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RESUMO

A resisténcia a medicamentos contra doencas provocadas por bactérias vem
aumentando cada vez mais e se tornando um crescente problema de saude publica.
Nesse aspecto, os O-glicosideos, uma classe de moléculas derivada de carboidratos
naturais, se destacam devido suas inUmeras aplicagbes bioldgicas, com destaque
para a atividade antibacteriana. Dessa forma, neste trabalho foi relatado a sintese,
caracterizagao, atividade antimicrobiana e estudo in silico do (2R)-3-butin-2-il 2,3,4,6-
tetra-O-acetil-B-D-glicopiranosideo. Na primeira etapa reacional, a D-glicose foi
acetilada em 10 min e o produto foi obtido com um rendimento de 90%. Na
sequéncia, a D-glicose penta-acetilada foi submetida a reagao de glicosilagdo com o
alcool (2R)-3-butin-2-ol, catalisada por BF3;¢(OCH3),, levando ao composto desejado
em 4,0 h, com um rendimento de 70% e uma excelente estereosseletividade (B:a =
97:3). Os compostos sintetizados foram caracterizados por diferentes técnicas e o
produto majoritario da reagao de glicosilagdo foi determinado por Ressonéancia
Magnética de Hidrogénio (RMN 'H). O efeito inibitério do (2R)-3-butin-2-il 2,3,4,6-
tetra-O-acetil-B-D-glicopiranosideo frente as bactérias S. aureus, S. Pyogenese, E.
Faecalis, E. coli e K. Pneumoniae foi avaliado através do método de microdiluigao
em caldo. O (2R)-3-butin-2-il 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glicopiranosideo se mostrou
ativo frente as trés cepas testadas, apresentando moderada atividade contra E.
Faecalis (CIM: 1500 ug/mL) e S. aureus (CIM: 1000 pg/mL) e boa atividade em
relacéo a S. Pyogenese (CIM: 500 ug/mL), E. coli (CIM: 500 ug/mL) e K. Pneumoniae
(CIM: 500 pg/mL). A partir desses estudos verificou-se que o referido composto tem
uma boa disponibilidade para administracao por via oral, visto que ndo desrespeitou
nenhum dos parametros de Lipinski e teve uma alta absorcdo no trato
gastrointestinal.

Palavras-chave: antibidtico; carboidrato; sintese.
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ABSTRACT

Resistance to drugs against diseases caused by bacteria is increasing and becoming
a growing public health problem. In this regard, O-glycosides, a class of molecules
derived from natural carbohydrates, stand out due to their numerous biological
applications, with emphasis on antibacterial activity. Thus, this work reports the
synthesis, characterization, antimicrobial activity and in silico study of (2R)-3-butyn-2-
yl 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-3-D-glucopyranoside. In the first reaction step, D-glucose was
acetylated in 10 min and the product was obtained in a 90% yield. Next, penta-
acetylated D-glucose was subjected to a glycosylation reaction with alcohol (2R)-3-
butyn-2-ol, catalyzed by BF3¢«(OCH3)2, leading to the desired compound in 4.0 h, with
ayield of 70% and excellent stereoselectivity (B:a =97:3). The synthesized compounds
were characterized by different techniques and the major product of the glycosylation
reaction was determined by Hydrogen Magnetic Resonance (1H NMR). The inhibitory
effect of (2R)-3-butyn-2-yl 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-glucopyranoside against S.
aureus, S. Pyogenese, E. Faecalis, E. coli and K. pneumoniae was evaluated using
the broth microdilution method. (2R)-3-butyn-2-yl 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-
glucopyranoside was active against the three tested strains, showing moderate activity
against E. Faecalis (MIC: 1500 ug/mL) and S. aureus (MIC: 1000 pg/mL) and good
activity against S. Pyogenesis (MIC: 500 ug/mL), E. coli (MIC: 500 ug/mL) and K.
pneumoniae (MIC: 500 pg/ml). From these studies it was verified that the referred
compound has a good availability for oral administration, since it did not disrespect any
of Lipinski's parameters and had a high absorption in the gastrointestinal tract.

Keywords: antibiotics; carbohydrate; synthesis.

1 INTRODUCAO

As bactérias sao seres numerosos encontrados em diversos locais no planeta.
Elas podem se hospedar no nosso organismo, ndo sendo prejudicial a saude, ou
podem ser causadoras de inumeras patologias, 0 que causa apreensao em relagao a
saude mundial devido ao numero de mortes provocadas (GUIMARAES et al., 2010;
SANTOS, 2004; TEIXEIRA et al., 2019).

Para combate das doencas causadas pelas bactérias sdo usados os chamados
antibidticos, que tém o objetivo de eliminar ou impedir que esses seres se
multipliquem, evitando assim danos maiores. Os antibi6ticos sdo os remédios mais
receitados no mundo, sendo de facil acesso de serem encontrados. A OMS afirma
que em média 50% dos antibidticos prescritos sdo de forma desnecessaria (BARAN
et al., 2023; LIMA et al., 2017; MELO et al., 2021).

O Brasil € um dos maiores produtores de farmacos das américas e € esperado
que neste ano o consumo venha a crescer, o tornando um dos maiores consumidores
no ranking mundial, sendo 40% desses medicamentos vendidos de forma equivocada
(TEIXEIRA et al., 2019).

Uma das grandes preocupacgdes ao sistema de saude referentes as doengas
causadas pelas bactérias, é a sua capacidade de se adaptar nos ambientes, tornando-
se, muitas vezes, resistentes aos medicamentos e causando mais danos ao corpo.
Alguns fatores podem contribuir para isso, sendo o uso inadequado e excessivo 0
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mais alarmante deles. Além de um problema de saude publica, a resisténcia
bacteriana tem se tornado um problema econémico, devido aos varios custos que se
tem para reverter o problema (LOUREIRO et al., 2016).

Frente a isso, varias pesquisas estdo sendo feitas para a descoberta de novos
medicamentos, sendo priorizados compostos naturais, que de forma eficiente venham
a substituir estes. Uma classe de compostos, a dizer os carboidratos, tem ganhado
destaque na literatura por se mostrarem promissores para a formagao de novos
farmacos.

Os carboidratos sdo a maior classe de compostos que se formam de maneira
natural. Eles podem ser encontrados em alimentos e desenvolvem fungdes como
fonte e armazenamento de energia. Em sua grande maioria pode ser representada
pela formula (CH,0), (POMIN; MOURAO, 2006; SILVA; BRAIBANTE, 2021).

Esses acucares apresentam uma estrutura bastante diversificada quando
comparadas a outras classes, e sao classificadas em alguns grupos, a dizer os
monossacarideos, dissacarideos e os polissacarideos, divergindo-se pela quantidade
de agucar combinado na molécula. A palavra mono compete a uma unidade, sendo
assim um agucar. Os monossacarideos podem apresentar em sua estrutura de trés a
sete atomos de carbono. A unido desses monossacarideos forma os dissacarideos e
os polissacarideos, e a diferenca estereoquimica dos carbonos nos carboidratos pode
apresentar propriedades fisico-quimicas diversas em cada molécula (OETTERER,
2016).

A glicosilagdo é um método utilizado para a modificagdo de compostos
biologicamente ativos, podendo mudar as atividades farmacocinéticas deles. Quando
se trata dos carboidratos, ela torna-se o mais importante método. Ela ocorre por meio
de um doador glicosila e um aceptor, podendo ter a presenga de um catalizador. As
metodologias desenvolvidas para esse tipo de reagdo, foram um grande marco na
quimica dos carboidratos. Suas rea¢des podem ser formadas através de mecanismos
distintos. Dentre os métodos para a execugao dessa reagao podemos citar o método
de Fischer, o método de Helferich e o método de Kahne ( SOUZA NETO, 2019).

Os carboidratos, por sua vez, vém ganhando cada vez mais destaque por se
apresentarem otimos candidatos a farmacos, isso devido a sua diversidade,
abundancia, baixo custo e alta densidade em seus grupos funcionais. Existe um
constante crescimento em relagcdo aos estudos dos carboidratos, boa parte disso
devido a suas atividades bioldgicas. Na literatura € possivel identificar diversos
estudos tratando sobre o assunto, com um rico acervo sobre suas propriedades
farmacocinéticas, como a antiviral, antidiabética, antitumoral e antibacteriana (CAO et
al., 2022).

Frente a esses estudos da eficacia dos carboidratos, seu reconhecimento como
um bom farmaco, e a necessidade da busca por novos medicamentos promissores
em combate a resisténcia microbiana, esse trabalho teve como objetivo sintetizar,
caracterizar e avaliar o perfil farmacolégico a partir de estudos in vitro e in silico do
(2R)-3-butin-2-il-2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glicopiranosideo, buscando resultados
quanto a sua atividade antibacteriana para um futuro candidato a farmaco.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Antibidticos e Resisténcia Antibacteriana

As bactérias sado organismos unicelulares e podem ser encontradas em grande
escala em todo o planeta. Esses microrganismos ocorrem em diversos ambientes e
participam de uma enormidade de processos (SANTOS, 2004; TEIXEIRA et al., 2019).
A partir do século XIX esses microrganismos passaram a ser objetos de estudos como
possiveis causadores de doengas, como pneumonia, tuberculose, colera e febre
tifoide (GUIMARAES et al., 2010).

A Organizagao Mundial da Saude (OMS), relatou em 2020 que cerca de 700
mil mortes sdo provocadas por ano por doencas bactericidas e que em meados de
2050 a expectativa € que o numero expressivo de 10 milhdes de pessoas morram
anualmente devido a essas doengas, sendo um indice maior que o do cancer (FU et
al., 2023; LIMA et al., 2017).

Para o combate das doengas causadas por esses microrganismos, sdo usados
os chamados antibidticos, compostos naturais ou sintéticos, que eliminam ou
impedem a multiplicacdo das bactérias (GUIMARAES et al., 2010). A descoberta dos
antibidticos foi um grande marco na medicina, sendo esse responsavel pela
diminuicdo da mortalidade causadas pelas infec¢cdes bacterianas (BARAN et al,,
2023). A penicilina foi o primeiro farmaco anti-infeccioso utilizado em larga escala, o
que permitiu que varios estudos sobre os antibidticos fossem realizados
(GUIMARAES et al., 2010). Esses medicamentos s&o de facil acesso podendo ser
encontrados em diversas farmacias locais, e estdo na lista de remédios mais
prescritos pela medicina no decorrer desses ultimos anos (BARAN et al., 2023; MELO
et al., 2021).

O Brasil € um grande produtor de farmacos e o maior consumidor de
antibioticos das Américas. Em 2018, o pais obteve um aumento de 6,1%, em relagao
ao ano anterior, quando refere-se a producido. Esse aumento na producao,
provavelmente, esta associado a elevagéao de 10% no consumo em 2017 (TEIXEIRA
et al., 2019). Com a chegada da Pandemia da COVID-19, estudos tém mostrado um
acréscimo nas vendas de medicamentos, passando de 12 milhdes em 2019 para mais
de 16 milhdes em 2020, sendo os antibidticos os mais vendidos (MELO et al., 2021).
Segundo a OMS, cerca de 50% das prescrigbes dos antibidticos sdo consideradas
desnecessarias (LIMA et al., 2017).

No Brasil, dos medicamentos indicados para consumo, 40% sao antibioticos e
muitos deles s&o vendidos sem a receita médica (LIMA et al., 2017; TEIXEIRA et al.,
2019). Para o ano de 2023 é esperado um acréscimo de 15% a 18% no consumo de
medicamentos (ROCHA et al., 2019), o que vai tornar o Brasil um dos principais paises
consumidores desse tipo de medicagdo, subindo trés posi¢gdes no ranking global,
como é mostrado na Tabela 1.
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Tabela 1 - Paises com maior consumo de medicamentos

2013 2018 2023
Classificagdo Pais Classificagado Pais Classificagao Pais
1° EUA 1° EUA 1° EUA
2° China 2° China 2° China
3° Japao 3° Japao 3° Japao
4° Alemanha 4° Alemanha 4° Alemanha
5° Franga 5° Franga 5° Brasil
6° Italia 6° Italia 6° Italia
7° Reino Unido 7° Brasil 7° Franca
8° Brasil 8° Reino Unido 8° Reino Unido
9° Espanha 9° Espanha e india
10° Canada 10° Canada 10° Espanha
11° india 11° india 11° Canada
12° Coréia do Sul 12° Coréia do Sul 12° Russia
13° Australia 13° Russia 13° Coréia do Sul
14° Russia 14° Australia 14° Turquia
15° México 15° México 15° Argentina
16° Arabia Saudita 16° Polénia 16° Australia
17° Polénia 17° Turquia 17° México
18° Bélgica 18° Arabia Saudita 18° Pol6nia
19° Paises Baixos 19° Argentina 19° Arabia Saudita
20° Suica 20° Bélgica 20° Vietnam

Fonte: IQVIA (2019)

Um ponto que caracteriza as bactérias sao a sua capacidade de se adaptarem
ao ambiente em que estdo adentrando isso pode ocorrer de forma natural, afinal é
uma caracteristica delas (LOUREIRO et al., 2016) o que as torna, muitas vezes,
resistentes a determinados tipos de medicamentos, sendo os casos mais comuns com
antimicrobianos mais utilizados, pois eles desviam do mecanismo de defesa dos
medicamentos, elevando o risco de morte (BRAGA et al., 2020; COSTA; SILVA
JUNIOR, 2017). Apesar de ser uma caracteristica, isso ocorre de forma natural.
(RIVERON et al., 2003).

No século passado sO era possivel perceber casos dessas resisténcias em
locais hospitalares e clinicos, todavia, nos dias atuais sdo observados casos de
bactérias resistentes em diferentes locais, aumentando o risco das pessoas que sao
consideradas saudaveis serem acometidas com tal situagdo (GUIMARAES et al.,
2010). Varios fatores podem contribuir para que tal fenbmeno ocorra. Dentre esses
fendbmenos podemos destacar o uso inadequado e excessivo desses antibidticos, tal
qual sua prescricao de forma incorreta, o que leva as bactérias a se tornarem mais
resistentes (BRAGA et al., 2020). Muitas pessoas desconhecem o verdadeiro uso
desses medicamentos e os utilizam para tratar, de forma errénea, outras doencas,
como resfriados (LOUREIRO et al., 2016).
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Essa resisténcia tem se tornado uma preocupacdo mundial e vem ameacando
a saude global da populagao, se tornando em grande escala uma ameaga a saude
humanitaria (ABAVISANI et al., 2023). Devido a esse problema, a medicagdo ndo tem
atendido a demanda, tornando os medicamentos cada vez mais escassos para a
resolucdo desse problema e as doencas estdo cada vez mais dificeis de tratar
(COSTA; SILVA JUNIOR, 2017). Além de se tratar de um problema de saude, as
resisténcias das bactérias tém se tornado responsavel por econémicos, devido aos
variados custos que se tem para a resolucdo, e ameaca a qualidade de vida
conquistada durante anos pelos varios nichos da sociedade, devido a falta de eficacia
nos tratamentos (COSTA; SILVA JUNIOR, 2017). Porém a tentativa de corrigir isso
com internagado prolongada ou o uso de diversos tipos de medicamentos acarreta
complicagdes na saude do paciente, tornando ainda mais dificil reverter o quadro
(LOUREIRO et al., 2016).

Pesquisas estao sendo feitas para a fabricacdo de novos medicamentos a partir
de compostos organicos, visando solucionar tal problema. Os carboidratos, classe de
compostos abundante na natureza, tem chamado atencéo dos pesquisadores para a
fabricacdo desses novos farmacos, devido a sua multipla atividade farmacolégica
(NOGUEIRA et al., 2009).

2.2 Quimica dos Carboidratos

Os carboidratos, também conhecidos como agucares, sacarideos ou glicidios,
representam a maior classe de compostos que ocorrem naturalmente. Eles podem ser
encontrados em alimentos, como frutas e cereais, podendo desenvolver diversas
atividades bioldgicas nos organismos vivos, como fonte e armazenamento de energia.
(POMIN; MOURAO, 2006; SILVA; BRAIBANTE, 2021). A maior parte dessas
biomoléculas podem ser representadas pela formula (CH,0), embora existam outras
substancias contendo outros atomos em sua estrutura como P, S e N. Na literatura
mais recente, os carboidratos sdo definidos como poliidroxialdeidos e
poliidroxicetonas ou substancia que liberam estes compostos por hidrélise
(NOGUEIRA et al., 2009; SILVA et al., 2008).

A maioria dos carboidratos eram encarados apenas como fonte de energia,
componentes estruturais e metabolitos primarios (SILVA et al., 2008). Embora essa
ideia tenha perdurado por bastante tempo, com os avancos da quimica dos
carboidratos foi possivel perceber as outras fungdes, como o reconhecimento e
sinalizac&o celular (POMIN; MOURAO, 2006).

As estruturas dos carboidratos se apresentam mais diversificadas e variadas
quando comparadas aos acidos nucleicos e as proteinas, e eles sio classificados em
alguns grupos principais, a citar, monossacarideos, dissacarideos e polissacarideos
(SAPATA et al., 2006). Esses grupos sao diferenciados de acordo com a quantidade
de agucar simples combinada na molécula (SILVA et al.,2008). O carboidrato mais
simples é chamado de monossacarideo e pode apresentar de trés a sete atomos de
carbono (C). Com a unido de monossacarideos em cadeia, formam-se os
dissacarideos e polissacarideos (SILVA; BRAIBANTE, 2021). A sufixo mono se refere
a apenas uma unidade, sendo assim os monossacarideos carboidratos de apenas um
agucar (MOTA, 2022). Neste grupo, os monossacarideos mais conhecidos sdo a
frutose, glicose e galactose, visto na Figura 1.
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Figura 1 - Estrutura da glicose, frutose, galactose
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Fonte: o autor (2023)

Na estrutura da Figura 1 é possivel ver que os carboidratos citados, possuem
seis carbonos em sua estrutura que, o que lhes confere propriedades fisico-quimicas
bastante diversas (SILVA; BRAIBANTE, 2021).

Os dissacarideos consistem em dois monossacarideos unidos por uma ligagao
O-glicosidica, esquematizada na Figura 2.

Figura 2 - Ligacao O-glicosidica para formag¢ao da sacarose

CH?OH HOCH5 O OH
H\H H@CH,OH
OH
Gllcose Frutose
CH20H HOC 0
H@PCH,OH
Gllcose Frutose

Sacarose

Fonte: o autor (2023)

Como visto, as ligagbes O-glicosidicas ocorrem quando um grupo hidroxila
interage com o carbono de outra molécula (MOTA, 2022). Os dissacarideos mais
comuns é a maltose (glicose + glicose), sacarose (glicose + frutose) e a lactose
(glicose + galactose). Os monossacarideos e os dissacarideos na natureza sao
encontrados de maneira estavel (OETTERER, 2016).

Oligossacarideos é a jungéo de 3 até 10 monossacarideos, sendo a Rafinose
e a Estaquiose os maiores exemplos. Os polissacarideos sdo a jungdo de dez
monossacarideos. Este ultimo age como agente redutor e possui uma estrutura
tridimensional. Exemplos de polissacarideos € o amido e a celulose (MOTA, 2022;
OETTERER, 2016).

2.3 Reacao de Glicosilagao

A glicosilagao € a reagao mais importante quando se trata dos carboidratos,
sendo um importante método para a modificagdo de compostos ativos biologicamente.
Através da glicosilacdo os compostos bioativos adquirem um carater hidrofilico,
modificando assim suas propriedades farmacocinéticas (CARVALHO, 2019). A
reacao de glicosilagao ocorre por meio de um doador de glicosila e um aceptor,
podendo ter agdo de algum catalizador (SOUZA NETO et al., 2020; SOUZA NETO,
2019).
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Figura 3 - Reagao de Glicosilagao
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Fonte: o autor (2023)

O doador ¢é ativado para fornecer um tipo de espécie eletrofilica, tornando-o
mais susceptivel ao aceptor, que sera um nucledfilo, podendo ser uma molécula
simples ou até mais complexa, como € o caso das proteinas. Os glicosidicos
encontrados na natureza, em sua maioria, sdo os relacionados glicosideo-glicona
(SOUZA NETO et al., 2020).

As metodologias desenvolvidas para a reagao de glicosilagao foram um grande
marco para 0 avango na quimica dos carboidratos, onde foi possivel a agregacéo de
novas biomoléculas através dos métodos utilizados (SOUZA NETO, 2019). A primeira
ligacao de Glicosideos foi protagonizada, com sucesso, por Michael em 1879. Ele
ligou um agucar a um composto fendlico (BATISTA, 2014).

As ligacgdes glicosidicas podem ser formadas através de mecanismos distintos.
Se as ligagbes que irdo ocorrer forem em condigbes acidas, elas serdo por meio do
mecanismo Sy1. Caso sejam por meios basicos, elas irdo se estabelecer por meio de
Sn2 (BATISTA, 2014).

Figura 4 - Mecanismo Geral da Reacéao de Glicosilagéao
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Fonte: o autor (2023)
2.3.1 Método de Fischer

Emil Fischer, 1893, adaptou o método de Michael para a sintetizacdo de O-
glicosideos a partir de D-glicose na presenca de alcool metilico. Foi adicionado
também HCI até a saturagdao, que em pouco tempo se tornou um solido cristalino
contendo uma mistura de compostos piranosidicos e furanosidicos, além de formar os
andémeros a e B (Figura 5) (SOUZA NETO, 2019). Em geral, o método de Fischer
viabiliza a formacéo de glicosideos a partir de um hemiacetal com éalcool, e tendo um
acido de Lewis como catalizador (BATISTA, 2014).
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H
¢
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Figura 5 - Sintese de glicosideos pelo método de Fischer
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Fonte: o autor (2023)

2.3.2 Método de Kdenigs-Knorr

Em 1901 foi a vez de Kdenigs e Knorr modificarem a forma de produgao de O-
glicosideos. Essa metodologia € uma das mais antigas e mais relatadas sobre a
glicosilagédo e tem como caracteristica a utilizacdo de haletos como doadores de
glicosil (MACHADO, 2011). Eles utilizaram o brometo de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-
glicopiranosideo, na presenga de um alcool em temperatura ambiente. A reagao foi
ativada devido ao excesso de carbonato de prata. O p-O-glicosideo foi obtido com alta
regiosseletividade (Figura 6) (SOUZA NETO, 2019).

Figura 6 - Sintese de glicosideos pelo método de Kéenigs-Knorr
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Fonte: o autor (2023)

2.3.3 Método de Helferich

Em 1926 foi a vez de Helferich e Klein apresentarem um novo método eficiente
para a obtengao dos glicosideos. Os rendimentos desse novo método se mostraram
promissores, sendo maiores que 70%. A reacao, neste método, é catalisada a partir
de sais de mercurio Il (Figura 7).

Figura 7 - Sintese de glicosideos pelo método de Helferich

mom Hg(CN), m
ou HgBr2

Fonte: o autor (2023)

2.3.4 Meétodo de Sinay

Em 1978, Sinay publicou um estudo sobre como obteve o B-O-imidato glicosil,
a partir de brometo 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-glicopiranosideo com N-metil-
acetamida, sendo ativado por 6xido de prata e N, N-diisopropiletilamina (DIPEA). A
reacao realizada obteve uma seletividade alta na ligagcéo resultante. Seus estudos
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revelaram também que ao colocar uma base organica ocorre a formacéo do o-
glicosideo, ja com bases inorganicas fortes, serdo obtidos B-glicosideo (Figura 8)
(SOUZA NETO, 2019).

Figura 8 - Método de Sinay

Agzo
DIPEA
Ac CH3CONHCH3

Fonte: o autor (2023)
2.3.5 Meétodo de Schmidt

Em 1986 mais um método para obtengao de O-glicosideos foi discutido, dessa
vez por Schmidt. Ele propds a formacgao desses carboidratos a partir de uma reagao
do 2,3,4,6 tetra-O-benzil-D-glicopiranosideo com alcoois correspondentes. A reagao
foi realizada empregando uma base forte, a di-isopropilamida de litio (LDA), com a
temperatura baixa e na presencga de tricloroacetonitrila. Isso provocou um equilibrio
na reagao, colocando os anémeros a- e Btricloroacetamida glicosil em uma proporgao
1:1 (Figura 9) (SOUZA NETO, 2019).

Figura 9 - Sintese de glicosideos pelo método de Schmidt.

BnO BnO BnO
oBn o _ oBn 0 OBn 9
Ativacdo Basica ROH
> _—
OBn CCI;CN OBn Atigéo Basica OBn
BnO BnO BnO

OH 0 OR
\//NH
ClsC

Fonte: o autor (2023)

2.3.6 Método de Garegg-Fugedi

Estudos realizados em 1986 por Flgedi e Garegg descreveram derivados de
B-tio-glicopiranosideo como doadores, frente a acidos de Lewis em diclorometano ou
acetonitrila. A protecao da hidroxila em C-2 por um grupo acila melhorou a seletividade
da reagdo, gerando [B-glicosideo seletivamente (Figura 10) (SOUZA NETO et al,,
2020).

Figura 10 - Método de Garegg-Fugedi

Fonte: o autor (2023)
2.3.7 Meétodo de Fraser-Reid

Em 1988, Fraser-Reid explorou o método de reagao de glicosilagao de Fischer.
Ele utilizou o 2,3,4,6-tetra-O-benzil-D-glicose, em meio acido, junto com pent-4-enol,
que produziu o pent-4-enil-a e B-D-glicosideo. Este primeiro glicosideo ficou por trés
horas junto ao metanol com acetonitrila e N-bromosuccinimida (NBS). O resultado
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dessa jungao foi uma mistura alfa e beta, numa proporgao 1:3 de metil tetra-O-benzil-
D-glicopiranosideo com 87% de rendimento. Ao adicionar o perclorato de dicolidina
iodada como catalisador, foi notado uma diminuicdo no tempo e se manteve um étimo
rendimento, sendo esse de 75% (Figura 11).

Figura 11 - Método de Fraser-Reid

BnO
BnO

OBn o oB BnO
n (o}
Pent-4-enol
= . CHaOHNCCHOEN 0
o8n o Hs OB T es
Bn n
OH BnO NBS OBn

OPent
BnO OMe

Fonte: o autor (2023)
2.3.8 Meétodo de Kahne

Os estudos realizados por Kahne em 1989 apresentaram uma excelente [3-
seletividade. A reacéo foi realizada a partir do glicosil fenil sulféxido de 2,3,4,6-tetra-
O-pivaloil-D-glicopiranosideo em DCM e Tf,O (anidrido trifluorometanossulfénico). O
final da reacdo mostrou-se de grande relevancia, sendo o rendimento de 83%. No
final, ele realizou uma substituicdo do solvente diclorometano por propanonitrila, o que
ocasionou na formacao da ligagéo B-glicosidica majoritariamente (Figura 12) (SOUZA
NETO, 2019).

Figura 12 - Método de Kahne

RO
Tr20.-78° RO 0
_— >
RO Nucledfilo, Base RO
SOPh

OR

Fonte: o autor (2023)

Apesar das limitagdes da época, esses estudos resultaram as grandes
descobertas mediante a sintese dos carboidratos, facilitando assim os estudos atuais
sobre os carboidratos e a sua obtencgao, além de abrir espago para novas descobertas
na area.

2.4 Aplicagoes Bioldgicas dos Glicosideos

A mais de um século os carboidratos tém ganhado destaque no meio cientifico.
Os carboidratos apresentam muitas vantagens na triagem de farmacos, como baixo
custo, abundéancia, alta densidade de grupos funcionais e diversidade de estruturas
moleculares (CAO et al., 2022). Foram aprovados com sucesso 170 medicamentos a
base de carboidratos para o mercado pelas agéncias Food and Drug Administration
(FDA), European Medicines Agency (EMA), Japan Pharmaceuticals and Medical
Devices Agency (PMDA) e a Chinese National Medical Products Administration
(NMPA). Como por exemplo, podemos citar, os antibidticos estreptomicina, neomicina
e gentamicina que foram descobertos em 1940; a adriamicina que € o medicamento
anticancerigeno mais amplamente prescrito; o gangliosidose GM1, uma droga
desenvolvida para o derrame agudo; e o acido hialurénico (Figura 13), polissacarideo
que tem sido empregado para o tratamento da artrite (CAO et al., 2022).
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Figura 13 - Acido hialurénico

Fonte: o autor (2023)

Na literatura, ainda é reportado um vasto acervo de atividades biologicas de
carboidratos frente a diversas doencas. Dentre as inumeras atividades, destacam-se:
antiprotozoario (LEITAO et al., 2004), antiviral (BARRADAS et al., 2008), antifungica
(MUHIZI et al., 2008), entre outras (NOGUEIRA et al., 2009). Essas e outras
aplicagdes tém impulsionado as pesquisas sobre a quimica dessas biomoléculas, o
que pode ser comprovado pelo aumento expressivo do numero de artigos publicados
nos ultimos anos.

ApOs pesquisa na plataforma Web of Sciense, utilizando o termo
“carbohydrate”, foram encontrados 62.309 artigos publicados, apenas nos ultimos
cinco anos (Web of Sciense, 2022). A importancia dos carboidratos € ressaltada ainda
mais quando foi realizado um levantamento sobre os depdsitos de patentes utilizando
a palavra-chave “carbohydrate” no banco de dados Patentinspiration. No grafico
mostrado na Figura 14 é possivel verificar 0 avango da quimica de carboidratos em
termos de inovagéo, uma vez que ja foram registrados 331766 depdsitos de patentes
até o momento, sendo que cerca de 40% desse total foram desenvolvidas nos ultimos
10 anos.

Figura 14 - Numero de patentes publicadas sobre os carboidratos até 2023
18,000_
16,000
14,000
12,000
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8,000
6,000

4,000

2,000
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Fonte: PatentInspiration (2023)
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2.4.1 Antivirais

Os antivirais sao antibiéticos usados no combate a doencas correspondentes
a virus em geral. Eles visam o combate a proliferacdo de determinado virus no
organismo e a eliminagao dele, para que o parasita nao cause danos maiores no ser
humano. Frente a varias infecgdes existentes varios estudos sio levantados para
futuros candidatos a novos farmacos, que sejam promissores e ndo causem danos ao
corpo (NOGUEIRA et al., 2009).

Estudos realizados mostram quéao satisfatérios sdo os resultados de alguns
glicosideos frente a infec¢des antivirais. Em 2008 um grupo de pesquisa relatou um
estudo correspondente ao 1,3,4-oxaziazois, 1,2,4-triazolil-3-tionas e imidazo [2,1-b]
tiazois substituidos com derivados de carboidratos e grupo halofenila (Figura 15),
frente ao virus Junin e ao virus da dengue tipo 2. Ambos os virus foram escolhidos
por serem causadores de doengas graves nos seres humanos. Finalizado os estudos,
os resultados foram promissores, apresentado concentragdes pequenas para ambos
os virus (BARRADAS et al., 2008).

Figura 15 - Sintese do 1,3,4-oxaziazéis, 1,2,4-triazolil-3-tionas e imidazo [2,1-b]
tiazéis substituidos com derivados de carboidratos e grupo halofenila

el R R = L </j/ j
By

Me Me Me Me Me Me

0= MeO

Me Me

Fonte: o autor (2023)

Outro estudo promissor contra a dengue tipo 2 foi realizado através da extragao
da alga marinha Cladosiphon Okamuranus, que € composta por particulas de
carboidratos. Neste estudo foi observado uma diminuigdo de 20% da infecgdo em
relacdo as células que haviam sido tratadas (HIDARI et al., 2008).

2.4.2 Antineoplasicos

Os antineoplasicos sao os medicamentos utilizados no tratamento do cancer.
O maior objetivo do uso de antineoplasicos é a destruicdo de células cancerigenas,
visando a anulacdo da maior quantidade possivel deste. As vezes o tratamento com
esse medicamento pode sofrer variagao, podendo ser tratado também com radiagao
ou com cirurgia. Uma classe de nucleosideos derivados de pirazol (Figura 16), ao ser
estudada, apresentou atividade antitumoral contra a leucemia, cancer que afeta os
seres humanos, e algumas outras células tumorais sélidas (BERGMAN et al., 2003;
NOGUEIRA et al., 2009).
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Figura 16 - Classe derivada de Pirazol
NH,

OH
Fonte: o autor (2023)

2.4.3 Antiprotozoarios

Para o combate de doencas causadas por protozoarios, os chamados
antiprotozoarios sdo uma alternativa impar para tratar de doencas causadas por esses
parasitas. A doenca de chagas é uma das enfermidades causadas por esses
protozoarios € que em 2009 afetou cerca de 18 milhdes de pessoas, colocando uma
média de 25% da populacdo da América Central e do Sul em risco de contragao.
Porém estudos abordando alguns derivados de carboidratos (Tabela 2) se mostraram
bons em relagdao a desenvolvimento de novos farmacos para evitar que essa marca
seja alcangada, como € o caso da glicosomal gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(9gGAPDH) (NOGUEIRA et al., 2009; LEITAO et al., 2004).

Tabela 2 - Derivados de carboidratos
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Fonte: Leitdo (2004)
2.4.5 Antibacterianos

Como ja citado anteriormente, os antibacterianos, ou bactericidas, s&o
farmacos que possuem o objetivo de aplacar doengas provocadas por diferentes
bactérias, sem causar danos maior ao hospedeiro que a abriga. Os glicosideos sao
apresentados como bons antibacterianos em constantes estudos. Veres-Bencomo et
al. (em 2004) realizaram estudos promissores que resultaram na primeira vacina
comercial contra a Haemophilus Influenzae, bactéria responsavel pela meningite
principalmente em criangas (VERES-BENCOMO et al., 2004).

Uma das doengas que causam preocupacao na sociedade quando se trata de
bactérias € a tuberculose. Com as atividades apresentadas pelos carboidratos,
estudos foram desenvolvidos para o combate do Mycobacterium Tuberculosis,
bactéria responsavel pela doencga, utilizando o 5-S-octil-5-tio-a-D-arabinofuranosideo
de metila e a5-S-octil-5-tio-B-D-arabinofuranosideo de metila (Figura 17), e se
mostraram favoraveis a tratamentos que podem ser oferecidos (SANKI et al., 2008).
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Figura 17 - 5-S-octil-5-tio-a-D-arabinofuranosideo de metila e a5-S-octil-5-tio-3-D-
arabinofuranosideo de metila
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Fonte: Sanki (2008)

3 METODOLOGIA
3.1 Materiais e equipamentos

Em geral utilizou-se reagentes e solventes na sua forma comercial, P. A., dos
fornecedores Merck, Aldrich, Vetec e Cinética. Os solventes utilizados foram
purificados e secos. Assim, 0 hexano e o acetato de etila foram destilados através de
coluna de Vigreux antes do uso em coluna.

O acompanhamento das reagdes foi realizado através de cromatografia em
camada delgada (CCD), onde foi utilizado placas prontas de silica-gel contendo
indicador fluorescente Fzs4. Para revelacdo dos compostos foi utilizado solugao
etandlica acida [(EtOH/H2SO4) (9,5:0,5)] sob aquecimento. Para cromatografia em
coluna foi utilizado silica-gel 60 (Merck, 70 — 230 mesh) como fase estacionaria e
sistemas Hexano/Acetato de etila como fase fluida.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear foram registrados em um
espectrometro Varian URMNS de 400 MHz empregando o TMS com padréo interno.
Os deslocamentos quimicos de RMN "H (400 MHz) est&o expressos em ppm (partes
por milhdo) em relagdo ao pico residual do CDCI; (7,26 ppm). Os deslocamentos
quimicos de RMN "*C (100 MHz) estéo expressos em ppm em relagdo ao pico central
do CDCI; (77,0 ppm). Todas as constantes de acoplamento (J) foram descritas em
hertz (Hz). Para as medigbes, a concentragdo da amostra foi mantida em 20 mg/mL
em CDCI3; 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 1H 30°
= 8,5 us). Para o espectro RMN "C foi adquirido com largura espectral igual a 23,98
kHz, 32 k pontos de dados e 1024 varreduras - fornecendo resolugao digital de 0,732
Hz (**C largura de pulso de 30° = 14,25 ps).

A rotagdo especifica foi determinada em um polarimetro digital da marca
JASCO® P-2000 equipado com a luz de sodio em comprimento de onda 589 nm.
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Os espectros no infravermelho foram registrados em um em espectrofotometro
de IF com transformada de Fourier no instrumento Bruker Modelo IFS66, sendo as
amostras preparadas como filmes finos ou pastilhas de KBr.

Os cromatogramas foram obtidos em um cromatografo a gas HP5890 Série |l
com detector de ionizagdo de chamas (FID) e detector de condutividade térmica
(TCD).

3.2 Procedimentos Experimentais
3.2.1 Sintese do 1,2,3,4,6-penta-O-acetil-pB-D-glicopiranose 1

OAc

AcO ©
AcO OAc

OAc

Em um baldo foi preparado uma suspensido contendo 52,6 mL de anidrido
acético (p.e. 140 °C) e 2,28 g de acetato de sddio. A mistura foi aquecida até o refluxo.
Na solucao levemente refluxada foi adicionado a D-glicose anidra (10 g, 55,6 mmol)
durante 30 min. A mistura reacional foi deixada a 140 °C por 10 min e em seguida foi
resfriada até temperatura ambiente. Na sequéncia, a reacio foi extinta pela adi¢cao de
gelo sob sonicagdo. Durante este procedimento, o composto 1 precipita. O sélido
branco foi filtrado e lavado com H,O até alcancar do pH neutro. O produto foi
recristalizado com etanol.

3.2.2 Sintese do (2R)-3-butin-2-il 2,3,4,6-tetra-O-acetil-3-D-glicopiranosideo 2

A uma solugéo contendo o composto 1 (1,17 g, 3,0 mmol) e diclorometano (15
mL) foi adicionado o alcool (2R)-3-butin-2-ol apropriado (4,5 mmol). A mistura foi
resfriada a 0 °C e mantida sob atmosfera de argénio. Na sequéncia foi adicionado o
BF3;*OMe; (0,256 g, 0,207 mL, 2,25 mmol) e o banho de gelo foi removido. A formacgéo
do glicosideo 2 foi verificada por GC, uma vez que o material de partida e os produtos
apresentaram o fator de retengao proximos. Apds o término da reacdo, a mistura
reacional foi lavada trés vezes com uma solug¢ao saturada de NaHCO3; e uma vez com
NaCl. A fase organica foi seca com Na,SO4 anidro e o solvente foi removido sob
pressao reduzida. A purificagdo do produto foi realizada por cromatografia em coluna
utilizando um sistema de solventes hexano/acetato de etila.

OAc
O
AcO yz
Acmo 7
OAc

3.2.3 Avaliacao das propriedades ADME

A analise farmacolégica do composto foi baseada nos parametros fisico-
quimicos e farmacocinéticos da substancia. Essas propriedades foram obtidas a partir
da ferramenta SwissADME (http://www.swissadme.ch), uma plataforma gratuita que
possibilita o calculo de diversos parametros importantes para a avaliacdo das
propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas de pequenas moléculas com
potencial de ser um farmaco promissor.
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3.2.4 Atividade Antibacteriana

As linhagens de bactérias foram obtidas da Colegdo de Microrganismos do
Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPEDA).
Para este ensaio foram utilizadas quatro bactérias Gram-positivas: Staphylococcus
aureus (UFPEDA 01), Enterococcus faecalis (UFPEDA 138) e E. coli (UFPEDA 224),
bem como, uma bactéria Gram-negativa: K. Pneumoniae.

O ensaio de susceptibilidade foi realizado pela metodologia da microdiluigao
em caldo para determinagao da Concentragao Inibitéria Minima (CIM) segundo o
National Committee for Clinical Laboratory Standards-NCCLS (2002; 2003). A
determinacao da CIM foi feita em placas de 96 pocos estéreis, proprias para
microdiluicdo. Todos os ensaios foram realizados em triplicata e os mesmos
repetidos duas vezes.

Inicialmente foi adicionado em cada poco 90 pL do meio Caldo Muller Hinton
(CMH) e posteriormente, a partir da terceira coluna (A3), adiciona-se 90 uL do extrato
na concentragdo de 8 mg/mL. Esta aliquota serd homogeneizada e transferida para
a quarta coluna (A4) e assim por diante até a décima segunda coluna (A12), que
recebe o extrato na concentragdo de 0,015 mg/mL. Esta ultima aliquota (90 pL)
depois de homogeneizada é descartada.

Por ultimo, serdo adicionados 10 uL da suspensao do microrganismo-teste na
concentragdo de 1,5 x 10® UFC/mL para bactérias e 1,5 x 10° UFC/mL para
leveduras, esta concentragao sera determinada através da comparacao visual com
o0 padrao na concentracdo de 0,5 na escala de Mc Farland conforme o NCCLS
(2002). Logo, cada pogo recebera um como volume final de 100 pL (90 yL de meio
e extrato e 10 pL do microrganismo). As placas com o meio, extrato e microrganismo
serao incubadas por 24 horas (37 °C) para bactérias e 48 horas (28 °C) para
leveduras. Posteriormente serdao adicionados 30 uL de rezasurina (0,1 mg/mL) para
analise quantitativa do crescimento microbiano nos pocos e determinacdo da
atividade antimicrobiana relativa de cada diluicdo das amostras.

Para a determinacdo da CMM repica-se uma aliquota de 5 uL, das
concentracdes que apresentarem atividade na placa do CIM, em placas de Petri
contendo AMH. Estas placas serdo incubadas a 37 °C por 24 horas para bactérias e
28 °C por 48 horas para leveduras. A CMM é considerada a menor concentragao do
extrato onde nao ha crescimento celular sobre a superficie do AMH.

Figura 20 - Método de Microdiluigdo em Caldo
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Fonte: o autor (2023)
4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O trabalho foi iniciado com a sintese do composto 1, uma vez que a reagao
seguinte, denominada de glicosilagdo, requer um doador de glicosila contendo um
bom grupo de saida na posigdo anomérica. Embora o grupo -OAc apresente uma
reatividade menor quando comparado aos haletos, imidatos e sulféxidos, o0 mesmo
apresenta uma série de vantagens, a citar, facilidade na preparagao e estabilidade,
permitindo 0 seu armazenamento por longos periodos de tempo, baixo custo e
resisténcia a uma ampla gama de condigdes reacionais (BENNETT; GALAN, 2018).

O composto 1 foi obtido a partir da reagao de acetilagido da D-glicose em meio
basico empregando o protocolo de Michihata et al. (2013), com algumas modificagdes.
Assim, a reacao de acetilagao levou a D-glicose penta-acetilada 1 em 10 min e com
um excelente rendimento de 90% (Figura 21).

Figura 21 - Sintese da D-glicose penta-acetilada 1

0 Ac,0, NaOAc o]
HO 2> AcO
HMOH Aco OAc
OH 140 °C, 10 min OAc
D-glicose 1, 90%

Fonte: o autor (2022)

Vale salientar que dentre as diversas metodologias descritas na literatura, o
método de acetilagdo em meio basico empregando o acetato de sédio (NaOAc) inclui
algumas vantagens, como irreversibilidade, facilidade na manipulagdo do reagente,
alto rendimento e obtencédo do produto com elevada pureza (THIMMARAJU et al.,
2019). De acordo com Chen et al. (2008), a estereosseletividade € uma outra
vantagem da acetilagdo da D-glicose promovida por NaOAc, uma vez que leva ao
an6mero 3 majoritariamente.

Diferentes técnicas foram utilizadas para a caracterizagcao do composto 1, tais
como: IV, RMN de 'H e *C, rotacdo especifica e ponto de fusdo. Os dados estdo
sumarizados na Tabela 3.

Tabela 3 - Dados espectrométricos do composto 1
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Estrutura [a]o™ P.F. RMN "H (400 MHz, RMN C (100
(°C) CDCls) MHz, CDCls)
+9,54 | 127- | $5,7(d, 1H, J= 8,4 Hz, $ 170,5; 170,0;
ohe 128 H-1), 5,24 (dd, 1H, J = 169,3; 169,2;
ol . . IV (pastilha de 9,6 Hz, 9,2 Hz, H-3), 168,9; 91,7 72,7
AO™A 1 one KBr) 5,12 (dd, 1H, J=9,2 Hz, | (2C); 70,2; 67,7;
A0 8,4 Hz, H-2), 5,11 (dd, 61,4; 20,7; 20,6;
2966, 1744, 1H, J= 10,0 Hz, 9,6 Hz, 20,5 (3C).
1373, 1221, H-4), 4,27 (dd, 1H, J =
1036, 704 cm™ | 12,4 Hz, 4,8 Hz, H-6),

4,10 (dd, 1H, J = 12,4
Hz, 2,4 Hz, H-6'), 3,83
(ddd, 1H, J = 10,0 Hz,
4,8 Hz, 2,4 Hz, H-5),

2,10 (s, 3H, CHs), 2,07
(s, 3H, CHs), 2,02 (s,

6H, 2CHs), 1,99 (s, 3H,

CHs).

Fonte: o autor (2023)
Uma vez sintetizado o composto 1, este foi utilizado na sintese do (2R)-3-butin-
2-il 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glicopiranosideo 2. Nessa etapa, o composto 1 foi
submetido a uma reacao de glicosilagéo de Fischer com o alcool (2R)-3-butin-2-ol. A
reagao foi catalisada por BF3;¢(OCH3),, solubilizada em CH,Cl,, temperatura ambiente
e sob atmosfera de argbnio. O (2R)-3-butin-2-il 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-
glicopiranosideo 2 foi obtido em um tempo de 4,0 h e um rendimento de 70% (Figura
22).
Figura 22 - Sintese do (2R)-3-butin-2-il 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glicopiranosideo 2

OAc HO\‘/ OAc
(e} @)
Ae&%m%c - ACA%MO Z
OAc BF3’OM62,CH20|2 OAc
Ar,25°C,4h
1 2, 70%

DML

Fonte: o autor (2023)
A partir da analise da mistura reacional, através de cromatografia gasosa, foi

observado uma razao diastereomérica (r.d.) de 97:3 que demonstra a excelente
estereosseletividade da reagao (Figura 23). Apés purificagédo, o produto majoritario foi

obtido na forma de um 6leo viscoso.

Figura 23 - Determinacéo da razao diastereomérica dos anémeros
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Fonte: o autor (2023)

Para confirmagao da estrutura do (2R)-3-butin-2-il 2,3,4,6-tetra-O-acetil-3-D-
glicopiranosideo 2 foram realizadas diversas técnicas espectrométricas, tais como: 1V,
rotacdo especifica, RMN 'H e RMN "*C, os quais estdo sumarizados na Tabela 4.

Tabela 4 - Dados espectrométricos do (2R)-3-butin-2-il 2,3,4,6-tetra-O-acetil-3-D-
glicopiranosideo 2

Estrutura [a]p® RMN "H (400 MHz, RMN °C (100
CDCl,) MHz, CDCl,)
+5,0 55,23 (dd, 1H, J=9,8 | 8 170,6; 170,2;

one v (paStllha de HZ, 9,4 HZ, H-3), 169,4 (ZC), 97,7,

6 KB) 5,07 (dd, 1H, J=10,0 | 82,2;74,0;72,8;
Aco@&o / Hz, 9,6 Hz, H-4), 4,98 | 71,8;71,0; 68,4;

ACOX="5Rs 3262, 2970, (dd, 1H, J=9,8 Hz, | 63,5; 61,8; 55,9;
2112,1740, | 8,2 Hz, H-2),4,84 (d, | 21,8;20,7; 20,6

1379, 1229, 1H, J = 7,8 Hz, H-1), (3C).
1037, _7100,_1 4,58 (qd, 1H, J=6,6
600 cm™cm Hz, 2,0 Hz, OCH),

4,25 (dd, 1H, J = 12,5
Hz, 4,7 Hz, H-6), 4,13
(dd, 1H, J = 10,2 Hz,
2,3 Hz, H-6"), 3,71
(ddd, 1H, J = 10,2 Hz,
4,7 Hz, 2,4 Hz, H-5),
2,45 (d, 1H, J = 2,0
Hz, C=CH), 2,07 (s,
3H, CH3), 2,04 (s, 3H,
CH3), 2,00 (s, 3H,
CH3), 1,99 (s, 3H,
CH3), 1,43 (d, 3H, J =
6,6 Hz, CHs).

Fonte: o autor (2023)

No espectro de infravermelho foram identificadas as bandas caracteristica do
composto 3 que incluem as deformagdes em 3262, 2970, 2112, 1740, 1037 cm™,
referentes aos estiramentos das ligagbes C=C, C-H, C=C-H, C=0 e C-O,
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respectivamente. As vibracdes em 3262 e 2112 cm™, que indicam a presenca da
ligagao tripla, comprovam a conversao do material de partida no glicosideo acetilénico

(Figura 24).
Figura 24 - Espectro de IV (Patilha de KBr) do composto 2
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Fonte: o autor (2023)

Analisando o espectro de RMN 'H (Figura 25), verifica-se a presenca dos 24

hidrogénios da molécula, dos quais, 12 sao referentes aos hidrogénios das metilas
dos grupos OAc. Esses sinais podem ser encontrados na regiao entre 6y 2,04-1,99
ppm como quatro simpletos. Com o auxilio da técnica COSY foi realizada as
atribuicdes dos demais sinais do espectro de RMN "H. Os detalhes s3o apresentados
a seguir.

A aglicona (~CH(CHs)-C=C-H) origina um sinal em 2,48 ppm (*Jus.12 = 2,0 Hz),
atribuido ao hidrogénio acetilénico (H4), uma vez que o H4 sofre efeito
anisotropico de blindagem da ligacéo tripla (SILVERSTEIN et al., 2005) e
apresenta multiplicidade do tipo dupleto devido ao acoplamento a quatro
ligagbes com o hidrogénio metinico H2, o qual origina um sinal em 4,58 ppm
que exibi uma multiplicidade quarteto de dubleto devido o acoplamento com os
prétons H1 (*Jpzri1 = 6,6 Hz) a trés ligagdes e com o hidrogénio H4 a quatro
ligagdes (*Jnzns = 2,0 Hz). Acoplamentos de longo alcance que ocorrem
normalmente em sistemas aromaticos, alilicos e propargilicos, exibem baixos
valores de constantes de acoplamento. Nos acoplamentos propargilicos, os
valores de J variam de 2 a 4 Hz (PAVIA et al., 2010). Os prétons CH3 (H1) da
aglicona aparece em campo baixo com deslocamento quimico de 1,45 ppm
com multiplicidade dupleto devido o acoplamento com H2 (*Jy1.42 = 6,6 Hz).
Esses sinais reforgcam a incorporagéao do grupamento 3-butin-2-il.

O sinal em 4,84 ppm foi atribuido ao hidrogénio anomérico (H1’), uma vez que
o H1" apresenta multiplicidade do tipo dupleto (*Jus-n2 = 7,8 Hz) devido o
acoplamento com H2'. O hidrogénio H2’ acopla com H1’ e H3’ gerando um sinal
com multiplicidade do tipo dupleto de dupleto em 84 4,98 ppm (CJnz-tz = 9,8
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HZ, 3JH2’-H1’ = 8,2 HZ)

lll. O hidrogénio H3’, apresenta multiplicidade do tipo dupleto de dupleto, pode ser
observado em 5,23 ppm (*Jus-12 = 9,8 Hz, *Jnz.na = 9,4 Hz).

IV. O sinal em 5,07 ppm foi atribuido ao hidrogénio H4’, o qual acopla com os
hidrogénios vizinhos, H3’ e H5’, gerando uma multiplicidade do tipo dupleto de
dupleto com constantes de acoplamento de *Jysps = 10,0 Hz € *Jnsps = 9,6
Hz.

V. Em 3,71 ppm foi possivel verificar a presenga de um sinal com multiplicidade
do tipo dupleto de dupleto de dupleto atribuido ao hidrogénio H5' que acopla
com os hidrogénios H4’ e os prétons diastereotépicos H6a’ e H6b’, implicando
em trés constantes de acoplamento (*Jus.na = 10,2 Hz; 3Jus-psa = 4,7 Hz; *Jps.
Heéb’ = 2,4 HZ)

VI.  Os hidrogénios, H6a" (2Jusa-res = 12,5 Hz; *Jrsans = 4,7 Hz) € HBD' (*Jnep-Hea:
= 10,2 Hz; 3Jug.ns = 2,3 Hz), geram dois sinais com multiplicidade dupleto de
dupleto em 4,25 ppm e 4,13 ppm. Essa multiplicidade é observada uma vez
que cada préton acopla com o vizinho H5 e devido o acoplamento geminal entre
eles. O acoplamento a duas ligagdes é responsavel pela maior constante de
acoplamento.

Figura 25 - Espectro de RMN "H (CDCls, 400 MHz) do composto 2
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Fonte: o autor (2023)

No espectro de RMN "*C foi possivel verificar a presenca de 18 sinais que
correspondem exatamente ao numero de carbonos quimicamente diferente no
composto 2. Além disso, podemos observar os sinais caracteristicos da molécula que
incluem os sinais em campo baixo na regido entre 170,6-169,4 ppm que
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correspondem aos carbonos carbonilicos dos grupos OAc, o sinal em 97,7 ppm
atribuido ao carbono anomérico C1’, os sinais em 82,2 e 73,9 ppm, caracteristicos de
carbonos sp, que correspondem aos carbonos acetilénicos C3 e C4, respectivamente.
O sinal do carbono sp mais desblindado foi atribuido ao carbono C3, uma vez que os
carbonos quaternarios apresentam baixa intensidade devido o maior tempo de
relaxacdo e menor NOE (Efeito Nuclear Overhauser). Os sinais em campo alto na
regido entre 21,8 a 20,6 sao originados dos grupos metilas da molécula. Os demais
sinais do composto 2 podem ser visualizados na figura 26.

Figura 26 - Espectro de RMN "*C (CDCls, 100 MHz) do composto 2
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Fonte: o autor (2023)

Além disso, através do espectro de RMN "H foi possivel confirmar o anémero
B como o produto majoritario da reacéo de glicosilagdo. O sinal em 4,84 ppm com
multiplicidade dupleto é referente ao hidrogénio anomérico H1’ e apresenta uma
constante de acoplamento com H2’ igual a 7,8 Hz, a qual é caracteristica de
acoplamento vicinal de hidrogénios axiais (PAVIA et al., 2010), o que é condizente
com a estrutura do anémero B (Figura 27).

Figura 27 - Acoplamento entre os hidrogénios H1’ e H2’ que comprovam a formagéao

Instituto Federal de Pernambuco. Campus Barreiros. Curso de Licenciatura em Quimica. 05 de Julho
de 2023.



25

majoritaria do anémero 3

OAc 3J,,=7,8Hz

Fonte: o autor (2023)

Este resultado reflete 0 mecanismo da reacéo de glicosilagéo (Figura 28). Em
um primeiro momento foi incorporado a D-glicose um bom grupo saida através da
acetilagao das hidroxilas, especialmente a hidroxila anomérica. A adigdo do promotor
eletrofilico (BF3) ativa o grupo de saida (-OAc) originando a formacao de um complexo,
que leva a formacdo do ion oxacarbénio em sua conformacdo de meia cadeira
achatada. Posteriormente, ocorre o ataque nucleofilico pelo alcool acetilénico que
pode ocorrer por duas vias devido a estrutura do ion oxacarbénio. O ataque pela
posicdo equatorial leva ao B-glicosideo, enquanto que o ataque pela posicao axial
origina o a-glicosideo (DAS; MUKHOPADHYAY, 2016).

Figura 28 - Mecanismo geral para a reagao de glicosilacéo
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glicosideo

Complexo

glicosideo
Fonte: o autor (2023)

A presenca do grupo acetila ligado a posigédo C-2 controla a estereoquimica da
ligacao glicosidica formada. O ion oxacarbénio interage com o grupo acetila na
posicao C-2 (assisténcia anquimérica) formando um anel de cinco membros (ion
aciloxénio), sendo este o principal intermediario da reagdo (NIGUDKAR;
DEMCHENKO, 2015). Com a face inferior bloqueada, o ataque do alcool é direcionado
a face superior fornecendo o anédmero 3 com alta estereosseletividade. O anémero a
é formado minoritariamente a partir do ataque a face inferior do ion oxacarbénio
(Figura 29).

Figura 29 - Mecanismo geral para a formagao do 3-glicosideo.
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Fonte: o autor (2023)

Apds a sintese e caracterizagdo do composto 2, foi avaliado o seu perfil
farmacolégico. Os métodos in silico se tornaram indispensaveis para o planejamento
de novos farmacos, a partir deles é possivel obter diversas informacdes sobre as
substancias sintetizadas ou que se deseja sintetizar a fim de avaliar sua potencial
aplicagao como um farmaco. Neste trabalho foram avaliadas as propriedades fisico-
quimicas e farmacocinéticas do composto obtido utilizando o software SwissADME
(DAIANA; MICHIELIN, 2017).

A Tabela 5 apresenta os dados fisico-quimicos do composto. Foram descritas
as seguintes propriedades: massa molar, numero de doadores de ligagao de
hidrogénio (nON), numero de aceptores de ligagdo de hidrogénio (NnOHNH),
polaridade da superficie da molécula (TPSA), o numero de ligagbes rotacionaveis
(nrotb), LogP, as violagdes aos parametros de Lipinski e as violagdes dos parametros
de Vebber.

Tabela 5 - Propriedades fisico-quimicas do composto 2

Entrada Mass | nO | nOHN | TPSA | nrot | Log | Violagbes | Violagbes

a N H b P aos aos
molar parametro | parametro
(g/mol s de s de

) Lipinski. Vebber.

m 14003 | 0 10 [ 1236 | 11 [ 1,06 0 1
AcO OACO\I// 8 6A2

Fonte: o autor (2023)

A regra dos 5 de Lipinski tem sido frequentemente utilizada como parametro
em estudos in silico para avaliar a biodisponibilidade de pequenas moléculas.
Segundo essa regra a substancia em estudo podera ser administrada de forma oral
se: 1) o peso molecular dele for menor ou igual a 500 u.m.a., 2) o coeficiente de
particdo octanol/agua calculado (LogP) for menor ou igual a 4,15, 3) houver 5 ou
menos doadores de ligagédo de hidrogénio (grupos OH e NH, por exemplo) e 4) existir
dez ou menos aceptores de ligagado de hidrogénio (N e O) (Lipinski et al., 1997). O
composto nao violou nenhuma dessas regras, como se observa na Tabela 5.

O LogP diz respeito a lipofilicidade de uma substéncia, o hibrido mostrou um
LogP abaixo de 5, dessa forma € uma substancia lipofilica. O peso molecular também
respeitou a regra dos 5, assim esses dois parametros mostram que a molécula tera
facilidade para atravessar barreiras biolégicas.

Outra regra usada para descrever substancias com boa disponibilidade oral é
o parametro de Vebber, segundo essa regra a subtancia precisa ter nrotb e TPSA
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menor ou igual a 10. O valor de nrotb da molécula foi superior a 10, isso significa que
a molécula podera adquirir muitas conformacdes distintas. O TPSA esta
correlacionado com o numero de ligagdes de hidrogénio de uma molécula, os valores
da maioria dos medicamentos comerciais com boa biodisponibilidade oral apresentam
TPSA menor que 140 A% Na tabela se observa que esse valor para o hibrido em
questdo foi de apenas 123,66 A%. Assim, ha uma violacdo dos parametros de Vebber
(VEBER; JOHNSON; CHENG; SMITH; WARD; KOPPLE, 2002).

Além das propriedades fisico-quimicas foram avaliadas as propriedades
farmacocinéticas da molécula usando a mesma plataforma. Assim, foram avaliadas a
absorcao gastrointestinal (AGi), a penetragdo na barreira hematoencefalica (BHE) e
dados sobre a inibicdo das enzimas do citocromo P450 (CYP1A2, CYP2C19,
CYP2C9, CYP2D6, CYP3A4).

Tabela 6 - Propriedades farmacocinéticas do composto 2

Entrada AG | BH INIBI INIBI INIBI INIBI INIBI
i E CYP1A | CYP2C1 | CYP2C | CYP2D CYP3A
2 9 9 6 4
OAc Alt | Nao Nao Nao Nao Sim Nao

Fonte: o autor (2023)

Os pardmetros farmacinéticos descrevem parametros de absorcéo,
distribuicdo, metabolismo e escregdo dos farmacos. A Tabela 6 elenca dados
importantes sobre a absorcao e o metabolismo do composto. A molécula mostrou ter
alta absorgéao no trato gastrointestinal, isso revela que a substancia pode ter uma boa
disponibilidade para a administragédo por via oral. Os dados observados na Tabela 6
também mostram que o composto ndo pode atravessar a bareira hematoencefalica.

O metabolismo do farmaco envolve um conjunto de reagdes de
biotransformagao que geralmente modificam essas moléculas em metabdlitos mais
polares para que sejam eliminados na urina. O composto 2 apresentou inibicdo de
apenas uma isoenzima, a CYP2DG6, assim esse composto apresenta inibicdo seletiva.
Dessa forma a substancia sofrera menos transformagdes que pode gerer a produgao
de subprodutos potencialmente toxicos, uma vez que os metabdlitos gerados podem
levar a moléculas téxicas.

Sendo o (2R)-3-butin-2-il  2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glicopiranosideo 2
sintetizado, caracterizado e descoberto seu perfil farmacocinético, a proxima etapa do
trabalho foi avaliar sua a atividade antibacteriana frente as bactérias S. aureus
(UFPEDA 01), S. Pyogenese (ATCC 19615), E. Faecalis (UFPEDA 138), K.
Pneumoniae e E. coli (UFPEDA 224) através do método de microdiluicdo em caldo
para determinacdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) segundo o National
Committee for Clinical Laboratory Standards-NCCLS (2002, 2003). A CIM ¢é a
concentracdo mais baixa de um agente antimicrobiano que, sob condi¢des in vitro
estritamente controladas, inibe completamente o crescimento do organismo em pogos
de microdiluigdo detectaveis a olho nu (KOWALSKA-KROCHMAL; DUDEK-WICHER,
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2021), sendo expresso, normalmente, em pg/mL. O principal beneficio deste ensaio é
a comparacao direta da atividade antimicrobiana de antibidéticos em laboratorios
clinicos e de pesquisa (MASET et al., 2022). Os resultados obtidos estédo
apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 - Avaliagao da atividade antibacteriana do composto 2 por meio da
determinacdo do CIM (ug/mL)

Bactérias
Composto
S. aureus  S. Pyogenese E. Faecalis K. Pneumoniae E. Coli
2 1000 500 1500 500 500

Fonte: o autor (2023)

De acordo com a Tabela 7, o (2R)-3-butin-2-il 2,3,4,6-tetra-O-acetil-3-D-
glicopiranosideo 2 se mostrou ativo contra as cinco cepas testadas, sendo que o
melhor resultado foi obtido frente as bactériaa S. Pyogenese, K. Pneumoniae e E. coli
com um valor de CIM de 500 pg/mL, o que representa uma agao contra bactérias
gram-positivas e gram-negativas. Segundo Morales et al. (2008), uma atividade
antimicrobiana é considerada baixa quando se verifica valores de CIM acima de 1500
Mg/mL, uma atividade moderada para concentragdes na faixa de 500-1500 ug/mL e
uma boa atividade quando temos uma faixa de 50-500 pg/mL. Dessa forma, é possivel
aferir que o composto 2 apresentou uma atividade moderada contra as cepas S.
aureus e E. Faecalis e uma boa atividade frente a S. Pyogenese K. Pneumoniae e E.
coli.

Na literatura, diversos relatos da atividade antibacteriana de glicosideos
contendo uma ou mais ligagdes triplas em sua estrutura tém sido reportados. Baixos
valores de CIM foram obtidos pelos glicosideos poliacetilénicos, denominados de
coreosideo E e coreosideo F (Figura 30), contra diferentes cepas patogénicas de
bactérias e fungos, com destaque para o resultado apresentado pelo coreosideo E,
que frente as bactérias Staphylococcus aureus e Bacillus anthracis apresentou
potente atividade com valores de MIC de 10,3 ug/mL e 6,8 ug/mL, respectivamente
(GUO et al., 2017).

Figura 30 - Glicosideos contendo ligagdes triplas com atividade antimicrobiana

Monossacarideo Dissacarideo

ligagdes triplas ligagbes triplas

Coriosideo E

Coriosideo F

Fonte: a Autor (2023)
5 CONCLUSAO
Com base no que foi apresentado, com o constante crescimento da resisténcia
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bacteriana e a necessidade de novos farmacos, sendo os carboidratos bons
candidatos a esses medicamentos devido a suas caracteristicas e seu vasto perfil
farmacocinético, a sintese do composto (2R)-3-butin-2-il 2,3,4,6-tetra-O-acetil-3-D-
glicopiranosideo 2, a partir da reagao de glicosilagdo pelo método de Fischer, sendo
a D-glicose penta-acetilada 1 o doador glicosila e o alcool (2R)-3-butin-2-ol o aceptor,
tendo a presenca do BF3; como catalisador, mostrou-se promissora € com um bom
rendimento de 70%. O composto 1 utilizado na sintetizagdo do composto 2, foi obtido
com excelente rendimento de 90%, por meio da reacdo de acetilacdo. Através de
diferentes técnicas espectrométricas como IV, RMN 'H e '*C, foi confirmado a
formagao do composto desejado, sendo possivel verificar as bandas que caracterizam
o composto. Além disso, foi possivel observar por meio do espectro de RMN 'H o
anémero B como o produto majoritario da reagao de glicosilagdo, sendo resultado
assim do mecanismo da reagao de glicosilagdo, como o ataque do alcool na regido
equatorial, visto que a regido axial estava com sua fase bloqueada, devido ao ion
oxacarbénio. A atividade bacteriana mostrou-se positiva frente as cinco cepas
testadas com o composto 2, tendo bons resultados para as bactérias S. Pyogenese
K. Pneumoniae e E. coli e resultados moderados para as bactérias S. aureus e E.
Faecalis, sendo observados pelo método de microdiluicao em caldo para verificacédo
da CIM, sendo esperancosa para futuros estudos.
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