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RESUMO

A tecnologia tem sido essencial no processo de planejamento de farmacos, uma vez que
possibilita a otimizacao do tempo e de custos operacionais, entretanto, mesmo com toda
esta tecnologia, a busca por firmacos ¢ uma tarefa bastante dificil. A Quimica medicinal
¢ a area que concilia inimeras outras areas durante o processo de desenvolvimento de
farmacos. Associado a isto, o crescente numero de casos decorrentes de doencas
endémicas, vem estimulando o governo a investir em pesquisas para o desenvolvimento
de compostos que a serem utilizados no tratamento destas. Frente a isto, uma classe de
moléculas que vem atraindo a comunidade cientifica sdo os carboidratos, moléculas com
inimeras atividades farmacoldgicas e bioldgicas. Deste modo, o objetivo deste trabalho
consistiu em esbogar a arquitetura molecular de quatro candidatos a fArmaco e avaliar
suas propriedades farmacocinéticas, farmacodinamicas e toxicoldgicas com o auxilio de
ferramentas in silico, depois sintetizar o candidato mais promissor e avaliar sua toxicidade
por métodos in vitro, utilizando o microcrustdceo Artemia salina Leach e larvas do
mosquito Aedes aegypti. Apds as avaliagdes, foi constatado que o candidato mais
promissor foi o prop-2-in-1-il 2,3-didesoxi-2-enopiranosid-4-ulose (candidato 4), que foi
sintetizado apds quatro etapas reacionais, na forma de um sélido branco amorfo, em 6timo
rendimento (87%). O candidato apresentou uma CLso de 610,370 pg/mL frente as
artémias. J& frente as larvas do mosquito Aedes aegypti, o candidato nao apresentou
toxicidade significativa e, portanto, foi constado que o mesmo nao apresenta atividade
larvicida frente as larvas do Aedes aegypti. Em suma, o composto apresentou baixa
toxicidade frente as artémias, resultado bastante promissor, ja frente as larvas do Adedes
aegypti constatou-se que o mesmo ndo apresentou atividade larvicida e 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 uma acentuada atividade relacionada a inibi¢do enzimatica.

Palavras-chave: Planejamento de Farmacos. Métodos in silico. Carboidratos. Quimica

Medicinal.



ABSTRACT

Technology has been essential in the drug planning process, as it enables the optimization
of time and operating costs, but even with all this technology, the search for drugs is a
rather difficult task. Medicinal chemistry is the area that reconciles countless other areas
during the drug development process. Associated with this, the growing number of cases
resulting from endemic diseases, has been encouraging the government to invest in
research for the development of compounds to be used in their treatment. Faced with this,
a class of molecules that has attracted the scientific community are carbohydrates,
molecules with numerous pharmacological and biological activities. Thus, the objective
of this work was to sketch the molecular architecture of four drug candidates and evaluate
their pharmacokinetic, pharmacodynamic and toxicological properties with the aid of in
silico tools, then synthesize the most promising candidate and evaluate their toxicity by
in vitro methods. using the Artemia salina Leach microcrustacean and Aedes aegypti
mosquito larvae. After evaluations, it was found that the most promising candidate was
prop-2-in-1-yl 2,3-dideoxy-2-enopyranosid-4-ulose (candidate 4), which was synthesized
after four reaction steps as follows. of an amorphous white solid in excellent yield (87%).
The candidate presented an LCso of 610.370 pg/mL against the brine shrimp. Already
against the larvae of the mosquito Aedes aegypti, the candidate showed no significant
toxicity and, therefore, it was found that it has no larvicidal activity against the larvae of
Aedes aegypti. In short, the compound showed low toxicity against the brine shrimp, a
very promising result, whereas the Aedes aegypti larvae did not show larvicidal activity
and in silico methods indicated that the molecule has a low probability of toxic effects. ,
good characteristics for becoming a good drug, a great potential for oral bioavailability,
and a marked activity related to enzyme inhibition.

Key-words: Drug Planning, /n silico Methods. Carbohydrates. Medicinal Chemistry.
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1 INTRODUCAO

Durante a pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos, inimeros prototipos de
farmacos sao descartados devido a problemas relacionados a farmacodinamica, farmacocinética
e toxicidade. Diante disto, ¢ necessario a utilizacdo de meios que visem avaliar estes
parametros, e um destes, ¢ a utilizacdo de técnicas in silico, um método computacional que
apresenta elevada exatidao, reprodutibilidade, possuem custos exorbitantemente menores e
nao necessita do uso de animais (SRINIVAS et al., 2014). Essas ferramentas computacionais
permitiram uma otimiza¢do do tempo e dos custos operacionais, além de dispensarem os
experimentos utilizando animais (MAFUD et al., 2016).

Adicionalmente, outra alternativa para contornar os experimentos com animais
vertebrados sdo os modelos in vitro como por exemplo, o bioensaio toxicologico utilizando a
Artemia salina Leach. Este bioensaio serve como um teste preliminar no estudo de substancias
que tenham uma potencial atividade biologica, uma vez que permite a avaliagdo e a descoberta
da toxicidade geral. Frente a isto, as art€mias sao pequenos crustdceos empregadas na avaliagdao
prévia da toxicidade de substancias de origem natural ou sintética, devido sua simplicidade,
rapidez, sensibilidade e baixo custo (BELEM etal., 2015; RAJABI et al., 2015).

O uso de modelos in vitro servem de grande utilidade no processo de desenvolvimento
de farmacos. Tendo em vista que o nimero de pessoas acometidas por patologias cresce a cada
dia, tornando-se essencial métodos que otimizem o desenvolvimento de farmacos que sejam
eficazes contra estas patologias. Na contemporaneidade, devido ao crescente numero de
doengas e epidemias, € justificavel que a introdug¢do de novos medicamentos venha crescendo,
estimulando o desenvolvimento de pesquisas que visem a procura por compostos que
apresentem potencialidades farmacologicas, ja& que estes sdo de suma importancia para a
sociedade (MOURA et al., 2018).

Uma das doencgas que vem causando diversos problemas de saude publica no Brasil ¢ a
dengue, transmitida pelo mosquito Aedes aegypti. De acordo com Brasil (2019b), em até 24 de
agosto de 2019, ja foram registrados quase 1,5 milhdes provaveis casos de dengue em todo o
pais. Neste sentido, o governo tem investido em pesquisas para o desenvolvimento de agentes
que sirvam no tratamento da dengue e na erradicacdo do seu vetor, com isto, 0s compostos
provindos da natureza, como os produtos naturais, sdo uma 6tima op¢ao. A natureza propicia a
descoberta de inimeras moléculas farmacologicamente ativas, servindo como fonte de recursos
terapéuticos, entretanto, obter quantidades significativas de moléculas bioativas provindas da

natureza, ¢ improbo (CRAGG, NEWMAN, 2013; SILVA, 2015a).
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Uma classe de compostos que sdo abundantemente encontrados em fontes naturais, sao
os carboidratos, componentes essenciais para os sistemas bioldgicos, uma vez que regulam
diversos processos bioquimicos, como a resposta imunologica, proliferagcao e diferenciacao
celular (WU et al., 2015; DELBIANCO et al., 2016; AGIRRE et al., 2017). Os carboidratos
possuem caracteristicas estruturais uteis na busca de novos compostos bioativos que possam vir
a alcangar os requisitos necessarios para ser um bom farmaco, tais como propriedades
relacionadas a atividade, seletividade, toxicidade, tempo de meia vida, dentre outros
(NASCIMENTO-JUNIOR, 2015).

Essas biomoléculas apresentam diversas atividades farmacologicas, a citar: acao
antineoplasica, anti-inflamatdria, antibidtica, antiprotozoaria, antiviral, antitrombotica, anti-
ulcerogénica, dentre outras (ALMEIDA, 2015; LEODIDO et al., 2017; FIGUEREDO, 2018).
Alguns exemplos de importantes farmacos que possuem carboidratos em sua arquitetura sao a
vancomicina e teicoplanina, principais antibioticos utilizados contra infec¢des causadas por
bactérias gram-positivas (XAVIER; RAUTER, 2012). A Figura (1) esbog¢a as estruturas da

vancomicina e teicoplanina, com destaque em azul para os grupamentos de carboidratos.

Figura 1. Estrutura da vancomicina e teicoplanina.

(01

Vancomicina Teicoplanina

Fonte: Proprio autor, 2019.

Devido as suas propriedades quimicas, os carboidratos tém sido submetidos a diferentes
tipos de modificagdes estruturais pela area sintética, objetivando a descoberta de um novo

composto com potenciais terapéuticos (NIGUDKAR; DEMCHENKO, 2015). Dentre essas
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modificacdes, uma que vem se destacando ¢ a introdug¢do do grupamento farmacoforico
denominado de aceptor de Michael. Os aceptores de Michael mais conhecidos sdo as cetonas
a, B-insaturadas, por serem ativas contra diversas células tumorais (BARROS, 2015; SANTOS
etal., 2017a).

Nesta perspectiva, a quimica farmacéutica e sintética dispdem de inimeras ferramentas
e métodos que agilizam e otimizam o processo da descoberta e desenvolvimento de novos
farmacos, a citar as avaliagdes in silico, que além de utilizarem softwares, fazem uso de modelos
matematicos e estatisticos, com eficacia comprovada, a fim de prever as provaveis
caracteristicas biolodgicas e farmacologicas de uma molécula em um periodo curto de tempo

(TOROPOVA, 2017).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo principal deste trabalho consiste em desenhar quatro candidatos a farmaco
para avaliar suas propriedades farmacocinéticas, farmacodindmicas e toxicoldgicas com o
auxilio de ferramentas in silico, depois sintetizar o candidato mais promissor e avaliar sua
toxicidade por métodos in vitro, utilizando o microcrustdceo Artemia salina Leach e larvas do

mosquito Aedes aegypti.

2.2 Objetivos especificos

e Desenhar quatro candidatos a firmaco com uma unidade aceptora de Michael e;

e realizar um levantamento de suas caracteristicas farmacologicas e toxicoldgicas por
métodos in silico e;

e sintetizar o candidato mais promissor, partindo da sintese e caracteriza¢do do tri-O-
acetil-D-glucal e;

e promover a reacdo de glicosidagdo para a obtencdo do prop-2-in-1-il 4,6-di-O-acetil-
2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo e;

e caracterizar 0 prop-2-in-1-il 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-
enopiranosideo e;

e promover a reagdo de hidrolise a fim de levar ao prop-2-in-1-il 2,3-didesoxi-a-D-eritro-
hex-2-enopiranosideo e;

e caracterizar o prop-2-in-1-il 2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo e;

e promover a reagdo de oxidacdo a fim de obter o prop-2-in-1-il 2,3-didesoxi-2-
enopiranosid-4-ulose e;

e caracterizar o prop-2-in-1-il 2,3-didesoxi-2-enopiranosid-4-ulose e;

e determinar a toxicidade do prop-2-in-1-il 2,3-didesoxi-2-enopiranosid-4-ulose frente a
Artemia salina Leach e;

e determinar a toxicidade do prop-2-in-1-il 2,3-didesoxi-2-enopiranosid-4-ulose frente as

larvas do Aedes aegypti.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Tecnologia Computacional - Métodos in silico

A descoberta de novos farmacos ¢ um processo de grande complexidade, o qual requer
tempo e investimento de diferentes setores como, por exemplo, do setor industrial (OLIVEIRA
et al.,, 2018). As industrias evoluiram bastante e continuam crescendo a cada dia,
principalmente devido os avangos tecnologicos. As pesquisas farmacéuticas por exemplo, tem
passado por diversas aprimoragdes, decorrentes dos avangos tecnoldgicos (GUERRA, 2019).
Neste sentido, um grande nimero de tecnologias computacionais tem sido aplicadas no
planejamento e desenvolvimento de novos candidatos a farmaco, e uma das areas que tem se
destacado ¢ a Quimica Medicinal, que com ajuda de técnicas de triagem virtual (virtual
screening) e da modelagem molecular, tem sintetizado diversos compostos
farmacologicamente ativos e 6timos candidatos a farmacos (GOMES, 2019).

A quimica medicinal visa o desenvolvimento, otimizagdo e busca de novos farmacos
através da conciliagdo de areas como a farmacia, quimica, biologia, medicina e bioinformatica
(MASCARENHAS et al., 2019). Esta area baseia-se em modelos como a Quantitative
Structure-Activity Relationship (QSAR, traducdo: Relacdo Quantitativa Estrutura-Atividade) e
Quantitative Structure-Toxicity Relationship (QSTR, tradugdo: Relagdo Quantitativa Estrutura-
Toxicidade) para estabelecer uma relagdo matemadtica fidedigna entre propriedades fisico-
quimicas, toxicoldgicas, farmacologicas e bioldgicas de um determinando composto
(MASCARENHAS et al., 2019; SRINIVAS et al., 2014).

O uso de estratégias computacionais tem proporcionado grandes avangos no arduo
processo de descoberta e desenvolvimento de farmacos, principalmente por mapearem a
estrutura tridimensional de alvos moleculares e ligantes, facilitando a identificacdo de novos
candidatos, além disso, sdo responsaveis por otimizar o tempo das pesquisas a custos
financeiros bem menores e nortear as pesquisas, uma vez que diminui o numero de
procedimentos necessarios para a selecao, desenvolvimento e avaliagdo das propriedades dos
candidatos a farmacos (BARBOSA, 2014; FERREIRA et al., 2015).

O grande nimero de compostos organicos explorados no processo da descoberta de
farmacos requer o emprego de métodos rapidos e precisos, capazes de identificar, dentre outras,
suas provaveis atividades farmacologicas. Uma das principais técnicas utilizadas para este fim

sdo as técnicas in silico, métodos computacionais que apresentam como vantagens, a nao
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utilizagdo de animais, custos exorbitantemente menores, um menor tempo de andlise,
reprodutibilidade, rapidez e exatiddo (SRINIVAS et al., 2014; GOMES, 2019).

Estes estudos tém sido essenciais em pesquisas que buscam avaliar diversas
propriedades e caracteristicas de compostos alvo, afim de identificar caracteristicas que
fomentem o desenvolvimento de estudos mais avangados envolvendo estes compostos
(SRINIVAS et al., 2014). As técnicas in silico tem sido como uma alternativa para diminuir ou
até mesmo substituir testes clinicos, uma vez que implementam conhecimento e racionalidade
a cada etapa do processo de descoberta de um novo agente terapéutico, baseando-se em modelos
biorreguladores humanos para gerar informagdes quanto as caracteristicas farmacodinamicas,
farmacocinéticas e toxicoldgicas das moléculas testadas, além de outros possiveis usos.
(SANTOS, 2011; SRINIVAS et al., 2014).

Diante disto, estas técnicas auxiliam na constru¢do de diversas propriedades
(farmacodinamica, farmacocinética e toxicoldgica), permitindo entender como elas influenciam
na acdo farmacoldgica e como podem ser moduladas para evitar a eliminacdo de bons
candidatos devido a caracteristicas farmacodinamicas, farmacocinéticas ou toxicologicas
desfavoraveis (FOWLER et al., 2017). Um dos métodos in silico de vital importancia sao os
que envolvem parametros toxicoldgicos. Os estudos toxicoldgicos por métodos in silico sao
amplamente utilizados, uma vez que dispdem de métodos computacionais e algoritmos
matematicos eficazes para simular os possiveis efeitos toxicos frente aos sistemas biologicos,
além de compreender como se desenvolvem (TOROPOVA, 2017).

Diversas informagdes de suma importancia no desenvolvimento de um candidato a
farmaco, podem ser obtidas utilizando a toxicologia in silico, tais como: massa molecular, dose
letal necessaria para matar 50% dos individuos (DLso), coeficiente de partigdo (log P),
mutagenicidade, imunotoxicidade, dentre outros (MASCARENHAS et al., 2019).
Adicionalmente, técnicas de simulacao de absor¢ao do farmaco por via oral, por exemplo, sao
também muito utilizadas, principalmente por estabelecer estratégias no desenvolvimento da
formulagdo, facilitar o processo de sele¢do e determinar a velocidade e a extensdo da absor¢ao
(BARBOSA, 2014).

Dentro destas perspectivas, as pesquisas farmacéuticas caminham para processos mais
racionais que levem a novas entidades quimicas com promissores perfis farmacoldgicos. Neste
sentido, uma classe de compostos organicos que tem demonstrado ser bastante promissora sao
os carboidratos, moléculas que nos fornecem informagdes estruturais tteis na busca de novos

compostos bioativos que possam vir a alcangar os requisitos necessarios para ser um bom
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farmaco, tais como propriedades relacionadas a atividade, seletividade, toxicidade, tempo de

meia vida, dentre outros (NASCIMENTO-JUNIOR, 2015).

3.2 Carboidratos

A natureza propicia a descoberta de iniimeras moléculas farmacologicamente ativas,
servindo como fonte de recursos terapéuticos, entretanto, obter quantidades significativas de
moléculas bioativas provindas da natureza, ¢ improbo, principalmente se sua origem for de
fontes escassas e de dificil acesso (CRAGG, NEWMAN, 2013; SILVA, 2015a). Neste sentido,
uma classe de compostos que sao facilmente encontrados na natureza e em abundancia, sao os
carboidratos, biomoléculas de grande complexidade estrutural que estao presentes em diversos

seres vivos, representando a maior classe de compostos naturais (BANDERA et al., 2014).

Estas biomoléculas podem ser facilmente encontradas em nosso cotidiano, a citar: a d-

glicose e a sacarose (Figura 2), a celulose e 0 amido (FERREIRA; ROCHA; SILVA, 2009).

Figura 2. Estrutura da d-glicose e sacarose.
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D-glicose Sacarose

Fonte: Proprio autor, 2019.

Os carboidratos sao biomoléculas polifuncionais que fazem parte, juntamente com os

lipidios, acidos nucleicos e proteinas, das quatro principais classes de biomoléculas essenciais
para os organismos vivos (BANDERA et al., 2014; FONTAN, AMADIO, 2015). Sua estrutura

molecular € constituida principalmente por atomos de carbono, oxigénio e hidrogénio, podendo
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apresentar também 4atomos de nitrogénio, enxofre ou fosforo, entretanto, a formula geral
utilizada para estes compostos ainda ¢ a (C,H20),, onde n > 3 (FONTAN, AMADIO, 2015;
JOOSTEN, LUTTEKE, 2017).

Uma das mais relevantes caracteristicas dos carboidratos ¢ que suas unidades
monomeéricas podem se ligar entre si de diferentes maneiras, ao contrario de outras classes de
biomoléculas como as proteinas e acidos nucleicos, que fazem apenas um tipo de ligacdo
(SACHETT, VERLI, 2011; DELBIANCO et al., 2016). Os carboidratos sdo componentes
essenciais para os sistemas bioldgicos uma vez que regulam diversos processos bioquimicos,
como a proliferacdo celular, diferenciacdo e resposta imunolégica (WU et al., 2015;
DELBIANCO et al., 2016; AGIRRE et al., 2017).

Estas importantes biomoléculas estdo inseridas em uma enorme variedade de
constituintes celulares, apontando nestes, distintas e importantes acdes, as quais juntamente
com os lipideos, dcidos nucleicos e proteinas, proporcionam a integridade celular, além de
manter os processos fisiologicos, metabdlicos e genéticos dos organismos vivos (DELBIANCO
et al., 2016). No entanto, as funcdes mais conhecidas desempenhadas por esta classe, sdo o
transporte ¢ armazenamento de energia, através da Adenosina Trifosfato, participando do
metabolismo energético, além disto, fazem parte também da composi¢do da parede celular de
vegetais e fungos (WU et al., 2015).

Adicionalmente, os carboidratos estdo envolvidos em mecanismos distintos de
reconhecimento molecular, como aqueles associados a respostas imunologicas € como
sinalizadores no organismo, além de auxiliar na preservagdo das proteinas, fazendo parte da
manuten¢do, reparacdo e também do processo de crescimento dos tecidos corporais
(BONDUELLE; LECOMMANDOUX, 2013). Além disso, medeiam muitos processos
biologicos, tais como a metastase, a defesa imune, a transdugao de sinal e o crescimento celular,
fungdes que em sua maioria, sao desempenhadas por uma glicoproteina, um carboidrato
sinalizador conjugado a uma proteina, a qual atua como sitio receptor, transmitindo sinais de
moléculas como os hormonios, para o interior da célula (BONDUELLE, LECOMMANDOUX,
2013; NIGUDKAR, DEMCHENKO, 2015; AGIRRE et al., 2017).

A importancia dos carboidratos nos sistemas bioldgicos ¢ indubitavel, visto que sua
presenga nos mais diferentes componentes celulares os coloca no centro de uma multiplicidade
de eventos bioldgicos. O entendimento da estrutura dessas biomoléculas ¢ primordial para o
reconhecimento de suas inimeras funcdes nos sistemas biologicos, neste sentido, estas

biomoléculas apresentam diversas atividades, a citar: agao antitrombdtica, antineoplésica, anti-
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inflamatoria, antiviral, antibiotica, antiprotozoaria, anti-ulcerogénica, dentre outras
(ALMEIDA, 2015; LEODIDO et al., 2017; FIGUEREDO, 2018;).

Alguns exemplos de importantes farmacos que possuem carboidratos em sua arquitetura
sao a vancomicina, teicoplanina e eritromicina, principais antibidticos utilizados contra
infec¢oes causadas por bactérias gram-positivas (XAVIER; RAUTER, 2012). A Figura (3)
demonstra as estruturas da Vancomicina, Teicoplanina e Eritromicina, com destaque aos
grupamentos de carboidratos. Adicionalmente, a literatura cita diversos farmacos que contém
carboidratos em sua estrutura, tais como o anti-inflamatério Salicilina (SILVA, 2019), o
antiviral Macrolactina (ZENG et al., 2012), os antibioticos Gentamicina e Eritromicina

(MOURA et al., 2019).

Figura 3. Estrutura molecular da vancomicina, teicoplanina e eritromicina.
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Fonte: Proprio autor, 2019.

Diante destas e de outras funcdes desempenhadas pelos carboidratos, € justificavel o

interesse por essas biomoléculas, principalmente por parte da industria farmacéutica e da
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comunidade cientifica. Com isto, elas sdo muito cobi¢adas pela quimica medicinal e sintética,
por possuirem propriedades quimicas bem peculiares, que favorecem o processo de
modifica¢dao em sua arquitetura molecular (NIGUDKAR; DEEMCHENKO, 2015).

Como consequéncia, os carboidratos tém sido submetidos a diferentes tipos de
transformagoes, principalmente pelos quimicos sintéticos, que buscam na modifica¢ao
estrutural, uma ferramenta para potencializar as atividades terapéuticas e minimizar problemas
relacionados com a toxicidade e efeitos colaterais.

Assim, a realizacao de modificagdes na estrutura de substancias compativeis com o0s
sistemas biologicos, como os carboidratos, pode otimizar suas atuais propriedades, reduzir sua
toxicidade e possibilitar novas aplicagdes farmacoterapéuticas (DELBIANCO et al., 2016;
LEODIDO et al., 2017). Neste sentido, uma modifica¢do interessante nos provaveis candidatos
a farmacos, é a incorpora¢do nas suas estruturas quimicas de um fragmento molecular
denominado de aceptor de Michael, um grupamento farmacoforico que apresenta a conjugagao
-(C=C)»-R, em que R pode ser um carbonil, imina, iminio, ciano, nitro ou sulfonila (BERA et
al., 2015; WANG et al., 2015).

As cetonas o, B-insaturadas sdo as moléculas mais bem conhecidas que contém os
grupamentos aceptores de Michel (Figura 4) e sdo uma das unidades farmacoforicas mais ativas

contra diversas linhagens de células tumorais (BARROS, 2015; SANTOS et al., 2017a).

Figura 4. Estrutura molecular contendo um grupamento aceptor de Michael.
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Fonte: Proprio autor, 2019.

A literatura relata inimeros produtos naturais e sintéticos que possuem atividades

farmacoldgicas e que apresentam em sua arquitetura molecular a unidade farmacoforica
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aceptora de Michael, a citar: a dihidro-helenalina (BARREIRO; FRAGA, 2015), shikonina (SU
et al., 2010), goniotalamina (SEMPREBON et al., 2015) e massoialactona (BARROS, 2015)
(Figura 5).

Figura 5. Produtos naturais e sintéticos contendo uma unidade aceptora de Michael.
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Fonte: Proprio autor, 2019.

3.3 Aedes aegypti

O Aedes aegypti ¢ um mosquito de origem africana, com listras brancas no tronco e
pernas (Figura 6), possui habitos diurnos, atua pela manha e ao entardecer (ENGDAHL et al.,
2015; BRITO, 2018). Como ele possui habitos diurnos, € justificavel que os paises tropicais
acabem sendo os mais atingidos, em razdo de suas favoraveis caracteristicas climaticas,
ambientais e sociais (COSTA et al., 2018).

Este mosquito € o vetor das quatro principais arboviroses (dengue, febre amarela, Zika
Virus e Chikungunya) que vem mobilizando os principais orgaos publicos de satide no combate
a sua reproducio e disseminacio (SOCIEDADE PORTUGUESA DE BENEFICENCIA DE
SANTOS, 2018).
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Figura 6. Fisionomia do Aedes aegypti.

Fonte: PESQUISA MENSAL DO COMERCIO, 2018.

O Aedes aegypti apresenta um ciclo de vida (Figura 7) que corresponde a quatro fases:

ovo, larva (apresenta estdgios denominado: L-1, L-2, L-3 e L-4), pupa e adultos (BRITO, 2018).

Figura 7. Ciclo de vida do Aedes aegypti.
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Fonte: SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE, 2019.



28

Dentre as arboviroses transmitidas pelo mosquito, a dengue se destaca, tornando-se um
dos principais problemas de satde publica no mundo e objeto da maior campanha de satde
publica no Brasil. De acordo com Brasil (2019b), em até 24 de Agosto de 2019, ja foram
registrados quase 1,5 milhdes provaveis casos de dengue em todo o pais, com crescimento de
aproximadamente 600% em relacdo ao mesmo periodo de 2018 e uma taxa de incidéncia de
690,4 casos/100 mil habitantes, ainda, ja foram registrados 591 casos de 6bitos.

O Grafico (1) faz um comparativo entre o total dos provaveis nimero de casos até a 34°
semana (24 de Agosto) de 2018 e 2019 no estado da Paraiba, demonstrando que houve um
aumento de 43,66% nos casos de 2019 (13.959), se comparado com o mesmo periodo em 2018
(9.717 casos) (BRASIL, 2019a). Este aumento pode ser justificado por diversos fatores, tais
como alteragdes ambientais (alto volume de chuvas e altas temperaturas), crescente urbanizagao
provindo com saneamento basico deficiente, mudancgas no sorotipo predominante, dentre outros

(BRASIL, 2019c).
Grifico 1. Provaveis casos de dengue na paraiba até a 34" semana de 2018 e 2019.
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Fonte: Préprio autor, 2019.

A dengue pode ser causada por quatro sorotipos de virus, a citar: DENV — 1, DENV- 2,
DENV- 3 e DENV-4, além destes, estudos afirmam que o vetor também transmite um sorotipo
novo, DENV-5, mas no Brasil ndo hé registros de pessoas infectadas por este sorotipo
(MUSTAFA etal., 2015; RODRIGUES; COSTA; LIMA, 2018). Esses cinco sorotipos de virus
causam grandes problemas para a satide publica, pois, além de colaborar para o surgimento de

epidemias de dengue, aumentam a taxa de modificagdes genéticas dos tipos virais, € com isso,
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aumentam a possibilidade do aparecimento de genotipos virais mais expressivos, de uma maior
facilidade de transmissdo, maior capacidade de replicagdo e com grande potencial epidémico
ou de viruléncia (GUZMAN; GARCIA; KOURI, 2006; RIVERA; RODRIGUEZ, 2010).

A dengue ¢ transmitida aos seres humanos através da picada do mosquito Aedes aegypti
fémea durante sua alimenta¢do. Somente as fémeas se alimentam de sangue, pois precisa do
mesmo para a maturagdo de seus ovos, enquanto que os machos se alimentam de substancias
vegetais e agucaradas (BRASIL, 2019b). Diante da realidade dos casos notificados, algumas
estratégias para o controle e erradicacdo do vetor Aedes aegypti sao de vital importancia,
destacando-se principalmente a utilizacdo de produtos quimicos e biologicos adaptados a
programas de manejo ambiental capazes de erradicar formas larvais e insetos adultos (TORES
et al, 2014).

Por exemplo, o piriproxifeno ¢ um dos larvicidas mais utilizado no Brasil, se destacando
por apresentar grande potencial para substituir a toxina do bacillus Thuringiensis israelensis, a
qual ocasionou resisténcia ao Aedes aegypti (BRITO, 2018). Este agente quimico atua
interrompendo o crescimento do inseto, inibindo o desenvolvimento de suas caracteristicas
adultas, como a maturacao dos 6rgaos reprodutivos, a asa e a genitalia externa (BRITO, 2018).

Em vista desta resisténcia adquirida pelo mosquito, os pesquisadores vém buscando
novas substancias naturais ou sintéticas, “isentam” de toxicidade para o ambiente, que sejam
eficazes no combate ao mosquito Aedes aegypti no seu estagio larval e adultos (PEREIRA et
al., 2014). Tendo em vista os dados alarmantes de casos de dengue no Pais, torna-se assim, de

suma importancia a descoberta de novos métodos de erradicagdo ao seu vetor

3.4 Artemia salina Leach

O bioensaio toxicoldgico serve como um teste precedente no estudo de substancias que
tenham uma potencial atividade biologica, uma vez que permite a avaliacdo e a descoberta da
toxicidade geral. Um dos bioensaios in vitro que tem se destacado na comunidade cientifica, ¢
o bioensaio toxicoldgico utilizando a Artemia salina Leach, um microcrustaceo zooplanctonico
da ordem Anostraca e familia Artemiidae, encontrado em ambientes marinhos (RAJABI et al.,
2015).

A Artemia salina ¢ uma espécie de crustdceo amplamente utilizada na avalia¢ao prévia
da toxicidade de substancias de origem natural ou sintética (BELEM et al., 2015). Esta espécie
possui uma grande distribuigdo geografica e uma alta adaptabilidade, além de ser bastante

utilizada na aquicultura como alimento para peixes aquarianos e até¢ mesmo de outros crustaceos
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(SOUZA; OLIVEIRA, 2015). Estes crustaceos sdo seres filtradores que estdo sempre em
locomogdo, e por causa disso, qualquer alteragdo em seu ambiente afeta sua populagdo
(BEDNARCZUK et al., 2010).

Os cistos (forma de resisténcia) deste microcrustaceo mantém-se viaveis por anos em
armazenamento adequado e podem ser facilmente adquiridos no comércio por um prego
acessivel (POMPILHO; MARCONDES & OLIVEIRA, 2014). A Figura (8) demonstra a

fisionomia de uma artémia.

Figura 8. Artemia salina Leach.

Fonte: FEDONENKO et al., 2017.

A simplicidade relacionada ao manuseio, a reprodutibilidade, a rapidez dos ensaios, a
sensibilidade ¢ o baixo custo, favorecem a utilizacdo deste bioensaio em diversos estudos
(MERINO etal., 2015; RAJABI et al., 2015). Além disto, este bioensaio nao requer a utilizagdo
de equipamentos especiais, utiliza pouca quantidade da amostra e principalmente, ndo necessita
de soro animal, portanto, pode substituir os experimentos empregado animais vertebrados,
como ¢ o caso dos testes envolvendo camundongos (RAJABI et al., 2015).

Este tipo de teste toxicoldgico acomoda facilmente um grande numero de artémias,
amparando a validacdo estatistica, garantindo a confiabilidade do método e, portanto,
atendendo as principais necessidades rotineiras de triagem de toxicidade, requeridos pelo
monitoramento industrial ou para fins regulatérios (RAJABI et al., 2015). No ambito cientifico,
este bioensaio ¢ utilizado como indicador de toxicidade aguda, o que ¢ fundamental nos estudos

de compostos que tenham atividades biologicas, sendo constantemente aplicado na verificagao
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da seguranga, facilitando o direcionamento de estudos na descoberta de novos farmacos
(POMPILHO; MARCONDES & OLIVEIRA, 2014).

Adicionalmente, os resultados obtidos a partir deste bioensaio apresentaram uma boa
correlagdo entre os de toxicidade utilizados para avaliagdo da atividade antitumoral, fazendo
com que esse teste possa ser utilizado numa primeira andlise do potencial citotoxico de novos
compostos (MOREIRA, 2013). A literatura relata inimeros trabalhos que demonstraram uma
boa correlagao entre os resultados dos ensaios de toxicidade frente as artémias e outros tipos de
ensaios que avaliaram distintas atividades biologicas, como por exemplo: atividade antitumoral
(ALBUQUERQUE et al.,, 2014); antimicrobiana (APU et al., 2010); anticonvulsivante
(BAGHERI et al., 2010); moluscicida (LOPES; SILVA; ECHEVARRIA, 2016); inseticida e
larvicida (NISAR et al., 2015); fototoxica (OJALA et al., 1999) e antioxidante (SARAIVA et
al., 2011).

Apo6s uma busca nas principais plataformas de pesquisas, observou-se que o uso deste
crustaceo se concentrou nas pesquisas envolvendo produtos naturais, tais como: na avaliagao
da toxicidade de extratos de plantas (FREITAS et al., 2018; CALAZANS et al., 2019); de 6leos
essenciais (ROSA et al., 2016; MORAES et al., 2019); de folhas (BITENCOURT, 2014); do
polen de plantas (ANDRADE, 2018), de corpos hidricos (DIAS et al., 2019); do veneno de
abelhas (ABRANTES et al., 2017) e até¢ mesmo da agua ( SIMOES, 2018).

Especificamente na area sintética e farmacoldgica, a literatura demonstra o uso desde
bioensaio em: piriproxifeno (SANTOS et al., 2017b); diflubenzuron (SILVA, MACEDO,
JONSSON, 2013); compostos derivados de metais (CHOHAN et al., 2010); parationa metilica
(GUIMARAES et al., 2011); piridinas (PAIVA; RAMOS, 2017); dipirona sédica (GARCEZ et
al., 2018); ibuprofeno (SAETAMA et al., 2018), amoxicilina (BRITO, 2016) e diclofenaco de
sodio (LIMA; SOUZA, 2017).

Portanto, o bioensaio toxicologico frente a Artemia salina Leach ¢ uma alternativa para
a avaliacdo da toxicidade, uma vez que prevé os efeitos nocivos que possam acometer o sistema
biologico e averigua a toxicidade relativa das substancias, devido aos efeitos toxicologicos no
corpo humano estarem praticamente nos mesmos limites que os observados nos animais de
laboratorio, sendo possivel assim, determinar os provaveis riscos associados ao uso dos

compostos alvo (BITENCOURT, 2014).
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4 METODOLOGIA

4.1 Locais da pesquisa

Os processos de andlises por métodos in silico, a sintese e purificacdo de todos os
compostos foram realizados no Laboratério Aplicado de Sintese Organica (LASO), e o
bioensaio toxicologico frente a Artemia salina Leach foi realizado no Laboratorio de
Farmacologia e Toxicologia, ambos localizados no Centro de Educacao e Saude (CES) da
Universidade Federal de Campina Grande — Campus Cuité.

Contudo, o bioensaio larvicida frente as larvas do Aedes aegypti, bem como os espectros
de infravermelho (IV) e ressonancia magnética nuclear (RMN) de hidrogénio (*H) e carbono
(13C) dos compostos sintetizados foram realizados na Central Analitica da Universidade Federal

de Pernambuco — Campus Recife.

4.2 Equipamentos e analise dos dados

Todas as andlises in silico foram realizadas em um computador, especificamente com o
sistema operacional Windows 10 e processador Intel® Core™ i3. As analises de ressonancia
magnética nuclear foram realizadas em um espectrometro VARIAN® modelo Unity Plus-300
utilizando como solvente o cloroférmio deuterado (CDCIl3). Este espectrometro foi calibrado
usando tetrametilsilano (TMS) (0,00 ppm) como referéncia interna para os niicleos de 'H e 13C,
e todas as constantes de acoplamento (J) foram descritas em /hertz (Hz).

O espectro de infravermelho foi registrado em um espectrofotometro de infravermelho
com transformada de Fourier no Spectrum 400 FT-IR/FT-NIR Spectrometer modelo Perkin
Elmer, sendo a amostra preparada com pastilhas de brometo de potassio (KBr). A rotagdo
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 concentragao de
1 m/v % em metanol (MeOH) em uma cubeta de 1 mL.

O ponto de fusdo foi realizado no Electro-thermal série 14 9100 Digital Melting Point.
A chapa de agitacdo com aquecimento e a manta aquecedora foram da marca Visaton 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, €

o solvente remanescente foi removido utilizando uma bomba de alto vacuo da Edwards modelo
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RV3. As estruturas dos candidatos foram geradas através do software ChemDraw Ultra® versao
12.0.

4.3 Materiais, solventes e reagentes

O acompanhamento das reagdes foi realizado através da cromatografia em camada
delgada (CCD) utilizando placas de silica-gel contendo indicador fluorescente F254 da Merck.
Para visualizagao, as placas foram colocadas em solugdo 4cida contendo etanol e cido sulfarico
(EtOH/H2S04 95:5) e solugdo de vanilina. A purificacdo através da cromatografia liquida em
coluna foi realizada utilizando silica-gel 60 (Merck, 70-230 mesh) como fase estacionaria e
sistemas hexano:acetato de etila como fase moével numa coluna de vidro em diferentes
proporgdes.

Os solventes comerciais foram purificados. O hexano e o acetato de etila foram
destilados com coluna de Vigreaux, o diclorometano foi destilado sob hidreto de célcio e o
metanol foi destilado sob magnésio metalico e iodo sublimado. Os reagentes: D-glicose, o
alcool 2-propin-1-ol para fazer a reagao de glicosilacao e o 6xido de manganés para concluir a

reacdo de oxidagdo, foram adquiridos da empresa Sigma Aldrich.

4.4 Construcio da arquitetura molecular

A arquitetura molecular dos compostos alvo foi feita através do software ChemDraw
Ultra 12.0, a fim de obter suas estruturas quimicas, para entdo serem submetidos a proxima

etapa do projeto, as analises in silico.

4.5 Analises in silico

Diferentes analises foram feitas com os compostos alvo, a fim de realizar um
levantamento tedrico quanto a suas caracteristicas farmacocinéticas, farmacodinamicas e
toxicoldgicas. Para isso, foram utilizados trés softwares: Osiris Property Explorer,

Molinspiration Property Calculator e ProTox-I1.

4.5.1 Osiris Property Explorer

A avaliagdo do perfil farmacocinético foi realizada através do software Osiris Property
Explorer, as quais foram calculados os valores tedricos para solubilidade, peso molecular, drug-
likeness e drug-score. Adicionalmente, este software ¢ capaz de predizer o potencial

toxicolégico da molécula analisada, predicdo que ¢ fundamentada na comparagdo entre os



34

fragmentos estruturais da molécula analisada com um conjunto de fragmentos do Registry of
Toxic Effects of Chemical Substances (RTECS, traduzido para o portugués: Registro de Efeitos
Toxicos de Substancias Quimicas), do Centers for Disease Control and Prevetion (CDC,
traduzido para o portugués: Centro de Controle e Prevencdo de Doengas), um 6rgao norte-
americano, ¢ com mais de trés mil farmacos comerciais (BRITO, 2010).

O software também expressa a probabilidade de a molécula apresentar mutagenicidade,
tumorogenicidade, irritabilidade e interferéncia na reproducao humana através de cores, em que

a cor vermelha indica alto risco, a cor amarela indica risco moderado e a cor verde sem risco.

4.5.2 Molinspiration Property Calculator

O software Molinspiration Property Calculator possibilita o calculo de importantes
propriedades fisico-quimicas da molécula. Estes pardmetros foram utilizados para avaliar o
padrao de biodisponibilidade tedrica das moléculas alvo, baseando-se na “Regra dos Cinco”
desenvolvida por Lipinski et al. (1997), uma vez que ele calcula o coeficiente de parti¢dao (Log
P), a massa molecular em daltons, o nimero de doadores de ligagao de Hidrogénio (nDLH) e o
de aceptores (nALH), além de dar o valor da Topological Polar Surface Area (TPSA, traduzido
para o portugués: Area da Superficie Polar Topoldgica), necessaria para calcular o percentual
de absor¢do oral tedrico (%ABS), a partir da equacdo: %ABS= 109-(0.345 x TPSA).

Este software também ¢ utilizado para avaliar a probabilidade deste composto atuar em
diferentes alvos farmacoldgicos gerando uma nog¢ao de suas caracteristicas farmacodinamicas.
Frente a isto, foi avaliada a probabilidade de as moléculas agirem como: ligante de G protein-
coupled receptors (GPCR, traduzido para o portugués: receptores acoplados a proteina G),
modulador de canal i6nico, inibidor de quinase, ligante de receptor nuclear, inibidor de protease

e inibidor enzimatico.

4.5.3 ProTox - I

O ProTox-II ¢ um dos métodos in silico que prediz a toxicidade aguda oral de um
composto diante de sua arquitetura molecular, utilizando a classificacdo de toxicidade do
Sistema Globalmente Harmonizado de Classificacdo ¢ de Rotulagem de Produtos Quimicos
(GHS). Este software se baseia em 33 modelos de algoritmos para a previsao da toxicidade,
avaliando cada atomo da arquitetura molecular do composto alvo para chegar em um valor
conciso, diante disto, quando comparado com outros modelos, todos os modelos do ProTox-11

tiveram um 6timo desempenho e em alguns casos, foi até melhor (BANERIJEE et al., 2018).
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Este software calcula a toxicidade aguda em roedores e nos d4 o valor da dose letal
necessaria para matar 50% dos individuos (DLso) em mg/Kg, além disto, ele prevé a toxicidade
nos oOrgdos (hepatotoxicidade) e parametros toxicologicos (como mutagenicidade,
carcinotoxicidade, citotoxicidade e imunotoxicidade) (BANERJEE et al., 2018; SILVA,
2015b).

4.6 Procedimento para a sintese do 3,4,6-tri-O-acetil-D-glucal

A sintese do 3,4,6-tri-O-acetil-D-glucal foi feita através de sucessivas modificagdes na
molécula da D-glicose, utilizando o método desenvolvido por Shull, Wu e Koreeda (1996). A
principio, em um baldo de fundo redondo com capacidade para 500 mL foi preparada uma
suspensao de D-glicose (2,5 g; 13,9 mmol) em anidrido acético (9,3 g; 8,36 mL; 3,5 mmol
equivalentes). Em seguida foi adicionada ao baldo uma solu¢ao 31% HB1/AcOH (1,25 mL de
HBr 48% em 5,0 mL de Ac2O) a temperatura ambiente sob forte agitacdo. Apos a adi¢do, o
sistema foi mantido sob agitag¢ao por 1 hora.

Passado este tempo, mais solug¢dao 31% HB1r/AcOH (7,50 mL de HBr 48% em 30 mL de
Ac>0) foram adicionadas ao baldo e o sistema mantido sob temperatura ambiente e sob forte
agitacdo por mais 6 horas. O préximo passo foi a adi¢cao de acetato de sddio anidro (5 g; 60,95
mmol) ao sistema, permanecendo sob agitagao por 30 minutos para que fosse neutralizado.
ApoOs a neutralizacdo, foi adicionado ao sistema uma suspensdo preparada em um segundo
baldo, composta de dgua (25 mL), acetato de sddio tri hidratado (23,625 g; 173,65 mmol), 4cido
acético (37,5 mL), CuS0O4.5H>0 (0,7875g; 3,15 mmol) e zinco sélido (25 g; 382,5 mmol), sendo
esta suspensao mantida sob agitacdo vigorosa a temperatura ambiente por 1,5 horas.

Posteriormente, o material solido do balao foi removido por filtracdo a vacuo pela
lavagem com acetato de etila e 4gua. O filtrado foi transferido para um funil de separacdo, onde
a fase organica foi lavada com agua e solugdo saturada de bicarbonato de s6dio até que houvesse
a neutralizagdo desta fase. Neutralizada, a fase organica foi entdo seca com sulfato de magnésio
anidro, filtrada para a retirada deste sal e rotaevaporada, sendo o produto final purificado por

cromatografia em coluna usando o sistema de solventes hexano/acetato de etila.

4.7 Procedimento para a sintese do prop-2-in-1-il 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-

hex-2-enopiranosideo

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

enopiranosideo (O-glicosideo 2,3-insaturado) foi realizada através do método proposto por
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Toshima et al. (1995), com algumas modificagdes. 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 propargilico (2-propin-1-ol) e diclorometano seco (20 mL). Em seguida, o baldo foi
resfriado a 0°C e mantido sob agitacdo por 5 minutos.

Ap6s este intervalo de tempo foi adicionado a montmorillonita K-10 (0,27 g; 100%
M/M) e um sistema de refluxo foi acoplado ao baldo. A mistura reacional foi mantida sob
agitacdo e aquecimento (50 = 5°C) por cerca de 30 minutos. Apds este intervalo de tempo o
aquecimento foi interrompido e o término da reacdo verificado por cromatografia de camada
delgada (CCD). Em seguida, a soluc¢do contida no baldo foi filtrada e o solvente removido sob
pressdo reduzida utilizando evaporador rotativo. O produto foi purificado em coluna
cromatografica utilizando inicialmente hexano e terminando com um sistema de hexano:acetato

de etila na propor¢ao de 9:1.

4.8 Procedimento para a sintese do prop-2-in-1-il 2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-

enopiranosideo

O  Prop-2-in-1-il  2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo  (O-glicosideo
hidrolisado) foi sintetizado a partir da hidrélise do O-glicosideo 2,3-insaturado em meio basico,
através do método proposto por Santos et al. (2017a), com algumas modificagdes. Desta forma,
em um tubo de ensaio, o O-glicosideo 2,3 insaturado (0,25 mmol) foi dissolvido em metanol
(1,0 mL). A esta solugdo foi adicionado o sal basico carbonato de potassio (K2CO3) (69,0 mg;
0,5 mmol) e entdo, a dgua (0,3 mL). O sistema reacional foi mantido sob agitagdo durante 5
minutos sob temperatura ambiente (28+2°).

Ap6s o término da reacdo, a mistura reacional foi transferida para um balao e evaporado
sob pressao reduzida, com um rotaevaporador. Na sequéncia, a mistura reacional foi seca com
sulfato de sddio anidro e extraida com acetato de etila. Em seguida foi realizada uma filtragao
simples e o filtrado foi coletado em um segundo baldo, o qual foi evaporado sob pressdo
reduzida, para retirada do solvente. O glicosideo hidrolisado foi purificado em coluna
cromatografica utilizando inicialmente hexano e terminando com um sistema de hexano:acetato

de etila na propor¢ao de 6:4.

4.9 Procedimento para a sintese do prop-2-in-1-il 2,3-didesoxi-2-enopiranosid-4-ulose

O composto Prop-2-in-1-il 2,3-didesoxi-2-enopiranosid-4-ulose (O-glicosideo oxidado)

foi sintetizado a partir da oxidagdo do glicosideo hidrolisado, seguindo o método proposto por
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Santos et al. (2017a), com algumas modificagdes. Em um baldo de fundo redondo foi
adicionado 1,0 mmol do O-glicosideo hidrolisado, 10 mL de diclorometano e 25 mmol
equivalentes do dioxido de manganés (MnO»). A reagao foi realizada em temperatura ambiente
e sob agitacao continua. O término da reagao foi verificado por CCD.

Uma vez comprovada a total conversdo do reagente, a mistura reacional foi filtrada em
silica para retirada do 6xido de manganés e o produto foi concentrado sob pressao reduzida. O
glicosideo oxidado foi purificado em coluna cromatografica utilizando inicialmente hexano e

terminando com um sistema de hexano:acetato de etila na proporcao de 7:3.

4.10 Bioensaio frente a larvas de Artemia salina Leach

O bioensaio toxicologico frente a larvas de Artemia salina Leach foi realizado de acordo
com o protocolo descrito por Meyer et al. (1982). Os cistos do microcrustaceo foram incubados
em agua salina artificial (preparada a partir de 38 g de sal marinho Marinex® em 1 L de 4gua
destilada em pH entre 8 e 9), sob iluminacao artificial por um periodo de 24 a 48 horas para que
houvesse a eclosdo das larvas. Apos a eclosao, as larvas foram divididas em diferentes tubos de
ensaio, especificamente em grupos de 10 para cada tubo, sendo estas expostas aos controles
positivo, negativo e as solu¢des de concentragdes do glicosideo oxidado, sendo realizados
inicialmente um total de quatro testes, todos em triplicata.

Os testes foram submetidos a iluminacdo artificial por um periodo de 24 horas, sendo
posteriormente contabilizada a quantidade de individuos vivos e mortos para cada teste. Apos
sintetizado, purificado e caracterizado, o glicosideo oxidado contendo em sua arquitetura
molecular o grupamento farmacoférico aceptor de Michael foi solubilizado com um co-
solvente, o dimetilsulféoxido e entdo foi utilizado para a obtencdo de uma solucdo estoque
utilizando como solvente a agua salina artificial, o uso desta solugdo salina como solvente, ¢
justificado pelo fato das artémias viverem em ambientes marinhos.

Desta solugdo estoque, foram retiradas aliquotas para a realizagao de dilui¢des obtendo-
se inicialmente as concentragdes de 10, 100, 500 e 1000 pg/mL. Diante dos resultados obtidos,
foi feita entdo novas concentragcdes mais especificas, a citar: 400, 450, 475, 500, 525, 550, 575,
600, 625 ng/mL. Simultaneamente, foram feitos o controle positivo e negativo, a fim de avaliar
a resisténcia e viabilidade das artémias.

Para isto, foi utilizado no controle positivo o dicromato de potéssio, a fim de matar todas
as artémias, caso alguma sobreviva por exemplo, ¢ considerada como art€mia resistente e estas

influenciardo nos resultados, esta ¢ a justificativa para tal controle. Ja para o controle negativo,
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foi utilizado o co-solvente que foi posto no glicosideo oxidado para solubiliza-lo, ou seja, o
dimetilsulfoxido, afim de saber sua toxicidade frente as artémias para ndo acarretar em

alteracdes nos resultados.

4.11 Analise estatistica do bioensaio frente a Artemia salina Leach

Os valores da concentracao letal para matar 50% dos individuos testados (CLso) foram

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

4.12 Bioensaio frente a larvas do Aedes aegypti

As larvas utilizadas foram da colonia do Aedes aegypti Linneaus (cepa Rockfeller) do
insetario do Laboratorio de Ecologia e Quimica da UFPE. O insetario foi mantido a temperatura
constante de 28°C, umidade relativa de 58% e fotoperiodo de 14D:10N. O ensaio seguiu o
protocolo da World Health Organization (1970), com algumas modificagdes e a principio,
realizou-se um teste de solubilidade, afim de selecionar o co-solvente mais apropriado. Os co-
solventes mais utilizados s3o: tween 80, etanol, DMSO, cetona, para a substancia-teste para
melhor solubiliza-las em agua.

Posteriormente, preparou-se em um béquer, uma solucao estoque de concentracao igual
a 100 pg/mL, dissolvendo 5,0 mg do composto a ser testado em um volume adequado em um
co-solvente. A solucdo foi entdo transferida do béquer para um baldo volumétrico de 50 mL,
completando-se o volume com 4agua destilada. Os testes larvicidas preliminares foram
realizados em concentragoes de 10, 50 e 100 pg/mL, objetivando-se conhecer a faixa de
concentracdo onde o composto ¢ mais ativo, ja que sua toxicidade frente ao Aedes aegypti €
desconhecida.

Os experimentos foram também realizados em triplicatas e, em cada réplica, foi
utilizado 20 larvas no estagio L-4 e a atividade larvicida foi observada apos 24 e 48 horas. Os
controles negativos (solucao contendo apenas o co-solvente e dgua destilada) serdo realizados

simultaneamente aos testes.

4.13 Analise estatistica do bioensaio frente a larvas do Aedes aegypti

Para a determinacdo da concentracdo letal para matar 50% das larvas (CLso), foi
utilizado o software Probit com o programa estatistico StartPlus Pro 6.2.5.0 a um nivel de 95%

de confianga.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, foi avaliado o perfil farmacoldgico de quatro candidatos a fim de realizar
um levantamento tedrico quanto a suas caracteristicas farmacocinéticas, farmacodinamicas e
toxicoldgicas, para posterior sintese do candidato mais promissor. Para alcangar o exposto, foi
esbogado, utilizando o software Chem Draw Ultra 12.0, quatro compostos contendo o
grupamento farmacoforico aceptor de Michael e outras funcionalidades.

A Tabela (1) demonstra a arquitetura molecular dos compostos idealizados, bem como
seus nomes quimicos, a citar: o benzil 2,3-didesoxi-2-enopiranosid-4-ulose ou candidato “1”;
o ciclohexil 2,3-didesoxi-2-enopiranosid-4-ulose ou candidato “2”; o prop-2-en-1-il 2,3-
didesoxi-2-enopiranosid-4-ulose ou candidato “3” e o prop-2-in-1-il 2,3-didesoxi-2-

enopiranosid-4-ulose ou candidato “4”.

Tabela 1. Arquitetura molecular e nomenclatura dos candidatos a farmacos.

Candidato Nomenclatura
OH
0 1
OH
ZJO
07 F 2

OH

Benzil 2,3-didesoxi-2-enopiranosid-4-ulose

Ciclohexil 2,3-didesoxi-2-enopiranosid-4-ulose

Prop-2-en-1-il 2,3-didesoxi-2-enopiranosid-4-ulose

Prop-2-in-1-il 2,3-didesoxi-2-enopiranosid-4-ulose

Fonte: Préprio autor, 2019.
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A escolha das estruturas moleculares dos candidatos demonstrados na Tabela (1) pode
ser justificada mediante a disponibilidade de materiais, reagentes e solventes disponiveis para
arealizacao de suas sinteses, analisando em consonancia, a metodologia de melhor viabilidade.
Diante das estruturas selecionadas, € notorio que os candidatos diferem entre si, apenas pelo
grupo ligado ao sistema heterociclico contendo o grupamento farmacofdrico aceptor de
Michael, grupos estes, originados de 4lcoois, especificamente na reagdo de glicosilagdo, uma
das etapas reacionais necessaria para suas sinteses.

Neste sentido, os candidatos “1” e “2” possuem o grupo benzil e ciclohexil, fruto da
reacdo de glicosilagdo com o 4lcool benzilico e ciclohexanol, respectivamente. J& os candidatos
“3” e “4” possuem o grupo prop-2-en-1-il e prop-2-in-1-il, frutos da reacdo de glicosilagdo com
alcool alilico (prop-2-en-1-ol) e propargilico (2-propin-1-ol), dois dos varios isomeros do
propenol.

Feito o esbo¢o da arquitetura molecular dos candidatos a farmaco, o préximo passo
consistiu em utilizar técnicas in silico para avaliar seus potenciais farmacoldgicos, e para isto,
foram utilizados trés diferentes softwares: Osiris Property Explorer, Molinspiration Property
Calculator e ProTox-11. Especificamente, o Osiris Property Explorer foi utilizado para calcular
o peso molecular, a area da superficie polar topologica (TPSA), necessaria para calcular o
percentual de absorcdo oral (ABS), o drug likeness (traducdo: semelhanca de fairmacos) e drug
score (traducdo: pontuacdo de farmacos), bem como os riscos relacionados a mutagenicidade,
tumorogenicidade, irritagao e interferéncia na reproducao.

O Molinspiration Property Calculator foi utilizado para calcular a lipofilicidade
(representado pelo coeficiente de particdo log P), o nimero de doadores e aceptores de ligagao
de hidrogénio, como também as provaveis propriedades farmacodindmicas dos candidatos,
avaliando se os mesmos atuarao em receptores acoplados a proteina G (GPCR), se atuarao como
moduladores de canais i0nicos, se serdo inibidores de quinases, proteases ou enzimaticos, € se
atuardo a nivel nuclear, atuando em ligantes de receptores nucleares.

O ProTox-II foi utilizado afim de prevé os efeitos nocivos que os candidatos possam
acarretar no sistema biologico, assim, ele foi utilizado para calcular a DLso, bem como a classe
toxicoldgica em que os compostos se enquadraram e se os mesmos poderdo apresentar
imunotoxicidade, citotoxicidade, hepatotoxicidade e carcinogenicidade.

A Tabela (2) sumariza os resultados relacionados com as propriedades
farmacocinéticas dos candidatos. A principio, foi analisado o coeficiente de parti¢ao (log P),
em que os valores encontrados sdo utilizados para avaliar a tendéncia de um composto

distribuir-se no organismo, entre as estruturas lipidicas e as solu¢des aquosas. Sendo assim,
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quanto menor for o valor do log P, mais hidrofilico serd o composto e quanto maior for o valor,
mais hidrofobico serd. Dito isto, todos os candidatos submetidos a analise, apresentaram valores
de log P baixos, variando de 0,94 a -1,06, concluindo que ambos possuem carater

preferencialmente hidrofilico.

Tabela 2. Resultado das propriedades farmacocinéticas dos candidatos.

Candidato LogP TPSA ABS% nDLH nALH P.M

OH
0P F
1

0,76 55,75 89,76 1 4 234

0,94 55,75 89,76 1 4 226
OH
RS
07 F 2
-0,20 55,76 89,76 1 4 184
OH
0O~
07 F 3
-1,06 55,76 89,76 1 4 182
OH
o ‘\\o///
07 F 4

Legendas: Log P: coeficiente de particdo; TPSA: area da superficie polar topoldgica; ABS %: percentagem de
absor¢ao oral; nDLH: doadores de ligacdo hidrogénio; nALH: aceptores de ligagdo hidrogénio; P.M: peso
molecular.

Fonte: Préprio autor, 2019.

E de suma importancia que os candidatos apresentem valores de log P néo tdo altos e
nem tao baixos, pois substancias muito hidrofilicas tendem a permanecer em solucio aquosa,
se dissolvendo rapidamente e ndo conseguindo atravessar as membranas biologicas, ricas em
lipidios. Ao contrario de substancias muito hidrofobicas, que se dissolvem nas membranas e

nelas se acumulam, acarretando em um efeito cumulativo e gerando toxicidade.
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A Topological Polar Surface Area (TPSA, tradugdo: Area da Superficie Polar
Topologica) ¢ um parametro que descreve a absor¢do do farmaco, avaliando a absor¢ao
intestinal, a biodisponibilidade e a permeabilidade hematoencefalica (MOLINSPIRATION,
2018). O peso molecular ¢ a area da superficie polar topoldgica (TPSA) influenciam na
permeabilidade dos candidatos frente a membrana bioldgica, pois se os mesmos tiverem um
peso molecular e TPSA altos, ird ocasionar em uma redu¢do da sua permeabilidade pela
membrana, ja que pressupde que sera uma molécula grande e pesada, tornando dificil sua
passagem pela membrana.

J& o peso molecular e TPSA baixos, aumentam a probabilidade de permeabilidade nas
membranas bioldgicas (ULLAH et al., 2019). Além disso, a literatura também indica que
candidatos com areas de superficie polar topolégica (TPSA) menor ou igual a 140 A,
apresentam melhor biodisponibilidade oral (RODRIGUES, 2019). Dito isto, o valor para a
TPSA dos candidatos variou entre 55,75 e 55,76 A e a partir desses valores, foi possivel calcular
o percentual de absor¢do oral tedrico (%ABS), com auxilio da equagdo: %ABS= 109 - (0.345
x TPSA).

Neste sentido, o percentual de absorcao oral para todos os compostos alvo foi de
89,76%, constatando que em teoria, eles apresentariam uma 6tima absor¢do pela via oral.
Adicionalmente, foi utilizado a regra dos cinco de Lipinski a fim de prever a biodisponibilidade
oral e o potencial biologico dos candidatos idealizados (1, 2, 3 e 4.). Para isso os candidatos
devem atender os seguintes requisitos: o numero de doadores de hidrogénio no ligante nao deve
ser maior que cinco, o numero de aceptores de hidrogénio ndo deve ser maior do que dez, o log
P ndo deve ser maior que cinco e o peso molecular ndo deve ultrapassar 500 g/mol (LIPINSKI,
2016).

Diante disto, foi analisado todos os requisitos propostos por esta regra e foi constatado
que nenhum dos candidatos apresentou qualquer violacao desta regra. Tanto o valor do nimero
de doadores de ligacdo de hidrogénio (nDLH) quanto o de aceptores (nALH), se enquadraram
na regra de Lipinski, além disso, a massa molecular ficou dentro dos 500 déltons, variando de
182 a 234 daltons, e o log P de todos os compostos ficou abaixo de 5, confirmando que os
candidatos apresentarao uma boa biodisponibilidade se ingeridos pela via oral.

Frente aos resultados das propriedades farmacocinéticas, a préxima etapa consistiu em
analisar as propriedades farmacodindmicas dos compostos. Assim, foi avaliado teoricamente a
possibilidade de os candidatos atuarem como ligante de receptor acoplado a proteina G
(GPCR); como moduladores de canal i6nico; inibidores de quinases, proteases ou de enzimas

e a nivel nuclear, atuando em ligantes de receptores nucleares, como demonstra a Tabela (3).
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Tabela 3. Resultados preditivos da bioatividade dos candidatos nos sistemas biolégicos.

Candidato Ligante Modulador Inibidor Ligante Inibidor Inibidor
GPCR de canal de de de enzimatico
ionico quinase receptor protease
nuclear
0,15 0,13 -0,46 0,03 0,06 0,36

OH = |
iJ )
o =

1
0,06 0,11 -0,51 0,03 -0,08 0,34
OH
o =
2
-0,45 -0,11 -1,05 -0,46 -0,60 0,05
OH
o \0\/\
o =
3
-0,36 -0,14 -1,01 -0,35 -0,56 0,10
OH
o_.0_Z
0 =
4

Fonte: Préprio autor, 2019.

Diante dos resultados da Tabela (3), valores positivos (maior que 0,0) indica que a
molécula terd uma boa probabilidade de apresentar bioatividade, ja valores entre -5,00 e 0,00
indica que a mesma terd uma moderada probabilidade de apresentar bioatividade e valores
abaixo de -5,00 indica probabilidade inexistente (SINGH, GUPTA, VERMA, 2013). Frente a
estas consideragdes, todos os candidatos apresentaram valores que ficam entre uma boa e
moderada bioatividade.

Sendo assim e analisando os valores obtidos, pode-se supor que todos os candidatos

terdo uma boa probabilidade de atuarem como inibidores enzimaticos, pois todos apresentaram
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valores positivos, ndo descartando obviamente, as outras provaveis atuagdes, ja que 0s mesmos
apresentaram valores que indicam que ha probabilidades de se comportarem também como
ligante de receptor acoplado a proteina G, como modulador de canal i6nico, como ligante de
receptor nuclear ou como inibidor de quinase ou protease, entretanto, a atividade mais
acentuada para os candidatos, ¢ a de inibidor enzimatico.

E importante salientar que diversas patologias estio relacionadas com mecanismos
enzimaticos, o que aumenta ainda mais o interesse pelos compostos alvo, tendo em vista que
diversos processos fisioldgicos e patologicos envolvem a participacao de enzimas, bem como
o tratamento de inumeras doengas cronicas e agudas. FArmacos que atuam como inibidores
enzimaticos sdo utilizados no tratamento de diversas enfermidades, a citar: a doenga de
Alzheimer e a depressdo, patologias que vem acometendo seriamente a populacao (ARAUJO;
SANTOS; GONSALVES, 2016; SOARES et al., 2019).

A Tabela (4) descreve o risco de toxicidade que os candidatos (a, b, ¢ e d) possam
ocasionar, a citar, mutagenicidade, tumorogenicidade, irritacdo ou até mesmo interferir na
reprodugdo. Assim, os resultados listados na Tabela (4) indicam a auséncia de fragmentos
estruturais indicadores de risco nos candidatos, resultando em uma baixa probabilidade de os

mesmos virem a apresentar efeitos toxicos para os parametros avaliados.

Tabela 4. Resultados da toxicidade dos candidatos.

Candidato Mutagénico Tumorigénico Irritante Interferéncia
na

reproducio
0% 0% 0% 0%

OH
07 F 1

OH
ORS
07 F 2

0% 0% 0% 0%
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0% 0% 0% 0%
OH
o \0\/\
07 F 3
0% 0% 0% 0%
OH
o_.0_#
07 4

Fonte: Préprio autor, 2019.

Com isto, nenhum dos candidatos apresentaram potenciais mutagénicos, tumorigénicos,
irritantes ou que venham a interferir na reprodu¢do. Em consonancia, foi avaliado também se
eles apresentardo potenciais para serem imunotoxicos, citotoxicos, hepatotdxicos ou
carcinogénicos ¢ em nenhum desses casos, os candidatos apresentaram tais potenciais,
corroborando com os resultados ja citados. Os resultados obtidos para os compostos
demonstram ainda mais o qudo promissor sdo estas moléculas, destacando o grupamento
farmacoforico aceptor de Michael, que particularmente, serd o responsavel pelas atividades e
propriedades analisadas.

Visando complementar os resultados do risco de toxicidade, obtido através do Osiris
Property Explorer, foi avaliado outros parametros de toxicidade, como a dose letal necessaria
para matar 50% dos individuos (DLso) e o nivel toxicologico em que se enquadram os
candidatos idealizados (a, b, ¢ e d). Para isto, foi utilizado o software ProTox-II, o qual utiliza
a classificacdo de toxicidade do Sistema Globalmente Harmonizado de Classificacao de
Rotulagem de Produtos Quimicos (GHS) (BANERIJEE et al., 2018), que estabeleceram os

seguintes critérios de classificacdo:

Classe I: Letal (DLso <5)

Classe II: Letal (5 <DLso < 50)

Classe III: Toxico (50 <DLso < 300)

Classe IV: Nocivo (300 <DLso < 2000)

Classe V: Pode ser nocivo (2000 < DLso < 5000)
Classe VI: Nao toxico (DLso> 5000

AN N N NN
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Em consonancia, foi avaliado o drug likeness e drug score, os quais avaliam a
probabilidade de uma molécula vir a se tornar um farmaco, baseado em suas caracteristicas
fisico-quimicas e biologicas, bem como na sua semelhanga com outras moléculas ja em
comercializacdo. Frente aos resultados sumarizados na Tabela (5), todos os candidatos
apresentaram uma DLso de 500 mg/Kg, se enquadrando na classe IV de classificacdo, o que
significa que esses compostos ndo sdo letais hipoteticamente, mas podem ser nocivos
(BANERIJEE et al., 2018).

Partindo agora para os ultimos parametros de avaliacdo in silico, foi avaliado a
probabilidade dos candidatos (a, b, ¢ e d) virem a se tornar possiveis farmacos, por meio do

drug likeness e drug score, aos quais os resultados estdo também na Tabela (5).

Tabela 5. Resultados da DLso, drug score e drug likeness dos candidatos.

Candidato DLso Classe de Drug Likeness  Drug Score
Toxicidade
500 v -5,36 0,48

OH

mg/K
iJQ a
0o F 1

500 v -3,71 0,49

OH mg/Kg
0_.0

X0,

500 v -5,39 0,29
OH mg/Kg
fjﬁo\/\
07 F 3

500 v 1,21 0,87
OH mg/Kg

Ty
0NF 4

Fonte: Préprio autor, 2019.
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O drug likeness ¢ demonstrado por meio de valores que indicam fragmentos de farmacos
conhecidos, avaliando a semelhanga do composto alvo frente a uma lista criada a partir da
fragmentacdo de 3.300 farmacos comerciais e 15.000 substancias quimicas nao
medicamentosas presentes no catdlogo Fluka®, resultando em uma lista completa com todos
os fragmentos disponiveis (URSO et al., 2011; SILVA, 2015b; ORGANIC CHEMISTRY
PORTAL, 2018).

Ja o drug score € um parametro utilizado para indicar se a molécula possui grupamentos
farmacoforicos frequentemente encontrados nos medicamentos, qualificando o composto a ser
farmaco. Este pardmetro ¢ calculado combinando-se os resultados do drug-likeness, do
coeficiente de parti¢ao (log P), da solubilidade 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
(ORGANIC CHEMISTRY PORTAL, 2018). Adicionalmente, foi estabelecido uma escala de
0 a 1, e quanto mais proximo de 1 for o resultado de drug score, maior ¢ a probabilidade de o
composto vir a se tornar um farmaco (SILVA, 2015b).

De acordo com a Tabela (5), os resultados encontrados para a drug likeness e drug score
distinguiu completamente o composto alvo mais promissor e merecedor de sintese, ao contrario
dos resultados anteriores (logP, TPSA, % ABS, nALH, nDLH, bioatividade, DLso, classe
toxicoldgica, dentre outros) em que os valores foram similares uns aos outros. Assim, 0s
candidatos “1, 2 e 3” apresentaram valores de drug likeness bastante negativos, variando de -
3,71 a -5,39, concluindo que ambos ndo apresentam praticamente quaisquer semelhangas ou
fragmentos similares aos dos medicamentos comercias propostos.

Ja em relagdo ao drug score, os candidatos “1, 2 e 3” apresentaram valores positivos,
variando de 0,29 a 0,49, indicando a similaridade de seus grupamentos farmacoforicos com os
jé existentes e supondo que as chances de virem a se tornarem um medicamento sao medianas,
pois nao ficaram tdo proximas de 1. Ao contrario destes valores, o candidato “4” apresentou
resultados superiores aos demais, com um drug likeness de 1,21 e drug score de 0,87,
confirmado que o mesmo ¢ qualitativo e tem grande potencial para vir a se tornar um farmaco
de procedéncia.

E de suma importancia destacar que os candidatos “3” e “4” possuem quase a mesma
arquitetura molecular, sendo distinguidos apenas pelo tipo de hibridizagdo do carbono e
consequentemente, do tipo de ligacdo. No candidato “3”, ¢ evidenciado uma hibridizacdo do
tipo “sp®’, estabelecido por uma ligagdo dupla, ja no candidato “4”, é evidenciado uma

hibridizagao do tipo “sp”, que € estabelecido pela ligagao tripla, como demonstra a Figura (9).
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Figura 9. Diferencas do tipo de ligacio dos candidatos “c” e “d”.

OH OH /pi‘ignm
0 .\\O\/\ sigma 0 .\\()I\//pI
|¥i
O = libridiza¢ao "sp** o) = Hibridizagao "'sp'*
Candidato 3 Candidato 4

Fonte: Proprio autor, 2019.

Tal diferenca estrutural implicou na probabilidade de o candidato “3” vir a se tornar um
farmaco, fazendo jus a importancia da “quimica” propriamente dita no arduo processo da
descoberta de novos farmacos. Diante de todas estas analises e avaliagoes, foi concluido que o
candidato mais promissor a futuro farmaco € o prop-2-in-1-il 2,3-didesoxi-2-enopiranosid-4-
ulose ou candidato “4”.

Frente aos resultados acima, partiu-se entdo, para a sintese do prop-2-in-1-il 2,3-
didesoxi-2-enopiranosid-4-ulose. Para chegar a isto, fo1 inicialmente sintetizado o tri-O-acetil-
D-glucal, a partir de sucessivas reagoes na molécula da glicose, seguindo a metodologia

proposto por Shull, Wu, Koreeda (1996) (Figura 10).

Figura 10. Esquema da reacao de sintese do tri-O-acetil-D-glucal.

OH OAc
o OH [. Ac,O, HBr/AcOH, 1h
2. HBr/AcOH, 6h
>
WY "y 3‘. NaOAC., 0.,5h W'
HO OH 4 Zn,CuSOLSH.O, 15h A
OH OAc
D-glicose Tri-O-acetil-D-glucal

Legendas. Ac,0: anidrido acético; HBr: acido bromidrico; AcOH: acido acético; NaOAc: acetato de sodio; Zn:
zinco; CuS04.5H,0: sulfato de cobre pentahidratado.
Fonte: Proprio autor, 2019.

O tri-O-acetil-D-glucal foi purificado em cromatografia em coluna, utilizando silica em

gel. Apos a purificacdo, o mesmo foi obtido na forma de um solido branco amorfo, em 6timo
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rendimento (91%). Este composto foi entdo caracterizado por diferentes técnicas
espectroscopicas, a citar: ressondncia magnética nuclear de hidrogénio (‘H) e carbono (*C),
bem como espectroscopia de infravermelho (IV). Os valores da rotagdo especifica, do

deslocamento quimico e das bandas de vibragao na regiao do infravermelho estao sumarizados
na Tabela (6).

Tabela 6. Dados espectrométricos do tri-O-acetil-D-glucal.

13
P.F. RMN 'H RMN =C
Composto [e]2® (75 MHz,
¢C) | (300 MHz, CDCl;) ——
OAc 104 | 55-56 | 66,45 (d, 1H, HI,J= | 5 170,5;
o .
1 [TV st de 6,0 Hz), 5,32 (sl, 1H, 170.4:
- H2).520 (L1HL H3.J= |  169.5:
AcO™ KBr) ), 5,20 (+,1H, H3, J 69.5;
SAc 5,7 Hz), 4,84-4,81 (m, | 145,6;98.9;

Vmax 2959; 1H, H5), 4,38 (dd, 1H, | 73,8;67.4;

1738;1649; | H4, J=12,0e5,7 Hz), | 67,1;61,3;

1373; 1226; | 425-4,16 (m,2H, H6 e | 20,9;20,7;

1043 em ™. | H6), 2,07 (s, 3H, OAc), 20,7.

2,06 (s, 3H, OAc), 2,02
(s, 3H, OAC).

Legenda: [a]*’p: rotagdo especifica; P.F: ponto de fusdo; RMN 'H: ressonincia magnética nuclear de hidrogénio;
RMN !3C: ressonancia magnética nuclear de carbono 13; IV: infravermelho; MHz: mega-hertz; Hz: hertz; CDCls:
cloroférmio deuterado; &: deslocamento quimico; d: dupleto; J: constante de acoplamento; dd: dupleto de dupleto;
m: multipleto; s: simpleto; s/: simpleto largo; ¢: tripleto; OAc: grupo acetoxi; Vmax: nimero de ondas.

Fonte: Préprio autor, 2019.

De acordo com a Tabela (6), os dados espectroscopicos confirmam a estrutura do tri-O-
acetil-D-glucal, comprovando a sua sintese, uma vez que no espectro de infravermelho foi
observado as bandas de vibragdo referente as principais deformacdes axiais das ligacdes
presentes neste composto, tais como: Csp3—H (2959 cm™), C=0 (1738 cm™), C=C (1649 cm™")
e C-O (1043 cm™).

Com relagdo aos dados obtidos nos espectros de RMN 'H e !°C, foi constatado que os

somatorios de todos os sinais de hidrogénios e carbonos sao iguais aos contidos na molécula.
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Adicionalmente, as imagens dos espectros de RMN 'H e *C (Figura 11 e 12) indicam

os deslocamentos quimicos dos atomos de hidrogénio e carbono presentes na estrutura do tri-
O-acetil-D-glucal.

Figura 11. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3) do tri-O-acetil-D-glucal.
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Fonte: Proprio autor, 2019.

Figura 12. Espectro de RMN *C (75 MHz, CDCl:) do tri-O-acetil-D-glucal.
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Fonte: Proprio autor, 2019.
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Uma vez sintetizado e caracterizado o tri-O-acetil-D-glucal, partiu-se entdo para a
sintese do prop-2-in-1-il  4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo,
denominado agora de O-glicosideo-2,3-insaturado (Figura 13). Para isto, foi utilizado a
metodologia proposta por Toshima et al. (1995), com algumas modificagdes. ApoOs sua sintese,
fez-se entdo o processo de purificagdo, através de cromatografia em coluna, utilizando silica
em gel.

O glicosideo obtido e que foi posteriormente purificado, apresentou uma aparéncia
solida de coloragdo branca. Adicionalmente, o composto citado foi obtido em oOtimo

rendimento, com 89%.

Figura 13: Esquema da reacdo de sintese do O-glicosideo-2,3-insaturado.

OAc OAc
K-10 7z
(0)
_"on (100% M/M) 0O _Z
+ é — >
AcO™ CH,Cl AO™ NF
30 min
OAc
Tri-O-acetil-D-glucal  Alcool Propargilico Prop-2-in-1-il 4,6-di-O-acetil-

2,3-didesoxi-a-D-
eritro-hex-2-enopiranosideo

Legendas: K-10: catalisador montmorillonita K-10; CH,Cl,: diclorometano.

Fonte: Préprio autor, 2019.

A caracterizagdo do O-glicosideo-2,3-insaturado (prop-2-in-1-il 4,6-di-O-acetil-2,3-
didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo) foi realizada pelas técnicas espectroscopicas de
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio ('H) e carbono ('*C) e de infravermelho (IV),
descritas na Tabela (7). Frente a Tabela (7) e analisando os valores das bandas de vibragao, das
integrais e deslocamento quimicos, constatou-se que o O-glicosideo-2,3-insaturado foi

sintetizado com sucesso.

Tabela 7. Dados espectrométricos do O-glicosideo-2,3-insaturado.

1
RMN "H RMN

(300 MHz, CDCL) | *C (75

Composto [e] 2P




MHz,
CDCl)
OH +137,7 8590 (dl, 1H, H3, J=| & 170,7,
0 .\\0/// , 10,2 Hz), 5,82 (dt, 1H, | 170,2;
IV (pastilha
0F~F de KB). H2,J=10,2 ¢ 1,5 Hz), | 129,7;
533 (dd, 1H, H4, J = | 127,1;
vimax 3296, | 9.6; 3.0 e 1,5 Hz), 5,22 | 92.7;
3058, 2918, | (s7, 1H, H1), 4,29 (d, | 78,9;
2129, 1741, | 2H, OCH,, J = 2.4 Hz), | 74.8;
1373, 1235, | 425 (dd, 1H, H6, J = | 67,1;
1038, 966, | 12,4 ¢ 5,4 Hz), 4,16 (dd, | 65,0;
907,737 em | 1H, H6’, J 12,4 e 2,4 | 62,7;
L Hz), 4,07 (dd, 1H, H5, J | 55,0;
= 9,6; 54 ¢ 2,4 Hz),|209;
2,07 (¢, 1H, C=C-H, J= | 20,7.

2,4 Hz), 2,09 (s, 3H,
OAc), 2,07 (s, 3H,
OAc).
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Legenda: [a]: rotagdo especifica; P.F: ponto de fusdo; RMN !H: ressonincia magnética nuclear de hidrogénio;

RMN '3C: ressonancia magnética nuclear de carbono 13; IV: infravermelho; MHz: mega-hertz; Hz: hertz; CDCls:

cloroférmio deuterado; 8: deslocamento quimico; d: dupleto; dd: dupleto de dupleto; dI: dupleto largo; J: constante

de acoplamento; dt: dupleto de tripleto; m: multipleto; s: singleto; s/: singleto largo; OAc: grupo acetoxi; Vmax:

numero de ondas.

Fonte: Préprio autor, 2019.

Os espectros de RMN 'H e 13C (Figura 14 e 15) indicam os deslocamentos quimicos dos

atomos de hidrogénio e carbono presentes na estrutura do O-glicosideo-2,3-insaturado.

Analisando todos os deslocamentos quimicos, as bandas e as somatdrias das integrais, foi

constatado a sua arquitetura molecular.

Figura 14. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3) do O-glicosideo-2,3-insaturado.
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Fonte: Proprio autor, 2019.

Figura 15. Espectro de RMN !3C (75 MHz, CDCl:) do O-glicosideo-2,3-insaturado.
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Fonte: Proprio autor, 2019.

Posteriormente, o O-glicosideo-2,3-insaturado foi entdo submetido a reacao de
hidrolise, a fim de levar ao prop-2-in-1-i11 2,3-didesoxi-a-D-erifro-hex-2-enopiranosideo,

denominado de glicosideo hidrolisado, obtido seguindo a metodologia proposta por Santos et
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al. (2017a). O tempo reacional da reacdo de hidrdlise foi de 5 minutos (Figura 16). O glicosideo
hidrolisado, apos a purificagdo em cromatografia em coluna, utilizando também silica em gel,

foi obtido na forma de um 6leo incolor, com 85% de rendimento.

Figura 16. Esquema da reacéo de sintese do glicosideo hidrolisado.

OAc OH
(0) \\0\/ MeOH, H,O o) O \/
W - K
K,CO,
AcO™ N 5 min HO NF

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

Prop-2-in-1-il 2,3-didesoxi-
a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo

Legendas: MeOH: metanol; H,O: dgua; K,COj: carbonato de potassio.
Fonte: Préprio autor, 2019.

A caracterizacdo do glicosideo hidrolisado esta sumarizada na Tabela (8), e apds
analisar os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (‘H) (Figura 17) e carbono

(13C) (Figura 18) e de infravermelho (IV), foi confirmando que o composto foi sintetizado com

énfase.
Tabela 8. Dados espectrométricos do glicosideo hidrolisado.
RMN 'H RMN 2C
Composto <13 (100 MHz,
(400 MHz, CDCE) | pe
OH +137,7 86,01 (d, 1H, H3, J= | & 133,7;
Y .\\0/// _ 10,0 Hz), 5,75 (dl, 1H, | 125,3;
IV (pastilha
N dekpr | H2J =100 Ho), 519 92,5 79,;
(s, 1H, HI), 4,30 (d, | 74,4; 71,4;
Vo 33701 o1 OCH, J = 2,0 Ha), | 63,6; 62,1;
2948, 2875, | 4 93 (dl, 1H, H4, J=9.2 | 54.8.
1490, 1263, 1 1) 3.91-3.82 (m, 2H,
1028, 7591 16), 3.71 (dd, 111, HS, 7
e’ ~9.2:4,0¢3,6 Hz), 2,70
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(s, 2H, OH), 247 (z,
1H, C=CH, J=2,0 Hz).

Legenda: [a]: rotacdo especifica; P.F: ponto de fusdo; RMN 'H: ressonancia magnética nuclear de hidrogénio;
RMN !3C: ressonancia magnética nuclear de carbono 13; IV: infravermelho; MHz: mega-hertz; Hz: hertz; CDCls:
cloroformio deuterado; &: deslocamento quimico: d: dupleto; dl: dupleto largo: J: constante de acoplamento; m:
multipleto: s: singleto: s/: singleto largo; OAc: grupo acetoxi; Vmax: Nimero de ondas.

Fonte: Proprio autor.

Figura 17. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl:) do glicosideo hidrolisado.

OH

HO,
. o

N ",O/\

086 1.00 0.2 1.891.17 230111 087 283
= = = o = =) —
...... R e e e e e L e e LML LI B i e e e e B SR
75 70 6.5 6.0 55 50 45 40 3as 30 25 20 15
‘Chemical Shift (ppm)

Fonte: Proprio autor, 2019.

Figura 18. Espectro de RMN *C (75 MHz, CDCl:) do glicosideo hidrolisado.
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Chemical Shift (ppm)

Fonte: Proprio autor, 2019.

Uma vez sintetizado o glicosideo hidrolisado, partiu-se entdo para a ultima reagao: a
rea¢ao de oxidagao, visando a sintese do prop-2-in-1-il 2,3-didesoxi-2-enopiranosid-4-ulose
(candidato “4”), denominado de glicosideo oxidado, este por sua vez, contera o grupamento
farmacoforico aceptor de Michael. O glicosideo oxidado foi sintetizado seguindo a metodologia

proposta por Santos et al. (2017a), com algumas modificagoes (Figura 19).

Figura 19. Esquema da reacio de sintese do prop-2-in-1-il 2,3-didesoxi-2-enopiranosid-4-ulose ou
glicosideo oxidado, contendo o grupamento farmacoféorico aceptor de Michael.

OH _ OH _
O _Z eyl 0O _Z
_—

MnO, ) - Grupo Farmacoforico
- O d Aceptor de Michael

.
AM

HO'

Prop-2-in-1-il 2,3-didesoxi- Prop-2-in-1-il 2,3-didesoxi-
a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo 2-enopiranosid-4-ulose

Legendas: CH,Cl,: diclorometano; MnO,: diéxido de manganés.
Fonte: Proprio autor, 2019.

O prop-2-in-1-il 2,3-didesoxi-2-enopiranosid-4-ulose foi purificado por cromatografia

em coluna, utilizando silica em gel e foi obtido na forma de um so6lido amorfo, de coloragao
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branca, com 87% de rendimento. Os dados espectroscopicos deste composto estdo sumarizados

na Tabela (9).

Tabela 9. Dados espectrométricos do glicosideo oxidado.

RMN
RMN 1H 13C (75
Composto [ec] 3
(300 MHz, CDCls) MHz,
CDCl3)
OH P +29,8 86,90 (dd, 1H, Jo1 =3,3 | 8195,3;
o_.0_* : Hz, Jo3 = 10,5 Hz, H-2), | 143.4;
IV (pastilha

6,17 (d, 1H, J32=10,5 128,2;

o Pz de KBr) 17 (d, 1H, J3 , »25

Hz, H-3), 5,50 (d, 1H, Jo1 | 91,6;

viax 3370 | =33 Hz, H-1), 4,50 (¢, 78.,6;

cm” (“OH); | 1H, J=4,5 Hz, H-5); 4,39 |  76.0;
1701 em™ | (¢, 2H,J=2,4Hz, CHa), | 75.5,
("C=0). | 4,0(dd,2H,Js5=4,5Hz, | 61,6;
Joo = 12,0 Hz), 2,52 (1, 55,9.
1H, J = 2,4 Hz, C=C-H),
2,19 (1H, OH).

Legenda: [a]: rotagdo especifica; P.F: ponto de fusdo; RMN 'H: ressonincia magnética nuclear de hidrogénio;
RMN '3C: ressonancia magnética nuclear de carbono 13; IV: infravermelho; MHz: mega-hertz; Hz: hertz;

CDCls: cloroférmio deuterado; 8: deslocamento quimico; d: dupleto; J: constante de acoplamento; Vimax: NimMero

de ondas.

Fonte: Préprio autor, 2019.

De acordo com a Tabela (9), os dados da caraterizagao do glicosideo oxidado indicam
que o mesmo foi obtido com sucesso, ou seja, a molécula contendo o grupamento farmacofoérico
aceptor de Michael foi sintetizada com eficacia, mediante quatro reacdes quimicas em que 0s
rendimentos variaram de 85% a 91%. Ainda, os espectros de ressonancia magnética nuclear de

hidrogénio ("H) e carbono ('*C) estio demonstrados na Figura (20 e 21).

Figura 20. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3) do glicosideo oxidado.
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Fonte: Proprio autor, 2019.

Figura 21. Espectro RMN *C (75 MHz, CDCl:) do glicosideo oxidado.
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Diante de todos os resultados toxicoldgicos obtidos pelos métodos in silico, agora foi
avaliado o perfil toxicoldgico por métodos in vitro. Neste sentido, a proxima etapa do trabalho
consistiu em avaliar a toxicidade do composto sintetizado frente a larvas de Artemia salina
Leach e larvas do mosquito Aedes aegypti.

Para a avaliacdo da toxicidade frente ao microcrustaceo Artemia salina Leach, o valor
da taxa de mortalidade da solugdo variou entre 0 e 100%, visando determinar a concentragao
letal para matar 50% das larvas (CLso), conforme descrito na Tabela (10). De acordo com
Merino e colaboradores (2015), amostras que apresentem CLso inferior a 100 pg/mL, sdo
consideradas altamente toxicas, valores entre 100 e 500 pg/mL s3o moderadamente toxicas,
entre 500 e 1000 pg/mL sdo levemente toxicas e acima de 1.000 pg/mL possuem pouca
toxicidade ou sdo atoxicas.

Com isto, foram feitas 15 concentragdes para entao obter a CLso, ambas com 90 artémias
cada, ou seja, cada concentragdo foi feita em triplicata de triplicata, as quais estdo listadas na

Tabela (10), bem como a taxa de mortalidade de cada uma.

Tabela 10. Concentracdes utilizadas frente as artémias para a obtencio da CLso.

Concentracao Taxa de Mortalidade
10 pg/mL 0%
50 pg/mL 0%
75 pg/mL 0%
100 pg/mL 0%
450 ng/mL 2%
500 pg/mL 10%
525 pg/mL 16%
550 pg/mL 23%
575 pg/mL 35%
600 ng/mL 46%
625 pg/mL 63%
650 pg/mL 78%
675 pg/mL 95%
700 pg/mL 100%
1000 pg/mL 100%

Fonte: Préprio autor, 2019.
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A partir destes resultados, a CLso encontrada através do software POLO-PC, com 95%
de confianga, foi de 610,370 pg/mL com intervalo de confianc¢a nos limites 595,110 a 625,629

ug/mL, como demonstra a Tabela (11).

Tabela 11. Resultados da CLso frente as artémias.

Candidato CLso
OH 610, 370 pg/mL
0 ‘\\0\///
(0 = 4

Fonte: Préprio autor, 2019.

De acordo com Merino et al. (2015), o valor da CLs igual a 610, 370 pg/mL implica
que o mesmo apresenta uma baixa toxicidade, fazendo jus a toxicidade encontrada pelos
métodos in silico, em que a DLso para os ratos foi de 500 mg/Kg, considerada uma toxicidade
relativamente baixa, resultado bastante promissor. Brito (2016) relata em seu trabalho que o
antibidtico amoxicilina ndo apresentou nenhuma toxicidade frente as artémias. Ainda, Garcez
et al. (2018) avaliaram a CLso da dipirona sddica, utilizando também o bioensaio frente as
artémias, obtendo uma CLso de 654,1 pg/mL, valor este proximo ao encontrado para o
composto em questdo e que ambos, sdo considerados levemente toxicos.

Em consonancia, o controle positivo ocasionou a morte de todas as artémias,
comprovando que ndao houve a presenga de artémias consideradas resistentes, € o controle
negativo ndo ocasionou a morte de nenhuma delas, comprovando que o co-solvente
(dimetilsulfoxido) utilizado para solubilizar o composto, ndo foi toéxico para as artémias,
confirmando que a atividade correspondente foi apenas do candidato. Apos analisado a
toxicidade frente as artémias, a proxima etapa foi avaliar também a toxicidade in vitro frente a
larvas do mosquito Aedes aegypti.

Menezes et al. (2015) descreveram a atividade larvicida de d-lactonas que apresentam
em sua arquitetura molecular o grupo aceptor de Michael e postularam a hipotese de tal
atividade esta relacionada aos grupos farmacoforicos presentes nas suas estruturas. Assim,
aumentou a expectativa da realizacdo dos testes de atividade larvicida frente as larvas do
mosquito Aedes aegypti com o candidato “4”, devido as caracteristicas estruturais das o-
lactonas com o candidato sintetizado, pois ambos apresentam em sua estrutura molecular uma

unidade aceptora de Michael.
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Os bioensaios foram realizados com as larvas no estadgio L-4, ja que neste estagio elas
comecam a se alimentar principalmente da matéria organica. As larvas do mosquito Aedes
aegypti neste estagio foram mantidas e examinadas por 24 ¢ 48 horas em temperatura constante
de 28°C, na solugdo do composto com concentragao de 10, 50 e 100 pg/mL e na solugdo

controle. Os resultados estdo sumarizados na Tabela (12).

Tabela 12. Resultados do teste toxicoldgico frente a larvas do mosquito Aedes aegypti.

Concentracoes Preliminares

Candidato 10 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL
24H 48H 24H 48H  24H  48H

OH 5% 5%  10%  10%  20%  20%
o) ‘\\o///

(0) = 4

Fonte: Préprio autor.

De acordo com a Tabela (12), o candidato “4” ndo apresentou toxicidade significativa
frente as larvas. Segundo Menezes et al. (2015), compostos com atividade larvicida,
interromperam a atividade de enzimas digestivas das larvas do mosquito Adedes aegypti no
estagio L-4, uma vez que elas produzem enzimas semelhantes a tripsina, que sao essenciais para
o processo digestivo, nutricional e do desenvolvimento. Com isto, o candidato “d” contendo a
unidade aceptora de Michael ndo inibiu as atividades da tripsina de todas as larvas, o que pode
ser justificado pela grande resisténcia que estas larvas vém apresentando aos agentes larvicidas.

A literatura cita que compostos sé sao considerados como agentes larvicidas ativos se
apresentarem valores de CLs inferiores a 100 pg/mL e altamente ativos quando as CLso forem
inferiores a 50 pg/mL (CHENG et al., 2003). Neste sentido, o candidato “4” foi classificado
como inativo frente a atividade larvicida, ja que a CLso do mesmo foi maior que 100 pg/mL.
Adicionalmente, no teste controle nao foi observado a mortalidade, o que demostra que o
solvente usado ndo interferiu nos resultados, assim a atividade corresponde apenas aos
compostos testes.

Diante de todos os resultados in silico e in vitro apresentados para o prop-2-in-1-il 2,3-
didesoxi-2-enopiranosid-4-ulose (candidato “4”), ¢ notdrio que este composto tende a ser um

candidato a farmaco bastante promissor e isto ¢ justificado tanto pelas suas propriedades
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farmacocinéticas quanto pelas propriedades farmacodindmicas. Assim, os resultados obtidos
servirdo como motivagdo para futuros estudos de suas atividades bioldgicas e farmacologicas,
além de estudos de modificagdes em sua estrutura molecular, de forma a melhorar seu potencial
terapéutico e as interagdes frente a um determinado alvo biologico, contribuindo assim, na

busca de um novo farmaco.
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho avaliou a arquitetura molecular de quatro compostos alvo, ambos
contendo o grupamento farmacoforico aceptor de Michael. Apos diversas analises sobre suas
propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas, farmacodindmicas e toxicologicas, foi
escolhido o composto mais promissor e merecedor de sintese. O prop-2-in-1-il 2,3-didesoxi-2-
enopiranosid-4-ulose (candidato “4”") foi obtido apos quatro etapas reacionais e caracterizado
por diferentes técnicas espectroscopicas, que confirmaram a sua estrutura quimica.

Ap0s as etapas de sintese e purificagdes, o glicosideo oxidado apresentou rendimentos que
variaram entre 85% a 91%, valores excelentes, tendo em vista as varias etapas de sua sintese.
Comprovado sua sintese e estrutura quimica, o composto foi submetido a analises toxicologicas
frente ao microcrustaceo Artemia salina Leach e a larvas do mosquito Aedes aegypti. O prop-
2-in-1-il 2,3-didesoxi-2-enopiranosid-4-ulose apresentou uma CLso de 544,670 pg/mL frente as
artémias. J4 no bioensaio contra as larvas do mosquito Aedes aegypti no estdgio L4, foi
constatado que o composto nao apresentou toxicidade significativa, devido o mesmo possuir
uma CLso superior a 100 pg/mL e por causa disso, ndao inibiu as atividades das enzimas
digestivas de todas as larvas.

Entretanto, a atividade larvicida do presente composto podera ser maximizada através de
modificacdes em sua estrutura, associando caracteristicas de determinados grupamentos
quimicos para conferir aumento da atividade larvicida. Assim, o prop-2-in-1-il 2,3-didesoxi-2-
enopiranosid-4-ulose demonstrou ser um promissor candidato a farmaco, uma vez que
apresentou potenciais farmacoldgicos, biologicos e toxicoldgicos, que servirdo de motivos para
fomentar estudos mais detalhados e que proporcionardo sua aplicacdo para os mais diversos

fins farmacéuticos.
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