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RESUMO

Neo-glicoconjugados constituem uma classe de compostos em que os carboidratos estdo
conjugados a outras moléculas de interesse biologico. Os 1,2,4-oxadiazéis sdo heterociclos
bastante conhecidos em quimica medicinal, apresentando varias atividades farmacologicas e
tendo sido considerados bioisosteros de ésteres e amidas. Este trabalho descreve a sintese de
oxadiazois enantiomericamente enriquecidos através de biocatalise com Daucus carota, a fim
de preparar compostos glico-heterociclicos; a sintese de novos neo-glicoconjugados contendo
heterociclos e aminoacidos através de catdlise mediada por Pd(0) e “click chemistry” e a
avaliagdo da atividade bioldgica de alguns dos produtos sintetizados. A biorreducdo de
oxadiazois-cetona com D. carota forneceu oxadiazdis enriquecidos enantiomericamente com
excessos enantioméricos variando de 52 a 72%. Os alcoois obtidos tém configurag@o absoluta
S, o que estd de acordo com a regra de Prelog para as biorredugdes utilizando este sistema
enzimatico. A seguir, oxadiazois com uma fung¢ao fenol foram anexados na posi¢cdo C-4 de
um carboidrato insaturado através de alquilacdo alilica mediada por Pd(0), de maneira
regiosseletiva. Estes glicosideos insaturados foram transformados em manopiranosideos
através de bis-hidroxilacdo seguida de bis-acetilagdo. Em outro momento, varios oxadiazdis,
derivados da uracila e aminodcidos foram anexados a carboidratos diversos através da
cicloadicdao 1,3-dipolar catalisada por Cu(l), fornecendo diversos glicoconjugados com um
espacador 1,2,3-triazol. Os produtos foram obtidos de maneira regiosseletiva e o0s
glicoconjugados com a porcdo carboidrato insaturada foram bis-hidroxilados e bis-acetilados,
formando os respectivos manopiranosideos. Alguns dos glicoconjugados tiveram suas
propriedades biologicas avaliadas. Nenhum dos compostos avaliados demonstrou atividade
antimicrobiana contra os microorganismos testados. Alguns produtos demonstraram ter
atividade citotdxica em linhagens de células cancerigenas HEp-2 e NCI-Hz9,, com valores de
Clso menores que 10 pg/mL. Estudos de microscopia eletronica de varredura (MEV) foram
realizados nas células cancerigenas da linhagem HEp-2 e forneceram fortes indicios de que

estas substancias ativariam a apoptose nas células estudadas.

Palavras-chave: 1,2,4-oxadiazdis, neo-glicoconjugados, alquilag¢do alilica, click chemistry;

citotoxicidade
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ABSTRACT

Neo-glycoconjugates are an important class of carbohydrates in which they are attached to
other molecules of biological interest. The 1,2,4-oxadiazole ring is known in medicinal
chemistry due its pharmacological properties and they have been considered ester and amide
bioisosters. This work describes the synthesis of enantiomerically enriched 1,2,4-oxadiazoles
using Daucus carota as biocatalyst; the synthesis of new neo-glycoconjugates containing
heterocyclic and aminoacid moieties employing Pd(0) as catalyst and via “click chemistry”
and the evaluation of biological activity of some of these new compounds. Biorreduction of
1,2,4-oxadiazoles containing a ketone function in their side chain gave the corresponding
secondary alcohols in 52 to 72 % e.e. The absolute configuration of these enantiomerically
enriched products was found to be “S”, agreeing with the Prelog’s rule for this type of
biorreduction. Next, oxadiazoles containing a phenol portion were attached to an unsaturated
carbohydrate via allylic alkylation mediated by Pd(0), in a regiosselective way. These
unsaturated glycosides were transformed into their corresponding mannopyranosides through
bis-hydroxylation, followed by bis-acetylation. At another moment, many oxadiazoles, uracil
derivatives and modified aminoacids were conjugated to various carbohydrates via 1,3-dipolar
cycloaddition, giving neo-glycoconjugates containing 1,2,3-triazole as linker. Almost all
products were obtained as single 1,4-regioisomers and the glycoconjugates containing an
unsaturated carbohydrate were submitted to bis-hydroxylation/bis-acetylation reactions to
give the corresponding mannopyranosides. Some of these neo-glycoconjugates had their
biological activities evaluated. None of these compounds possess anti-microbial properties
when tested against the studied microorganisms. Some of them were cytotoxic against two
cell lines (HEp-2 and NCI-Hzy,). The most potent drugs had 1Cs, values lesser than 10 pg/mL.
Scanning electron microscopic (SEM) studies showed that these substances may act as

apoptosis inducers.

Key words: 1,2,4-oxadiazoles, glycoconjugates, allylic alkylation, click chemistry,

cytotoxicity
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CAPITULO 1: INTRODUCAO E OBJETIVOS

1.1 — Glicoconjugados

Os carboidratos, conjuntamente com os lipidios, proteinas e os acidos nucléicos,
constituem as quatro grandes classes de biomacromoléculas. Sendo essencialmente compostos
carbonilicos em que estdo presentes duas ou mais hidroxilas, os carboidratos desempenham
varios papé€is nos organismos vivos, atuando como reservatorios de energia e intermediarios
metabolicos, fazendo parte das moléculas de nucleotideos e também estruturando a parede
celular de varias plantas e microorganismos.'”

Os carboidratos podem estar ligados a outras classes de biomoléculas como lipidios e
proteinas, formando estruturas hibridas denominadas glicolipidios e glicoproteinas,
respectivamente.’ Essas substancias podem ser classificadas como glicoconjugados, ou seja,
moléculas de agucares ligadas covalentemente a uma por¢ao ndo-carboidrato. Estas moléculas
sdo encontradas principalmente na parte externa das membranas celulares, onde
desempenham importantes fungdes de interacdo intercelular, incluindo a¢des de
reconhecimento celular em eventos inflamatérios,” metéstase tumoral,’ resposta imunolégica’
e infecgdes em geral.®

Desde a década de 90, estudos na darea de glicobiologia tém aumentado
consideravelmente e isto despertou o interesse de quimicos orgéanicos para o desenvolvimento
de novas metodologias sintéticas visando a conjuga¢do entre carboidratos e compostos de
interesse bioldgico e para a sintese de novos glicoconjugados ndo-naturais, os chamados neo-
glicoconjugados.”” Esta nova vertente poderia ndo somente estudar fenémenos celulares
ainda nfo totalmente elucidados, como também fornecer novas substincias de interesse
farmacolégico."

Sacarideos s@o importantes agentes medicinais, agindo como farmacos antitumorais,
antimicrobianos, glicosideos cardiacos e vacinas. Sabe-se, por exemplo, que a parte
carboidrato do antitumoral ciclamicina ¢ essencial para que haja o reconhecimento do
farmaco durante processo de incorporagio ao DNA da célula, impedindo sua replicagdo.'’
Ainda, a conjuga¢do de carboidratos a peptideos ajuda a estabilizar o peptideo contra a
degradacdo in vivo e pode facilitar o transporte dos peptideos através das membranas
bioldgicas.'® Ja glicosideos cardiacos como a digoxina, que atuam aumentando a forca de

~ , ’ ~ &) . . ’ 11
contragdo do musculo cardiaco, sdo esterdides ligados a um trissacarideo (figura 1).
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Figura 1: Exemplos de farmacos contendo uma por¢ao carboidrato

Os glicopeptideos formam uma classe de antimicrobianos que tem como principal
representante a vancomicina (figura 2). '>"> A vancomicina ¢ um antimicrobiano ativo contra
cocos Gram-positivos e ¢é bastante utilizado em infec¢des causadas por Staphylococcus
aureus. Esta classe de antibioticos atua inibindo a sintese de peptideoglicano na parede celular

, . . . . . I 11
das bactérias, ligando-se aos precursores do peptideoglicano e provocando a lise da célula.

g,

Y Y Y

ZT

vancomicina

Figura 2: Estrutura do antimicrobiano vancomicina

O padrao de glicosidacdo em células ¢ afetado durante processos inflamatorios e

cancerigenos. Estas mudangas se expressam no aparecimento de novos antigenos de
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superficie nas membranas celulares e este fenomeno bioldgico pode ser bastante util para fins
de diagnostico e/ou tratamento de doengas. Baseando-se nisto, novas vacinas contra o cancer
estdo sendo desenvolvidas, ja que alguns antigenos de superficie de células neoplasicas ja
foram isolados e identificados, como os glicoconjugados de Lewis. "'

A mesma técnica de desenvolvimento de vacinas ja vem sendo utilizada para doencas
causadas por microorganismos. >/ Anticorpos que reconhecem carboidratos de superficie de
células microbianas protegem os organismos superiores contra infec¢des bacterianas. Prova
disso ¢ a vacina pneumocdcica polivalente, que contem polissacarideos de Streptococcus
pneumoniae € protege contra as infecg¢des respiratorias. Porém, ja foi constatado que vacinas
de glicoconjugados que contém o carboidrato de superficie do patdogeno ligado a uma proteina
carreadora s3o mais eficazes que as vacinas de polissacarideos isolados, e este € um ramo em
corrente desenvolvimento. '’

Considerando os beneficios atribuidos a conjugacdo entre oligossacarideos e
moléculas dotadas de potencial bioldgico, fica evidente que a sintese de neo-glicoconjugados

contendo heterociclos pode fornecer novos candidatos a farmacos, ainda mais potentes que os

heterociclos isolados.

1.2 — Os 1,2,4-Oxadiazéis
Os 1,2,4-oxadiazois sdo heterociclos de cinco membros contendo dois atomos de
nitrogénio e um de oxigénio (figura 3), com pequeno carater aromatico, sendo melhor descrito
como um sistema conjugado que aromatico."®
// 3 4N
AN 1§
(0]

Figura 3: Estrutura dos 1,2,4-oxadiazdis

A este nucleo sdo atribuidas diversas propriedades bioldgicas. Constata-se ainda que
1,2,4-oxadiazdis sdo bioisosteros de grupos ésteres e amidas em modelos bioldgicos, o que
ressalta sua importncia na quimica medicinal.'® Isto ¢ um dado importante ja que derivados
carboxilicos podem ser hidrolisados in vivo, acarretando em prejuizos para a atividade
bioldgica. Desta forma, a substituicdo destas funcionalidades pelo anel oxadiazélico traz mais
estabilidade ao candidato a fArmaco frente a hidrdlise in vivo.

Para demonstrar o potencial farmacologico dos 1,2,4-oxadiazdis, alguns exemplos sdo

ilustrados na figura a seguir.
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Diante das atividades bioldgicas supracitadas, fica evidente o interesse na sintese de
neo-glicoconjugados contendo o anel do 1,2,4-oxadiazol.

O método mais comum para a sintese de 1,2,4-oxadiazois consiste em duas etapas: a
O-acilacdo de uma amidoxima por um &cido ativado ou um derivado de acido (comumente
anidrido ou cloreto de 4cido), seguida de etapa de ciclizacdo térmica.”> ** Ainda, podem ser
usados outros métodos, que serdo discutidos mais adiante.

1,2,4-Oxadiazois contendo uma por¢do acido carboxilico na cadeia lateral (12) foram
sintetizados através da reacio da benzamidoxima (10) com anidrido succinico (11).*’ Visando
sintetizar derivados oxadiazélicos peptideomiméticos, Leite e colaboradores® condensaram
aminodcidos (no exemplo abaixo, tem-se a amida da L-fenilalanina, 13) na cadeia lateral do
acido 3-[3-(fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] propidnico (12) para fornecer o peptideomimético 7.
Para a formacgdo da ligacdo peptidica, foi utilizado BOP como ativador da carbonila, em

presenca de TEA (esquema 1).
Ph

0 >\
Ph NH, N
e 130 - 140°C N/ \
| + O — N\, OH
N
oH
10 1% 12 0
CONH;
«CH
i Nop, | BOP TEA,
55%
Ph
PR 13
>\\ 0
N H
\O N/”///.
‘ NH,
o
7 Ph

Esquema 1: Formacdo de oxadiazois via reagdo de amidoximas com anidrido succinico

Varios autores relatam a sintese de 1,2,4-oxadiazéis através da acilagdo de

20,27,30 p . 4 31
“" 7" Porém, Gangloff e colaboradores’ desenvolveram

amidoximas com cloretos de acidos.
uma metodologia em que a etapa de ciclizagdo térmica ¢ substituida pelo uso do fluoreto de
tetrabutilamonio (TBAF) em temperatura ambiente, oferecendo um novo método para a
sintese de oxadiazois cujos substituintes ndo toleram altas temperaturas e/ou condigdes

extremamente basicas. Por exemplo, a benzamidoxima (10) reage com o cloreto de acetila
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(14) em meio basico, utilizando diclorometano como solvente, fornecendo a benzamidoxima
O-substituida (15). Esta ultima, por sua vez, é submetida a reagdo com o TBAF, em THF, a
temperatura ambiente, para produzir o 1,2,4-oxadiazol (16) (esquema 2). O TBAF age

liberando o ion fluoreto que, em solventes aproticos polares, age como uma base forte.

Ph
Ph\C/NH2 . Ph\C/NH2 .
” . i-Pr,NEt [ 0 TBAF / \
N )k N )J\ N
CH,CI THF, ta., AN CH
SOH  HC cl o o CHs 00 O :
10 14 15 16

Esquema 2: Formacéao de 1,2,4-oxadiazol via acilacdo da benzamidoxima com o cloreto de

acetila e posterior ciclizagdo com TBAF

Para que haja reacdo entre amidoximas e acidos carboxilicos, estes ultimos devem
estar ativados, ou seja, tais acidos sdo convertidos em intermedidrios mais reativos in siftu.
Para tal, comumente s3o usadas carbodiimidas, como a dicicloexilcarbodiimida (DCC). **

Ja alguns autores relatam o uso de outros agentes ativadores, como o N,N’-carbonil-
diimidazol (CDI)33 e o 2-(1-H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametilurdnio tetrafluoborato
(TBTU).**

Residuos de aminoacidos foram condensados, com sucesso, a amidoximas,
adicionando um estereocentro na cadeia lateral do C-5 de 1,2,4-oxadiazois.*>>® Melo e
colaboradores®® realizaram a sintese de oxadiazois contendo uma cadeia de L-alanina (18a-d)
através da condensacdo de amidoximas (10a-d) ao L-acido aspartico protegido (17) em

presenga de DCC, com posterior etapa de ciclizagdo térmica (esquema 3).

OCH,Ph
Ar\C _NH, | o, Are__NH,
RN o B
N 07 cH ¢ TCH,Clp N, N| )J\
~N z t N
OH NHBoc OH 2 0 CH,CHCOOCH,Ph
10a-d 17 NHBoc
100-110°C,
54- 66%
Ar,
Ar
N
a: Ph ;/ )\
. N
:_' /T CCHH?DT No CH,CHCOOCH,Ph
1 p-CHz i
d: p-CIPh NHBoc
(S)-18a-d

Esquema 3: Formacéo de 1,2,4-oxadiazdis com um residuo de L-alanina na cadeia lateral do

C-5



Janaina Versiani dos Anjos Tese de Doutorado

Ultimamente, porém, a sintese destes heterociclos vem sendo realizada de maneira

. . - , . . .. . 37-40
mais pratica, com reducdo do numero de etapas reacionais e atingindo altos rendimentos” .
Estes procedimentos sdo realizados sem o uso de solventes ¢ podem ser feitos em fornos de
microondas, contribuindo com a preservacdo do meio-ambiente, ja que ha diminuicdo da
quantidade de rejeitos. Sem fazer uso de solventes organicos, Du e colaboradores®” realizaram
o acoplamento da benzamidoxima (10) ao ter-butil-acetoacetato (19) formando o 1,2,4-

oxadiazol com uma fung¢do cetona (20), em rendimento quantitativo e em altas temperaturas

(esquema 4).

Ph NH o) 0 0
N~ 2
C 120°C N—~Q
N| ’ 0] / G
100% Ph
SoH ’ N
10 19 20

Esquema 4: Formagao do oxadiazol 20 em reacdo livre de solvente

Usando o forno de microondas, Adib e colaboradores® realizaram a sintese de 3,5-
diaril-1,2,4-oxadiazois em procedimento do tipo one pot. Por exemplo, a benzamidoxima (10)
pode ser sintetizada a partir da benzonitrila (21) e da hidroxilamina sob a¢do de microondas e
em meio acido. A amidoxima formada reage entdo com o benzaldeido (22), também sob acdo
de microondas, para formar o 3,5-difenil-1,2,4-oxadiazol (23) em 95% de rendimento

(esquema 5).

CHO
CN Ph NH,
NH,OH > 22 N—O
AcOH ,U M.O., 3 min, /4 )\
M.O. 1 min \OH 95% Ph N Ph
21 10 23

Esquema 5: Sintese do 3,5-difenil-1,2,4-oxadiazol em forno de microondas

Objetivando a sintese de novas moléculas glicoconjugadas, este trabalho trata da
sintese ¢ da atividade biologica de novos 1,2,4-oxadiazdis e glicoconjugados contendo este
heterociclo e outras moléculas dotadas de potencial biologico, como a uracila e aminoacidos

modificados.
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1.3 — Objetivos

Gerais:

Sintese de 1,2,4-oxadiazdis enantiomericamente enriquecidos através de

biocatalise.

Sintese e avaliagdo das atividades bioldgicas de inéditos neo-glicoconjugados

contendo heterociclos e residuos de aminoacidos.

Especificos:

Sintese de uma série de 1,2,4-oxadiazdis enantiomericamente enriquecidos

utilizando a enzima alcool-desidrogenase presente nas raizes de Daucus carota.

Sintese de etil 4-O-[4-(1,2,4-oxadiazol-5-il)fenil]-o-D-manopiranosideos através

da reagdo de alquilagdo alilica mediada por Pd(0).

Sintese de inéditos neo-glicoconjugados através de cicloadicdo 1,3-dipolar

mediada por cobre.

Avaliacdo das atividades antimicrobiana e citotdxica de alguns destes neo-

glicoconjugados.

Estudo morfologico das células cancerigenas tratadas com as substincias

sintetizadas em microscépio eletrdnico de varredura (MEV).



CAPITULO 2
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CAPITULO 2: BIORREDUCAO DAS 4-[3-(ARIL)-1,2,4-OXADIAZOL-5-IL]-2-
BUTANONAS A SEUS ALCOOIS CORRESPONDENTES

2.1 — Introducéao

A sintese estereosseletiva de compostos organicos, também denominada de sintese
assimétrica, consiste na transforma¢do quimica preferida de um substrato aquiral que possua
grupos, 4tomos, faces ou centros enantiotdpicos em um Unico enantiémero do produto.** Para tal,
pode-se fazer uso de catalisadores sintéticos quirais ou de enzimas, na chamada catalise
assimétrica.

As enzimas desempenham a func¢io de catalise de reacdes nos organismos vivos, podendo
ser isoladas a partir de células animais, vegetais ou microbianas, sendo estas ultimas a maior
fonte das enzimas disponiveis no mercado. O uso de enzimas como biocatalisadores vem
crescendo principalmente na industria, por estas apresentarem algumas vantagens como: maior
atividade catalitica se comparadas a catalisadores convencionais, condi¢des experimentais
brandas e especificidade (quimiosseletividade, regiosseletividade e enantiosseletividade). Ainda,
o uso de enzimas em sintese organica ndo agride o meio-ambiente € a enzima pode, em muitos
casos, ser recuperada e reutilizada. **

A élcool desidrogenase (&lcool:NAD oxidorredutase E.C. 1.1.1.1) é uma enzima
amplamente distribuida na natureza, estando presente tanto em células animais como vegetais,
catalisando as interconversdes entre alcoois e compostos carbonilicos (aldeidos e cetonas) nos
organismos vivos.” Por ser uma oxidorredutase, a referida enzima requer um cofator capaz de
realizar a transferéncia de elétrons (NAD =<==NADH). Este cofator consiste em um
dinucleotideo de adenina ligado a um heterociclo derivado do piridinio, a nicotinamida. Na
oxidacdo de um substrato, o anel nicotinamida sofre redug¢do de dois elétrons com protonagao

. A p 44,45
simultanea, sendo este processo reversivel (esquema 6).
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H H H
N CONH, CONH,
| sz [ ]
/
I |
R R
NAD* NADH

Esquema 6: Oxidagio do NAD" em NADH

Os cofatores, diferentemente dos grupos prostéticos, ndo sdo diretamente ligados a enzima
e rapidamente se dissociam. Além disto, os cofatores sdo bastante caros, inviabilizando o uso das
enzimas que os requerem. Devido a esta razdo, as reagdes catalisadas pela enzima alcool
desidrogenase tém sido realizadas utilizando-se todo o sistema bioquimico, ou seja, a célula
microbiana ou a célula vegetal.*®

Sdo diversas as fontes de alcool desidrogenase, porém, as mais estudadas sdo: células do
figado de cavalo,” fermento de pdo (baker’s yeast — Saccharomyces cereviseae),” e mais
recentemente células vegetais como funcho (Foeniculum vulgare),47 cenoura (Daucus

46,48-52 - , . . . 53
’ e duas espécies de macaxeira (Manihot dulcis e Manihot esculenta).

carota)

Os primeiros estudos utilizando o sistema enziméatico da cenoura utilizavam culturas de
células vegetais, o que dificultava o manejo deste tipo de reagdo.”** Posteriormente, muitos
pesquisadores passaram a relatar o uso do sistema vegetal inteiro, o que facilitou o manuseio do

) . 46,47,49,51,52,54
material e tornou o uso de cofatores desnecessario.*® 47> 4% 31523

2.2 - Uso de Daucus carota em reducdes de cetonas pro-quirais

A cenoura tem sido usada com sucesso nas redugdes de cetonas pro-quirais como cetonas

alifaticas,*® aromaticas,”'* 01'c1icas,47’49

ceto-ésteres™’ e azido-cetonas.”” Alguns exemplos destas
biorredugdes serdo ilustrados a seguir.

Baldassare e colaboradores® descrevem o uso da raiz de D. carota como agente
biorredutor de cetonas ciclicas contendo um centro assimétrico para a formagdo de
diastereoisomeros. Os substratos racémicos 2-metil-cicloexanona (24) e 2-hidroxi-cicloexanona

(27) foram submetidos a ag¢do da alcool desidrogenase presente nas raizes da cenoura e

forneceram os derivados diastereoisoméricos 25 e 26 com 75% de rendimento total, e 28 ¢ 29

10
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com 65% de rendimento total. Estas biotransformacgdes forneceram produtos com excessos
diastereoisoméricos acima de 95% (esquema 7).

0 OH OH
CHj : ‘\\\\\\CH3 : CH3
D. carota )
75% "
(x) 24 (1S,2S) 25 (1S, 2R) 26
@) OH OH
OH D : \\\\\OH : OH
carota
=
(%) 27 (1S,2S5)2 (1S,2R) 29

Esquema 7: Reducdo de cetonas ciclicas contendo um estereocentro por D. carota

Cetonas aromaticas contendo atomos de calcogénios foram igualmente reduzidas através

do uso de D. carota como agente biorredutor.”* Acetofenonas substituidas com grupos metil e

fenil-calcogénios (enxofre e selénio) (30) quando em presenca do biocatalisador deram lugar aos

alcoois correspondentes (31) com excelentes excessos enantioméricos (acima de 99%) (esquema

8).

O OH
AN :
| D. carota | S Y =Sou Se
- R =0, m, p-Ph ou CH
/ P 8-97% (conversio) / = O, M. b ou s
RY RY
30 31

Esquema 8: Reducdo de acetofenonas substituidas com grupos organo-calcogénios por

D. carota

A raiz da cenoura também foi utilizada na etapa-chave da sintese total de uma molécula
utilizada na medicina tradicional indiana como hipoglicemiante, a tembamida (35). Na sintese
total destas moléculas, partiu-se da substancia 32, que foi reduzida enantiosseletivamente ao
intermediario 33, através do uso da cenoura como biocatalisador. O grupamento azida foi entao

reduzido a amino (34), o qual foi posteriormente acilado através da a¢do do cloreto de benzoila

11
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fornecendo a (R)-(-) tembamida (35), com excesso enatiomérico acima de 99% (esquema 9).

. . , . . 2
Analogamente, foram sintetizadas outras duas moléculas: a aegelina e a denopamina.’
o OH

N3 N3
D. carota
—_—

H;CO H;CO
32 33
MmeoH | M2
Pd/C
OH OH
NHCOPhHh NH,
Cloreto de benzoila
NaOH ag/ CH,Cl,
H3CO Tolueno, 5-10°C, H,coO
92%
35 34

Esquema 9: Sintese total da (R)-(-) tembamida

O uso da raiz de Daucus carota como agente biorredutor fornece inimeras vantagens,
como ja descrito até o presente momento. Este capitulo abordard o uso desta metodologia na

sintese de 4-[3-(aril)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-2-butanois enantiomericamente enriquecidos.

2.3 — Resultados e Discussao

Com a finalidade de formar um estereocentro na cadeia lateral presente em C-5 nos 1,2,4-
oxadiazodis, partiu-se de oxadiazois contendo um grupamento cetona pro-quiral. Para tal,
arilamidoximas diversas (10a-e) reagiram com o acido levulinico (36) em presenca de DCC
como agente ativador da carbonila, em diclorometano como solvente e sob atmosfera inerte,
fornecendo os intermediarios amidoximas O-aciladas. Estes ultimos intermediarios ndo foram
isolados e foram diretamente submetidos a reagdo de ciclizagdo térmica, formando os oxadiazdis

37a-e (procedimento tipo one por) (esquema 10). >
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OH

\

Ar NH,

10a-e

Ar
a: fenil
b: m-cloro-fenil
c: p-cloro-fenil
d: p-fluor-fenil
e: p-nitro-fenil

DCC, CH,Cl,, N,

/O

36

N

A

(o]
| Ar NH,
Ar
N
< \
O

37a-e

110 - 120°C
43 - 82%

(0]

Esquema 10: Formacao dos 4-[3-(aril)-1,2,4-oxadiazol-5-i1]-2-butanonas (37a-e) a partir de

arilamidoximas e acido levulinico

Os 4-[3-(aril)-1,2,4-oxadiazol-5-i1]-2-butanonas (37a-e) foram entdo submetidos a a¢do da
alcool desidrogenase presente nas raizes de Daucus carota (cenoura), para que o grupamento
cetona fosse reduzido estereosseletivamente, formando os alcoois secundarios 38a-e. Estas
substancias obtidas na etapa de biorredugdo ndo foram isoladas devido a dificuldade de separagao
destas do restante da biomassa. Os alcoois 38a-e foram entdo acetilados em presenga de piridina
e anidrido acético fornecendo os produtos 39a-e (esquema 11).

- -

Ar,

Ac,0/Py N>\ v

N\ \ D. carota N
_—
@) ) 22 -50% \O
37a-e O 38a-e OH 39%a-e OAcC
Ar
a: fenil

b: m-cloro-fenil
c: p-cloro-fenil
d: p-fluor-fenil
e: p-nitro-fenil

Esquema 11: Preparacio dos derivados 4-[3-(aril)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-2-acetil-butanos 39a-e a

partir de 37a-e

13
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As dificuldades com o manejo das massas celulares provenientes da biorredugdo ficam
evidentes ao se observar os rendimentos quimicos globais das etapas de biorredugdo e acetilagdo
dos produtos 38a-e, indicados na tabela 1. Os melhores resultados foram obtidos com o produto
39a, em que ndo ha substituicdo na parte aromatica presente em C-3 do 1,2,4-oxadiazol. Para uso

rotineiro, a reagdo deve ser otimizada a fim de que melhores rendimentos possam ser obtidos.

Tabela 1: Rendimentos e excessos enantioméricos dos compostos 39a-e obtidos nas

biorredugoes de 37a-e com Daucus carota

Composto de Produto Rendimento (%) Excesso enantiomérico (%)
partida
37a 39a 50 69°
37b 39b 34 63"
37c 39¢ 30 72°
37d 39d 38 52°
37e 39e 22 62"

®: Verificado através de CG, utilizando como fase estacionaria coluna de B-ciclodextrina permetilada 20%
®: Verificado através de reagente de deslocamento quiral, o tris[3-(triflior-metil-hidréxi-metileno)-D-canforato)]
eurdpio (IID).

Os excessos enantioméricos podem ser considerados modestos (52 a 72% e.e.), ja que a
cadeia das cetonas 37a-e ¢ alifatica. Para os casos de cetonas alifaticas, a enantiosseletividade das
reducdes mediadas por enzimas varia devido a conformagdo deste tipo de cetonas ndo ser fixa.
Yadav e colaboradores™® realizaram um estudo comparativo para a reducdo de cetonas
aromaticas, ciclicas, alifaticas, azido-cetonas e -ceto-ésteres com raizes de D. carota. Pode ser
verificado, dentre outras peculiaridades que os menores excessos enantioméricos foram obtidos
quando o substrato se tratava de uma cetona ndo-conjugada (92% e.e. para acetofenona contra
82% para a 2-pentanona).

Outras fontes relatam poucos experimentos em que foram reduzidas cetonas sem
insaturagdes na posicdo o,f. A metodologia aqui empregada mostra excelentes resultados
somente quando do uso de substratos contendo anéis aromaticos conjugados ao grupamento
cetona, como no caso de redugdes de acetofenonas substituidas, em que os excessos

. ) . . 5 . 46,47,51,54,57
enantioméricos obtidos ficaram acima de 99% para o produto da biorredugdo. ™" > "

14
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Para que fosse verificada a configuragdo absoluta dos produtos obtidos (39a-e), optou-se
pela derivatizagdo do alcool 38a com o tri-O-acetil-D-glucal (40), em presenga de BF; . Et,O
como acido de Lewis, efetuando o rearranjo de Ferrier para formar os produtos 41 e 42 ja

descritos na literatura. > Os produtos formados tiveram um rendimento total de 46% (esquema

12).

Esquema 12: Formagédo dos glicosideos insaturados 41 e 42 a partir do alcool 38a

A escolha deste método foi orientada pelo fato de que glicosideos insaturados contendo
este oxadiazol como aglicona haverem sido sintetizados anteriormente por Freitas Filho e
colaboradores. >>°® Estes pesquisadores efetuaram a hidrolise de 41 e 42 ¢ posterior separagio
cromatografica dos glicosideos desacetilados. Foi verificado, naquele trabalho, através de estudos
de RMN 'H e cristalografia de raios X, que as metilas presentes no estereocentro fornecem
informagdes quanto a estereoquimica dos produtos.

No espectro de RMN de 'H dos compostos aqui sintetizados foram observados dois sinais
referentes as metilas e cada um destes sinais corresponde a um diastereoisomero formado. Para o
diastereoisomero 41, ou seja, o (R)-1-metil-3-[3-(fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-i1] propil 4,6-di-O-
acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo, a metila aparece em & 1,34 ppm com uma
constante de acoplamento J = 6,0 Hz (dupleto). J4 para o outro diastereoisdmero, o (S)-1-metil-
3-[3-(fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il] propil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-
enopiranosideo (42), a mesma metila aparece em & 1,25 ppm, com a mesma constante de

acoplamento.
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As constantes de acoplamento e os deslocamentos quimicos dos principais sinais

observados na RMN de 'H da mistura de diastereoisdémeros 41 ¢ 42 com a aglicona proveniente

da biorredugao estdo ilustrados na tabela 2.

Tabela 2: Principais sinais observados na RMN de 'H para a mistura 41:42

Sinal Deslocamento quimico dos diastereoisémeros Constante de
(ppm) acoplamento (J, em
(R)-41 (S)-42 Hz)
H-1 5,21 (sD) 5,16 (sl) -
H-2 5,80 (ddd) 5,80 (ddd) 1,8;2,4e 10
H-3 5,88 (dl) 5,88 (dl) 10
H-4 5,28 (dl) 5,28 (dI) 9,6
CHj; aglicona 1,34 (d) 1,25 (d) 6,3

A integracdo dos sinais da mistura diastereoisomérica obtida mostrou que o excesso
diastereoisomérico ¢ de 65%, estando de acordo com o valor anteriormente encontrado para o
excesso enantiomérico do acetato proveniente do alcool 38a, que foi de 69%.

Também pdde ser observado que o dupleto de maior propor¢do € o dupleto presente em o
1,25 ppm, fornecendo indicios de que os alcoois obtidos através da biorredugdo sdo gerados,
preferencialmente, com configuracdo absoluta (S).

A regra geral (regra de Prelog) para este tipo de reducdo € que, na maioria dos casos, a
transferéncia do hidreto ocorre pela face re da cetona pro-quiral, dando origem ao alcool de
configuracdo (S) (esquema 13).46 Desta maneira, os resultados aqui obtidos estariam de acordo

com os dados presentes na literatura para este tipo de biotransformacao.

16



Janaina Versiani dos Anjos Tese de Doutorado

Z / HO, H H OH
2 D. carota & S

O ® (Y™
Face re produto produto
principal secundario
Ar

N
G= N>/\)\/ P= CH,
CH
\O 2

Esquema 13: Regra de Prelog para as cetonas da série 37 reduzidas com D. carota

2.4 — Conclusio

Foi utilizado Daucus carota (cenoura) como biocatalisador para a redugdo das cetonas
37a-e, um catalisador amplamente disponivel, que ndo requer cofatores (quando do uso de células
vegetais) e de baixo custo. Ainda que com baixos rendimentos quimicos (22 a 50%), as reagdes
de biorreducdo aqui descritas forneceram produtos com excessos enantioméricos moderados (52
a 72% e.e.), o que demonstra a aplicabilidade desta metodologia com sistemas heterociclicos
contendo um grupo carbonilico na cadeia lateral.

Um dos alcoois obtidos na reagdo com o sistema enzimatico (38a) foi submetido a reagao
de glicosidag¢do com o tri-O-acetil-D-glucal e foi obtida uma mistura diastereoisomérica (41 e 42).

Comparando os resultados deste trabalho com dados da literatura,”>°

a configuragdo absoluta
para os alcoois obtidos nas etapas de biocatalise pdde ser atribuida, estando de acordo com a

regra de Prelog para este tipo de biorredugio.*
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CAPITULO 3: SINTESE MEDIADA POR Pd(0) DE GLICOCONJUGADOS
CONTENDO UMA FUNCAO 3-ARIL-1,2,4-OXADIAZOL-5-IL-FENIL

3.1 — Introducio

A utilizacdo de complexos de paladio como catalisadores em quimica orgénica se
tornou uma ferramenta muito 1til tanto para a pesquisa em laboratdrio, quanto em processos
industriais. Por exemplo, complexos de Pd(0) podem ser utilizados na sintese do farmaco
losartan (46), um antagonista dos receptores da angiotensina II, que age no controle da
pressdo arterial (esquema 14). A sintese convergente do farmaco 46 foi realizada através do
acoplamento entre os compostos 43 e 44, com 80% de rendimento, empregando o método de

Suzuki-Miyaura,”® com posterior desprote¢do do composto 45.%

CPh, cl

N—N

/
N

cl
N N
\
N MK\/OH Pd(OAc)2-4F>h3/\/< \ OH /CPh3
+ N

N N—N
K,CO3, H,O/THF/DEM

B(OH),

Br
43 44

Cl

SN o

80% (rendimento global)

Esquema 14: Sintese do farmaco anti-hipertensivo losartan através de catalise mediada por

Pd(0)

Bastante versateis, os complexos de palddio se adaptam a um grande nimero de
substratos e de reagdes evitando, em diversas vezes, etapas de protecdo e desprotecdo. Ainda,

N . .. ~ L e . . 60
sdo dotados de baixa toxicidade e sdo de facil elimina¢do do meio reacional.
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Um importante grupo de reagdes catalisadas por Pd(0) sdo as reagdes de acoplamento
e insercdo, em que observa-se a formacdo de complexos m-alilicos de paladio. Dentro desta
familia de reagdes, destacamos a reacdo de Tsuji-Trost, em que nucledfilos sdo inseridos em

posicdo alilica. °"%

3.2 — A reacio de alquilacio alilica (Tsuji-Trost)

Sais de palddio nos estados de oxidagdo (0) ou (II) podem formar as espécies
cataliticas, visando a formacdo de produtos de reagdes de alquilagdo alilica. A espécie reativa,
comumente mencionada como Pd(0)L, (onde L, pode ser tanto um ligante do tipo fosfina ou
fosfito ou o solvente utilizado na reacdo), pode ser formada a partir de sais contendo paladio
no grau de oxidacdo (II) (pré-catalisador) ou de sais estaveis de Pd(0). ©

O sal de Pd(0) mais freqiientemente utilizado ¢ o Pd(PPh;)4, tanto pelo fato deste ser
comercial, quanto pela sua relativa estabilidade. Outro sal bastante utilizado é o Pd,(dba);,
usado em conjunto com outros ligantes do tipo fosfina, como a PPh; ou o dppb. No caso do
Pd,(dba)s, a espécie catalitica Pd(0)L, ¢ formada através da troca de ligantes dba por fosfinas.
Esta perda de ligantes do tipo dba ¢ lenta e a espécie organo-paladdio encontrada em maior

quantidade no meio reacional contém ainda uma molécula de dba (esquema 15). **

2 PPh, 2 PPhy
Pd%(dba), ——— Pd%(dba)(PPh3), —e—— Pd°(PPhs),
dba

espécie catalitica

Esquema 15: Perda sucessiva de ligantes dba e troca por ligantes fosfina para o sal Pd,(dba);

No ciclo catalitico mostrado a seguir, pode ser observado que a reagdo de alquilagdo
alilica se inicia com a formagdo da espécie catalitica, o Pd(0)L,. H4 entdo a formagdo da
espécie organo-paladio, que sofre a chamada adi¢do oxidante, formando espécies Pd(II) alil-
substituidas, sendo esta a etapa determinante da velocidade da reacdo. Nesta etapa ha a
primeira inversdo de configuracido do carbono em posi¢do alilica, com perda do substituinte.
Inicia-se a segunda etapa do ciclo catalitico, com o ataque do nucleéfilo ao complexo de
Pd(II) na face menos impedida do complexo m-alilico, ocorrendo uma eliminacdo redutiva,
em que o paladio retorna a forma reduzida (0). Nesta etapa também ocorre inversdo da
configuragdo no carbono alilico, havendo, portanto retencdo da configuragdo no final do

processo, ja que ha uma dupla inversio (esquema 16). ©
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pré-catalisador Pd(II)

ou Pd(0)
Nu :
/\/ ; R
Y /\/
PA(O)L,
/\/Nu /\/R L, = Fosfina, fosfito
\ ou solvente
Pd(O)Ln PA(O)L,
ELIMINAGAO Pd(Il)-R
REDUTIVA AN ]
ADIGAO
Nuclefilo OXIDATIVA
X R = OCOOCHS,
/-|\ OCOCH;
Pd(Il)}-R

Esquema 16: Ciclo catalitico do complexo alilico de paladdio na reacdo de Tsuji-Trost

Os complexos m-alilicos de palddio sdo formados mais facilmente quando se tem bons
grupos de saida na posi¢do alilica, como grupos acetato, carbonato ou fosfato. Sem duvida,
dos trés exemplos citados, o grupo carbonato ¢ a melhor escolha, pois ¢ um excelente grupo
de saida, acelerando assim o curso da reacdo, ja que a adi¢do oxidativa ¢ a etapa-chave de
todo o processo.®® Fazendo-se uso de grupos carbonatos como nucledfugos, a reagdo ocorre
em meio neutro, sem a necessidade do uso de bases externas pois o carbonato liberado
durante a formagio do complexo m-alilico serve de base catalitica interna.”” O sucesso do
reacdo depende também da desprotonacdo do nucledfilo e por isto as reagdes se processam
normalmente em solventes apréticos polares. *’

Todas as etapas do ciclo catalitico sdo reversiveis e alil-carbonatos e alil-carbamatos
podem ser obtidos na atmosfera de CO; liberado quando da saida do carbonato dos complexos
alilicos, dai a importancia da renovacdo da atmosfera de gés inerte ao curso da reacdo.®®

A estereoquimica de todo o processo ¢ diretamente dependente da natureza do
nucledfilo. Usando-se nucledfilos moles, o ataque do nucledfilo se da anti ao complexo de
paladio, resultando em uma segunda inversdo de configuragdo no ciclo catalitico (a primeira
ocorre durante a adi¢do oxidativa) e entdo, hé reteng¢do ao fim do processo. J4 com o uso de
nucledfilos duros ha, antes do ataque do nucleofilo, complexacdo deste com o palddio, com
ataque nucleofilico no mesmo lado do paladio e reten¢do da configuracdo na posi¢do alilica

. ~ ~ ~ 0,6
havendo, portanto, inversio da configuragdo ao fim da reagdo (esquema 17). *%
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adigao oxidante nucleofllo mole
_—
1a. inversédo 2a inversao

o} 0} §
e d\ =
dupla inversao: retengao
e} nucledfilo duro
R'Metal ou H°
(transmetalagéo

i

< > retengéo <;>

: (H) R

Pd(”) inversao + retencdo: inversdo

Esquema 17: Exemplo de reagdo de um complexo m-alilico de paladio com nucleéfilos moles

e duros

J4 foi demonstrado que fenois reagem bem com os complexos m-alilicos de paladio.
Goux e colaboradores” realizaram um estudo sobre a alquilagdo alilica de diversos
carbonatos com vérios fenois, variando a temperatura do sistema reacional, os catalisadores, o
solvente e verificando se a substituicdo do fenol exerceu algum papel importante na perda ou
ganho de estereosseletividade ou regiosseletividade. Por exemplo, a reacdo do carbonato 47
com o fenol 48 em THF, utilizando-se 0,02 equivalente de Pd,(dba); e 0,08 equivalente de
ligante do tipo fosfina a temperatura ambiente (25°C) fornece uma mistura de regioisomeros
49 e 50 em 44 e 56%, respectivamente. Ainda, para o regioisomero 49, a taxa de formacéo de
1sdmeros E/Z ¢ de 88 e 12%, respectivamente, demonstrando que, a 25°C, a O-alquilagdo ndo
¢ estereosseletiva. A 60°C, o grupo fendxi ¢ bom nucledéfugo no complexo m-alilico e o
regioisdmero 50 se converte no isdbmero 49 e, conforme a reagdo prossegue, a taxa de
formagdo de 49 aumenta drasticamente (em 1 hora tem-se 54:46% e depois de 7 horas de
reacdo, 71:29% respectivamente para 49:50). Ainda, a taxa de formacdo dos estereoisomeros
E/Z de 49 permanece a mesma (89/11%, respectivamente), demonstrando que a reacdo ¢
estereosseletiva em temperaturas mais elevadas (esquema 18).

Com relagdo a influéncia do ligante fosfina, ficou claro que as difosfinas sdo mais
eficazes que as monofosfinas, aumentando a velocidade da reac¢do, porém sem controle
cinético. Como ja discutido anteriormente, solventes aproticos polares (THF, THP, dioxano)
registraram melhores taxas de conversdo (100%) que solventes apolares como dietoxietano e
diclorometano (77 e 31%, respectivamente). Ainda, a natureza do fenol utilizado exerce
importante influéncia no controle cinético da reacdo. Em temperatura ambiente, fenois

substituidos em orto forneceram as maiores taxas de formagao do isémero 49 (84:16%, 49:50)
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para o o-t-Bu-fenol), demonstrando que o controle estérico exerce grande influéncia na

regiosseletividade deste tipo de reagdo (esquema 18).

(e}
)j\ OH \/\/\/O
O O/\ Pd(0) / O
+ e — +
THF, THP ou
/\)\/ dioxano /\)\/
49 50

47 48

Esquema 18: Reacdo de alquilagdo alilica entre fenois e carbonatos de alila

Nucleoéfilos nitrogenados como aminas primarias e secundarias costumam ser bastante
eficazes nas rea¢des de alquilagdo alilica. Em contrapartida, a espécie NH3 ndo ¢ um bom
nucleofilo e, para a sintese de aminas primarias a partir deste tipo de reacdo, varios autores
fazem uso de azidas (NaN3, TMSN3)”! ou de ftalimidas. ">"

Analogos de nucleotideos purinicos com a¢do antiviral podem ser sintetizados através
da reagdo de Tsuji-Trost. O carbonato 51 pode reagir com a 2-amino-6-cloropurina (52) em
presenca do sal de paladio (CsHsPdCl), e de trifenilfosfina para formar o carbanucleotideo 53
que, apos reagdo com hidroxido de sodio aquoso, fornece o carbovir (54), potente molécula

anti-retroviral (esquema 19). Pode-se notar que as purinas sdo aliladas regiosseletivamente em

N-9. 74

Cl

cl N
H,COOCO XN
H,COOCO 74 |
N
/ Xy 10%(C3HsPdCl),, 40%PPhs N =
N | N NH,
= THF, ta.

N NH, 7%
51 52 53

H,CO0CO

NaOH, H,0 refluxo,
50%

Ho </ |
NN

Esquema 19: Sintese do anti-retroviral carbovir
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Ja explanadas todas as vantagens da catalise mediada por Pd(0), este capitulo visa
discutir a aplicagdo deste método na sintese de carboidratos contendo moléculas de 1,2,4-

oxadiazois.

3.3 — Resultados e Discussao

Com o intuito de sintetizar carboidratos contendo uma molécula de oxadiazol, foram
preparados 1,2,4-oxadiazdis com um grupo 4-hidroxifenil ligado no C-5. Tais oxadiazois
(57a-b) foram sintetizados a partir dos oxadiazdis substituidos com o grupo anisoila em C-5
(56a-b)*° com posterior clivagem da ligagio O—C do grupo OCHj utilizando-se tribrometo

de boro em diclorometano (esquema 20).

OH
N/ 0

| N—0

NH Cl Py / Y

+ — > N
refluxo
OCH
R HyCO 83-89% R :
55

10a-b 56a-b
CHzclz
=Th BBr3 | -78°C, refluxo
a: =
b: R =Br 53-64%
N—0O

[ Vi
N
R/®/§7af\©\oH

Esquema 20: Sintese dos 4-hidroxi-fenil oxadiazodis 57a-b

Os oxadiazéis contendo um grupo 4-hidroxifenil foram entio submetidos a reagdo
com o carboidrato insaturado contendo a porgdo carbonato 58’' em presenca de 5 mol % de
Pd,(dba); e 20 mol % do ligante bidentado dppb (2 equivalentes de fosfina para cada mol de
paladio), em THF, em temperatura ambiente. Os derivados dos glicosideos insaturados 59a-b

foram obtidos com 75 e 69% de rendimento, respectivamente (esquema 21).
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OTBDMS OTBDMS
Q Pd,(dba)s 0
dppb
+ Slab — >
o — THF, ta. NS
o) o
/ v 69 - 75% v
58 (Ref 71) 59a-b
o 0
/

N\L

T

g
PPy
non

R

Esquema 21: Formacao dos derivados de glicosideos insaturados 59a-b

A reacdo foi regiosseletiva, j& que somente foram isolados derivados glicosidicos
substituidos em C-4, o que ja era esperado, ainda que nucleéfilos oxigenados possam atacar
em ambos os lados do complexo m-alilico.”’ Isto mostra que os fendis utilizados exercem
controle estérico, impedindo a substituicdo no C-2 do carbonato 58. Ainda, foi observado que
houve reten¢do da configuracdo no carbono C-4, o que pdde ser constatado ao observar as
constantes de acoplamento entre os hidrogénios H-4 ¢ H-5 nos glicosideos formados (J45 =
8,9 Hz e 9,1 Hz para 59a ¢ b, respectivamente), indicando uma relacdo pseudo trans-diaxial

entre os dois hidrogénios (figura 5).”
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Figura 5: Espectro de RMN de 'H para o 4-O-[4-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il)fenil]-6-O-(ter-

butildimetilsilil)-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo de etila (59a), a 300 MHz, em

CDCl;

Os glicosideos 59a-b foram ainda submetidos as reacdes de bis-hidroxilagdo e bis-

acetilagdo para fornecer os manopiranosideos 60a-b. A reagdo de bis-hidroxilagdo cis foi

realizada na presenca de N-metilmorfolina N-6xido e quantidades cataliticas de tetréxido de

o0smio em mistura de acetona e agua. Em seguida, a mistura reacional foi submetida a

acetilagdo classica utilizando-se piridina e anidrido acético, fornecendo os novos derivados

60a-b, com rendimentos de 81 e 71%, respectivamente (esquema 22).

N—qo
1. 0s0,, NMO, /
acetona/H,0 R _=
59a-b _° 2 N OTBDMS
2. Py, Ac,O AcO__o
71-81% O
AcO
a: R=H
b: R=Br 60a-b NG
Esquema 22: Sintese dos etil manopiranosideos 60a-b
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Os produtos obtidos 60a-b resultaram da reacdo de bis-hidroxilacdo cis no lado menos
impedido da dupla ligagdo, ja que as constantes de acoplamento vicinal entre H-2 e H-3
demonstraram uma relag¢do axial-equatorial entre os dois protons (J»3 = 3,2 Hz e 3,4 Hz,
respectivamente para 60a ¢ b), estando estes resultados de acordo com outros relatados na
literatura.”®”” A denomina¢do mano nestes carboidratos foi atribuida ao observar as
constantes de acoplamento vicinal entre H-3 e H-4 (/3,42 = 9,8 Hz € 9,6 Hz, respectivamente)
e entre H-1 e H-2 (Jic2. = 1,7 € 1,8 Hz, para 60a e b). Na figura 6, é mostrado o espectro de
RMN de 'H para a substincia 60a.

- - — 1 . I g
Oc'Oc'ao‘ccScc'Odt\'z\n\z\u\inr'\ wwm‘nwwlnw‘qr TR.
N—qp '
— Si(CHa)s
=
N
" 1 OAc
|,-"; bl ;i
.,;J.!\;;i'-... - ,’i .!'\ — S _."rl'.;:!l"\;"'\_ /: II".___ /—Aﬁ SicH3
0C|‘2CH3
Harométicos
OCHCHjs,
H-6, H-6’
1 I H-3 H2
1 ’ H 1 H- ﬂm!leCHzCHs L\‘J L
4 111 311 3 3 ’ 33
IO,IOI“Il””&]l)ﬂl'I”H7.‘{)IHI‘HH&IOHHIIHI5.|0”HlIHIJ.IOYTTYIHI|3.lO'H‘“"VZ.IOHHUIHITK)”Hlll”().‘oul

(ppm)
Figura 6: Espectro de RMN de 'H para o 2,3-di-O-acetil-6-O-(fer-butildimetilsilil)-4-O-[4-
(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il)fenil]-a-D-manopiranosideo de etila (60a), a 300 MHz, em
CDCl;
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3.4 — Conclusio

A reagdo de alquilagdo alilica, também conhecida como reacdo de Tsuji-Trost, do
carbonato 58 com os oxadiazoéis fendis 57a-b forneceu os glicosideos insaturados 59a-b com
bons rendimentos, de maneira regiosseletiva e com retencdo de configuracdo no carbono
alilico, estando de acordo com os resultados encontrados na literatura. Ainda, tais
glicoconjugados insaturados foram submetidos as reacdes de bis-hidroxilagdo e bis-acetilacéo,
com formacdo dos manopiranosideos 60a-b. Ficou demonstrado que carboidratos podem
conter uma porcdo oxadiazolica na posi¢do C-4 do carboidrato, formando glicoconjugados

dotados de potencial farmacologico.

27



CAPITULO 4




Janaina Versiani dos Anjos Tese de Doutorado

CAPITULO 4: SINTESE DE GLICOCONJUGADOS ATRAVES DE CICLOADICAO
1,3-DIPOLAR ENTRE AZIDAS E ALCINOS TERMINAIS

4.1 — Introducio

Os glicoconjugados exercem vdrias funcdes importantes nos eventos de interacdo e
reconhecimentos celulares. Tais interagdes sdo muito importantes nas respostas imunoldgicas,’
infeccdes microbianas e virais,” metastase tumoral’ e no processo da inflamacdo.” Esta
constatacdo tem chamado a atencdo de varios grupos de pesquisa para a importancia da sintese
de novos analogos desta classe de moléculas como potencial fonte de novos farmacos. "

Um dos maiores desafios no tocante a sintese de moléculas glicoconjugadas consiste na
juncdo da unidade de carboidrato a molécula dotada de potencial biologico. Muitas vezes,
como no caso dos glicopeptideos, a ligacdo glicosidica estabelecida entre o agticar e o peptideo
é bastante sensivel e pode ser hidroliticamente clivada. " Desta forma, o desenvolvimento de
novas metodologias sintéticas visando a conjuga¢do destas moléculas funcionalizadas tem
ganhado importancia nos ultimos anos e, dentre essas diversas metodologias, destaca-se a
cicloadicdo 1,3-dipolar entre azidas e alcinos terminais catalisada por sais de Cu(I), também

denominada "click chemistry".”*

4.2 — A reacio de cicloadi¢do 1,3-dipolar mediada por Cu(l)

A reagdo de cicloadi¢do [3 + 2] de Huisgen consiste na reacdo entre azidas e alcinos
terminais resultando em 1,2,3-triaz6is.®! Esta reacdio periciclica, apesar de termicamente
permitida, ocorre somente em altas temperaturas na auséncia de catalisadores, formando uma

. . , . . /. 2
mistura regioisomérica de triazdis (esquema 23).8

— —
. R?2 A 1 2\ NI 2\
> 3N + 5 3N
5\4 \4
RI—=—= R’

R', R? = arila, alquila I

Esquema 23: Formacdo de regioisomeros na cicloadi¢do 1,3-dipolar em altas temperaturas
Recentemente, Sharpless e colaboradores™™ desenvolveram sistemas cataliticos a

partir de sais de Cu(Il) na presenca de agentes redutores para este tipo de reagdo, gerando

espécies de Cu(l) in situ. Os sais de cobre mais comumente utilizados para esta finalidade sdo
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CuS04.5H,0 e Cu(OAc); ¢ os agentes redutores mais eficazes sdo o acido ascorbico e seu
correspondente sal sodico. Sais de Cu(I) como Cul e CuOTf.CcH¢ podem ser usados
diretamente na auséncia de agentes redutores, mas requerem bases organicas como piridina ou
trietilamina e o uso de acetonitrila como co-solvente.*® Entretanto, nas rea¢des catalisadas com
sais de Cu(I), ha formagdo de produtos secundarios indesejados como diacetilenos, bis-triazois
e S-hidroxi-triazdis, sendo portanto mais "limpas" as reagdes em que s@o utilizados sais de
Cu(ID).*

O uso do ascorbato de sodio nestas reagdes ndo se limita a sua fungdo como agente
redutor soluvel em dgua (co-solvente neste tipo de reacdo), mas este reagente também mantém
a concentragdo necessaria de Cu(l) ativo no meio reacional, eliminando a necessidade de
atmosfera inerte e permitindo o isolamento dos triazois formados como os Unicos produtos
destas reacdes.”’

A reacdo catalisada por cobre € regioespecifica e leva a formagéo de 1,4-regioisdmeros.
Ao contrario da reagdo térmica, que ocorre por mecanismo concertado, a reagdo catalisada com
sais de cobre se d4 passo-a-passo € o mecanismo justifica a formac¢do do regioisomero 1,4-
substituido. *

O ciclo catalitico das reagdes do tipo "click" entre azidas e alcinos terminais € mostrado
no esquema 24, no qual a primeira etapa consiste na formacdo do acetilideo de Cu(l) I. A
formagdo desta espécie passa por um complexo m. H4 a entrada da azida no ciclo, com
formag@o da espécie II e rapida conversdo no metalaciclo de seis membros III. A formagao da
espécie I, em que os ligantes do atomo de cobre sdo moléculas de agua, justifica a formagéo
de um unico regioisomero neste tipo de reagdo. Ha entdo a contragdo do anel de seis membros
para formar o intermediario de menor energia e maior estabilidade IV, o triazolideo de cobre. A
espécie catalitica ¢ finalmente regenerada e o produto, o 1,2,3-triazol, forma-se (esquema

24).82,83
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Esquema 24: Ciclo catalitico para a reacdo de cicloadi¢do [3 + 2] mediada por Cu(l)

Essas reacdes ndo requerem condi¢des especiais, podendo ser realizadas numa extensa
varia¢do de temperatura (de 0 a 160°C) e sdo praticamente insensiveis a mudangas de pH.
Porém, devem ser realizadas com agua ou acetonitrila como co-solvente, para que estes co-
solventes sirvam de ligantes para o atomo de cobre. Quando da auséncia de agua neste tipo de
reacdo, o processo se torna mais lento, menos seletivo e, em larga escala, é perigoso, pois tais
cicloadicdes catalisadas por cobre sdo extremamente exotérmicas.

A cicloadi¢do 1,3-dipolar mediada por cobre tém tido ampla aplicacdo nos diversos

88-90

campos da quimica, como na descoberta e modulagio’’ de moléculas candidatas a

92-94 95-97

farmacos, no desenvolvimento de novos materiais,
98-101

no design de novos catalisadores,

102-104 Alguns exemplos de aplicac;ﬁes

em quimica supramolecular e em biotecnologia.
desta metodologia serdo discutidos a seguir.

A introducdo do nucleo 1,2,3-triazdlico como conector em sistemas glicoconjugados
confere maior potencial biologico ao sistema, ja que o referido heterociclo tem relatadas
atividades antimicrobiana, anti-HIV e antialérgica.'” Em quimica medicinal, o heterociclo tem
sido comparado a grupamentos amidas devido a suas caracteristicas fisico-quimicas. Assim
como oxigénio da carbonila das amidas, os nitrogénios N-2 ¢ N-3 também atuam como
aceptores de pontes de hidrogénio, porém de maneira menos eficaz (figura 7). E embora os
triazdis sejam mais resistentes a hidrolise e reacdes de oxirreducdo,” a distancia entre os

grupos R' e R? em amidas e triazdis ¢ parecida (3,8A para amidas e 5,0A para triazéis).”
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Figura 7: Comparagdo entre amidas e 1,2,3-triazois
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H
—

A cicloadi¢do [3 + 2] € especialmente eficaz na sintese de C-glicopeptideos, andlogos
peptidicos mais estaveis que os O e N-glicopeptideos. Kuijpers e colaboradores’® sintetizaram
varios glicopeptideos fazendo uso de “click chemistry”. Primeiramente, estes pesquisadores
utilizaram diferentes carboidratos com uma por¢ao azida, nas posigdes C-1 (anomérica) e/ou C-
2 (61 a 64) com o mesmo aminoacido modificado com uma funcéo alcino (65) para fornecer

glicopeptideos (66 a 69) com altos rendimentos quimicos e excelente 1,4-regioespecificidade

(esquema 25).
% OAc
OAc
5 c Q N=—N
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Aco OAc 65 AcO BocHN COOCH,
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o BocHN COOCH,
AcO 0 N—
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\ N

Al
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Esquema 25: Sintese de glicopeptideos com a mesma unidade de aminoacido

Em um segundo momento, os mesmos pesquisadores mantiveram a por¢do carboidrato
fixa (61) e variaram a por¢do aminoacidica contendo o grupamento acetilénico (70 a 73),

obtendo resultados similares (74 a 77) e verificando que, mudancas nos grupamentos laterais
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nos carboidratos e nos aminoacidos ndo conferem mudangas na reatividade destes sistemas
(esquema 26). Ainda, foi constatado que, invertendo as funcionalidades, ou seja, reagindo
carboidratos com uma por¢do acetilénica (78a,) e um azido-aminoacido (79) na presenca do
sistema catalitico Cu(II)/ascorbato de sodio, sdo formados os triazdis esperados (80 e 81), ndo

sendo observadas varia¢des significativas na regioespecificidade e no rendimento da reagdo,

(esquema 27).
OAc % OAc
Q + Cu(OAc),, Ascorbato-Na Q N=—N
AcO AcO /
AcO N, HN Bn H,O, ter-BuOH AcO N -
OAc | 70% OAc
Fmoc
61 70 74
P FmocHN COOBn
2 OAc
Cu(OAc),, Ascorbato-Na o) Ne—nN
61 + AcO /
HN COOCH,4 H,0, ter-BuOH AcO N
| 64% OAc A
Ts
COOCH,;
OAc TsHN
/E\ Cu(OAc),, Ascorbato-Na Q N=—N
c AcO /

61 *
HT OOCH;8 H,O, ter-BuOH AcO N COOCH
oc 70% OAc 3

B
72 76 BocHN
% OAc
0 N=—N
- AcO
61 HN COOCH, Cu(OAc),, Ascorbato-Na /
+ AcO N /
H,0, ter-BuOH OAc
Boc 76%
” i BocHN COOCH,

Esquema 26: Reagdo entre o azidoagucar 61 e diferentes aminodcidos acetilénicos
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OBn 0Bn
o) Na
BnO Cu(OAc),, Ascorbato-Na Q
+ BnO
BnO o o BnO
OBn BocHN cooH 20 terBuCH oo
60%
78
i 79 0 N\
N—N
OBn OBn BocHN COOH
(0]
BnO Cu(OAc),, Ascorbato-Na
BnO ? + 79
OBn H,0, ter-BuOH
70%
78 81

BocHN COCH
Esquema 27: Reagdo entre carboidratos acetilénicos e o azido aminoécido 79 fornecendo os

glicopeptideos 80 e 81

Em virtude de todas as facilidades sintéticas e do amplo espectro de aplicag@o deste tipo
de reacdo, a “click chemistry” tem se tornado uma ferramenta importante em quimica
combinatoria. Por exemplo, uma cole¢do de moléculas inibidoras da tirosina fosfatase (uma
proteina quinase) foi sintetizada e, desta forma, fontes promissoras de farmacos contra diabetes
e infecgdes bacterianas foram descobertas. As moléculas mais potentes sdo mostradas na figura

8 (substancias 82 a 85). **
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Figura 8: Moléculas inibidoras da tirosina fosfatase descobertas através de quimica

combinatoria e “click chemistry”

O medicamento hipoglicemiante acarbose (86) ¢ um oligossacarideo obtido através de
fermentacdo de microorganismos. Este medicamento atua no intestino, inibindo a o-
glicosidase, uma hidrolase presente na membrana intestinal que retarda a absor¢do da glicose.''
Anélogos estruturais da acarbose foram sintetizados através de cicloadicdo 1,3-dipolar e

também apresentaram atividade inibitoria da o-glicosidase. As estruturas do farmaco de
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referéncia acarbose ¢ de um agucar contendo o anel triazol (87), com relatada atividade anti-

L . 106
glicosidase, s3o mostradas na figura 9.
OH
HO
HO
c
OH HN Q
HO OH
OH
0
° OH
HO
OH o
0
86 HO
HO, OH OH
HO SN c o
/
N=N" Ho
OH
OCH,

Figura 9: Farmaco acarbose (86) e a substancia 87, um carboidrato contendo uma porg¢ao

triazol

No campo da catalise assimétrica, catalisadores contendo uma por¢do 1,2,3-triazol
foram sintetizados a partir da N-Boc-(S)-2-azidometilenopirrolidina (88). Estes catalisadores se
mostraram bastante eficazes na adi¢cdo de Michael enantiosseletiva entre a cicloexanona (91) ¢
o nitroestireno (92) para fornecer o aduto 93. O derivado pirrolidina-triazolico mais eficaz para
esta finalidade foi o composto 90, produto da reag@o entre a pirrolidina modificada 88 e o fenil-

acetileno (89) sob catélise de Cul, com posterior hidrélise da por¢io Boc (esquema 28).”
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1. Cul, DIPEA
+ —_—
N 2.TFA ”
0,
N, 87% N
Boc /
"\
88 89 90 \
N
O
N0 NO,
10 mol % 90
+ - >
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96% e.e.
Esquema 28: Aplicagdo da “click chemistry” no desenvolvimento de novos catalisadores para

a adi¢do de Michael assimétrica

Este capitulo abordara a sintese de moléculas glicoconjugadas derivadas de diversos
aminoacidos modificados, diferentes oxadiazois e uracilas modificadas através da cicloadi¢do

[3 + 2] mediada por Cu(I).

4.3 — Resultados e Discussio

Para a sintese de glicoconjugados através de “click chemistry”, foram sintetizados
acucares contendo um grupamento azida ou uma por¢do acetilénica. Estes acucares ja
conhecidos foram preparados de acordo com os procedimentos experimentais descritos na

literatura de referéncia (tabela 3).

Tabela 3: Carboidratos utilizados na sintese dos glicoconjugados

Carboidrato Estrutura Nomenclatura Referéncia
94 OTBDMS 4-Azido-6-O-(ter- 71
butildimetilsilil)-
(@]

2,3,4-tridesoxi-o-D-
eritro-hex-2-
N O . ,
3 ~_ enopiranosideo de

etila
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61

OAc
(0]
AcO
AcO N 3
OAc

2,3,4,6-Tetra-O-
acetil-B-D-

glucopiranosil azida

107

62

OA Ac

AcO N3

2,3,4,6-Tetra-O-
acetil-p-D-
galactopiranosil

azida

108

63

OAc
(@]
AcO
AcO N3

NHAc

3,4,6-Tri-O-acetil-2-
acetamido-2-desoxi-
[-D-glucopiranosil

azida

107

95

OAc
0]
AcO
AcO
OAc]

N3

2,3,4,6-Tetra-O-
acetil-o-D-

glucopiranosil azida

109

96

OAc
AcO 0
AcO N3
OAc

2,2'3,3',4',6,6'-
Hepta-O-acetil-B-D-

Celobiosil azida

110

97a

&\

4,6-di-O-Acetil-2,3-
didesoxi-o-D-eritro-
hex-2-
enopiranosideo de

propinila

111

97b

b
5,

4,6-di-O-Acetil-2,3-
didesoxi-a-D-eritro-
hex-2-
enopiranosideo
de 2-metil-but-3-

inila

112
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Sintese de glicoconjugados com substitui¢do na posi¢ao C-4 do carboidrato

Primeiramente foram sintetizados glicoconjugados utilizando-se a azida 94 e diversas
moléculas de interesse bioldgico. Estas moléculas contendo uma func¢do acetileno estdo
ilustradas nos esquemas 29 a 33. Sao 1,2,4-oxadiazdis (100 e 101a-b), uma uracila modificada

(104), um analogo de nucleosideo (107) e aminoacidos modificados (109, 111 ¢ 114).

Sintese dos oxadiazois 100 e 101a-b

O 3-(4-etinilfenil)-5-fenil-1,2,4-oxadiazol (100) foi sintetizado a partir da reagdo entre a
benzamidoxima correspondente (99) e o acido benzdico na presenca de DCC, seguida de uma
etapa de ciclizagdo térmica, com um rendimento de 54%. A benzamidoxima (99) foi preparada

a partir do método padrio, '

em que a 4-etinil-benzonitrila (98) reage com o cloridrato de
hidroxilamina na presen¢a de bicarbonato de sédio em mistura de etanol/agua em temperatura
ambiente. J4 os oxadiazdis amidas 101a-b foram sintetizados a partir da reagdo de amidificacdo
dos acidos 12a-b. Esta amidificacdo foi realizada a partir da acdo da propargilamina em

115

presenca de isobutilcloroformiato e N-metilmorfolina, fornecendo as amidas com

rendimentos quimicos de 78 e 71%, respectivamente para 101a e b (esquema 29).

N——o
NHZOH HCI, NaHCO3 NH, 1. Pth_iOléchc
2 2
EtOH/H,0, t.a. e
93% 0-120° c
54%

/OH

N
| N—O
NH,OH.HCI, NaHCO; NH, O w
EtOH/HZO 120 - 130°C
R

21a-b 10a-b 12a-b (Ref. 114)

HC==CCH,NH, THF, ta.
N-CHs-morfolina 71-78%

CICO,-i-Bu /
aaR=H /
b: R=Br

N—O

101a-b

Esquema 29: Preparacio dos oxadiazéis contendo uma porg¢ao acetilénica 100 e 101a-b

Sintese dos derivados pirimidindnicos 104 ¢ 107

A S5-etinil-uracila (104) e seu andlogo contendo uma por¢do carboidrato ja estdo

descritos na literatura e a metodologia sintética adotada estd mostrada nos esquemas 30 e 31. A
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S-etinil-uracila (104) ¢ obtida através da remo¢do do grupamento silila da -[2-

(trimetilsilil)etinil]-uracila (103), que por sua vez ¢ obtida através do acoplamento de

Sonogashira entre a 5-iodo-uracila (102) e o trimetilsililacetileno (esquema 30).'¢

™S 0 0
HC—C—Sl(CH3) _MeONa/MeOH | NH
Cul DMF TEA 85% N o
H
102 7% 103 104

Esquema 30: Sintese da 5-etinil-uracila (104)

J& o nucleosideo modificado 107 foi obtido através da reacdo de alquilagcdo alilica

Tsuji-Trost) entre o carboidrato insaturado 58’' e a 5-iodo-uracila (102), formando a
]

substdncia 105,''7 que também foi submetida & reacdo de alquinilacio com o

trimetilsililacetileno (acoplamento de Sonogashira), com obtencdo de 106. Este ultimo foi

entdo desprotegido para, finalmente, fornecer 107 (esquema 31).'"®

OTBDMS OTBDMS OTBDMS
o) Q o)
. 102 Pd,(dba),, dppb HC—=C—Si(CH;),
_—
THF Pd(OAc),, Ph,P
H.CO o Nt ta. — Cul, DMF, TEA —
: ~ 45% N o > ta. N o "
58 hd he
o |
NH NH
[
=7
o} ™S o}
105 106

MeONa/MeOH | ta.
80%

OTBDMS

NH

107
Esquema 31: Formagdo do 6-O-(ter-butildimetilsilil)-2,3,4-trides6xi-4-[2,4-dioxo-5-3,4-

diidropirimidin-1(2H)-il]-o.-D-eritro-hex-2-enopiranosideo de etila (107)
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Sintese dos aminoacidos modificados 109, 111 ¢ 114

A azida 94, conforme anteriormente citado, também foi acoplada a aminoacidos com
uma porg¢ao acetileno. Trés aminoacidos foram funcionalizados com a tripla ligagdo, dois a
partir da fenilalanina e um a partir da tirosina. Os aminodcidos derivados da fenilalanina ja sdo
descritos na literatura e a sintese estd esquematizada abaixo. A N-Boc-Phe (108) foi submetida
a amidificacdo com a propargilamina para fornecer o aminoacido modificado 109.'" O éster
metilico do mesmo aminoacido (110) passou pelo processo de amidificacdo da fungdo amino

com o 4cido pentindico, formando o composto 111 (esquema 32).'"’

w Boc,0 O/\‘)‘\OH HC==CCH,NH, NH/\
(L)-Fenilalanina 109
83%
socl,
MeoH | 97%

A\

CICO,--Bu, THF
ta.
71% o

o) o)
OCH, HC==CCH,CH,COOH OCH,
NH, N-CH,-morfolina, HN
110

Esquema 32: Sintese dos aminoacidos acetilénicos derivados da (L)-Phe (109 e 111)

A N-Boc-tirosina forneceu dois aminoacidos contendo uma tripla ligacdo inéditos. O
composto de partida foi O-alquilado com o brometo de propargila tanto na fun¢do acida quanto

na fungdo fenol para fornecer a substancia 112,'*

que sofreu hidrdlise basica da funcdo éster
formando 113, com rendimento de 55%. Este tltimo foi submetido a acdo do diazometano para
produzir o andlogo de aminoicido inédito com uma fung¢do acetileno 114 com 83% de

rendimento (esquema 33).
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0
OH Hc=CCH,Br 0o
—_—
NHBoc K,CO3, DMF NHBoc
HO ta. /\o
Z

(L)-N-Boc-Tirosina 68% F 112

/

NaOH 2,5% MeOH, t.a.
55%

1% 0
OCHs  chypn, OH
NHBoc -
//\O THF, t.a. o NHBoc
=7 114 83% Z 113

Esquema 33: Sintese da N-Boc-Tyr tendo um substituinte propiniloxi em C-4 da fenila (114)

Sintese dos glicoconjugados 115a-h, 116a-c.f-h

As moléculas supracitadas contendo uma tripla ligagdo foram acopladas ao azido-
acucar 94 através de catdlise mediada por Cu(OAc),/ascorbato de sodio e utilizando como
solventes fer-butanol/agua. Estas reagdes estdo resumidas na tabela 4.

A reacdo mostrou ser de ampla aplicacdo, ja que funcionou muito bem para todas as
moléculas testadas com rendimentos acima de 60%, exceto para 115d, em que o rendimento
foi de 37%, devido provavelmente a baixa solubilidade da 5-etinil-uracila nos solventes
utilizados, ja que grande parte do produto de partida permaneceu intacto mesmo apds 24 horas
de reagdo. Fica provada mais uma vez a resisténcia de heterociclos do tipo oxadiazol e
pirimidinona, de aminoacidos e de seus centros assimétricos e de grupos protetores como Boc e

TBDMS a este tipo de condi¢do reacional. **'*!
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Tabela 4: Triazois sintetizados a partir do azido-agtcar 94

OTBDMS
OTBDMS
0
o) Cu(OAc), 20 mol %
Na-Ascorbato 40 mol % .
L " - ter-BuOH N\N N
N O\/ e \ //
94 100, 101a-b, 104, N
107, 109, 111, 114 . 115a-h
Acetileno | Produto Estrutura Rendimento
de partida (%)
100 115a OTEDMS 80
o)
N\N Ov
\ 7
N
N
A \N
o
101a 115b OTEONS 79
(o]
N\N Ov
}//
N
N—2O0 NH
@/& M
N
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101b 115¢ OTEDMS 77
(o]
N Y=t
\N v
}//
N
[ >~
N (o]
Br
104 115d OTEDMS 37
(@]
\N Ov
/
N
AN X
O N
H
107 115¢ OTEDMS 75
(o]
N\N Ov
\ 7/
N
HN
/\OO
(@]
TBDMSO
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109 115f OTBDMS 73
(@]
N\N Ov
\ 7
N
(o]
ff )
NHBoc
Ph
111 115g OTEDMS 70
O
(e}
N Y—t 5
Ph/\H}\OCHs Ny
\ 7
HN
(@]
114 115h OTBDMS 61
(o]

Foi observado que a reacdo foi regiosseletiva, ou seja, houve formagdo exclusiva de

1,4-regioisdmeros. Isto pode ser verificado através de ressondncia magnética nuclear de

hidrogénio em que foi observado um unico simpleto para o hidrogénio triazdlico para todas as

substancias (115a-h). Caso houvesse a formagdo de outro isomero (1,5-substituido), um

segundo simpleto seria observado na RMN de 'H. Uma prova de que esta reagio &

regiosseletiva serd dada mais adiante através de espectroscopia de NOE diferencial. Ainda,

como ja esperado, a configuragdo do tipo eritro do azido-agticar de partida se manteve (*J34 =

9,6 Hz para 115a), bem como a relagdo do tipo pseudo trans-diaxial entre os hidrogénios H-4
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e H-5 do carboidrato, dadas as constantes de acoplamento entre estes dois hidrogénios (3J4,5 =
9,6 Hz para 115a).

Os compostos 115a-c,f-h foram submetidos a reacdo de bis-hidroxilagdo da dupla
ligacdo presente nos carbonos C-2 e C-3 do carboidrato. A reagdo se processa na presencga de
tetroxido de ésmio e N-metilmorfolina-N-6xido. Para facilitar a caracterizagdo destes produtos
bis-hidroxilados, os produtos obtidos nessa etapa foram diretamente acetilados, formando os

manopiranosideos 116a-c,f-h (esquema 34).

OTBDMS
1. 0s0y4, NMO, N
acetona/H,0 N/ AN AcO_0
115a-c,f-h ———— = N
2. Py, Ac,0 AcO
50-84% o
R 116ac,th >
R R
a: N p-CeHgy— F: 0
y \”/ CH—
N Ph /
o— (65%) NH
NHBoc (63%)
b / G: O
HN—CH,
Ph OCH,
N HN CH,CH
2 2T
| p, (o) \H/
N
0
(65%) (50%)
c H:
HN—CHj
_o
N| > N H,CO.
N
Br 0,
(84%) (61%)

Esquema 34: Formac¢do dos manopiranosideos 116a-c, f-h

Os produtos foram bis-hidroxilados em cis, formando manopiranosideos, de acordo

com outros resultados relatados na literatura.”®”’ Isto pode ser facilmente observado ao
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. 1 .
analisar os espectros de RMN de H, em que se verifica que as constantes de acoplamento

vicinal H-2 e H-3 mostram que existe uma rela¢do axial-equatorial entre estes dois

hidrogénios. Ja entre H-1 e H-2, a relagdo é equatorial-equatorial, enquanto que entre H-3 ¢

H-4 e entre H-4 ¢ H-5, a relagdo é frans-diaxial, conferindo a denominag¢do mano'? para

estes produtos (tabela 5).

Tabela 7: Constantes de acoplamento >J para os hidrogénios da unidade de carboidrato dos

manopiranosideos 116a-c, f-h

H4 OTBDMS
N jals
7 N
AcO H'
— H5 H2
H3 OEt
R
Substincia Jle,Ze JZe,3a J3a,4a J4a,5a
116a 1,7 Hz 3,4 Hz 11,3 Hz 10,7 Hz
116b 1,8 Hz 3,2Hz 10,9 Hz 10,6 Hz
116¢ a 3,2Hz 11,1 Hz 10,2 Hz
116f 1,7 Hz 3,2Hz 10,7 Hz 10,7 Hz
116g 1,7 Hz 3,4 Hz 11,1 Hz 10,3 Hz
116h 2,1 Hz 3,3 Hz 10,9 Hz 10,0 Hz

% ndio pdde ser observado na RMN de 'H

Os valores presentes na tabela 5 para a substancia 116a podem ser comprovados através

do espectro de RMN de 'H mostrado a seguir (figuras 10 e 11).
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ove L

Of

Si(CHa)s

CH2CH; SiCHs

Zv8 <«
BEE

F OO @m0 DM o DD oD &I DO @D ® O @M o o
P MDD <o Mk DD O ® R O & — e Om KL O O = M O
[ TNy N W i N S N N i N N L L OO MM MY WD MY < = o
trlazol OTBDMS
6
//N\N OA(D
Harométicos N 5 2
_—1 AcO 3
|
r A
Ov
| 116a
ml |
N H-1
|
o ya OCH;CHs,
H-6, H-6’
b gg =y ! oy ! ek o i
Py L = by - == by oo o
(o] = [n ] [ [ ] [ R = O = o
[#+] o L+ - [ % W O - 0 oea -
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Figura 10: Espectro de RMN de 'H do 2,3-di-O-acetil-6-O-(ter-butildimetilsilil)-4- {4-[4°-(5-

fenil-1,2,4-oxadiazol-3-il-fenil)]-1H-1,2,3-triazol-4-i1 } -a.-D-manopiranosideo de etila

(116a), a 300 MHz, em CDCl;
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o 0 &® m o O @ @ O &M — ™M —
m 4 @ m - — O @® o | m Qg
@ & @ @ momEm o ogg o 0|
L= = s e L =B s sl ] L= =l =] b 3 =+ =k
OTBDMS
6
//N\N OAQ)
N 52
_— Aco-N3
O\\\////

116a

[I\j/
H-3 oy’
Ph **'5
i
|4

EU'L-[
oo L-[

Figura 11: Ampliagdo da area do espectro (de 6 4,0 a 6,0 ppm) do 2,3-di-O-acetil-6-O-(ter-
butildimetilsilil)-4-{4-[4’-(5-fenil-1,2,4-oxadiazol-3-il-fenil)]-1H-1,2,3-triazol-4-il } -a-D-
manopiranosideo de etila (116a), a 300 MHz, em CDCls.

Sintese de glicoconjugados com o anel triazol-1-il ligado ao C-1 de carboidratos saturados

Para esta finalidade, foram utilizadas as azidas 61, 62, 63, 95 ¢ 96 ¢ oxadiazois e
aminoacidos contendo a tripla ligacdo necessaria para efetuar a reacdo de cicloadicdo visando a
formacao dos glicoconjugados.

Com o objetivo de verificar a versatilidade deste tipo de reagdo, em um primeiro
momento foram sintetizados glicoconjugados fazendo-se uso do azido-carboidrato 61. Além
dos oxadiazois 100 ¢ 101a-b e dos aminoacidos 109, 111 ¢ 114, outros oxadiazdis (117a-b,
120, 121 e 122a-g) foram sintetizados para fornecer adutos de interesse bioldgico que foram
testados contra microorganismos. A avaliacdo da atividade bioldgica destes glicoconjugados

sera tratada com detalhes no préximo capitulo.
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Sintese dos oxadiazois 117a-b, 120. 121. 122a-g

No esquema 35, ¢ visualizada a sintese de oxadiazois derivados dos oxadiazois fendis
57a-b (vide capitulo 3), em que estes Ultimos reagem com o brometo de propargila para formar
os produtos 117a-b com 57 e 76% de rendimento, respectivamente. O andlogo amina
secundaria 120 foi sintetizado de maneira analoga, partindo-se do oxadiazol 119, que por sua

vez provem do composto nitro 118, através da redugdo pelo cloreto estanoso. '

N———O N—O
HC==CCHyBr /
K2C03 DMF N/ : g
O/\ .

R
57 - 76"/
57a-b 117a-b

oo
X
non

=

O—N
Ph |
W \ _ose |
EtOH
2% NO, refluxo
87%
8
AN

N

120

Esquema 35: Sintese dos 3,5-diaril 1,2,4-oxadiaz6is com uma fungdo acetileno 117a-b e 120

Ja o composto 121, o 3-(4-etinilfenil)-5-metil-1,2,4-oxadiazol, foi sintetizado a partir da

4-etinil-benzamidoxima (99) e do anidrido acético, com 61% de rendimento (esquema 36).

OH
N/
| N—O
NH, A020 )\
refluxo
G 99 61%

Esquema 36: Sintese do 3-aril 5-metil 1,2,4-oxadiazol com uma tripla ligagao 121

1,2,4-Oxadiaz6is com um grupo carboxilico (12a-g) ja foram sintetizados

: 114 ~ o] , e ; -
anteriormente. = A reacdo destes acidos com o alcool propargilico na presenga de acido
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sulfirico como catalisador forneceu os ésteres inéditos 122a-g, com rendimentos variando

/

entre 74 e 95% (esquema 37).

oH
)\/\\( HC==CCH,OH

H,SO, o

12a-g 74 - 95% 122a-g

a:R=H
b: R = p-Br

e: R=0-CH;
f: R = p-NO,

c:R=p-CH; g:R=p-Cl
d: R=m-CH,

Esquema 37: Sintese dos oxadiazois com uma porg¢ao éster propargilico na cadeia lateral do

C-5 (122a-g)

Sintese dos compostos glicoconjugados 123a-q, 124. 125a-d. 126

De posse dos diversos alcinos supracitados, a proxima etapa consiste no acoplamento
destes com a azida 61 na presenc¢a do sistema catalitico Cu(Il)/ascorbato de s6dio porém, com
outro sistema de solvente, um sistema bifasico de diclorometano/dgua. Este sistema j& foi
testado por Lee e colaboradores,'** diminuindo a quantidade dos catalisadores para 5 mol % de
cobre € 15 mol % de ascorbato, mas com aumento dos rendimentos. Este ultimo sistema foi o

adotado para a sintese dos proximos triazois descritos neste trabalho (Tabela 6).

Tabela 6: Sintese dos glicoconjugados 123a-q

OAc
Cu(OAc), 5 mol %
o Na-Ascorbato 15 mol %
+ H — R 123a-q
AcO CH,Cly/H,0
AcO o Na 43-84%
61 100, 101a-b, 109, 111, 114,

117a-b,120 , 121 e 122a-g

Acetileno de | Produto Estrutura Rendimento
partida (%)
100 123a OAC 61

0 —
AcO /N‘N
AcO N
¢ OAc e
N
= \o
N%
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101a 123b QAC . 85
0 N=—N /
Acc/lco N/\)\/H
OAc /
o
101b 123¢ PA 43
AcO le)
AcO /NQN N
OAc N > H / \
o/
(6]
109 123d QAc 65
o o) N=—N BocHN
A
*Aco N/\)VH\“)\/
OAc
(@]
111 123e AcQ 84
o] /N=
AcO N 0
ACO OAC /
Hs;CO NH
() Ph
114 123f 73
117a 123g 80
117b 123h 60
Br
120 123i 67
121 123j 80
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122a 123k OAc o 83
N7 N\
Q N=—N l /N
AcO /\)\/o o
AcO N
© OAc /
o
122b 1231 BT 73
OAc
N7\
Q N=—N | /N
AcO / o (¢}
AcO N
© OAc /
0
122¢ 123m 84
OAc
N7\
Q N=—N l /N
AcO / o (o]
AcO N
OAc /
()
122d 123n 74
OAc
N7\
Q N=—N l /N
AcO / o (]
AcO N
© OAc /
0
122e 1230 77
OAc
N7\
AcO / o (o]
AcO N
OAc /
o)
122f 123p NO2 69
OAc
NN
0 N=—N | /N
AcO / o d
AcO N
OAc /
(@]
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122¢g 123q s 66

OAc

AcO /
AcO N
OAc F

Os glicoconjugados 123a-q foram obtidos com rendimentos acima de 40% e de
maneira regiosseletiva. Diferentemente da azida 94, o azido-ac¢tcar 61 possui a fungdo azida no
carbono anomérico, em posicdo beta. Observa-se que a estereoquimica da por¢do piranosidica
permaneceu inalterada, conforme observado nos espectros de RMN de 'H (vide parte
experimental e anexos 12 e 13).

Para testar a reatividade do glicoconjugado 123h, o mesmo foi submetido ao
acoplamento de Suzuki com o acido fenil-bordnico, sob catilise de Pd(0) e em meio de

agua/etanol/tolueno, fornecendo o derivado bifenila 124, com 44% de rendimento (esquema

38).
AcO
NéN ) N
0 /
PhB(OH), AcO |

123h N/ __N

Pd(OAc),, PPhs, Na,CO4 AcO 0

tolueno/H,O/etanol, 75°C OAc 124

44%

Esquema 38: Acoplamento de Suzuki entre o derivado halogenado 123h e o acido

fenilborodnico para fornecer o glicoconjugado 124

Com a finalidade de avaliar a versatilidade desta reagdo com outras azidas, outros
azido-agucares foram sintetizados de acordo com procedimentos descritos na literatura. Estes
agucares estdo apresentados na tabela 3 (compostos 62, 63, 95 ¢ 96) ¢ incluem um dissacarideo

derivado da celobiose (96). As azidas foram acopladas ao oxadiazol 117a sob as mesmas
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condig¢des reacionais anteriormente descritas e as estruturas dos novos glicoconjugados obtidos

(125a-d) estao relacionadas no esquema 39.

Cu(OAc), 5 mol %
Na-Ascorbato 15 mol %

62,63, .+ 117a

Lﬁww

(67%

95, 96 CH C|2
AcO OAc
—N
0 'l\'/
N
AcO /
OAc 125a
OAc
N=N
AcO Q ’
N /
AcO
NHAc 125b
OAc
AcO o
AcO
125¢
OAc
OAc
AcO Q 0
(0]
AcO OAc AO
OAc

125d

Esquema 39: Sintese dos novos triazois 125a-d

125a-d

(70%)

(63%)

(63%)

Ficou constatado que mudangas na parte carboidrato do glicoconjugado nédo interferem

significativamente no rendimento deste tipo de reagdo e, analogamente aos compostos

derivados da azida 61, ndo houve alteracdo na estereoquimica da porcdo agucar dos

glicoconjugados 125a-d, conforme pdode ser observado nos espectros de RMN de 'H (tabela 7).

Na tabela abaixo, também sdo ilustradas as constantes de acoplamento para o triazol 123g para

fins de comparacio.
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Tabela 7: Constantes de acoplamento 3J1,2,

3 34€ 3J4,5 para as substancias 123g e 125a-d

Produto iz T34 s
123g 9,1Hz 9,6Hz 9,8Hz
125a 9,2Hz 32Hz 2,8Hz
125b 10,0Hz 9,8Hz 10,0Hz
125¢ 6,0Hz 9,4Hz 10,0Hz
125d 8,8HZ" b b

*: anel ligado ao triazol
®: ndo pode ser calculado na RMN de 'H devido a sobreposi¢io dos sinais

Para as substancias 123g, 125b e 125d, observa-se que as relagdes entre os hidrogénios

H-1 e H-2, H-3 e H-4, H-4 ¢ H-5 sdo de ordem axial-axial. A substancia 125a, com a parte

carboidrato derivada da [-galactose, possui a mesma interag@o axial-axial entre H-1 e H-2 que

os demais compostos, porém as interagdes H-3 e H-4, H-4 e H-5 sdo do tipo equatorial-axial,

comprovadas através dos baixos valores das constantes de acoplamento destes protons.

Finalmente para 125¢, em que a substitui¢do estd na posi¢do alfa em relagdo ao carbono

anomérico, observa-se a relagdo equatorial-axial entre H-1 e H-2, com constante de

acoplamento *J = 6,0 Hz entre esses dois hidrogénios.

Em seguida, o azido-agtcar 95 foi igualmente acoplado ao aminodcido 109, na presenga

do mesmo sistema catalitico com formagdo de Cu(l) in situ, formando o glicopeptideo 126 com

uma por¢do triazol em alfa ao carbono anomérico, com rendimento de 40% e com 1,4-

regiosseletividade (esquema 40).

109

Cu(OAc), 5 mol %
Na-Ascorbato 15 mol %

CH,Clo/H,0

40%

OAc

AcO

AcO

o>0

%N

126

BocHN

)

Esquema 40: Sintese do glicotriazol contendo uma unidade peptidica na cadeia ligada

em C-1 (126)
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Sintese de O-glicosideos insaturados e contendo dois anéis heterociclicos na parte agliconica

e posterior funcionaliza¢do da parte carboidrato

Visando avaliar a reatividade de agucares acetilénicos na reagdo de cicloadi¢do 1,3-
dipolar mediada por cobre e obter glicoconjugados de interesse biologico, foram utilizados
1,2,4-oxadiazois contendo uma fungdo azida e agucares acetilénicos derivados do tri-O-acetil-

D-glucal.

Sintese dos azido-oxadiazdis 127a-b

Os azido-oxadiazois utilizados nesta parte do trabalho estdo relacionados no esquema
abaixo. As azidas 127a-b foram sintetizadas a partir dos correspondentes aminados 119a-b
(vide esquema 35) sob agdo do acido nitroso formado in sifu e da azida de s6dio em meio
bifasico de diclorometano e agua.'” Os oxadiaz6is 127a e b foram obtidos com rendimentos de

91 e 76%, respectivamente (esquema 41).

N—O HCI, NaNO,,
/ )\ NaN3 )\ a: R = Ph
N/ R CHZCIZ/HZO b: R =CH,
0°C-ta.
HzN 76-91% N3
119a-b 127a-b

Esquema 41: Sintese dos azido-oxadiazdis 127a-b

Sintese dos glicoconjugados 128a-d, 129a-b, 131a-b, 131a-b, 132 ¢ 133

Os agticares 97a-b foram entdo submetidos a reagdo de cicloadi¢do [3 + 2] com os
derivados oxadiazdlicos 127a e b, para formar 128a-d com 1,4-regiosseletividade, conforme o

esquema 42.
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OAc
o Cu(OAc), 5 mol %
Na-Ascorbato 15 mol %
+ 127a-b
R / CH,Cl>/H,0

OAC o) 7 70-91%

97a-b R’
a:R'=H
b: R' = CH;

OAc

N=N
R1 \ N ~
OA o} e 7
-
N/k
R’ R

128a-d

a:R"=H;R=Ph
b: R' =H; R=CH,
c:R'=CHz R=Ph
d: R"= CH3; R=CHjs

Esquema 42: Sintese dos triaz6is 128a-d

Glicoconjugados ja foram sintetizados através de cicloadicdo 1,3-dipolar usando-se o

agticar 97a como composto de partida.'?!

introduzidos na posi¢do anomérica através de

Entretanto, é a primeira vez que 1,2,4-oxadiazois sdo

“click chemistry”. De maneira andloga aos

triazodis inseridos na posi¢do C-4 do enopiranosideo, observa-se a manuten¢do da configuragdo

do tipo eritro e a relagdo pseudo trans-diaxial entre os hidrogénios H-4 ¢ H-5 do carboidrato.

Na figura 12, ¢ mostrado o espectro de RMN de 'H para a substancia 128a, para comprovacio

das informagdes aqui explicitadas.
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4. 1954
41885
—4.1798
= 4722
21298
2.1229
2.0991
20978
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H.O
OAc

Harométicos

1 , X

Figura 12: Espectro de RMN de 'H para a substancia 1-{[4-(5-fenil-1,2,4-oxadiazol-3-
iD)fenil]-1H-1,2,3-triazol-4-il } metil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-o-D-eritro-hex-2-
enopiranosideo (128a), a 300 MHz, em CDCl;

Para todas as substancias sintetizadas neste trabalho, foi constatada a forma¢do de um
unico regioisomero na RMN de lH, com exceg¢do para a substancia 128d. Para esta substancia,
observa-se um simpleto de menor intensidade (& 8,06 ppm) vizinho ao simpleto referente ao
préton triazdlico (6 8,03 ppm). Esse sinal de menor intensidade poderia ser atribuido ao outro
isémero, ou seja, o composto 1,5-substituido. O simpleto de menor intensidade tem integracao
de 0,11, enquanto que o simpleto de maior intensidade tem integracdo para 0,89, o que seria
correspondente a propor¢do de isomeros formados na reagdo de cicloadi¢@o para a formagdo de
128d. Para comprovar que esta reagdo foi regiosseletiva para a maioria das substincias
sintetizadas, foi realizado espectroscopia de NOE (efeito nuclear Overhauser) da substancia
128d, em que somente o composto substituido no C-4 do anel triazélico apresentaria
vizinhanga espacial entre o hidrogénio H-5" do anel triazol e os H-3" e H-5"" do anel

aromatico vizinho (figura 13).
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OAc OAc

128.d Composto 1,5-substituido =\
(principal) (secundario) N \
\_-O

89% 11%

Figura 13: Vizinhanca espacial entre os hidrogénios do anel triazélico e os hidrogénios do anel

aromatico H-3’’ e H-5"’

Os espectros de RMN de 'H e NOE diferencial do composto 128d sio mostrados na
figura 14 . No espectro de NOE pode-se observar um incremento do sinal referente aos
hidrogénios aromaticos H-3"’ e H-5"’(aumento de 9,5%) quando da irradiagdo do hidrogénio
triazdlico, indicando que o regioisdmero de maior proporcdo foi o isdmero 1,4-substituido. Isto
prova a regiosseletividade da reagdo de cicloadi¢do 1,3-dipolar mediada por cobre, o que ja era
esperado, levando em consideragdo os aspectos mecanisticos ja explanados anteriormente (vide
esquema 24). Até o presente momento, ndo se tem uma explicagdo plausivel para a formagao,

ainda que em pequena propor¢do, do regioisdmero 1,5-substituido neste tnico caso (128d).
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Figura 14: Espectros de RMN de 'H e NOE diferencial (em detalhe) para a substancia 1-{[4-
(5-metil-1,2,4-oxadiazol-3-il)fenil]-1H-1,2,3-triazol-4-il } 2-propil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-
o-D-eritro-hex-2-enopiranosideo (128d), a 300 MHz, em CDCl;

As substancias 128a-b foram entdo submetidas as reagdes de funcionalizagdo da parte
carboidrato, a fim de fornecer derivados dotados de maior potencial bioldgico. Primeiramente
estas substancias foram submetidas a reagdo de alquilagdo alilica catalisada por Pd(0) na
presenca da azida de sddio como nucledfilo para fornecer os derivados azida 129a-b, com
rendimentos moderados (69 e 39%, respectivamente). Estas azidas foram novamente acopladas
a uma tripla ligacdo presente no 1,2,4-oxadiazol (121), formando glicoconjugados com duas

unidades de oxadiazol 130a-b, com rendimentos de 80 e 71%, respectivamente (esquema 43).
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OAc
NaN3, O
Pd,(dba)s, dppb
128a-b NéN\
THF, H,0 \ N6
t.a. N3 0] S /
39 - 69% _
N
129a-b R
121, Cu(OAc), 5 mol % | CH,Cl,
Na-Ascorbato 15 mol %| H,0
71 - 80%
OAc
0
NéN\ N
\*/N\Q\‘( \O
N o) e
N
N _—
\ 7 “/kR
N 130a-b
N—
/ a:R=Ph
o) N b: R=CH
/ 3

CHj
Esquema 43: Sintese dos compostos glicoconjugados contendo duas unidades de oxadiazol e

duas unidades de triazol 130a-b

Os derivados 128a-b e¢ 130b foram ainda submetidos a reagdo de bis-hidroxilacdo com
tetroxido de 6smio e N-metilmorfolina-N-6xido seguida de acetilagdo com piridina e anidrido
acético para formar os manopiranosideos 131a-b e 132 (esquema 44). Ainda, a substancia
128a foi di-hidroxilada e teve suas fungdes ésteres hidrolisadas em meio de MeOH/MeONa
para fornecer 133 com rendimento de 60%, apos as duas etapas reacionais (esquema 45).
Observa-se assim que, ainda que se tenham grandes grupos presentes tanto no carbono
anomérico, quanto em C-4 do agucar, a reacdo de hidroxilagdo prossegue sem maiores

problemas e gera os produtos desejados.
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OAc
1. 0sO,, NMO, 0A®
acetona/H,0
128a-b —— "~ % AcO
2. Py, Ac,0 AcO n=N
67 - 72% \ N
N / \o
o) S
a:R=Ph N%
b: R = CH; 1312-b R
OAc
1. 0sO,, NMO, 0AQ

acetona/H,0
_—

N
130
2. Py, Ac,0 / \Aco \ 4N\
2% N N/N \/k/ " /N\O
o
O/ S ~ %
_ 132 N
N CH,

Esquema 44: Formacgdo dos manopiranosideos 131a-b, 132

OH
OHo

1. 0OsO,4, NMO, HO
acetona/H,0 HO

128a O NéN\
2. MeONa/ N N
MeOH o . 74
60% %
N

133 Ph

Esquema 45: Formacdo do manopiranosideo desprotegido 133

Analogamente aos glicoconjugados 116a-c¢, as substidncias 128a-b e¢ 130b foram
hidroxiladas em cis. Esta configuracdo foi baseada nas constantes de acoplamento J4 5 € J34 dos
compostos obtidos. Tais valores, caracteristicos da disposicdo axial-axial entre estes
hidrogénios, podem ser observados na tabela 8, juntamente com os valores de >J,3 destas

mesmas substancias.
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Tabela 8: Valores das constantes de acoplamento 3Jz,g, 3J3’4 e 3J4,5 para os manopiranosideos

131a-b, 132 ¢ 133

Substéncia Jre3a J3a4a J4a 5
131a 3,1 Hz 9,6 Hz 9,6 Hz
131b 3,4 Hz 9,4 Hz 9,0 Hz

132 2,1 Hz 9,2 Hz 10,4 Hz
133 ? 10,0 Hz 10,0 Hz

% ndo pdde ser calculado na RMN de 'H (multipleto)

4.4 — Conclusio

A reacdo de cicloadigdo [3 + 2] entre uma azida e um etino terminal mediada por Cu(I)
foi realizada com sucesso, e assim, varias moléculas glicoconjugadas foram obtidas. Os
compostos foram, em sua grande maioria, sintetizados com bons rendimentos (acima de 60%),
com 1,4-regiosseletividade, sem racemizagdo dos centros assimétricos quando presentes € com
tolerancia a diversas funcionalidades orgéanicas e grupos protetores. As moléculas aqui
descritas, ou seja, glicoconjugados contendo unidades de oxadiazol, pirimidinona e
aminoacido, sdo moléculas dotadas de grande potencial bioldgico e algumas foram testadas

frente a microorganismos e células cancerigenas, o que sera explorado no préximo capitulo.
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CAPITULO 5: AVALIACAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA

5.1 — Introducio

O papel dos glicoconjugados nos processos bioquimicos, como no reconhecimento
celular, tem estimulado a sintese de glicomiméticos e de neo-glicoconjugados como
ferramentas na pesquisa em glicobiologia e na intervencdo terapéutica.'** '?’

De uma maneira geral, os farmacos que contém porc¢des carboidrato comportam-se
como pré-farmacos, ou seja, farmacos inativos que, ao sofrerem biotransformacao, exercem o
efeito esperado. Isto se deve ao fato que estas substancias sdo fosforiladas pelas quinases,
presentes em maior quantidade nas células tumorais ou infectadas por virus e/ou bactérias,
transformando estas substincias de tal forma que estas possam se passar por nucleosideos
fraudulentos (pseudonucleosideos) e assim, inibir a sintese do DNA nas células
hospedeiras.'*®

Como ja exposto nos capitulos anteriores, foram sintetizados neo-glicoconjugados
contendo diversas moléculas de interesse bioldgico e atenc¢do especial foi dada aos
glicoconjugados contendo unidades de 1,2,4-oxadiazol. Estes compostos glicoconjugados, em
sua maioria, foram sintetizados através de “click chemistry”, ou seja, eles contém uma
molécula de 1,2,3-triazol como espagador entre a unidade de carboidrato e o heterociclo ou
aminoacido. O anel triazolico, além de conferir maior resisténcia a hidrélise e a oxidag:ﬁo,79
também ¢ bioativo, tendo reconhecidas atividades antimicrobiana'®’ e citostatica.'*°

Desta forma, este capitulo descreve a avaliagdo da atividade bioldgica de alguns dos
glicoconjugados sintetizados neste trabalho. Em um primeiro momento, as substincias 123a-
q, 124, 125a-d, 126, 128a, 131a e 133 foram avaliadas frente a microorganismos diversos. Ja

as substancias 115a-d, 116a-c, 122a, 123k-q, 128a-d, 129a-b, 130a-b, 131a-b, 132 ¢ 133

tiveram a atividade citotoxica testada.

5.2 — Resultados e Discussao

Avaliacdo da atividade antimicrobiana

A avaliagdo da susceptibilidade dos microorganismos a agentes antimicrobianos
consiste em um dos testes de maior importancia clinica realizados em um laboratdrio de
microbiologia. Um dos métodos mais utilizados para a avaliagao de atividade ¢ o método da
difusdo em disco, em que substancias com atividade antimicrobiana sd3o impregnadas em

discos de papel sio difundidas através do meio de cultura.””' A difusdo da substancia
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antimicrobiana forma um halo de inibi¢do do crescimento do microorganismo, cujo didmetro
¢ inversamente proporcional a concentrag¢do inibitdria minima. Este método é qualitativo e
permite classificar se a substdncia em questdo ¢ ativa ou ndo contra as cepas microbianas
utilizadas no teste.'*?

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana das substancias 123a-q, 124, 125a-d,
126, 128a, 131a e 133 foram utilizados 10 microorganismos pertencentes a Colegdo de
Culturas do Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE —

DA) e do Departamento de Micologia da mesma universidade (URM). Estes

microorganismos estdo relacionados na tabela 9.

Tabela 9: Relacdo dos microorganismos utilizados na avaliagdo da atividade antimicrobiana

Classificacao Microorganismo (Registro)
Staphylococcus aureus (UFPEDA 02)
Bactérias Gram-positivas Bacillus subtilis (UFPEDA 16)
Enterococcus faecalis (UFPEDA 138)
Bactérias Gram-negativas Escherichia coli (UFPEDA 224)

Pseudomonas aeruginosa (UFPEDA 416)

Bactérias alcool-acido resistentes (BAAR) Mycobacterium smegmatis (UFPEDA 71)

Mycobacterium tuberculosis (UFPEDA 82)

Candida albicans (UFPEDA 1007)

Leveduras Candida kruzei (UFPEDA 1002)

Malazessia sympodialis (URM 4849)

Os testes para a avaliagdo da atividade antimicrobiana das substincias 123a-q, 124,
125a-d e 126, na concentracdo de 30 pg/mL, ndo apresentaram halos de inibi¢do para nenhum
dos microorganismos testados. Para as substancias 128a, 131a ¢ 133, nas quais a
concentracdo nos discos de papel foi de 60 pg/mL, também nio foram observados halos de
inibi¢do do crescimento bacteriano para os microorganismos testados.

Estes dados sdo diferentes dos obtidos em trabalhos anteriores em que o ntcleo
oxadiazolico apresentou atividade contra cepas de S. aureus,”** B. subtilis** ¢ C. albicans.*
No presente trabalho, o nticleo oxadiazdlico estd conjugado a porc¢des-carboidrato através de

um espacador 1,2,3-triazdlico, o que pode ter diminuido o potencial antimicrobiano do

oxadiazol frente aos microorganismos-teste.
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Outro dado interessante foi observado para as substancias que apresentam residuos de
aminoacido em suas estruturas, como ¢ o caso dos neo-glicopeptideos 123d-f e 126.
Glicopeptideos constituem uma classe de antibidticos muito eficazes contra bactérias Gram-
positivas'' e, no entanto, as substincias analogas 123d-f e 126 ndo apresentaram quaisquer

indicios de atividade antimicrobiana na concentragdo de 30 pg/mL.

Avaliagdo da atividade citotoxica

O controle no uso de animais de laboratdrio fez com que surgisse a necessidade do
desenvolvimento de testes para a avaliagdo da citotoxicidade in vifro. Varias metodologias sdo
conhecidas para esta finalidade, e dentre estas, o ensaio da viabilidade celular utilizando o
corante vital MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-11]-2,5-difenil tetrazolio) ¢ bem
estabelecido, sendo reconhecido por 6rgios como a FDA'* ¢ a ANVISA.'*

Este método se baseia na capacidade apresentada por células de reduzir o sal tetrazolio
a cristais azuis (formazan), que precipita pela a¢do da enzima mitocondrial succinil
desidrogenase, ativa apenas para células vivas.'>

Os testes foram realizados utilizando-se as substancias 115a-d, 116a-c, 122a, 123k-q,
128a-d, 129a-b, 130a-b, 131a-b, 132 e 133 frente as linhagens de células NCI-Hag, (cancer
de pulmao) e HEp-2 (carcinoma epidermoide da laringe).

Primeiramente, foram testadas as substincias 115a-d, 116a-c, 122a, 128a-d, 129a-b,
130a-b, 131a-b, 132 e 133 nas concentracdes 1,25; 2,5; 5,0 e 10,0 pg/mL nas duas linhagens
acima citadas. Das substancias testadas, os glicoconjugados 128a, 128¢c, 130a, 131a ¢ 132
mostraram ser os mais potentes agentes citotoxicos para a linhagem NCI-Hyg,. J& para a
linhagem HEp-2, as drogas mais ativas foram 128c e 131a. Os percentuais maximos de
inibi¢do do crescimento celular em relacdo ao grupo nio-tratado (controle), bem como a Cls
(menor concentragdo capaz de matar 50% da populagdo celular) podem ser observados na

tabela 10.

Tabela 10: Percentuais maximos de inibi¢do do crescimento celular e Clsy das drogas

avaliadas em relacdo ao grupo controle

Substancia Percentual de inibi¢io (%) Clso (ng/mL)
NCI-Hs, HEp-2 NCI-Hys, HEp-2
115a 38,5 17,5 > 10,0 > 10,0
115b 19,7 5,6 > 10,0 > 10,0
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115¢ 41,8 19,6 > 10,0 > 10,0
115d 18,8 a > 10,0 > 10,0
116a 31,5 21,6 > 10,0 > 10,0
116b 36,2 15,2 > 10,0 > 10,0
116¢ 18,4 12,6 > 10,0 > 10,0
122a 3,6 2 > 10,0 > 10,0
128a 52,2 34,4 1,43 > 10,0
128b 3,5 11,7 > 10,0 > 10,0
128¢ 69,9 67,2 3,09 2,12

128d 5,1 2,8 > 10,0 > 10,0
129a 49,8 41,5 > 10,0 > 10,0
129D 12,3 13,4 > 10,0 > 10,0
130a 57,5 44,7 <125 > 10,0
130b 48,3 12,4 > 10,0 > 10,0
131a 55,2 58,6 5,11 521

131b 13,4 43 > 10,0 > 10,0
132 61,2 50,0 5,37 > 10,0
133 11,3 11,0 > 10,0 > 10,0

% Nio houve inibi¢do do crescimento celular

Como pdde ser observado na tabela acima, as substancias que apresentaram maiores
indices de inibicdo e menores valores de Clsyp sdo acucares em que o grupamento 1,2,4-
oxadiazol estd presente no carboidrato como parte da aglicona (128a, 128¢, 130a, 131a ¢
132). Os compostos com o 1,2,4-oxadiazol no C-4 do acucar apresentaram baixa a moderada
atividade citotoxica (115a-c, 116a-c). Ainda, o glicoconjugado contendo o anel oxadiazdlico
contendo o grupamento fenila na posi¢do C-5 (128a, 128¢, 129a, 130a, 131a) apresenta maior
atividade que aquele contendo o 1,2,4-oxadiazol substituido com um grupamento metila na
mesma posi¢ao (128b, 128d, 129b, 130b, 131b). O oxadiazol ndo conjugado a um agucar
(122a) nao apresentou atividade citotoxica, o que deixa claro a importancia da conjugacdo
com o carboidrato para a presenga da atividade.

Cabe aqui uma comparagdo entre os compostos 128a ¢ 128¢c, em que a diferenca
estrutural reside na presencga de duas metilas na aglicona. O composto 128¢ se mostrou mais

potente, apresentando maiores indices de inibi¢do celular nas duas linhagens estudadas,
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indicando a importancia desta substituicdo na parte da aglicona para um aumento da atividade
citotoxica.

O composto 130a, que contem o heterociclo oxadiazdlico em C-1 e C-4 do acgtcar,
apresentou excelente atividade frente a linhagem NCI-H,9;, mas seu andlogo contendo a
metila em C-5 do oxadiazol (130b) ndo apresentou a mesma atividade. J& a substancia
derivada de 130b, o manopiranosideo 132 apresentou boa atividade frente a linhagem NCI-
Hy9o. A presenca dos grupamentos acetila em C-2 e C-3 do agucar conferiu pequeno
incremento no percentual de inibi¢do para o composto 131a (face ao seu precursor sintético
128a), porém com valor de Clsy muito superior, o que torna o composto 128a muito mais
potente que seu derivado manopiranosideo.

No entanto, a presenga dos grupamentos acetila pareceu ser um fator determinante
para a presenca de atividade. O derivado totalmente desacetilado 133 mostrou pouca atividade
citotoxica frente ao seu analogo acetilado 131a e ao agucar de partida 128a, demonstrando
que a presenca do grupo acetila ndo se resume a funcdo de protecdo das hidroxilas do
carboidrato e parece ser um fator determinante da atividade.

Nos graficos a seguir, estdo as curvas dose-resposta construidas para as drogas 128a,
128c, 130a, 131a ¢ 132, as quais apresentaram maior potencial citotoxico frente a linhagem
NCI-Hag,. A partir dessas curvas foi possivel calcular a Clsy para estas substancias (figuras 15
al9).

Para a substidncia 128a, pode-se observar que a resposta (atividade inibitéria do
crescimento celular) atinge um platd logo apos a concentragdo de 2,5 pg/mL, indicando que
ndo ha mudangas significativas no percentual de inibi¢do nas doses subseqiientes, o que foi
igualmente verificado através de anélise de variancia (ANOVA — One Way).

Para as substancias 128¢, 131a e 132, os valores da resposta bioldgica sdo crescentes e
tendem a atingir o platdé em doses acima de 10,0 ug/mL, sendo as respostas em cada dose
diferentes estatisticamente a 95% de confianca (ANOVA — One Way).

J& para o manopiranosideo 130a, o qual apresenta dose capaz de exercer resposta em
50% da populagdo celular inferior que a menor dose avaliada (1,25 pg/mL), observa-se um
comportamento analogo ao de 128a, porém com variacdes de resposta ainda menores entre as
doses, sendo as respostas para as maiores doses avaliadas estatisticamente iguais a 95% de

confianca (ANOVA — One Way).
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Através do grafico comparativo, pode-se observar conjuntamente as respostas das

drogas supracitadas (figura 20). Constata-se que a substancia 128c¢ (linha em vermelho)

apresentou o maior percentual de inibicdo do crescimento celular (cerca de 70%). Contudo,

aquela que apresentou menor Clsy foi a substdncia 130a (menor que 1,25 pg/mL), com

percentual de inibicdo em torno de 57%.
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Figura 20: Grafico comparativo das drogas com maior percentual de inibi¢do do

crescimento celular (linhagem NCI-Hyo,)

Ja para a linhagem HEp-2, somente duas substidncias se mostraram eficazes com

valores de Clsy abaixo de 10 pg/mL. Os graficos dose-resposta para 128¢ e 131a estdo

relacionados a seguir (figuras 21 e 22).
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Figura 22: Curva dose-resposta para 131a
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Para 128c ¢ 131a, o comportamento ¢ analogo ao observado para a linhagem NCI-
H»92, em que o platd da resposta bioldgica somente € atingido apds a maior dose estudada,
sendo todos as respostas diferentes entre si a 95% de confianca (ANOVA). A diferenca entre
as duas drogas consiste no valor da Clsy, que para 128¢ (2,12 pg/mL) € praticamente a metade
da Cls calculada para 131a (5,21 ug/mL).

As drogas 123k-q tiveram a atividade citotdxica avaliada em doses que variaram de
1,25 a 50,0 pg/mL (tabela 11). Contudo, estas drogas ndo apresentaram percentuais

significativos de inibi¢do do crescimento celular nas duas linhagens testadas.

Tabela 11: Percentuais maximos de inibi¢cdo do crescimento celular e Clsy das drogas 123k-q

em relacdo ao grupo controle

Substancia Percentual de inibi¢io (%) Clso (ng/mL)

NCI-Hs, HEp-2 NCI-Hs, HEp-2
123k 10,4 4,5 > 50,0 > 50,0
1231 24,8 24,1 > 50,0 > 50,0
123m 10,2 1,2 > 50,0 > 50,0
123n 9,5 7,5 > 50,0 > 50,0
1230 9,2 6,7 > 50,0 > 50,0
123p 23,1 224 > 50,0 > 50,0
123q 15,0 4.9 > 50,0 > 50,0

Desta ultima série de substancias testadas, observa-se que as mais potentes foram as
substancias substituidas com um 4atomo de bromo (1231) e com o grupamento nitro (123p) no
anel fenila presente no C-5 do oxadiazol, ambas inibindo o crescimento celular em cerca de
23 a 24%.

Comparando a substancia 122a (3,6% de inibi¢do na concentragdo de 10,0 pg/mL na
linhagem NCI-H9;) com a substancia 123k (8,0% de inibi¢do nos mesmos parametros), em
que a diferenca entre as duas drogas reside em um grupamento de agticar € uma molécula de
triazol, observa-se que ndo hd incremento significativo na atividade bioldgica, ou seja, a

glicosidagdo do oxadiazol 122a néo forneceu um derivado farmacologicamente superior.
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Avaliagcdo da morfologia celular das células tratadas com os glicoconjugados

Sabe-se que os eventos bioquimicos decorridos no interior da célula acarretam em
alteragdes morfoldgicas visiveis ultra-estruturalmente. Com a finalidade de elucidar alguns
aspectos relacionados ao mecanismo da ac¢do citotoxica dessas substancias nas linhagens de
células cancerigenas testadas, foram realizados estudos preliminares de microscopia
eletronica de varredura (MEV). Para tal estudo, foram utilizadas, em um primeiro momento,
somente células pertencentes a linhagem de carcinoma epidermoide de laringe (HEp-2).
Como controle, foram utilizadas células cancerigenas nio-tratadas e, para o estudo dos efeitos
das drogas, foram utilizadas células tratadas com as drogas 128a, 128¢ ¢ 130a, com
percentuais maximos de inibicdo do crescimento celular de 34,4%; 67,2% e 44,7%,
respectivamente. Para esta parte do trabalho, foram utilizadas células tratadas com as drogas
supracitadas nas doses de 10,0; 5,0 e 1,25 ug/mL.

Na MEV, podem ser observadas alteragdes morfoldgicas ocorridas na membrana
celular, bem como alteragdes no tamanho e na forma das células. As fotomicrografias das
células controle (figuras 23 a 26) e das células tratadas estdo relacionadas nas figuras abaixo.

Observando as células controle (figuras 23 a 26), constata-se grande nimero de
filopodios e invaginagdes da membrana plasmatica dessas células cancerigenas. Filopddios
sdo filamentos longos, finos e flexiveis de actina, presentes em células animais quando estas
estdo se movendo ou mudando de forma. Em culturas de células, essas projecdes sdo bastante
comuns, ji que a célula precisa estar bem fixada ao suporte para que haja divisdo celular.'
Outra caracteristica interessante sdo as invaginagdes da membrana, que servem para aumentar
a superficie de contato da célula com o meio externo. Ainda, pode ser visto que estas células
apresentam morfologia variada, porém h4 uma predominancia de células fusiformes, o que

esta de acordo com os achados da literatura para esta cultura de células (HEp-2)."*’
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18k

Figura 23: MEV de uma célula HEp-2 ndo-tratada. ~ Figura 24: Aproximacdo da célula observada na figura
Observa-se a presencga de filopodios (cabegas de seta)  23. Observa-se que a membrana plasmatica apresenta
distribuidos por toda a superficie da membrana. x aspecto rugoso (setas largas) e forma invaginagdes

1300. (setas). x 6000.

>
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Figura 25: MEV de vérias células HEp-2 nao-tratadas. Figura 26: Aproximag¢ado de uma das células
A morfologia destas células ¢ variada, com observadas na figura 25. Grande nimero de filopodios
predominancia de células fusiformes (asterisco). x 1500.  (cabegas de seta) e membrana com aspecto rugoso

(seta larga). x 11000.

As células tratadas apresentaram nitidas diferencas morfoldgicas em relacdo as células
controle na MEV. Para a droga 128a (figuras 27 a 29), os efeitos foram dose-dependentes,
isto €, os efeitos foram mais acentuados nas maiores doses. Houve profundas alteracdes no
citoesqueleto com perda das proje¢des filopodiais, aparecimento de poros na membrana, bem
como o aparecimento de bolhas na membrana das células tratadas com a maior dose (figura

29).
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Figura 27: MEV de duas células HEp-2 tratadas com  Figura 28: MEV de uma célula HEp-2 tratada com
128a, na dose de 1,25 pg/mL. Observe as alteracdes na 128a, na dose de 5,0 pg/mL Alteragdes na membrana,
membrana, com diminui¢do do numero de filopddios  com diminui¢do do numero de filopddios (cabegas de

(cabegas de seta) e aparecimento de poros (setas). seta) e aparecimento de poros (setas), sdo observadas.
x 1200. x 1500.

18k

Figura 29: MEV de uma célula HEp-2 tratada com 128a, na
dose de 10,0 pg/mL. Pode-se observar a perda acentuada dos
filopddios (cabegas de seta) e o aparecimento de bolhas na
membrana (setas largas). x 2200.

Para as células tratadas com a substancia 128¢, também foram observadas as mesmas
alteragdes nas membranas plasmaticas das células tratadas (figuras 30 a 33). Analogamente,
estas alteragdes também foram dose-dependentes. Para a menor dose (1,25 pg/mL), ndo

foram observadas grandes alteragdes e as células apresentaram a morfologia predominante
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deste tipo de cultura celular (figura 30). Nas doses subseqiientes, foram observadas
modificagdes na estrutura da membrana, como perda dos filopodios, aparecimento de bolhas e

poros na superficie da membrana (figuras 31 a 33).

18kL

Figura 30: MEV de uma célula HEp-2 tratada com Figura 31: MEV de uma célula HEp-2 tratada com

128¢, na dose de 1,25 pg/mL. Nao houve maiores 128¢, na dose de 5,0 pg/mL. Nesta dose foram
alteracdes na membrana plasmatica deste grupo de observados a perda dos filopddios (cabegas de seta),
células. Observa-se a manuten¢do das projecoes aparecimento de bolhas (setas largas) e poros (setas)
filopodiais (cabegas de seta). x 1700. na superficie da membrana. x 10000.

\4

Figura 32: MEV de vérias células HEp-2 tratadas com Figura 33: Aproximacdo da membrana plasmatica de
128¢, na dose de 10,0 pg/mL. Nota-se que a morfologia ~ uma das células da figura 32. Como na dose de 5,0

das células ¢ variada e que ha perda significativa dos ng/mL, foram observados a perda dos filopddios
filopodios (cabegas de seta). x 1500. (cabecas de seta), aparecimento de bolhas (setas
largas) e poros (setas) na superficie da membrana.
x 10000.
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Nas células tratadas com a substancia 130a, as alteracdes na membrana seguiram o
mesmo padrdo das drogas anteriores, com perda dos filopodios, aparecimento de bolhas e

poros nas superficies das membranas celulares (figuras 34 a 36).

e
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Figura 34: MEV de uma célula HEp-2 tratada com Figura 35: MEV de uma célula HEp-2 tratada com

130a, na dose de 1,25 pg/mL. A célula apresenta 130a, na dose de 5,0 pg/mL. Nesta célula, nota-se
numerosos filopodios (cabegas de seta) e invaginagdes perda gradual dos filopddios (cabegas de seta) e a
(setas). Contudo, ha a presenca bolhas (setas largas) em presenga de poros (setas) na membrana celular.
sua superficie. x 10000. x 15000.

Figura 36: MEV de uma célula HEp-2 tratada com 130a, na
dose de 10,0 pg/mL. Houve perda quase que total dos
filopodios (cabegas de seta), aparecimento de bolhas (setas
largas) e de poros (setas) na membrana. x 8000.
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Zhang e colaboradores® realizaram um importante estudo sobre a sintese ¢ a relacdo
estrutura-atividade de 3,5-diaril 1,2,4-oxadiazéis e esclareceram alguns pontos no que
concerne ao mecanismo de agdo destes heterociclos frente a linhagens de células
cancerigenas. Segundo estes pesquisadores, estas drogas agiriam ativando as caspases, um
grupo de 14 cisteina-proteases que iniciam o processo apoptdtico (morte celular programada)
nas células eucaridticas.

A apoptose ¢ executada apds uma cascata de ativagdo de caspases iniciadoras e
efetoras. Estas enzimas proteoliticas sdo produzidas nas células eucaridticas como
zimogénios inativos e devem ser processadas para se tornarem ativas. Por exemplo, a ativacdo
da caspase-7 (efetora) ¢ realizada pela caspase-9 (iniciadora). Uma vez ativada, a caspase
efetora se torna responsavel pela degradagio proteolitica de diversos alvos celulares, levando
a morte celular programada.’**'*

Drogas indutoras da apoptose sdo as grandes apostas da industria farmacéutica no
tratamento do cancer. Dentre os dois tipos de morte celular, necrose e apoptose, somente a
apoptose pode ser seletiva. A necrose é caracterizada pela ruptura da membrana plasmatica,
com resposta inflamatdria localizada e injuria aos tecidos vizinhos, sendo portanto nao-
especifica. J& a apoptose ¢ uma conseqiliéncia de varios eventos genéticos precisos, sendo
possivel matar as células cancerigenas sem danos as células sadias. Outro fato importante ¢
que todas as células eucaridticas tém a capacidade de ativar o programa apoptdtico, mesmo
aquelas que sdo indiferenciadas.'*

Vérias mudangas ultra-estruturais sdo observadas quando a célula sofre apoptose. As
mais pronunciadas ocorrem no nucleo celular, onde a cromatina se condensa, formando
agregados granulares e ha fragmentag¢do e desaparecimento do nucléolo. As organelas restam
intactas e sem alteragcdes, mas formam agregados. H4 a formagdo dos corpos apoptoticos
(por¢des de citoplasma contendo cromatina e/ou restos de organelas). O citoesqueleto sofre
alteracdes e na membrana plasmatica ha o aparecimento de bolhas, sendo isto decorrente da
fragmentacdo do DNA celular. Como resultado de todos estes eventos celulares, hd uma
diminui¢do no tamanho celular (a célula apoptética murcha) e ha posterior fagocitose das
células apoptdticas por macréfagos ou pelas células vizinhas.'*'™'*

O estudo da morfologia das células tratadas com as drogas 128a, 128c¢ e 130a mostrou
que houve profundas altera¢cdes na superficie da membrana plasmatica. A perda dos
filopddios (filamentos de actina) indica que houve alteragdo no citoesqueleto das células
tratadas. Também pdde ser observado que houve formagdo de bolhas na superficie celular,

como resultado da fragmentagdo do DNA. Outra caracteristica que as células tratadas
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apresentaram foi o aparecimento de poros, indicando que a célula esta perdendo material para
o meio externo. Todos estes resultados corroboram com hipotese de que estas drogas teriam
seu mecanismo de agdo citotoxico baseado na ativagao da apoptose nas células cancerigenas.

Como ndo foram realizados estudos de microscopia eletronica de transmissdo (MET),
em que as organelas celulares podem ser visualizadas, outras alteragcdes caracteristicas da
morte celular programada, como condensagdo da cromatina e visualizagdo das organelas
intactas, ndo puderam ser observadas. Estudos de MET com estas células (HEp-2) e com
células da linhagem NCI-H,9, devem ser realizados posteriormente.

Jessen e colaboradores'** realizaram estudos quanto & localizag¢do do alvo bioldgico
dos 3,5-diaril 1,2,4-oxadiazois citotoxicos. Estes pesquisadores descobriram que o alvo
molecular destas substancias é uma proteina carreadora, a TIP47 (tail interacting protein de
47 kDa). Esta proteina citossoélica realiza o transporte dos receptores da manose 6-fosfato (ou
IGF-2, fator de crescimento do tipo insulina-2) dos endossomos para o complexo de Golgi,
sendo bastante importante para a reciclagem destes receptores.'*’"*° Logo, se ndo ha TIP47

suficiente para a reciclagem destes receptores (IGF-2R, M6PR), os complexos seguem para os

lisossomos e sdo digeridos (figura 37)."""!%2
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Figura 37: Reciclagem dos receptores de manose 6-fosfato (ou IGF-2) pela
TIP47. O transporte dos receptores de M6P (M6PR) da rede trans do complexo
de Golgi (TGN) até os endossomos ¢ realizado por vesiculas de clatrina (A). Ja
o transporte destes receptores dos endossomos para o Golgi se faz via TIP47
(B). Quando ndo ha esta reciclagem, os complexos (por exemplo, IGF-2 — IGF-

2R) seguem para os lisossomos e sdo digeridos . Modificado da Referéncia 151.
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O principal papel do IGF-2R ¢ funcionar como um regulador negativo da
disponibilidade da IGF-2, ja que esta ultima pode se ligar tanto nos receptores de IGF-2
quanto nos receptores de IGF-1, que também estdo na membrana plasmatica. Se ha ligacdo
com os receptores da IGF-1 (IGF-1R), haverad sinalizacdo para a proliferagdo celular. Ja
quando hé ligagdo com os receptores da IGF-2 (IGF-2R), ndo ha sinaliza¢do celular e este
complexo & entdo degradado pelos lisossomos.'>

Jessen e colaboradores'** também verificaram que houve aumento na expressdo dos
genes de TGF-B1 (fator de crescimento tumoral-1), IGF-BP3 (proteina ligadora do fator de
crescimento do tipo insulina-3), p21 e diminui¢do na expressao do gene relacionado a ciclina
D1. Estas alteragdes génicas acarretam em apoptose nas células eucaridticas. Até o presente
momento, o mecanismo de ativacdo da apoptose por parte destas moléculas ndo esta
totalmente esclarecido, mas a TIP47 parece estar relacionada na regulagdo destes genes e, por
conseguinte, da apoptose.

Os resultados aqui explicitados estdo de acordo com os dados da literatura no que
concerne a atividade citotoxica dos 3,5-diaril 1,2,4-oxadiazois. Neste trabalho, a por¢do 1,2,4-
oxadiazol estd ligada a agucares através de um espagador triazol e somente as substancias
contendo substituintes aromaticos nas posi¢des 3 ¢ 5 do anel oxadiazdlico foram ativas contra
as linhagens de células testadas. Maiores estudos deverdo ser realizados para que se tenha a

confirmag¢do do mecanismo de agdo citotoxica das substancias sintetizadas.

5.3 — Conclusio

Alguns dos glicoconjugados sintetizados neste trabalho foram submetidos a testes de
avaliagdo da atividade antimicrobiana e da atividade citotoxica. Das 26 substancias testadas,
nenhuma apresentou atividade antimicrobiana contra os microorganismos testados. Nos
ensaios de avaliacdo da citotoxicidade, foram testadas 27 substancias em diferentes
concentracdes nas linhagens NCI-H,g, ¢ HEp-2. Destas 27 substancias testadas, 5 se
mostraram bastante eficazes na inibi¢do do crescimento celular da linhagem NCI-Hg, (128a,
128¢, 130a, 131a e 132), com valores de Clsp menores que 10,0 pg/mL. A linhagem HEp-2
foi menos responsiva ao tratamento com as substincias sintetizadas e somente duas drogas
(128c e 131a) tiveram valores de Clsy menores que 10,0 ug/mL. Foi verificado que, para a

manutencdo da atividade citotdxica, € necessario que os glicoconjugados de 1,2,4-oxadiazol
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contenham substituintes aromaticos nas duas posi¢des do anel do heterociclo. Estudos da
morfologia das células cancerigenas tratadas (MEV) fornecem fortes indicios de que estas

substancias induziriam a apoptose nestas células, o que estaria de acordo com os dados da

literatura.
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CAPITULO 6: CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

6.1 — Conclusdes

Com o intuito de sintetizar 1,2,4-oxadiazéis contendo um centro assimétrico para sua
posterior glicosidacdo com o tri-O-acetil-D-glucal, foi utilizado Daucus carota como
biocatalisador na reducdo dos oxadiazois-cetonas 37a-e. O emprego da cenoura como
biocatalisador forneceria os produtos desejados (38a-e) a um baixo custo, se comparado a
catalisadores convencionais. Os excessos enantioméricos dos produtos foram considerados
moderados, porém os rendimentos quimicos foram baixos, prejudicando a aplicacdo desta
metodologia para a sintese da série de compostos 38a-e. Dois diastercoisdmeros (41 ¢ 42)
foram sintetizados utilizando-se como materiais de partida um dos alcoois obtidos por
biorreducdo (38a) e o tri-O-acetil-D-glucal. A partir destes diastereoisomeros, foi possivel
atribuir a configurag@o absoluta do produto majoritario das biorredugdes (configuracio S).

Em seguida, novos glicosideos contendo o anel do 1,2,4-oxadiazol foram sintetizados
através da reacdo de alquilacdo alilica, de maneira regiosseletiva e com retengdo da
configuragdo no carbono alilico. Estes novos glicosideos insaturados (59a-b), contendo o anel
do 1,2,4-oxadiazol na posi¢do C-4 do actcar, foram submetidos as reacdes de bis-hidroxila¢ao
e bis-acetilagdo, com formacao de novos manopiranosideos (60a-b).

Viérios glicoconjugados foram sintetizados a partir de “click chemistry”, ou seja, a
reacdo de cicloadi¢do [3 + 2] dipolar entre uma azida e um alcino terminal mediada por Cu(l).
Esta metodologia mostrou ter ampla aplicabilidade, ja que foram sintetizados glicoconjugados
contendo unidades de oxadiazol, pirimidinona e aminoacido, em bons rendimentos e com 1,4-
regiosseletividade.

Alguns dos glicoconjugados aqui sintetizados foram submetidos a testes de avaliagdo
da atividade antimicrobiana e da atividade citotoxica. Nenhuma destas substancias apresentou
atividade antimicrobiana contra os 10 microorganismos testados. Ja nos testes de avaliacdo da
citotoxicidade, 5 drogas (128a, 128¢c, 130a, 131a ¢ 132) se mostraram bastante eficazes na
inibicdo do crescimento celular da linhagem NCI-Hyg, (cancer de pulmio), com bons
percentuais de inibi¢do do crescimento celular (até 70% de inibi¢do do crescimento celular
para 128¢). Na linhagem HEp-2 (carcinoma epidermodide de laringe), que foi menos
responsiva ao tratamento com as substancias sintetizadas, 2 drogas (128c e¢ 131a) foram
eficazes na inibi¢do do crescimento celular (até 67% de inibi¢do do crescimento celular para
128¢). A droga com maior potencial citotoxico foi 128¢, sendo citotdxica nos dois tipos de

células cancerigenas testadas e com valores de Clsp menores que 4,0 ng/mL. Ainda, foram
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realizados estudos da morfologia das células cancerigenas tratadas através de microscopia
eletronica de varredura. Estes estudos mostraram que ha fortes indicios de que estas
substancias teriam sua agdo citotéxica mediada pela indug¢do da apoptose nas células tratadas,

o que estaria de acordo com dados da literatura para 3,5-diaril 1,2,4-oxadiazdis.

6.2 — Perspectivas

Estudos de biorreducdo com 1,2,4-oxadiazdis cetonas (37a-e) devem ser aprimorados
para que os rendimentos quimicos e Opticos sejam aumentados. Outros vegetais contendo a
enzima alcool desidrogenase devem ser testados, como a macaxeira (Manihot dulcis e
Manihot esculenta) e o funcho (Foeniculum vulgare).

Oxadiazois fenois foram acoplados, com bastante sucesso, na posi¢do C-4 do
carbonato 58, fornecendo derivados com potencial farmacoldgico. Futuramente, pretende-se
realizar testes de atividades citotoxica e antimicrobiana destes derivados. Ainda, almeja-se
introduzir oxadiazois com um grupamento anilina na mesma posi¢do C-4 do carbonato 58,
obtendo-se aminas secundarias que também poderao ter suas atividades biologicas avaliadas.

A reacdo de cicloadi¢do 1,3-dipolar foi bastante explorada neste trabalho. A reacdo
mostrou ter ampla aplicabilidade, o que possibilita a adi¢do de quaisquer outras moléculas
contendo uma porg¢do alcino terminal a azido-actcares.

Algumas das substancias sintetizadas foram citotoxicas nas linhagens de células
cancerigenas testadas (NCI-H,9, € HEp-2). Pretende-se avaliar a acdo destas drogas em outras
linhagens de células cancerigenas e em tumores in vivo. Ainda, pretende-se dar continuidade
aos estudos de elucidacdo dos mecanismos citotoxicos desta classe de substancias, com a
realizacdo dos testes especificos de inducdo da apoptose, dos estudos de microscopia

eletronica de transmissdo (MET) e de microscopia confocal a laser.
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CAPITULO 7: PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

7.1 — Procedimentos gerais

Todos os solventes e reagentes utilizados foram obtidos através de fornecedores
Aldrich, Sigma, Acros, Merck e Vetec. Os solventes cicloexano e acetato de etila foram
previamente destilados em coluna de vigre. Diclorometano anidro foi obtido através de
refluxo com cloreto de calcio anidro e posterior destilacdo. Metanol e etanol com teores
reduzidos de agua foram obtidos através de refluxo com magnésio metalico e iodo como
indicador, seguido de destilagdo. Tetraidrofurano anidro foi obtido através de refluxo em
sodio metalico e benzofenona como indicador, seguido de destilagdo. Dimetilformamida
anidra foi obtida através de refluxo com hidreto de calcio, seguido de destilagdo. Ja piridina e
trietilamina anidras foram obtidas através de refluxo curto em hidréxido de sédio, seguido de
destilagdo.

A cromatografia em camada delgada (CCD) foi realizada utilizando-se placas de silica
em suporte de aluminio contendo indicador fluorescente F,s4 da marca Macherey-Nagel ou
Merck (Alemanha). Para a revelacdo das mesmas utilizou-se lampada ultravioleta e solucao
de 4cido sulftrico 10% em metanol. Para a cromatografia em coluna foi utilizada silica-gel 60

(70-230 mesh) das mesmas fontes comerciais.

7.2 — Equipamentos utilizados

Para a determinac¢do dos pontos de fusdo foi utilizado aparelho Electro-thermal modelo
Mel-temp analogico ou Biichi analdgico e ndo sdo corrigidos.

As rotagdes oOpticas foram medidas usando o polarimetro Perkin-Elmer 241 ou Jasco
DIP 370.

Para a realizagdo dos espectros de RMN de 'H e "°C foi utilizado o instrumento Varian
modelo Unity Plus 300 MHz ou Bruker AMX 300, utilizando como solventes cloroférmio ou
dimetilsulféxido deuterados e TMS como padrio interno.

Para a realizagdo dos espectros de infravermelho foi utilizado o espectrofotometro
Brucker modelo IFS66 FT-IR em pastilhas de KBr.

Para a realizac¢do dos espectros de massas de impacto de elétrons (70 eV) foi utilizado
o aparelho Finningan Mat CG-MS, tendo como fase estacionaria coluna DB-5 MS. Ja para os
espectros de massa de alta resolugdo foi utilizado o aparelho Finnigan Mat 95 XL ou Bruker

Daltonics Microtof Eletrospray.
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Para a determinag@o dos excessos enantioméricos foi utilizado o cromatdgrafo a gas
Hewlett-Packard 5890 series II, tendo como gas carreador hidrogénio a uma pressdao de 10
psi. A fase estacionaria consistiu na coluna quiral de B-ciclodextrina permetilada 20% HP (HP
chiral®), com temperatura inicial 150°C e final 200°C, na taxa de 2,5°C/minuto, temperatura
do injetor em 240°C e detector 220°C. Quando da ndo-vaporizagdo da amostra no
cromatografo, o excesso enantiomérico foi mensurado através de RMN de 'H com reagente
de deslocamento quiral, o tris[3-(triflior-metil-hidréxi-metileno)-D-canforato)] eurdpio (III).

Para a microscopia eletronica de varredura foi utilizado um microscopio eletronico de

varredura marca JEOL modelo 25SI11.

7.3 — Sintese das substincias relatadas no capitulo 2
As arilamidoximas 10a-e foram sintetizadas de acordo com procedimentos ja
existentes na literatura.'"”> Os demais reagentes ndo descritos foram obtidos a partir de fontes

comerciais.

Procedimento geral para a sintese dos 4-[3-(aril)-1,2,4-oxadiazol-5-il[-2-butanonas (37a-
¢)’556

Em um baldo com capacidade para 100 mL com agitador magnético e sob atmosfera
inerte, adicionou-se: a arilamidoxima (10a-e) (13,2 mmol) e a DCC (3,3 g; 15,9 mmol) em 50
mL de diclorometano seco. Em seguida foi adicionado, com o auxilio de uma seringa, o acido
levulinico (1,83 g; 15,9 mmol). Deixou-se a mistura reagir por cerca de 3 horas para que
houvesse formag¢do da aril-amidoxima O-substituida. Apds constatado o término da reagao,
filtrou-se a suspensdo em funil sinterizado sob vacuo para retirar o excesso de DCU formada
durante a reagdo. Recolheu-se o filtrado e evaporou-se em evaporador rotativo. Submeteu-se o
residuo da evaporagdo a ciclizagdo térmica em banho de 6leo na temperatura de 110-120°C
por cerca de 5 horas. Foi realizada cromatografia em coluna de silica-gel usando como eluente
o sistema cicloexano:acetato de etila (7:3 v/v). Os produtos cromatograficamente puros,
quando solidos, foram recristalizados em cloroférmio/cicloexano. Os dados fisico-quimicos

destes produtos estdo relacionados abaixo.

4-[3-(Fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-2-butanona (37a): 6leo amarelo; rendimento: 64,4%; Ry

0,67 (cicloexano: acetato de etila, 3:2 v/v)
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4-[3-(3-Cloro-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-2-butanona (37b): cristais incolores; rendimento:

41%; P.F.: 48°C; R; 0,73 (cicloexano: acetato de etila, 3:2 v/v)

4-[3-(4-Cloro-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-2-butanona (37c¢): cristais incolores; rendimento:

46%; P.F.: 71°C; Rt 0,68 (cicloexano: acetato de etila, 3:2 v/v).

4-[3-(4-Fluor-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-11]-2-butanona (37d): cristais incolores; rendimento:

45%; P.F.: 43°C; R¢ 0,66 (cicloexano: acetato de etil, 3:2 v/v).

4-[3-(4-Nitro-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-i1]-2-butanona (37e): cristais amarelos; rendimento:

71%; P.F.: 82°C; R¢ 0,56 (cicloexano: acetato de etila, 3:2 v/v).

Procedimento geral para a sintese dos 4-[3-(aril)-1,2,4-0xadiazol-5-il]-2-butandis
racémicos (38a-e)

Em um baldo de duas bocas com capacidade para 50 mL, com agitador magnético e
sob atmosfera inerte, adicionou-se: o 4-[3-(aril)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-2-butanona (37a-e) (4,6
mmol) em 20 mL de metanol seco. Em seguida foi adicionado, vagarosamente, o borohidreto
de sodio (0,1 g; 2,6 mmol). Deixou-se o conteudo sob agitacdo por 1 hora. Constatado o
término da rea¢do, foram adicionados 20 mL de solugdo saturada de cloreto de sodio e foi
realizada extracdo com acetato de etila (3 x 20 mL). Secou-se com sulfato de sédio anidro, o
solvente foi evaporado so pressdo reduzida e o residuo submetido a cromatografia em coluna
de silica-gel, tendo como eluente o sistema cicloexano:acetato de etila (3:2 v/v). O produto
cromatograficamente puro, quando sélido, foi recristalizado em diclorometano:cicloexano. Os

detalhes para estes compostos estdo relacionados abaixo.

4-[3-(Fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-i1]-2-butanol (38a): dleo incolor; rendimento: 74%; Ry 0,51
(cicloexano: acetato de etila, 3:2 v/v).

RMN 'H (CDCls, 300 MHz) &: 1,27 (3H, d, J = 6,0 Hz, CH3); 1,90- 2,10 (2H, m, CH,); 2,16
(1H, sl, OH); 3,09 (2H, dt, J = 7,8 Hz, 0,8 Hz, CH,CNO); 3,95 (1H, m, CHOH); 7,43 — 7,50
(3H, m, Hyrom); 8,04 — 8,07 (2H, m, Harom)-

RMN C (CDCls, 75 MHz) &: 23,1; 23,6; 35,3; 66,8; 126,6; 127,3; 128,8; 131,3; 168,1;
179,9.
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I.V. (pastilha de KBr) vméx/cm'lz 3395 (OH); 2964 e 2931 (C-H aromatico); 1562 € 1570 (C=N);
1367 (N-C-0).

EM. m/z (%): 218 [M", 7%]; 174 (64%); 160 (45%); 118 (100%);104 (43%); 55 (47%); 45
(53%).

4-[3-(3-Cloro-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-i1]-2-butanol (38b): 6leo incolor; rendimento: 48%; R
0,56 (cicloexano: acetato de etila, 3:2 v/v).

RMN 'H (CDCls, 300 MHz) &: 1,29 (3H, d, J = 6,3 Hz, CH3); 1,64 (1H, sl, OH); 1,93 — 2,08
(2H, m, CHy); 3,10 (2H, dt, J = 7,5 Hz, 1,5 Hz, CH,CNO); 3,95 (1H, m, CH); 7,39 — 7,50
(2H, m, Harom); 7,94— 8,08 (2H, m, Harom)-

RMN "C (CDCls, 75 MHz) &: 23,1; 23.6; 35.2; 66.,8; 125,4; 127.4; 128.4; 130,1; 131,2;
134,9; 167,2; 180,3.

I.V. (pastilha de KBr) vméx/cm'lz 3403 (OH); 2972 e 2932 (C-Haromatico); 1587 € 1562 (C=N);
1351 (N-C-0).

E.M. m/z (%): 252 [M", 4%]; 208 (70%); 194 (45%); 152 (100%); 137 (37%); 85 (64%); 55
(61%) 45 (95%).

4-[3-(4-Cloro-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-2-butanol (38¢): cristais incolores; rendimento:
79%; P.F.: 55°C; R¢ 0,53 (cicloexano: acetato de etila, 3:2 v/v).

RMN 'H (CDCl;, 300 MHz) &: 1,23 (3H, d, J = 6,0 Hz, CH3); 1,91 — 2,09 (2H, m, CH,); 2,19
(1H, sl, OH); 3,08 (2H, dt, J = 7,8 Hz, 1,7 Hz; CH,CNO); 3,95 (1H, m, CH); 7,43 (2H, dd, J
=8,7Hz, 2,1 Hz, Hyrom); 7,98 (2H, dd, J = 8,7 Hz, 2,1 Hz, Harom).

RMN C (CDCls, 75 MHz) &: 23,1; 23,6; 35,2; 66,7; 113,8; 125,2; 128,6; 129,1; 137,2;
167,3; 180,1.

I.V. (pastilha de KBr) vméx/cm'lz 3395 (OH); 2972 e 2932 (C-Haromatico); 1586 € 1561 (C=N);
1359 (N-C-0).

E.M. m/z (%): 252 [M", 10%]; 208 (40%); 152 (85%); 137 (100%); 102 (46%); 85 (58%); 75
(42%); 55 (64%) 45 (67%).

4-[3-(4-Fluor-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-i1]-2-butanol (38d): cristais incolores; rendimento:

70%; P.F.: 45°C; R¢ 0,50 (cicloexano: acetato de etila, 3:2 v/v).
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RMN 'H (CDCls, 300 MHz) 8: 1,25 (3H, d, J = 6,3 Hz,CHs); 1,88 — 2,08 (2H, m, CH,); 2,45
(1H, sl, OH); 3,07 (2H, dt, J= 7,5 Hz, 1,7 Hz, CH,CNO); 3,92 (1H, m, CH); 7,09 — 7,17 (2H,
m, Harom); 8,00 — 8,06 (2H, m, Hyrom).

RMN "C (CDCls, 75 MHz) &: 23,1; 23,5; 35,2; 66,7; 116,0 (Jcr = 22,1 Hz); 122,9 — 122,9
(*Jer = 3,2 Hz); 129,5 (CJer = 8,8 Hz); 164,4 (‘Jer = 250,1 Hz); 167,3; 180,0.

I.V. (pastilha de KBr) vméx/cm']: 3395 (OH); 2974 € 2931 (C-Haromatico); 1603 € 1561 (C=N);
1358 (N-C-O).

EM. m/z (%): 236 [M", 8%]; 192 (53%); 178 (40%); 136 (100%); 121 (51%); 109 (37%); 85
(42%); 55 (48%) 45 (62%).

4-[3-(4-Nitro-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-i1]-2-butanol (38e): cristais incolores; rendimento:
73%; P.F.: 89°C; R 0,40 (cicloexano: acetato de etila, 3:2 v/v).

RMN 'H (CDCls, 300 MHz) &: 1,30 (3H, d, J= 6,3 Hz, CHs); 3,96 (1H, m, CH); 1,97 —2,09
(2H, m, CHy); 3,11 — 3,17 (2H, m, CH,CNO); 8,26 (2H, dd, J = 9,0 Hz, 2,1 Hz, Hyom); 8,34
(2H, dd, J=9,0 Hz, 2,1 Hz, Harom).

RMN “C (CDCls, 75 MHz) &: 23,1; 23,6; 35,2; 66,7; 124,0; 128,3; 132,6; 149,3; 166,6;
180,8.

I.V. (pastilha de KBr) vméx/cm']: 3420 (OH); 2973 e 2932 (C-Haromatico); 1570 € 1520 (C=N);
1351 (N-C-0).

EM. m/z (%): 263 [M", 0,6%]; 219 (100%); 205 (40%); 163 (43%); 118 (22%); 102 (23%);
85 (44%); 55 (54%) 45 (94%)).

Procedimento geral para a sintese dos 4-[3-(aril)-1,2,4-0xadiazol-5-il]-2-acetil-butanos
racémicos (39a-e)

Em um baldo com capacidade para 50 mL com agitador magnético ¢ sob atmosfera
inerte, adicionou-se o respectivo 4-[3-(aril)-1,2,4-oxadiazol-5-i1]-2-butanol racémico (39a-e)
(1,8 mmol) e este foi dissolvido em 10 mL de solugcdo de piridina:acetonitrila (1:5 v/v).
Acrescentou-se vagarosamente ¢ a 0°C, com o auxilio de uma seringa, 1 mL de cloreto de
acetila. Deixou-se reagir por cerca de 1 hora. Apds constatado o término da reacdo, foram
adicionados 5 mL de agua destilada e solucdo de NaOH 10% até pH 7,0. Realizou-se extragdo
com acetato de etila (3 x 20 mL) e a fase organica foi seca com sulfato de sddio anidro. O
solvente foi evaporado sob pressdo reduzida e o residuo submetido a cromatografia em coluna

de silica-gel, tendo como eluente sistema cicloexano:acetato de etila (4:1 v/v).
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4-[3-(Fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-2-acetil-butano (39a): 6leo incolor; rendimento: 94%; R:
0,87 (cicloexano: acetato de etila, 3:2 v/v).

RMN 'H (CDCls, 300 MHz) &: 1,26 (3H, d, J = 6,3 Hz, CH3); 1,96 (3H, s, CH3); 2,07 — 2,14
(2H, m, CHy); 2,96 (2H, dt, J = 7,8 Hz, 1,8 Hz, CH,CNO); 4,98 (1H, m, CH); 7,40 — 7,45
(3H, m, Harom); 8,01 — 8,05 (2H, m, Harom).

RMN "*C (CDCls, 75 MHz) &: 19,7; 21,0; 22,7; 32,3; 69,5; 126,6; 127,2; 128,7; 131,0; 168,1;
170,4; 179,1.

I.V. (pastilha de KBr) vméx/cm'l: 2979 e 2932 (C-Haromatico); 1734 (C=0); 1587 ¢ 1570 (C=N);
1235 (C-O-C).

E.M. m/z (%): 260 [M", 6%]; 200 (92%); 173 (92%); 145 (40%); 119 (81%); 91 (37%); 82
(91%); 55 (100%).

4-[3-(3-Cloro-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-2-acetil-butano (39b): o6leo incolor; rendimento:
85%; R 0,84 (cicloexano: acetato de etila, 3:2 v/v).

RMN 'H (CDCls, 300 MHz) &: 1,27 (3H, d, J = 6,3 Hz, CH3); 1,99 (3H, s, CH3); 2,09 — 2,15
(2H, m, CHy); 2,98 (2H, dt, J = 7,8 Hz, 1,7 Hz, CH,CNO); 5,00 (1H, m, CH); 7,35 — 7,46
(2H, m, Hyrom); 7,90 — 8,04 (2H, m, Harom).

RMN "*C (CDCls, 75 MHz) &: 19,7; 21,1; 22.8; 32.3; 69,5; 125,3; 127,4; 128,4; 130,1; 131,1;
134,8; 167,2; 170,5; 179,4.

I.V. (pastilha de KBr) vméx/cm'l: 2940 e 2858 (C-Haromatico); 1725 (C=0); 1587 e 1563 (C=N);
1236 (C-O-C).

EM. m/z (%): 294 [M", 3%]; 234 (61%); 207 (53%); 153 (32%);137 (28%); 82 (65%); 55
(100%)

4-[3-(4-Cloro-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-2-acetil-butano (39¢): o6leo incolor; rendimento:
94%; R; 0,76 (cicloexano: acetato de etila, 3:2 v/v).

RMN 'H (CDCls, 300 MHz) &: 1,27 (3H, d, J = 6,3 Hz, CH3); 1,99 (3H, s, CH3); 2,08 — 2,16
(2H, m, CHy); 2,98 (2H, dt, J = 7,8 Hz, 1,5 Hz, CH,CNO); 5,0 (1H, m, CH); 7,42 (2H, dd, J =
8,4 Hz, 1,8 Hz, Hyrom); 7,98 (2H, dd, J = 8,4 Hz, 1,8 Hz, Hyrom).

RMN *C (CDCls, 75 MHz) &: 19,7; 21,1; 22.8; 69.5; 32,3; 125,2; 128,6; 129,1; 137.2; 167,4;
170,4; 179,3.
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I.V. (pastilha de KBr) vméx/cm'lz 2932 e 2858 (C-Haromatico); 1734 (C=0); 1587 e 1562 (C=N);
1232 (C-O-C).

EM. m/z (%): 294 [M", 6%]; 234 (61%); 207 (50%); 153 (42%); 137 (27%); 82 (91%); 55
(100%)

4-[3-(4-Fluor-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-2-acetil-butano (39d): o6leo incolor; rendimento:
85%; Rf: 0,82 (cicloexano: acetato de etila, 3:2 v/v).

RMN 'H (CDCls, 300 MHz) &: 1,28 (3H, d, J = 6,3 Hz, CH3); 2,00 (3H, s, CH3); 2,09 —2,21
(2H, m, CH,); 2,98 (2H, dt, J = 7,7 Hz, 1,7 Hz, CH,CNO); 5,01 (1H, m, CH); 7,12— 7,17 (2H,
m, Harom); 8,02 — 8,07 (2H, m, Harom).

RMN "°C (CDCl;, 75 MHz) &: 19,8; 21,1; 22,8; 32,4; 69,6; 116,0 (*Jer = 22,0 Hz); 123,0;
129,5 (Jcr = 8,6 Hz); 164,5 (‘Je.r=250,1 Hz); 167,4; 170,5; 179,3.

I.V. (pastilha de KBr) vméx/cm'lz 2930 e 2850 (C-Haromatico); 1734 (C=0); 1603 e 1582 (C=N);
1236 (C-O-C).

E.M. m/z (%): 278 [M", 6%]; 218 (76%); 191 (60%); 163 (30%); 137 (57%); 109 (36%); 82
(92%); 55 (100%).

4-[3-(4-Nitro-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-2-acetil-butano (39e): cristais incolores; rendimento:
86%; P.F.: 63°C (diclorometano:cicloexano); R¢ 0,76 (cicloexano: acetato de etila, 3:2 v/v).
RMN 'H (CDCls, 300 MHz) &: 1,28 (3H, d, J = 6,3 Hz, CHs); 1,99 (3H, s, CH3); 2,10 — 2,17
(2H, m, CHy); 2,98 (2H, dt, J = 7,7 Hz, 0,7 Hz, CH,CNO); 5,01 (1H, m, CH); 8,20 — 8,31
(4H, m, Hyrom).

RMN "C (CDCls, 75 MHz) &: 19,7; 21,9; 22.,8; 32,2; 69.,4; 124,0; 128.3; 132,6; 149,3; 166,7;
170,5; 180,0.

I.V. (pastilha de KBr) vméx/cm'lz 2979 e 2940 (C-Haromatico); 1734 (C=0); 1604 ¢ 1579 (C=N);
1520 (N=0); 1236 (C-O-C).

E.M. m/z (%): 305 [M", 0,4%]; 245 (96%); 218 (56%); 190 (32%); 88 (26%); 82 (39%); 55
(100%).
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Procedimento geral para a sintese dos 4-[3-(aril)-1,2,4-0xadiazol-5-il]-2- acetil-butanos
enriquecidos enantiomericamente atraveés de biorreducdao com D. carota (38a-e)

Tratamento da cenoura: Tratou-se a cenoura recém-comprada com solucdo de
hipoclorito de sddio (1 %) e posteriormente com etanol 70%. Retirou-se toda a parte externa e
cortou-se parte interna em pedagos de aproximadamente 0,5 cm.

Biorredugdo: Pesou-se 50 gramas da cenoura ja tratada e acrescentou-se 250 mL de
dgua destilada em um erlenmeyer com capacidade para 500 mL. A esta biomassa, foi
adicionado 0,1g do 4-[3-(aril)-1,2,4-oxadiazol-5-i1]-2-butanona (38a-e) dissolvido em 2 mL
de etanol. O erlenmeyer foi colocado em mesa agitadora a 170 rpm de rotagdo e a temperatura
de 32°C. Deixou-se reagir por 4 dias. Constatado o término da reagdo, a biomassa foi filtrada
em funil sinterizado sob vacuo ¢ o filtrado foi submetido a extra¢do com acetato de etila (3 x
100 mL). A fase orgénica foi seca com sulfato de so6dio anidro e o solvente evaporado em
evaporador rotativo.

Acetilagao dos 4-[3-(aril)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-2-butandis: Juntou-se ao residuo bruto
obtido na etapa de biorreducdo, 2 mL de piridina seca ¢ 2 mL de anidrido acético. Deixou-se
sob agitagdo, a temperatura ambiente por cerca de 12 horas. Constatado o fim da reacdo,
juntou-se 10 mL de tolueno (para facilitar a evaporacdo da piridina) e evaporou-se em
evaporador rotativo. Procedeu-se a cromatografia em coluna de silica-gel, tendo como eluente

o sistema cicloexano:acetato de etila (8:2 v/v).

4-[3-(Fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il1]-2-acetil-butano (39a): rendimento: 50%; e.e.: 69%

4-[3-(3-Cloro-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-i1]-2-acetil-butano (39b): rendimento: 34%; e.e.: 63%

4-[3-(4-Cloro-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-2-acetil-butano (39¢): rendimento: 30%; e.e.: 72%

4-[3-(4-Fluor-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-i1]-2-acetil-butano (39d): rendimento: 38%; e.e.: 52%

4-[3-(4-Nitro-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-i1]-2-acetil-butano (39e): rendimento: 22%; e.e.: 62%

(verificado por RMN de 'H com reagente de deslocamento quiral)
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Reacdo de glicosidagdo do 4-[3-(fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-2-butanol: Formac¢do dos
diastereoisomeros 41 e 42°°°

Em um baldo com capacidade para 25 mL, sob agitagdo magnética, em atmosfera
inerte e a —25°C (gelo seco em etanol), foi adicionado o 4-[3-(fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-2-
butanol (0,23 mmol; 50 mg) e o tri-O-acetil-D-glucal (0,15 mmol; 40 mg). Adicionou-se entdo
10 mL de diclorometano seco e em seguida o BF; . Et;0O com o auxilio de uma seringa (0,2
mL), em pequenas por¢des. A mistura reagiu por cerca de 40 minutos. Ao se constatar o
término da reagdo por CCD, a mistura foi neutralizada com solu¢do saturada de bicarbonato
de sddio. Extraiu-se com diclorometano e evaporou-se o solvente em evaporador rotativo. A
mistura foi submetida a cromatografia em coluna de silica-gel, tendo como eluente sistema

cloroférmio:acetato de etila (4:1 v/v).

(R e S)-1-Metil-3-[3-(fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]propil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-
eritro-hex-2-enopiranosideo (41 e 42): oleo amarelo-claro; rendimento: 46%; Ry 0,57
(diclometano: acetato de etila, 9:1 v/v).

RMN 'H (CDCl;, 300 MHz) &: 1,25 (3H, d, J = 6,3 Hz, CHs); 2,07 (3H, s, OAc); 2,08 (3H, s,
OAc); 2,04 — 2,15 (2H, m, CH»); 2,99 — 3,20 (2H, m, CH,CNO); 3,81 — 4,03 (2H, m, HS e
CH); 4,10 — 4,29 (2H, m, H6 ¢ H6’); 5,21 (1H, sl, H1); 5,28 (1H, dl, J= 9,6 Hz, H4); 5,80
(1H, ddd, J = 10,0 Hz, 2,4 Hz, 1,8 Hz, H2); 5,88 (1H, dl, J = 10,0 Hz, H3); 7,47 — 7,49 (3H,
m, Harom); 8,04 — 8,08 (2H, m, Harom).

7.4 — Sintese das substincias relatadas no capitulo 3
As arilamidoximas 10a-b foram sintetizadas de acordo com procedimentos ja descritos

. 113
na literatura.

O 6-O-(ter-butildimetilsilil)-4-O-metdxi-carbonil-2,3-didesoxi-o-D-eritro-
hex-2-enopiranosideo de etila (58) foi preparado segundo procedimento relatado por de
Oliveira e colaboradores.”' Os demais reagentes nio descritos foram obtidos a partir de fontes

comerciais.

Sintese dos 3-aril-5-(4-metoxifenil)-1,2,4-oxadiazois 56a-b
Em um baldo com capacidade para 50 mL contendo a correspondente arilamidoxima
10a-b (8 mmol) e cloreto de anisoila 55 (1,6 g; 9,5 mmol), foram adicionados 20 mL de

piridina e esta mistura foi refluxada por 12 horas. O solvente foi entdo evaporado sob pressao
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reduzida e o residuo recristalizado em mistura de metanol:agua para fornecer os referidos

oxadiazois 56a-b.

3-Fenil-5-(4-metoxifenil)-1,2,4-oxadiazol (56a): cristais incolores; rendimento: 83%; P.F.:
102-104 °C; R 0,74 (diclorometano:acetato de etila, 4:1 v/v); a RMN de "H esta de acordo

com os dados da literatura.*’

3-(4-Bromofenil)-5-(4-metoxifenil)-1,2,4-oxadiazol (56b): cristais incolores; rendimento:
89%; P.F. 88-91 °C; R; 0,71 (diclorometano:acetato de etila, 4:1 v/v); a RMN de 'H esta de

. 4
acordo com os dados da literatura.*

Sintese dos 3-aril-5-(4-hidroxifenil)-1,2,4-oxadiazois 57a-b

Em um baldo de fundo redondo com capacidade para 100 mL contendo o oxadiazol 56
(6,6 mmol) em 30 mL de CH,Cl, sé€co e destilado, foram adicionados, através de ampola de
adicdo, 20 mL de solucdo comercial 1M de BBr; em CH,Cl, a —78° C. A reagao foi deixada a
temperatura ambiente e depois sob refluxo até a deplecdo do oxadiazol de partida, o que foi
observado através de CCD. Entdo, foram adicionados 20 mL de agua e foi efetuada uma
extragdo com CH,Cl;, (3 x 100 mL). As fases organicas foram reunidas e lavadas com solugdo
saturada de bicarbonato de sédio e o solvente evaporado sob pressdao reduzida para fornecer
um residuo solido, que foi submetido a cromatografia em coluna de silica gel e fornecer 57. O
produto cromatograficamente puro foi recristalizado em metanol:agua. Os detalhes para estes

compostos estio relacionados abaixo.

3-Fenil-5-(4-hidréxifenil)-1,2,4-oxadiazol (57a): cristais incolores; rendimento: 53%; P.F.:
161 °C; R 0,59 (diclorometano:acetato de etila, 4:1 v/v)

RMN 'H (CDClL): & 6,07 (sl, 1H, OH); 6,98 (dl, 2H, J = 8,9 Hz, Hurom); 7,50-7,53 (m, 3H,
Harom); 8,11-8,17 (m, 4H, Harom).

RMN *C (CDCls): 8 116,5; 127,3; 127,9; 129,3; 130,6; 155,1; 169,2; 176,0.

EMAR [IE] calc. para C;4H;oN,O> [M]+: 238,0742; encontrado: 238,0741.

3-(4-Bromofenil)-5-(4-hidroxifenil)-1,2,4-oxadiazol (57b): cristais incolores; rendimento:

64%; P.F.: 216 °C; Ry 0,63 (diclorometano:acetato de etila, 4:1 v/v).
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RMN 'H (CDCls): & 5,39 (sl, 1H, OH); 6,99 (d, 2H, J = 8,3 Hz, Harom); 7,65 (d, 2H, J = 8,3
Hz, Harom); 8,03 (d, 2H, J = 8,3 Hz, Hyrom); 8,12 (d, 2H, J = 8,5 Hz, Harom).

RMN C (DMSO-d¢): 6 114,3; 116,5; 125,3; 125,9; 129,2; 130,4; 132,4; 162.,4; 167,5; 175.9.
EMAR [IE] calc. para C;4H9BrN,0O, [M]+: 315,9847; encontrado: 315,9857.

Sintese dos carboidratos insaturados contendo o anel de 1,2,4-oxadiazol em C-4 (59a-b)

O sistema catalitico foi preparado usando Pd,(dba); (37,0 mg; 0,04 mmol) e dppb (68
mg; 0,16 mmol) em tetraidrofurano séco, destilado e degaseificado sob argonio (5 mL) em um
tubo tipo Schlenk. Foram entdo adicionados o carboidrato insaturado 58 (0,4 mmol; 140 mg)
e o oxadiazol-fenol 57 (0,8 mmol), em THF séco e degaseificado (10 mL). A reagdo foi
mantida sob agitagdo por 24 horas e a temperatura ambiente, quando o solvente foi evaporado

sob pressdo reduzida e o residuo submetido a cromatografia em coluna para fornecer 59.

6-O-(Ter-butildimetilsilil)-2,3-didesoxi-4-O-[4-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il)fenil]-a-D-
eritro-hex-2-enopiranosideo de etila (59a): 6leo incolor; rendimento: 75%; [a]p™ +129 (¢ 1,0;
CH,Cl,); Rs 0,69 (éter de petroleo/acetato de etila, 4:1 v/v).

RMN 'H (CDCls): & 0,02 (s, 3H, SiCHs); 0,03 (s, 3H, SiCH3); 0,87 (s, 9H, CMes); 1,27 (t,
3H, J= 17,1 Hz, OCH,CH5); 3,59 (dq, 1H, J = 9,6 Hz, 7,1 Hz, OCH,CH3); 3,85-3,95 (m, 3H,
H6, OCH,CHj3); 4,03-4,12 (m, 1H, H5); 5,03 (dl, 1H, J = 8,9 Hz, H4), 5,10 (sl, 1H, H1), 5,89
(dl, 1H, J = 10,2 Hz, H2), 6,06 (dl, 1H, J = 10,2 Hz, H3), 7,06 (dd, 2H, J = 8,9 Hz, 1,1 Hz,
Harom), 7,49-7,52 (m, 3H, Harom), 8,14-8,18 (m, 4H, Harom).

RMN *C (CDCl3): 6 -5,0; —4.,9; 15,7; 18,8; 26,3; 62.,8; 64,5; 68,7; 70,5; 94,7; 116,3; 117,7,
127,5;127,9; 128,2; 129,2; 130,6; 131,5; 161,4; 169,2; 175,8.

EMAR [IES] calc. para C,gH3sN,OsSiNa [M + Na]: 531,2291; encontrado: 531,2294.

4-0-{4-[3-(4-Bromofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]fenil } -6-O-(ter-butildimetilsilil)-2,3-didesoxi-
o-D-eritro-hex-2-enopiranosideo de etila (59b): 6leo incolor; rendimento: 69%; [a]p™® +105,2
(c 1,0; CH,CL); Rs 0,75 (éter de petroleo/acetato de etila, 4:1 v/v).

RMN 'H (CDCl3): & 0,00 (s, 3H, SiCHs); 0,02 (s, 3H, SiCH3); 0,86 (s, 9H, CMe3); 1,25 (t,
3H, J= 17,1 Hz, OCH,CH5); 3,58 (dq, 1H, J = 9,6 Hz, 7,1 Hz, OCH,CH3); 3,78-3,94 (m, 3H,
H6, OCH,CH3); 4,05 (ddd, 1H, J=9,1 Hz, 2,8 Hz, 2,6 Hz, HS); 5,02 (dl, 1H, J=9,1 Hz, H4);
5,08 (sl, 1H, H1), 5,87 (ddd, 1H, J = 10,2 Hz, 2,6 Hz, 1,5 Hz, H2), 6,05 (dl, 1H, J = 10,2 Hz,
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H3); 7,05 (dd, 2H, J = 7,9 Hz, 1,1 Hz, Haom); 7,63 (dd, 2H, J = 8,5 Hz, 1,3 Hz, Harom), 8,02
(dd, 2H, J = 8,5 Hz, 1,3 Hz, Harom), 8,12 (dd, 2H, J = 8,9 Hz, 1,3 Hz, Harom).

RMN "°C (CDCly): & —5,0; —4,9; 15,7; 18.8; 26,3; 62.8; 64,5; 68,8; 70,5; 94,7; 116,3; 117,5;
126,0; 126,4; 128,8; 128,9; 129,4; 130,6; 132,5; 161,6; 168,5; 176,0.

EMAR [IES] calc. para C,3H3sBrN,OsSiNa [M + Na]+: 609,1396; encontrado: 609,1391.

Sintese dos glicosideos 60a-b

Em um baldo com capacidade para 25 mL contendo o carboidrato insaturado 59 (1
mmol) dissolvido em uma mistura de acetona:agua (4:1), foram adicionados OsO4 (0,25 mg, 2
mol%) e N-metilmorfolina-N-6xido (NMO) (458 mg, 4 mmol) a 0 °C. A reagdo ficou sob
agitacdo por cerca de 12 horas a temperatura ambiente, quando NaHSO; (500 mg) foi
adicionado e o sistema reagiu por mais 30 minutos. A mistura reacional foi diluida em 5 mL
de 4gua, extraida com AcOEt (2 x 10 mL), seca em Na;SO4 e o solvente foi evaporado para
fornecer o correspondente diol. O residuo bruto foi submetido a reacdo com Ac,O (4 mL) em
piridina (4 mL) por mais 12 horas. O solvente foi evaporado e cromatografado em coluna de

silica para fornecer o derivado manopiranosidico 60.

2,3-di-O-Acetil-6-O-(ter-butildimetilsilil)-4-O-[4-(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il)fenil ]-a-D-
manopiranosideo de etila (60a): 6leo incolor; rendimento: 81%; [a]p™ +104,1 (¢ 1,0;
CH,Cl,); Rs 0,84 (diclorometano:acetato de etila, 4:1 v/v).

RMN 'H (CDCl): 8 —0,11 (s, 3H, SiCH3); 0,00 (s, 3H, SiCHs); 0,83 (s, 9H, CMe3); 1,18 (t,
3H, J= 17,1 Hz, OCH,CH5); 1,73 (s, 3H, OAc); 2,07 (s, 3H, OAc); 3,46 (dq, 1H, J = 9,6 Hz,
7,1 Hz, OCH,CHj3); 3,69 (dq, 1H, J= 9,6 Hz, 7,1 Hz, OCH,CH3); 3,73-3,86 (m, 3H, H6, HY),
4,75 (sl, 1H, H1), 4,85 (dd, 1H, J = 9,8 Hz, 9,6 Hz, H4), 5,13 (dd, 1H, J = 3,2 Hz, 1,7 Hz,
H2); 5,52 (dd, 1H, J= 9,8 Hz, 3,2 Hz, H3); 7,14 (d, 2H, J = 8,9 Hz, Harom); 7,42—7,44 (m, 3H,
Harom), 8,05 (d, 2H, J = 8,9 Hz, Harom); 8,07-8,10 (m, 2H, Harom)-

RMN B¢ (CDCl3): 6 -5,2; —4.,9; 15,4; 18,6; 21,1; 21,3; 26,2; 61,6; 64,0; 71,0; 71,9; 72,6;
97,5, 117,2; 118,1; 127,5; 127,9; 129,2; 130,3; 131,5; 163,3; 169,2; 170,1; 170,5; 175,8.
EMAR [IES] calc. para C3;H4,N,O9SiNa [M + Na]+: 649,2557; encontrado: 649,2565.

2,3-di-O-Acetil-4-O-{4-[3-(4-bromofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]fenil } -6-O-(ter-butildimetil-

silil)-a-D-manopiranosideo de etila (60b): 6leo amarelo; rendimento: 71%; [a]p>’ + 99 (c 1,0;

CH,CL); Rs 0,71 (éter de petroleo:acetato de etila, 4:1 v/v).
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RMN 'H (CDCl3): & — 0,11 (s, 3H, SiCH3); 0,00 (s, 3H, SiCHs); 0,83 (s, 9H, CMe3); 1,18 (t,
3H, J= 17,1 Hz, OCH,CH5); 1,72 (s, 3H, OAc); 2,07 (s, 3H, OAc); 3,46 (dq, 1H, J = 9,6 Hz,
7,1 Hz, OCH,CHj3); 3,64-3,84 (m, 4H, H5, H6, OCH,CH3); 4,75 (d, 1H, J = 1,8 Hz, H1);
4,86 (dd, 1H, J=9,6 Hz, 9,6 Hz, H4), 5,13 (dd, 1H, J= 3,4 Hz, 1,8 Hz, H2); 5,51 (dd, 1H, J =
10,0 Hz, 3,4 Hz, H3); 7,16 (d, 2H, J = 8,9 Hz, Hayom); 7,57 (d, 2H, J = 8,5 Hz, Harom); 7,96 (d,
2H, J = 8,5 Hz, Hyrom); 8,03 (d, 2H, J = 8,9 Hz, Harom)-

RMN “C (CDCL): & — 5,2; — 4,8; 15,4; 18,6; 21,1; 21,3; 26,2; 61,6; 64,0; 71,0; 71,9; 72,6;
97,5;117,2; 117,8; 126,0; 126,4; 129,4; 130,3; 132,5; 163,4; 168,5; 170,0; 170,4; 176,0.
EMAR [IES] calc. para C3;H4BrN,OgSiNa [M + Na]+: 727,1662; encontrado: 727,1661.

7.5 — Sintese das substincias relatadas no capitulo 4

Os acgtcares funcionalizados 6-O-(ter-butildimetilsilil)-4-azido-2,3,4-trideséxi-a-D-
eritro-hex-2-enopiranosideo de etila (94),7] 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil azida
(61),107 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosil ~ azida (62),108 3,4,6-tri-O-acetil-2-
acetamido-2-desoxi-B-D-glucopiranosil azida (63),' 2,3,4,6-tetra-O-acetil-o.-D-
glucopiranosil azida (95),109 2,2'3,3'4',6,6"-hepta-O-acetil-B-D-celobiosil azida (96),110 4,6-di-
O-acetil-2,3-didesoxi-o-D-eritro-hex-2-enopiranosideo de propinila (97a)'"" e 4,6-di-O-acetil-
2,3-didesoxi-o-D-eritro-hex-2-enopiranosideo de 2-metil-but-3-inila (97b);''? bem como os
oxadiazois 12a-g,114 118,'* a etinil-uracila 104,''° o analogo de nucleosideo 107" ¢ os
aminoacidos modificados 109,'"” 111'"° e 112"° foram sintetizados de acordo com
procedimentos ja descritos na literatura. Os demais reagentes ndo relatados foram obtidos a

partir de fontes comerciais.

Sintese da arilamidoxima 99

A arilamidoxima 99 foi sintetizada a partir da metodologia descrita por Srivastava e
colaboradores'"”. Em um baldo com capacidade para 100 mL contendo uma solu¢io recém-
preparada de cloridrato de hidroxilamina (540 mg, 7,8 mmol) e bicarbonato de sodio (655
mg, 7,8 mmol) em 4gua (20 mL) foram adicionados 500 mg (3,9 mmol) dissolvidos em 20
mL de etanol. A mistura reagiu a temperatura ambiente por 3 dias e entdo o solvente foi
evaporado sob pressdo reduzida, o residuo extraido com acetato de etila (3 x 20 mL) e
novamente evaporado. O residuo foi entdo cristalizado em cloroférmio para fornecer a 4-

etinilbenzamidoxima (99).
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4-Etinilbenzamidoxima (99): cristais incolores; rendimento: 93%; P.F.: 132 — 133°C; R¢ 0,35
(éter de petrdleo:acetato de etila, 2:1 v/v).

RMN 'H (CDCls): 81,63 (s, 1H, OH); 3,16 (s, 1H, C=CH); 4,86 (s, 2H, NH,); 7,52 (dl, 2H, J
= 17,8 Hz, Harom); 7,60 (dl, 2H, J = 7,8 Hz, Harom)-

Anal. Elementar calc. para CoHgN,O: C, 67,49%; H, 5,03%; N, 17,49%; encontrado: C,
67,15%; H, 4,86%; N, 17,67%.

Sintese do oxadiazol 100

Em uma solu¢do da amidoxima 99 em diclorometano séco (30 mL) e sob atmosfera
inerte, foram adicionados acido benzoico (0,85 g; 6,94 mmol) e DCC (1,43 g; 6,94 mmol). A
mistura reagiu por 3 horas, os solidos foram removidos por filtracdo, o solvente evaporado e o
residuo submetido a reacdo de ciclizagdo térmica a 110 — 120 °C por mais 4 horas. O residuo
bruto foi entdo cromatografado em coluna de silica e posteriormente recristalizado em

metanol:dgua para fornecer o oxadiazol 100.

3-(4-Etinilfenil)-5-fenil-1,2,4-oxadiazol (100): cristais incolores; rendimento: 54%; P.F.: 99 —
100 °C; R 0,6 (éter de petroleo:acetato de etila, 7:3 v/v).

RMN 'H (CDCL): & 3,21 (s, 1H, C=CH); 7,51-7,63 (m, 5H, Harom); 8,13 (dl, 2H, J = 6,7 Hz,
Harom); 8,21 (dl, 2H, J = 6,7 Hz, Hyrom).

RMN C (CDCl): §79,7; 83,5; 124,5; 125,3; 127,5; 127,8; 128,6; 129,5; 133,0; 133,2;
168,7; 176,3.

EMAR [IE] calc. para C;sHoN,O: 246,7930; encontrado: 246,0805.

Sintese dos oxadiazois 101a-b

Em uma solu¢do do oxadiazol 12 (0,92 mmol) em THF anidro (10 mL), a -25 °C e
sob atmosfera inerte, foram adicionados N-metil-morfolina (93 mg; 0,92 mmol),
cloroformiato de isobutila (130 mg; 0,92 mmol) e propargilamina (60 mg; 1,0 mmol). A
mistura reagiu por cerca de 24 horas, quando entdo o solvente foi removido a vacuo e 10 mL
de 4gua foram adicionados seguidos da adi¢do de solu¢do de HCI 1N até pH 1 — 2. A fase
aquosa foi extraida com acetato de etila (3 x 20 mL), lavada com solugdo saturada de

bicarbonato de sdédio e salina. As fases organicas foram reunidas, secas com Na;SOs, 0
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solvente foi evaporado sob pressio reduzida e o residuo recristalizado em

diclorometano:hexano (5:1 v/v) para fornecer o oxadiazol 101.

3-(3-Fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il)-N-(prop-2-in-1-il)propanamida (101a): cristais incolores;
rendimento: 78%; P.F.: 97 - 98 °C; R 0,48 (diclorometano:acetato de etila, 4:1 v/v).

RMN 'H (CDCls): 82,23 (t, 1H, J = 2,5 Hz, C=CH); 2,82 (t, 2H, J = 7,2 Hz, CH,); 3,32 (t,
2H, J = 7,2 Hz, CH,); 4,09 (dd, 2H, J = 5,2 Hz, 2,5 Hz, NCH,); 5,95 (sl, 1H, NH); 7,44-7,51
(m, 3H, Harom); 8,05 (dd, 2H, J = 7,7 Hz, 2,0 Hz, Hyrom).

RMN C (CDCls): §22,7; 29,8; 32,4; 72.2; 79,7; 127,1; 127.8; 129,2; 131,6; 168.,6; 170,4;
179,1.

EMAR [IE] calc. para C;4H3N30;: 255,1009; encontrado: 255,1023.

3-[3-(4-Bromofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-i1]-N-(prop-2-in-1-il)propanamida  (101b):  cristais
incolores; rendimento: 71%; P.F.: 170 - 171 °C; R¢ 0,52 (diclorometano:acetato de etila, 4:1
V/V).

RMN 'H (CDCls): 82,24 (t, 1H, J = 2,5 Hz, C=CH); 2,81 (t, 2H, J = 7,2 Hz, CH,); 3,31 (t,
2H, J = 7,2 Hz, CHy); 4,08 (dd, 2H, J = 5,2 Hz, 2,5 Hz, NCHy); 5,94 (sl, 1H, NH); 7,62 (dl,
2H, J = 8,5 Hz, Hyrom); 7,93 (d1, 2H, J = 8,5 Hz, Hyrom).

RMN "*C (DMSOu): & 21,1; 27,2; 30,0; 72,3; 80,3; 124,3;124,8; 128,2; 131,6; 166,0; 169,0;
179,5.

EMAR [IE] calc. Ci4H,BrN3;O;: 333,0113; encontrado: 333,0122.

Sintese do aminodcido modificado 113

A uma solu¢do de NaOH 2,5% em metanol (1g de NaOH em 40 mL de metanol), foi
adicionado o aminodacido propargilico 112 (1,12 g; 3,14 mmol) e esta mistura reagiu por cerca
de 3 horas em temperatura ambiente. Depois de verificado o consumo do composto de partida
por CCD, a mistura foi acidificada cuidadosamente com solucdo de HCI 10% até pH 6,0. Foi
feita entdo uma extragdo com acetato de etila (3 x 50mL), as fases organicas foram secas com
Na,SOy4 e 0 solvente evaporado sob pressao reduzida. O residuo foi submetido a cromatografia

em coluna para fornecer 113.

N-(Ter-butdxicarbonil)-O-prop-2-in-1-il-L-tirosina (113): dleo amarelo; rendimento: 55%;

[a]p™ +26 (¢ 0,5; CH,CL); R 0,54 (acetato de etila).
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RMN 'H (CDCl3): & 1,42 (s, 9H, Boc); 2,52 (t, 1H, J = 2,4Hz, C=CH); 3,03 (dd, 1H, J = 6,1
Hz, 14,0 Hz, CH,Ph); 3,14 (dd, 1H, J = 5,1 Hz, 14,0 Hz, CH,Ph); 4,56 — 4,62 (m, 1H, CHN);
4,67 (d, 2H, J = 2,4Hz, CH,C=C); 4,95 (d, 1H, J = 7,7 Hz, NH); 6,92 (d, 2H, J = 8,7 Hz,
Harom); 7,12 (d, 2H, J = 8,3 Hz, Harom).

RMN *C (CDCls): & 28,7; 54,8; 56,2; 76,0; 79,0; 115.4; 130,9; 157,0; 157,1; 176,6.

EMAR [IE] calc. para C;7H»;NOsNa: 342,1317; encontrado: 342,1319.

Sintese do aminodcido modificado 114

A uma solu¢@o contendo o derivado 4cido 113 (0,2g; 0,63 mmol) dissolvido em THF
(5 mL), foi adicionada uma solucdo etérea de diazometano (0,026g; 0,63 mmol; obtido a
partir da reacdo de 0,32g de N-metil-N-nitrosotolueno-p-sulfonamida com KOH etandlico).'>*
Depois de verificado o consumo do composto de partida, o solvente foi removido sob pressao

reduzida e o residuo cromatografado em coluna de silica e posteriormente recristalizado em

cloroférmio:hexano para fornecer 114.

Metil  N-(ter-butdxicarbonil)-O-prop-2-in-1-il-L-tirosinato ~ (114):  cristais  incolores;
rendimento: 83%; P.F.: 78 — 80°C; [OL]D20 + 35,7 (¢ 1,0; CH,Cl,); Rr 0,7 (acetato de etila).
RMN 'H (CDCl3): & 1,42 (s, 9H, Boc); 2,52 (t, 1H, J = 2,5 Hz, C=CH); 2,99 (dd, 1H, J= 6,0
Hz, 14,0 Hz, CH,Ph); 3,06 (dd, 1H, J = 5,9 Hz, 14,0 Hz, CH,Ph); 3,71 (s, 3H, OCH3); 4,54
(ddd, 1H, J= 5,9 Hz, 6,0 Hz, 7,9 Hz, CHN); 4,66 (d, 2H, J =2,5 Hz, CH,C=C); 4,97 (d, 1H, J
=17,9 Hz, NH); 6,90 (d, 2H, J = 8,6 Hz, Harom); 7,06 (d, 2H, J = 8,6 Hz, Harom)-

RMN C (CDCl): & 28,7; 37.9; 52.6; 54,9; 56,2; 75,9; 79,0; 80,3; 115,3; 129,4; 130,7;
155,5; 157,0; 172,8.

Anal. Elementar calc. para CigsH3NOs: C, 64,85%; H, 6,95%; encontrado: C, 64,52%; H,
7,21%.

Sintese dos triazois 115a-h

O azido-carboidrato 94 (313 mg, 1 mmol) e o derivado acetilénico (3 mmol) foram
suspensos em uma mistura 1:1 de zer-butanol/agua (4 mL). A esta solugdo foram adicionados
uma mistura de Cu(OAc), (36 mg; 0,2 mmol) e ascorbato de s6édio (79 mg; 0,4 mmol) em zer-
BuOH/H,0 (1 mL). A reacdo foi mantida sob agitagdo em temperatura ambiente por cerca de
12 horas quando foram adicionados 3 mL de 4gua e a mistura foi extraida com diclorometano

(3 x 5 mL). As fases orgénicas foram combinadas, secas som sulfato de sodio anidro e o
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solvente evaporado sob pressdo reduzida. O residuo foi cromatografado em coluna de silica

para fornecer 115.

6-O-(Ter-butildimetilsilil)-4-{4-[4’-(5-fenil-1,2,4-oxadiazol-3-il-fenil)]-1H-1,2,3-triazol-4-
i1}-2,3,4-tridesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo de etila (115a): cristais incolores;
rendimento: 80%; [oc]D20 + 121,1 (¢ 1,0; CH,ClL,); P.F.: 58-59°C (cloroférmio:hexano); Ry
0,24 (éter de petroleo:acetato de etila, 9:1 v/v).

RMN 'H (CDCls): 8 0,00 (s, 3H, SiCH3); 0,02 (s, 3H, SiCH3); 0,85 (s, 9H, SiC(CHs)3); 1,26
(t, 3H, J=17,2 Hz, OCH,CH3); 3,60 (dq, 1H, J=7,2 Hz, 9,5 Hz, OCH,CH3); 3,62 (dd, 1H, J =
4,7 Hz, 11,7 Hz, H6); 3,71 (dd, 1H, J = 2,3 Hz, 11,7 Hz, H6’); 3,89 (dq, 1H, J = 7,2 Hz, 9,5
Hz, OCH,CHj3); 4,13 (ddd, 1H, J =2,3 Hz, 4,7 Hz, 9,6 Hz, HS); 5,15 (sl, 1H, H1); 5,42 (dl,
1H, J = 9,6 Hz, H4); 6,00 (dl, 1H, J =10,0 Hz, H2); 6,08 (ddd, 1H, J =2,5 Hz, 2,5 Hz, 10,0
Hz, H3); 7,50 — 7,62 (m, 3H, Harom); 7,90 (s, 1H, Hyiazo1); 7,96 (d, 2H, J = 8,5 Hz, Harom); 8,10
— 8,25 (m, 4H, Hyrom).

RMN °C (CDCls): 8 -5,0; 15,7; 18,7; 26,3; 55.4; 62,8; 64,7; 71,6; 94,2; 119,4; 126,4; 128,1;
128,5; 128,5; 129,5; 129,9; 133,2; 133,5; 147,7; 169,0; 176,1.

Anal. Elementar calc. para C;0H37Ns504Si: C, 64,37%; H, 6,66%; encontrado: C, 63,88%; H,
6,68%.

N-[3-(3-Fenil-1,2,4-oxadiazol-5-i1)]-N-[ { 1-[etil 6-O-(ter-butildimetilsilil)-2,3,4-trides6xi-o-D-
eritro-hex-2-enopiranosid-4-il]-1H-1,2,3-triazol-4-il} metil |propanamida (115b): 6leo incolor;
rendimento: 79%; [OL]D20 + 61,2 (c 1,0; CH,Cl); R 0,2 (diclorometano:acetato de etila, 4:1
v/v).

RMN 'H (CDCls): 8 0,00 (s, 3H, SiCH3); 0,01 (s, 3H, SiCH3); 0,87 (s, 9H, SiC(CHs)s); 1,24
(t, 3H, J= 7,1 Hz, OCH,CH3); 2,81 (t, 2H, J = 7,2 Hz, CH»); 3,30 (t, 2H, J = 7,2 Hz, CHy);
3,53 (dd, 1H, J=4,9 Hz, 11,7 Hz, H6); 3,57 (dq, 1H, J=7,1 Hz, 9,6 Hz, OCH,CH3); 3,64 (dd,
1H, J=2,2 Hz, 11,7 Hz, H6"); 3,86 (dq, 1H, J =7,1 Hz, 9,6 Hz, OCH,CH3); 4,06 (ddd, 1H, J
= 2,2 Hz, 4,9 Hz, 9,8 Hz, HS); 4,51 (dd, 1H, J = 5,6 Hz, 15,2 Hz, CH,N); 4,57 (dd, 1H, J =
5,6 Hz, 15,2 Hz, CH,N); 5,11 (sl, 1H, H1); 5,30 (dl, 1H, J = 9,8 Hz, H4); 5,85 (dl, 1H, J
=10,0 Hz, H2); 6,00 (ddd, 1H, J= 2,6 Hz, 2,8 Hz, 10,0 Hz, H3); 6,64 (tl, 1H, J= 5,6 Hz, NH);
7,43 — 7,52 (m, 3H, Harom); 7,57 (s, 1H, Hiriazo1); 8,02 (dd, 2H, J = 2,2 Hz, 7,7 Hz, Hyrom).

RMN "C (CDCl3): 8 -5,1 -5,0; 15,6; 18,7; 22,7; 26,2; 32,3; 35,2; 55,2; 62,7; 64,6; 71,2; 94,2;
121,9; 127,1; 127,7; 127,9; 129,2; 129,5; 131,5; 145,2; 168,5; 170,8; 179,2.
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Anal. Elementar calc. para C,3H49NOsSi: C, 59,13%; H, 7,09%; encontrado: C, 59,51% ; H,
7,20%.

N-{3-[3-(4-Bromofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-11]}-N-[{1-[etil ~ 6-O-(ter-butildimetilsilil)-2,3,4-
tridesoxi-o-D-eritro-hex-2-enopiranosid-4-il]-1H-1,2,3-triazol-4-il } metil [propanamida

(115c¢): cristais incolores; rendimento: 77%; P.F.: 39 — 40 °C; [oc]D20 + 56,5 (¢ 1,0; CH,Cly);
Rr 0,23 (diclorometano:acetato de etila, 4:1 v/v).

RMN 'H (CDCls): 8 0,00 (s, 3H, SiCH3); 0,01 (s, 3H, SiCH3); 0,87 (s, 9H, SiC(CH3)s); 1,25
(t, 3H, J= 7,1 Hz, OCH,CH5); 2,81 (t, 2H, J = 7,0 Hz, CHy); 3,30 (t, 2H, J = 7,0 Hz, CH»);
3,52 (dd, 1H, J=4,7 Hz, 11,5 Hz, H6); 3,57 (dq, 1H, J=7,1 Hz, 9,6 Hz, OCH,CH,); 3,64 (dd,
1H, J=2,2 Hz, 11,5 Hz, H6’); 3,87 (dq, 1H, J= 7,1 Hz, 9,6 Hz, OCH,CH,); 4,06 (ddd, 1H, J
= 2,2 Hz, 4,7 Hz, 9,8 Hz, HS); 4,51 (dd, 1H, J = 5,6 Hz, 15,2 Hz, CH,N); 4,57 (dd, 1H, J =
5,6 Hz, 15,2 Hz, CH,N); 5,11 (bs, 1H, H1); 5,30 (dl, 1H, J = 9,8 Hz, H4); 5,87 (dl, 1H, J =
10,0 Hz, H2); 6,02 (ddd, 1H, J = 2,5 Hz, 2,8 Hz, 10,0 Hz, H3); 6,34 (tl, 1H, J = 5,6 Hz, NH);
7,55 (s, 1H, Hyiazo1); 7,61 (dd, 2H, J =1,9 Hz, 8,7 Hz, Hayom); 7,91 (dd, 2H, J= 1,9 Hz, 8,7 Hz,
Harom).

RMN *C (CDCl): 8 -5,0 -5,1; 15,6; 18,7; 22,7; 26,2; 32,3; 35,2; 55,3; 62,7; 64,6; 71,2; 94,2;
121,9; 126,0; 126,1; 127,9; 129,3; 129,6; 132,5; 145,1; 167,8; 170,7; 179,5.

Anal. Elementar calc. para CysH39BrNgOsSi: C, 51,93%; H, 6,07%; encontrado: C, 52,02%;
H, 6,22%.

6-O-(Ter-butildimetilsilil)-4- {4-[2,4-diox0-3,4-diidropirimidin-1-(2H)-il]-1H-1,2,3-triazol-4-
i1}-2,3,4-tridesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo de etila (115d): cristais incolores;
rendimento: 37%; P.F. 189 — 190 °C (metanol:éter dietilico); [a]p*® + 89 (¢ 1,0; CH,CL); Ry
0,59 (acetato de etila).

RMN 'H (CDCls): & 0,02 (s, 3H, SiCH3); 0,04 (s, 3H, SiCHs); 0,88 (s, 9H, SiC(CHs)3); 1,30
(t, 3H, J = 7,1 Hz, OCH,CH3); 3,59-3,76 (m, 2H, OCH,CH3;, H6); 3,71 (dl, 1H, J = 10,0 Hz,
H6); 3,93 (dq, 1H, J = 17,1 Hz, 9,4 Hz, OCH,CHj3); 4,22 (ddd, 1H, J = 1,9 Hz, 2,1 Hz, 10,0
Hz, HS); 5,18 (bs, 1H, H1); 5,44 (dl, 1H, J = 10,0 Hz, H4); 6,02 (d, 1H, J = 10,2 Hz, H2);
6,09 (ddd, 1H, J = 2,5 Hz, 2,2 Hz, 10,2 Hz, H3); 8,40 (s, 1H, Hyia0); 8,76 (s, 1H, Hyracil);
10,82 (sl, 1H, NH); 11,17 (sl, 1H, NH).

RMN "C (CDCLy): 8 — 5,0; 15,6; 18.7; 26,3; 55,7; 62,8; 64,6; 71,2; 94,3; 105,8; 118,3; 121,7;
129,5; 140,1; 152,9; 163,0.
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EMAR [IES] calc. para C,0H3;NsOsNaSi [M + Na]+: 472,19922; encontrado: 472,1986.

6-O-(ter-butildimetilsilil)-2,3,4-tridesoxi-4-[5-{ 1-[etil 6-O-(ter-butildimetilsilil)-2,3,4-
tridesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosid-4-il]-1H-1,2,3-triazol-4-il }-2,4-dioxo-3,4-
diidropirimidin-1(2H)-il]a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo de etila (115e): cristais incolores;
rendimento: 75%; P.F.: 83 — 84°C (acetato de etila:éter de petrdleo); [a]p™ + 119,7 (¢ 1,0;
CH,Cl,); R; 0,36 (diclorometano:acetato de etila, 4:1 v/v).

RMN 'H (CDCls): 8 0,02 (s, 3H, SiCH3); 0,03 (s, 6H, 2 SiCHs); 0,04 (s, 3H, SiCHs); 0,85 (s,
9H, SiC(CH3)3); 0,89 (s, 9H, SiC(CHs)3); 1,28 (t, 3H, J = 7,1 Hz, OCH,CHj3); 1,29 (t, 3H, J =
7,1 Hz, OCH,CH53); 3,57-3,66 (m, 3H, 2 H6, H6"); 3,69 (dl, 1H, J = 11,7 Hz, H6’); 3,72—
3,81 (m, 2H, OCH,CHs); 3,87-3,95 (m, 2H, OCH,CHs); 4,04 (m, 1H, H5); 4,17 (ddd, 1H, J =
1,6 Hz, 2,1 Hz, 9,8 Hz, HS); 5,10 (sl, 1H, H1); 5,16 (sl, 1H, H1); 5,33 (dl, 1H, J = 5,4 Hz,
H4); 5,40 (dl, 1H, J = 9,8 Hz, H4); 5,83 (dl, 1H, J = 10,1 Hz, H2); 5,97 (dl, 1H, J = 10,1 Hz,
H2); 6,05 (ddd, 1H, J=2,5 Hz, 2,5 Hz, 10,1 Hz, H3); 6,11 (dl, 1H, J = 10,1 Hz, H3); 8,25 (s,
1H, Heiazol); 8,26 (5, 1H, Huracit); 8,64 (sl, 1H, NH).

RMN "C (CDCLy): & -5,2; -5,1; -5,0; 15,6; 18,7; 26,2; 55,3; 62,7; 64,3; 64,5; 71,2; 94,1; 94,2;
107,0; 121,5; 128,3; 128,8; 129,4; 139,5; 151,1; 161 ,4.

Anal. Elementar calc. para C34Hs7NsOgSi,: C, 56,72%; H, 7,98%; encontrado: C, 56,78%; H,
8,65%.

N-(Ter-butdxicarbonil)-N-{[1-(etil 6-O-ter-butildimetilsilil-2,3,4-trideséxi-a-L-eritro-hex-2-
enopiranosid-4-il)-1H-1,2,3-triazol-4-ilJmetil } -L-fenilalaninamida (115f): cristais incolores;
rendimento: 73%; P.F.: 53-54°C (diclorometano:hexano); [a]Dzo + 59,2 (¢ 1,0; CH,CL); Ry
0,53 (diclorometano:acetato de etila, 4:1v/v).

RMN 'H (CDCls): 8 0,00 (s, 3H, SiCH3); 0,01 (s, 3H, SiCH3); 0,87 (s, 9H, SiC(CHs)3); 1,26
(t, 3H, J =7,1 Hz, OCH,CHj3); 1,39 (s, 9H, Boc); 3,06 (d, 2H, J = 6,8 Hz, CH»); 3,53 — 3,63
(m, 2H, H6, OCH,CHs); 4,07 (ddd, 1H, J = 2,1 Hz, 3,0 Hz, 9,4 Hz, HS); 4,33 (d, 1H, J= 7,2
Hz, NH); 4,43 (dd, 1H, J = 5,6 Hz, 15,2 Hz, CH,Ph); 4,50 (dd, 1H, J = 5,6 Hz, 15,2 Hz,
CH,Ph); 4,95 (sl, 1H, NH); 5,13 (sl, 1H, H1); 5,32 (dl, 1H, J = 9,4 Hz, H4); 5,89 (dl, 1H, J =
10,4 Hz, H2); 6,05 (ddd, 1H, J=2,4 Hz, 2,8 Hz, 10,2 Hz, H3); 6,36 (t, 1H, J = 6,8 Hz, CHN);
7,16 (d, 2H, J = 7,5 Hz, Hayrom); 7,24 — 7,30 (m, 3H, Harom); 7,46 (S, 1H, Hiiazol)-

RMN C (CDCl3): 0 -5,1; -5,0; 15,6; 18,7; 26,2; 28,6; 35,3; 39,0; 55,2; 62,7; 64,5; 71,2; 94,2;
121,5; 127,3; 127,9; 128,9; 129,6; 129,7; 137,0; 145,2; 155,7; 171.,8.

EMAR [IES] calc. para C3;H49Ns5O4SiNa [M + Na]+: 638,33498; encontrado: 638,3348.
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Metil N-{3-[1-(etil 6-O-ter-butildimetilsilil-2,3,4-trideséxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosid-4-
il)-1H-1,2,3-triazol-4-il]propanoil } -L-fenilalaninato (115g): 6leo incolor; rendimento: 70%;
[a]p™ + 94,7 (¢ 1,0; CH,Cly); Re 0,63 (éter de petrdleo:acetato de etila, 2:1 v/v).

RMN 'H (CDCls): & 0,00 (s, 3H, SiCH3); 0,02 (s, 3H, SiCHs); 0,87 (s, 9H, SiC(CHs)s); 1,25
(t, 3H, J= 7,1 Hz, OCH,CH3); 2,61 (t, 1H, J = 7,0 Hz, CH»); 3,02 (t, 2H, J = 7,2 Hz, CHy);
3,07 (m, 1H, CH,Ph); 3,11 (dd, 1H, J = 6,0 Hz, 14,1 Hz, CH,Ph); 3,53 — 3,61 (m, 2H,
OCH,CH3s, H6); 3,65 (dd, 1H, J= 2,1 Hz, 11,7 Hz, H6’); 3,71 (s, 3H, OCH3); 3,87 (dq, 1H, J
=17,1 Hz, 9,6 Hz, OCH,CHs); 4,06 (ddd, 1H, J = 2,1 Hz, 4,9 Hz, 9,8 Hz; HS); 4,85 (ddd, 1H,
J=6,0 Hz, 5,9 Hz, 7,5 Hz CHN); 5,11 (sl, 1H, H1); 5,29 (ddd, 1H, J = 1,7 Hz, 1,9 Hz, 9,8
Hz, H4); 5,90 (dl, 1H, J = 10,0 Hz, H2); 6,00 (ddd, 1H, J= 2,6 Hz, 2,6 Hz, 10,0 Hz, H3); 6,16
(dl, 1H, J = 17,5 Hz, NH); 7,04 (dd, 2H, J = 1,6 Hz, 7,6 Hz, Haom); 7,20 — 7,31 (m, 3H, Harom);
7,39 (s, 1H, Hisiazol)-

RMN "C (CDClL): § -5,1; -5,0; 15,6; 18,7; 21,7; 26,2; 38,7; 38,2; 52.6; 53,6; 55,1; 62,7; 64,5;
71,3; 94,2; 120,7; 127,4; 128,2; 128,9; 129,4; 129,5; 136,2; 147,0; 171,9; 172,3.

Anal. Elementar calc. para C,9H44N4O6Si: C, 60,81%; H, 7,74%; encontrado: C, 60,68%; H,
7,80%.

Metil N-(ter-butoxicarbonil)-O-{[1-(etil 6-O-ter-butildimetilsilil-2,3,4-trideséxi-a-D-eritro-
hex-2-enopiranosid-4-il)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil } -L-tirosinato  (115h): dleo incolor;
rendimento: 60%:; [OL]DZO + 81,9 (¢ 1,0; CH,Cly); Rr 0,58 (diclorometano:acetato de etila, 4:1
v/v).

RMN 'H (CDCls): 8 0,02 (s, 3H, SiCH3); 0,03 (s, 3H, SiCH3); 0,88 (s, 9H, SiC(CHs)3); 1,27
(t, 3H, J=17,1 Hz, OCH,CH5); 1,43 (s, 9H, Boc); 3,01 (dd, 1H, J = 6,2 Hz, 14,5 Hz, CH,Ph);
3,07 (dd, 1H, J = 6,0 Hz, 14,1 Hz, CH,Ph); 3,56 — 3,72 (m, 3H, OCH,CHj3;, H6 e H6’); 3,72
(s, 3H, OCHs); 3,89 (dq, 1H, J = 7,1 Hz, 9,5 Hz, OCH>CH3); 4,12 (m, 1H, H5); 4,55 (m, 1H,
CHN); 4,98 (dl, 1H, J= 7,9 Hz, NH); 5,15 (sl, 1H, H1); 5,18 (s, 2H, OCH,); 5,38 (dl, 1H, J =
9,8 Hz, H4); 5,98 (dl, 1H, J = 10,0 Hz, H2); 6,05 (ddd, 1H, J=2,5 Hz, 2,5 Hz, 10,0 Hz, H3);
6,92 (d, 2H, J = 8,6 Hz, Hyrom); 7,05 (d, 2H, J = 8,6 Hz, Harom); 7,70 (s, 1H, Hisiazol)-

BCRMN (CDCl3): 0 -5,1; -5,0; 15,6, 18,7; 26,2; 28,7; 52,6, 53,8; 55,3; 62,5; 62,7, 64,6; 71,4,
94,2; 115,1; 122,0; 128,0; 129,0; 129,7; 130,7; 144.9; 155,5; 157,7; 172,7.

Anal. Elementar calc. para C;;HsoN4OgSi: C, 59,42%; H, 7,79%; encontrado: C, 58,81%; H,
7,73%.
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Sintese dos manopiranosideos 116a-c e 116f-h

Em um baldo com capacidade para 25 mL contendo o carboidrato insaturado 115 (1
mmol) dissolvido em uma mistura de acetona:agua (4:1 v/v), foram adicionados OsOy4 (0,25
mg, 2 mol %) e N-metilmorfolina-N-6xido (NMO) (458 mg, 4 mmol) a 0 °C. A mistura ficou
sob agitacdo por cerca de 12 horas a temperatura ambiente e entdo NaHSO; (500 mg) foi
adicionado e a mistura resultante reagiu por mais 30 minutos. O conteudo do baldo foi diluido
em 5 mL de agua, extraido com acetato de etila (2 x 10 mL), seco em Na,SO4 e o solvente foi
evaporado sob pressdo reduzida para fornecer o correspondente diol. O residuo bruto foi
submetido a rea¢do com anidrido acético (4 mL) e piridina (4 mL) por mais 12 horas. O
solvente foi evaporado em evporador rotativo e entdo cromatografado em coluna de silica
para fornecer o derivado manopiranosidico 116. Os detalhes desta série de produtos sdo

mostrados abaixo.

2,3-di-O-Acetil-6-O-(ter-butildimetilsilil)-4- {4-[4’-(5-fenil-1,2,4-oxadiazol-3-il-fenil)]- 1 H-
1,2,3-triazol-4-1l} -a-D-manopiranosideo de etila (116a): cristais incolores; rendimento: 65%;
P.F.. 73-74°C (cloroférmio:hexano); [a]p™ + 59,5 (¢ 1,0; CH,CL); Rf 0,77
(diclorometano:acetato de etila, 9:1 v/v).

RMN 'H (CDCls): & -0,05 (s, 3H, SiCHs); 0,00 (s, 3H, SiCH3); 0,86 (s, 9H, SiC(CHs)s); 1,23
(t, 3H, J = 7,1 Hz, OCH,CH3); 1,79 (s, 3H, OAc); 2,11 (s, 3H, OAc); 3,34 (dd, 1H, J = 3,1
Hz, 11,9 Hz, H6); 3,53 (dq, 1H, J = 7,1 Hz, 9,8 Hz, OCH,CH3); 3,61 (dd, 1H, J = 1,5 Hz,
11,9 Hz, H6”); 3,75 (dq, 1H, J = 7,1 Hz, 9,8 Hz, OCH,CH3); 4,32 (dl, 1H, J = 10,7 Hz; HS5);
4,87 (d, 1H, J = 1,7 Hz, H1); 5,04 (dd, 1H, J = 10,7 Hz, 11,3 Hz, H4); 5,31 (dd, 1H, J =1,7
Hz, 3,4 Hz, H2); 5,91 (dd, 1H, J = 3,4 Hz, 11,3 Hz, H3); 7,47 — 7,59 (m, 3H, Harom); 7,85 (s,
1H, Hyiazot); 7,92 (d, 2H, J = 8,3 Hz, Harom); 8,16 (dd, 4H, J = 1,7 Hz, 6,6 Hz, Harom).

RMN B¢ (CDCl): 6 -5,1; - 4,9; 15,4; 18,7; 20,9; 21,2; 26,2; 56,8; 62,1; 64,4; 69,1; 69,5;
71,8; 97,8; 121,5; 124,6; 126,4; 127,1; 128,5; 128,6; 129,5; 133,2; 133,4; 146,9; 169,0; 169,6;
170,3; 176,2.

EMAR [IES] calc. para C34H43NsOgNaSi [M + Na]+: 700,2779; encontrado: 700,2765.

N-[3-(3-Fenil-1,2,4-oxadiazol-5-11)]-N-[ { 1-[etil 2,3-di-O-acetil-6-O-(fer-butildimetilsilil)-a.-D-

manopiranosid-4-il]-1H-1,2,3-triazol-4-il } metil Jpropanamida ~ (116b): 6leo  incolor;
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rendimento: 65%; [oc]D20 + 44,4 (c 0,55; CH,Cl); Rr 0,2 (diclorometano, acetato de etila, 4:1,
v/V).

RMN 'H (CDCls): 8 0,00 (s, 3H, SiCHz); 0,10 (s, 3H, SiCH3); 0,93 (s, 9H, SiC(CHs)3); 1,30
(t, 3H, J= 7,1 Hz, OCH,CHj3); 1,85 (s, 3H, OAc); 2,18 (s, 3H, OAc); 2,84 (t, 2H, J= 7,2 Hz,
CH,); 3,28 — 3,35 (m, 3H, H6, CH,); 3,52 — 3,66 (m, 2H, OCH,CHs, H6); 3,81 (dq, 1H, J =
7,2 Hz, 9,8 Hz, OCH,CH3); 4,36 (dl, 1H, J = 10,6 Hz, HS); 4,51 (d, 2H, J = 5,5 Hz, CH,N);
4,93 (sl, 1H, H1); 5,01 (dd, 1H, J= 10,6 Hz, 10,9 Hz, H4); 5,34 (dd, 1H, J = 1,8 Hz, 3,2 Hz,
H2); 5,87 (dd, 1H, J = 3,2 Hz, 10,9 Hz, H3); 6,56 (tl, 1H, J = 5,5 Hz, NH); 7,47 — 7,52 (m,
3H, Harom); 7,60 (s, 1H, Hyiazo1); 8,07 (dd, 2H, J= 1,8 Hz, 5,0 Hz, Harom)-

RMN "C (CDCly): & -5,2; -4,9; 15,3; 18,6; 20,83; 21,18; 22,7; 26,2; 32,4; 35,4; 56,6; 61,9;
64,3; 69,20; 69,4; 71,4; 97,7, 127,1; 127,8; 129,2; 131,5; 168,6; 169,5; 170,3; 170,7; 179,1.
EMAR [IES] calc. para C3;H4NgO9SiNa [M + Na]+: 709.29933; encontrado: 709.2992.

N-{3-[3-(4-Bromofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]}-N-[ {1-[etil 2,3-di-O-acetil-6-O-(ter-
butildimetilsilil)-a-D-manopiranosid-4-il]-1H-1,2,3-triazol-4-il} metil |propanamida  (116c¢):
cristais incolores; rendimento: 84%; P.F.: 47-48°C; [a]p® + 37,0 (¢ 1,0; CH,CL); R; 0,2
(diclorometano:acetato de etila, 3:2 v/v).

RMN 'H (CDCls): & 0,00 (s, 3H, SiCH3); 0,06 (s, 3H, SiCHs); 0,93 (s, 9H, SiC(CHs)3); 1,29
(t, 3H, J= 17,1 Hz, OCH,CH3); 1,85 (s, 3H, OAc); 2,18 (s, 3H, OAc); 2,84 (t, 2H, J= 7,3 Hz,
CH,); 3,31 (m, 3H, CH,, H6); 3,59 (dq, 1H, J= 7,1 Hz, 9,8 Hz, OCH,CH3); 3,64 (dl, 1H, J =
13,0 Hz, H6); 3,81 (dq, 1H, J =7,1 Hz, 9,8 Hz, OCH,CH3); 4,37 (dl, 1H, J = 10,2 Hz, HYS);
4,51 (dd, 1H, J= 5,8 Hz, 11,7 Hz, CH;N); 4,58 (dd, 1H, J= 5,5 Hz, 11,7 Hz, CH,N); 4,93 (sl,
1H, H1); 5,01 (dd, 1H, J= 10,2 Hz, 11,1 Hz, H4); 5,33 (dl, 1H, J= 3,2 Hz, H2); 5,87 (dd, 1H,
J=3,2Hz, 11,1 Hz, H3); 6,82 (tl, 1H, J = 5,5 Hz, NH); 7,61 (s, 1H, Hyiazo1); 7,64 (d, 2H, J =
8,5 Hz, Harom); 7,95 (d, 2H, J = 8,5 Hz, Harom).

RMN °C (CDCL): & —5,2; -4,9; 15,3; 18,6; 20,8; 21,2; 22,6; 26,2; 32,3; 35,3; 56,6; 61,9;
64,3; 69,2; 69.4; 71,4; 97,7, 126,1; 129,3; 132,5; 167,9; 169,4; 170,3; 170,6; 179,4.

EMAR [IES] calc. para C3;H4sBrN¢O9SiNa [M + Na]+: 787.20984; encontrado: 787.2093.

N-(Ter-butdxicarbonil)-N-{[1-(etil 6-O-ter-butildimetilsilil-2,3-di-O-acetil-4-desoxi-o-
manopiranosid-4-il)-1H-1,2,3-triazol-4-ilJmetil } -L-fenilalaninamida (115f): cristais incolores;
rendimento: 63%; P.F.: 66-67°C (diclorometano:hexano); [oc]D20 + 39,4 (c 1,0; CH,Cly); Re

0,75 (diclorometano:acetato de etila, 1:1 v/v).
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RMN 'H (CDCls): & 0,00 (s, 3H, SiCH3); 0,05 (s, 3H, SiCHs); 0,92 (s, 9H, SiC(CHs)s); 1,29
(t, 3H, J = 7,2 Hz, OCH,CHj3); 1,39 (s, 9H, Boc); 1,83 (s,3H, OAc); 2,16 (s,3H, OAc); 3,05
(d, 2H, J = 6,8 Hz, CH>); 3,34 (dd, 1H, J= 3,0 Hz, 11,9 Hz, H6); 3,56 (dq, 1H, J= 7,2 Hz, 9,8
Hz, OCH:CH,); 3,63 (dl, 1H, J= 11,9 Hz, H6’); 3,80 (dq, 1H, J= 7,2 Hz, 9,8 Hz, OCH,CH>);
4,38 — 4,35 (m, 2H, HS5, NH); 4,41 (dd, 1H, J = 5,6 Hz, 15,2 Hz, CH,Ph); 4,52 (dd, 1H, J =
5,8 Hz, 15,2 Hz, CH,Ph); 4,91 (sl, 1H, H1); 4,94 (sl, 1H, NH); 4,98 (dd, 1H, J= 10,7 Hz, 10,7
Hz, H4); 5,33 (dd, 1H, J = 2,8 Hz, 1,7 Hz, H2); 5,83 (dd, 1H, J = 3,2 Hz, 10,7 Hz, H3); 6,48
(dd, 1H, J = 5,6 Hz, 5,8 Hz, CHN); 7,14 (d, 2H, J = 7,4 Hz, Haom); 7,22 — 7,32 (m, 3H,
Harom); 7,48 (s, 1H, Huiazol)-

RMN C (CDCls): & — 6,5; - 6,3; 13,9; 17,2; 19,4; 19,8; 24,8; 27,2; 33,9; 55,1; 60,5; 62,9;
67,9; 68,0; 70,0; 96,4; 122,3; 126,0; 127,7; 128,3; 135,5; 168,0; 168,9; 170,3.

EMAR [IES] calc. para C3sHssNsO;9SiNa [M + Na]+: 756.36159; encontrado: 756.3610.

Metil N-{3-[1-(etil 6-O-ter-butildimetilsilil-2,3-di-O-acetil-4-desdxi-o-D-manopiranosid-4-
il)-1H-1,2,3-triazol-4-il]propanoil-L-fenilalaninato (116g): 6leo incolor; rendimento: 50%;
[oc]DZO + 52,8 (¢ 0,6; CH,Cl); R 0,66 (diclorometano:acetato de etila, 1:1 v/v).

RMN 'H (CDCls): & 0,00 (s, 3H, SiCH3); 0,05 (s, 3H, SiCHs); 0,92 (s, 9H, SiC(CHs)3); 1,28
(t, 3H, J=7,1 Hz, OCH,CH5); 1,83 (s, 3H, OAc); 2,17 (s, 3H, OAc); 2,62 (t, 2H, CH,, J= 17,3
Hz); 3,03 (t, 2H, J = 7,8 Hz, CH>); 3,10 (dd, 1H, J = 7,8 Hz, 13,6 Hz, CH,Ph); 3,15 (dd, 1H, J
= 5,8 Hz, 13,6 Hz, CH,Ph); 3,35 (dd, 1H, J = 3,4 Hz, 11,9 Hz, H6); 3,63 — 3,49 (m, 2H,
OCH,CHs, H6%); 3,74 (s, 3H, OCHs); 3,81 (dq, 1H, J = 7,1 Hz, 9,8 Hz, OCH,CH3); 4,33 (dl,
1H, J = 10,3 Hz; HS); 4,87 (ddd, 1H, J = 5,8 Hz, 6,0 Hz, 7,8 Hz CHN); 4,91 (d, IH, J=1,5
Hz, H1); 4,97 (dd, 1H, J=10,3 Hz, 11,1 Hz, H4); 5,33 (dd, 1H, J= 1,7 Hz, 3,2 Hz, H2); 5,85
(dd, 1H, J=3,4 Hz, 11,1 Hz, H3); 6,14 (d, 1H, J= 7,5 Hz, NH); 7,09 (dd, 2H, J= 1,7 Hz, 6,2
Hz, Harom); 7,26 — 7,34 (m, 3H, Harom); 7,40 (s, 1H, Hiiazo1)-

RMN "C (CDCly): & -5,1; - 4,9; 15,3; 18,7; 20,8; 21,2; 21,6; 26,2; 35,7; 38,2; 52,7; 53,5;
56,4; 62,0; 64,3; 69,2; 69,5; 71,6; 97,7; 122,5; 127,6; 129,0; 129,6; 136,2; 169,5; 170,3;
171,7; 172,3.

EMAR [IES] calc. para C33Hs5oN4O,SiNa [M + Na]+: 713.31939; encontrado: 713.3190.

Metil N-(ter-butdxicarbonil)-N-{[1-(etil 6-O-ter-butildimetilsilil-2,3-di-O-acetil-4-dedxi-a.-D-

manopiranosid-4-il)-1H-1,2,3-triazol-4-ilJmetil } -L-tirosinato ~ (116h):  cristais  incolores;
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rendimento: 61%;  P.F.. 62-63°C; [alp™ + 62,3 (¢ 1,0; CH,CL); Ry 0,81
(diclorometano:acetato de etila, 4:1 v/v).

RMN 'H (CDCls): & -0,06 (s, 3H, SiCH3); 0,00 (s, 3H, SiCH3); 0,86 (s, 9H, SiC(CH3)3); 1,23
(t, 3H, J=17,1 Hz, OCH,CH5); 1,38 (s, 9H, Boc); 1,75 (s, 3H, OAc); 2,10 (s, 3H, OAc); 2,95
(dd, 1H, J = 6,2 Hz, 14,0 Hz, CH,Ph); 3,01 (dd, 1H, J = 5,8 Hz, 14,0 Hz, CH,Ph); 3,28 (dd,
1H, J= 3,2 Hz, 11,8 Hz, H6); 3,51 (dq, 1H, J= 7,1 Hz, 9,8 Hz, OCH,CHs); 3,59 (dl, 1H, J =
12,0 Hz, H6%); 3,67 (s, 3H, OCH3); 3,74 (dq, 1H, J = 7,1 Hz, 9,8 Hz, OCH,CHs); 4,32 (dI,
1H, J = 10,0 Hz, HS); 4,49 (m, 1H, CHN); 4,86 (d, 1H, J= 1,3 Hz, H1); 4,93 (dl, 1H, J= 8,0
Hz, NH); 4,97 (dd, 1H, J = 10,9 Hz, 10,9 Hz, H4); 5,14 (s, 2H, OCH,); 5,28 (dd, 1H, J=2,1
Hz, 2,8 Hz, H2); 5,85 (dd, 1H, J = 3,3 Hz, 11,2 Hz, H3); 6,84 (d, 2H, J = 8,5 Hz, Hyom); 6,99
(d, 2H, J = 8,5 Hz, Harom); 7,59 (s, 1H, Hiazol)-

RMN BC (CDCl3): 6 -5,2; -4,9; 15.3; 18,6; 20,8; 21,2; 26,2; 28,7; 37,8; 52,6; 54,9; 56,6;
61,9; 62,5; 64,3; 69,2; 69,5; 71,6; 97,8; 115,2; 124,1; 129,0; 130,7; 144,3; 157,7; 169.4;
170,3; 172,7.

EMAR [IES] calc. para C3sHs¢N4O,SiNa [M + Na]+: 787,35617; encontrado: 787,3568.

Sintese dos oxadiazois 117a-b e 120

A uma suspensdo do oxadiazol 57 ou 119 (1,26 mmol) e K,COs (260 mg; 1,9 mmol)
em DMF séca (8 mL) foram adicionados 220 mg de brometo de propargila (1,9 mmol; sol.
80% em tolueno). A mistura ficou sob agitacdo por 30 horas, sob atmosfera inerte. Foram
entdo adicionados 20 mL de 4dgua a esta mistura e foi realizada uma extragdo com acetato de
etila (3 x 20 mL). As fases orgénicas foram reunidas, lavadas com solu¢do saturada de
bicarbonato de sdédio e salina, sécas com sulfato de sddio anidro e o solvente foi evaporado
sob pressdo reduzida. O residuo foi submetido a cromatografia em coluna e recristalizado em

metanol:dgua para fornecer 117 ou 120.

3-Fenil-5-[4-(prop-2-in-1-iloxi)fenil]-1,2,4-oxadiazol (117a): cristais incolores; rendimento:
57%; P.F.: 107-108°C; R¢ 0,82 (éter de petroleo:acetato de etila, 3:2 v/v).

RMN 'H (CDCly): & 2,58 (t, 1H, J = 2,4 Hz, C=CH); 4,79 (d, 2H, J = 2,4 Hz; CH,); 7,13 (d,
2H, J = 8,9 Hz, Haromatic); 7,49 — 7,52 (m, 3H, Harom); 8,15 — 8,20 (m, 4H, Harom)-

RMN C (CDCL): & 56,3; 76,7; 78,1; 115,8; 118,1; 127,9; 129,2; 130,4; 131,5; 161.,4; 169,2;
175,9.

EMAR [IES] calc. para C;7H2N,0, [M]": 276,0899; encontrado: 276,0901.
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3-(4-Bromofenil)-5-[4-(prop-2-in-1-iloxi)fenil]-1,2,4-oxadiazol (117b): cristais incolores;
rendimento: 76%; P.F.: 153-154°C; R 0,85 (éter de petrdleo:acetato de etila, 3:2 v/v).

RMN 'H (CDCL): & 2,50 (t, 1H, J = 2,4 Hz, C=CH); 4,79 (d, 2H, J = 2,4 Hz; CH,); 7,04 (d,
2H, J = 8,9 Hz, Hyrom); 7,56 (dl, 2H, J = 8,7 Hz, Harom); 7,95 (dL, 2H, J = 8,7 Hz, Harom); 8,07
(dl, 2H, J = 8,9 Hz, Harom).

RMN "*C (CDCL): & 56,3; 76,7; 78,0; 115,8; 117,9; 126,0; 126,4; 129,4; 130,4; 132,5; 161,5;
168,5; 176,0.

EMAR [IES] calc. para C;7H;;BrN,O, [M]+: 354,0004; encontrado: 353,9991.

[4-(5-Fenil-1,2,4-oxadiazol-3-il)fenil](prop-2-in-1-il)amina ~ (120):  cristais  amarelos;
rendimento: 63%; P.F.: 116-117°C; R¢ 0,71 (éter de petroleo:acetato de etila, 3:2 v/v).

RMN 'H (CDCly): & 2,26 (t, 1H, J = 2,4 Hz, C=CH); 3,99 (d, 2H, J = 2,4 Hz; CH,); 4.27 (sl,
1H, NH); 6,76 (dl, 2H, J = 8,9 Hz, Harom); 7,26 — 7,61 (m, 3H, Harom); 8,02 (dl, 2H, J = 8,9 Hz,
Harom); 8,20 (dl, 2H, J = 7,9 Hz, Harom)-

RMN "*C (CDCLy): & 33,7; 72,1; 80,7; 113,5; 117,1; 124,9; 128,5; 129,3; 129,4; 132,9; 149,6;
169,3; 175,5.

EMAR [IES] calc. para C17H;3N30 [M]+: 275,1059; encontrado: 275,1062.

Sintese do oxadiazol 121

A um baldo com capacidade para 25 mL contendo a amidoxima 99 (0,5 g; 3,13 mmol)
foram adicionados 10 mL de anidrido acético. A mistura foi mantida sob refluxo durante 4
horas, quando foi entdo resfriado até a temperatura ambiente. Foi adicionada solug¢do aquosa
de NaOH 2N até pH 7,0 e foi realizada extragdo com acetato de etila (3 x 10 mL). O solvente
foi evaporado sob pressdo reduzida e o residuo purificado por cromatografia em coluna de

silica, seguido de recristalizacdo em éter dietilico:metanol para fornecer o oxadiazol 121.

3-(4-Etinilfenil)-5-metil-1,2,4-oxadiazol (121): cristais incolores; rendimento: 61%; P.F.: 70-
71°C; R 0,65 (éter de petrdleo:acetato de etila, 3:2 v/v).

RMN 'H (CDCls): & 2,64 (s, 3H, CH;); 3,21 (s, 1H, C=CH); 7,58 (dl, 2H, J = 8,5 Hz, Hyrom);
8,02 (dl, 2H, J = 8,7 Hz, Harom).

RMN "°C (CDCl): 8 12,7; 79,7; 83.,4; 125,3; 127.4; 127,6; 132,9; 168,2; 177,1.

EMAR [IES] calc. para C;;HsN,O [M]": 184,0636; encontrado: 184,0636.

107



Janaina Versiani dos Anjos Tese de Doutorado

Sintese dos oxadiazois 122a-g

A um baldo com capacidade para 25 mL, adaptado com condensador de refluxo,
contendo o oxadiazol 4acido 12 (0,23 mmol), foram adicionados 0,39g (0,69 mmol) de alcool
propargilico e cerca de 5 gotas de acido sulfurico. O sistema foi mantido sob agitacdo, a 60°C,
por cerca de 12 horas. Apos verificado o término da reagdo por CCD, o sistema foi resfriado
até temperatura ambiente e a mistura reacional foi extraida com acetato de etila (3 x 20mL).
As fases organicas foram reunidas, lavadas com solugd@o saturada de bicarbonato de sodio e
salina, s€cas com sulfato de sodio anidro e o solvente evaporado sob pressdo reduzida. O
residuo  foi submetido a cromatografia em coluna e recristalizado em

diclorometano:cicloexano para fornecer 122.

Propanoato de 3-[3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il]-prop-2-inila (122a):  cristais incolores;
rendimento: 95%; P.F.: 66-67°C; Ry 0,61 (cicloexano:acetato de etila, 7:3 v/v).

RMN 'H (CDCls): & 2,50 (t, 1H, J = 2,5 Hz, C=CH); 3,00 (t, 2H, J = 7,2 Hz, CH,); 3,27 (t,
2H, J= 17,2 Hz, CH,); 4,26 (d, 2H, J = 2,5 Hz, CH,0); 4,73 (d, 2H, J = 2,4 Hz, CH,0); 7,43 —
7,50 (m, 3H, Harom); 8,04 — 8,08 (m, 2H, Harom)-

RMN C (CDCls): & 21,8; 30,1; 52,3; 75,1; 77,2; 126,6; 127,3; 128,7; 131,1; 168,1; 170,5;
177.,9.

Anal. Elementar calc. para C;4H2N,Os: C, 65,62%; H, 4,72%; N, 10,93%; encontrado: C,
65,81%; H, 4,49%; N, 11,33%.

Propanoato de 3-[3-(4-bromofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-prop-2-inila (122b): cristais
incolores; rendimento: 93%; P.F.: 61-62°C; R; 0,67 (cicloexano:acetato de etila, 7:3 v/v).
RMN 'H (CDCls): & 2,50 (t, 1H, J = 2,5 Hz, C=CH); 3,00 (t, 2H, J = 7,0 Hz, CH,); 3,28 (4,
2H, J = 7,0 Hz, CH,); 4,74 (d, 2H, J = 2,5 Hz, CH,0); 7,60 (dd, 2H, J = 8,7 Hz, 2,3 Hz,
Harom); 7,92 (dd, 2H, J = 8,7 Hz, 2,3 Hz, Harom).

RMN *C (CDCl5): ¢ 21,8; 30,1; 52,4; 75,2; 77,1, 125,5; 125,6; 128,8; 132,0; 167,5; 170,5;
178,2.

Anal. Elementar calc. para C;4H;;BrN,O: C, 50,17%; H, 3,31%; N, 8,36%; encontrado: C,
50,09%; H, 3,18%; N, 8,47%.

Propanoato de 3-[3-(4-toluil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-prop-2-inila (122¢): cristais incolores;
rendimento: 74%; P.F.: 43-44°C; R; 0,64 (cicloexano:acetato de etila, 7:3 v/v).
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RMN 'H (CDCls): & 2,40 (s, 3H, CHs); 2,49 (t, 1H, J = 2,4 Hz, C=CH); 2,99 (t, 2H, J= 7,2
Hz, CH,); 3,26 (t, 2H, J= 7,2 Hz, CH,); 4,73 (d, 2H, J = 2,4 Hz, CH,;0); 7,27 (dd, 2H, J = 8,4
Hz, 1,8 Hz, Hyrom); 7,94 (dd, 2H, J = 8,4 Hz, 1,8 Hz, Hyrom)-

RMN °C (CDCL): & 21,5; 21,8; 30,1; 52,4; 75,1; 77,2; 123,7; 127,2; 129,4; 141,4; 168,2;
170,5; 177,7.

Anal. Elementar calc. para C;sH4N,Os: C, 66,66%; H, 5,22%; N, 10,36%; encontrado: C,
66,67%; H, 5,15%; N, 10,65%.

Propanoato de 3-[3-(3-Toluil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-prop-2-inila (122d): cristais incolores;
rendimento: 79%; P.F.: 44-45°C; R; 0,67 (cicloexano:acetato de etila, 7:3 v/v).

RMN 'H (CDCls): & 2,41 (s, 3H, CH3); 2,50 (t, 1H, J = 2,3 Hz, C=CH); 3,00 (t, 2H, J = 7,3
Hz, CH,); 3,27 (t, 2H, J = 7,3 Hz, CH,); 4,73 (d, 2H, J = 2,3 Hz, CH,0); 7,29 (dl, 1H, J= 7,5
Hz, Harom); 7,35 (d, 1H, J = 7,5 Hz, Harom); 7,86 (dl, 2H, J = 9,3 Hz, Harom)-

RMN "°C (CDCL): & 21,2; 21,8; 30,1; 52,4; 75,2; 77,2; 124,4; 126,4; 127,8; 128,6; 131,9;
138,5; 168,3; 170,5; 177,9.

Anal. Elementar calc. para C;sH4N,Os: C, 66,66%; H, 5,22%; N, 10,36%; encontrado: C,
66,73%; H, 5,09%; N, 10,67%.

Propanoato de 3-[3-(2-toluil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-prop-2-inila (122e): cristais incolores;
rendimento: 84%; P.F. 50-51°C; R; 0,72 (cicloexano:acetato de etila, 7:3 v/v).

RMN 'H (CDCls): 8 2,49 (t, 1H, J = 2,6 Hz, C=CH); 2,61 (s, 3H, CH3); 2,99 (t, 2H, J = 7,2
Hz, CH,); 3,28 (t, 2H, J= 7,2 Hz, CH,); 4,73 (d, 2H, J = 2,6 Hz, CH;0); 7,26 — 7,40 (m, 3H,
Harom); 7,96 (dd, 1H, J= 7,5 Hz, 2,5 Hz, Harom)-

RMN "C (CDCL): & 21,7; 22,0; 30,1; 52,3; 75,1; 77,2; 125,8; 129.9; 130,4; 131,2; 138,1;
168,7; 170,5; 176,9.

Anal. Elementar calc. para C;sH4N,Os: C, 66,66%; H, 5,22%; N, 10,36%; encontrado: C,
66,74%; H, 5,20%; N, 10,57%.

Propanoato de 3-[3-(4-nitrofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-prop-2-inila (122f): cristais amarelos;
rendimento: 87%; P.F.: 82-84°C; R; 0,55 (cicloexano:acetato de etila, 7:3 v/v).

RMN 'H (CDCls): & 2,49 (t, 1H, J = 2,4 Hz, C=CH); 3,01 (t, 2H, J = 7,2 Hz, CH,); 3,30 (t,
2H, J = 7,2 Hz, CH,); 4,73 (d, 2H, J = 2,4 Hz, CH,0); 8,22 (dd, 2H, J = 9,0 Hz, 2,1 Hz,
Harom); 8,30 (dd, 2H, J=9,0 Hz, 2,1 Hz, Harom).
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RMN C (CDCls): & 21,8; 30,0; 52,5; 75,2; 77,1; 124,0; 128.3; 132,5; 149,3; 166,7; 170,4;
179,0.

Anal. Elementar calc. para C14H;1N3Os: C, 55,82%; H, 3,68%; N, 13,95%; encontrado: C,
55,86%; H, 3,70%; N, 13,93%.

Propanoato de 3-[3-(4-Clorofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-prop-2-inila  (122g): cristais
incolores; rendimento: 93%; P.F.: 49-50°C; R; 0,67 (cicloexano:acetato de etila, 7:3 v/v).
RMN 'H (CDCls): & 2,49 (t, 1H, J = 2,4 Hz, C=CH); 3,00 (t, 2H, J = 7.2 Hz, CH,); 3,28 (t,
2H, J= 17,2 Hz, CH,); 4,74 (d, 2H, J = 2,4 Hz, CH,0); 7,45 (ddd, 2H, J = 8,7 Hz, 2,3 Hz, 0,3
Hz, Harom); 8,00 (ddd, 2H, J = 8,4 Hz, 2,3 Hz, 0,3 Hz, Harom)-

C RMN (CDCly): & 21,8; 30,1; 52,5; 75,2; 125,1; 128,7; 129,1; 137,3; 167,4; 170,5; 178 2.
Anal. Elementar calc. para C14H;;CIN;Os: C, 57,84%; H, 3,81%; N, 9,64%; encontrado: C,
57,59%; H, 3,73%; N, 9,65%.

Sintese dos glicoconjugados 123a-q, 125a-d, 126

O azido-actucar 61, 62, 63, 95 ou 96 (1 mmol) e o derivado acetilénico (1,1 mmol)
foram suspensos em uma mistura 1:1 de diclorometano:dgua (4 mL). A esta solucdo foi
adicionada uma mistura de Cu(OAc),; (10 mg; 0,05 mmol) e ascorbato de sodio (30 mg; 0,15
mmol) e o sistema foi mantido sob agitagdo a temperatura ambiente por cerca de 12 horas.
Apos verificado o fim da reagdao por CCD, foram adicionados diclorometano (5 mL) e dgua (5
mL) ao sistema e foi efetuada extragdo com diclorometano (3 x 5 mL). As fases orgénicas
foram sécas com sulfato de soédio anidro e o solvente evaporado sob pressdo reduzida. O
residuo bruto foi submetido a cromatografia em coluna de silica-gel para fornecer 123, 125 ou

126.

3-{4-[1-(2,3,4,6-Tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil)-1 H-1,2,3-triazol-4-il|fenil } -5-fenil-1,2,4-

oxadiazol ~ (123a):  cristais  incolores;  rendimento:  61%; P.F.:  231-232°C
(diclorometano:hexano); [a]p™ - 60,5 (¢ 1,0; CH,CL); Ry 0,41 (éter de petrdleo:acetato de
etila, 3:2 v/v).

RMN 'H (CDCL): & 1,84 (s, 3H, OAc); 1,98 (s, 3H, OAc); 2,02 (s, 3H, OAc); 2,03 (s, 3H,
OAc); 3,98 (ddd, 1H, J=1,7 Hz, 5,1 Hz, 9,8 Hz, H5); 4,10 (dd, 1H, J= 1,7 Hz, 12,6 Hz, H6);
4,28 (dd, 1H, J= 5,1 Hz, 12,6 Hz, H6"); 5,22 (dd, 1H, J=9,8 Hz, 9,4 Hz, H4); 5,39 (dd, 1H, J
=9,2 Hz, 9,4 Hz, H3); 5,47 (dd, 1H, J = 9,2 Hz, 9,0Hz, H2); 5,89 (d, 1H, J = 9,0 Hz, H1);
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7,48 — 7,59 (m, 3H, Harom); 7,93 (d, 2H, J = 8,1 Hz, Harom); 8,04 (s, 1H, Huiazo1); 8,16 — 8,18
(m, 2H, Harom); 8,19 (d, 2H, J = 8,1 Hz, Harom).

RMN "°C (CDCly): & 19,2; 19,5; 19,7; 24.6; 66,7; 66,9; 69,3; 71,7; 74,2; 84,9; 117,4; 123,2;
125,2; 125,9; 127,1; 127,2; 128,1; 131,5; 131,8; 146,7; 167,5; 168,0; 168,4; 168,9; 169,5;
174,8.

EMAR [IES] calc. para C30H29NsO9Na [M + Na]+: 642,18121; encontrado: 642,1812.

N-{[1-(2,3,4,6-Tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil)-1H-1,2,3-triazol-4-il]metil } -3-(3-fenil-
1,2,4-oxadiazol-5-il)propanamida (123b): cristais incolores; rendimento: 85%; P.F.: 152-
153°C (diclorometano:hexano); [a]p> - 19,2 (¢ 1,0; CH,CL); Ry 0,46 (acetato de etila).

RMN 'H (DMSOg): 6 1,79 (s, 3H, OAc); 1,96 (s, 3H, OAc); 1,99 (s, 3H, OAc); 2,03 (s, 3H,
OAc); 2,75 (t, 2H, J = 7,2 Hz, CH»); 3,21 (t, 2H, J = 7,2 Hz, CH,); 4,05 (dd, 1H, J = 2,2 Hz,
12,4 Hz, H6); 4,12 (dd, 1H, J = 5,5 Hz, 12,4 Hz, H6’); 4,32 (d, 1H, J = 5,5 Hz, CH,N); 4,36
(m, 1H, HS); 5,16 (dd, 1H, J = 9,6 Hz, 9,6 Hz, H4); 5,54 (dd, 1H, J = 9,4 Hz, 9,2 Hz, H3);
5,63 (dd, 1H, J = 9,2 Hz, 9,2 Hz, H2); 5,31 (d, 1H, J = 9,0 Hz, H1); 7,53 — 7,59 (m, 3H,
Harom); 7,97 — 8,00 (m, 2H, Harom); 8,21 (s, 1H, Hisiazol); 8,60 (t, 1H, J=5,5 Hz, NH).

RMN "C (CDCls): § 20,5; 20,9; 20,9; 21,0; 22,7; 32,3; 35,3; 61,9; 68,0; 70,8; 73,0; 75,4;
86,0; 121,6; 126,1; 126,4; 127,1; 127,7; 129,2; 131,5; 145,7; 168,5; 169,2; 169,7; 170,3;
170,9; 179,3.

EMAR [IES] calc. para CysH3,N¢O;1Na [M + Na]+: 651,20268; encontrado: 651,2029.

N-{[1-(2,3,4,6-Tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil)-1H-1,2,3-triazol-4-il Jmetil } -3-[ 3-
(4-bromofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]propanamida (123¢): cristais incolores; rendimento: 43%;
P.F.: 81-82°C (diclorometano:hexano); [a]p”’ — 18,0 (¢ 1,0; CH,Cl); Ry 0,41 (acetato de
etila).

RMN 'H (DMSOg): 8 1,79 (s, 3H, OAc); 1,96 (s, 3H, OAc); 1,99 (s, 3H, OAc); 2,03 (s, 3H,
OAc); 2,73 (t, 2H, J= 7,1 Hz, CHy); 3,21 (t, 2H, J = 7,1 Hz, CH;); 4,04 (dd, 1H, J = 3,0 Hz,
12,5 Hz, H6); 4,12 (dd, 1H, J = 5,3 Hz, 12,5 Hz, H6’); 4,31 (d, 1H, J = 5,5 Hz, CH,;N); 4,36
(ddd, 1H, J = 3,0 Hz, 5,3 Hz, 9,8 Hz, HS); 5,16 (dd, 1H, J = 9,6 Hz, 9,8 Hz, H4); 5,54 (dd,
1H, J=9,2 Hz, 9,4 Hz, H3); 5,63 (dd, 1H, J=9,0 ¢ 9,4 Hz, H2); 5,31 (d, 1H, J=9,0 Hz, H1);
7,77 (dl, 2H, J = 8,6 Hz, Harom); 7,92 (dl, 2H, J = 8,6 Hz, Harom); 8,20 (s, 1H, Hiriazol); 8,59 (4,
1H, J = 5,5Hz, NH).
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RMN C (CDCL): & 19,1; 19,5; 19,6; 19,7; 21,3; 30,9; 33,9; 60,5; 66,6; 69,4; 71,6; 74,0;
84,7, 120,2; 124,6; 124,7; 124,8; 125,0; 127,9; 131,1; 144,2; 166,5; 167,8; 168,4; 168,9;
169,4; 169,5; 178,1.

EMAR [IES] calc. para C,3H3;NgO;;BrNa [M + Na]+: 729,11319; encontrado: 729,1118.

N-(Ter-butéxicarbonil)-N-({1-[2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil]-1H-1,2,3-triazol-4-
il} metil)-L-fenilalaninamida (123d): cristais incolores; rendimento: 65%; P.F. 134-135°C
(diclorometano:hexano); [oc]D20 —19,7 (¢ 1,0; CH,Clp); R:0,71 (AcOEY).

RMN 'H (DMSOg): 6 1,31 (s, 9H, Boc); 1,79 (s, 3H, OAc); 1,97 (s, 3H, OAc); 1,99 (s, 3H,
OAc); 2,03 (s, 3H, OAc); 2,74 (dd, 1H, J = 10,0 Hz, 13,6 Hz, CH,Ph); 2,94 (dd, 1H, J =43
Hz, 13,6 Hz, CH,Ph); 4,05 — 4,18 (m, 3H, H6, H6’, CHN); 4,33 (d, 2H, J = 5,5 Hz, CH,N);
4,37 — 4,40 (m, 1H, HS); 5,17 (dd, 1H, J= 9,2 Hz, 9,4 Hz, H4); 5,55 (dd, 1H, J=9,2 Hz, 9,4
Hz, H3); 5,61 (dd, 1H, J= 9,4 Hz, 8,7 Hz, H2); 6,33 (d, 1H, J= 8,7 Hz, H1); 6,95 (d, 1H, J =
8,5 Hz, Harom); 7,18 -7,24 (m, SH, Haom, NH); 8,06 (s, 1H, Hisazo1); 8,50 (tl, 1H, J = 5,0 Hz,
NH).

RMN "°C (CDCls): § 20,5; 20,9; 20,9; 21,0; 28.6; 35,2; 40,0; 61,9; 68,0; 70,7; 73,1; 75,4;
86,0; 127,2; 129,0; 129,7; 137,0; 169,2; 169,7; 170,3; 170,9; 171,8.

EMAR [IES] calc. para C3;H4;NsO;Na [M + Na]+: 698,26494; encontrado: 698,2639.

Metil N-(3-{1-[2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil]-1H-1,2,3-triazol-4-il } propanoil)-L-
fenilalaninato  (123e):  cristais incolores; rendimento: 84%; P.F.: 155-156°C
(diclorometano:hexano); [oc]D20 + 10,0 (¢ 1,0; CH,Cl,); R¢ 0,38 (acetato de etila).

RMN 'H (DMSOge): 8 1,78 (s, 3H, OAc); 1,96 (s, 3H, OAc); 1,99 (s, 3H, OAc); 2,03 (s, 3H,
OAc); 2,41 (t, 2H, J = 7,4 Hz, CHy); 2,42 (t, 2H, J = 7,4 Hz, CH>); 2,74 (t, 2H, J = 7,3 Hz,
CH,); 2,87 (dd, 1H, J = 9,2 Hz, 13,6 Hz, CH,Ph); 3,02 (dd, 1H, J = 5,6 Hz, 13,6 Hz, CH,Ph);
3,60 (s, 3H, OCH3); 4,04 (dd, 1H, J = 2,3 Hz, 12,4 Hz, H6); 4,14 (dd, 1H, J = 5,3 Hz, 12,4
Hz, H6’); 4,37 (ddd, 1H, J = 2,3 Hz, 5,3 Hz, 9,8 Hz, H5); 4,47 (ddd, 1H, J = 3,4 Hz, 5,6 Hz,
11,1 Hz, CHN); 5,15 (dd, 1H, J = 9,6 Hz, 9,6 Hz, H4); 5,55 (dd, 1H, J = 9,2 Hz, 9,0 Hz, H3);
5,59 (dd, 1H, J = 9,0 Hz, 8,9 Hz, H2); 6,29 (d, 1H, J = 8,9 Hz, H1); 7,19 — 7,31 (m, 5H,
Harom); 8,06 (s, 1H, Hiriazo1); 8,43 (d, 1H, J=7,7 Hz; NH).

RMN "C (CDCls): & 20,5; 20,9; 20,9; 21,0; 21,6; 35,5; 38,1; 52,7; 53,5; 61,9; 68,1; 70,6;
73,1; 75,3; 85,9; 120,3; 127,5; 128,9; 129,6; 136,3; 147,6; 169,2; 169,8; 170,3; 170,9; 171,6;
172,4.

112



Janaina Versiani dos Anjos Tese de Doutorado

Anal. Elementar calc. para Co9H36N4O12: C, 55,06%; H, 5,74%; encontrado: C, 54,77%; H,
5,82%.

Metil N-(ter-butdxicarbonil)-O-{[1-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil)-1H-1,2,3-
triazol-4-11Jmetil } -L-tirosinato (123f): cristais incolores; rendimento: 73%; P.F.: 157-158°C
(diclorometano:hexano); [a]p™ - 1,3 (¢ 1,0; CH,CL); R 0,83 (acetato de etila).

RMN 'H (DMSOg): 6 1,33 (s, 9H, Boc); 1,77 (s, 3H, OAc); 1,97 (s, 3H, OAc); 2,00 (s, 3H,
OAc); 2,03 (s, 3H, OAc); 2,78 (dd, 1H, J = 10,0 Hz, 13,4 Hz, CH,Ph); 2,91 (dd, 1H, J=4,9
Hz, 13,4 Hz, CH,Ph); 3,60 (s, 3H, OCH3); 4,04 — 4,16 (m, 3H, H6, H6’, CHN); 4,37 (ddd,
1H, J=2,6 Hz, 5,1 Hz, 10,0 Hz, HS); 5,11 (s, 2H, OCH,); 5,18 (dd, 1H, J = 9,8 Hz, 9,6 Hz,
H4); 5,56 (dd, 1H, J = 9,4 Hz, 9,4 Hz, H3); 5,68 (dd, 1H, J = 9,4 Hz, 9,0 Hz, H2); 6,38 (d,
1H, J=9,0 Hz, H1); 6,94 (d, 2H, J = 8,5 Hz, Harom); 7,16 (d, 2H, J = 8,5 Hz, Harom); 7,27 (d,
1H, J= 28,1 Hz, NH); 8,54 (s, 1H, Hgijazo).

RMN C (CDClLs): & 20,5; 20,8; 20,9; 21,1; 28,7; 37.9; 52,6; 61,9; 62,3; 68.,0; 70,6; 73,0;
75,5; 86,1; 115,3; 121,5; 126,2; 129,2; 130,8; 145,4; 157,6; 169,3; 169,7; 170,3; 170,9; 172,7.
EMAR [IES] calc. para C3;H4,N4O4Na [M + Na]+: 729,2595; encontrado: 729,2591.

5-(4-{[1-(2,3,4,6-Tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil)-1 H-1,2,3-triazol-4-il|metoxi} fenil)-3-
fenil-1,2,4-oxadiazol (123g): cristais incolores; rendimento: 80%; P.F.: 172-173°C
(cloroférmio); [a]p™’ - 31,5 (¢ 1,0; CH2CLy); Rr 0,25 (éter de petréleo:acetato de etila, 3:2 v/v).
RMN 'H (DMSOu): 8 1,77 (s, 3H, OAc); 1,97 (s, 3H, OAc); 2,00 (s, 3H, OAc); 2,03 (s, 3H,
OAc); 4,08 (dd, 1H, J = 2,6 Hz, 12,8 Hz, H6); 4,15 (dd, 1H, J = 5,1 Hz, 12,8 Hz, H6’); 4,37
(ddd, 1H, J= 2,6 Hz, 5,1 Hz, 9,8 Hz, H5); 5,19 (dd, 1H, J= 9,8 Hz, 9,6 Hz, H4); 5,34 (s, 2H,
CH;0); 5,57 (dd, 1H, J=9,4 Hz, 9,4 Hz, H3); 5,69 (dd, 1H, J = 9,2 Hz, 9,4 Hz, H2); 6,39 (d,
1H, J=9,2 Hz, H1); 7,30 (d, 2H, J = 8,9 Hz, Haromatic); 7,60 — 7,62 (m, 3H, Harom); 8,08 — 8,11
(m, 2H, Harom); 8,15 (d, 2H, J = 8,9 Hz, Haromatic); 8,62 (5, 1H, Hiiazol)-

RMN °C (CDCl): & 20,5; 20,8; 20,9; 21,1; 61,9; 62,3; 68,0; 70,7; 72,9; 75,6; 86,2; 115,7;
117,9; 121,8; 127,4; 127,9; 129,2; 130,5; 131,5; 144,6; 161,9; 169,2; 169,3; 169,7; 170,3;
170,8; 175,8.

Anal. Elementar calc. para C3;H31NsOy;: C, 57,32%; H, 4,81%; encontrado: C, 57,22%; H,
4,78%.
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5-(4-{[1-(2,3,4,6-Tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil)-1H-1,2,3-triazol-4-il metoxi} fenil )-3-(4-
bromofenil)-1,2,4-oxadiazol (123h): cristais incolores; rendimento: 60%; P.F.: 226-227°C
(cloroformio); [a]p™ - 29 (¢ 1,0; CH2CLy); Re 0,34 (éter de petroleo:acetato de etila, 3:2 v/v).
RMN 'H (DMSOg): 8 1,76 (s, 3H, OAc); 1,96 (s, 3H, OAc); 2,00 (s, 3H, OAc); 2,02 (s, 3H,
OAc); 4,08 (dd, 1H, J=3,0 Hz, 12,8 Hz, H6); 4,15 (dd, 1H, J=5,6 Hz, 12,8 Hz, H6"); 4,36 —
4,39 (m, 1H, H5); 5,19 (dd, 1H, J = 9,8 Hz, 9,6 Hz, H4); 5,33 (s, 2H, CH»0); 5,55 (dd, 1H, J
=94 Hz, 9,4 Hz, H3); 5,67 (dd, 1H, J = 9,2 Hz, 9,4 Hz, H2); 6,38 (d, I1H, J = 9,2 Hz, H1);
7,29 (d, 2H, J = 8,9 Hz, Harom); 7,81 (d, 2H, J = 8,5 Hz, Haom); 8,02 (dd, 2H, J = 8,5 Hz,
Harom); 8,13 (d, 2H, J = 8,9 Hz, Harom); 8,61 (s, 1H, Hyiazol)-

RMN *C (CDCl): & 20,5; 20,8; 20,9; 21,0; 61,9; 62,3; 68,1; 70,7; 72,9; 75,5; 86,2; 115,7;
117,6; 121,8; 125,9; 126,4; 129,3; 130,5; 132,4; 144,5; 162,0; 168,4; 169,3; 169,7; 170,2;
170,8; 175,9.

Anal. Elementar calc. para C3;H30BrNsOy: C, 51,11%; H, 4,15%; encontrado: C, 50,90%; H,
4,21%.

N-{[1-(2,3,4,6-Tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil)-1H-1,2,3-triazol-4-il Jmetil } -4-(5-fenil-
1,2,4-oxadiazol-3-il)anilina (123i): cristais incolores; rendimento: 67%; P.F.: 200-201°C
(diclorometano:hexano); [a]p” - 24 (¢ 1,0; CH,Cl,); R; 0,63 (acetato de etila).

RMN 'H (DMSOg): 8 1,74 (s, 3H, OAc); 1,95 (s, 3H, OAc); 1,98 (s, 3H, OAc); 2,02 (s, 3H,
OAc); 4,03 (dl, 1H, J = 11,7 Hz, H6); 4,12 (dd, 1H, J = 5,1 Hz, 11,7 Hz, H6’); 4,37 (m, 1H,
H5); 4,40 (d, 2H, J = 4,5 Hz, NCH»); 5,17 (dd, 1H, J = 9,8 Hz, 9,8 Hz, H4); 5,53 (dd, 1H, J =
9,6 Hz, 9,4 Hz, H3); 5,65 (dd, 1H, J=9,6 Hz, 9,4 Hz, H2); 6,32 (d, 1H, J=9,0 Hz, H1); 6,75
(dl, 2H, J = 8,5 Hz, Hyom); 6,90 (tl, 1H, J = 4,5 Hz, NH); 7,63 — 7,72 (m, 3H, Harom); 7,80 (d,
2H, J = 8,7 Hz, Harom); 8,15 (dl, 2H, J = 8,3 Hz, Harom); 8,31 (s, 1H, Hsiazo))-

RMN B3¢ (CDCl3): 6 20,5; 20,8; 20,9; 21,1; 39,7, 61,9; 68,1; 70,6; 73,0; 75,5; 86,1; 113,2;
116,6; 120,6; 124,9; 128,5; 129,4; 132,9; 146,7; 150,1; 169,3; 169,8; 170,3; 170,9; 175,5.
Anal. Elementar calc. para C3;H3,NeOio: C, 57,40%; H, 4,97%; N, 12,96%; encontrado: C,
57,28%; H, 4,96%; N, 12,67%.

3-{4-[1-(2,3,4,6-Tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil)-1H-1,2,3-triazol-4-il]fenil } -5-metil-1,2,4-

oxadiazol  (123j): cristais incolores;  rendimento:  80%; P.F.:  230-231°C
(diclorometano:hexano); [a]p> - 65 (¢ 1,0; CH,CL); Ry 0,75 (acetato de etila).
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RMN 'H (DMSOge): 6 1,90 (s, 3H, OAc); 2,05 (s, 3H, OAc); 2,09 (s, 3H, OAc); 2,10 (s, 3H,
OAc); 2,68 (s, 3H, CH3); 4,05 (ddd, 1H, J=1,9 Hz, 5,1 Hz, 9,9 Hz, H5); 4,17 (dd, 1H,J=1,9
Hz, 12,6 Hz, H6); 4,35 (dd, 1H, J = 5,1 Hz, 12,6 Hz, H6’); 5,28 (dd, 1H, J = 9,1 Hz, 9,9 Hz,
H4); 5,46 (dd, 1H, J = 9,0 Hz, 9,4 Hz, H3); 5,52 (dd, 1H, J = 8,8 Hz, 9,4 Hz, H2); 5,94 (d,
1H, J = 8,8 Hz, H1); 7,96 (d, 2H, J = 8,3 Hz, Harom); 8,09 (s, 1H, Hyiazo1). 8,14 (d, 2H, J = 8,5
Hz, Harom).

RMN "°C (CDClL): & 12,8; 20,6; 20.,9; 21,1; 61,9; 68,1; 70,7; 73,0; 75,6; 86,3; 118,8; 126,6;
127,2; 128,3; 132,9; 148,0; 168,4; 169,4; 169,7; 170,3; 170,8; 177,0.

Anal. Elementar calc. para C,sH,7N5O;0: C, 53,86%; H, 4,88%; encontrado: C, 53,09%; H,
4,96%.

Propanoato de O-{[1-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil)-1H-1,2,3-triazol-4-ilmetil } -
3-(3-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-ila (123K): cristais incolores; rendimento: 83%; P.F.: 140-141°C
(diclorometano:cicloexano); [a]p™’ - 25 + 1 (¢ 0,33; CH,CL); Ry 0,41 (cicloexano:acetato de
etila, 1:1 v/v).

RMN 'H (DMSOg): 8 1,78 (s, 3H, OAc); 1,96 (s, 3H, OAc); 1,99 (s, 3H, OAc); 2,03 (s, 3H,
OAc); 2,96 (t, 2H, J = 6,9 Hz, CH»); 3,25 (t, 2H, J = 6,9 Hz, CH,); 4,06 (dd, 1H, J = 2,4 Hz,
12,6 Hz, H6); 4,13 (dd, 1H, J= 5,1 Hz, 12,6 Hz, H6); 4,36 (ddd, 1H, J = 2,4 Hz, 5,1 Hz, 10,2
Hz, H5); 5,17 (dd, 1H, J = 9,3 Hz, 10,2 Hz, H4); 5,18 (s, 2H, CH,0); 5,55 (dd, 1H, J = 9,3
Hz, 9,3 Hz, H3); 5,65 (dd, 1H, J = 9,0 Hz, 9,3 Hz, H2); 6,34 (d, 1H, J=9,0 Hz, H1); 7,52 —
7,61 (m, 3H, Harom); 7,98 (ddd, 2H, J=9,0 Hz, 2,1 Hz, 0,9 Hz, Harom); 8.47 (s, 1H, Huiazor)-
RMN “C (DMSOg): & 20,0; 20,3; 20,4; 20,6; 21,6; 29,7; 57.,4; 61,8; 67,5; 70,1; 72,1; 73,3;
83,9; 124,0; 126,2; 127,0; 129,4; 131,6; 142,6; 142,5; 167,5; 168,6; 169,5; 169,7; 170,1;
171,2; 179,4.

Anal. Elementar calc. para C,sH31NsOj2: C, 53,42%; H, 4,96%; N, 11,12%; encontrado: C,
53,46%; H, 4,94%; N, 10,79%.

Propanoato de O-{[1-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil)-1H-1,2,3-triazol-4-ilJmetil } -
3-[3-(4-bromofenil)]-1,2,4-oxadiazol-5-ila (1231): cristais incolores; rendimento: 73%; P.F.:
105-107°C (diclorometano:cicloexano); [a]p™ - 18 + 2 (¢ 0,26; CH,Cl); Ry 0,44
(cicloexano:acetato de etila, 1:1 v/v).

RMN 'H (DMSOge): 8 1,80 (s, 3H, OAc); 1,98 (s, 3H, OAc); 2,00 (s, 3H, OAc); 2,04 (s, 3H,
OAc); 2,97 (t, 2H, J = 6,9 Hz, CHy); 3,27 (t, 2H, J = 6,9 Hz, CH;); 4,07 (dd, 1H, J = 2,4 Hz,
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12,6 Hz, H6); 4,14 (dd, 1H, J = 5,1 Hz, 12,6 Hz, H6); 4,38 (ddd, 1H, J=2,4 Hz, 5,1 Hz, 9,6
Hz, HS); 5,19 (dd, 1H, J = 9,6 Hz, 9,6 Hz, H4); 5,19 (s, 2H, CH,0); 5,57 (dd, 1H, J= 9,3 Hz,
9,6 Hz, H3); 5,67 (dd, 1H, J=9,3 Hz, 9,3Hz, H2); 6,37 (d, 1H, J=9,0 Hz, H1); 7,78 (dd, 2H,
J=2,1Hz, 8,7 Hz, Hyom); 7,92 (dd, 2H, J = 2,1 Hz, 8,4 Hz, Harom); 8,49 (s, 1H, Huiazor)-

RMN "C (DMSOq): § 19.9; 20,3; 20,4; 20,5; 21,5; 29,7; 57.4; 61,8; 67.5; 70,1; 72,1; 73,3;
83,9; 123,9; 125,1; 125,4; 129,0; 132,4; 142,5; 166,8; 168,5; 169,4; 169,6; 170,1; 171,1;
179,6.

Anal. Elementar calc. para C,3H30BrNsOy,: C, 47,47%; H, 4,27%; N, 9,89%; encontrado: C,
47,25%; H, 4,32%; N, 9,86%.

Propanoato de O-{[1-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil)-1H-1,2,3-triazol-4-ilJmetil } -
3-[3-(4-toluil)]-1,2,4-oxadiazol-5-ila (123m): cristais incolores; rendimento: 84%; P.F.: 154-
155°C  (diclorometano:cicloexano); [a]p™” - 20 + 2 (¢ 026; CH,CL); Ry 0,46
(cicloexano:acetato de etila, 1:1 v/v).

RMN 'H (DMSOge): 8 1,78 (s, 3H, OAc); 1,96 (s, 3H, OAc); 1,99 (s, 3H, OAc); 2,03 (s, 3H,
OAc); 2,37 (s, 3H, CH3); 2,95 (t, 2H, J = 6,9 Hz, CH>); 3,24 (t, 2H, J = 6,9 Hz, CH>); 4,05
(dd, 1H, J = 2,4 Hz, 12,3 Hz, H6); 4,13 (dd, 1H, J = 5,4 Hz, 12,3 Hz, H6); 4,36 (ddd, 1H, J
=2,4 Hz, 5,4 Hz, 9,9 Hz, HS); 5,18 (dd, 1H, J=9,3 Hz, 9,9 Hz, H4); 5,18 (s, 2H, CH,0); 5,55
(dd, 1H, J = 9,3 Hz, 9,3 Hz, H3); 5,65 (dd, 1H, J = 9,3 Hz, 9,0 Hz, H2); 6,34 (d, 1H, J=9,0
Hz, H1); 7,36 (d, 2H, J = 8,1 Hz, Hayrom); 7,86 (d, 2H, J = 8,1 Hz, Harom); 8,47 (s, 1H, Hiazol)-
RMN C (DMSOg): & 20,0; 20,3; 20,5; 20,7; 21,2; 21,6; 29,7; 57.4; 61,8; 67,5; 70,2; 72,2;
73,3; 83,9; 123,5; 124,0; 127,0; 129,9; 141,5; 142,6; 167,5; 168,6; 169,5; 169,7; 170,1; 171,2;
179,2.

Anal. Elementar calc. para Cy9H33Ns5O;2: C, 54,12%; H, 5,17%; N, 10,88%; encontrado: C,
54,34%; H, 5,16%; N, 10,72%.

Propanoato de O-{[1-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil)-1H-1,2,3-triazol-4-ilJmetil } -
3-[3-(3-toluil)]-1,2,4-oxadiazol-5-ila (123n): cristais incolores; rendimento: 74%; P.F.: 123-
124°C (diclorometano:cicloexano); [OL][)ZO - 28 £ 1 (¢ 022; CHyCL); Rf 0,46
(cicloexano:acetato de etila, 1:1 v/v).

"H RMN (DMSOg): 8 1,79 (s, 3H, OAc); 1,97 (s, 3H, OAc); 2,00 (s, 3H, OAc); 2,04 (s, 3H,
OAc); 2,40 (s, 3H, CH3); 2,97 (t, 2H, J = 6,9 Hz, CH,); 3,26 (t, 2H, J = 6,9 Hz, CH,); 4,06
(dd, 1H, J= 2,4 Hz, 12,6 Hz, H6); 4,14 (dd, 1H, J= 5,4 Hz, 12,6 Hz, H6); 4,37 (ddd, 1H, J =
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2,4 Hz, 5,4 Hz, 9,9 Hz, H5); 5,18 (dd, 1H, J = 9,3 Hz, 9,9 Hz, H4); 5,19 (s, 2H, CH,0); 5,56
(dd, 1H, J=9,3 Hz, 9,3 Hz, H3); 5,66 (dd, 1H, J = 9,3 Hz, 9,3 Hz, H2); 6,38 (d, 1H, J=9,0
Hz, H1); 7,41 (dd, 2H, J = 7,5 Hz, 3,9 Hz, Haom); 7,46 (d, 1H, J = 7,5 Hz, Harom); 7,79 (dd,
1H, J=7,5 Hz, Harom); 8,49 (s, 1H, Hiriazol)-

RMN C (DMSOg): 8 19.9; 20,3; 20.4; 20.9; 21.6; 29.7; 57.4; 61.,8; 67.,5; 70,1; 72,1; 73,3;
83,8; 123,9; 124,2; 126,1; 127,4; 129,2; 132,2; 138,7; 142,5; 167,5; 168,5; 169,4; 169,6;
170,1; 171,1; 179,2.

Anal. Elementar calc. para Co9H33NsO12: C, 54,12%; H, 5,17%; N, 10,88%; encontrado: C,
53,83%; H, 5,12%; N, 10,92%.

Propanoato de O-{[1-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil)-1H-1,2,3-triazol-4-ilJmetil } -
3-[3-(2-toluil)]-1,2,4-oxadiazol-5-ila (1230): cristais incolores; rendimento: 77%; P.F.: 125-
126°C  (diclorometano:cicloexano); [a]p”” - 21 + 2 (¢ 026; CH,CL); Ry 0,49
(cicloexano:acetato de etila, 1:1 v/v).

RMN 'H (DMSOg6): 8 1,79 (s, 3H, OAc); 1,97 (s, 3H, OAc); 2,00 (s, 3H, OAc); 2,04 (s, 3H,
OAc); 2,53 (s, 3H, CH3); 2,97 (t, 2H, J = 6,9 Hz, CH,); 3,27 (t, 2H, J = 6,9 Hz, CH,); 4,07
(dd, 1H, J = 2,4 Hz, 12,6 Hz, H6); 4,14 (dd, 1H, J= 5,4 Hz, 12,6 Hz, H6); 4,38 (ddd, 1H, J =
2,4 Hz, 5,4 Hz, 9,9 Hz, H5); 5,18 (dd, 1H, J = 9,6 Hz, 9,9 Hz, H4); 5,19 (s, 2H, CH,0); 5,57
(dd, 1H, J = 9,3 Hz, 9,6 Hz, H3); 5,67 (dd, 1H, J = 9,3 Hz, 9,3 Hz, H2); 6,37 (d, 1H, J=9,0
Hz, H1); 7,34 — 7,49 (m, 3H, Haom); 7,88 (dd, 1H, J = 7,5 Hz, 1,5 Hz, Haom); 8,49 (s, 1H,
Hiriazol)-

RMN C (DMSOg): 8 19,9; 20,3; 20,4; 20,5; 21,6; 29,7; 57,4; 61,8; 67,5; 70,1; 72,1; 73,3;
83,8; 123,9; 125,5; 126,2; 129,7; 130,8; 131,4; 137,5; 142,5; 168,1; 168,5; 169,4; 169,6;
170,0; 171,1; 178,2.

Anal. Elementar calc. para C,9H33NsO;2: C, 54,12%; H, 5,17%; N, 10,88%; encontrado: C,
54,14%; H, 5,07% ; N, 10,79%.

Propanoato de O-{[1-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil)-1H-1,2,3-triazol-4-ilmetil } -
3-[3-(4-nitrofenil)]-1,2,4-oxadiazol-5-ila (123p): cristais incolores; rendimento: 69%; P.F.:
124-125°C (diclorometano:cicloexano); [a]p™ - 24 + 1 (¢ 0,30; CH,ClL); Ry 028
(cicloexano:acetato de etila, 1:1 v/v).

RMN 'H (DMSOg6): 6 1,80 (s, 3H, OAc); 1,97 (s, 3H, OAc); 2,00 (s, 3H, OAc); 2,04 (s, 3H,
OAc); 2,97 (t, 2H, J = 6,9 Hz, CH»); 3,31 (t, 2H, J = 6,9 Hz, CH,); 4,07 (dd, 1H, J = 2,4 Hz,
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12,6 Hz, H6); 4,14 (dd, 1H, J = 5,4 Hz, 12,6 Hz, H6); 4,38 (ddd, 1H, J=2,4 Hz, 5,4 Hz, 9,9
Hz, HS); 5,18 (dd, 1H, J=9,9 Hz, 9,3 Hz, H4); 5,20 (s, 2H, CH,0); 5,57 (dd, 1H, J= 9,3 Hz,
9,3 Hz, H3); 5,66 (dd, 1H, J = 9,3 Hz, 9,3 Hz, H2); 6,36 (d, 1H, J = 9,0 Hz, H1); 8,24 (dd,
2H, J=9,0 Hz, 2,2 Hz, Hyom); 8,41 (dd, 1H, J=9,0 Hz, 2,2 Hz, Harom); 8,49 (s, 1H, Huiazor).
RMN C (DMSOg): 8 19,9; 20,3; 20.4; 20.5; 21.,6; 29,7; 57.4; 61.,8; 67.,5; 70,1; 72,1; 73,3;
83,8; 123,9; 124,5; 128,4; 131,9; 142,5; 149,2; 166,2; 168,5; 169,4; 169,6; 170,1; 171,1;
180,2.

Anal. Elementar calc. para CosH3oNgO14: C, 49,85%; H, 4,48%; N, 12,46%; encontrado: C,
49.41%; H, 4,53%; N, 12,00%.

Propanoato de O-{[1-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil)-1H-1,2,3-triazol-4-ilJmetil } -
3-[3-(4-clorofenil)]-1,2,4-oxadiazol-5-1la (123q): cristais incolores; rendimento: 66%; P.F.:
106-107°C (diclorometano:cicloexano); [a]p™ - 17 + 2 (¢ 0,31; CH,CL); R¢ 0,39
(cicloexano:acetato de etila, 1:1 v/v).

'"H RMN (DMSOge): 8 1,79 (s, 3H, OAc); 1,97 (s, 3H, OAc); 2,00 (s, 3H, OAc); 2,04 (s, 3H,
OAc); 2,97 (t, 2H, J = 6,9 Hz, CH»); 3,27 (t, 2H, J = 6,9 Hz, CH,); 4,07 (dd, 1H, J = 2,4 Hz,
12,6 Hz, H6); 4,14 (dd, 1H, J = 5,3 Hz, 12,6 Hz, H6); 4,38 (ddd, 1H, J= 2,4 Hz, 5,3 Hz, 9,9
Hz, HS); 5,19 (dd, 1H, J= 9,3 Hz, 9,9 Hz, H4); 5,19 (s, 2H, CH»0); 5,57 (dd, 1H, J=9,3 Hz,
9,3 Hz, H3); 5,67 (dd, 1H, J = 9,3 Hz, 9,3 Hz, H2); 6,37 (d, 1H, J = 9,0 Hz, H1); 7,65 (dd,
2H, J= 1,8 Hz, 8,4 Hz, Hyrom); 7,99 (dd, 1H, J= 1,8 Hz, 8,7 HZ, Harom); 8,49 (s, 1H, Hiriazol)-
RMN C (DMSOg): & 19,9; 20,3; 20,4; 20,5; 21,5; 29,7; 57,4; 61,8; 67,5; 70,1; 72,1; 73,3;
83,8; 123,9; 125,0; 128,8; 129,4; 136,3; 142,5; 166,7; 168,5; 169,4; 169,6; 170,0; 171,1;
179,6.

EMAR [IES] calc. para C,gH30CINsO,Na [M + Na]+: 686, 1483; encontrado: 686,1471.

5-(4-{[1-(2,3,4,6-Tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosil)-1 H-1,2,3-triazol-4-il jmetdxi } fenil )-3-
fenil-1,2,4-oxadiazol (125a): cristais incolores; rendimento: 70%; P.F.: 186-187°C
(diclorometano:hexano); [(x]D20 - 15 (¢ 1,0; CH,Cl,); R¢ 0,37 (acetato de etila:éter de petroleo,
7:3 vIv).

RMN "H (DMSOg): 8 1,79 (s, 3H, OAc); 1,95 (s, 3H, OAc); 1,99 (s, 3H, OAc); 2,20 (s, 3H,
OAc); 4,03 (dd, 1H, J = 7,2 Hz, 11,7 Hz, H6); 4,14 (dd, 1H, J = 4,9 Hz, 11,7 Hz, H6"); 4,60
(m, 1H, HS); 5,33 (s, 2H, CH,0); 5,44 (dd, 1H, J = 2,8 Hz, 3,2 Hz, H4); 5,48 (dd, 1H, J= 3,2
Hz, 9,6 Hz, H3); 5,62 (dd, 1H, J=9,2 Hz, 9,6 Hz, H2); 5,31 (d, 1H, J=9,2 Hz, H1); 7,32 (d,
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2H, J = 8,9 Hz, Harom); 7,57 — 7,62 (m, 3H, Harom); 8,09 (dl, 2H, J = 7,9 Hz, Harom); 8,15 (dl,
2H, J=8,9 Hz, Harom); 8,57 (s, 1H, Hiriazon)-

RMN C (CDCls): § 20,6; 20,9; 21,0; 21,0; 61,6; 62,3; 67,3; 68,3; 71,0; 74.4; 86,6; 115,7;
117,8; 121,9; 127,4; 127,8; 129,2; 130,4; 131,5; 144,4; 161,9; 169,1; 169,4; 170,2; 170,3;
170,7; 175,7.

Anal. Elementar calc. para C3;H31NsOy,: C, 57,32%; H, 4,81%; encontrado: C, 57,03%; H,
4,78%.

5-(4-{[1-(3,4,6-Tri-O-acetil-2-acetilamino-2-desoxi-B-D-glucopiranosil)-1H-1,2,3-triazol-4-
ilJmetoxi} fenil)-3-fenil-1,2,4-oxadiazol (125b): cristais incolores; rendimento: 63%; P.F.:
246-247°C (metanol:agua); [a]p™ - 44 (¢ 0,5; CH,Cly); Ry 0,44 (acetato de etila).

RMN 'H (DMSOg): & 1,57 (s, 3H, NHAc); 1,95 (s, 3H, OAc); 2,00 (s, 3H, OAc); 2,02 (s,
3H, OAc); 4,06 (dd, 1H, J = 2,3 Hz, 12,2 Hz, H6); 4,16 (dd, 1H, J = 4,9 Hz, 12,2 Hz, H6’);
4,25 (ddd, 1H, J = 2,3 Hz, 4,9 Hz, 10,0 Hz, HS); 4,64 (dd, 1H, J= 9,8 Hz, 10,0 Hz, H4); 5,11
(dd, 1H, J = 9,8 Hz, 9,8 Hz, H3); 5,32 (s, 2H, CH,0); 5,33 (dd, 1H, J= 9,8 Hz, 10,0 Hz, H2);
6,14 (d, 1H, J=10,0 Hz, H1); 7,31 (d, 2H, J = 8,9 Hz, Harom); 7,58 — 7,62 (m, 3H, Harom); 8,08
— 8,12 (m, 3H, Harom, NH); 8,15 (d, 2H, J = 8,9 Hz, Harom); 8,50 (s, 1H, Huriazor)-

RMN "C (DMSOu): & 20,6; 20,7; 20,8; 22.6; 52,4; 61,6; 62.,1; 68,3; 72,8; 73.8; 85,1; 116,1;
116,4; 124,2; 126,6; 127,4; 129,6; 130,3; 131,9; 142,6; 162,1; 168,4; 169,7; 169,8; 170,0;
170,4; 175,5.

EMAR [IES] calc. para C3;H3,N¢OoNa [M + Na]+: 671,2077; encontrado: 671,2071.

5-(4-{[1-(2,3,4,6-Tetra-O-acetil-a-D-glucopiranosil)-1H-1,2,3-triazol-4-il Jmetoxi} fenil)-3-
fenil-1,2,4-oxadiazol ~ (125¢): cristais incolores; rendimento: 67%; P.F.: 109-
110°C(diclorometano:hexano); [a]p”’ + 79 (¢ 1,0; CH2CL); Ry 0,20 (éter de petréleo:acetato
de etila, 3:2 v/v).

RMN 'H (CDCl;): & 1,83 (s, 3H, OAc); 2,04 (s, 3H, OAc); 2,07 (s, 6H, OAc); 4,04 (dl, 1H, J
=12,6 Hz, H6); 4,27 (dd, 1H, J = 3,6 Hz, 12,6 Hz, H6’); 4,40 (dl, 1H, J = 10,0 Hz, HS); 5,25
-5,33 (m, 2H, H4, H2); 5,36 (s, 2H, CH,0); 6,27 (dd, 1H, J = 9,4 Hz, 9,9 Hz, H3); 6,39 (d,
1H, J = 6,0 Hz, H1); 7,15 (d, 2H, J = 7,9 Hz, Harom); 7,49 — 7,52 (m, 3H, Harom); 7,76 (s, 1H,
Huiazol); 8,15 — 8,20 (m, 4H, Harom).

RMN "°C (CDCL): 8 20,6; 20,9; 21,0; 61,6; 62,3; 68,3; 70,2; 70,7; 71,7; 81,9; 115,6; 118,0;
125,6; 127,4; 127,9; 129,2; 130,5; 131,5; 143,5; 161,9; 169,2; 170,0; 170,5; 170,8; 175,7.
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Anal. Elementar calc. para C3;H31NsO;;: C, 57,32%; H, 4,81%; encontrado: C, 56,94%; H,
4,82%.

5-(4-{[1-(2,2',3,3',4',6,6'-Hepta-O-acetil-B-D-celobiosil)-1 H-1,2,3-triazol-4-il |metoxi } fenil )-
1,2,4-oxadiazol  (125d): cristais incolores; rendimento: 63%; P.F.: 233-234°C
(diclorometano:hexano); [a]p™" - 27 (¢ 1,0; CH,CL); R 0,32 (acetato de etila:éter de petréleo,
7:3 vIv).

RMN 'H (CDCl3): o 1,85 (s, 3H, OAc); 1,99 (s, 3H, OAc); 2,02 (s, 3H, OAc); 2,04 (s, 3H,
OAc); 2,05 (s, 3H, OAc); 2,10 (s, 3H, OAc); 2,11 (s, 3H, OAc); 3,68 (ddd, 1H, J = 2,3 Hz,
4,2 Hz, 9,6 Hz, HS); 3,93 — 3,98 (m, 2H, H5t, H6t); 4,05 (dd, 1H, J = 2,3 Hz, 12,4 Hz, H6);
4,16 (dd, 4,2 Hz, 12,4 Hz, H6’); 4,38 (dd, 1H, J = 4,2 Hz, 12,4 Hz, H6’t); 4,54 (dd, 1H, J =
7,9 Hz, 8,1 Hz, H3t); 4,57 (d, 1H, J= 8,1 Hz, H1); 4,96 (dd, 1H, J= 8,1 Hz, 9,0 Hz, H2); 5,08
(dd, 1H, J=9,4 Hz, 9,6 Hz, H4); 5,17 (dd, 1H, J= 9,4 Hz, 9,0 Hz, H3); 5,31 (s, 2H, CH;0);
5,36 — 5,44 (m, 2H, H4t, H2t); 5,83 (d, 1H, J = 8,8 Hz, H1t); 7,13 (d, 2H, J = 8,9 Hz, Harom);
7,49 — 7,52 (m, 3H, Harom); 7,82 (S, 1H, Hiiazo1); 8,15 — 8,19 (m, 4H, Harom)-

RMN "C (CDCls): & 20,6; 20,8; 20,9; 21,1; 21,2; 62,0; 62,4; 68,2; 70,9; 72,0; 72,5; 72,7,
73,2; 76,2; 76,5; 101,2; 115,7; 117,9; 121,8; 127,5; 127,9; 129,3; 130,5; 131,5; 144,5; 162,0;
169,2; 169,4; 169,5; 169,7; 169,9; 170,6; 170,8; 175,8.

Anal. Elementar calc. para C43H47N5019: C, 55,07%; H, 5,01%; encontrado: C, 54,76%; H,
5,06%.

N-(Ter-butdxicarbonil)-N-({1-[2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-glucopiranosil]-1H-1,2,3-triazol-4-
il}metil)-L-fenilalaninamida (126): cristais incolores; rendimento: 40%; P.F.: 82-83°C; [a]p>"
+ 62 (¢ 0,5; CH,Cly); R; 0,65 (acetato de etila).

RMN 'H (CDCl5): 6 1,40 (s, 9H, Boc); 1,88 (s, 3H, OAc); 2,03 (s, 3H, OAc); 2,06 (s, 3H,
OAc); 2,07 (s, 3H, OAc); 3,06 (d, 2H, J = 7,0 Hz, CH,Ph); 4,01 (dd, 1H, J=1,9 Hz, 12,4 Hz,
H6); 4,26 (dd, 1H, J= 3,9 Hz, 12,4 Hz, H6"); 4,30 — 4,35 (m, 2H, H5 e CHN); 4,47 (dd, 1H, J
= 5,6 Hz, 15,8 Hz, CH,N); 4,52 (dd, 1H, J = 5,8 Hz, 15,8 Hz, CH;N); 4,95 (sl, 1H, NHBoc);
5,26 (dd, 1H, J=9,4 Hz, 9,8 Hz, H4); 5,32 (dd, 1H, J= 6,0 Hz, 10,0 Hz, H2); 6,25 (d, 1H, J =
6,0 Hz, H1); 6,26 (dd, 1H, J = 9,4 Hz, 10,0 Hz, H3); 6,43 (dd, 1H, J = 5,6 Hz, 5,8 Hz, NH);
7,15 (dd, 2H, J = 2,1 Hz, 7,7Hz, Harom); 7,25 — 7,32 (m, 3H, Harom); 7,44 (s, 1H, Huiazor)-

RMN *C (CDCl): & 18,5; 18,7; 18,8; 26,4; 32,9; 59,4; 66,2; 67,9; 68,5; 69,3; 79.6; 122,7;
125,2; 126,9; 127,5; 134,6; 167,8; 168,2; 168,7; 169,5; 169,6.
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EMAR [IES] calc. para C3;H4;NsO;Na [M + Na]+: 698,2649; encontrado: 698,2649.

Sintese do glicoconjugado 124 através da reagdo de Suzuki

Em um tubo de schlenk foram adicionados, sob agitacdo e em atmosfera inerte,
Pd(OAc), (0.3 mg; 1,1 pmol) e PPh; (0,9 mg; 3,3 umol). Agua (0,5 mL) e etanol
degaseificados (0,5 mL) foram adicionados a esta mistura e a reag¢do foi mantida sob agitagdo
por 30 minutos. Entdo, foram adicionados o triazol 123h (80 mg; 0,11 mmol) e o acido
fenilboronico (15 mg; 0,12 mmol) em uma mistura de tolueno (3 mL) e etanol (1,5 mL),
seguidos de Na,CO; (35 mg; 0,33 mmol) dissolvido em 1 mL de 4gua degaseificada. A
mistura resultante foi mantida sob agitagdo por 16 horas a 70°C, quando as fases foram
separadas e¢ a fase aquosa lavada com tolueno (2 x 10 mL). As fases organicas foram
combinadas, sécas sob Na,SO4 e o solvente evaporado sob pressdo reduzida. O residuo foi
cromatografado em coluna de silica gel e posteriormente recristalizado em

diclorometano:hexano para fornecer 124.

3-Bifenil-4-il-5-(4-{[1-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil)-1H-1,2,3-triazol-4-il]
metoxi} fenil)-1,2,4-oxadiazol (124): cristais incolores; rendimento: 44%; P.F.: 236-237°C,
[a]p®’ - 29 (¢ 0,5; CH2CLy); R¢ 0,36 (Ster de petréleo:acetato de etila, 3:2 v/v).

RMN 'H (DMSOg): 8 1,78 (s, 3H, OAc); 1,97 (s, 3H, OAc); 2,00 (s, 3H, OAc); 2,03 (s, 3H,
OAc); 4,09 (dd, 1H, J = 2,1 Hz, 12,8 Hz, H6); 4,16 (dd, 1H, J = 5,5 Hz, 12,8 Hz, H6’); 4,38
(ddd, 1H, J=1,9 Hz, 5,3 Hz, 9,8 Hz, HS); 5,19 (dd, 1H, J=9,6 Hz, 9,8 Hz, H4); 5,34 (s, 2H,
CH,0); 5,56 (dd, 1H, J = 9,4 Hz, 9,4 Hz, H3); 5,69 (dd, 1H, J=9,2 Hz, 9,2 Hz, H2); 6,40 (d,
1H, J=9,0 Hz, H1); 7,30 (d, 2H, J = 8,9 Hz, Harom); 7,41 — 7,55 (m, 3H, Harom); 7,77 (d, 2H, J
= 7,7 Hz, Harom); 7,91 (dd, 2H, J = 8,3 Hz, Harom); 8,16 (d, 2H, J = 8,9 Hz, Harom); 8,18 (d, 2H,
J= 28,3 Hz, Hyrom); 8,62 (s, 1H, Hisiazol)-

RMN B¢ (CDCl3): 6 20,5; 20,8; 20,9; 21,1; 61,9; 62,3; 68,1; 70,7; 72,9; 75,6; 86,3; 115,7,
117,9; 126,3; 127,5; 127,9; 128,3; 129,3; 130,5; 140,6; 144,2; 162,0; 169,4; 169,3; 169,7;
170,3; 170,8; 175,8.

EMAR [IES] calc. para C37H3sNsO;;Na [M + Na]+: 748,2231; encontrado: 748,2236.
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Sintese dos oxadiazois 127a-b

A um baldo com capacidade para 100 mL e a 0°C, contendo o derivado amina 119 (4,1
mmol) dissolvido em 30 mL de diclorometano, foram adicionados 30 mL de solu¢do aquosa
de HCI1 6N. A este sistema bifasico, ainda a 0°C, foram adicionados, vagarosamente, 10 mL
de solucdo saturada de NaNO,. A mistura reagiu por 30 minutos a 0°C e dai foi adicionada a
azida de sodio (0,53g; 8,2 mmol) e a reagdo permaneceu sob agitagdo por mais 30 minutos. O
banho de gelo foi retirado, as fases foram separadas e a fase aquosa foi lavada com
diclorometano (3 x 20 mL). As fases organicas foram reunidas, lavadas com solu¢do saturada
de bicarbonato de sodio e salina, sécas com sulfato de sodio anidro e o solvente evaporado em
evaporador rotativo. O residuo bruto foi cromatografado em coluna de silica gel e

recristalizado em metanol:agua para fornecer 127.

3-(4-Azidofenil)-5-fenil-1,2,4-oxadiazol (127a): cristais amarelos; rendimento: 91%; P.F.:
113-114 °C; R¢ 0,76 (éter de petrdleo:acetato de etila, 3:2 v/v).

RMN 'H (CDCly): & 7,04 (dl, 2H, J = 8,7 Hz, Harom); 7,38 — 7,50 (m, 3H, Harom); 7,99 — 8,09
(m, 3H, Harom).

RMN "°C (CDCl): 8 119,8; 124.0; 124.6; 127.,9; 128,5; 129,5; 133,1; 143,2; 168,5; 176,1.
Anal. Elementar calc. para C4HoNsO: C, 63,87%; H, 3,45%; encontrado: C, 63,88%; H,
3,56%.

3-(4-Azidofenil)-5-metil-1,2,4-oxadiazol (127b): cristais amarelos; rendimento: 76%; P.F.:
70-71 °C; R¢ 0,71 (éter de petroleo:acetato de etila, 3:2 v/v).

RMN 'H (CDCL): & 2,64 (s, 3H, CH;); 7,10 (dl, 2H, J = 8,8 Hz, Harom); 8,04 (dl, 2H, J = 8,8
Hz, Harom).

RMN *C (CDCls): & 12,7; 119,8; 123.8; 129,3; 143.2; 168,0; 177.0.

EMAR [IE] calc. para CoH7NsO: 201,0651; encontrado: 201,0660.

Sintese dos triazois 128a-d

O agucar acetilénico 97 (1,1 mmol) e o oxadiazol azida 127 (1 mmol) foram suspensos
em uma mistura 1:1 de diclorometano:agua (4 mL). A esta emulsdo foi adicionada uma
mistura de Cu(OAc), (10 mg; 0,05 mmol) e ascorbato de sodio (30 mg; 0,15 mmol) e o
sistema foi mantido sob agitacdo na temperatura ambiente por cerca de 12 horas. Apds

verificado o fim da rea¢do por CCD, foram adicionados diclorometano (5 mL) e 4gua (5 mL)
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ao sistema e foi efetuada extragdo com diclorometano (3 x 5 mL). As fases organicas foram
sécas com sulfato de sodio anidro e o solvente evaporado sob pressdo reduzida. O residuo
bruto foi submetido a cromatografia em coluna de silica-gel e recristalizado em

diclorometano:cicloexano para fornecer 128.

1-{[4-(5-Fenil-1,2,4-oxadiazol-3-il)fenil]-1H-1,2,3-triazol-4-il } metil 4,6-di-O-acetil-2,3-
didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo (128a): cristais incolores; rendimento: 91%; P.F.:
180-181°C; [a]p™ + 25 (¢ 1,0; CH,CL); Ry 0,69 (acetato de etila: éter de petroleo, 7:3 v/v).
RMN 'H (CDCls): 82,09 (s, 3H, OAc); 2,12 (s, 3H, OAc); 4,15 — 4,32 (m, 3H, H5, H6 e
H6%); 4,84 (d, 1H, J= 12,4 Hz, CHy); 5,04 (d, 1H, J = 12,4 Hz, CH»); 5,25 (sl, 1H, H1); 5,37
(dl, 1H, J=9,4 Hz , H4); 5,88 (ddd, 1H, J = 1,8 Hz, 2,1 Hz, 10,2 Hz, H2); 5,95 (dl, 1H, J =
10,2 Hz, H3); 7,55 — 7,67 (m, 3H, Huom); 7,93 (dl, 2H, J = 8,7 Hz, Harom); 8,11 (s, 1H, Hyiazo1);
8,24 (dl, 2H, J = 8,1 Hz, Hyom); 8,37 (dl, 2H, J = 8,9 Hz, Harom)-

RMN "C (CDCL): & 21,2; 21,3; 61.8; 63,3; 65,6; 67,5; 94,3; 120,9; 121,1; 124,4; 127.7;
128,5; 129,4; 129,5; 130,0; 133,3; 139,1; 145,9; 168,2; 170,6; 171,2; 176,4.

Anal. Elementar calc. para C,7H,5sNsO7: C, 61,01%; H, 4,74%; encontrado: C, 61,11%; H,
4,80%.

1-{[4-(5-Metil-1,2,4-oxadiazol-3-il)fenil]-1H-1,2,3-triazol-4-i1} metil 4,6-di-O-acetil-2,3-
didesdxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo (128b): cristais incolores; rendimento: 87%; P.F.:
176-177°C; [a]p™ + 29 (¢ 1,0; CH2CL); Ry 0,32 (éter de petroleo:acetato de etila, 3:2 v/v).
RMN 'H (CDCl3): & 2,09 (s, 3H, OAc); 2,12 (s, 3H, OAc); 2,69 (s, 3H, CHs); 4,17 (ddd, 1H,
J=12,5Hz, 4,9 Hz, 9,3 Hz, H5); 4,21 (dd, 1H, J= 2,3 Hz, 12,2 Hz, H6); 4,29 (dd, 1H, J=5,3
Hz, 12,2 Hz, H6"); 4,83 (d, 1H, J = 12,5 Hz, CH»); 5,02 (d, 1H, J = 12,5 Hz, CH,); 5,25 (s,
1H, H1); 5,36 (dl, 1H, J=9,3 Hz , H4); 5,87 (ddd, 1H, J= 1,7 Hz, 2,5 Hz, 10,2 Hz, H2); 5,94
(dl, 1H, J= 10,2 Hz, H3); 7,89 (dl, 2H, J = 8,7 Hz, Harom); 8,09 (s, 1H, Hisiazol); 8,24 (dl, 2H, J
= 8,7 Hz, Harom)-

RMN "C (CDCL): & 12,8; 21,2; 21,3; 61,8; 63,2; 65,7; 67,5; 94,3; 120,9; 121,1; 127,6;
127,7; 129,3; 130,0; 139,1; 145,9; 167,7; 170,6; 171,2; 177,3.

Anal. Elementar calc. para C;,Hy3NsO7 : C, 56,29%; H, 4,94%; encontrado: C, 56,52%; H,
4,98%.
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1-{[4-(5-Fenil-1,2,4-oxadiazol-3-il)fenil]-1H-1,2,3-triazol-4-il} 2-propil ~ 4,6-di-O-acetil-2,3-
didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo (128¢): cristais incolores; rendimento: 70%; P.F.:
91-92°C; [oc]D20 + 72+ 2 (c 0,25; CH,Cl,); Rr 0,41 (cicloexano:acetato de etila, 7:3 v/v).
RMN 'H (CDCl): & 1,78 (s, 3H, CHs); 1,83 (s, 3H, CH3); 2,08 (s, 3H, OAc); 2,09 (s, 3H,
OAc); 4,15 — 4,28 (m, 3H, H5, H6 e H6’); 5,26 (sl, 1H, H1); 5,27 (dl, 1H, J = 9,0 Hz, H4);
5,77 (ddd, 1H, J = 2,1 Hz, 2,7 Hz, 10,2 Hz, H2); 5,88 (dl, 1H, J = 10,2 Hz, H3); 7,55 — 7,67
(m, 3H, Harom); 7,94 (dl, 2H, J = 8,7 Hz, Harom); 8,05 (s, 1H, Hyiazo1); 8,23 (dd, 2H, J = 1,5 Hz,
8,4 Hz, Harom); 8,35 (dl, 2H, J = 9,0 Hz, Harom)-

RMN "C (CDCls): & 20,8; 20,9; 27,2; 29,0; 62.9; 65,2; 67,0; 74,3; 89.8; 118.9; 120,5; 124,0;
127,2; 128,1; 128,5; 128,8; 129,1; 132.9; 138,8; 153,6; 167,8; 170,3; 170,8; 176,0.

EMAR [IES] calc. para Cy9H29NsO7Na [M + Na]+: 582, 1965; encontrado: 582,1952.

1-{[4-(5-Metil-1,2,4-oxadiazol-3-il)fenil]-1H-1,2,3-triazol-4-i1} 2-propil ~ 4,6-di-O-acetil-2,3-
didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo (128d): cristais incolores; rendimento: 70%; P.F.:
47-48°C; [a]p™ + 77 £ 1 (¢ 0,39; CH,CL); Ry 0,27 (cicloexano:acetato de etila, 7:3 v/v).
RMN 'H (CDCls): § 1,77 (s, 3H, CHz); 1,82 (s, 3H, CHs); 2,07 (s, 3H, OAc); 2,09 (s, 3H,
OAc); 2,69 (s, 3H, CHioxa); 4,13 — 4,27 (m, 3H, HS5, H6 e H6”); 5,25 (sl, 1H, H1); 5,27 (dI,
1H, J= 11,1 Hz, H4); 5,77 (ddd, 1H, J = 2,1 Hz, 2,4 Hz, 10,2 Hz, H2); 5,87 (dl, 1H, J = 10,2
Hz, H3); 7,91 (dl, 2H, J = 8,7 Hz, Harom); 8,03 (s, 1H, Huiazo1); 8,06 (s, 1H, Hyiazo1)8,24 (dl, 2H,
J=38,7 Hz, Harom).

RMN "°C (CDClL): & 20,8; 20,9; 26,8; 27,2; 29,0; 63,0; 65,2; 67,0; 74,3; 89,8; 118,9; 120,5;
127,1; 128,5; 128,8; 138,7; 153,6; 167,3; 170,3; 170,7; 176,9.

EMAR [IES] calc. para Cp4H,7NsO7;Na [M + Na]+: 520, 1808; encontrado: 520,1807

Sintese dos carboidratos com uma funcdo azida 129a-b

O procedimento experimental foi realizado segundo trabalho descrito por de Oliveira e
colaboradores.” Em um tubo de Schlenk, foram adicionados Pd,(dba); (37,0 mg; 0,04 mmol)
e dppb (68 mg; 0,16 mmol) seguidos de 3 mL de tetraidrofurano degaseificado sob argonio.
Este sistema catalitico permaneceu sob agitagdo por cerca de 30 minutos, quando foram
adicionados o triazol 128 (1 mmol) e a azida de so6dio (72 mg; 1,1 mmol) dissolvidos em uma
mistura de THF:agua (3:2) também degaseificados. A mistura reagiu por 2 horas a 50°C, sob
argdnio. Apos verificado o término da reagdo por CCD, a mistura foi extraida com acetato de

etila (3 x 10 mL), as fases orgéanicas lavadas com solug¢do aquosa de HCI1 1M (3 x 10 mL),
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solucdo saturada de bicarbonato de sddio e salina e sécas com sulfato de sodio anidro. O
solvente foi evaporado sob pressdo reduzida e o residuo submetido a cromatografia em coluna

de silica gel para fornecer 129.

1-{[4-(5-Fenil-1,2,4-oxadiazol-3-il)fenil]-1H-1,2,3-triazol-4-il } metil 6-0-acetil-4-azido-
2,3,4-tridesdxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo (129a): cristais incolores; rendimento: 69%;
P.F.: 146-147°C; [OL]D20 + 65 (¢ 1,0; CH,Cly); Rr 0,72 (acetato de etila: éter de petroleo, 3:7
v/V).

RMN 'H (CDCls): 8 2,14 (s, 3H, OAc); 3,95 (dl, 1H, J = 10,0 Hz, H4); 4,01 (ddd, 1H, J=2,3
Hz, 4,7 Hz, 10,0 Hz, H5); 4,31 (dd, 1H, J = 4,7 Hz, 12,1 Hz, H6); 4,41 (dd, 1H, J = 2,3 Hz,
12,1 Hz, H6); 4,83 (d, 1H, J = 12,4 Hz, CH,); 5,02 (d, 1H, J = 12,4 Hz, CH,); 5,24 (sl, 1H,
H1); 5,98 (ddd, 1H, J = 2,0 Hz, 2,4 Hz, 10,0 Hz, H2); 6,05 (dl, 1H, J = 10,0 Hz, H3); 7,55 —
7,67 (m, 3H, Harom); 7,93 (d, 2H, J = 8,6 Hz, Harom); 8,12 (s, 1H, Hyiazo1); 8,23 (d1, 2H, J = 8,3
Hz, Harom); 8,35 (d1, 2H, J = 8.9 Hz, Haom).

RMN °C (CDCls): § 21,3; 54.,8; 61,8; 63,7; 68,4; 94,0; 120,9; 121,2; 124,4; 127,7; 128.6;
128,7; 129,5; 129,6; 133.,4; 139,1; 145,9; 168,2; 171,1; 176,4.

Anal. Elementar calc. para C,sHNgOs: C, 58,36%; H, 4,31%; encontrado: C, 58,49%; H,
4,34%.

1-{[4-(5-Metil-1,2,4-oxadiazol-3-il)fenil]-1H-1,2,3-triazol-4-il } metil 6-0O-acetil-4-azido-
2,3,4-tridesdxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo (129b): cristais incolores; rendimento: 39%;
P.F.: 124-125°C; [a]p™” + 56 (¢ 0,5; CH,CL); R; 0,71 (acetato de etila).

RMN 'H (CDCls): 8 2,13 (s, 3H, OAc); 2,69 (s, 3H, CH:); 3,94 (dl, 1H, J = 9,8 Hz, H4); 4,00
(ddd, 1H, J = 2,3 Hz, 4,7 Hz, 9,8 Hz, HS); 4,31 (dd, 1H, J = 4,7 Hz, 12,1 Hz, H6); 4,40 (dd,
1H, J = 2,3 Hz, 12,1 Hz, H6’); 4,82 (d, 1H, J = 12,4 Hz, CH,); 5,00 (d, 1H, J = 12,4 Hz,
CH,); 5,23 (sl, 1H, H1); 5,97 (ddd, 1H, J = 2,1 Hz, 2,3 Hz, 10,2 Hz, H2); 6,04 (dl, 1H, J =
10,2 Hz, H3); 7,90 (dl, 2H, J = 8,9 Hz, Harom); 8,09 (s, 1H, Hyiazo1); 8,25 (dl, 2H, J = 8,6 Hz,
Harom)-

RMN "C (CDCL): & 12,8; 21,2; 54,8; 61.,8; 63.,7; 68,4; 94,0; 121,0; 121,1; 127,7; 128.7;
129,3; 139,1; 145,9; 167,7; 171,1; 177 4.

EMAR [IES] calc. para CyoH;oNgOsNa [M + Na]+: 475,1454; encontrado: 475,1456
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Sintese dos acucares 130a-b

Analoga a sintese dos triazois da série 128.

1-{[4-(5-Fenil-1,2,4-oxadiazol-3-il)fenil]-1H-1,2,3-triazol-4-il } metil 6-0-acetil-4-[ {4-[(5-
metil-1,2,4-oxadiazol-3-il)fenil]-1H-1,2,3-triazol-4-il } metil]-2,3,4-tridesoxi-a-D-eritro-hex-2-
enopiranosideo  (130a): cristais incolores; rendimento: 80%; P.F.: 206-207°C
(diclorometano:hexano); [a]p>" + 56 (¢ 1,0; CH,CL); R¢ 0,74 (acetato de etila).

RMN 'H (CDClL): & 2,09 (s, 3H, OAc); 2,66 (s, 3H, CHs); 4,13 (dd, 1H, J = 4,7 Hz, 12,2 Hz,
H6); 4,29 (dd, 1H, J= 2,8 Hz, 12,2 Hz, H6"); 4,44 (ddd, 1H, J = 2,8 Hz, 4,7 Hz, 9,8 Hz, HS);
4,90 (d, 1H, J = 12,2 Hz, CH,); 5,05 (d, 1H, J = 12,2 Hz, CH); 5,41 (sl, 1H, H1); 5,50 (dl,
1H, J = 9,8 Hz, H4); 6,08 (dl, 1H, J = 10,2 Hz, H2); 6,18 (ddd, 1H, J = 2,5 Hz, 2,6 Hz, 10,2
Hz, H3); 7,55 — 7,67 (m, 3H, Harom); 7,90 (s, 1H, Huiaro)); 7,93 (d, 2H, J = 8,7 Hz, Harom); 7,95
(d, 2H, J = 8,6 Hz, Hyrom); 8,12 (d, 2H, J = 8,5 Hz, Hyrom); 8,16 (s, 1H, Hyiazo1); 8,24 (dl, 2H, J
= 8,2 Hz, Harom); 8,37 (d1, 2H, J = 8,9 Hz, Harom).

RMN “C (CDCL): § 12,8; 21,1; 55,9; 61,9; 63,1; 69,0; 94,0; 119,3. 120,9; 121,4; 124.4;
126,4; 127,0; 127,9; 128,3; 128,6; 129,5; 129,6; 133,1; 133,4; 139,0; 145,5; 147,9; 168,2;
168,4; 170,9; 176,4; 177,0.

EMAR [IES] calc. para C3sH3oN;oOgNa [M + Na]+: 721,2247; encontrado: 721,2244.

1-{[4-(5-Metil-1,2,4-oxadiazol-3-il)fenil]-1H-1,2,3-triazol-4-il } metil 6-O-acetil-4-[ {4-[(5-
metil-1,2,4-oxadiazol-3-il)fenil]-1H-1,2,3-triazol-4-11 } metil]-2,3,4-trides0xi-a-D-eritro-hex-2-
enopiranosideo  (130b): cristais incolores; rendimento: 71%; P.F.: 203-204°C
(diclorometano:hexano); [a]p>’ + 44 (¢ 0,5; CH,CL); Ry 0,52 (acetato de etila).

RMN 'H (CDCl): 8 2,09 (s, 3H, OAc); 2,67 (s, 3H, CHs); 2,69 (s, 3H, CHs); 4,12 (dd, 1H, J
=49 Hz, 12,2 Hz, H6); 4,28 (dd, 1H, J = 2,8 Hz, 12,2 Hz, H6’); 4,43 (ddd, 1H, J = 2,8 Hz,
4,9 Hz, 9,6 Hz, HS); 4,89 (d, 1H, J = 12,3 Hz, CH,); 5,04 (d, 1H, J = 12,3 Hz, CH,); 5,40 (sl,
1H, H1); 5,50 (dl, 1H, J = 9,6 Hz, H4); 6,08 (dl, 1H, J= 10,0 Hz, H2); 6,17 (ddd, 1H, J=2,3;
Hz, 2,5 Hz, 10,0 Hz, H3); 7,91 (dl, 2H, J = 8,5 Hz, Hyom); 7,92 (dl, 2H, J = 8,7 Hz, Hyrom);
7,96 (s, 1H, Hyiazol); 8,12 (dl, 2H, J = 7,7 Hz, Hyrom); 8,14 (s, 1H, Hyiazo1); 8,25 (dl, 2H, J = 8,5
Hz, Harom).

RMN "*C (CDCl3): & 12,8; 21,2; 55,8; 62,0; 63,0; 69,0; 94.0; 119,2; 121,0; 121,4; 126,5;
128,3; 129,4; 129,5; 133,1; 145,5; 162,7; 170,9; 177,0.

EMAR [IES] calc. para C3;H2sN¢OgNa [M + Na]+: 659,2091; encontrado: 659,2074.
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Sintese dos manopiranosideos 131a-b e 132

Em um balao com capacidade para 25 mL contendo o carboidrato insaturado 128 ou
130 (1 mmol) dissolvido em uma mistura de acetona:agua (4:1), foram adicionados OsOj4
(0,25 mg, 2 mol %) e N-metilmorfolina-N-6xido (NMO) (458 mg, 4 mmol) a 0 °C. A reagdo
ficou sob agitacdo por cerca de 12 horas a temperatura ambiente e entdo NaHSO; (500 mg)
foi adicionado e o sistema reagiu por mais 30 minutos. A mistura reacional foi diluida em 5
mL de dgua, extraida com AcOEt (2 x 10 mL), seca em Na,SO,4 e o solvente foi evaporado
sob pressdo reduzida para fornecer o correspondente diol. O residuo bruto foi submetido a
reagdo com anidrido acético (4 mL) em piridina (4 mL) por mais 12 horas. O solvente foi
evaporado em evaporador rotativo e cromatografado em coluna de silica para fornecer o

derivado manopiranosidico 131 ou 132.

1-{[4-(5-Fenil-1,2,4-oxadiazol-3-il)fenil]-1H-1,2,3-triazol-4-il} metil 2,3,4,6-tetra-O-acetil-o-
D-manopiranosideo (131a): cristais incolores; rendimento: 67%; P.F.: 71-72°C; [a]p™ + 37 (¢
1,0; CH,Cl,); R 0,41 (éter de petrdleo:acetato de etila, 3:2 v/v).

RMN 'H (CDCL): 82,00 (s, 3H, OAc); 2,05 (s, 3H, OAc); 2,14 (s, 3H, OAc); 2,17 (s, 3H,
OAc); 4,07 — 4,16 (m, 1H, HS); 4,5 (dd, 1H, J = 2,2 Hz, 12,2 Hz, H6); 4,33 (dd, 1H, J=5,2
Hz, 12,2 Hz, H6’); 4,81 (d, 1H, J = 12,6 Hz, CHy); 4,97 (d, 1H, J = 12,6 Hz, CH); 5,03 (sl,
1H, H1); 5,30 (dl, 1H, J= 3,1 Hz, H2); 5,32 (dd, 1H, J=9,6 Hz, 9,6 Hz, H4); 5,38 (dd, 1H, J
= 3,1 Hz, 9,6 Hz, H3); 7,55 — 7,67 (m, 3H, Harom); 7,95 (dl, 2H, J = 8,9 Hz, Harom); 8,14 (s,
1H, Hiiazo1); 8,24 (dl, 2H, J = 8,3 Hz, Harom); 8,38 (dl, 2H, J = 8,7 Hz, Harom).

RMN °C (CDCL): 8 21,0; 21,1; 21,2; 61,4; 62.8; 66,5; 69,2; 69.4; 69,8; 97,4; 121,0; 121,4;
124,4; 127,8; 128,5; 129,4; 129,5; 133,3; 139,0; 145,0; 168,2; 170,1; 170,3; 170,4; 171,0;
176,4.

EMAR [IES] calc. para C3;H3;NsO;;Na [M + Na]+: 672,1918; encontrado: 672,1927.

1-{[4-(5-Metil-1,2,4-oxadiazol-3-il)fenil]-1H-1,2,3-triazol-4-11} metil 2,3,4,6-tetra-O-acetil-o-
D-manopiranosideo (131b): cristais incolores; rendimento: 72%; P.F.: 61-62°C; [a]p™ + 42 (¢
1,0; CH,Cl,); R; 0,63 (acetato de etila).

RMN 'H (CDCL): 82,00 (s, 3H, OAc); 2,04 (s, 3H, OAc); 2,13 (s, 3H, OAc); 2,17 (s, 3H,
OAc); 2,69 (s, 3H, CH3); 4,11 — 4,17 (m, 2H, H5 e H6); 4,32 (dd, 1H, J = 5,4 Hz, 12,3 Hz,
H6’); 4,80 (d, 1H, J = 12,5 Hz, CH»); 4,96 (d, 1H, J = 12,5 Hz, CHy); 5,02 (sl, 1H, H1); 5,29
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(dd, 1H, J= 1,9 Hz, 3,4 Hz, H2); 5,35 (dd, 1H, J = 9,0 Hz, 9,4 Hz, H4); 5,38 (dd, 1H, J =34
Hz, 9,4 Hz, H3); 7,92 (dd, 2H, J = 1,7 Hz, 8,7 Hz, Hurom); 8,12 (s, 1H, Hiazo1); 8,26 (dd, 2H, J
= 1,9 Hz, 8,7 Hz, Harom).

RMN °C (CDCl): & 12,8; 21,0; 21,1; 21,2; 61,3; 62,8; 66,4; 69,2; 69,4; 69,8; 97,3; 121,0;
121,4; 127,7; 129,3; 139,0; 144,9; 167,7; 170,0; 170,3; 170,4; 171,0;177,3.

Anal. Elementar calc. para CycHa9NsOq,: C, 53,15%; H, 4,98%; encontrado: C, 53,10%; H,
5,13%.

1-{[4-(5-Metil-1,2,4-oxadiazol-3-il)fenil]-1H-1,2,3-triazol-4-il} metil 2,3,6-tri-O-acetil-4-[ {4-
[(5-metil-1,2,4-0xadiazol-3-il)fenil]-1H-1,2,3-triazol-4-il } metil ]-a-D-manopiranosideo (132):
cristais incolores; rendimento: 42%; P.F.: 205-206°C (diclorometano:hexano); [a]p® + 18 (¢
0,5; CH,Cl,); R; 0,58 (acetato de etila).

RMN 'H (CDCL): & 1,86 (s, 3H, OAc); 2,06 (s, 3H, OAc); 2,22 (s, 3H, OAc); 2,67 (s, 3H,
CHs); 2,70 (s, 3H, CHj3); 3,99 (dd, 1H, J = 4,5 Hz, 12,2 Hz, H6); 4,19 (dl, 1H, J = 12,2 Hz,
H6’); 4,73 (dl, 1H, J = 10,4 Hz, HS); 4,89 (d, 1H, J = 12,5 Hz, CH,); 5,02 (dd, 1H, J = 10,2
Hz, 10,4 Hz, H4); 5,04 (d, 1H, J = 12,5 Hz, CH,); 5,17 (sl, 1H, H1); 5,42 (sl, 1H, H2); 6,17
(dd, 1H, J= 2,1 Hz, 9,2 Hz, H3); 7,93 — 7,96 (m, 5H, Harom, Heriazo1); 8,13 (dl, 2H, J = 7,9 Hz,
Harom); 8,20 (s, 1H, Hisiazol); 8,28 (dl, 2H, J = 8,5 Hz, Harom)-

RMN "C (CDCly): & 12,8; 20,8; 21,1; 21,3; 57,8; 61,6; 62,9; 68,7; 68,9; 69,4; 97,4; 120,4;
121,1; 121,6; 126,5; 127,1; 127,8; 128,3; 129,4; 132,9; 144,8; 147,6; 162,7; 169,6; 170,2;
170,7;177,0; 177,4.

EMAR [IES] calc. para C3sH34N0O;0Na [M + Na]+: 777,2357; encontrado: 777,2352.

Sintese do glicosideo desacetilado 133

Em um baldo de fundo redondo com capacidade para 25 mL contendo o carboidrato
insaturado 128a (1 mmol) dissolvido em uma mistura de acetona/agua (4:1), foram
adicionados OsOj4 (0,25 mg, 2 mol %) e N-metilmorfolina-N-6xido (NMO) (458 mg, 4 mmol)
a 0 °C. A reagdo ficou sob agitagdo por cerca de 12 horas na temperatura ambiente e entdo
NaHSO; (500 mg) foi adicionado e o sistema reagiu por mais 30 minutos. A reagdo foi diluida
em 5 mL de agua, extraida com AcOEt (2 x 10 mL), seca em Na,SO4 ¢ o solvente foi
evaporado sob pressdo reduzida para fornecer o correspondente diol. O residuo bruto foi
submetido a reagdo de desacetilagdo com metoxido de sddio (160 mg; 3 mmol) em metanol

séco (3 mL) por 5 horas. A mistura reacional teve o solvente evaporado em evaporador
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rotativo e o residuo foi lavado varias vezes com solug@o saturada de bicarbonato de sédio,

agua destilada e metanol para fornecer 133.

1-{[4-(5-Fenil-1,2,4-oxadiazol-3-il)fenil]-1H-1,2,3-triazol-4-il } metil 2,3,4,6-tetroxi-o-D-
manopiranosideo (133): cristais incolores; rendimento: 60%; P.F.: 189-190°C; [a]p™ -72 (c
0,25; DMSO); R¢ = 0,2 (acetato de etila).

RMN 'H (DMSOg): & 3,40 (dl, 1H, J = 10,0 Hz, H4); 3,42 — 3,58 (m, 3H, H6, H6’, H5);
3,65 — 3,70 (m, 2H, H2, H3); 4,67 (d, 1H, J = 12,2 Hz, CH,); 4,80 (d, 1H, J = 12,2 Hz, CH»);
4,82 (sl, 1H, H1); 7,67 — 7,80 (m, 3H, Harom); 8.,15 (dl, 2H, J = 8,7 Hz, Hyrom); 8,22 (dl, 2H, J
=17,7 Hz, Harom); 8,32 (dl, 2H, J = 8,7 Hz, Hurom); 8,91 (s, 1H, Hyiazol)-

RMN "C (DMSOg): 859,4; 61,6; 67,4; 70,5; 71,2; 74,6; 99,6; 120,8; 122.7; 123,5; 126,3;
128,2; 129,0; 129,9; 133,8; 138,9; 145,4; 167,7; 175,9.

EMAR [IES] calc. para C»3H,3N507Na [M + Na]+: 504,1495; encontrado: 504,1488.

7.6 — Metodologias utilizadas no capitulo 5

Avaliacdo da atividade antimicrobiana

Os microorganismos utilizados no teste de avaliacdo da atividade antimicrobiana
foram cedidos pela Coleg@o de Cultura do Departamento de Antibioticos — UFPE (UFPEDA)
e pelo Departamento de Micologia da mesma Universidade (URM). As bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas foram mantidas em agar nutritivo (AN), as bactérias alcool-acido
resistentes em agar glicose extrato de levedura (GL) e as leveduras em agar Sabouraud, todos
conservados a 4°C.

A relagdo dos microorganismos utilizados estd descrito na tabela 11 no capitulo 5. As
drogas utilizadas neste ensaio foram: 123a-q, 124, 125a-d, 126, 128a, 131a e 133.

A atividade antimicrobiana foi determinada pelo método da difusdo em disco de
papel.'”

Cada droga (10 mg para 123a-q, 124, 125a-d ¢ 126; 20 mg para 128a, 131a e 133) foi
solubilizada em 1 mL de diclorometano (com exce¢do para 125b e 132, que foram dissolvidas

em DMSO) para a preparacdo das solucdes com concentragdo final para cada disco de 30 pg

para 123a-q, 124, 125a-d ¢ 126 ¢ 60 pg para 128a, 131a ¢ 133.
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De cada microorganismo foi obtido um indculo com 24 horas de crescimento nos
meios de cultura adequados. Foi preparada uma suspensido em salina (NaCl 0,9%) contendo
cerca 10 UFC/mL, com turbidez equivalente ao tubo 0,5 da escala de McFarland.'*°

As suspensdes foram transferidas para placas de Petri contendo os meios Miieller-
Hinton para as bactérias e Yeast Nitrogen Base Dextrose para as leveduras. Sobre as placas de
Petri contendo os meios e repicadas com os microorganismos, foram depositados os discos de
papel estéreis contendo as drogas.

Os experimentos foram realizados em triplicata. Como controle negativo foram
utilizados discos contendo diclorometano e DMSO (veiculos) e como controle positivo foram
utilizados discos contendo antimicrobianos ja padronizados como cloranfenicol (bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas), estreptomicina (BAAR) e cetoconazol (leveduras).

As placas foram incubadas a 35°C durante 24 horas para as bactérias e a 30°C durante
48 horas para as leveduras. Quando hé atividade antimicrobiana, halos de inibi¢do ao redor de
cada disco sdo formados e estes sio medidos. Os resultados sdo expressos como média

aritmética das leituras dos halos de inibi¢do para cada droga.

Avaliacdo da atividade citotoxica

A metodologia utilizada para a avaliagdo da atividade citotoxica foi a metodologia do
MTT."*"% Foram utilizadas duas linhagens de células cancerigenas humanas, a linhagem
HEp-2 (carcinoma epidermoéide da laringe) e a linhagem NCI-H,g, (cancer de pulmio) em
fase exponencial de crescimento, com 24 horas de repicadas.As células foram isoladas em
MEM - Meio Essencial Minimo, contendo 10% de soro fetal bovino, 1% de solugdo
antibidtica (penicilina 1000 UI/mL e estreptomicina 250 mg/mL) e 1% de glutamina
200pM, 19160

A viabilidade celular foi determinada pelo teste de exclusdo do Azul Tipano, corante
vital capaz de penetrar facilmente nas células eventualmente danificadas pelas manipulacdes
experimentais, corando-as em azul. As células integras, vivas, permanecem incolores.

A atividade citotoxica foi medida in vitro através de testes de inibi¢do do crescimento
celular baseados no método do MTT. Este método se baseia na capacidade apresentada por
células de reduzir o sal tetrazolio a cristais azuis (formazan), que precipita pela acdo da
enzima mitocondrial succinil-desidrogenase, ativa apenas para células vivas.

Foi utilizada uma suspensdo de 5 x 10" células/mL, distribuida em placa de 96 pogos

(125 uL em cada pogo), aos quais foi acrescentada uma solug¢do contendo 15 pL/mL da
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droga-teste (115a-d, 116a-c, 122a, 123k-q, 128a-d, 129a-b, 130a-b, 131a-b, 132 ou 133)
dissolvida em DMSO, nas concentragdes de 1,25; 2,5; 5,0 e 10,0 ng/mL. Apos 72 horas de
incubagdo a 37°C em atmosfera umida, enriquecida com 5% de CO,, foram adicionados 15
uL de solugdo 0,5 % de MTT em tampao fosfato salina (BPS) em cada pogo. As placas foram
reincubadas nas mesmas condic¢des, por um periodo de 2 horas, apds o qual o meio de cultura
foi removido e foram adicionados 100uL de DMSO em cada pogo para solubilizagdo dos

cristais (formazan). A leitura foi realizada em leitor automatico para placas, a 540 nm.

Avaliagdo da morfologia celular das células tratadas com os glicoconjugados

Os experimentos de microscopia eletronica de varredura (MEV) foram realizados no
Laboratério de Microscopia Eletronica do Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami
(LIKA) desta Universidade.

Para esta parte do trabalho foi utilizada somente a linhagem de células cancerigenas
humanas HEp-2 em fase exponencial de crescimento e com 24 horas de repicadas. As células
foram isoladas em MEM — Meio Essencial Minimo, contendo 10% de soro fetal bovino, 1%
de solucdo antibiotica (penicilina 1000 Ul/mL e estreptomicina 250mg/mL) e 1% de
glutamina 200pM."*!'®* Foram utilizadas placas de 12 pogos, nas quais laminulas redondas
foram cuidadosamente colocadas no fundo de cada pogo. A estes pocos foi acresentada uma
solugdo contendo 15 puL/mL da droga-teste (128a, 128¢, 130a) dissolvida em DMSO, nas
concentragdes de 1,25; 5,0 ¢ 10,0 ug/mL. Apo6s 72 horas de incubagdo a 37°C em atmosfera
umida, enriquecida com 5% de CO,, as laminulas foram retiradas para processamento da
MEV.

As laminulas contendo células controle e tratadas (em triplicata) foram lavadas varias
vezes ¢ individualmente com tampao fosfato salina (BPS) e posteriormente com tampao
cacodilato de sddio 0,05 M. O material foi fixado com solugdo de glutaraldeido (glutaraldeido
2,5% e formaldeido 4% em tampao cacodilato de sodio 0,1 M) a 4°C por cerca de 12 horas.
As laminulas foram entdo lavadas para retirada do fixador com tampao cacodilato de sddio
0,05 M (duas vezes) e pos-fixadas com solucdo de tetréxido de 6smio (OsO4 1% em tampao
cacodilato de sdédio 0,1 M) por cerca de 1 hora, em temperatura ambiente. As laminulas foram
lavadas para a retirada do pos-fixador com tampao cacodilato de sodio 0,05 M (duas vezes) e
desidratadas com concentragdes crescentes de etanol até etanol absoluto. Neste ponto, as

laminulas foram lavadas varias vezes com etanol absoluto e secas em ponto critico de COs.
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As laminulas foram entdo colocadas em suporte apropriado e recobertas com ouro

(metalizacdo).'*"'%? O material foi examinado em microscopio eletronico de varredura modelo
JEOL 25SII.
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