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RESUMO

As cucurbitacinas sdo moléculas naturais para as quais sdo atribuidas
diversas atividades bioldgicas. Na busca de um composto com potencial
atividade antitumoral, este trabalho foi direcionado para a obtencdo de
derivados glicosilados de di-hidrocucurbitacina B (DHB). Nesse sentido,
estratégias utilizadas na quimica medicinal, tais como modificacdo de
grupos funcionais e extensdo de cadeia foram utilizadas. Através de
reacdo seletiva de oxidacdo em C-16, obteve-se o derivado de DHB 2, o
qual foi submetido a reacdo de O-glicosilagio com doadores
monossacaridicos derivados de D-glicose (a), D-galactose (b), D-manose
(c) e L-arabinose (d). Foram utilizadas diversas metodologias de O-
glicosilacdo descritas na literatura, dentre elas, metodologias classicas
como Koenigs-Knorr, Helferich e Schmitd. O derivado galactosideo 15
de DHB foi obtido com 3% de rendimento, através de reacdo do
composto 2 e o doador monossacaridico tricloroacetimidato de galactose
9b, utilizando TMSOTT como promotor. O derivado azida de DHB 3 foi
obtido em duas etapas, a partir do composto 2. Este produto, por sua vez,
foi submetido a reacdo de cicloadicdo, para formacdo do anel 1,2,3-
triazol-1,4-dissubstituido, com as séries de monossacarideos contendo
alcino terminal 10a-d e 18a-d. Os produtos 16a-d e 19a-d foram obtidos
utilizando a estratégia de "Click Chemistry", cuas estruturas foram
confirmadas por espectroscopia de RMN, 1V, e por espectrometria de
massas de alta resolucdo (ESI-TOF). Os produtos 15, 16a-d e 19a-d sédo
compostos inéditos e serdo enviados para teste de atividade citotoxica
frente a trés linhagens de células tumorais.

Palavras-chave: Glicosideos de cucurbitacina; reacdo de O-glicosilacdo; Click
Chemistry; reagdo de cicloadicdo 1,3-dipolar.






ABSTRACT

SYNTHESIS OF GLYCOSIDIC DERIVATIVES OF
DIHYDROCUCURBITACIN B

Cucurbitacins are natural molecules to which are attributed many
biological activities. In a search for a compound with potential antitumor
activity, this work aims to obtain glycosylated derivatives of di-
hidrocucurbitacina B (DHB). Thus, Medicinal Chemistry strategies, such
as modification of functional groups and chain extension were used. DHB
derivative 2 was obtained by selective oxidation reaction at C-16 position.
O-glycosylation of 2 with the monosaccharidic donors derived from D-
glucose (a) D-galactose (b) D-mannose (c) and L-arabinose (d) were
performed. Different methodologies described in the literature, such as
classical Koenigs-Knorr, Helferich and Schmitd reactions were tested.
The galactoside DHB derivative 15 was obtained with 3% yield by
reaction of compound 2 and trichloroacetimidate monosacharidic donor
9b, using TMSOTT as promoter. DHB azide derivative 3 was obtained in
two steps from 2. The azide derivative were used for cycloaddition
reaction to the formation of the 1,2,3-triazole ring ,1,4-disubstituted, with
the series of monosaccharides containing terminal alkyne 10a-d and 18a-
d. The products 16a-d and 19a-d were obtained using “Click Chemistry"
strategy, and confirmed by NMR spectroscopy, IR and high resolution
mass spectrometry (ESI-TOF). The products 15, 16a-d and 19a-d are
novel compounds and will be evaluated for their cytotoxic activity against
three tumor cell lines.

Keywords: cucurbitacin glycosides; O-glycosylation reaction; Click Chemistry;
1,3-dipolar cycloaddition.
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1.INTRODUCAO

A quimica dos produtos naturais continua sendo influente no
planejamento e desenvolvimento de novos farmacos, visto que a
natureza é fonte de uma infinidade de moléculas com as mais variadas
estruturas, as quais desempenham atividades biolégicas diversas. Nesse
sentido, diversos farmacos ja foram desenvolvidos a partir de
metabdlitos de plantas, e muitas moléculas ativas provenientes de fontes
naturais sdo utilizadas como prot6tipo para semissintese de compostos
com atividade aprimorada (HARVEY, 2008; KINGSTON; NEWMAN,
2009; NEWMAN; CRAGG, 2012).

De forma sucinta, pode-se considerar que, no cenario dos farmacos
antitumorais, milhares de plantas tém sido investigados em busca de
novas moléculas para tratamento do céncer. Muitos compostos tém
apresentado sucesso nesse contexto, e sdo utilizados atualmente como
agentes quimioterapicos. Como exemplo, pode-se mencionar a
vincristina, a vimblastina e o paclitaxel (Figura 1). O historico de
agentes quimioterapicos provenientes de fontes naturais sugere que
muitas moléculas, com potencial para se tornarem farmacos
antitumorais, ainda serdo descobertas (WERMUTH, 2008).

Figura 1: Farmacos anticancer obtidos de fontes naturais.
HO~G "™ .

0
< _OH
/\o\ /go
Vimblastina

Paclitaxel
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A seguir, é apresentada uma revisdo concisa sobre 0s tOpicos
abordados no trabalho, especificamente: cucurbitacinas, glicosideos de
cucurbitacinas e algumas estratégias de modificacao estrutural.

1.1. CUCURBITACINAS

Cucurbitacinas sdo triterpenoides tetraciclicos altamente oxigenados
encontrados predominantemente em plantas da familia Cucurbitaceae,
embora possam ser encontradas em outras familias de plantas e até
mesmo fungos. As plantas que possuem cucurbitacinas podem conté-las
em qualquer 6rgdo vegetal, desde raizes até frutos e sementes (MIRO et
al., 1995; CHEN et al., 2004).

As cucurbitacinas possuem um esqueleto cucurbitano 19(10—9p)-
abeo-10o-lanostano e apresentam grande variedade estrutural, sendo
classificadas estruturalmente de acordo com suas funcionalidades no
anel A, cadeia lateral e condicdes estereoquimicas (Figura 2) (LAVIE;
GLOTTER, 1971; VALENTE, 2004).

A primeira cucurbitacina descrita foi isolada de frutos de Eballium
elaterium, em 1831 e, entdo, denominada elaterina (atualmente
cucurbitacina E; figura 2). No entanto, sua estrutura s6 veio a ser
totalmente elucidada em 1971, por Lavie e Glotter, através de analises
mais precisas baseadas em Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
(VALENTE, 2004).

Figura 2: Esqueleto cucurbitano e a primeira cucurbitacina descrita (elaterina-
cucurbitacina E).

19(10 — 9pB)-abeo-10a-lanostano Cucurbitacina E

H& 17 tipos moleculares de cucurbitacinas nomeadas de A a T e
centenas de derivados evidenciados a partir destas (CHEN et al., 2005;
LEE; IWANSKY; THOENNISSEN, 2010). Insaturacfes sdo comuns
entre C-1 e C-2 no anel A, e entre C-23 e C- 24 na cadeia lateral. Todas
as cucurbitacinas possuem insaturacdo entre C-5 e C-6 no anel B. O
padrdo de oxigenacdo inclui possibilidades de grupamentos hidroxila,
carbonila e acetilas nos carbonos 2, 3, 7, 11, 16, 19, 20, 22 e 25
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(ZANDER; WIGFIELD, 1970; VALENTE, 2004). Elas também podem
apresentar modifica¢des em seu esqueleto, tais como as encontradas nas
norcucurbitacina, em que o anel A é aromatico, e as neocucurbitacinas
(CHEN et al., 2004; VALENTE et al. 2004; RIiOS et al., 2005).

Algumas cucurbitacinasndo possuem parte da cadeia lateral, tais
como hexanor, heptanor e octanorcucurbitacinas (Figura 3) (VALENTE,
2004; CHEN et al., 2005). Podem ser encontradas nas formas livres ou
glicosiladas, embora acredita-se que o isolamento de formas glicosiladas
seja dificultado pela agdo das [B-glicosidases presentes no vegetal
(LAVIE & GLOTTER, 1971; MIRO, 1995; DINAN; HAMARTHA,;
LAFONT, 2001).

Figura 3: Exemplos de diversidade estrutural de cucurbitacinas.
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Muitas atividades bioldgicas, tais como laxativa, anti-inflamatoria,
hepatoprotetora, foram atribuidas as cucurbitacinas (MIRO, 1995;
JAYAPRAKASAM et al, 2003; CHEN et al, 2005). Porém, a atividade
gue mais desperta interesse para a quimica medicinal é a citotdxica e
potencial anticancer (CHEN et al, 2005). Por essa razdo, restringiu-se a
abordagem aqui apresentada a esta atividade.

1.1.1.Atividade Citotéxica de Cucurbitacinas

As cucurbitacinas sdo 0s compostos responsaveis pela toxicidade de
algumas plantas e foram utilizadas por muitos anos na medicina
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tradicional popular, chegando a despertar interesse por parte da industria
farmacéutica na década de 1960, pela atividade citotoxica. No entanto,
a importancia desses compostos decaiu nas décadas seguintes, devido ao
fato de possuirem toxicidade elevada e falta de seletividade para as
células tumorais (DAVID; VALLANCE, 1955; GEISSMANN, 1964;
CHEN et al; 2005; LEE; IWANSKY; THOENNISSEN, 2010).

Ainda assim, a atividade citotoxica e possivelmente anticancer
dessa classe de compostos continua sendo a mais investigada (CHEN et
al., 2005). Diversos estudos in vitro e in vivo apresentam atividade
citotdxica de cucurbitacinas frente as células tumorais, sendo que tal
atividade, muitas vezes é obtida em concentragdes na ordem de
nanomolar (DUNCAN; DUNCAN, 1997).

As cucurbitacinas provocam diferentes alteragdes morfoldgicas em
células tumorais. Algumas destas alteragdes podem ser explicadas pelo
desequilibrio na homeostase do citoesqueleto de actina, o que provoca
varia¢Oes nos formatos celulares. Alguns estudos mostraram que estas
alteracGes eram provocadas por diversas cucurbitacinas, tais como
cucurbitacinas B, E e | (Figura 4) (DUNCAN; DUNCAN, 1997,
HARITUNIANS et al., 2008; WAKIMOTO et al., 2008; KNECHT et
al, 2010). Outra alteracdo morfoldgica relatada é a multinucleacéo,
evento que pode ocorrer devido a interrupcdo do ciclo celular. Alguns
estudos indicam que as cucurbitacinas blogueiam o ciclo celular,
induzindo a célula a apoptose. A fase G2/M é a mais relatada, embora
outras fases, tais como a fase S também ja tenha sido reportada por
alguns grupos de pesquisa (YIN, et al., 2008; HARITUNIANS et al.,
2008; THOENNISSEN et al., 2009).

Os mecanismos moleculares pelos quais as cucurbitacinas
interrompem o ciclo celular e induzem a apoptose estdo relacionados
com algumas vias de sinalizacdo oncogénicas, as quais desempenham
papéis importantes na sobrevivéncia e proliferacdo celular. S&o
consideradas como "alvos”, as vias JAK-STAT, Akt-PKB, e MAPK
(LEE; IWANSKI; THOENNISSEN, 2010). Entretanto, nem todas as
cucurbitacinas, embora semelhantes estruturalmente, atuam em todas
essas vias. Por exemplo, a cucurbitcina | é potente inibidora da via JAK-
STAT, porém, ela ndo afetou as vias Akt-PKB e MAPK
(BLASKOVICH et al., 2003; SUN et al., 2005; SU et al., 2008).
Seguindo o mesmo raciocinio, outros estudos mostram que a
cucurbitacina B e R ndo estdo apenas envolvidas na inibicdo das via
JAK-STAT, como também inibiram a MAPK (ESCANDELL et al.,
2008; CHAN et al., 2009). Por fim, estudos realizados por Tannin-Spitz
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sugerem que derivados da cucurbitacina B e E possam interferir na via
Akt-PKB (TANNIN-SPITZ et al., 2007).

Durante a inflamacao, a interleucina 6 (IL-6) é liberada por células
T e macrofagos. Esta citocina é capaz de induzir a fosforilagdo de
STAT3, que por sua vez, induz a sintese de Bcl-2 e Blc-xL.Tais
proteinas sdo antiapoptéticas, possuindo um papel importante no
desenvolvimento tumoral. Sendo assim, alguns autores sugerem que a
atividade anti-inflamatéria promovida pelas cucurbitacinas podem
apresentar direta relacdo com suas atividades anticancer, visto que
muitas cucurbitacinas inibem a STAT3 (LIN; KARIN, 2007,
ABDELWAKAB et al., 2012).

Na clinica, muitos farmacos quimioterapicos sdo utilizados em
combinacdes, ndo apenas para melhorar a eficacia do tratamento, mas
também para evitar a resisténcia de células tumorais. Além disso, certas
combinagdes de farmacos mostram um forte sinergismo que ajuda a
atingir o mesmo efeito terapéutico com uma dose mais baixa e, por
consequéncia, menor toxicidade. Algumas cucurbitacinas apresentam
efeito sinérgico quando administradas com agentes quimioterapicos
conhecidos. Estudos mostraram que cucurbitacina E promove o acumulo
de doxorrubicina no interior das células cancerigenas, tanto por facilitar
o influxo do farmaco, quanto pela prevencéo de efluxo, o que implica
efeitos sinérgicos dos dois compostos (SADZUKA et al.,, 2008). O
efeito sinérgico de cucurbitacina B com gemcitabina em cancer de
pancreas foi relatado por Thoennissen e colaboradores (2009). O
trabalho mostrou que cucurbitacina B apresentou sinergismo quando
administrada com gemcitabina em estudo in vitro e in vivo. Neste
mesmo estudo, a atividade da cucurbitacina B foi também availada in
vivo, utilizando ratos acometidos com cancer de pancreas. Os resultados
mostram que a cucurbitacina ndo induziu toxicidade aparente, sendo
administrada como um agente Unico, a uma dose de 1,0 mg/kg. Apesar
dos animais terem apresentado uma discreta redugdo de peso, nenhuma
toxicidade foi observada durante as 7 semanas de tratamento. O efeito
sinérgico da cucurbitacina B com metotrexato foi avaliado em cultura de
células de osteocarcinoma (LEE et al, 2011). Os resultados obtidos
mostraram que o sinergismo entre as duas substancias foram eficazes
contra crescimento de sete linhagens de células de osteocarcinoma
humano, utilizando pequenas doses dos dois compostos (0,5 mg/Kg de
cucurbitacina B e 150,0 mg/Kg de metrotexato).

As cucurbitacinas apresentam atividade citostatica nas mais
variadas linhagens celulares. Em 1984, Witkowski e colaboradores
relataram que as cucurbitacinas B, D, | (Figura 4) e tetra-
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hidrocucurbitacina | inibiram a proliferacao celular de células HelLa-S3,
em concentragcdes que variaram de 0,01 a 1,4 uM. As cucurbitacinas B
(Figura 4) e di-hidrocucurbitacina B (figura 3) apresentaram atividade
antitumoral frente a linhagem de célula de cancer de mama (Bcap37),
em concentracdes de 1,8 e 3,6 UM, respectivamente. (YANG et al,
2007). Wakimoto e colaboradores administraram uma dose de 1,0
mg/kg (i.p.) de cucurbitacina B em ratos acometidos de cancer de mama.
Estes ratos obtiveram uma reducdo de cerca de 55% do tumor em seis
semanas de tratamento, em comparagdo com um grupo de ratos que nao
foram tratados com a cucurbitacina (WAKIMOTO et al, 2008). Dakeng
e colaboradores avaliaram o efeito citotoxico de cucurbitacina B em
células de cancer de mama SKBR-3 E MCF-7. O estudo mostrou que a
cucurbitacina em questdo inibiu o crescimento celular em doses de 4,60
e 88,7 ug/mL (DAKENG et al, 2012). Siqueira, em 2007, relatou
reducdo de até 83,5% dos tumores em ratos acometidos com melanoma,
0s quais foram tratados por 12 dias com di-hidrocucurbitacina B. A
cucurbitacina D apresentou inibicdo da expressdo das proteinas
antiapoptoticas Bcl-xL e Bcl-2 em leucemia de células T, a partir de seis
horas de incubagdo, em uma concentracdo de 1,0 pg/mL. (DING et al,
2010).

Figura 4: Algumas cucurbitacinas com atividade citotdxica relatada.
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Acdo inibitdria frente a linhagens celulares de cancer de préstata foi
conferida as cucurbitacinas B, E, |, K e Q (Figura 4) (DUNCAN, 1997;
DANTAS et al, 2006). Lang e colaboradores (2011) relataram novas
cucurbitacinas para o género Wilbrandia. Dentre elas as estruturas WT-



33

1 e KL-83 (Figura 4) apresentaram boa atividade citotoxica em quatro
linhagens de células tumorais de pulmdo, pele, musculo estriado e c6lon
(A549, KB, RD, HCT-8, respectivamente), em doses variando de 2,06 a
5,09 uM (LANG ET AL, 2011).

1.1.2.Glicosideos de Cucurbitacinas

A literatura relata uma grande variedade de glicosideos de
cucurbitacinas, sendo, em sua totalidade, O-glicosideos. As unidades de
acucar variam desde aglcares comuns, como glicose, xilose, rhamnose,
gentibiose até agucares mais raros, tais como ulose e alose. Os
glicosideos se apresentam como unidades monossacaridicas ou
oligossacarideos. Os aglcares podem apresentar padrdes de modificacdo
estrutural, tais como oxidacao, acetilagéo e desoxigenagdo (CHEN et al.,
2005).

As posicdes mais frequentemente ligadas a O-glicosideos nas
cucurbitacinas sdo C-2, C-3, C-16 e C-25, no entanto, pode haver
moléculas de agUcar ligadas as posi¢des C-7, C-23 e C-24, como
mostrado na figura 5.

Figura 5: Exemplos de estruturas de glicosideos de cucurbitacinas.

Siamenosideo | Datiscosideo K

As cucurbitacinas conferem o sabor amargo de alguns alimentos e
plantas. Alguns autores relatam que glicosideos de cucurbitacinas séo
tdo amargos quanto suas agliconas (METCALF; METCALF, RHODES,
1980; OKABE; MIYAHARA; YAMAUCHI, 1982; HUTT;
HERRINGTON, 1985). No entanto, na década de 1980, um glicosideo
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de cucurbitacina, potencialmente doce, foi isolado de Siraitia grosvenori
(Cucurbitaceae) (KASAI et al, 1989). O composto denominado
Siamenosideo | (Figura 5) poderia ser alternativa de adocgante para
diabéticos (MATSUMOTO et al., 1990).

Datiscosideos sdo cucurbitacinas analogas da cucurbitacina D,
nas quais os agucares estdo ligados na posi¢do C-16. A figura 6 mostra
alguns exemplos de datiscosideos. Sasamori e colaboradores descrevem
a atividade citostatica de dasticosideos contra linhagens celulares de
carcinoma nasofaringeo. Os compostos testados inibiram em 50% o
crescimento celular em dose de 0,05mg/mL (SASAMORI et al.,
1983).Ademais, estudos mais recentes apontam que alguns datiscosideos
isolados de Datisca glomerata apresentaram atividade antiparasitaria. O
dasticosideo K (Figura 5) foi o composto mais ativo contra Plasmodium
falciparum em uma dose de 7,7 puM, no entanto, ndo foi observada
atividade contra Leishmania tarentolae em dose menor que 20,0 uM.

Figura 6: Exemplos de datiscosideos.
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Nesse mesmo estudo, os dasticosideos isolados foram testados
contra células tumorais de musculo estriado de rato (L6) e células
tumorais ovarianas de rato chinés (CHO). O dasticosideo K apresentou
melhor atividade contra L6 na dose de 0,11 pM . Nenhum datiscoideo
apresentou atividade citotoxica nas células CHO. Tais dados sdo
interessantes, tanto para a atividade antiparasitaria quanto para atividade
citotdxica, pois sugerem que os dasticosideos possuem alguma
seletividade para P. falciparum e células L6 (GRAZIOSE et al., 2013).

H& poucas referéncias na literatura sobre atividade citotoxica de
glicosideos de cucurbitacinas. Em 2007, Tannin-Spitz e colaboradores
avaliaram a atividade contra linhagens celulares de cancer de mama
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(ER® MCF-7 e ER MDA-MB-231), utilizando glicosideos de
cucurbitacina B e E (Figura 7), em esquema de terapia combinada, na
proporcdo de 1:1. A combinacdo dos dois glicosideos, em uma
concentracdo de 20,0 uM, apresentou atividade citostatica, provocando
um acumulo de células entre as fases G,/M do ciclo celular, além de
provocar alteracdes morfoldgicas, sugerindo a desestabilizacdo dos
filamentos de actina do citoesqueleto (TANNIN-SPITZ et al., 2007). Em
2008, Tannin-Spitz e colaboradores realizaram uma patente com a
elaboracdo de uma formula farmacéutica contendo glicosideo de
cucurbitacina isolado de Citrullus colocynthis, para 0 uso como
quimioterapico (TANNIN-SPITZ et al., 2008).

Outro estudo avaliou a atividade citotdxica promovida pelo 2-O-f
glicosideo de cucurbitacina L (Figura 7) em células de cancer de célon
(HT-29) em uma dose de 79,0 pg/mL. Ademais, o estudo mostrou que o
glicosideo ndo se mostrou toxico para células hepéaticas ndo tumorais
humanas (WRL-68) e macr6fagos (XAW2647), em doses até 200,0
pg/mL. (ABDELAWAB et al., 2012).

Ayyad e colaboradores realizaram estudo in vitro da atividade
citotéxica de glicosideos de cucurbitacinas E e | (Figura 7) em células
HepG2 (hepatoma). O estudo apontou que ambos os glicosideos
apresentaram potente atividade inibitéria em concentracGes de 3,5 e 2,8
nmol.mL™, respectivamente. O mesmo trabalho avaliou atividade in
vivo com estes compostos. Camundongos acometidos com carcinoma
abdominal de Ehrlich foram tratados com ambos os glicosideos, nas
doses de 50, 25 e 12,5 mg/Kg/dia. Os resultados mostraram que houve
aumento da sobrevida (dose-dependente) nos animais tratados, além de
diminuicdo do tumor. Os parametros bioquimicos dos ratos tratados se
apresentaram normais (AYYAD et al., 2012).

Figura 7: Glicosideos de cucurbitacinas com atividade bioldgica relatada.
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Um estudo in vivo testou 24 glicosideos de norcucurbitacinas
isoladas de Cayaponia tayuya. Os glicosideos denominados
cayaponosideos B, D e C, (Figura 8) reduziram 60%, 25% e 55%
respectivamente, o ndmero de papilomas em ratos induzidos com TPA
para carcinoma de pele (KONOSHIMA et al., 1995). Esse estudo foi
realizado anteriormente pelo mesmo grupo de pesquisa, com outros
glicosideos de cucurbitacina. Os resultados mostraram que o glicosideo
de cucurbitacina F diminuiu em 40% o nimero de papilomas nos ratos
tratados (KONISHIMA, et al., 1994).

Figura 8: Cayaponosideos isolados de Cayaponia tayuya

L, OH OH , OH O

wmOH

Cayaponisideo C,

1.2. QUIMICA MEDICINAL E ESTRATEGIAS DE MODIFICAGCAO
MOLECULAR

Alguns compostos ativos, isolados de fontes naturais, apresentam
caracteristicas “drug like” adequadas para serem utilizados diretamente
como farmacos. Porém, a grande maioria apresenta baixa atividade e/ou
propriedades farmacocinéticas/farmacodinamicas inadequadas,
tornando-se necessario fazer modificacBes estruturais, visando a
obtencdo de novos andlogos com propriedades desejadas para se
tornarem potenciais farmacos (WERMUTH, 2008; PATRICK, 2009).
Neste contexto, a quimica medicinal dispGe de diversas estratégias de
planejamento molecular, dentre as quais a variagao de grupos funcionais
e extensdo de cadeia do composto protétipo.

A variacdo de grupos funcionais ¢ uma das ferramentas mais
utilizadas para estudos de relagdo estrutura-atividade de uma classe de
compostos e consiste na modificacdo de pequenos grupos substituintes
na molécula precursora. Dentre os exemplos de variacdo, pode-se citar
metilacdo, acetilacdo/acilacdo, oxidacdo, etc. (WERMUTH, 2008).

A variagdo no tamanho de cadeias alquilicas é um aspectos
importante a ser avaliado na sintese de andlogos. Um minimo
alongamento ou encurtamento de uma cadeia pode determinar grande
mudanga na atividade farmacoldgica e na poténcia de um composto;
ademais, pode provocar mudangas no carater farmacocinético, na rigidez
molecular e também alteracdo da forca de interacdo entre 0 composto e
0 respectivo alvo biolégico (WILLIAMS; LEMKE, 2002).
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Atualmente, muitos produtos naturais sdo glicosilados, visto que 0s
acucares participam de uma variedade de fun¢des bioldgicas. Estudos de
relagdo estrutura-atividade deste tipo de compostos tém chamado
atencdo significativa (NOGUEIRA et al., 2009). Um exemplo de
farmaco de sucesso é a digoxina (Figura 9), um glicosideo
primeiramente isolado de Digitalis lanata, amplamente utilizado no
tratamento de cardiopatias. OSW-1 (Figura 9) é um glicosideo colestano
isolado de Ornithogalum saundersiae, o qual exibe potencial atividade
citotdxica frente a diversas linhagens de células tumorais. QS-21 (Figura
9), um glicosideo triterpeno purificado a partir de Quillaja saponaria e
algumas espécies de llex spp., esta atualmente sob investigacdo clinica
como adjuvante em vacina (SILVEIRA et al., 2011; GU; ZHAO; GUO,
2013).

Figura 9: Exemplos de produtos naturais glicosilados com atividade bioldgica:
Digoxina, QS-21 e OSW-1.
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Dados os exemplos anteriores, pode-se dizer que produtos naturais
glicosilados podem apresentar potencial farmacoldgico, o que os torna
fortes candidatos para o desenvolvimento de farmacos (Figura 9) (GU;
ZHAO; GUO, 2013).

Anéis heterociclicos estdo amplamente presentes nas mais diversas
classes de farmacos, mundialmente conhecidos. A figura 10 mostra
exemplos destes anéis. Alguns estudos de relacdo estrutura-atividade
(REA) mostram a importancia de compostos heterociclicos, os quais
apresentam atividades farmacolégicas diversas, tais como anti-
hipertensiva, antiviral, antitumoral, antifingica, anti-inflamatoria,
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antidepressiva, analgésica e antimicrobiana (MELO et al, 2006;
KUMAR et al, 2011).

Figura 10: Anéis heterociclicos encontrados em farmacos
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Anéis triazOis sdo estruturas heteroaromaticas, pertencentes a
classe dos azdis (anéis heterociclicos nitrogenados). S&o de origem
exclusivamente sintética, e, até o momento, ndo ha relatos de anéis
triaz6is encontrados na natureza (KOLB; SHARPLESS, 2003; MELO et
al, 2006).

No cenario de compostos com potencial atividade anticancer,
alguns trabalhos na literatura apresentam sintese e atividade citotdxica
e/ou antiproliferativa de alguns derivados triazdis, sendo eles derivados
semi-sintéticos ou obtidos por sintese total, glicosilados ou ndo. Pagliai
e colaboradores (2006) obtiveram, por sintese total, derivados triazois
do resveratrol (composto A, figura 11), utilizando a quimica
combinatéria como estratégia para a obtencdo de variadas moléculas
(PAGLIALI et al, 2006). Alguns compostos apresentaram moderada
atividade antiproliferativa em concentragdes acima de 100,0 nM. Outro
trabalho desenvolvido por Lee e colaboradores (2007) mostrou a sintese
de derivados triazois de a-galactosilceramida (composto B, figura 11),
um agonista de linfocitos T killer. Estes linfécitos liberam citocinas tais
como INF-y e interleucina-4 (IL-4), as quais acredita-se serem
importantes na atividade antitumoral. Os derivados obtidos foram
capazes de ativar a liberagdo de IL-4 em concentragdes de 32,0 ng/mL
(LEE et al., 2007). Zi e colaboradores (2013) obtiveram compostos
analogos a podofilotoxina (compostos C, figura 11), os quais exibiram
boa atividade citotoxica contra 5 linhagens de células tumorais. O
composto mais ativo da série apresentou atividade em doses que
variaram de 0,59 a 2,90 uM (ZI et al, 2013). O composto
carboxiamidotriazol (composto D, figura 11) estd em fase clinica | de
teste e apresenta atividades antimetastatica, antiangiogénica e
antiproliferativa (KOHN; LIOTTA, 1990; KOHN; SANDEEN;
LIOTTA, 1992; SOLTIS et al., 1996). O composto E (Figura 11) foi
sintetizado ap6s planejamento racional, e apresenta atividade



39

antitumoral com alta seletividade para células neoplésicas de prostata
(MELO et al., 2006).

Figura 11: Derivados triaz6is com atividade citotdxica/antiploriferativa.
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Dentre as diferentes metodologias descritas para a sintese do anel
triazol, destaca-se a "Click Chemistry"; uma reacdo esteroespecifica de
cicloadicdo entre um alcino terminal e uma azida orgénica catalisada por
sais de cobre, com formacdo de 1,2,3-triazdis-1,4-dissubstituidos
(KOLB & SHARPLESS, 2003; ARAGAO-LEONETI et al, 2010;
KUMAR et al, 2011). A “click chemistry” tem se destacado como uma
nova estratégia sintética para a conjugacgao de moléculas funcionalizadas
e na preparacdo de bibliotecas de compostos (KOLB; SHARPLESS,
2003; TAYLOR; MACCOSS; LAWSON, 2013). Sua aplicacdo tem
sido explorada em todos os aspectos da descoberta de novos farmacos,
desde a busca por prototipos pelo uso de quimica combinatéria ou de
moléculas especificas, até em pesquisas envolvendo protedmica e DNA,
pelo uso de reacfes de bioconjugacdo(KOLB; SHARPLESS, 2003;
KOSIOVA; KOVACKOVA,; KOIS, 2007).

Nosso grupo de pesquisa tem desenvolvido trabalhos centrados
na obtencdo de novos derivados de cucurbitacinas, de origem natural ou
obtidos por modificagdo molecular. Recentemente, foi descrita a
atividade citotéxica em linhagens tumorais de cucurbitacinas obtidas de
W. ebracteata, bem como de andlogos sintetizados através de
modificacdes moleculares realizadas principalmente, nas posicdes 2 e 16
da di-hidrocucurbitacina B (MACHADO, 2011; LANG, et al, 2011;
LANG, et al, 2012).
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Dentre 0s compostos sintetizados foi possivel observar que a
atividade citotoxica estava diretamente relacionada com o grupo
substituinte na posi¢do C-2 da di-hidrocucurbitacina B. Grupamentos
tais como derivados aminotiaz6is, bromo e amina aumentaram a
atividade citotdxica, enquanto grupo acetila e carbamato diminuiu a
atividade. Com base nestes resultados, uma avaliagdo mais detalhada
dos substituintes em C-2 deve ser realizada para melhorar os estudos de
relacdo estrutura-atividade dessa classe de compostos.

Derivados glicosilados inéditos também foram obtidos através
de reagdes classicas de O-glicosilagdo por Machado e colaboadores
(2014), no entanto, os derivados foram obtidos em baixo rendimeto,
supostamente pela baixa nucleofilicidade da hidroxia em C-16. Tendo
em vista estes resultados e também na busca por glicosideos de
cucurbitacinas, este trabalho se direcionou para a obtencéo de derivados
glicosilados contendo um grupamento espacador entre as unidades
monossacaridicas e a posicdo C-2 da di-hidrocucurbitacina B. Além
disso, em continuidade ao trabaho de Machado, foram propostos novos
O-glicosideos de di-hidrocucurbitacina B. Em sequéncia a esses
trabalhos, é nosso interesse dar continuidade a investigacdo do
comportamento das cucurbitacinas, frente as reaces de glicosilagdo,
bem como a obtengdo de novos derivados glicosilados, contendo um
grupamento espacador entre o anel cucurbitano e a unidade
monossacaridica. Neste contexto, a obtencdo de novos derivados
triazois, analogos a di-hidrocucurbitacina B, se torna interessante na
busca de compostos que venha a se tornar “composto lider” para o
desenvolvimento de novas moléculas com potencial atividade citotdxica
e antitumoral.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Construir uma série de derivados semissintéticos de di-
hidrocucurbitacina B, aplicando, sistematicamente, diferentes estratégias
de modificacdo molecular, na busca por um composto com potencial
atividade citotoxica para células tumorais.

OAc

ke OH onOH OH on
oH o
HO Q_oH Q_oH HO Q_oH OH
HO HO HO HO
OH OH OH
a b c d

2.1.1 Objetivos especificos

» Obter derivados de di-hidrocucurbitacina B contendo unidades
monossacaridicas  (glicose, galactose, manose e arabinose)
diretamente ligados a posicdo 2.

o Obter derivados contendo unidades monossacaridicas
(galactose, glicose), a partir da di-hidrocucurbitacina B,
utilizando o anel 1,2,3-triazol-1,4-dissubstituido, como grupo
espacador entre a unidade monossacaridica e a di-
hidrocucurbitacina B.

« Avaliar os compostos obtidos frente a atividade citotoxica sobre
diferentes linhagens de células tumorais.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com a perspectiva de avaliar a atividade citotoxica de
glicosideos de cucurbitacinas, o presente trabalho foi direcionado para a
preparacdo de derivados glicosilados de di-hidrocucurbitacina B
contendo diferentes unidades monossacaridicas, via glicosilacdo direta
ou com adicdo de um grupo espacador. As reacdes de O-glicosilacdo
ocorrem com a participacdo de trés componentes essenciais: Um doador
de unidade monossacaridica, o qual contém um grupo de saida na
posicdo anomérica, e sofrerd um ataque por um aceptor dessa unidade,
ou seja, uma molécula que possui uma hidroxila que promoveréa o ataque
nucleofilico. O aceptor, entdo, receberd o doador, formando assim um
O-glicosideo. As reacGes de glicosilacdo dependem essencialmente de
promotores, que facilitam a saida do grupo abandonador e o ataque
nucleofilico por parte do aceptor.

Nesse sentido, esta secdo foi dividida em: (i) sintese de
aceptores derivados da di-hidrocucurbitacina B; (ii) sintese de doadores
de unidade monossacaridica; (iii) reacbes de O-glicosilacdo e (iv)
sintese de derivados triazois glicosilados.

31 SINTESE DE ACEPTORES DERIVADOS DE DI-
HIDROCUCURBITACINA B.

O material de partida, di-hidrocucurbitacina B (DHB), foi
isolado de raizes dessecadas de Wilbrandia ebracteata de acordo com
metodologia descrita (LANG et al., 2011). As raizes foram adquiridas
comercialmente  pela empresa Lohmann Ltda. estabelecida no
municipio de Nova Petrépolis/RS.

Figura 12: Estruturas da DHB em 2D e 3D com destaque para hidroxilas em
C-2, C-16 e C-20.

A DHB é um triterpeno composto de 32 carbonos, 8 oxigénios e
46 hidrogénios, dos quais 3 sdo acidos (hidroxilicos). Destas hidroxilas,
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uma encontra-se ligada a um carbono quartenario (C-20) enquanto as
duas restantes estéo localizadas no anel A (C-2) e anel D (C-16) (Figura
12). A hidroxila em C-20 néo é passiva de realizar ataque nucleofilico,
possivelmente pela presenca de uma metila ligada ao mesmo carbono, a
qual promove um impedimento estérico (SMITH; MARCH, 2007).
Considerando o objetivo de obter glicosideos em C-2, tanto via
glicosilagdo direta, quanto pelo uso de um grupo espacador, foram
preparados dois diferentes derivados aceptores de DHB (Esquema 1).

Esquema 1: Rota sintética para sintese de aceptores de unidade
monossacaridica

Ho P

Inicialmente foi preparado o composto 2, o qual foi utilizado
nas reacdes de glicosilagdo direta. Assim, a DHB foi submetida a reacéo
de oxidagdo na presenca de clorocromato de piridinio (PCC) e BaCO;3
como tampao, a temperatura ambiente por 3 horas (LANG et al. 2012).
A reacdo foi acompanhado por CCD, a partir da qual, apds trés horas de
reacdo, foi possivel observar a formacdo de dois compostos e completo
desaparecimento do material de partida. Os compostos foram
purificados por cromatografia em coluna utilizando gel de silica (40-63
pum). O composto majoritario obtido foi a di-hidrocucurbitacina B
oxidada seletivamente na posi¢do C-16 (composto 2), com rendimento
de 50%. Como subproduto, obteve-se o derivado diosfenol 4, com
rendimento de 1%, produto decorrente da oxidacéo da hidroxila em C-2
(Figura 13).

Figura 13: Produtos formados na reagdo de oxidagdo com PCC.
HO 9 HO

Composto 2 7, Composto 4

50% * 1%
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O composto 2 foi confirmado pelo espectro de RMN H, o qual
observou-se a auséncia do sinal em & 4,31 do pseudo-tripleto
correspondente ao hidrogénio em C-16, o qual apresentava uma
constante de acoplamento J= 7 Hz com H-17. O sinal do hidrogénio em
C-17 é observado no espectro como um simpleto em 6 3,62 no produto
oxidado, ja& que ndo acopla mais com o hidrogénio vizinho em C-16
(Figura 14). O composto 4 foi confirmado por co-cromatografia com
amostra auténtica e com a utilizacdo de diferentes agentes de revelacéo,
dentre os quais o cloreto férrico, que permite visualizar a presenca de
hidroxila endlica (LANG, 2012).

Figura 14: Espectros de RMN 1H completos comparando material de partida 1
(500 MHz, CDCI3) e produto 2 (400 MHz, CDCI3).
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O mecanismo de reagdo ocorre com a formacdo de um
intermediario éster de cromato que com posterior reagdo com o alcool e
eliminagdo do hidrogénio, leva a formagdo do grupamento cetona
(Esquema 2). Dentre os subprodutos da reacdo, encontra-se 0 acido
crdmico, o qual é neutralizado com BaCO; (TOJO; FERNANDES,
2006).
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Esquema 2: Mecanismo de oxidagdo com PCC de C-16 da DHB.
N O AN o:

O oa-cetol do anel A da di-hidrocucurbitacina B também é
passivel de oxidagdo, com formacdo de uma 1,2-dicetona ciclica, a qual
é mais estavel na forma de diosfenol (Esquema 3) (TROST; DONG;
VANCE, 2010).

Esquema 3:Estabilizacdo da 1,2-dicetona ciclica para a forma diosfenolica.
HQO P HQ

Na sequéncia, o derivado azida 3, contendo uma extensdo de
cadeia em C-2, foi preparado em duas etapas de sintese, tendo como
material de partida o composto 2 (Equema 4).

A primeira etapa envolve a reacdo de acilagéo do derivado 2 na
presenca de cloreto de 4-bromobutirila, N, N, dimetilaminopiridina
(DMAP) e piridina (LANG et al., 2012). A reacdo ocorreu a temperatura
ambiente por trés horas, acompanhada por CCD, onde é possivel
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observar a formagdo de um produto mais apolar. Apds o
desaparecimento completo do material de partida, a piridina e 0 DMAP
foram eliminados do meio reacional através de extragdo com solugdo de
HCI 0,1 N, e o solvente foi evaporado sob presséo reduzida. O produto 5
foi purificado através de cromatografia em coluna de gel de silica, com
rendimento de 61%.

Esquema 4: Sintese do derivado azida 3 a partir do derivado da DHB oxidada
em C-16 (2), aplicando estratégia de extensdo de cadeia 5.

HQ @

a) Cloreto de 4-bromobutirila, py, DMAP, DCM, rt, 3 horas.
b) NaN3 DMF, MW, 7*; P= 150W; 70°C

O espectro de RMN *H do produto mostra o deslocamento do
duplo dupleto referente ao hidrogénio geminal ao éster formado em C-2,
de & 4,44 para & 5,45. Também é possivel observar o tripleto do
metileno ligado ao atomo de bromo em 6 3,45 ppm além dos sinais dos
outros metilenos da cadeia butirila entre 6 2 e 3 (Figura 15).

Figura 15: Espectro de RMN *H do produto (CDCl;; 300 MHz) em
comparagdo com material de partida (CDCls; 400 MHz).
2H-4'
|
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O mecanismo se da conforme demonstrado no esquema 5. O
DMAP, o qual possui um grupo N, N-dimetilamino, atua como doador
de elétrons para a porcdo piridinica, aumentando a nucleofilicidade
desta. Ao término da reacdo, a piridina atua como base auxiliar,
desprotonando e regenerando o catalisador (XU, et al., 2005).

Esquema 5: Mecanismo de reacéo de acilagdo com haleto de acila e DMAP.
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O bromo na posicéao terminal da cadeia adicionada em C-2 atua
como um bom grupo abandonador, o qual pode ser facilmente
substituido por uma azida quando submetido a reacdo com azida de
sodio (Esquema 6).

Esquema 6: Sintese do derivado 3.
HO O

OAc OAc

o,
. Nan, _DMF: MW NS/W
P=150W; 70°C; 7* o
o
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A reacdo ocorreu em tubo reacional com frasco fechado e
selado, sendo irradiada em de reator micro-ondas por sete minutos, a
70°C na poténcia maxima de 150W (ODLO; HOYDAHL; HANSEN,
2007). No perfil cromatografico, observou-se que mesmo apés trés
irradiacfes de sete minutos, o produto permanecia com o0 mesmo Rf do
material de partida, gerando ddvida quanto ao sucesso da reagdo. Ainda
assim, o produto foi extraido com acetato de etila e purificado em
coluna de gel de silica, para a remocdo do sal de azida de sédio. O
rendimento do composto puro foi de 78%.

O espectro de RMN 'H ndo apresentou mudanca significativa
em relacdo ao material de partida, exceto pelo deslocamento do tripleto
referente a0 metileno C-4', de & 3,52 para & 3,42, no espectro do
produto (Figura 16).

Figura 16: Espectro de RMN 1H, comparando material de partida 5 e produto
3. Em destaque, o blindamento do tripleto referente ao metileno C-4'.
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A formacdo da azida foi confirmada por infravermelho e por
RMN *3C do Produto. No espectro de IV, evidenciou-se uma banda forte
em 2098 cm™ (BARBOSA, 2007) (Figura 17). Além do aparecimento
da banda caracteristica de azida no espectro de infravermelho, foi
possivel observar o deslocamento do carbono C-4' ligado & azida, (8¢
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50,4) no produto, em relagdo ao material de partida (¢ 32,5), no qual ele
se encontrava ligado ao bromo, através do espectro de RMN **C (Figura
18).

Figura 17: Espectro infravermelho do composto 3.
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Figura 18: Espectro completo de RMN 13C do material de partida 5
(75 MHz, CDCI3), e produto 3 (100 MHz, CDCI3), mostrando o
desblindamento do carbono C-4' de 6C 32,5 para 8C 50,4 ppm.
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3.2.. SINTESE DE DOADORES MONOSSACARIDICOS

Para as reag0es de glicosilagdo, foram selecionadas diferentes
unidades monossacaridicas com o objetivo de avaliar a influéncia das
mesmas sobre a atividade bioldgica. Nesse sentido, foram preparados
doadores monossacaridicos a partir de D-glicose, D-galactose, D-manose
e L-arabinose (Figura 19). A preparacdo dos doadores teve em vista a
funcionalizagdo em C-1 nos derivados brometos e tricloroacetimidato,
para reacdes de O-glicosilagdo, e com alcino terminal, para reacGes de
cicloadicdo.

Figura 19: Unidades monossacaridicas utilizadas como doadores.
OH OH oy HO-_ oH OH
HS&&MA % HO&QMA &&’V\A
HO
oH “oH HO oH "OH oH MO by OH
a) Glicose b) Galactose ¢) Manose d) Arabinose

Inicialmente, os materiais de partida D-glicose, D-galactose, D-
manose e L-arabinose, obtidos comercialmente, foram submetidos a
reacdo de protecdo com anidrido acético, catalisada por iodo molecular,
a temperatura, ambiente por trés horas (Esquema 7).

Esquema 7: Reagdo de peracetilagdo das unidades monossacaridicas.
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Em um primeiro momento, a reacdo é caracterizada por uma
suspensao de cor castanha clara, pelo fato do material de partida ndo se
solubilizar em anidrido acético. A medida que o produto peracetilado é
formado, a solugdo apresenta coloracdo castanha escura. Através da
andlise da CCD, foi possivel observar o completo desaparecimento do
material de partida e a formacg&o de apenas um produto.

O produto formado foi confirmado por RMN'H, o qual
evidencia a presenca de 5 simpletos, para glicose, galactose e manose, e
4 simpletos para arabinose, na regido de 6 2,0 ppm. Os simpletos
possuem integracdo para 3 hidrogénios, evidenciando as metilas dos
grupamentos acetilas (Figura 20). Ainda pelo espectro, com base na
integracdo dos sinais, é possivel observar a presenca de ambos 0s
andmeros o e B, em uma propor¢do de 5:1, no caso da glicose.



52

Figura 20: Espectro de RMN *H do composto 1,2,3,4,6-penta-O-acetil-a-B-D-
glicopiranose (6a). Em destaque, os sinais para H ligados em C-1 dos andmeros
o e Be os simpletos dos 5 grupamentos acetilas.
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O uso de iodo molecular apresenta algumas vantagens ao ser
empregado como catalisador de reacdes de acetilagdo, como baixo custo
e toxicidade, quando comparado com outros promotores amplamente
utilizados, como, por exemplo, a piridina. O mecanismo de acetilacdo se
da pelas caracteristicas de polarizabilidade do iodo, que por ser um
atomo volumoso e pouco eletronegativo, interage com centros ricos em
elétrons do anidrido acético (Esquema 8).

Esquema 8: Mecanismo de reacdo de acetilagdo catalisada por iodo.
R
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Os derivados 6a-d foram obtidos em rendimentos quase
guantitativos, ndo sendo necessaria a purificacdo, facilitando as
préximas etapas da sintese. Estes derivados acetilados sdo
intermediarios-chave para a preparacdo tanto dos doadores contendo
bromo na posicdo anomérica, quanto para a sintese dos derivados
tricloroacetimidato.

3.2.1. Sintese de derivados funcionalizados com bromo em C-1

A sintese dos doadores contendo bromo em C-1 7a e 7b foi
realizada apenas com os intermediarios de glicose e galactose (6a-b),
através de reacdo com excesso de HBr (33% em &cido acético),
utilizando acido acético glacial como solvente, a temperatura ambiente
(Esquema 9). A reacdo foi acompanhada por cromatografia em camada
delgada, onde foi possivel observar a formacdo de um produto
majoritario mais apolar em relacdo ao material de partida ap6s quatro
horas de reacédo, além de outros subprodutos. Este composto foi isolado
em coluna cromatografica de gel de silica, com rendimentos entre 70%
para o derivado de glicose e 60% para o derivado de galactose.

Esquema 9: Sintese de derivados funcionalizados com bromo em C-1.

o )
Acm’w + HBr ———» Acm' + CH3COOH
7a-b

6a-b OAc
Br

A estrutura do produto foi confirmado por RMN *H (Figura
21), o qual observou-se o desblindamento do hidrogénio anomérico de &
6,33 para & 6,62 em relacdo ao precursor. A constante de acoplamento
Ji12= 3,9 Hz evidenciou a formacdo apenas do isémero a [valor de
acoplamento vicinal para hidrogénios axial-equatorial: 1-7 Hz
(geralmente entre 2 e 3 Hz) (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE,
2007)], que pode ser explicado pelo efeito anomérico.

A reacdo de bromacdo na posicdo anomérica ocorre por meio de
simples troca ou deslocamento, na qual o bromo, mais reativo, desloca o
acetato da posicdo anomérica, resultando em dois produtos: acido
acético e o brometo de 2,3,4,6-penta-O-acetil-a-piranose (DAVIS;
FAIRBANKS, 2002).
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Figura 21: Espectro de RMN *H completo do material de partida 6a e produto
7a. Em destaque, o desblindamento de H-1 do produto em relagdo ao H-1 do
composto 6a.

Diversos fatores podem explicar a preferéncia pelo isdmero a,
guando um atomo eletronegativo (Br,, CI") ocupa a posicdo C-1 do
carboidrato. E verdadeiro afirmar que a estabilidade termodinamica do
isbmero a é maior que a do isémero . Também é possivel dizer que a
distdncia das ligacbes O5/C-1 e C-1/X sdo mais curtas, quando
comparados com o0s comprimentos das ligagdes C/O encontradas em
éteres comuns. No entanto, a ligacdo O5/C-1 é mais curta no anémero o
que no P. Esse comportamento é independente de solvente (SILVA,
2011).

Uma das hipdteses mais aceitas para a explicacdo do efeito
anomeérico é a da hiperconjugacdo, a qual pares de elétrons isolados de
05 sdo deslocados para o0 orbital antiligante o*C-1/X, por conta do
atomo eletronegativo X atrair para si o par de elétrons da ligacdo
quimica entre C-1 e X. Este movimento seria melhor favorecido na
posi¢do axial do que na equatorial, como mostra o esquema 10 (SILVA,
2011; DAVIS; FAIRBANKS, 2002).
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Esquema 10: Transferéncia de um par de elétrons de O5 para o orbital
antiligante ¢*.

.O.ﬂ Os
c} c1

&

Outra hipdtese bastante plausivel é a da repulsdo entre os
vetores dos momentos dipolo entre O5 e X no carbono anomérico. A
repulsdo é reduzida quando o atomo eletronegativo esta na posicao axial
em relacdo & equatorial, sendo assim, mais estdvel (Esquema 11)
(SILVA, 2011; DAVIS; FAIRBANKS, 2002). De qualquer forma, as
duas hipdteses seguem no mesmo sentido.

Esquema 11: Repulsdo no confomero B pelo alinhamento dos vetores de
momentos dipolo das ligagdes O/ C-1/ X.

o o
m‘—’—m/x,
X

3.2.2. Sintese de derivados funcionalizados com tricloroacetimidato
em C-1

Os derivados tricloroacetimidato foram preparados com as
unidades monossacaridicas a, b, ¢ e d (Figura 19) partindo dos derivados
peracetilados descritos anteriormente (6a-d). Estes derivados foram
descritos inicialmente por Schimdt e Kinzy e passaram a ser utilizados
amplamente a partir da década de 90, visto que possuem melhor
estabilidade em relacdo aos doadores funcionalizados com bromo e
cloro, além de proporcionarem bons rendimentos nas reagBes de
glicosilacdo (SCHMIDT; KINZY, 1992). Primeiramente, a hidroxila
anomérica foi desprotegida seletivamente com acetato de hidrazina, em
DMF, a temperatura ambiente. A reagdo foi mantida sob agitacéo por 16
horas. O perfil cromatografico apresentou dois produtos mais polares em
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relagdo ao material de partida; este, por sua vez, ndo foi totalmente
consumido. Os produtos foram purificados por cromatografia em coluna
de silica e foram obtidos com rendimentos de 79% para o derivado 8a,
60% para 8b, 66% para 8c e 90% para 8d.

A confirmagdo do intermediario foi realizada por RMN 'H
(Figura 22). No caso do derivado glicose, foi possivel observar 4
simpletos na regido de 6 2,0 para derivados de glicose, galactose e
manose e trés simpletos na mesma regido, para o derivado de arabinose,
confirmando a perda de um grupamento acetila. Os sinais em & 5,40 e
4,82 (sobreposto) correspondem aos hidrogénios da posi¢do anomérica,
0s quais se tornaram mais blindados em relagdo ao precursor. A
integracdo dos sinais mostra a formacdo de isdbmeros do intermediario,
com proporcao o:f de 3:1, no caso da glicose. Os isomeros nao foram
purificados, sendo utilizados em mistura na proxima etapa.

Figura 22: Espectros de RMN 'H (400 MHz, CDCl,) comparando o produto 8a
e 0 precursor 6a. Em destaque, o blindamento de H-1a em relagdo ao material
de partida e os quatro simpletos referentes aos grupamentos acetilas.
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Escoffier e colaboradores (1975), acompanhou a reacdo de
desprotecdo da posicdo anomérica por espectroscopia de RMN, pela
qual foi possivel observar que o primeiro grupamento acetato eliminado
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no carboidrato é o da posicdo anomérica. Acredita-se que o grupamento
amino livre do acetato de hidrazina atue como um nucledfilo, que ataca
o carbono carbonilico do grupamento acetila da posicdo anomérica,
seguindo da formag&o do hemiacetal, conforme apresentado no esquema
12 (ESCOFFIER; GAGNAIRE; UTILLE, 1975).

Esquema 12: Mecanismo de reagdo proposto para desprotecéo da hidroxila
anomérica com acetato de hidrazina
o} o
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Os intermediarios obtidos (8a-d), por sua vez, foram
submetidos a reacdo com tricloroacetonitrila e base DBU, em banho de
gelo e sob atmosfera inerte, para a obtencdo dos doadores contendo o
grupo abandonador tricloroacetimidato. Apés uma hora de reacdo, foi
possivel observar a formacéo de um produto mais apolar em relagéo ao
material de partida. Os produtos 9a-d foram purificado por
cromatografia em coluna e foram obtidos com rendimentos em torno de
80% para 9a e 9b e 30% para 9c e 9d.

No espectro de RMN *H (Figura 23), é possivel observar a
presenca de um simpleto na regido de & 8,59 atribuido ao hidrogénio
ligado ao nitrogénio, presente no grupamento tricloroacetimidato. Além
disso, o sinal correspondente ao hidrogénio da posicdo anomérica se
torna mais desblindado em relacdo ao material de partida. O valor da
constante de acoplamento J;, ,= 1,5 Hz indica a formagéo apenas do
isbmero alfa, fato que pode ser explicado pela base utilizada na reag&o.
Bases fortes, tais como DBU levam a formacdo do produto a,
termodinamicamente mais estavel, enquanto bases fracas induzem a
formacéo do produto B, cinético (MILIKOVIC, 2009).

A reacdo ocorre conforme esquema 13, utilizando DBU, uma
base forte, que retira préton do grupamento hidroxila do agucar,
favorecendo o ataque nucleofilico ao reagente tricloroacetonitrila. Uma
vez que o élcool ataca o carbono da nitrila, 0 DBU protonado cede seu
préton para este grupamento, formando o tricloroacetimidato
(MILJKOVIC, 2009).
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Figura 23: Espectro de RMN 'H (CDCl,, 400 MHz). Comparagéo entre
precursor 8a e produto 9a
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Esquema 13: Mecanismo de reacdo de formagao do grupamento

tricloroacetimidato utilizando DBU.
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3.2.3. Sintese de derivados monossacaridicos contendo alcino
terminal

Os derivados contendo alcino terminal também foram
preparados a partir das unidades monossacaridicas a-d (Figura 19). Os
compostos 10a-d foram obtidos reagindo os precursores 9a-d com
alcool propargilico na presenca do promotor TMSOTf, a -10°C
(Esquema 14). A reagdo ocorreu em meio inerte por uma hora, quando o
perfil cromatografico apresentou um produto mais apolar em relagdo ao
precursor. Mesmo deixando a reagdo por mais tempo, o material de
partida ndo se convertia totalmente em produto. Os produtos foram
purificados por cromatografia em coluna de gel de silica. Os
rendimentos variaram entre 80-94% entre os derivados 10a, b e d,
exceto o derivado de manose (10c), o qual o rendimento foi de 70%.

Esquema 14: Sintese dos derivados contendo alcino terminal
WO ///\OH : NZ; 4A WO
AcO\. \&O

_— —_
TMSOTT; -10°C AcO
%d 4 caly 10a- d

\

A confirmacdo da estrutura dos produtos foi realizada através
RMN 'H e infravermelho. O espectro de infravermelho (Figura 24)
apresentou uma banda em 2117 cm™ correspondente a ligacdo C=C e
uma banda em 3273 cm™, que corresponde & ligacdo C-H do alcino
terminal [ (PAVIA; LAMPMAN; KRIZ, 2001).

Através do espectro de RMN de 'H, é possivel observar um
dupleto em & 4,40 com integragdo para 2 hidrogénios, correspondente ao
metileno C-7 e um tripleto em & 2,49 correspondente ao hidrogénio do
alcino terminal. A constante de acoplamento J; ,= 6,8 Hz do hidrogénio
em C-1 mostra a formagéo de B-glicosideo (Figura 25). N&o se observou
formacdo de a glicosideos no caso da glicose, galactose e arabinose.
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Figura 24: Espectro de infravermelho do derivado 10d.
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Figura 25: Espectro de RMN *H do derivado 2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-propargil-
B- L-arabinopiranosideo (10d).
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A manose apresentou tanto o isomero o quanto O 3, na
propor¢do de 5:1 respectivamente, evidenciados pelas constantes de
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acoplamento J;,= 1,8 e J;,= 6,8 Hz (Figura 26). Acredita-se que a
formac&o dos dois anémeros no derivado de manose tenha ocorrido pela
preferéncia de assumir a posigdo o ao invés de B, como observado nos
outros acglcares, pois [B-manosideos sdo termodinamicamente
desfavoraveis, em parte devido a repulsdo da configuracdo 1,2-cis e
parte pelo efeito anomérico (TOSHIMA; TATSUTA, 1993). Além
disso, ndo ha participacdo do grupo vizinho de C-2 na manose, como
ocorre nos outros monossacarideos utilizados neste trabalho.

Figura 26: Espectro do composto 2,3,4,6-O-acetil-1-propargil-a-B-D-
manopiranosideo (10c).
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O mecanismo da reacdo envolve a retirada de elétrons do grupo
de saida do agUcar pelo TMSOTT, favorecendo o ataque da hidroxila do
alcool  propargilico na posicdo anomérica (Esquema  15)
(KALIKANDA; LI, 2011).
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Esquema 15: Mecanismo de reacdo de glicosilagdo promovido por TMSOTT.
— /—\'ﬁo -CF5SOH 0 y

oY cCls
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3.3. REACOES DE O-GLICOSILAGAO DIRETA

Uma vez devidamente preparados os doadores e aceptores o
trabalho se direcionou para um estudo de reacdes de glicosilacdo direta
em C-2. A literatura descreve diferentes estratégias para a obtengdo de
O-glicosideos de forma sintética. As metodologias utilizadas neste
trabalho estdo listadas na tabela 1:

Tabela 1: Metodologias testadas para O-glicosilacéao.

Metodologia Promotor Referéncia
Reacéo de
e ATOPKINA; DENISENKO,
1) Koenigs- Ag,0 2009: 2011
Knorr
Reacio de KLINOTOVA etal., 1997;
2) Hel‘}ierich Hg(CN),; HgBr,  CARVALHO etal., 2003;
GAUTHIER, et al., 2011
SHANMUNGASUNDARAM,;
3) Reacdo com  Montmorilonita BOSE;
glucal K10 BALASUBRAMANIAN,
2002
Reacdo de O-
4)  glicosilagdo NaH REN et, 2011
de Michael
Reagédo com
SALVADOR et al.1995;
Rl acucares BFsOEt, KEYARI; POLT, 2010;
peracetilados
g Reagiocom BAFQSE]E?? KLUGE; SICKER, 1996;
Imidatos TMSOTF CHENG et al., 2005

Fonte: Elaborada pelo autor
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3.3.1. Reacéo de Kdéenigs-Knorr

Dentre as metodologias mais antigas, e ainda assim, mais
utilizadas para a glicosilacdo de produtos naturais, destaca-se a
metodologia descrita por Wilhelm Koenigs e Eduard Knorr (1901),
conhecida com Koenigs-Knorr. A metodologia consiste no uso de
doadores glicosidicos funcionalizados em C-1 com haletos (Br e Cl séo
0s mais utilizados) e catalisados por sais ou Oxido de prata (Ag,0;
AgOTf; Ag,CO3, etc.). Resultados obtidos por nosso grupo de pesquisa
(MACHADO, 2011), através de glicosilagdo em C-16 da di-
hidrocucurbitacina B 11, e glicosilacdo do colesterol 12 (Figura 27),
encorajaram o uso desta metodologia para a O-glicosilacdo em C-2.

Figura 27: Glicosideos obtidos por O-glicosilagéo através da metodologia de
Kdéenigs-Knorr (MACHADO, 2011).
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Fonte: Adaptado de MACHADO, 2011.

Nesse sentido, os doadores bromados de glicose e galactose 7a
e 7b foram utilizados como doadores e o derivado 2 foi o aceptor.
Conforme a metodologia empregada, o aceptor 2 foi submetido a
agitacdo com doador 7a ou 7b e o promotor Ag,O em 1,2-dicloroetano,
ao abrigo da luz, atmosfera inerte e a temperatura ambiente (Esquema
15) (ATOPKINA; DENISENKO, 2009; 2011).

Esquema 16: Reacdo de O-glicosilagdo do derivado 2 via metodologia de
Kdenigs-Knorr.

As reacOes conservavam o mesmo perfil cromatografico por
muitas horas, sendo, muitas vezes, deixadas sob agitagdo por alguns
dias. Como consequéncia disso, produtos de degradacdo do doador
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monossacaridico eram observados na analise cromatografica, em
consequéncia da umidade do meio reacional, mesmo sob atmosfera de
N, e com uso de peneira molecular. Ainda que alteragdes de relagdes
equivalentes de doador e promotor, bem como tempo de reacdo tenham
sido realizadas, ndo houve éxito na formacdo da ligacdo glicosidica
(Tabela 2).

Tabela 2: Condigdes reacionais testadas para reacdo de Koenigs-Knorr:

Condicio Doador/ Promotor/ Tempo
Equivalentes  Equivalentes (horas)
a) C,H.Cly; N, gli/galac/3 Ag,0/3 41
b) C,H.Cly; N, galac/3 Ag,0/6 48
c) C,H.Cly; N, galac/6 Ag,0/6 24

No mecanismo de reacdo proposto para a Koenigs-Knorr,
guando a posicdo C-2 do carboidrato estd protegida com acetila, este
grupo participa na estabilizacdo do ion oxacarbenium, o qual é formado
logo ap6s a saida do grupo abandonador em C-1 (Esquema 17). O
nucledfilo pode atacar entdo por ambas as faces. Os resultados obtidos
anteriormente por nosso grupo de pesquisa (MACHADO; 2011) em
relacdo a glicosilacdo do colesterol e da posi¢do 16, via formacdo do
ortoéster, e a ndo obtencdo de glicosideos em C-2 sugerem que possa
haver um im;pedimento na hidroxila em C-2, possivelmente pela
presenca da cetona em C-3.

Esquema 17: Estabilizac&o do ion oxacarbenium por efeito do grupo vizinho.

Mecanismo proposto para reagdo de glicosilacdo de Kéenigs-Knorr.
OAc OAc OAc

.O.’> 6‘) Q R
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AcO O o') H
.

Br
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3.3.2. Reacdo de Helferich

Em vista da ndo obtengdo de derivados glicosilados de DHB
utilizando metodologia de Knoenigs-Knorr, optou-se por utilizar a
reacdo de glicosilacdo de Helferich. Descrita em 1933 por Burckhardt
Helferich e Ernst Schmitz-Hillebrecht, ela consiste em uma modificagéo
da reacéo de Kdenigs-Knorr. Nesta metodologia, faz-se uso de solventes
mais polares e de promotores contendo mercurio, sendo Hg(CN), e
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HgBr, os mais utilizados. Nesse contexto, os doadores 7a e 7b foram
novamente utilizados, sendo submetidos a reacdo com o aceptor 2 e 0
promotor Hg(CN), (KLINOTOVA et al.,, 1997; GAUTHIER, et al,,
2011). Novamente, conforme esquema 18 e tabela 3, diferentes
condi¢cdes foram testadas, dentre elas diferentes relacGes equivalentes
dos reagentes, solvente, sob resfriamento, aquecimento convencional e
por irradiacdo em reator micro-ondas. Porém, nenhuma das tentativas
levaram a formacéo dos O-glicosideos desejados.

Diante das dificuldades apresentadas, optou-se por utilizar outro
sal de mercurio como promotor. O doador 7a foi entdo submetido a
reagdo com HgBr, em 1,2-dicloroetano, sob refluxo (82-84°C)
(CARVALHO et al., 2003). O perfil cromatografico era de dificil
visualizacdo, apresentando arraste, mesmo ap6s extracao da reacdo com
solucdo aquosa de EDTA 3%. O doador monossacaridico degradava
com facilidade, sendo necessario adicionar mais quantidade deste ao
longo da reacdo. As reacdes foram interrompidas apds degradacdo
persistente dos doadores e a ndo visualizacdo de alteracdo no perfil
cromatogréfico em relagdo ao aceptor. A presenca de diversos produtos
dificultou o isolamento de quantidade significativa dos produtos.

Esquema 18: Diferentes metodologias utilizando sais de mercurio para reacéo
de O-glicosilagdo de Helferich.

Tabela 3: Condigdes reacionais para reagéo de Helferich com Hg(CN),:

Condicio Doador/ Promotor/ Tempo

Equivalente Equivalente  (Horas)
a) -10°C, MeCN, N, galac/3 Hg(CN),/3 24
b) Refluxo, MeCN gli/5,46 Hg(CN),/2,25 24
c) Refluxo, MeNO, gli/l Hg(CN),/1 17
d) MW, MeNO,, N, gli/1,34 Hg(CN),/1 1/2
e) MW, MeNO, gli/1,34 Hg(CN),/1 1/2
f) C,H,Cl,, refluxo gli/2,0 HgBr,/2,2 2
0) C,H.Cl,, refluxo gli/2,0 HgBr,/2,5 48

3.3.3. Reagdo com Montmorilonita K10



66

Diante das dificuldades em sintetizar os compostos desejados a
partir dos doadores e promotores anteriormente abordados, foram
realizadas tentativas de glicosilagdo utilizando o derivado 3,4,6- Tri-O-
acetil-pD-glical, obtido comercialmente. Nessa metodologia, utiliza-se o
promotor Montmorilonita K10 (Mont K10), o qual é uma argila
modificada, de carater acido, amplamente utilizada na Quimica Verde.
As montmorilonitas possuem diferentes formas de atuacdo, tanto como
acido de Lewis quanto &cido de Bronsted, com a possibilidade de
catalisar os mais variados tipos de reacdo, tais como condensacao,
eliminacdo, adigéo, formacdo de éteres, etc. (KAUR; KISHORE, 2012).

A O-glicosilago utilizando glical e Mont K10 ocorre através de
rearranjo de Ferrier, conforme esquema 19. Ap0s 0 rearranjo, O
nucledfilo é capaz de atacar ion oxacarbenium formado (FERRIER;
ZUBKOV, 2004).

Esquema 19: Mecanismo de reacdo de glicosilagdo e rearranjo de Ferrier
utilizando glical como doador e &cido de Lewis como catalisador.
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A metodologia escolhida primeiramente fez uso de irradiacéo
por reator de micro-ondas, em frasco aberto, utilizando tolueno como
solvente, a 70°C (SHANMUNGASUNDARAM; BOSE;
BALASUBRAMANIAN, 2002). Foram realizadas algumas irradiagdes de
cinco minutos até ndo se observar alteragdo no perfil cromatografico. A
reacdo foi testada também em aquecimento convencional (esquema 20).
Ambas as reacBes apresentaram perfil cromatografico complexo, onde
foi possivel observar grande quantidade de subprodutos provenientes da
degradacgdo do doador.

Esquema 20: Metodologias de O-glicosilacdo testadas utilizando Mont K10
como promotor.

0OAc AcO 0 ] ab
* Ac/oIg X ACO/IO)/O
OAc AcO
tri-O-acetil-D-glical o

a) MW (frasco aberto), tolueno, 70°C, 4x 5', depois 3x 10", P=150W.
b) Refluxo, DCM, 53 horas.
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Um produto foi isolado em pequena quantidade e, ap6s analise
do espectro de RMN *H (Figura 28), observou-se que se tratava de um
derivado do aceptor. O espectro ndo apresentou sinais caracteristicos de
acucar, porém alguns sinais se mostraram diferentes em comparagéo
com o espectro do material de partida. A andlise mais detalhada do
espectro mostrou um multipleto em & 5,34 com integragdo para um
hidrogénio e auséncia do simpleto em 6 1,99 referente a metila da acetila
terciaria da cadeia lateral. Os simpletos das metilas ligadas
geminalmente a C-25 aparecem mais desblindadas, em 6 1,77 e 1,64 em
relacio ao material de partida, onde estas mesmas metilas séo
encontradas em & 1,47.

Figura 28: Espectros de RMN 'H (CDCl;; 400 MHz) comparando material de
partida (2) e produto obtido (13). Em destaque, o multipleto de H-24 e o
desblindamento das metilas 26 e 27.
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Ainda analisando o espectro, observou-se o simpleto em & 3,60
referente ao hidrogénio em C-17, mostrando que a hidroxila em C-16
permanecia oxidada. A comparac¢do dos dados espectrais deste produto
com os sinais de compostos obtidos anteriormente em nosso grupo de
pesquisa (LANG, 2012) mostraram que o multipleto em & 5,34 possui a
mesma multiplicidade aparente encontrada para o composto natural
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CN-5 e o derivado semi-sintético CS-51 (Figura 29), localizados em &
5,21 e 5,34, respectivamente. Este multipleto é referente a insaturacao
entre C-23 e C-24 da cadeia lateral.

Figura 29: Compostos obtidos por Lang (2012) os quais possuem 0 mesmo
perfil de insaturagéo na cadeia lateral que o composto 13.
o)

Ho OH HO
u, “a,

Dessa forma, foi possivel deduzir que o produto obtido nas
reacbes com Mont K10 foi proveniente da eliminagdo da acetila do
aceptor 2. A literatura relata reacdes de eliminagéo de acetilas terciarias
catalisadas por montmorilonita K10, porém, estas ocorrem a
temperaturas acima de 150°C (PALOMBI et al., 1998; KISHORE,
2012). Da mesma forma que ocorre a deacetilagdo da aglicona, é
possivel que ocorra deacetilacdo no glucal, o que explicaria a formacgédo
dos diversos produtos de degradacéo.

3.3.4. Reacdo em meio bésico

As metodologias de Kdengs-Knorr e Helferich, anteriormente
testadas, sdo reacOes classicas utilizadas por muitos autores para a
obtencdo de glicosideos de compostos naturais, inclusive triterpendides
(KLINOTOVA et al., 1997; ATOPKINA; DENISENKO, 2009; 2011;
GAUTHIER et al., 2011) .

Diante dos resultados anteriormente apresentados e ainda na
busca por uma metodologia para O-glicosilagdo, procurou-se entender a
reatividade da hidroxila em C-2 do aceptor 2. Ren e colaboradores
(2011), na tentativa de realizar a sintese total de um flavonol
(Resokaempferol- 3-p-D-glicosideo), relata ndo ter obtido sucesso
utilizando as metodologias de Kéenigs-Knorr e triflatos. O artigo sugere
gue os baixos rendimentos, ou a ndo obtencédo de glicosideos utilizando
promotores 4&cidos, poderia ser devido a uma forte interacdo
intramolecular entre o hidrogénio do alcool e a carbonila vizinha em um
intermediario da sintese do flavonol, representado na figura 30.
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Figura 30: Interacdo intramolecular entre o hidrogénio de hidroxila com
carbonila ligada ao carbono vizinho em precursor da sintese do

Resokaempferol- 3-B-D-glicosideo.
OBn

O--H
Fonte: Adaptado de REN et al, 2011.

Visto que o anel A da di-hidrocucurbitacina B possui o a-cetol,
realizou-se uma metodologia de O-glicosilagdo em meio basico, de
forma a tentar melhorar a reatividade da hidroxila em C-2. A reacdo
ocorreu utilizando o doador 7a, o aceptor 2 e NaH como promotor. A
metodologia foi testada na presenca e auséncia de atmosfera inerte, em
ambas, os reagentes ficaram sob agitacdo entre 18- 20°C por 12 horas
(Esquema 21). O perfil cromatografico mostrou a formacdo de muitos
produtos e o aceptor ndo foi totalmente consumido.

Esquema 21: Metodologia de reacéo de O-glicosilagdo em meio basico
HO o}

HQ ©O

OAc

a) NaH, N,, 18-20°C, DMF, 12 horas.
b) NaH, 18-20°C, DMF, 12 horas.

O isolamento de um produto mais apolar que o aceptor 2 foi
analisado por RMN *H. O espectro néo apresentou sinais caracteristicos
de agucar, porém, apresentou um dupleto em 6 5,95 com constante de
acoplamento de 2,5 Hz, referindo-se ao hidrogénio ligado em C-1. O
sinal referente ao hidrogénio ligado a C-2 ndo era observado no
espectro. A posi¢cdo C-16 continuou protegida, como pdde-se observar
pelo simpleto do hidrogénio ligado a C-17 (Figura 31). O composto em
questdo possui o sistema diosfenol do anel A (composto 4, esquema 3),
0 qual contém uma insaturacdo entre C-1 e C-2, tratando-se de um
derivado da di-hidrocucurbitacina E, a qual também é isolada, porém em
pequena quantidade, das raizes de W. ebracteata. Este produto foi
obtido em funcdo do meio basico da reacéo, o qual promoveu a perda do
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hidrogénio acido da hidroxila de C-2, e sua consequente enolizacéo
(Esquema 22). Frente a estes resultados, optou-se por ndo realizar outras
metodologias de reacdo de O-glicosilagdo em meio baico.

Figura 31: Espectro de RMN *H (CDCl;, 400 MHz) comparando material de
partida 2 e produto 4

Esquema 22: Enolizacdo em C-2 da di-hidrocucurbitacina B em meio bésico,
gerando o padrédo do anel A encontrado na cucurbitacina natural di-
hidrocucurbitacina E.

3.3.5. Reag0es utilizando BF;O0Et,

A metodologia seguinte testada utilizou o intermediario da
sintese dos doadores monossacaridicos, 0 composto 6a para tentativa de
O-glicosilagdo utilizando o promotor trifluoreterato de boro (Esquema
23).
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Esquema 23 Metodologia de O-glicosilacdo utilizando o promotor BF;OEt,

HO O HO O

a) BF;0Et, N, rt, DCM, 48 horas
b)BF30EL,, N, MeNoy,; 2,5, MW, 40°C; P=150 W
¢) BF;OEt, Et3N, N, rt, DCM, 24 horas

A reacdo ocorreu utilizando glicose peracetilada 6a e 0 aceptor
2 em diclorometano, a temperatura ambiente e atmosfera inerte
(Salvador et al., 1995). A reacdo permaneceu sob agitacdo por 48 horas
ndo sendo evidenciado a formagdo de nenhum produto por CCD.

Esta mesma reacdo também foi realizada em reator micro-
ondas, utilizando nitrometano como solvente. Irradiou-se por 2,5
minutos a 40°C, conforme Keyari e Polt (2010). Na analise do perfil da
reacdo por CCD, foi possivel observar alguns produtos, além do aceptor.
Foi isolado uma pequena quantidade de um composto mais polar que o
aceptor através de coluna cromatografica de gel de silica. No espectro de
RMN H, foi possivel observar que o perfil dos sinais se mantinham
iguais aos do precursor, exceto pela auséncia da metila na regido de 2,0
referente ao grupamento acetil em C-25 do aceptor 2 (Figura 32). A
hidrélise da acetila pode ter ocorrido devido ao meio 4cido da reacéo,
promovido pelo catalisador. O composto obtido seria um derivado da
cucurbitacina R.

Lee e colaboradores (2001) relataram a obtencdo de B-D-
glicosideos utilizando 2,5 equivalente de BF;OEt; e 0,5 equivalentes de
trietilamina. A metodologia foi entdo testada em diclorometano a
temperatura ambiente e atmosfera de N,. A reacdo permaneceu por
agitacdo por 24 horas, porém, ndo foi observado formagdo de nenhum
produto.

Em uma dltima tentativa de O-glicosilagéo utilizando BF;OEt,
optou-se por utilizar o doador 9b seguindo a metodologia descrita por
Kluge e Sicker em 1996 (Esquema 24). A reacdo ficou sob agitacdo, sob
atmosfera inerte, por 40 horas, sendo que nas primeiras horas, esta foi
resfriada a -10°C e depois deixada a temperatura ambiente. O produto
observado novamente foi a cucurbitacina R oxidada em C-16.
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Figura 32: Espectro de RMN 'H (CDCl,; 400 MHz) comparando material de
partida 2 e produto 14 Em destaque, a auséncia do sinal referente a acetila
terciaria em o 1,99 na cadeia lateral da DHB.

H-158 H-15a

Esquema 24: Reagcdo utilizando o derivado tricloroacetimidato como doador e
BF;OEt, como promotor.

o BF30Et,

+ Aco/\v//ﬁ — Aco%o

-10°C; Np; 4A
9b o o

O

3.3.6. Reagbes com Triflatos

A reacdo com imidatos foi realizada a partir dos doadores 9a-d
e 0 aceptor 2, utilizando sais de triflato como promotor. Primeiramente,
utilizou-se TMSOTf como promoto (variando o nimero de equivalentes
entre 0,46 a 1), a -10°C em diclorometano e atmosfera inerte. Quando o
nimero de equivalentes do promotor foi superior a 0,86 foi possivel
observar na analise de CCD, a presenca de alguns subprodutos de
degradacéo do doador e novamente da cucurbitacina R oxidada em C-16
(composto 13). Os produtos eram de dificil separacdo e ndo foi
evidenciado o aparecimento dos derivados glicosilados desejados.
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Em um outro momento, utilizou-se AgOTf (0,5 equivalentes)
como promotor, como uma alternativa mais suave de catalisador. Porém,
ndo ocorreu reagdo, mesmo tomando os cuidados necessarios para a
reacdo, como meio anidro, abrigo da luz e mesmo aumentando a
equivaléncia de promotor para 1 e 1,5 equivalentes (Esquema 25).

Esquema 25: Reagdo utilizando o derivado tricloroacetimidato como doador e
triflatos, como promotor.

o} a,b o
OA > 3
Craco—  — % pcom O

o._ccl
-d YR
ga-d NH o

a) AgOTf, -10°C, 24h, N,, abrigo da luz, DCM
b)TMSOTF, -10°C, 24h, Ny, abrigo da luz, DCM

Schmidt e Toepfer, em 1991 relataram sobre doadores mais
reativos utilizando o "procedimento inverso" dos descritos para as
reacdes de O-glicosilacdo com imidatos. Nesta referéncia, o aceptor é
deixado sob agitagdo com o promotor, para posterior adicdo do doador
glicosidico. Assim, realizou-se o procedimento conforme a referéncia
em questdo: o aceptor 2 foi colocado sob agitagdo com o promotor
TMSOTf a -10°C e em atmosfera inerte por 30 minutos, antes da adi¢éo
do doador 9b (Esquema 26).

Esquema 26: Reacdo de O-glicosilacéo utilizando metodologia de imidatos
com promotor TMSOTT.

OA®AC OAOAC

OAC O TMSOTf; DCM Q
* AcO o2k ACO:
AcO -10°C; Ny 4A AcO

960y CCls
NH

A reacdo ficou sob agitacdo por trés horas quando foi possivel
observar por CCD o aparecimento de um produto mais apolar em
relagdo ao precursor 2. O composto foi entdo isolado por cromatografia
em coluna contendo silica fina e obtido como um solido branco com 3%
de rendimento.

A analise do espectro de RMN *H (Figura 33) revelou que o
produto possuia 5 acetilas, conforme os sinais em 6 2,0. O sinal em 6
4,63 é atribuido ao hidrogénio do carbono anomérico, o qual possui uma
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constante de acoplamento J= 7,8 Hz, indicando ser um B-glicosideo. A
integracdo dos sinais mostraram a presenca de apenas uma unidade
monossacaridica. Ainda analisando o espectro, observou-se que o
simpleto em & 3,60 indicando que a posi¢do C-16 continuou oxidada. A
reacao foi repetida com os doadores 9a, 9c, e 9d, porém, ndo houve
formacéo de derivados glicosilados.

Figura 33: Espectro de RMN do composto 15 em comparagdo com material de
partida 2. Em destaque, sinais dos hidrogénios referentes a0 monossacarideo e 5
grupamentos acetila.
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A confirmaco da estrutura se deu também  através de
espectrometria de massas (ESI-TOF), a qual apontou, no espectro de
fons positivos, um pseudo-ion molecular [M + Na]® de massa m/z
911,4035 para a formula CssHg4O17Na, com desvio de -0,620 mmu,
indicando a férmula molecular do composto C4sHs4017 (Figura 34)1.

! Os espectros no modo negativo encontram-se no Apéndice.
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Figura 34: Espectro de massas [M + Na]* e [M + K]* do composto 15.
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3.4. REACOES DE CICLOADICAO PARA FORMACAO DO ANEL
1,2,3-TRIAZOL-1,4-DISSUBSTITUIDO

Com o objetivo de se obter os derivados contendo o grupo
espacador, o derivado azida de DHB (3) e derivados monossacarideos
contendo alcino terminal na posicdo anomérica (10a-d) foram
submetidos a reagdo de clicloadicdo. Nesse sentido, a inser¢do de um
anel triazol torna promissor visto que apresenta propriedades
interessantes do ponto de vista quimico, bioldgico e farmacoldgico. Ele
ndo atua exclusivamente como um ligante passivo, mas também interage
com alvos biologicos, através de ligacdo de hidrogénio e interacGes
dipolo (KOLB; SHARPLESS, 2003).

A metodologia escolhida para a obtengdo dos produtos em
questdo faz parte de um conjunto de reacdes conhecidas como "Click
Chemistry": um termo introduzido em 2011 por Karl B. Sharpless, o
qual propde reacdes estereoespecificas, simples, rapidas, que utilizam
pouco solvente e proporcionam bons rendimentos do produto esperado.
Nesse sentido, a formagao do anel 1,2,3-triazol,1,4-dissubstituido ocorre
através de uma cicloadi¢do entre um alcino e uma azida terminal, sob
irradiacdo por reator micro-ondas e catalizados por sal de cobre. (KOLB
& SHARPLESS, 2003; ARAGAO-LEONETTI et al, 2010; ODLO;
HOYDAHL; HANSEN, 2007).
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De acordo com a metodologia escolhida, realizou-se a
cicloadicdo entre o derivado azida (3) e os derivados alcinos terminais
(10a-d) na presenca de ascorbato de sédio e sulfato de cobre, em DMF
(Esquema 27). As reacles ocorreram sob irradiacdo micro-ondas em
tubo selado e fechado, por 10 minutos.

Esquema 27: Reagdo de cicloadigdo para obtencdo do anel 1,2,3-triazol-1,4-
dissubstituido por Click Chemistry.

Q o,
=2 Cuso; ascorb. Na Acom/ SN
+ ACON 0—2 5NE, MW, 70°C; 107 © N/,\C o

o

O perfil cromatografico evidenciou a formacdo de um produto
mais polar em relacdo aos materiais de partida. Apds extracdo e secagem
da fase organica, o produto predominante foi purificado por
cromatografa em coluna de silica fina. Os produtos foram obtidos com
rendimentos de 31% (16a, glicose), 38% (16b, galactose), 54% (16c,
manose) e 15% (16d, arabinose).

Para todos esses derivados, o espectro de RMN 'H (Figura 35)
evidenciou o aparecimento de um simpleto na regido de & 7,66 com
integracdo para 1. Este sinal corresponde ao hidrogénio presente no anel
triazol.

Figura 35: Espectro de RMN *H (CDCl,; 400 MHz) do produto 16b.
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As constantes de acoplamento de H-1 (~7,5 Hz) das unidades
monossacaridicas indicou a formagdo de B glicosideos, com excegdo do
derivado de manose, 0 qual foram obtidos isdmeros a e .

O espectro de massas de ions positivos apontou um pseudo-ion
molecular [M + Na]* m/z 1078, 4730 para Cs;H:3N;01Na, com desvio
de -0,597 mmu, indicando a formula molecular Cs;H;3N;04, (Figura 36).

Figura 36: Espectro de massas [M + Na]* (modo positivo) do produto 16b.
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Embora o mecanismo de reagdo da forma¢do do anel triazol ndo
esteja totalmente elucidado, um mecanismo simplificado possibilita a
explicacdo de etapas sequenciais. O cobre [Cu(I)] e o alcino terminal
formam o acetileto de cobre, o qual forma um complexo com o
nitrogénio nucleofilico da azida. O ataque do carbono do tipo B-
vinilidénico do acetileto de cobre ao nitrogénio eletrofilico terminal da
azida, forma a primeira ligagdo C-N, gerando um metalociclo instavel.
A contra¢do do anel resulta na formagdo da triazolila de cobre, a qual
sofre protondlise para formacdo do 1,2,3-triazol-1,4-dissubstituido
(Esquema 28) (FREITAS et al., 2011).

Esquema 28: Mecanismo de reacdo simplificado da formag&o do anel 12,3-
triazol-1,4-dissubstituido.
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Apos a obtencdo dos derivados triazois peracetilados 16a-d,
seria necessario realizar a desprotecdo dos glicosideos obtidos. Algumas
metodologias foram testadas para a desprote¢do, ainda que a molécula
apresentasse outros grupamentos acetato, além daqueles que protegiam a
unidade monossacaridica. Primeiramente, optou-se por realizar
desprotecdo através de tratamento com metéxido de sédio (1Mol.L. ™)
em metanol até que a reacdo atingisse pH 9. A reagdo apresentou dois
produtos cromatograficamente, os quais foram analisados por RMN *H,
apos interromper a reacdo com resina de troca i6bnica DOWNEX
50WX8-200 e separagdo por cromatografia em coluna. Os espectros
mostraram que houve a quebra do éster da cadeia lateral em C-2, além
da desprote¢do dos acetatos do monossacarideo, gerando 0s compostos 2
e 17. Nao houve desacetilagdo da posicéo 25 da DHB (Figura 37).

Figura 37: Espectro de RMN *H (400 MHz; CDCl, e MeOD, respectivamente)
dos produtos obtidos pela reacdo de desprote¢do com NaOMe.
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Frente a este resultado, foi necessario buscar por outras opgdes
mais brandas para desprotecdo. Dessa forma, optou-se por realizar
amonolise, utilizando solucdo de ambnia (28-30%) e metanol na
proporcéao de 1:1, porém, em poucos minutos de rea¢do, houve formagdo
dos produtos 2 e 17 citados anteriormente. Outras tentativas foram
realizadas alterando a concentracdo de aménia em metanol: Solucgdes a
10%, 0,5% e 0,03% foram utilizadas, sendo que apenas a Gltima nédo
provocou a quebra do éster em C-2, no entanto, o material de partida se
manteve intacto, mesmo apés 3 dias de reacéo.

Visto que as reacdes de desprotecdo em meio basico ndo foram
bem sucedidas, considerou-se utilizar uma solugdo de metanol contendo
0,1% de HCI concentrado. A reacdo permaneceu sob agitacdo por 24
horas, quando o perfil cromatografico indicou a auséncia de material de
partida e a formagao de diversos produtos de dificil separacéo.
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Os derivados glicosilados de DHB, contendo o anel triazol
possuem outras regides passiveis de hidrdlise, o que poderia estar
dificultando a obtencdo dos derivados desprotegidos (uma vez que
ocorre a quebra do éster em C-2). Portanto, na tentativa de contornar
essa dificuldade, optou-se por desproteger os derivados contendo alcino
terminal 10a-d antes de efetuar a reacdo de cicloadicdo. Nesse sentido,
utilizou-se metéxido de sédio 1 Mol.L™ em MeOH (pH 9), como ja
discutido anteriormente. A reagdo permaneceu sob agitacdo “overnight”
qguando foi evidenciado o total consumo do material de partida. O
espectro de infravermelho (Figura 38) ndo apresentou bandas na regido
de carbonilas. Em adi¢do, a banda na regido de 2117 cm™, representando
a ligagdo C=C, assim como a banda 2928 cm™ referente & ligacéo
= C — H permaneceram no espectro do produto (PAVIA; LAMPMAN;
KRIZ, 2001).

Figura 38: Espectro de infra-vermelho do derivado 1-propargil-B-D-
glicopiranosideo (18a).
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No espectro de RMN *H (Figura 39) foi possivel observar o
desaparecimento dos simpletos na regido de & 2,0 referentes aos
grupamentos acetilas. O hidrogénio ligado a C-1 corresponde a um
dupleto em o 4,45 com J= 7,8 Hz, mostrando estar na configuragdo f.
Ainda analisando o espectro, é possivel observar um tripleto em & 4,42
com integracdo para 2 hidrogénios e J= 2,5 Hz, correspondente aos
hidrogénios geminais do acetileno. Pode-se observar também, um
tripleto em & 2,86 ppm, o qual corresponde ao hidrogénio ligado
diretamente ao alcino.
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Figura 39: Espectro de RMN *H do derivado 18a. Em destaque, 0s sinais
correspondentes a H- 1, H-7a,b e H-8 (C=CH).
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A reagdo de cicloadicéo foi entdo realizada com os derivados
18a-d e o derivado de DHB 3 sob mesmas condi¢des ja discutidas para a
obtencdo do anel triazol (Esquema 29).

Esquema 29: Reacdo para obtencdo do anel 1,2,3-triazol-1,4-dissubstituido
utilizando alcinos desprotegidos.
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O derivado azida 3 e os alcinos desprotegidos 18a-d foram
adicionados em tubo reacional na presenca de ascorbato de sédio e
sulfato de cobre, utilizando DMF como solvente. O tubo foi fechado e
selado e foram realizadas duas irradiacdes de 10 minutos, a 70°C,
poténcia maxima de 150W. As reac¢bes foram acompanhadas por CCD,
as quais mostraram um produto majoritario mais polar em relacdo aos
alcinos, além de alguns subprodutos. A purificacdo foi realizada por
cromatografia em coluna utilizando Sephadex LH-20 como fase
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estacionaria. Os rendimentos obtidos para os derivados 19a-d variaram
de 14 a 39%.

O espectro de RMN *H (composto 19b, figura 40) apresentou
simpleto em & 8,05 correspondente ao hidrogénio aromatico do anel
triazol H-9'. E possivel observar também a auséncia das acetilas
correspondente a unidade galactosidica, restando apenas um simpleto na
regido de o 2,0 referente a acetila da cadeia lateral da DHB. Entre 6 4,0 e
3,0 pode-se observar o0s hidrogénios referentes a unidade
monossacaridica.

Figura 40: RMN "H do composto 19b, com destaque para o hidrogénio
aromatico do anel triazol e a acetila da cadeia lateral da DHB.
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Através do espectro de massas de ions positivos foi possivel
observar um pseudo-ion molecular [M + Na]® m/z 910,4305 para
CisHesN3OsNa, com desvio de -0,838 mmu, indicando a férmula
molecular C,sHgsNsO,5 (Figura 41).
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Figura 41: Espectro de massas [M + Na]* (modo positivo) do produto 19b.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. MATERIAIS

4.1.1. Aparelhagem Analitica

Espectrofotdmetro Infra-Vermelho FT-IR Shimadzu-Prestige
21

Aparelno medidor de Ponto de Fusio MICROQUIMICA
MQAPF-301

Ressonéncia Magnética Nuclear Brucker Advance DPX 400
MHz (Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto)
e Varian Oxford AS-400 (Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Santa Catarina).

Espectrébmetro de massas ESI-TOF Bruker micrOTOF Q |l
(Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto).

4.1.2. Aparelhagem Laboratorial

Reator micro-ondas Discovery - CEM Explorer, com sistema de
resfriamento, pressao e adicdo de gas.

Evaporadores rotatérios BUCHI modelo R-210 e R-210 com
condensador dedo frio.

Evaporador rotatdrio IKA- RV 10 digital

Reator-multi Atlas Orbit 12, série 53784- SYRRIS.

Balancas analiticas e semi-analiticas: AND, modelo GR-202;
DENVER modelo APX-200; BIOPRECISA modelo FA2104N
Agitadores magnéticos IKA-C MAG HS7 com placa de
aquecimento.

4.1.3. Outros Materiais

Os solventes e alguns reagentes foram tratados e purificados de
acordo com métodos descritos na literatura (PERRIN;
AMAREGO; PERRIN, 1996).

As cromatografias em camada delgada foram realizadas em
cromatoplacas de gel de silica G60 SILICYCLE®, com
indicador de fluorescéncia F-254.
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As cromatografias em coluna foram realizadas utilizando gel de
silica com granulometrias: 40-63 um e 63-200 um (Sigma
Aldrich).

A separacdo de compostos polares foi realizada através de
coluna cromatografica com resina Sephadex LH-20 (GE-
Healthecare- Life Sciences).

Agentes cromogénicos para deteccdo: Vanilina Fosforica (2,5 g
de vanilina em 50 mL de etanol e 12,5 mL de acido
ortofosférico 85%); Solugdo Acida de Cério Molibdénio (cério
molibdénio 1%, &cido molibidico 1,5% diluidos em &cido
sulfdrico concentrado 10%(v/v) em &gua qsp.); Anisaldeido
Sulfarico (0,5mL de anisaldeido e 5mL de acido sulfirico em
10mL de &cido acético glacial e 85mL de metanol).

4.2. METODOS

Os derivados de DHB e de unidades monossacaridicas foram

preparados para as reagfes de O-glicosilacdo direta e de cicloadicdo,
conforme esquema 27.

Esquema 27: Preparacdo dos derivados de DHB e de unidades
monossacaridicas.
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4.2.1. Preparacdo dos aceptores

2,20R-di-hidroxi-25-acetloxi-10a, 1 7a-cucurbit-5-en-3,11,16,22-
tetraona (2).

Em um tubo reacional contendo 2 mL de diclorometano,
adicionou-se PCC (232,0 mg; 1,42 mmol) e BaCO; (281,0 mg; 1,42
mmol). A suspensdo ficou sob agitacdo e, apds cinco minutos, uma
solugcdo de di-hidrocucurbitacina B (200,0 mg; 0,35 mmol), em
diclorometano seco, foi adicionada lentamente a mistura reacional. Ap6s
3 horas, a reacdo foi interrompida adicionando-se éter etilico. A mistura,
entdo, foi vertida em um funil sinterizado contendo Florisil® e eluida
com fase mdvel hexano/acetato de etila 1:1 (50 mL) e, em seguida, 150
mL de hexano/acetato de etila 4:6. As fracBes foram reunidas e
concentradas sob pressdo reduzida. O produto final foi purificado por
cromatografia em coluna [hexano/acetato de etila (1:1)] e obtido como
um cristal branco, com rendimento de 50% (100,0 mg; 0,18 mmol).
Dados do composto: MM: 558,0 g/mol. FM: CsHysOg. PF: 114-
117,7°C (108-109°C). Rf= 0,4 [hexano/acetato de etila 1:1 (v/V)]. 1V:
1730; 1712; 1697; 1369; 1251941 cm™. & (ppm) (CDCls; 500 MHz): §
5.81 (1H, m, H-6), 4.44 (1H, dd, J 13 Hz, J 6.0 Hz, H-2), 3.61 (1H, s, H-
17), 3.36 (1H, d, J 15.4 Hz, H-12a), 2.77 (1H, m., H-10), 2.74 (2H, m.,
H- 12p, H-23), 2.52 (1H, m, H- 7B), 2.34 (1H, ddd, J 3.4 Hz, J 6.0 Hz, J
13.0 Hz, H- 1a), 2.24 (1H, d, J 7.8 Hz, H-8), 2.13 (2H, d, J 18.0 Hz, H-
15B), 2.05 (2H, m, H-24), 1.99 (3H, s, -OCOCHg3), 1.28 (1H, m, H- 1p),
1.47 (6H, 2s, Me-26, Me-27), 1.47(6H, 2s, Me-26, Me-27), 1.36 (3H, s,
Me-28), 1.34 (3H, s, Me-30), 1.24 (6H, 2s, Me-21, Me- 29), 1.16 (3H, s,
Me-19), 1.14 (3H, s, Me-18).
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2-(4-bromo)-butiriloxi-20R-hidroxi-25-acetloxi-10a, 1 7a-cucurbit-5-
en-3,11,16,22-tetraona (5)

Em banho de gelo, uma solu¢do do composto 2 (100,0 mg; 0,18

mmol) em diclorometano, foi submetida a agitagdo. A esta solucéo,
adicionou-se piridina (30,0 mg; 0,034 mmol) pelas paredes do baldo,
uma ponta de espatula de DMAP e, por fim, cloreto de 4-bromobutirila
(315,0 mg; 1,7 mmol). Apds 15 minutos, o banho de gelo foi retirado e a
reacdo ocorreu por 3 horas a temperatura ambiente. A mistura reacional
foi, entdo, extraida com HCI 1Mol.L.-1, seca com Na,SO, anidro e
concentrada sob pressdo reduzida. Apo6s purificacio em coluna
cromatogréafica, o produto final foi obtido como um 6leo esverdeado,
com rendimento de 61% (77,0 mg; 0,10 mmol).
Dados do composto: MM: 706,0 g/mol. FM: C3sHsoBrOg Rf= 0,69
[hexano/acetato de etila 1:1 (v/v)]. 1V: 1730; 1714; 1693; 1249; 1128;
1018; 983 cm™. &y (ppm) (CDCl3; 300 MHz): 5.79 (1H, m, H-6), 5.48
(1H, dd, J 13.6 Hz, J 5.5 Hz, H-2), 3.60 (1H, s, H-17), 3.52 (2H, t, J 6.4
Hz, H-4'), 3.25 (1H, d, J 14.7 Hz, H-12a), 2.80 (1H, m, H-10), 2.75 (1H,
d, J 14.7 Hz, H-12p), 2.72 (1H, d, J 7.6 Hz, H-23), 2.65 (2H, m, H-2",
2.57 (1H, m, H-7B), 2.36 (1H, dd, J 4.0 Hz, J 7.4 Hz, H-8), 2.22 (3H, m,
H-3", 2.18 (1H, m, H-1w), 2.13 (2H, m, H-15) 2.03 (2H, m, H-24), 1.99
(3H, s, -OCOCHj3), 1.95 (1H, m, H-7B), 1.54 (1H, dd, J 13.0 Hz, H-1B)
1.40 (6H, 2s, Me 26, Me-27), 1.27 (6H, 2s, Me-28, Me-30), 1.24 (3H, s,
Me-21), 1.23 (3H, s, Me-29), 1.11 (3H, s, Me-18), 1.07 (3H, s, Me-19).

2-O-p-(4-azido)-butiriloxi-20R-hidroxi-25-acetloxi-10a, 1 7a-cucurbit-
5-en 3,11,16,22-tetraona (3)

OAc
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Em um tubo reacional, o composto 5 (50,0 mg; 0,075 mmol)

juntamente com NaNj3 (48,0 mg; 0,75 mmol), em DMF (0,2 mL), foram
submetidos a irradiacdo por micro-ondas nas seguintes condicdes:
Poténcia= 150W; Temperatura= 70°C, por 7 minutos. O DMF da reagdo
foi evaporado sob pressdo reduzida e, posteriormente, a mistura
reacional foi ressuspendida e extraida com acetato de etila e solugdo
saturada de NaCl. A fase organica foi seca com Na,SO, anidro e
concentrada sob pressdo reduzida. Apds separacdo em coluna
cromatogréafica, obteve-se um éleo amarelado com rendimento de 78%
(38,0 mg; 0,058 mmol).
Dados do composto: MM: 668,1g/mol. FM: CzsHsoN3Og. 1V: 2098;
1730; 1714; 1693; 1251; 1128; 1020; 983 cm™. Rf= 0,69
[tolueno/acetato de etila 7:3 (v/V)]. 64 (ppm) (CDCl3; 400 MHz): 5.82
(1H, m, H-6), 5.50 (1H, dd, J 13.6 Hz, J 5,8 Hz, H-2), 3.60 (1H, s, H-
17),3.42 (2H, t, J 6.5 Hz, H-4"), 3.35 (2H, d, J 14.1 Hz, H-12a, H-12p),
2.86 (1H, m, H-10), 2.74 (3H, m, H-23), 2.52 (3H, m, H-2', H-7), 2.25
(1H, m, H-8), 2.20 (1H, ddd, J 5.5 Hz, J 3.7 Hz, H-1a), 2.10 (2H, m, H-
15), 2.04 (2H, m, H-24), 1.98 (3H, s, -OCOCHj3), 1.96 (1H, m, H-7pB),
1.58 (1H, dd, J 12.8 Hz, H-1p), 1.47 (6H, 2s, Me-26, Me-27), 1.36 (3H,
s, Me-28), 1.34 (3H, s, Me-30), 1.24 (6H, 2s, Me-21, Me- 29), 1.16 (3H,
s, Me-19), 1.14 (3H, s, Me-18).

4.2.2. Preparacao de Doadores de Unidades Monossacaridicas -
Glicose

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

D-glicose (1,0 g; 5,5 mmol) foi ressuspendida em 5 mL de
anidrido acético e adicionou-se iodo molecular como catalisador (50,0
mg; 0,47 mmol). A mistura ficou sob agitacdo, a temperatura ambiente.
A suspensdo se tornava castanha escura & medida que o produto se
formava e se solubilizava no anidrido acético. A reacdo foi
acompanhada por CCD [hexano/acetato de etila 1:1(v/v)], observando-
se a formagdo de apenas um produto. Apds 3 horas a mistura reacional
foi diluida em diclorometano e extraida com solucdo de Na,S;04 5% e
gelo. A fase organica foi lavada com solucdo saturada de Na,COs, seca
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com Na,SO,4 anidro e evaporada sob pressdo reduzida, fornecendo um
produto puro na forma de cristal branco, com rendimento de 90% (1,75
g; 4,5 mmol).

Dados do composto: MM= 390,34 g/mol. FM: CisHx,045. 1V: 1741;
1732; 1714; 1382; 1371; 1236; 1226; 1070; 1037 cm™. PF: 102,9-
105,3°C. Rf= 0,65 [hexano/acetato de etila 1:1 (v/V)]. 8y (ppm) (CDCls;
300 MHz): 6.33 (1H, d, J 3.7 Hz; H-1), 5.48 (1H, t, J 10.3 Hz, H-3),
5.15 (1H, d, J 10.3 Hz; H-4), 5.10 (1H, dd, J 10.3 Hz, J 3.7 Hz, H-2),
4.29 (1H, m H-6b), 4.12 (2H, m, H-5; H-6a), 2.19-2.02 (15H- 5s, 5 -
OCOCHsy).

Brometo de 2,3,4,6-tetra-O-D-glicopiranosila (7a)
OAc

AcO
AcO

AcO
Br

Uma solucéo de glicose peracetilada 6a (1,0 g; 2,56 mmol) em

acido acético glacial (5 mL) foi submetida a agitacdo por 4 horas com
acido bromidrico 33% em excesso (4 mL). A mistura reacional foi
mantida em geladeira durante a noite. A solucéo reacional foi diluida em
diclorometano e utilizou-se NaHCO3; 5% para extracdo. A fase organica
foi seca com Na,SO, e concentradas sob pressdo reduzida. O produto
bruto formou um dleo amarelo, o qual foi purificado por cromatografia
em coluna de gel de silica [hexano/acetato de etila 1:1 (v/v)]. O
composto puro foi precipitado com éter etilico e hexano, formando um
solido branco de rendimento de 70% (730,0 g; 1,8 mmol).
Dados do composto: MM: 411,20g/mol. FM: Cy4H190gBr. 1V: 1741;
1382; 1369; 1226; 1213; 555 cm™. PF: 90-91,7°C (Literatura: 88°C).
R¢= 0,83 [hexano/acetato de etila 1:1 (v/V)]. &4 (ppm) (CDCls; 400
MHz): 6.49 (1H, d, J 3.9 Hz, H-1), 5.44 (1H, t, J 9.5 Hz, H-3), 5.04 (1H,
dd, J 10.1 Hz; J 9.5, H-4), 4.72 (1H, dd, J 10.1 Hz, J 9.9 Hz, J 3.9 Hz,
H-2), 4.19 (2H, m, H-5a, H-6a), 4.02 (1H, dd, J 1.9 Hz, J 12.5 Hz, H-
6b), 2.11- 2.04 (12H, 4s, -OCOCHj3).



89

2,3,4,6-tetra-O-acetil-D-glicopiranose (8a)

OAc

o
AcO
AcO

AcO OH

O intermediario 6a (1,0 g; 2,56 mmol) em DMF (5 mL) foi
submetido a agitacdo com acetato de hidrazina (220 mg; 2,43 mmol) por
16 horas a temperatura ambiente. A mistura reacional foi extraida com
acetato de etila e solucdo saturada de NaCl. Extraiu-se a fase aquosa
com acetato de etila e as fragfes orgéanicas foram secas com Na,SO, e
concentradas em evaporador rotatério. Purificou-se o produto por
cromatografia em coluna [hexano/ acetato de etila 1:1 (v/v)] obtendo-se
um 6leo transparente com rendimento de 79% (700,0 mg; 2,0 mmol).
Dados do composto: MM: 348,3 g/mol. FM: Cy4H»040. 1V: 3300;
1745; 1732; 1714; 1371; 1230; 1051 cm™. Rf= 0,37 [hexano/acetato de
etila 1:1 (v/v)] &4 (ppm) (CDCIs; 300 MHz): 5.54 (1H, t, J 10.0 Hz, H-
3), 5.47 (1H, d, J 3.7 Hz, H-1), 5.09 (1H, dd, J 10.0 Hz, H-4), 4.91 (1H,
dd, J 3.7 Hz, J 10.3 Hz, H-2), 4.27 ( m, H-5, H-6a), 4.16 (m, H-6b),
2.11-2.03 (12H, 4s, -OCOCHj).

Tricloroacetimidato de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-glicopiranosila (9a)
OAc

AcO
AcO

AcO
o CClj

e

NH

Uma solugdo de 8a (0,5 g; 1,43 mmol) foi submetida & agitacdo
com tricloroacetonitrila (825,0 mg; 5,72 mmol) e DBU (63,0 mg; 0,41
mmol), em banho de gelo, sob atmosfera inerte. Apds 2 horas de reacéo,
a mistura reacional foi filtrada em funil sinterizado e concentrada sob
pressdo reduzida. O produto 9a foi purificado por coluna cromatografica
[hexano/acetato de etila 1:1 (v/v)] e foi obtido como um éleo
transparente, com rendimento de 81% (570,0 mg; 1,15 mmol).
Dados do Composto: MM: 492,69g/mol. FM: CigHxCIzNOyg 1V
3294; 2972; 1747; 1732; 1371; 1224 cm™. Rf= 0,8 [hexano/acetato de
etila 1:1 (v/v)] &4 (ppm) (CDCl;; 300 MHz): 8.58 (1H, s, NH), 6.66
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(1H, d, J 3.5 Hz, H-1), 5.67 (1H, t, J 10.0 Hz, H-3), 5.19 (2H, m, H-2,
H-4), 4,30 (1H, dd, J 12.3 Hz, J 3.9 Hz, H-6a), 4.11 (2H, m, H-5, H-6b),
2.17-2.02 (12H, 4s, 5 -OCOCH3).

2,3,4,6-tetra-O-acetil-#-D-glicopiranosil propargila (10a)

Em atmosfera inerte, uma solugéo de 9a (100,0 mg; 0,20 mmol)

em diclorometano foi submetida a agitacdo por 2 horas com alcool
propargilico (110,0 mg; 2,03 mmol), utilizando TMSOTT (10,0 mg; 0,04
mmol) como catalisador. Apés 1h30min de reacéo, adicionou-se Et3N, e
a mistura reacional ficou sob agitacdo por mais 10 minutos. Em seguida,
a reacdo foi filtrada em funil sinterizado com celite e concentrada sob
presséo reduzida. O produto final foi obtido como um sélido amarelado
apos purificacdo em coluna cromatografica. O rendimento foi de 94%
(72,0 mg; 0,18 mmol).
Dados do Composto: MM: 386,34 g/mol. FM: Cy;H»,04o. PF: 88,2-
89,9°C (Literatura: 102-104°C). 1V: 3273; 2117; 1759; 1732; 1234,
1215 cm™. R¢=0,65 [hexano/acetato de etila 1:1 (VA\V)]. 8y (ppm)
(CDCl3; 400 MHz): 5.27 (1H, t, J 9.5 Hz, H-3), 5.12 (1H, t, J 9.5 Hz, H-
4), 5.04 (1H, dd, J 8.0 Hz J 9.5 Hz, H-2), 4.80 (1H, d, J 8.0 Hz, H-1),
4.40 (2H, d; J 2.5 Hz, H-7a, H-7b), 4.30 (1H, dd, J 4.5 Hz, J 12.3 Hz, H-
6b), 4.14 (1H, dd, J 2.2 Hz, J 12.3 Hz, H-6a), 3.75 (1H, m, H-5); 2.11-
2.03 (12H, 4s, -OCOCHj3).

p-D-glicotopiranosil propargila (18a)

Uma solugdo de 10a (100,0 mg; 0,25 mmol) em metanol (1,0
mL) foi submetida & agitacdo com NaOMe 1Mol.L™" até atingir pH 9. A
reacdo foi mantida "overnight" até o completo desaparecimento do
material de partida. A reacéo foi resfriada a 0°C para adicdo de resina de
troca ibnica Dowex 50WX8-200 para neutralizacdo da mistura reacional
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até pH 7. A mistura foi filtrada em funil sinterizado. O produto 17a foi
obtido com rendimento de 99% de rendimento (54 mg; 0,24 mmol), ndo
sendo necessaria purificacao.

Dados do composto: MM: 218,22 g/mol. FM: CgH14,0¢. 1V: 3184;
2926; 2117; 1695; 1099; 1076; 1045; 1026 cm™. Rf= 0,33[acetato de
etila/metanol 4:1 (v/v)]. 84 (ppm) (CDCls3; 400 MHz): 5.27 (1H,t,J 9.5
Hz, H-3), 5.12 (1H, t, J 9.5 Hz, H-4), 5.04 (1H, dd, J 8.0 Hz, J 9.5 Hz,
H-2), 4.80 (1H, d, J 8.0 Hz, H-1), 4.40 (2H, d; J 2.5 Hz, H-7a, H-7b),
4.30 (1H, dd, J 4.5 Hz, J 12.3 Hz, H-6b), 4.14 (1H, dd, J 2.2 Hz, J 12.3
Hz, H-6a), 3.75 (1H, m, H-5).

4.2.3. Preparacdo de Doadores de Unidades Monossacaridicas -
Galactose

1,2,3,4,6-penta-O-acetil-#-D-galactocopiranose (6b)

OAc oac

(e}
AcO

O composto 6b foi obtido utilizando a mesma metodologia

empregada para a obtencdo do produto 1,2,3,4,6-penta-O-acetil-p-D-
glicocopiranose 6a, a partir de D-Galactose (1,0 g; 5,5 mmol), obtida
comercialmente. O produto final 6a foi obtido como um pé cristalino
branco em um rendimento de 93% (2,0 g; 5,1 mmol).
Dados do composto: MM: 390, 34 g/mol. FM: CigH»014. 1V: 1750;
1745; 1714; 1371; 1244; 1224 cm™. PF: 88,5-89,7°C (Valor literatura
143-144 C). Rf= 0,65 [hexano/acetato de etila 1:1 (v/V)] o4 (ppm)
(CDClg; 400 MHz): 5.70 (1H, d, J 8.4 Hz, H-1), 5.44 (1H, dd, J 3.3 Hz,
J 0.7 Hz, H-4), 5.34 (1H, dd, J 8.4 Hz, J 10.6 Hz, H-2), 5.08 (1H, dd, J
10.2 Hz, J 3.3 Hz, H-3), 4.15 (2H, m; H-5; H-6a), 4.05 (1H, m, H-6b),
2.17-2.00 (15H, 4s, -OCOCHj).

Brometo de 2,3,4,6-tetra-O-a-D-galactopiranosila (7b)

OAC oAc

AcO

AcO
Br
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O produto 7b foi desenvolvido conforme a metodologia

empregada para obtencdo do derivado 7a, porém, partindo de 6b (1,0 g;
2,56 mmol). O composto 7b foi purificado por cromatografia em coluna
[hexano/acetato de etila 1:1 (v/v)] e obtido como um s6lido branco, com
rendimento de 60% (630,0 mg; 1,53 mmol).
Dados do composto: MM: 411,20g/mol. FM: Cy4H1904Br. 1V: 1741;
1382; 1371; 1244; 1228; 1213; 555 cm™. PF: 86- 90,1°C (Valor
literatura: 84-85°C). Rf= 0,83 [hexano/acetato de etila 1:1 (V/V)]. 84
(ppm) (CDCls;; 400 MHZz):6.70 (1H, d, J 3.8 Hz, H-1), 5.52 (1H, dd, J
3.11 Hz, J 1.0 Hz, H-4), 5.41 (1H, dd, J 10.4 Hz, J= 3.3 Hz, H-3), 5.05
(1H, dd, J 10.6 Hz; J 3.8 Hz, H-2), 4.49 (1H, m, H-5), 4.19 (1H, dd, J
6,7 Hz, J 11,4 Hz, H-6a), 4.12 (1H, dd, J 6.7 Hz, J 11.4 Hz, H-6b), 2.16-
2.02 (15H, 5s, -OCOCH3).

2,3,4,6-tetra-O-acetil-D-galactopiranose (8b)

OAc oAc

o]
AcO

AcO OH

O produto foi preparado utilizando a mesma metodologia para a
sintese do derivado 8a, no entanto, partindo de 6b (1,0 g; 2,56 mmol). O
composto 8b foi obtido como um 6leo transparente, com rendimento de
60% (530,0 mg; 1,53 mmol).
Dados do composto: MM: 348,3g/mol. FM: CisHy0q0. 1V: 3442;
1747; 1732; 1714; 1371; 1228 cm™. Rf= 0,37 [hexano/acetato de etila
1:1 (viV)] 81 (ppm) (CDCls; 400 MHz): 5.51 (1H, dd, J 3.9 Hz, H-1),
5.42 (1H, dd, J 10.5 Hz, J 3.1 Hz, H-2), 5.14 (1H, dd, J 10.5 Hz, J 3.5
Hz, H-3), 4.48 (1H, m, H-4), 4.15 (m, H- 5), 4.10 (2H, dd, J 7.0 Hz, J
2.3 Hz, H-6a, H-6b), 2.11-2.00 (12H, 4s, -OCOCHj).

Tricloroacetimidato de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-galactopiranosila (9b)

OAc oAc

AcO

AcO
(0] CCl3

NH
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O produto foi obtido de acordo com a metodologia utilizada
para a sintese de 9a, porém, partindo de 8b (0,5 g; 1,43 mmol). O
composto 9b foi obtido como um sélido branco com rendimento de 74%
(520,0 mg; 1,05 mmol).
Dados do Composto: MM: 492,69g/mol. FM: CygH»0CIsNOyq. 1V:
3288; 1745; 1732; 1678; 1371; 1222 cm™. PF: 78,3-82,9°C. Rf= 0,8
[hexano/acetato de etila 1:1 (v/V)]. 64 (ppm) (CDCl3;400 MHz): 8.67
(1H, s, N-H), 6.61 (1H, d, J 3.3 Hz, H-1), 5.57 (1H, dd, J 3.1 Hz; J 1.3
Hz, H-4), 5.43(1H, dd, J 11.0 Hz; 3.1 Hz, H-3), 5.37 (1H, dd, J 3.5 Hz, J
11.0 Hz, H-2), 4.45 (1H, dd, J 6.6 Hz, J 0.7 Hz, H-5), 4.17 (1H, dd, J
11.3 Hz, J 6.6 Hz, H-6a), 4.09 (1H, dd, J 11.3 Hz, J 6.6 Hz, H-6b), 2.18-
2.02 (12H, 4s, -OCOCHy).

2,3,4,6-tetra-O-acetil-p-D-galactopiranosil propargila (10b)

OACc oac

(o)
AcO&/O/

AcO

O derivado 10b foi sintetizado utilizando a mesma metodologia
de preparacdo do composto 10a, porém, partindo de 9b (100,0 mg; 0,2
mmol). O produto formado foi obtido como um 6leo transparente com
rendimento de 84% ( 65,0 mg; 0,17 mmol).
Dados do Composto: MM: 386, 16g/mol. FM: C1;H»,044. 1V: 3273;
2117; 1759; 1732; 1379; 1365; 1234; 1215; 1066; 1049 cm™. Rf= 0,65
[hexano/acetato de etila 1:1 (v/v)]. 84 (ppm) (MeOD; 400 MHz): 5.38
(1H, dd, J 3.1 Hz, J 3.4 Hz, H-4), 5.15 (1H, ddd, J3.1 Hz, J 3.4 Hz,J
10.3 Hz, H-3), 5.09 (1H, dd, J 7.4 Hz; J10.3 Hz, H-2). 4.83 (1H,d, J 7.4
Hz, H-1), 4.13 (3H, m, J 3.4 Hz, H-5, H-6a, H-6b), 4.36 (2H, d, J 2.1
Hz, H-7a, H-7b), 2.94 (1H, t, J 2.1Hz, H-8), 2.12-1.94 (12H- 4s, 4 -
OCOCHj3)

p-D-galactopiranosil propargila (18b)
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O mesmo procedimento para a obtencdo de 17a foi realizado
para a preparagdo de 17b, porém, partindo de 10b (100,0 mg; 0,25
mmol). O produto 17b foi obtido com rendimento de 99% de
rendimento (54 mg; 0,24 mmol).
Dados do composto: MM: 218,22 g/mol. FM: CgH14,0¢. 1V: 2929;
2117; 1130; 1072; 1058; 1029; 1006 cm™. Rf= 0,33 [acetato de
etila/metanol 4:1 (v/v)]. 84 (ppm) (CDCl3; 400 MHz): 4.42 (3H, m, H-
1, H-7a, H-7b), 3.82 (1H, dd, J 3.0 Hz, J 1.0 Hz), 3.76 (1H, dd, J 7.0 Hz,
J 11.3 Hz, H-6a), 3.71 (1H, dd, J 5.3 Hz; J 11.3 Hz, H-6b), 3.47 (1H,
dd, J 9.0 Hz, J 3.0 Hz, H-3), 2.85 (1H, t, J 2.5 Hz, H-8).

4.2.4. Preaparacao de doadores de unidade monossacaridica-
Manose

1,2,3,4,6-penta-O-acetil-a-D-manopiranose (6c¢)

OAc
AcO_o

AcO
AcO

OAc

O composto 6¢ foi sintetizado a partir de b-manose (1,0 g; 5,5

mmol), obtida comercialmente, seguindo a mesma metodologia utilizada
para a obten¢do do derivado 6a. O produto 6¢ foi obtido como um 6leo
amarelo com rendimento de 90% (1,7 g; 4,5 mmol).
Dados do composto: MM: 390,34g/mol. FM: CigH2045. 1V: 1741;
1714; 1379; 1371; 1249; 1226 cm™. Rf= 0,63 [hexano/acetato de etila
1:1 (vIV)]. 81 (ppm) (CDClg; 300 MHz): 6.10 (1H, d, J 1.8 Hz, H-1),
5.37-5.33 (2H, m, H-3, H-4), 5.27 (1H, m, H-2), 4.30 (1H, m, H-6a),
4.15 (1H, dd, J 2.5 Hz, J 12.0 Hz, H-6b), 4.07 (1H, m, H-5), 2.19-2.02
(15H, 5s, -OCOCHj3).

2,3,4,6-tetra-O-acetil-D-manopiranose (8c)

OAcC

AcO_o
AcO
AcO

OH
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O produto 8c foi preparado segundo metodologia para a sintese

do derivado 8a partindo de 6¢ (1,0 g; 2,56 mmol). O composto foi
obtido como um o6leo transparente com rendimento de 66% (588,0 mg;
1,68 mmol).
Dados do composto: MM: 348,3g/mol. FM: CysHy0040. 1V: 1740;
1732; 1714; 1371; 1234; 1153; 1126; 1053 cm'. Rf= 0,36
[hexano/acetato de etila 1:1 (v/V)]. 64 (ppm) (CDCl3; 300 MHz): 5.43
(1H, dd, J 3.4 Hz, J 10.0 Hz, H-3), 5.34 (1H, d, J 10.5 Hz; H-4), 5.28
(1H, dd, J 1.8 Hz; J 3.5 Hz, H-2), 5.26 (1H, d, J 1.8 Hz, H-1), 4.25 (2H,
m, H-5, H-6b), 4.15 (1H, m, H- 6a), 2.18-2.01 (12H, 4s, -OCOCHj).

Tricloroacetimidato de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-manopiranosil (9c)

OAc
AcO_o

AcO
AcO

o\[(cu3

NH

O derivado 9c foi obtido utilizando 8c (0,5 g; 1,43 mmol) como

material de partida, e com 0 mesmo procedimento descrito para o
derivado 9a. O composto 9c foi obtido como um 6leo transparente com
28% de rendimento (190,0 mg; 0,4 mmol).
Dados do Composto: MM: 492,69g/mol. FM: CysH»0CIsNOyq, 1V:
3321; 3305, 1740; 1732; 1643; 1371; 1228 cm'. Rf= 08
[hexano/acetato de etila 1:1 (v/V)]. 64 (ppm) (CDCls; 300 MHz): 8.80
(1H, s, N-H), 6.30 (1H, d, J 1.5 Hz, H-1), 5.32-5.27 (3H, m, H-3, H-4,
H-2), 4.31- 4,24(3H, m, H-5, H-6a, H-6), 2.12- 2.07 (12H, 4s, -
OCOCHj3).

2,3,4,6-tetra-O-acetil-D-manopiranosil propargila (10c)

OAc
AcO_o
AcO
AcO
O/

O composto 10c foi obtido a partir do intermediario 9c (100,0
mg; 0,2 mmol), seguindo 0 mesmo procedimento para a preparacdo de
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10a. O produto foi obtido como um sélido branco com 70% de
rendimento (54,0 mg; 0,14 mmol).

Dados do Composto: MM: 386, 16g/mol. FM: C;7H2,040. 1V: 3269;
2119; 1747; 1371; 1226 cm™. PF: 84-88,9°C (Literatura: 102-103°C).
Rf= 0,65 [hexano/acetato de etila 1:1 (v/v)]. 64 (ppm) (CDCls; 300 M
Hz): 5.34 (1H, dd, J 1.25 Hz, J 8.81 Hz, H-3), 5.31-5.28 (2H, m, H-2,
H-4), 5,05 (1H, d, J 1.8 Hz, H-1), 4.33-4.28 (3H, m, H-6b), 4.28 (2H, d,
J 2.5 Hz, H-7a, H-7b), 4.12 (1H, dd, J 2.5 Hz, J 12.1 Hz, H-6a), 4.03
(1H, m, H-5), 2.49 (1H, t, J 2.5 Hz, H-8), 2.18- 2.00 (12H- 4s, 4 -
OCOCHsy).

D-manopiranosil propargila (18c)

OH
HO o

HO
HO

o _Z

O mesmo procedimento para a obtencdo de 17a foi realizado
para a preparacdo de 17c, porém, partindo de 10c (100,0 mg; 0,25
mmol). O produto 17c foi obtido com rendimento de 99% (54 mg; 0,24
mmol).
Dados do composto: MM: 218,22 g/mol. FM: CgH404. 1V: 2927;
2117; 1130; 1072; 1029; 1008 cm™. Rf= 0,33[acetato de etila/metanol
4:1 (VvIV)]. 84 (ppm) (CDClg; 400 MHz): 4.95 (1H, d, J 1.5 Hz, H-1),
4.27 (2H, d, J 2.5 Hz, H-7a, H-7b), 3.83 (1H, dd, J 2.2 Hz, J 11.8 Hz, H-
6a), 3.72-3.57 (4H, m, H-2, H-3; H-4, H-5), 3.53 (1H, dd, J 2.0 Hz, J
12.0 Hz, H-6b), 2.85 (1H, t, J 2.7 Hz, H-8).

4.25. Preparacdo de doadores de unidade monossacaridica-
Arabinose

1,2,3,4-tetra-O-acetil-p-L-arabinopiranose (6d)

OAc

o
AcO

AcO OAc
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O produto 6d foi obtido conforme metodologia descrita para o

derivado 6a, porém, utilizando L-arabinose obtida comercialmente (1,0
g; 6,67 mmol). O composto 6d, em forma de 6leo amarelado, foi obtido
com rendimento de 93% (1,97 g; 6,19 mmol).
Dados do comPosto: MM: 318, 28g/mol. FM: Ci3Hg0q. 1V: 1747;
1371; 1224 cm™. Rf= 0,68 [hexano/acetato de etila 1:1 (v/v)]. 1 (ppm)
(CDCl3; 300 MHz): 6.29 (1H, d, J 3.1 Hz, H-1); 5.33- 5.29 (3H, m, H-2,
H-3, H-4); 4,00 (1H, dd, J 13.4 Hz; J 1.9 Hz, H-53); 3.76 (1H, dd, J 13.4
Hz; J 2.0 Hz, H-5b); 2.10-1.97 (12H, 4s, -COOCHy).

2,3,4-tri-O-acetil-L-arabinopiranose (8d)

OAc

(0]
AcO

AcO OH

A partir do intermediéario 6d (1,0 g; 3,14 mmol), foi realizado o

mesmo procedimento para a sintese do composto 6a. O produto 8c foi
obtido como um dleo transparente com rendimento de 91% (78,0 mg;
2,85 mmol).
Dados do composto: MM: 276, 24g/mol. FM: CyH160g. 1V: 1741;
1732; 1714; 1371; 1230; 1082; 1060; 1022 cm™. Rf= 0,35
[hexano/acetato de etila 1:1 (v/V)]. 64 (ppm) (CDCls; 300 MHz): 5.49
(1H, d, J 3.4 Hz, H- 1), 5.42 (1H, dd, J 3.4 Hz, J 10.2 Hz, H- 2), 5.35
(1H, m, H-4), 5.20 (1H, dd, J 3.4 Hz, J 10.3 Hz, H-3), 4.20 (1H, dd, J
1.2 Hz, J 13.1 Hz, H-5a), 3.72 (1H, dd, J 2.5 Hz, J 13.1 Hz, H-5b), 2.15-
2.03 (12H, 3s, -OCOCHy).

Tricloroacetimidato de 2,3,4-tri-O-acetil-a-L-arabinopiranosil (9d)

OAc

AcO
o CCl3
NH

A partir do intermediério 8d (0,5 g; 1,81 mmol), foi realizado o
mesmo procedimento para a sintese do composto 8a. O produto 9c foi
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obtido como um s6lido branco com rendimento de 30% (220,0 mg; 0,54
mmol).

MM: 420,24g/mol. FM: Cy3H6CIsNOg. 1V: 3450; 1755; 1747; 1697,
139; 1226 cm™. PF: 68-70,3°C. Rf= 0,65 [hexano/acetato de etila 1:1
(v/v)] 81 (ppm) (CDClg; 300 MHz): 5.49 (1H, d, J 3.43 Hz, H-1), 5.42
(1H, dd, J 3.4 Hz, J 10.2 Hz, H-2), 5.35 (1H, m, H-4), 5.20 (1H, dd, J
3.4Hz, J 10.3 Hz, H-3), 4.20 (1H, dd, J 1.2 Hz, J 13.1 Hz, H-5a), 3.72
(1H, dd, J 2.5 Hz, J 13.1 Hz, H-5b), 2.15-2.03 (12H, 3s, -OCOCHy).

2,3,4-tri-O-acetil-g-L-arabinopiranosil propargila (10d)

OAc

Acom/o\/

AcO

A mesma metodologia empregada para a prepara¢do do

composto 10a foi utilizada para a sintese do produto 10d porém,
partindo do derivado 9d (100,0 mg; 0,23 mmol). O composto 10d foi
obtido como um pd branco cristalino, com rendimento de 80% (60,0
mg; 0,19 mmol).
Dados do composto: MM: 314, 24 %/mol. FM: C14sH1g0s. 1V: 3273;
2119; 1745; 1371; 1249; 1224 cm™. PF: 68,3-68,5°C. Rf= 0,67
[hexano/acetato de etila 1:1 (v/V)]. &4 (ppm) (CDCls; 300 MHz): 5.28
(1H, ddd, J 1.5 Hz, J 3.4 Hz, J 9.3 Hz, H-4), 5.20 (1H, dd, J 9.3 Hz, J
6.8 Hz, H-2), 5.08 (1H, dd, J 3.4 Hz, J 9.3 Hz, H-3), 4.69 (1H, d, J 6.8
Hz, H-1), 4.36 (2H, d, J 2.5 Hz, H-6a, H-6b), 4.06 (1H, dd, J 3.4 Hz, J
12.7 Hz, H-5a), 3.66 (1H, dd, J 1.5 Hz, J 13.1 Hz, H-5b), 2.49 (1H, t, J
2.5 Hz, H-7), 2.14- 2.04 (9H, 3s, -OCOCHy).

p-L-arabinopiranosil propargila (18d)

HO%O/

HO

O mesmo procedimento para a obtencdo de 17a foi realizado
para a preparacdo de 17d, porém, partindo de 10d (100,0 mg; 0,31
mmol). O produto 17d foi obtido com rendimento de 99% de
rendimento (57mg; 0,30 mmol).
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Dados do composto: MM: 188,2 g/mol. FM: CgH1,0s. 1V: 2914;
2872; 2117; 1132; 1070; 1008 cm™. Rf= 0,35[acetato de etila/metanol
4:1 (viV)]. én (ppm) (CDCl3; 400 MHz): 4.41 (1H, d, J 6.8 Hz, H-1),
4.35 (2H, dd, J 2.5 Hz, J 5.3 Hz, H-6a, H-6b), 3.86 (1H, dd, J 3.5 Hz, J
12.3 Hz, H-5a), 3.59- 3.52 (4H, m, H-2, H-3, H-4, H-5b), 2.85 (1H, t, J
2.5 Hz, H-7).

4.3. Preparacéo de derivados glicosilados

2-0-p-D-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-galactopiranosil)-20R-hidroxi-25-
acetloxi-10a,17a-cucurbit-5-en-3,11,16,22-tetraona (15)

AcO OAc

&
AcO O

AcO

Um baldo reacional contendo o aceptor 2 (50,0 mg; 0,08mmol),
peneira molecular e diclorometano (2 mL) foi resfriado a -10°C para
adicdo do catalisador TMSOTf (4,0 mg; 0,017mmol), em atmosfera
inerte. A reacdo permaneceu sob agitacdo sob as condicfes citadas
anteriormente por 30 minutos. O doador 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-
galactopiranosil ~ tricloroacetimidato  (9b),  solubilizado  em
diclorometano, foi gotejado a mistura reacional, a qual continuou sob
agitacdo por mais trés horas. A reacdo foi neutralizada com trietilamina,
filtrada em funil sinterizado contendo celite e o solvente foi evaporado
sob pressdo reduzida. Apds separacdo em coluna cromatogréfica,
obteve-se 0 produto como um sélido branco com rendimento de 3% (2,5
mg; 0,002 mmol).

Dados do composto: MM: 889,0 g/mol. FM: CyHesO17. 1V: 1750;
1697; 1371; 1249; 1226; 1178; 1018 cm™. Rf= 0,82 [acetato de
etila/tolueno 7:3 (v/v)]. 8H (ppm) (CDClIs; 400 MHz): 5.79 (1H, m, H-
6), 5.39 (1H, dd, J 0.9 Hz, J 3. 4 Hz, H- 4'), 5. 21 (1H, dd, J 7.8 Hz, J
10.6 Hz, H-2", 5.05 (1H, dd, J 3.4 Hz, J 10.6 Hz, H-3"), 4,63 (1H, d, J
7.8 Hz, H-1'), 4.56 (1H, dd, J 5.6 Hz, J 13.1 Hz, H-2), 4.25 (1H, dd, J
5.9 Hz, J 11.2 Hz, H6Db"), 4.11 (1H, dd, J 7.6 Hz, J 11.2 Hz, H-6a"), 3.84
(1H, m, H-5", 3.63 (1H, s, H-17), 3.38 (1H, dd, J 1.0 Hz, J 14.6 Hz, H-
12a), 2.83 (1H, m, H-10), 2.78 (1H, m, H-12p), 2.74 (2H, m, H-23),
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2.50 (1H, m, H-7p), 2.23 (1H, m, H-1a), 2.11 (2H, m, H-15), 1.98 (3H,
s, -OCOCHy), 1.51 (1H, m, H-1p), 1.47 (6H, s, Me-27, Me-26), 1.41
(1H, m, H-7a), 1.34 (3H, s, Me-21), 1.29 (6H, s, Me-28, Me-29), 1.26
(3H, s, Me-30), 1.15 (3H, s, Me-19), 1.13 (3H, s, Me-18); 2.18-1.96
(15H, 5s, -OCOCH;)."*C NMR (CDCls, 75 MHz): 5 214.2 (C-16), 212.9
(C-22), 209.8 (C-11), 205.6 (C-3), 170.3 (C-OAc), 170.3 (C-OAc),
170.4 (C-OAc), 170.6 (C-OAc), 139.9 (C-5), 119.4 (C-6), 99.6 (C-1",
81.4 (C-25), 80.0 (C-20), 75.4 (C-2), 70.7 (C-5", 70.4 (C-3", 69.0 (C-
2'), 67.0 (C-4'), 61.6 (C-17), 60.6 (C-6"), 51.0 (C-4), 49.5 (C-9), 49.8 (C-
15), 47.2 (C-12), 42.1 (C-8), 36.5 (C-24), 34.4 (C-10), 33.9 (C-1), 30.1
(C-23), 28.6 (C-28), 25.9 (C-27), 25.8 (C-26), 22.2 (C-29), 20.0 (C-19),
19.7 (C-18), 19.2 (C-30). ESI-TOF m/z (modo positivo): calculado para
CasHss017Na 911,4041; obtido 911, 4035 [M + Na] ™.

Modo negativo: calculado para C4sHg4017Cl 923,8674; obtido 923, 3827
[M+CI]".

2B [8 -(1-O-metil-2,3,4,6-tetra-O-acetil-#-D-glicopiranosil)-4-triazoil]-
20R-hidroxi-25-acetloxi-10a,1 7a-cucurbit-5-en-3,11,16,22-tetraona
(16a)

Em um tubo reacional, contendo o derivado 3 (50,0 mg ; 0,075
mmol), e o alcino terminal 10a (55,0 mg; 0,15 mmol), adicionou-se
ascorbato de sédio (4,0 mg; 0,0018 mmol) e sulfato de cobre em solugédo
aquosa (66,0 mg; 0,037 mmol). Os reagentes foram solubilizados em
DMF (0,2 mL). O tubo reacional foi fechado e submetido a irradiacédo
por micro-ondas (Poténcia= 150W; Temperatura= 70°C) por dez
minutos. A mistura reacional foi transferida para um funil de separacéo
e extraida com acetato de etila e solucdo concentrada de NaCl. A fase
organica foi seca com sulfato de sddio anidro e o solvente foi evaporado
sob pressdo reduzida. Apo6s separacdo do produto bruto em coluna
cromatogréafica de silica, 0 composto 16a foi obtido como um sélido
branco, com rendimento de 31% (2,4 mg; 0,023 mmol).

Dados do composto: MM: 1056,77 g/mol. FM: Cs3H77N301e. 1V:
1755, 1732; 1714; 1693, 1371; 1222; 1045 cm™. PF: 130,3- 133,8 °C.
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Rf= 0,45 [acetato de etila/hexano 8:2 (viv)]. &n (ppm) (CDCls; 300
MHz): 7.6 (1H, s, H-9), 5.8 (1H, m, H-6), 5.5 (1H, dd, J 5.5 Hz, J 13.6
Hz, H-2), 5.19 (1H, t, J 9.6 Hz, H-3"), 5.10 (1H, t, J 9.6 Hz, H-4"), 4.92
(1H, d, J 12.6 Hz, H-10a"), 4.82 (1H, d, J 12.6 Hz, H-10b"), 4.69 (1H, d,
J 8.0 Hz, H-1"), 4.52 (2H, m, H-4"); 4.27 (1H, dd, J 4.8 Hz, J 12.3 Hz,
H-6a"), 4.16 (1H, dd, J 2.2 Hz; J 12.3 Hz, H-6b"), 3.75 (1H, m, H-5"),
3.62 (1H, s, H-17), 3.37 (2H, d, J 13.0 Hz, H-12a), 2.86 (1H, m, H-10),
2.74 (4H, m, H-8, H-128, H-23), 2.53 (1H, m, H-7B), 2.41 (2H, t, J 6.5
Hz, H-2", 2.29 (2H, dd, J 6.5 Hz, J 12.8 Hz, H-3"), 2.25 (1H, m, H-8),
2.21 (1H, m, H-1a), 2.15 (2H, m, H-15), 1.57 (1H, m, H-1p), 1.47 (6H,
s, Me-26, Me-27), 1.35 (6H, s, Me-21, Me-30), 1.34 (3H, s, Me-28),
1.30 (3H, s, Me-29), 1.18 (3H, s, Me-19), 1.14 (3H, s, Me-18), 2.10-1.98
(15H, 5s, 5-OCOCH;).*C NMR (CDCls, 75 MHz): & 216.0 (C-16),
213.8 (C-22), 210.5 (C-11), 205.5 (C-3), 171.1 (C-19, 170.7 (C-OAc),
170.4 (C-OAc), 170.2 (C-OAc), 169.4 (C-OAc), 143.8 (C-8", 139.7 (C-
5), 123.6 (C-9", 120.2 (C-6), 99.6 (C-1"), 81.4 (C-25), 79.9 (C-20), 73.6
(C-2), 72.8 (C-5"), 71.8 (C-3"), 71.1 (C-2"), 68.2 (C-4"), 62.7 (C-6"),
61.6 (C-17), 51.3 (C-4), 49.4 (C-4"), 48.9 (C-15), 47.6 (C-14), 47.1 (C-
12), 44.5 (C-13), 42.0 (C-8), 34.9 (C-24), 34.4 (C-10), 31.9 (C-1), 30.3
(C-2"), 30.2 (C-23), 38.5 (C-28), 25.9 (C-26), 25.8 (C-27), 25.6 (C-3"),
24.1 (C-21), 23.4 (C-27), 22.4 (CH5-CO), 21.2 (C-29), 20.8 (CH5-CO),
20.6 (CH3-CO), 20.6 (CH3-C0O), 20.1 (C-19), 19.7 (CH;-CO), 19.1 (C-
30). ESI-TOF m/z (modo positivo): calculado para CssH73N3Oi9Na
1078,4735; obtido 1078,4730 [M + Na] *.

Modo negativo: calculado para CssH73N3OCl  1090,9368; obtido
1090,4521 [M + CI] .

28 [8  -(1-O-metil-2,3,4,6-tetra-O-acetil-#-D-galactopiranosil)-4-
triazoil]-20R-hidroxi-25-acetloxi-10a, I 7a-cucurbit-5-en-3,11,16,22-
tetraona (16b)

O mesmo procedimento descrito para a sintese do composto
16a foi utilizado para a obtencdo do composto 16b porém, utilizando o
alcino 10b (55,0 mg; 0,15 mmol) e azida 3 (50,0 mg ; 0,075 mmol). O
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produto foi obtido como um sélido branco com rendimento de 38%
(30,0 mg; 0,028 mmol).

Dados do composto: MM: 1056,77 g/mol. FM: Cs3H77N3O4q. 1V:
1745; 1730; 1714; 1693; 1371; 1249; 1224 cm™. PF= 138,3- 140,4°C.
Rf= 0,45 [acetato de etila/hexano 8:2 (v/V)]. 4 (ppm) (CDCls; 75
MHz): 7.66 (1H, s, H-9"), 5.83 (1H, m, H-6), 5.51 (1H, dd, J 5.8 Hz, J
13.8 Hz, H-2), 5.40 (1H, dd, J 1.0 Hz, J 3.4 Hz, H-4"), 5,22 (1H, dd, J
7.8 Hz, J 10.3 Hz, H-2"), 5.02 (1H, dd, J 3.4, J 10.3, H-3"), 4,96 (1H, d,
J 12.3 Hz, H-10a"), 4.83 (1H, d, J 12.3 Hz, H-10b"), 4.66 (1H, d, J 7.8
Hz, H-1"), 4.16 (2H, dd, J 1.2 Hz, J 12.3 Hz, H-6"), 3.96 (1H, m, H-5"),
3.62 (1H, s, H-17), 3.37 (2H, d, J 13.0 Hz, H-12a), 2.85 (1H, m, H-10),
2.74 (4H, m, H-8, H-12p, H-23), 2.41 (1H, t, J 6.5 Hz; H-2"), 2.27 (2H,
m H-3"), 2.13 (2H, m, H-15), 1.47 (6H, 2s, Me-26, Me-27), 1.35 (3H, s,
Me-21), 1.34 (3H, s, Me-30), 1.32 (3H, s, Me-28), 1.30 (3H, s, Me-29),
1.18 (3H, s, Me-19), 1.14 (3H, s, Me-18), 2.16-1.98 (15H, 5s, 5-
OCOCHj3).*C NMR (CDCls, 75 MHz): & 216.0 (C-16), 214.4 (C-22),
210.0 (C-11), 205.7 (C-3), 170.4 (C-1"), 170.3 (C-OAc),170.2 (C-OAc),
170.1 (C-OAc), 170.0 (C-OAc), 170.0 (C-OAc), 148.1 (C-8", 139.5 (C-
5), 123.4 (C-9", 119.6 (C-6), 99.9 (C-1"), 81.4 (C-25), 80.6 (C-20), 73.7
(C-2), 71.1 (C-5"), 70.7 (C-3"), 69.1 (C-2"), 67.2 (C-4"), 61.4 (C-6"),
61.7 (C-17), 50.8 (C-4), 49.2 (C-4"), 48.9 (C-15), 47.7 (C-14), 47.1 (C-
12), 44.7 (C-13), 42.0 (C-8), 35.5 (C-24), 34.3 (C-10), 31.7 (C-1), 30.4
(C-2"), 30.2 (C-23), 28.8 (C-28), 26.0 (C-26), 25.5 (C-27), 25.0 (C-3"),
24.1 (C-21), 23.5 (C-7), 22.4 (CH5-CO), 21.1 (C-29), 20.8 (CH3-CO),
20.8 (CH3-CO), 20.7 (CH5-CO), 20.6 (CH3-CO), 19.8 (C-19), 19.2 (C-
30).ESI-TOF m/z (modo positivo): calculado para CssH73N3O19Na
1078,4735; obtido 1078,4730 [M + Na] *.

Modo negativo: calculado para CssH73N3OCl  1090,9368; obtido
1090,4522 [M + CI] ".

2 B [8 -(1-O-metil-2,3,4,6-tetra-O-aceti-D-manopiranosil)-4-triazoil]-
20R-hidroxi-25-acetloxi-10a, 1 7a-cucurbit-5-en-3,11,16,22-tetraona
(16c)
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O produto 16¢ foi sintetizado de acordo com o procedimento
para a preparacdo do composto 16a, porém, utilizando o alcino 10c
(55,0 mg; 0,15 mmol) e azida 3 (50,0 mg ; 0,075 mmol). O produto foi
obtido com rendimento de 54%, como um s6lido branco (42,0 mg; 0,04
mmol).

Dados do composto: MM: 1056,77 g/mol. FM: Cs3H77N3O49. PF:
126,6- 130-9°C. IV: 1743; 1714; 1693; 1371; 1247; 1224; 1134 cm™.
Rf= 0,45 [acetato de etila/hexano 8:2 (viv)]. &4 (ppm) (CDCl3; 300
MHz): 7.72 (1H, s, H-9", 5.82 (1H, m, H-6), 5.51 (1H, dd, J 5.9 Hz, J
13.7 Hz, H-2), 5.30 (1H, m, H-4"), 5.29 (1H, m, H-2"), 5.24 (1H, m, H-
3"), 4.96 (1H, d, H-1"), 4.83 (1H, d, J 12.1 Hz, H-10a"), 4.67 (1H, d, J
12.1 Hz, H-10b", 4.51 (2H, m, H-4"), 4.30 (1H, dd, J 4.9 Hz, J 12.1 Hz,
H-6a"), 4.10 (1H, m, H-6"), 4.08 (1H, m, H-5"), 3.60 (1H, s, H-17), 3.35
(1H, d, J 14.9, H-12a), 2.89 (1H, m, H-10), 2.75 (4H, m, H-8; H-12p, H-
23), 2.51 (1H, m, H-7B), 2.44 (2H, m, H-2), 2.29 (2H, m, H-3"), 2.16
(1H, m, H-1a), 2.09 (2H, m, H-15), 1.55 (1H, m, H-1B), 1.46 (3H, s,
Me-26), 1.34 (6H, 2s, Me-24; Me-28), 1.31 (3H, s, Me-29), 1.30 (3H, s,
Me-30), 1.28 (3H, s, Me-21), 1.17 (3H, s, Me-19), 1.13 (3H, s, Me-18),
2.15-1.97 (15H, 4s, 5-OCOCHj3). **C NMR (CDCls, 75 MHz): & 215.8
(C-16), 213.7 (C-22), 210.4 (C-11), 205.3 (C-3), 171.3 (C-1"), 170.6 (C-
OAc), 170.3 (C-OAc), 170.0 (C-OAc), 169.8 (C-OAC), 169.7 (C-OAC),
143.2 (C-8", 139.8 (C-5), 123.6 (C-9", 120.2 (C-6), 99.8 (C-1"), 81.3
(C-25), 79.9 (C-20), 73.6 (C-2), 69.4 (C-3"), 69.0(C-2"), 68.6 (C-5"),
66.1 (C-4"), 62.4 (C-6"), 61.6 (C-17), 51.3 (C-4), 49.4 (C-4"), 49.0 (C-
15), 47.6 (C-14), 47.1 (C-12), 44.5 (C-13), 42.0 (C-8), 34.9 (C-24), 34.3
(C-10), 31.8 (C-1), 30.4 (C-2"), 30.2 (C-23), 28.6 (C-28), 25.9 (C-26),
25.8 (C-27), 25.6 (C-3"), 24.0 (C-21), 23.4 (C-7), 22.3 (CH5-CO), 21.2
(C-29), 20.8 (CH;-CO), 20.7 (CH3s-CO), 20.6 (CH3-CO), 20.5 (CHs-
CO), 19.6 (C-19), 19.1 (C-30). ESI-TOF m/z (modo positivo):
calculado para Cs3H;3N3O19Na 1078,4735; obtido 1078,4734 [M + Na] *.
Modo negativo: calculado para Cs;H;3N;0,4Cl 1090,9368; obtido 1090,4521
[M+CI] .

28 [8  -(1-O-metil-2,3,4,6-tetra-O-acetil-g-L-arabinopiranosil)-4-
triazoil]-20R-hidroxi-25-acetloxi-10a, 1 7a-cucurbit-5-en-3,11,16,22-
tetraona (16d)
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O composto 16d foi preparado utilizando o mesmo
procedimento descrito para a sintese de 16a, porém, utilizando o alcino
10d (47,0 mg; 0,15 mmol) e azida 3 (50,0 mg ; 0,075 mmol). O produto
foi obtido como um solido branco, com rendimento de 15% (10,0 mg;
0,011 mmol).

Dados do composto: MM: 984,11 g/mol. FM: CsoHggN3O.7. PF:
103,4- 105,5°C. 1V: 1745; 1712; 1697; 1371; 1249; 1224; 1178; 1022
cm. Rf= 0,46 [acetato de etilalhexano 8:2 (V/V)]. &y (ppm) (CDCly;
300 MHz): 7.68 (1H, s, H-9", 5.82 (1H, m, H-6), 5.51 (1H, dd, J 5.3 Hz,
J 13.0 Hz, H-2), 5.27 (1H, m, H-4"), 5.20 (1H, dd, J 7.1 Hz J 9.3, H-2"),
5.03 (1H, dd, J 3.4 Hz, J 9.3 Hz, H-3"), 4.94 (1H, d, J 12.4 Hz, H-10a),
4.84 (1H, d, J 12.4 Hz, H-10b"), 4.60 (1H, d, J 7.1 Hz, H-1), 4.53 (2H,
m, H-4"), 4.06 (1H, dd, J 3.4 Hz, J 13.4 Hz, H-5a"), 3.71 (1H, dd, J 1.5
Hz, J 13.4 Hz, H-5b"), 3.60 (1H, s, H-17), 3.35 (1H, d, J 14.0, H-12a),
2.85 (1H, m, H-10), 2.75 (1H, d, J 14.0, H-12B), 2.42 (2H, m, H-2),
2.26 (3H, m, H-8; H-3"), 2.16 (1H, m, H-1a), 2.10 (2H, m, H-15), 1.46
(3H, s, Me-26), 1.34 (3H, s, Me-27), 1.33 (3H, s, Me-28), 1.32 (3H, s,
Me-29), 1.31 (3H, s, Me-30), 1.29 (3H, s, Me-21), 1.15 (3H, s, Me-19),
1.14 (3H, s, Me-18), 2.18-2.01 (12H, 4s, 5-OCOCH3)."*C NMR (CDCls,
75 MHz): & 215.8 (C-16), 213.7 (C-22), 210.4 (C-11), 205.3 (C-3),
171.3 (C-1'), 172.1 (C-OAc), 170.3 (C-OAc), 170.2 (C-OAc), 143.8 (C-
8", 138.9 (C-5), 123.6 (C-9"), 120.2 (C-6), 99.8 (C-1"), 81.3 (C-25),
79.9 (C-20), 73.6 (C-2), 69.9 (C-3"), 69.5(C-2"), 67.1 (C-4"), 63.2 (C-
5"), 62.0 (C-10", 61.6 (C-17), 51.3 (C-4), 49.4 (C-4"), 49.1 (C-15), 47.6
(C-14), 47.1 (C-12), 44,5 (C-13), 42.0 (C-8), 34.9 (C-24), 34.3 (C-10),
31.9 (C-1), 30.4 (C-2", 30.2 (C-23), 28.6 (C-28), 25.9 (C-26), 25.8 (C-
27), 25.6 (C-3"), 23.5 (C-21), 23.3 (C-7), 22.2 (CH;-C0O), 21.2 (C-29),
20.7 (CH3-CO), 20.0 (CH5-CO), 19.8 (C-19), 19.4 (C-30). ESI-TOF
m/z (modo positivo): calculado para CsoHggN3O17Na 1006,4524; obtido
1006,4517 [M + Na] *.

Modo negativo: calculado para CssH73N3O19Cl 1018,8157; obtido
1018,4310 [M + CI] .
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2 [8  -(1-O-metil-g-D-glicopiranosil)-4-triazoil]-20R-hidroxi-25-
acetloxi-10a,17a-cucurbit-5-en-3,11,16,22-tetraona (19a)

Em um tubo reacional, contendo o aceptor 3 (20,0 mg ; 0,03
mmol), e o alcino terminal 18a (13,0 mg; 0,059 mmol), adicionou-se
ascorbato de sédio (1,0 mg; 0,007 mmol) e sulfato de cobre em solugdo
aquosa (2,0 mg; 0,015 mmol). Os reagentes foram solubilizados com 0,2
mL de DMF e submetidos a irradiacdo por reator micro-ondas
(Poténtica= 150W; Temperatura= 70°C; 10 minutos). A mistura
reacional foi seca sob pressdo reduzida, O produto foi purificado por
Sephadex LH- 20, e obtido como um 6leo transparente com rendimento
de 39% (13,0 mg; 0,014 mmol).

Dados do composto: MM: 888,02 g/mol. FM: CysHgsN3O4s. 1V: 1737;
1732; 1714; 1384; 1371 cm™. Rf= 0,37. 84 (ppm) (CDCls; 400 MHz):
8.05 (1H, s, H-9), 5.86 (1H, m, H-6), 5.66 (1H, dd, J 5.3 Hz, J 13.1 Hz,
H-2), 4.80 (1H, d, J 12.6 Hz, H-10a"), 4.53 (1H, m, H-4"), 4.40 (1H, d, J
7.0 Hz, H-1"), 3.68 (1H, dd, J 5.0 Hz, J 12.0 Hz, H-6a), 3.51 (1H, s, H-
17), 3.46 (1H, dd, J 3.5 Hz, J 9.6 Hz, H-2"), 3.15 (1H, m, H-10), 3.02
(1H, m, H-2, 2.77 (2H, m, H-3"), 2.65 (1H, d, J 14.0 Hz, H-12p), 1.98
(3H, s, OCOCHjy), 1.47 (6H, 2s, Me-27, Me-26), 1.37 (3H, s, Me-21),
1.31 (3H, s, Me-30), 1.28 (3H, s, Me-28), 1.27 (3H, s, Me-29), 1.14 (3H,
s, Me-19, Me-18). **C NMR (CDCI3, 100 MHz): 5 216.6 (C-16), 215.7
(C-22), 209.6 (C-11), 208.2 (C-3), 166.6 (C-1"), 165.1 (C-OAc), 146.1
(C-8", 142.2 (C-5), 136.4 (C-9", 120.1 (C-6), 101.4 (C-1"), 83.8 (C-25),
80.5 (C-20), 77.0 (C-2), 73.6 (C-6"), 71.4 (C-3"), 72.3 (C-2"), 64.2 (C-
4", 60.0 (C-5"), 57.1 (C-17), 56.5 (C-4), 55.4 (C-4"), 54.8 (C-15), 51.3
(C-14), 51.0 (C-12), 46.4 (C-13), 41.8 (C-8), 39.5 (C-24), 39.1 (C-10),
38.6 (C-1), 34.8 (C-2), 32.4 (C-23), 28.7 (C-28), 27.7 (C-26), 27.4 (C-
27), 26.4 (C-3"), 26.2 (C-21), 25.8 (C-7), 24.6 (CH3-CO), 24.3 (C-18),
22.2 (C-19), 19.0 (C-30). ESI-TOF m/z (modo positivo): calculado para
CasHesNsO1sNa 910,4313; obtido 910,4307 [M + Na] ™.

Modo negativo: calculado para C,sHgsN3O;5Cl 922,8946; obtido 922,4109
[M+CI] .
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2p [8 -(1-O-metil-p-D-galactopiranosil)-4-triazoil]-20R-hidroxi-25-
acetloxi-10a,17a-cucurbit-5-en-3,11,16,22-tetraona (19b)

O mesmo procedimento para a obtencdo do composto 19a foi
utilizado para a preparacdo de 19b, porém, partindo do alcino
desprotegido 18b. O produto foi obtido como um 6leo transparente com
12% de rendimento (4,0 mg; 0,004 mmol).

Dados do composto: MM: 888,02 g/mol. FM: CysHesN3O4s. 1V: 1732;
1714; 1693; 1371; 1265; 1251 cm™. Rf= 0,37. &y (ppm) (CDCl3; 400
MHz): 8.05 (1H, s, H-9", 5.86 (1H, m, H-6), 5.67 (1H, dd, J 5.3 Hz, J
13.1 Hz, H-2), 4.80 (1H, d, J 12.6 Hz, H-10a"), 4.53 (2H, m, H-4"), 4.35
(1H, d, J 7.5 Hz, H-1"), 3.84 (1H, dd, J 3.0 Hz, J 0.7 Hz, H-4"), 3.79
(1H, dd, J 11.0 Hz, J 7.0 Hz, H-6a"), 3.76 (1H, dd, J 11.1Hz, J 5.3 Hz,
H-6b"), 3.60-3.52 (4H, m, H-120, H-17, H-2", H-5"), 3.46 (1H, dd, J 3.5
Hz, J 9.6 Hz, H-3"), 3.15 (1H, m, H-10), 3.01 (1H, m, H-2"), 2.74 (2H,
m, H-23), 2.67 (1H, d, J 14.0 Hz, H-12p), 2.45 (1H, m, H-2"), 2.30 (1H,
d, J 14.9, H-12a), 2.22 (1H, m, H-8), 2.03 (2H, m, H-24), 1.98 (3H, s,
OCOCHs,), 1.47 (3H, s, Me-26), 1.47 (3H, s, Me-27), 1.37 (3H, s, Me-
21), 1.31 (3H, s, Me-30), 1.29 (3H, s, Me-28), 1.27 (3H, s, Me-29), 1.14
(3H, s, Me-19, Me-18). *C NMR (CDCl;, 400 MHz): & 218.3 (C-16),
216.5 (C-22), 213.7 (C-11), 208.1 (C-3), 173.2 (C-19, 172.1 (C-OAc),
141.3 (C-8), 140.2 (C-5), 130.4 (C-9), 121.5 (C-6), 104.2 (C-1"). 83.2
(C-25), 81.5 (C-20), 76.8 (C-2), 74.9 (C-5"), 72.4 (C-3"), 72.3 (C-2"),
64.2 (C-4"), 63.5 (C-6"), 63.0 (C-17), 62.6 (C-4), 52.4 (C-4"), 50.7 (C-
15), 50.3 (C-14), 50.0 (C-12), 45.7 (C-13), 43.4 (C-8), 35.4 (C-24), 34.8
(C-10), 33.4 (C-1), 32.2 (C-2"), 31.4 (C-23), 29.0 (C-28), 26.7 (C-26),
26.4 (C-27), 26.2 (C-3"), 24.9 (C-21), 24.5 (C-7), 22.3 (CH3-CO), 20.5
(C-18), 20.1 (C-19), 19.0 (C-30). ESI-TOF m/z (modo positivo):
calculado para C45HgsN3O15Na 910,4305; obtido 910,4307 [M + Na] ™.
Modo negativo: calculado para CgsHesN3O15Cl 922,8946; obtido
922,4098 [M + CI] ".
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2p [8 -(1-O-metil-b-manopiranosil)-4-triazoil]-20R-hidroxi-25-
acetloxi-10a,17a-cucurbit-5-en-3,11,16,22-tetraona (19c)

O mesmo procedimento para a obtencdo do composto 19a foi
utilizado para a preparacdo de 19c, porém, partindo do alcino
desprotegido 18c. O produto foi obtido como um 6leo transparente com
15% de rendimento (5,0 mg; 0,005 mmol).

Dados do composto: MM: 888,02 g/mol. FM: Cy5HgsN3Oys. 1V: 1730;
1714; 1703 cm™. Rf= 0,37. 8y (ppm) (CDCl3; 400 MHz): 8.06 (1H, s,
H-9", 5.86 (1H, m, H-6), 5.68 (1H, dd, J 5.8 Hz, J 13.6 Hz, H-2), 4.85
(1H, d, J 12.3 Hz, H-10"), 4.52 (2H, m, H-4"), 3.85 (1H, dd J 2.5 Hz, J
10.5, H-3"), 3.79 (1H, m, H-6a"), 3.72 (1H, dd, J 11.3Hz, J 5.0 Hz, H-
6b"), 3.60-3.53 (3H, m, H-2", H-4", H-5"), 3.51 (1H, s, H-17), 3.20 (1H,
m, H-10), 2.99 (2H, m, H-2"), 1.97 (3H, s, OCOCHj3), 1.47 (6H, 2s, Me-
26), 1.46 (3H, s, Me-27), 1.37 (3H, s, Me-21), 1.30 (3H, s, Me-30), 1.29
(3H, s, Me-28), 1.27 (3H, s, Me-29), 1.13 (6H, s, Me-19, Me 18). *°C
NMR (CDCls, 400 MHz): § 218.5 (C-16), 216.4 (C-22), 213.8 (C-11),
207.9 (C-3), 172.9 (C-1), 172.4 (C-OAc), 145.4 (C-8'), 141.3 (C-5),
125.5 (C-9, 121.6 (C-6), 100.8 (C-1"), 83.2 (C-25), 81.5 (C-20), 75.3
(C-2), 74.9 (C-5"), 72.5 (C-3"), 72.0 (C-2"), 68.6 (C-4"), 63.5 (C-6"),
62.9 (C-17), 60.7 (C-4), 52.6 (C-4"), 50.7 (C-15), 50.3 (C-14), 50.0 (C-
12), 45.7 (C-13), 43.4 (C-8), 35.4 (C-24), 34.8 (C-10), 33.4 (C-1), 32.2
(C-2"), 31.4 (C-23), 29.0 (C-28), 26.7 (C-26), 26.5 (C-27), 26.2 (C-3)),
24.9 (C-21), 24.5 (C-7), 22.3(CH5-CO), 20.5 (C-30), 20.1 (C-19), 19.4
(C-18). ESI-TOF m/z (modo positivo): calculado para CssHesN3OisNa
910,4302; obtido 910,4307 [M + Na] *.

Modo negativo: calculado para C,sHgsN;O:5Cl 922,8946; obtido 922,4099
[M+CI] .

2f [8 -(1-O-metil-g-L-arabnopiranosil)-4-triazoil]-20R-hidroxi-25-
acetloxi-10a,17a-cucurbit-5-en-3,11,16,22-tetraona (19d)
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O mesmo procedimento para a obtencdo do composto 19a foi
utilizado para a preparacdo de 19d, porém, partindo do alcino
desprotegido 18d. O produto foi obtido como um 6leo transparente com
14% de rendimento (1,8 mg; 0.002 mmol).

Dados do composto: MM: 857,99 g/mol. FM: CHgsN3O14. 1V: 1732;
1714; 1384; 1371 cm™. Rf= 0,37. 8 (ppm) (CDCls; 400 MHz): 8.07
(1H, s, H-9"), 5.86 (1H, m, H-6), 5.66 (1H, dd, J 5.8 Hz, J 13.6 Hz, H-2),
4,53 (2H, m, H-4"), 4.30 (1H, d, J 6.6 Hz, H-1"), 3.88 (1H, dd, J 12.6
Hz, H-5a"), 3.81 (1H, s, H-17), 3.60-3.51 (4H, m, H-2", H-3", H-4", H-
5b"), 3.20 (1H, m, 10), 3.01 (2H, m, H-2"), 2.76 (2H, m, H-3), 2.66 (1H,
d, J 14.8 Hz, H-12p), 2.50 (1H, m, H-7B), 2.32 (1H, d, J 7.8 Hz, H-8),
1.97 (3H, s, OCOCHjy), 1.47 (6H, 2s, Me-26), 1.46 (3H, s, Me-27), 1.37
(3H, s, Me-21), 1.30 (3H, s, Me-30), 1.28 (3H, s, Me-28), 1.27 (3H, s,
Me-29), 1.13 (6H, s, Me-19, Me-18). *C NMR (CDCls, 100 MHz): &
218.6 (C-16), 215.2 (C-22), 212.5 (C-11), 208.0 (C-3), 170.4 (C-1Y),
165.9 (C-OAc), 148.2 (C-8"), 146.1 (C-5), 135.3 (C-9), 121.1 (C-6),
101.0 (C-1"), 84.4 (C-25), 80.4 (C-20), 76.3 (C-2), 72.8 (C-5"), 6.4 (C-
3"), 66.2 (C-2"), 64.5 (C-4"), 64.4 (C-17), 61.7 (C-4), 56.2 (C-4"), 52.9
(C-15), 51.0 (C-14), 48.7 (C-13), 47.4 (C-8), 38.6 (C-24), 35.7 (C-10),
32,5 (C-1), 31.8 (C-2"), 31.4 (C-23), 29.8 (C-28), 29.4 (C-26), 28.2 (C-
27), 25.4 (C-3"), 24.9 (C-21), 22.3 (CH5-CQ), 20.5 (C-18), 20.8 (C-19),
19.1 (C-30). ESI-TOF m/z (modo positivo): calculado para
C44He3N301,Na 880,4207; obtido 880,4205 [M + Na] .

Modo negativo: calculado para C,HgN3;0.,Cl 892,8840; obtido 892,4102
[M+CI]".
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5. CONSIDERAGOES FINALIS, CONCLUSOES E
PERSPECTIVAS

O propdsito deste trabalho provém de resultados promissores
frente a atividade citotoxica apresentados por cucurbitacinas naturais e
seus analogos semissintéticos, entre 0s quais podem ser citados
trabalhos desenvolvidos nessa Universidade (SIQUEIRA et al., 2009;
LANG et al, 2011; LANG et al.,, 2012). Entretanto, alguns autores
destacam a inviabilidade no avanco do estudo da atividade citotoxica de
cucurbitacinas devido a sua baixa seletividade em relagdo as células
normais (CHEN et al., 2005). Nesse sentido, o trabalho foi direcionado
para a obtencdo de analogos através da modificacdo molecular, afim de
melhorar propriedades fundamentais para viabilizar a utilizacdo desta
classe de compostos como potencial agente quimioterapico,
eventualmente com menor toxicidade. A obtencdo de derivados
glicosilados de di-hidrocucurbitacina B utilizando diferentes unidades
monossacaridicas visa avaliar a influéncia de cada monossacarideo
frente & atividade citotoxica. Ademais, 0os novos derivados obtidos
contribuem para a enriquecer os estudos de relacdo estrutura-atividade
desta classe de compostos.

A literatura traz poucos trabalhos envolvendo semissintese de
cucurbitacinas. Em sua totalidade, os trabalhos envolvem reacGes de
acetilacdo, eliminacdo, oxidacdo, reducdo, formacdo de ésteres e éteres,
etc (BARTALIS; HALAWEISH, 2005; 2011; LANG et al., 2012). Um
trabalho de Jung e Liu (2010) mostra sintese total da cucurbitacina B e
D, em uma rota sintética de 16 etapas. Porém, nao ha relatos de sintese
de derivados glicosilados. Tendo em vista que o isolamento de
glicosideos naturais de di-hidrocucurbitacina B é dificultado pelas B-
glicosidases, o presente trabalho objetivou tanto a preparacdo de
glicosideos diretamente ligados a DHB, quanto a sintese de novos
derivados glicosilados, contendo um grupo espacador (anel triazol)
entre a cucurbitacina e a unidade monossacaridica.

Alguns resultados apresentados na literatura encorajaram a
sintese de glicosideos de cucurbitacina. Atualmente, diversos estudos
apontam triterpendides e esterdides naturais, glicosilados sinteticamente
ou ndo, 0s quais apresentaram atividade biol6gica. Dentre os exemplos,
podem ser citadas alguns glicosideos de clorogenina (saponina), 0s quais
mostraram atividade citotoxica em linhagens de células de leucemia
CCRF e H2-20. O estudo sugere ainda que o trissacarideo ligado a
saponina (chacotriose) possui relacdo com a atividade em questdo
(WANG et al., 2013). Kim e colaboradores isolaram dois esteroides de
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Cynanchum paniculatum denominados Cianosideos A e B. Ambos
apresentaram-se seletivamente tdxicos contra células de melanoma SK-
MEL-2, com valores de 17 e 36 UM, respectivamente (KIM et al, 2013).
Ali e colaboradores isolaram esterdides do tipo colestano de Dioscorea
villosa com potencial atividade antifingica. Os compostos, entdo
chamados Dioscororeavilosideos, apresentavam maior ou menor
atividade dependendo da sequéncia e tipos de agUcares ligados a sua
aglicona (ALI; SMILLIE; KHAN, 2013).

Nosso grupo de pesquisa tem trabalhado com duas fontes
vegetais: Wilbrandia ebracteata cogn. e Luffa operculata (L.) cogn., das
quais os extratos diclorometanico e etandlico, respectivamente, sao ricos
em cucurbitacinas. A di-hidrocucurbitacina B, juntamente com a
cucurbitacina R sdo isoladas de raizes Wilbrandia ebracteata com cerca
de 45% a partir do extrato diclorometanico (SCHENKEL et al, 1992;
FARIAS et al, 1993). O bom rendimento juntamente com bons
resultados apresentados na atividade citotéxica e anti-inflamatéria da
DHB viabilizaram a realizacdo deste trabalho. Cabe ressaltar que é de
grande valia a obtencdo de derivados glicosilados de outras
cucurbitacinas.

Em um trabalho previamente realizado por nosso grupo de
pesquisa, foram obtidos glicosideos na posicdo C-2 ou C-16 da di-
hidrocucurbitacina B, com rendimentos moderados (~17%), utilizando
metodologias de triflatos ou Kéenigs Knorr, respectivamente (Figura
42) (MACHADO, 2011). Nao foram obtidos derivados glicosilados em
ambas as posicfes, embora as duas hidroxilas estivessem livres. A
protecdo através de oxidacdo de C-16 da di-hidrocucurbitacina B foi
realizada neste trabalho visando a obtencgdo, de glicosideos apenas em
C-2, com o intuito de obter-se derivados inéditos e também possiveis
melhoras nos rendimentos. Nesse sentindo, a preparacdo do aceptor de
unidade monossacaridica foi realizada conforme metodologia
previamente padronizada por nosso grupo de pesquisa (LANG, 2012),
com rendimento de 50%.

Os doadores monossacaridicos utilizados neste trabalho foram
sintetizados a partir de D-glicose, D-galactose, D-manose e L-arabinose
obtidos comercialmente. Doadores funcionalizados em C-1 com bromo
foram sintetizados em dois passos, utilizando glicose e galactose.
Doadores funcionalizados em C-1 com tricloroacetimidato foram
sintetizados com todas as unidades monossacaridicas, em trés passos.
Em geral, os doadores monossacaridicos foram obtidos em bons
rendimentos.
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Figura 42: Derivados glicosilados de DHB obtidos por nosso grupo de pesquisa
(MACHADO, 2011).

3

Fonte: Adaptado de MACHADO, 2011.

Para as reagdes de O-glicosilacdo direta, diversas metodologias
foram utilizadas, alterando doador de unidade monossacaridica e
promotores. A metodologia de Kdenigs-Knorr foi selecionada com base
nos resultados obtidos anteriormente por nosso grupo de pesquisa. As
reacbes foram realizadas utilizando ¢xido de prata (Ag.O) como
promotor e os doadores bromados derivados de glicose e galactose (7a-
b). No entanto ndo houve formacdo de derivados glicosilados do
aceptor. O resultado anteriormente obtido com a DHB foi de um
glicosideo em C-16, ndo havendo glicosilagdo em C-2, sendo que a
mesma se apresentava livre para reacdo. Ademais, foi obtido um
glicosideo derivado do colesterol, o qual a Unica hidroxila presente na
molécula ndo apresenta impedimento significativo, sugerindo que a
metodologia n&do é eficaz para glicosilacdo na posicdo C-2 da DHB.

Em virtude da ndo obtencdo dos resultados desejados com a
metodologia anteriormente descrita, o trabalho se direcionou para
tentativas de O-glicosilagdo de Helferich. Esta metodologia nada mais é
gue uma modificacdo da Koenigs-Knorr, substituindo sal ou 6xido de
prata por sal de mercurio. Neste trabalho foram testados os sais de
Hg(CN), e HgBr, como promotores. Os doadores monossacaridicos
foram derivados bromados de glicose e galactose (7a-b). As reacdes
foram submetidas conforme algumas metodologias, variando condigdes
reacionais. O perfil cromatogréafico de dificil visualizacdo dos meios
reacionais além da ndo obtencédo de quantidade significativa de nenhuma
das fracBes isoladas desencorajou a continuacdo da utilizacdo deste
método.

Uma tentativa de O-glicosilacdo foi realizada utilizando
catalisador basico. O sal de NaH foi entdo utilizado como promotor. A
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reacdo ocorreu com o doador bromado e o aceptor derivado oxidado em
C-16 da DHB em DMF. Reagdes tanto em atmosfera inerte quanto em
atmosfera normal ocorreram ao mesmo tempo, porém, o mesmo perfil
cromatogréfico foi visualizado para as duas reagdes. O composto 4
proveniente da enolizacdo da hidroxila de C-2 do aceptor foi isolado e
identificado por RMN. O resultado obtido por este método levou a crer
gue metodologias em meio béasico ndo seriam interessantes para O-
glicosilacdo da DHB, visto que o meio basico promove a formacdo do
subproduto acima citado, aléem da ndo obtencdo do glicosideo desejado.

A reacdo utilizando glical foi promovida por Mont K10, tanto
em aquecimento convencional quanto por irradiagdo em micro-ondas. O
perfil cromatografico das reacbes apresentaram diversos subprodutos. O
isolamento de um produto (13) derivado do aceptor (2) mostrou que
houve a eliminacdo da acetila terciéria ligada a C-25 da DHB como
subproduto. N&o foram obtidos glicosideos.

A reacdo com BF;0Et,, inicialmente foi realizada com doadores
peracetilados de glicose e galactose. Metodologias com adicdo de base
juntamente com o promotor também foram feitas. A ndo obtengdo de
glicosideos levou a alternativa de experimentar os doadores glicosidicos
contendo grupo de saida tricloroacetimidato. A acidez do meio reacional
em ambas as tentativas levaram & formacdo de um derivado da
cucurbitacina R, mantendo a posi¢do C-16 oxidada. A obtencdo deste
derivado ocorreu pela hidrolise da acetila terciaria localizada em C-25
do derivado da DHB (2).

Tanto as reagdes com glical, catalisada por Mont K10 quanto
com BF;OEt, apresentaram produtos colaterais (produtos 13 e 14) com
baixos rendimentos e nenhum glicosideo foi obtido. Os resultados
mostram que os acidos de Lewis entdo utilizados como promotores ndo
foram ideais para a glicosilacdo do aceptor derivado de DHB (2). Uma
alternativa para o problema encontrado seria utilizar novos acidos de
Lewis como promotores. Outros grupos protetores podem ser
explorados no doadores, assim como solventes do meio reacional.

As reacbes com triflatos foram testadas com AgOTf e
TMSOTHS. A reacdo utilizando AgOTf ndo apresentou produtos além de
degradagdes do doador, enquanto reagfes utilizando TMSOTf em uma
relacdo equivalente maior que 0,8 em relacdo ao aceptor proporcionou o
aparecimento do derivado da cucurbitacina R anteriormente descrito
para as rea¢des com BF3;OEt,. A mudanca no procedimento reacional,
em que o aceptor foi deixado em contato com promotor (0,2
equivalentes) previamente & adi¢do do doador promoveu a glicosilagéo
com galactose, com rendimento de 3%. O baixo rendimento da reacéo
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ndo possibilitou a desprotecdo das hidroxilas do glicosideo, e sugere que
ainda é necessario a otimizacdo da metodologia. Como perspectiva
futura, o trabalho foi direcionado para obtencdo de glicosideos com
todas as unidades glicose, manose e arabinose.

Neste trabalho, ndo foram testados alguns parametros para a
melhoria dos resultados de O-glicosilagdo direta. A principal mudanga
entre as metodologias foram os promotores das reacdes. Os solventes
foram alterados conforme os métodos seguidos, embora eles possam ser
alterados dentro de cada metodologia, visando estudar a influéncia
destes sobre as reacoes.

Grupos protetores dos carboidratos também podem ser
explorados. Os grupamentos acetilas, utilizados como grupos protetores
nos carboidratos neste trabalho possuem algumas vantagens. Dentre
elas, a facil obtencéo de agucares peracetilados, facil desprotecéo destes,
participacdo durante o mecanismo de reagdo, influenciando na
conformacdo do produto (melhores propor¢Ges de isomeros f). No
entanto, grupos protetores ativadores podem ser utilizados, como por
exemplo grupos benzila, para melhorar a reatividade dos carboidratos,
embora os efeitos sobre a configuracdo dos glicosideos sejam perdidos.

A influéncia da carbonila em C-3 da di-hidrocucurbitacina B
sobre a reatividade da hidroxila em C-2 ainda ndo é clara. A avaliacdo
da reatividade desta hidroxila frente as reacBes de O-glicosilacdo
poderia ser estudada realizando a protecdo da carbonila em C-3. Porém,
é necessario cuidado ao proteger a carbonila em C-3, tendo em vista que
a DHB possui outros grupamentos carbonilicos.

Em uma outra abordagem, visando a preparacdo de novos
glicosideos, foram obtidos derivados de DHB contendo diferentes
unidades monossacaridicas ligados a um anel triazol a partir da reacdo
de cicloadicao. Para isso, o derivado da DHB oxidado em C-16 (2) foi
utilizado para a obtencdo do derivado azida, em duas etapas. Os
doadores monossacaridicos contendo grupamento tricloroacetimidato
em C-1 foram utilizados para a O-glicsilacdo com alcool propargilico,
para a obtencdo das unidades monossacaridicas contendo alcino
terminal.

A reacdo de cicloadigdo foi realizada através da estratégia de
"Click Chemistry". Os produtos desta reacdo foram obtidos com
rendimentos variaveis, de 15% a 54%. Os produtos obtidos sdo inéditos
e serdo enviados para teste frente a atividade citotoxica em trés
linhagens de células tumorais: A549 (cancer de pulmao), RD
(rabdomiossarcoma) e HCT-8 (cancer de colon intestinal).
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Algumas tentativas de desprotecdo das hidroxilas dos derivados
triazois foram realizadas, porém, ndo foi obtido éxito, em virtude da
quebra da cadeia adicionada em C-2 da DHB. A alternativa encontrada
para a obtencdo dos derivados contendo aglcares desprotegidos foi
desproteger as hidroxilas das unidades monossacaridicas contendo
alcino terminal. A desprotecdo foi realizada com NaOMe 1Mol.L™ em
metanol. Os derivados desprotegidos foram obtidos em rendimentos
quantitativos.

A reagdo de cicloadicdo foi realizada novamente entre o0s
derivados alcino desprotegidos (18a-d) e derivado azida da DHB (2).
Assim, foi possivel obter os derivados triazdis de DHB contendo
unidades monossacaridicas desprotegidas (compostos 19a-d) com
rendimentos de 14 a 39%.

O trabalho possui perspectivas de continuidade, tanto na
otimizacdo da metodologia de O-glicosilacdo direta, e obtencdo de
glicosideos de DHB com outras unidades monossacaridicas, quanto com
a avaliacdo da atividade citotéxica dos derivados obtidos. Sdo previstos
também, um estudo mais detalhado da posi¢do C-2 da DHB frente a
carbonila em C-3 e a sintese de derivados triazdis, ou derivados
diretamente glicosilados de outras cucurbitacinas.
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Espectros de massas do composto 15 (modo positivo e negativo).

m/z (modo positivo): calculado para C,sHs,01;Na 911,4041; obtido 911, 4035 [M + Na] ™.
Modo negativo: calculado para C,sHg,017Cl 923,8674; obtido 923, 3827 [M + CI] .
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Espectros de massas do composto 16a (modo positivo e negativo)
m/z (modo positivo): calculado para Cs;H;3sN;0.9Na 1078,4735; obtido 1078,4730 [M + Na] "
Modo negativo: calculado para Cs;H;3sN301,Cl 1090,9368; obtido 1090,4521 [M + Cl] .
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Espectros de massas do compoéto 16b (modo positivo e negativo)
m/z (modo positivo): calculado para Cs;H75sN;0.9Na 1078,4735; obtido 1078,4730 [M + Na] "
Modo negativo: calculado para CssH;3sN301,Cl 1090,9368; obtido 1090,4522 [M + Cl] .
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Espectros de massas do composto 16¢ (modo negativo e positivo).

-MS5, B.8min #523
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m/z (modo positivo): calculado para Cs;H;;N;0:9Na 1078,4735; obtido 1078,4734 [M + Na] ™.
Modo negativo: calculado para CssH;3sN301,CI 1090,9368; obtido 1090,4521 [M + Cl] .
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00 800
Espectros de mas

sés do composto 16d (modo positivo e negativo).
m/z (modo positivo): calculado para CsoHggN3O17Na 1006,4524; obtido 1006,4517 [M + Na] ™.

Modo negativo: calculado para Cs3H;3N3019Cl 1018,8157; obtido 1018,4310 [M + CI] .
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Espectros de massas do composto 19a (modo positivo e negativo).
m/z (modo positivo): calculado para C,sHesN;O:sNa 910,4313; obtido 910,4307 [M + Na] *.
Modo negativo: calculado para CysHgsN;O15Cl 922,8946; obtido 922,4109 [M + CI] .
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Espectros de massas do composto 19b (modo positivo e negativo).
m/z (modo positivo): calculado para CusHgsN3O1sNa 910,4305; obtido 910,4307 [M + Na] ™.
Modo negativo: calculado para C4sHgsN3015Cl 922,8946; obtido 922,4098 [M + CI] .
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Espectros de massas do composto 19¢ (modo positivo
m/z (modo positivo): calculado para C,sHesN;O:5Na 910,4302; obtido 910,4307 [M + Na] *.
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Modo negativo: calculado para CysHgsN;O15Cl 922,8946; obtido 922,4099 [M + ClI] .
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Espectros de massas do composto 19d (modo positivo e negativo).
m/z (modo positivo): calculado para C,,He;Ns01,Na 880,4207; obtido 880,4205 [M + Na] *.
Modo negativo: calculado para C,,HssN3;01,Cl 892,8840; obtido 892,4102 [M + CI] ~.
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