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Resumo

O sistema imunitario inato constitui a primeira linha de defesa contra microorganismos em
vertebrados e em invertebrados, permanecendo em aberto a forma pela qual os receptores do
hospedeiro reconhecem os ligandos microbianos assim como o seu papel na defesa.

As unidades de peptidoglicano (PGN’s) quer de bactérias Gram-positivas quer de bactérias
Gram-negativas, sdo um dos constituintes microbianos que parecem ser reconhecidos por diferentes
padrdes de receptores, tais como os receptores Toll, ou por proteinas de reconhecimento celular
(PGRP’s). A activacao celular devido a estes receptores resulta numa resposta inflamatéria aguda, e
estudos recentes revelam que a estrutura minima de PGN requerida para activar o mecanismo Toll
da Drosophila é constituida por um dimero de muropéptidos isolado a partir da parede celular
bacteriana.

No entanto, a maior dificuldade associada a estes estudos, constituindo um obstaculo ao
desenvolvimento da investigagdo nesta area, é a dificil purificacdo desta estrutura a partir da parede
celular bacteriana, ja que em estudos anteriores, a presenca de contaminagdes levou a conclusdes
contraditorias.

A realizagéo de estudos da relagdo estrutura-actividade (SAR) permitira elucidar o processo de
reconhecimento molecular, assim como indentificar a estrutura responsavel pela interac¢do entre o
PGN e a correspondente PGRP. Nesta dissertagao foi realizada a sintese de um mondémero de PGN,
para posterior utilizagao em estudos SAR.

Desta forma, a cadeia peptidica do monémero de PGN foi preparada através de uma estratégia
de sintese em fase sdlida (SPS) recorrendo ao grupo 9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc SPS) como
grupo protector do grupo amina, devido as condi¢cdes suaves deste método, e a unidade glicosidica
sintetizada através de uma estratégia de proteccdo ortogonal de acgucares. Posteriormente, o
dissacarido sintetizado foi acoplado a cadeia peptidica previamente preparada, e ainda ancorada a
resina, (D-Ala-D-Ala-L-Lys-(Ddiv)-D-GIn-L-Ala-NH,), e apds remogado do grupo protector da cadeia
lateral da lisina efectuou-se a ramificagdo da cadeia peptidica tendo-se introduzido cinco unidades de
glicina. Os ultimos passos consistiram na remogao de grupos protectores bem como na remocgéo do
muropétido da resina. O muropéptido foi purificado por HPLC e a sua estrutura confirmada por
técnicas espectroscopicas, tendo-se obtido o muropéptido com 3% de rendimento.

Neste trabalho foram ainda desenvolvidos diversos estudos de HR MAS NMR dos compostos

sintetizados ancorados a resina.



Abstract

The innate immune system constitutes the first line of defense against microorganisms in both
vertebrate and invertebrates. It is still an open question how the recently identified host receptors
recognize microbial ligands and their role in host defense.

Peptidoglycans (PGN) from Gram-positive and negative bacteria are microbial ligands that
seem to be recognized by different pattern recognition receptors such as Toll-like receptors or
peptidoglycan recognition proteins (PGRPs). Cellular activation by pattern recognition receptors
results in acute inflammatory responses and recent studies revealed that the PGN minimal structure
required to activate the Drosophila Toll pathway is a dimeric muropeptide isolated from the bacterial
cell wall.

A major problem associated with these studies, and that constitutes an obstacle for further
research development in this area, is the need of ligand purification from whole bacterial cell walls —
contaminations have led in the past to contradictory conclusions.

Structure-activity relationship (SAR) studies will allow the elucidation of the molecular
recognition process and establish the structural features responsible for the interacting peptidoglycan
component with the corresponding PGRP. Thus, in this project a PGN monomer was synthesized, for
further SAR studies.

The peptide chain synthesis was assembled by solid-phase synthesis (SPS) using 9-
fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc SPS) group, as amine protecting group, due to its mild conditions,
and carbohydrate unit preparation was performed using an orthogonal protecting group strategy.

Subsquently the synthesized disacharide was coupled with the previously prepared peptide, still
bounded to the resin, (D-Ala-D-Ala-L-Lys-(Ddiv)-D-GIn-L-Ala-NH,), and after removal of the lysine side
chain protecting group Ddiv, five units of glycine were introduced. The last step of the synthesis
consisted of protecting group’s removal as well as cleavage of the muropeptide from the resin. The
obtained muropeptide was purified by HPLC and characterized by spectroscopic techniques, and the
final yield was 3%.

Moreover, HR MAS NMR of the sinthetized molecules anchored to the resin studies were also

performed.



indice de abreviaturas

Ac acetilo

Alloc aliloxicarbonilo

Allyl grupo alilo

Ar aromatico

Bn benzilo

Boc terc-butiloxicarbonilo

Cap. capitulo

c.c.f. cromatografia em camada fina
c.d.o. comprimento de onda

C-RMN  ressonancia magnética nuclear de carbono

CSA acido canforssulfénico

COosy espectroscopia de correlagdo homonuclear H-H

d dupleto

DAP acido diaminopimélico

DCC N,N-diciclo-hexilcarbodiimida

DCM diclorometano

dd duplo dupleto

Ddiv (4,4-dimetil-2,6-dioxociclohex-1-ilideno)-3-metilbutilo
DIC N,N-diisopropilcarbodiimida

DIPEA N,N-diisopropiletilamina
DMAP 4-N,N’-dimetilaminopiridina

DMF dimetilformamida

DMSO dimetilsulfoxido

Et etilo

f fraca

F forte

Fmoc 9-fluorenilmetiloxicarbonilo

h hora

HBTU hexafluorofosfato de 2-(1H-benzotriazole-1-il)-1,1,3,3-tetrametilurénio
HMPB acido hidroximetilmetoxifenoxibutirico
HOAt 1-hidroxi-7-aza-benzotriazole

HOBt hidroxibenzotriazole

HPLC cromatografia liquida de alta eficiéncia

'H-RMN ressonancia magnética nuclear de protao

HR MAS NMR ressonancia magnética nuclear de alta resolugdo com rotagcdo segundo um
angulo magico

v infravermelho

J constante de acoplamento



Lit. literatura

m multipleto

M média

Me metilo

min. minuto

mi média larga

Mtt metiltritilo

Pd/C paladio sobre carvao

p.e. ponto de ebuligao

PEGA copolimero de polietilenoglicol dimetilacrilamida
p.f. ponto de fuséo

PGN peptidoglicano

Ph fenilo

Py piridina

PyBOP hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-oxitri(pirrolidino)-fosfénio
Rs coeficiente de arrastamento

S singuleto

t tripleto

THF tetra-hidrofurano

TOCSY espectroscopia de correlacgao total
Troc 2,2,2-tricloroetoxicarbonilo

t.a. temperatura ambiente

Tentagel resina de poliestireno enxertado de polietilenoglicol
TFA acido trifluoroacético
uv ultra-violeta
desvio quimico
A aquecimento

n rendimento



indice

[ LA oo 1U o= o R P RTOUPPRTPPR 1
1.1 Reconhecimento microbiano e unidade minima de reconhecimento ...........ccooeccviiieiieeeennes 2
1.2 Principios da sintese peptidica em fase sOlida ............cooiiiiiiiiiiiii e 4

70 O =T g - S 6

1.2.2  Grupos protectores €m SPPS ... 9

1.2.3 Activacao e acoplamento de aminNOACIOS ............uuuuuviiiiiiiiiiiiii e 11

1.2.4 Monitorizacdo da reacGao €m SPPS...........ooiiiii e 13
1.3 10 Tl = To SN o] [ofo =] (o | o= SRRSO 15

1.3.1  Hidratos de CarbON0 ........oooeeeee e 15

[RCTPZAN 2J-Y= Tolur=To Jo =W oo <] o == o H RS 16

1.3.3 Factores que influenciam a estereosselectividade............cccocuuiiiiiiiie 18

1.3.4 Sintese de gliCOCONJUAUOS. .........ueiiiiiiiii it 20

Apresentac8o e DiSCUSSE0 de ReSUITAAOS ...ocviiiiiiiiiiiiiiii e 23
.1 Estabelecimento da estrutura do diSSaCarido ...............eeviiiiiiiiiii 25

11.1.1 Estabelecimento da estrutura do aceitador glicosidiCo...........cccveveeiiiiiiiiieeeee e 27

11.1.2 Estabelecimento da estrutura do doador glicosidiCo...........cccvviiiiiieiiiiicieee e 33

11.1.3 Reaccgao de glicosidagao - Preparagéo do dissacarido ........cccuveeeveeeeeiicciiiiieeeeee e 38
1.2 Estabelecimento da estrutura do péptido D-Ala-D-Ala-L-Lys(Ddiv)-D-GIn-L-Ala.................... 44

.3  Acoplamento entre o péptido e o agucar — estabelecimento da estrutura do glicopéptido D-
Alanil-D-Alanil-D-Alanil-alil-2-acetamido-4,6-benzilideno-2-deoxi-a-D-glucopiranose...................... 50

.4  Acoplamento do dissacarido a extremidade peptidica em SPPS e elonga-¢do da cadeia

01T 0141 [ o= PR ORI 52
1.5 Caracterizag@o Por HR MAS NMR ........ooo et 59
1.6 Conclusdes e perspectivas fULUras ... 62
Procedimento eXPerimental..........cooiiiiiiiiiiie et 64
] O o == 011 01U ][ R OO PP PP PP PPN 65
.2  Sintese da unidade gliCOSIAICA.........cueiiiiiiiiee et 67
Il.2.1  Sintese da alil 2-acetamido-2-deoxi-o-D-glucopiranose (38) .........ccccceveeieeeriiiererinenen. 67
Il.2.2  Sintese da alil 2-acetamido-2-deoxi-4,6-O-benzilideno-a-D-glucopiranose (6) ............ 67

I.2.3  Sintese da alil 2-acetamido-2-deoxi-3-O-(carboxietil)-4,6-O-benzilideno-o.-D-
o I8 TeloT ol =T g ot () PRSP 68
.24  Sintese da alil 2-acetamido-2-deoxi-3-O-benzil-4,6-O-benzilideno-a-D-glucopiranose
(5 RSOSSN 69
I.2.5  Sintese da alil 2-acetamido-2-deoxi-3-O-[(R)-(etoxicarbonil)benzil]-4,6-O-benzilideno-a-
(o] 8 eTo] o1 ¢=T a o k== TN - 52 B PRSP 69
I.2.6  Sintese da 2-deoxi-2-(2,2,2-tricloroetoxicarbonilamino)-D-glucopiranose (13)............. 71

II.2.7  Sintese da alil 2-deoxi-2-(2,2,2-tricloroetoxicarbonilamino)-D-glucopiranose (25)........ 71




111.2.8 Sintese da all 4,6-O-benzilideno-2-deoxi-2-(2,2,2-tricloroetoxicarbonilamino)-D-

GIUCOPIFANOSE (22) ....eeiiee ettt e e e e sttt e e e e tee e e e aatae e e e sseeeeeaseeeeeanteeeeennteeeesnreeeeennees 72
111.L2.9  Sintese da alil 3-0-benzil-4,6-O-benzilideno-2-deoxi-2-(2,2,2-tricloroetoxicar-
bonilamino)-D-gIUCOPIFANOSE (24).........uviieeiie ettt e e e e e e e e e s e e e e e e e s annnes 72

I1.2.10 Sintese da 3-O-benzil-4,6-O-benzilideno-2-deoxi-2-(2,2,2-tricloroetoxicarbonilamino)-a.-

(o] [N eTo] o] r=T gl 1= (2 ) PP RP SRR 73
I.2.11 Sintese do 3-O-benzil-4,6-0O-benzilideno-2-deoxi-2-(2,2,2-tricloroetoxicarbonilamino)-2-
deoxi-a-D-glucopiranosil tricloroacetimidato (15) .......oooi i 73
I11.2.12  Sintese da 2-aliloxicarbonil-2-deoxi-glucopiranose (12) .........ccceeueeieiiieieiniiieee e, 74
I11.2.13 Sintese da alil-2-aliloxicarbonil-2-deoxi-o-D-glucopiranose (43).......ccccceeeevieeivieeeennnn. 74

I11.2.14  Sintese da alil-2-aliloxicarbonilamino-4,6-O-benzilideno-2-deoxi-a-D-glucopiranose (18)

I11.2.15 Sintese da alil 2-aliloxicarbonilamino-4,6-O-benzilideno-3-O-[(R)-1-(etoxicarbonil)etil]-2-
deoXi-0-D-gIUCOPIFANOSE (17) c.neeeiie ittt e et e e e st e e s st e e e e sbee e e e snneeeaeaans 75
I1.2.16 Sintese da alil  4,6-O-benzilideno-3-O-[(R)-1-(etoxicarbonil)etil]-2-deoxi-(2,2,2-
tricloroetoxicarbonilamino)-o-D-glucoPiranoSe (16)........ccoiiuiiiiiiiiiieiiiieee e 76
I.2.17 Sintese da alil 6-0O-benzil-4-hidroxi-3-O-[(R)-1-(etoxicarbonil)etil]-2-deoxi-2-(2,2,2-
tricloroetoxicarbonilamino)-o-D-glucopiranoSe (14).......cooi i 77
11.2.18 Sintese da alil  6-O-benzil-4-O-[3-O-benzil-4,6-O-benzilideno-2-deoxi-2-(2,2,2-
tricloroetoxicarbonilamino)-p-D-glucopiranosil]-3-O-[(R)-1-(etoxicarbonil)etil]-2-deoxi-2-(2,2,2-

triclorocarbonilamino)-oi-D-glUCOPIran0Se (26) .......ccoiueiiiiiiiiiie et 78
I1.2.19 Sintese da alil 2-acetamido-2-deoxi-3-O-benzil-4,6-O-benzilideno-a-D-glucopiranose
(versao 2) — acetilagao prévia de molécula modelo (9)........ccueviiiiiiiiiiiiie e 78
I1.2.20 Sintese da alil 2-acetilamino-6-O-benzil-4-O-(2-acetilamino-3- O-benzil-4,6-O-
benzilideno-2-deoxi-p-D-glucopiranosil)-3-O-[(R)-1-(etoxicarbonil)etil]-2-deoxi-a-D-glucopiranose
727 USRS 79
I.2.21 Sintese da 1-propenil 2-acetilamino-6-O-benzil-4-O-(2-acetilamino-3-O-benzil-4,6-O-
benzilideno-2-deoxi-B-D-glucopiranosil)-3-O-{[(R)-etoxicarbonil]etil}-2-deoxi-a-D-glucopiranose

72 ) RSOSSN 80
I11.2.22 Sintese da alil 2-aliloxicarbonil-4,6-O-benzilideno-3-O-[(R)-etoxicarbonil]-2-deoxi-a.-D-
GIUCOPIFANOSE (29) ...ttt e et e e e e bt e e s e b bt e e e e b b e e e e e ab e e e e nabe e e e 81
I11.2.23 Sintese da 1-propenil 2-acetilamino-6-0O-benzil-4-O-(2-acetilamino-3-O-benzil-4,6-O-

benzilideno-2-deoxi-p-D-glucopiranosil)-3-O-[(R)-1-etoxicarbonil]-2-deoxi-a-D-glucopiranose (2) ..

....................................................................................................................................... 82

1 S Y1 01 (ST o (o T o= o i o o SRR 83
11.3.1 Sintese do péptido L-Alanil-D-glutamil-L-lisil-D-alanil-D-alanina utilizando a resina Sieber
WY Lo [ 1 SRR 83
I.3.2  Sintese do péptido L-alanil-D-glutamil-L-lisinil-D-alanil-D-alanina utilizando a resina
HMPB-AM por activagao idéntica a utilizada para a resina Sieber Amide (31) ......cccceecvvvevennnn. 84
11107 S Y1 01 (=YY= [o X | foTo] o 1= o) 1 o [o TS SRRSO 85

Vii



.41 Optimizagdo da sintese: preparacdo da alil-2-acetamido-4,6-O-benzilideno-3-
(carboxietil-alanil-alanil-alanina)-2-deoxi-a-D-glucopiranose (33) .......coocveverriiiere i 85
I1.4.2  Abertura do anel de benzilideno do glicopéptido alil-2-acetamido-4,6-O-benzilideno-3-
(carboxietil-alanil-alanil-alanina)-2-deoxi-a.-D-glucopiranose (34) ........cccceveeeeeiecciiieeiee e 86
4.3  Sintese do mondmero {2-acetilamino-4-O-(2-acetilamino-2-deoxi-p-D-glucopiranosil)-3-
O-[((R)-etoxicarbonil)etil]-2-deoxi-a-D-glucopiranosil}-L-alanil-D-glutamil-[L-lisinil (penta-glicinil)]-D-

=1 E= g1 B = 1= ] F= () P P PO PRP TP 86

1.5  Caracterizagdo por HRMAS NMR ...........uueeeoiieeeeeeeeee et 89
AV =11 o] ITo o 1 = = NPT PP PUPPTPPT 90




indice de figuras

Figura 1 — Estrutura da membrana celular de uma bactéria Gram-positiva. ..........ccccceeeviiiciiiieeieeeene, 2
Figura 2 — Estrutura primaria do PGN tipo-Lys (A) € do PGN tipo-DAP (B) .....ccoccuieiiiiieiiiiiie e 3
Figura 3 — Dipéptido de MUIamMIlO. ........eiiiiiiiiie ettt e e st e e eee e 3
Figura 4 — Volumes relativos (em A) de uma resina de poliestireno e um aducto resina-péptido na
presenca ou auséncia de solvente (DCM oU DMF). ......ooiuiiiiiiiiii e 7
Figura 5 — Exemplos de resinas derivadas da resina Merrifield. ..........c.ccccooiiiiiiiiiiie i 8
Figura 6 — Cloreto de 9-fluorenilmetoxicarbonilo. ............cccuviiiiiiii i 9
Figura 7 — Exemplos de bases usadas na activagdo de aminoacidos em SPPS............cccoccceeeiiiinns 13
Figura 8 — Exemplos de grupos protectores de agUCares. ..........oocueeieiiieeieiiiieee e 15
Figura 9 — Desenvolvimento de doadores glicosidicos ao longo do tempo..........ccccceeviiiiiiiicie e, 17
Figura 10 — Tipos de ligagdes intermoleCUIares. .............ooiiiiiiiii e 20
Figura 11 — Unidades de PGN sintetizada por: A) Mobashery, B) Boons e C) Fukase. ...................... 21
Figura 12 — Estrutura do dimero de PGIN..........oooiiiiiiie et 24
Figura 13 — Estrutura do diSSACAIITO. .....cooeiiiiiiieii e e e e ee e 25

Figura 14 — Exemplos de derivados testados por Oikawa na reacg¢ao de redugao regiosselectiva..... 30
Figura 15 — Espectro de MALDI para do derivado 2. ..............eeeiiieiiiiiciiiieeee et 41
Figura 16 — Cadeias peptidicas constituintes do mondmMero. ............ooccveiiiiiiiiiiiii e, 44
Figura 17 — Colunas reaccionais para sintese em fase solida: A) 10-300 mL (0,5-10 g de resina) com
agitagao por rotagao; (B) 0,5-8 L (20-200 mm) com agitador mecéanico (> 500 g de resina); (C)
Ananth vessel com duas cadmaras de 80 ML. .........eooiiiiiiiiiiiiii e 46
Figura 18 — Cromatograma correspondente a purificagdo por HPLC do péptido 30: A) detector a 206
nm; B) detector a 270 nm (injecgédo de 30 pL, condigdes descritas no Cap.lll). .........cccoecveeennnn 46
Figura 19 — Sobreposig¢édo dos espectros COSY (vermelho) e TOCSY (preto) - Expansédo em F1 entre
1,0 € 4,6 ppm, expansao em F2 entre 7,9 € 9,0 PPM. ...oooiiiiiiiiiiiiiiieieiieeeeeereveverereveveverer e 48
Figura 20 — Extremidades terminais do péptido a) sintético apds quebra da resina Sieber Amide (31) e
b) residuo pertencente ao mondmero NAUral (32). ......cevvciieeiiiiiie e 49
Figura 21 — Cromatograma do péptido obtido com a resina HMPB-AM: A) detector a 206 nm; B)
detector a 270 nm (injecgao de 60 pL, condigdes No Cap.lll). ......ccccveeiiiiiieiiciee e 49
Figura 22 — Mondmero pertencente ao PGN natural. ..o 52

Figura 23 — Cromatograma obtido para o glicopéptido 1 (detector a 206 nm, injecgédo de 50 pL,

foto] gleloto L=t aTo T O2= T o 1Y 1 1 ) RSP RRPPR 54
Figura 24 — Sobreposig¢do dos espectros de COSY (vermelho) e TOCSY (preto) - Expansao em F1
entre 0,6 € 5,3 ppm, expansdo em F2 entre 6,8 € 9,2 PPM.....cuuiiiiiiieeeiiiiieeee e 55
Figura 25 - Sobreposigéo dos espectros de COSY (vermelho) e TOCSY (preto) - Expansdo em F1
entre 2,9 e 54 ppm, expansdoem F2entre 2,6 € 5,5 ppM......cooooiiiiiiiiiiii 57
Figura 26 - Espectros da resina em: A) DMF-d;, B) DMF-d7/DMSO-dg 60-40, C) CDCls......ceeeeeennnee. 59
Figura 27 — Espectros de HR MAS do péptido ligado resina em: A) DMF-d;, B) DMF-d7/DMSO-d; 60-
L0 I O O B L0 TSP UR R PPPRSURPP 60




Figura 28 — Espectros de HR MAS para o glicopéptido ligado a resina: A) DMF-d;, B) DMF-d;/DMSO-

O B0-40, C) CDCl3. c.uriieeiiiiiee e itiie ettt ettt e e et e e e sttt e e e e tte e e e ettt e e e sasteeeeeasteeeeesteeeeeanteeeeeanseeeeennnees 61

Figura 29 — Espectro de HR MAS NMR para o glicopéptido ancorado a resina. .........ccccceevevveeevnnnnenn. 63
Figura 30 — Sintese futura do dimero de muropéptidos




indice de tabelas

Tabela 1 — Exemplos de matrizes polimeéricas €m SPPS. "2 ... oeoeeeeeeeeeeeeeeeeee e 6
Tabela 2 — Classificagdo das resinas de acordo com o grupo reactivo do linker."?............c.ccccocveen..... 8
Tabela 3 — Exemplos de grupos protectores em SPPS. ... 10
Tabela 4 — Exemplos de reagentes de acoplamento usados em SPPS. ..., 12
Tabela 5 — Exemplos de métodos de activacao para diferentes doadores. .........ccooeiiiiiiiieiiiiienee 18
Tabela 6 — Dados de IV e "H RMN dos intermediarios da via de sintese do aceitador (14). oo 31
Tabela 7 — Dados de IV e "H RMN dos intermediarios da via de sintese do doador (1) 36
Tabela 8 — Dados de 'H RMN e "*C RMN dos intermediarios da via de sintese do dissacarido (2).... 42
Tabela 9 — Desvios quimicos observados no espectro de 'H RMN do péptido 30. ...........ccovvvvrnn.n. 47
Tabela 10 — Caracterizacao dos glicopéptidos 33 € 35. .......ooiiiiiiiiiie e 51
Tabela 11 — Caracterizag&0 do MONOMEIO 1. ....ooiii i e e e e e e e e e e e 56

Xi



indice de esquemas

Esquema 1 — Ciclo de sintese de peptidos em fase sdlida (SPPS) pelo método Fmoc. ....................... 5
Esquema 2 — Clivagem do péptido da resina Merrifield. ... 8
Esquema 3 — Mecanismo de remoga0 do grupo FMOC. ........eeiiiiiiiiiiiiiiie et 9
Esquema 4 — Reacgao de acoplamento entre aminOACIAOS. ...........uuvuuuiiiuriiuiiiiiiiiieaeaaae 11
Esquema 5 — Mecanismo proposto para o acoplamento de aminoacidos activados com HOBt. ........ 13
Esquema 6 — ReacGa0o de gliCOSIAAGAO. ......ooiiiiiiiiiiie e e 16
Esquema 7 — Mecanismo de glicosidacao para derivados da gluCOSE. ............uuveveememrmrnnnrnennnnnnnnnnnnnnns 19
Esquema 8 — Participagao do solvente na reacgao de glicosidagao. .........eeeevveiciiiiieiieeeeeeciiieeeee e 19
Esquema 9 — Analise retrossintética para o mondmero de PGN 1. ......cccoiiiiiiiiiiiieiiee e 24

Esquema 10 — Plano retrossintético adoptado para a sintese do aceitador 4 e doador 9 a partir da N-
ACEHIGIUCOSAMING. ...ttt b et e e e ettt e e e aa bt e e s st et e e e sbee e e aabeeeeeaas 26

Esquema 11 — Estratégia de sintese do dissacérido (2) a partir dos derivados N-acetil (8), N-Alloc (12)
L= A o Lo 1 ) TSR 26

Esquema 12 — Plano retrossintético para o dissacarido 2 partindo do aceitador (14) e doador (15)... 26

Esquema 13 — Plano retrossintético para a sintese do aceitador glicosidico 14.............ccccevvvveeneeennn. 27
Esquema 14 — Sintese do derivado N-alloc glucosaming 19...........coociiiiiiiee i 27
Esquema 15 — Mecanismo proposto para a reacgao de alilagao do derivado 12. ..........cccccvvvvveeeennnn. 28

Esquema 16 — Mecanismo proposto para a protec¢ao dos grupos hidroxilo em C-4 e C-6 do derivado

SRR 28
Esquema 17 — Sintese do derivado 5 de acordo com Matsushima et al.............ccocoeeeeiiiiiiinn. 29
Esquema 18 — Sintese dO derivado 16. .........coouuiiiiiiii et e e e e e e e e e aaans 29
Esquema 19 — Abertura regiosselectiva do acetal do derivado 16. ..o 30
Esquema 20 — Plano retrossintético para a sintese do doador glicosidico 15. ........ccccccovvviiiiiieeneeennn. 33
Esquema 21 — Protecgdo da N-glucosamina para formar o derivado N-Troc-glucosamina (13). ........ 33
Esquema 22 — Mecanismo proposto para a protec¢ao da posigdo anomérica do derivado 13. .......... 33

Esquema 23 — Sintese dos derivados alil-N-Troc glucosamina (25) e alil-4,6-O-benzilideno-N-Troc
GIUCOSAIMING (22). ...eeeiiiiteiee ettt h e e h et e e e ea bt e e e ea b et e e e sab et e e e aab e e e e e sbeeeeanbeeeeean 34
Esquema 24 — Benzilagao do grupo hidroxilo em C-3 do derivado 22 para formar o derivado 24. ..... 34

Esquema 25 — Desproteccdo da posicdo anomérica do derivado 24 e insercdo do grupo

tricloroacetoimidato para formar 0 doador 15. ........eeiiii i 35
Esquema 26 — Mecanismo proposto para a formagédo do doador 15. ..........ccoecciiiiiiiieiii i, 35
Esquema 27 — Reacgéao de glicosidagéo para formar o dissacarido 26. ..........ccccvevvveeeeiiicciiieieeeeeeee 38
Esquema 28 — Mecanismo proposto para a formagéo do dissacarido 26. ...........cccceveeeeeiiciiiieeneeeeeene 38

Esquema 29 — N-acetilacdo do derivado 24 através do método descrito por Fukase et al. e Zhu et al.

........................................................................................................................................................ 39
Esquema 30 — N-acetilagdo do derivado 26 para obter o dissacarido 27. ...........ccccvvvvvvvnvnvnnieinnnnnnnnnn. 39
Esquema 31 — Isomerizagao do derivado 27 de forma a obter o derivado 1-propenilo (28)................ 40

Esquema 32 — Hidrolise do derivado 17 através do método descrito por Fukase.® ..., 40




Esquema 33 — Hidrdlise do derivado 28 para obter 0 disSaCarido 2. ........cooooiiiiiiiiiiiiie e 41

Esquema 34 — Desproteccdo da resina do grupo FMOC. .........ooiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 44
Esquema 35 — Mecanismo proposto para a activagdo dos aminoacidos com PyBOP. ....................... 45
Esquema 36 — Sintese do PEPLIAO 30. ....eeiiiiiiiiiiiiiie e a e e e e 45
Esquema 37 — Sintese do glicopéptido D-Ala-D-Ala-D-Ala glucopiranose (33)......cccccceeeveviciiiieeeeeeenn, 50
Esquema 38 — Abertura selectiva do glicopéptido sob condigdes NaCNBH;-TMSCI. .......cccceeeeeens 50
Esquema 39 — Sintese do MONOMEIO 1. ... i 53
Esquema 40 — Desproteccao do grupo Ddiv da lisina com formagédo de um derivado indazole 37..... 54
Esquema 41 — Esquema geral de sintese do mondmero 1. ... 62

Xiii






l. Introducéo




Capitulo I — Introducéo

.1 Reconhecimento microbiano e unidade minima de reconhecimento

A capacidade do sistema imunitario de um organismo de reconhecer determinados componen-
tes microbianos e responder de forma eficaz a esse ataque iniciando uma resposta inflamatéria, é a
primeira linha de defesa contra uma infeccdo patogénica. Esta capacidade faz parte do sistema
evolucionario de defesa do hospedeiro, que responde a padrdes estruturais altamente conservados
nos elementos patogénicos. De entre os diferentes tipos de padrées moleculares associados a
elementos patogénicos (PAMPs) destacam-se diversas estruturas da parede celular bacteriana, tais

como lipolissacaridos (LPSs), peptidoglicanos (PGNs) e acidos lipoteicoicos (LTA). 12

Acido lipoteicoico Acido teicoico

ouedGopndag

Membrana

Figura 1 — Estrutura da membrana celular de uma bactéria Gram-positiva (adaptado de Chan-Hee Kim et al., 2008).3

O PGN é parte integrante da parede celular de bactérias Gram-positivas (Figura 1), constituin-
do cerca de metade da massa desta, encontrando-se também em quantidades inferiores, nas bacté-
rias Gram-negativas. Esta macromolécula é constituida por cadeias de heteroglicanos ligadas por
pequenas cadeias peptidicas.

As suas cadeias glicosidicas sao compostas por ligagdes B (1-4) entre residuos de N-acetilglu-
cosamina (GIcNAc) e acido N-acetil-muramico (MurNAc) alternadamente, sendo que, ao grupo acido
carboxilico deste, se encontram ligadas unidades peptidicas. Estas unidades sdo constituidas por
quatro a cinco aminoacidos, sendo o terceiro aminoacido em geral, a L-lisina — em bactérias Gram-
positivas (Figura 2 - A), ou o acido meso-diaminopimélico — em bactérias Gram-negativas (Figura 2 -
B).

Unidades vizinhas do peptidoglicano encontram-se ligadas entre si através da sua cadeia
péptidica, ou seja, directamente ligadas entre o terceiro aminoacido € uma alanina da unidade
seguinte (Figura 2 - B), ou por uma cadeia adicional constituida por cinco glicinas entre 0s mesmos
(Figura 2 - A).




CH,0
CH,0I
o o] 2
HO o]
NH
| -

thanu(nnz) D—(‘."a{u(NHz}
" 1
L-L‘ysa—(GiyJ5-— D-‘Ala m-?ﬁﬁ D-iua
D-Ala L—Ilys D-Ala m-?ap
D-Glu(NH2) D-Glu(NH,)
L-Ala L-Ala
Iy
A [ GoNAcp—re—MuNAc—] B [ GloNAc—p— 1 MurNAc—]

Figura 2 — Estrutura primaria do PGN tipo-Lys (A) e do PGN tipo-DAP (B) (adaptado de Chan-Hee Kim et al., 2008). 3

A forma como é efectuado o reconhecimento dos PAMPs pelos varios receptores do hospe-
deiro, assim como os mecanismos de activagdo celular que ddo origem ao processo de resposta
inflamatoria tém sido extensamente estudados. "**

Sabe-se por exemplo, que as proteinas de reconhecimento do PGN (PGRPs) sao estruturas
altamente conservadas em insectos e mamiferos. Na Drosophila, as PGRPs activam dois tipos
diferentes de mecanismos, que consequentemente induzem a producgéo de péptidos antimicrobianos:
0 mecanismo Toll, activado pelo PGN tipo-Lys, e o mecanismo Imd, activado pelo PGN tipo-DAP,
para bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, respectivamente.5

Estudos desenvolvidos por Filipe et al.® demonstraram que a unidade minima de PGN
reconhecida e necessaria para activar o mecanismo Toll na Drosophila € um dipéptido de muramilo
(Figura 3), e que a extremidade redutora do seu residuo de acido N-acetil-muramico é essencial para
a sua actividade. Este estudo mostra ainda, que muropéptidos monoméricos s&o inactivos e que

possuem actividade inibitéria quando combinados com os dimeros.

] ACNFbH
CHCH;,
co
HO L-Ala
HO o Ho o
Ho
AcNH D-GIn
© 07 AcNHgy
CHCH; L-Lys— Gly—Gly—Gly—Gly—Gly
co
| /Gly
L-Ala _Gly
/Gly
D-GIn Gly
Gly”
L-Lys”
D-Ala
D-Ala

Figura 3 — Dipéptido de muramilo.

O principal obstaculo a estes estudos é o dificil isolamento e purificacdo destas estruturas a

partir das fontes naturais, surgindo a sua sintese quimica como uma alternativa viavel.”®
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Este trabalho pretende desta forma contribuir nesta area, com a sintese de um mondémero de
PGN, estrutura que é isolada em quantidades reduzidas a partir de organismos como o

Staphylococcus aureos.®

.2  Principios da sintese peptidica em fase sélida

A sintese em fase sdélida (SPS) esta actualmente em franca expansdo na area da sintese
quimica, nomeadamente na preparagao de péptidos, oligossacaridos e oligonucleétidos, ou mesmo
de moléculas mais pequenas.

A SPS apresenta, face a sintese em solugdo, um aumento do grau de pureza do produto e da
eficiéncia do processo de sintese, assim como a diminuigdo dos processos de purificagdo. Estas
vantagens devem-se sobretudo ao facto, da molécula-alvo estar ligada a um suporte sélido insoluvel,
0 que permite a utilizagdo de um grande excesso de reagentes garantindo que a reacgéo € completa,
€ a minimizagado de perdas durante o processo de sintese, devido a possibilidade de separagdo do
produto dos reagentes soluveis e solventes, por simples filtragado e lavagem.

Contudo, podem-se apontar diversas limitagdes decorrentes do uso do suporte soélido. Para
além deste poder sofrer decomposi¢cao devido as condigdes experimentais aplicadas, o facto de se
ter uma molécula imobilizada, pode ter consequéncias no rendimento e no correcto loading da resina,
ja que ha possibilidade de impedimento esteroquimico por parte dos grupos protectores utilizados ou
mesmo devido ao crescimento da prépria molécula-alvo no suporte. Como consequéncia verificam-se
produtos de reacgdes laterais, ou impurezas que se acumulam no decorrer da sintese e que sao
posteriormente dificeis de isolar. Uma outra limitagao reside na forma de monitorizagdo da reacgao

em tempo real.

Apbs 60 anos ter sido reportado o primeiro acoplamento de dois aminoacidos por E. Fisher em
1903,° surge a sintese de péptidos em fase sélida (SPPS), descrita por Merrifield em 1963, levando-
0 a ganhar o prémio Nobel da Quimica em 1984. Durante muito tempo foi utilizado o protocolo
proposto por Merrifield,"" baseado na proteccdo de aminoacidos com o grupo terc-butoxicarbonilo
(Boc) e grupos benzilo, mas este era limitado face a preparagcao de sequéncias peptidicas mais
elaboradas, o que levou ao desenvolvimento da técnica de SPPS.

Actualmente, no método SPPS de Merrifield, o péptido é ligado a uma matriz polimérica de
poliestireno 4-hidroximetilfenilacetamidometilo (resina PAM), sendo utilizado o grupo Boc como grupo
protector de grupos a-amino de aminoéacidos. Este e os outros grupos de protec¢ao temporarios e/ou
permanentes sao removidos em condi¢des acidas, quer por uso de acido trifluoroacético (TFA) ou
solugdo TFA em diclorometano (DCM), quer por uso de acido fluoridrico anidro (HF), o que leva
também a remocgao do péptido da resina. O acoplamento de cada aminoacido é efectuado através da
pré-activagao do seu grupo carboxilico, por formagéo de anidridos ou ésteres de benzotriazolilo em N,
N-dimetilformamida (DMF) ou N-metilpirrolidona (NMP)."




Um outro método bastante utilizado é o método N-Fmoc/t-Bu, proposto por Sheppard em
1978." Este baseia-se numa estratégia de proteccdo ortogonal, ou seja, na utilizacdo de grupos
protectores temporarios e permanentes, que sendo sensiveis a condi¢cdes de clivagem distintas, torna
possivel efectuar a sua remocgao selectivamente. O grupo N-Fmoc (9-fluorenilmetiloxicarbonilo), labil
em meio basico, é usado como grupo protector temporario do grupo a-amino do aminoacido terminal,
sendo clivado apds o acoplamento. Os grupos com caracter permanente protegem as cadeias laterais
de cada aminoacido. Alguns destes clivam em condi¢cdes acidas, ndo sendo afectados pelas
condigdes aplicadas durante a reaccdo de acoplamento, sendo retirandos no final da sintese no
momento da quebra do péptido da resina.”?

A construgao do péptido pressupde a repeticdo do ciclo de introdugao dos varios aminoacidos
que o constituem, procedendo-se a proteccado/desprotecgdo sequencial da cadeia em crescimento.
Os passos envolvidos na SPPS estao ilustrados no Esquema 1. Neste tipo de sintese um ciclo tipico
consiste nos seguintes passos:

1. Desprotecgéo inicial da resina (se esta estiver previamente protegida).

2. Introdugéo do aminoacido pré-activado.

3. Lavagem para remover o excesso de reagentes utilizados em 2.

4. Desprotecgado do aminoacido (remogéao do grupo Fmoc).

5. Repeticdo dos passos 2 a 4 para cada um dos restantes aminoacidos que constituem o

péptido.

6. Clivagem do péptido da resina.
o

N
— X/ O—Linker——o

I
M
l Desprotecgao

o]

Repeticao H,N
do ciclo o—Linker—O

| 0

Y H
/N
Acoplamento x A
T" N
R" (o] l"
— N
\N O—Linker—O
H
[e] T

M

clivagem da resina

R 0
H
N
H,N OH
o] R

l Desprotecgédo e

X =Fmoc

R' = cadeia lateral

Y' = grupo protector da cadeia lateral
A = grupo OH activado

Esquema 1 - Ciclo de sintese de peptidos em fase sélida (SPPS) pelo método Fmoc.
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A SPPS necessita portanto de uma estratégia de optimizacado adaptada a cada cadeia péptidi-
ca em estudo, que implica varios factores, tais como, a escolha de uma resina apropriada as
condi¢des de reacgao e ao produto pretendido, a melhor forma de monitorizagédo e de purificagdo do

produto e, se possivel a melhor forma de automacao do processo.

.2.1 Resina

A SPS baseia-se no uso de um suporte solido onde se imobiliza o substrato, ou seja, uma
resina, sendo esta escolhida de acordo com o produto pretendido e com as condigdes experimentais.
A resina é constituida por um suporte polimérico inerte e insoluvel, pelo linker, ou seja, o grupo
reactivo onde se desencadeia a reacgéo entre o substrato e a resina, e por um espacgador que faz a

ponte entre ambos.

Tabela 1 — Exemplos de matrizes poliméricas em SPPS. *?

. . . . . . Tamanho de .
Matriz Funcionalidades disponiveis comercialmente . loading
particula
o)
NH;,
o]

wY\ONO\/LNHz

200-400 mesh 0,2a04
PEGA o o NH, mmol/g
(38-75 pum)

100-200 mesh
0,2a0,5

Tentagel (75-150 pm) mmol/g

Existe actualmente uma grande variedade de resinas disponiveis comercialmente (Tabela 1),14

permitindo explorar a melhor estratégia de sintese. De facto, a resina deve ter capacidade de
acondicionamento suficiente, possuindo espagos reticulares adequados, para que, quer solventes
quer reagentes possam penetrar e distribuir-se uniformemente pelos centros reactivos, permitindo ao
mesmo tempo uma facil manipulagao, rapida filtracdo, mantendo-se fisica e quimicamente inerte as
condigdes utilizadas.

Nos ultimos anos foram desenvolvidos diversos tipos de matrizes poliméricas para suprimir pro-

blemas, tais como: baixo swelling (aumento do volume da matriz devido a absorgao de um solvente)




(Figura 4); irregularidades no tamanho das particulas, o que levava a um empacotamento inadequado
da resina; assim como problemas de degradacéo da resina ao longo do tempo.

Originalmente, o tipo de matriz utilizada por Merrifield era constituido por um copolimero de
estireno e clorometilestireno usando divinilbenzeno (DVB) como “cross-linker”."® Poucas alteragodes
foram efectuadas desde essa altu-ra, tendo-se concluido que apesar de uma matriz de poliestireno
com 5% de DVB ser mais estavel, aquela que fazia um melhor swelling era constituida por 1 a 2% de

DVB.
Mio solvatadas  CH,Cl, HCON{CH4)4

Resina ————— @
Particulas apos sweling
Resina com péptido-Boc ----—-m= K“ 7 26.3

Figura 4 — Volumes relativos (em A) de uma resina de poliestireno e um aducto resina-péptido na presenca ou
auséncia de solvente (DCM ou DMF) (adaptado de Benoiton, 2006)."

Hoje em dia existem diversos tipos de suporte polimérico utilizados em SPPS sendo os mais
comuns, baseados no poliestireno reticulado ou no poliestireno enxertado com poli(etileno)glicol (PS-
PEG) (e.g. resina Tentagel).16

Muitas outras resinas com diferentes tipos de suportes poliméricos tém sido desenvolvidas
adequando-se as necessidades de cada estratégia sintética."”'® Um desses exemplos, é a resina
deuterada descrita por Poschalko,'® sintetizada de forma a ultrapassar limitagdes relacionadas com a
técnica de HR MAS NMR (High Resolution Magic Angle Spinning Nuclear Magnetic Resonance), que
possibilita a caracterizagdo de péptidos ligados ao suporte sélido.

Também de realgar, que a resina devera ser adequada ao procedimento utilizado para a
lavagem da resina ap6s o loading. Seja por batchwise ou por fluxo continuo, tera de ser utilizada uma
resina adequada, com maior estabilidade mecanica, ja que no caso de se usar um fluxo continuo de

solvente esta tera de suportar pressao imposta pela passagem do mesmo.

O linker faz a ligagao entre a molécula-alvo e o suporte polimérico da resina, sendo esta
ligacao labil nas condi¢des de clivagem. Este encontra-se ligado ao suporte polimérico directamente
ou através de um espagador, por uma ligagdo estavel nas mesmas condigoes.

A sua escolha devera ser feita de acordo com a sua estabilidade nas condi¢cdes experimentais,
com o favorecimento do loading inicial, com o tipo de clivagem (acida, hiperacida, basica, fotoqui-
mica, etc.), e com a selectividade e eficiéncia com que esta é feita, ndo devendo afectar o produto
final.?°

As resinas sao geralmente denominadas de acordo com o linker que possuem. Em SPPS a
escolha do linker determina o grupo funcional do terminal-C do péptido, sendo a sua selecgdo um

factor determinante no produto final.
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A YAEe SV,

Clivagem por ¢
tratamento com HF

o}

N

HO R

Esquema 2 — Clivagem do péptido da resina Merrifield.

O linker da resina Merrifield cliva em condi¢gées hiperacidas (HF), libertando o respectivo
terminal &cido do péptido (Esquema 2). Demonstra-se claramente que alteragdes no linker alteram as
condigbes de clivagem. A introdugdo de um grupo fenil-alcéxido, como espagador, em posigéo para
em relagéo ao linker da resina Merrifield (resina Wang), ou um grupo metdxilo em posigdo orto em
relagao ao terminal reactivo da resina Wang (resina Sasrin), reduz as condi¢bes de clivagem acidas
da Merrifield, para 50% TFA e 1% TFA, respectivamente (Figura 5)."

C 0 _< > ( : \ < ; "
JJJJ
Wang 50% TFA Sasrin 1% TFA

Figura 5 — Exemplos de resinas derivadas da resina Merrifield.

Tabela 2 — Classificagdo das resinas de acordo com o grupo reactivo do linker.*

Hidroximetilo- Aminometilo- Cloreto de tritilo-
HO/\O\ OCH3 NH, O
o/\o “ Cl Q ®
HaCO o 0 cl O
Wang (HMP) Rink amide

Cloreto de 2-clorotritilo

OMe NH» O
“ : I (< o
o0 0 S
¢} 9-Aminoxantenilo O
HMPB

(Sieber amide)
4-cloro-((difenil)metil)benzoilo




Em SPPS, a inser¢cédo do primeiro aminoacido a resina é de extrema importancia, ja que um
loading insuficiente da resina conduz a sequéncias incorrectas, que sao, posteriormente, dificeis de
purificar. Deste modo, é necessaria uma boa seleccdo do linker e das condigcbes de acoplamento,
sendo por este motivo, as resinas classificadas em trés categorias conforme os grupos reactivos do

linker: hidroximetilo-, cloreto de tritilo e amino-metilo- (Tabela 2).

1.2.2 Grupos protectores em SPPS

A necessidade de uma estratégia de protecgao ortogonal em SPPS, ou seja, do uso de grupos
protectores que sdo classificados como grupos protectores temporarios ou permanentes, prende-se
com o facto de a maioria dos aminoacidos possuirem cadeias laterais com grupos reactivos que
necessitam de ser protegidos.

A introdugéo do grupo Fmoc?"# (Figura 6) em SPPS,? veio permitir o uso de condigdes mais

suaves, sendo por isso, 0 método N-Fmoc/t-Bu, o mais utilizado actualmente.

Figura 6 — Cloreto de 9-fluorenilmetoxicarbonilo.

Este grupo protector temporario permite o crescimento sequencial da cadeia péptidica,
evitando a polimerizagado dos aminoacidos, sendo labil em condi¢cbes basicas suaves, normalmente

com uma solugéo de 20% piperidina/DMF.

|

N Qo
L _ -
(dibenzofulveno) O

Esquema 3 — Mecanismo de remocé&o do grupo Fmoc.
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Tem ainda como vantagem, possuir um grupo cromoforo, o que permite a monitorizagdo da

reaccao, assim como estimar o loading da resina através da clivagem do grupo Fmoc e medicdo da

concentracao do dibenzofulveno libertado através de espectroscopia do ultra-violeta (UV) (

Esquema 3).

Tabela 3 — Exemplos de grupos protectores em SPPS.

Cadeia lateral do aminoéacido

Grupo protector

Condic¢des de clivagem

Asp/Glu
(0]

WW)kOH

Ww)ko/\/

OAllyl

i) Pd(Ph3P)4, AcOH, NMM
ii) Pd(PhsP)4, PhSiH3, em DCM, 10-
30 min.

Asn/GIn
0O

WNANH

2

WW)?\ N
s

90 % v/v TFA, 30-60 min.

Cys HF(20 °C), Hg(ll), NpsCl,
SH Ph(SO)Ph-CH3SiCl3
‘Bu
g
90 % v/v TFA,30 min.
~NH, wN” o °

No mercado existe uma vasta gama de aminoacidos com grupos protectores na cadeia lateral,

que podem ser removidos selectivamente na fase soélida, permitindo a modificagdo selectiva de

cadeias laterais de residuos individuais, o que permite um eficiente planeamento da estratégia de

sintese (Tabela 3).

10



1.2.3 Activacao e acoplamento de aminoacidos

Devido a presenga dos varios grupos funcionais, e devido a necessidade de retencédo da sua
integridade quiral, o acoplamento de aminoacidos e péptidos em condi¢gdes suaves € um desafio.
Assim sendo, as reaccgdes de acoplamento, quer em solugdo quer em fase sélida, tém sido extensa-
mente estudadas, abrindo um vasto leque de reagentes de acoplamento a utilizar.?*

Numa reacgdo de acoplamento usual, o grupo carboxilo de um aminoacido aal é pré-activado
pelo reagente de acoplamento apropriado, sofrendo posterior ataque nucledfilo por parte do grupo
amina do segundo aminoacido (aa 2), obtendo-se o produto desejado (Esquema 4).

Em cada passo de acoplamento é utilizado um excesso de aminoacido pré-activado, assim
como o mesmo numero de equivalentes de reagente de acoplamento, de modo a ter o loading
completo da resina. O tempo de acoplamento depende também das espécies envolvidas, da

concentracao destes e da funcionalidade da resina.

aa2

O

HZN/h,
aa1l péptido

NHFmoc NHFmoc R
H activacao H acoplamento

OH X »
R/\[( _— > R/\[( X

o} O

ligacao peptidica

Esquema 4 — Reaccdo de acoplamento entre aminoacidos.

Os reagentes de acoplamento estao classificados e divididos em oito grupos de acordo com a
sua similaridade: reagentes de fosfénio, urénio, iménio, carbodiimida, imidazdlio, organo-fosforados,
reagentes de halogenacao de 4cidos e outros (e.g. cloroformato, piridinio) (Tabela 4).

Os reagentes mais utilizados na activacdo em SPPS sdo os de fosfonio, tais como o BOP
(hexafluorofosfato de (benzotriazol-1-il-oxitri(dimetilamino)-fosfénio) ou o PyBOP (hexafluorofosfato
de benzotriazol-1-il-oxitri(pirrolidino)-fosfénio).® E também bastante comum, a utilizagao de derivados
do urénio, tal como, o HBTU (hexafluorofosfato de O-(benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametilurénio) ou
TBTU (tetrafluoroborato de O-benzotriazol-1-il-1,1,3,3-tetrametilurénio).

Estes reagentes sdo geralmente usados em conjunto com o 1-hidroxi-benzotriazole (HOBt)26
convertendo o grupo carboxilo dos aminoacidos, na presenca de uma amina terciaria, nos respectivos
ésteres de benzotriazolilo, conferindo-lhes estabilidade quiral, resolvendo o problema de racemizagao
(Esquema 5). Para além do HOBt pode-se utilizar o 1-hidroxi-7-aza-benzotriazole (HOAt).*

Os reagentes de carbodiimida tém também sido utilizados devido a sua reactividade e baixo

custo, tal como o N,N*-diciclo-hexilcarbodiimida (DCC) e o N,N’-diisopropilcarbodiimida (DIC).
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Tabela 4 — Exemplos de reagentes de acoplamento usados em SPPS. 2

Tipo de reagentes de

Estrutura

Nome

acoplamento

o) |

PyBOP

Hexafluorofosfato de benzotriazol-
1-il-oxitri(pirrolidino)-

Fosfonio N
@[ ,:N PFg” fosfonio
N
(H3C)2N+ ~N(CHz)o HBTU
. N Hexafluorofosfato de
Urénio N O-(benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-
’]‘ tetrametiluronio
o
N BOMI
AN
- N\ Hexacloroantimonato de
Imonio N benzotriazol-1-iloxi-N, N-dimetil-
N . ]
| SbCl, metaniminio
o
DCC
Carbodiimida
N, N -diciclohexilcarbodiimida
N=C=N
i CDI
Imidazole /\N)]\N/%
1,10-carbonildiimidazole

Organo-fosforados

DPPA

difenilfosforilazida

Reagentes de halogenacao de
acidos

Cloreto cianurico

Outros

Cloroformatos
Piridinio
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Esquema 5 — Mecanismo proposto para o acoplamento de aminoacidos activados com HOALt.

R

NHFmoc

A escolha de uma base é também um factor importante neste tipo de reacg¢des, sendo que

aminas terciarias tais como a DIPEA (diisopropiletilamina) ou a N-metilmorfolina (NMM) tém sido

utilizadas devido ao seu caracter ndo nucledfilo (Figura 7). Em SPPS as mais utilizadas sao a DIPEA

e a 4-N,N-dimetilaminopiridina (DMAP).2*

\N/

| X \rN\'/
pZ
N
4-N,N-dimetilaminopiridina diisopropiletilamina

DMAP DIEA

X | N
9 P

2,4,6-trimetilpiridina 2,4,6,8-tetrametilpiridina
Colidina TEMP

[Nj
O
N-metilmorfolina
NMM
\N/

X

7
tBu N tBu

dibutildimetilamino piridina
DBDMAP

Figura 7 — Exemplos de bases usadas na activagao de aminoacidos em SPPS.

1.2.4 Monitorizacdo da reaccdo em SPPS

E usual seguir o decorrer de uma reac¢do em solucdo, recorrendo-se, normalmente a

cromatografia em camada fina (c.c.f.). No entanto, esta aproximagéo torna-se inviavel em SPS, ja que

neste método a molécula-alvo se encontra ligada a um suporte sélido insoltvel, sé sendo possivel se

houver uma clivagem prévia da molécula do suporte.

A medida que a técnica de SPS foi sendo desenvolvida e optimizada, foram surgindo e sendo

aperfeigoados varios métodos de monitorizaggo, 2

escolher o método mais adequado a cada estratégia.

criando uma sinergia que permite, hoje em dia,
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Existem diversas formas de verificar o decorrer da SPS, tais como, os colorimétricos, por
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN), espectroscopia de infravermelho (V) ou

espectrometria de massa (MS).

Em SPPS existem métodos ja estabelecidos como é o caso do teste de Kaiser.?® Este é um
teste colorimétrico, e portanto meramente qualitativo, utilizado no método N-Fmoc SPPS permitindo
uma répida e directa avaliagdo do progresso da reacgdo. E também comum estimar o loading da
resina, medindo a concentracdo do dibenzofulveno libertado pela clivagem do Fmoc através de
espectroscopia do ultra-violeta (UV).

Foram ainda descritos para SPPS, varios métodos nao destrutivos tais como espectroscopia do
IV,* ou "*C RMN em gel.*" A técnica de HR MAS NMR, tem sido descrita ao longo dos ultimos anos,
32,33

como uma técnica sensivel e nao destrutiva, que permite verificar a estrutura do péptido sem

que seja necessaria a sua quebra da resina.

1.2.4.1 RMN de alta resolug¢do com rotacdo segundo um angulo magico (High
Resolution Magic Angle Spinning NMR — HR MAS NMR)

A técnica de RMN com rotagdo segundo angulo magico (MAS) surgiu como um método de
caracterizacdo de estruturas complexas, contribuindo para uma melhor resolugdo em relagdo aos
comuns espectros de RMN.

A primeira descricdo da aplicacao da técnica de RMN a um polimero reticulado é efectuada em
1962, por Gordon.** Desde essa altura, que se caracterizam resinas ou moléculas ligadas a um
suporte soélido por RMN, sendo exemplo disso, o *C RMN em gel. No entanto, apesar da técnica de
RMN usual permitir a rapida analise destas estruturas, obtém-se espectros com sinais extremamente
alargados, o que torna muitas vezes dificil a sua interpretacdo. A combinagédo do método de rotagao
segundo o angulo magico com nano sondas de alta resolugéo, veio alterar essa tendéncia, permitindo
hoje em dia o elucidamento estrutural.

Geralmente, obtém-se espectros com sinais bem definidos de moléculas que rodam livre-
mente num campo magnético homogéneo. A presencga do suporte sélido faz com que haja uma des-
continuidade do campo na sua interface com o solvente, 0 que pode contribuir para o alargamento
dos sinais.*® A rotacao segundo MAS corresponde a rotagéo da amostra entre 1 a 4 kHz num angulo
de 54°, reduzindo a relaxagéo de spin e a anisotropia do desvio quimico que causa o alargamento.

O HR MAS NMR é adaptado a SPPS em 1994 por Dhaluin et al.*®* como técnica de
monitorizagdo. Apesar das vantagens ja apontadas, verifica-se que, quer a resina quer os solventes

utilizados para fazer o swelling da mesma, tém influéncia na qualidade do espectro.*
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.3 Unidade glicosidica

[.3.1 Hidratos de carbono

Os hidratos de carbono sdo um dos grupos de compostos mais abundantes nos produtos
naturais. O seu nome deve-se a originalmente se pensar que eram constituidos por carbono e agua
com a férmula geral C,(H,O),. S&o correntemente conhecidos como agulcares, glicésidos ou
sacaridos (do latim, saccharum, ou do grego, sakcharon, agucar). Para além de serem a principal
fonte de energia da maioria das células, estdo presentes nos tecidos de suporte celulares, estando
envolvidos em diversos processos, tais como actividade de reconhecimento ou actividade hormonal.

Sao compostos polifuncionais, possuindo varios grupos hidroxilo ou outras funcionalidades, tais
como, grupos carbonilo ou grupos amina. Os agucares aminados estdo extensamente distribuidos

nos organismos, sendo constituintes de glicoproteinas.37

Eteres Esteres Acetais Protecgéao do atomo
de azoto
. i TX i
)’J\ R\ )J\
OR OR 5 S H
Benzilo (Bn) Acetilo (Ac) i-Propilideno N-Acetilo
Q R_0 Ph
OR )J\ R—N;
' P~ “OR >< Azida
Alilo (Allyl) Benzoilo (B2) RT O H o
| le) Benzilideno
R—N
+?i—OR OR
O
terc-Butildimetilsililo Pivaloilo (Piv) Ftalimido (Phth)
(TBDMS)

Figura 8 — Exemplos de grupos protectores de agucares.

A sintese de sacaridos®® requer frequentemente uma estratégia de protecgao/desprotecgéo das
suas diferentes funcionalidades. Para tal, € necessaria uma correcta escolha dos diferentes grupos
protectores (Figura 8), especialmente para o caso da posicdo andmerica, ja que a escolha de um
grupo protector influencia a reactividade de outras funcionalidades da molécula, alterando assim o
rendimento global da sintese ou a estereosselectividade do produto.®**

Estes grupos terdo de ser estaveis nas condi¢gdes de reacgdo, e deverdo ser inseridos ou
clivados em condi¢cdes suaves, selectivas e com bom rendimento. Também neste caso se pode
utilizar uma estrategia de proteccdo ortogonal utilizando grupos protectores permanentes e tempo-
rarios. Idealmente, o uso desta estratégia pressupde a sua remogao selectiva, e em condigdes que
nao afectem os grupos vizinhos.*'

Recentemente tém sido desenvolvidas vias em que sido usadas unidades glicosidicas

totalmente desprotegidas, muitas vezes recorrendo a sintese em fase solida.*?
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1.3.2 Reaccéo de glicosidacéo

Desde os finais do século XIX que as reacgbdes de glicosidacdo tém vindo a ser alvo de
estudo.** O conhecimento do mecanismo, dos diversos factores que influenciam a reactividade de
doadores ou aceitadores glicosidicos e a consequente influéncia destes sobre a estereosselecti-
vidade da reacgéao, faz com que hoje em dia se possam adoptar diferentes métodos de glicosidacgao.

A formagao de uma ligagédo glicosidica € normalmente conseguida através da condensagao
entre um doador glicosidico, que possui um potencial grupo de saida em posicdo anomérica, e um
aceitador contendo o grupo hidroxilo livre disponivel para o acoplamento. Esta reacgdo devera ser

regio- e estereosselectiva, bem como eficiente.

®

0 promotor —0O p o o) NO
S\ mGA —— s S — S\ o/wﬁ'
i OR: ¥ OR'
Doador Glicosidico Aceitador Glicosidico Ligagéo o ou

Esquema 6 — Reaccédo de glicosidacéo.

A reacgao € geralmente levada a cabo na presenga de um promotor ou catalizador, usado
normalmente em quantidade catalitica (ou em quantidade estequiométrica, dependendo do método),
que ira assistir a saida do grupo abandonante, resultando na formagéo de um ido intermediario oxo-
nio. O ataque nucledfilo por parte do aceitador pode entdo ocorrer, pela face inferior ou superior do
anel, obtendo-se o derivado o ou 3, respectivamente (Esquema 6). Diversos factores irdo influenciar a
esterosselectividade desta reacgéo, tais como, o solvente ou o grupo substituinte em C-2.

As condi¢des experimentais sdo igualmente um factor critico no rendimento da reacgéo, sendo
usualmente utilizados solventes anidros e atmosfera inerte para evitar competicdo com a agua, assim

como peneiros moleculares que podem também actuar como captadores de acido.

1.3.2.1 Aceitador glicosidico

A reactividade do aceitador glicosidico depende essencialmente da nucleofilia do grupo
hidroxilo envolvido na reacg¢ao de glicosidagéo, da sua orientagdo espacial, da conformacgéo do anel,
e dos grupos protectores na molécula.** Geralmente possui apenas um grupo hidroxilo livre, estando
todos os outros protegidos, de modo a evitar misturas de produtos.

A estereosselectividade pode ser controlada pelos grupos protectores vizinhos, j& que grupos
electroatractores reduzem a densidade electrénica do grupo hidroxilo adjacente, diminuindo a sua
nucleofilia. No entanto, se houver demasiada desactivagdo pode haver um baixo rendimento da

reaccao.
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1.3.2.2 Doador glicosidico

A necessidade de um balango entre a reactividade e a estereosselectividade, assim como o
conhecimento do mecanismo e dos factores envolvidos na reacgao de glicosidagéo, levou ao
desenvolvimento de novos métodos de glicosidacdo, nomeadamente no que diz respeito a novos
doadores glicosidicos com diferentes grupos abandonantes (Figura 9). E por este motivo que

geralmente o método de glicosidacéo é designado de acordo com o grupo abandonante do doador.

Métodos classicos Q o] Q 0
de 1900 a 1960 \N\Br N .cl NvoH  \\.-0COCH,

Brometos Cloretos Hemiacetais Acetatos
NR' R
. N
Métodos de meados de (0} o} Q 0 O
de 1970 a 1980 N LF mOJ\R sk s Oy tﬁ
X O
, O
Fluoretos O-imidatos Tioglicosidos Tio(imidatos) R -

(R=alquilo; arilo; cianeto; piridilo)

Orto-estéres

(0]
=L ocor ookt E&WO =0 = ALL 0 KOR
OR

Métodos recentes: de \OR
finais de 1980 a 2007 . . . . g .
Carboxilatos/  Derivados heteroarilo Glicésidos alquenilo Fosfitos Fosfatos
Carbonatos
o o (o] o o
m?R mSﬁR NUrSSR NSO N\ mSeR
[}
(0) 12 PO g
Sulféxidos/ Xantatos Disulfitos Tiocianatos Se-glicosidos
sulfonas
Q o) Q o) NR o) Q
el D E=os— QR mﬁ
XR' N
(0] N
lodetos Epodxidos Glicais Novos tio(imidatos) Te-glucésidos Diazirinas

Figura 9 — Desenvolvimento de doadores glicosidicos ao longo do tempo.

A reactividade do doador glicosidico é altamente influenciada pelas condicbes de activagao
aplicadas: pelo seu grupo abandonante, pelo tipo de promotor utilizado, e pelos seus substituintes.
Esta activacao tera de ser compativel com quaisquer ligagées glicosidicas previamente existentes, e
nao devera afectar o substituinte em posicado anomérica do aceitador.

E comum encontrar-se na literatura um doador glicosidico classificado como armado ou
desarmado conforme o grupo substituinte em posigéo C-2. Sera, por exemplo, um doador desarmado
se possuir nesta posicao, grupos como amidas ou ésteres, que induzem carga positiva no centro

anomeérico fazendo com que a formacgao do ido oxoénio seja um processo lento.
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Tabela 5 — Exemplos de métodos de activagao para diferentes doadores.

Doador Estrutura Promotor Tipo de condicdo
Fluoretos = i a?c(;:)f(/:i%gé%‘w) - 83232
Tricloroacetoimidatos mow J\JJE E\gg.ﬁzo TMSOTF : l(\:/lcl)r:?rlrjurza reacgdes

O CCl3 laterais
Fosfitos mON«O—P\/:: - BF3°Et,0, TMSOTf - Comum

Sao correntemente utilizados como doadores glicosidicos, fluoretos, tricloroacetoimidatos ou
tioglicésidos, ja que sdo preparados e utilizados em condi¢des suaves, sendo suficientemente
estaveis para serem purificados e conservados.

A escolha do promotor depende geralmente do tipo de doador a usar na glicosidagédo. Os
tricloroacetoimidatos sdo, por exemplo, activados por uma quantidade catalitica de ftriflato de
trimetilsililo (TMSOTY), de acido trifluorometanossulfénico (TsOH) ou BF3+Et,O (Tabela 5).

1.3.3 Factores que influenciam a estereosselectividade

O sucesso da reaccgéo de glicosidacao, assim como a razédo o/f3 do produto final dependem de
factores como a reactividade do aceitador e do doador (tipos de grupos substituintes e/ou protectores,
grupo abandonante, conformagéo, etc.), ou das condi¢gdes experimentais (temperatura, solvente, pro-

motor, etc.).*’

1.3.3.1 Grupo vizinho participante em C-2

Apesar do mecanismo de glicosidacdo ndo estar ainda completamente elucidado, pensa-se
que mais de 90% das glicosidagdes ocorrem de acordo com o mecanismo geral representado no
Esquema 7.

No caso do doador glicosidico possuir um grupo nao participante em C-2, tal como o grupo
benzilo (Bn), o produto o sera termodinamicamente favorecido devido ao “efeito anomérico”. Esta
tendéncia para um substituinte adoptar a posi¢ao axial o, € explicada pela estabilizagao da ligagdo C-
X (X = substituinte electronegativo) pelo par de electrées desemparelhado do atomo de oxigénio do
anel em posicao anti-periplanar a esta ligagao, que deslocaliza e a estabiliza.

Se o doador contiver um grupo participante (geralmente acilado), e dependendo se este € um
derivado da glucose ou da manose, a ligacdo preferencialmente formada sera P ou a, respectiva-

mente. Isto acontece pela formagao de um ido intermediario aciloxénio, resultante da saida do grupo
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abandonante e da posterior ciclizagdo intramolecular de forma a estabilizar o catido formado. O
ataque nucledfilo da-se preferencialmente pelo lado oposto do anel, de acordo com um mecanismo

Sn2, com correspondente inverséo de configuragéo.

®
0 promotor p p OR !
SAx 2 =R 0 OR
VO/ major fe)
OR OROL H Dl

Doador Glicosidico OR' a S~
R = grupo néo participante 0 NO
(0]

(benzilo, azido, etc.)

B
o)
SD/O: OX _promotor. S/\ﬂﬁ\ r\o/\v//ﬁ B OYO OR
o =0 '

\]4 O\@rOHH o OR' minor R
& (0]
R R S>/ wﬁ
Doador Glicosidico
CO-R = grupo participante o) 0

(alquilo, arilo, etc.) )3/
(0] R

Esquema 7 — Mecanismo de glicosidacdo para derivados da glucose.

Assim a presenca de um grupo participante em C-2, origina maioritariamente o produto 1,2-
trans. No caso dos derivados da manose, esta tendéncia faz com que seja dificil a formag¢do da

ligacdo B-manosil, ou seja, formar glicésidos 1,2-cis.

[.3.3.2 Solvente

A escolha do solvente podera ser também, um factor determinante na estereosselectividade da
reaccao. Nas reaccdes de glicosidacdo s&o geralmente usados solventes com baixa polaridade, tais

como o DCM ou éter dietilico, ou solventes polares apréticos como o acetonitrilo ou o nitrometano.

0

® N2
0 wﬁ
—0 promotor Q") oS 0
ST\ X 5 ) - o {H oP S/\N;&/O/\B//Q‘

\_
N=C—CH, NEC—CH, op
o Et Et —0O
0 promotor fe) N \ S
ST xS PR =0 gE——s 0

OP

Esquema 8 — Participacdo do solvente nareacc¢éo de glicosidagéao.
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Sabe-se no entanto, que alguns solventes, designados de forma geral como solventes
participativos, formam complexos exociclicos com o ido intermediario oxénio, afectando o ataque
nucledfilo do aceitador. O éter dietilico ou o THF formam um complexo intermediario equatorial,
favorecendo a formagdo do anémero a,* enquanto que o acetonitrilo forma um catido intermediario

nitrilio em posigao axial, obtendo-se o anémero B.46 (Esquema 8).

1.3.3.3 Glicosidacdao intramolecular

De modo a ultrapassar o problema relacionado com a estereosselectividade, nomeadamente,
em relacdo a dificil formagédo da ligacdo 1,2-cis em mandsidos, foram desenvolvidos métodos de
glicosidagao intramolecular, em que se forma previamente uma ligagédo (temporaria) mediada por um
espacador entre o aceitador e o doador. Isto ira permitir uma maior proximidade entre ambas as
unidades glicosidicas, assim como orienta-las de forma a obter o produto com a estereoquimica
desejada. Este tipo de ligagdo pode ser dividido em trés grupos, de acordo com: i) o grupo
abandonante; ii) a ligagdo do atomo aceitador através de um grupo bifuncional, ou iii) um espagador

via centros ndo reactivos (Figura 10).*

i) Baseada no grupo abandonante:

RO
RO Q ,ﬁ A catalizador Rgo 0]
\, —_—
RO—=—T i Y RO A
X\) o

ii) Ligagdo do atomo aceitador via grupo bifuncional:

Y-
RO Og A 1. catalizador RO OH
RQ 245 ——— RQ QA
RO 3 2. Hy,0 RO
X

iii) Ligacdo mediada por um espagador via centros ndo reactivos:

B
Rgo O :’e"\\ 1. catalizador Rgo o)

X A—H ——————> A
RO W , 2. remogao do RO
OR »....- espagador OR

o

Figura 10 — Tipos de liga¢des intermoleculares.

Um exemplo amplamente utilizado actualmente,*® é o Intramolecular Aglycon Delivery, desen-
volvido por Stork e seus colaboradores™ para a sintese de B mandsidos, tendo sido mais tarde exten-

dido a outros glicésidos.

1.3.4 Sintese de glicoconjugados

Os glicoconjugados sdo estruturas com papéis importantes nos seres vivos, estando implica-

dos em diversos processos bioldgicos, como o reconhecimento celular, a resposta do sistema
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imunitario por infecgbes bacterianas ou virais, no desenvolvimento celular, assim como na tumoro-
genese e metastese. De forma a estudar os diversos mecanismos em que estdo envolvidas, estas
estruturas tém sido directamente extraidas e purificadas de fontes naturais. No entanto, continua a
ser critica a sua completa separagao de outros metabolitos (presenga de contaminagdes), o que leva
muitas vezes a estudos inconclusivos. Por este motivo, a sintese de glicoconjugados tem sido
assunto premente nos ultimos anos.

Sendo estas estruturas muitas vezes constituidas por cadeias de heteroglicanos ligadas entre
si ou a outras unidades organicas, a sua construgcdo constitui um desafio em sintese. A necessidade
de um controlo regio- e estereosselectivo implica muitas vezes diversos passos, o que leva a proces-
S0s morosos e com elevados custos. Tém-se deste modo procurado novas metodologias mais
eficientes e menos dispendiosas. Exemplo disso é a constru¢do de bibliotecas de glicopéptidos, que
actuam como ferramentas essenciais no desenvolvimento de tratamentos terapéuticos baseados em
agucares, tais como vacinas para tumores.*

A sintese de estruturas como subunidades de PGN surge durante os anos 80, quando foi
reconhecida a estrutura minima necessaria para estimular o sistema imunolégico. Desde essa altura
que se tém vindo a publicar diversos artigos que exploram novas estratégias de sintese, com os
inerentes estudos biolégicos.

De entre os varios trabalhos, podem-se salientar nos Ultimos anos, a sintese de um fragmento
de PGN descrita por Mobashery et al. (2004),52 recorrendo a uma proteccao ortogonal de agucares
com rendimentos modestos, e 0 acoplamento a uma unidade péptidica em solugéo, implicando este
ultimo processo, 18 h de sintese (Fig. 11 — A).

Em 2005, Boons et al.” descreveram a sintese de um glicopéptido em condi¢gdes de SPPS,
constituido por cinco aminoacidos e uma unidade glicosidica (Fig. 11 — B); Fukase et al.>® sintetizou
(2007) um glicopéptido composto por uma cadeia de heteroglicanos ramificada com cadeias
peptidicas, sintese esta efetuada totalmente em solugéo (Fig. 11 — C), e ainda em 2007 surge um
artigo com testes bioquimicos realizados com proteinas de reconhecimento por Lee et al., em que

utilizaram fragmentos sintetizados por Fukase.

/&w /k'“
NHAc\g\ NHAC \;\ NHAC
o NH, NH,

A = e} B o}
A kf 0 y 0o RS o o
: H :
HNM N M N\rU\N ' NH,
; Y
COCH O (0]

pd
Iz
O:\>
o
I
I
zZ
Z

H
COOH e}

R= cadeia peptidica constituida por 2 a 5 aminoacidos

Figura 11 — Unidades de PGN sintetizada por: A) Mobashery, B) Boons e C) Fukase.
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Capitulo I — Introducéo

E neste contexto que se vem enquadrar o presente trabalho, pretendendo-se contribuir de uma
forma mais eficiente e com menor nimero de passos para a primeira sintese e consequente
elucidacao estrutural de um fragmento de PGN ramificado, mas também elucidar o mecanismo de

accao destas estruturas no processo de reconhecimento celular.
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Il. Apresentacéo e Discussédo de Resultados
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O presente estudo teve como objectivo a sintese de uma unidade de peptidoglicano natural-
mente obtida a partir de bactérias Gram-positivas.

Esta sintese surge como alternativa ao delicado processo de purificagéo desta estrutura (a par-
tir da parede celular bacteriana), tendo como propdsito estudos bioldgicos posteriores que visam
elucidar o modo como esta participa no processo de reconhecimento celular.

A estratégia adoptada baseia-se em trés fases:

1) sintese do dissacarido GIcNAc-B(1-4)-MurNAc (Fig. 12 — A);

2) preparagao da cadeia peptidica D-Ala-D-Ala-L-Lys-D-GIn-L-Ala (Fig. 12 — B);

3) acoplamento entre as duas unidades anteriores, e posterior ramificacdo da cadeia
peptidica com 5 unidades de Gly (Fig. 12 — C).

HO
o}
Heo
AcNH o~ AcNH

I
(IJHCH3
co
L-Ala
D-GIn
L-Lys—Gly—Gly—Gly—Gly—Gly

D-Ala

Figura 12 — Estrutura do dimero de PGN.

De acordo com a analise retrossintética (Esquema 9), a estratégia descrita nesta dissertagao
consistiu num processo convergente de sintese de duas unidades, tendo como objectivo melhorar a
eficiéncia global da sintese do mondmero (1).

Ph/Voo o BnO o
eno 0 BnO o BnO 070
BnO O AcNH AcNHO P
AcNH (I) AcNH a o OH NN
GHCH3 2
To
Gly
A
L-Ala 3 _Gly NHDdiv
y
DGh Gy~
Gly

|

T_Ly{ % TR H

™ s O
o o = 0

H,N" o

3

Esquema 9 — Analise retrossintética para o monémero de PGN 1.
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Ou seja, teve como propdsito a preparagédo da unidade peptidica (3) utilizando o método SPPS,
a sintese de um dissacarido (2) com base numa estratégia de protecgéo ortogonal, tendo em vista o
acoplamento entre ambos em condigbes de SPPS, e ainda a posterior ramificagdo do glicopéptido
com uma segunda cadeia peptidica. Procedeu-se ainda a estudos preliminares de HR MAS NMR
sobre os compostos sintetizados.
Este capitulo encontra-se, portanto, organizado da seguinte forma:
1. Estabelecimento da estrutura do dissacarido (2);
2. Estabelecimento da estrutura do péptido D-Ala-D-Ala-L-Lys-D-GIn-L-Ala (3);
3. Optimizagao das condigbes de acoplamento entre a unidade péptidica e a unidade glicosi-
dica em condicbes de SPPS;
4. Acoplamento de 2 ao péptido (3) em condigdes de SPPS e posterior ramificagdo, para
formar o monémero (1);
Caracterizagao das estruturas por HR MAS NMR,;

Conclusbes e perspectivas futuras.

1.1 Estabelecimento da estrutura do dissacarido

O dissacarido que constitui o PGN natural é formado por uma unidade de N-acetilglucosamina
e por uma unidade de acido muramico ligados entre si por uma ligagdo B(1-4). A sua sintese foi
efectuada através de uma estratégia de protecc¢ao ortogonal de cada uma destas unidades, tendo em
conta: i) a reacgao de glicosidagéo entre ambas, ii) 0 acoplamento do dissacarido ao péptido sob con-

dicdes de SPPS, e iii) a posterior facilidade na desprotecgéo do glicopéptido.

HO
o) HO
H%&/o&%
AcNH &
ACNHOH

1
CHCH;
co

Figura 13 — Estrutura do dissacarido.

Sendo o dissacarido (2) constituido por uma unidade de N-acetilglucosamina (8) e pelo seu
derivado acido murémico, a primeira aproximagao consistiu na sintese do doador e aceitador N-
acetilados a partir desta (Esquema 10). Assim, apesar de numa fase inicial do trabalho se ter tentado
a sintese de 2 a partir da N-acetil-glucosamina, esta via foi abandonada devido aos baixos

rendimentos obtidos em alguns dos passos, e por limitagdes de tempo.
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AcNH AcNH
(e} NH OAllyl
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Esquema 10 — Plano retrossintético adoptado para a sintese do aceitador 4 e doador 9 a partir da N-acetilglucosamina.

Adoptou-se entdo o método descrito por Fukase et al.,> que utiliza derivados N-Troc ou N-Alloc
glucosamina na sintese de 2, conseguindo rendimentos superiores em relagdo aos obtidos com a N-
acetilglucosamina (Esquema 11). Da literatura sabe-se a introdugéo do grupo Troc na N-glucosamina
promove uma maior reactividade em diversos passos de protecgdo assim como na reacgao de

glicosidagao, o que portanto, levou a sua escolha como grupo protector do grupo amina.

HO primeira abordagem

AL —
HO OH — Ph/vo BhO
AcNH /g :‘
8 n
HO o AcNH AcNH
HO 0 —_— HO I
HO HO —
HO OH RNH

NH, OH segunda abordagem
HCI R= Alloc 12
1 R=Troc 13

Esquema 11 — Estratégia de sintese do dissacarido (2) a partir dos derivados N-acetil (8), N-Alloc (12) e N-Troc (13).

A estratégia de sintese do dissacarido 2 consistiu assim na preparagado do aceitador (14) e
doador (15) glicosidico a partir da N-glucosamina (11), tendo em vista a reac¢do de glicosidacao

entre ambas, e a sua posterior desprotecgéo em fase solida (Esquema 12).

BnO

HOO

1 TrocNHOAII |
BhO /% 14
AcNH ACNHZ N ;
P\ O

BnO
2 TrocNH

O,

NH

15 CCly

Esquema 12 — Plano retrossintético para o dissacarido 2 partindo do aceitador (14) e doador (15).
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I1.1.1  Estabelecimento da estrutura do aceitador glicosidico

A reactividade do aceitador depende da nucleofilia do grupo hidroxilo envolvido na reacgéo de
glicosidagao, da sua orientagéo espacial, ou no caso de o agucar estar protegido, do efeito atractor ou
doador dos grupos substituintes da molécula. Também a presenca de grupos substituintes volumosos
pode provocar impedimento estereoquimico, o que podera diminuir a reactividade do aceitador na
glicosidagao.

O plano retrossintético adoptado para a preparagao do aceitador glicosidico 14 a partir de 12

esta demonstrado no Esquema 13.

Bno Ph/Too Ph/TOS E
TrocNH i
j\ roc Oy j\ TrocNH AIIocNH

OAllyl I OAllyl
OEt OEt OEt

Jﬂ

HI(-)IO 0 Ph/Y)O o
Ho oH C Ho
AllocNH AllocNH

12 18 OAllyl

Esquema 13 — Plano retrossintético para a sintese do aceitador glicosidico 14.

Os grupos mais usados na protecgdo do grupo amina em agucares aminados sdo O grupo
acetilo ou o grupo ftalimida. O grupo azida é também bastante utilizado ja que actua como uma amina
mascarada, sendo facilmente reduzido a amina. Os grupos ftalimida e azida sdo frequentemente
usados na protec¢gdo do grupo amina na posigdo C-2, pois sdo compativeis com a maioria dos
protocolos de glicosidagdo. Na literatura encontram-se descritos diversos grupos protectores para

esta posicao, evidenciando-se a sua influéncia na reactividade da reacgao de glicosidac;éo.39

Neste estudo, o derivado N-Alloc-glucosamina 12 foi preparado efectuando-se a protecg¢do do
grupo amina da posigao 2 utilizando cloreto de aliloxicarbonilo (AllocCl) em agua na presenga de
NaHCO;, com um rendimento de 85 %. Efectuou-se posteriormente a alilagcido da posicdo anomérica
(Esquema 14), tendo-se verificado por c.c.f. uma mistura de anémeros. A estrutura do composto 19
foi confirmada por '"H RMN (Tabela 6) pela presencga dos sinais caracteristicos do grupo alilo em C-1,
assim como os do carbamato N-Alloc, a 5,96 ppm (-CH,CH=CH,, -COOCH,CH=CH,), 5,32 ppm (-
CH,CH=CH,, -COOCH,CH=CH,), 4,64 ppm (-COOCH,CH=CH,,) € 4,18 ppm (-CH,CH=CH,).

HO AllocCl, NaHCO3, HO AllylOH, TMSCI  HO
HO 0 — 0 0 ——— HO O
HO oH H20.ta, 1h HO OH 60°C/4h HO OAllyl

NHz o (85%) AllocNH (quant.) AllocNH

11 12 19

Esquema 14 — Sintese do derivado N-alloc glucosamina 19.
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O grupo alilo é normalmente usado como grupo protector da posigcdo anomérica devido a sua
estabilidade e métodos suaves de clivagem em presencga de outros grupos protectores, fazendo com
que este seja amplamente utilizado em sinteses ortogonais. Este grupo é também estavel nas
condigdes de glicosidagao.

A introducdo do grupo alilo na posicdo andmerica passa pela formagdo do ido intermediario
o6xonio e posterior ataque por parte do alcool alilico (Esquema 15). Na alilagdo do derivado N-alloc

/54

glucosamina 12 foi utilizado o procedimento descrito por Fukase et al.™ em que se utilizou TMSCI

para formagao do respectivo ido intermediario.

OH OH OH , OH
HO o TMSC o 0 _» Ho QD — HO 0
HO — HO 3 HO HO
AllocNH AllocNH AllocNH ‘\ AllocNH
OH ,QH HO O
12 =sia TN 19 S

7N\ -

Esquema 15 — Mecanismo proposto para a reacc¢ao de alilagdo do derivado 12.

A protecgdo dos grupos hidroxilo nas posicbes C-4 e C-6 foi efectuada pela formagao do
acetal, recorrendo-se para tal, ao benzaldeido dimetilacetal na presenga de uma quantidade catalitica
de CSA ou p-TsOH. Estas condigbes dao preferencialmente o produto termodindmico, ou seja,
derivados de seis membros. Os acetais de benzilideno ou propilideno s&o usados para protecgao
selectiva de didis 1,2-cis ou 1,3-cis/trans, sendo estaveis em condigbes basicas e clivando em

condigdes acidas.

OMe oK
C HO o
H* o 12
OMe LOMe (OMe HO
AllocNH
l OAllyl

12
= N\
_H+ /\r‘ 54 % 5
RS - RS el = %
HO HO HO HO
fBHOCNHOAIIyI AIIocNHOAIIyI AIIocNHoAIIyI AIIOCNHOAIIyI

Esquema 16 — Mecanismo proposto para a protec¢do dos grupos hidroxilo em C-4 e C-6 do derivado 12.

No caso do derivado N-Alloc 12 foi utilizado o acido p-TsOH, tendo-se obtido um rendimento de
93%. A introducao do acetal foi confirmada por 'H RMN pela observagao dos sinais caracteristicos do

anel aromatico a 7,51 ppm, e pelo sinal do protéo benzilico (Ph-CH-) a 5,56 ppm (Tabela 6).
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A introducdo do grupo lactato no derivado N-acetilado 6 para formar o derivado 5 encontra-se

55,56

descrita na literatura. Matsushima et al. sintetizou pela primeira vez em 1962, o acido muramico,>

(Esquema 17) desenvolvendo a sintese de estruturas da parede celular bacteriana.

NaH,
Ph/Eo O  4cido 2-(S)-cloropropandico Ph/%o fe)
HO O
ACNHO Ay \; ACNHG Ay
OH
(0)
6 5

Esquema 17 — Sintese do derivado 5 de acordo com Matsushima et al.

Para o caso do derivado N-Alloc-glucosamina 18, a estratégia adoptada foi a introdugéo do etil-
lactato em C-3.°* Nesta reacgdo efectuou-se o tratamento de 18 com NaH em dioxano, seguido da
adicdo do éster trifluorometanossulfonil-L-(S)-2-propanoato de etilo (preparado de acordo com o
procedimento descrito por Fukase),54 tendo-se obtido 17 com um rendimento de 95% (Esquema 18).
A introducdo deste grupo foi confirmada por 'H RMN pelos sinais caracteristicos do lactato: um
quarteto a 4,51 ppm (-CH Lac.), € um dupleto 1,42 ppm (CH; Lac.), assim como os sinais a 4,28 (-
COOCH,CHj3) e 1,30 ppm (-COOCH,CH,). Também pelo espectro de IV se verifica o aparecimento

da banda caracteristica do éster a 1755 cm™ (Tabela 6).

i) Pd(PPh3)s, AcOH,

PO | Syoropancatodeetio P O g inTroccl P SO\ _q
HO t.a., 4 h, CHxCl, o CHyClp, 5 h ©
AIIocNHOAIIyI (94%) j\ AIIocNHOAIIyI (89%) j\ TrocNHOA"y|
o7 ~OEt o7 TOEt
18 17 16

Esquema 18 — Sintese do derivado 16.

O grupo N-Alloc foi depois substituido pelo grupo protector N-Troc, uma vez que se encontra
descrita a superior reactividade do grupo hidroxilo em posigdo C-4 dos derivados N-Troc-glucosamina
face aos derivados N-acetilados. Fukase® verificou ainda que a posterior isomerizagéo do grupo alilo
a 1-propenilo através de um complexo de iridio, ndo ocorre na presenga do grupo Alloc.

A desprotecgdo de 17 foi efectuada através de Pd(PPhj), e acido acético em DCM, sendo
adicionado de seguida TrocCl, tendo-se obtido 12 com rendimento de 89%. A introducéo deste grupo
foi confirmada por 'H RMN, pela observagédo dos sinais caracteristicos do grupo metileno a 4,88 e
4,68 ppm, assim como pelo espectro de IV, através do desaparecimento da banda a 1698 cm”
caracteristica do carbamato associado ao grupo N-Alloc, e 0 aparecimento a 1729 cm™ caracteristica

do carbamato associado ao N-Troc 12 (Tabela 6).

A necessidade de se obter o grupo hidroxilo, na posicédo C-4, livre para a reac¢ao de glicosi-

dagado, mantendo-se no entanto, o grupo hidroxilo em C-6 protegido, conduz a abertura selectiva do
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acetal 4,6-O-benzilideno. Existem diversos grupos que descrevem varias condicdes de abertura
regiosselectiva deste anel para obter o produto mono O-benzilado, fazendo variar factores tais como
o agente redutor ou o solvente utilizado. Como exemplo, verifica-se o uso de NaBH3;CN-HCI ou

BH3;NMe-AICl; como agentes redutores, ou de solventes como o acetonitrilo ou o DCM.

Para o caso do derivado 16 (Esquema 19), seguiu-se o procedimento que utiliza o complexo
borano dimetilamina e trifluoreto de boro dietil-eterado (BH;.Meo,NH, BF3.OEt,) em acetonitrilo, que foi

inicialmente estudado por Oikawa et al.*’

~\-0 BnO
Ph o5 O MesN.BHy, BFsEO  HO O
- >
TrocNH CH3CN, 0°C,3h TrocNH
j\ OAllY " (g50%) j\ Ot onlly)
o7 ~OEt o7 OEt

16 14

Esquema 19 — Abertura regiosselectiva do acetal do derivado 16.

Oikawa verificou que, nestas condigbes, e para os derivados N-Troc-glucosamina 20 e 21
(Figura 14), se obtiam exclusivamente os produtos mono 6-O-benzilados com rendimentos de 79 e 90
%, respectivamente. Verificou ainda a importancia do solvente nesta reagdo, uma vez que, por
exemplo, para o derivado 20 em DCM n&o ha reacgdo, assim como a importancia do grupo na

posicao C-3 sobre o rendimento e tipo de derivado obtido.

Ph/EO 0 ph/VoO ) Ph N0 0
TrocO o)

TrocNHOAI iyl TrocNH OAllyl TrocNH

@)

OAllyl

21 22

Figura 14 — Exemplos de derivados testados por Oikawa na reaccao de reduc&o regiosselectiva.”’

Usando as condigdes acima indicadas, obteve-se o aceitador 14 com um rendimento de 65%.
A abertura regiosselectiva do acetal foi confirmada por 'H RMN pelo desaparecimento do sinal
caracteristico do PhCH a 5,58 ppm e o consequente aparecimento do sinal dos dois protdes
benzilicos a 4,69 ppm, verificando-se ainda a presencga do anel aromatico a 7,38 ppm (o que indica
que nédo ouve a hidrélise do acetal), e pela banda caracteristica do grupo hidroxilo no espectro de IV a
3481 cm™ (Tabela 6).
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Tabela 6 — Dados de IV e 'H RMN dos intermediarios da via de sintese do aceitador (14).

6

HO 5 O WOAllyl
COMPOSTO HO™ % 7"/NHAlloc
OH
19
Y, 3380 (I, -OH), 3317 (1, -OH), 3317 (I, -OH),
1689 (F, C=0 carbamato). 1694 (F, C=0 carbamato). 1693 (F, C=0 carbamato).
7,50 (5H, m, Ar-H),
6,81 (1H, d, J 8,2, -NH), 5,96 (2H, m, -CH,CH=CHj, -COOCH,CH=CHy), 5,98 (2H, m, -CH,CH=CH, -COOCH,CH=CHy),
6,38 (1H, d, J 4,3, -OH), 5,48 (1H, d, J 9,0, -OH), 5,56 (1H, s, Ph-CH),
5,92 (1H, m, -COOCH,CH=CHy), 5,32 (4H, m, -CH,CH=CH,, -COOCH,CH=CH), 5,35 (4H, m, -CH,CH=CH,, -COOCH,CH=CHy),
5,29 (1H, d, J 17,3 -COOCH,CH=CH,), 4,87 (1H, m, H-1), 5,11 (1H, s, -NH),
5,17 (1H, d, J 10,4, -COOCH,CH=CH,), 4,64 (4H, m, -COOCH,CH=CHy, -OH), 4,89 (1H, m, H-1),
HRMN 4,93 (2H, d, J 4,6, H-1, -OH), 4,18 (1H, dd, J 12,6, 4,5, -CH>CH=CH), 4,61 (2H, d, J 4,6, -COOCH,CH=CHy,),
4,70 (1H, d, J 5,1, H-4), 3,98 (1H, dd, J 12,6, 5,8, -CH,CH=CHy), 4,29 (1H, dd, J 9,8, 4,4, H-6a),
4,42 (3H, m, -COOCH,CH=CH,, H-6), 3,90 (5H, m, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6, -OH), 4.22 (1H, dd, J 12,7, 5,1, -CH,CH=CHy),
3,567 (6H, m, H-2, H-5, H-3, -OH). 2,36 (1H, s, -OH). 4,02 (5H, m, H-2, H-3, H-4, H-6b, -CH,CH=CHy),

3,60 (1H, t, J 8,7, H-5),
2,67 (1H, s, -OH).
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Tabela 6 — Cont.

5 O 1‘\\\OA”y|

Ph 7 2"'"NHAlloc

5 O 1‘\\\OA"y|

“/NHTroc

COMPOSTO IO IO
o] OEt o] OEt
17 16
v 1755 (F, C=0 ésten), 1729 (F, C=0 éster e C=0 carbamato). 3481 (ml, -OH),
1698 (F, C=0 carbamato). 1732 (F, C=0 éster e C=0 carbamato).
7,47 (5H, m, Ar-H), 7,46 (5H, m, Ar-H), 7,38 (5H, m, Ar-H),
6,67 (1H, d, J 4,3, -NH), 6,88 (1H, d, J 4,8, -NH), 6,79 (1H, d, J 3,9, -NH),
6,00 (2H, m, -CH,CH=CH,, -COOCH,CH=CH,), 5,92 (1H, m, -CH,CH=CHy,), 5,90 (1H, m, -CH,CH=CH,),
5,58 (1H, s, Ph-CH-), 5,58 (1H, s, Ph-CH), 5,28 (1H, d, J 17,2, -CH,CH=CH>),
5,34 (5H, m, -CH,CH=CH,, -COOCH,CH=CHo, 5,30 (3H, m, H-1, -CH,CH=CH,), 5,16 (2H, m, H-1, -CH,CH=CH,),
H-1), 4,88 (1H, d, J 11,7, -COOCH,CCl3), 4,84 (1H, d, J 12,0, -COOCH-CCl3),
H RMN 4,61 (2H, m, -COOCH.CH=CH,), 4,68 (1H, d, J 11,9, -COOCH-CCl3), 4,69 (4H, m, -COOCH-CCl3, Ph-CH,-, Lac-aH),

(
4,51 (1H, q, Lac-aH),

4,28 (4H, m, H-3, -CH,CH=CH,, -COOCH,CHj3),
4,05 (1H, m, -CH,CH=CHy),

3.86 (5H, m, H-2, H-4, H-5, H-6a, H-6b),

1,42 (3H, d, J 7,0, Lac-CHs),

1,30 (3H, t, J 7,1, -COOCH,CHs).

4,54 (1H, q, J 13,9, 7,0, Lac-aH),

4,29 (4H, m, H-3, -COOCH,CHj, -CH,CH=CHb,),
4,03 (1H, dd, J 6,0, -CH.CH=CHb,),

3,90 (5H, m, H-2 H-4, H-5, H-6a, H-6b),

1,43 (3H, d, J 7,0, Lac-CHs),

1,31 (3H, 1, J 7,1, -COOCH,CHs).

4,25 (3H, m, -COOCH,CHs, -CH,CH=CHy,),
4,00 (1H, dd, J 5,9, -CH,CH=CHb,),

3,79 (6H, m, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6a, H-6b),
3,26 (1H, s, -OH),

1,42 (3H, d, J 6,9, Lac-CHs),

1,31 (3H, 1, J 7,1, -COOCH,CH).
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I1.L1.2  Estabelecimento da estrutura do doador glicosidico

Na estratégia adoptada para a sintese do dissacarido, planeou-se a incorporagdo dos mesmos
grupos protectores dos grupos hidroxilo em ambos, aceitador e doador glicosidico, para que no final
fosse possivel uma desproteccdo simultdnea das duas unidades do dissacarido. Deste modo, o

doador glicosidico 15 foi preparado de acordo com o plano retrossintético descrito no Esquema 20.

Ph/%o o Ph/EO o Ph/%o o
BnO ; BnO ; BnO
TrocNHo NH TrocNHOH TrocNH

15 23 24

CCls y
HO ph O
Ao R

TrocNH TrocNHO Allyl
13 22

OAllyl

Esquema 20 — Plano retrossintético para a sintese do doador glicosidico 15.

Tal como para o caso do aceitador, efectuou-se a protecgdo do grupo amina da glucosamina
11 para formar o derivado N-Troc glucosamina (13) (Esquema 21), sob a forma de um sélido branco
com um rendimento de 85 %. A estrutura deste composto foi confirmada pelo sinal caracteristico dos
protdes do grupo metileno do grupo Troc a 4,74 e 4,79 ppm no espectro de 'H RMN, assim como pela

banda no espectro de IV a 1702 cm” correspondente ao carbonilo do carbamato (Tabela 7).

HO TrocCl, NaHCO; HO
HO O ————> HO O
HO OH H20, ta., 1h HO OH
NH2HCI (85%) TrocNH

11 13

Esquema 21 — Protecc¢éo da N-glucosamina para formar o derivado N-Troc-glucosamina (13).

A protecgdo da posicdo anomérica com o grupo alilo foi efectuada numa mixtura 2% HCIl em

alcool alilico, segundo o procedimento descrito por Ziegler et al.,”® estando o mecanismo proposto no

Esquema 22.
OH  2%HCI/ OH OH, OH
HO O alcool alilico HO 0 _» HoO 0\7 —_ » HO O
HO — HO HO HO
TrOCNHOH TrocNH O)H TrocNH& TrocNHO
QH2
13 al HO\/\ 25 V\

Esquema 22 — Mecanismo proposto para a protec¢cédo da posi¢cdo anomérica do derivado 13.
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A protecgdo dos grupos hidroxilo das posi¢des C-4 e C-6, foi efectuada pelo mesmo método
descrito para o aceitador 14, recorrendo ao benzaldeido dimetilacetal e a uma quantidade catalitica
de CSA, tendo-se obtido 22 com um rendimento de 93 % (Esquema 23), o que foi confirmado pelo
aparecimento no espectro de 'H RMN dos sinais caracteristicos pertencentes ao anel aromatico a
7,51 ppm e do grupo metino adjacente a 5,56 ppm (Tabela 7).

AllylOH, PhCH(OMe),
H HCI 2% .
HOO o Hgo o CSA (cat.) Ph/EO o
HO OH refluxo/10n  HO THF HO
refluxo/ 3h
TrocNH (quant.) TrocNHOAIIyI (03%) TrocNHOAIIyI
13 25 22

Esquema 23 — Sintese dos derivados alil-N-Troc glucosamina (25) e alil-4,6-O-benzilideno-N-Troc glucosamina (22).

Para a protecgédo do grupo hidroxilo em posigao C-3, recorreu-se ao grupo benzilo. O grupo
benzilo é bastante utilizado como grupo protector com caracter permanente, j& que é estavel na
maioria das condigbes acidas ou basicas, assim como em algumas condicbes de redugdo ou
oxidagao. Pode ser introduzido em condi¢des acidas, basicas ou neutras.

A forma de introdugdo mais comum é aquela em que se gera um alcoxido por reacgdo com

hidreto de sddio, e posterior O-alquilagdo com brometo de benzilo.

Ph/%O o BnBr, Ag,0, Ph/EO o
HO CHoCly, ta., 3 di Bno
2CI, L.a., 1as
TroeNH G Ay (95%) TroeNHO Ay

22 24

Esquema 24 — Benzilac&o do grupo hidroxilo em C-3 do derivado 22 para formar o derivado 24.

Adoptou-se o procedimento descrito por Fukase et al.,>* utilizando-se as condi¢des Ag,O/BnBr,
tendo-se obtido 24 com um rendimento de 71 %. A insercdo do grupo benzilo foi verificada pelos
sinais correspondentes aos protdes CH, do grupo benzilo a 4,95 e 4,68 ppm, assim como pelo sinal a

7,44 ppm cuja integragéo indicava a presenga de mais cinco protdes aromaticos (Tabela 7).

De forma a proceder a inser¢cdo do grupo ftricloroacetoimidato na posicdo anomérica, foi
necessario remover previamente o grupo protector alilo. Para o caso do derivado N-Troc-glucosamina
24, o grupo alilo foi removido recorrendo ao complexo [Ir(cod)(MePh,P),]JPFs que promove a sua
isomerizagao a 1-propenilo, sendo este ultimo Iabil por tratamento com iodo (Esquema 25). Obteve-se
23 com um rendimento de 95 %, tendo-se confirmado a sua estrutura pelo desaparecimento, no
espectro de 'H RMN, dos sinais correspondentes ao grupo alilo (Tabela 7).

Para além do catalisador [Ir(cod)(MePh,P),]JPFs pode-se utilizar Pd-C em metanol,
[Ph3;P]RhCI/Dabco em metanol, [Ph;P]RhH ou Ir[(COD)(PMePh,),].PF¢ activado com H, em THF. O
grupo propenilo pode ser removido sob condi¢cdes acidas suaves, ozondlise ou HgCl,/HgO em

acetona-agua.”’
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i) [Ir(cod)(MePh2P),]PFe,

) Ha, 4 h, O CCICN, (¢}
Ph/?()o 0 ii) I, H20, 30 min. Ph/E& 0: Cs,COs Ph/E/io &O:
n n —— n
TrocNH THF, ta. TrocNH &5, CHzCl, 1 h, ta. TrocNH

OAllyl N

(0]
(95%) (quant.)
24 23 5 TH
CCly

Esquema 25 — Desprotecc¢éo da posicdo anomérica do derivado 24 e inser¢ao do grupo tricloroacetoimidato para

formar o doador 15.

Como foi ja referido, o grupo tricloroacetoimidato esta extensamente descrito como sendo um
Optimo grupo abandonante em reacgdes de glicosidagao. Foi por isso introduzido na posigdo anomé-
rica sob condi¢des basicas suaves (Cs,CO3) segundo o mecanismo proposto no Esquema 26.

O composto 15 foi directamente utilizado na reaccdo de glicosidacao tal como é descrito por
Fukase,™ tendo-se confirmado a insercédo do grupo tricloroacetoimidato pelo espectro de 1V, através

do aparecimento da banda a 1674 cm™ correspondente a ligagdo C=NH (Tabela 7).

Ph7 0 o PR 0 0 PR 0 o
BnO OH —_— BnO y/_\ —_— BnO
TrocNH ’\ TrocNH 5 TrocNH

N~ o}

~ NH
23 ClaC—=N HEY 15 b
CCly CCl,

Esquema 26 — Mecanismo proposto para a formagé&o do doador 15.
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Tabela 7 — Dados de IV e 'H RMN dos intermediarios da via de sintese do doador (15).

Ho™ NSO~ OH

HO 5 01 wOAllyl

O OAllyl
o 5 & y

PN

4,68 (1H, d, J 5,68, -OH),

4,40 (1H, t, J 5,96, -OH),

3,60 (5H, m, H-2, H-5, H-6a, H-6b),
3,12 (1H, m, H-4).

4,50 (1H, t, -OH),
4,09 (1H, dd, -CH,CH=CH),

3,90 (2H, m, -CH.CH=CH,, H-6a),
3,62 (4H, m, H-2, H-3, H-5, H-6b),
3,13 (1H, m, H-4).

COMPOSTO HO™ N5 2 “NHTroc HO" N5 2""NHTroc Ph” 0" NS 2 “NHTroc
OH OH OH
13 25 22
" 3337 (I, bandas OH), 3336 (m, -OH),
1702 (F, C=0 carbamato). 1710 (F, C=0),
7,51 (5H, m, Ar-H),
5,95 (1H, m, -CH,CH=CH
7.63 (1H, d, J 7,88, -NH), 95 (1H, m, -CH, 2).
7,39 (1H, d, J 8,12, -NH), 5,56 (1H, s, Ph-CH-),
5,88 (1H, m, -CH2CH=CH),
6,42 (1H, d, J 4,28, H-1), 5,33 (3H, m, -CH2CH=CH,, -NH),
5,31 (1H, d, J 17,2, -CH,CH=CH,),
4,96 (1H, t, J 3,88, H-3), 4,94 (1H, d, J 2,3, H-1),
5,11 (1H, d, J 10,52, -CH,CH=CH,),
4,89 (1H, d, J 5,36, -OH), 4,99 (1H.d. J 5.6, H-1) 4,83 (1H, d, J 12,0, -COOCH,CCls),
4,79 (1H, d, J 12,28, -COOCH,CCls), ‘ P T 4,71 (1H, d, J 12,0, -COOCH,CCl3),
4,82 (4H, m, -COOCH,CCls, -OH),
H RMN 4,74 (1H, d, J 12,12, -COOCH,CCly), 4,30 (1H, dd, J 10,1, 4,7, H-6a),

4,24 (1H, dd, J 12,8, 5,3, -CH,CH=CH,),
4,05 (1H, dd, J 12,8, 6,3, -CH,CH=CH,),
3,98 (2H, m, H-2, H-5,),

3,87 (1H, dd, J 9,7, 4,7, H-6b),

3,79 (1H, t, J 10,2, H-4),

3,60 (1H, t, J 8,9, H-3),

2,59 (1H, -OH).
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Tabela 7 — Cont.

0.1 OAllyl O OH 01 O _CCl
o 5 1. yl o 5 1. 5 1, T 3
COMPOSTO Ph)\o“"4 5 ?""NHTroc Ph)\o“"4 5 ?""NHTroc Ph)\o“ NE 7 NH o
OBn OBn OBn
24 23 15
3326 (m, -OH), 1742 (F, C=0 carbamato),
\ 1712 (F, C=0 carbamato).
1713 (F, C=0 carbamato). 1674 (F, C=NH);
7,44 (10H, m, Ar-H), 7,43-7,28 (10H, m, Ar-H),
5,93 (1H, m, -CH,CH=CH,), 5,61 (1H, s, PhCH-),
5,60 (1H, s, Ph-CH-), 5,30 (1H, m, H-1),
(TH,s ) (TH, m, H-1) 7,40-7,31 (10H, m, Ar-H),
5,30 (2H, m, -CH.CH=CH,), 5,12 (1H, d, J 9,6, NH-),
(2H, m, -CH; 2) ( ) 5,64 (2H, m, PhCH-, H-1),
5,09 (1H, d, J 9,6, NH-), 4,96 (1H, d, J 12,0, PhCH,-),
( ) ( z) 5,01-4,90 (2H, m, PhCH,-, -COOCH,CCls),
4,95 (2H, m, H-1, PhCH,-), 4,80 (1H, d, J 12,0, -COOCH,CCls),
H RMN (2H, m >) ( 2CCL) 4,77-4,67 (2H, m, -COOCH,CCls, PhCH-),
4,81 (1H, d, J 12,04, -COOCH,CCl), 4,72 (2H, m, -COOCH,CCls, PhCH-),
( 2CCl) (2H, m Zees z) 4,37-3,97 (4H, m, H-2, H-4, H-6a),
4,68 (2H, m, -COOCH,CCls, PhCH,-), 4,30 (1H, dd, J 12,0, 4,0, H-6a),
3,88-3,44 (5H, m, H-3, H-5, H-6b).
4,30 (1H, dd, J 10,0, 4,3, H-6a), 4,15 (1H, m, H-4),
4,20 (1H, dd, J 12,5, 4,8, -CH,CH=CHy), 3,99 (1H, m, H-2),
4,02 (2H, m, -CH,CH=CH,, H-2), 3,84 (3H, m, H-3, H-5, H-6b),
3,86 (4H, m, H-3, H-4, H-5, H-6b). 2,82 (1H, s, -OH).
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I1.L1.3 Reaccdao de glicosidacao - Preparacéo do dissacéarido

Como ja foi referido, a reacgéo de glicosidagao depende fortemente da estrutura quer do acei-
tador quer do doador, assim como das condi¢des reaccionais utilizadas.

O promotor, que geralmente € um acido de Lewis, tem influéncia sobre o grupo abandonante
do doador, assim como na esterosselectividade da reacg¢do. O solvente para além de poder influen-
ciar a estereoquimica do produto, especialmente no caso de solventes participantes, devera estar
extremamente seco pois a presenca de agua é determinante no sucesso da reacgdo. Também as

condi¢des de temperatura ou a ordem de adigdo dos reagentes sao factores condicionantes.

A reaccao de glicosidacdo entre o aceitador 14 e o doador 15 foi efectuada utilizando TMSOTf
como promotor (0,1 eq.), originando o dissacarido 26 com um rendimento de 89 % (Esquema 27).
Esta reacgao foi efectuada sob atmosfera de argon a -15 °C, na presenga de peneiros moleculares, ja
que a competicdo com a agua gera a decomposig¢édo do doador, o que influencia significativamente o
rendimento da reacg¢do, como foi também verificado anteriormente. Através do espectro de 'H RMN

obtido, e por comparagao com dados da literatura, podemos afirmar que se obteve o composto 26.

0 BnO o
Ph N o o o P O BnoO o
23 . o TMSOTF BnO 05
TrOCNHO NH I TrOCNHOA||y| CHaCly, -15°C, 10 min. TrocNH TrocNH
\I/ 0”7 OoEt (89%) OAllyl
CCl, OFt

o
15 14 26

Esquema 27 — Reacc¢éo de glicosidagéo para formar o dissacarido 26.

O mecanismo proposto para a reacgdo de glicosidagdo esta evidenciado no Esquema 28,
admitindo-se que o TMSOTf actua como um acido de Lewis, activando o grupo tricloroacetoimidato
anomérico com consequente formagdo do ido oxonio, permitindo assim que o ataque pelo grupo

hidroxilo do aceitador seja efectivo.

A,
\ Co™\

o - 0 o +
Ph/% o) /S|\ Ph/% 0\7 o o
BnO \j ; Bno HO
TrocNH TrocNH
O_ _NH TrocNHG Ay
\]/ OEt
CCly / o

(¢}
Ph/% O  BnO o
BnO o} o
TrocNH
TrocNHOAIIyI
26 OEt
o}

Esquema 28 — Mecanismo proposto para a formagao do dissacéarido 26.
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Capitulo Il — Apresentacéo e Discusséo de resultados

A substituicdo do grupo protector N-Troc pelo grupo N-acetilo foi inicialmente efectuada segun-
do o procedimento descrito por Fukase,” em que a clivagem do grupo N-Troc € realizada pela
amalgama Zn-Cu em acido acético, sendo efectuada subsequentemente a acetilagdo com
Ac,O/piridina, tendo-se obtido 27 com um rendimento de 51% (Esquema 30). Este rendimento, menor
em relagéo ao descrito (69%), pode ficar a dever-se ao facto de se utilizar acido acético glacial, o que
pode conduzir a abertura do acetal (abertura a pH préoximo de 5), e a formagao do produto lateral com
os grupos hidroxilo nas posi¢des C-4 e C-6 livres, que fica retido na coluna quando se purifica 27, ndo
se conseguindo consequentemente recuperar.

Devido ao baixo rendimento obtido com o procedimento original, adaptou-se um outro método
descrito por Zhu et al.>® Neste método, que utiliza um derivado N-Troc contendo também o mesmo
acetal e um grupo Boc, sensiveis a meio acido, efectua-se a clivagem do N-Troc e a acetilagdo numa
estratégia one pot, adicionando-se p6 de Zn activado (previamente tratado com 10% HCI) a uma
solugdo do sacarido em anidrido acético contendo Et;N, deixando-se num banho de ultrassons

durante 2 a 3 h, obtendo o respectivo produto com um rendimento de 76 %.

1) Zn-Cu, AcOH
2) Ac,0, Piridina

—
Ph 2 —Q 2% P 52\
BnO | BnO
TrocNH Zn, Ac0 AcNH

OAllyl 18 h, ta. OAllyl
 m—
24 74% 9

Esquema 29 — N-acetilagédo do derivado 24 através do método descrito por Fukase et al. e Zhu et al.

Este procedimento foi testado, assim como o original de Fukase,” utilizando como molécula-
modelo o derivado 24, obtendo-se 9 com rendimentos de 74 e 62%, respectivamente (Esquema 29).

Para o caso do dissacarido 26 ndo se recorreu aos ultrassons, deixando-se a mistura com
agitagdo magnética, tendo-se aumentado o tempo de reacg¢ao para cerca de 18 h, obtendo-se 27 com
um rendimento de 78% (Esquema 30). A sua estrutura foi confirmada pelo aparecimento no espectro

de "H RMN dos singuletos caracteristicos dos grupos acetilo a 1,73 e a 2,00 ppm (Tabela 8).

1) Zn-Cu, AcOH

2) Ac0, Piridina

(6] >
F’h/vo O  BnO 51% Ph/voo O BnO

BnO o5 0 BRO o o)

0
TrocNH Zn, Ac,0 AcNH
TrocNHGy | 181, ta. ACNHG A1
OEt 78% OEt
3 o

26 27

Esquema 30 — N-acetilagcdo do derivado 26 para obter o dissacéarido 27.

O grupo alilo foi depois isomerizado a 1-propenilo por tratamento com o complexo
Ir(cod)(MePh,P),)]PF¢ previamente activado por H, durante 30 min. (Esquema 31). Esta isomerizacao
permite que este grupo seja facilmente removido no momento em que se quebra o glicopéptido da

resina, em condi¢gbes acidas (1% TFA em DCM).

39



O composto 28 foi obtido sob a forma de um sdlido branco com um rendimento de 85%, sendo
confirmado pelo aparecimento no espectro de 'H RMN, dos sinais caracteristicos do grupo propenilo:
um dupleto a 6,09 ppm (-CH=CH-CHj3), um multipleto a 5,09 ppm (-CH=CH-CHj3;) e um dupleto a 1,52
ppm (-CH=CH-CH,) (Tabela 8).

Ph/EO o P -0 o

BnO BnO
Bng&/oo Q Ir(cod)(MePh,P),)]PFs B%g&,oo 0
AcNH THF, 13 h AcNH
ACNHO/\/ (85%) ACNHO/\/
OEt OEt
O

27 © 28

Esquema 31 — Isomerizag&o do derivado 27 de forma a obter o derivado 1-propenilo (28).

O dissacarido final 2 (Esquema 33) foi obtido através da hidrélise do éster do derivado 28 com
LiOH.H,O numa mistura de dioxano:THF:agua, 2:4:1. De acordo com Fukase,> e tendo em conta que
o produto desta reaccdo é o sal de litio, foi necessario usar uma resina de permuta catidnica
DOWEX®® de forma a trocar o ido Li* pelo protao, purificando-se o produto obtido por uma coluna de
resina Diaion®. Esta resina de permuta idnica retém sais inorganicos, neste caso sais de litio que

permanecem na mistura reaccional.

Como né&o era referido no procedimento original qual a quantidade de DOWEX® que foi
utilizada, assim como a forma de adi¢ao, e sabendo que este tipo de resinas tem uma elevada acidez
0 que poderia propiciar a abertura do acetal, foram levados a cabo varios ensaios para testar a forma
€ a quantidade 6ptima de DOWEX® a adicionar.

Esta reaccgao foi inicialmente testada usando como molécula-modelo o derivado 17, tendo-se

sintetizado o derivado 29 com um rendimento de 87 % (Esquema 32).

1) LiOH.H,O
Ph/voo o ) DowEX Ph/EO/g :‘o
0 _— O
THF:dioxano:H,0
j\ AIIOCNHOA||y| (2:4:1), ta. z 1 A|IOCNHOA”y|
& Ot o/ ©H

Esquema 32 — Hidrélise do derivado 17 através do método descrito por Fukase.>

Constatou-se assim, que uma adigéo de DOWEX® suficiente para levar a solugéo de pH basico
a pH 7, nao era suficiente para haver troca do ido Li* pelo prot&o, obtendo-se neste caso o sal de litio,
0 que se verificou através da insolubilidade do produto obtido em CDCI; quando se pretendeu tracar o
espectro de "H RMN. O mesmo foi verificado para o caso do dissacarido 2 assim como através dos
desvios quimicos obtidos no 'H RMN guando comparados com os da literatura,® o que foi confirmado

por espectrometria de massa MALDI.
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Ph/Y)O O  BnO 1) LIOH.H0 ph/Voo o0 8o
Bno 9% 2 __YDOWEX _ Bno 0% o
AcNH THF:dioxano:H,0O AcNH
ACNHA N~ 2:4:1) ta. ACNHA~_~
OFt (quant.) OH
28 O 2 g

Esquema 33 — Hidrdlise do derivado 28 para obter o dissacarido 2.

Ao fazer variar o nimero de equivalentes de DOWEX®, tendo em conta o loading desta resina
(1,75 x 10° equiv./g - acondicionada; 0,5 x 10° equiv./g - seca), verificou-se através do espectro de
"H RMN que o numero de equivalentes ideal, em que nado ha quebra do acetal e ha protonagéo do
acido (ndo se garantindo que ¢é total) é de 6 equivalentes. No entanto, ndo foi possivel obter um
espectro de massa do composto 2 em que ndo haja interferéncia do litio, ou seja, a presenga de uma
pequena quantidade de sais de litio & suficiente para se “sobrepdr”’ no pico do ido molecular, obtendo-
se [M] = 811,617 em lugar do esperado [M] = 804,347.

100 2116171 _24E+

70 Amostra LCII33.1 com DHB

8176165

% Inte nsity

13.6212

827 5564
30

20 8335688 16271037

T

487 5324
10 753 554 16202208
TR 901.5508
}55.51 o L L o 1844.1 500
il i N I ol ey Moos 0

]
399.0 719.4 1039.8 13602 1660.6 2001.0
Mass (m/z)

Figura 15 — Espectro de MALDI para do derivado 2.

Deste modo pode afirmar-se que a passagem pela coluna de resina de permuta ionica Diaion®
de forma a retirar sais de litio inorganicos, nao foi eficiente.

Os dados espectroscopicos dos compostos isolados encontram-se reunidos na Tabela 8.
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Tabela 8 — Dados de "H RMN e *C RMN dos intermediarios da via de sintese do dissacarido (2).

4,29-3,95 (8H, m, H-1’, Lac-aH, PhCH,-, -
CHzCH=CH2, 'CHQCH=CH2, H-3),

3,76-3,59 (6H, m, H-2, H-4, H-4', H-6a, H-6b,
H-6b),

3,43-3,40 (2H, m, H-2’, H-5),

3,21 (2H, m, H-3, H-5'),

1,34 (6H, m, Lac-CHs, -COOCH,CHs).

4,23-4,05 (3H, m, H-1, Lac-H, -CH,CH=CH,),

3,97-3,91 (2H, m, -CH,CH=CH,, H-3),

3,79-3,43 (8H, m, H-2, H-4, H-5, H-6b, H-2',
H-3', H-4', H-6D"),

3,29 (1H, m, H-5'),

2,00 (s, 3H, -NHCOCH),

1,73 (3H, s, -NHCOCH:),

1,36 (3H, d, J 6,9, LacCHs,),

1,31 (3H, t, J 7,2, -COOCH,CHs).

COMPOSTO
7,96 (1H, d, J 4,1, -NH), 8,02 (1H, m, -NH),
7.54-7.28 (15H, m, ArF), ;’23-71618 ((1171—'22 Acr:)é:H CH
7,45 (15H, m, Ar-H) 5,89-5,80 (1H, m, -CH,CH=CHy), 09 (1H, d, J 12,2, -CH=CH-CH),
, ,m, : N 5,59 (1H, s, Ph-CH),
5,83 (1H, m, -CH,CH=CHy), 5,59 (1H, s, Ph-CH=),
5,51 (1H, d, J 2,2, H-1),
5,58 (1H, s, Ph-CH=), 5,32 (1H, d, J 3,3, H-1), v
_ 5,09-5,04 (1H, m, -CH=CH-CHs),
5,26-5,14 (3H, m, H-1, -CH,CH=CH,), 5,25 (1H, dd, J 17,2, 1,5, -CH.CH=CH),
_ 4,90-4,83 (2H, m, Ph-CHy),
4,91-460 (8H, m, -COOCH,CCls, - | 916 (1H, m,-CH,CH=CH,), 4.674.61 (2H, m, -OCOCH,CHs)
OCOCH-CH3, PhCH.-), 4,90-4,83 (2H, m, PhCH>-), , ; , m, , P , 3),
4,43 (1H, m, H-6a’), 4,67-4.,59 (2H, m, -OCOCH,CHs), P‘r‘"”g;f)’m (6H, m, H-1, H-6a", H-6a, Lac-aH,
= 2),
'H RMN 4,44-4,32 (4H, m, H-6a, H-6a’, PhCH;-),

3,97 (1H, t, J 9,0, H-3),

3,79-3,41 (8H, m, H-2, H-4, H-5, H-6, H-2’, H-
3, H-4', H-6b"),

3,31 (1H, m, H-5'),

2,00 (s, 3H, -NHCOCHs),

1,73 (3H, s, -NHCOCH),

1,52 (3H, d, J 6,6, -CH=CH-CHs),

1,37 (3H, d, J 6,9, Lac-CHs),

1,32 (3H, t, J 7,1, -COOCH,CHs).
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Ph Ph
COMPOSTO
7,88 (1H, d, J 4,3, -NH),
11,38 (1H, s, -OH), 7,43-7,29 (15 H, m, Ar-H),
3’1? gg%‘:;éNHH)’ ArH) 6,10 (1H, d, J 12,6, -CH=CH-CH),
417, . m, Ar-H),
6,16 (1H, d, J 12.2, -CH=CH-CHj), 5,58 (1H, s, Ph-CH),
5.73 (1H, s, Ph-CH), 5,45 (1H, d, J 2,9, H-1),
5,38 (1H, d,J2.2, H—1), 5,10-5,05 (1H, m, -CH=CH-CH3),
4,98-4,93 (1H, m, -CH=CH-CHj), 4,89-4,81 (2H, m, Ph-CHy),

'H RMN 4,74-4,50 (5H, m, Ph-CHa, Ph-CH,), 4,67-4,63 (2H, m, Lac-aH, Ph-CH,),
4,27-4,14 (2H, m, H-6a’, Lac-aH), 4,46-4,31 (4H, m, H-1', H-6a’, Ph-CH,),
3,89-3,22 (11H, m, H-2, H-3, H-4, H-5, H-Ba, H-6b, H-2’, H-3', H-4', H-5’, 3,99-3,43 (m, 9H, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6a, H-6b, H-2, H-3', H-4', H-6"),

H-6b), 3,31 (1H, m, H-5),
o 8: > E:ggng‘; 1,99 (3H, s, -NHCOCHK)
) S, - 3)s

1,75 (3H, s, -NHCOCH.
1,45 (3H, d, J 6,4, -CH=CH-CHa), 1 ’52 (2H’ Z’ e fogHj)éH .
1,17 (3H, d, J 6,6, Lac-CHy). 52 (3H, d, J 6.4, -CH=CH-CHj),

1,43 (3H, d, J 6,6, Lac-CHs).

176,9 (-COOH), 96,1 (C-1),
177.0 (-COOH), 95.5 (C-1), 171,4 (-NCOCH), 82,6 (C-4),
169.8 (-NCOCHS), 81.2 (C-4), 170,4 (-NCOCHS), 77,3-76,7 (C-3, C-4),
169.3 (-NCOCH), 78.1 (CH-Lac), 143,3 (-CH=CH-CH), 75,1 (CH-Lac.),
144.0 (CH=CH-CHj), 76.9 (C-3), 138,3 (C(Ar)), 74,7 (C-3),
138.8 (C(Ar)), 73.6 (C-4), 137,8 (C(Ar)), 73,8 (PhCHy-),
138.6 (C(Ar)), 73.3 (PhCH,0-), 137,2 (C(Ar)), 73,7 (PhCHy-),
137.6 (C(Ar)), 71.7 (PhCH,0-), 129,3 (2 x C(Ar)), 70,4 (C-5),

135 RMN 128.7 (C(Ar)), 71.0 (C-5), 129,1 (C(Ar)), 68,8 (C-6),
128.2 (2 x C(Ar)), 68.0 (C-6), 128,8 (2 x C(Ar)), 67,2 (C-6),
128.1 (3 x C(Ar)), 67.9 (C-6), 128,5 (3 x C(Ar)), 65,8 (C-5),
127.3 (3 x C(Ar)), 65.5 (C-5), 128,3 (2 x C(Ar)), 55,7 (C-2),
127.1 (2 x C(Ar)), 55.8 (C-2), 128,0 (2 x C(Ar)), 53,9 (C-2),
126.0 (2 x C(Ar)), 54.4 (C-2), 127.,9 (C(Ar)), 30,3 (-CH; Lac.),

102.5 (-CH=CH-CHs),
100.5 (Ph-CH-),
100.1 (C-1),

22.9 (-NCOCHj3),
19.7 (-CH; Lac.),
12.2 (CHjs alilo).

126,0 (2 x C(Ar)),
104,2 (-CH=CH-CHy),
101,2 (Ph-CH-),
100,3 (C-1),

23,3 (-NCOCHs),
23,0 (-NCOCHs),
18,7 (-CH=CH-CH).
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[I.2 Estabelecimento da estrutura do péptido D-Ala-D-Ala-L-Lys(Ddiv)-D-GIn-
L-Ala

Como ja referido, o0 monémero compreende uma cadeia péptidica composta por cinco amino-
acidos: duas D-alaninas, uma L-lisina, D-glutamina e L-alanina, respectivamente, sendo esta ramifi-
cada através da lisina, por uma segunda cadeia peptidica composta por cinco glicinas. A construgao

destas duas sequéncias foi efectuada recorrendo a SPPS, utilizando o método Fmoc.

L-Ala
D-GIn
L-Lys’
D-Ala

D-Ala

Figura 16 — Cadeias peptidicas constituintes do monémero.

Nesta sintese utilizou-se a resina 9-aminoxantenilo®’ (Sieber Amide resin), pertencente as
resinas baseadas no grupo amino-metilo, sendo o seu suporte polimérico o poliestireno. Esta resina
encontra-se disponivel comercialmente protegida com o grupo Fmoc sendo necessaria a sua

desprotecgado com solugao 20% piperidina antes da adigdo do primeiro aminoacido (Esquema 34).

QI

/g 20% piperidina/ DMF O‘O
—_—
HN 0] 3
O
O/\O

Esquema 34 — Desprotecc¢ao da resina do grupo Fmoc.

NH,

A resina Sieber Amide foi escolhida por estar ja descrita a sua utilizagdo na sintese de um
glicopéptido em condigdes de N-Fmoc SPPS, com um bom rendimento.®

De forma a optimizar as condigdes de SPPS foi sintetizado inicialmente o péptido 30 de acordo
com o procedimento descrito por Kumar et al.,® utilizando como reagentes de activacdo o sal de
benzotriazol-1-il-oxo-tris-pirrolidinofosfénio (PyBOP), o hidroxibenzotriazole (HOBt) e a diisopropiletil-
amina (DIPEA) (Esquema 35).
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\/\N/\/

R R
OH (0] *
FmocHN FmocHN k
(0]

(0]
.
O—-P N<:|
Ill 3
O
N
R R

OBt oL +
FmocHN ~—— FmocHN op NG
o o)

Esquema 35 — Mecanismo proposto para a activagdo dos aminoacidos com PyBOP.

“OBt
3

Cada aminoacido foi pré-activado durante 10 min. com 5 equivalentes de PyBOP e HOBt, € 10
equivalentes de DIPEA, antes de serem colocados na coluna reaccional. Esta coluna possui uma

placa porosa que possibilita a lavagem da resina por filtragao apds cada acoplamento.

HN—P =
e - L g
NH,

i) Fmoc-D-Ala-OH/HOBY/DIPEA, 4 h, i) 20% piperidina em DMF

i) Fmoc-D-Ala-OH/HOBY/DIPEA, 4 h ii) 20% piperidina em DMF

i) Fmoc-D-Glu-NH,/HOBYDIPEA, 4 h i) 20% piperidina em DMF

i) Fmoc-D-Lys(Ddiv)-NH,/HOBYDIPEA, 4 h i) 20% piperidina em DMF
. i) Fmoc-L-Ala-OH/HOBY/DIPEA, 4 h ii) 20% piperidina em DMF

N

o)
A =
= (@] > (0]
i H :H
N N\)J\ NH,
S G G
H I H
e} (0] = (0]

Esquema 36 — Sintese do péptido 30.

45



A coluna foi posteriormente colocada num agitador orbital programado para 100 rpm. Esta
descrito,* que este ndo é o método de agitagdo mais eficiente para SPPS. Métodos, tais como, a ro-
tagdo da coluna reaccional entre 180° a 360° ou fazer borbulhar azoto nesta, tém sido descritos como

mais eficientes, diminuindo o tempo de reacg¢do em relagado a outros métodos de agitagéo (Figura 17).

Figura 17 — Colunas reaccionais para sintese em fase sélida: A) 10-300 mL (0,5-10 g de resina) com agitagdo por
rotacao; (B) 0,5-8 L (20-200 mm) com agitador mecanico (> 500 g de resina); (C) Ananth vessel com duas camaras de
80 mL."

Para colmatar a insuficiente agitagéo, a reacgéo foi deixada a 100 rpm durante 4 h. O término
da reaccdo foi controlado pelo teste de Kaiser. Apesar de este teste ser qualitativo, verificou-se
bastante fiavel na monitorizagdo da reacgéo.

A quebra do péptido da resina Sieber Amide foi efectuada em condigbes acidas, com uma
solugcao 1% TFA em DCM, levando a formacao de uma extremidade amida neste.

O péptido 30 foi purificado por HPLC utilizando as condigbes descritas na parte experimental,
tendo-se obtido um perfil de acordo com a Figura 18. E possivel verificar que o composto 30, com
tempo de retengdo igual a 11,3, absorve a dois comprimentos de onda diferentes, o que é possivel de
visualizar, pois o detector possui duas fontes que emitem a 206 e 270 nm, respectivamente. Deste
modo, para além de uma das fontes emitir no c.d.o. do péptido, possibilita também, verificar a
existéncia de outras funcionalidades, neste caso, a presenc¢a do grupo Ddiv que absorve a cerca de
270 nm.

Sl:ﬂ}:‘ﬂ:l]
200002
=
'.".'(V:-)'.'I:Ii; ||

|

|
COOO00+
I‘i)\b'.'l.lj

A e ——— i

~TOOD0N0T— T LI ™ L T T T L
an 25 LL] Ts 100 ] 0 LS 200 228 250 FAE i

Figura 18 — Cromatograma correspondente a purificagdo por HPLC do péptido 30: A) detector a 206 nm; B) detector a

270 nm (injecgao de 30 pL, condi¢cdes descritas no Cap.lll).
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Tabela 9 — Desvios quimicos observados no espectro de "H RMN do péptido 30.

Composto 'H RMN
L-Ala"-NH, -
L-Ala’ o 3,97 (1H, m)
L-Ala’ B 1,44 (3H, d, J 4,9)
D-GIn*-NH 8,59 (1H, d, J4,7)
D-GIn*-o. 4,33 (1H, q)
D-GIn%p 1,88 (1H, m)
D-GIn*-p’ 1,98 (1H, m)
D-GIn®y ;v 2,24 (2H, m)
D-GIn*-NH, 7,26 (2H, sl)
L-Lys®-NH(o.) 8,55 (1H, d, J 4,2)
L-Lys*-a 4,14 (1H, m)
L-Lys®-B 1,71 (2H, m)
L-Lys>-y 1,33 (2H, m)
L-Lys*-5 1,40 (2H, m)
L-Lys*¢ 3,52 (1H, q)
L-Lys®-NH(e) *
Ddiv CH3 0,82 (6H, d)
Ddiv CH 1,71 (1H, m)
Ddiv CH2 2,87 (2H, d, J 5,0)
Ddiv CH2CO 2,31 (4H, s)
Ddiv CH3 0,92 (6H, s)
p-Ala*-NH 8,49 (1H, d, J 4,5)
D-Ala*-a 4,16 (1H, q)
D-Ala-*B 1,28 (3H, m)
D-Ala®-NH 8,04 (1H, d, J 4,0)
p-Ala’-o. 4,19 (1H, q)
D-Ala’-B 1,30 (3H, m)
D-Ala’-NH, 6,92 (2H, sl)

*Nao foi possivel fazer atribuigao.

o

H H o H H 9
A N2 R N\4)J\ NH,
HN™ 4 ”/h]/ T Ns
o = o]

(o)

HN Yo 30

O péptido D-Ala-D-Ala-L-Lys(Ddiv)-D-GIn-L-Ala 30 foi obtido com um rendimento aproximada-
mente quantitativo, apresentando-se sob a forma de um sdlido branco, insoluvel nos solventes
organicos experimentados (cloroférmio, acetonitrilo, diclorometano) mas soluvel em agua. Este foi

caracterizado por 'H, COSY e TOCSY (Tabela 9), assim como por espectrometria de massa MALDI,
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obtendo-se para o pico do i&o molecular [M]" = 694,440, o que esta de acordo com o esperado para a
forma protonada, que sera [M+2H] = 694,437.

=3
D-AR D-AlER 3
Lys';\ Ve Vi F
Lys;«\g oo - P
)
e
LysB L
~ e 8 L
Ging L
Gin EEG L
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® [
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Lysa Py /D-“‘ﬂ& D-Alae =
Gin m\ . » = L L
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Figura 19 — Sobreposicédo dos espectros COSY (vermelho) e TOCSY (preto) - Expansédo em F1 entre 1,0 e 4,6 ppm,
expansdo em F2 entre 7,9 € 9,0 ppm.

A atribuicdo dos sinais foi feita recorrendo as experiéncias de COSY e TOCSY (Figura 19). A
sobreposigédo destes espectros torna possivel assinalar a interacgao entre o protdo do grupo NH e o
protdo o do aminoacido correspondente, e a partir deste sinal, verificar a que aminoacido correspon-
de através dos sinais da cadeia lateral que com ele estdo correlacionados, fazendo a vertical no
TOCSY.

Tendo em conta que no mondmero obtido de fonte natural a unidade peptidica contém na
extremidade um grupo carboxilico € ndo um grupo amida, tal como se obtém quando se cliva da
resina Sieber Amide, foi testada um outro tipo de resina em que se obtém o terminal acido carboxilico,
tal como na sequéncia pertencente ao PGN natural (Figura 20).

Para tal, utlizou-se a resina HMPB-AM® tendo-se no entanto, verificado apo6s purificagdo por
HPLC uma mistura de produtos e, consequentemente, um rendimento substancialmente inferior (26
%) ao verificado para a Sieber Amide (~quant.).

Este tipo de resina requer um diferente tipo de activagdo dos aminoacidos em relagao a Sieber
Amide, assim como uma proteccdo apropriada dos centros reactivos que ndo reagiram no

acoplamento do primeiro aminoacido, de forma a evitar sequéncias erradas.
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NH, NH,

- = (e} S (@]

TR T Py :oH

AN . N\)J\ N N
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H : H H : H
o) le) = (e} (@) =
HoN o H2N 6]
31 32

Figura 20 — Extremidades terminais do péptido a) sintético apds quebra da resina Sieber Amide (31) e b) residuo

pertencente ao monémero natural (32).

Assim o primeiro aminoacido foi acoplado de acordo com o procedimento descrito por Boons,’
recorrendo as condigbes de acoplamento DIC/DMAP, sendo os aminoacidos seguintes acoplados
segundo o procedimento utilizado para a Sieber Amide. Seguiu-se, tal como para a resina anterior, a
reaccao por teste de Kaiser. A clivagem foi também efectuada recorrendo a uma solu¢ao 1% TFA em
DCM.

Verificou-se pelo cromatograma (Figura 21) a existéncia de dois (ou mais) picos maioritarios
com tempos de retengdo préximos (com um t.r. de ca. de 5,5 min.), que ndo se conseguiram separar

apesar da alteragao das condi¢des das corridas. Os picos maioritarios foram assim recolhidos juntos.

0000

Ly

<>
5

B
»
3

Figura 21 — Cromatograma do péptido obtido com a resina HMPB-AM: A) detector a 206 nm; B) detector a 270 nm
(injecc@o de 60 pL, condi¢des no Cap.lll).

Depois de se caracterizar por 'H RMN, COSY e TOCSY, e recorrendo ao programa de analise
de proteinas Sparky,64 pode-se dizer que haviam duas cadeias presumivelmente muito similares, em
que uma nao continha a lisina. Conclui-se assim, que a nao protecgado dos centros reactivos apds o
primeiro acoplamento, gerou cadeias peptidicas com diferentes sequéncias, que surgiram com
tempos de retencéo diferentes, conforme o nimero de aminoacidos ou os aminoacidos que as

compunham.
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1.3 Acoplamento entre o péptido e 0 aglcar — estabelecimento da estrutura
do glicopéptido D-Alanil-D-Alanil-D-Alanil-alil-2-acetamido-4,6-benzilideno-2-
deoxi-a-D-glucopiranose

De forma a testar e optimizar o acoplamento da unidade glicosidica a extremidade peptidica em
SPPS, fez-se 0 acoplamento de 5 a um péptido constituido por 3 D-alaninas (Esquema 37).

Através de 'H e *C RMN (Tabela 10) verificou-se que houve incorporagdo do agucar na
extremidade da cadeia peptidica tendo-se assim formado o glicopéptido D-Ala-D-Ala-D-Ala alil-2-

acetamido-4,6-benzilideno-2-deoxi-a-D-glucopiranose 33.

P\ 0% 0
O_N\H/\ J\r \”/\NHQ * j\ NHAc
OH

O 5

2) Desprotecgéo

: T 0@ ;o
HoN OAllyl
N NHAC

33

l 1) Acoplamento

Esquema 37 — Sintese do glicopéptido p-Ala-p-Ala-p-Ala glucopiranose (33).

O objectivo desta experiéncia consistiu ndo s6 em testar o acoplamento do agucar ao péptido
em fase solida, mas também realizar a desprotecgao selectiva do grupo hidroxilo em C-4 de forma a
obter 34, para tentar uma posterior glicosidagdo em SPPS formando deste modo o dissacarido pre-
tendido. Para tal efectuou-se a desprotecg¢édo da unidade glicosidica do glicopéptido 33, ainda ligado a
resina, recorrendo a estratégia utilizada em solugao em que se utilizam condigdes NaCNBH;3-TMSCI

(Esquema 38).

= o = O

: H BHQ&W

: : H
HN N N N/U\_/Oo OAllyl

H H H NHAc
= (0] = (0] (0] (0] =
H H PH 0
O—N N (o) OAllyl | 1) NaCNBH;, TMSCI 34
\H/\H j]/\m : NHAc 2) Desprotecgao
O O =

: Q2 L 9 o
33 ' HN_A N~ /U\% 2 OAllyl
N N7 y
\n/\H T]/\H : NFAS
o} o} z

35

Esquema 38 — Abertura selectiva do glicopéptido sob condigdes NaCNBH;-TMSCI.

Verificou-se, no entanto, por 'H e "*C RMN a auséncia dos sinais correspondentes ao anel

aromatico, ou seja, nao houve redugao ocorrendo a clivagem do acetal, tendo-se obtido 35.
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Esta hipotese foi abandonada por limitagdes de tempo, apesar de ser uma via a ser estudada

mediante outras condi¢des de abertura regiosselectiva de acetais, compativel com o suporte sélido.

Tabela 10 — Caracterizagéo dos glicopéptidos 33 e 35.

: 0 : O
HN N N NN OAllyl
N N NHAC
0 0 :

ERNG) - 0
: N J\/HHO 0
HoN N N NN % OAllyl
H H H NHAc
o} o} :

COMPOSTO
33 35
8,75 (2H, d, -NH), 8,31 (1H, d, J 7,3, -NH),
8,34 (3H, m, -NH), 8,21 (1H, d, J 6,4, -NH),
7,77 (3H, m, -NH), 7,79 (1H, m, -NH),
7,41 (5H, m, Ar-H), 7,42 (-NH amida),
7,28 (-NH amida), 7,29 (-NH amida),
7,00 (-NH amida), 5,89 (1H, m, -CH,CH=CH3),
5,93 (1H, m, -CH.CH=CH;), 5,32 (1H, d, -CH,CH=CH,),
'H RMN 5,70 (1H, s, PhCH-), 5,16 (1H, d, J 10,2, -CH,CH=CH,),
5,36 (1H, d, -CH,CH=CH.), 4,81 (1H, d, H-1),
5,19 (1H, d, -CH,CH=CH.), 4,48-407 (5H, m, -CH-Ala, -CH-Lac., -
4,88 (1H, d, J, H-1), CHCH=CH),
436-334 (10H, m, -CH-Ala, -CH.Lac., - | 391 (1H, dd, J 1352, 5,16, -CH,CH=CHy),
CH,.CH=CH,, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6a, H- | 3,63-3,36 (6H, m, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6a, H-
6b), 6b),
1,85 (3H, s, -NHCOCHj), 1,83 (3H, s, -NHCOCH3),
1,22 (12H, m, -CHs-Ala). 1,23 (-CHs-Ala).
Os carbonos quaternarios dos grupos carbonilo | 174,0 (CO),
nao se observam. 172,2 (CO),
146.2, 171,4 (CO),
134,2 (-CH,CH=CH,), 169.8 (CO),
128,8 (C(An), 134,5 (-CH,CH=CH),
128,2 (C(AN), 116,5 (-CH;CH=CH),
125,9 (C(A)), 95.7 (C-1),
125,4 (C(Ar)), 7.4 (C3)
116,8 (-CH,CH=CHy), 75,8 (C-5)
96,6 (C-1), 73,1 (CH-Lac),
92,4 (PhCH-), 70.6 (C-4),
N f;lg Egg; 67,0 (-CH,CH=CH}),
: : 60,4 (C-6),
67,9 (CH-Lac), 52,9 (C-2),
67,6 (-CH2CH=CHy), 48.3 (CH-Ala),
62,7(C-5) 47,8 (2x CH-Ala),
60,4 (C-6), 22,6 (-NHCOCHb),
53,0(C-2), 194 (-CHs-Ala),
48,3 (CH-Ala),

47,8 (2xCH-Ala),
22,6 (-NHCOCHs),
19,1 (-CHa-Ala),
18,4 (-CHs-Ala),
18,3 (-CHz-Ala),
17,8 (-CHz-Ala).

18,4 (-CHz-Ala),
18,3 (-CHs-Ala),
17,8 (-CHa-Lac).
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1.4 Acoplamento do dissacéarido a extremidade peptidica em SPPS e elonga-
cao da cadeia peptidica

Uma vez que o rendimento obtido com a resina HMPB-AM foi muito baixo, procedeu-se a sinte-
se do monémero (Figura 22) com a resina Sieber Amide. Apesar de nao se obter o terminal C natural
com esta resina, tentar-se-a verificar em estudos biolégicos posteriores, qual a sua importancia no
reconhecimento microbiano.

HC? 2 o e o
HO o
AchH 0”7 AcNH

] OH
GHCH,
L-Ala
D-GIn
L-Lys’

D-Ala

D-Ala

Figura 22 — Mon6émero pertencente ao PGN natural.

O acoplamento do dissacarido 2 ao terminal amina da L-alanina foi efectuado através do
mesmo método de activacdo utilizado o grupo carboxilico dos aminoacidos, sendo a reac¢ao seguida
através do teste de Kaiser (Esquema 39). Apos varios ensaios, concluiu-se que eram necessarios 3
equivalentes de dissacarido para se verificar o loading completo da resina, ja que abaixo desse
numero de equivalentes se observava, pelo teste de Kaiser, a cor azul indicadora de um Joading

incompleto da mesma.

Apés a introducado da unidade glicosidica, foi feita a desprotec¢ao do grupo protector da cadeia
lateral da L-lisina, o 1-(4,4-dimetil-2-dioxociclohexilideno)-3-metilbutilo (Ddiv). E de salientar que em
estudos preliminares para a optimizagdo das condigées de SPPS, foi utilizada a L-lisina protegida com
o grupo 4-metiltritilo (Mtt).*> Este grupo &, no entanto, clivado em condigdes acidas (1%TFA em
DCM), o que neste caso ndo era favoravel, pois pretendia-se a clivagem do grupo protector sem
haver clivagem do péptido da resina.

O grupo Ddiv (também designado por ivDde) é estavel nas condicbes de acoplamento assim
como na desprotecgdo do Fmoc com solugdo 20 % piperidina, sendo apenas removido com uma
solugcdo 2% hidrazina em DMF. Este grupo mantém o grupo amina da L-lisina protegido durante a
reaccado de acoplamento, prevenindo também a remocéo prematura do grupo Fmoc, causada por

uma amina suficientemente basica, tal como o grupo amina da lisina.

52



Capitulo Il — Apresentacéo e Discusséo de resultados

NHDdiv

O
1
]

3eq. 2
HOBt/PyBOP/DIPEA

h/TO 0 BnO 0
BRO o0 A
AcNH Y

AcNH

NHDdiv

o

)\[( \)J\ N—P
Y N
H
(0]
(0]
5x Gly
HOBt/PyBOP/DIPEA 0 N NH;

h/TO BnO
O/\/

AcNH AcNH

Desprotecgdo %\ )g\/

HO o BnO o

T

T

B0 0%
AcNH j\AcNH OH
0" NH 0z o)

H H H

N N
N/ﬁ( - N
H I H

o} o
HN So 1

Esquema 39 — Sintese do mondmero 1.

Tal como para o grupo Fmoc, a sua remogao pode ser seguida por espectrofotometria, ja que
este gera um derivado indazole 37 que absorve no mesmo c.d.o. do grupo Fmoc (290 nm) (Esquema
40). E ainda estavel nas condigdes de clivagem da resina (1 ou 2% TFA em DCM) o que possibilita a

sua manutencao apos a quebra.
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Esquema 40 — Desprotecc¢éo do grupo Ddiv da lisina com formagao de um derivado indazole 37.

A desprotecgdo da cadeia lateral da L-lisina foi confirmada por teste de Kaiser, inserindo-se
posteriormente as cinco glicinas, atraves do método usual de activagéo e de monitorizagao.

O glicopéptido ramificado foi clivado da resina, através da lavagem da resina com uma solugéo
1% TFA em DCM, procedimento que removeu simultaneamente o acetal e o grupo 1-propenilo da
unidade glicosidica (Esquema 40). O residuo obtido foi purificado por HPLC (Figura 23) tendo-se
obtido 1 sob a forma de um 6leo transltcido (3 mg, ~25%). Este foi caracterizado por 'H RMN, assim
como por COSY, TOCSY e NOESY.
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Figura 23 — Cromatograma obtido para o glicopéptido 1 (detector a 206 nm, injeccéo de 50 pL, condigdes no Cap.lll).

Tendo em conta a dimensdo da molécula e a dificil interpretacdo do espectro de 'H RMN
devido a sobreposi¢do dos sinais de ambas as unidades, optou-se por fazer inicialmente a atribuigdo
dos sinais da unidade peptidica.

Tal como efectuado para o péptido 30, a atribuicdo dos sinais correspondentes a unidade
peptidica foi efectuada recorrendo aos espectros 2D COSY e TOCSY. Foi ja referido que a sobre-
posicao destes espectros torna possivel assinalar a interacgéo entre o protdo do grupo NH e o protédo
o do aminoacido correspondente, e a partir dai, verificar a que aminoacido corresponde pelos sinais

da cadeia lateral que com ele estéo correlacionados (Figura 24).
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Figura 24 — Sobreposicéo dos espectros de COSY (vermelho) e TOCSY (preto) - Expansao em F1 entre 0,6 e 5,3 ppm,
expanséo em F2 entre 6,8 € 9,2 ppm.

Pela Figura 24 é possivel verificar que, por exemplo, as glicinas sdo os Unicos aminoacidos
com sinal coincidente em ambos o0s espectros, e que ndo possuindo cadeia lateral, ndo possuem
mais sinais no TOCSY. De salientar que a glicina terminal Gly® ndo aparece na gama de ppm’s apre-
sentada, pois ndo possui protdo NH que correlacione com o seu protéo a.

Para a D-glutamina observa-se a 8,34 ppm, o sinal que correlaciona a interacgao entre o seu
protdao NH e o protéao D-GIn’a, e assim tragando a vertical no TOCSY retiram-se os respectivos sinais
dos protdes da cadeia lateral: D-GIn*B e D-GIn*p’ a 2,22 e 2,00 ppm, e D-GIn’-y a 1,85 ppm.

A lisina possui dois sinais de correlagao nesta regido, entre o protdo NH e o protdo a, e entre o
protdo NH da cadeia lateral e o protdo . Assim verifica-se a duplicagdo dos sinais correspondentes
aos protdes da sua cadeia lateral a 8,27 e 7,74 ppm, respectivamente.

Da mesma forma, os sinais correspondentes aos protdes NH das alaninas situam-se a 8,37,
8,17 e 8,01 ppm. Tragcando a vertical, podem-se retirar os valores de ppm correspondentes aos
protbes dos grupos metilo de cada uma a 1,28, 1,31 e 1,30 ppm, respectivamente.

Os protdes correspondentes as piranoses foram de certa forma dificeis de atribuir. A sobre-
posicdo de sinais dos dois anéis, a auséncia dos sinais dos protdes anoméricos em 'H RMN devido
ao programa de supressao da agua, assim como a presenga de grupos substituintes, que nao
permitiram que se pudesse fazer a atribuigdo a partir de um padrao, foram factores que tornaram a

atribuicdo problematica.
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Tabela 11 — Caracterizagdo do mon6émero 1.

'H RMN "H RMN

B-GlcNAc-1 4,20 p-Ala’-NH 8,36
B-GIcNAC-2 3,58 p-Ala'-a 4,15
B-GlcNAC-3 3,28 D-Ala'-p 1,28
B-GIcNAc-4 3,40 D-GIn*-NH 8,34
B-GIcNAc-5 3,09 D-GIn*a 4,27
B-GIcNAG-6 3,78 D-GIn’-B 1,85
B-GIcNAC-6’ 3,62 D-GIn’-B 1,99
B-GIcNAC(CHs) 1,76 D-Gln’y v 2,23
B-GIcNAC(NH) 7,31 L-Lys*-NH 8,28
B-GIcNAC-3(CHz) 3,58 L-Lys*-a 4,10
B-GIcNAC-3(CHz) 3,71 L-Lys>-B 1,65
B-GlcNAc-3(Ph) 7,20-7,36 L-Lys>-y 1,23
B-GIcNACc-40H * L-Lys®-5 1,39
B-GIcNAc-60H * L-Lys®-¢ 3,07
a-MurNAc-1 4,50 L-Lys®-NH 7,74
o-MurNAc-2 3,62 Gly'-a 3,95
o-MurNAc-3 3,79 Gly'-NH 8,50
a-MurNAc-4 3,41 Gly*-a 3,88
o-MurNAc-5 * Gly-NH 8,38
a-MurNAc-6 * Gly*-a 3,84
a-MurNAc-6’ * Gly>-NH 8,30
a-MurNAC(CHs) 1,84 Gly*-a 3,74
o-MurNAC(NH) 7,85 Gly*-NH 8,19

o-MurNAc-6(CHo) 3,58 Gly’-a *

a-MurNAc-6(CH,) 3,71 Gly>-NH, *
o-MurNAc-6(Ph) 7,20-7,36 p-Ala*-NH 8,17
p-Lac-a 4,38 p-Ala*-a 4,18
D-Lac-p 1,27 D-Ala*-p 1,31
D-Ala’-NH 8,01
D-Ala’-a 4,15
D-Ala’-B 1,30

D-Ala’-CONH, *

* [J Nao foi possivel fazer atribuigao.
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Figura 25 - Sobreposicéo dos espectros de COSY (vermelho) e TOCSY (preto) - Expansédo em F1 entre 2,9 e 5,4 ppm,

expanséo em F2 entre 2,6 e 5,5 ppm.

Assim, comegou-se por verificar que se observavam os sinais de correlagdo H-H entre os
protdes NH do acido muramico (a-MurNAc) e da N-acetilglucosamina (B-GlcNAc) a 7,85 e a 7,30 ppm
com os respectivos protdes do anel do agucar. A partir do sinal que correlaciona em COSY estes
NH's com os protdes adjacentes, os protdes H-2, foi possivel achar um ponto de partida para a
atribuicdo dos restantes sinais dos anéis.

Verificam-se ainda para estes desvios quimicos, os sinais correspondentes aos protdes
anoméricos MurNAc-H1B, MurNAc-H1a e GIcNAc-H1pB, a 5,14, 4,50 e 4,20 ppm, respectivamente.

A atribuicdo de todos os sinais encontra-se descrita na Tabela 11.

De salientar que apesar de se ter feito NOESY, obtendo-se correlagdes inter-residuos (rela-
¢bes espaciais entre protdes) o que permite fazer a sequenciacdo do péptido, neste caso nado se
obteve um espectro com resolugéo suficiente para esse efeito. No entanto, esta sequenciagao foi ja
efectuada em estudos anteriores, podendo-se dizer que se obteve a sequéncia correcta para este
caso. Da mesma forma, a falta da informacgao retirada deste espectro, também contribuiu para a dificil

atribuicdo dos sinais correspondentes a unidade glicosidica.

E de realcar, que a unidade glicosidica possui ainda grupos benzilo, uma vez que os testes e

optimizacdo dessa desproteccdo se encontram presentemente a ser realizados. A desproteccao
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destes grupos neste tipo de estruturas esta ja descrita,® sendo efectuada recorrendo a Pd(OH),
(catalizador de Pearlman) apoés a clivagem do péptido da resina.

Os testes bioldgicos poder-se-iam efectuar tendo o monémero ainda ligado a resina, mas para
tal seria necessaria a desprotecgéo de todos os grupos hidroxilo. Neste caso nao é possivel fazer a
desprotecgao dos grupos benzilo, ja que a remogao do catalisador se faz através de filtragao, o que é
incompativel com a fase solida. Estdo, no entanto, descritas condi¢cdes de desprotecgao alternativas
que poderéo ser aplicadas a fase sélida (estudos que serdo efectuados numa fase posterior), como é

exemplo, a desprotecgéo dos grupos benzilo recorrendo a nanoparticulas de Pd.
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[I.5 Caracterizagédo por HR MAS NMR

Uma vez que a técnica de HR MAS NMR permite fazer a caracterizagdo de estruturas ligadas a
uma resina, permitindo no final a recuperagao da amostra, e que o know-how desta técnica foi recen-
temente adquirido pelo grupo de RMN do departamento de quimica da FCT, decidiu-se efectuar estu-
dos preliminares sobre os compostos preparados, assim como compreender e optimizar o método.

Pretende-se deste modo, obter uma forma rapida e fiavel de controlar a evolugdo da reaccgao

em SPPS sem que haja perda de produto, ja que este permanece ligado a resina.

Assim tentou-se efectuar a caracterizagdo da resina Sieber Amide, e do péptido e glicopéptido
ancorados a resina através de HR MAS NMR. Varias sequéncias peptidicas ligadas a resinas foram
ja caracterizadas por esta técnica, tendo sido, nos casos ja descritos, utilizadas outras resinas.

Numa primeira fase de optimizacdo efectuou-se a caracterizacdo da resina Sieber Amide
(protegida com o grupo Fmoc), em CDClI;, DMF-d; e numa mistura DMF-d;/DMSO-ds 60-40, uma vez
que os estudos de HR MAS para esta resina ainda ndo se encontram descritos na literatura. Obtive-
ram-se os espectros apresentados na Figura 26.

em DMF-DMSO 60-40 4kHz ina em CDC13 4kHz
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Figura 26 — Espectros de HR MAS NMR da resina em: A) DMF-d;, B) DMF-d;/DMSO-ds 60-40, C) CDCl;.
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Verificou-se para este caso, que o solvente deuterado onde se obteve um melhor espectro era
o CDClI;. Neste solvente obteve-se um espectro com maior sensibilidade conseguindo-se fazer uma
previsdo da atribuicdo dos sinais. Verifica-se nitidamente um sinal alargado entre 7,0 e 7,5 ppm
correspondente aos protdes aromaticos dos anéis de xantenilo e do grupo Fmoc, assim como os
sinais correspondentes a protdes alifaticos entre 3,8 e 5,2 ppm. De lembrar que o suporte polimérico
da Sieber Amide é composto por poliestireno, que portanto contribuira para o alargamento da banda
na zona aromatica.

A técnica foi também testada com o péptido ligado a resina, verificando-se, ao contrario do
obtido apenas para a resina, que o CDCI; ndo era o melhor solvente para fazer a caracterizagéao
(Figura 27). Este facto era esperado pois o péptido é insoluvel em CHCI; o que faz com que, mesmo
quando ligado a resina, se verifique o possivel enrolamento da cadeia e ndo se detectem quaisquer

sinais.
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Figura 27 — Espectros de HR MAS NMR do péptido ligado resina em: A) DMF-d;, B) DMF-d-/DMSO-ds 60-40, C) CDCls.

Ja em DMF-d7, verifica-se uma melhoria na resolugdo do espectro, ndo se conseguindo ainda
efectuar a atribuicdo correcta dos sinais. E de salientar que se tentou efectuar os espectros 2D HR
MAS, mas que estes se mostraram ineficazes na atribuicdo de sinais devido a fraca resolugcdo dos

mesmos.
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Tentou-se ainda verificar, j& que se encontra descrito na literatura,®® se misturas entre DMF-dg
/DMSO-dg melhoravam a resolugdo do espectro. No entanto, o que se verificou para este tipo de
resina, foi a sua perda resolucéo.

Em relagédo a resina ligada ao glicopéptido 35, verificou-se que, tal como para o péptido, o
CDCI3; era um mau solvente para tragar o espectro, sendo a DMF-d; o melhor solvente apesar da
atenuacéo dos sinais devido a presenca de agua (Figura 28).

I
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Figura 28 — Espectros de HR MAS NMR para o glicopéptido ligado a resina: A) DMF-d;, B) DMF-d,/DMSO-d¢ 60-40, C)
CDCls.

A razao pela qual a DMF-d; se apresenta com agua, tem a ver com o modo de preparagao da
amostra para HR MAS NMR. A necessidade de haver um swelling prévio da amostra, de, pelo menos
umas horas antes da experiéncia, e a existéncia de poucas sondas de 50 pulL, faz com que seja
necessario efectuar o swelling da resina dentro de frascos de 1 mL e depois transferi-la para a sonda.
Este processo demora alguns minutos o que foi suficiente para a amostra captar agua.

Apesar de ser ainda dificil obter uma resolugdo satisfatéria para se proceder a correcta
atribuigcdo dos sinais, devido ndo s6 ao alargamento destes, mas como também pela presencga de
agua na DMF-d;, o que atenua grandemente os sinais, irdo ser efectuados estudos mais aprofun-

dados sobre os parametros das experiéncias, assim como sobre a preparacdo da amostra.
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1.6 Conclusdes e perspectivas futuras

Neste trabalho foi efectuada com sucesso a sintese de um mondémero de PGN, tendo como
objectivo a sua aplicacdo em estudos bidlogicos futuros. Foi assim apresentada uma estratégia que
consistiu no acoplamento de um dissacarido a uma cadeia peptidica constituida por cinco
aminoacidos em fase solida, e posterior ramificagdo da mesma.

O dissacarido 2 foi sintetizado recorrendo a uma estratégia de protecgdo ortogonal de
agucares, com um rendimento global de 19 %. A unidade peptidica (D-Ala-D-Ala-L-Lys-(Ddiv)-D-GIn-L-
Ala-NH,) foi preparada recorrendo a estratégia Fmoc SPPS utilizando como suporte sélido a resina
Sieber Amide, obtendo-se o péptido 3 com um rendimento de 70 %. Ambas a unidades foram, apés
purificagdo, caracterizadas por RMN (1H e C RMN, COSY e TOCSY) e por espectrometria de
massa.

O acoplamento entre ambas as unidades foi realizado em condi¢des de acoplamento standard
em SPPS, utilizando como reagentes de acoplamento o PyBOP e o HOBt em presenca de DIPEA,
tendo-se removido posteriormente o grupo protector Ddiv da cadeia lateral da lisina, de forma a
proceder-se a ramificagao da cadeia peptidica com as cinco unidades de glicina. Apds a clivagem do
mondémero da resina, com consequente remogdo de alguns grupos protectores da unidade
glicosidica, e purificacdo por HPLC, obteve-se o monémero 1 com um rendimento total de 3 %
(Esquema 41). O mondémero foi também caracterizado por RMN ('"H RMN, COSY e TOCSY), bem

como por espectrometria de massa.
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Esquema 41 — Esquema geral de sintese do monémero 1.

Os estudos de HR MAS NMR efectuados com a resina Sieber Amide, sobre o péptido e o
glicopéptido ancorados a resina, em solventes como o CDCl; a DMF-d; ou mistura DMF-d7/DMSO-dg,
permitiram verificar que o CDCI; é o melhor solvente para caracterizar a resina, ou seja, aquele em
que se verifica um melhor swelling desta, enquanto a DMF-d; sera o melhor solvente para efectuar a
caracterizagdo do péptido ou do glicopéptido (ao contrario do que esta descrito na literatura para

outras resinas e sequéncias peptidicas, em misturas DMF-d-/DMSO-d;) (Figura 29).
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Figura 29 — Espectro de HR MAS NMR para o glicopeptido ancorado aresina.

Assim, devido a referida utilidade na monitorizagao de reacgbes em SPPS, irdo ser efectuados
novos estudos de HR MAS NMR de modo a optimizar os parametros das experiéncias. Desta forma
podera obter-se uma melhor resolugao nos espectros, assim como melhorar a forma de preparagéo
da amostra, nomeadamente verificar qual a melhor forma de swelling, tomando as devidas
precaucdes de modo a evitar a presenca de agua. Tentar-se-a ainda verificar se a insersdo de um

espagador entre o suporte polimérico e a amostra podera melhorar a resolugéo dos espectros.

De futuro, proceder-se-a a sintese do dimero de PGN de acordo com a estratégia adoptada
para o mondmero (Figura 30). Deste modo poder-se-a testar a sua actividade e comparar os
resultados obtidos com os obtidos com o monémero previamente sintetizado, bem como com o PGN
natural. Estes testes biolégicos serdo realizados no Laboratério de Superficies Celulares e

Patogénese Bacteriana no Instituto Tecnoldégico de Quimica e Bioquimica.
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Figura 30 — Sintese futura do dimero de muropéptidos.

Pretendem-se ainda desenvolver novas metodologias para a preparagdo do dissacarido, tal

como, a sua preparagao em fase solida, permitindo uma sintese mais rapida e eficiente.
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lll. Procedimento experimental
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.1

Preambulo

A parte experimental deste trabalho envolveu a utilizacdo de alguns procedimentos gerais,

descritos em seguida:

Os solventes utilizados foram, sempre que necessario, destilados e secos por métodos padrao
descritos na literatura.®”’

Os reagentes adquiridos comercialmente nao foram purificados salvo indicagdo em contrario.

As cromatografias em camada fina (c.c.f.) foram efectuadas em placas de silica Merck
Kieselgel GF 254 com 0,2 mm de espessura, em suporte de aluminio.

As cromatografias em camada preparativa (c.c.p.) foram efectuadas em placas de silica Merck
Kieselgel GF 254 com espessura de 0,5 mm ou 1 mm.

As cromatografias em camada fina (c.c.f.) foram reveladas com luz ultra-violeta (UV) a 254 nm
e/ou 366 nm ou recorrendo a pulverizagdo com o revelador indicado a cada situagéo.

As cromatografias em coluna (c.c.) foram efectuadas utilzando silica Kieselgel 60 (Merck), de
granulometria 70 — 230 “mesh” como fase estacionaria.

Os pontos de fusdo, ndo corrigidos, foram determinados num aparelho BIBBY, Stuart Scentific,
Melting Point SMP1.

A rotagédo Optica foi medida num polarimetro Perkin-Elmer 241 MC, risca D do sdédio, a
temperatura ambiente.

Os espectros de infravermelho (IV) foram tragados num espectréometro Perkin- Elmer, modelo
Spectrum 1000 FT-IR. Na descrigao dos espectros séo indicadas apenas as frequéncias mais
intensas ou caracteristicas. Os dados sdo apresentados pela seguinte ordem: suporte de
amostra utilizado: KBr (em pastilha de brometo de potassio para compostos solidos), NaCl
(em discos de cloreto de sodio para compostos dissolvidos, liquidos ou 6leos); frequéncia do
maximo de uma banda de absorgdo (umax em cm’1); tipo de banda: MF (muito forte), F
(forte), FI (forte larga), M (média), ml (média larga), f (fraca); atribuicdo a um grupo funcional
na molécula (quando possivel).

Os espectros de RMN foram tragcados num espectrometro Brucker ARX 400, num Brucker
Avance 400 ou num Brucker Avance 600, sendo as constantes de acoplamento J dadas em
Hertz (Hz). Os desvios quimicos 6 sdo dados ppm, utilizando-se como referéncia interna o
sinal do solvente. Os espectros de 'H-RMN foram efectuados a 400 ou 600 MHz e os de
*C-RMN a 100 MHz. Na descricdo dos espectros os dados sdo apresentados pela seguinte
ordem: solvente deuterado utilizado; desvio quimico de cada sinal (6, em ppm); intensidade
relativa do sinal (nH, n° de protdes); multiplicidade do sinal; constante de acoplamento (J, em
Hertz); atribuicdo na molécula (sempre que possivel).

Os espectros de massa de alta resolugdao (E.M.A.R.) foram obtidos na Unidade de
Espectrometria de Masas da Universidade de Santiago de Compostela (Micromass; modelo:

AutoSpecQ). Na descricdo dos espectos os dados sdo apresentados pela seguinte ordem:
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[m/z (alta resolugdo)] razdo massa/carga do ido molecular; férmula molecular e massa exacta
tedrica do iao molecular correspondente.

e Os espectros de massa de baixa resolugéo foram obtidos no Laboratério de Espectrometria de
Massa da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia — Universidade Nova de Lisboa (GC-TOF
Micromass; modelo GTC). Na descricdo dos espectros os dados sédo apresentados pela
seguinte ordem: método ionizagao; razdo massa/carga (m/z); atribuicao do ido ou fragmento
molecular (quando possivel); intensidade do pico relativa a do pico base (%).

¢ A purificagdo por HPLC foi efectuada no Laboratério de Superficies Celulares e Patogénese
Bacteriana no Instituto Tecnolégico de Quimica e Bioquimica, num cromatografo Shimadzu
(Prominence System) equipado com uma coluna Chromolith® SemiPrep 100-10 mm RP-18
endcapped (30 °C); Detector para 206 e 270 nm (40 °C); Solugbes tampéo: (A) agua 0,1%
TFA; (B) 50% acetonitrilo 0,1% TFA; Fluxo da fase movel: 3 mL/min; Duragéo da corrida: 30
min.

e Os espectros de HR MAS NMR foram tragados num espectrometro Brucker Avance 400

equipado com uma sonda de HR MAS de 4 mm, a temperatura ambiente.
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[ll.2 Sintese da unidade glicosidica

[11.2.1 Sintese da alil 2-acetamido-2-deoxi-a-D-glucopiranose (38)

Colocou-se a refluxo uma mistura de N-acetil-glucosamina (7) (3 g, 13,6 D
- - HO ~
mmol), alcool alilico (30 mL, seco sob peneiros moleculares) e BF;.Et,O (512
HO™ ’

uL, 4,1 mmol) durante 2 h. Adicionou-se posteriormente alcool alilico (6 mL, ikt *

contendo 5% de HCI conc.), e a reac¢ao foi mantida sob refluxo durante 10 h. >
Concentrou-se a mistura reaccional sob pressao reduzida, e o residuo resultante foi recristalizado de
EtOH-Et,0 obtendo-se 38 sob a forma de um sélido amarelo (3,2 g, 91%).

IV (KBF) Vmax (cm™): 3373 (F, -OH), 1652 (F, C=0 amida);

'H RMN (400 MHz, DMSO-d¢) &: 7,78 (1H, d, J 7,96, -NH), 5,90 (1H, m, - CH;CH=CH,), 5,31
(1H, dd, J 17,24, - CH3;CH=CH,), 5,14 (1H, dd, J 10,44, -CH,CH=CH,), 4,66 (1H, d, J 2,91, H-1), 4,09
(1H, dd, J 13,52, 3,36, -CH,CH=CH,), 3,91 (1H, dd, J 13,52, 5,16, -CH,CH=CH,), 3,64 (2H, m, H-2, H-
4), 3,48 (3H, m, H-6a, H-6b, H-5), 3,14 (1H, t, H-3), 1,82 (3H, s, -NHCOCH,).

Os dados espectroscoépicos do produto obtido estdo de acordo com os apresentados na literatura.®®

[1.2.2  Sintese da alil 2-acetamido-2-deoxi-4,6-O-benzilideno-a-D-glucopiranose (6)

A uma solugdo de alil 2-acetamido-2-deoxi-a-D-glucopiranose e
(38) (1,2 g, 44 mmol) em DMF (8,7 mL), adicionou-se benzaldeido /\q ~
dimetilacetal (2 mL, 13,2 mmol) e TsOH (84 mg, 0,49 mmol, ©/t° I s
previamente seco). A mistura foi aquecida a 60 °C tendo-se deixado a
esta temperatura durante 3 h.

Arrefeceu-se a mistura e colocou-se sobre esta uma solugéo saturada de NaHCO; (20 mL),
tendo-se verificado a formagédo de um precipitado branco. Este foi filtrado e lavado com éter etilico
tendo-se obtido 6 sob a forma de um sélido branco (1,5 g, rendimento quant.).

P.f.: 236-240 °C;

[a]p: + 50 (c 0,1, etanol);

IV (KBF) Vmax (cm™): 3302 (F, -OH), 1654 (F, C=0 amida);

'H RMN (400 MHz, DMSO-dg) &: 7,95 (1H, d, J 5,72, -NH), 7,45 (2H, m, Ar-H), 7,37 (3H, m, Ar-
H), 5,93 (1H, m, -CH,CH=CH,), 5,60 (1H, s, Ph-CH-), 5,35 (1H, dd, J 17,24, -CH,CH=CH,), 5,18 (1H,
dd, J 10,44, -CH,CH=CH,), 4,75 (1H, d, J 3,28, H-1), 4,17 (2H, m, -CH,CH=CH,, H-6), 3,97 (1H, dd, J
13,60, 5,40, -CH,CH=CH,), 3,85 (1H, m, H-2), 3,74 (3H, m, H-4, H-5, H-6), 3,50 (1H, t, J 9,08, H-3),
1,84 (3H, s, -NHCOCH;).

Os dados espectroscoépicos do produto obtido estao de acordo com os apresentados na literatura.®®
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[11.2.3 Sintese da alil 2-acetamido-2-deoxi-3-O-(carboxietil)-4,6-O-benzilideno-a-D-

glucopiranose (5)

Dissolveu-se a alil 2-acetamido-4,6-O-benzilideno-2-deoxi-a-D- o N
glucopiranose (6) (500 mg, 1,43 mmol) em dioxano quente (44 mL). : /L/C:Qj'NHAc
Adicionou-se de seguida NaH (132 mg, 2,86 mmol) e aqueceu-se a 90 o
°C, deixando-se com agitagdo cerca de 1 h. j;

Diminuiu-se a temperatura para 60 °C e adicionou-se o acido 2- o en
(S)-cloro-propionico (556 uL, 6,43 mmol) verificando-se a formagdo de uma gelatina translicida.
Agitou-se a mistura durante 30 min. e adicionou-se posteriormente NaH (543 mg, 13,6 mmol)
deixando-se a mistura em agitacao durante a noite.

Adicionou-se cuidadosamente agua (8 mL) a mistura e concentrou-se. Dissolveu-se o residuo
em agua (12,5 mL) e lavou-se trés vezes com cloroférmio (10 mL). Filtrou-se a fase aquosa, tendo-se
obtido uma solugdo amarela clara que foi acidificada (ca. pH 5) adicionando-se gota a gota uma
solugdo HCI 6 M em banho de gelo. A medida que se adicionou o &cido verificou-se a formag&o de
um precipitado branco gelatinoso. Este foi colocado no frigorifico € deixado durante a noite. Os
cristais foram filtrados, lavados com agua gelada e recristalizados de metanol. Obteve-se 5 sob a
forma de cristais incolores 288 mg (48 %).

P.f.: 200-206 °C;

[a]p: +110 (c 0,17, etanol);

IV (KBF) Vimax (cm™): 3292 (m, OH 4c.), 1718 (F, C=0 é&cido), 1654 (F, C=0 amida);

'H RMN (400 MHz, DMSO-de) 8: 7,95 (1H, d, J 5,56, -NH), 7,41 (5H, m, Ar-H), 5,93 (1H, m, -
CH3;CH=CH,), 5,69 (1H, s, Ph-CH-), 5,32 (1H, d, J 17,12, -CH,CH=CH,), 5,18 (1H, d, J 10,32, -
CH,CH=CH,), 4,99 (1H, d, J 3,08, H-1), 4,30 (2H, q, J 6,88, -CH ac.), 4,20 (2H, m, -CH,CH=CH,, H-
6), 3,98 (1H, dd, J 13,44, 5,44, -CH,CH=CH,), 3,79 (5H, m, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6), 1,85 (3H, s, -
NHCOCHS,), 1,27 (3H, d, J 6,84, -CH; Lac).

3C RMN (400 MHz, DMSO-dg) 8: 175,3 (-COOH), 169,4 (-NHCOCH,), 137,6 (C(Ar)-CH-),
134,4 (-CH,CH=CH,), 128,8 (m-C(Ar)), 128,2 (p-C(Ar)), 125,8 (0-C(Ar)), 117,0 (-CH,CH=CH,), 100,3
(Ph-CH), 96,4 (C-1), 81,6 (C-4), 75,0 (C-3), 75,0 (-CHCHj; Lac.), 67,8 (-CH,CH=CH,), 67,7 (C-6), 62,8
(C-5), 53,5 (C-2), 22,6 (-NHCOCH;3), 18,6 (-CHs Lac.).
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[1.2.4 Sintese da alil 2-acetamido-2-deoxi-3-O-benzil-4,6-O-benzilideno-a-D-

glucopiranose (9)

A uma solugdo de alil 2-acetamido-4,6-O-benzilideno-2-deoxi-a.- o oo N
D-glucopiranose (6) (1,05 g, 3 mmol) em DMF (22 mL) a 0 °C, foi /\\Q/
adicionado 6xido de bario (920 mg, 6 mmol) e hidroxido de bario (946 ©)\O OBn "
mg, 3 mmol). Adicionou-se de seguida brometo de benzilo (0,7 mL, 6
mmol) gota a gota. A mistura foi deixada com agitagcéo durante a noite, a t.a.

A solugao foi filirada e o solvente evaporado a pressao reduzida, tendo-se obtido um sélido
branco. Recristalizou-se de cloroférmio:metanol 1:1 e n-hexano, tendo-se obtido 9 sob a forma de
cristais incolores (800 mg, 61 %).

P.f.. 218-225 °C;

[a]p: + 31 (c 0,1, MeOH);

IV (KBr) Vimax (€m™): 1647 (F, C=0 amida);

'"H RMN (400 MHz, CDCl3) 8: 7,52 (10H, m, Ar-H), 5,90 (1H, m, -CH,CH=CH,), 5,60 (1H, s, Ph-
CH), 5,39 (1H, d, -NH), 5,28 (1H, dd, J 17,28, 1,28, -CH,CH=CH,), 5,23 (1H, dd, J 10,68, -
CH,CH=CH,), 4,94 (1H, d, J 12,24, PhCH,-), 4,87 (1H, d, J 2,52, H-1), 4,66 (1H, d, J 12,28, PhCH,-),
4,32 (2H, m, H-2,H-6), 4,17 (1H, d, J 12,80, -CH,CH=CH,), 3,99 (1H, d, J 12,92, -CH,CH=CH,), 3,86
(4H, m, H-3, H-4, H-5, H-6b), 1,92 (3H, s, -NHCOCH,).

3C RMN (400 MHz, CDCls) &: 169,9 (-NH(C=0)CHjs), 133,4 (C(Ar)-), 131,0 (CH,CH=CH,),
130,97 (C(Ar)-), 129,0 (C(Ar)-), 128,6 (C(Ar)-), 128,4 (C(Ar)-), 128,3 (C(Ar)-), 128,0 (2xC(Ar)-), 126.95
(C(Ar)-), 126,0 (C(Ar)-), 18,0 (CH,CH=CH,), 101,3 (PhCH>-), 97,4 (C-1), 82,8 (C-4), 76,0 (C-3), 74,0
(-CH,Ph), 68,9 (-CH,CH=CH,), 68,5 (C-6), 62,9 (C-5), 52,4 (C-2), 23,4 (-NHCOCH;).

[l.2.5 Sintese da alil 2-acetamido-2-deoxi-3-O-[(R)-(etoxicarbonil)benzil]-4,6-O-

benzilideno-a-D-glucopiranose (42)

11.2.5.1  Sintese do fenildiazometano (41) (preparado de acordo com a lit.%)

Preparou-se inicialmente a benzilazo-tosilhidrazona, adicionando
gota a gota, a uma solugédo de tosil-hidrazina (1,06 g, 5,56mmol) em ©\¢N_H_E4©7
acido acético quente (1,5 mL), benzaldeido previamente destilado (60 S
mL, 5,56 mmol). Deixou-se a mistura a refluxo durante ca. de 2 h.

Ao fim deste tempo, verificou-se a alteragdo da cor da solugdo de incolor para amarelo.
Retirou-se e colocou-se hum banho de gelo, verificando-se o comego da precipitacdo de cristais
amarelos. Filtraram-se e lavaram-se com agua gelada. Obteve-se 41 como sob a forma de sdlido
amarelo palido (1,56 g, quant.).

'H RMN (400 MHz, CDCl;) &: 8,11 (1H, s, -CH=NNH), 7,89 (2H, d, Ar-H), 7,77 (1H, s,
CH=NNH), 7,59 (2H, d, Ar-H), 7,38 (5H, m, Ar-H), 2,24 (3H, s, -CH5).

Os dados espectroscoépicos do produto obtido estdo de acordo com os apresentados na literatura.®
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A uma solugao de benzaldeido-tosil-hidrazona (700 mg, 2,5 mmol) em tolueno
(10 mL), adicionou-se cloreto de trietil-benzilaménio (140 mg, 0,63 mmol) e uma ©\/N:NH
solugéo 15% NaOH (10 mL). A mistura foi aquecida a 80 °C e deixada com agitagéo

durante 2 h. Depois de arrefecida, a fase organica foi lavada com agua, seca com Na,SO, e filtrada

(quant.). A mistura foi utilizada sem posterior purificagao.

1.2.5.2 Sintese da alil 2-acetamido-2-deoxi-3-O-[(R)-(etoxicarbonil)benzil]-4,6-

O-benzilideno-a-D-glucopiranose (42)

A uma solugdo de alil 2-acetamido-2-deoxi-3-O-[(R)- o O O
(etoxicarbonil)]-4,6-O-benzilideno-a-D-glucopiranose (5) (40 mg, 0,10 /(;(‘JZNHAC
mmol) em CHCI; (5 mL) foi adicionada solugéo de fenildiazometano em ©)\ 0

tolueno (3 mL). Deixou-se com agitagao durante 3 h a t.a. Lavou-se com oio

brine, secou-se com MgSQ,, filtrou-se e evaporou-se a secura. Obteve- /\©
se um solido laranja que foi purificado por c.c.p. (CHCI;:CH;0H 2.5 %), obtendo-se 42 sob a forma de
um solido branco (18.4 mg, 38%).

P.f.: 152-155 °C;

IV (KBF) Vmax (cm™): 1727 (F, C=0 éster), 1651 (F, C=0 amida);

'"H RMN (400 MHz, DMSO-dg) &: 7,73 (1H, d, J 7,52, -NH), 7,40 (10H, m, Ar-H), 5,94 (1H, m, -
CH,CH=CH,), 5,68 (1H, s, Ph-CH), 5,35 (1H, dd, J 17,24, -CH,CH=CH,), 5,20 (1H, dd, J 10,36, -
CH,CH=CH,), 5,11 (2H, s, PhCH), 4,85 (1H, d, J 3,85, H-1), 4,44 (1H, q, J 13,44, 6,64, -CH Lac.),
4,20 (2H, m, H-6, -CH,CH=CH,), 4,00 (1H, dd, J 13,4, 5,52, -CH,CH=CH,), 3,90 (1H, m, H-2), 3,78
(4H, m, H-3, H-4, H-5, H-6), 1,76 (3H, s, -NHCOCH,), 1,28 (3H, d, J 6,72, -CH; Lac.).

3C RMN (400 MHz, DMSO-dg) &: 172,7 (C=0 ester), 169,3 (-NHCOCHj), 134,3 (C(Ar)), 128,8
(C(Ar)), 128,4 (2xC(Ar)), 128,1 (2xC(Ar)), 128,1 (C(Ar)), 127,8 (2xC(Ar)), 125,8 (2xC(Ar)), 1171
(CH,CH=CH,;), 100,3 (Ph-CH-), 96,7 (C-1), 81,3 (C-4), 754 (C-3), 75,1 (-CH Lac.), 67,8
(CH,CH=CH,), 67,7 (C-6), 65,9 (PhCH,OCO-), 62,7 (C-5), 52,9 (C-2), 22,5 (-NCOCH3;), 18,7 (-CH;
Lac.).
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I11.2.6  Sintese da 2-deoxi-2-(2,2,2-tricloroetoxicarbonilamino)-b-glucopiranose (13)

A uma solugdo de D-glucosamina (11) (2,7 g, 12,5 mmol) em agua P
(25 mL), foi adicionado NaHCO; (3,2 g, 37,5 mmol), deixando-se em Hofq j)\ P
agitagdo durante 10 min., a t.a. Adicionou-se de seguida, gota a gota, = L /H o°
TrocCl (2,0 mL, 15 mmol), tendo-se verificado a formagado de flocos
brancos. Deixou-se com agitacao durante 2 h, a t.a. A reacgéo foi seguida por c.c.f. (CHCI;:CH;OH 10
%, pulverizagdo com solug¢ao aquosa de acido H,SO4 10%, R.f.: 0,2).

Filtrou-se o precipitado e lavou-se com éter etilico, tendo-se obtido 13 sob a forma de um sdlido
branco (3,8 g, 85 %).

P.f.: 186-197 °C;

IV (KBr) Vimax (cm'l): 3337 (I, bandas OH), 1702 (F, C=0 carbamato);

'H RMN (400 MHz, DMSO-de) &: 7,39 (1H, d, J 8,12, -NH), 6,42 (1H, d, J 4,28, H-1), 4,96 (1H, t,
J 3,88, H-3), 4,89 (1H, d, J 5,36, -OH), 4,74 (1H, d, J 12,28, -COOCH,CCl;), 4,79 (1H, d, J 12,12, -
COOCH,CCly), 4,68 (1H, d, J 5,68, -OH), 4,40 (1H, t, J 5,96, -OH), 3,60 (5H, m, H-2, H-5, H-6a, H-6b),
3,12 (1H, m, H-4).

l11.2.7 Sintese da alil 2-deoxi-2-(2,2,2-tricloroetoxicarbonilamino)-b-glucopiranose
(25)

A uma solugdo de 2-deoxi-2-(2,2,2-tricloroetoxicarbonilamino)-D-
o) OAIgI

glucopiranose (13) (1.5 g, 4.2 mmol) em alcool alilico (15 mL) foi HO il
N .,'/N O/\

adicionado gota a gota, HCI conc. (300 uL, 2% da solugéo). Deixou-se Hoj Cel

com agitagéo, a 100 °C, durante 4 h. A reacgéo foi seguida por c.c.f. i
(CHCI3:CH30H 10 %, pulverizagdo com solugao aquosa de acido H,SO,4 10%, R.f.: 0,8).

Arrefeceu-se e evaporou-se sob pressdo reduzida tendo-se obtido 25 sob a forma de uma
espuma castanha (quant.).

'H RMN (400 MHz, CDCl5) &: 7,63 (1H, d, J 7,9, -NH), 5,88 (1H, m, -CH,CH=CH,), 5,31 (1H, d,
J 17,2, -CH,CH=CH,), 5,11 (1H, d, J 10,5, -CH,CH=CH,), 4,99 (1H, d, J 5,6, H-1), 4,82 (4H, m, -
COOCH,CCls, -OH), 4,50 (1H, t, -OH), 4,09 (1H, dd, -CH,CH=CH,), 3,90 (2H, m, -CH,CH=CH,, H-6),
3,62 (4H, m, H-2, H-3, H-5, H-6), 3,13 (1H, m, H-4).
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[11.2.8 Sintese da alil 4,6-O-benzilideno-2-deoxi-2-(2,2,2-tricloroetoxicarbonilamino)-

D-glucopiranose (22)

A uma solugdo de alil 2-deoxi-2-(2,2,2-tricloroetoxicarbonil- O._-OAl
O

amino)-D-glucopiranose (25) (3,2 g, 8,5 mmol) em THF seco (11 . )
)-D-glucop (25) 3.2 g ) ( : lo\‘\ "'HJ\O/\

mL), foram adicionados CSA (195 mg, 0,85 mmol) e benzaldeido e °%
dimetilacetal (2,6 mL, 16,8 mmol). A mistura foi colocada a refluxo
durante 6 h. A reacgéo foi seguida por c.c.f. (CHCI;:CH30OH 10 %, pulverizagdo com solugdo aquosa
de acido H,SO, 10%, R.f.: 0,8).

Deixou-se arrefecer, fazendo-se de seguida a adicdo de uma solugao saturada de NaHCO; (40
mL) e extraiu-se com AcOEt (40 mL). A fase orgénica foi lavada com brine (2 x 20 mL) e agua (2 x 10
mL), seco sobre Na,SO, e concentrado sob vacuo. O residuo foi lavado com n-hexano tendo-se
obtido 22 sob a forma de um sélido branco (3,7 g, 93 %). Recristalizou-se de MeOH uma pequena
porcao, tendo-se obtido cristais incolores.

P.f.: 158-168 °C;

[a]p: +57,9° (c 1,4, CHCIy);

IV (NaCl) Vimax (cm™): 3336 (m, -OH), 1710 (F, C=0 carbamato);

'H RMN (400 MHz, CDCl3) &: 7,51 (5H, m, Ar-H), 5,95 (1H, m, -CH,CH=CH,), 5,56 (1H, s, Ph-
CH-), 5,33 (3H, m, -CH,CH=CH,, -NH), 4,94 (1H, d, J 2,3, H-1), 4,83 (1H, d, J 12,0, -COOCH,CCl;),
4,71 (1H, d, J 12,0, -COOCH,CCl;), 4,30 (1H, dd, J 10,1, 4,7, H-6a), 4,24 (1H, dd, J 12,8, 5,3, -
CH,CH=CHy,), 4,05 (1H, dd, J 12,8, 6,3, -CH,CH=CHy), 3,98 (2H, m, H-2, H-5,), 3,87 (1H, dd, J 9,7,
4,7, H-6b), 3,79 (1H, t, J 10,2, H-4), 3,60 (1H, t, J 8,9, H-3), 2,59 (1H, -OH).

Os dados espectroscopicos do produto obtido estdo de acordo com os apresentados na literatura.”®

l11.2.9 Sintese da alil 3-O-benzil-4,6-O-benzilideno-2-deoxi-2-(2,2,2-tricloroetoxicar-

bonilamino)-D-glucopiranose (24)

A uma solugdo de alil 4,6-benzilideno-2-deoxi-2-(2,2,2- —
tricloroetoxicarbonilamino)-D-glucopiranose (22) (2,2 g, 4,71 mmol) i i )]\

. o N o Cell
em DCM (22 mL), adicionaram-se Ag,O (3,3 g, 14,1 mmol) e MS H

4A. Deixou-se com agitagédo durante 1 h a t.a. Adicionou-se BnBr

OBn

(1,7 mL, 14,1 mmol) e deixou-se com agitagado durante 3 dias a t.a. A reacc¢éo foi seguida por c.c.f.
(CHCI3:CH30H 10%, pulverizagdo com solugdo aquosa de acido H,SO,4 10%, R.f.: 0,9).

Filtrou-se a mistura sob celite e evaporou-se sob pressao reduzida, tendo-se obtido um sélido
cinzento. Lavou-se com etanol tendo-se obtido 24 sob a forma de um sélido branco (1,92 g, 71%).

[a]p: +67,5 (¢ 0,12, CHCI5);

IV (KBF) Vimax (cm™): 1712 (F, C=0 carbamato);

'H RMN (400 MHz, CDCl3) 8: 7,44 (10H, m, Ar-H), 5,93 (1H, m, -CH,CH=CH,), 5,60 (1H, s, Ph-
CH-), 5,30 (2H, m, -CH,CH=CH2), 5,09 (1H, d, J 9,6, NH-), 4,95 (2H, m, H-1, PhCH,-), 4,81 (1H, d, J
12,04, -COOCH,CCl3), 4,68 (2H, m, -COOCH,CCl3;, PhCH,-), 4,30 (1H, dd, J 10,0, 4,3, H-6a), 4,20
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(1H, dd, J 12,5, 4,8, -CH,CH=CH,), 4,02 (2H, m, -CH,CH=CH,, H-2), 3,86 (4H, m, H-3, H-4, H-5, H-
6b).

Os dados espectroscopicos do produto obtido estdo de acordo com os apresentados na literatura.>

[11.2.10 Sintese da 3-O-benzil-4,6-O-benzilideno-2-deoxi-2-(2,2,2-tricloroetoxicarbo-

nilamino)-a-D-glucopiranose (23)

Desarejou-se uma solucao de alil 3-O-benzil-4,6-O-benzilide- o0. OH
(0] O

no-2-deoxi-2-(2,2,2-tricloroetoxicarbonilamino)-bD-glucopiranose (24) ‘ )
O\\\ '/,H)J\O/\C C|3
OBn

(600 mg, 1,05 mmol) em THF seco (7 mL) através de ciclos de

imersao em banho de azoto liquido e vacuo. Deixou-se a solugéo

subir até a t.a. e adicionou-se o complexo de Ir[(cod)(MePh,P),]JPFs (21 mg, 24 umol) previamente
activado (sob H, durante 30 min.). Deixou-se a mistura com agitagao durante 3 h sob atmosfera de
argon a t.a.

Adicionou-se iodo (526 mg, 2,07 mmol) e agua (4 mL) a mistura reacional e deixou-se com
agitagdo durante 30 min. a t.a. O controlo da reaccao foi feito por c.c.f. (CHCI;:CH;0H 4:1,
pulverizagcdo com solugdo aquosa de KMnQO,4, R.f.: 0).0 excesso de iodo foi destruido com solugéo
aquosa Na,S,03 5% (20 mL) e a mistura foi extraida com AcOEt (20 mL). A fase organica foi lavada
com solugéo aquosa Na,S,03 5% (2 x 10 mL) e brine (10 mL), seca com Na,SO, e concentrada sob
vacuo. O produto foi recristalizado de AcOEt e hexano obtendo-se 23 sob a forma de um sdélido
amarelo (529 mg, 95%).

IV (NaCl) Vmax (cm™): 3326 (m, -OH), 1713 (F, C=0 carbamato);

'H RMN (400 MHz, CDCl3) 8: 7,43-7,28 (10H, m, Ar-H), 5,61 (1H, s, PhCH-), 5,30 (1H, m, H-1),
5,12 (1H, d, J 9,6, NH-), 4,96 (1H, d, J 12,0, PhCH>-), 4,80 (1H, d, J 12,0, -COOCH,CCl;), 4,72 (2H,
m, -COOCH,CCl;, PhCH,-), 4,30 (1H, dd, J 12,0, 4,0, H-6), 4,15 (1H, m, H-4), 3,99 (1H, m, H-2), 3,84
(3H, m, H-3, H-5, H-6), 2,82 (1H, s, -OH).

Os dados espectroscoépicos do produto obtido estao de acordo com os apresentados na literatura.>

[11.2.11 Sintese do 3-O-benzil-4,6-O-benzilideno-2-deoxi-2-(2,2,2-tricloroetoxicarbo-

nilamino)-2-deoxi-a-D-glucopiranosil tricloroacetimidato (15)

A uma solucdo de 3-benzil-4,6-O-benzilideno-2-deoxi-2- HN<__CCly
(2,2,2-tricloroetoxicarbonilamino)-2-deoxi-a-D-glucopiranose 23 o T
(324 mg, 0,6 mmol) em DCM seco (6 mL) foi adicionado a t.a., O/O?(‘mej\o/\c%
Cs,CO;3 (101 mg, 0,3 mmol) e CCI;CN (630 uL, 6 mmol). Deixou-se I :I e
com agitagdo durante 1 h a t.a. A reacgéo foi seguida por c.c.f.
(CHCI3:CH30H 2%, pulverizagdo com solugdo aquosa de KMnO,4, R.f.: 0,8). Filtrou-se sob celite e

concentrou-se. Obteve-se 15 como um solido amarelo (380 mg) utilizado na reacgédo seguinte sem

qualquer purificagao.
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IV (NaCl) Vimax (cm™): 1742 (F, C=0 carbamato), 1674 (F, C=NH);

'"H RMN (400 MHz, CDCls) 8: 7,40-7,31 (10H, m, Ar-H), 5,64 (2H, m, PhCH-, H-1), 5,01-4,90
(2H, m, PhCH,-, -COOCH,CCls), 4,77-4,67 (2H, m, -COOCH,CCl;, PhCH,-), 4,37-3,97 (4H, m, H-2,
H-4, H-6a), 3,88-3,44 (5H, m, H-3, H-5, H-6b).

Os dados espectroscopicos do produto obtido estdo de acordo com os apresentados na literatura.>

[11.2.12 Sintese da 2-aliloxicarbonil-2-deoxi-glucopiranose (12)

A uma solugéo de D-glucosamina (11) (3 g, 14 mmol) em agua (25 —
mL), adicionou-se NaHCO; (2,9 g, 35 mmol) e deixou-se com agitagao HO/\Q, j’\ P
durante 10 min. a t.a. e . No°

Adicionou-se de seguida Alloc-Cl (1,8 mL, 16,8 mmol), gota a gota,
e deixou-se com agitagdo durante 2 h a t.a. A reaccédo foi seguida por c.c.f. (CHCIl;:CH3;OH:NH,OH
4:4:1, pulverizagdo com solugédo aquosa de acido H,SO, 10%, R.f.: 0,5).

Filtrou-se o precipitado formado e lavou-se com éter etilico, tendo-se obtido 12 sob a forma de
um soélido branco (3,8 g, 85%).

P.f.: 148-152 °C;

IV (KBI) Vimax (cm™): 3380 (I, -OH), 1689 (F, C=0 carbamato);

'"H RMN (400 MHz, DMSO-dg) 8: 6,81 (1H, d, J 8,2, -NH), 6,38 (1H, d, J 4,32, -OH), 5,92 (1H,
m, -COOCH,CH=CH,;), 5,29 (1H, d, J 17,3 -COOCH,CH=CH,), 5,17 (1H, d, J 104,
COOCH,CH=CH,), 4,93 (2H, d, J 4,6, H-1, -OH), 4,70 (1H, d, J 51, H-4), 442 (3H, m, -
COOCH,CH=CH,, H-6), 3,57-3,00 (6H, m, H-2, H-5, H-3, -OH).

Os dados espectroscoépicos do produto obtido estdo de acordo com os apresentados na literatura.>

[11.2.13 Sintese da alil-2-aliloxicarbonil-2-deoxi-a-D-glucopiranose (43)

A uma solugéo de 2-aliloxicarbonil-2-deoxi-glucopiranose (12) (3 g, O_OAlyl

11.4 mmol) em alcool alilico (30 mL), adicionou-se, gota a gota, TMSCI

HO™ ""HJ\OM

(14 mL, 22.8 mmol). Deixou-se com agitagdo a 60°C durante 4 h. A .

reacgcao foi seguida por c.c.f. (CHCI;:CH3;0H 10%, pulverizagdo com
solugédo aquosa de acido H,SO4 10%, R.f.: 0,5).

Arrefeceu-se a mistura e evaporou-se a pressao reduzida, tendo-se obtido 19 sob a forma
duma espuma castanha directamente utilizada na reacgéo seguinte (3,4 g).

IV (NaCl) Vimax (cm™): 3317 (I, -OH), 1694 (F, C=0 carbamato);

'H RMN (400 MHz, CDCls) &: 5,96 (2H, m, -CH,CH=CH,, -COOCH,CH=CH,), 5,48 (1H, d, J
9,0, -OH), 5,32 (4H, m, -CH,CH=CH,, -COOCH,CH=CH,), 4,87 (1H, m, H-1), 4,64 (4H, m, -
COOCH,CH=CH,, -OH), 4,18 (1H, dd, J 12,6, 4,5, -CH,CH=CH,), 3,98 (1H, dd, J 12,6, 5,8, -
CH,CH=CH,), 3,90 (5H, m, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6, -OH), 2,36 (1H, s, -OH).
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3C RMN (400 MHz, CDCls) &: 156,9 (C=0), 133,6 (-CH,CH=CH,), 132,6 (-CH,CH=CH,), 118,0
(-CH,CH=CH,), 117,68 (-CH,CH=CH,), 97,1 (C-1), 73,0 (C-5), 71,7 (C-3), 70,4 (C-4), 68,4 (-
CH,CH=CH.,), 66,1 (-CH,CH=CH,), 61, 4 (C-6), 55,3 (C-2).

Os dados espectroscopicos do produto obtido estao de acordo com os apresentados na literatura.>

[11.2.14 Sintese da alil-2-aliloxicarbonilamino-4,6-O-benzilideno-2-deoxi-a-D-gluco-

piranose (18)

A uma solucao de alil-2-aliloxicarbonil-2-deoxi-o-D-glucopira- ol

0]
nose (43) (2 g, 6,6 mmol) em CH3CN seco (13 mL), adicionou-se p- O/pj
TsOH (32 mg, 0,17 mmol) e benzaldeido dimetilacetal (1.5 mL, 9,9 O)\O\\ A ,/HJ\O/\/
mmol), deixando-se com agitagdo a t.a. durante 12 h. A reacgao foi
seguida por c.c.f. (CHCI3:CH30H 10 %, pulverizagao com solugéo aquosa de H,SO,4 10 %, R.f.: 0,8).

Adicionou-se a reacgdo solugédo saturada NaHCOj; (~10 mL) tendo-se obtido um precipitado
castanho claro. Este foi filtrado e lavado com agua (2 x 10 mL) e hexano (10 mL), tendo-se obtido 18
sob a forma de um sdlido castanho claro (2,4 g, 94%) usado na reacg¢ao seguinte sem nenhuma
purificagdo. Recristalizou-se de EtOH uma pequena porgao.

P.f.: 168-171 °C;

[a]p: + 77,0 (0,139) (c 1.8, CHCI3);

IV (NaCl) Vimax (cm™): 3317 (f, -OH), 1693 (F, C=0 carbamato);

'H RMN (400 MHz, CDCl;)&: 7,50 (5H, m, Ar-H), 598 (2H, m, -CH,CH=CH, -
COOCH,CH=CH,), 5,56 (1H, s, Ph-CH), 5,35 (4H, m, -CH,CH=CH,, -COOCH,CH=CH,), 5,11 (1H, s,
-NH), 4,89 (1H, m, H-1), 4,61 (2H, d, J 4,6, -COOCH,CH=CH,), 4,29 (1H, dd, J 9,8, 4,4, H-6a), 4.22
(1H, dd, J 12,7, 5,1, -CH,CH=CH,), 4,02 (5H, m, H-2, H-3, H-4, H-6b, -CH,CH=CH,), 3,60 (1H, t, J
8,7, H-5), 2,67 (1H, s, -OH).

Os dados espectroscoépicos do produto obtido estdo de acordo com os apresentados na literatura.>

[11.2.15 Sintese da alil 2-aliloxicarbonilamino-4,6-O-benzilideno-3-O-[(R)-1-

(etoxicarbonil)etil]-2-deoxi-a-D-glucopiranose (17)

[11.2.15.1 Sintese do éster 2-(S)-trifluorometanosulfonil-propanoato de etilo (45)

A uma solugdo de 2-(S)-hidroxipropanoato de etilo (44) (971 uL, 8,5
mmol) em DCM (8,5 mL) adicionou-se 2,6-lutidina (984 uL). Adicionou-se de
seguida, gota a gota, Tf,O (1,4 mL) a -78 °C. Deixou-se com agitagdo durante
30 min.

A mistura foi diluida numa mistura DCM:hexano (1:1, 5 mL) e aplicada numa c.c. de silica

(0]
/\o
OSO,CF3

normal (3 g). Eluiu-se com DCM:hexano (1:1, 15 mL). Concentrou-se a fracgéo eluida, obtendo-se 45

sob a forma de um 6leo amarelo (quant.).
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'H RMN (400 MHz, CDCly) &: 5,23 (1H, q, J 13,9, 7,0, -CHOSO,CF), 4,34 (2H, qd, J 7,1, 1,6, -
CH,), 1,70 (3H, d, J 7,0, -CHs), 1,33 (3H, t, J 7,1, -CH,CHs).

[11.2.15.2 Sintese da alil 2-aliloxicarbonilamino-4,6-O-benzilideno-3-O-[(R)-1-
(etoxicarbonil)etil]-2-deoxi-a-D-glucopiranose (17)

A uma solugéao de alil 2-aliloxicarbonil-2-deoxi-4,6-O-benzilideno-a-D-glucopiranose 18 (3 g, 7,7
mmol) em DCM seco (38 mL) foi adicionado NaH (540 mg, 11,6 mmol, 60% dispersdo em O6leo
mineral) e deixou-se com agitagdo durante 30 min. Adicionou-se o 2-L-(S)-trifluorometanosulfonil-
propanoato de etilo (45) (5,5 g, 23,1 mmol) gota a gota, e a mistura foi deixada com agitagdo durante
4 h, a ta. A reaccao foi seguida por c.c.f. (CHCI3, pulverizagdo com solugdo aquosa de KMnOQy,
R.f.:0,5).

Adicionou-se lentamente gelo a reacc¢do. Diluiu-se a fase organica com CHCI; (3 mL) e extraiu-
se com solugéo saturada NaHCO; (3 mL x 2), brine (3 mL x 2). A fase organica foi seca com Na,SO,
e evaporada sob pressdo reduzida. O residuo obtido foi purificado por c.c. com silica flash utilizando
sistema de eluentes com gradiente (CHCI3; CHClj:acetona 50:1) tendo-se obtido o composto 17 sob a
forma de um sdlido branco (3,6 g, 95%).

P.f.: 105-111 °C;

[a]p: +115,1 (c 0,14; CHCI3);

IV (NaCl) Vyax (cm'l): 1755 (F, C=0 éster), 1698 (F, C=0 carbamato);

'"H RMN (400 MHz, CDCls) &: 7,47 (5H, m, Ar-H), 6,67 (1H, d, J 4,3, -NH), 6,00 (2H, m, -
CH,CH=CH,, -COOCH,CH=CH,), 5,58 (1H, s, Ph-CH-), 534 (5H, m, -CH,CH=CH,, -
COOCH,CH=CH,, H-1), 4,61 (2H, m, -COOCH,CH=CH,), 5,51 (1H, q, Lac-aH), 4,28 (4H, m, H-3, -
CH,CH=CH,, -COOCH,CH3), 4,05 (1H, m, -CH,CH=CH,), 3,86 (5H, m, H-2, H-4, H-5, H-6a, H-6b),
1,42 (3H, d, J 7,0, Lac-CH3), 1,30 (3H, t, J 7,1, -COOCH,CH,).

Os dados espectroscoépicos do produto obtido estdo de acordo com os apresentados na literatura.*

[1.2.16 Sintese da alil 4,6-O-benzilideno-3-O-[(R)-1-(etoxicarbonil)etil]-2-deoxi-(2,2,2-

tricloroetoxicarbonilamino)-a-D-glucopiranose (16)

A uma solugao de alil 2-aliloxicarbonilamino-4,6-O-benzilide- OOl
0
no-3-0-[(R)-1-(etoxicarbonil)etil]-2-deoxi-a-D-glucopiranose 17 (1 g, . 5 )J\
o N o Cel
2 mmol) em DCM (20 mL), foram adicionados AcOH (180 pL, 3,1 -
mmol) e Pd(PPh3), (700 mg, 0,6 mmol), sendo a mistura deixada I
o? o

com agitagédo durante 10 min., a t.a..
Foi depois adicionado Troc-Cl (570 puL, 4,1 mmol), deixando-se novamente com agitagéo a t.a.
durante 1 h. No final deste tempo observou-se a formagéo de um precipitado amarelo. A reacgao foi

seguida por c.c.f. (CHCI3, revelagdo com camara de iodo, R.f.: 0,2).
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Adicoinou-se a reacgéo solugao saturada NaHCO; (15 mL), concentrando-se de seguida a fase
organica. O residuo foi redissolvido em AcOEt, o material insoluvel filtrado, e a mistura foi
concentrada. Repetiu-se o processo até nao haver material insoltvel. A fase organica foi seca com
Na,SO, e evaporada sob pressdo reduzida. O residuo foi purificado por c.c. (tolueno:AcOEt 10:1,
silica flash) tendo-se obtido o composto 16 sob a forma de um sélido amarelo palido (1.04 g, 89%).

[a]p: +86,3 (c 0,19, EtOH);

IV (NaCl) Vmax (cm™): 1729 (F, C=0 éster e C=0 carbamato);

'"H RMN (400 MHz, CDCl3) 8: 7,46 (5H, m, Ar-H), 6,88 (1H, d, J 4,8, -NH), 5,92 (1H, m, -
CH,CH=CH,), 5,58 (1H, s, Ph-CH), 5,30 (3H, m, -CH,CH=CH,, H-1), 4,88 (1H, d, J 11,7, -
COOCH,CCl3), 4,68 (1H, d, J 11,9, -COOCH,CCl;), 4,54 (1H, q, J 13,9, 7,0, Lac-aH), 4,29 (4H, m, H-
3, -COOCH,CHg3, -CH,CH=CH,), 4,03 (1H, dd, J 6,0, -CH,CH=CH,), 3,90 (5H, m, H-2 H-4, H-5, H-Ba,
H-6b), 1,43 (3H, d, J 7,0, Lac-CH;), 1,31 (3H, t, J 7,1, -COOCH,CHs).

Os dados espectroscopicos do produto obtido estao de acordo com os apresentados na literatura.>

[1.2.17 Sintese da alil 6-O-benzil-4-hidroxi-3-O-[(R)-1-(etoxicarbonil)etil]-2-deoxi-2-

(2,2,2-tricloroetoxicarbonilamino)-a-D-glucopiranose (14)

A uma solugao de alil 4,6-O-benzilideno-3-O-[(R)-1-(etoxicar- O_OAl
0
bonil)etil]-2-deoxi-(2,2,2-tricloroetoxicarbonilamino)-a-b-glucopira- X ! )J\ P
HO™ “NT Cor aGcelR
nose (16) (1,04 g, 1,8 mmol) e BH3;.Me,NH (145 mg, 1,9 mmol) em -
CH3CN (18 mL), foi adicionada gota a gota, BF;.Et,O (670 uL, 5,4 I
0” No

mmol) a t.a.. A mistura foi agitada a 0 °C durante 3 h.

Fez-se nova adi¢ao BH;.Me,NH (60 mg, 0,35 mmol) e BF;.Et,0 (670 pL, 5,4 mmol) e deixou-se
com agitacdo 1 h a t.a. A reacgao foi seguida por c.c.f. (CHCI3, pulverizagdo com solugédo aquosa de
KMnO,, R.f.: 0,5).

Adicoinou-se a reacgao solugado saturada NaHCO3; (15 mL) e a mistura foi extraida com AcOEt
(10 mL x 2). A fase organica foi lavada com solugéo acido citrico 10 % (5 mL x 2), solugédo saturada
NaHCO; (30 mL) e brine (40 mL), seca com Na,SO, e evaporada sob pressao reduzida. O residuo foi
purificado por c.c. (tolueno-acetato de etilo 5:1, silica flash) tendo-se obtido o composto 14 sob a
forma de um sdlido castanho (682 mg, 65%).

IV (NaCl) Vmax (cm™): 3481 (ml, -OH), 1732 (F, C=0 éster e C=0 carbamato);

'H RMN (400 MHz, CDCl5) 8: 7,38 (5H, m, Ar-H), 6,79 (1H, d, J 3,9, -NH), 5,90 (1H, m, -
CH,CH=CH,), 5,28 (1H, d, J 17,2, -CH,CH=CH,), 5,16 (2H, m, H-1, -CH,CH=CH,), 4,84 (1H, d, J
12,0, -COOCH,CCl3), 4,69 (4H, m, -COOCH,CCl;, Ph-CH,-, Lac-aH), 4,25 (3H, m, -COOCH,CHg, -
CH,CH=CHy), 4,00 (1H, dd, J 5,9, -CH,CH=CH), 3,79 (6H, m, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6a, H-6b), 3,26
(1H, s, -OH), 1,42 (3H, d, J 6,9, Lac-CH,), 1,31 (3H, t, J 7,1, -COOCH,CH,).

Os dados espectroscoépicos do produto obtido estdo de acordo com os apresentados na literatura.>*
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[11.2.18 Sintese da alil 6-O-benzil-4-O-[3-O-benzil-4,6-O-benzilideno-2-deoxi-2-(2,2,2-
tricloroetoxicarbonilamino)-B-D-glucopiranosil]-3-O-[(R)-1-(etoxicarbonil)etil]-2-deoxi-

2-(2,2,2-triclorocarbonilamino)-a-D-glucopiranose (26)

A uma mistura do imidato 15 (64 mg, 95 umol), o o O OAly
e do aceitador 14 (50 mg, 90 umol), com peneiros ©_<o---- o) o g )J\O ~
moleculares, em DCM seco (1 mL) a -15 °C, e sob ol
atmosfera de argon, foi adicionado TMSOTf (10 uL, 60 £ ji l A~
umol), deixando-se com agitagdo a mesma o’ 0 .

temperatura durante 15 min. A reaccédo foi seguida por c.c.f. (tolueno:AcOEt 10:1, pulverizagdo com
solugao aquosa de KMnQy,, R.f.: 0,3).

Adicionou-se a reacgao solugéo saturada de NaHCO; frio (1 mL), e a mistura foi extraida com
CHCI; (3 mL). A fase orgénica foi lavada com solugéo saturada de NaHCO; (2 mL) e brine (2 mL),
seca com Na,SO, e evaporada sob pressao reduzida. O residuo foi purificado por c.c. (tolueno:EtOAc
10:1; silica flash) obtendo-se o composto 26 sob a forma de um sdlido branco (88 mg, 89%).

'H RMN & (400 MHz, CDCls): 7,45 (15H, m, Ar-H), 5,83 (1H, m, -CH,CH=CH,), 5,58 (1H, s, Ph-
CH=), 5,26-5,14 (3H, m, H-1, -CH,CH=CH,), 4,91-4,60 (8H, m, -COOCH,CCl;, -OCOCH,CH3, PhCH,-
), 4,43 (1H, m, H-6a’), 4,29-3,95 (8H, m, H-1’, Lac-aH, PhCH,-, -CH,CH=CH,, - CH,CH=CH,, H-3),
3,76-3,59 (6H, m, H-2, H-4, H-4’, H-6a, H-6b, H-6b’), 3,43-3,40 (2H, m, H-2’, H-5), 3,21 (2H, m, H-3,
H-5'), 1,34 (6H, m, Lac-CH,, -COOCH,CH;).

Os dados espectroscoépicos do produto obtido estao de acordo com os apresentados na literatura.>®

[11.2.19 Sintese da alil 2-acetamido-2-deoxi-3-O-benzil-4,6-O-benzilideno-a-D-

glucopiranose (verséo 2) — acetilacao prévia de molécula modelo (9)

111.2.19.1 Através do par Zn-Cu &3

Preparacdo da améalgama Zn-Cu:

Num Erlenmeyer de 100 mL pesaram-se 4.9 g de p6 de Zn. Adicionou-se 5 mL de solugéo HCI
3%. A mistura foi agitada durante 1 min, repetindo-se o processo trés vezes.

Lavou-se de seguida com: cinco vezes com 10 mL de agua, duas vezes com 8 mL sol. 2 %
CuSQq,, cinco vezes com 10 mL de agua, quatro vezes com 10 mL de etanol absoluto e cinco vezes
com 10 mL éter etilico absoluto.

As ultimas lavagens foram feitas para o Buchner, filirando-se assim o precipitado. Deixou-se

num exsicador durante a noite.
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A uma solugédo de 3-O-benzil-4,6-O-benzilideno-2-(2,2,2-tricloro- Y
o X

carbonilamino)-2-deoxi-a-D-glucopiranose (24) (100 mg, 0.18 mmol) em /EQI
AcOH (2 mL) foi adicionado Zn—Cu (530 mg) e a mistura foi agitada ©)\o po N
durante 4 h, a t.a. Os materiais insoluveis foram filtrados e o filtrado
concentrado sob vacuo. O solvente residual foi co-evaporado com tolueno (1 mL).

O residuo foi dissolvido em piridina (4 mL) e anidrido acético (4,2 mL) e a solugao foi agitada a
t.a durante 1 dia. A solugdo foi co-evaporada com tolueno (1 mL). O residuo foi purificado por c.c.
(CHCl;: silica gel-flash) tendo-se obtido o composto 9 sob a forma de um sélido branco (48 mg, 62%).

'"H RMN (400 MHz, CDCls) &: 7,40 (10H, m, Ar-H), 5,90 (1H, m, -CH,CH=CH,), 5,60 (1H, s,

Ph-CH), 5,35 (3H, m, CH,CH=CH,, -CH,CH=CH.,), 4.94 (1H, d, J 12,2, PhCH,-), 4.87 (1H, d, J 2,5, H-
1), 4,66 (1H, d, J 12,3, PhCH>-), 4,30 (2H, m, H-2, H-6), 4,17 (1H, dd, J 12,8, 5,2, -CH,CH=CH,), 3,86
(5H, m, -CH,CH=CH,, H-3, H-4, H-5, H-6b), 1,92 (3H, s, -NHCOCH,).

Os dados espectroscépicos do produto obtido estdo de acordo com os apresentados na literatura.

Marcador néo definido.

Erro!

111.2.19.2 Através do método descrito por Zhu et al. >

A uma solugéo de 3-benzil-4,6-O-benzilideno-2-(2,2,2-triclorocarbonilamino)-2-deoxi-o-D-glu-
copiranose 24 (25 mg, 44 pumol) em Ac,O (1,5 mL) contendo EtzN (96 uL, 0,7 mmol), foi adicionado
Zn (57 mg, activado com HCI 10%). Deixou-se em banho de ultrassons durante 2 h a ca. de 10 °C. A
reaccao foi seguida por c.c.f. (éter de petréleo:AcOEt 3:2, pulverizacdo com solugdo aquosa de
KMnO,, R.f. = 0,2).

Filtrou-se sob celite e evaporou-se sob pressdo reduzida. O residuo obtido foi purificado por
c.c. (éter de petroleo:AcOEt 3:2; silica-gel flash) tendo-se obtido o composto 9 sob a forma de um
solido branco (14 mg, 74%).

[11.2.20 Sintese da alil 2-acetilamino-6-O-benzil-4-O-(2-acetilamino-3-O-benzil-4,6-O-
benzilideno-2-deoxi-B-D-glucopiranosil)-3-O-[(R)-1-(etoxicarbonil)etil]-2-deoxi-a-D-glu-

copiranose (27)

111.2.20.1 Método da améalgama de Zn-Cu °*

A uma solucéao de alil 6-O-benzil-4-0O-[3-0O-benzil-4,6-O- o
benzilideno-2-deoxi-2-(2,2,2-tricloroetoxicarbonilamino)-p-D- ©—<
glucopiranosil]-3-O-[(R)-(etoxicarbonil)etil]-2-deoxi-2-(2,2,2-tri- =

o O ,-OAllyl

n

::QZNHAC
o}

clorocarbonilamino)-a-D-glucopiranose 26 (70 mg, 64 umol) Bno NFiAe j; .

em AcOH (1 mL) foi adicionado Zn-Cu (187 mg) e a mistura foi —

agitada durante 4 h, a t.a. Os materiais insoluveis foram filtrados e o filtrado concentrado sob vacuo.
O solvente residual foi co-evaporado com tolueno (1 mL). O residuo foi dissolvido em piridina (1,5 mL)

e anidrido acético (1,6 mL) e a solugdo foi agitada a t.a. A reacgdo foi seguida por c.c.f.
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(CHClj:acetona 7:1, pulverizagdo com solugédo aquosa de KMnO,, R.f. = 0,3). Apds 1 dia a solucéo foi
co-evaporada com tolueno (1 mL).
O residuo foi purificado por c.c. (CHCl;:acetona 7:1, silica-gel flash) tendo-se obtido o

composto 27 sob a forma de um solido branco (26 mg, 51%).

111.2.20.2 Método descrito por Zhu et al.*®

A uma solugéo de alil 6-O-benzil-4-O-[3-O-benzil-4,6-O-benzilideno-2-deoxi-2-(2,2,2-tricloro-
etoxicarbonilamino)-B-D-glucopiranosil]-3-O-[(R)-(etoxicarbonil)etil]-2-deoxi-2-(2,2,2-triclorocarbonil-
amino)-a-D-glucopiranose 26 (80 mg, 73 umol) em Ac,0O (2,5 mL) contendo Et;N (149 uL, 1,09 mmol),
foi adicionado Zn (100 mg, activado com HCI 10%). Deixou-se com agitagdo durante 1 dia, a t.a. A
reaccgao foi seguida por c.c.f. (CHClz:acetona 7:1, pulverizagdo com solugéo aquosa de KMnOy, R.f. =
0,3).

Filtrou-se sob celite e evaporou-se sob pressdo reduzida. O residuo foi purificado por c.c.
(CHClj:acetona 7:1; silica-gel flash) tendo-se obtido o composto 27 sob a forma de um sdélido branco
(47,5 mg, 78%).

IV (NaCl) Vimax (cm™): 1725 (F, C=0 éster), 1659 (F, C=0 amida);

'"H RMN (400 MHz, CDCl;) &: 7,96 (1H, d, J 4,1, -NH), 7,54-7,28 (15H, m, Ar-H), 5,89-5,80 (1H,
m, -CH,CH=CH,), 5,59 (1H, s, Ph-CH=), 5,32 (1H, d, J 3,3, H-1), 5,25 (1H, dd, J 17,2, 1,5, -
CH,CH=CH,), 5,16 (1H, m, -CH,CH=CH,), 4,90-4,83 (2H, m, PhCH,-), 4,67-4,59 (2H, m, -
OCOCH,CHzy), 4,44-4,32 (4H, m, H-6a, H-6a’, PhCH,-), 4,23-4,05 (3H, m, H-1’, Lac-H, -CH,CH=CH,),
3,97-3,91 (2H, m, -CH,CH=CH,, H-3), 3,79-3,43 (8H, m, H-2, H-4, H-5, H-6b, H-2’, H-3’, H-4’, H-6b’),
3,29 (1H, m, H-5’), 2,00 (s, 3H, -NHCOCH;), 1,73 (3H, s, -NHCOCH,), 1,36 (3H, d, J 6,9, LacCH3,),
1,31 (3H, t, J 7,2, -COOCH,CH5).

Os dados espectroscoépicos do produto obtido estao de acordo com os apresentados na literatura.>®

l11.2.21 Sintese da 1-propenil 2-acetilamino-6-O-benzil-4-O-(2-acetilamino-3-O-benzil-

4,6-O-benzilideno-2-deoxi-B-D-glucopiranosil)-3-O-{[(R)-etoxicarbonil]etil}-2-deoxi-a-D-
glucopiranose (28)
Desarejou-se uma solugdo de alil 2-acetilamino-6-O- o - o._.o 8
benzil-4-O-(2-acetilamino-3-O-benzil-4,6-O-benzilideno-2- ©—< ) ]
| S “'NHA
deoxi-B-D-glucopiranosil)-3-0-{[(R)-etoxicarbonil]etil}-2- © ° i

deoxi-a-D-glucopiranose 27 (67 mg, 80,4 umol) em THF BnO NHAc I
07 Yo

(1,5 mL), recorrendo a ciclos de imersdo em banho de

azoto liquido alternados com vacuo. Deixou-se a solugao subir até a t.a. e adicionou-se o complexo

de Ir[(cod)(MePh,P),]PFs (3 mg, 3,6 umol) previamente activado (sob H, durante 30 min). Deixou-se
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a mistura com agitacdo durante 15 h sob atmosfera de argon a t.a. A reaccgéo foi seguida por c.c.f.
(CHCI3: acetona 7:1, pulverizagdo com solugao aquosa de KMnQ,, R.f.= 0,5).

Adicoinou-se a reacgéo solugdo saturada de NaHCO; (15 mL) e a mistura foi extraida com
AcOEt (2 x 15 mL). A fase organica foi lavada com solugao saturada de NaHCO; (20 mL) e brine (15
mL), seca sob Na,SO, e evaporada sob pressao reduzida.

Purificou-se o residuo obtido por c.c. (CHCls:acetona, 7:1, silica-gel flash) tendo-se obtido o
composto 28 sob a forma de um sdlido branco (57 mg, 85%).

'"H RMN (400 MHz, CDCls) &: 8,02 (1H, m, -NH), 7,54-7,28 (15 H, m, Ar-H), 6,09 (1H, d, J 12,2,
-CH=CH-CHj3), 5,59 (1H, s, Ph-CH), 5,51 (1H, d, J 2,2, H-1), 5,09-5,04 (1H, m, -CH=CH-CH3), 4,90-
4,83 (2H, m, Ph-CH,), 4,67-4,61 (2H, m, -OCOCH,CH3), 4,44-4,12 (6H, m, H-1’, H-6a’, H-6a, Lac-aH,
Ph-CH,), 3,97 (1H, t, J 9,0, H-3), 3,79-3,41 (8H, m, H-2, H-4, H-5, H-6, H-2’, H-3’, H-4’, H-6b’), 3,31
(1H, m, H-5’), 2,00 (s, 3H, -NHCOCH;), 1,73 (3H, s, -NHCOCH,), 1,52 (3H, d, J 6,6, -CH=CH-CH,),
1,37 (3H, d, J 6,9, Lac-CH3), 1,32 (3H, t, J 7,1, -COOCH,CH,).

Os dados espectroscoépicos do produto obtido estao de acordo com os apresentados na literatura.>®

l11.2.22 Sintese da alil 2-aliloxicarbonil-4,6-O-benzilideno-3-O-[(R)-etoxicarbonil]-2-

deoxi-a-D-glucopiranose (29)

A uma solucao de alil 2-aliloxicarbonil-4,6-O-benzilideno-3-O-{[(R)- O, OAlli

etoxicarbonil]etil}-2-deoxi-a-D-glucopiranose 17 (50 mg, 102 pumol) numa )O\/\E‘j

Ph (6) NHAlloc
mistura dioxano:THF:agua (2:4:1, 3 mL) foi adicionado LiOH.H,O (43 mg, 1,02 o
mmol) e agitado durante 2 h, a t.a. I

A solugéo foi neutralizada com Dowex 50W x 8 200-400 mesh (100 mg, —

0,5 mmol), filtrada e evaporada para retirar quaisquer vestigios de solventes organicos. O residuo
obtido foi suspenso em agua e aplicado numa coluna de resina de permuta Diaion HP-20, tendo-se
eluido com 80 mL de agua e 80 mL de metanol. Obteve-se o composto 29 sob a forma de um sdlido
branco (40,8 mg, 87%).

IV (NaCl) Vimax (cm™): 3312 (-OH &cido), 1747 (F, C=0 éster), 1698 (F, C=0 carbamato);

'H RMN (400 MHz, CDCly)8: 7,46 (5H, m, Ar-H), 598 (3H, m, CH,CH=CH,, -
COOCH,CH=CH,, -OH), 5,58 (1H, s, Ph-CH), 5,34 (4H, m, -CH,CH=CH,, -COOCH,CH=CH,), 5,02
(1H, d, J 3,16, H-1), 4,61 (2H, d, J 5,4, -COOCH,CH=CH,), 4,40 (1H, q, Lac-aH), 4,30 (1H, dd, J 9,9,
4,4, H-6a), 4,19 (1H, dd, J 12,7, 5,2, -CH,CH=CH,), 4,03 (1H, dd, J 12,7, 7,0, -CH,CH=CHy), 3,93-
3,67 (5H, m, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6b), 1,47 (3H, d, J 6,9, Lac-CH5).
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l11.2.23 Sintese da 1-propenil 2-acetilamino-6-O-benzil-4-O-(2-acetilamino-3-O-benzil-
4,6-O-benzilideno-2-deoxi-B-D-glucopiranosil)-3-O-[(R)-1-etoxicarbonil]-2-deoxi-a-D-

glucopiranose (2)

A uma solugao de 1-propenil 2-acetil-amino-6-O-ben- . oo
Zil-4-0-(2-acetilamino-3-O-benzil-4,6-O-benzilideno-2-deo- ©_< AQ/
xi-B-D-glucopiranosil)-3-O-{[(R)-(etoxicarbonil etil]}-2-deoxi- % N
o-D-glucopiranose 28 (40 mg, 48 umol) em dioxa-

no:THF:agua (2:4:1, 1,5 mL) foi adicionado LiOH.H,O (21

mg, 0,9 mmol), e deixou-se com agitagdo a temperatura ambiente durante 2 h.

A solugéo foi neutralizada com Dowex 50W x 8 200-400 mesh (250 mg, 0,5 mmol), filirada e
evaporada para retirar vestigios de solventes organicos. O residuo foi suspenso em agua e aplicado
numa coluna de resina Diaion HP-20 (20cm), tendo-se eluido com 80 mL de agua e 80 mL de
metanol. Obteve-se o composto 2 sob a forma de sélido branco (37 mg).

'"H RMN (400 MHz, DMSO-de) &: 11,38 (1H, s, -OH), 8,19 (1H, d, -NH), 7,41-7,27 (15 H, m, Ar-
H), 6,16 (1H, d, J 12,2, -CH=CH-CH3), 5,73 (1H, s, Ph-CH), 5,38 (1H, d, J 2,2, H-1), 4,98-4,93 (1H, m,
-CH=CH-CH3), 4,74-4,50 (5H, m, Ph-CH,, Ph-CH,, H-1"), 4,27 (1H, dd, J 9,7, 4,5, H-62’), 4,14 (1H, q,
Lac-aH), 3,89-3,22 (11H, m, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6a, H-6b, H-2', H-3’, H-4’, H-5', H-6b’), 1,81 (3H, s,
-NHCOCHs), 1,78 (3H, s, -NHCOCHs,), 1,45 (3H, d, J 6,4, -CH=CH-CHj), 1,17 (3H, d, J 6,6, Lac-CH,).

*C RMN (100 MHz DMSO-de) &: 177,0 (-COOH), 169,8 (-NCOCHs), 169,3 (-NCOCHs), 144,0 (-
CH=CH-CH3), 138,8 (C(Ar)), 138,6 (C(Ar)), 137,6 (C(Ar)), 128,7 (C(Ar)), 128,2 (2 x C(Ar)), 128,1 (3 x
C(Ar)), 127,3 (3 x C(Ar)), 127,1 (2 x C(Ar)), 126,0 (2 x C(Ar)), 102,5 (-CH=CH-CHj3), 100,5 (Ph-CH-),
100,1 (C-1’), 95,5 (C-1), 81,2 (C-4’), 78,1 (CH-Lac), 76,9 (C-3'), 73,6 (C-4), 73,3 (PhCHy-), 71,7
(PhCH,-), 71,0 (C-5), 68,0 (C-6), 67,9 (C-6’), 65,5 (C-5"), 55,8 (C-2), 54,4 (C-2’), 22,9 (-NCOCHj3),
19,7 (-CH; Lac.), 12,2 (-CH=CH-CH3).

'"H RMN (400 MHz, CDCls) 8: 7,88 (1H, d, -NH), 7,43-7,29 (15 H, m, Ar-H), 6,10 (1H, d, J 12,6,
-CH=CH-CHj), 5,58 (1H, s, Ph-CH), 5,45 (1H, d, J 2,9, H-1), 5,10-5,05 (1H, m, -CH=CH-CHj3), 4,89-
4,81 (2H, m, Ph-CH,), 4,67-4,63 (2H, m, Lac-aH, Ph-CH,), 4,46-4,31 (4H, m, H-1", H-6’, Ph-CH}),
3,99-3,43 (m, 9H, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6a, H-6b, H-2', H-3', H-4’, H-6b’), 3,31 (1H, m, H-5"), 1,99 (3H,
s, -NHCOCH;), 1,75 (3H, s, -NHCOCH;), 1,52 (3H, d, J 6.4, -CH=CH-CH3), 1.43 (3H, d, J 6.6, Lac-
CHa).

*C RMN (100 MHz, CDCl;) &: 176,9 (-COOH), 171,4 (-NCOCHj;), 170,4 (-NCOCH;), 143,3 (-
CH=CH-CH), 138,3 (C(Ar)), 137,8 (C(Ar)), 137,2 (C(Ar)), 129,3 (2xC(Ar)), 129,1 (C(Ar)), 128,8 (2x
C(Ar)), 128,5 (3xC(Ar)), 128,3 (2xC(Ar)), 128,0 (2xC(Ar)), 127,9 (C(Ar)), 126,0 (2xC(Ar)), 104,2 (-
CH=CH-CHj3), 101,2 (Ph-CH-), 100,3 (C-1'), 96,1 (C-1), 82,6 (C-4), 77,3-76,7 (C-3, C-4), 75,1 (CH-
Lac.), 74,7 (C-3), 73,8 (PhCHy-), 73,7 (PhCH,-), 70,4 (C-5), 68,8 (C-6), 67,2 (C-6'), 65,8 (C-5'), 55,7
(C-2), 53,9 (C-2'), 30,3 (-CH; Lac.), 23,3 (-NCOCHj3), 23,0 (-NCOCHs), 18,7 (-CH=CH-CHj).

Os dados espectroscoépicos do produto obtido estao de acordo com os apresentados na literatura.>®
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[11.3 Sintese do péptido

l11.3.1 Sintese do péptido L-Alanil-D-glutamil-L-lisil-D-alanil-D-alanina utilizando a
resina Sieber Amide (31)

Fez-se o swelling da resina Sieber Amide (100 mg, 42 -
umol) em DMF seca (120 min., 3 mL), sendo posteriormente tra- =, 9 )/H\ 0
tada com uma solugéo 20% piperidina em DMF (3 x 5 min., 3 x 2 HzN/ﬁfN u/ﬁ(N\)Lu/‘\H/NHZ
mL) e lavada com DMF seca (3 x 3 mL). N \i . 1

Fez-se a activacdo do Fmoc-D-Ala-OH (65,4 mg, 210 or N
umol) com PyBOP (109,3mg, 210 umol), HOBt (28,4mg, 210 umol) e DIPEA (73,2 uL, 420 umol) em
DMF (3 mL) durante 10 min. Adicionou-se o aminoacido activado a resina e deixou-se a agitar
durante 4 h. Depois do acoplamento, a resina foi lavada com DMF (3 x 3 mL) e o grupo Fmoc remo-
vido com uma solugéo 20% piperidina em DMF (3 x 5 min., 3 x 2mL). Lavou-se novamente com DMF
(3 x 3 mL). Efectuou-se o teste de Kaiser antes e depois da adicdo de cada aminoacido de modo a
seguir o progresso da reacgao (a resina adquire a coloragao azul apés desprotecgao do grupo Fmoc).

O ciclo foi repetido com os seguintes aminoacidos: Fmoc-D-Ala-OH (65,4 mg, 210 umol), Fmoc-
L-Lys(Mtt)-OH (98,4 mg, 210 umol), Fmoc-D-GIn-OH (77,4 mg, 210 umol), Fmoc-L-Ala-OH (65,4 mg,
210 umol).

Apds o acoplamento do ultimo aminoacido, a resina foi lavada com DMF (3 x 3 mL), DCM (7 x
3 ml) e metanol (3 x 3 mL). Secou-se sob vacuo durante 4 h, efectuou-se novo swelling em DCM (5
mL) e filtrou-se. O péptido foi libertado da resina por tratamento com solugao 1% TFA em DCM (10 x
2 mL). As varias fracgdes de lavagem foram concentradas sob pressao reduzida, sendo o residuo
resultante lavado com éter etilico, tendo-se obtido o péptido L-Alanil-D-glutamil-L-lisil-D-alanil-D-alanina
(31) sob a forma de um sdlido branco (32 mg, 70%).

'H RMN (400 MHz, D,0) &: 4,33 (1H, t, J 5,9, GInHa.), 4,20 (2H, m, LysHa, D-AlaHc), 3,95 (1H,
q, J 6,8, D-AlaHa), 3,47 (1H, q, J 14,0, 7,0, L-AlaHa), 2,96 (1H, t, J 6,0, LysHe), 2,89 (1H, t, J 7,3,
LysHe), 2,25 (2H, m, GInHy), 2,01 (1H, m, GInHB), 1,90 (1H, m, GInHB), 1,71 (2H, m, LysHB), 1,59
(2H, m, LysH3), 1,43 (3H, d, J 7,0, L-AlaHB), 1,39 (2H, m, LysHy), 1,30 (6H, m, L-AlaHB, D-AlaHB, D-
AlaHpB).

*C RMN (100 MHz, D,0) 8: 178,1 (2xCO amida), 175,1 (CO), 174,6 (CO), 173,7 (CO), 171,2
(CO Ala), 54,5 (CH-Lys), 53,4 (CH-GIn), 50,3 (CH-Ala), 46,6 (CH-Ala), 49,5 (CH-Ala), 39,5 (¢ CH,-
Lys), 31,4 (y CHx>-GIn), 30,5 (B CHx-Lys), 27,5 (B CH,-GIn), 26,7 (5 CH,-Lys), 22,5 (y CHx-Lys), 16,9
(CHs-Ala), 16,8 (CH;-Ala), 16,6 (CH3-Ala).
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[11.3.2 Sintese do péptido L-alanil-D-glutamil-L-lisinil-D-alanil-D-alanina utilizando a

resina HMPB-AM por activacao idéntica a utilizada para a resina Sieber Amide (31)

Fez-se o swelling da resina HMPB-AM (30 mg, 24 pmol) o
em DMF seca (60 min., 3 mL), =, 9 )/H\ o)

Foi adicionada a 0 °C, 1,3-di-isopropilcarbonildimida (42 HZN/ﬁ(N Hﬁ(“\)\u/‘\ﬁwz
ulL, 267 umol) a uma solugdo de Fmoc-D-Ala-OH (75,7 mg, 243 0 \i ° 1
umol) em DCM seco (2 mL) e a mistura foi agitada durante 20 -
min. Esta solugao foi levada a secura (~1 h na linha de vacuo), redissolvida em DMF seca (1 mL),
sendo posteriormente adicionada a resina. Adicionou-se 4-DMAP (3 mg, 24 umol) a solugao anterior
e deixou-se com agitagédo (100 rpm), sob atmosfera inerte, durante 6 h.

Lavou-se com DMF (3 x 1 mL). A mistura reaccional foi tratada com solugéo piperidina 20% em
DMF (3 x 5 min., 3 x 1 mL) para remogé&o do grupo protector Fmoc.

O ciclo foi repetido usando Fmoc-D-Ala-OH (75,7 mg, 243 pmol), Fmoc-L-Lys(Ddiv)-OH
(69,8mg, 120 umol), Fmoc-D-GIn-NH, (44,2 mg, 120 umol) e Fmoc-L-Ala-OH (37,8 mg, 120 umol) com
activagao igual a utilizada para a resina Sieber Amide. Efectuou-se o teste de Kaiser antes e depois
da adigdo de cada aminoacido de modo a seguir o progresso da reacgdo (a resina adquire a
coloragéo azul apés desprotecg¢ao do grupo Fmoc).

De forma a clivar o grupo Ddiv da cadeia lateral da lisina, o péptido foi tratado com solugao 2%
hidrazina em DMF (3 x 5 min, 3 x 1 mL). A resina foi lavada com DMF (3 x 2 mL), DCM (7 x 1 ml) e
metanol (3 x 1 mL). Secou-se sob vacuo durante 4 h, efectuou-se novo swelling em DCM (5 mL) e
filtrou-se. O péptido foi libertado da resina por tratamento com solugéo 1% TFA em DCM (10 x 1 mL).
As varias fracgbes de lavagem foram concentradas sob pressdo reduzida, tendo-se obtido um
extracto bruto que foi purificado por HPLC semi-preparativo obtendo-se o péptido L-alanil-D-glutamil-L-
lisinil-D-alanil-D-alanina (31) sob a forma de um sélido branco (3 mg, 26%).

'H RMN (600MHz, D,0) &: 8,63 (1H, d, Lys-NH), 8,55 (1H, d, GIn-NH), 8,26 (1H, d, D-Ala-NH),
8,22 (1H, d, D-Ala-NH), 7,45 (1H, m, Lys-NH), 4,45 (4H, m, GInHa,, LysHa, D-AlaHa, D-AlaHa), 4,03
(1H, q, L-AlaHa), 2,91 (2H, m, LysHe), 2,31 (2H, t, GInHy), 2,04, (1H, m, GInHB), 1,95 (1H, m, GInHp),
1,77 (3H, m, LysH3, LysHB), 1,63 (1H, m, LysHB), 1,47 (3H, d, L-AlaHB), 1,45 (8H, m, LysHy, D-
AlaHp, D-AlaHB).

Parametros do HPLC:

Programa:
0 min.: 21% B
10 min.: 70% B
11-22 min.: 100% B
24 min.: 21% B
30 min.:STOP

|
|
|
|
|
|
|
|
1
1
:
Duragao do programa: 30 min. 0 1011 2z

3 30 min.

Fd = —

Fluxo da fase moével: 3 mL/min;

Injecgbes: 10 a 60 pL.
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[11.4 Sintese do glicopéptido

l11.4.1 Optimizacdo da sintese: preparacdo da alil-2-acetamido-4,6-O-benzilideno-3-

(carboxietil-alanil-alanil-alanina)-2-deoxi-a-D-glucopiranose (33)

Fez-se o swelling da resina Sieber Amide (100 mg, 42
R : D~o
umol) em DMF seca (120 min.,, 3 mL), sendo posterior- HzN\nAN)H/H\H/\NJT/O%&MOAM
mente tratada com uma solugéo 20% piperidina em DMF (3 o " o "
x 5 min., 3 x 2 mL) e lavada com DMF seca (3 x 3 mL).

Fez-se a activagdo do Fmoc-D-Ala-OH (65,4 mg, 210 umol) com PyBOP (109,3mg, 210 umol),
HOBt (28,4mg, 210 umol) e DIPEA (73,2 uL, 420 pmol) em DMF (3 mL) durante 10 min. Adicionou-se
0 aminoacido activado a resina e deixou-se a agitar durante 4 h. Depois do acoplamento, a resina foi
lavada com DMF (3 x 3 mL) e o grupo Fmoc removido com uma solugao 20% piperidina em DMF (3 x
5 min., 3 x 2 mL). Lavou-se novamente com DMF (3 x 3 mL). O ciclo foi repetido duas vezes usando
Fmoc-D-Ala-OH (65,4 mg, 210 umol). Efectuou-se o teste de Kaiser antes e depois da adi¢do de cada
aminoacido de modo a seguir o progresso da reac¢ao.

Retirou-se ca. de metade da quantidade de resina (~50 mg, ~21umol) e adicionou-se a alil-2-
acetamido-4,6-O-benzilideno-3-(carboxietil)-2-deoxi-a-D-glucopiranose 5 (44,3 mg, 105 umol) usando
a mesma forma de activagao. Efectuou-se o teste de Kaiser depois de colocar o agucar.

A resina foi lavada com DMF (3 x 3 mL), DCM (7 x 3 mL) e metanol (3 x 3 mL). Secou-se sob
vacuo durante 4 h, efectuou-se novo swelling em DCM (5 mL) e filtrou-se. O péptido foi libertado da
resina por tratamento com solugéo 2% TFA em DCM (10 x 2 mL). As varias frac¢cdes de lavagem
foram evaporadas sob pressao reduzida, tendo-se obtido o composto 33 sob a forma de um sdlido
branco (4,6 mg, 69%).

'"H RMN (400 MHz, DMSO-dg) &: 8,75 (2H, m, -NH), 8,34 (3H, m, -NH), 7,77 (3H, m, -NH), 7,41
(5H, m, Ar-H), 7,28 (1H, m, -NH), 7,00 (1H, m, -NH), 5,93 (1H, m, -CH,CH=CH,), 5,70 (1H, s, PhCH-),
5,36 (1H, d, -CH,CH=CH,), 5,19 (1H, d, -CH,CH=CH,), 4,88 (1H, d, H-1), 4,36-3,34 (10H, m, -CH-Ala,
-CHLac., -CH,CH=CH,, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6a, H-6b), 1,85 (3H, s, -NHCOCH,), 1,22 (12H, m, -
CHz-Ala).

3C RMN (400 MHz, DMSO-dg) 8: os carbonos quaternarios ndo sio observados, 146,2, 134,2
(CH,CH=CH,), 128,8 (C(Ar)), 128,2 (C(Ar)), 125,9 (C(Ar)), 125,4 (C(Ar)), 116,8 (CH,CH=CH,), 96,6
(C-1), 92,4 (PhCH-), 81,8 (C-4), 74,6 (C-3), 67,9 (CH-Lac), 67,6 (CH,CH=CH,), 62,7 (C-5), 60,4 (C-6),
53,0 (C-2), 48,3 (CH-Ala), 47,8 (2xCH-Ala), 22,6 (-NHCOCH,), 19,1 (-CH3-Ala), 18,4 (-CH3-Ala), 18,3
(-CHs-Ala), 17,8 (-CHs-Ala).
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l11.4.2 Abertura do anel de benzilideno do glicopéptido alil-2-acetamido-4,6-O-

benzilideno-3- (carboxietil-alanil-alanil-alanina)-2-deoxi-a-D-glucopiranose (34)

Lavou-se a resina (25 mg, 10,5 umol) com acetonitrilo - -
seco (3 x 1 mL). Adicionaram-se 200 uL de acetonitrilo, e HZN\HAH)K‘/“\H/\H)K”/%%&MOAM
posteriormente NaCNBH; (4 mg, 63 umol) em acetonitrilo © ° i
anidro (100 pL) e TMSCI (8 uL, 63 umol) gota a gota a 0 °C, tendo-se deixado com agitagéo (70 rpm)
durante 5h a temperatura ambiente.

Lavou-se a resina com acetonitrilo, solu¢ao saturada de NaHCO; (3 x 1 mL), agua (2 x 1 mL),
DCM (5 x 200 uL) e DMF (6 x 200 pL). Guardou-se em DMF (1 mL).

Lavou-se com DCM, e metanol (3 x 1 mL). Secou-se durante 4 horas e efectuou-se novo
swelling em DCM (2 mL) durante ca. de 30 min. Libertou-se o péptido da resina por tratamento com
solugéo 2 % TFA em DCM (10 x 1 mL). As varias fracgdes foram evaporadas sob presséo reduzida,
tendo-se obtido o composto 34 sob a forma de um sélido branco (3,6 mg, 63%).

'H RMN (400 MHz, DMSO-d¢) &: 8,31 (1H, d, J 7,3, -NH), 8,21 (1H, d, J 6,4, -NH), 7,79 (1H, m,
-NH), 7,42 (1H, m, -NH), 7,29 (1H, m, -NH), 5,89 (1H, m, -CH,CH=CHy), 5,32 (1H, d, -CH,CH=CH,),
516 (1H, d, J 10,2, -CH,CH=CH,), 4,81 (1H, d, H-1), 4,48-4,07 (5H, m, -CH-Ala, -CHLac., -
CH,CH=CH,), 3,91 (1H, dd, J 13,52, 5,16, -CH,CH=CH,), 3,63-3,36 (6H, m, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6a,
H-6b), 1,83 (3H, s, -NHCOCHS), 1,23 (12H, m, -CH;Lac, -CH;-Ala).

*C RMN (100 MHz, DMSO-de) &: 174,0 (CO), 172,2 (CO), 171,4 (CO), 169,8 (CO), 134,5
(CH,CH=CH,), 116,5 (CH,CH=CH,), 95,7 (C-1), 77,4 (C-3), 75,8 (C-5), 73,1 (CH-Lac), 70,6 (C-4),
67,0 (CH,CH=CHy,), 60,4 (C-6), 52,9 (C-2), 48,3 (CH-Ala), 47,8 (2x CH-Ala), 22,6 (-NHCOCH;), 19,4 (-
CHs-Ala), 18,4 (-CHs;-Ala), 18,3 (-CH3-Ala), 17,8 (-CHs;-Lac).

I11.4.3 Sintese do mondmero {2-acetilamino-4-O-(2-acetilamino-2-deoxi-B-D-
glucopiranosil)-3-O-[((R)-etoxicarbonil)etil]-2-deoxi-a-D-glucopiranosil}-L-alanil-D-

glutamil-[L-lisinil (penta-glicinil)]-D-alanil-D-alanina (1)

[1.4.3.1 Sintese do péptido L-alanil-D-glutamil-L-lisinil(Ddiv)-D-alanil-D-alanina
(30)
Fez-se o swelling da resina Sieber Amide (100 mg, 42

pumol) em DMF seca (120 min., 3 mL), sendo posteriormente

HoN
o H ; o - (0]
tratada com uma solugdo 20% piperidina em DMF (3 x 5 min., 3 x HzN)H/Nj(\HJ;/N HJ\;/NHz
o) ), O :

2 mL) e lavada com DMF seca (3 x 3 mL).

Efectuaram-se ciclos de activacdo e desprotecgdo de \&u
acordo com o procedimento descrito anteriormente, para os o
seguintes aminodcidos: 2 x Fmoc-D-Ala-OH (65,4 mg, 210 umol),
Fmoc-L-Lys(Ddiv)-OH (72 mg, 126 umol), Fmoc-b-GIn-NH, (77,4 mg, 210 pumol), Fmoc-L-Ala-OH (65,4
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mg, 210 umol). Efectuou-se o teste de Kaiser antes e depois da adi¢do de cada aminoacido de modo
a seqguir o progresso da reacgao.

Retirou-se ca. de 1/3 da resina (~33 mg, ~14 umol) e lavou-se com DMF (3 x 3 mL), DCM (5 x 3
mL) e metanol (3 x 3 mL). Secou-se sob vacuo durante 4 h, efectuou-se novo swelling em DCM (5
mL) e filtrou-se. O péptido foi libertado da resina por tratamento com solugéo 1% TFA em DCM (10 x
2 mL). As vérias fracgdes de lavagem foram co-evaporadas com tolueno (1mL) sob pressao reduzida,
tendo-se obtido 16 mg de extracto bruto. Este foi purificado por HPLC semi-preparativo, obtendo-se
30 sob a forma de um sélido branco (10 mg, aprox. quant.).

'H RMN (400 MHz, D,0) &: 8,59-8,49 (4H, m, GIn-NH, Lys-NH, Ala-NH, Ala-NH, Ala-NH), 8,03
(1H, d, Ala-NH), 7,26 (2H, sl, GIn-NH,), 6,92 (2H, sl, Ala-NH,), 4,32-4,14 (4H, m, GInHa, LysHa,
AlaHa), 3,97 (1H, q, AlaHa), 3,51 (2H, q, LysHe), 2,87 (2H, d, Ddiv-CH,), 2,30 (4H, s, Ddiv-CH,), 2,24
(2H, m, GInHy), 1,98 (1H, m, GInHB), 1,88 (1H, m, GInHB), 1,71 (2H, m, Ddiv-CH, LysHB), 1,63 (1H,
m, LysHB), 1,44 (3H, d, AlaHB), 1,40-1,28 (10H, m, LysHS, LysHy, AlaHB, AlaHB), 0,92 (6H, s, Ddiv-
CHj), 0,82 (6H, m, Ddiv-CHj).

*C RMN (100 MHz, D,0) &: 200,6 (2xCO Ddiv), 178,8 (CONH, D-Ala), 178,2 (CONH, D-GIn),
177,8 (CO D-Ala), 175,1 (CO L-Ala), 174,7 (CO L-Lys), 173,7 (CO D-GIn), 171,2 (C=C), 118,1, 115,2,
107,8 (C=C), 54,6 (CH-Lys), 54,5 (CH-GIn), 51,8 (CH,Ddiv), 50,4 (CH-Ala), 49,8 (CH-Ala), 47,5, 44,3
(e CHy-Lys), 37,9 (CH,Ddiv), 31,5 (y CH,-GIn), 30,6 (B CHy-Lys), 28,2 (CH-Ddiv), 27,6 (p CH,-GIn),
27,4 (Ddiv-CH3), 22,8 (y CH,-Lys), 22,1 (Ddiv-CH3), 17,1 (CHs-Ala), 16,9 (CH;-Ala), 16,7 (CHz-Ala).

MALDI: calc. para C33HssNgOg [M+2H]: 694,384, medido 694,440 (Espanha).

Parédmetros do HPLC:
Programa:
0 min.: 21% B
10 min.: 70% B
11-22 min.: 100% B
24 min.: 21% B
31 min.:STOP

|
1
1
|
|
|
|
|
1
|
l
Duracgéao do programa: 30 min. 0 101 22

4 30 min.

fd |- —

Fluxo da fase movel: 3 mL/min;

Injeccdes: 10 a 100 pL.
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I11.4.3.2 Sintese da unidade {2-acetilamino-6-O-benzil-4-O-(2-acetilamino-3-0O-
benzil-2-deoxi-B-D-glucopiranosil)-3-O-[((R)-etoxicarbonil)etil]-2-deoxi-a-D-
glucopiranosil}-L-alanil-D-glutamil-L-lisinil-D-alanil-D-alanina (45)

Adicionou-se a ca. de 25 mg (10,5 umol) de resina ligada

(0]
ao peptido 33, a 1-propenil 2-acetilamino-6-O-benzil-4-O-(2- Bn&/&% :

NHAc
acetilamino-3-O-benzil-4,6-O-benzilideno-2-deoxi-p-D-glucopira-

nosil)-3-O-[(R)-1-etoxicarbonil]-2-deoxi-a-D-glucopiranose 2 (113 NH,

mg, 210 umol) com activagéo igual. Efectuou-se o teste de 2

Kaiser @
Retirou-se uma pequena quantidade (5 mg) e {Mﬂ
caracterizou-se por HR MAS RMN. HZNH °
Retiraram-se cerca de 5 mg e lavou-se com DMF (3 x 3
mL), DCM (5 x 3 mL) e metanol (3 x 3 mL). Secou-se sob vacuo durante 4 h, inchou-se novamente
com DCM (5 mL) e filtrou-se. O glicopéptido foi libertado da resina por tratamento com solugédo 2%
acido trifluoroacético em DCM (10 x 2 mL). As vérias frac¢gbées de lavagem foram co-evaporadas com
tolueno (1 mL). O residuo obtido (6 mg) foi purificado por HPLC, tendo-se obtido um dleo translucido
(1 mg).
MALDI-TOF: calc. para Cs3HgoN19O45 [M+Na]: 1167,555; medido 1167,483 (FCT).

l11.4.3.3 Sintese da unidade {2-acetilamino-4-O-(2-acetilamino-3-O-benzil-2-
deoxi-B-D-glucopiranosil)-3-O-[((R)-etoxicarbonil)etil]-2-deoxi-a-D-glucopira-

nosil}-L-alanil-D-glutamil-[L-lisinil-(penta-glicinil)]-D-alanil-D-alanina (1)

O glicopéptido (8,4 umol) foi tratado com uma &N/Bno
solugéo hidrazina 2% em DMF (3 x 5 min, 3 x 3 mL) "ero NHAS &N}\
para clivar o grupo Ddiv da cadeia lateral da lisina. A
resina foi lavada com DMF (3 x 5 mL) e DCM (3 x 5 N hhiz
mL). | O
Colocaram-se as 5 Fmoc-Gly-OH (62,4 mg, 210 , O MA
mmol) utilizando 0 mesmo método de activagao. o N m )
Esta foi seca sob vacuo durante 4 h, novamente HZNH - N/
inchada com DCM (5 mL) e filtrada. O glicopéptido foi it
libertado da resina por tratamento com solugao 2% TFA em DCM (10 x 2 mL). As varias fracges de
lavagem foram co-evaporadas com tolueno (1 mL). O residuo obtido (6 mg) foi purificado por HPLC,
tendo-se obtido 35 sob a forma de um éleo translucido (3 mg, 25%).
MALDI-TOF: calc. para Cg3HgsN15023 [M+Na]: 1452,662, medido 1452,435.
'"H RMN (600 MHz, D,0) &: 8,50-8,17 (9H, m, Gly-NH, Gly-NH, Gly-NH, Gly-NH, GIn-NH, Lys-
NH, Ala-NH, Ala-NH, Ala-NH), 8,01 (1H, d, Ala-NH) 7,85 (1H, m, BMurNAc-NH), 7,74 (1H, m, Lys-NH),

7,36-7,20 (16H, m, PGIcNAc-NH, Ar-H), 4,50 (1H, oMurNAcH-1), 4,38-4,10 (7H, m, BGIcNACH-1,
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LacHo, LysHo, GInHa, AlaHo, AlaHo, Ala-Ha) 3,95-3,28 (16H, m, GlyHa, GlyHo, GlyHo, GlyHo,
oMurH-2 a aMurH-6’, GlcH-2, GIcH-3, GlcH-6, GIcH-6'), 3,07 (3H, m, GInH-5, LysHe), 2,23 (2H, m,
GInHy, GInHy), 1,99 (1H, m, GInHB), 1,85 (4H, m, MurNAc-CHs, GInHB), 1,76 (3H, s, GIcNAc-CHs),
1,65 (2H, m, LysHB), 1,39 (2H, m, LysH3), 1,30-1,28 (14H, m, Ala'HB, Ala’HB, Ala®HB, LacHB, LysHy).

1.5 Caracterizagédo por HR MAS NMR

Solvente N
deuterado Spinning Amostra (50uL)
Resina DMF-d; 4 kHz 5mg
. DMF- d7/DMSO- ds
Resina 60-40 4 kHz 5 mg
Resina CDCl, 4 kHz 5 mg
Resina + péptido DMF- d; 4 kHz 5 mg
. o DMF-d7/DMSO ds
Resina + péptido 60-40 4 kHz 5mg
Resina + péptido CDCl; 4 kHz 5mg
Resina + péptido )
+aglcar DMF- o7 4 kHz 5mg
Resina + péptido DMF-d;/DMSO ds
+ acUcar 60-40 4 kHz 5mg
Resina +peptido | opoyp 4 kHz 5 mg
+ acucar
;Ss'”a *peéptido | pyE. g, 4 kHz 5 mg
Resina + péptido
+ agticar 2D DMF- d- 4 kHz 5mg
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