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RESUMO

Os medicamentos e as tecnologias farmacéuticas desempenham um papel essencial na
saide mundial, por isso, seu processo de desenvolvimento e descoberta é amplamente
necessario. Neste ambito, uma classe de moléculas que vem atraindo a comunidade
cientifica sd@o os O-glicosideos 2,3-insaturados, moléculas simples, derivadas de fontes
naturais com interessantes atividades bioldgicas. Deste modo, o objetivo deste trabalho
consistiu na sintese do iso-propil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-
enopiranosideo, avaliag¢do sua toxicidade frente a Artemia salina Leach e o estudo teérico
de suas propriedades farmacodinamicas, farmacocinéticas e toxicoldgicas a partir de
diferentes métodos in silico. Este O-glicosideo 2,3-insaturado foi obtido com 91% de
rendimento apds 30 minutos de reacdo, sendo posteriormente caracterizado. A avaliacao
da toxicidade frente a Artemia salina resultou em uma CLsode 779,503 pg/mL nos limites
de 683,246 a 883,730 pg/mL, classificada como levemente téxica, resultado bastante
promissor. Os métodos in silico apontaram que a molécula apresenta uma baixa
probabilidade de apresentar efeitos toxicos, boas caracteristicas para se tornar um bom
farmaco, um o6timo potencial de biodisponibilidade oral, e a probabilidade de
desempenhar diferentes funcdes por diferentes mecanismos farmacolégicos, destacando-
se as acodes antineoplésica, antibidtica, antialérgica, de inibicdo enzimética, entre outras.
Em suma, o iso-propil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo
apresenta uma probabilidade comprovada de desencadear diferentes efeitos fisiologicos,
podendo agir por diferentes vias com baixo risco de apresentar efeitos toxicos e ainda
com a possibilidade de administragcdo oral. Além disso, esta molécula pode ser facilmente
preparada e apresentou baixa toxicidade frente a Artemia salina, o que motiva os estudos

experimentais das atividades da mesma bem como de seus derivados.

Palavras-chave: Quimica Medicinal, Carboidratos, Rearranjo de Ferrier, Artemia salina

Leach, Métodos in silico.



ABSTRACT

Medicines and pharmaceutical technologies play a key role in global health, so its
development and discovery process is widely needed. In this context, a class of molecules
that has been attracting the scientific community are the 2,3-unsaturated O-glycosides,
simple molecules, derived from natural sources with interesting biological activities.
Thus, the objective of this work was to synthesis of iso-propyl 4,6-di-O-acetyl-2,3-
dideoxy-a-D-erythro-hex-2-enopyranoside, evaluation of its toxicity to Artemia salina
Leach and the theoretical study of their pharmacodynamic, pharmacokinetic and
toxicological properties from different in silico methods. This 2,3-unsaturated O-
glycoside was obtained in 91% yield after 30 minutes of reaction and was further
characterized. The evaluation of the toxicity to Artemia salina resulted in a LCso of
779,503 pug/mL in the range of 683,246 to 883,730 pg / mL, classified as slightly toxic, a
very promising result. The in silico methods indicated that the molecule has a low
probability of presenting toxic effects, good characteristics to become a good drug, an
excellent oral bioavailability potential, and the probability of performing different
functions by different pharmacological mechanisms, highlighting the actions
antineoplastic, antibiotic, antiallergic, enzymatic inhibition, among others. In summary,
iso-propyl 4,6-di-O-acetyl-2,3-dideoxy-a-D-erythro-hex-2-enopyranoside has a proven
probability of triggering different physiological effects, being able to act by different
routes with low risk of toxic effects and the possibility of oral administration. In addition,
this molecule can be easily prepared and presented low toxicity to Artemia salina, which

motivates the experimental studies of the activities of the same as its derivatives.

Key words: Medicinal Chemistry, Carbohydrates, Ferrier Rearrangement, Artemia

salina Leach, Methods in silico.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Estrutura da Adenosina trifosfato e da Celulose...........ccccceeveviieeeniiiieeenineenn. 15
Figura 2 - Estrutura molecular da vancomicina e teicoplanina............cccceeeveeerveeennveennne. 16
Figura 3 - Exemplos de O-glicosideos naturais com a¢do farmacoldgica...........c............ 17
Figura 4 - Diferentes tipos de glicOSTAOS. .......ccueriiiiiiiriiiiieieeiieeeee e 17

Figura 5 - Numero de publicagdes (A) e citagdes (B) envolvendo sobre O-glicosideos

eNLre 2000-2018......eiiiiieeeee ettt e et e et s saaees 18
Figura 6 - Exemplo de sintese do O-Glicosideos 2,3-insaturados........ccccceevvuveeenveennnee. 19
Figura 7 - Imagem do microcustdceo Artemia salina Leach...............cccccooeeiniiininnennnn. 20

Figura 8 - Sintese do iso-propil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-
ENOPITANOSTACO (3)..nvvieiniiieeiiieeitee ettt ettt et e et e ettt esbte e sabaabee e e sabaeesasabeesaaeeeas 30

Figura 9 - Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3) do iso-propil 4,6-di-O-acetil-2,3-

didesoxi-o-D-eritro-hex-2-enopiranosideo...........ceeevueiriiiiriiiieriiieiieeeiee e 33

Figura 10 - Espectro de RMN "*C (75 MHz, CDCls) do iso-propil 4,6-di-O-acetil-2,3-

didesoxi-o-D-eritro-hex-2-enopiranoSide0.........cueeeruieeiiieriiieeniieerieeeriee e esiaee e 33

Figura 11 - Distribuicdo dos valores de drug-likeness dos farmacos comerciais e das

substancias pertencentes ao catdlogo FIuka®.............ccccoovvveveveeeveeeeeeeeeeeeeeenn 35



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Dados espectrais do glicosideo 2,3-insaturado..........cceceeevuveenieeenneeennineennne 31

Tabela 2 -. Predicdo de toxicidade do iso-propil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-o-D-eritro-

hex-2-enopiranosideo a partir do SOffWare OSIFis...........cccceevceeieiiiiiiiieiienieiieeieeeeeae 34
Tabela 3 - Predicao do perfil farmacocinético baseado na “Regra dos cinco™................. 36
Tabela 4 - Predicao de alvos farmacodindmicos a partir do software Molinspiration......37

Tabela S - Atividades previstas para o iso-propil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-o-D-eritro-

hex-2-enopiranosideo com uma probabilidade de atividade maior que 70%.................... 38

Tabela 6 - Outras atividades previstas para o iso-propil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-

D-eritro-hex-2-enopiranoSideO. .........cceeriieiiiiriiiiiiiiieeieeee e 39



(Q)SAR
CCD
CDC
CDClIs
CLso
cLogP
EtOH
GPCR
H2S04
HMG-CoA
v

KBr
LogS
MeOH
MM
nALH
nDLH
OECD
Pa

PASS

Pi

RMN
RMN 13C
RMN 'H
RTECS
USEPA

LISTA DE ABREVIATURAS

(Quantitative) Structure-Activity Relationships
Cromatografia em camada delgada

Centers for Disease Control and Prevention
Cloroférmio deuterado

Concentragdo capaz de matar 50% dos individuos testados
Coeficiente de particdao

Etanol

G protein-coupled receptors

Acido sulfiirico
3-Hidroxi-3-metilglutatil-coenzima A
Infravermelho

Brometo de potdssio

Coeficiente de solubilidade

Metanol

Peso molecular

Numero de aceptores de ligacao hidrogénio
Numero de doadores de ligacao hidrogénio
Organisation for Economic Co-operation and Development
Probabilidade “de ser ativo”

Previsao do espectro de atividade para substancias
Probabilidade “de ser inativo”

Ressonancia magnética nuclear

Ressonancia magnética nuclear de carbono 13
Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
Registry of Toxic Effects of Chemical Substances

United States Environmental Protection Agency



SUMARIO

TINTRODUGAO.........oooioooieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 11
2OBETIVOS..... ettt ettt ettt ettt et e bt enteeneesaeebeennes 13
2.1 0DJEtivo GeTal..........c..oviiiiiiiieee e e e e e e aaaae s 13
2.2 0Dbjetivos eSPeCIfiCOS..........cc.eeiiriiiiieiieeeie et 13
3REFERENCIAL TEORICO.............coooovooioeieeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeee e, 14
3.1 CarbOIAratos. ........c..cooiiiiiiiiiii e bbb 14
3.2 GLICOSIAROS. ...ttt et b et e esaeebe st e saee e 16
3.3 Artemia salina 1each..................c...cocooooiiiiiiiiiiiiiie e 19
3.4 ANALISES i1 SILICO. ...t 21
4 METODOLOGIA.. ...ttt sttt e e eneens 25
4.1 Materiais, solventes € reagentes...............ccceeoueeeriieeniieeniiieeniee e eteesireesiee e 25

4.2 Sintese do iso-propil 4,6-di-o-acetil-2,3-didesoxi-a-d-eritro-hex-2-

ENOPITANOSIACO. .........oooiiiiiiiiiiiiieie ettt et be e e e areesaaeenbeeessneenseenens 25
4.3 CaracCteriZACAO. .........cc.uviieiiieeiiieeiite e ettt et e te e st e e s et e e sbaeessbeeesabeeeneseeeanes 26
4.4 Toxicidade frente a larvas de Artemia salina Leach.........................cc...ccccooee. 26
4.5 Analise eStatiStiCa..............ccevieiiiiiiiiieieeeee e 27
4.6 ANALISES 172 STIICO..........o.ooeeeeeeeeee ettt e nae s 27
4.6.1 OSiris Property EXPIOTET.......ccc.viiviiiiiiiiiiiie ettt 28
4.6.2 Molinspiration Online Property Calculation Tollkit....................cocol, 28
4.60.3 PASS ONIINE.....eiiiiiiiiiiiiieieteeee ettt et 28
5 RESULTADOS E DISCUSSAO..........coooiiioiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 30
6 CONCLUSAOQ.......cooouriieiie ettt 40

REFERENCIAS



11

1 INTRODUCAO

Os medicamentos e as tecnologias farmacéuticas t€m um papel essencial na satde
mundial, se mostrando como aspectos decisivos para o bom funcionamento das politicas
de sadde publica (CORREA; RODRIGUES; CAETANO, 2018). Entretanto,
cotidianamente surgem novos desafios, a citar, o aparecimento de agentes patogénicos
resistentes aos farmacos comerciais, a necessidade de aperfeicoamento dos tratamentos
jé existentes, o desenvolvimento de agentes que atuem no tratamento de doengas recém-
identificadas e a produ¢do de moléculas mais seguras pela reducdo ou remocao de seus
efeitos adversos. Tais situacdes apontam, de maneira indubitavel para a necessidade do
desenvolvimento de novos farmacos (THOMAS, 2012).

A necessidade de novos agentes terapéuticos, bem como o desenvolvimento de
seu processo de descoberta faz com que se voltem as atengdes para moléculas promissoras
que possam Vvir a suprir os problemas relatados. Neste 4ambito, uma classe de moléculas
que vem atraindo a comunidade cientifica sdo os O-glicosideos, moléculas simples,
derivadas de fontes naturais com interessantes atividades ja relatadas, e que compdem
diversos produtos naturais (FREITAS et al., 2012; ALMEIDA, 2015).

O interesse por estes O-glicosideos € intensificado pelo fato deles serem obtidos
a partir de carboidratos simples e comuns presentes nos organismos vivos, cOomo, por
exemplo, a D-glicose e a D-galactose, o que pode implicar em uma maior
biocompatibilidade e baixa toxicidade (DELBIANCO et al., 2016).

No entanto, para que estas moléculas se tornem farmacos e desempenhem seu
papel na melhoria da saide devem primeiramente passar por inimeros testes clinicos, um
processo que leva um longo tempo, apresenta um custo elevado, além da consideravel
utilizacdo de animais, o que desperta uma busca por métodos alternativos que venham
solucionar estes problemas (SANTOS, 2011).

Neste horizonte, o bioensaio com Artemia salina vem se destacando devido ser
um teste simples, rdpido, sensivel e de baixo custo (RAJABI et al., 2015), consolidando-
se cada vez mais como uma excelente ferramenta para a andlise preliminar da toxicidade
geral (ROCHA-FILHO et al., 2015).

Ao mesmo tempo, a quimica medicinal se empenha para oferecer ferramentas que
possam facilitar o processo de descoberta de novos farmacos, merecendo destaque para

as andlises in silico, ferramentas que utilizam métodos computacionais e matematicos
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com comprovada efetividade para prever uma grande diversidade de caracteristicas
bioldgicas de uma molécula em um menor tempo e com custo reduzido (PAPA, 2017).

Estas metodologias inovadoras vém se unindo a diferentes estratégias para a
obtencdo de novas moléculas, onde se destacam as modificacdes moleculares, uma vez
que objetivam o desenvolvimento de agentes com caracteristicas agraddveis de eficicia e
seguranca (LUCIO NETO, 2011).

Diante da crescente necessidade de novos farmacos, dos entraves notados no
processo de pesquisa e desenvolvimento dos mesmos e das favordveis caracteristicas
quimicas, bioldgicas, toxicoldgicas e de biocompatibilidade dos carboidratos, o presente
trabalho buscou a obteng¢do de moléculas que possam vir a suprir estas importantes
necessidades, utilizando métodos simples e eficazes para colaborar com a descoberta de
novos agentes com boas caracteristicas farmacoldgicas e que sejam seguras para 0 homem

e meio ambiente.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

O objetivo principal deste trabalho consiste em sintetizar o iso-propil 4,6-di-O-
acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-eno-piranosideo, e avaliar sua toxicidade frente a
Artemia salina Leach, bem como realizar o levantamento tedrico de suas propriedades
farmacodinamicas, farmacocinéticas e toxicoldgicas a partir de diferentes ferramentas de

estudos in silico.

2.2 Objetivos especificos

o Promover a reacdo de glicosilagdo para a obtencdo do iso-propil 4,6-di-O-acetil-
2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo;

o Caracterizar o  iso-propil  4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-o-D-eritro-hex-2-
enopiranosideo através da espectroscopia de infravermelho e ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio e carbono-13 e rotacao 6tica;

o Determinar a toxicidade do iso-propil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-o-D-eritro-
hex-2-enopiranosideo frente a Artemia salina Leach;

o Realizar o levantamento tedrico das caracteristicas farmacodinamicas,
farmacocinéticas e toxicoldgicas do iso-propil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-o-D-

eritro-hex-2-enopiranosideo.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Carboidratos

O termo carboidrato foi primeiramente aplicado para classificar as moléculas que
apresentavam férmula geral Cn,(H20),. No entanto, com o passar dos anos foram
descobertas moléculas que pertencem a esta classe, mas que apresentam outros 4tomos
diferentes de C, H e O, o que levou a ampliacdo desse conceito. Atualmente, os
carboidratos podem ser definidos como poli-hidroxialdeidos e poli-hidroxicetonas ou
substancia que liberam estes compostos por hidrdlise (NOGUEIRA et al., 2009;
NELSON; COX, 2014).

De acordo com o numero de unidades sacaridicas, os carboidratos sdo divididos
em trés principais grupos: os monossacarideos (aguicares simples), os oligossacarideos
(cadeias curtas de wunidades monossacaridicas, sendo os mais importantes o0s
dissacarideos) e os polissacarideos (polimeros com mais de 20 unidades
monossacaridicas, podendo conter até centenas ou milhares destas unidades). Estes
componentes podem estar unidos a moléculas de ndo-agucares formando os
glicoconjugados (NELSON; COX, 2014).

Este importante grupo de macromoléculas se apresenta como a maior classe de
compostos de ocorréncia natural, estando presente nos mais diversos organismos, desde
aqueles mais simples até os mais complexos. Estima-se que a maior parte de toda a
biomassa produzida no planeta é representada por estas moléculas (BANDERA et al.,
2014; HAO et al., 2016).

Boa parte da nossa dieta € composta por integrantes desta classe, os quais auxiliam
na manutencao da homeostasia por diferentes formas. Sua presenca € imprescindivel, uma
vez que € a partir de sua acdo e interacao com outras biomoléculas que o corpo mantém
a integridade celular, bem como o perfeito funcionamento e de todos os processos
metabolicos, fisioldgicos e genéticos (POMIN; MOURAO, 2006; DELBIANCO et al.,
2016).

Como exemplo de sua importincia fisiolégica pode-se citar desde agdes ja
consagradas para esta classe de compostos, como € o caso do transporte € armazenamento
de energia através da adenosina trifosfato (WU et al., 2015) e a funcdo estrutural através
da celulose (Figura 1) (ROMLING; GALPERIN, 2015), até funcdes complexas de
reconhecimento molecular desempenhadas por glicoconjugados presentes na superficie

celular (BERA et al., 2015).
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Além destas acdes, a D-glicose € reconhecida ha muito tempo como a principal
fonte de energia da maioria dos organismos vivos, auxiliando na nutricio dos mesmos. E
notado que, com excecdo das vitaminas, aminodcidos e &4cidos graxos, todos os

metabolitos vitais podem ser obtidos a partir da glicose (GREENWAY, 2005).

Figura 1 - Estrutura da Adenosina trifosfato e da Celulose.

NH,
o) N | “‘*N OH
0-P—0 | o HO—_ OH
Y LS
OH
OH OH
L —n
Adenosina trifosfato Celulose

Fonte: Proprio autor.

Polimeros de carboidratos tém agdo essencial tanto como elementos estruturais
quanto de protecdo nas paredes celulares bacterianas, paredes vegetais e nos tecidos
conjuntivos de animais. Além destes, outros polimeros desempenham seus papéis como
participantes do processo de sinalizacdo intracelular, como lubrificantes das articulagdes
esqueléticas e como integrantes do processo de reconhecimento e coesdo celular
(NELSON; COX, 2014).

Além da sua intensa utilizacdo fisiologica pelos mais diversos organismos,
também sdo notadas diferentes moléculas pertencentes a esta classe que apresentam
diferentes atividades bioldgicas, estando algumas ja integradas ao atual arsenal
farmacéutico, como é o caso da vancomicina e da teicoplanina (Figura 2), moléculas
utilizadas como antibidticos extraidas das bactérias Amycolatopsis orientalis e
Actinoplanes teichomyceticus, respectivamente (XAVIER; RAUTER, 2012; SILVA,
2015).

A sacarose e a D-glicose também apresentam importantes aplicacdes, sendo
carboidratos de baixa massa molecular e economicamente atrativos justificando sua
producdo em larga escala. Estas duas moléculas sdao facilmente submetidas a
modificagdes estruturais facilitando a producao de novos compostos importantes do ponto

de vista industrial (FERREIRA; SILVA; FERREIRA, 2013).
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Dentre os componentes desta classe, a D-glicose € o de maior destaque. Devido a
sua abundancia e propriedades Unicas tanto do ponto de vista biolégico quanto quimico,
esta molécula é constantemente utilizada nos mais variados setores industriais, como o
farmaceéutico, alimenticio, cosmético, quimico, dentre outros (SILVA; FREITAS FILHO;

FREITAS, 2018).

Figura 2 - Estrutura molecular da vancomicina e teicoplanina.

T

NH;
CHjy

Vancomicina Teicoplanina
Fonte: préprio autor.

3.2 Glicosideos

Os carboidratos apresentam caracteristicas moleculares bem peculiares, como a
capacidade que seus monomeros tém de se ligarem de diferentes maneiras, o que ndo é
notado em outros grupos de biomoléculas (SACHETT; VERLI, 2011). Além disso, estas
moléculas poderem reagir com outros carboidratos (gliconas), ou moléculas de outra
natureza (agliconas), através do seu carbono anomérico, formando assim as ligacdes
glicosidicas. A partir destas reagdes uma infinidade de derivados pode ser sintetizada,
dando origem a novas moléculas que podem apresentar ac¢des amplificadas ou
diversificadas (MATA, 2017).

A literatura relata um grande numero de glicosideos com importantes atividades
farmacoldgicas, a saber: acdo anti-inflamatdria, antibidtica, antiviral, antitumoral,
imunoldgica, anticoagulante e antiprotozodria (ALMEIDA, 2015). Estas estruturas
também compdem diversos produtos naturais com atividades variadas, como o catalpol,

a salicilina e a marolactina O (Figura 3) (FREITAS et al., 2012).
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Figura 3 - Exemplos de O-glicosideos naturais com agdo farmacoldgica.

s 3

HoH
Catalpol Salicilina Macrolactina O
anti-hiperglicemica anti-inflamatoria antibidtica

Fonte: Préprio autor.

Os glicosideos podem ser classificados a partir do 4&tomo responsavel pela ligacao
ao carbono anomérico do carboidrato, podendo-se ser O-, C-, N- e S- glicosideos (Figura

4), o que depende do agente nucleofilico empregado na sua obtencdo (MATA, 2017).

Figura 4 - Diferentes tipos de glicosideos.

Fonte: préprio autor.

Estudos apontam diversos O-glicosideos sintéticos com atividades promissoras,
como € o caso do trabalho de Cordeiro e colaboradores (2014), em que a por¢do aglicona
da molécula é um produto natural isolado de plantas do género Piper spp., € os trabalhos
de Goyard e colaboradores (2015) e Polakova e colaboradores (2015), nos quais os
glicosideos apresentam-se conjugados a fragmentos contendo anéis triazélicos.

O trabalho de Kimura e colaboradores (2015) relata a acdo inibitéria de O-
glicosideos de flavonol com diferentes tipos de agliconas isoladas das folhas de Indigo

sobre a atividade de HMG-CoA redutase, a principal enzima da biossintese de colesterol.
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Compostos promissores também s3ao apontados no estudo de Chung e
colaboradores (2014), em que trés O-glicosideos triterpénicos foram isolados da erva
Ginseng vermelho (Panax ginseng) demonstrando atividade anti-inflamatéria contra
células da linhagem RAW 264,7 de macréfagos murinicos.

O trabalho de Xue e colaboradores (2015) chamou bastante aten¢ao ao relatar por
testes in vitro e in vivo a atividade antitumoral frente a células neoplésicas de pulmao de
um O-glicosideo cardiaco isolado das raizes de Streptocaulon juventus, o TXA9, o qual
demostrou efeito inibitério semelhante ao do taxol sem apresentar efeitos adversos,
sugerindo que o mesmo é bem tolerado pelo organismo.

Junto a isso, ao longo do tempo pode-se notar um intenso crescimento de estudos
que envolvem esta classe de compostos, fato notado pela andlise dos graficos mostrados
na Figura 5 formados por dados estatisticos de publica¢cdes indexadas na base de dados
da Web of Science no periodo de 2000 a 2018, utilizando como palavra-chave O-
glicosideos, mostrando que 895 artigos foram publicados neste periodo e que o nimero

de citacdes sobre o assunto cresceu consideravelmente (Web of Science, 2018).

Figura 5. Nimero de publicacdes (A) e citagdes (B) envolvendo sobre O-glicosideos entre 2000-2018.
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Fonte: Web of Science, 2018

Os O-glicosideos podem ser obtidos sinteticamente a partir da reacdo de
glicosilagdo, processo descrito pela primeira vez por Emil Fischer em 1893, obtendo-se
moléculas que desde entdo vém chamando aten¢do de diferentes segmentos cientificos,
uma vez que podem ser empregados como intermedidrios sintéticos, agir como prototipos
para o desenvolvimento de novas moléculas e atuar como componentes estruturais de

farmacos (FISCHER, 1893; FERRIER, 2001; NIGUDKAR; DEMCHENKO, 2015).
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Desde os estudos de Fischer, muitos métodos foram desenvolvidos com o objetivo
de melhorar as reacdes de glicosilagdo, como é o caso da metodologia proposta por
Toshima e colaboradores (1995) (Figura 6) na qual a Montmorillonita K-10 foi utilizada
como catalisador, trazendo como beneficios a promog¢ao da reagao na presenca de varios
alcoois, o desenvolvimento reacional em condi¢des brandas e uma alta

estereoseletividade.

Figura 6 - Exemplo de sintese do O-Glicosideos 2,3-insaturados.

OAcC
K-10 OAc
(100% M/M) o
+ ROH ——
CH,Cl,
A, 30 min AcO" =

Fonte: Proprio autor.

A estrutura dos O-glicosideos permite que estas moléculas sejam facilmente
submetidas a diferentes modificacdes estruturais como hidrélise, dihidroxilagdo,
epoxidacdo assimétrica, hidrogenacdo catalitica e adi¢des do tipo 1,2 ou 1,4 Michael, o
que as tornam importantes ferramentas na sintese de novas moléculas biologicamente
ativas (DANTAS, 2017).

Por serem derivados de moléculas naturais € comuns aos seres vivos, muitos
destes glicosideos 2,3-insaturados apresentam a expectativa de baixa toxicidade ja que
uma forma de se resolver os problemas de citotoxicidade consiste na utilizacdo de
substratos que apresentem compatibilidade com os sistemas biologicos (DELBIANCO et

al., 2016).

3.3 Artemia salina Leach

A Artemia salina (Figura 7) € um microcrustdceo da ordem Anostraca encontrado
em 4guas salgadas e muito utilizado na alimentacdo de peixes, sendo facilmente obtido,
armazenado e cultivado. Este microscrusticeo tem sido amplamente utilizado em ensaios
bioldgicos por apresentar caracteristicas que favorecem seu emprego (POMPILHO,
MARCONDES; OLIVEIRA, 2014; ATES et al., 2016).

A literatura apresenta inuimeros trabalhos que usam esta metodologia frente a

produtos e toxinas naturais, extratos de plantas e produtos sintéticos para a avaliacdo de
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diferentes  parametros  bioldgicos, dentre eles: atividade antimicrobiana,
tripanossomicida, parasiticida, larvicida, fototdxica, antioxidante, anticonvulsivante e
antitumoral (BEDNARCZUK, 2010; CHOHAN et al., 2010; BAGHERI et al., 2010;
SARAIVA et al., 2011).

Figura 7 - Imagem do microcustidceo Artemia salina Leach.

Fonte: Kribensis (2010) apud Pizzolotto (2010).

Entretanto, o emprego mais relevante deste ensaio € o seu uso em estudos
toxicoldgicos, apresentando-se eficiente e com uma boa correlagdo de seus resultados.
Ensaios de letalidade, como os desenvolvidos com a Artemia salina, proporcionam a
avaliacdo da toxicidade geral de compostos com potencial atividade bioldgica, sendo
considerados de grande importancia na avaliacdo preliminar dos mesmos
(BEDNARCZUK et al., 2010).

Seu uso ja € bem disseminado, podendo-se notar uma diversidade de laboratérios
de pesquisa que aplicam esta metodologia de forma bastante ampla para determinac¢do da
toxicidade de extratos vegetais € compostos promissores (PIMENTEL et al., 2011).

Desde o primeiro relato da aplicacao deste bioensaio, no qual Michael, Thompson
e Abramovitz (1956) avaliaram moléculas com ac¢ao pesticida, inimeros artigos t€ém sido
publicados até recentemente sobre estudos de diversos cunhos, avaliando produtos e
toxinas naturais, além de extratos de plantas e produtos de sintese, validando, assim, este
bioensaio como “screening” inicial para avaliacdo da toxidade (FERRAZ-FILHA et al.,
2012; ASAKAWA; LUDWICZUK; NAGASHIMA, 2013; ROCHA-FILHO et al.,
2015).
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No processo de pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos, o primeiro tipo
de teste toxicoldgico que os protétipos sdo submetidos sdo os ensaios de toxicidade
agudo-letal, os quais buscam avaliar os efeitos oriundos de uma exposicao curta (de 24 a
48 horas) do produto testado com o organismo bioindicador, geralmente ratos ou coelhos.
Entretanto, estes testes apresentam algumas desvantagens, como a utilizacio preocupante
de animais, necessidade de grande quantidade de amostras e custos elevados (BAROSA,
2003; SANTOS, 2011).

Frente a estes problemas, o estudo de toxicidade aguda pelo bioensaio com
Artemia salina se destaca, uma vez que apresenta como vantagem a rapidez e
sensibilidade, além de um baixo custo. Além disso, nao utiliza analises de tecidos animais
maiores, como soro por exemplo, dispensando o uso destes durante o teste (RAJABI et
al., 2015).

Esta técnica apresenta um modo de execucdo simplificado, uma vez que ndo
requer métodos assépticos e nem de equipamentos especiais, favorecendo sua utiliza¢io
rotineira no proprio laboratério (ANDRIOLLI et al., 2007).

Junto a isso, outro beneficio notado € a simplicidade no monitoramento da
resposta biolégica, uma vez que os resultados sdo avaliados levando em conta apenas o
pardmetro mortalidade ou perda de mobilidade dos individuos envolvidos no teste

(MEYER et al., 1982; CASTELLO-BRANCO, 2009).

3.4 Analises in silico

A trajetéria desde a descoberta de uma molécula promissora até a sua aplicacao
como produto farmacéutico € bastante longa e formada por diversas etapas. Durante a
pesquisa e desenvolvimento de um novo farmaco, a molécula € submetida a inimeros
estudos in vitro e in vivo a fim de garantir sua efetividade e seguranca (KNOP; MARIA,
2017).

Para alcancar este objetivo, o modelo animal vem sendo utilizado ha bastante
tempo por diversas dreas de desenvolvimento técnico-cientifico. Entretanto, esta pratica
vem sendo criticada por diversos segmentos da sociedade devido o sofrimento dos
animais envolvidos, sendo exigido da comunidade cientifica e das autoridades testes
alternativos a experimentagao animal (VICTAL te al., 2014).

Adicionalmente, outros entraves sdo notados no processo de pesquisa e

desenvolvimento de novos farmacos, a citar: a grande demanda de tempo e um custo
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bastante elevado. Por esse motivo, nota-se uma intensa busca por métodos alternativos
que contornem estas dificuldades, destacando-se os modelos in silico (SANTOS, 2011).

Os modelos in silico sio métodos executados em computador, ou através de
simulagdo computacional, que surgiram como uma alternativa para os estudos ji
existentes, apresentando como vantagens um menor tempo de andlise, a ndo utilizagdo de
animais, rapidez, reprodutibilidade, exatiddao e custos infinitamente menores. Estes
métodos baseiam-se em modelos biorreguladores humanos para gerar informacdes
quanto as caracteristicas farmacodinamicas, farmacocinéticas e toxicoldgicas das
moléculas testadas, além de outros possiveis usos (SANTOS, 2011; SRINIVAS et al.,
2014).

Sabendo-se que a descoberta de um novo agente terapéutico depende da
cooperacdo da ciéncia e de um pouco de ‘“sorte”, estas ferramentas implementam
conhecimento e racionalidade a cada etapa da pesquisa, aumentando assim a participacao
da ciéncia no processo e diminuindo a necessidade da “sorte” na descoberta de um novo
agente terapéutico (THOMAS, 2012; BARREIRO; FRAGA, 2014).

Outro empasse notado nos métodos atuais € o fato de que boa parte destes sao
agressivos ao meio ambiente, sendo notado bastante esfor¢os no desenvolvimento de
métodos que possam contornar esta dificuldade. As metodologias in silico seguem este
novo pensamento indo de encontro aos principios da Quimica Verde (SANGI, 2016).

Os métodos in silico utilizam de diferentes principios metodoldgicos, ou da
combinacdo destes principios, para gerar seus resultados, principios como: (Q)SAR-
(Quantitative) Structure-Activity Relationships, formacdo de categoria, andlise de
tendéncia e métodos de extrapolacdo. Estes métodos ja sdao aplicados em softwares de
agéncias como a USEPA, OECD (Organisation for Economic Co-operation and
Development) e Comissao Europeia (SANTOS; RODRIGUES, 2011).

Estes estudos tém sido empregados em pesquisas de diferentes cunhos que buscam
avaliar diferentes propriedades de moléculas existentes ou hipotéticas, a fim de identificar
caracteristicas promissoras que fomentem o desenvolvimento de estudos mais avangados
envolvendo as mesmas (SRINIVAS et al., 2014).

Um exemplo de sua aplicagdo € o seu uso em estudos farmacoldgicos das
moléculas promissoras. A farmacologia tem como principio bésico explicar como os
farmacos funcionam, buscando entender principalmente como as moléculas dos farmacos

interagem com o0s compartimentos biolégicos para desencadear sua agdo
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(farmacodindmica) e como transitam por estes compartimentos antes e apds sua interagao
com seus alvos (farmacocinética) (RANG et al., 2016).

A partir destes métodos computacionais € possivel obter informacdes quanto as
caracteristicas farmacodinamicas das moléculas. Estes resultados ajudam a entender
como elas atuam, podendo-se assim modelar sua acdo a fim potencializa-la e deixa-la
mais segura ou mais especifica (GUIDO; ANDRICOPULOQO; OLIVA, 2010).

Para que possa ser desenvolvida sua acdo farmacodinamica, a molécula do
farmaco deve ser capaz de permear pelos compartimentos bioldgicos até exercer alguma
influéncia quimica sobre um ou mais constituintes celulares, sendo esta capacidade de
permeacdo regida por suas caracteristicas farmacocinéticas (RANG et al., 2016). Os
métodos in silico auxiliam no delineamento desta propriedade, permitindo entender como
estes fatores influenciam na agdo farmacoldgica e como podem ser modulados para evitar
a eliminagdo de bons protétipos devido a caracteristicas farmacocinéticas desfavoraveis
(FOWLER et al., 2017).

Além da farmacologia, os estudos toxicolégicos in silico também vém
demonstrando seu impacto, utilizando métodos computacionais € matemdticos com
comprovada efetividade para prever possiveis efeitos toxicos bem como entender como
se desenvolvem, apresentando caracteristicas que se encaixam perfeitamente nas
necessidades industriais (TOROPOVA, 2017).

De acordo com Moda (2011), cerca de 80% das moléculas que iniciam as
pesquisas para se tornarem novos farmacos ndo alcancam os estudos clinicos, das quais
50% tém insucesso devido suas propriedades farmacocinéticas e toxicoldgicas. Isso nos
mostra que, além de boa acdo farmacodinamica, deve existir um equilibrio satisfatério
entre as caracteristicas farmacocinéticas e toxicoldgicas para que se sustente a utilizagao
de uma molécula (SILVA, 2016).

Além disso, segundo Barreiro e Pinto (2010), as empresas farmacéuticas divulgam
que de 10.000 moléculas pesquisadas, apenas uma transforma-se em medicamento, sendo
necessario um investimento no processo que corresponde a cerca de 10% de seus
faturamentos, demandando um tempo médio de 10 anos.

Nesse ambito, os métodos in silico ajudam na identificacdo de candidatos ndo
promissores, bem como na melhoria dos mesmos a partir de modificacdes estruturais,
facilitando e otimizando o processo de descoberta de novos farmacos (RAYBURN et al.,

2018).
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Estes métodos também se mostram eficazes no manejo de dados e mapeamento
das estruturas 3D de alvos moleculares e ligantes, auxiliando na identificacdo e
modelagem de novos candidatos a farmacos de forma mais direcionada (RODRIGUES
et al., 2012).

Desta forma, o emprego destas ferramentas permite um planeamento racional de
novos farmacos, bem como a avaliacdo e sintese dos mesmos, proporcionando ainda a
interpretacdo de seu modo de acdo em nivel molecular e a comparacdo do seu efeito
bioldgico a partir do estudo de sua estrutura quimica (MAFUD et al., 2016)

Seu uso encontra-se em um patamar cada vez mais avancgado, sendo uma ajuda de
grande valia para pesquisadores de diferentes dreas, trazendo resultados importantes,
exatos, reprodutiveis e concordantes com os estudos in vitro e in vivo (MARCHANT,
2012; SRINIVAS et al., 2014; AMPARO, 2016).

Sua aplicacdo tem sido estimulada pela legislacdo, uma vez que possibilita a
obtencdo de importantes resultados apresentando beneficios singulares, como a nao

utilizacao de animais (OLIVEIRA FILHO et al., 2015).
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4 METODOLOGIA

4.1 Materiais, solventes e reagentes

O monitoramento das reacdes foi realizado através da cromatografia em camada
delgada (CCD) utilizando placas de silica-gel contendo indicador fluorescente F2s4. Para
visualizagdo, as placas foram colocadas em solu¢do dcida (EtOH/H2SO4, 95:5) ou solugdo
de vanilina. A purificacdo foi realizada através da cromatografia liquida em coluna de
vidro utilizando silica-gel 60 (70-230 mesh) como fase estaciondria e sistemas
hexano:acetato de etila como fase mével em diferentes proporgoes.

Os solventes comerciais foram purificados de acordo com os protocolos descritos
na literatura (PERRIN; AMAREGO, 1996). O hexano e o acetato de etila foram
destilados individualmente, com coluna de vigreaux e o diclorometano foi destilado sob
hidreto de calcio. Os reagentes tri-O-acetil-D-glucal e o élcool iso-propilico foram

adquiridos da empresa Sigma Aldrich.

4.2 Sintese  do  iso-propil  4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-
enopiranosideo

A sintese do glicosideo 2,3-insaturado foi realizada através do protocolo de
Toshima e colaborados (1995), com algumas modifica¢des. Deste modo, em um baldo de
fundo redondo com capacidade de 50 mL foram adicionados o 3,4,6-tri-O-acetil-D-glucal
(0,27 g; 1 mmol), o alcool iso-propilico (0,70 g; 1,2 mmol) e diclorometano seco (20 mL).
Em seguida, o baldo foi resfriado a 0°C e mantido sob agitacao por 5 minutos. Apds este
intervalo de tempo foi adicionado montmorillonita K-10 (0,27 g; 100% m/m) e um
sistema de refluxo acoplado ao baldo. A mistura reacional foi mantida sob agitacdo e
aquecimento (50 = 5°C) por cerca de 30 minutos. Apés este intervalo de tempo o
aquecimento foi interrompido e o término da reacdo verificado por cromatografia de
camada delgada (CCD).

Em seguida, a solu¢do contida no baldo foi filtrada e o solvente removido sob
pressao reduzida utilizando evaporador rotativo. O produto bruto foi purificado em coluna
cromatogrifica utilizando inicialmente hexano e terminando com um sistema de

hexano:acetato de etila na propor¢ao de 90:10.
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4.3 Caracterizacao

As andlises de ressonancia magnética nuclear (RMN) foram realizadas em um
espectrometro  VARIAN® modelo Unity Plus-300 utilizando como solvente o
cloroférmio deuterado (CDCl3). Este espectrometro foi calibrado usando tetrametilsilano
(0,00 ppm) como referéncia interna para os nicleos de 'H e !°C, e todas as constantes de
acoplamento (J) foram descritas em hertz (Hz). O espectro de infravermelho (IV) foi
registrado em um espectrofotdmetro de infravermelho com transformada de Fourier no
Spectrum 400 FT-IR/FT-NIR Spectrometer modelo PerkinElmer, sendo a amostra
preparada como pastilhas de KBr, com nimero de scans de 16, resolu¢io 4 e nimero de
onda de 4000 a 400 cm™. A rotagio especifica foi determinada em um polarimetro digital
da marca JASCO® P-2000 equipado com a luz de s6dio em comprimento de onda 589
nm. A amostra foi preparada em concentragdo de 1 m/v % (em MeOH) em uma cubeta
de 1 mL. O ponto de fusdo foi realizado no Electro-thermal série IA 9100 Digital Melting
Point. A chapa de agitacdo com aquecimento e a manta aquecedora sao da marca Fisaton
modelo 754A e 102E, respectivamente. O solvente foi removido utilizando um
evaporador rotativo da Biichi Rotavapor modelo R-114 conectado a uma bomba de vacuo
modelo KNF Neuberger, e o solvente remanescente foi removido utilizando uma bomba
de alto vdcuo da Edwards modelo RV3. As estruturas dos compostos foram geradas

através do software ChemBioUltra® versao 12.0.

4.4 Toxicidade frente a larvas de Artemia salina Leach

O teste de toxicidade frente as larvas de Artemia salina Leach foi realizado
seguindo-se o protocolo descrito por Meyer e colaboradores (1982). Apds sintetizado e
caracterizado, o iso-propil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo
foi utilizado para a obten¢do de uma solucao estoque utilizando como solvente dgua salina
artificial preparada a partir de 38 g de sal marinho Marinex® em 1 L de 4gua destilada
em pH entre 8 e 9.

Desta solucdo foram retiradas aliquotas para a realizagdo de dilui¢des obtendo-se
inicialmente as concentragdes de 125, 250, 500, 750 e 1000 pg/mL. Apods este teste
preliminar as concentracdes foram ajustadas para novos testes envolvendo concentragdes
menores que 125 pg/mL e maiores que 1000 pg/mL.

O dicromato de potdssio foi utilizado como controle positivo ao passo que o
solvente da solucdo estoque foi utilizado como controle negativo a fim de atestar a

viabilidade do teste.
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Os cistos do microcrusticeo foram incubados em dgua salina artificial sob
iluminacdo também artificial por um periodo de 24 horas visando a eclosdo dos
metandupilos (larvas). Este processo aconteceu em uma incubadora, que consiste em um
recipiente retangular de vidro com uma diviséria contendo furos de aproximadamente
0,02 cm de espessura e distribuidos uniformemente, formando-se assim dois lados
distintos.

Os cistos foram depositados em um dos lados do recipiente, o qual foi recoberto
com papel aluminio, para que as larvas, apos a eclosdo dos cistos, fossem atraidas pela
luz do outro lado do sistema, forcando-as a atravessar a divisdria, facilitando sua coleta e
transferéncia para os tubos de ensaio. As larvas foram coletadas com auxilio de uma
pipeta de Pasteur.

As larvas foram divididas em diferentes tubos de ensaio em grupos de 10 para
cada tubo, sendo estas expostas aos controles positivo, negativo e as solucdes de
concentracdo crescente do iso-propil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-
enopiranosideo, sendo realizados inicialmente um total de cinco testes, todos em
triplicata.

Os testes foram submetidos a iluminagdo artificial por um periodo de 24 horas,
sendo posteriormente contabilizada a quantidade de individuos vivos e mortos para cada

teste.

4.5 Analise estatistica
Os valores da concentracdo capaz de matar 50% dos individuos testados (CLso)

foram obtidos através do software POLO-PC (Copyright LeOra Software 1987).

4.6 Analises in silico

Diferentes anélises foram realizadas para o glicosideo 2,3-insaturado obtendo-se
resultados quanto a suas caracteristicas farmacocinéticas, farmacodinamicas, a
semelhanga com outros farmacos e a probabilidade de atividade. Para isso, foram
utilizadas trés plataformas: os programas Osiris Property Explorer, Molinspiration
Online Property Calculation Tollkit e Previsdao do espectro de atividade para substincias

(PASS) online.
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4.6.1 Osiris Property Explorer

A ferramenta Osiris é um software online capaz de gerar algoritmos preditivos de
potencial risco toxicoldgico a partir da estrutura molecular estudada. Tal predi¢do €
baseada na comparagdo entre os fragmentos estruturais da molécula analisada com um
conjunto de fragmentos do “Registro de Efetios Toxicos de Substancias Quimicas”
(RTECS), do “Centro de controle e preven¢do de doengas” (CDC), um 6rgio norte-
americano, ¢ com mais de trés mil farmacos comerciais (BRITO, 2010).

Apés a andlise, o programa expressa probabilidade da molécula demonstrar
mutagenicidade, tumorogenicidade, irritabilidade e interferéncia na reprodu¢do humana
através de cores, em que a cor vermelha indica alto risco, a cor amarela risco moderado e

a cor verde sem risco.

4.6.2 Molinspiration Online Property Calculation Tollkit

A ferramenta Molinspiration possibilita o cdlculo de importantes propriedades
fisico-quimicas da molécula. Estes parametros foram utilizados para avaliar o padrao de
biodisponibilidade tedérica do glicosideo 2,3-insaturado baseando-se na “Regra dos
Cinco” desenvolvida por Lipinski e colaboradores (1997).

Este software também foi utilizado para avaliar a probabilidade deste composto
atuar em diferentes alvos farmacoldgicos gerando uma nogdo de suas caracteristicas
farmacodindmicas. Foi avaliada a probabilidade da molécula agir como: ligante de
receptores acoplados a proteina G (GPCR), modulador de canal i6nico, inibidor de
quinase, ligante de receptor nuclear, inibidor de protease e inibidor enzimético (ERTL;

ROHDE; SELZER, 2000).

4.6.3 PASS online

A ferramenta PASS online foi projetada com o objetivo de avaliar o potencial
bioldgico geral de uma molécula organica sobre o organismo humano. Esta ferramenta
faz uso de uma abordagem de Relagdo Estrutura Atividade Quantitativa (Quantitative
structure-activity relationships - QSAR) que se baseia na decomposi¢do da molécula em
descritores 2D e/ou 3D, seguida da geracdo de modelos obtidos de ligantes bioativos
(MALGORZATA; GRIFFITH, 2013).

Mais de 3500 atividades biol6gicas potenciais sao analisadas, incluindo os efeitos
farmacoldgicos, mecanismos de a¢do, efeitos toxicos e adversos, interacio com enzimas

metabolicas e transportadores, acdo toxicoldgica para alguns organismos, tais como
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protozodrios, micro-organismos e organismos terrestres e aqudticos relacionados a
impacto ambiental, entre outras informac¢des (OLIVEIRA, 2014).

O programa consulta um banco de dados e realiza a comparagdo entre a molécula
estudada e outras moléculas com atividade bioldgica definida, fornecendo uma previsdo
das possiveis atividades que a molécula teste possa expressar. Os resultados sdo expressos
em probabilidade da molécula ser ativa para determinada atividade bioldgica (Pa —
probabilidade “de ser ativo”) e probabilidade da molécula ser inativa para determinada
atividade bioldgica (Pi — probabilidade “de ser inativo”) (CHAND, 2011; KHURANA et
al., 2011).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O trabalho foi iniciado com a sintese do iso-propil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-o-
D-eritro-hex-2-enopiranosideo (3) a partir da reagdo entre o 3,4,6-tri-O-acetil-D-glucal
(1) e o dlcool iso-propilico (2) empregando a montmorillonita K-10 como 4cido de Lewis

(Figura 8).

Figura 8 — Esquema para a sintese do iso-propil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-

enopiranosideo (3).

o)
ACO/\@ . J\ montmorillonita K-10 ACO/\(OJ«“OY ACO/\(OJ/O\’/
. +
AcO" HO CH,Cl,, A, 30 min . .
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3
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91%
proporcéo 3:3"' = 91:9

Fonte: Proprio autor.

Nesta reacdo de glicosilagdo, também denominada de Rearranjo de Ferrier
(FERRIER, 2001), o 4lcool iso-propilico (2) atua como agente nucleofilico e, dependendo
da quantidade de montmorillonita K-10, o tempo pode variar significativamente. A fim
de comprovar a influéncia da quantidade de K-10 no tempo de reagdo, optou-se por
realizar a reagdo empregando 100% (m/m) de K-10 em relacdo ao reagente limitante
3,4,6-tri-O-acetil-D-glucal (1), uma quantidade 3 vezes superior a empregada por
Toshima e colaboradores (1995). Como resultado, o tempo reacional diminuiu de 60
minutos para 30 minutos sem variacdo significativa da propor¢ao dos compostos 3 e 3.
Esta reducgdo dréstica do tempo reacional pode ser atribuida ao aumento dos sitios dcidos
na solucdo organica oriundos do aumento da quantidade de K-10.

O iso-propil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo foi
obtido na forma liquida com 91% de rendimento, sendo este valor superior ao obtido por
Regueira e colaboradores (2016), que descreveram um novo método para sintese destes
compostos empregando a irradiacao ultrassom. Vale ressaltar que Santos e colaboradores
(2017) utiliazando outro método para a obteng¢do de diferentes glicosideos 2,3-
insaturados, entre eles o iso-propil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-

enopiranosideo, conseguiram reduzir o tempo reacional, porém, o rendimento foi de 83%.
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Este glicosideo 2,3-insaturado (3) foi caracterizado por diferentes técnicas
espectroscopicas, conforme detalhado na Tabela 1, e os dados obtidos estdo de acordo
com os descritos na literatura (REGUEIRA et al., 2016).

De acordo com o espectro de RMN 'H, contata-se que o somatério das dreas das
integrais sob cada sinal foi igual a 20, valor igual ao niimero de 4tomos de hidrogénio que
a substancia apresenta. Com relacdo ao espectro de RMN !3C, constata-se a presencga de
14 sinais de carbonos quimicamente diferentes, mesmo nimero de carbonos que a

substancia apresenta.

Tabela 1 - Dados espectrais do glicosideo 2,3-insaturado.

RMN BC
RMN 'H (300 MHz,
Estrutura [a]3? (75 MHz, IV (filme)
CDCL)
CDCly)
85,76 (d, 1H,H-3,J = 11,7
Hz), 5,69 (dr, 1H, H-2, J53 =
11,7Hze Jy; = Jos= 18 § 170,4;
Hz), 5,19-5,15 (m, 1H, H-4), 169,9; Vinax 2971;
0. O +104,7 (¢ 5,02 (sl, 1H, H-1), 4,17-4,01 128,5; 2902;
N
ACOALJ \( 1,00 (m, 3H, H-5, H-6 e H-6"),  128,2:92,5; 1745;
AcO" NF g/mL; 3,98-3,84 (m, 1H, - 70,4; 66,5; 1450;
R MeOH)  CH(CH3)CHs), 1,98 (s, 3H,-  65,1;62,8;  1372; 1234
OAc), 1,97 (s, 3H, -OAc),  23.2;217; e’

1,14 (d, 3H, -CH(CH;)CHs, J ~ 20,7;20.5.
=6,3 Hz), 1,07 (d, 3H, -
CH(CH3)CH3, J = 6,0 Hz)

Legenda: [a]: rotagdo especifica; RMN 'H: ressonincia magnética nuclear de hidrogénio; RMN !*C:
ressonancia magnética nuclear de carbono 13; IV: infravermelho; ¢: concentragdo comum; &: deslocamento
quimico; dl: dupleto largo; J: constante de acoplamento; dt: dupleto largo; m: miltipleto; s/: singleto largo;
-OAc: grupo acetoxi; s: singleto; d: dupleto; Vimax: nimero de ondas.

Fonte: Préprio autor.

Pela andlise da Tabela 1, constata-se que o angulo de desvio 6ptico da solucdo
metabodlica do composto 3 foi positivo, corroborando a estereoquimica dos centros quirais
do composto. Além disso, as bandas de vibracdo obtidas através do espectro de
infravermelho, expressas em nimeros de ondas foram de 2971; 2902; 1745; 1450; 1372;

1234 cm! sendo referentes as ligagdes Csp3-H (deformacdo axial assimétrica, forte), Csps-
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H (deformacao axial simétrica, forte), C=0O (deformacao axial, forte), C-H (deformacgao
angular, fraca), C-O (deformacdo axial, forte) e C-O (deformacdo axial, forte)
corroborando a estrutura proposta para o glicosideo 2,3-insaturado sintetizado.

Adicionalmente, as imagens dos espectros de RMN 'H e *C (Figura 9 e 10)
indicam os deslocamentos quimicos dos dtomos de hidrogénio e carbono presentes na
estrutura da molécula sintetizada.

Ap6s sintetizado e caracterizado, o iso-propil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-
eritro-hex-2-enopiranosideo (3) foi submetido ao bioensaio com Artemia salina Leach a
fim de avaliar sua toxicidade.

Foram realizados testes com concentra¢des que variaram de 500 pg/mL a 1250
pg/mL a fim de obter concentragdes capazes de matar 5% e 95% dos individuos testados
além de concentragdes situadas entre estes dois pontos.

Através do software POLO-PC foi identificado com um intervalo de 95% de
confianca que a concentragcdo capaz de matar 50% dos individuos testados (CLso) para a
molécula estudada foi de 779,503 pg/mL com intervalo de confiangca nos limites de
683,246 a 883,730 pg/mL.

Nguta e colaboradores (2011), bem como Merino e colaboradores (2015),
determinaram que amostras com valores de CLso inferiores a 100 pg/mL sdo considerados
altamente toxicas, valores entre 100 ¢ 500 pg/mL sdo moderadamente toxicas, entre 500
e 1000 pg/mL sdo levemente toxicas e acima de 1000 pg/mL possuem baixa toxicidade.

Partindo desta premissa, o iso-propil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-
2-enopiranosideo (3) se apresenta como levemente téxico frente ao bioensaio com
Artemia salina Leach, concordando com a expectativa de baixa toxicidade por ser
derivado de moléculas compativeis e presentes numa grande diversidade de organismos.

Este valor de CLso se mostra bem melhor do que o encontrado para outras
moléculas, inclusive farmacos amplamente comercializados como a dipirona e o
paracetamol, por exemplo. Utilizando o mesmo método, Garcez e colaboradores (2018)
identificaram uma CLso de 654,1 pg/mL para a dipirona de referéncia, ao passo que Rego
e colaboradores (2015) encontrou uma CLso ainda mais baixa para o paracetamol, um
valor de 298, 34 ng/mL.

Diante deste resultado promissor de toxicidade, o notou-se a necessidade de ir
além nos estudos a fim de explorar como essa molécula pode se comportar no meio
bioldgico e quais agdes sdo esperadas para a mesma, o que foi possivel com o advento

dos métodos in silico.



Figura 9 - Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl5) do iso-propil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-o-D-eritro-

hex-2-enopiranosideo (3).
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Fonte: Préprio autor.

Figura 10 - Espectro de RMN '3C (75 MHz, CDCl3) do iso-propil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-

hex-2-enopiranosideo (3).
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O programa Osiris Property Explorer, foi utilizado para a realizagao das andlises
de toxicidade do glicosideo. A andlise foi realizada pela busca de fragmentos na estrutura
da molécula testada que indiquem risco de toxicidade.

Conforme descrito pelo programa, uma andlise realizada com 3.343 farmacos
evidenciou que: 88% deles ndo apresentava risco de mutagenicidade; 92% nao
apresentava risco de causar efeitos irritantes; 94% ndo apresentava risco de
tumorogenicidade; e 90% ndo apresentava risco de interferir na reproducgdo. Isso nos leva
a concluir que o ideal € a auséncia da possibilidade de risco na molécula analisada. Os
resultados obtidos para o composto sintetizado encontram-se listados na Tabela 2.

A andlise apontou a auséncia de fragmentos estruturais indicadores de risco na
molécula do iso-propil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo,
resultando um uma baixa probabilidade desta molécula vir a apresentar efeitos toxicos

para os parametros avaliados.

Tabela 2 - Predicdo de toxicidade do iso-propil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-

enopiranosideo a partir do software Osiris.

Glicosideo 2,3- Toxicidade
insaturado Mutagénico Tumorigénico Irritante Reprodugéo
0._.0
AcO ~ T/
oINS Sem risco Sem risco Sem risco Sem risco
AcO
3

Fonte: Préprio autor.

Estes resultados concordam com o bioensaio da Artemia salina Leach, indicando
que este glicosideo como uma molécula com baixa acdo téxica demonstrada a partir de
estudos in vitro e in silico. Juntos estes achados corroboram com o que é descrito por
Delbianco e colaboradores (2016), os quais defendem que a utilizagdo de moléculas
biocompativeis para o desenvolvimento de novos farmacos é uma forma de resolver os
problemas de citotoxicidade que muitas vezem inviabilizam a utilizacdo de uma molécula
como agente terapéutico.

A partir do software Osiris foi possivel obter os valores de drug-likeness e drug

score, os quais avaliam a probabilidade de uma molécula tornar-se um novo farmaco
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baseado em suas caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas, bem como na sua
semelhanga com outras moléculas ja em comercializagdo.

O valor de drug-likeness avalia a semelhanca da molécula testada com uma lista
criada a partir da fragmentacdo de 3.300 farmacos comerciais e 15.000 substancias
quimicas ndo medicamentosas presentes no catilogo Fluka® resultando em uma lista
completa com todos os fragmentos disponiveis (URSO et al., 2011).

Uma pontuagdo € gerada exprimindo a semelhanca da molécula teste com o banco
de dados indicando a probabilidade desta vir a se tornar um farmaco futuramente. Como
mostrado na Figura 11, 80% dos farmacos apresenta um valor positivo de drug-likeness,
ao passo que a grande maioria das substiancias ndo medicamentosas apresenta valores
negativos, por isso, o ideal € que o candidato a novo farmaco apresente um valor de drug-
likeness positivo.

O  iso-propil  4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-o-D-eritro-hex-2-enopiranosideo
apresentou um valor de drug-likeness positivo (0,45) de forma semelhante a 80% dos
farmacos analisados pelo programa, indicando a semelhanga entre eles e fomentando a
possibilidade deste composto vir a apresentar as mesmas caracteristicas estruturais que

levaram os demais farmacos a comercializagao.

Figura 11 - Distribui¢do dos valores de drug-likeness dos farmacos comerciais e das substincias

pertencentes ao catdlogo Fluka®.

B Farmacos Comerciais

B Substincias do
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Fonte: http:// www.organic-chemistry.org/prog/peo/druglikeness.html
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O drug score € calculado combinando-se os resultados de drug-likeness, da
lipofilicidade (cLogP), da solubilidade (LogS) e do risco de toxicidade, gerando um valor
util que pode ser usado para avaliar o potencial geral do composto para se tornar um
medicamento.

Segundo os critérios estabelecidos, quanto mais préximo de 1 (um) for o resultado
de drug score, maior € a probabilidade tedrica dessa molécula vir a se tornar um bom
farmaco. O iso-propil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo
obteve uma pontuacdo de 0,76 indicando uma harmonia entre suas caracteristicas
moleculares e apontando uma elevada probabilidade de se tornar um bom farmaco.

O préximo passo foi realizar um levantamento dos parametros fisico-quimicos do
iso-propil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo (3) utilizando o
programa Molinspiration Online Property Calculation Tollkit, onde os resultados obtidos

encontram-se listados na Tabela 3.

Tabela 3 - Predigdo do perfil farmacocinético baseado na “Regra dos cinco”.

Glicosideo 2,3-insaturado cLogP MM nDLH nALH N° de Violagdes
0.0
T
Az 1,49 272,30 0 6 0
AcO
3

Legendas: cLogP: coeficiente de particio; MM: peso molecular; nDLH: doadores de liga¢do hidrogénio;
nALH: aceptores de ligac@o hidrogénio.

Fonte: préprio autor.

Lipinski (2004) desenvolveu uma regra conhecida como a “Regra dos 57, a qual
determina que um farmaco apresentard uma boa biodisponibilidade oral quando satisfizer
um conjunto de pré-requisitos, a saber:

v’ Apresentar massa molecular (MM) menor do que 500 Daltons;

v" Coeficiente de parti¢do (cLogP) menor que 5;

v" Miéximo de cinco grupos doadores de ligag¢do hidrogénio (nDLH);
v' Miximo de dez grupos aceptores de ligacdo hidrogénio (nALH).

De acordo com a Tabela 3, os pré-requisitos de Lipinski (2004) para o iso-propil
4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo foram todos satisfeitos,

indicando que a molécula apresenta um 6timo potencial de biodisponibilidade oral. Tal
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dado € extremamente relevante, pois apesar de existir outras vias de administracdo, a via
oral continua sendo preferencial devido aos beneficios como: conveniéncia, baixo custo,
possibilidade de autoadministragdo, maior adesdo ao tratamento e menores risco de
desencadear infecc¢des sist€micas no usudrio (GOLAN et al., 2014).

Ainda utilizando o Molinspiration foi avaliado o possivel comportamento
farmacodindmico da molécula aqui estudada, sendo os resultados mostrados na Tabela 4.

Segundo Singh, Gupta e Verma (2013) existe uma probabilidade da molécula
apresentar uma boa bioatividade quando sua pontuacdo for maior que 0,0 (valores
positivos). Uma pontuacdo entre -5,00 e 0,0 demonstra a possibilidade de moderada

bioatividade e uma pontuacdo menor que -5,00 € indicativo de inatividade.

Tabela 4 - Predicao de alvos farmacodindmicos a partir do software Molinspiration.

Ligante
Glicosideo 2,3- Ligante Modulador Inibidor R Inibidor Inibidor de
eceptor
insaturado GPCR Canal I6nico Quinase Protease Enzima
Nuclear

o._ .0
AcO/\KJ" j/ 0.05 0.03 0,38 0,04 0,24 0,25
RN~
AcO
3

Fonte: Préprio autor.

Sendo assim, o iso-propil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-
enopiranosideo apresentou um bom potencial e pode se comportar como ligante de
GPCR, modulador de canal i6nico, ligante de receptor nuclear e inibidor enzimético, o
que nos leva a observar o quao promissora se mostra a molécula testada. Sua atividade
como inibidor de quinase e inibidor de protease se mostraram moderadas, porém muito
préximas de um valor positivo.

A plataforma ainda ressalta, apds a andlise, as atividades que mais se destacam
para a molécula teste. No estudo em questio a de inibidor enzimatico se destacou, o que
aumenta ainda mais o interesse pela molécula, uma vez que indimeros processos
bioquimicos importantes para o controle da homeostasia, bem como o tratamento de
doencas envolvem a participacdo de enzimas no processo.

Utilizando-se a plataforma PASS online realizou-se um levantamento dos

potenciais efeitos e alvos bioldgicos do iso-propil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-
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eritro-hex-2-enopiranosideo, resultando em valores percentuais que apontam a
probabilidade da molécula ser ativa para determinada atividade biol6égica (Pa) e
probabilidade da molécula ser inativa para determinada atividade bioldgica (P1).

Este estudo apontou que o iso-propil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-
2-enopiranosideo apresenta 19 possiveis atividades em que os valores de Pa sdo maiores
que 70%, as quais encontram-se sumarizadas na Tabela 5. Estes resultados apontam
atividades de extrema relevancia, como a acdo antineopldsica, antiprotozodria e
antifingica.

A andlise da Tabela 5 também nos mostra que das 19 atividades citadas para o
glicosideo 2,3-insaturado 12 delas compreendem processos de inibicao enzimatica, o que
corrobora o resultado anteriormente apontado pelo programa Molinspiration quando este

ressalta a acao de inibidor enzimético como a mais pronuncidvel para esta molécula.

Tabela 5 - Atividades previstas para o iso-propil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-

enopiranosideo com uma probabilidade de atividade maior que 70%.

Pa Pi Atividade
0,888 0,014 Agonista da integridade da membrana
0,861 0,002 Inibidor da Micotiol-S-conjugada amidase
0,841 0,010 Inibidor da Ac¢tcar-fosfatase
0,831 0,009 Antineoplasico
0,826 0,007 Inibidor da permeabilidade de membrana
0,820 0,005 Inibidor da Ribulose-fosfate 3-epimerase
0,829 0,024 Inibidor da CDP-glicerol glicerofosfotransferase
0,804 0,005 Inibidor da UDP-N-acetilglicosamina 4-epimerase
0,808 0,016 Inibidor da Benzoato-CoA ligase
0,795 0,007 Antagonista da integridade da membrana
0,790 0,019 Inibidor da Alcenilglicerofosfocolina hidrolase
0,768 0,005 Inibidor da Metaloendopeptidase IgA-especifica
0,760 0,006 Antiprotozodrio (Leishmania)
0,742 0,009 Inibidor da Manganés peroxidase
0,745 0,027 Substrato da CYP2H
0,726 0,008 Antiftingico
0,722 0,015 Inibidor da Exoribonuclease 11
0,711 0,014 Inibidor da Fucosterol-epoxido ligase
0,702 0,017 Imunossupressor

Legenda: Pa: Probabilidade “de ser ativo”; Pi: Probabilidade “de ser inativo™.
Fonte: Préprio autor.
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O programa ainda aponta outras atividades bastante interessantes para o glicosideo
aqui estudado quando os valores de Pa sdo menores que 70%, as quais encontram-se

listadas na Tabela 6.

Tabela 6 - Outras atividades previstas para o iso-propil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-

enopiranosideo.

Pa Pi Atividade
0,656 0,009 Antiviral (Influenza)
0,634 0,004 Antiviral (Rhinovirus)
0,598 0,009 Antibacteriano
0,573 0,007 Antiprotozoario
0,562 0,009 Anti-helmintico (Nematoides)
0,495 0,021 Antimetastatico
0,499 0,041 Antialérgico
0,421 0,005 Inseticida
0,441 0,025 Anticarcinogénico
0,425 0,044 Antitrombdtico
0,421 0,093 Antinociceptivo

Legenda: Pa: Probabilidade “de ser ativo™; Pi: Probabilidade “de ser inativo”.

Fonte: Préprio autor.

Estes resultados apontam as principais atividades esperadas para o iso-propil 4,6-
di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo, ajudando no direcionamento
dos testes a serem desenvolvidos para o descobrimento e entendimento de suas possiveis

acoOes farmacoldgicas.
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6 CONCLUSAO

O iso-propil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo foi
obtido em excelente rendimento (91%), baixo tempo reacional (um total de 30 minutos)
e as adaptacoes realizadas na metodologia proporcionaram um aumento do rendimento
quando comparados a outras metodologias descritas na literatura.

O composto sintetizado foi caracterizado por diferentes técnicas espectroscopicas,
tais como, infravermelho, ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono e
rotacdo especifica, em que os dados encontrados confirmam sua estrutura e estdo de
acordo com os descritos na literatura.

O ensaio de toxicidade in vitro pelo bioensaio com Artemia salina Leach apontou
que o iso-propil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo apresenta-
se como levemente toxico, com uma CLso de 779,503 pg/mL nos limites de 683,246 a
883,730 pg/mL.

Os resultados obtidos com o advento das ferramentas in silico enalteceram o
potencial deste glicosideo 2,3-insaturado, apresentando uma probabilidade comprovada
de desencadear diferentes efeitos farmacoldgicos, podendo agir por diferentes vias sem
apresentar efeitos toxicos se tendo ainda a probabilidade de administracio oral.

Estas ferramentas ainda apontam uma elevada probabilidade deste glicosideo 2,3-
insaturado desempenhar atividades farmacoldgicas de extrema relevancia, podendo atuar
principalmente como antineopldsico, antibidtico contra diversos organismos,
antialérgico, inseticida, antitrombdtico, antinociceptivo e inibidor enzimético.

Pode-se concluir que tais resultados sdo suficientes para que se fomente o
desenvolvimento de mais estudos que visem explorar as atividades que esta molécula e
seus derivados possam expressar, buscando identifici-las, entende-las e molda-las,

cooperando para o processo de desenvolvimento de novos farmacos.
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