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RESUMO

MARTINS TEIXEIRA, M. B. Sintese e avaliacdo bioldgica glicodicetopiperazina s
relacionadas a mucinas de células tumorais e parasi tarias. 2010. 97 f.
Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto -
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2010.

Mucinas sao glicoproteinas altamente O-glicosiladas cuja principal caracteristica
estrutural € a presenca de a-GalNAc ligado aos residuos hidroxilados de serina e
treonina. Em alteragBes celulares malignas, esse nucleo é exposto como um
antigeno carboidrato associado a tumor (Tn) e sua alta expressdao em células
cancerosas faz dele um alvo para o desenvolvimento de abordagens contra o
cancer. Mucinas de Trypanosoma cruzi, agente etiolégico da Doenca de Chagas,
apresentam a-GIcNAc ligado a apoproteina, envolvido no processo de sialilacdo
catalisado pela enzima fundamental trans-sialidase (TcTS) mediadora da invaséao
celular. Sendo o componente glicosidico do antigeno Tn um analogo estrutural e
funcional de a-GIcNAc, pode influenciar na atividade de TcTS, alvo terapéutico para
a Doenca de Chagas. Neste contexto, foram sintetizados glicopeptideos lineares e
ciclicos derivados de GalNAc mimetizando sua ocorréncia em mucinas tumorais e
parasitarias. Doadores e aceptores glicosidicos convenientemente protegidos foram
preparados e ligados entre si com a-estereosseletividade por dois métodos de
glicosilacdo: perclorato/carbonato de prata (promotor classico de referéncia) e
brometo de mercurio (promotor pela primeira vez utilizado para doadores
glicosidicos do tipo azidocloreto). Os blocos de glicoamino&cidos obtidos foram
acoplados a um segundo residuo, formando glicodipeptideos lineares inéditos, que
originaram glicodicetopiperazinas funcionalizadas com a-GalNAc, igualmente
inéditas a literatura, mediante a etapa de desprotecédo/ciclizacdo. Glicoaminoacidos
intermediarios contendo a-GalNAc foram desprotegidos e submetidos a ensaios de
cinética enzimatica em TcTS, apresentando expressiva inibicdo de 57% a 79% da
atividade da enzima. Os mesmos blocos foram avaliados quanto a citotoxicidade em
células tumorais, apresentando entre 73% e 79% de morte celular na linhagem
Jurkat e cerca de 30% na linhagem B16F10. Os resultados ensaios bioldgicos
sugerem que os compostos de interesse preparados podem atuar como inibidores
da enzima TcTS e agentes de citotoxicidade seletiva em células tumorais.

Palavras-chave: Mucina. Glicoaminoacido. Dicetopiperazina. Trypanosoma cruzi.
Trans-sialidase. Antigeno Tn. Citotoxicidade.



ABSTRACT

MARTINS TEIXEIRA, M. B. Synthesis and biological evaluation of
glycodiketopiperazines related to mucins from tumor al and parasite cells. 2010.
97 f. Dissertation (Master). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto -
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2010.

Mucins are heavily O-glycosylated glycoproteins which major feature being the
presence of a-GalNAc bound to hydroxylated protein residues of serine and
threonine. In malignant cell transformation this core is exposed as a tumor
associated carbohydrate antigen (Tn), and its high-level expression in cancer cells
turns it into a target for developing anticancer approaches. Mucins from
Trypanosoma cruzi, aetiologic agent of Chagas Disease, display a-GIcNAc linking
glycans to the apoprotein, involved in the sialilation process catalized by tran-
sialidase enzyme (TcTS), essential cell invasion by the parasite. Being Tn antigen
an structural and functional analogue of a-GIcNAc, it may interfere on TcTS, a
therapeutic target Chagas Disease. In this context, linear and cyclic glycopeptides
containing GalNAc were synthesized, mimicking their natural occurrence in tumoral
and parasite mucins. Glycosidic donors and acceptors, conveniently protected were
prepared and bound to each other with a-stereoselectivity, though two glycosylation
methods: silver perchlorate/carbonate (classical reference promoter) and mercuric
bromide (first used as a promoter for azidochloride donors). Glycoaminoacids
building blocks obtained were coupled to a second residue, furnishing novel linear
glycopeptides, which generated glicodiketopiperazines functionalized with a-GalNAc,
equally unpublished, upon deprotection/cyclization step. Intermediate a-GalNAc-
containing glycoaminoacids were deprotected and subjected to kinetic enzymatic
assay on TcTS, showing expressive enzyme activity inhibition from 57% to 79%. The
same compounds were assessed for cytotoxicity on tumoral cells, showing from 73%
to 79% of death for Jurkat cells and about 30% for B16F10 cells. Biological results
sugest that the prepared compounds of interest may act as TcTS enzyme inhibitors
and selective cytotoxic agents on tumoral cells.

Keyword: Mucin. Glycoaminoacid. Diketopiperazine. Trypanosoma cruzi. Trans-
sialidase. Tn Antigen. Cytotoxicity.
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1 INTRODUCAO

1.1 Oligossacarideos, glicoconjugados e potencialt  erapéutico

Carboidratos comp6em uma das trés principais classes de biopolimeros, ao lado de
proteinas e acidos nucléicos. Até a poucas décadas, a importancia biologica de sacarideos
estava limitada as suas funcfes energéticas e estruturais, as quais sdo extensivamente
compreendidas e exploradas. Contudo, a constatacdo recente de que glicoconjugados
desempenham papel essencial como moléculas de comunicacdo em diversos processos
celulares desencadeou crescente interesse pelas propriedades de reconhecimento
envolvendo carboidratos.?

Eventos fisioloégicos e patolégicos mediados por carboidratos estdo relacionados a
sinalizacdo e diferenciacdo celular, crescimento tecidual, adesdo e metastase, infeccdo por
virus, bactérias e protozodrios, e resposta imune. Tal diversidade de atividades sugere a
utilizaco de carboidratos para direcionar novas estratégias terapéuticas.™* Alguns farmacos
derivados de carboidratos, tanto naturais como analogos sintéticos, ja foram introduzidos com
sucesso no mercado, como € o caso do antiviral fosfato de oseltamivir (Tamiflu, Roche®), do
antidiabético acarbose (Glucobay, Bayer®), do antitrombdtico heparina e dos antibiéticos
aminoglicosideos.*

No entanto, os papéis bioldgicos mais relevantes de carboidratos séo desempenhados
sob a forma de glicoconjugados, estruturas nas quais as glicanas encontram-se acopladas a
biomoléculas de outras naturezas, principalmente glicoproteinas, glicolipideos e ancoras de
glicosilfosfatidilinositol (GPI).>* As aplicacdes clinicas de neoglicoconjugados ainda s&o
incipientes, embora existam diversos avangos experimentais para abordagens diagnosticas,
preventivas e curativas, tanto na criacdo de agentes terapéuticos inovadores, quanto no
aprimoramento das propriedades de farmacos convencionais. Métodos em desenvolvimento
incluem glicosilacdo de vetores virais sitio-dirigidos em terapia génica, protecdo das
extremidades de horménios peptidicos com carboidratos para prolongamento da meia-vida
plasmatica, microarrays de glicanas caracteristicas de patdégenos para deteccéo de anticorpos
especificos, e acoplamento de antigenos sacaridicos a proteinas carreadoras para aplicacdo
como imundgenos em vacinas sintéticas.*

O estudo dos aspectos estruturais e funcionais de glicoconjugados, também
denominado glicbmica, encontra-se em defasagem em comparagdo aos avangos ja obtidos
com genbmica e protedbmica. A maior limitacdo esta relacionada a grande diversidade de
estruturas compreendidas na classe de glicoconjugados, cuja microheterogeneidade deriva

da auséncia de controle genético direto sobre sua biossintese e implica em grande



dificuldade de isolamento a partir de fontes naturais e sequenciamento. A obtengéo sintética
de oligossacarideos e glicoconjugados tem sido beneficiada por melhoramento de
protocolos em solucdo, novas metodologias automatizadas em fase sdlida e procedimentos
enzimaticos, permitindo o acesso a compostos puros em quantidades razoaveis para estudo
dos processos biolégicos mediados por carboidratos.?*

As propriedades Unicas dos monossacarideos conferem alto grau de complexidade
as cadeias oligossacaridicas. A constituicdo de cada monémero varia em numero de
carbonos, estereoquimica de cada centro quiral, tamanho de anel, tipo de ligacdo
glicosidica, configuracdo anomérica e substituintes. Mas a caracteristica mais peculiar
destes blocos de construcdo € sua natureza polifuncional, fornecendo diferentes posi¢cdes
para acoplamento do monossacarideo adjacente, o que implica na possibilidade de
ramificacdo da cadeia.>®

Considerando apenas os dez monossacarideos mais abundantes em mamiferos
(Figura 1), mais de 100 mil estruturas trissacaridicas distintas sédo teoricamente viaveis, e
esse numero cresce dramaticamente com a extensdo da cadeia. Apesar das numerosas
combinacfes plausiveis, determinados padr8es sdo comumente encontrados em produtos
naturais, indicando que nem todas as possibilidades desse extenso conjunto s&o
exploradas. Devido a abrangente importancia dessas estruturas conservadas, derivados
sintéticos mimetizando motivos sacaridicos podem ser empregados para estudo de alvos
bioldgicos envolvidos em condigbes tao diversificadas como cancer, auto-imunidade,

doencas parasitarias, infecgéo por virus, etc.’?
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Figura 1. Monossacarideos mais frequentes em glicoconjugados de mamiferos e respectivas abundancias (em
porcentagem) obtidas a partir da base de dados GLYCOSCIENCES.®



1.2 Glicoproteinas e mucinas

Glicosilagdo é um dos mecanismos mais comuns de modificacdo pés-traducional de
proteinas, os quais sdo fundamentais para estrutura, estabilidade e fungdo protéicas. O
elaborado trabalho bioquimico em promover estas alteragdes é justificado pelas vantagens
decorrentes da presenca de dominios sacaridicos nestes biopolimeros, como estabilizacéo
conformacional, resisténcia a protedlise e biosseletividade. N&o ao acaso, glicoproteinas séo
conjugados de ampla distribuicdo e importantes atividades bioldgicas, frequentemente
atribuidas as glicanas.**"®

O-glicoproteinas figuram como uma das classes mais densamente glicosiladas.
Apresentam oligossacarideos covalentemente ligados a aminoacidos contendo cadeia
lateral com grupo hidroxilico, como serina, treonina e mais raramente tirosina, hidroxiprolina,
hidroxilisina, entre outros.” Particularmente as mucinas, O-glicoproteinas de peso molecular
tdo elevado quanto 1000 kDa, contendo até 80% da massa total em carboidratos, possuem
motivos repetidos em tandem tipicos, ricos em residuos de serina (Ser) e treonina (Thr), que
representam sitios potenciais para abundante O-glicosilacdo. Caracteristicamente, o residuo
sacaridico diretamente acoplado aos referidos aminoacidos € N-acetilgalactosamina em
ligacdo a-glicosidica (a-GalNAc), também denominado antigeno Tn quando considerado
juntamente com o aminoécido (Figura 2A).%%*

Mucinas estdo presentes na superficie celular de numerosos tipos de tecidos
epiteliais, a saber: vias respiratorias, sistema reprodutor, trato gastrintestinal e glandulas
acessorias, onde exercem papel de protecdo, hidratacdo e lubrificacdo. No entanto, suas
propriedades vdo muito além dessas fungfes primarias, dado que mucinas também estéo
envolvidas em processos biolégicos complexos como renovacao, diferenciagcéo, sinalizagédo
e adesdo celulares, fertilizago, infecgbes e inflamagéo.>****?

O metabolismo desregulado de mucinas estd associado a processos inflamatorios e
muitos tipos de cancer, de tal forma que determinadas classes sdo empregadas como
marcadores tumorais de relevancia clinica, como MUC16 para cancer pancreatico, hepético
e ovariano. Adicionalmente, MUC1 e MUC4 sdo com frequéncia superexpressas em
carcinomas ou expressas ectopicamente em outros neoplasmas e contribuem ativamente
para o fenétipo maligno por induzir transformacao celular, inibir apoptose e favorecer evaséo
do sistema imune. A maioria das neoplasias de origem epitelial apresenta expressao
desregulada e/ou padrdo de glicosilacdo aberrante de mucinas, que se relacionam com
prognéstico desfavoravel.®

A biossintese de mucinas é regulada por diversos fatores, porém a insercao e o
elongamento das glicanas estdo sujeitos sobretudo ao controle das respectivas enzimas

glicosiltransferases. A iniciacdo das cadeias oligossacaridicas depende da atividade da



enzima UDP-GalNAc:polipeptideo N-acetilgalactosaminiltransferase (ppGalNAc-T), que
reconhece as sequéncias de aminoéacidos nas regides repetidas em tandem das mucinas. A
subsequente extensdo da cadeia fica a cargo da acdo sequencial de outras
glicosiltransferases, cujas especificidade, localizacdo, disponibilidade e atividade
determinam o tipo de nicleo estrutural sacaridico formado.”® As estruturas centrais dessas
cadeias respeitam padrBes conservados, abrangendo oito combinag¢des distintas ja
identificadas, Motivo 1 a Motivo 8 (Figura 2B). A formacdo de glicanas mais complexas
depende do perfil de glicosilacdo adicional desses nucleos, que varia conforme o tecido,

estagio de desenvolvimento, situacéo fisiolégica, entre outros.**°
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Figura 2. Estrutura de O-glicoproteinas. A) Antigenos carboidratos associados a tumor.
B) Cadeias centrais de O-glicanas em mucinas.

Como o0s mecanismos biossintéticos em células malignamente transformadas s&o
desregulados, também o processo de glicosilagcdo de mucinas € comprometido, resultando
em alta frequéncia de glicanas anormais, incompletas ou precocemente terminadas por
sialilagdo. Logo, cadeias encurtadas como Tn, sialil-Tn e TF (Figura 2A) permanecem
expostas em células tumorais, nas quais sua abundante expressdo confere-lhes a
classificacdo de antigenos carboidratos associados a tumor (TACA) com propriedades
funcionais de adesdo, invasdo e metastase. Tais estruturas centrais, detectadas pela
primeira vez justamente em mucinas, sado usualmente encobertas por residuos de acucar
adicionais em tecidos normais e constituem alvo seletivo promissor para investigacao de O-
glicopeptideos no desenvolvimento de abordagens imunoterapicas contra o cancer.?>"*

Muitas glicoproteinas atendem a classificacdo de “mucin-like”, ou moléculas tipo
mucina, termos que descrevem conjugados glicoprotéicos com propriedades estruturais e

funcionais semelhantes as de mucinas classicas, das quais se distinguem essencialmente



pelo tamanho. Sua massa molecular é comparativamente reduzida, variando entre 50 e 240
kDa, ainda que a composic¢do geral de amino4cidos e sacarideos seja mantida. Os sitios de
glicosilacdo sdo macicamente ocupados e ocorrem em sequéncias ricas também em prolina
em adicdo aos residuos de Thr e Ser. Devido ao elevado grau de analogia entre as referidas
classes de O-glicanas, glicoproteinas tipo mucina s&o rotineiramente denotadas
simplesmente por mucinas.**

Assim como mucinas de alto peso molecular, moléculas mucin-like também sao
glicoproteinas ancoradas na membrana celular que contribuem decisivamente em processos
de reconhecimento e adesdo. Glicoproteinas tipo mucina em leucdcitos e células endoteliais
promovem ligacdes cruzadas complementares como ligantes de selectinas, mediando a
migracao celular.® A frequente ocorréncia de mucinas de baixo peso molecular na superficie
de parasitas, desde protozoarios até helmintos, € fundamental para o estabelecimento de
parasitismo equilibrado, uma vez que tais mucinas sdo responsaveis simultaneamente pela

interag&o com o hospedeiro e pela evaséo da resposta imune.” %'

1.3 Doenca de Chagas e a glicobiologia de  Trypanosoma cruzi

Doenca de Chagas € uma parasitose endémica na América Latina e no sul dos
Estados Unidos, com prevaléncia humana estimada em 8 a 10 milhdes de infectados e
guase 30 milhdes de pessoas sob risco de infeccdo. 20 a 30% dos individuos chagasicos
apresentam sintomas clinicos de fase crénica com morbidade associada a disfungbes
neurais, cardiacas e digestivas, e pelo menos 12.550 mil Obitos anuais ocorrem em
decorréncia da doenca, resultando em grande impacto sobre a satde publica.***>*®

Apesar da denominagdo “tripanossomiase americana”, casos autéctones tém sido
recentemente detectados em paises de outros continentes, em particular Espanha, Australia
e Japao, e ainda Canada e regides ndo endémicas dos Estados Unidos. Atribuida ao fluxo
migratorio em direcdo ao mundo desenvolvido, a expansdo geografica da doenca,
principalmente por transmissdo transfusional, congénita ou via transplante de 6rgaos,
motivou a Organizacdo Mundial de Saude a instituir em 2007 a “Rede Global pela
Eliminacdo da Doenca de Chagas”, iniciativa inédita que ressaltou a necessidade por
vigilancia epidemiologica, combate a transmissdo inclusive ndo vetorial e abordagens

diagnésticas e terapéuticas inovadoras.*®*’

Trypanosoma cruzi € o agente etiolégico da Doenca de Chagas, um protozoario
flagelado que possui ciclo de vida heteroxénico com distintos estagios morfologicos (Figura
3A). No vetor hematéfago Triatoma infestans sdo encontradas epimastigotas replicativas no

intestino médio que originam tripomastigotas metaciclicas infectantes no final do tubo



digestivo. Quando depositadas sobre o hospedeiro vertebrado junto com as fezes do inseto
durante o repasto sanguineo, estas Ultimas formas evolutivas atingem a circulag@o através
da solucéo de continuidade e invadem diversos tipos de células, onde se transformam em
amastigotas. Apoés divisbes binarias, diferenciam-se em tripomastigotas que séo liberadas
na corrente sanguinea mediante ruptura celular, podendo invadir outras células ou ser

ingeridas por vetor triatomineo para a continuidade do ciclo.***

Inseto vetor Hospedeiro vertebrado
Imunidade naoc-adaptativa Imunidade adaptativa

tripomastigota = tripomastigota
epimastigota metaciclica amastigota sanglinea
B TeMUC 60-200 kDa

TeMUC 35-50 kDa
1 glicanas

cadeia
peptidica

GPI

Figura 3. Caracteristicas de Trypanosoma cruzi. A) Ciclo evolutivo esquematico ilustrando os principais estagios
morfolégicos do parasita. B) Mucinas parasitarias (TcMUC) representando a evolugdo da complexidade estrutural
ao longo do ciclo. Adaptado.12

T. cruzi compreende um grupo variado de organismos, 0S quais apresentam
diferentes cepas dentro de uma Unica espécie hospedeira. Como consequéncia, €
observada uma grande variedade na patogenia e no desfecho clinico das infecgdes por este
parasita. A superficie de T. cruzi, assim como a de muitos protozoarios, € densamente
recoberta por mucinas que atuam na interface entre o parasita e respectivos vetor ou
hospedeiro, mediando tanto o direcionamento para invasdo de células ou tecidos
especificos quanto a evasdo dos mecanismos de defesa. Cada estigio de evolucdo
apresenta composicdo de mucinas caracteristica, que determina distintas propriedades de
adesdo, protecdo e imunogenicidade adaptadas ao ambiente bioldgico (Figura 3B).%21314
Tais mucinas parasitarias (TcMUC) compdem a principal classe de glicoproteinas de

superficie em T. cruzi, contendo cadeias peptidicas de 50 a 200 aminoacidos ancoradas por



GPl e sequéncias ricas em Ser e principalmente Thr como sitios aceptores para O-
glicosilacdo. A fracdo de glicanas contribui com até 60% da massa molecular desses
glicoconjugados, conferindo um carater hidrofilico e induzindo uma provavel conformacao
estendida da proteina.®***%

Caracteristica singular das mucinas de T. cruzi é a ocorréncia de a-N-
acetilglicosamina (a-GIcNAc) como primeiro monossacarideo acoplado aos aminoacidos
hidroxilados do segmento protéico (Figura 5A), inserido pela enzima parasita-especifica
UDP-GIcNAc:polipeptideo N-acetilglicosaminiltransferase (ppGIcNAc-T). Por outro lado,
unidades de a-GalNAc conectam os motivos sacaridicos as mucinas de vertebrados (Figura
2B), configurando uma importante diferenca estrutural a ser explorada para desenvolvimento
de agentes terapéuticos. Embora cerca de 20% de O-GIcNAc permanecam sem
substituicdo, as posicdes O-4 e O-6 sdo geralmente elongadas com até 5 unidades de
galactose formando glicanas com grau de ramificacdo, configuracdo anomérica e tamanho
de anel variaveis de acordo com a cepa e o0 estagio evolutivo.?341°

As mucinas de cepas Y e CL Brener apresentam oligossacarideos contendo residuo
de B-Galp ligado a GIcNAc O-4 (Figura 4A) e as cepas G e Dm28 apresentam residuos (-
Galf nesta posicdo (Figura 4B). Por outro lado, as mucinas da cepa Tulahuen apresentam
uma grande diversidade estrutural da biossintese de O-glicanas, devido ao fato de
expressarem duas familias de O-oligossacarideos resultantes da presenca de residuos de
B-Galf e B-Galp ligados a GIcNAc O-4 (Figura 4C). A andlise quimica estrutural destas
espécies de oligossacarideos e, consequentemente, as diferencas de expressao e atividade
das glicosiltransferases envolvidas em seu processo de formacgéo, podem estabelecer uma
correlacdo entre a diversidade genética e a habilidade das cepas em apresentar grande

variabilidade de viruléncia, levando & infeccéo de diferentes hospedeiros.”
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Figura 4 . Estruturas de oligossacarideos O-ligados presentes em mucinas de cepas Y e CL Brener (A), G e
Dm28 (B), e Tulahuen (C), de Trypanosoma cruzi.

B-galactopiranosideos s@o os residuos mais comuns, e quando presentes em
posi¢cdo terminal sdo posteriormente decorados com &cido sialico no meio extracelular, pela

acdo da enzima trans-sialidase de Trypanosoma cruzi (TcTS), especifica do parasita. A



enzima responsavel pela siallacdo é também uma glicoproteina de superficie de T. cruzi
fixada & membrana celular por &ncora de GPI e codificada por dezenas de membros de uma
superfamilia com mais de mil genes. Devido a inabilidade do parasita em sintetizar acido
sidlico, mais especificamente o derivado &cido N-acetilneuraminico, TcTS transfere este
monossacarideo a partir de glicoconjugados do hospedeiro para as mucinas parasitarias
com retencéo da configuracdo a-2,3 da ligacao glicosidica (Figura 5B), diferindo dos demais
organismos em que a sialilacdo depende de &acido sialico ligado a citosina monofosfato
como doador. A atividade de TcTS é crucial para a viabilidade, infectividade e propagacao
do parasita, uma vez que a enzima promove adesao das formas tripomastigotas circulantes
as células hospedeiras, confere resisténcia a cascata do complemento e protege contra lise

mediada por anticorpos,12'13'14'19'21

A

AcHN TcMUC

HiC_O [,  HiCa _OH
H = -

N : H : §
\H/\N \H/\N/
H H
(0] (0]
* OH

H3;C
(o)

Figura 5. Glicoproteinas de superficie de T. cruzi. A) Mucina parasitaria (TcMUC) com unidade de a-
GIcNAc (em destaque) conectando a glicana a sequéncia peptidica de Thr.
B) Enzima trans-sialidase (TcTS) catalisando reacdo de transferéncia de acido sialico.

Terminais ndo redutores a-galactosilados expressos nas mucinas de tripomastigotas
sanguineas séo altamente imunogénicos para humanos e representam o alvo dos anticorpos
tripanoliticos anti-a-Gal hormalmente presentes no soro de pacientes chagéasicos em fase aguda
ou crénica, com elevada afinidade e ampla especificidade por epitopos de TcMUC."**® Embora
a-galactosideos permanecam expostos por ndo serem bons aceptores de TcTS,? a sialilacdo
de terminais B-galactosidicos, interessantemente, confere resisténcia a lise por anticorpos anti-
a-Gal, protecdo atribuida ao efeito de repulsdo de cargas que impede agregacdo das mucinas e
colapso da membrana. Danos celulares ainda mais acentuados ocorrem na presenca de
anticorpos inibitérios anti-TcTS, que previnem a incorporacéo de &cido sialico.”

A crescente aceitacdo da hipGtese de persisténcia do parasita como patogenia

2425 o g inexisténcia de

priméria da Doenga de Chagas, em detrimento da autoimunidade,
tratamentos efetivos e seguros para todos os estdgios da doenca justificam a busca por

estratégias inovadoras de eliminac&o do parasita.”® Considerando as funcdes da sialilagdo em



T. cruzi para estrutura, adaptacéo a condi¢cdes adversas, viruléncia e escape imunoldgico, é
evidente a importancia da trans-sialidase em seu ciclo de vida, que associada a presenca
exclusiva no parasita, faz desta enzima um alvo molecular seletivo. A descoberta de inibidores
efetivos é fundamental para atender aos critérios de valida¢éo definitiva de TcTS como alvo
para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos contra a Doenca de Chagas.'***

Embora seja peculiar de T. cruzi a ocorréncia de a-GIcNAc no terminal redutor dos
oligossacarideos conjugados as mucinas, métodos de imunodeteccdo por anticorpos
monoclonais demonstraram a presenca de estruturas contendo a-GalNAc-O-Ser/Thr em
glicoproteinas de epimastigotas cultivadas. Tanto na superficie quanto em extratos do
parasita, tais glicoaminoacidos foram encontrados sob a forma sialilada (sialil-Tn) mas néo
isoladamente (Tn), motivando especulacdo acerca da existéncia de uma trans-sialidase
variante capaz de transferir acido sialico para residuos de a-GalNAc, hipdtese razoavel
considerando as diversas mutacdes que conferem especificidade mais abrangente a TcTS.
Adicionalmente, atividade ppGalNAc-T foi detectada em lisados parasitarios através da
transferéncia de UDP-GalNAc para um peptideo sintético derivado de mucinas de T. cruzi,
enguanto sequéncias peptidicas de mucinas humanas foram aceptores ruins. Mais estudos
s80 necessarios para estabelecer se a incorporacdo de a-GalNAc € devida a uma enzima
especifica ou trata-se de uma reacao paralela catalisada pela mesma glicosiltransferase que
normalmente adiciona a-GIcNAc as mucinas parasitarias.*’

A expressdo de mucinas com cadeias glicosidicas truncadas é amplamente
distribuida em parasitas, sugerindo que ndo se trata de um fenbmeno aberrante nesses
organismos, em contraste com a natureza deletéria dessas alteracbes em mamiferos.
Surpreendentemente, suas estruturas coincidem com as de antigenos associados a tumor
como Tn e sialil-Tn, ao que se atribui a correlacdo negativa observada experimentalmente
entre infeccdo por parasitas e malignidade.?’

Camundongos em fase aguda ou subaguda de infeccdo por T. cruzi transplantados
com células de linfoma apresentaram inibicdo de crescimento do tumor e da ocorréncia de
metastases, em relacdo aos animais que receberam as células cancerosas sem terem sido
previamente infectados pelo parasita, sugerindo que o contato anterior com T. cruzi tenha
causado imunidade cruzada com o linfoma.”® Ratos em fase crénica de infeccéo por T. cruzi
tratados com dimetilhidrazina (DMH), uma substancia conhecida por sua propriedade de induzir
cancer de cdlon, tiveram menor incidéncia desta neoplasia quando comparados aos animais
expostos a DMH que n&o tiveram contato prévio do parasita.'® Presumivelmente, se parasitas e
tumores compartiiham antigenos semelhantes, a producdo de anticorpos contra o parasita
pode induzir imunidade cruzada efetiva contra as células cancerosas, fazendo desta
associacdo um importante modelo para elucidar os mecanismos de supresséo da tolerancia

imunoldgica e beneficiar as estratégias terapéuticas antitumorais.’
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1.4 Vacinas sintéticas de carboidratos como imunote rapia contra o cancer

Por mais de um século, o emprego de técnicas de imunizacdo tem contribuido
significativamente para a saude humana. O desenvolvimento de vacinas, ainda que bem
sucedido, foi classicamente baseado em tentativas e erros, em investigacdes desprovidas
de conhecimento molecular sobre o funcionamento do sistema imunol6gico. A progressiva
elucidacdo dos mecanismos envolvidos na resposta imune vem tornando cada vez mais
importante o papel da sintese quimica no desenho racional e otimizacdo de agentes para
intervencdo nesses processos. Vacinologia reversa designa a caracterizacdo de epitopos
reconhecidos por anticorpos neutralizantes para um determinado antigeno visando a
direcionar o desenvolvimento de candidatos efetivos a vacinas. Estabelecido o alvo,
estruturas menores e sinteticamente acessiveis podem ser construidas para mimetizar
apenas regides epitépicas importantes, permitindo a focalizagéo da reacdo imunolégica.?

A selecdo de antigenos de agentes infecciosos € realizada com relativa facilidade
pesquisando o soro de individuos previamente expostos ao patdgeno, ja que suas estruturas
sdo estranhas ao organismo humano e portanto imunogénicas. Vacinas sintéticas contra
Haemophilus influenzae B e Plasmodium falciparum estéo, respectivamente, em uso corrente
ou em testes clinicos avancados. Inversamente, devido ao carater proprio das células
cancerigenas, imunoglobulinas naturais contra antigenos tumorais ndo s&o geralmente
encontradas em individuos com cancer, dificultando a escolha de alvos para o desenvolvimento
de vacinas. Dentre os antigenos tumorais ja identificados, carboidratos sdo considerados os
alvos mais apropriados e clinicamente relevantes para inducéo de imunidade ativa.**>*

Isoladamente, carboidratos antigénicos desencadeiam resposta imune independente
de células T através da ativacao direta de linfocitos B, resultando na producéo de anticorpos
unicamente IgM com baixa afinidade. Para viabilizar sua aplicagcdo como vacinas, haptenos
sacaridicos sdo conjugados a proteinas ou peptideos carreadores imunogénicos, como
albumina sérica bovina (BSA), hemocianina do caranguejo Megathura crenulata (KLH,
“keyhole limpet hemocyanin”™) ou peptideo derivado de poliovirus (PV), garantindo a
estimulacdo de linfécitos T, os quais ndo reconhecem antigenos intactos mas sao
sensibilizados por fragmentos peptidicos antigénicos processados e expostos via complexo
de histocompatibilidade principal (MHC). Além de estimular a resposta carboidrato-
especifica de células T citotoxicas, esta estratégia ativa células T auxiliadoras, que liberam
citocinas indutoras da troca de isotipo e da maturacdo de afinidade das imunoglobulinas
produzidas pelas células B. Linfécitos citotdxicos e anticorpos direcionados contra antigenos
tumorais sintéticos sdo capazes de reconhecer 0s correspondentes epitopos nativos em

células malignas circulantes e metastaticas, promovendo a erradicacdo das mesmas e
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protegendo contra crescimento e recorréncia tumoral, o0 que comprova o0 potencial de
vacinas sintéticas de carboidratos para o combate ao cancer.>?°3%

Muitos antigenos glicoprotéicos e glicolipidicos associados a tumor, como Tn, sialil-
Tn, TF, Lewis, KH-1, globo H e gangliosideos, tém sido adotados como alvos para
desenvolvimento de vacinas terapéuticas contra o cancer, uma vez que sua ocorréncia em
tecidos normais é restrita.*®* Elevado nivel de expressdo de tais antigenos na superficie de
células cancerosas correlaciona-se com prognostico alarmante, contudo a vacinagéo
baseada em epitopos sintéticos associados a tumor explora exatamente essa caracteristica
para dirigir o sistema imune a fim de gerar uma reacéo tumor-seletiva.®

O antigeno Tn, particularmente, apresenta notaveis amplitude e intensidade de
expressao em carcinomas, estando associado a varios tipos de cancer como de mama,
ovario, préstata, colon, pulmdo e pancreas.®® Além de diversas evidéncias pré-clinicas de

efetividade,33343°

vacinas sintéticas conjugadas contendo Tn tém obtido sucesso em testes
clinicos,*® entre os quais se destaca um ensaio de fase | em que pacientes com cancer
prostatico reincidente foram imunizados com clusters de Tn conjugados a KLH em
associacdo com o adjuvante imunologico QS21. Houve producdo de elevados titulos de
anticorpos IgM e 1gG especificos e efeito antitumoral mensuravel com base na diminuigcédo
do antigeno prostatico especifico (PSA, prostate specific antigen) sérico, cujos niveis se
relacionam diretamente com a progressao radiogréafica do tumor.*

De acordo com a natureza da molécula carreadora utilizada, estratégias variadas de
conjugacéao estdo disponiveis para o antigeno Tn. Quando sdo empregados oligopeptideos
imunogénicos sintéticos, o bloco de glicoaminoacido pode ser diretamente incorporado ao
terminal amino ao final da sequéncia de acoplamentos em fase sélida (Figura 6A%*). A
conjugacdo com carreadores protéicos macromoleculares envolve a introducéo de cadeias
espacgadoras ao antigeno Tn e a derivatizacdo de funcdes laterais de residuos superficiais
da proteina, predominantemente lisina (Lys), de modo a promover ligagdo quimica entre
estes grupos (Figura 6B* e Figura 6C%’). Alternativamente, a substituicio do aminoécido do
antigeno Tn por residuos hidroxilados ndo naturais (Figura 6D* e Figura 6E%) produz
analogos com imunogenicidade e resisténcia a degradacao in vivo potencialmente maiores e
permite dispensar o uso de espacadores conforme o grau de extensdo da cadeia lateral em
relacdo a Ser e Thr. Abordagens ainda mais elaboradas exploram a multivaléncia para
melhorar a imunogenicidade dos conjugados através da maior semelhanca com a superficie
de células cancerosas, as quais tendem a expressar 0s antigenos tumorais em série.
Dendrimeros, clusters triméricos de Th ou mesmo constru¢cdes monomoleculares contendo
até sete antigenos tumorais distintos sdo 0os avan¢os mais recentes, assegurando novas

perspectivas de aplicacéo as vacinas sintéticas.***
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Figura 6. Ligantes para conjugacdo do antigeno Tn a moléculas carreadoras. A) Tn diretamente conjugado. B)
Tn conjugado via triazol (ligacéo entre grupos —N3 e —C=CH por “click chemistry”). C) Tn conjugado via N-benzoil-
succinamida (ligagéo entre grupos —SH e —NH>). D) a-GalNAc ligado a residuo de homoserina. E) a-GalNAc
ligado a residuo de hidroxinorleucina.

1.5 Sintese de glicoaminoacidos, glicopeptideos e g  licodicetopiperazinas

A investigacdo das funcdes bioldgicas desempenhadas por glicoproteinas requer
gquantidades suficientes de compostos puros e com estrutura exatamente definida. A
disponibilidade escassa e a microheterogeneidade destes glicoconjugados em matérias-
primas naturais inviabilizam sua obtencao a partir destas fontes. O processo de glicosilacédo
in vivo é pos-traducional, resultando em numerosas glicoformas prontamente inacessiveis
por tecnologia genética. Portanto, a ferramenta mais adequada para obtencdo de
gquantidades razoaveis de glicopeptideos homogéneos e bem caracterizados é a sintese
organica.>*“%*! Tanto em solucdo como em fase sélida, 0 método mais eficiente e versatil
para a preparacdo de O-glicopeptideos, incluindo os relacionados a mucinas, emprega
aminoacidos glicosilados protegidos como blocos de construgdo para etapas de
acoplamento sucessivas. Tais blocos séo obtidos pela reacdo direta do amino&cido N- e O-
protegido com um doador glicosidico.>3"4%4!

Grupos de protecdo ortogonais sdo necessarios tanto para o carboidrato quanto para o
amino&cido, garantindo condigbes brandas de desprotecdo ap6s o0 elongamento do
glicopeptideo. O terminal carboxilico do amino&cido é protegido por grupos como O-Bn ou O-

Pfp, enquanto N-Fmoc é usado para protecdo da funcdo amino, sendo removido pelas bases
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piperidina ou morfolina em condi¢gdes controladas, uma vez que unidades sacaridicas O-ligadas
a Ser ou Thr tendem a sofrer B-elimina¢éo catalisada por bases. Por outro lado, a ligacdo O-
glicosidica é sensivel a condigfes acidas e os grupos O- e N-acetil usados para a protecao do
sacarideo contribuem para a estabilizacdo da funcéo acetal. O emprego de outros grupos de
protecdo e sua manipulagdo conveniente permite ainda controle régio- e estéreo-seletivo.*%*

A estereoseletividade da glicosilagcdo é influenciada pelo substituinte da posicao C-2
do doador glicosidico. Funcdes aciladas, como acetil ou benzoil, nesta posicdo induzem a
participacdo de grupo vizinho com formacdo de intermediario oxazolina durante a ativacao
da posicdo anomérica e promovem glicosilacao 1,2-trans seletiva, geralmente resultando em
B-glicosideos. Opostamente, grupos nao participantes em C-2, como éter benzilico ou azida,
originam o correspondente a-glicosideo, favorecido pelo efeito anomérico.>**

A sintese de glicoaminoacidos do tipo mucina, particularmente a-GalNAc-Ser/Thr, é
baseada na introducdo de uma funcao nitrogenada latente na posi¢cao C-2, sendo que 0 grupo
azida é preferido por ser ndo participante e dirigir o ataque do aceptor glicosidico resultando
em configuracdo anomérica a, além ser facilmente convertido a acetamido apéds a glicosilacédo.
A introducdo da funcdo azida é predominantemente realizada pela classica reacdo de
azidonitracdo de galactal, geralmente seguida de halogenacdo anomérica e glicosilacdo sob
condicdes de Koenigs-Knorr.®>'424 Apesar dessa estratégia implicar em rotas sintéticas
extensas, outras op¢des disponiveis sdo empregadas com menor frequéncia, destacando-se a
adicdo do tipo Michael a 2-nitrogalactal’® como a alternativa mais versétil e eficiente. Nas
reacdes de glicosilacdo, uma variedade de grupos abandonadores anoméricos sao utilizados,
incluindo tricloroacatimidatos®, cloretos®, brometos®, tioglicosideos* e pentenilglicosideos®
ativados por sais de prata, acidos de Lewis ou eletrdfilos soft.>>4°

Os aminodcidos glicosilados protegidos obtidos sdo blocos de construgdo para a
sintese de glicopeptideos, baseada em ciclos de desprotecdo de N-Fmoc da extremidade
amino seguida do acoplamento usando excesso de glicoaminoacido ou aminoacido, cuja
funcdo carboxilica é ativada por reagentes de acoplamento, mais comumente PyBOP,
DIC/HOBt e TBTU, formando de ésteres reativos. O glicopeptideo livre, com sequéncia
primaria e posicdes de glicosilacdo definidas, é fornecido pela desprotecéo total da cadeia e,
guando sintetizado em fase sélida, apds sua clivagem da resina. Ainda que este protocolo
apresente elevados rendimentos, uma fonte comum de perdas é a formacdo de
dicetopiperazinas (DKPs) por ciclizacdo intramolecular principalmente quando ha residuos
C-terminais de glicina, alanina ou prolina.®**#64’

Em certos casos, contudo, a formacdo de DKPs é desejavel. Glicopeptideos, assim
como outros oligbmeros bioldgicos, podem assumir diversas conformacgdes sob a forma linear,
das quais apenas uma limitada fracdo apresenta funcdo bioldgica, o que torna a restricao

conformacional Util para incrementar sua atividade, sendo a ciclizacdo a estratégia mais
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comum. Além da rigidez conformacional conferida pelo anel, peptideos ciclicos possuem
outras vantagens em relacdo aos andlogos lineares, incluindo maior biodisponibilidade e
estabilidade metabdlica, mantendo as caracteristicas das ligacdes peptidicas. Sao diversas as
metodologias para obtencdo sintética de DKPs classicas, principalmente em fase solida,
mas como a combinagéo deste nucleo heterociclico versatil com carboidratos ainda € pouco
explorada, constitui uma inovacdo promissora para a quimica de glicopeptideos,®*’

Uma das metodologias sintéticas disponiveis para obtencéo de dicetopiperazinas foi
desenvolvida pelo préprio grupo de pesquisa em trabalhos anteriores® e esta fundamentada no
acoplamento de aminoécidos protegidos com subsequente ciclizacdo intramolecular espontanea
do dipeptideo mediante clivagem do grupo de N-protecdo e posterior eliminacdo do grupo
protetor carboxilico (Esquema 1). Partindo de aminoacidos convenientemente funcionalizados,
praticamente qualquer substituinte de interesse pode ser incorporado ao nucleo
dicetopiperazinico, incluindo carboidratos, sendo uma versatil estratégia para carreamento e

apresentacao de farmacdéforos para aumentar seletividade e afinidade por alvos biologicos.*

NHFmoc NH, °> (R
OBn piperidina OBn HO NHFmoc
R' —————> R >
DMF PyBOP, DIEA
(0] 0] MeCN

O Ru O Ru

o)
>_< >_< R
HN NHFmoc _piperidina HN NH, HN)S/
—_— —_—
OBn DMF OBn R )ﬁfNH
R R
o) o)

Esquema 1. Sintese genérica de dicetopiperazinas a partir da ciclizagao de dipeptideos. R’ e R”: substituintes.

O papel biolégico abrangente e complexo de carboidratos sob a forma de
glicoconjugados aponta para inUmeras possibilidades de intervencdo farmacoldgica, ainda
incompletamente aproveitada para o desenvolvimento de abordagens terapéuticas. Em
particular as mucinas, glicoproteinas relevantes em patologias significativas como
parasitismo e cancer, representam um alvo privilegiado para descoberta de novos agentes
capazes de interferir em tais processos de forma tanto preventiva quanto curativa. Neste
contexto, a sintese de glicoamino&cidos e glicopeptideos relacionados a mucinas adquire
especial importancia para a obtencdo de analogos puros e estruturalmente definidos a fim
de contribuir para a melhor compreensdo dos fendmenos modulados por mucinas bem
como explorar seu potencial terapéutico.

Experiéncia prévia na sintese de glicodicetopiperazinas® e simula¢es de docking®
envolvendo o sitio ativo de TcTS conduziram ao planejamento dos compostos
dicetopiperazinicos com residuos de GalNAc 1 e 2 como potenciais inibidores desta enzima e

analogos do antigeno tumoral Tn.
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2 OBJETIVOS

Desenvolver e otimizar rota sintética efetiva para a obtencdo das dicetopiperazinas
glicosiladas com residuo de GalNAc 1 e 2, como analogos do antigeno associado a tumor

Tn, possivelmente inibidores de trans-sialidase de Trypanosoma cruzi e agentes citotoxicos.

HoO JOH

(o] (0]
(0]
R OH OH w OH
HO HN)H_‘ \H/ HO HN)J\"‘ \n/
AcHN o
O\\‘\‘J\[rNH (0] HO O\\\\‘-H(NH (0]
AcHN

O O
1 2

Testar a utilizacdo do catalisador HgBr, como promotor de reacdes de glicosilacdo
envolvendo doadores glicosidicos derivados de GalNAc, para preparacdo de blocos de
glicoaminoacidos de interesse biolégico.

Realizar, com os intermediarios-chave e compostos finais obtidos, ensaios de
inibicdo da enzima TcTS por métodos espectrofotométricos de cinética enzimatica e ensaios

de citotoxicidade sobre linhagens de células tumorais e normais.



Material e Métodos
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3 MATERIAL E METODOS

Aparelhagem analitica:

Ressonancia Magnética Nuclear de 'H: Bruker Advance DPX 300 MHZ, DRX 400 MHz e
DRX500 MHz.

Espectrometria de massas de alta resolugdo: Bruker Daltonics ULTRO-Q-TOF

Fluorimetro: Synergy HT Multi-Mode Microplate Reader

Aparelhagem laboratorial:

Agitador magnético: Corning PC-320

Balanca analitica: Sartorius BP 121S, Mettler Toledo PE 400
Bomba de alto-vacuo: Precision Model D 150

Cromatdgrafo Flash: Biotage

Evaporador rotatério: Blichi RE121

Luz ultravioleta: Spectroline ENF-260C

Solventes, reagentes e outros materiais

Cromatografia em camada delgada analitica (CCD): placas de silica gel 60 GF,s, Merck®
Cromatografia em coluna classica (CCC): silica gel tipo Flash 40-63 pm Merck®

Alguns solventes e reagentes foram convenientemente purificados conforme métodos

usuais, descritos na literatura.*
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3.1 Aceptores glicosidicos

Ester benzilico de N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)- L-serina (3)

Solucdo de N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)-L-serina (3,27 g; 10,0 mmol) em etanol (10
mL) foi resfriada a 5 T e lentamente neutralizada com solu¢do aquosa de carbonato de
césio (1,63 g; 5,0 mmol) sob agitacdo. Apds concentracdo preliminar em evaporador
rotatorio, a 4gua residual foi removida por co-evaporagdes com tolueno. O sélido resultante
foi dissolvido em DMF (20 mL) e tratado com brometo de benzila (1,5 mL; 2,05 g; 12,0
mmol) e mantido sob agitacdo a temperatura ambiente por 15 h, com acompanhamento por
CCD. A mistura reacional foi filtrada para remocdo do subproduto brometo de césio
precipitado, que foi lavado com DCM. O filtrado foi concentrado sob pressédo reduzida,
dissolvido em DCM, extraido com solucdo saturada de bicarbonato de sddio e seco com
MgSO,. O produto foi cristalizado a partir de AcCOEt e Hex (1,62 g) e o sobrenadante da
cristalizacéo foi ainda purificado por CCC [silica-gel, AcOEt/Hex 0-100% (v/v) por gradiente,
fr. 35-48 (1,29 g)] e recristalizado. O éster benzilico do aminoacido foi obtido como cristais
brancos (2,91 g; 6,97 mmol; 70%). Rf 0,44 [AcOEt/Hex 1:1 (v/v)]. &4 (CDCls, 400 MHZz) 7,77
(2H,d, J 7,6 Hz, CH Fmoc arom.), 7,60 (2 H, d, J 7,3 Hz, CH Fmoc arom.), 7,43-7,30 (9 H,
m, CH benzil arom., CH Fmoc arom.), 5,71 (1 H, d, J 7,3 Hz, NH Ser), 5,23 (2 H, s, CH,
benzil), 4,50-4,48 (1 H, m, CH Ser), 4,43 (2 H, dd, J 2,0 Hz, J 6,7 Hz, CH, Fmoc), 4,22 (1 H,
t, J 6,7 Hz, CH Fmoc), 4,05-3,93 (2 H, ddl, CH, Ser), 2,04 (1 H, sl, OH Ser). (Anexo 1)

Ester benzilico de N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)-  L-treonina (4)

Solugéo de N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)-L-treonina (3,50 g; 10,3 mmol) em etanol (10
mL) foi resfriada a 5 T e lentamente neutralizada com solu¢do aquosa de carbonato de

césio (1,68 g; 5,1 mmol) sob agitacdo. Apds concentracdo preliminar em evaporador
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rotatorio, a 4gua residual foi removida por co-evaporagdes com tolueno. O sélido resultante
foi dissolvido em DMF (25 mL) e tratado com brometo de benzila (1,8 mL; 2,59 g; 15,2
mmol) e mantido sob agitagdo a temperatura ambiente por 23 h, com acompanhamento por
CCD. A mistura reacional foi filtrada para remocdo do subproduto brometo de césio
precipitado, que foi lavado com DCM. O filtrado foi concentrado sob pressédo reduzida,
dissolvido em DCM, extraido com solugcdo saturada de bicarbonato de sédio, seco com
MgSO, e concentrado. O produto foi cristalizado a partir de AcOEt e Hex fornecendo o éster
benzilico do aminoacido como cristais brancos (2,61 g; 6,05 mmol; 60%). Rf 0,56
[ACOEt/Hex 1:1 (v/v)]. &4 (CDCls, 400 MHZz) 7,77 (2 H, d, J 7,6 Hz, CH Fmoc arom.), 7,61 (2
H, d, J 7,3 Hz, CH Fmoc arom.), 7,42-7,29 (9 H, m, CH benzil arom., CH Fmoc arom.), 5,58
(1 H, d, J9,1Hz, NH Thr), 5,22 (2 H, AB, Jas 12,3 Hz CH; benzil), 4,43-4,38 (4 H, m, a-CH
Thr, B-CH-Thr, CH, Fmoc), 4,23 (1 H, t, J 7,0 Hz, CH Fmoc), 1,85 (1 H, sl, OH Thr), 1,25 (3
H, t, J 6,2 Hz, CH3 Thr). (Anexo 2)

3.2 Doadores glicosidicos

1,2,3,4,6-penta- O-acetil- a-D-galactopiranose (5)

AcO OAc

0]
AcO
AcO

OAc

Uma suspenséo de D-galactose (18,9 g; 105 mmol) em anidrido acético (90 mL) foi
tratada com iodo (900 mg; 3,5 mmol) a temperatura ambiente sob agitacdo por 3 horas,
gquando CCD indicou conversao completa. A mistura reacional foi diluida com DCM, extraida
com solucdo de tiossulfato de sédio 5% e gelo picado, solugdo saturada de carbonato de
sbdio, seca com MgSO, e concentrada sob pressao reduzida, fornecendo um 6leo viscoso
amarelo contendo mistura de andmeros (42,18 g; > 105 mmol; rendimento quantitativo).
Recristalizacdo a partir de etanol resultou no isolamento do isémero a. Rf 0,50 [AcCOEt/Hex
1:1 (v/v)]. &4 (CDCls, 500 MHz) 6,36 (1 H, s, H-1), 5,48 (1 H, s, H-4) 5,32 (2 H, s, H-2, H-3),
433 (1 H,t, Js5=Js6 6,7 Hz, H-5), 4,10, 4,06 (2 H, 2 dd, Js564 6,7 HZ, Jeaep 11,3 Hz, H-6a, H-
6b), 2,14 (6 H, s, 2 CH;CO), 2,03, 2,01, 1,99 (9 H, 3 s, 3 CH3CO). (Anexo 3)
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Brometo de 2,3,4,6-tetra- O-acetil- a-D-galactopiranosila (6)

AcO OAc
0]
AcO
AcO|
Br

Solucdo de 1,2,3,4,6-penta-O-acetil-D-galactopiranose (23,99 g; 61,5 mmol, mistura
de andbmeros) em acido acético glacial (20 mL) foi resfriada em banho de gelo e tratada
lentamente com solucdo de &cido bromidrico 33% em acido acético (21,5 mL). Monitorada
por CCD, a mistura reacional foi agitada por 4 horas a temperatura ambiente e, apos
armazenamento sob refrigeracdo por 10 h, diluida com DCM e vertida sobre gelo picado em
agua. A fase aquosa separada foi extraida com DCM e as fragdes organicas reunidas foram
lavadas com solugéo de bicarbonato de sédio 5% previamente resfriada em banho de gelo,
secas com MgSO, e concentradas sob pressao reduzida, resultando em éleo amarelado
viscoso, a partir do qual o produto foi cristalizado na presenca de éter etilico e éter de
petrdleo. Apés filtracdo a vacuo, o brometo de galactopiranosila foi isolado como sélido
branco pulverizado (19,94 g; 48,5 mmol; 79%), instavel a atmosfera e a temperatura. Rf 0,61
[AcCOEt/Hex 1:1 (v/v)]. &4 (CDCl3;, 500 MHz) 6,68 (1 H, d, J;, 3,9 Hz, H-1), 5,50 (1 H, dl, J34
3,2 Hz, J45 1,0 Hz, H-4) 5,38 (1 H, dd, J34 3,4 Hz, J,5 10,7 Hz, H-3), 5,03 (1 H, dd, J;» 3,9
Hz, J,5 10,7 Hz, H-2), 4,46 (1 H, t, Js6 6,5 Hz, H-5), 4,16 (1 H, dd, Js6, 6,3 Hz, Jsaen 11,4 Hz,
H-6a), 4,09 (1H, dd, Jse, 6,8 Hz, Jsaepr 11,4 Hz, H-6b), 2,11, 2,09, 2,08, 2,07 (12 H, 4 s, 4
CHsCO). (Anexo 4)

3,4,6-tri- O-acetil- D-galactal (7)

0]
AcO _

Ao brometo de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-galactopiranosila 6 (6,13 g; 14,9 mmol), foi
adicionada mistura previamente preparada de acetato de sddio (10,0 g; 122 mmol) e acido
acético glacial (45 mL; 47,2 g; 786 mmol) em agua (32 mL). Sob agitacdo vigorosa, foi
adicionado sulfato de cobre 1l (335 mg; 2,1 mmol) seguido de zinco metalico em pé (13,2 g;
203 mmol). Apbés 16 horas a temperatura ambiente, CCD indicou o final da reacédo e a
mistura reacional foi filtrada em celite e os sélidos lavados com &gua. O filtrado foi diluido
com AOEt e lavado com solugdes saturadas de bicarbonato de sédio e cloreto de sédio,
seco com MgSO,, concentrado sob pressdo reduzida e purificado por CCC [silica-gel,
acetona/DCM 0-5% (v/v) por gradiente, fr. 15-21]. O produto foi isolado como um liquido
viscoso incolor (2,119 g; 7,7 mmol; 52%). Rf 0,53 [acetona/DCM 5% (v/v)]. &4 (CDCl;, 500
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MHz) 6,43 (1 H, dd, J;3 1,4 Hz; J;, 6,3 Hz, H-1), 5,52 (1 H, m, H-4), 5,39 (1 H, m, H-3), 4,69
(A H,dd, J,32,5Hz, J;, 6,3 Hz, H-2), 4,29 (1 H, tl, J 6,1 Hz, H-5), 4,24 (1 H, dd, Js¢, 7,2 Hz,
Jeaep 11,5 Hz, H-6a), 4,18 (1 H, dd, Js ¢, 5,3 Hz, Jsaen 11,5 Hz, H-6b), 2,09; 2.05; 1,99 (9 H, 3
S, 3 CH3;CO). (Anexo 5)

Cloreto de 2-azido-2-desoxi-3,4,6-tri- O-acetil- a-D-galactopranosila (9)

AcO OAc

(@)
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Solucao de 3,4,6-tri-O-acetil-D-galactal 7 (1,41 g; 5,19 mmol) em MeCN (22 mL) foi
adicionada de azida de sdodio (474 mg; 7,29 mmol) a nitrato cérico de amonio (8,57 g; 15,6
mmol), resfriada em banho de gelo seco por 30 min. e agitada a temperatura ambiente por 6
h, com acompanhamento por CCD. A mistura reacional foi diluida com éter, extraida com
agua, seca com MgSO, e purificada por CCC [AcOEt/Hex 0-100% (v/v) por gradiente, fr. 4-8]
fornecendo o azidonitrato em mistura de anémeros a/f 1:0,6 como liquido viscoso (649 mg;
1,73 mmol; 33%). Rf 0,65 [AcOEt/Hex 7:3 (v/Vv)]. &4 (CDClz, 500 MHz) 6,28 (J;, 3,7 Hz, H-1
a), 5,56 (J;» 8,8 Hz, H-1 B), 3,74 (m, H-2). (Anexo 6). O produto de azidonitragdo 8 (640 mg;
1,70 mmol) foi dissolvido em MeCN (12 mL) contendo cloreto de tetraetilaménio (846 mg;
5,10 mmol) e agitado durante durante 20 h com acompanhamento por CCD. A mistura foi
diluida com tolueno, lavada com agua, seca com MgSQ,, filtrada, concentrada e purificada
por CCC J[silica-gel, AcCOEt/Hex 6:4 (v/v), fr. 2-4]. O azidocloreto foi obtido como um liquido
viscoso de coloracdo levemente amarela (561 mg; 1,60 mmol; 94%). Rf 0,64 [AcOEt/Hex 6:4
(v/V)]. d4 (CDCl3, 500 MHz) 6,12 (1 H, d, J;, 3,9 Hz, H-1), 5,41 (1 H, dI, J45 2,3 Hz, H-4),
5,26 (1H, dd, J34 3,1 Hz, J,3 10,8 Hz, H-3), 4,43 (1H, t, Js 6,5Hz, H-5), 4,05-4,01 (3 H, m,
H-6a, H-6b, H-2), 2,07, 1,97, 1,96 (9 H, 3 s, 3 CH3CO). (Anexo 7)

2-acetamido-2-desoxi-1,3,4,6-tetra- O-acetil- B-D-galactopranosila (10)

AcO OAc
AcO 0 OAc
AcHN

Cloridrato de 2-amino-2-desoxi-D-galactose (200 mg, 0,928 mmol) foi suspenso em
Ac,0 (1,2 mL), tratado com piridina (2,0 mL) e agitado a temperatura ambiente por 21 horas,
com acompanhamento por CCD. ApdGs concentracdo e diluicio em DCM, a mistura foi

extraida com HCI (10%) e NaHCO; (sat.), seca com MgSQ,, concentrada e purificada por
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CCC [silica-gel, AcOEt , fr. 4-7]. O produto peracetilado foi obtido como um liquido viscoso
(214 mg, 0,551 mmol, 59%). Rf 0,6 [AcOEt]. &4 (CDCl;, 300 MHz) 5,63 (1 H, d, J;, 8,7 Hz,
H-1), 5,35 (1 H, d, J 9,5 Hz, NHCO), 5,31 (1 H, dd, J45 0,6 Hz, J34 3,3 Hz, H-4), 5,02 (1 H,
dd, J;4 3,3 Hz, J,53 11,4 Hz, H-3), 4,38 (1 H, dt, J;, 9,2 Hz, J,3 11,2 Hz, H-2), 4,14-4,01 (2 H,
m, H-6a, H-6b), 3,95 (1 H, dt, J45 0,9 Hz, Js4 6,5 Hz, H-5), 2,11, 2,07, 1,98, 1,96, 1,88 (15 H,
5 s, CH;CO). (Anexo 8)

Cloreto de 2-acetamido-2-desoxi-3,4,6-tri- O-acetil- a-D-galactopranosila (11)

AcO OAc
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Método A Suspensdo de  2-acetamido-2-desoxi-1,3,4,6-tetra-O-acetil-3-D-
galactopranosila (214 mg, 0,550 mmol, 1 eq.) em DCM (2,2 mL) foi adicionada de cloreto de
titanio IV (80 pL, 138 mg, 0,729 mmol, 1,33 eq.) e agitada a temperatura ambiente por 24
horas, quando foi tratada com aliquota adicional de TiCl, (120 yL, 208 mg, 1,093 mmol, 2 eq.)
e agitada por mais 3 dias, com acompanhamento por CCD. O residuo foi suspenso em DCM,
filtrado através de placa sinterizada, concentrado e purificado por CCC [silica-gel, ACOEt/Hex
0-70%, por gradiente]. O composto isolado, fr. 10-12 (30 mg, Rf 0,60 em AcOEt/Hex 7:3 (v/V)],
nao foi identificado como o produto esperado 11 pelos dados espectroscopicos de RMN.

Método B. Cloridrato de 2-amino-2-desoxi-D-galactose (335 mg, 1,55 mmol, 1 eq.) foi
tratado com solucdo de metéxido de sédio em metanol (1 M, 3,4 mL, 1 eq.) até pH 10 e
agitada vigorosamente por 10 minutos. A suspensdo opaca formada foi filtrada em funil de
placa sinterizada, o residuo foi lavado duas vezes com metanol e o filtrado amarelado
contendo a base livre do aminoacucar foi concentrado, tratado com anidrido acético (185 L,
1,94 mmol, 1,25 eq.) e permaneceu sob agitacdo a temperatura ambiente por 16 horas.
Apbs remocao do solvente sob vacuo, o soélido foi tratado com cloreto de acetila (2 mL),
previamente borbulhado com HCI gasoso até saturacdo, e mantido sob agitacéo e refluxo a
38 € por 18 h. A mistura ambar foi diluida em dicl orometano, vertida sobre mistura de agua
e gelo e a camada orgéanica separada foi extraida duas vezes com mistura de solucdo
saturada de bicarbonato de sodio e gelo, com agitacdo vigorosa para neutralizacdo. A
camada orgéanica resultante foi seca com MgSO, e purificada por CCC [AcOEt/Hex 0-70%
(v/v), por gradiente]. Os compostos majoritarios isolados, fr. 10-11 (10 mg, Rf 0,50) e fr. 12-
14 (38 mg, Rf 0,42) ambos em AcOEt/Hex 7:3 (v/v), ndo foram identificados como o produto

esperado 11 pelos dados espectroscopicos de RMN.
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3.3 Glicoaminoacidos

Ester benzilico de N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)- O-(2-azido-2-desoxi-3,4,6-tri- O-acetil- a-

D-galactopiranosil)- L-serina (12)
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Método A. Sob atmosfera de argbnio, éster benzilico de N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)-
L-serina 3 (83 mg, 0,20 mmol, 1 eq.), Ag.CO; (116 mg, 0,42 mmol, 2,1 eq.) e peneira
molecular ativada (250 mg) foram agitados por duas horas a temperatura ambiente em 10 mL
de mistura de tolueno:DCM secos (8,5:1,5). Em banho de gelo, foram adicionados AgCIO, (28
mg, 0,13 mmol, 0,65 eq., em 2 mL de tolueno) e apds 30 minutos a 0 C, cloreto de 2-azido-2-
desoxi-3,4,6-tri-O-acetil-a-D-galactopiranosila 9 (126 mg, 0,36 mmol, 1,8 eq., em 2 mL de
tolueno). Acompanhada por CCD, a reacéo foi mantida sob agitacdo a temperatura ambiente
por 10 dias, com duas adigbes suplementares de Ag,CO; e AgCIO, (115 mg e 25 mg,
respectivamente, em cada adi¢do). A mistura foi diluida em 30 mL de DCM, filtrada em celite,
concentrada e extraida com solucdes saturadas de bicarbonato de sédio (3 x 25 mL) e agua
(2 x 25 mL). A camada organica foi seca com MgSQ,, concentrada sob pressdo reduzida e
purificada por CCC [silica-gel, AcOEt/Tol 0-15% (v/v) por gradiente, fr. 7-13] fornecendo o
produto 12 como um sdlido branco (13 mg, 0,0178 mmol, 9%).

Método B. Ester benzilico de N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)-L-serina 3 (132 mg, 0,32
mmol, 1 eq.) e cloreto de 2-azido-2-desoxi-3,4,6-tri-O-acetil-a-D-galactopiranosila 9 (204 mg,
0,58 mmol, 1,8 eq.) foram dissolvidos em 1,2-DCE (2 mL) e tratados com HgBr, (258, 0,716
mmol, 2,25 eq.) sob agitacdo. A mistura foi mantida sob refluxo a 90 T e agitada por 26
horas. O sobrenadante azulado foi separado do residuo sélido de HgBr,, concentrado sob
pressdo reduzida e purificado em CCC [silica-gel, AcCOEt/Tol 0-20% (v/v) por gradiente]
fornecendo andémeros isolados na proporcéo de 12:1 (a/B), em rendimento total de 52%.

a 12 (fr. 34-39, 112 mg, 0,153 mmol, 48%) Rf 0,32 [AcOEt/Tol 2:8 (v/v)]. & (CDCls,
300 MHz) 7,69 (2H, d, J 7,4 Hz, CH Fmoc arom.), 7,55 (2 H, d, J 7,2 Hz, CH Fmoc arom.),
7,35-7,22 (9 H, m, CH Bn arom. e CH Fmoc arom.), 5,91 (1 H, d, J 8,0 Hz, NH Ser), 5,31 (1 H,
d, Jz34 2,6 Hz, H-4), 5,22 (1 H, d, J34 2,7 Hz, H-3), 5,17 (2 H, s, CH, Bn), 4,79 (1 H, d, J;, 3,2
Hz, H-1), 4,54 (1 H, m, CH Ser), 4.33 (2 H, d, J 7,1 Hz, CH, Fmoc), 4,17 (1 H, t, J 7,1 Hz, CH
Fmoc), 4,09 (1 H, dd, J 2,6 Hz, 10,8 Hz, H-5), 4,02-3,85 (4 H, m, H-6a, H-6b, CH, Ser), 3,51 (1
H, dd, J,, 3,3 Hz, J,5 11,1 Hz, H-2), 2,07, 2,00, 1,89 (9 H, 3 s, CH3CO). (Anexo 9)
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Ester benzilico de N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)- O-(2-azido-2-desoxi-3,4,6-tri- O-acetil- B-

D-galactopiranosil)- L-serina (13)

OAc
AcO NHFmoc
O
AcO O OBn
N3

O

B 13 (fr. 40-46, 9 mg, 0,012 mmol, 4%). Rf 0,28 [ACOEt/Tol 2:8 (v/V)]. & (CDCl;, 300
MHz) 7,70 (2H, d, J 7,5 Hz, CH Fmoc arom.), 7,54 (2 H, m, CH Fmoc arom.), 7,36-7,24 (9 H, m,
CH Bn arom. e CH Fmoc arom.), 5,80 (1 H, d, J 8,3 Hz, NH Ser), 5,25 (1 H, d, J34 2,6 Hz, H-4),
5,20-5,15 (3 H, m, H-3, CH, Bn), 4,69 (1 H, dd, J 3,3 Hz, 10,9 Hz, H-6a), 4,56 (1 H, m, CH Ser),
4.41-4,23 (3 H, m, H-1, CH, Fmoc), 4,17 (1 H, t, J 7,2 Hz, CH Fmoc), 4,06-4,01 (2 H, m, CH,
Ser), 3,86 (1 H, dd, J 3,2 Hz, 10,4 Hz, H-6b), 3,70 (1 H, m, H-5), 3,60 (1 H, dd, J;, 8,0 Hz J,3
10,9 Hz, H-2), 2,10 (3 H, s, CH3;CO) 2,00 (3 H, s, CH3CO), 1,96 (9 H, 3 s, CH3CO). (Anexo 10)

Ester benzilico de N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)-(2-azido-2-desoxi-3,4,  6-tri- O-acetil- a-D-

galactopiranosil)- L-treonina (14)

AcO OAc

0
AcO NHFmoc
N3
OT)W

OBn

0]

Ester benzilico de N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)-L-treonina 4 (62 mg, 0,143 mmol, 1
eq.) e cloreto de 2-azido-2-desoxi-3,4,6-tri-O-acetil-a-D-galactopiranosila 9 (100 mg, 0,286
mmol, 2 eq.) foram dissolvidos em 1,2-DCE (1,15 mL) e tratados com HgBr, (115 mg, 0,319
mmol, 2,25 eq.) sob agitacdo. A mistura foi mantida sob refluxo a 90 C e agitada por 24 h
com acompanhamento por CCD, e a seguir concentrada sob presséo reduzida e purificada
em CCC [silica-gel, AcOEt/Tol 2:8 (v/v), fr. 9-19] fornecendo o produto 14 (56 mg, 0,075
mmol, 54%). Rf 0,31 [AcOEt/Tol 2:8 (v/v)]. &4 (CDCls, 500 MHz) 7,70 (2H, d, J 7,5 Hz, CH
Fmoc arom.), 7,55 (2 H, d, J 7,3 Hz, CH Fmoc arom.), 7,34-7,22 (9 H, m, CH Bn arom. e CH
Fmoc arom.), 5,65 (1 H, d, J 9,3 Hz, NH Thr), 5,37 (1 H, d, J34 2,9 Hz, H-4), 5,22-5,10 (3 H, m,
J2311,1 Hz, J34 3,0 Hz, Jag 12,2 Hz, H-3 e CH, Bn), 4,83 (1 H, d, J;, 3,4 Hz, H-1), 4,40 (2 H, t,
J 7,0 Hz, CH, Fmoc), 4,35 (1 H, dd, J 7,5 Hz, 10,4 Hz, CHa Thr), 4,27 (1 H, dd, J 7,3 Hz, 10,6
Hz, CHB Thr), 4,21-4,13 (2H, m, CH Fmoc, H-5), 4,00 (2 H, d, J 6,5 Hz, H-6a, H-6b), 3,52 (1 H,
dd, J;» 3,4 Hz, J,5 11,1 Hz, H-2), 2,08, 2,00, 1,96 (9 H, 3 s, CH3CO), 1,27 (3 H, d, J 6,3 Hz,
CH; Thr). (Anexo 11)
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Ester benzilico de N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)- O-(2-acetamido-2-desoxi-3,4,6-tri- O-

acetil- a-D-galactopiranosil)- L-serina (15)

AcO OAc
(@)
AcO NHFmoc
AcHN
O\)\{(OB"'

0]

Ester benzilico de N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)-O-(2-azido-2-desoxi-3,4,6-tri-O-acetil-
a-D-galactopiranosil)-L-serina 12 (92 mg, 0,126 mmol, 1 eq.), previamente extraido em
AcOEt com solugdo aquosa de EDTA 5%, foi concentrado e dissolvido em 5 mL de mistura
THF:Ac,0:AcOH (3:2:1), seguido da adicdo de zinco em p6 (102 mg, 1,55 mmol, 12 eq.),
gquantidade catalitica de CuSQO, (100 uL de solucdo a 10%) e agitacdo por 2 h. Apés filtracdo
em celite, e concentracdo sob pressdo reduzida com co-evaporacbes com tolueno, o
residuo foi purificado por CCC [silica-gel, AcOEt/Hex 3:2 (v/v), fr. 10-15] fornecendo o
produto 15 como um liquido viscoso claro (63 mg, 0,084 mmol, 67%). Rf 0,33 [ACOEt/Hex
7:3 (vIv)]. &4 (CDCls, 500 MHz) 7,71 (2 H, d, J 7,5 Hz, CH Fmoc arom.), 7,55 (2 H, d, J 7,0 Hz,
CH Fmoc arom.), 7,35-7,24 (9 H, m, CH Bn arom. e CH Fmoc arom.), 5,86 (1 H, d, J 7,8 Hz,
NH Ser), 5,60 (1 H, d, J 9,1 Hz, NHCO), 5,24 (1 H, d, J34 2,3 Hz, H-4), 5,13 (2 H, AB, Jas 12,0
Hz, CH, Bn), 4,98 (1 H, dd, J,3 11,1 Hz, J45 2,3 Hz, H-3), 4,70 (1 H, s ap., H-1), 4,53 (1 H, m,
CH Ser), 4,46 (1 H, t ap., J,53 11,2 Hz, H-2) 4,38 (2 H, d, J 6,5 Hz, CH, Fmoc), 4,17 (1 H, t, J
6,6 Hz, CH Fmoc), 4,07-3,85 (5 H, m, H-5, H-6a, H-6b, CH, Ser), 2,09 (3 H, s, CH3CO), 1,94,
191 (6 H, 2 s, CH3CO), 1,84 (3 H, s, CH3CO). (Anexo 12)

Ester benzilico de N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)- O-(2-acetamido-2-desoxi-3,4,6-tri- O-

acetil- a-D-galactopiranosil)- L-treonina (16)

AcO OAc
(e)
AcO NHFmoc
AcHN
OW)\H/OB”

0]

Ester benzilico de N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)-O-(2-azido-2-desoxi-3,4,6-tri-O-acetil-
a-D-galactopiranosil)-L-treonina 14 (67 mg, 0,090 mmol, 1 eq.), previamente extraido em
AcOEt com solugdo aquosa de EDTA 5%, foi concentrado e dissolvido em 4,5 mL de
mistura THF:Ac,0:AcOH (3:2:1), seguido da adi¢do de zinco em p6 (153 mg, 2,34 mmol, 26
eq.), quantidade catalitica de CuSO,4 (100 uL de solugcdo a 10%) e agitacdo por 2 h. ApGs

filtracdo em celite, e concentracdo sob presséo reduzida com co-evaporagdes com tolueno,
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o residuo foi purificado por CCC [silica-gel, AcOEt/Hex 3:2 (v/v), fr. 11-14] fornecendo o
produto 16 como um liquido viscoso claro (42,5 mg, 0,056 mmol, 62%). Rf 0,30 [AcOEt/Hex
7:3 (vIV)]. &y (CDCl3, 300 MHz) 7,71 (2 H, d, J 7,5 Hz, CH Fmoc arom.), 7,57 (2 H, d, J 7,3 Hz,
CH Fmoc arom.), 7,37-7,24 (9 H, m, CH Bn arom. e CH Fmoc arom.), 5,76 (1 H, d, J 9,7 Hz,
NH Thr), 5,62 (1 H, d, J 9,4 Hz, NHCO), 5,31 (1 H, d, J34 2,2 Hz, H-4), 5,12 (1 H, d, J 11,9 Hz,
CH,, Bn), 5,03-4,98 (2 H, m, CHy, Bn, H-3), 4,73 (1 H, d, J 3,6 Hz, H-1), 4,50-4,37 (4 H, m,
CH, Fmoc, CHa Thr, CHB Thr), 4,22-4,10 (3 H, m, CH Fmoc, H-5, H-2), 4,02-3,95 (2 H, m, H-
6a, H-6b), 2,10 (3 H, s, CH3;CO), 1,96, 1,94, 191 (9 H, 3 s, CH3CO), 1,23 (3 H, d, J 6,4 Hz, CH;
Thr). (Anexo 13)

Ester benzilico de N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)- 0O-(2,3,4,6-tetra- O-acetil- B-D-

galactopiranosil)- L-serina (17)

OA
AcO ¢ NHFmoc
AcO O o OBn
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0]

Uma mistura de éster benzilico de N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)-L-serina 3 (203,4 mg;
0,49 mmol) e brometo de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-galactopiranosila 6 (405 mg; 0,98 mmol)
em MeCN previamente seca em peneira molecular (4,8 mL), foi tratada com iodo (97 mg;
0,38 mmol) e mantida sob agitacdo por 14 h, monitorada por CCD. A mistura foi diluida com
DCM, extraida com solucdo de tiossulfato de sddio 5% e agua, seca com sulfato de
magnésio e concentrada em evaporador rotatério. O éleo obtido foi purificado por CCC
[silica-gel, AcCOEt/Hex 4:6 (v/v), fr. 17-36] fornecendo o produto 17 como um sélido branco
(220 mg; 0,29 mmol, 60%). Rf 0,20 [AcOEt/Hex 2:3 (v/v)]. &y (CDCIs, 300 MHz) 7,70 (2 H, d,
J 7,5 Hz, CH Fmoc arom.), 7,54 (2 H, d, J 7,5 Hz, CH Fmoc arom.), 7,36-7,20 (9 H, m, CH
Bn arom. e CH Fmoc arom.), 5,56 (1 H, d, J 8,1 Hz, NH Ser), 5,30 (1 H, d, J34 3,4 Hz, H-4),
5,14 (2 H, s, CH,Bn), 5,16 (1 H, dd, J;, 7,8 Hz, J,3 3,0 Hz, H-2), 4,91 (1 H, dd, J,3 3,4 Hz,
J3410,5 Hz, H-3), 4,47-4,30 (4 H, m, CH Ser, CH, Fmoc, H-1), 4,24 (1 H, dd, J 3,0 Hz, J 10,6
Hz, CH,, Ser), 4,15 (1 H, t, J 6,7 Hz, CH Fmoc), 4,07-4,00 (2 H, m, Js6 6,4 Hz, Jeaepr 12,6 Hz,
H-6a, H-6b), 3,82 (1 H, dd, J 3,4 Hz, J 10,6 Hz, CHy, Ser), 3,74 (1 H, t, Js¢ 6,4 Hz, H-5), 2,08
(3H, s, CH;CO), 1,95 (3 H, s, CH;CO), 1,93, 1,92 (6 H, 2 s, CH3;CO). (Anexo 14)
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Ester benzilico de N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)- 0-(2,3,4,6-tetra- O-acetil- B-D-

galactopiranosil)- L-treonina (18)
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AcO ¢ NHFmoc
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Brometo de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-galactopiranosila 6 (490 mg, 1,2 mmol) foi
dissolvido em MeCN previamente seca em peneira molecular (6,8 mL) e tratado com o
aminodcido éster benzilico de N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)-L-teonina 4 (250 mg, 0,57 mmol)
e iodo (404 mg, 1,59 mmol). Acompanhada por CCD, a mistura foi agitada por 22 h, quando
foi diluida com DCM e lavada com solucao de tiossulfato de sodio 5% e agua, seca com
MgSO, e concentrada sob pressao reduzida. O 6leo obtido foi purificado por CCC [silica-gel,
AcOEt:Hex 2:3 (v/v)] fornecendo o produto 18 como um sdlido branco cristalino (128 mg,
0,17 mmol, 27%). Rf 0,40 [AcOEt:Hex 2:3 (v/v)]. & (CDCl;, 300 MHz) 7,69 (2 H, d, J 7,3 Hz,
CH Fmoc arom.), 7,56 (2 H, ddl, J 2,4 Hz, J 7,1 Hz, CH Fmoc arom.), 7,35-7,21 (9 H, m, CH
benzil arom. e CH Fmoc arom.), 5,59 (1 H, d, J 9,3 Hz, NH Thr), 5,26 (1 H, d, J34 3,3 Hz, H-
4), 5,22 (2 H, s, CH, benzil), 5,07 (1 H, m, H-2), 4,87 (1 H, dd, J34 3,5 Hz, J,5310,4 Hz, H-3),
4,42-4,25 (5 H, m, CHa Thr, CHB Thr, CH, Fmoc, H-1), 4,18 (1 H, t, J 7,1 Hz, CH Fmoc),
4,08-3,93 (2 H, m, H-6a, H-6b), 3,62 (1 H, t, J 6,8 Hz, H-5), 2,06, 1,98, 1,95, 1,92 (12 H, 4 s,
4 CH3CO), 1,15 (3 H, d, J 6,2 Hz, CH3 Thr). (Anexo 15)

2-acetamido-2-desoxi- a-D-galactopiranosil- L-serina (19)

HO ,OH

o}
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Ester benzilico de N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)-O-(2-acetamido-2-desoxi-3,4,6-tri-O-
acetil-a-D-galactopiranosil)-L-serina 15 (8,8 mg, 0,0117 mmol) foi dissolvido em MeOH (0,5
mL) e acido acético (50 uL), tratado com Pd-C 10% (5 mg) e agitado a temperatura
ambiente por 22 horas. Apés filtracdo em celite, a mistura foi concentrada e purificada por
CCC [silica-gel, AcOEt; MeOH:DCM 2:8 (v/v), fr. 4-10, Rf 0,1 em AcOEt]. O composto
isolado (5 mg, 0,0115 mmol, 98%) foi dissolvido em MeOH e tratado com NaOMe (solucéo
1M) até pH basico, em torno de 10. A mistura resultante foi agitada por 3 horas, neutralizada

por adicdo de resina Dowex 50X8-200 até pH neutro, filtrada e concentrada, fornecendo o
glicoaminoéacido desprotegido 19 (3 mg, 0,0097 mmol, 85%). &4 (D,O, 300 MHZz) 4,78 (1 H, d,
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Ji2 3,8 Hz, H-1), 4,06-3,96 (3 H, m, H-4, H-3, H-2), 3,85-3,73 (4 H, m, H-5, H-6a, H-6b, CH
Ser), 3,63-3,57 (2 H, m, CH, Ser), 1,88 (3 H, s, CH3;CO). Anexo 16

2-acetamido-2-desoxi- a-D-galactopiranosil- L-treonina (20)

HO OH
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Ester benzilico de N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)-O-(2-acetamido-2-desoxi-3,4,6-tri-O-acetil-a-
D-galactopiranosil)-L-treonina 16 (9,8 mg, 0,013 mmol) foi dissolvido em MeOH (0,3 mL) e
acido aceético (30 pL), tratado com Pd-C 10% (5 mg) e agitado a temperatura ambiente por
20 horas. Apos filtracdo em celite, a mistura foi concentrada e purificada por CCC [silica-gel,
MeOH:DCM 1:9 (v/v), fr. 4-8, Rf 0,2 em AcOEt]. O composto isolado (2,7 mg, 0,0060 mol,
46%) foi dissolvido em MeOH e tratado com NaOMe (solucao 1M) até pH béasico, em torno
de 10. A mistura resultante foi agitada por 3 horas, neutralizada por adi¢cdo de resina Dowex
50X8-200 até pH neutro, filtrada, concentrada, fornecendo o glicoaminoacido desprotegido
20 (1,5 mg, 0,0047 mmol, 78%). &y (D,O, 500 MHz) 4,95 (1 H, m, H-1), 4,20-3,95 (4 H, m, H-
4, H-3, H-2, CHa Thr), 3,75-3,70 (3 H, m, H-5, H-6a, H-6b), 3,63-3,61 (1 H, m, CHpB Thr), 2,04
(3H, s, NHCO), 1,39 (3H, d, J 6,8 Hz, CH3 Thr). Anexo 17

3.4 Glicopeptideos

Ester benzilico de N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)-  L-fenilalanil- O-(2-acetamido-2-desoxi-

3,4,6-tri- O-acetil- a-D-galactopiranosil)- L-serina (21)

AcO OAc
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Ester benzilico de N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)-O-(2-acetamido-2-desoxi-3,4,6-tri-O-
acetil-a-D-galactopiranosil)-L-serina 15 (94,6 mg, 0,127 mmol) foi tratado com solucdo de

piperidina em DMF (1,0 mL, 20%) e mantido sob agitacdo a temperatura ambiente durante
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30 minutos, com acompanhamento por CCD. Apés concentracdo sob alto vacuo e
dissolugdo em DCM, o composto foi purificado por CCC [silica-gel, AcOEt/Hex 7:3 (v/v);
MeOH/DCM 2:8 (v/v), fr. 5-6], Rf 0,1 [AcOEt/Hex 7:3 (v/v)]. O composto N-desprotegido
isolado (56,4 mg, 0,208 mmol, 85%) foi misturado a PyBOP (70 mg, 0,134 mmol, 1,25 eq.),
N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)-L-fenilalanina (52 mg, 0,134 mmol, 1,25 eqg.) e HOBt (18 mg,
0,134 mmol, 1,25 eq.) em DMF (1,5 mL). A reacéo foi iniciada com adi¢éo de DIEA (50 L,
35 mg, 0,269 mmol, 2,5 eq.) e permaneceu sob agitacdo a temperatura ambiente durante 18
horas, acompanhada por CCD. A mistura foi concentrada sob alto vacuo, dissolvida em
AcOEt, extraida com solucdo de NaCl saturada, seca com MgSQ,, concentrada e purificada
por CCC [AcOEt/Hex 0-70% (v/v), por gradiente, fr. 5-10]. O produto foi obtido como um
sélido branco pulverizado (63,2 mg, 0,071 mmol, 66%). Rf 0,52 [ACOEt/Hex 7:3 (v/V)]. dy
(CDCl3, 500 MHz) 7.68 (2 H, d, J 7,5 Hz, CH Fmoc arom.), 7,43 (2 H, d, J 7,3 Hz, CH Fmoc
arom.), 7,34-7,18 (14 H, m, CH Bn arom., CH Fmoc arom., CH Phe arom.), 5,76 (1 H, dd, J
5,6 Hz, 8,8 Hz, NH Ser), 5,38 (1 H, dd, J 3,0 Hz, 7,7 Hz, NH Phe), 5,20 (1 H, d, 2,9 Hz, H-4),
5,09 (2 H, AB, Jag 11,4 Hz, CH;, Bn), 4,93 (1 H, dd, J 2,0 Hz, 11,4 Hz, H-3), 4,68 (1 H, m, CH
Ser), 4,62 (1 H, d, J1, 3,4 Hz, H-1), 4,45-4,33 (3 H, m, H-2, CH, Fmoc), 4,20 (1 H, s ap., CH
Phe), 4,10 (1 H, t, J 7,0 Hz, CH Fmoc), 3,99 (1 H, m, H-5), 3,90 (2 H, t, J 9,0 Hz, H-6a, H-
6b), 3,86-3,75 (2 H, m, CH, Ser), 3,13-2,95 (2 H, m, CH, Phe), 2,04 (3 H, s, CH3CO), 1,90,
1,86 (6 H, 2 s, CH;CO), 1,80 (3 H, s, CH;CO). Composto inédito. Anexo 18

Ester benzilico de N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)-(  O-tBu)-L-aspartil- O-(2-acetamido-2-

desoxi-3,4,6-tri- O-acetil- a-D-galactopiranosil)- L-serina (22)

AcO OAc

0]
AcO
AcHN
O
(0]
BnO N NHFmoc
H

(0] OtBu

O

Ester benzilico de N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)-O-(2-acetamido-2-desoxi-3,4,6-tri-O-
acetil-a-D-galactopiranosil)-L-serina 15 (42,6 mg, 0,057 mmol) foi tratado com solu¢do de
piperidina em DMF (0,5 mL, 20%) e mantido sob agitacdo a temperatura ambiente durante 1
hora, com acompanhamento por CCD. Apds concentragdo sob alto vacuo e dissolugdo em
DCM, o composto foi purificado por CCC [silica-gel, AcOEt; MeOH/DCM 2:8 (v/v), fr. 6-10],
Rf 0,1 [AcOEt]. O composto N-desprotegido isolado (30 mg, 0,057 mmol, quant.) foi
misturado a PyBOP (37 mg, 0,0713 mmol, 1,25 eq.), N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)-(O-terc-
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butil)-L-aspartato (29,3 mg, 0,0713 mmol, 1,25 eq.) e HOBt (9,6 mg, 0,0713 mmol, 1,25 eq.)
em DMF (1,5 mL). A reacéo foi iniciada com adi¢cdo de DIEA (25 uL, 18 mg, 0,1425 mmol,
2,5 eg.) e permaneceu sob agitacdo a temperatura ambiente durante 14 horas,
acompanhada por CCD. A mistura foi concentrada sob alto vacuo, dissolvida em DCM e
purificada por CCC [AcOEt/Hex 0-70% (v/v), por gradiente, fr. 7-9]. O produto foi obtido
como um solido branco pulverizado (12,6 mg, 0,0137 mmol, 24%). Rf 0,36 [AcOEt]. &4
(CDCl3, 300 MHz) 7.69 (2 H, d, J 7,5 Hz, CH Fmoc arom.), 7,53 (2 H, d, J 6,9 Hz, CH Fmoc
arom.), 7,36-7,24 (9 H, m, CH Bn arom., CH Fmoc arom.), 6,03-5,97 (2 H, m, NH Asp, NH
Ser), 5,23 (1 H, d, J 2,7 Hz, H-4), 5,10 (2 H, s, CH, Bn), 5,01 (1 H, dd, J34 3,0 Hz, J,5 11,2
Hz, H-3), 4,75 (1 H, d, J:, 3,4 Hz, H-1), 4,71 (1 H, m, CH Ser), 4,54-4,42 (2 H, m, CH Asp,
H-2), 4,35 (2 H, t, J 7,3 Hz, CH, Fmoc), 4,16 (1 H, t, J 7,0 Hz, CH Fmoc), 4,06-3,95 (3 H, m,
H-5, H-6a, H-6b), 3,85 (2 H, m, CH, Ser), 2,80 (1 H, dd, J 4,8 Hz, 16,8 Hz, CH,, Asp), 2,60
(1 H, dd, J 5,7 Hz, 16,8 Hz, CHy, Asp), 2,03 (3 H, s, CH;CO), 1,91 (3 H, s, CH3;CO), 1,86,
1,83 (6 H, 2 s, CH;CO), 1,38 (9 H, s, CH3 tBu). Composto inédito. Anexo 19

Ester benzilico de N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)-(  O-tBu)-L-aspartil- O-(2-acetamido-2-

desoxi-3,4,6-tri- O-acetil- a-D-galactopiranosil)- L-treonina (23)

AcO OAc
0]
AcO
AcHN
O
(0]
BnO N NHFmoc
H
(0] OtBu

O

Ester benzilico de N-(9-fluorenimetoxicarbonil)-O-(2-acetamido-2-desoxi-3,4,6-tri-O-
acetil-a-D-galactopiranosil)-L-treonina 16 (53,2 mg, 0,070 mmol) foi tratado com solucdo de
piperidina em DMF (0,5 mL, 20%) e mantido sob agitacdo a temperatura ambiente durante 1
hora, com acompanhamento por CCD. Ap6s concentracdo sob alto vacuo e dissolucdo em
DCM, o composto foi purificado por CCC [silica-gel, AcOEt; MeOH/DCM 2:8 (v/v), fr. 5-8], Rf 0,1
[AcOEt]. O composto N-desprotegido isolado (26,2 mg, 0,0486 mmol, 69%) foi misturado a
PyBOP (31,2 mg, 0,060 mmol, 1,25 eq.), N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)-(O-terc-butil)-L-aspartato
(24,7 mg, 0,060 mmol, 1,25 eq.) e HOBt (8,10 mg, 0,060 mmol, 1,25 eq.) em DMF (1,0 mL). A
reacao foi iniciada com adi¢do de DIEA (22 pL, 15 mg, 0,12 mmol, 2,5 eq.) e permaneceu sob
agitacdo a temperatura ambiente durante 15 horas, acompanhada por CCD. A mistura foi
concentrada sob alto vacuo, dissolvida em DCM e purificada por CCC [AcOEt/Hex 0-50% (v/v),

por gradiente, fr. 36-52]. O produto foi obtido como um sélido branco pulverizado (38,9 mag,
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0,0417 mmol, 86%). Rf 0,42 [AcOEt]. &; (CDCl;, 300 MHz) 7.69 (2 H, d, J 7,5 Hz, CH Fmoc
arom.), 7,53 (2 H, t, J 6,4 Hz, CH Fmoc arom.), 7,37-7,22 (9 H, m, CH Bn arom., CH Fmoc
arom.), 6,17 (1 H, dd, J 1,8 Hz, 9,5 Hz, NH Thr), 6,06 (1 H, d, J 7,5 Hz, NH Asp), 5,21 (1 H, d, J
2,3 Hz, H-4), 5,10-4,96 (3 H, m, Jag 12,0 Hz, J34 2,8 Hz, J,5 11,5 Hz, CH, Bn, H-3), 4,72 (1 H, d,
Ji» 3,6 Hz, H-1), 4,56-4,46 (2 H, m, CH Asp, CHa Thr), 4,44-4,37 (3 H, m, H-2, CH, Fmoc), 4,23
(1 H, dd, J 1,8 Hz, 6,6 Hz, CHB Thr), 4,18 (1 H, t, J 7,2 Hz, CH Fmoc), 4,09-4,02 (1 H, m, H-5),
3,92-3,89 (2 H, m, H-6a, H-6b), 2,77 (1 H, dd, J 4,7 Hz, 16,9 Hz, CH,, Asp), 2,61 (1 H, dd, J 6,4
Hz, 16,9 Hz, CHy, Asp), 2,06 (3 H, s, CH;CO), 1,89, 1,88, 1,85 (9 H, 3 s, CH3CO), 1,38 (O H, s,
CH3 tBu), 1,17 (3 H, d, J 6,4 Hz, CH5 Thr). Composto inédito. Anexo 20

Ester benzilico de N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)-(  O-tBu)-L-aspartil- O-(2-acetamido-2-

desoxi-3,4,6-tri- O-acetil- a-D-glicopiranosil)- L-serina (24)
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Ester benzilico de N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)-O-(2-acetamido-2-desoxi-3,4,6-tri-O-
acetil-a-D-glicopiranosil)-L-serina (54,3 mg, 0,0727 mmol) foi tratado com solugdo de
piperidina em DMF (0,5 mL, 20%) e mantido sob agitacdo a temperatura ambiente durante
40 minutos, com acompanhamento por CCD. Apds concentracdo sob alto vacuo e
dissolucdo em DCM, o composto foi purificado por CCC [silica-gel, ACOEt/Hex 7:3 (v/v);
MeOH/DCM 1:9 (v/v), fr. 7-11], Rf 0,1 [AcOEt]. O composto N-desprotegido isolado (31,8
mg, 0,0606 mmol, 83%) foi misturado a PyBOP (39,7 mg, 0,0763 mmol, 1,25 eq.), N-(9-
fluorenilmetoxicarbonil)-(O-terc-butil)-L-aspartato (31,6 mg, 0,0768, 1,25 eq.) e HOBt (10,7
mg, 0,0792 mmol, 1,25 eq.) em MeCN (1,5 mL). A reacdo foi iniciada com adi¢cdo de DIEA
(30 uL, 23,5 mg, 0,269 mmol, 3 eq.) e permaneceu sob agitacdo a temperatura ambiente
durante 14 horas, acompanhada por CCD. A mistura foi concentrada sob alto vacuo e
purificada por CCC [AcOEt/Hex 0-70% (v/v), por gradiente, fr. 13-14]. O produto foi obtido
como um solido branco pulverizado (37,7 mg, 0,041 mmol, 68%). Rf 0,57 [AcOEt]. &4
(CDCl3, 300 MHz) 7.69 (2 H, d, J 7,4 Hz, CH Fmoc arom.), 7,53 (2 H, d, J 7,5 Hz, CH Fmoc
arom.), 7,35-7,21 (9 H, m, CH Bn arom., CH Fmoc arom.), 5,14-5,07 (3 H, m, CH, Bn, H-3),
4,94 (1 H,t, J349,8 Hz, H-4), 4,73-4,68 (1 H, m, CH Ser), 4,63 (1 H, d, J;, 3,8 Hz, H-1), 4,51
(A H,t, J 6,4 Hz, CH Asp), 4,39 (2 H, dd, J 7,3 Hz, 10,4 Hz, CH, Fmoc), 4,30 (1 H, d, J 7,2
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Hz, H-2), 4,25-4,09 (3 H, m, CH Fmoc, H-6a, H-6b), 3,96 (1 H, dd, J 2,3 Hz, 12,4 Hz, CH,a
Ser), 3,85-3,78 (2 H, m, CH,b Ser, H-5), 2,65 (2 H, d, J 6,3 Hz, CH, Asp), 1,97 (6 H, s,
CH3CO), 1,91 (3 H, s, CHsCO), 1,84 (3 H, s, CHsCO), 1,37 (9 H, s, CH; tBu). Composto

inédito. Anexo 21

Ester benzilico de N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)- D-fenilalanil- O-(2,3,4,6-tetra- O-acetil- B-

D-galactopiranosil)- L-treonina 25

AcO OAc
O
AcO 0 o
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Ester benzilico de N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)-O-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-
galactopiranosil)-L-treonina 18 (60,3 mg, 0,079 mmol) foi tratado com solu¢cédo de piperidina
em DMF (0,5 mL, 20%) e mantido sob agitacdo a temperatura ambiente durante 1 hora, com
acompanhamento por CCD. ApOs concentracdo sob alto vacuo e dissolugdo em DCM, o
composto foi purificado por CCC [silica-gel, AcOEt/Hex 7:3 (v/v); MeOH/DCM 2:8 (v/v), fr.
12-15], Rf 0,1 [AcOEt/Hex 7:3 (v/iv)]. O composto N-desprotegido isolado (23,6 mg, 0,045
mmol, 56,7%) foi misturado a PyBOP (29,3 mg, 0,056 mmol, 1,25 eq.), N-(9-
fluorenilmetoxicarbonil)-D-fenilalanina (21,4 mg, 0,055 mmol, 1,25 eq.) e HOBt (7,6 mg,
0,056 mmol, 1,25 eq.) em MeCN (1,0 mL). A reacao foi iniciada com adicdo de DIEA (20 uL,
14,5 mg, 0,113 mmol, 2,5 eq.) e permaneceu sob agitacao a temperatura ambiente durante
15 horas, acompanhada por CCD. A mistura foi concentrada sob alto vacuo, dissolvida em
AcOEt, extraida com solucdo de NaCl saturada, seca com MgSQ,, concentrada e purificada
por CCC [AcOEt/Hex 7:3 (v/v) fr. 19-22]. O produto foi obtido como um sélido branco
pulverizado (20,7 mg, 0,023 mmol, 51%). Rf 0,54 [AcOEt/Hex 7:3 (v/v)]. &y (CDCl;, 500 MHz)
7.68 (2 H,d,J 7,4 Hz, CHFmoc arom.), 7,45 (2 H, dd, J 7,4 Hz, 18,7 Hz, CH Fmoc arom.),
7,34-7,19 (14 H, m, CH Bn arom., CH Fmoc arom., CH Phe arom.), 6,76 (1 H, d, J 8,6 Hz,
NH Thr), 5,40 (1 H, d, J 7,0 Hz, NH Phe), 5,22 (1 H, d, 2,0 Hz, H-4), 5,07 (2 H, AB, Jas 12,2
Hz, CH;, Bn), 5,00 (1 H, dd, J 7,9 Hz, 10,6 Hz, H-2), 4,82 (1 H, dd, J 3,4 Hz, 10,6 Hz, H-3),
4,57-4,53 (2 H, m, CH Phe, CHa Thr), 4,39 (1 H, t, J 7,2 Hz, CH Fmoc), 4,29-4,24 (1 H, m,
CHB Thr), 4,22 (1 H, d, J;, 7,9 Hz, H-1), 4,14-4,03 (3 H, m,CH, Fmoc, H-6a), 3,95 (1 H, dd,
Js6 6,7 Hz, Jeaen 11,4 Hz, H-6b), 3,59 (1 H, t, J56 6,7 Hz, H-5), 3,16 (1 H, dd, J 6,2 Hz, 13,9
Hz, CH, Phe), 2,99 (1 H, dd, J 6,7 Hz, 13,8 Hz, CH, Phe), 1,94 (9 H, s, CH;CO), 1,89 (3 H, s,
CHsCO), 1,00 (3 H, d, J 5,8 Hz, CH3 Thr). Composto inédito. Anexo 22
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3.5 Glicodicetopiperazinas

Ciclo( L-fenilalanil- O-(2-acetamido-2-desoxi-3,4,6-tri- O-acetil- a-D-galactopiranosil)- L-

serinil) 26
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Ester benzilico de N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)-L-fenilalanil-O-(2-acetamido-2-desoxi-
3,4,6-tri-O-acetil-a-D-galactopiranosil)-L-serina 21 (40 mg, 0,045 mmol) foi tratado com
solucdo de piperidina em DMF (0,8 mL, 20%) e mantido sob agitacdo a temperatura
ambiente durante 45 horas, com acompanhamento por CCD. Apds concentracdo sob alto
vacuo e dissolucdo em DCM o composto foi purificado por CCC [silica-gel, ACOEt/Hex 7:3
(v/v); MeOH/DCM 1:9 (v/v), fr. 4]. O produto foi obtido como um sélido amorfo (3 mg, 0,0053
mmol, 12%). Rf 0,15 [MeOH/DCM 1:9 (v/v)]. ESI-HRMS calculado para CysHz4N3O1; [M+H]"
564,2188, encontrado 564,2232 (7,8 ppm). &4 (CD;0D, 500 MHz) 7,32-7,17 (5 H, m, CH Phe
arom.), 5,30 (1 H, d, J34 2,8 Hz, H-4), 4,93 (1 H, dd, J34 2,8 Hz, J,3 11,4 Hz, H-3), 4,56 (1 H,
dd, J,3 11,4 Hz, J,, 3,6 Hz, H-2), 4,40-4,35 (1 H, m, CH Ser), 4,32 (1 H, d, J;> 3,9 Hz, H-1),
4,22-4,16 (2 H, m, CH Phe, H-5), 4,04-3,88 (3 H, m, H-6a, H-6b, CH,, Ser), 3,49 (1H, dd, J 3,6
Hz, 9,3 Hz, CHy, Ser), 3,28 (1 H, dt, J 4,4 Hz, 13,8 Hz, CH», Phe), 2,96 (1 H, dd, J 4,7 Hz, 13,8
Hz, CH,, Phe), 2,15-1,97 (12 H, m, CH3;CO). Composto inédito. Anexo 23

Ciclo(( O-tBu)-L-aspartil- O-(2-acetamido-2-desoxi-3,4,6-tri- O-acetil- a-D-

galactopiranosil)- L-serinil) 27
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Ester benzilico de  N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)-(O-terc-butil)-L-aspartil-O-(2-
acetamido-2-desoxi-3,4,6-tri-O-acetil-a-D-galactopiranosil)-L-serina 22 (13 mg, 0,014 mmol)
foi tratado com solucdo de piperidina em DMF (0,5 mL, 20%) e mantido sob agitacdo a
temperatura ambiente durante 14 horas, com acompanhamento por CCD. Ap0s
concentracdo sob alto vacuo, o composto foi purificado por CCC [silica-gel, AcOEt;

MeOH/DCM 1:9 (v/v), fr. 6-9]. O composto foi isolado como um liquido viscoso (2,6 mg,
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0,0045, 32%) Rf 0,35 [DCM:MeOH 9:1 (v;v)]. & (CDCls, 300 MHz) 6,95 (1 H, d, J 9,5 Hz,
NHCO), 6,81-6,70 (1 H, m, NH Ser), 6,60 (1 H, s ap., NH Asp), 5,29 (1 H, d, J34 3,1 Hz, H-4),
513 (1 H, dd, J34 3,1 Hz, J,3 11,7 Hz, H-3), 4,87 (1 H, d, J;» 3,6 Hz, H-1), 4,62-4,53 (1 H, ddd,
Ji, 3,6 Hz, J,3 11,4 Hz, J 9,7 Hz, H-2), 4,34-4,28 (1 H, m, CH Asp), 4,25-4,19 (1 H, m, CH
Ser), 4,16-3,99 (4 H, m, H-5, H-6a, H-6b, CH,, Ser), 3,61 (1 H, J 9,3 Hz, CH,, Ser), 2,89 (1 H,
dd, J 3,1 Hz, 17,3 Hz, CH,, Asp), 2,58 (1 H, dd, 9,2 Hz, 17,5 Hz, CH,, Asp), 2,10, 2,01, 1,93,
1,85 (12 H, 4 s, CH3CO), 1,39 (9 H, s, CH3; tBu). Composto inédito. Anexo 24

Ciclo(( O-tBu)-L-aspartil- O-(2-acetamido-2-desoxi-3,4,6-tri- O-acetil- a-D-

galactopiranosil)- L-treoninil) 28
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Ester N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)-(O-terc-butil)-L-aspartil-O-(2-acetamido-2-desoxi-3,4,6-tri-
O-acetil-a-D-galactopiranosil)-L-treonina benzilico 23 (38 mg, 0,042 mmol) foi tratado com
solucdo de piperidina em DMF (0,5 mL, 20%) e mantido sob agitacdo a temperatura
ambiente durante 15 horas, com acompanhamento por CCD. Apds concentracdo sob alto
vacuo, o composto foi purificado por CCC [silica-gel, AcCOEt; MeOH/DCM 1:9 (v/v), fr. 9-11].
O composto foi isolado como um liquido viscoso (10 mg, 0,0168 40%) Rf 0,3 [DCM:MeOH
9:1 (v/v)]. &4 (CDCl3, 300 MHz) 7,09 (1 H, d, J 1,2 Hz, NH Thr) 6,97 (1 H, d, J 1,7 Hz, NH Asp),
6,65 (1 H, d, J 9,2 Hz, NHCO), 5,32 (1 H, dd, J45 1 Hz, J34 3,1 Hz, H-4), 5,07 (1 H, dd, J34 3,1
Hz, J,5 11,5 Hz, H-3), 4,96 (1 H, d, J;, 3,6 Hz, H-1), 4,48 (1 H, ddd, J;, 3,6 Hz, J,5 11,5 Hz, J
9,4 Hz, H-2), 4,29 (1 H, d ap., J 10,1 Hz, CH Asp), 4,24-4,15 (2 H, m, H-5, CHa Thr), 4,02 (2 H,
d, Js6 6,5 Hz, H-6a, H-6b), 3,94 (1 H, m, CHB Thr), 3,00 (1 H, dd, J 2,7 Hz, 17,2 Hz, CH,, Asp),
2,62 (1 H, dd, 10,1 Hz, 17,2 Hz, CHy, Asp), 2,09, 1,98, 1,90, 1,88 (12 H, 4 s, CH;CO), 1,40 (9
H, s, CH; tBu), 1,35 (3 H, d, J 6,6 Hz, CH3 Thr). Composto inédito. Anexo 25
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3.6 Avaliacao bioldgica

Inibicdo enzimética em TcTS

Para avaliacdo dos compostos sintetizados frente a enzima parasitaria trans-sialidade
de Trypanosoma cruzi (TcTS), foi utilizado o método fluorimétrico continuo® baseado na
clivagem do doador MuNANA, liberando o fluoréforo Mu. O método foi padronizado no
laboratério através da determinacdo da diluicdo enzimética ideal para obtencdo de perfil
reacional hiperbdlico, e da posterior confirmacdo experimental dos parametros cinéticos Km
(constante de Michaelis-Menten) e V.« (velocidade maxima) com dados da literatura, de um
lote de enzima TcTS recombinante cedida pelo Prof. Dr. Sérgio Schenkman (UNIFESP).

Os ensaio foram realizados em triplicata e repetidos em trés dias diferentes,
utilizando placas de 96 pocos contendo em cada poco: tampdo fosfato pH 7,4 (25 uL),
enzima TcTS (25 pL de solugéo diluida padronizada), substrato MUNANA (25 pL de solugéo
0,4 mM) e o composto em analise (25 pL de solucao 4,0 mM), em total de 100 pL resultando
em concentracdo final dos compostos de 1 mM. Nos controles negativos e positivos, em
substituicdo as solugbes dos compostos, foram adicionados respectivamente tampéo, e
solugdes 4,0 mM dos inibidores DANA e piridoxal fosfato.

As reacdes enzimaticas foram acompanhadas por fluorimetria em Agy. 360 NM, Agp,.
460 nm, a 25 € por 10 minutos. Relacionando as uni dades de fluorescéncia com o tempo,
foram calculadas as velocidades de reagdo, pela inclinacdo da regressao linear, e as
porcentagens de inibigdo, pela equagéo % | = 100 x [1 — (V;/ Vo)], em que V; é a velocidade
da reacdo na presenca do composto analisado ou controle positivo, e V, € a velocidade da

reacao nos controles negativos.

Citotoxicidade em linhagens de células tumorais

Linhagens tumorais de leucemia T humana Jurkat e de melanoma de camundongo
B16F10 obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro (UFRJ) e mantidas em
criopreservacdo foram descongeladas e cultivadas em meio DEMEM suplementado com
10% de soro bovino fetal e 100 Ul mL™" de penicilina G, 100 mg mL™ de estreptomicina e 1

mg mL™ de anfotericina, a 37 C, em ambiente contendo 5% de CO..
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Para avaliacdo da atividade citotoxica, 2x10* células por pogo foram distribuidas em
placas de cultivo celular e incubadas com os compostos em analise nas concentracfes de
500 uM e 50 uM, em triplicata. Para o controle negativo, as células foram incubadas apenas
com o meio de cultura. Apos 24 horas, foi conduzido o ensaio de viabilidade celular pelo
método colorimétrico de MTT,** com quantificacdo em A 570 nm. A porcentagem de
citotoxicidade foi calculada pela equacdo % | = 100 x [1 — (A / Ag)], em que A é a
absorvancia do poco na presenca do composto analisado e Ag € a absorvancia do poco dos

controles negativos.



Resultados e Discussao
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Reacdes de glicosilacdo classicas séo caracterizadas pela formacéo de uma ligacdo
O-glicosidica, quimicamente classificada como ligacdo (a)cetal, entre a posicdo anomeérica
de um sacarideo e uma fung¢do hidroxilica qualquer, seja um alcool simples, uma outra
molécula de acucar ou ainda um grupo —OH presente em compostos polifuncionais mais
complexos, como aminoacidos. Em uma glicosilagdo, € chamado doador (eletrofilo) o
reagente que fornece a unidade glicosidica, enquanto o composto contendo o0 grupo
hidroxilico ao qual se liga 0 agucar € denominado aceptor (nucledfilo).

Uma vez que existe equilibrio entre as formas hemiacetal (hidroxila anomérica livre)
e acetal de uma aldose na presenca de um aceptor glicosidico, essa condigdo ndo é
eficiente para a glicosilacdo. Para favorecer a substituicdo nucleofilica, sdo empregados
doadores glicosidicos com grupos abandonadores anoméricos na presenca de promotores,

estes utilizados em quantidades cataliticas ou estequiométricas (Esquema 2).

NO /\ promotor NO
PO-x Y _prometer X
‘&m HO—R solvente PO ‘A‘m,

X O

Esquema 2. Reacédo genérica de glicosilagdo. P: grupo de protec¢éo;
R: substituinte de natureza qualquer; X: grupo abandonador.

OR

Os demais grupos reativos, tanto do doador como do aceptor glicosidico, devem ser
devidamente protegidos de maneira a impedir reacbes cruzadas, conferindo
regiosseletividade a glicosilacdo. Adicionalmente, os substituintes podem ser manipulados
para influenciar a estereosseletividade da reacdo, controlando a configuracdo da ligacédo
glicosidica formada. A sintese de glicoaminoacidos envolve, portanto, a preparacdo de
precursores de acucares e aminoacidos convenientemente protegidos e/ou ativados.

Foram sintetizados os aminoacidos serina e treonina N- e O-protegidos como
aceptores glicosidicos e haletos de galactose e galactosamina (sob a forma de azido) como
doadores glicosidicos. Para a obtencdo dos blocos de glicoamino&cidos e respectivos
dipeptideos e dicetopiperazinas de interesse no presente trabalho, ou seja, estruturas
relacionadas a mucinas com énfase nos derivados a-glicosideos, foi seguida a estratégia
retrossintética ilustrada no Esquema 3A.

Embora toda a rota sintética tenha sido elaborada para favorecer seletivamente a
glicosilacdo em configuragéo a, é improvavel que haja estereoespecificidade para este tipo
de reacdo, e a formacdo do glicosideo B poderia ser observada, ainda que em pequena

guantidade. Devido a presumivel obtencdo limitada do andmero equatorial por esta via,
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dependendo da viabilidade de isolamento, da propor¢do dos anémeros, da escala e dos
rendimentos obtidos nas reagbes de glicosilagdo, além de sua importancia para
comparacdes na etapa de ensaios bioldgicos, foi elaborarada uma rota sintética paralela,
dirigida para a formacéao preferencial do glicosideo 3, conforme descrito no Esquema 3B.

A necessidade de rotas sintéticas distintas para a obtengcdo dos andmeros a e f3
deve-se ao efeito de grupo vizinho. O substituinte na posicdo 2 pode conduzir a reacdo de
glicosilacdo a formagdo do andbmero a, quando ndo apresenta influéncia no intermediario
reacional (como no caso de azido), ou do andmero (3, quando interfere no mecanismo

reacional ( como o grupo participante acetamido).

A B

Ho OH
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Cl Cl

Esquema 3. Retrossintese simplificada para a obtengdo dos compostos 1 (A) e 2 (B).
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4.1 Sintese de aceptores glicosidicos

Aminoacidos comerciais N-protegidos por Fmoc prontamente disponiveis foram
utilizados como materiais de partida. A reacdo de protec&o da carboxila envolveu a geragéo in
situ do sal carboxilico de césio e subsequente ataque nucleofilico ao brometo de benzila,
resultando na formacao de um éster benzilico (Esquema 4). Além de promover a prote¢céo da
carboxila terminal, o grupo Bn melhora a solubilidade do produto em solventes orgéanicos e
atua, nas posteriores etapas de acoplamento e ciclizacdo da sintese em solucdo dos
glicopeptideos, como um analogo da resina de suporte classicamente utilizada na sintese em

fase solida.*®

NHFmoc NHFmoc
..‘KH/OH CC% . Ho \yk{(o

HOW‘\‘ DMF ﬁ“
R
R:

(@) R @)
H (Ser) ou 3R:H 70%
CHs (Thr) 4R:CH; 60%

Esquema 4. Reagéo de benzilagdo dos aminoécidos Fmoc-Ser e Fmoc-Thr.

A benzilacdo do residuo de serina ocorreu mais rapidamente do que a reacdo do
residuo de treonina nas mesmas condi¢@es, julgado por CCD. No primeiro caso, 0 consumo
gquase completo do material de partida foi observado apds 6 horas de reacédo, enquanto no
segundo caso, o material de partida ndo foi completamente consumido até 23 horas do
inicio da reacdo, mesmo apds tratamento com excesso de brometo de benzila. Por ser o
mecanismo da reacdo do tipo SN,, estas observacdes podem ser atribuidas a restricdo
estérica imposta pelo grupo metila adicional do residuo de treonina, refletindo possivelmente
no rendimento das reacfes (70% para serina e 60% para treonina). O método de
purificacdo, entretanto, pareceu ser mais determinante sobre os rendimentos, uma vez que
para o bloco de serina, foi recuperado produto presente no sobrenadante da cristalizagéo.

Independente da natureza da cadeia lateral, a caracteristica espectroscopica mais
evidente da ocorréncia desta reacdo foi a presenca do sinal relativo aos hidrogénios O-
metilénicos do grupo benzilico, tipicamente posicionados na regido de & 5,2. Este sinal foi
observado nos espectros dos dois produtos, porém com diferenca de multiplicidade: em 3
ocorreu como um singleto em 8 5,23, enquanto em 4 desdobrou-se com padréo caracteristico
de sistema AB com constante de acoplamento Jag 12,3 Hz em & 5,22, possivelmente devido
ao ambiente quimico assimétrico induzido pelo centro quiral adicional no carbono (3 de
treonina. Os sinais de hidrogénios aromaticos integrando em total de 13 (8 de Fmoc e 5 do

grupo benzilico) confirmaram a incorporacdo do grupo de protecéo pretendido.
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A estrutura das cadeias laterais desses compostos determinou as demais distingbes
entre seus espectros. 4 apresentou dubleto correspondente ao grupo metilico em & 1,25, e
sinais dos hidrogénios a e B metinicos sobrepostos como multipleto na regido de & 4,40,
enquanto 3 apresentou sinais tipicos dos hidrogénios metilénicos em torno de & 4,00. A
maior blindagem da hidroxila de treonina (6 1,85) em relacé@o a de serina, (5 2,04), deve-se a

primeira estar ligada a carbono secundario.

4.2 Sintese de doadores glicosidicos

Embora a estereoseletividade das reacdes de glicosilacdo seja influenciada por
promotores e solventes, o componente doador glicosidico, em fungdo dos substituintes
ligados ao anel, particularmente nas posi¢coes anomérica e adjacente, é determinante sobre
a configuracao da ligacdo glicosidica do produto, cujo controle é o maior desafio da quimica
de carboidratos.’

O efeito anomérico € um fator estereoeletrbnico que descreve a tendéncia do
substituinte em C-1, adjacente ao heterodtomo do anel pirano, em preferir orientacao axial
em detrimento da equatorial, ainda que a Ultima seja favorecida por seu menor impedimento
estérico. Este comportamento improvavel é explicado por alguns modelos, como segue.

A existéncia de dipolos alinhados envolvendo os atomos de oxigénio endociclico e
anomérico causa respulsdo entre os mesmos quando da orientagdo equatorial do
substituinte. Em contrapartida, um sistema energeticamente mais estavel ocorre com o
substituinte anomérico em posi¢do axial, porque resulta em dipolos opostos, praticamente

antiparalelos, e por consequéncia, menor repulsdo (Esquema 5A).>*>*

/L /4

A

7 o)

N~ 0] _ ,
RO“ems\ N = OR
S N g2

R IOR'

o o
RO%/OR‘ RO>/
OR'

Esquema 5. Efeito anomérico explicado pelos modelos A) eletrostatico e
B) interacdo de orbitais. R e R’: H ou substituintes.
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Estabilizacao eletrénica adicional é promovida pelo fenébmeno da hiperconjugacéo,
em que um dos pares de elétrons ndo compartiihados do atomo de oxigénio piranico
interage com o orbital antiligante o* do carbono anomérico. A sobreposi¢éo é eficiente
guando os referidos orbitais estdo paralelamente dispostos, o que é possivel apenas para a
orientacdo axial da ligagdo anomérica, cujo mais baixo orbital molecular desocupado
(LUMO) possui relacéo sinperiplanar com um dos orbitais n do oxigénio (Esquema 5B).>*>*

Em algumas situacdes, entretanto, outros fatores se sobrepdem ao efeito
anomérico, invertendo a tendéncia de formacao da ligacéo glicosidica da orientacdo axial
para a equatorial. E o caso de derivados 2-acilamino-2-desoxi-glicosideos (Esquema 6),
em que a participacdo de grupo vizinho em C-2 na estabilizacdo do carbono anomérico
ocupa a face a (A), dirigindo o ataque nucleofilico do aceptor glicosidico pela face 3 (B),
ou ainda gerando o derivado oxazolina estavel e néo reativo (C).>*®

Este é o motivo que inviabiliza a obtencdo dos derivados de maior interesse neste
trabalho, glicoconjugados de a-GalNAc, diretamente a partir de doadores glicosidicos
contendo o grupamento 2-acetamido, obtidos em poucas e simples etapas a partir de
produtos comerciais como a galactosamina. A reacdo de glicosilacdo envolvendo
diretamente tais compostos forneceria predominantemente o composto [, conforme
explorado no Esquema 3B.

A melhor estratégia para obtengdo de conjugados a-GalNAc envolve uma
modificacdo molecular (Esquema 6) utilizando o grupo azido (D) como fun¢&o nitrogenada
ndo participante em C-2. Sem assisténcia anquimérica na estabilizagdo do carbono
anomeérico, a glicosilacdo transcorre normalmente para a formagdo do composto a, e 0
grupo acetamido pode ser posteriormente introduzido pela modificagdo do grupo azido com
facilidade. Portanto, a abordagem mais utilizada para a preparagdo de 2-desoxi-2-azido-

galactopiranosideos é a reacéo de azidonitragéo de p-galactal.”®

o

N "
RO-% OR
R'CO-NH
NO
Rowm / B
HN &1 HO—R" 0
(o) -/ N
/ Y Ro%
' N
RO~ 2 R \ >\/O
A
X R ¢
\ .
—

—\ RO/\/ﬁ
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Esquema 6. Efeito de grupo vizinho sobre a estereoseletividade de glicosilacao de 2-desoxi-2-amino-glicosideos.

A) assisténcia anquimérica de grupo acilamido; B) B-glicosideo; C) oxazolina; D) grupo azido nao patrticipante; E)
a-glicosideo. R, R’ e R": substituintes.
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A rota sintética proposta para obtencdo do doador glicosidico, resumida no Esquema
7, partiu do agucar comercial D-galactose, que teve as hidroxilas protegidas por acetilacdo
(5) e foi convertido ao brometo 6, 0 qual passou por eliminacdo redutiva originando o
intermediario chave D-galactal 7. A reacdo de azidonitracdo forneceu o derivado 8,

subsequentemente convertido ao cloreto de azido-galactose protegido 9.

HO JOH AcO OAc AcO OAc
(0] '_2> 0) _HBr o Zn/CuSO,
HO AcO AcO AcOH AcO NaOAc/H,0
OH “oy AcO “pac ACOB AcOH
r
D-Gal 5 quant. 6 79%
AcO OAc AcO OAc AcO OAc
CAN, NaN
(o) ) 3 o) Et4NCI 0
AcO _ MeCN AcO MeCN AcO
N N
3 'ONO, 3CI
7 52% 8 33% 9 94%

Esquema 7. Rota sintética para obten¢do do doador glicosidico 9.

Grande variedade de catalisadores esta disponivel para reacgfes tradicionais de
acilag&o,*® ainda que alguns deles sejam empregados em quantidades demasiado elevadas
para serem classificadas como cataliticas. Apesar de seu odor desagradavel e alta
toxicidade, piridina € o catalisador mais amplamente utilizado para acetilacdo de acgUcares
na presenca de anidrido acético, pois é eficaz e também atua como solvente da reacao.
Outro método bastante popular emprega acetato de sédio em refluxo com anidrido acético,
cujo aquecimento € potencialmente perigoso. Protocolos alternativos envolvem outros
reagentes de manipulacéo trabalhosa, como cloreto de zinco e &cido perclérico.®’

Em estratégia introduzida por Kartha e Field em 1997, foi proposta a catalise de
reacdes de acilacdo de agucares por iodo molecular, um reagente versétil em quimica de
carboidratos empregado para glicosilacdo de aclcares redutores,” formac&o e clivagem de
acetais, e adigéo de alcodis a glicais.’” Devido a suas caracteristicas acidas de Lewis, o0 iodo
interage com centros ricos em elétrons de solventes e reagentes, causando a polarizagéo de

anidridos e promovendo eficientemente reac¢des de acilagdo (Esquema 8).

0]

R R & & &
>:o 5+>:o ----- I—1 HO/T;& R/U\O/T//&
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Esquema 8. Mecanismo de ativagdo de anidrido em per-O-acilagao promovida por iodo.

" Recentemente, I, foi empregado como promotor com bons rendimentos em glicosilagbes para obtencéo
estereosseletiva de 2-azido-2-desoxi-a-b-galactopiranosil aminoéacidos.*®
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A per-O-acetilacdo do acucar D-galactose foi realizada em anidrido acético, reagente
e solvente da reacdo, na presenca de iodo, que, além de ser utilizado em quantidade
catalitica, apresenta baixo custo, simples manuseio e facil tratamento do residuo, com
tiossulfato de sédio apds a reacdo. O rendimento quantitativo descrito, possivelmente
superestimado em funcdo da dificuldade na remocéo total do solvente do produto viscoso,
refere-se a mistura de anémeros, obtida na proporgéo a/f 5:1, que foi diretamente utilizada
na etapa seguinte da rota.

Aliquota da mistura foi recristalizada a partir de etanol®® para fornecer o isémero a
sob a forma pura para fins de caracterizacdo espectroscépica. A estrutura foi confirmada
por RMN 'H através da presenca de 5 singletos integrando para 15 hidrogénios préximos a
0 2, sinais caracteristicos de grupos acetil, além dos 7 demais sinais correspondentes aos
hidrogénios do esqueleto do agucar.

E possivel que a pequena constante de acoplamento equatorial-axial entre H-1 e H-
2 nédo tenha sido percebida, dado que estes sinais foram observados respectivamente em &
6,36 e 0 5,32 como singletos alargados, mesmo com a elevada radiofrequéncia empregada.
A configuragdo anomérica a foi atribuida por comparagcdo com o espectro (ndo
representado) do isébmero  comercial, analisado em condi¢des equivalentes, em que H-1
ocorreu como o dubleto caracteristico em & 5,69 com J; , diaxial de 8,3 Hz, correspondente
ao acoplamento com H-2 em & 5,32.

A partir da galactose protegida, a sequéncia sintética consagrada por Lemieux e
Ratcliffe em 1979** como a rota mais curta e eficiente para doadores glicosidicos
nitrogenados com a-seletividade é constituida por reacdes bem conhecidas que serédo
brevemente abordadas a seguir.

O tratamento de 5 com &acido bromidrico 33% em acido acético glacial, pelo
protocolo de Fischer & Zemplen' (1910, citado por [55]), proporcionou substituicio
anomérica conduzindo a formacdo do respectivo brometo de galactopiranosila 6 em
rendimento de 79%, em ligeiro contraste com os valores superiores a 90% da literatura,
devido a dificuldade em cristalizar o produto. Sua alta reatividade causou degradacdo ao
longo da cristalizac&o, a qual foi interrompida antes se completar. Neutralizacdo exaustiva
do acido residual durante o work up deve melhorar o processo de cristalizacdo, bem como a
estabilidade do composto ao armazenamento. Aos tracos de HBr remanescentes nos
cristais foi atribuida a extensiva decomposicdo do composto a um liquido negro viscoso em
poucos dias de armazenamento em refrigerador.

A estrutura de 6 foi comprovada pelo espectro de RMN *H, tanto pela presenca de

apenas 4 grupos acetil em torno de & 2,0 (4 singletos com integral de 12 H) como pela

" FISCHER, E.; ZEMPLEN, G. Einige derivate der cellobiose. Berichte der deutschen chemischen
Gesellschaft , v. 43, n. 2, p. 2536-2543, 1910.



46

desblindagem do sinal de H-1 para d 6,68 em relagdo ao material de partida, indicando
modificagdo do substituinte anomérico. A configuracdo a esperada foi confirmada através
da constante de acoplamento J; , de 3,9 Hz, compativel com a substituicdo 1,2-cis.

Na sequéncia, 6 foi submetido & eliminacao redutiva descrita por Shafizadeh* (1973,
citado por [33]), empregando zinco e &cido acético para fornecer o derivado 1,2 insaturado,
o galactal 7. Embora sejam descritos valores de até 70% na literatura,® o rendimento de
52% obtido foi satisfatério, podendo ser ainda otimizado com a reducéo do tempo reacional.

Devido a dupla ligacdo endociclica, a conformacdo do anel pirano torna-se
distorcida, refletindo em peculiaridades no comportamento espectroscépico. Além da
eliminacéo evidente do grupo 2-acetil (somente 9 hidrogénios na regido caracteristica de
2), o hidrogénio anomeérico (vinilico) se apresentou mais blindado em & 6,43 comparado ao
precursor 6. Sua constante de acoplamento com H-2, com o qual possui relacdo cis perante
a insaturacdo, aumentou para 6,3 Hz e foi ainda observado um desdobramento do sinal em
duplo dubleto em funcédo de acoplamento, provavelmente alilico com H-3, da ordem de 1
Hz. Por sua vez, a constante de acoplamento J, 3, diminuiu de aproximadamente 10,7 Hz no
material de partida para cerca de 2 Hz, derivada da mudanca de orientacdo espacial entre
estes dois hidrogénios.

A reacdo de azidonitracdo foi promovida através da adicdo de excesso de nitrato
cérico de amobnio e azida de sbédio ao composto 7. Especula-se que 0 mecanismo anti-
Markovnikov desta reagdo esteja baseado na adi¢do radicalar regioespecifica do grupo
azido a posicao 2, seguida de oxidacédo formando um cabocéation em C-1 que sofre ataque
do grupo nitrato para resultar em azidonitratos isoméricos (Esquema 9).>“%***° A tendéncia
da reacdo é fornecer estereoseletivamente o produto com o grupo azido em posicado
equatorial, porém a proposta mecanistica também explica a formagdo de outras formas

epiméricas de 2-azido-2-desoxi-1-O-nitropiranosideos.®

POE\/% > _PO\N/Q?)_ Poﬂ Pob\;%/o"‘oz
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[N N N] 0.0 N30N02
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! YD PO
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Esquema 9. Mecanismo proposto para a reagdo de azidonitragcdo genérica de glucais.
P: grupo de protecao.

¥ SHAFIZADEH, F. p-Galactal from tetra-O-acetyl-a-D-galactopyranosyl bromide. Methods in Carbohydrate
Chemistry , p. 409-410, 1963.
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Embora alguns protocolos descrevam o emprego direto destes epimeros na etapa
seguinte, a mistura reacional bruta foi purificada antes da reacdo seguinte, para fins de
caracterizacdo estrutural. Ainda assim, o produto obtido 8 estava constituido de mistura dos
andmeros a e 3 galactopiranosidicos na propor¢éo aproximada de 1:0,6, conforme indicado
por *H RMN, em que os sinais de H-1 foram observados respectivamente em & 6,68 com J;
3,7 Hz e & 5,56 com J;, 8,8 Hz, e sinal de H-2 caracteristicamente blindado em & 3,75,
devido ao efeito do grupo azido introduzido nesta posicéo.

Sem subsequente purificacdo, a mistura foi tratada com cloreto de tetraetilamodnio em
acetonitrila para promover a substituicdo do nitrato anomérico pelo cloreto, tendo sido obtido
0 produto em étimo rendimento de 94%. O azidocloreto 9 foi isolado exclusivamente na
forma a e caracterizado por *H RMN, em que foram observados o dubleto caracteristico de
H-1 em & 6,12 com J;, 3,9 Hz, e o sinal de H-2 sobreposto na regido de & 4, mais blindado
do que nos precursores devido a influéncia da funcdo azido no ambiente quimico deste
hidrogénio. Este doador glicosidico foi diretamente empregado para a glicosilacdo de
aminodcidos com vistas a obtencéo dos a-glicosideos de interesse.

J& para os B-glicosideos, a rota sintética proposta para o preparo do doador glicosidico
€ mais curta e simples, com apenas duas etapas partindo do agicar comercial cloridrato de D-

galactosamina, por qualquer das duas vias alternativas delineadas no Esquema 10.

AcO OAc
Ac,0 / Py &/OA TiCly
— > AcO ¢ DoM >< >

HO JOH AcHN AcO OAc
o 10 60% o

HO AcO
AcHN

CI.NH3 o HO OH ¢

1) NaOMe Cl
D-GalNH,.HCI MeOH && HCl(g) 1
2) Ac,0 HO AcCl
AcHN OH

Esquema 10. Rota sintética para obtencao do doador glicosidico 11.

Na primeira via, o0 aminoacucar foi submetido a peracetilacdo com anidrido acético em
piridina, que tem a func@o de neutralizar o cloridrato para base livre e de catalisar a reacao,
gue transcorre por meio de uma espécie intermediaria reativa de N-acil piridinio. Consideradas
as diferencas decorrentes da proporcdo de escala e da natureza do material de partida, a
catalise por piridina para formac¢do do composto 10 necessitou maior tempo para completar a
acetilacdo (cerca de 20 horas) e apresentou rendimento mais modesto (aproximadamente
60%) gquando comparada com a reacado catalisada por iodo na sintese do composto 5, que
apresentou rendimento quantitativo em 3 horas de reacéo.

A confirmacéo da estrutura de 10 por RMN *H foi baseada na presenca dos sinais de

15 hidrogénios, divididos em 5 singletos na regido de & 2, referentes as metilas dos grupos
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acetil incorporados. O sinal de H-1 em & 5,63 com J;, 8,7 Hz indicou a configuragédo -
anomérica do produto. O deslocamento quimico de H-2, relativamente blindado em & 4,38
pelo substituinte acetamido, claramente o diferencia do hidrogénio analogo no composto 5,
em & 5,32 por ser adjacente a um grupo O-Ac.

A tentativa de conversdo de 10 no cloreto anomérico por tratamento com cloreto de
titanio (IV)®* ndo obteve sucesso. Julgada a partir da CCD, a formagdo do possivel produto
foi bastante lenta, requerendo introducdo de quantidade adicional de TiCl,, um reagente
extremamente fumegante e corrosivo. Ao final do periodo reacional, houve esgotamento do
solvente, formando uma mistura residual, de dificil ressuspenséao e purificacdo, da qual foi
isolado o composto principal, que néo correspondeu ao produto desejado 11.

A segunda via da proposta sintética foi testada pelo tratamento do aminoacucar com
metoxido de sbdio até neutralizacdo do cloridrato, seguido de acetilacdo seletiva do amideto
formado, classicamente descrita por Horton® (1972, citado por [62]) para glicosamina.
Durante a filtracdo, o produto precipitado apresentou parcial dissolucao e as duas tentativas
de cristalizacdo a partir de metanol e éter etilico falharam, ficando a purificacéo prejudicada
com a possivel presenca de NaCl. A etapa seguinte envolveu o tratamento do composto
anterior com cloreto de acetila saturado com HCI. Provavelmente devido a um pico de
aquecimento logo no inicio da reacdo, a mistura reacional tornou-se enegrecida e de
composicao complexa, da qual néo foi solado o produto esperado 11.

Todavia, ndo sdo inusitados os resultados negativos obtidos na sintese do doador
glicosidico 11. Em reacdes semelhantes, utilizando acido cloridrico em éter etilico para
clorinagdo de galactosamina peracetilada, foi descrita a degradacdo do produto por rearranjo
ao derivado amino livre, necessitando alteracdo do protocolo reacional para emprego de
atomosfera inerte com argénio e work up com diversas coevaporacdes com cloroformio.*

Alternativamente, ha outras metodologias descritas para obtencdo de doadores
glicosidicos B-dirigentes. A introducdo do grupo N-Troc (2,2,2-tricloroetoxicarbonil) em C-2
seguida de halogenacdo anomérica, € uma opcao classica e eficiente de substituinte
participante, porém n&o desativante para a glicosilacdo, porque ndo gera derivado
oxazolinico.®* Mais recentemente, um protocolo foi publicado descrevendo a aplicacéo de
triclorotriazina (TCT) e DMF na presenca de base, formando um aduto moderadamente
reativo, para a branda formac&o de cloretos anoméricos a partir de hemiacetais.®® Ainda, o
préprio composto 10 pode ser diretamente empregado como doador em glicosilacdo
promovida por BF; eterato, ja que este reagente é capaz de ativar a posicdo anomeérica O-

acetilada.®®

$ HORTON, D. 2-Acetamido-3,4,6-tri-O-acetyl-2-deoxy-a-b-glucopyranosyl chloride. Methods in Carbohydrate
Chemistry , v. 6, p. 282-285, 1972.
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4.3 Reacg0es de glicosilagcéo

O primeiro método testado para glicosilacdo com o cloreto de azidogalactose 9 foi o
consagrado protocolo de Koenigs & Knorr™ (1901, citado por [55, 60]), que emprega sais de
prata, particularmente Ag,CO; e AgCIO, como promotores que assistem a saida do grupo
abandonador de haletos anoméricos por complexa¢do. Em mecanismo consertado viabilizado
pela anomerizacdo in situ, caracteristica das reacdes promovidas por Ag®, o intermediario
reacional cloreto polarizado é convertido a configuracdo equatorial e favorece o ataque
nucleofilico do aceptor glicosidico pela face inferior do anel piranico, também dirigido pela

auséncia de participacéo do grupo vizinho azido, resultando no glicosideo a (Esquema 11).>*%°

0O Ag,CO N~ N—
po/\/ﬁgﬁ A92C0 po/\/@ﬁ/f' . PO/\/ﬁ
NBC N3 HO—R N3

Esquema 11. Mecanismo de glicosilagdo promovido por AgCOs. P: grupo de protecao. R: substituinte qualquer.

Em geral, os protocolos empregam a combinacdo dos sais Ag,CO3; e AgClO,4 nos
solventes diclorometano e/ou tolueno, sob atmosfera inerte e na presenca de peneira
molecular.3*4%67%% A5 mesmas condicdes reacionais iniciais foram reproduzidas para a
glicosilagcdo de 3 com o doador 9, mas a reagdo ndo ocorreu téo rapidamente como descrito
na literatura, tendo sido adicionalmente tratada com excesso dos promotores e finalizada
sem o consumo completo dos materiais de partida. O produto foi isolado e caracterizado,
porém com rendimento inferior a 10%, enquanto sdo comumente descritos valores de cerca
de 60%. Provavelmente, o baixo rendimento foi relacionado a umidade no meio reacional,
proveniente da atmosfera ou presente no sal altamente higroscépico AgCIO,.

Opcionalmente, variacbes metodoldgicas utilizando outros promotores de prata
estdo disponiveis, principalmente com AgCIO, ou triflato de prata na presenca de bases
alquil-piridinicas como dimetilaminopiridina e 2,4,6-colidina, com estereosseletividade e
rendimentos satisfatorios.>> 747374

Em trabalhos anteriores do grupo de pesquisa, Carvalho e cols.®” desenvolveram
em 2003 um protocolo para B-glicosilagdo de aminoacidos por cloreto de GIcNAc,
promovida por HgBr, com rendimentos de até 60%. A metodologia demonstrou

versatilidade e foi recentemente explorada com éxito por Campo e cols.***?

na obtencéo
de a-LacNAc-Thr, utilizando como doador glicosidico o correspondente azidocloreto.

Assumindo a estereosseletividade deste promotor como dependente principalmente da

*

" KOENIGS, W. KNORR, E. Ueber einige derivate des traubenzuckers und der galactose. Berichte der
deutschen chemischen Gesellschaft ,v. 34, n. 1, p. 957-981, 1901.
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natureza do doador glicosidico, foi proposto o emprego de HgBr, para a-glicosilagbes
envolvendo o doador azidocloreto 9, com a motivacdo de estender a aplicacdo e a
abrangéncia do método j& desenvolvido.

Por sua eletrofilicidade, o HgBr, atua como &cido de Lewis para a eliminacdo do
cloreto anomérico e consequente ativacdo do glicosideo. E formado um intermediario
estabilizado como ion oxocarbénio, com conformacdo aproximadamente planar de meia
cadeira, que aceita substituicdo nucleofilica por qualquer das duas faces, dirigida pelo
efeito anomérico e pela influéncia de grupos vizinhos.** No caso do doador azidocloreto, o
ataque do aceptor se da pela face a em funcdo da presenca do grupo azido nao

participante em C-2 (Esquema 12).

RO+ —_— RO>/ \ _ — RO™%
N, HO—R N,
Cl Ny OR

Esquema 12. Mecanismo de glicosilacdo promovido por brometo de mercurio.

Assim, os aminoacidos 3 ou 4 foram tratados com excesso do aclUcar 9 e de HgBr,
em 1,2-dicloroetano sob refluxo por cerca de 1 dia (Esquema 13)."" Por CCD, foi observada
a formacgéo de anémeros do glicoaminoacido, com manchas claramente resolvidas apenas
em fase mével contendo solvente aroméatico, com Rf préximo a 0,3 em AcOET/Tol 2:8 (v/v).
A separacdo dos isébmeros foi trabalhosa, exigindo o uso de tolueno, gradiente de fase

maovel muito suave e mais de uma purificacdo para isolamento completo dos produtos.

AcO OAc
0 AcO OAc
AcO OAc
9 N 0 AcQ NHFmoc
3C| HgBr, AcO NHFmoc (0]
+ 2 . N3O oB + AcO 0 OBn
DCE n N
NHFmoc 3 R o
HO OBn R 0
R (6]
3R=H 12R=H 48% 13R=H 4%
4R =CHj; 14 R =CH3 54% R = CHj3 n&o isolado

Esquema 13. a-glicosilagdo de Ser e Thr com GalN3; promovida por brometo de mercdrio.

Para o bloco de serina, foram realizadas cromatografias sequenciais até a obtengéo
de ambos os andbmeros a (12) e B (13), com excelente estereosseletividade 12:1,

respectivamente. Mesmo considerando o bom rendimento total de 52% obtido, a pequena

. . L s . 70 . . .
" Embora tenha sido testada também com irradiacao por microondas’ ~ em detrimento do aquecimento condutivo
convencional, a reagdo nao foi satisfatéria tanto em tubo aberto como em tubo selado.
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fracdo do anbémero B formada sO foi suficiente para caracterizagdo estrutural, sem
disponibilidade para prosseguir com a rota sintética proposta, ou ser desprotegido para
outros ensaios. Ja na glicosilagdo com treonina, que apresentou rendimento de 54% para o
anbmero a (14), também houve formacado do anémero 3, a julgar por CCD [mancha fraca
observada em Rf 0,23, AcOEt:Tol 2:8 (v/v)]. Contudo, devido & menor quantidade passivel
de separacgdo, 0 mesmo nao foi isolado e ndo houve estimativa da propor¢cdo de anémeros.

A caracterizacado espectroscopica de 12 indicou a configuracdo a através do dubleto de
H-1 em & 4,79 com constante de acoplamento 3,2 Hz, complementado pelo duplo dubleto de H-
2 em & 3,51 com J;, 3,3 Hz e J,3 11,1 Hz. O andémero de configuracdo equatorial 13 foi
confirmado principalmente pelo sinal de H-2, desdobrado em duplo dubleto com J;, 8,0 Hz e J,3
10,9 Hz, em & 3,60, pois o sinal de H-1 ficou encoberto na regido de & 4,3. Semelhantemente a
12, o glicosideo 14 apresentou um dubleto de H-1 em & 4,83 como com J;, 3,4 Hz, e um duplo
dubleto H-2 em & 3,52 acoplando com J;, 3,4 Hz J,3 11,1 Hz. A presenga muito evidente de
sinais caracteristicos de ambos o acUcar (grupos acetil d 2,0) e o aminoacidos (aromaticos e
alquilicos de Fmoc e Bn respectivamente em 6 7,8-7,2 e d 5,5-4,0, grupo metil de Thr em & 1,3)
comprovou a obtencéo dos produto pelo acoplamento entre as referidas moléculas.

A utilizacdo do brometo de mercurio como promotor destas glicosilagbes ndo so
comprovou sua aplicabilidade em termos de eficiéncia e estereosseletividade, como também
demonstrou vantagens sobre o método tradicional com prata: rendimentos comparaveis,
porém com menor tempo reacional e manipulacao experimental mais simples. A despeito de
gue Lemieux, quando da divulgacdo pioneira da reacdo de azidonitragdo, j& descrevera a
subsequente glicosilacdo promovida por Hg(CN),,* relativamente pouco tem sido divulgado
na literatura sobre a aplicacdo de mercurio em glicosilagcdes, sendo inédito o emprego de
HgBr, para as combina¢gfes de doadores e aceptores glicosidicos aqui descritos. A
introducdo de uma nova opcéo sintética* para a obtencéo dos blocos de a-glicoaminoécidos
€, portanto, uma importante constribuicdo para a quimica de carboidratos.

Uma vez definida a configuracdo anomérica que conecta a unidade sacaridica aos
aminodcidos, essencialmente uma reacdo irreversivel, a interferéncia do substituinte da
posicdo 2 ndo € mais relevante para a rota sintética. Logo, a funcao azido transitéria dos
compostos 12 e 14 foi convertida ao grupo acetamido por acetilacdo redutiva, através de
tratamento com zinco metalico e sulfato de cobre, em mistura de anidrido acético, acido

acético e THF, %4

, com rendimentos da ordem de 65%, ligeiramente inferiores aos descritos
na literatura (até 80%). Conforme o Esquema 14A, foram formados os blocos de construcéo

15 e 16 prontamente utilizaveis na sintese dos glicopeptideos de interesse.

¥ Uma alternativa para a conversdo da funcdo azido em acetamido é a reagdo de Staudinger, utilizando

trifenilfosfina em THF e anidrido acético.>’*. Por ser conduzida sob condic¢des brandas, a metodologia poderia ser
testada inclusive para a reducdo do grupo azido do composto 9, oferecendo uma nova via de obtencgéo de 11.
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A confirmagdo das estruturas foi realizada com base na alteracdo dos sinais dos
prétons H-2 dos compostos 15 e 16 que tornaram-se mais desblindados em relacdo aos
precursores (cerca de & 3,5) devido & mudancga do substituinte em C-2. Para o composto
15, o sinal de H-2 ocorreu em & 4,46 como um tripleto aparente, com J,3 11,1 Hz, ndo sendo
observada a constante de acoplamento J; ,, igualmente para H-1, em & 4,70, cujo sinal n&o
se desdobrou claramente, aparentando um singleto. Para o composto 16, H-1 ocorreu em &
4,73 como um dubleto com J;, 3,6 Hz evidenciando a configuracdo alfa, mas H-2 ficou
sobreposto na regido de 6 4,15. A introducdo do grupo acetamido foi ainda comprovada
para os dois compostos pelo sinal de grupo acetil adicional na regido de & 2,0 completando

12 hidrogénios nas integrais.

AcO OAc A AcO OAc B HO JOH
0] 0] (0]
AcO NHFmoc Zn AcO NHFmoc 1) Ho(g) HO NH;
N3 CusO, AcHN Pd-C AcHN
(0] OBn 5 @) OBn 5 (0] OH
Ac,0 2) MeONa
AcOH MeOH
R (0] 'IE:HF R ) Do(\e/vex R 0]
12R=H 15R=H 67% 19R=H 83%
14 R =CHj 16 R=CH; 62% 20 R=CHj3 35%
acoplamento ensaios
ciclizagao biolégicos

Esquema 14. Reacdes de acetilagao redutiva e desprotec¢éo total dos blocos glicoaminoacidos.

Pequenas quantidades dos intermediarios 15 e 16 foram utilizadas para desprotecdo
total e realizagdo dos ensaios biolégicos previstos, dado que neste ponto da rota sintética os
blocos ja possuem a estrutura basica do antigeno Tn. Assim, de acordo com o Esquema 14B,
os referidos compostos foram separadamente submetidos a hidrogendlise com baldo de H,
catalisada por paladio-carvéo, para a remoc¢ado dos grupos Fmoc e Bn. ApGs purificacdo, os
blocos semi-desprotegidos foram tratados com solucdo de metdéxido de sodio para
desacetilacdo das hidroxilas do agucar, completada posteriormente com a neutralizacdo pela
resina de troca ibnica tipo Dowex para fornecer os blocos 19 e 20, com rendimentos de
respectivamente 83% e 35%, este mais baixo devido a perdas durante a purificacao.

E importante mencionar que o mercurio utilizado como promotor na reagdo de
glicosilacdo pode ser carreado através das fases organicas e ficar incorporado ao produto.
O mercurio tem a propriedade de inativar o catalisador da hidrogendlise, impedindo esta
reacdo. Portanto, é recomendavel fazer uma extracdo com solucdo aquosa de EDTA sddico
previamente a esta etapa, ou mesmo logo apés a purificacéo da reacéo de glicosilacdo.®

Os produtos desprotegidos 19 e 20 apresentaram espectros de ‘H RMN sem sinais
dos grupos de protecdo Fmoc (em torno de & 7,8-7,3 para os hidrogénios aromaticos e 6 4,2

para os alquilicos), Bn (& 7,3 para os aroméaticos e & 5,1 para os alquilicos) e apenas um
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singleto com 3 hidrogénios em & 2,0, referente ao grupo acetamido, comprovando a
desprotecdo de todas as demais posicOes. Os outros sinais apareceram sobrepostos em
multipletos, com excec¢éo de H-1, que ocorreu em & 4,78 como dubleto de J;, 3,8 Hz para
19, e em & 4,95 como multipleto para 20.

Paralelamente, a partir da disponibilidade do doador glicosidico 6 (intermediario da
rota sintética principal) recuperado da cristalizagcdo, foram conduzidas algumas reacfes de
glicosilacao para a obteng&o de galactosilaminoacidos, importantes para posteriores estudos
da relacdo estrutura atividade em comparacdo com os analogos N-acetil-galactosaminicos.
A glicosilacéo dos aminoacidos 3 e 4 pelo brometo 6 foi realizada na presenca do promotor
iodo,”® reconhecido por sua eficiéncia em converter a-haletos em derivados glicosidicos 1,2-

trans substituidos, ou seja, reacdes com seletividade  (Esquema 15).

AcO OAc NHFmoc AcO JOAC NHFmoc
@) HO OBn 2 )
+ —_— O OBn
AcOA\ W vecn ACO
c c
Br R © R O
6 3R=H 17R:H 60%
4R =CH, 18 R: CH; 27%

Esquema 15. B-galactosilagéo de 3 e 4 promovida por iodo.

O mecanismo geral envolve a atuacdo do iodo como haldfilo resultando na ativacéo
do brometo anomérico com a formacdo do ion iodobroménio, seguido de fragmentacéo e
liberacdo da espécie oxocarbénio estabilizado e IBr. No passo seguinte, ocorre ataque
nucleofilico pelo grupo hidroxilico livre do aceptor glicosidico, através de SN, sobre o estado
de transicdo ciclico, devido a participacdo do grupo vizinho, fornecendo seletivamente o

anbmero B (Esquema 16).

A\O - 6\(0 HO—R —> RO ¢ OR
0 L‘7/ AcO
A cH, Had

3

Esquema 16. Mecanismo de glicosilacdo promovida por iodo.

Os aminoacidos precursores foram adequados para 0 emprego na reacao de

glicosilacdo, em funcao da resisténcia de Fmoc a presenca de iodo, 0 que ndo ocorre com
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outros grupos de N-protecdo como Boc. O B-glicosideo 17 foi obtido em 60% de rendimento,
como o principal estereoisdbmero, mas o rendimento do derivado 18 foi razoavelmente
inferior (27%) devido a baixa solubilidade do precursor nas condi¢des reacionais.

A configuragdio anomérica ndo pdde ser claramente observada no espectro de 'H
RMN de 17 e 18, porque devido ao deslocamento quimico de H-1 nesses compostos, por
volta de & 4,4, ha sobreposigcdo com os sinais metilénicos de Fmoc, sendo indistinguiveis
porque foram adquiridos em espectrébmetro de resolugdo inferior. Mesmo sem mensurar a
constante de acoplamento, o conhecimento da reacdo e o deslocamento quimico sugerem a

formacédo do galactosideo .

4.4 Reacg0Oes de acoplamento

Os glicoamino&cidos anteriormente sintetizados foram utilizados como blocos de
construcdo para a obtencdo dos glicodipeptideos lineares precursores diretos de
glicodicetopiperazinas como 1 e 2, por ciclizagdo intramolecular. Tais precursores foram
preparados pelo acoplamento dos referidos blocos com aminoécidos contendo cadeias
laterais desejadas, convenientemente protegidos apenas no terminal amino ou carboxilico,
para direcionar regiosseletivamente a formacgéo da ligacao peptidica sem reacdes cruzadas.

Logo, para serem ligados aos aminoacidos comerciais contendo N-Fmaoc e carboxila
livre, os glicoaminoacidos foram inicialmente submetidos a N-desprotecao seletiva. Ao grupo
amino assim liberado foi acoplado o segundo aminoéacido, apenas N-protegido, contendo a
cadeia lateral de interesse. Os glicoaminoacidos empregados foram os derivados de a-
GalNAc (15 e 16, com Ser e Thr, respectivamente) e de $-Gal-Thr (18), além do bloco de a-
GIcNAc-Ser (29) disponivel no laboratério. Os aminoacidos utilizados foram N-Fmoc-Phe e
N-Fmoc-(O-tBu)-Asp (Esquema 17).

%* R1 RZ R3 R4 R4 OAc R4 OAC
1 o H NHAc H OAc o o
16 o CH; NHAc H  OAc Ri_ . o Re x
18 B CH; OAc H  OAc R, piperidina R,
29 o H NHAc OAc H O R 2% _ O R
DMF
BnO NHE BnO NH
PyBOP, DIEA, o R4 OAc mocC 5
HOBt/ DMF o o
(e} R3 O
AcO *
HO R2 "o R, *Ri R, Ry Ry Rs
FmocHN o 21 «a H NHAc H OAc Ph 66%
o o 22 a H NHAc H OAc COOtBu 24%
° BnO N R. 23 a CH; NHAc H  OAc COOtBu 86%
Ho H 5 24 o H NHAc OAc H COOtBu 68%
FmocHN — OfBu 0 NHFmoc 25 B CH; OAc H  OAc Ph 51%

Esquema 17. Reagdes de N-desprotegcdo (Fmoc) e acoplamento entre (glico)aminoacidos. Ri.s: substituintes.
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A N-desprotecdo foi conduzida na presenga de piperidina, pois em condi¢cbes
reacionais basicas a clivagem de Fmoc € seletiva em relagdo ao grupo Bn, gerando o
aminoéacido somente O-protegido.®® Por ser uma etapa simples e rapida, os rendimentos
foram elevados, superiores a 80%, com excecdo da desprotecdo dos compostos 15 e 18,
cujos rendimentos foram de 69% e 57%, o que pode ser atribuido, em parte, a instabilidade
dos produtos N-desprotegidos, razdo pela qual todos foram imediatamente submetidos ao
acoplamento, sem tempo habil para caracterizacdo por 'H RMN.

O mecanismo da reacdo ocorre via abstracdo do hidrogénio metinico acidico de
Fmoc pela base orgénica piperidina, seguida de clivagem da ligacdo carbamato formando
CO, e o produto altamente conjugado benzofulveno (que favorece termodinamicamente a

reacdo), com consequente liberacdo do grupamento amino (Esquema 18).

piperidina benzofulveno

w 820
DR R
C T O

Esquema 18. Mecanismo da reagdo de clivagem de N-Fmoc. R: cadeia lateral do aminoacido.

Na reacdo de acoplamento € formada a primeira ligacdo peptidica entre os
aminoacidos, neste caso envolvendo a fungdo amino desprotegida dos glioamino&cidos e a
fungéo carboxilica livre dos aminoacidos complementares. A reacdo é iniciada pela adi¢éo
de DIEA, que desempenha um papel catalitico, como aceptor e doador de prétons. Esta
base organica abstrai o préton do acido carboxilico livre que, sob a forma ionizada,
complexa-se com o reagente de acoplamento PyBOP, e apds rearranjo, forma um éster de
hidroxibenzotriazol (HOBt também é adicionado ao meio reacional para evitar isomerizacao
do centro quiral do aminoéacido). Este intermediario corresponde a forma ativada do grupo
carboxilico, suficientemente reativa para sofrer substituicdo nucleofilica pelo grupo amino
livre do outro aminoacido, com o qual estabelece uma ligacédo do tipo amida, como descrito
no mecanismo do Esquema 19.

Os rendimentos obtidos para a marioria dos glicodipeptideos 21-25 preparados foram
satisfatérios na faixa de 50% a 85%. Devido a perdas durante a etapa de purificacdo, o
composto 22 foi o Unico a apresentar rendimento inferior ao esperado (24%), uma vez que
acoplamentos de aminoacidos mediados por PyBOP habitualmente séo reacdes eficientes,

mesmo com a presenca da unidade sacaridica no caso de glicoaminoacidos.

%8 Adicionalmente, a labilidade do grupo Fmoc sob condig¢des alcalinas foi uma vantagem explorada na etapa de
ciclizacao dos dipeptideos em dicetopiperazinas, como sera discutido posteriormente.
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Esquema 19. Mecanismo de acoplamento entre aminoacidos mediado por PyBOP e catalisado por DIEA.

Todos os glicodipeptideos 21-25 sdo estruturas inéditas na literatura, e por serem
moléculas polifunciolanizadas, sua caracterizacdo so6 foi possivel com o auxilio de técnicas
bidimensionais de RMN, como COSY e HMQC. Foram confirmados sinais comuns para
todos os compostos na faixa de 6 2,06-1,84, com integrais de 12 hidrogénios referentes aos
grupos acetil, e na regido de & 7,7-7,2, com integrais de 13 hidrogénios aromaticos para 0s
derivados de Asp 22-24 e 18 hidrogénios arométicos nos compostos contendo Phe 21 e 25.
O sinal dos hidrogénios metilénicos do grupo Bn foi distinguido como um singleto em & 5,10
apenas para 0 composto 22, enquanto houve sobreposi¢éo de sinais para os compostos 23
e 24. Os sinais de CH, Bn dos compostos 21 e 25, foram desdobrados como sistema AB
com respectivos valores de Jag 11,4 Hz e 12,2 Hz, provavelmente devido a diferenca da
natureza das cadeias laterais dos aminoacidos e da radiofrequéncia empregada no RMN.

Dubletos de hidrogénios de amida com Jyy de aproximadamente 7 a 8 Hz, foram
observados entre & 6,7-5,4, sendo o hidrogénio de NH Ser mais blindado que o NH Thr, e 0
hidrogénio de NH Phe mais blindado que o NH Asp. Em geral, os sinais metinicos e
metilénicos dos amino&cidos Ser ocorreram em & 4,7 e & 3,8, nesta ordem, enquanto CHg,
CHgz e CH; dos residuos de Thr estiveram em & 4,5, & 4,2 e & 1,1, respectivamente.
Semelhantemente, os hidrogénios metinicos dos residuos Phe (& 4,5-4,2) e de Asp (© 4,5)
ocorreram em regido de maior desblidagem em relagdo aos metilénicos, respectivamente
em 0 3,0 e & 2,8-2,6. Em relacdo aos sinais das unidades glicosidicas, foi mantida a
correspondéncia com os precursores. H-1 ocorreu em & 4,75-4,60 com J;, 3,4-3,6 para os
compostos 21-23 (a-GalNAc), e com valores semelhantes para 24 (a-GlcNAc), confirmando

que as configuracBes anoméricas nao foram alteradas.
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4.5 Reacg0es de ciclizagéo

Para a obtencdo dos dipeptideos ciclicos glicosilados de interesse 1 e 2, e outras
glicodicetopiperazinas analogas, foi aplicada a metodologia sintética em solucdo
desenvolvida em trabalhos anteriores sobre a sintese de dicetopiperazinas glicosiladas com
GIcNAc®, que envolve a N-desprotecdo do dipeptideo linear precursor, seguida de
ciclizacdo intramolecular espontédnea formando o ndcleo dicetopiperazinico substituido pelas
cadeias laterais dos amino&cidos constituintes. O Esquema 20 descreve essas reacdes, que
foram inicialmente conduzidas com 21, que possui a-GalNAc-Ser acoplado ao residuo de
Phe (o mesmo descrito na publicag&o original), e a seguir foram extendidas aos precursores

22 e 23, constituidos pelos residuos de a-GalNAc-Ser e a-GalNAc-Thr acoplados a Asp.

AcO OAc AcO OAc o N
0 o W T g
AcO = AcO HN NHFmoc ———»
AcHN AcHN DMF
O_ _R; o
0 OBn
BnO N NHFmoc Ry O
o A 21R,=H R,=Ph
R, 22R,=H R, =COOfBu

23R, =CH; R, =COOBu

AcO JOAc

0
[ AcO OAc ] AcO .
0] R, c HN R
o >\_<7 AcHN| "
AcO HN NH,
AcHN - - =
o] R, O
OBn

26 R1=H R2=Ph 12%
L R (g)v - 27R;=H R;=COO0tBu 32%

28 R1 = CH3 R2 =COOtBu 40%
Esquema 20. Reacdes de N-desprotecdo de Fmoc e cicliza¢éo intramolecular, com proposta mecanistica.

Embora sejam utilizados nesta etapa os mesmos reagentes e condicbes para a
clivagem do grupo Fmoc descritos nas reacdes de acoplamento (20% piperidina/DMF), esta
reacao difere da primeira porque € mantida por cerca um dia, € ndo apenas por uma hora. No
periodo inicial, o processo é similar, com a saida do grupo Fmoc e liberacdo da fungdo amino
no terminal peptidico, evidenciados por CCD pela rapida formacao de benzofulveno e consumo
de material de partida glicopeptidico. No segundo e mais lento passo é proposto o mecanismo
de ataque do grupamento amino liberado sobre a extremidade carboxilica, deslocando alcool

benzilico como grupo abandonador e implicando na ciclizagdo intramolecular.*®

A conducdo da rota sintética do Esquema 3B levando ao produto de interesse 2 foi inviabilizada pela limitagéao
de quantidade do glicoaminoacido correspondente B-GalNAc-Ser.
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Considerando a importadncia da nucleofilicidade do nitrogénio terminal para a
eficiéncia da ciclizacdo, grupos de protegdo comuns como Boc e Alloc ndo sdo aplicaveis,
pois requerem clivagem em meio &cido e posterior tratamento com bases organicas para
induzir a ciclizagdo. Diferentemente, o grupo Fmoc é vantajoso por sua labilidade sob
condi¢des basicas, 0 que permite realizar a desprotecao do dipeptideo e a ciclizacdo em
uma etapa Unica.*® J4 o grupo protetor carboxilico Bn, analogamente a resina de sintese de
peptideos em fase sélida, permanece fixo em C-terminal, apresentando estabilidade ao
longo das etapas sintéticas da rota, mas atuando de forma importante como grupo
abandonador na etapa final de ciclizacdo para formacao do anel dicetopiperazinico.

As glicodicetopiperazinas inéditas na literatura 26, 27 e 28 foram obtidas em
rendimentos moderados de 12%, 32% e 40%, satisfatorios no caso dos dois ultimos
compostos, considerando que a esta reacdo inclui em apenas uma etapa experimental
dois passos reacionais, ou seja, desprotecdo e ciclizacdo. O rendimento relativamente
baixo dos produtos também se deve a possibilidade de formacéo dos dipeptideos N e O-
desprotegidos, sem que ocorra a ciclizagdo, mas os 12% observados para 26 séo
atribuidos a dificuldade encontrada no isolamento cromatografico do composto,
remanescendo quantidade em outras fragcbes com misturas.

A clivagem do grupo protetor da fungdo amino foi evidenciada pela auséncia de
sinais arométicos e alquilicos de Fmoc, mas o indicativo mais forte da ocorréncia de
ciclizacdo foi a auséncia do sinal caracteristico dos hidrogénios metilénicos do grupo
benzilico protetor da fungdo carboxilica, como singleto ou AB proximo a 6 5,1. Houve uma
tendéncia de blindagem dos hidrogénios metinicos CH Ser e CH, Thr, respectivamente em &
4,37, 6 4,19 e 6 4,15, em relacdo aos precursores 26, 27 e 28 (0 4,68, 6 4,71 e © 4,50), ao
passo que os hidrogénios NH da cadeia peptidica se tornaram ligeiramente mais
desblindados. Enquanto H-1 foi deslocado para & 4,32 em 26 (0 4,62 no precursor), o H-1 de
28 foi desblindado para © 4,96 (0 4,72 no precursor). As atribuicdes completas foram
baseadas em experimentos de COSY e HMQC, e confirmaram a obtencdo das
glicodicetopiperazinas.

A rota sintética proposta foi efetiva para obtencéo de dipeptideos ciclicos glicosilados
com a-GalNAc. Alguns dos produtos ciclizados ja foram submetidos a desprotecdo por
desacetilacdo e tratamento com TFA, deverdo ser purificados por cromatografia a liquido de

alta eficiéncia para posterior caracterizacao estrutural e avaliacdo de atividades bioldgicas.
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4.5 Avaliacao bioldgica

Nos ensaios de atividade biologica foram avaliados os compostos sintetizados 19 e
20 e alguns outros blocos de glicoaminodcidos de interesse bioldgico preparados pelo grupo

de pesquisa em trabalhos paralelos, com as seguintes estruturas:

HoO OH HO OH OH
0] (0] HO (0]
HO HO HO
NH NH NH
AcHN 2 AcHN 2 AcHN 2
O\)\[(OH ] OH O\/H(OH
0 0 )
a-GalNAc-Ser (19) a-GalNAc-Thr (20) a-GIcNAc-Ser
OH
HO 0
HO NH, HO OH
AcHN
)
a-GIcNAc-Thr B-GIcNAc-Ser B-Gal-Ser

Inibicdo enzimética em TcTS

Dentre os métodos disponiveis para a determinacdo da atividade enzimética de
TcTS, o método fluorimétrico € um dos mais sensiveis porque mede diretamente a liberagéo
do fluoréforo metil umbeliferona (Mu) a partir da clivagem da ligagéo glicosidica do doador
MuNANA pela acdo hidrolase’ da enzima TcTS, sendo adequado como método de

screening para compostos que ndo atuam como aceptores da reagdo de trans-sialilagdo.

CH
OH 8
. CO)
+
acido sidlico
(NANA) HO o
MuNANA metil umbeliferona

(Mu)
Esquema 21. Reacgédo de TcTS na presenca do doador MuNANA.
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O Gréfico 1 ilustra com as reacdes dos compostos 19 e 20 o perfil observado durante
os ensaios fluorimétricos com TcTS. A curva de maior inclinacdo é a correspondente ao
controle negativo, pois na auséncia de inibidores a velocidade da reacdo € méaxima. Em
diferentes graus, os compostos inibidores DANA e piridoxal fosfato reduziram a inclinacdo
da curva, indicando proporcional inibicdo enzimética. Na concentragdo de 1 mM empregada,
0s compostos de a-GalNAc 19 e 20 apresentaram efeito de inibicdo comparavel ou até

maior que o0s controles positivos, caracterizando-os como inibidores da enzima TcTS.

Inibicdo TcTS
30000-
25000- I I
7]
.
§ 20000- I .
'§ I - " e Controle (-)
£ 150004 3 . = DANA
2 ™ I I A Piridoxal
§1oooo- 2 . I I I . A & o-GalNAc-Ser (19)
= E " 3 E L .0t o © 0 o-GalNAc-Thr (20)
s000f o = ¥ 1 o
s ¥ o5 o
8 ©
c T L] ) ) T
0 2 4 6 8 10

tempo (min)

Gréfico 1. Perfil fluorimétrico da reagdo de TcTs na presenca de MUNANA
em fung&o do tempo, para os compostos DANA, piridoxal fosfato, 19 e 20.

Nestes experimentos, o0s valores obtidos para os inibidores controle foram
equivalentes aos valores descritos na literatura para DANA (33%) e piridoxal fosfato (65%),”’
validando os resultados dos compostos em andlise. O Grafico 2 resume todos os resultados
de controles e compostos em analise.

Dentre os compostos avaliados, a-GalNAc-Thr 20 foi o mais ativo (79%), seguido de
a-GalNAc-Ser 19 (57%) que apresentou inibicdo semelhante ao controle piridoxal fosfato
(62%). Os blocos de a-GIcNAc-Ser (41%) e B-GlcNAc-Ser (31%) demonstraram inibicao
moderada, porém ainda préxima do controle DANA (37%). J& os blocos B-Gal-Ser (10%) e
a-GIcNAc-Thr (1%) apresentaram baixa inibi¢ao.

Entre os compostos com a-GalNAc, o bloco de treonina foi um pouco mais ativo que
o de serina, mas entre os compostos de a-GIcNAc, o bloco de treonina apresentou efeito
dramaticamente menor que o de serina. Entre os blocos B glicosidicos, o derivado contendo

GIcNAc foi mais ativo que o composto com Gal.
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Inibicdo TcTS

1004

% Inibicao

Gréfico 2. Porcentagens de inibicdo de TcTS para os glicoaminoacidos avaliados,
pelo método fluorimétrico continuo.

Com os dados disponiveis, ndo foi possivel estabelecer um tendéncia clara para
prever ou estimar a atividade inibitéria em TcTS dos glicoaminoacidos em funcdo de sua
estrutura. Possivelmente a combinacdo de algumas caracteristicas do substrato natural a-
LacNAc nas estruturas de 19 e 20, como O-4 em posi¢cdo axial no terminal ndo redutor e
ligacéo glicosidica 1,2-cis contendo o substituinte 2-acetamido, seja favoravel a atividade de
inibic&o.

A intensa inibicAo evidenciada para os compostos 19 e 20 em TcTS foi ainda
superior a compostos de bibliotecas descritas na literatura em ensaios de screening com
TcTS.”"™ Devido aos resultados promisores dos compostos 19 e 20 como inibidores de
TcTS, estes blocos deverdo ser submetidos a ensaios in vitro de atividade tripanocida e de

prevencéo de invasdo celular por T cruzi.

Citotoxicidade em linhagens de células tumorais

Foram selecionadas as linhagens tumorais Jurkat e B16F10 devido a conhecida
expressdo do antigeno Tn na primeira” e a auséncia desse antigeno na segunda, a fim de
avaliar se os compostos sintetizados como anélogos desse antigeno apresentam influéncia
distinta nos dois tipos celulares.

Os resultados dos ensaios de viabilidade celular estdo apresentados no Grafico 3 e
no Grafico 4, respectivamente para células Jurkat e B16F10, expressos em termos de

porcentagem de citotoxicidade.
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Gréfico 3. Porcentagens de citotoxicidade sobre células Jurkat para os glicoaminoacidos avaliados.

As células Jurkat demonstraram consideravel sensibilidade aos compostos nas
concentracdes testadas, com citotoxicidades superiores a 30%. Conforme suposto, 0s
glicoaminoacidos contendo as unidades de a-GalNAc 19 e 20 apresentaram elevada
citotoxicidade sobre as células Jurkat na concentracdo de 500 uM, com respectivos valores
de 79% e 73%, mesma faixa do composto B-Gal-Ser (76%). O composto a-GIcNAc-Ser
(92%) foi 0 mais ativo do grupo e seus analogos a-GIcNAc-Thr (58%) e B-GIcNAc-Ser (37%)

apresentaram citoxocicidade relativamente menor, mas ainda significativa.
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Grafico 4. Porcentagens de citotoxicidade sobre células B16F10 para os glicoaminoacidos avaliados.
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Inversamente, a linhagem B16F10 apresentou resisténcia aos compostos testados,
com todas as porcentagens de citotoxicidade abaixo de 40%, nas mesmas concentracoes
utilizadas para Jurkat. N&do houve grandes variacbes entre os resultados dos diferentes
compostos, e o efeito da diminuicdo da concentragdo foi mais pronunciado em B16F10 do
que em Jurkat.

Como estes ensaios foram uma triagem preliminar, repeticbes e estudos mais
detalhados serdo necessérios para confirmar os efeitos observados, além de experimentos
com células normais relacionadas as linhagens tumorais testadas, para fins de comparacao.
Contudo, considerando a grande diferenca do perfil de citotoxicidade dos compostos para as
linhagens Jurkat e B16F10, € possivel sugerir que 0 mecanismo de acdo associado seja

especifico, podendo ou ndo estar relacionado a presenca do antigeno Tn.
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5 CONCLUSOES

As rotas sintéticas propostas forneceram com sucesso 0s blocos de construgao
intermediarios e o precursor direto (somente protegido) da glicodicetopiperazina 1, embora a
sintese do composto 2 ndo tenha sido completada por limitacdo da quantidade do
gllicoaminoacido intermediario.

Reacdes de glicosilacdo promovidas por HgBr, foram testadas e comprovaram a
eficiéncia deste catalisador para a combinacdo de doadores e aceptores empregada,
diversificando as aplicacbes deste promotor. Os rendimentos obtidos foram comparaveis
aos métodos de glicosilacdo classicos, apresentando ainda algumas vantagens.

As reacles de acoplamento de glicoaminoacidos e subsequente ciclizagdo foram
efetivas pelos protocolos propostos, gerando cinco glicodipeptideos e trés
glicodicetopiperazinas (incluindo 1), todos inéditos na literatura.

Ensaios de cinética enzimatica em TcTS com os intermediarios 19 e 20 (derivados
de a-GalNAc) indicaram elevada inibicdo, maior até que os inibidores conhecidos da enzima
utilizados como controle. Esses resultados promissores direcionam para a continuidade do
estudo desses compostos intermediarios, e dos produtos finais quando obtidos, em ensaios
tripanocidas.

Ensaios e citotoxicidade sobre células tumorais evidenciaram forte atividade dos
compostos 19 e 20 sobre a linhagem Jurkat, que expressa o0 antigeno Tn, enquanto a
atividade citotéxica dos compostos sobre a linhagem B16F10, que ndo expressa o antigeno,
foi baixa. Os mecanismos responsaveis por essas diferentes respostas ficam por ser

elucidados.
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Anexo 1. RMN *H (CDCl; 400 MHz) Ester benzilico de N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)-L-serina 3
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Anexo 2. RMN 'H (CDCls;, 400 MHz) Ester benzilico de N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)-L-treonina 4
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Anexo 3. RMN *H (CDCls;, 500 MHz) 1,2,3,4,6-penta-O-acetil-a-D-galactopiranose 5
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Anexo 4. RMN 'H (CDCl;, 500 MHz) Brometo de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-galactopiranosila 6
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Anexo 5. RMN *H (CDCl;, 500 MHz) 3,4,6-tri-O-acetil-D-galactal 7

66'T—
S0'C-
@O.Nn\.

8TV
ozt
raz
XA
Sev-F
8T
62
o'
691
8&.
oL

6E'S
ovs)
55

9+
v’
v

AcO OAc

AcO

42

43

4.4

45

1.07

=]




Anexo 6.

Chlorqform-d
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RMN *H (CDCls, 500 MHz) Nitrato de 2-azido-2-desoxi-3,4,6-tri-O-acetil-galactopiranosila 8
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Anexo 7. RMN *H (CDCl;, 500 MHz) Cloreto de 2-azido-2-desoxi-3,4,6-tri-O-acetil-a-D-galactopranosila 9
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Anexo 8. RMN *H (CDCl;, 300 MHz) 2-acetamido-2-desoxi-1,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-galactopranosila 10
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Anexo 9. RMN *H (CDCl;, 300 MHz) Ester benzilico de N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)-(2-azido-2-desoxi-3,4,6-tri-O-acetil-a-D-galactopiranosil)-L-serina 12
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Anexo 10. RMN *H (CDCl,, 300 MHz) Ester benzilico de N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)-(2-azido-2-desoxi-3,4,6-tri-O-acetil-B-D-galactopiranosil)-L-serina 13
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Anexo 11. RMN *H (CDCls, 500 MHz) Ester benzilico de N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)-(2-azido-2-desoxi-3,4,6-tri-O-acetil-a-D-galactopiranosil)-L-treonina 14
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Anexo 12.
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RMN *H (CDCls, 500 MHz) Ester benzilico de N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)-(2-acetamido-2-desoxi-3,4,6-tri-O-acetil-a-D-galactopiranosil)-L-serina 15
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Anexo 13. RMN *H (CDCls, 300 MHz) Ester benzilico de N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)-(2-acetamido-2-desoxi-3,4,6-tri-O-acetil-a-D-galactopiranosil)-L-treonina 16
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Anexo 14. RMN *H (CDCl;, 300 MHz) Ester N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosil)-L-serina benzilico 17
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Anexo 15 . RMN *H (CDCl;, 300 MHz) Ester benzilico de N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)-O-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosil)-L-treonina 18
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Anexo 16 . RMN 'H (D,0, 300 MHz) 2-acetamido-2-desoxi-a-D-galactopiranosil-L-serina 19
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Anexo 17 . RMN *H (D,0, 500 MHz) 2-acetamido-2-desoxi-a-D-galactopiranosil-L-treonina 20
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Anexo 18. RMN 'H (CDCl;, 500 MHz) Ester benzilico de N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)-L-fenilalanil-O-(2-acetamido-2-desoxi-3,4,6-tri-O-acetil-a-D-
galactopiranosil)-L-serina 21
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Anexo 19.
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RMN *H (CDCls, 300 MHz) Ester benzilico de N-(9-fluorenilmetoxicarbonil) )-(O-tBu)-L-aspartil-O-(2-acetamido-2-desoxi-3,4,6-tri-O-acetil-

a-D-galactopiranosil)-L-serina 22
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Anexo 20.
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RMN *H (CDCls, 300 MHz) Ester benzilico de N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)-(O-tBu)-L-aspartil-O-(2-acetamido-2-desoxi-3,4,6-tri-O-acetil-a-
D-galactopiranosil)-L-treonina 23
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Anexo 21. RMN *H (CDCl;, 300 MHz) Ester benzilico de N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)-(O-tBu)-L-aspartil-O-(2-acetamido-2-desoxi-3,4,6-tri-O-acetil-a-
D-glicopiranosil)-L-serina 24
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Anexo 22. RMN *H (CDCl;, 500 MHz) Ester benzilico de N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)-p-fenilalanil-O-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-galactopiranosil)-L-
treonina 25
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Anexo 23. RMN 'H (CDCl;, 500 MHz) Ciclo(L-fenilalanil-O-(2-acetamido-2-desoxi-3,4,6-tri-O-acetil-a-D-galactopiranosil)-L-serinil) 26
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Anexo 23. RMN *H (CDCl;, 300 MHz) Ciclo((O-tBu)-L-aspartil-O-(2-acetamido-2-desoxi-3,4,6-tri-O-acetil-a-D-galactopiranosil)-L-serinil) 27
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Anexo 23. RMN 'H (CDCl;, 300 MHz) Ciclo((O-tBu)-L-aspartil-O-(2-acetamido-2-desoxi-3,4,6-tri-O-acetil-a-D-galactopiranosil)-L-treoninil) 28
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