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RESUMO

Os carboidratos sdo compostos quimicos amplamente notados no meio biol6gico, representando o
grupo mais abundante de compostos encontrados em fontes naturais. Estes compostos podem
realizar ligacOes especiais e assim conjugar-se com outras moléculas formando os glicosideos.
Mesmo conhecendo-se a extensa utilidade farmacoldgica destes glicosideos, a utilizacdo destes
compostos para 0s mais diversos fins s6 pode ser sustentada mediante conhecimento de seus perfis
toxicoldgicos, assegurando que esta aplicacdo desencadeie o menor risco possivel. Desta forma, O
presente trabalho objetivou sintetizar o glicosideo npropil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-
hex-2-enopiranosideo, bem como avaliar a toxicidade deste composto atraves do bioensaio com
Artemia salina Leach. O glicosideo foi obtido seguindo-se o protocolo determinado por Toshima e
colaboradores, sen sendo em seguida submetido ao bioensaio com Artemia salina Leach, conforme
descrito por Meyer e colaboradores, nas concentracdes de 10, 100, 500 e 1000 pg.ml. O glicosideo
foi obtido de forma eficiente com 89% de rendimento apds 30 minutos de reacao, apresentando
aparéncia oleosa e transltcida, sendo caracterizado pelas técnicas espectroscopicas de IV e RMN
'H e 13C. Quanto ao teste de toxicidade, foi observado que nenhuma das concentracdes desencadeou
a morte de mais de 50% das larvas, concluindo-se que a concentragdo capaz de matar 50% dos
individuos testados (CLso) encontra-se em um valor acima de 1000 pg.ml™. A partir disto conclui-
se que esta molécula se apresenta como ndo toxica, o que possibilita o seu emprego nas mais diversas
areas da saude e tecnologia.

Palavras-chave: O-glicosideo, bioensaio toxicolégico, Artemia salina Leach.

ABSTRACT

Carbohydrates are chemical compounds widely noticed in the biological environment, representing
the most abundant group of compounds found in natural sources. These compounds can make
special bonds and thus combine with other molecules forming the glycosides. Even knowing the
extensive pharmacological usefulness of these glycosides, the use of these compounds for the most
diverse purposes can only be sustained through knowledge of their toxicological profiles, ensuring
that this application triggers the least possible risk. Thus, the present work aimed at synthesizing
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npropil 4,6-di-O-acetyl-2,3-didesoxy-a-D-eritro-hex-2-enopyranoside glycosides, as well as
evaluating the toxicity of this compound through the bioassay with Artemia salina Leach. The
glycoside was obtained following the protocol determined by Toshima and collaborators and then
submitted to the bioassay with Artemia salina Leach, as described by Meyer and collaborators in
concentrations of 10, 100, 500 and 1000 pg.ml-1. The glycoside was obtained efficiently with 89%
yield after 30 minutes of reaction, presenting an oily and translucent appearance, being characterized
by the spectroscopic techniques of 1V and NMR 1H and 13C. Regarding the toxicity test, it was
observed that none of the concentrations triggered the death of more than 50% of the larvae,
concluding that the concentration capable of killing 50% of the individuals tested (CL50) is at a
value above 1000 ug.ml-1. From this it is concluded that this molecule presents itself as non-toxic,
which allows its use in the most diverse areas of health and technology.

Keywords: O-glucoside, toxicological bioassay, Artemia salina Leach.

1 INTRODUCAO

Os carboidratos, também chamados de agUcares, representam o grupo mais abundante de
compostos encontrados em fontes naturais, estando presentes desde organismos mais complexos,
como plantas e animais (FERREIRA; ROCHA; SILVA, 2009), até organismos mais simples, como
animais marinos e bactérias (BANDERA et al., 2014).

Estes compostos podem realizar ligacbes especiais, denominadas ligacdes glicosidicas, e
assim conjugar-se com outras moléculas formando os glicosideos. A literatura relata um grande
namero de glicosideos com importantes atividades farmacolégicas, a saber: acdo anti-inflamatéria,
antibidtica, antiviral, antitumoral, imunoldgica, anticoagulante e antiprotozoaria, (ALMEIDA,
2015).

No entanto, para que seja sustentada a utilizacdo destes compostos para 0s mais diversos
fins, € necessario que 0s mesmos esbocem suas agdes desencadeando o minimo de toxicidade
possivel, sendo preferivel a auséncia de efeitos toxicos. Partindo desta premissa, surge a necessidade
de conhecer as condi¢fes de uso seguro destes compostos para a salide humana e ambiental,
assegurando a seguranca de seu uso (BARROS; DAVINO, 2008).

A realizacdo de estudos toxicologicos possibilita a identificacdo dos riscos associados de um
determinado composto e determina em quais condi¢Ges de exposi¢ao esses riscos sdo induzidos
(JAMES; ROBERTS; WILLIAMS, 2000). Estes estudos viabilizam a elabora¢do de medidas que
protejam os seres vivos e 0 ambiente dos efeitos deletérios causados por esses compostos, bem como
facilitam o desenvolvimento de agentes quimicos nocivos mais seletivos, tais como drogas clinicas
e pesticidas (HODGSON, 2004).

A Artemia salina Leach é um pequeno organismo zooplanctonico pertencente ao filo dos

artropodes, mais especificamente ao subfilo crustadceo, que pode ser encontrado em ambientes
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marinhos (salinas). Devido possuir elevada adaptabilidade e uma imensa distribuicdo geogréafica é
comumente utilizada na alimentagéo de diversos seres aquaticos (ATES et al., 2016). O ensaio com
A. salina também permite a ndo utilizacdo de ratos e camundongos em testes in vivo e pode ser
utilizado como parametro para analisar diversas atividades bioldgicas, a citar antioxidante
(SARAIVA et al., 2011), fototoxica (OJALA et al., 1999), larvicida (LUNA et al., 2005), citotoxica
(CHOHAN et al., 2010), entre outras (BAGHERI et al., 2010; NINO; CORREA & MOSQUERA,
2006).

Neste contexto, o bioensaio com Artemia salina Leach destaca-se no meio cientifico por se
mostrar eficiente na avaliacdo da toxicidade geral, trazendo a vantagem de ser prético, apresentando
facilidade e rapidez de execucédo associado ao baixo custo (MEYER et al., 1982), sendo por estas
razdes uma excelente ferramenta para a analise preliminar da toxicidade geral (LUNA et al., 2005).

Tendo conhecimento das caracteristicas quimicas e biologicas dos glicosideos, bem como a
necessidade de estudos que avaliem a toxicidade destes compostos, o presente trabalho objetivou
sintetizar o npropil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo, bem como

avaliar a toxicidade deste composto através do bioensaio com Artemia salina Leach.

2 METODOLOGIA
2.1 LOCAL DE DESENVOLVIMENTO DO ESTUDO

A sintese do npropil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo foi
desenvolvida no Laboratério de Sintese Organica (LASO) do Centro de Educacdo e Salde da
Universidade Federal de Campina Grande, Campus Cuité — PB, onde 0 mesmo é provido de toda
aparelhagem necessaria para o procedimento sintético. A caracterizacdo do composto foi realizada
na Central Analitica da Universidade Federal de Pernambuco, Recife — PE e 0 ensaio toxicologico
frente as larvas de Artemia salina foi realizado no laboratério de Toxicologia da Universidade
Federal de Campina Grande, Campus Cuité — PB.

2.2 MATERIAL E INSTRUMENTACAO

Em geral utilizou-se reagentes e solventes na sua forma comercial P.A. O acompanhamento
da reacdo foi realizada através de cromatografia em camada delgada (CCD) utilizado placas prontas
de silica-gel contendo indicador fluorescente Fass. Para revelagdo da CCD foi utilizado solucéo
etanodlica acida [(EtOH/H2S04) (9,5:0,5)] sob vapor aquecido. Para cromatografia em coluna foi
utilizado silica-gel 60 (Merck, 70-230 mesh) como fase estacionaria e sistemas hexano/acetato de

etila como fase movel.
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2.3 PROCEDIMENTO PARA SINTESE DO NPROPIL 4,6-DI-O-ACETIL-2,3-DIDESOXI-A-D-
ERITRO-HEX-2-ENOPIRANOSIDEO

A sintese do npropil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo, foi
realizada através do protocolo de Toshima et al. (1995), com algumas modificacdes. Deste modo,
em um baldo de fundo redondo de 100 mL, o tri-O-acetil-D-glucal (0,272 g; 1 mmol) foi dissolvido
em diclorometano seco (20 mL), posteriormente foi adicionado o &lcool npropilico (89,701 pL, 1,2
mmol) e a montmorilonita K-10 (0,1632 g; 60% m/m). Depois o baldo foi acoplado a um sistema
de refluxo e foi deixado sob aquecimento (50 £5°C) e agitacdo. Ap6s o término da reacgéo, verificado
por CCD, a mistura reacional foi filtrada. O solvente foi removido sob pressdo reduzida e o residuo
purificado em coluna cromatogréfica de silica-gel, utilizando um sistema de solvente hexano/acetato
de etila (9:1).

2.4 CARACTERIZACAO

Apbs sintetizado, o glicosideo foi caracterizado pelos métodos espectroscopicos usuais:
Ressonancia Magnética Nuclear de Proton (RMN H) e de Carbono (RMN 3C) em um
espectrometro VARIAN® modelo Unity Plus-300 utilizando como solvente o dimetilsulfoxido
deuterado (DMSO-ds). Para calibragdo do espectrometro usou-se tetrametilsilano (0,00 ppm) como
referéncia interna para os nicleos de *H e 3C, e todas as constantes de acoplamento (J) foram
descritas em hertz (Hz).

Os espectros no infravermelho foram registrados em um em espectrofotometro de 1V com
transformada de Fourier no instrumento Bruker Modelo IFS66, sendo as amostras preparadas em
pastilhas de KBr.

2.5 ENSAIO TOXICOLOGICO

O perfil de toxicidade do npropil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-
enopiranosideo foi avaliado utilizando a Artemia salina Leach, através do método proposto por
Meyer et al. (1982). Em tubos de ensaio foram adicionados as larvas da artémias em um padrédo de
10 larvas por tubo. As artémias foram expostos a um controle negativo e as concentragdes de 10,
100, 500 ¢ 1000 pg.ml-1 durante um periodo de 24 horas. Apos este periodo, foi feita a leitura de
larvas sobreviventes. As analises foram feitas em triplicatas, sendo usado K>Cr.O7 como controle

positivo e dgua salina como controle negativo.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O trabalho foi iniciado com a sintese do npropil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-
hex-2-enopiranosideo a partir da reacdo entre o 3,4,6-tri-O-acetil-D-glucal e o alcool propilico
empregando a montmorilonita K-10 como &cido de Lewis. Este composto foi obtido com 89% de
rendimento apds 30 minutos de reacdo. A reacdo de glicosidacdo se mostrou simples, rapida e
eficiente, levando ao composto desejado com rendimento semelhante aos descritos por de Oliveira
(2002) e Melo (2007).

O composto obtido apresentou aparéncia oleosa e translucida e foi caracterizado pelas
técnicas espectroscopicas de IV e RMN H e 13C, cujos os dados obtidos foram: no infravermelho
(Pastilha de KBr), principais bandas de vibracéo, 2964, 2881, 1747, 1450, 1371, 1234, 1182, 1105
cm™; no espectro de RMN !H (CDCls, 300 MHz), sinais em ppm, 5,92-5,78 (m, 2H, H-2, H-3),
5,29-5,25 (m, 1H, H-4), 4,99 (sl, 1H, H-1), 4,21 (dd, 1H, H-6, Jss’ = 12,0 Hz e Js 5 = 5,4 Hz), 4,14
(dd, 1H, H-6’, Js'6 = 12,0 Hz e Js5 = 2,1 HZ), 4,08 (ddd, 1H, H-5, J54 = 9,6 Hz, Jss = 5,1 Hz € J55°
= 2,1 Hz), 3,68 (dt, 1H, -CH,CH2CH3, J=9,6 Hz e J = 7,5 Hz), 3,45 (dt, 1H, -CH2CH>CH3, J = 9,6
HzeJ=7,5Hz), 2,07 (s, 3H, -OAc), 2,05 (s, 3H, -OAc), 1,61 (qui, 2H, -CH,CH,CHjs, J = 7,5 Hz),
0,91 (t, 3H, -CH2CH2CHs, J = 7,5 Hz); no espectro de RMN *3C (CDCls, 75 MHz), sinais em ppm,
170,7; 170,2; 128,9; 127,8; 94,2; 70,5, 66,7; 65,2; 62,9; 22,9; 20,9; 20,7, 10,6.

Uma vez sintetizado e caracterizado o npropil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-
2-enopiranosideo, a proxima etapa do trabalho foi realizar o bioensaio toxicol6gico. Analisando o
padrdo de letalidade frente as larvas de Artemia salina Leach do composto, foi observado um bom
desempenho por parte dos padrdes positivos e negativos, assegurando assim a viabilidade do teste.
Ao analisar os testes nas concentragdes de 10, 100, 500 e 1000 pg.ml?, foi observado que nenhuma
das concentragdes desencadeou a morte de mais de 50% das larvas, ja que estas permaneceram com
a mobilidade semelhante a do padrdo negativo. Tal fato leva a conclusdo de que a concentracédo
capaz de matar 50% dos individuos testados (CLso) encontra-se em um valor acima de 1000 pg.ml
1.

Meyer et al. (1982) e Nguta et al. (2011), estabeleceram uma correlagdo entre o grau de
toxicidade e a CLso do agente testado, onde sdo considerados tdxicos, ou ativos, apenas valores de
CLso menores que 1000 pg.ml™ (sendo estes classificados como altamente toxicos, moderadamente
toxicos e suavemente toxicos de acordo com o intervalo que se enquadram) e ndo toxicos valores
acima de 1000 pug.ml™. A partir de tal dado é possivel classificar o glicosideo de acordo com o0s
parametros propostos por estes autores como uma substancia ndo toxica ou de baixo risco de

toxicidade.
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4 CONCLUSAO

A reacdo de glicosidacdo se mostrou simples, rapida e eficiente, levando ao composto
desejado com rendimento semelhante aos descritos por outros autors. As analises espectroscopicas
corroboram com a estrutura objetivada, evidenciando sucesso na obtencéo do composto. O npropil
4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo  demonstrou ser ndo toxico ou
apresentar baixo risco de toxicidade, uma vez que a sua CLso apresenta um valor acima de 1000

ng.ml?, o que fomenta o seu emprego nas mais diversas areas da satde e tecnologia.
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