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EPIGRAFE

“O sucesso é a soma de pequenos esforgos repetidos dia apos dia.”

(Robert Collier)



RESUMO

MARCHIORI, M. F. Sintese de glicopeptideo de mucina, contendo analogo de antigeno
tumoral, com possiveis aplicacfes terapéuticas em cancer. 154f. Dissertacdo (Mestrado).
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto - Universidade de Sao Paulo,
Ribeirdo Preto, 2018.

As mucinas sdo glicoproteinas de alto peso molecular, que tem como caracteristica
fundamental a ligagdo entre o agucar aGalNAc e residuos de aminoacidos de Ser/Thr
(aGalNAc-Ser/Thr). Em tumores, a biossintese de mucinas encontra-se desregulada, com
conseqiente alteracdo nos padrdes de O-glicosilacdo de suas glicoproteinas. Como resultado,
formam-se glicanas anormais e incompletas, as quais sao continuamente expressas nas células
tumorais e geralmente ausentes nos tecidos saudaveis, sendo assim denominadas de
Antigenos de Carboidratos Associados a Tumor (“TACAs”), tais como 0S antigenos Tn
(aGalNAc-Ser/Thr), sialil-Tn (Neu5Aca2,6-aGalNAc-Ser/Thr) e TF (BGall-3aGalNAc-
Ser/Thr). Dentre as mucinas tumorais, a MUCL1 é a mais investigada, sendo constituida por
regides repetidas em tandem da sequéncia HGVTSAPDTRPAPGSTAPPA, com cinco sitios
potenciais para O-glicosilagdo (O-aGalNAc). Uma vez constatada a importancia dos
“TACAs”, estes comecaram a ser utilizados em ensaios clinicos como vacinas terapéuticas,
mas com limitado sucesso devido a sua baixa imunogenicidade. Sendo assim, glicopeptideos
sintéticos que mimetizem a seqiiéncia peptidica imunogénica do tipo MUC1 (PDTRP) e que
contenham analogos de TACAs apresentam elevado potencial de aplicagdio no
desenvolvimento de novas vacinas antitumorais. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi a
sintese do glicopeptideo Pro-Asp-[Neu5Aca/p2-triazol-6-pGalNAc-Thr]-Arg-Pro-GlyOH
19B a/B, mimetizando mucina do tipo MUCL de tumores e contendo analogo do antigeno
STn. Para preparagdo do glicopeptideo 19B /P foi necessaria a sintese prévia do
glicoaminodcido triazolico NeuS5Ac-a/p2-triazol-6-BGalNAc-ThrOH 20B o/ por reacdes
sequenciais de CuAAc (‘click chemistry’) entre 0s blocos 68 e 24 o/f e hidrogenodlise. O
precursor azido N3-6-BGalNAc-ThrOBn 68 foi obtido por duas rotas sintéticas assim como o
intermediario alcino Neu5Aca/B-2,3-prop-2-inil 24 a/B, porém, este Gtimo ndo sendo obtido
como andémero puro. O emprego de 20B o/ em reacfes de acoplamento com aminoacidos
(SPPS) forneceu o glicopeptideo 19B a/f ap0s purificagdo por CLAE. Tambem foi realizada
a sintese e purificacdo do glicopeptideo modelo NHACcPro-Asp-[aGalNAc]Thr-Arg-Pro-
GIlyOH 21, contendo o antigeno natural Tn. Futuras etapas de conjugacdo de 19B a/B e 21 a
proteina carreadora BSA e ensaios de imunizacdo em camundongos (BALB/c) serdo
realizadas para avaliacdo da capacidade de indugcdo de resposta imunoldgica destes
glicopeptideos.

Palavras-chave: 1. Cancer; 2. Antigenos tumorais; 3. Mucina tumoral; 4. Anédlogo de STn,
5. Sintese de carboidratos; 6. Click chemistry.



ABSTRACT

MARCHIORI, M. F. Synthesis of mucin glycopeptide, containing tumor antigen analog,
with possible therapeutic applications in cancer. 154p. Dissertation (Master). Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto - Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2018.

Mucins are high molecular weight glycoproteins that keep as fundamental
characteristic the linkage between oaGalNAc sugar and amino acid residues of Ser/Thr
(aGalNAc-Ser/Thr). In tumors, mucin production is dysregulated once their biosynthetic
mechanisms are impaired with consequent alteration in the O-glycosylation patterns. As a
result, abnormal and incomplete glycans are formed, which are continuously expressed in
tumor cells and generally absent in healthy tissues. The continual exposure of these glycans
gives them the name of Tumor Associated Carbohydrates Antigens ("TACAS"), such as Tn
(aGalNAc-Ser/Thr), sialyl-Tn (Neu5Aca2,6-aGalNAc-Ser/Thr) and TF (pGall-3aGalNAc-
Ser/Thr) antigens. Among tumor mucins, MUCL1 is the most extensively investigated and is
composed by tandem repeat regions HGVTSAPDRPAPGSTAPPA sequence with five
potential sites for O-glycosylation (O-aGalNAc). In view of the importance of "TACAS" as
tumor markers of clinical significance, they started to be used in clinical trials as therapeutic
vaccines, but with limited success due to their low immunogenicity. Thus, considering their
constant presence in tumor mucins such as MUC1, synthetic glycopeptides that not only
mimic the peptide sequence of the MUC1 type (PDTRP), but also possess TACAS analogs
linked to their peptide chain have high potential for application in the development of anti-
tumor vaccines. Thus, the aim of this study was the synthesis of glycocopeptide NeuSAca2-
triazole-6-aGalNAc-Thr-Arg-Pro-Ala-Pro-GlyOH 19B o/p, mimicking mucin MUC1 type
tumors and owing STn analogue. In order to obtain glycopeptide 19B a/f it was firstly
necessary to synthesize the triazole glycoamino acid Neu5Ac-o/B2-triazol-6-BGalNAc-
ThrOH 20B a/p by sequential reactions of CuAAc (‘click chemistry’) between the building
blocks 68 and 24 /B and hydrogenolysis. The azide precursor N3-6-fGalNAc-ThrOBn 68
was obtained by two different synthetic routes, as well as the intermediate alkyne. The use of
20B a/p in coupling reactions with amino acid (SPPS) provided the glycopeptide 19B o/p
after HPLC purification. The synthesis and purifications of the glycopeptide model
NHACPro-Asp-[aGalNAc] Thr-Arg-Pro-GlyOH 21, which owns the natural Tn antigen was
also performed. Future steps of conjugation of 19B a/B e 21 to carrier protein BSA and
immunization assays with mice (BALB/c) will be made to evaluate the ability of these
glycopeptides to induce immune response.

Keywords: 1. Cancer; 2. Tumor antigens; 3. Tumoral mucin; 4. STn analogue; 5.
Carbohydrate synthesis; 6. Click chemistry.
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dt: duplo tripleto
J: constante de acoplamento
m: multipleto
s: simpleto
t: tripleto
Ser: serina
TACA: antigeno de carboidrato associado a tumor
TFA: acido trifluoroacético
Tf,0O: anidrido triflico
THF: tetrahidrofurano
Thr: treonina
TMS: trimetilsilila
Tol: tolueno
TsCI: Cloreto de tosila
p-TSOH: &cido p-toluenossulfonico



LISTA DOS PRINCIPAIS COMPOSTOS SINTETIZADOS

-~
AcO o
(0]
CO%OAC
OAc

AcO gOAC

45

A
AcO OAC
0]
cO
N3

AcO OTs

AcO

ACHN
N ST01

62 a

CH3 >< S
o0 O "o
>< 0
o

AcO OAC o AcO
gg AcO
AcO — N3
Cl
39 28 44

N3
CH3 S
46 50 CH,
CHs
Ne
AcHN a
Oy aco © ©
OH (0]
FmocHN AcO S@CHS
O N3
52 58
ACO OTs ACO OTs
O @)
AcO AcO
AcHN AcHN
O .‘\\\ O W
OB OB
FmocHNj\,( n HZNJ\W n
(0] (0]
56 60
AcO OTs AcO N3 AcO N3
o) O o)
AcO STol AcO pyesty AcO STol
AcHN STol AcHN
62 B 63 a 63 B



Xi
LISTA DOS PRINCIPAIS COMPOSTOS SINTETIZADOS
AcO N3 AcO N3 AcO Ns AcO N3
(0] (0] O
AcO OH AcO
AcHN OH AcHN OH AcHN Cl

ACHN OAGC
64 65 66 67

O \
ACO&/O

@)

HO OH
FmocHN A(:HNOAC
ACHN ACHN

OTs OTs AcO
AcO one © ACQ o/\\\
ACOJ\@% O TR
: COOMe - @) COOMe
AcHN,) AcHN, ACHN= ACHN-=Z

72 73 76 24 o/ B
AcO
COOMe ACO %OMe
N O O
AcHN AcHN
AcO 74 'Il\l
l: N/N
N N AcO
(@)
O \ O .‘\\\
77 /B ACO (O 770 AcO
AcHN
AcHN OBn FmocHN OBn
FmocHN o



LISTA DOS PRINCIPAIS COMPOSTOS SINTETIZADOS

AcO Ho OH

COOMe
AcHN /"o HO ACHN
AcO 7N 0 0 0
1 H H
N-N N N OH
AcO ,ZNjﬁ( N N H/\ff
O (@] W (@) o) o O
AcO OH
AcHN OH

FmocHN

O H,N" SNH
20B o/ B 21




RESUMO DAS ROTAS SINTETICAS PARA OBTENCAO DOS PRINCIPAIS COMPOSTOS DESCRITOS

OH AcO ~OAc OH
HO . AcO ~OAc AcO ~OAc o AcO OAc HO o
O — O -~
HO»S:::! \,+OH ACO S;; \OAc ACO STol AcO N me—— /O HO ~

CI"H3N Ng Nj % OH

Cloridrato de 44 28 39 Galactose
Galactosamina

AcO _OTs AcO OTs
Acogﬁo Acoéﬁo Aco OTs HO o
N Eg
AcHN B sTol . HO STO'

(0] RO o HO OH
St o}

OBn OBn
FmocHNjW jﬁr 58 o ome . Ao Ohe %ﬁ

AcHN
O O . D —— (0]
56 59 p 5 —T—=x . 0

. + AcO
, : Acogﬁ :
Z : Nso . . ACHNG (j\”/ I‘/ OH
\\ AcO O l'\ OB ,'l OH g\
R o FmocHNjﬁf . FmocHN

AcO—A= 27 O 52

VN o 1) “
o \\\ ' ,\ o8 TtellLl. LT H2N NH
s \ n
ACOE o \ 23 FmocHN
AcHN

O

. HO AcO AcO 0 N
O AcO N3 o oH OH AcO QAc  OAC ACO OAc -
0 : : B
H,N OBn RN A - Acogﬂ AcHN Q7" cooH AcHN Q7" co,Me AcHN Q7 coome
o ‘ AcHN . HO AcO AcO
61 a/p 0,25:0,75
OBn
FmocHN Acido Sialico 76 24 o/

25 0



RESUMO DAS ROTAS SINTETICAS PARA OBTENCAO DOS PRINCIPAIS COMPOSTOS DESCRITOS

HO -OH AcO OTs Aco -OTs
(0] 0 o
Hogw - OH Acoggﬂsml ACO ASZ;FHN:
CIHaN N3 N sT0
Cloridrato de 58 62 a

Galactosamina

AcO N3 \
o
ERR AcO
AcHN

. OH N
K AcO N3 5 AcO 3
; . 64 fe)
! ACO 2 — __ AcO
AT ; + AcHN

OAc STol
66 AcO N3 63 a
e O
HO
AcHN
OH
65
AcO N3 i AcO N3 :
: ‘ ~
0 w O o . 1
Ph ——— A0\ ;
AcHN : c ‘
) B '
cl ; FmocHN OBn
67 | 68 o) :
AcO cl 0 COOMe ‘
AcO QAC ' AcO QAc :
: : ~
ACHN Q7 ~co,Me ACHN 070" =
ACO ACO /8 0,45:0,55
76 24 a/p -

Q

OAc OAcC

AcO OTs
HOo OH y\ HO OH
ACO STol o
AcHN HO OH
AcHN ACHN
62 CHN ACHN
P NHAc-Galactosamina
AcO N3 |
O  sTol
AcO e \
AcHN o AcO N3 ) Aco OTs Ho OTs
/ O . o) 0
63 B  AcO : AcO «—  AcO
ACHN ¢ AcHN AcHN

oxazolina
COOMe OAc
ACHN= ?\ ACHN: 2
O .
AcO O
AcHN

FmocHN OBn

77 o/ 0

66 73 72

COOH

COOMe

O

Za ACHN

1
N-N

N
oow

0

_—

AcO

AcO
AcHN
FmocHN

20B o/B o

I@» e

HoN NH

OH

198 o/p



SUMARIO

RESUMO

ABSTRACT

LISTA DE FIGURAS

LISTA DE ESQUEMAS.

LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS
PRINCIPAIS COMPOSTOS SINTETIZADOS

1. INTRODUGAD.......ccueeereeererreesseesessesssessseseessessesssessessssssssssessessessssssssnsens

1.1 CANCER: UM PROBLEMA DE SAUDE MUNDIAL

1.2 IMPORTANCIAS BIOLOGICA E TERAPEUTICA DE CARBOIDRATOS E
GLICOCONJUGADOS

1.2.1 GLICOPROTEINAS DE MUCINAS

1.2.1.1 MUCINAS TUMORAIS

1.2.2 DESENVOLVIMENTO DE VACINAS ANTITUMORAIS SINTETICAS A PARTIR DE
ANALOGOS DE TACAS
1.3. ASPECTOS GERAIS DA QUIMICA DE CARBOIDRATOS

1.3.1 ESTRATEGIAS DE PROTECOES SELETIVAS EM CARBOIDRATOS
1.3.2 A ESTEREOSSELETIVIDADE NA SINTESE DE GLICOCONJUGADOS
1.3.2.1 O EFEITO ANOMERICO

1.3.2.2 A ASSISTENCIA ANQUIMERICA

1.4. A ESTRATEGIA DE “CLICK CHEMISTRY”

2. OBJETIVOS......cuuiiiiiiiinnniiiiniiinnnniiiinsesssnssisiisieissssssiissesssssssssssssssssssens
3. MATERIAIS E METODOS.......cccceetiereresesessessesssssssssssssssssssssssssesssssessasnes

3.1 MATERIAIS
3.2 METODOS SINTETICOS

4. RESULTADOS E DISCUSSAQ........ccceruierenrrcrerersesnsstssssssssssssssssssssssssssssssssenns

4.1 SINTESE
4.1.1 ANALISE RETROSSINTETICA DOS GLICOAMINOACIDOS TRIAZOLICOS
4.1.2 SINTESE DOS PRECURSORES CONTENDO UNIDADE GalNAc

4.1.2.1 OTIMIZAGAO DE ROTA PARA OBTENCAO DO BLOCO 6-N3-BGalNAc-ThrOBn 68
4.1.3. SINTESE DOS DERIVADOS DE ACIDO SIALICO

4.1.4 SINTESE DO GLICOAMINOACIDO TRIAZOLICO ANALOGO DO ANTIGENO STn
4.1.5. SINTESE EM FASE SOLIDA PARA OBTENCAO DE GLICOPEPTIDEOS

5. CONCLUSOES........coueeuecrerrerteeneeneeneeeteessessssssssessesssesssesesnssssessssessessessenns .

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS...........coeeiiirineinccinsinisnecssnsssssenensnnns

7 2 Y 23, 0 N

12
12
13
14
16
17

20
22

22
23

47

47
47
48

66
68
72
77
82

83

89



Introducéo 1

1. INTRODUCAO

1.1 CANCER: UM PROBLEMA DE SAUDE MUNDIAL

Cancer é 0 nome dado a um conjunto de mais de 100 enfermidades que tem em comum o
crescimento anormal e desordenado de uma populacéo de células, podendo invadir tecidos e
orgdos adjacentes além de difundir-se para outras regides do corpo. Tal desequilibrio ocorre a
medida que células normais adquirem, progressivamente, uma sucessdao de habilidades

marcantes, tais como: capacidade de sustentar a sinalizacdo proliferativa, evitar estimulos

supressores de crescimento, resistir a morte celular programada (apoptose), permitir imortalidade
replicativa e induzir a angiogénese e metastase (Figura 1) (HANAHAN & WEINBERG, 2000;
INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2018).

Manutencdo de sinais
de proliferagao
Resisténcia a morte h Evasdo de supressores
celular 4
/. Ao

Ind_ugéio de Invasido e metastase
angiogénese

Possibilidadede
imortalidade
replicativa

Figura 1. Primeiras capacidades biologicas adquiridas pelas células tumorais durante seu
desenvolvimento (adaptado de HANAHAN & WEINBERG, 2000).

Na ultima década, esse quadro geral de caracteristicas foi atualizado, compreendendo
agora quatro novas capacidades facilitadoras que uma célula normal pode possuir ao iniciar
seu processo de malignizagéo, sendo estas:

1. acapacidade de modificar ou reprogramar o metabolismo celular, aumentando a
eficacia na sua proliferacéo;

2. conseguir escapar do sistema imunolégico, em particular dos linfécitos T e B,
macrofagos e células natural killer, aumentando a sua sobrevida celular;

3. apresentar instabilidade gendmica, ou seja, mutabilidade, a qual confere as
células alteracdes genéticas randémicas e impulsionam a progressdo do tumor;
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4. encontrar-se constantemente em ambiente de inflamagdo, geralmente
proporcionada por células do sistema imunoldgico, a qual facilita o
fornecimento de substancias como fatores de crescimento e pré-angiogénicos,
além de espécies reativas de oxigénio (EROs), que aceleram o processo de
malignizacédo (Figura 2) (HANAHAN & WEINBERG, 2011).

Desregulacao Escape da destruicao
energética celular pelo sistemaimune

Instabilidade
genomica e mutagao

Figura 2. Quadro atualizado das quatro novas capacidades bioldgicas adquiridas pelas células que
facilitam sua malignizacéo (adaptado de HANAHAN & WEINBERG, 2011).

Tal disfuncdo tem tomado proporcGes alarmantes na sociedade moderna e mostra-se um
problema de saude publica, sendo os tipos de cancer mais incidentes no mundo os de pulméo
(1,8 milh&o), mama (1,7 milhdo), intestino (1,4 milhdo) e prostata (1,1 milhdo) (FERLAY et
al., 2015). No ano de 2012, calculou-se cerca de 14,1 milhdes de casos mundiais, um
crescimento de 20% quando comparado com a década anterior. Estima-se, para o Brasil, no
biénio 2018-2019, a ocorréncia de 600 mil casos novos de cancer para cada ano (INSTITUTO
NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2018). Vale ressaltar
ainda que estudos preveem um aumento de 9,9 milhdes de casos para 2035, uma ascensao de
mais de 70% em relagdo aos valores de 2012 (WORLD CANCER RESEARCH FUND
INTERNATIONAL, 2018).

O impacto econdmico do cancer também deve ser destacado visto seu significativo
custo global de aproximadamente US $ 1,16 trilhdo em 2010. Estimativas de aumento desse
valor para as décadas seguintes foram feitas vistos os expressivos esforcos que foram e estéo
sendo feitos para desenvolver novas estratégias que possam erradicar seletivamente tumores
sem efeitos prejudiciais as células saudaveis (STEWART& WILD, 2014).
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1.2. IMPORTANCIAS BIOLOGICA E TERAPEUTICA DE CARBOIDRATOS E
GLICOCONJUGADOS

A abundancia de carboidratos na natureza e suas diversas funcBes nos sistemas
bioldgicos justificam a importancia dos estudos direcionados a quimica e a biologia dessas
moléculas. Os carboidratos sdo encontrados como monossacarideos, oligossacarideos, ou sob
a forma de glicoconjugados, estruturas nas quais as glicanas encontram-se acopladas a
biomoléculas de outras naturezas, principalmente proteinas e lipidios (HOLEMANN &
SEEBERGER, 2004; SEEBERGER & WERZ, 2007).

Além de suas funcgBes energéticas e estruturais, vastamente conhecidas e exploradas, 0s
carboidratos e glicoconjugados estdo envolvidos em diferentes eventos fisiologicos e
patoldgicos relacionados a processos de reconhecimento, sinalizacdo e diferenciacdo celular,
crescimento tecidual, adesdo, metastase, infeccdo por virus, bactérias e protozoarios, e
resposta imune. A diversidade de fungBes e estruturas dos carboidratos estd diretamente
relacionada ao seu carater polifuncional, com capacidade de acoplamento a outros
monossacarideos, aminoacidos, nucleotideos e cadeias lipidicas em diferentes posicoes.
Adicionalmente, outros fatores que agregam complexidade estrutural aos carboidratos e
glicoconjugados séo a estereoquimica dos centros quirais, tipo de ligacao glicosidica formada
e configuracdo anomérica (HOLEMANN & SEEBERGER, 2004; DOORES; GAMBLIN;
DAVIS, 2006). Dessa forma, ao considerar apenas os dez monossacarideos mais abundantes
em mamiferos (Figura 3), mais de 100 mil estruturas trissacaridicas distintas sao, teoricamente,
viaveis, numero esse que cresce significativamente com a extensao da cadeia (SEEBERGER &
WERZ, 2007).
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Figura 3. Monossacarideos mais abundantes em glicoconjugados de mamiferos (SEEBERGER &
WERZ, 2007).

1.2.1 GLICOPROTEINAS DE MUCINAS

Glicosilacdo é um mecanismo de modificacdo pos-traducional de proteinas
fundamental para definir a estrutura, estabilidade e funcdo protéicas. A maior parte dos
carboidratos esta ligada em glicoproteinas por meio de ligagdes O-glicosidicas a cadeias laterais
de serina ou treonina (OH), e, mais raramente, de tirosina (OH-arom.), ou através de ligacGes N-
glicosidicas a cadeias laterais de residuos de asparagina (NH,) (DOORES; GAMBLIN; DAVIS,
2006; OSINAGA, 2007). Desse modo, a variabilidade de aminoéacidos glicosilados e a
extensdo da glicosilacdo possibilitam a existéncia de uma vasta diversidade de glicoproteinas,
exercendo grande impacto sobre suas propriedades (WONG, 2003).

Mucinas sdo O-glicoproteinas densamente glicosiladas de elevado peso molecular
(1000 kDa), contendo até 80% da massa total em carboidratos estando presentes na superficie
celular - glicocalix - de numerosos tipos de tecidos epiteliais.Tais estruturas estdo envolvidas
em funcbes primérias de protecdo, hidratacdo e lubrificacdo, além de processos bioldgicos
complexos como renovagdo, diferenciacdo, sinalizagdo e adesdo celular, fertilizagéo,
infeccbes e inflamagdo  (WINTERFELD; KHODAIR;  SCHMIDT, 2003,
ANDRIANIFAHANANA; MONIAUX; BATRA, 2006; BUSCAGLIA et al, 2006). Estas

glicoproteinas possuem motivos repetidos em tandem tipicos, ricos em residuos de
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amino&cidos de serina (Ser) e treonina (Thr), os quais, como descrito acima, representam
potenciais sitios para O-glicosilacdo (GAIDZIK; WESTERLIND; KUNZ, 2013; WITCZAK &
BIELSKI, 2013).

1.2.1.1 MUCINAS TUMORAIS

O metabolismo desregulado de mucinas estd associado a processos inflamatorios e a
muitos tipos de cancer, de tal forma que determinadas classes, tal como MUCL1, sdo empregadas
como marcadores tumorais de relevancia clinica. A MUC1 é a mucina mais estudada e um
marcador para cancer de mama, prostata e pulmdo. Trata-se de uma glicoproteina
transmembrana caracterizada por um dominio N-terminal extracelular e uma cauda
citoplasmatica C-terminal que estdo ligadas na membrana celular por um dominio Unico. Além
disso, é constituida por varias repeticdes (20-125) em tandem da seqiiéncia de 20 aminoacidos
HGVTSAPDTRPAPGSTAPPA, a qual apresenta cinco potenciais sitios de O-glicosilacdo
(Thr/Ser), sendo o motivo peptidico PDTRPAP glicosilado considerado o epitopo
imunodominante dessa classe (Figura 4). Outra caracteristica das mucinas tumorais é a primeira
ligacdo do agucar aGalNAc aos residuos de Ser/Thr da cadeia peptidica, o que promove a
formagao do derivado aGalNAc-Ser/Thr (DZIADEK; KOWALCZYK; KUNZ, 2005,
MARTINEZ-SAEZ, PEREGRINA, CORZANA, 2017).

O-glicanas

Dominio
Extracelular '
ESQUELETO PROTEICO:
HGVTSAPDTRPAPGSTAPPA
Tandem repeat da MUC1
S :
R ’

/ POE SOOE6Ee 6 )
) (} ¥ 1o » o/ 1 e ()
O AT

S I B ik

Dominio

Transmembrana / | ~~CO,H

Cauda
Citoplasmatica
Figura 4. Representacao esquematica de mucina MUCL1 sendo descrita a seqliéncia em tandem dos 20
aminoécidos e o epitopo imunodominante PDTRPAP destacado em azul (Adaptado de MARTINEZ-
SAEZ, PEREGRINA, CORZANA, 2017).
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Ademais, uma vez que as celulas cancerigenas apresentam alteracdo no padréo de O-
glicosilagdo de mucinas, ha como resultado uma alta frequéncia de glicanas anormais,
incompletas e/ou precocemente terminadas por adicdo de &cido sialico na porcéo sacaridica
(sialilagdo). Assim, glicanas com cadeias encurtadas como oaGalNAc (Tn), Neu5Aca2-
60GalNAc (STn) e BGal-1-3aGalNAc (TF) sdo abundantes e continuamente expressas nas
células tumorais, além da exposicdo de epitopos peptidicos, que sdo mascarados em células
saudaveis. Suas constantes exposicfes ao meio extracelular ddo a elas a denominacdo de
Antigenos Carboidratos Associados a Tumor (TACAs) (Figura 5), com propriedades
funcionais de adesdo, invasdo e metéstase celular (WINTERFELD; KODAIR; SCHMIDT,
2003; McDONALD; BYRNE; PAYNE; 2015). O envolvimento destes antigenos na inducéo
de imunidade ativa e a limitada ocorréncia dos mesmos em tecidos normais 0s tornaram

potenciais alvos para uma imunoterapia contra tumores.

HO
HO oH GOH
HO OH -
Q AcHN 7/ ™o HO OH Ho OH
0 HO"  Ho
HO o @] 0 o
AcHN HO HO
OSer/Thr AcHN OH AcHN
OSer/Thr OSer/Thr
Tn STn TF

Figura 5. Representagdo dos principais Antigenos Carboidratos Associados a Tumor (“TACASs”).

1.2.2 DESENVOLVIMENTO DE VACINAS ANTITUMORAIS SINTETICAS A
PARTIR DE ANALOGOS DE TACAS
Por mais de um século, o emprego de técnicas de imunizacdo tem contribuido

significativamente para a saide humana. No Brasil, ha vacinas contra diversas doencas como
Caxumba, Sarampo, Rubéola (triplice viral), Poliomielite, Coqueluche, Influenza, Hepatites A
e B, Tétano, Febre Amarela, de forma que representa um dos tratamentos médicos mais bem
sucedidos ja desenvolvidos (ANVISA, 2018). A vacinagdo consiste em ativar o sistema
imunoldgico para produzir anticorpos contra determinado(s) antigeno(s), de forma que,
guando o sistema imune do paciente entra em contato novamente com este(s), a resposta
gerada sera mais eficaz, evitando reinfeccdo e/ou desenvolvimento de sintomas.
Fundamentando-se nesse conceito, a vacinagao tornou-se uma das abordagens imunoterapicas
mais almejadas no tratamento do cancer.

Os primeiros esforcos na utilizagdo de carboidratos isolados como antigenos mostrou
apenas a ativacdo da resposta imune independente de células T por meio da ativacdo direta de

linfécitos B, resultando na producao de imunoglobulinas unicamente da classe das IgM, com
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baixa vida util e afinidade, sendo portanto, insuficiente para o ataque direcionado a células
cancerigenas (CHANG-CHENG, 2012) (Figura 6A). Desse modo, para viabilizar sua
aplicacdo como possiveis vacinas, haptenos sacaridicos tiveram sua complexidade estrutural
aumentada ao serem conjugados a peptideos ou proteinas carreadores imunogénicas como
BSA (Bovine Serum Albumin) e/ou KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin), favorecendo a
estimulagdo dos linfocitos T, os quais sdo sensibilizados por fragmentos peptidicos
antigénicos processados e expostos por células apresentadoras de antigenos (APC's), como
macrofagos, monacitos e células B via MHC de classe 1l (Major Histocompatibility Complex)
(XU et al, 2005, FRANCO, 2005; CHANG-CHENG & YE 2012; MARTINEZ-SAEZ,
PEREGRINA, CORZANA, 2017). Ao complexo "antigeno/MHC-II" formado ligam-se
células T auxiliadoras (Helper T-Th cell) as quais liberam citocinas que promovem a ativacédo
de células T citotoxicas (CTL's) além de iniciar a resposta por células T. Além disso, a
associacao de células Th ativadas a células B € crucial para ativagdo completa destas e
promover a maturagdo de afinidade das imunoglobulinas produzidas, resultando na troca de
isotipo de IgM em imunoglobulinas da classe 1gG, de alta afinidade e tempo de meia vida.
Essa completa ativacdo também promove a maturacdo de células B em células B de memoria
(memory B cells) que permanecem ativas mesmo apés o término da resposta imune e, no caso
de uma reinfeccdo, tém capacidade de gerar uma resposta mais rapida e secretar anticorpos de
maior afinidade (IgG), sendo assim uma resposta imunolégica efetiva e duradoura (Figura
6B), (WILSON & DANISHEFSKY, 2013).Como resultado, linfocitos T citotoxicos e
anticorpos direcionados contra antigenos tumorais sintéticos devem ser capazes de reconhecer
0s correspondentes epitopos nativos em células malignas circulantes e metastaticas,
promovendo a erradicacdo das mesmas e protegendo contra crescimento e recorréncia
tumoral, comprovando o potencial de vacinas sintéticas de carboidratos para o combate ao

cancer.

A) carboidratos Qﬂ

antigénicos N\~ IgM
(TACAS) | |

Via ativacado
- e . independente de
Linfocito células T

B >

Producdo de IgM
(Vb ty, e L afinidade)
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Figura 6. Representacdo comparativa da resposta imune quando utilizando: A) TACAS isolados:
desencadeamento de uma resposta células T-independente, ativando somente linfocitos B, com producéo
de anticorpos do tipo IgM. B) TACAS conjugados: desencadeamento de uma resposta imune células T-
dependente, com producéo de anticorpos do tipo IgG (Adaptado de WILSON & DANISHEFSKY, 2013)

Ensaios clinicos ja atestaram o potencial de vacinas sintéticas de carboidratos para a
terapia do cancer, como a Tn(c)-KLH, que atualmente encontra-se em ensaio clinico de Fase
Il e em sua estrutura possui uma sequéncia de trés antigenos Tn (aGalNAc-Thr) ligados
sequencialmente como trimero e conjugados com a proteina carreadora KLH através de um
linker (Figura 7A). Em ensaio clinico de fase I, pacientes com cancer de préstata
bioquimicamente com recidiva foram imunizados com a TN(c)-KLH na presenca do
adjuvante imunolégico QS-21. A diminuic¢do dos niveis de PSA (marcador bioquimico para
cancer de prostata) por varios meses apds término das vacinagdes, em compara¢do com o
periodo de pré-tratamento, pdde ser correlacionado com possivel retardo da progressdo
tumoral (SLOVIN et al, 2003).

Tal abordagem foi corroborada quando uma vacina anti-tumoral constituida pelo
antigeno natural STn conjugado a proteina carreadora KLH, Theratope®, (Figura 7B),

direcionada para o tratamento do cancer de mama, foi sintetizada e testada clinicamente
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(1996-2003), conseguindo passar com sucesso em ensaios clinicos de fase | e 1. No entanto, a
Theratope® falhou em estagios clinicos de fase 1, tendo sua pesquisa descontinuada. Anos
depois, notou-se que a falta de selecdo dos pacientes foi uma possivel explicacdo na falha da
Theratope®, visto que 0 STn é expresso em cerca de 50% dos tumores de mama e ndo foi
avaliada a expressdo deste antigeno na populacdo de pacientes. Apesar disso, os resultados
globais coletados foram (teis ao levantar questdes sobre como melhorar uma abordagem
imunoterapica antitumoral a partir de TACAs (JULIEN; VIDEIRA; DELANNOY, 2012).
A)

HO OH HO OH
0 0
HO HO
AcHN AcHN o
O o}
0 0
o S 15 o) :
o)
O/
AcHN
HO
o]
Tn(c)-KLH
HO oH
B)
OH
HO OH CO,H
AcHN Q 0
HO HO
HO Q
AcHN
O\/\N
H
Theratope®

Figura 7. Representacdo estrutural de vacinas sintéticas. A) Cluster com trés antigenos Tn ligados a
proteina KLH por um linker. B) Theratope®, visando uma abordagem imunoterapica anti-STn.

Uma potencializacdo da resposta imunoldgica pode ser alcancada através da co-
administracdo com adjuvantes imunoldgicos, tais como hidroxido de aluminio, saponina QS-
21, algumas citocinas como IL-2 e IL-12. Contudo, a ocorréncia da tolerancia imunologica
que o organismo possui para com suas biomoléculas dificulta a utilizagdo de TACAs para
desencadear um efeito terapéutico desejado de relevancia clinica, visto que estes sdo formados
por substancias endégenas (WANG & GUO, 2012 ; WU & GUO, 2006 ; LOUREIRO et al,

2015). Desta forma, para contornar tal obstaculo, novas estratégias para a imunoterapia contra
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o cancer foram desenvolvidas, como a utilizacdo de anadlogos de TACAs. O interesse de
varios grupos de pesquisa em sintetiza-los provém da possibilidade de manter a capacidade de
reconhecimento do antigeno natural e aumentar expressivamente a imunogenicidade do
composto final, uma vez que TACAs modificados podem ser considerados exdgenos pelo
sistema imune e, assim, estimular uma resposta mais efetiva do que os naturais, quebrando a
tolerancia imune (KUBERAN et al, 2003). Dentre os analogos j& sintetizados, vemos que ha
um maior foco em mimetizar os antigenos Tn e STn. No ultimo caso, as principais
modificacdes observadas foram na funcdo amida (-NHAc) do acido sialico 1-3 (WU & GUO,
2006; CHANG-CHENG & YE, 2012; WANG & GUO, 2012) ou no agucar aGalNAc 4-6
(WU & GUO, 2006), na ligacdo a2-6 entre estas porcles glicosidicas, gerando analogos C-
glicosidicos 7 (KUBERAN, 2003), além da conjugacdo com diferentes proteinas carreadoras
por meio de linker 8-15 (LOUREIRO, 2015) (Figura 8). Ademais, observa-se a utilizacdo do
grupo triazol como linker entre os antigenos tumorais e uma porcao peptidica, gerando novos
glicoconjugados 16-18 (WITCZAK & BIELSKI, 2013), sendo estes analogos representados

na Figura 9.
HO
HO COzH
o, P CO,H OH
OH : o
o R{HN 0
R;HN ) HO HO

HO HO o Hoé:o
HO R,HN
AcHN @)
0
1 R, = CHsCH,CO "@ 4 R = CH;  R,=CH,F

2 Rl = (CH3)2CHCO 5 Rl = CH3 RZ: CH2F
3 Rl = C6H5CH2CO 6 Rl = R2 = CHzF

HO OH COxH
: 0 .
R;HN (0] proteina
HO HO (@]
HO O o N
\/\N N

AcHN H
proteina
R; = CH3CO (STn) 8 KLH 9 HSA
COOBnN
R, = CH3CH,CO 10 KLH 11 HSA
7 NHZ R; = (CH53),CHCO 12 KLH 13 HSA
R; = CgHsCH,CO 14 KLH 15 HsA

Figura 8. Representacdo geral de estruturas de anadlogos de Antigenos Carboidratos Associados a
Tumor (“TACAS”) ja descritos na literatura, focando em analogos do antigeno STn.
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NHAc

o OH

HO OH

Figura 9. Representacdo geral de glicocopeptideos que exploraram a utilizagdo do grupo triazol como
parte de um linker entre os TACAS e a cadeia peptidica

Desse modo, tendo em vista a importancia dos Antigenos de Carboidratos Associados
a Tumor (TACAs) como marcadores tumorais de relevancia clinica, aliada a presenca
constante destes em mucinas tumorais, tal como MUC1, anticorpos contra 0s antigenos Tn
e/ou STn podem ser utilizados para direcionar o sistema imune contra células tumorais ou
com potencial de malignizagdo. No entanto, mesmo com o0 grande avango no
desenvolvimento de anticorpos contra estes antigenos nas ultimas décadas, a utilizagéo destes
para uso em ensaios clinicos obteve sucesso limitado até o presente momento, 0 que nos
estimula a procurar novos antigenos como imunogenos para o desenvolvimento de vacinas e

obtencgéo de anticorpos monoclonais anti-TACAS.
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Por fim, merece destaque as principais vantagens que as vacinas sintéticas apresentam
quando comparadas com 0s outros tipos de vacinas (exs, de microrganismos vivos atenuados,
inativos, de DNA, de subunidades ou de vetores recombinantes), como a alta homogeneidade
estrutural, o que implica em menor probabilidade de efeitos colaterais, além da néo
necessidade de armazenamento sob refrigeracdo (MCGEARY'; JABLONKAI; TOTH, 2002).

1.3. ASPECTOS GERAIS DA QUIMICA DE CARBOIDRATOS
A sintese de derivados sacaridicos e/ou glicoconjugados envolve, freqlientemente, dois
pontos essenciais:

I. A manipulacéo rigorosa e diferenciagao de hidroxilas que possuem reatividade similar,
exigindo o emprego de estratégias de protecdo e desprotecdo altamente seletivas e
ortogonais. Geralmente, tal fato conduz ao aumento do nimero de etapas da rota
sintética;

Il. A obtencdo de produtos régios e estereosseletivos, uma vez que a cada glicosilagéo é
gerado um novo centro estereogénico (SEEBERGER & HAASE, 2000).

1.3.1 ESTRATEGIAS DE PROTEQ@ES SELETIVAS EM CARBOIDRATOS

Apesar de ndo haver uma regra geral para discriminar a reatividade das hidroxilas de
piranoses, uma vez que esta é dependente de sua configuracdo no anel e das condicdes
reacionais, sabe-se que as hidroxilas priméaria (C-6) e anomérica (C-1) sdo mais reativas que
as secundarias (C-2, C-3, C-4). Além disso, as em posi¢do equatorial possuem menor
impedimento estérico em relagdo as axiais, sendo, portanto, mais acessiveis e tendem a reagir
mais rapidamente (Figura 10) (FERRIER & COLLINS, 1996).

6.OH HO 6. OH HO 5 %';'4 &4 hidroxila priméria (C-6) /
HO o] 0 —0 S hidroxila anomérica (C-1)
HO OH 1o OH o OH >
oH 1 OH 1 1 E hidroxilas secundarias equatoriais
o | hidroxilas secunddrias axiais
D-glicose D-galactose D-talose

Figura 10. Estruturas quimicas de glicose e seus epimeros, evidenciando as diferencas de
configuracdo de algumas ligacGes e reatividade de suas hidroxilas.

Desse modo, a utilizacdo de grupos protetores e condi¢Oes reacionais para introduzi-
los ou remové-los seletivamente € fundamental para que as rea¢des com carboidratos sejam
régio e estereosseletivas. As classes de grupos protetores mais comuns utilizados na quimica

de carboidratos séo: acetais (isopropilideno e benzilideno), esteres (acetato e benzoato), éteres
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(benzila, tritila e alila), éteres de silila (trimetilsilila - TMS, t-butildimetilsilila - TBDMS, t-
butildifenilsilila -TBDPS) e estanilenos (6xido de dibutilestanho - DBTO) (PETURSSON,
1997; PEl et al., 2007).

Geralmente, grupos protetores mais volumosos, como TBDPS, TBDMS, tritila e tosila,
protegem de forma regiosseletiva a hidroxila primaria (C-6), com menor impedimento estérico.
Ja em relagdo as hidroxilas secundérias de piranosideos, a prote¢cdo com (a)cetais baseia-se na
protecdo simultanea, seletiva e com altos rendimentos de hidroxilas adjacentes (das posicoes
1,2, 3,4 ou 4,6) pela formacédo de anéis de 5 (isopropilideno - Esquema 1A) ou 6 membros
(benzilideno - Esquema 1B). Para isso, utiliza-se 2,2 dimetoxipropano (2,2-DMP) ou acetona, e
benzaldeido ou benzaldeido dimetil acetal, respectivamente. A remocao desses grupos, por sua
vez, pode ser realizada por hidrélise acida com &cido p-toluenossulfénico (p-TSOH), &cido

acético sob aquecimento ou com &cido trifluoroacético a 0°C (PETURSSON, 1997).

A ||

3
HO  OH O OH
2,2-DMP
4 0 : ><4 0
HO ou o)
3 OH 'oR o 3 OH OR
acetona
B) )‘L Ph
Ph H /\
HO s OH benzaideido 060
4 e} - 4 0
HO ou HO
OH 'OR OMe OH 'OR
Ph
OMe
benzaideido
dimetilacetal

Esquema 1. Protecdo seletiva das hidroxilas 3,4 (A) e 4,6 (B) de D-galactose através da formacéao de
acetais.

1.3.2 AESTEREOSSELETIVIDADE NA SINTESE DE GLICOCONJUGADOS

Uma ligacdo O-glicosidica ¢ formada pela substituicdo nucleofilica de um grupo
abandonador (X) ligado a posicdo anomeérica da molécula de agucar por um alcool ROH ou por
um grupo OH de outra molécula, podendo ser um agucar parcialmente protegido ou até mesmo

aminoacidos como treonina (Thr) ou serina (Ser) (Esquema 2). Denomina-se 0 composto que
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“fornece” a unidade glicosidica de doador glicosidico, e 0 que a recebe de aceptor glicosidico.
Essa reagdo geralmente é realizada na presenca de um promotor, cuja funcdo é favorecer a saida
do grupo abandonador, sendo normalmente empregado em quantidade catalitica, embora possa
ser utilizado estequiometricamente em alguns casos (BONGAT & DEMCHENKO, 2007).

promotor G%OOR‘OR'

0 H:O'RI solvente
GX@'@ T Mo 0 0
HOS_OR' Pomer 6N\ O\ OR
OR solvente OR OR
doador glicosidico aceptores glicosidicos
(eletrofilo) (nucleofilo)

Esquema 2. Representacédo de formagéo da ligagdo O-glicosidica.

Uma das estratégias mais freqlientes para a obtencdo de glicoaminoacidos € a
utilizacdo de reacBes de Koenigs-Knorr envolvendo o uso de haletos glicosidicos como
cloreto, brometo e iodeto, juntamente com o emprego de catalisadores como sais de mercdrio
(HgBr,, HgCl,, Hg(CN),), sais de prata (Ag.CO3/AgCIO4, AgOTH), triflato de trimetilsilil
(TMSOTT) e triflato de dimetil(metil)sulfénio (DMTST). Tais catalisadores aumentam a
velocidade da reagdo, pois sao efetivos em promover a saida de grupos haletos abandonadores
por complexacdo (JACOBSSON; MALMERG; ELLERVIK, 2006; WELL; KARKKAINEN;
KARTHA, 2006).

Tratando-se da obtencdo estereosseletiva de glicoaminoacidos de glicose e galactose
com configuragdes a (1,2-cis-glicosideos) ou  (1,2-trans-glicosideos), é necessaria a utilizacdo
de doadores glicosidicos adequados, uma vez que a determinacdo de sua configuracdo
dependerd da influéncia de dois principais fatores: o ‘efeito anomérico' e ‘assisténcia
anquimérica’ (JACOBSSON; MALMERG; ELLERVIK, 2006; WELL; KARKKAINEN;
KARTHA, 2006).

1.3.2.1 O EFEITO ANOMERICO
O efeito anomérico, descreve a tendéncia do substituinte em C-1 em adotar orientacao
axial (o) ao invés da equatorial () e pode ser explicado como a soma de dois outros efeitos, um
de carater eletrostatico e outro da acéo de orbitais moleculares (CAREY & SUNDBERG, 2007).
O efeito de origem eletrostatica surge da repulsdo entre os pares de elétrons isolados
dos atomos de oxigénio endo e exociclico. Assim, caso 0 aceptor glicosidico se ligue
equatorialmente ao doador havera o alinhamento entre dois vetores de dipolos, 0 que gera um

maior momento dipolo molecular na estrutura (1.82 D). Isto acarreta em uma maior separacao
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de cargas o que € energeticamente desfavoravel para o sistema em solventes com baixa
constante dielétrica. Em contra partida, os dipolos ficam ‘opostos' no caso do substituinte estar
na posicao axial (em o), existindo, assim, menor momento dipolo molecular na estrutura (0.32
D) representando um sistema energeticamente mais estavel (Figura 11A) (CAREY &
SUNDBERG, 2007 ; VAN VRANKEN, 2012).

O outro componente do efeito anomérico envolve uma possivel estabilizacao eletrénica
adicional promovida pelo fendmeno de hiperconjugacdo entre um dos pares de elétrons
isolados do &tomo de oxigénio endociclico (orbitais antiligantes preenchidos) com o orbital
sigma anti-ligante o* vazio da ligacdo C;-O exociclico axial. Esta deslocalizacéo eletronica, por
sua vez, s é possivel quando o par de elétrons estiver em posicdo antiperiplanar ao orbital
molecular desocupado de mais baixa energia (LUMO - Lowest Unoccupied Molecular
Orbital) da ligacdo C;-O anomeérico, 0 que ocorre apenas quando esta encontra-se na posi¢ao
axial (Figura 11B).

Ademais, vale ressaltar que a magnitude do efeito anomérico depende do tipo de
substituinte ligado ao carbono anomérico, dos outros substituintes ligados ao anel e até mesmo
do solvente (CAREY & SUNDBERG, 2007; VAN VRANKEN, 2012).

A)

=R ki

B-glicosideo a-glicosideo
1.86 D 0.32D
B) hiperconjugacéo
W@
G/\/éo/OR G\

0]

B-glicosideo a-glicosideo
par de é. do O ndo é app par de é. do O é app

ao orbital da ligacdo C1—Oegyo ao orbital da liga¢@o C1—Ogyo
*app = antiperiplanar
Figura 11. Representagdo dos constituintes do efeito anomérico. A) Influéncia dos dipolos presentes
na estrutura para determinar a orientacdo do substituinte na posi¢do anomérica. B) Representacdo da
deslocalizacdo de um par de elétrons isolado do oxigénio endociclico para o orbital sigma antiligante
(o) da ligacdo C;-Oey,, favorecida no conférmero axial.
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1.3.2.2 A ASSISTENCIA ANQUIMERICA

J& a assisténcia anquimérica, também conhecida por “participagdo de grupo vizinho”, é
definida pela capacidade de grupos ligados no carbono 2 do anel pirano de influenciar a face de
ataque do aceptor glicosidico (nucleofilo). Assim, para a sintese de B-glicosideos, doadores
contendo grupos participantes em C-2, como OAc, NHAc e N-Troc (N-tricloroetoxicarbonil)
devem ser utilizados, uma vez que, 0 oxigénio carbonilico presente no grupo em C-2 é capaz de
interagir ou até atacar o carbono anomérico, dificultando o ataque do aceptor pela face inferior e
favorecendo a formacdo do produto B-substituido. Ja a preparagdo de a-glicosideos exige o
emprego de doadores com grupo substituinte ndo participante em C-2, tal como grupo azido
(N3), os quais favorecem a obtencdo do produto a-substituido (Esquema 3) (JACOBSSON;
MALMERG; ELLERVIK, 2006; WELL; KARKKAINEN; KARTHA, 2006).

o]
G%/OR

— R B
face superior l B-glicosideo
promotor /
>/O solvente G>/O '
G \/2§/-X > HO—R TN ..
R 1 ‘\, :
R faceinferior : Q
. G a
R=grupo nédo participante N— R
(OH, NH2, N3, ) ' OR
: T a-glicosideo
5 0 ;
face superior q T R B :
O ' _ . re
e} ( promotor / " : p-glicosideo
>/ solvente \ HO—R '
G m‘x - O E k, -------------------
o) 16\ * Vo face inferior
he °
R R G o
R= grupo participante — R

(OAc, NHAc, NHTrc, ...)

* caso R seja derivado de amida
pode ocorrer formagdo de um
intermediario de oxazolina

OR
l a-glicosideo

Esquema 3. Representacdo do efeito da assisténcia anquimérica na formacdo da ligagdo O-
glicosidica. Cada quadro pontilhado representa o0 anémero formado em maior propor¢do na reagdo de
glicosilagéo.
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1.4. A ESTRATEGIA DE “CLICK CHEMISTRY”

A reacéo de ciclo-adi¢do 1,3-dipolar (“click chemistry”) catalisada por Cu(I) - CUAAC
foi descrita de forma independente pelos grupos de Sharpless e Meldal (2002), e emprega um
alcino terminal e um grupo azido para fornecer, de maneira rapida e regiosseletiva, o produto
1,2,3-triazol 1,4-dissubstituido (ARAGAO-LEONETI et al, 2010). Outra vantagem dessa
estratégia reside na possibilidade de inversdo dos grupos azido e alcino nos blocos construtores,
alterando, assim, a posicao dos substituintes no anel triazélico formado (Esquema 4).

\\1 2
-N

N

© e Cul “N 3
& \N-\=N + HCEC—O — 5L\EN
4
Q CLICK!
2
LN

@ @ CU| N NS
O-N—NEN + HC=C-alp ——> N 3

5
4

Esquema 4. Representacdo esquemadtica da reagdo de “CuAAc” resultando em um composto 1,4-
triazolico.

O mecanismo pelo qual a reacéo ocorre foi primeiro proposto pelo grupo de Sharpless,
em 2002, e desde entdo revisado com a inclusdo de diferentes metalociclicos. A proposta aqui
detalhada foi apresentada por BOCK e colaboradores (2016) e sugere a participacdo de dois
atomos de cobre. No primeiro momento (etapa 1), ha a formacdo de uma estrutura de Cu(l)-
acetilideo através de um complexo m entre Cu(l) e o alcino terminal; a participagdo do
segundo atomo de cobre parece estar relacionada a ativacdo do grupo azido, todavia a espécie
de Cu(l)-acetilideo poderia também se complexar a outro atomo de cobre, sendo dificil a
proposicdo de apenas uma estrutura (etapa 2). Na sequéncia, ocorre a aproximacao do grupo
azido formando o complexo cobre-acetilideo-azido, com dois atomos de cobre (etapa 3). Isto
permite que o grupo azido fique mais susceptivel ao ataque nucleofilico do carbono C-4 do
alcino ao nitrogénio terminal N-3, gerando um metalociclo (etapa 4). Este metalociclo
posiciona o azido de forma que o par de elétrons ndo compartilhado do nitrogénio N-1 se
associe ao orbital * (antiligante) do carbono C-5, promovendo contracdo do ciclo, liberando
um atomo de Cu e formando uma espécie triazolideo de cobre mais estavel (etapa 5). Por fim,
a protonagdo da espécie de triazolideo de cobre, seguida de dissociacdo, leva ao produto

1,2,3-triazol 1,4-disubstituido e a regeneracdo do catalisador (etapa 6). Estas etapas estdo
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representadas no Esquema 5 (BOCK, HIEMSTRA & VAN MAARSEVEEN, 2006; TIWARI

et al, 2016).
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Esquema 5. Mecanismo proposto para a reagdo de CUAAC (Adaptado de BOCK, HIEMSTRA &
VAN MAARSEVEEN, 2006).

A fonte de sais de Cu (1) mais utilizada envolve a reducédo de sulfato de cobre (1) por
ascorbato de sddio, embora outras condi¢Ges igualmente eficientes sejam descritas, tais como
complexos organicos, sais e derivados estabilizados de Cu (1), nanoclusters e também fio de
cobre (GIL et al., 2007).

Neste contexto, ha de considerar as vantajosas propriedades fisico-quimicas do anel
triazdlico se comparada a ligacdo O-glicosidica ou a uma ligacdo amida, de forma que a
unidade triazol mantém os atomos de carbono ligados nas posi¢des 1,4 a uma distancia de 5 A
mimetizando a ligacdo amida (em que a distancia é 3,9 A), e diferentemente desta, ndo pode
ser oxidada, reduzida ou clivada por hidrélise quimica acida ou basica. No meio biolégico, o
anel 1,2,3-triazol € estavel a degradacdo metabdlica e atua como aceptor e/ou doador de

ligagBes de hidrogénio, podendo ainda estabelecer ligacbes adicionais do tipo dipolo-dipolo e
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7 stacking (Figura 12). Tais propriedades bem como sua inerente rigidez estrutural instigam a
sintese de neoglicopeptideos triazélicos como potenciais imundgenos contra tumores
(ARAGAO-LEONETI et al, 2010).

aceptor
de ligacéo de hidrogénio

e /;H

 — |
H - doador de ligacdo
5A de hidrogénio 39A
1,2,3-triazol 1,4-dissubstituido Amida - conformagéo Z

Figura 12. Similaridade estrutural entre uma ligacdo amida e anel 1,2,3-triazol.
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2. OBJETIVOS

Considerando a importancia dos TACAs e das mucinas tumorais como marcadores
clinicos para diferentes tipos de tumores, a sintese de glicopeptideos que mimetizem
sequéncias peptidicas do tipo MUC1 ligadas covalentemente a analogos de TACAs
apresentam elevado potencial para o desenvolvimento de vacinas antitumorais. Portanto, este
trabalho tem como objetivo geral a sintese e avaliacdo do potencial imunoterapéutico do
glicopeptideo inédito 19A, mimético do epitopo imunogénico da MUC1 (PDTRP) e contendo
analogo triazolico do antigeno STn (Figura 13). E valido ressaltar a possibilidade de invers&o na
funcionalizacdo dos blocos azido e alcino terminal, como descrito no Esquema 4, alterando
apenas a posi¢do do grupo O-metileno na estrutura final, assim, viabilizando a obtencéo de

outro glicopeptideo contendo analogo triazolico do STn 19B (Figura 13).

HO
COOH
HO OH
AcHN-
;Af/

ACHN 0
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H2N NH
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(lmf;lmj)*@*“(.

HoN NH
Figura 13. Estruturas quimicas dos glicopeptideos contendo analogos triazélicos do antigeno STn
19A ou 19B. As posicBes do grupo O-metileno ligado ao anel triazolico foram destacadas para
evidenciar a diferenca estrutural entre 19A e 19B.
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Assim, pode-se citar como objetivos especificos desse trabalho:

1. Sintese do glicoaminoécido triazolico andlogo do antigeno STn Neu5Aca2-triazol-
60GalNAc-ThrOH 20A ou 20B, o qual contém um grupo triazol entre as unidades de
aGalNAc e acido sialico (Figura 14A).

2. Sintese do glicopeptideo NHACPro-Asp-[Neu5Aca2-triazol-6aGalNAc]Thr-Arg-Pro-
GlyOH 19A/19B por estratégia de sintese de peptideos em fase solida (SPPS) (Figura 13).

Tendo em vista a importancia de se obter um glicopeptideo modelo de MUC-1 para
posterior avaliagdo comparativa de imunogenicidade com o glicopeptideo triazolico proposto
19A ou 19B, foi proposta a sintese de outro glicopeptideo contendo a mesma sequéncia,
porém com o antigeno natural Tn. Desse modo, também se fez necesséria:

3. Sintese do antigeno natural Tn para posterior obtencdo do glicopeptideo modelo de
mucina MUC1 NHAcPro-Asp-[aGalNAc] Thr-Arg-Pro-GlyOH 21 (Figura 14 B).
4. Avaliacdo do potencial imunogénico dos glicopeptideos 19A e/ou 19B e 21 por ensaios
de imunizacdo de modelos murinos, ELISA e Citometria de Fluxo.
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Figura 14. A) Estruturas quimicas dos glicoaminoacidos triazélicos NeuSAc-a2-triazol-6aGalNAc-

ThrOH 20A/20B. B) Estrutura quimica do glicopeptideo modelo NHAcPro-Asp-[aGalNAc-Thr]-Arg-
Pro-GlyOH 21 contendo antigeno natural Tn.



Materiais e Métodos 22

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. MATERIAIS

Aparelhagem analitica:

Espectrémetros Bruker Avance DPX-300 (300 MHz), DRX-400 (400 MHz) e DRX-500
(500 MHz) da Universidade de Sdo Paulo foram empregados na obtencéo de espectros
de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN *H) e Carbono (RMN *3C). Os
deslocamentos quimicos (3) estdo expressos em parte por milhdo (ppm) em rela¢do ao
tetrametilsilano (TMS). O numero de hidrogénios foi deduzido da integral relativa,
colocando-se entre parénteses a multiplicidade (s= simpleto, d= dupleto, t= tripleto, dd=
duplo dupleto, m= multipleto) e a constante de acoplamento (J), dada em Hertz (Hz). As
atribuicbes descritas foram realizadas com o auxilio das andlises bidimensionais de
gCOSY e g HMQC.

As analises de espectrometria de massas por ESI-MS (lonizacdo por Electrospray)
foram realizadas em aparelno Bruker Daltonics UltrOTOF-Q-ESI-TOF (USP),
utilizando modo positivo de ionizagdo por electrospray (ESI-MS) e analisadores de
quadrupolo (Q) e tempo de vbo (TOF).

Espectrémetro de Infravermelho IVFT Nicollet Modelo protege 460.

As purificagcbes de glicopeptideos foram feitas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) utilizando-se o cromatdgrafo Shimadzu SCL-10AVP e o software
Class-VP 5.0

Aparelhagem laboratorial:

Balancas: Mettler PE 400/ Sartorius BP 121S

Evaporador rotatério com controlador de vacuo: Biichi R-215
Luz ultravioleta: Spectroline CM-10

Reator de Microondas CEM® e forno Discover

Solventes, reagentes e outros materiais:

Os solventes e reagentes comerciais, quando necessario, foram purificados conforme
métodos descritos na literatura (PERRIN, 1980).

As Cromatografias em Camada Delgada (CCD) foram realizadas utilizando placas de
silica-gel 60 GF254 da MERCK®), e as purificagdes cromatograficas em coluna (CC)

foram realizadas utilizando silica gel tipo "Flash" (40-63um) .
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3.2 METODOS SINTETICOS

1,2,3,4-Tetra-O-acetil-6-propinil-D-galactopiranosideo 26
(CAMPO et al, 2015)
-~
AcO60

4 50

1
ACO OAc

3 “0Ac

Galactose desprotegida e funcionalizada em C-6 com o grupo prop-2-inil 32 (2,20 g;
10,12 mmol) foi tratada com piridina (22 mL) e anidrido acético (12,4 mL) sendo mantida sob
agitacdo a temperatura ambiente por 18 horas. Apo6s confirmar o consumo do material de
partida por CCD, os solventes foram removidos por pressdo reduzida e a mistura purificada por
CCC (AcOEt/Hex 1:1 v/v — AcOEt/Hex 7:3 v/v). O produto 26 foi isolado como 6leo ambar
com 71% de rendimento (2,79 g; 7,24 mmol) em mistura de anémeros o/p 0,2 : 1,0. RMN *H
(CDCls, 300 MHz) andémero B 6u: 5,74 (d, 1H, Ji2 8,0 Hz, H-1), 5,52 (dd, 1H, J34 3,3 Hz, J45
1,6 Hz, H-4), 5,38 (dd, 1H, J1» 8,0 Hz, J,5 10,0 Hz, H-2), 5,14 (dd, 1H, J34 3,3 Hz, J»3 10,0 Hz,
H-3), 4,22 (m, 2H, C=CCH,), 3,72 (dd, 2H, J45 1,6 Hz, Js6a 6,1 Hz, H-5, H-6a), 3,67 (d, 1H,
Jsep 6,0 Hz, H-6b), 2,57 (t, 1H, J 2,4 Hz, HC=C), 2,31; 2,26; 2,19; 2,15 (4x s, 12H, 4XCOCHj)

(Anexo 1).

3,4,6-Tri-O-acetil-D-galactal 39
(CAMPO et al, 2007 ; CAMPO & CARVALHO, 2008)
AcO S OAc
4%&
AcO S~ 1
2

Brometo de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-galactopiranosila (11,4 g; 27,75 mmol; 1,0 eq)
foi solubilizado em mistura previamente preparada de &cido acético/agua 4:6 v/v (60 mL) e
acetato de sodio (9,12 g; 111,2 mmol; 4.0 eq) e entdo tratado com zinco metélico em po (5,45
g; 83.4 mmol; 3,0 eq) e CuSO4.5H,0 (293,3 mg; 1,86 mmol; 0,067 eq). A agitacdo ocorreu
em temperatura ambiente, com baldo tampado com algoddo, uma vez que se observou
efervescéncia do meio reacional apds 10 minutos de agitacdo. Apo6s 3 horas sob agitacao, a
mistura reacional foi filtrada em funil de Buchner para remoc¢éo do Zn, e o sélido lavado com
AcOEt. A fase organica foi particionada com mistura de solu¢do NaHCO3; 5% e gelo picado,

seca com MgSQ,, filtrada e concentrada sob presséo reduzida. O produto 39 foi isolado como

um o6leo amarelo viscoso apos purificacdo por coluna cromatografica (DCM/acetona 94:6
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v/v), com 86,6% de rendimento (6,61 g, 24,3 mmol). RMN *H (CDCls, 400 MHz) &y: 6,28
(dd, 1H, J131,7 Hz, J1, 6,3 Hz, H-1), 5,41-5,37 (m, 1H, H-4), 5,27-5,24 (m, 1H, H-3), 4,60-
4,58 (m, 1H, H-2), 4,24 (d largo, 1 H, Js e, 6,2 Hz, H-6b), 4,11 (dd, 2H, Js5 1,8 Hz, Js6a 6,2
Hz, H-5, H-6a), 2,06; 2,02; 1,96 (9 H, 3s, 3XCH3CO) (Anexo 2).

Cloreto de 3,4,6-tri-O-acetil-2-azido-2-desoxi-a/p-D-galactopiranosila 28
(CAMPO et al, 2007 ; CAMPO & CARVALHO, 2008)

AcO6,0Ac
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Uma solucdo de 3,4,6-Tri-O-acetil-D-galactal (8,93 g; 32,83 mmol 1,0 eq) em
acetonitrila (140 mL) foi tratada lentamente com nitrato cérico de amonio (CAN) (22,1 g; 49,5
mmol; 1,5 eq) e NaN3 (3,0 g; 46,2 mmol; 1,4 eq). A mistura foi agitada a temperatura ambiente
por 2 horas e 30 minutos e, a seguir, diluida com AcOEt, particionada com H,O, seca com
MgSO,, filtrada e concentrada sob pressdo reduzida. Apo6s purificacdo por coluna
cromatografica (AcOEt/hexano 4:6 v/v), o produto azidonitrato foi isolado como um 6leo
amarelo com 25,2% de rendimento (2,98 g, 8,28 mmol). RMN *H (CDCls, 400 MHz) &4: 6,27
(d, 1H, J 4,3 Hz, H-1), 5,43 (dd, 1H, J45 1,3 Hz, J43 3,1 Hz, H-4), 5,18 (dd, 1H, J34 3,1 Hz, Js
11,2 Hz, H-3), 4,32-4,27 (dd, 1H, Jsg, 7,6 Hz, Js¢ 6,2 Hz, H-5), 4,13-4,05 (m, 3H, H-2, H-6a,
H-6b), 2,11; 2,01; 1,98 (9 H, 3s, 3xCH3CO). O produto de azidonitrac¢do (2,98 g, 8,28 mmol,
1,0 eq) foi dissolvido em acetonitrila (60 mL) e entdo tratado com cloreto de tetraetilamonio
(2,2 g; 12,42 mmol; 1,5 eq). A mistura foi aquecida a 60°C e agitada por 1 hora. O meio
reacional foi diluido com H,O e extraido com tolueno. A fase orgénica foi seca (MgSQy),
filtrada e concentrada sob pressdo reduzida. O produto azido clorado 28 foi isolado sem
necessidade de posterior purificagdo como mistura de anémeros o/ 1,0 : 0,5, com 86,7% de
rendimento (6,62 g; 7,18 mmol). RMN *H (CDCls, 400 MHz) anémero a &y: 6,28 (d, 1H, J12
3,6 Hz, H-1), 5,44 (d, 1H, J,3 3,1 Hz, H-4), 5,18 (dd, 1H, J34 3,1 Hz, J,3 10,9 Hz, H-3), 4,89
(dd, 1H, J1, 3,6 Hz, J,3 10,9 Hz, H-2), 4,30 (t, 1H, J5 6456 6,0 Hz, H-5), 4,05-4,03 (m, 2H, H-6a,
H-6b), 2,11; 2,01; 1,97 (3 s, 9H, 3xCH3CO) (Anexo 3).
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1,3,4,6-Tetra-O-acetil-2-azido-2-desoOxi-B-D-galactopiranose 44
(MARCHIORI et al, 2015).

AcO 6 OAc

4 50
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Primeiramente, foi realizada a preparacdo “in situ” do reagente TfN3 Assim, NaNs
(598,5 mg, 9,2 mmol, 9,9 eq) foi solubilizada em &gua (1,5 mL), com agitacdo do sistema em
banho de gelo. Em seguida, foi adicionado DCM (2,5 mL) e gotejado Tf,O (0,433 mL, 2,56
mmol, 2,75 eq), mantendo a mistura sob agitacdo em temperatura ambiente por 2 horas. A fase
organica foi entdo separada da aquosa, sendo neutralizada com solucdo saturada de NaHCOs3.
Uma vez obtido o reagente TfN; foi realizada a dissolugéo do cloridrato de galactosamina (200
mg, 0,93 mmol, 1,0 eq) em agua (3,0 ml) e posteriormente tratada com solucdo de CuSO,4 1M
(2,71 mg, 0,017 mmol, 0,018 eq), solucdo de K,CO3; 1M (231,3 mg, 1,67 mmol, 1,8 eq),
metanol (3,0 mL) e toda a solugéo de TfN3em DCM. A mistura obtida foi mantida sob agitagéo
a temperatura ambiente por 21 horas e concentrada sob pressdo reduzida. O produto 2-Ns-
GalOH 43 (190,7 mg, 0,93 mmol) foi obtido com rendimento quantitativo sem purificacdo
prévia. A seguir, 43 foi dissolvido em piridina (3,0 mL) e tratado com anidrido acético (2,5
mL), permanecendo sob agitacdo a temperatura ambiente por 5 horas e 30 minutos. Apos
remocdo dos solventes sob pressdo reduzida a purificacdo da mistura foi feita por coluna
classica com silica Flash (AcOEt: Hexano 7:3 viv — AcOEt 100%), fornecendo apenas o
andémero B 44 (275,2 mg, 0,77 mmol) como um éleo ambar em rendimento de 82,4%. Uma
analise de infra-vermelho (1V) do produto foi realizada, sendo possivel observar uma banda em
2100 cm™, caracteristica do grupamento azido. RMN *H (CDCls, 300 MHz) 4: 5,55 (d, 1H,
J12 8,5 Hz, H-1), 5,39 (d, 1H, J34 3,2 Hz, H-4), 4,96 (dd, 1H, J34 3,2 Hz, J,5 10,8 Hz, H-3),
4,13 (dd, 2H, Jsg, 6,8 Hz, Js ¢y 4,3 Hz, H-6a, H-6b), 4,03 (d, 1H, Js6, 6,8 Hz, H-5), 3,85 (dd,
1H, J1, 8,5 Hz, J,3 10,8 Hz, H-2), 2,22; 2,18; 2,08; 2,05 (4x s, 12H, 4x COCHj3) (Anexo 4).

3,4,6-Tri-O-acetil-2-azido-2-didesoxi-1-tio-a/B-D-galactopiranosideo de tolila 45
(LUO et al, 2013)

CHj,
AcO 6 OAC /©/
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Uma solucdo de 2-desoxi-2-azido-1,3,4,6-tetra-O-acetil-D-galactopiranosila 44 (334,2
mg; 0,93 mmol; 1,0 eq) em DCM anidro (2,5 mL) foi adicionada de mistura de 4-mercapto
tolueno (p-tiocresol) (115,5 mg; 0,93mmol, 1,0 eq) também em DCM anidro (2,5 mL) e,
posteriormente, de BF3.Et,O (345 uL; 2,79 mmol; 3,0 eq). A reacdo foi agitada por 20 horas a
temperatura ambiente, acompanhada por CCD, e entdo neutralizada com adi¢do de EtsN.
Apds remocdo dos solventes e purificacdo por coluna cromatografica (tolueno/AcOEt 8:2 v/v)
0 produto 45 foi isolado como um liquido viscoso amarelado com 56,7% de rendimento
(280,5 mg; 0,64 mmol) em mistura de andmeros o/f na proporcdo 1:0,7. RMN *H (CDCls,
300 MHz) &y : 7,50 (d, 2H, Jorte8,1 Hz, CH STol arom.), 7,40 (d, 2H, Jorv8,1 Hz, CH STol
arom.), 7,14 (t, 4H, J 7,6 Hz, CH STol arom.), 5,61 (d, 1H, Ji, 5,5 Hz, H-1a), 5,48 (d, 1H,
J34 2,9 Hz, H-40), 5,34 (d, 1H, J34 3,1 Hz, H-4pB), 5,17 (dd, 1H, J34 2,9 Hz, J,3 11,1 Hz, H-
3a), 4,85 (dd, 1H, J34 3,1 Hz, J,3 10,3 Hz, H-3B), 4,77 (t, 1H, Js6wep 6,5 Hz, H-5a1), 4,46 (d,
1H, J1, 10,1 Hz, H-1pB), 4,29 (dd, 1H, J1, 5,5 Hz, J,3 11,1 Hz, H-2a), 4,13 (dd, 2H, Js 6a6p 6,6
Hz, Jsasb 10,1 Hz, H-6a, H-6b), 4,08 (d, 2H, Js 6, 6,5 Hz, H-6a, H-6Db), 3,86 (t, 1H, Js6 6,5 Hz,
H-5B), 3,63 (t, 1H, Ji, 10,1 Hz, H-2B), 2,36 (s, 3H, CHa-tiocresol), 2,33 (s, 3H, CHa-
tiocresol), 2,15; 2,09; 2,06; 2,04; 2,03; 2,01 (6 s, 12H, 6XxCH3CO) (Anexo 5).

2-Azido-2-desoxi-3,4-O-isopropilideno-1-tio-a-D-galactopiranosideo de tolila 46
(WU & GUO, 2006; FERNANDEZ et al, 2016)
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Primeiramente, foi realizada a desprotecdo de 45 utilizando solucdo de NaOMe em
MeOH até pH basico (9~10). Apos agitacdo da mistura por 6 horas o meio foi neutralizado
com resina acida Dowex 50X8-100 e filtrado para remocdo da resina. Em sequéncia, o
solvente foi removido sob pressdo reduzida e a mistura purificada por coluna classica com
silica Flash (AcOEt/Hex 1:1 — AcOEt/MeOH 4:1). O produto desacetilado foi obtido com
54,7% de rendimento (44,3 mg, 0,14 mmol). A seguir, o produto obtido foi tratado com 2,2-
dimetdxipropano (2,2-DMP) (4,0 mL) e acido para-toluenosulfénico (p-TsOH) (1,6 mg,
0,084 mmol, 0,056 eq) até pH 4,0. Apds 20 horas sob agitagdo a temperatura ambiente 0 meio
reacional foi neutralizado com Et3;N e concentrado sob presséo reduzida. Apenas o0 anémero o

46 foi isolado apds purificagdo por coluna classica com silica Flash (tolueno/AcOEt 7:3 v/v)
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com 30,3% de rendimento (14,9 mg, 0,042 mmol). RMN *H (CDCls, 300 MHz) &y: 7,34 (d,
2H, Joro 7,8 Hz), 7,10 (d, 2H, Joro 7,8 Hz), 5,70 (d, 1H, J;, 5,1 Hz, H-1), 4,36 (d, 1H, J34 2,9
Hz, H-4), 4,26-4,19 (m, 3H, H-2, H-3 e H-5), 4,06 (dd, 1H, Js6a 6,5 Hz, Jsaep 12,5 Hz, H-6a),
3,95 (dd, 1 H, Js ¢ 1,8Hz, Jsaep 12,5 Hz, H-6b), 2,47 (s, 3H, CH3-tiocresol), 1,68; 1,66 (2x s,
2x 3H, 2xCH3-DMP) (Anexo 6).

2-Azido-2-desoxi-3,4-O-isopropilideno-1-tio-6-p-tolueno sulfonil-a-D-
galactopiranosideo de tolila 50
(CARVALHO et al, 2010)

Uma mistura de 2-azido-2-desoxi-3,4-O-isopropilideno-1-tio-a-D-galactopiranosideo de
p-tolila 46 (37 mg; 0,11 mmol; 1,0 eq) em piridina anidra (2,0 mL) foi tratado com cloreto
de tosila (TsClI) (50 mg; 0,26 mmol; 2,5 eq). Ap0s agitacdo a 0°C por 5 horas a mistura foi
aquecida até temperatura ambiente e ficou sob agitacdo por mais 40 horas. Uma vez nédo
observada mudancgas da CCD, foi realizada remoc&o do solvente sob pressao reduzida. A
purificacdo da mistura por coluna classica com silica Flash (Hex 100% — Hex/AcOEt 8:2
v/v), forneceu apenas o anémero o 50 (8,0 mg, 0,016 mmol) com rendimento de 15%.
RMN *H (CDCl3, 300 MHz) 6y: 7,76 (d, 2H, Jorto 8,0 Hz), 7,37 (d, 2H, Joro 8,0 Hz), 7,31
(d, 2H, Jorto 8,0 Hz), 7,11 (d, 2H, Jort0 8,0 HZ), 5,35 (d, 1H, J; 5,2 Hz, H-1), 4,78 (d, 1H,
J34 2,8 Hz, H-4), 4,30-4,25 (m, 2H, H-3, H-5), 4,05-3,98 (m, 2H, H-6a, H-6b), 2,44 (s, 3H,
CHjs-tosil), 2,34 (s, 3H, CHs-tiocresol), 1,46; 1,31 (2x s, 2x 3H, 2x CH3-DMP) (Anexo 7).
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Ester benzilico de N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)-(3,4,6-tri-O-acetil-2-azido-2-desoxi-o.-D-
galactopiranosila)-L-treonina 27

(CAMPO et al, 2007; CAMPO & CARVALHO, 2008)
&
(LUO et al, 2013)
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Método A: O aminoacido FmocThrOBn 29 (708 mg; 1,65 mmol; 0,5 eq) e o agUcar
aGalN3ClI 28 (1,2 g; 3,29 mmol; 1,0 eq) foram solubilizados em 1,2-DCE (18 mL) e tratados
com HgBr; (1,19 g; 3,29 mmol, 1,0 eq). A mistura foi mantida sob agitacéo e refluxo a 90°C
por 24 horas com acompanhamento por CCD, sendo, a seguir, concentrada sob pressao
reduzida e purificada por CCC com silica Flash (AcOEt/tolueno 2:8 v/v). O glicoaminoacido
27 (852,4 mg; 1,15 mmol; 69,4%) foi obtido como 6leo &mbar.

Meétodo B: O aminoacido FmocThrOBn 29 (59 mg; 0,137 mmol; 1,0 eq), o acucar 2-Ns-
Gal(OAc); 45 (66 mg; 0,151 mmol; 1,1eq) e NIS (46,2 mg; 0,21 mmol; 1,5 eq) foram
dissolvidos em DCM anidro (2 mL) e tratados com TMSOTf (0,04 mmol; 7,5 uL; 0,3 eq).
Apo0s 2 horas sob agitacdo a temperatura ambiente, com acompanhamento por CCD, foi feita
extracdo da fase organica com solucédo de NaHCO3 5% e solugdo de tiossulfato de sddio 10%.
Apdbs remocdo do solvente sob pressdo reduzida foi realizada a purificacdo da mistura por
coluna classica com silica Flash (tolueno 100% — AcOEt/tolueno 8:2 v/v), sendo o
glicoaminoacido 27 (70,4 mg; 0,09 mmol, 63%) obtido como 6leo ambar. RMNH (CDCls,
300 MHz) 6y4: 7,80 (dd, 2H, J 7,5 Hz, CH Fmoc arom.), 7,65 (d, 2H, J 7,7 Hz, CH Fmoc
arom.), 7,45-7,34 (m, 9 H, CH Fmoc arom, CHOBn arom), 5,72 (d, 1H, J 9,6 Hz, NHThr),
5,47 (d, 1H, J34 2,1 Hz, H-4), 5,33-5,20 (m, 3H, CH,OBn, H-3), 4,92 (d, 1H, J1, 3,5 Hz, H-
1), 4,52-4,37 (m, 4H, CH, Fmoc , CHaThr, CHBThr), 4,31-4,23 (m, 2H, CH Fmoc, H-5),
4,10 (d, 2H, Jseaep 6,3 Hz, H-6a, H-6b), 3,61 (dd, 1H, J;, 3,5 Hz, J,3 11,2 Hz, H-2), 2,18;
2,10; 2,06 (3x s, 9H, 3xCOCH3), 1,37 (d, 3H, J 6,3 Hz, CH3Thr) (Anexo 8).
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N-(9-Fluorenilmetdxicarbonil)-(3,4,6-tri-O-acetil-2-azido-2-desoxi-a-D-
galactopiranosila)-L-treonina 52

(CAMPO et al, 2007; CAMPO & CARVALHO, 2008)
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Ester benzilico de N-(9-fluorenilmetdxicarbonil)-(3,4,6-tri-O-acetil-2-azido-2-desoxi-
a-D-galactopiranosila)-L-treonina 27 (852,4 mg, 1,15 mmol) foi solubilizado em uma mistura
de solventes THF/Ac,O/AcOH 3:2:1 v/viv (11,0 mL) e tratado com Zn (647,7 mg; 9,89
mmol; 8,6 eq) e solucdo de CuSO,4 1M (1,6 ml) para conversdo do grupo azido em acetamido.
Apo6s agitacdo por 50 minutos, o produto aGalNAc-ThrOBn foi obtido com 37% de
rendimento (322 mg ; 0,43 mmol). A seguir, este produto foi solubilizado em MeOH (10 mL)
e tratado com acido acético glacial (1,0 mL) e Pd/C 10% (300 mg) para desprotecdo do grupo
O-benzil. A mistura reacional foi agitada sob borbulhamento de H2 (~1,5 atm) por 1 hora,
sendo entdo filtrada em Celite, concentrada e purificada por coluna cromatografica (DCM:
MeOH 9:1 v/v). O produto 52 foi obtido com 44,6% de rendimento (163,8 mg, 0,19 mmol).
RMN *H (CDCls, 400 MHz) 8. 7,75 (t, 2H, J 7,2 Hz, CH Fmoc arom.), 7,62 (d, 2H, J 7,3 Hz,
CH Fmoc arom.), 7,40-7,30 (m, 4H, CH Fmoc arom.), 6,07 (d, 1H, J 9,6 Hz, NH-Thr), 5,92
(d, 1H, J 8,6 Hz, NH), 5,39 (d, 1H, J34 2,5 Hz, H-4), 5,14 (dd, 1H, J34 2,5 Hz, J»53 11,5 Hz,
H-3), 5,05 (d, 1H, Ji1, 3,5 Hz, H-1), 4,55-4,44 (m, 4H, CH,-Fmoc, CHaThr, CHBThr), 4,27-
4,17 (m, 3H, CH-Fmoc, H-5, H-2), 4,10 (dd, 2H, Jsexep 5,0 Hz, Jeaes 14,3 Hz, H-6a, H-6b),
2,18 (s, 3H, NHCOCHj3), 2,06; 1,99; 1,88 (3x s, 9H, 3x COCHj3), 1,30 (d, 3H, J 6,1 Hz,
CH3Thr) (Anexo 9).
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3,4-Di-O-acetil-2-azido-2-desoxi-1-tio-6-p-tolueno sulfonil-o/p-D-galactopiranosideo de
tolila 58
(MARCOTULLIO et al, 2006)
CHj;

2-N3-Gal(OAc)sSTol 44 (500 mg; 2,29 mmol; 1,0 eq) foi solubilizado em MeOH e
tratado com solucdo 1M de NaOMe até pH basico (9~10). Apos 3 horas sob agitacdo o meio foi
neutralizado por adicdo de resina de troca acida Dowex® 50X8-100 e a mistura filtrada e
concentrada, sendo obtido o produto desacetilado. Este foi entdo adicionado, sem purificacdo
prévia, de DCM anidro, e tratado com TsCI (2,5 eq) e Et3N (5,0 eq) apds a mistura estar a 0°C.
Apos agitacdo por 2 horas, foi feita remocao do solvente sob pressao reduzida e purificacdo por
coluna cléssica com silica Flash (AcOEt: tolueno 8:2 v/v — AcOEt: tolueno 1:1 v/v), sendo o
produto 2-N3-6-OTs-Gal-STol 57 obtido como mistura de andbmeros o/f3 na proporgédo 0,5: 1,0
(634,5 mg, 1,36 mmol, 64%). A seguir, 57 foi peracetilado pelo tratamento com piridina (9,0
mL) e anidrido acético (8,0 mL) ap6s agitacdo a temperatura ambiente por 4 horas. Por fim,
apos remogdo dos solventes sob pressdo reduzida e purificacdo por coluna classica com silica
Flash (AcOEt: tolueno 2:8 v/v — AcOEt/ tolueno 1:1 v/v), fornecendo o produto 58 como
mistura de andbmeros o/ , na proporcao 1: 0,9 (746,8 mg; 1,36 mmol; 100%) como um 0leo
ambar. RMN *H (CDCls, 300 MHz) 84: 7,79 (d, 2H, Joro7,8 Hz, CH arom), 7,73 (d, 2H, Jorto8,2
Hz, CH arom), 7,47 (d, 2H,Jor08,2 Hz, CH arom), 7,41-7,27 (m, 5H, CH arom), 7,20-7,14 (m,
5H, CH arom), 5,54 (d, 1H, J1, 5,5 Hz, H-1a), 5,46 (d, 1H, J34 2,3 Hz, H-4a), 5,34 (d, 1H,
J343,0 Hz, H-4pB), 5,13 (dd, 1H, J34 2,3 Hz, J,3 11,1 Hz, H-3), 4,84 (dd, 1H, J343,1 Hz, J,3
10,3 Hz, H-3B), 4,79 (t, 1H, Js6 6,1 Hz, H-50), 4,44 (d, 1H, J;, 10,1 Hz, H-1pB), 4,26 (dd, 1H,
J12 5,5 Hz, J,3 11,1 Hz, H-2), 4,13 (dd, 2H, Js 460 6,8 Hz, Jea6510,1 Hz, H-6a, H-6b), 4,05 (d,
2H, Js 6wep 6,1 Hz, H-6a, H-6b), 3,87 (t, 1H, Js¢ 6,1 Hz, H-5p), 3,60 (t, 1H, Jo3 10,1 Hz, H-2p),
2,45, 2,44 (s, 6H, 2xCHjs-tosil), 2,37 (s, 6H, 2xCHjs- tiocresol), 2,09; 2,06; 2,03; 2,00 (4 s, 12H,
4xCH3CO) (Anexo 10).
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Ester benzilico de N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)-(3,4-tri-O-acetil-2-azido-2-desoxi-6-p-
tolueno sulfonil-a-D-galactopiranosila)-L-treonina 59

ACO 6OTs

4 5 0O
AcO Ak
3 N3
O w

OBn
FmocHN

@]

O aminoacido FmocThrOBn 29 (357 mg; 0,83 mmol; 1,0 eq), o aclcar 3,4-di-O-acetil-
2-azido-2-desoxi-1-tio-6-p-toluenosulfonil- a-D-galactopiranosideo de p-tolila 58 (454,6 mg;
0,83 mmol; 1,0 eq) e N-iodosuccinimida (NIS) (280 mg, 1,25 mmol, 1,5 eq) foram
solubilizados em DCM anidro e tratados com TMSOTf (0,4 eq; 0,33 mmol; 44 uL). Apo6s 3
horas sob agitacdo a temperatura ambiente foi feita extracdo da fase organica com solugéo de
NaHCO; 5% e solucdo de tiossulfato de sédio 10%, seguida de remocdo do solvente por
pressdo reduzida e purificagdo por coluna classica com silica Flash (tolueno 100% —
AcOEt/tolueno 8:2 v/v). O aminoéacido glicosilado 59 (490,9 mg; 0,57 mmol, 69%) foi obtido
como um sélido &mbar. RMN *H (CDCls, 300 MHz) 8y: 7,78 (dd, 4H, J 4,5 Hz, J 7,7 Hz, CH
Fmoc arom e CH tosil arom.), 7,63 (d, 2H, J 7,4 Hz, CH Fmoc arom.), 7,44-7,31 (m, 11 H, CH
Fmoc arom., CH tosil arom. e CHOBn arom.), 5,68 (d, 1H, J 9,5 Hz, NHThr), 5,40 (d, 1H, J34
2,4 Hz, H-4), 5,28-5,18 (2xd, 2H, J 12,0 Hz, CH,0Bn), 4,85 (d, 1H, J1,3,7 Hz, H-1), 4,46 (dd,
1H, J34 2,4 Hz, J,3 11,2 Hz, H-3), 4,48-4,37 (m, 4H, CH, Fmoc, CH, Fmoc, CHoThr,
CHpThr), 4,28-4,18 (m, 2H, CH Fmoc, H-5), 4,03 (dd, 2H, Js¢ 6,2 Hz, Jeaen 15,7 Hz, H-6, H-
6", 3,55 (dd, 1H, J1,3,7 Hz, J,3 11,2 Hz, H-2), 2,46 (s, 3H, CHs-tosil), 2,09; 2,07 (2x s, 6H, 2x
COCH3), 1,27 (d, 3H, J 6,2 Hz, CHsThr) (Anexo 11A). ESI-MS: calcd. para
Ca3HasN4O13S[M+H]": 857,2698, encontrado 857,2697 (Anexo 11B).

Ester benzilico de N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)-(2-acetamido-3,4-tri-O-acetil-2-desoxi-
6-p-tolueno sulfonil-a-D-galactopiranosila)-L-treonina 56

AcOGOTS
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AcHN
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O
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Solucdo de THF/Ac,O/AcOH 3:2:1 v/viv (15 mL) foi adicionada ao composto 59
(698,70 mg; 0,82 mmol; 1,0 eq), seguida de zinco em po (1,39 g; 21,22 mol; 26 eq) e solucdo
de CuSO4 10% (135 ul). Apds 35 minutos de agitacdo a temperatura ambiente, a mistura foi
filtrada em Celite e concentrada sob pressdo reduzida. A purificacdo foi feita por coluna
classica com silica Flash (AcOEt/tolueno 3:7 v/v — AcOEt/tolueno 1:1 v/v), sendo o produto
56 (602,06 mg; 0,69 mmol) obtido como um solido levemente amarelado com 84,6% de
rendimento. RMN *H (CDCls, 300 MHz) 8. 7,78 (dd, 4H, J 8,1 Hz, J 10,6 Hz, CHFmoc
arom e CH tosil arom.), 7,65 (d, 2H, J 7,7 Hz, CHFmoc arom.), 7,45-7,31 (m, 11 H, CHFmoc
arom., CH tosil arom. e CHOBn arom.), 5,99 (d, 1H, J 9,6 Hz, NHThr), 5,85 (d, 1H, J 9,5 Hz,
NHCO), 5,33 (s largo, 1H, Hz, H-4), 5,19 (d, 1H, J 11,9 Hz, CH,,0Bn), 5,09-5,02 (m, 2H,
CH2,0Bn, H-3), 4,75 (d, 1H, J1» 3,4 Hz, H-1), 451-4,39 (m, 4H, CH,Fmoc, CHaThr,
CHBThr), 4,29-4,12 (m, 3H, CHFmoc, H-5, H-2), 4,05-3,98 (m, 2H, H-6a, H-6b), 2,43 (s,
3H, CHs-tosil), 2,07 (s, 3H, NHCOCHg), 2,00; 1,96 (s, 6H, 2xCOCHj), 1,23 (d, 3H, J 6,2 Hz,
CHsThr) (Anexo 12A).23C (CDCls, 100 MHz) 6c: 178,2 (CO benzil); 170,8; 170,6; 170,5
(COCHeg), 170,1 (COCH2Ph), 156,5 (CO Fmoc), 145,2; 143,8; 143,7; 141,4 (C quat. Fmoc
Ph), 137,8 (C quat.tosil), 134,5 (C quat.OCH2Ph), 132,6 ( Cquat.tosil), 129,9; 129,0; 128,7;
128,6; 128,2; 128,0; 127,8; 127,1; 125,3; 125,1 (CH Ph), 99,6 (C-1), 76,3 (C-3), 68,3 (C-5),
67,8 (OCH2Ph), 67,3 (CH2 Fmoc), 67,2 (C-4), 67,0 (C-6), 58,6 (CHThr), 47,4 (C-2), 47,3 (CH
Fmoc), 23,1 (CHs-tosil), 21,6; 20,7; 20,6 (COCHs), 18,2 (CHsThr) (Anexo 12 B). ESI-MS:
calcd. para Cy4sHasN2014SNa’[M+Na]*: 895,2718, encontrado 895,2723 (Anexo 12 C).

2-Acetamido-3,4-di-O-acetil-2-desoxi-1-tio-6-p-tolueno sulfonil-a-D-galactopiranosideo de

tolila 62a
e
2-Acetamido-3,4-di-O-acetil-2-desoxi- 1-tio-6-p-tolueno sulfonil-B-D-galactopiranosideo de

tolila 623

AcO® OTs AcO 6.OTs

4 > O + 4 5 o)

ACOI= ! ACO - STol
AcHN G | ® ACHN *

Uma solucédo de STol-2-N3-6-OTs-Gal(OAc), 58 (340 mg; 0,62 mmol; 1,0 eq) em uma
mistura de solventes THF/Ac,O/AcOH 3:2:1 v/viv (15 mL) foi tratada com Zn (1,046 g;
16,09 mmol; 26 eq) e solucdo de CuSO,4 10% (280 uL) para conversdo do grupo azido em
acetamido. A mistura ficou sob agitacdo a temperatura ambiente por 30 minutos, sendo

posteriormente filtrada em Celite, concentrada sob pressdo reduzida e purificada por coluna
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cromatografica com silica Flash (tolueno/AcOEt 8:2 — tolueno/AcOEt 1:1 v/v). Os produtos
620, e 62 foram obtidos com 46,7% (163,7 mg; 0,29 mmol) e 26,5% (92,7 mg; 0,16 mmol)

de rendimento, respectivamente.

620, — RMN 'H (CDCls, 300 MHz) 8y4: 7,70 (d, 2H, Jore8,3 Hz, CH arom), 7,33 (dd, 4H, J 4,5
Hz, J 10,9 Hz, CH arom), 7,11 (d, 2H, Jo 7,1 Hz, CH arom), 6,02 (d, 1H, J 8,7 Hz,
NHCOCHs3), 5,61 (d, 1 H, J1,5,6 Hz, H-1), 5,42 (d, 1 H, J34 2,5 Hz, H-4), 5,09 (dd, 1H, J34
2,5 Hz, J,3 11,9 Hz, H-3), 4,83-4,74 (m, 2H, H-2, H-5), 4,06 (dd, 1H, Js64 5,1 Hz, Jsaep 9,5
Hz, H-6a), 4,01 (dd, 1 H, Js 6 6,1 Hz, Jeagp 9,5Hz, H-6b), 2,44 (s, 3H, CHa-tosil), 2,34 (s, 3H,
CHs-tiocresol), 2,06 (s, 3 H, NHCH3CO), 2,01 (s, 6H, 2x CH3CO) (Anexo 14).

63 — RMN *H (CDCls, 300 MHz) 8y: 7,77 (d, 2H, Joro7,8 Hz, CH arom), 7,73 (t, 4H, J8,4
Hz, CHarom), 7,11 (d, 2H, Jort07,9 Hz, CH arom), 5,51 (d, 1 H, J 9,2 Hz, NHCOCH3), 5,35
(d, 1 H, Js4 3,0 Hz, H-4), 5,14 (dd, 1 H, J34 3,0 Hz, J»5 11,3 Hz, H-3), 4,80 (d, 1 H, J,, 10,4
Hz, H-1), 4,19 (dd, 1 H, Jseweb 6,1 Hz, Jeagp 12,8 Hz, H-6a), 4,11 (dd, 1 H, Jsexeb 6,9 Hz,
Jeasp 12,8 Hz, H-6b), 4,02 (dd, 1 H, J;:, 10,4 Hz, J,311,3 Hz, H-2), 3,94 (t, 1 H, J5 a6 6,2 Hz,
H-5), 2,46 (s, 3H, CHs-tosil), 2,35 (s, 3H, CHs-tiocresol), 2,03 (s, 3 H, NHCH3CO), 1,98; 199
(s largo, 6H, 2x CH3CO) (Anexo 15).

2-Acetamido-3,4-di-O-acetil-6-azido-2,6-didesoxi-1-tio-a-D-galactopiranosideo de tolila 63a
(CARVALHO et al, 2010).

AcO® N3
4 5 O

AcO 1

3 2
AcHN
STol

Uma solucdo de 6-OTs-aGalNAc(OAC),STol 62a. (163 mg; 0,29 mmol; 1,0 eq) em
DMF anidro (4,0 mL) foi adicionada de azida de sodio (151 mg; 2,32 mmol; 8,0 eq) e deixada
sob agitacdo a 75°C por 44 horas. A seguir, o solvente foi removido sob pressdo reduzida e a
mistura reacional purificada por coluna cromatografica (tolueno:AcOEt 7:3 — tolueno/AcOEt
1:1 v/v), sendo o produto 6-Nz-aGalNAc(OACc),STol 63a. obtido com rendimento quantitativo
(126,6 mg; 0,29 mmol). RMN *H (CDCls, 300 MHz) 84: 7,41 (d, 2H, Joro 8,1 Hz, CH arom
STol), 7,15 (d, 2H, Jone8,1 Hz, CH arom STol), 6,29 (d, 1H, J 8,7 Hz, NHCOCHz), 5,75 (d,
1H, J1,5,2 Hz, H-1), 5,42 (d, 1H, J34 2,5 Hz, H-4), 5,18 (dd, 1 H, Js4 2,5 Hz, J,3 11,9 Hz, H-
3), 4,88 (ddd, 1H, J;,5,2 Hz, J,nn 8,7 Hz, J2311,9 Hz, H-2), 4,70 (dd, 1H, Js6, 8,1 Hz, J56p 4,5
Hz, H-5), 3,44 (dd, 1H, Jse, 8,1 Hz, Jeaen 12,8 Hz, H-63), 3,16 (dd, 1H, Js6p 4,5 Hz, Jeaen 12,8
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Hz, H-6b), 2,35 (s, 3H, CHas-tiocresol), 2,19 (s, 3H, NHCH3CO), 2,04 (s largo, 6H, 2x
CH3CO) (Anexo 16).

2-Acetamido-3,4-di-O-acetil-6-azido-2,6-didesoxi-1-tio-B-D-galactopiranosideo de p-tolila
63p
(CARVALHO et al, 2010).

AcO &-N3
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Uma solucdo de 6-OTs-BGalNAc(OAc),STol 62B (92,7 mg; 0,16 mmol; 1,0 eq) em
DMF anidra (3,0 mL) foi adicionada de azida de sodio (85,3 mg; 1,32 mmol; 8,0 eq) e
deixada sob agitagdo a 75°C por 41 horas. A seguir, o solvente foi removido por presséo
reduzida e a mistura reacional purificada por coluna cromatogréfica (tolueno:AcOEt 7:3 —
tolueno/AcOEt 1:1 v/v), sendo o produto 6-Nsz-BGalNAc(OAC),STol 63B obtido com
rendimento quantitativo (76,4 mg; 0,16 mmol). RMN *H (CDCls, 300 MHz) 84: 7,30 (d, 2H,
Jorto 8,0 Hz, CH arom STol), 7,13 (d, 2H, Jortc8,0 Hz, CH arom STol), 5,71 (d, 1H, J 9,1 Hz,
NHCOCHj3), 5,15 (d, 1H, J34 3,0 Hz, H-4), 5,18 (dd, 1 H, J34 3,0 Hz, J,3 11,2 Hz, H-3), 4,67
(d, 1H, J129,1 Hz, H-1), 4,05 (dt, 1H, J1,9,1 Hz = Jn1 9,1 Hz, J2311,2 Hz, H-2), 3,75 (t, 1H,
Js6a = Js6p 6,5 Hz, H-5), 3,15 (dd, 1H, Js64 6,5 Hz, Jsa6n 14,0 Hz, H-63a), 2,91 (dd, 1H, Js6p 6,5
Hz, Jea6n 14,0 Hz, H-6b), 2,34 (s, 3H, CHs-tiocresol), 2,15 (s, 3H, NHCH3CO), 2,01; 1,97 (2x s,
2x 3H, 2x CH3CO) (Anexo 17).

2-Acetamido-3,4-di-O-acetil-6-azido-2,6-didesoxi-o-D-galactopiranose 64
e
2-Acetamido-4-O-acetil-6-azido-2,6-didesoxi-a-D-galactopiranose 65
(CAl etal, 2009 b)

AcO 6 N3 AcO & N3
4 5 O + 4 5 ®)
AcHN AcHN

OH OH

O composto 6-Nz-aGalNAc(OAc), 63a (140,5 mg; 0,32 mmol; 1,0 eq) foi
solubilizado em uma mistura de acetona/H,O 9:1 v/v (4,0 mL) e adicionado de N-
bromosuccinamida (NBS) (170, 9 mg; 0,96 mmol; 3,0 eq). A mistura reacional ficou sob
agitacdo por 35 minutos a temperatura ambiente, sendo entdo neutralizada por adigdo de Et3N.

Apo6s remocdo dos solventes sob pressdo reduzida, a mistura reacional foi purificada por
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coluna cromatografica com silica Flash (tolueno:AcOEt 1:1 — AcOEt), sendo os produtos 6-
N3-aGalNAc(OAc), 64 (53,9 mg; 0,16 mmol) e 6-N3-aGalNAc(OAc) 65 (18,4 mg; 0,064

mmol) obtidos com 50% e 20% de rendimento, respectivamente.

64 - RMN 'H (CDCls, 300 MHz) 8. 5,96 (d, 1H, J 9,4 Hz, NHCOCHj3), 5,34 (d, 2H, J34 =
Ji2 3,2 Hz, H-1, H-4), 5,26 (dd, 1H, J34 3,2 Hz, Jo3 11,2 Hz, H-3), 4,57-4,50 (m, 2H, H-2,
OH), 4,35 (dd, 1H, Jsg, 8,2 Hz, Js6n 4,5 Hz, H-5), 3,44 (dd, 1H, Js6, 8,2 HZ, Jsaen 12,8 Hz, H-
6a), 3,22 (dd, 1H, Js g 4,5 Hz, Jsaen 12,8 Hz, H-6Db), 2,19 (s, 3H, NHCH3CO), 2,02; 2,00 (2x s,
2x 3H, 2x CH3CO) (Anexo 18).

65 - RMN 'H (CDCls, 300 MHz) &,:. 5,96 (d, 1H, J 9,4 Hz, NHCOCHs), 5,36 (d, 1H, J1, 3,6 Hz,
H-1), 5,28 (d, 1H, J34 3,2 Hz, H-4), 4,38-4,30 (m, 1H, H-2), 4,26 (dd, 1H, Js¢, 8,5 Hz, J56, 3,9
Hz, H-5), 4,01 (dd, 1H, Js4 3,2 Hz, J,3 10,8 Hz, H-3), 3,40 (dd, 1H, Js¢. 8,5 Hz, Jeae 12,9 Hz,
H-6a), 3,30 (dd, 1H, Jsep 3,9 Hz, Jeaep 12,9 Hz, H-6b), 2,22 (s, 3H, NHCH3CO), 2,06 (s,
3H,CH3CO) (Anexo 19).
2-Acetamido-1,3,4-tri-O-acetil-6-azido-2,6-didesoxi-a-D-galactopiranose 66
(CARVALHO et al, 2010 - método B).

AcO 6-N3
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ACO3 > 1

AcHN
OAc

Método A: Os glicosideos 6-Ns-aGalNAc(OAc), 64 (20 mg, 0,06 mmol) ou 6-Ns-
aGalNAc(OAc) 65 (17,3 mg, 0,06 mmol) foram separadamente solubilizados em piridina
(1,0 mL) e adicionados de anidrido acético (1,0 mL). As misturas reacionais ficaram sob
agitacdo a temperatura ambiente por 4 horas, sendo purificadas por colunas cromatograficas
em silica Flash (AcOEt: hexano 2:8 v/v). Ambas reacdes forneceram 0 mesmo produto 6-Ns-

aGalNAc(OACc); 66 em rendimentos quantitativos (22,3 mg; 0,06 mmol).

Método B: O composto 6-OTs-aGalNAc(OAc); 73 (45 mg; 0,09 mmol, 1,0 eq) foi
solubilizado em DMF anidro (2,0 mL) e tratado com NaN3 (45,8 mg; 0,7 mmol; 8,0 eq). A
mistura ficou sob agitagdo a 75°C por 22 horas, sendo o solvente removido por pressao
reduzida e a mistura reacional purificada por coluna cromatografica com silica Flash
(AcOEt/Hex 8:2 v/v— AcOEt). O produto 6-N3z-aGalNAc(OAC); 66 foi isolado com 66,5%
de rendimento (21,8 mg; 0,058 mmol).
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RMN H (CDCl3, 300 MHz) 6u: 6,24 (d, 1H, J;» 3,6 Hz, H-1), 5,59 (d, 1H, J 9,1 Hz,
NHCOCHS;), 5,41 (d, 1H, J342,6 Hz, H-4), 5,22 (dd, 1H, J34 2,6 Hz, J,3 11,6 Hz, H-3), 4,73
(ddd, 1H, J153,6 Hz, Joni 9,1 Hz, o3 11,6 Hz, H-2), 4,11 (t largo, 1H, Js.6a = Jsep 6,4 Hz, H-
5), 3,44 (dd, 1H, Js6a 7.3 Hz, Jeacy 12,8 Hz, H-6a), 3,22 (dd, 1 H, Jsep 5,7 Hz, Jeaso 12,8 Hz,
H-6b), 2,20 (s, 3H, NHCH3CO), 2,19: 2,04; 1,95 (3x s, 3x 3H, 3x CH3CO) (Anexo 20 A). ESI-
MScalcd. para C14H20N4OgNa’ [M+Na]™: 395,1172, encontrado: 395,1173 (Anexo 20 B).

Cloreto de 2-acetamido-6-azido-2,6-didesoxi-3,4-di-O-acetil-a-D-galactopiranosila 67
(CAMPO et al, 2017)

AcO 6-N3
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Uma solugdo do composto 6-N3-aGalNAc(OAC); 66 (70 mg; 0,19 mmol) em AcCl (4,0
mL) foi resfriada a -30°C e entdo borbulhada com HCI(g) por 1 hora e 30 minutos. A seguir, a
mistura reacional foi conduzida a temperatura ambiente e mantida sob agitacdo por mais 23
horas, sendo, por fim, coevaporada repetidas vezes com tolueno. Apds duas purificacBes por
coluna cromatografica com silica Flash (tolueno — tolueno/AcOEt 1:1 v/v), o produto o
clorado 67 foi obtido com 23,4% de rendimento (14,1 mg; 0,04 mmol). RMN *H (CDCls, 300
MHz) éy. 6,28 (d, 1H, J;, 3,7 Hz, H-1), 5,72 (d, 1H, J 8,9 Hz, NHCOCHy3), 5,43 (d, 1H, J34 3,2
Hz, H-4), 5,28 (dd, 1H, Js34 3,2 Hz, J,3 11,3 Hz, H-3), 4,79 (ddd, 1H, J;:, 3,7 Hz, Jonn 8,9 Hz,
Jo311,3 Hz, H-2), 4,37 (t, 1H, Jsga= Jsep 6,4 Hz, H-5), 3,48 (dd, 1 H, Js6. 7,4 Hz, Jeasn 12,9
Hz, H-6a), 3,28 (dd, 1H, Js e 5,3 Hz, Jsaer 12,9 Hz, H-6b), 2,19 (s, 3H, NHCH3CO), 2,03; 2,00
(2x s, 2x 3H, 2x CH3CO) (Anexo 21).

Ester benzilico de N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)-(2-acetamido-3,4-tri-O-acetil-6-azido-
2,6-didesoxi-B-D-galactopiranosila)-L-treonina 68

(CAMPO et al, 2017 - método A)
(HUANG; WANG; HUANG, 2004; NIKSERESHT, 2016 - método B)

AcO & N3
4 5 O
1 O R
ACQ% ,

AcHN
FmocHN

OBn

O
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Método A: Uma solugdo de cloreto 6-N3-GalNAc(OACc), 67 (35 mg; 0,10 mmol; 1,0 eq) e
FmocThrOBn 29 (22,5 mg; 55 umol; 0,5 eq) em 1,2-DCE (4,0 mL) foi tratada com HgBr,
(37,9 mg; 0,11 mmol; 1,0 eq) e deixada sob agitacdo a 75°C por 44 horas. A seguir, o solvente
foi removido sob pressdo reduzida e a mistura reacional purificada por coluna cromatogréfica
(Hexano 100% — AcOEt/Hex 7:3 v/v). O aminoacido glicosilado 68 foi obtido como 6leo

levemente amarelado com 16,2% de rendimento (10,7 mg; 0,015 mmol).

Método B: Uma solucdo de 6-Nsz-aGalNAc(OAc); 66 (25 mg; 0,067 mmol; 1,0 eq) e
FmocThrOBn 29 (34,7 mg; 0,08 mmol; 1,2 eq) em DCM anidro (2,0 mL) foi tratada com
SnCl, (5,5 uL; 0,047 mmol; 0,7 eq) e deixada sob agitacdo por 7 horas a 55°C e 11 horas a
temperatura ambiente. A seguir, foi feita particdo do meio reacional com solugdo saturada de
NaHCO3; e DCM. Apds remoc¢do do solvente sob pressdo reduzida, a mistura reacional foi
purificada por coluna cromatografica com silica Flash (Hexano — AcOEt/Hex 3:7 v/v), sendo
o aminodcido glicosilado 68 obtido com 19,3% de rendimento (9,6 mg; 12 pumol). RMN *H
(CDCl3, 400 MHz) &y: 7,78 (d, 2H, J 7,3 Hz, Harom), 7,67 (d, 2H, J 7,3 Hz, Harom), 7,44-
7,30 (m, 9H, Harom), 5,84 (d, 1H, J 9,2 Hz, NHCOCHpy), 5,64 (d, 1H, J 8,4 Hz, NHCOCH3),
5,31-5,20 (m, 4H, H-3, H-4, CH,0Bn), 4,66 (d, 1H, J;,8,3 Hz, H-1), 4,51-4,36 (m, 4H, CHo-
Thr, CHB-Thr, CH,Fmoc), 4,26 (t, 1H, J 7,1 Hz, CHFmoc), 3,87 (dd, 1H, J; 8,3 Hz, J,310,8
Hz, H-2), 3,58-3,54 (m, 1H, H-5), 3,33 (dd, 1H, Js6s 7,1 Hz, Jeaep 12,7 Hz, H-6a), 3,12 (dd,
1H, Jsep 5,7 Hz, Jsagp 12,7 Hz, H-6b), 2,15 (s, 3H, NHCH3CO), 2,02, 1,95 (2x s, 2x 3H, 2x
CH3CO), 1,23 (d, 1H, J 6,3 Hz, CHs-Thr) (Anexo 22 A).**C (CDCls, 100 MHz) 8¢: 170,7 (CO
benzil); 170,6; 170,2 ;170,1 (COCH3), 156,9 (CO Fmoc), 144,1; 143,8; 1414 (C quat. Fmoc
Ph), 135,6 (C quat.OCH,Ph), 128,7; 128,4; 128,2; 127,7; 127,2; 125,3; 125,2; 120,0 (CH Ph),
99,7 (C-1), 74,2 (C-3), 72,1 (C-5), 69,5 (C-4), 67,3 (OCH, Ph), 67,2 (OCH, Fmoc) 58,8
(CHBThr), 51,7 (C-2), 50,3 (C-6), 47,3 (CH Fmoc), 29,7 (CHaThr), 23,5; 20,70; 20,72
(COCH3), 16,9 (CH3Thr) (Anexo 22 B). ESI-MScalcd. para CzgHsiNsNaO;, ' [M+Na]™:
766,2695, encontrado: 766,2695 (Anexo 22 C).
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2-Acetamido-4,6-O-benzilideno-2-desoxi-a-D-galactopiranose 69
(PANCHADHAYEE & MISRA, 2008)

4 5 e)
AcHN
@]

Solugdo de NHAc-galactosamina (750 mg; 3,4 mmol; 1,0 eq) em MeCN (15 mL) foi
tratada com benzaldeido dimetilacetal (560 uL; 3,73 mmol; 1,1 eq) e I, (86 mg; 0,34 mmol; 0,1
eq). A mistura reacional foi mantida sob agitacdo a 40°C por 22 horas, sendo posteriormente
purificada por coluna cromatografica com silica Flash (AcOEt/MeOH 9:1 v/v — AcOEt/MeOH
7:3 viv). O produto 4,6-protegido 69 foi isolado como sélido branco com 74,5% de rendimento
(783,8 mg; 2,53 mmol). RMN *H (MeOD, 300 MHz) 8. 7,57-7,53 (m, 2H, CH arom.), 7,35-7,32
(m, 3H, CH arom.), 5,62 (s, 1H, H-benzilideno), 5,21 (d, 1H, J:, 3,3 Hz, H-1), 4,30 (dd, 1H, J34
3,1 Hz, Jo53 11,1 Hz, H-3), 5,25 (d, 1H, J343,1 Hz, H-4), 4,14-4,12 (m, 1H, H-5), 3,98 (dd, 1H, J;»
3,3 Hz, J,511,1 Hz, H-2), 3,93 (s largo, 1H, H-6a), 1,98 (s, 3H, NHCH;CO) (Anexo 23).

2-Acetamido-1,3-di-O-acetil-4,6-O-benzilideno-2-desoxi-a-D-galactopiranose 70

060

4 50

ACO3 ~ 1

AcHN
OAc

O composto 4,6-benzilideno-aGalNAc 69 (783,8 mg; 2,53 mmol) foi solubilizado em
piridina (5,0 mL) e tratado com anidrido acético (5,0 mL). A mistura reacional ficou sob agitacdo
a temperatura ambiente por 2 horas e 40 minutos, e apds consumo do material de partida,
acompanhado por CCD, foi realizada remocao do solvente sob pressdo reduzida e purificacéo
por coluna cromatografica com silica Flash (AcOEt/Hex 1:1 v/v — AcOEt 100%). O produto o
acetilado 70 foi isolado como 6leo amarelado com 80,8% de rendimento (803,9 mg; 2,04 mmol).
RMN *H (CDCls, 300 MHz) 1. 7,45 (s largo, 2H, CH arom.), 7,32 (s largo, 3H, CH arom.), 6,26
(s largo, 1H, H-1), 5,56 (d, 1H, J 8,5 Hz, NHCOCH3), 5,48 (s, 1H, H-benzilideno), 5,18 (d, 1H,
Jo3 10,1 Hz, H-3), 4,83 (t, 1H, Js6a = Jsp 10,1 Hz, H-5), 4,28 (s largo, 1H, H-4), 4,20 (d, 1H,
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Jeasb 12,3 Hz, H-6a), 3,96 (d, 1H, Jewep 12,3 Hz, H-6b), 3,74 (s largo, 1H, H-2), 2,04 (s, 3H,
NHCH3CO), 2,09; 1,87 (2x s, 2x 3H, 2x CH3CO) (Anexo 24).

2-Acetamido-1,3-di-O-acetil-2-desoxi-a-D-galactopiranose 71
(PADRON; MORALES; VAZQUES, 1998)

Ho 6 -OH
4 SO

ACO3 ™~ 1

AcHN
OAcC

4,6-benzilideno-aGalNAc(OAc), 70 (803,9 mg; 2,04 mmol) foi tratado com mistura de
AcOH/H,0 8:2 v/v (30 mL) e deixado sob agitacdo a 60°C por 1 hora. A seguir, 0 meio reacional
foi coevaporado com tolueno diversas vezes e, apds remocao dos solventes sob pressdo reduzida,
foi purificado por coluna cromatografica com silica Flash (AcOEt 100% — AcOEt/MeOH 9:1
v/v). O produto desprotegido nas posicOes 4 e 6 aGalNAc(OAc), 71 foi obtido com 46% de
rendimento (369,2 mg; 0,94 mmol). RMN H (CD;0OD, 300 MHz) 8. 6,17 (d, 1H, J;, 3,7 Hz, H-
1), 5,05 (dd, 1H, J342,4 Hz, J,3 11,6 Hz, H-3), 4,70 (dd, 1H, J;, 3,7 Hz, J;5311,6 Hz, H-2), 4,17
(d, 1H, J34 2,4 Hz, H-4), 3,97 (t, 1H, Jsea = s 6,1 Hz, H-5), 3,70 (d, 2H, Js5 665 6,1 Hz, H-6a, H-
6b), 2,10 (s, 3H, NHCH5CO), 2,16, 1,93 (2x 5, 2X 3H, 2Xx CH3CO) (Anexo 25).

2-Acetamido-1,3-di-O-acetil-2-desoxi-6-p-tolueno sulfonil-a-D-galactopiranosila 72
(MARCOTULLIO et al, 2006)

O composto aGalNAc(OACc), 71 (369,2 mg; 0,94 mmol, 1,0 eq) foi tratado com DCM
anidro (25 mL) e, posteriormente, com solu¢do de TsCl (306 mg; 1,61 mmol; 1,5 eq) em
DCM anidro (2,0 mL) e EtsN (745 uL; 5,35 mmol; 5,0 eq). A mistura permaneceu sob
agitacdo a temperatura ambiente por 19 horas, sendo entdo realizada a remogéo do solvente
sob presséo reduzida e purificacdo por coluna cromatografica com silica Flash (AcOEt/Hex
7:3 v/v — AcOEt 100%). O produto tosilado 6-OTs-1,3-aGalNAc(OAc), 72 foi obtido com
70% de rendimento (342,2 mmol; 0,75 mmol) como 6leo amarelado. RMN *H (CDCls, 300
MHz) dy. 7,76 (d, 2H, Joro/,7 Hz, CH arom. tosil), 7,34 (d, 2H, Joe?,7 Hz, CH arom. tosil),
6,09 (s largo, 1H, H-1), 5,71 (d, 1H, J 9,1 Hz, NHCOCHs3), 5,13 (d, 1H, J,3 11,0 Hz, H-3),
4,73 (t largo, 1H, J,38,8 Hz, H-2), 4,26 (dd, 1H, Js6a 7,1 Hz, Jewsn 9,3 Hz, H-6a), 4,19-4,13 (m,
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2H, H-4, H-5), 4,05 (dd, 1H, Jsen 6,3 Hz, Jswen 9,3 Hz, H-6b), 2,44 (s, 3H, CHa-tosil), 2,10 (s,
3H, NHCH5CO), 2,15; 1,91 (2x s, 2x 3H, 2x CH3CO) (Anexo 26).

2-Acetamido-1,3,4-tri-O-acetil-2-desoxi-6-p-tolueno sulfonil-a-D-galactopiranosila 73
AcO 6 -OTs
4 5 e)

AcO3 ~ 1

AcCHN
OAcC

Uma mistura de 6-OTs-1,3-aGalNAc(OAc), 72 (442,9 mg; 0,96 mmol) em piridina
(3,5 mL) foi tratada com anidrido acético (3,0 mL), permanecendo sob agitacdo a temperatura
ambiente por 4 horas. Apds remocao do solvente sob pressao reduzida e purificacdo a mistura
por coluna cromatogréafica com silica Flash (AcOEt/Hex 7:3 v/v), o produto acetilado em C-4
6-OTs-aGalNAc(OAc); 73 foi obtido com 83,7% de rendimento (410,5 mg; 0,80 mmol).
RMN 'H (CDCl; 300 MHz) 8y: 7,72 (d, 2H, Joo8,3 Hz, CH arom. tosil), 7,33 (d, 2H, Jore8,3
Hz, CH arom. tosil), 6,14 (d, 1H, J;, 3,6 Hz, H-1), 5,62 (d, 1H, J 9,1 Hz, NHCOCHj3), 5,41
(d, 1H, J34 2,7 Hz, H-4), 5,17 (dd, 1H, J34 2,7 Hz, Jo5 11,6 Hz, H-3), 4,67-4,59 (m, 1H, H-2),
4,27 (t, 1H, Js 65 = Js6n 6,4 Hz, H-5), 3,98-3,96 (m, 2H, H-6a, H-6b), 2,44 (s, 3H, CHs-tosil),
2,04 (s, 3H, NHCH3CO), 2,14; 1,99; 1,92 (3x s, 3x 3H, 3x CH3CO) (Anexo 27).

Metil 5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetil-2-cloro-2,3,5-trideoxi-D-glicero-D-galacto-2-
nonulopiranosonato 76
(WEIWER et al, 2009; YANG et al, 2012)

AcO OAC Cl
AcO_ 8 77" s 2
AcO
Mistura de éster metilico de acido sialico peracetilado 75 (400 mg; 0,75 mmol; 1,0 eq)
em AcClI (8,0 mL) foi resfriada a -30°C e, a seguir, borbulhada com HCI(g) por cerca de 1
hora e 30 minutos até saturar o meio. A mistura foi entdo retornada a temperatura ambiente e
mantida sob agitagdo por mais 24 h. Apos término da reacdo, a mistura foi concentrada a
vacuo e co-evaporada com tolueno por varias vezes, sendo obtido apenas o anémero 3 do
produto clorado 76 como um soélido branco amorfo (221 mg; 0,43 mmol; 57%) sem
necessidade de purificacdo. RMN 'H (CDCls, 300 MHz) 84: 5,49-5,46 (m, 2H, NH, H-7),
5,38 (dd, Jze4 4,8 Hz, J4510,5 Hz, H-4), 5,17 (td, 1H, Js o 2,6 Hz, Jg7 6,2 Hz, H-8), 4,42 (dd,
1H, Jgop 2,6 Hz, Joap 12,5 Hz, H-9b), 4.35 (dd, 1H, Js6 12,5 Hz, Js7 2,3 Hz, H-6), 4,20 (d,
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1H, Jus 10,5 Hz, H-5), 4,06 (dd, 1H, Js.0a 5,8Hz, Jeass 12,5 Hz, H-9a), 3,87 (s, 3H, OCHy),
2,78 (dd, 1H, Jaes 4,8 Hz, Jaaze 13,9 Hz, H-3e), 2,35-2,23 (m, 1H, H-3a), 2,10; 2,07; 2,05;
2,05 (4x s, 4 X 3H, 4xCOCHs3), 1,91 (s, 3H, NHCOCHs) (Anexo 29).

Metil 5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetil-2-propargil-2,3,5-trideoxi-D-glicero-a/3-D-
galacto-2-nonulopiranosonato 24 o/p

(WU & GUO, 2006)
(WEIWER et al, 2009; YANG et al, 2012)

AcO 07 Ny

T
S :
ACHN—47~4, ?OOMG

AcO

Método A: Solucdo de éster metilico de a,B-2,4,7,8,9-penta-O-acetil-N-acetilneuramico 75
(200 mg; 0,38 mmol; 1,0 eq) em DCM anidro (5,0 mL) foi resfriada a 0°C e tratada com
alcool propargilico (33 pL; 0,56 mmol; 1,5 eq) e BF3Et,O (92 uL; 0,75 mmol; 2,0 eq). Apos
17 horas sob agitacdo a temperatura ambiente a mistura reacional foi neutralizada com adicéo
de EtsN e concentrada sob pressdo reduzida. A purificacdo foi realizada por coluna cléssica
com silica Flash (AcOEt/hexano 1:1 v/v — AcOEt 100%), fornecendo o derivado
funcionalizado com o grupo alcino 24 a/p como mistura de andmeros o/ na proporgéo 0,25:
0,75 (151,9 mg; 029 mmol, 75,5%) como um s6lido branco. Anémero B RMN *H (CDCls,
300 MHz) 64: 5,96 (d, 1H, Jnns 9,5 Hz, NHCO), 5,37 (dd, 1H, Js7 5,1 Hz, J75 6,7 Hz, H-7),
5,29-5,20 (m, 2H, H-8, H-4), 4,81 (dd, 1H, Jga o 2,1 Hz, Jgop 12,3 Hz, H-9b), 4,19 (m, 2H,
HC=CCH,), 4,09-4,02 (m, 3H, H-5, H-6, H-9a), 3,77 (s, 3H, OCH3), 2,53 (t, 1H, J 2,1 Hz,
HC=C), 2,44 (dd, 1H, Jse4 5,2 Hz, Jaaze 12,4 Hz, H-3e), 2,10; 2,05; 2,01; 1,99 (4 s, 4x 3H, 4x
COCHj3), 1,91 (d, 1H, J 12,4 Hz, H-3a), 1,84 (s, 3H, NHCOCHj;) (Anexo 28 A). ESI-MS:
calcd. para C3H3:NO13sNa [M+Na]*: 552,1688, encontrado 552,1689 (Anexo 28 B).

Método B: B-cloreto de acido siélico 76 (221 mg; 0,43 mmol; 1,0 eq) e peneira molecular de 4
A (200 mg) foram adicionados de DCM anidro (5 mL) e &lcool propargilico (0,86 mmol, 50
ul). A seguir, essa mistura foi resfriada a -20 °C sob amosfera inerte de N»(g) e agitada
durante 1 hora antes de ser tratada com AgOTf (132,6 mg, 0,52 mmol) em tolueno seco (1
mL). Apds adicdo do catalisador, a reacdo foi aquecida até a temperatura ambiente e
permaneceu sob agitacdo por mais 4 horas. A seguir, 0 meio reacional foi neutralizado pela

adicdo de Et3N, filtrado através de Celite e concentrado sob presséo reduzida, sendo entdo a
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mistura purificada por coluna cromatografia classica com silica Flash (EtOAc/hexano 7:3
v:v). O produto 24 o/p foi obtido como mistura de andmeros o/f 0,45:0,55 com 66% de
rendimento (150,3 mg, 0,28 mmol). Andémero o - RMN *H (CDCls, 300 MHz) &y: 5,46-5,40
(m, 2H, NH, H-7), 5,33-5,24 (m, 2H, H-8, H-4), 4,83 (dd, 1H, Jcrowc=cu 2,4 Hz, JcHoacHab
12,5 Hz, C=CCHy,), 4,06 (dd, 1H, Jgap 2,5Hz, Joo 15,7 Hz, H-9b), 4,30 (dd, 1H, J5612,5 Hz,
J6.72,7 Hz, H-6), 4,22 (dd, 1H, Jchabic=ch 2,4 Hz, Jchachan12,5 Hz, C=CCHyy), 4,14-4,06 (m,
2H, H-5, H-9a), 3,82 (s, 3H, OCHj3), 2,65 (dd, 1H, Jse4 4,4 Hz, J3a3e 12,8 Hz, H-3e), 2,45 (t,
1H, J 2,4 Hz, C=CH) 2,15; 2,10; 2,05; 2,03 (4x s, 4x 3H, 4xCOCHa), 1,97 (d, 1H, Jza3c 12,8
Hz, H-3a), 1,89 (s, 3H, NHCOCHj3) (Anexo 30).

(Metil-5-acetamido-3,5-didesoxi-4",7*,8",9'-tetra-O-acetil-D-glicero-a-D-galacto-2-
nonulopiranosonato)-(2—6)-1,2,3-triazol-1,4)-{(éster benzilico de N-(9-
fluorenilmetdxicarbonil)-(2-acetamido-3,4-di-O-acetil-2,6-didesoxi-B-D-

galactopiranosila)-L-treonina)} 77a

FmocHN
(@]

Solucdo de N3-6-pGalNAc-Thr 68 (27,6 mg; 0,029 mmol; 1,0 eq) e o derivado de
acido siélico com grupo alcino na proporcéo o/ 0,45:0,55 24 o/f (22,6 mg ; 0,043 mmol; 1,1
eq) em DMF foi transferida para tubo de microondas e, a seguir, tratada com ascorbato de
sodio (3,9 mg; 0,019 mmol; 0,5 eq) e sol. 10% CuSO,4 (18 pl). Apoés irradiagdo a 70°C
(150W) por 10 minutos e transferéncia para baldo de fundo redondo, o0s solventes foram
removidos sob pressdo reduzida e a mistura reacional purificada por coluna cromatografica
com silica Flash (Hex 100% — AcOEt/Hex 1:1 v/v). O produto obtido como mistura de
isdbmeros o/ 0,45:0,55 77 o/p foi obtido com 61,4% de rendimento (30,5 mg; 0,024 mmol).
A fim de se obter o anémero o puro, 10 mg da mistura 77 o/p (7,0 umol) foi purificada por
equipamento de CLAE ShimadzuShim-PaK utilizando coluna C18 de fase reversa, Shim-
PacK CLC-ODS (M) (250 x 4,6 mm), sob condigdes de gradiente (A: 0,1 % TFA/H,0, B:
MeCN, 0-70% B), a um fluxo de 1,0 mL min.", com deteccdo UV (263 nm). Nestas
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condicBes, o tempo de retencdo para o produto 77a foi de 30,7 min (2,0 mg; 1,4 umol;
20%) e 31,8 min para o produto 77B (2,5 mg; 1,8 umol; 25%). Anémero a - RMN H
(CDCl3, 500 MHz) 6y: 7,77 (s largo, 2H, H arom), 7,67 (d, 2H, J 6,7 Hz, H arom), 7,52 (s,
1H, H-triazol), 7,45-7,32 (m, 9 H, H arom), 5,79 (d, 1H, J 8,3 Hz, NHCOCH5), 5,48 (s largo,
1H, H-7"), 5,42 (d, 1H, J 8,3 Hz, NHCOCHs), 5,36 (d, 1H, J 8,3 Hz, NHCOCHj), 4,31-4,25
(m, 3H, H-3, H-4, H-8"), 5,15 (d, 2H, J 9,7 Hz, CH,0BnN), 4,92 (d, 2H, Jy5 = Jgagp 11,3 Hz,
H-4', H-9'a), 4,55-4,52 (m, 3H, H-1, H-5', H-9'b), 4,43-4,34 (m, 5H, CHa-Thr, CHBThr, CH,-
Fmoc, CH-Fmoc), 4,26-4,10 (m, 6H, H-5, H-6a, H-6b, CH,-triazol, H-6"), 3,97 (d, 1H, J,310,0
Hz, H-2), 3,83 (s, 3H, OCH3), 2,64 (d, 1H, J3a 3¢ 14,2 Hz, H-3e), 2,19-1,91 (m, 25H, 6x CH3CO,
H-3a), 1,16 (s largo, 3H, CHs-Thr) (Anexo 31 A). *C (CDCls, 125 MHz) &¢: 172,1 (CO
benzil), 171,1 (C-1"), 171,1; 170,8; 170,6; 170,5; 170,3; 170,2; 168,1; 167,5 (COCHs), 156,9
(CO Fmoc), 144,0 -141,2 (C quat. Fmoc Ph), 136,0 (C quat.OCH,Ph), 128,9-120,1 (CH Ph),
125,6 (C-triazol), 99,5 (C-1), 99,4 (C-2"), 76,0 (CHy-triazol), 74,6 (C-3), 72,4 (C-6"), 71,7 (C-
5), 70,7 (C-8", 69,7 (C-4), 69,4 (C-4"), 68,7 (C-7"), 67,7 (OCH,-Ph), 67,2 (OCH, Fmoc), 67,1
(CH[IThr), 62,6 (C-9", 57,3 (C-6), 52,5 (OCH3), 50,4 (C-2), 49,1 (C-5"), 48,3 (CHLIThr),
47,4 (CH Fmoc), 37,4 (C-3), 22,0; 21,8; 21,7; 20,3; 20,1; 19,8; 19,7; 19,5 (COCH3), 15,1
(CHsThr). ESI-MS: calcd. para  CgH7NgO2sNa'[M+Na]™:  1295,4490, encontrado
1295,4490. (Anexo 31 B).

(Metil-5-acetamido-3,5-didesdxi-4",7",8",9'-tetra-O-acetil-D-glicero-a-D-galacto-2-
nonulopiranosonato)-(2—6)-1,2,3-triazol-1,4)-{(N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)-(2-
acetamido-3,4-di-O-acetil-2,6-didesoOxi-pB-D-galactopiranosila)-L-treonina)} 20B o/

Solucédo do produto 77 o/p obtido apos reagdo de CUAAC (19,4 mg; 15,2 umol) em
MeOH (2,0 mL) foi tratado com &cido acético glacial (80 uL) e Pd/C 10% (10 mg) para
desprotecdo do grupo O-benzil. A mistura reacional foi agitada sob atmosfera de H, (~1,5
atm) por 1 hora e 20 minutos, depois filtrada em Celite, concentrada e purificada por coluna
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cromatografica com silica Flash (AcOEt 100%), sendo o produto 20 B o/ obtido com 65,6%
de rendimento (11,8 mg, 10 pumol). RMN *H (CD3;OD, 500 MHz) &4: 8,13 (s, 1H, H-triazol
B), 8,03 (s, 1H, H-triazol o), 7,70-7,67 (m, 2H, H arom Fmoc), 7,63-7,59 (d, 2H, J 6,7 Hz, H
arom Fmoc), 7,30-7,19 (m, 4H, H arom Fmoc), 5,45 (dd, 1H, J 2,1 Hz, J 5,1 Hz, H-7"), 5,39-
5,32 (m, 1H, H-4), 5,26 (d, 1H, J34 2,6 Hz, H-4), 5,19-5,14 (m, 1H, H-3), 5,10-5,06 (m, 1H,
H-8), 4,75 (dd, 1H, Jg.9a 2,3 Hz, Jeags 12,5 Hz, H-9'a), 4,67-4,54 (m, 5H, H-1, CH,-triazol,
H-5', H-9'b), 4,39-4,23 (m, SH, CHa-Thr, CHBThr, CH,-Fmoc, CH-Fmoc), 4,11-4,06 (m, 3H,
H-5, H-6a, H-6b), 4,00-3,94 (m, 1H, H-2), 3,81 (s, 3H, OCHj3 B), 3,80 (s, 3H, OCH3 o), 2,62
(dd, 1H, Jseqza 12,7 Hz, Jseq4 4,7 Hz, H-3eq @), 2,43 (dd, 1H, Jzeqza 12,9 Hz, Jaeqs 5,0 Hz, H-
3eq B), 2,13-1,81 (m, 25H, 6x CH3CO, H-3a), 0,85 (d, 3H, J 7,5 Hz, CH5-Thr B), 0,82 (d, 3H, J
7.4 Hz, CHs-Thr o)) (Anexo 32 A). *C (CDsOD, 125 MHz) &¢: 175,3 (C-1), 174,7; 172,1;
171,1; 170,8; 170,7; 170,5; 170,3; 170,2 (COCHj3), 157,5 (CO Fmoc), 144,1-141,2 (C quat.
Fmoc Ph), 131,0-119,5 (CH Fmoc), 126,8 (C-triazol a/B), 98,7 (C-1), 98,6 (C-2), 76,1 (CH,-
triazol), 70,3 (C-3), 71,0 (C-4", 70,8 (C-5), 69,0 (C-8'), 67,5 (C-6"), 67,3 (C-4), 68,1 (C-7"),
67,5 (CHBThr), 66,5 (OCH, Fmoc), 62,0 (C-9), 59,9 (C-6), 52,0 (OCH3 o/B), 50,2 (C-2),
49,9 (C-5), 49,6 (CHuThr), 47,1 (CH Fmoc), 38,8 (C-3' ), 37,8 (C-3' B), 22,6; 21,4; 21,3;
19,7; 19,4; 19,3; 19,1 (COCHs), 13,0 (CHsThr B), 10,0 (CHsThra). ESI-MS: calcd. para
Cs4He7NsO24 [M+H]": 1183,4201, encontrado 1183,4201 (Anexo 32 B).

Glicopeptideo NHAcPro-Asp-[(5-acetamido-3,5-didesoxi-4",7",8",9'-tetra-O-acetil-D-
glicero-o/B-D-galacto-2-nonulopiranosonato)-(2—6)-1,2,3-triazol-1,4)-(2-acetamido-3,4-di-
O-acetil-2 6-didesc’)xi-B-D-gaIactopiranosila)}Th r-Arg-Pro-GlyOH 19 B o/

COCH

ﬁw ﬁ I?»Q» e

H,N NH
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O glicopeptideo 19 a/p foi sintetizado manualmente utilizando frasco cilindrico com
borbulhamento de ar comprimido para uma mistura eficaz. A resina FmocGly-Wang (75 mg)
foi intumescida com DCM durante 2 horas e depois lavada com DMF (3x). A desprotecdo do
grupo N-a-Fmoc foi realizada utilizando 50% de morfolina/DMF seguida de filtracdo e
lavagem com DMF (3x). As reacOes de acoplamento foram realizadas com 2,0 eg/mol de
Fmoc-aminoacidos e reagentes de acoplamento (PyBOP e HOBt) dissolvidos em DMF, e a
base DIPEA. Os tempos de acoplamento foram variaveis, variando de 24 horas para 0s
aminoacidos e 48 horas para o glicoaminoacido 20B a/p (analogo triazolico do antigeno STn)
(11,1 mg, 9 umol). As misturas reacionais foram filtradas apds cada acoplamento e a resina
lavada trés vezes com DMF, DCM e MeOH. Apds secagem sob pressdo reduzida, pequenas
aliquotas de resina (1 mg) foram tratadas com 50% de morfolina em DMF para remocao do
grupo NFmoc e consequente geracdo de produto dibenzofulveno que absorve no UV (290
nm), oferecendo, assim, um método para monitorar cada reacdo de acoplamento através de
leitura em espectrofotdmetro. Apds remocao do grupo NFmoc do ultimo aminoéacido (Pro), o
glicopeptideo foi N-acetilado pelo tratamento com piridina e Ac;O e sua remogdo da resina
foi realizada com concomitante desprotecdo do grupo Pbf do residuo de arginina, na presenca
de mistura de TFA/H,O/TIPS (tri-isopropilsilano) 90/5/5 v/v/v agitada sob borbulhamento por
3 horas, filtrada para um frasco coletor, concentrada e depois tratada com solucdo de NaOMe
1 M em MeOH para remocdo dos grupos -OAc protetores do acucar. O 6leo obtido nas
paredes do frasco foi tratado com éter etilico resfriado a 0°C para formacdo de um filme
cristalino branco na sua superficie. A purificagdo do glicopeptideo 19B o/ foi realizada em
equipamento de CLAE ShimadzuShim-PaK utilizando coluna C18 de fase reversa, Shim-
PacK CLC-ODS (M) (250 x 4,6 mm), sob condi¢des de gradiente (A: 0,1 % TFA/H,0, B:
MeCN, 0-70% B), a um fluxo de 1,0 mL min.}, com deteccdo UV (224 nm). Nestas
condicBes, o tempo de retencdo para 19B a/p foi de 4,7 min, sendo obtido com 33% de
rendimento (3,7 mg, 3 umol). RMN *H (D,0, 500 MHz) 8. 4,29-4,26 (m, 1H, H-8"), 3,94-
3,82 (m, 5H, H-1, H-2, H-4', H-5', HaThr), 3,74-3,64 (m, 4H, 2HaPro, HaArg, HRThr), 3,59-
3,51 (m, 5H, H-3, H-6', H-7",H-9'a, H-9'b), 3,44 (d, 1H, Js 62 6,5 Hz, H-5), 3,42 (d, 1H, J34 1,7
Hz, H-4), 3,36-3,34 (m, 2H, CHy-triazol), 3,31-3,28 (m, 2H, H-6a, H-6b), 3,12-3,09 (m, 4H,
2H5Arg, CH,Gly), 2,83 (dd, 1H, J 5,4 Hz, J 16,7 Hz, Hg.Asp), 2,71 (dd, 1H, J 7,8 Hz, J 16,7
Hz, HgphAsp), 2,22-2,16 (m, 5H, 4HsPro, H-3'), 1,99 (s largo, 6H, 2x NHCOCHj3), 1,92-1,73
(m, 12H, H-3'a, 4HPro, 4H,Pro, NHCOCHS,) 1,63-1,57 (m, 4H, 2HgArg, 2H,Arg), 1,30 (d,
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3H, J 6,7 Hz, CHsThr) (Anexo 33 A). ESI-MS: calcd. para CsoHzgN140.3Na” [M+Na]™
1265,5437, encontrado 1265,9557 (Anexo 33 B).

Glicopeptideo NHAcPro-Asp-[aGalNAc]Thr-Arg-Pro-GlyOH 21

HO OH

quwr f; I?@» e

H,N NH

O glicopeptideo 21 foi sintetizado manualmente utilizando o mesmo procedimento
descrito no glicopeptideo 19B o/, variando o amino&cido glicosilado, desta vez utilizando o
antigeno natual Tn 52 (64,4 mg, 77 umol). A purificacdo de 21 também foi realizada em
equipamento de CLAE ShimadzuShim-PaK utilizando coluna C18 de fase reversa, Shim-PacK
CLC-ODS (M) (250 x 4,6 mm), sob condi¢des de gradiente (A: 0,1 % TFA/H,0, B: MeCN, 0-
70% B, dentro de 30 min), a um fluxo de 1,0 mL min.™, com deteccdo UV (224 nm). Nestas
condicBes, o tempo de retencdo para este glicopeptideo foi de 8,3 min, sendo obtido com 17,6%
de rendimento (14,5 mg, 16,6 umol). RMN *H (D0, 500 MHz) &y 4,73 (d, 1H, J;» 3,7 Hz, H-
1), 4,50-4,45 (m, 1H, HgThr), 4,42 (d, 1H, J34 1,5 Hz, H-4), 4,33-4,25 (m, 3H, H,Pro, H.Arg,
H-3) 3,98 (dd, 1H, J1, 3,7 Hz, J,3 11,0 Hz, H-2), 3,95-3,62 (m, 6H, H-6a, H-6b, H-5, H;sPro,
CH,Gly), 3,56-3,51 (m, 3H, 3H;sPro), 3,11 (t, 1H, J 5,7 Hz, HsArg), 2,88 (dd, 1H, J 7,1 Hz, J
17,0 Hz, Hp:Asp), 2,75 (dd, 1H, J 7,1 Hz, J 17,0 Hz, HppAsp), 2,23-2,17 (m, 3H, 3Hgpro), 2,01,
1,92 (2x s, 2x 3H, 2x NHCOCHj3), 1,90-1,75 (m, 6H, 2HgPro, 4H,Pro), 1,58 (d, 4H, J 5,7 Hz,
2HgArg, 2H,Arg), 1,12 (d, 3H, J 6,3 Hz, CHsThr) (Anexo 34 A). ESI-MS: calcd. para
CasHssN10016Na [M+Na]*: 909,3924, encontrado 909,3917 (Anexo 34 B).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 SINTESE

Esta secdo esta dividida em trés partes, sendo a primeira referente a preparacdo dos
blocos de construcdo funcionalizados com os grupos azido ou alcino; a segunda € relativa a
obtencdo do glicoamindcido triazélico andlogo do antigeno STn e; a ultima, a sintese dos

glicopeptideos propostos.

4.1.1 ANALISE RETROSSINTETICA DOS GLICOAMINOACIDOS TRIAZOLICOS.

Tanto para sintese do glicoaminodcido triazolico 20A como para 20B por estratégia de
click chemistry sera necessaria a obtencdo prévia de dois blocos precursores, um contento
grupamento azido e o outro alcino terminal. Assim, primeiramente foi planejada a
funcionalizagdo das unidades de acido siélico (C-2) e aGalNAc (C-6) com 0s grupos azido e
alcino, respectivamente, o que forneceria os precursores NeuSAco2-N3 22 e 3-prop-2-inil-
60GalNAc-ThrOBn 23 para sintese de 20A (Esquema 6A). Contudo, 0s precursores
Neu5Aca-2-3-prop-2-inil 24 e N3-6aGalNAc-ThrOBn 25 também foram considerados para

possivel obtencdo do glicoaminodcido triazélico analogo 21B (Esquema 6B).
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Esquema 6. A) Retrossintese proposta para obtencdo de 20A empregando-se os derivados Neu5Aca2-
N3 22 e 3-prop-2-inil-6aGalNAc-ThrOBn 23. B) Retrossintese proposta para a obtencdo de 20B
empregando-se os derivados NeuSAca2-3-prop-2-inil 24 e N3-6aGalNAc-ThrOBn 25.
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4.1.2 SINTESE DOS PRECURSORES CONTENDO UNIDADE GalNAc.

A rota para sintese de 3-prop-2-inil-6-aGalNAc-ThrOBn 23 foi baseada em duas rotas
ja descritas na literatura. A primeira refere-se a obtencdo do composto 26 (CAMPO et al,
2015), derivado da galactose funcionalizado com o grupo alcino na posi¢dao C-6 (Esquema
7A). J& a segunda, propde a sintese de aGalNz-FmocThrOBn 27 por meio do doador
aGalN3Cl 28 e 0 aminoacido protegido FmocThrOBn 29 (CAMPO et al, 2007; CAMPO &
CARVALHO, 2008) (Esquema 7B).

(A) /// /

HO 6 OH 0.0 i tras0% Aco O
4 > O 1 —>4> ii. O
& piridina, OAc
s 2on " ° AC20 A0 oA
o o
Galactose 7< 26
HO oW
AcO OAc
(B) OBn o)
HO 6.OH FmocHN AcO

AcO ,OAc
4\ 50 29 © N3
1 OH — (0] —_— (@) o
A v — A 1,2-DCE, ‘
N3 HgBr, OBn
Cl FmocHN
Galactose

28 27 O
Esquema 7. A) Rota utilizada para funcionaliza¢do da posi¢do C-6 da galactose com alcino terminal
26. B) Sintese freqlientemente utilizada para obtencéo do glicoaminoacido 27 a partir da galactose.

Desse modo, ao fazer a andlise retrossintetica de 23, foi proposto primeiro a
funcionalizacdo de C-6 pelo grupo alcino para posteriormente realizar a etapa de glicosilacéo
com o aminoacido FmocThrOBn 29, como mostra o0 Esquema 8.
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Esquema 8. Retrossintese de 23 utilizando galactose como material de partida evidenciando, a
funcionalizacéo de C-6 previamente a etapa de glicosilagéo.

Inicialmente, a protecdo das hidroxilas nas posi¢des 1, 2, 3 e 4, foi proposta para

viabilizar a funcionalizacdo seletiva da posicdo 6. Desta forma, a primeira etapa envolveu as
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protecBes simultaneas das hidroxilas em C-1,C-2 e C-3,C-4 de galactose comercial através de
seu tratamento com acetona e iodo. Assim, o composto 30, possuindo dois grupos
isopropilidenos, foi obtido com 40% de rendimento. A seguir, a hidroxila livre em C-6 de 30
foi funcionalizada com o grupo alcino pela adicdo dos reagentes NaH e brometo de
propargila, o que forneceu o composto 31 (46%). Apds 31 ter seus grupos protetores
removidos por tratamento com solu¢do aquosa de TFA 80%, fornecendo o derivado 32
(100%), este foi posteriormente tratado com piridina e Ac,O para acetilacdo de suas
hidroxilas livres. Desse modo, o produto prop-2-inil-6-Gal(OAc), 26 foi obtido com 71% de
rendimento (Anexo 1), sendo entdo tratado com solugdo de HBr em 4acido acético glacial
(30% m/v) para sua conversdo em 6-propinil-Gal(OAc)sBr 33 (CAMPO et al, 2007; CAMPO
& CARVALHO, 2008; CAMPO, et al, 2015). Contudo, a analise do espectro de RMN *H do
produto, obtido apos esta Gltima etapa, mostrou a auséncia do tripleto caracteristico do grupo
C-H propargil na regido de 8 2,5, indicando uma possivel adi¢ao nucleofilica do halogénio a

ligacdo tripla. Isto inviabilizou a obtengéo do brometo 33 (Esquema 9).
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Esquema 9. Primeira rota sintética proposta para obtencdo do bloco 23 a partir da galactose.

Alternativamente, tentativas de se obter o doador glicosidico 36 a partir de estratégias
gue ndo empregassem 6-propinil-Gal(OAc)s;Br 33 foram testadas. A primeira alternativa
envolveu a sintese do derivado de galactal contendo grupo alcino terminal em C-6 38. Para
tanto, galactal peracetilado 39, previamente sintetizado (CAMPO et al, 2007 ; CAMPO &
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CARVALHO, 2008) (Anexo 2), foi desprotegido com solugdo 1M de NaOMe em MeOH e,
subsequentemente, tratado com 2,2-dimetoxipropano (2,2-DMP) e 4&cido para-tolueno
sulfénico (p-TsOH) na tentativa de se obter o composto 40, analogo do doador 36, com as
posicOes 3 e 4 protegidas (WU & GUO, 2006). Todavia, essa etapa nao foi bem sucedida e
essa proposta foi descontinuada (Esquema 10).

AcO OAc 0 S OH
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ACO—R_ —= i.22-omp, 0~

p-TSOH
39 40
Z4 =Z
iv. NaN3
iii. NaH, DMF MeCN, CAN o O
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= J( A( 0
v. EyN*Cl o)
Br © = MeCN Nag,
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Esquema 10. Proposta de sintese do doador 41, analogo de 36, a partir do galactal peracetilado 39

Ainda visando o doador 41, optou-se por investigar sua obtencdo partindo-se ja do
cloreto aGalN3Cl 28, tambem previamente sintetizado (CAMPO et al, 2007 ; CAMPO &
CARVALHO, 2008) (Anexo 3). No entanto, logo na primeira etapa de desprotecdo dos
grupos acetila, envolvendo tanto meio basico (MeOH/NaOMe ou acetato de hidrazina), quanto
em condicles acidas (MeOH/H,SO,4 ou HCI), ndo houve formacdo do produto esperado 2-Ns-
GalCl 42, também inviabilizando esta alternativa. A hipotese para tal € a alta reatividade que o
doador com cloro em C-1 28 possui, sendo entdo degradado rapidamente em condicdes classicas

de desacetilacdo (Esquema 11).

AcO ~OAc i Condigéo [H'] HO ~OH /
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Esquema 11. Tentativa de sintese do doador 41 partindo de aGalN3ClI 28.

Tendo em vista a ineficécia das estratégias utilizadas para obtencdo dos doadores 36 e 41
supracitados, foram investigadas diferentes alternativas que envolvessem um grupo seletivo e
estavel para protecéo da posicdo anomérica. Assim, o reagente 4-mercapto-tolueno (p-tiocresol)
foi escolhido visto sua seletividade e capacidade de gerar produtos em altos rendimentos

quando em condic@es reacionais especificas, além de possuir a vantagem de ser UV-visivel, o
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que facilitou o acompanhamento das reagGes por CCD (LUO, 2013). Assim, modificando
totalmente a rota sintética proposta inicialmente, uma segunda rota para obtencdo de um doador

funcionalizado com grupo p-tiocresol em C-1 foi proposta (Esquema 12).
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Esquema 12. Sintese proposta para obten¢do de 49 a partir do cloridrato de galactosamina.

Desta forma, a primeira etapa dessa nova rota envolveu uma reacéo de diazotransferéncia
a partir do tratamento do cloridrato de galactosamina comercial com K,CO3; CuSQ, e 0 reagente
gerado “in situ” triflil azida (TfN3) (MARCHIORI et al, 2015). O mecanismo proposto para
formacdo da TfN3 envolve o ataque nucleofilico da azida de sddio (NaNs) a qualquer um dos
grupos sulfona do anidrido triflico (Tf,0) (Esquema 13 A). Ja a etapa de diazotransferéncia
necessita da base K,CO3 para neutralizar o sal da galactosamina e desprotonar a amina em C-2,
viabilizando sua complexacdo com Cu(l). Posteriormente, ao adicionar TfN3 ao meio, 0s pares
de elétrons livres da amina atacam o nitrogénio eletrofilico terminal da triflil azida, formando
um intermediario que cicliza ap6s liberacdo de uma base fraca (HSO4’), gerando um
metalociclo tetrazolico de 5 membros instavel. Por fim, este ciclo sofre um rearranjo e o
produto 2-N3-GalOH 43 é liberado (Esquema 13 B) (NYFFELER et al, 2002; KUMAR, SARMA

& SAMUELSON, 2014). Vale ressaltar que nessa reacdo ha transferéncia de dois atomos de
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nitrogénio da TfN3; para o grupo amino da galactosamina, ndo ocorrendo inversdao da

configuracdo da ligagdo C-N do anel pirano, o que resultaria em um derivado 2-azido-talose.
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Esquema 13. A) Formacdo 'in situ' do reagente TfN;. B) Mecanismo proposto para a reagdo de

diazotransferéncia na obtengdo do composto 43.

A etapa seguinte envolveu a acetilacdo do derivado 43 (piridina/Ac,0) e, apos

purificacdo em CCC para remocgdo do cobre remanescente, 2-N3-Gal(OAc), 44 foi obtido

(82,4%) apenas como andémero B (J1» 8,5 Hz) (Anexo 4). A efetividade da diazotransferéncia

foi confirmada por dados do RMN *H e por andlise de infra-vermelho de 44, sendo observada

nesta Gltima uma banda caracteristica do grupamento azido em 2100 cm™ (Figura 15)

(MARCHIORI et al, 2015).
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Figura 15. Anélise de infra-vermelho (IV) do composto 44 indicando a presenca do grupo N3 pela
banda em 2100 cm™

Posteriormente, p-tiocresol e BF3.Et,O foram adicionados a solucao de 2-N3-Gal(OAc), 44
em DCM anidro, o que forneceu o produto 2-N3-Gal(OAc);STol 45 (69%) como uma mistura de
andmeros o/f na proporcdo 1:0,7 (Anexo 5) (LUO et al, 2013). As posicdes 3, 4 e 6 do
composto 45 foram desprotegidas por tratamento com solu¢do 1M de NaOMe/MeOH, sendo, em
seguida, seletivamente protegido nas posi¢des 3 e 4 utilizando 2,2-DMP e p-TsOH (WU &
GUO, 2006; FERNANDEZ et al, 2016). A reacdo, acompanhada por CCD, levou & formacao de
trés manchas UV-ativas, sendo a de maior intensidade separada e identificada como o anémero o
do composto desejado 2-Ns-3,4-DMP-Gal-STol 46 (30,3%) (Anexo 6). A seguir, o intermediario
46 foi submetido a reacdo de substituicio em MeCN na presenca de KOH e brometo de
propargila para obtencdo de 2-N3-3,4-DMP-6-propinil-Gal-STol 47 (KARKKAINEN et al,
2008; CAl et al, 2011), porém, ndo conduzindo ao produto esperado (Esquema 12).

Como esta tentativa ndo gerou o doador 47, foi proposta uma adaptacdo para essa etapa
ao transformar a hidroxila de 46, um nucleofilo, em um grupo abandonador, viabilizando seu
deslocamento através do ataque de um novo reagente, o alcool propargilico (Esquema 14).
Assim, 46 foi solubilizado em piridina anidra e, apos resfriamento a 0°C, tratado com cloreto de
tosila (TsCl) (CARVALHO et al, 2010), o que forneceu o derivado 2-N3-3,4-DMP-6-OTs-Gal-
STol 50 com apenas 15% de rendimento mesmo apos 2 dias sob agitagdo (Anexo 7). A seguir,
solucdo de 50 em DMF anidro foi resfriada e gotejada em uma mistura de alcool propargilico e

KOH também em DMF anidro a 0°C. Apos 8 horas sob agitacdo a 0°C nenhuma mudanca foi
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observada na CCD, e, por isso, a rea¢do foi mantida a temperatura ambiente. Mesmo ap6s 4
dias sob agitagdo ndo houve mudanca no perfil cromatografico reacional, de modo que néo foi
possivel prosseguir para a etapa de glicosilacdo entre o doador 47 e o aminoacido protegido
FmocThrOBn 29 (ROJAS-OCARIZ et al, 2016).

ii _
. (E)TS o I
O OH 0N o= 00
>< o i. piridina anidra, >< o .
———————————— /‘ -—= > O
O TsCl, 0°C o KOH, o
N3 N3 DMF anidro N
46 50 (15%) 47

Esquema 14. Etapa de adaptagéo da rota proposta na tentativa de obtencéo de 47 a partir de 50.

Tendo em vista o baixo rendimento na obtencédo do derivado tosilado 2-N3-3,4-DMP-6-
OTs-Gal-STol 50, a efetividade das reacdes de glicosilacdo partindo de compostos com grupo
STol em C-1 (LUO et al, 2013) foi verificada usando condi¢des classicas. Desse modo, 0
doador ja sintetizado 2-N3-Gal(OAc)s-STol 45 e o aminoacido protegido FmocThrOBn 29
foram empregados para reacdo de glicosilacdo utilizando DCM anidro como solvente e N-
iodosuccinimida (NIS)/ trifluorometanossulfonato de trimetilsililo (TMSOTf) como sistema
catalitico (Esquema 15). O glicoaminoacido precursor do antigeno Tn aGalN3-FmocThrOBn 27
foi obtido com 63% de rendimento, sendo seu espectro de RMN 1H (Anexo 8) idéntico ao
mesmo composto sintetizado pela rota classica, utilizando o doador aGalN3Cl 28 (CAMPO et
al, 2007; CAMPO & CARVALHO, 2008).

AcO OAc
DCM anidro, NIS, O

AcO OAc /©/CH3 TMSOTf AcO
N3
O Ho B o
N3 FmocHN n OBn
FmocHN

45 o ')
29 27 (63%)

Esquema 15. Sintese do glicoaminoacido aGalN3;-FmocThrOBn 27 a partir do derivado 45, provando
a eficacia do sistema catalitico NIS/TMSOTf na reagdo de glicosilacéo.

O mecanismo proposto catalisado por um &cido de Lewis (TMSOTTf) envolve,
primeiramente, a formacdo do ion iodénio a partir do NIS (Esquema 16A). Uma vez formado
esse ion, ocorre o ataque nucleofilico do atomo de enxofre, presente no derivado 45, gerando
um intermediario com carga positiva (I). A seguir, ha liberacdo de iodo-STol (Il) além da
formacdo do estado de transicdo contendo ion oxocarbénio apos compartilhamento dos pares de
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elétrons livres do oxigénio do anel pirano. Posteriormente, ha o ataque da hidroxila do
aminodcido FmocThrOBn 29 ao ion oxocarbénio, com formacdo do produto aGalNs-
FmocThrOBn 27 apos abstracdo de préton pelo triflato, gerando TfOH no meio (Esquema
16B). Quando se usa apenas halo-succinimidas, sem um acido de Lewis, essa reacdo € muito
lenta e requer horas ou dias para seu término. (JACOBSSON; MALMERG; ELLERVIK,
2006).
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Esquema 16. A) Formacdo do intermediario NIS-OTf. B) Mecanismo proposto para obtencdo do
glicoaminoacido aGalN3;-FmocThrOBn 27 a partir do derivado 45.

O éxito em sintetizar aGalN3-FmocThrOBn 27 impulsionou a tentativa de funcionalizar a
posicdo C-6 com o grupo OTs apoés reacdo de glicosilagdo. Assim, atentos a possibilidade de
tosilacdo indesejada em outras posigdes, a protecdo prévia com 2,2-DMP também foi
considerada a fim de direcionar ao produto monosubstituido em C-6. Portanto, foram realizadas
as reacOes subsequentes de acetilacdo redutiva (Zn/CuSQ,) e desacetilacdo (NaOMe/MeOH) de

27, com formacdo do composto aGalINAcFmocThrOBn 51 (25%). Esse produto foi tratado
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com 2,2-DMP e p-TsOH, conforme procedimento previamente descrito, todavia, obteve-se uma
mistura bastante complexa e de dificil purificacdo, o que inviabilizou a confirmacdo da
obtencdo de 2-Ns3-3,4-DMP-aGalNAcFmocThrOBn 53. Alternativamente, foi averiguada a
tosilacdo seletiva de C-6 apenas pelo controle da temperatura, sem a protecdo prévia com 2,2-
DMP. Desse modo, uma solucéo do produto desprotegido 51 em DCM anidro a 0°C foi tratada
com TsCl e EtsN (MARCOTULLIO et al, 2006), poréem, ndo conduzindo ao produto tosilado 6-
OTs-aGalNAcFmocThrOBn 54 (Esquema 17). Vale ressaltar que a partir do derivado 27, apds
reagBes subsequentes de acetilacdo redutiva (THF:Ac,O:AcOH, Zn e CuSQO,) e hidrogendlise
(MeOH/AcOH, Pd-C 10%, H,), o antigeno Tn (aGalNAcFmocThrOH) 52 foi obtido com 45%
de rendimento (Esquema 17, Anexo 9) (CAMPO et al, 2007; CAMPO & CARVALHO, 2008).

AcO OAc AcO OAc
(o) i. Zn/CuSOy4 o)
AcO iii. MeOH/ACOH, AcO
Nag__ Pd-C 10%, Hj (g) AcHN §_
OBn OH
FmocHN FmocHN
27 (e} O
52 (45%)
HO OH antigeno Tn
i. Zn/CuSO, o
i. NaOMe/MeoH 1O
ACHN 5
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51 (25%)0
iv.2,2-DMP, L, v.DCM anidro,0°C,
p-TSOH x ).( TsCl, EtzN
o OTs o LOH } { HO OTs AcO OTs
>< o) v. TsCl, DCM >< o o vi. piridina, (0]
o) anidro, 0°C, EtsN o) HO Ac,0 AcO
AcHN 5 Tttt ACHN 5 .~ AcHN g &7 > AcHN 5
OBn
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Esquema 17. Rota sintética proposta para sintese dos glicoaminodcidos tosilados 55 e 56 via
intermediarios comuns 51 e 27. Obtencdo do antigeno Tn 52 via composto 27.

Considerando os problemas de reatividade do glicoaminoacido 51, possivelmente
devido a sua maior complexidade estrutural, foi investigada a possivel tosilacdo seletiva de seu
precursor estruturalmente mais simples, o doador glicosidico 2-N3-Gal(OAc)s;-STol 45
(Esquema 18). Desse modo, 45 foi desacetilado (NaOMe/MeOH) e tratado com DCM anidro,
TsCl e Et3N, o que resultou no composto 2-N3-6-OTs-Gal-STol 57 (64%). Posteriormente, foi

realizada a acetilacdo das posicoes 3 e 4 de 57 (piridina/Ac,0), fornecendo o derivado 2-Ns-6-
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OTs-Gal(OAc),-STol 58 em rendimento quantitativo (Esquema 16, Anexo 10).
Subseqlientemente, 58 foi submetido a reacdo de glicosilagdo com FmocThrOBn 29, utilizando
0 sistema catalitico NIS/TMSOTf, com formacéo do glicoaminoéacido inédito 6-OTs-aGalNs-
FmocThrOBn 59 (69%). A estrutura de 59 foi confirmada por analises de *H RMN e massas de
alta resolucdo (ESI-MS). O espectro de *H RMN apresentou sinais caracteristicos da unidade
sacaridica, como H-1 em 6 4,85 (d, 1H, J;2 3,7 Hz) e H-2 em & 3,55 (dd, 1H, J1, 3,7 Hz; J,3
11,2 Hz), e também da unidade derivada de aminoacido, como CHs-Thr em 6 1,27 (d, 3H, J 6,2
Hz) (Anexo 11 A). O espectro de massas, por sua vez, confirmou a formacdo de adutos
caracteristicos [M+H]* 857,2697 e [M+Na]" 879,2520 (Anexo 11B).

A proxima etapa envolveu a acetilacdo redutiva do grupo N3 em C-2 de 59
(THF:Ac,0:AcOH, Zn e CuSQOy), 0 que forneceu o derivado 6-OTs-aGalNAc-FmocThrOBn 56
(84,6%), outro derivado inédito que foi estruturalmente confirmado por analise de RMN 'H e
ESI-MS. O espectro de *H RMN apresentou sinais caracteristicos do produto como NHCO em &
5,85 (d, J 9,5 Hz) além do deslocamento do H-2, antes em & 3,55, para uma regido de menor
blindagem, na faixa de 6 4,29-4,12, condizente com a conversdo do grupo N3 em NHAc (Anexo
12 A). O espectro de massas confirmou a formagdo de ions moleculares caracteristicos de adutos
sodiado [M+Na]* 895,2718 e com potassio [M+K]" 911,2508 (Esquema 18) (Anexo 12C).

Todavia, a Ultima etapa envolvendo o ataque do alcool propargilico ao grupo tosil para
enfim obtencdo de 3-prop-2-inil-6aGalNAc-ThrOBn 23 ndo foi bem sucedida quando
utilizada uma base fraca (K,COj3) a temperatura ambiente, havendo apenas recuperacdo do
material de partida 56. Tentativas posteriores com aquecimento ou uso de base forte (NaH)
(CAMPO et al, 2015) conduziram a remocao do grupo amino protetor de 56, fato evidenciado
pelo espectro de 'H RMN do composto isolado, o qual mostrou perda dos sinais
caracteristicos do grupo Fmoc (8 hidrogénios aromaticos, CH-Fmoc e CH,-Fmoc) (Anexo
13), assim, conduzindo ao composto 6-OTs-aGalNAc-NH,ThrOBn 60 (69%). Essa
desprotecdo € possivel de ser explicada visto que o procedimento padréo para remocgédo deste
grupo protetor ocorre em condicgéo alcalina (Esquema 18).

As dificuldades encontradas até entdo para funcionalizar C-6 com o grupo propinil
estimularam a busca por procedimentos que resultassem no derivado com azido nesta posicao,
ou seja, 0 composto N3-6aGalNAc-ThrOBn 25. Assim, foi proposta a substituicdo do grupo
tosil por azido utilizando NaN3 (WELL et al, 2006). Contudo, tal estratégia também mostrou
sucesso limitado, mesmo avaliando diversas condicdes, tais como aquecimento (convencional e

microondas), aumento do numero de equivalentes de azida de sédio (4, 8 e 16 eq), bem como o
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uso de promotor, como o éter de coroa 18-crown-6 (CAIl et al, 2009a; CAl et al, 2009b).
Curiosamente, notou-se a formacdo de 60 em todas as condi¢des testadas logo apds algumas
horas de reacdo, mesmo a temperatura ambiente (Esquema 18). A necessidade do grupo Fmoc
para posterior etapa de conjugacdo do glicoaminoacido a cadeia peptidica por estratégia de
sintese de peptideos em fase solida (SPPS - Solid Phase Peptide Synthesis) impossibilitou
continuar a rota visando obter os glicoaminoéacidos 3-prop-2-inil-6aGalNAc-ThrOBn 23 ou Ns-
60GalNAc-ThrOBn 25 a partir do composto 60.
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Esquema 18. Rota sintética proposta para obtencdo de 23 e/ou 25 via intermediario 56 seletivamente
tosilado em C-6.



Resultados e Discussao 59

Considerando a maior viabilidade de obtencdo do derivado de &cido silico
funcionalizado com o grupo alcino Neu5Aca2-3-prop-2-inil 24, a alternativa de funcionalizar
C-6 da GalNAcThr com grupo azido antes da etapa de glicosilacéo foi priorizada. Assim, uma
nova abordagem foi considerada utilizando o precursor ja sintetizado 2-N3-6-OTs-Gal(OAcC),-
STol 58 (Esquema 19).

De modo geral, as seis primeiras etapas para obtencdo de 58 ja foram descritas
previamente e resumidamente envolveram:

1. Diazotransferéncia a partir de cloridrato de galactosamina utilizando-se dos reagentes

triflil azida (TfN3), gerado “in situ” da base K,COze Cu(l) (MARCHIORI et al, 2015);

2. Acetilacdo do produto sem purificacdo prévia (piridina/Ac,O) para obtencdo de 2-Ns-

BGal(OAc), 44 (82,4%.)

3. Tratamento de 44 com p-tiocresol e BF;.Et;O com formagdo do produto STol-2-Ns-

Gal(OAC); 45 (69%) como uma mistura de andmeros na propor¢do o/f 1:0,7. (LUO et

al, 2013);

4. Desacetilacdo de 45 (NaOMe/MeOH), fornecendo 2-N3-Gal(OH)STol 61;
5. Tosilacdo seletiva em C-6 sem purificacdo prévia de 61 pelo uso de TsCl e EtzN a 0°C,

obtendo-se 0 composto 2-N3-6-OTs-Gal-STol 57 (64%) (MARCOTULLIO et al, 2006).

6. Acetilacdo das posicoes 3 e 4 de 57 (piridina/Ac,0) fornecendo o derivado STol-2-Ns-
6-OTs-Gal(OAc), 58 em rendimento quantitativo (Esquema 19A).

Observando a estrutura de 58 nota-se que a substituicdo do grupo OTs por N3 ndo seria
viavel como etapa seguinte visto que o produto obtido teria dois grupos azidos (em C-2 e em
C-6), perdendo, assim, a seletividade para reagir apenas na posi¢do desejada (C-6). Desse
modo, a proxima tapa envolveu a conversdo do N3 de 58 em NHAc por meio de acetilacdo
redutiva (THF:Ac,0:AcOH, Zn e CuSQy,), 0 que forneceu os andmeros o. (J;» 5,6 Hz) 6-OTs-
aGalNACc(OAC), 62a e B Ji2 10,4 Hz 6-OTs-BGalNAc(OAcC), 62B, possiveis de separacdo
via coluna cromatogréfica, com 46,7% e 26,5% de rendimento, respectivamente (Esquema
19) (Anexos 14 e 15). Os espectros de RMN *H de ambos compostos apresentaram dupletos
integrando para 1H proximos de & 5,5-6,0, evidenciando o grupo amida formado além de
simpletos em torno de 6 2,04, condizentes com o grupo N-acetil (3H). Uma vez com o grupo
NHAc em C-2, o produto da glicosilacdo seria B-substituido, e ndo mais o. como proposto
inicialmente. Contudo, tal modificagdo ndo comprometeria a atividade da estrutura do

composto final, visto que estudos prévios mostraram que o acucar fGalNAc ligado a Thr
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(BGalNACThr) apresentou maior imunogenicidade quando comparado ao antigeno Tn natural
(aGalNAc-Thr) (CAMPO et al, 2017).

Assim, a substituicdo do grupo tosil por azido de 62a. e 62B utilizando azida de sédio
em DMF a 75°C resultou na obtencdo de 6-Ns-aGalNAc(OAc), 63a e de 6-Ns-
BGalNAc(OACc), 63B , respectivamente, ambos em rendimentos quantitativos (CARVALHO et
al, 2010). As anéalises de RMN *H de 63a. e 63 mostraram a perda dos hidrogénios arométicos
e da metila referentes ao grupo tosila, além de alteracdo de deslocamento quimico (blindagem)
dos hidrogénios H-6a e H-6b devido a presenca do grupo Nz (Anexos 16 e 17).
Subsequentemente, a remogdo do grupo p-tiocresol, ocorreu pelo tratamento de 63 com N-
bromosuccinamida em acetona/H,O 9:1 v/iv (CAI et al, 2009b), o que forneceu tanto o
hemiacetal 64 (50%) (Anexo 18), quanto o inesperado hemiacetal com a posi¢do C-3
desacetilada 65 em 20% de rendimento (Anexo 19). A diferenca entre estes compostos pde ser
observada, além dos Rf's em CCD, por seus espectros de RMN *H, onde o H-3 de 64, por estar
ligado a um carbono contendo grupo OAc, encontra-se em uma regido de maior desblindagem
(6 5,26) em relacdo ao H-3 de 65 (6 4,01), que se encontra ligado a um carbono com hidroxila
livre (Figura 16, Esquema 19).
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Figura 16. Comparacao entre os espectros de RMN *H (CDCI,) de 64 e 65, evidenciando a diferenca
de deslocamento dos H-3 em vermelho.
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A décima etapa desta rota envolveu a acetilacdo de C-1 de 64 e das posi¢des C-1/C-3 de
65 (piridina/Ac,0), sendo que em ambos 0s casos houve formagdo do mesmo composto inédito
6-Ns-aGalNAc(OAC); 66 em rendimentos quantitativos. A estrutura de 66 foi confirmada por
analise de RMN 'H (Anexo 20A) e por ESI-MS, sendo encontrado picos referentes aos adutos
sodiado [M+Na'] 395,1172 e com potassio [M+K'] 411,0894 (Anexo 20B). Por fim, 66 foi
submetido a reacdo de clorinacdo de C-1 utilizando cloreto de acetila como solvente e HCI(g)
como reagente (WEIWER et al, 2009; YANG et al, 2012) o que forneceu o a-cloreto 6-Ns-
aGalNAC(OAC),Cl 67 com 23,4% de rendimento. A anélise de RMN *H de 67 mostrou os
mesmos sinais do material de partida 66, porém, com auséncia de um simpleto em torno de &
2,20, caracterizando a perda do grupo OAc em C-1 (Anexo 21). Assim, uma vez obtido o
doador 67, a etapa de glicosilagdo com o aminoécido protegido FmocThrOBn 29 envolveu o
uso do catalisador HgBr, em 1,2-DCE a 75°C (CAMPO et al, 2007; CAMPO & CARVALHO,
2008). Apos quase 2 dias sob agitacdo, o glicoaminoacido inédito 6-Ns-pGalNAc-ThrOBn 68
foi obtido com 16,2% de rendimento (Esquema 19B) e sua estrutura confirmada por RMN *H,
RMN *3C e ESI-MS. O espectro de *H de 68 mostrou sinais da unidade sacaridica, como H-2
em & 3,82 (dd, J;2 8,3 Hz, J,3 10,8 Hz), H-6a em & 3,33 dd, (Jsea 7,1 Hz, Jsasn 12,7 Hz) € H-6b
em & 3,31 (dd, Jsep 5,7 Hz, Jsaepr 12,7 Hz), além da unidade de aminoacido, como hidrogénios
aromaticos em torno de & 7,8-7,30 € 0 CH3-Thr em & 1,23 (Anexo 22 A). Ademais, foram
notadas mudancas na conformacéo e no deslocamento quimico do H-1, sendo modificado de
a (J12 3,7 Hz) em 8 6,28 no material de partida 67, para um sinal 3 em & 4,66 em 68 ( J12 8,3
Hz). J& pelo espectro de massas, foi verificada a presenca de trés ions majoritérios, sendo estes
referentes aos adutos caracteristicos [M+H"] 744,2853, [M+Na'] 766,2695 e [M+K"] 782,2431
(Anexo 22 C).
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Esquema 19. Rota sintética adaptada para obten¢do do azido-glicoaminoacido 68. A) Mesmas etapas
aplicadas anteriormente para obtencdo de 58. B) Novas etapas propostas na sintese de 68.

Em vista do baixo rendimento na sintese do azido-glicoaminoéacido 68 pelo método do
cloreto 67, somado ao elevado numero de etapas realizadas, possiveis alternativas visando
otimizar a obtencéo de 68 foram analisadas. A primeira tentativa envolveria a glicosilacdo entre
um doador com o grupo p-tiocresol 63a /63B e 0 amino&cido protegido FmocThrOBnN 29 através
do procedimento com NIS/TMSOTf em condigdes anidras (LUO et al, 2013). Assim, o
composto 6-N3-BGalNAc(OAc),STol 63B foi submetido as condigbes supracitadas e, ao
acompanhar a reacdo por CCD, observou-se a formacdo de um produto ndo UV-visivel com Rf

menor que o material de partida. Este composto, ao ser isolado e caracterizado por RMN *H néo
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apresentou sinais tipicos do grupo p-tiocresol, mas também n&o mostrou sinais referentes ao
amino&cido 29, o que inferiu a ndo obtencdo do azido-glicoaminoacido desejado 68. O H-1 do
material de partida 63f, antes em 6 4,67 com J1, 9,1 Hz, foi encontrado em 6 5,34 com J;, 3,2
Hz, caracteristico de anémero o. Desse modo, foi suposto que o produto obtido decorreu do
ataque do grupo NHAc presente em C-2 ao carbono anomérico, o que liberou o grupo STol e
gerou um derivado oxazolina (46,5%), invertendo a configuragdo do substituinte em C-1 (Figura
17, Esquema 20).

H-1 B (d) AcO & N3
i o o
AcO > B
3
AcHN
- 63 B
4‘75 4‘70 4.‘65 4‘60

H-4, H-1 (d 6
J(53'.3147) AcO N3
4 >0 .
AcO >
3
N L Oa
3 % 7/
| - - oxazolina
5.40 5.35 5.30 5.25
3 bhd
4] - load
N
A
T 3% A & h & )
~— [e) IR o o~ (’q. o™ m 0 O
~— — — — — — MmN ™M

8.0 7.5 7.0 6.5

o
=)
w
w

5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0
1 (ppm)

Figura 17. Comparagdo entre os espectros de RMN 'H (CDCl;) do material de partida 63p e da
oxazolina formada, evidenciando a diferenga na constante de acoplamento de H-1 entre 0s compostos.
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AcO N3 i. NIS, TMSOTT, ACO T3
DCM anidro , (@) o N
O gTol ---=====--------1 N-> AcO vty

AcHN g HO . OBn
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OBn
FmocHN

@)
29

AcO N3
(@)
i. NIS, TMSOTHf, AcO o
DCM anidro N

oxazolina (46,5%)

Esquema 20. Tentativa de obtencéo do glicoaminoécido 68 a partir do doador com STol em C-1 63
utilizando sistema catalitico NIS/TMSOTT, porém, obtendo-se apenas oxazolidina.

Tentativas posteriores de utilizar a oxazolina como doador glicosidico também foram
avaliadas (BRISTER et al, 2014), porém sem éxito. Desta forma, dando continuidade a busca
por alternativas de doadores/promotores glicosidicos, foi considerada a possivel reacdo de
glicosilagdo entre o aminoécido 29 e um doador contendo grupo O-acetil em C-1, como o
composto 6-Nz-aGalNAc(OAC); 66, na presenca do promotor tetracloreto de estanho (SnCly)
(HUANG; WANG; HUANG, 2004; NIKSERESHT, 2016).

Primeiramente, foi testada a condicdo descrita na literatura para obtencdo de tio-
acucares (HUANG; WANG; HUANG, 2004) usando o intermediario 2-N3-Gal(OAc), 44
como modelo. Assim, solucdo de 44 em DCM anidro foi tratada com p-tiocresol e SnCly, 0
que levou a obtencdo do produto 2-Ns-Gal(OAc)sSTol 45 (45%) apos agitacdo overnight a
55°C (Esquema 21A). Uma vez validada, esta metodologia foi empregada na reacdo de
glicosilacdo entre o doador 66 e 0 aceptor FmocThrOBn 29, os quais foram solubilizados em
DCM anidro e tratados com SnCl,, com agitacdo da mistura reacional a 55°C por 20h. Apds
purificagdo por CCC, o produto 6-N3-fGalNAc-ThrOBn 68 foi obtido com rendimento de
19,3% (Esquema 21B).
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A)  Aco OAc AcO OAC
o i. SnCl,, DCM, 55°C o

ACO OAC ACO STol
44 HS 45 (45%)

B)  AcO_Ns ) . AcO N3

o ii. SnCly, DCM, 55°C o o .
AcO AcO
AcHN HO_ . AcHN
OAc FmocHN OBn
OBn
66 FmocHN 68 (19,3%) ©O
0]
29

Esquema 21. Reac0es de glicosilacdo empregando o promotor SnCl,. A) Sintese de tio-agucar modelo
2-N3Gal(OAC);STol 45 para validagdo da metodologia com SnCl,. B) Obtencdo do B azido-
glicoaminoacido 68 a partir do doador com OAc em C-1 68.

O mecanismo proposto para esta reacdo envolve o estanho atuando como acido de
Lewis, sendo capaz de interagir com o oxigénio do grupo OAc em C-1, o que favorece o
deslocamento de um dos pares de elétrons livres do oxigénio do anel, formando o ion
oxocarbénio. O estado de transicdo contendo o ion oxocarbénio sofre ataque nucleofilico em C-
1 pela hidroxila de FmocThrOH 29 e, por fim, o acetato liberado abstrai o préton, gerando

AcOH, restaurando o promotor SnCl, e formando o produto 70, como descrito no Esquema 22.

jon oxocarbénio
AcO

I

o

A N3
COE 5 AcO N3 cl i
W 'ACOH
ACO— N ™ SnCl Acoéiél
- n N
CFmocHN OBn ) AcHN OBn
FmocHN

68 O 0
Esquema 22. Mecanismo proposto para a reacdo de obtencdo de 68 a partir de 66 utilizando SnCl,
como promotor.
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4.1.2.1 OTIMIZACAO DE ROTA PARA OBTENCAO DO BLOCO 6-N3-pGalNAc-
ThrOBnN 68.

Uma otimizagdo da rota descrita no Esquema 19 foi proposta visando diminuir o
namero total de etapas e, consequentemente, aumentar o rendimento global para sintese de 68.
Dessa maneira, considerando a N-acetil galactosamina comercial como material de partida, foi
proposta uma rota a qual o doador 6-Nz-aGalNAc(OAC); 66 seria obtido apds apenas seis
etapas (Esquema 23). Optou-se por ndo envolver a obtenc¢do do cloreto aGalNAc(OAc),Cl 67
nessa rota visto os baixos rendimentos previamente alcancados tanto na sua sintese (23,4%)
bem como na sua utilizacdo como doador na etapa de glicosilacéo (16,2%).

Desse modo, a primeira etapa envolveu a protecdo seletiva das posicdes C-4 e C-6 de
GalNAc pelo seu tratamento com benzaldeido dimetilacetal e iodo (PANCHADHAYEE &
MISRA, 2008), o que forneceu o composto 4,6-benzilideno-aGalNAc 69 (74,5%). Este
apresentou maior Rf que o material de partida em CCD e sinais caracteristicos do grupo
benzilideno apés analise de RMN *H, como hidrogénios aromaticos na faixa de 6 7,57-7,32 e
um simpleto em 6 5,62, referente ao hidrogénio benzilico (Anexo 23). Em seguida, 69 teve as
posicOes C-1 e C-3 acetiladas (piridina/Ac,0), com obtencdo do derivado 4,6-benzilideno-
1,3-aGalNAc(OAc), 70 com 80,3% de rendimento (Anexo 24). O grupo benzilideno foi entéo
removido pelo tratamento de 70 com AcOH/H,O 8:2 v/v & 60°C por 1 hora (PADRON;
MORALES; VAZQUES, 1998) o que resultou no composto desprotegido em C-4 e C-6
aGalNAc(OAC), 71 (46%) (Anexo 25). Posteriormente, a tosilacdo de C-6 de 71 foi realizada
utilizando o mesmo procedimento previamente descrito, com TsCl e EtsN em DCM anidro
(LUO et al, 2013), o que gerou um produto UV-visivel com maior Rf que 71. Apos
purificacdo, 6-OTs-aGalNAc(OAC), 72 foi isolado com 70% de rendimento e seu espectro de
RMN *H apresentou dois dupletos em & 7,76 ¢ & 7,34 integrando para 2H cada, além de um
simpleto em 6 2,44 com integral de 3H, o que confirmou a introducdo do grupo tosil na
estrutura (Anexo 26). A posigdo C-4 livre de 72 foi acetilada (piridina/Ac,0), fornecendo o
derivado 6-OTs-aGalNAc(OAc); 73 com 83,7% de rendimento (Anexo 27). Por fim, a
substituicdo do grupo OTs por N3 foi realizada segundo protocolo utilizado na obtencéo de 6-
N3-GalNAc(OAC),STol 63a/63B (Esquema 19B). Assim, 73 foi convertido no produto 6-Ns-
aGalNAc(OAC); 66 (66,5%) (Esquema 23) (CARVALHO et al, 2010).

Foi interessante notar que o rendimento obtido nessa Ultima etapa descrita (66,5%) foi
menor que o obtido anteriormente (quant.), mesmo apds tentativas de otimizacdo de variaveis

como tempo reacional (6, 12, 24 e 36h), quantidade de equivalentes de NaN3 (8.0, 10 e 16 eq)
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e temperatura (T. amb., 50, 75, 85 e 100°C). Foi observado que abaixo de 75°C a reacdo de
substituicdo de OTs por N3 ocorria de forma muito lenta, porém, a 85°C ou 100°C ocorria
degradacdo do material de partida. Tal fato também foi observado ao aumentar o nimero de
equivalentes de NaNs para 10 eq ou 16 eq. Tais resultados podem ser devidos a maior
estabilidade de 62a/ 62 se comparados ao composto 73, visto que estes suportaram
condicdes reacionais mais drasticas. Tal caracteristica advéem da protecdo de C-1 pelo grupo
STol, que por reagir apenas em condicdes especificas é mais resistente a sofrer degradacao.
Por fim, conforme descrito previamente, o doador 66 foi utilizado para reacdo de
glicosilacdo com o aceptor FmocThrOBn 29 utilizando o protocolo com SnCl,, O produto 6-
N3-BGalNAc-ThrOBn 68 foi obtido com rendimento equivalente ao anterior (19,3%)

(Esquema 21B). Esta rota, com 6 etapas a menos que a anterior, reduziu o tempo gasto além

OH
HO i. MeCN, belzald., ii. piridina,
HO @) OH I, 40°C Aczo
cHN cHN

de economizar reagentes.

AcHN
NHAc 69 (74,5%) 70 (80,8%)
galactosamina
iii. ACOH/H,0,
60°C
AcO OTs ii. piridina, HO ~OTS § pcmanidro, HO OH
(0) Ac,0O (o) TsClI, EtzN e}
AcO AcO AcO
AcHN AcHN
“oac “Noac ACHNS |
73 (83,7%) 72 (70%) 71 (46%)
v. NaNg,
DMF, 65°C HO_ .
OBn
FmocHN AcO N3
AcO N3 O o) .
o 29 AcO O
AcO Vi.. SnCl,, DCM, 55°C AcHN OBn
AcHN FmocHN
OAc o)
66 (66,5%) 68 (19,3%)

Esquema 23. Otimizag&o da rota sintética para obtengdo do doador com OAc em C-1 66 e o bloco de
construcao desejado 6-Ns-fGalNAcThr 68.
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4.1.3. SINTESE DOS DERIVADOS DE ACIDO SIALICO.

Outra parte fundamental deste projeto refere-se a obtencéo do bloco derivado do acido
sidlico Neu5Aca2-N3 22 ou Neu5SAco2-3-prop-2-inil 24 (Esquema 6). A rota sintética
proposta para a obtencdo de ambas as estruturas foi baseada em reacdes classicas descritas na
literatura como mostra o Esquema 24 (WEIWER et al, 2009; YANG et al, 2012).

A primeira etapa envolveu a esterificacdo do grupo COOH do écido sialico comercial
através do seu tratamento com resina de troca acida (Dowex 50WX8-200) em MeOH. A seguir,
foi realizada a acetilacdo das hidroxilas livres (piridina/Ac,0), o que forneceu o derivado
protegido 75 (96,5%), sendo este submetido a reacdo de clorinacdo utilizando cloreto de acetila
e HCI(g) como solvente e reagente a temperatura ambiente. Ao contrario do esperado, 0
composto clorado 76 ndo foi obtido, o que impossibilitou a Ultima etapa de substituicdo do
cloro por um grupo azido na presenca de azida de sodio e hidréxido de tetrabutilaménio
(TBAH). Esta rota também havia sido planejada visando possivel obtencdo do derivado
Neu5Aca2-3-prop-2-inil 24, uma vez que o cloro é um bom grupo abandonador e
possibilitaria uma substituicdo pelo alcool propargilico. Desta forma, a obtencdo do derivado

24 a partir do cloreto 76 também foi impossibilitada (Esquema 24).

i resina [H+],
HO OH MeOH AcO OA iii. AcCl, HCI(g)
OH OAc c
HO S, i. piridina,  AcO S A N-----m
AcHN COOH Ac,0 AcHN CO,Me
HO 1 AcO
acido sialico 75 (96,5%)
iv. TBAH, NaNj, AQ oac  COOMe
DCM, H,0  AcO o
(Tt > AcHN N3
ACO on o AcO
AcO PAC 22
ACHN_ L/ “COMe ------- <
AcO v. AgOTH,
DCM anidro ACO
¢ COOMe
76 \Ho/\\\ ACO ?Ac
AcHN Q70" ™
AcO
24

Esquema 24. Rota sintética proposta para obtencdo dos blocos 22 e 24 a partir do cloreto de acido
sidlico 76.
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Sendo assim, uma estratégia simplificada e baseada exclusivamente na obtencdo de
NeubSAca2-3-prop-2-inil 24 foi considerada, utilizando-se BF3;Et,O, promotor cléssico para
reacOes de glicosilacdo com doadores protegidos com o grupo OAc na posicao anomerica (WU
& GUO, 2006). Logo, acido sialico esterificado e acetilado 75 foi solubilizado em DCM anidro
e tratado com alcool propargilico e BFs;Et,0, sendo o derivado Neu5Aca/B2-3-propinil 24 a/p
obtido como mistura de andmeros predominantemente [ (o/fp 0,25:0,75) com 75,5% de
rendimento (Esquema 25). A andlise do espectro de RMN 'H de 24 o/ mostrou a existéncia
de sinais duplicados, como sinais caracteristicos do hidrogénio metinico (C=CH) em 6 2,54 (t, J
2,1 Hz) eem 6 2,44 (t, J 2,0 Hz), além de H-3 equatoriais (H-3eq) em 6 2,46 (dd, Jse4 4,6 Hz,
Jaaze 12,8 Hz) e em & 2,46 (dd, Jses 5,2 Hz, J3a3e 12,7 Hz) , indicando a ocorréncia de mistura
de andmeros a e P do substituinte propinil em C-2 (Anexo 28 A). A analise de ESI-MS de 24
a/B, por sua vez, apresentou ions moleculares caracteristicos de adutos sodiado [M+Na]"
552,1689 e com potassio [M+K*] 568,1429 (Anexo 28 B).

Vale ressaltar que, embora ndo exista hidrogénio anomérico, a configuracdo dos
substituintes em C-2 de derivados do acido sialico é inferida com base no deslocamento
quimico do hidrogénio equatorial da posi¢cdo C-3 (H-3¢q), sendo que 0 andmero o apresenta
sinal de H-3¢q em regido mais desblindada que o anémero 3 (WU & GUO, 2006; TROPPER
etal, 1991; WEIWER et al, 2009).

AcO BF3Et,0,
AcO OAc OAC DCM anidro AcO ACS OAC O/\
: 0 c 7z 6 =2
AcHN CO,Me 9 : (0]
poes 2 HO” Xy W?oom
AcO
75 24 o/B (75,5%)
' o/p 0,25: 0,75

Esquema 25. Rota sintética utilizada na obtencéo do bloco 24 o/ a partir do &cido siélico esterificado
e peracetilado 75.

O mecanismo proposto em reacgdes de glicosilagdo envolvendo o promotor BF3Et,0 e
doadores glicosidicos contendo grupo OAc na posi¢cdo anomerica (C-1) resulta da interacdo
do atomo de oxigénio com o atomo de boro do BF3, um &cido de Lewis. Apds essa interagdo,
ocorre o compartilhamento dos pares de elétrons livres do oxigénio do anel pirano e
subsequente formacdo do estado de transicdo contendo ion oxocarbénio, como descrito

previamente. Este, por sua vez, sofre ataque do alcool propargilico sendo entdo desprotonado,
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0 que gera o produto NeuS5Aco/p2-3-prop-2-inil 24 o/p e restaura o trifluoreto de boro
(Esquema 26) (WU & GUO, 2006).

FO . - _
éS fon oxocarbénio
F'I°F
OAc o OAc ¥ AcO
AcO OAc AcO : ®
S DAc, .
ACHN COMe  pr Er,0 AcHN Q/ “co,Me ACHN
AcO ACO AcO
75 - . -
Ho/\
F
|
B«
FIF
®OAc
8\’
P Hlg
FO® AcO ol T AcO T
B8O+ AcO ohe JACOH o QAc \
FF AcHN Q/ “coome ACHN— 2L/ *cooMe
AcO AcO
24 /B

Esquema 26. Mecanismo proposto para obtencdo do derivado de &cido sidlico com grupo alcino
24 o/ a partir do composto 75 e utilizando-se o promotor BF3Et,0.

Como o derivado 24 proposto inicialmente possui 0 grupo propinil na configuracéo o, a
estratégia inicial descrita no Esquema 24 para obté-lo, a partir do cloreto 76, foi novamente
testada (WEIWER et al, 2009; YANG et al, 2012). Desse modo, acido sialico protegido e
acetilado 75 foi submetido a reacdo de clorinagdo utilizando cloreto de acetila e HCI(g). Apds
permanecer inicialmente resfriada a -20°C (30 min. iniciais), a reacdo foi entdo conduzida a
temperatura ambiente por mais 24 h, fornecendo o B-cloreto de &cido sidlico 76 com 57% de
rendimento. Sua estrutura foi confirmada por analise de RMN *H, a qual mostrou sinais
caracteristicos do produto, como trés duplo-dupletos em 6 5,38, 6 4,06 ¢ 6 2,78 relativos a H-7 (
J 2,0 Hz, J 6,8 Hz), H-9 (J 3 5,8 Hz, J 12,5 Hz) e H-3¢q (J3eq 44,6 Hz, Jzanzeq 13,9 Hz), um
simpleto do grupo éster em & 3,87 e cinco simpletos entre 6 2,12-2,05 e 6 1,91, referentes aos
grupos acetila (COCHs) e acetamido (NHCOCHj3), respectivamente (Anexo 29). A seguir, a
reacdo do cloreto 76 com alcool propargilico foi realizada na presenca de triflato de prata
(AgOTT) como catalisador e DCM anidro como solvente. A mistura foi inicialmente resfriada a
-20°C, seguida da adicdo de AgOTf em tolueno anidro e agitacdo por 2h & temperatura

ambiente (Esquema 27). Desta forma, foi também obtido o produto 24 /B, porém como
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mistura de isdbmeros o/ 0,45:0,55 com 66% de rendimento apos purificacdo por cromatografia
flash (Anexo 30, Esquema 27).

AcO OAC i. AcCl, AcQ Cl
O TR0 om0 o
: . "
AcHN COMe  ~oc ¢ amb. AcHN CO;Me
AcO AcO
75 76 (57%)
ii. AGOTH,
DCM anidro

HO/\\\

1
AcO
0 Aca 2COOMe

AcO_ 8 73
AHN LY 07
3

AcO
24 o/B (66%)

---------------

Esquema 27. Sintese da mistura o/p de 2-propinil-acido sialico 24 o/p utilizando AgOTf como
catalisador e o cloreto 76 como precursor.

A confirmacdo das atribuicOes e identificagdo dos anomeros o ¢ 3 foi estabelecida com
base na comparagdo dos deslocamentos quimicos e integrais dos sinais H-3¢ € hidrogénio
metinico nos espectros de RMN *H dos produtos 24 o/p obtidos na proporcéo a/p 0,25:0,75 e
0,45:0,55. Foi observado que no derivado o, o sinal referente ao H-3¢, ocore em torno de &
2,62, sendo mais desblindado que o sinal caracteristico do alcino terminal (tripleto), em torno de
d 2,44. Por outro lado, no anémero P, 0 H-3¢, encontra-se proximo de & 2,46, dessa vez mais

blindado que o sinal do alcino em torno de 6 2,54 (Figura 18).
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Figura 18. Expansdo do espectro de '"H RMN da mistura de 24 o/p evidenciando as diferengas no
deslocamento quimico dos hidrogénios referentes aos H-3., e do grupo propinil entre os andmeros o e .

Apesar das diversas tentativas, ndo foi possivel realizar a separacdo cromatografica dos
andémeros o € B de 24 o/ e, por esta razdo, o produto em mistura com maior proporcéo do
anomero a (o/p 0,45 : 0,55) foi utilizado na etapa seguinte de formacéo do anel triazolico 1,2,3-

1,4-dissubstituido via estratégia de ‘click chemistry'.

4.1.4 SINTESE DO GLICOAMINOACIDO TRIAZOLICO ANALOGO DO
ANTIGENO STn

Uma vez obtidos os precursores contendo azido 6-N3-BGalNAc-ThrOBn 68 e alcino
NeuSAca/B2-3-propinil 24 o/, foi realizada reagdo de ciclo-adi¢cdo 1,3-dipolar (“click
chemistry”) catalisada por Cu(I) - CuAAC. Assim, os blocos de 68 e 24 o/p foram
solubilizados em DMF e transferidos para tubo de microondas, sendo entdo tratados com o

agente redutor ascorbato de sodio e solugdo 10% CuSO, para reacéo de ciclo-adi¢do-1,3-dipolar
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catalisada por Cu(l) (ARAGAO-LEONETI et al, 2010). Ap6s irradiacdo a 70°C (150 W) por 10
min, o composto 77 o/ foi obtido com 61,4% de rendimento como mistura de andmeros na
porcao sialica, mantendo a proporcdo o/ 0,45:0,55 (Esquema 28).

AcO
OAc COOMe

ACHN® © COOMe
AcO _\\

24 G'/B ACHN ?\
" /B 0,45: 0,55! i. DMF, ascorbato sédio, i

""""""" Cuso, N/N

AcO

N3 O o

AcO -
AcO
0 o . AcHN OBn
ACO FmocHN
AcHN OBn @)
FmocHN 77 a/B (61, 4%)

68

...............

Esquema 28. Reacdo de ciclo-adi¢do-1,3-dipolar catalisada por Cu(l) realizada para obtencdo do
derivado triazolico-1,4-dissubstituido 77 o/p.

O espectro de RMN 'H de 77 o/ apresentou sinais condizentes com a formacéo do
produto, como o simpleto em & 7,95, referente ao H-triazolico, bem como o deslocamento para
regido de menor blindagem dos H-6a/H-6b, previsto pela conversdo do grupo azido em C-6 de
68 no grupo 1,2,3-triazol. Adicionalmente, foram observados sinais tipicos tanto da unidade do
glicoamino&cido (sinais arométicos e do CHs-Thr - em vermelho) bem como do &cido sialico
(metoxila e H-3eq - azul), sendo ainda notdria a presenca de sinais duplicados de OMe, H-3eq e
CHs-Thr, o que indicou a obten¢do do produto 77 o/f na forma de mistura o/f (unidade
sidlica) (Figura 19). A estrutura do composto 77 o/f também foi confirmada por anélise de
ESI-MS, sendo evidenciada a formag&o de trés adutos caracteristicos [M+H"] 1273,4670 (calcd.
para CgiH7NegOos™: 1273,4671), [M+Na’] 12954490 (calcd. para CgiH7oNgO24Na'
1295,4490) e [M+K"] 1311,4229 (calcd. para Ce1H72NsO24K™: 1311,4230) (Anexo 31 B).
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Figura 19. Espectro de RMN *H do produto isolado 77 a/p ap6s reacdo de CUAAC evidenciando
sinais caracteristicos: H-triazdlico (roxo), da unidade acido sialico (azul) e BGalNAcThr (vermelho),
bem como os sinais duplicados OMe, H-3eq e CHs-Thr.

Assim, a fim de se obter o andbmero puro na conformacgdo o, uma parte da mistura 77
o/ foi purificada por CLAE, empregando-se o equipamento ShimadzuShim-PaK e coluna C18
de fase reversa. Apos otimizacdo das condigdes cromatogréficas, os produtos o 77a (30,7 min ;
Anexo 31 A) e B 77B (31,8 min) foram separados e obtidos com rendimentos de 20% e 25%,
respectivamente (Esquema 29). O cromatograma obtido e os espectros de RMN *H de 77a. e

77p mostrados nas Figuras 20 A-C confirmam a eficiéncia de purificacdo destes produtos.
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Figura 20. A) Cromatograma obtido da purificagdo da mistura 77 o/ por CLAE em 263 nm. B e C)
Espectros de RMN 'H dos produtos 77a e 77, respectivamente, evidenciando o desaparecimento dos
sinais duplicados.
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Visto a baixa massa obtida do produto 77a, 0 qual mimetiza o antigeno STn, apos
purificacio por CLAE (2,0 mg), a etapa seguinte de hidrogendlise ndo foi viavel,
impossibilitando seu uso para sintese do glicopeptideo 19B. Assim, fez-se necessaria a utilizacéo
da mistura 77 o/p para posterior emprego em SPPS, o que envolveu a remocéo prévia do grupo
éster benzilico da unidade de aminoacido por reagdo de hidrogenolise (MeOH/AcOH, Pd-C
10%, Hy) fornecendo o produto 20B como mistura o/ na unidade sialica 20B a/B com 65,6%
de rendimento (Esquema 29). Sua estrutura foi confirmada por analises de RMN de *H e ESI-
MS. O espectro de *H RMN de 20B o/B apresentou 8 hidrogénios arométicos e auséncia do sinal
relativo ao metileno do grupo OBn o que indicou a formacéo do produto esperado (Anexo 32A).
O espectro de massas de 20B o/p , por sua vez, exibiu como picos majoritarios ions referentes
aos adutos protonado [M+H'] 1183,4201 (calcd. para CssHs/NgOos":1183,4201) e sodiado
[M+Na'] 1205,4013 (calcd. para CssHgsNaNgO,4":1205,4321) do produto desejado (Anexo 32B)

AcO AcO
COOMe COOMe
AcO Qfe 3 AcO QAC
AcHN Q/ "o AcHN Q/ o
AcO 72 1',\1 AcO 4 1’,\1
. ii. MeOH/ACOH, Ao N-N
o Pd-C 10%, H, (q) o
AcO Ol AcO O
AcHN OBN AcHN OH
FmocHN FmocHN
o) 0
77 a/p 20B o/ (65,6%)
" /B 0,45: 0,55 ! a/p 0,45: 0,55
i. purificacéo
por CLAE

AcO
COOMe
AcO (;DAC
AcHN Q/ o
AcO a 7N
1
N-N +
AcO
O \ O W
AcO O AcO Oy~
AEHN HN OBn AEHN HN OBn
770 (20%) ' Mo¢ I 778 (25%) ' O¢ 1

Esquema 29. Etapas de purificacdo por CLAE do composto em mistura 77 o/p, resultando nos
andmeros puros 77a e 77f e remogdo do grupo metileno do éster benzilico de 77 a/B por reacdo de
hidrogendlise, fornecendo o derivado desprotegido 20B ao/B.
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4.1.5. SINTESE EM FASE SOLIDA PARA OBTENCAO DE GLICOPEPTIDEOS.

Em posse dos blocos de glicoaminoacidos 20B o/f (Neu-5Ac-2-atriazol-6-
BGalNACThrOH - analogo STn) e 52 (aGalNAcThrOH - Tn), foi iniciada a sintese dos
glicopeptideos em fase solida (SPPS), a qual apresenta uma série de vantagens sobre os
métodos em solucéo, dentre as quais destaca-se:

i. autilizacdo de grande excesso dos reagentes, forcando a obtencdo do produto;

ii. a facilidade de remocgdo de reagentes e sub-produtos da reacdo atraves de
sucessivas lavagens da resina, ndo necessitando de métodos cromatograficos de
purificacdo apds cada acoplamento;

iii.  as minimas perdas do produto devido a sua ligacdo a resina durante toda a
sintese;

iv. a preparacdo de compostos analogos em série, como em sintese combinatoria
(CHAN & WHITE, 2000).

As reacoes de acoplamento foram realizadas em frasco cilindrico com placa sinterizada
para filtracdo em torneira de trés saidas na parte inferior para agitacdo da mistura reacional
através do borbulhamento de ar comprimido. O suporte sélido utilizado para dar inicio ao
acoplamento de aminodacidos foi a resina FmocGly-Wang, escolhida pela sua disponibilidade
bem como sua alta capacidade de ligacao (0,65 mmol de aminoécido por grama de resina). Os
acoplamentos dos aminoacidos e glicoaminoacido foram efetuados em DMF, na presenca dos
reagentes de acoplamento PyBOP (hexafluorofosfato de  benzotriazol-1-iloxi-
tripirrolidinofosfénio), HOBt (1-hidroxibenzotriazol) e a base DIPEA (diisopropiletilamina),
sendo este um protocolo usual de SPPS (Esquema 30) (CHAN & WHITE, 2000; CAMPO et
al, 2017).
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Esquema 30. Representacdo do ciclo de alongamento da cadeia peptidica evidenciando as etapas-
chave e os reagentes utilizados.

Assim, o primeiro passo na obtencdo de ambos glicopeptideos 19B o/B e 21 envolveu
0 procedimento classico de remocdo do grupo N-Fmoc da resina por tratamento com
morfolina 50% em DMF v/v (etapa 1). Apds sucessivas lavagens com DMF e DCM, o
aminoacido comercial Fmoc-ProOH foi adicionado ao frasco cilindrico junto dos reagentes de
acoplamento. Os tempos de acoplamento foram de 24 horas, para a incorporacdo de
aminoéacidos individuais, e de 48-72 horas para incorporacao dos glicoaminoacidos 52 ou 20B
o/P (etapa 2). As reagdes de acoplamento foram monitoradas a partir de amostras de resina,
pelo teste qualitativo de Kaiser, o qual € capaz de avaliar colorimetricamente a existéncia de
grupo amino livre, e em espectrofotometro UV (290 nm), pela liberagdo do grupo
dibenzofulveno resultante de desprote¢do do grupo N-Fmoc apds tratamento do aminoacido
ou aminoacido glicosilado com morfolina 50% em DMF v/v. Este ciclo foi repetido cinco
vezes com sequencial incorporagdo de Fmoc-ProOH, Fmoc-Arg(Pbf)OH, Neu-5Ac-2-
atriazol-6-pGalNAcThrOH 20B o/p ou aGalNAc-ThrOH 52, Fmoc-Asp(OtBu)OH e Fmoc-
ProOH (etapa 3). A partir dos testes em espectrofotbmetro foram obtidos valores de
acoplamento variando entre 0,35 e 0,65 mmol/g de resina, o que indicou boa taxa de
incorporacdo. Subseqiientemente, o0s glicopeptideos 78 e 79 foram N-acetilados
(piridina/Ac,0) a fim de proteger o grupo a—amino terminal (etapa 4) e entdo clivados da

resina por tratamento com solucdo de TFA/H,O/TIPS 90:5:5 v/v/v, com concomitante
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remocao dos grupos protetores da Arg (Pbf) e Asp (OtBu) (etapa 5) (Esquemas 30 e 31)
(CHAN & WHITE, 2000 ; CAMPO et al, 2014).

s e s
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Esquema 31. Sintese em fase sélida dos glicopeptideos 19B o/B e 21, miméticos de MUC1 contendo
analogo do antigeno STn e o antigeno natural Tn, respectivamente.

Como ultima etapa foi realizada a remocdo dos grupos acetila das unidades sacaridicas
de 78 e 79 (NaOMe/MeOH), fornecendo os glicopeptideos 19B a/B e 21 brutos, os quais
foram analisados e purificados por CLAE em fase reversa (C18). Enquanto o tempo de
retencdo do glicopeptideo 21 foi de 8,3 min (17,6%) o do glicopeptideo 19B a/p foi de 4,7
min. O menor tempo de retengédo de 19B a/p foi devido a sua maior polaridade pela presenca
do anel triazolico e de outro aglcar desprotegido em sua estrutura. Assim, mesmo utilizando
uma fase movel fraca (H,O:TFA 0,01%/ MeCN 90:10 v/v em C-18), tal fato impossibilitou a
purificacdo total do glicopeptideo 19B o/ por CLAE.

Apesar disso, o espectro de RMN 'H de 19B a/B apresentou sinais caracteristicos do
produto, como da unidade de acido sialico em 6 4,29-4,26 (m, H-8") ¢ em & 2,22-2,16 (onde 0
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sinal do H-3eq encontra-se encoberto por sinais do residuo de prolina), dos hidrogénios H-4 (&
3,42,d, J34 1,7 Hz) e H-5 (6 3,44, d, Js6, 6,5HZ) da unidade BGalNAc, além dos dois grupos
NHACc das unidades sacaridicas em & 1,99 (s largo, 6H, 2x NHACc), de Asp em 6 2,83 (dd, J 5,4
Hz, J 16,7 Hz, Hpaasp) € em 0 2,71 (dd, J 7,8 Hz, J 16,7 Hz, Hp.Asp e HgbAsp) e de Thr em &
1,30 (d, J 6,7 Hz, CH3Thr) (Anexo 33A). A analise de ESI-MS de 19B o/p tambeém indicou a
presenca do aduto sodiado caracteristico [M+Na]": 1265,9557 (calcd. para CsogHzgN140,3Na’
1265,5256) (Anexo 33B). J4 no espectro de RMN 'H de 21, foram observado sinais
caracteristicos do agucar aGalNAc em 6 4,73 (d, J1» 3,7 Hz, H-1) e em 6 3,98 (dd, J;2 3,7
Hz, J,3 11,0 Hz, H-2), além de sinais dos residuos de Asp em 6 2,88 ¢ 2,75 (dd, J 7,1 Hz, J
17,0 Hz, HgAsp e HgpAsp) e de Thr em 6 1,12 (d, J 6,3 Hz, CH3Thr) (Anexo 34A). A analise
de ESI-MS de 21, por sua vez, apresentou a formacio dos adutos protonado [M+H"] 887,4090
(calcd. para CsgHsgNigO1™: 887,4105) e sodiado [M+Na]™: 909,3917 (calcd. para
CagHsgN19O16Na’: 909,3924) caracteristicos (Anexo 34B).

O mecanismo proposto para as reacdes de acoplamento envolve a desprotonagédo pela
base DIPEA do residuo -COOH do aminoéacido/glicoaminoacido a ser incorporado na cadeia
peptidica. A seguir, o carboxilato gerado (-COQ") atua como nucledfilo e ataca o atomo de
fésforo da molécula de PyBOP, um eletréfilo forte (ion fosfonio). O éster tripirrolidinofosfénio
é gerado concomitantemente a liberacdo do grupo hidréxi-benzotriazol (HOBt). O caréater
nucleofilico do grupo HOBt favorece seu ataque a carbonila do aminoécido/glicoaminoéacido do
éster tripirrolidinofosfonio, deslocando o grupo oxitripirrolidinofosfénio. O éster resultante
contém o grupo abandonador necessario para viabilizar o ataque nucleofilico do grupo a.-amino
terminal livre do aminoécido ligado a resina, com formacéo da ligacdo peptidica e consequente
alongamento da cadeia. O ataque do grupo a-amino terminal livre também pode ocorrer
diretamente na carbonila do éster tripirrolidinofosfonio, também gerando a ligacdo peptidica
(Esquema 32) (CHAN & WHITE, 2000).
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Esquema 32. Mecanismo proposto para formagdo da ligagdo peptidica utilizando os reagentes de
acoplamento DIPEA, PyBOP e HOBt.

Para posterior utilizacdo em ensaios de imunizagdo, os glicopeptideos 19B a/p e 21
deverdo ser conjugados a proteina carreadora BSA em tampdo Na,HPO, (pH 9,0), na
presenca dos reagentes cloridrato de etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDCI) e N-

hidroxisuccinimida (NHS) (CAMPO et al, 2017).
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5. CONCLUSOES

De acordo com os resultados descritos, cerca de 30 compostos relativos a carboidratos,
glicoaminoéacidos e glicopeptideos foram sintetizados e devidamente caracterizados. Dentre
estes, 7 sdo compostos inéditos na literatura (59, 56, 60, 68, 77a/B, 20B o/B, 19B o/B).

Os blocos de construcdo inicialmente propostos (Neu5Aca2-Ns3 22, 3-prop-2-inil-6-
aGalNAc-ThrOBn 23 e 6-N3-aGalNAc-ThrOBn 25) ndo foram possiveis de serem obtidos via
as estratégias empregadas, sendo que durante as investigacGes para sintese de 23 e 25, 0
antigeno natural Tn (aGalNAcThr) 52 foi sintetizado por duas rotas distintas. Apds reproducdes
de algumas rotas ja descritas, bem como realizando modificacbes de metodologias sempre que
necessario, o bloco 6-Ns-BGalNAc-ThrOBn 68 foi obtido por uma rota de 12 etapas em baixo
rendimento. Assim, esta foi otimizada, sendo o derivado polifuncionalizado 68 obtido ap6s
apenas 6 etapas, poupando tempo e economizando reagentes. Ja o bloco NeuSAca-2-3-prop-2-
inil 24 foi sintetizado por duas rotas distintas, porém ambas resultaram em mistura de anémeros
o/B (24 a/B) em proporcdes de 0,25:0,75 e 0,45:0,55.

O acoplamento azido-alcino por meio de reagdo CuAAC foi efetivo e o
glicoaminodcido triazolico protegido 77o/p obtido em bom rendimento (61,4%). A
purificacdo dessa mistura por CLAE foi realizada empregando o equipamento Shimadzu Shim-
PaK e coluna C18 de fase reversa, o que forneceu os andmeros puros o 77a. € 3 778, mas em
baixa quantidade. Assim, fez-se necessaria a utilizacdo da mistura 77 o/f para obtencdo do
bloco 20B o/ e posterior emprego em SPPS.

Finalmente, os glicopeptideos NHAcPro-Asp-[(5-acetamido-3,5-didesoxi-4',7',8',9'-
tetra-O-acetil-D-glicero-o/B-D-galacto-2-nonulopiranosonato)-(2—6)-1,2,3-triazol-1,4)-(2-
acetamido-3,4-di-O-acetil-2,6-didesoxi-B-D-galactopiranosila) } Thr-Arg-Pro-GlyOH 19B
o/B e NHACcPro-Asp-[aGalNAc]Thr-Arg-Pro-GlyOH 21 foram obtidos apds sequenciais
etapas de acoplamento com aminoéacidos e glicoaminoécidos (20B o/p e 52) usando sintese
em fase solida e purificagdo por CLAE.

Visto o laborioso trabalho envolvendo a realizacdo e otimizagdo de inUmeras rotas
sintéticas, além do tempo despendido durante esse periodo, ndo foi possivel realizar as
conjugacdes de 19B a/f e 21 a proteina carreadora BSA. Desse modo, esta Ultima etapa e 0s

posteriores ensaios bioldgicos de imunogenicidade serdo realizados futuramente.
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Anexo 1. Espectro de RMN *H de 1,2,3,4-tetra-O-acetil-6-propinil-D-galactopiranosideo 26

NUmero 8'H (ppm) Irgr:?i(z Multiplicidade Constante (2:";21)0 oplamento
H-1 5,74 1 d J1,28,0
H-2 5,38 1 dd J128,0;/,310,0
H-3 5,14 1 dd 1,310,0; J343,3
H-4 5,52 1 dd J343,3;J451,6
H-5, H-6a 3,72 2 dd J451,6; J5,626,1
H-6b 3,67 1 d Js6b6,1;
HC=CCH, 4,22 2 m -
HC=C 2,57 1 t J2,4
COCH; 2,31, 2,26, 12 4x s -

2,19; 2,15
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Anexo 2. Espectro de RMN *H de 3,4,6-tri-O-acetil-D-galactal 39.

Namero  &'H (ppm) :,nggi(g Multiplicidade Constante ?ag)coplamento
H-1 6,28 1 dd J126,3;J131,7
H-2 4,60 - 4,58 1 m -
H-3 5,27-5,24 1 m -
H-4 5,41-5,37 1 m -

H-5, H-6a 4,11 2 d largo Js,6a/60 6,2
H-6b 4,24-4,26 1 m -

coch, 205 20% 9 3xs :

1,96
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Anexo 3. Espectro de RMN 'H de cloreto de 3,4,6-tri-O-acetil-2-azido-2-des6xi-a/3-D-

galactopiranosila 28.

. 1 Integral e Constante de
NUmero 6"H (ppm) relativa Multiplicidade acoplamento (Hz)

H-1 6,28 1 d J123,7

H-2 4,89 3 m Jl’z 3,7 ; J2’3 10,9

H-3 5,18 1 dd J34 3,1, J,510,9

H-4 5,44 1 d J343,1

H-5 4,30 1 t Js 6a/66 6,0
H-6a, H-6b 4,05-4,03 2 m -

COCH3 2,11; 2,01; 1,97 9 3x s -
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Anexo 4. Espectro de RMN *H de 1,3,4,6-tetra-O-acetil-2-azido-2-desoxi-B-D-galactopiranose 44.

Numero &'H (ppm) :,2}2%(;' Multiplicidade Constante ?E'?)coplamento

H-1 5,55 1 d J128,5
H-2 3,85 1 dd J1,8,5;J,310,8
H-3 4,90 1 dd J,310,8;4343,2;
H-4 5,39 1 d J3,43,2
H-5 4,03 1 J5,626,8

H-6a, H-6b 4,13 2 dd J5,626,8 ; J5604,3

cocH, 2221218 2,08, 12 4x s -

2,05
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Anexo 5. Espectro de RMN *H de 3,4,6-tri-O-acetil-2-azido-2-didesoxi-1-tio-a//3-D-galactopiranosideo
de p-tolila 45.

Integral

Constante de

Namero &'H (ppm) relativa  Multiplicidade acoplamento (H2)
H-1la 5,61 1 d J125,5
H-2a 4,29 1 dd J125,5;/,311,1
H-3a 5,17 1 dd J342,9;J2311,1
H-4o 5,48 1 d J342,9
H-5a 4,77 1 Js 62/65 6,6
H-6a, H-6b 4,13 2 dd J5,62/666,6; Jeaeb 10,1
H-1B 4,46 1 d J1,10,1
H-2j 3,63 1 J12-4,310,1
H-3p 4,85 1 dd J343,1;4,510,1
H-43 5,34 1 d J343,1
H-5p 3,86 1 t Js 6266 6,5
H-6a,H-6b 4,08 2 t J5,62/666,5
H-STol arom. 7,50; 7,40; 7,14 8 2xdelxt Jorto8,1; Jorto 7,6
CHs-tiocresol 2,36 3 S -
CHs-tiocresol 2,33 S -
CH5CO 2,15- 2,01 18 6xs -
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Anexo 6. Espectro de RMN 'H de 2-azido-2-desoxi-3,4-O-isopropilideno-1-tio-a-D-galactopiranosideo

de p-tolila 46.
Namero 8'H (ppm) Irgfggi(g Multiplicidade acgpolgf]:aegf) ?I?Iz)
H-1 5,70 1 d J125,1
H-2, H-3, H-5 4,26 - 4,19 3 m -
H-4 4,36 1 d J342,9
H-6a 4,06 1 dd J5626,5 5 Jeagp 12,5
H-6b 3,95 1 dd Jsep 1,8 5 Jeaep 12,5
CHs-tiocresol 2,47 3 S -
H-arom 7,34 ;7,10 4 2x d Jorto 7,8
CH3-DMP 1,68 ; 1,66 6 2X 'S -
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Anexo 7. Espectro de RMN *H de 2-azido-2-des6xi-3,4-O-isopropilideno-1-tio-6-p-tolueno sulfonil-
a-D-galactopiranosideo de p-tolila 50.

Ndmero 8'H (ppm) Ir:][ggi(/?al Multiplicidade acgpﬂgif.im ?I?Iz)
H-1 5,35 1 d 15,2
H-2 3,90 1 dd J125,2;4,57)9
H-3, H-5 4,30 - 4,25 2 m .
H-4 4,78 1 d J342,8
H-6a, H-6b 4,05 - 3,98 2 m -
CHs-tosil 2,44 3 s _
CHs-tiocresol 2,34 3 s _
waom D08 e s 89
CHs;-DMP 1,46; 1,31 6 X s ;
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Anexo 8. Espectro de RMN *H de éster benzilico de N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)-(3,4,6-tri-O-acetil-
2-azido-2-desoOxi-a-D-galactopiranosila)-L-treonina 27.

NUmero 8'H (ppm) L:ngi(/?al Multiplicidade acgrgg‘:’:]zmi ?Elz)
H-1 4,92 1 d J123,5
H-2 3,61 1 dd J123,5; J»311,2
H-3, CH,0Bn 5,33-5,20 3 m -
H-4 5,47 1 d J542,1
H-5, CH Fmoc 4,31-4,23 2 m -
H-6a, H-6b 4,1 2 d Js 6066 6,3
NHThr 5,72 1 d J9,6
CH;, Fmoc,
CHaThr, CHBThr 422~ %37 4 m )
COCH; 2'13;026'10; 9 3x s .
CHs-Thr 1,37 3 S -
H-arom 7,80-7,34 13 d;d; m J7,5;17,7
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Anexo 9. Espectro de RMN *H de N-(9-Fluorenilmetdxicarbonil)-(3,4,6-tri-O-acetil-2-azido-2-desoxi-
a-D-galactopiranosila)-L-treonina 52.

1
NGMero o'H Integ_ral Multiplicidade Constante de acoplamento
(ppm) relativa (Hz)
H-1 5,05 1 d J123,5
H-2, H-5,
CHEmoc 4,27 - 4,17 3 m -
H-3 5,14 1 dd ./3,4 2,5 ; ./2’3 11,5
H-4 5,39 1 d J342,5
H-6a, H-6b 4,1 2 dd Js,6a/6b 5,0 ; Joa b 14,3
NHThr 6,07 1 d J9,6
NHCO 5,92 1 d J8,6
CH, Fmoc,
4,55 -4,44 4 -
CHoThr, CHBThr 2>~ % m
NHCOCH; 2,18 3 S -
2,06; 1,99;
COCHs3 188 9 3x s
CHs-Thr 1,30 3 s -
H-arom. 7,75-17,30 8 t,d,m Jieip. 7,2 5 Jaup. 7,3 ; -
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Anexo 10. Espectro de RMN 'H de 3,4-Di-O-cetil-2-azido-2-desoxi-1-tio-6-p-tolueno sulfonil-c/3-D-

galactopiranosideo de p-tolila 58.

NUmero &'H (ppm) Irgfg?i'\g Multiplicidade Constante (2:";21)0 oplamento
H-1la 5,54 1 d J125,5
H-2a 4,26 1 dd 11,5,5;1,311,1
H-3a 5,13 1 dd J311,1;J542,3
H-40 5,46 1 d J342,3
H-5a 4,79 1 Js,6a/6b 6,5
H-6a, H-6b 4,13 2 dd Js 6a/6b 6,5; Joagp 10,1
H-1B 4,44 1 d J1,10,1
H-2B 3,6 1 J13-42310,1
H-3p 4,84 1 dd J2310,1;J343,0
H-4B 5,34 1 d J343,0
H-5p 3,87 1 J5,626,1
H-6a,H-6b 4,05 2 d Js 6a/6b 6,1
CHs-tiocresol 2,37 6 2X S -
CHs-tosil 2,45; 2,44 6 S -
CHsCO 2,09 -2,00 12 4x s -
H-Ar 7,79-7,14 16 - -
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Anexo 11 A. Espectro de RMN 'H de éster benzilico de N-(9-fluorenilmetdxicarbonil)-(3,4-tri-O-
acetil-2-azido-2-desoxi-6-p-tolueno sulfonil-a-D-galactopiranosila)-L-treonina 59.
Namero 8'H (ppm) Irr;fg?i'\g Multiplicidade acgpolgzgirrﬁz ?I(Elz)
H-1 4,85 1 d J123,7
H-2 3,55 1 dd J123,7;J,5311,2
H-3 4,46 1 dd 1311,2;0342,4
H-4 5,4 1 d J342,4
H-5, CHFmoc 4,28 - 4,18 2 m -
H-6a, H-6b 4,03 2 dd Js 6a/6b6,2; Jea60 15,7
NHThr 5,68 1 d J9,5
CH,0Bn 5,28-5,18 2 2x d 2xJ 12,0
CH;Fmoc, CHa Thr,
CHB Thr 4,38-4,37 4 m -
CHs-tosil 2,46 3 S -
COCHS3; 2,09; 2,07 6 2x s -
CHs-Thr 1,27 3 d J6,2

H-arom. 7,78-7,31 17 dd,d, m Jad4,5, Jaa 7,7 ; Ja7,4 ; -
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Anexo 11 B. Espectro de ESI-MS de éster benzilico de N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)-(3,4-tri-O-
acetil-2-azido-2-desoxi-6-p-tolueno  sulfonil-o-D-galactopiranosila)-L-treonina 59  (calcd. para

Ca3HusN4013S, [M+H]": 857,2698).
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Anexo 12A. Espectro de RMN 'H deéster benzilico de N-(9-fluorenilmetéxicarbonil)-(2-acetamido-
3,4-tri-O-acetil-2-desoxi-6-p-tolueno sulfonil-o.-D-galactopiranosila)-L-treonina 56.
1 13
NGMero o'H Integ.ral Multiplicidade Constante de 6°C
(ppm) relativa acoplamento (Hz) (ppm)
H-1 4,75 1 d J123,4 99,6
47,4; 68,3;
H-2, H-5, CHFmoc 4,29-4,12 3 m - 129.9-1251
H-3, CH,,0Bn 5,09 - 5,02 2 m - 76,3 ;67,8
H-4 5,33 1 s largo - 67,2
H-6a, H-6b 4,05 - 3,98 2 m - 67,0
NHThr 5,99 1 d J9,6 -
NHCO 5,85 1 d J9,5 170,8
CH,,0BN 5,19 1 d J11,9 67,8
CH,Fmoc,
4,51 - 4,39 4 - 67,3
CHoThr, CHBThr 2=~ m ’
CHs-tosil 2,43 3 S - 21,6; 20,7
NHCOCH; 2,07 3 S - 21,6
170,6; 170,5;
COCH; 2,00; 1,96 6 2xs - 20.7: 20,6
CHs-Thr 1,23 3 S - 18,2
H-arom 7,78-7,31 17 dd;d;m Jaa8,1,Ja 10651599 1251

Ja7,7 ;-
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Anexo 12B. Espectro de *C deéster benzilico de N-(9-fluorenilmetéxicarbonil)-(2-acetamido-3,4-tri-
O-acetil-2-desdxi-6-p-tolueno sulfonil-a.-D-galactopiranosila)-L-treonina 56.
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Anexo 12C. Espectro de ESI-MS deéster benzilico de N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)-(2-acetamido-
3,4-tri-O-acetil-2-desoxi-6-p-tolueno  sulfonil-o.-D-galactopiranosila)-L-treonina 56 (calcd. para
C45H43N2014SN&+ [M+Na]+: 895,2718)
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Anexo 13. Espectro de RMN 'H deéster benzilico de (2-acetamido-3,4-tri-O-acetil-2-des6xi-6-p-
tolueno sulfonil-a-D-galactopiranosila)-L-treonina 60.

NUmero 8'H (ppm) :,2}2%(;' Multiplicidade accc):p;)lgféz?lfcz ?Iiz)
H-1 4,75 1 d J123,6
H-2 4,509 -4,42 1 m -
H-3, CH,,0Bn 5,09 -5,01 2 m -
H-4 5,31 1 d J342,5
H-5 4,24 1 t J5,6a/6b 6,1
H-6a, H-6b,

CHoThr, CHBThr 077393 4 m )
NHCO 6,21 1 d J9,5
CH,;0Bn 5,19 1 d J11,9

NH, 3,46 1 d J8,9
CHs-tosil 2,44 3 S -
NHCOCH; 2,07 3 S -

COCH;3 1,97 ; 1,95 6 2X S -
CHs-Thr 1,3 3 S -
H-arom 7,75-7,32 9 d;m Jorte 8,3 ; -
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Anexo 14. Espectro de RMN *H de 2-acetamido-3,4-di-O-acetil-2-desoxi-1-tio-6-p-tolueno sulfonil-a-D-

galactopiranosideo de p-tolila 62a.

NGmero (S;r';']) N9l \uitiplicidade "M ?Iig)co"'ame”to
H-1 5,61 1 d 15,6
H-2, H-5 4,83-4,74 2 m -
H-3 5,09 1 dd J342,5; J,311,9
H-4 5,42 1 d J342,5
H-6a 4,06 1 dd Js6a 5,1 ; Jea669,5
H-6b 4,01 1 dd Js,606,1; Joasn9,5
NH 6,02 1 d J 8,7
CHs-tiocresol 2,34 3 S -
CHs-tosil 2,44 3 S -
NHCOCH; 2,06 3 s -
CH3CO 2,01 6 s -
H arom. 7,70 2 d Jorto 8,3
H arom. 7,33 4 dd J4,5; J10,9
H arom. 7,11 2 d Jorto 7,1
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Anexo 15. Espectro de RMN 'H de 2-acetamido-3,4-di-O-acetil-2-desoxi-1-tio-6-p-tolueno sulfonil-A-D-
galactopiranosideo de p-tolila 623 .

NUmero (g;r:']) :,2}2%(;' Multiplicidade Constante ?I?I?)C oplamento
H-1 4,80 1 d J1,10,4
H-2 4,02 1 dd J1210,4;1,511,3
H-3 5,14 1 dd J343,0; J,311,3
H-4 5,35 1 d J343,0
H-5 3,94 1 t J5 6a/66 6,2
H-6a 4,19 1 dd J5626,1; Joaen12,8
H-6b 4,11 1 dd Js606,9; Joaen 12,8
NH 5,51 1 d J9,2
CHs-tiocresol 2,35 3 S -
CHs-tosil 2,46 3 S -
NHCOCH; 2,03 3 s -
CH3CO 1,98; 1,99 2x3 2XS -
H arom. 7,77 2 d Jorto 7,8
H arom. 7,73 4 t J 8,4
H arom. 7,11 2 d Jorto 7,9
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Anexo 16. Espectro de RMN 'H de 2-acetamido-3,4-di-O-acetil-6-azido-2,6-didesoxi-1-tio-a-D-
galactopiranosideo de p-tolila 63a.

NGmero (S;';']) INe9ral Multiplicidade "% ?ﬁ?;Op'ame”to
H-1 5,75 1 d J125,2
H-2 4,88 1 ddd J125,2;J518,7 5 J2311,9
H-3 5,18 1 dd J342,5; J,311,9
H-4 5,42 1 d J342,5
H-5 4,70 1 dd Js5628,1; Jsep 4,5
H-6a 3,44 1 dd J5,6a 8,1 ; Joaen 12,8
H-6b 3,16 1 dd Js6b4,5; Joaen12,8
NH 6,29 1 d J 8,7
CHs-tiocresol 2,35 3 S -
NHCOCH; 2,19 3 s -
CHsCO 2,04 6 s largo -
H arom. 7,41 2 d Jorto 8,1
H arom. 7,15 2 d Jorto 8,1
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Anexo 17. Espectro de RMN 'H de 2-Acetamido-3,4-di-O-acetil-6-azido-2,6-didesoxi-1-tio-/3-D-
galactopiranosideo de p-tolila 63p.

NGmero (S;';']) Integral  Multiplicidade "™ ?ﬁ?;Op'ame”to
H-1 4,67 1 d J129,1
H-2 4,05 1 dt J127dann 9,1 J2311,2
H-3 5,18 1 dd J343,0; Jp311,2
H-4 5,15 1 d J343,0
H-5 3,75 1 t Js6a= J5,606,5
H-6a 3,15 1 dd Js,62 6,5 ; Jea 60 14,0
H-6b 2,91 1 dd Js,666,5; Joasn 14,0
NH 5,71 1 d J9,1
CHs-tiocresol 2,33 3 S -
NHCOCH; 2,15 3 s -
CH3CO 2,01;1,97 6 2XS -
H arom. 7,30 2 d Jorto 8,0
H arom. 7,13 2 d Jorto 8,0
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Anexo 18. Espectro de RMN 'H de 2-acetamido-3,4-di-O-acetil-6-azido-2,6-didesoxi-a-D-
galactopiranose 64.

Numero (g;::) Irgfggi(g Multiplicidade Constante ?I?I?)C oplamento
H-1, H-4 5,34 2 d J34=11,23,2
H-2,OH 4,57-4,50 2 m -
H-3 5,26 1 dd J343,2;J,311,2
H-5 4,35 1 dd J56a8,2; 560 4,5
H-6a 3,44 1 dd J5628,2; Jaen 12,8
H-6b 3,22 1 dd Js6b4,5; Jeasn 12,8
NH 5,96 1 d J9,4
NHCOCH; 2,19 3 S -

CH3CO 2,02; 2,00 2x3 2xs -
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Anexo 19. Espectro de RMN *H de 2-acetamido-4-O-acetil-6-azido-2,6-didesoxi-a-D-galactopiranose 65.

Numero (gpern) Irgr:l?i(;l Multiplicidade Constante ?il?)c oplamento
H-1 5,36 1 d J1,3,6
H-2 4,38-4,30 1 m -
H-3 4,01 1 dd J343,2; 1,310,8
H-4 5,28 1 d J343,2
H-5 4,26 1 dd J562 8,5 ; J560 3,9
H-6a 3,40 1 dd J5628,5; Ja60 12,9
H-6b 3,30 1 dd Jseb3,9; Jeaenl12,9
NH 5,96 1 d J9,4

NHCOCH; 2,22 3 S -

CHsCO 2,06 3 s -




Anexos 110

AcO 6-N3
s 0
AcO 1
3 2
AcHN
e & & & E A & 2
— o o — — - = =
6.‘30 s.‘zs 6.‘20 g.e 5‘.5 ;.4 ;.3 ;.z 4‘.8 4‘.7 4.‘14 4.‘05 3‘.5 ;.4 5.3 ;.2
4
G dnd
[ Niad
— oo — — - o DA
i i i i i i O MM

o o
T

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
74 72 7.0 68 66 64 62 6.0 58 56 54 52 50 48 4f.6( 4.4) 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14
1 (ppm

Anexo 20 A. Espectro de RMN 'H de 2-acetamido-1,3,4-tri-O-acetil-6-azido-2,6-dides6xi-a-D-
galactopiranose 66.

Integral Constante de acoplamento

Namero & 'H (ppm) relativa  Multiplicidade (H2)
H-1 6,24 1 d J123,6
H-2 4,73 1 ddd 1123,6 5 Jann 9,1 Hz 5 13 11,6
H-3 5,22 1 dd J342,6;1,311,6
H-4 5,41 1 d J342,6
H-5 4,11 1 t Jsa=Js560 6,4
H-6a 3,44 1 dd Js6a7,3 ; Jeaen 12,8
H-6b 3,22 1 dd Js555,7 3 Joacn 12,8
NH 5,59 1 d J9,1
NHCOCH; 2,20 3 S -
CHico 2197204 3x3 3xs -

1,95
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Anexo 20 B. Espectro de ESI-MS de 2-acetamido-1,3,4-tri-O-acetil-6-azido-2,6-didesoxi-a-D-
galactopiranose 66 (calcd. para C14H,0N4OgNa‘[M+Na]" 395,1173).
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Anexo 21. Espectro de RMN 1H decloreto de 2-acetamido-6-azido-2,6-didesdxi-3,4-di-O-acetil-a.-
D-galactopiranosila 67.

NGmero & *H (ppm) Irgr:l?i(;l Multiplicidade Constante ?agfoplamento
H-1 6,28 1 d J123,7
H-2 4,73 1 ddd J123,7 ;Jon1 8,95 J2311,3
H-3 5,28 1 dd 1343,2;1,311,3
H-4 5,43 1 d J343,2
H-5 4,37 1 t Js6a= Js6n 6,4
H-6a 3,48 1 dd Js6a?,4 ; Jeaen 12,9
H-6b 3,28 1 dd J56b5,3; Jea6p 12,9
NH 5,72 1 d J8,9

NHCOCH; 2,19 3 S -

CHsCO 2,03; 2,00 2x3 2Xxs -
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Anexo 22 A. Espectro de RMN 1H de éster benzilico de N-(9-fluorenilmetoxicarbonil)-(2-acetamido-
3,4-tri-O-acetil-6-azido-2,6-didesoxi-p-D-galactopiranosila)-L-treonina 68.

Integral Constante de

NGimero & 'H (ppm) relativa  Multiplicidade acoplamento (H2) 8"*C (ppm)
H-1 4,66 1 d J1,8,3 99,7
H-2 3,87 1 dd J128,3;1,310,8 51,7
H-3; H-4; 74,2 ; 69,5 ;
CH.OBn 5,31-5,20 4 m - s
H-5 3,58-3,54 1 m - 72,1
H-6a 3,33 1 dd Jsga 7,1 ; Joagn 12,8
H-6b 3,12 1 dd Jse 5,7 ; Joaep12,7 s
NH 5,84 1 d 19,2 -
NH 5,64 1 d 18,4 -
NHCOCH; 2,15 3 s - 23,5
CHsCO 2,02;1,95  2x3 2Xs - 20,7 ; 20,7
CHo-Thr; CHB- 29,3 ;58,8 ;
Thr; CHszoBc 4,51-4,36 4 m ; 67,2
CHFmoc 4,26 1 t 171 47,3
CH3-Thr 1,23 3 d 16,3 16,9

H arom. 7,97 -7,30 13 d;d;m Jorto 7,3 ; Jorto 7,3 ;- 128,7-120,0
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Anexo 22 B. Espectro de *C de éster benzilico de N-(9-fluorenilmetdxicarbonil)-(2-acetamido-3,4-
tri-O-acetil-6-azido-2,6-didesoxi-B-D-galactopiranosila)-L-treonina 68.

Intens.- +MS, 10.3min #5618
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Anexo 22 C. Espectro de ESI-MS de éster benzilico de N-(9-fluorenilmetdxicarbonil)-(2-acetamido-
3,4-tri-O-acetil-6-azido-2,6-didesoxi-p-D-galactopiranosila)-L-treonina 68 (calcd. para

C33H41N5011Na+[M+Na]+: 766,2695)
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Anexo 23. Espectro de RMN *H de 2-acetamido-4,6-O-benzilideno-2-des6xi--o-D-galactopiranose 69.

o 'H Integral Constante de acoplamento

NUmero Multiplicidade

(ppm) relativa (Hz)
H-1 5,21 1 d J123,3
H-2 3,98 1 dd J123,3; J511,1
H-3 4,30 1 dd J343,1; J311,1
H-4 5,25 1 d 15431
H-5 4,14-4,12 1 m -
H-6a 3,93 1 s largo -
NH 5,72 1 d J8,9
H-benzilideno 5,62 1 S -
NHCOCH; 1,98 3 s -
H arom. 7,57-7,53 2 m -
H arom. 7,35-7,32 3 m -
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Anexo 24. Espectro de RMN 'H de 2-acetamido-1,3-di-O-acetil-4,6-O-benzilideno-2-desoxi-o.-D-

galactopiranose 70.

Namero & 'H (ppm) Irgfggi(g Multiplicidade accc):p;)lgféz?lfcz ?Iiz)

H-1 6,26 1 s largo -

H-2 3,74 1 s largo -

H-3 5,18 1 d J,310,1

H-4 4,28 1 s largo -

H-5 4,83 1 t J5/6210,1
H-6a 4,20 1 d Joasen 12,3
H-6b 3,96 1 d Joasen 12,3

NH 5,56 1 d J 8,5

H-benzilideno 5,48 1 S -
NHCOCH; 2,04 3 s -
CHsCO) 2,09; 1,87 2x3 2XS -
Harom. 7,45 2 s largo -
Harom. 7,32 3 s largo -
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Anexo 25. Espectro de RMN 'H de 2-acetamido-1,3-di-O-acetil-2-desoxi-o-D-galactopiranose 71.

NGmero (gpern) Inteoral  Multiplicidade %2 ?&j;o'f"ame”to
H-1 6,17 1 d J123,7
H-2 4,70 1 dd h237; h311,6
H-3 5,05 1 dd J342,8; 13116
H-4 4,17 1 d J342,4
H-5 3,97 1 t Jsea = Js.eb 6,1
H-6a;H-6b 3,70 2 d Js 6= Js.656,1
NH 5,72 1 d J 8,9
NHCOCH; 2,10 3 S -

CH5CO 2,16;1,93 2x3 2xs -
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Anexo 26. Espectro de RMN 'H de 2-acetamido-1,3-di-O-acetil-2-desoxi-6-p-tolueno sulfonil-a.-D-
galactopiranosila 72.

NGmero & 'H (ppm) Irgfg?i'\g Multiplicidade Constante (Ellei'?)coplamento
H-1 6,09 1 s largo -
H-2 4,73 1 t largo Jy3-Inu8,8
H-3 5,13 1 d J,311,0
H-4 ; H-5 4,19-4,13 2 m -
H-6a 4,26 1 dd Js6a7,1; Jeae 9,3
H-6b 4,05 1 dd J5606,3 ; Joa6p9,3
NH 5,71 1 d J9,1
CHs-tosil 2,44 3 S -
NHCOCH; 2,10 3 S -
CH5CO 2,15;1,91 2x3 2xs -
H arom. 7,76 2 d Jorto 7,7
H arom. 7,34 2 d Jorta 7,7
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Anexo 27. Espectro de RMN *H de 2-acetamido-1,3,4-tri-O-acetil-2-des6xi-6-p-tolueno sulfonil-a.-D-
galactopiranosila 73.

Integral Constante de acoplamento

NGmero & 'H (ppm) relativa  Multiplicidade (H2)
H-1 6,14 1 d J123,6
H-2 4,67-4,59 1 m -
H-3 5,17 1 dd 1342,7; J311,6
H-4 5,41 1 d J342,7
H-5 4,27 1 t Js6a = Js,60 6,4
H-6a; H-6b  3,98-3,96 2 m -
NH 5,62 1 d J9,1
NHCOCH; 2,04 3 S -
CH3CO 2,14 ;1,92 2x3 2XSs -
CHs-tosil 2,44 3 S -
H arom. 7,72 2 d Jorto 8,3

H arom. 7,33 2 d Jorto 8,3
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Anexo 28 A. Espectro de RMN 'H de metil 5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetil-2-propargil-2,3,5-
trideoxi-D-glicero-a/3-D-galacto-2-nonulopiranosonato 24 o/p.

NUmero &'H (ppm) Irr;fg?i'\g Multiplicidade Constante ?azzi)coplamento
H-3a 1,91 1 d J34312,4
H-3ep 2,44 1 dd J323¢12,4 ;)34 5,2
HC=CP 2,53 1 t 12,1
HC=CCH, 4,20-4,19 2 m -
H-4, H-8 5,29-5,20 2 m -
H-5, H-6,
H-92 4,09 - 4,02 3 m -
H-7 5,37 1 dd J675,1;J756,7
H-9b 4,81 1 dd Js9v2,1 Hz ; Joo,05 12,3
NH 5,96 1 d InHs9,5
OCHs; 3,77 3 S -
CHsCO 2,10, 21"(;59' 2,01, 12 4x s -

NHCOCH; 1,84 3 S -
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Anexo 28 B. Espectro de ESI-MS de metil 5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetil-2-propargil-2,3,5-
trideoxi-D-glicero-a/R-D-galacto-2-nonulopiranosonato 24 a/B (calcd. para CysHz;NO;sNa* [M+Na]™:
552,1688).
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Anexo 29. Espectro de RMN *H do metil 5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetil-2-cloro-2,3,5-trideoxi-D-
glicero-D-galacto-2-nonulopiranosonato 76.

NUmero 6 'H (ppm) Irgfggi:g Multiplicidade Constante (z::?)c oplamento
H-3a 2,35-2,23 1 m -
H-3e 2,78 1 dd J3a3e13,9; J34 4,8

H-4 5,38 1 dd J3644,8; J4510,5

H-5 4,20 1 d J4510,5

H-6 4,35 1 dd J5612,5; J6,72,3

H-7 ; NH 5,49-5,46 2 m -

H-8 5,17 1 td Jgob 2,65 J576,2
H-9b 4,42 1 dd Jg.962,6 ; Joa,on 12,5
H-9a 4,06 1 dd J5,085,8 ; Joa50 12,5
OCHj3 3,87 3 S -

CH5CO 22',1005i ;82 4x3 4xs -
NHCOCH; 1,91 3 S -
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Anexo 30. Espectro de RMN 'H de metil 5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetil-2-propargil-2,3,5-
trideoxi-D-glicero-o/3-D-galacto-2-nonulopiranosonato 24 o/p.

T
8 16

Integral Constante de acoplamento

NGmero 8 'H (ppm) relativa Multiplicidade (H2)
H-3a 1,97 1 d J30,3¢12,8
H-3eq. 2,65 1 dd J123012,8; J3a 4,4
HC=Ca 2,45 1 t 12,4
HC=CCH,, 4,83 1 dd Jenza,c=ch 2,4 5 Jchza,cH2b 12,5
HC=CCHaa 4,22 1 dd Jetaa,c=ci2, A 5 Jerzachab 12,5
H-4, H-8 5,33-5,24 2 m -
H-5, H-9a 4,14-4,06 2 m -
H-6 4,30 1 dd Jss12,5; Jg72,7
H-7 ; NH 5,46-5,40 2 m -
H-9b 4,06 1 dd Js.062,5 ; Jog on 15,7
OCH; 3,82 3 S -
CH5CO 22"1055f 2(1)(3) 4x3 4xs -
NHCH3CO 1,89 3 S -
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Anexo 31 A . Espectro de RMN *H de 77a.

. 1 Integral N Constante de
Numero 6 "H (ppm) relativa Multiplicidade acoplamento (Hz)
H-triazol 7,52 1 S -

H arom. 7,77 - 7,32 13 slargo;d; m - Jort0 6,7 ; -

NH 5,79;4,42; 5,36 3x1 3xd 3xJ8,3

H-7" 5,48 1 s largo -

H-3; H-4; H-8' 5,31-5,25 3 m -
CH,0BnNn 5,15 2 d J9,7
H-4'; H-9'a 4,92 2 d Jys =Jgaop 11,3
H-1, H-5', H-9'b 4,55-4,52 3 m -
CHa-Thr; CHB-Thr;
CH,Fmoc; CHFmoc e > m i
H-5; H-6a; H-6b;
H-6'; CH-triazol 4,26-4,10 6 m ;
CH3O0H 3,83 3 S -
H-2 3,97 1 d J»310,0
H-3e 2,64 1 d JSa,Se 14,2
CH3CO ; H-3a 2,19-1,91 25 m -
CHs-Thr 1,16 3 s largo -
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Anexo 31 B .Espectro de ESI-MS de (metil-5-acetamido-3,5-didesoxi-4',7',8',9'-tetra-O-acetil-D-
glicero-a-D-galacto-2-nonulopiranosonato)-(2—6)-1,2,3-triazol-1,4)-{ (éster
fluorenilmetdxicarbonil)-(2-acetamido-3,4-di-O-acetil-2,6-didesoxi-B-D-galactopiranosila)-L-
treonina)} 77 (calcd. para CgH7,NgO24Na' [M+Na]*: 1295,4490).

benzilico de N-(9-
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Anexo 32 A. Espectro de RMN *H de 20B o/p
. 1 Integral . Constante de
Numero 6 "H (ppm) relativa Multiplicidade acoplamento (Hz)
H-triazol /o 8,13; 8,03 1 -
H arom. 7,70-7,19 8 m;d;m -7 Jort0 6,7 ; -
H-7" 5,45 1 dd J2,1; J5,1
H-4' 5,39-5,32 1 m -
H-4 5,26 1 d J34 2,6
H-3 519-5,14 1 m -
H-8' 5,10 -5,06 1 m -
H-9'a 4,75 1 dd Jg9a 2,3 ; Joaon 12,5
H-1, H-5' H-9%, 4,67-4,54 5 m -
CH,-triazol
CHaThr; CHBThr;
-4.2 -
CH,Fmoc; CHFmoc R > m
H-5; H-6a; H-6b 4,11-4,06 3 m -
CH30H B/a 3,81; 3,80 6 2X s -
H-3e a 2,62 1 dd J3eq3a 12,7 ; Jaeqa 4,7
H-3e B 2,43 1 dd J3eq32 12,9 ; J3eq,4 5,0
CHsCO; H-3a 2,13-1,81 25 m -
CH5-Thr 3 0,85 3 d J7,5
CHs-Thr 0,82 3 d J7,4
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Anexo 32 B. Espectro de ESI-MS de (metil-5-acetamido-3,5-didesoxi-4',7',8',9'-tetra-O-acetil-D-
glicero-o-D-galacto-2-nonulopiranosonato)-(2—6)-1,2,3-triazol-1,4)-{(N-(9-fluorenilmetéxicarbonil)-
(2-acetamido-3,4-di-O-acetil-2,6-didesoxi-p-D-galactopiranosila)-L-treonina)} 20B o/B (calcd. para
CssHerN6O2, [M+H]": 1183,4201).
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Anexo 33 A. Espectro de RMN 'H do glicopeptideo 19B o/p.
Namero 8'H (ppm) Irgfzgit/ﬂ Multiplicidade acgpolgf]:aegf) ?I?Iz)
H-triazol B/ a 7,70 / 7,58 1 s largo -
H-8’ 4,29-4,26 1 m -
H-1, H-2, H-4', H-5', HaThr 3,94-3,82 5 m -
2HaPro, HaArg, HRThr 3,74-3,64 4 m -
H-3, H-6', H-7',H-9'a, H-9'b 3,59-3,51 5 m -
H-5 3,44 1 d J5,626,5
H-4 3,42 1 d J341,7
CH,-triazol 3,36-3,34 2 m -
H-6a, H-6b 3,31-3,28 2 m -
2HsArg, CH,Gly 3,12-3,09 4 m -
Hg.Asp 2,83 1 dd J5,4;J16,7
HgpAsp 2,71 1 dd J7,8;J16,7
4HsPro, H-3'¢q 2,22 -2,16 5 m -
2x NHCOCH; 1,99 6 s largo -
H-3'a, 4HgPro, 4H,Pro,
NHBCOCH3 v 1,92 -1,73 12 m -
2HgArg, 2H,Arg 1,63-1,57 m J5,7
CH3Thr 1,30 3 d 16,7
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Anexo 33 B. Espectro de ESI-MS do glicopeptideo NHAcPro-Asp-[(5-acetamido-3,5-didesoxi-
4'7',8',9'-tetra-O-acetil-D-glicero-a-D-galacto-2-nonulopiranosonato)-(2—6)-1,2,3-triazol-1,4)-(2-
acetamido-3,4-di-O-acetil-2,6-didesoxi-p-D-galactopiranosila) } Thr-Arg-Pro-GlyOH 19B o/B. (calcd.

para CsoH7gN1,OxsNa [M+Na]"™: 1265,5256).
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Anexo 34 A. Espectro de RMN *H de glicopeptideo NHACPro-Asp-[aGalNAc] Thr-Arg-Pro-GlyOH 21.

NGmero 8'H (ppm) LZ}Z%:Z: Multiplicidade acc():pi)lgir:irr:iz ?I(:z)
H-1 4,73 1 d J123,7
H-2 3,98 1 dd 123,73 J2311,0
H-4 4,42 1 d J341,5
H-5, H-6a, H-6b,
HsPro CH,Gly 3,95 - 3,62 6 m )
HqPro, HeArg H-3 4,33-4,25 3 m -
HaThr 4,50-4,45 1 m -
HsPro 3,46 - 3,51 3 m -
HsArg 3,11 1 t J5,7
Hg.Asp 2,88 1 dd J7,1;J17,0
HgpAsp 2,75 1 dd J7,1;J17,0
HgPro 2,23 -2,17 3 m -
HgPro, H,Pro 1,90-1,75 6 m -
NHCOCH; 2,01;1,92 6 2X S -
2HgArg, 2H,Arg 1,58 4 d J5,7
CHsThr 1,12 3 d J6,3
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Anexo 34 B. Espectro de ESI-MS do glicopeptideo NHACcPro-Asp-[aGalNAc]Thr-Arg-Pro-GlyOH 21
(CaICd. para C36H53N10015Na+ [M+Na]: 909,3924)
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