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RESUMO

Na quimica dos carboidratos, o O-glicosideo 2,3-insaturados € uma molécula organica na qual a unidade
sacaridica esta ligado a outro grupo funcional por meio de uma ligagéo glicosidica. Derivados de carboidratos
insaturados sdo intermediarios Uteis em transformagdes sintéticas que levam a uma variedade de compostos. O
uso de glicosideos 2,3-insaturados na glicosilacao cresceu exponencialmente durante a ultima década. Por outro
lado, existe pouco trabalho na literatura que descreve a sintese e atividade biolégica de O-glicosideo 2,3-
insaturado contendo os 1,2,4-oxadiazois como aglicona. Mediante o exposto, o0 objetivo do trabalho é sintetizar,
caracterizar e avaliar a sua toxicidade utilizando Artemia salina Leach. Inicialmente preparou-se os precursores,
o tri-O-acetil-D-glical (7) e os 1,2,4-oxadiazois racémicos (6a/b). Em seguida, a reagéo entre o tri-O-acetil-D-glical
(7) e os alcoois (R,S)-3-aril-[1,2,4—oxadiazol-5-il]-propan-2-ol (6a/b) foi realizada utilizando como catalisador a
montmorillonita K-10 em diclorometano seco, sob refluxo na temperatura de 45°C, fornecendo os compostos
(8a/b) em excelente rendimentos (96% composto 8a e 93% composto 8b). Os compostos (8al/b) sintetizados
foram caracterizados com base nas analises dos dados espectroscopicos de IV e RMN 'H e '3C e posteriormente
submetidos a bioensaios de toxicidade frente ao microcrustaceo Artemia salina Leach. Com as atividades
citotéxicas constataram-se que o percentual de mortalidade variou de 75-100% em todas as concentragdes, o
que demonstra que os compostos apresentam potenciais para testes em outros bioensaios. A DLso € observada
em 77,21 (composto 8a) e 74,09 (composto 8b). Esses resultados podem contribuir para o aprofundamento do
conhecimento sobre os potenciais farmacoldgicos e podem ser utilizados em estudos de estudos de modificacéo
estrutural por serem possiveis pré-drogas.

Palavras-chave: Carboidratos, Glical, Citotoxidade, 1,2,4-Oxidazol, Bioensaio.

ABSTRACT

In the chemistry of carbohydrates, the 2,3-unsaturated O-glycoside is an organic molecule in which the
saccharide unit is linked to another functional group through a glycosidic bond. Unsaturated carbohydrate
derivatives are useful intermediates in synthetic transformations leading to a variety of compounds. The use of
2,3-unsaturated glycosides in glycosylation has grown exponentially during the last decade. On the other hand,
there is little work in the literature that describes the synthesis and biological activity of 2,3-unsaturated O-
glycoside containing the 1,2,4-oxadiazoles as aglycone. Therefore, the objective of the work is to synthesize,
characterize, and evaluate its toxicity using Artemia salina. Initially, precursors, tri-O-acetyl-D-glical (7), and
racemic 1,2,4-oxadiazoles (6a/b) were prepared. Then, the reaction between the tri-O-acetyl-D-glical (7) and the
alcohols (R, S)-3-aryl-[1,2,4-oxadiazol-5-yl]-propan-2-ol (6a/b) was carried out using montmorillonite K-10 in dry
dichloromethane as a catalyst, under reflux at a temperature of 45 °C, providing the compounds (8a/b) in excellent
yields (96% compound 8a and 93% compound 8b). Compounds 8a/b synthesized were characterized based on
their IR, "M NMR, and '*C, and subsequently subjected to toxicity bioassays against the microcrustacean Artemia
salina Leach. With cytotoxic activities, it was found that the mortality rate varied from 75-100% in all
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concentrations, which demonstrates that the compounds have potential for testing in other bioassays. The LDso
is observed at 77.21 (compound 8a) and 74.09 (compound 8b). These results can contribute to the deepening of
knowledge about potential pharmacological and may be used in studies of structural modification studies to be

possible pro-drugs.

Keywords: Carbohydrates, Glical, Cytotoxicity, 1,2,4-Oxidazole, Bioassay.

1. INTRODUGAO:

Os carboidratos, também denominados de
agucares, constituem um grupo dos mais
abundante de compostos encontrados em fontes
naturais, estando presentes desde os mais
complexos organismos, tais como, as plantas e
animais (Ferreira; Rocha; Silva, 2009), até
organismos mais simples, como o0s animais
marinos e as bactérias de acordo com Bandera et
al., (2014). Na quimica dos carboidratos o
glicosideo € uma molécula organica na qual a
porcdo sacaridica estd ligado a outro grupo
funcional por meio de uma ligagao glicosidica. Por
outro lado, os agucares insaturados constituem
uma importante categoria de precursores de
carboidratos utilizados em sintese.
Especificamente, os glicosideos 1,2- e 2,3-
insaturados s&o excelentes intermediarios para
derivatizar monossacarideos e usado como
blocos de construcdo na sintese organica.

Glicosideos 2,3-insaturados, também
conhecidos como  pseudo-glicosideos ou
enosideos, sdo uma classe importante de
produtos naturais com muitas atividades
biologicas e capacidade de servir como substratos
para reacbes posteriores (Domon et al., 2005;
Meng et al., 2007). A literatura descreve uma série
de derivados de acucar N-ftalimidometil 2,3-
didesoxi- e 2,3-insaturados que apresentaram
potente atividade antiinflamatéria, por apresentar
reducdo do edema induzido pela carragenina
(Durham e Miller, 2002).

De acordo com Mohammad et al., (2019)
na literatura € relatado um grande numero de
glicosideos (O-, N-, S e C-) com importantes
atividades biologicas, a saber: atividade anti-
inflamatdria, antibidtica, anestésico, antitumoral,
antioxidante e antitrombica. Por outro lado, para
que a utilizacdo dos glicosideos 2,3-insaturados,
para os mais diversos fins, seja colocada em
pratica é necessario que 0s mesmos possuam a
auséncia de efeitos toxicos. Dai a necessidade de
conhecer as condigdes de uso seguro dos
glicosideos 2,3-insaturados para a saude humana
e ambiental, assegurando a seguranga de seu uso
(Barros e Davino, 2008).

Todavia, os O-glicosideos 2,3-insaturados
sdo intermediarios sintéticos utilizados como
blocos de construcdo de diferentes estruturas
complexas, como constituintes de diversos
produtos naturais e moléculas de interesse
biolégico (Wang et al., 2000; Popiotkiewicz et al.,
2005). Os glicosideos 2,3 insaturados sao obtidos
pela reacdo de glicosidagdo de agucares 1,2-
insaturados com diversos aceptores, tais como,
alcool, tiol, aminas, em preseng¢a de um acido de
Lewis moderado, como catalisador, promovendo
um deslocamento alilico no glical (Ferrier, 2001;
Gomez et al., 2013).

Este tipo de reacao fornece uma variedade
de glicosideos como potenciais blocos de
construgao para a sintese de produtos naturais
com atividades biolodgicas promissoras (Panarese
e Waters, 2009). Nos ultimos anos, diversas
condi¢des foram utilizadas para facilitar este tipo
de sintese em alto rendimentos e alta
estereoseletividade em favor do a-anémeros. Por
exemplo, o uso de diferentes catalisadores, a
saber montmorilonita K-10 (Toshima et al., 1995),
montmorilonita K-10 dopada com FeCls-6H20
(Melo et al, 2015); ou mesmo diferentes
procedimentos de sintese, tais como irradiagcéo de
micro-ondas sob condicbes sem solvente (de
Oliveira, 2002), reacao de Mitsunobu (Michigami e
Hayashi, 2012) e outros protocolos relatados
fornecendo os produtos desejados com
resultados satisfatérios (Zhang et al, 2008;
Mukherjee e Jayaraman, 2011, Drew, Wall, Kim,
2012).

Na literatura é relatada a existéncia de
muitos C-glicosideo e poucos O-glicosideos
contendo o anel 1,2,4-oxadiazol na parte
aglicbnica, sendo eles (ribo, glico, alofuranose e
1’,3’-dioxolano) (Brasileiro et al., 2006; Magalhaes
et al., 2007, Costa et al., 2009). Srivastava e
colaboradores relataram trés trabalhos de
glicosideos 2,3-insaturados com ligacdo do tipo
O-glicosidica (Srivastava et al., 2015, dos Anjos
et. al., 2007, Freitas Filho et al. 2007), no trabalho
de 2004 e 2015 o monossacarideo esta ligado
diretamente a porc¢ao do 1,2,4-oxadiazol, ja no de
2007 apresenta um espacador triazol entre o anel
piranose e o0 1,2,4-oxadiazol. Dos glico-
heterociclicos sintetizados, contendo os 1,2,4-
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oxadiazéis como aglicona, alguns C-glicosideos
tiveram suas atividades biolégicas testadas, como
exemplo podemos citar o 5-(B-D-ribofuranozil)
1,2,4-oxadiazol-3-carboxamida. Este composto,
mostrou inibicdo da leucemia L 1210 e P 388 em
cultura celular, como também atividade antiviral
dando um “Virus Rating (V.R)” de 0,33 e 0,51
contra a Vaccinia e HSV-2, respectivamente, com
muito pouco oxidase celular (Costa et al., 2009).

James e colaboradores (2000), destaca
que a realizacdo de estudos toxicologicos
possibilita a identificacdo dos riscos associados
de um determinado composto e determina em
quais condicbes de exposicido esses riscos sao
induzidos. Anda segundo Hodgson (2004),
estudos viabilizam a elaboragdao 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.

A Artemia salina Leach, um pequeno
organismo zooplancténico, que pertence ao filo
dos artropodes, mais especificamente ao
subfilo crustaceo, que pode ser encontrado em
ambientes marinhos (salinas). Devido ao fato de
possuir elevada adaptabilidade e uma imensa
distribuicdo geografica € comumente utilizada na
alimentacéo de diversos seres aquaticos (Ates et
al., 2016). A avaliacdo da toxidade utilizando A.
salina também permite a ndo utilizagao de ratos e
camundongos em testes in vivo e pode ser
utilizado como parametro para analisar diversas
atividades biologicas, a citar a atividade
antioxidante (Saraiva et al.,, 2011), atividade
fototéxica (Ojala et al., 1999), atividade larvicida
(Luna et al., 2005), atividade citotoxica (Chohan et
al., 2010), entre outras, relevantes (Bagheri et al.,
2010; Nino; Correa e Mosquera, 2006). Entéao,
avaliacdo da atividade citotoxica utilizando
Artemia salina Leach, destaca-se no meio
cientifico pela eficiéncia e eficacia trazendo a
vantagem de ser um procedimento pratico, de facil
e rapida execugdo associado ao baixo custo
(Meyer et al., 1982), sendo, portanto, uma
excelente ferramenta para a analise preliminar da
toxicidade geral (Luna et al., 2005).

Mediante o exposto, este trabalho tem
como objetivo a sintese, caracterizacéo estrutural
de O-glicosideos 2,3-insaturados, e avaliar a sua
toxicidade frente a larvas da Artemia salina Leach.
Convém destacar que os compostos a partir da
reacgdo de Ferrier entre o tri-O-acetil-D-glical 1 e
os alcoois 2a/b em presenca de montimorillonita

como catalisador. As estruturas dos compostos
obtidos foram determinadas através das técnicas
espectroscopicas de infravermelho e
Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e '3C.

2. PARTE EXPERIMENTAL.:

2.1. Solventes e reagentes

Em geral utilizou reagentes e solventes na
sua forma comercial, P.A., dos fornecedores
Merck, Aldrich, Vetec e Cinética, sem nenhuma
purificagao adicional (s6 quando mencionado),
como foi o caso dos solventes hexano e acetato
de etila que indicavam presenga de agentes
contanimantes, entretanto os mesmos foram
purificados através da destilagdo em sistema com
coluna de Vigreux

O acompanhamento das reagodes foi feito
através de cromatografia em camada delgada
(CCD), onde utilizamos cromatofolhas de silica-
gel, contendo indicador fluorescente F2s4, da
Macherey/Nagel (Ddren, Alemanha). Para
revelagdo dos compostos foi utilizada luz
ultravioleta, cuba contendo sistema de
H.SO4/EtOH e/ou vapores de iodo. Para
cromatografia em coluna foi utilizada silica gel 60
(Merck, 70-230 mesh).

2.2. Instrumentagao

Os espectros de infravermelho com
transformada de Fourier foram obtidos com o
equipamento Varian modelo 640 FTIR. Os
espectros de RMN de 'H e de '3C foram obtidos
nos equipamentos da Varian modelos Unity Plus
(300 MHz para hidrogénio e 75 MHz para
carbono) e VNMRS (400 MHz para hidrogénio e
100 MHz para carbono), usando CDCI; como
solvente ou o sinal residual do solvente como
padrdo interno de referéncia. Os valores de
deslocamento quimico () estao expressos em
partes por milhdo (ppm) e as constantes de
acoplamento (J) em Hertz (Hz). Os pontos de
fusdo dos compostos foram realizados no
aparelho PFM |l da BioSan.

2.3. Procedimentos experimentais

2.3.1. Sintese das amidoximas

Em um balédo de 25 mL mL a nitrila (1
mmol) foi dissolvida em 5 mL de alcool etilico.
Separadamente, em outro baldo de 25 mL, foi
dissolvido em 5 mL de agua 3 mmol de cloridrato
de hidroxilamina e 1,5 mmol de carbonato de
sodio. Essa solucao foi adicionada a primeira e o
meio reacional foi levado a agitacdo por
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aproximadamente 24 horas, até o consumo total
da nitrila, acompanhado através de cromatografia
em camada delgada (CCD), em sistema CHxCl; :
AcOEt ( 9:1). Apds o término da reacgao, o etanol
foi evaporado e duas fases sao formadas: a fase
aquosa e o produto insoluvel em agua, podendo
ser um 6leo ou um sodlido. Quando sdlido, o
precipitado foi filtrado e recristalizado em
cloroférmio e/ou etanol. Quando o produto
formado teve -caracteristica de um Oleo, foi
realizada uma extracdo com acetato de etila (2 x
10mL), a fase orgénica é adicionado NaSOs.
Apods uma filtracdo, o solvente foi removido sob
pressao reduzida e o produto purificado por
cristalizagdo em cloroférmio. Os produtos 3a/b
foram obtidos em a bons rendimentos (90 e 85%).
Os dados de IV, RMN 'H e '3C, corroboram com
os descritos na literatura (Andrade; Freitas Filho e
Freitas, 2016).

2.3.2. Sintese dos 1,2,4-oxadiaz6is

Em um frasco de vidro de 10 mL adicionou
0 acetatoacetato de etila (1,5 mmol) e
arilamidoxima (1,0 mmol), estes foram misturados
e levados para o banho de 6leo em temperatura
entre 100-110°C. O recipiente foi deixado em
aquecimento durante 4 horas. O término da
reagdo foi comprovada cromatografia em camada
delgada (CCD), em sistema CH.Cl.:AcOEt ( 9:1).
Os compostos 5al/b foram purificados por
cromatografia em coluna, utilizando um sistema
eluente de hexano:AcOEt (9:1).

Composto 5a: Solido amarelado obtido com 88%
de rendimento, Rr: 0,80 (CH2Cl2:AcOEt 9:1); IV
(KBr): 2926, 1714, 1363, 1164 cm™'; RMN'H (300
MHz,CDCls): 6 8,10-8,04 (m, 2H, H7e H-8Il, Ph-H),
7,53-7,47 (m, 3H, H-9, H-4 e H-5, Ph-H), 4,10 (s,
2H, CH), 2,33(s,3H,CH3); RMN™ C ( 75 MHz,
CDCls): 6 198,93(C-2); 172,97(C-5); 168,56(C-4);
131,27(C-9) 128,82(C-8); 127,36(C-7); 126,35(C-
6); 41,51(C-3); 29,84(C-1).

Composto 5b: Sdélido amarelado obtido com 74%
de rendimento; Rr 0,72 R« 0,80 (CH2Cl»:AcOEt
9:1); IV (KBr): 2924, 1720,1592, 1361, 1169 cm™';
RMN'H (300 MHz,CDCls): &6 8,00-7,78 (d, 2H,
J=8,1Hz H7,); 7,21-7,18 (d, 2H, J=8,1 Hz H8);4,10
(s, 2H, CH), 2,32(s,3H,CHs); 2,25(s.3H,CHs).
RMN™ C (75 MHz, CDCls): & 199,01(C-2);
172,79(C-5); 168,54(C-4); 141,63(C-6); 129,48(C-
7); 127,27(C-8); 123,50(C-9); 41,50(C-3);
29,82(C-10); 21,34(C-1).

2.3.3. Sintese de
propan-2-ol
Em um baldo de fundo redondo de 100 mL

3-aril-[1,2,4—oxadiazol-5-il]-

foi dissolvido o composto 5a/lb (1 mmol) em
Metanol (15mL), em seguida foi adicionado o
agente redutor boridreto de sédio a 0°C, deixando
agitar por 30 minutos. Apds o término da reacéo o
solvente evaporado sob pressdo reduzida. Em
seguida a reacao foi tratada com agua (40 ml) e
acetato de etila (40 mL) A fase organica foi
adicionado sulfato de sddio anidro. O solvente foi
removido sob pressao reduzida e material bruto foi
cromatografia em coluna. Os produtos 6a/b
obtidos apresentaram rendimentos bons (88 e
74%).

Composto 6a: 6leo amarelado obtido com 88% de
rendimento. R 0,55(CH2Cl2:AcOEt 9:1); IV (KBr):
3406, 2973, 1595, 1367, 1117 cm™'; RMN'H(300
MHz,CDCls): & 8,03-7,99 (m, 2H, H7e H-8ll, Ph-H),
7,48-7,39 (m, 3H, H-9ll, H-4 e H-5, Ph-H), 4,40 (m,
1H, CH), 3,41(Banda larga referente ao H do por
OH), 3,08-2,95(m, 2H, CH)); 1,32(S, 3H,
CH3);1,30(S, 3H, CHs); RMN™ C ( 75 MHz,
CDCls): 6 178,12(C-5); 168,24(C-4); 131,56(C-9);
129,13(C-8); 127,67(C-7); 126,65(C-6); 65,36(C-
2); 36,05(C-3); 23,07(C-1).

Composto 6b: 6leo amarelado obtido com 80% de
rendimento, Rr: 0,42(CH2Cl2:AcOEt 9:1); IV (KBr):
3406, 2973, 1580, 1363, 1114 cm™; RMN'H(300
MHz,CDCls): & 7,84-7,82 (d, 2H,J=8,1Hz), 7,18-
7,15 (d, 2H,J=8,1), 4,40 (m, 1H, CH), 3,2(Banda
larga referente ao H do grupo OH),3,08-2,95(m,
2H, CH2);1,32(S, 3H, CHzs);1,30(S, 3H, CHs);
RMN'" C ( 75 MHz, CDCl3): & 177,11(C-5);
167,42(C-4); 141,09(C-9); 129,13(C-8); 129,02(C-
7); 126,76(C-6); 64,52(C-2); 35,19(C-3); 22,79(C-
10); 21,57(C-1).

2.3.4. Sintese de glicosideos 2,3-insaturados

A um baldo de fundo redondo (125 mL) foi
adicionado o tri-O-acetil-D-glical 7 (1 mmol), e os
alcoois 6a/b (1,5 mmol) e 30 mL de CHCl; anidro.
O meio reacional foi adicionado a temperatura de
0 °C a Montmorilonita K-10 (30%). A mistura foi
deixada em refluxo por 3 horas, sendo a reagao
acompanhada por CCD em sistema
CH2CI>:AcOEt (9:1). Apds a reagao a mistura foi
fitrada e o solvente removido sob pressao
reduzida. Os produtos 8a/b foram purificados por
cromatografia em coluna de silica gel, utilizando
um sistema eluente de hexano:AcOEt (9:1).

Composto 8a: 6leo amarelado, rendimento 96%,
R+=0,61 (CH2Cl>:AcOEt 9:1); IV (KBr): 2926, 1743,
1368, 1231, 1032, 722 cm'; RMN 'H (300 MHz,
CDCls), sinais em ppm, & 8,1 (m, 3H,J=6,0Hz),
7,5(m, 4H,J=6,0Hz); 5,8(d, 1H, H2 e H3 J=9,5Hz);
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5,2 (m, 1H, H-4), 5,1(s, 1H, H-1); 4,5(m, 1H, H-5);
4,2(dd, 2H, H6 e H6’, J=1,74); 4,0( m,1H,H-7);
3,2(ddd,1H,H-8); 2,1(s,3H,0Ac); 1,3 (d,3H,CHs da
aglicona, J=6,0Hz); RMN '3C (75 MHz, CDClIs,
sinais em ppm,:6 177,24 (C=0, OAc); 170,75(C-
10); 168,27(C9); 131,29(C-3); 129,34(C-14);
128,84(C-13); 127,64(C11); 127,42(C12);
126,46(C-2); 95,05 e 92,32 (C1); 73,12(C5);
67,00(C-4); 65,26(C-6); 63,11(C-7); 34,45(C-8);
20,86 (CH3 e OAc).

Composto 8b: : 6leo amarelado, rendimento 93%,
R=0,59 (CH.Cl,:AcOEt 9:1); IV (KBr): 2926, 1743,
1368, 1231, 1032, 722 cm™'; RMN 'H (300 MHz,
CDCl3), sinais em ppm, & 7,9 (d, 2H, J=8,1Hz);
7,3(d, 2H, J=8,10Hz); 5,8(d, 1H, H2 e H3, J=10
Hz); 5,3 (m, 1H, H-4); 5,1(s, 1H, H-1); 4,2(m, 1H,
H-5); 4,2(dd, 2H, H6 e H6’, J=1,4); 3,9( m, 1H, H-
7); 3,2(ddd, 1H, H-8); 2,4 (s, 3H,CH; anel
aromatico); 2,1(s,3H,0Ac); 1,4 (d, 3H, CHs da
aglicona, J=6,0Hz); RMN '3C (75 MHz, CDCIls),
sinais em ppm, & 177,01(C=0,0Ac); 170,74(C-

10);  168,27(C9); 141,51(C-3); 129,57(C-14);
128,99(C-13);  127,55(C11);  127,30(C12);
123,85(C-2); 95,05 e 92,32(C1); 73,15(C5);

66,99(C-4); 65,26(C-6); 63,11(C-7); 34,45(C-8);
20,86 (CH3 e OAC).

2.4, Avaliagao da toxicidade frente a Artemia salina
Leach

Os ovos de Artemia salina foram
colocados para eclodirem em solugdo de sal
marinho e iluminagéo artificial. Decorridas 24
horas de eclosao, 10 larvas foram adicionadas em
tubos de ensaio contendo solucbes dos
glicosideos 2,3-insaturados de concentragdes que
variaram de 100-25 pg/mL em DMSO, todas
estando em triplicatas. Para grupo controle uma
triplicata de solugao de sal marinho e DMSO foi
preparada. Apds 24 horas de exposicao, foi feita
a contagem de artémia vivos e mortos, sendo
considerados vivos todos aqueles que
apresentassem qualquer tipo de movimento
quando observados préximos a uma fonte
luminosa. S6 foram considerados validos os
testes nos quais o controle apresentou uma
mortalidade igual ou inferior a 10 % da populagéo.

2.5. Delineamento estatistico experimental

Para analise estatistica, utilizou-se o
software TEAM R CORE, para obtencéo das CLs
e respectivos intervalos de confianga (Team,
2013).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO:

O Esquema 1 descreve as etapas de
sintese dos precursores para reacido de
glicosilagao. Inicialmente, em uma primeira etapa
foram sintetizadas duas arilamidoximas 3a/b. O
método utilizado para obtencéao das
arilamidoximas, foi o classico, ou seja, agitagao
em temperatura ambiente por 24 horas. As
diferentes arilamidoximas 3a/b foram sintetizadas
a partir de arilnitrilas 1a-c com o cloridrato de
hidroxilamina (NH2OH. HCI) e carbonato de sddio
(Na2CO3), numa solucao hidroalcodlica, em bons
rendimentos. Posteriormente, na segunda etapa,
foi realizada a sintese dos 1-(3-aril-1,2,4-
oxadiazol-5-il) propano-2-ona (5a/b), através da
reacdo entre as arilamidoximas (3alb) e
acetoacetato de etila (4) sob aquecimento e sem
utilizagao de solvente, fornecendo os compostos
em bons rendimentos, ou seja, variando de 88 e
80%. Finalmente na ultima etapa ocorreu a reacao
de reducao dos compostos 5a/b com borohidreto
de s6dio em metanol a 0 °C, que resultou na
formacdo dos compostos 6a/b, em bons
rendimentos (90-85%).

Os 3-aril-(1,2,4-oxadiazol-5-il) propano-2-
ona (5alb), foram obtidos na forma de um oleo
amarelado. Os dados espectroscépicos de |V,
RMN 'H e RMN 3C corroboram com os valores
encontrados na literatura para o 1-(3-aril-1,2,4-
oxadiazol-5-il) butan-2-ona descrito por Freitas et
al., (2007). Por outro lado, a determinagao
estrutural dos 3-aril-(1,2,4-oxadiazol-5-il) propan-
2-ol foram realizadas através de técnicas
espectroscopicas de infravermelho e RMN 'H e
RMN "3C. No espectro de IV é possivel observar o
aparecimento da banda larga de estiramento
caracteristica de alcool em 3.406 cm' e o
desaparecimento da banda caracteristica
carbonila em 1.700 cm' dos compostos (6a/b). Os
valores dos deslocamento e constantes de
acoplamento do espectro de RMN 'H e RMN '3C
sdo sumariadas na parte experimental.

De pose dos precursores e confirmadas
suas estruturas por técnicas espectroscopicas, a
quarta etapa reacional consistiu na sintese dos a
sintese O-glicosideos 2,3-insaturados através do
rearranjo de Ferrier. Os autores empregaram a
metodologia descrita por Toshima et al., (1995),
Melo et al., (2017), e de Freitas Filho et al., (2015),
devido sua eficacia, baixo custo, facil manipulagao
dos reagentes e por ser realizada em condigbes
brandas de temperatura. Sendo assim, a reagao
de glicosilagao entre o tri-O-acetil-D-glical (7) e os
alcoois (R,S)-3-aril-[1,2,4-oxadiazol-5-il]-propan-
2-ol (6a/b) foi realizada utlizando como
catalisador a montmorillonita K-10 em
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diclorometano seco, sob refluxo na temperatura
de 45°C, de acordo com o Esquema 2, fornecendo
os compostos (8a/b) em excelente rendimentos
(96% composto 8a e 93% composto 8b) e alta
estereosseletividade em favor do anémero a.

A partir da analise da mistura reacional,
através de cromatografia gasosa, foi observado
uma razdo diastereomérica (r.d.) de 87:13 que
demonstra a alta estereosseletividade da reacéo
em favor do a-andmero. A mistura foi entdo
submetida a cromatografia em coluna e isolado o
isbmero a de tragos de isdmeros 3. Em seguida, a
confirmagdo do a-anbmero majoritario e o
assinalamento completo dos nucleos de H e C foi
realizado empregando diferentes técnicas
espectroscopicas, tais como, IV e RMN 'H e 13C.

O espectro de RMN'H a 300 MHz do
composto 8a para a mistura de dois produtos
(Figura 1) foi possivel verificar em © 2,0 e 2,1ppm
dois simpletos referentes aos hidrogénios das
metilas do grupo OAc do anel piranosideo. O
simpleto largo em & 5,1 ppm corresponde ao
hidrogénio anomérico H-1. Em & 5,82 ppm um par
dubleto referente ao acoplamento de H-3 com H-
2, por sua vez em & 5,73 ppm outro dubleto
referente ao acoplamento de H-2 com H-3. A
constante de acoplamento J=9,5Hz. Em & 8,1 e
7,5 podemos observar os prétons aromaticos
apresentando multipleto com integragdo para 3
hidrogénio e 4 hidrogénios respectivamente. Por
sua vez o 0 5,27 referentes a H-4 possui um
constante de acoplamento com H-5 de J=6,7. Em
0 4,22 os protons H6 e H-6’ com esperado dubleto
de dubleto com acoplamento germinal de 2J=
1,74. O préton H-8 com & 3,95 apresenta um par
de duplos dupletos com 2Jap= 14 e 3Jac =5,9 Hz
referente ao acoplamento com H-7 caracteristico
de um acoplamento germinal diastereotdpicos em
sistemas alifaticos aciclicos. Na regido de 6 1,30-
1,45 ppm observa-se o grupo metila da aglicona
que aparece na forma de dubletos, um em 1,35
ppm com J= 6Hz e outro em 1,45 ppm também
com J=6Hz na proporgao 5:5 este dado ratifica o
fato dos compostos ser diasteroisoméricos.

Por outro lado, o espectro de RMN'3C do
composto 8a apresentou duplicidade de sinais
devido a mistura diastereoisomérica (Figura 2).
Em campo alto, observa-se o sinal do carbono das
carbonilas dos grupos OAc bem como os
carbonos do anel oxadiazélico C9 e C10 em &
170,4 e 168,3 ppm. Sinais caracteristicos de
carbonos aromaticos C11, C12, C13, C14
aparecem entre & 127,0 — & 129,0 ppm. Os
carbonos vinilicos do anel piranosidico C2 e C3

aparecem na faixa de 6 123,8 ppm, & 141,5 ppm.
Com dois sinais na regido de & 95,0 e 92,3 ppm
encontra-se o carbono anémerico C1, fato este
justificado pela presengca do anémero . Por sua
vez em campo baixo ao carbono do anel
piranosidico C5 com 6 73,1 ppm e & 70,8 ppm. Os
carbonos do anel piranosidico C4, C6 e C7
aparecem em 6 66,99 ppm, 6 65,2 ppm e 6 63,11
ppm respectivamente. Por fim o C8 aparece na
regiao 6 34,6 ppm, tipica de carbono sp2.

Uma vez sintetizado e caracterizado o (R-
S) 3-aril-[1,2,4-oxadiazol-5-il]- propan-2,3-
didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideos (8a/b),
a etapa seguinte do trabalho foi realizar o
bioensaio toxicolégico. 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. A
Tabela 1 mostra, para os compostos 8a e 8b os
valores de DLsp e os limites de confianca obtidos
da média das triplicatas para cada ensaio de
toxicidade, assim como, a média dos valores de
DLso, 0 desvio padrao, a covariancia (%) obtidos
para cada composto. Conforme demonstrado na
Tabela, observa-se que tanto o composto 8a
quanto 8b apresentou DLsp<100 pg/mL.

Observa-se que, em geral, ndao houve
grandes variagdes nos valores de DLsg entre as
triplicadas de um mesmo composto. Os
coeficientes de variacdo entre as triplicadas
variaram entre 58,25 e 58,70%.

Segundo Nguta et al., (2012) os ensaios
com A. Salina sado classificados seguindo os
seguintes parametros: CLso menor que 100 pg/mL
alta atividade toxicolégica, entre 100 e 500 pg/mL
moderada atividade toxicolégica, 500 a 1000
hMg/mL fraca atividade toxicolégica e acima de
1000 pug/mL nao téxicos.

Todavia, o teste de citoxicidade avaliou o
efeito de diferentes concentragdes dos compostos
8a e 8b nos tempos de 24 horas. Os resultados do
referido ensaio podem ser visualizados na Figura
3, onde a DLso € observada em 77,21 (composto
8a) e 74,09 (composto 8b). A concentracao letal
média (CLso) foi calculada com base na equacéao
da reta obtida pela regresséo linear, considerando
a correlacdo das concentragdes e a porcentagem
de mortalidade. Ao valor de y (ordenadas) foi
atribuido o nimero de mortes, ao resultado de x
obtido (abscissas), onde foi aplicado o valor final
da CL5o.
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Finalizando, segundo Cavalcante et al.,
(2000) a avaliacao da bioatividade de compostos
organicos, sejam eles provenientes de plantas ou
de sintese, tem sido pouco viavel em laboratorios
tradicionais de quimica. Como descrito na
literatura (Colegate e Molyneux, 1993), o ensaio
de letalidade permite a avaliagdo da toxicidade
geral e, portanto, é considerado essencial como
bioensaio preliminar no estudo de compostos com
potencial atividade biologica. Por outro lado, o
bioensaio com Artemia salina € considerado um
teste preliminar para avaliar substancias téxicas e
possivel agao antitumoral das mesmas (Carballo
et al., 2002).

4. CONCLUSOES:

Neste trabalho, foi realizada a sintese dos
materiais de partidas e de glicosideos 2,3-
insaturados contendo como aglicona os 1,2,4-
oxadiazéis, em excelentes rendimentos (93% e
96%) e alta estereosseletividade em favor do a-
anémero.

Os glicosideos 2,3-insaturados obtidos
foram purificados por cromatografia em coluna,
fornecendo o andmero a e tragos do andmero .
As estruturas dos compostos foram determinadas
por técnicas de IV e RMN 'H e '®C. Convém
destacar que para analise da atividade citotoxica
foi realizada com a mistura diastereoisomérica (R
eS).

As atividades citotoxicas foram realizadas
frente a Artemia salina onde constatou que o
percentual de mortalidade variou de 75-100% em
todas as concentragdes, o que demonstra que os
compostos apresentam potenciais para testes em
outros bioensaios. A DLsy é observada em 77,21
(composto 8a) e 74,09 (composto 8b).
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ESQUEMA 2. Sintese dos glicosideos 2,3-insaturados
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FIGURA 1. Espectro de RMN H (300 MHz) em CDClIs; do composto 8a
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FIGURA 1. Espectro de RMN H (300 MHz) em CDClI3; do composto 8a
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FIGURA 3. Porcentagem de Artemia salina mortas em relagdo ao aumento de concentragdo dos
compostos 8a e 8b.
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TABELA 1. Avaliacdo da toxicidade em A. salina Leach (DLsy) dos compostos 8a e 8b e seus
respectivos limites do intervalo de confianga de 95%.

Intervalo de confianca 95%

Compostos DLso (ug mL™") Limite inferior Limite superior
8a 77,2130
Média DLso + DP 77,2130 £ 6,9673 58,1609 88,2650
CV (%) 58,70
8b 74,0989
Média DLso = DP 74,0989 £ 9,0474 54,5531 93,6447
CV (%) 58,25

DLso = dose letal para 50% da populagéo, DP= desvio padrao, CV= Coeficiente de variagao
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