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Resumo

Introducdo: O nimero crescente de infeccOes causadas por fungos e o surgimento de microrganismos resistentes tem sinalizado a necessidade
da busca por novos agentes antifuingicos, fomentando a pesquisa em moléculas promissoras, como os O-glicosideos. Objetivo: Partindo dessa
premissa, objetivamos a sintese e investigagdo da atividade antiflngica do benzil 2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo isolado e
quando associado com a anfotericina B. Material e métodos: Inicialmente foi sintetizado o benzil 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 alcool benzilico via catalise 4cida e irradiacdo ultrassonica
seguida por sua hidrolise em meio bésico para levar ao benzil 2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo. Este foi submetido a avaliacéo
antifingica por meio do método da microdiluicdo em caldo e estudo da associagdo com a anfotericina B pelo método de Checkerboard.
Resultados: O benzil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo e o benzil 2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo
foram obtidos em excelentes rendimentos 91 e 94 %, respectivamente. O benzil 2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo apresentou
atividade antiflingica apenas contra as cepas de Candida albicans ATCC 76615, Candida albicans ATCC 76485 e Candida guilliermondii
LM 103, e sua associa¢do com a anfotericina B foi classificada como indiferente. Concluséo: Estes resultados possibilitam futuros estudos
envolvendo esta classe de moléculas, avaliagdo dos possiveis mecanismos de acdo e avaliar outras atividades biolégicas, uma vez que esta
classe molecular sustenta a expectativa de baixa toxicidade, devido ao seu padrdo de biocompatibilidade.

Descritores: Sintese Quimica; Metabolismo dos Carboidratos; Fungos; Candida.

Abstract

Introduction: The growing number of fungal infections and the emergence of resistant microorganisms have signaled the need to search for
new antifungal agents, encouraging research in promising molecules such as O-glycosides. Objective: Based on this premise, we aimed to
synthesize and investigate the antifungal activity of benzyl 2,3-dideoxy-a-D-erythro-hex-2-enopyranoside alone and when associated with
amphotericin B. Material and methods: Initially the benzyl 4,6-di-O-acetyl-2,3-dideoxy-a-D-erythro-hex-2-enopyranoside was synthesized
from the reaction between 3,4,6-tri-O-acetyl-D-glucal and benzyl alcohol via acid catalysis and ultrasonic irradiation followed by hydrolysis
in basic media to give benzyl 2,3-dideoxy-a-D-erythro-hex-2-enopyranoside. This was submitted to antifungal evaluation by means of the
broth microdilution method and study of the association with amphotericin B by the Checkerboard method. Results: Benzyl 4,6-di-O-acetyl-
2,3-dideoxy-a-D-erythro-hex-2-enopyranoside and benzyl 2,3-dideoxy-a-D-erythro-hex-2-enopyranoside were obtained in excellent yields
of 91 and 94%, respectively. Benzyl 2,3-dideoxy-a-D-erythro-hex-2-enopyranoside showed antifungal activity only against Candida
albicans ATCC 76615, Candida albicans ATCC 76485 and Candida guilliermondii LM 103 strains, and its association with amphotericin B
was classified as indifferent. Conclusion: These results enable future studies involving this class of molecules, evaluation of possible
mechanisms of action and evaluate other biological activities, since this class molecule supports the expectation of low toxicity due to its
biocompatibility pattern.

Descriptors: Chemical Synthesis; Carbohydrate Metabolism; Fungi; Candida.

Resumen

Introduccidn: El creciente nimero de infecciones fingicas y la aparicion de microorganismos resistentes ha sefialado la necesidad de buscar
nuevos agentes antifingicos, alentando la investigacion en moléculas prometedoras, como los O-glucésidos. Objetivo: En base a esta
premisa, nuestro objetivo fue sintetizar e investigar la actividad antifingica de las bencil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-
enopiranosido aislado y cuando se asocia con la anfotericina B. Material y métodos: Bencil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-
enopiranosido se sintetizd a partir de la reaccion entre 3,4,6-tri-O-acetil-D-glucal y alcohol bencilico por catélisis e irradiacién ultrasénica
seguido de su hidrolisis en medio basico para conducir al bencil 2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosido. Se sometié a evaluacion
antifingica por el método de microdilucion en caldo y a la asociacion con anfotericina B por el método Checkerboard. El bencil 4,6-di-O-
acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosido y el benzil 2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosido obtenidos con excelentes
rendimentos, 91 y 94% respectivamente. Resultados: el bencil 2,3-didesoxi-o-D-eritro-hex-2-enopiranosido mostré actividad antifingica
solo contra las cepas Candida albicans ATCC 76615, Candida albicans ATCC 76485 y Candida guilliermondii LM 103, y su asociacion
con la anfotericina B se clasificd como indiferente. Conclusién: Estos resultados permiten futuros estudios que involucren a esta clase de
moléculas, la evaluacion de posibles mecanismos de accion y la evaluacion de otras actividades bioldgicas, ya que esta clase de moléculas
respalda la expectativa de baja toxicidad debido a su patrén de biocompatibilidad.

Descriptores: Sintesis Quimica; Metabolismo De Los Hidratos De Carbono; Hongos; Candida.

INTRODUCAO

As infeccOes fungicas invasivas tém sido um pacientes imunocomprometidos', recém-nascidos,
fator preocupante na salde da populagdo mundial idosos, diabéticos, pacientes no poés-operatorio,
devido suas consideraveis taxas de morbimortalidade, mulheres gravidas ou que fazem uso de
além dos elevados custos em salde. O nimero de anticoncepcionais, além daqueles que estdo em uso
pessoas acometidas por infec¢des fungicas vem prolongado de antibidticos ou de corticoides®. Além
crescendo nas Ultimas décadas, principalmente em disso, ha uma diversidade de microrganismos
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resistentes a terapia antiflngica, reduzindo a
quantidade de farmacos totalmente eficazes e
interferindo no processo de tratamento da populagédo
em geral.

Entre 25 a 75% dos individuos saudaveis
possuem Candida spp. na sua microbiota normal®.
Entretanto, diferentes espécies deste género podem
ser citadas como causadores de infecgdes flungicas
invasivas, sendo a C. albicans a espécie mais
prevalente tanto em pacientes sadios como em
individuos morbidos™.

A C. albicans estd presente em
aproximadamente 70% dos isolados clinicos,
contudo, sua incidéncia relativa nas infecgdes esta em
declinio devido ao aparecimento de outras espécies
infeciosas, como C. glabrata, C. tropicalis e C.
parapsilosis, as quais estdo entre as mais frequentes
causas de candidemia depois da C. albicans.!
Segundo Ashong et al.*, o indice de mortalidade
relativo a candidemia oscila entre 31 e 44%, um valor
gue tende a ampliar-se devido ao desenvolvimento de
espécies mais resistentes, como C. glabrata e C.
krusei.

As infecgdes por estes microrganismos séo
comumente  encontradas na cavidade oral,
vulvovaginal e urinaria, as quais podem comprometer
as mucosas e se alastrar para grandes 6rgdos do corpo
através da corrente sanguinea levando a quadros
infecciosos sistémicos*?

Ademais, o desenvolvimento de resisténcia
de muitos microrganismos a diversos
antimicrobianos, inclusive os farmacos utilizados
tradicionalmente como antiflngicos, tem preocupado
0s 6rgdos de satide mundial®®™®.

O wuso indiscriminado dos antimicrobianos
tem sido uma razdo bem explicita para o
desenvolvimento de uma  diversidade de
microrganismos resistentes’. A preocupagdo com o0s
crescentes casos de resisténcia microbiana alastra-se
mundialmente, uma vez que na auséncia de
descobertas significativas de antimicrobianos, estima-
se que surgirdo doencas incuraveis pela tecnologia
atual, podendo matar 10 milhGes de pessoas até o0 ano
de 2050%. Este problema emergente fomenta
pesquisas que visam o desenvolvimento de novos
farmacos antifungicos que possam superar 0S
farmacos atuais tanto em termos de eficacia
relacionada & resisténcia’. Neste ambito, a obtenco
de moléculas via sintese organica vem se destacando
em meio as distintas estratégias para obtencdo de
novos farmacos, uma vez que estas transformacdes
quimicas proporcionam a descoberta de moléculas
com caracteristicas adequadas de eficacia e
seguranca, assegurando, deste modo, um melhor
perfil farmacodinamico e farmacocinético™

Desta forma, uma classe molecular
interessante  sinteticamente é a classe dos
O-glicosideos. Essas moléculas foram obtidas pela
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primeira vez por Emil Fischer em 1893 por meio da
reacdo denominada glicosilagdo. Desde entdo
diversos grupos de pesquisa concentram esforcos a
fim de melhorar o processo de obtencdo destas
moléculas (Figure 1)'*™*°.
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Figura 1: Exemplos de métodos para sintese dos O-glicosideos

Os O-glicosideos estdo presentes em uma
gama de produtos naturais, 0s quais apresentam
importantes atividades farmacoldgicas, a saber: acao
anti-inflamatdria, antibidtica, antiviral, antitumoral,
imunoldgica, anticoagulante e antiprotozoaria™®

As caracteristicas quimicas favoraveis destes
O-glicosideos permitem que eles sejam facilmente
submetidos a diferentes modificacdes estruturais'’
favorecendo o seu emprego como intermediarios
sintéticos, como protdtipos para o desenvolvimento
de novas moléculas e como componentes estruturais
de farmacos™®

Muitos destes glicosideos sdo obtidos a partir
da D-glicose, uma molécula altamente comum aos
seres vivos e amplamente aplicada nos mais variados
setores industriais, como o farmacéutico, alimenticio,
cosmético, quimico, dentre outros™. Devido a este
padrdo de compatibilidade biol6gica da D-glicose, 0s
glicosideos obtidos apresentam a expectativa de
baixa toxicidade, uma vez que uma alternativa para
resolver os problemas de citotoxicidade consiste na
utilizagdo  de  substratos que  apresentam
compatibilidade com os sistemas biol6gicos™ .

Junto a isso, nota-se que novas terapias,
incluindo combinagBes de farmacos com diferentes
mecanismos de acdo, podem melhorar a eficacia dos
tratamentos, justificando o fato de que os farmacos
mais vendidos estdo em maior parte em associagdo a
outros principios ativos.”” A flucitosina, por exemplo,
é um antifingico bastante utilizado em associacao a
outros agentes antifingicos, que contribui para o
progresso do tratamento e diminuicdo dos efeitos
colaterais®

Assim, o presente trabalho teve como
objetivo sintetizar e avaliar a atividade antifungica do
benzil 2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo
isolado e quando associado com a anfotericina B
frente a diferentes espécies de Candida spp.

MATERIAL E METODO

o Equipamentos e Anélise dos Dados
As analises de ressonancia magnética nuclear
(RMN) foram realizadas em um espectrdmetro
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VARIAN® modelo Unity Plus-300 utilizando como
solvente o cloroférmio deuterado (CDCIl;). Este
espectrémetro foi calibrado usando tetrametilsilano
(0,00 ppm) como referéncia interna para os nlcleos
de 'H e °C, e todas as constantes de acoplamento (J)
foram descritas em hertz (Hz). O espectro de
infravermelho  (IV) foi registrado em um
espectrofotdbmetro de infravermelho com
transformada de Fourier no Spectrum 400 FT-IR/FT-
NIR Spectrometer modelo PerkinElmer, sendo a
amostra preparada como pastilhas de KBr, com
nimero de scans de 16, resolucdo 4 e numero de
onda de 4000 a 400 cm™. A rotacdo especifica foi
determinada em um polarimetro digital da marca
JASCO® P-2000 equipado com a luz de sodio em
comprimento de onda 589 nm. A amostra foi
preparada em concentragdo de 1 g/mL (em MeOH)
em uma cubeta de 1 mL. A chapa de agitacdo com
aguecimento e a manta aquecedora foram da marca
Fisaton modelo 754A e 102E, respectivamente. O
solvente foi removido utilizando um evaporador
rotativo da Buchi modelo R-114 conectado a uma
bomba de vacuo modelo KNF-Neuberger, e o
solvente remanescente foi removido utilizando uma
bomba de alto vicuo da Edwards modelo RV3.

o Materiais, solventes e reagentes

O monitoramento das reacBes foi realizado
atraves da cromatografia em camada delgada (CCD)
utilizando placas de silica-gel contendo indicador
fluorescente F,s4 da Merck. Para visualizacdo, as
placas foram colocadas em solugdo 4cida
(EtOH/H,SO, na proporcdo 95/5, respectivamente).
A purificacdo através da cromatografia liquida em
coluna foi realizada utilizando silica-gel 60 da Merck
(70-230 mesh) como fase estacionaria e sistemas de
hexano:acetato de etila como fase modvel numa
coluna de vidro em diferentes proporgdes. Os
solventes comerciais foram purificados de acordo
com os protocolos descritos na literatura.?* O hexano
e 0 acetato de etila foram destilados com coluna de
vigreaux”, o diclorometano foi destilado sob hidreto
de calcio, e 0 metanol sob magnésio metalico e iodo
sublimado. Os reagentes 3,4,6-tri-O-acetil-D-glucal e
0 éalcool benzilico foram adquiridos da empresa
Sigma Aldrich.

o Sintese do benzil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-
D-eritro-hex-2-enopiranosideo (2)

O benzil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-
eritro-hex-2-enopiranosideo (2) foi sintetizado a
partir da reacdo de glicosilacdo através do protocolo
de Regueira et al.*®* com algumas modificacdes. Em
um baldo de fundo redondo com capacidade para 50
mL foi preparada uma solucéo de
3,4,6-tri-O-acetil-D-glucal (1) (0,544 g; 2 mmol) e do
alcool benzilico (0,768 g; 2,4 mmol) em acetonitrila
(8 mL), depois foi adicionado o é&cido p-
toluenossulfonico (17 mg; 20% molar). A mistura foi
colocada em um banho de ultrassom por 5 minutos.
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Ap0s esse periodo de tempo, a mistura reacional foi
diluida com acetato de etila (20 mL) e lavada com
uma solucdo saturada de NaHCO; (3 x 20 mL) e
solucdo saturada de NaCl (50 mL). As fases
organicas foram combinadas e secas com MgSO, e
0s solventes foram removidos sob pressao reduzida.

O produto bruto foi purificado através de
cromatografia liquida em coluna, utilizando silica-gel
60 como fase estaciondria e sistemas hexano:acetato
de etila como fase movel numa coluna de vidro. A
purificacdo em coluna do composto 2 iniciou usando
apenas hexano, como solvente eluente, e terminou
com a mistura de 95% de hexano e 5% de acetato de
etila.

o Sintese do benzil 2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-
enopiranosideo (3)

O benzil 2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-
enopiranosideo (3) foi sintetizado a partir da
hidrélise do composto 2 em meio bésico, através do
protocolo de Santos et al?® com algumas
modificagdes. Desta forma, em um tubo de ensaio, 0
composto 2 (0,320 g; 1 mmol) foi dissolvido em
metanol (4,0 mL). A esta solucéo foi adicionado o sal
basico K,CO; (0,276 g; 2 mmol) e 4gua (1,2 mL). A
mistura reacional foi mantida sob agitacdo durante 5
minutos sob temperatura ambiente (28 + 2°C). Apds
0 término da reacdo, a mistura reacional foi
transferida para um baldo e o solvente foi removido
sob pressdo reduzida. Na sequéncia foi adicionado
acetato de etila e MgSO, anidro. Em seguida, foi
realizada uma filtracdo simples e o filtrado coletado
em um segundo baldo, o qual foi evaporado sob
pressdo reduzida para retirada do solvente. O
composto foi purificado através de cromatografia
liquida em coluna, utilizando silica-gel como fase
estaciondria e sistemas de hexano:acetato de etila
como fase moével numa coluna de vidro. A
purificacdo em coluna do composto 3 iniciou usando
apenas hexano, como solvente eluente, e terminou
com a mistura de 60% de hexano e 40% de acetato de
etila.

o Preparo da solucéo e cepas fangicas

A solucédo foi preparada de acordo com as
normas estabelecidas pelo método de referéncia para
testes de diluicdo em caldo para determinacdo da
sensibilidade de leveduras a terapia antifingica,®
com algumas modificacfes. A solucdo do benzil 2,3-
didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo  (3) foi
preparada com o auxilio de dimetilsulfoxido
(DMSO). Foram utilizados controles com DMSO nas
mesmas concentragdes utilizadas nos testes.

Foram utilizadas dez cepas diferentes de
Candida, sendo elas: C. albicans ATCC 40042, C.
albicans ATCC 76615, C. albicans ATCC 76485, C.
parapsilosis ATCC 22019, C. tropicalis ATCC
13803, C. krusei ATCC 6258, C. krusei 120, C.
krusei LM 13, C. guilliermondii LM 301 e C.
guilliermondii LM 103.
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No experimento de sensibilidade aos
antifungicos  foi  empregado um  inbculo
compreendendo, aproximadamente, 1-5 X 108
UFC/mL com turvacao correspondente ao tubo 0,5 da
escala de McFarland.

o Determinagdo da Concentracdo Inibitoria
Minima (CIM)

A CIM foi determinada a partir da técnica de
microdiluicdo em caldo, estabelecida conforme o
método de referéncia para testes de diluicdo em caldo
para determinacdo da sensibilidade de leveduras a
terapia antifngica.”’” Foram utilizadas placas
plasticas estéreis transparentes contendo 96 pocos
com o meio de cultura liquido RPMI-1640. As
concentragdes testadas do benzil 2,3-didesoxi-a-D-
eritro-hex-2-enopiranosideo oleosa

foram de 1024 pg/mL a 1 pg/mL em
diluicdes seriadas 1:2, sendo o0 experimento
conduzido com um inéculo de concentracdo final
entre 1-5 x 10° UFC/mL em cada cavidade. Todos 0s
testes foram realizados em triplicata. Posteriormente,
as placas foram incubadas em estufa a 35 °C por 24-
48 horas, sendo considerada como CIM, a menor
concentragdo da substdncia capaz de inibir o
crescimento visual das cepas utilizadas nos testes de
sensibilidade.”®
o Associagdo do benzil 2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-
2-enopiranosideo (3)

Para a realizacdo da associagdo foram
preparadas, em tubos separados, diferentes solugdes
do benzil 2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-
enopiranosideo  (3) e da anfotericina nas
concentracdes CIMx8, CIMx4, CIMx2, CIM, CIM/2,
CIM/4 e CIM/8. A associagdo foi realizada pelo
método de Checkerboard para a determinagdo do
indice de Concentragdo Inibitéria Fracionada (ICIF)
em placas plésticas estéreis contendo 96 pocos. As
solucbes das devidas sustancias foram dispostas nas
placas de modo que as concentracBes do benzil 2,3-
didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo (3),
dispostas na vertical, associassem com todas as
concentragcbes da anfotericina B, as quais foram
dispostas de forma horizontal. Os ensaios foram
realizados em triplicata. Foi utilizado um indculo
contendo 1-5 x 10° UFC/mL em cada uma das
cavidades utilizando-se para o estudo as cepas de C.
albicans ATCC 76615 e C. albicans ATCC 76485.
Logo apos a realizacdo das associagdes, 0s ensaios
foram encubados em estufa a aproximadamente 35
°C, por 48 horas. A leitura dos resultados foi feita
visualmente. O Indice de Concentragio Inibitoria
Fracionada (ICIF) foi calculado de acordo com a
literatura®.

Considerando que “A” seja o benzil 2,3-
didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo (3) e “B” a
anfotericina B, cada valor de Concentracéo Inibitéria
Fracionada (CIF) foi calculado dividindo-se valor da
CIM encontrado de cada substancia isolada com a
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CIM derivada da associacdo. A partir disso, a
associacdo foi classificada como sinérgica (ICIF <
0,5), com aditismo (ICIF >0,5 e < 1,0), indiferente (1
a 4) e antagonica (>4)%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nossa estratégia sintética € descrita na Figura
2. Inicialmente, o 3,4,6-tri-O-acetil-D-glucal (1)
reagiu com o alcool benzilico empregando como
catalisador o &cido p-toluenossulfonico (TsOH) sob
sonicacdo levando a mistura anomérica do benzil
4,6 di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-
enopiranosideo  (2) e benzil  4,6-di-O-acetil-2,3-
didesoxi-p-D-eritro-hex-2-enopiranosideo  (2’) em
excelente rendimento (91%) e boa seletividade
anomérica (86:14). A mistura anomérica 2 e 2’ foi
purificada por coluna cromatografica levando ao
andmero o puro (2).

Posteriormente, foi realizado a hidrolise dos
grupos acetilas do composto 2 utilizando o sal bésico
carbonato de potassio (K,CO3) em meio
hidrometandlico levando a formagdo do benzil 2,3-
didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo  (3) em
excelente rendimento (94%).
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Figura 2: Estratégia sintética para sintese do composto 3.

O composto 2 foi obtido na forma oleosa,
transldcida e nosso rendimento foi superior ao obtido
por Melo et al.** . Cabe destacar que neste trabalho,*
0 grupo do professor Srivastava descreveu a sintese
do composto 2 por dois métodos distintos, em que 0
primeiro consistiu no uso de agitacdo e aguecimento,
enquanto que o segundo no uso da irradiacdo de
micro-ondas. De acordo com os resultados do
trabalho do professor Srivastava, 0 composto 2 foi
obtido com 85% de rendimento apds 180 minutos no
primeiro método, enquanto que no segundo método o
composto 2 foi obtido com 80% de rendimento apds
4 minutos de reaco®’.

O composto 3 foi obtido na forma de um
solido branco e amorfo, com um rendimento de 94%
em um tempo de 5 minutos. Este resultado é muito
semelhante ao descrito no trabalho de Santos et al.?,
0s quais obtiveram esse composto 3 com rendimento
de 95% apds 0 mesmo tempo reacional.

Os compostos 2 e 3 obtidos foram
caracterizados por diferentes técnicas. Os dados dessa
caracterizacdo estdo descritos na Tabela 1.
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Tabela 1: Dados de caracteriza¢do dos compostos 2 e 3.

Compostos Dados de caracterizacio
[alo®® +74,7 (c 1,00, MeOH)
RMN H (300 MHz, CDCly): § 7,34-7,24 (m, 5H,
Haromatico), 5,88 (dl, 1H, H-3, J = 10,5 Hz), 5,86-
OAc 5,82 (m, 1H, H-2), 5,35-5,31 (m, 1H, H-4), 5,10
o o (sl, 1H, H-1), 4,78 (d, 1H, OCH2(C6HS), J =

12,0 Hz), 4,56 (d, 1H, OCH2(C6H5), J = 12,0
Hz), 4,25 (dd, 1H, H-6, J = 11,8 e 5,4 Hz), 4,16
(dd, 1H, H-6’, J = 11,8 e 2,4 Hz), 4,13 (ddd,
1H, H-5,3=123,5,4 e 2,4 Hz), 2,09 (s, 3H, -

2 OAc), 2,07 (s, 3H, -OAc)

RMN *C (75 MHz, CDCls) § 170,8; 170,3;
137,6; 129,3; 128,5; 128,0; 127,9; 127,8; 93,6;
70,3; 67,1, 65,3, 62,9; 20,9; 20,8.

[a]o® +31,7 (c 1,00, MeOH)

IV (KBr) vmax 3323, 3031, 2988, 1454, 1093,
690 cm™
RMN H (300 Hz, CDCls) & 7,37-7,26 (m, 5H,
OH Haromatico), 5,95 (dI, 1H, J = 9,9 Hz, H-3), 5,76
(dt, 1H,J=9,9 e 2,4 Hz, H-2), 5,09 (sl, 1H, H-
1), 4,19 (dl, 1H, H-4), 4,77 (d, 1H,J = 12,3 Hz,
OCH2(C5H6)), 4,60 (d, 1H, J = 12,3 Hz,
OCH2(C5H®6)), 3,80 (d, 2H, J = 4,2 Hz, H-6),

3 3,73 (dd, 1H, J = 4,2 Hz, H-5), 2,30 (s, 2H,

OH)
RMN *3C (75 MHz, CDCls) & 137,7; 133,6;
128,5; 128,1; 127,9; 126,1; 93,7; 71,6; 70,4,
64,1, 62,5.

Legendas: [«]: rotacéo especifica; c: concentracdo comum; &: deslocamento quimico; dl:
dupleto largo; J: constante de acoplamento; dt: dupleto de tripleto; dd: dupleto de
dupleto; ddd: dupleto de dupleto de dupleto; m: miltipleto; sl: singleto largo; -OAc: grupo
acetoxi; s: singleto; d: dupleto; vma,: NUMero de ondas.

O composto 3 foi submetido aos ensaios de
atividade antifangica (Tabela 2). Neste estudo o
composto 3 mostrou-se ativo contra as cepas de C.
albicans ATCC 76615, C. albicans ATCC 76485 e
C. qguilliermondii LM 103, no entanto, ndo foi
observada atividade contra as demais cepas nas
concentragdes utilizadas e o controle utilizando
anfotericina B inibiu o crescimento de todas as cepas.

Tabela 2: Valores da CIM em pg/mL das substancias testadas

Cepas CIM (ng/mL)

Composto 3 Amfotericina B

C. albicans ATCC 40042 > 1024 0,5

C. albicans ATCC 76615 1024 0,5

C. albicans ATCC 76485 1024 0,5

C. parapsilosis ATCC 22019 > 1024 0,25

C. tropicalis ATCC 13803 > 1024 0,25

C. krusei ATCC 6258 > 1024 0,25

C. krusei 120 > 1024 0,25

C. krusei LM 13 > 1024 0,25

C. guilliermondii LM 301 > 1024 0,25

C. guilliermondii LM 103 512 0,25

Vale ressaltar que a terapia combinada pode
prevenir o surgimento de microrganismos resistentes
e também aumentar o espectro de acdo dos agentes
antimicrobianos devido a um efeito sinérgico.** Além
disso, estéo surgindo cada vez mais cepas de Candida
resistentes & anfotericina B.** Logo, a associagdo de
diferentes principios ativos pode aumentar a poténcia
dos farmacos, reduzir a toxicidade e os efeitos
adversos e superar a barreira da resisténcia.*® Desta
forma, a tabela 3 demonstra o resultado da associacéo
do composto 3 com a anfotericina B para as cepas de
C. albicans ATCC76615 e C. albicans ATCC 76485,
uma vez que esta espécie estd presente em mais 50%
dos isolados clinicos'.

399

© 2020 - ISSN 2317-3009

Tabela 3: Associagdo do glicosideo 2,3-insaturado e anfotericina B
contra C. albicans.

CIF CIF

Cepas Composto 3 Anfotericina B

C.
albicans

ICIF Interpretacao

0,125 2,0 2,125 indiferente

ATCC 05 2,0 2,5 indiferente

De acordo com a Tabela 3, os resultados da
associagdo do composto 3 com a anfotericina B,
medicamento padrdo-ouro para tratamento de
infecces fangicas invasivas®, foi classificada como
indiferente, implicando que o composto 3 néo
interferiu na atividade da anfotericina B.

Vale destacar que o composto 3 é interessante
biologicamente, pois pertence a classe dos O-
glicosideos, a qual vem ganhando destaque como
promissores agentes terapéuticos no tratamento de
diferentes  distdrbios’. Por exemplo, estudos
indicaram que glicosideos poliacetilenos exibiram
acdo anti-inflamatdria, antimicrobiana, anti-HIV e
antialérgico®. Adicionalmente, Guo et al.* isolaram
alguns desses glicosideos poliacetilenos com
atividade antimicrobiana contra Bacillus anthracis.

Recentemente, nosso grupo de pesquisa
descreveu uma interessante acdo antitumoral de
diferentes O-glicosideos contendo uma unidade Z-
eninica em sua estrutura, os quais diferem dos
compostos 2 e 3 apenas em relacdo a sua unidade
aglicona, conservando a porcdo sacaridica da
molécula®’.

Também  foi avaliada a  atividade
antimicrobiana de glicosideos de isoflavonas contra
bactérias e fungos, demonstrando sua atuacdo
semelhante a estreptomicina contra Escherichia coli e
semelhante a griseofulvina contra o Aspergillus
niger®.

Em outro trabalho do nosso grupo de
pesquisa, foi avaliada a atividade
antifingica do prop-2-in-1-il  4,6-di-O-acetil-2,3-
didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo frente
diferentes espécies de Candida nédo albicans, em que
foi constatado um sinergismo desta molécula com a
anfotericina B, sugerindo seu potencial para terapias
combinadas®. Vale destacar que essa molécula
apresenta uma arquitetura molecular muito
semelhante ao composto 3, o que motiva futuras
mudancas na estrutura do composto 3 a fim de
acentuar a sua atividade.

Dessa forma, torna-se evidente a importancia
da pesquisa de novas alternativas para a terapia
combinada a fim melhorar as propriedades
farmacocinéticas e farmacodinamicas de
antimicrobianos ja existentes e, principalmente,
erradicar a evolucho do surgimento de
microrganismos resistentes. Assim como, oferecer
uma melhor terapia para a populagdo em geral, com a
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inovacdo de farmacos combinados que possam
diminuir os efeitos colaterais provocados por estes
agentes.

O resultado aqui apresentado configura-se
como o primeiro passo no desenvolvimento de novos
farmacos, fornecendo informagdes importantes que
auxiliardo na conducéo de pesquisas futuras, uma vez
gue tais evidéncias apontam o composto 3 como um
candidato promissor para 0 processo de otimizacdo,
com boa probabilidade de vir a ser Gtil futuramente
na obtencdo de bons farmacos antifungicos.

CONCLUSAO

O benzil 4,6-di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-
eritro-hex-2-enopiranosideo (2) e o benzil
2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-enopiranosideo (3)
foram sintetizados em excelente rendimento
(91% e 94%, respectivamente) e suas estruturas
foram confirmadas por diferentes técnicas
espectroscopicas.

O composto 3 apresentou atividade
antifngica contra as cepas de C. albicans ATCC
76615, C. albicans ATCC 76485 e C. guilliermondii
LM 103, porém, os valores de CIM foram elevados.
Sua associagdo com a anfotericina B foi classificada
como indiferente, ou seja, 0 composto 3 ndo
interferiu na atividade da anfotericina B.

Adicionalmente, estes resultados possibilitam
futuros estudos envolvendo modificagdes estruturais
nesta classe de moléculas, avaliacdo do mecanismo
de acdo frente aos diferentes microrganismos
patogénicos e avaliacdo de outras atividades
biolégicas, uma vez que esta classe molecular
sustenta a expectativa de baixa toxicidade devido seu
padrdo de biocompatibilidade se configurando como
um candidato promissor para 0 processo de
otimizacdo, com boa probabilidade de vir a ser util
futuramente na obtencdo de bons farmacos
antifangicos.
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