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RESUMO

Os carboidratos sdo as macromoléculas mais abundantes da terra, e estima-se
que cerca de 70% de toda biomassa é composta de carboidratos. Dentre os
diferentes tipos de carboidratos uma classe que se destaca sé&o os glicosideos.
Os glicosideos apresentam inumeras aplicagdes bioldgicas e tecnoldgicas, além
de serem versateis synthons aplicados na quimica sintética, devido a essas
caracteristicas e outras funcdes, o objetivo do trabalho foi sintetizar, caracterizar e
avaliar a atividade antitumoral de carboidratos enbénicos obtidos a partir de
sucessivas transformag6es da D-glicose. Neste sentido, a metodologia consistiu
em sintetizar o tri-O-acetil-D-glucal a partir da D-gicose, depois promover a reacao
de glicosidacao, seguida da reagao de hidrélise e da reacao de oxidagao. Todos
0s produtos da reacdo de oxidacdo foram submetidos a atividade antitumoral
frente a quatro linhagens de células tumorais humanas, sendo elas, NCI-H292
(carcinoma de pulméao), MCF (cancer de mama), HEP (carcinoma do colo do
utero) e HL60 (leucemia promielocitica). Como resultado o tri-O-acetil-D-glucal foi
obtido na forma de um soélido branco amorfo com rendimento de 90%. A reacao
de glicosidacédo por meio do rearranjo de Ferrier com diferentes alcoois levaram
aos O-glicosideos 2,3-insaturados com rendimentos que variaram de 89-95% em
tempos reacionais de 45-80 minutos. A hidrélise basica dos O-glicosideos 2,3-
insaturados levaram aos respectivos O-glicosideos hidrolisados com rendimentos
que variaram de 85-98% de forma rapida e seletiva. A reacdo de oxidagao
utilizando o diéxido de manganés dos O-glicosideos hidrolisados levaram aos
carboidratos endnicos em excelentes rendimento 85-92% em tempos reacionais
que nao ultrapassaram 3h. Todos os compostos sintetizados foram caracterizados
por diferentes técnicas espectrométricas (IV, RMN 'H e *C) e os carboidratos
endnicos apresentaram elevada atividade citotdxica frente as quatro linhagens de
células testadas apresentando CLs, variando de 1,0-5,6 pug/mL. Tais resultados
demonstram a eficiéncia das metodologias empregadas na sintese dos

carboidratos endnicos que apresentam promissora atividade antitumoral.

Palavras-chave: Carboidratos enbnicos, O-glicosideos 2,3-insaturados, atividade

antitumoral



ABSTRACT

Sugars are the most abundant macromolecules of the earth, and it is estimated
that about 70% of all biomass consists of sugars. Among the different types of
sugars a class that stands out is the glycosides. The glycosides present numerous
biological and technological applications, in addition to being versatile synthons
applied in synthetic chemistry, because of these features and other functions, the
objective of this work was synthesize, characterize and evaluate the antitumor
activity of enones sugars obtained from successive transformations of D-glucose.
In this sense, the methodology consisted of synthesizing tri-O-acetyl-D-glucal from
the D-glucose, then promote the glycosidation reaction, followed by hydrolysis
reaction and the oxidation reaction. All oxidation reaction products were subjected
to anti-tumor activity against four strains of human tumor cells, which were, NCI-
H292 (lung carcinoma), MCF (breast cancer), HEP (cervical carcinoma) and HL60
(promyelocytic leukemia). As a result tri-O-acetyl-D-glucal was obtained as an
amorphous white solid in 90% vyield. The glycosidation reaction by Ferrier
rearrangement with different alcohols led to the 2,3-unsaturated O-glycosides with
yields ranging from 89-95% in reaction times of 45-80 minutes. Basic hydrolysis of
2,3-unsaturated O-glycosides led to their hydrolysates O-glycosides in a yield
varying from 85-98% quickly and selectively. The oxidation reaction using
manganese dioxide of hydrolyzed O-glycosides led to enones sugars excellent
yields 85-92% in reaction times which do not exceed 3 h. All synthesized
compounds were characterized by different spectrometric techniques (IR, 'H and
'3C NMR) and enones sugars were highly cytotoxic activity against the four cell
lines tested showing ICsy ranging from 1.0 to 5.6 ug/mL. These results
demonstrate the efficiency of the methodologies used in the synthesis of enones
sugars that have promising antitumor activity.

Keywords: Enones sugars, 2,3-unsaturated O-glycosides, antitumor activity.
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1 INTRODUCAO

Os carboidratos pertencem ao grupo mais abundante de compostos
encontrados em fontes naturais, estando presentes em plantas e em animais.
Assim como as proteinas, os lipidios e os acidos nucléicos, os carboidratos sao
macromoléculas com estrutura polifuncional também conhecidos como glicidios,
sacarideos ou acucares (FERREIRA, ROCH E SILVA, 2009). O termo
carboidratos denota hidratos de carbono, designacédo oriunda da férmula geral
(CH20),, apresentada pela maioria dessas moléculas. Sua oxidacao € o principal
meio de abastecimento energético da maioria das células ndo fotossintéticas.
Além de serem suprimento energético, os carboidratos atuam como elementos
estruturais da parede celular dos vegetais, passando pelo envolvimento em
mecanismos muito especificos de reconhecimento molecular, como aqueles
associados a respostas imunolégicas e como sinalizadores no organismo,
preservacao das proteinas com o papel de manutencdo e reparo e no
crescimento dos tecidos corporais, protecdo contra corpos cetbnicos.
Adicionalmente, os carboidratos sdo combustiveis do sistema nervoso central,
sendo essenciais para o funcionamento do cérebro (FRANCISCO JUNIOR, 2008;
LEHNINGER, 1985; NOGUEIRA et al, 2009; STICK, 2001).

Devido a essas e outras funcdes é justificavel o crescente aumento de
artigos cientificos, livros e grupos de pesquisas estudando a quimica dos
carboidratos. Vale ressaltar que a maioria dos artigos cientificos trata das
aplicac6es tecnoldgicas e novas estratégias sintéticas dos carboidratos, além
disso, nos ultimos 100 anos o estudo de suas atividades tem aumentado de forma
surpreendente, principalmente com relacdo a suas aplicacdes bioldgicas
(NOGUEIRA et al, 2009). Neste sentido, a literatura, relata a aplicacdo dos
carboidratos como antibacteriano, inseticida (PUTERKA et al, 2003), antiviral,
ativador imunoldgico, antineoplasico (BRADNER et al, 1958), antiprotozoario,
antifingico, anti-inflamatério, e anticoagulante (TOSIN et al, 2012).

O avanco cientifico permitiu conhecer de modo mais detalhado as
propriedades fisico-quimicas dos carboidratos e seus derivados, resultando na
exploracdo dessas caracteristicas em diversos processos industriais, como nas

areas alimenticia e sintese farmacéutica. No tocante, a area sintética e



farmacéutica com o desenvolvimento de farmacos com maior eficacia e menores

efeitos adversos contra algumas patologias, como o cancer.

O céncer é definido como uma enfermidade multicausal cronica,
caracterizada pelo crescimento descontrolado das células. Para a destruicdo
seletiva de células tumorais, geralmente, utiliza-se a quimioterapia combinada,
usando farmacos que atuam em diferentes partes dos processos metabdlicos da
célula. Algumas moléculas naturais e sintéticas podem ser utilizadas como
antineoplasicos que sao quimioterapicos usados no tratamento do cancer.
Algumas dessas biomoléculas ja se encontram na literatura com grande atividade
antitumoral (YANG et al, 2004).

Ciente das varias atividades biolégicas dos carboidratos, no presente
trabalho foi avaliada a atividade de diferentes alquil 2,3-didesoxi-a-D-glicero-hex-
2-enopiranosideo-4-ulose-6-il (carboidratos endnico) frente a diferentes linhagens

de células tumorais.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Este trabalho tem como foco central o planejamento sintético, a

caracterizacao e avaliagdo antitumoral dos carboidratos endnicos obtidos a partir

de sucessivas transformagdes da D-glicose.

2.2 Objetivos Especificos

*

*

*

Sintetizar e caracterizar o tri-O-acetil-D-glucal;

Sintetizar através do Rearranjo de Ferrier os O-glicosideos 2,3-insaturados
utilizando a montmorillonita K-10 como acido de Lewis;

Promover a hidrélise basica dos O-glicosideos 2,3-insaturados;

Sintetizar os carboidratos endnicos através da oxidacao utilizando diéxido
de manganés;

Caracterizar os carboidratos enénicos através das técnicas (Infravermelho,
Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e '3C);

Realizar os testes de atividade antitumoral in vitro dos carboidratos

enonicos.



3 FUNDAMENTAQTAO TEORICA
3.1 Carboidratos

Os carboidratos sdo uma das substancias organicas mais conhecidas. Emil
Fischer junto com o seu grupo de pesquisa elucidaram a estrutura de alguns
carboidratos (KRISHNASWAMY, 2011; STICK, 2001). Os carboidratos
apresentam inumeras aplicagbes como, por exemplo, na sintese de moléculas
quirais - inducao da quiralidade (HOLLINGSWORTH e WANG, 2000), na sintese
de quimioterapicos (FUKUDA et al, 2003), na sintese de materiais avang¢ados,
como os biossensores, e estdo presentes em varios processos biol6gicos que séo

essenciais para seres vivos, a saber:

l.  Principal fonte de energia na forma de trifosfato de adenosina (ATP)

(Figura 1) utilizadas nas reag6es bioquimicas pelas células;
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Figura 1: Estrutura de trisfosfato de adenosina (ATP)

[I.  Contribui no efeito na saciedade e esvaziamento gastrico;

lll.  Controle da glicose sanguinea e metabolismo da insulina e coagulacao
sanguinea;

IV. Estdo presentes na molécula dos nucleotideos que por sua vez formam os
acidos nucléicos que sdo macromoléculas que controlam precisamente a
sintese das proteinas e transferéncia de informacdo genética
(LEHNINGER, 1998; BOISSON-DERNIER, 2011; DOORES et al, 2006);

V. Metabolismo do colesterol e dos triglicerideos, desidroxilagdo de acidos
biliares, fermentacdo, transito intestinal e modulagdo da microflora
intestinal (STICK, 2001);

VI. Sao moléculas que atuam sobre o sistema imunolégico (BALZARINI et al,
2007; WERZ e SEEBERGER, 2005);



VII. Mecanismo de glicosilacdo das proteinas, fundamentais para estrutura,
estabilidade e funcdes protéicas;

VIIl. Reserva energética - tanto os vegetais como 0s animais possuem
polimeros de glicose que atuam como reserva energética, o glicogénio € a
reserva dos animais e o amido é a dos vegetais;

IX.  Estrutural - os carboidratos estao presentes na parede celular dos vegetais
como um polimero conhecido por celulose e também esta presente nas
carapacas dos insetos que contém quitina que fornece ao exo-esqueleto
resisténcia. Como também estd presente na membrana plasmatica das
células e no citoplasma no didosfato de adenosina (ADP) na Figura 2 (DU
e YAREMA, 2010; LEHNINGER, 1998);
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Figura 2: Difosdato de Adenosina (ADP).

A principal fonte destas substancias sdo os vegetais, que as produzem pelo
processo da fotossintese (Esquema 1). Os vegetais absorvem a energia solar e a

transforma em carboidratos

hv + CO, + H,0 —» Carboidrato + 0,

Esquema 1: Equacao geral para o processo de fotossintese

Os animais consomem esse carboidrato e faz o processo reverso da

fotossintese formando diéxido de carbono, agua e energia.

Os carboidratos sdo formados fundamentalmente de &4tomos de carbono
(C), hidrogénio (H) e oxigénio (O), por isso recebem a denominagédo de hidratos
de carbono que segue a férmula C,H2,0,, entretanto, essa denominacdao nao é
adequada devido a existéncia das aminohexoses (C¢H1305N), como é o caso da



quitina, que possui atomos de nitrogénio em sua arquitetura molecular (HECHT,
1999).

Os carboidratos compéem as estruturas dos &cidos nucléicos (RNA e
DNA), sob a forma de ribose e desoxirribose, que sdo monossacarideos com
cinco atomos de carbono em sua férmula. O amido, um tipo de polissacarideo
energético, € a principal substancia de reserva energética em plantas e fungos.
Para os seres humanos a substancia que atua como a reserva energética é
conhecida como glicogénio, que fica armazenado no figado e nos musculos.
Quando o corpo necessita de energia, o glicogénio é hidrolisado em moléculas de
glicose, que sao carboidratos mais simples, com apenas seis atomos de carbono.
O glicogénio € resultado da unido de milhares de moléculas de glicose, assim

como a celulose.

Os carboidratos podem ser classificados em monossacarideos,
oligossacarideos e polissacarideos.

3.1.1 Monossacarideos

Os monossacarideos, também chamados de agucares simples,
apresentam apenas uma unidade de poliidroxialdeido ou poliidroxicetona que
possuem formula geral (CH20), Eles existem normalmente em varias formas
isoméricas, tanto ciclicas como aciclicas. A maioria dos isdbmeros ciclicos pode
ser isolada na forma pura. O monossacarideo mais abundante € o agucar de seis
carbonos denominado de D-glicose. A D-glicose € o principal combustivel para a
maioria dos organismos e o0 mondmero primario basico dos polissacarideos mais
abundantes, tais como o amido e a celulose.

A classificacdo dos monossacarideos também pode ser baseada no
namero de carbonos de suas moléculas; assim, as trioses (3 carbonos) sao os
monossacarideos mais simples, seguidos das tetroses (4 carbonos), pentoses (5
carbonos), hexoses (6 carbonos), heptoses (7 carbonos), etc. Destes, os mais



importantes estao as pentoses e as hexoses. As pentoses mais importantes sao a
ribose, a arabinose e a xilose. As hexoses mais importantes sao a galactose
(agucar encontrado no leite), manose (agucar encontrado nos legumes) e a
glicose (agucar encontrado no sangue). A estrutura das hexoses mais importantes
€ mostrado na Figura 3.

H HO HO

OH
OH H OH H

Galactose Manose Glicose

Figura 3: Estruturas da galactose, manose, frutose e glicose, respectivamente.

A férmula de projecao de Fisher é bastante utilizada para representar as
estruturas dos monossacarideos aciclicos, na qual a cadeia da substancia é
arranjada verticalmente com o grupo de aldose (0 grupo carbonila € um aldeido)
no topo e a cetose (grupo carbonila for uma cetona) mais préxima possivel do
topo (HECHT, 1999; HUDSON, 1948; STODDART, 1971) como mostrado na
Figura 4.

Aldose Cetose
Tetroses
C4HgO,

(i‘.HO CIIHZOH
*CIEHOH (IJ =0
*(.I‘,HOH *(I:HOH

CH,OH CH,0OH

aldotetrose cetotetruloses

Figura 4: Representacdo de monossacarideos aciclicos pela projecao de Fisher

O grupo aldeido ou cetona do monossacarideo de cadeia aberta reage
reversivelmente com a hidroxila do atomo de carbono (C-5 na hexose) e (C-4 na
pentose) produzindo um hemiacetal ou hemicetal, com seis ou cinco membros,
contendo um atomo de oxigénio entre dois atomos de carbono. Os anéis com seis
e cinco atomos em sua forma ciclica sdo chamados de piranose e furanose,

respectivamente, e eles existem em equilibrio com a forma aberta (Esquema 2).
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Esquema 2: Formas acetalicas dos anéis de cinco e seis membros.

O carbono anomérico dos piranosideos ao ser substituido por substituintes
alcoxi e halogénios tendem a ocupar a posigcao axial (EDWARD, 1966).

3.1.2 Oligossacarideos

Os oligossacarideos sao substdncias contendo de 2 a 10
monossacarideos. Polimeros com mais de 10 unidades sdo conhecidas por
polissacarideos. De acordo com o numero de unidades de monossacarideos, 0s
oligossacarideos podem ser classificados como di-, tri- e tetrassacarideos, que
podem ser subdivididos em homo-oligossacarideos, constituido de apenas um
tipo de monossacarideo, ou hetero-oligossacarideos, constituido de mais de um
tipo de monossacarideo (VOET et al 2014).

3.1.2.1 Dissacarideos

Os dissacarideos sao as substancias poliméricas mais comuns dos
oligossacarideos. Muitos ocorrem como produtos de hidrolise de moléculas
maiores. No entanto, dois dissacarideos sdo importantes. A lactose (Figura 5), por
exemplo, ocorre naturalmente apenas no leite (LEHNINGER, 1985). O nome
sistematico para a lactose € o O-B-D-galactopiranosil- (1—4)-D-glicopiranose,
especifica para seus monossacarideos, seu tipo de anel e o modo pelo qual eles
séo ligados. O simbolo (1—4) combinado com 3 no prefixo indica que a ligagao
glicosidica liga o C1 do anébmero 3 da galactose ao O4 da glicose. A lactose tem
um carbono anomeérico livre no seu residuo de glicose, sendo por isso um agucar
redutor (VOET et al, 2014).



A sacarose (Figura 5) é o dissacarideo mais abundante, a principal forma
pela qual os carboidratos sao transportados nas plantas. O nome sisteméaticos
para sacarose, € O-a-D-glicopiranosil-(1—2)--D-fructofuranosideo, indica que o
carbono anomeérico de cada agucar (C1 na glicose e C2 na frutose) participa na
ligacdo glicosidica e, por isso, a sacarose € um agucar nao redutor (VOET et al,
2014).

glicose OH

HO
HO HO OH OH

HORE_o 02 o0
HO
m oH HO™  oHg,

Frutose
on CH,0H Galactose Glicose

sacarose lactose

Figura 5: Estruturas da sacarose e lactose, respectivamente.

3.1.4 Polissacarideos

Os polissacarideos sao polimeros compostos por mais de 10
monossacarideos unidos por ligacdes glicosidicas. Podem ser classificados por
homopolissacarideos ou heteropolissacarideos quando consistem em um ou mais
tipos de monossacarideos (ASPINALL, 1982).

Os polissacarideos, ao contrario das proteinas e dos acidos nucléicos,
formam polimeros ramificados e lineares. Isso ocorre porque as ligacoes
glicosidicas podem ser formadas por qualquer grupo hidroxila de um
monossacarideo. A maioria dos polissacarideos é linear, e aquele que se

ramificam o faz em apenas poucas formas bem-definidas.
3.2 Glicosideos

Os dissacarideos sao carboidratos ditos glicosideos, pois sao formados a
partir da ligacdo de dois monossacarideos através de ligagcbes especiais
denominadas “ligagdes glicosidicas”. A ligagao glicosidica ocorre entre o carbono

anomérico de um monossacarideo e qualquer outro carbono do monossacarideo
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seguinte, através de suas hidroxilas e com a saida de uma molécula de agua. Os
glicosideos podem ser formados também pela ligacdo de um carboidrato a uma

estrutura ndo-carboidrato, como uma proteina, por exemplo.

Por meio da conformacado das estruturas dos isébmeros, os nomes sao
dados da seguinte maneira: o termo "ose" indica um acucar, e "piranose" um
acucar ter uma estrutura ciclica de seis membros, caso tenha cinco membros é
chamado de furanose. O termo "a" e "B" referem-se em particular o carbono 1,
também denominado de carbono anomérico (diastereoisomero, epimero), para

aldoses.

Os glicosideos podem ser ligados pelo carbono anomérico pelo a&tomo de
oxigénio (O-glicosideo), nitrogénio (glicosamina), enxofre (tioglicosideo) ou
carbono (C-glicosideo) por uma reagdo chamada de glicosidagdo, método
importante quando se deseja unir duas moléculas de agucar ou uma de agucar e
uma aglicona por meio da ligagdo de glicosidagdo como a Figura 6. A
glicosidacao de um carbono com o carbono 1 € a principal responsavel pela
viabilizagcdo da quimica dos carboidratos, pois ndo é uma ligacao facilmente

hidrolisavel.

Em geral, as proteinas contém oligossacarideos na sua arquitetura
molecular, e assim, sdo chamadas de glicoproteinas. O residuo sacaridico é
covalentemente ligado a proteina como um N-glicosideo, via aspargina ou O-
glicosideo, via serina, treonina, tirosina ou hidroxilisina. A porcao sacaridica tem
grande influéncia nas propriedades fisico-quimicas e conformacional das
proteinas, sendo a importancia biolégica dependente da interacdo entre o
elemento peptidico e o sacaridico (HERZNER et al, 2000).

O uso de tecnologia em sintese organica tem sido relatada numa variedade
de areas, como por exemplo, nos carboidratos por apresentarem um vasto campo
para a exploragdo de reatividade quimica (KARDOS e LUCHE, 2001). A
biossintese é um dos processos bésicos e um dos mais importantes em varios
processos bioldgicos. Os monossacarideos sao as biomoléculas fundamentais
para a construcdo de polissacarideos, sendo parte constitucional dos
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glicolipideos, glicoproteinas e outros gliconjugados essenciais para 0 processo
basico da vida, tais como, diferenciacao e regulacao de células, mecanismos de
reconhecimento em processos imunoldgicos, virologia, cancer e agao antibidtica,
fazendo parte também da energética quimica do sistema ADP/ATP (JUNG et al,
2000; STEINBORN e JUNICKE, 2000).

R 0 X =0-, N-, C-, S-, halogénio
— R = alquil ou aril
R'=R" OAc, H, etc
XR

Figura 6: Exemplos de glicosideos 2,3-insaturados
3.2.1 Reacdo de Glicosidacdo

A transformagdo de glicais em derivados glicosideos 2,3-insaturados
consiste em uma das reagbes mais importantes na quimica de carboidratos
(NAGARAJ e RAMESH, 2009). A primeira reagao de glicosidacao foi realizada por
Fischer em 1893. Fischer preparou os glicosideos ao tratar a D-glicose com
diversos alcoois alifaticos em meio acido (HCI) (Esquema 3). A glicosidacao de
Ficher, como ficou conhecido essa proposta sintética, mostrou ser limitada, uma
vez que produzia uma mistura de compostos piranosidicos e furanosidicos, além

de formar os anémeros a e f3.

CHZOH CHzOH
HO— c|-| o OCH,CH;  HO— CH o

Q)CHZCH3
CHO

|
H—C—OH etil- (x-D- etil-p- D
HO—-C—H EtOH glicofuranosideo glicofuranosideo
|
H—C—OH *
né-on 2° OH OH
| O OCH,CH; o
CH,0OH
OH + OH
D-glicose
HO HO OCH,CH;3
OH OH
etil-g-D- etil-o-D-
glicopiranosideo glicopiranosideo

Esquema 3: Reacao de glicosidacio de Ficher



12

Algumas décadas mais tarde, Ferrier e Prasad (1969) em um trabalho
pioneiro, relatou a preparacéao de glicosideos 2,3-insaturados pela reagcao entre o
tri- O-acetil-D-glucal com diversos alcoodis catalisada pelo BF3.Et,O. Essa reacao é
formalmente considerada como uma substituigdo nucleofilica com um rearranjo
alilico, a qual é atualmente conhecida como rearranjo de Ferrier. Esse rearranjo
consiste na migracdo da dupla ligacao do C-1 para o C-2 seguido da saida do
grupo acetdxi localizado no C-3 produzindo os glicosideos 2,3-insaturados e,

sendo 0 anémero a o produto majoritario (Esquema 4).

é)Aco OAc OAc
4 (o] (o]
BF;.Et,0
. \ + ROH —*Z» + OR
AcO A1 Benzeno, T.A. AcO AcO
—— =
AcO” 3 OR
Anomero o Anomero j

Produto principal

Esquema 4: Rearranjo de Ferrier do tri-O-acetil-D-glucal catalisada pelo BF3.Et,O

Uma grande variedade de catalisadores tem sido empregados no rearranjo
de Ferrier, tais como: BF3;.Et,O (FERRIER E PRASAD, 1969), SnCl,
(GRYNKIEWIEZ; PRIEBE; ZAMOJSKI, 1979), FeCl; (MASSON; SOTO;
BESSODES, 2000), InCl; (BABU; BALASURAMANIAN, 2000), BiCls
(RAGHVENDRA e VENKATESWARLU, 2002), Yb(OTf); (MOHAMED; ADEL;
RICHARD, 2001), ZnCl, (BETTADAIAH e SRINIVAS, 2003), ZrCls (SNITHA e
REDDY, 2004), montmorillonita K-10 (FREITAS FILHO et al, 2001) e TeCl,
(FREITAS et al, 2012) os quais atuam como &cidos de Lewis. Adicionalmente,
novas condicdes reacionais para a glicosidacao vém sendo desenvolvidas a fim

de eliminar o uso de solventes organicos.

3.2.2 Glicosideos Naturais

Os glicosideos cardiacos compreende uma grande familia de compostos
de origem natural, encontradas em plantas e animais. Estas substancias sao
caracterizadas por apresentarem em sua estrutura um ndcleo esteroidal
substituido na posicdo 17 e 3 por uma lactona e uma porcdo sacaridica,
respectivamente (Figura 7). Os membros desta familia ja vém sendo utilizados ha

muito tempo no tratamento de doencas do coracao, principalmente em pacientes
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acometidos por insuficiéncia cardiaca e arritmia atrial. O seu mecanismo de acao
envolve a inibicdo da proteina transmembranar Na*/K*-ATPase resultando em um

efeito inotropico positivo, estando bem caracterizado na literatura.

Fragmento
de lactona

\
1
1
I
|
|
I
I
I
]
]
1

Fragmento___
de agucar

Glicosideo Cardiaco

o. O 0. °
/
_
e o o w (o] (o]

Cardenolideos Bufadienolideos

Figura 7: Estruturas gerais dos glicosideos cardiacos.

Recentes descobertas sugeriram modos adicionais de sinalizacdo da agao
da proteina Na* /K*-ATPase, implicando glicosideos cardiacos na regulacdo de
diversos processos celulares importantes e com destaque para as novas
potenciais funcdes terapéuticas destes compostos em varias
doencas. Notadamente, o aumento da susceptibilidade das células cancerosas a
estes compostos apoia seu uso em potencial na terapia contra o cancer, sendo
que a primeira geragcao de drogas anticancer baseado em glicosideos cardiacos
estdo atualmente em ensaios clinicos (PRASSAS e DIAMANDIS, 2008;
HEASLEY, 2012).

3.3 Atividade bioldgica dos Carboidratos

Os carboidratos apresentam uma vasta aplicagao farmacolédgica (IMBERTY
e PERES, 2000). Essas substancias se destacam como substancias precursoras



14

de comunicacéo entre as células (BOISSON-DERNIER et al, 2011), sao bioativas,
atuando como antibiético, antibactericida e adesao bacteriana (COHN, Z.A, 1978;
KILLINY et al, 2010; KUNTTU et al, 2011), antiviral (LI et al, 2011; TALARICO et
al, 2004; THOULOUZE E ALCOVER, 2011), antitumoral (BEROIS et al, 2006;
FREIRE, 2006; ITOH, 1993; RAGUPATHI, 2006), ativador imunol6gico (KUDUC,
1998; RAGUPATHI, 2006), anticoagulante, antiprotozoaria (MITTAL et al, 1998;

NOLETO et al., 2002), antifungica, entre outras, relatadas na literatura.

Na literatura, podemos observar o quanto os carboidratos contribuiram
para investigagcdes bioldgicas, bioquimicos e biofisicos, derecionadores nas
estratégias terapéuticas, como também para a descoberta de medicamentos.
Alguns farmacos derivados de carboidratos (naturais e sintéticos) ja foram
introduzidos no mercado, como é o caso do antiviral fosfato de oseltamivir
(Tamiflu, Roche ®), do antidiabético acarbose Glucobay, Bayer ®), do
antitrombético heparina e dos antibioticos aminoglicosideos (DOORES et al,
2006; HOLEMANN e SEEBERGER, 2004; SEEBERGER e WERZ, 2005).

A funcionalidade dos carboidratos é uma das suas propriedades mais
importantes fornecendo diferentes posicdes de acoplamento do monossacarideo
adjacente o que possibilita ramificacées diversas da cadeia. A descoberta de
novos métodos de sintese glicosideos estereoseletivos tem sido fundamental para
a area de Glicociéncia (BONGAT e DEMCHENKO, 2007).

Os pseudoglicosideos podem ser utilizados como blocos de contrugdo na
sintese de produtos naturais, glicopétideos (LOPES e PLUMET, 2011),
oligossacarideos e nucleosideos. Além disso, os carboidratos estao presentes
como em unidades de varios produtos naturais tais como salicina, catalpol e

macrolactina, as quais apresentam uma larga gama de atividades bioldgicas.

Dessa forma, a seguir é apresentado algumas das diversas atividades
biolégicas que enfatizem a importancia dos carboidratos como substancias
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bioativas, destacando as atividades antibacterianas, antivirais, antineoplasicas,

antiprotozoarias, antifungicas, entre outras, relatadas recentemente na literatura.

3.3.1 Atividade Antiviral

A maioria das doengas infecciosas que afeta o homem e o animal é
causada por virus e ainda representam um risco a saude publica apesar de todo
progresso na medicina (KAZIYAMA et al, 2012).

Agentes antivirais sdo substancias empregadas no tratamento e profilaxia
de doencas causadas por virus. A quimioterapia antiviral se confronta com dois
grandes obstaculos: a falta de seletividade, pois na maioria das vezes os agentes
antivirais sdo igualmente toxicos ao virus e ao hospedeiro; e o diagndstico tardio
de muitas doengas virais, pois frequentemente os primeiros sintomas s6

aparecem no estagio final da multiplicacéo do virus (NOGUEIRA, 2009)

Um dos primeiros medicamentos descoberto com atividade antiviral foi o
aciclovir em 1974 que impulsionou a pesquisa e desenvolvimentos de novos
compostos com esse tipo de atividade. Alguns anos depois, a descoberta do
virus de imunodeficiéncia humana (HIV) e a sindrome da imunodeficiéncia
humana (SIDA) fizeram com que novos farmacos antivirais se tornassem
prioridade para alguns pesquisadores, entretanto, atualmente ainda nao ha meios
de controlar totalmente as doengas virais (MENDONGA JUNIOR, 2007).

Alguns carboidratos sulfatados de alta massa molecular apresentam
atividade contra varias viroses, agindo na etapa de adsorcdo viral. Estas
substancias apresentam-se praticamente isentos de toxicidade e, na maioria dos
casos, sao de facil obtencdo (CHU et al, 1995). Os polissacarideos sulfatados
exibem seu espectro de agao frente a varios virus envelopados, tais como: HSV-
1, HSV-2 (virus herpes simplex do tipo 1 e 2, respectivamente), citomegalovirus,
togavirus, arenavirus, rabdovirus, virus Influenza A e virus sincicial respiratério
(WITVROUW e DE CLERCQ, 1997). Alguns trabalhos existem na literatura com
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compostos glicosidicos e seus derivados sintetizados contra alguns virus como o
HIV-1(FERIR et al, 2014).

Os Polissacaripeptideo (PSP) foi isolado a partir da comestivel cogumelo
Coriolus versicolor foi testado por Collins e Bun Ng (1997) para determinar o seu
potencial como um anti-virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1)
composto de uma série de ensaios in vitro. Juntamente com a sua elevada
solubilidade em agua, estabilidade térmica e baixa citotoxicidade, torna-lo um
composto util para estudos posteriores sobre a sua possivel utilizagdo como um

agente anti-viral in vivo.

O grupo de pesquisa de Barradas (2008) realizou um estudo para
relacionar a estrutura com a atividade antiviral de 1,3,4-oxadiazoéis, 1,2,4-triazolil-
3-tionas e imidazo[2,1-b]tiazdis substituidos com derivados de carboidratos e
grupo halofenila. A escolha do anel heterociclo substituido foi baseada no
aumento da atividade biol6gica, reportada na literatura quando na presenca de
centros assimétricos e/ou halogénios. A atividade antiviral dos novos compostos
foi testada contra dois virus com o genoma RNA, o virus Junin e o virus da
dengue tipo 2. Esses virus foram escolhidos por serem agentes patogénicos
humanos de doencas graves como a dengue, dengue hemorragica e a febre
hemorragica da Argentina, e também porque nao existe uma terapia antiviral
especifica nesses casos. ApOs a realizagao dos testes, foi observado que o tiazol
Figura 8 inibiu a replicacdo de ambos os virus com concentragdes relativamente

pequenas frente aos virus Junin e dengue tipo 2, respectivamente.
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Br

Figura 8: Tiazol com atividade antiviral

3.3.2 Atividade Antibacteriana e Atividade Antibidtica

Bactérias sdo microrganismos unicelulares de estrutura simples presentes
em diversos locais incluindo pele, boca, vias respiratérias, intestino e 6rgaos
genitais entre outros. Raramente provocam infec¢des, a ndo ser que ocorra um
enfraquecimento nas defesas do organismo. A maioria dessas infecgbes é
causada por bactérias patogénicas que invadem o organismo e se multiplicam,
utilizam toxinas, enzimas, fatores de viruléncia, os quais afetam as células e

provocam doengas, para invadir € se manterem no organismo.

Os antibacterianos sdo agentes com toxicidade seletiva contra esses
microrganismos. O antibacteriano ideal é aquele que interfere na funcao vital da
bactéria sem comprometer as células do hospedeiro (PATRICK, 2005). Além
disso, deve ter boa distribuicdo pelos tecidos e liquidos organicos, nao sofrer
destruicdo por enzimas, nao causar alergia, irritacdo ou ser tdxico ao hospedeiro

e, sobretudo, ndo induzir o desenvolvimento de bactérias resistentes.

Ha uma necessidade constante de descoberta de novos agentes
antimicrobianos que possam ser empregados no tratamento de doencas diversas,
causadas por microrganismos resistentes as terapias convencionais utilizadas
(BARBOSA et al, 2010).



18

Diversos estudos estdo sendo realizados para a busca de novas moléculas
bioativas como alternativas terapéuticas. Compostos pertencentes a diferentes
classes funcionais, como peptideos, furanonas e terpenos, tém sido isolados de
organismos marinhos (algas, esponjas, etc). Esses compostos apresentaram
atividade biolégica diversificada, sendo observada significativa atividade
antimicrobiana na maioria dos casos (WUNDER, 2004).

As vacinas glicoconjugadas, cujo carboidrato da superficie de um
microrganismo esta covalentemente ligado a uma proteina carreadora, vém sendo
consideradas como efetivas para gerar respostas imunes que previnem um
grande numero de doencas. A tecnologia é genérica e aplicavel a varios
patdgenos, se os anticorpos contra os carboidratos de superficie forem capazes
de proteger contra a infecgdo. Trés vacinas contra Haemophilus influenzae tipo b
(Hib) que causa pneumonia e meningite Figura 11, principalmente em criangas,
Neissseria meningitidis Grupo C e sete sorotipos de Streptococcus pneumoniae ja
foram licenciadas e muitas outras estdo em desenvolvimento (JONES, 2005)
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Figura 9: Primeira vacina comercial de carboidrato sintético

Os antibiéticos aminoglicosideos sdo uma grande familia de moléculas,
catibnicos soluveis em agua que apresentam amplo espectro antimicrobiano.
Estes sdo parte importante do arsenal terapéutico antibacteriano desde seu
descobrimento, na década de 40 (BALZARINI et al, 2007; WRIGHT,
1998;0OLIVEIRA et al, 2006). S&o utilizados no tratamento de muitas infecgdes
bacterianas causadas por ambos os organismos Gram-positivos e Gram-

negativos, e sdo geralmente administrados por inje¢cdo ou por via intravenosa,
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como um resultado da sua relativamente fraca absorcdo oral (EDSON E
TERRELL, 1991).

Ha muitos anos os aminoglicosideos vém sendo investigados e utilizados
como antibiéticos. Seu sucesso e uso continuo podem ser atribuidos a varios
fatores, incluindo rapido efeito dependente da concentragdo bactericida, o
sinergismo com antibibticos beta-lactamicos, eficacia clinica, uma baixa taxa de
resisténcia e baixo custo. Os aminoglicosideos permanecem farmacos de escolha
em muitas circunstancias como septicemia, infeccdes graves causadas por
bacilos Gram negativos, e endocardite bacteriana (BEGG & BARCLAY, 1995).

Entre os anos 1940-1960 varios antibiéticos foram descobertos através de
triagens de produtos naturais microbianos, sendo a maioria deles eficazes para o
tratamento de bactérias Gram positivo, como o0 caso dos aminoglicosideos
(estreptomicina) na Figura 10, peptideos (vancomicina) na figura 11
(FERNANDES, 2006).

A estreptomicina foi isolada em 1944 de Streptomyces griseus, um
microrganismo de solo. Os aminoglicosideos apresentam atividade melhorada em
pH levemente alcalino, em torno de 7,4, onde estdo positivamente carregados,
facilitando a penetragcao em bactérias Gram negativo (PATRICK, 2005).

HHO
OH
HO
HO NHCH3

HO
Figura 10: Estreptomicina (Streptomyces griseus)
Os antibidticos glicopeptidicos, vancomicina e teicoplanina tém se tornado
os farmacos de primeira linha no tratamento de infecgdes por bactérias Gram
positivo com resisténcia a diversos antibiéticos (PACE e YANG, 2006). A

vancomicina, o primeiro antibiético glicopeptidico introduzido na pratica clinica em
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1959, foi isolada de amostras de solo de Streptomyces orientalis (reclassificado
como Amycolatopsis orientalis). A vancomicina apresenta uma conformagao
rigida importante para a atividade. Eles sdo restritos para o tratamento de
infeccOes causadas por bactérias Gram positivo por serem incapazes de penetrar
nas membranas de bactérias Gram negativo (PACE e YANG, 2006; VON
NUSSBAUM et al, 2006). A vancomicina em geral é o antibiético de ultima
escolha frente a patdgenos Gram positivo resistentes, em particular contra
espécies de Enterococcus.

OH

NHCH;

Figura 11: Vancomicina (Streptomyces orientalis)

3.3.3. Atividade imunoldgica

O sistema imunoldgico auxilia no combate a estes agentes externos que
podem causar danos, fazendo com que essas agressds ndao causem danos
permanentes. Entdo, a fungdo primaria do sistema imunoldgico é eliminar os
agentes infecciosos e minimizar o dano que estes possam causar ao organismo
(ROITT et al, 1999). Para isso € necessario o reconhecimento do patégeno. Cada
patdgeno exige um tipo de resposta imunolégica especifica. Pesquisadores como
Artursson et al (1987), identificou polissacarideos que apresentam agao que ativa

células tornando-as capazes de inativas células tumorais.

Materiais a base de carboidratos sao sintetizados em prol de ter vacinas
eficientes e/ou obterem métodos para deteccdo de microrganismos, como é o
caso de derivados de antroses que podem ser ligados a uma proteina de
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transporte da Hemocianina da lapa californiana (KLH), para a obtencdo de
anticorpos tendo bons resultados, e assim, apresentando uma forte atividade
imunogénica da antrose (Figura 12) associada a KLH (DHENIN et al, 2008).

Figura 12: Derivado da antrose.

3.3.4 O cancer e a atividade antitumoral

Segundo o Instituto Nacional do Cancer - INCA (2015) e Almeida et al
(2005), o cancer ou o neoplasma maligno é o nome dado a um conjunto de mais
de 200 doencas que tem em comum o crescimento desordenado de células
malignas que invadem os sistemas de células, os quais podem invadir tecidos e
6rgaos, podendo espalha-se pelo corpo do individuo (KATZUNG, 1994). Apesar
de todos os avancos cientificos e tecnoldgicos alcangados na Medicina, o cancer
ainda € uma doenca estigmatizante, ainda € uma doenca associada a
possibilidade de sofrimento fisico, emocional e morte (CAVALCANTI, 2005).
Atualmente a definicao cientifica de cancer refere-se a neoplasia, especificamente
aos tumores malignos devido a divisdo e acumulagédo sucessivas destas células
neoplasicas malignas. O cancer € uma das doengas que mais causam temor na
sociedade, por ter se tornado um estigma de mortalidade e dor (ALMEIDA et al,
2005; INCA, 2015).

Os fatores de risco de cancer podem ser encontrados no meio ambiente ou
podem ser hereditarios (ALMEIDA et al, 2005; CHABNER E LONGO, 1996; INCA,
2015). Sabe-se que mais de 50% dos casos de cancer ocorrem com a
participacdo de habitos nocivos, tais como tabagismo, sedentarismo, contatos
com carcinégenos ambientais, alimentacdo inadequada contendo excesso de
nitrosaminas, de gordura animal, corantes e conservantes.
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As alteracbes que causam as neoplasias podem ocorrer em genes
especiais denominados protooncogenes, que a principio sao inativos em células
normais. Quando ativados, os protooncogenes transformam-se em oncogenes,
responsaveis pela malignizagdo (transformacéo) das células normais como
mostrado na figura de ALMEIDA, 2005:

Membrares celllar

Cioplasma ‘ Mcleo
|

—
- ' Sdoogirens G

Agerte

cancerigend

Celula Mormal Célula Cancerosa

Figura 13: Transformagao de uma célula normal em célula cancerosa.
Fonte: ALMEIDA et al, 2005.

Estas células diferentes sao, entdo, denominadas cancerosas, ou melhor,
tumorais. Devido a modificagdo das células, estas entdo se comportam anormal,
multiplicando-se desordenadamente. Com a constante multiplicagéo celular, ha a
necessidade de que novos vasos sanguineos sejam formados para que haja a
nutricio destas células, em um processo denominado angiogénese. A
manutencdo e o acumulo de massa dessas células formam os tumores malignos
e elas também podem adquirir a capacidade de se desprenderem do tumor e de
migrarem, invadindo inicialmente os tecidos vizinhos, podendo chegar ao interior
de um vaso sanguineo ou linfatico e, através destes, disseminarem-se, chegando
a 6rgaos distantes do local onde o tumor se iniciou, formando as metastases. As
células cancerosas sdo, geralmente, menos especializadas nas suas fungdes que
as suas correspondentes normais. Conforme as células cancerosas vao
substituindo as normais, os tecidos invadidos vao perdendo suas fungdes
(ALMEIDA, 2005; CHABNER e LONGO, 1996; FOYE e SENGUPTA, 1996; INCA,
2015).

Para o tratamento para o cancer existe trés métodos comuns: cirurgia
(remocao do tecido lesado e seus arredores), radioterapia e quimioterapia
(ALMEIDA, 2005; FOYE e SENGUPTA, 1996; MURAD e KATZ, 1996). Mais
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recentemente tem-se usado a terapia de fotorradiacdo com derivados
hematoporfirinicos —HTP- (MACHADO, 2000) e a imunoterapia (SALMON e
SARTORELLI, 2003), sendo que o objetivo de cada um destes tratamentos é
erradicar o cancer, normalmente por meio da terapia combinada, onde é

associado mais que um tipo de tratamento.

O desenvolvimento de novos agentes quimioterapicos para o tratamento de
cancer é necessario com urgéncia e na busca de novas substancias naturais ou
sintéticas que exibem esta atividade continua a ser um desafio para a ciéncia
médica (CARDOSO, 2013).

Imunoglobulinas naturais contra antigenos tumorais nao sao, em geral,
encontradas em individuos com céancer devido ao carater proprio das células
cancerigenas, o que dificulta a escolha de alvos para o desenvolvimento de
vacinas. Dentre os antigenos tumorais ja conhecidos, os carboidratos sao
considerados 0 meio mais apropriado e clinicamente relevante para indugcao de
imunidade ativa (KEDING, 2003; SLOVIN et al, 2005).

Um dos trabalhos pioneiros envolvendo carboidratos em respostas
biolégicas foi realizado por BRADNER e colaboradores (1958), apresentando uma
atividade antitumoral promovida por carboidratos estruturados na parede celular
da Saccharomyces cerevisae. Diante desta pesquisa, diversos trabalhos em
seguida foram realizados. Cada nova possibilidade terapéutica traz esperanca de
maior tempo de sobrevida e de melhor qualidade de vida aos pacientes por meio
de utilizacdo de compostos biologicamente ativos.

Carboidrato antigenos associados a tumor TACAs (Tumores Associados a
Carboidratos Antigenos) constituem poderosas ferramentas como marcadores
tumorais e como alvos para anticancerigeno imunoterapia (FREIRE, 2006). No
trabalho de SLOVIN et al (2005), inclue definir o antigéno associado a um tumor
correspondente, e com sucesso sintetizar o antigénio para imitar a molécula

original, induzindo uma resposta imune, e, subsequentemente, aumentando a
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reatividade imunolégica de modo que todos os componentes possam trabalhar
em conjunto. Trabalhos como o de Bay et al (1997), que utiliza glicosideos como
forma de ativar respostas imunitarias especificas para determinados tipos de
carcinomas. O glicopeptideo antigénio multiplo MAG ( Glicopeptideos de
Antigenos Muliplos) oferece como vantagem a imunogenicidade do nucleo de
polilisina e possui definigdo quimica exata.

Alguns trabalhos a partir de derivado C-glicosideo Figura 14 b
apresentaram atividade frente a células de melanoma B16 que ataca os pulmdes
e se mostrando 100 vezes mais ativo que o O-glicosideo Figura 14 a. Além disso,
também apresentou atividade contra maléria, sendo 1000 vezes mais ativo do que
O-glicosideo (YANG et al, 2004).
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Figura 14: Glicosideo com atividade imunoestimuladora.

Em estudos de Abdou et al (2004), os nucleosideos derivados do pirazol
apresentaram uma boa atividade antitumoral, sendo que o produto Figura 15
apresentou melhor atividade in vitro com com relagdo a leucemia humana (HL
60).

OH CFs

Figura 15: Nucleosideos com atividade antitumoral.



25

3.4 Métodos para Determinacao da Atividade Farmacoldgica

A analise da citotoxicidade pelo método de 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. E um método répido, sensivel e
barato. Foi descrita primeiramente por Mossman (1983), tendo a capacidade de
analisar a viabilidade e o estado metabdlico da célula. E uma analise colorimétrica
baseada na conversdao 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 citotdxico pelo
método do MTT permite definir facilmente a citotoxicidade, mas ndo o mecanismo
de acédo (BERRIDGE et al., 1996).
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Materiais e Métodos

Os experimentos de sintese dos compostos, em geral, foram realizados no
Laboratério de Sintese Organica (LASO) da Universidade Federal de Campina
Grande (UFCG), do Campus CES-Cuité.

Os reagentes utilizados foram obtidos na forma comercial para anadlise
(P.A.), sem a necessidade da prévia purificagdo. Os solventes utilizados foram
purificados e secos conforme os protocolos Perrin e Armarego (1996), assim, o
hexano e o acetato de etila foram destilados através de coluna de Vigreux antes
do uso em coluna, enquanto que o diclorometano foi destilado sob hidreto de
célcio e mantido sob cloreto de calcio.

4.1.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

As reacoes foram monitoradas por cromatografia em camada delgada
(CCD). Para o acompanhamento dessas reacdes, foi utilizado uma solugao
alcodlica acida com posterior aquecimento das placas para a revelacdo. Os
produtos: tri-O-acetil-D-glucal, os O-glicosideos 2,3-insaturados, os O-glicosideos
hidrolisados e carboidratos endnicos foram purificados através da cromatografia
em coluna, onde o material utilizado foi uma coluna de vidro, silica gel 60 (70-230
mesh-Merck) como fase estacionaria, e como eluente, um solvente, como por
exemplo, o acetato de etila, ou por uma mistura de solventes, geralmente,

hexano/acetato com diferentes proporcdes que variam de 7:3; 9:1 e 4:6.

Os solventes foram evaporados em um Evaporador rotativo Fisatom

conectado a uma bomba de vacuo modelo New Pums Sparmaz.

4.1.2 Técnicas Espectroscopicas

As técnicas espectroscopicas foram realizadas na Central Analitica da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Os espectros de ressonancia
magnética nuclear foram registrados em um espectrometro Varian Unity Plus de
300 MHz ou em um espectrdbmetro Varian URMNS de 400 MHz. Os
deslocamentos quimicos estdo expressos em ppm (partes por milhdo) em relagao
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ao pico residual do cloroférmio (7,258 ppm) para os espectros de hidrogénio, em
relacao ao pico central do CDCl3 (77,0 ppm) para os espectros de carbono. Todas
as constantes de acoplamento (J) foram descritas em hertz (Hz). Os espectros no
infravermelho foram registrados em um em espectrofotémetro de IV com
transformada de Fourier no instrumento Bruker Modelo IFS66, sendo as amostras
preparadas como filmes finos ou pastilhas de KBr.

4.2 Procedimento Experimental

4.2.1 Preparacéao do tri-O-acetil-D-glucal 2

OAc

(o)
Lo
AcO"

OAc
2

Para a sintese do produto 2 utilizou-se o método de Shull et al (1996). Em
um baldo de fundo redondo preparou-se uma suspensao do carboidrato D-glicose
1 (1,0 g; 555 mmol) em anidrido acético (3,61 g; 7,0 mol equivalente),
posteriormente foi adicionado 1,0 g de uma solucdo de 31% HBr/acido acético
(0,5 mL de acido bromidrico 48% em 2,0 mL de anidrido) a temperatura ambiente
sob forte agitacdo durante 1 hora. Ap6s esse tempo, adicionou-se 6,0 g solugéo
31% HBr/AcOH (3,0 mL de HBr 48% em 12,0 mL de anidrido) foi acrescentada a
mistura reacional e manteve-se a temperatura ambiente sob agitacdo durante 6

horas.

Passado esse tempo foi adicionado acetato de sodio anidro (2,0 g) para a
neutralizagéo do excesso de HBr e a mistura reacional foi agitada por 30 minutos.
Apds a neutralizagéo, foi adicionado a essa mistura reacional uma suspensao
preparada em um segundo baldo, composta de agua (10 mL), acetato de sédio tri-
hidratado (9,45 mL;115 mmol), acido acético (15,0 mL), CuSO4.5H,0 (0,315 g; 1,3
mmol) e zinco sélido (12,6 g; 200 mmol), sendo esta suspensao mantida sob
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agitacao vigorosa a temperatura ambiente por 1,5 horas. A parte sélida foi
removida por filtracdo a vacuo, sendo lavada com acetato de etila (100 mL) e
depois com agua (100 mL). A fase orgéanica foi transferida para um funil de
separagao e lavada com solugdes saturadas de NaHCO3 (100 mL), e NaCl (50
mL), sendo posteriormente seca com MgSO,4. O solvente teve seu volume
reduzido pela utilizacdo de um evaporador rotativo, sendo o produto final 2, o tri-
O-acetil-D-glucal, podendo ser purificado por cromatografia em coluna usando o
sistema de solventes hexano/acetato de etila (90:10).

4.2.2 Preparacio dos Glicosideos 2,3-insaturados 4 a-e

OAc R
O_.OR a: n-propil
b: i-propil
NA c: ciclopentil
AcO d: 2-propen-1-i
4a-e e: 2-propin-1-il

Em um baldo, adicionou-se o tri-O-acetil-D-glucal (0,272g; 1 mmol)
dissolvido em diclorometano seco com MgSO. (20 mL), posteriormente foi
adicionado o alcool apropriado 3a-e (1,2 mmol) e a montmorillonita conhecida
como K-10 (0,1632 g; 60% M/M). O baldo deve ser acoplado a um sistema de
refluxo e foi deixado sob aquecimento. Apés o término da reagdo, comprovado
por cromatografia de camada delgada (CCD), a reacédo foi filtrada e seca com
MgSO4. O solvente foi removido sob pressao reduzida e o residuo purificado em
coluna cromatografica de gel de silica, utilizando um sistema de solvente

hexano:acetato de etila (9:1), levando aos O-glicosideos 2,3-insaturados 4a-e.

4.2.3 Preparacgéao dos O-glicosideos hidrolisados 5a-e

OH R
O__.OR  a: npropil
b: i-propil
NS c: ciclopentil
HO d: 2-propen-1-i
e: 2-propin-1-il
5a-e

Os compostos 4,6-Didis 2,3-Didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideos 5a-

e foram sintetizados a partir da hidrolise do O-glicosideo 2, 3 insaturado em meio
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basico. O O-glicosideo 2,3-insaturado 4a-i apropriado (0,25 mmol) foi transferido
para um tubo de ensaio, em seguida adicionou-se metanol (1,0 mL). A esta
solugéo foi adicionado o sal basico K.CO3 (69,0 mg; 0,5 mmol) e entdo, a agua
(0,3 mL). O sistema reacional foi mantido sob agitacao durante 5 minutos e sem
aquecimento. A reacao foi acompanhada por CCD, sendo que o sistema de
eluicao utilizado foi acetato-hexano (6-4). Apés o término da reacdo, a mistura
reacional foi transferida para um balé&o e foi adicionado acetato de etila e sulfato
de sodio anidro. Na sequéncia foi realizada uma filtracao simples e o filtrado foi
coletado em um segundo baldo, o qual foi evaporado sob pressao reduzida para
retirada do solvente. Cabe salientar que alguns hidrolisados foram extraidos com
diclorometano. Os compostos foram purificados por cromatografia em coluna
fornecendo correspondentes hidrolisados com rendimentos que variaram de 85,23
a 97,84% de rendimento.

4.2.4 Preparacao dos carboidratos enonas por meio de uma oxidacao alilica
6a-e

OH R
O._ .OR
' a: n-propil
_ b: i-propil
O c: ciclopentil
d: 2-propen-1-i
6a-e e: 2-propin-1-il

Em um tubo, foi adicionado 0,25 mmol do composto hidrolisado 5a-e, 10
mL de diclorometano (DCM), 20 mmol equivalentes do 6xido de manganés. A
reacdo foi realizada em temperatura ambiente e sob agitacdo continua. O término
da reacdo foi verificado por CCD utilizando o sistema hexano-acetato de etila (6-
4) na elui¢do das placas de CCD.

4.3 Atividade Farmacologica

4.3.1 Determinagéo da atividade antitumoral

Uma vez sintetizados e caracterizados os carboidratos endnicos, o0s
compostos foram enviados para o Departamento de Fisiologia e Farmacologia da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), que funciona sob a supervisdo da
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Prof.2 Dr.2 Gardénia Carmen Gardelha Militdo, como intuito de avaliar a atividade
antitumoral frente a quatro linhagens de células tumorais humanas: Células NCI-
H292 (carcinoma de pulmao), MCF (cancer de mama), HEP (carcinoma do colo
do utero) e HL60 (leucemia promielocitica) pelo Método MTT (Microcultura de

Tetrazolium).

Para determinacdo da atividade antitumoral, primeiramente, as células
foram plaqueadas na concentragdo de 1x10° células/mL. As substancias
previamente dissolvidas em DMSO (dimetilsulfoxido) formam diluidas em série no
meio RPMI para obtencéo das concentracgdes finais e adicionadas em placa de 96
pocos (100 ulL/pocgo). As placas foram incubadas por 72 horas em estufa aa 5%
de CO, a 37°C. Em seguida, foram adicionados 25uL da solucao de MTT
(microcultural de tetrazolium), e as placas foram incubadas por 3 horas. A
absorbancia foi lida apds dissolugdo do precipitado com DMSO puro em

espectrofotdmetro de placa no comprimento de 595 nm.
4.3.2 Método de analise dos resultados

Uma escala de intensidade foi utilizada para avaliar o potencial citotéxico
das amostras testadas. As amostras sem atividade (1 a 20% de inibi¢gdao), com
pouca atividade (inibicdo de crescimento celular variando de 20 a 50%), com
atividade moderada (inibigdo 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
desvios no programa Graphpad Prism, feitas também pelo laboratério de
Departamento de Fisiologia e farmacologia da UFPE. Cada amostra foi testada

em duplicata.
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5 RESULTADOS

5.1 Sintese do Tri-O-Acetil-D-Glucal 2

O trabalho foi iniciado com a sintese do tri-O-acetil-D-glucal, 2, a partir de
sucessivas transformagbes da D-glicose utilizando o protocolo de Shull, Wu e
Korreda (1996), conforme o Esquema 5.

OH OAc
O. OH 1)Ac,0, HBr/ACOH, 1h o
2) HBr/AcOH, 6h |
3) NaOAc, 0,5h
HO OH  4)7zn, CuS0O4.5H20, 1,5h  AcO
OH OAc
1 2

Esquema 5: Sintese do tri-O-acetil-D-glucal, 2.

Através desse protocolo, do tipo one pot, a D-glicose passou por trés
reacoes distintas para levar ao composto 2 com um rendimento de 90% na forma
de um soélido amorfo branco. As reacdes em que a D-glicose foi submetida foram:

acetilacdo, bromacao e eliminacao.

No tocante, a reacao de acetilacdo o mecanismo associado é semelhante
ao da esterificacdo em meio acido (SOLOMONS E FRYHLE, 2009), onde o
hidrogénio acido é capturado pelo par eletrénico do oxigénio da carbonila do
anidrido acético. Isto eleva a densidade de carga positiva do carbono da
carbonila, tornando-o suscetivel ao ataque do par eletrénico do oxigénio do grupo
hidréxido presente na D-glicose, como mostra o Esquema 6, apds varios
rearranjos ha a eliminagdo do acido acético e restauragdo do hidrogénio acido

que inicia outra vez a catalise.
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Etapa 1. Rapida

o ‘07 T\ :
AA o — AN

Etapa 2. Lenta

OAc

t H-o
OAc cont. .
- Ao
"“OAc .
formagéo
OAc de acido acético
D-glicose monoacetilagédo

pentaaacetilada

Esquema 6: Proposta mecanistica para acetilacao da D-glicose.

Uma vez que, a D-glicose foi pentaacetilada inicia-se a bromagao do
carbono anomérico, utilizando uma grande quantidade de acido bromidrico. Esta
reacdo de bromagédo é mais lenta quando comparada a reacao de acetilagéo, e
isso pode ser justificado pela baixa nucleofilicidade do ion brometo. Esta baixa
nucleofilicidade esta associada ao volume desse anion (SOLOMONS E FRYHLE,
2009), porém devido ao grande excesso de acido bromidrico o equilibrio &
deslocado no sentido dos produtos (ATKINS E JONES). A proposta mecanistica

da bromagéo segue no Esquema 7.

D-glicose
pentaaacetilada

D-glicose
bromada

Esquema 7: Proposta mecanistica para bromacao da D-glicose pentaacetilagéo.
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Concluida a reagdo de bromacdo a etapa seguinte foi promover a
neutralizacdo do meio adicionando acetato de sédio, uma vez que o pH do meio
reacional estava baixo devido a grande quantidade de acido bromidrico utilizado.
Por fim a ultima reagdo envolve a eliminagdo radicalar do bromo da D-glicose
bromada através do sistema Zn/Cu?* afim de obtemos o 3,4,6-tri-O-acetil-D-glucal.

Este mecanismo da eliminagdo envolvendo espécies radicalares foi
proposto por Somsak, Madaj e Wisniewski em 1997. Neste trabalho Somsak e
colaboradores propuseram que o atomo de Zn transfere um elétron para o
carbono anomérico, seguido da quebra da ligagdo C-Br levando a formacao do
radical glicosidico e liberando ion brometo. O radical glicosidico sofre reducao
capturando outro elétron da espécie Zn(l) levando ao anion glicosidico. Este anion
glicosidico por sua vez sofre a perda do ion acetato para levar ao produto tri-O-

acetil-D-glucal, ou seja, composto 2 (Esquema 8).

e

OAc AcO AcO e AcO
R + —
o @\zw Zn o Br o/ Ty ™ o
_ oacy. __ OAC)! n_ OAC)
W ‘v, Zn/C 2+ _
AcO OAc n/cu BrH OAC
OAc

OAc OAc,
OAc OAc {OAc
OAc
o -Zn(OAc)Br
L
AcO”
OAc

D-glicose
bromada
tri-O-acetil-D-glucal

Esquema 8: Proposta mecanistica de Somsak, Madaj e Wisniewski para a sintese do tri-
O-acetil-D-glucal.

Todas as reacdes as quais a D-glicose foi submetida foram acompanhadas
por CCD, a fim de otimizar o tempo reacional e evitar a formagéo de subprodutos.
Como comentado na parte experimental o tri-O-acetil-D-glucal foi purificado
através de cromatografia em coluna e sua caracterizagcao foi feita utilizando
diferentes técnicas espectroscopicas, tais como: IV, RMN de 'H e "*C e rotagéo
especifica.

De acordo com o espectro de IV é possivel observar a auséncia da banda
referente a deformagéo axial da ligagdo O-H (~3300 cm™), a presenca da banda
referente a deformacéo axial da ligagdo C=0 (1737 cm"), além da presenca das
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bandas da deformagao da ligagdo sp?C-H (3060 cm™) e da ligagdo C=C (1648 cm’
"), indicando a formagao do tri-O-acetil-D-glucal (Figura 16).
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Figura 16: Espectro de IV do tri-O-acetil-D-glucal (pastilha de KBr).

No tocante ao espectro de RMN 'H, na Figura 17, foi possivel observar que
0 somatorio das integrais das areas de cada sinal no espectro é igual ao total de
hidrogénios que o tri-O-acetil-D-glucal apresenta, ou seja, 16 (Figura 17). Outra
informacao importante sdo os trés sinais em campo alto referente aos hidrogénios
do grupo acetila do tipo singleto entre 2,00-2,25 ppm.
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(Tri-O-acetil-D-glucal) 10715_9 H.esp
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Figura 17: Espectro de RMN 1H (CDCl;, 300 MHz) do tri-O-acetil-D-glucal.

3,4,6-Tri-O-acetil-D-Glucal 2: Soélido branco (90%); pf: 54-55°C; [a]3’ - 10.4 (c
1.00, MeOH); IV (pastilha de KBr) vmax 2959, 1738, 1649, 1373, 1226, 1043 cm™;
RMN 'H (300 MHz, CDCls) § 6,45 (d, J.> = 6,0 Hz,1H, H-1), 5,32 (sl, 1H, H-2),
5,20 (t, Jso= Js4= 5,7 Hz,1H,H-3), 4,84-4,81 (m, 1H, H-5), 4,38 (dd, Js.5=5,7 Hz,
1H, H-4) 4, 25-4,16 (M, 2H, H-6, H-6’), 2,07 (s, 3H, OAc), 2,06 (s, 3H, OAc), 2,02
(s, 3H, OAc); RMN '3C (75 MHz, CDCls) 8 170,5; 170,4; 169,5; 145,6; 98,9; 73,8;
67,4;67,1;61,3; 20,9; 20,7; 20,7. HRMS (ESI) m/z[M*Na]" calcd para C12H160;Na
295,0794, encontrado 295, 0829.

5.2 Sintese dos glicosideos

Uma vez sintetizado e caracterizado o tri-O-acetil-D-glucal, 2, a proxima
etapa do trabalho foi sintetizar os O-glicosideos 2,3-insaturados, 4a-e. Neste
sentido, foram colocados para reagir o tri-O-acetil-D-glucal, 2, diferentes alcoois,
3a-e, e a montmorilonita K-10 (que atuou como acido de Lewis) em diclorometano
para levar aos O-glicosideos 2,3-insaturados (Esquema 9).
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K-10 OAc OAc
(60% M/M)
+ ROH O_.OR O0.__OR
A Ao N AcO"

3a-e 4a-e 4*a-e

R anémero o anémero 8
a: n-propil produto produto
b: iso-propil mgoritario minoritario
c: ciclopentil
d: alil
e: propargil

Esquema 9: Sintese dos O-glicosideos 2,3-insaturados.

Esta reacdo de glicosidagédo de glicais insaturados pode levar a formagéao
de dois diastereoisbmeros, ou seja, 0 andémero a (onde o substituinte do C-1 esta
na posi¢ao axial) e o anémero B (onde o substituinte do C-1 esta na posicao
equatorial) conforme mostra o esquema 9. No entanto, 0 anémero a € o produto
majoritario devido a varios fatores, tais como: i. Assisténcia anquimérica; ii. Tipo

do nucledfilo; iii. Efeito anomérico; iv. Impedimento estérico; v. outros.

Adicionalmente, o acido de Lewis montmorilonita K-10 tem coloragao inicial
amarela, mas com a evolucao da reacao sua coloracdao aos poucos se modifica
para um tom de cinza escuro. Este fenémeno visual além de ser um indicativo que
a reacao esta acontecendo salienta a formacédo do complexo K-10(OAc). Outro
ponto importante que foi observado que dependendo do alcool utilizado os
tempos reacionais variaram de 45-80 min conforme mostra a tabela 1.

Tabela 1: Sintese de O-glicosideos 2,3-insaturados 4a-e a partir do tri-O acetil D-glucal 2
e diferentes alcoois 3a-e

OAc
K-10 OAc R
(60% M/M) o_ .OR & n-propil
+ ROH —>CH ol ) b: iso-propil
z 2 oz c: ciclopentil
AcO d: alil
3a-e 4a-e e: propargil
Tempo Rendimento
ROH Produto (min) (%)?
OAc
0._.0
1 HO L~ 32 TS 4 60 o1
=

AcO™
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OAc
HO 0._.0
2 3b " 4b 80 89
T ST

OAc

3 HOU 3¢ \CJOD ¢ 45 94

AcO" N
OAc

4 HO_~_ 3d K[Ojo\/\ ad 60 94
AcO™ NF
OAc

5 Ho_Z 3e \C'j"/ 4e 60 95
AcO" N

®Rendimento do produto isolado.

De acordo com a Tabela 1, o aumento do grau de insaturacao dos alcodis
utilizados nao influenciou significativamente no rendimento e no tempo reacional.
Outro ponto que merece ser ressaltado foi a completa caracterizagdo dos O-
glicosideos 2,3-insaturados, 4a-e, pelos métodos espectroscopicos usuais (IV,
RMN 'H e '®C e rotagdo especifica). Assim, utilizando para demonstracdo de
caracterizacdo o O-glicosideos 2,3-insaturados, 4a, observa-se através do
espectro de RMN 'H que o somatério das integrais das areas de cada sinal no
espectro € igual ao total de hidrogénios presentes neste composto, ou seja, 20.
Outro informacéao importante é a diminuicao da integral na reacao entre 2,00-2,25
ppm para 6, indicando a auséncia de um dos singletos referente ao grupo acetila
e a presenca dos quatro sinais da porgéo aglicona (do alcool n-propilico), ou seja,
os dois multipletos na regiao 3,25-3,75 ppm (hidrogénios H-7), o sexteto em ~1,70
ppm (hidrogénios H-8) e o tripleto em ~0,90 ppm (hidrogénios H-9), conforme
mostra a Figura 18.
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0 1o i
6 0. O 8 Férmula Molecular: C43H500¢
oo o V\g Massa Molecular: 272,1260
)J\ 4 1 7 Elemental Analysis: C, 57.34; H, 7.40; O, 35.25
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Figura 18: Espectro de RMN 'H (CDCls, 300 MHz) do O-glicosideos 2,3-insaturados, 4a.

Com relagdo ao espectro de RMN *C do O-glicosideos 2,3-insaturados, 4a,
foi possivel observar a presenca de dois sinais 170,2 e 169,7 ppm referentes aos
carbonos carbonilicos do grupo acetila, o que confirma que houve o rearranjo
alilico, pois o composto de partida, ou seja, o tri-O-acetil-D-glucal, 2, apresentava
trés grupos acetilas. Adicionalmente, foi possivel notar que a quantidade de

carbonos quimicamente diferentes € igual a 13, nimero esse igual a quantidade
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de carbonos presentes no O-glicosideos 2,3-insaturados, 4a (Figura 19).
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Figura 19: Espectro de RMN 13C (CDCI3, 300 MHz) do O-glicosideos 2,3-
insaturados, 4a.

n-propil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo 4a:

0,23 g (91%), 6leo incolor, IV (filme) vmax 2964, 2881, 1747, 1450, 1371, 1234,
1182, 1105 cm™; RMN 'H (300 MHz, CDCls) § 5,92-5,78 (m, 2H, H-2, H-3), 5,29-
5,25 (m, 1H, H-4), 4,99 (sl, 1H, H-1), 4,21 (dd, 1H, H-6, Jss = 12,0 Hz € Jg5 = 5,4
Hz), 4,14 (dd, 1H, H-6’, Jss = 12,0 Hz e Jg5 = 2,1 Hz), 4,08 (ddd, 1H, H-5, Js54 =
9,6 Hz, Js5=5,1 Hz e Js¢ = 2,1 Hz), 3,68 (dt, 1H, -CHCH,CH3, J=9,6 Hze J =
7,5 Hz), 3,45 (dt, 1H, -CH.CH,CH3, J = 9,6 Hz e J = 7,5 Hz), 2,07 (s, 3H, -OAc),
2,05 (s, 3H, -OAc), 1,61 (qui, 2H, -CH,CHCH3, J = 7,5 Hz), 0,91 (¢, 3H, -
CH,CH,CHj, J = 7,5 Hz); 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.

Iso-Propil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo 4b:
0,25 g (89%), dleo incolor, IV (filme) vmax 2971, 2902, 1745, 1450, 1372, 1317,
1233, 1184, 1127 cm™; RMN 'H (300 MHz, CDCls) & 5,76 (dl, 1H, H-3, J = 11,7
Hz), 5,69 (dt, 1H, H-2, J23=11,7 Hz e J21 = J24 = 1,8 Hz), 5,19-5,15 (m, 1H, H-4),
5,02 (s, 1H, H-1), 4,17-4,01 (m, 3H, H-5, H-6 e H-6’), 3,98-3,84 (m, 1H, -
CH(CH3)CHa), 1,98 (s, 3H, -OAc), 1,97 (s, 3H, -OAc), 1,14 (d, 3H, -CH(CH5)CHa, J
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= 6,3 Hz), 1,07 (d, 3H, -CH(CH3)CHs, J = 6,0 Hz); RMN '3C (75 MHz, CDCl3) &
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.

Ciclopentil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo 4c:
0,25 g (94%), oleo incolor, IV (filme) vmax 2940, 2861, 2673, 2137, 1746, 1456,
1373, 1234, 1039 cm™; RMN 'H (300 MHz, CDCls) & 5,81 (dl, 1H, H-3, J = 10,5
Hz), 5,74 (dt, 1H, H-2, Js5=10,5Hz € Js; = Jos = 2,4 Hz), 5,23 (dd, 1H, H-4, Js5 =
9,6 Hz e Jy5= 1,2 Hz), 5,04 (sl, 1H, H-1), 4,20 (dd, 1H, H-6, Jss = 12,0 Hz  Jg 5 =
5,4 Hz), 4,12 (dd, 1H, H-6", Js;s = 12,0 Hz e Jg 5 = 2,4 Hz), 4,06 (ddd, 1H, H-5, Js.4
= 9,6 Hz, Jss = 5,4 Hz e Js¢ = 2,4 Hz), 2,04 (s, 3H, -OAc), 2,02 (s, 3H, -OAc),
1,76-1,47 (m, 9H, OCH(CH.)s e OCH(CH>)4); RMN '*C (75 MHz, CDCl5) 5 170,6;
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.

Prop-2-en-1-il 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo
4d: 0,23 g (94%), 6leo incolor, IV (filme) vmax 2920, 1743, 1642, 1371, 1235, 1039
cm™; RMN "H (300 MHz, CDCls) & 5,98-5,83 (m, 3H, H-2, H-3 e -CH=CH,), 5,30-
5,13 (m, 3H, H-4 e -CH=CHy), 5,05 (s, 1H, H-1), 4,26-4,01 (m, 5H, H-5, H-6, ),
2,07 (s, 3H, -OAc), 2.05 (s, 3H, -OAc); RMN 'C (75 MHz, CDCls) § 170,7; 170,2;
134,0; 129,2; 127,6; 117,5; 93,5; 69,2; 66,8; 65,1; 62,8; 20,9; 20,7.

Prop-2-in-1-il 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo 4e:
(95%, 0,25 g); Sélido branco; P.F. 58-59°C; IV (KBr) vmax 3281, 2935, 2893, 2129,
1742, 1375, 1239, 1030; RMN "H (300 MHz, CDCls) & 5,90 (dl, 1H, H-3, J 3.0= 10,2
Hz), 5,82 (dt, 1H, H-2, J».3 = 10,2 Hz), 5,33 (ddd, 1H, H-4, J 45= 9,6; J43=3,0 Hz e
Ja2=1,5Hz), 5,22 (sl, 1H, H-1), 4,29 (d, 2H, OCH,, J = 2,4 Hz), 4,25 (dd, 1H, H-6,
Joo = 12,4 e Jgs5 = 5,4 Hz), 4,16 (dd, 1H, HE’, Jse= 12,4 € Js5= 2,4 Hz), 4,07
(ddd, 1H, H-5, Js4 = 9,6; Js6 =5,4 e Js4 =2,4 Hz), 2,07 (t, 1H, CEC-H, J = 2,4 Hz),
2,09 (s, 3H, OAc), 2,07 (s, 3H, OAc); RMN '3C (75 MHz, CDCl3) § 170,7; 170,2;
129,7; 127,1;92,7; 78,9; 74,8; 67,1; 65,0; 62,7; 55,0; 20,9; 20,7.

5.3. Sintese de compostos hidrolisados 5a-e

A hidrélise dos O-glicosideos 2,3-insaturados, 4a-e, foi realizada em meio
basico utilizando um sistema desenvolvido por nosso grupo de pesquisa e que
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esta descrito no trabalho de SANTOS (2014), Neste trabalho, o melhor sistema

para promover a reacdo de hidrélise foi KoCO3/MeOH/H-O, onde a funcao do

carbonato de potassio foi utilizado para alcalinizar o meio, do metanol solubilizar

os O-glicosideos 2,3-insaturados, 4a-e, e o da agua a fonte doadora de

hidrogénio.

Esta reacao de hidrélise foi entao repetida para os cinco O-glicosideos 2,3-

insaturados, 4a-e, sintetizados e seus resultados estao sumarizados na Tabela 2.

Tabela 2: Sintese de compostos 5a-e a partir da hidrélise quimiosseletiva dos compostos

4a-e.
OAc OH R
O. OR o) a: n-propil
B K,CO4 b: iso-propil
Ac;@ m’ HO™ _— Z (;iI(i:IIopentiI
4a-e ta. 5a-e e: propargil
Tempo Rendimento
Glicosideo Produto .
(min) (%)?
OAc OH
1 OO 4a OO 5g 6 86
AcO™ N HOY N
OAc OH
2 \OOY 4b \i’jof 5b 5 98
AcO™ NF HOY N
OAc OH
3 \Q‘joﬁ 4c k@oﬁ 5c 5 95
AcO" N HOY N
OAc OH
4 \(‘jow ad OO 5d 5 95
AcO™ NF HOW N
OAc OH
5 tojo/ 4e oy o” 5e 5 93
AcO" N HO™ N

4 Rendimento do produto isolado.

De acordo com a Tabela 2 independentemente do substituinte ligado ao

carbono anomérico o tempo nao ultrapassou 6 min e todos os rendimentos foram

superiores a 80%. Adicionalmente, a reacdo demonstrou ser quimiosseletiva, uma

vez que, nao foi observada a quebra da ligacao glicosidica, o0 que ocorre quando
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a hidrélise é realizada em meio acido. Esta afirmacdo a respeito da
quimiosseletividade foi corroborada pelo espectro de RMN 'H dos O-glicosideos
hidrolisados, 5a-e. Neste sentido, observando o RMN 'H do composto 5a (Figura
20), verifica-se o sinal em 3,46 ppm referente aos prétons H-7 (multiplicidade do
tipo multipleto), o sinal em 1,62 ppm referente aos prétons H-8 (multiplicidade do
tipo sexteto) e o sinal em 0,94 ppm referente aos prétons H-9 (multiplicidade do
tipo tripleto), onde todos esses sinais pertencem ao grupo n-propil unidade ligada

ao carbono anomérico.

H-9

Farmula Molecular: CgHig0g
Massa Molecular: 188,1049

Elemental Anaksis: C, 87,43, H, 8,57, 0, 34.00

H-8

O-H
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Figura 20: Espectro de RMN 1H (CDCI3, 400 MHz) do O-glicosideo hidrolisado 5a

Continuando a andlise do espectro do O-glicosideo hidrolisado 5a nota-se
em 5,96 e 5,77 ppm os sinais dos hidrogénios H-2 e H-3, onde este deslocamento
quimico, em campo baixo, deve-se ao efeito anisotrdpico da dupla ligacdo que
promove a desblindagem desses hidrogénios (Figura 20). Por fim, o somatorio
das integrais obtidas no espectro RMN 'H (Figura 20) foi de 16 igual & quantidade
de hidrogénios presentes no composto 5a.

A partir da interpretacdo do espectro de RMN *C do composto 5a foi
possivel observar a presenga de 9 carbonos quimicamente diferentes, onde os
sinais em 133,2 e 126,3 ppm referem-se aos carbonos olefinicos C-3 e C-2, e 0
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sinal em 94,2 ppm refere ao carbono anomérico C-1 (Figura 21). Adicionalmente,
a auséncia dos sinais em ~170 ppm (presentes no espectro do composto 4a —

Figura 19) corrobora o sucesso da hidrolise e formagéo do composto 5a.
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Figura 21:Espectro de RMN 13C (CDCI3, 100 MHz) do O-glicosideo hidrolisado 5a.

Com relacdo ao aspecto fisico dos O-glicosideos hidrolisados, 5a-e, 0s
mesmos foram obtidos na forma de 6leo (composto 5a e 5b), de semissélido
(compostos 5d e 5e) e sdélido (composto 5¢), no qual esta tendéncia pode ser
justificada pelo aumento da cadeia carbénica.

Iso- propil 2, 3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo 5b: isolado na forma
de 6leo, 1,74 g (98%); R 0,18 (9:1 CHzCly- EtOAc); IV (KBr): 3391 cm™ (v OH);
RMN'H (400Hz, CDCls); 85,94 (d, 1H, J3» 10Hz, H-3), 5,70 (dt, 1H, J23 10, H-2),
7,07 (Bs, 1H, H-1), 4,19 (d, 1H, J8.4Hz. H-4), 3,96 (q, 1H, J-6,0 Hz, CH(CH3)>), 3,
85-3, 83 (m, 2H, H-6 e H-6’); 3, 75-3, 70 (m, 1H, H-5), 2, 71 (bs, 1H, 10H), 2, 42
(bs, 1H, 1 OH), 1, 23 (d, 3H, J- 6Hz, CH(CHs)), 1, 17(d, 3H, J=6Hz CH(CHj3).).
RMN "3C (100 MHz CDCls), 5 133,17, 126, 784; 92, 55; 71, 26; 71, 26; 70, 43; 64,
24; 62, 68;; 23, 64; 21, 84; (MeOH: H,0) calculado para CgH1504Na [M+Na]*, 211,
2180, encontrado 211, 1024.

n-Propil 2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo 5c:
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isolado na forma de 6leo, 1,74 g ( 98%); R; 0,20 (9:1 CHxCl>- EtOAc); IV (KBr):
3384 cm™ (v OH); RMN'H (400Hz, CDCls); 85,95 (d, 1H, Js2 10Hz, H-3), 5,76 (d,
1H, J23 10, H-2), 4,97 (Bs, 1H, H-1), 4, 20 (bd, 1H, J8.4Hz. H-4), 3,86 (bs, 2H, H-
6, H-6"), 3, 73-3,70 (m, 2H, H-5 E O-CH,CH,CHj3). RMN '*C (100 MHz CDCls), &
133,28, 126, 34; 94, 29; 71, 39; 70, 50; 64, 22; 62, 70; 12, 94; 20, 61; (MeOH:
H-O) analiticamente calculado para CgHi504Na [M+Na]*, 211, 2180, encontrado
211, 1024.

Ciclopentil 2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo 5e: 1,74 g (95%); Rs
0,16 (9:1 CH2Cl,- EtOAC); [a]p®® + 542 (c 1.0, CHCI); IV (KBr): 3404 cm™ (v OH);
RMN'H (300Hz, CDCls); 85,95 (d, 1H, Js2 10.2Hz, H-3), 5,70 (dd, 1H, J23 10,2,
Jo4 2,4 Hz, H-2), 5,04 (Bs, 1H, H-1), 4, 23 (M, 1H, OCH), 4,21 (bd, J 4,5 9.3 Hz,
1H, H-4), 3, 87 (bd, 2H, Js5 3.7. Hz, H-6, H-6’), 3, 70 (dt, Js4 9.4, Je53.7 Hz, 1H,
H-5), 2, 33 E 2,22 (muda para 2H, 2 OH), 183-1,51 (m, 8H, 4CH,). Analiticamente
calculado para for C11H1gO4 (214.12): C, 6170; H 8, 47. Encontrado: C, 61, 28; H,
8,37.

5.4. Sintese dos carboidratos enénicos

Devido a versatilidade dos glicosideos € possivel submeté-los a diferentes
tipos de reagdes, tais como bis-hidroxilacao, reducao, epoxidacao e oxidacado. No
tocante, na reacdo de oxidacédo, diferentes reagentes podem ser utilizados
(SOLOMONS e GRAHAM, 2009), contudo alguns reagentes podem levar a
decomposicao dos glicosideos. Para evitar a formacéo indesejada de sobprodutos
e até mesmo a possivel decomposicao dos O-glicosideos hidrolisados um sistema
de oxidacao suave foi utilizado neste trabalho. Assim, os O-glicosideos
hidrolisados, 5a-e, foram submetidos a reacdo de oxidacao utilizando o éxido de

manganés em diclorometano.

Devido a literatura apresentar poucas referéncias sobre a oxidacdo de
glicosideos 2,3-insaturados utilizando o 6xido de manganés, inicialmente foi
realizado um teste utilizado 20 equivalente do éxido de manganés para a
oxidagdo do O-glicosideo hidrolisado 5a, conforme mostra o esquema 10. No
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entanto, mesmo apds 12 horas a reacdo ndo se completou e o carboidrato
endnico foi obtido com 70 % de rendimento.

OH OH
0O~ _ MnO; iojo\/\
CH,Cl,, t.a.
HOY N t=12h 0P
5a 6a, 70%

Esquema 10: Reacao de oxidagao do O-glicosideo hidrolisado 5a.

Diante deste fato foi avaliada a influéncia da quantidade de 6xido de
manganés nesta oxidacdo. A conclusdao da pesquisa foi que a quantidade
necessaria para deslocar o equilibrio a favor dos produtos e por consequéncia
diminuir o tempo reacional é a utilizacdo de 27 equivalentes. O uso de 27
equivalentes de 6xido de manganés diminui para 4 vezes o tempo reacional, ou
seja, a reagao ocorreu completamente em 3 horas. Uma vez otimizado a condicao
reacional os outros O-glicosideos hidrolisados, 5a-e, foram submetidos a essa
reacao de oxidagao e seus resultados estao sumarizados na tabela 3.

Tabela 3: Sintese dos carboidratos enénicos, 6a-e, a partir da oxidacdo dos O-
glicosideos hidrolisados, 5a-e.

OH OH R
O. OR O. LOR a: n-propil
h MnO, b: iso-propil
- — _— c: ciclopentil
HO' Z CH20|2, ta. O d: alil
5a-e 6a-e e: propargil

Tempo Rendimento
(h) (%)

Glicosideo Produto

OH OH

OO~ 5a 5//\Oj.\‘o\/\ 62 3 84
HOW N 0P NF

—

OH OH
2 K(OJOY 5b i‘joj/ 6b 23 86
HOY N 0oNF
OH OH
(0] (0] o._ .0
3 5¢c " 6¢c 2 89
0 0
HO o]
OH OH
4 OO 5d O ed 2 92
N =

HO' 0
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2 Rendimento do produto isolado

De acordo com a Tabela 3 o substituinte ligado ao carbono anomérico nao
influenciou no tempo e no rendimento desta reacdo, uma vez que estdo muito
distantes do sitio reativo, ou seja, da dupla ligacao e do grupo hidroxido ligado ao
carbono 4 (Esquema 11). Essa oxidacdo € conhecida como oxidacao alilica
(SOLOMONS e GRAHAM, 2009) e sé acontece quando o grupo hidréxido esta no
carbono B da dupla ligagdo. Uma proposta mecanistica para essa oxidacao esta

descrita no esquema 11.

OH OH
0. .OR 0. .OR -Mn(OH), OH
: ) i())_\\OR
—_— . I IR _—
o' 0 o'~
A\ o // | H =
Sitio :o” ‘\/: 3% 7 carboidrato
reativo . . endnico

Esquema 11: Proposta mecanistica para a oxida¢ao do O-glicosideos hidrolizados.

Todos os carboidratos endnicos, 6a-e, foram obtidos na forma de um soélido
branco amorfo e suas estruturas foram confirmada pelos métodos
espectroscépicos usuais (IV, RMN 'H e '®C e rotacdo especifica). Assim,
analisando o carboidrato enbnico, 6a, foi possivel observar no espectro de RMN
'"H uma mudanga nos deslocamentos quimico dos hidrogénios quando
comparado com o espectro do O-glicosideo hidrolisado, 5a (Figura 20), bem como
a reducéao da integral referente ao hidrogénio ligado ao grupo hidroxila de 2 para
1, conforme mostra a figura 22. Adicionalmente, neste espectro observa-se que 0
hidrogénio H-2 tem uma multiplicidade bem definida do tipo dubleto de dubleto
(dd) em 6,90 ppm devido ao acoplamento dele com os hidrogénios H-3 e H-1
(Figura 22), tal multiplicidade n&o é observada no espectro do O-glicosideo
hidrolisado, 5a.
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Figura 22: Espectro de RMN 1H (CDCI3, 400 MHz) do carboidrato endnico 6a.

A partir da interpretacdo do espectro de RMN '3C do carboidrato endnico
6a foi possivel observar a presenca de 9 carbonos quimicamente diferentes,
semelhante ao O-glicosideo hidrolisado, 5a, contudo, na regidao de 196,4 ppm
observa-se o sinal do carbono carbonilico C-4, enfatizando que a oxidacao
aconteceu. Além deste sinal foi possivel observar os sinais em 144,6 e 128,0 ppm
referentes aos carbonos olefinicos C-3 e C-2, e o sinal em 93,5 ppm que refere-se

ao carbono anomérico C-1 (Figura 23).
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Figura 23: Espectro de RMN 1H (CDCI3, 400 MHz) do carboidrato endnico 6a.

n-propil 2,3-didesoxi-2-enopiranosid-4-ulose (6a): Isolado na forma de um
liquido viscoso amarelo, [a]p?° + 16,62 (c=1,0, CHCIs); IV (KBr): 3370 cm™ (v OH);
1701 cm™ (vC=0); RMN'H (300Hz, CDCls); 86,91 (dd, 1H, Jz1 =3,6Hz, Jz3 10,2
Hz, H-2), 6,14 (d, 1H, J32 =10,2, H-3), 5,27(d, 1H, J2,1 =3,6 Hz, H-1), 4,49 (t, 1H,J=
4,5, H-5); 4, 05-3,76 (m, 2H e H-6'),3,54(dd, 2H, J=2,7Hz e J=9,3 Hz, CH,); 2,02
(mudou para, 1H, OH), 1, 64 (g, 2H, CH,); 0,96 (t, 3H, J=7.2Hz, CHs). RMN '*C
(75MHz, CDCl3): & 195, 9; 144,0; 127,6; 93,1; 74,1; 71,2; 61,6; 22,8; 10,5;
Analiticamente calculado para CgH1404 (186,08): C, 58,05; H, 7,58., encontrado
C, 58,97; H,7,83.

Iso-propil 2,3-didesoxi-2-enopiranosid-4-ulose (6b): Isolado na forma de um
liquido viscoso amarelo, [a]p? + 128 (c=0,87, CHCIs); IV (KBr): 3390 cm™ (v OH);
1711 cm™ (vC=0); RMN'H (300Hz, CDCls); 86,91 (dd, 1H, J21 =3,6Hz, J23 10,2
Hz, H-2), 6,14 (d, 1H, J32 =10,2, H-3), 5,27(d, 1H, J21 =3,6 Hz, H-1), 4,49 (1, 1H,J=
4,5, H-5); 4, 05-3,76 (m, 2H e H-6"),3,54(dd, 2H, J=2,7Hz e J=9,3 Hz, CH,); 2,02
(mudou para, 1H, OH), 1, 22 (d, 3H, OCH(CH3)2;J=6,2 Hz), 1,18 (d,3H,
OCH(CHa)2, J=6,1Hz. RMN '3C (75MHz, CDCls): 8 194,1; 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.,
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encontrado C, 57,30; H,8,74.

Ciclopentil 2,3-didesoxi-2-enopiranosid-4-ulose (6¢): Isolado na forma de um
liquido viscoso amarelo, (1,0 g, 4.67mmol); 0, 79 (76%); mp 76,4-77,0 °C; R; 0,39
(9:1 CH2Cl,- EtOAC); [a]p?® + 302 (c 0,92, CHCIs); IV (KBr): 3457 cm™ (v OH); 1692
cm™ (vC=0); RMN'H (300Hz, CDCl3); 86,85 (dd, 1H, Js» 10.2Hz, J2.1 3,6 Hz, H-2),
6,09 (d, 1H, J>3 10,2, H-3), 5,32(d, 1H, J12 3,6 Hz, H-1), 4,49 (dd, 1H, J564,5, Js5 ¢
4,5Hz, H-5); 4, 34 (m, 1H, OCH), 4, 01(dd, Jse 11,7, Js5 4,5 Hz, H-6); 3, 91 (dd,
Jsg 11, 7, U5 4,5 Hz, H-6’), 2,27 (mudou para 1H, OH);187-1,55 (m, 8H, 4CH.).
Analiticamente calculado para C11H1504 (212.24): C, 62,25; H 7, 59. Encontrado:
C, 62, 15; H, 7,39.

5.5 Estudo da Atividade Antitumoral

Como mencionado foram sintetizados cinco carboidratos endnicos, 6a-e,
para andlise da atividade antitumoral, porém, até o momento apenas dois dos
carboidratos enénicos tinham sido analisados, sendo eles os compostos 6b e 6c¢.
Assim, inicialmente os compostos 6b e 6¢ foram “screened’ contra duas linhas de
células humanas NCI-H292 e HEP utilizando uma concentragéo inicial fixada em
25 pg/mL e os resultados encontram-se resumidos na Tabela 4. Os resultados
sdo dados em percentagem de crescimento celular em comparagdo com 0 néo

tratado as células de controle (DMSO a 0,1%).

Tabela 4: Percentual de inibicdo de crescimento celular dos carboidratos enénicos 6b e
6¢c em duas linhagens de células tumorais na dose fixa 25 pug/mL.

NCI-H292  pocvio da HEP Desvio da

Composto HEP
(o/o) NCI'H292 (QA))

YT
0PN 6b 96,6 +1,0 87,7 +18,0




50

OH
o._ .0

ij‘ U 96,9 +3,3 101,4 +22
=

¢ 6¢c

De acordo com a Tabela 4 é possivel observar que o percentual de inibicao
foi superior a 80% para os dois carboidratos enbnicos 6b e 6c. Diante deste
resultado o préximo passo foi determinar o valor de ICsy desses compostos tantos
para as duas linhagens inicialmente testadas quanto para as linhagens MCF-7 e
HL-60. O resultado do IC50 dos carboidratos enénicos 6b e 6¢ estdo sumarizadas
na Tabela 5.

Tabela 5: Determinacgéo do IC50 (ug/mL) dos carboidratos endnicos 6b e 6c¢.

NCI-H292 MCF-7 HL60 HEP

Composto ICs (Intervalo  ICs (Intervalo  1Cso (Intervalo  ICs (Intervalo

de Confianga) de Confianca) de Confianca) de Confianca)

OH
Sens
0N 6b | 3.5(24-5)7) 5,1(4,1-6,5) 1,6(1,1-24) 56(51-64)

OH
o_ .0

ij" D 1,1(0,8-16) 25(1,5-42) 1,0(08-1,2) 4,0(3,8-5,2)
=

o 6¢c

De acordo com a Tabela 5 os carboidratos enénicos 6b e 6¢ exibiram uma
elevada citotoxidade contra todas as linhagens de células testadas, em especial
contra as células HL-60 cujos valores foram de 1,6 ug/mL e 1,0 pg/mL,
respectivamente. Uma possivel explicacdo para essa atividade citotéxica mais
acentuada frente a linhagem HL-60 é devido a este tipo de célula ser mais
sensivel ao estresse oxidativo, portanto, apresentando baixo nivel de defesa
(Barros et al., 2014).

Estes resultados indicam o qudo promissor sao estes carboidratos

endnicos como novos quimioterapicos e estimula 0 nosso grupo de pesquisa na
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modificacao estrutural dos mesmos. Vale ressaltar que a escolha para a sintese
desses carboidratos endnicos bem como a busca por realizar essa atividade
antitumoral in vitro nao foi aleatéria, em alguns artigos da literatura o grupo
endnico atua como aceptor de Michael facilitando a interacdo do composto com

os sitios das células (Barros et al., 2014).
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6 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, podemos concluir que:

v O tri-O-acetil-D-glucal 2 foi obtido com um rendimentos de 90% na forma
de um sdlido branco amorfo a partir de sucessivas reagdes na D-glicose
utilizando um protocolo do tipo one pot.

v' Foram sintetizados cinco O-glicosideos 2,3-insaturados 4a-e através da
reagdo de glicosidagdo com tempos reacionais de 45 a 80 minutos e
rendimentos de 89 a 95%.

v A reacéao de hidrélise dos O-glicosideos 2,3-insaturados 4a-e foi promovida
através do sistema Ky;CO3z/MeOH/H,O levando aos O-glicosideos
hidrolisados 5a-e com rendimentos que variam de 85 a 98%.

v Os carboidratos endnicos 6a-e foram sintetizados utilizando o diéxido de
manganés com rendimentos que variam de 85 a 92%.

v Foi observado que a quantidade necessaria de diéxido de manganés para
promover a oxidagcao em baixos tempos reacionais foi de 27 equivalentes.

v Os carboidratos enbnicos 6b e 6c¢ apresentaram muita atividade
antitumoral frente as quatro linhagens de células tumorais testadas, onde

os valores de LCs variaram entre 1,0 a 5,6 pg/mL.
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Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls) do O-glicosideo hidrolisado, 5a.
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Espectro de RMN '3C (100 MHz, CDCls) do carboidrato endnico, 6a.



