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RESUMO

Neste trabalho, foram sintetizados novos compostos quirais analogos de bases de
Troger, denominados glicoconjugados. Os glicoconjugados 14a-c sintetizados contém
carboidratos derivados da xilose, galactose e manose em sua estrutura. Estas moléculas
foram obtidas a partir da reacdo de cicloadicdo 1,3-dipolar catalisada por cobre entre a
base de Troger contendo ligacdo tripla 9 e as azidas de carboidratos 13a-c. Esta reagédo
gerou uma mistura de diastereoisdbmeros de dificil separacdo, que por sua vez foram
caracterizados por Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e
Carbono, bem como Espectroscopia de Absorcdo na regido do Infravermelho e
Espectrometria de Massas de Alta Resolucdo. Foram realizadas tentativas de resolucao
do precursor racémico 9 para obtencdo dos seus enantibmeros para posterior realizacdo
das reacOes subsequentes com cada um dos enantidmeros separados, a fim de se obter
os diastereoisdmeros em sua forma pura. Porém, estas tentativas falharam. Foi feito um
estudo fotofisico dos glicoconjugados 14a-c através das técnicas de Espectroscopia de
Absorcdo na regido do Ultravioleta-Visivel e de Emissdo de Fluorescéncia. Os
glicoconjugados obtidos foram investigados como sensores éticos de cations em
solucdo. Porém, eles ndo apresentaram resultados significativos de complexacdo com
nenhum dos cétions testados. Também foram realizados testes de interacdo com
albumina sérica bovina, sendo possivel observar forte interacdo através de um

mecanismo de supressdo de fluorescéncia estatico.



ABSTRACT

In this work, new Troger’s bases called glycoconjugates were synthesized. The
glycoconjugates 14a-c have carbohydrates derived from xylose, galactose and mannose
in their structure. These molecules were obtained through the copper-catalyzed azide-
alkyne 1,3-dipolar cycloaddition reaction between the acetylene Troger’s base
derivative 9 with carbohydrate azides 13a-c. This reaction generated a mixture of two
diastereoisomers, which could not be separated. These new chiral glycoconjugates were
characterized by hydrogen and carbon Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopies (*H
and °C), as well as Fourier Tranform Infrared Absorption Spectroscopy and High
Resolution Mass Spectrometry. In order to obtain the diastereoisomers in a pure form,
attempts of resolution of racemic precursor 9 were performed, but they did not succed.
A photophysical study of the glycoconjugates 14a-c was performed using Ultraviolet-
Visible Absorption Spectroscopy and Fluorescence Spectroscopy techniques. The
glycoconjugates synthesized were investigated as optical probes for cations in solution.
However, no significant results could be observed. Interaction with bovine serum
albumin was also investigated, where it was possible to observe a strong interaction

through a static mechanism of fluorescence quenching.



1. INTRODUCAO

Um dos papeis fundamentais da Quimica é contribuir para o avanco da ciéncia e
tecnologia. Através da sintese organica, o ser humano busca a descoberta de novas moléculas
que possuam caracteristicas e propriedades distintas para serem utilizadas em diversas areas,
como novos materiais, novos medicamentos, em eletronica, etc. Muitas vezes demoram-se
décadas para encontrar uma aplicacdo para as novas descobertas. Este € o caso das bases de
Troger.

Na época de sua descoberta, hd mais de um século, as bases de Trdger eram
simplesmente novas aminas quirais. Essas moléculas comecaram a ter um maior destaque
somente a partir dos anos 80, quando um grupo de pesquisadores comecou a explorar as suas
caracteristicas intrinsecas, descobrindo potenciais aplicacdes na area do reconhecimento
molecular. Desde entdo, diversas aplicacfes tém sido encontradas para 0s mais variados

analogos de bases de Troger.

Chamadas de “moléculas fascinantes™,” as bases de Troger tém chamado a atengéo dos
pesquisadores devido a sua grande versatilidade, ja que diversos substituintes podem ser
inseridos nos seus anéis aromaticos, permitindo uma ampla variedade de novas estruturas, que

podem apresentar importantes aplicacGes sintéticas, tecnoldgicas ou bioquimicas.

Dentro deste contexto, uma ideia a ser explorada é a sintese de bases de Troger
contendo carboidratos como substituintes nos anéis aromaticos. Esses analogos de bases de
Troger ainda ndo foram reportados na literatura. Essas novas moléculas poderiam apresentar
caracteristicas interessantes, ja que os carboidratos sdo compostos altamente funcionalizados,
possuindo diversos centros estereogénicos. Além, disso, sdo compostos disponiveis
naturalmente, possuem baixa toxicidade e baixo custo. Os carboidratos tém sido amplamente
estudados como plataforma quiral para a sintese de compostos enantiomericamente puros
devido a sua quiralidade natural,? assim como no desenvolvimento de novas vacinas® e
nanomateriais voltados para a area médica e biolégica® devido & atividade bioldgica que

desempenham.

Uma estratégia eficiente para a incorporagdo de uma unidade de carboidrato ao
esqueleto estrutural das bases de Troger é a utilizagdo de uma reacdo de cicloadigdo 1,3-

dipolar azida-acetileno, catalisada por sais de cobre, objeto de estudo desta dissertacéo.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 BASES DE TROGER

Bases de Troger sdo aminas quirais que possuem uma concavidade intrinseca que
proporciona grande rigidez estrutural. Foram sintetizadas pela primeira vez por Julius Troger
em 1887.° A baixa velocidade de interconversdo entre as duas configuracdes possiveis da
molécula faz com que existam dois centros assimétricos nos seus nitrogénios, sendo
encontradas na forma de dois enantibmeros: (5R,11R)-(-) e (5S,11S)-(+) (Figura 1). Sua
estrutura molecular foi elucidada corretamente somente no ano de 1935 por Spielman.® Em
1944, Prelog’ publicou a resolucdo das bases de Tréger através da cromatografia utilizando
uma coluna de a-D-lactose, sendo esta uma contribuicdo muito importante para a area da

estereoquimica, pois nenhuma amina quiral havia sido resolvida opticamente antes disso.
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Figura 1. Enantidmeros das primeiras bases de Troger sintetizadas.

A formacdo dessas moléculas envolve a reacdo em meio &cido entre uma amina
aromatica e o formaldeido, ou outra molécula que atue como fonte de metileno. Nesta reacéo,
é preferivel que as aminas aromaéticas sejam substituidas na posicdo para prevenindo a
polimerizacdo.® As aminas podem ser substituidas em todas as posicdes, desde que uma das
posi¢Oes orto fique livre para que ocorra a ciclizacdo. As fontes de metileno usualmente
utilizadas séo o paraformaldeido, dimetoximetano ou hexametilenotetramina. Os rendimentos
podem variar dependendo da metodologia utilizada e das condigdes reacionais.’ Os 4cidos
geralmente utilizados sdo o acido cloridrico, acético ou trifluoroacético, embora a literatura
reporte também a sintese de bases de Troger com acidos de Lewis'® e utilizando liquidos
ionicos.™

Prelog foi o primeiro a reportar que as bases de Troger poderiam sofrer um processo
de racemizacéo em meio 4cido.” Ele sugeriu que a racemizagdo ocorria através da formagéo

de um ion iminio gerado a partir da abertura da ponte metilénica em meio acido (Figura 2).



Ao longo do tempo, outras propostas de mecanismos de racemizagdo foram reportadas.
Schroder e seus colaboradores fizeram um estudo sobre a epimerizacdo de analogos de bases
de Troger fundidas através da técnica de espectrometria de mobilidade idnica acoplada a
espectrometria de massas (IM-MS),*> em que foi demonstrado que ocorreu inversio da
configuragdo somente quando as espécies estavam protonadas. A racemizagdo ndo ocorreu em
espécies catidnicas contendo sodio. Assim, 0 mecanismo de racemizagdo mais aceito é o

mecanismo de formacao do ion iminio, como proposto por Prelog.
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Figura 2. Mecanismo de racemizagdo proposto por Prelog.

As caracteristicas Unicas das bases de Trdger como a sua concavidade, quiralidade e
rigidez, associada a variedade de possiveis substituintes nos anéis aromaticos fazem com que
elas possuam diversas aplicacdes. Até a década de 80, as bases de Troger eram utilizadas
basicamente para testar novos métodos de separacao enantiomérica. Porém, apds uma série de
publicacGes de Wilcox e seus colaboradores, a partir de 1985, sobre a utilizacdo de bases de
Troger em reconhecimento molecular, essas moléculas voltaram a chamar a atencdo dos

pesquisadores.

Wilcox iniciou seus estudos determinando a estrutura cristalina da primeira base de
Troger sintetizada através de difracdo de raios-X e sintetizou novos anélogos de bases de
Troger.™ Seu interesse era utilizar as caracteristicas dessas moléculas para a construcdo de
sistemas quelantes ou biomimeticos. Em 1994, Wilcox publicou um estudo sobre a utilizagédo

1.1* Assim, ele utilizou a

de anélogos de bases de Troger como balanco molecular torsiona
geometria e quiralidade dessas moléculas para quantificar forcas fracas, como interacdes
aromaticas cabeca-cauda e CH-m, que poderiam desempenhar um papel importante no

dobramento de proteinas (Figura 3).
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Figura 3. Bases de Troger como balanco molecular torsional para quantificacao de interacdes

aromaticas cabeca-cauda.

A partir de entdo, diversos estudos foram feitos utilizando andlogos de bases de Troger
como receptores sintéticos, podendo reconhecer acidos carboxilicos,*® terpenos,*® adenina e

biotina,'” cations monovalentes,® entre outros.

A interacdo de heterociclos poliaroméaticos com o DNA é conhecida. Assim, analogos
de bases de Troger que possuem estes heterociclos como substituintes possuem essa
caracteristica de intercalar com o DNA. A sua concavidade permite diferentes modos de
intercalagdo e a sua quiralidade promove uma intercalacdo enantiosseletiva.”® A literatura
reporta que bases de Troger contendo heterociclos do tipo fenantrolina,®® naftalimida® e

acridina? interagem com o DNA.

Outras aplicacGes de analogos de bases de Troger incluem ligantes em complexos
metalicos,? agente de solvatacdo quiral,* como catalisadores® e novos materiais,® atividade
bioldgica,?’ entre outros. Alguns analogos de bases de Troger reportados na literatura sdo
mostrados na Figura 4.
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Figura 4. Analogos de bases de Troger que apresentam aplicacbes como ligantes em
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complexos metélicos (1), receptores sintéticos (2 e 5),'"*® atividade biolégica (3)*" e

intercalagdo com DNA (4).*

2.2 CICLOADICAO 1,3-DIPOLAR AZIDA-ACETILENO

A reacdo de cicloadicdo 1,3-dipolar é conhecida desde a década de 60, quando
Huisgen uniu dois compostos insaturados e obteve heterociclos de cinco membros.?® A reagdo
entre uma azida e um alcino terminal gerando anéis 1,2,3 triazolicos de Huisgen necessitava
de elevadas temperaturas e longos tempos de reacdo, formando uma mistura de regioisdmeros
1,4 e 1,5-dissubstituidos (Figura 5a).

No ano de 2002, independentemente e a0 mesmo tempo Sharpless® e Meldal*
utilizaram sais de cobre para catalisar a reacdo de cicloadicdo de Huisgen, levando a formacéo
de somente um regioisémero, o 1,2,3 triazol 1,4-dissubstituido (Figura 5b). Assim, a reagédo
ficou conhecida como cicloadigéo 1,3-dipolar azida-acetileno catalisada por cobre (CUAAC -

Copper-Catalyzed Azide-Alkyne Cycloaddition).



(a) A ——\ 1 —
> N + N
| I P B .
3 N 3 N
O;_H 2 2
+
® O
n=N—1—CD
| N
(b) Cu(l) =\ 1
N~ K/
3 N
2

Figura 5. Reacdo genérica de cicloadicdo 1,3-dipolar (a) de Huisgen, com mistura de
regioisdbmeros e (b) catalisada por cobre, com formacdo de produto 1,4-dissubstituido, onde

diferentes grupos organicos sdo apresentados em azul e vermelho.

A reacdo CUAAC € uma das reagdes que fazem parte do conceito de “Click
Chemistry” desenvolvido por Sharpless em 2001.3' As reacdes chamadas de “click”
consistem na unido de pequenas unidades gerando ligagbes C-X-C, sendo X um heterodtomo.
Para fazer parte deste conceito, as reacdes devem obedecer alguns requisitos, tais como: (i)
altos rendimentos e grande escopo, (ii) devem ser estereoespecificas, (iii) devem gerar
subprodutos inofensivos, (iv) devem ser purificadas por métodos ndo-cromatogréaficos, (v) 0s
reagentes devem ser de facil obtencdo e (vi) as condicdes de reacdo devem ser simples, com a

utilizacdo de solventes benignos.

A reacdo CUuAAC consiste na reacdo entre um alcino, geralmente terminal ou
tensionado, e uma azida, catalisada pelo cobre na sua espécie oxidada +1. Diferentes fontes de
Cu(l) podem ser utilizadas. Porém, como a espécie Cu(l) é muito instavel em solugcdo aquosa,
um dos metodos mais utilizados para a obtencéo da espécie ativa € a reducédo de sais de cobre
(11) in situ por um agente redutor, como o ascorbato de sédio (Figura 6). Esta metodologia ndo
necessita de ligantes ou atmosfera livre de oxigénio, geralmente ndo forma subprodutos e leva

a rendimentos quase quantitativos.*
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Figura 6. Estrutura do ascorbato de sodio.

A reacdo CUuAAC possui uma grande versatilidade, ja que ndo é afetada pelas
propriedades estéricas e eletrdnicas dos grupos presentes nas azidas ou alcinos, e pode ser
realizada em solventes proticos ou aproticos, até mesmo em agua. Geralmente possui altos
rendimentos quando realizada em agua e um co-solvente. Como a reacdo é exotérmica, a gua
absorve muito bem o calor. Além disso, a energia livre de moléculas organicas é maior
quando sdo pouco solvatadas em agua, gerando um aumento da reatividade.®® Outra grande
vantagem é que o anel triazolico formado é muito estavel, ndo sofrendo reagdes de hidrolise,

oxidacdo e nem de reducao.

Os compostos triazolicos possuem diversas aplicac@es bioldgicas, como atividade anti-
HIV* e antimicrobiana,® e industriais como corantes, inibidores de corrosdo,

fotoestabilizadores, materiais fotograficos, agroquimicos, entre outras.

2.3 SONDAS PARA MACROMOLECULAS

Moléculas que possuem alguma de suas propriedades alterada quando entram em
contato com outra estrutura podem ser utilizadas para estudar as propriedades desta estrutura,
e sdo assim chamadas de sondas moleculares. Uma das formas possiveis de analisar a
interacdo entre sonda e analito é através da mudanca na absorcdo e/ou na emissdo de
fluorescéncia da sonda. Sondas moleculares sdo muito utilizadas em sistemas bioldgicos,

como em imagem molecular,*” assim como na deteccéo de fons.*®

Albuminas sdo as proteinas mais abundantes do plasma sanguineo e possuem um
papel importante no transporte de compostos como drogas e nutrientes através de interacdes
ndo-covalentes.®® Albumina sérica bovina (BSA) tem sido amplamente estudada como
proteina modelo, pois a sua estrutura é muito semelhante & albumina sérica humana (HSA),*°
além do seu menor custo. A BSA possui 583 aminoacidos e estudos indicam que seus
principais sitios de ligagdo encontram-se nas cavidades hidrofobicas dos subdominios A e

IIA (Figura 7).* O estudo da interacdo da BSA com moléculas organicas pode ser



importante para compreender a dinamica de interacdo deste sistema macromolecular com

estas estruturas.*?

Figura 7. Estrutura da BSA.*®

A BSA possui um maximo de absor¢do em 280 nm e um maximo de fluorescéncia em
340 nm devido aos residuos de triptofano.** Quando a BSA absorve e emite na mesma regiéo
gue um composto organico, sua interagdo com estas estruturas pode ser verificada pela
diminuicdo da sua fluorescéncia intrinseca. A supressao de fluorescéncia pode ser causada por
diversos processos, como rearranjos moleculares, transferéncia de energia, reacdes no estado
excitado, formacdo de complexo no estado fundamental e colisdes.* Os mecanismos de

supressao de fluorescéncia mais comuns sdo o estatico e o dinamico.

No mecanismo estatico, ocorre a formacdo de um complexo ndo-fluorescente entre o
composto e o fluoréforo. No mecanismo dindmico, o composto se liga ao fluor6foro no estado
excitado, ocorrendo transferéncia de carga, e quando o fluoréforo retorna ao estado
fundamental, ndo emite féton. Os dois mecanismos podem ser diferenciados pela dependéncia
da constante de supressdo com a temperatura e pela magnitude desta constante. Se com o
aumento da temperatura ocorre um aumento na constante de supressdo, 0 mecanismo é
dindmico, pois temperaturas mais altas resultam em maiores coeficientes de difuséo, e o valor
méximo que a constante de supressdo pode possuir é 2,0 x 10'° L-mol™*-s. Se ocorrer o
contrario, 0 mecanismo € estatico, pois temperaturas maiores instabilizam complexos,
causando sua dissociacdo, e a constante de supressdo pode possuir valores maiores do que

este citado.*®



2.4 PROCESSOS FOTOFISICOS

2.4.1 Absorcao de radiacéo na regido do UV-Visivel

A radiacdo ultravioleta e visivel representa uma pequena parte do espectro
eletromagnético, compreendendo a regido de comprimentos de onda entre 180 nm e 800 nm.*
Quando a luz ultravioleta ou visivel interage com a matéria, parte dela é absorvida, e esta
energia é suficiente para promover transi¢des eletronicas, fazendo com que os elétrons passem
de um estado de menor energia (estado fundamental) para outro de maior energia (estado
excitado). Para que isso aconteca, a energia absorvida deve ser igual & diferenca de energia
entre os niveis fundamental e excitado (Figura 8a). Essa energia € quantizada. Diferentes
transicdes eletrdnicas podem ocorrer entre os orbitais o, 7 € n (Figura 8b), porém a transicéo
mais provavel ocorre de um elétron do orbital molecular de mais alta energia ocupado

(HOMO) para o orbital molecular de mais baixa energia desocupado (LUMO).
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Figura 8. (a) Processo de excitacdo eletrbnica e (b) possiveis transi¢es eletrdnicas em

Ccompostos organicos.

A energia potencial de uma molécula é representada pela soma de suas energias
rotacional, vibracional e eletronica.*’ Quando uma molécula absorve radiagdo, existem
diferentes modos de vibracédo e rotacdo, que se sobrepdem aos niveis eletrénicos. Portanto, o
espectro de absorcédo abrange uma faixa larga de comprimentos de onda, e aparece como uma
banda. A absorbéncia (A) é a quantidade de luz absorvida pela molécula. O coeficiente de
absortividade molar (g) é caracteristico de cada molécula, e estd relacionado com a
probabilidade de uma transicdo ocorrer. Essas duas propriedades se relacionam pela Lei de
Lambert-Beer:*®



A=, (1)

em que b representa o caminho dptico e ¢ é a concentracdo molar do soluto. E conhecido que
transicdes do tipo m-n* possuem valor de & entre 103-10° M™*.cm™ e transicées do tipo n-n*
sdo proibidas por simetria, possuindo baixos valores para o coeficiente de absortividade
molar (~10° M™.cm™). A posicdo (efeito hipso ou batocrdmico) e intensidade (efeito hiper ou

hipocrémico) da banda de absorcdo podem ser influenciadas por diversos fatores (Figura 9).
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Figura 9. VariacOes que podem ocorrer em um espectro de absorcao eletronica, em que (1)
efeito hipercrémico, (2) efeito hipocrdmico, (3) deslocamento hipsocromico e (4)

deslocamento batocrémico.

O efeito hipercrobmico ocorre quando existe um aumento na intensidade de absorcao
(1). Por outro lado, o efeito hipocrémico é a diminuicdo da intensidade de absorcdo (2). O
deslocamento para comprimentos de onda maiores é chamado de deslocamento batocrémico
(deslocamento para o vermelho) (4) e estd relacionado muitas vezes ao aumento da
conjugacao eletronica de uma estrutura quimica. Uma diminui¢do da conjugacéo eletrénica
estd muitas vezes associada com deslocamentos para comprimentos de onda menores,
chamado de deslocamento hipsocrémico (deslocamento para o azul) (3). Cabe destacar
também que um dos fatores mais importantes que influencia a localizagdo do espectro
eletronico é o solvente utilizado. A polaridade do solvente pode causar deslocamentos no

comprimento de onda do méaximo de absorcdo de uma molécula, dependendo da interacéo que
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este tera com a molécula no estado fundamental ou no estado excitado. Em solventes polares,
por exemplo, pode ocorrer a formagdo de um complexo soluto-sovente devido as ligacdes

hidrogénio, ocasionando uma mudanca no formato da banda.*®

2.4.2 Emisséo de fluorescéncia

Quando uma molécula encontra-se no estado excitado, ela pode voltar ao estado
fundamental através de diferentes processos fotofisicos, que podem ser radiativos ou néo-
radiativos, e/ou fotoquimicos. Esses processos podem ser ilustrados pelo diagrama de
Jablonski (Figura 10). Se a energia dos estados eletronicos excitados € dissipada através da
emissdo de luz, ocorre o fendmeno da luminescéncia, que pode ser dividido em fluorescéncia
e fosforescéncia. Na fluorescéncia ocorrem transi¢Ges entre estados singlete (S), sendo um
processo rapido (10° s™) permitido por spin. Na fosforescéncia ocorrem transicdes do estado
triplete (T) para o estado singlete (S). Essas transi¢cdes sdo proibidas por spin, e a emissao é
mais lenta (10°-10° s1).*

- | Relaxacgdo
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Figura 10. Diagrama de Jablonski.

A partir deste diagrama, algumas considera¢es podem ser feitas, tais como: a emissao
de fluorescéncia possui energia menor que a absorcdo (Lei de Stokes) e que a partir da
excitacdo molecular, todos os processos de desativacdo competem entre si até a estrutura
retornar ao estado fundamental. A diferenca entre os comprimentos de onda do maximo de
emissdo e do maximo de absor¢cdo quando apresentado em nandmetros é chamada de

deslocamento de Stokes (Aist). Um elevado deslocamento de Stokes (maior que 100 nm) esta
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relacionado com perda de energia no estado excitado devido a mudangas na sua estrutura

eletronica e/ou rearranjos moleculares.

2.4.3 Rendimento quantico de fluorescéncia

O rendimento quantico de fluorescéncia é um parametro importante na quantificagéo e
comparacao entre compostos emissores de luz. Consiste na razdo entre fétons emitidos por
fluorescéncia e fétons absorvidos. Seu valor maximo é 1, em que todos os fotons absorvidos
sdo emitidos por fluorescéncia. Este parametro usualmente é calculado referenciando-se a um

padrdo previamente conhecido, conforme apresentado na equacao (2):

vecan(@ @ o

em que: Dex é o rendimento quantico da amostra, ®gg é 0 rendimento quantico do padréo, Fx
e Fo sdo as areas das curvas de emissdo de fluorescéncia da amostra e do padréo,
respectivamente e Ag e Ax sdo as absorbancias do padrédo e da amostra, respectivamente e nx e
No sdo os indices de refracdo dos solventes da amostra e do padrdo, respectivamente. O
comprimento de onda do maximo de absorcdo do padrdo deve ser préximo ao comprimento

de onda do méaximo de absorcdo da amostra.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Sintese e caracterizacdo espectroscépica e fotofisica de novos glicoconjugados quirais
a partir da reacdo de cicloadicdo azida-acetileno entre derivados de bases de Troger contendo

um alcino protegido e carboidratos funcionalizados com um grupo azida.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Sintetizar bases de Troger halogenadas.

- Sintetizar bases de Troger contendo grupo alcino através de uma reacdo de

acoplamento Sonogashira entre as bases de Troger halogenadas e o trimetilsililacetileno.

- Sintetizar novos glicoconjugados quirais através da reacdo de cicloadicdo entre os

alcinos de bases de Troger e azidas de agucares.

- Realizar o estudo fotofisico por espectroscopia de absor¢cdo no UV-VIS e emissdo de
fluorescéncia de bases de Troger sem substituintes nos anéis aromaticos e com substituintes

metila, para futura comparacédo com o estudo fotofisico dos glicoconjugados obtidos.

- Realizar o estudo fotofisico dos glicoconjugados obtidos por espectroscopia de

absorcdo no UV-Vis e de emissao de fluorescéncia.
- Testar 0os compostos obtidos como sensores Opticos.

- Divulgar os resultados obtidos através de congressos e artigos cientificos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 SINTESE E CARACTERIZACAO ESPECTROSCOPICA

4.1.1 Bases de Troger 3a-d

Foram sintetizadas quatro bases de Troger (7a-d), sendo que as mais simples (7a-b)
foram utilizadas para auxiliar na caracterizacdo e discussdo fotofisica e as bases de Troger
halogenadas (7c-d) foram utilizadas como precursoras para as reacfes seguintes. A reacdo de
obtencdo dessas moléculas consiste na rea¢do da anilina (6a) ou aminas priméarias aromaticas
substituidas na posicdo para (6b-d) com uma fonte de metileno, em que foi utilizada a
hexametilenotetraamina para a sintese da base de Troéger 7b e o p-formaldeido para as demais
bases de Troger. Em todas as reacGes utilizou-se acido trifluoroacético (ATF) como meio
acido (Figura 11).

N X
Fonte de metileno
X NH2
ATF

X N
(6a) X=H (7a) X =H, 18%
(6b) X = CHj (7b) X = CH3, 55%
(6c) X =Br (7c) X = Br, 29%
(6d) X =1 (7d) X =1,37%

Figura 11. Reacdo de obtencdo das bases de Troger 7a-d.

As bases de Troger 7a-d foram obtidas com rendimentos em acordo com a literatura
(18-55%). Como esperado, o menor rendimento (18%) foi encontrado para a base de Troger
7a, que partia da anilina. A falta de um substituinte na posi¢do para pode ter levado o

precursor a sofrer diversas reacdes paralelas, diminuindo o rendimento do produto desejado.

O mecanismo de formacdo das bases de Troger consiste em uma substituicdo
eletrofilica aromatica entre a amina e um intermediario formado pela catalise acida, seguida
de sucessivas ciclizagbes. A Figura 12 apresenta 0 mecanismo proposto por Abella® para a

formacdo de uma base de Troger em meio &cido, na presenca de formaldeido.
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Figura 12. Mecanismo proposto para a formacao de base de Trdger a partir do formaldeido.

O efeito eletrdnico dos substituintes do anel aromatico influencia na formacéo do
esqueleto da base de Troger, e por isso muitas vezes 0s rendimentos sdo baixos devido ao
efeito retirador de elétrons dos substituintes, que impede o avanco da rea¢do, como no caso
das moléculas 7c-d. Quando a reacdo ndo é completa, sdo formados subprodutos derivados da

3,4-dihidroquinazolina.>® Na sintese da base de Troger 7c, foi isolado o subproduto da Figura

08

Hs

=z

oO—

Figura 13. Subproduto isolado na sintese da base de Troger 7c.
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As estruturas das bases de Troger foram confirmadas pela técnica de Ressonéncia
Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN de H). As bases de Troger possuem sinais
caracteristicos na regido de 5-4 ppm, que consistem em dois dubletos e um singleto. A Figura
14 apresenta o espectro de RMN de ‘H da base de Troger 7d, juntamente com a ampliacdo da
regido aromatica e as atribuigdes dos hidrogénios da molécula. Os espectros das outras bases
de Troger sintetizadas encontram-se no Anexo (Figuras A1-A3).

Os hidrogénios aromaticos aparecem na regido de 7,55-6,80 ppm, na forma de dois
dubletos e um dubleto de dubleto. O dubleto de dubleto refere-se ao hidrogénio designado
como Hy, que acopla em orto com H, (J = 8,5 Hz) e em meta com H, (J = 2,0 Hz). A
formacéo do esqueleto de bases de Tréger pode ser comprovada pelos dois dubletos em 4,61 e
4,08 ppm, referentes aos hidrogénios diastereotdpicos H; e H,, que acoplam entre si, com uma
constante de acoplamento de 16,7 Hz. Os hidrogénios Hs; e H, da ponte metilénica aparecem

como um singleto, em 4,23 ppm.

Ha
H.
Hl Hb
Ha
O
|IIII|IIII‘III\|IIII|\III‘IIIIlIIIIl
740 730 720 7.0 7.00 6.90
ppm (t1)
AN JJLJ
K./I | o " [P | A
i e
Moo - [l
= N =] = =k
= w2 | | o=
T T | T T T T | T T T T | T T I|I T T T ‘ T T T T | T T T T | T T T T ‘ T T T I|
7.0 6.0 5.0 40 3.0 2.0 1.0 0.0

8.0
ppm (t1)

Figura 14. Espectro de RMN de *H (300 MHz) da base de Troger 7d, em CDCls, com
ampliacdo da regido aromatica.
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A estereoquimica dos hidrogénios diastereotopicos (H; e H,) foi determinada por
Abella® através da técnica de espectroscopia de RMN. Existe uma interacio espacial entre o
hidrogénio exo H; e os hidrogénios exo da ponte metilénica (Hs; e H,). Através da técnica de
NOESY (Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy), Abella observou um acoplamento
espacial entre o singleto, referente aos hidrogénios da ponte metilénica, e o dubleto mais
desblindado. Assim, pode-se afirmar que dubleto mais desblindado é referente ao hidrogénio

H; (exo) e o dubleto mais blindado refere-se ao hidrogénio H, (endo).

4.1.2 Base de Troger 9

Foi realizada uma reacdo de acoplamento Sonogashira entre a base de Troger
halogenada 7d e o alcino terminal 8 para a inser¢do do grupo alcino no esqueleto da base de
Troger. Em uma primeira tentativa, a reacdo foi feita utilizando o precursor bromado 7c. A
reacdo foi acompanhada por Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e, mesmo apds um
periodo de 24 horas de reacdo, todo o reagente de partida encontrava-se na placa de CCD. Ao
utilizar a base de Trdger iodada 7d, foi observada a formacdo de produto, em que todo o
reagente inicial foi convertido ao produto desejado, como observado por CCD. lodetos de
arila sdo mais reativos frente a reacdes Sonogashira do que brometos de arila.> Isto se deve
ao fato de que a energia de dissociagdo da ligacdo C-1 é menor que a energia da ligacdo C-Br
(Ph-1: 65 kcal-mol™ e Ph-Br: 80 kcal-mol™).>> Assim, no caso de brometos de arila, a

insercdo do Pd(0) pode se tornar mais dificil na fase de adigdo oxidativa.

A reacdo foi realizada utilizando o alcino terminal protegido 8, o trimetilsililacetileno
(TMSA). Os reagentes utilizados foram o catalisador de paladio PdCI,(PPhs),, o

cocatalisador Cul, e PPhz em trietilamina (Figura 15).

N I N/\N
IJ@@@/ Cul, PPhg, PdCIz(PPhg)z‘ ’ ‘

(7d) Et3N, 90°C, 4h

v Vi AN
H—==—=SiMe; MeSi SiMes
® ©)

Figura 15. Reacdo de acoplamento Sonogashira para obtencéo do produto 9.
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A Figura 16 apresenta 0 mecanismo da reagdo de Sonogashira. O acoplamento possui
um ciclo principal, chamado de Ciclo 1, e dois ciclos secundérios, chamados de Ciclo 2 e 2°.
No Ciclo 1, ocorre a adicdo oxidativa do iodeto de arila no complexo de Pd(0), seguida da
transmetalacdo, onde ocorre a troca do ligante iodeto pelo alcino no complexo. Na eliminagéo
redutiva, ocorre a formacdo do produto e regeneracdo do catalisador. Em ambos os ciclos
secundarios, € mostrada a participacdo do cocatalisador de Cu(l) e da amina. A amina abstrai
0 ion iodeto do iodeto de cobre, e o cobre se complexa a ligacao tripla do alcino. No ciclo 2’ é
apresentada a insercdo do alcino no complexo de paladio, com subsequente perda de dois
ligantes, liberando a espécie ativa de Pd(0) para o inicio do ciclo catalitico. O ciclo 2
apresenta a introducdo da espécie complexada do alcino no ciclo principal, na etapa de

transmetalacéo.
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Figura 16. Mecanismo da reacdo de acoplamento Sonogashira.

A Figura 17 apresenta o espectro de RMN de *H do composto 9, juntamente com a
ampliacdo da regido aromética e da regido dos sinais alifaticos do esqueleto da base de
Troger. A presenca do grupamento alcino protegido no produto 9 pode ser comprovada pelo
aparecimento de um singleto em 0,21 ppm referente as metilas do grupamento trimetilsilila.
Na regido aromatica, é possivel observar que o sinal do solvente saiu junto com o dubleto de
dubleto, em 7,24 ppm (J = 8,2 e 2,0 Hz). Os outros dois dubletos sairam sobrepostos, em 7,03
ppm (J = 2,0 Hz) e 7,02 ppm (J = 8,2 Hz). Na regido entre 4,7-4,0 ppm, observamos os dois
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dubletos dos hidrogénios diastereotopicos, com constante de acoplamento de 16,7 Hz, e o

singleto dos hidrogénios da ponte metilénica.

730 720 710 700 690 6.80
ppm (f1)
L B B L B R R R B R

460 450 440 430 420 410
ppm (1)

ppm (f1)
Figura 17. Espectro de RMN de 'H (300 MHz) da base de Troger 9, em CDCls, com

ampliacdo das regides de interesse.

Também foi realizada anélise de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
para comprovar que o produto 9 encontra-se na sua forma racémica. O cromatograma
encontra-se na Figura 18, juntamente com seus resultados. E possivel observar os dois sinais

dos enantibmeros, com tempos de retencdo de 5,09 e 6,40 minutos e areas iguais.
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Peak Table
Detector A& Chl 254ran

Peak¥ Ret. Time Area Height Area % Height %
1 5.001 6122414 643725 50.081 59.009
2 6.400 6102701 447173 49.919 40.991
Total 12225116 1090898 100.000 100.000

Figura 18. Cromatograma do produto 9, realizado em coluna quiral, com fase mével de

isopropanol/hexano (1:9) e fluxo de 0,8 mL/min.

4.1.3 Azidas de carboidratos 13a-c

As azidas de carboidratos (13a-c) foram fornecidas pelo grupo de pesquisa do Prof.
Dr. Diogo S. Ludtke, e foram sintetizadas a partir da D-xilose (10a), D-galactose (10b) e D-
manose (10c) conforme Figura 19, a partir de procedimentos j& descritos na literatura.>®

O primeiro passo para a obtencdo das azidas 13a-c € a protecdo das hidroxilas dos
carboidratos através da formacao dos acetonideos 11a-c. Apds, ocorre uma substituicdo com o
cloreto de p-toluenossulfonila (cloreto de tosila), formando os produtos 12a-c. Cabe ressaltar
gue para os carboidratos 11a-b, esta reacdo consiste em uma reacdo de tosilacdo, em que
ocorre 0 ataque do par de elétrons do oxigénio da hidroxila ao atomo de enxofre do cloreto de
tosila, levando ao alcool tosilado 12a-b. J& para o carboidrato 11c, esta reacdo se da atravées da
tosilacdo da hidroxila, com posterior saida do tosilato através da formacao de ion oxdnio. O
ataque de um cloreto ao carbono do oxonio leva a formagéo do cloreto 12c. Por fim, é feita a
reacdo de formacdo da azida através de uma substituicdo nucleofilica utilizando azida de
sodio em dimetilformamida, formando as azidas 13a-c, que foram obtidas com pureza

satisfatdria para a sintese dos glicoconjugados.

21



H O\\“'"‘.

i. Acetona, I2 HO p-TsCl TsO ° NaN3 N3
u,o — > ""lu "'O
o i HCI0.12 M piridina /
"o

HO ,,, %,
o b

(11a) (12a) (13a)

oy OH o OH o OTs o N3
0 Acetona, |, X Q p-TsCl X Q NaNj X Q
HO — > 0 — v > O - ©
EtzN DMF

OH o)
OH 0
(10b) (11b) )( (12b) )( (13b) X

X X
O
Acetona, I2 p -TsCl, 4-DMAP © ° ) NaN3 °
OH ™ EGN,DCM " pmE Na
O O
O 0 (o]
(10c) (11c) )( (12c) (13c)

Figura 19. Sintese das azidas 13a-c.

A Figura 20 apresenta o espectro de RMN de 'H da azida de xilose (13a). O
hidrogénio do acetal (H;) aparece como um dubleto (J = 3,8 Hz) em 5,94 ppm devido ao seu
acoplamento com H,, que aparece como um dubleto (J = 3,8 Hz) em 4,51 ppm. Os
hidrogénios Hs e H, aparecem como um multipleto em 4,31-4,19 ppm e os hidrogénios fora
do anel (Hs e Hs-) aparecem como um multipleto em 3,63-3,57 ppm. A hidroxila aparece
como um singleto alargado em 2,46 ppm e as metilas aparecem como dois singletos em 1,49 e

1,31 ppm.
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Figura 20. Espectro de RMN de *H (300 MHz) da azida 13a em CDCls.

O espectro de RMN de 'H da azida de galactose (13b) é mostrado na Figura 21. O
hidrogénio do acetal (H;) aparece com um dubleto (J = 5,0 Hz) em 5,56 ppm. O hidrogénio
Hs acopla com H; e H, e aparece como um dubleto de dubleto em 4,64 ppm (J =7,9 e 2,6
Hz). O dubleto de dubleto em 4,35 ppm é referente a Hy, que acoplacom H; e H3; (J =5,1¢
2,3 Hz). H, aparece também como um dubleto de dubleto, em 4,21 ppm (J = 7,9 e 1,9 Hz).
Em 3,93 ppm aparece o sinal de Hs como um multipleto. Os hidrogénios que estdo fora do
anel (Hs e Hq') aparecem como dubletos de dubletos em 3,53 e 3,38 ppm devido ao seu
acoplamento entre si, com J = 12,5 Hz, e com Hs. As metilas aparecem como quatro singletos
em 1,56, 1,47, 1,36 e 1,35 ppm.
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Figura 21. Espectro de RMN de *H (300 MHz) da azida 13b em CDCls.

O espectro da azida de manose é mostrado na Figura 22. Os hidrogénios Hs e H,
aparecem como dois dubletos de dubletos, em 4,77 e 4,67 ppm, respectivamente, com
constantes J = 6,2 e 3,5 Hz, pois acoplam entre si e com H,. Hs aparece como um dubleto de
dubleto de dubleto em 4,46 ppm, pois acopla com Hs, Hs € Hg, com J = 7,6, 6,6 € 4,7 Hz. Em
4,40 ppm temos o dubleto referente a H;, que esta acoplando com H,, com J = 3,5 Hz. Os
hidrogénios Hg € He- aparecem como um multipleto em 4,16-4,06 ppm. Em 3,59 ppm temos o
dubleto de dubleto referente a Hy, com J = 7,6 e 3,5 Hz. As metilas aparecem como singletos
em 1,55, 1,44, 1,38 e 1,36 ppm.
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Figura 22. Espectro de RMN de *H (300 MHz) da azida 13c em CDCls.

4.1.4 Glicoconjugados 14a-c

Os glicoconjugados 14a-c foram obtidos a partir da reacdo de cicloadicdo 1,3-dipolar
azida-acetileno entre a base de Troger 9 e as azidas 13a-c. A remoc¢do do grupo protetor
trimetilsilil do alcino 9 foi realizada in situ. Foram testadas diversas condi¢Oes reacionais,
como misturas de solventes, reagente de desprotecéo e fontes de cobre. O procedimento geral

da reacdo de cicloadicéo € apresentado na Figura 23.
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Figura 23. Esquema geral de obtencédo dos glicoconjugados 14a-c.

A base de Troger 9 encontra-se na sua forma racémica. Assim, sendo o carboidrato
uma molécula quiral, sua introdugdo na estrutura da base de Troger levaria a formacao de dois
diastereoisdmeros, diferenciados pela estereoquimica dos nitrogénios, como representado na
Figura 24. Deste modo, dois diastereoisdmeros puros poderiam ser obtidos através de uma

etapa de purificacdo, como jé reportado em outros casos da literatura.>*
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Figura 24. Representacdo dos diastereoisdmeros esperados, em que 0s agucares possuem 0s

mesmos centros estereogénicos.

O mecanismo da reacdo CUAAC tem sido amplamente estudado e, assim como o
mecanismo de outras reacgdes cataliticas que envolvem a espécie de Cu(l), tem se mostrado de
dificil elucidacdo e complexo. Isto se deve ao fato de que as espécies de Cu(l) tém facilidade

de desproporcionar em meio aquoso e também porque seus complexos formam agregados
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facilmente. Desta forma, alguns autores ja tiveram suas teorias em relacdo ao mecanismo da
reagdo CUAAC refutadas,®* e o estudo que tem sido mais aceito é o de Fokin e seus
colaboradores, que publicaram seus tltimos resultados na revista Science, em 2013.%

O mecanismo é apresentado na Figura 25 e, segundo Fokin, a reagdo inicia com uma
coordenacdo n do alcino a espécie de Cu(l), que aumenta a acidez do hidrogénio terminal,
permitindo que o alcino seja desprotonado em meio aquoso e assim forma-se uma ligagdo o
entre o cobre e o alcino. O alcino se coordena a uma outra espécie de Cu(l). Logo apés, a
azida é ativada pela coordenagdo com o complexo de cobre e ocorre a formacéo do anel de

cinco membros, com subsequente saida do cobre, gerando o produto 1,4-dissubstituido.

_N
N= N—-R2 Rl—=—H
A( \ [Cul?
R H lc'-l_. _— E [C“'
R'———H
H+ H+
NN (Cul®
N-R :
R)‘"\"‘\/ R!'——Cu?
[Cu]
RZ
R® ©_Ne
[Cu] NN, N” Ny —R2
N~ I \ .

Figura 25. Mecanismo proposto por Fokin para a reacdo CUAAC.>

4.1.4.1 Glicoconjugado 14a

A Tabela | apresenta as condi¢des reacionais testadas e os rendimentos para as reagdes
de obtencdo do glicoconjugado 14a, tendo como precursor a azida de D-xilose (13a). As
reacOes foram feitas a temperatura ambiente, exceto para a entrada 5, em que foi utilizada

uma temperatura de 90°C e atmosfera inerte.

27



Tabela I. Condigdes reacionais e rendimentos para o produto 14a.

Ent. Solvente Fonte de Cu(l) Desprotecdo t(h) Rend. (%)
1 MeOH/H,O/THF (1:1:1) CuSOy/ascorbato K,CO3 19 55
2 H,O/DCM (1:1) CuSOg4/ascorbato TBAF 48 27
3 H,O/t-BuOH (1:2) CuSOg4/ascorbato TBAF 48 66
4 H,O/t-BuOH (1:1) Cul TBAF 24 47
5 DMSO/H,0 (1:1) CuSOg4/ascorbato TBAF 22 19

O maior rendimento (Entrada 3) foi obtido utilizando uma mistura de agua e terc-
butanol como solvente, sulfato de cobre e ascorbato de sédio como fonte de Cu(l) e TBAF
para a desprotecdo do grupo trimetilsilil. Foi possivel observar que a mistura de solventes

utilizada nesse tipo de reacdo tem uma grande influéncia sobre os rendimentos.

O produto obtido através de purificacdo por cromatografia em coluna foi soltvel em
dimetilsulfoxido, porém foi parcialmente solvel nos demais solventes organicos e insoltvel
em agua. O espectro de RMN de *H do produto 14a é apresentado na Figura 26, juntamente
com a sua estrutura. O singleto em 8,42 ppm comprova a formacdo do produto desejado, o

qual é caracteristico do hidrogénio do anel triazolico (Hy).

> OH
CH; CHs
Hx Hf g4 He H: OH Ha, Hb, He, Ha,
J /f f f f Hs, Hs4, Hs e Hs
1) .Y A A -
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Figura 26. Espectro de RMN de *H (300 MHz) do composto 14a em DMSO-ds, juntamente

com a estrutura da molécula e atribui¢do dos sinais.
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Na regido de 7,66-7,17 ppm, é possivel observar os sinais dos hidrogénios aromaticos
da base de Troger (Hg.r), que sdo um dubleto de dubleto (He, J = 8,2 e 1,5 Hz) e dois
dubletos, referentes a Hy (J = 1,5 Hz) e Hf (J = 8,2 Hz). Em 5,88 e 5,67 ppm aparecem dois
dubletos, sendo o mais desblindado relativo ao hidrogénio do acetal (Hy, J = 3,8 Hz) e 0
segundo ao hidrogénio da hidroxila (J = 5,0 Hz). N&o se sabe ao certo porque a hidroxila
aparece como um dubleto. Quando se adicionou um gota de agua deuterada no tubo de RMN,
observou-se uma diminuicdo significativa neste dubleto, comprovando que este sinal é de fato

relativo a hidroxila (Anexo, Figura A4).

Na regido entre 4,77-4,06 ppm, os sinais dos hidrogénios do nucleo carboidrato
misturam-se aos sinais do esqueleto da base de Troger (Hac, H2, Hs, Ha, Hs € Hs)). Em 3,33
ppm é possivel observar o sinal da agua presente no solvente. Os sinais das metilas aparecem
como singletos em 1,33 e 1,22 ppm. Para ser feita a atribuicdo dos sinais da regido entre 4,8 e
4 ppm, foi feita uma comparacéo entre os espectros da base de Troger precursora (9), da azida

de xilose (13a) e do glicoconjugado (14a) nesta regido (Figura 27).

(9)

(13a

L
|

A M
(14a
4,8 4,6 44 4,2 4,0 3,8 3,6 3,4

ppm

Figura 27. Comparacao entre os espectros de RMN de *H do alcino 9 (em CDCls), da azida
13a (em CDCl3) e do composto 14a (em DMSO-ds).
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E possivel observar no espectro do composto 14a a presenca dos sinais do alcino 9 e
da azida 13a, que encontram-se levemente deslocados, com exce¢do do multipleto referente
aos hidrogénios ligados ao carbono fora do anel furanosidico (Hs e Hs), que teve um
deslocamento maior devido a proximidade ao sistema conjugado do anel triazélico com o anel
aromatico, passando de 3,60 a 4,09 ppm, com J = 5,0 e 2,6 Hz. Os dubletos da base de Troger
encontram-se em 4,70 e 4,23 ppm (J = 17,0 Hz), e o singleto em 4,30 ppm. O dubleto e 0
multipleto do carboidrato precursor encontram-se em 4,48 (J = 3,8 Hz) e 4,46-4,38 ppm,

respectivamente.

No espectro de APT (Attached Proton Test) para o composto 14a, apresentado na
Figura 28, € possivel observar que todos os sinais esperados para a molécula sdo encontrados.
Nas duas regides ampliadas, referentes aos sinais dos carbonos do anel triazélico, os sinais
aparecem duplicados (em 146,2 e 146,1 ppm e 123,6 e 123,5 ppm), evidenciando que 0
composto 14a constitui uma mistura de diastereoisdmeros, como esperado, que nao puderam
ser separados por cromatografia em coluna. Cabe ressaltar que para este composto, 0s sinais
referentes aos dois diastereoisdmeros apresentam ambientes quimicos muito semelhantes, ndo
sendo possivel a sua diferenciacdo por RMN de *H, embora tenha sido possivel diferencia-los
através de RMN de “C.

T T T T T T T
123.7 1236 1235 1234

T T T T T T T T
1463 1462 1461 146.0 Chemical Shift (ppm)
Chemical Shift (ppm)

CHCHCH
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150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
ppm (f1)

Figura 28. Espectro de APT (75 MHz) do composto 14a em DMSO-dg.
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Utilizou-se também a técnica de Espectrometria de Massas de Alta Resolugdo com
lonizagéo por Electrospray (ESI-HRMS) para a caracterizagdo do composto. A massa exata
do composto 14a é 700,2969 g-mol™. Pelo seu espectro de massas (Figura 29), observa-se que
0 pico em 701,3013 corresponde ao pico do composto protonado [M + H]" (massa exata:
701,3047 g-mol™).

Intens. 1 +MS2(700.2979), 50V, 3.1min #186
X104

4

37 701.3013

21 4722078

1] 299.1286

o “.l'*“l'l..‘ ; ; ; ;

250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 miz

Figura 29. Espectro de massas (ESI-HRMS) do composto 14a.

4.1.4.2 Glicoconjugado 14b
Para a obtencdo do glicoconjugado 14b, foram testadas duas condi¢cbes reacionais,

cujos resultados encontram-se na Tabela Il.

Tabela 1. Condigdes reacionais e rendimentos para o produto 14b.

Entrada Solvente Fonte Cu(l) Desprotecdo t(h) Rend. (%)
1 H,O/DCM (1:1) CuSQy/ascorbato TBAF 29 61
2 H,0O/t-BuOH (1:2)  CuSOg/ascorbato TBAF 48 50

Observa-se que para esse composto, diferentemente do composto anterior, 0 maior
rendimento foi encontrado para a condicdo reacional da Entrada 1, em que a reagdo ocorre na
interface diclorometano-agua. O produto 14b mostrou-se muito solivel em solventes

halogenados, diferentemente do produto 14a.

Seu espectro de RMN de *H é muito similar ao produto anterior e encontra-se na
Figura 30, juntamente com sua estrutura e as devidas ampliagbes. Em 7,83 e 7,82 ppm
aparecem dois sinais referentes ao hidrogénio do anel triazolico (Hy), como observado na
ampliacdo da regido de 7,85-8,80 ppm. A mesma similaridade no deslocamento quimico para
os sinais de RMN de *H entre os diastereoisomeros pode ser observada para o 14b, com
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excecdo do sinal referente ao hidrogénio do anel triazolico, que aparecem como singletos
préximos entre 7,80 e 7,85 ppm.

Yowy oy w — T
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7.0 6.0 50 40 3.0 20 1.0
ppm (t1)

Figura 30. Espectro de RMN de *H (400 MHz) do composto 14b em CDCl.

Os hidrogénios aromaticos aparecem como um dubleto em 7,56 ppm (J = 8,2 Hz, H,),
um singleto em 7,43 ppm (Hg) e um dubleto em 7,17 ppm (J = 8,2 Hz, Hy). Em 5,49 ppm
aparece um dubleto referente ao hidrogénio do acetal (J = 5,1 Hz, H,).

Na regido de 4,77 a 4,13 os sinais metilénicos da Troger se misturam com 0s sinais
dos hidrogénios do aclcar, como mostrado na ampliacdo. E possivel visualizar os dois
dubletos dos hidrogénios diastereotdpicos da base de Troger em 4,73 e 4,24 ppm (J = 16,8
Hz, Hy e Hc). O singleto dos hidrogénios H, e H, da Trdger encontra-se em 4,34 ppm. Os
demais sinais sdo referentes aos hidrogénios da galactose. As metilas encontram-se como

quatro singletos na regido de 1,50 a 1,23 ppm.

O espectro de APT do composto 14b encontra-se na Figura 31. Todos os sinais
esperados sd0 encontrados, e em concordancia com o espectro de RMN de *H, o sinal do

carbono CH do anel triazélico também aparece duplicado, em 120,47 e 120,44 ppm. Porém,
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outros trés sinais aparecem duplicados, referentes a dois carbonos que ndo possuem
hidrogénios do anel aromético da base de Trdger, que saem como 128,22 e 128,20 ppm e
como 126,77 e 126,75 ppm, e um dos carbonos das metilas, em 25,95 e 25,89 ppm (Anexo,
Figura Ab). Estes sinais duplicados corroboram com a hipdtese da amostra ser constituida por

uma mistura de diastereoisdmeros.
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Figura 31. Espectro de APT (100,5 MHz) do composto 14b em CDClI3;, com ampliagdo do

carbono do anel triazolico.

O espectro de massas do composto 14b (Figura 32) apresenta o pico [M + H]" de
841,3852 (massa exata: 841,3885 g-mol™).
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Figura 32. Espectro de massas (ESI-HRMS) do composto 14b.

4.1.4.3 Glicoconjugado 14c

Na reacdo com a azida de manose (13c), foram testadas duas condic¢des reacionais,
cujos resultados encontram-se na Tabela IlI.

Tabela I11. Condicdes reacionais e rendimentos para o produto 14c.

Ent. Solvente Fonte Cu(l) Desprotecdo t(h) Rend. (%)
1 H,O/DCM (1:1) CuSOg/ascorbato TBAF 23 51
2 MeOH/H,O/THF (1:1:1)  CuSO4/ascorbato TBAF 48 43

Assim como o produto 14b, o produto 14c é muito soltvel em solventes halogenados.
Seu espectro de RMN de 'H é apresentado na Figura 33, juntamente com a estrutura do

composto e ampliacdo da regido entre 4,95 e 3,70 ppm.
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Figura 33. Espectro de RMN de *H (400 MHz) do composto 14c em CDCls.

E possivel observar que todos os sinais esperados sdo encontrados. Em 7,92 ppm é
possivel observar o singleto do hidrogénio do anel triazélico. Na regido entre 7,60 e 7,15 ppm
aparecem os hidrogénios da regido aromatica. O hidrogénio do carbono anomérico (H;)
aparece como um dubleto em 6,06 ppm (J = 3,5 Hz). Em 4,91 ppm aparece um dubleto de
dubleto referente a H, (J = 5,8 e 3,5 Hz) e em 4,84 ppm aparece um dubleto de dubleto
referente a Hz (J = 5,2 e 3,5 Hz). Em 4,73 e 4,24 ppm aparecem os dubletos dos hidrogénios
diastereotopicos da base de Troger, com J = 16,8 Hz. Em 4,47 ppm temos um dubleto de
dubleto de dubleto referente a Hs (J = 7,6, 6,6 e 4,7 Hz). O singleto dos hidrogénios da ponte
metilénica da base de Troger aparece em 4,34 ppm. Os hidrogénios Hg, € Hgp aparecem como
dubletos de dubletos em 4,09 e 4,03 ppm, acoplando entre si com uma constante de 8,9 Hz, e
com Hs com constante de 6,3 Hz para Hg, € 4,3 Hz para Hg,. Em 3,75 ppm aparece o dubleto
de dubleto referente a H4, que acopla com Hs e H; com J = 7,6 e 3,5 Hz, respectivamente. E

as metilas aparecem na regido entre 1,56 e 1,26 ppm.
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Diferentemente do observado no espectro de RMN de *H para os glicoconjugados
anteriores, os sinais caracteristicos da regido aromatica do glicoconjugado 14c indicam a
presenca dos diastereoisdmeros. Para fornecer uma melhor resolucéo digital, o espectro de
RMN de *H foi processado pelo prof. Dr. Francisco Paulo dos Santos na forma de uma fungéo
do tipo gaussiana.® Desta forma, é possivel observar que ocorreu o desdobramento de sinais
na regido dos hidrogénios aromaticos e do anel triazolico (Figura 34). O hidrogénio do anel
triazélico aparece como dois singletos em torno de 7,95 ppm. He aparece como dois dubletos
de dubletos (J = 8,2 e 1,6 Hz) em 7,58 e 7,55 ppm, em que as extremidades dos dois dubletos
de dubleto caem no mesmo lugar, e fundem-se, gerando um sinal de maior intensidade. Hg
aparece como dois dubletos em 7,42 e 7,40 ppm, com J = 1,6 Hz. H; aparece como dois
dubletos em 7,18 e 7,16 ppm (J = 8,2 Hz).

J

795 790 785 780 775 770 765 760 755 750 745 740 735 730 725 720 7.15 ppm

Figura 34. Ampliagdo da regido aromética do espectro de RMN de *H do glicoconjugado
14c, em CDCls.

A partir de uma analise do espectro 2D de HSQC (Heteronuclear Single-Quantum
Correlation) da regido aromatica (Figura 35), € possivel observar que existem dois carbonos

relacionados ao sinal em torno de 7,22 ppm, comprovando que este sinal corresponde a dois

# Os parametros utilizados foram zero filling de 128 k, fungdo Gaussiana com LB (line broadening) de - 2 Hz e
GB (Gaussian broadening parameter) de 0,3, o que forneceu uma resolucéo digital de 0,12 Hz/ponto.
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carbonos diferentes, em que cada dubleto € atribuido a um diasterecisdmero. Cabe salientar
que os outros carbonos desta regido ndo aparecem duplicados.
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Figura 35. Ampliacdo da regido aromatica do espectro de HSQC do composto 14c, em
CDCls.

Além da regido aromatica, também ocorreu duplicacdo de sinais na regido das metilas,
como mostrado na Figura 36, referente a ampliacdo da regido alifatica, em que ao invés das

quatro metilas esperadas, aparecem seis metilas, pois dois sinais foram duplicados.
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Figura 36. Ampliacdo da regio alifatica do espectro de RMN de '*H do composto 14c, em
CDCls.
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O espectro de APT do composto 14c encontra-se na Figura 37. Neste composto, ndo
foi possivel observar no espectro um dos grupos CH do anel da manose. J& outros cinco sinais
aparecem duplicados, evidenciando a presenca da mistura de diastereoisdmeros. A ampliacao

dos sinais duplicados deste espectro encontra-se no Anexo (Figura A6).
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Figura 37. Espectro de APT (100,5 MHz) do composto 14c em CDCls.

O espectro de massas do composto 14c encontra-se na Figura 38. E possivel observar
a presenca do pico [M + H]" em 841,3820 (massa exata do composto 14c protonado:

841,3885 g-mol™).

Intens‘i +MS2(840.8314), 60eV, 0.9min #55
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Figura 38. Espectro de massas (ESI-HRMS) do composto 14c.
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A partir dos resultados obtidos acerca da caracterizacdo espectroscopica dos
glicoconjugados, pode-se evidenciar para 0 composto 14c, que 0 mesmo trata-se de uma
mistura de diastereoisdbmeros. Apesar dos glicoconjugados 14a-b ndo apresentarem
evidéncias tdo claras como o glicoconjugado 14c, acredita-se que eles também existam como
uma mistura dos seus respectivos diastereoisdbmeros. Essa afirmacdo também baseia-se nas
condicBes reacionais utilizadas em cada sintese, jA que todos foram sintetizados da mesma
maneira e possuem 0 mesmo precursor. Tratando-se de diastereoisdmeros, foram feitas

tentativas de separacdo dos mesmos por CLAE, mas sem sucesso.

4.1.4.4 Sintese dos glicoconjugados em duas etapas

Mesmo utilizando um grande excesso de TBAF para a desprotecdo do trimetilsilil in
situ na reacdo CUAAC (mais do que 5 equivalentes), observou-se que a desprotecdo do grupo
trimetilsilil nunca era completa nas reacgfes de formagéo dos glicoconjugados 14b-c, pois foi
isolado um subproduto ndo-simétrico em cada reacdo (15a-b), oriundo da desprotecdo de

somente um dos lados da base de Trdger, conforme Figura 39.
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Figura 39. Subprodutos ndo-simétricos isolados na reacdo CuUAAC.

O subproduto 15a foi isolado com um rendimento de 9%. A sua estrutura pode ser
confirmada pelo RMN *H, em que é possivel observar o sinal em 0,20 ppm referente aos
hidrogénios do grupo trimetilsilila (Anexo, Figura A7).

Esta molécula ndo-simétrica foi colocada sob as condicdes reacionais da cicloadicao,
com um excesso de 1,5 equivalentes de azida de galactose e 13 equivalentes de TBAF, por
24h. Apds esse periodo de tempo, ocorreu a formacdo do glicoconjugado 14b com um
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rendimento de 57%, e 20% do reagente inicial foi isolado. O reagente TBAF ndo mostrou

total eficiéncia na desprotecdo do grupo trimetilsilil.

O subproduto 15b foi isolado com um rendimento de 24%. Seu espectro de RMN *H
confirma a estrutura através do singleto em 0,18 ppm referente aos hidrogénios do grupo
trimetilsilil (Anexo, Figura A8).

Para contornar o problema da dificuldade da remoc&o do grupamento trimetilsilil, a
reacdo de obtencdo do glicoconjugado 14c foi realizada em duas etapas. Primeiramente, foi
feita a reacdo de desprotecdo da molécula 9 usando carbonato de potassio e metanol em
tetrahidrofurano, e em seguida reagiu-se o produto desta reacdo com a azida de manose,

conforme esquema da Figura 40.
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Figura 40. Obtencéo do glicoconjugado 14c a partir de 9 em duas etapas.

Através da sintese do composto 14c em duas etapas, obteve-se um rendimento global
de 68%, que € maior do que o rendimento de 51% encontrado para a sintese com a

desprotecdo in situ.

4.1.4.5 Desprotecéo das hidroxilas dos acetonideos
Para a obtencéo de novos glicoconjugados contendo carboidratos desprotegidos, foram

feitas reacOes de desprotecdo dos glicoconjugados 14a-b em meio &cido utilizando uma
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mistura de &cido trifluoroacético e agua, seguida da adicdo de metanol e quantidades

cataliticas de acido

sulfarico, conforme a Figura 41.
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Figura 41. Reacdo de desprotecdo das hidroxilas dos acetonideos para obtencao dos produtos

17a-b.
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O produto 17a mostrou-se insoldvel em &gua, em solventes clorados, acetona,

metanol, &cido trifluoroacético e pouquissimo sollvel em dimetilsulféxido, sendo assim de

dificil caracterizacdo por RMN. Desta forma, optou-se por caracteriza-lo por Espectroscopia
de Absorcdo no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR). O espectro de FTIR
encontra-se na Figura 42.
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E possivel observar uma banda intensa e larga em 3400 cm™ caracteristica do
estiramento O-H das hidroxilas. Quando comparamos este espectro com o espectro do
precursor (Figura 43), vemos que a banda relativa ao estiramento O-H, em 3435 cm™, é muito

menos intensa. Portanto, pode-se concluir que o produto desejado foi obtido.
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Figura 43. Espectro de FTIR do composto 14a.

J& o produto 17b mostrou-se tdo sollivel em &gua que ndo foi possivel remové-lo do
meio aquoso em que ele estava apés ser neutralizado. Mesmo adicionando NaCl para saturar
0 meio, o produto ndo saiu da agua, e a solucao estava amarelo claro. N&o foi possivel realizar

a sua caracterizacio.

4.1.4.6 Tentativa de obtencédo de monocristal
Foram feitas diversas tentativas de obtencdo de um monocristal dos glicoconjugados
sintetizados para realizar analise por Difracdo de Raios-X para assim observarmos a estrutura

cristalina das moléculas. Foram aplicados dois métodos descritos na literatura.

No primeiro, dilui-se uma pequena quantidade de amostra em um solvente polar, que é
transferido um frasco pequeno. Este frasco é colocado dentro de outro frasco maior, que é
preenchido com um solvente apolar e volatil, fechado hermeticamente. O principio se baseia
na saturagdo do liquido polar com o vapor do liquido apolar. O frasco maior fica saturado
com o vapor do liquido apolar, que difunde no liquido polar em que se encontra a amostra. A
diminuicdo da polaridade causa uma diminui¢cdo na solubilidade do composto, levando a
formacé&o lenta de cristais (Figura 44a).
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No segundo, dilui-se uma pequena quantidade de amostra em um solvente de ponto de
ebulicdo menor que 80°C. O liquido é colocado em um pequeno frasco tampado que possui
uma agulha no centro da tampa. O principio se baseia na lenta evaporacdo do solvente,

causando a saturacao do liquido e levando a formacéo de cristais (Figura 44b).
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Figura 44. Experimentos de obtencdo de monocristal. a) Saturacdo liquido-vapor e b)
Evaporacdo lenta de solvente.>®

Os dois métodos foram utilizados para os trés glicoconjugados. Os solventes ou
misturas de solventes utilizados em cada experimento para cada composto estdo relacionados
na Tabela IV.

Tabela IV. Solventes utilizados em cada experimento de crescimento de monocristal.

Composto Método 1 Método 2

cloroférmio/éter de petréleo
acetona/éter de petréleo
14b cloroférmio/éter de petroleo acetato de etila + acido benzoico
cloroférmio/hexano (1:1)
acetonitrila + &cido acético

14a Cloroférmio

14c cloroférmio/hexano

Os experimentos foram repetidos diversas vezes, mas nao foi possivel observar a
formacdo de monocristal em todas as tentativas. Em alguns casos, um &cido foi adicionado
para promover a protonagdo dos nitrogénios, o que poderia facilitar a formagéo do cristal,

como &cido acetico e acido benzoico. Porém, em todos os casos, ocorreu somente a formacao
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de um precipitado na forma de um pé fino aderido as paredes do frasco de vidro. Como o
composto 14a é pouco soluvel, a quantidade que ficava em solugdo era pequena, 0 que
poderia explicar a dificuldade de formacdo de monocristal. Ja 0s compostos 14b-c sdo muito

sollveis, e também apresentaram dificuldade de cristalizacéo.

4.1.5 Resolucéo da base de Troger 7d

Como ndo foi possivel realizar a separacdo dos diastereoisomeros dos glicoconjugados
obtidos, tentou-se obter os diastereoisdmeros na sua forma pura através da resolucdo da base
de Troger precursora 7d. Assim, a partir dos seus enantiomeros isolados, as reacgoes
subsequentes poderiam ser realizadas, proporcionando a obtencdo em separado de cada

diastereoisémero.

Existem muitos relatos na literatura de que a resolucdo de bases de Troger via
formacdo de sal diastereoisomérico ndo seria possivel devido a racemizacdo em meio acido.
Porém, algumas tentativas isoladas foram bem sucedidas, demonstrando que a escolha do
acido quiral, as condigdes reacionais e 0s grupos substituintes da base de Troger sdo fatores

de extrema relevancia.®’

Recentemente, Jameson et al. reportaram a resolucdo de bases de Troger halogenadas
em grande escala.”® O método é apresentado na Figura 45. Uma mistura equimolar da base de
Troger racémica e acido dibenzoiltartarico (DBTA) é dissolvida em dicloroetano (DCE) e
colocada sob refluxo. Um complexo entre um dos enantibmeros da base de Troger e o0 acido
vai precipitar na forma de cristais. Depois de deixar em agitacdo e temperatura branda por
cinco dias, os cristais sdo filtrados e a base de Troger é recuperada pela dissolu¢cdo em
diclorometano e extracdo com carbonato de s6dio. Quando se utiliza o acido (+)-D-DBTA,
recupera-se o enantibmero (+)-S,S. Quando se utiliza o acido (-)-L-DBTA, recupera-se 0

enantiébmero (-)-R,R.
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Figura 45. Metodologia descrita na literatura para a resolucdo da base de Troger (x)-7d
utilizando DBTA.

S

2z

Este procedimento foi realizado diversas vezes para a base de Trdger 7d, utilizando
solvente seco e atmosfera inerte. Porém, para ambos os &cidos, ndo foi possivel observar a
formacédo de cristais, mesmo com longos tempos de refluxo. Assim, ndo foi possivel obter os

enantiébmeros isolados da base de Troger 7d.

4.2 ESTUDOS FOTOFISICOS

Inicialmente foi realizado o estudo fotofisico das bases de Tréger sem substituintes no
anel aromatico (7a) e com grupos metila como substituinte (7b), para caracterizacdo do
comportamento eletronico do esqueleto da base de Troger sem a influéncia dos carboidratos.
Apbs, foi realizado o estudo fotofisico dos glicoconjugados 14a-c. Ainda que estes sdo
constituidos por uma mistura de diastereoisdbmeros, eles possuem a mesma estrutura

eletrénica.

4.2.1 Bases de Troger 7a-b
A Figura 46 apresenta os espectros normalizados de absorcdo no UV-Vis e emissdo de
fluorescéncia das bases de Troger 7a e 7b, em quatro solventes, apresentados em ordem

crescente de constante dielétrica. A Tabela V apresenta os resultados relevantes deste estudo.
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Figura 46. Espectros normalizados de absor¢cdo no UV-Vis (esquerda) e emissédo de

fluorescéncia (direita) das moléculas 7a (preto) e 7b (vermelho).

Tabela V. Resultados do estudo fotofisico para as bases de Troger 7a-b, onde Aaps € Aem SA0

0s comprimentos de onda de absorcdo e emisséo, respectivamente, apresentados em nm, Alst

¢ o deslocamento de Stokes, ¢ é o coeficiente de absortividade molar e @ é o rendimento

quantico de emissdo de fluorescéncia.

Composto Solvente Aabs  Aem  AAst(cm®) g (Mtem?)  @f(x 107)

1,4-Dioxano 280 345 6729 2274 75

e Diclorometano 282 350 6889 867 57
Etanol 276 345 7246 1621 155

Acetonitrila 278 349 7318 1969 99

1,4-Dioxano 292 344 5177 2450 56

7b Diclorometano 291 347 5546 1525 76
Etanol 284 354 6963 1800 133

Acetonitrila 291 354 6116 1800 47
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As duas moléculas possuem absorgio e emissdo na regido do ultravioleta. E possivel
observar que em ambas as moléculas ndo existe uma tendéncia de aumento do comprimento
de onda do maximo de absorcdo com o aumento da constante dielétrica do solvente,
indicando uma pequena deslocalizacdo eletrénica no estado fundamental. Para a molécula 7a,
0 mesmo comportamento se observa para 0 comprimento de onda do méximo de emissdo. Ja
para a molécula 7b, pode-se observar que existe um leve deslocamento batocrémico com o
aumento da constante dielétrica do solvente, indicando que a molécula € um pouco mais polar
no estado excitado do que no estado fundamental. Solventes mais polares solvatam mais
efetivamente a estrutura no estado excitado, diminuindo sua energia e consequentemente
apresentando uma emissdo para maiores comprimentos de onda. Os pequenos valores
calculados para o Aist indicam que as moléculas ndo sofrem mudancas significativas na
estrutura eletronica ou rearranjos moleculares no estado excitado.

Os valores de ¢ estdo de acordo com transi¢cdes eletrénicas do tipo m-n*, esperadas
para este tipo de composto. O maximo de absorcdo corresponde a transicdo Sp—S; e a
segunda banda, de maior energia, corresponde a uma transi¢cdo So—S,. Embora a estrutura
rigida da molécula favorecesse a perda de energia por processos radiativos, significando um
rendimento quéntico elevado, os valores dos rendimentos quanticos encontrados sao
relativamente baixos em comparacdo com outras estruturas rigidas™ exemplificadas na Figura
47. Isto indica que a molécula, mesmo rigida, estd desativando o estado excitado por

processos nao-radiativos.

Harmalina [-carbolina Cumarina 153 Perileno
— CF3
N N
20 DRate

@ =0.32 Oy =0.60 ®; =0,90 ®; =0.94

Figura 47. Valores de rendimento quantico para algumas estruturas rigidas.

4.2.2 Glicoconjugado 14a
O espectro de absorcédo no UV-Vis do glicoconjugado 14a é apresentado na Figura 48,

dividido em quatro regides de interesse.
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Figura 48. Espectro de absor¢do no UV-Vis do glicoconjugado 14a, dividido em regides A,
B,CeD.

Aparentemente, a molécula parece possuir um comprimento maximo de absorcdo em
torno de 335 nm (Regido C). Porém, ao ampliarmos a Regido C e D do espectro, verifica-se a
presenca de uma banda de baixissima intensidade em torno de 355 nm (Figura 49), sendo esta

a absorcdo de menor energia da molécula.
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Figura 49. Ampliacéo das Regifes C e D do espectro de absor¢do do composto 14a.
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Ao utilizarmos os comprimentos de onda das absor¢cdes méximas de cada regido como
comprimentos de onda de excitacdo, € possivel observar que as curvas de emissao diferem
entre si, tanto em formato como em posicao do maximo de emissdo (Figura 50). A emissdo de
fluorescéncia obtida utilizando a absorbancia maxima da regido D possui menor energia,
sendo localizado na regido do azul-verde. Os dados relevantes deste estudo encontram-se na
Tabela VI.

—1,4-Dioxano :

- Acetato de etila
—— Diclorometano
— Etanol 1
- Acetonitr

Fluorescéncia Normalizada (u. a.)

T T T T T T T T T T T 1 I "i—dM
300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550
Comprimento de onda (nm)

Figura 50. Espectros de emissdo de fluorescéncia normalizada para 0 composto 14a obtidos
utilizando como comprimento de onda de excitacdo as absorbancias maximas das regides B,
CeD.
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Tabela VI. Resultados do estudo fotofisico para o glicoconjugado 14a, em que Aaps € Aem SE0
0s comprimentos de onda de absorcdo e emissao, respectivamente, apresentados em nm e ¢ é

o coeficiente de absortividade molar, em M™*-cm™.

Regiao
Solvente B C D
Aabs Aem € Aabs Aem € Aabs Aem €

1,4-Dioxano 276 350 26472 | 332 356 1907 356 422 545
Acetato de etila 275 346 15124 | 329 361 1401 354 407 350
Diclorometano 276 358 23825 | 331 364 1847 356 421 414

Etanol 268 360 18952 | 325 375 1688 348 418 446

Acetonitrila 275 362 17344 | 332 382 1460 354 435 350

Observa-se que para as regides B e C, existe um pequeno deslocamento batocrémico
no comprimento de onda do maximo de emissdo com o0 aumento da constante dielétrica do
solvente, assim como ocorria na base de Troger 7b, indicando um estado excitado mais polar
que o estado fundamental. Este comportamento ndo é observado para 0 comprimento de onda
de absorgdo. Os valores de ¢ encontrados para a regido D correspondem a transicoes
eletrbnicas proibidas do tipo n—n*, e por isso a sua absorbancia é tdo baixa. Ja os valores
encontrados para as regifes C e B correspondem a transi¢des do tipo n—m*.

Desta forma, vemos que cada banda de absorcdo corresponde a uma parte da
molécula. E provavel que a regido D, que possui uma baixa energia, corresponda & absorgao
de toda a estrutura da molécula. Desta forma vemos que os anéis triazolicos juntamente com
os carboidratos contribuiram para que o maximo de emissdo de fluorescéncia passasse da
regido do ultravioleta para o violeta. A regido C, que possui transi¢des do tipo n—n*, pode
estar relacionada com toda a estrutura conjugada da molécula, ou seja, a conjugacao entre 0s
anéis triazolicos e os anéis aromaticos da base de Troger. J& a banda de absorcéo da regido B
¢ muito similar a banda de absorcdo méxima da base de Trdger sem substituinte (7a),
possuindo um méaximo de absor¢do muito proximo, de 278 nm para 7a e 275 nm para 14a em
acetonitrila (Figura 51). Assim, esta banda estd relacionada & absorcdo somente dos anéis

aromaticos da base de Troger.
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Figura 51. Espectros de absor¢do das moléculas 7a (preto) e 14a (vermelho) em acetonitrila.

Comparando a emisséo de fluorescéncia da regido B do composto 14a com a emissao
de fluorescéncia da base de Troger 7a, vemos que o0s valores de maximo de emissdo também

sdo muito préximos, de 345 nm para 7a e 350 nm para 14a em 1,4-dioxano (Figura 52).

1,04

0,8 1

0,6 1

0,4

0,2 1

Fluorescéncia Normalizada

0,0

r 11T 1T 1 1T T 1T T T
260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460

Comprimento de onda (nm)

Figura 52. Espectros de emissdo normalizados das moléculas 7a (preto) e 14a (vermelho) em

1,4-dioxano.

4.2.3 Glicoconjugado 14b
O espectro de absorcdo no UV-Vis do glicoconjugado 14b é apresentado na Figura 53,

dividido em trés regibes de interesse, e seu espectro de emissdo em duas dessas regides
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encontra-se na Figura 54. A Tabela V11 apresenta os resultados relevantes do estudo fotofisico
realizado.
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Figura 53. Espectro de absor¢do no UV-Vis do composto 14b, dividido em regibes A, B, e C.
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Figura 54. Espectros de emissdo de fluorescéncia normalizada para o composto 14b, obtidos
utilizando como comprimento de onda de excitacdo as absorbancias méaximas das regides B e
C.
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Tabela VII. Resultados do estudo fotofisico para o glicoconjugado 14b, onde Aaps € Aem SE0
0s comprimentos de onda de absorcdo e emissao, respectivamente, apresentados em nm e ¢ é

o coeficiente de absortividade molar em M™t-cm™,

Regido B Regido C
Solvente
Aabs Aem € Aabs Aem €

1,4-Dioxano 276 347 24785 332 357 1166
Acetato de etila 276 346 26333 332 361 1048
Diclorometano 276 352 28328 334 371 1095
Etanol 268 359 24258 330 373 784
Acetonitrila 274 357 21827 332 380 631

Para esta molécula, também € possivel observar uma pequena banda de absorcdo na
regido C do espectro (Figura 53), com transi¢des do tipo n—n*, relativas a absorc¢éo da regido
conjugada da molécula. Porém sua absorbancia é tdo baixa que consideramos praticamente
desprezivel, ainda que ao utilizarmos esse comprimento de onda como excita¢do, obtemos um
espectro de emissé@o de fluorescéncia levemente deslocado para o vermelho em comparagéo
com o espectro de emissdo da regido B. Portanto, 0 maximo de absorcéo pode ser considerado
0 da regido B, relativo a transi¢des do tipo n—n*, mesma regido das bases de Troger 7a-b. O

composto possui absor¢cdo e emissao na regiao do ultravioleta.

4.2.4 Glicoconjugado 14c
Os dados relevantes do estudo fotofisico realizado para o glicoconjugado 14c

encontram-se na Tabela VIII.

Tabela VI11. Resultados do estudo fotofisico para o glicoconjugado 14c.

Solvente Aabs (NM) Aem (NM) g(Mt.cm™)
1,4-Dioxano 276 350 24286
Acetato de etila 273 348 34496
Diclorometano 276 355 20732
Etanol 266 357 33713
Acetonitrila 275 358 30444

Observando o espectro de absor¢do no UV-Vis gque encontra-se na Figura 55, pode-se

observar que o comprimento de onda do méaximo de absor¢cdo encontra-se na regido do
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ultravioleta, em torno de 275 nm e ndo existe uma tendéncia de aumento do comprimento de
onda do méaximo de absor¢do com o aumento da constante dielétrica do solvente. Os valores

de ¢ estdo de acordo com transic¢Oes do tipo n—n* esperadas para este composto.
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Figura 55. Espectro de absor¢éo no UV-Vis do composto 14c.

O espectro normalizado de emissao de fluorescéncia do glicoconjugado 14c encontra-
se na Figura 56. Observa-se que 0 composto emite na regido do ultravioleta, e existe um
pequeno deslocamento batocrdmico do maximo de emissdo com o0 aumento da constante
dielétrica do solvente, indicando um estado excitado um pouco mais polar que o estado

fundamental, assim como ocorre nos outros glicoconjugados.

54



1,0
— 1,4-Dioxano
0,8 Acetato de etila
?‘: —— Diclorometano
-% — Etanol
£ 0,6 Acetonitrila
S
z
8
2 04-
]
3
S
>
T 0,24
0,0 =

T T T T T T T T T T T T T N i
270 300 330 360 390 420 450 480 510
Comprimento de onda (nm)

Figura 56. Espectro normalizado de emissédo de fluorescéncia do composto 14c.

4.2.5 Rendimentos quénticos dos glicoconjugados 14a-c
Os rendimentos quanticos dos glicoconjugados 14a-c encontram-se na Tabela 1X. Para
este célculo, foram utilizadas as bandas relativas as transi¢fes do tipo n—r* (méaximos em

torno de 276 nm).

Tabela IX. Rendimentos quénticos de emisséo de fluorescéncia dos glicoconjugados 14a-c.

Solvente 14a 14b 14c
1,4-Dioxano 0,21 0,12 0,16
Acetato de etila 0,52 0,24 0,23
Diclorometano 0,21 0,14 0,14
Etanol 0,36 0,22 0,19
Acetonitrila 0,16 0,16 0,16

Os glicoconjugados possuem uma estrutura menos rigida que as bases de Troger 7a-b
devido a presenca dos carboidratos, que conferem maior nimero de graus de liberdade as
moléculas. O esperado seria um rendimento quantico muito baixo para estes compostos
devido a desativacdo do estado excitado na forma de vibragdo. Porém, observa-se que 0s
valores de rendimento quéantico dos glicoconjugados 14a-c sdo muito maiores que os das
bases de Troger 7a-b, em que o maior rendimento quéantico encontrado foi de 0,15 para a
molécula 7a, em etanol. Embora ndo se acredite ser significativo, e ndo se espere encontrar

correlacdo para os valores do rendimento quantico para duas bases de Trdger diferentes, um
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fator que poderia contribuir para essa variacdo é a maior diferenca entre os méaximos de
absorcdo das bases de Troger 7a-b (~285 nm) com 0 maximo de absor¢do do padrdo (Aaps =
270 nm), que difere dos glicoconjugados em apenas cerca de 6 nm (~ 276 nm). Cabe ressaltar
que este quesito ainda é objeto de discusséo e estudos tedricos estdo sendo realizados a fim de

auxiliar na elucidacdo dos resultados experimentais.

4.2.6 Testes como sensores para cations
Os glicoconjugados 14a-c foram testados como potenciais sensores para cations.

Foram preparadas solucdes de concentracdo na ordem de 10 mol-L™ dos glicoconjugados

em acetonitrila e a estas foram adicionados 25 equivalentes dos cations K*, Ag*,Co?*, Ni**,

Zn** e Pb?*, a partir de solucBes preparadas com 0s seus respectivos nitratos. Os resultados

deste estudo encontram-se nas Figuras 57, 58 e 59.

Para o composto 14a (Figura 57), é possivel observar que a maior diminuicdo de
fluorescéncia ocorreu na presenca dos cations Co?*, Zn?* e Pb**, porém esta diminuicéo ndo

teve um valor muito significativo, representando uma reducao de apenas 29% do valor inicial.
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Figura 57. a) Espectro de emissdo de fluorescéncia do glicoconjugado 14a (Aex = 275 nm),
com a adicdo de 25 equivalentes de nitratos de diversos cations, em acetonitrila. b)
Intensidade de fluorescéncia do composto 14a na presenca dos cations.

De acordo com a Figura 58, a maior reducéo da fluorescéncia do glicoconjugado 14b
ocorreu na presenca do cation Pb®*, com uma reducdo de 32%, que ainda é muito menor

comparada a resultados apresentados na literatura.®
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Figura 58. a) Espectro de emissdo de fluorescéncia do glicoconjugado 14b (Aex = 274 nm),
com a adicdo de 25 equivalentes de nitratos de diversos cations, em acetonitrila. b)

Intensidade de fluorescéncia do composto 14b na presenca dos cations.

Para o glicoconjugado 14c (Figura 59), a maior diminuicdo de sua fluorescéncia
ocorreu na presenca de Ag®, com uma reducdo de 32% a partir da intensidade inicial de

emissdo de fluorescéncia.
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Figura 59. a) Espectro de emisséo de fluorescéncia do glicoconjugado 14c¢ (Aex = 275 nm),
com a adicdo de 25 equivalentes de nitratos de diversos cations, em acetonitrila. b)

Intensidade de fluorescéncia do composto 14c na presenca dos cations.
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Portanto, os glicoconjugados 14a-c apresentaram uma pequena reducdo da sua
fluorescéncia na presenca de alguns cétions, indicando uma possivel complexagdo. Porém,
esta reducdo ndo obteve um valor significativo para que estes compostos tenham uma

potencial aplicagdo como sensores para 0s cations estudados.

4.2.7 Sensores para dgua em acetonitrila

Durante a realizacdo dos testes para sensores de céations, foi observada grande
diminuicéo da fluorescéncia do composto 14c quando este estava na presenca de AI**. Porém,
para este cation, uma pequena quantidade de agua foi utilizada para solubilizd-lo em
acetonitrila. Para investigar se a agua tinha influéncia sobre esta reducdo na fluorescéncia,
pequenas quantidades de dgua foram adicionadas a 3 mL de uma solu¢do do glicoconjugado
14c em acetonitrila, com concentracdo na ordem de 10 M. Observou-se uma diminuicio na

fluorescéncia do composto (Figura 60).
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Figura 60. Espectro de emissao do composto 14c em acetonitrila com a adicdo de pequenas

quantidades de agua (100-600 pL).

Para investigar se esta diminuicdo ndo poderia ser um efeito de diluicdo, pequenas
quantidades de acetonitrila foram adicionadas a 3 mL de uma solugéo do glicoconjugado 14c

em acetonitrila. Foi observado um aumento na emissdo de fluorescéncia com o aumento da
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diluicdo (Figura 61), provavelmente indicando que ocorre auto-absor¢do da fluorescéncia
deste composto.
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Figura 61. Espectro de emissdo do composto 14c em acetonitrila com a adi¢do de pequenas

quantidades de acetonitrila (100-1200 uL).

Agua também foi adicionada a solugdes dos glicoconjugados 14a-b em acetonitrila,
com concentracao na ordem de 10 M. Os resultados encontram-se na Figura 62.
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Figura 62. Espectros de emissdo dos glicoconjugados a) 14a e b) 14b em acetonitrila, com a

adicdo de agua.
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Para o glicoconjugado 14a também é observada uma diminuicdo na sua fluorescéncia
com a adigdo de agua (Figura 62a). Além disso, se observa um deslocamento batocrémico a
medida que se aumenta a quantidade de agua no meio, chegando a uma diferenca de 10 nm
entre o branco e a solucdo contendo 800 uL de agua. Ja o glicoconjugado 14b ndo apresentou
este comportamento, como pode ser observado na Figura 62b, ocorrendo um pequeno

aumento da intensidade de fluorescéncia com a adi¢do de &gua.

Uma possivel explicacdo para o comportamento do glicoconjugado 14c¢ na presenca de
agua é que a porgdo do carboidrato esta diretamente ligada ao fluoroforo através da ligacdo N-
C-O. Desta forma, a geometria da molécula permite que ocorra ligacGes de hidrogénio entre
um nitrogénio do triazol e o oxigénio do carboidrato (Figura 63). Esta interacdo afeta o

\ .

fluoréforo, causando mudancas no seu espectro de emisséo.

Figura 63. Composto 14c¢ formando ligacdes de hidrogénio com a agua.

Ja para o glicoconjugado 14a, a presenca de um grupo OH livre poderia ser
responsavel pela interacdo com a &gua através das ligacGes de hidrogénio, gerando uma
supressdo da sua fluorescéncia e uma estabilizacdo observada pelo deslocamento
batocrdmico. Como o glicoconjugado 14c ndo possui ligacdo direta do carboidrato com o
fluoréforo e nem apresenta grupos OH livres, ndo € possivel observar nenhuma alteracéo de

sua fluorescéncia com a adigéo de agua.

Assim, atraves destes resultados, vemos que os glicoconjugados 14a e 14c possuem

uma potencial aplicagdo como sensores Opticos para a agua em acetonitrila.

4.2.8 Interacdo com BSA
Foram feitos estudos de interacdo com BSA, para a base de Troger com metilas (7b) e
para os trés glicoconjugados obtidos. Foram preparadas 10 solugbes de BSA em tampéao
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fosfato salino (PBS) de concentracdo fixa (11 uM) com diferentes concentracdes para cada
composto, que variaram de 5 a 50 uM. Foi medida a variacéo da intensidade de fluorescéncia
da BSA na presenca dos compostos, utilizando como excitacdo 280 nm. Os resultados

encontram-se nas Figuras 64, 65, 66 e 67.
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Figura 64. a) Espectro de emissdo de fluorescéncia da BSA com o aumento da concentragao
do composto 7b. b) Variacdo da intensidade de fluorescéncia com o aumento da concentragao
do composto (R =-0,941).
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Figura 65. a) Espectro de emissdo de fluorescéncia da BSA com o aumento da concentracdo

do glicoconjugado 14a. b) Variacdo da intensidade de fluorescéncia com o aumento da

concentragéo do glicoconjugado (R = -0,985).
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Figura 66. a) Espectro de emissdo de fluorescéncia da BSA com o aumento da concentracédo
do glicoconjugado 14b. b) Variacdo da intensidade de fluorescéncia com o aumento da

concentragéo do glicoconjugado (R = -0,989).
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Figura 67. a) Espectro de emissdo de fluorescéncia da BSA com o aumento da concentracdo
do glicoconjugado 14c. b) Variacdo da intensidade de fluorescéncia com o aumento da
concentracéo do glicoconjugado (R = -0,963).

Os resultados mostram que a medida que a concentracdo de 7b ou 14a-c aumenta, a
intensidade de fluorescéncia da BSA diminui, e de forma praticamente linear, para todos os
compostos. Este resultado preliminar, j& evidencia qualitativamente uma interacdo
significativa da base de Tréger com a proteina. Entretanto, a molécula 7b causou uma reducgéo
de apenas 14% na fluorescéncia da BSA (Figura 64). Ja os glicoconjugados 14a-b
apresentaram um comportamento muito mais intenso e linear (Figuras 65 e 66), em que a
intensidade de fluorescéncia teve uma reducdo de 71% e 67%, respectivamente, com valores
de coeficientes de correlacdo (R) superiores a 0,98. O glicoconjugado 14c também apresentou
uma alta supressao da fluorescéncia da BSA (71%, Figura 67), porém este comportamento

ndo ocorreu de forma tdo linear comparado aos outros glicoconjugados.

Para investigar o mecanismo de supressao da fluorescéncia da BSA, foram feitas
medidas em diferentes temperaturas (25°C, 30°C, 35°C e 40°C) utilizando a relagdo de Stern-
Volmer para o calculo das constantes de supressdo. Esta relacdo é apresentada na Equacgéo

(3):

Fo

7 1+K,1[Q] = 1+ Kgy[Ql, 3)

em que Fo é a intensidade de fluorescéncia da solugdo de BSA puro (branco); F é a
intensidade de fluorescéncia do BSA na presencga do supressor; K é a constante bimolecular

de supressdo, que esta relacionada com a eficiéncia de supressdo; 1o € o tempo de vida do
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fluoréforo na auséncia do supressor, com valor de 10® s para biomoléculas;® [Q] ¢ a
concentracdo do supressor e Ksy € a constante de supressdo de Stern-Volmer. Os resultados
obtidos encontram-se na Tabela X. Os graficos das regressdes lineares encontram-se no
Anexo (Figura A9).

Tabela X. Resultados obtidos a partir da equagéo de Stern-Volmer.

Comp. T (°C) Regressao linear R  Ksv(L-mol™) Kg(L-mol™s™)
25 Fo/F =0,96 + 4,05 x 10°[Q] 0,988 4,05 x 10° 4,05 X 10+
7b 30 Fo/F=0,98+4,03x10°[Q] 0,934  4,03x 10° 4,03 x 10"
35  Fo/F=0,91+4,43x10°[Q] 0,983  4,43x 10° 4,43 x 10"
40  Fo/[F=0,94+3,72x10°[Q] 0,946  3,72x10° 3,72 x 10*
25  Fo/F=0,60+525x10°[Q] 0,987  5,25x 10 5,25 x 10™
14a 30 Fo/F=0,64+524x10°Q] 0,990 5,24 x 10* 5,24 x 10*
35  Fo/F=0,60+5,05x10[Q] 0,985  5,05x 10* 5,04 x 10*
40  Fo/F=0,558+521x10°Q] 0,985  521x 10* 5,21 x 10*
25  Fo/F=0,66+455x10[Q] 0,991  4,55x 10 4,55 x 10™
14b 30 Fo/F = 0,67 + 4,46 x 10°[Q] 0,993 4,46 x 10* 4,46 x 10*
35 Fo/F =067 +4,14x 10°[Q] 0,989 4,14 x 10* 4,14 x 10"
40  Fo/[F=0,60+4,35x10°[Q] 0,989  4,35x 10" 4,35 x 10*
25  Fo/F=0,84+350x10[Q] 0931  3,50x 10 3,50 x 10%
14c 30 Fo/F = 0,68 +4,32x 10°[Q] 0,933  4,32x 10* 4,32 x 10*
35  Fo/F=0,72+3,63x10Q] 0941  3,63x10* 3,63 x 10*
40  F/F=0,72+3,74x10°[Q] 0,940 3,74 x 10* 3,74 x 10**

Podemos observar que as constantes Ksy e Ky diminuem com o aumento da
temperatura, indicando um mecanismo estético. Além disto, seus valores s&o maiores que 10™
L-mol™-s™, os quais excedem o valor maximo de 2,0 x 10" L-mol™*.s* para mecanismo
controlado pela difuséo (dindmico). Assim, podemos considerar 0 mecanismo de supressao

como estético, em que ocorre a formagdo de um complexo entre o glicoconjugado e a BSA.

Outra maneira de avaliar se 0 mecanismo € estatico € a partir da analise do espectro de
absorcdo no UV-Vis, pois 0 mecanismo dindmico envolve somente o estado excitado, fazendo
com que ndo existam mudancas no espectro de absor¢do. Ja no mecanismo estatico, mudangas
no espectro de absorcdo sdo esperadas devido a formacdo de uma nova espécie (complexo
BSA-supressor). Assim, quantidades equimolares dos supressores foram adicionadas a uma

solucdo de BSA. Para comprovar que 0 espectro da BSA na presenga do supressor nao é
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somente a soma das absorbancias da BSA e do supressor isolados, fez-se a diferenca entre a
absorbancia do complexo e do supressor. Os resultados encontram-se na Figura 68.
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Figura 68. Espectros de absorcdo no UV-Vis da BSA (preto), dos supressores (vermelho), da
BSA na presenca do supressor (verde) e da diferenca entre os espectros da BSA na presenca

do supressor e do supressor isolado (azul) para a) 7a, b) 14a, c) 14b e d) 14c.

Observa-se que nos quatro casos as bandas de absor¢éo da BSA (preto) e da BSA na
presenca do supressor (verde) diferem entre si, indicando uma mudanca nos residuos
aromaticos da BSA com a adi¢do de supressor devido a formacéo de complexos, concordando
com a suposicdo do mecanismo estatico. O fato de ndo haver superposicdo entre a banda da

BSA (preto) e da diferenca entre BSA-supressor e supressor (azul) em nenhum dos casos
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corrobora com esta suposicdo. Desta forma, a constante de ligacdo (Ka) € 0 nimero de sitios
de ligacéo (n) entre BSA e supressor podem ser calculados a partir da equacéo (4):%?

F,-F
log (OT) ~ logK, + n log[Q] )

Os resultados obtidos a partir desta abordagem encontram-se na Tabela XI e o0s

gréaficos das regressdes lineares encontram-se no Anexo (Figura A10).

Tabela XI. Constante de ligagdo com BSA e numero de sitios de ligacdo para 0s
glicoconjugados 14a-c.

Composto T (°C) Regresséao linear R Ka (L-mol™) n
25 log (Fo-F/F) = 10,1 + 2,24 log[Q] 0,978 1,41 x 10" 2,24
7b 30  log (Fo-F/F) =4,21+1,16 log [Q] 0,963 1,62 x 10* 1,16
35  log (Fo-F/F) = 1,60 + 0,59 log [Q] 0,601 39,5 0,59

40  log (Fo-F/IF) =7,92 +2,01109[Q] 0,910  8,37x10" 2,01

25  log (Fo-F/IF)=7,31+1,61log[Q] 0,994 2,02 x 10’ 1,61
14a 30  log (Fo-F/IF)=7,65+1,68log[Q] 0,995  4,45x 10’ 1,68
35 log (Fo-F/IF) = 7,92 + 1,75 log [Q] 0,977 8,36 x 10’ 1,75
40 log (Fo-F/IF) = 10,1 + 2,24 log [Q] 0,976 1,30 x 10" 2,24

25  log (Fo-F/IF)=7,40+1,641log[Q] 0999  252x 10’ 1,64
14b 30 log (Fo-F/F) = 8,36 + 1,86 log [Q] 0,994 2,27 x 10° 1,86
35  log (Fo-F/F)=8,98+2,001log[Q] 0,992  9,58x 10° 2,00
40 log (Fo-F/IF) = 9,75 + 2,18 log [Q] 0,992 5,64 x 10° 2,18

25  log (Fo-F/F)=5,34+1,19log[Q] 0,898 2,20 x 10° 1,19
14c 30  log (Fo-F/IF)=574+1,28log[Q] 0,959  555x 10 1,28
35 log (Fo-F/IF) =5,64 + 1,28 log [Q] 0,944 4,36 x 10° 1,28
40 log (Fo-F/IF) =5,49 + 1,25 log [Q] 0,936 3,11 x 10° 1,25

De acordo com estes resultados, podemos verificar que os glicoconjugados 14a-c
apresentam uma forte interagdo com a BSA devido aos altos valores de constante de ligagdo
(> 10° L mol™). Para os glicoconjugados 14a-b, as constantes de ligacdo (Ka) aumentam com
a temperatura e existem dois sitios de ligacdo com a BSA. Para o glicoconjugado 14c, existe
somente um sitio de ligacdo com a BSA e ndo existe uma tendéncia de aumento ou
diminuicdo de Ka com a mudanca de temperatura. Observa-se que para 14a-b, a regressao é
muito mais linear do que para 14c (R > 0,89), sendo seus valores de R superiores a 0,97 e
0,99, respectivamente. Essas diferencas de comportamento entre os glicoconjugados como

magnitude de Ka, nimero de sitios de ligacdo e linearidade permitem a concluséo de que a

66



porcao de carboidrato € responsavel pela interacdo com a BSA. Para a base de Troger 7b esta
andlise ndo foi conclusiva, pois os resultados de Ka e do numero de sitios de ligacdo

apresentam uma grande variacdo de forma muito aleatdria.
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5. CONCLUSOES

Neste trabalho foram sintetizados novos glicoconjugados quirais através da reagdo de
cicloadicdo 1,3-dipolar azida-acetileno catalisada por cobre entre uma base de Trdger
contendo o grupamento alcino protegido e azidas de carboidratos. O precursor alcino foi
sintetizado a partir da reacdo de acoplamento Sonogashira entre uma base de Troger contendo
iodo e o tetrametilisililacetileno. As azidas foram preparadas a partir dos carboidratos D-
xilose, D-galactose e D-manose, através de trés etapas de sintese.

Foram testadas diversas condigdes reacionais para a otimizacdo da reacdo de
cicloadicdo. Para o glicoconjugado 14a, o melhor rendimento foi encontrado quando utilizou-
se uma mistura de &gua e terc-butanol como solvente. Para os glicoconjugados 14b-c, os
melhores rendimentos foram obtidos quando se utilizou uma mistura de diclorometano e
agua.

A desprotecdo do alcino da base de Troger foi realizada primeiramente in situ, com o
uso de TBAF. Como nas reacOes de formacdo dos glicoconjugados 14b-c foi isolado um
subproduto assimétrico, foi realizada a sintese em duas etapas, em que primeiramente o alcino
foi desprotegido e apos foi feita a reacdo de cicloadicdo. O rendimento foi maior através desta

metodologia, pois eliminou a formacédo do subproduto.

A caracterizacdo dos glicoconjugados 14a-c por Ressonancia Magnética Nuclear de
Hidrogénio e Carbono mostrou que estes compostos constituem uma mistura de dois
diastereoisdbmeros, que ndo foi possivel de ser separada por cromatografia em coluna ou
CLAE.

N&o foi possivel a obtencdo de um monocristal dos glicoconjugados 14a-c para a
realizacdo de Difracdo de Raios-X, bem como as tentativas de resolucdo da base de Troger
precursora 7d.

Foi feito um estudo fotofisico de bases de Trdger mais simples (7a-b) e dos novos
glicoconjugados 14a-c atraves de medidas de absorcdo no UV-Vis e emissdo de
fluorescéncia.

As moléculas 7a-b apresentaram absorc¢do e emissdo na regido do ultravioleta, com
transicdes eletronicas do tipo m-n*. As moléculas ndo sofrem mudangas significativas na
estrutura eletrbnica ou rearranjos moleculares no estado excitado, como pdde ser observado

pelos baixos valores de Alsr.
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O composto 14a apresentou um méximo de absor¢do maior que o das moléculas 7a-b,
devido ao aumento da conjugacao pela adigdo do anel triazélico a sua estrutura. Os compostos
14b-c também apresentaram absorcdo em comprimentos de onda maiores, porém a
absorbancia foi tdo baixa que esta absorcdo foi desprezada. O composto 14a apresentou
maximos de emissdo na regido do violeta e os compostos 14b-c apresentaram maximos de
emissdo na regido do ultravioleta. Os trés glicoconjugados apresentaram transicdes do tipo n-
n* e um estado excitado um pouco mais polar do que o estado fundamental, observado
através de um pequeno deslocamento batocrémico com o aumento da constante dielétrica do

solvente.

Os novos glicoconjugados foram testados como sensores Opticos para cations. Os
melhores resultados encontrados foram para chumbo e prata para os glicoconjugados 14b e
14c, respectivamente. Ainda assim, a reducdo da fluorescéncia ndo foi tdo efetiva para que

estes compostos tenham potencial aplicacao nesta area.

Foi observado que o glicoconjugado 14c, quando em solucédo de acetonitrila, apresenta

reducdo de sua fluorescéncia na presenca de pequenas quantidades de agua.

Os novos glicoconjugados apresentaram uma forte interacdo com a proteina BSA,
evidenciada pela supressdo da fluorescéncia da BSA quando esta estava na presenca dos
glicoconjugados. O mecanismo de supressao de fluorescéncia ocorre de forma estatica, com a
formacdo de um complexo glicoconjugado-BSA, investigado através da equacdo de Stern-
Volmer. Esta complexacdo ocorre na por¢do dos carboidratos, ja que existiram diferencas
entre os glicoconjugados em relacdo a magnitude da constante de ligacdo e ao numero de
sitios de ligacao.

Por fim, as bases de Trbéger possuem uma quimica muito interessante devido a sua
estrutura de caracteristicas Unicas, e como existe uma infinidade de novas moléculas que
ainda podem ser sintetizadas através de substituicbes nos anéis arométicos e também nos
nitrogénios, pode-se dizer que ainda existe muito a ser explorado neste campo de pesquisa.
Porém, a sintese de bases de Troger exige um trabalho muito arduo, muitas vezes cansativo e
desestimulante, pois os rendimentos sdo moderados e/ou baixos devido a formacdo de muitos
subprodutos, levando a uma purificacdo lenta e trabalhosa. Apesar disto, este trabalho
contribuiu para o estudo de novos diastereoisomeros derivados de bases de Troger, que ainda
sdo pouco estudados. No caso deste trabalho, a alta polaridade dos diastereoisémeros gerou
uma grande dificuldade de sua separacdo por cromatografia em coluna, e os estudos

espectroscopicos mostraram que eles sdo quimicamente muito semelhantes. Novos esforcos

69



ainda devem ser realizados para a obtencdo dos glicoconjugados em suas formas enantio e

diastereoisomericamente puras, para assim possibilitar novos ramos de pesquisa.
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6. EXPERIMENTAL

6.1 MATERIAIS E METODOS

Os reagentes utilizados neste trabalho foram: &cido D-(+)-tartarico, 4-iodoanilina,
trimetilsililacetileno (Acros Organics), albumina bovina fracdo V (Alamar Tecno-Cientifica),
fosfato de potassio monobasico, sulfato de sédio (FMaia), carbonato de potassio, sulfato de
cobre pentahidratado, trietilamina (Merck), hidréxido de amonio (Nuclear), acido L-(-)-
tartarico, 4&cido trifluoroacético, ascorbato de sodio, 4-bromoanilina, fluoreto de
tetrabutilamonio, p-formaldeido, p-toluidina, trifenilfosfina (Sigma-Aldrich), anilina,
hexametileno tetraamina (Synth), Cul (Spectrum Chemicals), fosfato de sodio dibasico

(Vetec). O catalisador PdCl,(PPhs), foi preparado conforme descrito na literatura.®®

Os solventes utilizados foram: acetato de etila, acetonitrila, dicloroetano,
diclorometano, 1,4-dioxano, alcool etilico, acetona, éter de petroleo, hexano, tetrahidrofurano,
alcool metilico, alcool ter-butilico. Silicagel 60 (Aldrich) foi utilizada como fase estacionéria
para cromatografia em coluna. Todos os reagentes foram utilizados sem tratamento prévio,
exceto: anilina (destilacdo), trietilamina (refluxo em KOH seguido de destilacdo),
trifenilfosfina (recristalizacdo em hexano) e Cul (seco a 80°C em alto-vacuo). O dicloroetano
utilizado na resolucéo foi previamente purificado e seco de acordo com as seguintes etapas: a)
Extracdo com acido sulfarico concentrado, b) lavagem com agua, ¢) lavagem com KOH 10%,
d) lavagem com &gua, e) secagem com MgSQ, e filtracdo, f) refluxo em P,Os por 3 horas. g)

destilacdo e h) armazenamento sob atmosfera inerte e peneira molecular.

A analise de CLAE foi realizada utilizando fase estacionaria quiral Chiralcel OD-H, e
uma mistura de isopropanol/hexano (1:9) como fase mével, com um fluxo de 0,8 mL-min™ e

detector em 254 nm.

Para o estudo fotofisico, todas as analises foram realizadas em solucdo, com
concentracdes na ordem de 10”-10° mol-L™, e o comprimento de onda do maximo de
absorcdo foi utilizado como comprimento de onda de excitacdo para as medidas de
fluorescéncia. Para o calculo do rendimento quantico, foram feitas medidas em solucdo
utilizando o regime 6ptico diluido (absorbancias menores que 0,1). Foi utilizado como padrao

uma solucéo de naftaleno em ciclohexano com excitacdo em 270 nm (g = 0,23).%*

Para os testes de interagdo com BSA, as solucbes foram preparadas em tampéao PBS,
gue consiste em uma mistura de fosfato de potassio monobasico, fosfato de sédio dibasico,

cloreto de sodio e agua deionizada, resultando em uma solucdo de pH 7,2. Os compostos
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sintetizados neste trabalho foram previamente solubilizados em dimetilformamida, e desta
solucdo foi retirada uma aliquota para a preparacdo da solucdo-mde em PBS. A BSA foi
diretamente solubilizada em PBS. Para 0s experimentos a diferentes temperaturas, as
amostras foram deixadas em banho-maria, com temperatura controlada por termémetro de

uma casa decimal.

A caracterizacdo dos compostos por RMN, FTIR e CLAE foi realizada na Central
Analitica do Instituto de Quimica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Os

equipamentos utilizados foram:

a) Ressonancia Magnética Nuclear: Espectrometro Varian Inova e Varian VNMRS. Os
espectros de RMN de *H foram obtidos a 300 e 400 MHz e os espectros de RMN de
3C a 75,5 e 100,5 MHz. Foram utilizados tubos de 5 mm de diametro interno. Os
solventes utilizados foram DMSO-dg, CDCl; e D,0O.

b) Absor¢do no Infravermelho com Transformada de Fourier: Espectrofotdmetro no
Infravermelho (FTIR) Varian-640 IR, em pastilhas de KBr.

c) Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia: Shimadzu LC-20At, com detector de UV-
Vis.

As medidas de ponto de fuséo e o estudo fotofisico foram realizados no laboratério do

Grupo de Pesquisa em Fotoquimica Organica Aplicada. Os equipamentos utilizados foram:

a) Ponto de fusdo: Ponto de fusdo a seco Q340S - Quimis. Os valores ndo estdo
corrigidos.
b) Absorcdo no UV-Vis em solucdo: Espectrofotdmetro Shimadzu UV-2450.

c) Emissdo de fluorescéncia: Espectrofluorimetro Shimadzu RF-5301 PC.

As andlises de ESI-MS foram realizadas em colaboracdo com o Prof. Dr. Sidnei
Moura e Silva, na Central de Analises do Instituto de Biotecnologia da Universidade de
Caxias do Sul. O equipamento utilizado foi o espectrdmetro de massas micrOTOF-Q Il
(Bruker Scientific). Os produtos foram dissolvidos em uma solugéo 50% (v/v) de acetonitrila
(grau cromatografico, Tedia, Fairfield, OH, USA), 50% (v/v) de agua deionizada e 0,1 % de
acido formico. Foi utilizada insercao direta na fonte ESI utilizando uma seringa automatica
(Harvard Apparatus) a uma vazao de 150 pL-min™. A temperatura de dessolvatacio utilizada
foi 100°C.
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6.2 SINTESE DAS BASES DE TROGER 7a-d
6.2.1 Base de Trdger 7a

N

)

N

Em um baldo monotubulado, foram solubilizados 4,6 mL (50 mmol) de anilina (6a)
previamente destilada e 3,06 g (102 mmol) de p-formaldeido em 50 mL de ATF a -15°C. A
reacao foi deixada em agitacdo por 20 minutos nesta temperatura e por 48 horas a temperatura
ambiente. A mistura reacional foi vertida sobre dgua gelada e basificada a pH 8 com
hidroxido de aménio. Extraiu-se o produto bruto com diclorometano (3x50 mL), a fase
organica foi seca com Na,SO, anidro e filtrada. O solvente foi removido em evaporador
rotatorio. O produto foi purificado em cromatografia em coluna utilizando uma mistura de

diclorometano e acetato de etila (95:5) como eluente.

6H,12H-5,11-metanodibenzolb,f][1,5]diazocina (7a). Sélido amarelado. Rendimento: 0,99 g,
18%. Ponto de fusdo: 132-134°C. RMN de *H (300 MHz, CDCls), & (ppm): 7,20-7,10 (m,
4H), 7,03-6,87 (m, 4H), 4,71 (d, J = 16,7 Hz, 2H), 4,32 (s, 2H), 4,19 (d, J = 16,7 Hz, 2H).
APT (75,5 MHz, CDCly), 6 (ppm): 148,1; 127,9; 127,4; 127,0; 125,2; 124,0; 66,8; 58,7.

NW CHs
H5;C N

Em um baldo bitubulado adaptado a uma linha de vacuo-argdnio foram adicionados

6.2.2 Base de Troger 7b

1,00 g (9,3 mmol) de p-toluidina (6b), 1,31 g (9,3 mmol) de hexametilenotetraamina e 20 mL
de ATF. A reacdo foi mantida em agitacdo por 90 minutos, & temperatura ambiente e
atmosfera inerte. O acido foi removido sob vacuo e aquecimento. Foram adicionados 20 mL
de &gua e a solucdo foi basificada até pH 8 com hidréxido de aménio. Foram feitas extracdes
com diclorometano (3x20 mL). A fase organica foi seca com Na,SO, anidro e filtrada. O
solvente foi removido em evaporador rotatorio e o produto foi purificado por cromatografia

em coluna utilizando acetato de etila/hexano (1:9) como eluente.
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2,8-Dimetil-6H,12H-5,11-metanodibenzo[b,f][1,5]diazocina (7b). Sdlido branco.
Rendimento: 0,64 g, 55%. Ponto de fusdo: 132-135°C. RMN de *H (300 MHz, CDCls), §
(ppm): 7,04 (d, J = 8,2 Hz, 2H), 6,97 (d, J = 8,2 Hz, 2H), 6,72 (s, 2H), 4,56 (d, J = 16,7 Hz,
2H), 4,22 (s, 2H), 4,02 (d, J = 16,7 Hz, 2H), 2,12 (s, 6H). APT (75,5 MHz, CDCl5), & (ppm):
145,5; 133,5; 128,1; 127,8; 125,1; 67,1; 58,7; 21,1.

Reagiu-se 3,45 g (20 mmol) de 4-bromoanilina (6¢) com 1,20 g (40 mmol) de p-

6.2.3 Base de Troger 7c

formaldeido, em 17 mL de ATF, que foi adicionado a -15°C. A reacdo foi agitada a
temperatura ambiente, por 6 dias. Verteu-se a mistura reacional sobre agua gelada, basificou-
se com hidroxido de aménio até pH 8 e extraiu-se o produto bruto com diclorometano. A fase
organica foi seca com Na,SO, anidro, o solvente foi removido em evaporador rotatdrio e o
solido foi seco em estufa. O produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna

utilizando diclorometano como eluente.

2,8-Dibromo-6H,12H-5,11-metanodibenzo[b,f][1,5]diazocina  (7c). =~ Solido  amarelo.
Rendimento: 1,09 g, 29%. RMN de *H (300 MHz, CDCls), & (ppm): 7,27 (dd, J=8,5¢€ 2,3
Hz, 2H), 7,04 (d, J = 2,3 Hz, 2H), 7,00 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 4,64 (d, J = 16,9 Hz, 2H ), 4,24 (s,
2H), 4,09 (d, J = 16,9 Hz, 2H).

6.2.4 Base de Troger 7d

Reagiu-se 0,66 g (3 mmol) de 4-iodoanilina (6d) com 0,13 g (4,5 mmol) de p-
formaldeido, em 10 mL de ATF, que foi adicionado a -15°C. A reagdo foi mantida em
agitacdo por 24h. Apds, verteu-se a mistura reacional sobre agua gelada e basificou-se com
hidroxido de amdnio até pH 8. O produto bruto foi filtrado, seco em estufa e purificado por

cromatografia em coluna utilizando diclorometano como eluente.
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2,8-Diiodo-6H,12H-5,11-metanodibenzo[b,f][1,5]diazocina (7d). Sélido amarelo.
Rendimento: 0,26 g, 37%. RMN de *H (300 MHz, CDCls), § (ppm): 7,45 (dd, J =8,5e 2,0
Hz, 2H, Hp), 7,23 (d, J = 2,0 Hz, 2H, H,), 6,87 (d, J = 8,5 Hz, 2H, H,), 4,61 (d, J = 16,7 Hz,
2H, Hy), 4,23 (s, 2H, Hs e Hy), 4,08 (d, J = 16,7 Hz, 2H, H,). APT (75,5 MHz, CDCly), §
(ppm): 147,7; 136,6; 135,9; 130,3; 127,2; 87,8; 66,7; 58,3.

6.3 SINTESE DE BASE DE TROGER CONTENDO ALCINO (9)

SiMe3

y -

)

F N

MesSi

Em um tubo selado foi feita a purga de N,-vacuo trés vezes. Com fluxo de nitrogénio
constante, foram adicionados 0,47 g (1 mmol) da base de Troger 7d, 0,016 g (8% em mol) de
Cul, 0,026 g (9% em mol) de PPhz, 0,008 g (10% em mol) de PdCI,(PPhs), e 4 mL de
trietilamina seca. Foram adicionados 4 equivalentes de TMSA (0,6 mL). A reagéo foi mantida
sob agitacdo e atmosfera inerte por 4h, a uma temperatura de 90°C. Apds o resfriamento da
mistura reacional, foi adicionado acetato de etila e a mistura foi filtrada em uma coluna de
silica. O solvente foi removido em evaporador rotatorio e bomba de alto vacuo. O produto 9
foi obtido sem necessidade de purificacéo.

2,8-Bis[2-(trimetilsilil)etinil]-6H,12H-5,11-metanodibenzo[b.f][1,5]diazocina  (9).  Solido
amarelo. Rendimento: 0,48 g, quantitativo. Ponto de fusdo: 194-196°C. RMN de *H (300
MHz, CDCls), & (ppm): 7,24 (dd, J= 8,2 e 2,0 Hz, 2H), 7,03 (d, J = 2,0 Hz, 2H), 7,02 (d, J =
8,2 Hz, 2H) 4,61 (d, J = 16,7 Hz, 2H), 4,26 (s, 2H), 4,10 (d, J = 16,7 Hz, 2H), 0,21 (s, 18H).
APT (75,5 MHz, CDCls), & (ppm): 148,3; 131,0; 130,8; 127,6; 124,8; 118,6; 104,7; 93,4;
66,8; 58,5; 0,04,
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6.4 SINTESE DAS AZIDAS DE CARBOIDRATOS 13a-c

6.4.1 Reacao de formacéao dos acetonideos 11a-c

Para D-xilose e D-galactose:

HO 0 0 oH
""IIIO >< O
HO 0
O

O o
(11a) by X

Em um bal&o monotubulado, 3,5 mmol de iodo molecular foram dissolvidos em 150
mL de acetona. Foram adicionados 20 mmol do carboidrato 10a-b, e a solugdo permaneceu
em refluxo por 3h. Foi adicionada solucdo aquosa de tiossulfato de sddio, gerando uma
solucdo incolor. O volume foi reduzido a 2/3 em evaporador rotatério. O produto bruto foi
extraido com diclorometano. A fase orgéanica foi lavada com solugdo saturada de cloreto de
sodio, seca com MgSQy, filtrada e o solvente foi evaporado.

Para a molécula 10a, foi realizada a hidrdlise do bis-acetonideo, em que foram
adicionados 25 mL de solucdo HCI 0,12 M e manteve-se a solu¢do em agitacdo por uma hora.
A solucéo foi neutralizada com bicarbonato de sodio sélido. Parte da dgua foi evaporada, e o
produto foi extraido com diclorometano. A fase organica foi seca com MgSQ, e o solvente foi
removido em rotaevaporador rotatorio. O produto obtido foi utilizado nas etapas seguintes,

sem purificacéo.

Para D-manose:

\

(0] 0]

d
(11c) )( ©

Em um bal&o monotubulado foram adicionados 2,0 g (11 mmol) de D-manose (10c),

OH

100 mL de acetona e 0,60 g (2,28 mmol) de iodo molecular. A reagéo ficou sob agitacdo por
24 horas, a temperatura ambiente. Extraiu-se o produto com acetato de etila (3x30 mL) e
lavou-se a fase organica com solucdo saturada de NaCl. O solvente foi removido em
rotaevaporador e seco sob alto vacuo. O produto obtido foi utilizado nas etapas seguintes, sem

purificacéo.
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6.4.2 Formagao dos tosilatos 12a-b e cloreto 12c

OTs
TsO 0 0o
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HO %, /k O
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o o

(12a) azy X

A uma solugdo do carboidrato 1la-b em piridina a 0°C foram adicionados 1,1

Para xilose e galactose:

equivalentes de cloreto de tosila. A solucdo foi mantida em agitacdo por 3h, a temperatura
ambiente. Adicionou-se agua para remover a piridina sob vacuo. A agua foi removida sob
vacuo com a adicdo de tolueno duas vezes. Ao produto bruto foi adicionado uma solucéo de
NaCl, e o produto foi extraido com acetato de etila. A fase organica foi seca com MgSQO,,

filtrada e o solvente foi evaporado. O produto obtido foi utilizado na proxima etapa.

Para manose:

Em um baldo previamente purgado com atmosfera inerte de

argonio foram adicionados 1,2 g (4,73 mmol) da manose protegida ><O

11c em 28 mL de diclorometano seco. Em seguida, adicionou-se 0 o)

0,35 g (2,8 mmol) de 4-dimetilaminopiridina (4-DMAP), 1,1 g (5,6 el
mmol) de cloreto de p-toluenossulfonila e 0,66 mL de trietilamina 0

seca. A reacdo foi deixada sob agitacdo por 8 horas, a temperatura ~ (12€) X
ambiente. O produto foi extraido com diclorometano e a fase organica foi lavada com solucéo
saturada de NaHCOg3 (2 x 10 mL), solucdo 10% de CuSQO, (2x10 mL) e solugédo saturada de
NaCl (2x10 mL). O 6leo amarelo claro obtido foi usado na préxima etapa, sem purificacéo.

6.4.3 Formacéo das azidas 13a-c

Para xilose e galactose:

0 o
(13a) @by X

Adicionou-se 1,5 equivalentes de azida de sodio a uma solucéo do tosilato 12a-b em
dimetilformamida (2 mL por mmol), sob atmosfera inerte. A solucgdo foi mantida em agitacao

a 80°C por 48h. Apos, o produto foi extraido com solugédo saturada de NaCl e acetato de etila.
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A fase organica foi seca com MgSQ,, filtrada e o solvente foi removido em rotaevaporador

rotatdrio, gerando produtos com bom grau de pureza.

Para manose:

Em um baldo previamente purgado com atmosfera inerte de
argonio, foram adicionados 1,0 g (3,8 mmol) do cloreto de manose ><O
(12c) dissolvidos em 4 mL de dimetilformamida seca. Em seguida o] o)
adicionou-se 0,49 g (7,56 mmol) de azida de sodio. A reacgéo ficou N3
sob agitacdo por 72h, a uma temperatura de 90°C. O produto bruto 0 o
foi extraido com acetato de etila (3x15 mL) e lavado com solucdo (130) X
saturada de NaCl. O bruto foi purificado por cromatografia em coluna utilizando como

eluente 10% de acetato de etila em hexano.

5-Azido-5-deoxi-1,2-O-(isopropilideno)-a-D-xilofuranose (13a). Solido branco. Rendimento:
89%. RMN de H (300 MHz, CDCl3), § (ppm): 5,94 (d, J = 3,8 Hz, 1H, Hy), 4,51 (d, J = 3,8
Hz, 1H, Hy), 4,31-4,19 (m, 2H, Hs e H,), 3,63-3,57 (M, 2H, Hs e Hs)), 2,46 (s, 1H, OH), 1,49
(s, 3H, CHs), 1,31 (s, 3H, CHy).

1,2:3,4-Di-O-isopropilideno-6-azido-a-D-galactopiranose (13b). Oleo amarelo. Rendimento:
40%. RMN de H (300 MHz, CDCl3), & (ppm): 5,56 (d, J = 5,0 Hz, 1H, Hy), 4,64 (dd, J = 7,9
e 2,6 Hz, 1H, Hs), 4,35 (dd, J = 5,1 € 2,3 Hz, 1H, H,), 4,21 (dd, J = 7,9 e 1,9 Hz, 1H, Ha),
3,93 (m, 1H, Hs), 3,53 (dd, J = 12,7 e 7,8 Hz, Hg), 3,38 (dd, J = 11,2 e 5,4 Hz, 1H, Hg'), 1,56
(s, 3H, CH3), 1,47 (s, 3H, CH3), 1,36 (s, 3H, CH3), 1,35 (s, 3H, CH3).

1-Azido-2,3;5,6-di-O-isopropilideno-B-D-manofuranose (13c). Solido branco. Rendimento:
80%. RMN de 'H (300 MHz, CDCls), § (ppm): 4,77 (dd, J = 6,2 e 3,5 Hz, 1H, H3), 4,67 (dd,
J=6,2¢e35Hz 1H, Hy), 4,46 (ddd, J = 7,6, 6,6 e 4,7 Hz, 1H, Hs), 4,40 (d, J = 3,5 Hz, 1H,
Hi), 4,16-4,06 (m, 2H, Hg e H¢), 3,59 (dd, J = 7,6 e 3,5 Hz, 1H, Hy), 1,55 (s, 3H), 1,44 (s,
3H), 1,38 (s, 3H), 1,36 (s, 3H).
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6.5 SINTESE DOS GLICOCONJUGADOS 14a-c

Abaixo sdo descritos os métodos otimizados de sintese dos glicoconjugados 14a-c.

6.5.1 Obtencéo do glicoconjugado 14a

Uma mistura de 6 mL de terc-butanol e 3 mL de 4gua foi vertida sobre 0,09 g (0,2
mmol) da base de Trdger 9, 0,09 g (0,4 mmol) da azida de xilose 13a, 0,011 g (0,2 eq.) de
CuSQO4-5H,0 e 0,018 g (0,4 eqg.) de ascorbato de sodio, em um baldo monotubulado. Os
reagentes ficaram sob agitacdo por alguns minutos, quando foi adicionado 0,45 mL (2 eq.) de
TBAF (solucdo 1M em THF). A mistura reacional foi mantida em agitacdo, a temperatura
ambiente, por 48h. Apds, o produto bruto foi extraido com diclorometano (3x5 mL). A fase
organica foi seca com Na,SO, anidro, filtrada e o solvente foi removido em evaporador
rotatério. A purificacdo foi feita em cromatografia em coluna, utilizando gradiente de

diclorometano e acetona como eluente.

Glicoconjugado 14a. Sélido amarelo pélido. Rendimento: 0,10 g, 66%. FTIR (KBr, cm™):
3434, 3132, 2987, 2937, 2898, 1492, 1217, 1072 (Anexo, Figura A11). RMN de *H (300
MHz, DMSO-ds), & (ppm): 8,42 (s, 2H, H,), 7,62 (dd, J = 8,2 e 1,5 Hz, 2H, He), 7,46 (d, J =
1,5Hz, 2H, Hy), 7,21 (d, J = 8,2 Hz, 2H, Hy), 5,88 (d, J = 3,8 Hz, 2H, Hg), 5,67 (d, J = 5,0 Hz,
2H, Hy), 4,71 (d, J = 17,0 Hz, 2H, Hy), 4,47 (d, J = 3,8 Hz, 2H, Hs), 4,45-4,38 (m, 4H, H, e
Hs), 4,30 (s, 2H, Hy), 4,23 (d, J = 17,0 Hz, 2H, H.), 4,08 (dd, J = 5,0 e 2,6 Hz, 4H, H,), 1,33
(s, 6H, CHs3), 1,22 (s, 6H, CH3). APT (75,5 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 147,8; 146,2; 146,1;
128,5; 125,9; 125,3; 124,1; 123,6; 123,5; 121,4; 110,9; 104,5; 85,0; 79,1; 73,5; 66,2; 58,2;
49,0; 26,6; 26,0.

79



6.5.2 Obtencéo do glicoconjugado 14b
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Por ser um composto 6leo viscoso, 0,21 g (0,7 mmol) de azida de galactose 13b foram
solubilizadas em diclorometano e transferidas para um baldo monotubulado com uma pipeta
Pasteur. O solvente foi evaporado. Foram adicionadas ao baléo 0,15 g (0,4 mmol) da base de
Troger 9, 0,018 g (0,2 eq.) de CuSQ,4-5H,0 e 0,028 g (0,4 eq.) de ascorbato de sddio. Os
reagentes foram solubilizados em 5 mL de diclorometano. Foram adicionados 5 mL de &gua,
e apos alguns minutos de agitacdo, foram adicionado 1,2 mL (3 eq.) de TBAF (solu¢do 1M
em THF). A mistura reacional foi mantida em agitacdo vigorosa, a temperatura ambiente, por
29h. Apos, as fases foram separadas e o produto bruto foi extraido da fase aquosa com
diclorometano. A fase organica foi lavada com uma solu¢do 0,1 M de EDTA, seca com
Na,SO, anidro, filtrada e o solvente foi removido em evaporador rotatorio. A purificacdo foi
feita em cromatografia em coluna, utilizando um gradiente de diclorometano e acetona como

eluente.

Glicoconjugado 14b. Sélido amarelo palido. Rendimento: 0,18 g, 61%. FTIR (KBr, cm™):
3143, 2987, 2937, 2906, 1383, 1213, 1066 (Anexo, Figura A12). RMN de 'H (400 MHz,
CDCls), & (ppm): 7,83 (s, 1H, Hy), 7,82 (s, 1H, Hy"), 7,56 (d, J = 8,2, 2H, He), 7,43 (s, 2H,
Ha), 7,17 (d, J = 8,2 Hz, 2H, Hy), 5,49 (d, J = 5,1 Hz, 2H, Hy), 4,73 (d, J = 16,8 Hz, 2H, Hy),
4,65-4,58 (m, 4H,H, e Hs), 4,42 (dd, J = 13,7 e 8,2 Hz, 2H, H,) 4,34 (s, 2H, H, e Hy), 4,30
(dd, J =5,0 e 2,4 Hz, 2H, Hs), 4,24 (d, J = 16,8 Hz, 2H, H), 4,17 (d, J =7,8 Hz, 4H, Hs e
He) 1,47 (s, 6H, CH3), 1,34 (s, 6H, CH3), 1,33 (s, 6H, CHj3), 1,25 (s, 6H, CH3). APT (100,5
MHz, CDCly), & (ppm): 147,8; 147,1; 128,2; 128,2; 126,8; 126,7; 125,3; 125,0; 124,2; 120,5;
120,4; 109,8; 109,0; 96,2; 71,2; 70,7, 70,3; 67,0; 58,7; 50,5; 26,0; 25,9; 24,8, 24 ,4.
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6.5.3 Obtencéo do glicoconjugado 14c
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Sintese em uma etapa

Em um baldo monotubulado foram adicionadas 0,086 g (0,2 mmol) da base de Troger
9, 0,119 g (0,4 mmol) da azida de manose 13b, 0,006 g (0,1 eq.) de CuSQ4-5H,0, 0,010 ¢
(0,2 eq.) de ascorbato de sodio e 10 mL de uma mistura 1:1 de diclorometano e agua. Apés
alguns minutos de agitacao, foram adicionados 1 mL (5 eq.) de TBAF (solugdo 1M em THF).
A mistura reacional foi mantida em agitacdo vigorosa, a temperatura ambiente, por 23h.
Apds, as fases foram separadas e o produto bruto foi extraido da fase aquosa com
diclorometano (2x5 mL). A fase organica foi lavada com uma solucdo 0,1 M de EDTA, seca
com Na,SO, anidro, filtrada e o solvente foi evaporado em evaporador rotatério. A
purificagdo foi feita em cromatografia em coluna, utilizando um gradiente de diclorometano e

acetona como eluente, resultando em 0,089 g de produto puro (Rendimento: 51%).

Sintese em duas etapas

Em um baldo monotubulado foram solubilizadas 0,099 g (0,2 mmol) da base de
Troger 9 em 7 mL de uma mistura 1:1 de metanol e THF. Foram adicionadas 0,33 g (10 eq.)
de K,COs. A mistura foi mantida em agitacdo a temperatura ambiente por 1 hora. O produto
foi extraido com diclorometano, seco com Na,SO, anidro, filtrado e o solvente foi evaporado,

resultando em 0,058 g (0,2 mmol) de alcino desprotegido (Rendimento: 91%).

O alcino desprotegido 16 foi dissolvido em 3 mL de diclorometano e adicionado a
uma mistura de 0,13 g (0,5 mmol) de azida de manose (13c), 0,005 g (0,1 eq.) de
CuSQ4-5H,0 e 0,009 g (0,2 eq.) de ascorbato de sodio em 3 mL de agua. Apdés 19h de
agitacdo vigorosa a temperatura ambiente, as fases foram separadas. A fase aquosa foi
extraida com diclorometano. A fase orgénica foi lavada com solucdo saturada de cloreto de
sodio, seca e filtrada. O solvente foi evaporado e o produto foi purificado por cromatografia
em coluna utilizando um gradiente de diclorometano e acetona como eluente, resultando em

0,13 g de produto puro (Rendimento: 75%).
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Glicoconjugado 14c. Sélido amarelo palido. Rendimento: 68%. FTIR (KBr, cm™): 3168,
2985, 2941, 2898, 1375, 1209, 1070 (Anexo, Figura A13). RMN de *H (400 MHz, CDCls), &
(ppm): 7,95 (s, 1H, Hy), 7,95 (s, 1H, Hy), 7,58 (dd, J = 8,8 e 1,6 Hz, 2H, H¢), 7,55 (dd, J = 8,8
e 1,6 Hz, 2H, He), 7,42 (d, J = 1,6 Hz, 1H, Hy), 7,40 (d, J = 1,6 Hz, 1H, Hy), 7,18 (d, J = 8,2
Hz, 1H, Hy), 7,16 (d, J = 8,2 Hz, 1H, Hy), 6,06 (d, J = 3,5, 2H, H;), 4,91 (dd, J = 5,8 e 3,5 Hz,
2H, H,), 4,84 (dd, J = 5,2 e 3,5 Hz, 2H, Hs), 4,73 (d, J = 16,8 Hz, 2H, Hy), 4,47 (ddd, J = 7,6,
6,6 e 4,7 Hz, 2H, Hs), 4,34 (s, 2H, H,), 4,24 (d, J = 16,8 Hz, 2H, H), 4,09 (dd, J =8,9 ¢ 6,3
Hz, 2H, Hea), 4,03 (dd, J = 8,9 e 4,3 Hz, 2H, Hgp), 3,75 (dd, J = 7,6 € 3,5 Hz, 2H, Hy), 1,54 (s,
3H, CHs), 1,52 (s, 3H, CHg), 1,42 (s, 6H, CH3), 1,36 (s, 6H, CH3), 1,29 (s, 3H, CH3), 1,28 (s,
3H, CHs). APT (100,5 MHz, CDCls), & (ppm): 148,1; 147,9; 128,2; 126,4; 126,3; 125 4;
125,3; 125,0; 124,3; 119,9; 113,7; 113,6; 109,5; 88,8; 79,6; 79,2; 72,6; 66,9; 66,7; 58,8; 58,7,
26.9; 25,6; 25,5; 25,1; 24,0.

6.6 DESPROTECAO DAS HIDROXILAS DOS ACETONIDEOS

Para o glicoconjugado 14a
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Foram adicionadas 0,46 g (0,6 mmol) do glicoconjugado 14a a 10 mL de uma mistura
1:1 de agua e acido trifluoroacético. Apos 2h de agitacdo a temperatura ambiente, o solvente
foi evaporado em rotaevaporador e a mistura pastosa foram adicionados 10 mL de metanol e
algumas gotas de acido sulfarico. A mistura foi deixada em agitacdo por 24 horas. O
precipitado resultante foi filtrado e adicionado a uma solucdo de bicarbonato de so6dio. Apos
atingir pH 7, o precipitado foi filtrado e seco em estufa, gerando 0,28 g de um s6lido marrom

insoluvel.

Glicoconjugado 17a: Sélido marrom. Rendimento: 65%. FTIR (KBr, cm™): 3386, 3139,
2945, 2906, 2848, 1486, 1211, 1049.
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Para o glicoconjugado 14b

N

HO Ho N
HO\%O (17b) Ho\%o
OH OH

OMe OMe

Foram adicionadas 0,089 g do glicoconjugado 14b a 5 mL de uma mistura 1:1 de &gua
e acido trifluoroacético. A mistura ficou em agitagdo a temperatura ambiente por 2h. O
solvente foi evaporado no rotaevaporador e a mistura pastosa foram adicionados 5 mL de
metanol e gotas de acido sulfdrico concentrado. A mistura foi deixada em agitacdo por 24
horas. A mistura foi neutralizada com bicarbonato de sddio. Foi adicionado diclorometano
para extrair o produto, mas o produto ficou na fase aquosa. Tentou-se extrair com acetato de
etila, mas também o produto permaneceu na fase aquosa. Foi adicionado cloreto de sédio a
solucdo aquosa para a saturacdo do meio e precipitacdo do produto, porém o produto nédo

precipitou, e assim ndo foi possivel realizar a sua caracterizacao.

6.7 TENTATIVA DE OBTENCAO DE MONOCRISTAL

Em ambos os métodos, foi pesada uma quantidade em torno de 0,015-0,020 g dos
compostos e a amostra foi solubilizada na quantidade minima de solvente. Esta solucdo foi
diluida com metade da quantidade de solvente adicionada no inicio. Foi feita uma filtracao
para remover qualquer traco de particula em suspensdo que poderia acarretar no crescimento
de cristal impréprio para a analise. Para 0 método 1, o frasco com a solucéo foi colocado
dentro de um frasco maior com o auxilio de uma pinca, e o segundo solvente foi adicionado
lentamente dentro do frasco maior com pipeta Pasteur até que o nivel de volume ultrapassasse
o nivel do volume do frasco menor. O frasco maior foi fechado hermeticamente. No Método
2, o frasco foi fechado com um batoque, no qual foi inserida uma agulha. Em ambos 0s

métodos, os frascos ndo foram movidos até o final do experimento.

Quando se adicionou acido benzoico ou &cido acético para auxiliar na cristalizacao,

estes foram adicionados em quantidades equimolares em relagéo aos glicoconjugados.
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6.8 RESOLUCAO DA BASE DE TROGER 7d

Em um baldo monotubulado, foram adicionadas 0,72 g (2 mmol) de (-)-L-DBTA e 15
mL de dicloroetano seco. A mistura foi colocada sob refluxo em atmosfera de nitrogénio,
utilizando aparato Dean-Stark para remover as primeiras gotas, que poderiam conter um
pouco de agua. Apos a remocdo de um pequeno volume, a mistura foi sonicada por alguns
minutos. Foram adicionadas 0,93 g (2 mmol) da base de Trdger racémica 7d, e a mistura foi
colocada sob refluxo por 5 horas e meia. No dia seguinte, a mistura foi novamente colocada

em refluxo, por mais 4 horas, porém ndo houve a formacéo de precipitado.
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ANEXO
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Figura Al. Espectro de RMN de *H (300 MHz) da base de Troger 7a em CDCls.
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Figura A2. Espectro de RMN de *H (300 MHz) da base de Tréger 7b em CDCls.
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Figura A3. Espectro de RMN de *H (300 MHz) da base de Tréger 7c em CDCls.
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Figura A4. Espectro de RMN de *H (300 MHz) do composto 14a em D,O com destaque para

o desaparecimento do sinal do hidrogénio da hidroxila.
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Figura A5. Ampliacdo dos sinais duplicados do espectro de APT (100,5 MHz) do composto
14b em CDCls.
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Figura A6. Ampliacédo dos sinais duplicados do espectro de APT (100,5 MHz) do composto
14c em CDCls.
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Figura A7. Espectro de RMN de *H (300 MHz) do subproduto 15a em CDCls.
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Figura A8. Espectro de RMN de *H (300 MHz) do subproduto 15b em CDCls.

92



a)

1,20 -

1,12 1

1 2 3 4 5

[Q] (x 10° mol L™)

Figura A9.
14c.

1 2 3
[Q] (x 10° mol L)

4 5

W 25-

i 2 3 4 5
[Q] (x 10° mol L™

1

1 2 3 4 5
[O] (x 10° mol L™)
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Figura A10. Regresses lineares para o célculo de Ka e n para a) 7b, b) 14a, c) 14b e d) 14c.
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Figura All. Espectro de FTIR do composto 14a em KBr.
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Figura A12. Espectro de FTIR do composto 14b em KBr.
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Figura A13. Espectro de FTIR do composto 14c em KBr.
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