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RESUMO

Os carboidratos em associacdo com outras macromoléculas realizam importantes
fungbes para a manutencdo da vida. Devido suas diversas fungdes biologicas,
tecnoldgicas e industriais, 0 nimero de grupos de pesquisa que exploram a quimica
dos carboidratos vem crescendo e os O-glicosideos sdo uma classe que vem
ganhando destaque, pois sao importantes estruturas utilizadas como precursores na
sintese de moléculas biologicamente ativas. Em paralelo, o uso da irradiagdo por
ultrassom surgiu como uma alternativa para aperfeicoar reacoes através da reducao
do tempo reacional e em alguns casos com o aumento do rendimento. Além disso, a
literatura descreve o uso das larvas da Artemia salina Leach como um bom teste
preliminar para avaliar a toxicidade de compostos devido a sua simplicidade,
reprodutividade, baixo custo e por apresentar correlacbes dos seus resultados
quando comparados a outras atividades toxicolédgicas, biolégicas e farmacoldgicas.
Tendo em vista esses argumentos, este trabalho propde descrever uma nova
metodologia para sintese do 3,4,6-tri-O-acetil-D-glucal através da irradiacdo de
ultrassom. Depois promover a reagdo entre o tri-O-acetil-D-glucal com diferentes
alcoois, catalisada por montmorillonita K-10 para a obtenc¢do dos O-glicosideos 2,3-
insaturados através do rearranjo de Ferrier. E por fim realizar a avaliagao
toxicologica frente a Artemia salina Leach dos compostos obtidos. Como resultado o
3,4,6-tri-O-acetil-D-glucal foi obtido com um rendimento de 95% em um tempo
reacional quatro vezes menor quando comparado com a metodologia descrita na
literatura. Os O-glicosideos 2,3-insaturados foram obtidos em rendimentos que
variam de 79 a 96%. E os bioensaios demonstraram que cinco compostos
apresentaram baixas toxicidades (LCso > 1000 ppm) e trés compostos moderadas
toxicidades (LCsp < 1000 ppm) frente as larvas da Artemia salina Leach.

Palavras-chave: Carboidratos; tri-O-acetil-D-glucal; O-glicosideos 2,3-insaturados;
irradiacao de ultrassom; Artemia salina Leach.



ABSTRACT

Sugars in combination with other macromolecules perform important functions for the
maintenance of life. Because its diverse biological functions, technology and industry,
the number of research groups exploring the chemistry of sugars is growing and O-
glycosides are a class that has been gaining attention because they are important
structures used as precursors in the synthesis of biologically active molecules. In
parallel, the use of the ultrasound irradiation is an alternative to improve the reaction
by reducing the reaction time and in some cases with increased yield. In addition, the
literature describes the use of the larvae of Artemia salina Leach as a good
preliminary test to evaluate the toxicity of compounds due to their simplicity,
reproducibility, low cost and to present the results of the correlations compared to
other toxicological activity, biological and pharmacological. Considering these
arguments, this paper proposes to introduce a new method for the synthesis of 3,4,6-
tri-O-acetyl-D-glucal by ultrasonic irradiation. After promote the reaction between
3,4,6-tri-O-acetyl-D-glucal with different alcohols catalyzed by montmorillonite K-10 to
obtain the 2,3-unsaturated O-glycosides by Ferrier rearrangement. Finally carry out
the assessment toxicological on Artemia salina Leach of the compounds obtained.
As a result of the 3,4,6-tri-O-acetyl-D-glucal was obtained in 95% yield in a reaction
time four times lower when compared to the methodology described in the literature.
2,3-Unsaturated O-glycosides were obtained in yields ranging from 79-96%. And
bioassays showed that five compounds showed low toxicity (LCso> 1000 ppm) and
three moderate toxicities compounds (LCso <1000 ppm) against the larvae of Artemia
salina Leach.

Keywords: Sugars; 3,4,6-Tri-O-acetyl-D-glucal; 2,3-Unsaturated O-glycosides;
Ultrasound irradiation; Artemia salina Leach
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1. INTRODUCAO

Os carboidratos sdo as macromoléculas mais abundantes na natureza e
estima-se que a maior parte de toda biomassa produzida no planeta, cerca de 90%,
€ constituida desses compostos naturais poli-funcionais (OLIVEIRA, 2002;
FERREIRA, 1994). Certos carboidratos sdo a base da dieta de uma grande parcela
da populagéo e a sua oxidagao € a principal via metabdlica fornecedora de energia
na maioria das células nao-fotossintéticas. Alguns polissacarideos insoluveis
apresentam diversas funcbes de elementos estruturais e de protecdo tanto nas
paredes celulares bacterianas e vegetais quanto nos tecidos conjuntivos dos
animais. Os polissacarideos também podem agir como lubrificantes das articulagcoes
esqueléticas e participam do reconhecimento e coesdo entre as células
(LEHNINGER; DAVID; MICHAEL, 2007). Além disso, a associacao dos carboidratos
com outras macromoléculas, tais como: &cidos nucleicos, proteinas e lipideos,
permite a integridade da célula e de todos os processos metabolicos, fisioldgicos e
genéticos, importantes funcdes para a manutencdo da vida dos organismos vivos
(POMIM; MOURAO, 2006).

Como exemplos de moléculas importantes biologicamente apresentando uma
ou mais unidade de carboidratos podemos citar a adenosina trifosfato — ATP,
responsavel pelo armazenamento e transporte de energia, (KLINGENBERG, 2008),
a salicina, anti-inflamatdrio largamente utilizado, (AKAO et al., 2002), a macrolactina
O, um potente antiviral, (ZHENG et al., 2007) e a vancomicina e a teicoplanina,
principais farmacos usados contra infeccdes causadas por bactérias Gram-positivas,
(XAVIER; RAUTER, 2012) (Figura 1).
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Figura 1. Exemplos de carboidratos biologicamente importantes

Devido sua grande importancia € justificavel o crescente numero de artigos,
citacoes cientificas e grupos de pesquisa explorando a quimica dos carboidratos.
Seguindo as novas estratégias sintéticas envolvendo essas macromoléculas, uma
que se destaca € a transformacéo de carboidratos simples, como a D-glicose, em
glicosideos através da reacao de glicosidacao, levando aos O-glicosideos (como a
salicina e a macrolactina O) também denominados de acetais de carboidratos. Estes
compostos sado constituidos por uma unidade sacaridica ligada através do carbono
anomeérico a outra unidade que pode ser sacaridica ou ndo (ALLINGER et al., 1976;
SANTOS, 2014).

Os O-glicosideos foram sintetizados pela primeira vez por Emil Fischer em
1893 por meio de uma reacdo denominada glicosidacao, porém sua metodologia
nao se mostrou seletiva, levando a formacado dos O-glicosideos de cinco e seis
membros além dos seus diasterecisémeros a e 8 (FISCHER, 1893) (Figura 2).

OH

b A SR

H OH H OH OCH3

metil-o.-D- metil-3-D- metil-q-D- metil-3- D- 7
glicofuranosideo glicofuranosideo glicopiranosideo glicopiranosideo

Figura 2. Produtos da reacao de glicosidagcdo de Emil Fischer



Diferentemente da metodologia proposta por Emil Fischer, atualmente a
literatura relata a sintese esterosseletiva, ndo sé dos O-glicosideos, mais também
dos (N,S,C,X)-glicosideos catalisada por diferentes acidos, ou agentes oxidantes,
utilizando distintas formas de energia com curtos tempos reacionais e excelentes
rendimentos (FERRIER; PRASAD, 1969; TOSHIMA et al., 1993; LOPEZ et al., 1995;
NAGARAJ; RAMESH, 2009; DEELERTPAIBOON et al., 2009; FREITAS; MENEZES,
2010; FREITAS et al., 2012; CHEN; LIN, 2013). Este avangco na sintese dos
glicosideos, em parte, foi devido a inUmeras pesquisas de Robert John Ferrier
(GOMEZ et al., 2013). Devido as contribuicbes desse pesquisador, a reacdo de
glicosidagdo envolvendo carboidratos 1,2-insaturados com diferentes nucledfilos
(exemplo, ROH) catalisado por acido de Lewis para levar aos O-glicosideos 2,3-
insaturados (Esquema 1) (FERRIER; PRASSAD, 1969), ficou conhecida como
rearranjo de Ferrier conforme enfatiza Gomez e colaboradores (2013).

o
OAc AcO o_ .OR 0. LOR
| BF;Et,O  AcO AcO
o _ B N
AcO N\ AcO" + ROH Benzeno AN~ * P~
AcO AcO" AcO™

OAc

Representagoes do O-glicosideo O-glicosideo
tri-O-acetil-D-glucal 2,3-insaturado 2,3-insaturado
(ex. carboidrato 1,2-insaturado) anémero o anémero

(produto majoritario)

Esquema 1. Reacdo de glicosidacao proposta por R.J. Ferrier

Estes O-glicosideos 2,3-insaturados sdo importantes estruturas utilizados na
sintese de moléculas biologicamente ativas, pois permite diferentes modificacoes
estruturais, tais como: hidrélise, diidroxilacdo e epoxidacdo assimétrica,
hidrogenacgéo catalitica, adigdes do tipo 1,2 ou 1,4-Michael entre outras (LIU et al.,
1999, SRIVASTAVA et al., 2001; FREITAS FILHO et al., 2003; KIM; MEN; LEE,
2004; DING; WILLIAM; LIU, 2013).

Adicionalmente, a aplicacdo da irradiacdo por ultrassom na sintese dos
glicosideos (KARDOS; LUCHE, 2001; SILVA et al.,, 2013) e de heterociclicos
(CELLA; STEFANI, 2009) vem ganhando destague na quimica sintética por
favorecer em varios casos, um aumento no rendimento e uma reducao do tempo

reacional.



Em paralelo, a literatura descreve o uso das larvas da Artemia salina Leach
como um bom teste preliminar para avaliar a toxicidade de extratos de plantas e de
compostos de origem sintética, devido a sua simplicidade, reprodutividade, baixo
custo e por apresentar correlagbes dos seus resultados quando comparados a
outras atividades toxicoldgicas, biolégicas e farmacolégicas (MOREIRA, 2003;
COSTA et al.,, 2009; FERRAZ FILHA et al., 2012).

Tendo em vista todos esses pressupostos este trabalho propde uma nova
metodologia para sintese do tri-O-acetil-D-glucal, utilizando a irradiagdo do
ultrassom como fonte de energia, posterior obtencdo de O-glicosideos, reagindo o
tri-O-acetil-D-glucal com diferentes alcoois, caracterizacao, através de espectros de
infravermelho (IV) e de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H) e
carbono (RMN 'C), e avaliacdo toxicolégica frente & Artemia Salina Leach das

substancias obtidas.



2. OBJETIVOS

2.1

2.2

Objetivo Geral

» O trabalho tem como principal objetivo sintetizar o tri-O-acetil-D-glucal
através da irradiacdo do ultrassom, além de sintetizar, caracterizar e
avaliar a toxicidade de O-glicosdideos 2,3-insaturados frente as larvas da

Artemia salina Leach.

Objetivos Especificos

» Estudar as condi¢des reacionais de sintese do tri-O-acetil-D-glucal (4)

utilizando a irradiagao do ultrassom;

> Sintetizar diferentes O-glicosideos 2,3 insaturados (6a-g) obtidos a partir
da reacdao de glicosidacdo entre o tri-O-acetil-D-glucal (4) e diferentes

alcoois (5a-g) utilizando a montmorillonita K-10 como &cido de Lewis;

» Caracterizar por diferentes métodos espectrométricos (IV, RMN 'H e '*C) o
tri-O-acetil-D-glucal (4) e os O-glicosideos 2,3 insaturados (6a-f);

» Avaliar a atividade toxicologica do tri-O-acetil-D-glucal (4) frente as larvas

da Artemia salina Leach;

» Avaliar a atividade toxicolégica dos O-glicosideos 2,3 insaturados (5a-f)

frente as larvas da Artemia salina Leach.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Aspectos Gerais dos Carboidratos

Os carboidratos podem ser chamados de acgucares, glicidios, sacarideos ou
hidratos de carbono, essa ultima nomeacé&o € devido a sua féormula empirica
Cn(H20),, sendo que alguns compostos também apresentam nitrogénio, fésforo ou
enxofre em sua composicado (LEHNINGER; DAVID; MICHAEL, 2007). Quimicamente
podem ser definidos como poli-hidroxialdeidos ou poli-hidroxicetonas, pois ao se

hidrolisar eles formam aldeidos ou cetonas poli-hidroxiladas (FREITAS, 2008).

Os carboidratos sdo compostos que estao presentes no nosso cotidiano como
fonte de alimentos, sendo um dos principais elementos da nossa dieta, e de diversas
outras formas, pois eles compdem o algodao das roupas, a madeira que utilizamos
para fabricar méveis e outros utensilios além de auxiliar na manutenc¢ao da vida dos
seres vivos realizando varias fungdes bioldgicas, de forma isolada ou em associacao
com outras biomoléculas como as proteinas, lipideos e acidos nucleicos (POMIM;
MOURAO, 2006).

A principal forma de produgdo dos carboidratos ocorre por um processo
chamado fotossintese. Os vegetais e algumas bactérias sdo os Unicos detentores da
capacidade de converter didxido de carbono em carboidratos. Isso acontece devido
a presenga do pigmento clorofila, que catalisa a conversédo do diéxido de carbono e
agua em acucares (LEHNINGER; DAVID; MICHAEL, 2007). A reacdo €
termodinamicamente desfavoravel, mas ocorre porque a energia necessaria €
fornecida pela luz solar (Esquema 2). Ja os animais degradam os carboidratos em
dioxido de carbono e agua. Os animais comem as plantas e combinam os
carboidratos com o oxigénio do ar para executar a reagao inversa da fotossintese. A
oxidacao dos carboidratos da ao animal a energia necessaria para manter os
processos vitais e regenera o dioxido de carbono que a planta utilizard na
fotossintese (ALLINGER et al., 1976).



luz solar, clorofila

\J

6CO, + 6H,0 Ce(H,0)s + 60,

liberacdo de energia
Carboidrato

Esquema 2. Producéo da glicose pelo processo de fotossintese

Os carboidratos se classificam em trés classes principais de acordo com o
tamanho e composicao de sua estrutura: os monossacarideos, os oligossacarideos
e o0s polissacarideos. O sufixo sacarideo € derivado do grego sakcharon, que

significa agucar o que remete a uma das nomeacdes dos carboidratos.

Os monossacarideos, ou agucares simples, apresentam uma unica unidade
de poli-hidroxialdeido ou poli-hidroxicetona, ndo podendo ser hidrolisado em
unidades mais simples. Como exemplos podemos citar a glicose, presente no
sangue, sendo umas das principais fontes de energia do organismo animal, e a
ribose, fundamental na composicdo estrutura do ATP e dos acidos nucleicos.
(MURRAY et al., 2007; CAREY, 2011). Os monossacarideos podem se interligar,
formando agucares mais complexos, através de ligagdes especificas denominadas
ligacdes glicosidicas (CHAMPE; HARVEY; FERRIER, 2009).

Os oligossacarideos apresentam cadeias curtas de unidades
monossacaridicas, unidas através das ligagdes glicosidicas. Os exemplos mais
abundantes sdo os dissacarideos, formados por dois monossacarideos, como a
sacarose, derivado da cana de acgUcar e bastante utilizado como adocante, sua
hidrélise fornece a glicose e a frutose (FERREIRA; SILVA; PERRONE, 2001)
(Esquema 3).

OHO CH,0H oH CH,OH
HO® H a Hidrolise Hog ;o - OH
(o] C 7/ CH2OH H+ HO OH oH HO CHon
gigagélo OH OH
glicosidica
Sacarose Glicose Frutose

Esquema 3. Hidrolise da sacarose



Por fim temos os polissacarideos que sao polimeros de carboidratos de
cadeias longas que apresentam geralmente mais de 10 unidades monossacaridicas.
Como exemplo podemos citar 0 amido e a celulose, polimeros de glicose presentes
nas plantas que diferem entre si no tipo de ligacdo glicosidica, conferindo
propriedades e fungdes diferentes. Cabendo ao amido a fungé@o de fonte energética
vegetal e a celulose de fornecer rigidez e estabilidade celular e estrutural a planta,
além de ambos serem bastante utilizados pelo homem e outros animais. Outro
polissacarideo muito conhecido € o glicogénio que, assim como o amido nas
plantas, serve de reserva energética para as células animais, sendo importante para
a manutencdo dos niveis glicémicos nos intervalos das refeicoes (MURRAY et al.,
2007; MOTTA, 2009).

Segundo Vollhardt e Schore (2004) os monossacarideos podem ser
encontrados predominantemente na forma de anéis de cinco ou seis membros, onde
0 monossacarideo de seis membros é chamado de piranose, nome derivado do éter
ciclico de seis atomos (0 pirano), enquanto que o de cinco membros € denominado
de furanose, nome derivado do éter ciclico de cinco atomos (o furano).
Adicionalmente, Silva (2011) menciona que durante o processo de ciclizacdo, o
atomo de carbono que apresentava o grupo carbonila (C1) transforma-se em um
novo centro quiral e recebe o nome de carbono anomérico, devido a formagao de
dois diasterecisdbmeros com configuracdes de andmeros a e . Um bom exemplo &
a D-glicose, na qual a carbonila pode reagir com a hidroxila ligada ao carbono 4 ou
5, formando, respectivamente, um hemiacetal furanosidico ou piranosidico,

conforme Esquema 4.
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Esquema 4. Diastoisomeros a e 3 do glicopiranosideo e do glicofuranosideo

Este centro, denominado de anomérico, € extremamente importante para a
reatividade dos carboidratos, pois é onde ocorre a abertura do anel, produzindo
assim uma carbonila, que € um grupo funcional importante em muitas reacdes
quimicas. E importante ressaltar que varios estudos mostraram que, sob
temperatura ambiente, uma solucdo aquosa de glicose apresenta 99,6% de
moléculas na forma piranosidica, 0,39% na forma furanosidica e 0,01% em formas

aciclicas (SILVA, 2011).

Em alguns anéis piranosidicos o andbmero 3 tem preferéncia sobre o anoméro
a, devido o grupo hidroxila do C-1 esta na posicao equatorial. Contudo nem sempre
essa configuracao € mais estavel, devido ao efeito anomérico que tem sua origem
proveniente da hiperconjugacdo (ROMERS, et al., 1969) e de intera¢cdes de ordem
eletrostaticas (ELIEL; GIZA, 1968).

Segundo Sege (2005) a posicao axial é favorecida quando o carbono
anomeérico esta associado a substituintes eletronegativos, como os halogénios. Esta
preferéncia deve-se a influéncia das interagdes do tipo 2p-0* e ao tamanho das
ligagbes do C-6—H. Como o comprimento da ligacao é maior na posigcao axial do que



na posigao equatorial, com valores de 109,5 a 109,83 nm respectivamente, isso

ocasiona uma repulsao eletrostatica menor.

Booth e colaboradores (1985) constataram, através da RMN '°C, que o anel
piranosidico do 2-metiltetraidropirano sob temperatura de 143 K (-130 °C) apresenta

o0 anbmero a em maior proporg¢ao (Figura 3).

0
m\ —~ ‘XO _OH
OH

Axial Equatorial
(79,6 %) (20,4 %)

Figura 3. Equilibrio dos conférmeros a (axial) e B (equatorial)

Assim, os carboidratos apresentam diversas linhas de estudos, destacando
sua esterioquimica que em associacdo com seu efeito anomérico facilita a
compreensao dos produtos formados em posteriores reacdes e modificacbes em
sua estrutura. Tomando como exemplo a D-glicose que, com exce¢ao do carbono
anomeérico, apresentam quatro estereocentros definidos, podemos aproveitar essa
caracteristica para o desenvolvimento de moléculas biologicamente ativas
(FREITAS, 2010).

3.2 Glicosideos

A busca de biomoléculas que atuem em alvos especificos, no geral, envolve a
participacdo de varios pesquisadores de diferentes areas. No planejamento e
desenvolvimento dessas moléculas, alguns dos desafios para o quimico sintético é
superar a construgcdo de estereocentros com estereoquimica definida, e uma
maneira de contornar isso € partir de fragmentos que ja possuam essa definicdo
estrutural. Em meio a isso a quimica da glicosidacao surge como um desafio, onde o
primeiro obstaculo é obter um produto de forma enantiomericamente puro
(FREITAS, 2010). Atualmente, a sintese de glicosideos 2,3-insaturados vem
despertando o interesse de grupos de pesquisa na drea da quimica dos
carboidratos, pois esses compostos sdo importantes intermediarios na sintese de
varios produtos naturais com atividade bioldgica, compondo também as estruturas

dos acidos nucléicos e de muitos antibidticos (SURYAKIRAN, 2008).
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Os glicosideos, também denominadas de acetais de carboidratos, séo
constituidos basicamente de duas unidades, onde a unidade ligada ao carbono
anomérico é denominada de aglicona, que pode ser ou nao sacaridica, proveniente
da reacao de glicosidagao (SANTOS, 2014) (Figura 4).

Unidade de  Unidade
carboidrato de aglicona

—
OH OH
HO% S HO/&M
HO HO
OH
OH OH OR
D-glicose Mistura

a-D-glicopiranosideo
B-D-glicopiranosideo

Figura 4. Composigao basica de um glicosideo

Os glicosideos sdo nomeados substituindo a terminagdo “€” do nome do
agucar pelo sufixo “ideo”, dessa forma, um glicosideo da glicose € denominado de
“glicosideo”, ja um glicosideo da galactose é um “galactosideo” e assim por diante.
Caso as designagodes piranose ou furanose sejam usadas, os glicosideos da glicose,
por exemplo, serdo chamados de glicopiranosideos ou glicofuranosideos, seguindo
a mesma regra para os demais acucares (BRUICE, 2006).

Eles sao sintetizados através da reacao de gicosidacao, onde a molécula do
tri-O-acetil-D-glucal sofre um rearranjo alilico em presenca de um &cido de Lewis
(catalisador) e um agente nucledfilo (O-, N-, C-, S-, X-), obtendo diferentes tipos de
glicosideos, classificados nos seguintes grupos: O-glicosideos, N-glicosideos, C-
glicosideos, S-glicosideos e glicosideos halogenados (FERRIER; PRASSAD, 1969;
OLIVEIRA, 2002) (Figura 5).
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Figura 5. Classificagdo dos glicosideos 2,3 insaturados

Essa reacéo de glicosidacao foi estabelecida por R. J. Ferrier e atualmente é
conhecido como Rearranjo de Ferrier. Dentre estes diversos tipos de glicosideos o
nosso trabalho tera como foco os O-glicosideos 2,3-insaturados, pois eles
apresentam estruturas biologicamente ativas e tem sido destacado em varios

estudos.
3.3 Reacao de Glicosidacao

A primeira reacao de glicosidagao foi realizada por Emil Hermann Fischer em
1983. Sua proposta consistia na reacao da D-glicose com um alcool na presenca de
um acido, como catalizador, para formagdo de novos glicosideos substituidos.
Contudo, a glicosidacdo de Fischer ndo se mostrou eficiente, pois durante a
ciclizacdo houve a formagdo de anéis de cinco e seis membros além dos
diastereoisbmeros a e B, conforme o Esquema 5 (FREITAS, 2010). Seus estudos
sobre a composicéo, configuragdo, natureza e sintese dos agucares rendeu a Emil
Fisher o Prémio Nobel de Quimica em 1902 pelo conjunto de seus trabalhos, sendo
reconhecido até hoje como um dos quimicos mais importantes nessa area
(NOGUEIRA, 2009).
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Esquema 5. Glicosidacéao realizada por Emil H. Fischer

Em 1969, Ferrier e Prasad observaram que a reacao catalisada por um &cido
de Lewis, especificamente o trifluoreto de boro em éter dietilico (BF3.EtO,), entre o
tri-O-acetil-D-glucal e diferentes alcoois levava a uma restruturagdo molecular, o qual
foi denominado Rearranjo de Ferrier. Esse rearranjo consistia na migracao da dupla
ligacdo do C-1 para o C-2 seguido da saida do grupo acetoéxi localizado em C-3
produzindo os respectivos O-glicosideos correspondentes ao alcool utilizado, onde o

andmero a era o produto majoritario (Esquema 6).

o O_.OR O0._OR
e + ROH BFsEL0 ACO/U + ACO/\O/
AcO™ Benzeno, t.a. AcO™ NF ACOY F
OAc
Tri-O-acetil-D-glucal Anbémero o Anémero f3

(produto majoritario)

Esquema 6. Sintese de O-glicosideos 2,3 insaturados pelo Rearanjo de Ferrier

Uma das explicacbes para a metodologia de Ferrier e Prasad apresentar uma
melhor estereoseletividade quando comparada com a de Emil Fischer foi os
parametros que os dois estudaram sistematicamente, tais como: o tipo de solvente,
a temperatura e o catalisador empregado. Isto proporcionou analisar a proporcéo de
formacao dos anémeros alfa e beta. Com isso eles aperfeicoaram a sintese dos O-
glicosideos 2,3-insaturados favorecendo a formacdo majoritaria do anémero o
(Esquema 7) (FREITAS, 2010).
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Esquema 7. Parametros de estudo de Ferrier e Prasad.

Em 2002, Srivastava e colaboradores, buscando por novas metodologias para
a preparacao de O-glicosideos 2,3 insaturados, sugeriram a utilizacao de radiacao
de microondas como fonte de energia. Utilizando esta metodologia os autores
obtiveram diferentes O-glicosideos em intervalos de tempo entre 10-20 minutos.
Nesta reacdo eles utilizaram a montmorillonita (K10) como acido de Lewis, obtendo

a formagéo preferencial do anémero a (Esquema 8).

o)

o._ .0
AcO O/OH Montmorillonita ACO/\EJ \O
- + - 7
AcO' MW, 20 min AcO'
OAc Andémero o
Tri-O-acetil-D-glucal (87%)

Esquema 8. Sintese de O-glicosideos 2,3 insaturados utilizando microondas

Em 2012, Freitas e colaboradores relataram a sintese de diferentes
glicosideos utilizando o tetracloreto de telurio (TeCls) como catalizador. Nesta
metodologia os autores sintetizaram 22 glicosideos 2,3-insaturados excelentes

rendimentos e com tempos reacionais que variam de 3 a 20 minutos (Esquema 9).
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Esquema 9. Sintese de O-glicosideos 2,3 insaturados catalisada por TeCly

3.4 Atividades biolégicas e farmacolégicas dos carboidratos

Por muito tempo os estudos com carboidrato estavam relacionados as suas
fungdes energéticas (POMIM, MOURAO, 2009) e a sua importancia devido a
participacdo em um grande numero de ciclos bioquimicos (NOGUEIRA, 2009).
Porém nos ultimos anos o estudo de suas atividades tem crescido de forma
surpreendente, principalmente com relagao aos glicosideos devido a diversidade de
aplicacées bioldégicas como antibacterianas (VERES-BENCOMO et al, 2004),
antivirais (DA SILVA et al., 2009; FRANCOIS; BALZARINI, 2012), antineoplasicas
(YANG et al., 2004), antiprotozoarias (LEITAO et al., 2004), antifingicas (MUHIZI;
COMA; GRELIER, 2008), entre outras (PUTERKA et al., 2003).

Veres-Bencomo e colaboradores (2004) relataram a sintese de
glicoconjugado, o desenvolvimento farmacologico e a avaliagédo clinica da primeira
vacina comercial derivada de um carboidrato sintético (Figura 7). A qual se mostrou
eficaz e a bactéria Haemophilus influenzae do tipo b (Hib) que provoca pneumonia e
meningite, principalmente em criangas. O resultado desse estudo tornou-se muito
importante, pois até 0 momento ndo havia nenhuma vacina obtida sinteticamente a
base de carboidratos, além de fornecer uma base para o desenvolvimento de
abordagens semelhantes para outros patégenos humanos (SANTOS, 2014).
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Figura 6. Vacina comercial a base de carboidrato sintético.

Os carboidratos simples podem servir de partida para a sintese de novas
moléculas com potencial antiviral. Porém, agentes antivirais se confrontam com dois
grandes obstaculos: a falta de seletividade, pois na maioria das vezes os agentes
antivirais sao igualmente téxicos ao virus e ao hospedeiro, e o diagndstico tardio de
muitas doencas virais (NOGUEIRA et al., 2009)

Na busca de um tratamento eficiente, o Virus da Imunodeficiéncia Humana
(HIV) tem sido estudado por varios grupos de pesquisa. Silva e colaboradores
(2009) utilizaram vérios carboidratos para sintetizar uma série de 1-benzil-1H-1,2,3-
triazdis e analisaram seus desempenhos na inibicdo da transcriptase reversa do
HIV-1, apresentando resultados satisfatorios, pois as novas classes de triazbis
sintetizados (Figura 8) apresentaram atividade de inibicdo da transcriptase reversa
do HIV-1 com baixas citotoxicidades. As novas classes de triazois sdo consideradas
como moléculas promissoras para uma maior exploracdo sintética e biolégica
visando a geracdo de novos compostos anti-HIV-RT. Recentemente Frangois e
Balzarini (2012) também relatam o potencial de agentes ligados a carboidratos para

o tratamento do virus.
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Figura 7. Estruturas dos derivados do 1H-1,2,3-triazbis com atividade antiviral
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Outra importante aplicacdo dos carboidratos e que tem sido foco de varios
estudos, € a de obtencdo de moléculas bioativas com potencial antitumoral. Yang e
colaboradores estudou a acao de varios extratos da esponja Agelas mauritianus em
cobaias. Sendo observada uma potente atividade antitumoral, que esta relacionada
aos glicolipideos chamados agelasfinas. Estudos de relacdo estrutura-atividade
mostraram que um analogo mais simples destes glicolipideos foram realizados e foi
observado que o derivado C-glicosideo (Figura 8a) apresentou atividade frente a
células de melanoma B16 que ataca os pulmdes, se mostrando 100 vezes mais
ativo do que seu analogo O-glicosideo (Figura 8b). Além disso, também apresentou
atividade contra malaria sendo 1000 vezes mais ativo do que O-glicosideo.
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Figura 8. Derivados glicosideos com atividade imunoestimuladora

A atividade antiprotozoaria desempenhada por nucleosideos derivados de
carboidratos tem sido relatada. Devido a ineficacia das drogas atualmente
empregadas e cientes da seriedade da infecgdo causada pelo protozoario
Trypanosoma cruzi, que chega a afetar 18 milhdes de pessoas, existe uma
necessidade critica de novos farmacos com diferentes mecanismos de acao para o
tratamento da doenca de Chagas (SANTOS, 2014). A enzima glicosomal
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (QgGAPDH) é um excelente alvo para o
desenvolvimento de novos agentes antitripanossomatideos (NOGUEIRA, 2009).
Ciente do mencionado, Leitdo e colaboradores (2004) relataram compostos (Figura
10) que atuam na inibicdo da gGAPDH do Trypanosoma cruzi.
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Figura 9. Nucleosideos ativos frente a enzima gGAPDH de T. cruzi

Agentes antifungicos tém ampla aplicacdo na clinica humana e veterinaria,
além de serem utilizados no tratamento de plantas, sementes, solos, pinturas,
conservadores de produtos industriais etc. A sintese e avaliagdo das atividades
biolégicas de diferentes glicosilaminas sdo de grande interesse, pois além de
apresentarem baixa toxicidade, a associagdo de compostos amino com carboidratos
facilitam a interacdo com o microorganismo aumentando a solubilidade dos produtos
em agua, melhorando dessa forma, a atividade biologica.

Muhizi e colaboradores (2008) obtiveram uma série de glicosaminas a partir
da glicose, dentre as quais foi confirmada que a glicosilamina com o grupo dodecila
(Figura 11) apresentou inibicdo fangica de 94 e 100% com uma concentragao
1,0x10-5 mol/mL e 0,75 x10-5 mol/mL para Coriolus versicolor e Poria placenta,
respectivamente. Para as outras glicosilaminas foram necessarias concentragdes

maiores para inibicao dos fungos.

Figura 10. Glicosamina com atividade antifingica

Estudos recentes apresentam outas aplicagbes dos glicosideos como
inseticidas, herbicidas, arcaricidas, etc. Seguindo esse raciocinio derivados da
sacarose com acgao inseticida, como o octanoato da sacarose (Figura 12),

18



mencionado por Puterka e colaboradores (2003), se mostrou efetivo em baixas
concentragdes, contra algumas pragas como a Cacopsylla pyricola da péra, a
Mpyzusnicotianae sp. do tabaco e a Tetranychus urticae da maca.
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O/u\/\/\/\/
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Figura 11. Derivados de sacarose com agéo inseticida

3.5 Aplicacao da irradiacao de ultrassom na sintese de carboidratos

A descoberta do ultrassom ocorreu em 1880 por Curie estudando o efeito
piezelétrico durante o langamento de misseis, sendo verificada a geracédo de uma
fonte vibracional que causava implosédo e/ou cavidades na dgua, a essa vibragao foi
atribuido o nome de cavitacdo. Em 1912, Langevin desenvolveu um aparelho capaz
medir a profundidade do mar, atualmente conhecido como SONAR (Sound
Navigation And Ranging), que funciona através da transmissao de um pulso de
ultrassom para o fundo do mar, de onde o mesmo é refletido para um detector junto
ao transmissor, determinando a profundidade do local de acordo com o tempo entre
0 envio e o recebimento do pulso. Materiais piezoelétricos respondem a aplicacao de
campo elétrico, com potencial alternado com alta frequéncia, convertendo energia

elétrica em energia mecanica de vibracdo (MARTINES, et al., 2000).

Seguindo esse contexto, a irradiacdo do ultrassom pode ser definida como um
fenbmeno fisico fundamentado na capacidade de criar, aumentar e implodir
cavidades de vapor de gases em meio liquido. Neste processo, transformacdes
quimicas e fisicas podem ocorrer devido a interacdo da irradiacdo de ultrassom com
a matéria, consequentemente favorecendo efeitos de ativacdo em varias reacoes

quimicas. Durante as Ultimas décadas, a utilizagdo da irradiagdo de ultrassom em
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sintese orgénica tornou-se uma metodologia util devido a algumas vantagens, dentre
as quais podemos destacar a reducao do tempo reacional, economia dos reagentes,
aumento do rendimento, seletividade e favorecimento de algumas reagdes que, em
condigdes normais, nao aconteciam (NEVES FILHO; OLIVEIRA, 2002).

Cabe ressaltar que a literatura relata o uso da irradiacdo de ultrassom em
varias reagdes organicas como, por exemplo, na acetilacdo (DENG, et al., 2006)
(Esquema 10), alquilacao (MARTINES et al., 2000) entre outras.

OH OAc
(0] (0]
HO H2304 ACO
HO Ac,0 AcO
OH "OH . OAc OAc
))) Smin
D-glicose

Esquema10. Acetilagcdo da D-glicose mediada por irradiacdo de ultrassom

3.6 Bioensaio com Artemia salina Leach

A Artemia salina € um microcrustaceo (Figura 12), que tem sido utilizado
como objeto de muitos estudos levando a publicacdo de varios artigos nos ultimos
anos. A letalidade desse camarao de agua salgada ensaio € considerada uma das
ferramentas mais Uteis para na avaliagdo preliminar da toxicidade geral, sendo
considerado como um seguro, pratico, eficiente e econébmico além de requerer uma
pequena quantidade de amostra. A simplicidade desse teste, que ndo necessita de
métodos assépticos nem de equipamentos especiais, favorece sua utilizacao
rotineira, podendo ser desenvolvido facilimente (ARCANJO et al., 2012; FERRAZ
FILHA, et al. 2012).

20



Figura 12. Artemia salina Leach

Fonte da imagem: http://sprezi.comejee9dyalfydartemia-presentation

A principal razao desses microcrustaceos de agua salgada ser amplamente
utilizado para testes de toxicidade € devido a sua disponibilidade comercial na forma
de ovos (cistos), que podem permanecer viaveis por muitos anos, sendo utilizados
como alimentos vivos para peixes jovens vivos. No entanto, um inconveniente do
teste € que o meio salino ideal para a eclosdo das larvas pode diminuir a
solubilidade de algumas substancias (ANDRIOLLI, 2007).

Mesmo com o avango tecnoldgico, esta técnica tem perdurado nas
publicacbes cientificas. Apesar de ser relativamente simples, este ensaio tem a
capacidade de gerar informagdes de grande utilidade de forma rapida, econémica e
com reprodutibilidade. Devido a estas caracteristicas, esta metodologia vem sendo
empregada nao s6 na linha de pesquisa em produtos naturais, mais também vem
sendo observada sua aplicabilidade em &reas como sintese de medicamentos,
farmacologia, neurologia, quimica, meio ambiente, ecologia, screening bioldgico e
outros (HIROTA et al, 2012).
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4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

4.1 Locais da pesquisa

Os processos de sintese, purificagdo e ponto de fusdo (P.F.) de todos os
compostos foram realizados no Laboratério de Sintese Orgénica (LASO), as
avaliagbes de atividade toxicologica frente a Artemia salina Leach foram
desenvolvidas no Laboratério de Pesquisas em Educacao Quimica (LAPEQ), ambos
os laboratorios estdo localizados no Centro de Educacao e Saude da Universidade
Federal de Campina Grande — Campus Cuité. J& os espectros de ressonancia
magnética nuclear (RMN) de hidrogénio ('H) e carbono ('°C), os espectros de
infravermelho (IV) das substancias avaliadas foram realizados na Central Analitica
da Universidade Federal do Pernambuco — Campus Recife.

4.2 Materiais e equipamentos
4.2.1 Sintese e purificacao

De maneira geral utilizou-se reagentes e solventes dos fornecedores Aldrich,
Vetec, Dindmica, Neon e Cinética. Os solventes foram destilados para uma
purificacdo adicional de acordo com os dados descrito na literatura (PERRIN,
AMAREGO, 1996). O hexano e acetato de etila foram destilados através de
destilagdo fracionada utilizando um sistema de coluna de Vigreux, ja o diclorometano
foi destilado sob hidreto de célcio (CaHy).

A sintese do tri-O-acetil-D-glucal foi realizada em um aparelho de irradiacdo
de ultrassom, Ultracleaner 1400A com frequéncia ultrassonica de 40 KHz e poténcia
ultrass6nica 135 W, seu temporizador marca de 0 a 30 minutos e aquecimento de
até 60°C.

Antes do seu uso a montmorillonita K-10 [(Na,Ca)0,3(Al,M@)2SisO10
(OH)2.nH20] foi calcinada em uma mufla a 400 °C durante 1 hora e resfriada no

dissecador contendo silica em gel azul numa atmosfera isenta de umidade.

A cromatografia em camada delgada (CCD) foi utilizada para o
acompanhamento das reagbes, para tanto foram empregados sistemas
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diclorometano/acetato de etila (9:1), (8:2), e hexano/ acetato de etila (5:5) A
visualizagdo dos compostos deu-se através da imersao da placa cromatografica em
um sistema H>SO4/EtOh (9,5:0,5) e posterior queima sob chapa de aquecimento. A
purificagdo dos compostos foi realizada por cromatografia em coluna, seguindo o
método descrito por Still e colaboradores (1997), sendo utilizada silica- gel 60
(0,063-0,2 mm/70-230 mesh ASTM) e sistemas distintos de hexano/acetato de etila,

com concentragdes variaveis de acordo com o composto a ser purificado.

Os solventes das solugcdes contendo os compostos foram evaporados em um

rotaevaporador conectado a uma bomba de vacuo New Pums Sparmaz.
4.2.2 Caracterizacao

Os espectros de RMN foram registrados em um espectrémetro Varian Unity
Plus de 300 MHz ou em um espectrdmetro Varian URMNS de 400 MHz. Os
deslocamentos quimicos estao expressos em ppm (partes por milhdo) em relacao ao
pico residual do cloroférmio delterado (CDCls), com pico em 7,258 ppm para 0s
espectros de hidrogénio e pico central do CDCI; em 77,0 ppm para os espectros de
carbono. Todas as constantes de acoplamento (J) foram descritas em hertz (Hz).

Os espectros de |V foram registrados em um espectrofotébmetro de IV com
transformada de Fourier por meio do instrumento Bruker Modelo IFS66, sendo as
amostras preparadas como filmes finos ou pastilhas de KBr.

O P.F. dos compostos foi obtido com o Electro-thermal série IA 9100 Digital
Melting Point.

4.2.3 Preparacao para eclosao da Artemia salina Leach

Os cistos da Artemia salina foram adquiridos em uma loja de produtos
marinhos, sendo armazenadas sob resfriamento de 5 °C até a execucdo dos
experimentos. As larvas da Artemia salina foram utilizadas para determinar a
Concentragdo Letal Média (CMsy) como parametro de avaliacdo de atividade
toxicologica (LOPES et al., 2002).
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A agua do mar artificial, para criacao das larvas, foi preparada pela dissolucédo
de 38 g de sal marinho (Natural Ocean®), adquirido em loja de produtos marinhos,
em 1 litro de agua destilada (MEYER, 1982). O pH da &agua salina foi verificado
através de um pHmetro e foi constatado o valor de 7,92 sendo que a literatura relata
um valor entre 7,5 a 8,4 indicando um carater levemente bésico da dgua marinha
como condicao favoravel (SOMESB, 2007).

Para eclosédo dos cistos da Artemia salina utilizou-se uma cuba retangular de
vidro (10x15x5 cm) com uma diviséria contendo varios furos de 2 mm obtendo-se

dois compartimentos na cuba.

4.3 Procedimento experimental

4.3.1 Sintese do 3,4,6-tri-O-acetil-D-glucal (4)

O 3,4,6-tri-O-acetil-D-glucal é um importante precursor para a sintese dos O-
glicosideos 2,3 insaturados. Porém sua preparacao (SHULL, et al., 1996) se mostra
de grande dificuldade principalmente devido as diversas etapas necessarias
(Esquema 11) para chegar ao produto final o que acarreta em um elevado tempo
reacional, o que pode causar polimerizagdo e hidrolise do carboidrato. Buscando
aperfeicoar essas condicoes reacionais através da irradiacao de ultrassom, a D-
glicose foi submetida a sucessivas reagdes do tipo “one pot’ (em um unico frasco):

acetilacdo (I), bromacao (ll), neutralizagao (lll) e eliminagéo (V) (Esquema 12).

HO OO 1) Ac,0, 31% HB/ACOH AcO o
L Il) 31% HBH/ACOH .~ Lo
HO' ‘OH )y NaOAc AcO

OH IV) H,O/NaOAc.3H,0/AcOH OAc
D-Glicose Zn/CuS04.5H,0 3,4,6 -trio-O-acetil-D-glucal
(1) (4)

Esquema 11. Sintese do 3,4,6-tri-O-acetil -D-glicose (4)
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~ Bromada Etapallll
Bromacgo 3 (Soliose | -NaGAC
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D-glicose EtapalV

Bromada - Suspenséode
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neutralizada) ) Zn/CuS04.5H20

Neutralizagdo

3,4,6-tri-O-
acetil-D-
glucal

Eliminagdao

Esquema 12. Fluxograma das etapas da sintese do 3,4,6-tri-O-acetil-D-glucal (4)

4.3.1.1 Metodologia classica (Método A)

Na metodologia classica, Shull e colaboradores utilizam a D-glicose como
substrato para chegar ao 3,4,6-tri-O-acetil-D-glucal utilizando agitagdo a temperatura

ambiente de acordo com a metodologia descrita a seguir.

Em um baldo de fundo redondo com capacidade para 500 mL preparou-se
uma suspensao de D-glicose (5,0 g; 27,8 mmol) em anidrido acético (18,06 g; 16,72
mL; 7,0 mmol equiv.), posteriormente foi adicionado uma solugéo de 31% HBr/AcOH
(2,5 mL de HBr 48% em 10,0 mL de Ac.O) na temperatura ambiente sob forte
agitacao durante 1 hora.

Apébs esse tempo, mais solucdo 31% HBr/AcOH (15,0 mL de HBr 48% em
60,0 mL de Ac.0) foi acrescida a mistura reacional e manteve-se a temperatura
ambiente sob agitagao durante 8 horas.

Passado esse tempo foi adicionado acetato de sédio anidro (10 g; 121,9
mmol) e a mistura reacional foi agitada por 30 minutos. Apds a neutralizagao, foi

adicionado a essa mistura reacional uma suspensdo preparada em um segundo
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baldo, composta de agua (50,0 mL), acetato de sédio tri hidratado (47,25 g; 347,3
mmol), acido acético (75,0 mL), CuSO4.5H.0 (1,575 g; 6,31 mmol) e zinco sélido (50
g; 765 mmol), sendo esta suspensao mantida sob agitacdo vigorosa a temperatura
ambiente por 1 hora e 30 minutos.

A parte sdlida foi removida por filtragdo a vacuo, sendo lavada com acetato de
etila (200 mL) e depois com agua (200 mL). A fase organica foi transferida para um
funil de separacao e lavada com solugdes saturadas de NaHCOg3 (150 mL), e NaCl
(100 mL), sendo posteriormente seca com MgSO4. O solvente foi filtrado e rota
evaporado, sendo o produto final purificado por cromatografia em coluna usando o
sistema de solventes hexano/acetato de etila (9:1) obtendo um rendimento de 98%
de produto puro.

4.3.1.2 Nova metodologia utilizando irradiacao de ultrassom (Método B)

Na nova metodologia desenvolvida ndo ha alteragcbes nos componentes da
reagdo ou em suas quantidades. Sendo alterada apenas a fonte de energia, que
nesse caso sera a irradiagao de ultrassom e o tipo de preparacdo que passa a ser
one pot (Figura 6).
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Figura 13. Utilizagdo do ultrassom na sintese do tri-O-acetil-D-glucal

Em um balédo de fundo redondo com capacidade para 500 mL preparou-se a
suspensao de D-glicose (5,0 g; 27,8 mmol) em Ac.O (18,06 g; 16,72 mL; 7,0 mmol
equiv.), posteriormente foi adicionado uma solucédo de 31% HBr/AcOH (2,5 mL de
HBr 48% em 10,0 mL de Ac»0) sob irradiacdo de ultrassom a temperatura ambiente

durante 30 minutos para realizar a acetilagdo do carboidrato (Esquema 12).

HO N OO Ac,0, 31% HBr/ACOH o A0 N O Ohe
HO\\" "//OH ) ACO\\" "'/OAC
OH OAc

D-Glicose D-glicose pentacetilada

(1) (2)

Esquema 13. Etapa | - Acetilagao da D-glicose

Passado esse periodo, outro equivalente da solugéo 31% HBr/AcOH (15,0 mL
de HBr 48% em 60,0 mL de AcyO) foi acrescida a mistura reacional a qual foi

27



mantida sob a irradiacdo de ultrassom por 1 hora e 15 minutos como tempo para se
obter a bromacéo do carbono anomeérico do glicosideo (Esquema 13).

AcO O wOAC 31% HBr/ACOH AcO O Br
>
AcO™ “OAC ) AcO™ "'OAc

OAc OAc

D-glicose pentacetilada D-glicose bromada

(2) (3)
Esquema 14. Etapa Il - Bromagéo

Apos esse processo é necessario neutralizar o meio acido da solugéo, para
isso foi adicionado NaOAc (10 g; 121,9 mmol) e a mistura reacional foi irradiada no

ultrassom por 15 minutos.

Posteriormente a neutralizacdo, foi adicionado a essa mistura reacional, no
mesmo baldo, H,O (50,0 mL), NaOAc.3H.0 (47,25 g; 347,3 mmol), AcOH (75,0 mL),
Zn em p6 (50 g; 765 mmol) e CuSO45H,0 (1,575 g; 6,31 mmol), sendo esta
suspensao mantida sob irradiacdo de ultrassom a temperatura ambiente por 1 hora

para realizar-se o0 processo de eliminacao do bromo (Esquema 14).

AcO O ~Br  H,0/NaOAc.3H,0/AcOH ACO 0
) ) Zn/CuS04.5H,0 L
AcO" “OAc ") > AcO'

OAc OAc

D-glicose pentacetilada 3,4,6-tri-O-acetil-D-glucal

(3) (4)

Esquema 15. Etapa IV - Eliminacéo

A parte sélida contida no baldao foi removida por filtracdo a vacuo, sendo
lavada com acetato de etila (200 mL) e depois com HO (200 mL). A fase organica
foi transferida para um funil de separacdo e lavada com solugdes saturadas de
NaHCO; (150 mL), e NaCl (100 mL), sendo posteriormente seca com MgSQO4. O
solvente foi filtrado e rota evaporado, sendo o produto final purificado por
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cromatografia em coluna usando o sistema de solventes hexano/acetato de etila
(8,5:1,5) o produto puro foi entdo armazenado sob refrigeracdo a 5 °C.
4.3.2 Sintese dos O-glicosideos 2,3-insaturados (6a-g)

Os O-glicosideos 2,3 insaturados (6a-g) sao obtido a partir da reagao do tri-O-
acetil-D-glucal (4) com diferentes alcoois (5a-g) na presenca de um acido de Lewis

(k-10) de acordo com a metodologia de Ferrier e Prasad, 1969 (Esquema 15).

o 0__.OR 0._OR
AcO | K-10 AcO/\KJ" AcO/\QJ’
- + R-OH > - + -
AcO' CH,Cly, A AcO” N AcO” N

/

OAc Sa-g 6a-g 6a-g
4 Andémero o Andémero
R (produto majoritario)
a: n-propil e: ciclopentil

b: 2-propenil f: benzil
c: 2-propinil  g: 2-2-2-metil-trietoxil
d: iso-propil

Esquema 16. Sintese dos O-glicosideos 2,3 insaturados

Em um baldo de fundo redondo de 100 mL o tri-O-acetil-D-glucal (4) (0,272g;
1 mmol) foi dissolvido em diclorometano seco (20 mL), posteriormente foi adicionado
o alcool apropriado 5a-g (1,2 mmol) e a montmorillonita, K-10 (0,1632 g; 60% M/M).
Depois o0 balédo foi acoplado a um sistema de refluxo sob aquecimento (45-60 °C) e
agitacao constante, sendo a reagdo acompanhada com o auxilio da cromatografia
de camada delgada (CCD) para estimar seu tempo de acordo com o alcool utilizado.
ApGs o término da reagéo, a solucéao foi filtrada e seca com MgSO4. O solvente foi
removido sob presséo reduzida no rota-evoporador e o residuo purificado em coluna
cromatogréfica de silica-gel, utilizando um sistema de solvente hexano:acetato de
etila (concentragdes de acordo com cada composto), levando aos O-glicosideos 2,3-
insaturados 6a-g (Tabela 1). Todos os compostos foram armazenados sob
refrigeracdo a 5 °C apds sua purificacdo através da cromatografia em coluna
utilizando diferentes concentragbes do sistema de solventes hexano/acetato de etila
de acordo com cada glicosideo.
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4.4 Bioensaio frente as larvas da Artemia salina Leach

O ensaio de toxicidade frente as Artemia salina Leach seguiu a metodologia

descrita por Meyer e colaboradores (1982).

Primeiramente € necessario realizar a eclosao e selecionar larvas de Artemia
salina aptas ao teste de toxicidade. Para isso foi preparado um meio salino, com pH
7,92 (similar a 4gua do mar) em uma cuba especifica com uma diviséria. Os cistos
foram postos em um lado da diviséria o qual foi coberto para resguardar da luz. O
lado oposto permaneceu sob iluminacao através de uma lampada incandescente (40
W) por 48 horas (Figura 7). Por serem fototrdpicas, as larvas mais resistentes
migram em direcdo a luz através dos orificios da divisoria, sendo essas aptas ao

teste.

Figura 14. Incubadora das Artemias salinas Leach

Apdbs 48 horas necessarias para eclosdo e selecdo das larvas de Artemia
salina habeis para o teste de toxicidade, com o auxilio de uma pipeta Pasteur, sao
coletadas 10 artemias para diferentes tubos de ensaio previamente identificados.
Nos quais foram colocadas diferentes concentragdes dos compostos a serem
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testados em duplicata-triplicata, tendo também um grupo controle. Em seguida a
cada tubo foi adicionado o0 meio salino preparado até completar 2 ml de solugao.

Os tubos foram deixados sob irradiacdo da luz incandescente (Figura 8) e
apds 24 horas foi realizada a leitura dos nauplios. Foram consideradas larvas mortas
todas as que nao apresentavam qualquer movimento normal apés alguns segundos
de observacgao e foi realizada a contagem de artemias mortas e vivas em cada tubo.
A determinagéo da toxicidade foi realizada através do percentual de mortalidade das

larvas em LCs.

Figura 15. Tubos com artemias
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5. RESULTADOS

5.1 Sintese do 3,4,6-tri-O-acetil-D-glucal (4)

A primeira parte do trabalho consistiu no desenvolvimento de uma nova

proposta sintética para a preparagao do 3,4,6-tri-O-acetil-D-glucal (4) utilizando a

irradiacao do ultrassom (Esquema 16).

)

OAc

3,4,6-Tri-O-acetil-D-glucal
4

Esquema 17. Sintese do 3,4,6-tri-O-acetil-D-glucal (4)

Estd nova proposta utilizando a irradiagdo do ultrassom foi baseada na

metodologia desenvolvida por Shull, Wu e Koreeda (1996), e em ambas as

metodologias, quatro etapas reacionais aconteceram de maneira “one pot’, sendo

elas as reacbes de acetilacdo, bromacdo, neutralizacdo e eliminacdo radicalar.

Assim, o primeiro parametro que foi investigado na metodologia utilizando a

irradiacdo do ultrassom foi 0 tempo reacional que cada etapa reacional levou para

acontecer (Esquema 17).

OH

"OH

OH

D-Glicose

AcO”

OAc
OAc

\

"'OAc )
OAc t=7 OAc
D-Glicose D-Glicose
Pentaacetilada Bromada
2 3

Neutralizacao
Eliminacéao
radicalar

) OAc
t=?

3,4,6-Tri-O-acetil-D-glucal
4

Esquema18. Etapas reacionais da sintese do 3,4,6-tri- O-acetil-D-glucal (4)
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Neste sentido, o tempo minimo para conclusao da primeira etapa, ou seja,
para promover a acetilacdo da D-glicose (1) foi de 30 minutos e o mecanismo desta
reagdo assemelhasse a reacgado esterificagdo catalisada por &cido, na qual
inicialmente a carbonila do anidrido acético abstrai o proton acido da solugéo (etapa
rapida) tornando-a mais reativa e suscetivel ao ataque do par eletrénico do oxigénio
da D-glicose (1) levando ao intermediario 1a. O intermediario 1a, por sua vez, sofre
um ataque intramolecular do par eletrénico do oxigénio do grupo anidrido, o que
levar ao intermediario 1b, que outra vez sofre uma reorganizagéo intramolecular da
posicao do hidrogénio levando a formagédo do intermediario 1¢ e a eliminacao de
acido acético. Por fim, o intermediario 1c é desprotonado levando a D-glicose
monoacetilacdo, que apds mais quatro reacbes similares levar a D-glicose
pentaacetilada (Esquema 18).

Etapa Rapida

H+ .
OH /‘ 9
N
“OH
1
OAc continua

OAc _ @ acetilagdo

"OAc i
OH formacgéo
OAc de acido acético
D-glicose D-glicose 1c
pentaaacetilada monoacetilagdo

2

Esquema 19. Mecanismo proposto para a acetilagdo da D-glicose
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Vale ressaltar que em tempos inferiores a 30 min a reacao de acetilacdo nao
foi completa, a ndo ser quando o modo aquecimento do ultrassom era ativo.
Contudo, notamos que apesar da diminuicdo do tempo (na ordem de 50%) com o
aquecimento ativo havia a formagéo de subproduto provavelmente fruto da abertura
do anel glicopiranosideo.

Uma vez constatada através da cromatografia de camada delgada (CCD) a
formacao da D-glicose pentaacetilada através do sistema eluente hexano-acetato de
etila (5:5), de acordo com a Figura 15, a proxima etapa reacional foi a reacédo de
bromagéo.

o o Sistema eluente: Hexano-Acetato de Etila (5:5)
P: Composto de Partida (D-glicose)
M: Mistura dos Compostos de Partida e da Reacao

R: Reacéo (D-glicose pentaacetilada)
D O

F-®-- o - -8 -

P M R

Figura 16. Imagem da CCD da reacéo de formacéo da D-glicose pentaacetilada

A reacdo de bromada da D-glicose pentaacetilada requereu o uso de uma
grande quantidade de acido bromidrico, uma vez que a funcao desse acido nao era
catalisar a reacao e sim atuar como reagente no fornecimento do atomo de bromo.
Devido a isso alguns cuidados extras foram tomados envolvendo sua manipulacao e

a adicao no sistema reacional.

De acordo com a metodologia de Shull, Wu e Koreeda (1996), a etapa
bromagédo é a mais lenta, de todo o processo, levando uma noite completa para
acontecer “overnight’ e como era previsto o uso da irradiagdo do ultrassom nesta
etapa diminuiu o tempo para 1 h e 30 min. O mecanismo proposto para essa reagao
de bromacdo segue abaixo, onde o par de elétrons do grupo acila do anel
glicopiranosideo abstrai um préton da solucao levando a formacéo do intermediario
2a, que este por sua vez estda em ressonancia com intermediario 2b. O par

eletrénico do oxigénio do anel glicopiranosideo, presente no intermediario 2b, leva a
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formagéo do intermediario 2c¢ e a elimagao do &cido acético. O cation 2¢ entdo sofre
o ataque do ion brometo levando a formag&o da D-glicose bromada 3 (Esquema 19).

OAc

OAc

D-glicose
pentaaacetilada
2

2c D-glicose
bromada
3

Esquema 20. Mecanismo proposto para a bromacgao da D-glicose

Assim, o uso da irradiacdo do ultrassom apenas nas etapas de acetilagao e
de bromacéao reduziu o tempo reacional, quando comparado com a metodologia de
Shull, Wu e Koreeda (1996), em torno de quatro a cinco vezes, ou seja de 8 h para
1,5 h. No mais, o término da reacao da bromacéo foi constatada com o uso da CCD
(Figura 16), utilizando um sistema eluente de diclorometano-acetato de etila (9:1),
pois nao foi possivel separar a D-glicose pentaacetilada da D-glicose bromada no
sistema eluente hexano-acetato de etila (5:5).

Sistema eluente: Diclorometano-Acetato de Etila (9:1)
o o P: Composto de Partida (D-glicose pentaacetilada)

M: Mistura dos Compostos de Partida e da Reacgao

R: Reagédo (D-glicose bromada)

F-®-- o - -8 -

P M R

Figura 17. CCD da reacao de bromacgéo
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Para neutralizar o pH acido da mistura reacional foi adicionado o sal basico
acetato de sédio (NaOAc) que leva a formacdo de uma solugdo tampao de
AcOH/H>O/NaOAc. Apos a adicao deste sal basico a mistura reacional foi colocada
para irradiacdo sénica por um intervalo de tempo de 15 min, este baixo tempo
devesse ao fato da reacado de neutralizacdo ser uma reacao rapida. Em seguida, foi
promovida a ultima etapa reacional, a eliminag&o radicalar, através da adic¢ao de

Zn(em pd)/Cu®* para levar ao 3,4,6-tri-O-acetil-D-glucal (4).

A necessidade do uso de zinco em poé foi justificada, em 1997, através do
mecanismo idealizado proposto por Somsak, Madaj e Wisniewski (Esquema 20)
Neste mecanismo Somsak, Madaj e Wisniewski (1997) descreve que o papel do Zn°,
que foi transferi um elétron para o carbono anomérico da D-glicose bromada 3
levando a formacao do glicopiranosideo radicalar 3a, o qual em seguida, perder um
ion brometo para gerar glicopiranosideo radicalar 3b. Este sofre uma reacdo de
redugdo com Zn* gerando o intermediario 3¢, o qual, sofre perda de um ion acetato
complexado com zinco para levar ao 3,4,6-tri-O-acetil-D-glucal 4.

AcO AcO e AcO
O R 0 /\Zn" O
OAc) . -Br, OAc). -Zn%*  (OAc Y,
OAc | BrH OAc OAc
OAc OAc OAc {OAc
D-glicose - 3a 3b 3¢
bromada
3
3¢ -Zn(OAc)Br
OAc
3,4,6-tri-O-acetil-D-glucal
4

Esquema 21. Mecanismo da eliminacgao radicalar da D-glicose bromada proposto por Somsak, Madaj
e Wisniewski (1997)

Adicionalmente, a literatura descreve que reagdes heterogénicas apresentam
problemas de reprodutividade, sendo a qualidade do metal empregado um fator
determinante para a eficiéncia de reacdes que envolvam transformacgdes
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organometalicas. Por causa disso, foi adicionado o Cu(SO4).5H,O ao zinco em pé
afim de aumentar sua reatividade, e por consequéncia, aumentar o rendimento da

sintese do 3,4,6-tri-O-acetil-D-glucal 4.

A conclusao da reacao de eliminacdo radicalar foi constatada com o uso da
CCD (Figura 17), utilizando um sistema eluente de diclorometano-acetato de etila
(9:1), havendo a separagao da D-glicose bromada e do tri-O-acetil-D-glucal.

Sistema eluente: Diclorometano-Acetato de Etila (9:1)
o o P: Composto de Partida (D-glicose bromada)

M: Mistura dos Compostos de Partida e da Reacgéo

R: Reacéo (3,4,6tri-O-acetil-D-glucal)

F-o--o---o -

P M R

Figura 18. CCD da eliminagdo radicalar do bromo e formagao do tri-O-acetil-D-glucal

Assim, a etapa de eliminacao radicalar utilizando a irradiacao de ultrassom
levou 1 hora para acontecer, onde somando o tempo de todas as etapas envolvidas
na reacao de preparacao do 3,4,6-tri-O-acetil-D-glucal 4 foi de aproximadamente 3
h, o que representa uma reducédo do tempo reacional de aproximada de 4 vezes
quando comparasse a metodologia de Shull, Wu e Koreeda (1996) com a
desenvolvida neste trabalho (Tabela 1).

Tabela 1. Tempos reacionas dos Métodos A e B para sintese do composto 4

Etapas da Reacao Tempo relativo a cada etapa
Método A Método B
Etapa | - Acetilacao 1h 30 min
Etapa Il - Bromacao 8h 1 he 15 min
Etapa lll - Neutralizacao 30 min 15 min
Etapa IV - Eliminacao 1h e 30 min 1h
TEMPO TOTAL 11 h 3h
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O 3,4,6-tri-O-acetil-D-glucal 4 foi obtido, utilizando a irradiagcdo do ultrassom,
com 95% de rendimento e caracterizado pelos métodos espectrométricos usuais.
Comparando os espectros de IV da D-glicose e do 3,4,6-tri-O-acetil-D-glucal (Figura
17), foi possivel observar, no espectro de IV da D-glicose, uma deformacao axial em
3314 cm’, sendo estd uma regido tipica do grupo —OH, em contrapartida, no
espectro do composto 4 ndo observamos esse deformacao axial, indicando que o
mesmo nao possui mais os grupos —OH. Outro ponto importante foi a visualizagéo
da deformagado axial em 1737 cm™, tipica do grupo carbonila, onde tais carbonilas
estdo apenas presentes nos grupos —OAc do 3,4,6-tri-O-acetil-D-glucal 4.

AcO

AcO"

OAc
D-Glicose 3,4,6 -trio-O-acetil-D-glucal
(1) (4)

E 'Eg" - =, ; I ‘_,:"(‘ aKu@.

100

80
80

680
80

Transmittance [%]
40
Transmittance [%]
40
I

| OH

20
20
O

1l
o

82082
551

122837

042,88

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumber cm-1

(@) (b)

Figura 19. Espectro de infravermelho da glicose (a) e do tri-O-acetil-D-glucal (b)

Analisando o espectro de ressonéncia magnética nuclear de hidrogénio (RMN
'H) do 3,4,6-tri-O-acetil-D-glucal 4 (Figura 18) é possivel destacar duas regides, uma
referente aos hidrogénios metilicos do grupo OAc e os hidrogénios vinilicos. Assim,
na regiao entre 2,08-2,03 ppm observa-se os trés singletos com um valor de integral
relativo a nove hidrogénios, referentes aos hidrogénios dos grupos metilas presentes
em -OAc. Nas regides de 6,46 ppm e 5,21 ppm aparecem um dubleto e um tripleto
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respectivamente e ambas com integral de area relativa a um hidrogénio e podemos
associa-los os hidrogénios vinilicos dos carbonos 1 e 2, no qual o dubleto se refere
ao hidrogénio do C-1 e o tripleto se refere ao hidrogénio do C-2. No mais,
constatasse que somatdério das integrais das areas de cada sinal no espectro € igual
ao total de hidrogénio que o 3,4,6-tri-O-acetil-D-glucal 4 apresenta, ou seja, 16.

{ -CHj

Férmula Molecular: C4,H4607
Massa Molecular: 272,0896
Elemental Analysis: C, 52.94; H, 5.92; O, 41.14

OAc l"

.l.
A
i .
.
| Ll
||| AR I
|L || :-nl
/ A IA
H-1 H-2
= 3
00 1.010.99 1.01 1.182.20 925
e b o’ e
7.0 8.5 8o 5.5 50 45 4.0 35 3.0 2.5 20 1.5

Chemical Shift (ppm)

Figura 20. Espectro de RMN 'H (300Mhz, CDCl;)do 3,4,6-tri-O-aceteil-D-glucal

No espectro de ressonancia magnética nuclear de carbono 13 (RMN '3C) do
3,4,6-tri-O-acetil-D-glucal 4 foi possivel notar que existe 12 carbonos com
deslocamentos quimicos diferentes. Na regido situada entre 171-169 ppm observa-
se os trés sinais referentes aos carbonos carbonilicos (C=0), o que enfatiza a
conversdo dos grupos hidroxilas do composto de partida (D-glicose) ao acetato

correspondente (Figura 19).

39



_ O
f o PN C-2

6.836
61.017

.623
73.577

6 §
5.0 N
o) |1 %
10)3\0“‘4 ) 28 C-8, C-10, C-12
0._0 gex 2
12 85
3,4,6-tri-O-acetil-D-glucal
4
C-1
C-7,C-9, C-11
L
s
“““ 176 168 160 | 152 | 144 | 136 | 128 120 | 112 104 96 e = 80 72 &4 | s 48 = 40 32 | 24 16 & 0

Chemical Shift (ppm)

Figura 21. Espectro de RMN °C (75 MHz, CDCl3) do 3,4,6-tri-O-acetil-D-glucal

5.1.2 Dados espectrométricos do 3,4,6-tri-O-acetil-D-glucal (4)

3,4,6-tri-O-acetil-D-glucal (1): 7,09 g (95%); Solido branco amorfo;

(0]
AcO
© /\E‘j P. F. 53-54 °C [literatura (Franz et al., 2002) 52-53°C]; IGC-Pureza
AcO" - .
°0 (99,9%); []2 10,4 (c 1,00; MeOH) [literatura (Franz et al., 2002)

[«]Z® -59.0 (¢ 1,00; EtOH)]; IV (Pastilha de KBr) vmax 2959, 1738,

OAc

1649, 1373, 1226, 1043 cm™; RMN 'H (300 MHz, CDCls) & 6,45 (d, 1H, H1, J= 6,0
Hz), 5,32 (sl, 1H, H2), 5,20 (¢, 1H, H3, J = 5,7 Hz), 4,84-4,81 (m, 1H, H5), 4,38 (dd,
1H, H4, J = 12,0 e 5,7 Hz), 4,25-4,16 (m, 2H, H6 e H6’), 2,07 (s, 3H, OAc), 2,06 (s,
3H, OAc), 2,02 (s, 3H, OAc); RMN *C (75 MHz, CDClg) & 170,5; 170,4; 169,5; 145,6;
98,9; 73,8; 67,4; 67,1; 61,3; 20,9; 20,7; 20,7.

5.2 Sintese dos O-glicosideos 2,3-insaturados (6a-g)

Uma vez sintetizado o 3,4,6-tri-O-acetil-D-glucal 4 o proximo passo foi realizar
a sintese dos O-glicosideos 2,3-insaturados 6a-g através da catalise heterogénea
utilizando a montmorillonita K-10 como acido de Lewis. Nesta reacdo denominada

de glicosidacao ou Rearranjo de Ferrier, o 3,4,6-tri-O-acetil-D-glucal 4 pode levar a
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formacgao de dois diastereoisébmeros, ou seja, 0 andbmero a (onde o substituinte do
C-1 esta na posigcao axial) e o anébmero B (onde o substituinte do C-1 estd na
posicao equatorial) conforme mostra o Esquema 21. Contudo, o anémero a é o
produto majoritario devido a varios fatores, tais como: i. Efeito anomérico; ii. Tipo do

nucledfilo; iii. Assisténcia anquimérica; iv. Impedimento estérico; v. outros.

AcO
AcO
K-10 - Ao ') +
CH,Cl, 7 N= AON=2 o
agitagéo, A OR
4 6a-g 6a-g
Andémero o Andémero
Posicéo axial Posigdo equatorial

(produto majoritario)

Esquema 22. Sintese dos O-glicosideos 2,3-insaturados( 6a-g) utilizando a montmorillonita como

4cido de Lewis

Nesta reacédo de glicosidacao a presenca do acido de Lewis é fundamental,
uma vez que o mesmo tem funcao de favorecer a saida do grupo acetil presente no
C-3, levando a formacao do cation oxénio alilico 4a, onde este é mais suscetivel ao
ataque nucleofilico do alcool (Esquema 22).

OAc OAc QAc
oh) S O0_.OR O0.__OR
. .o —_— +
Ac. Lewis HOR RN~ NN~
.(-) / ACO\" AcO AcO
) 6a-g 6*a-g
cétilc?lp ox:)nio anémero o, anémero B
alilico 4a produto
majoritario

Esquema 23. Proposta de mecanismo dos O-glicosideos 2,3-insaturados (6a-g)

O K-10 tem coloragao inicial bege, mas com a evolucdo da reagdao sua
coloragdao aos poucos se modifica para um tom de cinza escuro. Este fenbmeno
visual além de ser um indicativo que a reacao esta acontecendo salienta a formacao
do complexo K-10(OAc) que pode ser facilmente removido da reacédo por simples
filtragdo. Outro ponto importante que foi observado, foi que dependendo do éalcool
utilizado os tempos reacionais variaram de 45-80 min conforme mostra a Tabela 1.
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Tabela 2. Sintese de O-glicosideos 2,3-insaturados (6a-g) promovida por montmorilonita K-10

K-10 O._.OR
(60% M/M) ACONLJ'
+ R-OH > .
CH,Cl,, A AcO™ NF
5a-g 6a-g
4
R
a: n-propil e: ciclopentil

b: 2-propenil f: benzil
c: 2-propinil g: 2-2-2-metil-trietoxil

d: iso-propil
T Rendimento
ROH Produto (?:illf)o % )*
OAc
1 HO._~_ b5a \OO\/\ 6a 60 91%
AcO" Z
OAc
2 HO_~. 5b \OO\/\ 6b 45 93%
AcO" 7
OAc P
=
3 Ho_Z 5c 0 O 5o 60 95%
AcO" =
OAc
HO o._ .0
4 5d : 6d 80 89%
Y "G S
AcO
OAc
HO
5 D 5e \GOD 6e 45 93%
RN
AcO
0_.0
6 Hoy@ 5f b 6f 120 94%
AcO" =
\O/\(\)
<i"' o— />
7 59 AcO % 6g 600 79%
O\_/O\) \CjoJ
AcO" 7

* Rendimento do produto isolado
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Analisando a tabela 1, foi possivel constatar que o tipo de alcool (saturado ou
insaturado, aromatico e alifatico) utilizados n&o influenciou significativamente no
rendimento e no tempo reacional, com excecédo do alcool 2g que apresentou um
elevado tempo reacional, associado possivelmente a fatores estéricos e eletronicos.
Outro ponto que merece ser ressaltado foi a completa caracterizacdo dos O-
glicosideos 2,3-insaturados, 6a-g, pelo métodos espectroscépicos usuais (IV, RMN
'H e '3C, ponto de fusao, rotacdo especifica e massas de alta resolucdo), conforme

descrito na parte experimental.

5.2.1 Dados Espectrométricos dos O-glicosideos 2,3-insaturados (6a-g)

0. .0 n-Propil 4,6-di- O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-
Aciw' enopiranosideo 6a: 0,252 g (93%); oleo incolor; IGC-

0 Pureza (99,9%); IV (filme) vmax 2964, 2881, 1747, 1450,
1371, 1234, 1182, 1105 cm™; RMN 'H (300 MHz, CDCl3) 6 5,92-5,78 (m, 2H, H-2, H-
3), 5,29-5,25 (m, 1H, H-4), 4,99 (s/, 1H, H-1), 4,21 (dd, 1H, H-6, Jss = 12,0 HZz € Js5
= 5,4 Hz), 4,14 (dd, 1H, H-6’, Jg:s = 12,0 Hz e Js'5 = 2,1 Hz), 4,08 (ddd, 1H, H-5, J5 4
= 9,6 Hz, Js5=5,1 Hz e Js56 = 2,1 Hz), 3,68 (dt, 1H, -CH:CH,CH3, J=9,6 Hz e J =
7,5 Hz), 3,45 (dt, 1H, -CH,CH>CH3, J=9,6 Hz e J= 7,5 Hz), 2,07 (s, 3H, -OAc), 2,05
(s, 3H, -OAc), 1,61 (qui, 2H, -CH,CH-CH3, J = 7,5 Hz), 0,91 (¢, 3H, -CH,CH.CH3, J =
7,5 Hz); RMN '3C (75 MHz, CDCls) & 170,7; 170,2; 128,9; 127,8; 94,2; 70,5; 66,7;
65,2; 62,9; 22,9; 20,9; 20,7; 10,6.

0. O Prop-2-en-1-il 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-
AcO IS ) , , .
P enopiranosideo 6b: 0,242 g (96%); 6leo incolor; 1GC-
AcO™
° Pureza (99,9%); IV (filme) vmax 2920, 1743, 1642, 1371,
1235, 1039 cm™; RMN 'H (300 MHz, CDCls) & 5,98-5,83 (m, 3H, H-2, H-3 e —
CH=CH,), 5,30-5,13 (m, 3H, H-4 e —-CH=CH>), 5,05 (s/, 1H, H-1), 4,26-4,01 (m, 5H,
H-5, H-6, ), 2,07 (s, 3H, -OAc), 2.05 (s, 3H, -OAc); RMN '*C (75 MHz, CDCls) &
170,7;170,2; 134,0; 129,2; 127,6; 117,5; 93,5; 69,2; 66,8; 65,1; 62,8; 20,9; 20,7.

Prop-2-in-1-il 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-

0 O _QAu
AcO RN , , .
U enopiranosideo 6c¢: 0,246 g (95%); Sdélido branco; P.F. 58-
AcO"

43



59°C; IGC-Pureza (99,9%); [«]3® +138,6 (¢ 1,00; MeOH); IV (KBr) vmax 3296, 3058,
2918, 2129, 1741, 1373, 1235, 1038, 966, 907, 737 cm™; RMN 'H (300 MHz, CDCls)
§ 5,90 (dl, 1H, H3, J = 10,2 Hz), 5,82 (dt, 1H, H2, J = 10,2 e 1,5 Hz), 5,33 (ddd, 1H,
H4, J=9,6:3,0 e 1,5 Hz), 5,22 (sl, 1H, H1), 4,29 (d, 2H, OCH., J = 2,4 Hz), 4,25 (dd,
1H, H6, J= 12,4 e 5,4 Hz), 4,16 (dd, 1H, H6’, J 12,4 e 2,4 Hz), 4,07 (ddd, 1H, H5, J =
9,6; 5,4 e 2,4 Hz), 2,07 (t, 1H, C=C-H, J = 2,4 Hz), 2,09 (s, 3H, OAc), 2,07 (s, 3H,
OAc); RMN '3C (75 MHz, CDClg) § 170,7; 170,2; 129,7; 127,1; 92,7; 78,9; 74,8; 67,1;
65,0; 62,7; 55,0; 20,9; 20,7.

0. O Iso-Propil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-
Aczp‘ enopiranosideo 6d: 0,251 g (91%), 6leo incolor; IGC-Pureza

° (99,9%); IV (filme) vmax 2971, 2902, 1745, 1450, 1372, 1317,
1233, 1184, 1127 cm™; RMN 'H (300 MHz, CDCls) & 5,76 (dI, 1H, H-3, J = 11,7 Hz),
5,69 (dt, 1H, H-2, Jo3= 11,7 Hz € Jz7 = J24 = 1,8 Hz), 5,19-5,15 (m, 1H, H-4), 5,02
(sl, 1H, H-1), 4,17-4,01 (m, 3H, H-5, H-6 e H-6’), 3,98-3,84 (m, 1H, -CH(CH3z)CHy),
1,98 (s, 3H, -OAc), 1,97 (s, 3H, -OAc), 1,14 (d, 3H, -CH(CHs5)CHs, J = 6,3 Hz), 1,07
(d, 3H, -CH(CH3)CHs, J = 6,0 Hz); RMN '3C (75 MHz, CDCls) § 170,4; 169,9; 128,5;

128,2; 92,5; 70,4; 66,5; 65,1; 62,8; 23,2; 21,7; 20,7; 20,5.
Aczw\p\@ enopiranosideo 6e: 0,256 g (93%); 6leo incolor; IGC-
°© Pureza (99,9%); IV (filme) vmax 2940, 2861, 2673, 2137,
1746, 1456, 1373, 1234, 1039 cm™'; RMN 'H (300 MHz, CDCls) § 5,81 (dl, 1H, H-3, J
=10,5 Hz), 5,74 (dt, 1H, H-2, Jo3= 10,5 Hz € Js1 = J24 = 2,4 Hz), 5,23 (dd, 1H, H-4,
Jis=9,6 Hz e Jy3=1,2 Hz), 5,04 (sl, 1H, H-1), 4,20 (dd, 1H, H-6, Jss = 12,0 Hz
Js,5 = 5,4 Hz), 4,12 (dd, 1H, H-6", Js:6 = 12,0 Hz e Js:5 = 2,4 Hz), 4,06 (ddd, 1H, H-5,
Js4 = 9,6 Hz, Jss = 5,4 Hz e Js = 2,4 Hz), 2,04 (s, 3H, -OAc), 2,02 (s, 3H, -OAc),
1,76-1,47 (m, 9H, OCH(CHz)s e OCH(CH3)4); RMN '3C (75 MHz, CDCls) & 170,6;
170,2; 128,5; 128,3; 93,5; 80,5; 66,6; 65,2; 62,9; 33,4; 32,2; 23,4; 23,0; 20,8; 20,7.

o. .0
ACO/\Q‘\ \©
AcO™ NF

Ciclopentil  4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-

Benzil 4,6-di- O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-
enopiranosideo 6f: 0,271 g (90%); 6leo incolor; IGC-
Pureza (99,9%); IV (filme) vmax 3030, 2899, 1745, 1656,
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1490, 1451, 1371, 1234, 1042, 696 cm™'; RMN 'H (300 MHz, CDCl3) & 7,34-7,24 (m,
5H, Haromatico), 5,88 (dl, 1H, H-3, J32 = 10,5 Hz), 5,86-5,82 (m, 1H, H-2), 5,35-5,31 (m,
1H, H-4), 5,10 (s, 1H, H-1), 4,78 (d, 1H, OCHx(C¢Hs), J = 12,0 Hz), 4,56 (d, 1H,
OCH2(CgHs), J = 12,0 Hz), 4,25 (dd, 1H, H-6, Jss = 11,8 Hz e Js 5 = 5,4 Hz), 4,16 (dd,
1H, H-6", Js6 = 11,8 Hz € Jgs = 2,4 Hz), 4,13 (ddd, 1H, H-5, Js54 = 12,3 Hz, Js6 = 5,4
Hz e Jse = 2,4 Hz), 2,09 (s, 3H, -OAc), 2,07 (s, 3H, -OAc); RMN '3C (75 MHz, CDCl5)
8 170,8; 170,3; 137,6; 129,3; 128,5; 128,0; 127,9; 127,8; 93,6; 70,3; 67,1; 65,3; 62,9;
20,9; 20,8.

\/\\ 2-(2-(2-metoxietoxi)etoxi)etanil 4,6-di-O-acetil-2,3-dideoxi-a-D-
o)

o/> eritro-hex-2-enopiranosideo 6g: 0,328 g (79 %); aspecto
AcO gelatinoso a 5 °C e a t.a. apresenta-se como um 6leo incolor;

0
\C'J“OJ IGC-Pureza (99,9%); [a, +61,3 (¢ 1,00, MeOH); IV (Pastilha
=

AcO" de KBr) Vmax 2878, 1743, 1453, 1371, 1237, 1048 cm™; RMN 'H
(300 MHz, CDCl3) & 5,86 (sl, 2H, H-2, H-3), 5,31 (dI, Js.5 = 9,6 Hz, 1H, H-4), 5,07 (sl,
1H, H-1), 4,25 (dd, Jss = 12,0 Hz, Js.5 = 5,1 Hz, 1H, H-6), 4,16 (dd, Jss = 12,0 Hz,
Jss = 2,1 Hz, 1 H, H-6’), 4,10 (ddd, Js5.4 = 9,6 Hz, J5.6 = 5,1 Hz, J56 = 2,1 Hz, 1H, H-
5), 3,74-3,61 (m, 10H, OCHy), 3,55-3,52 (m, 2H, OCHy), 3,34 (s, 3H, OCHj3), 2,09 (s,
3H, OAc), 2,07 (s, 3H, OAc); RMN '®C (75 MHz, CDCls) 5 170,8, 170,3, 129,1, 127,7,
94,6, 71,9, 70,6, 70,5, 70,3, 67,8, 66,8, 65,2, 62,9, 58,9, 20,9, 20,8; HRMS (ESI,
MeOH:H0) calcd para C17H2309Na [M + Na]*, 399, 1631; encontrado 399, 1476.

5.3 Testes com Artemias salina Leach

Uma vez sintetizados o 3,4,6-tri-O-acetil-D-glucal 4 e os O-glicosideos 2,3-
insaturados, 6a-g, o que totaliza oito compostos o préximo passo foi avaliar sua
toxicidade frente as larvas da Artemia Salina Leach. Esse bioensio foi utilizado
devido sua simplicidade e custo de operacao, além de fornecer subsidios sobre a
viabilidade de realizar outros testes, tais como: fungicida e acaricida desses
compostos. Assim, na Tabela 2 estdo sumarizados a faixa em que se encontra o
LCso dos compostos testados.
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Tabela 3. Bioensaio do 3,4,6-tri-O-acetil-D-glucal (4) e dos O-glicosideos 2,3-insaturados, (6a-g)

frente as larvas da Artemia salina Leach

Compostos LCso(ppm)*
OAc
O

1 L 1250-1500
AcO r .
OAc

2 OO 1000-1500
AcO" NF 6a
OAc

3 OO 3000-4000
AcO" 6b
Coioz

4 700-800
AcO N 6¢C
OAc

5 kijof 1250-1500
AcO” N 6d
OAc

6 %OD 500-1000
AcO” N 6e
OAc Q

7 \OO 300-400
AcO™ N 6f

oy
g A © 2500-2750

KLOJWO\)
AcO™ NF

69

*ppm = partes por milhdo
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De acordo com a Tabela 2 os compostos que apresentaram uma maior
toxicidade frente as larvas da Artemia Salina Leach foram os O-glicosideos 2,3-

insaturados 6¢, 6e e 6f, enquanto que o menos citotdxico foi o O-glicosideos 2,3-
insaturados 6b.

Como perspectiva serd realizado a determinacdo exata do LCsy, desses
compostos.
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6. CONCLUSAO

Em suma, a partir dos resultados obtidos, podemos concluir que:

» O 3,4,6-tri-O-acetil-D-glucal foi sintetizado com 95% de rendimento na
forma de um sélido amorfo utilizando a irradiacdo do ultrassom e o tempo
necessario para sintetiza-lo foi aproximadamente quatro vezes menor

quando comparado com a metodologia descrita na literatura;

» Semelhantemente a metodologia descrita na literatura para a sintese do
3,4,6-tri-O-acetil-D-glucal o novo método utilizando a irradiacdo do
ultrassom foi do tipo one pot, onde aconteceram sucessivamente as

reacdes de acetilacdo, bromacao, neutralizacao e eleminacao radicalar;

» Foram sintetizados sete O-glicosideos 2,3-insaturados a partir da reacao
ente o 3,4,6-tri-O-acetil-D-glucal e diferente alcodis utilizando como &cido
de Lewis montmorilonita K-10, onde os mesmos foram obtidos com
rendimentos que variaram de 79 a 95% e tempos reacionais na ordem de
45 min a 10 horas;

» E os bioensaios demonstraram que cinco compostos apresentaram baixas
toxicidades (LCso > 1000 ppm) e trés compostos moderadas toxicidades
(LCso < 1000 ppm) frente as larvas da Artemia salina Leach.
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Figura 22. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl;) do composto 4
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Figura 23. Espectro de RMN '®C (75 MHz, CDCl,) do composto 4
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Figura 24. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCI3) do composto 6a
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Figura 25. Espectro de RMN ®C (75 MHz, CDCl3) do composto 6a
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Figura 26. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl,) do composto 6b
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Figura 27. Espectro de RMN °C (75 MHz, CDCl3) do composto 6b
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Figura 28. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl;) do composto 6¢
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Figura 29. Espectro de RMN '®C (75 MHz, CDCl;) do composto 6¢
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Figura 30. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3) do composto 6d
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Figura 31. Espectro de RMN °C (75 MHz, CDCl;) do composto 6d
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Figura 33. Espectro de RMN °C (75 MHz, CDCl,) do composto 6e
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Figura 34. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl;) do composto 6f
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Figura 35. Espectro de RMN °C (75 MHz, CDCl3) do composto 6f
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Figura 36. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl;) do composto 6g
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Figura 37. Espectro de RMN ®C (75 MHz, CDCl;) do composto 6g
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