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O desenvolvimento de novos farmacos que exibam baixa toxicidade é de grande importancia, uma vez que
inimeros candidatos sdo descartados devido a ndo atenderem a esse pré-requisito. Neste sentido, o trabalho
descreve o assinalamento completo dos nucleos de hidrogénio e carbono, bem como a avaliagdo do perfil
farmacocinético e toxicolégico do  3-butin-1-il  4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-o-D-eritro-hex-2-
enopiranosideo. O assinalamento completo, o estudo toxicoldgico frente as larvas da Artemia salina e a
estudo farmacocinético in silico para este composto sdo descritos pela primeira vez. Este composto foi obtido
com étimo rendimento e o experimento de NOESY permitiu confirmar a estrutura do anémero majoritario da
reacdo de glicosilagdo. A avaliagdo do perfil farmacocinético e toxicoldgico confirmou que este composto
apresenta 6tima biodisponibilidade e absorcéo pela via oral, além de baixa toxicidade.

Palavras-chave: O-glicosideos, Assinalamento completo, Artemia salina.

The development of new drugs that exhibit low toxicity is of great importance as numerous candidates are
discarded because they do not meet this precondition. In this sense, the work describes the complete hydrogen
and carbon nucleus assignment as well as the pharmacokinetic and toxicological evaluation of the 3-butin-1-
yl  4,6-di-O-acetyl-2,3-dideoxy-a-D-erythro-hex-2-enopyranoside. The complete assignment, the
toxicological study against Artemia salina larvae and the in silico pharmacokinetic study for this compound
are described for the first time. This compound was obtained with excellent yield and the NOESY experiment
confirmed the structure of the major anomer of the glycosylation reaction. The pharmacokinetic and
toxicological profile evaluation confirmed that this compound has excellent oral bioavailability and

absorption, as well as low toxicity.
Keywords: O-glycosides, Completed assignment, Artemia salina.

1. INTRODUCAO

Durante o processo de desenvolvimento de novos farmacos, os ensaios toxicoldgicos sdo
fundamentais, uma vez que possibilitam avaliar os efeitos de uma exposicéo curta (de 24 a 48 horas)
dos candidatos a farmacos frente ao organismo bioindicador. Contudo, devido aos problemas
inerentes dos testes in vivo, tais como: uso de animais vertebrados, custos elevados e a necessidade
de grande quantidade de amostras, a busca por métodos alternativos é imprescindivel [1, 2].

Uma alternativa a essa problematica sdo os bioensaios in vitro utilizando o microcrustaceo
Artemia salina Leach, devido sua praticidade, sensibilidade, reprodutibilidade e baixo custo [3],
caracteristicas essas essenciais para uma anélise preliminar da toxicidade geral [4, 5]. Além disso,
este bioensaio toxicoldgico ndo necessita da utilizacdo de soro animal [3].

Em consonéncia, outra alternativa que facilita o processo de descoberta de novos farmacos, sdo
as andlises in silico, ferramentas que utilizam métodos computacionais e matematicos com
comprovada efetividade para prever uma grande diversidade de caracteristicas biol6gicas de uma
molécula em um menor tempo e com custo reduzido [6].

Estas metodologias possuem diferentes estratégias para a obtencdo de novas moléculas, em que
se destacam as modificacfes moleculares, uma vez que objetivam o desenvolvimento de agentes
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com caracteristicas de eficécia e seguranca [7]. Adicionalmente, os produtos naturais séo fonte de
inspiracdo e estruturas passiveis de serem modificadas, tendo em vista suas propriedades
bioldgicas. Neste horizonte, os O-glicosideos constituem uma importante classe de produtos
naturais [8, 9, 10, 11]

Estes compostos apresentam varias atividades bioldgicas, tais como acdo antiflngica [12, 13],
antibacteriana [14], antipirética [15], anti-inflamatdria [16], antibidtica [17, 18], antitumoral [19,
20], antiviral [21], anti-hipertensiva [22], inibidora do 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA redutase [23],

dentre outras [24, 25, 26] (Figura 1).
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Figura 1: Exemplos de produtos naturais (glicosideos) versus suas atividades bioldgicas.

Devido essas e outras aplicagfes dos O-glicosideos, nosso grupo de pesquisa vem dedicando
esforgos, nos ultimos anos, no desenvolvimento de novas estratégias sintéticas e na avalicao
biol6gica desses compostos [10, 27, 28, 29]. Contudo, o assinalamento inequivoco desses
compostos continua sendo um desafio, uma vez que suas estruturas sdo complexas e bem
diversificadas [16].

Embora este tipo de assinalamento estrutural demande muito tempo de equipamento e de analise
dos dados, ela possibilita um mapeamento preciso e inequivoco quando comparado a uma simples
andlise utilizando somente as técnicas rotineiras de ressonéncia magnética nuclear de hidrogénio e
carbono (RMN H e 3C), ou seja, as técnicas unidimensionais (1D) [30]. E indubitavel que a RMN
€ um método analitico imprescindivel para o estudo de aspectos estruturais e dinamicos de
moléculas organicas, mas isso so foi possivel com o desenvolvimento de novas sequencias de pulso
e 0 aprimoramento dos equipamentos de RMN nas Ultimas décadas [31].

Especificamente, as técnicas de correlacdo bidimensionais (2D) sdo fundamentais neste
assinalamento, uma vez que permitem correlacionar hidrogénios e/ou carbonos que possuam
alguma relacdo espacial (H,H-NOESY ou H,C-NOESY) ou escalar ("Jun, "Jon, "Jcc),
possibilitando uma analise mais detalhada, completa e confiavel de substancias com estruturas
complexas [32, 33]

Diante da importancia das diferentes técnicas de RMN no assinalamento de moléculas
complexas e das diversas atividades farmacoldgicas e bioldgicas dos O-glicosideos, o trabalho
descreve o assinalamento completo dos nucleos de hidrogénio e carbono presentes na estrutura do
but-3-in-1-il 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a.-D-eritro-hex-2-enopiranosideo, a estereoquimica do
andmero majoritario da reacdo de glicosilacdo e a avaliagdo do seu perfil farmacocinético e
toxicoldgica frente a métodos in silico e ao microcrustaceo Artemia salina Leach, respectivamente.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Materiais

Os solventes comerciais foram purificados de acordo com os protocolos descritos na literatura
[34]. O hexano e o acetato de etila foram destilados com coluna de Vigreaux, o diclorometano foi
destilado sob hidreto de célcio. Os reagentes 3,4,6-tri-O-acetil-D-glucal e o é&lcool 3-butin-1-ol
foram adquiridos da empresa Sigma Aldrich. O monitoramento das reac6es foi realizado através da
cromatografia em camada delgada (CCD) utilizando placas de silica-gel contendo indicador
fluorescente F2s4 da Merck. Para visualizagdo, a CCD foi molhada com solugéo &cida (EtOH/H>SO4
na propor¢do 95/5, respectivamente) seguido de aquecimento (60 °C).

A purificacdo ocorreu através da cromatografia liquida em coluna utilizando silica-gel 60 da
Merck (70-230 mesh) como fase estacionéria e sistemas de hexano:acetato de etila como fase movel
numa coluna de vidro em diferentes proporcdes.

2.2 Equipamentos

A chapa de agitacdo com aquecimento e a manta aquecedora foram da marca Fisaton modelo
754A e 102E, respectivamente. O solvente foi removido utilizando um evaporador rotativo da
Biichi modelo R-114 conectado a uma bomba de vacuo modelo KNF-Neuberger, e o solvente
remanescente foi removido utilizando uma bomba de alto vacuo da Edwards modelo RV3. A
rotacéo especifica foi determinada em um polarimetro digital da marca JASCO® P-2000 equipado
com a luz de sédio em comprimento de onda 589 nm. A amostra foi preparada em concentracéo de
1 g/mL (em MeOH) em uma cubeta de 1 mL.

O infravermelho (IV) foi realizado em um espectrofotometro de infravermelho com
transformada de Fourier Spectrum 400 FT-IR/FT-NIR Spectrometer modelo PerkinElmer. O
espectro IV de transmissdo foram obtidos com resolucdo 4 cm?, ganho 1, regido espectral 4000 a
400 cm* e 40 varreduras. A amostra foi submetida a analise de IV preparada como pastilhas de
KBr.

Os dados de ressonancia magnética nuclear (RMN) foram obtidos em um espectrémetro
VARIAN® modelo Unity Plus-300. O cloroférmio deuterado (CDCIs) foi utilizado como solvente
e o tetrametilsilano (0,00 ppm) como referéncia interna para os nicleos de *H e **C. Todas as
constantes de acoplamento (J) foram descritas em hertz (Hz).

2.3 Medigdes de RMN

Para as medicdes, a concentracdo da amostra foi mantida em 20 mg/mL em CDCIl; com TMS a
0,03%. A temperatura da amostra foi de 300 K. O espectro RMN *H foi adquirido com largura
espectral igual a 5,48 kHz, 64 k pontos de dados e 16 varreduras - fornecendo resolucéo digital de
0,083 Hz (largura do pulso de H 30° = 8,5 ps). Para o espectro RMN 2C foi adquirido com largura
espectral igual a 23,98 kHz, 32 k pontos de dados e 1024 varreduras - fornecendo resolucéo digital
de 0,732 Hz (*3C largura de pulso de 30° = 14,25 ps). As correlacdes de deslocamento quimico 2D
foram realizadas usando sequéncias de pulsos padrao fornecidas pelo fabricante do espectrdmetro.

As correlacOes de desvio quimico de *C/*H de longo alcance foram obtidas em experimentos
com valores de atraso otimizados para 2J(C, H) = 8 Hz.

2.4 Sintese do 3-butin-1-il 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo

O 3-butin-1-il 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo (3a) foi sintetizado
a partir da reacdo de glicosilacéo através do protocolo de Toshima et al. (1995) [35] com algumas
modificagdes. Em um baldo de fundo redondo com capacidade para 50 mL foi preparada uma
solucdo de 3,4,6-tri-O-acetil-D-glucal (1) (0,544 g; 2 mmol) e do alcool 3-butin-1-ol (2) (0,768 g;
2,4 mmol) em diclorometano (20 mL). Em seguida, o baldo foi resfriado a 0°C e mantido sob
agitacdo por 5 minutos. Apos este intervalo de tempo foi adicionado a montmorillonita K-10
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(0,4608 g; 60% M/M) e um sistema de refluxo foi acoplado ao baldo. A mistura reacional foi
mantida sob agitacdo e aquecimento (50 + 5°C) por 60 minutos.

Apos este intervalo de tempo o0 aquecimento foi interrompido e o término da reacdo verificado
por CCD. Em seguida, a solugéo contida no bal&o foi filtrada e o solvente removido sob presséo
reduzida utilizando evaporador rotativo. O produto bruto foi purificado através de cromatografia
liquida em coluna. A purificacdo em coluna do composto 3a iniciou usando apenas hexano, como
solvente eluente, e terminou com a mistura de 95% de hexano e 5% de acetato de etila.

2.5 Analises in silico

Para avaliar o perfil farmacocinético do composto 3a, foi utilizado o software Molinspiration
Online Property Calculation. Este software possibilita o calculo de importantes propriedades
fisico-quimicas da molécula. Estes pardmetros foram utilizados para avaliar o padrdo de
biodisponibilidade te6rica do composto, baseando-se na “Regra dos Cinco” desenvolvida por
Lipinski et al. (1997) [36].

2.5 Toxicidade Frente a Larvas de Artemia salina Leach

O 3-butin-1-il 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo (3a) foi submetido
ao biensaio toxicoldgico com Artemia salina Leach, através do protocolo descrito por Meyer et al.
(1982) [37]. Foram utilizados 40 mg da amostra com a adi¢do de 50 pL de dimetilsufoxido.
Posteriormente, a solugdo foi homogeneizada e o volume completado para 20 mL com &gua
salinizada filtrada (agua salina artificial preparada a partir de 38 g de sal marinho Marinex® em 1
L de agua destilada) em pH = 8,0.

Desta soluc¢do, foram retiradas aliquotas de 125, 625, 1000, 1125, 1250, 1312, 1375, 1500, 1625,
1750, 1875 pL que foram transferidas para tubos de ensaios de 2,5 ml e os volumes completados
com o mesmo solvente, obtendo-se concentragdes de 100, 500, 800, 900, 1000, 1050, 1100, 1200,
1300, 1400, 1500 pg/mL para a solugao da amostra. O teste foi acompanhado por controle positivo,
em que utilizou o dicromato de potassio (K2Cr207) e controle negativo utilizando apenas agua
marinha artificial e o dimetilsulféxido.

Os cistos da Artemia salina (20 mg) foram incubados sob iluminagéo artificial por 48 horas para
eclosdo das larvas (metanauplios), e estas foram separadas e transferidas para um total de 39 tubos
de ensaio, com dez artémias cada, tendo em vista que o bioensaio foi realizado em triplicada para
cada concentragdo e para cada controle feito (positivo e negativo).

O primeiro e o segundo grupo receberam a solugdo controle positivo (solvente e dicromato de
potéssio) e controle negativo (solvente e dimetilsulfoxido) e as onze seguintes receberam a solucéo
aquosa do composto nas diferentes concentragdes citadas. As amostras foram submetidas a
iluminacdo artificial durante 24 horas. Apds este periodo, foram contabilizadas as artémias,
baseando-se na mortalidade ou perda de mobilidade dos organismos.

2.6 Analise Estatistica

Para obtencéo dos valores da concentracgdo letal para matar 50% das larvas (CLso), foi utilizada
a andlise através do software POLO-PC.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Visando confirmar o anémero majoritario da reacdo de glicosilacdo, bem como realizar o
assinalamento completo dos nucleos de H e C desse andmero, o trabalho foi iniciado com a sintese
dos O-glicosideos 2,3-insaturados, denominado 3-butin-1-il 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-o-D-
eritro-hex-2-enopiranosideo (3a) e 3-butin-1-il 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-p-D-eritro-hex-2-
enopiranosideo (3b), a partir da reacdo entre o 3,4,6-tri-O-acetil-D-glucal (1) e o 3-butin-1-ol (2),
conforme demonstrado na Figura 1, utilizando o método descrito por Toshima et al. (1995) [35].
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Este método foi escolhido devido a sua simplicidade e baixo custo quando comparado a outros
métodos [38, 39, 40].

/ montmorillonita K10
+ (60 mol%) OAc OAc
" CH,Cly, A, 1h KC)J_\\O . \(oj,o
AcO" N AcO” N

3a 3b
91%
e.d. = 88:12%

Figura 1. Esquema da reacéo de glicosilacéo.

Esta mistura anomérica 3a e 3b foi obtida na forma de um liquido incolor em excelente
rendimento (91%, determinado a partir da relacdo entre a quantidade realmente obtida de produto
e a quantidade teoricamente calculada, este valor depois é multiplicada por 100%) e bom excesso
diastereomérico (e.d. 88:12%, valor obtido por meio de cromatografia gasosa (Figura 2). No
entanto, segundo a teoria do efeito anomérico [41, 42] e o relato de Toshima et al. (1995) [35],
dentre os dois anémeros formados, 0 anémero o (3a) é o produto majoritario.
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Figura 2. Determinag&o do excesso diastereomérico dos anémeros.

Vale ressaltar que Toshima et al. (1995) [35], confirmaram esse resultado apds submeter alguns
O-glicosideos 2,3-insaturados a reacdo de hidrogenacéao catalisada por paladio, seguido da analise
dos espectros de RMN H dos respectivos O-glicosideos hidrogenados (Figura 3). No entanto, este
tipo de abordagem é muito dispendiosa, pois requer mais uma etapa de sintese e purificacao.

hidrogenagé&o
catalitica

Ac

O-glicosideo
2,3-insaturado

OAc

o

HHHQ}

O-glicosideo
hidrogenado

Etapas:

1. Purificacdo cromatografica

2. Determinacgédo da configuracéo
através do valor J° e J*via RMN 'H

Figura 3. Reacéo de hidrogenacao visando determinar a configuracdo dos O-glicosideos 2,3-

nsaturado.

A fim de confirmar a estereosseletividade da reacéo de glicosilagdo sem a necessidade da etapa
de hidrogenacao proposta por Toshima et al. (1995) [35], foi idealizada a identificacdo do anémero
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majoritario e o assinalamento completo dos nucleos de H e C utilizando diferentes técnicas 1D e
2D de RMN. Deste modo, a mistura anomeérica 3a e 3b foi submetida a espectroscopia de
infravermelho.

O espectro de infravermelho dessa mistura indicou a presenca de varias bandas caracteristicas
para esse tipo de estrutura, a citar, as deformacGes em 3283, 2944, 2135, 1742 e 1645 cm™,
referentes as vibragdes das ligagdes C=C, C-H, =C-H, C=0 e C=C, respectivamente (Figura 4).
Cabe destacar que as bandas em 3283 e 2135 cm™ confirmam a inser¢do do grupo 3-butin-1-il,
enquanto que as bandas em 1742 e 1645 cm™ indicam a manutencéo dos grupos acila (-COCHs) e
da dupla ligacdo (C=C).
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Figura 4. Espectro de 1V (pastilha KBr) da mistura anémerica 3a e 3b.

Posteriormente, o assinalamento do nucleo de hidrogénio do anémero majoritario foi iniciado
com a andlise do espectro de RMN de hidrogénio (Figura 5), o qual ndo apresentou sobreposicao
de sinais permitindo assim uma andlise detalhada da multiplicidade. Além disso, o somatério das
areas das integrais sob cada sinal foi igual a 18, nimero esse equivalente ao nimero de hidrogénio
que a estrutura do composto 3a ou 3b pode apresentar. Convém ressaltar que alguns sinais
apresentaram acoplamentos complexos requerendo uma maior atencdo. Adicionalmente, as
técnicas 2D de RMN permitiram o assinalamento completo dos deslocamentos quimicos dos
hidrogénios e carbono do composto majoritario.
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Figura 5. Espectro de RMN *H (400 MHz, CDCls3) do composto 3a ou 3b.

Analisando minuciosamente os espectros 1D e 2D de RMN do nucleo de hidrogénio da mistura
anomérica 3a e 3b foi possivel atribuir os sinais e determinar as multiplicidades dos hidrogénios
presentes no andmero majoritario. Para facilitar o entendimento, o assinalamento detalhado segue
abaixo:

v" O tripleto em 1,98 ppm com J* = 2,8 Hz foi atribuido ao hidrogénio acetilénico (H-14), uma
vez que este hidrogénio sofre o efeito anisoprotico de blindagem proveniente da tripla ligacéo,
possui valor de integral igual a 1 e o valor de J indica acoplamento tipico do hidrogénio ligado
a carbono de hibridizag&o sp (Figura 6Kk).

v Os dois simpletos, em 2,08 e 2,10 ppm, foram atribuidos aos hidrogénios metilicos dos grupos
OAc (H-8 e H-10, respectivamente, conforme analise HSQC — material suplementar) devido
ndo acoplarem e possuirem valores de integral igual a 3 (Figura 6j).

v" O sinal em 2,52 ppm, com uma multiplicidade do tipo tripleto de dupleto foi atribuido ao
hidrogénio metilénico (H-12), uma vez que acopla a trés ligages (J° = 6,8 Hz) com o
hidrogénio metilénico adjacente (H-11) e acopla a quatro ligacdes (J* = 2,8 Hz) com o
hidrogénio acetilénico (H-14), além disso, o valor de deslocamento é tipico de hidrogénio
ligado a carbono sp® (Figura 6i).

v Ossinais na regido entre 3,50 a 4,00 ppm foram atribuidos aos hidrogénios H-11, devido serem
diastereotopicos, possuirem valores de integral igual a 1 e apresentarem valores de J tipico de
hidrogénios geminais. A multiplicidade desses sinais foi do tipo dupleto de tripleto devido ao
acoplamento geminal (J% = 9,6 Hz) que eles efetuam e o acoplamento a trés ligacdes (J° = 6,8
Hz) com os hidrogénios metilénicos adjacente (H-12) (Figura 6h).

v" O sinal em 4,14 ppm foi atribuido ao hidrogénio H-5, devido apresentar uma multiplicidade
do tipo duplo duplo dupleto com constates de acoplamento de 9,6, 5,2 e 2,8 Hz, e valor de
integral igual a 1. A constante (J°) de 9,6 Hz indica manutencdo da configuragdo eritro do
glical, ou seja, a relagdo trans-diaxial entre os hidrogénios H-5 e H-4, enquanto que as
constantes (J°) de 5,2 e 2,8 Hz indica o acoplamento com os hidrogénios H-6 e H-6’, em que
ambos apresentam ambientes quimicos diferentes, uma vez que sdo protons diastereotdpicos
(Figura 6f).

v" Os sinais em 4,22 e 4,24 ppm foram atribuidos aos hidrogénios H-6 e H-6", os quais acoplam
entre si e com o hidrogénio H-5, com valores de J* = 11,6 Hze J*=5,2 Hz respectivamente
(Figura 6e).

v" O simpleto largo, em 5,07 ppm, foi atribuido ao hidrogénio anomérico (H-1), uma vez que
apresenta valor de integral igual a 1 e devido suas correlagfes no espectro de COSY (material
suplementar) (Figura 6d).
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v" O dupleto de quarteto, em 5,31 ppm, foi atribuido ao hidrogénio H-4, devido ao seu valor de
integral igual a 1, constate de acoplamento igual 9,6 Hz e suas correlacBes no espectro de
COSY (Figura 6c).

v' O sinal em 5,83 ppm foi atribuido ao hidrogénio H-2, o qual apresentou constantes de
acoplamento de 10,4 e 2,8 Hz e multiplicidade do tipo dupleto de quarteto (Figura 6b). O outro
hidrogénio vinilico (H-3) situa-se na regido de 5,89 ppm e apresenta multiplidade do tipo
dupleto largo com constante de acoplamento de 10,4 Hz (Figura 6a). A comprovacdo da
atribuicdo dos hidrogénios vinilicos (H-2 e H-3) foi confirmada através do espectro de
correlacdo COSY (material suplementar). Desta forma, foi observado a correlacdo do sinal do
hidrogénio H-1 (5,07 ppm) apenas com o sinal em 5,83 ppm, uma vez que o H-2 esta mais
préximo do H-1 (a trés ligagbes) quando comparado ao H-3 (a quatro ligagdes), indicando que
o sinal em 5,83 ppm refere-se ao H-2 (material suplementar).

H-3 H-2 H-4 H-1 H-6 e H-6’ H-5
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\-5.849
—4.231
—~4214
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(a) (b) (c) (d) (e) (f)

H-11 H-11 H-12 H-8 e H-10 H-14
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Figura 6. Ampliacéo do espectro de RMN *H (400 MHz, CDCls3) do composto 3a ou 3b.
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A estereoquimica relativa do anémero majoritario foi confirmada através do experimento
NOESY, uma vez que hidrogénios espacialmente proximos sao susceptiveis ao efeito overhauser.
Desta forma, como espacialmente o hidrogénio H-1 do andmero beta estd mais proximo do
hidrogénio H-5, o efeito overhauser seria observado, enquanto este efeito ndo seria observado no
anémero alfa (Figura 7).

HOAc HOAc

AcO = AcO O /\//
c B 1 C! I
[ H [ e

Ho Hoo

andémero a \/\\\ andémero B

Figura 7. Conformacao cadeira dos andmeros 3a e 3b.

Como resultado do NOESY, quando o H-1 (5,07 ppm) foi irradiado ndo foi observado o efeito
overhauser no sinal atribuido como H-5 (4,14 ppm), confirmando que o produto majoritario dessa
reacdo é o anomero alfa. Adicionalmente, foi observado efeito overhauser nos sinais atribuidos H-
2 (5,83 ppm), H-11 (3,50 e 4,00 ppm) e OAc (2,08 e 2,10 ppm) devido a aproximacgéo espacial
desses hidrogénios, o que valida a anélise (Figura 8).
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Figura 8. Espectro NOESY do composto 3a (400 MHz, CDCls) irradiando o H-1 (65,07 ppm).

De acordo com o espectro de RMN *3C do composto 3a, foi observado a presenca de 14 carbonos
quimicamente diferentes, valor este igual ao nimero de carbono presentes na estrutura desse
composto (Figura 9). Os sinais mais desblindados em 170,74 e 170,23 ppm foram atribuidos aos
carbonos carbonilicos (C-9 e C-7), j& os sinais 129,34 e 127,47 ppm foram atribuidos aos carbonos
olefinicos (C-3 e C-2, respectivamente). Os sinais em 94,58 e 81,00 ppm foram atribuidos aos
carbonos C-1 e C-13, respectivamente.
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Figura 9. Espectro de RMN **C (100 MHz, CDCls) do composto 3a.

A confirmagdo das atribuicdes dos carbonos C-3, C-2, C-1 e C-13, foi realizada através do
experimento bidimensional HSQC (Figura 10 e 11). Neste espectro foi observado uma correlacéo
entre o sinal em 129,34 ppm e o hidrogénio H-3 (5,89 ppm), enquanto que o sinal em 127,47 ppm
se correlaciona com o hidrogénio H-2 (5,83 ppm). O sinal em 94,58 ppm se correlaciona com o
sinal em 5,07 ppm atribuido a H-1. O sinal em 81,00 ppm foi atribuido ao carbono C-13, uma vez
que este sinal ndo se correlaciona com nenhum sinal de hidrogénio vizinho.
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Figura 10. Ampliacao do espectro de HSQC (CDCl3) do composto 3a.
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Figura 11. Ampliacdo do espectro de HSQC (CDCl3) do composto 3a.

Os sinais em 69,44, 67,06, 66,83, 65,20 e 62,91 ppm, foram atribuidos aos carbonos C-14, C-5,
C-11, C-4 e C-6, respectivamente, devido suas correlagcbes no HSQC (material suplementar). Vale
ressaltar que os sinais de carbonos em 20,93, 20,76 e 20,08 ppm foram atribuidos aos sinais de
carbono C-8, C-10 e C-12, respectivamente, através do espectro de HSCQ (material suplementar).
Esses dados espectroscopicos confirmam a formacgdo majoritaria do 3-butin-1-il 4,6-di-O-acetil-
2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo (3a).

Vale ressaltar que a Figura 12 descreve uma proposta mecanistica para formacdo do composto
3a. Desta forma, inicialmente ocorre a complexa¢do da montmorillonita K-10 e o atomo de
oxigénio das carbonilas. Especificamente, a interacdo da K-10 com o grupo —OAc, ligado a C-3,
favorece a saida do complexo K-10"OAc, gerando o cation oxo6nio alilico A, o qual é estabilizado
pela auséncia de grupos elétrons-retiradores em C-2 e pela conjugacéo entre O, C-1, C-2e C-3. O
grupo —OAc, ligado C-6, estabelece assisténcia anquimérica ao carbono anomérico formando um
novo anel de sete membros (espécie B), bloqueando o ataque do nucledfilo pela posicdo B. A
espécie B sofre ataque nucleofilico do 3-butin-1-ol (ROH) via mecanismo Sn2 gerando a espécie
C. Posteriormente, ocorre a abstragdo de um préton pelo complexo de K-100OAc da espécie C,
fornecendo os 3-butin-1-il 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo (3a).

OAc S /4 /4
"6) K-100Ac o\ .. o0A® OAc  HoAc OAc
®0; 0. pES pES
O . o) o)
AcO \ ¥~ ‘0 —_ 10) .. —
)

o \ HOR AcO \o AcO \—_

&) AcO” \o_ AcO” \_ > © 5
)Eo\\ R™H R
K-10 A B c 3a
K-100Ac

R = CH,CH,C=CH
Figura 12. Proposta mecanistica para a sintese do composto 3a.
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Uma vez realizado o assinalamento completo do 3-butin-1-il 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-
eritro-hex-2-enopiranosideo (3a), foi realizado um levantamento dos parametros fisico-quimicos
desse composto utilizando o programa Molinspiration Online Property Calculation, para entdo
avaliar suas propriedades farmacocinéticas baseada na “Regra dos Cinco”. Os resultados obtidos
encontram-se listados na Tabela (1).

Tabela 1 - Predicdo do perfil farmacocinético baseado na “Regra dos cinco”.

Composto TPSA cLogP MM nDLH nALH %ABS

1,
T o & 71,08 1,19 2823 0 6 84,5 %
(0]

)ko\“ Z 3a

A “Regra dos 5” foi desenvolveu por Lipinski et al. (1997) [36] e permite conjecturar se um
candidato a farmaco ird exibir uma boa biodisponibilidade oral. Para isso o candidato a farmaco
deve apresentar 0s seguintes pré-requisitos: a) numero maximo de cinco grupos doadores de ligacéo
hidrogénio (nDLH); b) nimero maximo de dez grupos aceptores de ligac&o hidrogénio (nALH); )
apresentar massa molecular (MM) menor do que 500 Daltons; e d) coeficiente de parti¢do (cLogP)
menor que 5.

De acordo com a Tabela 1, os pré-requisitos de Lipinski et al. (1997) [36] para 0 composto 3a
foram todos atendidos, indicando que ele poderd apresentar um bom potencial de
biodisponibilidade oral. Vale ressaltar que este dado é extremamente relevante, pois apesar de
existir outras vias de administracéo, a via oral continua sendo a preferencial devido aos beneficios
como: ndo é invasivo, baixo custo, possibilidade de autoadministragdo, menor risco de desencadear
infecgBes sistémicas no usuario e maior adesdo ao tratamento.

A partir do valor da Topological Polar Surface Area (TPSA, traducio - Area da Superficie Polar
Topoldgica) foi possivel calcular o percentual de absorcéo oral teérico (%ABS), com auxilio da
equacdo: %ABS= 109 - (0.345 x TPSA). Neste sentido, o percentual de absorcdo oral para o
composto 3a foi de 84,5%, constatando que em teoria, ele apresentara uma boa absorc¢do pela via
oral, resultado este que corrobora com o encontrado para o perfil de biodisponibilidade oral,
mediante a regra dos cinco.

Neste sentido, o composto 3a foi submetido ao bioensaio toxicoldgico frente ao microcrustaceo
Artemia salina Leach, em que o valor da taxa de mortalidade da solugdo variou entre 0 e 100%,
visando determinar a concentracdo letal para matar 50% das larvas (CLs). Como controle positivo
foi utilizado o dicromato de potassio e controle negativo o dimetilsuféxido, uma vez que este foi
utilizado como co-solvente.

Deste modo, a CLso do composto 3a foi de 1124,618 pg/mL, com intervalo de confianga nos
limites 1076,416 a 1171,839 pg/mL, como demonstra a Tabela 2.

Tabela 2. Resultado do teste de toxicidade frente a Artemia salina.
Experimento Composto Clso (ng/mL)

o It
Bioensaio A 0
o 0. .0

Toxicologico
PN
0 3a

1124,618

A CLso do dicromato de potéassio (controle positivo) foi de 48,352 ug/mL, (+ 2,5), confirmando
que o bioensaio realizado ndo apresentou artémias resistentes, sendo este valor semelhante ao
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descrito por Belém et al. (2015) [43], enquanto que o controle negativo ndo apresentou valor de
CLso confirmando que o dimetilsufoxido ndo influenciou nos resultados de toxicidade.

De acordo com, Merino et al. (2015) [44], o composto 3a apresenta baixa toxicidade, sendo este
um resultado bastante relevante, uma vez que inumeros candidatos a farmacos sdo descartados
devido a problemas de toxicidade [45], além disso, dependendo da terapéutica do candidato, este
ndo pode ser toxico para as células eucariontes.

Assim, o resultado encontrado para 0 composto 3a, tendo em vista as atividades farmacolégicas
ja existentes para esta classe de compostos, servira como motivacdo para futuros estudos de
atividade bioldgica ou farmacoldgica e possiveis modificacdes na sua estrutura, de forma a
melhorar seu potencial terapéutico.

4. CONCLUSAO

O but-3-in-1-il-4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-o.-D-eritro-hex-2-enopiranosideo foi obtido em
6timo rendimento (91%) e através da combinacéo de técnicas unidimensional (1D) e bidimensional
(2D) de RMN, foi possivel realizar o assinalamento completo e a confirmagdo do andmero
marjoritario da reacdo de glicosilacdo. A avaliacdo do perfil farmacocinético do composto,
demonstrou 6timos resultados, com uma boa biodisponibilidade e absorcéo pela via oral. Além
disso, sua toxicidade foi determinada por meio de um método rapido e de baixo custo, apresentando
uma CLso de 1124,618 pug/mL, indicando uma baixa toxicidade. Assim, o composto é um potencial
candidato a farmaco e estes resultados servirdo de motivagdo para futuros estudos envolvendo este
composto, a fim de otimizar e potencializar suas atuais propriedades.
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