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RESUMO

Hidrolise redutiva parcial foi utilizada para produzir oligossacarideos alditois a
partir de galactanas sulfatadas, com estruturas repetitivas, obtidas de quatro
diferentes espécies de Rhodophyta: kappa-carragenana (Kappaphycus alvarezii),
theta-carragenana (Gigartina skottsbergii — lambda-carragenana poés-tratamento
alcalino), agarose 6-sulfato (Gracilaria domingensis), e agarana 2-sulfato
piruvilada (Acanthophora spicifera — agarana sulfatada piruvilada pés-tratamento
alcalino). Cada hidrolisado foi submetido a cromatografia de troca anidnica e
filtracdo em gel. Os oligossacarideos alditdis isolados foram caracterizados por
espectroscopia de RMN em 1D e 2D e por espectrometria de ESIMS.
Oligossacarideos neutros também foram preparados a partir de agarose comercial
sendo as purificagcbes dos mesmos realizadas por uso de solventes organicos e
cromatografia em coluna de silica. Alguns dos oligossacarideos alditois
apresentaram-se como isdmeros de posicao de grupo sulfato, sendo demonstrado
gue alguns deles apresentavam fragmentacao diferencial pelo uso da dissociacao
induzida por colisdo (DIC) nas andlises de ESIMS/MS. Estes isbmeros também
foram separados por eletroforese capilar (EC) em tampéao contendo ions borato. A
correlacdo entre a disponibilidade das hidroxilas passiveis a complexa¢do com o
borato, e a migracdo relativa dos oligossacarideos foi demonstrada. EC também
foi utilizada para acompanhar o processo de hidrdlise redutiva parcial, através da
analise dos produtos obtidos em diferentes tempos de hidrdlise, para diferentes
modelos de galactanas sulfatadas. Assim, foi demonstrado que o posicionamento
dos grupos sulfato presentes nestas galactanas influencia a velocidade de
hidrolise redutiva parcial. Metilgalactosideos sintéticos foram utilizados como
modelos para o desenvolvimento de condi¢Bes de alquilagéo regiosseletiva para a
introducdo de longas cadeias alquila nos oligossacarideos através do uso de
intermediarios organo-estanho. Os intermediarios destas reacdes foram estudados
por espectroscopia de RMN de *°Sn, sendo demonstrado que algumas deducdes
tidas como verdadeiras sobre as estruturas destes compostos em solucdo eram
incorretas. Além disso, um novo mecanismo de reacdo para este tipo de
intermediario estd sendo proposto. As condi¢cdes de alquilacdo foram entdo
aplicadas para a sintese de éteres com longas cadeias alquila a partir de alguns
dos oligossacarideos obtidos por hidrélise redutiva parcial, sendo também
demonstrado que grupos sulfato podem ser introduzidos regiosseletivamente. Os
glicosideos semi-sintéticos sulfatados e alquilados foram avaliados quanto a
atividade anti-herpética utilizando trés cepas do virus HSV. Neste estudo, o
composto [(-D-Galp 4-sulfato-(1 - 4)-3,6-An-1-O-tetradecil-D-GalOH mostrou-se
ativo para todas as cepas virais, enquanto o seu isomero, (3-D-Galp 3-sulfato-
(1 - 4)-3,6-An-1-O-tetradecil-L.-GalOH mostrou-se inerte para todas as cepas.
Estes resultados indicam que fatores, tais como, presenca de porc¢des hidrofobicas
e posicionamento de grupos sulfato, sdo cruciais na atividade antiviral de
carboidratos sulfatados.
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ABSTRACT

Partial reductive hydrolysis was used to produce oligosaccharide alditols from
sulfated galactans with repeating diads obtained from four different Rhodophyta
species: kappa-carrageenan (Kappaphycus alvarezii), theta-carrageenan
(Gigartina skottsbergii — alkali-treated lambda-carrageenan), agarose 6-sulfate
(Gracilaria domingensis), and pyruvylated agaran 2-sulfate (Acanthophora spicifera
— alkali-treated pyruvylated agaran sulfate). Each hydrolyzate was submitted to
anion-exchange and gel-filtration chromatography and the isolated oligosaccharide
alditols were characterized by 1D, 2D NMR spectroscopy and ESIMS
spectrometry. Neutral oligosaccharides were also prepared from commercial
agarose, treatment with organic solvents and chromatography on silica gel column
being utilized for their purification. Some of the resulting oligosaccharide alditols
were positional isomers of sulfate substituents and it was demonstrated that some
of them had different fragmentation patterns by use of collision induced
dissociation (CID) on ESIMS/MS analysis. These isomers were also completely
separated by capillary electrophoresis in a borate buffer. A correlation between the
hydroxyl groups availability for borate complexation, and the oligosaccharides
relative migration were shown. The capillary electrophoresis method was then
used to follow partial reductive hydrolysis process to analyze different sulfated
galactan models. It was found that the galactan sulfation patterns influence the
reductive partial hydrolysis rate. For chemical modifications of oligosaccharides,
methyl galactoside derivatives were used to define conditions for regioselective
alkylations by means of organotin chemistry. The acetal intermediates in these
reactions were studied by *°Sn spectroscopy and it was demonstrated that some
long held assumptions about their structures in solution were incorrect. In addition,
a novel reaction mechanism for this kind of intermediate has been proposed. The
alkylation conditions were then applied to synthesize long chain ethers from some
of the oligosaccharides and it was also shown that sulfate groups could be
regioselectively added. The semi-synthetic alkylated/sulfated glycosides of
oligosaccharide alditols were tested against three strains of HSV. In this study, (-D-
Galp 4-sulfate-(1 - 4)-3,6-An-1-O-tetradecyl-D-GalOH was active against all virus
strains while its isomer, [-D-Galp 3-O-sulfate-(1- 4)-3,6-An-1-O-tetradecyl-L-
GalOH was not. These results indicate that factors, such as hydrophobic portions
and sulfation positioning, are crucial for antiviral activity of sulfated sugars.
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1. INTRODUCAO

1.1. GALACTANAS DE ALGAS MARINHAS

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). A parede
celular das algas é composta por dois componentes principais: componente fibrilar
(formador do esqueleto da parede) e componente amorfo, o qual forma uma matriz
na qual o componente fibrilar se encontra embebido. O componente amorfo
geralmente possui uma composicdo variada compreendendo até 70% do peso
seco da parede celular, sendo encontrado em maior quantidade em Phaeophyta e
Rhodophyta, onde correspondem aos polissacarideos comercialmente explorados:
acido alginico, agaranas e carragenanas (LEE, 1989).

Em Rhodophyta, o componente amorfo da parede celular € formado por
galactanas que apresentam uma estrutura linear formada por unidades de [(-D-
galactopiranose ligadas glicosidicamente através das posi¢cfes 1 e 3 (unidade A) e
o-galactopiranose ligadas através das posicdes 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

A estereoquimica da unidade B apresenta grande importancia na
classificacdo 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 1).



FIGURA 1: Estrutura basica repetitiva de carragenanas e agaranas.
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O alto grau de sulfatacéo e baixa ocorréncia de grupos O-metil e acetal de
acido piravico séo caracteristicas marcantes das carragenanas (PAINTER, 1983).
Ainda, pode-se classificar as carragenanas de acordo com a posi¢do dos grupos

O-sulfato nas unidades A e B, considerando-se estruturas ideais (Tabela 1).



Tabela 1: Classificacdo das carragenanas de acordo com estruturas ideais das
unidades A e B (GREEN & YAPHE, 1984).

Familia Unidade A Unidade B
3-0O-B-D-galactose 4-0-a-D-galactose

Kappa

K 4-sulfato 3,6-AnGal

l 4-sulfato 3,6-AnGal 2-sulfato

u 4-sulfato 6-sulfato

Y 4-sulfato 2,6-dissulfato

Lambda

A 2-sulfato 2,6-dissulfato

i3 2-sulfato 2-sulfato

T 2-sulfato;4,6-O-(1-carboxietilideno) 2-sulfato

0 2-sulfato 3,6-AnGal 2-sulfato

Beta

B - 3,6-AnGal

a - 3,6-AnGal 2-sulfato

y - 6-sulfato

0 - 2,6-dissulfato

Omega

W 6-sulfato 3,6-AnGal

() 6-sulfato 6-sulfato




J& as galactanas do tipo agarana apresentam mais comumente grupos O-
metil, principalmente em carbono-6 da unidade A e carbono-2 da unidade B, e
normalmente sao sulfatadas em menor grau quando comparadas as
carragenanas.

DUCKWORTH e YAPHE (1971), consideraram que as agaranas
compreendem 3 tipos de estruturas distintas:

-Agarose neutra: possui estrutura linear e regular constituida por unidades
alternadas de (1 - 3)-p-D-Galp e (1 - 4)-3,6-An-a-L-Galp (ARAKI & HIRASE, 1960);

-Agarose piruvatada: apresenta baixo grau de sulfatagdo, e ainda possui
unidades de (-D- Galp substituidas por grupos 4,6-O-(1'-carboxietilideno);

-Agarose sulfatada: apresenta aumento no grau de sulfatacdo da unidade B
(a-L-Galp-6-sulfato), baixo teor de 3,6-AnGal e 4,6-O-(1’-carboxietilideno)-D-Galp.

Considerando as estruturas de agaranas descritas ap0s o trabalho de
DUCKWORTH e YAPHE (1971), constata-se que aclassificagdo proposta por
estes autores € no minimo incompleta, ja que ndo contempla a diversidade
estrutural deste grupo de galactanas.

Embora a ocorréncia e/ou localizacdo de grupos O-sulfato, O-metil e acetal
de acido piravico seja uma das maneiras utilizadas para a classificagdo destes
polissacarideos, existem carragenanas e agaranas que apresentam padrdo de
substituicdo incomum. Grupos substituintes, tais como O-metil e acetal de &cido
pirdvico (mais comuns em agaranas) tém sido observados em carragenanas
(CHIOVITTI et al., 1997). Mais recentemente foram encontradas agaranas com
indice de sulfatacdo compativel com os apresentados por carragenanas altamente
sulfatadas (DUARTE et al., 2004).

Algumas destas galactanas apresentam complexos padrdes de substituicao
por grupos O-metil, O-sulfato, acetal de acido piravico e glicosil (USOV &
ELASHVILI, 1991; CHIOVITTI et al., 1997; DUARTE et al., 2001) resultando em
espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) de alta complexidade bem
como em grande namero de produtos de metilagdo. Por esta razdo, a obtencao de
oligossacarideos a partir destes polimeros € uma poderosa ferramenta para

determinagdo do posicionamento dos substituintes, bem como no auxilio da



determinagdo de assinalamentos caracteristicos no estudo pela ressonancia

magnética nuclear.

1.2. OLIGOSSACARIDEOS

Por definicdo, oligossacarideo € um composto que € constituido por um
pequeno numero de unidades monossacaridicas (de 2 até, aproximadamente, 10
residuos) (STANEK et al., 1965; PAOLETTI & JOHNSON, 1995). Esses
compostos podem ser naturalmente encontrados em sistemas biolégicos como
produtos de seu metabolismo normal podendo exercer diversas fungdes. Em
vegetais, podem servir principalmente como compostos de reserva ou como
osmorreguladores, sendo a sacarose o oligossacarideo de maior ocorréncia em
plantas (CROWE et al., 1987).

KANDLER e HOPF (1980) classificaram os oligossacarideos, de acordo
com a sua origem, em oligossacarideos primarios e secundarios.
Oligossacarideos primarios sdo aqueles sintetizados in vivo a partir de um mono
ou oligossacarideo e um doador glicosil, pela acdo de uma glicosiltranferase. Ja
oligossacarideos secundarios sdo aqueles originarios de hidrolise, in vivo ou in
vitro, a partir de oligossacarideos maiores, polissacarideos, glicoproteinas e
glicolipideos, podendo ser obtidos pela acdo de hidrolases, bem como pela acéo
de &cidos.

Para polissacarideos em geral, a obtencdo de oligossacarideos por
métodos de hidrélise acida ou enzimatica, € importante na confirmacdo da
sequéncia das unidades monossacaridicas, configuragdo anomeérica e tipos de
ligagdo. Um exemplo que mostra a importdncia da hidrolise enzimatica na
determinacdo da estrutura de polissacarideos é a capacidade de clivagem
especifica de ligacbes mais resistentes a hidrolise acida. Isso € particularmente
oportuno quando o polissacarideo possui ligagbes mais sensiveis a hidrolise
acida, como por exemplo, ligacdes a unidades de L-arabinofuranose. Um exemplo
similar € a acdo da [(-D-galactosidase sobre a agarose com liberacdo de

neoagarobiose, neoagarotetraose, e outros oligossacarideos contendo unidades



de 3,6-anidro-L-galactopiranose, que € extremamente labil a presenca de &cidos.
A hidrélise acida parcial, que tem por objetivo obter fragmentos maiores e/ou
menores do polissacarideo, deve ser muito bem controlada. Para tal, utiliza-se
inicialmente condicbes de uma hidrolise acida convencional, diminuindo a
temperatura ou limitando o tempo, ou diminuindo a concentracdo de &cido,
segundo informacdes colhidas das curvas de hidrélise (PAINTER, 1983).

Complexas misturas de oligossacarideos podem ser originadas ap0s uma
hidrolise parcial. Deste modo, varias técnicas cromatograficas preparativas podem
ser utilizadas para o fracionamento destes acgucares. Para mistura de
oligossacarideos neutros, a separacao pode ser feita por filtracdo em gel utilizando
Sephadex (dextrana) ou Bio-Gel P-2 (gel de poliacrilamida), por cromatografia de
particdo em celulose ou por cromatografia de adsorcdo em carvao-Celite. Para
oligossacarideos acidos pode-se usar cromatografia de troca ibnica; neste caso
dietilaminoetilcelulose e dietilaminoetil-Sephadex s&o materiais apropriados e de
alta capacidade de troca (PAINTER, 1983). Atualmente novos materiais para
cromatografia tém sido empregados para purificacdo de oligossacarideos:
Superdex (cross link de agarose e dextrana), Superose (agarose), Sephacryl
(alildextrana e metilenobisacrilamida) sdo algumas das matrizes mais utilizadas.
Ainda, varias purificacdes de oligossacarideos podem ser realizadas através de
meétodos eletroforéticos e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
utilizando variados tipos de materiais para preenchimento das colunas (USOV &
ELASHVILI, 1991; VIVES et al., 2001).

Oligossacarideos piruvatados foram obtidos através de hidrdlise parcial, a
partir de polissacarideos acidos extracelulares produzidos pela bactéria gram
negativa fitopatdgena de batata, Erwinia crysanthemi. A purificacdo destes
oligossacarideos foi realizada por filtracio em gel (Bio-Gel P-2) e por
cromatografia de troca idnica com detector de pulso amperométrico (YANG et al.,
2001).

Galacto-oligossacarideos sulfatados foram preparados a partir de arabino-
galacto-ramno-galacturonanas extraidas de sementes de Lupinus polyphyllus

(Leguminosae), sendo feita hidrélise parcial e posterior sulfatacdo. Esses



oligossacarideos foram analisados por cromatografia analitica de filtracdo em gel e
o conteldo de sulfato foi determinado por cromatografia iénica (KASBAUER et al.,
2001).

Técnicas de CLAE em coluna de troca ibnica também foram usadas para a
purificacdo de oligossacarideos sulfatados obtidos a partir de heparan sulfato,
sendo combinado o uso de eletroforese em gel de poliacrilamida (VIVES et al.,
2001).

1.2.1. Oligossacarideos derivados de galactanas de  algas vermelhas.

Devido a presenca de unidades de 3,6-anidrogalactose (acucar labil em
meio acido), as hidrélises parciais utilizadas para a obtencéo de oligossacarideos
a partir de carragenanas e agaranas apresentam algumas particularidades.
Metandlise parcial (HIRASE, 1957; IZUMI, 1973; TAKANO et al., 1998), hidrélise
enzimatica parcial (DUCKWORTH & YAPHE, 1971; YOUNG et al., 1978;
KNUTSEN et al., 2001) e hidrdlise redutiva parcial (USOV & ELASHVILI, 1991;
USOV & ELASHVILI, 1995) séo as técnicas utilizadas, e cada uma apresenta sua
peculiaridade para a manutencdo da integridade das unidades de 3,6-
anidrogalactose. Métodos de hidrdlise acida parcial convencional (HIRASE, 1957,
IZUMI, 1973; YU et al., 2002) também tém sido utilizados em galactanas de algas
vermelhas, entretanto muitas vezes as unidades de 3,6-anidrogalactose terminais
sao destruidas frente a estas condi¢cdes mais drasticas.

Com uso da metandlise parcial, as ligacdes 3,6-anidrogalactosidicas séo
preferencialmente metanolisadas, formando oligossacarideos contendo 3,6-
anidrogalactose dimetilacetal como unidades terminais (HIRASE, 1957; 1ZUMI,
1973; TAKANO et al., 1998 - Figura 2).



Figura 2: Obtencao de 4,6-O-(1’-carboxietilideno)-agarobiose dimetilacetal a partir
de uma agarana com acetal de acido piravico ligado, via metanolise parcial
(1ZuMl, 1973).
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Nas hidrélises enziméticas utiliza-se [-agarases e [-carragenases (-
galactosidases) que clivam especificamente as ligacdes B-galactosidicas gerando
oligossacarideos com terminais redutores de galactose. Os oligossacarideos
originados pela acdo destas enzimas tém a nomenclatura usual baseada na sua
origem e numero de unidades monossacaridicas, utilizando-se o prefixo neo
(neoagarobiose - neocarragenose, neoagarotetraose - neocarratetraose). Ainda,
pode-se obter oligossacarideos através de clivagem enzimatica das ligacao 3,6-
anidrogalactosidicas pela acdo de uma a-agarase, entretanto estes tipos de
enzimas sao de dificil obtencdo. Os oligossacarideos gerados pela quebra das
ligagdo a-3,6-anidrogalactosidicas exibem seu terminal redutor na forma de um
aldeido hidratado (DUCKWORTH & YAPHE, 1971; YOUNG et al., 1978;
KNUTSEN et al., 2001 - Figura 3).



Figura 3: Formacdo de neoagarotetraose, neoagarohexaose (DUCKWORTH &
YAPHE, 1971) e agarotetraose e agarohexaose (YOUNG et al., 1978) produtos de

uma B-agarase e o-agarase respectivamente.
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A hidrdélise redutiva parcial consiste em uma hidrélise acida branda na
presenca de complexo de 4-metilmorfolina borano (agente redutor estavel em
meio acido). Como resultado, ocorre uma quebra seletiva da ligagcdo 3,6-
anidrogalactosidicas, gerando uma série de oligossacarideos com unidades de
3,6-anidrogalactitol na sua extremidade, enquanto os grupos sulfatos séo
substancialmente retidos. Os oligossacarideos alditois produzidos neste tipo de
hidrélises tém o nome usual baseado em sua origem, nimero de unidades e

acrescentando-se o sufixo itol. Quando estes oligossacarideos apresentam
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unidades precursoras de a-3,6-AnGal (a-galactopiranose 6-sulfato), utiliza-se o
prefixo pre (USOV & ELASHVILI, 1991; USOV & ELASHVILI, 1997 - Figura 4).

Figura 4: Oligossacarideos alditois obtidos a partir de galactanas de algas
vermelhas. Estruturas publicadas até o ano de 2002 (USOV & ELASHVILI, 1991;

USOQOV & ELASHVILI, 1997).
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Com a utilizacdo de uma hidrdlise acida parcial convencional, dois tipos de
oligossacarideos podem ser originados. Quando a hidrolise é suficientemente
branda no que diz respeito a concentracdo de &cido, temperatura e tempo,
formam-se oligossacarideos similares aqueles obtidos pela acdo de uma alfa-
agarase (agarotetraose e agarohexaose,) e, principalmente, agarobiose na forma
de aldeido hidratado (IZUMI, 1973 - Figura 5).

Figura 5: Formacao da agarobiose (aldeido hidratado) através de hidrolise acida
parcial (HCI 0,1 M; 20 min; 95°C) segundo IZUMI (1973).
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Quando as condi¢des de hidrélise &cida parcial tornam-se mais drasticas
ocorre degradacdo das unidades terminais de 3,6-AnGal. Desta forma, sao
gerados oligossacarideos de numero impar de unidades monossacaridicas, tendo
tanto como terminal redutor e ndo redutor, unidades A (YU et al., 2002 - Figura 6 ).

Figura 6: Formacdo de oligossacarideos redutores derivados de kappa-
carragenana atraves de hidrolise acida parcial (HCI 0,1 M; 3 h; 60°C) segundo YU
et al. (2002)
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1.3. ELETROFORESE CAPILAR

A eletroforese capilar (EC) é uma técnica capaz de promover rapida
separacdo com alta resolucdo a partir de volumes de amostra extremamente
pequenos. Embora os principios da eletroforese capilar sejam conhecidos ha
muito tempo, a primeira aplicacéo relatada de separacédo em capilares de diametro
micrométrico foi demonstrada em 1979 por MIKKERS et al. Essa técnica tem sido
usada para a separacdo de moléculas de alto peso molecular, como
polissacarideos e proteinas, bem como para analitos de menor massa molecular,
como aminoacidos, peptideos, mono- e oligossacarideos. O crescimento
exponencial do numero de publicagbes envolvendo esta técnica nos ultimos dez
anos relata a importancia cientifica e a aplicabilidade comercial da EC (CARNEY &
OSBORNE, 1991).

Geralmente o funcionamento de um equipamento de EC envolve a
aplicacéo de alta voltagem, tipicamente 5 a 30 kV em um capilar de diametro
reduzido gerando correntes na faixa de 10 a 100 mA. O uso do capilar apresenta
varias vantagens, particularmente em relagdo ao efeito Joule. A alta resisténcia
elétrica do capilar permite a aplicagdo de campos elétricos altos pois gera um
aquecimento minimo, além disso o formato de capilar propicia uma dissipacéo
eficiente do calor gerado. O uso de campos elétricos altos resulta em tempo de
andlise curto, alta eficiéncia e resolugcdo (ALTRIA, 1996; QUEIROZ & JARDIM,
2001).

Na eletroforese capilar, o capilar € preenchido com uma solugdo tampéao e
suas extremidades sdo mergulhadas em recipientes, que contém a solucdo
tampéo, e onde é aplicado um campo elétrico, que gera uma corrente no interior
do capilar. Os eletrodos sé&o feitos de um material inerte, tal como, platina, e sdo
também mergulhados na solucdo para fechar o circuito. O capilar passa atraves
de um detector, usualmente um detector espectrofotométrico de absor¢cdo no
ultravioleta (UV) (ALTRIA, 1996; QUEIROZ & JARDIM, 2001).

Uma pequena quantidade de amostra € introduzida em uma das

extremidades do capilar. A aplicacdo do campo elétrico provoca o movimento dos
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analitos em direcdo aos eletrodos. As separacdes em EC sdo baseadas na
presenca de um fluxo eletricamente induzido, denominado fluxo eletroosmatico
(FEO), um fendmeno eletroforético que gera o fluxo da solucdo dentro do capilar,
gue faz com que os solutos se movimentem em direcdo ao detector. Este fluxo
pode reduzir significativamente o tempo de andlise ou forcar um ion a reverter a
sua tendéncia de migracdo em direcdo a um eletrodo, pelo qual estd sendo
atraido, devido ao sinal de sua carga (ALTRIA, 1996; QUEIROZ & JARDIM,
2001).

1.3.1. Fluxo eletroosmoético

A parede do capilar de silica contém grupos silandis (SiOH) os quais se
ionizam (SiO") quando em contato com solu¢cdes tampdo com pH altos. Esta
dissociacdo produz uma superficie carregada negativamente. Uma camada de
contra-ion (cations) é entdo formada préoxima a parede do capilar a fim de manter
a eletroneutralidade. Isto forma a dupla camada e cria uma diferenca de potencial
muito proxima a parede. Quando uma diferenca de potencial (ddp) é aplicada,
estes ions metalicos e suas moléculas associadas solvatadas com agua migram
em direcdo ao catodo (ALTRIA, 1996; QUEIROZ & JARDIM 2001- Figura 7).

Figura 7: Mecanismo de geracado de fluxo eletroosmético (QUEIROZ & JARDIM,
2001).
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O nivel do FEO ¢é altamente dependente do pH do eletrdlito, uma vez que
sua intensidade é governada pela ionizagdo dos grupos silanois (acidos) da
parede do capilar. Abaixo de pH 4, a ionizacdo dos grupos silandis é pequena e o
FEO nédo € significante, enquanto que acima de pH 9 os silanois ficam
completamente ionizados e portanto o FEO é alto (ALTRIA, 1996).

Se fizermos um corte no tubo capilar, como mostrado na Figura 8,
verificamos que o perfil do FEO é do tipo plano (plug) e isto tem um efeito
benéfico, uma vez que ele ndo contribui diretamente para o alargamento dos
picos, pois as moléculas do soluto se moverdo em velocidades muito proximas.
Esta é uma grande vantagem da EC quando comparada ao perfil parabdlico (fluxo
laminar) da CLAE, caracteristico do fluxo induzido por presséo. A solucdo em fluxo
laminar move mais lentamente proximo a parede da coluna e mais rapidamente no
centro, resultando em diferentes velocidades do soluto ao longo da coluna. Assim,
guanto maior o tempo que o soluto despender para percorrer o leito da coluna

mais largo se tornara o perfil do pico (QUEIROZ & JARDIM, 2001).

Figura 8: Comparagdo entre os perfis dos fluxos pressurizado (CLAE) e
eletroosmoético (EC) (QUEIROZ & JARDIM, 2001).
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Um outro beneficio do FEO € que ele gera o movimento de quase todas as
espécies, apesar das cargas, na mesma direcdo. Sob condi¢cdes normais
(superficie carregada negativamente), o fluxo é do anodo para o catodo. Anions
serdo conduzidos em direcdo ao catodo uma vez que o fluxo gerado pode ser

mais que uma ordem de magnitude maior que as mobilidades eletroforéticas.
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Assim, cétions, neutros e anions serao eletroferografados em uma mesma corrida,
uma vez que eles migram na mesma direcdao. A Figura 9 mostra este processo.
Cétions migram mais rapido, pois sofrem atracdo pelo catodo, neutros sédo
arrastados na mesma velocidade do FEO e ndo sdo separados e anions migram
mais lentamente uma vez que séo atraidos para o anodo, mas sao arrastados pelo
FEO em direcao ao catodo (CARNEY & OSBOURNE, 1991; QUEIROZ & JARDIM,
2001).

Figura 9: Representacdo de espécies neutras e carregadas (cargas positivas e

negativas) migrando em dire¢cdo ao catodo, independentemente de suas cargas,

sendo carregadas pelo fluxo eletroosmotico.
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A andlise pré-catodica, devido ao fluxo eletroosmético, € chamada de
técnica de polaridade normal. Alternativamente pode-se utilizar a técnica de
polaridade reversa. Neste tipo de procedimento, utiliza-se tampdes de baixo pH
(aproximadamente 3), onde os grupos silanol do capilar estardo protonados e,

deste modo, nao havera fluxo eletroosmético. A partir dai, as polaridades dos
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eletrodos deverdo ser invertidas e conseqlentemente ocorrera um processo
eletroforético pro-anddico (CARNEY & OSBOURNE, 1991).

1.3.2. Eletroforese capilar: separacdo de oligossac  arideos.

Uma vez que as principais formas para a obtencdo de oligossacarideos séo
a hidrélise parcial de macromoléculas e sintese organica, torna-se util o
desenvolvimento meétodos analiticos apropriados para o monitoramento dos
processos hidroliticos e sintéticos utilizados para a obtencdo destas moléculas.
Por outro lado, estas técnicas analiticas também sdo extensivamente utilizadas
para verificacdo da pureza dos oligossacarideos obtidos.

Na sintese organica de acUcares e glicoconjugados, normalmente utiliza-se
CCD (cromatografia em camada delgada) analitica para o acompanhamento dos
passos sintéticos. Para o acompanhamento dos passos de purificacdo de
oligossacarideos obtidos por hidrolise, além da CCD, utilizam-se técnicas
analiticas de cromatografia em papel, espectrometria de massa (EM),
espectroscopia de RMN, métodos eletroforéticos convencionais em papel e gel de
poliacrilamida e, mais recentemente CLAE. E importante destacar que RMN e EM
sao ferramentas indispensaveis para a elucidacao estrutural de oligossacarideos e
outros carboidratos, superando, desta forma, a importancia das outras técnicas
citadas (EL RASSI, 1996).

Devido a hidrofilicidade inerente a grande maioria dos oligossacarideos,
separacdes baseadas em métodos aquosos, incluindo CLAE, eletroforese em gel
de poliacrilamida e eletroforese capilar (EC), tornam-se muito apropriadas. Neste
aspecto, a EC apresenta varias vantagens sobre as demais técnicas citadas:
oferece separacdes mais eficientes, tempos de andalise mais curtos, menor
consumo de amostra, menor consumo de reagentes e solventes (EL RASSI,
1996).

Para viabilizar a separacao e deteccao de oligossacarideos por EC, pode-
se explorar varias propriedades apresentadas pelos sacarideos em geral. Mesmo

carboidratos neutros séo facilmente convertidos em espécies carregadas através
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da formacao de complexos com espécies carregadas, tais como, anions borato e
cations metalicos, e desta forma, tornam-se passiveis de separacdo num campo
elétrico (van DUIN et al., 1985). Por outro lado, a reatividade apresentada pela
extremidade redutora inerente a maioria dos aguUcares, possibilita sua marcacao
com cromoforos (detecgdo por ultravioleta) ou fluoréforos (deteccdo por
fluorescéncia), o que acarreta hum aumento de sensibilidade dos métodos de
deteccdo associados as técnicas de EC (EL RASSI, 1996 - Figura 10). Ainda, a
oxidacdo eletroquimica dos carboidratos na superficie de eletrodos metalicos
(deteccdo por pulso amperomeétrico), propicia um tipo de deteccdo altamente

sensivel para agucares néo derivatizados (COLON et al., 1993)

Figura 10 : llustracdo exemplificando duas metodologias para inser¢do de grupos
cromoforos e fluoréforos via terminal redutor: (A) aminacéo redutiva; (B) reacao de
condensacéao (EL RASSI, 1996).
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Alternativamente, pode-se utilizar esquemas de deteccédo indireta para
carboidratos que, na grande maioria das vezes, ndo exibem absorcéo na regido do
ultravioleta (UV), e tampouco exibem emissao de fluorescéncia. A deteccdo
indireta pode ser usada para compostos que ndo possuem propriedades fisicas
necessarias para um tipo de deteccdo especifica. Na detecc¢éo indireta por UV, o
tampédo utilizado contém um co-ion detectavel na regido do UV, ou seja, um
eletrolito com alta absortividade molar. Deste modo, enquanto o tampéo estiver
passando pela janela de deteccéo, havera uma alta absorcdo gerada pelo co-ion.
Quando a banda de separagcédo formada pelo analito, que n&o absorve no UV,
chegar a janela de deteccdo, a absorcdo promovida pelo co-ion detectavel é
dispersa, cessando a absorcado. Este evento de interrupcao do background gerado
pelo co-ion detectavel, ird provocar a formacéo de picos negativos proporcionais a
guantidade de analito ndo absorvente no eletroferograma resultante (EL RASSI,
1996 - Figura 11).

Figura 11 : llustracdo do processo de deteccéao indireta por UV.
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De posse de um método apropriado para deteccédo do oligossacarideo que
se deseja analisar, pode-se separar praticamente qualquer mistura de
oligossacarideos por EC. O poder de resolugcéo da técnica esta ligado a voltagem,
temperatura e comprimento do capilar utilizado na andlise e, principalmente, a
constituicdo do tampéao.

Oligossacarideos neutros (rafinose, sacarose, lactose, lactulose e
celobiose) podem ser separados por uso de tampdes de alto pH (100 mM de
NaOH) sendo realizada deteccéo eletroquimica (COLON et al., 1993).

Oligossacarideos acidos derivados de pectinas (STROM & WILLIAMS,
2004) condroitin sulfato (CARNEY & OSBOURNE, 1991), &cido hialurénico
(SUZUKI et al., 2001, MACCARI et al., 2004), heparan sulfato (LIU et al., 2002) e
carragenanas sulfatadas (YU et al., 2002) vém sendo extensivamente analisados
por técnicas de EC. Estas moléculas muitas vezes apresentam-se como isbmeros
de posicdo de grupo sulfato numa mistura hidrolitica (CARNEY & OSBOURNE,
1991; SHEN et al., 2001; DESCROIX et al., 2003) e a EC mostra-se uma

poderosa ferramenta capaz de separar estes isomeros.

1.4. SINTESE DE GLICOSIDEOS

Métodos sintéticos para obtencéo de glicosideos sdo particularmente Gteis
na obtencdo de moléculas-modelo para a utilizacdo em outras sinteses ou para
testes de atividade bioldgica.

A sintese quimica normalmente envolve passos de protecado e desprotecdo
das hidroxilas dos agucares por grupamentos apropriados utilizados em quimica
organica (SCHIMIDT & JUNG, 1999). O exemplo de sintese quimica de
oligossacarideos da Figura 12, mostra a importancia das glicosil
tricloroacetamidas como agentes glicosilantes e o uso de derivados 1,6-anidro
como aceptor glicosil (COLLINS & FERRIER, 1995).
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Figura 12: Sintese de um oligossacarideo utilizando glicosil tricloroacetamidas e
derivados 1,6-anidroglucose (COLLINS & FERRIER, 1995).
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Na sintese enzimética de oligossacarideos e glicosideos, principalmente
duas classes de enzimas sao utilizadas: glicosiltransferases e glicosidases.
Passos de sintese quimica ainda podem ser combinados com o uso de enzimas
(AUGE et al., 1999). A Figura 13 mostra a obtencdo de uma seqiiéncia antigénica

envolvida na rejeicdo de transplantes com o uso de quatro enzimas.
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Figura 13: Sintese enzimatica de um glicosideo envolvido na rejeicdo em

transplantes. Sacarose sintase: Susy; a-1,3-galactosiltransferase: a-GalT; (3-1,4-

galactosiltransferase: B-GalT; UDP-glucose-4’-epimerase : UDPGE (AUGE et al.,

1999).
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Alguns métodos sintéticos também vém sendo empregados extensivamente

para a obtencdo de glicosideos derivados de oligossacarideos. Em muitos casos

ocorre um incremento da atividade biologica do glicosideo derivado em relacéo ao

precursor sacaridico. A aminagéo redutiva € uma técnica utilizada na obtencéo de

glicosideos, onde a porcéo acucar pode estar previamente substituida por grupos

O-sulfato (KOSHIDA et al., 2001- Figura 14).
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Figura 14: Exemplo de obtencdo de glicosideos a partir de oligossacarideos
através de aminacao redutiva (KOSHIDA et al., 2001).
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SCHULE & ZIEGLER (1996) sintetizaram um glicosideo tetrassacaridico 5-
aminopentil substituido por acetal de acido pirtvico atraves de sintese em blocos
convergentes. A estrutura obtida corresponde a unidade repetitiva do
polissacarideo capsular imunodominante de Streptococcus pneumoniae tipo 27
(Figura 15). Este, assim como outros sacarideos sintéticos contendo grupos O-(1'-
carboxietilideno), vém sendo considerados importantes objetos para estudos

imunoldgicos e desenvolvimento de vacinas sintéticas.
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Figura 15: Sintese quimica da unidade repetitiva do polissacrideo
imunodominante de Streptococcus pneumoniae tipo 27 (SCHULE & ZIEGLER
1996).

OAc

OH Ao 0 o OAc
A Ac HO o
O, BnOH Ph O, OAc  aq. AcOH 0. HO
HO —_— o — > —» AcO o
HO OH HO. ACO
Teod\H Teod\H OBn OAC Teod\H  OBn
COOMe COOMe
Meoi OAC e /ﬁ OAc /#
3 fo) HC | “o
o o NH
HsC o, o Hp, EtOAc  ClsCCN o o 0 ‘
- AcAO o. — > ——» AcO o
C! Ac!
oAc TeodNH OBn oAc Teod\H O  CCh
EtS
O 0.
o Br, HO(CH)sNHZ . o N N UNHZ
BzO. ’ OBn
OBn OBn
OBn
OBn OBn
oBn ,OBN - o
% A Bz
BzO-
’ oen oBnl AN
OBn
forma B (55%) OBn
COOMe
OAc OBn OBn
oo I -
(0]
AcO BzO.
AcO ° /N + 0Bn O 0 NHZ
oA TeocNH O CClg 0. SN N
C OBn

OBn
TMSOf

Ac,0, piridina

MeOH, NaOMe
NaOH, MeOH
H,, MeOH-H,0-AcOH

COO-
oH OH
OH
S ) o o
O 0
HO o o)
HO. o)
OH o
oH NHAc o SN N NHZ
OH
OH

!
l Zn, AcOH
}



24

KATSURAYA et al. (1999) sintetizaram alquil glicosideos sulfatados com
propriedades antivirais, partindo de oligossacarideos neutros derivados de
laminaranas. Esses glicosideos foram sintetizados seguindo os passos de
protecdo das hidroxilas dos oligossacarideos, glicosidacdo do terminal redutor,

desbloqueio das hidroxilas e sulfatacéao (Figura 16).

Figura 16: Método de obtencéo de alquilglicosideos sulfatados (KATSURAYA et

al., 1999).
OH OH OH
o HO o HO%
HO OH
2o (o} o
OH OH OH

acetilagéo l OaC/ACZO

glicosidacdo | ROH/catal,

%%%

desacetilagéo NaOMe/MeOH

sulfatagéo l @N S0; [piridina
OR OR OR
o . o ., ©
R'om%w%%m?
OR' OR' OR

R' = SO3Na ouH R = colesteril, mentil, etc.



25

1.5. DERIVATIZACAO DE CARBOIDRATOS via ACETAIS DE
DIALQUILESTANILENO

Reacdes de derivacdo de oligossacarideos e outros acgUcares redutores,
normalmente sdo realizadas por reagdo dos terminais redutores frente a alcoois
utilizando catalisadores especificos ou pelo processo de aminacdo redutiva para
formacédo de bases de Schiff. Alternativamente, no caso de agucares que nao
apresentam um terminal redutor, pode-se realizar reagbes nao-anomericas
regiosseletivas através da formacdo de intermediarios acetais de
dialquilestanileno.

Polidis reagem com oOxido de dibutilestanho formando acetais de
dibutilestanileno, e estes intermediarios reagem frente a eletréfilos de maneira
regiosseletiva (Figura 17 - GRINDLEY, 1998). Desde o descobrimento da utilidade
de éteres trialquilestanil e dialquilestanil, estes tém sido amplamente usados em
sintese de derivacdo de carboidratos. Avancos tém sido feitos na expansédo da
utilidade destes compostos bem como no entendimento dos mecanismos de
reacdo. As maiores razdes para a utilizacdo destes intermediérios, sdo os altos
rendimentos, alta regioseletividade, e principalmente, a rapidez com que esta
reacdes ocorrem quando comparadas as reacOes utilizando os alcoois
precursores (GRINDLEY, 1998).

Figura 17: Reacdo de O6xido de dibutilestanho com diol seguida de reacgéo

regiosseletiva frente a um eletréfilo
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Acetais formados pela reacdo de carboidratos e 6xido de dibutil estanho
podem reagir com uma grande quantidade de eletrofilos, tais como: haletos de
acila, haletos de alquila, anidridos, haletos de sulfonila, halogénios e N-
halosuccinimidas. Estes acetais de dialquilestanileno, quando usados como
intermediarios para estas reacdes, apresentam um aumento da nucleofilicidade
preferencial para um dos atomos de oxigénio envolvidos na formacdo do acetal,
induzindo reagOes rapidas e regiosseletivas. Durante as duas ultimas décadas
estes derivados tém servido como precursores para a derivatizagdo de
carboidratos, gerando principalmente derivados monossubstituidos. A via normal
de reagcdo envolve a formacdo de uma ligacdo simples oxigénio-eletrofilo via
unidade organo-estanho (GRINDLEY, 1998, NAMAZI & GRINDLEY, 1997,
GRINDLEY & NAMAZI, 1996).

Nas reacdes de acetais de dibutilestanileno frente a eletréfilos pode utilizar-
se solventes organicos polares como metanol, N,N-dimetilformamida (DMF) ou
acetonitrila. Os solventes fracamente polares mais utilizados séo tetraidrofurano e
diclorometano. Estas reac0es ainda podem ser conduzidas em solventes apolares,
tais como benzeno, tolueno ou brometo de benzila. As reagdes de acilagao,
sulfonilagdo, sulfatacdo e sillacdo sdo normalmente realizadas a temperatura
ambiente ou sob resfriamento (GRINDLEY, 1998).

Ja as reacdes de alquilacdo requerem condi¢cdes mais vigorosas. Estas
reacdes eram originalmente (NASHED & ANDERSON, 1976) conduzidas com o
acetal de dibutilestanileno e agente alquilante dissolvidos em DMF a temperaturas
elevadas (45 — 100 °C). Posteriormente (ALAIS & VEYRIERES, 1987), foi
desmonstrado que a adicdo de nucledfilos no meio reacional acelerava
consideravelmente estas reacfes. Por exemplo, a alquilagdo de acetais de
dibutilestanileno em benzeno, a qual é muito lenta em refluxo na presenca apenas
de brometo de benzila (agente alquilante), acontece muito mais rapidamente com
a adicdo de haletos de tetrabutilamonio. Muitos outros nucledfilos, tais como, N-
metilimidazole (CRUZADO & MARTIN-LOMAS, 1988) e fluoreto de césio (CsF)
também sédo efetivos. O CsF tem sido usado principalmente em DMF, sendo esta

combinacdo extremamente efetiva para reagdo de benzilagdo com brometo de
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benzila & temperatura ambiente. A Figura 18 mostra 0 mecanismo de reacdo
proposto por NAGASHIMA e OHNO (1991) para as reacdes de alquilagdo na

presenca de CsF.

Figura 18: Mecanismo proposto para a participacdo do CsF em reacdes de
acetais de dibutilestanileno (NAGASHIMA & OHNO, 1991).
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1.5.1. Correlacdo entre a estrutura de acetais de d ialquilestanileno e

regiosseletividade.

Em acetais de dibutilestanileno formados num par equatorial-axial cis-diol
em anéis piranosidicos, a rea¢ado ocorre preferencialmente no oxigénio equatorial.
Os exemplos mais espetaculares de regiosseletividade para este tipo de formacéao
tém sido demonstrados em monossubstituicdes seletivas do O-3 em [-lactosideos
(Figura 19), os quais apresentam 7 hidroxilas livres incluindo duas primarias
(ALAIS et al., 1983; EKBERG & MAGNUSSON, 1993; FERNANDEZ et al., 1994).
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Figura 19: Monossubstituicdo em O-3 do metil B-lactosideo
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A Figura 19 representa o intermediario acetal de dibutilestanileno como
uma estrutura monomérica. Entretanto, o estudo destes acetais derivados de
carboidratos demonstrou que estes compostos apresentam-se principalmente na
forma de dimeros em solugdo (Figura 20 — DAVID et al., 1981; GRINDLEY &
THANGARASA, 1990).

Figura 20: Estrutura dimérica do acetal de dibutilestanileno do benzil 2,6-di-O-

benzil-B3-D-galactopiranosideo

Bn
Bu Bu |
Bn-O N ~0 0O

Bn : __Sn o

OH O O N OBn
o BU-SNO BnO O \ /O
OBn Bux5n9 Sn _
HO o Bn O O/ | \BU O Bn
Bu

Para os acetais dibutilestanileno formados num par diol terminal contendo
um oxigénio primario e outro secundario, a reacao ocorre preferencialmente no
atomo de oxigénio primario com excelente regiosseletividade, o que pode ser
explicada pela estrutura dimérica que estes acetais assumem em solucdo. A
Figura 21 mostra a formacdo dos dimeros possiveis de acetais dibutilestanilenos
em estruturas contendo terminais 1,2-diois (GRINDLEY & KONG, 1993).
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Figura 21: Estruturas diméricas possiveis de acetais de dibutilestanileno de 3-O-
benzil-1,2-O-isopropilideno-D-glucofuranose; a partir da esquerda: espécie 5,5-

dimérica, 6,6-dimérica e 5,6-dimérica.
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Sabendo que os oxigénios dicoordenados sdo mais nucleofilicos que os
tricoordenados e, que os dicoordenados primarios sdo mais reativos que 0s
dicoordenados secundarios, fica clara a tendéncia regiosseletiva em relacdo a
posicao priméria, apesar do equilibrio entre as trés espécies estar deslocado para
forma 6,6-dimérica, onde os oxigénios secundarios seriam favorecidos (Figura
21). O que favorece a substituicdo primaria € a mobilidade apresentada pelos
grupos butil, 0 que possibilita a interconversdo para as outras espécies possiveis.
Deste modo, o ataque aos oxigénios primarios € favorecido devido a sua mais alta
reatividade (GRINDLEY & KONG, 1993; KONG & GRINDLEY, 1994a).

Apesar disso, ja foi reportado que para acetais hexametilenoestanileno, a
reacdo € deslocada ao oxigénio secundario. Esta marcada mudanca na
regiosseletividade pode ser explicada pela menor mobilidade dos grupos
hexametileno em relacdo aos grupos butil. Deste modo, na conversédo para as
espécies 5,5-diméricas e 5,6-diméricas (onde h& possibilidade de dicoordenacédo
nas hidroxilas primérias) é desfavorecida (GRINDLEY & KONG, 1993; KONG &
GRINDLEY, 1994).
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1.5.2. Estudo da estrutura de acetais de dialquiles  tanileno por RMN de *°Sn

A RMN de '*°Sn é a técnica mais conveniente para o estudo de compostos
organo-estanho em solucdo. O nicleo de *°Sn tem spin de % e abundancia
isotopica de 8,7%. Deste modo, RMN de '9Sn é 25,5 vezes mais sensivel que
RMN de *C (KENNEDY & McFARLANE, 1988).

Os atomos de estanho em acetais de dibutilestanileno ressonam
normalmente na regido entre —100 até —200 ppm. Esta é a regido do espectro
onde atomos de estanho na forma de dibutildialcoxiestanho absorvem, se o &tomo
de estanho é pentacoordenado (GRINDLEY, 1998), ou seja, quando estes
compostos estdo na forma de dimeros (observar coordenacdo do nucleo de
estanho nas Figuras 20 e 21). Para 4tomos de estanho tetracoordenados, a
absorcéo acorre de —40 até +100 ppm, enquanto os hexacoordenados absorvem
entre —230 e —300 (GRINDLEY & THANGARASA, 1990; GRINDLEY et al., 19923;
GRINDLEY et al., 1992b).

RMN de **C e *H s&do muito menos UGteis do que RMN de *°Sn em termos
de informacgOes estruturais sobre estes compostos. Isto porque o deslocamento
quimico de RMN **C e H provocado pela coordenacdo de um nicleo de estanho
normalmente € muito pequeno (~ 4 ppm) e na maioria das vezes nédo € restrito ao
carbono ou préton adjacente ao oxigénio coordenado. Entretanto, experimentos de
RMN *C e 'H mono- e bidimensionais tem-se mostrado extremamente (teis no
estudo dos mecanismos de reacdo envolvendo compostos organo-estanho
(HOLECEK et al., 1986).



31

1.6. ATIVIDADE BIOLOGICA DE GLICIDEOS

Tém-se atribuido atividade biol6gica importante a alguns tipos de
oligossacarideos e glicosideos. Atividades hipoglicemiante (JOUBERT et al.,
1987), antiviral (KATSURAYA et al. 1999) e antiangiogénica (PARISH et al., 1999;
KASBAUER et al. 2001) sdo algumas das propriedades ja descritas para
oligossacarideos naturais, oligossacarideos obtidos por hidrolise parcial,
glicosideos sintéticos e semi-sintéticos. A atividade parece estar intimamente
ligada ao nimero de unidades monossacaridicas presentes no oligossacarideo,
com o0s substituintes destas unidades e com a porcao aglicona (no caso de
glicosideos) ligada a estrutura (HURTLEY, et al. 2001).

A ascarbose (Figura 22) foi introduzida na terapéutica em 1990 (Bayer
AG", Alemanha) com o nome de fantasia de Glucobay". Este oligossacarideo,
isolado de espécies da actinobactéria Actinoplanes, vem sendo utilizado na
terapéutica do Diabetes melitus do tipo Il (ndo dependente de insulina). Funciona
como inibidor competitivo de véarias enzimas intestinais: a-glucosidases,
glucoamilase, sucrase, maltase e isomaltase. Deste modo, impede a formacao de
glucose livre no intestino e, consequientemente, diminui seus niveis séricos. Em
adicdo, a ascarbose nao inibe a lactase, evitando a intolerancia a lactose
(WITCZAK, 1997).

Figura 22: Estrutura da ascarbose, oligossacarideo hipoglicemiante inibidor de
glucosidases intestinais (WITCZAK, 1997).
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Além da ascarbose, o0 dissacarideo MDL 73945 e as
glucopiranosilmoranolinas (Figura 23) apresentam-se como inibidores potentes e
seletivos das a-glucosidases intestinais, promovendo um efeito hipoglicemiante
de longa duracdo. Estes azadissacarideos (N no anel piranosidico), s&o
estruturas relativamente simples, servindo como modelos atrativos para o design
de novos agentes antidiabéticos (WITCZAK, 1997).

Figura 23: Oligossacarideos hipoglicemiantes: (A) dissacarideo MDL 73945 e (B)
glucopiranosilmoranolinas (WITCZAK, 1997).
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O pentassacarideo sintético SR90107A (Figura 24), que representa a
sequéncia minima ligante da antitrombina Ill, tem servido como modelo para um
grande numero de oligossacarideos sulfatados sintéticos com diferentes
afinidades por antitrombina Il para testes de atividade anticoagulante (LORMEAU
et al., 1997).
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Figura 24: Oligossacarideo SR90107A: sequéncia minima ligante da antitrombina
Il
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WALL et al. (2001) estudaram 17 estruturas oligossacaridicas sulfatadas
em relacdo a sua atividade anticoagulante sendo que nove destas estruturas
apresentaram atividade significativa. O tipo de ligacao glicosidica, constituicdo
monossacaridica e indice de sulfatacdo mostraram-se fatores criticos para esta
atividade. Neste trabalho o oligossacarideo sulfatado denominado PI-88,
correspondente a fosfomanopentaose sulfato (Figura 25), demonstrou os
melhores resultados. Curiosamente esta estrutura parece agir aumentando o

cofator 2 da heparina ao invés de ligar a antitrombina lII.

Figura 25: Estrutura quimica do oligossacarideo PI-88 (fosfomanopentaose
sulfato - PARISH et al., 1999).

OPQOaNas

o OR
R
o OR

RO
M
RO [s)
.. OR
j/\gcf
RO o
o oR
- OR
R = SQ RO o
OH
ouH orR
(o]
RO o
RO -

o



34

O oligossacarideo PI-88 também demonstrou uma importante propriedade
antiangiogénica e anti-heparanase. Sua atividade anti-tumoral foi estudada
detalhadamente, sendo demonstrado: inibicdo de crescimento de adenocarcinoma
mamario de rato, altamente invasivo (13762 MAT), diminuicdo da vascularidade de
tumores e uma potente inibicdo de metastase carreada por sangue (PARISH et al.,
1999). O PI-88 foi patenteado pela Progen Industries Limited (Austrélia),
apresentando eficacia nos estudos pré-clinicos, fase | de triagen clinica completa
(apresentou 100% de biodisponibilidade quando administrado por via subcutanea)
e recentemente (2003) teve eficacia comprovada na fase Il de triagem clinica sob
supervisdo do FDA (Food and Drug Administration — USA).

Oligossacarideos quimicamente sulfatados constituidos por B-Galp (1-4)
(Figura 26), com diferentes graus de polimerizacdo, demonstraram acao
antiangiogénica através da interacdo com FGF-2, fator de crescimento de
fibroblastos (KASBAUER et al., 2001).

Figura 26: Oligossacarideos quimicamente sulfatados constituidos por (B-Galp-

(1 - 4) com potencial atividade antigénica (KASBAUER et al., 2001).
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1.7. CARBOIDRATOS SULFATADOS E ATIVIDADE ANTIVIRAL

No inicio dos anos 60 foi demonstrado que a heparina e outros compostos
polianibnicos agem como inibidores do virus causador do Herpes simplex (HSV).
Logo apos a identificagdo do virus imunodeficiéncia humana (HIV) como causador
da SIDA (Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida) em 1984, a heparina e outros
polissulfatos, também mostraram-se como potentes inibidores da replicacdo do
HIV em cultura de células. A partir destas constatagcdes, vem sendo demonstrado
gue os polissulfatos exibem seu espectro de acdo frente a varios virus
envelopados, tais como: HSV-1, HSV-2 (virus da Herpes simplex do tipo 1 e 2,
respectivamente), citomegalovirus, togavirus, arenavirus, rabdovirus (causador
de estomatite vesicular), virus Influenza A e virus sincicial respiratério
(WITVROUW et al., 1997).

Muitos polissacarideos sulfatados tém sido preparados para realizacdo de
testes de atividade antiviral. Compostos como dextrana sulfato, pentosana sulfato
e ciclodextrinas sulfatadas vém sendo obtidos através de extracdo, purificacdo e
sulfatacdo. Diversos derivados da heparina também vém sendo utilizados:
heparina oxidada e peroxidada (cadeia de 6 a 30 unidades monossacaridicas),
derivados O-acilados e carboxiesterificados, além da propria heparina, tém sido
extensivamente investigados no que concerne a atividade antiviral.
Polissacarideos naturalmente sulfatados, tais como, dermatana sulfato e
polissacarideos de algas marinhas, também vém sendo empregados nestes
estudos (WITVROUW et al., 1997).

1.7.1. Carboidratos sulfatados: relacéo entre estru  tura e atividade antiviral.

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

frente aos HIV-1 e HIV-2 (EHO). A heparina e seus derivados apresentam uma
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menor atividade contra as estirpes de HIV-2, principalmente em relacdo aos
derivados oxidados (SCHOLS et al., 1992; WITVROUW et al., 1997).

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

Experimentos utilizando ciclodextrinas e dextranas sulfato com massas
moleculares e indice de sulfatacdo crescentes tém demonstrado que a atividade
antiviral aumenta diretamente em funcdo do aumento destas caracteristicas.
Apesar desta constatacao, existe somente um aumento marcado da atividade anti-
HIV-1 a partir de dextranas sulfato 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 relacdo ao HIV-2, dextranas sulfato 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).

O conhecimento referente a relacdo estrutura-atividade de antivirais
polissulfatos, diz respeito ao grau de polimerizacdo e indice de sulfatacdo dos
compostos testados. A influéncia exercida pelo posicionamento do grupo sulfato, e
consequentemente, a disposicdo que estes ocupam no espaco, vém sendo
estudada de forma mais decisiva somente nos ultimos anos.

SHUKLA, et al. (1999) demonstraram que o HSV-1 liga-se a célula através
de interacBGes das glicoprotreinas virais gB e gC com cadeias de heparan sulfato
de proteoglicanas de superficie celular. Esta ligacdo 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 promove uma
sulfatacdo especifica para gerar o sitio de ligagdo 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 presenca das cadeias de heparan 3-O-sulfatadas em
residuos especificos de glucosamina. Mais recentemente, um octassacarideo 3-O-

sulfatado num residuo de glucosamina, derivado do heparan, demonstrou ter
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afinidade de ligagéo a glicoproteina gD. A analise estrutural deste oligossacarideo
indicou que tratava-se de um octassacarideo heptassulfatado com a seguinte
estrutura: AUA-GICNS-1doUA2S-GIcNAc-UA2S-GIcNS-1doUA2S-GIcNH23S6S (LIU
etal., 2002).

Ainda, 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), DUARTE et al., (2001b) e DUARTE et al.,
(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 A) e 6-O-sulfatadas (unidade
B), obtidas a partir da alga vermelha Acanthophora spicifera, apresentaram alta
atividade anti-HSV-1. O padrdao de sulfatacdo apresentado por estes
polissacarideos permite que suas unidades dissacaridicas possam assumir uma
conformacéo equivalente a sequéncia minima do heparan sulfato (DUARTE et al.,
2004).

Quando modelos moleculares de zonas de ligacdes ibnicas minimas sao
examinados com os grupos 2-O- e 6-O-sulfato direcionados para o0 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 (Figura
27). A acomodacdo das cargas negativas e das superficies hidrofobicas do
polissacarideo durante a ligacdo com a glicoproteina gC pode ser otimizada pela
rotacdo das unidades de acucar, através da rotacdo da ligacdo glicosidica. A
simultaneidade das forcas idnicas e hidrofébicas na formacdo do complexo
polissacarideo sulfatado-superficie viral resulta num efeito sinérgico de
estabilizacdo (DUARTE et al., 2004).
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Figura 27: Estruturas minimas ligantes no heparan sulfato (acima) e em agaranas
sulfato (abaixo). As zonas hidrofobicas estdo indicadas em cinza e as zonas
ibnicas estdo circuladas. As setas indicam as possibilidades de rotacdo em
relacdo as ligagbes glicosidicas. Para o heparan sulfato R’ = H indica estrutura
minima ligante para glicoproteina gC; R’ = SOg’, estrutura minima ligante para
glicoproteina gD. Para as agaranas sulfato R = H, R’ = SO3 e R” = SOj3’ indica
estrutura minima ligante de gC; R = SO3, R’ = SO3 e R” = SOj3, estrutura minima
ligante de gD (DUARTE et al., 2004).
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Deste modo, a maior atividade anti-HSV-1 apresentado por fucanas quando
comparadas a carragenanas e dextranas sulfato, pode ser explicada pelo caréater
hidrofobico apresentado pelas unidades de fucose (C-6 desoxihexose).

A relacéo entre a atividade anti-HSV-1 e a presenca de fatores hidrofébicos
nos polissulfatos pode ser explicada pela presenca de grupo de aminoacidos
hidrofébicos na por¢cdo N-terminal da gliproteina gC. HOSOYA et al. (1991)

reportaram que todas as retroviroses e mixoviroses sensiveis a polissulfatos
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compartilham de uma regido tripeptidica hidrofébica (Phe-Leu-Gly) em suas
glicoproteinas externas, enquanto virus resistentes ndo possuem esta sequéncia.

A principio, oligossacarideos sulfatados, exibem pequena ou nenhuma
atividade antiviral, uma vez que este tipo de propriedade estd diretamente
relacionada a longas cadeias polianidbnicas. Uma excecdo a esta regra € a
suscetibilidade do virus HIV-2 (ROD) ao sucralfato (sacarose persulfatada) e a
heparinas de baixa massa molecular. Ja estirpes de HIV-1 e outros virds sensiveis
a polissulfatos monstram-se insensiveis a carboidratos sulfatados de baixo grau
de polimerizacdo (SCHOLS et al., 1992; WITVROUW et al., 1997).

Entretanto, resultados obtidos por KATSURAYA et al. (1999) mostram que
oligossacarideos sulfatados ligados a longas cadeias alquila (alquil glicosideos-
Figura 28) tém uma alta atividade anti-HIV-1. O efeito anti-HIV aumenta com o
indice de sulfatacdo e com a hidrofobicidade proporcionada pelo radical alquila
ligado. Nos ensaios em que foram determinados o efeito citotdéxico (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 seria a interagao da
porcdo oligossacaridica sulfatada com a glicoproteina gpl20 localizada no
envelope do virus HIV-l. Este achado comprova que o fator hidrofobicidade pode
ser mais decisivo que caracteristicas poliméricas na atividade antiviral de

moléculas sulfatadas.
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Figura 28: Representacdo dos alquiloligossacarideos quimicamente sulfatados

com alta atividade anti-HIV-1.
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Os polissacarideos encontrados em algas marinhas podem apresentar-se
naturalmente substituidos por grupos O-sulfato, deste modo podem ser utilizados
como fontes de oligossacarideos para a posterior producao de alquil glicosideos
com potencial biolégico.

Muitos dos oligossacarideos sulfatados com atividade biologica descritos na
literatura ndo tém o posicionamento do grupo sulfato definido (devido a sulfatacéo
quimica - KATSURAYA et al. 1999; PARISH et al., 1999; KASBAUER et al. 2001).
Portanto, a obtencdo de oligossacarideos a partir de polissacarideos de algas
marinhas, onde as posi¢des dos grupos sulfato sdo mais especificas, pode ser
uma ferramenta importante para a determinacgéo da relagao estrutura-atividade.

De acordo com a alga produtora, o posicionamento de grupos O-sulfato de

galactanas de algas vermelhas pode variar (ex: kappa-carragenana, sulfato em C-
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4- em Kappaphycus alvarezii; iota-carragenana, sulfato em C-4 e C-2 em
Eucheuma denticulatum; agarose-6-sulfato em Gracilaria domingensis). Desta
forma, de fontes distintas, pode-se obter varios modelos oligossacaridicos no que
concerne ndo somente ao padrdo de substituicAo por grupos sulfatos, mas
também em relacdo a outros substituintes (acetal de &cido piravico, grupos O-
metil) e enantiomericidade D e L das unidades B de oligossacarideos derivados de

carragenanas e agaranas.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL:

» Obtencao de oligossacarideos com padrdes de substituicdo definidos

e estudo de derivatizagdes quimicas relevantes na area bioldgica.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

* Producéo, fracionamento e purificacdo de modelos oligossacaridicos
redutores e ndo redutores obtidos a partir de galactanas de algas
vermelhas.

* Monitoramento e adaptacdo de métodos hidroliticos através do uso
de eletroforese capilar (EC) para producgéo de oligossacarideos com

variados graus de polimerizacao

* Insercdo de grupos hidrofébicos e/ou acidos nos oligossacarideos

obtidos através da quimica de organo-estanho;

» Determinacdo estrutural dos oligossacarideos e glicosideos obtidos

utilizando métodos quimicos, espectroscéopicos e espectrométricos;

* Estudo da atividade antiviral (anti-HSV) dos oligossacarideos nativos

e quimicamente modificados.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. OBTENCAO E PROCESSAMENTO DOS POLISSACARIDEOS

As algas vermelhas Kappaphycus alvarezii, Gigartina skottsbergii e
Gracilaria domingensis foram submetidas a lavagem em agua corrente, limpas
manualmente, secas ao sol, e moidas em moinho de facas. Cada material foi
entdo submetido a extracdo aquosa (15 g%) a 65 °C. O extrato, apos
centrifugacdo, foi tratado com 3 volumes de etanol. Os polissacarideos
precipitados foram dissolvidos em &agua, submetidos a dialise e liofilizados. Os
materiais polissacaridicos provenientes destas algas foram entdo submetidos a
tratamento alcalino (NOSEDA & CEREZO, 1995) para completa ciclizagcdo das
unidades de a-galactopiranose sulfatadas em carbono-6.

A alga Acanthophora spicifera foi submetida a trés extragdes (15 g%)
consecutivas a 80 °C. Os trés extratos foram combinados, processados e
submetidos a tratamento alcalino, como anteriormente descrito (GONCALVES,
2001). Parte do primeiro extrato a quente foi reservado e submetido a purificagdo
através de precipitacdo com KCI 2M. Esta fracéo purificada também foi submetida
a tratamento alcalino.

A agarose comercial Tipo | também foi utilizada nestes estudos, sendo a

mesma adquirida da Sigma®.

3.2. PRODUCAO DOS OLIGOSSACARIDEOS

3.2.1. Hidrdlise redutiva parcial

Os polissacarideos processados por tratamento alcalino foram submetidos
a hidrolise redutiva parcial de acordo com o método de USOV e ELASHVILI
(1991), onde o polissacarideo é hidrolisado em TFA 0,5 M na presenca do
complexo 4-metilmorfolina borano (4-MMB) por 8 horas (4 horas para agarose

comercial) a 60°C; apo0s o término da hidrolise o TFA é codestilado com agua
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destilada. Este tipo de hidrélise parcial favorece a quebra das ligacbes 3,6-
anidrogalactosidicas, preservando as demais ligagcdes glicosidicas da molécula,
com concomitante reducdo do terminal gerados durante a hidrdlise, produzindo

oligossacarideos na forma de alditois.
3.2.1. Hidrolise parcial

Alternativamente, foi realizada hidrolise de agarose comercial com HCI
concentrado por 30 min, & temperatura ambiente, sendo a reacdo interrompida
com bicarbonato de sédio (YANG et al., 2001).

3.3. FRACIONAMENTO E PURIFICACAO DOS OLIGOSSACARIDE 0S
3.3.1. Cromatografia de troca idnica:

Os experimentos de cromatografia de troca idnica foram realizados em
coluna contendo DEAE-Sephadex A-25 (CI'), eluindo-se a amostra primeiramente
com agua e posteriormente com gradiente continuo ou descontinuo de NaCl. A
deteccdo dos agUcares foi feita pelo método de DUBOIS et al. (1956).

3.3.2. Cromatografia de filtracdo em gel:

Esta cromatografia foi realizada em coluna contendo Bio-Gel P-2 (faixa de
exclusédo: 1800 -100 daltons) e Sephadex G-25 (faixa: 5000 - 600) utilizando-se
como eluente agua destilada. A deteccéo foi feita como no item 3.3.1.

3.3.3. Cromatografia em silica:

As cromatografias de camada delgada (CCD) foram realizadas em Silica

Gel em folhas de aluminio 60 F254 (Silicycle) usando misturas de solventes
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medidas em base de v/v. Apds cromatografia, os acucares foram visualizados
através de borrifamento com solugdo de orcinol 0.5% em etanol/H,SO, conc.
(20/1) e aquecimento até o aparecimento de coloracdo. Para purificacdo
preparativa dos compostos utilizou-se cromatografia em coluna de silica sob

presséo (“dry flash chromatography”) em Silica Gel de grau CCD 60 (Silicycle).

3.3.4. Extragéo dos oligossacarideos com dimetilsul ~ foxido (DMSO):

Quando a quantidade de sais impedia a utilizacdo da filtracdo em gel, o
processo de “desalting” foi realizado através da extragdo dos oligossacarideos
com uso de DMSO e posterior precipitagdo com cloroférmio 3 volumes (YANG et
al., 2001).

3.3.5. Purificacdo do produto de hidrélise redutiva parcial com uso de

solventes organicos:

Na hidrdlise redutiva parcial da agarose comercial foi utilizada uma técnica
alternativa de purificacdo dos produtos de hidrélise. Apos a remocdo do TFA e
evaporagdo do meio reacional até a secura, o residuo foi ressuspenso em metanol
com subsequente filtragcdo. O filtrado foi submetido a reducdo de volume sob
pressdo reduzida, sendo posteriormente adicionado 10 volumes de acetato de
etila sobre a solucdo metandlica concentrada. A suspensdo resultante foi
reservada por uma hora para obtencao do precipitado através de centrifugacédo. O
pellet obtido foi cromatografado em silica com 8:2:1 (acetato de
etila:metanol:agua) para obtencdo dos oligossacarideos completamente

purificados.

3.4. ELETROFORESE CAPILAR

O processo de hidrdlise redutiva parcial foi monitorado através da retirada

de aliqguotas em diferentes tempos de hidrélise. A estas aliquotas foram
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adicionados 2 volumes de agua destilada seguindo-se de congelamento e
liofilizagdo. Para eliminacdo do 4-metil-morfolina borano, foi adicionado as
amostras, resina catibnica DOWEX (forma protbnica), ficando a mistura sob
agitacdo durante 30 min. Em seguida a mistura foi filtrada, congelada e liofilizada.
A possivel existéncia de materiais insollveis no meio exigiu a ressuspensao do
liofilizado em 200 puL de agua destilada para centrifugacdo em eppendorfs, de
onde seus sobrenadantes foram diretamente submetidos a eletroforese capilar.

Para as analises eletroforéticas, foi utilizado o equipamento Beckman 5010
PACE em tamp&o constituido de 40 mM de fosfato, 40 mM de SDS e 20 mM de
borato em pH 10 e submetido a 10 kV na temperatura de 45C. As dimensdes do
capilar correspondem a 50 cm de comprimento e 50 um de diametro interno. A
deteccéo indireta por UV teve como co-ion detectavel o acido p-toluenossulfinico a
214 nm.

3.5. SINTESE E MODIFICACOES QUIMICAS DOS METILGALAC TOSIDEOS

3.5.1. Preparagéo de [B-D-Galp pentaacetato

Uma suspensao de 5 g de acetato de sédio (0,0609 mol) em 70 mL (0,7404
mol) de anidrido acético foi aquecida em chama até ebulicio em um baldo de
fundo redondo, seguido de adicdo de 300 mg de D-galactose. A mistura resultante
foi mantida sob suave agitacdo até o consumo completo do acuUcar adicionado
(desaparecimento do precipitado branco). Pequenas porcdes de D-galactose
foram gradativamente adicionadas evitando o acumulo de sdlidos com o uso
esporadico de chama para a ativacado da reacdo. Apds a adicao da quantidade
total de acucar (10 g ou 0,0555 mol), a solucdo resultante foi levada a ebulicdo
total por alguns segundos seguido de adicdo de 200 ml de gelo moido. A
suspenséo resultante foi mantida em repouso por 3 h e o produto desejado foi
obtido como cristais através de filtracdo a vacuo e lavagem com agua destilada

gelada. O produto ainda foi recristalizado em 100 ml de etanol 95% a quente e
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filtrado através de funil contendo carvao ativado. Apds purificacdo, B-D-Galp

pentaacetato apresentou-se como cristais incolores com rendimento de 65%.

3.5.2. Preparacao de 2,3,4,6-tetra- O-acetil-1-bromo- a-D-Galp

B-D-Galp pentaacetato (7 g ou 0,0179 mol) foi dissolvido em 200 mL de
diclorometano seguido de adi¢do de 9 mL de tribrometo de fésforo (0,2701 mol) e,
posteriormente, 4 mL de H,O (0,2220 mol). A solucéo de duas fases foi mantida a
temperatura ambiente por 4 h sob vigorosa agitagdo. A fase orgéanica foi entédo
separada e neutralizada com carbonato de potassio (100 g) com subseqlente
filtracdo através de filtro de Celite. O filtrado foi concentrado com o uso de vacuo
para a obtencdo do produto desejado na forma de um xarope amarelo palido
(77%)

3.5.3. Preparagéo de Me 2,3,4,6-tetra- O-acetil- B-D-Galp

2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-bromo-a-D-Galp (0,5 mmol) e I, ressublimado (0,5
mmol) foram solubilizados em metanol a 0°C (banho de gelo) em presenca de 0,2
g de peneira molecular pulverizada de 4°A. A mistura reacional alcangou a
temperatura ambiente gradualmente e ent&do foi mantida por 1 hora sob vigorosa
agitacdo. Ao final do tempo de reacéo, foi adicionada uma solucéo de bicarbonato
de sodio saturada até pH 7-8 seguida de extracdo com diclorometano (3 x). O
extrato organico foi entdo lavado com solucéo saturada de tiossulfato de sodio até
a interrupgdo da evolucdo de gas. A fase organica foi tratada com sulfato de
magnésio e seca a vacuo gerando o produto desejado na forma de um xarope
acastanhado com 82% de rendimento (KARTA et al., 1996).
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3.5.4. Preparacao de Me [(-D-Galp

A uma solucgéo contendo Me 2,3,4,6-tetra-O-B-D-Galp (1 g ou 2,7600 mmol) em 10
ml de metanol foram adicionados 3 ml de uma solugdo de metdxido de sddio (0,1
M em metanol) sob agitagdo em temperatura ambiente. Apos 40 min., foi
adicionada uma pequena porcdo de agua (aprox. 1 mL) gerando uma solucdo
altamente alcalina, a qual foi neutralizada com resina catiénica. Ap0s a remocao
da resina através de filtracdo e evaporagdo do filtrado, o residuo resultante foi
ressuspenso em etanol 95 % a quente (4 mL) e filtrado na presenca de carvdo
ativado. O filtrado foi mantido “overnight” em refrigerador (aprox. 8 °C) sendo o
produto coletado na forma de cristais incolores com rendimento de 73%
(THOMPSON & WOLFROM, 1963).

3.5.5. Preparacao de Me 6- O-tert-butildimetilsilil- [-D-Galp

Uma solugéo de cloreto de tert-butildimetilsilil (0,6495 g ou 4,3093 mmol)
em piridina (15 mL) foi adicionada gota a gota (3 mL/20 min) a uma solucao de Me
B-D-Galp (0,6495 g ou 3,345 mmol) em 30 mL de piridina. Apds a adigédo, a
mistura foi agitada por 12 h a temperatura ambiente e entdo adicionada a 200 mL
de solucdo de HCI 0,05 M. A mistura resultante foi submetida a extracdes
sucessivas com cloroformio (4 x 50 mL) sendo os extratos combinados e
evaporados sob vacuo. O residuo resultante foi purificado através de “dry flash
chromatography” com uso de gradiente de solventes a partir de hexano:acetato de

etila (3:2) até acetato de etila (83% de rendimento)

3.5.6. Preparacao de Me 6- O-tritil- B-D-Galp

Me [B-D-Galp (0,4669 g ou 2,4044 mmol) e cloreto de tritil (0,7131 g ou
2,5579 mmol) foram solubilizados em 2 mL de piridina e a solucdo resultante foi
mantida sob agitacdo por 48 h a temperatura ambiente. Apos o tempo de reacao,

2 mL de agua foram adicionados ao meio reacional e mistura resultante foi
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extraida 4 vezes com 5 mL de cloroférmio. Os extratos foram combinados,
evaporados e residuo resultante foi purificado através de “dry flash
chromatography” com uso de gradiente de solventes a partir de hexano:acetato de
etila (5:3) até acetato de etila sendo o produto purificado obtido na forma de

solidos brancos (75% de rendimento).

3.5.7. Preparacao de Me 6- O-tosil- B-D-Galp

A uma solucdo de metil B-D-galactopiranosideo (0,8864 g ou 4,5648 mmol)
em piridina (10 mL) foram adicionadas pequenas por¢des de uma solucdo de
cloreto de tosil (0,8703 g ou 4,5649 mmol) em piridina (5 ml) durante 3 h em banho
de acetonitrila/N, (- 42 °C). Apds o termino da adicdo, a mistura reacional foi
mantida em freezer (aprox. - 5 °C) por 24 h sob vigorosa agitacdo. Com o término
do tempo de reacdo, o meio reacional foi diretamente evaporado e o residuo
cromatografado com o uso de acetato de etila. Uma segunda cromatografia ainda
foi necessaria para a obtencdo do produto desejado em alto grau de pureza (50%

de rendimento) na forma de sélidos brancos.

3.5.8. Método geral para as reacbes de alquilacbes regiosseletivas para

preparacdo dos compostos Me 3- O-tetradecil- B-D-Galp; Me 3,6-di- O-
tetradecil- B-D-Galp; Me 3-O-dodecil- B-D-Galp; Me 3,6-di- O-dodecil- B-D-Galp;
Me 3-O-decil- B-D-Galp; Me 3,6-di- O-decil- B-D-Galp; Me 3-O-tetradecil-6- O-tritil-
B-D-Galp.

Os metil galactopiranosideos (0,5 — 1.0 mmol) e 6xido de dibutilestanho
(quantidades em acordo com a Tabela 8 — p. 120) foram refluxados com o uso de
aparato Dean Stark por trés horas em metanol seguido de refluxo em tolueno (2 h)
com remocao azeotropica da agua. Apdés a evaporacdo do tolueno, o acetal de
dibutilestanileno dos metilgalactopiranosideos foram utilizados para o préximo

passo sem purificacdo. Solvente anidro (5 — 8 ml), nucledfilo e haleto de alquila
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(Tabela 8) foram entdo adicionados a temperatura ambiente. As misturas
resultantes foram vigorosamente agitadas sob condi¢cbes dadas na Tabela 8. Apds
o tempo de reacdo, o solvente foi removido com o uso de vacuo e o residuo
extraido com acetato de etila seguido de filtracdo. O filtrado foi entdo concentrado
e purificado através de “dry flash chromatography” com o uso de gradiente de
solventes a partir de hexano/acetato de etila (8:1) até acetato de etila. Os
compostos apresentados no titulo deste item foram obtidos em rendimentos de

acordo com os apresentados na Tabela 8.

3.5.9. Método para a reacéo de sulfatacao regiosele tiva para preparacdo do

composto Me 3- O-tetradecil- B-D-Galp 6-sulfato, sal sddico.

Me 3-O-tetradecil-B-D-Galp (0,5224 g ou 1.3380 mmol) e 1,02 eq de oxido
de dibutilestanho (0,3400 g ou 1,36476 mmol) foram refluxados em tolueno por 15
h. Apos a evaporagdo do tolueno, foram adicionados tetrahidrofurano (15 mL) e
2,50 eq de Me3N.SO;3 (0,4650 g ou 3,3450 mmol) e a mistura foi mantida a
temperatura ambiente por 48 h sob atmosfera de gas argbnio. Apdés o tempo de
reacdo, o solvente foi removido com o uso de vacuo e o residuo ressuspenso em
quantidade minima de metanol (5 mL) sendo o mesmo aplicado em uma coluna de
resina cationica (Dowex 50X2-100, Na+, 1,5x7 cm em metanol). O eluato foi
concentrado e recromatografado em “dry flash chromatography” (acetato de
etilazmetanol:agua — 24:2:1) produzindo: Me 3-O-tetradecil-B-D-Galp 6-sulfato, sal

sédico (96% de rendimento)

3.6. MODIFICACOES QUIMICAS DOS OLIGOSSACARIDEOS ALD ITOIS.

3.6.1. Preparagdo de [B-D-Galp-(1-4)-3,6-An-1-O-tetradecil- L-GalOH e 3-O-
tetradecil- B-pD-Galp-(1 - 4)-3,6-An-1-O-tetradecil- L-GalOH.

Agarobiitol (0,3167 g ou 0, 9705 mmol), apos ser cuidadosamente seco em

pistola de pentoxido de fésforo, foi submetido a reacéo frente a 2,03 equivalentes



51

de Bu,SnO (0,4900 g ou 1,9683 mmol) como descrito no item 3.5.8. O meio
reacional foi entdo evaporado sob pressédo reduzida, sendo o acetal de
dibutilestanileno submetido a reacdo de alquilagdo com 5,57 equivalentes de
brometo de tetradecila (1,4 mL ou 5,4057 mmol) e 3,00 equivalentes de CsF
(0,4423 g ou 2,9117 mmol) em DMF (~ 6mL). A reacdo de alquilacao foi mantida
por 72 h a 65 °C. Os solventes da mistura reacional foram removidos sob presséo
reduzida sendo o residuo cromatografado em coluna de silica tendo como fases
moveis acetato de etila (eluicdo do composto dialquilado — 18%), seguido de uma
mistura de acetato de etila:metanol:dgua (12:2:1) para a eluicdo do composto

monoalquilado (38%).

3.6.2. Preparacéo de (-D-Galp-(1-4)-3,6-An-L-Galp-(1 - 3)-B-D-Galp-(1 - 4)-3,6-
An-1-O-tetradecil- L-GalOH

O tetrassacarideo agarotetraitol (0,1630 g ou 0,2576 mmol) foi submetido a
reacao frente a 1,25 equivalentes de Bu,SnO (0,0800 g ou 0,3220 mmol) como
descrito no item 3.5.8. O meio reacional foi entdo evaporado sob presséo
reduzida, sendo o acetal de dibutilestanileno submetido a reagdo de alquilacdo
com 5,57 equivalentes de brometo de tetradecila (0,4 mL ou 1,4348 mmol) e 3,00
equivalentes de CsF (0,1500 g ou 0,7728 mmol) em DMF (~ 6mL). A reacao de
alquilagéao foi mantida por 72 h a 65°C. Os solventes da mistura reacional foram
removidos a pressdo reduzida sendo o residuo cromatografado em coluna de
silica tendo como fase modveis acetato de etila/metanol/H,O (8:2:1). O

tetrassacarideo monoalquilado foi obtido com um rendimento de 26%.

3.6.3. Preparagéo de 6- O-tritil- B-D-Galp-(1 - 4)-3,6-An-1- O-tritil- L-GalOH.

Agarobiitol (0,4353 g ou 1,3340 mmol) foi solubilizado em 2 mL de piridina
sendo acrescentado cloreto de tritil (0,8182 g ou 2,9349 mmol — cloreto de
trifenilmetil) solubilizado em 2 mL piridina, gota a gota, em banho de

tetraclorocarbono/N, liquido (~ -20 °C). A mistura resultante foi levada a
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temperatura de ~5 °C por 24 h e, subsequentemente, a temperatura ambiente e
mantida sob agitacdo por 48 h. Apos o tempo de reacdo, a mistura reacional foi
evaporada e o residuo resultante foi purificado através de “dry flash
chromatography” em acetato de etila sendo o produto purificado obtido na forma

de sdlidos brancos (39% de rendimento).

3.6.4. Preparagédo de 3- O-tetradecil-6- O-tritil- B-D-Galp-(1 - 4)-3,6-An-1- O-tritil-
L-GalOH.

O composto 6-O-tritil-B-D-Galp-(1 - 4)-3,6-An-1-O-tritil-L-GalOH (0,2010 g ou
0,2478 mmol) foi primeiramente submetido a reacdo frente 1,30 equivalentes de
Bu,SnO (0,0800 g ou 0,3221 mmol) como descrito no item 3.5.8. O meio reacional
foi entdo evaporado sob pressdo reduzida, sendo o acetal de dibutilestanileno
submetido a reacéao frente a 4,37 equivalentes de brometo de tetradecila (0.3 mL
ou 1,0829 mmol) e 2,66 equivalentes de CsF (0,1000 g ou 0,6591 mmol) em DMF
(~ 6 mL). A mistura reacional foi entdo mantida a 65 °C por 72 h seguindo-se de
evaporacdo do meio reacional e cromatografia em silica (hexano/acetato de etial,

3:1) para a obtencéo do produto desejado (23% de rendimento).

3.6.5. Preparagdo de 6- O-tritil- B-D-Galp 3-sulfato-(1 - 4)-3,6-An-1-O-tritil- L-

GalOH, sal sddico.

O composto 6-O-tritil-B-D-Galp-(1 - 4)-3,6-An-1-O-tritil-L-GalOH (0,1511 g ou
0,1863 mmol) foi primeiramente submetido a reacdo frente 1,08 equivalentes de
Bu,SnO (0,0500 g ou 0,2012 mmol) como descrito no item 3.5.8. O meio reacional
foi entdo evaporado sob pressdo reduzida, sendo o acetal de dibutilestanileno
submetido a reacao frente a 1,92 equivalentes de Me3N.SOj3; (0,0500 g ou 0,3577)
em THF (~ 10 mL). A mistura reacional foi entdo mantida a temperatura ambiente
por 15 h sob agitacdo. Apos o tempo de reacdo, o solvente foi removido com 0 uso
de vacuo e o residuo ressuspenso em quantidade minima de metanol (5 mL)

sendo o0 mesmo aplicado em uma coluna de resina catidnica (Dowex 50X2-100,
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Na+, 1.5x7 cm em metanol). O eluato foi concentrado e recromatografado em
coluna de silica com o uso de acetato de etila/metanol/H,O (40:2:1) para a

obtencé&o do produto 3-O sulfatado na forma de sal sddico (78% de rendimento).

3.6.6. Preparacao de 3- O-tetradecil- b-Galp-(1 - 4)-3,6-An-L-GalOH.

O composto  3-O-tetradecil-6-O-tritil-p-D-Galp-(1 - 4)-3,6-An-1-O-tritil-L-
GalOH (0,0193 g ou 0,0191 mmol) foi detritlado através de solubilizagdo em
solucéo de acido acético 80 % em agua (3 mL) sendo a mistura mantida por 1,5 h
a 40 °C. Apos o tempo de reacdo, o meio reacional foi evaporado sob pressdo
reduzida sendo o residuo cromatografado em coluna de silica com o uso de
acetato de etila/metanol/H,O (16:2:1). O composto detritilado foi obtido com

rendimento de 81% apds purificacéo.

3.6.7. Preparacédo de B-D-Galp 3-sulfato-(1 - 4)-3,6-An-L-GalOH, sal sédico.

O composto 6-O-tritil-B-D-Galp 3-sulfato-(1 - 4)-3,6-An-1-O-tritil-L-GalOH,
sal sodico (0,0212 g ou 0,0231 mmol) foi detritilado como descrito no item 3.6.6.
Apos o tempo de reacdo, o meio reacional foi evaporado sob presséo reduzida e o
residuo ressuspenso em quantidade minima (1 mL) de metanol/H,0O (3:1), sendo o
mesmo aplicado em uma coluna de resina catidnica (Dowex 50X2-100, Na+, 1.5x7
cm em metanol/H,O — 3:1). O eluato foi concentrado e recromatografado em
coluna de silica com o uso de acetato de etila/metanol/H,O (6:3:1). O composto
detritlado foi obtido na forma de sal sédico com rendimento de 69% apos

purificacao.

3.6.8. Preparacdo de B-D-Galp 3-sulfato-(1 - 4)-3,6-An-1-O-tetradecil- L-GalOH,

sal sodico.

O composto B-dD-Galp-(1 - 4)-3,6-An-1-O-tetradecil-L-GalOH (0,0800 g ou

0,1530 mmol) foi primeiramente submetido a reacéo frente 1,10 equivalentes de
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Bu,SnO (0,0419 g ou 0,1683 mmol) como descrito no item 3.5.8. O meio reacional
foi entdo evaporado sob pressdo reduzida, sendo o acetal de dibutilestanileno
submetido a reacéao frente a 1,64 equivalentes de Me3N.SO3 (0,0350 g ou 0,2509
mmol) em THF (~ 5 mL). A mistura reacional foi entdo mantida a temperatura
ambiente por 15 h sob agitagdo. Apos o tempo de reacédo, o solvente foi removido
com 0 uso de vacuo e o residuo ressuspenso em quantidade minima de metanol
(2 mL) sendo o mesmo aplicado em uma coluna de resina catidénica (Dowex 50X2-
100, Na+, 1.5x7 cm em metanol). O eluato foi concentrado e recromatografado em
coluna de silica com o uso de acetato de etila/metanol/H,O (12:2:1) para a

obtencéo do produto 3-O sulfatado na forma de sal sédico (70% de rendimento).

3.6.9. Sulfatacdo de 3-O-tetradecil- B-D-Galp-(1 - 4)-3,6-An-1-O-tetradecil- L-
GalOH.

O composto 3-O-tetradecil-B-D-Galp-(1 - 4)-3,6-An-1-O-tetradecil-L-GalOH
(0,0618 g ou 0,0859 mmol) foi primeiramente submetido a reacdo frente 1,10
equivalentes de Bu,SnO (0,0235 g ou 0,0945 mmol) como descrito no item 3.5.8.
O meio reacional foi entdo evaporado sob pressao reduzida, sendo o acetal de
dibutilestanileno submetido a reacdo frente a 1,20 equivalentes de Me3N.SO;
(0,0144 g ou 0,1031 mmol) em THF (~ 5 mL). A mistura reacional foi entéo
mantida a temperatura ambiente por 15 h sob agitacdo. Apos o tempo de reacéao,
o solvente foi removido com 0 uso de vacuo e o residuo ressuspenso em
guantidade minima de metanol (2 mL) sendo o0 mesmo aplicado em uma coluna de
resina catidnica (Dowex 50X2-100, Na+, 1.5x7 cm em metanol). O eluato foi
concentrado e recromatografado em coluna de silica com o uso de acetato de
etila/metanol/H,O (24:2:1) para a obtencdo de uma mistura de dois isbmeros

dialquilados monossulfatos que ndo puderam ser separados.
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3.6.10. Preparacdo de [B-D-Galp 4-sulfato-(1 - 4)-3,6-An-1-O-tetradecil- D-

GalOH, sal sodico.

O oligossacarideo naturalmente sulfatado, B-D-Galp 4-sulfato-(1 - 4)-3,6-An-
D-GalOH (0,1267 g ou 0,2957 mmol), apds ser cuidadosamente seco em pistola
de pentoxido de fosforo, foi submetido a reacéo frente a 1,85 equivalentes de
Bu,SnO (0,1366 g ou 0,5470 mmol) como descrito no item 3.5.8. O meio reacional
foi entdo evaporado sob pressdo reduzida, sendo o acetal de dibutilestanileno
submetido a reacdo de alquilacdo com 9.74 equivalentes de brometo de
tetradecila (0,8 ml ou 2,8801 mmol) e 3,83 equivalentes de CsF (0,1726 g ou
1,1325 mmol) em DMF (~ 6 mL). A reacgao de alquilagao foi mantida por 72 h a 65
°C. Os solventes da mistura reacional foram removidos a presséo reduzida sendo
o residuo cromatografado em coluna de silica tendo como fase movel uma mistura
de acetato de etila:metanol:dgua (12:2:1) para a eluicdo do composto

monossulfatado e monoalquilado (36%).
3.6. RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

3.6.1. Aspectos gerais e técnicas de ressonancia ma gnética nuclear

monodimensionas.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear foram obtidos em dois
espectrémetros:
» BRUKER Avance DRX 400 operando na frequéncia base de 400,13 MHz e
100,63 MHz para os nicleos de *H e **C, respectivamente.
* BRUKER Avance-500 operando a 500,13 MHz; 125,77 MHz e 186,47 MHz
para os nucleos de 'H, *C e '°Sn, respectivamente.
Os assinalamentos e as magnitudes das constantes de acoplamento foram
obtidos a partir dos espectros de RMN de 'H através de andlises de primeira
ordem. A aparéncia dos sinais € indicada pelas abreviaturas b, s, d, t, q, p, e m

para “broad”, singlete, duplete, triplete, quarteto, penteto e multiplete,
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Os espectros de RMN — 3C DEPT foram obtidos em um 8, de 135°, onde
CH e CHgz ocorrem em fase positiva em relacdo a linha de base e CH; em fase
negativa. E importante mencionar que nos experimentos de DEPT os sinais dos
carbonos quaternarios (néo ligados diretamente ao H) ndo aparecem.
As amostras foram solubilizadas em solventes deuterados (D,O, CDCls;
entre outros) e colocadas em tubos de 5 mm de didmetro para analise a
temperaturas entre 25°C e 50°C. Os As amostras para RMN de ''°Sn foram
preparadas em condi¢des anidras, em linha de vacuo através de destilacdo dos
solventes deuterados, sendo os tubos selados como previamente descrito
(GRINDLEY et al., 1992b).
Os deslocamentos quimicos expressos em ppm, foram determinados
utilizando-se:
= padrdes internos: Me,;Si (0,00 ppm para 'H e *C ) ou acetona (2,23 ppm e
30,2 ppm, *H e °C, respectivamente)
= sinal central dos solventes deuterados: CDCl; (7,27 ppm e 77,23 ppm, 'H e
13C, respectivamente); acetonags (2,05 ppm e 29.92 ppm, ‘H e ®C,
respectivamente); CDsOD (3,31 ppm e 49,1 ppm, *H e *C, respectivamente).
» padréo externo de tetrametilestanho (0,0 ppm) para os espectros de RMN de

119Sn
3.6.2 Técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear Bid  imensionas
3.6.2.1. COSY (Correlation Spectroscopy)

Esta técnica homonuclear foi utilizada para correlacionar os deslocamentos
quimicos dos nicleos de 'H vicinais acoplados. Assim, o H-1 de um
monossacarideo apresenta acoplamento com o H-2 da mesma unidade, sendo
possivel observar esta interacdo na forma de um pico cruzado (“cross peak”) entre
0S mesmos sinais, quantificar esta interagdo através da determinacdo da
constante de acoplamento (J) e ainda determinar o deslocamento quimico do H-2

a partir do H-1. Desta forma a partir do sinal de H-2, pode-se determinar o H-3 e
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assim sucessivamente ao longo do anel, salvo algumas particularidades
apresentadas pelas diferentes unidades monossacaridicas. Como cada unidade
monossacaridica apresenta um padrdo de constantes de acoplamento
caracteristico, com estes resultados € possivel determinar o tipo de acucar

presente na estrutura.
3.6.2.2. TOCSY (Total Correlation Spectroscopy)

Nesta técnica, também homonuclear, os picos cruzados (“cross peaks”) sdo
gerados nédo so pelos prétons vicinais e sim por todos os nucleos do sistema de
spin acoplado (no caso de unidades glucosil), desta forma temos os picos
cruzados correspondentes a interacdo do H-1 com H-2, assim como, do H-1 - H-3,
H-1 - H-4 e assim sucessivamente. Entretanto, a correlagdo total € observada
mais facilmente em residuos de glucose enquanto, por exemplo, na galactose

existem algumas correlagdes que ndo sao passiveis de observacao.
3.6.2.3. HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum Correlation Spectroscopy)

Esta técnica heteronuclear, permite determinar quais &tomos de hidrogénio
(*H) estdo ligados a quais atomos de carbono (**C) a partir de sinais de **C
conhecidos ou de *H ja determinados por COSY e TOCSY.

3.6.2.4. HSQC (Heteronuclear Single Quantum Correlation Spectroscopy)

Técnica heteronuclear que fornece basicamente a mesma informacédo que o
HMQC, ou seja, correlagdes entre os nlcleos de *C e 'H. Entretanto, o
experimento de HSQC ndo é afetado pelos acoplamentos 'H-'H, gerando
espectros com melhor resolucdo. A desvantagem em relacdo ao HMQC seria a
maior complexidade da sequéncia de pulso do HSQC, levando a uma maior
suscetibilidade para a perda de sinal devido a maior probabilidade de erros nos

intervalos dos pulsos.
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3.6.2.5. HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation Spectroscopy)

Nesta técnica heteronuclear sdo observadas correlagdes correspondentes a
atomos de hidrogénio (*H) e atomos de carbono (*3C) que estdo duas ou trés
ligacbes distantes (3J e 3J). Estas informacbes sdo particularmente Gteis em
compostos que apresentam carboxilas, carbonilas cetbnicas e &tomos de carbono

guaternario, ou &tomos de carbono sem hidrogénio ligado.

3.7. IONIZACAO POR SPRAY DE ELETRONS ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASSA (ESIMS)

Os experimentos de ESIMS foram realizados no espectrometro
MICROMASS QUATTRO LC-MS/MS de triplo quadrupolo. A aquisicdo e
processamento de dados séo feitos utilizando o programa MASLYNX 3.2.

Para realizacdo das andlises as amostras foram diluidas (1 mg/mL) em
acetonitrila/agua (7:3) e introduzidas no espectrdmetro através de uma seringa
acoplada a bomba (KD Scientific Inc.). N, foi usado como gas de nebulizacdo (83
L/h) e desolvacdo (309 L/h). A fonte € operada a 150°C e a temperatura de
desolvatacédo é mantida a 250°C.

Para a determinacdo dos ions pais no modo positivo, 0os parametros
foram: 5,0 kV (capilar) e 50 V (cone). Para o modo negativo o capilar e o cone
foram ajustados a 4,0 kV e 100 V respectivamente. Em ambos os modos, a
pressdo foi mantida a 1,1 x 10 mBar para o analisador e 2,0 x 10° mBar para
célula de gas.

Os ions filhos foram estudados através dissociacdo induzida por colisdo
(CID — “collision induced dissociation”). Para esta andlise, as voltagens do capilar
e do cone estdo sendo ajustadas a 3.0 kV e 60 V respectivamente. Como gas de
colisdo, foi usado gas argbnio 99,9% com energia de colisdo de 50 eV. As
pressdes do analisador e célula de gas sdo mantidas a 3,4 x 10 e 9,7 x 10 mBar

respectivamente.
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3.8. ENSAIOS DE ATIVIDADE ANTIVIRAL

Os ensaios de atividade antiviral foram realizados pelo grupo de pesquisa
do Laboratorio de Virologia, Departamento de Quimica Bioldgica, Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires, Ciudad Universitaria,
Buenos Aires, Argentina.

Solucbes de diferentes concentragcbes de oligossacarideos alditéis
guimicamente modificados foram testados frente a trés cepas de virus causador
do herpes simples: HSV-1 (F); HSV-2 (G); HSV-2 (MS). Foram determinadas as
CI50 (concentracao inibitoria 50%), comparando as culturas tratadas com as nao
tratadas (DUARTE et al., 2001a).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. OBTENCAO E PROCESSAMENTO DOS POLISSACARIDEOS

Os polissacarideos solUveis em agua provenientes das algas vermelhas
Kappaphycus alvarezii, Gigartina skottsbergii e Acanthophora spicifera foram
submetidos a tratamento alcalino (NOSEDA & CEREZO, 1995) para completa
ciclizacdo das unidades de a-D-galactopiranose sulfatadas em C-6 (Figura 29). As
carragenanas encontradas nas algas vermelhas K. alvarezii e G. skottsbergii ja
foram extensivamente estudadas quanto as suas estruturas primarias e padréo de
sulfatagdo. K. alvarezii produz kappa-carragenana [ - 3)-3-p-Galp 4-sulfato-(1 - 4)-
0-3,6-An-bD-Galp] (ZABLACKIS et al., 1991; KNUTSEN et al., 1994; ESTEVES et
al., 2000; ESTEVES et al., 2004) enquanto G. skottsbergii biossintetiza lambda-
carragenana [ - 3)-B-p-Galp 2-sulfato-(1 - 4)-a-b-Galp 2,6-dissulfato] em sua fase
tetrasporofitica (MATULEWICZ et al., 1990). Através do tratamento alcalino, a
lambda-carragenana foi transformada em theta-carragenana pela dessulfatacido
seletiva do C-6 dos residuos de a-p-Galp 2,6-dissulfato, originando unidades de
3,6-An-a-p-Galp 2-sulfato.

Os polissacarideos soluveis em &gua extraidos de A. spicifera tém sido
amplamente estudados quanto sua estrutura (CAUDURO, 2000; NOSEDA et al.,
2000; GONCALVES, 2001). Apos tratamento alcalino, esta galactana apresenta-
se como uma agarana [ - 3)-B-b-Galp-(1 - 4)-a-3,6-An-L-Galp] com grupos sulfato
presentes principalmente no C-2 da unidade A e presenca minoritaria de acetal de
acido piravico em C-4 e C-6.

GUIMARAES (2002) demonstrou que polissacarideos extraidos da alga
vermelha G. domingensis correspondem principalmente a agarose 6-sulfato,
sendo a mesma constituida por unidades dissacaridicas repetitivas de [- 3)-p3-D-
Galp 6-sulfato-(1 - 4)-a-3,6-An-L-Galp].
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Deste modo, a partir destas algas, foram obtidos os polissacarideos-
modelo do tipo kappa, theta, agarose 6-sulfato e uma agarana piruvatada e

sulfatada (Figura 30).

Figura 29: Reacéo de ciclizagdo em carragenanas.

a-D-Galp 6-sulfato 3,6-An -a - p-Galp
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Figura 30: Estruturas da kappa- e theta-carragenanas, agarose 6-sulfato e

agarana piruvatada e sulfatada.
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4.2. OLIGOSSACARIDEOS PRODUZIDOS POR HIDROLISE REDU TIVA
PARCIAL (HRP):

Os polissacarideos obtidos foram submetidos a HRP de acordo com o
meétodo de USOV e ELASHVILI (1991). Este tipo de hidrolise parcial favorece a
guebra das ligacdes 3,6-anidrogalactosidicas, preservando as demais ligacdes
glicosidicas da molécula, com concomitante reducdo dos terminais gerados

durante a hidrélise (Figura 31).

Figura 31: Hidrolise redutiva parcial em carragenanas.
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Considerando a natureza repetitiva das galactanas estudadas e a
especificidade da hidrélise redutiva parcial, através da aplicacdo deste método
hidrolitico, deveriam ser produzidos somente dissacarideos alditéis com grupos
sulfato em acordo com os polissacarideos que o originaram. Tendo em vista este
objetivo, as galactanas obtidas na etapa anterior foram submetidas a hidrolise

redutiva parcial.
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4.2.1. Oligossacarideos provenientes da agarana pir uvilada e sulfatada

(Acanthophora spicifera).

Os dissacarideos alditois 3-D-Galp-(1 - 4)-3,6-An-L-GalOH (agarobiitol); 4,6-
(1-carboxietilideno)-p-D-Galp-(1 - 4)-3,6-An-L-GalOH (42,6-piruvil agarobiitol); B-D-
Galp  2-sulfato-(1-4)-3,6-An-L-GalOH  (agarobiitol ~ 2%-sulfato) e  4,6-(1-
carboxietilideno)-p-D-Galp 2-sulfato-(1 — 4)-3,6-An-L-GalOH (42,6°-piruvil agarobiitol
2%-sulfato) foram obtidos como descrito anteriormente (GONCALVES, 2001): O
extrato bruto a quente da alga A. spicifera, apos tratamento alcalino, foi submetido
a hidrélise redutiva parcial. O hidrolisado foi entdo purificado através de passos
sequenciais de cromatografias de adsor¢cdo em carvao-Celite, troca anidnica em
gradiente descontinuo de NaCl (Figura 32) utilizando DEAE Sephadex A-25 (CI),

e filtracdo em gel em BioGel P-2.

Figura 32: Perfil de eluicho da cromatografia de troca anidnica em DEAE
Sephadex A-25 (CI). Hidrolisado da agarana de Acanthophora spicifera: (A)
agarobiitol; (B) 42,62-piruvil agarobiitol; (C) agarobiitol 2%-sulfato; (D) 42,6-piruvil

agarobiitol 22-sulfato.
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Tabela 2: Assinalamentos de RMN de *3C e H dos dissacarideos alditéis (A)

agarobiitol; (B) 42,62-piruvil agarobiitol; (C) agarobiitol 2°-sulfato; (D) 42,6-piruvil

agarobiitol 22-sulfato.

Unidade Bc A B C D
ou
1H lH 13C lH 13C lH 13C lH 13C
B-D-Galp 1 4,56 102,2 4,58 102,0 4,72 1005 4,70 100,0
2 3,51 70,6 3,64 70,2 425 78,8 426 78,7
3 3,65 72,5 3,72 71,6 3,86 71,9 3,90 71,1
4 3,94 68,5 4,17 70,8 4,00 68,6 423 70,4
5 3,70 75,2 3,62 66,2 3,73 75,1 3,58 66,3
6 3,76 60,9 4,06 64,8 3,79 60,8 4,02 64,9
6 3,76 - 3,94 - 3,79 - 391 -
Acetal de acido CHj; - - 1,46 25,0 - - 1,47 25,1
pirdvico
COO’ - - - 175,9 - - - 175,9
3,6-An-L-GalOH 1 3,65 62,7 3,71 62,9 3,67 629 3,71 63,0
1 3,65 - 3,71 - 3,67 - 3,71 -
2 3,93 70,9 3,96 71,0 3,93 71,0 4,23 70,9
3 3,91 83,5 3,96 83,5 3,93 83,5 3,96 83,6
4 4,33 85,4 4,31 85,6 4,30 86,2 4,32 85,8
5 4,40 75,2 4,40 75,2 4,44 75,2 4,43 75,2
6 3,97 72,9 4,01 72,9 4,01 73,0 4,06 73,1
6 3,87 - 3,87 - 3,86 - 3,92 -
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ApoOs purificacdo, os oligossacarideos foram completamente caracterizados
por técnicas de RMN (Tabela 2), incluindo os experimentos monodimensionais *H,
®C e DEPT, e bidimensionais 'H, 'H COSY, TOCSY and 'H, *C HMQC
(GONGALVES, 2001).

Os quatro dissacarideos alditois caracterizados pelos experimentos de
RMN foram entdo submetidos a analise por ESIMS (Figura 33, Tabela 3). O
agarobiitol (A) foi primeiramente analisado no modo positivo gerando um espectro
que apresentava um ion com m/z 349 [M+Na]", correspondendo ao dissacarideo
alditol neutro na forma Na*. No modo negativo, 0 espectro apresentou o jon com
m/z 325 [M-H], formado a partir da desprotonacdo da mesma molécula. Para o
42 6°-piruvil agarobiitol (B), a analise no modo positivo gerou o fon com m/z 441, o
qual corresponde ao sal sédico na forma Na*, [M+Na]" do dissacarideo alditol
piruvilado. Na analise em modo negativo, além do ion com m/z 395 [M-Na], foi
possivel observar um intenso ion originado a partir da quebra do grupo piravico
com m/z 87. Na andlise do agarobiitol 2%-sulfato (C) em modo positivo foi
observado um ion de m/z 451 correspondente ao sal sodico do dissacarideo alditol
monossulfatado na forma Na® [M+Na]®. J& no modo negativo o espectro
apresentou o ion molecular m/z 405 [M-Na], acompanhado dos ions filhos
correspondentes ao HSO4™ (m/z 97) e a hexopiranose sulfato (m/z 241). A anélise
do dissacarideo alditol simultaneamente piruvilado e sulfatado 42 62-piruvil
agarobiitol 2%-sulfato (D) forneceu o fon m/z 543 no modo positivo correspondendo
ao sal dissdédico na forma Na’. Repetindo-se a andlise no modo negativo, foi
visualizado os ions m/z 497 e 475 atribuidos as formas [M-Na] e [M-2Na+H]J,
respectivamente. Também foi detectado o ion m/z 377, o qual corresponde ao

mesmo dissacarideo alditol com a perda de um grupo sulfato [M-2Na-H-SO4]'.
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Figura 33: Espectros de ESIMS do agarobiitol (modo positivo); 42 62piruvil

agarobiitol (modo negativo); agarobiitol 2-sulfato (modo negativo); 42,62-piruvil

agarobiitol 2%-sulfato (modo negativo).
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Tabela 3 : fons moleculares observados nos espectros observados da figura 33.

Modo fon m/z
A B C D
Positivo [M+Na]* 349 - - -
[M+2Na]" - 441 451 -
[M+3Na]" - - - 543
Negativo [M-HT 325 - - -
M - 395 405 -
[M+H] - - - 475
[M+NaJ - - - 497
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Ainda, foi realizada a HRP de uma fracao purificada por precipitacdo com
KCIl e processada por tratamento alcalino, proveniente do primeiro extrato aquoso
a quente da alga A. spicifera. O hidrolisado foi entdo submetido aos mesmos
passos cromatograficos sequenciais anteriormente utilizados (GONCALVES,
2001). Da mesma forma que para a hidrélise do polissacarideo ndo purificado,
foram encontrados os oligossacarideos agarobiitol, agarobiitol 2-sulfato e 42,6°-
piruvil agarobiitol nas fragbes eluidas em agua e 0,1 M de NaCl. Entretanto, a
fracdo eluida em 0,2 M de NaCl apresentou-se composta por um tetrassacarideo
dissulfatado, ao invés de um dissacarideo piruvilado e sulfatado, segundo os
dados de ESIMS (Figura 34). De acordo com a estrutura apresentada por esta
fracdo polissacaridica, este oligossacarideo alditol corresponderia ao 3-D-Galp 2-
sulfato-(1 - 4)-3,6-An-L-Galp-(1 - 3)-B-D-Galp 2-sulfato-(1 - 4)-3,6-An-L-GalOH
(agarotetraitol 2%,2*dissulfato). Devido & quantidade reduzida desta amostra, bem
como a presenca de algumas impurezas, nao foi possivel a obtencdo do completo
assinalamento de RMN de *C e 'H. Alguns assinalamentos obtidos no espectro

de HMQC,indicaram a estrutura propostra como verdadeira.

Figura 34: Espectro de ESIMS do agarotetraitol 22,2*-dissulfato
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4.2.2. Oligossacarideos provenientes de  kappa-carragenana ( Kappaphycus

alavarezii).

O hidrolisado parcial de kappa-carragenana foi diretamente submetido a
cromatografia de troca idnica em DEAE-Sephadex A-25 (CI), eluindo-se
primeiramente com agua e subsequentemente com gradiente continuo de NaCl
(Figura 35). Com este procedimento, foram obtidas uma fragéo referente a eluicdo

com agua e duas fracdes (KA e KB) com o gradiente continuo.

Figura 35: Perfil de eluicdo da cromatografia de troca idbnica em DEAE-Sephadex

A-25 (CI') do produto de HRP de kappa-carragenana.
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As fracOes obtidas foram entdo submetidas a cromatografia de filtracdo em
gel (BioGel P-2) para a eliminacdo dos sais e subprodutos de hidrélise. A fracdo
aguosa apresentou-se composta majoritariamente por metilmorfolina (subproduto
do 4-MMB), ndo apresentando quantidades detectaveis de oligossacarideos pelas
analises preliminares de RMN. As fracGes obtidas no gradiente continuo de NaCl
apresentaram-se constituidas por oligossacarideos, sendo estes submetidos a
andlise estrutural.

A fracdo KA apresentou um espectro de RMN de **C compativel com a
presenca de um dissacarideo alditol (USOV & ELASHVILI, 1991; USOV &
ELASHVILI, 1997), sendo este completamente assinalado (**C e *H) com auxilio
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dos experimentos de RMN bidimensionais (Tabela 4). O sinal em 4,67 ppm do
espectro de RMN de 'H e o seu sinal correspondente no experimento de RMN de
13¢ (76,3 ppm) foram determinados como H-4 e C-4 da unidade de B-D-Galp.
Estes valores estdo em acordo com a presenca de um grupo sulfato em C-4, como
esperado, de acordo com estrutura do polissacarideo precursor. A analise de
ESIMS, nos modos negativos e positivos, mostraram os ions m/z 405 [M-Na] e
451 [M+Na]’, respectivamente, correspondendo aos resultados esperados para
um dissacarideo alditol monossulfatado (M, 428, sal soédico). Estes dados
indicaram que KA correspondia a [-b-Galp 4-sulfato-(1- 4)-3,6-An-pD-GalOH

(carrabiitol 4%-sulfato — Figura 36 ).

Figura 36 : Espectros de ESIMS em modo negativo e RMN de **C do carrabiitol 42-
sulfato (KA). No espectro de RMN, g e ag correspondem a Galp e 3,6-AnGalOH,

respectivamente.
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O espectro de RMN de *C da fracdo KB apresentou trés sinais na regiéo
anomérica correspondendo ao C-1 de unidades de [(-D-Galp terminal (102,2 ppm)
e interna (102,7 ppm), e unidade de 3,6-An-a-D-Galp (94,5 ppm). Estes dados,
combinados com a presenca de um sinal em 62,8 ppm (C-1 da unidade de 3,6-An-
D-GalOH) indicaram que KB correspondia a um tetrassacarideo alditol. Com o seu
assinalamento completo de RMN de **C e *H (Tabela-4), foi possivel confirmar as
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sulfatacbes esperadas em C-4 para ambas unidades de B-D-Galp terminal (76,4
ppm) e interna (73,4 ppm). A estrutura proposta para KB, B-p-Galp 4-sulfato-
(1 - 4)-3,6-An-a-p-Galp-(1 - 4)-B-o-Galp 4-sulfato-(1 - 4)-3,6-An-pD-GalOH
(carratetraitol 42,4*-dissulfato), apresenta-se em acordo com os fons m/z 813 [M-
Na] e 395 [M-2Na]* (modo negativo) e m/z 859 [M+Na]* (modo positivo) na
analise de ESIMS. Estes resultados de espectrometria de massa sao compativeis
com a massa média esperada para um tetrassacarideo alditol dissulfatado (Mn
836, sal dissddico — Figura 37).

Figura 37 : Espectro de ESIMS em modo negativo e espectro de HMQC do
carratetraitol 42,4*dissulfato (KB). No espectro de HMQC, g, agi, gi, e ag
correspondem a Galp externa, 3,6-AnGalp, Galp interna, e 3,6-AnGalOH,

respectivamente.
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Tabela 4: Rendimentos, assinalamentos de RMN de *C e H, e ions identificados
na andlise de ESIMS dos oligossacarideos derivados da kappa-carragenana

carrabiitol 4%-sulfato (KA) e carratetraitol 42,4*-dissulfato (KB).

Oligossacarideo KA KB
Rendimento 9.5% 6.8%
lH 13C 1H 13C
Galp 1 451 1030 4,61 102,2
(ext.) 2 3,563 70,8 3,5270,7
3 3,80 71,7 3,8071,7
4 4,67 76,3 4,7076,4
5 382 744 3,8374,4
6 3,80 60,7 3,8160,8
6’ 3,80 3,81
O 3,6-An- 1 5,11 945
‘%D Gap 2 4,15 69,3
I 3 4,52 78,7
o° 4 4,62 77,8
zZ 5 4,64 76,2
= 6 4,21 69,1
o 6’ 3,95
©
(2]
g Galp 1 4,58 102,7
9] (int.) 2 4,06 69,0
r_Eu 3 3,99 78,1
e 4 4,84 73,4
@ 5 3,83 74,4
< 6 3,81 60,8
6’ 3,81
3,6-An- 1 3.67 627 3,6962,8
GaloH 1° 3.67 3,69
2 3.82 712 3,8971,2
3 3.98 832 3,9383,2
4 4.16 87.0 4,2287,01
5 447 755 4,5075,6
6 3.98 726 4,0972,7
6’ 3.82 3,93
m'z mz

Modo 451 [M+Na] 859 [M+Na]
positivo

fons - ESIMS

Modo 405 [M-NaJ 813 [M-Na]
negativo 395 [M-2Na]*
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4.2.3. Oligossacarideos provenientes de theta-carragenana (Gigartina

skottsbergii).

Seguindo o mesmo procedimento realizado para a obtencdo dos
oligossacarideos a partir da kappa-carragenana, a theta-carragenana foi
submetida a hidrélise redutiva parcial, segundo USOV e ELASHVILI (1991).
Entretanto, a analise de RMN de **C do hidrolisado indicou que o tempo padrédo
para este tipo de hidrolise (8 h) ndo foi suficiente para a geracdo de
oligossacarideos. Deste modo, o tempo de hidrolise foi prolongado para 12 h. O
hidrolisado foi entdo submetido a cromatografia de troca ibnica em DEAE-
Sephadex A-25 (CI), gerando duas fragOes oligossacaridicas principais, TA e TB
(Figura 38).

Figura 38: Perfil de eluicdo da cromatografia de troca idbnica em DEAE-Sephadex
A-25 (CI') do produto de HRP de theta-carragenana.
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As fracOes obtidas a partir da cromatografia de troca ibnica (TA e TB) foram
submetidas a cromatografia em BioGel P-2 para a eliminagdo dos sais e
subprodutos de hidrdlise. Os oligossacarideos puros foram entdo analisados pelas
técnicas de ESIMS e RMN (Tabela 5).

O espectro de RMN de *C da fracdo TA apresentou doze sinais, indicando

a presenca de um dissacarideo alditol. O sinal correspondente ao C-2 da unidade
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galactitol apresentava-se 6,7 ppm deslocado para campo de baixa frequéncia
guando comparado com o assinalamento para a unidade de 3,6-An-L-GalOH
(USOV & ELASHVILI, 1991; USOV & ELASHVILI, 1997), confirmando a a
presenca do grupo sulfato nesta posicdo. O sinal atribuido ao C-2 da unidade de
B-D-Galp foi identificado em 70,7 ppm, indicando um carbono n&o substituido.
Entretanto, conhecendo-se a estrutura da theta-carragenana, a sulfatacdo desta
posicao também era esperada. Este dado sugeriu uma hidrélise especifica do C-2
das unidades de B-D-Galp durante o processo hidrolitico. As analises de ESIMS
para TA mostraram resultados idénticos aqueles obtidos para KA, confirmando a
presenca de somente um grupo sulfato ligado ao dissacarideo alditol. Estes
resultados demonstraram que TA consistia em (-b-Galp-(1 - 4)-3,6-An-p-GalOH 2-

sulfato (carrabiitol 2-sulfato — Figura 39).

Figura 39 : Espectros de ESIMS em modo negativo e RMN de **C do carrabiitol
2'-sulfato (TA). No espectro de RMN, g e ag correspondem a Galp e 3,6-

AnGalOH, respectivamente.
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A fracdo TB apresentou dados de RMN compativeis com 0s de um
tetrassacarideo alditol. Com o completo assinalamento de RMN desta fracédo
(Tabela 5), foi possivel observar que o C-2 de ambas as unidades de B-D-Galp,
terminal (70,6 ppm) e interna (69,1 ppm), apresentavam-se ndo substituidos. A
presenca do grupo sulfato em C-2 da unidade de 3,6-An-b-GalOH foi confirmado

pelo sinal em 77,8 ppm. O sinal correspondente ao C-2 sulfatado da unidade de
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3,6-An-a-p-Galp (74,8 ppm) apresentava-se menos deslocado em funcédo do
efeito-3 causado pela ligacdo glicosidica. As andlises de ESIMS mostraram ions
m/z 813 [M-Na] e 395 [M-2Na]* (modo negativo) e m/z 859 [M+Na]" (modo
positivo). Estes resultados indicaram que TB correspondia a um tetrassacarideo
alditol parcialmente dessulfatado, especificamente, [-b-Galp-(1- 4)-3,6-An-a-D-
Galp 2-sulfato(-1 - 3)-B-p-Galp-(1 - 4)-3,6-An-b-GalOH  2-sulfato  (carratetraitol
2t 23.dissulfato, M, 836, sal dissédico — Figura 40 ).

Figura 40: Espectro de ESIMS em modo negativo e espectro de HSQC do
carratetraitol 2',2°-dissulfato (KB). No espectro de HSQC, g, agi, gi, e ag

correspondem a Galp externa, 3,6-AnGalp, Galp interna, e 3,6-AnGalOH,
respectivamente.
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Tabela 5: Rendimentos, assinalamentos de RMN de *C e H, e ions identificados
na analise de ESIMS dos oligossacarideos derivados da theta-carragenana

carrabiitol 2'-sulfato (TA) e carratetraitol 2*,23-dissulfato (TB).

Oligossacarideo TA B
Rendimento 12.8% 3.0%
1H 13C lH 13C
Gap 1 454 103,( 4,59 1024
(ext) 2 3,55 70,7 3,50 70,6
3 3,68 72,6 3,68 72,5
4 3,94 685 3.94 68,5
5 3,75 752 3,74 75,2
6 3,79 61,0 3,80 60,9
6’ 3,79 3,77
3,6-An- 1 5,25 93,9
& Gap 2 4,64 74,8
o 3 4,74 775
3 4 4,67 77,7
> 5 4,71 76,4
= 6 4,10 69,5
> 6’ 4,24
©
S Gap 1 4,57 102,8
5 (int) 2 3,68 69,1
E 3 3,87 81,2
© 4 4,13 66,2
5 5 4,64 74,9
< 6 3,80 60,8
6’ 3,77
3,6-An- 1 3,89 60,5 3,89 60,5
GaloH 1’ 3,89 3,89
2 457 77,9 456 77,8
3 4,13 81,6 4,14 815
4 4,34 86,3 4,36 86,3
5 4550 75,7 4,50 75,8
6 4,03 72,6 4,03 72,6
6’ 3,85 3,66
m'z m'z
n
= Modo 451 [M+Na] 859 [M+Na]
ﬂ positivo
g Modo 405[M+Na] 813 [M-Na]

negativo 395 [M-2Naf
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4.2.4. Oligossacarideo proveniente de agarose 6-sulfato  (Gracilaria

domingensis).

Para obtencdo do dissacarideo monossulfatado, B-p-Galp 6-sulfato-(1 - 4)-
3,6-An-L-GalOH (agarobiitol 62-sulfato), o hidrolisado proveniente da agarose 6-
sulfato foi processado como descrito por DUCATTI (2005): apds eluicdo da coluna
troca ibnica em DEAE-Sephadex A-25 (CI) com agua, a fracdo oligossacaridica
presente no eluato do gradiente de NaCl (GA) foi recromatografada em BioGel P-2
para a eliminagdo dos sais. Ainda, uma purificacdo adicional foi realizada através
de cromatografia de camada delgada preparativa. Observando-se o perfil de
eluicdo da cromatografia de troca ibnica na (Figura 41), nota-se uma intensa
absorbancia na fracdo referente ao eluato aquoso. Parte dessa absorgcédo foi
gerada pela interferéncia da metilmorfolina, o0 que ja havia sido observado nos
perfis cromatograficos das hidrélises da kappa- e theta-carragenana. Entretanto,
no caso da agarose 6-sulfato, oligossacarideos neutros sdo encontrados no eluato
aquoso (DUCATTI, 2005) intensificando consideravelmente a absor¢cdo para o
meétodo fenol-sulfdrico. Porém, de acordo com os objetivos deste trabalho,

procedeu-se somente a obtencao e purificacdo do dissacarideo sulfatado.

Figura 41 : Perfil de eluicdo da cromatografia de troca idbnica em DEAE-Sephadex
A-25 (CI') do produto de HRP da agarose 6-sulfato.
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Para fracdo GA, a andlise de RMN de '*C DEPT o sinal invertido
correspondente ao C-6 da unidade de [-p-Galp 6-sulfato com um deslocamento
guimico de 6,5 ppm em relacdo ao assinalamento de um dissacarideo alditol ndo
substituido, confirmando a substituicdo na posicédo esperada. Os experimentos de
ESIMS nos modos positivo e negativo apresentaram resultados compativeis com a
estrutura identificada (Figura 42 ).

Figura 42: Espectros de ESIMS em modo negativo e RMN de **C do agarobiitol
6%-sulfato (GA). No espectro de RMN, g e ag correspondem a Galp and 3,6-
AnGalOH, respectivamente.
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Tabela 6: Rendimento, assinalamentos de RMN de 3C e 'H, e ions identificados

na analise de ESIMS do oligossacarideo derivado da agarose 6-sulfato, agarobiitol

6%-sulfato (GA).

Oligossacarideo GA
Rendimento 11.7%
& H ®C
B
= Gap 1 4,57 102,5
e (ext.) 2 3,54 70,5
o 3 3,68 72,4
; 4 3,98 68,4
S 5 3,97 72,8
14 6 421 67,4
3 6’ 4,21
[ %]
E 3,6-An- 1 3,73 62,9
L GaloH 1 3,66
= 2 3,97 70,9
2 3 3,93 83,7
4 4,31 86,0
5 4,40 75,3
6 3,97 72,8
6’ 3,86
m'z
0
= Modo 451 [M+Na]
ﬂ positivo
€ Modo 405 [M-Na]
= Negativo

4.2.5. Discussdo comparativa da HRP das diferentes

estudadas.

galactanas sulfatadas

Pode-se observar que os oligossacarideos obtidos a partir de theta-

carragenana apresentaram auséncia absoluta de sulfato na posi¢do 2 da unidade

de B-D-Galp (esta substituicdo também era esperada nesta posi¢cdo, conhecendo-

se a estrutura do polissacarideo). Em contraste, os grupos sulfato mantiveram-se

ligados nos oligossacarideos de kappa—carragenana. Aparentemente, as ligacdes

dos grupos sulfato apresentam diferentes labilidades, de acordo com as posic¢oes
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gue ocupam. A labilidade em meio acido, apresentado pelos grupos sulfatos,
ligados na posicédo 2 da unidade de -D-Galp, comparado a outras posi¢cdes, foi
também observada durante a autohidrélise de lambda e theta carragenanas
(NOSEDA & CEREZO, 1993) e na HRP de agaranas sulfatadas e piruviladas da
alga vermelha Acanthophora spicifera (GONCALVES, 2001).

Na HRP da agarose 6-sulfato, ocorreu a formagéo somente do dissacarideo
acido agarobiitol 6-sulfato, como esperado, de acordo com especificidade do
método hidrolitico utilizado. Entretanto, a partir da kappa- e theta-carragenana
foram produzidos di- e tetrassacarideos. O posicionamento dos grupos sulfato
destas carragenanas € especifico para determinadas posi¢des, ou seja, a kappa-
carragenana apresenta grupos sulfato ligados em C-4 da unidade de [B-p-Galp
enquanto a theta-carragenana é sulfatada em C-2 das unidades de [3-o-Galp e 3,6-
An-a-b-Galp. Ambas carragenanas apresentam carbonos sulfatados que estdo a
uma ligagdo de distancia dos carbonos diretamente envolvidos na ligacdo 3,6-
anidrogalactosidica. Em contraste, os grupos sulfato na agarose 6-sulfato estdo
trés ligacOes distantes da ligacdo a ser hidrolisada. Estes dados sugerem que a
presenca de um grupo sulfato préximo a ligacdo 3,6-anidrogalactosidica talvez
dificulte a HRP.

A HRP dos extratos brutos submetidos a tratamento alcalino da alga A.
spicifera, gerou somente dissacarideos alditdis (GONCALVES, 2001). Entretanto,
foi isolado um tetrassacarideo a partir de uma fracao polissacaridica purificada e
tratada, extraida da mesma alga. Apesar disto, tetrassacarideos e
oligossacarideos com maior grau de polimerizacdo sdo encontrados apenas como
produtos minoritarios (< 0,1 %) nos produtos de hidrélise das galactanas,

extraidas desta alga, submetidas a tratamento alcalino.
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4.2.6. HRP da agarose neutra comercial

A agarose comercial Tipo | foi submetida a HRP (Figura 43 ) com intuito de
se obter uma quantidade grande do dissacarideo alditol neutro (agarobiitol) e de
seu analogo tetrassacaridico (agarotetraitol). Para este experimento, o tempo de
hidrolise foi reduzido para 4 h. Esta alteracédo foi introduzida de acordo com a
experiéncia adquirida nas etapas anteriores, que indicava que o tempo normal de

HRP (8 h) resultaria na formacé&o exclusiva do agarobiitol.

Figura 43: Cromatografia de camada delgada referente a 4 h de HRP da agarose

comercial.
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Sabendo que a agarose comercial daria origem somente a oligossacarideos
neutros, foi utilizada uma estratégia diferenciada de fracionamento e purificacdo
do material hidrolisado. Apos a remocao do TFA e evaporacdo do meio reacional
até a secura, o residuo foi ressuspenso em metanol com subsequente filtracdo;
deste modo foram removidos os fragmentos de polissacarideos e oligossacarideos
maiores que poderiam dificultar o passo cromatografico final de purificacdo. O
fillrado foi submetido a reducdo de volume sob pressdo reduzida, sendo
posteriormente adicionado 10 volumes de acetato de etila sobre a solucdo
metanodlica concentrada; nesta etapa foi precipitado todo o componente
oligossacaridico sendo que impurezas, como a metilmorfolina, permaneceram em
solugcdo. A suspensao resultante foi deixada em repouso com o objetivo de se
obter um precipitado através de centrifugacdo. O pellet obtido foi cromatografado
em silica com 8:2:1 (acetato de etila:metanol:agua) para obtencdo de duas
fragbes: uma contendo do agarobiitol livre de qualquer contaminante e outra
contendo uma mistura do di- e do tetrassacaridio alditol (Figura 44). Para a
obtencédo do tetrassacarideo livre da contamina¢ao por agarobiitol, foi necessariao
recromatografar as fragbes que apresentavam a mistura dos dois

oligossacarideos.

Figura 44 : Cromatografia de camada delgada das frac6es cromatogréaficas obtidas

a partir da cromatografia em coluna de silica.
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A fracao tetrassacaridica purificada foi entdo submetida as analise de RMN
e ESIMS, as quais apresentaram resultados compativeis com os de
tetrassacarideo alditol neutro B-D-Galp-(1 - 4-)-a-3,6-An-L-Galp-(1 - 3)-B-D-Galp-
(1 - 4)-3,6-An-L-GalOH (agarotetraitol - Figura 45).

Figura 45 : Espectros de ESIMS em modo positivo e RMN de **C do agarotetraitol.
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4.3. HIDROLISE PARCIAL COM HCI

4.3.1. Oligossacarideo proveniente de agarose comer  cial:

Visando estabelecer condicbes de hidrolise para obtencdo de
oligossacarideos redutores, foi realizada hidrélise da agarose comercial (agarana
neutra completamente ciclizada) com HCI concentrado, a temperatura ambiente
por 30 min. Apos a hidrélise, a solugéo foi parcialmente neutralizada com o uso de
bicarbonato de sodio até pH 6. Para diminuir a grande quantidade de sais, a
solugcdo resultante da neutralizacdo foi levada a secura e entdo submetida
extracdo dos oligossacarideos com DMSO. A recuperacdo dos oligossacarideos
em DMSO foi realizada através da precipitacdo com adicdo de 3 volumes de
cloroférmio. Através deste procedimento, a quantidade de sal foi substancialmente

diminuida, sendo possivel realizar a cromatografia em BioGel P-2 para a



83

eliminacao do sal residual. O perfil de eluicdo obtido indicou a presenca de quatro

possiveis fracdes (A, B, C e D — Figura 46 ).

Figura 46 : Perfil de eluicdo da cromatografia de filtracdo em gel (BioGel P-2) do

produto de hidrdlise é&cida parcial com HCI concentrado em agarose neutra

comercial.
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A fracdo principal (C) foi analisada por RMN de *C da fracdo C (Figura
47), indicando ser composta por um pentassacarideo neutro: (3-D-Galp-(1 - 4-)-a-

3,6-An-L-Galp-(1 - 3)-B-D-Galp-(1 - 4)-a-3,6-An-L-Galp-(1 - 3)-D-Galp.

Figura 47 : Espectro de RMN-"3C e estrutura quimica do pentassacarideo neutro:
B-D-Galp-(1 - 4-)-a-3,6-An-L-Galp-(1 - 3)-B-D-Galp-(1 - 4)-0-3,6-An-L-Galp-(1 - 3)-
D-Galp.
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Com este tipo de hidrdlise, o oligossacarideo obtido apresentou residuos de
D-Gal tanto na ponta redutora quanto na extremidade ndo redutora, ou seja, um
oligossacarideo com numero impar de unidades glicosil. Ja& na HRP, os
oligossacarideos alditéis obtidos neste e em outros trabalhos (USOV &
ELASHVILI, 1991; USOV & ELASHVILI, 1997; GONCALVES, 2001; DUCATTI
2005) apresentam sempre numero par de unidades, respeitando as diades que
compdem carragenanas e agaranas ciclizadas, [- 3)-B-D-Galp-(1 - 4-)-3,6-An-a-
Galp-(1-]. Oligossacarideos redutores derivados de galactanas de algas
marinhas, com numero par de residuos podem ser obtidos com o uso de [3-
agarases ou [-carragenases, sendo sempre uma unidade de D-Gal o terminal
redutor e uma unidade de 3,6-An-a-Galp como extremidade n&o redutora
(DUCKWORTH & YAPHE, 1971; MORRICE et al., 1983; KNUTSEN et al., 2001).
Hidrdlises utilizando a-agarases (YOUNG et al., 1978), ou hidrolises acidas mais
brandas (IZUMI, 1973), da mesma forma, geram oligossacarideos compostos de
unidades aos pares com terminais de 3,6-AnGal na forma de um aldeido
hidratado.

Essas observagbes sdo facilmente explicadas pela suscetibilidade a
hidrélise das ligagBes 3,6-anidrogalactosidicas e pela instabilidade em meio acido
apresentada pelas unidades de 3,6-AnGal. Na HRP, as ligagbes 3,6-
anidrogalactosidicas sao hidrolisadas com concomitante protecdo, através de
reducdo, dos terminais de 3,6-AnGal; enquanto na hidrélise enzimatica por -
galactosidases, as ligacbes 3,6-anidrogalactosidicas sao poupadas devido ao
atague especifico das B-galactosidases nas ligacdes B-D-galactosidicas. Com o
uso de a-agarases, ndo ocorre degracdo dos residuos terminais de 3,6-AnGal,
uma vez que na hidrélise enzimatica ndo séo utilizadas faixas de pH extremas. Ja
nas condicdes da hidrolise parcial com HCI descritas por HIRASE (1957) e IZUMI
(1973), apesar da exposicdo dos residuos de 3,6-AnGal ao meio acido, a
combinacdo de concentracdo de acido (0,1 M), tempo de hidrolise (20 min) e
temperatura (95°C) ndo provoca degradacdo de forma efetiva. Nos trabalhos de
YU et al. (2002), é usada a mesma concentracdo de HCI| (0,1 M), menor

temperatura (60°C) e um tempo de hidrolise 9 vezes maior (3 h), sendo que esta



85

condicao levou a uma degradacao efetiva das unidades de 3,6-AnGal terminais.
J& o experimento realizado no presente trabalho, tem como condi¢des HCI conc.,
25°C, 30 min, ou seja, menor tempo, menor temperatura e concentracdo de acido
varias vezes maior. Estas condi¢bes também levaram a degradacédo das unidades
de 3,6-AnGal terminais, sendo possivel concluir que os fatores tempo e
concentracdo de acido sdo mais relevantes que a temperatura no que se refere a

manutencdo da integridade destas unidades.

4.4. ESTUDO DE OLIGOSSACARIDEOS ISOMEROS DE POSICAO DE
GRUPOS SULFATO POR DISSOCIACAO INDUZIDA POR COLISA O (CID) -
ESI-MS/MS.

A determinac&o do posicionamento dos grupos sulfato em oligossacarideos
sulfatados derivados de galactanas de algas marinhas € normamelmente realizada
por analises de RMN. Apesar da eficiéncia desta técnica, problemas com tempo
de andlise e sensibilidade sdo comuns, principalmente com relacdo a RMN-C.
Recentemente, alguns trabalhos tém demonstrado a possibilidade do estudo de
oligossacarideos sulfatado por técnicas de elestrospray (THOMSSON et al., 1999;
THOMSSON et al., 2000; EKEBERG et al, 2001). Neste trabalho, os
oligossacarideos obtidos foram extensivamente estudados por esta técnica.
Entretanto, muitas das estruturas obtidas s&o isGmeros, ou de posicdo ou
diasteroisébmeros (Figura 48), assim, as analises de ions pais, fornecem muitos

resultados iguais para oligossacarideos diferentes.
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Figura 48: Exemplos de oligossacarideos alditéis isémeros: carratetraitol 4% 4*
dissulfato e carratetraitol 2*,23-dissulfato (isémeros de posicéo); agarobiitol e

carrabiitol (diasteroisomeros).
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Deste modo, os isémeros de posicdo carratetraitol 47 4*-dissulfato e
carratetraitol 2',23-dissulfato (previamente caracterizados por RMN e ESIMS)
foram submetidos a analise de ESIMS/MS através de dissociagdo induzida por
colisdo (CID — “collision induced dissociation”). Nesta analise, o ion pai obtido
numa analise ESIMS (um quadrupolo) é fragmentado por uso de gas argbnio,
gerando ions filhos que s&o analisados por um segundo quadrupolo. A partir
deste experimento foi observado que a via de fragmentacao foi distinta para os
dois tetrassacarideos isdmeros (Figura 49).
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Figura 49: Fragmentacdo diferencial entre os isdmeros carratetraitol 47 4*
dissulfato e carratetraitol 2*,23-dissulfato com ESIMS/MS em modo negativo do fon
m/z 813.
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Os fragmentos considerados diferenciais foram m/z 405 e 385 (carratetraitol
4% 4% dissulfato), e m/z 547 (carratetraitol 2*,23-dissulfato) por serem exclusivos
para cada isbmero. Além destes ions, foram encontrados varios fragmentos
comuns aos dois isbmeros, a maioria deles originados a partir da perda de grupos
SOj3 e/ou SO, tais como, m/z 733 e 693. Essas andlises foram realizadas também
em modo positivo, apresentando um perfil de fragmentacdo equivalente ao
encontrado no modo negativo, ressaltando-se que os valores de m/z
apresentaram-se acrescidos da massa de um ou dois atomos de sadio.

A partir destas constatacdes, foram realizadas as anéalises de ESIMS/MS
dos dissacarideos isémeros carrabiitol 4%-sulfato, carrabiitol 2*-sulfato, agarobiitol
6%-sulfato e agarobiitol 2°-sulfato. Neste caso, somente o carrabiitol 2*-sulfato
apresentou um fragmento diferente dos demais dissacarideos monossulfatados.
Esse fato é explicado pela presenca do grupo sulfato na unidade 3,6-
anidrogalactopiranosidica do carrabiitol 2'-sulfato, o que ocorre na unidade de B-D-

Galp dos outros dissacarideos analisados (Figura 50).
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Figura 50: Fragmentacdo dos isémeros agarobiitol 2%-sulfato(A), carrabiitol 4%
sulfato (B), agarobiitol 62-sulfato (C) e carrabiitol 2*-sulfato (D) com ESIMS/MS em

modo negativo do ion m/z 405.
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Diferentemente do que ocorre nas andlises de ESIMS para ions pais, na
analise de ESIMS/MS, o espectro referente aos ions filhos de um determinado ion
pai, contera somente valores de massas referentes aquele ion pai de escolha, ndo
havendo, portanto, massas originadas ou pertencentes a contaminantes. Deste
modo, o estudo da fragmentacdo por ESIMS/MS com CID, pode ser realizado com
maior confiabilidade. Foi possivel demonstrar ainda a fragmentacgéo diferencial de
alguns isébmeros de posicdo de grupo sulfato, especificamente para aqueles onde

a sulfatagédo ocorre em unidades monossacarideicas diferentes.
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4.5. ELETROFORESE CAPILAR

No decorrer do trabalho percebeu-se a necessidade de monitoramento dos
processos hidroliticos a fim de propiciar a obtencdo de oligossacarideos de
diferentes graus de polimerizagdo. Para tal, foi utilizada a técnica de EC, que
oferece vérias vantagens sobre outros métodos analiticos, tais como: € uma
técnica apropriada para analise de moléculas carregadas; proporciona alta
velocidade de analise quando comparada a processos eletroforéticos
convencionais; possibilita desenvolvimento de métodos de alta resolucdo de
analise; baixo custo operacional e baixissimo consumo de amostra.

Para o desenvolvimento de um método eficiente em termos de separacao e
deteccdo, foram utilizados os seguintes oligossacarideos alditdis: 42,6-piruvil
agarobiitol;  agarobiitol-2?-sulfato;  carrabiitol-2*-sulfato;  carratetraitol-2*-2°-
dissulfato; carrabiitol 4%-sulfato; carratetraiitol 424*dissulfato e agarobiitol 6°-
sulfato.

As primeiras condi¢Oes de eletroforese capilar utilizadas foram baseadas
como descrito por CARNEY e OSBOURNE (1991): 40 mM de fosfato, 40 mM de
SDS, 10 mM de tetraborato , pH 9, 15 kV, 40 €. As andlises iniciais dos
oligossacarideos alditdis demonstraram uma baixissima sensibilidade do método.
Esse fato pode ser explicado pela absortividade praticamente nula apresentada
por carboidratos na regido do ultravioleta (o aparelho utilizado € equipado com
detector por absor¢cdo no UV). Apesar da maior absortividade molar apresentada
por complexos polidis-borato em relagdo a polidis ndo complexados
(HOFFSTETTER-KUHN et al., 1991), foi utilizada uma estratégia de deteccao que
proporcionasse maior sensibilidade.

Uma vez que oligossacarideos alditois ndo possuem um terminal redutor, o
gue nado permite a insercado de croméforos para deteccédo direta por UV, foi testada
um modo de detecc¢édo indireta. Na deteccédo indireta, o “background” de absorcéo
de UV gerado por um co-ion detectavel, presente no tampao, € interrompido
guando o oligossacarideo passa pelo detector, gerando um pico negativo,

referente ao analito em questdo. Através de um artificio oferecido pelo aparelho,
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este pico pode ser adquirido como positivo. Para tal, foi testado o acido p-
toluenosulfinico (TSA - Figura 51), uma vez que este apresentava caracteristicas
apropriadas de um co-ion para a analise de moléculas negativamente carregadas:
alta absortividade molar na regido ultravioleta e mobilidade similar aos dos analitos
em questdo (DOBLE & HADDAD, 1999).

Figura 51: Estrutura quimica do acido p-toluenosulfinico (TSA).
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O TSA (sal sodico) foi entdo acrescentado a uma concentracdo de 10 mM
ao tampao, e a partir da injecdo dos padrdes, percebeu-se que a sensibilidade
proporcionada pela deteccéo indireta era suficiente para as analises pretendidas.
Para verificar a eficiéncia de separagédo do tampéao resultante (40 mM de fosfato,
40 mM de SDS, 10 mM de tetraborato, 10 mM de TSA, pH 9, 15 kV, 40T), foi
utilizada uma mistura dos oligossacarideos alditéis, isémeros de posi¢ao de grupo
sulfato, carrabiitol 4%-sulfato e carrabiitol-2'-sulfato. Estas condicdes ndo se
mostraram suficientes para promover a separacdo dos dois isdbmeros, de forma
gue somente um pico era visualizado no eletroferograma resultante. Com o intuito
de aumentar o nivel de complexacdo dos oligossacarideos com os ions borato
presentes no tampdo, o tampdao foi alcalinizado até pH 10. Nestas condi¢des
ocorreu um principio de resolugdo entre os isdbmeros, a qual foi notada pelo
aparecimento de um ombro no pico referente a mistura de isGmeros.
Subsequientemente, na tentativa de melhorar a resolucéo, foram testadas algumas
condicOes diferentes de temperatura e voltagem. Entretanto, as alteragGes
inseridas no método de separacdo ndo foram suficientes para a resolucdo
completa dos analitos em questédo (Figura 52).
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Figura 52: Eletroferogramas correspondentes as analises dos isbmeros de
posicdo carrabiitol 4%-sulfato e carrabiitol-2'-sulfato em diferentes temperatura e
voltagens. Tampéao: 40 mM de fosfato, 40 mM de SDS, 10 mM de tetraborato, 10
mM de TSA, pH 10. (A) eletroforese realizada a 10 kV e 35°C; (B) 10 kV e 50°C,;
(C) 15 kV e 25°C.
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Uma vez que o aumento do pH (0 que aumenta o nivel de complexacédo
com ions borato) proporcionou um principio de resolucdo entre os isbmeros, foram
acrescidos mais 10 mM de ions borato ao tampdo de trabalho. Com esta
modificacdo obteve-se resolugédo completa entre carrabiitol 4%-sulfato e carrabiitol-
2'-sulfato (Figura 53 ).

Figura 53: Eletroferogramas correspondentes as andlises dos isdmeros de
posicéo carrabiitol 4%-sulfato e carrabiitol-2*-sulfato variando-se a concentracéo de
ions borato. (A) 10 mM de borato (B) 20 mM de borato.
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Determinada a concentragdo ideal de ions borato, foram testadas diferentes
voltagens e temperaturas para aumento da velocidade de analise sem prejuizo da
gualidade do eletroferograma resultante (Figura 54).

Figura 54: Eletroferogramas correspondentes as andlises dos isdmeros de
posicdo carrabiitol 4%-sulfato e carrabiitol 2*-sulfato em diferentes temperatura e
voltagens. Tampao: 40 mM de fosfato, 40 mM de SDS, 20 mM de tetraborato, 10
mM de TSA, pH 10. (A) eletroforese realizada a 10 kV e 35°C; (B) 10 kV e 45°C;
(C) 15 kV e 35°C.
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As condicOes selecionadas para continuacao do trabalho foram 10 kV e
45°C (Figura 54 B ). Com uma temperatura menor a analise mostrou-se demorada
e houve perda de resolucdo (Figura 54 A) e com o0 aumento da voltagem ocorreu
desestabilizacdo da linha de base (Figura 54 C).
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Com o estabelecimento dos parametros eletroforéticos, foram realizadas
injecbes isoladas do par isomérico dos tetrassacarideos correspondentes:
carratetraitol-42,4*-dissulfato e carratetraitol-2*,23-dissulfato. Utilizando o recurso
de sobreposicéo dos eletroferogramas, foi possivel constatar a resolugdo completa

entre estas duas espécies (Figura 55).

Figura 55: Eletroferogramas correspondentes as andlises dos isdmeros de
posicdo carratetraitol-42,4*-dissulfato (A) e carratetraitol-2*,23-dissulfato(B).
Eletroferograma (C) corresponde a sobreposicao de (A) e (B). Tampéao: 40 mM de
fosfato, 40 mM de SDS, 10 mM de tetraborato, 10 mM de TSA, pH 10.
Eletroforese realizada a 10 kV e 45°C.
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O mesmo procedimento realizado para carratetraitol-4%,4*-dissulfato e
carratetraitol-2*,23-dissulfato foi aplicado aos isémeros derivados de agarana
agarobiitol 6°-sulfato e agarobiitol-2%-sulfato. Os agarobiitois monossulfatados
(Figura 56 ) apresentaram uma maior resolucao entre picos (Rgawa= 2,7) quando

comparados aos outros dois pares isoméricos analisados (Tabela 7).

Figura 56: Eletroferogramas correspondentes as andlises dos isdmeros de
posicéo agarobiitol 6%-sulfato (A) e agarobiitol-2-sulfato (B). Tamp&o: 40 mM de
fosfato, 40 mM de SDS, 10 mM de tetraborato, 10 mM de TSA, pH 10.
Eletroforese realizada a 10 kV e 45°C.
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O oligossacarideo alditol substituido por acetal de &cido piravico, 4% 6%
piruvil agarobiitol, também foi submetido a mesma andlise apresentando um
tempo de retencdo menor que dos oligossacarideos sulfatados (Figura 57)
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Figura 57: Eletroferograma correspondente & andlise do 42,6%-piruvil agarobiitol.
Tampéao: 40 mM de fosfato, 40 mM de SDS, 10 mM de tetraborato, 10 mM de
TSA, pH 10. Eletroforese realizada a 10 kV e 45°C.
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De posse do tempo de retencdo de todos os padrdes utilizados, foi feita
uma mistura de todos os oligossacarideos alditois analisados e posterior analise

eletroforética da mesma (Figura 58 — Tabela 7).

Figura 58: Eletroferogramas da mistura dos oligossacarideos 42 6%-piruvil

agarobiitol; carrabiitol 4-sulfato; carrabiitol-2*-sulfato; agarobiitol 6%-sulfato;

agarobiitol-2%-sulfato; carratetraitol 42 4*dissulfato; carratetraitol 2*,23-dissulfato.
Tampao: 40 mM de fosfato, 40 mM de SDS, 10 mM de tetraborato, 10 mM de
TSA, pH 10. Eletroforese realizada a 10 kV e 45°C.
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Tabela 7: Tempos de retencdo e resolugdo entre picos® dos oligossacarideos
42 6%-piruvil agarobiitol (WB); carrabiitol 4%-sulfato (KA); carrabiitol-2*-sulfato (TA);
agarobiitol 6%sulfato (GA); agarobiitol-2%-sulfato  (WA); carratetraitol-42,4*-
dissulfato (KB); carratetraitol-2,23-dissulfato (TB). As condicdes eletroforéticas

foram as mesmas utilizadas na Figura 58 .

WB KA TA GA WA KB B
Tempo de 16,9 18,6 19,0 19,8 20,7 21,2 21,6
retencao
Rweka= 5,3 Rkamra= 1,2 Rraca= 2,1 Reawa= 2,7 Rwaks= 1,6 Rkere=1,0
Rwera= 6,2 Rkaca= 3,6 Rrawa= 4,6 Reaxs= 4,1 Rwarrs= 2,7
Resolugéo Rweica= 9,2 Rikawa= 6,3 Rraks= 5,8 Reams= 5,2
entre picos

Rwewa= 12,2 Rkaxe= 7,4 Rrare= 6,8
Rwexs = 12,9 Rkars= 8,5

Rwerrs = 14,1

RXIY =2 (X=Y) !X, +Y,; onde X e Y sdo os tempos de retencdo em minatds, £ Y,, S&0 as larguras dos picos
correspondentes

Considerando as estruturas quimicas dos oligossacarideos alditois e seus
respectivos tempos de retencdo, pode-se levar em conta dois fatores que
proporcionaram suas separacdes com o método eletroforético desenvolvido:

- A acidez dos oligossacarideos (devido a grupos sulfato e / ou
carboxilas);

- O aumento do pH e da concentracdo de ions borato, o que permitiu
uma complexacdo mais efetiva dos anions tetraidroxiborato com as hidroxilas dos
oligossacarideos (HOFFSTETTER-KUHN et al., 1991).

O 4?,6%-piruvil agarobiitol foi o padrdo que apresentou menor tempo de
retencdo devido sua menor acidez: o grupamento carboxilico apresenta menor
acidez em relacdo ao grupo sulfato (presente nas outras estruturas).
Consequentemente, a base conjugada dos grupos sulfato é mais fraca,

proporcionando uma carga negativa mais intensa em relacdo a carboxila. Desta
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forma, o oligossacarideo contendo acetal de &cido pirdvico migrarda mais
rapidamente em direcdo ao céatodo (polo negativo) por apresentar uma carga
“menos negativa” em relacdo aos oligossacarideos sulfatados.

Sabendo que os quatro dissacarideos alditdis monossulfatados apresentam
0 mesmo grupo negativamente carregado (sulfato) e a mesma relacdo
massa/carga, uma proposta viavel para explicar a resolucdo entre estas estruturas
é diferente complexacdo com ions borato apresentada pelas mesmas.

Neste contexto, o &tomo de boro € um elemento Unico em que seu oxiacido
B(OH); (4cido bdrico) é convertido num oxianion tetraédrico B(OH)4
(tetraidroxiborato) em solugdes basicas (ISHIHARA et al., 1994). O equilibrio (1)

apresenta a formacao de B(OH), a partir de B(OH)3; em solugdes alcalinas:

B(OH), + OH == B(OH),"

O anion tetrahidroxiborato € conhecido por sua propriedade de formar
complexos negativamente carregados com hidroxilas vicinais cis de carboidratos,
principalmente em alto pH (HOFFSTETTER-KUHN et al., 1991; SCHIMITT-
KOPPLIN et al.,, 1998). Os equilibrios (2) e (3) mostram a formac¢do do
monocomplexo 1:1 (BL) e do dicomplexo 1:2 (BLy):

HO HO( _ o
B(OH), * HO R HO/B\O + 2H,0

(8) L (BLY) (2)

HO
. 0] .0
\B_ O . HO \B— + 2H20
RN N
HO 0 HO ®) 0

(BLY) L) (BL,) (3)
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Esta complexacéo induz mudancas nas relagdes carga/massa dos ligantes
e esta propriedade tem sido utilizada desde os anos 50 para a determinacdo de
configuracdo de carboidratos (BOESEKEN, 1949; FOSTER & STACEY, 1955).
Tampdes em alto pH contendo anions borato tém sido extensivamente utilizados
em EC para a separacdo de acUcares, ndo somente por induzir a formacéo de
complexos carregados e moveis a partir de carboidratos ndo carregados, mas
também por aumentar a seletividade de separagcdo para os carregados. Sendo 0s
equilibrios 2 e 3 dindmicos, todos os carboidratos com configuracdo favoravel vao
estar associados aos anions tetraidroxiborato em algum grau (van DUIN et al.,
1985, HOFFSTETTER-KUHN et al.,, 1991; SCHIMITT-KOPPLIN et al.,, 1998;
KARIYA et al., 2003)

Observando os efeitos do aumento do pH e da concentragdo de borato
(Figura 53), bem como a ordem de migracdo dos dissacarideos alditois
sulfatados, foi proposto um mecanismo de separacdo baseado no incremento de
suas cargas negativas pela complexacdo com borato. Este mecanismo foi
baseado no fato que a mobilidade de analitos negativamente carregados, em
tampdes de alto pH, é a resultante do FEO (em direcdo ao catodo) e da migracao
eletroforética do analito em direcdo ao anodo. O FEO é mais significativo que a
migracdo eletroforética nestas condicdes, consequentemente, a migracao
resultante do analito € em direcdo ao catodo (ALTRIA, 1996). Nos experimentos
realizados, a separacao foi provida pelas diferencas de retardamento provocado
pela migracdo eletroforética contra o FEO. Este retardamento, por sua vez, foi
gerado pela prépria carga negativa dos dissacarideos e por suas possibilidades
em formar complexos com os anions borato. A magnitude da carga negativa neste
tipo de complexo é determinada por sua posi¢ao no equilibrio, e portanto, por sua
estabilidade. Dada uma quantidade constante de carboidrato, a concentracdo do
complexo aumenta com a quantidade de anions borato, de acordo com a lei de
acdo das massas, assim como com o0 aumento do pH. Portanto, a migracao
eletroforética aumenta no mesmo sentido (HOFFSTETTER-KUHN et al., 1991).
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O esquema apresentado na Figura 59 correlaciona o aumento do tempo de

retencdo apresentado pelos dissacarideos monossulfatados de acordo com a

viabilidade de suas hidroxilas cis-vicinais e alditdis.

Figura 59 : Correlacdo entre o aumento dos tempos de retencao dos dissacarideos

alditéis e viabilidade de suas hidroxilas cis-vicinais e alditdis; as setas indicam as

hidroxilas favoraveis a complexacédo com borato.

migragao R +— FEO

eletroforética

Anodo
- L N

. ' %
. OH “H OH
OH K v 0 h
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! OH GH O
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Para um melhor entendimento do mecanismo de separacdo dos

dissacarideos alditdis, pode-se explicar este processo através dos

monocomplexos 1:1 (BL") dissacarideo-borato mais provaveis (Figura 60 ):

carrabiitol 4%-sulfato: apresenta o grupo sulfato na posicdo 4 do anel
galactopiranosidico. Assim, nao possui hidroxilas cis-vicinais
passiveis de complexacdo com 0s anions tetrahidroxiborato. As
hidroxilas 1 e 2 (posi¢bes 1/2) da unidade de 3,6-AnGalOH, formam
0 Unico sitio favoravel para formacéo do complexo (Figura 60 B ).

carrabiitol 2*-sulfato: ndo forma complexo nas hidroxilas da porcéo
alditol devido a presenca do grupo sulfato no C-2 da unidade de 3,6-
AnGalOH. Entretanto possui duas possibilidades de formacao de

complexo nas hidroxilas cis da unidade de (-D-Galp (complexo nas
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posicdes 3/4 ou 4/6). Deste modo, através de comparacao com seu
isbmero 4-sulfatado, a estrutura em questdo apresenta uma
possibilidade a mais de formacdo do complexo com o0s anions
tetrahidroxiborato. Sabendo que complexos borato-carboidratos
apresentam um carater de carga negativa, o carrabiitol 2'-sulfato
apresentard& um incremento em sua carga hegativa quando
comparado ao carrabiitol 4%-sulfato; e por isso ter4& um tempo de
retencdo maior (Figura 60 C).

agarobiitol 6%-sulfato: o grupo sulfato em C-6 da unidade de B-D-Galp
impede a formacédo do complexo nas posicdes 4/6. O complexo
podera ser formado na regido alditol (posi¢cdes 1/2 da unidade de
3,6-AnGalOH) e nas posi¢cdes 3/4 da unidade de (B-D-Galp. Desta
forma, esta estrutura também apresentara duas possibilidades de
formacdo de complexo. Entretanto o agarobiitol 6°-sulfato tem a
possibilidade de formar dois complexos simultaneamente; ja o
mesmo n&do acontece com o carrabiitol 2'-sulfato que compartilha a
posicdo 4 da unidade de B-D-Galp para formar seus possiveis
complexos. Assim o agarobiitol 6%-sulfato apresenta um carater mais
negativo que os dois carrabiitois, uma vez que apresenta trés
possiveis formas de complexacdo — 1/2 ou 3/4 ou simultaneamente
1/2 e 3/4 (Figura 60 D).

agarobiitol 22-sulfato: o grupo sulfato em C-2 n&o bloqueia posicdes
passiveis de complexacdo. Esta espécie apresenta trés
possibilidades de complexos — 3/4 ou 4/6 ou 1/2; e duas
possibilidades de complexos simultdneos — 3/4 e 1/2 ou 4/6 e 1/2.
Desta forma, o agarobiitol 2%sulfato apresenta-se como o
dissacarideo alditol mais negativamente carregado nas condicdes de

tampao utilizadas (Figura 60 E ).
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Figura 60: Equilibrio quimico dos monocomplexos 1:1 (BL) tetrahidroxiborato-

dissacarideos alditéis mais provaveis.
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Para os tetrassacarideos carratetraitol 4?,4*-dissulfato e carratetraitol 2*,2°-
dissulfato, a ordem de saida do capilar € compativel com seus analogos
dissacaridicos (carrabiitol 4-sulfato e carrabiitol 2'-sulfato). Estes apresentam um
tempo de retencdo maior que os dissacarideos devido a menor relagdo m/z
apresentada por ambos.

van den Berg e colaboradores (1994) estudaram a formacdo de complexos
de borato a partir de varios mono- e dissacarideos em solugdo aquosa em pH 7
através de RMN de B e *C. As constantes de associacdo (Kic = [BL] / [B[L])
foram determinadas para alguns galactopiranosideos e os valores para o0s
complexos em 3/4 e 4/6 foram ~13 e ~5, respectivamente. Os complexos BL, em
3/4 também foram detectados com uma constante de associagdo de ~10. Estes
dados sugerem que os complexos 3/4 tém uma participacdo mais importante que
4/6 na formacdo de complexos borato-galctopiranosideos. Entretanto, nos
experimentos realizados, o complexo 4/6 parece ser o fator determinante,
principalmente na separacéo dos dissacarideos agarobiitol 2?-sulfato e agarobiitol-
6%-sulfato. Isto pode ser explicado por mudancas no equilibrio devido a repulséo
de Coulumb (van DUIN et al., 1985, HOFFSTETTER-KUHN et al., 1991) entre o
borato e o grupo O-6 sulfato no agarobiitol 62-sulfato (desestabilizacdo do
complexo 3/4).

Dados na literatura mostram que alditéis formam complexos com borato
que sdo muito mais estaveis que com os formados em anéis piranosil (DAVIS &
MOTT, 1980). Observando o0s tempos de retencdo bastante préoximos
apresentados por carrabiitol-2*-sulfato e carrabiitol-4?-sulfato (Rkara= 1,2), pode-
se concluir que a complexacdo nas posi¢oes 1/2 da unidade 3,6-AnGalOH teve
alguma participacdo nos experimento de EC. Entretanto, pode-se especular que o
complexo proposto é menos estavel que um complexo néo ciclizado alditol-borato
devido a interferéncia do anel 3,6-anidro. Em adi¢c&o, de acordo com a literatura,
didis em posicdes terminais ndo sao estaveis com didis-threo internos em alditéis
(van DUIN et al., 1985, SCHIMITT-KOPPLIN et al., 1998).

Outros fatores podem influenciar a separacdo baseada na formacéao de

complexos de borato dos oligossacarideos alditdis aqui descritos, como por
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exemplo: (a) eletrélitos, além do borato, os quais compdem o tampao utilizado
podem ter influenciado a separacéo; (b) solu¢gbes aquosas de borato ndo contém
somente anions tetraidroxiborato, mas também polidnions condensados, tais
como, [B3O3(OH)s]> e [B4Os(OH)4)* (tetraborato); (c) trans-1,2-di6is e grupos
hidroxilas ligados em carbonos alternados podem estar envolvidos nestas
complexagbes em algum grau (van DUIN et al., 1985). Entretanto, os esquemas
apresentados nas Figuras 59 e 60 sdo modos simplificados e compreensiveis

para o entendimento da separacgao eletroforética mostrada neste trabalho.

4.5.1. Andlise de curvas de hidrélise por EC.

Com o estabelecimento do método eletroforético, foi testada a possibilidade
de realizar o acompanhamento do processo hidrolitico dos polissacarideos de
Kappaphycus alvarezii (kappa-carragenana) através da analise de aliquotas
coletadas em diferentes tempos da hidrolise redutiva parcial.

Para este experimento foi realizado o0 seguinte procedimento:
primeiramente foi preparada uma solucdo para realizacdo da hidrdlise redutiva
parcial de uma kappa-carragenana, de acordo com o método estabelecido por
USOV e ELASHVILI (1991). A mistura foi entdo incubada a 60°C, sendo retirada
uma aliquota antes da incubacgéo. Outras aliquotas foram entdo sequencialmente
retiradas em intervalos de 1 h, a partir de duas horas de hidrdlise. Desta forma,
foram retiradas aliquotas nos tempos de Oh,2h,3h,4h,5h,6h,7he8h.

Cada aliquota foi submetida a uma seqiéncia de purificacdo (Figura 61 A),
com o intuito de diminuir os subprodutos da hidrolise:

* Eliminacdo do TFA: o TFA (volétil) é eliminado por evaporagcdo das
aliquotas para encerrar definitivamente a hidrélise.

* Eliminacdo do 4-MMB: o residuo de evaporacdo é ressuspenso em
agua e aplicado a uma resina cationica (forma H"). A metilmorfolina
(subproduto do 4-MMB) € uma amina terciaria e, desta forma, se

apresentara protonada em solu¢do aquosa em praticamente todas as
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faixas de pH. Assim, a metilmorfolina protonada se liga a resina
catidnica, enquanto os oligossacarideos sao eluidos livremente.

* Remoc¢do dos residuos insoluveis: o eluato da resina catidnica é
liofilizado, ressuspenso em agua e submetido a centrifugacdo para
remocao dos residuos insolluveis. Estes residuos podem levar ao
entupimento do capilar, desta forma faz-se uma filtragem em
membrana de 0,2 yum para garantir a auséncia de particulas
insolUveis na solucéao .

* A partir dai, as aliquotas purificadas sdo submetidas a anallise por
EC, de acordo com o0 método estabelecido (Figura 61 C).

Mesmo tendo somente carrabiitol 4%-sulfato e carratetraitol-4?,4*-dissulfato
como padrdes para a andlise do hidrolisado da kappa-carragenana, foi possivel
deduzir a estrutura quimica dos outros oligossacarideos detectados. Isto porque o
polissacarideo usado como material de partida para hidrélise € uma kappa-
carragenana pura, sendo constituida por diades repetitivas de [3-D-Galp 4-sulfato-
(1 -4)-3,6-An-a-D-Galp-(1 - 3)] por toda extensdo da cadeia polimérica. Deste
modo, a hidrélise redutiva parcial (que somente cliva as ligacbes 3,6-
anidrogalactosidicas) vai gerar somente oligossacarideos alditois de namero de
unidades par, com uma unidade de 3,6-anidrogalactitol como terminal.
Primeiramente determinou-se, por tempo de retencdo, os picos correspondentes
aos oligossacarideos padrées (di- e tetrassacarideo) nos eletroferogramas da
curva de hidrélise. Depois é possivel concluir que os picos subsequentes
correspondem aos hexa-, octa-, decassacarideos, sempre aumentando a cadeia
oligossacaridica por inser¢cdo de unidades dissacaridicas (Figura 61 B e D). A
analise eletroforética das aliquotas coletadas durante a hidrélise (Figura 61 C)
mostrou a presenca de oligossacarideos com até quatorze unidades

monossacaridicas.
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Figura 61. Esquema da curva de hidrélise redutiva parcial da kappa-carragenana
através de EC. (A) hidrdlise, divisdo em aliquotas e purificacdo. (B) padrdes
utilizados para a anélise dos eletroferogramas da curva de hidrélise (carrabiitol 42-
sulfato e carratetraitol-4%,4*-dissulfato). (C) eletroferogramas correspondentes aos
tempos de hidrdlise. (D) Estrutura da kappa-carragenana e indicacdo dos pontos

de hidrolise para formacéao de oligossacarideos de varios graus de polimerizacao.
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Através do monitoramento do processo hidrolitico, foi possivel encontrar
tempos de hidrélise ideais para a obtencdo de oligossacarideos com diferentes
graus de polimerizagao.

Deste modo, com o sucesso do experimento de determinacdo de curvas de
hidrolise por EC, foi realizado o mesmo procedimento para mais dois modelos
polissacaridicos: agarose 6-sulfato (Gracilaria dominguensis) e uma theta-
carragenana (Gigartina skottsbergii). A partir dos eletroferogramas apresentados
na Figura 62, pode-se observar os graus de hidrélise num mesmo tempo, foram

diferentes para os polissacarideos analisados.
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Figura 62: Eletroferogramas correspondentes a alguns tempos de hidrélise

redutiva parcial de 3 diferentes polissacarideos: (A) kappa-carragenana; (B)

agarose 6-sulfato e (C) theta-carragenana.
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A agarana 6-sulfatada foi o polissacarideo que sofreu hidrélise mais rapida;
em 8 h de hidrdlise, todo polissacarideo ja havia sido convertido a dissacarideos.
A kappa-carragenana ja apresentava oligossacarideos de poucas unidades (duas
e quatro) no tempo de uma hora, mas em propor¢cdo bem menor que aquela da
agarana 6-sulfatada e, no tempo de 8 h, ainda haviam oligossacarideos de seis e
oito unidades em propor¢ao consideravel na solucao hidrolitica. A theta-carragena
foi o polissacarideo que apresentou maior resisténcia a hidrolise redutiva parcial;
somente no tempo de 10 horas comecaram a ser detectados 0s primeiros
oligossacarideos formados.

Da andlise desses resultados, infere-se que a posi¢cdo do grupo sulfato no
polissacarideo interfere na acéo hidrolitica, sendo que, quanto mais proximo este
grupo estiver da ligagéo glicosidica, mais dificil € a a¢éo hidrolitica e mais tempo
levara para que a ligacdo seja rompida, sendo necessario o prolongamento do
tempo de hidrélise. Estas observacbes sdo consistentes com as conclusdes
alcancadas durante o processo de obtencao dos oligossacarideos (item 4.2.5.).

A combinacdo da eletroforese capilar juntamente com a estratégia de
deteccdo permitiu a obtencdo de eletroferogramas de alta resolucdo para
estruturas muito similares. Além disto, o processo de preparo de aliquotas
proveniente de diferentes tempos de HRP, proporcionou o monitoramento da
formacéo dos oligossacarideos alditois para diferentes modelos polissacaridicos.
Desse modo, as condigbes desenvolvidas neste trabalho podem ser uma
ferramenta eficiente para obtencdo de oligossacarideos com diferentes graus de
polimerizagédo e para o estudo de galactanas de algas marinhas com padrao de

sulfatacdo mais heterogéneo.
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4.6. DERIVACAO DOS OLIGOSSACARIDEOS ALDITOIS

4.6.1. Modificagbes quimicas em metil galactopiran  osideos.

A producao de oligossacarideos alditois derivados de galactanas de algas
marinhas realizada em nossos experimentos prévios alcancou escalas de dezenas
de miligramas o que seria suficiente para a producdo dos alquilglicosideos de
interesse. Entretanto, para o estabelecimento das condi¢cdes ideais de reacdo
foram utilizados alguns metigalactosideos sintéticos. Essa estratégia foi
determinada devido a similaridade do Me (-D-Galp (5) com pelo menos parte da
estrutura dos oligossacarideos a serem derivatizados. Ainda, 0s
metilgalactosideos utilizados como modelos no desenvolvimento das reacdes de
alquilacdo puderam ser sintetizados na escala de gramas, o0 que possibilitou o

estudo de um grande numero de diferentes condi¢cdes de reacéo.

4.6.1.1. Sintese do Me B-D-Galp.

O composto 5 (Me (B-D-Galp) foi sintetizado em quatro etapas a partir da D-
galactose (1). O primeiro passo consistiu na peracetilacdo da galactose com
anidrido acético na presenca de acetato de sédio em alta temperatura. Com estas
condicdes, onde a formacdo do andémero 3 é altamente favorecida, foi produzido
B-D-Galp pentaacetato (composto 2 — Figura 63), que apos recristalizacdo
apresentou rendimentos satisfatérios (65%) em acordo com a literatura
(WOLFROM & THOMPSON, 1963).
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Figura 63 : Formacao do 3-D-Galp pentaacetato (2) a partir da D-galactose (1).
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O proximo passo consistiu na sintese do doador glicosil, 2,3,4,6-tetra-O-
acetil-1-bromo-a-D-Galp (3). Esta reacdo € classicamente feita através do método
de BARCZAI-MARTOS & KOROSY (1950) que emprega o uso direto de &cido
bromidrico em &cido acético glacial. Entretanto foi utilizada uma metodologia
alternativa (e mais simples) desenvolvida no laboratério onde este trabalho foi
realizado (resultados ndo publicados). Esta reacdo consiste no uso de tribrometo
de fosforo em diclorometano na presenca de agua. Nestas condi¢Bes, 0 acido
bromidrico € formado in situ, devido a reagéo do tribrometo de fésforo com a agua
(Figura 64 ). O doador glicosil (3) foi obtido com um rendimento de 77% na forma

de um xarope amarelo palido.
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Figura 64 : Formacéo do 2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-bromo-a-D-Galp (3) a partir do 3-
D-Galp pentaacetato (2).
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O composto 3 foi entdo submetido a metandlise na presenca de
guantidades estequiométricas de iodo e com adicdo de peneira molecular de 4A°.
Este processo € exotérmico sendo os reagentes adicionados em banho de gelo
para evitar a degradacdo do doador glicosil. Segundo a literatura (KARTHA et al.,
1996), o [-galactopirasideo produto desta reacdo geralmente é obtido em

rendimentos proximos a 100%. Neste trabalho, o rendimento alcancado na
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preparagdo do composto 4 foi de 82%, provavelmente devido a perdas durante o
processamento da mistura reacional para a obtencdo do produto puro. O
mecanismo preciso desta reacao ainda ndo € compreendido, mas é concebivel
gue o iodo aja como um haldfilo, resultando na formac&o do ion iodobromdnio,
seguido de fragmentacdo para formar I-Br e um ion oxocarbdnio derivado do

carboidrato (Figura 65).

Figura 65: Formacéo do Me 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-Galp (4) a partir do 2,3,4,6-

tetra-O-acetil-1-bromo-a-D-Galp (3).
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Como ultimo passo para a obtencdo do Me B-D-Galp (5), o composto 4 foi
submetido a deacetilagdo na presenca de metéxido de sbédio em metanol a
temperatura ambiente (Figura 66 ). ApGs recristalizacdo, o produto foi obtido com
um rendimento de 73% apresentando constantes fisicas compativeis com as
descritas na literatura para o produto desejado (THOMPSON & WOLFROM,
1963).

Figura 66 : Formacdo do Me (-D-Galp (5) a partir do Me 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-
Galp (4).
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4.6.2. Grupos de bloqueio para OH-6 do Me [B-D-Galp (5).

Os oligossacarideos alditéis submetidos as reacbes de alquilacédo
apresentavam, na maioria dos casos, dois sitios passiveis de alquilacdo pela
metodologia de intermediarios de acetais de dibutilestanileno: OH-3 da unidade de
B-D-Galp (hidroxila secundéaria) e OH-1 da unidade da unidade de An-3,6-GalOH
(hidroxila primaria). Neste caso, o estudo de grupos de bloqueio seletivo de
hidroxilas priméarias poderia ser util na etapa posterior do trabalho desenvolvido, ja
envolvendo os oligossacarideos alditdis em questdo. Assim, alguns derivados
contendo grupos comumente utilizados para bloqueio de hidroxilas primarias
foram preparados a partir do composto 5.

Os trés grupos de bloqueio testados (tert-butilsilil, tritil, tosil) foram
preparados de maneira semelhantes através do uso de cloretos dos grupos
utilizados em piridina.

Na reacao de tosilacdo, a adicdo dos reagentes foi realizada a —41°C sendo
a mistura mantida em freezer devido a alta reatividade do cloreto de tosila frente
as hidroxilas do galactosideo (KOOS & GAJDOS, 1997). Temperaturas baixas
direcionam a regiosseletividade da reacédo para OH-6 aumentando os rendimentos
significativamente para o produto monossubstituido na referida posicdo. O
rendimento (50%) moderado alcancado foi provocado pelo método de purificacédo
escolhido que se resumiu a cromatografia direta do residuo originado da
evaporagdo do meio reacional. A fim de se obter um produto com alto grau de
pureza, passos adicionais de cromatografia foram necessarios.

A reacdo com o cloreto de tert-butilsili (COREY & VENKATESWARLU,
1972) foi realizada a temperatura ambiente, uma vez que a reatividade deste
grupo € menor em comparagao ao grupo tosil. Apos o tempo de reacdo, 0 meio
reacional foi tratado com HCI 1 M e depois submetido a extracdes cloroférmicas. O
residuo de evaporacdo dos extratos combinados foi cromatografado gerando o
produto altamente puro em um rendimento de 83%.

A reacdo de tritlacdo foi também conduzida a temperatura ambiente,

entretanto o meio reacional ndo pode ser tratado com HCI 1 M (o que torna a
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remocdo da piridina mais eficiente) devido a fragilidade do grupo tritil frente a
acidos. O tratamento do meio reacional resumiu-se a adi¢cdo de agua destilada,
extracbes com cloroférmio e seguido de cromatografia, alcancando-se um
rendimento de 75%.

Devido ao tipo de reacdo e aos reagentes utilizados, estas reagcbes, em
teoria, forneceriam rendimentos proximos a 100%. Com os resultados obtidos fica
claro que o tipo de processamento realizado apés o tempo de reacdo €
determinante para a obtencdo de bons rendimentos. A Figura 67 mostra o
mecanismo esperado para as reacdes de tritilacdo, tosilagdo e tert-butilsililacdo
para a formacdo dos compostos Me 6-O-tritil-B-D-Galp (6); Me 6-O-tosil-B-D-Galp e
(7) Metil 6-O-tert-butildimetilsilil-B-D-Galp (8).
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Figura 67 : Formac&o dos compostos Me 6-O-tritil-3-D-Galp (6); Me 6-O-tosil-B-D-
Galp e (7) Metil 6-O-tert-butildimetilsilil-B-D-Galp (8) a partir do Me B-D-Galp (5).
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4.6.3. Alquilacdo regiosseletiva dos metilgalactosi deos via acetais

dibutilestanileno

Os acetais de dibutilestanileno foram formados através de refluxo dos
metilgalactosideos com 6xido de dibutilestanho (Bu,SnO) em metanol “seco” por
trés horas e remocéo do metanol e tracos de agua por destilacdo azeotrépica com
tolueno por duas horas. Varias condigcbes para as reacdes de alquilagcdo dos
acetais de dibutilestanileno do composto 5 e seus derivados foram investigadas,
como listado na Tabela 8. Em todos os casos, o uso de um equivalente de
Bu,SnO (em relacdo a quantidade em mol do galactopiranosideo) resultou na
formacédo preferencial do derivado 3-O-alquil com quantidades variaveis do
derivado 3,6-di-O-alquil. Os resultados obtidos também mostram que as condicdes
estabelecidas por DANISHEFSKI & HUNGATE (1986) e NAGASHIMA & OHNO
(1987) (reacdo em DMF com adicdo de fluoreto de césio), conduz a melhores
resultados que as primeiras condicbes desenvolvidas para estas reacdes por
ALAIS e colaboradores (1983), as quais envolvem reacdo em benzeno ou tolueno
com adicao de haletos de tetralquil amonio (na Tabela 8 comparar entradas 1 e 2
com 11, 13 ou 15). Reac¢bes conduzidas em temperaturas moderadas com tempos
de reacao mais longos (65 °C e 48 h) proporcionaram melhores rendimentos que
tempos mais curtos e temperaturas elevadas (na Tabela 8 comparar entradas 4-8
com 11).

A formacdo de acetais bis(dibutilestanileno), através da reacdo com dois
equivalentes de 6xido de dibutilestanho seguido de reacdo com excesso de haleto
de alquila e tempos mais prolongados, aumentou a quantidade de produto 3,6-di-
O-alquil obtido para até 50%. A facilidade de formacéo do produto 3,6-di-O-alquil &
inversamente proporcional ao aumento da cadia alquilica (entradas 12, 14 e 16).
Expressando-se em percentagem de mistura de produtos, o maximo de produto
dialquilado foi 25%, 44% e 53% para os brometos de tetradecila, dodecila e decila,
respectivamente. Isto indica que a cadeia alquila ocupa espago suficiente para

interferir com a segunda alquilagdo. Somente o acetal de dibutilestanileno do
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composto 3-O-tetradecil purificado (5b) foi submetido a reacédo frente ao brometo
de alquila chegando-se a um rendimento insatisfatério (entrada 19).

Comparando as entradas 8, 9 e 10 fica claro que a melhoe opc¢éo entre as
testadas de bloqueio OH-6 é através do uso do grupo tritil. Os grupamentos tosil e
tert-butildimetilsilil apresentaram-se instaveis nas condi¢cdes estabelecidas. A

Figura 68 mostra a reacéo geral dos compostos obtidos e suas estruturas.

Tabela 8: Di- e monoalquilacbes dos metil B-galactosideos via acetais de
dibutilestanileno

Entr. Substrat. Eq. de Br(CH2)nCHs Ad. Temp. Tempo Produto
Bu,SnO (eq) nucledfilo (rend. %)
(eq)®
1 5 1,01 n=13(1,41) TBAB (1,03)  reflux 5h -
2 5 1,2 n =13 (3,45) TBAB (2,00) 80°C 16h 5b (37), 5¢ (9)
3 5 1,00 n =13 (1,00) CsF (1,00) rt 16h -
4 5 1,20 n =13 (1,20) CsF (2,50) 80 °C 16 h 5b (53), 5¢ (8)
5 5 2,02 n =13 (4,33) CsF (4,07) 80°C 16 h 5b (45), 5¢ (16)
6 5 1,10 n =13 (2,40) CsF (2,07) 140°C  16h 5b (25), 5¢ (5)
7 5 1,02 n = 13 (4,00) CsF (2,33) 120°C  17h 5b (25), 5¢ (7)
8 6 1,04 n =13 (3,38) CsF (3,32) 80 °C 15h 6b (61)
9 7 1,14 n=13(3,82) CsF (3,02) 80 °C 16h -
10 8 1,07 n =13 (3,23) CsF (3,41) 80 °C 16 h 5b (30)
11 5 1,13 n=13(1,81) CsF (2,66) 65 °C 48h 5b (61), 5¢ (3)
12 5 2,04 n =13 (5,35) CsF (2,79) 65 °C 96 h 5b (55), 5¢ (10)
13 5 1,05 n=11(1,82) CsF (2,61) 65 °C 48 h 5d (67), 5e (7)
14 5 2,01 n =11 (5,20) CsF (5,03) 65 °C 96 h 5d (40), 5e (33)
15 5 1,05 n=9(2,16) CsF (2,53) 65 °C 48 h 5f (68), 59 (6)
16 5 2,00 n=9(5,28) CsF (2,93) 65 °C 96 h 5f (36), 5g (40)
17 5 1,00 n=13(26,27) CsF(3,19) 70°C 72 h 5b (42), 5¢ (10)
18 5 2,00 n=13(26,27) CsF(3,19) 70°C 72 h 5b (48), 5¢ (16)
19 5b 1,10 n=13(3,52) CsF (3,21) 65 °C 96 h 5¢ (32)
20 5 2,00 n =9 (27,53) CsF (3,19) 70°C 72h b

% ReacBes usando brometo de tetrametilaménio (TBAB) como nucledfilo adicionado foram
realizadas em tolueno. Aquelas realizadas usando CsF foram realizadas em N,N-dimetilformamida
(DMF).

® Mistura de cinco produtos diferentes.
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Figura 68 : Reacédo geral para a obtencdo dos compostos apresentados na Tabela

OH OR OH OR
o 1. Bu,SnO/MeOH 9)
HO OMe - R'O OMe

o 2. RBr (condigGes na OH

H Tabela)

5R=H 5b: R =H, R'=(CH,),5CH,
6 R = Tritil 5c: R = R' = (CH,),,CH,

7 R = Tosil

5d: R=H, R'= (CH.,),,CH
8 R = t-Butildimetilsilil (CH;)1,CH;

5e: R = R' = CH4(CH,),;CH,
5f: R = H, R' = (CH,),CH,
5g: R = R' = (CH,),CHs

6b: R = Tr, R' = (CH,);,CH,

Os compostos apresentados na Tabela 8 e Figura 68 foram c
caracterizados por espectrometria de massa (ESIMS) e RMN incluindo os
experimentos monodimensionais *H, *C e DEPT, e bidimensionais *H, *H COSY,
TOCSY e 'H, *C HSQC, HMBC. As Figuras 69 e 70 mostram espectros de
HSQC indicando as correlacdes referentes aos hidrogénios e carbonos dos
compostos 5b e 5c.

Para o assinalamento dos compostos que apresentavam o grupo tritil, os
experimentos de HMBC mostraram-se essenciais, uma vez que a substituicéo por
este grupo ndo gera um deslocamento quimico significativo no espectro de RMN
de '3C. Este experimento foi particularmente Gtil para a comprovacdo da
substituicdo do grupo triti em C-6 através das correlagdes originadas do
acoplamento de H-6 e H-6° com o carbono quaternario do grupo tritil. A Figura 71
mostra o espectro de HMBC do composto 6b com a indicagcdo das correlagdes
correspondentes a *Jcvh-eH-6'-

Os dados da caracterizagdo estrutural dos compostos apresentados na
Tabela 8 (assinalamentos, espectros de RMN de '3C e de ESIMS), bem como
suas propriedades fisico-quimicas, estdo disponiveis no ANEXO 1, seguindo a

numeracao utilizada na Tabela 8.
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Figura 69 : Espectro de HSQC do composto 5b.
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Figura 70 : Espectro de HSQC do composto 5c.
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Figura 71 : Espectro de HMBC do composto 6b com a indicacdo das correlagdes

correspondentes a 3Jcvn-6h-6--
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4.6.4. Sulfatacdo regiosseletiva do composto 5b via acetal de

dibutilestanileno.

O composto 5b foi submetido a uma condi¢cdo de sulfatacdo regioseletiva
via acetal de dibutilestanileno utilizando o complexo MesN.SO; em THF a
temperatura ambiente (GUILBERT et al., 1994 — Figura 72). Uma vez que OH-3 ja
estava substituido, a sulfatacdo ocorreu com alto rendimento e regiosseletividade
em OH-6, mostrando que este método pode ser Util para ativar reacbes nesta
posicdo quando a hidroxila preferencial encontra-se bloqueada. O produto 5b2
(metil 3-O-tetradecil-p-D-galactopiranose 6-sulfato, sal sédico) foi obtido em
rendimentos praticamente quantitativos (96%) apresentando-se como cristais na
forma de cubos incolores depois de recristalizado (acetato de etila:metanol, 4:1).
Os dados referentes a caracterizagcdo espectrométrica, espectroscopica e fisico-
guimica do produto 5b2 sdo mostrados no ANEXO 1.

Figura 72 : Sulfatacdo do 3-O-tetradecil-3-pD-Galp: a) Bu,SnO/tolueno, refluxo por
15 h; remocdao do tolueno; SO3;.NMe3/THF, temperatura ambiente por 48 h; resina

catidnica em forma sédica.

OH_OH OH OSO,-Na+
CH,4(CH,),,0 OMe ——= CH,(CH,),;;,0 OMe
OH OH

5b 5b2
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4.6.5. Estudo dos acetais de dibutilestanileno por ~ RMN de *°Sn

Para o melhor entendimento das vias pelas quais estas rea¢cdes acontecem,
amostras para espectro de RMN de '°Sn de vérios tipos de acetais de
dibutilestanilenos foram preparados. Alguns espectros destas amostras sdo
apresentados na Figura 73. Inicialmente, algumas amostras foram preparadas
sem precaucdes para a exclusdo de agua e 0s espectros correspondentes
apresentaram um grande numero de picos em adicdo aqueles apresentados na
Figura 73, particularmente na regido de —-150 até —160 ppm. Estes picos
adicionais presumivelmente se originam a partir de produtos de hidrdlise parcial
dos dimeros de acetais de dibutilestanileno (GRINDLEY, 1998). Os espectros
correspondentes as amostras seladas e preparadas em linha de véacuo
mostraram-se praticamente livres destes sinais adicionais. Preparacfes em

duplicatas geraram espectros reproduziveis.



Figura 73: Espectros de RMN de °Sn de solucdes
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Como mostrado na Figura 73, todos os sinais de RMN *'°Sn aparecem na
regido de —100 até —200 ppm. Esta é a regido do espectro onde atomos de
estanho na forma de dibutildialcoxiestanho absorvem se o atomo de estanho €
pentacoordenado (GRINDLEY, 1998); atomos de estanho tetracoordenados
absorvem em —40 até +100 ppm, enquanto os hexacoordenados absorvem entre
—230 e =300 (GRINDLEY & THANGARASA, 1990; GRINDLEY et al., 1992a). Para
0s acetais de dibutilestanileno, os &atomos de estanho em 2,2-dibutil-1,3-
dioxastanolanos absorvem entre —110 e —155 ppm (KONG & GRINDLEY, 1994)
enquanto a faixa de 2,2-dibutil-1,3-dioxastanano estudado, a absorcdo ocorre
entre —180 e —190 ppm (KONG & GRINDLEY, 1994; GRINDLEY et al., 1992b)

O espectro de *°Sn da amostra produzida pela reacdo do composto 5 com
um equivalente de éxido de dibutilestanho apresentou quatro sinais entre —128 e —
144 sendo o primeiro (-128,6) mais intenso que os demais. Os sinais em —-137,3 e
—144.,6 apresentaram aproximadamente a mesma intensidade e o sinal em -141,0
mostrou-se 0 menos intenso. O acetal de dibutilestanileno, estudado em trabalhos
anteriores (DAVID et al., 1981), derivado do benzil 2,6-di-O-benzil-3-D-
galactopiranosideo apresentou um unico sinal em -125,6, enquanto o acetal
derivado do benzil 4,6-di-O-benzilideno-B-D-galactopiranosideo absorvia em —145
ppm (DAVID et al., 1981; GRINDLEY & THANGARASA, 1990). Uma vez que
todos esses assinalamentos estdo numa faixa esperada para estanho
pentacoordenado, estes compostos estdo presentes como dimeros em solucao.
Quando dimeros sdo formados, um atomo de oxigénio de cada unidade
monomeérica torna-se tricoordenado. Se estes compostos sdo homeados usando o
numero dos oxigénios tricoordenados (GRINDLEY & THANGARASA, 1990), para
o acetal 2,3-di-O-dibutilestanileno, existem trés possibilidades de homodimeros:
2,2-; 2,3-; e 3,3-. Existiriam também trés possiveis homodimeros para o acetal 3,4-
O-dibutilestanileno: 3,3-, 3,4- e 4,4-. Entretanto, nos acetais de dibutilestanileno
feitos a partir de didis, somente um dimero C,-simétrico foi formado, o dimero 2,2-
para o acetal 2,3-di-O-dibutilestanileno. Uma estrutura dimérica nao foi totalmente

estabelecida no caso do acetal 3,4-O-dibutilestanileno, apesar de uma provavel
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simetria indicada por somente um sinal de RMN de *°Sn para o acetal benzil 2,6-
di-O-benzil-3,4-O-dibutiestanileno-B-D-galactopiranosideo (DAVID et al., 1981).

A reacdo de Br, com acetais de dibutilestanileno é muito rapida e
irreversivel, revelando sempre o dimero presente em maior populacdo (DAVID,
1974; DAVID & THIEFFRY, 1979), ocorrendo a oxidacdo seletiva do carbono
ligado ao oxigénio tricoordenado (KONG & GRINDLEY, 1993). Uma vez que 0s
acetais benzil 2,6-di-O-benzil-3,4-O-dibutiestanileno-pB-D-galactopiranosideo e
benzil 2-O-benzil-3,4-O-dibutiestanileno-f-D-fucopiranosideo sdo oxidados em O-4
(DAVID & THIEFFRY, 1979), o acetal 3,4-O-dibutilestanileno apresenta-se como
um homodimero 3,3-.

A partir destes dados obtidos pelo estudo de didis em trabalhos anteriores,
a estrutura de acetais de dibutilestanileno obtidos a partir de polidis
(especificamente galactosideos livres) vinha sendo considerada como a mesma
obtida para os diois derivados de galactosideos com OH-3 e OH-4 livres, ou seja,
considerava-se a formacao Unica e exclusida de um acetal 3,4-O-dibutilestanileno.
Entretanto, os estudos de RMN de *°Sn realizados no presente trabalho mostram
a coexisténcia de duas unidades monoméricas diferentes. Este dado nos levou a
propor quatro possibilidades adicionais aos homodimeros: os dimeros mistos 2,3-;
2,4-; 3,3- e 3,4-. Estes possiveis dimeros mistos estdo representados na Figura
74.
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Figura 74 : Dimeros mistos possiveis a partir do composto 5.
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Os sinais de RMN de **°Sn em —128.6 e —141.7 ppm, proveniente do acetal
de dibutilestanileno do composto 5 (Figura 73), apresentam intensidades
particularmente diferenciadas. Tratando-se de uma solu¢ao contendo uma mistura
de dimeros, é muito provavel que estes sinais sejam originados dos homodimeros
C,-simétricos. Os outros dois sinais de intensidades similares sdo provavelmente
originados de um dimero ndo simétrico. A conclusdo que melhor se encaixa as
observacdes feitas a partir de estudos de acetais de dibutilestanileno derivados de
didis € que as estruturas presentes sdo determinadas pela preferéncia de
unidades monomeéricas para formacao de dimeros particulares. Sob esta hipétese,
os trés dimeros presentes em ordem de intensidade do sinal sdo: (a) o
homodimero 3,3- do acetal 3,4-O-dibutilestanileno; (b) o dimero misto 2,3- e (c) o

homodimero 2,2- do acetal 2,3-O-dibutilestanileno. O dimero misto 2,3- foi
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considerado o mais provavel uma vez que a unidade 3,4-O-dibutilestanileno tem
preferéncia para formar dimeros nos quais O-3 é tricoordenado, enquanto o
unidade 2,3-O-dibutilestanileno tem preferéncia em formar dimeros com O-2
tricoordenado. Os dois sinais de mesma intensidade presente no espectro da
Figura 73 (composto 5 + 1 eq Bu,SnO), sdo entdo originados pelos dois nucleos
de estanho em situagdes diferentes dentro de um mesmo dimero.

O espectro de RMN de *°Sn do produto de reacéo de dois equivalentes de
oxido de dibutilestanho com o composto 5 (Figura 73 — composto 5 + 2 eq
Bu,SnO) contém sinais alargados em —199 ppm e -144 ppm, respectivamente.
Este sinais sdo consistentes com formacao dos acetais de dibutilestanileno em
4,6- e 2,3- ligagcdes (DAVID et al.,, 1981; GRINDLEY & THANGARASA, 1990;
GRINDLEY et al., 1992a). A formagédo de dois anéis dioxadiestanho a partir de
cada monossacarideo resulta em um polimero; os sinais alargados sédo entdo
devidos ao alargamento causado pela maior rapidez do T, originada pela maior
massa molecular do composto resultante.

O acetal de dibutilestanileno formado pela reacdo de um equivalente de
oxido de dibutilestanho com o metil 6-O-tritil-3-D-galactopiranosideo (Figura 73 -
composto 6 + 1 eq Bu,SnO) € um acetal 2,3-O-dibutilestanileno C,-simétrico,
presumivelmente o homodimero 2,2-. A formacéo preferencial desta estrutura (e
nao o acetal 3,4-dibutilestanileno) foi provavelmente causada pelo impedimento
estérico do volumoso grupo tritil  (trifenilmetil). O metil 3-O-decil-B-D-
galactopiranosideo (Figura 73 - composto 5f + 1 eq Bu,SnO) néo pode formar
acetais de dibutilestanileno com anéis de cinco membros e o espectro de RMN de
1951 de seu acetal de dibutilestanileno contém somente um sinal em —199.6 ppm,
consistente com um homodimero acetal 4,6-O-dibutilestanileno C;-simétrico
(GRINDLEY, 1998).

As reacoes de alquilacdo dos acetais de dibutilestanileno foram realizadas
em DMF na presenca de fluoreto de césio. Desta forma, as estruturas destes
intermediarios também foram estudadas no referido solvente com e sem a

presenca do catalisador.
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Os espectros da Figura 75 mostram que antes da adicdo de CsF, o
intermediario apresentava-se em uma estrutura polimérica (sinal alargado). Apés a
adicdo do catalisador, 0 espectro tornou-se extremamente simplificado
apresentando somente dois sinais referentes ao acoplamento do atomo do fluoreto
adicionado com o nucleo de estanho. Para fins de confirmacdo, um experimento
similar foi realizado em CDCI; tendo fluoreto de tetrabutilamonio como doador do
halogénio. Os resultados obtidos foram extremamente similares (apés a adi¢do de

fluoreto) para os dois solventes.
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Figura 75: Espectros de RMN de °Sn de solugdes dos acetais de

dibutilestanileno em DMFg;.
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E importante destacar que a andlise de RMN de ''°Sn de acetais de
dibutilestanileno na presenca de catalisadores jamais havia sido realizada. Com
isso foi demonstrado que o anion fluoreto realmente ataca o nucleo de estanho
nesta situacdo, o que ja havia sido proposto, em teoria, por DANISHEFSKI &
HUNGATE (1986) e NAGASHIMA & OHNO (1987). Esta ligagéo é evidente devido
ao aparecimento de dois sinais simétricos resultantes do acoplamento do nucleo
de flor com o atomo de estanho (Figura 75).

E também estabelecido que apos a ligacdo do halogénio catalisador no
ndcleo de estanho, uma das ligagbes do acetal € desfeita e a reacdo ocorre
exatamente no oxigénio que teve a ligacdo rompida (NAGASHIMA & OHNO,
1991). No presente trabalho, interpretacdes dos espectros de *'°Sn dos acetais de
dibutilestanileno em DMFg4; ou CDCl3, com ou sem adi¢cédo de fluoreto, sugerem
gue este mecanismo, considerado correto ha muitos anos, ndo é verdadeiro.

Analisando os espectros da Figura 75, observa-se que mesmo apds o
ataque do atomo de flior ao nacleo de estanho, os sinais apresentam-se na regido
de estanho pentacoordenado. Desta forma, o arranjo estrutural com o ndcleo de
estanho tetracoordenado (Figura 18, item 1.5., e Figura 76A), proposto por
NAGASHIMA & OHNO (1991), mostra-se inviavel. Tudo indica que o acetal
mantém-se integro apos a ligagdo do halogénio catalisador, a estrutura dimérica
passa a forma monomérica. A Figura 76A mostra o0 mecanismo geral que vinha
sendo proposto para a reacao intermediada por acetal de dibutilestanileno com
adicdo de anions fluoreto enquanto a Figura 76B mostra 0 mecanismo proposto,

baseado nos resultados obtidos neste trabalho.
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Figura 76: Mecanismo de reacdo para a alquilaggo de um metil
galactopiranosideo livre: (A) anteriormente estabelecido; (B) proposto neste

trabalho.
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4.6.6. Modificacbes quimicas dos oligossacarideos alditéis.

Apés a determinacdo das condicdes ideais de alquilacdo e estudo do
mecanismo de reacdo dos intermediarios dos galactosideos sintéticos, o0s
oligossacarideos alditois previamente obtidos HRP foram submetidos aos mesmos
processos sintéticos estudados. As reacdes realizadas nesta etapa do trabalho e
as estruturas dos produtos obtidos estdo representadas na Figura 77. A
caracterizacdo estrutural dos compostos apresentados na Figura 77
(assinalamentos, espectros de RMN de '3C e de ESIMS), bem como suas
propriedades fisico-quimicas, estdo disponiveis no ANEXO 2, seguindo a
numeracao utilizada na Figura 77 .

O dissacarideo alditol agarobiitol (9) foi submetido a duas condi¢cbes de
alquilacédo: (a) 1,10 equivalentes de Bu,SnO; 6,50 equivalentes de brometo de
tetradecila e (b) 2,03 equivalentes de Bu,SnO; 5,57 equivalentes de brometo de
tetradecila. Com a condicao “a”, foi obtido um produto monoalquilado em O-1 da
unidade reduzida (composto 10 — Figura 78 ) com rendimento de 25%. A condicdo
“b” gerou o composto 10 (38%) e o derivado dialquilado em O-1 e O-3 (composto
11) com 18% de rendimento. Estes resultados mostram claramente que a
alquilagéao ocorre preferencialmente em O-1 da unidade reduzida, e ndo em OH-3
do anel galactopiranosidico.

Os produtos 10 e 11 ainda foram submetidos a sulfatagdo utilizando as
mesmas condic¢des testadas para a producdo do metilgalactosideo sintético 5b2. A
partir de 10, obteve-se o produto sulfatado em O-3 do anel galactopiranosidico
(composto 12) com rendimento de 70%. Desta reacdo também se obteve uma
mistura de isdmeros monoalquilados dissulfatados, os quais ndo puderam ser
separados. Uma vez que o produto 11 apresentava as duas hidroxilas
preferenciais ja substituidas, esperava-se o produto principal da sulfatacdo
intermediada por acetal de dibutilestanileno se apresentasse substituido em O-6
da unidade de galactopiranose em alto rendimento. Entretanto, para essa reacao
obteve-se um rendimento extremamente baixo (15%) com a presencga de alguns

contaminantes oligossacaridicos, 0s quais ndo puderam ser removidos.
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Rota semi-sintética dos compostos 10 a 22

Figura 77
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Figura 78 : Espectro de HSQC do composto 10. G e A correspondem a unidades

Galp and 3,6-AnGalOH, respectivamente.

% . Ad A5
L~ | | l
- G1 : A2
A3 '
il BE == e o
S 5q 136
'35/ | G2
- 53 a1 i
i OH OH a -DCHz-
=] Do ]
kiR \Jj@g
: -CHy- ¢
:‘J'_‘ «8 90
e 0
e CH3
T T I T | T T T T
£ = ¢ = 2 2 g 9= w 9z 3



139

Com o intuito de obter um derivado monoalquilado em O-3 da unidade de
galactopiranose foi realizado o bloqueio das hidroxilas priméarias do composto 9
através do uso da reacédo de tritilacdo utilizada no composto 5 para obtencdo do
composto 6. Como o composto 9 apresenta duas hidroxilas primarias, OH-1
(unidade de 3,6-anidrogalactitol) e OH-6 (unidade de galactopiranose), foram
utilizados 2,20 equivalentes de cloreto de tritil sendo o tempo de reacado estendido
para 72 h. Desta reacdo foi obtido o agarobiitol 1',6-di-O-tritilado (14) em um
rendimento de 40%. Tendo o grupo OH-1 da unidade alditol bloqueado, o
composto 14 foi submetido a alquilacédo com 1,30 equivalentes de Bu,SnO e 4,37
equivalentes de brometo de tetradecila a 65°C por 72 h. O composto ditritilado e
alquilado em O-3 da unidade de galactopiranose (15) foi obtido em rendimento
modesto (23%). O composto 14 ainda foi submetido a condicdo de sulfatacdo
estabelecida gerando o produto ditritilado e sulfato (16) com rendimento de 78%.

Para remocéo dos grupos tritil dos compostos 15 e 16 primeiramente foi
utilizado o método emprega sulfato de cobre em benzeno sob refluxo por 5 h. A
partir desta metodologia néo foi possivel obter-se os produtos desejados devido a
dificuldades na purificagdo dos produtos de reacdo. Uma outra metodologia
utilizando &cido acético a 80% em agua por 2 h a 40 °C promoveu a facil obtencao
dos produtos desejados 17 (81%) e 18 (69%).

O tetrassacarideo alditol neutro (agarotetraitol — 19) foi submetido a
condicdes similares de alquilacdo gerando o composto monoalquilado em OH-1 da
unidade de 3,6-anidrogalactitol 20 com rendimento de 32%.

O oligossacarideo alditol naturalmente sulfatado, carrabiitol 4-sulfato (21),
também foi submetido a reacdo de alquilacdo formando o produto 22 (36%). Os
dados referentes a andlise estrutural do composto 22 mostram que o grupo sulfato
originalmente presente no composto manteve-se integro e a alquilacdo foi
reagioseletivamente dirigida ao OH-1 da unidade reduzida. Isso demonstra que
estas condigbes propiciam a alquilacdo de oligossacarideos naturalmente
sulfatados.
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48. ESTUDO DA ATIVIDADE ANTI-HSV DOS  GLICOSIDEOS
QUIMICAMICAMENTE MODIFICADOS.

Os glicosideos semi-sintéticos sulfatados e alquilados (compostos 12, 13 e
22), o dissacarideo alditol monossulfatado agarobiitol 2%-sulfato, e a mistura de
isdbmeros dissulfatados/monoalquilados (denominada de iso-mix , onde o principal
componente é o glicosideo B-D-Galp 3,6-dissulfato-(1 - 4)-3,6-An-1-O-tetradecil-L-
GalOH - Figura 79) foram submetidos a ensaios de atividade antiviral. Para tal,
estas amostras foram enviadas ao Laboratério de Virologia do Departamento de
Quimica Biolégica da Universidade de Buenos Aires (Buenos Aires, Argentina).

A atividade antiviral dos compostos selecionados 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 € responsavel por
casos de herpes genital em pacientes acometidos por esclerose multipla. Nestes
ensaios foram determinadas as Clsp (concentragdo inibitoria 50%), comparando
culturas tratadas com as nao tratadas. Este valor corresponde a concentracéo de
determinado composto que ocasiona 50% de inibicdo na formacdo de placas de
lise (placas virais).

Estes resultados preliminares (Tabela 9) mostram que o composto 22
apresenta atividade contra as trés cepas de HSV estudadas. Ja a mistura de
isdmeros (iso-mix ) apresentou atividade significativa apenas contra a cepa HSV-1
(F) sendo esta atividade inferior quando comparada a qualquer dos resultados
apresentados pelo composto 22. Os compostos 12, 13 e agarobiitol 2-sulfato néo
apresentam atividade significativa contra a cepa HSV-1 (F) e, por esta razdo, nao
foram testados contra as outras cepas.

Considerando que o composto 13 (dissacarideo alditol simultaneamente
dialquilado e monossulfatado) ndo apresentou atividade, e que a mistura de
isdmeros 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
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balanco ideal entre o indice de sulfatacdo/hidrofobicidade para que estes
compostos sejam ativos.

E importante observar que 0s compostos 12 e 22 apresentam a mesma
relacdo de indice de sulfatacdo/hidrofobicidade, ou seja, ambos sdo dissacarideos
alditéis monossulfatados e monoalquilados. Entretanto, 0 composto 22 mostrou-se
ativo contra todas cepas estudadas enquanto o composto 12 apresentou-se
inbcuo. Com estas observacbes é evidente que a propriedade biolégica do
composto 22 é inerente a pelo menos uma das diferenca com seu isémero 12. O
composto 12 possui 0 grupo sulfato em C-3 do anel -galactopiranosidico e sua
unidade galactitol pertence a série L. J& 0 composto 22 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
Otica da unidade 3,6-anidrogalactitol.

O dissacarideo agarobiitol 2%-sulfato n&o foi ativo contra as cepas testadas,
enquato o seu polissacarideo precursor, agarose 2-sulfato, apresenta alta
atividade anti-HSV-1 (DUARTE et al.,, 2004). Este resultado ja era esperado
considerando que altas massas moleculares estdo diretamente relacionadas com
atividade antiviral contra os virus testados (SCHOLS et al., 1992; WITVROUW et
al., 1997; LIU et al., 2002).

Com estes resultados, foi possivel demonstrar que a posicdo do grupo
sulfato e a presenca de por¢des hidrébicas sdo de suma importancia no que se diz

respeito a atividade antiviral destes compostos.
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Figura 79 : Alquilglicosideos sulfatados submetidos aos ensaios para a verificacao
da atividade anti-HSV.

Na"-0,S0 _oH o
o)
22 HO&/O >0
OH
OH

OH OH o)
12 . Qo )
Na' -0,;SO. OH
OH OH
OH,0S,0 Na'g
0
13 /\/\/\/\/\/\/\O%omo
OH OH

OH,0S;0Na’ o

. o
is0-mix Na' -0,SO o o ©
OH OH

Tabela 9: Concentracao inibitéria 50 % (Clsp) apresentada pelos compostos 12, 13

e 22, e pelo mistura de isdmeros dissulfatados/monossulfatados (iso-mix ).

Concentracao inibitoria 50 % (Cl s0) pg/ml
Composto HSV-1 (F) HSV-2 (G) HSV-2 (MS)
12 > 50 nd nd
Iso-mix 36,1 +5,23 > 50 050
13 > 50 nd nd
22 29,82 +1,8 24,80 £ 3,9 15,08 + 0,99
Agarobiitol 2 *-0SO; > 50 nd nd

nd = ndo determinada
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5. CONCLUSOES

Neste trabalho, a hidrélise redutiva parcial foi utlizada para produzir
oligossacarideos alditois a partir de galactanas sulfatadas repetitivas obtidas de
guatro diferentes espécies de Rhodophyta: kappa-carragenana (Kappaphycus
alvarezii), theta-carragenana (Gigartina skottsbergii — lambda-carragenana pos
tratamento alcalino), agarose 6-sulfato (Gracilaria domingensis), e agarana 2-
sulfate piruvilada (Acanthophora spicifera — agarana sulfatada piruvilada pos
tratamento alcalino). Cada polissacarideo hidrolisado foi submetido a
cromatografias de troca anionica e filtragdo em gel. Os oligossacarideos alditéis
isolados foram caracterizados por espectroscopia de RMN em 1D e 2D e por
espectrometria de ESIMS. As seguintes estruturas foram caracterizadas nesta
etapa:

v' B-D-Galp-(1 - 4)-3,6-An-L-GalOH (agarobiitol)

v 4,6-(1-carboxietilideno)-B-p-Galp-(1 - 4)-3,6-An-L-GalOH (42,6-piruvil

agarobiitol)
v’ B-D-Galp 2-sulfato-(1 - 4)-3,6-An-L-GalOH (agarobiitol 2%-sulfato)

v' 4,6-(1-carboxietilideno)-B-D-Galp 2-sulfato-(1 - 4)-3,6-An-L-GalOH

(42 6°-piruvil agarobiitol 2-sulfato)

v B-D-Galp 2-sulfato-(1 - 4)-3,6-An-L-Galp-(1 - 3)-p-D-Galp 2-sulfato-
(1 - 4)-3,6-An-L-GalOH (agarotetraitol 22,2*-dissulfato)

v' B-p-Galp 4-sulfato 1 - 4)-3,6-An-D-GalOH (carrabiitol 4-sulfato)

v' B-p-Galp 4-sulfato-(1 - 4)-3,6-An-a-p-Galp-(1 - 4)-B-p-Galp 4-sulfato-
(1 - 4)-3,6-An-p-GalOH (carratetraitol 4% 4*-dissulfato)
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v' B-p-Galp-(1 - 4)-3,6-An-D-GalOH 2-sulfato (carrabiitol 2'-sulfato)

v' B-p-Galp-(1-4)-3,6-An-a-p-Galp  2-sulfato-(1 - 3)-B-p-Galp-(1 - 4)-
3,6-An-p-GalOH 2-sulfato (carratetraitol 2*,23-dissulfato)

v' B-D-Galp 6-sulfato-(1 - 4)-3,6-An-L-GalOH (agarobiitol 6%-sulfato)

Oligossacarideos neutros também foram preparados a partir de agarose
comercial, utilizando, além da hidrélise redutiva parcial, um método hidrolitico que
emprega o uso de acido cloridrico concentrado. Nestes casos a purificacdo dos
compostos foi realizada através de extracdo e precipitacdo com solventes

organicos, seguido de cromatografias de filtracdo ou em coluna de silica:

v' B-D-Galp-(1 - 4-)-3,6-An-a-L-Galp-(1 - 3)-B-D-Galp-(1 - 4)-3,6-An-L-
GalOH (agarotetraitol)

v' B-D-Galp-(1 - 4-)-3,6-An-a-L-Galp-(1 - 3)-B-D-Galp-(1 - 4)-a-3,6-An-L-
Galp-(1 - 3)-D-Galp

Alguns dos oligossacarideos alditéis produzidos apresentaram-se como
isobmeros de posicdo de grupo sulfato, sendo demonstrado que alguns deles
apresentavam fragmentacdo diferencial pelo uso da dissociacdo induzida por
colisdo (CID) nas analises de ESIMS/MS. Esta propriedade mostrou-se
predominante quando o0s grupos sulfato apresentam-se em unidades
monossacaridicas diferentes.

Estes isbmeros também foram completamente separados por eletroforese
capilar em tampéo contendo ions borato. A correlacdo entre a viabilidade das
hidroxilas passiveis a complexacdo com o borato, e a migracdo relativa dos
oligossacarideos foi demonstrada. Este mesmo método de separacédo foi também
utilizado para acompanhar o processo de hidrélise redutiva parcial, através da

andlise de diferentes tempos da mistura de hidrélise, para diferentes modelos de
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galactanas sulfatadas. Com isso foi demonstrado que o0 posicionamento dos
grupos sulfato presentes nestas galactanas influencia a velocidade de hidrolise
redutiva parcial. Nos casos estudados, quanto mais proximo da ligacao 3,6-
anidrogalactosidica estiver o grupo sulfato, mais prolongado é o tempo para a
formacdo dos oligossacarideos. Aparentemente, os grupos sulfatos dificultam a
hidrolise redutiva parcial quando estes estdo proximos a ligacao alvo.

Tendo estudado cuidadosamente todos os aspectos para preparagdo dos
oligossacarideos, metilgalactosideos sintéticos foram utilizados para o
desenvolvimento de condi¢cdes de alquilacdo regiosseletiva para a introducédo de
longas cadeias alquila através do uso de intermediarios organo-estanho. Também
foi demonstrado que grupos sulfato podem ser introduzidos regiosseletivamente
em cabono primario através destes intermediarios. Para o cumprimento desta

etapa, foram preparados os seguintes compostos:

v B-D-Galp pentaacetato

v’ 2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-bromo-a-D-Galp

v Me 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-Galp

v Me B-D-Galp

v' Me 6-O-tert-butildimetilsilil-3-D-Galp

v" Me 6-O-tritil-B-D-Galp

v" Me 6-O-tosil-B-D-Galp

v" Me 3-O-tetradecil-B-D-Galp
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v" Me 3,6-di-O-tetradecil-B-D-Galp

v" Me 3-O-dodecil-B-D-Galp

v" Me 3,6-di-O-dodecil-B-D-Galp

v" Me 3-O-decil-B-D-Galp

v" Me 3,6-di-O-decil-B-D-Galp

v' Me 3-O-tetradecil-6-O-tritil-B-D-Galp

v" Me 3-O-tetradecil-B-D-Galp 6-sulfato, sal sodico

Os intermediarios destas reacfes foram estudados por espectroscopia de
RMN de °Sn, sendo demonstrado que algumas deducdes tidas como
verdadeiras sobre as estruturas destes compostos em solugéo eram equivocadas.
Especificamente, foi demonstrado que uma solucdo de um acetal de
dibutilestanileno formado a partir de um galactosideo livre, apresenta trés formas
diméricas diferentes, incluindo um dimero misto (0 que jamais havia sido
observado). Além disso, um novo mecanismo de reacdo para este tipo de
intermediario, em presenca de fluoreto de sodio, foi proposto. Tudo indica que néo
ocorre cisdo das ligagcbes O-Sn antes da alquilagdo propriamente dita. O
mecanismo anteriormente estabelecido propunha quebra da referida ligacéo.

As condic¢des de alquilacao foram enté@o aplicadas para a sintese de éteres
com longas cadeias alquila a partir de alguns dos oligossacarideos obtidos por

hidrdlise redutiva parcial. Nesta etapa foram obtidos 0os seguintes compostos:

v' B-D-Galp-(1 - 4)-3,6-An-1-O-tetradecil-L.-GalOH

v' 3-O-tetradecil-B-D-Galp-(1 - 4)-3,6-An-1-O-tetradecil-L.-GalOH
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v' B-D-Galp-(1 - 4)-3,6-An-L-Galp-(1 - 3)-B-D-Galp-(1 - 4)-3,6-An-1-O-

tetradecil-L-GalOH

v' 6-O-tritil-B-D-Galp-(1 - 4)-3,6-An-1-O-tritil-L-GalOH

v 3-O-tetradecil-6-O-tritil-B-D-Galp-(1 — 4)-3,6-An-1-O-tritil-L.-GalOH

v' 6-O-tritil-B-D-Galp  3-sulfato-(1 - 4)-3,6-An-1-O-tritil-L.-GalOH,  sal

sadico

v 3-O-tetradecil-D-Galp-(1 - 4)-3,6-An-L-GalOH

v' B-D-Galp 3-sulfato-(1 - 4)-3,6-An-L-GalOH, sal sédico

v' D-Galp 3-sulfato-B-(1 - 4)-3,6-An-1-O-tetradecil-L.-GalOH

v' 3-O-tetradecil-3-D-Galp 6-sulfato-(1 - 4)-3,6-An-1-O-tetradecil-L-

GalOH, sal sédico

v' 4-O-sulfato-B-D-Galp-(1 - 4)-3,6-An-1-O-tetradecil-D-GalOH, sal

sadico

Os glicosideos semi-sintéticos sulfatados e alquilados foram testados
frente a trés cepas do virus HSV. Neste estudo, o composto (-D-Galp 4-sulfato-
(1 - 4)-3,6-An-1-O-tetradecil-D-GalOH mostrou-se ativo para todas as cepas virais,
engquanto o seu isdmero, -D-Galp 3-sulfato-(1 - 4)-3,6-An-1-O-tetradecil-L-GalOH
mostrou-se inerte para todas as cepas. Estes resultados indicam que fatores, tais
como a posicdo de grupos sulfato, sdo cruciais na atividade antiviral de

carboidratos sulfatados.
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ANEXO 1

Proriedades fisico-quimicas e espectros de RMN de  '3C e ESIMS dos
derivados obtidos a partir do metil  B-D-galactopiranosideo (numeracéo de
acordo com as Figura 68 e 72)



Composto 5: Metil B-D-galactopiranosideo

OH OH
O M
HO OMe
OH

« Cristais incolores a partir de etanol absoluto, mp 175-178 °C; [a]p* —15,5
(c 1.0, CH3OH).

140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 ppm



Composto 6: Metil 6- O-tritil- B-D-galactopiranosideo

OH O

O. OMe
OH

HO

« Agulhas incolores a partir de metanol, mp 98-101 °C, [a]o* -32.0 (c 0,5;
CHCIls), Re 0,48 (acetato de etila). *H NMR (ppm): 2,37 (d, 1H, OH-4, Jop.
sa=4,1), 2,51 (d, 1H, OH-3, Jouss= 2,0), 2,51 (d, 1H, OH-2, Jor22= 6,3),
3.40 (M, 1H, H-6, Js¢ = 6,4 , Joo = 9,6), 3.45 (m, 1H, H-6", Js¢ = 5,5), 3,56
(s, 3H, OCHy), 3,58 (b, 1H, H-3), 3,59 (b, 2H, H-2, H-5), 4,04 (b,1H, H-4),
4,15 (d, 1H, H-1, J1, = 7,3), 7,25 (b, 3H, 3 x Ar-CHCHCH) 7,31 (b, 6H, 6 X
Ar-CHCHCH), 7,46 (b, 6H, 6 x Ar-CCHCH); 3C NMR (ppm): 56,8 (1C,
OCHs), 62,8 (1C, C-6), 69,2 (1C, C-4), 71,3 (1C, C-3), 73,7 (1C, C-2), 73,8
(1C, C-5), 86,8 (1C, OCPh;) 104,0 (1C, C-1), 1270 (3C, 3 x Ar-CHCHCH),
127,8 (6C, 6 x Ar-CHCHCH), 128,7 (6C, 6 x Ar-CCHCH), 143,8 (3C, 3 X
Ar-CCCH) ESIMS: m/z 459 [M+Na]*, m/z 895 [2M+Na]";
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Composto 7: Metil 6- O-tosil- B-D-galactopiranosideo

0=5=0

O OMe
OH

HO

« Cristais incolores a aprtir de acetato de etila, mp 149-150 °C, [a]p?® —17,0
(c 1,0; MeOH). *H NMR (acetona ds) (ppm) 2,46 (s, 3H, CHs), 3,39 (s, 3H,
OCHj3), 3,45 (b, 1H, H-2), 3,51 (dd, 1H, H-3, J23 =9,5, J34 = 3.4), 3,78 (m,
1H, H-5), 3,82 (b, 1H, H-4), 4,09 (d, 1H, H-1, J;, = 7,6), 4,19 (dd, 1H, H-6,
Jseg = 7,5, Jsg = 10,4), 4,26 (dd, 1H, H-6, Js¢ = 4,3); 7,47-7,85 (dd, 4H,
Ar-H); *C NMR & 21,6 (1C, CHa), 56,7 (1C, OCHjs), 69,6 (1C, C-4), 70,9
(1C, C-6), 72,0 (1C, C-2), 73,2 (1C, C-5), 74,2 (1C, C-3), 105,3 (1C, C-1),
128,8-131,0 (4C, Ar-CH), 134,3-146,0 (2C, Ar-C). ESIMS: m/z 371
[M+Na]", m/z 719 [2M+Na]".



Espectros de RMN de **C e ESIMS do composto 7
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Composto 8: Metil 6- O-tert-butildimetilsilil- D-galactopiranosideo

« Xarope incolor: [a]p?® —28,0 (c 1,0; CHCI3), Re 0,34 (acetato de etila). *H
NMR (ppm) 0,08 (s, 6H, 2CHs), 0,89 (s, 9H, C(CHa)s), 3,46 (t, 1H, H-5),
3,53 (s, 3H, OCHs), 3,56 (b, 1H, H-3), 3,67 (t, 1H, H-2), 3,80 (dd, 1H, H-6,
Jss = 5,7, o = 10,2), 3,89 (dd, 1H, H-6", Js¢ = 6,2), 3,95 (b, 1H, H-4),
4,15 (d, 1H, H-1, J1, = 7,6); *C NMR (ppm) 5,3, -5,4 (2C, Si(CHs),), 18,3
(1C, SiC(CHa)s), 25,9 (3C, SiC(CHs)s), 57,0 (1C, OCHs), 62,3 (1C, C-6),
68,8 (1C, C-4), 71,3 (1C, C-2), 73,8 (1C, C-3), 75,1 (1C, C-5), 104,2 (1C,
C-1).
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Composto 5b: Metil 3- O-tetradecil- B-D-galactopiranosideo

OH OH

0
CH3(CH2)1BO%/OM(§

OH

« P6 branco a partir de recristalizacdo em hexano, mp 82-83 °C; [a]p?® +5,6°
(c 0,5; CHCI3), Re 0,37 (acetato de etila); '"H NMR (ppm) 0,88 (t, 3H,
CH,CHs), 1,36-1,23 (b, 22H, (CH2)11:CHs), 1,63 (p, 2H, OCH,CH,), 2,21 (q,
1H, OH-6), 2,41 (b, 1H, OH-2), 2,55 (b, 1H, OH-4), 3,31 (dd, 1H, H-3, J»3
= 9,4, J34 = 3,4), 3,54 (b, 1H, H-5), 3,58 (b, 4H, OCH3, OCH), 3,66 (M, 1H,
OCH), 3,69 (m, 1H, H-2), 3,87 (m, 1H, H-6, Js6 = 4,6, Js ¢ = 11,6, Js oH-6 =
8,17), 4,00 (M, 1H, H-6", Js¢ = 6,3, Jo.ons = 3,7), 4,06 (b, 1H, H-4), 4,21 (d,
1H, H-1, J;, = 7,8); 13C NMR 5 14,1 (1C, CH,CH3), 22,7 (1C, CH,CH3),
26,1 (1C, OCH,CH,CH,), 29,4-29,7 (8C, (CH,)sCH,CH,CHs), 29,9 (1C,
OCH,CH,), 31,9 (1C, CH,CH,CHs), 57,1 (1C, OCHs), 62,5 (1C, C-6), 66,6
(1C, C-4), 70,3 (1C, OCH,), 70,6 (1C, C-2), 74,3 (1C, C-5), 81,1 (1C, C-3),
104,0 (1C, C-1). ESIMS: m/z 413 [M+Na]*, m/z 803 [2M+Na]*



Espectros de RMN de **C e ESIMS do composto 5b
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Composto 5c¢: Metil 3,6-di- O-tetradecil- B-D-galactopiranosideo

OH_O(CH,),,CH

3
0
OMe
CHs(CHz)mO%

OH

« P6 branco a partir de recristalizacdo em etanol 95%, mp 41-43 °C; [a]p*

+4,2° (c 0,5; CHCls), Rr 0,60 (hexano:acetato de etila, 3:2); *H NMR (ppm)
0,88 (t, 6H, 2 x CH,CH3), 1,33-1,22 (b, 44H, 2 x (CH3)11CHg), 1,58 (m, 2H,
C-60CH,CH,) 1,63 (m, 2H, C-30CH,CHy), 2,44 (b, 1H, OH-2), 2,49 (b,
1H, OH-4), 3,28 (dd, 1H, H-3, J,3 = 9.5, J34 = 3.4), 3,51 (m, 2H, C-60-
CHy), 3,55 (m, 1H, C-30CH), 3,56 (b, 3H, OCHj3), 3,57 (b, 1H, H-5), 3,67
(m, 1H, C-30CH’), 3,68 (m, 1H, H-6), 3,70 (m, 1H, H-2), 3,78 (m, 1H, H-6),
4,05 (b, 1H, H-4), 4,19 (d, 1H, H-1, J1, = 7,8); **C NMR (ppm) 14,1 (2C, 2
X CH,CHa), 22,7 (2C, 2 x CH,CHa), 26,1 (2C, 2 x OCH,CH,CH), 29,4-
29,7 (16C, 2 x (CH2)sCH,CH,CHg3), 29,6 (1C, C-60CH,CH), 29,9 (1C, C-
30CH,CHy), 31,9 (2C, 2 x CH,CH,CHj3), 56,9 (1C, OCH3), 66,6 (1C, C-4),
69,6 (1C, C-6), 70,1 (1C, C-30CHy), 70,7 (1C, C-2), 72,0 (1C, C-30CHy),
73,5 (1C, C-5), 81,3 (1C, C-3), 103,9 (1C, C-1). ESIMS: m/z 610 [M+Na]",
m/z 1196 [2M+Na]".



Espectros de RMN de **C e ESIMS do composto 5¢
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Composto 5d: Metil 3- O-dodecil- B-D-galactopiranosideo

OH OH

0]
OMe
CHs(CHz)nO%

OH

« P6 branco a partir de recristalizacdo em hexanes, mp 83-85 °C; [a]p*®
+7,6° (c 0,5; CHCIl3), R 0,34 (acetato de etila); *H NMR (ppm) 0,88 (t, 3H,
CH,CH), 1,34-1,24 (b, 18H, (CH2)eCHs), 1,63 (p, 2H, OCH,CHy), 2,33 (q,
1H, OH-6), 2,49 (b, 1H, OH-2), 2,61 (b, 1H, OH-4), 3,30 (dd, 1H, H-3, J»3
= 9,5, J34 = 3,4), 3,53 (b, 1H, H-5), 3,58 (b, 4H, OCH3, OCH), 3,66 (M, 1H,
OCH?), 3,69 (M, 1H, H-2), 3,86 (M, 1H, H-6, Js ¢ = 4,7, Joe = 11,6, Js ors =
8,4), 3,99 (M, 1H, H-6', Jsg = 6,4, Js omc = 4,0), 4,06 (b, 1H, H-4), 4,21 (d,
1H, H-1, Ji, = 7,8) ®C NMR (ppm) 14,1 (1C, CH,CHa), 22,7 (1C,
CH,CH3), 26,1 (1C, OCH>CH,CHy), 29,4-29.7 (6C, (CH2)sCHoCH2CH),
29,9 (1C, OCH,CH,), 31,9 (1C, CH,CH>CHs), 57,1 (1C, OCHs), 62,5 (1C,
C-6), 66,6 (1C, C-4), 70,3 (1C, OCH2), 70,7 (1C, C-2), 74,3 (1C, C-5),
81,1 (1C, C-3), 104,0 (1C, C-1). ESIMS: m/z 385 [M+Na]', m/z 747
[2M+Na]".
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Composto 5e: Metil 3,6-di- O-dodecil- B-D-galactopiranosideo

OH_O(CH,),,CH

3
0
OMe
CH3(CH2)110%

OH

« Xarope incolor [a]p?® +1,7° (c 0,8, CHCIs), Re 0,57 (hexanes:ethyl acetate,
3:2); 'H NMR (ppm) 0,88 (t, 6H, 2 x CH,CHs), 1,33-1,23 (b, 36H, 2 x
(CH2)9CHz), 1,58 (m, 2H, C-60CH,CH>), 1,63 (m, 2H, C-30CH,CH,), 2,35
(b, 1H, OH-2), 2,46 (b, 1H, OH-4), 3,28 (dd, 1H, H-3, J,3 = 9,5, J34 = 3,4),
3,51 (m, 2H, C-60-CH,), 3,55 (m, 1H, C-30CH), 3,56 (b, 3H, OCH3), 3,57
(b,1H, H-5), 3,67 (m, 2H, C-30CH), 3,68 (m,1H, H-6), 3,70 (m, 1H, H-2),
3,78 (m, 1H, H-6), 4,05 (b, 1H, H-4), 4,19 (d, 1H, H-1, J;, = 7,8); *C NMR
5 14,1 (2C, 2 x CH,CHs), 22,7 (2C, 2 x CHCHa3), 26,1 (2C, 2 x
OCH,CH,CHy), 29,4-29,7 (12C, 2 x (CH2)sCH,CH,CHs), 29,6 (1C, C-
60CH,CH,), 29,9 (1C, C-30CH,CHy), 31,9 (2C, 2 x CH,CH,CHs), 56,9
(1C, OCHa), 66,1 (1C, C-4), 69,6 (1C, C-6), 70,2 (1C, C-30CH,), 70,7 (1C,
C-2), 72,0 (1C, C-30CHy), 73,5 (1C, C-5), 81,3 (1C, C-3), 103,9 (1C, C-1).
ESIMS: m/z 554 [M+Na], m/z 1083 [2M+Na]
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Composto 5f: Metil 3- O-decil- B-D-galactopiranosideo

OH OH

0
CH3(CH2)QO%OM6

OH

P6 branco a partir de recristalizacdo em hexanes, mp 84-86 °C; [a]p®
+8,6° (c 0,5, CHCIls), Re 0,31 (acetato de etila); *H NMR (ppm) 0,88 (t, 3H,
CH,CHa), 1,34-1,24 (b, 14H, (CH,);CHs), 1,63 (p, 2H, OCH,CH,), 2,30 (q,
1H, OH-6), 2,47 (b, 1H, OH-2), 2,60 (b, 1H, OH-4), 3,30 (dd, 1H, H-3, J,5
= 9,4, Jo = 3.4), 3,53 (b, 1H, H-5), 3,58 (b, 4H, OCHa, OCH), 3,66 (m, 1H,
OCH), 3,68 (m, 1H, H-2), 3,86 (m, 1H, H-6, Js6 = 4,8, Js ¢ = 11,6, Js oH-6 =
8,0), 3,99 (M, 1H, H-6", Js5 = 6.4, Jg or.c = 4.6), 4,06 (b, 1H, H-4), 4,21 (d,
1H, H-1, J;, = 7,8); *C NMR (ppm) 14,1 (1C, CH,CHs), 22,7 (1C,
CH,CHs), 26,1 (1C, OCH,CH,CHy), 29,3-29,6 (4C, (CHp)sCH2CH,CHa),
29,9 (1C, OCH,CHs), 31,9 (1C, CH,CH,CHs), 57,1 (1C, OCHs), 62,5 (1C,
C-6), 66,6 (1C, C-4), 70,3 (1C, OCH2), 70,7 (1C, C-2), 74,3 (1C, C-5),
81,1 (1C, C-3), 104,0 (1C, C-1). ESIMS: m/z 357 [M+Na]*, m/z 691
[2M+Na]".



Espectros de RMN de **C e ESIMS do composto 5f
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Composto 5g: Metil 3,6-di- O-decil- B-D-galactopiranosideo

OH_O(CH,),CH

2. 3
0
CH3(CH2)QO%OM8

OH

« xarope incolor; [a]p®® +1,5° (¢ 0,7; CHCIls), Re 0,54 (hexano:acetato de
etila, 3:2); '"H NMR (ppm) 0,88 (t, 6H, 2 x CH,CHs), 1,34-1,23 (b, 28H, 2 x
(CH,);CHj3), 1,58 (m, 2H, C-60CH,CHy), 1,63 (m, 2H, C-30CH,CH), 2,36
(b, 1H, OH-2), 2,46 (b, 1H, OH-4), 3,28 (dd, 1H, H-3, Jo3 = 9,5, Js4 = 3,4),
3,55 (m, 1H, C-30CH), 3,56 (b, 3H, OCHj3), 3,57 (b, 3H, H-5, C-60-CH,),
3,67 (m, 2H, C-30CH’), 3,68 (m, 1H, H-6), 3,69 (m, 1H, H-2), 3.77 (m, 1H,
H-6), 4,05 (b, 1H, H-4), 4,19 (d, 1H, H-1, J;, = 7,8); *C NMR (ppm) 14,1
(2C, 2 x CH,CH3), 22,7 (2C, 2 x CH,CHs3), 26,1 (2C, 2 x OCH,CH,CHy,),
29,3-29,6 (8C, 2 x (CH3)sCH,CH,CH3), 29,6 (1C, C-60CH,CH,), 29,9 (1C,
C-30CH,CHy), 31,9 (2C, 2 x CH,CH,CHg3), 56,9 (1C, OCHg3), 66,1 (1C, C-
4), 69,6 (1C, C-6), 70,2 (1C, C-30CH2), 70,7 (1C, C-2), 72,1 (1C, C-
30CH2), 73,6 (1C, C-5), 81,3 (1C, C-3), 103,9 (1C, C-1). ESIMS: m/z 497
[M+Na]*, m/z 971 [2M+Na]".



Espectros de RMN de *3C e ESIMS do composto 5g
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Composto 5b2: Metil 3- O-tetradecil- B-D-galactopiranose 6-sulfato, sal sodico

97 Na"
O:$=O
OH O

0
OMe
CH3(CH2)13O%

OH

* Cubos incolores a partir de hexano/acetato de etila (4:1), mp 120-125 °C;
[a]p?® +12,0 (c, 0,9 CHsOH), Rr 0,24 (acetato de etila/metanol/agua -
24:2:1); *H NMR (DMSO-dg): (ppm) 0,85 (t, 3H, CH,CHs), 1,34-1,18 (b,
22H, (CH5)1:CHa), 1,49 (p, 2H, OCH,CH,), 3,05 (dd, 1H, J3 9,6 Hz, Js4
3,2 Hz, H-3), 3,33 (b, 1H, H-2), 3,36 (M, 1H, OCHCH>), 3,37 (s, 3H, OCHs)
3,52 (m, 1H, H-5), 3,55 (m, 1H, OCH’), 3,80 (m, 2H, H-4, H-6), 3,86 (m,
1H, H-6"), 4,00 (d, 1H, J1, 7,8 Hz, H-1); *C NMR (DMSO-de): (ppm) 13,9
(1C, CH,CHs), 22,1 (1C, CH,CHs), 25,6 (1C, OCH,CH,CH,), 28,7-29,1
(8C, 8x CH,), 29,6 (1C, OCH,CH,), 31,3 (1C, CH,CH,CHs), 55,9 (1C,
OCHs), 64,8 (1C, C-4), 65,0 (1C, C-6), 68,7 (1C, OCH,), 69,2 (1C, C-2),
72,8 (1C, C-5), 81,3 (1C, C-3), 104,4 (1C, C-1); ESIMS: m/z 469 [M-Na-H],

m/z 961 [2M-Na-2H]*, m/z 1454 [3M-Na-2H]".



Espectros de RMN de **C e ESIMS do composto 5b2
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Composto 6b: Metil 3- O-tetradecil-6- O-tritil- B-D-galactopiranosideo

OH OTrt

O oMe
CH3(CH2)BO%

OH

Xarope incolor; [a]p?® —8,6° (¢ 1,3; CHCI3), Re 0,62 (hexano:acetato de
etila, 3:2); *H NMR (ppm) 0,88 (t, 3H, CH,CHs), 1,36-1,23 (b, 22H,
(CH2)11CHy), 1,62 (p, 2H, OCH,CHy), 2,41 (b, 1H, OH-2), 2,31 (b, 1H, OH-
4), 3,25 (dd, 1H, H-3, Jo5 = 9,4, J34 = 3,3), 3,40 (m, 1H, H-6), 3,48 (m, 1H,
H-6"), 3,51 (b, 1H, H-5), 3,54 (b, 1H, OCH), 3,57 (b, 3H, OCHj3), 3,65 (m,
1H, OCH"), 3,68 (m, 1H, H-2), 4,03 (b, 1H, H-4), 4,17 (d, 1H, H-1, J;, =
7.8), 7,22 (b, 3H, 3 x Ar-CHCHCH) 7,29 (b, 6H, 6 x Ar-CHCHCH), 7,47 (b,
6H, 6 x Ar-CCHCH); *C NMR & 14,1 (1C, CH,CHa), 22,7 (1C, CH,CHs),
26,0 (1C, OCH,CH,CHy), 29,3-29,7 (8C, (CH;)sCH,CH,CH3), 29,9 (1C,
OCHzCHy), 31,9 (1C, CH,CH,CHj3), 56,7 (1C, OCHj3), 63,1 (1C, C-6), 66,2
(1C, C-4), 70,2 (1C, OCHy), 70,8 (1C, C-2), 73,8 (1C, C-5), 81,3 (1C, C-3),
86,9 (1C, OCPh3) 103,8 (1C, C-1), 127,1 (3C, 3 x Ar-CHCHCH), 127,9
(6C, 6 x Ar-CHCHCH), 128,7 (6C, 6 x Ar-CCHCH), 143,9 (3C, 3 x Ar-
CCCH). ESI MS: m/z 655 [M+Na]*, m/z 1287 [2M+Na]".



Espectros de RMN de **C e ESIMS do composto 6b
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ANEXO 2

Espectros de RMN de '3C e ESIMS dos derivados obtidos a partir dos
oligossacarideos alditois (numeracgéo de acordo com a Figura 77).



Composto 10: B-D-Galp-(1 - 4)-3,6-An-1- O-tetradecil- L-GalOH

OH OH o)
@)
HO%O\ﬁO/H\O(CHz)mCHa
OH OH

« B-D-Galp: *H (ppm) 4,40 (H-1); 3,56 (H-2); 3,50 (H-3); 3,85 (H-4); 3,54 (H-
5); 3,83 (H-6’); 3,73 (H-6).
13C (ppm) 103,2 (C-1); 71,1 (C-2); 73,5 (C-3); 68,9 (C-4); 75,5 (C-5); 61,5
(C-6).

+ 3,6-An-1-O-tetradecil-L-GalOH: *H (ppm) 3,53 (H-1, H-1'); 4,00 (H-2);
4,01 (H-3); 4,28 (H-4); 4,28 (H-5); 3,95 (H-6"); 3,81 (H-6); 3,41 e 3,54
(OCHy); 1,10-1,50 (CHy); 0,85 (CHy).
13C (ppm) 71,7 (C-1); 69,0 (C-2); 83,5 (C-3); 85,9 (C-4); 75,1 (C-5); 73,3
(C-6), 71,5 (OCHy); 31,8-22,5 (CHy); 13,6 (CHs5).

ESIMS: m/z 1067 [2M+Na]".



Espectros de RMN de **C e ESIMS do composto 10
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Composto 11: 3-O-tetradecil- 3-D-Galp-(1 - 4)-3,6-An-1-O-tetradecil- L-GalOH

OH OH 0
O O(CH.,),.CH
HsC(H,0)150 O Lo O(EH:aCH:
OH OH

« 3-O-tetradecil-B-D-Galp: *H (ppm) 4,46 (H-1); 3,67 (H-2); 3,29 (H-3); 3,93
(H-4); 3,56 (H-5); 3,93 (H-6"); 3,72 (H-6); 3,63 e 3,56 (OCH,); 1,10-1,50
(CHy); 0,85 (CHyg).
13C (ppm) 102,9 (C-1); 70,3 (C-2); 81,3 (C-3); 66,8 (C-4); 75,4 (C-5); 62,6
(C-6), 70,6 (OCHy); 32,0-22,8 (CHy); 14,2 (CHj3).

+ 3,6-An-1-O-tetradecil-L-GalOH: *H (ppm) 3,54 e 3,46 (H-1 e H-1'); 4,06
(H-2); 4,06 (H-3); 4,31 (H-4); 4,29 (H-5); 3,91 (H-6’); 3,86 (H-6); 3,46
(OCHy); 1,10-1,50 (CHy); 0,85 (CHy).
13C (ppm) 71,9 (C-1); 69,3 (C-2); 83,5 (C-3); 86,5(C-4); 75,7 (C-5); 74,0
(C-6), 72,0 (OCHy); 31,8-22,5 (CHy); 13,6 (CHs3).

ESIMS: m/z 741 [M+Na]*



Espectros de RMN de **C e ESIMS do composto 11
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Composto 12: B-D-Galp 3-sulfato-(1 - 4)-3,6-An-1-O-tetradecil- L-GalOH, sal

sodico
OH OH o
+ O
Na -O,SO O OH O(CH,)13CH;
OH OH

« B-D-Galp 3-sulfato: *H (ppm) 4,55 (H-1); 3,70 (H-2); 4,26 (H-3); 3,79 (H-
6'); 3,73 (H-6).
13C (ppm) 103,6 (C-1); 70,1 (C-2); 81,6 (C-3); 62,2 (C-6).

+ 3,6-An-1-O-tetradecil-L-GalOH: *H (ppm) 3,92 (H-3); 4,31 (H-4).
13C (ppm) 84,4 (C-3); 86,7 (C-4); 32,8-23,3 (CH,); 14,7 (CHa).

ESIMS: m/z 601 [M-Na]



Espectros de RMN de **C e ESIMS do composto 12
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Composto  13:  3-O-tetradecil- 3-D-Galp  6-O-sulfato-(1 - 4)-3,6-An-1-0O-

tetradecil- L-GalOH, sal sodico*

OH 0S;0Na’ o

o)
H3C(HZC)13O%O\ﬁLO/H\ O(CHy)15CHjz

OH OH

*Composto majoritario. De acordo com o0 espectro de ESIMS, o composto

contaminante & um isdmero do composto principal

ESIMS: m/z 797 [M-Na]’



Espectros de RMN de **C e ESIMS do composto 13
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Composto 14: 6-O-tritil- B-D-Galp-(1 - 4)-3,6-An-1-O-tritil- L-GalOH

OH Trt o)
O
HO%O&? L
OH OH

e 6-O-tritil-B-D-Galp: *H (ppm) 4,40 (H-1); 3,61 (H-2); 3,61 (H-3); 3,98 (H-4);
3,68 (H-5); 3,44 (H-6'); 3,39 (H-6); 7,20-7,50 (Ar).
13C (ppm) 103,8 (C-1); 72,1 (C-2); 74,7 (C-3); 70,0 (C-4); 74,9 (C-5); 63,9
(C-6); 87,4 (C*); 145,3-127,9 (Ar).

3,6-An-1-O-tritil-L-GalOH: *H (ppm) 3,18 (H-1, H-1'); 4,03 (H-2); 4,13 (H-
3); 4,38 (H-4); 4,17 (H-5); 3,86 (H-6); 3,72 (H-6); 7,20-7,50 (Ar).
13C (ppm) 66,0 (C-1); 71,2 (C-2); 85,2 (C-3); 86,8 (C-4); 76,7 (C-5); 75,1
(C-6); 87,5 (C*); 145,3-127,9 (Ar).

ESIMS: m/z 833 [M+Na]*, m/z 1644 [2M+Na]".



Espectros de RMN de **C e ESIMS do composto 14
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Composto 15: 3-O-tetradecil-6- O-tritil- B-D-Galp-(1 - 4)-3,6-An-1- O-tritil- L-
GalOH

OH Trt o)
(@)
Hsc(Hzc)lso%O\ﬁgH\Trt
OH OH

 3-O-tetradecil-6-O-tritil-B-D-Galp: *H (ppm) 4,46 (H-1); 3,61 (H-2); 3,31
(H-3); 4,07 (H-4); 3,67 (H-5); 3,46 (H-6'); 3,35 (H-6); 3,70 e 3,59 (OCHy);
1,10-1,50 (CH,); 0,85 (CHa), 7,20-7,50 (Ar).
13C (ppm) 103,8 (C-1); 71,1 (C-2); 82,8 (C-3); 67,2 (C-4); 74,9 (C-5); 64,1
(C-6); 87,4 (C*);145,3-127,9 (Ar); 70,7 (OCH,), 32,6-23,0 (CH), 13,1
(CHp).

3,6-An-1-O-tritil-L.-GalOH: *H (ppm) 3,18 (H-1, H-1"); 4,05 (H-2); 4,15 (H-
3); 4,40 (H-4); 4,18 (H-5); 3,86 (H-6'); 3,72 (H-6); 7,20-7,50 (Ar).
13C (ppm) 65,9 (C-1); 71,2 (C-2); 85,2 (C-3); 86,6 (C-4); 75,6 (C-5); 75,1
(C-6); 87,4 (C*); 145,3-127,9 (Ar).

ESIMS: m/z 1029 [M+Na]*



Espectros de RMN de **C e ESIMS do composto 15
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Composto 16: 6-O-tritil- B-D-Galp 3-sulfato 1 - 4)-3,6-An-1- O-tritil- L-GalOH

oH Trt o)

. 0
Na -ogso%o\ﬁbﬁ Trt

OH

6-O-tritil-B-D-Galp 3-sulfato: *H (ppm) 4,45 (H-1); 3,70 (H-2); 4,22 (H-3);
4,34 (H-4); 3.54 (H-5); 3,40 (H-6"); 3,40 (H-6); 7,20-7,50 (Ar).
13C (ppm) 104,4 (C-1); 70,7 (C-2); 82,1 (C-3); 68,6 (C-4); 75,0 (C-5); 63,3
(C-6); 88,2 (C*); 145,5-128,1 (Ar).

3,6-An-1-O-tritil-L-GalOH: *H (ppm) 3,13 (H-1, H-1'); 3,93 (H-2); 4,08 (H-
3); 4,27 (H-4); 4,24 (H-5); 3,90 (H-6"); 3,76 (H-6); 7,20-7,50 (Ar).
13C (ppm) 66,1 (C-1); 71,2 (C-2); 85,6 (C-3); 87,5 (C-4); 76,7 (C-5); 76,5
(C-6), 88,0 (C*); 145,5-128,1 (Ar).

ESIMS: m/z 889 [M-Na]’
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Composto 17: 3-O-tetradecil- B-D-Galp-(1 - 4)-3,6-An-L-GalOH

OH OH o}
O
Hsc(Hzc)lso%O\ZiLC')/H\OH
OH OH

« 3-O-tetradecil-B-D-Galp: 'H (ppm) 4,42 (H-1); 3,61 (H-2); 3,24 (H-3); 4,01
(H-4); 3,51 (H-5); 3,83 (H-6'); 3,35 (H-6); 3,69 e 3,55 (OCHy>); 1,10-1,50
(CH,); 0,85 (CHs)
13C (ppm) 104,1 (C-1); 71,1 (C-2); 82,4 (C-3); 66,8 (C-4); 76,3 (C-5);
62,5(C-6); 71,0 (OCH,), 32,7-23,4 (CH,), 13,5 (CHs).

¢ 3,6-An-1-O-L-GalOH: *H (ppm) 3,65 (H-1, H-1); 3,89 (H-2); 4,00 (H-3);
4,28 (H-4); 4,29 (H-5); 3,94 (H-6"); 3,82 (H-6).
13C (ppm) 64,2 (C-1); 71,9 (C-2); 84,5 (C-3); 86,9 (C-4); 76,2 (C-5); 74,1
(C-6).

ESIMS: m/z 1067 [2M+Na]".
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Composto 18: B-D-Galp 3-sulfato-(1 - 4)-3,6-An-L-GalOH

oH OH o)
. @)
Na -osso%o\t\tcﬁ OH
OH OH

« B-D-Galp 3-O-sulfato: *H (ppm) 4,68 (H-1); 3,67 (H-2); 4,34 (H-3); 4,30
(H-4); 3,78 (H-5); 3,81 (H-6'); 3,79 (H-6).
13C (ppm) 101,9 (C-1); 68,7 (C-2); 80,1 (C-3); 66,8 (C-4); 75,8 (C-5); 60,9
(C-6).

« 3,6-An-L-GalOH: *H (ppm) 3,72 e 3,66 (H-1, H-1); 3,93 (H-2); 3,93 (H-3);
4,36 (H-4); 4,42 (H-5); 4,00 (H-6"); 3,87 (H-6).
13C (ppm) 62,8 (C-1); 70,9 (C-2); 83,4 (C-3); 85,4 (C-4); 75,1 (C-5); 72,9
(C-6).

ESIMS: m/z 405 [M-Na]’
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Composto 20 : B-D-Galp-(1 - 4)-3,6-An-L-Galp-(1 - 3)-B-D-Galp-(1 - 4)-3,6-An-1-
O-tetradecil- L-GalOH

OH OH o)

O
OH_OH o O%O\&O/H\O(CHQBCFH
o OH

ESIMS: m/z 851 [M+Na]*

Espectros de ESIMS do composto 20
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Composto 22: B-D-Galp 4-sulfato-(1 - 4)-3,6-An-1-O-tetradecil- D-GalOH, sal

sodico
Na"-0;S0 __oH 0
o)
HO&WO OH/™ 0(CH,)1;CH,

OH
OH

« B-D-Galp 4-sulfato: *H (ppm) 4,18 (H-1); 3,20 (H-2); 3,42 (H-3); 4,38 (H-4);
3,56 (H-5); 3,52 (H-6'); 3,48 (H-6).
3C (ppm) 103,1 (C-1); 71,5 (C-2); 72,5 (C-3); 74,0 (C-4); 74,0 (C5); 60,4
(C-6).

+ 3,6-An-1-O-tetradecil-D-GalOH: *H (ppm) 3,39 e 3,33 (H-1’, H-1); 3,69 (H-
2); 3,92 (H-3); 4,31 (H-4); 4,16 (H-5); 3,76 (H6’); 3,60 (H-6).
13C (ppm) 71,9 (C-1); 69,1 (C-2); 84,4 (C-3); 86,7 (C-4); 75,3 (C-5); 60,4
(C-6); 32,0-20,0 (CHy); 14,0 (CHsy).

ESIMS: m/z 601 [M-Na]’
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ANEXO 3

Avaliacdo do Prof. Dr. Bruce Grindley (orientador n 0 exterior) referentes as
atividades realizadas no Departamento de Quimica da Dalhousie University.
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DALHOUSIE
UNIVERSITY

Inspiﬁ?tg Minds

Faculty of Science

Email: Brucé.Grindley@Dal.Ca
February 24, 2005

To whom it may concemn,

Alan Guilherme Gongalves spent one year doing research in my-laboratory as part
of his PhD program at the Federal University of Parana, in Curitiba, Brazil. He arrived in
Halifax on January 7, 2004 and will leave on December 22, 2004. He was supported by a
scholarship (rom the Brazilian Research Agency, the Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Technologico.

Mr. Gongalves's undergraduate training was as a biochemist. He had been working
to develop antiviral compounds based on sulfated oligosaccharides. For studying literature
reports, he realized that adding lipid components to these oligosaccharides would make
them more effective. He realized that the only way this could be done regioselectively was
by means of the organotin intermediates that had been studied extensively in my
laboratory. He then arranged to spend the year in my laboratory by being awarded a
Brazilian scholarship.

When he came to my laboratory, he had no experience in non-agueous chemistry,
let alone experience with moisture sensitive compounds. He quickly learned to operaie
effectively in non-aqueous media and developed conditions under which long chain ethers
could be introduced regioselectively via organotin intermediates. He also quickly became
a competent operator of our new Avance 500 NMR spectrometer. At the same time as he
was developing the methodology for ether synthesis, he studied the intermediates in these
reactions using multinuclear (*Psn, °F, 'H, and 13C) NMR spectroscopy and showed that
some long held assumptions about the structures of the intermediates present in solution
were wrong. He then moved on to synthesize long chain ethers from disaccharides and
trisaccharides regioselectively and also showed that sulfates could also be added
regioselectively. We are in the process of writing up one paper on his work that will be
sent to a major journal (JACS) and a second will also be written.

1 have been very impressed by his iniative, drive, and intelligence in conceiving
and setting up this project and in making it happen. These qualities are evident in the
laboratory where he has made enormous progress in areas that were foreign to him. He has
also been a mature influence in my laboratory that during this year contained some difficult
personalities. Although English is not his first language, through the year he progressed
from being barely understandable to being reasonably fluent, He has written both
experimental and introductory sections of papers acceptably.

Department of Chemistry « Halifax NS B3H4)3 Canada ¢ Tel: 902.494.3305 » Fax: 902,494,310 + www.chem.dal.ca
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I have had seven students complete PhDs with me and another is just finishing.
Some of these students were winners of major Canadian Scholarships. One is now the
Director of Research at a pharmaceutical company in Montreal. I would rank Mr.
Gongalves with the best of these students in terms of initiative, productivity, and ability to
get things done. He is clearly an outstanding student.

Yours sincerely,
N2
T. B. Grindley,

Professor of Chemistry,
Dalhousie University
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Producdo cientifica durante o periodo de realizacdo das atividades de
Doutorado.
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