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Resumo

O-glicosideos séo precursores quirais para serem utilizados na sintese de
compostos biologicamente ativos, tais como blocos de construgdo de
glicopeptideo, oligossacarideos, e carboidratos modificados. Este trabalho
descreve a sintese, a caracterizacdo e a atividade citotoxica in vitro de O-
glicosideos 2,3-insaturados e azidoglicosideos. A reacéo de alcodis 2a-i com 3,4,6-
tri-O-acetilglical 1, foi realizada na presenca de uma quantidade catalitica de acido
p-toluil sulfénico, mediada por irradiacdo de ultrassom e forneceu o0s
correspondentes O-glicosideos 2,3-insaturados 3a-i. Em todos o0s casos, 0S
compostos foram obtidos como uma mistura de a- e B-andmeros, onde houve
predominancia do andémero alfa. Por outro lado, usamos a metodologia
convencional para obtencdo dos O-glicosideos 2,3-insaturados 4a-e. Os O-
glicosideos foram submetidos a reacdo de hidrélise basica e de oxidacgdo alilica. A
adicdo de azida de sodio, a alquil 2,3-didesoxi-2-enopiranosid-4-ulose (6a-e)
forneceu os compostos 7a-e que apés reducdo com borohidreto de sédio forneceu
os azido—glicosideos 8a-e, em bons rendimentos. As estruturas dos compostos
obtidos foram elucidadas através de técnicas espectroscépicas convencionais:
Infravermelho e Ressonancia Magnética Nuclear de *H e **C. Os compostos 6b,
6c, 6d e 8a, 8b, 8c e 8e. Foram testadas suas atividades antiprpliferativa contra
as células NCL-H292 e os compostos que tiveram taxa de inibicdo com valores
maiores que 80% também tiveram seus ICs, testados. Esses compostos
apresentaram muita atividade antiproliferativa. Devido a degradacdo de algumas
amostras 8c e 8e, passaram pelo teste de ICso Frente a células cancerosas MCF-7
e HL-60 e apresentaram execelentes atividades, e apresentaram ICso dentro do

intervalo de confianca.

Palavras-chave:Hex-2-enopiranosid-4-ulose; azidoglicosideo, atividade citotoxica
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Abstract

O-glycosides are easily available chiral intermediates in the synthesis of
biologically active compounds such as glycopeptide building blocks,
oligosaccharides, and modified carbohydrates. This work describes the syntheses,
characterization and cytotoxic activity in vitro de 2,3-unsaturated O-glycosides and
azide glycosides. The reaction of alcohols 2a-i with 3,4,6-tri-O-acetylglucal 1,
carried out in presence of catalytic amount of p-tolylsulfonicacid mediated by
ultrasound irradiation, afforded the corresponding 2,3-unsaturated
glucopyranosides3a-i. In all cases the compounds were obtained as a mixture of a-
B-anomers, where there was a predominance of anomer a. Moreover, the
conventional methodology used to obtain the 2,3-unsaturated O-glycosides 4a-e.
The O-glycosides were subjected to reactions of basic hydrolysis and allylic
oxidation. Addition of azide ion to alkyl 2,3-dideoxy-2-enopiranosid-4-ulose (6a-e)
provided compound 7a-e, which upon reduction with sodium borohydrate
furnishedazide glycosides 8a-e in good yields. The structures of the compounds
obtained were elucidated by conventional spectroscopic techniques: Infrared and
Magnetic Nuclear Resonance H and *C. The compounds 5a-e and 8a-e were
tested against three human cell lines where only of compounds 5a, 5c, 3d, 8b e 8c
exhibited good antiproliferative activity against HL-60, MCF-7e NCI-H292 cancer

cell lines with excellent inhibition values.

Keywords: Hex-2-enopiranosid-4-ulose; azideglycoside, cytotoxic activity
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Anderson J. Firmino S. da Silva Dissertacdo de Mestrado

1. INTRODUCAO

Novas moléculas derivadas de carboidratos tém sido investigadas e utilizadas
extensivamente, pelo fato de serem precursoras de diversas drogas biologicamente
ativas’. Algumas estruturas de compostos que apresentam essa atividade estdo
representadas na figura 1. O composto (I) apresenta atividade imunoestimuladora?, o
composto (ll) apresenta atividade antitumoral in vitro em relag@o a leucemia humana

(HL 60)°, a estrutura (Ill) tem atividade antibacteriana frente & bactéria Estreptococos
sobrinus®.

OH CFs
= OH
oH _CH,OH o B N=—
o (CH2)21CHg 0 /
HO N N
HO NH oM HO X ;
OH) : : " | )
\/Y(CHZ)NCH(CHS)Z H
) OH (1
0
OH CH,0OH
0 0
HO
OH 0
0
HO OH
(1 OH

Figura 1 — Alguns carboidratos com atividades bioldgicas

! Nougueira, C.M.; Parmanhan, B. R.; Farias, P. P.; Corréa, A. G.; Revista Virtual de Quimica(2009), 1
(2), 149-159.

zYang, G.; Scheming, J. ; Tsuji, M.; Frank, R. W.; Angew. Chem. Int. Ed. (2004) , 43, 3818.
*Bergman, A.M.; Kuiper, C. M.; Voorn, D. A.; Comijin, E. M.; Myhern, F.; Sandvold, M.L.; Hendriks, H.
R.; Peters, G. J. Biochem . Pharmacol. (2004), 67,503.

4Devulapalle, K. S.; Segura, A. G.; Ferrer, M.; Alcalde, G. M.; Plou, F. J. Carboyd. Res. ( 2004), 339,
1029.
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2. FUNDAMENTAGAO TEORICA

Os carboidratos sintéticos insaturados constituem uma das categorias mais
versateis e importantes do grupo dos hidratos de carbono disponiveis para uso na
sintese de novos carboidratos®.

Os glicosideos 2,3 insaturados sao obtidos pela reacdo de glicosidacdo de
acucares 1,2-insaturados com diversos nucleéfilos como alcoois, tidis, aminas e etc.,
na presenca de um catalisador &cido. A utilizacdo de um &cido de Lewis é
indispensavel para que ocorra esta reacdo, porque ele atua complexando ao par
eletrdnico do bom grupo de saida, o grupo acetil ligado ao carbono C-3 do tri-O-
acetil-D-glucal promovendo a migracdo da dupla ligagdo do carbono C-1 do
carboidrato para o carbono C-2 formando assim os glicosideos 2,3-insaturados.
Esse rearranjo da dupla ligacéo € conhecido como rearranjo alilico ou rearranjo de

Ferrier.

A.L.=4cido de Lewis

Esquema 1- Mecanismo para a reacéo de glicosidacéo

Uma ampla gama de catalisadores e de métodos tem sido utilizados na sintese
de glicosideos visando reduzir o tempo reacional, aumentar a estereosseletividade
de formacao do andmero a, diminuir a utilizagao de solventes, promovendo reacdes
gue atendam aos principios da quimica verde, e também aumentar o rendimento da
reacao.

Diversos acidos de Lewis relatados na literatura sao BFg.EtzOG, FeCls’,
Fex(S04):8, Fe(NOs)s®, InCls*°, BiCl:Y, CeCls?, znCL™, Pd(OAc), zrCl,*,
KsCoW12040.3H,0%°, Bi(OTf)s'", Er(OTf)s™8, Yb(OFt)s*, TiCl,%°, AuCls?, HBF,-S0,*

® Xavier, M. N.; Rauter, P. A.; Carbohydrate Research (2008)
®Ferrier, R. J.; Prasad, N. J.; J. Chem. So0c.(1969)
Tilver, R. D.; Alexandre, M. V.; Khandekar, A. C.; Samant, S. D.;Kanetkar, V. R. J. Mol Cat.; A.
Chem.(2004)
® Zhang, G.; Liu, Q.; Shi, L.; Wang, J. Tetrahedron (2008)
QSWamy, N. R.; Venkateswarlu, Y.; Synthesis (2002)
17



Anderson J. Firmino S. da Silva Dissertacdo de Mestrado

Ferrier et al 2 em 1969, observaram que a reacéo catalisada por BFs.Et,O
entre o tri-O-acetil-D-glucal com diversos alcodis levava a formacao de O-glicosideos
2,3-insaturados. Nesse mesmo estudo eles verificaram sistematicamente uma série
de parametros visando aumentar a velocidade, o rendimento e a
estereosseletividade da reacao, no intuito de aumentar a formacdo anémero a. Os
parametros observados foram o efeito de solvente, o efeito da temperatura e do
catalisador. Com isso verificaram a estereosseletividade envolvida na formagao dos
anbmeros a e B, a variacdo no rendimento e na formagdo dos anémeros a e 3

podem ser visto no esquema 2.

(1) EtOH, Refluxo

25% do anémero alfa= OAC
(@)
OAc (2) EtOH/BF,.Et,0, refluxo
Q 58% do anomero alfa ACO N\
AcO — - OFEt
ACO (3) BF5.EtO t.a/ EtOH/benzeno

70% do anomero alfa

-

Esquema 2 — Aperfeicoamento da reagéo Ferrier em favor do anémero a.

%Babu, B. S.; Balasubramanian, K. K. Tetrahedron let. (2000)
“Bettadaiah, B. K.; Srinivas, P. Tetrahedron Lett. (2003).
2Kim, H.; Men, H.; Lee, C.; J. Am.Chem. Soc. (2004).

13Swamy, N. R.; Srinivasulu, M.; Reddy, T. S.; Goud, T. V.; Venkateswarlu, Y.; J. Carbohydr. Chem.
(2004).
14Rafiee, E.;Tangestaninejad, S.; Habibi, M. H.; Mirkhani, V.;Bioorg. Med. Chem. Lett.(2004).

15Babu, J. L.; Khare, A.; Vankar, Y. D. Molecules (2005) ; (k) Naik, P. U.; Nara, J. S.; Harjani, J. R.;
Salunkhe, M. M.; J. Mol. Catal. A: Chem. (2005).

lGNaik, P. U.; Nara, J. S.; Harjani, J. R.; Salunkhe, M. M.; J. Mol. Catal. A: Chem. (2005).

17Procopio, A.; Dalposso, R.; De Nino, A.; Nardi, M.; Oliverio, M.; Russo, B.; Synthesis (2006).
18Procopio, A.; Dalpozzo, R.; Nino, A. D.; Maiuolo, L.; Nardi, M.; Oliverio, M.; Russo, B.; Carbohydr.
Res. (2007).

19Zhang, G.; Shi, L.; Liu, Q.; Wang, J.; Li, L.; Liu, X.; Tetrahedron (2007).

20Tayama, E.; Otoyama, S.; Isaka, W.; Chem. Commun.(2008).

21Baramulugan, R.; Kopollu, S. R.;Tetrahedron (2009).

*’Rodriguez, O. M.; Colinas, P. A.; Bravo, R. D.;Synlett (2009).
23
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Oliveira et al (2002) realizaram a sintese de glicosideos 2,3-insaturados a partir
do tri-O-acetil-D-glucal (1), via rearranjo de Ferrier com diferentes alcoois como por
exemplo 1,2,4-oxadiazol-5-ilo e alguns outros &lcoois como aglicona, Neste
procedimento eles utilizaram a irradiagdo do micro-ondas doméstico em condi¢cbes
livre de solvente, utilizando Montimorilolita K-10 como catalisador da reacdo. O K-10
é uma argila acida que atua como acido de Lewis na reagdo de glicosidagdo. De
modo geral esta reacdo em micro-ondas € limpa porque nao utiliza solvente, obtendo

produto da sintese com rendimentos de 71 a 87%, em um curto tempo reacional®*.

OAc
OAc
OAc 0 o
(e} Montimorinolita K-10 ~ A€O AcO OR
AcO + ROH > =+ =~
icroondas doméstico
o / OR

Ac

1 2af 3af 4a-f
ndo observado
R= & Phth-CH,- HyC
b: Phth-CH,-CH,-
. SN ‘
¢: (S)-(+)-Phth-CH-(CHa)-CH, NS
0" CH,CH,CHCH3(R,S)
d: Ph
N
N )\ f: Ho
~0” T CH,CH,CHCHS(R,S) c\

Esquema 3- Sintese de O-glicosideos utilizando micro-ondas doméstico.

Em 2008 Legros e Delpon conseguiram obter O-glicosideos pelo rearranjo de
Ferrier do 2,3,6-tri-O-acetil-D-glucal, a promocao dessa reacdo pela utilizacdo de
solventes fluorados como 1,1,1,3,3,3-hexafluor-2-propanol (HFIP) que atuou
Também como catalisador na sintese de diferentes O-glicosideos 2,3 insaturados

com &lcoois com rendimento que variam de bons a excelentes?.

OAc

0 or P - q
+ —_— c
AcO
ACO yZ Refluxo, 12h ~
OR
R= (CF3)2 CH

Esquema 4 - Sintese de O-glicosideo catalisada por alcoois fluorados.

**Oliveria, N. R.; Filho, J. R. F.; Srivastava, R. M.;Tetrahedron Letters (2002).
*pe, K.; Legros, J.; Crousse, B.; Delpont, D. B.; Tetrahedron (2008).
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Nagaraj e Ramesh (2009) realizaram a sintese de glicosideos 2,3-insaturados de
modo eficiente, com rendimentos de bons a excelentes com percentuais variando de
62 a 98%. As reacgOes foram realizadas a temperatura ambiente, os glicosideos 2,3-
insaturados foram obtidos de modo estéreo-seletivo em favor do anémero a a partir
do 4,6-di-O-benzil-D-glucal e do 4,6-di-O-benzil-D-galactal via rearranjo de Ferrier,
utilizando como promotor dessa reacdo o InClz anidro. Essa reagcdo se mostrou
eficiente mesmo n&o existindo um bom grupo de saida no C-3 do agUcar, e eficiente

na reacdo de glicosidacdo de diversos alcoois, fendis e varios nucledfilos de

acucar®®,
oB
OBn R-OH ( 1.2 equiv.) " o}
InCl; (5 mol%)
>  BnO OR
BnO y CH,Cl, =
HO 30°C

Esquema 5 — Rearranjo de Ferrier do 4,6-di-O-benzil-D-glucal catalisado por InCls.

Em 2011 foi divulgado por Michigami e Hayashi (2011) a sintese de O-
glicosideos 2,3-insaturados utilizando as condi¢bes de Mitsunobo, eles utilizam o
4,6-benzilideno-D-alal como substrato e o acido p-nitrobenzoico na presenca de di-2-
metoxiexil azodicarboxilato (DMEAD) em PPhs. Também foram testados a influéncia
de dois solventes no rendimento da reacdo o tetrahidrofurano (THF) e tolueno,
nessas condi¢cdes os produtos foram obtidos com rendimentos elevados e com
moderada estereosseletividade em favor do anémero a e tiveram tempo de reagao
de 1 a 24h. Sob estas condicfes o rearranjo alilico da dupla do carbono C-1 para o
carbono C-2 ocorreu mesmo nao existindo um bom grupo de saida no carbono C-3

do aclcar 1,2-insaturado?’.
NO,
DEAD ( 2,0 eq.)

7 tolueno, 25°C, 1h F’“/Voo q N
o (2.0¢q) =~ ©

Esquema 6— Reacéo de glicosidacdo usando os reagentes de Mitsonobu.

26 Nagaraj, P. ;Ramesh,N ; Tetrahedron Letters (2009).
*’Michigami, K.; Hayashi, M.; Tetraedron (2011).
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Também em 2011, Kinfe et al (2011) realizaram a sintese de glicosideos 2,3-
insaturados a partir do 3,4,6-tri-O-acetil-D-glical com diversos alcoois impedidos e
ndo impedidos estericamente utilizando NaHSO, suportada em silica gel como
catalisador da reacédo, a reacdo apresentou alta seletividade anomérica em favor do
andmero a, com rendimentos de bons a excelentes em curto intervalo de tempo, na
faixa de minutos.

A utilizacdo NaHSO, suportada em silica gel foi estudada porque tanto o
NaHSO, e SiO, apresentar a capacidade de atuar como promotores do rearranjo de
Ferrier de modo isolado esse grupo de pesquisa resolveu desenvolver uma nova
metodologia na sintese de glicais utilizando os dois promotores em conjunto visando

melhorar os rendimento e diminuir o tempo de reacéo.?®.

OAC OAc
o 2 mol%, NaHSO,4-SiO, N o)
AcO
AcO
1,2 eq RXH, CH;CN X
AcO F g 3 S

80° C
X=0eS

Esquema 7— Rearranjo de Ferrier catalisado por NaHSO,4-SiO..

Recentemente, Hotha e Tripathi (2012) realizaram a sintese de O-glicosideos

2,3-insaturados a partir do tri-O-acetil-D-glucal utilizando porcentagens cataliticas de
NbCls, com curtos tempos de reacdo, sob irradiacdo de micro-ondas, com

rendimentos de bons a excelentes. Nessas sinteses foram utilizados 4&alcoois

primarios, alilico, benzilicos e alcoois de monossacarideos®.

OAc
OAcC

(@]
(@]
AcO
AcO + R-OH NbC|5 (Cat) c .
AcO G Acetonitrila
MW OR
R!=OAc, R%=H
RI=H, R?=0Ac

Esquema 8- Sintese de 2,3-dideoxy glicopiranosideos usando NbCls como acido de Lewis.

*8Kinf, H. H.; Mebrathu, M. F.; Sithole, K.Carbohydrate Research (2011).
*Hotha, S.; Tripathi, A.; Tetrahedron Letters (2005).
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Recentemente Chen e Wang (2012) relataram um novo método eficiente no
qual utilizaram o acido trflico suportada em silica gel para transformar o 2,4,6-tri-O-
acetil-D-glucal em glicosideos 2,3-insaturados com bons rendimentos que variam de
67 a 90%, e baixo tempo de reacdo para diversos alcoois, e elevada estéreo-

seletividade anomérica sob condicdes livres de metal de transicao™.

OAc
(0]

OAc

o CFySO3H-SI0,
0,
AcO P + Nucleofilo M» S OR
AcO THF, 40°C

Esquema 9- Rearranjo de Ferrier catalisado por CF;SO3H-SIO,.

Também em 2012, Menezes et al realizaram a glicosidacdo do 3,4,6-tri-O-
acetil-D-glucal com diversos alcoois simples como alilicos, homoalilicos e benzilicos
para obter glicosideos 2,3-insaturados, utilizando como promotor dessa reacdo o
tetracloreto de teldrio (IV) que atuou como acido de Lewis. Os compostos foram
obtidos com bons rendimentos e com boa seletividade anomérica para o anémero a
tanto para alcoois impedidos estericamente como para ndo impedidos e com um

tempo de reacdo curto utilizando 2 mmol% do catalisador®’.

OAC
OAC OAc
(0]
o]
AcO Z TOH a0 Ao Q  or
AcO % S ¢ —
TeCly, CH2C|2’
RT, 3minutos. OR
Anomero alfa Anomero beta

Esquema 10 — Sintese de pseudoglicais utilizando TeCl,.

2.1 Fatores que influenciam na sintese de glicosideos 2,3-insaturados

Em primeiro lugar, na sintese de carboidratos & muito dificil realizar reacdes
regiosseletivas, em uma posi¢cdo particular do acucar. Outro grande problema
também esta relacionado com relacdo as reacdes de glicosidacao, porque essa
reagao pode produzir dois anémeros, o anbmero a € 0 andémero . Logo, conseguir
obter o composto desejado em bons rendimentos e com boa estereosseletividade

continua sendo um dos desafios mais importantes na quimica dos carboidratos.

% Chen, P.; Wang, S.;Tetrahedron (2012).

31Freitas, J. C. R. F.; Tulio, R. C.; Antbnio, A. S. P.; Filho, J. R. F.; Ivani, M.; Roberta, A. O.; Paulo,H.
M.; Tetrahedron, (2012).
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No entanto, na ultima década, a sintese de carboidratos tem alcancado um
grande progresso no numero de publicagcbes que visam obter compostos
biologicamente ativos, com 0 menor nimero de etapas sintéticas possiveis. O
conhecimento sobre reacdes regiosseletivas e reagcdes protecédo de grupos, tém sido
desenvolvidos para diferenciar um grupo hidroxilico de todos os outros da unidade
do actcar®.

Diversos séo os fatores que podem influenciar, a régio e estereosseletividade,
na reacao do rearranjo de Ferrier, dentre 0s quais iremos destacar alguns como o0s

gue podem ser observados na figura 2 : 1) tipos de nucledfilos, Il) assisténcia do

grupo vizinho, I11) efeito anomérico, IV) e impedimento estérico do carbono C-6%.

OAc

R
1,2- cis © 1,2- trans

Figura 2— Representacdo de alguns fatores que podem influenciar na sintese de glicosideos.

2.1.1 Efeito anomérico

Ha relatos na literatura que salientam que a substituicdo de um hidrogénio do ciclo-
hexano por um grupo volumoso, € termodinamicamente favorecida, quando esses
substituintes estdo na posicdo equatorial. Esse efeito pode ser explicado devido as
interacdes 1,3-di-axiais, que causam um grande impedimento estérico aos substituintes
na posicao axial do ciclo-hexano, isso € o principal fator que leva a menor formacéo

desses compostos®*.

32Zhongwu, G.;Carboydrate Chemistry Biology and Medicinal Applications”(2008).
*Demchemko V. A.; Department of Chemistry Missouri USA (2003).

% Da Silva, O. C.; Revista Virtual de Quimica (2011).
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|

3
m/OH

89% R=H, CH, 1%

Figura 3 — Representagéo das interacdes 1,3-diaxiais.

Histéricamente o efeito anomeérico foi coniderado inicialmente como o efeito
eletrostatico que desestabiliza a orientacdo do anémero presente na posi¢ao
equatorial que contém substituintes eletronegativos no atomo de carbono C-1 e se
apresentam ligados a posicao axial em maior abundancia que aquela esperada, se

for utilizado uma analogia com derivados do ciclo-hexano®.

0} o

— R

B — R=H
( R CH3

Figura 4 — Representacao dos orbitais anti-ligantes da alglicona na axial e na equatorial.

Mais recentemente, também foi relatado por Mayato et al. (2012) que existem
dois tipos de efeito anomérico: 0 endo- e 0 exo-anomérico, como observado na
figura 5. O andbmero alfa é favorecido devido a maior interacdo entre a nuvem
eletrbnica do oxigénio do anel e também o oxigénio da aglicona, além de apresentar

contribuicdes simultaneas do efeito endo e exo quando comparado com conférmero

36
B°".
0
o S e S
<,
Exo OO‘)

. /’/R

Anomero-beta Anomero-alfa

Figura 5 — Orbitais envolvidos no efeito exo- e endo-anomérico em anéis piranosideos.
Além disso quando a aglicona estd na posicdo (B, ocorre um impedimento

esteroeletronico entre os pares de elétrons do oxigénio do anel piranosideo com os

pares de elétrons dos &tomos da aglicona como mostrado na figura 6.

* L emieux, R. U., PureAppl.Chem.(1971).
*®Mayato, C.; Rosa, L. D.; José, M.P.; Jésus, T. V.; Carbohydrates Research (2012).
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QD@ o/ o/
Nt s 4

A B C
X= Atomo eletronegativo X

Figura 6— Interacde de elétrons néo ligante (A) e influencia do momento dipolar (B e C) no anémero a

e B.

2.1.2 Tipos de nucleofilos

Segundo Freitas®’, os aspectos regioquimicos acerca do rearranjo alilico, t&m
suas bases teoricas apoiadas nos principios de acido-base duro-mole de Pearson.
Neste sentido Oliveria®®, verificou através de céalculos teéricos que as cargas
atbmicas dos carbonos C-1, C-2 e C-3 sdo respectivamente 0,7, 0,0 e 0,29
indicando que o carbono C-1, como esperado, € mais duro que o C-3. Isso explica o
fato que na presenca de nucledfilos duro de Pearson, como os de ROH, que ocorre
a formacéo de glicosideos 2,3-insaturados, devido a maior interacdo eletrostatica
entre espécies dura-dura, do que dura-mole como seria no caso do ataque do ROH

ao C-3 do acticar®.

_ _ OAc OAC
OAc
Q o
O z
Acido de Lewis
OAc Nu /
/ OAC XR OAC
OAC
X=0-, C- X= N-, S-
Glicosideo Glicosideo
2,3-Insaturado 1,2-Insaturado

Esquema 11 — Ataque no nucledfilos no cation formando os glicosideos 1,2- e 2,3-insaturado.

*Freitas, J. C. R.; Dissertacdo de mestrado, UFPE (2010).
% de Oliveira, N., R.; Tese de doutorado UFPE(2006).
¥Mukherjee, A.;Jayaraman, N.; Carbohydrates Research (2011).
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2.1.3 Assisténcia do grupo vizinho

Sob certas condicbes, a reacdo de glicosidacdo pode ser altamente estéreo-
seletiva, formando apenas um anémero do glicosideo. E relativamente facil conseguir
compostos com a ligacdo 1,2-trans glicosidica para os acgUcares glicopiranosideo e
manopiranosideo, Como esta exibido no esquema 12. A presenca de um grupo acilo,
tal como o acetilo ou um benzoilo no carbono 2, pode garantir a estereosseletividade
da ligacdo 1,2-trans-glicosidica. Isso deve-se a participacdo destes grupos acetilo
vizinho nestas reacfes de glicosidacdo, que forma um intermediario, o cétion
dioxolanilium, que s6 permite o ataque do nucledfilo a partir do lado oposto do anel

dioxolanilum, formando exclusivamente 1,2-trans-glicosideo.

——2Q X RO— % , + ——20 OR
RO~ ﬁ,\s HOR', -H RO—§ %; -
o YO@ OAc
Agucar glucal\f

/k /k OAc
f 0\ AT s
\\/: XRo‘\’Oj‘ 5 0@ HOR', -H Ro‘ﬁ
Agucar manose ® OR

R= Grupo protegido; R'OH =Glicosideo aceptor; AC= Acetil; X- Grupo de saida
Esquema 12 — Formagéo da ligacéo 1,2-Trans-glicosidacdo pela participagdo do grupo vizinho.

Em contraste a reacédo 1,2-cis-glicosidacdo é muito mais dificil de ocorrer. Sob
certas condicOes, a estereosseletividade da reacdo de glicosidacdo € geralmente
dominada pelo efeito anomérico, formando o produto 1,2-trans glicosideo com alta
estereosseletividade. Existem diversos relatos na literatura da participagcdo do grupo
vizinho na sintese de glicosideos 2,3 insaturados, e ha também uma discussao a
respeito do tamanho de um novo anel que é formado pela assisténcia do grupo

vizinho.

OAc

3 O
4 OAC
AcO 3 2 \‘/ AcO — OR

cétion 21 3

Esquema 13 - Participacdo do grupo vizinho proposta por Shotakovski para explicar a ndo formacéo
do anémero 8.
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OAC OAc

0 OAc (@]

AcO AcO OR
1 22 3

Esquema 14 - Participacao do grupo vizinho proposta por Ferrier e Prasad para justificar a ndo
formacao do an6mero .

(0]
(0)
. \\( \( OAcC
O.
5 O Aj O \O + O
4, OAc 1 — D —
HOR
/ :
AcO 3 2 AcO —— \-/'

AcO OR

Esquema 15 - Participagédo do grupo vizinho proposta pelo grupo de Srivastava para também
justificar a ndo formacao do anémero .

Para esclarecer a formacéo exclusiva do anémero a, Oliveira® assumiu que o
ataque do alcool no ion oxocarbanio ocorre pela face inferior da molécula obtendo o
andémero a, e esse andbmero formado é estabilizado pelo efeito anomérico.

Este grupo de pesquisa considerou as varias possibilidades de anéis
formados pela assisténcia do grupo vizinho mostradas no esquema 16,utilizando
calculos tedricos de orbitais AM1. Assim, ficou constatado que o intermediario que
formado com um anel de 7 membros com carga positiva no oxigénio da carbonila do
grupo acetoxi, forneceu o menor valor energético para a entalpia de formacéo do

intermediério (-26,27), mostrando que este, é relativamente mais estavel.

o)

' )\\ 0 0
4 \( X

\ .

0 o0 o+ -0 AcQ 0
o
_ _ ) K
AcO AcO AcO AcO
AHJAML 62,56 -26,27 12,91 98,24

(Kcal/mal)

Esquema 16- Energia de formacéo dos provaveis intermediarios da reagéo de glicosidacao.
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2.1.3 Impedimento estérico do carbono C-6

A formacéao estereosseletividade 1,2 cis-glicosideos € geralmente uma questao
bem complicada, pois varios fatores influenciam nesta seletividade. Nesse sentido,
em 2004 Tokimoto e colaboradores constataram que grupos de protecéo volumosos
na sintese de 1,2 cis-a-D-glicosidacdo*® proporcionam um estéreo-controle da
reacdo. Nesse trabalho diversos grupos de protecdo foram utilizados, e o que
apresentou melhor seletividade na formacao de a-glicosideos foi utilizado um novo
éster derivado de bifenilmetanol, por esse grupo ser muito volumoso protege a face
superior do anel piranosideo, favorece o ataque da aglicona pela frente formando
exclusivamente o anbémero a. Os glicosideos foram obtidos com rendimento
satisfatorios e com alta seletividade em favor do anédmero a.

/ \

&ws% O l
PhlO, TMSOTf .

N
BnO, o MS4A OMe
HO% CPME, -20°C
BnO
OBn
OMe

Esquema 17 - Impedimento estérico causado pelo grupo ligado ao carbono C-6 do anel piranosidico.

/

\

BnO

2.2 Reacdao de Fischer

Uma das etapas mais empregadas para modificagcbes estruturais nos
carboidratos € a reacdo de glicosidacdo. O método pioneiro foi desenvolvido por
Fischer em 1969. A D-glicose foi utilizada como composto de partida para a sintese
dos primeiros glicosideos sintéticos, ele demonstrou as propriedades Unicas da
func@o hemiacetal pela reacdo de condensacao catalisada por acido cloridrico, com

metanol, para fornecer o correspondente metil glicosideo.

““Tokimoto, H.; Fujimoto, Y.; Fukase, K.; Kusumoto, S.;Tetrahedron Asymmertry (2004).
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CHO
CH,OH
| CH,OH 2
OH OH H—C—OH 2
0.0CH, o HO—é—H HO-CH o OCH3 HO—CH o
OH + OH H— c OH + OH
L en MeOH MeOH oH OCH
HO HO s yel  H- c oH g s
OH
' OH CH;0H OH OH
; meF"'ﬁ'D"d _metil-o.-D- D-glicose metil-B-D- metil-a-D-
glicopiranosideo  glicopiranosideo licofuranosid glicofuranosidec
glicofuranosideo

Figura 7 - Primeira sintese de O-glicosideos proposta por Fischer.

Novos métodos surgiram ao longo dos anos, procurando-se obter melhores
rendimentos e um controle estereoquimico dessa reacdo. Dentre eles, destacam-se
o rearranjo alilico de glicais, catalisada por acido de Lewis, na presenca de

diferentes nucledfilos para obtencédo de glicosideos 2,3 insaturados. Esse método

6,41,

que € conhecido como rearranjo de Ferrier”"". Esses compostos sdo extremamente

importantes na sintese de carboidratos, pois sédo intermediarios versateis porque a
partir deles podemos obter diversos derivados de acUcares, alguns compostos
obtidos pela modificacdo estrutural desses composto por meio das reacdes de
epoxidacdo, oxidacdo, reducdo e bis-hidroxilacdo como pode ser visto no

esquemal8%®.

OAc

OAc
0 o
OAc  OA

\ /

2,3 epoxidos agucar Manopiranosideo

Glicosideo 2,3 |nsaturb\
R= alquil

OAc OR

Precursor para reagdes de mcloadigéo
2,3 desoxi-agucar e adigdo 1,4 de Michael

a= reagdo de bis-hidroxilag&o ou acetilacdo

b= reacdo de hidrolise seguida de oxidagéo do diol
c= reagdo de reducio

d=reacdo de epoxidacéo

Esquema 18 - Composto que podem ser obtidos a partir dos glicosideos 2,3-insaturados.

“Barros, C. J. P. Dissertacdo de Mestrado, UFRPE; (2012).
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2.3 Utilizacao da irradiacdo do utrassom na sintese organica

A descoberta da ultrassom ocorreu em 1880 devido aos estudos de Currie
quando ele estudava o efeito Piezoelétrico. Desde a sua descoberta ocorreu um
grande avanco no seu estudo e na sua utilizacéo, hoje diversas industrias a utilizam
em varios processos quimicos na producédo de plasticos, de materias de limpeza, na
desgaeseficacdo de solventes e na identificacdo de defeitos em materias como
fraturas em aglomerados®.

Na propagacdo de ondas ultrassénicas é realizado um movimento periddico
que cria ciclos de contracdo e expansdo. Na compressdo a pressao € positiva, ja
durante o processo de expansao a pressao € negativa. Este ciclo é caracteristico do
fenbmeno de cavitacdo. A bolha da cavitacdo cresce em ciclos periddicos de
compressdo e expansédo até atingir um tamanho critico promovendo uma imploséo,
liberando grandes quantidades de pressao e calor em pontos localizados no liquido
e em curto periodo de tempo. Estima-se que a temperatura alcancada no interior da
cavidade durante a implosédo seja de cerca de 5000 °C e a pressdo em torno de 500
atm. Algumas vantagens conhecidas do ultrassom em rea¢es quimicas é a reducao
do tempo de reacdo, aumento do rendimento e a diminuicdo da utilizacdo de
reagentes®>.

A utilizacdo do ultrassom tem se mostrado bastantate eficiente em reacdes
na quimica orgéanica, na reacao de substituicdo do indol que é mostrada no esquema
20 que favorece a interacao entre as diferentes fases e a migracdo do nucledfilo
para a fase organica, tornando o seu ataque mais facil. Nesta reacdo o ultrassom

aumentou o rendimento de 19% para 90 %, diminuindo o tempo de reacao de 3

O
| + BrR ©j +  HBr
N D) T

H R

horas para 1,3 horas.

R= CH,-(CH2)39-CH,

Esquema 19 - Reacéo de reagdo do indol mediada por ultrassom.

2 Martines, U. A. M.; Davolos, R. M.; Junior, J. M.; Quimica Nova (1999).
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Recentemente, Freitag e colaboradores relataram a sintese de 1,2,4-
oxadiazobis sob radiacdo de ultrassom. Neste trabalho, os autores descrevem a
sintese de 1,2,4-oxadiazoéis e observaram a influéncia do solvente utilizados para a
obtencéo desses heterociclos, foram utilizados diversos solventes dentre os quais o
gue se mostrou mais eficiente para a reacdo foi o acetato de etila, o composto
sintetisado foi obtido com com bons redimentos em um curto intervalo de tempo a

partir da tricloroacetamidoxima e cloretos de acila, esquema 20*.

ClsC
NH, 0 s

) >“N
\N‘( * 15 mim N/ )\
Non R} cl \o Ry

Esquema 20 - Sintese de 1,2,4-oxadoazéis mediada por utrassom.

ClsC

A reacao de hidrolise de éster mostrada no esquema 21 foi feita sob refluxo, a
equacdo desta reacao quimica, tem rendimento de cerca de 15% depois de 90
minutos, quando o ultrassom foi utilizado, a mesma reacdo passou a ter um

rendimento de 94% em 60 minutos**.

o [e]
”_ % HsC H—ONa + MeOH
HaC C——OMe —>NaOH
CHa CHj3

Esquema 21 - Reacao de hidrélise de éster utilizando irradiagao de utrassom.
Na reacdo de da producdo de quinona dimetideo o zinco metalico atua como
catalisador e ela é favorecida pela utilizacdo de ultrassom que limpa a superficie do
zinco, facilitando o transporte dos reagentes na superficie, e provavelmente, a

eroséo do zinco pode gerar particulas pequenas, esquema 22*.

o o]
Q
Br Zn 0o o
)
(@]

Esquema 22 - Producéo de quinona dimetideo utilizando irradiagao de utrassom.

43Bretanha, L. C.; Teixeira, V. E.; Ritter, M.; Siqueira, G. M.; Cunico, W.; Pereira, C. M. P.; Freitag, R.
A.;Ultrason. Sonochem (2011).
* Davidson, R. S.; The Royal Society Cemistry; Cambridg, (1990).
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2.3.1 Sintese de carboidratos utilizando energia de ultrassom

A busca por metodologias alternativas e eficientes tem mobilizado a
comunidade cientifica e a utilizacdo de ultrassom tem sido uma poderosa ferramenta
na sintese organica. Existem diversos relatos na literatura, sobre a utilizagdo de
ultrassom na sintese das mais diversas classes de compostos, oxadiazois, ésteres,
em reacdes de alquilacoes.

O uso de ultrassom na sintese de carboidratos tem sido pouco relatado na
literatura, em partes devido a reagbes de polimerizacdo e degradacgéo.
Recentemente, algumas reacfes tém se mostrado vidveis, tais como a acetilagéo,

como pode ser observado no esquema 23*.

OH OAc
H,S0,
o ° Ac,0 0
"o ) smin  ACD
OH  OH (94%) OAc  OAc
OTs
o OH fe)
OH
0 0
Me,O(Me) o ©
Q —»2 d TsCl
HO TsOH,DMF —_
HO )); 5 mim ) py,DMAP o

O ToH >< ))); 6min X
(99%)

Esquema 23 - Uso de utrassom em reacdes de protecdo em carboidratos.

2.4 Azido-glicosideos

Os acucares sdo os compostos naturais mais abundantes, que governam
uma grande faixa de processos biolégicos devido a sua diversidade estrutural e sua
biocompatibilidade. Gracas a essa sua versatilidade, eles tém sido empregados para
a criacdo de diversos compostos glicoconjugados funcinalizados*’. Por causa
dessas caracteristicas diversas, 0os quimicos de toda parte do mundo, sintetizam

moléculas que contém glicosideos em suas estruturas.

> Da Silva, B. G.; Dissertacdo de Mestrado, UFRPE (2011).
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Recentemente, Chen et al (2011) relataram a sintese de O-glicosideos di-
substituido por triazois, esses compostos foram obtidos pela prote¢céo de dois grupos
do acgucar, Possibilitando assim a formacédo de dois compotos, os compostos 2,6 e 0
3,4 di-substituidos, pela reacao click 1,3 dipolar entre o aglUcar que com alcinos
terminais e uma azida-cetoéster que também foi sintetizado pelo seu grupo de
pesquisa. Esses compostos apresentaram atividade bioldgica inibidora da proteina
PTP1B que atua na producao de insulina, esses compostos sintetizados podem ser

o
NL /@lcozm MeO,C
N? N
o\)=/
0
B8R N
/ OBn
O ome AN |
MeO,C N i o
— o
o
NQN/N (@) \ N
CO,Me N

visto na figura 8.

o

OBnpyve

=
ICs,=15 © ICo= 4.8
Figura 8 - O-glicosideos que apresenta atividade biolégica contra diabetes tipo 2.

Também em 2011, Silva relatou em sua dissertacdo de Mestrado, a sintese
de uma nova série de B-glicosilpiranose ligadas ao heterociclo 1,2,3 triazolico sob
irradiacdo de ultrassom pela racdo. Os compostos dessa série foram obtidos com
bons rendimentos, pela reagcdo 1,3 dipolar entre B-glicopiranosil azidas e varios
alcinos terminais catalisada por cobre I. O esquema 24 podemos visualizar as
etapas dessa sintese bem como o0s compotos obtidos que apresentaram

caracteristica de um potencial farmaco®.

% Song, Z.; He, P.; Jin, P. X.; Gao, X. L.; Sheng, L.; Zhou, Y.; Lia, J.; Chen, R. G.; Tetrahedron
Letters (2011).
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OAc

Método
A B,C,D 0
_e AcO
AcO
OAc

A- Acy H,SO,, 45 mim, t.a.; 90%
B-))) Acy, HySOy, 15 mim, t.a.; 89%
C- Acy, I, 60 mim., t.a.; 90%
D-))), Ac,O, Iy, 10 mim, t.a., 95%

OAc

Método Ae B
A- Ac,0, HBr, 4h., t.a., 63%.
B-))), Ac,0, HBr, 30 mim, 70%.

OAc

o
AcO N3 <—AcO
AcO NaNy/ H,0 AcO
OAc

))) 30 mim.
Br

Cul 10 mol%, Et;N
DCM, t.a., 20-30 mim

AcO H,C—

<j[ P s—gz— —c— HZC—
N

Esquema 24 - Uma série de compostos que apresentaram atividade anti-inflamatoéria.

Tripathi et al (2011), realizaram a sintese de uma nova série de glico-hibridos
de triazbis a partir de glicosideos 2,3-insaturados com alcinos terminais na posicao
C-1 do anel piranosidico, obtidos pelo rearranjo de Ferrier pela metodologia de
Toshima,e diferentes azidas de aclUcar. Nessas reacdes de ciclo-adi¢cdo 1,3-dipolar
foi utilizado apenas o anomero a, puro que foi isolado por coluna cromatografica. Os
compostos sintetizados pelo grupo foram testados frente as enzimas a-glicosidase,
glicogénio fosforilase e glicose 6-fosfato, a taxa de inibicdo para a enzima a-
glicosidase, do composto mostrado a baixo, foi de 25,9% de inibicdo para uma
concentragdo de 100 umol, e a droga padao o ascorbato, apresentou 60%. Este é
um dado bem relevante, pois a atividade dessas enzimas esta relacionada com o
desenvolviento da diabetes, o esquema reacional nos mostra as condicdes

reacionais para a obtencéo desses compostos *’

“Tripathi, P. R.; Srivastava, K. A.; Pandey, K. S.; Jaiswal, N.; Anand, N.; Carboydrate Research
(2001).
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OAc

(0]
AcO
—

N OAc
3 =N N
w AcO N o
N /O\ \ '
C OH ; ol
[e) CuSOy4 (2 mol %)/ SOdIO e
/ Ascorbato (5 mol %) / HO \

1:1 terc-ButOH--H,0, 30° C

Esquema 25 - Preparacéo de 1,2,3-triazdis a partir de glicosideos que contém alcinos terminais e
azidas de acucar.

Em 2005, Wang e Chittaboina realizaram a sintese um unico recipiente, de
uma série de novos glicoconjugados ligados a 1,2,3-triazéis catalisada por Cu (I)
tendo como reacdo chave a adicdo 1,3-dipolar. Nessas sinteses a D-glicose
desprotegida foi acetilada com anidrido acético com quantidade catalitica de lodo,
em seguida foi feita uma reacédo de bromacéo do carbono anomérico, apds a reacao
dos voléateis, foi realizada com azida de sodio, obtendo azido-glicosideos que
posteriormente foram acopladas a diversos alcinos terminais, obtendo esses
compostos com bons rendimentos*®

i) Ac20, | (cat.), rt ACO
—_—

ii)HBr-AcOH

iii) NaN3, BuyNHSO,
NaHCO; CuSO4,
ascorbato de s6dio
CHClj3: EtQOH:H,0=9:1:1 OAc
Ph

AcO\\\\\\

Esquema 26 - Sintese de novos triazéis obtidos a partir da D-glicose, realizada em um mesmo
recipiente.

Barros et al (2013) descreveram sintese de uma série de novos 1,2,3-triazois,
a partir de azidas da sacarose com alcinos terminais pela reacdo 1,3-dipolar por Cu
() usando micro-ondas industrial, esses compostos foram obtidos com bons
rendimentos, em curto tempo de reagcdo. Um dos compostos obtidos e as condi¢gbes

reacionais, podem ser vistos no esquema 27,

48 Wang, Q.; Xie, F.; Chitaboina, S.; Tetrahedron Letters (2005).
““Barros, T. M.; Petrova, T. K.; Potewar, M. T.; Carbohydrate Research (2013).
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o Ohc CuS0,.5H,0 (0,3 eq.)
AcO o Ascorbato de sédio (0,6 Eq.)
AcO AcO N, . .
terc-BuOH:H,0 (1:1) ZaN
N Mw 70° (400w), 5 mim Nt
——————————————————————-
= A2 oo \_/

OAc\y

Ac

Esquema 27 - Sintese de 1,2,3-triazéis derivados da sacarose promovida por energia de micro-ondas
industrial.

Varias tentativas tém sido feitas com a ideia de utilizar a quimica click para
produzir glicosideos-triazois biologicamente ativos, esses compostos sdo preparados
geralmente a partir de azido-glicosideos e alcinos terminais®*.

Recentemente, Saeeng et al (2013) realizaram a sintese one-pote de um
série de 30 glicosideos 2,3-insaturados-triazéis. Os glicosideos 2,3-insaturados
foram obtidos com bons rendimentos e boa seletividade em favor do andmero a, a
partir da reacdo do tri-O-acetil-D-glucal que foi dissolvido em CH,Cl,seco, Em
seguida, foram adicionados diversos tipos de alcinos terminais. Essa reacdo foi
catalisada por l,em po.

Quando todo o composto de partida foi totalmente consumido, apés 2h, os
volateis foram removidos, e o residuo foi dissolvido em MeCN, Depois seguiu-se a
adicdo de lodeto de cobre (l), EtsN e diversas azidas, obtendo apés duas horas os
triazdis acoplados a glicosideos 2,3-insaturados.

i) 10 mol % I, eq.
CH2C|2, rt, 2h.
OAGC OAcC

o)
—
AcO i) 50 mol % Cul, 50 mol% EtsN O\@/(\N

2.0 eq. N3—© CHZCN rt. (=123 N=N

Esquema 28 - Sintese one-pote de uma nova série de Triazdis a patir de glicosideos de alcinos
terminais.

*Shaeeng, R.; Sirion, U.; Mangsang, W.; Carbohydrate Research (2013).
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Radhakrishnan et al (2013) realizaram a sintese de seis novos triazéis que
foram obtidos por azidas ciclopenteno com diversos epimeros glicosideo. O O-
glicosideo foi formado pela reacdo do 1l-azido 2,3,4,6-O-acetil-piranosidico com
alcool propagilico catalisada por l,, ap0s a obtencdo desses composto, foi realizada
a reacao de 1,3-dipolar obtendo com os bons rendimentos os triazois acoplados ao
carboidrato, apdés a obtencdo desses compostos foi feito uma hidrélise bésica,
visando obter um composto com apresente uma fungdo dupla de aumentar
solubilidade no meio celular, e reduzir a toxicidade da molécula. Apdés a sintese,
dessas moléculas, foi feito o teste de inibicdo contra a enzima a-glicosidase e a a-
amilase, e esses compostos apresentaram moderadas taxas de inibicdo. O esquema
reacional para sintese dessas moléculas, e 0 compostos que apresentou maior taxa

de inibicdo contra a enzima a-glicosidase pode ser visto no esquema 29.%*

Ph Ph

NHCO,Et
‘ OAc

OEtCN

o s N H Ph
NHCO,Et ACOO o / _
’///I///N/ cul, DIPEA A0 7 N=N o
_ =

CO,E
o CHL,CN
+ NaOMe

N3 MeOH

OAc RT. 2h

o NHCO,Et
OH
AcO o OoE(CN

AcOr z Ph
. o] 5 /\(\N :
cO HO' /
HO N=N =
‘ ‘ HO Ph

Esquema 29 - Sintese de glico-conjugados pela quimica click seguido por hidrélise alcalina.

*'Radhakrishnan, V. K.; Vineetha, P. V.; Raghu, G. K.; Rani, P. M.; Joseph, N.; Ajish, R. K.;
Tetrahedron Letters (2013).
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2.5 AVALIACAO IN VITRO DA ATIVIDADE CITOTOXICA

O cancer continua sendo uma das principais causas de morte em todo o
mundo, tendo sido a causa de 7,6 milhdes de mortes em 2008, o que representa
13% de todas as mortes. As estimativas para o Brasil, validas para o ano de 2013,
apontam para a ocorréncia de aproximadamente 518.510 novos casos de cancer.
Os tipos mais incidentes sao os canceres de pele ndo melanoma, préstata, pulmao,
mama, colo do atero, célon e reto, estbmago e glandula tireoide. Mesmo com
grandes esforcos por parte de 6rgaos publicos e privados, o carater generalizado,
severo e muitas vezes letal do cancer persiste, com apenas melhorias elementares
no tratamento®. A quimica medicinal tem contribuido desde a criacdo dos primeiros
medicamentos desenvolvidos para o cancer, e continua trazendo novas alternativas
e potenciais candidatos a farmacos antitumorais. Dentro dessa perspectiva, diversos
grupamentos quimicos tem chamado a atencdo pelo amplo espectro de atividades
biolégicas associadas. Essas moléculas sdo compostos base para a criagcdo de
novas moléculas biologicamente ativas, mesmo que suas atividades bioldgicas
incluam efeitos favoraveis e desfavoraveis®?.

A utilizacdo de testes in vitro, por meio de ensaios de viabilidade celular,
constitui o primeiro passo para a avaliagdo da compatibilidade biolégica de uma
substancia e pode fornecer elementos importantes para a andlise da
biocompatibilidade dos diferentes materiais®. Para ser aprovado no teste de
citotoxicidade in vitro, um produto ndo deve ocasionar a morte das células nem
afetar suas funcdes celulares. Assim sendo, com o0 uso de técnicas de cultura de
células, os testes podem detectar a ocorréncia de lise das células, de inibicdo do
crescimento celular e de outros efeitos que possam ser desencadeados nas

mesmas®>.

*?Kamb, A.; Wee, S.; Lengauer, C.; Nature Reviews Drug Discovery, v. 6, n. February, p. 115-120,
(2007).

53Hashimotoy;Archiv der pharmazie.Weinheim, (2008).

543Rogero, S. O.; Lugéo, A. B,; Ikeba, T. I.; Cruz, A. S. ; Material Research, (2003).

55Daguano, J. K. M. F,; Santos, C.; Rogero, S. O.; Matéria, (2007).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Sintetizar, caracterizar e avaliar a atividade antitumoral de O-gliosideos 2,3-

insaturados e azido-glicosideo contendo diferentes agliconas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1-

Sintetizar o composto de partida, tri-O-acetil-D-glucal.

~__—0OAc

OAc

Sintetizar os O-glicosideos 2,3-insaturados a partir do tri-O-acetil-D-glucal
utilizando diversos alcoois como aglicona, utilizando oacido p-toluenosulfénico

como catalisador da reagéo utilizando radiagao de ultrassom.

Sintetizar azido-glicoideos a partir de diferentes enonas.

OAc OAc o
(0] . o) 0
i) i)
Ohc / + R-OH —> —
ACO . a-e on— or OH Sa-e OR
4a-e
OH OH OH
N3 0 N3
) V) o)
-l
8a-e OR Ta-e

J ii)
R=
(0]

OH a: Ciclopentil
_ o b : n-propil
iv) ¢: Cilcohexil
o d: Terchutil
— e:Iso-propil
R Ol

R
6a-e

Determinar a configuragdo e conformacdo dos compostos sintetizados pelos

métodos usuais (IV, RMN *H e 3C).

Testar a atividade biolégica dos compostos sintetizados frente a céluas

tumorais.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais empregados

Os reagentes e solventes foram obtidos dos fornecedores Merck, Aldrich e
Vetec. O Hexano e o acetato de etila foram destilados previamente em coluna
Vigreuz.

O acompanhamento das reacdes foi feito através de cromatografia em
camada delgada (TLC), onde utilizamos cromatofolhas de silica-gel, contendo
indicador Fzs4, da Macherey/Nagel (Duaren, Alemanha). Para revelacdo dos
compostos foi utilizada luz utravioeta, cuba contendo sistema de H,SO4/EtOH. Para
cromatografia em coluna foi utilizada silica gel 60 (Merck, 70-230 mesh).

Os espectros de infravermelho com transformada de Fourier foram obtidos
com equipamento Varian Modelo 640 FTIR. Os espectros de RMN de *H e de *C
nos equipamentos Varian Modelo Unity Plus (300 MHz para hidrogénio e 75 MHz
para carbono).

O ultrassom da marca ultracleaner 1400A que apresenta frequéncia
ultrassoénica 40 kHz com poténcia ultrassbnica 135 watts com aquecimento fixo de

60°C com temporizador de 0 a 30 minutos.

4.2 Materiais empregados no teste de atividades biolégicas

Células: As linhagens tumorais utilizadas, MCF-7 (carcinoma de cdlon -
humano), HL60 (leucemia promielocitica) e NCI H-292 (cancer de pulmao— humano)
foram obtidas do Banco de células do Rio de Janeiro, tendo sido cultivadas em meio
RPMI 1640 ou DMEN, suplementados com 10 % de soro fetal bovino e 1 % de
antibiéticos, mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera contendo 5% de COs,.

Amostras: As amostras foram diluidas em DMSO puro estéril e testadas na
concentracdo de 25 pg/mL para substancias puras.

Todos os testes foram realizados sob orientacdo da professora Dr. Gardénia
Militio no departamento de fisiologia e farmacologia da Universidade Federal de

Pernambuco.
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4.3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.3.1 Sintese do tri-O-acetil-D-glucal

Em um baldo de 500 ml, foi preparada uma suspensao de D-glicose (10,0 g,
55,5 mmol) em anidrido acético ( 36,0 g, 353,0 mmol) adiconando 10,0 g de 31% de
HBr/ AcOH a 0° C, sob agitacdo por 1h. Essa soluagdo foi preparada adicionando
vagarosamente acido bromidrico 48% (5,0 ml) em anidrido acético (20,0 ml).

A mistura reacional foi adicionada 60,0 g de 31% de HBr/ AcOH (total de 5,3 mol
de equivalente de HBr) sob agitacdo a vigorosa a 0° C, o sistema foi deixado em
agitagdo por uma noite. Em seguida, o excesso de HBr foi neutralizado
acrescentando acetato de sodio anidro (20,0 g 243,8 mmol) ao meio reacional.

Separadamente foi preparada uma solucdo de sulfato de cobre pentahidratado
(3,15 g, 12,62 mmol) e zinco em po (126,0 g, 1,927mol) em solugdo aquosa (100,0
ml) de acido acético (150,0 ml) contendo acetato de sddio triidratado (94,5 g, 694,7
mmol). Essa suspensdao foi entdo adicionada a mistura resultante da neutralizacdo e
deixada sob agitacao por 6h.

O solido foi removido através de filtracdo a vacuo, lavado primeiro com acetato
de etila (1000 mL) e depois com agua (1000 mL), na fase organica do filtrado foi
adicionado uma solucdo aquosa saturada de NaHCOj3; (1000 mL) e realizda a
extracdo. Em seguida, a fase organica foi lavada com solucdo aquosa de cloreto de
sédio (500 mL), e seca com NaySO,.

Por fim, o solvente foi removido sob presséo reduzida para fornecer o tri-O-acetil-
D-glucal. O composto foi purificado atraveés de coluna cromatogréafica com sistema

hexano/ acetato de etila (9:1). Foi obtido um 6leo incolor®®.

**Shull K. B., Wu, Z.;Koreeda, M.; Journal of Carbohydrate Chemistry 15(1996) 955-964.
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4.3.2 Sintese de O-glicosideos 2,3-insaturados

Método A

Em um vidro de penicilina pesou-se 20% mmol (0,03676 mmol) do
acido p-toluilssulfénico (TsOH) solubilizando-o imediatamente, em 3 mL da
acetonitrila (MeCN). Em seguida, adicionou-se 0,1838 mmol (50 mg) do tri-O-acetil-
D-glucal e 0,2532 mmol do alcool. Apés a solubilizacdo de todos os reagentes levou-
se a mistura ao ultrassom em 25°C (temperatura ambiente) de 5 a 16 minutos. Apés
a verificacdo do término da reacdo através de cromatografia em camada delgada
(CCD), o acido foi extraido, a fase organica seca e filtrada. Em seguida procedeu-se
a purificacao através de Cromatografia em coluna por Adsor¢cédo. O procedimento foi
0 mesmo para o0s todos os alcoois usados, mudando-se apenas as massas de

reagentes de acordo com a massa molar.

Método B

Os compostos de 4a-e foram preparados em um baldo de 125 ml adicionou-
se 1,5g de tri-O-acetil-D-glucal dissolvidos em 50 ml de diclorometano (CH,Cl,) seco,
em seguida adicionou-se um volume de alcool, depois foi adicionada a mistura
reacional a 0°C o K-10, em seguida colocou-se a reacao em refluxo a temperatura
de 40-60°C por aproximadamente 3 h. O termino da reacao foi acompanhada por
placa de TLC em sistema de 9:1 diclorometano/ acetato de etila. Ao término da
reacao, filtramos sistema reacional para separar o produto obtido do catalisador, o
solvente foi removido sobre presséo reduzida e o produto foi purificado em coluna de
silica gel, eluida com um sistema hexano: acetato na propor¢cdo 80 mL de hexano

para 20mL de acetato de etila. Os dados dos O-glicosideos podem ser visto a seguir:

Composto 4a: Ciclo-pentil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hexe-2-piranosideo.
Isolado na forma de éleo incolor, 0,26 g (87%); [a]p®®> +99,0 (c 0,98, CHCL)]; IV
(KBr) 2940, 2861, 2673, 2137, 1746, 1456, 1373, 1234, 1039 cm™; RMN 'H
(300 MHz, CDCls) & 5,81 (br d, J=10,5 Hz, 1H, H-3), 5,74 (dt, J,-5=10,5 Hz, Jo.1=J,_
4=2,4 Hz, 1H, H-2), 5,23 (dd, J4-5=9,6 Hz,J,_3=1,2 Hz, 1H, H-4), 5,04 (br s, 1H, H-1),
4,20 (dd, Je_s=12,0 Hz, Js_5=5,4 Hz, 1H, H-6), 4,12 (dd, Js—6=12,0 Hz, J§_5=2,4 Hz,
1H, H-6'), 4,06 (ddd, J5.4=9,6 Hz, J5.6=5,4 Hz, J5.¢=2,4 Hz, 1H, H-5), 2,04 (s, 3H,
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OAc), 2,02 (s, 3H, OAc), 1,76-1,47 (m, 9H, —OCH(CH.)s e —OCH(CH,)4); RMN*3C
(75 MHz, CDCl3) 5170,6; 170,2; 128,5; 128,3; 93,5; 80,5, 66,6; 65,2; 62.9; 33,4; 32,2;
23,4; 23,0; 20,8; 20,7.

Composto 4b: n-propil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hexe-2-piranosideo,
Isolado na forma de 6leo incolor, 0.24g (88%); [a] p>*7+118.2 (c 1.00, CHCl)]; IV
(KBr) 2964; 2881; 1747; 1450; 1371; 1234; 1182; 1105 cm™; RMN *H (300 MHz,
CDCl3) & 5,92-5,78 (m, 2H, H-2 and H-3), 5,29-5,25 (m, 1H, H-4), 4,99 (br s, 1H, H-
1), 4,21 (dd, Js6=12,0 Hz, J¢5=5,4 Hz, 1H, H-6), 4,14 (dd, Jg_=12.0 Hz, Je_
5=2.1 Hz, 1H, H-6'), 4,08 (ddd, J5.4=9.6 Hz,J5.¢=5.1 Hz, Js_¢=2.1 Hz, 1H, H-5), 3,68
(dt, J=9.6, 7.5 Hz, 1H, —CH,CH,CHjs), 3,45 (dt, J=9.6, 7.5 Hz, 1H, —CH,CH,CH3),
2.07 (s, 3H, OAc), 2,05 (s, 3H, OAc), 1.61 (q, J=7.5 Hz, 2H,~CH,CH,CHs), 0,91
(t,J=7.5 Hz, 3H, —CH,CH,CH3); RMN 3C (75 MHz, CDCls) § 170,7; 170,2; 128,9;
127,8; 94,2; 70,5; 66,7, 65,2; 62,9; 22,9; 20,9; 20,7; 10,6.

Composto 4c: Ciclo-hexil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hexe-2-piranosideo,
Isolado na forma de 6leo incolor, 0.28 g (90%); [a] o>*' +110.7 (c 1.00, CHCL)]; IV
(KBr) 2933; 2858; 2659; 2134; 1747; 1450; 1370; 1233; 1187; 1036 cm™*; RMN *H
(300 MHz, CDCl3) 6 5,82 (br d, J=10.5 Hz, 1H, H-3), 5,76 (dt, J,-3=10.5 Hz, J,_1=J>-
4=1.5 Hz, 1H, H-2), 5,24 (dd, J4-5=9.3 Hz, J43=1.2 Hz, 1H, H-4), 5.12 (br s, 1H, H-1),
4,20 (m, 3H, H-5, H-6 and H-6'), 3,64-3,55 (m, 1H, —-OCH(CHy)s), 2,04 (s, 3H, OAc),
2,03 (s, 3H, OAc), 1,92-1,82 (m, 2H, —OCH(CH.)s), 1,71-1,68 (m, 2H, OCH(CHy,)s),
1,52-1,48 (m, 1H, —OCH(CH.)s), 1,37-1,15 (m, 5H, OCH(CH.)s); RMN *H (75 MHz,
CDCl3) 6 170,6; 170,2; 128,6; 128,4; 92,6; 76,6; 66,5; 65,3; 63,0; 33,6; 32,0; 25,4;
24,3; 24,0; 20,9; 20,6.

Composto 4d: terc-butil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hexe-2-piranosideo,
Isolado na forma de 6leo incolor, 0,25 g (87%); [a]o>> +100.0 (c 1.00, CHCL)]; IV
(KBr) 2958, 2904, 2129, 1747, 1463, 1371, 1333, 1234, 1186, 1104 cm™; RMN *H
(300 MHz, CDCI3) 6 5,82 (br d, J=10.2 Hz, 1H, H-3), 5,72 (dt, J,-3=10.2 Hz, J,_1=J>_
4=2.7 Hz, 1H, H-2), 5,31 (br s, 1H, H-1), 5.25 (br d, J45=9.6 Hz, 1H, H-4), 4,26—4,10
(m, 3H, H-5, H-6 and H-6'), 2,07 (s, 3H, OAc), 2,05 (s, 3H, OAc), 1.27 (s, 9H, —
C(CHs)3);' RMN *3C (75 MHz, CDCls) 6170,8; 170,3; 129,5; 128,1; 88,9; 75,3; 66,4;
65,2; 63,2; 28,7, 20,9; 20,8.
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Composto 4e: iso-propil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hexe-2-piranosideo,
Isolado na forma de 6leo incolor, 0.24 g (90%); [a]o*® +97.0 (c 0.70, MeOH)]; IV (KBr)
2971, 2902, 1745, 1450, 1372, 1317, 1233, 1184, 1127 cm *; RMN 1H (300 MHz,
CDCl3) d 5,76 (br d, J=11,7 Hz, 1H, H-3), 5,69 (dt, J,5=11,7 Hz, J»1=J,4=1,8 Hz, 1H,
H-2), 5,19-5,15 (m,1H, H-4), 5,02 (br s,1H, H-1), 4,17-4,01 (m, 3H, H-5, H-6 e H6"),
3,98-3,84 (m,1H,-CH(CHj3),),1,98 (s, 3H, OAc), 1,97 (s, 3H, OAc), 1.14 (d, J=6.3 Hz,
3H,-CH(CH3),), 1,07 (d, J+6.0 Hz, 3H, -CH(CH3),); RMN **C (75 MHz, CDCls) &
170,4; 169,9; 128,5; 128,2; 92,5; 70,4, 66,5, 65,1; 62,8; 23,2, 21,7; 20,7; 20,5.

4.3.3 Alquil 2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo ( 5a-e)

Aos compostos ba-e foi adicionado, separamente, uma mistura de
metanol:dgua:trietilamina (9:6:1) e deixada sob agitacdo por 3 horas. O término da
reacdo foi acompanhada por placa de TLC eluida em sistema de 9:1
diclorometano/acetato de etila, e os produtos foram concentrados sob presséo
reduzida e purificados por cromatografia em coluna de silica gel num sistema com o
primeiro sistema de 20% de acetato em hexano e 0s proximos sistemas foram de
50% de acetato em hexano. Os dados dos O-glicosideos 2,3- insaturados
hidrolisados podem ser visto a seguir:

Composto 5a: ciclo-pentil 2,3-didesoxi-a-D-eritro-hexe-2-piranosideo, Isolado na
forma de 6leo, 1.74 g (93%); R;0.16 (9:1 CH,Cl, — EtOAc); [a]p?>+ 54° (c 1.0, CHCly);
IV (KBr): 3404 cm ~" (v OH); RMN *H (300 MHz, CDCls): & 5,95 (d, 1 H, J3, 10.2 Hz,
H-3), 5,70 (dd, 1 H, J,3 10,2, J,4 2.4 Hz, H-2), 5,04 (bs, 1 H, H-1), 4,23 (m, 1 H,
OCH), 4,21 (bd, J 4,5 9.3 Hz, 1 H, H-4), 3,87 (bd, 2 H, J 65 3.7 Hz, H-6, H-6), 3,70
(dt, 35,4 9.4, 3 6,5 3.7 Hz, 1 H, H-5), 2,33 e 2,22 (muda para 2 H, 2 OH), 1,83-1,51
(m, 8 H, 4 CH,). Analitamente calculado para for C11H1304 (214.12): C, 61,70; H,
8,47. encontrado: C, 61,28; H, 8,37.
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Composto 5b: n-propil 2,3-didesoxi-a-D-eritro-hexe-2-piranosideo, Isolado na forma
de 6leo,1.74 g (94%); R; 0.20 (9:1 CH,Cl, — EtOAc); IR (KBr): 3384 cm ~' (v OH);
RMN *H (400 MHz, CDCls): & 5,96 (d, 1 H, J3» 10 Hz, H-3), 5,76 (d, 1 H, J3 10 Hz,
H-2), 4,97 (bs, 1 H, H-1), 4,20 (bd, 1 H, J 8.4 Hz, H-4), 3,86 (bs, 2 H, H-6, H-6"), 3,73-
3,70 (m, 2H, H-5 and O-CH,CH,CHj3), 3,73-3,70 (m, 1H, O-CH,CH,CH3), muda de
2,68 1H, 10H), 2,42 (para, 1 H, 10H), 1,65-1,58 (m, 2 H, O-CH,CH,CHj3), 0,94 (t, 3
H, J 7.2Hz, O-CH,CH,CHs). **C NMR (100 MHz, CDCls) & 133,28; 126,34; 94,29;
71,39; 70,50; 64,22; 62,70; 22,94; 20,61; (MeOH:H,0) analiticamente calculado
para CgHi504Na [M + Na]*, 211,2180, encontrado 211,1024.

Composto 5c: Ciclo-hexil 2,3-didesoxi-a-D-eritro-hexe-2-piranosideo, Isolado na
forma de 6leo, 1.62 g (87%); R; 0.20 (9:1 CH,Cl, — EtOAc); [a] o>+ 46° (c 3.4,
CHCIy); IV (KBr): 3100 — 3600 cm - 1 (v OH); RMN *H (300 MHz, CDCI 3):5 5,95
(ddd, 1 H, J 3, 10,2, J311.3, J 34 1.3 Hz, H-3), 5,73 (ddd, 1 H, J 23 10,5, J,42.4 , J21
2.7 Hz, H 2), 5,13 (m, 1 H, H-1), 4,20 (bd, J459.0 Hz, H-4), 3,85 (d, 2 H, J 65 3.9 Hz,
H-6, H-6"), 3,75 (dt, 1 H, J5,4 9.0, J 5,6 3.9 Hz, H-5), 3,62 (m, 1 H, OCH), 2,63 and
2,37 (bs, exchangeable, 2 H, 2 OH), 2,04 — 1,10 (m, 10 H, 5 CH2). Analiticamente
calculado para C12H2004 (228.29): C, 63,13; H, 8,83. encontrado: C, 63,25; H, 9,10.

Composto 5d: terc-butil 2,3-didesoxi-a-D-eritro-hexe-2-piranosideo, Isolado na forma
de 6leo, 1.74 g (93%); R;0.16 (9:1 CH,Cl, — EtOAC); [a] o>+ 64° (c 0.96, CHCls); IV
(KBr): 3405 cm ~' (v OH); RMN *H (300 MHz, CDCls): § 5,91 (d, 1 H, Js» 9,9 Hz, H-
3), 5,60 (dd, 1 H, J,39.9, J;,2.4 Hz, H-2), 5,28 (d, 1 H, J 1.2 Hz, H-1), 4,15 (bd, J 45
9,3 Hz, 1 H, H-4), 3,81 (d, 2 H, Js 4.2Hz, H-6, H-6"), 3,76 (dd, J459.3 Hz, Js6 4.2 Hz,
1 H, H-5), 2,37 (mudou para, 2 H, 20H), 1,28 (s, 9 H, 3 CHgs). Analiticamente
Calculado para Ci0H1504.1/4H,0 (206,75): C, 58.09; H, 9.01. encontrado: C, 57,73;
H, 9,00.

Composto 5e: iso-propil 2,3-didesoxi-a-D-eritro-hexe-2-piranosideo, Isolado na forma
de 6leo, 1.74 g (90%); R;0.18 (9:1 CH,Cl, — EtOAc); IV (KBr): 3391 cm ~' (v OH);
RMN *H (400 MHz, CDCls): & 5,94 (d, 1 H, J3» 10 Hz, H-3), 5,70(dt, 1 H, J,3 10 and
J212,4 Hz, H-2), 5,07(bs, 1 H, H-1), 4,19 (d, 1 H, J 8.4 Hz, H-4), 3,96 (g, 1H, J=6,0
Hz, CH(CHs3),), 3,85-3,83 (m, 2H, H-6 and H-6’), 3,75-3,70 (m, 1H, H-5), 2,71 (bs,
1H, 10H), 2,42 (bs, 1 H, 10H), 1,23 (d, 3 H, J= 6Hz, CH(CH3)), 1,17 (d, 3 H, J=
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6Hz, CH(CHs)2). RMN *3C (100MHz, CDCls) 6 133,17; 126,78; 92,55; 71,26; 70,43;
64,24; 62,68; 23,64; 21,84; ( MeOH:H,0) calculado para CgHis04sNa [M + Na]’,
211,2180; encontrado 211,1147.

4.3.4 Alquil 2,3-didesoxi-2-enopiranosid-4-ulose (6a-e)

Os compostos 6a-e foi adicionado, separadamente em um baldo de 250 mL,
120 mL de DCM seco, e em seguida foi adiconado 6 g de MnO,, a reacao foi
deixada sob agitagcdo, por 20 horas e monitorado CCD, em sistema de 9:1
dilclometano/aceteto de etila. Em seguida, o material foi filtrado e solvente foi
evaporado sob presséo reduzida para fornecer os compostos desejados. Os dados

desses compostos podem ser visto a seguir:

Composto 6a: ciclo-pentil 2,3-didesoxi-2-enopiranosid-4-ulose, Isolado na forma de
um liquido viscoso amarelo, (1,0 g, 4.67 mmol); 0.79 (76%); mp 76,4—77.0 °C; R¢
0,39 (9:1 CH,Cl,—EtOAc); [a] p°-30° (¢ 0,92, CHCIs); IV (KBr): 3457 (v OH), 1692
cm ' (v C=0); RMN *H (300 MHz, CDCl5):5 6,85 (dd, 1 H, J,310,2, J 21 3,6 Hz, H-
2), 6,09 (d, 1 H, J3» 10.2 Hz, H-3), 5,32 (d, 1 H, J 1,2 3,6 Hz, H-1), 4,49 (dd, 1 H, Js¢
4,5, Js¢ 4,5 Hz, H-5), 4,34 (m, 1 H, OCH), 4,01 (dd, Js& 11,7, J 65 4,5 Hz, H-6), 3,91
(dd, Je6 11,7, J &5 4,5 Hz, H-6’), 2,27 ( mudou para 1 H, OH), 1,87-1,55 (m, 8 H, 4
CH; ). Analiticamente calculado para CiiHi804 (212,24): C, 62,25; H, 7,59.
encontrado: C, 62,15; H, 7,39.

Composto 6b: n-propil 2,3-didesoxi-2-enopiranosid-4-ulose, Isolado na forma de um
liquido viscoso amarelo, [o] p®° -16.6 (c=1,0 CHCIs); IV (KBr): 3370 (v OH), 1701
cm™' (b C=0); RMN H (300 MHz, CDCy): & 6,91 (dd, 1H, J,1= 3,6 Hz, J,3=10,2 Hz,
H-2); 6,14 (d, 1H, J3,=10.2Hz, H-3); 5,27 (d, 1H, J,;= 3,6Hz, H-1); 4,49 (t, 1H, J=
4,5 Hz, H-5); 4,05-3,76 ( m, 2H, H-6 and H-6’); 3,54 (dd, 2H, J=2,7Hz and J=9,3Hz,
CHy,); 2,02 (mudou para, 1H, OH); 1,64 (g, 2H, CHy); 0,96 (t, 3H, J=7.2Hz, CHs).
RMN *C (75 MHz, CDCls): 6 195,9; 144,0; 127,6; 93,1; 74,1; 71,2; 61,6; 22,8; 10,5;
Analiticamente calculado para CyH1404 (186,08): C, 58,05; H, 7,58., encontrado C,
58,97; H, 7,83.
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Composto 6c: Ciclo-hexil 2,3-didesoxi-2-enopiranosid-4-ulose, Isolado na forma de
um liquido viscoso amarelo,1,06 g, 4,67 mmol); 0,73 g (69%); mp 99,0 — 100 °C; R¢
0,42 (9:1 CH,Cl,— EtOACc); IV (KBr): 3100 — 3600 (v OH), 1690 cm -1 (v C=0); RMN
'H (300 MHz, CDCls):d 6,87 (dd, 1 H, J23 10,2, J»1 3,6 Hz, H-2), 6,11 (d, 1 H, J 3>
10,2 Hz, H-3), 5,17 (d, 1 H, J;2 3,6 Hz, H-1), 4,53 (dd, 1 H, J 564.2, J 56 4.2 Hz, H-
5), 4,02 (dd, J ¢ 11.8, J g5 4,2 Hz, H-6’), 3,92 (dd, 2 H, J & 11,8, J 65 4,2 Hz, H-6),
3,80-3,62 (m, 1 H, OCH), 2,22 ( mudou para, 1 H, OH), 2,20-0,80 (m, 10 H, 5 CH,).
Analiticamente Calculado para Ci,H1804 (226,26): C, 63,72; H, 7,96. encontrado: C,
63,42; H, 8.,07.

Composto 6d: terc-butil 2,3-didesoxi-2-enopiranosid-4-ulose, Isolado na forma de um
liquido viscoso amarelo, [a] p?> -7% 2° (c=1,7 CH.Cls); IV (KBr): 3409 (v OH), 1722
cm™" (b C=0); RMN *H (300 MHz, CDCys): 6 6,81 (dd, 1H, J»1= 3,9 Hz, J,5=10,2 Hz,
H-2); 6,10 (d, 1H, J3,=10.2Hz, H-3); 5,55 (d, 1H, J,:= 3,9Hz, H-1); 4,58 ( t, 1H, J=
4,5 Hz, H-5); 3,98 (dd, 1H, Jsg= 12,3 Hz, Js5=4,5Hz, H-6); 3,89 (dd, 1H, Jse= 12,3
Hz, Js5=4,5Hz, H-6’); 2,20 (mudou para, 1H, OH); 1,30 (s, 9H, 3CHs3); 0,96 (t, 3H,
J=7,2Hz, CHs). RMN C (75 MHz, CDCls): & 195,9; 144,0; 127,6; 93,1; 74,1; 71,2;
61,6; 22,8; 10,5; Analiticamente Calculado for C1oH1606.1/2H,0 (209,24): C, 57,40;
H, 8,18. encontrado: C, 57,31; H, 7,13.

Composto 6e: iso-propil 2,3-didesoxi-2-enopiranosid-4-ulose, Isolado na forma de
um liquido viscoso amarelo, [a] p=+128 (c 0,87, CHCI3), IV (KBr): 3390 (v OH), 1711
cm™" (b C=0); RMN *H (300 MHz, CDCys): 6 6,91 (dd, 1H, J»1= 3,6 Hz, J,5=10,2 Hz,
H-2); 6,14 (d, 1H, J3,=10,2Hz, H-3); 5,27 (d, 1H, J,1= 3,6Hz, H-1); 4,49 (t, 1H, J=
4,5 Hz, H-5); 4,05-3,76 ( m, 2H, H-6 and H-6"); 3,99 (sept. 1H, OCH(CHa),, J = 6,1
Hz), 2,02 (mudou para, 1H, OH); 1,22 ( d, 3H, OCH(CH3),, J = 6,2 Hz), 1,18 ( d, 3H,
OCH(CHa)2, J = 6,1 Hz); RMN **C (75 MHz, CDCls): & 194,1; 144,0; 126,3; 93,1;
70,8; 69,9; 64,8; 22,8; 20,8; Analiticamente calculado para CgH1604: C, 57,41; H,
8,57. encontrado: C, 57,30; H, 8,74
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4.3.5 Sintese de Alquil 2-azido-2,3-didesoxi-a-D-Itreo-hexopiranosid-4-ulose (7a-e)

Em um baldo de 125 mL foi adiconado, separadamente, 300 mg dos
compostos 7a-e e em seguida adicionado 3mL de acido acético glacial. Em um
béquer de 10 mL foi adicionado 0,389 de azida de sddio na qual foi dissolvido com 2
mL de agua destilada. Posteriormente essa solucao foi adiconada no baldo reacional
sob agitacdo por 3 horas. O término da reacdo foi acompanhada por placa de TLC
eluida em sistema de 9:1 de diclorometano/acetato de etila, fois colocado no sistema
reacional 80 g de gelo picado. O produto foi solubilizado em 20 mL de acetato de
etila e foi transferido para um funil de separacdo, a fase organica foi extraida por
3x20 mL de acetato de etila seca com sulfato de sédio anidro, em seguida foi feito
uma filtragdo simples e solvente foi evaporado reduzido sob baixa presséo
fornecendo assim os compostos desejados. Devido a sua instabilidade ndo podemos

carcterizar esses compostos, ele foram submetidos a préxima reacao.

4.3.6 Sintese de Alquil 2-azido-2,3-didesoxi-a-D-lixo-hexopiranosideo (8-e)

(0,212g, 0,8 mmol) dos compostos de 8a-e, separadamente, foi dissolvido em
15 mL de metanol, em seguida adicionamos (0,15 g, 0,26 mmol) de borohidreto de
s6dio a 0 °C. Mantivemos a reacdo so agitacdo a temperatura de 0 °C por 40
minutos até completa reducdo da carbonila que foi comprovada po CCD. A seguir
evaporamos o solvente e diluimos o residuo com solucdo saturada de cloreto de
sédio. Extraimos a fase organica com acetato de etila (3x20 mL). Lavamos o
extraido com solucdo saturada de cloreto de sédio e apos filtragdo secamos com
sulfato de sbédio anidro. Em seguida evaporamos o solvente e o produto foi
purificado por cromatografia em coluna, eluindo inicialmente com hexano passando
depois para um mistura de hexano com 30% de acetato de etila, onde obtece-se os
produtos puros desejados.

48



Anderson J. Firmino S. da Silva Dissertacdo de Mestrado

Composto 8a: Ciclo-pentil 2-azido-2,3-didesoxi-a-D-ribo-hexopiranosideo,
obtido como 6leo amarelo, (0,200 g, 0,78 mmol); rendimento de 78%; R; 0,16 (8:2
CHCIs— EtOAc); IV (KBr): 3402 (v OH), 2100 cm ! (v N3); RMN *H (300 MHz,
CDCl3):6 4,90 (s, 1 H, H-1), 4,28 (d, 1 H, J45= 4,8 Hz, H-4), 3,92-3,75 (m, 4H, H-5,
H-6, H-6° e CH-0), 3,62 (dt, 1 H, J23eq=3.6Hz € J3ax = 6,9 Hz, H-2), 2,46 ( mudou
para, 2 H, OH), 2,19-1,98 (m, 1H, J32¢q=3.6Hz € J32ax = 6,9 Hz H-3), 1,82-1,54 (m,
8H, 5 CHy).

Composto 8b: n-propil 2-azido-2,3-didesoxi-a-D-ribo-hexopiranosideo, obtido como
6leo amarelo, (0,200 g, 0,97 mmol); rendimento de 68%; R;0,16 (8:2 CHCl;— EtOACc);
IV (KBr): 3399 (v OH), 2102 cm ~ " (b N3); RMN *H (300 MHz, CDCls):3 4,80 (s, 1 H,
H-1), 3,83 (d, 1 H, J 7.1 Hz, H-4), 3,59-3,39 (m, 4H, H-5, H-6, H-6’ and CH,-0O), 2,50
(s, 1 H, H-2), 2,05 (mudou para, 2 H, OH), 1,29 (s, 1H, H-3), 1,25-1,08 (m, 2H, CH>),
0,87(t, J= 8,0 Hz, 3H, CHj3).

Composto 8c: Ciclo-hexil 2-azido-2,3-didesoxi-a-D-ribo-hexopiranosideo,
obtido como 6leo amarelo, (0,200 g, 0,74 mmol); rendimento de 75%; R 0.15 (8:2
CHCls— EtOAc); IV (KBr): 3429 (v OH), 2103 cm ~ ' (v N3); RMN *H (300 MHz,
CDCl3):5 4,95 (d, 1 H, J1,=3,6 Hz, H-1), 4,22 (d, 1 H, J =7,1 Hz, H-4), 3,88-3,11 (m,
4H, H-5, H-6, H-6" e CH-0), 3,65 (dt, 1 H, J2,3¢q=3,5Hz and Jz3ax = 7.1 Hz, H-2), 2,47
( mudou ara, 2 H, OH), 2,24-2,02 (dt, 1H, J32¢¢=3,5Hz and Jz2ax = 7.1 Hz H-3), 1,82-
1,34 (m, 10H, 5 CH)).

Composto 8d: terc-butil 2-azido-2,3-didesoxi-a-D-ribo-hexopiranosideo, obtido como
0leo amarelo, (0,200 g, 0,81 mmol); rendimento de 65%; R;0,16 (8:2 CHCl;— EtOACc);
IV (KBr): 3390 (v OH), 2103 cm ~ " (v N3); RMN *H (300 MHz, CDCls):3 5,08 (s, 1 H,
H-1), 3,90-3,60 3,92-3,75 (m, 4H, H-4, H-5, H-6, and H-6’ ), 2,20-2,10 (m, 2 H, H-2 e
H-3), 2,46 (mudou para), 2 H, OH), 1,31 (s, 9H, 3 CHy).

Composto 8e: iso-propil 2-azido-2,3-didesoxi-a-D-ribo-hexopiranosideo, obtido como
6leo amarelo, (0,200 g, 0,97 mmol); rendimento de 70%; R;0.16 (8:2 CHCls;— EtOAC);
IV (KBr): 3342 (v OH), 2104 cm ~" (b N3); RMN *H (300 MHz, CDCls):d 4,73 (s, 1 H,
H-1), 4,16 (t, 1 H, J45= 4,0 Hz, H-4), 3,77-3,40 (m, 4H, H-5, H-6, H-6' e CH-0), 2,11
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(dt, 1 H, J23¢q=4,0 Hz and Jz3ax = 7,4 Hz, H-2), 2,09 (mudou para, 2 H, OH), 1,61
(J3,23q:4,0 Hz and 'J3,2ax = 7,4 HZ, H-3), 1,26-0,83 (m, 6H, CH3)

4.4 Determinagdo da atividade antiproliferativa

4.4.1 Metodologia usada

Andlise de citotoxicidade pelo método do MTT vem sendo utilizada no
programa de screening do National Cancer Institute dos Estados Unidos (NCI), que
testa mais de 10.000 amostras a cada ano (SKEHAN et al., 1990). E um método
rapido, sensivel e de baixo custo. Foi descrita primeiramente por Mosman (1983),
tendo a capacidade de analisar a viabilidade e o estado metabolico da célula. E uma
andlise colorimétrica baseada na converséo do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-
2-H-brometo de tetrazolium (MTT) em azul de formazan, a partir de enzimas
mitocondriais presentes somente nas células metabolicamente ativas. O estudo
citotoxico pelo método do MTT permite definir facilmente a citotoxicidade, mas nédo o
mecanismo de acdo (BERRIDGE et al., 1996).

As células foram plaqueadas na concentracdo de 1 x 10° células/mL. As
substancias previamente dissolvidas em DMSO foram diluidas em série no meio
RPMI para obtencdo das concentracgdes finais e adicionadas em placa de 96 pocos
(100uL/ pogo). As placas foram incubadas por 72 horas em estufa a 5% de CO; a
37°C. Em seguida, foram adicionados 25 uL da solugéo de MTT (sal de tetrazolium),
e as placas foram incubadas por 3h. A absorbancia foi lida apds dissolucdo do

precipitado com DMSO puro em espectrofotdmetro de placa a 595nm.

4.4.2 Método de analise dos resultados

Uma escala de intensidade foi utilizada para avaliar o potencial citotoxico das
amostras testadas. Amostras sem atividade (1 a 20% de inibicdo), com pouca
atividade (inibicdo de crescimento celular variando de 20 a 50%), com atividade
moderada (inibicAo de crescimento celular variando de 50 a 70%) e com muita
atividade (inibicdo de crescimento variando de 70 a 100%).

Os experimentos foram analisados segundo suas médias e respectivos desvio

no programa GraphPad Prism. Cada amostra foi testada em duplicata.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente discutiremos a sintese e caracterizacdo do acucar insaturado tri-
O-acetil-D-glucal (1), composto de partida para a sintese de glicosideos 2,3-
insaturados, através de uma nova metodologia onde utilizamos o TsOH como
catalisador e a irradiacdo do utrassom. O compostos (1), também foi utilizado como
composto de partida para a sintese dos compostos 6a-e (enonas) , que com mais
duas reacdes quimica em sequéncia, obtemos o0s compostos 8a-e (azido-
glicosideos). No final, discutiramos atividade antitumoral dos compostos sintetizados

frente a quatro linhagens de células tumorais.

5.1 Sintese e elucidacdo do Tri-O-acetil-D-glical

Na sintese do tri-O-acetil-D-glucal, inicialmente os grupos hidroxilas presentes
na D-glicose foram acetilados em meio &cido levando ao composto Al, seguido da
bromacdo com AcOH/HBr do carbono anomérico para fornecer o acetobromo a-D-
glicose A2. Por fim, um complexo de Zn/CuS0O,4.5H,0 foi adicionado para fornecer o

composto (1) com rendimento de 94% (Esquema 30).

OH OAc 0Ac
(A1) o (A2
oH ACZO _L. HBI/ACOH _ HBr/AcOH OAC
HBr/AcOH 2 NaOAc
OH OAc Br
OH OAc

Zn/CuSO,

OAc OAc OAc
o (1) Q © Br
OAc — OAc . - OAc \ -
/ -Zn(OAC)Br 2 AL
OAC onc ) onc 7h0)
T+
OAc  ZnBr OAc

Esquema 30- Proposta sintética do tri-O-acetil-D-glucal.

A estrutura do composto (1) foi configurada através dos espectros de

infravermelho e RMN de *H e *C.
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O espectro de infravermelho forneceu informagdes acerca dos grupos funcionais
presentes na estrutura do tri-O-acetil D-glical (Figura 9). O estiramento da ligacédo O-
H na regido de 3350 cm™ desapareceu e por outro lado aparece no espectro a
banda referente ao estiramento do grupo carbonila em 1738 cm™, concluindo-se que
a D-glicose teve todos os seus grupos hidroxilas acetilados. Na regido de 1649 cm™

foi possivel observar o estiramento axial da ligagdo C=C.

1,0 H
0,8

0,6

Transmitancia

0,4

0,2

c=C

0.0 T T T T T T T T T T T T T T T T T
4500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 0

-1
cm

Figura 9 - Espectro de IV do tri-O-acetil-D-glical em pastilha de KBr.

No espectro de RMN 'H, observa-se na regido de & 2,02-2,07 ppm trés simpletos
correspondentes aos hidrogénios dos trés grupos —OAc. Os hidrogénios olefinicos
H-1 e H-2 apresentaram sinais, respectivamente, na regiao de 6 6,45 ppm e 0 5,35
ppm. De acordo com figura 10, observa-se a atribuicdo dos demais hidrogénios do
tri-O-acetil-D-glucal.
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Figura 10 - Espectro de RMN H (300 MHz, CDCly) do tri-O-acetil-D-glical.

No espectro de RMN de **C do composto (1) observa-se que ha 11 carbonos
com desocamentos quimicos diferentes. Na regido situada entre 171-169 pmm nota-
se trés sinais referentes aos carbonos carbonilicos, o que enfatiza a conversdo dos
hidroxilas do compostos de partida ( D-glicose) ao acetato correspondente. Em 145
e 98 ppm verifica-se o0 sinal dos carbonos olefinicos, o sinal em campo mais baixo
faz mencdo ao carbono anomérico (C-1) que sofre o efeito de desblindagem do

oxigénio Figura 11.

C-3 e C-4
c-1

c-2 c5 | co

—CHs

R it Mt s M e i S e S

Figura 11- Espectro de RMN B¢ (75 MHz, CDCI3) do tri-O-acetil-D-glucal.
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5.2 Uma nova metodologia para a sintese de glicosideos 2,3-insaturados

Como ja foi citado, diversos acidos de Lewis podem ser usado para promover
o Rearranjo alilico conhecido como Rearranjo de Ferrier. No entanto, nesta
metodologia foram testados a acdo diversos catalisadores, tentando encontrar uma

substancia inédita que podesse ser usado na sintese de glicosideos 2,3-insaturados.

Tabela 1 — Possiveis catalisadores para a promoc¢éo do Rearranjo de Ferrier

Catalisador Ocorréncia da Reacao
Si02 N&o ocorreu
Montmorillonita KSF N&o ocorreu
Montmorillonita K-10 N&o ocorreu
Amberlyst 26 N&o ocorreu
Amberlist 15 N&o ocorreu
TsOH Ocorreu

Como nenhum dos catalisadores testados acima ndo conseguiram promover
o rearranjo de Ferrier utilizando energia de ultrassom, além desses compostos
testamos para isso o acido-p-toluil-sulfénico, o qual conseguiu promover a formacao
do O-glicosideo 2,3-insaturado desejado. Apés a escolha do catalisador passamos a
otimizacdo da reacgdo. Para isso, testamos diferentes quantidades de catalisador e
em seguida observar qual seria a quantidade necessaria para que a reagdo se
processasse com eficiéncia, esses resultados estdo sumarizados na tabela 2.
Utilizamos para esses testes indicados na tabela 2 o alcool cilco-pentanol que levou

a formacéao do glicosideo 3a.
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Tabela 2- Influéncia quantidade do TsOH na sintese do O-glicosideo 2,3-insaturado 3a.

Experimento Quantidade de TsOH Rendimento
1 5 mmol 67%
2 10 mmol 72%
3 20 mmol 92%
4 30 mmol 92%

De acordo com a tabela 1, observamos que nos experimentos 1 e 2 houve um
pequeno aumento de rendimento sem consumo total do composto de partida, o que
ainda néo era suficiente para validar a nossa metodologia. Os experimentos 1-4 a
reacao de glicosidacao foram submetidas as irradiacdo de ultrassom durante 5 mim,
e observamos que houve o mesmo rendimento da reacao nos experimentos 3 e 4, e
com isso concluimos que o percentual de 20% do catalisador foi a quantidade ideal
para essa reacao. A partir desse momento em todas as reacgOes utilizamos esse
percentual do catalisador.

Também foi realizada uma reacéo teste, na qual utilizamos o acido-p-toluil-
sulfénico sem a utilizacdo da energia de ultrassom, para justificar a utilizacdo do
desta forma de energia, a sintese nas mesmas condi¢des reacionais utilizando um
sistema de refluxo, e observamos através de placas de CCD que a reacdo so6

terminou apos trés horas de reacéo.

(o) OAc
OAc \
O N\
Ao o AcO
C
- c— ~
AcO / H3C C——=N -
o o o}
agitacdo
3h, t. a.

Esquema 31 - sintese do glicosideo 2,3-insaturado 3a sob agitacéo.
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Nesta metodologia, foram utilizados diversos tipos de nucleofilos como
agliconas, tais como: alcool alilicos, ramificados, e um fenol com a ideia de produzir

os respectivos O-glicosideos.

A reacdo de glicosidacéo entre o tri-O-acetil-D-glucal (1) e o respectivo alcool
(a-i) foi realizada em MeCN, na presenca de &acido-p-toluil-sulfénico como
catalisador, sob irradiacdo de ultrassom (Esquema 32). Os compostos 3a-i foram
obtidos em um tempo reacional de 15 minutos, com rendimentos variando de 50-

92%.

OAc TsOH OAc
1 0] MeCN O
OAc y HOR a-i > 3a-i
OAC ) OAc _ OR
= o0 X N
b e @ J [
e A N

Esquema 32- Reacao de glicosidacgédo realizada em ultrassom utilizando acido p-toluenossulfénico
catalisador da reacéo.

Os resultados da sintese dos glicosideos 2,3-insaturados obtidos estao

sumarizados na Tabela 3.
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Tabela 3- Sintese de O-glicosideos 2,3-insaturados 2 a-n promovida por TsOH.

OAcC .
Acetonitrila OAC

TsOH

+ HOR  Utrassom

Y

S

AcO

3a-i

Reacao Produto tempo( min.) Razao (a:p) Rendimento (%)

OAc .
o o 3a 5 89:11 92
1 D,
acc™ =
OAc
(o} J\\\\OPV
2 3b 5 86:14 98
Ar‘.O\\\\\‘ /

3 LO j/ 3c 5 88:12 80

\\\O
4 LO \g 3d 15 88:12 71
Ar(')\\
5 L(j \O 3e 5 89:11 72
AcO™

\\\O
6 LO \Q 3f 15 88:12 50

AcO

7 AOL[; A@ 39 15 88:12 85
OAc

.\\\\\O/
8 3h 15 87:13 91
G

Ac O\\\\‘ .

OAc %
O WO
9 L[j j{ 3i 15 91:9 79
Ao 7
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Quando comparamos 0s tempos reacionais verificamos que a reacdo que
mais demorou a consumir totalmente o composto (1) foi a reacdo envolvendo o
alcool as que t-butanol 3d, possivelmente por ser mais impedido estericamente. O
alcool t-butilico € muito impedido quando comparado com o isopropil 3c, 0 que
dificulta a sua aproximagdo ao tri-O-acetil-D-glical (1), e consequentemente
necessitando de um maior tempo reacional e acarretadando em um menor
rendimento. Convém destacar que o tempo reacional variou de 5 a 15 minutos. Os
O-glicosideos foram obtidos com rendimentos de bons a 6timos e apresentaram
elevadas seletividades em favor do andmero a. Os valores de excesso anomerico
foram obtidos pela analise dos compostos espectro obtido por cromatografia gasosa
acoplada a espectro de massa.

ApOs essas etapas, o0 estudo da reacdo de glicosidacdo com diversos alcoois,
assim é possivel observar que as reacfes de glicosidacdo para obtencdo dos O-
glicosideos 2,3-insaturados ocorreram com um tempo de reacado, que variam de 5 a
15 mim. Os produtos 3a-i foram caracterizados por espectroscopia de infravermelho
e RMN 'H e °C.

No espectro de infravermelho do composto 3a foram observadas na regido de
3101 cm™ os picos de absorcdo referentes aos estiramentos das ligagdes C—H do
anel heteroaromatico. Na regido de 2926 — 2870 cm™ foram observados os
estiramentos simeétricos e assimétricos de C-H alifatico. Os estiramentos referente as
carbonilas dos grupos OAc do anel piranosidico apareceram na regido de 1744 cm™,

Analisando o espectro do composto 3a, constatamos que os deslocamentos,
multiplicidades e constantes de acoplamento estdo concordancia com os dados
descristos na literatura®®. Em relacdo ao composto 3a (Figura 12) observa-se no
espectro de C, os carbonos acetoxi em & 170-179 ppm, os carbonos vinilicos do
anel piranosideo em 128-127 ppm, o carbono anomérico 93 ppm e o carbo metina
da aglicona em 80 ppm. No espectro de '* C foram observados 15 carbonos

quimicamente diferentes.
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Figura 12 - Espectro de RMN B¢ (75 MHz, CDCI3) do composto 3a, o ciclopentil 4,6-di-O-acetil-
2,3dideoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo.

O espectro de RMN *H do composto 3a mostrou um simpleto em & 5,10 ppm
referente ao hidrogénio anomérico (Figura 12). Em & 5,70 ppm aparece um dupleto
referente ao acoplamento do hidrogénio H-3 com o H-2, em & 5,60 ppm aparece
outro dupleto, referente ao acoplamento de H-2 com o H-3. Os hidrogénios
referentes as metilas dos grupos OAc do anel piranosideo aparecem como dois
simpletos na regiao de & 2,20 e 2,10 ppm. Com relacéo a parte aglicbnica, os sinais
em 0 4,10 ppm correspondem ao H metina, os demais H aparecem em & 1,60-1,70
ppm.

O mecanismo proposto para a reacao de glicosidacdo com a formacao
exclusiva do anémero a pode ser visto no esquema 27. Primeiramente do acido-p-
toluil-sulfénico atuard como acido de Bronsted doando o préton a carbonila do grupo
acetoxi ligado ao carbono C-3, através do rearranjo alilico se da a saida do grupo do

carbono C-3 do acucar na forma de complexo H-O3SHCgHsCH3; gerando o cétion
oxonio alilico 1.
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O grupo acetoxi ligado ao carbono C-6 pela assisténcia do grupo vizinho ao
carbono anomérico formando um novo anel de 7 membros gerando o céation 2 que
bloqueia parcialmente o ataque do nucledfilo pela fase superior, impedindo a
formacao do anédmero 8 em quantidades significativas. O cation 2 sofre o ataque do
nucledfilos, formando o cation 3. O complexo abstrai um proton do cation 3 formando
0 O-glicosideo esperado (Esquema 33).

OAc /< /<
o) 6]
; AY \
AcO ~ 1 o) . o)
o 7 \ AcO \ ‘) AcO HOR
/< X = > u
H,C o’ O\\\ cation 2

! S CH, cationl
bH_O
OAc (Y J—
OAC O0—S—0
(0]
Q AcO
AcO -— =
~ OQ
OR / TH
R
cation 3 CHs

Esquema 33 - Mecanismo proposto para a sintese de O-glicosideos via ultrassom.

5.3 - AZIDO-GLICOSIDEOS

5.3.1 Sintese de O-glicosideos 2,3-insaturados

Inicialmente, a reacdo de glicosidacao foi realizada com os alcoois, ciclo-
pentilico, ciclo-hexilico, propilico isoproplico e terc-butilico, fornecendo os compostos
4a-e com rendimentos entre 75-78% (Esquema 34). Suas estruturas foram
verificadas através dos espectros de RMN *H, *3C e infravermelho, onde os dados
estdo de acordo com os da literatura. A metodologia usada foi descrita por Toshima

etal.>” Neste método, o a-andmero ocorreu com uma seletividade maior que 80%.

>Ferrier, R. J. e Prasad, N. J. Chem. Soc. (C) (1969), 570.
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A seletividade para formar a-anémero foi explicada por Shostakovskii et al
(1967), quando examinaram as reacdes do tri-O-acetil-D-glucal (1) com alcoois em
presenca de catalisador acido e propuseram que o mecanismo desse tipo de reagcédo
envolve o ataque do oxigénio do C-6 ao C-1 do composto 1, causando O
deslocamento do grupo acetoxi do C-3 dando um intermediario, seguido pelo ataque
do alcool em C-1 na face inferior com abertura do anel de cinco membros (1,6-

anidro) fornecendo o 4a-e.

Refluxo
; sali OAc
OAc Montimorinolita

o (K-10) o
AcO
AcO + R-OH CHClL, 7%
——
AcO G (a-e) 3h OR

4a-e
(1)
-0 O

(@) © (€)

N %
(b)

(d)
Esquema 34- Reacéo de glicosidacgéo utilizando K-10 como catalisador.

A hidrélise basica dos compostos 4a-e forneceu os compostos 5a-e com
excelentes rendimentos entre 95-97%. Tal reacdo de hidrolise béasica de glicosideos
2,3-insaturados séo estratégias utilizadas na quimica dos carboidratos, comprovada
pelo trabalho desacetilacdo do metil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-
enopiranosideo com excelente rendimento de Ferrier e Prasad. Vale ressaltar que na
década de 70, Fraser-Reid®®, demonstrou a desacetilacdo do etil 4,6-di-O-acetil-2,3-
didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideocom rendimento quantitativo em um
sistema de metanol: agua: trietilamina (5:4:1), no nosso caso, usamos o sistema de
9:6:1 (metanol: agua: trietilamina) respectivamente (Esquema 35). A hidrélise destes
compostos com MeOH:H,O:EtzN (9:6:1) usando o procedimento Fraser-Reid

forneceu os compostos 5a-e em rendimento quantitativo (acima de 90%).

*8Holder, N. L. e Fraser-Reid, B. Can. J. Chem., (1973), 51, 3357.
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MeOH, H,0, Et3N

9 ml:6 ml:1 ml
Agltagao 3h.
Sa-e
@) ©

N %
©)

(d)
Esquema 35 — Reagéo de hidrélise basica.

A obtencdo dos compostos 5a-e foi confirmada através das analises de 1V,
RMN *H e C. No espectro de IV foi observado o desaparecimento da banda em
1744 cm™, referente aos estiramentos das carbonilas dos grupos OAc do anel
piranosidico, e o surgimento de uma banda forte e larga na regido de 3450 cm™,

comprovando a substituicdo dos grupos OAc pelos grupos hidroxila (OH)..

O espectro de RMN *H do composto 5a mostrou um simpleto largo em & 5,04
ppm referente ao hidrogénio anomeérico. Em & 5,95 ppm aparece um dupleto
referente ao acoplamento do hidrogénio H-3 com o H-2, em & 5,70 ppm aparece
outro dupleto referente ao acoplamento de H-2 com o H-3. A metina da parte
aglicbnica aparece na regiao de & 3,70 ppm e os demais H da aglicona aparecem
em o 1,83-1,51 ppm.

Em seguida os compostos 5a-e foram entdo submetidos a uma oxidacao
alilica resultando nas enonas 6a-e com bons rendimentos entre 71-87% (Esquema
36). A sintese de alquil 2,3-didesoxi-2-enopiranosid-4-ulose usadas nos dias atuais
foram propostas por Fraser-Reid et al, utilizando dioxido de manganés. A sintese de

7

acucares 2,3-insaturados € importante, pois sabe-se que as hexenopiranuloses
podem ser utilizadas como excelentes intermediarios na sintese de aminoacgucares e

outros acgucares.
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Esquema 36- Reacao de oxidacao alilica.

As estruturas dos compostos 6a-e foram analisadas pelas técnicas
espectroscopicas de IV e RMN *H e *C. Com relacado aos espectros de IV na regido
de 2948-2838 cm™. Foram observados os estiramentos simétricos e assimétricos de
C-H alifatico, a presenca de uma banda na regido de 1692 cm™ é devido ao
estiramento da carbonila a,B-insaturada. A regido de 3477 cm™ apresenta uma
banda forte e larga, caracteristica dos estiramentos da ligacdo O-H.

O espectro de RMN *H do composto 6a mostrou um dupleto em & 5,55 ppm,
com constante de acoplamento J=3,9 Hz, referente ao hidrogénio anomérico. Em &
6,81 ppm aparece um dupleto de dupleto referente ao hidrogénio H-2, J,3=10,2 Hz e
J21=3,9 Hz. Na faixa de & 6,10 ppm aparece um dupleto referente ao H-3 com
constante de acoplamento J,3=10,2 Hz. Os demais prétons aparecem na regiao

esperada.
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5.3.2. Sintese dos azido-glicosideos

Como tentativa para obtencdo de aminoacucares, e baseando-se ho método

proposto por Gero et al.,”

realizou-se inicialmente a adi¢cdo de azida de sodio aos
compostos 6a-e para obtencdo dos compostos 7a-e (Esquema 37). Néao

conseguimos isolar os compostos 7a-e devido ao fato dos mesmos serem instaveis.

OH OH
H,CCOOH/ NaNy/ H,0 © Ng
Q Agitacio 5 h. —Q
o _
—_— Ta-e
OR
6a-e OR
@ © ©)
/\

(b)
(d)

Esquema 37 - Reacao de adicdo 1,4 de Michael de azida.
Diante desta dificuldade, apds adicdo da azida e sem purificacdo, a mistura
reacional foi submetida a uma reacdo de reducdo com boro-hidreto de sédio em

metanol para fornecer os compostos 8a-e. Estes compostos foram obtidos com

rendimentos moderados.

OH OH OH
O N3 N
5 MeOH/ NaBH, 3

Agitagdo 30 mim.

Ta-e 8a-e
OR OR

00 <

@ ©

N %
(b)

(d)

Esquema 38 - Reacdo de Reducéo.

%93, Leboul, J. Cleophax, S.D.Gero, A. Rolland, A. Forchioni. Tedrahedron.1977, 33, 956.
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As estruturas dos compostos 8a-e foram analisadas pelas técnicas
espectroscopicas de IV e RMN *H e *C. A andlise de IV dos compostos apresentou

absorcdo de (OH) em aproximadamente 3403, (N3) em 2108 e (-C-O-) em 1027 cm™

(Figura 14).
107 }
100 = i \ [
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80 "\
70 \ ’ ‘ {
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40

1148.08cm-1, 52.46%T

10 1 2103 .67cm-1, 9.42%T

5600 3500 3000 2500 2000 1500 1000

cm-1

Figura 14 - Espectro de infravermelho do composto 8a.

Os dados de RMN *H do composto 7a mostraram um sinal na regido de & 4,90

ppm como um simpleto referente ao préton anomérico H-1. O multipleto largo em &
4,28 ppm foi designado para o H-4. O proton H-2 foi atribuido ao simpleto largo em

0 3,82 ppm. Os H-3ax e H-3eq tiveram deslocamento na faixa de & 1,98-2,19,

apresentando como um multipleto.

H-6
OoH _OH H-6’
N3
1 .
Ny
H-1 |
H \
‘ O |
| ) CH |
I l? CH, ||
H-a| MO H j |
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1Y .G e
i o \{\_ “‘i\\\‘ \v‘w"‘» _.!;"" 'JK\__/ W ) S\
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Figura 13- Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl;) do composto 8a.
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5.4 - Atividade biol6égica dos O-glicosideos 2,3-insaturados e dos azido-
glicosideos

Apbs a sintese e caracterizagdo estrutural, os compostos foram enviados ao
departamento de fisiologia e farmacologia da Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE), para testar as suas atividades antiproliferativas frente a quatro linhagens de
células tumorais humanas: Células NCL-H292 (carcinoma de pulmé&o), HEP
(Carcinoma laringeo), MCF-7 (cancer de mama), e também células HL60 (leucemia
promielocitica).

No total foram enviados dez compostos, cinco de cada uma das séries de
sintese. Uma série com substancias que apresenta em sua estrutura um sistema
a,B-insaturado, e estes compostos sao 0s 6a-e. As outras cinco amostras sdo de
azido-glicosideos, que sdo numeradas 8a-e. Essas atividades citotoxicas foram
testadas e avaliadas utilizando o método MTT assay®®. Como os primeiros testes de
atividade antiproliferativos ocorreram dois meses ap0s 0 envio das amostras ao
departamento de farmacologia da UFPE, trés amostras ndo chegaram a ser

testadas, pois degradaram. Essas moléculas sao as dos cédigos 6a, 6d e 8d.

OH OH
&0
O
— O/v -

(0]
6b

s
X

6¢c

OH
O
0 (0]
al
6a
OH OH
OH ) oy OH oy OH
Q ,30 N3 N3
o) -0 -Q
6e i 8b

0]

on -OH on oM
N N
% §
8d 0 < 8e 0

Figura 14 — Estrutura quimica dos compostos enviados para teste de atividade citotoxica.

®Berridge, M. V., Tan, A. S., Mccoy, K. D., Wang, R.; Biochemica (1996).
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O primeiro teste de atividade biologica foi feito, com oito moléculas, frente as
duas linhagens tumorais, a NCL-H292 e HEP, e os resultados podem ser vistos na

tabela 4.

Tabela 4- Percentual de inibicdo do crescimento celular (IC%) das amostras em trés linhagens
tumorais testadas na dose Unica de 25 pg/mL.

Compostos Inibicéo DESVIO Inibicao DESVIO
NCI-H292 (%) da NCI-H292 HEP da HEP
8c 98,4 3,1 88,3 8,1
8a 59,6 26,8 61,8 19,4
6b 97,5 7,3 84,9 16,6
8b 81,9 9,3 88,1 0,1
6e 96,6 1,0 86,7 18,0
6¢C 96,9 3,3 101,4 2,1
8e 37,2 3,8 14,3 2,1

Em relacdo ao azido-glicosideos (os composto de 8a, 8b, 8c, 8e), pode-se
observar pelos dados sumarizados na tabela 4, que ocorreu uma grande variacao no
percentual da taxa de inibicdo celular. Em termos estruturais, esses compostos
fazem parte da mesma série, e a Unica diferenca € com relacdo a aglicona dos
glicosideos. Na figura 20 os compostos estdo em ordem crescente de taxa de

inibicdo frente a linhagens de células NCL-H292.

OH OH OH OH oH OH

OH
N3 N3 OH N3

-0 -0 Na -0

-0
8e
0 8a o 8b 8c ¢}
o/\/

37,2% 59,6 % 81,9 % 98,4 %

Figura 15- Ordem crescente de taxa de inibicdo presentes nos azidos-glicosideos
frente a células NCL-H292.
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De acordo com dados da Tabela 4, nota-se os compostos 6b, 6¢c e 6e
exibiram muita atividade citotoxica contra a linhagem de células cancerosas NCI H-
292. Os compostos 6b, 6¢ e 6e apresentaram atividade citotoxica excelente frente a
linhagem celular NCI-H292 com ~ 97% de inibicdo do crescimento tumoral na
concentracdo de 25 pg/mL; e frente a linhagem tumoral HEP com 101% de inibicdo
para o composto 6c.

Esses resultados ja eram esperados, pois nossas moléculas apresentam um
sistema a,B-insaturado. Ha diversos relatos na literatura sobre moléculas que
apresentam o0s sistemas a,B-insaturados-gama-lactona. Essas moléculas sao
responsaveis pela atividade bioldgica dos compostos que a contém.

Menezes et al (2014), relatam que esse grupo funcional esta presente em
diversas moléculas que vem sendo isoladas de plantas e organismos marinhos,

essas substancias apresentam uma ampla gama de atividades biolégicas®.

Massoialactone

OH Fostriecin

Figura 16 — Estruturas quimicas de compostos isolados de plantas e organismos marinhos que
apresentam atividade bioldgica.

Apés a avaliacdo de atividade antiproliferativa, 0s compostos que
apresentaram percentual de inibicdo maior que 90% passaram por um novo teste
para determinar os valores de concentracdo de ICsp, e 0s resultados podem ser

vistos na Tabela 5.

61
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Tabela 5- Concentragéo inibitdria em 50% (Clsq%) e intervalo de confianca (IC) das amostras em uma
linhagem tumoral e seu intervalo de confianca com dose Unica de 25 pg/ml.

NCI-H292 ICso
Compostos (Intervalo de Confianca)
11
6c (0,8 —1,6)
9,9
8c (6,0 — 16,3)
6e Boa atividade
23,7
8b (7,4 - 75,7)
7.9
6b (5,3 - 11,7)

Os compostos 6¢ e 6e foram os Unicos compostos de sintese que podemos
checar suas atividaes citotoxicas frente as quatro linhagens de células, porque os
outros compostos degradaram antes do teste. No entanto, este estudo demonstra o
potencial inicial desta classe de compostos.

Nos ensaios com a linhagem tumoral MCF-7 também foi observada variacdes

qguanto a atividade dos compostos. Os valores de Clsg variaram entre 2,5 e 5,1
(Tabela 6).

Tabela 6 - Concentragéo inibitéria em 50% (CI50%) e intervalo de confianca (IC) das amostras em
uma linhagem tumoral e seu intervalo de confianga com dose Unica de 25 pg/mL.

Compostos MCF-7 ICso
(Intervalo de Confianca)
6C 2,5
(1,5 -4,2)
6e 51
(4,1-6,5)
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Por fim, os compostos mais ativos tiveram suas atividades testadas frente as
células HL60 e os resultados estdo na Tabela 7.

Tabela 7 - Concentracao inibitéria em 50% (CI50%) e intervalo de confianca (IC) das amostras em
uma linhagem tumoral e seu intervalo de confianca com dose Unica de 25 ug/mL.

Compostos HL60ICs
(Intervalo de Confianca)
6C 1,0
(0,8-1,2)
6e 1,6
1,1-2,4)

Os dados referentes ao Clsg das moléculas frente a trés linhagens de células

tumorais humanas. Esses resultados estdo sumarizados na tabela 8.

Tabela 8 — Concentracdo inibitéria em 50% (Cls%) de duas amostras frente a trés linhagens
tumorais com dose Unica de 25 ug/ml.

Células Células Células

Compostos NCL-H292 MCF-7 HL-60
6a 1,1 2,5 1,0
6e Boa atividade 51 1,6
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho, foi desenvolvida uma nova metodologia para a sintese de
glicosideos 2,3-insaturados, utilizando como catalisador o &cido-p-toluil-sulfénico
mediante a utilizacdo de ondas de ultrassom. Os compostos foram obtidos em curto
tempo reacional, com bons rendimentos (50-92%) e elevada estereosseletividade

em favor do anémero a.

OAcC TsOH OAc
1 (o) MeCN -~ 0] ]
OAc/ HOR ai - o 3a-i
OAC ))) OAC OR
RS S
N e @ J i
¢ At (O h N

Obtivemos cinco glicosideos 2,3-insaturados 4a-e, pelo método convencional,
em bons rendimentos (75-78%).

OAc

a= cinclo-pentil
b= ciclo-hexil
c=iso-propil
d=n-propil
e=terc-butil

AcO

&

da-e

Apoés a obtencéo desses compostos, realizamos uma reacgao de hidrélise basica,
utilizando um sistema MeOH, H,O e Et3N, na propor¢cao (9:6:1), e obtivemos os

compostos 5a-e em rendimentos quantitativos (95-97%).

OH
a= cinclo-pentil
0 R= b= ciclo-hexil
HO c=iso-propil
~ d=n—propil.
e=terc-butil
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Os compostos 5a-e foram submetidos a uma oxidacao alilica, resultando nos
alquil 2,3-didesoxi-2-enopiranosid-4-ulose 6a-e com bons rendimentos entre (71-
81%).

—OH a= cinclo-pentil
b= ciclo-hexil

—O0 R= . .
c=iso-propil

o d=n-propil
e=terc-butil
OR
6a-e

Cinco azidos-glicosideos reduzidos (8a-e), foram obtidos em rendimentos que
variaram de (50 a 61 %).

OH _-OH
r=  a= cinclo-pentil
N3 b= ciclo-hexil
— 9 c=iso-propil
d=n-propil
e=terc-butil
8a-e OR

Por fim, realizamos testes de atividade biologica de dez moléculas, das quais
quatro sao inéditas. Esses compostos foram testados frente a células tumorais
humanas, e esses testes ocorreram em parceria com a professora Gardénia Militdo
do departamento de fisiologia e farmacologia da UFPE. Essas moléculas

apresentaram de pouca atividade citotéxica a muita atividade antiproliferativa.
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ESPECTROS SELECIONADOS

78



Anderson J. Firmino S. da Silva Dissertacdo de Mestrado

79



Anderson J. Firmino S. da Silva Dissertacdo de Mestrado

I

.

919
=t
50

.SI'SI L 019 L

o S—

(wdd) yus EoRUEYD
.

i,

(12D “ZHIN 00€) wmnndads JINN H,
e
9€e

L

A

4L

[

ol SI'L )

Ak




Anderson J. Firmino S. da Silva Dissertacdo de Mestrado

<6l

8L

9.l

170,55
—169.54

091 891

csi

—145.58

144"

£l
g€l

) wmna2ds AN D

[DAdD ZHN SL
(wdd) Wys eawsyd
I
&
®

(€

r77.32
| 777.00
=—76.68

—73.90

L91 —67.16

9s

14

oy

Ir20.93
—20.66

ai



Anderson J. Firmino S. da Silva

Dissertacdo de Mestrado

g's e G'9 1y

0s

S¥

(wdd) Yys syl
o

(12D "ZHIW 00€) wnndads NN H,
oL Sl 14 ST 0e SE

o

0

L

i

n

=]
€49

aool

82



Anderson J. Firmino S. da Silva Dissertacdo de Mestrado

O
F170.22
L —169.73
S 8
L~ -
2 2 -—128.08
kK = \127.87
A
o %
a [
(o] (=]
=1
g =
82 R
A g 1
N
= gg
? 8
w
. -4
A28
w) § —93.09
,Q T8
~—
—80.08
,77.00
16.57
“76.15
—66.22
Ve4T5  oso
—S2.94 —31.75
= e R
~20.23 :

83



Dissertacdo de Mestrado

Anderson J. Firmino S. da Silva

-

il L;s._cp &*?Lg-? -

223 0%8 100 207113 103 111 649 203 1
ot ] — o H —
_-—_—_—_—_____—__—__—__——_—_—___-_____——__-—_______-_——__-—__-—___-__-_—_-—-—__-—___—___-_-_——_—_—_—___-___—_-_-—_—_———__-—___- __-—_—-__—___—___-—
65 55 50 40 30 25 20 15 } 0

Chemical m...iuna

'H NMR spectrum (300 MHz. CDCl3)

84



Anderson J. Firmino S. da Silva

Dissertacdo de Mestrado

(DD "ZHA §L) tmnd2as JIAN ¢,

S EANUBYD

(wdd) yy

88 96 vol Chl (1747 8zl gcl s cSl 09l 891 748 8l 26l

08

514

)4

¥Z

9l

>
(9}
o o
g >
(3]
N O
()
170.29
L —169.79
,128.45
—127.41
—o3.85
777.00
eas
—70.06
6629
—64.75
—62.50
—22.44
~20.28
—10.20

85



Anderson J. Firmino S. da Silva

Dissertacdo de Mestrado

(S12QD ‘ZHIN 00€) winads YN H,

0L SL
e byl sl

9

0 o

9|g||||I||||

Ol.g 1
1~
850001

(tudd) yus EIRUSYD
S¢e 0y St
Losa st vaa by na by a ooy ataais
T
/

ST OI'S

0T

sl

0l
FLE

I?“”I“”SI'C!“”””

r

o

S

wn
@©

ire

i ‘}“’

i

|

.(

86



Anderson J. Firmino S. da Silva Dissertacdo de Mestrado

Z6l

¥8l

9l

~169.99

—169.55

¥l Z5l1 091 991

g€l

128.08
(s L —127.78

chl 1743

[

12QD ‘ZHA §L) wnnoads YN I,

¥0L

96

(wdd) yys reanuayd

—92.10

(€
8

s ;-77.00
J .r76.57
=~—T76.15

—70.00

2 6465 0™

—62.40

8f

ov

2282

—20.26

\-20.05

91

87



Anderson J. Firmino S. da Silva Dissertacdo de Mestrado

0;9 S’S

OI'V Sy

(wdd) yys eawsyd
1

(F12aD "ZHIN 00¢€) wmndads AN H,
s =
oLe

w

o

©

o

P

o
e S—

pllE o -

(=1

KRR

]
Ire >
Cs —
] |

el

B

© ]

[

88



Anderson J. Firmino S. da Silva

Dissertacdo de Mestrado

8l Z6l

9Ll

~170.81
£ —170.33

1445 Zsi 09 891

I

£
g€l

,129.50

8cl

(174

¥0i

96

12D "ZHN L) tmnoads JIAN D
(wdd) yys eawsyd
i

—88.92

(t'
88

(77.42
77.00
—75.30 \-76.57

08

66,45
@ ~65.23

—128.09

-63.20

95

14

oF

4%

\28.58

~—20.96
12078

-—28.70

89



Anderson J. Firmino S. da Silva Dissertacdo de Mestrado

.
L9 (_s_——".
-

THI

ne

I~

|
|

0t
I

==
80
A/}

(0D “ZHIN 00¢) wnnaads
(wdd) yys EorLRYD
C

P9

LT

o

ol’h L€

GL9

ey e A e e B

90



Anderson J. Firmino S. da Silva Dissertacdo de Mestrado

61

I

1]

9.1

~170.21

—169.76

89l

091

144

9gl

128.18
+—127.96

#01 41 ozl 8l

96

—92.22

(wdd) yys [eonssyd

88

(10@D "ZHN L) wnndads YAN D,

08

Jr‘77,00
= —76.15

—66,16
—62.59

—64.83

95

8v

ov

33.22
—31.58

ce

—24.98

~23.84

4‘—20 44
-20.22

9l

91



Anderson J. Firmino S. da Silva Dissertacdo de Mestrado

Normalized Intensty

o © 9 © 0D © P @ O O =
- N W s O N W D ©
i
5 e}
I
(A ]
& 0
O XL
o
)
&
—41 .51
&
o8
7 3
E \_—76.9‘9
-~ 7687
%:.m
3 —7148
e
—66.47
o
—G2.84
&
o
oy
o+
o
b
(=)
3108
&
—2849
[
oy

92



Anderson J. Firmino S. da Silva

Dissertacdo de Mestrado

08

gL

£0

Normalized Intensty

1~ 4 4
- o @

0L

ce

09

(wdd) yyg eowzud
cE 187 g 4 0s

15>
W

gz

0T

gl

80

o~

80
0l

HO

ol

S0

3



Anderson J. Firmino S. da Silva

Dissertac

ao de Mestrado

{wdd} Yiug jesrusy?)

=T = R = S = S - T

25 L e e ow

kel pa) o o i L5

o=

a2
(5]

HNormalizad Intensity

j=)

-
o

=
o
&

ot
o
<

f]
&
o

<

(94
L)

o
@
£

N
o

o Pl < o
@

o .
o =]
[ D

e

0tE

oebk Q0ZF oLz oeE
IS (STCIATENE FEY R L SUPEVITIvAINTNL AYRTR NI )

wlisalaiodisadanilani

081

-
~F
<
—
&
&7
3
2ede
i
I
= 3
3=
=
-
&7

0L 08 66 a0k 0kL pzZi
Whacinaline e et Dbt

o8

sadovatepn s odrte i

-
(==
3
£ 3
3
~y 3
S

123

at-

0z~

sddartaeslosatoatod g licaiseg

i : o O
Liabudindesduclosliedindinde natondiolu i doudistin dodiabiedidio bl s teouabobaduobotd s

Y ry
whisintus ol

HO

O/
HO




Anderson J. Firmino S. da Silva Dissertacdo de Mestrado

sfizad in ¥
S o It = =~ S = R = S o . S~ SR TP SR U
- = 2 I .& D @ @ ®m ~ N om o i im &
= = tn < o e (4.1 o o 521 < L4, O fea (=)
o B H o3 beodeainabindoabsstarbiondunlsnbiadigsbanfundn bitia b sl sideradiadyaieSasda atenbe ool e

Il

|
HO

¢

A
vga il g il vad e padaaaadatt s

O—’
HO

il
wleasataaaad

& 0l

2

Leasadaaecdoivataraelaasitans

Z

lagxafag s biasatiggs

(U} jIug Jeapusrn

g

i

plaseedassasasaste vy

¢

Jarsadagaclay

}

0

aaradasasboagaabaraideayatia ity

W




