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RESUMO

As chalconas sao cetonas a,B3-insaturadas, de grande diversidade estrutural e que
apresentam varias atividades biologicas relatadas na literatura. Tais caracteristicas
despertam um grande interesse para a quimica medicinal, dentre elas, o tratamento
do cancer (leucemia). Neste trabalho, foram sintetizadas 11 chalconas, das quais 4
sdo inéditas, por meio da condensacdo de Claisen-Schmidt entre a 1-
naftilacetofenona e aldeidos substituidos, em etanol e meio béasico. A atividade
citotoxica das chalconas la-k foram avaliadas frente a células leucémicas de
linhagem K562. Os compostos le e 1g apresentaram os melhores resultados
iniciais, com valores de 75 e 78 % de inibicAo dessas células respectivamente.
Assim sera dada a continuidade aos testes, com a determinacéo do ICsy para estes
compostos, bem como estudos mais aprofundados do seu mecanismo de acéo.

Palavras-chave:

Chalcona, sintese, leucemia.



1. INTRODUCAO

Quimica Medicinal € definida como uma disciplina de vital importancia para a
industria farmacéutica. Quimicos medicinais estdo envolvidos na descoberta de
novos medicamentos e no planejamento de novas moléculas a fim de aperfeicoar
suas propriedades bioldgicas’. Em meados do século XX, o avanco na sintese
organica ao longo dos anos, possibilitou maior compreensdo dos mecanismos de
reacOes, andlises e reatividade quimica, abrindo espaco para os produtos
sintéticos?.

As chalconas pertencem a uma importante classe de compostos
biologicamente ativos e tem sido referéncia pelas suas propriedades farmacolégicas
como antitumoral®, anti-inflamatério?, antioxidante®, antialérgico® e antimicrobiano’.

Diante da variedade de atividades biol6gicas que estdo documentados na
literatura e com o0s resultados ja obtidos anteriormente pelo grupo do LEAT
(Laboratério de Estrutura e Atividade), motivaram o interesse em sintetizar novos
derivados do 1-naftilacetofenona e testar os efeitos citotbxicos em células

leucémicas®.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. Quimica Medicinal

A Quimica Medicinal tem como vital importancia a descoberta de novos
farmacos e o aprimoramento de moléculas conhecidas com o intuito de aperfeicoar
suas propriedades bioldgicas. Assim como o desenvolvimento de novos métodos
sintéticos, otimizando suas condi¢des reacionais e ampliando a compreenséo sobre
sua reatividade quimica®.

Em meados do século XIX e inicio do século XX poucas substancias
organicas, a maioria extraidas de plantas, até entdo, tinham sido obtidas com alta
pureza, o que dificultava na compreensédo das estruturas. ISSo representou um
desafio muito grande para a teoria estrutural dando inicio aos primeiros estudos da
quimica organica, abrindo caminho para a implementacao de industrias quimicas e
0s primeiros passos da sintese organica®.

O avanco realizado pela sintese organica em meados do século XX foi
resultado da percepcdo dos mecanismos de reacbes e andlise conformacional,
possibilitando uma maior compreensdo sobre a reatividade quimica. Assim, 0s
produtos sintéticos comecaram a ganhar destaque em diversidade e em
competitividade em relacdo aos produtos naturais em diversos setores industriais.
Por exemplo, 0 uso de produtos naturais predominou durante a primeira metade do
século passado enquanto que o setor farmacéutico atualmente faz uso maior de
insumos sintéticos?.

Com isso, os cientistas das diferentes areas preocupados com o avanco da
industria farmacéutica vém se reunindo, promovendo um intercambio de ideias e
conhecimentos criando um grande banco de dados a fim de melhorar a

compreensdo sobre o assunto, beneficiando a comunidade’.

2.2. Cancer

O cancer esta entre uma das doencas que mais causam mortalidade e

morbidade no mundo, em 2012 a Agéncia Internacional de Investigagdo do Cancer
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(IARC) divulgou o numero de novos casos totalizando 14 milhfes, sendo que
8,2 milhdes contabilizam as mortes pela doenca’.

O conjunto de inumeras doencas, conhecida como cancer, tem em
comum o crescimento desordenado de células que se infiltram pelos tecidos e
orgdos podendo espalhar-se para outras regides do corpo (Figura 1), mas diferem
pelo tipo de célula que o origina e a rapida divisdo o que determinam a formacéo de

tumores ou neoplasias malignas™®.

Figura 1. Comportamento das células cancerigenas.

Célula Tecido

CANCErigana

Celula Tecido
cancerasa infiltrada

Fonte: INCA, 2016.

A maioria dos fatores que desencadeiam o cancer sdo conhecidos,
podendo ser externo ou interno ao organismo, estando ambos inter-relacionados.
Alguns desses casos podem estar associados ao meio ambiente, habitos
alimentares, ao uso de cigarros ou ainda geneticamente pré-determinados, mas
podem ser de origem desconhecida, portanto a prevencao da doenca nem sempre é

possivel°.

2.3 Leucemia

A leucemia é um tipo de cancer, de modo geral, de origem desconhecida e
que compromete as células sanguineas normais produzidas na medula 0ssea,
levando a quadros variaveis de sangramento, infeccéo e anemia®”.

Sob o ponto de vista clinico, a leucemia pode ser dividida em aguda e crénica

ou agrupadas em base aos tipos de glébulos brancos afetados, mieloide e linfoide.
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Esta classificacdo combinada geram quatro subtipos; a leucemia linfoide
cronica (LLC), como o nome sugere afeta a célula linfoide desenvolvendo-se de
maneira lenta e incide em pessoas com idade superior a 55 anos; a leucemia linfoide
aguda (LLA) tem um processo de agravamento mais acelerado e é o tipo mais
comum em criangas, mas pode haver casos deste tipo em adultos; a leucemia
mieloide cronica (LMC) prejudica a célula mieloide e se manifesta lentamente
principalmente em adultos e a leucemia mieloide aguda (LMA) tem uma rapida
evolucdo e ocorre em qualquer uma das faixas etaria. Geralmente as leucemias
agudas requerem um diagnostico precoce para o inicio de tratamento imediato pelo
prognéstico desfavoravel*2.

O tratamento para leucemia em especifico € a quimioterapia, uma terapia que
envolve varios tipos de medicamentos como, analogos da purina e corticoides
(Figura 2) e que sao administrados de maneiras diferentes conforme a indicagéo
para cada tipo de leucemia’®. Este tratamento consiste em combater as células com
cancer, mas ao mesmo tempo em que se faz o combate as células doentes, células
sadias também podem sofrer os efeitos dos agentes quimioterapicos. Isto faz com
gue na maioria dos casos surjam efeitos colaterais como a queda de cabelo, fadiga,
nauseas e vbmitos, em alguns casos torna inviavel a cura da doenca devido a

restricdo que determinados pacientes, com saude debilitada, possuem.

Figura 2. Estrutura da Purina e do corticoide.

corticoide (Prednisona)

Fonte: Autora, 2016.

Com isso, é de grande interesse 0 planejamento e a sintese de novos
compostos que sejam mais seletivos em relacdo as células cancerosas, ou seja,
menos agressivos para o tratamento da leucemia, tornando-se importante o
conhecimento principalmente da toxicidade dos compostos em estudos com células

cancerigenas sem comprometer as células saudaveis. Assim, os testes com células
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cancerigenas de linhagem K562 permite que sejam identificados novos farmacos
com possivel efeito citotoxico em algum tipo de leucemia.

Dessa forma, o nosso grupo de pesquisa vem sintetizando e avaliando
diversas chalconas, que mostram inibicdo citotoxica em diferentes linhagens
celulares. Como, por exemplo, as chalconas sintéticas derivadas do grupo 1-naftil
(Figura 3) que apresentaram atividades citotoxicas significativas em linhagens de
células cancerigenas K562 com valores de ICs (concentracéo necessaria para inibir
50%) de até 40,13 pmolL™. 8

Figura 3. Eficiéncia de inibicdo do grupo 1-naftila em células cancerigenas.

o) OCH30
T DA®
H,CO

OCH,4 OCH,4

IC50= 67,63 + 1,68 pmolL™" ICso= 40,13 + 1,04 ymolL™!

Fonte: Autora, 2016.

Com isso 0 projeto a seguir consiste na sintese e caracterizacdo de chalconas
derivadas do 1-naftilacetofenona, onde os padrbes de substituicdo dos aldeidos
foram escolhidos a partir de trabalhos ja realizados no laboratério” 8. Desse modo,
0S compostos serdo testados quanto a sua atividade citotoxica em células

leucémicas da linhagem K562.

2.4. Chalconas

As chalconas sdo compostos de baixo peso molecular, estrutura simples e
que possuem nucleo 1,3-diarilpropano modificado com a presenca de uma carbonila
a, B-insaturadas e dois anéis aromaticos com esqueleto C6-C3-C6 (Figura 4), isto
facilita a sua interagdo com os receptores bioldgicos que sdo biomacromoléculas por

meio de interacdes geralmente fracas. ***°
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Figura 4. Nucleo fundamental da chalcona.

(@]
X Z X
R—— | TR
I
= =
Anel A Anel B

Fonte: Autora, 2016.

A obtencéo sintética das chalconas pode ser realizada através da sintese de
acoplamento de Suzuki ou condensacdo alddlica (condensacdo de
Claissen-Schmit)'®. Esta Gltima, onde aldeidos e acetofenonas reagem na presenca
de um catalisador, &cido ou basico, em diferentes condi¢cdes. As variacdes
estruturais obtidas por diferentes substituintes tanto no anel A quanto no anel B
permite explorar diferentes potenciais farmacolégicos como: antitumoral®, anti-
inflamatério®, antioxidante®, antialérgico® e antimicrobiano”

Com isso, utilizando os principios da quimica medicinal, surge o interesse da
sintese, identificacdo e caracterizacdo das chalconas e posterior relacdo entre
estrutura e atividades biolégicas. Seguindo como exemplo dos bons resultados
obtidos para o grupo naftila em testes de células cancerigenas®.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

O projeto apresenta como objetivo principal a sintese de chalconas
substituidas por meio da condensacao de Claisen-Schmidt e avaliacdo de atividade

citotoxica em células leucémicas da linhagem tipo K562.

3.2. Objetivos especificos

* Sintetizar e purificar compostos partindo da 1-naftilacetofenona e
benzaldeidos substituidos.

* Caracterizar a série de chalconas por espectro de RMN de *H e *C.

* Estudar o efeito citotoxico em células leucémicas de linhagem K562.

* Estabelecer uma relacdo entre a estrutura e a atividade (REA) das

moléculas obtidas.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Instrumentacao

As reacdes foram acompanhadas por cromatografia de camada delgada de
silica gel utilizando luz na regido do ultravioleta como revelador.

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de *°C e *H foram
realizados pelos equipamentos Varian Mercury Plus AS 400 MHz e
Bruker AC 200 MHz utilizando dimetilsulfoxido (DMSQO) e cloroférmio deuterado
(CDCI3) como solvente com 1-2% de tetrametilsilano (TMS) como padréo interno. Os
valores de deslocamento quimico sdo expressos em parte por milhdo (ppm) e as
constantes de acoplamento em Hertz (Hz).

O aparelho utilizado para obtencdo do ponto de fusdo das chalconas foi o
MGAPF-301, Microquimica Equipamento Ltda.

A leitura dos testes biologicos foi feito em espectrofotdmetro Microwell

Systems (Organon Teknika, Belgium) no comprimento de onda de 540 nm.

4.2. Metodologia

A série de chalconas foi sintetizada pelo método de condensacdo de
Claisen-Schmidt (Esquemal). Esta metodologia consiste na condensagédo de uma
acetofenona com um benzaldeido em etanol e hidréxido de potassio 50% P/V. Em
um baldo de 50 mL foi adicionado 1-naftilacetofenona (1 mmol), o aldeido (1 mmol) e
20 mL de etanol, logo, adicionou-se 10 gotas de hidréxido de potassio 50% P/V e
manteve a reacdo sob agitacdo magnética constante a temperatura ambiente por
24 horas. A reacao foi neutralizada com acido cloridrico 10% apés a formacgéo do

produto, o precipitado foi filtrado a vacuo e quando necessario recristalizado.

Esquema 1. Sintese de Claisen- Schmidt.

QY i
X H EtOH

O e
= KOH 50%
R‘ = NOz, CH3, Cl, R' = NOZ’ CH3, Cl,
OCH:;, -CHzoCHz_a OCH3 -CHzOCHz-,

Fonte: Autora, 2016.
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O inicio da reacdo da-se quando uma base remove um hidrogénio acido alfa a
carbonila 1 para formar um carbanion 2, estabilizado por ressonéncia. Por um
ataque nucleofilico o enolato ataca o carbono carbonilico do aldeido 3, formando um
ion alcoxido 4. A protonacéo do intermediario 3 gera o enol que posteriormente sofre

desidratacéo formando a chalcona 6 (Esquema 2).

Esquema 2. Mecanismo da sintese de Claisen- Schmidt.

Fonte: Autora, 2016.

(E)-1-(naftaleno-1-il)-3-(4-nitrofenil)prop-2-
en-1-ona, solido amarelo; rendimento 90 %,
p.f. 143,8- 1454 °C; RMN 'H ( 400 MHz,
CDCl3) &/ppm: 7,45 (d, 1H, J= 16,0 Hz, Ha),
7,56-7,62 (m, 3H, H3, H4, H9), 7,68 (d, 1H, J=
16,0 Hz, Hb), 7,74 (d, 2H, H2’,H6’), 7,85 (d, 1H, H10), 7,95 (d,1H, H8), 8,06 (d, 1H,
H6), 8,27 (d, 2H, H3’, H%’), 8,40 (d, 1H, H3). RMN 3C (100 MHz, CDCl3) &/ppm:

123,7 (Ca), 124,2 — 140,8 (C anéis aromaticos), 142,0 (Cb), 194,2 (C carbonilico).
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(E)3(5(2cloro5(trifluorometil)fenil)f
urano-2-il)1(naftaleno-1-il)prop-2-em-1-
ona, sélido amarelo; rendimento 92 %; p.f.
160,3- 161,1 °C; RMN *H (400 MHz, CDCls)
o/ppm: 6,84 (d, 1H, H3’), 7,34 (dd, 2H, Ha,
H2"), 7,43 (d, 1H, J=15,7 Hz, Hb), 7,51 (dd, 1H, H8’), 7,56 — 7,61 (m, 4H, H4, H5,
H7’,H9)*, 7,83 (d, 1H, H6), 7,93(d, 1H, H8), 8,03 (d, 1H, H10), 8,18 (s, 1H, H10"),
8,37 (d, 1H, H3). RMN *3C (100 MHz, CDCl; ) 8/ppm: 114,8 (C2’), 117,9 (C3’), 124,5
(Ca), 125,1- 134,1 (C anéis aromaticos) 136,9 (Cb), 151,1 (C1’), 151,3 (C4’), 194,9
(C carbonilico).

*H intercambiaveis.

(E)-1-(naftileno-1-il)-3-(3-nitrofenil)prop-2-
em-1-ona, sélido amarelo; rendimento 81 %;
p.f. 151,7- 152,6 °C; RMN 'H ( 400 MHz,
CDCl3) &/ppm: 7,46 (d, 1H, J=15,9 Hz, Ha),
7,56- 7,64 (m, 4H, H4, H5, H5’, H9)*, 7,69 (d,
1H, J= 15,9 Hz, Hb), 7,85 (d, 1H, H6), 7,91 (d, 1H, HE’), 7,95 (d, 1H, H8), 8,06 (d,
1H, H10), 8,26 (d, 1H, H4’), 8,41 (d, 1H, H3), 8,45 (s, 1H, H2’). RMN *C (100 MHz,
CDCl3 ) d8/ppm: 122,6 (Ca), 124,5 — 136,5 (C anéis aromaticos), 142,3 (Chb), 194,4 (C

carbonilico).

*H intercambiaveis.

(E)-3-(2,5-dimetoxifenil)-1-(naftaleno-1-
il)prop-2-en-1-one, solido amarelo; rendimento |s
92 %; p.f. 123,4-125,9 °C; RMN *H ( 400 MHz,
CDCl3) &/ppm: 3,77 (s, 6H, OCH3), 6,83 (d, 1H,
J=16,2, Ha), 6,92 (dd, 1H, H4’),7,11 (d, 1H, :
H3’), 7,35 (d, 1H,J=16,2, Hb), 7,50- 7,57 (m, OCH,
3H, H4, H5, H9)*, 7,56 (d, 1H, H6), 7,82- 7,93 (m, 2H, H6’,H8)*, 7,97 (d, 1H, H10),
8,33 (d, 1H, H3). RMN *C (100 MHz, CDCls ) &/ppm: 55,8; 56,1 (2C metila), 112,6-
117,7 (C aromaticos), 124,3 (Ca), 124,5- 137,4 (C anéis aromaticos), 141,1 (Cb),
153,3; 153,6 (2C —OCHg), 196,1 (C carbonilico).

*H intercambiaveis.
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(E)-3-(3,4-diclorofenil)-1-(naftalen-1-il)
prop-2-em-1-ona, sélido amarelo; rendimento 73
%; p.f. 75,5-76,5 °C; RMN *H ( 400 MHz, CDCly)
o/ppm: 7,29 (s, 1H, H2), 7,37 (d, 1H, H5’), 7,49-
7,58 (m, 6H, J=15,89, Ha, Hb, H4, H5, H6’, H9)*,
7,77 (d, 1H, H6), 7,92 (d, 1H, H8), 8,01 (d, 1H,
H10), 8,33 (d, 1H, H3). RMN *C (100 MHz, CDCl; ) 8/ppm: 124,5 (Ca), 125,6- 136,9
(C anéis aromaticos), 144,2 (Cb), 195,2 (C carbonilicos).

*H intercambiaveis.

(E)-1-(naftaleno-1-il)-3-(2,4,5-

trimetoxifenil)prop-2-en-1-ona, sélido
amarelo; rendimento 82 %, p.f. 157,5- 158,7 . '
°C; RMN *H (400 MHz, CDCl3) &/ppm: 3,83 (s, OCH,

3H, OCHg)*, 3,88 (s, 3H, OCH3)*, 3,94 (s, 3H, OCHj3)*, 6,50 (s, 1H, H6’), 7,09 (s, 1H,
H3'), 7,25 (d, 1H, J=15,7, Ha), 7,52- 7,56 (m, 3H, H4, H5, H9)*, 7,76 (d, 1H, H6),
7,94 (m, 3H, Hb, H8, H10)*, 8,32 (d, 1H, H3). RMN *3C (100 MHz, CDCl; ) 8/ppm:
56,1 (C metoxila)*, 56,3 (C metoxila )* 56,6 (C metoxila)*, 115,3 (Ca), 143,5 (Ch),
196,3 (C carbonilico).

*H intercambiaveis.
*C intercambiaveis.

(E)-3-(4-clorofenil)-1-(naftalen-1-il)prop-
2-en-1-ona, soélido amarelo; rendimento 83
%; p.f. 99,6-101,3 °C; RMN *H ( 400 MHz,
CDCl3) &/ppm: 7,30 (d, 1H, J=16,0 Hz, Ha),
7-40-7,66 (m, 8H, Hb, H2', H3', H5', HE’,
H4, H5, H9), 7,80 (d, 1H, H10), 7,94 (d, 1H,
H8), 8,04 (d, 1H, H6), 8,36 (d, 1H, H3). RMN **C (100 MHz, CDCl; ) d/ppm: 124,5
(Ca), 125,6- 136,6 (C aneis aromaticos), 142,6 (Cb), 194,6 (C carbonilico).
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(E)-3-(1,3-diidroisobenzofurano-5-

il)-1-(naftaleno-1-il)prop-2-en-ona, solido

=N

amarelo; rendimento 67 %,; p.f. 90,7-92,3
°C; RMN *H (400 MHz, CDCl3) 8/ppm: 5,99
(s, 4H, H7’, H8), 6,79 (d, 1H, H6’), 7,06 (d,
1H, H5’), 7,09 (m, 2H, H2’,J=15,40, Ha), 7,48-7,53 (m, 4H, H4, H5, H9, Hb)*, 7,73 (d,
1H, H10), 7,89 ( d, 1H, H8)*, 7,97 (d, 1H, H6)*, 8,30 (d, 1H, H3). ). RMN **C (100
MHz, CDCl; ) &/ppm: 106,6 (C7’)*, 108,6 (C8)*, 1254,5 (Ca), 145,7 (Cb), 195,6 (C

carbonilico).

*H intercambiaveis.
*C intercambiaveis.

(E)-3-(3,4-dimetoxifenil)-1-
(naftaleno-1-il)prop-2-en-1-ona, solido
amarelo; rendimento 14 %; p.f.95,2-96,7 °C;
RMN *H ( 200 MHz, CDCls) 8/ppm: 3,92 (s,

6H, OCHj3), 6,88 (d, 1H, H6’), 7,11-7,20 (m,
3H,J=15,6, Ha, H2’, H5’), 7,49-7,57(m, 4H, Hb, H4, H5, H9)*, 7,75 (d, 1H, H10), 7,89-
8,01 (m, 2H, H6, H8)*, 8,28 (d, 1H, H3). RMN *C (50 MHz, CDCl; ) &/ppm: 55,9 (C
metila), 123,3 (Ca), 137,4 (Ch), 195,9 (C carbonilico).

*H intercambiaveis.

(E)-1-(naftaleno-1-il)-3-(2,4,6- .
trimetoxifenil)prop-2-en-1-ona, sélido
amarelo; rendimento 43 %; p.f. 157,5-
158,6°C:; RMN *H ( 200 MHz, CDCls) 8/ppm:
3,81 (s, 9H, OCHs), 6,09 (s, 2H, H3', H5'), C
7,47-7,53 (m, 3H,H4, H5, H9), 7,62 (d, J= 16,0, 1H,Ha), 7,73 (d, 1H,H10),7,84-7,94
(m, 2H, H6, H8), 8,07 (d, 1H, Hb). ). RMN *C (50 MHz, CDCl; ) d/ppm: 55,4 (C
metila)*, 55,7 (C metila)*, 124,5 (Ca), 138,4 (Chb), 197,6 (C carbonilico).

H3CO OCH,
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(E)-1-(naftaleno-1-il)-3-(5-(2-
nitrofenil)furan-2-il)prop-2-en-1-ona,
solido amarelo; rendimento 40 %; p.f.
| _ 7| 150,1-152,0 °C; RMN 'H (200 MHz,
: | CDCls) 8/ppm: 7,09-7,22 (m, 3H, Ha, H2',
H3’), 7,40 (d, 1H, J= 15,6 Hz, Hb), 7,81-7,92 (m, 2H, H7’, H10"), 7,97 (d, 1H, H6),
8,06 (d, 1H, H8), 8,16 (d, 1H, H10), 8,27 (d, 1H, H3). RMN *3C (50 MHz, CDCl; )
o/ppm: 113,3 (C2’), 119,7 (C3’), 124,3 (Ca), 124,7-133,9 (C anéis aromaticos) 136,5
(Chb), 194,2 (C carbonilico).

4.3 Testes Bioldgicos

Os testes bioldgicos foram realizados no Hospital Universitario Professor
Polydoro Ernani de Sao Tiago (HU) da Universidade Federal de Santa Catarina
coordenado pela Profa. Dra. Maria Claudia Santos da Silva.

As chalconas foram diluidas em dimetilsulféxido (DMSO) na concentracdo de
10 mmolL™ e armazenadas a 4 °C.

Para a realizacdo dos experimentos, o numero de células viaveis (K562) foi
avaliado pelo método de exclusdo do corante Azul de Trypan (0,5%). Foram
excluidas as amostras com viabilidade inferior a 95 %. A quantidade de células K562
vidveis adicionadas as placas de cultura manteve a relacdo de 2,5 x 10° células/mL
para o tempo de tratamento de 24 h. As incubac¢fes foram realizadas em incubadora
com atmosfera imida de 5 % de CO, a 37 °C.

Foi realizada uma triagem para avaliar o efeito citotéxico de 11 chalconas
sintéticas, na concentracdo de 100 umolL™, sobre as células K562 (LMA). Ap6s 24 h
de incubacdo, a viabilidade celular foi avaliada pelo método do brometo de
3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazélio (MTT) (Figura 5). Este método
consiste em um ensaio colorimétrico que se baseia na reducédo do sal de tetrazélio
ao seu derivado formazan, de cor roxa, pelo metabolismo mitocondrial'’. Dessa
forma, o ensaio funciona como um indicador da fungdo mitocondrial e, por

conseguinte, da viabilidade celular.
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Figura 5. Estrutura do 3-(4,5-dimetil-a-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio (MTT)

Fonte: Autora, 2016.

Apoés o tempo de incubacéo, as placas foram centrifugadas, o sobrenadante
removido e meio de cultura 10 % (v/v) contendo solucdo de MTT (5 mg/mL em PBS)
foi adicionado. Apés 3 h de incubacao, as placas foram novamente centrifugadas e o
sobrenadante removido. Os precipitados formados em cada poco foram dissolvidos
em 100 pL de solugdo de alcool isopropilico/acido cloridrico 0,04 molL™ e as placas
foram submetidas a nova centrifugacdo para a remocao dos restos celulares. O
sobrenadante foi transferido para outra placa, onde realizou-se a leitura das
absorbancias em espectrofotometro Microwell Systems (Organon Teknika, Belgium)
no comprimento de onda 540 nm. A densidade Optica do grupo controle (células sem

tratamento) foi considerada como 100% de células viaveis.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste trabalho foi sintetizada uma série de 11 chalconas contendo o grupo
1-naftila, das quais 4 séo inéditas (1b, 1h, 1j, 1k) e os demais compostos estdo

citados na literatura'®?®

. A seguir a Tabela 1 mostra a variacdo dos grupos
substituintes do anel B, os rendimentos e pontos de fusdo dos compostos obtidos.
Com excecao dos compostos 1i, 1j e 1k o rendimento de cada chalcona mostrou-se
satisfatorio e ponto de fusdo dentro do esperado, pois se sabe que um composto
com alto grau de pureza funde a uma temperatura com uma faixa de variacdo muito

pequena da mesma?*.

Tabela 1. Sintese de chalconas la-1k

la-1k
Chalconas Anel B Rendimento (%) Ponto de Fuséo
(C)
la 4-nitrofenila 90 151,7- 152,6
1b 5-5-[2-cloro-5- 92 160,3- 161,1
(trifluorometil)fenil]-furfurila
1c 3-nitrofenila 81 143,8- 145,4
1d 2,5-dimetoxifenila 92 123,4- 125,9
le 3,4-diclorofenila 73 75.5- 76,5
1f 2,4,5-trimetoxi-fenila 82 157,5- 158,7
19 4-clorofenila 83 99,6- 101,3
1h 3,4-metilenodioxi-fenila 67 90,7- 92,3
1i 3,4-dimetoxifenila 14 95,2- 96,7
1] 2,4 ,6-trimetoxifenila 43 157,5- 158,6
1k 5-2-nitrofenil —furfurila 40 150,1- 152,0

Fonte: Autora, 2016.
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5.1 Espectroscopias de RMN de 'H e *C

Os espectros foram obtidos utilizando CDCI; e DMSO como solventes e as
frequéncias de 200 MHz e 400 MHz como descrito na parte experimental. Foi
utilizada uma numeracéo aleatéria para identificacdo dos sinais nos espectros.

Nos espectros de RMN de 'H das chalconas sintetizadas observaram-se
sinais de dupletos com acoplamentos entre 15,0 e 16,0 Hz representando os
hidrogénios a e b da insaturacao indicando a isomeria E.

No espectro de RMN de *H do composto 1f (Figura 6) observa-se o sinal de
hidrogénio a em 7,25 ppm com constate de acoplamento 15,7 Hz. Os sinais em
3,83 ppm; 3,88 ppm e 3,94 ppm sao trés simpletos que representam 0s sinais mais
blindados caracterizando as metilas ligadas aos oxigénios, estes por vez sao
intercambiaveis. Os sinais em 6,50 ppm e 7,09 ppm correspondem aos hidrogénios

3’ e 6, os demais sinais correspondem aos hidrogénios do grupo naftila®°.

Figura 6. Espectro de RMN de *H do composto 1f.

39 ppm
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No espectro de RMN de **C (Figura 7) caracteriza trés sinais em 56 ppm

referente aos carbonos do grupo -OCHs, 115,3 ppm € o carbono a, 143,5 o carbono

b e 196,3 o carbono da carbonila, os demais sinais sdo referentes aos carbonos

aromaticos.

— 196.296

Figura 7. Espectro de RMN de **C do composto 1f.
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Os testes de atividade citotéxica em células cancerigenas de linhagem K562

foram realizados no HU por uma aluna de doutorado da Profa. Dra. Maria Claudia

Santos da Silva.

A triagem realizada para avaliar o efeito citotoxico das 11 chalconas sintéticas

com 100 pmolL™? de concentracdo, sobre as células K562 (LMA) que apés um

periodo de incubacdo de 24 h realizou-se um ensaio colorimétrico pela reducédo do
brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazélio (MTT) ao seu derivado

formazan, realizou-se a leitura das absorbancias em espectrofotdmetro Microwell

Systems (Organon Teknika, Belgium) no comprimento de onda de 540 nm. Medindo
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a viabilidade dos compostos através de uma célula cancerigena controle onde as
menores porcentagens representam os melhores resultados, indicando a quantidade
de células cancerigenas que ainda estdo presentes, sendo que os melhores

resultados encontram-se nos compostos le 25 % e 1g 22% como observado na
Figura 8.

Figura 8. Resultado do teste de inicial da série de chalconas la--1k.
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Fonte: Autora, 2016.

Os compostos que apresentaram melhores atividades citotoxicas foram os le
e 1g. Ambas as estruturas apresentam halogénios em suas estruturas quimicas

(Figura 9). Sendo o halogénio monossubstituido o composto com melhor atividade
bioldgica frente a linhagem K562.

Figura 9. Estrutura de chalconas com melhores resultados no teste inicial
(] C
(o]
Cl
VL U
1e
Cl 1 al

9

Fonte: Autora, 2016.
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6. CONCLUSAO

A sintese da série de chalconas foi realizada a partir da reacao
Claissen-Schmidt um método muito utilizado e descrito na literatura para obtencéo
destes produtos, assim, foi possivel a obtencdo dos 11 compostos propostos dos
quais 4 sdo inéditos com rendimentos significativos. Foram realizados espectros de
RMN de 'H e **C caracterizando as 11 chalconas com isomeria E.

As chalconas foram avaliadas inicialmente frente as atividades citotoxicas em
células leucémicas de linhagem K562 obtendo bons resultados para os compostos
le e 1g (valores inferiores a 30%).

Posteriormente estas duas chalconas serdo testadas para determinagcédo do
IC50 e mecanismo de acdo e serdo sintetizadas chalconas com substituintes —H,
4-metil e 4-metoxi comparar as atividades comas chalconas 4-cloro e 3,4-cloro. Com

isso podera se propor novas chalconas baseadas no trabalho de Topliss®.
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8. APENDICES
Figura 10 . Espectros de *H e *C do composto 1a.
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Figura 11 . Espectros de *H e **C do composto 1b

ppm

.30

08"
0s8°

TZE”
GEe”
147490
T9¢°
€Ty’
4% A
967"
T0G”
LTG"
28’
L9G"
686"
066°
966"
T09°
S09°
LT9"
028"
[14: N
8€8"
Lee®
T€6°
676"

€20
[4400

8LT"

T9¢°
08€"

I~
9"

8~
g—

000°T

—_—

ITT°T

—_—

6L0°T

SLO'T

7L8°0

8yGvek
GEL'Gel
9/¢'Get
16G'Gel
¢L9'5el
G05'9¢H
vm:w—/
Bv.mm—/
ovc.mNFV
G96°821-7
mmm.mﬁ\
000°0€+
625°0€}
€€6'0E}
009'LEH
1eL1el
106°€E}
880'VEL
G88'9E}

BHI IS~
IS

eL8Y6l—

el

ALY




Figura 12. Espectros de *H e *C do composto 1c
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Figura 13 . Espectros de 'H e **C do composto 1d

OCH,

70 69 68 ppm

7.2 7.1

7.3

7.4

8189
0v8'9
5069
€169
826'9
G€6'9
£0LZ
ez
6eC’L
9ce’L
996,
86v’L
9152
615
G252
cesL
2867
ShS'L
0952
295’
1967
05
14744
89.7
(7¥4
8/87
£88°L

TTTeeSsSsSeaNe———

ppm

15)
3
S

N
b
S

| 8|

g

|

L

g
o~

| e

o
L
<

5£8°GS
L0195 =

Re.u:
mmv.n: /
9ZLLEE R\
162V2L

861121
128521
83&/
S.EN_W
82221
emmxﬁ\
19£°82 1 \
SE9°01
06€°LEL \
968°€EL
L6ELEL \
120°151

66C°€SL ~__
6v9°€5L —

690961 —

60 ppm

T T
120 110

T
130




Figura 14. Espectros de *H e **C do composto 1e
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Figura 15. Espectros de *H e **C do composto 1f

6.8 6.6 ppm

7.0

7.2

2e8e~_

88— -
Pr6e—"

L6¥'9
m@o,ﬁ/r
9¢e Ly
L92'LA
vmm.j
SES'Ly
ovs Ly
085'L+
mmm.m/
Nom.m/
S WAN
6v. 'L
esL’L
190,
69.°L
206°L
L06°L
9167,
a6’
Ge6'L

——

—

M

980°95
EVE'9S
596°96

09026 —

9LE L —
PEESLE~_

615°b2L
886521
858°521
182°921
£62°921 —X
oLzl

mbn.mwh
hvm.an- \
mnmdmh \
698°€EL
698°LE}
9Lyl “
905°¢v i

08251 —
8L9v5L —

962°961 —

T
180

T
190

ppm

T T T T T T T
160 150 140 130 120 110 100

T
170




Vil

Figura 16 . Espectros de *H e **C do composto 1g

ppm

7.35 7.30

7.40

2568
1268 W
268

9.£8

829'/2}
0cr'8ch
905'82} /
006'62+
LLY'OEL V

/S60EL

¥€0°2EL *
vmm.mmp\
€Le'eet
GeSveEl
LLLYVEL

609'9€}
c9Gert \

ceov6lL—

T

180

T

190

ppm

170 165 160 155 150 145 140 135 130

175

185

195

200



VI

Figura 17. Espectros de *H e **C do composto 1h
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Figura 18. Espectros de *H e *C do composto 1i.
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Figura 19. Espectros de *H e *C do composto 1;
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Figura 20 . Espectros de *H e **C do composto 1k

Xi

7.4 7.3 7.2 ppm
T T T T T T T T T T T T T T
8.4 8.3 8.2 8.1 8.0 79 7.8 77 7.6 7.5 7.4 7.3 7.2 ppm
W e EEE v " E
N o - @ D (=) (=) o (=]
< = @« < = @ ~ < N
— ~— — — — — ~ — 2]
O OMHM=~0OR OO NDDWNL© N
g g RERERICA3RERREB8L B
8 8 SEOOLBRANNEREINTE ¢
P Iy by , |
| ! i l
T T T T T T T T T T T T T T T T T
195 190 185 180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 ppm



