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Resumo

A tecnologia tem sido essencial no processo de planejamento de farmacos, uma vez que
possibilita a otimizacdo do tempo e de custos operacionais, entretanto, mesmo com toda esta
tecnologia, a busca por farmacos é um processo &rduo e grande complexidade. A quimica
medicinal é a &rea que concilia inlmeras outras areas durante o processo de desenvolvimento
de farmacos. Frente a isto, uma classe de moléculas que vem atraindo a comunidade cientifica
sdo os carboidratos, moléculas com inumeras atividades farmacoldgicas e bioldgicas. Deste
modo, o objetivo deste trabalho consistiu em esbocar a arquitetura molecular de um candidato
a farmaco, avaliar suas propriedades farmacocinéticas, farmacodinamicas e toxicoldgicas com
0 auxilio de ferramentas in silico, depois sintetiza-lo e elucidar sua arquitetura molecular.
Apbs as avaliacdes, foi constatado que o candidato foi merecedor de sua sintese, feita apds
trés etapas reacionais, na forma de um sélido branco amorfo, em 6timo rendimento (87%).
Em suma, os métodos in silico apontaram que o candidato alvo apresentou uma baixa
probabilidade de apresentar efeitos toxicos, boas caracteristicas para se tornar um bom
farmaco, um oOtimo potencial de biodisponibilidade oral e uma acentuada atividade
relacionada a inibi¢do enzimatica.

Palavras-chave: Farmacos; Métodos in silico; Carboidratos.

Abstract

Technology has been essential in the drug planning process, since it allows the optimization
of time and operational costs, however, even with all this technology, the search for drugs is
an arduous and highly complex process. Medicinal chemistry is the area that reconciles
numerous other areas during the drug development process. Faced with this, a class of
molecules that has been attracting the scientific community are carbohydrates, molecules with
numerous pharmacological and biological activities. Thus, the objective of this work was to
outline the molecular architecture of a drug candidate, evaluate its pharmacokinetic,
pharmacodynamic and toxicological properties with the aid of in silico tools, then synthesize
it and elucidate its molecular architecture. After the evaluations, it was found that the

candidate deserved his synthesis, done after three reaction steps, in the form of a white
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amorphous solid, in excellent yield (87%). In short, in silico methods pointed out that the
target candidate had a low probability of presenting toxic effects, good characteristics to
become a good drug, an excellent potential for oral bioavailability and a marked activity
related to enzyme inhibition.

Keywords: Drugs; In silico methods; Carbohydrates.

Resumen

La tecnologia ha sido fundamental en el proceso de planificacién de medicamentos, ya que
permite optimizar tiempos y costos operativos, sin embargo, ain con toda esta tecnologia, la
busqueda de drogas es un proceso arduo y muy complejo. La quimica medicinal es el &rea que
reconcilia muchas otras areas durante el proceso de desarrollo de farmacos. Ante esto, una
clase de moléculas que ha ido atrayendo a la comunidad cientifica son los carbohidratos,
moléculas con numerosas actividades farmacolégicas y bioldgicas. Asi, el objetivo de este
trabajo fue delinear la arquitectura molecular de un farmaco candidato, evaluar sus
propiedades farmacocinéticas, farmacodinamicas y toxicolégicas con la ayuda de
herramientas in silico, luego sintetizarlo y dilucidar su arquitectura molecular. Luego de las
evaluaciones, se encontrd que el candidato merecia su sintesis, realizada luego de tres pasos
de reaccion, en forma de un sdlido amorfo blanco, con excelente rendimiento (87%). En
definitiva, los métodos in silico sefialaron que el candidato diana tenia baja probabilidad de
presentar efectos toxicos, buenas caracteristicas para convertirse en un buen farmaco, un
excelente potencial de biodisponibilidad oral y una marcada actividad relacionada con la
inhibicion enzimatica.

Palabras clave: Drogas; Métodos in silico; Carbohidratos.

1. Introducéo

Durante a pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos, inimeros candidatos sdo
descartados devido a problemas relacionados com sua farmacodindmica, farmacocinética e
toxicidade. Diante disto, é necessario a utilizacdo de meios que visem avaliar estes
parametros, e um destes, é a utilizacdo de técnicas in silico, um método computacional que
apresenta elevada exatid&o, reprodutibilidade, possuem custos exorbitantemente menores e
ndo necessita do uso de animais (Srinivas et al. 2014). Essas ferramentas computacionais
permitiram uma otimizacdo do tempo e dos custos operacionais, além de dispensarem 0s

experimentos utilizando animais (Mafud et al. 2016).




Research, Society and Development, v. 9, n. 11, 77391110605, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i11.10605

Na contemporaneidade, devido ao crescente nimero de doencas e epidemias, é
justificavel que a introducdo 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 classe de compostos que sdo abundantemente encontrados em
fontes naturais, s&o os carboidratos, componentes essenciais para 0s sistemas bioldgicos, uma
vez que regulam diversos processos bioguimicos, como a resposta imunoldgica, proliferacéo e
diferenciacéo celular (Wu et al., 2015; Delbianco et al., 2016; Agirre et al. 2017).

Essas biomoléculas apresentam diversas atividades farmacoldgicas, a citar: acéo
antineoplasica, anti-inflamatoria, antibiotica, antiprotozoéria, antiviral, antitrombotica, anti-
ulcerogénica, dentre outras (Almeida, 2015; Leodido et al. 2017; Figueredo, 2018).
Adicionalmente, os carboidratos tém sido submetidos a diferentes tipos de modificacdes
estruturais pela area sintética, objetivando a descoberta de um novo composto com potenciais
terapéuticos (Nigudka e Demchenko, 2015). Dentre essas modifica¢cdes, uma que vem se
destacando € a introducdo do grupamento farmacoférico denominado de aceptor de Michael.
Os aceptores de Michael mais conhecidos sao as cetonas o, f-insaturadas, por serem ativas
contra diversas celulas tumorais (Barros, 2015; Santos et al. 2017a).

Nesta perspectiva, a quimica farmacéutica e sintética dispdem de indmeras
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 bioldgicas e farmacoldgicas de uma molécula em um periodo curto de tempo
(Toropova, 2017).

Diante do exposto, 0 objetivo principal deste trabalho consiste em estruturar um
candidato a farmaco para avaliar suas propriedades farmacocinéticas, farmacodinadmicas e
toxicoldgicas com o auxilio de ferramentas in silico, depois sintetiza-lo e elucidar sua

arquitetura molecular por métodos espectroscopicos.

2. Metodologia

O presente manuscrito trata-se de uma pesquisa quali-quantitaiva estratégica, de

carater laboratorial (Pereira et al. 2018).
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2.1 Locais da pesquisa

Os processos de analises por métodos in silico, a sintese e purificagdo do composto
foram realizados no Laboratério Aplicado de Sintese Organica (LASO), localizado no Centro
de Educacdo e Saude (CES) da Universidade Federal de Campina Grande — Campus Cuité.

Contudo, os espectros de infravermelho (1V) e ressonéncia magnética nuclear (RMN)
de hidrogénio (*H) e carbono (**C) dos intermediarios sintetizados foram realizados na

Central Analitica da Universidade Federal de Pernambuco — Campus Recife.

2.2 Equipamentos e analise dos dados

Todas as analises in silico foram realizadas em um computador, especificamente com
o sistema operacional Windows 10 e processador Intel® Core™ i5. As analises de ressonancia
magnética nuclear foram realizadas em um espectrdmetro VARIAN® modelo Unity Plus-300
utilizando como solvente o cloroférmio deuterado (CDCIs). Este espectrémetro foi calibrado
usando tetrametilsilano (TMS) (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 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 potéssio (KBr). A rotacdo
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
concentracdo de 1 m/v % em metanol (MeOH) em uma cubeta de 1 mL.

O ponto de fuséo foi realizado no Electro-thermal série 1A 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
Blichi Rotavapor modelo R-114 conectado a uma bomba de vacuo modelo KNF Neuberger, e
0 solvente remanescente foi removido utilizando uma bomba de alto vacuo da Edwards
modelo RV3. As estruturas dos candidatos foram geradas através do software ChemDraw
Ultra® verséo 12.0.

2.3 Materiais, solventes e reagentes

O acompanhamento das reacdes foi realizado através da cromatografia em camada
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delgada (CCD) utilizando placas de silica-gel contendo indicador fluorescente F254 da
Merck. Para visualizacéo, as placas foram colocadas em solucdo &cida contendo etanol e &cido
sulfarico (EtOH/H2SO4 95:5) e solucéo de vanilina. A purificacdo atraves da cromatografia
liqguida em coluna foi realizada utilizando silica-gel 60 (Merck, 70-230 mesh) como fase
estacionaria e sistemas hexano:acetato de etila como fase mével numa coluna de vidro em
diferentes proporcoes.

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 calcio e o
metanol foi destilado sob magnésio metalico e iodo sublimado. Os reagentes: D-glicose, 0
alcool 2-propin-1-ol para fazer a reagdo de glicosilacdo e o 6xido de manganés para concluir a

reacao de oxidacdo, foram adquiridos da empresa Sigma Aldrich.

2.4 Construcéo da arquitetura molecular

A arquitetura molecular composto 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 andlises in silico.

2.5 Andlises in silico

Diferentes andlises foram feitas com o composto alvo, a fim de realizar um
levantamento tedrico quanto a suas caracteristicas farmacocinéticas, farmacodindmicas e
toxicoldgicas. Para isso, foram utilizados trés softwares: Osiris Property Explorer,

Molinspiration Property Calculator e ProTox-Il.

2.5.1 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 é capaz de predizer o
potencial toxicolégico da molécula analisada, predicdo que é fundamentada na comparacdo
entre os 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
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Prevetion (CDC, traduzido para o portugués: Centro de Controle e Prevencdo de Doencas),
um 6rgdo norte-americano, e 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 reproducdo humana
através de cores, em que a cor vermelha indica alto risco, a cor amarela indica risco moderado

€ a cor verde sem risco.

2.5.2 Molinspiration Property Calculator

O software Molinspiration Property Calculator possibilita o calculo de importantes
propriedades fisico-quimicas da molécula. Estes parametros foram utilizados para avaliar o
padrdo 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 particdo
(Log P), a massa molecular em daltons, o nimero de doadores de ligacdo 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 absorcdo oral tedrico (%ABS), a partir da equacdo: %ABS= 109-
(0.345 x TPSA).

Este software também ¢é utilizado para avaliar a probabilidade deste composto atuar
em diferentes alvos farmacologicos gerando uma nocdo de suas caracteristicas
farmacodindmicas. 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 idnico, inibidor de quinase, ligante de receptor

nuclear, inibidor de protease e inibidor enzimatico.

2.5.3 ProTox —1I1

O ProTox-11 é um dos softwares que prediz a toxicidade aguda oral de um composto
diante de sua arquitetura molecular, utilizando a classificagdo de toxicidade do Sistema
Globalmente Harmonizado de Classificacdo e de Rotulagem de Produtos Quimicos (GHS).
Este software se baseia em 33 modelos de algoritmos para a previsdo 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 (Banerjee et al. 2018).
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Este software calcula a toxicidade aguda em roedores e nos d& o valor da dose letal
necessaria para matar 50% dos individuos (DLso) em mg/Kg, além disto, ele prevé a
toxicidade nos orgdos (hepatotoxicidade) e parametros toxicoldgicos (como mutagenicidade,

carcinotoxicidade, citotoxicidade e imunotoxicidade) (Banerjee et al. 2018; Silva, 2015).

2.6 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
Toshima et al. (1995), com algumas modificacdes. 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 &lcool propargilico (2-propin-1-ol) e diclorometano seco (20 mL). Em seguida, o
bal&o foi resfriado a 0°C e mantido sob agitagdo por 5 minutos.

Apbs 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 solucdo contida no baldo foi filtrada e o solvente removido sob
pressdo reduzida utilizando evaporador rotativo. O produto foi purificado em coluna
cromatogréfica utilizando inicialmente hexano e terminando com um sistema de

hexano:acetato de etila na proporgéo de 9:1.

2.7 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
bésico, através do método proposto por Santos et al. (2017a), com algumas modificacoes.
Desta forma, em um tubo de ensaio, 0 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 potéssio
(K2CO3) (69,0 mg; 0,5 mmol) e entdo, a agua (0,3 mL). O sistema reacional foi mantido sob
agitacdo durante 5 minutos sob temperatura ambiente (28+2°).

Apb6s o término da reacdo, a mistura reacional foi transferida para um baldo e




Research, Society and Development, v. 9, n. 11, 77391110605, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i11.10605

evaporado sob pressdo reduzida, com um rotaevaporador. Na sequéncia, a mistura reacional
foi seca com sulfato de sédio anidro e extraida com acetato de etila. Em seguida foi realizada
uma filtracdo 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
cromatogréfica utilizando inicialmente hexano e terminando com um sistema de

hexano:acetato de etila na proporc¢éo de 6:4.

2.8 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 oxidacdo do glicosideo hidrolisado, seguindo o método
proposto por Santos et al. (2017a), com algumas modificacdes. 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 (MnQO>). A reacgdo foi realizada em temperatura
ambiente e sob agitacdo continua. O término da reacdo foi verificado por CCD.

Uma vez comprovada a total conversao 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 cromatogréfica utilizando inicialmente hexano e

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

3. Resultados e Discussao

Inicialmente, foi avaliado o perfil farmacolégico do candidato a fim de realizar um
levantamento tedrico quanto a suas caracteristicas farmacocinéticas, farmacodinamicas e
toxicologicas. Para alcancar o exposto, foi esbocado, utilizando o software Chem Draw Ultra
12.0, sua arquitetura molecular, contendo o grupamento farmacoférico aceptor de Michael e
outras funcionalidades.

A Tabela 1 demonstra a arquitetura molecular do candidato idealizado, bem como seu

nome quimico, a citar: prop-2-in-1-il 2,3-didesoxi-2-enopiranosid-4-ulose.
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Tabela 1. Arquitetura molecular e nomenclatura do candidato a farmaco.
Candidato Nomenclatura

o
o =

Fonte: Autores, (2020).

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

A escolha da arquitetura molecular do candidato demonstrado na Tabela 1 pode ser
justificada mediante a disponibilidade de materiais, reagentes e solventes disponiveis para a
realizacdo de sua sintese, analisando em consonéncia, a metodologia de melhor viabilidade.
Feito o esboco da arquitetura molecular, 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-I1.

Especificamente, o Osiris Property Explorer foi utilizado para calcular o peso
molecular, a area da superficie polar topolégica (TPSA), necessaria para calcular o percentual
de absorcdo oral (ABS), o drug likeness (traducdo: semelhanca de farmacos) e drug score
(traducdo: pontuagdo de farmacos), bem como os riscos relacionados a mutagenicidade,
tumorogenicidade, irritacdo e interferéncia na reproducao.

O Molinspiration Property Calculator foi utilizado para calcular a lipofilicidade
(representado pelo coeficiente de particdo log P), o niUmero de doadores e aceptores de ligacéo
de hidrogénio, como também as provaveis propriedades farmacodindmicas do candidato,
avaliando se 0 mesmo atuara em receptores acoplados a proteina G (GPCR), se atuard como
moduladores de canais ibnicos, se sera inibidor de quinases, proteases ou enzimaticos, e se
atuara a nivel nuclear, atuando em ligantes de receptores nucleares.

O ProTox-Il foi utilizado afim de prevé os efeitos nocivos que o candidato possa
acarretar no sistema biolégico, assim, ele foi utilizado para calcular a DLsg, bem como a
classe toxicoldgica e se 0 mesmo podera apresentar imunotoxicidade, citotoxicidade,
hepatotoxicidade e carcinogenicidade.

A Tabela 2 sumariza os resultados relacionados com as propriedades
farmacocinéticas do candidato. A principio, foi analisado o coeficiente de parti¢do (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¢Ges aquosas. Sendo assim, quanto

10
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menor for o valor do log P, mais hidrofilico sera o composto e quanto maior for o valor, mais
hidrofébico serd. Dito isto, o candidato submetido a andlise, apresentou valor de log P baixo

(-1,06), concluindo que 0 mesmo possui carater preferencialmente hidrofilico.

Tabela 2. Resultado das propriedades farmacocinéticas do candidato.

Candidato LogP TPSA ABS% nDLH nALH P.M

3O gl
o =

Legendas: Log P: coeficiente de particdo; TPSA: area da superficie polar topolédgica; ABS %:
percentagem de absorcdo oral; nDLH: doadores de ligagdo hidrogénio; nALH: aceptores de ligagdo
hidrogénio; P.M: peso molecular.

Fonte: Autores, (2020).

-1,06 55,76 89,76 1 4 182

A Topological Polar Surface Area (TPSA, traducdo: Area da Superficie Polar
Topoldgica) é um pardmetro que descreve a absor¢do do farmaco, avaliando a absorcao
intestinal, a biodisponibilidade e a permeabilidade hematoencefalica (Molinspiration, 2018).
O peso molecular e a area da superficie polar topologica (TPSA) influenciam na
permeabilidade dos candidatos frente a membrana bioldgica, pois se 0s mesmos tiverem um
peso molecular e TPSA altos, ird ocasionar em uma reducdo da sua permeabilidade pela
membrana, ja que pressupde gque serd uma molécula grande e pesada, tornando dificil sua
passagem pela membrana.

J& 0 peso molecular e TPSA baixos, aumentam a probabilidade de permeabilidade
nas membranas biol6gicas (Ullah et al. 2019). Além disso, a literatura também indica que
candidatos com &reas de superficie polar topoldgica (TPSA) menor ou igual a 140 A,
apresentam melhor biodisponibilidade oral (Rodrigues, 2019). Dito isto, o valor para a TPSA
do candidato foi de 55,76 A e a partir desse valor, foi possivel calcular o percentual de
absorcdo oral tedrico (%ABS), com auxilio da equagdo: %ABS= 109 - (0.345 x TPSA).

Neste sentido, o percentual de absorcdo oral para o candidato foi de 89,76%,
constatando que em teoria, ele apresentara uma 6tima absorcao pela via oral. Adicionalmente,
foi utilizado a regra dos cinco de Lipinski a fim de prever a biodisponibilidade oral e o
potencial bioldgico do candidato idealizado. Para isso, 0 mesmo deve atender os seguintes
requisitos: o nimero de doadores de hidrogénio no ligante ndo deve ser maior que cinco, o
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namero 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 o candidato ndo apresentou qualquer violacdo 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 daltons e o log P ficou
abaixo de 5, confirmando que o candidato apresentara uma boa biodisponibilidade se ingerido
pela via oral.

Frente aos resultados das propriedades farmacocinéticas, a proxima etapa consistiu em
analisar as propriedades farmacodindmicas. Assim, foi avaliado teoricamente a possibilidade
de o candidato atuar como ligante de receptor acoplado a proteina G (GPCR); como
modulador de canal i6nico; inibidor de quinases, proteases ou de enzimas e a nivel nuclear,

atuando em ligantes de receptores nucleares, como demonstra a Tabela 3.

Tabela 3. Resultados preditivos da bioatividade do candidato nos sistemas bioldgicos.
Candidato Ligante Modulado Inibido Ligante Inibido Inibidor
GPCR  rdecanal r de de rde enzimatico
ibnico quinase receptor proteas

nuclear e

-0,36 -0,14 -1,01 -0,35 -0,56 0,10

o
o =

Fonte: Autores, (2020).

Diante dos resultados da Tabela 3, valores positivos (maior que 0,0) indica que o
candidato terd uma boa probabilidade de apresentar bioatividade, ja valores entre -5,00 e 0,00
indica que o mesmo tera uma moderada probabilidade de apresentar bioatividade e valores
abaixo de -5,00 indica probabilidade inexistente (Singh, Gupta e Verma, 2013). Frente a estas
consideracOes, 0 presente candidato apresentou valores que ficam entre uma boa e moderada
bioatividade.

Sendo assim e analisando os valores obtidos, pode-se supor que o candidato alvo terd

uma boa probabilidade de atuar como inibidor enzimatico, pois apresentou valor positivo, nao
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descartando obviamente, as outras provaveis atuacdes, j& que o mesmo apresentou também
valores que indicam que h& probabilidades de se comportar 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 0 mesmo,
foi a de inibidor enzimatico.

E importante salientar que diversas patologias estdo relacionadas com mecanismos
enzimaticos, 0 que aumenta ainda mais o interesse pelo candidato alvo, tendo em vista que
diversos processos fisioldgicos e patoldgicos envolvem a participacdo de enzimas, bem como
o tratamento de inumeras doencas cronicas e agudas. FArmacos que atuam como inibidores
enziméticos sdo utilizados no tratamento de diversas enfermidades, a citar: a doenca de
Alzheimer e a depressdo, patologias que vem acometendo seriamente a populacdo (Araujo,
Santos e Gonsalves, 2016; Soares et al. 2019).

A Tabela 4 descreve o risco de toxicidade que o candidato alvo possa ocasionar, a
citar, mutagenicidade, tumorogenicidade, irritacdo ou até mesmo interferir na reproducéo.
Assim, os resultados listados na Tabela 4 indicam a auséncia de fragmentos estruturais
indicadores de risco no presente candidato, resultando em uma baixa probabilidade de o

mesmo Vir a apresentar efeitos toxicos para os parametros avaliados.

Tabela 4. Resultados da toxicidade dos candidatos.

Candidato Mutagénico Tumorigénico Irritante  Interferéncia
na

reproducao
0% 0% 0% 0%

o
o =

Fonte: Autores, (2020).

Com isto, o candidato alvo ndo apresenta potenciais mutagénicos, tumorigénico,
irritante ou que venham a interferir na reproducdo. Em consonancia, foi avaliado também se
eles apresentardo potenciais para serem imunotdxicos, citotoxicos, hepatotdxicos ou
carcinogénicos e em nenhum desses casos, 0s candidatos apresentaram tais potenciais,
corroborando com os resultados ja citados. Os resultados obtidos para 0 composto, demonstra
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ainda mais o quédo promissor é esta molécula, destacando o grupamento farmacoférico 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 necesséria
para matar 50% dos individuos (DLsg) e o nivel toxicolégico em que se enquadra. Para isto,
foi utilizado o software ProTox-Il, o qual utiliza a classificacdo de toxicidade do Sistema
Globalmente Harmonizado de Classificacdo de Rotulagem de Produtos Quimicos (GHS)

(Banerjee et al., 2018), que estabeleceram os seguintes critérios de classificacao:

Classe I: Letal (DLso <5)

Classe II: Letal (5 <DLsg < 50)

Classe Il1: Toxico (50 <DLsp < 300)

Classe 1V: Nocivo (300 <DLsg <2000)

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

AN N N N N

Em consonancia, foi avaliado o drug likeness e drug score, 0os 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, o candidato algo apresentou
uma DLso de 500 mg/Kg, se enquadrando na classe IV de classificacdo, o que significa que
esse composto ndo € letal, mas pode ser levemente nocivo (Banerjee et al., 2018).

Partindo agora para os ultimos parametros de avaliacdo in silico, foi avaliado a
probabilidade de o candidato vir a se tornar um farmaco, por meio do drug likeness e drug

score, aos quais os resultados estdo também na Tabela 5.
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Tabela 5. Resultados da DLso, drug score e drug likeness do candidato.

Candidato DLso Classede  Drug Likeness Drug Score
Toxicidade
OH 500 v 1,21 0,87

7z
o =

Fonte: Autores, (2020).

O drug likeness é demonstrado por meio de valores que indicam fragmentos de
farmacos conhecidos, avaliando a semelhanca 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 catadlogo Fluka®, resultando em uma lista completa com todos
os fragmentos disponiveis (Urso et al. 2011; Silva, 2015b; Organic Chemistry Portal, 2018).

J& o drug score é um parametro utilizado para indicar se a molécula possui
grupamentos farmacoféricos frequentemente encontrados nos medicamentos, qualificando o
composto a ser farmaco. Este parametro € calculado combinando-se os resultados do drug-
likeness, do coeficiente de particdo (log P), da solubilidade e do risco de toxicidade, gerando
um valor Gtil 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 préximo de 1 for
o resultado de drug score, maior é a probabilidade de o composto vir a se tornar um farmaco
(Silva, 2015). De acordo com a Tabela 5, os resultados encontrados para o candidato foi de
1,21 para o drug likeness e 0,87 para o drug score, confirmado que 0 mesmo € qualitativo e
tem grande potencial para vir a se tornar um farmaco de procedéncia.

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, foi inicialmente sintetizado o 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 1), utilizandodo a metodologia proposta por Toshima et al.
(1995), com algumas modificacdes. Ap0s sua sintese, fez-se entdo o processo de purificacéo,
através de cromatografia em coluna, utilizando silica em gel.

O glicosideo obtido e que foi posteriormente purificado, apresentou uma aparéncia
solida de coloracdo branca. Adicionalmente, o composto citado foi obtido em 6étimo
rendimento, com 89%.
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Figura 1. Esquema da reag&o de sintese do O-glicosideo-2,3-insaturado.
OAc

OAc _
K-10
(0} \/
| //\OH (100% M/M) w0 Z
+ — >
o z CH,C1 o
AcO 22 AcO
OA 30 min
c

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: Autores, (2020).

A caracterizacdo 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 (*3C) e de infravermelho (IV),
descritas na Tabela 6. Frente a Tabela 6 e analisando os valores das bandas de vibragéo, das
integrais e deslocamento quimicos, constatou-se que o O-glicosideo-2,3-insaturado foi

sintetizado com sucesso.

Tabela 6. Dados espectrométricos do O-glicosideo-2,3-insaturado.

RMN
RMN H 13C (75
composto (o5 (300 MHz, CDCls) MHz,
CDCls)
OH +137,7 | §5,90 (dl, 1H, H3, J = 10,2 Hz), | &
0 .\\0/// ™ 5,82 (dt, 1H, H2, J = 10,2 e 1,5 | 170,7;
0P ~F (pastilha de Hz), 5,33 (dd, 1H, H4, J = 9,6; | 170,2;
KBN). 3,0 e 1,5 Hz), 5,22 (sl, 1H, H1), | 129,7;
4,29 (d, 2H, OCHy, J = 2,4 Hz), | 127,1;
vmax 3296, | 4,25 (dd, 1H, H6, J = 12,4 e 5,4 | 92,7;
3058, Hz), 4,16 (dd, 1H, H6’, J 12,4 e | 78,9;
2918, 2,4 Hz), 4,07 (dd, 1H, H5, J = | 74,8;
2129, 9,6; 54 e 2,4 Hz), 2,07 (t, 1H, | 67,1;
1741, C=C—H, J = 2,4 Hz), 2,09 (s, 3H, | 65,0;
1373, OAC), 2,07 (s, 3H, OAC). 62,7;
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1235, 55,0;
1038, 966, 20,9;
907, 737 20,7.
cm?,

Legenda: [a]: rotagdo 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: cloroférmio deuterado; d: deslocamento quimico; d: dupleto; dd: dupleto de
dupleto; dl: dupleto largo; J: constante de acoplamento; dt: dupleto de tripleto; m: multipleto; s:
singleto; sl: singleto largo; OAc: grupo acetoxi; vmax: NUMero de ondas.

Fonte: Autores, (2020).

Os espectros de RMN *H e *3C (Figuras 2 e 3) 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 2. Espectro de RMN H (300 MHz, CDCls) do O-glicosideo-2,3-insaturado.

OAc
A 7
N
O\

J e |

0.98 1.05 1.02 210194112 0.91 6.41
= = Hoe = =
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.0 75 70 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 20
Chemical Shift (ppm)

Fonte: Autores, (2020).
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Figura 3. Espectro de RMN *3C (75 MHz, CDCls) do O-glicosideo-2,3-insaturado.
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Fonte: Autores, (2020).

Posteriormente, o O-glicosideo-2,3-insaturado foi entdo submetido a reacdo de
hidrélise, a fim de levar ao prop-2-in-1-il 2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo,
denominado de glicosideo hidrolisado, obtido seguindo a metodologia proposta por Santos et
al. (2017a). O tempo reacional da reacdo de hidrdlise foi de 5 minutos (Figura 4). O
glicosideo hidrolisado, apds a purificacdo em cromatografia em coluna, utilizando também

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

Figura 4. Esquema da reacédo de sintese do glicosideo hidrolisado.

OAc OH
0 \\0\/ MeOH, H,0 o. © \/
W - o
_ K,CO;,
AcO™ 5 min o™ =
Prop-2-in-1-il 4,6-di-O-acetil- Prop-2-in-1-il 2,3-didesoxi-
2,3-didesoxi-a-D- a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo

eritro-hex-2-enopiranosideo

Legendas: MeOH: metanol; H,O: agua; K,COgs: carbonato de potassio.
Fonte: Autores, (2020).
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A caracterizagdo do glicosideo hidrolisado estd sumarizada na Tabela 7, e ap0s

analisar os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (*H) (Figura 5) e

carbono (*3C) (Figura 6) e de infravermelho (IV), foi confirmando que o composto foi

sintetizado com énfase.

Tabela 7. Dados espectrométricos do glicosideo hidrolisado.

13
RMN IH RMN ~C
Composto [oc]2° (100 MHz,
(400 MHz, CDCl3) cDCl)
OH P +137,7 § 6,01 (dl, 1H, H3, = |8 1337
o_.0_*7 : 10,0 Hz), 5,75 (dI, 1H, | 125,3;
IV (pastilha
O dexgn | H2 =100 Hz), 519 | 925; 79,0,
(sl, 1H, H1), 4,30 (d, | 74,4; 71,4
vma 3370, o OCH,, 3= 2,0 Hz), | 63,6: 62,1
2948, 2875, 1 4 o3 (I, 1H, H4, J = | 54,8,
1490, 1263, | 95 7). 3.91-3.82 (m,
1028, 759 | 5y He), 3,71 (dd, 1H,
cmt — a9
H5, J = 92; 40 e 3,6
Hz), 2,70 (sl, 2H, OH),
2,47 (t, 1H, C=CH, J =
2,0 Hz).

Legenda: [a]: rotagdo especifica; P.F: ponto de fusdo; RMN H: ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio; RMN *C: ressonancia magnética nuclear de carbono 13; IV: infravermelho; MHz: mega-
hertz; Hz: hertz; CDCls: cloroférmio deuterado; &: deslocamento quimico; d: dupleto; dl: dupleto
largo; J: constante de acoplamento; m: multipleto; s: singleto; sl: singleto largo; OAc: grupo acetoxi;

Vmax: NUMero de ondas.
Fonte: Autores, (2020).

19




Research, Society and Development, v. 9, n. 11, 77391110605, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i11.10605

Figura 5. Espectro de RMN H (300 MHz, CDCls) do glicosideo hidrolisado.
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Fonte: Autores, (2020).

Figura 6. Espectro de RMN *3C (75 MHz, CDCls) do glicosideo hidrolisado.
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Fonte: Autores, (2020).

Uma vez sintetizado o glicosideo hidrolisado, partiu-se entdo para a Ultima reagdo: a
reacdo de oxidacdo, visando a sintese do prop-2-in-1-il 2,3-didesoxi-2-enopiranosid-4-ulose
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(candidato “4”), denominado de glicosideo oxidado, este por sua vez, conterd o grupamento
farmacoférico aceptor de Michael. O glicosideo oxidado foi sintetizado seguindo a

metodologia proposta por Santos et al. (2017a), com algumas modificacGes (Figura 7).

Figura 7. Esquema da reacdo de sintese do prop-2-in-1-il 2,3-didesoxi-2-enopiranosid-4-
ulose ou glicosideo oxidado, contendo o grupamento farmacoférico aceptor de Michael.
OH OH

o ‘\\\0\/// CH,Cl, o ‘\\\0\/4
I

A MnO, _Z _ Grupo Farmacoférico
HO" (0] - Aceptor de Michael

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: di6éxido de manganés.
Fonte: Autores, (2020).

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 coloracéo
branca, com 87% de rendimento. Os dados espectroscopicos deste composto estdo

sumarizados na Tabela 8.

Tabela 8. Dados espectrométricos do glicosideo oxidado.

RMN
RMN 'H 13C (75
Composto (o5 (300 MHz, CDCl3) MHz,
CDCls)
OH +29,8 §6,90 (dd, 1H, J1 =33 | §195,3;
o »\0/// : Hz, Jo53 = 10,5 Hz, H-2), | 1434;
IV (pastilha

0P de KBY) 6,17 (d, 1H, 3, =105 | 128,2;

Hz, H-3), 5,50 (d, 1H, J21 | 91,6;

vmax 3370 | =33 Hz, H-1), 4,50 (t, 78,6;

cm ("OH); | 1H, J=4,5 Hz, H-5); 439 |  76,0;

1701 em™ | (t,2H,J=2,4Hz, CHy), | 755,

(‘\C=0). | 4,0(dd, 2H, Jss=4,5Hz, | 61,6;

Joo = 12,0 Hz), 2,52 (t,
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1H,J=2,4 Hz, C=C-H), | 55,9.
2,19 (1H, OH).

Legenda: [a]: rotagdo 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: cloroférmio deuterado; &: deslocamento quimico; d: dupleto; J: constante de
acoplamento; vmax: NUMero de ondas.

Fonte: Autores, (2020).

De acordo com a Tabela 8, os dados da caraterizacdo do glicosideo oxidado indicam
que o mesmo foi obtido com sucesso, ou seja, a molécula contendo o grupamento
farmacoférico aceptor de Michael foi sintetizada com eficacia, mediante quatro reacdes
quimicas em que os rendimentos variaram de 85% a 91%. Ainda, 0s espectros de ressonancia

magnética nuclear de hidrogénio (*H) e carbono (*3C) estdo demonstrados nas Figuras 8 e 9.

Figura 8. Espectro de RMN H (300 MHz, CDCls) do glicosideo oxidado.
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Figura 9. Espectro RMN 3C (75 MHz, CDClIs) do glicosideo oxidado.
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Diante de todos os resultados in silico e sintéticos apresentados para o prop-2-in-1-il
2,3-didesoxi-2-enopiranosid-4-ulose, é notdrio que este composto tende a ser um candidato a
farmaco bastante promissor e isto é justificado tanto pelas suas propriedades farmacocinéticas
guanto pelas propriedades farmacodindmicas. Assim, os resultados obtidos servirdo como
motivagdo para futuros estudos de suas atividades bioldgicas e farmacologicas, contribuindo

assim, na busca de um novo farmaco que venha a ser utilizado na terapéutica.

4. Consideracdes Finais

Ap6s diversas analises sobre suas propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas,
farmacodindmicas e toxicologicas, o prop-2-in-1-il 2,3-didesoxi-2-enopiranosid-4-ulose foi
obtido apds trés etapas reacionais e caracterizado por diferentes técnicas espectroscépicas,
que confirmaram a sua estrutura quimica. Assim, o0 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 e toxicoldgicos, que servirdo de motivos para fomentar
estudos mais detalhados, como em estudos in vivo e in vitro, que proporcionardo sua

aplicacdo para os mais diversos fins farmacéuticos.
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