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RESUMO

SINTESE, OTIMIZACAO E AVALIACAO DA ATIVIDADE

BIOOGICA DE DERIVADOS DE CHALCONAS. A populagdo mundial
veem envelhecendo e com isto algumas doencas tornam-se mais comum. A
doenca de Alzheimer (DA) € uma demencia causada pela perda da funcao
cognitiva do individuo e as drogas empregadas no seu tratamento tem como
base a inibicdo da enzima acetilcolinesterase (AChE). O cancer é um conjunto
de doencas que se desenvolvem pela multiplicacdo desordenada de células,
pode estar relacionado com fatores genéticos como também hébitos
alimentares e exposicdo a radiacdo, sendo o tratamento baseado em trés
principais técnicas: cirurgia, radioterapia e quimioterapia. Neste trabalho foram
sintetizados 15 compostos (11 chalconas e 4 iminas), baseando-se nha
condensacéao de Claisen-Smth, sendo os mesmos caracterizados por RMN (1H
e 13C) e IV. Estes compostos foram submetidos a atividade
anticolinesterasica pelo método modificado de Elman, utilizando-se CCD, e
Martson, além da avaliacdo citotéxica para as linhagens tumorias SF-295
(glioblastoma - humano), HL-60 (leucemia promielitica aguda) e HCT-116
(colén). Os compostos ndo apresentaram atividade para a enzima AChE frente
aos métodos empregado, sendo esta causa investigada utilizando métodos de
modelagem molecular, onde buscou-se na literatura compostos ativos para
esta enzima, que continham similiaridades com as estruturas sintetizadas neste
trabalho. Foram calculados 80 descritores sendo estes submetidos a uma
andlise estatistica (peso de fisher) onde o numero de variaveis foi reduzido
para 24 e destas foram selecionadas o GAP e angulo de ligagédo, onde
observou-se que os valores dos compostos sintetizados, em sua maioria,
estavam fora da faixa encontrada para os compostos ativos. Os estudos
prévios de modelagem ndo sdo suficientes para determinar as causas da
inatividade dos compostos, sendo necesséario a realizacdo de um estudo de
estrutura e reatividade. A avaliacdo antitumoral dos compostos apresentou-se
mais positiva, sendo as chalconas Mch-1 e Mch-7 ativas para duas linhagens
celulares tumorais (HCT-116 e SF-265).

Palavra chaves: sintese de chalconas, atividade biolégica e modelagem molecular.
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ABSTRACT

SYNTHESIS, OPTIMIZATION AND ACTIVITY EVALUATION OF BIOLOGICAI
CHALCONES DERIVATIVES. The world's population sees aging and some
diseases that become more common. Alzheimer's disease (AD) is a dementia
caused by loss of cognitive function of the individual and drugs used in their
treatment is based on the inhibition of the enzyme acetylcholinesterase (AChE).
Cancer is a group of diseases that develop due to the disorderly proliferation of
cells may be related to genetic factors as well as dietary habits and exposure to
radiation, the treatment being based on three main techniques: surgery,
radiation and chemotherapy. In this work we synthesized 15 compounds (11
chalcones and 4 imines), based on the condensation of Claisen-Smth, and they
are characterized by NMR (*H and *3C), IV These compounds were submitted
to acetylcholinesterase activity by the modified method of Elman, using CCD
and Martson, in addition to the evaluation of cytotoxic tumorias lines SF-295
(glioblastoma - human), HL-60 (acute leukemia promielitica) and HCT-116
(colon). The compounds showed no activity for the enzyme AChE front of the
methods employed, and this cause investigated using molecular modeling
methods, which sought in the literature active compounds for this enzyme,
containing resemblance with the structures synthesized in this work. 80
descriptors were calculated being submitted to statistical analysis (Fisher's
weight) where the number of variables is reduced to 24 and these have been
selected GAP and bond angle where it was observed that the values of the
synthesized compounds, mostly It was found out of range for the active
compounds. The previous modeling studies are not sufficient to determine the
causes of inactivity of the compounds, being necessary to the realization of a
structure and reactivity studies. The evaluation of the antitumor compounds
presented become more positive as the MCH-1 e MCH-7 chalcones and active
for two tumor cell lines (HCT-116 and SF-265).

Key word: synthesis of chalcones, biological activity and molecular modeling.



1. INTRODUCAO

O avanco tecnologico proporcionou a populacdo mundial um aumento na
expectativa de vida, onde em paises desenvolvidos os mais velhos estdo na

faixa etaria dos 80 anos.

Algumas doencas possuem como agravante a idade, sendo a doenca de
Alzheimer (DA) uma delas. Muito comum em pessoas na faixa etaria dos 65
anos a DA tem como alguns de seus sintomas a morte dos neurdnios, logo
acarretanto na perda de memoéria e consequentemente em diminui¢do na parte
cognitiva do individuo (DIAS et al., 2015). A forma de tratamento atual da DA
busca somente amenizar os sintomas apresentados, como melhora da
cognicdo, e baseia-se na hip6tese colinérgica, visando amenizar o déficit
colinérgico inibindo a atividade da acetilcolinesterase (AChE) (SAMADI et al.,
2011).

Algumas classes de compostos estdo sendo utilizadas para a producéo
de novos agentes inibidores de AChE onde derivados de chalconas estéo
sendo utilizados como protétipos para novos farmacos (BAG et al., 2013). As
chalconas sdo provenientes da via da biossintese de flavondides e possuem
uma ampla faixa de atividade bioldgicas, fato esse que desperta o interesse de
diversos grupos de pesquisas e outro fator para sua ampla utilizacdo é a
simplicidade de sua sintese (BARBOSA et al., 2011; WU et al., 2011).

7

Logo, o objetivo deste trabalho € sintetizar derivados de chalconas e
avaliar sua atividade frente a enzima acetilcolinesterase e fazer a correlacdo

dos fatores estruturais que corroboram a atividade dos compostos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 A Doenca De Alzheimer

A doenca de Alzheimer (DA) € causada pela neurodegeneracdo da
estrutura cerebral humana com perda da funcao cognitiva. Ela afeta mais de 37
milhdes de pessoas em todo o mundo, sendo que surgem globalmente cerca
de 5 milhdes de casos, um novo caso a cada 7 segundos (EL-DESOUKI,
2014). Essa doenca foi descoberta a mais de 100 anos, e o interesse por
pesquisar os sintomas, causas, fatores e tratamento teve seu avango somente
nos ultimos 30 anos (“2014 Alzheimer’s disease facts and figures”, 2014).0s
relatos iniciais mais comuns relacionados ao primeiro sintoma sdo a perda da
capacidade de lembrar novas informages e com o0 avango da doenga outros
sintomas vao surgindo como a perda de nocao de tempo e espaco, dificuldade
para se expressar e falar, além de causar, em alguns casos, apatia e depresdo

(“2014 Alzheimer’s disease facts and figures”, 2014).

Trés estagios da doenca foram descritos (Pallas & Camins, 2006):

1° Estagio: O inicio da DA tem-se pelo ataque dos neurdnios do sistema
limbico, particularmente aqueles localizados no hipocampo que correspondem
no cérebro pela zona da memoria, onde somente 0s neurénios colinérgicos séo
afetados, como se a mesma escolhesse somente os neurdnios da memoria.
Neste estagio o hipocampo perde aproximadamente 25% de seu volume.
Devido os neurbnios afetados serem responsaveis pelas memarias de curto e
longo prazo, as pessoas acometidas com esta doenca possuem leve perda na

capacidade de memorizacdo. Este estagio inicial dura de dois a quatro anos.

20 estagio: A fase intermediaria da doenca € considerada a mais longa tendo
duracdo de dois a dez anos. A enfermidade continua a degenerar,
principalmente, o sistema limbico e o hipocampo continua a perder
drasticamente neurénios, além de outras zonas do sistema limbico que fica
danificadas. Um sintoma desta etapa é a dificuldade de se comunidar dos
doentes devido perda da memoéria de curto prazo. Posteriormente, ocorre um

declinio nos niveis da acetilcolina de certos neurbnios, dentre estes estao
18



agueles localizados no telencéfalo ventral, que em condicbes normais estéo
envolvidos no armazenamento de informagfes da memdria de longo prazo. A
pessoa, portanto, ndo consegue relembrar nenhuma informag&o nova. Durante
esse estagio, a pessoa também apresenta mudancas de personalidade,

confusao, raiva, tristeza, falta de orientacdo e concentracéo

3° Estagio: Acontece quando quase todo o sistema limbico é ocupado pela
doenca, além de 90% do hipocampo. Devido o estagio avancado da doenca,
fica quase impossivel recuperar informacdes, justamente pelo enorme dano
causado no sistema limbico. Os neurénios colinérgicos sdo afetados em todo o
cortex cerebral causando uma perda nas memoérias ali armazenadas. A
pessoa esquece seu passado, amigos e familia. Além disso, perde a memoria
ocasional e perde totalmente a capacidade de se comunicar e trabalhar. Esta

fase dura de um a trés anos em média e termina com a morte do paciente.

A Figura 1 mostra os eventos principais que estdo ligados ao
desenvolvimento da neurodestruicdo celular ocasionados durante o avanco da
DA. O cérebro de uma pessoa normal possui moléculas da proteina precursora
amiléide (APP) presentes no plasma (b) e em alguns tecidos intracelulares
como os endossomos (a). A proteina € fragmentada pela enzima (-secretase
(BACE) e também pelo complexo prenselina-y-secretase (PS - y) liberando a
parte chamada de peptideo B-amildide. Em uma pessoa que apresenta a DA,
parte do peptideo B-amildide pode sofrer oligomerizacédo, primeiramente dentro
da vesicula (c), e depois ser secretado no liquido intertiscial cerebral (d), onde
os oligbmeros soluveis difundem para as fendas sinapticas, podendo interferir
com estas funcdes de uma forma, até entdo, desconhecida (e). Os oligbmeros
AB podem polimerizar-se formando fibras amildides, que sdo insollveis, as
quais se juntam em placas esféricas, prejudicando estruturalmente e
funcionalmente os axénios e dendritos adjacentes (f). A ativagdo de quinases
no citoplasma dos neurdnios leva a hiperfosforilagdo da proteina associada a
sintese de microtubulo (tau) e posteriormente a polimerizagdo em filamentos

insolUveis, que juntos formam emaranhados neurofibrilares (g).
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Emaranhado

Figura 1. Eventos bioquimicos relacionados com a DA (Fonte: Selkoe, 2004).

Existem algumas teorias que buscam explicar a causa da DA como,
cascata amildide (hip6tese amiléide), hiperfoforilacdo da proteina tau, porém a
gue € mais amplamente discutida e estudada é a hip6tese colinérgica.
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2.1.2. Relacéo entre a doenca de alzhemimer e a Hipdtese colinérgica.

Os impulos nervosos via acetilcolina 1 (Figura 2) sao considerados de
vital importancia para nossa vida, e uma das formas de diagnostico para
pacientes com DA estando relacionada com a perda/deficiéncia dessa
capacidade de comunicacédo. A hipétese colinégica baseia-se nesta ideia, isto
€, pessoas que possuem DA tem a enzima colina acetiltransferase (ChAT)
reduzida. Esta enzima é responsavel pela sintese de acetilcolina (ACh), logo
estas pessoas apresentam uma significativa reducdo de ACh, principal
responsavel pela mediacdo dos neurbnios com o restante do corpo
(SZYMANSKI; MARKOWICZ; MIKICIUK-OLASIK, 2011).

0]
g A
SN0 CHj
H
Ho
Figura 2. Estrutura quimica da acetilcolina (1) (Ach).

A ACh ¢é sintetizada dentro dos neurdnios pela ChAT, que fica localizada
em vesiculas, sendo liberada na célula pré-sinaptica, na presenca de Colina.
ApOs ser sintetizada, a ACh é transportada em vesiculas dentro dos neurdnios
até ser liberada na fenda sinaptica, para se ligar com o0s recptores
muscarinicos e colinérgicos nicotinicos das células pré-sinaptica e pos-
sinaptica (DUTHEY, 2013; SINGH et al., 2013). Quando a ACh transpassa a
fenda sinaptica ela rapidamente é hidrolisada, devido neste local possuir uma
elavada concentracdo da enzima AChE, que converte a mesma em colina e
acetato . E em sequéncia a colina é transportada para a membrana pré-
sinaptica onde da sequéncia ao ciclo (SEIDL, 2010)

Todavia, portadores de DA possuem uma deficiéncia nesse ciclo, devido
a uma baixa producdo da enzima ChAT, consequéntemente, baixa producéo
de ACh, logo, quanto maior for a concentragdo de colina maiores as chances
de sintetizar ACh e por consequéncia, sua transmissdo para as fendas

singpticas. Como a concentragdo de AChE é elevada nas fendas, inibir esta
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enzima promoveria uma maior permanéncia da ACh para promover a
neurotransmissao, tornando-se de vital importancia para o tratamento de DA
(SERENIKI; VITAL, 2008). A Figura 3 esquematiza todo o processo que ocorre

entre as células pré e pds-sinapticas.

/Acetil—CoA + Colina \

Colina acetiltransferase
Ceélula pré-sinaptica

Acetilcolina

[} ()
< [a>)
Recptores Nicotinicos
E (]
\ M O O
L S S
S o

Colina + Acetato
Acetilcolina < <

()
/ Recptores Muscarinicos

Acetilcolinesterase% \

A Inibidor de Célula pos-sinaptica
acetilcolinesterase

N _

Figura 3. Processos bioquimcos envolvidos entre as céluluas pré-sinptica e
pds-sindptica.

Alguas drogas séo utilizadas no tratamento com o objetivo de retardar os
sintomas da DA, e baseiam-se, em sua maioria, em uma hip6tese chamada
colinérgica. Esta afirma que os neurdnios colinérgicos sdo gravemente
afetados no decorrer da doenca, podendo ser estes males detectados tanto
histopatologicamente, perda de neurdnios, como quimicamente, perda de
enzimas que sintetizam a ACh (PINTO; LANCTOT; HERRMANN, 2011) e os
pacientes acometidos com a DA, de acordo com esta hipbtese, apresentavam
0o aumento de algumas enzimas como acetilcolinesterase (AChE) e
butilcolinesterase (BuChE), que estédo relacionados com o sistema colinérgico
(LUO et al., 2011a).
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Em 1993 foi aprovada a utilizacdo do primeiro farmaco, o Tacrina (2)
(Figura 4), que baseava-se na dupla inibicdo das enzimas AChE e BuChE,
porém, alguns pacientes desenvolverem hepatite medicamentosa, obrigando a
suspensdao do mesmo (SERENIKI; VITAL, 2008). Atualmente, alguns
pesquisadores tem sintetizados compostos tendo como ponto de partida essa
molécula objetivando contornar os efeitos colaterais e melhorar sua atuacdo
(LUO et al., 2011a, 2011b; SAMADI et al., 2011).

NH,

X
Z
N

Figura 4. Estrutura quimica da Tacrina (2).

Atualmente sdo comercializados quatro tipos de drogas para o
tratamento da DA, sendo elas: donepezil (3) (Aricept®), galantamina (4)
(Reminyl®), rivastigmina (5) (Exelon®), memantina (6) (Namenda®). O composto
3 (Figura 5), também conhecido como E2020, surgiu na década de 80 como
um inibidor da AChE e devido seus efeitos colaterais menos agressivos
destacou-se rapidamente, além de apresentar uma seletividade maior quando
comparado ao Tacrina, para a AChE do que para BuChE. Este perfil favoravel
€ também complementado por suas propriedades farmacocinéticas, por
exempo, um tempo de meia vida de 70 horas no plasma sanguineo (ROCCA et
al., 2002).

Figura 5. Estrutura quimica do composto donepezil (3).
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A composto 4 € um produto natural que desempenha sua acédo também
como inibidor de AChE, além de promover uma maior liberagdo de ACh na
fenda sinaptica. O composto 5, atua também na inibicdo da AChE e BuChE. O
farmaco composto 6, € o Unico que possue seu modo de atuacao diferente dos
demais citados acima, pois este ndo atua inibindo as enzimas AChE e BuChE,
mas sim na neuromodulacdo do glutamato (FUENTES; SLACHEVSKY CH,

2005). A estrutura quimica dessas moléculas organicas estdo mostradas

NH,
H;C (lf|)
N NS
s N CH
HsC © \ 3 CH,
N CHs 5 c HsC
CH,4 6

abaixo (Figura 4).

Hs

Figura 6. Estrutura quimica da galantina (4), rivastigmina (5) e memantina (6).

2.2 Aspectos gerais sobre o cancer: definicdo, evolugcdo da doenca e

fratamento.

O cancér é um conjunto de diversar doencas que possuem um ponto em
comum: o crescimento desordenado de células que invadem tecidos e orgaos.
Conforme estimativas do projeto Globocan 2012, liderado pela Agéncia
Internacional de Pesquisas em Cancer (IARC), sdo constatados mais de 14,1
milhdes de novos incidentes de cancér, totalizando 8,2 milhdes de mortes,
globalmente, onde paises em desenvolvimento destacam-se por possuirem um
aumento progressivo desta doenca, sendo os tipos mais frequentes para a
populacdo masculina o cancer de pulméo, estomago e figado ja em mulheres
tem-se o de mama, colo do Gtero e pulmdo (MAHAPATRA; BHARTI; ASATI,
2015 ; INCA, 2015)

Estima-se que em 2030, teria-se 21,4 milhdes de novos casos com 13,2
mihdes de mortes, globalmente, e a situagdo no Brasil, tende a piorar, como

evidenciado globalmente, pois estimativas do ano de 2014 apontam
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impressionates 576 mil novos casos, demonstrando a magnitude deste
problema para o pais, onde o predominante € o cancer de prostata seguido
pelo de mama (INCA, 2015).

O cancer por se manifestar em diversas partes do corpo, devido sua
evolucdo desordenada, recebendo o nome de neoplasia, onde seu grau de
periculosidade esta relacionado com o tipo de tecido afetado, logo, dependo do
local afetado o céncer € distinto. Outro fator importante em relacdo a taxa de
crescimento do tumor é a caracterizacdo deste como maligno e benigo, em
geral, quando se tem uma evolucéo rapida este e caracterizado como maligno
(COTRAN; KUMAR & COLLINS, 2000; INCA, 2015).

A metastase, é uma etapa do ciclo evolutivo da doenca onde as células
afetadas migram para outras partes do corpo, dificultanto o tratamento do
enfermo e podem ser resumidas nas seguintes etapas : invasao e infiltracéo de
tecidos subjacentes por células tumorais, dada a permeacdo de pequenos
vasos linfaticos e sanguineos; liberacao na circulacdo de celulas neoplasicas,
tanto isoladas como na forma de pequenos embolos; sobrevivencia dessas
celulas na circulacdo; sua retencdo nos leitos capilares de orgdos distantes;
seu extravasamento dos vasos linfaticos ou sanguineos, seguido do

crescimento das células tumorais disseminadas (BARBOSA, 2008).

A realizacdo do processo de mestastase depende da superacdo de
fatores biolégicos, para que as células neoplasicas se instalem em um novo
orgdo e tenham seu crescimento independente, tais eventos estao

esquematizados abaixo (Figura 7):
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Figura 7. Principais eventos envolvidos da metastase - cascata metastatica
(BARBOSA, 2008).

Pesquisas aponta que a origem das células cancerosas provém da
modificacdo do DNA de células normais, onde tal tranformac&o ocorre por
fatores genéticos, como historico de familiares com incidéncia da doenca, ou
por habitos alimentares e de vida, sendo o tabagismo e exposicao a radiacao
comumente associados a esta efermidade (MAHAPATRA; BHARTI; ASATI,
2015; INCA, 2015). Tais modificacbes celularess sdao um grande foco de
estudos, porém devido sua complexidade existem divergencias sobre o tema,

mas todas possuem um aspecto em comum, mostrado pela Figura 8.
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Figura 8. Relag&o entre a acdo dos agentes antitumorais e o ciclo celular
(BRUNTON; LAZO & PARKER, 2006).

A Figura 8 apresenta todas as fases onde podem ser encontradas
células modificadas, sendo elas: etapa anterior a biosintese do DNA (G1l);
durante a sintese do DNA (S); ap6s a sintese do DNA (G2); e na etapa
mit6tica, onde o duplo fragmento de DNA, dividi-se em duas células G1 e Gy
(podendo esta serer direcionada para outros ciclos celulares ou ndo, nomeadas
como - fase repouso). As células afetatas ndo apresentam funcdes
semelhantes as sadias, onde sua multiplicacdo é afetada drasticamente, tendo
um aumento siginificativo, em relacdo as células normais (MICKLOS et al,
2005; BRUNTON; LAZO & PARKER, 2006).

O entendimento e controle desta doenca requer uma ampla investigacao

dos mecanismos que estdao envolvidos em cada processo, por exemplo,
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durante o ciclo evolutivo da doenca o nivel de glutationa (Figura 9) séo
extremamente elevados, tendo este aumento influéncia nos processos
enzimaticos de defesa do organismo (pulmbes (SENTURKER &
DIZDAROGLU, 1999; NAVARRO et al., 1999; JUNIOR et al., 2001; INCA,
2014).

O O SH O
” , J\/NH\/H\
HO NH ” OH
NH, (@)
7

Figura 9. Forma estrutural da glutationa.

Os processos envolvidos no tratamento demandam muito do enfermo,
tanto psicologicamente e fisicamente, sendo que as ténicas mais utilizadas séo

cirurgia, radioterapia e a quimioterapia (INCA, 2015).

A técnica cirurgica € uma ferramenta muito eficiente e utilizada quando
0s tumores ndo sofreram metastase, empregada em muitos casos de leucemia,
porém em combinagfes com outros tratamentos, como transplante de medula.
A radioterapia constitui uma técnica que emprega a utilizacdo de radiacéo
ionizante tendo finalidade terapéutica, tendo resultados positivos na reducao de
tumores e até em processos de metastase, porém é necessario 0 controle
rigoroso da quantidade de emissdo que devera chegar ao local afetado,
buscando causar um menor dano ao paciente, fato este reduz muito sua
utilizacdo (ALMEIDA et al.,, 2005; MAHAPATRA; BHARTI; ASATI, 2015),
apesar destas técnicas possuirem seus valores a mais utilizada é a

quimioterapia.

No tratamento por quimioterapia utiliza-se agentes antineoplasicos que
desenvolvem um papel no ciclo celular, bloqueando a duplicacdo do DNA, por
interacdo ou ligagcdo com o mesmo, 0 que levara a morte da célula. Estes
medicamentos tem por finalidade permearem a membrana plasmatica ou
serem transformados em metabdlito ativo dentro do citoplasma. Por atuarem

em células que possuem elevada taxa de multiplicacdo, outras partes do
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enfermo sdo afetadas, sendo este tratamento ndo seletivo, 0 que ocasiona
diversos efeitos colaterais aos pacientes submetidos a este processo. Apesar
da nao seletividade € uma técnica muito empregada e também uma &rea muito
explorada ciéntificamente, pois necessita-se de medicamentos antineoplasicos
eficientes e com elevada especificidade, o que reduziria os efeitos colaterias
nos pacientes (ALMEIDA et al., 2005 ; MICKLOS et al, 2005; FUCHS;
WANNMACHER & FERREIRA, 2006)

2.3 Novas propostas para tratamento da doencga de alzheimer e cancer

A busca por compostos ativos mais efetivos contra a doenca de
alzheimer e o cancer partem de um mesmo pressuposto: diminuicdo dos
efeitos colaterais causados pelos medicamentos e aumento da efetividade da
droga ao seu alvo biolégico.

Tendo em vista que a maior parte das drogas disponiveis no mercado
para o tratamento da doenca de Alzheimer buscam a inibicdo das enzimas
AChE e BUChE, novos candidatos a farmacos estdo sendo desenvolvidos
buscando estes alvos terapéuticos, logo, alguns grupos de pesquisa tem
buscados hibridos de chalconas com atividade inibitéria para estas enzimas
(BAG et al., 2013; LIU et al.,, 2014), e exelentes resultados na inibicdo das
mesmas foram relatados.

Ao mesmo tempo, esforcos estdo sendo desenvolvidos para a busca por
uma droga neoplasica, buscando o tratamento do cancer, com derivados de
chalconas, onde pesquisas relatam expressiva atividade em linhagem celular
tumoral de mama, além de elencar diversas possibilidades de melhoramento
da atividade por estudos de estrutura-reatividade (Vicenzo et al, 2000)

Portanto, uma classe de composto torna-se interessante por apresentar

atividade para estas duas doencas, muito distintas, a chalcona.

2.4 Chalconas

Chalconas sdo cetonas a,B-insaturadas contendo um sistema
carbonilico conjugado que torna essa classe de compostos biologicamente
ativa (THAKRAR; SHAH, 2012). Chalcona é um termo genérico dado aos

compostos que possuem dois anéis fenilas, separados por uma cadeia de trés
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carbonos, contendo uma carbonila conjugada com uma dupla ligacéo,
formando um sistema enona. Contrariamente a maioria dos outros flavonoides,
0 nucleo A das chalconas é numerado com nuameros ordinarios seguidos de

uma linha ( “) e o nucleo B somente com numeros ordinarios (Figura 10).

Figura 10. Nucleo fundamental das chalconas.

Tais compostos sdo o0s primeiros isolaveis da biossintese dos
flavonoides, encontrados nas plantas, porém em quantidades ndo satisfatorias,
também sendo chamados de flavondides de cadeia aberta. O isolamento da
chalcona fica condicionado a quantidade da enzima chalcona isomerase que é
responsavel pela acédo catalitica da ciclizacdo das chalconas a flavonoides
(GO; WU, LIU, 2005).

O grande interesse pela busca de uma forma mais eficiente de sintetizar
as chalconas se deve ao fato destes compostos possuirem uma ampla faixa de
atividades bioldgicas, apesar de sua estrutura ser relativamente simples, sao
relatadas diversas atividades bioldgicas como: atividade anti-inflamatério
(BANDGAR et al., 2010a, 2010b; SEBTI et al., 2001; VOGEL et al., 2010; WU
et al., 2011), antioxidante (SHENVI et al., 2013; WU et al., 2011), anti-malaria
(KUMAR et al.,, 2010), antibacteriana (MOREIRA OSORIO et al., 2012)
anticancer (DE VINCENZO et al., 2000; MAI et al., 2014; MOURAD et al.,
2012), citotoxica (KUPCEWICZ et al., 2014) e antileishmania (BARBOSA et al.,
2011; BOECK et al., 2006; NIELSEN et al., 1998).

Devido a quantidade de chalcona obtidas no processo natural ser
irrisOria, métodos sintéticos sdo utilizados para a obtencdo deste produto em

quantidades razoaveis, destacando-se a reacdo de Claisen- Schmidt.
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2.4.1 Sintese de Chalconas

Nos Ultimos anos grupos de pesquisas veem buscando modos
alternativos que cheguem a este intermediario chave na sintese de diversos
flavondides de uma forma eficaz, tentando reduzir o tempo e obtendo
condicbes amenas para trabalho. Neste intuito a busca por catalisadores mais
eficientes tem ganhado destaque.

Sebti et al (2001) empregou como catalisador a mistura de fosfato
inorganico com nitrato de sodio (NaNOs3), obtendo um catalisador basico para
ser utiizado na reacdo de Claisen-Schmidt, onde a melhor condig&o
encontrada foi quando utilizou uma razao de nitrato de s6dio/NP de 1:2 m/m,
tendo em vista que a quantidade inicial de NaNOg3 foi de 100 mg, com estas
condi¢des foram sintetizadas diversas chalconas com rendimentos excedendo
92% (Quadro 1).

Quadro 1. Chalconas sintetizadas utilizando-se um catalizador inorganico.

O o O
| I |
H NaNO 4/NP O = O
CH, kot b NG
+ Metanol
/(jA R R"
i

R’ R” Rendimento % (tempo)
1 H H H 98 (18)
2 Cl H H 94 (16)
3 H NO, H 94 (16)
4 OCHs H H 91 (36)
5 H H OMe 90 (24)

Um problema ainda ndo solucionado utilizando este tipo de catalizador
inorganico é o tempo de reacdo que dentre as chalconas sintetizadas duram
até 24 horas, porém o custo dos reagentes para a sintese do catalisador é

muito barato comparado com outros empregados neste tipo de reacéo.
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EDDARIR et al (2003) estudaram a sintese de chalconas utilizando-se a
reacdo de Suzuki entre os acidos cinnamoyl clorides e acido fenilbérico ou
cloridratos benzdicos e 4&cidos fenil vinilborico e verificaram que os
substituintes dos cloretos de acilo ou do acido borbnico ndo afetam a reacéo,
tornando este método eficaz para a sintese de chalconas. Os compostos e as

condi¢cbes empregadas estédo listados na Quadro 2 abaixo.

Quadro 2. Chalconas sintetizadas utilizando-se a rea¢ao de Suzuki.

[ O
i B (PPhgPd
+ OH  Cs,CO;, tolueno
R R"
R
Entrada R (para) R’ (meta) R’ (orto) Rendimento (%)
1 H H H 93
2 H CF3 H 77
3 H H CF3 90
4 H NO, H 68
5 OMe H H 87
6 OMe OMe H 80

Outro método encontrado na literatura para a sintese de chalconas
utiliza-se irradiacdo ultrasénica. Por este método Li et al (2002) consiguiram
sintetizar uma série de chalconas em consideraveis rendimentos (57-97%) e
em um tempo relativamente curto quando comparado com o método sobre
agitacdo. Como catalisadores utilizaram KOH pulverizado e fluoreto de
potassio suportado em aluminia (KF-Al,O3), onde com este Ultimo sistema
catalitico conseguiram reutilizar o suporte por mais duas vezes sem perder a
atividade do mesmo. Apesar das buscas por métodos alternativos de sintese a

metodologia mais empregada é a de Claisen- Schmidt.
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2.5 Modelagem Molecular

A busca por novos medicamentos é um nicho que gera muita renda para
as empresas da &rea. Para a producdo de um novo farmaco sdo gastos
milhdes de ddlares e anos de pesquisa, logo, a busca por uma ferramente que
minimize esses anos de pesquisa torna-se algo viavel

A interacdo de um farmaco com um seu alvo é especifica, portanto, para
entender sua atividade deve-se levar em consideragdo sua disposicdo no
espaco, especificamente onde ocorre a interagcdo entre 0 composto e a enzima
ou receptor (BARREIRO et al., 1997).

O avanco tecnolégico pertimitiu a utilizacdo de técnicas como a relacéo
estrutura atividade (REA), por esta ferramenta pode-se relacionar qual aspecto
molecular confere atividade para um composto, juntamente com analises
guimiométricas, pois, conseguem relacionar parametros fisicos e quimicos que

conferem a atividade a um certo composto. (CABRERA et al., 2007).

Utilizando-se deste método, grupos de pesquisa buscam otimizar a
atividade biolégica de compostos e seus derivados. Cabrera et al, 2007,
fizeram uma série de chalconas, flavononas e flavonas e avaliaram sua
toxicidade frente a 3 linhagens celulares, e conseguiram relacionar uma
dependencia da por¢do enona das chalconas com a atividade biologica, bem
como relacionar a posicdo do substituinte que interfere na atividade do
composto. Logo, a REA torna-se uma ferramenta Uutil na busca por novos
protétipos de farmacos.

2.5.1 Método Hartree-Fock

Hartree em 1921, utilizando procedimentos matematicos com base na
estrutura eletrénica deu inicio aos métodos ab initio. Baseado neste, Fock,
modificando-o0 incia-se o método Hartree-Fock que tem como principio o
desenvolvimento variacional a funcdo de onda, esta implantada pela
determinante de Slater (PEREIRA, 2008).

O principio geral deste método é determinar quais os coeficientes que

levem & uma funcdo de onda de menor energia. Ele considera que as
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distribuicdes eletronicas sao independentes, fazendo uma correlacdo entre as
posicdes dos elétrons, baseado no conceito de orbitais, instituido pela
aproximacgdo de Born-Oppenheimer, em que os elétrons sdo ditos dinaAmicos e
com movimento independente e livre, tendo vista que o ndcleo é considerado
estatico (SANT'ANNA, 2002).

2.5.3 Métodos Semi-Empiricos

Os métodos semi-empiricos buscam desenvolver e tratar de um maneira
quantitativa as propriedades moleculares com wuma dada preciséo,
confiabilidade e minimizando o0s custos operacionais. Esta metodologia
emprega restricbes drasticas, como simplificacdo da funcdo de onda (por
exemplo, o0 uso da aproximacdo do elétron p como no método Pariser-Parr-
Pople), sendo as mesmas amenizadas por parametros ajustaveis devido ao
formalismo do método, sendo a causa do seu custo ameno. Esta metodologia é
denominada de semi-empirica devido parte de sua estrutura ser baseada nos
métodos ab initio, e a outra é determinada empiricamente. Os problemas
encontrados no métodos sdo ocasionados pelas suas aproximacdes, também
como as limitagbes decorrentes da otimizagdo dos parametros (SANT'ANNA,
2002).

As metodologias mais empregadas sdo AM1 e PM3, que utilizam as
mesmas equacdes, sendo a Unica diferenca relativa a funcéo de repulsdo do
nacleo, no método PM3 sédo utlizadas duas fun¢gBes gaussianas enquanto que
no AM1 podem ser empregadas de 1 a 4 gaussianas para cada elemento
numérico de parametrizacdo diferentes (ARROIO; HONORIO; DA SILVA,
2010).

2.5.4 Teoria Do Funcional Da Densidade (DFT).

A teoria do funcional da densidade (DFT), proposta por Hohenberg,
Kohn e Sham, surge como um método diferente ao proposto por Hartree-Fock
(HF) , para se chegar a energia eletrénica de uma sistema, seja este molecular

ou atbmico. A base desta teoria era buscar descrever os elétrons integrantes
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do sistema, que estdo sujeitos a um potencial externo, tomando como
referencial a densidade eletronica dos mesmos. Esta pequena adptacdo
tornou-se uma grande vantagem, quando comparado ao método de HF, pois
possibilitou que apenas uma funcdo (densidade eletrénica) seria possivel
interpretar todo o sistema de elétrons (MOTA et al, 2015; ZHANG,;
MUSGRAVE, 2007).
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3. OBJETIVOS

Tendo em vista que as chalconas apresentam diversos tipos de
atividade bioldgica, inclusive contra as enzimas, AChE e BuChE, e atividade
antitumoral, este trabalho tem como objetivo sintetizar derivados de chalconas

e avaliar seu perfil citotéxido para estes alvos bioldgicos.

3.1 Objetivos Especificos

e Sintetizar 0s compostos propostos com bons rendimentos e

caracteriza-los utilizando as técnicas adequadas.
e Otimizacdo dos compostos sintetizados utilizando o método DFT.

e Avaliacdo da atividade citotoxica e anticolinesterasica e possivel

correlacdo com fatores estruturais.
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4. MATERIAIS E METODOS

Os reagentes e solventes utilizados neste trabalho sdo todos de padréo
analitico, sendo as marcas comerciais utilizadas Sigma-Aldrich, Merck e Vetec.
As reacg0es foram acompanhadas por cromatografia em camada delgada
(CCD), utilizando placas de aluminio com silica gel (Sigma-Aldrich). Para
eluicdo das placas foi utilizado hexano e acetato de etila em diferentes
concentracdes. As placas foram reveladas com o auxilio de luz ultravioleta
(A= 254 e 366 nm). Os compostos foram purificados por recristalizacéo
utilizando solventes adequados.

A caracterizacao foi realizada por ressonancia magnética nuclear de *H
e ¥C (RMN) tendo como solventes cloroférmio deuterado (CDCls) e
dimetilsufoxido deuterado (DMSO-ds), infra-vermelho (I.V) e ponto de fuséo
(P.F). Os experimentos de RMN foram realizados em um equipamento
BRUKER AVANCE Il — 500 MHz de 11,75 Tesla (UFG), os L.V em um
equipamento MOBEM modelo M102 com transformada de Fourier e calibracdo
interna e no Spectrum 100 da Perkin Elmer e, para realizar o 1.V as amostras
foram incorporadas em pastilhas de KBr e as absor¢cOes estdo expressas em
ndmero de ondas (cm™) e o ponto de fusdom medido em um equipamento
KARL KOLB Scientific-Technical-supplies FrankFurt/M Germany e expresso em

graus Celsius (°C).
4.1 Procedimento Geral Para A Sintese De Chalconas

Em um baldo de 50 mL foram adicionados 15 mL de etanol e solucao
aguosa de hidroxido de sédio 10%, adicionando em seguida a acetofenona (2
mmol) correspondente sendo o sistema deixado sob agitacdo até a completa
dissolugdo da cetona. ApoOs este periodo, foi adicionado o benzaldeido (2
mmol) e o sistema reacional foi mantido sob agitacdo a temperatura ambiente
até a reacao ser completada, sendo acompanhado por CCD. Findada a reacéo,
a mistura reacional foi neutralizada com solucdo de acido cloridrico 10% e
adicionada agua destilada, quando necessario. O produto foi seco e

recristalizado em um solvente apropriado.
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Os dados espectroscopicos das moléculas obtidas sdo apresentados a

sequir.

4.1.1. Dados Espectroscopicos Dos Compostos Sintetizados.
4.1.1.1. Sintese de (2E)-1-(4-aminophenyl)-3-(3,4,5

trimethoxyphenyl)prop-2-en-1-one (Mch-1).

RMN H: & 3,82 (s;3H;-OMe); d 3,84 (s; 6H ; 3-OMe e 5-OMe) ; 6 4,13 (sl ;
2H ; -NH,) ; 86,63 (d;2H ;854 Hz) ;086,78 (s;2H;-)d7,34(d; 1H ; 15,51
Hz); 67,62 (d; 1H; 1551 Hz);d 7,85 (d ; 2H ; 8,54 Hz).

RMN 23C: 5 54,49 (4-OMe) ; & 60,75 (3-OMe e 4-OMe) ; & 106,30 (2-C € 6-C) ;
5 114,36 (3-C e 5-C) ; 5 127,17 (Ca) ; 5 131,58 (2'-C e 6-C) ; 5140,90 (4-C); &
143,03 (CB) ; 5 153,95 (3-C e 5-C) ; 5 155,19 (4-C) e 5 188,97(C=0).

I.V: 3446 e 3330 cm™ (v N-H) ; 3016 cm-1 (v C-Hsp?) ; 2989 (sp°) ; 1634 cm™
(C:O(LB).
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4.1.1.2. Sintese de (2E)-1-(4-aminophenyl)-3-(3,4-dimethoxyphenyl)prop-
2-en-1-one (Mch-2).

RMN *H: 8 3,93 (s; 3H ; 3-OMe) ; 8 3,95 (s ; 3H ; 4-OMe) ; 5 4,15 (sl ; 2H ; -
NH,) ;66,70 (d ; 2H ; 8,49 Hz) ;566,89 (d; 1H; 830Hz);57,15(d; 1H; 1,90
Hz); 57,22 (dd;1H ;8,30 Hze 1,90 Hz) ;6 7,40 (d ; 1H ; 15,48 Hz) ; & 7,74 (d
; 1H ;15,48 Hz) ; 6 7,93 (d ; 2H ; 8,49 Hz).

RMN 23C: 5 56,01 (3-OMe e 4-OMe) ; 5 113,10 (3-C) ; & 114,53 (6-C) ; & 114,36
(3-C e 5-C) ; 5 121,32 (2-C) ; & 122,85 (Ca) ; & 128,01 (1-C) ;5 131,58 (2-C e
6'-C) ; & 131,75 (1'-C) ; & 145,30 (CPB) ; & 149,28 (5-C) ; & 151,34 (4-C) ; &
155,19 (4'-C) ; 188,97 (C=Oqp).

4.1.1.3. Sintese de (2E)-1-(4-aminofenil)-3-(4-nitrofenil)prop-2-en-1-one
(Mch-3).

4™NO,

RMN 'H: 54,22 (s;2H ) ;56,71 (d; 2H ; 8,67 Hz) ; 57,64 (d; 1H ; 15,67 Hz ;
Ho) ;87,77 (d;2H ;874 Hz; 2-He 6-H) 57,78 (d ; 1H ; 15,63 Hz ; Hg) ; & 7,94
(d;2H ;8,67 Hz;2-C e 6-C)e 58,26 (d; 2H; 8,74 Hz ; 3-C e 5-C).

RMN 3C: & 114,23 (3-C e 5-C) ; & 124,41 (Co) ; 5 126,19 (3-C e 5-C) ; &
128,97 (2-C e 6'-C) ; & 131,54 (1'-C) ; 5 140,14 (1-C) ; 5141,89 (Cp) ; 148,57
(4-C) ; 5151,79 (4’-C) e 5 187,30 (C=Oq).
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.V: 3487 e 3389 cm™ (v N-H) ; 3060 cm™ (v C-Hsp?) ; 1637 cm™ (C=Oqp) ;
1586 cm™ (v NO,) e 1324 cm-1 (v C-N).

4.1.1.4. Sintese de (2E)-1-(2-aminofenil)-3-(4-metilfenil)prop-2-en-1-one
(Mch - 4).

RMN *H: 82,39 (s;3H ; -CHs) ;56,29 (sl ; 2H ; -NH,) ; 86,69 (m;2H ;-); 5
722(d;2H;80Hz);6727-7,31(m;1H); 57,53 (d; 2H; 8,0 Hz);d 7,57
(d;1H;1555Hz ;Hy) ;067,72 (d; 1H; 1555 Hz ; Hg) ; € 8 7,84 — 7,86 (M ;
1H)

4.1.1.5. Sintese de (2E)-1-(2-aminophenyl)-3-(4-ethoxyphenyl)prop-2-en-1-
one (Mch- 5).

RMN *H: 51,43 (t;3H; 7,0 Hz ; -CH3) ; 54,08 (q; 2H ; 7,0 Hz ; -OCH,) ; 5 6,28
(broad single ; 1H ; - ; -NH) ; 66,67 - 6,71 (m ;2H); 56,91 (d ; 2H ; 8,75 Hz) ;
0786 (m;1H);d5749(d; 1H ;1555 Hz; Hy) ;07,57 (d;2H ;89 Hz);d
7,71 (d; 1H; 15,55 Hz ; Hg) e 8 7,85 (m ; 1H).

RMN 3C: & 14,95 (-CHs) ; & 69,84 (-OCHs) ; & 115,08 (3-C e 5-C); & 116,05 (5'-
): 8 117,48 (1'-C) ; & 119,60 (Co) ; & 120,91 (3'-C) ; & 128,06 (1-C) ; & 130,17
(2-C e 6-C) ; & 131,12 (2-C) ; & 134,25 (4-C) ; & 143,10 (Cg) ; & 151,07 (6'-C) ;
5 160,97 (4-C) e & 192,03 (C=Oqgp).
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I.V: 3500 — 3300 cm™ (v N-H) ; 3010 — 3050 cm™ (v C-Hsp?).3000 — 2980 cm™
(v C-Hsp®) ; 1675 cm™ (v C=0qg) € 1210 cm™ (v C-N).

4.1.1.6. Sintese de (2E)-1-(2-aminophenyl)-3-(3,4-dimethoxyphenyl)prop-
2-en-1-one (Mch-6).

RMN H: 5 3,93 (s;3H; 4-OMe) ; 6 3,95 (s ; 3H ; 5-OMe) ; 6 6,29 (broad single
;2H;-NHy) ;66,70(m;2H;-);066,89(d;1H ;8,36 Hz) ;6 7,15(d; 1H; 1,59
Hz) ;67,22 (dd ; 1H ;1,86 € 8,18 Hz) ; 6728 m ; 1H ;- ); 8 7,47 (d ; 1H ;
15,50 Hz; Ca) ;67,69 (d; 1H; 1550 Hz) ;67,86 (m; 1H ; - ).

4.1.1.7. Sintese de (2E)-1-(2-aminofenil)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)prop-2-en-1-
one (Mch-7).

RMN H:& 3,90 (s;3H;-;-CH3);6392(s;6H;-;-CH3);d 6,31 (sl;2H;-;
-NH) ; 66,70 (dd ; 1H; 1,20 e 8,34 Hz ; 5-H) ; 6,71 (ddd ; 1H ; 1,50 e 7,0 Hz
;4-H);066,85(s;2H;-;2-He 6-H) ;67,48 (d; 1H; 15,47 Hz ; Ha); 6 7,65 (d
; 1H ;15,47 Hz ; HB); 87,86 (dd ; 1H; 1,20 e 8,34 Hz ; 2’-H)

RMN *3C: & 58,21 (-OMe) ; d 60,95 (-OMe) : d 105,51 (2-C e 6-C) ; & 115,80
(5-C) ; & 117,30 (Ca) ; 119,10 (1’-C) ; & 122,45 (3-C) ; 5 130,77 (1-C) ; &
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130,93 (2-C) ; & 134,23 (4'-C) ; & 140,12 (4-C) ; & 143,07 (CB) ; 150,94 (6'-C) ;
5 153,45 (3-C e 5-C) e & 191,54 (C=0)

l.V: 3469 e 3220 cm™ (VN-H) ; 3005 cm™ (v C-Hsp?) : 2940 cm™ (v C-Hsp®) ;
1645 cm™ (v C=0) ; 1548 cm™ (v C=C) ;

4.1.1.8. Sintese de (2E)-3-(4-metilfenil)-1-(4-nitrofenil)prop-2-en-1-one
(Mch - 8).

0,N"4E 4 Me

RMN *H: 52,40 (s;3H;-;-CHs);57,25(d; 2H ;8,18 Hz ; 3-H e 5-H) ;: 5 7,25
(d;1H ;15,68 Hz; Ha) ; 8 7,55(d ; 2H ;8,18 Hz ; 2-He 6-H) ; 87,82 (d; 1H;
15,68 Hz ; HB); 68,13 (d;2H;9,0Hz; 3-He 5-H) ; 68,34 (d ; 2H ; 9,0 Hz ;
2’-H e 6’-H)

RMN *3C:5 21,79 (-CHs) ; 5 120,58 (Ca) ; d 124,02 (3-C e 5-C) ; 5 128,96 (2-C
e 6-C); 5129,58 (3-C e 5-C) ; 5 130,07 (2-C e 6’-C) ; 5 131,83 (1-C) ; 5 142,18
(4-C) ; 143,48 (1-C) ; 147,14 (CB) ; & 150,25 (4'-C) ; & 189,31 (C=0).

I.V: 3023 cm™ (v C-Hsp?) ; 2996 cm™ (v C-Hsp?) ; 1660 cm™ (v C=0) ; 1525 e
1333 cm™ (v NOy).

4.1.1.9. Sintese de (2E)-3-(4-metoxifenill)-1-(4-nitrofenil)prop-2-en-1-one
(Mch =9).
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RMN *H: 83,87 (s; 3H; - ; -OCH3) ; 86,97 (d ; 2H ; 8,84 Hz ; 3-H e 5-H) ; &
7,35 (d; 1H ; 15,59 Hz ; Ha); 6 7,62 (d ; 2H; 8,84 Hz ; 2-H e 6-H) ; & 7,82 (d;
1H; 15,59 Hz ; HB) ;58,13 (d;2H ;896 Hz; 2-He 6’-H) ; 8 8,34 (d ; 2H ; 8,96
Hz ; 3'-H e 5-H).

RMN 3C:& 55,69 (-OCHs) ; & 114,82 (3-C e 5-C) ; 5 119,82 (Ca) ; d 124,02 (3-
Ce 5-C); 5 127,27 (1-C) ; 5 129,51 (2-C e 6-C) ; d 130,83 (2-C e 6-C) ; &
143,69 (1-C) ; 5 146,91 (CB) ; & 150,16 (4-C) ; d 162,49 (4-C) ; 5 189,20
(C=0).

1.V:3100 cm™ (v C-Hsp?); 2972 cm™ (v C-Hsp®) ; 1650 cm™ (v C=0Oq;) ; 1600
cm™ (v C=C) ; 1512 e 1338 cm™ (v NO,) ; 1182 cm™ (v C-O-C).

4.1.1.10. Sintese de (2E)-3-(4-etoxifenil)-1-(4-nitrofenil)prop-2-en-1-one
(Mch - 10).

RMN H: & 1,45 (t;3H; 7,0 Hz ; -OCH,CH3) ; 6 4,10 (g ; 2H; 7,0 Hz ; -
OCH,CH3) ; 66,94 (d;2H ;8,57 Hz; 3-He 5-H) ; 6 7,35 (d ; 1H ; 15,54 Hz ;
Ha); & 7,61 (d; 2H ;8,57 Hz ; 2-H e 6-H) ; 6 7,81 (d; 1H ; 15,54 Hz ; HB) ; &
8,12(d;2H ;8,84 Hz;2-He6-H) ;08,34 (d;2H; 8,34 Hz; 3'-H e 5-H).

RMN %3C:5 14,91 (-OCH,CHa) ; & 63,99 (-OCH,CHs) ; & 115,29 (3-C e 5-C) ; &
119,06 (Ca) ; & 124,02 (3-C e 5-C) ; & 127,09 (1-C) ; & 129,51 (2-C e 6-C) ; &
130,86 (2'-C e 6-C) ; & 143,74 (1-C) ; & 147,01 (CB) : & 150,16 (4-C) : &
161,84 (4-C) ; & 189,22 (C=0).

1.V:3000 cm™ (v C-Hsp ?) ; 2952 cm™ (v C-Hsp®) ; 1656 cm™ (v C=0yqp) ; 1565
cm™ (v C=C) ; 1525 e 1341 cm™(v NO, simétrico e assimétrico) ; 1265 e 1040

cm™ (v C-O-C simétrico e assimétrico).
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4.1.1.11.Sintese de (2E)-3-(3,4-dimetoxifenil)-1-(4-nitrofenil)prop-2-en-1-
one (Mch - 11).

RMN *H: 83,95 (s; 3H;-; PhOCHs); 53,96 (s; 3H ; - ; PhOCH3) ; 86,92 (d ;
1H;8,38Hz;3-H); 87,16 (d;1H ;2,01 Hz;6-H) ;57,26 (dd; 1H; 2,01 e
8,38Hz;2-H);d7,33(d; 1H ;15,62 Hz; H-a) ;6 7,79 (d ; 1H; 15,62 Hz ; H-B) ;
08,13(d;2H ;8,86 Hz; 3-He 5-H); 6 8,35(d ; 2H ; 8,86 Hz ; 2’-H e 6’-H).

RMN 3C: & 56,02 (PhOCHs) ; & 56,05 (PhOCHs) ; & 110,25 (3-C) : 5 111,23
(6-C); 8 119,29 (2-C) ; 5 123,75 (Ca) ; & 123,80 (3-C e 5-C) ; & 143,46 (1'-C) ;
5 147,02 (Cp) ; & 149, 42 (4-C) ; & 149,95 (5-C) ; & 152,12 (4-C) ; & 189,06
(C=0).

l.V: 3080 cm™ (v C-Hsp?) ; 2974 cm™ (v C-Hsp®) ; 1665 cm™ (v C=04p) ; 1574
cm™ (v C=C); 1525 e 1341 cm™ (v NO,) ; 1258 cm™ (v C-O-C).

4.1.1.12 (2E)-3-(4-etoxifeni)-1-(4-{[(E)-
(4-etoxifenil)metilidene]amino}fenil)prop-2-en-1-one (Mch — 12).

Et0” 4

RMN'H: 51,44 (m;6H) ;54,10 (m:;4H) ;56,93 (d;2H;9,0Hz); 56,98 (d;
2H ;90 Hz) ;67,25 (d; 3H);d 7,45 (d; 1H ; 1559 Hz) ; & 7,60 (d ; 2H ;
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8,55 Hz);67,80(d;1H; 1559 Hz); 67,86 (d;2H;8,55Hz); 68,07 (d;2H;
8,55 Hz) ; 8,38 (s ; 1H).

4.1.1.13(2E)-3-(4-metoxifenil)-1-(4-{[(E)-(4-
metoxifenil)metilidene]amino}fenil)prop-2-en-1-one (Mch - 13).

MeO”~ 4

RMN H : 5 3,86 (s;3H;4-OMe);53,88(s;3H;-);66,94 (d;2H ;8,73 Hz) ;
0700(d;2H;8,73Hz);067,25(d;2H ;8,48 Hz); 57,46 (d; 1H; 15,57 Hz) ;
6762(d;2H;848Hz);67,81(d;1H; 1557 Hz) ;567,87 (d; 2H ; 8,86 Hz) ;
068,07 (d;2H ;8,86 Hz); 6 8,39 (s ; 1H)

RMN °C : & 55,64 (4-OMe) ; 5 55,69 (4”-OMe) ; & 114,53 (3-C e 5-C) ; &
119,93 (Ca) ; & 121,18 (3-C e 5-C) ; & 128,00 (1-C) ; & 129,13 (2-C € 6-C) ; &
130,07 (17-C) ; 8 130,42 (2"-C € 6”-C) ; 8 131,10 (2'-C e 6'-C) ; 5 135,75 (1'-C)
© 5 144,48 (CB) ; & 156,57 (4-C) ; & 161,02 (4’-C) ; 5 161,85 (4-C) ; 5 162,92
(HC=N) e 5 189,60 (C=0)

.V : 3010 cm™ (v C-Hsp2) ; 2960 cm™ (v C-Hsp®) ; 1637 cm™ (v C=0) ; 1597 cm’
Y(vC=C);v1245cm™ (v C-O-C).
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4.1.1.14 (2E)-3-(4-metilfenil)-1-(4-{[(E)-(4-
metilfenil)metilidene]amino}fenil)prop-2-en-1-one (Mch - 14).

RMN 'H: 52,40 (s;3H); 52,44 (s;3H);57,23(d;2H;7,8Hz); 57,28 (d;
2H;862Hz);67,30(d;2H;7,88Hz);57,54(d; 1H; 15,40 Hz) ; 6 7,56 (d ;
2H;80Hz);067,82(d;2H;80Hz);57,83(d; 1H; 1540Hz); 58,08 (d; 2H
;8,62Hz);68,43 (s;1H; -)

RMN 23C : 5 21,78 (-CHs) ; 8 21,93 (-CHs) ; 121,22 (Ca) ; 121,25 (3-C e 5-C) ;
5 128,73 (2-C e 6-C) ; 6 129,37 (2-C e 6”-C) ; & 129,88 (3-C e 5-C) ; & 129,96
(3"-C e 5”-C) ; & 130,19 (2-C e 6-C) ; & 132,55 (1”-C) ; & 133,55 (1'-C) ; &
135,81 (4"-C) ; & 141,24 (4-C) ; 5 142,81 (CB) ; 5 144,82 (4-C) ; 5 156,57 € &
189,70 (C=0).

LV : v 3005 cm™ (v C-Hsp?) ; 2950 cm™ (v C-Hsp®) ; v 1658 cm™ (v C=0) ;
1605 cm™ (v C=C) ;
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4.1.1.15 2E)-3-(4-etilfenil)-1-(4-{[(E)-(4-
etilfenil)methylidene]amino}fenil)prop-2-en-1-one (Mch - 15).

RMN 'H : 51,27 (m; 6H) ;82,72 (m ; 4H) ; 5 7,27 (m ; 4H) : 5 7,33 (d ; 2H ;
8,30 Hz); 5 7,55 (d ; 1H ; 15,69 Hz) ; & 7,59 (d; 2H ; 8,0 Hz) ; 5 7,83 (d ; 1H ;
15,69 Hz) ;57,83 (d;2H ;8,0 Hz) ; 58,09 (d ; 2H ; 8,3 Hz) € & 8,44 (s ; 1H);

RMN *3C : 5 15,53 ; 8 29,12 ; 8121,22 (Ca) ; d 121,31 (3-C e 5-C) ; 5 128,70
(3-C e 5-C); 128,77 (3’-C e 57-C) ; 5 128,33 (2-C e 6-C) ; 5 129,47 (2"C e
6”-C); 8 130,16 (2-C e 6'-C) ; 5 132,78 (1-C) ; 5 133,79 (1’-C) ; d 135,81 (1”-C)
: O 144,86 (CB) ; 6 147,55 (4-C) ; & 149,09 (4”-C) ; & 156,61 (4-C) ; d 161,83
(C=N) e d 189,74 (C=0);

1.V : 3020 cm™ (v C-Hsp?) ; 2965 cm™ (v C-Hsp®) ; 1657 cm™ (C=0) ; 1594 cm™
(v C=C);

4.2 Ensaio Anticolinesterasico

Os testes biologicos foram realizados por uma parceria com o
Departamento de Quimica da USP Ribeirdo Preto, no laboratério da Prof. Dr2
Carmem Lucia Cardoso. As amostras foram preparadas na concentracdo de 1
mmol L™ e solubilizadas em 100% DMSO . Os ensaios foram realizados em
placas cromatogréaficas de silica gel 60, sendo as placas preparadas, uma para
cada ensaio, sem a realizacdo de eluicdo dos compostos, aplicando volumes

de 2,5 pL de cada amostra nas placas.
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4.2.2. Ensaio De Ellman (Ellman Et Al., 1961)

Para a realizacdo deste ensaio foi necessario a preparacdo das

seguintes solucgdes:
A) Tampao tris: pH 8 (ajustado com HCI 10% v/v).

B) Reagente de Ellman (0,0099 g) e iodeto de acetilcolina, ACThl (0,00723
g) dissolvidos em 25 mL da solucéo A.

C) Para preparacgdo da solucdo enzimatica foi necessério, antes, fazer duas
solugdes, uma dissolvendo 0,704 mg de AChE ( po liofilizado, Sigma, de
peixe elétrico) em 304 uL de agua deionizada (solucdo 1) e outra com
0,025 g de albumina sérica bovina (BSA) em 25 mL do tampéao tris
(solucéo 2). Em seguida, foram misturados 15 pL da solugdo 1 em 5 mL
da solucéo 2, para entdo obter a solucdo enzimética utilizada no teste.

As amostras foram aplicadas na placa de CCD e em seguida borrifou-se a
solucéo B (reagente de Ellman + substrato). Apos trés minutos foi pulverizado a
solucdo C. O padrao utilizado foi a tacrina, sendo aplicado ao final de cada

placa.

4.2.3. Ensaio Falso-Positico Ellman (Rhee, I. Et Al, 2003)

As seguintes solucdes foram preparadas e utilizadas no ensaio:

A) Tampao tris: pH 8,0 (ajustado com HCI 10% v/v).

B) 0,0099 g do reagente de Ellman em 25 mL do tampao tris.

C) 0,00723 g de ACThl em 25 mL do tampao tris.

D) Para preparacdo da solugdo enzimatica foi necessario, antes, fazer
duas solugdes, uma dissolvendo 0,704 mg de AChE ( poé liofilizado,
Sigma, de peixe elétrico) em 304 uL de agua deionizada (solucdo 1) e
outra com 0,025 g de albumina sérica bovina (BSA) em 25 mL do
tampdao tris (solugcdo 2). Em seguida, foram misturados 15 pL da

solucdo 1 em 5 mL da solucdo 2, para entdo obter a solucéo

enzimaética utilizada no teste.
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As amostras foram aplicadas na placa de CCD. As solu¢cbes C e D foram
incubas por 15 minutos & 37°C. Apdés a incubacao, borrifar primeiro a solugédo B
sobre as placas de silica e em seguida a mistura que foi incubada contendo o

produto da reacdo enzimatica.

4.2.4. Ensaio de Marston

As seguintes solucdes foram preparadas e utilizadas no ensaio:

A) Tampao tris: pH 7,8 (ajustado com HCI 10% v/v)

B) Solucédo de BSA (0,025 g em 25 mL de tampaéo tris) + 84 uL de AChE
C) 0,030 g fast blue + 12 mL agua deionizada

D) 0,0075 g a-nafhthyl + 3mL etanol

As amostras foram aplicadas nas placas e em seguida, as solucéo B foi
borrifada sobre a placa e esta foi mantida em um “cuba umida” a 37°C por 20
minutos. ApoOs esse periodo as solugbes C e D foram misturadas e borrifadas
sobre as placas. O padrdo utilizado neste ensaio também foi a Tacrina e

aplicado no final da cada placa.

4.3 Avaliacdo do potencial citotéxico in vitro

A Avaliacdo do potencial citotoxico foi realizada na Universidade Federal
do Ceara, No Laboratério de Oncologia Experimental, localizado na Faculdade
de Medicina, da mesma instituicdo, que tem como coordenado o professor

Manoel Odorico de Moraes, coordenador do projeto.

Analise de citotoxicidade pelo método do MTT vem sendo utilizada no
programa de screening do National Cancer Institute dos Estados Unidos (NCI),
que testa mais de 10.000 amostras a cada ano (SKEHAN et al., 1990). E um
meétodo rapido, sensivel e barato. Foi descrita primeiramente por Mosman
(1983), tendo a capacidade de analisar a viabilidade e o estado metabdlico da
célula. E uma analise colorimétrica baseada na conversao do sal 3-(4,5-dimetil-
2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT) em azul de formazan, a

partir de enzimas mitocondriais presentes somente nas células
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metabolicamente ativas. O estudo citotoxico pelo método do MTT permite
definir facilmente a citotoxicidade, mas ndo o mecanismo de agédo (BERRIDGE
et al., 1996).

As células foram plaqueadas na concentracéo de 0,1 x 10° cél/mL para
as linhagens SF-295 e HL-60 e 0,7 x 10° cél/mL para a linhagem HCT-116. As
placas foram incubadas por 72 horas em estufa a 5% de CO, a 37 °C. Ao
término deste, as mesmas foram centrifugadas e o sobrenadante, removido.
Em seguida, foram adicionados 150 pL da solucdo de MTT (sal de tetrazolium),
e as placas foram incubadas por 3h. A absorbancia foi lida apos dissolucédo do
precipitado com 150 pL de DMSO puro em espectrofotbmetro de placa a
595nm.

Células: As linhagens tumorais utilizadas, SF-295 (glioblastoma -
humano), PC-3 (préstata) e HCT-116 (col6n) foram cedidas pelo Instituto
Nacional do Cancer (EUA), tendo sido cultivadas em meio RPMI 1640,
suplementados com 10 % de soro fetal bovino e 1 % de antibiéticos, mantidas
em estufa a 37 [JC e atmosfera contendo 5% de CO..

Amostras: As amostras foram diluidas em DMSO puro estéril. As
amostras foram testadas na concentracdo de 5 pg/mL. Para determinacao da
Clso, as amostras foram testadas em concentracdes crescentes em diluicdo

seriada.

4.3.1 Analise Estatistica
Uma escala de intensidade foi utilizada para avaliar o potencial citotoxico
das amostras testadas. Amostras sem atividade (SA), com pouca atividade
(PA, inibicdo de crescimento celular variando de 1 a 50%), com atividade
moderada (MO, inibicdo de crescimento celular variando de 50 a 75%) e com
muita atividade (MA, inibicdo de crescimento variando de 75 a 100%).
Os experimentos foram analisados segundo a média *+ desvio padrdo da
média (DPM) da porcentagem de inibicdo do crescimento celular usando o

programa GraphPad Prism.
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4.4. Procedimento Computacional

Vinte e cinco chalconas foram estudadas com a Teoria do Funcional de
Densidade (DFT) (Quadro 3), sendo que 15 foram sintetizadas em nosso
laboratdério e as chalconas Mch-16 a Mch-25 foram buscadas na literatura.

Quadro 3. Estruturas dos compostos que foram otimizados.

Caddigo Estrutura quimica
(0]
” = OMe
Mch-1
H,N OMe
OMe
I
=
Mch-2
H,N OMe
OMe
|
¢
HoN NO,
|
cLC
NH, CHs
I
NH; OEt
I
/
Mch-6
NH, OMe
OMe
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O C
O,N OMe
i
Mch-10 O = O
O,N OEt
i
=
i 11 0
O,N OMe
OMe
5
(o)
Mch-12 i
/@)\\N Ot
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=
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*(HASAN et al., 2005) **(Kang et al, 2012).

Com base em estudos prévios, usando sistemas semelhantes, iniciamos o

estudados neste
simetria (LOPES et al., 2013 ; MOTA et al., 2015 ).

estudo teo6rico com otimizagbes de geometrias de todos 0s compostos

trabalho sem a inclusdo de nenhum vinculo de
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As otimizacbes das geométrias, foram realizadas juntamente com as
frequéncias moleculares, usando um método da teoria do funcial da densidade
(DFT) hibrido com corre¢cdo de longo alcance (CAM-B3LYP), usando um
conjunto de fungdes de base do tipo Pople VTZ (Valence Triple Zeta que
consiste em um numero de base minima descrevendo o core eletrénico e o
triplo de funcdes para descrever a valéncia atdomica) como funcdes de
polarizacéo do tipo d e p, 6-311G(d,p) (Feller, D. et al, 2007; Feller, D., 1996;
Schuchardt, K. L., 2007; Irikura, K. K., 1998; Frisch, M. J., et al. 2009)

Partindo da estrutura pré-otimizada em CAM-B3LYP/6-311G(d,p), foram
realizados calculos do tipo single point, utilizando o nivel de célculo TD-
PBE1PBE/6-311+G(2d, p), para 15 estados de excitagdo. As superficies dos
orbitais moleculares HOMO e LUMO foram extraidas dos calculos CAM-
B3LYP/6-311G(d,p). Todos os célculos foram realizados usando o programa
Gaussian® 09 D.01 (FRISCH, M. J. et al.)

54



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sintese das Chalconas

As chalconas do presente trabalho foram sintetizas via reacdes de
Claisen-Schmited e todas foram caracterizadas como citado nos procedimentos
experimentais. Nestas condicbes a reacgdo inicia-se pela abstracdo do
hidrogénio alfa carbonilico da cetona (7) formando o ion enolato (8), que é
estabilizado por ressonancia. Esse anion ataca o carbono carbonilico do
aldeido formando um intermediario tetraédrico, o ion alcéxido (9). Em seguida,
9 abstrai um proton de uma molécula de &gua, regenerando o catalisador
bésico, formando a hidroxiacetona (10). a etapa final ocorre a desidratacdo de
10, conduzindo ao produto da reacdo, uma cetona a,fB-insaturada (11)
(CAREY, F.A; SUNDBERG, J.R, 2007), como mostrado abaixo (Figura 11):

| ye) QH 58
2 f
- /(sz , R CH:, ——r 5 ——> R 9 R
7 8
H20 “OH
o‘ OD (;H Co OH
= N N
R R —— R S R &———R \
< HE R
OH
10

11

Figura 11. Mecanismo geral da reacao alddlica, evidenciando a formacéo da estrutura
geral das chalconas (11).

As chalconas sintetizadas neste trabalho estéo listadas no Quadro 4

abaixo:
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Quadro 4. Esquema reacional e rendimento das chalconas sintetizadas

(o]
6 | e
;;_ N CHs + R|5_\ N H NaOH Etanol R
4N 2 N 2 TA
3 3
Acetofenona Aldeido Chalcona
Cédigo R R’ Rendimento (%)
Mch -1 4-NH, 3- OMe 4-OMe 5- OMe 50
Mch -2 4-NH, 3- OMe 4 - OMe 65
Mch -3 4-NH, 4-NO, 40
Mch -4 2-NH, 4-Me 63
Mch -5 2-NH, 4- OEt 70
Mch -6 2-NH, 3- OMe 4 - OMe 75
Mch -7 2-NH, 3-OMe 4- OMe 5- OMe 68
Mch -8 4-NO, 4-Me 86
Mch -9 4-NO, 4-OMe 75
Mch - 10 4-NO, 4-OEt 90
Mch — 11 4-NO, 3- OMe 4 - OMe 80

As chalconas sintetizadas foram caracterizadas por RMN de 'H e °C e
I.V. Como exemplo, a caracterizacdo do composto Mch — 1 sera utilizada como

modelo, cujo espectro de RMN *H esta representado na Figura 12.
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Figura 12.Espectro de RMN 1H do composto Mch — 1.

Neste espectro observa-se dois simpletos (s) , um de média intesidade
(6H 3,82 ppm, 3H) e outro mais intenso (o4 3,84, 6H, OCH3) que sao
referentes as trés substituicdes do anel B em C5, C4’ e C3’. O proximo sinal,
em 0y 4,13 ppm, com integral para 2H refere-se aos hidrogénios do grupo
amina. Na regido mais desblindada do espectro encontra-se 0s sinais dos
hidrogénios arométicos, sendo o primeiro um dupleto (d) &+ 6,64 (d ; 2H ;
8,56 Hz) e em 61 6,78 (s ; 2H), referentes aos hidrogénios ligados aos carbonos
C3/C5 e C2’/C6’, respectivamente. Em 617,33 (d ; 1H ; 15,55 Hz) e 617,60 (d ;
1H ; 15,55 Hz), séo os sinais referentes aos carbonos alfa (C) e carbono beta

(Cg) e caracterizam a ligagdo dupla das chalconas com uma geometria trans.

No espectro de RMN **C (Figura 10) os sinais & 56,49 e 61,23 sdo
referentes as metoxilas presentes no anel B, os sinais de 105,79 a 153,71
correspondem a regido aromatica, onde podemos destacar as absor¢cbes em
121,6 ; 143,5 ; 188,3. Estes sinais se referem aos carbonos alfa, beta e

cabonilico, respectivamente.
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Figura 13. Espectro de RMN **C do composto Mch — 1.

E interessante destacar que durante a sintese da série de 4-
aminochalconas, quando foram utilizados os aldeidos 4-metoxibenzaldeido,
4-etoxibenxaldeido, 4-metilbenzaldeido e 4-etilbenzaldeido isolou-se as
iminas como produto da reacdo, ao contrario da chalcona esperada, como

mostra a Figura 14.
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Figura 14. Esquema reacional da formacao das iminas.

A sintese de iminas geralmente € eficiente sob condi¢Bes anidras e
catélise levemente &cida, pois em valores de pH muito baixos ocorre a
protonacdo do grupo amino comprometendo o seu ataque nucleofilico ao grupo
carbonila do aldeido (CLAYDEN, et al. 2001). Deve-se destacar que essas
condicdes sdo distintas das empregadas na sintese das moléculas deste

trabalho

Uma possivel explicacdo para a formacdo das iminas, deve-se ao
método de purificacdo das chalconas. Durante a sintese, deve-se neutralizar o
meio reacional com &cido diluido (HCI 10% v/v) e em sequéncia, tem-se a
formacdo de um soélido (chalcona), que em seguida é filtrado e lavado com
agua destila. Apés, o mesmo € recristalizado, geralmente em etanol, caso
tracos de acido remanescentes da etapa de neutralizacdo estejam presentes,
tornam o ambiente propicio para a formacéo das imina. A formacéo do produto
é corroborada por dados de RMN *H e *3C e 1.V (Figura 15).
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Figura 15. Espectro de RMN de 1H do composto Mch -14.
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Quando observa-se estruturalmente os compostos (chalconas e iminas)
nota-se que a imina (Mch-14) apresenta uma ligacdo C=N diferente da
chalcona (Mch - 1), esta pequena diferenca pode ser nitidamente vista em
ambos os espectos de RMN quanto no I.V. Iminas tem como caracteristica um
hidrogénio ligado ao carbono hibridizado sp?, este esta desblindado devido o

efeito anisotrépico, e apresenta-se como um “s” entre 8,3 a 8,5 ppm.

Os dois simpletos “s” em &, 2,40 e 2,44 referem-se aos hidrogénios do
grupo metila. Os sinais seguintes séo 7,23 (d ; 2H ; 8,0 Hz), 7,25 (d ; 2H ; 8,66
Hz), 7,30 (d; 2H ; 8,0 Hz), 7,54 (d ; 1H ; 15,50 Hz), 7,56 (d ; 2H ; 7,95 Hz), 7,82
(d; 1H; 15,50 Hz), 7,82 (d ; 2H ; 8,10 Hz) 8,0 (d ; 2H ; 8,5 Hz) referentes aos

hidrogénios ligados aos C3"/C5” , C3'/C5’, Ca, C2'/C6’, CB, C2"/C6” e C2/C6.

Informagfes importantes também podem ser coletadas no espectro de
infravermelho (Figura 16).
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Figura 16. Espectro de absorc¢éao no I.V do composto Mch — 14.

Na anadlise do espectro de absorsor¢cdo no I.V ndo sdo observados
estiramentos na regido de 3500 — 3400 cm™, caracteristicos de hidrogénios
ligados ao grupo amino. Cabe destacar outros sinais importantes que séao
referéntes ao composto Mch-14 sendo estes estiramentos da carbonila a,3-
insaturada (1658 cm™), hidrogénios ligados & carbono hidridizado sp? e sp®,
3027 e 2915 cm™, respectivamente, dupla ligacdo entre carbonos (1601 — 1589
cm™) e a substituicdo do anel aromatico na posicdo para (815 cm™).

5.2 ATIVIDADE ANTICOLINESTERASE

As chalconas e iminas sintetizadas neste trabalho foram submetidas a
ensaios para determinacdo de atividade inibitéria para a enzima
acetilcolinesterase de peixe elétrico (AChE ee) (Electrophorus electricus)
utilizando trés tipos de ensaios: Ellman (ELLMAN et al., 1961; RHEE et al.,
2001), Falso-positivo Ellman (RHEE, I. K.; VAN RIJN, R, M.; VERPOORTE, R,
2003) e ensaio de Marston (MARSTON, A.; KISSLING, J. ; HOSTETTMANN,
K., 2002). O método de Ellman baseia-se na medida da velocidade de

producéo da tiocolina formada atravées da hidrélise do analogo do substrato da
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AChE, a ACh. A tiocolina formada reage com o chamado Reagente de Ellman
(acido 5,5-ditiobis[2-nitrobenzdico]) formando uma mistura de dissulfetos e um
anion amarelo com intensa absorcdo em 412 nm (Figura 17). Quando
compostos inibidores de AChE séo adicionados, observa-se uma diminui¢cdo na

absorcao.

acetilcolina
tiocolina

Q o
CHs AChE N(cH
/‘L /S\/\N;CH —_— - )k o+ HS/\/( 3)3
3

COOH

O,N

S +
s

3)3

Figura 17. Catalise da acetiltiocolina e reacéo de Ellman.

Um problema encontrado no método de Ellman é a necessidade dos
compostos serem solUveis em agua, este problema foi contornado por Rhee e
Col (RHEE et al., 2001), quando adaptaram o teste para placas CCD, sendo as
amostras solubilizadas em solventes orgéanicos, e em seguida aplicadas em
CCD.

No ensaio de Marston a atividade enzimatica € detectada pela
conversao do acetato de a-nafhthyl a a-naftol que reage com o sal de Fast Blue
B formando um corante diazo de cor purpura (Figura 18). Resultado positivo
neste ensaio significa que o composto presente na amostra inibiu a enzima nao
ocorrendo, portanto, a formagdo do a-naftol e a consequente formacdo do

corante.
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Figura 18. Catélise da acetilcolinesterase com acetato de naftil e subsequente
formacao do corante purpura observado.

Os resultados dos testes estdo listados na Tabela 1, assim como as
CCD onde foram feitos os testes de Ellman (Figura 19), falso-positivo de
Ellman (Figura 20) e Martson (Figura 21).

Tabela 1- Resultados dos ensaios realizados para a enzima AChE.

Ensaio em CCD

Identificacdo da

- — - - =
amostra Método modificado Ensaio Falso Ensaio Marston “*

de Ellman* (DTNB)  Positivo* (DTNB)
a b

Padréo * + - +
Mch- 1 - - -
Mch- 2 - - -
Mch- 3 - - -
Mch- 4 - - -
Mch- 5 - - -
Mch - 6 - - -

Mch- 7 - - -

63



Mch- 8 - - -

Mch- 9 - - -

Mch- 10 - - -

Mch- 11 - - -

Mch- 12 - - -

Mch -13 - - -

Mch — 14 - - -

Mch -15 - - -

aec

(+) inibicdo, (-) ndo inibicdo; ® (+) falso inibidor, (-) inibidor; *Padrao tacrina;

- My Mo My | My  We Mg Mg M N3

. Mlll Mu; M3 My M.q Mso May ‘ ’{
Figura 19. CCD do ensaio de Eliman.

tl\__.. - " 9 $ % . — +-
E |

!
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Figura 20. CCD do ensaio Falso-positivo de Ellman.

Figura 21. CCD do ensaio de Martson.

Como pode ser observado na Tabela 1, os compostos testatos néo
inibiram a acdo da enzima nos dois tipos de ensaios realizados (Ellman e
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Marston), evidenciados pelo ndo surgimento de halos bracos nas
cromatoplacas.

Para justificar tais resultados é necessario considerar a estrutura da
enzima, esquematicamente, de acordo com o0s seus sitios cataliticos
(Figura 22).

& Sitio Anidnico Periférico

Sitio Aromatico

v

Figura 22. Esquema dos sitios cataliticos da enzima AChE (LEMES, 2013).

A AChE possui uma triade catalitica que compreende os residuos de
aminoécidos Ser200, His440 e Glu327 revestidos com 14 residuos aromaticos .
O sitio ativo também contém uma "subunidade" anibnica, incluindo Trp84 como
um residuo chave para a interacdo com o grupo aménio quartenario do
substrato acetilcolina e outros ligantes via interacdo céation-pi, e outro residuo
aromatico esta conservado (Phe330) e envolvido na interacéo (55). O sitio ativo
da AChE consiste de trés dominios principais: um locus esterético,
compreendendo o sitio ativo da serina, um l6cus aniénico, que esta a 14,7 A a

partir de serina esteratica e regido hidrofébica (SINGH et al., 2013)

Compostos que sdo inibidores desta enzima atuam no sitio aniénico
perifético (PAS) ou no sitio catalitico, compreendido pela triade catalitica e o
sitio aromatico. Por exemplo, o medicamento Donezepil atua no sitio

aromatico (SILVA et al., 2014), logo, supde-se que 0s compostos sintetizados
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nao atuam sobre nenhum dos sitios cataliticos acima citados, portando n&o

apresentando inibicdo da enzima em estudo.

5.3. MODELAGEM MOLECULAR

Para compreender a atividade biologica de uma dada substéancia é
necessario estudar uma série de moléculas analogas a essa. Com o intuito de
verificar o motivo das moleculas sintetizadas nao possuirem atividade, de uma
forma qualitativa, foi necessario buscar na literatura alguns compostos com
estrutura semelhante que possuiam atividade sobre a AChE e comparar 0s
paramentos fisico-quimicos destas substancias ativas com as nossas, inativas.
Da literatura, as moléculas abaixo apresentaram atividade frente a enzima em
estudo (Tabela 2).
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Tabela 2. Estruturas dos compostos que apresentam atividade perante a

AChE.

Estrutura ICs0 (UM)
(o)
= 59.2 + 5.0*
L0
[e]
=
O O 66.0 + 0.8*
OH
fe) OMe
O = O 92.9 + 5.4*
OH OMe
(o]
- O
28.2 + 0.5*
\©\/ 56,1+
(o)
oV
//
// NH OH
(o)
//
// NH OH
]
i
//
// NH OH
57,4**
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*(HASAN et al., 2005) **(Kang et al, 2012).

As 25 estruturas foram entdo otimizadas e seus parametros retirados,

tendo como referencial a nomenclatura da Figura 20.

Figura 23. Esquema representativo do modelo seguido para retirada dos
descritores das moleculas.

5.3.1 Descritores Calculados

Foram calculados 80 descritores quimicos retirados de 16 propriedades
dentre elas estruturais, geométricas, fisico-quimicas e eletronicas, listadas na
Tabela 3.

Tabela 3. Propriedades retiradas das moleculas otimizadas e suas
simbologias.

Propriedade Simbologia (unidade)
Distancia interatbmica d
Angulo de ligacao A (©
Angulo Diedral T(°)
Momento de dipolo VI
Carga Cg
Ulta violeta u.v
Homo -
Homo -1 -
Homo -2 -
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Lumo
Lumo -1
Lumo -2
Diferenca de energia entre Homo e Lumo
Area Superficial
Volume
Energia de Hidratacao
Logp
Refratividade Molecular

Polarizabilidade

GAP
Asup.
\%

Ehidra

RM

a

Obs: continuacao da Tabela 3.

Com o intuito de reduzir a quantidade de descritores, discriminando

agueles que possuem maior influéncia na atividade dos compostos utilizou-se

uma técnica estatistica denominada peso de fisher, Wab, (JUNIOR, 2014),

mostrada na Figura 24.

[Ea—EB]*

Xa = média dos compostos ativos

Xb = média dos compostos inativos

2
; — S_ = desvio padrdo dos compostos ativos
Wab = a P P

Sa“+ 5b= Sh, = desvio padrdo dos compostos inativos

Figura 24. Formula utilizada para célculo dos pesos de fisher de cada

descritor.

Para cada descritor foi calculado o peso de fisher sendo estes

mostrados na Tabela 4.
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Tabela 4. Descritores fisico-quimicos e seus respectivos pesos de fisher.

Variavel Peso de Variavel Peso de Variavel Peso de Variavel Peso de

d (c1-c2) 0285308 d (C-0) 000018 T(C13-Cl4-015-C7) 5219993 Cg (C12) 0001909
d (C2-C3) 0.031585 d (ClS-Cl) 0.00711 T(C14-(315-C7-(312) 0.030534 Cg (C13) 2.807035
dcs.cey 0310786 A cacary 073146  Tecrcrciy 0.003296  Cg (o 1.596326

dcsry  0.000454 A gicscsy  0.17002 u 0.029534  Cg iy  0.460941
dcacsy 0721034 A cscscey  0.00537 Cdcy 2291486 Cg iy  0.104766
dcscey  0.033170 A cscery  0.31946 Cdc2) 0132652 UV,  0.049102
dcerzy  0.000022 A gpcecy 0.08652 Cg (c3) 0.028560 UV  0.004277
dcscy  0.054336 A crcizo) 0.09338 CJ (ca 0.580002 LUMO +1  0.293833
dcrcsy 1532693 A crcisciy 2.61686 C9 ry) 2.385328 LUMO +2  0.202920
dcscey  3.194742 A ocizciy 2.02001 CJ (s 1.780540 HOMO-1  1.538617
dcorsy  0.000100 A cizcisss) 4.29511 Cg (cs) 0.134053 HOMO -2  1.001470
d coco) 0.000031 A ciciscry 1.57733 CJ o) 0.000428 HOMO  0.200661
dcorsy 0003721 A scers) 0.39379 Cdcr) 4259746  LUMO  0.042293
d o1y 1013737 A rsceciy 0.06685 Cdics) 1.044128  GAP 0.010700
dcursy  0.000001 A cociory 1.62277 Cdico) 0.121755  Asyper 0.109528
d i 2717314 A geciociy 1.52877 Cds) 0.010965 Volume  0.579742
d cizc7y 1371160 A ciociiry 0.11743 Cdicio) 0.276398  Epiga 1.089314
d(c7a5 0781121 A gacircizy 0.10956 COray 0.000033  LogP  0.205471
d i 0506865 Tcscrciztg 0.00002 Cdcw 2.764875 RM 0.835577

O maior valor apresentado para o peso de fisher foi de 42,5974,
relacionado com a variavel carga atbmica do atomo 7 (C7). Analisando a tabela
a maioria dos pesos ficaram abaixo de 0,5, logo adotou-se, como valores
significativos, para desenvolver as correlacbes, 0S pesos maiores que
1.Utilizando este critério, do total de descritores (80) restaram apenas 24,
sendo estes: d7.g dg.9, d10-11, d11-12, d12.7, d14-13, Aci-c13-c14, Ao-c13-c14, Acia-cis-cis,
Ac1a-c15.c7, Aco-c10-r4, Ara-cro-c11, Tci-cis-ciacis, Cg c1, Cg r1, Cgs, Cg7, Cgs, Cgus,
Cdgi2, Cgis, Lumo +2, Homo -1 e Eyigra.
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5.3.2 Orbitais de fronteira;: Homo e Lumo

Utilizar os orbitais de fronteira molecular no estudo das propriedades de
compostos € algo decorrente, devido 0S mesmos serem 0S responsaveis por
complexos de transferéncias de carga. Os obitais de fronteira HOMO (orbital
molecular ocupado de mais alta energia) e Lumo (orbital molecular desocupado
de menor energia) sao propridade eletrénicas que dizem respeito a reatividade
dos compostos, onde o Homo, corresponde ao potencial de ionizagéo (elétron
doador) de uma substdncia e o Lumo a afinidade eletrénica (elétron-
aceptor)(ARROIO; HONORIO; DA SILVA, 2010).

Além dos valores de energia do Homo e Lumo, foram retirados os
descritores Lumo +1 e +2, que correspondem aos dois orbitais de fronteira
acima do orbital molecular desocupado de maior energia e Homo +1 e +2,
relativo aos dois orbitais de fronteira abaixo do orbital molecular ocupado de
maior energia), e a diferenca de energia entre o0 Homo e o Lumo (GAP),
moléculas que possuem um alto valor de GAP s&o consideradas menos
reativas enquanto que aquelas que possuem baixos valores de GAP s&do mais
reativas ((ZHANG; MUSGRAVE, 2007).

Os dados relativos aos compostos estéo ilustrados na Tabela 5.

Tabela 5. Energias dos orbitais de fronteira e do GAP dos compostos

estudados.

Compostos LUMO+1 LUMO+2 HOMO-1 HOMO-2 HOMO LUmMo GAP
Mch-1 -0.0186  -0.00961  -0.23205 -0.24731 -0.22560  -0.07111  0.15449
Mch-2 -0.02173  -0.01213  -0.23833 -0.25737 -0.22783 -0.07213  0.15570
Mch-3 -0.06763  -0.0387  -0.26982 -0.27267  -0.23895 -0.10787  0.13108
Mch-4 -0.02391 -0.01812 -0.24497 -0.25917 -0.22928  -0.07763  0.15165
Mch-5 -0.02069 -0.02069 -0.23287 -0.23287 -0.22556  -0.07268  0.15288
Mch-6 -0.02078 -0.01265  -0.2327 -0.25611 -0.22563 0.07358  0.29921
Mch-7 -0.02231  -0.00315 -0.23507 -0.2513  -0.22806 0.0774 0.30546
Mch-8 -0.08016 -0.03967 -0.28252 -0.28843 -0.28252 -0.10612 0.17640
Mch-9 -0.07674 -0.03791 -0.27935 -0.29242 -0.24508  -0.10394  0.14114

Mch-10 -0.07582 -0.03736 -0.27859 -0.29097 -0.24354 -0.10339 0.14015
Mch-11 -0.0763  -0.02821 -0.27675 -0.27936  -0.24203 -0.10357  0.13846
Mch-12 -0.02508 -0.00863 -0.27215 -0.29919 -0.26689 0.05038 0.31727
Mch-13 -0.02688 -0.00984 -0.27392 -0.30120 -0.26848  -0.05149  0.21699
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Mch-14 -0.03267 -0.00841  -0.28416 -0.31093 -0.27852 -0.05542  0.22310
Mch-15 -0.03251 -0.00656  -0.28345  -0.3096 -0.27804 -0.05563  0.22241
Mch-16 -0.04378  -0.02337 -0.26019 -0.28058 -0.24469 -0.08472  0.15997
Mch-17 -0.04187 -0.01358 -0.24721 -0.26844  -0.24291 -0.08393  0.15898
Mch-18 0.03682  -0.02389  -0.24352 -0.27614 -0.23694 -0.07808  0.15886
Mch-19 -0.03931 -0.01486  -0.24474 -0.26722  -0.23623 -0.08128  0.15495
Mch-20 -0.04745 -0.03409 -0.25056 -0.26920  -0.24045 -0.07437  0.16608
Mch-21 -0.05134  -0.03605 -0.25305 -0.27053 -0.24109 -0.07542  0.16567
Mch-22 -0.03801 -0.03104 -0.23924 -0.25335 -0.23746 -0.07234  0.16512
Mch-23 -0.04709  -0.03379  -0.25042 -0.26400 -0.23703 -0.07433  0.16270
Mch-24 -0.05095 -0.03581  -0.25281 -0.26464 -0.23759 -0.07528  0.16231
Mch-25 -0.04273  -0.03615 -0.24875 -0.26357 -0.2368 -0.07401  0.16279

Obs: continuagéo da Tabela 9.

Quando observa-se a Tabela 5 nota-se que os valores de GAP estéo
entre 0,13108 (Mch-3) a 0,31725 (mch-12). Os compostos que possuem
atividade sobre a enzima AChE s&o Mch-16 a Mch-25, e os valores de GAP
para eles estédo na faixa de 0,15495 a 0,16608, comparando com 0S compostos
inativos (Mch-1 a Mch-15), oberva-se que quase todos estdo fora desta limite,
salvo os compostos Mch-1 e Mch-2.

Os maiores valores de GAP foram obtidos para os compostos Mch-6,
Mch-7 e Mch-12, sendo todos estes inativos, logo, pode-se supor que a
inatividade destes compostos se deve a uma certa estabilidade quimica,
comprovado pelo alto valor de GAP (MATI, K.; LABONOV, V.S., 1996).

5.3.3 Angulo de ligacéo (A)

Um importante fator que esta relacionado com efeitos estéricos, e
consequentemente com a interacdo entre substrato e enzima é o angulo de
ligacdo, formado por trés atomos. Estes angulos estdo ligados a geometria da
molécula, que também é um fator de relevancia quando se trata da interacdo
do recptor com a amostra. Na Tabela 6 estdo selecionados os angulos que
apresentaram maior significancia para a atividade dos compostos, segundo o

critério de fisher.

72



Tabela 6. Angulos de ligacio dos compostos otimizados.

Compostos A (C1-C13-C14) A (C13-C14-C15)
Mch-1 119.28655 119.64169
Mch-2 119.30922 119.70646
Mch-3 119.371450 119.485340
Mch-4 118.818640 119.966140
Mch-5 118.822460 119.928140
Mch-6 118.876970 119.868100
Mch-7 118.842870 119.893110
Mch-8 121.071520 125.246060
Mch-9 121.062990 125.317580

Mch-10 121.084230 125.337750
Mch-11 121.052010 125.317300
Mch-12 118.271610 119.698600
Mch-13 118.666360 119.452160
Mch-14 118.602470 119.645170
Mch-15 118.355010 119.687410
Mch-16 122.55907 125.17159
Mch-17 122.55295 125.13218
Mch-18 122.59149 125.28568
Mch-19 122.56735 125.18462
Mch-20 121.00607 125.17108
Mch-21 121.01281 125.18555
Mch-22 121.03264 125.22208
Mch-23 121.03361 125.12419
Mch-24 121.01142 125.11923
Mch-25 121.02317 125.11296
Peso de fisher 2.616863 4,295115

Os angulos de ligacdo dos compostos ativos formados pelos atomos
C13-C14-C15 e C1-C13-C14 estdo na faixa de 125,11296 — 125,28568 e
121,00607 — 122,59149, respectivamente. Observa-se que a variagdo do
angulo formado pelos atomos C13-C14-C15 nao excede 0,2°, justificando a
maior significancia atribuida pelo peso de fisher. Comparando os valores dos
angulos dos compostos ativos com 0s inativos nota-se que para oS atomos

C13-C14-C15 a maioria dos compostos inativos estdo fora da faixa de angulos
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formados pelos mesmos atomos dos compostos ativos, sendo a unica excecgao

0 composto Mch-8.

5.3.4 Avaliagao citotéxica in vitro dos compostos sintetizados

As chalconas e

iminas sintetizadas neste estudo estao

apresentadas nas Quadro 5 e Quadro 6, respectivamente, e foram avaliadas

citotoxicamente frente diferentes linhagens celulares, com o intuito de analisar

seu perfil de inibicdo in vitro. Os compostos que possuiram uma taxa de

inibicdo maior que 75 % em pelo menos duas linhagens tumorais testadas

forma selecionados para avaliagdes subsequentes.

Quadro 5. Chalconas sintetizadas para avaliacao citotoxica.

(@]
|

6

6
5
N CH3 _NaOH Etanol 57 \
R + RT—A B -—R
AP /2 I/2
3

Acetofenona Aldeido Chalcona
Cddigo R R’ Rendimento (%)
Mch -1 4-NH, 3- OMe 4-OMe 5- OMe 50
Mch — 2 4-NH, 3- OMe 4 - OMe 65
Mch -3 4-NH, 4-NO, 40
Mch — 5 2-NH, 4- OEt 70
Mch — 6 2-NH, 3- OMe 4 - OMe 75
Mch -7 2-NH, 3-OMe 4- OMe 5- OMe 68
Mch -9 4-NO, 4-OMe 75
Mch - 10 4-NO, 4-OFEt 90
Mch — 11 4-NO, 3- OMe 4 - OMe 80
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Quadro 6. Iminas sintetizadas para estudo citotoxico.

[¢]

|
foaact
AN
|

Composto R’ R”
Mch-12 OEt OEt
Mch-13 OMe OMe

Apesar do grande numero de estudos relacionados com a atividade
citotoxica de chalconas, o mecanismo de acdo destes compostos nédo foi
totalmente descoberto, sendo que este trabalho ird se basear na hipétese
envolvendo a adicdo de um nucledfilo bioorganico, com a glutationa ao carbono
B da porgao a,B-insaturada envolvendo uma adicdo de Michael (SINGH;
ANAND; KUMAR, 2014; WANG et al., 2009).

Ao fazermos uma analise da acédo do carbono B como eletréfilo para a
reagdo de Michael, temos que os aneis A e B da chalcona irdo influénciar sua
reatividade frente a grupos como tidis (glutationa), amino e hidréxi, sendo estes
altimos presentes em aminoacidos, muito abundantes no meio intracelular,
porém devido este eletréfilo possuir um carater de base mole, ird possuir uma
maior afinidade com os grupos ti6is da glutationa (MAHAPATRA; BHARTI;
ASATI, 2015).

Os compostos (Mch-1 a Mch-3) foram testatos em uma concentracdo de
5 pg/mL, utilizando o método de MTT nas seguintes células tumorais SF-295,
HL-60 e HCT-116. Os resultados do ensaio estéo listados na Tabela 7, onde

estdo expressos as porcentagens de inibicdo e o desvio padrao.
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Tabela 7. Percentual de inibicdo (%) em dose Unica de 5 pum/ml e desvio

padréo.

Amostras SF-295 DP HL-60 DP HCT-116 DP
Mch-1 49,91 6,99 80,85 10,48 79,02 -
Mch-2 15,63 10,41 SA* - 37,40 5,25
Mch-3 65,00 6,25 37,65 3,32 82,90 1,78
Mch-5 23,73 2,83 15,35 10,0 36,75 7,72
Mch-6 11,74 2,53 SA* - 33,74 7,03
Mch-7 58,07 6,10 95,23 2,18 81,05 2,39
Mch-9 13,84 6,00 SA* - SA* -
Mch-10 SA* - SA* - SA* -
Mch-11 SA* - SA* - SA* -
Mch-13 1,96 5,36 SA* - 28,81 2,78
Mch-14 10,16 - SA* - SA* -

*SA = sem atividade

Ao se examinar os dados da Tabela 7, dentre as p- aminochalconas

testadas (Mch-1 a Mch-3), apenas o composto Mch-1 possui taxa de inibicao

maior que 75% para duas linhagens de células tumorais. Cabe destacar que

apesar do composto Mch-3 néo ser considerado relevante para o estudo do

Clso, este possui uma certa seletividade perante as linhagens testadas, pois sua

inibicdo para a linhagem celular HCT-116 foi acima de 80%. Ao compararmos

com o resultado obtido para o composto Mch-1 a atividade do composto Mch-3

também foi maior para a linhagem SF-295 sendo o Unico valor de inibigdo

inferior entre estes compostos o percentual de inibicdo para a linhagem HL-60.

Podemos andlisar este fato em termos da sua estrutura eletrénicas (Figura 25).

76



R
.0~
o + |
i ¢ .
H,N

Figura 25. Estruturas de ressonancia para o composto Mch-3.

Grupos retiradores de elétrons que estdo na posi¢cdo para do anel
aromatico atuam como desativantes, diminuindo sua densidade eletronica e,
consequentemente, aumentam a elétrofiliciadade do carbono B do sistema
enona, apesar da atividade deste composto ser menor em uma linhagem,
mostrandando que existem outros fatores que governam a interacdo entre o
substrato e o alvo biolégico (MAHAPATRA; BHARTI; ASATI, 2015; WANG et
al., 2009)

Observando as estruturas dos compostos testados, nota-se que em
Mch-1 e Mch-2, o anel B da chalcona esta substituido por grupos metoxi nas
posicdes 3,4 e 5/ 4 e 5, respectivamente, comparando os resultados em todas
as linhagens testadas o composto Mch -1 foi mais ativo que o Mch-2, levando
em consideracao estes aspectos o0 padréo de substuicdo dos grupos metoxi no
anel B proporciona uma atividade significativa para o composto e que quando
este padrdo € quebrado ocorre uma diminuicdo na atividade (SHENVI et al.,
2013)

Os compostos Mch-5 a Mch-7 possuem 0 mesmo substituinte no anel A
da chalcona, grupo amina na posicao 2, e padrdes de substituicdo distintos no
anel B, com os seguintes substituintes: grupo etoxi na posi¢ao para (Mch-5),
grupo metoxi na posicdo meta e para (Mch-6) e grupo metoxi nas posi¢des
meta e para (Mch-7). Nas linhagens testadas, notaa-se que o composto Mch-7

possui uma maior atividade frente todas as células tumorais, e que o padrao de
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substituicdo no anel B, com grupos metoxi nas possi¢cdes 3,4 5 torna-se

importante para a atividade do composto.

Outros fatores podem ser relevantes quando comparamos as atividades
dos compostos Mch-1 e Mch-3, que apresentam os mesmos substituintes no
anel B da chalcona, se diferindo apenas na posicdo do grupo amino presente
no anel A: posicdo para (Mch-1) e posicdo orto (Mch-3). A Tabela 8 mostra
alguns valores de é&ngulos diedrais retirados do estudo de modelagem

molecular a respeito dos angulos 8165

Tabela 8. Angulos de tors&o para os compostos Mch-1 e Mch-7.

Angulo de tors&o
determinado pelo

Composto R; R, )
método AM1
0, 0,
Mch-1 NH, H 5,910 1,6152
Mch-7 H NH, 146,434 2,03073

Go et al (2005) analisaram algumas propriedades fisico-quimicas e
estruturais que alteram a atividade de chalconas, mais especificamente da
porcdo enona, responsavel pela ligacdo a glutationa. Os substituintes na
porcdo A do anel da chalcona podem alterar a planaridade do anel B,
dependendo da posicdo em que se encontram, € COMO uma consequencia,

diminuir a conjugacao com o grupo carbonila.

Os compostos Mch-1 e Mch-3 possuem diferentes valores do angulo de
torsdo 6; e B, como mostrados na Tabela 8 tendo como consequéncia
diferentes valores de inibicdo frente as linhagens celulares testadas, onde nota-
se que o composto Mch-3 possui angulos de torsdo bem distintos quando
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comparados com o Mch-1 e melhores valores de inibicdo para as linhagens
testadas. Dado os expostos acima, um elevado angulo de torséo propicia uma
menor conjugagao do grupo amino com a carbonila, favorecendo a
deslocalizacdo dos elétrons da carbonila com o carbono B, diminuindo sua
densidade eletrbnica e aumentando sua reatividade como aceptor de Michael,
como mostrado na Figura 26 (CAREY, 2007).

ci
= OMe
01 = 146,4344
0, 0, 02 = 2,03073
NH, OMe
OMe
- 67
Ly ,
= OMe T OMe
_—
NH, OMe NH, OMe
OMe OMe

Figura 26. Angulos de torsdo para o composto Mch-7 e estruturas de
ressonancia.

Os compostos que apresentaram um percentual de inibicdo superior a
75 % em mais de duas linhagens celulares, foram submetidos ao estudo de

dose letal (ICsp), sendo os resultados mostrados na Tabela 9 .
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Tabela 9. Concectracao inibitéria meédia (IC50).

HCT-116 HL-60

Composto Inibicdo média (ug/mL)
Intervalo de confianca de 95%

Mch-3 4,19 =5
(3,03-5,81) -
Mch-15 2,21 2,08
(1,74 -2,82) (1,58 - 2,72)
Doxorrubicina 0,12 0,02
(0,09-0,17) (0,01-0,02)

Pode ser observado que apesar dos composto possuirem taxa de
inibicdo acima de 75% paras as duas linhagens celulares mostradas, se
compararmos com o padrao utilizado, as taxas de inibicdo séo ligeiramente
altas, logo apesar de serem potencialmente ativos algumas mudancas em sua
estrutura devem ser feitas para otimizar esta atividade. Ao comparar os valores
do ICsp entre os compostos, novamente o Mch-15 é mais efetivo quando

comparado com Mch-1, isto se deve aos argumentos citados anteriormente.
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6. CONCLUSAO

Os derivados de chalconas propostos para a realizacdo deste trabalho
foram sintetizadas com bons rendimentos, além disto, foi possivel observar a
formagédo de um produto secundario (imina), devido ao excesso de &cido no
sistema reacional que possibilitou a catalise da chalcona correspondete, sendo
a imina isolada, e encontrada quando utilizou-se o0s seguintes aldeidos:
4-etilbenzaldeido, 4-metilbenzaldeido, 4-metoxibenzaldeido e

4-etoxibenzaldeido.

Os compostos sintetizados foram submetidos a testes bildgicos, sendo
eles: avalicdo anticolinesterasica e perfil citotdxico frente as linhagens tumorais
(SF-295, HL-60 e HCT-116).

As chalconas e iminas ndao se mostraram ativas frente a enzima
acetilcolinesterase, onde foi necessario a realizacdo de estudos de modelagem
molecular das estruturas propostas e, como um padréo, buscou-se na literatura
compostos com certa semelhanca e que posuiam atividade para esta enzima
para uma possivel correlacdo de descritores fisicos e quimicos, sendo que este
estudo permitiu relacionar os seguintes parametros fisicos e quimicos, GAP e
angulo de ligacdo. Apesar dos valores indicados pelos descritores serem muito
distintos dos compostos sintetizados (inativos), um estudo mais detalhado é

necessario para predizer o que torna as moleculas inativas.

O teste citotdéxico para as linhagens descritas acima obtiveram um
melhor resultado, sendo dois compostos ativos (Mch-3 e Mch-15) e para estes
foi determinado o ICsp onde o menor valor encontrado foi para 0 composto
Mch-15 (2,08 pg/mL) frente a linhagem celular HL-160.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

e Realizar o estudo de estrutura e reatividade dos compostos sintetizados
e sintetizar novas estutras a partir dos dados obtidos.
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Figura A - 1. Espectro de RMN *H do composto Mch — 1, evidenciando a porgao a,B — insaturada da chalcona.
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Origin spect
Original Points Count 16384
Owner nmrsu
Points Count 32768
Pulse Sequence zgpg30
Receiver Gain 912.00
SW(cyclical) (Hz) 31250.00
Solvent CHLOROFORM-d
Spectrum Offset (Hz) 12570.5967
Spectrum Type STANDARD
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Figura A 20. Espectro de infravermelho do composto Mch — 7.
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—241

H-a (d; 1H ; 15,70 Hz)
H-B (d ; 1H ; 15,70 HZ)
Parameter Value
© Acquisition Time (sec) 4.6836
&< ~ Frequency (MHz) 500.13
P v Nucleus 1H
9 |c‘:|| Number of Transients 16
0| | Origin spect
N ¥ 106 2 104 Original Points Count 32768
o) '\\l\' Chemical Shit (ppr) o Points Count 65536
'\|\| | |« Pulse Sequence zg30
2 N Receiver Gain 256.00
3 T 2 SW(cyclical) (Hz) 6996.27
' Solvent CHLOROFORM-d
Spectrum Offset (Hz) 2547.0042
Spectrum Type STANDARD
‘—J“ 1\ - . . JILL,L____/\_J
— A/ L
2.012.07 1.062.04 1.04 1.75 3.04
1 T 1 I
TT | Trri I L | LU I Trrr | LB I LU | UL I LB | LU I L | LB I LU | LB I LB | L I Trri | LB I LI |
8 7 6 5 4 3 2 1 0

Chemical Shift (ppm)

Figura A 21. Espector de RMN *H do composto Mch — 8 evidenciando a por¢do a, — insaturada da chalcona.
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Figura A 22. Espectro de RMN **C do composto Mch — 8.

O2N 4 [ 5 4 Me
Parameter Value
Acquisition Time (sec) 0.5243
Frequency (MHz) 125.76
Nucleus 13C
Number of Transients 1043
Origin spect
Original Points Count 16384
Owner nmrsu
Points Count 32768
Pulse Sequence zgpg30
Receiver Gain 912.00
SW(cyclical) (Hz) 31250.00
Solvent CHLOROFORM-d
Spectrum Offset (Hz) 12600.9404
Spectrum Type STANDARD
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Figura A 23. Espectro de infravermelho do composto Mch — 8.
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—3.87

H-a (d ; 1H ; 15,59 Hz)
B(d; 1H: 15,59 Hz)

4' 4
ﬂ Parameter Value

Acquisition Time (sec) 4.6836
103 205 100 Frequency (MHz) 500.13
[ [ 1 Nucleus 1H
wrmrwqrmmmrrwrrmmmwﬂ .
785 78 175 100 765 760 75 750 745 740 13 130 Number of Transients 16
Cherical Shift (ppm) Origin spect
Original Points Count 32768
Owner nmrsu
3 s © o Points Count 65536
1 © Q
9 °|° o N N © o Pulse Sequence zg30
old\' | 03 & T2 Receiver Gain 287.00
RS SW(cyclical) (Hz) 6996.27
@ I Solvent CHLOROFORM-d
" Spectrum Offset (Hz) 2548.6055
il Spectrum Type STANDARD
— Ao ~
2.052.04 1.03 2.05 1.00 2.06 3.05
1 1 1] 1 H 1 |
LILE L] I rTTrTT17TTTT I rTTrTT7TTrTrTT I rTTrrrTTTTT I rTTrTr17TTTT I rTTrTTTTrTT I rTTrrrTTrTTT I rTTTTTTrTT I rTTrTTTrTrTT I Trrir
8 7 6 5 4 3 2 1 0

Chemical Shift (ppm)

Figura A 24. Espectro de RMN *H do composto Mch — 9 destacando os hidrogénios a, — insaturados.
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o Parameter Value
S
/ Acquisition Time (sec) 0.5243
Frequency (MHz) 125.76
Nucleus 13C
Number of Transients 1622
= o . Origin spect
o o © Original Points Count 16384
3 — 8 Oowner nmrsu
! 3 Points Count 32768
Pulse Sequence zgpg30
Receiver Gain 912.00
SW(cyclical) (Hz) 31250.00
~ Solvent CHLOROFORM-d
9 Q 3 N Spectrum Offset (Hz) 12600.9404
o N o | N Spectrum Type STANDARD
© S i
| 3| |
—
I
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40
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Figura A 25.Espectro de RMN **C do composto Mch — 9.
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Figura A 26. Espectro de infravermelho do composto Mch — 9.
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mch20.011.001.1r.esp & H-B(d;1H;1577Hz) 9
P $ H-B (d; 1H ; 15,77 Hz) 3
o 8 % o
N [
) : I
o 3
g 3
T ,
N~ 4!
7| O,N z =~ 4 OEt
1.00 2.00 0.99 Parameter Value
I | I |
1 S Va LRARAE ARRE IR LR LN RS LR LR LN RARRE LR LR LRRRAE AR} LRARAE LR RN I LARRRE RARRERERRE I
g g 7.85 7.80 7.75 7.70 7.65 Chen:icﬁé)l st (p7p§; 7.50 7.45 7.40 7.35 7130 8 Acquisition T|me (sec) 46836
[ o 32 S Frequency (MHz) 500.13
10 |: =3 5 1' o Nucleus 1H
o| oo " 45 - ¥ Number of Transients 16
NV o8| o 2 — ~ Origin spect
%_ f '\\ “|° © Original Points Count 32768
Y — Owner nmrsu
I Points Count 65536
o Pulse Sequence zg30
NG Receiver Gain 322.00
~ | ol SW(cyclical) (Hz) 6996.27
~ ] = Solvent CHLOROFORM-d
12 Spectrum Offset (Hz) 2547.8582
Spectrum Type STANDARD
________JJ ! A .
—— A U — S
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Figura A 27. Espectro de RMN *H do composto Mch — 9 destacando os hidrogénios a,B — insaturados
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—77.23
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T. a = Parameter Value
-~ |
§ Acquisition Time (sec) 0.5243
N Frequency (MHz) 125.76
| Nucleus 13C
Number of Transients 898
Origin spect
o © Original Points Count 16384
N = & - Owner nmrsu
S = 2 2 Points Count 32768
T Pulse Sequence zgpg30
Receiver Gain 912.00
o SW(cyclical) (Hz) 31250.00
~ S N S Solvent CHLOROFORM-d
o < ol g S Spectrum Offset (Hz) 12601.9082
3 < i Spectrum Type STANDARD
3
I
L T )
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Chemical Shift (ppm)
Figura A 28. Espectro de RMN **C do composto Mch — 10.
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Figura A 29. Espectro de infravermelho do composto Mch — 10.
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H-a (d; 1H; 15.62 Hz)
H-B(d; 1H; 15.62 Hz)
Parameter Value
103 105
Acquisition Time (sec) 4.6836
780 775 700 765 760 755 750 45 740 1% 130 Frequency (MHZ) 500.13
Chemical Shift (ppm) )
© (pom) Nucleus 1H
N s Number of Transients 16
I - Origin spect
3= Original Points Count 32768
) B o6 o Owner nmrsu
el g o Points Count 65536
~ @ - Pulse Sequence 2930
SR NI3925 o Receiver Gain 406.00
2 i e S SW(cyclical) (Hz) 6996.27
| U= 3
~ | Solvent CHLOROFORM-d
Spectrum Offset (Hz) 2548.9258
Spectrum Type STANDARD
- " |
H R —_— —
2.092.101.031.051.831.021.02 3.16 3.10 1.09
0 H H H H I I I I |
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Figura A 30. Espectro de RMN *H do composto Mch — 11 evidenciando os hidrogénios a,B — insaturados.
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—77.00

\ Q=
=
<
OMe
Parameter Value
&
& Acquisition Time (sec) 0.5243
o Frequency (MHz) 125.76
e Nucleus 13C
o Number of Transients 3036
Origin spect
Original Points Count 16384
N 2 2 X © o _Owner nmrsu
5 § o 5 19 = S Points Count 32768
- L 7 | S 'ﬂ)m Pulse Sequence zgpg30
;‘ Receiver Gain 912.00
© © & SW(cyclical) (Hz) 31250.00
= Sl @ 5 Solvent CHLOROFORM-d
& o 2 ? I Spectrum Offset (Hz) 12573.4580
! | & ' Spectrum Type STANDARD
S 11 N
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Figura A 31. Espectro de RMN **C do composto Mch - 11.
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Figura A 32. Espectro de infravermelho do composto Mch — 11.
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H-B (d; 1H ; 15,52 Hz)
H-a (d; 1H ; 15,52 Hz)

<
o To R
< A
< |
M M \
Parameter Value
2.02 1.02 2.04 1.02
L | L | |  —|
7.85 7.80 7.75 7.70 7.65 7.60 7.55 7.50 7.45 7.40 Acquisition Time (sec) 0.5243
Cherical Shift (ppm) Frequency (MHz) 125.76
. Nucleus 13C
© Number of Transients 1133
a3 | Origin spect
< . TZ:,',T 2 ? Original Points Count 16384
R ] 2 5 Owner nmrsu
T o © o -’ o ;
LT P 8 Points Count 32768
T Pulse Sequence zgpg30
Receiver Gain 912.00
«ls SW(cyclical) (Hz) 31250.00
N D Solvent CHLOROFORM-d
Spectrum Offset (Hz) 12601.9082
Spectrum Type STANDARD
L L J
pR— [ S -
0.98 2.00 2.02 1.02 2.04 1.02 2.48 2.03 2.05 4.15 6.16
T T H H
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Chemical Shift (ppm)
Figura A 33. Espectro de RMN *H do composto Mch — 12 evidenciando os hidrogénios a,B — insaturados.
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Parameter Value
Acquisition Time (sec) 0.5243
Frequency (MHz) 125.76
Nucleus 13C
Number of Transients 1133
Origin spect
Original Points Count 16384
Owner nmrsu
Points Count 32768
Pulse Sequence zgpg30
Receiver Gain 912.00
SW(cyclical) (Hz) 31250.00
Solvent CHLOROFORM-d
Spectrum Offset (Hz) 12601.9082
Spectrum Type STANDARD

R N T R o e e

180 160

140 120 100 80 60
Chemical Shift (ppm)

Figura A 34. Espectro de *C do composto Mch — 12.
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89

©

|

HB (d; 1H ; 15,57 Hz) Ha (d ; 1H ; 15,57 Hz)
Parameter Value
Acquisition Time (sec) 4.6836
L8 212 Lo7 Frequency (MHz) 500.13
— — — Nucleus 1H
7.80 7.75 7.70 7.65 7.60 755 750 7.45 Number of Transients 16
Chemical Shift (ppm) Orlgln Spect
© 8 Original Points Count 32768
o N = Owner nmrsu
M L © Q N ,
0%{31% 2 2 N T N g Lo < ! Points Count 65536
S T © ';r'\; N o P o Pulse Sequence 2930
e Un~ = Receiver Gain 287.00
\ SW(cyclical) (Hz) 6996.27
| Solvent CHLOROFORM-d
A Ak 'y
0.98 2.10 2.08 1.08 2.12 1.07 2.56 2.12 2.15 3.05 3.00 0.84
| | | | | [ |
llllllll]lllllllll]llllIllll]lllllllll]lllllllll]llllIllll]llllIllll]llllIllll]lllllllll]lllllll
9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

Chemical Shift (ppm)
Figura A 35. Espectro de RMN *H do compostos Mch — 13, destacando-se os hidrogénios a,B-insaturados.
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Parameter Value
Acquisition Time (sec) 0.5243
el ® o Frequency (MHz) 125.76
g p © 3 Nucleus 13C
~ o o 0 18 Number of Transients 1200
< / — Origin spect
=t Original Points Count 16384
Owner nmrsu
Points Count 32768
Pulse Sequence zgpg30
Receiver Gain 912.00
SW(cyclical) (Hz) 31250.00
by Solvent CHLOROFORM-d
?' Spectrum Offset (Hz) 12601.9082
STANDARD

Spectrum Type

180 160 140 120 100 80 60 40 20 0
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Figura A 36. Espectro de RMN de **C do composto Mch-13.
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Figura A 37. Espectro de infravermelho do composto Mch — 13.
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Parameter Value
Acquisition Time (sec) 4.6836
Frequency (MHz) 500.13
Nucleus 1H
Number of Transients 16
Origin spect
Original Points Count 32768
Owner nmrsu
Points Count 65536
Pulse Sequence zg30
Receiver Gain 80.60
SW(cyclical) (Hz) 6996.27
Solvent CHLOROFORM-d
Spectrum Offset (Hz) 2546.6841
Spectrum Type STANDARD

w— e
0.92 1.99 3.01 3.02 2.02 2.63 1.97 3.03 3.00
I L L LI 1] 1] 1] 1] 1]
e S
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Chemical Shift (ppm)

Figura A 38. Espectro de RMN *H do composto Mch — 14.
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Ha (d ; 1H ; 15,40 Hz)
HB (d; 1H ; 15,40 Hz)

/L‘
3.01 3.02
| | | |

7.85 7.80 7.75 7.70 7.65 7.60 7.55 7.50
Chemical Shift (ppm)

Figura A 39. Expanséo da do espectro de RMN *H do composto Mch — 14.
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21.93
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Parameter

Value

Acquisition Time (sec)
Frequency (MHz)
Nucleus
Number of Transients
Origin
Original Points Count
Owner
Points Count
Pulse Sequence
Receiver Gain
SW(cyclical) (Hz)
Solvent
Spectrum Offset (Hz)
Spectrum Type

0.5243
125.76
13C
677
spect
16384
nmrsu
32768
zgpg30
912.00
31250.00
CHLOROFORM-d
12606.4482
STANDARD

180 160 140 120 100 80 60
Chemical Shift (ppm)

Figura A 40. Especto de RMN **C do composto Mch — 14.
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Figura A 41. Espectro de I.V do composto Mch — 14.
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HB (d; 1H; 15,69 Hz)

Ha (d ; 1H ; 15,69 Hz) SR
O

N

1.61

Parameter Value
Acquisition Time (sec) 4.6836
Frequency (MHz) 500.13
Nucleus 1H
Number of Transients 16
Origin spect
Original Points Count 32768
Owner nmrsu
Points Count 65536
Pulse Sequence zg30
Receiver Gain 128.00
SW(cyclical) (Hz) 6996.27
Solvent CHLOROFORM-d
Spectrum Offset (Hz) 2546.4119
Spectrum Type STANDARD

[
...............‘...........|.........|.............................|.......
7.85 7.80 7.75 A 7.65 7.60 7.55
< Chemical Shift (ppm)
< Lo
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Figura A 42. Espectro de RMN *H do compostos Mch — 13, destacando-se os hidrogénios a,B-insaturados.

130



—77.27
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/130.16
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Parameter

Value

Acquisition Time (sec)
Frequency (MHz)
Nucleus
Number of Transients
Origin
Original Points Count
Owner
Points Count
Pulse Sequence
Receiver Gain
SW(cyclical) (Hz)
Solvent
Spectrum Offset (Hz)
Spectrum Type

0.5243
125.76
13C
802
spect
16384
nmrsu
32768
zgpg30
912.00
31250.00
CHLOROFORM-d
12606.4482
STANDARD

180 160 140 120 100 80 60
Chemical Shift (ppm)

Figura A 43. Espectro de RMN **C do composto Mch — 15.
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Figura A 44. Espectro de infravermelho do composto Mch — 15.
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