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RESUMO

SINTESE E AVALIAQAO DO POTENCIAL BIOATIVO DE DERIVADOS DE
CHALCONAS. A pesquisa e o desenvolvimento de medicamentos € um processo longo e
complexo que se inicia com a busca de novos compostos bioativos. O presente trabalho
envolve a sintese, caracterizacdo e a avaliacdo da atividade bioldgica de compostos derivados
de chalconas. Treze compostos derivados de chalconas foram obtidos pela reacdo de
condensacédo aldolica de Claisen-Schmidt e dois compostos hidroxilados através da catélise
acida. Todas as estruturas tiveram sua citotoxicidade avaliada frente a trés linhagens de
células tumorais de melanoma (MDA-MB-435), célon (HCT-8) e sistema nervoso central
(SF-295). Dos quinze compostos sintetizados, as chalconas (E)-3-(3,4-dimetoxifenil)-1-fenil-
2-propen-1-ona, (E)-3-(4-clorofenil)-1-fenil-2-propen-1-ona, (E)-3-(4-metoxifenil)-1-fenil-2-
propen-1-ona e (E)-3-(4-nitrofenil)-1-fenil-2-propen-1-ona apresentaram atividade citotdxica
relevante. O composto (E)-3-(4-nitrofenil)-1-fenil-2-propen-1-ona apresentou elevada
atividade citotoxica com ICsp menor que 1 pg/mL, ndo apresentando seletividade entre as
linhagens testadas. Avaliando a inibi¢do da atividade enzimatica os melhores resultados foram
obtidos frente a catepsina K, onde os compostos (E)-3-(1,3-benzodioxol-5-il)-1-fenil-2-
propen-1-ona, (E)-3-(4-fluorfenil)-1-fenil-2-propen-1-ona,  (E)-3-(4-clorofenil)-1-fenil-2-
propen-1-ona e (E)-3-(4-metoxifenil)-1-fenil-2-propen-1-ona se destacaram com inibicéo
superior a 80 % (125 uM). Assim, os resultados quimicos e biolégicos promissores aqui
obtidos demonstraram a viabilidade para a procura de substancias mais ativas, as quais podem

representar novas possibilidades terapéuticas.
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ABSTRACT

SYNTHESIS AND BIOLOGICAL ACTIVITY EVALUATION OF CHALCONE
DERIVATIVES. The research and drug development consist of a long and complex process
that begin with the search of new bioactive compounds. This work involved the synthesis,
characterization and biological activity evaluation of compounds derivate from chalcones.
Thirteen chalcones were obtained by Claisen-Schimdt aldolic condensation and two
hidroxylated compounds by acid catalysis. All structures had their cytotoxicity evaluated
against three human cancer cell lines of melanoma (MDA-MB-435), colon cancer (HCT-8)
and central nervous system (SF-295). Out of the fifteen chalcones synthesized, the chalcones
(E)-3-(3,4-dimethoxyphenyl)-1-phenyl-2-propen-1-one, (E)-3-(4-chlorophenyl)-1-phenyl-2-
propen-1-one, (E)-3-(4-methoxyphenyl)-1-phenyl-2-propen-1-one e (E)-3-(4-nitrophenyl)-1-
phenyl-2-propen-1-one showed relevant cytotoxic activity. The compound (E)-3-(4-
nitrophenyl)-1-phenyl-2-propen-1-one showed high cytotoxic activity with 1Csy less than 1
pg/mL with no selectivity in the tumor line cells. Evaluating the inhibition of enzymatic
activity the best results were obtained against the cathepsin K, where the compounds (E)-3-
(1,3-benzodioxol-5-il)-1-phenyl-2-propen-1-one, (E)-3-(4-fluorphenyl)-1-phenyl-2-propen-1-
one, (E)-3-(4-chlorophenyl)-1-phenyl-2-propen-1-one e (E)-3-(4-methoxyphenyl)-1-phenyl-2-
propen-1-one highlighted with inhibition exceeding 80% (125 uM). So, the promising
chemical and biological results obtained here demonstrated the viability to achieve more

active substances, which might represent new therapeutic possibilities.
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1. INTRODUCAO

Inimeros farmacos disponiveis no mercado farmacéutico foram obtidos sinteticamente
baseados em estruturas quimicas obtidas de fontes naturais. E importante mencionar que a
utilizacdo de produtos naturais ativos como modelo ou molécula-prototipo para a sintese de
analogos mais potentes e seletivos, tem contribuido significativamente para a obtencdo de
novos agentes terapéuticos, que podem, muitas vezes, ser adquiridos mais facilmente e a
custos menores (CHIARADIA, 2006). A sintese quimica vem contribuindo cada vez mais
com novos farmacos, principalmente depois que passou a aplicar os conhecimentos dos
mecanismos de reagOes quimicas e bioquimicas e dispor de eficientes métodos analiticos
como a cromatografia, espectroscopia e difracdo de raios X (KOROLKOVAS &
BURCKHALTER, 1988).

O percentual de substéncias sintéticas utilizadas como farmacos atinge cerca de 75 %
do total de medicamentos empregados no mundo. A sintese organica, que engloba também a
sintese de farmacos, representa a vertente da quimica organica capaz de construir moléculas,
independente do seu grau de complexidade estrutural, explorando conceitos fundamentais que
regem o comportamento quimico dos diferentes grupamentos funcionais (BARREIRO, 1991).
Muitas classes de compostos organicos tém demonstrado efeitos bioldgicos promissores e a
literatura relata um crescimento significativo de novas moléculas com poténcia similar ou
superior a do farmaco, sendo que muitos deles ja se encontram em estudos pré-clinicos
avancados (MACHADO et al., 2005). Dentre essas substancias podem-se inserir as chalconas
e seus derivados.

Considerando que a sintese de farmacos representa um processo de multiplas etapas, a
pureza final do produto depende da metodologia empregada e do grau de pureza dos
intermediarios sintéticos e, por conseguinte, também das matérias-primas utilizadas no
processo (BARREIRO, 1991).

Os objetivos do presente trabalho foram a sintese, purificacdo, caracterizacdo quimica
e a realizacdo de ensaios bioldgicos com varias chalconas. A atividade citotoxica foi
verificada in vitro frente as células MDA-MB-435 (melanoma), HCT-8 (c6lon humano), SF-
295 (sistema nervoso central) e HL-60 (leucemia). Além disso, também foram realizados os
testes de inibicdo enzimética das catepsinas B e K (cancer e as doengas 0sseas,

respectivamente) com as chalconas sintetizadas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Produtos Naturais como Protdtipos de Novos Farmacos

No final do século XIX, a busca para encontrar medicamentos menos toxicos do que
aqueles baseados em fontes naturais resultaram na introducdo de substancias sintéticas que
atuam como farmacos e o seu uso foi amplamente disseminado no século XX. Inicialmente,
este conhecimento estava centrado em produtos naturais isolados de material vegetal e animal,
mas, a medida que o conhecimento aumentou, uma ampla faixa de compostos sintéticos
passou a ser usada para tais fins (THOMAS, 2003).

O marco mais importante para o desenvolvimento dos farmacos a partir de produtos
naturais foi o descobrimento dos salicilatos obtidos da planta Salix alba, conhecida
popularmente como chorédo ou salgueiro. Suas cascas foram utilizadas por séculos na Europa,
Asia e Africa, para tratar dor e febre, mas somente em 1763 foram estudadas cientificamente,
pelo reverendo Edward Stone, na Inglaterra. Em 1828, no Instituto de Farmacologia de
Munique, Johann A. Buchner isolou uma pequena quantidade de salicilina (1, Figura 1).
Posteriormente, varios outros cientistas empenharam-se em melhorar os rendimentos e a
qualidade da salicilina obtida até que em 1860, Hermann Kolbe sintetizou o acido salicilico
(2) e seu sal sodico a partir do fenol. Somente em 1898, Felix Hofmann descobriu o &acido
acetilsalicilico (3), que apresentou um carater menos acido devido a acetilacdo do grupo
hidroxila, o que reduziu os efeitos colaterais, como problemas estomacais e nao alterou as
propriedades analgésicas, antitérmicas e anti-inflamatdrias do acido salicilico. Obteve-se
assim o primeiro farmaco sintético oriundo da otimizacdo de um produto natural (VIEGAS;
BOLZANI & BARREIRO, 2006).

OH
COOH COOH

O'glicose OH OCOCH3

Salicilina (1) Acido Salicilico (2) Acido Acetilsalicilico (3)

Figura 1. Salicilatos que marcaram o desenvolvimento de farmacos.



As propriedades terapéuticas do AAS levaram os laboratdrios de pesquisa da Bayer a
elegerem o AAS como um novo produto a ser lancado no mercado para competir com 0s
salicilatos naturais, sob 0 nome de Aspirina® (VIEGAS; BOLZANI & BARREIRO, 2006).
Apb6s mais de 100 anos de sua descoberta, o AAS continua sendo o analgésico mais
consumido e vendido no mundo e também alvo de inimeras pesquisas sobre suas aplicacdes
terapéuticas (MENEGATTI; MANSSOUR & BARREIRO, 2001).

2.2. Desenvolvimento de Novos Medicamentos

Os primeiros estudos sobre a relacdo entre estrutura quimica e atividade para o
planejamento racional de moléculas bioativas ganharam destaque durante a Il Grande Guerra
Mundial. A pesquisa militar foi responsavel por grandes avangos na quimica sintética,
motivada pela necessidade de tratamento de infeccdes, da dor, de processos alérgicos e da
depresséo (VIEGAS; BOLZANI & BARREIRO, 2006).

Atualmente, o processo de desenvolvimento de farmacos incorporou profundas
transformacgdes. Com o avanco da Biologia Molecular, inimeros processos biologicos foram
identificados, fornecendo assim diversos novos alvos celulares passiveis de intervencéao
terapéutica que possibilitem a construcao de farmacos inovadores (MOTTA, 2004).

Os elevados custos no desenvolvimento de novos farmacos estdo associados a uma
série de fatores que levam em consideracéo as varias fases dispendiosas envolvidas, desde a
descoberta do farmaco até a introducdo do medicamento no mercado (MOTTA, 2004). O
processo de descobrimento de um novo farmaco pode ser feito através de varias estratégias,
todas envolvendo diversas etapas, até que o medicamento se encontre disponivel para a
populacdo (DIAS & CORREA, 2001). O periodo de tempo que transcorre entre o
reconhecimento do problema, consequente concepcao da estratégia de ataque do mesmo e a
introducdo de um medicamento na terapéutica variam de 10 a 12 anos (SILVA, 1998).

Dessa forma, o planejamento quimico desenvolve-se em paralelo ao planejamento
biologico e se apdia em extenso levantamento bibliografico para que se estabelecam as bases
do programa de pesquisa. A seguir, no ramo quimico, desenvolvem-se métodos de sintese
apropriados da série de compostos inicialmente planejada. Ao mesmo tempo, sdo
desenvolvidos métodos de ensaio para 0s compostos obtidos, no sentido de se efetuar a

triagem preliminar dos mais ativos. Caso haja interesse, os farmacos sdo submetidos aos



ensaios farmacoldgicos e clinicos subseqlientes, prosseguindo-se até a producdo industrial,

que culmina com o langamento dos mesmos no mercado (SILVA, 1998).

2.3. Flavonoides

Os flavondides (4, Figura 2) constituem uma importante classe, sendo encontrados em
relativa abundancia entre os metabdlitos secundarios dos vegetais. Estes representam um dos
grupos fendlicos mais importantes e diversificados entre os produtos de origem natural.
Apresentam-se frequentemente oxigenados e um grande nimero ocorre conjugado com
actcares (SIMOES et al., 2007) .

O
c |

|
O

Figura 2. Nucleo fundamental dos flavondides (4).

O interesse econdmico por esta classe é decorrente de suas diferentes propriedades,
como por exemplo, o fato de alguns apresentarem cor e poderem ser usados como pigmentos,
na fermentacdo do cha-da-india e por conferirem cor e valor nutricional para alguns alimentos
(SIMOES et al., 2007). Além disso, esses compostos possuem também importancia
farmacoldgica, como resultado de diversas propriedades atribuidas a alguns representantes da
classe, tais como, atividade antitumoral, anti-inflamatoria, antioxidante, entre outras
(AUYEUNG & KO, 2010). Mais de 4.200 flavondides sdo conhecidos, os quais dependendo
de suas caracteristicas biossintéticas e estruturas quimicas podem ser agrupados nas seguintes
classes (Figura 3): flavonois, flavonas, catequinas, flavanonas, chalconas, antocianidinas e
isoflavonas (SIMOES et al., 2007).



As chalconas, por sua vez, sdo 0s precursores imediatos na biossintese de flavondides,
e sua estrutura difere dos outros membros da familia, por apresentar uma cadeia aberta
(ECHEVERRIA et al., 2009).

Chalcona (7) Isoflavona (8)

HO 0L

(I
OH

Flavanona (9) Antocianidina (10)

OH
HO ] O O
OH

OH

OH O

Catequina (11)

Figura 3. Exemplos de representantes das classes de flavondides.



2.4. Chalconas

Chalconas, consideradas precursores imediatos da via de biossintese de flavondides,
sdo largamente encontradas em plantas e possuem pigmentacdo amarela até vermelha
(ANDERSEN & MARKHAM, 2006). Estes compostos tém um papel importante em sistemas
ecoldgicos em funcdo das cores que produzem nos vegetais, auxiliando assim na polinizacdo
como atraentes de insetos e passaros (SIMOES et al., 2007). As chalconas naturais ocorrem
principalmente na forma hidroxilada e vérios estudos tém relatado suas propriedades
bioldgicas (NAVARINI et al., 2009).

Quimicamente as chalconas (12, Figura 4) podem ser definidas como cetonas a, B -
insaturadas, onde se tem tanto a carbonila quanto a porcéo olefinica conjugadas e ligadas a
grupamentos aromaticos, comumente designados como anel A, proveniente da cetona e anel
B do aldeido (DHAR, 1981). O nucleo A das chalconas é numerado com nimeros ordinarios
seguidos de uma linha (‘) e o nicleo B somente com ndmeros ordinarios (SIMOES et al.,
2007).

Figura 4. Nucleo fundamental das chalconas (12).

As chalconas sdo obtidas pela reacdo de condensacdo de Claisen-Schmidt entre uma
cetona e um aldeido aromatico em presenca de catalisadores basicos. O nome da reacdo foi
em homenagem aos quimicos alemdes J. G. Schmidt (que descobriu a reacdo em 1880) e
Ludwig Claisen (que a desenvolveu entre 1881 e 1889).

A reacdo de condensacéo (Figura 5) comeca pela abstragcdo de um préton do carbono a
da molécula de cetona para formar o ion enolato, o qual é estabilizado por ressonancia. O ion
enolato a seguir age como nucleéfilo e ataca o carbono da carbonila do aldeido formando o
fon alcoxido (intermediario tetraédrico). Posteriormente, o ion alcéxido remove um préton da

molécula de &gua, formado uma hidroxicetona. Finalmente, a desidratacdo da hidroxicetona



conduz & formacdo do produto da reacdo, uma cetona o, B-insaturada (SOLOMONS &

FRYHLE, 2009). O mecanismo reacional desta reacdo se apresenta na Figura 5.
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Figura 5. Mecanismo de condensacdo alddlica das chalconas (SOLOMONS & FRYHLE,
2009).

Devido ao grande interesse nesta classe de compostos, Ni e colaboradores (2004)
publicaram uma revisdo sobre 0s avancos na terapéutica de chalconas com o objetivo de
sumarizar o desenvolvimento das pesquisas com estes compostos biologicamente ativos,

incluindo algumas moléculas ja patenteadas.

2.5. Cancer

O termo cancer ¢ utilizado genericamente para representar um conjunto de mais de
100 doengas, incluindo tumores malignos de diferentes localizacBes. Importante causa de
morte no Brasil, desde 2003, as neoplasias malignas constituem a segunda causa de morte na
populacdo, representando quase 17% dos Obitos notificados em 2007 no Sistema de
Informacdes sobre Mortalidade (INCA, 2010).

Segundo recente relatério da Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer

(IARC)/OMS, o impacto global do cancer mais que dobrou em 30 anos. Em 2008, estimou
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que ocorressem 12,4 milhdes de casos novos e 7,6 milhdes de Obitos por cancer no mundo.
Destes, os mais incidentes foram o cancer de pulméo (1,52 milhdes de casos novos), de mama
(1,29 milhdes), de colon e de reto (1,15 milhdes). No Brasil, as estimativas, para 0 ano de
2010 apontam para a ocorréncia de 489.270 casos novos de cancer (INCA, 2010).

O termo neoplasia significa “crescimento novo”, € esse NOVO crescimento € um
neoplasma. A palavra cancer é o termo comum utilizado para referir-se a todos os tumores
malignos. Em geral a velocidade de crescimento dos tumores esta relacionada com seu nivel
de diferenciagdo, de modo que os tumores malignos crescem, em sua maioria, mais
rapidamente do que as lesbes benignas e se espalham através das metastases (COTRAN;
KUMAR & COLLINS, 2000).

As metastases, por sua vez, sdo implantes tumorais descontinuos em relacdo ao tumor
primario, apresentando-se como um processo biologico dindmico e complexo envolvendo a
interacdo tumoral com células sadias e células tumorais (ENGERS & GABBERT, 2000). A
capacidade de formar metastases distingue as neoplasias malignas das benignas, pois 0s
tumores benignos ndo conduzem a metastase (ROBBINS, 1969). Dessa forma, a invasdo dos
canceres permite a sua penetragdo nos vasos sanguineos, linfaticos e cavidades corporais,
proporcionando-lhes, assim, a oportunidade de disseminacdo (COTRAN; KUMAR &
COLLINS, 2000).

Embora sejam observadas diferencas na duracdo do ciclo celular entre células de
varios tipos, todas exibem um padrdo semelhante durante o processo de divisdo (Figura 6): (1)
uma fase que precede a sintese de DNA (G3); (2) uma fase de sintese de DNA (S); (3) um
intervalo apds o término da sintese de DNA (G»); e (4) a fase mitotica (M) durante a qual a
célula, que contém um duplo complemento de DNA, divide-se em duas células-filhas G;.
Cada uma dessas células-filhas pode reentrar imediatamente no ciclo celular ou passar por
uma fase ndo-proliferativa, designada como Gy As células Gy de determinados tecidos
especializados podem diferenciar-se em células funcionais, que ndo sdo mais capazes de
sofrer divisdo. Entretanto, problemas em relacdo ao ciclo celular podem levar a um
crescimento desordenado das células originando processos tumorais (BRUNTON; LAZO &
PARKER, 2006).



S - oo G e
Sintese de DINA Metafase

mitético ﬁ;’:‘:"se
Especificos da Fase S: o MITOC;'SSE‘.

G-mercaptopurina, metotrexato
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Viunblastina

Paclitaxel

L GO
Fase de Repouso

Inespecificos das Fases:

Agentes alquilantes, nitrosuréias, antibioticos antitumorais, cisplatina

Figura 6. Relacdo entre a acdo dos agentes antitumorais e o ciclo celular (Adaptada de
BRUNTON; LAZO & PARKER, 2006).

Em relacdo a processos cancerigenos tém-se realizado varios estudos avaliando a sua
incidéncia no organismo com a formacdo de espécies reativas de oxigénio tais como peroxido
de hidrogénio e o radical hidroxila. Dessa forma, existe uma importante correlacdo entre os
niveis de glutationa em sua forma reduzida e os mecanismos enzimaticos de defesa. Esta
observacdo tem promovido uma série de estudos clinicos sobre a interdependéncia entre o
aumento dos niveis de glutationa no plasma sangiineo e doencas cancerigenas em
determinados 6rgaos vitais como rins e pulmdes (SENTURKER & DIZDAROGLU, 1999;
NAVARRO et al., 1999; JUNIOR et al., 2001).

A glutationa, um tripeptideo (g-L-glutamil-L-cisteinil-glicina), existe no organismo
nas formas reduzidas (GSH) e oxidadas (GSSG). A glutationa atua direta ou indiretamente em
muitos processos bioldgicos importantes, incluindo sintese de proteinas, metabolismo e
protecdo celular. Em particular, problemas na sintese e metabolismo da glutationa estdo
associados a algumas doencas, nas quais os niveis de glutationa e das enzimas que atuam no

seu metabolismo podem ser bastante significativos no diagnéstico de alguns tipos de cancer,



bem como em outras doencas relacionadas ao estresse oxidativo (NAVARRO et al., 1999;
JUNIOR et al., 2001).

As membranas celulares e intracelulares, que possuem grandes quantidades de &cidos
graxos poliinsaturados, sdo um importante alvo para o ataque de radicais livres. Espécies
radicalares provenientes do oxigénio podem estar envolvidas em processos patoldgicos,
causando um estresse oxidativo dos fosfolipideos, proteinas e &cido desoxirribonucléico
(DNA) (SAYDAM et al., 1997)

O DNA consiste de duas cadeias helicoidais que se enrolam ao redor do mesmo eixo
formando uma dupla hélice, sendo que o esqueleto hidrofilico dos grupos alternantes
desoxirribose e fosfato estdo carregados negativamente, apresentando assim um caréater
nucleofilico (LEHNIGER; NELSON & COX, 1995).

Dessa forma, o aumento nos niveis de bases de DNA lesadas devido ao dano
oxidativo leva a formacdo de radicais livres que podem aumentar a quantidade de células
malignas. A presenca destes radicais tem sido correlacionada com um grande numero de
doencas, indicando que estas espécies ndo tém um papel etiolégico na grande maioria dos
estados patologicos, mas que participam diretamente dos mecanismos fisiopatoldgicos que
determinam a continuidade e as complicacdes presentes nestes processos (OBERLEY, 2002;
JUNIOR et al., 2001).

Compreender e controlar as doencas malignas requer conhecimentos cientificos e
experiéncias que vado desde o reconhecimento dos complexos mecanismos de regulacdo
molecular intracelular as escolhas individuais do estilo de vida. Assim, a prevencdo e o
controle de cancer estdo entre os mais importantes desafios cientificos e de saude publica
(INCA, 2010).

2.5.1. Tipos de Tratamentos Disponiveis

Os tipos de tratamento mais usados contra o cancer incluem a cirurgia, a radiacdo e a
quimioterapia. A quimioterapia é considerada o método ideal e mais efetivo (ROBBINS,
1969). A maior parte dos agentes antineoplasicos atua sobre o ciclo celular, impedindo a
duplicagio do DNA e acarretando a morte celular (FUCHS; WANNMACHER &

FERREIRA, 2006). Atualmente, uma das atividades principais de muitos centros de pesquisa
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contra 0 cancer €, justamente, a procura de medicamentos que possam destruir as células
cancerosas (ROBBINS, 1969).

Tradicionalmente, os farmacos para o tratamento do cancer foram descobertos através
de testes em animais, em larga escala, de substancias quimicas sintéticas e produtos naturais
utilizados contra tumores de rapida proliferacdo. Os agentes descobertos nas primeiras duas
décadas de quimioterapia do cancer (1950 e 1970) interagem, em sua maioria, com o0 DNA ou
seus precursores, inibindo a sintese de novo material genético ou causando lesdo irreparavel
no DNA. Nos ultimos anos, a descoberta de novos agentes ocorreu a partir de produtos
naturais mais convencionais, como o paclitaxel (Taxol®) e de agentes semi-sintéticos, como o
etoposideo, ambos direcionados contra o processo proliferativo (BRUNTON; LAZO &
PARKER, 2006).

O diterpeno paclitaxel (13, Figura 7), foi isolado pela primeira vez no final dos anos
60 a partir das cascas de Taxus brevifolia Nutt. (Taxaceae). Esta substancia foi descoberta
pelo National Cancer Institute (NCI) e também esta presente em outras espécies do género
Taxus, como por exemplo, nas folhas de Taxus baccata L., poréem em pequenas quantidades.
A sua sintese total € muito cara e impraticavel do ponto de vista industrial, por isso foram
desenvolvidos estruturas analogas como o docetaxel (14, Figura7) atraves de vias semi-
sintéticas (HOSTETTMANN; QUEIROZ & VIEIRA, 2003).

CsHs N

Paclitaxel (13) Docetaxel (14)

Figura 7. Paclitaxel (13) e docetaxel (14).
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O cancer esta intimamente relacionado ao ciclo celular (Figura 6, pag.9), sendo assim
as principais classes de farmacos usados na quimioterapia atuam diretamente sobre as células
e incluem: agentes alquilantes, que formam ions altamente ativos e causam danos a estrutura
do DNA (ex: cisplatina e nitrosuréias); os antimetabdlitos, que tem como base a capacidade
de interromper a sintese de &cidos nucléicos (ex: 6-mercaptopurina e metotrexato); 0s
antibioticos, que inibem a sintese de RNA/DNA - dependente e retardam ou inibem a mitose
(ex: mitomicina, daunorrubicina e mitoxantrona); inibidores antimitéticos, que atuam como
inibidores do fuso celular, causando parada na metafase. Estes agentes sdo alcal6ides isolados
da Catharanthus roseus (vimblastina e vincristina) ou da planta Podophyllum peltatum
(etoposideo), que é um derivado semi-sintético (SILVA, 1998). O paclitaxel e o docetaxel
semi-sintético também atuam como inibidores da mitose (BRUNTON; LAZO & PARKER,
2006).

Os alcaloides bisinddlicos vimblastina e vincristina (Figura 8) foram descobertos no
final dos anos 60 e ainda sdo considerados medicamentos indispensaveis para o tratamento da
leucemia (HOSTETTMANN; QUEIROZ & VIEIRA, 2003).

R=CH; vimblastina (15)
R=CHO vincristina (16)

Figura 8. Vimblastina (15) e Vincristina (16).

2.5.2. Dificuldades na Terapia Anti-cancer

Apesar do grande namero de agentes quimioterapicos disponiveis no mercado, a

necessidade médica por novos medicamentos ainda se faz presente. As principais razdes sdo a
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falta de seletividade, que leva a toxicidade; o rapido crescimento metastatico; heterogeneidade
da doenca, contendo cerca de cem tipos diferentes de canceres e a resisténcia intrinseca ou
adquirida a quimioterapia ap6s poucos ciclos terapéuticos (MDR= multi-drug resistance)
(COzzl, 2002).

Os tecidos tipicamente suscetiveis aos efeitos adversos dos medicamentos
antineoplasicos sdo aqueles de altas taxas de multiplicacdo, como cabelos, mucosas, tecido
hematopoiético e germinativo (FUCHS; WANNMACHER & FERREIRA, 2006). O fato dos
antineopléasicos atuarem em células cancerosas e normais leva a uma série de efeitos adversos
no organismo como nauseas, diarréia, anemias, leucopenia (diminuicdo dos glébulos
brancos), insuficiéncia renal, esterilidade, alopecia e flebite que dificultam a terapia.
(MARDINI & RECORD, 2005).

Medicamentos antineoplasicos, para exercerem sua atividade, devem chegar até a
célula, atravessar a membrana plasmatica, muitas vezes serem convertidos a metabdlito ativo
dentro do citoplasma e atingir seu alvo, normalmente no ndcleo celular. Células neoplasicas
dispdem de uma série de mecanismos para bloqueio da acdo de antineoplasicos, 0s quais
podem determinar resisténcia do tumor a quimioterapia (FUCHS; WANNMACHER &
FERREIRA, 2006).

Entre os mecanismos que explicam o desenvolvimento da resisténcia estdo: aumento
do potencial anti-apdptico das células antitumorais; incremento do mecanismo de reparo do
DNA,; e interferéncias no transporte de medicamentos por proteinas capazes de promover o
efluxo de medicamento das células alvo. A glicoproteina P é a proteina mais importante,
sendo responsavel pela MDR, que € associado a uma baixa resposta medicamentosa (MARIE;
MARZAC & LEGRAND, 2004).

O conhecimento dos mecanismos de resisténcia a antineoplasicos € uma das
ferramentas essenciais no planejamento da terapia oncoldgica. Uso de combinagdes de
farmacos com diferentes mecanismos de acdo e, conseqlientemente, diferentes potenciais de
resisténcia dificulta o surgimento de células ndo sensiveis a terapia, aumentando as chances
de controle ou de cura da neoplasia (FUCHS; WANNMACHER & FERREIRA, 2006).

2.6. Chalconas e sua Relagdo com Antitumorais

Na literatura registra-se que algumas chalconas, flavonas e flavanonas sintéticas

apresentaram atividade in vitro contra algumas células tumorais (CABRERA et al., 2007).
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Entretanto, as chalconas que previamente eram conhecidas por sua agao antioxidante, foram
submetidas a investigagcdes com o objetivo de avaliar a sua capacidade de modular o balango
entre a producdo de espécies oxigénio-reativas e tiois intracelulares (como a GSH)
(VINCENZO et al., 2000).

Recentemente foi reportada a sintese de dez analogos de chalconas, sendo que dois
compostos (17 e 18) (Figura 9) apresentaram significativa atividade citotoxica em linhagens
de células tumorais de mama MDA-MB 231 e MCF-7 ADRr. Estas linhagens foram
sensiveis ao efeito antiproliferativo dos analogos (17 e 18) em concentracbes micro molares.
Apos o calculo de 1Cso 0 composto (17) foi considerado o mais ativo (1Cs0=1,2uM e 2,2uM
para MDA-MB 231 e MCF-7 ADRr, respectivamente). Seguido em ordem decrescente pelo
composto (18) (IC5=1,9uM e 2,8uM para MDA-MB 231 e MCF-7 ADRYr, respectivamente)
(VINCENZO et al., 2000).

O H (6] H N
R e S A
OH " OH "
(17)

(18)

Figura 9. Estrutura quimica de analogos de chalconas que apresentaram atividade citotoxica

contra o cancer de mama.

No estudo realizado in vivo, o composto (19) (Figura 10) apresentou atividade
antitumoral frente as células neoplasicas de L1210 (leucemia), resistente a vimblastina, e
melanoma Bis. Em relacdo a leucemia o composto (19) apresentou ICsp= 1 pM. Doses
elevadas de vimblastina sdo consideradas toxicas e moléculas analogas podem ser projetadas
com o auxilio dos estudos de QSAR (EDWARDS; STEMERICK & SUNKARA, 1990).

Dessa forma, estudos mais sistematicos da relacdo estrutura-atividade sdo de
fundamental importancia para que se possa entender e esclarecer melhor o efeito das
propriedades eletronicas e estruturais dos compostos na avaliacdo da atividade citotoxica
(JHA et al., 2007).

14



HsCO
T ¥
C—CcC— N(CHs)2
CHs
OCHj
(19)

Figura 10. Estrutura quimica da chalcona com atividade antitumoral in vivo.

A sintese de uma série de chalconas substituidas com atividade citotdxica verificada in
vitro frente as células K562 (leucemia) foi relatada recentemente. Desta série, foram obtidas
sete chalconas com 1Cso menor do que 1 uM. Destas, o composto (20) (Figura 11) foi o mais
ativo, apresentando valor de 1Cso= 0,03 uM e interrompendo o ciclo celular entre a fase G, e
fase M (LAWRENCE et al., 2001).

Em geral a atividade citotoxica é altamente dependente das substituicdes nos anéis
aromaticos, sendo que as chalconas metoxiladas apresentam elevada citotoxicidade (DUCKI
et al.,2009). Estudos conduzidos por Reddy et al. (2008) e Xia et al.(2000) relatam a grande
importancia da presenca do grupo metoxi como substituinte no anel, caracterizada pelo

aumento significativo da atividade citotoxica destes compostos.

0 OCHs

HsCO O /
HO HsCO OCH3

(20)

Figura 11. Estrutura quimica da chalcona substituida com atividade citotdxica frente as

células K562 (leucemia).
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De acordo com dados da literatura as chalconas podem agir através de diversos
mecanismos tais como apoptose, interferéncias na fase mitotica do ciclo celular (NAM et al.,
2004), modulacdo da glicoproteina P e atividade redox, mas novos estudos ainda se fazem
necessarios para esclarecer melhor estes mecanismos (VINCENZO et al., 2000;
ECHEVERRIA et al., 2004; YE et al., 2005) pois a lipofilicidade dos anéis A e B também
pode afetar a citotoxicidade através de substituintes polares que dificultam a passagem dos
compostos pela membrana lipidica de células cancerigenas (WON et al., 2005; JHA et al.,
2007).

Um grande nimero de chalconas tem apresentado atividade citotdxica e propriedades
tumorais devido a sua reatividade com os grupos tidis intracelulares (GSH) (NAM et al.,
2004; JHA et al., 2007).

? GS  H ?
—_—
R1 Ro R1 Ro

(12) (12°)

Figura 12. Reacdo do sequestro da glutationa (nucleofilo bio-organico) pela chalcona (12)
(Adaptada de DIMMOCK et al., 1998; NAM et al., 2004).

A inibicdo do crescimento tumoral envolve a adi¢ao nucleofilica a cetonas a,f-
insaturadas de reagentes nucleofilicos bio-organicos, como a glutationa (GSH) através de uma
adicdo conjugada ao carbono B do aceptor (Figura 12), que é chamada de adi¢cdo de Michael
(MATTOS & MARZORATI, 1999; DIMMOCK et al.,1998; NAM et al., 2004;
SOLOMONS & FRYHLE, 2009; VIA et al.,2009).

Esta reagdo demonstra que a presenca da dupla ligacdo nas chalconas é essencial para

a sua atividade antitumoral (XIA et al.,2000).
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2.7. Doengas Osseas

A osteoporose ¢ um problema de saude publica crescente que acomete principalmente
mulheres e homens idosos sendo definida como a reducdo da massa dssea a um nivel
suficiente para torna-lo fragil e vulneravel a fraturas. As causas mais comuns de osteoporose
sdo a deficiéncia de estrdgeno na pOs-menopausa e a deterioracdo da homeostasia ¢ssea
relacionada a idade (BRUNTON; LAZO & PARKER, 2006; BOGLIOLO, 2006; RANG et
al., 2007), mas pode acorrer também devido a outros fatores como excesso de tiroxina e
administracdo de glicocorticdides por longo tempo (RANG et al., 2007; YASUDA et al.,
2005).

Os agentes farmacoldgicos utilizados no tratamento da osteoporose atuam diminuindo
a taxa de reabsorcdo Ossea, retardando, assim, a taxa de perda 0ssea ou promovendo a
formacdo 6ssea (BRUNTON; LAZO & PARKER, 2006), porém apresentam baixa eficacia e
diversos efeitos adversos e dessa forma tem-se uma necessidade por medicamentos mais
eficazes e menos toxicos (YASUDA et al., 2005).

O osso é continuamente remodelado e este processo de remodelagem dssea envolve
principalmente a atividade de dois tipos celulares, que sdo 0s osteoblastos que secretam a
nova matriz éssea e 0s osteoclastos que a reabsorvem (RANG et al., 2007; LECAILLE et al.,
2008).

A artrite reumatoide (AR) € outro exemplo de doenca dssea e se apresenta como uma
doenca inflamatoria crénica, recidivante e sistémica, de natureza auto-imune e mantida por
mecanismos inflamatorios celulares que se caracterizam pela destruicdo progressiva da
cartilagem articular, com diminuicdo gradual de proteoglicanos e colageno tipo 1l
(BOGLIOLO, 2006; YASUDA et al., 2005; LECAILLE et al., 2008). Acomete o tecido
conjuntivo de varios 6rgdos, podendo resultar muitas vezes na destruicdo das articulagdes.
Admite-se que cerca de 1% da populacdo mundial sofra de AR, sendo mais frequente em
mulheres do que em homens (BOGLIOLO, 2006).

2.8. Catepsinas como Alvo Terapéutico

As catepsinas (Figura 13) estdo classificadas de acordo com suas caracteristicas

estruturais e cataliticas, sendo distribuidas entre as familias das aspartil peptidases (catepsinas
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D e E), serino peptidases (catepsinas A e G) e cisteino peptidases (catepsinas B, C, F, H, K, L,
0O, S, V,We X) (TURK et al.; 2000; VASILJEVA & TURK, 2008; REISER; ADAIR &
REINHECKEL, 2010).

Mamiferos

" - . Catepsinas Lisossomais
Turnover”/Degradacdo de proteinas P

(Catepsinas B,Le H)

Processamento/ Apresentagao de
L V,5KB,C, Antigeno (Catepsinas V, L, S e F)
A& HOFWX S

(Catepsina K) (Catepsina L)

Reabsorcio Ossea / J \ \ Homeostase Epidermal

Ativacao de proenzimas Maturacéo de Hormonios
(Catepsinas Ce B) (Catepsinas Be L)

Figura 13. Papéis fisiologicos das cisteino proteases humanas.

Cisteino peptidases, catepsinas, sdo enzimas proteoliticas que residem em vesiculas
endolissosomais, podendo também ser encontradas em compartimentos extracelulares e
eficientemente capazes de clivar uma grande variedade de substratos (WATSON &
KREUZALER, 2009). Apesar de estas enzimas apresentarem estruturas topograficas totais
semelhantes, cada catepsina possui caracteristicas Unicas que determinam sua especificidade
(LECAILLE et al., 2008). O alto potencial destrutivo das cisteino peptidases lissosomais é
regulado por inibidores protéicos enddgenos e alteracBes do conteddo enzimatico ou dos
inibidores podem resultar em diversas patologias que envolvem estados de remodelacdo
tecidual (TURK et al., 1997; KUESTER et al.,2008). Assim, as catepsinas estdo envolvidas
em diversos processos fisiologicos e sua excessiva expressdo pode desencadear varias
doencas como osteoporose, artrite reumatdide, aterosclerose e cancer (VASILIEVA &
TURK, 2008; REISER; ADAIR & REINHECKEL, 2010).

As catepsinas B e K, dois importantes membros das proteases lisossomais, sao
proteinas de 30 e 27 kDa, respectivamente, e estdo envolvidas em diversas patologias tais
como cancer e doencas 0sseas (ZENG et al., 2006). Apesar de pertencerem a mesma familia
das cisteino peptidases, as catepsinas B e K possuem baixa similaridade (identidade de 24 %
da seqliéncia de aminoacidos) ocasionando assim certa seletividade de seus inibidores
(LECAILLE et al., 2008).
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Inibidores enziméticos sdo substancias capazes de reduzir a velocidade de reacdes
enzimaticas. As reagbes bioquimicas catalisadas pelas enzimas ocorrem em geral pela
associagdo da mesma ao seu substrato, formando um complexo chamado enzima-substrato
(COPELAND, 2005).

Diversos compostos peptidicos tém sido descritos como inibidores de catepsinas, tais
como as cistatinas e leupeptidinas, entretanto essas moléculas apresentam pobres propriedades
farmacocinéticas (ZENG et al., 2006). Inibidores irreversiveis ndo sdo considerados
candidatos a farmacos vidveis para o tratamento das doencas cronicas, pois apesar da alta
poténcia e seletividade, eles apresentam diversos efeitos adversos e se ligam de forma
covalente a enzima (YASUDA et al., 2005). Dessa forma, é crescente a busca por inibidores
enzimaticos especificos, principalmente reversiveis e ndo-peptidicos, que potencialmente
poderiam vir a ser usados no tratamento dessas doencas (TURK et al.,2002; JEONG et al.,
2004; ZENG et al., 2006).

2.8.1. Catepsina B e Processos Cancerigenos

A catepsina B tem sido alvo de constantes estudos que visam um melhor entendimento
dos processos de remodelacdo tecidual, evolucdo tumoral e metastases (MIGNATTI &
RIFKIN, 1993; VASILJEVA et al.,2006). Esta catepsina se destaca entre 0os membros das
cisteino peptidases, podendo se apresentar tanto como uma endopeptidase como uma
exopeptidase (MORT & BUTTLE, 1997; ZENG et al., 2006; LECAILLE et al., 2008). A
elevacdo dos niveis dessa enzima tem sido relatada em diversos tipos cancerigenos e esta
particularmente bem documentada em carcinomas de colon, mama, pancreas, préstata e
cérebro (SLOANE et al., 1986; TURK et al., 2002; EIJAN et al., 2003; KUESTER et al.,
2008), entretanto além do lisossomo, a catepsina B também tem sido localizada na membrana
plasmatica de células tumorais (GUINEC et al., 1992; MOIN et al., 1998).

Estudos sobre a progressdo do cancer correlacionados aos niveis de catepsina B, tém
mostrado que essa enzima freqlientemente aparece elevada na maioria dos tumores malignos
em estagios invasivos, quando comparada aos tecidos normais ou até mesmo a tumores
benignos (IACOBUZIO-DONAHUE et al., 1997; SZPADERSKA & FRANKFATER, 2001)

e também parece estar envolvida em alguns processos inflamatérios (EIJAN et al.,2003).
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A catepsina B é responsavel pelo rompimento das células cancerosas e o consequente
espalhamento do material tumoral na corrente sanguinea, levando a disseminagdo do cancer
pelo organismo (LIM et al.,2004). O aumento dos niveis dessa enzima esté relacionado a um
mau prognéstico em pacientes com cancer (VIGNESWARAN et al.,2000; SEVENICH et al.,
2011). Sendo assim, a catepsina B é considerada um alvo importante alvo no processo de
intervencdo do cancer e o desenvolvimento de inibidores especificos pode ser uma fonte
promissora para possiveis novos medicamentos antineoplasicos utilizados na terapia
oncoldgica (TURK et al.,2002; VASILJEVA et al., 2006; LIM et al.,2004).

2.8.2. Catepsina K e Doengas Osseas

A catepsina K é uma protease lisossomal predominantemente secretada por
macrofagos ativos e osteoclastos, implicando na reabsorcao dssea e sendo um alvo terapéutico
atrativo para o tratamento de osteoporoses e artrite reumatdide (CHAPPARD et al., 2010;
BARASCUK et al., 2010; MA et al., 2007; ZHAO et al., 2009). Esta enzima atua na
degradacéo do colageno tipo I, que é o componente predominante da matriz 0ssea extracelular
(cerca de 90%) (YASUDA et al., 2005; ZENG et al., 2006; LECAILLE et al., 2008; ZHAO
et al., 2009). Em contraste com outras proteases, a catepsina K é capaz de clivar o colageno
em varios pontos dando origem assim a pequenos peptideos (LECAILLE et al., 2008).

Estudos recentes tém demonstrado que inibidores inespecificos de cisteino proteases,
gue também se apresentam como ativos para a catepsina K reduziram significativamente a
reabsorcdo 0ssea em modelos in vitro e in vivo (JEONG et al., 2004; ZENG et al., 2006).
Tendo em vista a necessidade de investigacdo de novos inibidores potentes e seletivos para as
catepsinas, Patil & Colaboradores (2002) realizaram um screening de extratos de produtos
naturais para avaliar a presenca de possiveis inibidores da catepsina K e relataram o
isolamento de trés flavondides da planta Artocarpus altilis (Moraceae), dentre eles uma
dihidrochalcona dimérica (21, Figura 14) que se apresentou como potente inibidor da
catepsina K com ICso de 98 nM (PATIL et al., 2002).
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Figura 14: Dihidrochalcona dimérica (21) da Artocarpus altilis inibidor da catepsina K.

(21) ICsp= 98 NM

Dessa forma, o desenvolvimento de inibidores especificos desta enzima pode levar a

novas fontes de tratamento para doencas que envolvam o fendmeno da reabsorcdo 0ssea
excessiva (ZENG et al., 2006).

O importante papel desempenhado pela catepsina K na reabsorcdo dssea faz dessa

enzima um alvo interessante para as industrias farmacéuticas. Recentemente a empresa Merck

divulgou estudos clinicos de fase 111 com um inibidor especifico da catepsina K denominado

odanacatibe (22, Figura 15). Este pode ser administrado de forma oral, possui ICs= 0,20 nM

e encontra-se em desenvolvimento para o tratamento da osteoporose em mulheres com pos-
menopausa (STOCH et al., 2009; ISABEL et al., 2010).
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Figura 15:

Odanacatibe (22).
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1. Materiais e Métodos

3.1.1. Reagentes e Solugdes

Utilizados na sintese dos compostos derivados de chalconas:

3.2. Solventes

Acetofenona 99% (Fluka ®)

HCI 37% (Vetec ®)

2,4-dimetoxibenzaldeido 98% (Sigma ®)
3,4-dimetoxibenzaldeido 99% (Sigma ®)
H,SO,4 concentrado (Vetec ®)

KOH 85% (Vetec ®)

NaOH 15% (Vetec ®)

Na,;SO4anidro (Vetec ®)

p-clorobenzaldeido 97% (Fluka®)
p-fluorbenzaldeido 98% (Fluka ®)
p-hidroxibenzaldeido 99% (Acros Organics ®)
p-metoxibenzaldeido 99% (Acros Organics ®)
p-nitrobenzaldeido 99% (Acros Organics ®)
p-nitroacetofenona 99% (Sigma ®)
Piperonaldeido 99% (Fluka ®)

Foram utilizados solventes comerciais Cromoline®, Vetec®, Labsynth® e outros

destilados no Departamento de Quimica da UFSCar para realizacdo das reagdes.

Os solventes deuterados acetona e cloroférmio usados para obtencdo dos espectros de
RMN foram obtidos da Merck e Aldrich.
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3.3. Cromatografia em camada delgada (CCD)

Utilizada para monitoracao das reagoes:

e Cromatoplaca de silica gel 60 HF254 em aluminio (Merck ®).

3.4. Reveladores

e Céamara de radiacdo na regido do UV (254 e 360nm)

¢ Vanilina em &cido sulfarico (Fluka ®)

3.5. Equipamentos
3.5.1. Cromatografo Gasoso

A andlise por CG foi realizada no equipamento VARIAN 3900, utilizando-se a coluna
FactorFour VF-1 MS (15 m x 0,25 mm), espessura do filme de 0,25 um e didmetro interno de
0,25 mm. A temperatura do injetor foi mantida a 250°C e a do detector (ionizagdo em chama)
a 300°C. O volume de injecao foi de 0,5 pL da amostra solubilizada em metanol grau HPLC.
O fluxo de nitrogénio usado como gas de arraste foi de 1 mL/min e a relacdo de spliter foi de
50. O forno foi mantido em 100°C durante 2 minutos e a seguir foi aquecido a uma taxa de

20°C/min até 350°C e mantido nesta temperatura durante 5 minutos.
3.5.2. Espectrometro de Infravermelho

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho foram registrados num
equipamento MOBEM modelo M102 com transformada de Fourier e calibracdo interna e no

Spectrum 100 da Perkin Elmer. As amostras foram incorporadas em pastilnas de KBr e as

absorcdes estdo expressas em nimero de ondas (cm™).
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3.5.3. Espectrometro de Massas acoplado ao Cromatografo Gasoso (CG-EM)

Os espectros de massa foram obtidos num equipamento CGEM-QP 2000 da Shimadzu
(do Programa de Pés-Graduagdo em Engenharia Quimica da COPPE/UFRJ), no modo scann e
com temperatura da fonte de ions e da interface em 250°C. Em relacdo a técnica de injecéo
foi usada introduc&o direta de amostras no espectrémetro de massas. Para amostras com grupo
nitro na composicao foi utilizada programacéo do DI de 50-200 °C a 10°C/min, de 200-350°C
a 20°C/min e permaneceu a 350°C por 5 min. Para amostras sem 0 grupo nitro na composigao
foi utilizada programacdo do DI de 50-200°C a 5°C/min, de 200-350°C a 40°C/min,
permanece a 350°C por 5 min. Os fragmentos foram expressos pela razdo entre unidades de

massa e carga (m/z) e a abundancia relativa dos picos em porcentagem (%).
3.5.4. Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de *H foram obtidos em aparelhos
BRUKER modelo DRX 400 MHz de 9,4 Tesla (pertencente a UFSCar) e modelo AV 11 500
MHz de 11,75 Tesla (pertencente a UFG). Os deslocamentos quimicos (8) estdo expressos em

parte por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz) em relagdo a um

padrdo interno de tetrametilsilano (TMS).

3.5.5. Espectrofluorimetro

Leitor de placa de ELISA Molecular Devices Corporation - Spectra MAX GEMINI-
XS.

3.5.6. Aparelho de Ponto de Fuséo

Micro Quimica Ind. e Com. Ltda. Modelo MQAPF-301.
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3.6. Sintese dos Derivados de Chalconas

3.6.1. Sintese da chalcona (E)-3-(4-hidroxifenil)-1-(4-nitrofenil)-2-propen-1-ona (23)

Foram utilizados p-nitroacetofenona (0,330 g/ 2,0 mmol) e p-hidroxibenzaldeido
(0,244 g/ 2,0 mmol) dissolvidos em metanol (15 mL) e quantidade catalitica de H,SO4
concentrado. A reacdo foi mantida sob refluxo a 64°C por 24 horas sendo acompanhada por
CCD. Apés o término da reacdo neutralizou-se com NaOH 15% até pH neutro. A fase
organica foi extraida com AcOEt, seca com Na,SO, anidro e evaporada (SEO et al., 2005). O
produto formado foi recristalizado em metanol. Caracteristicas fisico-quimica: p.f.: 201-
204°C (lit. p. f.: 204-205°C segundo GUSAK & KOSLOV, 2003).

SRS
HO NO»

(23) Férmula Molecular: C15 Hi; NO4(269 g.mol™)

Figura 16. Estrutura quimica da chalcona (E)-3-(4-hidroxifenil)-1-(4-nitrofenil)-2-propen-1-
ona (23).

3.6.2. Sintese da chalcona (E)-3-(4-hidroxifenil)-1-fenil-2-propen-1-ona (24)

Foram utilizados acetofenona (0,233 mL/ 2,0 mmol) e p-hidroxibenzaldeido (0,244 g/
2,0 mmol) dissolvidos em metanol (15 mL) e quantidade catalitica de H,SO,4 concentrado. A
reacdo foi mantida sob refluxo a 64°C por 24 horas sendo acompanhada por CCD. Apds o
término da reacdo neutralizou-se com NaOH 15% até pH neutro. A fase orgéanica foi extraida
com AcOEt, seca com Na,SOy anidro e evaporada (SEO et al., 2005). O produto formado foi
recristalizado em metanol. Caracteristicas fisico-quimicas: p.f.: 185-187 °C (lit. p. f.: 187-188
°C segundo SEO et al., 2005).
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HO

(24) Formula Molecular: CisHi12 02 (224 g.mol™)

Figura 17. Estrutura quimica da chalcona (E)-3-(4-hidroxifenil)-1-fenil-2-propen-1-ona (24).

3.6.3. Sintese da chalcona (E)-1,3-bis(4-nitrofenil)-2-propen-1-ona (25)

Foram utlizados p-nitroacetofenona (0,330 g/ 2,0 mmol) e p-nitrobenzaldeido (0,302
g/ 2,0 mmol) dissolvidos em 15 mL de metanol na presenca de uma solucdo de KOH 20%. A
reacdo foi mantida em banho de gelo sendo acompanhada por CCD e apresentou um tempo
reacional de 3 horas. Observou-se a formacdo do precipitado (amarelo) que foi filtrado e
recristalizado em metanol. Caracteristicas fisico-quimicas: p.f.: 161-165 °C (lit. p. f.: 164-
166°C segundo WEI et al.,2005).

o)
0
0, NO,

(25) Férmula Molecular: Ci5 Hio N2Os (298 g. mol™)

Figura 18. Estrutura quimica da chalcona (E)-1,3-bis (4-nitrofenil)-2-propen-1-ona (25).

3.6.4. Sintese da chalcona (E)-3-(1,3-benzodioxol-5-il)-1-fenil-2-propen-1-ona (26)

Foram utilizados acetofenona (0,233 mL/ 2,0 mmol) e piperonaldeido (0,300 g/ 2,0

mmol) dissolvidos em 15 mL de metanol na presenca de uma solugdo de KOH 20%. A reacdo

26




foi mantida sob agitacdo em temperatura ambiente, sendo acompanhada por CCD e
apresentou um tempo reacional de 3 horas. Observou-se a formacéo do precipitado (amarelo
claro) que foi filtrado e recristalizado em metanol. Caracteristicas fisico-quimicas: p.f.:116-
117 °C (lit. p.f.: 117 °C segundo LI et al.,2002).

(26) Formula Molecular: CyH1203 (252 g.mol™)

Figura 19. Estrutura quimica da chalcona (E)-3-(1,3-benzodioxol-5-il)-1-fenil-2-propen-1-
ona (26).

3.6.5. Sintese da chalcona (E)-3-(4-clorofenil)-1-(4-nitrofenil)-2-propen-1-ona (27)

Foram utilizados p-nitroacetofenona (0,330 g/ 2,0 mmol) e p-clorobenzaldeido (0,281
g/ 2,0 mmol) dissolvidos em 15 mL de metanol na presenca de uma solucdo de KOH 20%. A
reacdo foi mantida sob agitacdo em temperatura ambiente, sendo acompanhada por CCD e
apresentou um tempo reacional de 3 horas. Observou-se a formagdo do precipitado (amarelo
claro) que foi filtrado e recristalizado em metanol. Caracteristicas fisico-quimicas: p.f.: 163-
165 °C (lit. p. f.: 162-163 °C segundo KOZLOQV et al.,1976).

o)
0
cl NO,

(27) Férmula Molecular: Cys Hio NOsCI (287 g.mol™)

Figura 20. Estrutura quimica da chalcona (E)-3-(4-clorofenil)-1-(4-nitrofenil)-2-propen-1-ona
(27).
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3.6.6. Sintese da chalcona (E)-3-(4-fluorfenil)-1-fenil-2-propen-1-ona (28)

Foram utilizados acetofenona (0,233 mL/ 2,0 mmol) e p-fluorbenzaldeido (0,214 mL/
2,0 mmol) dissolvidos em 15 mL de metanol na presenc¢a de uma solugdo de KOH 20%. A
reacdo foi mantida sob agitacdo em temperatura ambiente, sendo acompanhada por CCD e
apresentou um tempo reacional de 4 horas. Observou-se a formagéo do precipitado (amarelo)
que foi filtrado e recristalizado em metanol. Caracteristicas fisico-quimicas: p.f.: 85-88 °C (lit.
p. f.: 85-87 °C segundo SHABAROQV et al., 1965).

SRAY
F

(28) Férmula Molecular: Ci5 H1;OF (226 g.mol™)

Figura 21. Estrutura quimica da chalcona (E)-3-(4-fluorfenil)-1-fenil-2-propen-1-ona (28).

3.6.7. Sintese da chalcona (E)-3-(1,3-benzodioxol-5-il)-1-(4-nitrofenil)-2-propen-1-ona
(29)

Foram utilizados p-nitroacetofenona (0,330 g/ 2,0 mmol) e piperonaldeido (0,300 g/
2,0 mmol) dissolvidos em 15 mL de metanol na presenca de uma solucdo de KOH 20%. A
reacdo foi mantida sob agitacdo em temperatura ambiente sendo acompanhada por CCD e
apresentou um tempo reacional de 1 hora. Observou-se a formacdo do precipitado (amarelo
claro) que foi filtrado e recristalizado em metanol. Caracteristicas fisico-quimicas: p. f.: 206-
210 °C (lit. p. f.: 206 °C segundo SAINI et al., 2007)
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(29) Formula Molecular: Cys Hi1 NO5(297 g. mol™)

Figura 22. Estrutura quimica da chalcona (E)-3-(1,3-benzodioxol-5-il)-1-(4-nitrofenil)-2-
propen-1-ona (29).

3.6.8. Sintese da chalcona (E)-3-(2,4-dimetoxifenil)-1-(4-nitrofenil)-2-propen-1-ona (30)

Foram utilizados p-nitroacetofenona (0,330 g/ 2,0 mmol) e 2,4-dimetoxibenzaldeido
(0,332 g/ 2,0 mmol) dissolvidos em 15 mL de metanol na presenca de uma solucdo de KOH
20 %. A reacdo foi mantida sob agitacdo em temperatura ambiente, sendo acompanhada por
CCD e apresentou um tempo reacional de 1 hora. Observou-se a formacdo do precipitado
(amarelo) que foi filtrado e recristalizado em metanol. Caracteristicas fisico-quimicas: p. f.:
177-181 °C.

L
H3CO OCHs NO,

(30) Férmula Molecular: C17 Hys NOs (313 g. mol™)

Figura 23. Estrutura quimica da chalcona (E)-3-(2,4-dimetoxifenil)-1-(4-nitrofenil)-2-propen-
1-ona (30).

3.6.9. Sintese da chalcona (E)-3-(3,4-dimetoxifenil)-1-(4-nitrofenil)-2-propen-1-ona (31)

Foram utilizados p-nitroacetofenona (0,330 g/ 2,0 mmol) e 3,4-dimetoxibenzaldeido

(0,332 g/ 2,0 mmol) dissolvidos em 15 mL de metanol na presenca de uma solu¢do de KOH
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20 %. A reacdo foi mantida sob agitacdo em temperatura ambiente, sendo acompanhada por
CCD e apresentou um tempo reacional de 3 horas. Observou-se a formagdo do precipitado
(amarelo) que foi filtrado e recristalizado em metanol. Caracteristicas fisico-quimicas: p. f.:
181-183 °C.

O

ShRe
H3CO NO,

OCHj
(31) Férmula Molecular: Cy7 His NOs (313 g. mol™)

Figura 24. Estrutura quimica da chalcona (E)-3-(3,4-dimetoxifenil)-1-(4-nitrofenil)-2-propen-
1-ona (31).

3.6.10. Sintese da chalcona (E)-3-(4-fluorfenil)-1-(4-nitrofenil)-2-propen-1-ona (32)

Foram utilizados p-nitroacetofenona (0,330 g/ 2,0 mmol) e p-fluorbenzaldeido (0,214
mL/ 2,0 mmol) dissolvidos em 15 mL de metanol na presenca de uma solucdo de KOH 20%.
A reacdo foi mantida sob agitacdo em temperatura ambiente, sendo acompanhada por CCD e
apresentou um tempo reacional de 3 horas. Observou-se a formacao do precipitado (amarelo)

que foi filtrado e recristalizado em metanol. Caracteristicas fisico-quimicas: p. f.: 203-206 °C.

o)
70
F NO,

(32) Férmula Molecular: Cis5 Hio NO3 F (271 g.mol™)

Figura 25. Estrutura quimica da chalcona (E)-3-(4-fluorfenil)-1-(4-nitrofenil)-2-propen-1-ona
(32).
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3.6.11. Sintese da chalcona (E)-3-(4-metoxifenil)-1-(4-nitrofenil)-2-propen-1-ona (33)

Foram utilizados p-nitroacetofenona (0,330 g/ 2,0 mmol) e p-metoxibenzaldeido
(0,243 mL/ 2,0 mmol) dissolvidos em 15 mL de metanol na presenca de uma solugéo de KOH
20 %. A reacdo foi mantida sob agitacdo em temperatura ambiente, sendo acompanhada por
CCD e apresentou um tempo reacional de 6 horas. Observou-se a formacdo do precipitado
(amarelo) que foi filtrado e recristalizado em metanol. Caracteristicas fisico-quimicas: 175-
177 °C (lit. p. f.: 175-177 °C segundo FALCAO, 1968).

O
H;CO NO,

(33) Férmula Molecular: Ci6 Hi3 NO, (283 g. mol™)

Figura 26. Estrutura quimica da chalcona (E)-3-(4-metoxifenil)-1-(4-nitrofenil)-2-propen-1-
ona (33).

3.6.12. Sintese da chalcona (E)-3-(3,4-dimetoxifenil)-1-fenil-2-propen-1-ona (34)

Foram utilizados acetofenona (0,233 mL/ 2,0 mmol) e 3,4-dimetoxibenzaldeido (0,332
g/ 2,0 mmol) dissolvidos em 15 mL de metanol na presenca de uma solucdo de KOH 20%. A
reacdo foi mantida sob agitacdo em temperatura ambiente, sendo acompanhada por CCD e
apresentou um tempo reacional de 12 horas. Observou-se a formacgéo do precipitado (amarelo)
que foi filtrado e recristalizado em metanol. Caracteristicas fisico-quimicas: p. f.: 83-84 °C
(lit. p. f.: 83-84 °C segundo SILVA et al., 2010).
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OCHj

(34) Formula Molecular: Cy7 H1603 (268 g. mol™)

Figura 27. Estrutura quimica da chalcona (E)-3-(3,4-dimetoxifenil)-1-fenil-2-propen-1-ona
(34).

3.6.13. Sintese da chalcona (E)-3-(4-clorofenil)-1-fenil-2-propen-1-ona (35)

Foram utilizados acetofenona (0, 233 mL/ 2,0 mmol) e p-clorobenzaldeido (0,281 g/
2,0 mmol) dissolvidos em 15 mL de metanol na presenca de uma solucdo de KOH 20%. A
reacdo foi mantida sob agitacdo em temperatura ambiente, sendo acompanhada por CCD e
apresentou um tempo reacional de 4 horas. Observou-se a formagdo do precipitado (amarelo
claro) que foi filtrado e recristalizado em metanol. Caracteristica fisico-quimica: p. f.: 94-96
°C (lit. p. f.: 97 °C segundo BONSIGNORE et al,. 1976).

YA
Cl

(35) Férmula Molecular: C15 H1;0CI (242 g.mol™)

Figura 28. Estrutura quimica da chalcona (E)-3-(4-clorofenil)-1-fenil-2-propen-1-ona (35).

3.6.14. Sintese da chalcona (E)-3-(4-metoxifenil)-1-fenil-2-propen-1-ona (36)

Foram utilizados (0,233 mL/ 2,0 mmol) acetofenona e (0,486 mL/ 4,0 mmol) p-
metoxibenzaldeido dissolvidos em 15 mL de metanol na presenga de uma solu¢do de KOH

10%. A reacdo foi mantida em refluxo a 64°C, acompanhada por CCD e apresentou um
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tempo reacional de 10 horas. Ap6s o término da reagdo, procedeu-se a extra¢do. Extraiu-se
com trés porgdes de 15 mL de agua e 10 mL de diclorometano. Acrescentou HCI até pH
neutro. Em seguida o produto formado foi filtrado e recristalizado em metanol. Caracteristicas
fisico-quimicas: p. f.: 116-118°C (lit. p.f.: 114-116°C segundo IWATA et al., 1995).

i
T
HsCO

(36) Férmula Molecular: C16H140 (238 g.mol™)

Figura 29. Estrutura quimica da chalcona (E)-3-(4-metoxifenil)-1-fenil-2-propen-1-ona (36).

3.6.15. Sintese da chalcona (E)-3-(4-nitrofenil)-1-fenil-2-propen-1-ona (37)

Foram utilizados (0,233 mL/ 2,0 mmol) acetofenona e p-nitrobenzaldeido (0,302 g/
2,0 mmol) dissolvidos em 15 mL de metanol na presenca de uma solucdo de KOH 10%. A
reacdo foi mantida sob agitacdo em temperatura ambiente, sendo acompanhada por CCD e
apresentou um tempo reacional de 4 horas. Observou-se a formacao do precipitado (amarelo)
que foi filtrado e recristalizado em metanol. Caracteristicas fisico-quimicas: p. f .:161-164°C
(lit. p. f.: 163-164 °C segundo BRAUN et al.,2006).

0
O,N

(37) Férmula Molecular: C15H1:NO3 (253g. mol™)

Figura 30. Estrutura quimica da chalcona (E)-3-(4-nitrofenil)-1-fenil-2-propen-1-ona (37).
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3.7. Metodologia dos Ensaios Bioldgicos

3.7.1. Estudo da Atividade Citotdxica in vitro

As anélises da citotoxicidade foram realizadas no Laboratério de Oncologia
Experimental da Universidade Federal do Ceard, sob responsabilidade da doutoranda
Kristiana Cerqueira Mousinho, através do método de MTT, o qual vem sendo utilizado 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 método rapido, sensivel e
barato. O estudo citotoxico pelo método do MTT permite definir facilmente a citotoxicidade,
mas ndo o0 mecanismo de acdo (BERRIDGE & TAN, 1993).

Foi descrito primeiramente por Mosman em 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-brometo de tetrazolium (MTT) em azul
de formazan, a partir de enzimas mitocondriais presentes somente nas células
metabolicamente ativas. Ou seja, a solucdo amarela de MTT é reduzida pela atividade
mitocondrial nas células metabolicamente ativas em um cristal roxo.

As linhagens utilizadas, MDA-MB-435 (melanoma), HCT-8 (c6lon humano), SF-295
(sistema nervoso central) e HL-60 (leucemia), foram cedidas pelo NCI, tendo sido cultivadas
em frascos plasticos para cultura, utilizando o meio RPMI 1640 suplementado com 10 % de
soro fetal bovino e 1 % de antibioticos (penicilina/estreptomicina). As células foram
incubadas em estufa a 37°C com atmosfera de 5 % de CO, e 95 % de umidade, seguido da
observacdo do crescimento celular com ajuda do microscépio de inversdo a cada 24 horas,
quando necessario as células foram repicadas em meio de cultura novo, em uma concentracao
de 1 x 10° céls/ 100 pL.

As substancias foram dissolvidas em DMSO puro e estéril na concentracdo de 5
pg/mL (dose Unica) e adicionadas em placas de 96 pocgos (100 pL/poco). O quimioterapico
doxorrubicina foi usado como controle positivo. Apds um periodo de incubacdo de 72 horas,
as placas foram retiradas e centrifugadas a 1500 rpm/ 15 minutos. O sobrenadante foi aspirado
e foi adicionado 200 pL da solugdo de MTT 10 % em RPMI 1640, sendo a placa colocada em
estufa a 5 % de CO; por 3 horas. Em seguida, as placas foram novamente centrifugadas a

3000 rpm/10 minutos, tendo o sobrenadante aspirado e o precipitado ressuspendido em 150
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pL de DMSO e agitado por cerca de 10 minutos até completa dissolucdo dos cristais de
formazan. A absorbancia foi lida em um espectrofotometro de placas a um comprimento de
onda de 550 nm.

A determinacdo da concentracdo capaz de inibir 50 % do crescimento celular (I1Cso)
das amostras selecionadas no screening inicial foi realizada pelo método do MTT em
concentragdes que variam de 0,078-5 pg/mL. As células foram plaqueadas em placas de 96
pOGos nas seguintes concentragdes (células/mL):

- MDA-MB-435, SF-295: 1 x 10°;
- HCT-8: 7 x 10%
- HL-60: 3 x 10°;

Os resultados foram analisados segundo suas médias e respectivos desvios-padrédo no
programa GraphPad Prism. Cada amostra foi analisada a partir de dois experimentos
realizados em duplicata.

Para citotoxicidade in vitro em eritrocitos de camundongos, foram coletados 5 mL de
sangue de animais sadios em tubos contendo heparina. O sangue foi lavado com solucao
salina e os eritrocitos foram isolados por gradiente de densidade apds centrifugacdo a 1500
rpm por 5 min. O pellet foi diluido a 2 % em solucdo salina e plaqueados 100 pL / poco apds
ter sido aplicada a amostra em diluicdo seriada, DMSO e Triton X-100 0,5 %. Ap0s um
periodo de incubacdo de 1 hora sob agitacdo constante a temperatura ambiente, a placa foi
centrifugada a 1500 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para outra placa e

lida no espectrofotémetro a um comprimento de onda de 450 nm.

3.7.2. Inibicdo Enzimatica das Catepsinas B e K

As andlises de inibicdo enzimatica das catepsinas foram realizadas no Laboratério de
Bioquimica do Departamento de Genética e Bioquimica, na Universidade Federal de S&o
Carlos. A catepsina B utilizada neste ensaio foi obtida comercialmente através da empresa
Sigma. A catepsina K é uma enzima ndo comercial, pertence ao Laboratorio de Produtos
Naturais do DQ-UFSCar, e foi gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Dieter Bromme da
University of British Columbia, Vancouver, Canada.

Inicialmente foi realizada uma triagem bioquimica inicial para identificacdo das

moléculas capazes de inibir as catepsinas estudadas. Os compostos foram dissolvidos em
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DMSO e avaliados em triplicata, na dose Unica padrdo de 125 pM. Nos ensaios utilizou-se um
tampdo acetato de so6dio 100 mM, com 5 mM de EDTA e pH de 5,5. As enzimas foram
usadas na concentracdo estimada de 3 mM, sendo estas pré-ativadas com DTE (5,0 mM)
durante 5 minutos, a 27°C e em seguida adicionado 5 pL da solugéo a ser testada (substéncia
pura) deixando-se a placa em pré-incubacdo por 5 minutos. Posteriormente foram adicionados
10 puM do substrato fluorogénico Z-FRMCA (Sigma), realizando-se a leitura em tempo real.

Foram utilizadas placas de ELISA de 96 pocos com volume de 200 pL/ poco,
coloracéo preta e fundo plano, mantida em compartimento termostatizado a 27°C, sendo a
fluorescéncia detectada em espectrofluorimetro com fenda de excitagdo ajustada para Aex=
380 nm e emissdo Aem= 460 nm. A acdo enzimatica foi determinada pelo aumento da
fluorescéncia devido a hidrolise do substrato fluorogénico Z-FRMCA. A leitura foi convertida
em pmols de substrato hidrolisado por minuto a partir das curvas de fluorescéncia das
solugdes de substrato antes e depois da hidrolise total. Os parametros cinéticos foram
calculados utilizando o programa Origin.

Depois de realizada a triagem inicial, os compostos que apresentaram inibicéo
significativa (superior a 80%) frente as catepsinas B e K foram selecionados e posteriormente
encaminhados para a determinacédo dos valores de 1Csy.

O valor de ICs é definido pela concentracdo do inibidor responsavel por provocar
uma queda de 50% na atividade da enzima. Para calcular os valores de 1Cso foram utilizados
os dados de inibicdo de cada composto quando testados em uma Unica concentracdo (125
pUM). Dessa forma, o potencial de inibicdo foi determinado utilizando dez diferentes
concentragdes do inibidor e construindo uma curva de concentracdo X resposta. Os valores de
ICso obtidos foram determinados pelo método de regressdo ndo-linear. As condicdes

experimentais foram as mesmas para ambas as catepsinas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Sintese dos Derivados de Chalconas

Os derivados das chalconas (25-37) apresentados neste trabalho foram sintetizados
usando a reacdo de condensacdo de Claisen-Schimdt e os compostos (23 e 24) foram
sintetizados através da catalise &cida. Para todas as moléculas obtidas foram realizadas
analises de 1V, RMN de 'H e massas. Os resultados dos rendimentos e o tempo reacional de
cada composto estéo listados na Tabela 1.

Tabela 1.0. Estrutura, tempo reacional e rendimento dos derivados de chalconas (23-37).

©)
. |
IO
N° X Y Tempo (horas) Rendimento (%0)
23 4-OH 4-NO, 24 45
24 4-OH H 24 32
25 4-NO, 4-NO, 3 87
26 O-CH,-O H 3 48
27 4-Cl 4-NO, 3 54
28 4-F H 4 42
29 0O-CH,-O 4-NO; 1 75
30 2,4-OCHjs 4-NO; 1 46
31 3,4-OCHj 4-NO; 3 75
32 4-F 4-NO, 3 65
33 4-OCHj 4-NO, 6 68
34 3,4-OCHjs H 12 63
35 4-Cl H 4 42
36 4-OCHj; H 10 48
37 4-NO;, H 4 78

As condicOes de reacdo para a sintese das chalconas foram modificadas com o intuito

de facilitar a obtencdo dos compostos, ja que alguns grupamentos tém a propriedade de doar
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ou retirar elétrons, o que pode facilitar ou desfavorecer as reacdes. A presenca da hidroxila
acida no aldeido dificulta a obtengdo das chalconas 23 e 24 através da catalise basica nas
reacOes de Claisen-Schimdt, pois estes aldeidos quando colocados em meio alcalino sofrem
uma reacao conhecida como reacdo de Cannizzaro. Dessa forma para obtencdo das chalconas
hidroxiladas optou-se pela catalise &cida em quantidade catalitica de acido sulfurico e também
foram necessarias condigdes mais enérgicas, sendo submetidas a refluxo e maior tempo
reacional.

As reacdes em média possuem rendimentos satisfatorios, com excecdo dos compostos
23, 24, 26, 28, 30, 35 e 36 que apresentaram rendimento abaixo de 50 %. O tempo reacional
foi bem diversificado principalmente quando comparada as sinteses em temperatura ambiente
e refluxo. O grupo nitro retira elétrons do anel aromético proporcionando aumento da
eletropositividade da carbonila do aldeido (25 e 37), resultando assim em um maior
rendimento.

Todos os derivados foram purificados através da recristalizacdo em metanol. A pureza
dos compostos sintetizados foi avaliada atraves da cromatografia em camada delgada,
espectroscopia de IV e RMN *H.

Em geral os compostos da série apresentam espectros (Anexo) com perfis
semelhantes. Em relacdo aos espectros no IV pode-se verificar a presenca de grupos
funcionais caracteristicos (Quadro 1), como absor¢des de estiramento C=C (C, sp?) de anel
aromético ocorrendo aproximadamente em 1.600 cm™. Nota-se que a conjugacdo de uma
ligacdo C=C a um grupo carbonila diminui as freqiiéncias de absorcdo, apresentando um
estiramento C=0 abaixo de 1.710 cm™. Os compostos que apresentam o grupo nitro possuem
estiramento forte de 1.550-1.490 cm™ e também de 1.355-1.315 cm™. Os compostos 23 e 24
(ver Anexo, Figura 31 e 34, pag. 58 e 61, respectivamente) se destacam pela presenca do
grupamento hidroxila que se apresenta como uma banda de estiramento largo e intenso
centrada em 3.200 cm™. A determinacdo da presenca de um halogénio, aqui representado
pelo estiramento C-Cl e C-F, ocorre em frequéncias muito baixas, na extrema direita do
espectro, em que uma variedade de outras bandas também aparecem, e por esta razao torna-se
dificil determinar a presenca dos mesmos (SILVERSTEIN; BASSLER & MORRIL, 1994;
PAVIA et al., 2010), sendo necessario a espectroscopia de massas que fornece informacdes
mais confiaveis para esta classe de compostos (27, 28, 32 e 35). Através do CG-EM ¢

possivel identificar quando o cloro esta presente pelo pico M + 2, referente ao is6topo *'Cl.
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Quadro 1.0. Dados de infravermelho dos compostos derivados de chalconas (23-37).

Principais absorcoes no 1V (cm™)
Tipo de 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37
Vibracdes
vC=C (C,sp’) | 1562 | 1.573 | 1.600 | 1.589 | 1.606 | 1.602 | 1.579 | 1.604 | 1.575 | 1.585 | 1.604 | 1.585 | 1.602 | 1.598 | 1.596
v O-H 3259 | 3234 | R o o R R R R R R R o o
1517/ __ | 1517/ | __ | 1519/| __ | 1523/ | 1521/ | 1.525/ | 1.510/ | 1.512/ | __ — | 1514
v NO, 1.340 1.348 1.332 1.342 | 1.340 | 1.346 | 1.334 | 1.338 1.336
v C=0 1.647 | 1.649 | 1.685 | 1.658 | 1.664 | 1.660 | 1.654 | 1.656 | 1.660 | 1.666 | 1.656 | 1.654 | 1.660 | 1.656 | 1.658
v C-0-C R R R 1.253 | 1251 | o R R R R R R
vC-0 o o o o o o | 1216 | 1271 | 1.257 | 1257 | 1.263 |
v C-F — — — — — — — — — — — — — — —
785- | 1.400- 1.400- 785-
v C-Cl o o . | 540 | 1000 | o 1000 | . 540 . .
# # # #

# Estiramento mascarado por outras bandas na mesma regido.
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A anlise dos espectros de RMN 'H (Anexo) da série de derivados de chalconas
sintetizadas permite verificar a presenca de sinais localizados em uma regido propria de 6,5-
8,0 ppm referente aos hidrogénios ligados aos anéis aromaticos. Os hidrogénios olefinicos
trans (Ha e HB) também aparecem nesta mesma regido, sendo caracterizados pela constante
de acoplamento situada na faixa de 15-16,00 Hz conferindo ao grupo funcional alceno uma
geometria E, indicando assim a pureza geométrica dos compostos (SILVERSTEIN;
BASSLER & MORRIL, 1994; PAVIA et al., 2010).

Vale ressaltar que os maiores deslocamentos quimicos foram encontrados nos
hidrogénios de anéis quando grupos que retiram elétrons como o nitro estdo ligados ao anel
(compostos 23, 25, 27, 29, 30, 31, 32, 33 e 37) promovendo assim um efeito de desblindagem.
De modo oposto, grupos que doam elétrons, como a metoxila (compostos 30, 31, 33, 34 e 36)
aumentam a blindagem desses hidrogénios.

Também se tem efeito de desblindagem devido a eletronegatividade dos atomos de
halogénio, tais como cloro e fldor. A grandeza do deslocamento aumenta com a
eletronegatividade do halogénio, e o maior deslocamento foi encontrado em compostos que
contém fluor (28 e 32). Houve também acoplamento forte entre o flior e hidrogénios de
carbonos adjacentes. Outros halogénios (I, ClI e Br) ndo apresentam acoplamento
(SILVERSTEIN; BASSLER & MORRIL, 1994; PAVIA et al., 2010).

Os compostos 23, 25, 27, 29, 30, 31, 32 e 33 (Quadro 2) caracterizam-se pela presenca
do grupamento p-nitrobenzoila (Figura 31). Os hidrogénios aromaticos presentes pertencem
ao sistema AA’XX’ de acoplamento de spin, integrados para dois hidrogénios cada com
constante de acoplamento entre 8,00-9,00 Hz. Este anel benzénico p-dissubstituido da
molécula tem um plano de simetria que deixa quimicamente equivalentes e magneticamente
diferentes os hidrogénios em lados opostos do anel (Ha € Ha’; Hx € Hx”) (SILVERSTEIN;
BASSLER & MORRIL, 1994; PAVIA et al., 2010).

Figura 31. Grupamento p-nitrobenzoila.
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Quadro 2.0. Dados de RMN *H dos compostos derivados de chalcona que apresentam o grupo p-nitrobenzoila.

Compostos H2 H3 H4 H5 H6 Hp Ho, H2’/H6’ | H3’/HS’
7,74 (d) 6,94 (d) . 6,94 (d) 7,74 (d) 7,82 (d) 7,70 (d) 8,33 (d) 8,39 (d)
23 J=38,0 J=8,0 J=8,0 J=28,0 J=16,0 J=16,0 J=38,0 J=28,0
7,83 (d) 8,19 (d) - 8,19 (d) 7,83 (d) 7,90 (d) 7,62 (d) 8,32 (d) 8,40 (d)
25 J=28,8 J=28,8 J=28,8 J=28,8 J=15,6 J=15,6 J=28,8 J=9,2
7,60 (d) 7,43 (d) - 7,43 (d) 7,60 (d) 7,81 (d) 7,46 (d) 8,14 (d) 8,36 (d)
27 J=8,4 J=28,8 J=28,8 J=28,4 J=15,6 J=15,6 J=38,0 J=28,0
7,18 (d) 6,06 (s) 6,06 (s) 6,88 (d) 7,16 (dd) 7,80 (d) 7,33 (d) 8,14 (d) 8,36 (d)
29 J=2,0 0O-CH,-O | O-CH2-O J=38,0 J=8,4;1,6 J=15,6 J=15,6 J=8,0 J=28,0
7,57 (d) 6,56 (dd) 3,91 (s) 6,48 (d) 3,86 (s) 8,07 (d) 7,49 (d) 8,11 (d) 8,33 (d)
30 J=8,5 J=9,0; 2,5 H;CO J=2,5 H;CO J=15,0 J=15,0 J=9,0 J=8,5
7,26 (dd) 6,92 (d) 3,94 (s) 3,95 () 7,15 (d) 7,80 (d) 7,33 (d) 8,13 (d) 8,36 (d)
31 J=19,0;2,0 J=8,0 H;CO H;CO J=2,0 J=15,0 J=15,0 J=9,0 J=8,5
7,68 (dd) | 7,16 (dd) . 7,16 (dd) 7,68 (dd) 7,84 (d) 7,43 (d) 8,15 (d) 8,37 (d)
32 J=5 J=10 J=10 J=5 J=155 J=16,0 J=9,5 J=9,0
7,63 (d) 6,97 (d) 3,88 (s) 6,97 (d) 7,63 (d) 7,84 (d) 7,37 (d) 8,14 (d) 8,36 (d)
33 J=8,5 J=19,0 H;CO J=19,0 J=28,5 J=15,5 J=15,5 J=19,0 J=9,0
J=Hz
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Os compostos 24, 26, 28, 34, 35, 36 e 37 (Quadro 3) caracterizam-se pela presenca do
grupamento benzoila (Figura 32). Os hidrogénios aromaticos pertencem ao sistema AA’BB’C

de acoplamento de spin, e os deslocamentos quimicos estdo presentes entre 7,00-8,00 ppm.

Figura 32. Grupamento benzoila.

Verifica-se que todos os protons do anel aromatico da acetofenona estéo desblindados,
mas € possivel notar um efeito de desblindagem adicional nos proétons em orto, devido a
presenca do grupo carbonila (SILVERSTEIN; BASSLER & MORRIL, 1994; PAVIA et al.,
2010).
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Quadro 3.0. Dados de RMN *H dos compostos derivados de chalcona que apresentam o grupo benzoila.

Composto H2 H3 H4 H5 H6 Hp Ha H2’/H6’ H3’/HY’ H4°
1,72 # 6,94 (d) . 6,94 (d) 7,72 # 7,78 (d) 7,71 (d) 8,13-8,11 7,53-7,57 | 7,61-7,66
24 J=8,4 J=8,4 J=15,6 J=15,6 (m) (m) (m)
7,19 (d) 6,03 (s) 6,03 (s) 6,86 (d) 7,16 (dd) 7,76 (d) 7,39 (d) 7,99-8,01 7,48-7,52 | 7,56-7,60
26 J=1,6 0O-CH,-O | 0O-CH,-O J=28,0 J=8,0; 2,0 J=16,0 J=16,0 (m) (m) (m)
7,66 (dd) | 7,14 (dd) . 7,14 (dd) 7,66 (dd) 7,79 (d) 7,48 (d) 8,0-8,03 7,50-7,53 | 7,58-7,61
28 J=5 J=10 J=10 J=5 J=15,0 J=15,0 (m) (m) (m)
7,25 (dd) 6,91 (d) 3,95 () 3,93 (s) 7,16 (d) 7,77 (d) 7,39 (d) 8,0-8,02 7,49-7,52 | 7,56-7,60
34 J=9,0; 2,5 J=8,5 H3CO H3CO J=15 J=15,0 J=15,0 (m) (m) (m)
7,59# 7,40 (d) . 7,40 (d) 7,59 # 7,78 (d) 7,52 (d) 8,03-8,01 7,49-7,52 7,61#
35 J=8,0 J=8,0 J=155 J=155 (m) (m)
7,61 (d) 6,95 (d) 3,85 (s) 6,95 (d) 7,61 (d) 7,81(d) 7,43 (d) 8,0-8,02 7,48-7,51 | 7,55-7,59
36 J=8,5 J=9,0 H3CO J=9,0 J=28,5 J=16,0 J=15,0 (m) (m) (m)
7,78 # 8,30 (d) . 8,30 (d) 7,78 # 7,85 (d) 7.67 (d) 8,03-8,06 7,52-7,56 | 7,61-7,65
37 J=28,0 J=28,0 J=16 J=16 (m) (m) (m)
J=Hz

# Sobreposicéo de sinais
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Os experimentos de espectrometria de massas (ver espectros em Anexo) confirmam a
presenca a respectivas massas dos compostos derivados de chalcona através dos ions
moleculares e pico base, como pode ser observado na Tabela 2.

Tabela 2.0. Dados de CG-EM dos compostos derivados de chalconas (23-37).

Amostras Y/ Pico Base
23 m/z 269 269
24 m/z 224 77
25 m/z 297 281
26 m/z 252 252
27 m/z 287 252
28 m/z 226 77
29 m/z 297 297
30 m/z 313 282
31 m/z 313 313
32 m/z 271 271
33 m/z 283 283
34 m/z 268 77
35 m/z 242 77
36 m/z 238 238
37 m/z 253 77

De modo ilustrativo, no esquema abaixo (Esquema 1) segue uma proposta de
fragmentacdo geral do nacleo fundamental das chalconas.

+

‘ +

AN C//O N
Rz C G Ry = —> CeHs + co
1

m/iz196 + R+ R,
i m/z 105+ R, m/z 77

N
//O

~ C
Rzmz 131+ R,

Esquema 1. Proposta de fragmentagdo do nucleo fundamental das chalconas.
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4.2. Atividades Bioldgicas
4.2.1. Avaliacao da Atividade Citotdxica in vitro

Os compostos (23-37) foram testados na concentracdo Unica de 5 pg/mL, através do
método de MTT nas linhagens MDA-MB-435 (melanoma), HCT-8 (c6lon) e SF-295 (sistema
nervoso central). Os resultados das atividades citotoxicas estdo expressos na Tabela 3, com

seus respectivos desvios-padréo.

Tabela 3.0. Porcentagem de inibicdo das amostras (23-37) através do ensaio do MTT.

Linhagem celular (média e desvio padréo)

Amostras MDA-MB-435 HCT-8 SF-295

23 21,55% (+/- 0,66) 33,33% (+/- 5,34) 26,19% (+/- 5,34)
24 52,57% (+/- 2,30) 53,99% (+/- 0,93) 33,76% (+/- 6,32)
25 14,36% (+/- 3,34) 33,28% (+/- 1,28) 16,34% (+/- 11,12)
26 49,74% (+- 17,57) 48,90% (+/- 5,70) 48,37% (+/- 3,46)
27 19,93% (+/- 19,08) 27,29% (+/- 8,62) 19,77% (+/- 3,14)
28 88,59% (+/-13,38) 72,54% (+/- 31,85) 35,65% (+/-5,95)
29 6,69% (+/- 0,80) 2,61% (+/- 2,69) 21,60% (+/- 2,20)
30 13,99% (+/- 0,98) 20,28% (+/- 9,41) 4,47% (+- 6,96)
31 24.11% (+/- 4,93) 7,55% (+/- 0,14) 25,129% (+/- 10,41)
32 25,17% (+/- 5,38) 39,78% (+/- 2,92) 23,35% (+/- 9,32)
33 31,52% (+/- 6,75) 33,03% (+/- 4,49) 12,72% (+/- 18,36)
34 96,66% (+/-3,12) 50,52% (+/- 3,42) 88,06% (+/- 5,78)
35 96,34% (+/- 5,44) 93,35% (+/- 1,14) 90,28% (+/- 2,77)
36 96,74% (+/- 0,95) 85,52% (+/- 2,17) 93,14% (+/- 3,02)
37 89,20% (+/-0,10) 98,23% (+/- 0,12) 76,56% (+/- 9,93)

S&o considerados relevantes valores de potencial de inibicdo do crescimento tumoral

maiores que 90 %, sendo selecionadas para avalia¢cbes subseqiientes somente as moléculas

que apresentaram valores de inibigdo em > 75 % em pelo menos duas linhagens testadas.
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Dessa forma, dos quinze compostos testados, somente quatro amostras (34, 35, 36 e
37) apresentaram potencial citotoxico relevante, sendo encaminhadas para a determinacgdo da
ICs € teste de atividade hemolitica.

Supondo que o mecanismo de acdo dos compostos derivados de chalcona envolva o
seqlestro de nucletfilos bio-organicos (como a GSH) através de uma adi¢do conjugada ao
carbono P do aceptor, interferindo assim na fase mitotica do ciclo celular via adi¢cdes de
Michael (Figura 12), tem-se uma maior atividade citotoxica destes compostos (DIMMOCK et
al.,1998; NAM et al., 2004; BARREIRO & FRAGA, 2008; VIA et al.,2009).

O composto 37 foi estudado por Mousinho, sendo avaliado na dose de 4 uM. Estudos
avancados demonstraram que 0 mecanismo de acdo é através da morte celular por apoptose,
interrompendo o ciclo celular na fase G2/M. Também foram realizados ensaios de
genotoxicidade e mutagenicidade, os quais apresentaram resultados negativos (MOUSINHO,
2010).

De forma geral as substancias 37 e 35 que apresentam grupos retiradores de elétrons
na posicdo 4 do anel B, grupo nitro e Cl, respectivamente, possuem elevado potencial de
inibicdo. O que ndo pode ser observado no composto 28, que apesar do fllor estar presente na
mesma posicdo e possuir elevada eletronegatividade, 0 composto apresentou baixa atividade
citotoxica.

Os compostos 23, 25, 27, 29, 30, 31, 32 e 33 que se caracterizam pela presenca do
grupamento nitro na posi¢do 4’ do anel A apresentaram baixo potencial de inibicdo para as
linhagens testadas. Possivelmente este grupamento altera a interacdo das moléculas com os
nucléofilos bio-organicos.

Diante dos resultados apresentados, € possivel observar que ndo existe um padréo de
citotoxicidade para os compostos avaliados, e isto ressalta a necessidade de estudos
subsequentes de mecanismo de acéo, assim como a realizacdo de modificacdes estruturais. A
falta de um maior nimero de estruturas também reforca a importancia destes estudos para
maiores conclusdes, mas alguns componentes desta classe se apresentam como promissores
na avaliacdo da atividade citotdxica.

Os resultados dos testes de ICsy das amostras avaliadas (34, 35, 36 e 37) estdo

apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4.0. Valores de 1Cs e intervalo de confianga de 95% em pg/mL das amostras testadas.

Linhagem celular

Amostras HL-60 MDA-MB-435 SF-295 HCT-8

34 2,406 3,282 4,107 0,557
(2,093-2,767) (2,651-4,062) (3,323-5,076) (0,244-1,267)

35 0,5087 2,623 1,975 2,513
(0,2425- 1,067) (2,183-3,152) (1,001-3,900) (1,426-4,427)

36 0,7060 1,625 1,545 0,2821
(0,59-0,84) (1,14-2,23) (1,28-1,85) (0,13-0,59)

37 0,4849 0,4585 0,3070 0,840
(0,06-3,8) (0,34-0,60) (0,20-0,47) (0,6-1,19)

Foram consideradas potencialmente ativas, as substancias que apresentaram ICsg
menor que 4 pg/mL. A amostra 37 apresentou elevado potencial citotéxico, com I1Csy menor
que 1 pg/mL, ndo apresentando seletividade entre as linhagens testadas.

No teste de atividade hemolitica tanto 0 composto 37 quanto os compostos 34, 35 e 36
ndo causaram danos diretos a membrana celular nas concentragdes testadas de 50 pug/mL. A
auséncia de hemolise sugere que a acdo citotoxica ndo ocorre pelo rompimento da membrana

celular.
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4.2.2. Avaliacdo da Inibicdo Enzimatica
Os compostos derivados de chalconas (23-37) foram submetidos a ensaios de inibigcéo
enzimatica das catepsinas B e K. Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 5 com

seus respectivos devios-padréo.

Tabela 5.0. Porcentagem de inibicdo das B e K pelos derivados de chalconas (23-37).

% de inibicao a 125 uM (média e desvio padrao)

Amostras CatB CatK

23 63,63% (+/- 4,72) 10,52% (+/- 0,64)
24 59,24% (+/- 2,30) 50,65% (+/- 4,55)
25 63,05% (+/- 3,41) 75,69% (+/- 2,13)
26 29,60% (+/- 0,49) 95,68% (+/- 1,17)
27 0,0 % (+/- 4,46) 63,50% (+/- 7,66)
28 0,0% (+/- 3,94) 82,55% (+/- 8,07)
29 15,62% (+/- 1,05) 13,38% (+/- 21,80)
30 0,0% (+/- 4,68) 63,18% (+/- 6,24)
31 0,0% (+/- 5,61) 58,30% (+/- 7,77)
32 0,0% (+/- 7,95) 77,69% (+/- 0,53)
33 0,0% (+/- 2,03) 75,58% (+/- 1,07)
34 0,0% (+/- 2,34) 58,73% (+/- 14,05)
35 0,0% (+/- 4,31) 86,74% (+/- 1,65)
36 0,02% (+/- 1,84) 89,14% (+/- 0,23)
37 0,0% (+/- 6,50) 52,02% (+/- 3,58)

S&o considerados relevantes os potenciais de inibicdo das catepsinas superiores a 80
%, sendo encaminhados para avaliacdes subsequentes.

Avaliando a inibi¢do da catepsina B nenhuma das amostras testadas inibiu de forma
singnificativa, demonstrando que esta classe ndo se apresenta como promissora na busca de
inibidores para esta enzima. Entretanto, os melhores resultados foram obtidos frente a

catepsina K, onde os compostos 26, 28, 35 e 36 se destacaram com inibi¢do superior a 80 %,
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sendo encaminhados para determinacdo de ICsp Dessa forma, observa-se que esta classe de
compostos apresentou seletividade frente as catepsinas B e K.

A auséncia de substituinte na posicdo 4’ do anel A (26) aumentou de forma
consideravel a atividade da catepsina K (95,68 %) quando comparada com composto 29 que
possui 0 grupamento nitro na mesma posicao e foi praticamente inativo (13,38 %). O mesmo
comportamento também pode ser observado quando avaliamos os compostos 27 (63,50 %) e
35 (86,74 %), os quais se diferem somente pela presenca do grupamento nitro na posigdo 4’
do anel A.

As chalconas polimetoxiladas 30, 31 e 34 apresentaram baixa atividade frente a
enzima catepsina K, mesmo estando presentes em diferentes posicdes no anel B. Assim, de
acordo com os resultados obtidos para a catepsina K, pode-se concluir que a diferentes
substituintes na cadeia lateral é fundamental para a atividade.

Avaliando a inibicdo da catepsina B (Tabela 5) pelos compostos sintetizados p6de-se
perceber que ndo existe nenhuma correlacdo com os resultados citotoxicos (Tabela 3)
anteriormente apresentados pelas substancias 34, 35, 36 e 37. Apesar de ambos 0S ensaios
biologicos estarem relacionados com a busca de agentes antitumorais, percebe-se que estes
atuam por diferentes mecanismos de acdo, apresentando dessa forma resultados bastante
distintos.

Diante do levantamento bibliografico realizado poucos relatos de ensaios de chalconas
em catepsinas sdo descritos, sendo que possiveis otimizacdes podem ser realizadas na busca

de compostos mais ativos.
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5. CONCLUSOES

- A presente pesquisa permitiu a sintese de quinze compostos derivados de chalconas,
sendo que as reagOes resultaram em compostos com rendimentos entre 32 % a 87 % e tempo
de reacéo variado.

- As chalconas estudadas mostraram-se bastante promissoras quanto as atividades
citotoxicas in vitro em especial os compostos 34, 35, 36 e 37 que apresentaram inibicdo
superior a 75 % em pelo menos duas linhagens tumorais testadas.

- O composto 37 possui elevado potencial citotoxico com 1Cso menor que 1 pg/mL,
ndo apresentando seletividade entre as linhagens.

- Na avaliacdo da atividade hemolitica verificou-se que os compostos 34, 35, 36 e 37
ndo causaram danos diretos a membrana celular nas concentragGes testadas de 50 pg/mL,
sugerindo assim que a acdo citotdxica ndo ocorre pelo rompimento desta estrutura.

- O composto 28 apesar de ter a presenca do flior, um atomo bastante eletronegativo,
na posicao 4 do anel B apresentou baixa citotoxicidade nas linhagens testadas.

- Nos testes de citotoxicidade os compostos 23, 25, 27, 29, 30, 31, 32 e 33
apresentaram reduzida atividade. Foi observado que a presenca de um grupamento nitro na
posicdo 4’ do anel A, pode ser fundamental para a reducéo da atividade citotoxica.

- A classe de compostos derivados de chalconas apresentou seletividade frente as
enzimas (cat B e cat K) avaliadas.

- Na avaliacdo da inibicdo enzimatica, os melhores resultados foram obtidos frente a
catepsina K, onde os compostos 26, 28, 35 e 36 se destacaram com inibicao superior a 80 %.

- As chalconas polimetoxiladas 30, 31 e 34 apresentaram baixa atividade frente a
enzima catepsina K, mesmo estando presentes em diferentes posices no anel B.

- Avaliando a inibicdo da catepsina B pelos compostos sintetizados observa-se que nao
existe correlacdo com os resultados citotoxicos. Apesar de ambos o0s ensaios bioldgicos
estarem correlacionados com a busca de agentes antitumorais, estes atuam por diferentes
mecanismos de acdo apresentando resultados bastante distintos.

- Desta forma, este estudo demonstra que as chalconas apresentam caracteristicas
promissoras para serem candidatas a protétipos de farmacos, podendo ser submetidas a

modificagdes estruturais e estudos subsequientes de mecanismo de acao.
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7. ANEXO

Espectros de RMN de *H (400 e 500 MHz), absorcdo no IV (KBr) e CG-EM dos compostos derivados de chalconas.
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Figura 33. Espectro no 1V (KBr) do composto (23).
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Figura 57. Espectro no 1V (KBr) do composto (31).
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Figura 59. Espectro de massas do composto (31) obtido por CG-EM.
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Figura 64. Espectro de RMN *H (500 MHz) do composto (33).
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Figura 67. Espectro de RMN *H (500 MHz) do composto (34).
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Figura 69. Espectro no 1V (KBr) do composto (35).
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Figura 70. Espectro de RMN *H (500 MHz) do composto (35).

96



100,04
750
5010

2504

a0.85

38,95

0.0

T III ]I

al

Jr.an

10503

13013

100

17310
16303

140

207 103

200

242 05
O
2 v2
g% | 9
6 6I 4
cl—4 3 .
25.05 0 Sid 40
'I_I_I_I_I_I_I_I_I_I_I_I- T T | T T T T | T
250 300 350 400

Figura 71. Espectro de massas do composto (35) obtido por CG-EM.

97



9% - L
E N © N
E & R\ 3 3 8 LB3
—= Q N Ny O S
88 13 a | ® o N DN
E o)) (S (SN e)
E © 85 @ N G 5 1™
—3 @ RS LB S AR a
80 2 ® \ﬁmg\l—‘ES ~ g a1
3 LR NP D | M‘;H =
- CoRBe 853880 @ he S
72 - £ CO5F 8805728 Byk8 3
3 98%8 BF 25 0 ¢
E P pJ® g NS
E AR
64 - x
© E
o T
|
5%
£ E
0 =
8 48 -
= E
X E
40 -
32 -
24 -
16 -
CIE

HH‘HHUH\‘HH\HH‘HHUH\‘H\\\HH‘HHUH\‘HH\HH‘HHUH\‘H\\\HH‘HHUH\‘\H\\HH‘HH\HH‘H\\\HH‘HH\HH‘\H\\HH‘HH\HH‘\H\\HH‘HH\HH‘\H\\HH‘HH\HH
4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
Wavenumber (cm-1)

Figura 72. Espectro no 1V (KBr) do composto (36).
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Figura 73. Espectro de RMN *H (400 MHz) do composto (36).
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Figura 74. Espectro de massas do composto (36) obtido por CG-EM.
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Figura 75. Espectro no IV (KBr) do composto (37).
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Figura 76. Espectro de RMN *H (400 MHz) do composto (37).
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Figura 77. Espectro de massas do composto (37) obtido por CG-EM.
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