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RESUMO

Este trabalho envolveu a sintese, caracterizagcdo e avaliacdo da atividade
biolégica de chalconas polissubstituidas, que tém suas estruturas relacionadas a
produtos naturais ja isolados. Sintetizou-se uma série de compostos, por meio de
reacdes de condensacao alddlica entre o 1-naftaldeido com diferentes acetofenonas
sintéticas. Foram obtidas 13 chalconas, sendo 4 inéditas, e as demais descritas na
literatura mas sem suas propriedades biolégicas conhecidas. As estruturas foram
caracterizadas por RMN de 'H e espectroscopia no IV, e foram testadas in vitro
quanto a sua atividade anti-Leishmania, contra formas promastigotas de Leishmania
brasiliensis. As estruturas que possuem no anel A uma hidroxila na posi¢ao 3, ou
grupos metoxila especificamente na posicéo 4; 2,5 e 2,4, bem como o anel A sem
substituintes, apresentaram forte atividade inibitéria do crescimento do parasita.
Analisando a estrutura-atividade, observamos que a acdo depende
predominantemente de fatores conformacionais, o que poderia indicar uma possivel
interagdo destes compostos na atividade de alguma enzima do protozoario. Os
valores de ICsp obtidos para as chalconas mais ativas apresentaram-se promissoras,
0 que nos proporcionara a continuidade da pesquisa com estas moléculas.

Palavras-chave: leishmaniose, chalconas, sintese organica



1 INTRODUGAO

1.1. Quimica Medicinal

Devido a complexidade para a elucidacdo das estruturas quimicas dos
farmacos e a correlagcdo entre propriedades fisico-quimicas, determinacdo da
atividade biologica e estudo das relagdes estrutura-atividade, tornou-se necessario a
interagdo entre diversas areas, como: quimica organica, quimica quéantica, fisico-
quimica, farmacologia, biologia molecular, entre outras, com o intuito de obter
farmacos mais especificos, com atividades e aplicagdes bem definidas. Desta inter e
multidisciplinaridade surgiu a Quimica Medicinal, que inclui o planejamento de
farmacos, a determinagdo de suas estruturas, ensaios farmacologicos e estudos das
relagdes estrutura quimica-atividade biolégica.1

No inicio do século XX, os métodos de descobrimento de novos farmacos eram
empiricos ou estavam quase dominados pelo acaso. O sucesso da equagao de
Hammett, entretanto, possibilitou a racionalizagdo quimica de pequenas regides
subestruturais, que permitiu o aparecimento das relagdes quantitativas entre
estrutura e atividade (do inglés QSAR), na década de 1960. Desde entdo, a busca
reducionista de informagdes capazes de descreverem biomacromoléculas ou
sistemas biologicos mais complexos, tornou-se atividade comum em inumeros
centros de pesquisas em todo o mundo. Mais recentemente, contudo, o advento da
quimica combinatéria trouxe um novo avango na busca e identificacdo em massa de
novas substancias quimicas bioativas ou na otimizac&o delas.?

A grande maioria dos farmacos deve seus efeitos a sua ligagao especifica a
uma biomacromolécula ou alvo molecular, geralmente uma enzima ou um receptor.
Porém, quando a estrutura do biorreceptor n&o é conhecida, o desenho molecular do
candidato a novo farmaco inicia-se pela estrutura da micromolécula endogena
envolvida na patologia do processo em quest&o, variando-se o indice de similaridade
molecular, de tal forma que se identifique um analogo ativo, e neste ponto a intuicdo
quimica tem papel fundamental.® Desta forma, é imprescindivel a estreita ligagao
entre a quimica e a farmacologia para o desenvolvimento de novas substéncias

ativas.*



1.2. Produtos naturais

Além do metabolismo primario, responsavel pela produg¢ao de celulose, lignina,
proteinas, entre outras substancias, que realizam suas principais funcdes vitais, as
plantas também apresentam o chamado metabolismo secundario, do qual resultam
compostos de baixo peso molecular, as vezes produzidos em pequenas
quantidades. Considera-se que uma das principais fungcbées do metabolismo
secundario seja a biossintese de estruturas complexas como alcaldides, terpendides
e derivados de fenilpropandides, que podem funcionar como agentes defensivos
contra predadores e/ou atrativo para reproducéo.®

Como a diversidade estrutural é fundamental na pesquisa para atingir
diferentes alvos bioldgicos, os estudos dos produtos naturais ganharam destaque,
visto que a selec&o natural realizou um processo de quimica combinatdria realmente
inigualavel. Assim, embora cerca de 100 mil compostos oriundos de plantas e,
aproximadamente 20 mil obtidos de microrganismos, tenham sido determinados, as
fontes de metabdlitos secundarios parecem ser inesgotaveis em relagdo as
possibilidades de se encontrar novas e diferentes estruturas com atividades
terapéuticas.*

Desde tempos remotos a humanidade utiliza as plantas com finalidade
terapéutica. Esse conhecimento etnofarmacoldgico, acumulado ao longo da nossa
evolugdo, culminou com o desenvolvimento de farmacos de grande importéncia na
terapéutica atual, tais como o acido salicilico, a atropina, a pilocarpina, a quinina, a
artemisinina, o taxol, a digoxina e a morfina.’

Uma das plantas mais antigas empregadas pelo homem é a Papaver
somniferum, que originou o Opio e contém alcaldides e substancias naturais de
carater basico como a morfina. O Opio era conhecido das civilizagbes antigas,
havendo relatos que confirmam seu uso desde 400 a.C. Galeno prescrevia 0 6pio
para dores de cabeca, epilepsia, asma, célicas, febre e até mesmo para estados
melancélicos. Os estudos quimicos sobre o 6pio comegaram no século XIX, e em
1804 Armand Séquin isolou seu principal componente, a morfina, que tornou-se o
mais poderoso e potente analgésico conhecido. Em 1923 sua estrutura quimica foi
elucidada por Robert Robinson e colaboradores. Devido ao fato de provocar

dependéncia, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) recomenda seu uso apenas



em casos de doenga terminal, entretanto, a partir de sua estrutura, identificaram-se
potentes analgésicos centrais de uso mais seguro.®
Atualmente, metade dos 25 medicamentos mais vendidos no mundo tem sua

origem em metabolitos secundarios de origem vegetal.

1.3. Farmacos Sintéticos e Semi-Sintéticos

Os farmacos de origem sintética representam significativa parcela do mercado
farmacéutico, estimado, em 2000, em 390 bilhées de ddlares. Até 1991, dentre 866
farmacos usados na terapéutica, 680 (79%) eram de origem sintética e o restante
(21%) correspondia aqueles de origem natural ou semi-sintética.’

A Aspirina”, que tem como substancia ativa o 4cido acetil salicilico (AAS) 3, é
0 analgésico mais consumido e vendido no mundo. Em 1994, somente nos Estados
Unidos, foram vendidos cerca de 80 bilhées de comprimidos. Muito embora derive
do produto natural salicilina 1, foi o primeiro farmaco sintético empregado em
terapéutica, tendo sua sintese concluida em 1897 pelo quimico alemdo Felix
Hoffman, do laboratério Bayer.

A salicilina 1 foi isolada pela primeira vez em 1829 pelo farmacéutico francés
H. Leurox. Em 1838, o quimico italiano Raffaele Piria obteve o acido salicilico 2
sintético, através de hidrdlise oxidativa da salicilina 1. Posteriormente, Kolbe e
Dresden, em 1859, passaram a sintetizar os salicilatos, que antecederam a
Aspirina”. O emprego da salicilina 1, bem como de seus derivados salicilatos, ndo
teve éxito na terapéutica, devido ao seu perfil gastro-irritante e sabor desagradavel,

caracteristica comum as substéncias que apresentam hidroxilas fendlicas. (Figura

1)
Ejf\oH OH OH
Oglicose OH OCOCH3

1 2 3
Figura 1: Estruturas quimicas da salicilina 1, acido salicilico 2 e acido acetilsalicilico
3.



O mecanismo de acado do AAS 3 foi descoberto somente mais tarde pelo
farmacologista britdnico John Vane, que observou a inibicdo da liberagdo de
prostaglandinas, dessa forma, interferindo no processo inflamatério e na dor.
Atualmente, sabe-se que o ASS 3 bloqueia a produgéo de prostaglandinas atraves
da inibicdo da enzima ciclooxigenase (COX).’

O processo de descoberta de um novo farmaco segue, geralmente, algumas
etapas bem estabelecidas, como a escolha do alvo molecular, a selecdo de uma ou
mais moléculas lider, a otimizacdo da molécula, a escolha da molécula candidata ao
desenvolvimento, os ensaios clinicos, para enfim, ser considerada um medicamento
(figura 2).2°

DESCOBERTA DESENVOLVIMENTO DESENVOLVIMENTO CLINICO
DO FARMACO PRE-CLINICO

FASE I FASE 11 FASE III FASE 1V

Selegdo do alvo Farmacocinética Farmacocinética, Testes em Testes Vigilancia
tolerabilidade, pequena escala clinicos apos o
Achado Toxicologia em curto prazo efeitos colaterais em pacientes controlados langamento
em voluntarios para avaliar a em larga no mercado
Otimizagdo do Formulagao saudaveis eficacia e escala
prototipo dosagem
Sintese em grande escala
Perfil farmacologico Estudos
doprototipo toxicologicos
em longo prazo

<2-5 anos™ << 1],5an0 e« 5. 7anos PO

~50 projetos — 12 substancias —

*

Candidato Substancia em Farmaco aprovado para
a farmaco desenvolvimento ser langado no mercado

Figura 2: Representagdo geral dos estagios de desenvolvimento de um novo

farmaco.®



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Flavonodides

A coloracdo dos frutos e das flores € utilizada para chamar a atencdo de
mamiferos, insetos e aves, e é provocada pela presenga de pigmentos que
absorvem radiagdo luminosa na regido do ultra-violeta e do visivel. Estas
substancias localizam-se nos vaclolos das células vegetais’, destacando-se as
porfirinas, carotendides e flavonéides.*

Flavondéide € o nome dado a um grande grupo de fitoquimicos ou
fitonutrientes, que sao polifendis de baixo peso molecular, encontrados em diversas
plantas, frutas e vegetais em geral, assim como, em alimentos processados como
cha e vinho. Nos ultimos anos, o interesse pelas propriedades bioquimicas e
farmacoldgicas destes compostos tem crescido bastante, principalmente pela sua
atividade antiinflamatoria. Para explica-la, tém-se estudado suas propriedades
antioxidantes pela atuagdo como sequestradores de radicais livres de oxigénio
(ROS), tais como a acao inibitoria de enzimas, a excelente capacidade de quelar
metais como o ferro, uma vez que a presenca destes tém sido relacionada a certas
doencas cronicas, como artrite reumatdide, lupus, cancer, doenga de Parkinson.?’

Outras atividades bioldgicas referentes aos flavonodides sao antibidtica

e antitumoral 1°

2.2. Chalconas

Chalconas sao precursores dos flavondides nas plantas e possuem como
nucleo fundamental o 1,3-diarilpropano modificado pela presengca de uma ligagéo
olefinica, grupamento cetona e/ou hidroxila."" Sdo caracterizadas pela abertura do
anel oxigenado, levando a formagdo de uma ligagdo dupla com os carbonos

denominados a e B em funcdo da carbonila.'?



Figura 3: Nucleo fundamental das chalconas.

Quimicamente, as chalconas (Figura 3) podem ser definidas como cetonas a-
B-insaturadas, onde tanto a carbonila quanto a porgao olefinica estdo ligadas a
grupamentos aromaticos. Apresentando um amplo espectro de atividade biologica,
as chalconas s&o alvo de varios estudos de isolamento, identificagdo e investigagéo
de suas propriedades. S3o referenciados efeitos antibacteriano™ e bacteriostatico,
antiviral™® (também contra HIV'®), antifingico'’, antimalarico'®, tripanossomicida’®,

1920 antiulcerogénico®’,  antioxidante??,  imunomodulatério®,

1022 antileucémico'®?*, antiinflamatério®>?¢,

anti-leishmania
citotdxico?, antitumora

2128 o antiedematogénico® .

antinociceptivo

Uma das caracteristicas das chalconas é a pigmentagao amarela, passando a
vermelho em meio alcalino, que tem papel importante em ciclos biolégicos por
estarem envolvidas na polinizacdo como atraentes de insetos e passaros.’

As chalconas podem ser obtidas sinteticamente através de varios métodos,
como o de Suzuki®® ou a condensacdo de Claisen-Schmidt (com irradiagao ultra-
som® ou NaNOs/NP?"), porém a reacgdo de condensacéo alddlica entre aldeidos e
acetofenonas é a forma mais simples e geral para obter estes compostos. A reagéo
ocorre quando uma base remove um hidrogénio alfa acido de uma molécula de
aldeido ou cetona para formar o ion enolato, que se estabiliza por ressonancia. O
enolato ataca uma outra molécula de aldeido ou cetona por adi¢gao nucleofilica e
forma um ion alcoxido (intermediario tetraédrico). A protonagao do ion alcéxido gera
o produto de condensagéo e regenera o catalisador basico. A formagdo da enona
conjugada ocorre por desidratacédo, que pode ser catalisada por base ou por acido.
Em condigdes basicas, um hidrogénio acido & abstraido da posi¢gao a para dar um
ion enolato que elimina o grupo de saida —OH. Em condi¢bes acidas, forma-se o
enol, o grupo —OH é protonado e a agua eliminada (Figura 4).%
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Figura 4: Mecanismo geral de uma reagao de condensacéo alddlica.

2.3 Leishmanioses

A Organizagado Mundial da saude (OMS) estima que 12 milhdes de pessoas
sofram desta doenga, com incidéncia anual de 1-1,5 milhdo de casos de

leishmaniose cutdnea e 500 mil de leishmaniose visceral.?°

Espalhadas pelo mundo,
com maior prevaléncia na Africa, Asia e América Latina, as leishmanioses
apresentam-se distribuidas nos paises afetados da seguinte forma: 90% dos casos
de leishmaniose visceral em Bangladesh, Brasil, india, Nepal e Suddo; 90% dos
casos de leishmaniose muco-cutanea na Bolivia, Brasil e Peru; e 90% dos casos de
leishmaniose cutanea no Afeganistdo, Arabia Saudita, Brasil, Ird, Peru e Siria >

(Figura 5).



Letshamamioee veeral

Leishemmicess oulines ¢ momontines

Figura 5: Distribuicdo das leishmanioses cutanea e visceral no mundo.*

Nas Ameéricas, o protozoario Leishmania sp. € encontrado desde os Estados
Unidos da América até o norte da Argentina, e casos humanos da doenga ocorrem do
México até a Argentina. No Brasil, esta distribuida em 17 dos 27 estados da
federacdo. E uma doenca endémica, mas ocorrem surtos com alguma freqiiéncia. A
maior incidéncia encontra-se no Nordeste (92% do total de casos), seguido pela
regido Sudeste (4%), a regidao Norte (3%), e, finalmente, a regido Centro-Oeste (1%).
Apesar de ser uma doenga, inicialmente, de distribuicdo rural e de pequenos centros
urbanos, encontra-se em franca expansao para focos urbanos no Brasil, tendo sido
registrados em média cerca de 1.980 casos por ano. O coeficiente de incidéncia das
leishmanias tem alcangado 20,4 casos/100.000 habitantes em algumas localidades de
estados nordestinos, como Piaui, Maranh&o e Bahia. As taxas de letalidade, que vém
sendo anotadas, chegam a 10% em alguns locais.*

Existem 20 espécies patogénicas causadoras da doenga, entre elas:
Leishmania chagasi, Leishmania brasiliensis, Leishmania amazonensis e Leishmania
guyanensis. *°

Na forma visceral, as manifestacdes clinicas refletem o equilibrio entre a
multiplicagdo dos protozoarios nas células do sistema fagocitico-mononuclear, a
resposta imunitaria do individuo e as alteragbes degenerativas resultantes desse
processo. As células parasitadas mostram forte tendéncia a invadir bago, figado e
medula 6ssea. Muitas vezes, o agente provoca um quadro assintomatico, ou com

sintomatologia bastante inespecifica (Figura 6).



Figura 6 — Leishmaniose visceral em paciente infantil (A)35, leishmaniose visceral

em paciente adolescente (B)*’

Na forma tegumentar, ha o aparecimento de lesao eritemato-papulosa no local
da picada do vetor, onde ha multiplicacdo do protozoario. Podem ocorrer lesdes
mucosas, na maioria das vezes secundaria as lesdes cutaneas, surgindo geralmente
meses ou anos apds a resolucdo das lesdes de pele. As vezes, porém, ndo se
identifica a porta de entrada, supondo-se que as lesdes sejam originadas de infecgao
subclinica. Sdo mais freqientemente acometidas as cavidades nasais, seguidas da

faringe, laringe e cavidade oral (Figura 7).

Figura 7 — Leishmaniose cutanea, cutanea-difusa e muco-cutanea.*?

O ciclo de vida dos protozoarios inicia-se quando uma fémea do vetor pica um
reservatorio humano ou animal, contaminando-se pela ingestdo das formas
amastigotas de Leishmania sp. Durante 4 a 5 dias, ocorre o desenvolvimento do
protozoario dentro do mosquito, transformando-se nas formas promastigotas. A
fémea, ao picar outro humano, inocula as formas promastigotas, que entram na

circulagdo sanguinea e, em consequéncia sao ingeridas por macréfagos, sofrendo
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transformagdo para formas amastigotas, que se reproduzem até destruicdo da

célula. °

St fmastiootes in cellz

An‘lnastigotes in cells
(diagnoztic stage)

E é Injected into skir

j Promastigotes (infzctive stage)

b

i
]

- e

5 B
%’@ %é%

Reproduc’flon in rmicygut

b

Figura 8 — Ciclo de vida da Leishmania sp.*®

2.4. Chalconas e sua relagao com Leishamnioses

A grande maioria dos produtos naturais ativos contra Leishmania spp. séo de
origem vegetal, como por exemplo as quinonas, chalconas, flavondides, derivados de
acetogeninas, alcaldides quinolinicos e isoquinolinicos, alcaloides inddlicos e
derivados, iridéides, mono-, sesqui-, di- e triterpenos, saponinas triterpénicas, bem
como um derivado poliacetilénico®.

Os estudos da relagao entre as chalconas e a leishmaniose tiveram inicio com
o isolamento da licochalcona A 4 (Figura 9) da planta Glycyrrhiza inflata, que
apresentou um grande efeito inibitério no crescimento das formas amastigota e
promastigota das espécies Leishmania major e Leishmania donovani.38 A redugao da
carga parasitaria foi de 65-85% para a administragdo oral e 96% para a
intraperitoneal, em ratos parasitados, e seu mecanismo de acdo é baseado na

alteracdo estrutural e funcional das mitocéndrias dos protozoarios.*
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Figura 9 — Estrutura quimica da licochalcona A 4.

Outro estudo, com a 2’,6’-dihidroxi-4-metoxi-chalcona 5 (Figura 10), isolada da
planta Piper aduncum, apresentou significativa atividade in vitro contra formas
promastigotas e amastigotas intracelulares de Leishmania amazonensis.*°. A

descoberta da agao seletiva desta chalcona e a sua relativa simplicidade estrutural,

tornou-a modelo de sintese para novos analogos.
OH O

. 6
H,cO™ 4 OH OH

Figura 10 - Estrutura quimica da (2E)-1-(2’,6’-dihidroxi-4’-metoxifenil)-3-(4-
hidroxifenil) prop-2-en-1-ona 5.

Estruturas similares a (2E)-1-(2’,6’-dihidroxi-4’-metoxifenil)-3-(4-hidroxifenil)
prop-2-en-1-ona 5 foram desenvolvidas e patenteadas no Brasil pelo nosso grupo de
pesquisa, através da sintese de uma série de dezoito chalconas derivadas da
xantoxilina 6 (2’-hidroxi-4’,6’-dimetoxi-acetofenona) (Figura 11), que foram testadas in
vitro contra formas promastigotas e amastigotas de Leishmania amazonensis. As
estruturas 7, 8 e 9 apresentaram excelente atividade, através da inibicdo da sintese

de esterdis da membrana do parasita.*’
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/\@1
OCHs 6 F H5CO

- OCHj

H3;CO

8 9
Figura 11 — Estruturas quimicas da xantoxilina 6, e das chalconas 7, 8 e 9.

Estruturas promissoras referenciadas na literatura s&o as chalconas derivadas
da bromo-xantoxilina. A estas s&o conferidas atividades anti-leishmania,
antibacteriana e antiftingica*'. A insergdo do bromo no anel A da molécula aumenta
a atividade anti-leishmania do composto, promovendo a permeabilidade da molécula
na membrana do macrofago.

Outro trabalho mostra os resultados de atividade anti-leishmania para
chalconas derivadas do 1-naftaldeido e do 2-naftaldeido. Segundo o estudo, as
chalconas com grupos hidroxila no anel A sdo bons agentes anti-leishmania, onde
as estruturas para substituidas apresentaram melhores resultados. Em comparacao
com os compostos derivados do 2-naftaldeido (estruturas 10, 11), os compostos

derivados do 1-naftaldeido (estruturas 12, 13) apresentaram maior atividade contra

Sase e

4 S

Figura 12 — Estruturas quimicas das chalconas derivadas do 1-naftaldeido (12, 13) e
do 2-naftaldeido (10, 11).

Leishmania sp.*?

HO

HO
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Também foram obtidas por nosso grupo de pesquisa as chalconas 14 e 15,
derivadas do 1-naftaldeido e 2-naftaldeido, respectivamente com a 2',4',6-
trimetoxiacetofenona (Figura 13), as quais apresentaram potente inibicdo das formas
amastigotas de Leishmania amazonensis, com reduzida citotoxicidade, quando

comparadas ao farmaco referéncia (Pentostan”)’.

7
OCH; O 8 6
5
10
4
3
14
OCH; O
1 8
2 9 7

CH, 0™ 4% ~OCH;

15
Figura 13 — Estrutura quimica das chalconas derivadas da 2'.4’,6'-trimetoxi-

acetofenona com o 1-naftaldeido 14 e com o 2-naftaldeido 15.

Entretanto, estudos de correlagdo estrutura-atividade das chalconas
demonstraram que a atividade dos derivados do 1-naftaldeido é maior, em relagéo
aos derivados do 2-naftaldeido, em teste in vitro contra amastigotas de Leishmania

donovani.*?



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Este trabalho visa a obtencdo de chalconas para serem submetidas a testes
de avaliacao de sua atividade anti-leishmania.

3.2. Objetivos especificos

Sintetizar e caracterizar chalconas derivadas do 1-naftaldeido a partir de sua
condensacao alddlica com diferentes acetofenonas, utilizando hidroxido de potassio
como base e metanol como solvente.

Avaliar a atividade anti-leishmania das estruturas derivadas do 1-naftaldeido

nas formas promastigotas de Leishmania brasiliensis.



4 JUSTIFICATIVA

A busca pelo tratamento de inumeras patologias tem impulsionado a pesquisa
cientifica na area da quimica medicinal, com o intuito da obtencdo de novos
farmacos, mais eficientes e seguros, de menor custo e com menores efeitos
secundarios.

A utilizacdo de produtos naturais ativos como modelo para a sintese de
analogos mais potentes e seletivos tém contribuido significativamente para a
obtencdo de novos agentes terapéuticos, que podem, muitas vezes, ser obtidos
mais facilmente e a custos menores. Cerca de 75% do total de farmacos disponiveis
atualmente no mercado foram obtidos sinteticamente baseados em estruturas ativas
de fontes naturais. Desta forma, a sintese total de analogos também representa um
alvo promissor para o desenvolvimento de novos farmacos. A obten¢do de analogos
de produtos naturais com potencial atividade terapéutica, por meio da sintese
organica, tem sido o objeto de estudo do nosso grupo de pesquisa.

Em 2000, a Organizacdo Mundial da Saude definiu a leishmaniose como a
segunda doenga causada por protozoario de importancia em saude publica,
superada apenas pela malaria. Infelizmente, pelo fato da leishmaniose ser uma
doenca tipicamente de paises sub-desenvolvidos, as pesquisas relacionadas ao
desenvolvimento de novos farmacos para esta infecgdo ndo sdo de interesse
primordial para as grandes industrias farmacéuticas.

Os farmacos atualmente disponiveis no mercado para o tratamento das
leishmanioses foram desenvolvidos ha mais de 40 anos, e por serem compostos
antimoniais  pentavalentes apresentam sérios efeitos colaterias, como
hepatotoxicidade, nefrotoxicidade e alteragdes na fungédo cardiaca. Farmacos como
a Anfotericina B e a Anfotericina B conjugada a lipossomas s&o utilizadas como
terapia de segunda escolha, porém os altos custos e a elevada toxicidade também
impossibilitam seu uso em grande escala. Desta forma, a procura por agentes
terapéuticos que facilitem o tratamento desta doenca merece atencao especial.

Com o intuito de obter prototipos de novos farmacos anti-leishmania, optamos
pela sintese de chalconas da série do 1-naftaldeido, por serem estruturas analogas
as ja sintetizadas pelo nosso grupo de pesquisa e que apresentaram notavel

atividade contra as formas amastigotas de L. amazonensis. Citamos como exemplo,
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a estrutura 150 que nos estudos apresentou maior eficacia e menores efeitos

colaterais que os farmacos existentes no mercado.



5 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

5.1. Materiais e métodos

Todas as reacgdes realizadas foram acompanhadas por cromatografia em
camada delgada (CCD), utilizando placas de aluminio com silica gel 60 GF 254 da
Merck, visualizagdo em luz ultravioleta (A = 254 e 366 nm) e revelagdo com
pulverizacdo de anisaldeido sulfurico.

O tratamento dos compostos impuros foi feito através de cromatografia em
coluna (CC), com silica gel (0,063-0,200) Merck como suporte, e solventes organicos
em ordem crescente de polaridade como eluentes, onde as fragbes foram
monitoradas por CCD. Alternativamente, os compostos foram purificados com a
utilizacdo do Chromatotron, com silica gel Sigma-Aldrich, TLC standard grade (254
nm fluoreced indicator), placas de 4 mm e fluxo do solvente (hexano/diclorometano
em ordem crescente de polaridade) de 8-10mL/min.

Os espectros de absorgao no infravermelho (V) foram obtidos através do
espectrometro Abb Bomen FTLA 2000, utilizando pastilha de KBr.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H) (400
MHz) foram realizados em equipamento VARIAN OXFORD AS-400, tendo como
referéncia interna o tetrametilsilano (TMS) ou o proprio solvente, cloroférmio
deuterado (CDCls).

O ponto de fusdo n&o corrigido dos compostos foi determinado em aparelho
digital MGAPF-301, Microquimica Equipamento Ltda.

Os reagentes e solventes utilizados nas reagdes foram das marcas

comerciais: Aldrich, Merck, Sigma, Fluka e Vetec.

5.2. Preparacgao das chalconas

Em um baldo de 100 mL, colocou-se o 1-naftaldeido (0,7809 g; 5 mmol), a 4-
metoxiacetofenona (0,7509g; 5 mmol) e metanol (30 mL). Dissolveu-se os reagentes
sob agitagdo magnética com posterior adigdo de KOH 50% v/v (5 mL). Deixou-se a
reacdo sob agitagdo magnética, a temperatura ambiente, por 24 horas. Apoés,
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adicionou-se agua destilada e acido cloridrico 10% para acidificar o meio e precipitar
os compostos. Filtrou-se em funil de Buchner, verificou-se a pureza por CCD. Todas
as chalconas foram obtidas de forma semelhante e, quando necessario, os
compostos foram purificados por recristalizagdo com hexano e diclorometano ou
submetidos a coluna cromatografica ou Chromatotron.

Foram adotadas numeragdes para designar os deslocamentos quimicos dos
hidrogénios nos espectros de RMN "'H, para diferenciar os hidrogénios aromaticos
(anel A e anel B) dos alifaticos. Porém, as nomenclaturas das chalconas seguem as
regras IUPAC.

16 - (2E)-1-(4-METOXIFENIL)-3-(1-NAFTIL)PROP-2-EN-1-ONA

CH,0™ 4

C20H1602, soélido amarelo claro, 58% de rendimento (0,842g); p.f.: 89-91°C; IV
Vmaxlcm™" 1649, 1306 (C=0), 1597 (C=C), 1251, 1013 (C-0), 2928, 2830, 1174, 839,
799 (Ar) (KBr). RMN "H (CDCI) & 3,89 (s, 3H, OCHs), 7,00 (d, 2H, J = 8,0 Hz, H3’,
H5’), 7,50-7,61 (m, 3H, H3, H6, H7), 7,64 (d, 1H, J = 15,2 Hz, Ha), 7,88-7,93 (m, 3H,
H4, H5, H8), 8,10 (d, 2H, J = 8,0 Hz, H2’, H6’), 8,27 (d, 1H, J = 8,4 Hz, H2), 8,66 (d,
1H, J = 15,2 Hz, HP).

17 — (2E)-1-(3-NITROFENIL)-3-(1-NAFTIL)PROP-2-EN-1-ONA
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C19H13NO3, solido bege, 54% de rendimento (0,817g); p.f.: 151,1-153°C; IV Vma/cm™’
1658 (C=0), 1590 (C=C), 1518, 1341, 974 (N-O), 3073, 1430, 1038, 782, 695 (Ar)
(KBr). RMN "H (CDCl3) 5 7,54-7,58 (m, 3H, H3, H6, H7), 7,63 (d, 1H, J = 15,6 Hz,
Ha), 7,73 (dd, 1H, H3"), 7,91 (d, 1H, J = 8,0 Hz, H4), 7,96-7,98 (m, 2H, H5, H8), 8,25
(d, 1H, J = 8,4 Hz, H2), 8,40 (d, 1H, J = 7,6 Hz, H2"), 8,45 (d, 1H, J = 8,4 Hz, H4"),
8,77 (d, 1H, J = 15,6 Hz, Hp), 8,89 (s, 1H, HE’).

18 — (2E)-1-(2-HIDROXIFENIL)-3-(1-NAFTIL)PROP-2-EN-1-ONA

C19H1402, solido amarelo, 36% de rendimento (0,911g); p.f.: 106-108°C (lit. p.f.:
108°C)*; IV vmax/cm™ 3451 (OH), 1635, 1351 (C=0), 1576 (C=C), 1203, 1015 (C-0),
3047, 1435, 1162, 972, 760 (Ar) (KBr). RMN 'H (CDCl3) 5 6,97 (dd, 1H, J = 7,4 Hz,
H5’), 7,06 (d, 1H, J = 8,4 Hz, H3'), 7,51-7,62 (m, 4H, H3, H6, H7, H4’), 7,76 (d, 1H, J
= 15,2 Hz, Ha), 7,90-7,99 (m, 4H, H6’, H4, H5, H8), 8,29 (d, 1H, J = 8,4 Hz, H2), 8,79
(d, 1H, J = 15,2 Hz, HpB), 12,88 (s, 1H, OH).

19 — (2E)-1-(4-BROMOFENIL)-3-(1-NAFTIL)PROP-2-EN-1-ONA

C19H13BrO, solido amarelo, 63% de rendimento (1,049g); p.f.: 110-111°C; IV vma/cm’
' 1651, 1349 (C=0), 1588 (C=C), 3047, 1061, 994, 778, 727 (Ar) (KBr). RMN 'H
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(CDCls) & 7,53-7,62 (m, 3H, H3, H6, H7), 7,66-7,69 (m, 3H, H3", H5’, H4), 7,90-7,96
(m, 3H, Ha, H5, H8), 7,91 (d, 2H, J = 7,2 Hz, H2", HE"), 8,25 (dd, 1H, J = 8,0 Hz, H2),
8,69 (dd, 1H, J = 15,6 Hz, HB).

20 — (2E)-1-(3,4-DIMETOXIFENIL)-3-(1-NAFTIL)PROP-2-EN-1-ONA

OCH,

C21H1803, solido amarelo intenso, 52% de rendimento (0,4569); p.f.: 61-62°C; IV
Vmaxcm™ 1651, 1344 (C=0), 1582 (C=C), 1263, 1016 (C-O), 2938, 1454, 968, 767
(Ar) (KBr). RMN "H (CDCl3) & 3,98 (s, 3H, OCHa), 3,99 (s, 3H, OCH3), 6,95 (d, 1H, J
= 8,4 Hz, H4), 7,53 (d, 1H, J = 15,2 Hz, Ha), 7,68-7,57 (m, 5H, H3, H5, H6, H7, H8),
7,74 (d, 1H, J = 8,4 Hz, H3’), 7,94-7,89 (m, 2H, H2’, HE’), 8,28 (d, 1H, J = 8,4 Hz,
H2), 8,66 (d, 1H, J = 15,2 Hz, Hp).

21 — (2E)-1-(4-NITROFENIL)-3-(1-NAFTIL)PROP-2-EN-1-ONA

O,N"4

C19H13NO3, solido amarelo intenso, 57% de rendimento (0,862g); p.f.: 144-146°C; IV
Vmaxlcm™’ 1683 (C=0), 1595 (C=C), 1519, 1341, 849 (N-O), 3041, 1102, 1013, 775,
699 (Ar) (KBr). RMN 'H (CDCl3) & 7,53-7,66 (m, 3H, H3, H6, H7), 7,55 (d, 1H, J =
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15,6 Hz, Ha), 7,91-7,99 (m, 3H, H4, H5, H8), 8,21 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H2’, H6"), 8,23
(d, 1H, H2), 8,38 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H3', H5'), 8,73 (d, 1H, J = 15,6 Hz, Hp).

22 — (2E)-1-(FENIL)-3-(1-NAFTIL)PROP-2-EN-1-ONA

C19H140, sélido amarelo, 65% de rendimento (0,836g); p.f.: 81-82°C; IV Vmadcm™
1657, 1339 (C=0), 1594 (C=C), 3012, 1436, 1007, 775, 688 (Ar) (KBr). RMN 'H
(CDCl3) 8 7,51-7,62 (m, 6H, H4’, H3’, H5’, H3, H6, H7), 7,64 (d, 1H, J = 15,6 Hz, Ha),
7,95-7,89 (m, 3H, H4, H5, H8), 8,09 (d, 2H, J = 8,0 Hz, H2’, HE’), 8,26 (d, 1H, J = 8,4
Hz, H2), 8,68 (d, 1H, J = 15,6 Hz, Hp).

23 - (2E)-1-(3,4,5-TRIMETOXIFENIL)-3-(1-NAFTIL)PROP-2-EN-1-ONA

C22H2004, sélido amarelo, 70% de rendimento (1,020g); p.f.: 132-133°C; IV Vmadcm™’
1652 (C=0), 1577 (C=C), 1231 (C-0), 2931, 1499, 1454, 988, 788 (Ar) (KBr). RMN
'H (CDCl3) & 3,95 (s, 3H, OCH3), 3,96 (s, 6H, OCH3), 7,33 (s, 2H, H2', H6'), 7,52-
7,57 (m, 4H, H3, H4, H6, H7), 7,89-7,92 (m, 2H, H5, H8), 7,94 (d, 1H, J = 15,0 Hz,
Ha), 8,26 (d, 1H, J = 8,4 Hz, H2), 8,66 (d, 1H, J = 15,0 Hz, Hp).
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24- (2E)-1-(2-HIDROXI-4,6-DIMETOXIFENIL)-3-(1-NAFTIL)PROP-2-EN-1-ONA

CH,0™ 4 OCH,
C21H1804, solido amarelo intenso, 58% de rendimento (0,823g); p.f.: 116-117°C; IV
Vmax/cm™ 3450 (OH), 1627, 1341 (C=0), 1571 (C=C), 1215, 1109 (C-O), 1440, 1153,
975, 810, 768 (Ar) (KBr). RMN 'H (CDCl3) & 3,85 (s, 3H, OCH3), 3,92 (s, 3H, OCH3),
5,98 (s, 1H, H3'), 6,14 (s, 1H, H5’), 7,50-7,61 (m, 3H, H3, H6, H7), 7,83-7,92 (m, 3H,
H4, H5, H8), 7,97 (d, 1H, J = 15,2 Hz, Ha), 8,31 (d, 1H, H2), 8,61 (d, 1H, J =15,2 Hz,
HR).

25 — (2E)-1-(2,5-DIMETOXIFENIL)-3-(1-NAFTIL)PROP-2-EN-1-ONA

OCH,

C21H1803, solido amarelo intenso, 65% de rendimento (0,901g); p.f.: 89-90°C; IV
Vmax'cm™' 1657 (C=0), 1588 (C=C), 1223, 1043 (C-0), 2947, 1493, 977, 807, 787 (Ar)
(KBr). RMN "H (CDCI3) & 3,88 (s, 3H, OCH3), 3,83 (s, 3H, OCH3), 6,96 (d, 1H, J =
8,2 Hz, H4’), 7,06 (dd, J = 8,0 Hz, 1H, H4), 7,49-7,59 (m, 5H, H3, H5, H6, H7, H8),
7,85 (d, 1H, J=7,2 Hz, H3’), 7,89 (d, 1H, J = 16,0 Hz, Ha), 7,89 (s, 1H, HE’), 8,24 (d,
1H, J = 8,0 Hz, H2), 8,50 (d, 1H, J =16,0 Hz, Hp).
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26 — (2E)-1-(2,4-DIMETOXIFENIL)-3-(1-NAFTIL)PROP-2-EN-1-ONA

CH,0" 4

C21H1803, solido amarelo escuro, 59% de rendimento (0,7459); p.f.: 114-115°C (lit.
p.f.: 116)°"; IV vma/cm™ 1647 (C=0), 1599 (C=C), 1251, 1017 (C-O), 2938, 1460,
965, 828, 776 (Ar) (KBr). RMN 'H (CDCl3) 5 3,88 (s, 3H, OCH3), 3,92 (s, 3H, OCH3),
6,52 (s, 1H, H3’), 6,60 (dd, 1H, J = 8,0 Hz, H5’), 7,48-7,59 (m, 3H, H3, H6, H7), 7,60
(d, 1H, J = 15,6 Hz, Ha), 7,81-7,90 (m, 4H, H4, H6’, H5, H8), 8,28 (d, 1H, J = 8,0 Hz,
H2), 8,52 (d, 1H, J = 15,6 Hz, HB).

27 - (2E)-1-(3-HIDROXIFENIL)-3-(1-NAFTIL)PROP-2-EN-1-ONA

C19H1402, solido amarelo intenso, 51% de rendimento (0,819g); p.f.: 170-172°C (lit.
p.f.: 174-175)°% IV Vma/cm™ 3176 (OH), 1642, 1351 (C=0), 1571 (C=C), 1273 (C-0),
1475, 1172, 962, 772, 707 (Ar) (KBr). RMN "H (CDCl3) & 7,10 (d, 1H, J = 8,0 Hz,
H4'), 7,40 (dd, 1H, H5’), 7,51-7,65 (m, 5H, H3, H4, H6, H7, H2"), 7,60 (d, 1H, J = 15,6
Hz, Ha), 7,90 (d, 2H, H5, H8), 7,94 (d, 1H, J =8,4 Hz, H6’), 8,26 (d, 1H, J = 8,0 Hz,
H2), 8,67 (d, 1H, J = 15,6 Hz, HB).
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5.3. Avaliagao da atividade anti-leishmania

5.3.1. Avaliacao in vitro da atividade antiparasitaria dos compostos contra

formas promastigotas de Leishmania brasiliensis

As chalconas foram solubilizadas em dimetilsulfoxido (DMSO) na
concentracédo de 0,3 M e mantidos a 4°C até o uso. Para os testes de atividade anti-
Leishmania, utilizou-se como controle a Anfotericina B.

Neste estudo foram utilizadas formas promastigotas de L. brasiliensis
mantidos no Laboratério de Protozoologia da UFSC. Esses protozoarios, obtidos na
fase exponencial de crescimento em meio Schneider suplementado com 5% de SBF
(Soro Bovino Fetal) foram lavados 2 vezes em PBS (Tamp&o Salina Fosfato) pH=7,2
a 1.500xg/10 minutos a 4°C e o numero de protozoarios foi determinado em camara
de Neubauer. A seguir foram suspensos em meio Schneider acrescido de 5% de
SBF e a concentracéo ajustada para 5x10° promastigotas/mL e mantidos a 4°C até o
uso.

Para a avaliagao da atividade das chalconas, os ensaios foram realizados em
placas de cultura de 96 orificios Nunc”, contendo concentracées de 500 e 50 uM dos
compostos (20puL) na presenca de 180 pL de uma suspensdo de 5x10°
promastigotas/mL. Como controle, os protozoarios foram incubados na auséncia dos
compostos, em presenca de 1% de DMSO e 5ug/mL de Anfotericina B. As placas
foram homogeneizadas e incubadas a 28°C por 72 horas e a seguir avaliadas
visualmente em microscopio invertido para verificacdo da motilidade dos
protozoarios. A atividade dos compostos foi determinada por contagem do numero
de parasitos vivos em camara de Neubauer. Todos os ensaios foram realizados em
triplicata com o objetivo de avaliar a estabilidade das chalconas.

Para determinagcdo das ICsp, 0s compostos que mostraram atividade na
concentragdo de 500 pM foram novamente testados em concentragdes
decrescentes: 100, 50, 25, 10, 5 e 1uM, conforme descrito anteriormente. Os
ensaios foram realizados em triplicata e a atividade antiparasitaria foi determinada

pela contagem do numero de protozoarios em camara de Neubauer.
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5.3.2. Analise Estatistica

Os valores de ICs (concentragdes dos compostos que reduziram a resposta a
50% em relagao ao grupo controle) foram estimados a partir dos valores médios de 3
experimentos por interpolacéo grafica utilizando o programa Graph Prism Instat®. Os
resultados foram expressos como média das ICsp (UM) de pelo menos trés
experimentos independentes acompanhados de seus respectivos limites de
confianga em nivel de 95%. A anadlise estatistica dos resultados foi realizada por
meio de analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de multipla comparagao
utilizando-se o método de Dunnett, quando apropriado. Valores de p < 0,05 foram

considerados como indicativo de significancia.



6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Sintese de chalconas derivadas do 1-naftaldeido

Foram sintetizadas 12 chalconas a partir da reagao de condensacao alddlica
entre o 1-naftaldeido e diferentes acetofenonas, usando como base o hidroxido de
potassio e como solvente o metanol, por 24 horas a temperatura ambiente® (Figura
14). Obtiveram-se 8 compostos ja descritos na literatura (16, 18, 19, 20, 22, 23, 26,
27)%%2 ¢ 4 inéditos (17, 21, 24, 25).

(0] O
R-PhCOCH3;
H >
KOH/MeOH, t.a., 24 h

16 - R = 4-OCHj;

17 - R = 3-NO,*

18 -R=2-OH
19-R=4-Br

20 - R = 3,4-OCHj;
21 - R =4-NOy*
22-R=H

23 - R =3,4,5-OCH;
24 - R = 2-OH-4,6-OCH5*
25-R =2,5-OCH3*
26 - R=2,4-OCH;
27 - R=3-OH

Figura 14 — Sintese de chalconas derivadas do 1-naftaldeido. (* inéditas)

Na Tabela 1 encontram-se os rendimentos e pontos de fusao obtidos para os
compostos sintetizados. Exceto para a chalcona 18, as demais apresentaram bons
rendimentos: entre 51% (27) e 70% (23).

Estes rendimentos observados para os compostos (<70%) podem ser
explicados pelo fato da maioria das chalconas necessitarem de recristalizagdo (com
diclometano/hexano) e/ou purificagdo por coluna (alternativamente, foi usado o
Chromatotron), levando a uma diminuig&o, por vezes consideravel, de produto. Outro

aspecto importante que deve ser salientado € que o aldeido utilizado possui o radical
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naftil, o que pode tornar as reagcbes menos favorecidas, por este ser mais impedido

estericamente que outros radicais de menor estrutura carbdnica.

Tabela 1 — Rendimentos e pontos de fusdo das chalconas sintetizadas.

ol

Chalcona R Rendimento (%) P.F.(°C)Exp.  P.F. (°C) Lit.

16 4-OCHj 58 89-91 *

17 3-NO, 54 151-153 -

18 2-OH 36 106-108 108
19 4-Br 63 110-111 *

20 3,4-di-OCHj 52 61-62 *

21 4-NO; 57 144-146 -

22 H 65 81-82 *

23 3,4,5-tri-OCHj 70 132-133 *

24 2-OH-4,6-di- 58 116-117 -

OCHj

25 2,5-di-OCHj 65 89-90 -

26 2,4-di-OCHj 59 114-115 116
27 3-OH 51 170-172 174-175

* P.F. ndo encontrado na literatura.

E possivel perceber uma diferenca significativa quando comparamos os
rendimentos das chalconas 16 a 23 com os obtidos para estruturas analogas
derivadas do 2-naftaldeido, desenvolvidas por nosso grupo de pesquisa, onde o0 2-
naftaldeido condensado a acetofenonas apresenta maiores rendimentos: R = 4-
OCHs (90%), R = 3-NO3 (71%), R = 2-OH (66%), R = 4-Br (88%), R = 3,4-OCHg3;
(96%), R = 4-NO, (73%), R = H (95%), R = 3,4,5-OCH3 (97%).’

Além da carbonila do 1-naftaldeido estar mais impedida estericamente que no
2-naftaldeido, a diferenca de reatividade dos dois compostos pode ser explicada
pelo fato do primeiro apresentar duas estruturas importantes de ressonancia com
energias equivalentes, com um anel benzénico intacto, deixando a carbonila menos

eletrofilica e o composto, consequentemente, mais estavel. No segundo caso, so
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existe uma estrutura de ressonancia em que o anel benzénico fica intacto, e isso faz
com que a carbonila fique mais eletrofilica. Desta forma, o 2-naftaldeido € mais
reativo e, aparentemente, resultara em compostos com maior rendimento que o 1-
naftaldeido.>

Dentre as chalconas ndo inéditas (16, 18, 19, 20, 22, 23, 26, 27), apenas trés
(18, 26 e 27)*°"°? td&m seus pontos de fusdo descritos na literatura. A maioria
destes compostos existe comercialmente, pois informagdes referentes a estes sao
encontradas em bancos de dados disponiveis quando utilizamos o Scifinder como
ferramenta de busca. No entanto, ndo estdo disponiveis dados como pontos de
fusdo, pois ndo é de interesse das industrias informar todas as caracteristicas de
seus produtos. Desta forma, para comprovacao estrutural dos compostos nao
inéditos que n&o tiveram seus pontos de fusdo encontrados na literatura para
comparagao com o valor experimental, estdo apresentados no Anexo 1 os espectros
de RMN "H e espectroscopia no 1V, bem como, dos compostos 18, 26 e 27.

Serdo discutidos os espectros de RMN 'H e de espectroscopia no IV das
chalconas inéditas 17, 21, 24 e 25.

As integracdes de todos os espectros de RMN 'H estdo de acordo com as
propor¢des de hidrogénios aromaticos e alifaticos dos compostos.

No espectro de RMN 'H do composto 17 (Figura 15), observamos os
deslocamentos dos hidrogénios a e [3 na forma de dois dubletos acoplados entre si
em 7,63 e 8,77 ppm, respectivamente, com J = 15,6 Hz, evidenciando a
configuragdo E da molécula. Os deslocamentos dos hidrogénios 3, 6 e 7 aparecem
na forma de um multipleto entre 7,54 e 7,58 ppm, e os hidrogénios 5 e 8 como um
multipleto entre 7,96 e 7,98 ppm. O hidrogénio 2 encontra-se como um dubleto (J =
8,4 Hz), em 8,25 ppm, e os hidrogénios 4, 2’, 4 como dubletos em 7,91, 8,40 e 8,45
ppm, respectivamente (J = 8,0 Hz). O deslocamento do hidrogénio 6’, na forma de
um singleto, aparece em 8,89 ppm, e 0 3’ em 7,73, na forma de um duplo-dubleto.
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Figura 15 — Espectro de RMN 'H (400MHz, CDCls) da chalcona 17.

No espectro de absorgéo no IV (Figura 16), as absor¢gdes mais caracteristicas
do composto 17 sdo as da cetona conjugada (C=0) em 1658, da dupla ligagéao

(C=C) em 1590 e do grupo NO, em 1518, 1341 e 974 cm™".

3450
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Alessandra M

Figura 16 — Espectro de IV (pastilha de KBr) da chalcona 17

No espectro de RMN 'H do composto 21 (Figura 17), observamos os
deslocamentos dos hidrogénios a e [3 na forma de dois dubletos acoplados entre si
em 7,55 e 8,73 ppm, respectivamente, com J = 15,6 Hz, evidenciando a
configuragdo E da molécula. Os deslocamentos dos hidrogénios 3, 6 e 7 como um
multipleto entre 7,53 e 7,66 ppm, e os hidrogénios 4, 5 e 8 aparecem na forma de
um multipleto entre 7,91-7,99 ppm. Os hidrogénios 3’ e 5 encontram-se como dois

dubletos acoplados entre si, com J = 8,4 Hz, em 8,38 ppm, e os hidrogénios 2’ e 6’
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também como dois dubletos acoplados entre si, com J = 8,4 Hz, em 8,21 ppm. E o

hidrogénio 2 na forma de um dubleto em 8,23 ppm.

HE * 8,73 (d)
How o 7 55 (d)
J=15GHz » F

8 7 ] ] q 3 2 1 ppm
.04 16,15 24.a0
10,53 19.84 15.148

Figura 17 — Espectro de RMN "H (400MHz, CDCl3) da chalcona 21

No espectro de absorgéo no IV (Figura 18), as absor¢gdes mais caracteristicas
do composto 21 sdo as da cetona conjugada (C=0) em 1683, da dupla ligagéo
(C=C) em 1595 e do grupo NO, em 1519, 1341 e 849 cm™.

~~~~~

Figura 18 — Espectro de IV (pastilha de KBr) da chalcona 21

No espectro de RMN 'H do composto 24 (Figura 19), observamos os
deslocamentos dos hidrogénios a e [3 na forma de dois dubletos acoplados entre si

em 7,97 e 8,61 ppm, respectivamente, com J = 15,2 Hz, evidenciando a
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configuragdo E da molécula. Os deslocamentos dos hidrogénios 3, 6 e 7 aparecem
na forma de um multipleto entre 7,50 e 7,61 ppm, e os hidrogénios das metilas
aparecem em 3,85 e 3,92 ppm, na forma de singletes. O hidrogénio 2 encontra-se
como um dubleto em 8,31 ppm, e os hidrogénios 4, 5 e 8 em 7,92 ppm, como

multipletos. Os hidrogénios 5’ e 3’, aparecem em 6,14 e 5,98 ppm, respectivamente,
como singletos.
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Figura 19 — Espectro de RMN "H (400MHz, CDCls) da chalcona 24

No espectro de absorgéo no IV (Figura 20), as absor¢gdes mais caracteristicas
do composto 24 s&o as da hidroxila (OH) em 3450, da cetona conjugada (C=0) em
1627, da dupla ligacdo (C=C) em 1571 e d ligacdo C-O em 1257 e 1109 cm™.
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Alessandra

Figura 20 — Espectro de IV (pastilha de KBr) da chalcona 24

No espectro de RMN 'H do composto 25 (Figura 21), observamos os
deslocamentos dos hidrogénios a e [3 na forma de dois dubletos acoplados entre si
em 7,89 e 8,50 ppm, respectivamente, com J = 16,0 Hz, evidenciando a
configuragdo E da molécula. Os deslocamentos dos hidrogénios 3, 5, 6, 7 e 8
aparecem na forma de um multipleto entre 7,49 e 7,59 ppm. Os hidrogénios das
metilas aparecem em 3,88 e 3,83 ppm, na forma de singletes. O hidrogénio 2
encontra-se como um dubleto em 8,24 ppm, assim como o hidrogénio 4’, em 6,96
ppm (J = 8,2 Hz). Os deslocamentos dos hidrogénios 6’ (na forma de um singleto) e
3’ (na forma de um dubleto) aparecem em 7,89 e 7,85 ppm, respectivamente. E o
hidrogénio 4, como um duplo-dubleto em 7,06 ppm, com J = 8,0 Hz.
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Figura 21 — Espectro de RMN "H (400MHz, CDCl3) da chalcona 25

No espectro de absorgéo no IV (Figura 22), as absor¢gdes mais caracteristicas
do composto 25 sdo as da cetona conjugada (C=0O) em 1657, da dupla ligagéo
(C=C) em 1588 e da ligagdo C-O em 1223 e 1043 cm™.

40000 3000 2000  1se0 1000

Figura 22 — Espectro de |V (pastilha de KBr) da chalcona 25

Os espectros dos compostos 24 e 27 nao apresentaram os deslocamentos
referentes aos hidrogénios das hidroxilas, pois estes sao trocados em solugdo com o
cloroformio deuterado (CDCl3) utilizado nas analises.
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6.2. Atividade anti-leishmania

As chalconas sintetizadas foram testadas in vitro contra formas promastigotas
da espécie L. brasiliensis. A atividade dos compostos foi determinada por contagem
do numero de parasitos vivos avaliada visualmente em microscopio invertido para
verificagcdo da motilidade dos mesmos. Os resultados dos testes estdo apresentados
na Tabela 2.

Analisando as estruturas que apresentaram melhor atividade anti-Leishmania,
observou-se que as chalconas que possuem no anel A uma hidroxila na posi¢cdo 3
(27), ou grupos metoxilas especificamente nas posigdes 4 (16); 2,5 (25) e 2,4 (26),
bem como o anel A sem substituintes (22), apresentaram atividade inibitéria do
crescimento do protozoario. Os grupos hidroxila e metoxila presentes nestes
compostos contribuem para o aumento da hidrofilicidade das estruturas, o que
mostra uma tendéncia dos mesmos a ndo se acumularem nos tecidos adiposos.

A localizagdo dos grupos metoxila (doador de elétrons, que aumenta a
densidade eletrbnica do anel aromatico) no anel A das chalconas 16, 25 e 26, as
destaca como as de melhor atividade anti-promastigota por zerar a motilidade dos

protozoarios.

Tabela 2 — Atividade anti-promastigota das chalconas derivadas do 1-naftaldeido,

testadas nas concentragdes de 500 e 50uM, em triplicata.

oy

Chalcona R Inibicao da motilidade do
parasita (500 e 50uM)
16 4-OCHj3 100%
17 3-NO> -
18 2-OH -
19 4-Br -
20 3,4-di-OCHjs -
21 4-NO3 -

22 H 100%
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23 3,4,5-tri-OCHj3 -
24 2-OH-4,6-di-OCH3 -
25 2,5-di-OCH3 100%
26 2,4-di-OCH3 100%
27 3-OH 100%

A presenca da hidroxila na posicdo meta do anel A no composto 27 também
pode ser fundamental para a interacdo molecular da chalcona com o parasita ou
célula alvo. A estrutura 22, que ndo possui substituintes no anel A, também conferiu
atividade consideravel contra as formas promastigotas de L. brasiliensis.

Analisando a estrutura-atividade dos compostos ativos, percebemos que a
acao pode depender de fatores eletronicos, mas depende predominantemente de
fatores conformacionais das moléculas, por apresentarem efeitos muito especificos,
0 que poderia indicar uma possivel agdo destes compostos na atividade de alguma
enzima do protozoario.

A boa atividade dos derivados naftalénicos sugere que existe uma tolerancia
consideravel para o tamanho do anel B, conforme observado em estudos de relagéo
estrutura-atividade citados na literatura. Ainda, estudos estéricos afirmam que as
caracteristicas do anel A parecem ser menos importantes que as do anel B.46
Entretanto, ha citacbes de que os substituintes no anel A sdo os principais
responsaveis pelas diferengas, onde os grupos volumosos nas posigbes 2° e 3’
aumentam, e na posicdo 4’ reduzem a atividade anti-leishmania.?

A partir da analise dos dados da Tabela 2, foram selecionadas as 5 chalconas
ativas (16, 22, 25, 26 e 27) para obtengao do ICsp, determinado pela contagem do
numero de protozoarios em camara de Neubauer, nas concentragcées de 100, 50,

25, 10, 5 e 1uM. Os valores de ICsp obtidos estdo na Tabela 3.
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Tabela 3: IC5y das chalconas 16, 22, 25, 26 e 27, em comparagcao aos farmacos

Anfotericina B e Pentamidina.

Chalcona R ICs0 (LM) Variagio da ICs

16 4-OCH3 48,10 20,97 — 79,88

22 H 31,85 17,41 — 58,27

25 2,5-di-OCH3 19,41 15,34 — 24,56

26 2,4-di-OCHs3 20,90 15,29 — 28,56

27 3-OH 21,21 15,47 — 29,09
Anfotericina B 0,30
Pentamidina 6,00

Os analogos 25 e 26, com dois grupos substituintes (-OCHj3), apresentaram-

se mais ativos que o composto 16 (com apenas um grupo metoxila). Isso demonstra

que a presenga de mais de um grupo substituinte pode ser importante na acao da

molécula.

Mesmo os farmacos referéncia apresentando IC50 menor que o dos

compostos, temos que considerar que os primeiros apresentam alta toxicidade e

efeitos colaterais, e as chalconas, como ja relatado na literatura, apresentam baixa

toxidez. Desta forma, testes de citoxicidade serdo realizados, e o composto 25, que

apresentou melhor atividade contra as formas promastigotas de Leishmania

brasiliensis pode vir a ser um protétipo de farmaco para uso contra leishmanioses.



7 CONCLUSOES

A presente pesquisa, desenvolvida em duas frentes complementares: sintese
e avaliagdo bioldgica, permite considerar os seguintes aspectos:

- As 12 chalconas sintetizadas a partir da reacdo entre o 1-naftaldeido e
diferentes acetofenonas foram obtidas a partir de reagdes simples e com bons
rendimentos. Foram obtidos quatro compostos inéditos 17, 21, 24 e 25.

- Na avaliagdo da atividade anti-leishmania, as chalconas 16, 22, 25, 26 e 27
apresentaram-se ativas, indicando que a presenca de grupos OH e OCH3 em
posicoes especificas do anel A pode ser fundamental contra as formas
promastigotas de Leishmania brasiliensis. Analisando a estrutura-atividade,
observamos que as chalconas podem estar agindo em alguma enzima
especifica do parasita, pois fatores conformacionais sdo predominantes em

relagdo aos fatores eletronicos.



8 PERSPECTIVAS

Os resultados promissores obtidos até o0 momento mostram a importancia da
continuidade dos estudos destas chalconas sintéticas. Estdo em andamento testes
de atividade citotdxica, antifungica, antitumoral, antileucémica e anti-Tripanossoma
cruzi.

Também € interessante a avaliagdo de outras atividades biologicas destas
chalconas, como analgésica, antiinflamatoria e antibacteriana, através de métodos
bioquimicos e farmacolégicos, assim como testes contra as formas amastigotas de
Leishmania amazonensis e experimentos para determinar o mecanismo de agao das

estruturas mais ativas.
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ANEXO 1 — Estruturas de RMN 'H e infravermelho dos compostos 16, 18, 19, 20,
22,23, 26 e 27.
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