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RESUMO

FIGUEREDO, A. S. Sintese e avaliacdo bioldgica de glycoclusters com potencial aplicacdo
para o tratamento de diabetes e doenca de Chagas. 171f. Tese (Doutorado). Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto - Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2018.

As funcOes abrangentes e complexas de carboidratos nos sistemas bioldgicos oferecem muitas
possibilidades para explorar essas estruturas no desenvolvimento de estratégias terapéuticas.
Como consequéncia de sua estrutura e funcdo, algumas glicosidases e glicosiltransferases
envolvidas em patologias significativas como diabetes e doenca de Chagas sdo alvos
interessantes na busca por inibidores enziméaticos baseados em carboidratos. Assim, o
conhecimento de caracteristicas estruturais e mecanismo de acdo de a- e f-glucosidases e
trans-sialidases e as soélidas evidéncias de que glicosidases sdo sensiveis a efeito de
multivaléncia sustentaram o planejamento de glycoclusters potencialmente inibidores dessas
enzimas contendo trés, quatro ou seis unidades correlatas aos seus substratos naturais (glicose
e galactose/acido sialico). Adicionalmente foram propostos glycoclusters baseados na
estrutura do glicoaminoacido a-GalNAc-O-Thr. Empregando reacgdes de cicloadicdo CUAAC,
treze dos dezesseis glycoclusters tetra- e hexavalentes inicialmente propostos foram obtidos
em bons rendimentos, sendo 8 derivados de glicose, 4 de galactose e o derivado tetravalente
de &cido sialico 7. Dez desses compostos séo inéditos na literatura. Com a finalidade de gerar
diversidade estrutural o derivado trivalente 29 foi preparado e permitiu o acoplamento de um
imino-acucar D-gluco ou L-gulo DNJ a estruturas trivalentes de glicose. A mesma estratégia
levou a obtencdo do glycocluster 85, contendo unidades de galactose e um residuo de &cido
sidlico. Ensaios de cinética em a-glucosidases de arroz e Saccharomyces cerevisiae e f-
glucosidase de améndoas com os glycoclusters derivados de glicose 1-4, 9-12 e 63-66
mostraram atividade interessante apenas para 0S compostos mistos, evidenciando a
importancia do imino-agUcar para a interacdo com essas enzimas. No que diz respeito aos
derivados multivalentes de galactose e/ou &cido sialico 5-7, 13, 14 e 85, inibicdo expressiva da
enzima TcTS foi alcancada pelo derivado 7 (ICso 450 uM). Ensaios de atividade tripanocida,
bloqueio de invasdo e citotoxicidade sobre fibroblastos de mamifero ndo-infectados
cultivados in vitro evidenciaram atividade de todos esses compostos contra a forma
amastigota e bloqueio de invasdo celular por T. cruzi (diminuindo a infeccdo em
concentracOes de até 25uM).

Palavras-chave: 1. Efeito multivalente 2. Glycoclusters 3. Sintese de carboidratos 4.
Glucosidases 5. trans-sialidase



ABSTRACT

FIGUEREDO, A. S. Synthesis and biological evaluation of glycoclusters with potential
applications in diabetes and Chagas disease. 171f. Thesis (Doctoral). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto - Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2018.

The comprehensive and elaborate functions of carbohydrates in biological systems offer
countless possibilities to apply these structures in the development of therapeutic strategies.
Because of their structure and function, some glycosidases and glycosyltransferases involved
in pathological conditions such as diabetes and Chagas disease are interesting targets in the
search for carbohydrate-based enzyme inhibitors. Thus, the knowledge of structural features
and the mechanism of action of a- and f-glucosidases and trans-sialidases, combined with
strong evidences that glycosidases are sensitive to multivalent effect, have supported the
design of substrate-based glycoclusters with potential glycosidases inhibitory properties. In
addition, glycoclusters based on the structure of the a-GalNAc-O-Thr glycoamino acid have
been planned. Using CuAAC cycloaddition reactions, thirteen of the sixteen tetra- and
hexavalent glycoclusters were obtained in good yields, being 8 glucose derivatives, 4
galactose, and the tetravalent sialic acid derivative 7. Ten of these compounds are
unpublished. In order to generate structural diversity, the trivalent block 29 was prepared and
allowed the coupling of trivalent glucose clusters to iminosugars D-gluco or L-gulo DNJ
isomers. The same strategy afforded glycocluster 85, containing galactose units and a sialic
acid residue. Kinetic assays in a and s-glucosidases with the glucose-derived glycoclusters 1-
4, 9-12 and 63-66 showed interesting activity only for the heteroclusters compounds,
evidencing the relevance of iminosugars for the interaction with these enzymes. Regarding
galactose and/or sialic acid cluster 5-7, 13, 14 and 85, significant inhibition of the TcTS
enzyme was achieved by derivative 7 (ICso 450 uM). In vitro assays for trypanocidal activity
and cytotoxicity showed good results for of all these compounds. They appear to block host
cell invasion by T. cruzi (reducing infection index in concentrations up to 25uM).

Keywords: 1. Multivalent effect 2. Glycoclusters 3. Carbohydrate synthesis 4. Glucosidases
5. trans-sialidase
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1. INTRODUCAO

1.1 Carboidratos, glicoconjugados e aplicacGes terapéuticas

Os carboidratos constituem a classe de moléculas mais abundante, diversa e complexa
da natureza e podem ser encontrados nos sistemas biolégicos como monossacarideos,
oligossacarideos e glicoconjugados. Para além de suas fungdes energéticas e estruturais,
vastamente conhecidas e exploradas, moléculas de aclUcares unidas covalentemente a
proteinas ou lipideos sob a forma de glicoconjugados estdo envolvidas em diferentes
processos fisiologicos e patoldgicos de reconhecimento e comunicacdo celular (DOORES et
al., 2006; WERZ et al., 2007).

Esses eventos mediados por carboidratos podem incluir adesdo, diferenciacdo e
crescimento celular, transducdo de sinais, infec¢bes por virus, bactérias e protozoarios, e
resposta imune. Tal diversidade de funcGes, tem levado ao emprego de estruturas sacaridicas
no desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas e para fins de diagndstico com
aplicacdo em condicBes patoldgicas diversas como cancer, doencas autoimunes, infeccbes
virais, bacterianas e parasitarias (SZNAIDMAN, 1999; DAVIS, 2002; DOORES et al., 2006).

Nesse contexto, é valido mencionar que farmacos derivados de carboidratos, tanto naturais
guanto analogos sintéticos, ja foram introduzidos com sucesso na terapéutica, casos do antiviral
fosfato de oseltamivir (Tamiflu, Roche®), do anticonvulsivante topiramato (Topamax, Janssen-
Cilag®), dos antidiabéticos acarbose (Glucobay, Bayer®) e miglitol (Glyset, Pfizer®), do
antitrombotico heparina (heparinas de baixo peso molecular) e dos antibiéticos aminoglicosideos
(SEEBERGER & WERZ, 2007).

A diversidade de funcfes e estruturas dos carboidratos esta correlacionada ao seu
carater polifuncional, capaz de fornecer diferentes posicdes para acoplamento a outros
monossacarideos, aminoacidos e cadeias lipidicas. Adicionalmente, a complexidade estrutural
dos carboidratos é aumentada pela estereoquimica dos centros quirais, 0s quais sdo gerados a
cada nova ligagdo glicosidica formada, pelo tipo de ligacdo glicosidica e configuracéo
anomérica (DOORES et al., 2006; HOLEMANN & SEEBERGER, 2004).

Dessa forma, considerando apenas os dez monossacarideos mais abundantes em
mamiferos (figura 1), mais de 100 mil estruturas trissacaridicas distintas sdo teoricamente
viaveis, nimero esse que cresce significativamente com a extensdo da cadeia (WERZ et al.,
2007).
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Figura 1. Monossacarideos mais abundantes em glicoconjugados de mamiferos; Em azul os agucares explorados
no presente trabalho (WERZ et al., 2007).

1.2 Aspectos gerais da quimica de carboidratos

A sintese de derivados sacaridicos apresenta dois pontos essenciais: i) a diferenciacédo
das hidroxilas que possuem reatividade similar, exigindo o emprego de estratégias de protecdo
e desprotecdo altamente seletivas e ortogonais e ii) a obtencdo de produtos com
estereosseletividade desejada durante reacdes de glicosilacdo envolvendo a posicdo anomérica
(C-1) (SEEBERGER & HAASE, 2000; LINDBERG et al., 2002).

Embora ndo exista uma regra geral para discriminar a reatividade das hidroxilas nas
piranoses, uma vez que isso depende da configuracdo em que estdo no anel (axial ou
equatorial) e também das condicbes reacionais, € sabido que as hidroxilas priméria e
anomeérica sdo mais reativas que as secundérias. Além disso, hidroxilas em posi¢do equatorial
sdo estericamente mais acessiveis em relacdo as axiais e por isso tendem a reagir mais
rapidamente (figura 2) (FERRIER & COLLINS, 1996).

OH OH hidroxila primaria

OH OH
° HO ° Ho\—_\ 210 o g
HO HO HO hidroxila anomérica
OH OH H OH OH

(0]
outras hidroxilas
D-galactose D-glicose D-manose secundarias

Figura 2.Estruturas quimicas de glicose e seus epimeros e reatividade de seus grupos hidroxila.
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Nesse contexto, a escolha de um grupo protetor e das condi¢des reacionais para
introduzi-lo ou remové-lo é fundamental para que as reagdes sejam quimio-, régio- e
estereosseletivas. Via de regra, as classes de grupos protetores mais comuns em quimica de
carboidratos séo: acetais (isopropilideno e benzilideno), ésteres (acetato e benzoato), éteres
(benzila, tritila e alila), éteres de silila (trimetilsilila - TMS, t-butildimetilsilila - TBDMS, t-
butildifenilsilila -TBDPS) e estanilenos (6xido de dibutilestanho — BuzSnO) (PETURSSON,
1997; PEl et al., 2007).

De maneira geral, os grupos protetores mais volumosos (TBDPS, TBDMS, tritila e
tosila) protegem de forma regiosseletiva a hidroxila primaria, que é mais reativa que as
secundarias, sendo também removidos de forma seletiva (PETURSSON, 1997).

Em relacdo as hidroxilas secundarias de piranosideos, uma estratégia muito aplicada é
a protecdo com (a)cetais. Uma propriedade importante desses grupos protetores é a formacéo
de anéis de 5 (isopropilideno) ou 6 membros (benzilideno) na presenca de hidroxilas
adjacentes. Dessa forma, as hidroxilas das posi¢oes 3,4 (A) e 4,6 (B) podem ser protegidas de

forma simultanea, seletiva e com alto rendimento (figura 3).

Figura 3. Protecgdo seletiva das hidroxilas 3,4 (A) e 4,6 (B) de D-galactose.

As protecOes seletivas com isopropilideno ou benzilideno séo catalisadas por &cido e
podem ser obtidas com o emprego de 2,2 dimetoxipropano (2,2-DMP) ou acetona (A) e
benzaldeido ou 2,2-dimetoxibenzeno (B), respectivamente. A remoc¢édo desses grupos pode ser
realizada por hidrolise acida com acido p-toluenossulfonico (p-TSOH), acido acético sob
aquecimento ou com 4cido trifluoroacético a 0 °C, por exemplo (PETURSSON, 1997).

No que concerne as reacGes envolvendo a hidroxila anomeérica € especialmente
importante destacar os conceitos de glicosilacdo, doador e aceptor glicosidico, e efeito
anomérico. ReacOes de glicosilacdo classicas sdo aquelas em que ha formacgéo de uma ligacédo
O-glicosidica entre o carbono anomerico de um sacarideo (doador) e uma funcdo hidroxilica
qualquer (aceptor), seja um alcool simples, outra molécula de aglcar ou um grupo -OH de
aminoacidos desprotegidos (esquema 1). Vale destacar ainda que em biologia o termo

glicosilacdo tem significado mais especifico e se refere ao processo enzimatico que adiciona
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glicanas a lipideos, proteinas ou outras moléculas organicas como forma de modificacéo pos-

traducional.

ROWO& + OH-R, promotor RO%ORZ

solvente

Doador aceptor

glicosidico glicosidico glicosideo

Esquema 1. Reacdo genérica de glicosilagdo. R: grupo de protecdo; Ri: grupo abandonador; Rz: substituinte de
natureza diversa

Os grupos abandonadores tricloroacetimidatos, cloretos, brometos, tioglicosideos e
pentenilglicosideos ativados por sais de prata, acidos de Lewis ou eletrofilos “soft™ sdo os mais
utilizados na posicdo anomérica de doadores em reacdes de glicosilacdo. Entre os promotores
destacam-se sais de prata, particularmente Ag2COs e AgClOs, triflatos, sais de mercurio e outros
metais (SEEBERGER &WERZ, 2007; BONGAT & DEMCHENKO, 2007).

A obtencdo de produtos estereosseletivos € o grande desafio dessas reacdes, sendo
influenciada por promotores, solventes e pelos substituintes ligados ao anel do doador
glicosidico. Nesse contexto, o efeito anomérico pode ser entendido como um fator
estereoeletrénico que descreve a tendéncia do substituinte em C-1, vizinho ao heterodtomo do
anel pirano, adotar preferencialmente orientacdo axial em detrimento da equatorial, ainda que
a Ultima seja favorecida por menor impedimento estérico (JUARIST & CUEVAS, 1992).

Esse comportamento inesperado tem duas explicagfes bem aceitas: A) quando o
substituinte estd na posicdo equatorial ocorre alinhamento de dipolos envolvendo os atomos
de oxigénio endociclico e anomérico, o que causa repulsdo entre 0s mesmos. Em
contrapartida, um sistema energeticamente mais estavel ocorre quando o substituinte esta em
posicao axial, o que resulta em dipolos opostos e menor repulsdo (esquema 2) (MYDOCK &
DEMCHENKO, 2010; DA SILVA, 2001).

A B
RO O\R, RO—\/ﬁ ROWO\R ROD/O:$

o b

Esquema 2. Efeito anomérico explicado pelos modelos eletrostético (A) e hiperconjugacéo (B).
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A explicacdo alternativa (B) € a existéncia de efeito estereoeletrénico adicional
promovida pelo fendbmeno de hiperconjugacdo entre um dos pares de elétrons néo
compartilhados do oxigénio endociclico e o orbital sigma antiligante 6* da ligagdo axial. A
sobreposicdo € eficiente apenas quando um dos pares de elétrons esta em posicdo
antiperiplanar ao orbital molecular desocupado de mais baixa energia (LUMO), o que ocorre
para a orientacdo axial da ligacdo anomérica (JUARIST & CUEVAS, 1992).

A estereosseletividade da reacdo de glicosilacdo é também influenciada pelo
substituinte em C-2 do doador glicosidico. Grupos nao participantes em C-2, como éter
benzilico ou azida, originam o correspondente a-glicosideo, favorecido pelo efeito anomérico.
Por outro lado, fun¢des N- ou O-aciladas, como acetila ou benzoila, nesta posi¢do induzem a
participacdo de grupo vizinho com formacgdo de intermediario oxazolina (a partir do grupo
NHAC) durante a ativacdo da posi¢cdo anomérica e promovem glicosilacdo 1,2-trans seletiva,
geralmente resultando em g-glicosideos (BONGAT & DEMCHENKO, 2007).

1.3 Multivaléncia e efeito cluster

A atividade de glicoproteinas, peptideoglicanas, glicolipideos e lipopolissacarideos
depende de interacbes complexas entre unidades de acucar desses glicoconjugados e lectinas,
proteinas que reconhecem especificamente carboidratos. Normalmente as interacGes
monoméricas carboidrato-lectina sdo de baixa afinidade e seletividade. Todavia, interacdes
poliméricas em processos bioldgicos podem apresentar aumento sinérgico de afinidade e
especificidade quando ocorrem por multivaléncia, a qual esta associada ao reconhecimento de
maltiplas copias de carboidratos por maltiplas copias de lectinas presentes na superficie celular
(BREWER et al., 2002; ELGAVISH & SHAANAN, 1997; CLONINGER, 2002).

Assim, efeito multivalente (MVE) ou efeito cluster pode ser definido como o aumento
da resposta bioldgica observada para compostos que possuem mais de uma unidade bioativa
ligada a uma matriz comum em comparagdo com a soma das contribui¢fes dadas pelas

moléculas bioativas isoladas (figura 4).

A
Soee RN,

Forca de interacdo =1  Forga de interagao= 80 Forga de interagao= 8
Figura 4. Representacdo do efeito multivalente (MVE)
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Idealmente, para serem consideradas interessantes do ponto de vista terapéutico,
estruturas contendo multiplas cépias de unidades glicosidicas devem apresentar valores de
MVE positivos (rp/n >1). Este valor é dado pela razdo entre a poténcia relativa rp (Ki ou I1Csg
do composto multivalente/monovalente) e a valéncia n (nimero de unidades bioativas no
sistema) (KANFAR et al., 2015; MATASSINI et al., 2016).

O modo de interacdo de estruturas multivalentes é dependente da natureza do alvo
macromolecular e determinado por caracteristicas deste, como o nimero de sitios de ligacéo,
tendéncia a multimerizacdo e impedimento estérico. Dessa forma, a potencializacdo de efeito
observada em comparag¢ao a um mondmero bioativo pode ser explicada por quatro fendmenos
distintos: (A) Probabilidade de religacdo ampliada, que é gerado por uma concentracéo local
melhorada em torno do sitio de ligacdo, (B) Quelacdo, quando varios locais de ligacédo
idénticos estdo presentes no alvo, (C) Efeito de ligacdo em subsitios, quando ocorrem ligacdes
inespecificas na superficie da macromolécula bloqueando o acesso de substratos ao sitio de
ligagdo/catalitico e (D) Efeito de agrupamento, quando ocorre associa¢do a multiplas unidades
macromoleculares (figura 5) (KANFAR et al., 2015; MIRABELLA et al., 2017).

A B C

macromolécula

macromolécula

macromolécula

Figura 5. Modelos de ligag8o para explicar o efeito multivalente. Adaptado de Matassini, 2016.
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1.3.1 Glycoclusters e glicodendrimeros

Glycoclusters e glicodendrimeros foram primeiramente descritos por Roy e
colaboradores (1993), como uma nova familia de biomacromoléculas multivalentes sintéticas
derivadas de carboidratos e capazes de mimetizar glicoconjugados no sistema bioldgico. A
arquitetura molecular melhor definida e a viabilidade superior do ponto de vista terapéutico séo
algumas das vantagens desta nova classe em relagdo aos glicopolimeros (ROY et al., 1993;
ROY, 1996).

Embora Roy (2003) tenha sugerido que os termos glycoclusters e glicodendrimeros
referem-se a compostos que diferem entre si quanto a multivaléncia, ou seja, quanto a
quantidade de carboidratos presentes na estrutura, existem diversas publicacbes em que 0s
termos séo usados indiscriminadamente como sinGnimos.

Todavia, para fins de classificacdo nesse trabalho, glycoclusters sdo considerados
sistemas de baixa valéncia contendo até oito aclcares unidos diretamente a uma estrutura
ramificada, tais como os blocos de construgdo pentaeritritol e dipentaeritritol, enquanto
glicodendrimeros apresentam maior nimero de carboidratos (figura 6). A construcdo de
glicodendrimeros envolve a unido de acuUcares a estruturas hiper-ramificadas denominadas
dendrimeros, tais como Boltorn™ H20 e Boltorn™ H30 (ROY, 2003).

H OH
:4/ OH YXE
0 “OH
94 ﬁjﬁ R
Ho \/} © oOH\;/\/ 0 ¢OH
(Oie) O
OH

(0]
Glycocluster  Glicodendrimero OH OOH d O\)ﬁ O}% 0O 0
"o oM ot HO 00 0 OXOYOH
Ho:>COH Ho)§OH 0o o "OH 9 o%o ° ol gH
oo el el v Thon g ol ok
00 [0 O X OH 71«0 © QOH
Pentaeritritol OH o OH HO® © o

0 o Oé(\ 0
0
o’/ 0 o) OH
HO HO O /\ﬁ\
" OH Q %© O;COH g HO/><:OHO o
o HOXO f;(WHo Ho><§o HO "™ Ho
HO OH

™
Dipentaeritritol Boltorn™ H20 Boltorn™ H30

Figura 6. Representacdo geral de glycoclusters e glicodendrimeros. Os blocos de construcdo pentaeritritol e
dipentaeritritol sdo comumente empregados na preparacdo de glycoclusters enquanto os as estruturas hiper-
ramificadas Boltorn™ H20 e Boltorn™ H30 sdo empregadas na sintese de dendrimeros.

Os carboidratos presentes nestes sistemas multivalentes conferem alta especificidade e

forca de interacdo com lectinas, apresentando potencial capacidade de interferéncia em varios
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processos que envolvam reconhecimento e adesao celular, sendo hoje uma abordagem muito
atil e comum para desenvolver ferramentas de compreensdo e intervengdo nos processos
bioldgicos relacionados a glicoconjugados (BAEK & ROY, 2002; ROY, 2003).

Todavia, ¢ importante destacar que o aumento de eficiéncia decorrente dessas
interagBes multiplas ocorre de forma limitada e dependente de uma complexidade molecular
ideal. Assim, um forte efeito cluster requer uma estrutura dendrimérica que possa apresentar o
carboidrato com orientacdo e espacamento adequados, considerando fatores como
multivaléncia, natureza dos carboidratos, formato, distancia entre unidades e flexibilidade do
dendrimero (MATASSINI et al., 2016; ROY, 2003).

Gobmez-Garcia e colaboradores (2010) demonstraram, por exemplo, uma substancial
amplificacdo da afinidade de ligacdo devido a multivaléncia do glycocluster TriMan-OH
contendo trés unidades funcionalizadas de acucar, cuja afinidade de ligacdo a lectina

Concanavalina A foi 17 vezes maior em relagdo ao monomero manose (figura 7).

HO
HO Qo
1o OH
S HO
S O O—O
oo Y o~ o on  HO
HO XX o HO HO
H OH OH
Glycocluster TriMan-OH Manose
IC59 = 46 ym IC50 = 800 pm

Figura 7. Glycocluster TriMan-OH e o mondmero com respectivos valores de 1Csg para a Concanavalina A.

Em muitos casos, aumentando-se a multivaléncia aumenta-se a eficiéncia da interacéo
carboidrato-lectina. Entretanto, ha relatos em que apenas dimeros, trimeros ou tetrameros
apresentaram afinidade superior, quando comparados a analogos de maior valéncia (ROY,
2003; KANFAR et al., 2015).

Um estudo mais recente e completo envolvendo 20 peptideos ciclicos ligados a
unidades de um imino-acglcar (18 a 48 monémeros de 1-desoxinojirimicina-DNJ) reforcou
essa ideia de que ha limites para observacdo do efeito cluster (LEPAGE et al., 2016). O
derivado CP-36 para o qual se observou o mais alto valor de MVE (rp/n= 4747) frente a
enzima a-manosidase (JBa-man) apresentava 36 fragmentos bioativos e nenhum ganho de

poténcia foi observado para os compostos maiores (figura 8).
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Figura 8. Ciclopeptideo ligado a 36 unidades de 1-desoxinojirimicina (DNJ) com MVE=4747.

Uma vez que glycoclusters e glicodendrimeros podem interagir em sistemas
biolégicos por mimetizarem glicoconjugados naturais, esta classe de substancias pode ser
empregada em processos como infecgbes por patdgenos e tumores. Como diversos trabalhos
direcionam para o emprego destes glicoconjugados como anti-adesinas (substancias capazes
de bloguear a interacdo entre oligossacarideos e lectinas) é possivel considerar a inibicdo
destas interagBes como uma estratégia viavel para o desenvolvimento de substancias com
importante atividade antiparasitaria, antimicrobiana e antitumoral (TOUIABIA et al., 2007;
ROY, 2003; BAEK & ROY, 2002).

Entre os exemplos mais animadores da exploracdo do efeito multivalente para o
desenvolvimento de agentes anti-infecciosos destaca-se o trabalho publicado por Touaibia e
colaboradores (2007). Nele os autores descrevem a prepara¢do de um glycocluster antibacteriano
contendo quatro unidades de manose que apresentou afinidade de ligacdo a lectina Fimbriae tipo 1
de E. coli 93 vezes superior ao mondmero (figura 9-A). Uma avaliacdo prévia dessa lectina por
cristalografia de raios-x havia demonstrado a existéncia de um dominio de reconhecimento de

carboidrato com capacidade para acomodar apenas um residuo de manose.
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Figura 9. Em (A) Glycocluster com potencial antibacteriano; (B) Dendron 12, contendo quatro unidades
trissacaridicas com alta afinidade de ligagdo a receptores DC-SIGN; e (C) Glicodendrimero de antigeno Tn
preparado a partir do dendrimero PAMAM (suporte baseado em poliamidoamina).

Em 2010, Satin e colaboradores descreveram a preparacdo de um glicodendrimero
(Dendron 12) capaz de bloguear fortemente lectina C (DC-SIGN), responsavel pelo
reconhecimento de glicoconjugados na superficie do virus HIV. Na ocasido, 0 composto reduziu a
infeccdo de Linfocitos TCD4+ pelo virus em cerca de 90% a uma concentragdo de 50 uM, sendo
que nas concentracdes de 100uM e 250uM, a inibicdo foi quase completa (figura 9-B).

Baek e Roy (2002) descreveram a preparacdo e avaliacdo bioldgica de glicodendrimeros
contendo 32 unidades de antigeno Tn (B-Gal(1-3)-a-GalNAc), conhecidos como epitopos
relacionados a processos tumorais e como importante antigeno para a diagndstico e imunoterapia
em cancer, particularmente em cancer de mama (figura 9-C). Estes glicodendrimeros propostos
tiveram afinidade de ligacdo ao anticorpo 3800 vezes maior que o correspondente monémero de
antigeno Tn.

Embora a maior parte das pesquisas na area de glicoconjugados e dos exemplos até aqui
citados explorem interagcbes carboidrato-lectinas, promissoras abordagens baseadas em
interacBes multivalentes carboidrato-enzima e carboidrato-DNA tém emergido. Estudos
recentes destas interacOes, apesar de preliminares, indicam uma boa aplicabilidade em
processos enzimaticos, terapias génicas e transporte de farmacos (DIOT et al., 2009; KANFAR
etal., 2015; MIRABELLA et al., 2017; AIZAWA et al., 2012; AOYAMA et al., 2003).

Weiwer e colaboradores (2009) descreveram, por exemplo, a preparagdo de um
glycocluster capaz de inibir a enzima neuraminidase do virus influenza e, assim, impedir a

liberacdo de novos virus a partir da célula infectada. Este glycocluster, composto por quatro
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unidades de &cido sialico, apresentou ICso cerca de 3 vezes menor que o conhecido inibidor de

neuraminidase Neu5Ac2en (figura 10).
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Figura 10. Glycocluster de acido sialico e inibidor Neu5Ac2en com respectivos valores de 1Cso

Adicionalmente, Diot e colaboradores (2009) ao estudarem os efeitos da multivaléncia
na inibicdo de glicosidases, observaram que o aumento da multivaléncia além de proporcionar
aumento da poténcia de inibicdo enzimatica, também influenciou o perfil de seletividade.
Enquanto o mondmero do imino-acucar modificado apresentou melhor valor de atividade para
S-glucosidase de améndoas, o glycocluster trivalente inibiu preferencialmente a-manosidase de

feijdo (JBa-man) (figura 11).
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Figura 11. Mondmero de derivado imino-agUcar e glycocluster trivalente com respectivos valores de 1Csp para
as enzimas a-manosidase e B-glucosidase.

As principais enzimas para as quais um efeito multivalente consideravel tem sido
observado estdo sumarizadas na tabela a seguir. Sdo apresentados também os diferentes

blocos de construgéo, valéncia e aumento relativo de poténcia de inibicdo (tabela 1).
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Tabela 1. Efeito multivalente observado na inibicdo de enzimas (Adaptado: Kanfar et al, 2015).

12

Enzima alvo Plataforma Ligante Valencia (n) Aumento de
poténcia (rp)
a-manosidase de feijao éteres de DNJ 3(JBa-man)* 7,6
oligoetilenoglicol
a-manosidase de feijao porfirina DNJ 4 (JBa-man) 800
a-manosidase de feijao Fulereno Ceo DNJ 12 (JBa-man) 2147
e a-galactosidase
f-Glucocerebrosidase B-ciclodextrina DNJ e DMJ** 7 (Gease)*** 200
a-manosidase de feijao Calixereno DNJ 8 (JBa-man) 19
neuraminidase pentaeritritol zanamivir 4 3,2
Neuraminidase de Acidos poli- zanamivir ~47 500
influenza glutdmicos
anidrase carbbnica Fulereno Ceo cumarinas 12 5
anidrase carbénica PAMAN sulfonamidas 4 6
humana hCA Il e IX
anidrase carbbnica nanoparticulas sulfonamidas 12-15 72
Serina protease peptideos benzamidina 2 7391
(trombina)
5-Lipooxigenase pentaeritritol acido cafeico 4 38
*JBa-man: a-manosidase de feijdo **DMJ: desoximanonojirimicina ***f-Glucocerebrosidase

1.4 Estratégia de ‘Click Chemistry’

Os progressos mais recentes e significativos no desenvolvimento de ligantes que

exploram o conceito de multivaléncia foram alcancados nas Ultimas duas décadas com o
emprego de reagdes de cicloadi¢do azido-alcino 1,3-dipolar catalisada por cobre (1) (CUAAC).
A reacdo, descrita de forma independente pelos grupos de Sharpless e Meldal (2002), ocorre
pela ligagdo de dois reagentes ou blocos de construgdo, um azido e um alcino terminal, de
maneira rapida e regiosseletiva gerando o produto 1,2,3-triazol 1,4-dissubstituido na presenca
de cobre (I) (esquema 3) (TORNOE et al., 2002; ROSTOVTSEV et al., 2002; TIWARI et al.,
2016; KOWALCZYK et al., 2012).

N:N
Cu(l) N
[EEE— . R1/ \)\RZ

Esquema 3. Reacdo de cicloadi¢do azido-alcino 1,3-dipolar catalisada Cu (1) entre grupos azido (Ns) e alcino
ligados ao R; e Ry, respectivamente, formando o grupo 1,2,3-triazol 1,4-dissubstituido.

OO
+—N—N

R =N + =R,

O mecanismo pelo qual a reacdo ocorre foi primeiro proposto pelo grupo de Sharpless,

em 2002, e desde entdo revisado com a inclusé@o de diferentes metalociclicos. A proposta aqui
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detalhada foi apresentada por Bock e colaboradores (2006) e sugere a participagdo de dois
atomos de cobre (esquema 4). No primeiro momento, hd a formacdo de uma estrutura de
Cu(l)-acetilideo através de um complexo = entre Cu(l) e o alcino terminal; a participacédo do
segundo &tomo de cobre parece estar relacionada a ativacdo do grupo azido, todavia a espécie
de Cu(l)-acetilideo poderia também se complexar a outro 4&tomo de cobre, sendo dificil a
proposicdo de apenas uma estrutura. Na sequéncia, ocorre a aproximagdo do grupo azido
formando o complexo cobre-acetilideo-azido, com dois atomos de cobre. Isto permite que o
grupo azido fique mais susceptivel ao ataque nucleofilico do carbono C-4 do alcino ao
nitrogénio terminal N-3 do azido, gerando um metalociclo. Este metalociclo posiciona o azido
de forma que o par de elétrons ndo compartilhado do nitrogénio N-1 se associe ao orbital z*
(antiligante) do carbono C-5-Cu(l), formando uma espécie triazolideo de cobre mais estavel.
Por fim, a protonacdo da espécie de triazolideo de cobre, seguida de dissociagdo, leva ao
produto 1,2,3-triazol 1,4-disubstituido e a regeneracdo do catalisador (ROSTOVTSEV et al.,
2002; BOCK et al., 2006; LEONETI et al., 2010).

CunlL, B
R*—=——H RZ—=l=

[ LnCu =— [LnCu2]2 ]

1 (— 2
R\N/N\\N ( B LnCUZ — R>
_(Rz B—H “
R! /N\\ T
N"°N LnCuz%F@)
/\ < 2
LnCU2 R2 L —
Cu(l)-acetilideo
@
— ©
N=N-py
\
| @
_ - _ , _
1 N RC ® R
R\ “— |
NT SN Y ST
e 0 R GG R PPN |
3\ —LS
LaCu; R? N Cul_>Cu
L _ L R _ L _

Esquema 4. Mecanismo proposto para a reacdo de CUAAC. Adaptado de Bock (2006).
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A fonte de sais de Cu (I) mais utilizada envolve a reducéo de sulfato de cobre (1) por
ascorbato de sddio, embora outras condi¢fes igualmente eficientes sejam descritas, tais como
complexos organicos, sais e derivados estabilizados de Cu (1), nanoclusters e também fio de
cobre (ROSTOVTSEYV et al., 2002; CHAN et al., 2004; GIL et al., 2007).

O grupo 1,2,3-triazol 1,4-dissubstituido formado nas reacfes CuUAAC apresenta
propriedades fisico-quimicas favoraveis a descoberta de novos farmacos. A unidade triazol
mantém os atomos de carbono ligados nas posicées 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 hidrolise quimica cida ou bésica (figura 12). No meio bioldgico, o
anel 1,2,3-triazol é estavel a degradacdo metabdlica e atua como aceptor e/ou doador de
ligacGes de hidrogénio, podendo ainda estabelecer ligacdes adicionais do tipo dipolo-dipolo e
z stacking (LEONETI et al., 2010).

aceptor de ligagdo de hidrogénio
/
n=N s
A\
(0]
)J\ Ry

A

e
S
Rz
H Re™ N
H - doador de ligagdo / H
de hidrogénio H - doador de ligagdo

S5A 39A de hidrogénio
1,2,3-triazol 1,4-dissubstituido Amida - conformagdo Z

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

Considerando interagdes intra- e intermoleculares, o grupo triazolil pode fornecer um
adequado espacamento entre dendrimero e carboidrato, permitindo melhor interacdo deste com
seu alvo, bem como o acoplamento de muitas unidades de agucares. Adicionalmente, esta
estratégia permite modular os parametros de flexibilidade molecular, densidade eletrénica e
hidrofilicidade. Como alternativa sintética, a utilizacao de irradiacdo por micro-ondas (MO) ou
ultrassom em reac6es CUAAC pode ser empregada para a obtencdo de maiores rendimentos e
tempo reacional reduzido (MENDEZ-ARDOY, et al., 2009; LEONET] et al., 2010).
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1.5 Alvos terapéuticos

1.5.1 Diabetes tipo Il e glucosidases

Diabetes tipo Il (TD2) é um distdrbio metabolico de etiologia multipla caracterizado
por secrecdo disfuncional de insulina por células beta pancreéticas e/ou resisténcia a insulina
no figado e tecidos periféricos, o que resulta em hiperglicemia cronica. Esta doenca,
principalmente associada ao estilo de vida e fatores genéticos, afeta aproximadamente 392
milhdes de pessoas em paises desenvolvidos e em desenvolvimento. Apesar do beneficio de
mudancas na dieta e inclusdo de exercicios fisicos regulares a rotina diaria de pacientes, o que
reduz o risco de diabetes em 28%, a intervencdo com agentes hipoglicemiantes pode ser
necessaria para aqueles com hiperglicemia persistente (LANCET, 2016; OMS, 2018).

Os farmacos mais utilizados para o tratamento de TD2 podem ser classificados em seis
classes principais incluindo sulfonilureas, meglitidinas, biguanidas, tiazolidinedionas,
inibidores do cotransportador sodio-glicose 2 (SGLT2) e inibidores da enzima a-glucosidase
(AGIs), ou mesmo administracdo de insulina exdgena e seus andlogos (FERREIRA et al.,
2010; MILLER et al., 2014).

Diferentemente de outros farmacos classicos aprovados para o tratamento de diabetes
Tipo-2, os AGIs ndo tem efeito direto sobre a secrecdo ou sensibilidade a insulina. De fato,
esses compostos ligam-se competitivamente a regido de processamento de carboidratos das
enzimas a-glucosidases, impedindo a clivagem de oligossacarideos em monossacarideos
absorviveis nas microvilosidases do intestino delgado. Dessa forma a inibi¢do dessas enzimas
retarda a absor¢do de carboidratos, permitindo que as células beta pancreaticas tenham mais
tempo para liberar insulina, levando a diminuicdo dos niveis de glicose na circulagdo,
especialmente no periodo pés-prandial (MILLER et al., 2014).

Em humanos, quatro enzimas sao responsaveis pela completa degradacdo de amido em
glicose. Primeiro, as a-amilases salivares e pancreaticas quebram as ligagdes a-1,4 internas do
amido em cadeias de dextrina mais curtas. As dextrinas sdo entdo hidrolisadas em glicose por
duas exo-hidrolases das microvilosidases intestinais: maltase-glucoamilase e sacarose-
isomaltase. Essas enzimas apresentam geralmente sitios ativos Unicos e profundos que se
ligam ao substrato natural ou inibidores analogos. Alfa e beta-glucosidases catalisam a
hidrélise de ligagdes glicosidicas de dissacarideos a partir de terminais ndo redutores (1 — 4)
liberando apenas uma molécula de glicose (HENRISSAT, 1991). Adicionalmente, a

deficiéncia de p-glucosidase, conhecida como [-glucocerebrosidase, esta envolvida na
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disfuncdo metabdlica da Doenca de Gaucher, enquanto a deficiéncia de a-glicosidase acida
(GAA) é responsavel pela doenca metabdlica recessiva autossdémica, denominada de Doenca
de Pompe (MATASSINI, 2016).

Mecanismo de hidrolise de oligossacarideos

O mecanismo pelo qual enzimas a- e S-glucosidases clivam a ligacdo O-glicosidica de
oligossacarideos envolve a participacdo de dois aminoacidos contendo &cidos carboxilicos no
sitio ativo, cada um atuando como &cido ou base (esquema 5). Acredita-se que a reagdo possa
ocorrer por dois mecanismos Sn2 principais. No primeiro e menos comum (i), moléculas de dgua
ativadas por um dos carboxilatos atacam o carbono anomérico C-1 de glicose, com inverséo de
estereoquimica do produto formado (MELO et al., 2006; GLOSTER & DAVIES, 2010).
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Esquema 5. Mecanismos de quebra de oligossacarideos

Em (ii), a reagéo se processa via mecanismo bimolecular de substituicdo com formagéao
de intermediario covalente com a enzima, e dupla inversdo de configuracéo, 0 que resulta em
retencdo da estereoquimica original. Na proposta (i), um grupo carboxilico age como &cido e
outro como base, diferentemente de (ii) em que um acido carboxilico age como &cido e base e 0
outro, como nucledfilo. Evidéncias experimentais, entretanto, tém sugerido a geragdo de ion no
estado de transicéo, via Sn1, com participacdo de ambos os aminoacidos e clivagem da ligacédo
entre o carbono anomeérico e o oxigénio glicosidico, gerando espécies positivamente carregadas,
como carbocation (A) e ion oxocarbénio (B) (esquema 6) (GLOSTER & DAVIES, 2010).
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Esquema 6. Formacéo de ion oxocarbénio (B) durante clivagem de ligagdo glicosidica por agdo enzimatica

Inibidores de glicosidases

A poténcia e especificidade de inibidores de glucosidase esta diretamente relacionada a
capacidade desses compostos de mimetizar o estado de transicdo da glicose supracitado, sendo
sua conformacdo e a presenca de grupos protonaveis de grande relevancia para interagdo no sitio
ativo. Os inibidores de a-glucosidase atualmente disponiveis para o tratamento de diabetes Tipo-2
sd0 os aminoagUcares acarbose (Precose®) e voglibose (Voglib®) e o imino-agticar miglitol
(Glyset®). Miglitol ¢ um derivado N-alquilado de 1-desoxinojirimicina (DNJ), uma piperidina
hidroxilada natural, isolada de culturas de Streptomyces sp. que tornou-se protétipo de uma série
de compostos com elevada propriedade de inibicdo de glucosidases (figura 13). (FERREIRA et
al., 2010; MILLER et al., 2014).
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Figura 13. Farmacos inibidores de a-glucosidase 1-desoxinojirimicina

Apesar da alta atividade apresentada por esses inibidores monoméricos, uma melhor
modulagdo da afinidade e seletividade de inibicdo de glicosidases tem sido alcangada por
estruturas dendriméricas contendo mdaltiplas copias de 1-desoxinojirimicina e isbmeros.

Além do forte efeito multivalente repetidamente relatado para a-manosidase, caso do
glycocluster trivalente de DNJ apresentado na figura 11 (pdg. 11), outras glicosidases
terapeuticamente relevantes também sdo sensiveis a esses imino-conjugados, tais como
glucocerebrosidase-GCase humana, envolvida na doenca de Gaucher, a-fucosidase, a- e f-
galactosidases, a- e S-glucosidases e isomaltase (DIOT et al., 2009; MATASSINI et al., 2016).
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Enguanto o MVE em a-manosidase foi experimentalmente relacionado a interagdes com
maltiplas unidades macromoleculares e efeito de probabilidade de religagdo ampliada, o
aumento de atividade sobre outras glucosidases que apresentam sitios ativos mais profundos se
da pela ligagdo em locais ndo cataliticos na superficie da enzima. Acredita-se que essas
interacBes podem também bloquear a entrada do sitio catalitico impedindo a aproximagdo do
substrato (STAUFFERT et al., 2016).

1.5.2 Doenca de Chagas e trans-sialidase

A descoberta da doenca de Chagas pelo médico brasileiro Carlos Justiniano Ribeiro
Chagas (1879-1934) é considerada um feito sem precedente na historia da medicina. Pela primeira
vez um unico cientista foi capaz de descrever em detalhes todos os aspectos de uma doenca
infecciosa: patdgeno, vetor, hospedeiros, principais manifestagdes clinicas e epidemiologia.
Passados 108 anos desde sua descoberta, a enfermidade figura agora como a terceira doenga
parasitaria tropical de maior incidéncia no mundo, s6 superada por maléria e esquistossomose, e
também como uma das mais negligenciadas (I0C, 2018; RASSY JR et al., 2010).

De acordo com a OMS, a doenca é endémica em 21 paises da América Latina e sul
dos Estados Unidos e afeta aproximadamente 7 milhdes de pessoas em todo mundo, com 30
milhdes vivendo sob risco de infec¢do. Todavia, alguns estudos sugerem que esse ndmero
pode ser ainda subestimado devido a falhas no diagnostico e notificacbes (OMS, 2017).

Tal como reportado por Carlos Chagas, o agente causador da doenca é o protozoario
flagelado Trypanosoma cruzi (T. cruzi). Esse parasita intracelular obrigatério possui notavel
habilidade de infectar células nucleadas de mamiferos, incluindo células musculares lisas e
estriadas, macrofagos e fibroblastos (ANDRADE & ANDREWS, 2005).

Clinicamente a infeccéo é caracterizada por uma curta fase aguda com alta parasitemia
e parasitismo tecidual, seguida de uma longa e progressiva fase crénica. Os sintomas da fase
aguda sdo geralmente suaves, mas pacientes imunossuprimidos podem desenvolver uma
forma mais grave como miocardite aguda e encefalomielite. Se néo tratada precocemente, a
doenca de Chagas evolui para uma condi¢do crénica na qual é observada destruicdo de tecidos
musculares e nervosos, causando danos irreversiveis a diversos 6rgdos (coragdo, esdfago e
colon, entre outros) (RASSY JR et al., 2010; ZHANG & TARLETON, 1999).

O tratamento atual tem sido realizado com o uso do farmaco nitro-heterociclico
benznidazol (Rochagan) desenvolvido pela Roche® ha mais de 50 anos. O farmaco nifurtimox
(Lampit, Bayer®), também utilizado no tratamento por muito tempo, teve sua producgio
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descontinuada no Brasil em 2001 (figura 14). O mecanismo de acdo do nifurtimox esta
relacionado com a formac&o de espécies reativas de oxigénio (&nions radicalares), envolvidas
no dano de componentes criticos celulares do parasita, a partir da reducdo do grupo
nitroarilico (WILLIANS; LEMKE, 2002; URBINA et al., 2003; URBINA, 2010).

Benznidazol Nifurtimox

Figura 14. Estrutura quimica dos farmacos nifurtimox e benznidazol.

J& 0 mecanismo de acdo do benznidazol (BZD) é mais complexo e além da liberacdo
de intermediérios radicalares e/ou metabdlitos nucleofilicos que causam danos ao DNA do
parasita, ha evidéncias de que o farmaco atue na inibicdo enzima NADH-fumarase redutase
bloqueando o crescimento de T. cruzi. Outra proposta sugere ainda que BZD é capaz de
estimular a producéo da citocina interferon gama (INF-y), levando a aumento da fagocitose e
lise celular (URBINA et al., 2003; RAJAO et al., 2014).

Ambos os farmacos sdo usados na fase aguda da doenca, mas suas eficacias variam de
acordo com a area geogréafica, provavelmente como consequéncia de variacdo de cepas do
parasita. Os dois apresentam baixa eficacia na fase cronica, efeitos colaterais severos e precisam
ser usados em tratamento de longo prazo. Assim, o desenvolvimento de farmacos mais seguros e
eficazes continua a ser um desafio fundamental no controle da doenca de Chagas (URBINA,
2010).

trans-sialidase de Trypanosoma cruzi (TcTS)

A superficie de T. cruzi, assim como de outros protozoarios, é densamente recoberta
por proteinas altamente glicosiladas (mucinas) que atuam na interface entre parasita e
hospedeiro mediando eventos relacionadas a adesdo e invasao de células ou tecidos e evasao
de resposta imune (CHIOCCOLA et al., 2000; COREY et al., 2002).

Particularmente multigalactosiladas, as glicoproteinas de mucina do Trypanosoma
cruzi apresentam unidades de lactose e galactose ligadas a uma cadeia peptidica com

sequéncia rica nos aminoacidos treonina e prolina, por de unidades de a-N-acetilglicosamina
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(a-GIcNAC) (figura 15). Diferentemente, nos vertebrados, as unidades oligossacaridicas séo
ligadas a cadeia peptidica por uma unidade N-acetilgalactosamina (GalNAC).

OH OH

%%%%%%%%MgN

HO

OH OH

Figura 15. Representagdo de mucina de T. cruzi, com unidades multigalactosiladas ligadas a unidade repetitiva
ThrgLysPro..

Quando presentes em posicdo terminal, os residuos de g-galactopiranosideo ligados a
unidade a-GIcNAc presentes na mucina sao decorados com &cido sialico no meio extracelular
pela acdo da enzima regulatdria trans-sialidase de T. cruzi (TcTS), especifica da superficie do
parasita (CHIOCCOLA et al., 2000; BUSCAGLIA et al., 2006).

Devido a incapacidade do T. cruzi de sintetizar acido sidlico (derivado &cido N-
acetilneuraminico), TcTS transfere esse monossacarideo a partir de glicoconjugados de
células do hospedeiro para mucinas parasitarias com retencdo da configuracdo «-2,3 da
ligagdo glicosidica (esquema 7). Além de contribuir para adesdo de T. cruzi as células do
hospedeiro, a sialilagdo das moléculas de mucina pela enzima trans-sialidase também protege
0 parasita contra 0os mecanismos de defesa do hospedeiro, tornando-o resistente a acdo de
anticorpos liticos anti-a-gal (AGUSTI et al., 2005; COREY et al., 2002).
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Esquema 7. Reacdo de transferéncia (A) e hidrolise de acido sialico (B) pela trans-sialidase

Apesar de ser classificada como sialiltransferase, promovendo reacdes reversiveis, trans-
sialidase possui também acdo residual hidrolitica, in vivo e in vitro, na presenca de substratos

adequados, como S-galactose terminal de glicoconjugados (BUSCHIAZZO et al., 2010).

Inibidores de trans-sialidase de T. cruzi

Considerando as importantes funcbes da sialilagio para a sobrevivéncia do
Trypanosoma cruzi no organismo hospedeiro e a presenca exclusiva da enzima trans-sialidase
no parasita, TCTS tornou-se rapidamente um alvo de interesse para o desenvolvimento de
novos farmacos antichagasicos. Entretanto, apesar dos esforcos de varios grupos de pesquisa,
0S avancos na busca por inibidores potentes e seletivos ndo permitiram ainda a validacdo
definitiva de TcTS como alvo para o tratamento da doenga de Chagas.

Com novos dados sobre a estrutura da enzima em complexos, obtidos por
cristalografia de raios-x a partir de 2002 e a sugestdo de um mecanismo consistente para a
reacdo de trans-glicosilacdo catalisada por TcTS, o planejamento racional de inibidores tem
sido baseado majoritariamente na busca por compostos capazes de mimetizar o substrato
doador (acido sialico) ou substratos aceptores (lactose e galactose). Outra possibilidade
explorada tem sido a preparacdo de miméticos de substratos duplos, capazes de se ligar em
ambas as regides do sitio ativo (BUSCHIAZZO et al., 2010; NERES et al, 2008; KASHIF et
al., 2017).

Inibidores miméticos de substrato doador

Em virtude da similaridade estrutural entre os sitios ativos e mecanismo catalitico de
TcTS e neuraminidase de influenza, parte da busca racional de inibidores envolveu a avaliagdo

de miméticos de acido sialico ou de seu estado de transicdo capazes de inibir sialidases virais.
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Entre os compostos testados destacam-se o acido 2-desoxi-2,3-didesidro-D-N-acetilneuraminico
(DANA) e os farmacos zanamivir e oseltamivir (figura 16) (MOREIRA et al., 2009).
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DANA Zanamivir Oseltamivir
Ki (TcTS)= 12,3 mM Ki (TcTS)= 12.29 mM Ki (TcTS)= 12.2 12.2 mM
Ki (neuraminidase)= 4 yM Ki (neuraminidase)= 5 nM Ki (neuraminidase)= 1 nM

Figura 16. Estruturas de inibidores miméticos de acido sialico (substrato doador)

Apesar de potentes inibidores de neuraminidase de influenza, esses compostos
apresentaram fraca inibicdo sobre trans-sialidase de T. cruzi, mesmo com algumas interacdes
favoraveis no sitio ativo. Curiosamente, a sialidase de Trypanosoma rangeli é fortemente
inibida por DANA (Ki = 0,15 nM) ainda que haja 70% de identidade na sequéncia do
dominio catalitico dessa sialidase em relacdo a TcTS (PARIS et al., 2005).

Na busca por inibidores potentes, estruturas ndo relacionadas a carboidratos também
foram investigadas pelos grupos de Ferrero-Garcia e Neres, sendo descobertos 0s compostos
piridoxal 5’-fosfato e os derivados de acido benzdico (A) e piridina (B) (figura 17). Assim
como os inibidores anteriores, esses compostos também apresentaram atividade inibitdria
fraca a moderada em relacdo a TcTS (FERRERO-GARCIA et al., 1993; NERES et al., 2007).

H_O o HO HO
\ H H
HO _P—OH N [e) N 0
= o7\
ﬁﬂ on T “TY
X N
N “00C “‘00C N

Piridoxal fosfato (Ki 7,3 mM) Derivado A (IC50= 0,54 mM) Derivado B (IC5y= 0,44 mM)

Figura 17. Inibidores miméticos de &cido sialico, ndo relacionados a carboidratos e seus respectivos Ki e 1Csg

Inibidores miméticos de substratos aceptores

Entre 0os compostos planejados para ocupar exclusivamente o sitio aceptor de acido
sidlico destaca-se o lactitol com valor de Km aparente de 0,26 mM, ICso de 0,21 mM e
capacidade de reduzir infeccdo em céelulas de mamiferos (cerca de 25%) (figura 18). Todavia,

esse composto ndo inibe a atividade catalitica enzimatica de TcTS, atuando apenas como um
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aceptor preferencial de &cido sidlico ao ser comparado com outros substratos convencionais
(AGUSTI et al., 2004).
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Figura 18. Derivados miméticos de substratos aceptores

Em uma abordagem mais recente, o grupo de Rosalia Agusti descreveu ainda a
preparacdo de glycoclusters de lactose tri-, tetra- e octavalentes capazes de inibir a
transferéncia de acido sialico para o substrato natural N-acetillactosamina. O composto mais
potente (octavalente) foi capaz de inibir a enzima em 82% a 1 mM (AGUSTI et al., 2016).

Buscando também compostos com melhores propriedades farmacocinéticas Giorgi e
colaboradores (2010) realizaram a conjugacédo de derivados de lactose com polietileno glicol
(PEG) o que levou a obtencdo do composto Lac-PEG capaz de inibir a acdo de transferéncia
de &cido sialico por TcTS em 82% com ICso de 0,34 mM (figura 18).

Inibidores miméticos de substratos duplos

Os resultados pouco expressivos para inibidores miméticos do substrato doador ou
aceptor foram em parte superados pelo desenho de estruturas capazes de ocupar os dois sitios
simultaneamente, representando inibidores duplos, e tendo como primeiro exemplo
importante o derivado de glangliosideo C, com valor de ICso na ordem de 100 uM (figura 19).
O mesmo grupo também realizou um screening de inibidores de TcTS por triagem virtual de
bibliotecas de compostos comercialmente disponiveis e foi capaz de selecionar o derivado

benzotiazol E como o mais ativo. (Neres et al., 2008).
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Figura 19. Estruturas dos derivados miméticos de substratos duplos de TcTS descritos por Neres et al., 2009.

Em 2012, também explorando essa ideia, Campo e colaboradores descreveram a
sintese de alguns glicoconjugados sialilmiméticos ligados a galactose, glicose ou gulose por
um anel 1,2,3-triazol, teoricamente capazes de mimetizar o estado de transi¢cdo do substrato
natural (figura 20). Esses compostos foram testados na concentracdo de 1,0 mM e
apresentaram atividade inibitéria entre 67% a 91% (CAMPO et al., 2012).
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Figura 20. Estruturas de neoglicoconjugados sialilmiméticos e porcentagem de inibigdo de TcTS a1 mM.

Por fim, trés sulfonamidas ligadas a chalconas hidroxiladas ou derivados de
quinolinona mostraram-se 0s mais potentes inibidores de TcTS até agora reportados, inibindo
a enzima em concentrac¢Ges sub-micromolares (figura 21). Estudos de modelagem molecular
posteriores demonstraram que o derivado quinolinona apresenta interagdes relevantes do
grupo sulfonamido com aminoacidos das regides do doador e aceptor no sitio ativo (KIM et
al., 2009; LIMA et al., 2012).
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Figura 21. Sulfo-chalconas e sulfo-quinolinona inibidores de TcTS.

Justificativa para a sintese de glycoclusters tetra e hexavalentes contendo unidades de

glicose, galactose e acido sialico

As funces abrangentes e complexas de carboidratos nos sistemas bioldgicos oferecem
inimeras possibilidades para o uso dessas estruturas no desenvolvimento de estratégias
terapéuticas. Particularmente, em consequéncia de sua estrutura e funcdo, glicosidases e
glicosiltransferases envolvidas em patologias significativas sdo alvos constantes na busca por
inibidores enzimaticos baseados em carboidratos. Nesta direcdo, o grupo de Quimica de
Carboidratos da FCFRP-USP vem trabalhando no planejamento, sintese e avaliacdo bioldgica
de carboidratos (pseudodissacarideos, imino-acucares, carbaacUcares, derivados hibridos,
glicomacrociclos, glicoaminoacidos, glicopeptideos, etc) com potencial efeito terapéutico.

Assim, o conhecimento de caracteristicas estruturais e mecanismo de acdo das enzimas
a- € B-glucosidases e TcTS e as s6lidas evidencias da ultima década de que glicosidases sao
sensiveis a efeito de multivaléncia conduziram ao planejamento de homo-glycoclusters,
potencialmente inibidores dessas enzimas contendo trés, quatro ou seis unidades correlatas
aos seus substratos naturais (glicose e galactose/acido sialico) em diferentes disposi¢Ges do
carboidrato, além do planejamento de hetero-glycoclusters contendo unidade de
desoxinojirimicina (DNJ), além de glicose. Adicionalmente, foram propostos glycoclusters
potencialmente inibidores de TcTS baseados na estrutura de a-GalNAc-O-Thr, um

glicoaminoécido presente na unidade peptidica repetitiva que forma a mucina de T. cruzi.
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2. OBJETIVOS

i) Sintese de homo-glycoclusters (1-16) com potenciais atividades antidiabética e
antiparasitaria. As estruturas dos compostos de interesse estdo representadas a seguir, sendo o0s
glycoclusters (1-4) e (9-12) compostos por unidades de glicose; (5-6) e (13-14) compostos por
unidades de galactose; (7 e 15) contendo blocos derivados de acido siélico e (8 e 16) compostos
por unidades de a-GalNAc-O-Thr.
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i) Ensaio de inibi¢do das enzimas o e B-glucosidase com os glycoclusters contendo unidades
de glicose ligadas pelas posi¢es C-1 (1e9),C-2 (2e 10),C-3(3e11)e C-6 (4 e 12).

iii) Ensaio de inibicdo de TcTS com os glycoclusters contendo unidades de galactose unidas
por C-1 (5 e 13) ou C-6 (6 e 14), &cido sialico (7 e 15) ou derivado a-GalNAc-O-Thr (8 e 16).

iv) Ensaios de atividade tripanocida, citotoxica e blogueio de invaséo celular (5-8 e 13-16).
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3. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

A sintese dos glycoclusters 1-8 e 9-16 foi planejada a partir de reacdes de cicloadi¢ao

azido-alcino 1,3-dipolar catalisada por cobre (1) entre os alcinos 17 e 18, respectivamente, e

0s azido-carboidratos 19

acoplamento (esquema 8).
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Esquema 8. Preparacédo dos glycoclusters 1 a 8 a partir do alcino 17 e dos glycoclusters 9 a 16 a partir do alcino
18. i) CuSO., ascorbato de sddio; ii) MeONa/MeOH; R; a Rg, ver objetivos.

Os blocos 17 e 18 foram preparados pela funcionalizacdo dos alcoois pentaeritritol e

dipentaeritritol, respectivamente, com brometo de propargila. Ja a sintese dos blocos azido-

carboidratos 19-26 foi realizada com base em protocolos classicos encontrados na literatura,

alguns dos quais estabelecidos pelo proprio grupo de pesquisa.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

Aparelhagem analitica

Espectrometros Bruker Avance DPX-300, DRX-400 e DRX-500 da Universidade de
Sao Paulo foram empregados na obtencdo de espectros de Ressonancia Magnética
Nuclear de Hidrogénio (RMN de *H) e Carbono (RMN de *3C). Os deslocamentos
quimicos (o) estdo expressos em parte por milhdo em relacdo ao tetrametilsilano
(TMS). O namero de hidrogénios foi deduzido da integral relativa.

Os espectros de massas foram obtidos em aparelho Bruker Daltonics ULTRO-Q-TOF,
equipado com fonte de ionizacdo por electrospray (ESI) e analisador hibrido
quadrupolo (Q) tempo de voo (TOF).

Espectrometro de Infravermelho IVFT Nicollet Modelo protege 460.

Cromatografo Shimadzu SCL-10AVP e o software Class-VP 5.0.

Aparelhagem laboratorial

Agitador magnético: IKA RCT Basic e Corning PC-320
Balancas: Mettler PE 400/ Sartorius BP 121S

Cromatdgrafo Biotage Horizon™

Evaporador rotatorio com controlador de vacuo: Blichi R-215
Luz ultravioleta: Spectroline CM-10

Reator de Micro-ondas CEM® Discover

Pipeta multicanal: Eppendorf

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®, as cromatografias em coluna (CC) foram realizadas
utilizando silica comum gel 60 (20-63um) da MERCK® ¢ as cromatografias em
aparelho Biotage HorizonTM foram realizadas utilizando coluna compactada com
silica flash 60 (40-63 pm).
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4.2 Métodos

4.2.1 Sintese de blocos de construcdo O-propargilados

Tetra-O-propargil-pentaeritritol 17

= ol
= _° o=

Em um bal&o de 2 bocas foram adicionados pentaeritritol 27 (5 mmol, 0,68 g), KOH (76 mmol,
4,25 g) e DMF (15 mL). A mistura foi mantida sob agitacdo por 5 minutos a 0°C. A seguir, foi
adicionada, lentamente, 10 mL de solucdo de brometo de propargila 80% em tolueno (90 mmol,
10,680 g, d=1,335 g/mL) e a solucdo resultante foi mantida a 50°C por 12 horas. Apos esse
tempo, o solvente foi removido em evaporador rotativo sob pressdo reduzida e o residuo
extraido com éter etilico, lavado com &gua e solucdo saturada de NaCl, seco em MgSOs e
concentrado. O residuo foi purificado por cromatografia flash em gradiente de éter de petréleo:
acetato de etila (v/v, 1:1) obtendo-se um 6leo amarelo 17 (0,547 g, 1,9 mmol, 38%).

RMN de ‘H (400 MHz, CDCls) &: 4,14 (8H, d, J 2,3 Hz, H-3), 3,54 (8 H, s, H-2), 2,41 (4 H, t,J
2,3 Hz, H-5). RMN de *C (100 MHz, CDCls) §: 80,2 (C-4), 74,1 (C-5), 69,1 (C-2), 58,7 (C-3),
44,8 (Cq-1). HRMS m/z calculada para C17H2104" 289,1434, encontrada 289,1436 [M+H"].

Hexa-O-propargil-dipentaeritritol 18

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados dipentaeritritol 28 (0,508 g, 2 mmol) e
solugédo aquosa de NaOH (70% w/v, 9 mL). A mistura foi aquecida a 80°C e agitada por 1
hora. A seguir, foram adicionados TBAB (0,381 g, 1,18 mmol) e 1,76 mL de solucdo de
brometo de propargila 80% em tolueno (15,8 mmol, 1,879 g, d=1,335 g/mL) e a reacédo
continuou a 80°C por 4 horas. Apds esse tempo, 1,76 mL de brometo de propargila foi
novamente adicionado (15,8 mmol, 1,879 g) e a mistura foi mantida sob agitagdo por 12
horas. O contetdo do baldo foi resfriado e particionado entre H,O (50 mL) e éter etilico (50

mL). A fase orgénica foi lavada com agua e solucdo salina, seca com MgSOs, filtrada e
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concentrada. O residuo foi purificado por cromatografia flash em gradiente de éter de
petroleo: acetato de etila (v/v, 2:8). O produto obtido foi um 6leo viscoso amarelo (0,298 g,
0,62 mmol, 31%).

RMN de 'H (500 MHz, CDCls) 6: 4,11 (12H, d, J 2,3 Hz, H-4) 3,51 (12H, s, H-3), 3,38 (4H, s,
H-1), 2,41 (6H, t, J 2,3 Hz, H-6). RMN de 3C (125 MHz, CDCls) §: 80,0 (C-5), 74,1 (C-6),
69,7 (C-1), 69,0 (C-3), 58,7 (C-4), 44,9 (Cq-2). HRMS m/z calcd. para C2sH3aNaO7", 505,2197
encontrada 505,2198 [M+H"].

tris-Boc propargil 29
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A uma suspensdo de tris(hidroximetil)aminometano 30 (2,0 g, 16,5 mmol) em t-BuOH (20 mL),
foi adicionada lentamente solugdo de dicarbonato de di-terc-butila (3,6 g, 16.4 mmol) em
MeOH:t-BuOH (1:1, 32 mL). A mistura reacional foi mantida sob agitacdo a temperatura
ambiente por 22h, quando os solventes foram evaporados e o bruto recristalizado em acetato de
etila gelado, fornecendo um sélido branco puro 31 em 64% de rendimento. A uma solucéo de 31
(2,32 g, 10.5 mmol) em DMF anidro, 5,7 mL de brometo de propargila (80% em tolueno, 364,3
mmol) foi lentamente adicionado e a mistura mantida sob agitacdo a 0 °C por 10 minutos. Na
sequéncia, KOH macerado (3,56 g, 63.4 mmol) foi adicionado em pequenas por¢des e a reacéo
entdo mantida sob agitacdo a temperatura ambiente por 40h. A mistura marrom resultante, foi
adicionado entdo acetato de etila sendo a agitacdo mantida por 10 minutos. Toda a mistura
reacional foi lavada com H20O (2 x 10 mL) e solugdo salina (10 mL). A fase organica coletada foi
seca em MgSOs e concentrada em rotaevaporador. O produto bruto foi purificado por
cromatografia flash automatizada (Isolera™ - Biotage®) em gradiente crescente de [n-hexano:
AcOEt] para obtencéo do composto 29 como um sélido amarelo (1,56 g, 4,7 mmol, 44%).

RMN de H (300 MHz, CDCls) 6: 4,93 (1H, s, NH, H-2), 4,15 (6H, d, J 2,3 Hz, H-5), 3,79
(6H, s, H-4), 2,43 (3H, t, J 2,3 Hz, H-7), 1,43 (9H, s, 3 x C(CH3), H-9, H-10, H-11). RMN de
13C (75 MHz, CDCls) 6: 154,7 (COCH,, C-1), 79,6 (C-6), 74,5 (C-7), 68,8 (C-4), 58,6 (C-5),
58,0 (C-8), 28,3 (C-9, C-10, C-11). HRMS m/z calculado para CigH2sNNaOs* 358,1625,
encontrada 358,1625 [M+Na™].
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4.2.2 Sintese de azido carboidratos

3,4,6-tri-O-acetil-2-azido-2-desoxi-#-D-glicopiranosideo de metila 20

Uma solucéo de triflil azida (TfNs) foi preparada dissolvendo azida de sodio (NaNs) (0,170 g,
2,62 mmol) em piridina (2,9 mL), sendo anidrido triflico (0,353 mL, 2,096 mmol) lentamente
adicionando. Esse sistema foi mantido sob agitagdo em banho de gelo por 2 horas e 0s sais
presentes na solucdo foram entdo filtrados em celite. Essa solugdo de triflil azida, recém-
preparada, foi lentamente adicionada a uma solu¢do do composto 34 (0,578 g; 1,81 mmol),
trietilamina (0,5 mL; 3,62 mmol) e CuSO4 x 5 H20 (4,6 mg; 0,0179 mmol) em piridina (2,9 mL).
Apds a adigdo da solucéo de triflil azida, a mistura reacional, antes em banho de gelo, foi agitada a
temperatura ambiente por 16 horas e entdo concentrada a pressao reduzida. A mistura bruta foi
purificada por coluna flash [n-hexano:AcOEt (1:1)] e 2-azido-glicose obtido em mistura de
andémeros como um liquido viscoso claro, com 37% de rendimento (0,233 g, 0,677mmol). A
subsequente recristalizacdo da mistura em etanol permitiu obtengdo do composto 20 como cristais
brancos puros (34%). RMN de *H (300 MHz, CDCls) d: 5,04-4,97 (2H, m, H-3, H-4), 4,33-4,28
(2H, m, H-1, H-6a), 4,13 (1H, d, J 12,5 Hz, H-6b), 3,68 (1H, m, H-5), 3,61 (3H, s, OCHj3), 3,50-
3,47 (1H, m, H-2), 2,10, 2,03 (9H, s, 3 x COCHs). RMN de **C (75 MHz, CDCls) 6: 170,7, 170,0,
169,6 (C=0), 102,9 (C-1), 72,5 (C-3), 71,7 (C-5), 68,3 (C-4), 63,7 (C-6), 61,8 (OCHs3), 57,5 (C-
2), 20,7, 20,7, 20,6 (3 x COCHa). IV: banda caracteristica de azido em: 2122 cm™.

1,2,4,6-tetra-O-acetil-3-azido-3-desoxi-a,f-D-glicopiranose 21
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Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 1:2,5:6-di-O-isopropilideno-a-D-
alofuranose 35 (1,509 g, 5,8 mmol) e 60 mL da mistura diclorometano/piridina (57:3). A
solucéo foi resfriada a 0°C e anidrido triflico (4,2 mL em 3 mL de DCM) foi lentamente
gotejado. Essa mistura reacional foi mantida sob agitacdo por 15 minutos e extraida com
solucéo aquosa gelada de HCI 5%, agua, seca com MgSQ4 e concentrada sob pressdo reduzida
formando um o6leo laranja. Esse produto foi dissolvido em DMF anidra (25 mL) e resfriada a
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0°C para adicdo de NaNsz (1,92 g; 29,4 mmol). A mistura foi agitada por 2 horas a temperatura
ambiente e entdo diluida com DCM, extraida com agua, solucdo NaCl(sat) e seca com
MgSOs. O residuo foi purificado em silica gel por cromatografia flash [hexano/AcOEt (6:1)]
gerando o intermediario 3-azido-3-desoxi-1:2,5:6-di-O-isopropilideno-a-D-glicofuranose 36
(0,747 g; 2,61 mmol, 45%) como um 6leo incolor. Acido trifluoracético (TFA) 90% (6,7mL)
foi adicionado ao 3-azido-3-desoxi-1:2,5:6-di-O-isopropilideno-a-D-glicofuranose (0,747 g;
2,61mmol) a 0°C. Apos agitacdo por 15 minutos a reacdo foi concentrada sob pressdo
reduzida, dissolvida em piridina (10 mL), resfriada a 0°C e tratada com anidrido acético (4
mL). A mistura foi agitada a temperatura ambiente por 12 horas e entdo concentrada sob
pressdo reduzida. O bruto foi purificado por cromatografia flash automatizada [n-hexano:
AcOEt (3:1)] e o0 azido 21 em mistura de anémeros a:f 1:0,26 (0,292 g, 0,78 mmol, 30%).
RMN de 'H (400 MHz, CDCls) 6: 6,31 (1H, d, J 3,6 Hz, H-1a) 5,67 (0,26H, d, J 8,3 Hz, H-15)
5,03-4,94 (1,52H, m, H-28, H-4a, H-4p) 4,95 (1H, dd, J 3,6 e 10,7 Hz, H-24) 4,23 (0.26H, m,
H-6bpg), 4,22 (1H, dd, J 4.6; 12.7 Hz, H-6ba); 4,12-4,02 (2,26H, m, H-5a, H-6aa, H-6a8) 3,97
(1H, t, J 10,4 Hz, H-3c) 3,79 (0,26H, ddd, J 2,3, 4,6 e 9,9 Hz, H-58) 3,69 (0,26 H, t, J 10,1 Hz,
H-3p) 2,19, 2,14, 2,10, 2,10 (12H, 4s, 4x COCHea, isbmero principal). RMN de *C (100 MHz,
CDCls) ¢: 170,6, 169,3, 169,0, 169,0, 168,5 (5 x C=0), 91,9 (C-1p), 87,3 (C-1a), 73,5, 70,1,
70.0, 69,9, 67,8, 67,8, 64,2, 61,5 (C-6), 60,8, 20,8, 20,6, 20,6, 20,4 (4 x COCHj).

2,3,4-tri-O-acetil-6-azido-6-desoxi-#-D-glicopiranosideo de metila 22

AcO 7 OMe
3 "0Ac’

Sob atmosfera de argonio, p-D-glicopiranosideo de metila 37 (0,194 g, 1,0 mmol) foi dissolvido
em piridina anidra (2 mL). A solugdo foi resfriada a 0°C e cloreto de tosila (0,285 g, 1,5 mmol)
foi lentamente adicionado, sendo a mistura mantida sob agitacdo a temperatura ambiente por 8h.
A reacdo foi novamente resfriada para lenta adi¢do de anidrido acético (1,2 mL) e agitada por
mais 12 horas. Decorrido esse tempo, o meio foi co-evaporado com tolueno sob pressao
reduzida e a mistura bruta purificada por cromatografia flash utilizando gradiente da mistura
[AcOEt/Tolueno, 10-30%] para obtencdo do tosilato 38 (0,32 g, 0,67 mmol, 68%). Uma
suspensdo do tosilato (0,09 g, 0,189 mmol) e azida de sddio (0,188 g, 2,89 mmol) em DMF foi
aquecida a 100°C por 16 horas. Apds esse tempo o solvente foi co-evaporado com tolueno e o

residuo diluido em agua (15 mL) e extraido com DCM. A fase orgéanica foi entdo lavada com
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agua, solucdo saturada de NaHCOs3, seca em MgSO4 e concentrada sob pressdo reduzida para
obtencédo de 22 como filme transparente (0,05g, 0,14 mmol, 52%).

RMN de H (400 MHz, CDCls) 6: 5,22 (1H, tap, J 9,5 Hz, H-3), 4,98 (2H, m, H-2 e H-4), 4,47
(1H, d, J 8,0 Hz, H-1), 3,70 (1H, ddd, J 2,4, 7,5 e 10,0 Hz, H-5), 3,53 (3H, s, OCH3), 3,43
(1H, dd, J 7,5 e 13,3 Hz, H-6a), 3,20 (1H, dd, J 2,4 e 13,3 Hz, H-6b) 2,06, 2,04, 2,01 (9H, 3s,
3 x COCHg). RMN de **C (100 MHz, CDCls) §: 170,1, 169,5, 169,3 (C=0) 101,4 (C-1) 73,7
(C-5) 72,7 (C-2) 71,3 (C-4) 69,8 (C-3) 56,9 (OCH3) 51,3 (C-6) 20,6, 20,5, 20,5 (3 x COCHy).

2,3,4,6-tetra-O-acetil-p-D-galactopiranose azido 23

OAg OAc
4 5 O

AcO > N3
3 " 0Ac'

1,2,3,4,6-penta-O-acetil-a,5-D-galactopiranose 39 (0,789, 2,56 mmol) foi dissolvida em solucédo
de HBr/AcOH 33% (3,4 mL) e a mistura resultante agitada a temperatura ambiente por 3h. Na
sequéncia, a mistura foi diluida em 22 mL de DCM, lavada com &gua gelada e solucdes saturadas
de NaHCOs e NaCl. A fase organica foi entdo concentrada em evaporador rotatorio para redugdo
do volume e, em seguida, foram adicionados TBAHS (186 mg, 0,55 mmol), NaNs (0,709 g, 10,9
mmol) e NaHCOz(q) (4,3 mL). A nova mistura foi agitada vigorosamente por 18h a temperatura
ambiente e, apds esse periodo, extraida com acetato de etila (2 x 20 mL). As fases organicas
foram combinadas e lavadas com solucdes saturadas de NaHCOs, NaCl e agua, seca em MgSOse
concentrada para obtencdo de um sélido levemente amarelado 23 (0,860 g, 2,30 mmol, 90%).

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) 6: 5,43 (1H, dd, J 1,1 e 3,3 Hz, H-4), 5,17 (1H, dd, J 8,7 ¢ 10,3
Hz, H-2), 5,04 (1H, dd, J 3,4 e 10,3 Hz, H-3), 4,60 (1H, d, J 8,7 Hz, H-1), 4,17 (2H, m, H-6a e
H-6b), 4,02 (1H, td, J 1,1 e 6,6 Hz, H-5), 2,18, 2,10, 2,07, 2,00 (12H, 4s, 4x COCHj3). IV: banda

caracteristica de azido 2100 cm™.

2,3,4-tri-O-acetil-6-azido-6-desoxi-#-D-galactopiranosideo de metila 24

OAc N4
6
4 o]

AcO ~ OMe
3 “OAc'
Protocolo 1: Em um bal&o de duas bocas foram adicionados $-D-galactopiranosideo de metila
41 (0,5 g, 2,67 mmol) e piridina anidra (6 mL). A solugéo foi resfriada a 0°C e cloreto de

tosila (TsCl) (1,410 g, 7,5 mmol) foi lentamente adicionado. A mistura reacional foi mantida
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sob agitacdo a temperatura ambiente por 10h. Anidrido acético (6,5 mL) foi entdo adicionado e
a agitacdo mantida por mais 12h. A mistura foi concentrada sob presséo reduzida e co-
evaporada com tolueno, a seguir diluida com DCM e lavada com solugdes de HCI 1M e
NaHCOs(ag), seca em MgSO4 e novamente concentrada. O produto bruto foi purificado por CCC
[AcOEt/Tolueno, 15-30%] (0,594 g, 1,25 mmol, 47%). O produto tosilado 42 (0,390 g, 0,82
mmol) foi ent&o adicionado a uma suspensdo de NaNs (0,815 g, 12,5 mmol) em DMF (10 mL)
e a mistura aquecida a 100°C por 24h. Na sequéncia, o solvente foi co-evaporado com tolueno
sob pressao reduzida e o residuo diluido em DCM e agua (15 mL). A fase organica foi entdo
lavada com &gua, solucdo saturada de NaHCOs3, seca em MgSQOs e concentrada sob pressdo
reduzida para obtencdo de um sélido branco cristalino 24 (0,262 g, 0,76 mmol, 90%).

Protocolo 2: A uma suspensdo de S-D-galactopiranosideo de metila 41 (0,3 g, 1,54 mmol) em
2,2-dimetoxipropano (12 mL) foi adicionado p-TSOH (0,015 g, 0,07 mmol). Ap6s 5 horas
sob agitacdo a temperatura ambiente, a reacdo foi neutralizada com EtsN e concentrada. A
mistura foi entdo purificada por cromatografia flash [AcOEt/hexano (8:2)] para obtencédo de
3,4-0-(1-metil-etilideno)-4-D-galactopiranosideo de metila 43 (0,318 g, 1,35 mmol, 88%). O
galactopiranosideo 43 (0,318 mg, 1,35 mmol) foi entdo dissolvido em piridina anidra e a
mistura resfriada a 0 °C. Cloreto de tosila (702 mg, 3,74 mmol) foi lentamente adicionado e a
mistura mantida sob agitacdo a temperatura ambiente por uma noite. O solvente foi entdo co-
evaporado com tolueno e, sem tratamento prévio do produto 44 obtido, DCM (12 mL),
MeOH (3 mL) e p-TSOH (~ pH 3) adicionados ao mesmo baldo, sendo a nova mistura
mantida sob agitagcdo por mais 12h. A solucdo foi entdo neutralizada com EtsN e seca sob
pressdo reduzida. Ao residuo formado foram adicionados 2 mL de piridina e 0,5 mL de Ac20
(Ilentamente gotejado) e a mistura resultante agitada por 12h a temperatura ambiente, sendo a
seguir seca sob pressao reduzida. O produto tosilado 42 foi purificado por cromatografia flash
automatizada [n-hexano/AcOEt (1:1)] (0,342 g, 0,75 mmol, 56%).

RMN de *H (500 MHz, CDCls) ¢: 5,34 (1H, dd, J 3,4 Hz), 5,22 (1H, dd, J 7,9 e 10,5 Hz),
5,02 (1H, dd, J 3,4 ¢ 10,5 Hz), 4,43 (1H, d, J 7,9 Hz), 3,85 (1H, ddd, J 1,0, 4,1 e 8,4 Hz), 3,56
(1H, m), 3,56 (3H, s, OCHs), 3,12 (1H, dd, J 4,1 e 12,9 Hz, H-6b), 2,17, 2,07, 1,99 (9H, 3s, 3
x COCHs). RMN de *C (125 MHz, CDCls) 6: 170,2, 170,1, 169,5 (C=0), 102,1 (C-1), 73,0,
(C-5), 70,8 (C-3), 68,7 (C-2), 68,0 (C-4), 57,1 (OCHg) 50,6 (C-6), 20,8, 20,6, 20,5 (COCHj3).

IV: banda caracteristica de azido em 2140 cm™.
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5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetil-2-azido-2,3,5-tri-desoxi-D-glicero-#-D-galacto-2-
nonulopiranosonato de metila 25

1
AcO  oOAc COOMe

9 8 6 2
AcO' 7/ 0O N3
AcHN s 4
O

Ac 8

Em um bal&o de fundo redondo, o derivado éster metilico 47 (0,4 g, 0,75 mmol) foi dissolvido em
cloreto de acetila (8 mL) e a solugdo resultante resfriada a —20°C. Na sequéncia, HCl) foi
adicionado a reacdo por cerca de 30 min. até a saturacdo do meio (b. A mistura foi entdo levada a
temperatura ambiente e submetida a agitacdo por cerca de 24 h. Decorrido esse tempo, a reacdo
foi concentrada e co-evaporada com tolueno vérias vezes, sendo 48 obtido como um solido
branco amorfo (0,221 g, 0,43 mmol, 59%).

Uma mistura do cloreto 48 (0,150 g, 0,3 mmol), hidrogenossulfato de tetrabutilaménio (0,102
g, 0,3 mmol) e azida de sdédio (0,097 g, 1,5 mmol) em DCM/NaHCOzq) 1:1 (6 mL) foi
agitada vigorosamente por 3 horas a temperatura ambiente. Diclorometano foi entio
adicionado e as fases separadas em funil de separacdo. A fase organica foi lavada com
NaHCO3(q), seca com MgSOq, filtrada e concentrada sob pressdo reduzida. O residuo foi
filtrado com acetato de etila em silica flash fornecendo o azido 25 (0,095 g, 0,19 mmol, 63%).
RMN de 'H (400 MHz, CDCls) &: 5,32 (3H, m, H-6, H-7, H-8) 5,05 (1H, td, J 4,7, 109 e 11,1
Hz, H-4), 4,35 (1H, dd, J 1,6 e 12,3 Hz, H-9a), 4,12 (1H, m, H-5), 4,05 (1H, m, H-9b), 3,87
(3H, s, OCH?3), 2,56 (1H, dd, J 4,7 e 13,0 Hz, H-3¢), 2,14, 2,11, 2,04, 2,03 (4H, s, 4 X
COCHpa), 1,87 (3H, s, NHCOCHs3), 1,86-1,80 (1H, m, H-3a).

4.2.3 Sintese de glycoclusters
Protocolo geral (1) para sintese dos glycoclusters tetravalentes derivados do bloco 17

Em um tubo de micro-ondas equipado com barra magnética para agitacdo foram adicionados
Tetra-O-propargil-pentaeritritol 17 (0,007 g, 0,025 mmol), dissolvido em 0,2 mL de DMF,
solucgéo aquosa de sulfato de cobre (CuSO4) 10%, ascorbato de sodio (0,010 g, 0,052 mmol) e
um dos azido-carboidratos 19 a 24 (0,11 mmol). A mistura foi agitada por 30 segundos e
aquecida a 80°C (100W) por 30 minutos, em 3 ciclos de 10 minutos cada, no reator de micro-
ondas. A mistura bruta foi entdo co-evaporada com tolueno varias vezes e o residuo solido
purificado por cromatografia flash utilizando gradiente crescente de uma mistura hexano/
acetato de etila [AcOEt/n-hexano (0-100%)].
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Protocolo geral para remocéo de grupos acetila

Os glycoclusters peracetilados foram dissolvidos em metanol (2 mL) e uma solucéo de metoxido
de sddio (1 M em MeOH) foi adicionada a mistura até que essa atingisse pH 9. A solucgéo foi
entdo mantida sob agitacdo por 2 horas a temperatura ambiente, quando foi neutralizada com
resina acida DOWEX [HT], filtrada e concentrada sob pressdo reduzida para obtencdo dos

glycoclusters completamente desprotegidos em rendimentos quase sempre quantitativos.

Glycoclusters 55 e 1
OAc
OAc
AC% OH
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N O OAc H/Oeé
N\
'NJ{ N O OH
N,
d AcO NJ{
0}

. NN Q2 S 0Ac
ACO%N\ 071&/0 AN ot on NN AR OH
Aeo NN of T 7T ad i 0 NMO%O%N OH
o & .

N’
0"/ oAc
AcO 1 0" [ oH
HO
55 OAc
(6]

OAc

OAc

O protocolo geral (1) foi seguido para obtencdo do glycocluster 55, a partir do azido comercial
19, como um sélido branco amorfo (36,9 mg, 0,02 mmol, 83%). RMN de *H (400 MHz, CDCls)
J: 8,01 (4H, s, CH triazol-5°), 6,05 (4H, d, J 9,3 Hz, H-1), 5,59 (4H, t, J 9,3 Hz, H-2), 5,46 (4H,
t, J 9,2 Hz, H-3), 5,39 (4H, t, J 9,5 Hz, H-4), 4,62 (8H, sistema AB, J 12,8 Hz, H-3’), 4,33 (4H,
dd, J 4,9 e 12,6 Hz, H-6a) 4,17 (4H, dd J 2,0 e 12,6 Hz, H-6b) 4,11 (4H, ddd, J 2,0, 4,9, e 9,8 Hz,
H-5) 3,46 (8H, s, H-2"), 2,09 (12H, s, COCHs), 2,04 (12H, s, COCHj), 2,03 (12H, s, COCHy),
1,80 (12H, s, COCHs). RMN de *C (100 MHz, CDCIls) ¢: 170,5, 170,0, 169,5, 168,8 (4 x
C=0), 146,0 (Cq triazol-4"), 121,4 (CH triazol -5°), 85,5 (C-1), 74,9 (C-5), 72,9 (C-3), 70,3 (C-
2%), 69,1 (C-2), 67,8 (C-4), 64,8 (C-3"), 61,6 (C-6), 45,3 (Cq-1), 20,6, 20,6, 20,5, 20,0 (4 x
COCHj3). HRMS m/z calcd. para C73HosN12NaO4* 1803,5739, encontrada 1803,5736 [M+Na™].

O protocolo geral de desprotecédo foi seguido para obtencdo do glycocluster 1 a partir de 55,
como um solido branco em rendimento quantitativo. RMN de *H (300 MHz, D20) ¢: 8,08
(4H, s, CH triazol-5°), 5,63 (4H, d, J 9,2 Hz, H-1), 4,41 (8H, s, H-3"), 3,89 (4H, t, J 9,2 Hz,
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H-2), 3,63 (20H, m), 3,26 (8H, s, H-2"). HRMS m/z calcd. para Cs1HssN12NaO24" 1131,4049,
encontrado 1131,4031 [M+Na'].

Glycoclusters 56 e 2

N
MeO OAc 2 MeO OH
(@) OAc ¢} OH
56

O protocolo geral (1) foi seguido para obtencdo do glycocluster 56, a partir do bloco azido 20,
como um filme transparente (27,9 mg, 0,017 mmol, 67%). RMN de *H (300 MHz, CDCls) ¢:
7,63 (4H, s, CH triazol-5’), 5,86 (4H, dd, J 9,3, 10,6 Hz, H-3), 5,22-5,13 (8H, m, H-1, H-4),
4,54 (8H, s, H-3°), 4,51 (4H, m, H-2), 4,39 (4H, dd, J 4,7, 12,3 Hz, H-63a), 4,20 (4H, dd, J 2,0,
12,3 Hz, H-6b), 4,04 (4H, ddd, J 2,0, 4,7, 10,0 Hz, H-5), 3,42 (12H, s, OCH?3), 3,37 (8H, s, H-
2°), 2,10 (12H, s, COCHa), 2,03 (12H, s, COCHs), 1,82 (12H, s, COCH3). RMN de C (75
MHz, CDCls) o: 170,8, 169,8, 169,2 (3 x C=0), 145,0 (Cq triazol-4’), 123,8 (CH triazol-5”),
101,5 (C-1), 72,3 (C-3), 71,9 (C-4), 69,2 (C-2"), 69,0 (C-5), 64,9 (C-6), 64,0 (C-3°), 62,0 (C-
2), 57,6 (OCHz3), 45,0 (Cq-17), 20,8, 20,7, 20,4 (3 x COCHz). HRMS m/z calcd. para
CeoHosN12NaOss" 1691,5942, encontrada 1691,5940 [M+Na'].

O protocolo geral de desprotecdo foi seguido para obtencdo do glycocluster 2 a partir de 56,
como um solido branco em rendimento quantitativo. RMN de *H (400 MHz, D20) ¢: 8,06
(4H, s, CH triazol-5), 4,96 (4H, d, J 8,4 Hz, H-1), 4,53 (8H, s, H-3"), 4,39 (4H, dd, J 8,4 ¢
10,5 Hz, H-2), 4,20 (4H, dd, J 8,8 e 10,5 Hz, H-3), 3,98 (4H, dd, J 2,0 e 12,4 Hz, H-6a), 3,80
(4H, t, J 5,6 e 12,4 Hz, H-6b), 3,68 (4H, ddd, J 2,0, 5,6 e 9,6 Hz, H-5), 3,59 (4H, t, J 9,6 Hz,
H-4), 3,37 (8H, s, H-2), 3,32 (12H, s, OCHs). MALDI-TOF m/z calcd. para
CasH73N12NaO24™ 1187,4675, encontrada 1187,445 [M+Na']. Dados de massas de alta

resolucéo estdo sendo adquiridos.
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Glycoclusters 57 e 3

AcO

AcO

O protocolo geral (1) foi seguido para obtencdo do glycocluster 57, a partir do bloco azido 21,
como uma mistura a/f (24,9 mg, 0,014 mmol, 56%) RMN de H (300 MHz, CDCls) §: 7,87
(4H, s, CH triazol o —5”), 7,82 (1,13, s, CH triazol g - 5°), 6,46 (4H, t, J 3,2 Hz, H-1, anbmero
a), 5,87 (1,13H, d, J 8,1 Hz, H-1, andmero B), 5,72 (4H, ddd, J 1,0, 3,5 e 11,3 Hz), 5,58 (6H,
m), 5,61-5,44 (8H, m), 5,19 (4H, t, J 10,8 Hz, H-3), 4,45 (12H, m), 4,28 (12H, m), 4,15 (1,13,
m), 3,37 (12H, m), 2,23, 2,14, 2,08, 2,07, 1,89, 1,87 (s, 6 x COCHz). RMN de 3C (75 MHz,
CDCIl3) §: 170,5, 169,4, 169,3, 168,6, 168,5 (5 x C=0), 1459 (Cqt, triazol-4’), 145,9 (Cq,
triazol-4"), 121,4 (CH triazol-5), 92,2 (C-1), 88,7 (C-1), 73,9, 70,5, 69,4, 69,2, 68,5, 67,4, 64,8,
64,0, 61,8, 60,2, 53,4, 45,1 (Cq, 1°), 20,8, 20,7, 20,6, 20,1 (4 x COCHs). HRMS m/z calcd. para
C73HesN12NaO40* 1803,5739, encontrada 1803,5741 [M+Na"].

O protocolo geral de desprotecdo foi seguido para obtencdo do glycocluster 3 a partir de 57,
como um solido branco em rendimento quantitativo. RMN de *H (300 MHz, D20) ¢: 8,10 e
8,08 (4H, 2s, CH triazol), 5,35 (2,25H, d, J 3,4 Hz, H-1, andmero «), 4,88 (2H, d, H-1, andbmero
B, 4,71-4,67 (2,25H, m), 4,58-4,53 (10H, m, CH>), 4,20 (2,25, dd, J 3,4 e 10,5 Hz, H-2 a),
4,07-3,98 (6H, m), 3,94-3,74 (12H, m), 3,70-3,65 (2,25H, m), 3,38 (8H, s). HRMS m/z calcd.
para Ca1HesN12NaO24" 1131,4049, encontrada 1131,4047 [M+Na*].
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Glycoclusters 58 e 4
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O protocolo geral (1) foi seguido para obtencdo do glycocluster 58, a partir do bloco azido 22,
como um sélido branco (21,7 mg, 0,013 mmol, 52%). RMN de 'H (400 MHz, CDCls) ¢: 7,70
(4H, s, CH-triazol-5°), 5,24 (4H, t, J 9,5 Hz, H-4), 4,96 (4H, t, J 8,7 Hz, H-2), 4,91 (4H, t, J
9,5 Hz, H-3), 4,63 (4H, dd, J 1,7, 14,4 Hz, H-6a), 4,53 (8H, s, H-3"), 4,45 (4H, dd, J 8,5; 14,4
Hz, H-6b) 4,36 (4H, d, J 8,0 Hz, H-1) 3,96 (4H, tap, J 7,6 Hz, H-5) 3,41 (8H, s, H-2"), 3,34
(12H, s, OCHz) 2,09 (12H, s, COCHj3), 2,04 (12H, s, COCHg), 2,00 (12H, s, COCHz3). RMN
de 13C (100 MHz, CDCls) 6: 170,0, 169,2, 169,3 (3 x C=0), 145,2 (Cq triazol-4), 124,2 (CH
triazol-5”), 101,5 (C-1), 72,6, 72,3, 71,2, 70,1, 69,1 (C-2"), 64,9 (C-3"), 57,0 (OCHj3), 50,8 (C-
6), 20,6, 20,6, 20,5 (3 x COCH3). HRMS m/z calcd. para CsgHosN12NaOss* 1691,5942,
encontrada 1691,5912 [M+Na*].

O protocolo geral de desprotecdo foi seguido para obtencdo do glycocluster 4 a partir de 58,
como um solido branco em rendimento quantitativo. RMN de *H (300 MHz, D20) ¢: 7,99
(4H, s, CH triazol-5), 4,89 (4H, dd, J 2,0 e 12,6 Hz, H-6a), 4,59 (4H, dd, J 8,5 e 12,6 Hz, H-
6b), 4,53 (8H, s, H-3"), 4,25 (4H, d, J 7,9 Hz, H-1), 3,76 (4H, tap, J 8,5 Hz, H-5), 3,51 (4H, t, J
9,2 Hz, H-4), 3,33 (20H, 4 x OCHgs; H-2"), 3,25 (8H, m, H-2 e H-3). Dados de massas de alta

resolucéo estdo sendo adquiridos.
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Glycoclusters 79 e 5
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O protocolo geral (1) foi seguido para obtencdo do glycocluster 79, a partir do bloco azido 23,
como um sélido branco (0,032 g, 0,018 mmol, 75%). RMN de *H (500 MHz, CDCls) 6: 7,89
(4H, s, CH-triazol-5), 5,98 (4H, d J 9,3 Hz, H-1), 5,63 (4H, t J 9,7 Hz, H-2), 5,56 (4H, d, J
3,3 Hz, H-4), 5,32 (4H, dd, J 3,3 e 10,2 Hz, H-3) 4,60 (8H, sistema AB, J 12,8 Hz, H-3"), 4,33
(4H, tap, J 6,4 Hz, H-5), 4,18 (8H, m, H-6a e H-6b), 3,42 (8H, s, H-2"), 2,21 (12H, 5, COCHa),
2,04 (12H, s, COCHs), 2,00 (12H, s, COCHs), 1,76 (12H, s, COCHs). RMN de C (125
MHz, CDClz) ¢: 170,3, 170,1, 170,0, 168,9 (COCHs3), 145,6 (Cqt. triazol-4’), 122,0 (CH
triazol-57), 85,7 (C-1), 73,7 (C-5), 70,9 (C-3), 69,1 (C-2’) 67,9 (C-2), 67,0 (C-4), 64,7 (C-3"),
61,0 (C-6), 454 (C-1’) 20,7, 20,6, 20,5, 20,1 (4 x COCHs). HRMS m/z calcd. para
C73HosN12NaO4o™ 1803,5739, encontrada 1803,5736 [M+Na'].

O protocolo geral de desprotecdo foi seguido para obtencdo do glycocluster 5 a partir de 79,
como um solido branco em rendimento quantitativo. RMN de *H (400 MHz, D20) ¢: 8,25
(4H, s, CH triazol-5), 5,69 (4H, d, J 9,2 Hz, H-1), 4,64 (8H, s, H-2), 4,20 (4H, t, J 9,5 Hz,
H-2), 4,07 (4H, d, J 3,0 Hz, H-4), 3,99 (4H, tap, J 6,0 Hz, H-5), 3,87 (4H, dd, J 3,1 e 9,8 Hz,
H-3), 3,76 (8H, m, H-6a e H-6b), 3,61 (8H, s, H-2’). HRMS m/z calcd. para Ca1HgsN12024*
1109,4229, encontrada 1109,4228 [M+H"].
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Glycoclusters 80 e 6

MeO OAc MeO OH
o o)
_N
N\ OAc N OH
N /) MeO ;\\l‘/i MeO
o) OAc o OH
aco 4P s 2 © N=N 4 OH N=N
6 1 N HO ("¢ 5 =
Xy, O 0 = 1 N
NS N;ﬁN“/\ /?& \/k/Aco OAc AQé N/ﬁ“/\o O\/K/HO OH
- 2 =N
Aco”|° 0 no”\ ° N
1
OMe 1 OMe
N N
/ /]
N

O protocolo geral (1) foi seguido para obtencdo do glycocluster 80 como um sélido branco
(0,023 g, 0,014 mmol, 58%). RMN de *H (400 MHz, CDCls) ¢: 7,85 (4H, s, CH-triazol-H-5"),
5,55 (4H, d, J 3,1 Hz, H-4), 5,23 (4H, dd, J 7,8 e 10,4 Hz, H-2), 5,14 (4H, dd, J 3,1 e 10,4 Hz,
H-3), 4,64 (4H, dd, J 3,3 e 14,3 Hz, H-6a), 4,54 (12H, m, H-6b e H-3"), 4,39 (4H, d, J 7,8 Hz,
H-1), 4,34 (4H, dd, J 3,3 e 8,8 Hz, H-5), 3,39 (8H, m, H-2"), 3,36 (12H, s, OCH3), 2,21 (12H,
s, COCHgs), 2,06 (12H, s, COCHa), 2,00 (12H, s, COCHs). RMN de *C (100 MHz, CDCls) ¢:
170,4, 170,1, 168,6 (C=0), 145,7 (Cqt triazol-4’), 123,8 (CH triazol-5”), 101,7 (C-1), 71,8 (C-
5), 70,8 (C-3), 69,1 (C-2") 68,7 (C-2), 68,1 (C-4), 64,9 (C-3"), 56,9 (OCHBa), 50,3 (C-6), 20,8,
20,7, 20,5 (4 x COCHpa).

O protocolo geral de desprotecdo foi seguido para obtencdo do glycocluster 6 a partir de 80,
como um sélido branco em rendimento quantitativo. RMN de *H (400 MHz, D20) §: 7,98 (4H,
s, CH triazol H-5"), 4,70-4,49H (16H, m), 4,12 (4H, d, J 7,9 Hz, H-1), 4,01-3,97 (8H, m), 3,64
(4H, dd, J 3,2 € 9,8 Hz, H-3), 3,50 (4H, dd, J 8,15 e 9,6 Hz, H-2), 3,32-3,26 (20H, m, OCHz e
H-2). HRMS m/z calcd. para C4sH73N12024" 1165,4855, encontrado 1165,4433 [M+H"].
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Glycocluster de acido sialico 84 e 7
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Em um bal&o de fundo redondo foram adicionados tetra-O-propargil-pentaeritritol 17 (0,007
g, 0,025 mmol), dissolvido 0,2 mL de DMF, sulfato de cobre (CuSOs) 10%, ascorbato de
sodio (0,010 g, 0,052 mmol) e o azido 25 (0,11 mmol). A mistura foi aquecida a 60°C e
agitada por 12h. DMF foi entdo removido por co-evaporagdes sucessivas com tolueno e o
residuo solido purificado por cromatografia flash utilizando gradiente crescente de uma
mistura [AcOEt//hexano (0-100%)], seguido de eluicdo com [DCM/MeOH (95:5)]. O
glycocluster 84 foi obtido com 52% de rendimento. RMN de H (300 MHz, MeOD) : 8,12
(4H, s, CH-triazol-5"), 5,46-5,36 (8H, m, H-4 e H-6), 5,11 (4H, td, J 4,6; 11,6 Hz, H-8), 4,58
(8H, s, H-3"), 4,41 (4H, dd, J 2,0 e 10,7 Hz, H-9a), 4,25 (4H, dd, J 2,3 e 12,4 Hz, H-7), 4,16
4,01 (8H, m, H-5 e H-9b), 3,81 (12H, s, 4 x COOMe), 3,58 (8H, s, H-2), 3,38 (4H, dd, J 4,4
e 13,0 Hz, H-3¢), 2,55 (4H, t, J 12,6 Hz, H-3x), 2,15 (12H, s, COCHa), 2,07 (12H, s,
COCHpa), 2,04 (12H, s, COCHBa), 1,98 (12H, s, COCHBa), 1,86 (12H, s, CH3CONH). MALDI-
TOF MS m/z, calcd. para Co7H132N1sNaOs," 2375,8069, encontrada 2376.630 [M + Na™].

Dados de massas de alta resolucdo estdo sendo adquiridos.

A desprotecdo parcial do glycocluster 84 foi realizada seguindo protocolo geral de desprotecoes
(remocdo de grupos acetila). Apds evaporacdo do metanol, a mistura resultante foi dissolvida
em solucdo aquosa de KOH 0,2 M e agitada por 12h para clivagem do éster metilico. O produto
7 foi entdo obtido como um sélido branco higroscopico. RMN de H (400 MHz, D20) ¢: 8,16
(4H, s, CH-triazol-5°), 4,44 (8H, s, H-3"), 3,85-3,74 (20H, m), 3,54 (8H, m, H-5 e H-7), 3,32—
3,28 (8H, m, H-8 e H-9), 3,17-3,13 (4H, m, H-3¢q), 2,17-2,13 (4H, m, H-34), 2,00 (12H, s,
CH3CONH).
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Protocolo geral (2) para sintese dos glycoclusters hexavalentes derivados do bloco 18

Em um tubo de micro-ondas equipado com barra magnética para agitacdo foram adicionados
Hexa-O-propargil-dipentaeritritol 18 (0,012 g, 0,025 mmol), dissolvido em 0,2 mL de DMF,
sulfato de cobre (CuSO4) 10%, ascorbato de sodio (0,01 g, 0,052 mmol) e um dos blocos
azido citados na secdo 19-24 (0,165 mmol). A mistura foi agitada por 30 segundos e aquecida
a 80°C (100W) em 3 ciclos de 10 minutos no reator de micro-ondas. A mistura bruta foi entdo
co-evaporada com tolueno varias vezes e o residuo solido purificado por cromatografia flash
utilizando gradiente crescente de uma mistura [AcCOEt/n-hexano (0-100%)], seguido de
eluicdo com [DCM/MeOH (95:5)].

Glycoclusters 59 e 9
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O protocolo geral (2) foi seguido para obtencdo do glycocluster 59 como um sélido levemente
amarelado (0,05 g, 0.019 mmol, 78%). RMN de *H (500 MHz, CDCls) ¢: 8,16 (6H, s, CH
triazol-6°), 6,10 (6H, d, J 9.4 Hz, H-1), 5,62 (6H, t, J 9,4 Hz, H-2), 5,46 (6H, t, J 9,3 Hz, H-3),
5,42 (6H, t, J 9,6 Hz, H-4), 4,59 (12H, m, sistema AB, J 12,8 Hz, H-4"), 4,31 (6H, dd, J 4,9 e
12,7 Hz, H-6a), 4,14 (12H, m, H-5, H-6b), 3,42 (12H, s, H-3"), 3,25 (4H, s, H-1°), 2,09 (18H, s,
COCHa), 2,03 (18H, s, COCHs), 1,99 (18H, s, COCHs), 1,76 (18H, s, COCH3). RMN de *3C
(125 MHz, CDCls) 6: 170,5, 170,0, 169,5, 168,8 (4 x C=0), 145,9 (Cqt, triazol-57), 121,9 (CH
triazol-6), 85,5 (C-1), 74,9 (C-5), 73,0 (C-3), 70,4 (C-2), 69,1 (C-3"), 67,9 (C-4), 64,9 (C-6),
61,7 (C-4"), 60,3 (C-1°), 45,6 (Cq-2°), 20,6, 20,6, 20,5, 20,0 (4 x COCHz). Dados de massas

de alta resolucdo estdo sendo adquiridos.

O protocolo geral de desprotecdo foi seguido para obtencédo do glycocluster 9 como um solido
branco a partir de 59, em rendimento quantitativo. RMN de *H (500 MHz, D20) §: 8,16 (6H, s,
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CH triazol-6), 5,71 (6H, d, J 9,2 Hz, H-1), 4,48 (12H, s, H-4"), 3,96 (6H, t, J 9,2 Hz, H-2),
3,83 (8H, d, J 11,6 Hz), 3,71 (18H, m), 3,60 (6H, t, J 9,4 Hz), 3,29 (12H, s, H-3"), 3,16 (4H, s,

H-17). Dados de massas de alta resolucdo estdo sendo adquiridos.

Glycoclusters 60 e 10
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O protocolo geral (2) foi seguido para obtencdo do glycocluster 60 como um solido levemente
amarelado (0,04 g, 0,015 mmol, 62%). RMN de 'H (300 MHz, CDCls) ¢: 7,64 (6H, s, H-
triazol-6°), 5,87 (6H, dd, J 9,3 e 10,4 Hz, H-3), 5,20-5,14 (12H, m, H-1, H-4), 4,55-4,52
(18H, m, H-2, H-4"), 4,38 (6H, dd, J 4,7 e 12,3 Hz, H-6a), 4,22 (6H, dd, J 1,9 e 12,3 Hz, H-
6b), 4,05 (6H, ddd, J 1,9, 4,7 e 10.0 Hz, H-5), 3,43 (18H, s, OCH3), 3,41-3,37 (16H, m, H-3’
e H-1°), 2,10 (18H, s, COCHg), 2,03 (18H, s, COCHa), 1,82 (18H, s, COCHs). Dados de
massas de alta resolugéo estdo sendo adquiridos.

O protocolo geral de desprotecdo foi seguido para obtencdo do glycocluster 10 a partir do
composto 60. RMN de *H (400 MHz, D;0) ¢: 8,07 (6H, s, CH triazol-6"), 4,96 (6H, d, J 8,4
Hz, H-1), 4,52 (12H, s, H-4"), 4,38 (6H, t, J 9,4 Hz, H-2), 4,20 (6H, t, J 9,7, H-3), 3,98 (4H,
dd, J 2,0 e 12,4 Hz, H-6a), 3,80 (6H, t, J 5,8 ¢ 12,4 Hz, H-6b), 3,67 (6H, m, H-5), 3,59 (6H, t,
J 9,7 Hz, H-4), 3,39 (12H, s, H-3"), 3,32 (18H, s, OCH3), 3,24 (4H, s, H-1’). HRMS m/z
calcd. for C7oH112N1sNaOs7" 1819,7128, found 1819,7186 [M+Na'].
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Glycocluster 61 e 11
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O protocolo geral (2) foi seguido para obtencdo do glycocluster 61 em mistura de andémeros
1:0.25 (a/B) como um solido levemente amarelado (0,04 g, 0.014 mmol, 55%). RMN de *H
(400 MHz, CDCls) o: 7,87 (6H, s, CH triazol anémero-$-6°), 7,83 (1,65, s, CH triazol andmero-
a-6"), 6,46 (6H, t, J 3,2 Hz, H-1 andbmero «), 5,87 (1,65 H, d, J 8,1 Hz, anémero p), 5,73 (6H,
ddd, J 1,0, 3,5, 11,3 Hz), 5,57 (6H, m), 5,48 (3H, m), 5,19 (6H, t, J 10,8 Hz, H-3a), 5,00
(1,65H, t, J 10,6 Hz, H-38) 4,45 (16H, m), 4,32-4,24 (14H, m), 4,18-4,13 (8,30H, m), 4,02
(1,65H, ddd, J 2,1, 4,7 e 9,8 Hz), 3,37 (16H, m), 2,23, 2,14, 2,08, 2,07, 1,89, 1,87 (s, 6 X

COCHpg). Dados de massas de alta resolucgdo estdo sendo adquiridos.

O protocolo geral de desprotecdo foi seguido para obtencdo do glycocluster 11 a partir do
composto 61. RMN de *H (400 MHz, D20) §: 8,11-8,09 (6H, s, CH triazol-6), 5,36 (3H, d, J
3,5 Hz, H-1 andémero-a), 4,85 (3,4H, d, H-1 anébmero-p), 4,73-4,68 (3.4H, m, H3-5), 4,58-4,51
(15H, m, H3-a e H-4), 4,21 (3H, dd, J 3,4 e 10,5 Hz, H-2a), 4,05-4,00 (6H, m), 3,93 (3H, dd, J
2,1 e 12,3 Hz, H-6a), 3,90-3,76 (12H, m), 3,69 (3H, ddd, J 2,1, 5,5 e 9,6 Hz, H-5¢ ou $), 3,39
(12H, s, H-3%), 3,33 (4H, s, H-1"). Dados de massas de alta resolucéo estdo sendo adquiridos.
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Glycocluster 62 e 12
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O protocolo geral (2) foi seguido para obtencdo do glycocluster 62 como um solido branco
amorfo (0,037 g, 0,014 mmol, 58%). RMN de H (300 MHz, CDCls) &: 7,71 (6H, s, CH-
triazol-6°), 5,25 (6H, t, J 9,5 Hz, H-4), 4,97 (6H, t, J 8,8 Hz, H-2), 4,92 (6H, t, J 9,5 Hz, H-3),
4,65 (6H, d, J 14,1 Hz, H-6a), 4,54 (12H, m, H-4"), 4,45 (6H, dd, J 8,2 e 14,1 Hz, H-6b), 4,37
(6H, d, J 7,9 Hz, H-1), 3,96 (6H, tap, J 7,8 Hz, H-5), 3,41-3,35 (34H, m, H-3, H-1°, OCHj),
2,10, (18H, s, COCHpg), 2,05 (18H, s, COCHz3), 2,01 (18H, s, COCH3). Dados de massas de

alta resolucéo estdo sendo adquiridos.

O protocolo geral de desprotecdo foi seguido para obtencdo do glycocluster 12 a partir do
composto 62. RMN de 'H (400 MHz, D-0) §: 7,97 (6H, s, CH triazol-6"), 4,87 (6H, dd, J 2,8 e
13,6 Hz, H-6a), 4,55 (6H, dd, J 7,5 e 13,6 Hz, H-6b), 4,51 (12H, s, H-4°), 4,23 (6H, d, J 7,9 Hz,
H-1), 3,74 (6H, m, H-5), 3,49 (6H, t, J 9,2 Hz, H-2), 3,36-3,19 (44H, OCH3;, H-3’, H-1’, H-3 ¢
H-4), HRMS m/z calcd. para C7H113N180s7" 1797,7369, encontrada 1797,7337 [M+H"].

Protocolo para sintese dos clusters N-Boc protegidos 70, 74 e 87

Em um tubo de micro-ondas, equipado com barra magnética para agitagdo, foram adicionados
tris-Boc propargilado 29 (0,05 g, 0,15 mmol), dissolvido em 0,2 mL de DMF, sulfato de
cobre (CuSOs) 10%, ascorbato de sodio (0,01 g, 0,052 mmol) e um dos blocos azido: Glu-1-
N3 (19), Glu-6-N3 (22) ou Gal-1-N3 (23) (1,1 equivalentes para cada terminacédo alcino de 29).
A mistura foi agitada por 30 segundos e aquecida a 80°C (100W) em 3 ciclos de 15 minutos
no reator de micro-ondas. A mistura bruta foi entdo co-evaporada com tolueno varias vezes e
0 residuo solido purificado por cromatografia flash utilizando gradiente crescente de uma
mistura [AcOEt/n-hexano (0-100%)].
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Glycocluster 70
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Glycocluster 70 foi obtido a partir do azido 19 como um s6lido branco cristalino (179 mg, 0,12
mmol, 82%). RMN de H (500 MHz, CDCls) &: 7,95 (3H, s, CH triazol-5), 5,99 (3H, d, J 9,4 Hz,
H-1), 5,55 (3H, t, J 9,4 Hz, H-2), 5,45 (3H, t, J 9,4 Hz, H-3), 5,35 (3H, t, J 9,7 Hz, H-4), 4,98 (1H,
s, NH H-6), 4,65 (6H, sistema AB, J 13,0 Hz, H-3°), 4,32 (3H, dd, J 4,9 e 12,6 Hz, H-6a), 4,16
(3H, m, H-6b), 4,08 (3H, m, H-5), 3,77 (6H, sistema AB, J 9,3 Hz, H-2’), 2,09 (9H, s, COCHj),
2,05 (9H, s, COCHs),, 2,04 (9H, s, COCHa), 1,83 (9H, s, COCHs), 1,41 (9H, 3 x CHs-Boc).
RMN de 3C (125 MHz, CDCl3) 6: 170,5, 170,0, 169,5, 168,9 (4 x C=0), 154,9 (C-7°), 145,8 (Cqt
triazol-4"), 121,4 (CH triazol-5°), 85,6 (C-1), 75,1 (C-5), 72,8 (C-3), 70,3 (C-2), 69,7 (C-2), 67,9
(C-4), 64,8 (C-3°), 61,7 (C-6), 58,5 (C-8), 28,4 (C-9°, C-10°, C-11°), 20,7, 20,6, 20,5, 20,12 (4 x
COCHz). HRMS m/z calcd. para CeoHsaN10032" 1455,5169, encontrada 1455,5167 [M+H"].

Glycocluster 74
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Glycocluster 74 foi obtido a partir do azido 22 como um filme transparente (0,12 g, 0,09 mM,
58%). RMN de 'H (300 MHz, CDCls) ¢: 7,69 (3H, s, CH triazol-5"), 5,24 (3H, t, J 9,4 Hz, H-
4), 4,94 (7TH, m, H-2, H-3, NH H-6"), 4,66 (3H, dd, J 2,4, 14.3 Hz, H-6a), 4,59 (6H, s, H-3"),
4,42 (3H, dd, J 8,6 e 14,3 Hz, H-6b), 4,35 (3H, d, J 8,0 Hz, H-1), 3,94 (3H, m, H-5), 3,70
(6H, s, H-2"), 3,36 (9H, s, COCHza), 2,11 (9H, s, COCHpg), 2,05 (9H, s, COCHzs), 2,01 (9H, s,
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COCHs), 1,40 (3 x CHs-Boc). RMN de 3C (75 MHz, CDCls) ¢6: 170,0, 169,7, 169,4 (3 X
C=0), 154,6 (C-7°), 144,8 (Cqt, triazol-4), 124,3 (CH triazol-5’), 101,4 (C-1), 72,4, 72,2,
71,0, 69,9 (C-2, C-3, C-4 ou C-5), 69,1 (C-2), 64,7 (C-37), 58,2 (C-8’), 57,1 (OCH3), 50,8
(C-6), 28,3 (C-9°, C-10°, C-11"), 20,6, 20,5, 20,5 (3 x COCH3). HRMS m/z calcd. para
Cs7HgsN10029" 1371,5322, encontrada 1371,5322 [M+H™].

Glycocluster 87
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Glycocluster 87 foi obtido a partir do azido 23 como um solido branco (0,186 g, 0,12 mmol,
84%). RMN de 'H (400 MHz, CDCls) : 7,87 (3H, s, triazol-5°), 5,93 (3H, d, J 9,2, H-1), 5,61
(3H, t, J 9,8 Hz, H-2), 5,55 (3H, m, H-3), 5,29 (3H, dd, J 3,4 e 10,2 Hz, H-4), 5,00 (1H, s, NH H-
6’), 4,64 (6H, sistema AB, J 12,8 Hz, H-3"), 4,29 (3H, t, J 6,7 Hz, H-5), 4,17 (6H, m, H-6a e H-
6b), 3,74 (6H, sistema AB, J 9,8 Hz, H-2"), 2,22 (9H, s, COCH3), 2,04 (9H, s, COCHs), 2,00 (9H,
s, COCHs), 1,81 (9H, s, COCHs), 1,41 (9H, 3 x CHs-Boc). RMN de *C (100 MHz, CDCls) 6:
170,3, 170,0, 169,8, 168,9 (4 x COCHs), 154,9 (C-7°), 145,4 (Cq: triazol-4"), 121,6 (CH triazol-
5%), 86,0 (C-1), 73,8 (C-5), 70,8 (C-3), 69,5 (C-2°), 67,9 (C-2), 66,9 (C-4), 64,7 (C-3°), 61,0 (C-6),
58,4 (C-8), 28,3 (C-9’, C-10°, C-11"), 20,6, 20,5, 20,1 (4 x COCH3).

Protocolo para sintese dos azidos 67, 76 e 89

A uma solugdo dos compostos 70, 74 ou 88 em DCM (0,11 mmol/1mL) foi adicionado &cido
trifluoroacético 90% (1mL). A mistura permaneceu sob agitacdo por 2 horas quando a CCC
indicou consumo total do material de partida. Os solventes foram entdo evaporados e co-
evaporados com tolueno e metanol. As misturas brutas dessas reagdes foram dissolvidas em
metanol (4mL), resfriadas e adicionadas de quantidade catalitica de CuSO4, NaHCO3 (16,5 mg,
0,23 mmol) e o reagente de diazo-transferéncia sulfato de 1-H-imidazol-1-sulfonilazido. O pH
da solucdo foi ajustado (8-9) com solucdo saturada de bicarbonato de sodio. Essa nova mistura

foi agitada a temperatura ambiente por 16 horas. Os solventes foram novamente evaporados e 0
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residuo obtido particionado entre DCM, agua e posteriormente solugdo de HCI (3%). A fase
organica foi seca com Na,SOs e purificada, fornecendo os azidos 67, 76 e 89 correspondentes.

Glycocluster 67

AcO-# 6 _OAc
AcO 5 o

5
33 N/y{
AcO Y\ - 2

AcOACO

O método descrito acima foi utilizado para obtencdo do composto 67 como um sélido branco
amorfo a partir do glycocluster trivalente 70 (0,122 g, 0,09 mmol, 78%). RMN de H (300
MHz, CDCls) ¢: 7,97 (3H, s, CH triazol-5), 5,99 (3H, d, J 9,1 Hz, H-1), 5,53 (3H, t, J 9,2 Hz,
H-2), 5,44 (3H, t, J 9,2 Hz, H-3), 5,34 (3H, t, J 9,5 Hz, H-4), 4,68 (6H, sistema AB, J 12,8 Hz,
H-3), 4,31 (3H, dd, J 4,9, 12,6 Hz, H-6a), 4,16 (3H, dd, J 1,7 e 12,6 Hz, H-6b), 4,08 (3H, m,
H-5), 3,63 (6H, s, H-2’), 2,08 (12H, s, COCHg), 2,04 (24H, s, 2 x COCHj3), 1,82 (12H, s,
COCHs). MALDI-TOF MS m/z, calcd. para CssH73N12030" 1381,4550, encontrada 1395,337.
Dados de massas de alta resolucédo estdo sendo adquiridos.

Glycocluster 76
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O composto 76 foi obtido pelo método descrito com 61% de rendimento a partir do glycocluster
trivalente 74 (0,087 g, 0,067 mmol, 61%). RMN de H (300 MHz, CDCls) ¢: 7,72 (3H, s, CH
triazol-5°), 5,24 (3H, t, J 9,5 Hz, H-4), 4,97 (3H, m, H-2), 4,90 (3H, m, H-3), 4,67 (9H, m, H-
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6a, H-3"), 4,43 (3H, dd, J 8,5 e 14,4 Hz, H-6b), 4,36 (3H, d, J 8,0 Hz, H-1), 3,94 (3H, m, H-5),
3,59 (6H, s, H-2), 3,37 (9H, s, COCHs), 2,11 (9H, s, COCHs), 2,05 (9H, s, COCHs), 2,01 (9H,
s, COCHs). MALDI-TOF MS m/z, calcd. para Cs2H73N12027" 1297,4703, encontrado 1297,524

[M+ H]. Dados de massas de alta resolugdo estdo sendo adquiridos.

Glycocluster 89

OAc
4/ 6 ~OAc

AcO 5 0
3 2 NS
OAci N=N O

O composto 89 foi obtido pelo método anteriormente descrito com 64% de rendimento a
partir do composto trivalente 88 (0,092 g, 0,08 mmol, 64%). RMN de H (300 MHz, CDCls)
5. 7,92 (3H, s, triazol-5°), 5,93 (3H, d, J 9,2, H-1), 5,64-5,56 (6H, m, H-2 e H-4), 5,30 (3H,
dd, J 3,3 e 10,2 Hz, H-3), 4,69 (6H, sistema AB, J 12,8 Hz, H-3"), 4,30 (3H, tap, J 6,5 Hz, H-
5), 4,20 (6H, m, H-6a e H-6b), 3,64 (6H, sistema AB, J 9,8 Hz, H-2"), 2,23 (9H, s, COCHy3),
2,06 (9H, s, COCH3), 2,03 (9H, s, COCH3), 1,84 (9H, s, COCH5).

Sintese dos hetero-glycoclusters

A sintese dos hetero-glycoclusters 63, 64, 65, 66 e 85 foi realizada nas mesmas condigdes
reacionais descritas para a obtencéo dos glycoclusters derivados do bloco 17 (protocolo geral
1 e protocolo geral de desprotecdo). As reacdes foram realizadas na escala de 0,05 mmol,
usando 0 mesmo numero de equivalentes para os blocos azido trivalentes 67, 76 ou 89 e para

o0s blocos funcionalizados com grupos propargila 68, 69 e 86 .
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Glycoclusters 72 e 63
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Glycocluster 72. (35,8 mg, 0,02 mM, 41%). RMN de H (300 MHz, CDCls3) 6: 7,99 (3H,
s, CH triazol, H-11), 7,78 (1H, s, CH triazol, H-9”), 5,99 (3H, d, J 9,1 Hz, H-1), 5,54 (3H,
t, J 9,1 Hz, H-2), 5,44 (3H, t, J 9,3 Hz, H-3), 5,36 (3H, t, J 9,5 Hz, H-4), 5,26 (2H, m, H-
2’, H-3), 5,19 (1H, dd, J 3,2 e 7,9 Hz, H-4), 4,64 (6H, s, H-9), 4,49 (1H, dd, J 6,0 e 11,5
Hz, H-6a”), 4,33 (3H, dd, J 4,9, 11,6 Hz, H-6a), 4,26 (1H, m, H-6b"), 4,17 (3H, dd, J 2,0 e
12,6 Hz, H-6b), 4,13-3,98 (11H, m, H-5, H-8, H-7a’, H-7b’), 3,41 (1H, m, H-5), 2,99
(1H, dd, J 2,4 e 11,2 Hz, H-12’), 2,84 (1H, dd, J 6,3 e 11,2 Hz, H-1b’), 2,10, 2,09, 2,05,
2,04, 2,02, 1,81 (48H, s, COCH3). RMN de 3C (75 MHz, CDClIs) ¢: 170,6, 170,3, 170,1,
170,0, 169,9, 169,6, 169,0 (8 x C=0), 145,9 (Cqt. triazol-8°), 145,1 (Cq. triazol-10), 122,8
(CH triazol-9°), 121,7 (CH triazol-11), 85,7 (C-1), 75,1 (C-5), 72,8 (C-3), 70,3 (C-8), 69,9
(C-2), 67,8 (C-4), 67,8, 67,4, 64,9 (C-8), 61,7 (C-6), 57,3 (C-6"), 48,5 (C-7"), 21,0, 20,9,
20,7, 20,7, 20,6, 20,1 (8 x COCH3). MALDI-TOF MS m/z, calcd. para C72HgsN13NaOzs*
1772,5793, encontrada 1772,406 [M+Na®]. Dados de alta resolucdo estdo sendo
adquiridos.

Glycocluster 63. RMN de *H (300 MHz, D20) é: 8,13 (3H, s, CH triazol, H-11), 8,01 (1H, s, CH
triazol, H-9°), 5,70 (3H, d, J 9,1 Hz, H-1), 4,54 (6H, s, H-9), 4,03-3,79 (18H, m), 3,75-3,54 (12H,
m), 3,29 (1H, s), 2,79-2,68 (2H, m, H-1a’ e H-5%), 2,52 (1H, m, H-1b>). MALDI-TOF MS m/z,
calcd. para CaHs3N13NaO22" 1100,4103, encontrada 1100,316 [M + Na']. Dados de massas de

alta resolucdo estdo sendo adquiridos.
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Glycoclusters 73 e 64
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Glycocluster 73. (33 mg, 0,018 mM, 38%). RMN de *H (400 MHz, CDCls) 6: 7,97 (3H, s, CH
triazol, H-11), 7,69 (1H, s, CH triazol, H-9°), 5,99 (3H, d, J 9,2 Hz, H-1), 5,53 (3H, t, J 9,4 Hz, H-
2), 5,44 (3H, t, J 9,4 Hz, H-3), 5,36 (3H, t, J 9,6 Hz, H-4), 5,12 (1H, t, J 9,6 Hz), 5,04-4,96 (2H,
m), 4,69-4,59 (7H, m, H-6a’ e H-9), 4,33 (3H, dd, J 4,9 e 12,6 Hz, H-6a), 4,27 (2H, m, H-6b"),
4,17 (3H, dd, J 2,0 e 12,6 Hz, H-6b), 4,12-4,06 (4H, m, H-5, H-7b”), 4,05-3,99 (6H, sistema AB, J
12,7 Hz, H-8), 3,92 (1H, m, H-5"), 3,19 (1H, dd, J 4,0 e 11,2 Hz, H-12"), 2,69 (1H, m, H-1b"),
2,09, 2,08, 2,05, 2,04, 2,01, 2,00, 1,81 (48H, 12 x COCHs). RMN de *C (100 MHz, CDCls) &:
171,0, 170,6, 170,4, 170,2, 170,1, 169,8, 169,6, 169,0 (8 x C=0), 145,1 (Cq triazol-10), 141,2 (Cqt
triazol-8°), 123,1 (CH triazol-9’), 121,7 (CH triazol-11), 85,8 (C-1), 75,2 (C-5), 74,2, 72,8 (C-3),
70,4, 70,0, 69,9, 69,5 (C-2), 67,9 (C-4), 67,6, 67,4, 64,8 (C-8), 61,7 (C-6), 59,3, 55,4, 46,9, 21,0,
20,9, 20,8, 20,8, 20,7, 20,7, 20,6, 20,2 (8 x COCH3). MALDI-TOF m/z, calcd. para C72HgsN1303s"
1750,5974, encontrada 1750,679 [M + H']. Dados de alta resolucéo estéo sendo adquiridos.

Glycocluster 64. RMN de *H (500 MHz, D20) ¢: 8,18 (3H, s, CH triazol, H-11), 8,03 (1H, s, CH
triazol, H-9°), 5,74 (3H, d, J 7,9 Hz, H-1), 4,58 (6H, s, H-9), 4,10 (3H, m, H-2) 3,99 (10H, m),
3,89 (3H, m), 3,78-3,69 (10H, m), 3,64-3,57 (5H, m), 3,47 (1H, s), 3,19 (1H, m), 3,04 (1H, m).
Dados de massas de alta resolucdo estdo sendo adquiridos.



Materiais e métodos 53

Glycoclusters 77 e 65
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Glycocluster 77. (39,1 mg, 0,023 mM, 47%) RMN de H (400 MHz, CDCls) 6: 7,74 (1H, s, CH
triazol, H-9), 7,68 (3H, s, CH triazol, H-11), 5,27 (1H, dd, J 4,6 e 8,2 Hz, H-2"), 5,24 (3H, t, J 9,5
Hz, H-4), 5,17 (2H, m, H-3" e H-4"), 4,95 (3H, dd, J 8,0 e 9,7 Hz, H-2), 4,88 (3H, t, J 9,7 Hz, H-
3), 4,64 (3H, dd, J 2,5 e 12,4 Hz, H-6a), 4,57 (6H, s, H-9), 4,44 (3H, dd, J 8,3 e 12,4 Hz, H-6b),
4,44 (1H, m, H-62"), 4,36 (3H, d, J 8,0 Hz, H-1), 4,27 (1H, dd, J 4,8 e 11,8 Hz, H-6b"), 4,02-3,91
(11H, m, H-8, H-5, H-7a’e H-7b"), 3,41 (1H, m, H-5"), 3,32 (9H, s, 3 X OCHa), 2,97 (1H, dd, J
2,4 e 13,3 Hz, H-12’), 2,79 (1H, dd, J 5,8 e 13,3 Hz, H-1b"), 2,10, 2.06, 2.04, 2.02, 2.02, 2.00
(39H, s, COCH3). RMN de 3C (100 MHz, CDCls) §: 170,7, 170,2, 170,1, 169,9, 169,8, 169,5 (7
x C=0), 144,3 (Cq, triazol-10), 124,6 (CH triazol-11), 122,7 (CH triazol-9’), 101,6 (C-1), 72,6,
72,3,71,2,70,1 (C-2, C-3, C-4 ou C-5), 69,9 (C-8), 68,4, 68,2, 67,4, 64,8 (C-9), 60,2, 57,6, 57,2
(OCHg), 50,9 (C-6), 49,7, 48,5, 21,1, 21,0, 20,8, 20,7, 20,7, 20,6 (7 x COCHz3). MALDI-TOF MS
m/z, calcd. para CeoHosN13035" 1666,6126, encontrada 1666,579 [M+H*]. Dados de massas de

alta resolucéo estdo sendo adquiridos.

Glycocluster 65. RMN de *H (300 MHz, D;0) §: 8,08 (1H, s, CH triazol H-9°), 7,94 (3H, s, CH
triazol, H-11), 4,85 (3H, dd, J 2,4 e 14,6 Hz, H-6a), 4,60-4,52 (m, 9H, H-6b e H-9), 4,21 (3H, d, J
8,0 Hz, H-1), 4,08-3,90 (12H, m), 3,84 (1H, m), 3,71 (3H, ta, J 7,9 Hz, H-5), 3,47 (3H, t, J 9,2
Hz, H-4), 3,28-3,15 (15H, m, H-2, H-3 e 3 x OCH3), 2,76 (1H, m), 2,55 (1H, m). MALDI-TOF
MS m/z, calcd. para CasHesoN13NaO2, 1142,4572, encontrada 1142,364 [M + Na']. Dados de

massas de alta resolucédo estéo sendo adquiridos.
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Glycoclusters 78 e 66
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Glycocluster 78. (15 mg, 0,009 mmol, 18%). RMN de *H (500 MHz, CDCls) ¢: 7,71 (1H, s, CH
triazol, H-9°), 7,68 (3H, s, CH triazol, H-11), 5,23 (3H, t, J 9,6 Hz, H-4), 5,12 (1H, t, J 8,7 Hz),
4,95 (5H, m), 4,88 (3H, m, H-3), 4,65 (3H, m, H-6a), 4,58 (6H, s, H-9), 4,53 (1H, m), 4,45 (3H,
dd, J 8,5 e 14,4 Hz, H-6b), 4,36 (3H, d, J 8,0 Hz, H-1), 4,22 (1H, d, J 11,9 Hz), 4,05 (1H, m)
3,98-3,91 (10H, m, H-5, H-8), 3,33 (9H, s, 3 x OCH3), 3,18 (1H, m), 2,61 (1H, d, J 9,0 Hz), 2,34
(1H, m), 2,09, 2,04, 2,01, 2,00 (39H, s, 7 x COCHjz). RMN de 3C (125 MHz, CDCls) §: 170,9,
170,3, 170,0, 169,7, 169,3 (7 x C=0), 144,1 (Cq., triazol-10), 141,0 (Cq., triazol-8’), 124,5
(CH triazol, H-11), 122,9 (CH triazol, H-9°), 101,5 (C-1), 74,5, 72,5, 72,1, 71,1 (C-2, C-3, C-
4 ou C-5), 69,9, 69,8 (C-8), 69,4, 67,4, 64,7 (C-9), 60,5, 59,1, 57,1 (OCHj3), 50,8 (C-6), 46,9
(C-7), 208, 20,7, 20,6, 20,5 (7 x COCHs). MALDI-TOF MS m/z, calcd. para
CeoHosN13NaOss* 1688,5746, encontrada 1688,570 [M+Na'].

Glycocluster 66. RMN de *H (500 MHz, D20) ¢: 8,01 (1H, s, CH triazol, H-9’), 7,96 (3H, s,
CH triazol, H-11), 4,85 (3H, d, J 14,6 Hz, H-6a), 4,62-4,55 (9H, m, H-6b e H-9), 4,22 (3H, d, J
8,0 Hz, H-1), 4,11 (1H, d, J 12,7 Hz, H-6a’), 4,02 (1H, d, J 15,6 Hz, H-7a"), 3,94-3,89 (7H, m,
H-6b’ e H-8), 3,73 (3H, tap, J 8,2 Hz, H-5), 3,57-3,52 (1H, m), 3,49 (3H, t, J 9,2 Hz, H-4), 3,42-
3,38 (2H, m), 3,34-3,29 (1H, m), 3,27-3,19 (15H, m, H-2; H-3; 3 x OCH3), 3,09 (1H, t, J 9,3
Hz), 2,07 (1H, tap, J 10,6 Hz), 1,97 (1H, m). MALDI-TOF MS m/z, calcd. para CasH7oN1302*
1120,4753, encontrada 1120,404 [M+H"]. Dados de massas de alta resolucdo estdo sendo

adquiridos.
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Glycoclusters 90 e 85

Glycocluster 90. (65 mg, 0,032 mmol, 65%). RMN de *H (400 MHz, CDCls) &: 7,94 (1H, s,
CH triazol, H-12’), 7,89 (3H, s, CH triazol, H-11), 7,87 (2,22H, s, CH triazol, H-11), 7,78
(0,74H, s, CH triazol, H-127), 5,96 (3H, d, J 9,2, H-1), 5,93 (2,22H, d, J 9,2, H-1), 5,64-5,56
(6H, m, H-x e H-3), 5,30 (3H, dd, J 3,3 e 10,2 Hz, H-4), 5,22 (1H, td, J 5,0, 10,9, 11,0 Hz,
H-8%) 4,69 (6H, m, H-9), 4,30 (3H, tap, J 6,5 Hz, H-5), 4,36 (0,78H, dd, J 2,3 e 12,4 Hz, H-7"),
4,31 (6H, tap, J 6,2 Hz, H-5) 4,20 (6H, m, H-6a e H-6b), 4,05-3,97 (10,6H, m), 3,83 (3H, s,
OCHjs), 3,51 (2,09H, s, OCHs), 2,67 (0,75H, dd, J 4,6 e 12,8 Hz, H-3"%), 2,51 (1H, dd, J4,6 ¢
12,8 Hz, H-3") 2,23 (9H, s, COCHa), 2,17 (3H, s, COCH), 2,06 (9H, s, COCHs), 2,03 (9H,
s, COCHs), 1,93 (3H, s, COCHs), 1,84 (9H, s, COCHs). HRMS m/z calcd. para
C78H104N13043" 1910,6351, encontrada 1910,6128 [M + H'].

Glycocluster 85. RMN de 'H (400 MHz, CDCls) ¢: 8,14 (3H, s, CH triazol, H-11), 8,11
(2,3H, s, CH triazol, H-11), 7,99 (1H, s, CH triazol, H-12"), 7,98 (0,74H, s, CH triazol, H-
12%), 5,61 (3H, d, J 9,2 Hz, H-1), 5,59 (2,3H, d, J 9,2 Hz, H-1) 4,51 (6H, 2 x s, H-9), 4,31
(1H, m), 4,13 (6H, d, J 9,5 Hz, H-2), 4,00 (6H, J 3,0 Hz, H-4), 3,94-3,89 (20H, m), 3,85-3,68
(25H, m), 3,64-3,48 (6H, m), 2,66 (1H, dd, J 3,8 e 10,9, H-3"x) 2,28 (1H, dd, J 3,8 € 10,9, H-
3°a), 1,94 (6H, NHAC).
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4.2.4 Ensaios bioldgicos

Ensaio de inibicao de glucosidases

Os ensaios de inibicdo das enzimas a- e fS-glucosidase foram realizados por método
colorimétrico descontinuo tal como descrito por Hakamata e colaboradores (1999) e Dale e
colaboradores (1985). Todas as leituras de absorbancia foram realizadas em um leitor de placas
Spectra Max M2, Molecular Devices usando o software Max Pro. Os ensaios foram realizados em
placas de 96 pogos contendo 25 L de tampéo, 25 YL de enzima, 25 pL de solucdo dos possiveis
inibidores (20 mM, com concentracéo final de 5 mM em cada pogo para 0s compostos 1-4 e 9-12
e 4 mM, com concentragdo final de 1 mM no poco, para 0s compostos 63-66) e 25 pL de uma
solucdo 0,8 mM do substrato a-D-glicopiranosideo de 4-nitrofenila ou S-D-glicopiranosideo de 4-
nitrofenila. A mistura foi incubada entre 10 e 20 minutos a temperatura ambiente, sendo a reacdo
finalizada pela adicdo de 100 pL de uma solucdo quench Na,COsz 0,3 M. Os valores de
absorbéancia provenientes da clivagem do substrato foram medidos durante a 405 nM.

Os experimentos foram realizados em triplicata e em réplica (dois dias consecutivos) e
0s dados analisados no programa Excel 2016. Para cada composto testado, foi realizado um
controle sem a presenca de enzima sendo o valor da leitura descontado do total. O valor da

porcentagem de inibicdo foi calculado considerando 100% de hidrdlise na auséncia de inibidor.

Ensaio de inibi¢do de trans-sialidase

O ensaio de inibicdo de TcTS foi realizado empregando-se método fluorimétrico
continuo (NERES et al., 2006). Todas as medidas de fluorescéncia foram lidas no fluorimetro
Spectra Max M2, Molecular Device usando o software Max Pro. O Ensaio foi realizado em
placas de 96 pocos contendo tampdo fosfato pH 7,0 (25 pL), solucdo da enzima trans-
sialidase recombinante (25 pL) e solucdo do possivel inibidor 5, 6, 7, 13, 14 ou 85 (25 puL de
uma solugéo 4 mM). Essa mistura reacional foi incubada por 10 minutos a 25 °C e a reagéo
teve inicio com adigdo do substrato acido 2’-(4-metilumbeliferil)-a-D-acetilneuramico (25 pL
de uma solucdo 4 mM). A fluorescéncia liberada pelo composto foi monitorada a 25 °C
durante 10 minutos, nos comprimentos de onda de 360 nm (excitagéo) e 460 nm (emisséo), e
seus dados foram analisados no programa GraphPad Prism 6.2 (San Diego, CA, USA).

Os experimentos foram realizados em triplicata e em réplica (dois dias consecutivos).

Para cada composto testado foi gerado um gréafico que relaciona U.F e tempo de reacéo atraves
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do qual foi possivel calcular a velocidade de reacdo (angulo de inclinacdo de cada uma das
retas) por regressao linear. O valor da porcentagem de inibicdo foi calculado pelo emprego da
equagdo: % = 1100 x [1 — (Vi/ Vo)] onde Vi= velocidade da reacdo na presenga do composto

testado e Vo= velocidade da reacéo na auséncia do possivel inibidor (controle negativo).

Ensaios de atividade tripanocida e bloqueio de invasdo celular (T. cruzi) — Compostos 5,
6,7,13,14e85

Avaliacdo da atividade tripanocida in vitro sobre formas tripomastigotas de T. cruzi
Formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi (cepa Y) foram adicionadas em placas de
96 pocos (1x10°) e tratadas com diferentes concentracdes dos compostos solubilizados em meio
RPMI (1000 a 25 pM) por 24 horas, a 37°C e 5% de CO». O controle de vida (CV) foi incubado
apenas com meio de cultura, e o controle de morte com benznidazol (BZD) a uma concentragdo
de 30 uM. Apds o tratamento, uma solucdo de resazurina 1 mg/mL foi adicionada em todos 0s
pogos, e a placa permaneceu incubada por mais 4 horas antes da leitura dos valores de dispersao
Optica (DO) em 570 e 600 nm. Os pocgos do controle de vida (CV) foram considerados como
100% de viabilidade. *, ** e *** representam p<0,05, p<0,01 e p<0,005, respectivamente (One-

way ANOVA e pos teste de Tukey da triplicata de cada tratamento).

Avaliacao da citotoxicidade em fibroblastos LLCMK2

Para a avaliacdo da citotoxicidade sobre células do hospedeiro (CCso), fibroblastos
LLCMK?2 foram adicionados em placas de 96 pocos (1x10°), incubados por 18 horas em meio
RPMI em estufa de 37°C e 5% de CO: para adesdo na placa de cultura. Apos descarte do
sobrenadante, os fibroblastos foram tratados com diferentes concentragdes dos compostos
(1000 a 62,5 uM para a maioria dos compostos) em 100 pL de meio RPMI por 24 horas, a
37°C e 5% de CO». O controle de vida (CV) foi incubado apenas com meio de cultura, e 0
controle de morte (CM) com peréxido de hidrogénio 30 uM. Apéds tratamento, foram
adicionados 10 pL de uma solugdo 5 mg/mL de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio (MTT) nos pocos, e incubadas por mais 4 horas. Os cristais de formazan
formados foram diluidos ap6s descarte do sobrenadante com 100uL de DMSO para a leitura
da DO em 570 nm. Os pogos do controle de vida (CV), que foram incubados s6 com meio,

foram considerados como 100% de viabilidade.
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Avaliacdo da atividade tripanocida em amastigotas intracelulares

Fibroblastos (LLCMK2) foram plaqueados sobre laminulas circulares (3x10° células
por po¢o) em placas de 24 pocgos, e incubadas em meio RPMI por 24 horas, a 37°C e 5% de
CO; para adesdo. Os fibroblastos foram entdo infectados com 15x10° formas tripomastigotas
de T. cruzi (cepa Y) por poco, numa propor¢do de 5:1 (parasitas:célula) e incubadas em meio
RPMI por 24 horas, a 37°C e 5% de CO- para infeccdo. Os pocos foram entdo lavados, e as
células infectadas foram tratadas com solucGes de 200 a 25 uM de cada composto testado,
diluido em meio RPMI, e a placa incubada por 48 horas, a 37°C e 5% de CO>. Controles de
infeccdo (CI) receberam apenas meio RPMI, e 0s pogos para controle de morte receberam
benznidazol (BZD) a 30 uM. Ao final da sequéncia de tratamentos, as laminulas foram
lavadas, coradas com Panético Rapido® (Laborclin) e montadas em laminas para contagem
das células infectadas e das formas amastigotas no interior dos fibroblastos em microscépio
Optico. Cada concentracdo foi testada em triplicata, e foram contados um total de 100
macrofagos por laminula. *, ** e *** representam p<0,05, p<0,01 e p<0,005, respectivamente

(One-way ANOVA e pos Teste de Tukey da triplicata de cada tratamento).

Experimento de bloqueio da entrada de Trypanosoma cruzi em fibroblastos

Fibroblastos (LLCMK2) foram plaqueados sobre laminulas circulares (3x10° células
por pogo) em placas de 24 pocgos, e incubadas em meio RPMI por 24 horas, a 37°C e 5% de
CO; para adesdo. Os fibroblastos foram entdo infectados com 15x10° formas tripomastigotas
de T. cruzi (cepa Y) por poco, numa proporcdo de 5:1 (parasitas:célula) na presenca de
solucBes de 200 a 25 uM de cada composto, diluido em meio RPMI, e incubadas por 2 horas,
a 37°C e 5% de COz. Controles de infeccdo receberam apenas meio RPMI. Ao final do
periodo de incubacdo, as laminulas foram lavadas e coradas com Panotico Rapido®
(Laborclin) e montadas em laminas para contagem das células infectadas e das formas
amastigotas no interior dos fibroblastos em microscopio optico. Cada concentracdo foi testada
em triplicata, e foram contados um total de 100 macréfagos por laminula. *, ** e ***
representam p<0,05, p<0,01 e p<0,005, respectivamente (One-way ANOVA e pos teste de

Tukey da triplicata de cada tratamento).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O item resultados e discussdo deste trabalho esté dividido em quatro se¢des principais:
na primeira é descrita a sintese de blocos de construgcdo devidamente funcionalizados com
grupos acetileno para posterior emprego em reacdes CUAAC. A segunda parte contempla a
preparacdo de diversos azido-carboidratos, a saber: derivados de glicose, galactose, &cido
sidlico e unidade a-GalNAc-O-Thr. A terceira secdo estd relacionada a sintese dos
glycoclusters propostos via ‘click chemistry’. Por fim, a quarta se¢do descreve os ensaios de
inibicdo das enzimas « e fS-glucosidase, TcTS e ensaios de atividade tripanocida, citotoxico e

blogqueio de invaséo celular.

5.1 Sintese de blocos de construcdo funcionalizados com grupos acetilenos

Conforme proposto, a primeira etapa do trabalho envolveu a preparacédo dos blocos
tetra-O-propargil-pentaeritritol 17 e hexa-O-propargil-pentaeritritol 18 a partir dos alcoois
comerciais pentaeritritol 27 e dipentaeritritol 28, respectivamente. Assim, seguindo o protocolo
descrito por Weiwer e colaboradores (2009), o composto 27 foi tratado com brometo de
propargila em DMF e a reagdo aquecida a 50°C por 12 h, sendo o produto 17 obtido com 38%
de rendimento, proximo aos 42% alcancados na referéncia citada (esquema 9).

J

N — —

HOTN O T i, Z o TS

HO OH ~ Br 2 = 0 o__—
27 17

Esquema 9.Sintese da estrutura dendrimérica 17 baseada em pentaeritritol

A confirmacdo da estrutura foi realizada por espectrometria de massas de alta
resolucdo e RMN de H e 3C. Tanto o tripleto (t) em ¢ 2,41 quanto o dupleto (d) em ¢ 4,13
com J 2,3 Hz, observados no espectro de RMN de H, sdo caracteristicos desses grupos
acetilénicos terminais. Além disso, as integrais relativas de 4 para =CH e 8 para 0s grupos
CH, foram atentamente observadas e importantes para determinar que a alquilagdo ocorreu
nas quatro hidroxilas do precursor 27.

As mesmas condigdes reacionais utilizadas na sintese do bloco 17 ndo permitiram,
entretanto, a obtencdo de hexa-O-propargil-pentaeritritol 18 a partir de dipentaeritritol 28
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(esquema 10). Na tentativa de solucionar o problema, tanto o tempo reacional quanto o
nimero de equivalentes de brometo de propargila foram aumentados em diferentes

experimentos Sem SucCesso0.

HO  Ho

HO OH \
— KOH DMF 74
HO%OJV " % éﬁ /

HO

28

Esquema 10. Tentativa de sintese do bloco 18 usando as condices reacionais de 17

Trés manchas principais com diferentes valores de fator de retengéo (Rf)=0,5, 0,41 e
0,30 [AcOEt/éter de petrdleo (2:8)], foram observadas na placa cromatografica sugerindo
formacéo de subprodutos com posi¢des ndo alquiladas. A dificuldade no preparo do composto
18 foi citada por Touaibia e colaboradores (2007) que obteve o produto com apenas 6% de
rendimento.

Diante desse obstaculo, optou-se por realizar o protocolo descrito por Rajaram e
colaboradores (2014) que propde a reacdo com o0 mesmo reagente, porém em condicGes de
catlise de transferéncia de fase com emprego de brometo de tetra-n-butilaménio (TBAB)
(esquema 11). Esse modelo de reacdo se sustenta na diferenca de solubilidade entre o
polialcool utilizado como material de partida, o intermediario alcéxido gerado no inicio da
reacdo e o produto que é gradualmente formado e transferido para a fase organica
(NOUGUIER & MCHICH, 1985).

HO \
HO HOS oH _
0 N Br/ — NaOH(aq) TBAB
HO 31%
HO 18 equiv.
28

Esquema 11. Reacdo em condi¢des de catalise de transferéncia de fase para obtengéo do alcino 18

Dessa forma, hexa-O-propargil-pentaeritritol 18 foi obtido com 31% de rendimento
(rendimento de 33% foi obtido por Rajaram e colaboradores, 2014). A confirmacdo da
estrutura foi realizada por espectrometria de massas e RMN de *H e *C. O espectro de RMN
de 'H apresentou sinais em 6 2,41 (6H, t) e 4,11 (12H, d), com J 2,3 Hz, evidenciando a
presenca do grupo acetileno na proporcao correta. A diferenca fundamental entre os espectros
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dos compostos 17 e 18 € a presenca de um simpleto em ¢ 3,38 com integral relativa de 4
referente aos metilenos centrais de hexa-O-propargil-pentaeritritol 18.

Com a pesquisa bibliografica ao longo do trabalho foi vislumbrada ainda a
possibilidade de preparar o bloco de construgdo trivalente 29 com estrutura correlata a
estrutura de tetra-O-propargil-pentaeritritol 17 para a inclusdo de carboidratos distintos na
proporcdo 3:1. Para tanto, a sintese do bloco 29 foi realizada em duas etapas a partir do
reagente comercial tris(hidroximetil)aminometano 30, popularmente conhecido como TRIS e

amplamente utilizado em bioquimica como componente de solu¢des tampdo (esquema 12).

HO —_—
:
HO%NHZ Boc:0 — er )L /%
HO 64% “owF KOH /
HO
44% //
30 31 (

Esquema 12. Sintese de derivado de TRIS-propargila 29 em duas etapas

O grupo amino de TRIS foi inicialmente protegido com terc-butiloxicarbonila (Boc)
utilizando dicarbonato de di-terc-butila para obtencdo do derivado N-Boc protegido 31 com
64% de rendimento (CHABRE et al., 2008). As hidroxilas de 31 foram entdo propargiladas
em condicdo semelhante & empregada na sintese de tetra-O-propargil-pentaeritritol 17
(DMF/KOH), sendo o produto 29 obtido com 44% de rendimento. Além dos sinais relativos
aos grupos propargila, o espectro de RMN de H de 29 apresentou um simpleto intenso em ¢

1,41 com integral relativa de 9 referente aos hidrogénios do grupo terc-butila.

5.2 Preparagéo de azido-carboidratos

Sintese de 3,4,6-tri-O-acetil-2-azido-2-desoxi-#-D-glicopiranosideo de metila 20

O protocolo de sintese do derivado azido 20, empregado em reacdes de cicloadi¢do
com 0s blocos de construgdo 17 e 18, foi estabelecido durante o desenvolvimento do projeto
de iniciacdo cientifica de Michelle Ogava Igual (Processo Fapesp: 14/25960-0).

A primeira etapa envolveu a formacdo do doador de bromo O-acetilado 32 pelo
tratamento de cloridrato de 2-amino-2-desoxi-D-glicose 33 com brometo de acetila. A
manutencdo do sal de amonio de 32 impediu que o grupo fosse acetilado, sendo posteriormente
neutralizado para a reacdo de diazo-transferéncia, evitando assim etapas desnecessarias de
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protecdo e desprotecdo. O intermediério instavel 32 foi empregado diretamente na reacéo de
glicosilagdo com metanol (solvente e aceptor glicosidico), sem purificacdo prévia (esquema 13).

OH o OAc
HO © _,)J\Br AcO O .
HO OH o [l
NH;*Cl BrH,N L
33 32
oA TN
C
1.K,CO3 % CuS0,.5H,0 OAc
EtsN 0
2.CHsOH. py  AcO S Aco/&/
60% AcO NH OCHs 34% AcO OCHg
2 N3
34 20

Esquema 13. Sintese do azido 20 funcionalizado em C-2.

Um mecanismo aceitavel para esta reacéo envolve o ataque nucleofilico do grupo -OH
do metanol ao carbono anomérico, deslocando o bromo, majoritariamente via Sn1. O sal
formado foi dissolvido em cloroférmio e lavado com solugdo saturada de carbonato de sodio
para obtencdo do produto 34 como base livre com 60% de rendimento como mistura de
anomeros f:a (10:1).

A Ultima etapa consistiu na conversdo do grupo amino em C-2 de 34 para azido via
diazo-transferéncia em piridina, utilizando triflil azida (TfNs) recém preparado. Apds
purificacdo por coluna flash o azido-glicose foi obtido com 37% de rendimento, sendo
mantida a proporcéo de isémeros S:a (10:1). A estrutura foi confirmada por RMN de H e IV,
com observagdo de banda caracteristica de grupo azido em 2122 cm™ (GUNTHER et al.,
2008). A subsequente recristalizacdo da mistura em etanol permitiu a obten¢do do andmero 3
20 como cristais brancos puros com 34% de rendimento.

Embora o mecanismo exato da reacdo de diazo-transferéncia seja ainda desconhecido,
a proposta de Nyffeler e colaboradores (2002) é bastante aceita (esquema 14). Este sugere que
um grupo amino livre, formado normalmente pelo tratamento de sais de aménio com
carbonato de potassio (K2CO3), forma um complexo com o catalisador sulfato de cobre 11 (A).
Nesta etapa ocorre 0 ataque do nitrogénio do precursor a um dos nitrogénios de triflil azida
(previamente preparado por reacdo entre anidrido triflico e NaNs) formando um novo
complexo (B). A subsequente desprotonacdo leva a formacdo do tetrazeno estabilizado por
cobre (C). O rompimento deste sistema gera o imino complexo de cobre-triflilila (D) e o
produto contendo a funcdo azido, via cicloadicéo dipolar (ANSELME & FISCHER, 1969).
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Formacio de TfN;

NaN, M
0 - NaOSO,CF
H,0 F3C0,S—0—S0,CF; a0S0,CF; TiN
Tf,0 N2 O ="
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H O\s 0
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A
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Esquema 14. Mecanismo proposto para a?eagéo de diazo-transferéncia catalisada por metal; R = Precursor com
grupo amino (ANSELME & FISCHER, 1969).

Sintese de 1,2,4,6-tetra-0-acetil-3-azido-3-desoxi-a,-D-glicopiranose 21

A sintese do bloco 21 (3-azido-glucopiranose) foi realizada em quatro etapas a partir
do aclcar comercial 1:2,5:6-di-isopropilideno-a-D-alofuranose 35. As condicBes reacionais
empregadas para obtencdo do derivado de glicose foram adaptadas do método descrito por
Hindsgaul e Lowary (1994) para obtencdo de 3-azido-galactopiranose. Assim, o tratamento de
35 com o reagente TH,0 em DCM e piridina, seguido de reacdo de substituicdo com azida de
sodio em DMF forneceu o produto 1:2,5:6-di-isopropilideno-3-azido-a-D-glicofuranose 36

com 45% de rendimento (esquema 15), com inversédo de configuracdo em C-3.

HsC_ CHs H3C><CHs
o © OAc
Ti,0, NaN, _ o 1. CF3COOH o
DCM/Py H g 2.Py, Ac,0 AcO
9 > 3 - N OAc
45% 30% 3
O OAc
(6] CH
OH + 8 O+CH3 1:0,26
CHs CH,3 ap
35 36 21

Esquema 15. Sintese do derivado azido 21 funcionalizado em C-3

Subsequentemente, o intermediario 36 foi tratado com solucéo de TFA 80% e a seguir
peracetilado na presenca de piridina e anidrido acético (Ac20), com obtencdo do produto 21
como mistura de isdbmeros a/f (1:0,26) e rendimento de 30%. Nas condig0es testadas, ndo foi



Resultados 64

possivel a separacdo cromatografica entre os anémeros. Por esta razdo, foi usado nas reagdes
de acoplamento na forma de mistura anomérica.

Embora ndo discutidos nas referéncias consultadas, diferentes problemas de sintese
foram enfrentados nessa etapa, 0 que pode explicar o baixo rendimento. Além da formacdo de
subprodutos, provavelmente provenientes do processo de abertura da furanose, ndo houve
consumo total do material de partida 36 [CCD, Hexano/AcOEt (3:1)], mesmo ap6s aumento
do tempo reacional (DANAC, 2008; CAMPO, 2012).

A andlise de RMN de H do bloco 21 apresentou dupletos caracteristicos de H-1 em ¢
6,30 (J 3,6 Hz) para o isbmero a e ¢ 5,66 (J 8,3 Hz) para o isbmero S, respectivamente, e
tripletos relativos a H-3 em ¢ 3,96 (J 10,4 Hz, o) e ¢ 3,68 (J 10,4 Hz, ). O espectro apresentou
também 2 grupos de quatro simpletos cada, com diferentes valores de integrais relativas entre 6
2,19 e 2,09 referentes aos grupos acetila (COCHz). A presenca de -N3 foi confirmada por
andlise de infravermelho com banda em 2100 cm™, caracteristica de grupo azido. Os dados s&o
condizentes com os descritos na literatura para esse composto (CAMPO et al., 2012).

Sintese de 2,3,4-tri-O-acetil-6-azido-6-desoxi-g-D-glicopiranosideo de metila 22

A sintese do derivado de glicose funcionalizado em C-6 (22) foi realizada em duas
etapas a partir de S-D-glicopiranosideo de metila 37 (esquema 16). As condicfes reacionais
foram adaptadas do protocolo descrito por Carvalho e colaboradores (2010) para obtencéo de
6-azido galactose. A primeira etapa foi iniciada pela lenta adicdo de cloreto de tosila
(TsCl/py) a uma solucdo do precursor 37, sendo a reacdo acompanhada por CCD até consumo
total do material de partida. A tosilacdo simultdnea da hidroxila em C-3 formando um
intermediario di-tosilado (C-3 e C-6), frequentemente observada para o derivado
galactopiranosideo, foi evitada pela simples reducéo de temperatura da reacdo e do numero de
equivalentes de TsCl, uma vez que a posicdo C-3 do glicopiranosideo é mais impedida e,
portanto, menos reativa.

As hidroxilas livres (C-2, C-3 e C-4) foram a seguir O-acetiladas pela adi¢do de Ac.O
ao meio reacional e o intermediario 38 obtido com 68% de rendimento apos purificagéo.

OH
1. TsCl, Py
HO%O __2A%0  _ AcO _NaNy DMF A O
HO T 6% AcO % Me
OH

37 38

Esquema 16. Sintese do derivado azido 22 funcionalizado em C-6
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A etapa final envolveu a troca do grupo tosila por uma reacdo de substituicdo
nucleofilica bimolecular (Sn2) com azida de sddio, favorecida pela presenca de solvente
aprotico e aquecimento (100 °C). O azido-carboidrato 22 foi obtido com 77% de rendimento e
a estrutura confirmada por RMN de *H e 13C, além de analise bidimensional (HMQC) para

correta atribuigdo de todos os sinais, ja que estes dados nao foram encontrados na literatura.

Sintese de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-#-D-galactopiranose azido 23

A sintese do derivado azido-galactose 23 foi também realizada para emprego em reacoes
de cicloadicdo com os blocos alcino 17 e 18. O composto foi obtido com facilidade em duas
etapas, com 90% de rendimento, a partir de D-galactose peracetilada 39, disponivel no laborat6rio
(esquema 17) (CAMPO et al., 2010; TROPPER et al., 1992).

Qhe LA OAc OAc NaN3, TBAHS, OAc OAc
0 OA 33% HBI/ACOH 0} NaHCO; (aq) le)
AcO ¢ AcO 90% (2 etapas)  AcO N3
OAc OAGC Oho
Br
39 40 23

Esquema 17. Sintese do bloco de galactose 23 funcionalizado em C-1.

O método selecionado envolveu a formagdo de brometo de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-
galactopiranosila 40 pela reacéo entre o agucar protegido 39 e solugcdo de HBr 33% por 3 horas.
Na sequéncia, o intermediario brometo 40 foi diretamente empregado em reacdo de substituicéo
nucleofilica utilizando NaNz, o qual forneceu o composto 23 com alto grau de pureza.

A orientacdo o do bromo, confirmada na literatura, é tendéncia para substituintes
eletronegativos em C-1 e explicada pelo efeito anomérico (LEMIEUX & HAYAMI, 1965).
No entanto, a configuragdo g observada no produto 23 foi devido & participagdo do grupo
vizinho em C-2, grupo O-acetil, capaz de realizar ataque intramolecular no carbono
anomérico e formar intermediario ortoéster o qual, subsequentemente, sofre abertura pelo
ataque nucleofilico do grupo azido pela face oposta . A formacdo do composto 23 foi
confirmada por RMN de 'H e espectrometria de massas. Adicionalmente, o espectro na regido

do infravermelho apresentou uma banda em 2107 cm™, caracteristica de grupo azido.
Sintese de 2,3,4-tri-O-acetil-6-azido-6-desoxi-#-D-galactopiranosideo de metila 24

A sintese de 6-azido-f-D-galactopiranosideo de metila 24 foi realizada utilizando dois

protocolos sintéticos. No primeiro (A), foram empregadas as condi¢des de reacdo descritas por
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Carvalho e colaboradores (2010) e o composto preparado em trés etapas a partir do agucar
comercial S-D-galactopiranosideo de metila 41. Assim, o precursor desprotegido foi tosilado e
sequencialmente acetilado (one-pot), sendo a posterior troca do grupo tosila por azido realizada

em DMF de acordo com mecanismo de substitui¢cdo nucleofilica do tipo Sn2 (esquema 18).

OH JOH 1.TsClIPy QAc OTs QAc Ng
%OM 2. AcCI o) NaNj/ DMF 0
HO € 7% > AcO OMe 90% > AcO OMe
OH OAc OAc
41 42 24

Esquema 18. Sintese do bloco azido 24 funcionalizado em C-6 (Método A).

Apesar da obtenco do produto Gal-6-N3 24, o método envolve uma separagdo
cromatografica dificil dos intermediarios mono e di-tosilado (posi¢es 3 e 6) formados
durante a primeira etapa. Duas purificacdes em sequéncia, utilizando cromatografia flash
automatizada e gradiente crescente de uma mistura [AcOEt/tolueno (1:1)] foram necessarias
para que o composto 24 fosse adequadamente purificado (47%).

Na tentativa de evitar a formacéo do intermediario di-tosilado, o azido 24 foi também
preparado pela rota B, que envolve a protecdo inicial das hidroxilas em C-3 e C-4 do -
galactopiranosideo 41 com isopropilideno, impedindo a reacdo em C-3 (esquema 19). Embora
duas etapas tenham sido acrescentadas na preparacdo dos intermediarios 43 e 44, ndo houve
prejuizo ao rendimento global da reacdo sendo o intermediario 42 obtido com 49% de
rendimento apds 3 etapas. A substituicdo do grupo tosila por azido foi realizada nas condicdes
supracitadas (método A) com rendimento de 90% (BARILI et al., 1986; CARVALHO et al.,
2010).

OH OH O OTs
0 2,2 DMP, 22 DMP, p-TSOH -TSOH >< o Py o
HO OMe™ gg, O oMe
OH o
41 44
1. DCM, MeOH
p-TSOH OAc OTs OAc N3
2. Py, AC,0 % NaN3, DMF o
. AcO OMe 90% AcO OMe
56% (3 etapas) OAc Ohc
42 24

Esquema 19. Sintese do bloco azido 24 funcionalizado em C-6 (Método B).
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A estrutura do azido 24 foi confirmada por RMN de H e 13C. Os sinais relativos aos
H-6a e H-6b sdo os mais blindados e foram observados como duplo dupletos em ¢ 3,11 (J 4,0
e 12,9 Hz) e 6 3,57 (J 8,4 e 12,9 Hz) no espectro de RMN de *H.

Sintese de a-azido acido sialico 25

A sintese de 2-azido-acido sialico 25 foi realizada em quatro etapas a partir de acido
sialico 45 (esquema 20). A primeira etapa envolveu a formacdo do éster metilico 46 em
rendimento quantitativo na presenca de metanol e resina acida Dowex® 50WX8-200. O
composto 46 foi a seguir peracetilado, com emprego de anidrido acético e piridina, sendo
convertido no intermediario protegido 47 com 90% de rendimento (CAMPO et al., 2012).

HO HO AcO
OH COOH MeOH OH COOMe OAc COOMe
Resina [H*] Ac,0, Py
HO 0 OH —>1 00% HO' O OH —’90% AcO" (e) OAc
AcHN—173 AcHN—113 AcHN-4=3
45 46 47
AcQ_ OAc cl TBAH,NaN;  ACO OAc COOMe
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59% Aél-(l:(l\? © 63% AcO" & N3
AcO AcHN ‘AcO
48 25

Esquema 20. Sintese do derivado 2-azido-acido sialico 25.

A reacdo de clorinacdo do composto 47 foi realizada empregando cloreto de acetila
saturado com HClg como reagente e solvente. Inicialmente resfriada a -20°C (30 min. iniciais),
a reacdo foi conduzida a temperatura ambiente por mais 24 h e forneceu o S-cloreto de acido
sidlico 48 com 59% de rendimento. A estrutura do composto 48 foi confirmada pelo espectro de
RMN de H, o qual apresentou sinais caracteristicos do produto, tais como trés duplo-dupletos
em ¢ 5,38, 4,06 e 0 2,78 relativos a H-7 ( J 2,0 Hz, J6,8 Hz), H-9 (J 5,8 Hz, J 12,5 Hz) e H-3¢q
(J4,6 Hz, J 13,9 Hz), um simpleto do grupo éster em ¢ 3,87 e cinco simpletos entre ¢ 2,12-2,05
e 0 1,91, referentes aos grupos acetila (COCHz) e acetamido (NHCOCHSz), respectivamente.

A etapa final foi realizada de acordo com o0 método incialmente descrito por Tropper e
colaboradores (1991), em que o cloreto 48 ¢ substituido por azido em reagdo de transferéncia
de fase utilizando hidrogenossulfato de tetrabutilamdnio (TBAH), com inversdo completa da

configuracdo anomérica. O rendimento de 63% obtido nesta etapa foi considerado satisfatorio,
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embora valores de até 92% estejam descritos. A estrutura do a-azido-acido foi confirmada por
RMN de H e os sinais apresentados para H-3eq em 6 2,56 (1H, J 4,6 e 13,1 Hz), H-4 em 6 5,05
e demais hidrogénios correspondem aos descritos na literatura para o isomero o. Embora ndo
exista proton anomérico, a configuracgdo é inferida com base no deslocamento de H-3eq, cerca de
0,5 ppm mais blindado do que o isémero s (TROPPER et al., 1991; WEIWER et al., 2009).

Sintese de éster benzilico de 2-acetamido-2-desoxi-3,4,6-tri-O-acetil-a-D-

galactopiranosil-azido-treonina 26

Embora ja parcialmente realizada pelo grupo, a sintese do bloco de aminoacido
glicosilado 26 nao foi trivial, envolvendo grande nimero de etapas e algumas dificuldades
sintéticas (esquema 21). A sequéncia reacional foi iniciada a partir de D-galactal comercial 49
que, apos peracetilado em condicdo cléassica (Ac20/py), produto 50, foi submetido a reacao de
azidonitracdo em passo unico na presenca de azida de sodio e nitrato cérico amoniacal (CAN).
O azido nitrato 51, obtido em mistura de andémeros o/f 1:0,6 com 38% de rendimento, foi
tratado com cloreto de tetraetilam6nio em acetonitrila para substituicdo do grupo nitrato por
cloro, sendo convertido no intermediario 52 com 73% de rendimento (LEMIEUX &
RATCLIFFE, 1979).
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+

HO = 100%  AO — 38% A0 AcO ONO,
ONO, N3
49 50 51" 51
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CH4CN o) HaB o)
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73% N3 40% N NHFmoc >
Cl o OBn
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52
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OAc 0Ac oA
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AcO 3 4,
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Esquema 21. Rota sintética proposta para a obtencéo do derivado a-GalNAc-O-Thr 26.
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Tanto a mistura de anémeros 51, quanto o cloreto 52, isolado exclusivamente na forma
o, foram analisados por RMN de 'H e apresentaram sinais condizentes com a literatura
(MARTINS-TEIXEIRA et al., 2013). Para o cloreto 52 destacam-se 0s sinais observados em
06,12 (d, J 3,9 Hz) caracteristico de H-1 e o sinal de H-2 sobreposto na regido de ¢ 4,00, mais
blindado que nos precursores devido a influéncia do grupo azido.

Sequencialmente o doador glicosidico 52 foi empregado na reacdo de glicosilagdo de
éster benzilico de N-Fmoc treonina para obtencdo do glicoaminoacido 53, utilizando HgBr»
como promotor. Embora a formacdo do produto tenha sido evidenciada por CCC [Tolueno:
AcOEt 8:2], houve bastante dificuldade para uma adequada purificacdo. Além da
contaminacgdo constante com o doador glicosidico 52, confirmada pelos sinais em ¢ 6,12 e na
regido de ¢ 4,00, um aumento de massa inesperado sugeriu a presenca de sais de mercurio.
Esses problemas foram contornados apos algumas tentativas com a extracdo da mistura
reacional bruta de 53, utilizando solucdo aquosa de iodeto de potéssio (10 %).

A formagdo da ligagdo glicosidica foi evidenciada pela presenca de sinais
caracteristicos do agucar (H-1o em 6 4,92, J 3,4 Hz e H-2 em 6 3,50, J 3,4 e 11,1 Hz) e do
aminoéacido (aromaticos de Fmoc ¢ 7,8-7,1 e grupo metila de Thr em ¢ 1,32). Nesta reacdo foi
evidente a formacdo estereosseletiva do isomero o devido ao efeito anomérico e a
impossibilidade de participacdo do grupo vizinho em C-2, agora contendo grupo azido e ndo
acetamido. De fato, a rota sintética apresentada no esquema 21 foi planejada para obtencdo do
anomero o de 26, para melhor mimetizar as unidades de antigeno Tn (MARTINS-TEIXEIRA
etal., 2013).

A conversdo do grupo azido do composto 53 a acetamido foi realizada por acetilacdo
redutiva na presenca de anidrido acético, zinco metalico e sulfato de cobre, 0 que permitiu a
obtengédo do bloco 54 com 46 % de rendimento (KARTHA & FIELD, 1997). Finalmente, a
remocdo do grupo Fmoc com morfolina, seguido por reacdo de diazo-transferéncia
aparentemente conduziu ao derivado azido de a-GalNAc-O-Thr 26. O bloco 26, com grupo
azido na cadeia lateral do aminoacido € inédito e sua estrutura foi confirmada apenas por
analise de massas e IV (pagina 117).

A correta elucidagdo de sua estrutura e aplicacdo na preparacdo de glycoclusters
derivados de pentaeritritol e dipentaeritritol esta em andamento, sendo necessario a

preparacdo de maior quantidade para realizacdo dos acoplamentos por reacdo de CUAAC.
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5.3 Preparacéo de glycoclusters via Click Chemistry

Glycoclusters contendo unidades de glicose em diferentes arranjos estruturais

ReacOes de cicloadi¢do azido alcino 1,3-dipolar catalisada por cobre (I) sdo amplamente
utilizadas em quimica de carboidratos, com existéncia de vasta literatura sobre métodos de sintese
e purificacdo dos derivados sacaridicos 1,4-dissubstituidos resultantes dessa condensagéo. Cientes
dessas informacdes e da necessidade de estabelecer um protocolo de sintese simples, eficiente e
aplicavel ao maior nimero de compostos propostos, diferentes condigcdes reacionais foram
estudadas para preparacdo do glycocluster tetravalente 55 a partir de 1-azido-glicose peracetilada
comercial 19 e do derivado tetra-O-propargil-pentaeritritol 17 (esquema 22).
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Esquema 22. Sintese do glycocluster 55 a partir do derivado tetra-O-propargil-pentaeritritol 17 e 1-azido-glicose 19.

As variagdes envolveram diferentes sistemas de solvente, temperatura, tempo e métodos de
aquecimento (convencional ou micro-ondas) e os resultados foram sumarizados na tabela 2. Em
todos os experimentos foram utilizados 1,1 equivalentes de azido, sulfato de cobre (CuSO4) 10% e
0,3 equiv. de ascorbato de sodio, para cada grupo alcino presente no derivado tetra-O-propargil-
pentaeritritol 17 (LEONETI et al., 2010; CARVALHO et al., 2010; TIWARI et al., 2016).

Tabela 2. Resultados obtidos no estudo de condicGes reacionais para obtencéo do glycocluster 55

Aguecimento Temperatura  Poténcia  Solvente Tempo Resultado
1 Convencional 70°C - DMF 24h 20%
2 MO 70°C 100 W DMF 10 min (3x) 40%
3 MO 80°C 100 W DMF 10 min (3x) 83%
4 e Ambiente - THF/H0 24h MP*
5 MO 70°C 100 W THF/H0 10 min (3x) MP*
* MP = material de partida
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Em todos os casos o progresso das reacoes foi periodicamente acompanhado por CCD,
sendo as condicdes 2, 3 e 5 verificadas a cada ciclo de aguecimento. A irradia¢do foi mantida
até a formacdo de apenas duas manchas com Rf=0,15 e 0,83 [AcOEt/hexano (8:2)] referentes
ao produto 55 e ao excesso de azido 19, respectivamente, ou até que ndo fossem mais
observadas mudangas na placa.

Nos experimentos 1, 2 e 3, a mistura foi seca e repetidamente co-evaporada com
tolueno para remocdo completa de DMF. A mistura foi purificada por cromatografia flash
automatizada, sem remocdo dos catalisadores inorganicos. Comparativamente, o melhor
rendimento (83%) foi obtido com aquecimento por MO a 80 °C, utilizando N-
dimetilformamida como solvente.

A reacio completa (quatro posi¢des) foi evidenciada no espectro de RMN de 'H pela
observacdo de apenas um simpleto em ¢ 8,01, regido tipica do hidrogénio do anel 1,2,3-
triazol, além da auséncia de sinais entre ¢ 2,3-2,5 que poderiam ser atribuidos a presenca de
um grupo acetileno. Houve ainda uma mudanca significativa no deslocamento quimico do
hidrogénio anomeérico da glicose, que passou de ¢ 4,67 (1H, d, J 8,9 Hz) no azido precursor
19 para ¢ 6,05 (4H, d, J 9,3 Hz) no produto 55. A mudanca de H-1 e demais hidrogénios do
acucar para regido de menor blindagem é condizente com a presenca do anel triazol (efeito
anisotrdpico). A menor influéncia nos valores de deslocamento quimico foi observada para 0s
H-6 (a e b) que passaram de ¢ 4,28 e 4,20 (19) para ¢ 4,33 e 4,17 (55). Quanto aos grupos
CH2 da estrutura central do esqueleto de pentaeritritol, esses foram observados em ¢ 3,46 (8H,
s) e 4,62 (8H, m). Os sinais correspondentes aos carbonos do anel triazol foram observados
em ¢ 146,0 e 121,4 no espectro de RMN de °C.

A melhor condicdo reacional estabelecida para preparacdo do composto 55
(experimento 3 — tabela 2) foi entdo extrapolada para sintese dos demais glycoclusters
tetravalentes 56, 57 e 58, sendo estes obtidos com 67, 56 e 52% de rendimento,
respectivamente. A etapa final de remocéo dos grupos acetila foi realizada em meio basico,
pela adicdo de metoxido de sodio (MeONa 1M) a uma solugéo concentrada dos derivados O-
acetilados em metanol. As desprote¢cdes dos compostos 55-58 forneceram os glycoclusters de

interesse 1-4 em rendimentos proximos a 100% (esquema 23).
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Esquema 23. Novos glycoclusters obtidos a partir de reages CUAAC entre o bloco 17 e glicose funcionalizada
em diferentes posicdes (C-1, C-2, C-3 e C-6)

As estruturas de todos os compostos protegidos 55-58 foram confirmadas por RMN de
'H e 13C e espectrometria de massas. Tal como destacado para o glycocluster 55, apenas um
sinal referente ao hidrogénio do anel 1,2,3-triazol foi observado na regido de ¢ 8,00,
comprovando a reacdo completa e o carater simétrico das estruturas. A auséncia de outros
sinais na regido de proton aromatico reforca ainda a formacéo regiosseletiva do isémero 1,4-
dissubstituido. Em geral, houve também desblindagem dos hidrogénios do agucar precursor,
sendo o hidrogénio proximo ao anel 1,2,3-triazol o mais afetado.

Com relacdo a obtencdo de clusters hexavalentes foi utilizado a principio 0 mesmo
protocolo estabelecido para a sintese do composto 55 e demais derivados tetravalentes.
Todavia, como esperado, o tempo de conversao e funcionalizacdo de todas as seis posi¢des
dos grupos acetilenos de hexa-O-propargil-pentaeritritol 18 foi superior (3 ciclos de 15 min,
MO) quando comparado as rea¢des com o bloco 17 (3 ciclos de 10 min, MO). Dessa forma,
0s compostos 59-62, contendo seis unidades de glicose ligadas pelas posi¢oes C-1, C-2, C-3

ou C-6 foram obtidos com rendimentos satisfatorios entre 55 e 78% (esquema 24).
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Esquema 24. Glycoclusters hexavalentes 59-62 peracetilados e 9-12 desprotegidos contendo unidades de glicose
em diferentes arranjos

Apdbs consumo total do alcino 18, N,N-dimetilformamida foi removida por co-
evaporagOes sucessivas com tolueno e os produtos purificados por CCC [AcOEt/Hexano 50-
100%]. A estrutura dos compostos protegidos foi confirmada por RMN de H e 3C e
espectrometria de massas. Tal como observado para os glycoclusters tetravalentes, houve
deslocamento dos sinais referentes aos hidrogénios do actcar proximos ao anel 1,2,3-triazol,
para a regido mais desblindada do espectro. Da mesma forma, os sinais referentes ao
hidrogénio do anel triazol foram identificados em torno de ¢ 8,00. A distingdo entre os
compostos tetra e hexavalentes pdde ser feita essencialmente por um simpleto observado entre
0 3,10-3,30 com integral relativa de 4, referente a CH,-1 central (ver esquema 23). As
desprotecGes foram realizadas conforme protocolo classico anteriormente descrito
(MeONa/MeOH 1M) em excelentes rendimentos e as estruturas dos compostos de interesse 9-
12 confirmadas apenas por RMN de H e analises de massas.

A sintese dos glycoclusters 7 (acido sialico), 9 e 13 (glicose e galactose
respectivamente ligadas a dipentaeritritol por C-1) estd descrita na literatura para aplicagdes
diferentes das aqui propostas. Todos 0s demais homo-glycoclusters sintetizados neste trabalho
sdo inéditos (WEIWER et al., 2010; RAJARAM et al., 2014)

Ampliando a proposta inicial para inibidores multivalentes de glucosidases, a qual
previa apenas a série de homo-clusters descrita acima, houve interesse em preparar também
outros novos hetero-glycoclusters (figura 22), analogos aos compostos 1 e 4, mas

apresentando 3 unidades de glicose (via C-1 ou C-6) e uma unidade imino-agUcar derivada de
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1-desoxinojirimicina ou seu isémero L-gulitol (configuracdo invertida em C-2 e C-5),
recentemente descrito pelo grupo (ZAMONER et al., 2016; KATO et al., 2005).

A forte interacdo de imino-agUcares com uma ampla gama de glicosidases, e 0 sucesso
da incorporacdo de unidades de DNJ em sistemas multivalentes diversos sobre a atividade de
enzimas como o-manosidase, a-fucosidase e glucocerebrosidase (KANFAR et al., 2015;
MATASSINI et al., 2016) torna a inclusdo dessa unidade em sistemas pequenos e pouco
flexiveis como TRIS ou pentaeritritol bastante intrigante e ainda pouco explorado.

A comparacdo dos valores de inibicdo das enzimas o- e S-glucosidases para estes
compostos com o0s valores obtidos para os homo-glycoclusters correlatos 1 e 4 pode fornecer
informacdo inédita importante, sobre o impacto de unidades de DNJ nesses pequenos sistemas

multivalentes.
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Figura 22. Hetero-glycoclusters 63-66, apresentando 3 unidades de glicose conectadas via C-1 ou C-6. R1: L-
gulo- e R2: D-glico-imino-agucares (DNJ).

A sintese dos glycoclusters 63 e 64 foi realizada pela condensagdo entre o cluster
trivalente glico-funcionalizado 67 e derivados N-propargilados de L-gulo 1-desoxinojirimicina
68 ou D-gluco 1-desoxinojirimicina 69, respectivamente, anteriormente preparados no
laboratorio (esquema 25). A reagdo de cicloadi¢do foi conduzida em condicdo similar aquela
utilizada para sintese do composto 55 e foi seguida de desprote¢cdo bésica com
MeONa/MeOH.

A preparacdo do composto 67, por sua vez, foi realizada em trés etapas. Na primeira
etapa, o intermediario N-Boc protegido 70 foi obtido com 82% de rendimento a partir da
reacdo CUAAC entre os blocos TRIS-propargil 29 e 1-azido-glicose 19, sendo a estrutura do
composto seguramente confirmada por RMN de H e C. A remocio quantitativa do grupo
N-Boc de 70 e conversdo subsequente do amino 71 a azido via diazo-transferéncia, utilizando

0 reagente mais seguro sulfato de 1-H-imidazol-1-sulfonilazido, forneceu o composto 67 em
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78% de rendimento (esquema 25). O desaparecimento de um simpleto intenso em ¢ 1,41 no
espectro de RMN de tH e do sinal em ¢ 154 (RMN de **C) confirmaram a remocdo do grupo
N-Boc. Adicionalmente, o espectro na regido do infravermelho apresentou a banda em 2107

cm * caracteristica de grupo azido de 67.
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Esquema 25. Sintese dos hetero-glycoclusters 63 e 64

Os espectros de RMN dos compostos 72 e 73 apresentaram sinais condizentes com a
presenca de dois tipos de agUcares e anéis 1,2,3-triazolicos em proporgéo 3:1 (figura 23). Um
exemplo claro sdo os dois simpletos em ¢ 7,99 (3H, s) e 7,78 (1H, s) no espectro de RMN de
'H do composto 72. Para esse mesmo composto, foi observado um deslocamento consideravel
dos hidrogénios metilénicos centrais para regido de desblindagem, passando de ¢ 3,63 no
precursor 67 para 3,98 no composto 72. Adicionalmente, os prétons em C-1 e C-6 do imino L-
gulitol DNJ foram observados em ¢ 2,99-2,84 e 4,49 (integral relativa de 1), respectivamente.
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Figura 23. Comparacédo entre os espectros de RMN de *H dos compostos tetra- 72 (superior) e trivalente 67.

Os correspondentes hetero-clusters 65 e 66, com unidades de glicose ligadas pela

posicdo C-6 de D-glicose, foram obtidos seguindo a mesma sequéncia de reacdes discutida para

63 e 64, todavia envolvendo a preparacéo do intermediario N-Boc protegido 74 preparado pela

condensacdo entre o bloco TRIS-azido 29 e 6-azido-glicose 22 (esquema 26) e posterior

desprotecdo do grupo carbamato para formacdo do derivado com funcdo amino livre 75 e

conversdo ao correspondente azido 76 por reacdo de diazo-transferéncia de forma similar a

descrita no esquema 25.

O acoplamento via CUAAC entre 0 azido 76 e os derivados N-propargilados L-gulo 68

ou D-gluco DNJ 69 forneceu os glycoclusters protegidos 77 e 78, que foram finalmente foram

convertidos nos produtos de interesse 65 e 66 apds tratamento com metdxido de sédio em

metanol (esquema 26).
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Esquema 26. Sintese dos hetero-glycoclusters 65 e 66 a partir do bloco trivalente 76

Com relacdo as reacOes de diazo-transferéncia realizadas acima, vale destacar que o
processo de conversdo de aminas primarias em grupos azido em rendimentos razoaveis &,
frequentemente, realizado por reacdes de diazo-transferéncia utilizando o reagente triflil
azida. Todavia, o emprego de TfNz apresenta limitacbes consideraveis, tais como:
necessidade de utilizacdo imediata apds preparo, decorrente de sua natureza explosiva e
répida degradacéo, e rendimentos inconsistentes durante sua preparacédo in situ (NYFFELER
etal., 2002; GODDARD-BORGER & STICK, 2007).

Considerando assim a necessidade de obtencédo azidos 67 e 76 em bons rendimentos e,
as restricdes de uso de TfNs, foi preparado o derivado sulfato de 1-H-imidazol-1-sulfonilazido
(esquema 27). Este sal, obtido na forma de um solido cristalino estavel, € descrito na literatura
como um eficiente reagente de diazo-transferéncia para uma variedade de estruturas sacaridicas
e ndo-sacaridicas (FISCHER et al., 2012; GODDARD-BORGER & STICK, 2007).
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Esquema 27. Sintese do reagente de diazo-transferéncia sulfato de 1-H-imidazol-1-sulfonilazido

A sintese do composto 1-sulfonilazido foi realizada conforme protocolo descrito por
Fischer e colaboradores (2012) a partir de imidazol comercial. A precipitacdo do sal ocorreu
apos adicdo de H.SO4 concentrado e o produto seco foi obtido com 20% de rendimento. A
estrutura do sal foi confirmada por RMN de 'H e os sinais sdo condizentes com a literatura
consultada (FISCHER et al., 2012; GODDARD-BORGER & STICK, 2007).

Apesar do baixo rendimento, comparado aos 63% citados na referéncia utilizada, as
condicdes reacionais ndo foram otimizadas porque o reagente foi preparado em média escala

(5,3 g), em apenas uma tentativa, a partir de materiais de baixo custo.

Glycoclusters contendo unidades de galactose e acido sialico em diferentes disposi¢coes

A sintese dos glycoclusters tetravalentes derivados de galactose 5 e 6 (esquema 28) foi
realizada sob as mesmas condices reacionais empregadas na obtencdo dos derivados de
glicose 1-4. As reacdes de CUAAC contendo D-galactose ligadas pelas posicdes C-1 e C-6
foram priorizadas pela maior facilidade sintética dos azido-agUcares correspondentes 23 e 24.
Como citado anteriormente, 3-azido-galactose poderia ser preparado pela mesma estratégia
utilizada para obtengdo do bloco 21, partindo agora de 1:2,5:6-di-O-isopropilideno-a-D-
gulofuranose. Ja a sintese de 2-azido-galactopiranosideo em condicdes semelhantes a utilizada
para a sintese do bloco 20 (Glu-2-N3) requer o uso de cloridrato de D-(+)-galactosamina,
consideravelmente mais caro que D-(+)-glicosamina usado como precursor para o bloco 20.

Assim, 0s compostos protegidos 79 e 80 foram preparados a partir dos azidos de
galactose 23 e 24 e o derivado acetilénico de pentaeritritol 17 com 75 e 58% de rendimento,
respectivamente. Os glycoclusters 79 e 80 foram completamente caracterizados (RMN de *H

e 13C e HRMS) antes da remogcéo dos grupos protetores.
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Esquema 28. Sintese dos glycoclusters 5 e 6 contendo 4 unidades de galactose ligadas pelas posi¢des C-1 e C-6.

Também como realizado para os derivados hexavalentes da secdo anterior (9-12), a
sintese dos compostos 13 e 14 foi conduzida em maior tempo, em 3 ciclos de 15 minutos de
aquecimento a 80°C. Dessa forma, os derivados protegidos 81 e 82, preparados a partir dos
azidos de galactose 23 e 24 foram obtidos em 68 e 64% de rendimento, respectivamente. Os
glycoclusters 81 e 82 foram O-desacetilados em meio basico para obtencdo dos compostos de

interesse 13 e 14 com 95 e 91% de rendimento (esquema 29).
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Esquema 29. Sintese dos glycoclusters 13 e 14 contendo unidades de galactose ligadas pelas posi¢des C-1 e C-6.

A sintese do glycocluster de acido sialico 7 ja havia sido descrita por Weiwer e
colaboradores (2009), que avaliou suas propriedades de inibicdo de neuraminidase de
influenza. Dessa forma, a primeira tentativa de obtencdo desse composto foi conduzida nas
condicdes exploradas por esses autores, utilizando acido sialico funcionalizado com grupo

azido, mas contendo hidroxilas livres, derivado 83. Surpreendentemente, ndo houve
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conversao completa dos materiais de partida no produto desejado (esquema 30). A presenca
de sinais adicionais na regido de ¢ 8,00, tipica de hidrogénio de anel 1,2,3-triazol, sugere a
presenca de uma mistura de produtos onde um ou mais grupos acetileno de 17 ndo foram

convertidos ao correspondente derivado glicosil-triazolico.

OH

HO JOH COOMe
~7=0
AcHN N3

HO
83

X
t-BuOH/

DCM/H,0
cu(l)

OR
OR, R,00C 1

R,0
R,0 COOR 10 OR
AcO OAc COOMe ACHN 0o N\/\ \N NHAG
70 vl o o~ RO
AcHN N3 R;0 N /AY:/
AcO
25

/,(—O 9 N
R,00C =\ \\Q\:N
== o Ny N COOR,
= 070 _ DMF, Cu(l) ; 0—=
17 80°C, MO, 30 min. R/O oR ORy

AcHN 1 RO NHAc

Ao OAcOAC COOMe |— 84 Ry= Ac, Ry=Me (52%)
AcHN N3
AcO
25

-
DMF, Cu(l)
60°C, 12h

Esquema 30. Condig¢des testadas na preparacao do glycocluster de cido sidlico tetravalente 7

Uma segunda tentativa, utilizando agora o derivado peracetilado de azido acido sialico
25 e as condicOes reacionais até entdo empregadas para os homo-glycoclusters de glicose e
galactose, também ndo permitiu a obtencdo do composto de interesse protegido 84 com
recuperacao de 65% do azido 25.

Finalmente, o glycocluster protegido 84 foi preparado em 52% de rendimento por
aguecimento convencional a 60°C durante 12 horas. O composto 84 foi rapidamente O-
desacetilado utilizando MeONa/MeOH e sequencialmente desesterificado pelo tratamento
com KOH (0,2 M) por 10 horas, fornecendo o glycocluster 7 em 78% de rendimento apds

duas etapas.

Sintese do hetero-glycocluster de acido sialico e galactose 85

A mesma estratégia utilizada para obtencdo dos compostos 63-66, contendo unidades

bioativas distintas de glicose e DNJ, foi utilizada para a sintese de um hetero-glycocluster
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contendo trés unidades de galactose ligadas pela posicdo C-1 e um bloco de &cido sialico
(esquema 31).
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Esquema 31. Sintese do hetero-glycocluster de 4cido sialico 85

Conforme detalhado no esquema 31, a preparacdo do glycocluster misto 85, via o
glycocluster protegido 90, exigiu a preparacao prévia do bloco acido sialico funcionalizado com
grupo acetileno 86, a qual foi realizada a partir do cloreto de &cido sialico 48 (esquema 32),
intermediéario anteriormente obtido durante a preparacdo do azido 25 (ver esquema 20). A reacao
de glicosilacdo do cloreto 48 com alcool propargilico, foi realizada na presenca de triflato de
prata (AgOTf) como catalisador e DCM anidro como solvente. A mistura foi inicialmente
resfriada a -20°C para adicdo de AgOTf e em seguida permaneceu sob agitagdo por 2h a
temperatura ambiente. O produto 86 foi obtido como mistura de isémeros (1:0,80 com 66% de
rendimento apos purificacdo por cromatografia flash [ACOEt/Hex (7:3)]. Apesar das diversas
tentativas, ndo foi possivel realizar a separacdo cromatografica dos anémeros de 86 e, por esta
razdo, foram usados como mistura na reacao de acoplamento com o cluster azido TRIS-Gal 89,
semelhante ao ja& descrito na preparacdo dos glycoclusters 63-66, mas neste caso contendo trés
unidades de galactose (ao invés de glicose) para obtencéo do produto desejado protegido 90. A

desprotecdo ocorreu de forma semelhante a anteriormente descrita e forneceu o glycocluster 85.
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Esquema 32. Sintese de 2-propinil-acido sialico utilizando AgOTf como catalisador

Alternativamente, a sintese de 86 a partir do acido sialico peracetilado 47 foi também
investigada, tendo em vista a possibilidade de reducdo do nimero de etapas sintéticas e maior
estereosseletividade (CAMPO et al., 2012). A reacdo de glicosilacdo do derivado de écido
sialico 47 com alcool propargilico foi realizada utilizando BF3.Et2O como promotor sendo

obtido o produto 86 com 56% de rendimento (esquema 33).

BF3.Et,0
AGOY 0 COOMe - R o o -
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Esquema 33. Sintese de 2-propinil-acido sialico utilizando BF3.Et,O como catalisador

Assim como observado para reacdo com AgOTT, a reacdo nao foi estereosseletiva e o
produto 86 obtido como mistura de isémeros o/ (1:0,7). O espectro de RMN de 'H
apresentou dois sinais caracteristicos de grupos CH-propargil em 6 2,55 e 2,45 (t, J 2,4 Hz),

bem como diversos sinais na regido de ¢ 2,00, tipica de grupos acetila.

5.4 Ensaios bioldgicos

5.4.1 Inibicéo das enzimas a- e #-glucosidase

Os ensaios de inibicdo das enzimas a-glucosidase (de Saccharomyces cerevisiae e
arroz) e p-glucosidase (de améndoas) foram realizados pelo método colorimétrico
descontinuo descrito por Dale e colaboradores (1985) que quantifica a liberagdo de p-
nitrofenol a partir da clivagem da ligacdo O-glicosidica do substrato «- ou p-D-
glicopiranosideo de 4-nitrofenila (p-NPG) catalisada por essas enzimas. Em pH baésico p-
nitrofenol é completamente desprotonado e convertido ao ion p-nitrofenolato que pode ser

facilmente detectado em espectrofotometro a 405 nm. Como a atividade enzimatica frente a
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esse substrato é seletiva, os isdmeros « (i) e £ (ii) especificos foram utilizados em cada caso

(esquema 34).
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Esquema 34. Reacéo de clivagem dos substratos a- e f-pNPG pela acdo de glucosidases

As trés enzimas usadas sdo comercialmente disponiveis e rotineiramente usadas para
determinar os padrdes de poténcia e seletividade de inibidores de glucosidases. Além de
principal escolha para ensaios de inibicdo in vitro, modelos homologos de a-glucosidase de
Saccharomyces cerevisiae sdo frequentemente empregados em ensaios in silico para o
planejamento de novos prototipos inibidores, jA que a estrutura cristalografica da enzima
lisossomal humana de maior interesse permanece nao resolvida (PARK et al., 2008).

A primeira etapa para padronizacdo do ensaio foi estabelecer as melhores diluicdes
para cada enzima estabelecendo o grafico que relaciona dispersdo 6ptica (D.O) e tempo
(minutos). Os parametros cinéticos experimentais descritos na literatura foram considerados

para escolha da concentracao de substrato, pH ideal e temperatura:

EC 3.2.1.20: a-glucosidase de Saccharomyces cerevisiae [Km para a-pNPG= 2,4 mM; pH= 6,8]
Tampao: Acetato de sédio (NaOAc) - 20mM, PIPES - 10mM, EDTA - 0,1mM - pH 6,8 - 37°C.

EC 3.2.1.20: a-glucosidase de arroz [Km para a-pNPG = 2,62 mM; pH=4,0]
Tampéo: NaOAc 50 mM - pH 4,0 - 37°C

EC 3.2.1.21: -glucosidase de améndoas [Km para S-pNPG= 2,5 mM; pH= 6,2]
Tampdo: NaOAc - 20 mM; PIPES - 10 mM; EDTA - 0,1 mM - pH 6,2 - 37°C

Os ensaios para determinacao de atividade hidrolitica foram realizados em placas de 96

pocgos contendo 50 pL de tampéo, 25 pL de solugdes das enzimas (a- ou S-glucosidase) em
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diferentes concentracdes e 25 pL do substrato p-NPG especifico [conc. final 0,2 mM]. A
liberacdo de p-nitrofenol a partir do glicosideo correspondente foi acompanhada pela leitura
de D.O (405 nm) a cada dez minutos, durante 50 a 60 minutos. Todas as reacfes foram
realizadas em duplicata e seus dados foram analisados no programa Excel 2016. Como
exemplificado na figura 24 para p-glucosidase, a escolha da diluicdo ideal levou em
consideragdo a apresentacdo de um perfil hiperbolico ideal (0,075 U/mL). O tempo de leitura
para 0 ensaio com os inibidores foi estipulado considerando sempre um valor de dispersao

oOptica de 0,4 (aproximadamente 10 minutos nesse caso).

Hidrdlise de B-pNPG

0 10 20 30 40 50 60 70
Tempo (minutos)
—8—0.0125U/mlL —8—0.075U/mL 0.125 U/mlL —@—NE

Figura 24. Hidrélise do substrato -p-PNG pela a¢do da enzima S-glucosidase em diferentes concentragdes.
Controle negativo (NE) = auséncia de enzima.

Os ensaios para determinacdo da atividade inibitéria com os homo-glycoclusters
derivados de glicose 1-4 e 9-12 e hetero-clusters (glicose + DNJ) 63-66 foram realizados nas
concentracdes de 5000 uM e 1000 pM, respectivamente. Os experimentos foram realizados
em triplicata e réeplica (dois dias consecutivos). 1-Desoxinojirimicina (DNJ) foi utilizada
como controle positivo e, como esperado, apresentou 100% de inibi¢cdo nessas concentragoes
(ASANO et al., 1994; KATO et al., 2005).

Os compostos que apresentaram mais de 50% de inibicdo nas respectivas
concentracdes testadas foram submetidos a diluicdo seriada para o célculo dos valores de

ICs0). Os resultados estéo apresentados na tabela 3.
Faixa de concentragdo testada para determinagdo dos valores de 1Cso:

e homo-glycoclusters: 5000, 2500, 1250, 625 e 312,5uM
e hetero-glycoclusters: 1000, 500, 250, 125, 62,5 e 31,25 pM



Resultados 85

Tabela 3. Valores de inibi¢do observados para as enzimas o e f-glucosidases

a-Glucosidase de S. a-Glucosidase de P-Glucosidase de
cerevisiae arroz améndoas doces
Compostos (ICs0- M) (ICs0- M) (ICs0- M)
Homo-glycoclusters
Tetravalentes
1 NI? NI (12.6%) NI?
2 NI? NI? NI?
3 ~5000 (49.7%) 3100 £ 50 1002 + 50
4 NIg NI 970 + 20
Hexavalentes
9 NI? NI2 (5%) NI
10 NI? NI2(21%) NI
11 NIg NI2(39%) 1040 + 100
12 NI?(30%) NI2(21%) 1300 £ 60
Hetero-glycoclusters

63 210+ 30 206 + 40 NIP
64 860 + 120 1010 + 90 NIP
65 225 +50 210+ 20 713 + 60
66 37040 - e

DNJ (4) 110 +40 0.090 + 20 370 £ 40

NI2 Inibigdo menor que 50% a 5000 uM; NI® Inibic&o menor que 50% a 1000 UM.

Os compostos 1-4, bem como o0s seus correspondentes analogos hexavalentes 9-12
apresentaram menos de 50% de inibi¢do em relacdo as enzimas a-glucosidase de S. cerevisiae
e de arroz, mesmo a uma concentracdo muito elevada. A Unica excecdo foi glycocluster
tetravalente 3 (glicose ligada por C-3) que demonstrou atividade muito fraca (ICso de 5000 e
3100 uM, respectivamente).

Por outro lado, os ensaios realizados com S-glucosidase, na mesma concentracgao (5,0
mM) apresentaram resultados ligeiramente melhores. Tanto os glycoclusters 3 e 4 (glicose
ligada por C-3 ou C-6, respectivamente), quanto seus pares hexavalentes 11 e 12 exibiram
fracas atividades anti-B-glucosidase com valores de 1Cso em torno de 1000 uM (tabela 3).

Com relacdo aos hetero-glycoclusters 63-66 (trés unidades de glicose ligadas por C-1
ou C-6 e um bloco L-gulo ou D-gluco DNJ), os compostos 63, 64 e 66 demonstraram
atividade inibitoria moderada em relagdo a a-glucosidase de Saccharomyces (210, 225 e
370uM, respectivamente). De forma inesperada o composto 64, que contém trés glicoses
ligadas pela posi¢do C-1 e o bloco D-gluco DNJ apresentou atividade quatro vezes menor do
que analogo 63, com as mesmas unidades de glicose, mas contendo o L-gulo imino-agucar.
Apenas o composto 65 (blocos de glicose ligados por C-6) apresentou fraca atividade
inibitoria de S-glucosidase.

Em geral os dados indicaram a importancia das unidades de DNJ para a atividade de

inibicdo de a-glucosidase, principalmente quando se comparam 0s compostos 63-66 com seus
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correspondentes glycoclusters tetravalentes 1 e 4. Embora ndo tenham sido observadas
diferencas significativas na inibicdo das enzimas devido ao arranjo posicional da glicose em C-1
ou C-6, a natureza dos imino-acgtcares demonstrou certa influéncia. Os compostos 63 e 65
(isbmero L-gulo imino-agucar) foram os compostos mais ativos do estudo atual, com valores de
ICs0 de 210 e 225 uM para a-glucosidase de Saccharomyces. Apesar das atividades inferiores
ao composto de referéncia DNJ (110 uM), estes valores sdo interessantes porque glycoclusters
trivalentes de imino-aclcar (figura 11), descrito na se¢do de Introducdo, ndo apresentou
qualquer atividade contra a-glucosidase, mas sim apenas para a-manosidase de feijdo.

Todavia, quando comparamos nossos valores com os dados da literatura para estruturas
com arranjos multivalentes inibindo glucosidases (Ki e ICso sub-micromolares), fica clara a
necessidade de introducdo de grupos espacadores maiores entre as unidades glicosidicas,
especialmente para alvos com sitios ativos menos acessiveis como as glucosidases avaliadas.
Assim, uma possivel explicacdo para esta atividade moderada pode ser devida ao efeito
volumoso exercido pelas unidades de glicose expostas proximas ao residuo de imino-agucar que

deve impedir o seu correto posicionamento no sitio ativo da enzima.

5.4.2 Inibicéo de trans-sialidase (TcTS)

O ensaio de inibicdo de trans-sialidase de Trypanosoma cruzi foi realizado por
método fluorimétrico continuo que mede diretamente a liberacdo do grupo fluorescente
metil umbeliferona (Mu) a partir da clivagem da ligacéo glicosidica do substrato acido 2-(4-
metilumbeliferil)-D-N-acetilneuramico (MuNANA) pela acdo de TcTS (esquema 35)
(COREY, 2002).

HO_ oH

COONa* HO 0__0
) HO
HO! oH COONa*
AcHN Z HO
TcTS
CH, AcHN

MuNANA
Metil-umbeliferona (Mu)

Esquema 35. Reacdo de TcTS na presenca do doador MUNANA permite a deteccdo de metil-umbeliferona em
fluorimetro. Comprimentos de onda 360 nm (excitacdo) e 460 nm (emissao).

Parametros cinéticos de TcTS como Km (constante de Michaelis-Menten) e Vmax
(velocidade maxima) foram anteriormente padronizados no laboratorio utilizando esse mesmo

método. Dessa forma, a diluicdo enzimatica ideal dos lotes da enzima trans-sialidase
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recombinante fornecidos pelo Prof. Dr. Sérgio Schenkman (Universidade Federal de S&o
Paulo - UNIFESP) foi facilmente obtida, dessa vez pela comparagdo da velocidade de reacéo
com os dados anteriores. A velocidade de reacao foi calculada por regressdo linear com base
no gréafico que relaciona unidades de fluorescéncia (U.F.) e tempo (minutos).

Assim, o ensaio com os inibidores foi realizado em placas de 96 pogos contendo 25 pL
de tampao fosfato (pH 7,0), 25 pL de enzima diluida, 25 pL de uma solugdo 4 mM dos
glycoclusters derivados de galactose (5, 6, 13 e 14), &cido sialico (7) ou o hetero-glycocluster
(85) e 25 uL de uma solug¢ao 0,4 mM do substrato MuNANA. Sabendo que o volume final
em cada pogo foi de 100 pL, a concentracéo final dos compostos testados e substrato foi de 1
e 0,1 mM, respectivamente. Como controles positivos foram empregados 0s compostos
piridoxal fosfato e 2-desoxi-2,3-deidro-N-acetil &cido neuraminico (DANA).

A fluorescéncia liberada em decorréncia da clivagem da ligacéo glicosidica do substrato
MuNANA foi monitorada a 25 °C durante 10 minutos (leitura em intervalos de 1 minuto) em
comprimentos de onda de 360 nm (excitagdo) e 460 nm (emissdo). Todas as reagdes foram
realizadas em triplicata e seus dados foram analisados no programa GraphPad Prisma 6.0.

A partir do grafico que relaciona U.F. e tempo foram calculadas as velocidades de
reacdo na presenca e auséncia dos inibidores, dados que, através de analise de regressdo
linear, forneceram os valores de inibi¢cdo. As porcentagens de inibicdo de TcTS a 1,0 mM sé&o
apresentadas a seguir (figura 25).

Ensaio de inibicdo de TcTS
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Figura 25. Resultado do ensaio de inibi¢do de TcTS na concentracdo de 1,0 mM
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Com base na figura 25, é possivel observar que o glycocluster 7 (quatro unidades de
acido sialico) apresentou 100% de inibicdo na concentracdo de 1 mM, resultado inicial
bastante promissor diante da escassez de inibidores sub-micromolares de TcTS. Devido a este
resultado preliminar, composto 7 foi submetido a uma serie de dilui¢des seriadas (1000 — 62,5
M), sendo o valor de ICso (0,45 mM) calculado pela relagéo entre porcentagem de inibicéo
da atividade enziméatica versus a concentragdo do composto. Apesar deste resultado
promissor, o valor de inibicdo para a neuraminidase viral deste mesmo glycocluster foi bem
superior (ICso 20 uM) (WEIWER et al., 2009).

Com relacdo aos outros glycoclusters, houve fraca inibicdo da enzima trans-sialidase
na presenca do derivado hexavalente 6 (unidades de galactose ligadas por C-1) na
concentracdo de 1 mM (18%). A porcentagem de inibicdo foi semelhante a obtida para
DANA (17%) e inferior a do piridoxal fosfato (70%). Os demais derivados de galactose (5, 13
e 14) foram inativos na concentragdo de 1 mM. Adicionalmente, o hetero-glycocluster 85
(trés unidades de galactose e uma de acido sidlico) apresentou apenas 14% de inibicdo
(inferior quando comparado a DANA e piridoxal fosfato).

De forma geral, os resultados indicaram que unidades de acido sialico 7 (mimético do
substrato doador), expostas na estrutura tetravalente de pentaeritritol, apresentam interacoes
favoraveis com TcTS, enquanto a exposi¢do de unidades de galactose nesses sistemas ndo tem
impacto significativo sobre a atividade catalitica da enzima.

A fraca atividade apresentada pelo composto 85, idealizado como um possivel
mimético de substratos duplos para interacdo concomitante nos sitios aceptor (galactose) e
doador (&cido sialico) de TcTS sugere que uma apresentacdo/espacamento ideal entre as
unidades de galactose e &cido sialico ndo foi alcangada.

4.4.3 Ensaios de atividade tripanocida, citotoxica e bloqueio de invaséo celular

Além do ensaio de inibicdo de trans-sialidase, os glycoclusters derivados de galactose
e/ou &cido sidlico 5, 6, 13, 14, 7 e 85 foram submetidos a ensaios de atividade tripanocida in
vitro, envolvendo as formas tripomastigota e amastigota de T. cruzi cepa Y. Nestes estudos
foram investigados a capacidade dos produtos sintetizados de (i) eliminar as forma
tripomastigota e amastigota do parasita, (ii) causar citotoxicidade a fibroblastos ndo-infectados e
(iii) impedir a invasdo celular pelo parasita. Os ensaios foram realizados na Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas pela Profa. Dra. Thalita Bachelli Riul, sob supervisdo do Prof. Dr.

Marcelo Dias Baruffi.
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Avaliacdo da atividade tripanocida (tripomastigotas) e citotoxicidade em fibroblastos

A acdo tripanocida dos glycoclusters sobre formas tripomastigotas de T. cruzi foi
avaliada em concentragdes de 1000 a 62,5 pM. O impacto sobre a viabilidade celular foi
comparado aquele causado pela a¢do de benznidazol a 30 UM (BZD - controle de morte).

Assim, analisando a figura 26 é possivel observar que, de maneira geral, 0s compostos
testados ndo apresentaram atividade significativa sobre essa forma do parasita. Apenas 0s
glycoclusters 13, 14 e 85 reduziram a viabilidade celular (tripomastigotas) nas maiores

concentragOes testadas (1000 e 500 pM).
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Figura 26. Atividade tripanocida sobre formas tripomastigotas de T. cruzi comparada a atividade do farmaco de
referéncia benznidazol (BZD).

O tratamento de fibroblastos LLC-MK2 ndo infectados (rim de macaco rhesus) com
solugdes desses compostos nas mesmas concentragdes, ndo indicou citotoxicidade maior que

50% em concentragdes > 500 UM para nenhum dos glycoclusters avaliados (figura 27).
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Figura 27. Porcentagem de morte celular causada pelos compostos em fibroblastos LLC-MK2 de rim de macaco
rhesus e em diferentes concentracfes. Perdxido de hidrogénio (H20.) 30 uM foi utilizado como controle de
morte. CV=controle de vida (poco ndo tratado com inibidores).

Os valores de ICso (concentragcdo dos compostos que provocou 50% de morte do
parasita) e CCso (diminuicdo de 50% da viabilidade de fibroblastos LLC-MK2) sédo
apresentados na tabela 4.

Tabela 4. Valores de I1Cs dos glycoclusters derivados de galactose e acido sialico para ensaio tripanocida com
formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi e CCs relacionado a citotoxicidade em fibroblastos LLC-MK2.

COMPOSTOS ICs0 (UM) CCso (UM)
5 ND (>1000) ND (>500)
6 ND (>1000) ND (>1000)
13 709,3+118,9 ND (>500)
14 533,9+121,1 811,4+170,7
7 ND (>250) ND (>250)
85 716,1+138,4 704,3+173,9

*ND=nao determinado

Avaliacao da atividade tripanocida em amastigotas intracelulares

A atividade tripanocida dos glycoclusters sobre formas amastigotas intracelulares de
T. cruzi foi avaliada pelo tratamento de fibroblastos infectados com Trypanosoma cruzi
usando solucdes dos compostos em meio RPMI em 4 concentragdes (200uM - 25uM), por

48h. Benznidazol foi utilizado como controle de morte em concentracdo de 30 M.
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Os resultados para cada um dos compostos sdo apresentados na figura 28. O primeiro
grafico (esquerda) indica a porcentagem de células infectadas; o grafico do meio indica o
numero médio de formas amastigotas no interior de cada célula; e o terceiro (direita)
representa o indice de infeccdo, que é dado pela multiplicacdo da porcentagem de células
infectadas pelo nimero médio de amastigotas por célula.

Via de regra, todos os compostos foram ativos contra a forma amastigota de T. cruzi
(cepa Y), diminuindo o indice de infeccdo em todas as concentracdes testadas. De forma
inesperada, 0s compostos 5, 6 e 7 apresentaram aumento de atividade com a diminui¢do da
concentracdo. Como uma das limitacdes do experimento é a impossibilidade de quantificar a
porcentagem de penetracdo do composto na célula, ndo foi possivel, at¢ o momento,

relacionar esse comportamento a concentracao dos inibidores no interior da célula.
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Figura 28. Atividade tripanocida sobre formas amastigotas de T. cruzi comparada a atividade do farmaco de
referéncia benznidazol (BZD). Meio=controle de vida (pogo sem inibidores).

Experimento de bloqueio da entrada (2h) de T. cruzi em fibroblastos néo infectados

Fibroblastos

LLC-MK2 cultivados em

lamina foram

tratados com formas

tripomastigotas de T. cruzi (cepa Y) na presenca dos compostos 5, 6, 13, 14, 7 e 85, diluidos em

meio RPMI em quatro concentragdes (200-25 uM). Ao final de um periodo de incubacéo de 2

horas foi realizada a contagem das células infectadas e das formas amastigotas no interior dos

fibroblastos, sendo calculado o indice de infec¢do para cada uma das concentragdes (figura 29).
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Analisando os gréaficos, conclui-se que os seis compostos bloquearam a invasao celular
pelo parasita, mesmo na menor concentracdo testada (25uM). O mecanismo pelo qual os
compostos foram ativos serd investigado uma vez que, aparentemente, ndo houve relacdo

direta entre o bloqueio de invaséo celular e inibicdo da enzima TcTS.
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Figura 29. Blogueio de invasao de fibroblastos por formas tripomastigotas de T. cruzi. Meio=controle de vida
(poco ndo tratado com inibidores prospectivos).
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6. CONCLUSOES

Treze dos dezesseis glycoclusters tetra- e hexavalentes, inicialmente propostos, foram
obtidos, sendo 8 derivados de glicose, 4 derivados de galactose e um derivado tetravalente de
acido sidlico. Entre esses compostos, 10 séo ineditos na literatura.

Tanto os blocos de construgdo multivalentes 17 e 18, como os azido carboidratos
modificados nas posic¢des C-1, C-2, C-3 e C-6, empregados nos acoplamentos, sdo conhecidos
e foram preparados por procedimentos convencionais descritos na literatura. Algumas
dificuldades encontradas na reproducdo desses métodos foram superadas pela repeticdo das
reacOes em escalas diferentes e/ou pequenas alteragdes do protocolo utilizado.

Os acoplamentos azido-alcino por meio de reacdo CuAAC foram efetivos e 0s
glycoclusters 1-7 e 9-14 obtidos em bons rendimentos. Esses resultados reafirmam uma vez
mais a aplicabilidade de reac¢des do tipo Click Chemistry na preparacdo de glicoconjugados de
interesse ndo apenas terapéutico, mas também como ferramentas para entendimento de
mecanismos de estrutura e fungdo enzimatica.

A pesquisa bibliografica ao longo do trabalho levou ainda a expansdo dos objetivos
originais. Com a finalidade de gerar maior diversidade estrutural, o bloco de construgéo
trivalente 29 foi utilizado para incorporacdo inicial de trés unidades de D-glicose, ligadas
pelas posicdes C-1 ou C-6, e posteriormente funcionalizado para acoplamento de unidades
imino-agUcar derivadas de D-gluco-1-desoxinojirimicina ou seu correspondente isémero L-
gulitol. A mesma estratégia levou a obtencdo do glycocluster 85, contendo unidades de D-
galactose e um residuo de &cido sialico.

Ensaios enzimaticos em « e S-glucosidases envolvendo os glycoclusters derivados de
glicose 1-4, 9-12 (homo-clusters) e 63-66 (hetero-clusters) mostraram atividade interessante
apenas para 0s compostos mistos, evidenciando a importancia do imino-aglcar para a
interacdo com essas enzimas. Nestes estudos, a atividade reduzida pela metade observada em
dois heteroclusters, em relacdo ao composto referéncia 1-desoxinojirimicina, foi atribuida a
uma possivel interferéncia dos residuos de glicose expostos que podem ter dificultado a
interacdo correta do imino-agUcar no sitio ativo da enzima. Novos heteroclusters deverdo ser
sintetizados para confirmar esta proposicéo.

No que diz respeito aos derivados multivalentes de galactose e/ou acido sialico 5-7, 13,
14 e 85, inibicdo expressiva da enzima TcTS foi alcancada pelo derivado 7 (ICso 450 puM), uma

vez que os valores de inibicdo frequentemente descritos para esta enzima sdo na faixa de 500



Conclusdes 96

#M. Ensaios de atividade tripanocida, blogueio de invaséo e citotoxicidade sobre fibroblastos
nao-infectados cultivados in vitro evidenciaram a atividade de todos esses derivados contra a

forma amastigota de T. cruzi e bloqueio de invasdo celular pelo parasita (diminuindo a
infeccdo em concentracdes de até 25uM).
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Tetra-O-propargil-pentaeritritol 17
HRMS m/z calculada para C17H2104" 289,1434, encontrada 289,1436 [M+H"].
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Hexa-O-propargil-pentaeritritol 18
HRMS m/z calcd. para C2sH34NaO-*, 505,2197 encontrada 505,2198 [M+H*].
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Tris-Boc propargil 29

HRMS m/z calculada para C1sH2sNNaOs* 358,1625, encontrada 358,1625 [M+Na'].

Generic Display Report

Analysis Info
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3,4,6-tri-O-acetil-2-azido-2-desoxi-g-D-glicopiranosideo de metila 20
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1,2,4,6-tetra-O-acetil-3-azido-3-desoxi-a,f-D-glicopiranose 21
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2,3,4-tri-O-acetil-6-azido-6-desoxi-#-D-glicopiranosideo de metila 22
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2,3,4,6-tetra-O-acetil-p-D-galactopiranose azido 23
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Anexos

2,3,4-tri-O-acetil-6-azido-6-desoxi-#-D-galactopiranosideo de metila 24

)
=
(@]
O
[l
Z o
Qo
<
o—~ o
Q
< -
86'T
= —=
%3
oT'E
:_Lp
383 =
95" _
95'g w
25'c ~—
09'E
or'ey L .
25 1T~ =
. .
g €T mw HIJ
005 PT'E ._
T0'S X in
mo_mW PEE = Fa __]
+0'S 95 I —
6T'S o =
-
1Z'S mm.m% I 3
ze's 09 J
$T'S U ; }
: ~
i =
. mm_m\ =
SE'S : —
el wE | =
L <E
— B z
nv.v\ — =
€2d0 £TL— ke ) o —
oS g
105 — &
057 e
s/ 1
_ ~
b
)
BTG
Hm_mM —_—
mm.m% JR—]
rs .
[

mm.mw
SE'S

i

=007

=Z0'T
=00'T
=00'T

4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

4.5

8.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5

10.0

f1 (ppm)

RMN de *H (500 MHz, CDCls)

8502
mw.omv
T80

b905—
6T'L5—
1089

wn.www
52'04~
00'EL~—

S—

et

ET20T—

Z5'89T
£T .om.ﬁ/
G20LT

LT

120

130

100 90 80 70 60 50 40 30 20 10

1 (ppm)

110

190 180 170 160 150 140

200

RMN de 2°C (125 MHz, CDCl5)



116

Anexos

5-acetamido-4,7,8,9-tetra-O-acetil-2-azido-2,3,5-trideoxi-D-glicero-f-D-galacto-2-
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Ester benzilico de 2-acetamido-2-desoxi-3,4,6-tri-O-acetil-a-D-galactopiranosilazido-
treonina 26

HRMS m/z calcd. para C2sH32NsNaO1:1* 587,1960, encontrado 587,1954 [M+Na*].

e’ +MS, 5.3min #320
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(e}
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0.24
565.2145
£33.2483
370.1096 783.2683 8582966 9349138
0.0-
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Bruker Compass DataAnalysis 4.3 printed: 4/18/2017 9:09:38 AM by: TOMAZ Page 1 of 1
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Glycocluster 55

08'T

eoa

60T

€10Q0 82—

To0e—

OAc

OAc

OAc

AcO

Q
5}
<

AcO

9.5 9.0 8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

10.0

RMN de *H (400 MHz, CDCls)

S0°0¢
95'0C
T9'0Z
#9'0C

0E'5p—

89'T9
98'p9

%,EW
0T'65~k
ZE0E
TE'2L/

€202 E0'L h&

£5'58—

B8F TCT—

00 9P T—

£8°89T
om,m@ﬁk
£0°0LT
95°0LT

190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

200

RMN de 3C (100 MHz, CDCls)



Anexos 119
Glycocluster 55
HRMS m/z calcd. para Cz3sHgsN12NaOse™ 1803,5739, encontrada 1803,5736 [M+Na*].
ntens. | +#MS, 3.6mirR ¥4
[%]
x104 o 803.5736
/eéOAc
AcO
N O OAc
9
OAc 0 N:N 3 OAc
ACO%N/Y\O/?&/O\)\/N%OAC
AcO N=N
OhAc o AcO
@
67 N
0"/ oAc
AcO
OAc
OAc
-
5
35.4710
13.2809 81.5846
|
302.4417 19,9443
0 . . mu.nl‘u Ly Lol l“lhnkxl : N 1Y IV I : " Ay
600 800 000 200 400 600 800 000 200 400 m/z



120

Anexos

Glycocluster 1
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Glycocluster 1

HRMS m/z calcd. para C41HgsN12NaO-24* 1131,4049, encontrada 1131,4031 [M+Na*].

Imenss +MS, 5.1min #304
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Glycocluster 56
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Glycocluster 56

HRMS m/z calcd. para CesHgsN12NaOss* 1691,5942, encontrada 1691,5940 [M+Na*].
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N /) 2
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Glycocluster 57
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Glycocluster 57

HRMS m/z calcd. para CzsHgsN12NaOae™ 1803,5739, encontrada 1803,5741 [M+Na*].
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Glycocluster 3
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Glycocluster 3

HRMS m/z calcd. para CaHsaN12NaO24* 1131,4049, encontrada 1131,4047 [M+Na*].

ImenSS- +MS, 2.4min #143
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Glycocluster 58
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Glycocluster 58

HRMS m/z calcd. para CesHgsN12NaOss* 1691,5942, encontrada 1691,5912 [M+Na*].
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Glycocluster 4
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Glycocluster 79

Anexos
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Glycocluster 79

HRMS m/z calcd. para CzsHgsN12NaOao* 1803,5739, encontrada 1803,5736 [M+Na*].

Intens.| +MS, 3.6min 216
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Glycocluster 5
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Glycocluster 5

HRMS m/z calcd. para Ca1HesN12024" 1109,4229, encontrada 1109,4228 [M+H*].
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Glycocluster 80
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Glycocluster 6
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Glycocluster 6

HRMS m/z calcd. para CasH73sN12024" 1165,4855, encontrada 1165,4433 [M+H*].

Intenss.- +MS, 4.5-5.8min #268-348,
x10
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0 OMe
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Glycocluster protegido de acido sialico 84
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MALDI-TOF MS m/z, calcd. para Co7H132NaN160s, 2375,8060, encontrada 2376.630 [M +Na*].
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Anexos
Glycocluster 7
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Anexos

Glycocluster 59
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Anexos

Glycocluster 9
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Anexos

Glycocluster 60
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Glycocluster 10

HRMS m/z calcd. para CzoH112N1sNaO37* 1819,7128, encontrada 1819,7186 [M+Na*]

\ntenss_ +MS, 4.1-5.0min #243-299)
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Anexos

Glycocluster 61
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Glycocluster 62
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Anexos

Glycocluster 12
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Glycocluster 12

HRMS m/z calcd. para CzoH113N18037" 1797,7369, encontrada 1797,7337 [M+H"].

Intens. +MS, 6.9-7.7min #411-461
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Glycocluster 70

Anexos
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Glycocluster 70
HRMS m/z calcd. para CeoHssN10O32" 1455,5169, encontrada 1455,5167 [M+H*].
Intens. +MS, 7.3min #437|
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Anexos

Glycocluster 74
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Glycocluster 74

HRMS m/z calcd. para Cs;Hg3sN10O29" 1371,5322, encontrada 1371,5322 [M+H"].
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Anexos

Glycocluster 86
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Glycocluster 67
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Anexos
Glycocluster 76
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MALDI-TOF MS m/z, calcd. para Cs;H73sN12027* 1297,4703, encontrado 1297,524 [M+ H].
Dados de massas de alta resolucao estdo sendo adquiridos.
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Anexos

Glycocluster 89
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Anexos

Glycocluster 72
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Glycocluster 72

MALDI-TOF MS m/z, calcd. para CrHgsN1sNaOss™ 1772,5793, encontrada 1772,406 [M+Na*].
Dados de massas de alta resolucédo estdo sendo adquiridos.
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Glycocluster 63
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0.0

Intens. [a.u.]

x104
3.0

25

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0

857.236

750

1000

1100.316

1438.275

1772.385

1250 1500 1750

2000

2250

2500

2750



160

Anexos

Glycocluster 73
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Glycocluster 73

MALDI-TOF MS m/z, calcd. para Cr2HgsN13035" 1750,5974, encontrada 1750,679 [M + H*]. Dados de
massas de alta resolucéo estdo sendo adquiridos.
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Anexos

Glycocluster 64
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Anexos

Glycocluster 77
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RMN de *H (300 MHz, D;0)

MALDI-TOF MS m/z, calcd. para CasHssN13sNaO2, 1142,4572, encontrada 1142,364 [M + Na].

Dados de massas de alta resolucdo estdo sendo adquiridos.
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RMN de *H (400 MHz, CDCl5)
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Glycocluster 78
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f1 (ppm)

RMN de 2C (100 MHz, CDCl5)

MALDI-TOF MS m/z, calcd. para CssHgsN13NaOss* 1688,5746, encontrada 1688,570 [M+Na*].
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Glycocluster 66
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RMN de *H (500 MHz, D;0)

MALDI-TOF MS m/z, calcd. para CasH7oN1302," 1120,4753, encontrada 1120,404 [M+H"].
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Glycocluster 90
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Glycocluster 90
HRMS m/z calcd. para CrzsH10sN13043* 1932,6351, encontrada 1910,6128 [M + Na*].
Intens. +MS, 5.5min #332
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1910.6128
1.25
1580.5388
955.8221
1.00+
1076.3939
0.75
0.50
0.254
2554.1783 2875.4539
0.00 T I-
500 1000 1500 2000 2500 m/z
Bruker Compass DataAnalysis 4.3 printed: 12/22/2017 10:04:47 AM by: TOMAZ Page 1 of 1



171

Anexos

Glycocluster 85
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