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"A imaginacao € mais importante que o conhecimento.”
Albert Einstein

"Nao existe nada de completamente errado no mundo,
mesmo um reldgio parado, consegue estar
certo duas vezes por dia."

Paulo Coelho
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RESUMO

As neoplasias malignas representam atualmente a segunda maior causa de mortes
no Brasil. Dentre essas enfermidades, 0s casos de cancer, em especial de leucemia,
vem aumentando ano apos ano. Desta maneira, 0 uso de uma ferramenta quimica
que possibilite a busca por novos tratamentos é necesséria. Uma classe de
compostos que vem recebendo grande atencdo dos grupos de pesquisa sdo as
trimetoxichalconas, em especial as 3’,4’,5’-trimetoxichalconas. Neste trabalho foram
sintetizadas 18 chalconas derivadas da 3,4,5-trimetoxiacetofenona com diferentes
substituintes no anel B, através da condensacdo de Claisen-Schmidt. Dos
compostos obtidos, 17 foram avaliados quanto a sua citotoxicidade frente a células
de leucemia linfoblastica aguda da linhagem L1210, pelo método do MTT. As
chalconas M5, M6, M24 e M33 apresentaram ICsq inferiores a 45umol.L™*, sendo
consideradas promissoras. Os resultados possibilitaram a discussédo entre a
estrutura quimica e a atividade biolégica dos compostos, observando-se que a
atividade ndo estad vinculada apenas a efeitos eletrénicos, uma vez que entre os
compostos com melhores resultados aparecem trés com grupos doadores (cloro na
posicdo 4 do anel B) e um composto com o anel B trissubstituido por metoxilas

(retirador de elétrons).

Palavras-chave: leucemia trimetoxichalconas,sintese organica, Quimica Medicinal



1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A expectativa de vida da populacdo brasileira vem aumentando nos ultimos
anos, segundo dados do IBGE. Esse aumento pode ser atribuido, entre outros
fatores, aos avancos da medicina no tratamento das enfermidades.! Porém, desde
2003, as neoplasias malignas constituem a segunda maior causa de Obitos da
populacdo brasileira, representando quase 17% dos Obitos por causa conhecida
notificados em 2007 no Sistema de Informacées sobre Mortalidade.? Segundo o
INCA (Instituto Nacional do Cancer), a previsao é de que até o final de 2010, o Brasil
tenha aproximadamente 490 mil novos casos de cancer, sendo, dentre estes, cerca
de 9.580 casos de leucemias.?

Conhecendo esses dados significativos de mortalidade, o uso de uma
ferramenta quimica que possibilite a procura por novos farmacos para o tratamento
das leucemias, e também de outras enfermidades, se faz necessaria.

A quimica medicinal tem como objetivo o planejamento, a sintese e a
otimizacdo de compostos biologicamente ativos que possam auxiliar na melhora e
na manutencdo da satde da populacdo.® Entre os compostos estudados por essa
vertente da quimica, dar-se-a destaque neste trabalho as chalconas, que sé&o
estruturas encontradas largamente na natureza, e que estdo presentes nas varias
partes das plantas, sendo precursores naturais dos flavonéides.*

Quimicamente, as chalconas sao cetonas a,B-insaturadas que apresentam o
nucleo 1,3-diarilprop-2-en-1-ona e o0 esqueleto C¢-C3-Cs. S80 de grande interesse
guimico e farmacolégico, uma vez que inumeros trabalhos relatam suas atividades

biolégicas,>®’

entre elas antibacteriana, anti-protozoarios, antitumoral anti-
inflamatoria.

Chalconas trimetoxiladas s&o descritas como agentes com potencial
citotoxicidade para células cancerigenas. Ducki e col. (1998) relataram que a
chalcona sintética (E)-3-(3-hidroxi-4-metoxifenil)-2-metil-1-(3’,4’,5’—trimetoxifenil)-
prop-2-en-1-ona apresentou valor de ICsy de 0,21nmol.L? frente a células
leucémicas da linhagem K562.°



Dessa forma, este trabalho se justifica pela sintese de 3,4.5-
trimetoxichalconas, utilizando como ferramenta o método de Topliss,® além de
possibilitar a discussdo sobre estrutura e atividade biolégica dos compostos, apos
sua avaliacdo destes como agentes citotoxicos frente a células leucémicas, com a
intencdo de obter novos compostos lideres que possam proporcionar uma

alternativa para o tratamento das leucemias.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Cancer e leucemias

Com os dados dos censos demograficos de 1940 até 2005, o IBGE construiu
um gréafico com a esperanca de vida dos brasileiros entre os anos de 1930 e 2005
(Figura 1), no qual é possivel visualizar o0 aumento na expectativa de vida da
populacdo. A ampliacdo dos servicos médicos hospitalares e 0 uso de novos e mais
potentes medicamentos contra as mais diversas enfermidades sao, entre outros
fatores, apontados como contribuintes para o aumento registrado a partir dos anos

1980.1
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Figura 1. Esperanca de vida dos brasileiros entre 1930 e 2005.

Embora a esperanca de vida da populagdo venha aumentando, também
temos observado o crescente nimero de casos de cancer registrados. Segundo o
International Agency for Research on Cancer e a Organizagdo Mundial da Saude, no
ano de 2008, cerca de doze milhdes de casos de céancer, e sete milhdes de dbitos
em consequéncia desta doenca, foram registrados no mundo, sendo dois ter¢os nos

paises em desenvolvimento.'® No Brasil, segundo o Instituto Nacional do Cancer, no



ano de 2010 deveréo ser registrados cerca de 490 mil novos casos da enfermidade,
sendo 9580 casos de leucemias.?
Desta forma, o conhecimento cientifico é necessario para compreender,

prevenir e tratar esta doenca hematopoiética.

2.1.1 Leucemia linfoblastica aguda (LLA)

As leucemias sao um grupo de doencas complexas e diferentes entre si que
afetam a producao dos glébulos brancos sangiineos.

A leucemia linfoblastica aguda (LLA) resulta de um dano genético adquirido
(ndo herdado) no DNA de um grupo de células da medula 6ssea, sendo
caracterizada pela proliferacdo descontrolada de células progenitoras linféides
imaturas na medula 6ssea.'>*?*® Desta forma na LLA as células doentes substituem
a medula saudavel. Dentre todas as leucemias, a LLA é a de maior ocorréncia em
criancas de 0 a 14 anos,? sendo responsavel por 80% dos casos de leucemia aguda
na infancia e 50% de todas as enfermidades hematopoiéticas.'**> Em adultos,
provoca uma leucemia mais agressiva, pois acomete as células-tronco multipotentes
(steam cells).'® Atualmente, 70% dos casos de LLA em criancas e cerca de 50% em
adultos jovens podem ser curados.*

Com o intuito de melhorar estes numeros, de modo a diminuir o impacto
social e financeiro causado por essa enfermidade, pesquisadores do mundo todo
tém feito esforcos para sintetizar, isolar e/ou aperfeicoar agentes quimicos que
possam conferir melhores resultados que o0s medicamentos utilizados nos
tratamentos atuais. Nesta busca por novas entidades quimicas, grupos de pesquisa

relataram a atividade de chalconas como agentes antitumorais.®*/819:20

2.2 Chalconas
Chalconas s&o cetonas a,p—insaturadas, que apresentam o nucleo 1,3-

diarilprop-2-en-1-ona®* (Figura 2) e o esqueleto Cg-C3-Cg, considerado privilegiado

no desenho de farmacos.??



Sao compostos precursores da via de biossintese dos flavondides,
encontradas largamente nos vegetais, principalmente nas pétalas das flores, onde
tem um importante papel na polinizacdo das plantas, pois sua cor amarela atrai

insetos e passaros que assim, polinizam outras plantas.*

Figura 2. Estrutura fundamental das chalconas.

As chalconas e seus derivados tém recebido grande atencdo devido a sua

estrutura relativamente simples e a diversidade de atividades farmacoldgicas que

5,6,7

apresentam. Entre elas, podemos citar atividades antibacteriana, anti-

inflamatéria, 2324

25,26

inibidoras da tirosina fosfatase A de Mycobacterium tuberculosis
e antifingica.”’

Essa vasta gama de atividades é em grande parte atribuida as inUmeras
possibilidades de substituicbes nos anéis aromaticos das chalconas, pois a
metodologia de sintese das mesmas, baseada na condensacéo de Claisen-Schmidt,
possibilita a obtencdo de uma grande quantidade de compostos, uma vez que
existem inumeros benzaldeidos e acetofenonas comerciais que podem ser

combinados, fornecendo a variedade estrutural pretendida.®

2.2.1 Trimetoxichalconas

As chalconas com substituicdo de trés hidrogénios por metoxilas em um dos

anéis aromaticos sado descritas na literatura como potenciais agentes

antitumorais.*”1%:28

8,29

Essas estruturas apresentam também atividade anti-
leucémica.

Em seus estudos, Bhat e col. (2005) destacaram que a presenca do padréo
de substituicdo 3’,4’,5-trimetoxifenil é essencial para a atividade citotoxica

observada para as chalconas testadas frente a 12 linhagens celulares de cancer
9



humano.'” Da mesma forma, Quintin e col. (2009) observaram que a presenca de
metoxilas como substituintes do anel A das chalconas tem apresentado uma
influéncia positiva na citotoxicidade, definindo que as 3’,4’,5-trimetoxichalconas

(Figura 3) s&o as que demonstram ser os mais fortes agentes citotéxicos.

0
HsCO N
B —R
/
HsCO

OCH3

Figura 3. Estrutura das 3',4',5'-trimetoxichalconas. R = substituinte.

Avaliando a atividade antimitotica de trimetoxichalconas, Lawrence e col.
(2006) descreveram uma chalcona que apresentou atividade comparavel, e em
alguns casos melhor, que a da combrestatina-A4 (Figura 4).*° Essa comparacao
pode ser feita, uma vez que o padrdo de substituicio do anel A desses dois
compostos € o mesmo (3,4,5-trimetoxifenil), os quais se ligam ao sitio de ligacdo da
colchicina na tubulina.® As estruturas da Figura 4 inibem a polimerizacdo da
tubulina, causando um dano seletivo ao sistema vascular do tumor e inibindo o

processo de mitose celular.?®3!

H3C

—0
HsCO

HsCO 0
HsCO
H3CO HsCO
s s @ | OH
OCHjs o OCH3 H3CO
OH

OCH,
OCH, OCH, OCHg

Colchicina Combrestatin A4 Chalcona

Figura 4. Compostos inibidores da polimeriza¢do da tubulina.
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2.3 Sintese de chalconas

Diversos métodos de sintese de chalconas séo descritos na literatura, porém
a metodologia mais utilizada é a condensacéo de Claisen-Schmidt.* Neste método,
realiza-se a condensacdo de um benzaldeido com uma cetona apropriada em um
solvente polar como metanol, com o uso de uma base como catalisador (Figura 5). E
um meétodo bastante versatil e conveniente, que confere rendimentos muito variados,
desde 5% até 90%.®

O (0] (0]
CHs H KOH
+ e —
METANOL

Figura 5. Sintese de Chalcona através de condensac¢éo de Claisen-Schmidt.

O mecanismo proposto para esta condensacdo pode ser visto na Figura 6 e a
desidratacdo em meio basico pode ser vista na Figura 7.

Inicialmente o catalisador basico remove um hidrogénio alfa 4cido da cetona,
formando assim um carbanion, que pode ser estabilizado por ressonancia. A reacao
continua através de um ataque nucleofilico do carbanion ao carbono da carbonila do
aldeido, formando assim um intermediario tetraédrico (ion alcéxido). Ao ser
protonado por um hidrogénio da agua o ion alcéxido € convertido no produto de
condensacdo e o meio basico € regenerado. O produto de condensacdo sofre
desidratacdo basica e para que isso ocorra, um hidrogénio acido é abstraido da
posicéo alfa, resultando assim no ion enolato, que por equilibrio elimina o grupo OH",

formando assim a chalcona.

11



H
‘\ SJ + H,0
-OH —_— -

Figura 6. Mecanismo da reacédo de condensacéo.

OH

Figura 7. Mecanismo da desidratac&o do produto de condensacao e formacgéo da chalcona.

Modificagdes nos métodos de sintese tém sido estudadas.?® Por exemplo,

Sebti e col. (2001) usaram um catalisador sélido, preparado com fosfato e nitrato de

12



sédio a altas temperaturas (900°C), o qual, segundo os autores, conferiu aumentos
expressivos nos rendimentos das reagées.*

A utilizacdo de ultrassom e irradiagdo por microondas também s&o propostas
na literatura, com o intuito de minimizar o tempo de reacéo e facilitar o trabalho.*?
Utilizando ultrassom, Li e col. (2002) usaram KOH pulverizado ou fluoreto de
potéssio suportado em alumina como catalisadores, obtendo bons rendimentos em
condicbes mais amenas e menores tempos de reacdo.** Veber (2008) propds a
obtencdo de chalconas em microondas, baseando-se na condensacédo de Claisen-
Schmidt. A metodologia consistiu em aplicar pulsos de 30 segundos (em média) a
reagdo, onde foram obtidos compostos com rendimentos entre 30,5% e 65% em

tempos menores do que pelo método tradicional.*

13



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Este trabalho tem como objetivo geral a sintese de chalconas derivadas da
3,4,5-trimetoxiacetofenona, através de condensacao de Claisen-Schmidt, utilizando

como ferramenta o Método de Topliss.

3.2 Objetivos especificos

e Obtencdo e purificacdo de chalconas derivadas da 3,4,5-
trimetoxiacetofenona.

e Caracterizacdo dos compostos por leitura do ponto de fuséo,
ressonancia magnética nuclear de **C e *H.

e Andlise da atividade anti-leucémica das chalconas em células da
linhagem L1210, de leucemia linfoblastica aguda (LLA), avaliando a
viabilidade dos compostos como agentes citotoxicos.

e Determinacao da ICsy dos compostos frente a células L1210.

¢ Discussao da relacdo entre a estrutura quimica e a atividade biolégica

dos compostos (REA).

14



4. METODOLOGIA

4.1 Materiais e métodos

O andamento das reacdes durante os procedimentos reacionais, bem como a
pureza preliminar dos derivados foram obtidos utilizando-se como comparagcao 0s
padrées dos reagentes, quando monitorados por cromatografia de camada delgada
(CCD). Os procedimentos de purificacdo foram os usuais, por recristalizacdo com
solventes adequados.

Todas as reacdes foram monitoradas por CCD, utilizando placas de aluminio
com silica gel 60 GF 254 da Merck. Em todos os procedimentos cromatograficos
foram utilizados sistemas de gradiente de polaridade de solventes. Foram utilizados
os sistemas de solventes Hex/AcOEt ( 80:20, 75:25 e 50:50). Os compostos obtidos
foram visualizados por CCD com o auxilio de luz ultravioleta (A = 254 e 366 nm), e
posteriormente as placas foram reveladas com pulverizacdo de anisaldeido sulfurico
(0,5 mL anisaldeido, 5 mL &cido sulfdrico concentrado, 10 mL acido acético glacial e
metanol g.s.p. 100 mL).

As andlises quimicas necessarias para a caracterizacdo dos compostos foram
realizadas na Central de Andlises do Departamento de Quimica da UFSC, sendo
que os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) de *H (200 e 400 MHz) e
de *C (100 MHz) foram realizados em equipamento BRUKER AC-200F e VARIAN
OXFORD AS-400, tendo como referéncia o cloroférmio deuterado (CDClI3).

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

Os reagentes e solventes utilizados neste trabalho apresentam padrdo
ananilitcos e séo todos das marcas comerciais Aldrich, Merck, Sigma e Vetec.

15



4.2 Sintese das chalconas derivadas da 3,4,5-trimetoxiacetofenona

Foram realizadas 21 reacdes (Tabela 1) para obtencdo das chalconas,
através de condensacdo alddlica entre a 3,4,5-trimetoxiacetofenona (1 mmol) e
diferentes aldeidos aromaticos (1 mmol), utilizando metanol como solvente e
hidréxido de potdssio como catalisador, sob agitacdo magnética com tempos
reacionais variando de 12 a 72 horas, a temperatura ambiente, conforme descrito
por Vogel (1989).%

Foram obtidas 18 chalconas, sendo 15 compostos ja descritos na literatura, e
trés compostos inéditos. As condi¢cdes reacionais, rendimentos e ponto de fusdo dos
compostos obtidos, além das estruturas das trés chalconas que ndo foram obtidas,

estao relacionados na Tabela 1.

Tabela 1. Condi¢bes reacionais e dados dos compostos.

o 0 0
Hsco:,)k(m3 @)}\H Ko HsCO N
ORSEOR: 3 Ol G
HsCO Temp. Ambiente  HzCO
OCHjs OCHs
Composto  Substituinte ~ MeOH KOH Tempo Rendimento P.f. lit.
(R) (mL) 50% reacional (%) °C
(gotas) (horas)

MO5 3,4-Cl 10 10 18 57,1 119,6-120,5
MO6 4-Cl 10 10 24 87,5 112,5-114,7
MO7 4-CHg; 15 15 20 58,50 128,3-129,0
MO8 2,6-Cl 15 10 48 82,9 105,7-107,2
M09 4-Br 15 10 24 82,9 123,1-124,1
M10 4-NO, 15 5 12 91,8 188,5-190,4
M12 4-F 15 13 48 27,4 115,4-116,8
M13 4-O(CH,);CH3 15 10 24 34,1 119,7-120,6
M15 3-NO; 10 13 24 95,1 144,2-146,3
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Composto  Substituinte MeOH KOH Tempo Rendimento P.f. lit.

(R) (mL) 50% reacional (%) °C
(gotas) (horas)
M16 4-OCHg; 15 10 24 24,5 95,1-95,9
M17 H 10 5 24 59,4 67,3-68,9
M18 2,4,6-OCHjs 10 5 24 20,3 141,6-143,0
M20 3,4,5-OCHjs 10 5 24 76,4 129,1-130,0
M21 2-Cl N&o reagiu
M22 2-F N&o reagiu
M23 2-NO, N&o reagiu
M24 2,4,5-OCHjs 10 7 24 72,3 134,0-135,7
M26* 0 15 45 48 77,9 89,2-90,3
| y CH;
M30 3-Cl 15 20 24 90,0 145,6-146,8
M32 2,4-Cl 10 8 24 88,9 148,1-149,3
M33 3,5-Cl 10 8 24 92,5 136,3 - 138,1

* O heterociclo representa a estrutura do anel B

Apbs o término do periodo reacional, os compostos foram vertidos em agua, e
a reacdo foi tratada com &cido cloridrico 10% até pH levemente &cido. Os
compostos foram filtrados e depois de obtidos, nhovamente avaliados por CCD.

As chalconas obtidas foram caracterizadas pelo ponto de fusdo, espectros de
RMN de 'H e de *°C.

4.3 Atividade das chalconas em células de leucemia linféide aguda (L1210)

Os experimentos para verificacdo da atividade antileucémica das chalconas
sintetizadas foram desenvolvidos no Laboratério de Bioenergética e Bioquimica de
Macromoléculas, no Departamento de Farmacia da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC), pelo grupo de pesquisas coordenado pela Prof. Dra. Tania Beatriz

Creczynski-Pasa.
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4.3.1 Tratamento das células

As chalconas foram dissolvidas em solucdo de DMSO 10 mmol.L? e
armazenadas a 4-8°C. Estas solucdes estoque foram diluidas em meio de cultura
para atingir as concentragdes utilizadas nos experimentos. As células foram
incubadas com os compostos em placas de 6 ou 96 pocos, dependendo do
procedimento experimental. Utilizou-se como controle células sem tratamento e com
tratamento de DMSO em meio de cultura, na mesma proporcao utilizada para

dissolver os compostos.

4.3.2 Avaliacéo da viabilidade celular

A viabilidade celular foi analisada pelo método do MTT (brometo de dimetiazol
difeniltetrazélio,Figura 8).>” As células L1210 foram incubadas em triplicata com os
compostos, em placas de 96 pocos. Depois de decorrido o tempo de incubagéo, foi
acrescentado um novo meio de cultura e entdo o MTT (0,25 pg/uL) foi adicionado,
seguido de incubacéo por 3h, a 37°C. O meio de cultura foi retirado e o precipitado
dissolvido com uma solucédo acida de propan-2-ol (propan-2-ol com HCI 0,04 molar)
sendo entdo medida a absorbéncia a 540 nm, com o uso de um leitor de
microplacas. A densidade éptica obtida do grupo controle, ou seja, das células sem

tratamento, foi considerada como 100% de células viaveis.

=
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Figura 8. Estrutura molecular do brometo de dimetiazol difeniltetrazélio
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4.3.3 Determinacao da curva concentracao-resposta (ICsp)

Para determinacdo da curva dependente de concentragdo, células foram
incubadas por 24 horas com as chalconas em concentragdes crescentes (0-100
umol.L™Y), em estufa umidificada a 37 °C, sob atmosfera contendo 95% de O, e 5%
de CO,, seguido do ensaio de MTT. A ICs, concentracdo que inibe 50% do
crescimento celular, foi calculada em 24 horas, através das curvas dependentes de

concentragao.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Discussdao da parte quimica

reacdes podem ser observados na tabela abaixo:

Tabela 2. Resultados das reagoes.

0
H3CO

@ CHg
H3CO

| H KOH
+ R_I
MeOH

HaCO
/\@R +H,0
HaCO

Temp Amblente
OCHj OCHs
el Subs. PM Rend. Pf. Exp. Pf. Lit. —
(R) (g/mol) (%) (°C) (°C)
MO05 3,4-diCl 367,22 57,1 119,6-120,5 - 881382-70-3
MO06 4-Cl 332,78 87,5 112,5-114,7 115-116%® 861881-92-7
MO7 4-CHj 312,36 58,5 128,3-129,0 120-123* 934022-24-9
MO8 2,6-diCl 367,22 82,9 105,7-107,2 - 881382-73-6
M09 4-Br 377,23 82,9 123,1-124,1  88-91*°  127034-09-7
M10 4-NO, 343,33 91,8 188,5-190,4 190-191* 127034-11-1
M12 4-F 316,32 27,4 115,4-116,8 115-116* 127034-06-4
M13 = 370,44 34,1 119,7-120,6 117-118* 127034-16-6
O(CH,)sCHs

M15 3-NO, 34333 951 144,2-146,3 147-148* 127034-05-3
M16 4-OCH, 328,36 245 951-959 101-103* 151703-83-2
M17 H 298,33 594  67,3-68,9 87-88"°  127033-98-1
M18  2,4,6-triOCH; 388,41 20,3 141,6-143,0 138-140°® 290332-36-4
M20  3,4,5-tiOCH; 388,41 76,4 129,1-130,0 129-131% 130768-87-5
M21 2-Cl N&o reagiu - 805255-83-8
M22 2-F N&ao reagiu Inédita

M23 2-NO, N&o reagiu - 181867-52-7

Foram realizadas 21 reac¢Oes para obtencao das chalconas, os resultados das
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M24  2,45riOCH, 388,41 72,3 134,0-135,7 - 41343-31-1

0
M26* | p CH; 302,32 77,9 89,2-90,3 Inédita
M30 3-CF; 4-Cl 332,78 90,0 145,6-146,8 Inédita
M32 2,4 —diCl 367,22 88,9 148,1-149,3 151-153* 881382-74-7
M33 3,5-diCl 367,22 92,5 136,3-138,1 Inédita

Dados da literatura e nimero de CAS obtidos com o uso do Scinfinder Scholar 2007. * O heterociclo representa a
estrutura do anel B.

Dentre as 21 estruturas propostas para a sintese, 13 foram escolhidas por
estarem presentes na Arvore de Decisdo de Topliss® (em anexo). Das 8 estruturas
restantes, 3 foram escolhidas por apresentarem 3 metoxilas no anel B, com o intuito
de observar a atividade deste padrdo de substituicdo no anel B e as outras 5
estruturas foram propostas variando-se as caracteristicas estruturais.

Como pode ser visto na Tabela 2, 18 chalconas foram obtidas pela
metodologia empregada e 3 chalconas ndo puderam ser obtidas. Observou-se
semelhanca entre os compostos que nao reagiram:os trés apresentam substituintes
na posicdo 2. A nao formagdo de M21, M22 e M23 pode ser devida a um efeito
estérico, que impossibilita o decorrer da reacao e, assim, a formacé&o do produto.

As 18 chalconas obtidas foram caracterizadas por RMN de *3C e 'H, além de
leitura do ponto de fusdo. Os espectros de RMN de *C e 'H dos compostos
encontram-se como anexos no final do trabalho, bem como as tabelas que resumem
as caracterizac6es dos compostos.

Observando-se as tabelas é possivel verificar que, de modo geral, 0s
espectros apresentam semelhanca em relacdo aos deslocamentos quimicos. Este
fato era esperado, pois parte da molécula € igual para todos os compostos (anel A).
Aqui apresenta-se a caracterizagdo do composto M17,sem substituintes no anel B,
ou seja, produto da condensacdo entre a 3,4,5-trimetdxiacetofenona e o
benzaldeido.

A Figura 9 mostra o espectro de RMN de **C de M17. Na figura esta presente

uma tabela com a atribuicdo dos sinais de cada carbono da molécula, bem como
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uma tabela com o deslocamento quimico de cada sinal. Sdo observados 13 sinais,
referentes aos 13 tipos de carbono presentes, porém M17 apresenta 18 carbonos,
sendo alguns iguais e seu sinal aparece juntamente com 0 seu correspondente

simétrico.
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m-OCH5(4) 56,60
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Figura 9. Espectro de RMN de 3¢ do composto M17. Deslocamento quimico em relagcao ao TMS.

De modo geral, nas estruturas obtidas o carbono carbonilico é observado com
deslocamento de ~188 ppm, os carbonos 3’ € 5’ em ~153 ppm e os carbonos 2’ € 6’
em ~106 ppm. O carbono 1’ aparece em ~133 ppm, com exce¢do dos compostos
M8 (135,04 ppm), M12 (130,41 ppm), M15 (130,03 ppm), M17 (135,11 ppm) e M33
(135,46). Os sinais das metoxilas substituintes do anel A foram observados em ~56
ppm para as metoxilas meta e em ~61 ppm para a metoxila para. Outros sinais
caracteristicos observados foram o correspondente ao carbono o em ~119-122 ppm
(excecao da M8, em que o sinal foi observado em 129,78 ppm) e do carbono B em

~140-145 ppm (excec¢do dos compostos M8, em 137,51 ppm, M18 em 126,31 ppm e
22



M26 131,07 ppm). Os outros carbonos foram atribuidos conforme o substituinte
presente no composto, ficando, portanto a sua caracterizacéo restrita a tabela em
anexo, uma vez que nem todos apresentaram semelhantes deslocamentos
quimicos.

A Figura 10 mostra 0 RMN de 'H do composto M17. Mais uma vez, esta
estrutura foi a escolhida por se tratar da molécula sem substituintes no anel B e,

portanto, a estrutura “base” dos compostos pertencentes a série M.
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Figura 10. Espectro de RMN 'H do composto M17. Deslocamento quimico em relagdo ao TMS.

Para o RMN de 'H da M17 seriam esperados 8 sinais, sendo 3 singletos, 3
dupletos e 2 tripletos ou duplo dupletos. No espectro foram observados 8 sinais,
porém os hidrogénios do anel aromatico foram vistos como multipletos e ndo como
0s sinais esperados. O sinal do hidrogénio p aparece em 7,82 ppm como um
dupleto, com constante de acoplamento J = 16 Hz, e o hidrogénio o em 7,49 ppm,
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como um dupleto com J = 16 Hz. A constante de acoplamento entre os hidrogénios
o e B indica que o composto é o isbmero E; caso o composto fosse o isbmero Z, a
constante esperada seria de ~12 Hz. Em 3,95 ppm observa-se o sinal dos 3
hidrogénios da metoxila para, e em 3,96 ppm o sinal dos 6 hidrogénios das
metoxilas meta. Os hidrogénios 2’e 6’ sdo observados como um singleto em 7,28
ppm.

Para as demais chalconas de modo geral, o dupleto do hidrogénio a foi
observado em ~7,30-7,40 ppm com J = 16 Hz, ja o hidrogénio B foi observado com
maior variagdo no deslocamento quimico, e também com valor de J = 16 Hz. Os
hidrogénios 2’e 6’ foram observados como singletos em ~7,23-7,28 ppm; em alguns
casos, como M5 e M30, o sinal destes hidrogénios foi observado sobreposto ao sinal
do hidrogénio do solvente. Os hidrogénios das metoxilas foram observados em
~3,94 ppm para a metoxila em para e com em ~3,95 ppm para as metoxilas em
posicdo meta.

Observando os valores de ponto de fusdo obtidos experimentalmente
observa-se que todos apresentaram uma faixa de variagdo menor do que 2°C, o que
indica a pureza dos compostos.

Das 18 chalconas, 3 sdo inéditas (M26, M30, M32) e ndo apresentam ponto
de fuséo relacionado na literatura. Os espectros de RMN em anexo comprovam a
caracterizacdo das estruturas.

Entre as 15 chalconas restantes, 12 apresentam ponto de fusdo; as restantes
sdo estruturas reportadas na literatura, que apresentam numero de registro no CAS,
porém nao apresentam nenhum dado experimental ou artigo cientifico relacionado.

Dentre as chalconas que apresentam ponto de fusao relatado na literatura, 4
apresentam valores bem distintos aos obtidos experimentalmente (MO7, M09, M16 e
M17), porém, os espectros de RMN (anexo) comprovam que 0S compostos sdo as
estruturas propostas. Para os outros 8 compostos o ponto de fusdo experimental foi

muito proximo ao valor descrito na literatura.
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Portanto, foram obtidos 18 chalconas derivadas da  3,4,5-
trimetoxiacetofenona, que foram caracterizados e submetidos a testes como agentes

citotoxicos frente a células de leucemia linfoblastica da linhagem L1210.

5.2 Discussdao da atividade citotoxica dos compostos

As células L1210 foram incubadas em triplicata com as chalconas nas
concentracdes de 25umol.L™, 50 pmol.L™, 75 pmol.L™* e 100 pmol.L™, tendo como
controle a incubacdo sem chalcona. Os valores determinados para a ICso dos

compostos estéo representados na Tabela 3.

Tabela 3. Valores de ICs, determinados para os compostos frente a células leucémicas da linhagem
L1210.

1Csq ICso
Chalcona Subs. (R) Chalcona Subs. (R)
(umol.L™) (umol.L™
MO5 3,4-Cl 44,0 M16 4-OCH; 48,0
MO6 4-CI 44,5 M17 H N.T.
MO7 4-CH, 50,5 M18 2,4,6-OCHj; 62,5
M08 2,6-Cl 50,5 M20 3,4,5-OCH; >100,0
M09 4-Br >100,0 M24 2,4,5-OCHs; 42,5
M10 4-NO, >100,0 M26 0 46,5
M12 4F 46,5 Vs
M13 4-O(CH,):CHs  >100,0 M30 3-CFo-4-Cl 475
e SHC 56,0 M32 3,5-Cl 52,5
M33 2,4-Cl 44,0

* O heterociclo representa a estrutura do anel B.

A observacgao geral dos valores da tabela mostra que as estruturas contendo
atomos de cloro ou flior como substituintes do anel B apresentam valores de ICsg
baixos frente as células da linhagem L1210, indicando que esses compostos

apresentam citotoxicidade relevante.
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Dentre os seis compostos contendo atomos de cloro (retirador de elétrons)
pode-se observar que a presenca deste atomo na posicao 4 do anel B (M5, M6, M30
e M33) revelou os compostos com melhores valores de ICsp, quando comparados
aos compostos que tem este ligado a outras posi¢cdes, como em M32 e M8. Dessa
forma, é evidente que o 4&tomo de cloro na posi¢cdo 4 do anel B tem relagédo direta
com a atividade citotdxica dos compostos.

Dois compostos da série (M12 e M30) apresentam atomos de fllor, também
retirador de elétrons, como substituintes do anel B. Em M12 o fllor esta na posicdo 4
e 0 composto apresenta ICso de 46,5 pmol.L™. J& M30 apresenta 3 4tomos de fltor
ligados a um carbono (CF3) e este grupo esta ligado ao anel aromético na posicéo 3,
sendo que a mesma molécula contém um &tomo de cloro na posicdo 4, resultando
para este composto a |Cso de 47,5 pmol.L™.

Desta forma, evidencia-se que halogénios como substituintes em posicao
para do anel B apresentam atividade citotoxica significativa. Entretanto, € necessario
perceber que os valores apresentados por M9, que tem um atomo de bromo como
substituinte em posicdo para, ndo seguem essa linha de raciocinio, jA que o
composto apresentou valor de ICsy superior a 100 umol.L™. Esse fato poderia ser
explicado por algum efeito estérico quando se tem bromo nesta posi¢do, uma vez
que este grupo apresenta maior volume.

O mesmo efeito pode ser observado para o composto M10, que tem como
substituinte um grupo nitro em posicao para, e também apresentou ICsy superior a
100 pmol.L™. Entretanto, quando se muda a posicéo de substituicdo para 3-NO, 0
composto apresenta um ganho significativo de atividade citotoxica, tendo valor de 56
umol.L™? para a ICso. Esses resultados indicam que tanto a posicéo quanto o volume
dos substituintes sdo determinantes para a atividade citotoxica dos compostos.

Dentre as 6 chalconas que apresentam grupos doadores de elétrons, as
estruturas monossubstituidas, M7 e M16, apresentam atividade citotoxica relevante,
com valores de ICsg < 50 pmoI.L'l. Por outro lado, os compostos M18 e M20,
trissubstituidos, apresentam valores de 1C50 > 50 pmol.L™.

Em relacdo a M20, pode-se debater a questdo de a molécula apresentar o

mesmo padrao de substituicdo nos dois anéis. Como Bath e col. evidenciaram que o
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padrdo de substituicdo 3,4,5-OCH3; € essencial para a atividade citotoxica das
chalconas, procurou-se colocar esse padrdo de substituicio em ambos anéis do
composto, porém o resultado observado demonstra que o autor estava correto ao
indicar que este padréo € necessario no anel A do composto, e ndo no anel B, uma
vez que este M20 apresentou ICso superior a 100 pmol.L™,

Ainda entre os compostos trissubstituidos, M24 apresentou a melhor atividade
citotbxica da série, contrariando o0 observado para o0s outros dois compostos
trissubstituidos (M18 e M20), podendo-se atribuir este fato a fatores estericos. Em
guimica medicinal lida-se ao mesmo tempo com diversas variaveis, muitas vezes
nem todas sao conhecidas no momento do estudo, e para M24 maiores estudos sao
necessarios para avaliar o modo de acdo deste composto nas células leucémicas. O
composto M13 apresenta uma cadeia lateral hidrofébica, porém os resultados
obtidos mostram que a presenca desta cadeia diminui sua atividade citotoxica, uma
vez que seu |Cso foi superior a 100 pmol.L™.

Um composto da série sintetizada, M26, apresenta como anel B um
heterociclo derivado do furano; este apresentou significativa atividadade citotéxica,
46,5 umol.L™. Para este composto também sdo necessarios estudos mais
detalhados, e uma possibilidade seria a sintese de outros heterociclos e posterior
avaliacdo de sua atividade bioldgica, o que possibilitaria uma discussdo mais
detalhada sobre a atividade citotdxica dessa classe de 3’,4’,5-trimetoxichalconas
com anéis B heterociclicos.

Portanto, observa-se que as estruturas M5, M6 e M33, cloradas na posicao 4
apresentaram elevada atividade citotdxica, juntamente com M24, trimetoxilada no
anel B. Deve-se ressaltar a diferenca entre esses compostos, uma vez que o0s 3
primeiros sdo chalconas com grupos retiradores de elétrons no anel B, e M24
apresenta grupos doadores de elétrons como substituinte. Provavelmente o efeito
eletrbnico ndo é o unico determinante da atividade citotoxica dos compostos, mas
também os fatores estéricos, o que reforca a idéia de que diversos fatores

influenciam a atividade destes compostos organicos.
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6. CONCLUSOES

Realizaram-se 21 reacbes para obtencdo das chalconas, sendo obtidos 18
compostos, que foram purificados e totalmente caracterizados por RMN de *H e *C,
e por leitura do ponto de fusdo. Foi possivel determinar a isomeria dos compostos,
que apresentaram configuracéo E.

Alguns compostos apresentaram atividade citotoxica frente a células
leucémicas da linhagem L1210, em especial os compostos M24 (trimetoxilada no
anel B), M5, M6 e M33 (com atomos de cloro na posicao 4 do anel B).

A realizacéo do trabalho deixa como perspectivas maiores estudos com 3,4,5-
trimetoxichalconas contendo heterociclos no anel B, bem como de chalconas
semelhantes a M24, além de estudos sobre o tipo de morte celular promovida pelos

compostos nas células leucémicas.
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8. ANEXOS

Anexo | - Arvore de decisdo de TOPLISS

H
L ‘F M
4-C1 401 .
L | E L IE M L F | M
4-OMe 4-OMe 4-Me 4-Me 4-Me 34-C12 340D 3,4—|(.‘1.’.
£ E M S 3-CR34-C1
y | | | [34-(CH3)2]
+a s g5 4-CF3
t 3_‘“ : |Ll " | 2 ‘ tiad 3-CF34-NO2
[4-1]
= “H?
| 5 | 5 3N(Me)2  3-Me 3-CF3 {j 8{;3-1’1'1 |
4NQe)2  4NQMe)2 f e A OPh .
[3-Me] [3-1] |
7 J s 4-NO2
5.(CF3)2
4-0H T [3,5-(CF3)2]
3-Me,4-OMe st |
2-OMe 3-NO2
4-NO2
[4-CN]
[4-COMe]
[4-SO2Me]
[4-CONH2]
[4-SO2NH2]
4F

Arvore de decisdo de TOPLISS, para a otimizacdo de substituintes aromaticos: M, é

mais ativo; E, é igualmente ativo; L, é menos ativo que o composto anterior da

chave. Os grupos entre colchetes ([ ]) representam substituintes alternativos. As

linhas descendentes indicam substituicdes sequenciais (Adaptado de Topliss, 1972
e de De Waterbeemd, 1996).
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Anexo Il Dados de RMN de 'H das chalconas da série M derivadas da 3,4,5-trimetoxiacetofenona.

'H M5 M6 M7 M8 M9
2 7,73 m 7,63 d (8) 7,54 d (8) - 7,57 d (8)
3 - 7,45 d (8) 7,22 d (8) 7,39 d (8) 7,52 d (8)
4 - - - 7,211 (8) -
5 7,43 m 7,45 d (8) 7,22 d (8) 7,39 d (8) 7,51 d (8)
6 7,47 d (8) 7,63 d (8) 7,54 d (8) - 7,57 d (8)
a 7,48 d (16) 7,51 d (16) 7,43 d (16) 7,59 d (16) 7,47 d (16)
B 7,69 d (16) 7,81d (16) 7,89 d (16) 7,80 d (16) 7,75 d (16)
2’ 7,26 s 7,32s 7,27 s 7,28 s 7,27 s
6’ 7,26 s 7,32s 7,27 s 7,28 s 7,27 s
m-OCH; 3,95s 400s 3,94 s 3,94 s 3,96 s
p-OCH; 3,94 s 3,99 s 3,93 s 3,93s 3,95s
4-CHs; - - 2,39 s - -

O (ppm) em relagédo ao TMS, multiplicidade (J em Hz). Solvente CDCls.
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Anexo Il Dados de RMN de *C das chalconas da série M derivadas da 3,4,5-trimetoxiacetofenona.

B¢ M5 M6 M7 M8 M9
1 134,94 133,36 132,09 132,70 133,80
2 129,69 129,58 129,64 132,78 129,80
3 134,94 129,25 128,41 128,79 132,22
4 133,31 136,43 144,82 130,56 124,82
5 130,96 129,25 128,41 128,79 132,22
6 127,59 129,58 129.64 132,78 129,80
a 123,13 122,09 120,69 129,78 122,20
B 141,85 143,03 141,07 137,51 143,32
C=0 188,51 188,89 189,29 189,05 188,91
1’ 133,04 133,29 133,60 135,04 133,28
2’ 106,14 106,07 106,00 106,22 106,06
3 153,22 153,17 153,06 153,11 153,18
4 142,83 142,62 142,29 142,64 142,95
5 153,22 153,17 153,06 153,11 153,18
6’ 106,14 106,07 106,00 106,22 106,06
m- 56,43 56,38 56,35 56,22 56,40
OCH,
p-OCH, 60,98 60,97 60,89 60,91 60,98
4-CHj 3 5 21,48 5 g

O (ppm) em relagéo ao TMS. Solvente CDCls.
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Anexo IV Dados de RMN de 'H das chalconas da série M derivadas da 3,4,5-trimetoxiacetofenona.

o
B 2 HyCO 3 <.
1 3 53
a
6 4 4 &
Z NO, HyCO -
OCH;z

o
B 2 i
1 3 2
HiCO_z .
o
o
6 4 .
4 o
5 F HaCO -
OCH;8

H M10 M13 M15 M16
2 7,80d (8,9) 7,65m 7,61d(8) 8,53 s 7,62 d (8)
3 8,30d (9,1) 7,131 (8) 6,94 d (8) - 6,95 d (6)
4 - - - 8,27 d (6) -
5 8,30d (9,1) 7,131 (8) 6,94 d (8) 7,63 m 6,95 d (6)
6 7,80d (8,9) 7,65 m 7,61d (8) 7,93 d (8) 7,62 d (8)
a 7,21d (16) 7,41 d (16) 7,36 d (16) 7,60 d (16) 7,37 d (16)
B 7,55 d (16) 7,79 d (16) 7,80 d (16) 7,81d (16) 7,80 d (16)
2’ 7,29 s 7,27 s 7,27 s 7,30 s 7,28 s
6’ 7,29 s 7,27 s 7,27 s 7,30 s 7,28 s
m-OCHz3 3,97 s 3,96 s 3,96 s 3,98 s 3,96 s
p-OCH3 3,96 s 3,95s 3,94 s 3,96 s 3,94 s
CH3 - - 0,991 (8) - -
a - - 4,03d (8) - -
b - - 1,80 m - 3,87 s
C - - 1,50 m -

O (ppm) em relacéo ao TMS, multiplicidade (J em Hz). Solvente CDCls.
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Anexo V. Dados de RMN de *C das chalconas da série M derivadas da 3,4,5-trimetoxiacetofenona.




Anexo VI - Dados de RMN de 'H das chalconas da série M derivadas da 3,4,5-trimetoxiacetofenona.

OCH; o o OCH;z
B 2 B
. 2 . B 2
. 3 RN . 3 00 Heo 5 &, 1 3 o
o o a > B
6 4 s & 6 a4 a . 6 4 HCO s z 1_~0,
3
H3CO S 'OCH3 H3CO’ 5 f OCH; H3CO 5 o ‘OCH3 @ \ /
p) 6 5
OCH;z OCH, OCH;z OCH;z Hico Z 4
OCH;

OCHg

2 7,65 m - 6,86 s - -
4 7,43 m - - - 6,14 d (4)
6 7,65m - 6,86 s 7,12m -
B 7,82 d (16) 8,22 d (16) 7,71d (16) 8,06 d (16) 7,55 d (16)
6’ 7,28 s 7,27s 7,25s 7,25m 7,29 s
p-OCHs; 3,95s 3,93 m 3,93 m 3,93 m 3,94 m
m-OCHj; - - 3,92 m 3,89 m -
CHs - - - - 241s

O ppm em relacdo ao TMS, Multiplicidade (J em Hz). Solvente CDCls.
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Anexo VIl - Dados de RMN de *3C das chalconas da série M derivadas da 3,4,5-trimetoxiacetofenona.

o o OCHs
. B 2 B
2 > 2
5CO_y . i 3 OCH  HCO 4 . i s °
a a . B
p 3 6 4 4 & 6 4 HsCO3: 1 1_.0,
3
500 = 7 OCH;  HiCO Z 7 OCH; o \
ps 3 5
OCH; OcH; OCH; OCH;8 HACO 4
Z
OCH,

OCH. H:

3
p 2
1 3
* H,
6, 4
HsCO Z OCH;z

Bc M17 M18 M20 M24 M26
1 130,80 107,75 130,60 115,69 150,55
2 129,21 161,88 105,97 142,23 -
3 133,73 90,81 153,80 97,09 156,20
4 128,67 163,35 140,46 154,85 109,64
5 133,73 90,81 153,80 152,76 117,23

6 129,21 161,88 105.97 111,97 -
a 122,00 122,29 121,55 120,65 118,67
B 145,00 126,31 145,23 140,50 131,07
C= 189,50 187,46 189,70 190,51 188,85
1’ 135,11 134,90 133,34 134,37 133,96
2’ 106,28 106,24 106,48 106,33 106,17
3 153,38 153,15 153,73 153,25 153,32
4 142,70 141,85 142,74 143,48 142,48
5’ 153,38 153,15 153,73 153,25 153,32
6’ 106,28 106,24 106,48 106,33 106,17
m-OCHs (A) 56,60 56,50 56,76 56,62 56,66

Continua...
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p-OCH; (A) 61,20 61,21 61,20 61,23 61,17
0-OCHjs (B) - 56,07 - 56,87 -
m-OCHjs (B) - 55,62 56,35 56,57 -
p-OCH3(B) - - 61,20 56,34 -
CHs ) ) ) - 14,30

O (ppm) em relagéo ao TMS. Solvente CDCls.
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Anexo VIl - Dados de RMN de *H das chalconas inéditas da série M derivadas da 3,4,5-trimetoxiacetofenona.

H M30 M32 M33

2 7,48 s - 750s”

3 - 794s -

4 - - 7,40 m

5 7,32 dd (8/2) 7,58 d (8Hz) -

6 7,68 d (8) 7,74 d (8Hz) 751s”

a 7,38 d (16) 7,50 d (16Hz) 7,46 d (16Hz)

B 8,08 d (16) 7,77 d (16Hz) 7,66 d (16Hz)

2’ 7,26s* 7,28 s 7,27 s

6’ 726s* 7,28 s 7,27s
m-OCHjs 3,95s 3,96 s 3,96 s
p-OCH3 3,95s 3,95s 3,95s

0 ppm em relacdo ao TMS, Multiplicidade (J em Hz). Solvente CDCls.

* O sinal apareceu junto com o solvente. # intercambiaveis.
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Anexo IX - Dados de RMN de **C das chalconas inéditas da série M derivadas da 3,4,5-trimetoxiacetofenona.

5 128,78 126,75 133,16
a 125,32 124,21 123,85
C=0 189,40 188,54 188,66
2 106,49 106,40 106,44

4 141,59 143,15 143,16

6’ 106,49 106,40 106,44

61,29 61,74
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Anexo XI — Espectros de RMN **C e *H do composto M6.
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Anexo Xll — Espectros de RMN **C e 'H do composto M7.
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Anexo Xl — Espectros de RMN **C e *H do composto M8.
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Anexo XIV — Espectros de RMN **C e *H do composto M9.
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Anexo XV — Espectros de RMN **C e 'H do composto M10.
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Anexo XVI — Espectros de RMN **C e *H do composto M12.
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Anexo XVII — Espectros de RMN **C e 'H do composto M13.
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Anexo Xl — Espectros de RMN **C e *H do composto M15.
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Anexo XIX — Espectros de RMN **C e *H do composto M16.
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Anexo XX — Espectros de RMN **C e *H do composto M18
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Anexo XXI — Espectros de RMN **C e *H do composto M20.

H;CO

QOCH3

OCH;3

06 €~

7.0

7.5

S,o.lL

S;IL

98'9—

5T i— =
ve
69°L—
g2

35 3.0 25 20 1.5 1.0 0.5

4.0
Chemical Shift (ppm)

7.0 6.5 6.0 55 50 45

75

5595 —
arasd
G ;wm.@?
8544
1650L— T
55 1T L—
09°0E1—
PBEEL—
9 OF L~
PLTPL—
AT
y ’ - BEEGI
0£681—

176 168 160 152 144 1360 128 120 112 104 96 a8 a0 72 64 56 48
Chemical Shift (ppm)

184

54



Anexo XXII — Espectros de RMN **C e 'H do composto M24.
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Anexo XXIII — Espectros de RMN **C e *H do composto M26.
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Anexo XXIV — Espectros de RMN **C e *H do composto M30.
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Anexo XXV — Espectros de RMN **C e 'H do composto M32.
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Anexo XXVI — Espectros de RMN **C e *H do composto M33.
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