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STUDY ON THE GLYCOSYLATION OF CYCLOHEXANOL WITH DIFFERENT D-GLUCOSAMINE-BASED GLYCOSYL
DONORS AND GLYCOSYLATION PROMOTERS USING THE KOENIGS-KNORR METHOD. We report herein a study on the
glycosylation of cyclohexanol with four D-glucosamine-based peracetylated glycosyl chlorides bearing different substituents at C-2
and three glycosylation promoters, silver carbonate, silver triflate and mercury II chloride/mercury II oxide, by the Koenigs-Knorr
method. Under the conditions studied, glycosylation was successful only when 3,4,6-tri-O-acetyl-2-deoxy-2-phthalimido-a-D-
glucopyranosyl chloride was used as the glycosyl donor, with silver carbonate proving the best promoter. In order to investigate the
influence of the nature of the halogen at C-1, we also carried out the glycosylation of cyclohexanol with 3,4,6-tri-O-acetyl-2-deoxy-
2-phthalimido-a-D-glucopyranosyl bromide, a more reactive glycosyl donor. As expected, the yield with the bromide derivative was
higher with the three promoters and, again, silver carbonate was the most efficient promoter. Finally, to illustrate the well-known
efficient procedure for conversion of the phtalimido group at C-2 to the corresponding acetamido group, cyclohexyl 3,4,6-tri-O-acetyl-
2-deoxy-2-phtalimido-f-D-glucopyranoside was converted into cyclohexyl 2-deoxy-2-acetamido-B-D-glucopyranoside in two steps,
namely, hydrazinolysis of the phtalimido group followed by chemoselective acetylation of the free amino group by treatment with

acetic anhydride in methanol, at 77% overall yield.

Keywords: cyclohexanol; N-acetylglucosamine; Koenigs-Knorr; glycosylation promoters.

INTRODUCAO

A N-acetil-D-glicosamina, também conhecida como
N-acetilglicosamina, ¢ um monossacarideo andlogo de D-glicose
contendo um grupo acetamido em C-2. Essa substancia estd pre-
sente em grande diversidade na natureza, como, por exemplo, na
quitina, que € um polimero de cadeia linear constituida por unida-
des de N-acetilglicosamina unidas por ligagdes B-1,4, sendo um
constituinte importante da parede celular fingica, exoesqueleto
de atrépodes e crusticeos (Figura 1.A).! E também constituinte de
oligossacarideos encontrados em grupos sanguineos,? além de ser
componente do tetrassacarideo sialil Lewis* (Figura 1.B), que ¢
expresso na superficie de leucdcitos, sendo de grande importancia
no reconhecimento celular em processos inflamatérios. O sialil
Lewis* também € encontrado no esperma humano e tem uma rela-
¢do direta com o processo de fertilizacdo por ser responsdvel pelo
reconhecimento celular do 6vulo.**

OH OH OH
o e} o (0] () O/ﬁﬁ
% HO HO %o
NHAC NHAc NHAc
A

Outro exemplo da alta relevancia da N-acetilglicosamina €&
sua presenga em glicoproteinas, as quais estd ligada via ligacao
B-glicosidica aos aminoécidos serina ou treonina, e estdo envolvidos
em processos de reconhecimento e invasdo celular, além de eventos
de sinalizagdo celular.” Também € precursora biossintética do dcido
sidlico (N-acetilmuraminico).®

Dada essa importancia, hd muitos relatos da sintese de gli-
cosideos, dissacarideos e oligossacarideos contendo unidades de
N-acetilglicosamina. A reacdo de Koenigs-Knorr € a condi¢do mais
classica, que consiste na utilizacdio de um haleto de glicosila, sendo
promovida por sais metdlicos, como carbonato de prata, brometo
de mercirio/6xido de mérctrio e triflato de prata.”'® De uma forma
geral as condigdes de glicosilagdo possuem como principal desafio
o controle da estereoquimica do carbono anomérico, mas as glico-
silacdes envolvendo unidades de N-acetliglicosamina possuem uma
particularidade adicional, pois embora existam relatos de sucesso
na utilizag@o de haletos de glicosila contendo o grupo acetamido em
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Figura 1. A. Estrutura quimica parcial da qutina; B. Estrutura quimica do sialil Lewis*
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C-2 como doadores® a participagéo anquimérica desse grupo muitas
vezes impede ou reduz de forma significativa a formag¢ao do produto
desejado devido a formagdo de um fon oxazolinio pouco reativo.>!!12
Com base nisso a investigacdo de doadores adequados vem sendo
amplamente explorada. Uma dessas estratégias ¢ a utilizagdo de
doadores contendo grupos em C-2 menos reativos, que, apds a etapa
de glicosilacdo, podem ser convertidos no grupo acetamido, como
por exemplo os grupos ftalimido, tricloroetoxicarbonila, benziloxi-
carbonila ou azido.>'>!°

Com base em nosso interesse na sintese de glicosideos derivados
de N-acetilglicosamina'” e no &mbito de um projeto de sintese de
pseudo-dissacarideos contendo este monossacarideo, relatamos, nesse
trabalho, um estudo da glicosila¢io do clico-hexanol na condigado de
Koenigs-Knorr com quatro haletos de glicosila derivados de glico-
samina (Figura 2), utilizando trés diferentes promotores: carbonato
de prata, triflato de prata e brometo de mercurio/6xido de mercurio.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O haleto 1 possibilitaria a obten¢ao direta do glicosideo desejado,
o haleto 2 foi selecionado por conter grupos retiradores de elétrons
em C-2, que podem reduzir ou impedir a formagao do fon oxazolinio,
em analogia ao grupo tricloroacetamido, e posteriormente pode ser
convertido no grupo acetamido por reducdo.’>'® O grupo ftalimido
(em C-2, no haleto 3) pode ser convertido no grupo acetamido por
hidrazindlise seguida de acetila¢do com anidrido acético!* e o
grupo benziloxicarbonila (em C-2 no haleto 4) pode ser convertido
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no grupo acetamido por hidrogendlise seguida de acetilagdo com
anidrido acético."

Os haletos de glicosila 1-4 foram preparados conforme mostrado
na Figura 2.2

Em seguida, estes haletos foram utilizados na glicosilagao do
ciclo-hexanol, conforme apresentado na Figura 3.

As reacdes de glicosilagdo foram efetuadas nas condigdes apre-
sentadas na Tabela 1.%10%

O haleto de glicosila 3 foi o tnico que possibilitou a glicosila-
¢do do ciclo-hexanol, e o carbonato de prata foi o promotor mais
eficiente. O glicosideo de ciclo-hexila 7 foi obtido como andmero
B puro. A sua estereoquimica foi confirmada por meio da avalia¢do
da constante de acoplamento H1,H2 (3Jy;, .= 9,4 Hz), caracteristica
de acoplamento vicinal com relacio trans-diaxial. Ndo se observou
a formac@o do andmero o do glicosideo pela andlise do produto
bruto das reacdes.

Os demais haletos de glicosila avaliados ndo atuaram como doa-
dores nas condigdes utilizadas. O insucesso na glicosilaco utilizando
os cloretos de glicosila 1, 2 e 4 nas condicdes avaliadas no presente
trabalho pode ser explicado pela formacio de espécies pouco reativas
(Figura 4. A), o que ndo acontece com o cloreto de glicosila 3, que
ndo apresenta hidrogénio 4cido (Figura 4. B).

Com o objetivo de avaliar a influéncia da natureza do halogénio
em C-1, foi também realizado a reacdo de glicosilagdo do ciclo-he-
xanol com o brometo de glicosila 9,** mais reativo do que o cloreto
3 correspondente. O brometo de glicosila 9 foi preparado conforme
mostrado na Figura 5.
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a) 1: KOH, Ac,0, metanol, t.a., 1 h; 2: AcCl, 48 h, t.a.
b) 1: CLL,CH(CO)CI1, H,0, NaHCO3, 96 h, 0 °C; 2: AcCl, 48 h, t.a.

O%N
s €0 ¢)1: KOH, anidrido fltdlico, metanol, 50 °C 1 h;
2: Ac,O, piridina, t.a. 24 h; 3: AcCl, metanol, 48 h
d) 1:PhCH,0O(CO)C1 NaHCO3, H,0, t.a., 1 h; 2: AcCl, 48 h, t.a.
Figura 2. Esquema para preparagdo de 1-4
OAc
OAc Promotor de A O/&/
o) icosilacs c
Ao +  Ho— [ —lcosilagior AcO oL/
c . CHJClI, ta. /N\Rz
R\ cl Peneira R’
R? molecular 4A

1:R'=H, R2=COCH,
2:R"=H, R2=CI,CHCO
3:R'=R?=Phth
4:R'=H, R?=PhCH,0CO

5: R' =H, R? = COCHjs

6: R' =H, R? = CI,CHCO
7: R' =R?=Phth

8: R' =H, R? = PhCH,0OCO

* Ag,CO3, AgOTf, HgBr,/HgO

Figura 3. Esquema geral das reagoes de glicosilag¢do do ciclo-hexanol
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Tabela 1. Resultados do estudo de glicosilacdo do ciclo-hexanol com os doadores 1-4 e promotores AgOTf, Ag,CO, e HgBr,/HgO*

AgOTf Ag,CO; HgBr, / HgO (0,33:1)
Doadores Rendimento (%)** Tempo de reagdo/h Rendimento (%)** Tempo de reacdo/h Rendimento (%)** Tempo de reacdo/h
1 - 24 - 24 - 24
2 - 24 - 24 - 24
3 44 6 58 50 min 39 15
4 - 24 - 24 24

* Todas as reagdes foram realizadas a temperatura ambiente, com 1,5 equivalente de ciclo-hexanol, 6 equivalentes do promotor (1,9 equivalente de HgBr, e
6 de HgO), com peneira molecular 4 A e com tempos maximos de reacdo de 24 h. ** Foi também isolado o produto de hidrélise do cloreto de glicosila em
propor¢do complementar ao rendimento.
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Figura 4. A. Proposta mecanistica para a formagdo de oxazolina a partir dos haletos de glicosila 1,2 e 4; B. Proposta mecanistica para a formagdo do ion
oxazolinio a partir do haleto de glicosila 3

O resultado do estudo comparativo € mostrado na Tabela 2. no N-acetilglicosaminideo de ciclo-hexila 10 (Figura 6), descrito
Como esperado, o rendimento das reacdes de glicosilagdo do como aceptor de glicosilagdo em estudo de biossintese de Nod
ciclo-hexanol com o brometo de glicosila 9 por reagdo de Koenigs- onc
Knorr foi superior para os trés promotores avaliados. Mais uma vez OAc o
o carbonato de prata foi o promotor mais eficiente. Tal resultado €& Aco/&o; AcO
. [ ~ AcO OAc HBr / AcOH AcO
relevante, considerando a facilidade de preparagdo e o menor custo do O__N » O+__NBr
carbonato de prata em relagdo ao triflato de prata e a menor toxicidade 0 ta., 24 h, 81% 0
dos sais de prata em relagdo aos sais de merctrio.
Por fim, para exemplificar a conhecida eficiéncia da utili- °
zagdo do grupo ftalimido em C-2 para a obtencdo do derivado
acetamido correspondente,'>!* o glicosaminideo 7 foi convertido Figura 5. Esquema para preparagéo de 9
Tabela 2. Comparacao da eficiéncia dos doadores de glicosilagdo 3 e 9 na glicosilagdo do ciclo-hexanol
AgOTf Ag,CO, HgBr, / HgO (0,33:1)
Doadores
Rendimento (%)** Tempo de reagdo /h  Rendimento (%)** Tempo de reag@o Rendimento (%)** Tempo de reacdo / h
3 44 6 58 50 min 39 15
9 64 5 65 55 min 52 16

* Todas as reacoes foram realizadas a temperatura ambiente, com 1,5 equivalente de ciclo-hexanol, 6 equivalentes do promotor (1,9 equivalente de HgBr, e
6 de HgO), com peneira molecular 4 A e com tempos maximos de reacdo de 24 h. ** Foi também isolado o produto de hidrélise do cloreto de glicosila em
propor¢do complementar ao rendimento.
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Figura 6. Esquema para conversdo de 7 em 10

factors, moléculas contendo derivados oligossacarideos de
N-acetilglicosamina.”® Assim, hidrazindlise do grupo N-ftalimido de
7 seguida da acetilagdo quimiosseletiva do grupo amino com anidrido
acético em metanol forneceu 10 com rendimento de 77%.

CONCLUSAO

No presente trabalho foi realizado um estudo de glicosilagdao
do ciclo-hexanol por reagdo de Koenigs-Knorr, utilizando quatro
cloretos de glicosila derivados de D-glicosamina e trés promotores
de glicosilacdo: carbonato de prata, triflato de prata e brometo de
mercurio/6xido de mercirio. O cloreto de glicosila contendo o grupo
ftalimido em C-2 foi o Gnico que atuou como doador nas condigdes
estudadas e o promotor mais eficiente foi o carbonato de prata.
Com o objetivo de avaliar a influéncia do halogénio em C-1 foi
também efetuada a reagdo de glicosila¢do do ciclo-hexanol com o
brometo de glicosila 9, mais reativo. Como esperado, o rendimento
de glicosilagdo com 9 foi superior, com todos os promotores de
glicosilagdo utilizados, sendo o carbonato de prata mais uma vez o
mais eficiente. Tal resultado € relevante, considerando a facilidade
de preparacdo e o menor custo do carbonato de prata em relagdo ao
triflato de prata e a menor toxicidade dos sais de prata em relagdo
aos sais de mercurio. Por fim, foi realizada a conversdo de 7 no
N-acetilglicosaminideo de ciclo-hexila 10 para exemplificar a re-
conhecida eficiéncia do grupo ftalimido nas reacdes de glicosilacio
como precursor do grupo acetamido.

MATERIAL SUPLEMENTAR

Os espectros de RMN e no infravermelho das substincias pre-
paradas neste trabalho estdo disponiveis em http://quimicanova.sbq.
org.br, na forma de arquivo PDF, com acesso livre.

PARTE EXPERIMENTAL

As faixas de fusdo foram determinadas em aparelho MQAPF 301.

Os espectros no infravermelho foram obtidos em aparelho
Spectrum One, Perkin-Elmer com sistema ATR.

Os valores de poder rotatério especifico, [ ], foram medidos em
polarimetro ADP220 Bellinghan a temperatura de 22 °C.

Os espectros de RMN de 'H e de "*C foram registrados em apa-
relhos Bruker Avance DRX-200 e Bruker Avance DRX-400. Como
referéncia interna foi utilizado o tetrametilsilano (TMS) ou o sinal
do solvente.

A evolugdo das reacdes foi acompanhada por cromatografia
em camada delgada de silica (CCD) com 0,25 mm de espessura de
silica (silica gel 60G Merck) utilizando-se como revelador vapor de
iodo, solucdo etandlica de ninidrina 0,3% p/v ou solucdo etandlica
de 4cido sulfiirico 15% v/v.

As purificacdes por cromatografia em coluna de silica (CCS)
foram realizadas com silica gel 60 (0,063-0,200 mm/70-230 mesh
Merck).

Os reagentes utilizados neste trabalho foram adquiridos das
empresas Sigma-Aldrich ou Merck.

OH
MeOH, 60°, 14 h  HO 0 O\M
>  HO

S 2. Ac,0, MeOH NHAc
ta,1h

10
77% (2 etapas)

Os solventes utilizados durante esse trabalho foram obtidos
comercialmente das empresas: F-Maia, Synth e Merck.

Todos os solventes utilizados neste trabalho foram previamente
destilados e tratados segundo procedimentos descritos na literatura.”*’

Os haletos de glicosila 1, 2, 4 e 9 foram preparados por procedi-
mentos descritos na literatura.'*?!2428

O haleto de glicosila 3 foi preparado por procedimento adapta-
do,?3° como descrito a seguir:

Em um balao de fundo redondo de 50 mL foi adicionado 0,8 mmol
de 1,3,4,6-tetra-O-acetil-2-desoxi-2-ftalimido-D-glucopiranose e o
sistema foi vedado sob atmosfera de nitrogénio e mantido a -15 °C.
Com auxilio de seringa graduada, foram adicionados 2 mL de cloreto
de acetila e 0,14 mL de metanol, manteve-se a mistura sob agitacio
magnética a temperatura ambiente por 48 horas. Em seguida foram
adicionados 20 mL de diclorometano e e extraiu-se trés vezes com
15 mL de solugdo saturada de bicarbonato de sédio e uma vez com
20 mL de solu¢do saturada de cloreto de sodio. A fase organica foi
secada com sulfato de sddio, filtrada e concentrada em evaporador
rotatério. Foram obtidos 258 mg de 3 (68%).

Procedimento geral para glicosilacio do ciclo-hexanol®!**

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL foi solubilizado 0,1
mmol do haleto de glicosila em 2 mL de diclorometano anidro con-
tendo cerca de 100 mg de peneira molecular 4 A a 0 °C (banho de
gelo). Em seguida foi adicionado 0,2 mmol de ciclo-hexanol e 0,6
mmol do promotor de glicosilagdo e manteve-se a mistura sob agi-
tacdo magnética em atmosfera de nitrogénio a temperatura ambiente
(em sistema protegido da luz) até o prazo maximo de 24 horas e
monitoramento por CCD (Hexano 1:1 acetato de etila). Em seguida,
filtrou-se o material e concentrou-se em evaporador rotatério. O
produto bruto obtido foi purificado por CCS (Hexano 7:3 acetato de
etila). Os rendimentos individuais estéo relatados nas Tabelas 1 e 2.

3,4,6-tri-O-acetil-2-desoxi-2-ftalimido-f-D-glicopiranosideo de
cliclo-hexila (7)

Sélido Branco, FM: C,¢H;,NO, o, MM: 517,52 g mol "', f.f. 148,8-
150,4 °C (CH,CL,), [a]p* +56 (¢ 1,0, CHCLy), IV (v / cm™): 2949
(C-H, alifatico e aromatico), 1744 ¢ 1718 (C=0, carbamato e éster),
1539-1149 (C-C, alifético e aromatico),1212 (C-O, éster), 1011 (C-
0).RMN de 'H (3 CDCls, 200 MHz): 7,82-7,74 (m; 4H, H-9 e H-10),
5,77 (t; °*J= 9,4 Hz, 1H, H-3), 5,43 (d; *J= 9,4 Hz, 1H, H-1), 5,13
(t; 3= 9,4 Hz, 1H, H-4), 4,33-3,57 (m, 4H, H-2, H-5, H-6, H-11),
2,07 — 1,02 (m, 19H, COCH,, H-12-14). RMN de "*C (8 CDCl,, 50
MHz): 170,57-169,35 (OCOCH, e NCO), 134,27-123,53 (C8-10),
96,54 (C-1), 77,69-54,81 (C-2-6 e C-11), 30,87-24,13 (C-12-14),
20,61-20,45 (COCH,).

2-desoxi-2-acetamido-B-D-glicopiranosideo de cliclo-hexila (10)

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL foram adicionados 60
mg de 9 (0,11 mmol) em 2 mL de metanol e manteve-se sob agitacdo
magnética a 0 °C por cerca de 5 minutos. Em seguida foram adicio-
nados 0,4 mL de hidrato de hidrazina (80%) e manteve-se a solugio
sob agitagdo a 60 °C por cerca de 14 horas. Em seguida o solvente e
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o excesso de hidrato de hidrazina foram removidos em evaporador
rotatério por codestilagdo com etanol. O produto bruto resultante
foi solubilizado em 2 mL de metanol a 0 °C e adicionou-se 0,01 mL
de anidrido acético. Manteve-se a agitacdo magnética a temperatura
ambiente por cerca de 1 hora. Em seguida o solvente foi removido
em evaporador rotatdrio e o produto bruto resultante foi recristalizado
em metanol. Foram obtidos 27 mg de 10 (77%).

Sélido Branco, FM: C,,H,,NO,, MM: 303,35 g mol’!, f.f. 133,5-
135,6 °C (metanol), (lit.: 136-137 °C),*' [at]p* +34° (¢ 1,0, metanol);
+37,5° (lit.: ¢ 1,0, metanol),*' IV (v / cm™): 3032 (O-H), 2931 (C-H,
alifdtico), 1649 (C=0, amida), 1407-1263 (C-C, alifético), 1011
(C-0).
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