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RESUMO

Os carboidratos sdo uma importante classe de biomoléculas, onde nos ultimos anos foi comprovado
que estes compostos desempenham um papel crucial na patogénese de diversas doencas,
especificamente na diabetes, no desenvolvimento e crescimento do cancer, na septicemia, entre
outras. Diante dos aspectos elencados, o trabalho teve como objetivo sintetizaro 1,2:3,4-Di-O-
isopropilideno-a-D-galactopiranose e avaliar sua toxicidade frente ao microcrustaceo Artemia
salina Leach. A sintese do 1,2:3,4-Di-O-isopropilideno-a-D-galactopiranose deu-se a partir da
reacdo entre a D-galactose e acetona empregando sulfato de cobre anidro e &cido sulfarico
concentrado, onde esta mistura foi submetida a agitacdo por 36 horas em temperatura ambiente e
sob atmosfera inerte. Posteriormente, realizou-se o0 bioensaio toxicologico frente a Artemia
salina, a0 passo que a CLsodas artémias foi determinado através do software POLO-PC. O
composto avaliado foi obtido com um 6timo rendimento, na forma de um liquido amarelado e
a CLso encontrada através do software POLO-PC, com 95% de confianca, foi de 2300,020 pg/mL,
implicando em baixa toxicidade, ou seja, 0 composto sintetizado é atoxico. Os derivados de
carboidratos ndo tdxicos sdo muito promissores, visto sua utilizacdo em diversas areas, como sua
incorporacdo em produtos de prevencao contra caries e de higiene oral. Em suma, o0 1,2:3,4-Di-O-
isopropilideno-a-D-galactopiranose apresentou-se como um composto atoxico, 0 que servira como
motivacdo para futuros estudos de atividade biol6gica e/ou farmacolégicas devido a esta importante
caracteristica.
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ABSTRACT

Carbohydrates are an important class of biomolecules, where in recent years these compounds have
been shown to play a crucial role in the pathogenesis of various diseases, specifically in diabetes,
cancer development and growth, septicemia, among others. In view of the listed aspects, the work
aimed to synthesize 1,2: 3,4-Di-O-isopropylidene-a-D-galactopyranose and to evaluate its toxicity
against the microcrustacean Artemia salina Leach. The synthesis of 1,2: 3,4-Di-O-isopropylidene-
a-D-galactopyranose occurred from the reaction between D-galactose and acetone using anhydrous
copper sulfate and concentrated sulfuric acid, where this mixture was subjected to stirring for 36
hours at room temperature and in an inert atmosphere. Subsequently, the toxicological bioassay was
performed against Artemia salina, while the LC50 of the brine shrimp was determined using the
POLO-PC software. The evaluated compound was obtained with an excellent yield, in the form of
a yellowish liquid and the LC50 found through the POLO-PC software, with 95% confidence, was
2300.020 pug / mL, implying low toxicity, that is, the synthesized compound is non-toxic.
Derivatives of non-toxic carbohydrates are very promising, given their use in several areas, such as
their incorporation in tooth decay and oral hygiene products. In short, 1,2: 3,4-Di-O-isopropylidene-
a-D-galactopyranose was presented as a non-toxic compound, which will serve as a motivation for
future studies of biological and / or pharmacological activity due to this important feature.
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1 INTRODUCAO

Os carboidratos representam uma importante classe de biomoléculas encontradas em
plantas, animais e bactérias (BANDERA et al., 2014). Segundo Oliveira (2002), estima-se que a
maior parte de toda biomassa produzida no planeta é constituida por diferentes carboidratos. De
acordo com Nogueira (2005), eles constituem as bases de vérias industrias, principalmente da
farmacéutica, utilizados como vacinas, solucGes intravenosas, antibioticos e como material de
partida quiral para a sintese de agentes farmacéuticos. Nos ultimos anos, foi demonstrado que estes
compostos desempenham um papel crucial na patogénese de muitas doencas, particularmente da
diabetes, infeccOes bacterianas e virais, inflamacéo, desenvolvimento e crescimento do céncer,
septicemia, entre outras (NIGUDKAR, DEMCHENKO, 2015). Devido a esses aspectos elencados,
é justificavel o crescente aumento de artigos cientificos, livros e grupos de pesquisas estudando a
quimica dos carboidratos. Diante dessas consideracfes, o presente trabalho objetivou sintetizar o
1,2:3,4-Di-O-isopropilideno-a-D-galactopiranose e depois realizar o bioensaio toxicologico frente
a Artemia salina Leach. O bioensaio toxicoldgico utilizando as larvas da Artemia salina é um

método simples, rapido e de baixo custo (MERINO et al., 2015).

2 METODOLOGIA
2.1 MATERIAL E INSTRUMENTACAO

A reacdo foi realizada utilizando solventes e reagentes na sua forma comercial (P.A.),
enquanto que 0 monitoramento da reacao aconteceu por meio da cromatografia em camada delgada
(CCD). Para visualizacdo da CCD, foi utilizada luz ultravioleta e vapor de iodo. As analises de
ressonancia magnética nuclear (RMN) foram realizadas em um espectrometro VARIAN® modelo
Unity Plus-300 utilizando como solvente o cloroférmio deuterado (DMSO-de). Este espectrometro
foi calibrado usando tetrametilsilano (0,00 ppm) como referéncia interna para os nicleos de H e
13C, e todas as constantes de acoplamento (J) foram descritas em hertz (Hz). O ponto de fusdo foi
realizado no Electro-thermal série 1A 9100 Digital Melting Point. O espectro de infravermelho foi
obtido em espectrofotometro de IV com Transformada de Fourier, sendo a amostra preparada como
pastilhas de KBr. As estruturas dos compostos foram geradas através do software ChemBioUltra®

versao 12.0.
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2.2 PROCEDIMENTO PARA SINTESE DO 1,2:3,4-DI-O-ISOPROPILIDENO-A-D-
GALACTOPIRANOSE

Em um bal&o de fundo de capacidade de 250 mL, contendo 45 mL de propanona (acetona)
seca e destilada, foram adicionados a D-galactose anidra (2,0 g, 6,6 mmol), CuSOsanidro (4,5 g, 28
mmol) e 0,23 mL de H>SOs4 concentrado. A mistura reacional foi agitada por 36 horas em
temperatura ambiente e sob atmosfera inerte. Uma vez comprovado o término da reagdo por CCD,
0 CuSO4 foi removido por filtragdo a vacuo e lavado com acetona. Na sequéncia o filtrado foi
neutralizado com bicarbonato de sédio. O produto bruto foi concentrado utilizando um evaporador
rotativo e purificado por cromatografia em coluna em um sistema eluente hexano/acetato de etila
(7,5:2,5).

2.3 BIOENSAIO TOXICOLOGICO FRENTE A LARVAS DE ARTEMIA SALINA LEACH

O bioensaio toxicolégico com Artemia salina Leach foi baseado no protocolo descrito por
Meyer e colaboradores (1982). Foram utilizados 30 mg do 1,2:3,4-di-O-isopropilideno-a-D-
galactopiranose, a qual foi adicionado 50 pl de dimetilsulfoxido. A solugdo foi homogeneizada e o
volume completado para 5 ml com agua salinizada filtrada (Agua do mar e agua destilada 1:1) a ph
= 8,0. Desta solugdo foram retiradas aliquotas de 2500, 2291, 2083, 1875, 1666, 1458 e 1250 ul que
foram transferidas para outros bal6es volumétricos de 5 ml e os volumes completados com 0 mesmo
solvente, obtendo-se concentragdes de 3000, 2750, 2500, 2250, 2000, 1750 e 1500 pg/ml, para a
solucdo aquosa de 1,2:3,4-Di-O-isopropilideno-a.-D-galactopiranose. O teste foi acompanhado por
controle positivo onde utilizou-se o dicromato de potassio (K2Cr.0y7) e controle negativo utilizando
apenas agua marinha artificial e dimetilsulfoxido. Os cistos de Artemia salina (20 mg) foram
incubados sob iluminagédo artificial por 48 horas para que houvesse a eclosdo das larvas
(metanauplios), e estas, separadas em nove grupos com 10 artémias cada. O primeiro e o segundo
grupo recebeu a solucdo controle positivo (solvente e dicromato de potassio) e controle negativo
(solvente e dimetilsulfoxido) e as sete seguintes receberam a solucdo aquosa do composto em
diferentes concentragfes. As amostras foram submetidas a iluminag&o artificial durante 24 horas, e
apos este periodo foram contabilizadas as larvas vivas e mortas. O experimento foi realizado em

triplicata para cada substancia-teste.
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2.4 ANALISE ESTATISTICA
Para obtencdo dos valores da concentracdo letal para matar 50% das larvas (CLsp), foi

utilizada a andlise através do software POLO-PC (Copyright LeOra Software 1987) com 95% de
confianca.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O trabalho foi iniciado com a sintese do 1,2:3,4-Di-O-isopropilideno-a-D-galactopiranose
a partir da reacdo entre a D-gactose e acetona empregando sulfato de cobre e acido sulfarico. Esta
sintese seguiu 0 método descrito por Schmidt (1963), com algumas modificacdes, o 1,2:3,4-Di-O-
isopropilideno-a-D-galactopiranose foi obtido com 91% de rendimento na forma de um liquido
amarelado, cujo valor da rotacio especifica foi de [a]o? - 44,3 (¢ 1,0, MeOH), valor esse, proximo
ao relatado por Schmidt (1963). O 1,2:3,4-Di-O-isopropilideno-a-D-galactopiranose foi
caracterizado pelas técnicas espectroscopicas de 1V e RMN *H e 13C, cujos os dados obtidos foram:
no infravermelho (Pastilha de KBr), principais bandas de vibracdo, 3440, 2985, 2937, 1379, 1069
cm™; no espectro de RMN *H (CDCls, 400 MHz), sinais em ppm, 5,55 (d, 1H, J34 = 5,08 Hz, H-3),
4,60 (dd, 1H, Js4 = 2,36 Hz, Jsg = 7,84 Hz, H-5), 4,32 (dd, 1H, Js3 = 5,08 Hz, Ja5 = 2,36 Hz, H-4),
4,26 (dd, 1H, Jg5 = 7,84 Hz, Jg 9 = 1,56 Hz, H-8), 3,89-3,69 (m, 3H, H-9, H-10, H-10"), 2,16 (sl, 1H,
OH), 1,44 (s, 3H, -CHs), 1,32 (s, 6H, -CH3), 1,24 (s, 3H, -CHz3); no espectro de RMN **C (CDCls,
100 MHz), sinais em ppm, 109,4; 108,6; 96,2; 71,5; 70,7; 70,5; 68,1; 62,3; 29,2; 26,0; 25,9; 24,3.

Uma vez sintetizado e caracterizado o 1,2:3,4-Di-O-isopropilideno-a-D-galactopiranose, a
proxima etapa do trabalho foi realizar o bioensaio toxicoldgico deste composto frente ao
microcrustaceo Artemia salina Leach, no qual os valores da taxa de mortalidade deste composto
variou entre 0 e 100 %, visando determinar a concentracdo letal para matar 50% das larvas (CL5o).
Deste modo, a CLso encontrada através do software POLO-PC, com 95% de confianca, foi de
2300,020 pg/mL com intervalo nos limites 2242,612 a 2367,418 pg/mL. De acordo com Merino et
al. (2015), o valor da CLsg igual a 2300,020 ug/mL implica que o 1,2:3,4-Di-O-isopropilideno-o.-
D-galactopiranose apresenta baixa toxicidade, uma vez que esse valor se enquadra nos indices
superiores a 1000 pg/mL. O controle negativo ndo levou a morte de nenhuma larva, enquanto que a
CLso do controle positivo foi semelhante ao descrito por Belem et al. (2015). Devulapalle et al.
(2004), relata que os derivados de carboidratos considerados ndo toxicos sdo muito promissores,
principalmente pela sua incorporagdo em produtos de prevencdo contra caries e de higiene oral para

0 combate da placa bacteriana. Diante disso, o resultado da CLso encontrado para o 1,2:3,4-Di-O-
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isopropilideno-a-D-galactopiranose servira como motivacdo para futuros estudos de atividade

bioldgica e/ou farmacoldgicas devido a baixa toxicidade.

4 CONCLUSOES

Em suma, o 1,2:3,4-Di-O-isopropilideno-o-D-galactopiranose foi sintetizada em bom
rendimento (91%) e sua estrutura confirmada por diferentes técnicas espectroscépica. A avaliacédo
de toxicidade do 1,2:3,4-Di-O-isopropilideno-o-D-galactopiranose frente as larvas da Artemia

Salina Leach resultou na CLsp 2300,020 pg/mL, valor esse que implica em baixa toxicidade.
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