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RESUMO

A apocinina é uma acetofenona que apresenta estrutura pequena e possui diversas
atividades biologicas. Sua estrutura pode ser oxidada em certas condi¢fes quimicas ou
bioldgicas e resultar na formacéo do seu dimero, a diapocinina. As chalconas s&o compostos
que contém em sua estrutura basica a porcao 1,3-diarilpro-2-em-1-ona e se caracterizam por
apresentar ampla variedade de atividades biologicas, como atividade antioxidante e
antibacteriana. Estudos demostram que modificacGes estruturais nos anéis aromaticos das
chalconas resultam na obtencdo de compostos com atividade aceptora de radicais e
antibacterianas. Neste trabalho foram realizadas a sintese de chalconas derivadas da apocinina
e diapocinina, a avaliacdo da atividade antioxidante e antibacteriana. Adicionalmente foram
realizados estudos de modelagem molecular, determinacdo de propriedades fisico-quimicas e
a avaliacdo da toxicidade in silico, com a finalidade de se obter compostos que possam ser
utilizadas como prototipos a novos farmacos. As chalconas derivadas da apocinina e da
diapocinina, com substituintes 4-OCHg, 3,4-OCHgs, e 3,4,5-OCHjs ligados ao anel B, e ndo
substituida (H), foram sintetizadas através da condensacdo de Claisen-Schmidth, dos
benzaldeidos com a apocinina e diapocinina, em meio basico, temperatura ambiente, por 24
horas. Ao final de cada reacdo, os compostos foram analisados e purificados por
recristalizacdo ou em cromatografia em coluna. Os compostos foram caracterizados por CCD,
ponto de fusdo, espectroscopia de infravermelho (IV), e por *H e *C RMN. A anélise de
capacidade aceptora de radicais das moléculas sintetizadas, foram realizadas através do
emprego do método colorimétrico de analise do DPPH e ABTS, utilizando como padrdo BHT
e Trolox, respectivamente, nas concentragdes 6,75, 12,5, 25, 50, 100, 200 e 400 puM. A
avaliacdo da atividade antibacteriana dos compostos obtidos foi realizada através do método
de difusdo agar-cilindro e leitura de halos de inibicdo, onde foram testadas as cepas de
Staphylococcus aureus ATCC 25923 (bactéria Gram positiva) e Escherichia coli ATCC
25922 (bactéria Gram negativa), utilizando como padréo o antibiotico cloranfenicol. A anélise
de toxidade in silico, como a genotoxidade, mutagenicidade, efeitos irritante e sobre sistema
reprodutor, foi realizado através do programa computacional Osiris Property Explorer. Os
compostos apresentaram atividade aceptora do radical DPPH e ABTS na faixa de
concentracdo de 400 a 12,5uM, sendo superiores ao padrdo de BHT e Trolox. No ensaio de
avaliacdo da atividade antibacteriana todos 0s compostos apresentaram atividade
antibacteriana frente a cepa Staphylococcus aureus, sendo, no entanto, inferior ao padrédo
cloranfenicol. N&o foi observada atividade contra a cepa Escherichia coli. A partir da analise
da toxicidade in silico observou-se que somente 0s compostos que tinham grupamentos OCHj3
substituidos em posicdo para, apresentaram risco médio e alto para efeito irritante e toxico
para o sistema reprodutor. Os demais compostos apresentaram risco tedrico baixo de
desenvolver os efeitos toxicos citados. Diante dos resultados obtidos, observa-se que as
chalconas derivadas da apocinina e diapocinina se apresentam como compostos promissores
para 0 estudo e o desenvolvimento de agentes com atividade antioxidante, com acéo
antibacteriana e baixa toxicidade tedrica, sendo assim demonstrando potenciais agentes para
se utilizar na terapéutica.

Palavras-chave: Apocinina, Diapocinina, Chalconas, Antioxidante, Antibacteriano.
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ABSTRACT

The apocynin is an acetophenone which has little structure and has several biological
activities. Its structure can be oxidized in certain chemical or biological conditions and result
in the formation of the dimer, the diapocinina. The chalcones are compounds containing in its
basic structure portion 1,3-diaryl-pro-2-en-1-one and are characterized by having variety of
biological activities such as antibacterial and antioxidant activity. Studies show that structural
modifications on the aromatic rings of chalcones result in obtaining the compounds with
acceptor radical and antibacterial activity. In this work were performed chalcones derived
synthesis of apocynin and diapocinina, the evaluation of antioxidant and antimicrobial
activity. It was also performed molecular modeling studies, determination of physico-
chemical properties and toxicity evaluation in silico, in order to obtain compounds which can
be used as prototypes of new drugs. The derivatives of the chalcones and apocynin
diapocinina, substituents 4-OCHj;, 3,4-OCHs;, and 3,4,5-OCHj; attached to B ring,
unsubstituted (H) were synthesized by Claisen-Schmidth condensation, of benzaldehydes with
apocynin and diapocinina, in basic medium at room temperature for 24 hours. After each
reaction, the compounds were analyzed and purified by recrystallization or column
chromatography. The compounds were characterized by TLC, melting point, infrared
spectroscopy (IR) and *H and **C NMR. The acceptor capacity analysis of radical synthesized
molecules were carried out by employing the colorimetric method of analysis of DPPH and
ABTS using standard as BHT and Trolox, respectively, at concentrations 6.75, 12.5, 25, 50,
100 200 and 400 uM. The evaluation of the antibacterial activity of the obtained compounds
was performed by the method of agar-cylinder diffusion and reading inhibition zones, where
Staphylococcus aureus ATCC 25923 (Gram positive bacterium) and Escherichia coli ATCC
25922 (Gram negative bacteria) were tested using as standard antibiotic chloramphenicol. The
analysis of in silico toxicity, such as genotoxicity, mutagenicity, and irritating effects on
reproductive system, was performed using the computer program Osiris Property Explorer.
The compounds showed acceptor activity of DPPH and ABTS radical in the concentration
range of 400 to 12,5uM, being superior to the standard of BHT and Trolox. The evaluation of
the antibacterial activity test all compounds showed antibacterial activity against
Staphylococcus aureus strain being, however, lower than the standard chloramphenicol. There
was no activity against Escherichia coli strain. From the analysis of in silico toxicity it was
observed that only compounds which had OCH3 groups substituted in the para position,
exhibited medium and high risk of irritating and toxic effect on the reproductive system.
Other compounds showed low theoretical risk of developing toxic effects reported.
Considering the results, it is observed that the derivatives of apocynin and diapocinina
chalcones present as promising compounds for the study and development of agents having
antioxidant activity, antibacterial action and low theoretical toxicity, thus demonstrating
potential agents for use in therapy.

Key-words: Apocynin, Diapocinina, Chalcones, Antioxidant, Antibacterial.
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1. INTRODUCAO

O planejamento e desenvolvimento de novos farmacos é um conjunto de
conhecimentos que engloba inovacéo, descoberta, sintese ou modificacdo molecular, extracéo,
iIsolamento, identificagdo de substancias bioativas, assim como o estudo de suas respectivas
relagOes estrutura-atividade (REA) (PANCOTE, 2009).

A historia do desenvolvimento de fArmacos comecou a partir da realizacdo de estudos
que buscavam o isolamento dos principios ativos de fontes naturais e o entendimento do seu
mecanismo de acdo (VIEGAS, 2006). Neste contexto, a busca incessante por produtos e a
pesquisa de substancias de origem natural que foram utilizados pela humanidade como forma
de alivio e cura de doencas tem se mantido constante, uma vez que varios farmacos utilizados
na terapéutica foram obtidos desta fonte. Desta forma, o estudo de substancias bioativas
obtidas a partir de fontes naturais direciona a pesquisa € 0 desenvolvimento de compostos
com atividade bioldgica promissora (VIEGAS, 2006).

Em paralelo ao estudo de substancias de origem natural encontra-se a quimica
organica, uma ciéncia que permite a obtencdo de substancias derivadas de prototipos de fontes
naturais em laboratério, e, deste modo, permite a sintese de substancias candidatas a farmacos
novos. A aplicacdo desta ciéncia na obtencdo de compostos sintéticos demanda o
conhecimento dos mecanismos das rea¢es quimicas, o uso de catalisadores, e a aplicacdo de
procedimentos de purificacdo e identificacdo estrutural dos intermediarios e produtos finais de
reacdo (KOROLKOVAS, 1988; FERREIRA, 2003). A sintese organica é usada para se obter
compostos bioativos de fontes naturais e também para construir anadlogos de moléculas de
interesse.

O processo de planejamento e desenvolvimento de compostos bioativos envolve
estudos interdisciplinares das areas de quimica, fisica e a farmacologia, como a avaliacdo das
relagOes estrutura-atividade (Structure-Activity Relationship - SAR) e das interacGes entre
compostos ativos e receptor biol6gico, combinados a realizacdo de estudos farmacocinéticos e
toxicoldgicos, experimentais e in silico (via computacional). Estas metodologias se
apresentam como ferramentas Uteis que favorecem a obtencdo de novos compostos a partir de
estruturas quimicas protétipo de origem natural (ARROIO et al., 2010).

Compostos fenolicos de origem vegetal tem amplo emprego na terapéutica e devido a
este fato, tem sido alvo de pesquisas e estudos para promover sua aplicagdo como agente

terapéutico. Um destes compostos, a apocinina (4-hidroxi-3-metoxi acetofenona), pertencente
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a classe dos metoxi-catecois, foi descrita pela primeira vez por Schmiedeberg em 1883 e
isolada a partir das raizes de Apocynum cannabinum (cAnhamo canadense). Os extratos desta
planta foram usados como remédios para tratar hidropisia e problemas cardiacos. Em 1971, a
apocinina foi identificada durante isolamento da raiz Picrorhiza kurroa (Scrophulariaceae),
uma planta nativa cultivada nas montanhas da india, Nepal, Tibet e do Paquistdo, muito
conhecida na medicina tradicional indiana (Ayurveda) (KANEGAE et al., 2007;
STENFANSKA & PAWLICZAK, 2009).

As chalconas sdo consideradas precursores da via de biossintese de flavonoides e tem
grande incidéncia em plantas, possuindo pigmentacdo amarela até vermelha (ANDERSEN &
MARKHAM, 2006). Um fator de diversificagdo encontrado nas chalconas de origem naturais
é posicdo dos grupamentos quimicos presentes nos anéis A e B, conforme a figura, na pagina
10. Geralmente, observam-se grupos hidroxilas, metoxilas, O-glicosilas, C-glicosilas e C-
alquilas, distribuidos nas posicGes orto, meta e para (ZUANAZZI, 2002). As chalconas
naturais ocorrem principalmente na forma hidroxilada e vérios estudos tém relatado suas
propriedades biolégicas (NAVARINI et al., 2009)

A apocinina e as chalconas tém sido utilizadas como compostos bioativos promissores
em modelos experimentais de doenca que envolvem as espécies reativas de oxigénio (EROS),
através de sua capacidade para impedir seletivamente a formacao de radicais livres, como ions
de oxigénio e perdxidos (ISMAIL et al., 2014). O efeito inibitério de geracdo de EROS é
importante para o tratamento de patologias vasculares, inflamatérias e neurodegenerativas
(XIAOYU et al., 2011). Para combater esse estresse oxidativo, o organismo produz um
arsenal de antioxidantes para a sua defesa, 0 que as vezes € insuficiente para proteger
eficientemente o organismo da presenca de EROS (STOLK et al., 1994). Desta forma, a
pesquisa de substancias com potencial efeito antioxidante é importante uma vez que as
mesmas poderdo ser utilizadas para proteger o organismo humano contra as EROS.

A elevagdo da resisténcia a terapia antimicrobiana criou uma necessidade substancial
para a concepcdo de agentes antimicrobianos que possam ser utilizados para combater
infeccBes bacterianas multirresistentes. Alguns estudos relatam o efeito antibacteriano
potencial da apocinina e de chalconas derivadas, o que torna este conjunto de moléculas
promissoras para 0 desenvolvimento de agentes terapéuticos novos (JANAKI, 2013). Neste
cenario, é necessaria uma avaliacdo mais aprofundada da apocinina e de chalconas para fins
do aperfeicoamento do perfil farmacoterapéutico e de seu potencial emprego na clinica como

agentes antioxidantes ou antibacterianos.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho apresentou como objetivo geral o estudo de caracteristicas quimicas e

bioldgicas da apocinina, da diapocinina, e de chalconas derivadas destas, através da obtencéo,

da determinacdo das propriedades fisico-quimicas e avaliacdo da atividade aceptora de

radicais e antibacteriana.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Sintetizar, purificar e caracterizar chalconas derivadas da apocinina e da diapocinina

candidatas a novos famacos;

Avaliacdo da atividade aceptora de radicais dos compostos propostos através de
ensaios DPPH e 0 ABTS;

Avaliacdo da atividade antibacteriana frente as cepas gram-positivas (Sthaphylococcus
aureus) e gram-negativas (Eschericia coli) através da técnica da analise com cilindros
de aco inoxidavel aos compostos estudados;

Realizacdo de modelagem molecular dos compostos obtidos;

Determinacdo de propriedades fisico-quimicas, estereoeletronicas e de lipofilicidade
via modelagem molecular dos compostos e posterior avaliacdo das relagdes estrutura-
atividade (SAR) dos compostos estudados;

Avaliacéo dos perfis Druglikeness e Drugscore dos compostos obtidos;

Aplicacdo de metodologia de toxicidade in silico e predicdo do risco tedrico de

toxicidade dos compostos.
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3. JUSTIFICATIVA

O uso de antibidticos promove a cura da maioria das infec¢fes bacterianas causadas por
cepas patogénicas, e seu uso indiscriminado aumenta a possibilidade da bactéria ser exposta
aos mesmos podendo resultar no surgimento de resisténcia aos medicamentos antibacterianos.
Este processo é uma consequéncia natural da adaptacdo da célula bacteriana a exposicao aos
antibioticos e é grave problema de saude publica no mundo. A ocorréncia da resisténcia
bacteriana demonstra a necessidade crescente de desenvolvimento e obtencdo de novas
substancias, eficazes e seguras, que possam ser adicionadas ao arsenal terapéutico.

As espécies reativas do oxigénio (EROs) sdo geradas a partir de processos oxidativos
bioldgicos e estdo envolvidas em processos fisiolégicos normais e também em disfuncgdes no
organismo humano. Para combater a formacdo das EROs 0s organismos de homens e animais
tem sistemas de defesa apropriados para manter estaveis as concentracGes dessas espécies
reativas. Quando as EROs séo formadas acima da capacidade do organismo de neutraliza-las,
acabam induzindo a formacéo de danos as células, tecidos, ou 6rgdos, podendo até resultar no
surgimento de enfermidades. Estes fatos sugerem que o uso de terapia com substancias que
reduzem o volume de EROs geradas pode ser benéfica para o organismo humano. Desta
forma, a obtencdo de substancias antioxidantes eficazes, seguras e com boa aceitagéo pelos
pacientes, € proposta vidvel para o desenvolvimento de produtos que promovam a
manutencdo da salde publica.

No cenadrio do desenvolvimento de compostos com atividade antibacteriana e
antioxidante reconhecidas se destaca a modificacdo estrutural de moléculas, que se apresenta
como alternativa promissora para o estudo e a busca de novos agentes bioativos. Entre os
métodos que delineiam a modificagdo molecular da estrutura quimica de substancias ativas
destaca-se a hibridizacdo molecular, que é uma estratégia eficaz para propor alteracdes e a
obtengdo de compostos novos com atividade bioldgica potencial.

Este estudo visa a investigacdo da atividade bioldgica de compostos derivados da
estrutura quimica da apocinina e da diapocinina, e suas chalconas, que sdo compostos
fenolicos, de origem natural, apresentam propriedades aceptoras de radicais livres e
antibacterianas potenciais, através da sua sintese organica, com insercdo de grupos
substituintes no anel B, e da avaliacdo da atividade aceptora de radicais e antibacterianas. Esta

pesquisa tem a finalidade de obter informaces que direcionem a busca de compostos
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candidatos a fArmacos antibacterianos e/ou aceptores de radicais, que possam ser empregados

como antioxidantes.

4. REVISAO BIBLIOGRAFICA
4.1 Antibacterianos e Resisténcia Bacteriana

A descoberta do antibiotico penicilina em 1939 revolucionou o tratamento de doencas
infecciosas bacterianas e seu emprego proporcionou 0 aumento da expectativa de vida da
populacdo e a cura de diversas enfermidades causadas por bactérias patogénicas
(GUIMARAES, MOMESSO, PUPO, 2010). A partir da penicilina novas classes de
antimicrobianos foram descobertas o que contribuiu para a expansao do arsenal terapéutico
com acdo antibacteriana. Entre estes se destacam diversos antibidticos e antibacterianos
sintéticos como os macrolideos, tetraciclinas, derivados do cloranfenicol, fluorquinonolonas,
vancomicina, lincosamidicos, entre outros (GUIMARAES, MOMESSO, PUPO, 2010).

Os antibacterianos apresentam mecanismos de acdo molecular diferentes entre si e
podem ser classificados de acordo com estes; a saber: farmacos que atuam na parede celular
ou na membrana celular, inibidores da sintese proteica ou do DNA bacteriano
(GUIMARAES, MOMESSO, PUPO, 2010).

Neste cenario, as bactérias tem desenvolvido resisténcia aos antibacterianos
disponiveis na terapéutica com resultante perda da eficacia ou mesmo do efeito do farmaco. A
resisténcia bacteriana é grave problema de saude publica, uma vez que apresenta distribuicao
global com indices acentuados de morbidade e mortalidade (SANTOS, 2004). A Organizagéo
Mundial da Saude estimou no ano de 2014 que um paciente infectado pela bactéria
Staphylococcus aureus metilicina resistente apresenta 64% maior de Obito em comparacao a
outro individuo contaminado com uma bactéria ndo resistente a antibioticos.

O surgimento da resisténcia se deve principalmente ao uso indiscriminado e
inadequado dessa classe de medicamentos (SANTOS, 2004; NOVARETTI et al., 2014). As
causas do uso inapropriado de antibioticos variam em diferentes locais ou paises, mas podem
ser descritas de uma maneira geral como a realizacdo de prescri¢es inapropriadas, uso sem
prescricdo médicas, compra de medicacdo para um dia de tratamento, entre outras (SANTOS,
2004; WANNMACHER, 2004).
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A resisténcia bacteriana se torna particularmente grave quando ocorrem bacteremias
em pacientes portadores do virus da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA). O
tratamento indicado para individuos com quadro clinico de SIDA e com infecgdes
bacterianas ocorre através do uso simultdneo de antibidticos potentes. Neste cenéario, a
auséncia de defesas normais do organismo humano, aliado ao uso macico de medicamentos,
proporciona a formagdo de ambiente favoravel ao surgimento de cepas mutantes e
resistentes a terapéutica atual (TUMBARELLO et al., 2002).

As bactérias patogénicas antibiotico-resistentes de maior relevancia médica sdo
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumanii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp., também denominadas ESKAPE
pela comunidade cientifica internacional. Estes microrganismos sdo conhecidos agentes
causadores de infeccBes com elevada morbidade e mortalidade em individuos infectados em
ambientes hospitalares (KUMARASAMY et al., 2010, WRIGHT, 2012).

O tratamento das infecgdes causadas por bactérias antibidtico-resistentes ocorre
atraves do emprego de farmacos considerados a Ultima defesa contra infeccdes bacterianas
como a vancomicina, as carbapenemas, a teicoplanina, a tigeciclina e a linezolida (RAYNER
& MUNCKHOF, 2005). No entanto, a resisténcia bacteriana tem evoluido rapidamente,
uma vez que ja foram isoladas, em diversos locais do mundo, cepas de Enterococcus spp.
vancomicina-resistentes e Staphylococcus aureus vancomicina-parcial resistentes, o que
impede o uso da vancomicina (KURUP et al., 2008). No Brasil, OLIVEIRA et al. (2001)
isolaram cepas de Staphylococcus aureus vancomicina-parcial resistente em hospitais do
estado de Sdo Paulo. Estas cepas mostraram-se resistentes a dezenove tipos de antibioticos
(OLIVEIRA et al., 2001).

Diante destes fatos, os 6rgdos de salde publica em todo o mundo tem buscado a
realizacdo de acOes que possam bloquear o surgimento da resisténcia bacteriana, o que causa
sobrecarga financeira a instituicGes de salde e governos. COOPER e SHALES (2011)
relatam que nos Estados Unidos 0s custos anuais em servigos hospitalares em decorréncia da
resisténcia bacteriana ultrapassam montantes de vinte bilhGes de dolares.

A descoberta e desenvolvimento de novos antibidticos de agentes que atuem por
mecanismos de acdo diferentes aos farmacos em uso atualmente € uma necessidade para a
manutencdo da saude da populagdo. As substancias de origem natural s@o alternativas
interessantes para a escolha de compostos candidatos ao desenvolvimento de novos farmacos,

uma vez que podem apresentar estrutura diversa, muitas vezes complexa, dos agentes
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quimicos utilizados como farmacos antibacterianos. Estes compostos podem exercer atividade
bioldgica por mecanismos de a¢do novos, atraves de interacfes especificas e reconhecimento
por alvos macromoleculares em bactérias patogénicas (WALSH, 2003). A pesquisa de
substancias ativas oriundas da natureza com o objetivo de desenvolver novos agentes
antibacterianos € uma alternativa vidvel para solucionar o problema da resisténcia. Neste
contexto, a descoberta de novos alvos bioquimicos e a potencializacdo da atividade de
compostos com atividade antimicrobiana conhecida séo ferramentas de destaque na busca de
novos agentes bioativos que sejam eficazes no tratamento de infeccdes causadas por bactérias
multirresistentes (WRIGHT, 2012).

4.2 Radicais Livres e Estresse Oxidativo

Espécies reativas de oxigénio (EROS) ou de nitrogénio (ERN) sdo compostos
orgénicos ou inorganicos que apresentam um ou mais elétrons ndo pareados centrados nos
atomos de oxigénio e nitrogénio (HALLIWELL, 1991; VISIOLI, 2000). Em organismos
vivos, estas substancias sdo radicais formados a partir do metabolismo, como a oxidacéo
proteica e respiragdo celular, entre outros processos, e exercem efeito sobre diversas
estruturas e organelas celulares. Entre os principais efeitos citam-se a peroxidacéo lipidica e 0
dano oxidativo do DNA celular (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1990; HALLIWELL,
2007). A formacdo das EROS no corpo humano, e a subsequente oxidacdo de moléculas
bioldgicas, constituem um mecanismo de dano tecidual presente em Varios processos
patoldgicos como inflamacdo, derrame, infarto do miocérdio, arteroesclerose, doenca de
Alzheimer e Parkinson, e em alguns tipos de cancer (FERREIRA & MATSUBARA, 1997;
VICTOR et al. 2009; DE ROSA et al. 2010).

O organismo humano apresenta mecanismos de defesa antioxidante que podem
prevenir o efeito toxico causado pelas espécies reativas de oxigénio, como a glutationa
peroxidase, e as enzimas catalase e superdxido dismutase (VISIOLI, 2000). No entanto,
guando o volume de EROS formadas é muito grande o mecanismo de defesa do organismo
ndo consegue evitar os danos causados pelos radicais livres. Desta forma, é necessario 0 uso
de substancias que possuam acao sequestrante de radical ou antioxidante, via alimentacéo ou
de medicamentos, para auxiliar 0 organismo para evitar a ocorréncia de danos celulares.

Neste contexto, estudos e pesquisas que envolvem compostos de origem natural candidatos a
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farmacos novos tém contribuido significativamente para ajudar na captacdo de radicais livres
(SHEBIS et al., 2013).

4.3 Produtos naturais na descoberta de farmacos

A natureza é uma fonte imensa de recursos naturais biologicamente ativos, que podem
ser a origem de farmacos novos atraves de sua estrutura original ou adaptados por sintese
quimica planejada (BAKER, 2007). As substancias ativas naturais, desde muitos anos,
contribuem para o tratamento de muitas doengas que atingem o0s seres humanos
(MONTANARI & BOLZANI, 2001).

Atualmente, existem diversas estratégias e metodologias disponiveis para que se possa
descobrir, planejar e obter farmacos novos, e a quimica de produtos naturais é uma ciéncia
que complementa os processos utilizados com grande chance de éxito. Este fato é
comprovado de acordo com os diversos casos historicos de descoberta de farmacos de origem
natural, como a morfina, quinina, canfora, e cocaina, o que contribuiu muito para o tratamento
de diversas doencas (MANN, 1992; MONTANARI & BOLZANI, 2001). Neste cenario,
observa-se que os primeiros estudos de fontes naturais, com fundamentacdo cientifica, se
iniciaram a partir do século XIX com o isolamento de principios ativos de plantas medicinais.
Logo, com a estrutura isolada, foi realizada a sintese de suas estruturas quimicas, a obtencédo
de anélogos, e o aperfeicoamento molecular que potencializou seu efeito.

Uma descoberta que marcou o desenvolvimento e aperfeicoamento de farmacos foi o
descobrimento dos salicilatos obtidos da planta Salix alba, conhecida popularmente como
choréo ou salgueiro. Suas cascas foram utilizadas por séculos na Europa, Asia e Africa, para
tratar dor e febre. A partir do estudo desta planta foi obtido um glicosideo natural, a salicilina,
que foi identificada como principio ativo principal (BARREIRO & BOLZANI, 2009). A
partir desta molécula foi sintetizado o acido salicilico que apresentava muitos efeitos
colaterais. Com a finalidade de melhorar esses efeitos Felix Hoffmann sintetizou o &cido
acetilsalicilico (AAS) em 1889, realizando um processo de acetilacdo do grupo hidroxila do
acido salicilico, o que caracterizou na obtencdo de um farmaco sintético oriundo da
otimizagdo de um produto natural (VIEGAS, BOLZANI, BARREIRO, 2006). O AAS ainda é
0 analgesico mais consumido no mundo e continua em evidéncia como alvo de inimeras
pesquisas sobre suas aplicagdes terapéuticas (MENEGATTI et al., 2001). A estrutura quimica

dos derivados salicilatos € apresentada na figura 1.
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Outro fato de destaque foi o descobrimento e desenvolvimento dos antibiéticos que
tiveram seu inicio a partir da descoberta da penicilina-G em 1928 por Alexander Fleming
(BARREIRO & FRAGA, 2001).

Figura 1 — Estrutura quimica dos salicilatos (1) acido acetil salicilico, (2) acido salicilico e (3) salicina.
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Os estudos sobre a relacdo entre estrutura quimica e atividade biolégica com a
finalidade de aplicacdo em planejamento racional de compostos bioativos de origem natural e
sintéticos tiveram inicio na década de 40 do século XX, especificamente durante o periodo da
segunda Guerra Mundial (YUNES, PEDROSA, CECHINEL, 2001). A aplicacdo deste
processo no estudo dos derivados da penicilina auxiliou no desenvolvimento de ampla gama
de antibidticos novos com estrutura analoga a penicilina e com vantagens terapéuticas em
relacdo a penicilina original (HANSCH E DEUTSCH, 1965).

Durante o transcorrer do século XX, varios farmacos de origem natural
(aminoglicosideos, tetraciclinas, macrolideos, peptideos, entre outros), eficazes para o
tratamento de patdgenos bacterianos, foram introduzidos entre os anos de 1960-1980,
concomitantemente ao periodo onde os estudos sobre dosagens, utilizacdo e administracao de
antibacterianos foram aprofundados (GUIMARAES, MOMESSO, PUPO, 2010). Estas
substancias serviram como protdtipos para o aperfeicoamento de suas estruturas quimicas
originais. A partir da década de 80, as principais ferramentas utilizadas para a busca de novos
antibidticos foram a gendmica e as triagens de cole¢des de compostos, tanto para a projecao
de novos farmacos, quanto para o entendimento do mecanismo de resisténcia bacteriana
(GUIMARAES, MOMESSO, PUPO, 2010).

Nos dias atuais, a pesquisa e 0 desenvolvimento de novos farmacos segue um
planejamento prévio das etapas de desenvolvimento de compostos candidatos a farmacos,
onde os produtos naturais bioativos ainda sdo destaques, tanto como substéncias ativas ou
como prototipos, o que contribui significativamente para o desenvolvimento de

antibacterianos novos.
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4.4 Chalconas

As chalconas sdo compostos precursores da via de biossintese de flavonoides com
distribuicdo ampla no reino vegetal, cuja estrutura apresenta grupo croméforo que resulta em
coloracdo que vai do amarelo até o vermelho (ANDERSEN & MARKHAM, 2006). As
chalconas de origem naturais ocorrem principalmente na forma hidroxilada ou ligadas a
hexoses (NAVARINI et al., 2009), sendo que a classificacdo priméria destas moléculas
considera geralmente o nimero de grupos substituintes presentes no anel B. Neste contexto,
0S grupamentos quimicos substituintes mais comuns ligados aos anéis aromaticos sao as
hidroxilas, metoxilas, O-glicosilas, C-glicosilas e C-alquilas (ZUANAZZI, 2002).

Segundo SIMOES et al., (2007), as chalconas sdo definidas quimicamente como 1,3-
diaril-2-propen-1-onas, caracterizadas por cadeia aberta, com um fragmento enona de trés
carbonos ligados a dois aneis aromaticos. Sao cetonas a,B-insaturadas em que um anel
aromatico estd diretamente ligado a carbonila (anel A) e o outro ao carbono B da fungdo

olefinica (anel B), figura 2.

Figura 2 — Estrutura quimica basica das chalconas.

Estas substancias foram inicialmente sintetizadas em laboratério no século XIX
(SHIMOKORIYAMA, 1962), sendo que sdo normalmente obtidas através da reacdo de
condensacdo de Claisen-Schmidt entre uma cetona e um aldeido aromatico em presenca de
catalisadores basicos. O uso desta reacdo para obtencdo de chalconas € demostrada na figura
3, onde na primeira etapa do mecanismo reacional o ion enolato ¢ formado pela retirada de
um proton do carbono o ao grupo carbonila, da metila, pelo ion hidroxila. O ion enolato reage
com o aldeido aromatico e forma o composto B-alcoxicetona, o qual é protonado pela agua
presente no meio. Logo em seguida ocorre uma reacdo de desidratacdo para a obtencdo da
cetona a,p-insaturada (CZAKO & KURT]I, 2005).

Figura 3 — Mecanismo reacional da condensacdo Claisen-Schmidt (formac&o de intermediarios

I, I, 111, IV e o produto final chalcona).
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Fonte: Adaptado de VIEIRA, 2014.

As chalconas apresentam diversas atividades bioldgicas descritas na literatura, entre as
quais citam-se as acOes diurética, anti-inflamatoria, antibacteriana, antiviral, antimalarial,
antifungica, antimutagénica, inibitoria da enzima [B-lactamase, antimalarica, antileishmania,
antitumoral, antioxidante, potencial agente antidiabético, entre outras (ISHITSUKA et al.,
1982; DIMMOCK et al., 1998; DIMMOCK et al., 1999; NIELSEN et al., 2004; GO, WU,
LIU, 2005; VALLA et al. 2006; PATIL et al., 2007; BANDGAR & GAWANDE, 2009;
HANS et al. 2010).

Neste contexto, a atividade antibacteriana e antioxidante das chalconas se encontra
como as mais estudadas com vistas ao desenvolvimento de agentes terapéuticos (DEVIA,
PAPPANO, DE BAPTISTA, 1998; LOPEZ et al., 2001; NOWAKAWSKA, 2007). As
chalconas se apresentam desta forma como substancias de origem natural com estrutura
guimica protdtipo para a realizacdo de estudos visando explorar a atividade antibacteriana e
antioxidante e se obter compostos bioativos candidatos a farmacos novos (DEVIA et al.,
1999).

4.4.1 Propriedade Antibacteriana das Chalconas
A atividade antibacteriana das chalconas isoladas da natureza ou sintetizadas tem sido

amplamente registrada na literatura (NIELSEN et al., 2004; NIELSEN et al. 2005;
SIVAKUMAR, PRYA, DOBLE, 2009).
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Alguns autores sugerem que a atividade antibacteriana esta associada a reatividade da
fungdo cetoenona a,B-insaturada (LOPEZ et al., 2001; YAZDAN et al., 2015) ou podem
interferir com a parede celular bacteriana (SIVAKUMAR, PRYA, DOBLE, 2009). Neste
contexto, LI et al. (2016) demonstraram que uma chalcona inibe a enzima sortase A de
Listeria monocytogenes, uma enzima cisteina transpeptidase que participa da formacdo da
parede celular bacteriana.

Em relacdo a atividade antimicrobiana, a efetividade das chalconas e seus derivados
frente a microrganismos Gram-positivos é frequentemente maior em comparacdo a bactérias
Gram-negativas. No entanto, alguns analogos também podem inibir o crescimento de
microrganismos Gram-negativos (OPLETALOVA, 2000), como ja relatado para a bactéria
Escherichia coli (ALVAREZ et al., 2004). J& como relato da efetividade de tais compostos
frente as cepas Gram-positivas se pode citar Bacillus cereus (AVILA et al., 2008), Bacillus
subtilis, Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus (ALCARAZ et al., 2004; AVILA et al.,
2008), Staphylococcus epidermidis (DIMMOCK et al., 1999), dentre outras.

NIELSEN et al. (2004) descreveram a aplicacdo de bioisosterismo ao grupo 4'-hidroxi
nas hidroxichalconas e substituicdo por grupos bioisosteros de variados graus de acidez o que
resultam em compostos mais potentes e mais sollveis (estrutura basica ilustrada na figura 4).
Ao trocar o grupo hidroxila por um grupo carboxila resultou em um composto potente com
uma elevada solubilidade aquosa. A otimizacdo e a andlise SAR resultou em chalconas
carboxilicas sollveis e potentes possuindo dibromo ou trifluorometila na substituicdo no anel
B. Os valores de MIC (concentracdo inibitéria minima) para estes compostos foram
encontrados de 2uM e 40 uM, respectivamente, quando testados contra a bactéria Gram-
positiva Staphylococcus aureus. A presenca dos referidos grupos substituintes no anel B
promoveu elevacdo do carécter lipofilico na citada regido molecular, enquanto que o grupo

acido carboxilico no anel A contribuiu para a solubilidade aquosa requerida.

Figura 4 — Estrutura quimica basica das 4-carboxichalconas obtidas por Nielsen et al. 2004.
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TSUKIYAMA et al. (2002) isolou os compostos retrochalcona e licochalcona-C a

partir Glycyrrhiza inflata e submeteu as mesmas a avaliagcdo da atividade antibacteriana frente
12
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a 17 cepas de microrganismos e verificaram que as substancias apresentaram forte atividade
contra a cepa Bacillus spp. Em outro estudo, MACHADO et al. (2005) isolaram a
isoliquiritigenina, que mostrou atividade antibacteriana frente a S. aureus, cepas Gram-
positivas. A estrutura quimica da licochalcona C e da isoliquiritigenina estdo demonstradas na
figura 5.

Figura 5 — Estrutura quimica da licochalcona-C (A) e isoliquiritigenina (B).

O
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Nos trabalhos desenvolvidos por Nielsen et al. (2004 e 2005), os autores testaram
analogos de chalconas contra Staphylococcus aureus e concluiram que a presenca do grupo
hidroxila em posi¢do C-4’ é importante para a atividade antibacteriana.

Segundo PRASAD et al. (2009), estudos com 4-aminochalconas tém demonstrado
atividade antimicrobiana similar ou superior a farmacos antibacterianos disponiveis na
terapéutica, como a penicilina G contra Bacillus subtilis, B. pumilus, Staphylococcus aureus,
Proteus vulgaris e Escherichia coli. As estruturas quimicas dos compostos podem ser
observadas na figura 6. Outro derivado, a 3-aminochalcona apresentou poténcia superior

frente a Escherichia coli, sendo similar a antibiotico amicacina (PRASAD, 2009).

Figura 6 — Estrutura quimica de 4-aminochalconas com atividade bactericida.
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Fonte: Adaptado de PRASAD, 2009.

13



PPGCF-UNIPAMPA

4.4.2 Propriedade Antioxidante das Chalconas

As chalconas sdo compostos que apresentam capacidade de atuar como agente aceptor
de EROs, e consequentemente como antioxidante, na inativacdo dos radicais livres em
compartimentos celulares lipofilicos e hidrofilicos. Este efeito é determinado pela presenca de
grupamentos hidroxila (-OH) presente em sua estrutura que podem doar elétrons e suportar a
deslocalizacdo em torno do sistema aromatico (CERQUEIRA, MEDEIROS, OHARA, 2007).
Desta forma, as chalconas contribuem para inibicdo e reducdo das lesdes causadas por
radicais livres nas células.

A modulacdo das propriedades aceptoras de radicais das chalconas ocorre a partir da
insercdo de grupos hidroxila ou metoxi nos anéis aromaticos, isto €, de acordo com o padréo
de substituicdo de sua estrutura quimica. Um exemplo deste processo foi descrito por
SIVAKUMAR, PRABHAKAR, DOBLE (2011) que avaliaram a capacidade aceptora de
radicais de 25 chalconas in vitro, com substituintes metoxila (-OCHj3) e tiometila (-SCH3) no
anel A e OH no anel B, respectivamente, e observaram atividade comparado ao acido
ascorbico e BHT (butilhidroxitolueno), no ensaio de eliminacdo de radicais DPPH (1,1-

difenil-2-picril-hidracilo).

Em outro estudo, DINKOVA-KOSTOVA et al. (2001) avaliaram um grupo de 2-
hidroxichalconas e verificaram que alguns representantes desta classe de compostos elevam a
concentracdo de glutationa in vitro, o que esta relacionado com maior protecdo do organismo
contra o dano causado por EROs. MIRANDA et al. (2000), estudaram chalconas preniladas
contendo grupos substituintes hidroxila, e substancias analogos e verificaram que estas

moléculas apresentaram atividade antioxidante promissora no ensaio de TBARS in vitro.

Figura 7— Estrutura quimica dos derivados da 2-hidroxichalcona (A) e chalcona prenilada (B).
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KIM et al. (2008) prepararam uma série de chalconas hidroxiladas com diversos
substituicdes nos anéis A e B, e suas atividades aceptoras de radicais foram avaliadas pelo

teste DPPH. Os compostos com substituintes na posi¢do orto, meta e para dos anéis (2°,4’ e
14
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3°,4°) (2°,5”), mostraram excelentes atividades antioxidantes comparados ao &cido ascorbico e
acido a-tocoferol, utilizados como substancias de referéncias. J& compostos com substituicdo
em posicdo meta tiveram sua atividade reduzida comparada ao controle. Portanto os
resultados indicam que a substituicdo de dois grupos hidroxila no anel B sdo fatores
estruturais importantes melhoria da atividade sequestradora de radical. Enquanto a

substituicdes no anel A, ndo aparenta exercer influéncia na atividade antioxidante.

4.5 Apocinina e seu Dimero Diapocinina

A apocinina é uma molécula de estrutura pequena com diversas atividades biologicas
citadas na literatura (DASARI et al., 2008). Foi isolada pela primeira vez das raizes de
Apocynum cannabinum (cAnhamo canadense) em 1883. Esta substancia foi isolada também da
raiz Picrorhiza kurroa (Scrophulariaceae), que € uma planta nativa pequena, perene cresce em
altitudes elevadas nas montanhas da india, Nepal, Tibet, e do Paquistio, conhecida na
medicina tradicional indiana (Ayurveda) (LUCHTEFELD et al., 2008).

Apocinina é uma acetofenona, 4'-hidroxi-3'-metoxi-acetofenona, ligeiramente sollvel em
agua fria, mas muito soltvel em &gua quente, alcool, benzeno, cloroférmio e éter. Sua
estrutura pode ser oxidada e em certas condicdes resultar na formacao do seu dimero, a
diapocinina. Com a utilizacdo do persulfato de potassio (K,S,0Og) e de sulfato de ferro Il
(FeS0Q,), a reacdo de oxidacdo ocorre rapidamente (LUCHTEFELD et al., 2008; DASARI et
al., 2008). A diapocinina pode ser encontrada no corpo humano a partir da biotransformacao
da apocinina por uma enzima peroxidase, que promove a oxidacéo desta substancia e
consequente formacdo do dimero (STOLK et al., 1994; XIMENES et al., 2007). O esquema
da reacdo de sintese da diapocinina a partir da apocinina pode ser visualizado na figura 8 a
sequir.

Figura 8 — Esquema de Oxidagdo da apocinina catalizado pelo ferro e formagdo da Diapocinina.

S,05% + 2H" 2e” — 2HSO4

S,08% Fe** SO + (SOs + SO04.2)
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Fonte: Adaptado de SMITH et al., 2008.

A apocinina apresenta agéo de inibicdo de NADPH oxidases, aceptora de radical, e
inibicdo da producdo dos mediadores fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e da interleucina-
10 (IL-10) liberados em leucdcitos polimorfonucleares (HEUMULLER et al., 2008;
KANEGAE et al., 2010; PETRONIO et al., 2013). As NADPH oxidases (NOXs) sd0 uma
familia de enzimas que catalisam a reducdo de elétron Unico de oxigénio molecular. Seu
produto, o radical anion superéxido (O%), é o precursor para muitas espécies reativas de
oxigénio (ROS), incluindo perdxido de hidrogénio (H20,), o radical hidroxila (OH), e acido
hipocloroso (HOCI), que sdo essenciais para a fungdo microbicida oxidativa das celulas
(BABIOR, 2004).

Segundo STENFANSKA & PAWLICZAK (2008), o mecanismo de inibicdo das
NADPH oxidases ndo é totalmente conhecido, mas envolve o comprometimento da
translocacdo para a membrana do p47-phox e p67-phox componente citosolica do complexo
de NADPH-oxidase (STOLK et al., 1994; JOHNSON et al., 2002). Além disso, sugere-se que
a apocinina também iniba a expressdo de NOX, tais como p47-phox, p67-phox e gp91-phox
(HUR et al., 2010; LI, et al., 2012).

No contexto apresentado, HEUMULLER et al. (2008) sugeriram que a apocinina
apresenta um efetivo inibidor na formacdo em neutréfilos e macréfagos de perdxido de
hidrogénio e radicais hidroxila toxicos a células humanas, sem interferir na formacdo de
outras espécies reativas. ALMEIDA et al. (2011) sintetizaram um composto derivado da
apocinina, com atomo de flior na posicao do grupo acetil, que inibiu a producdo de EROs de
maneira mais eficiente em comparagéo a apocinina. No presente estudo, 0s autores sugerem
gque este composto se apresenta como alternativa a ser submetida a pesquisas de
desenvolvimento de um novo agente anti-inflamatério e aceptor de radical.

Outros compostos estruturalmente similares a apocinina, como a vanilina e o &cido
vanilico, também apresentam efeitos de aceptores de radicais livres. CASTOR et al. (2010)

atribuiu também a estes trés compostos a capacidade de exercer efeito pro-oxidante frente a
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compostos enddgenos do organismo humano, como a glutationa. Este fato pode conduzir a
um desequilibrio redox intracelular e causar danos a tecidos e células. Estes resultados
indicam que ha necessidade da realizacdo de novos estudos para se estabelecer os efeitos
benéficos ou tdxicos causados por esta substancia e seus analogos naturais ou sintéticos.

A apocinina também tem sido extensivamente estudada para fins de pesquisa e
obtencéo de substancias com atividade antibacteriana. Em estudos relatados por JANAKI et
al., 2013, novas chalconas derivadas da apocinina e foram obtidas e submetidas a avaliacdo da
atividade antibacteriana contra as bactérias gram-negativas e gram-positivas. Os resultados
apresentados revelaram que entre os andlogos testados, 0s compostos com anéis
heteroarométicos tais como benzofurano, furano e piridina exibiram excelente atividade
antibacteriana. Enquanto os compostos contendo flGor na sua estrutura apresentaram atividade
antibacteriana reduzida.

HEUMULLER et al. (2008) recomendaram que estudos que abordem atividades
bioldgicas causadas pela apocinina devem, se possivel, considerar a avaliacdo da diapocinina
em paralelo, uma vez que o efeito desta pode ser maior em relacdo a substancia de origem.
Neste contexto, DASARI et al. (2008) sugeriram que a avalicdo do efeito toxico dos
compostos diapocinina deve ser realizado uma vez que os dados disponiveis até o citado ano
eram muito limitados e ndo proviam informacgdes importantes sobre a aplicacdo segura deste
como farmaco. Neste cenario, as atividades aceptoras de radicais e antibacteriana de
derivados da apocinina e das chalconas, descritas na literatura, evidenciam a necessidade de

realizacdo de novos estudos envolvendo estas moléculas bioativas.

4.6 Planejamento e desenvolvimento de novos farmacos

O surgimento de moléculas naturais isoladas ou sintéticas a serem utilizados na
terapéutica teve seu inicio em meados do século XIX e apresentou crescimento amplo durante
o transcorrer do século XX. Este processo ocorreu principalmente pelo desenvolvimento de
conhecimento, tecnologias novas e da introducdo de metodologias experimentais e teoricas
que proporcionaram o planejamento de estruturas quimicas candidatas a novos farmacos.
Diante desse processo a aplicagdo de ferramentas de planejamento de compostos bioativos e
farmacos tém alcancado destaque no desenvolvimento de novas moléculas com atividade
biologica (BARREIRO, 2002; GUIDO, 2010).

Atualmente, o processo de descoberta e desenvolvimento de farmacos € dividido em

duas fases: sendo a fase | chamada de descoberta, pré-clinica ou pesquisa basica, e a fase Il
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clinica. Na fase I, as pesquisas se direcionam a identificacdo e otimizagdo de moléculas
pequenas com potencial de desenvolvimento clinico e da avaliacdo dos efeitos bioldgicos e
toxicos, aléem da elucidacdo do mecanismo de acdo molecular. Na fase Il os compostos
bioativos promissores sdo submetidos a avaliacdo em conjunto de pessoas sadias ou enfermas
para fins de investigacdo da principalmente da eficicia e dosagem a ser utilizada, além da
verificagdo de ocorréncia de possiveis efeitos toxicos in vivo, e avaliacdo de caracteristicas
ADMET (absorcdo, distribuicdo, metabolismo, excrecdo, toxicidade) (GUIDO, 2010). A
pesquisa de farmacos apresenta periodo de tempo de até 12 anos desde o processo do
desenvolvimento de um novo farmaco para introdu¢cdo de um movo medicamento na
terapéutica (SILVA, 1998).

O planejamento de farmacos é o conjunto de ferramentas ou estratégias utilizadas
para direcionar a modificacdo molecular da estrutura quimica de um determinado composto
bioativo com o objetivo de aperfeicoar a sua atividade bioldgica e/ou diminuir a sua
toxicidade. Estas ferramentas tém como finalidades facilitar a obtencdo, alterar as
propriedades fisico-quimicas para beneficiar o seu uso, facilitar a compreensdo sobre o
mecanismo de acdo e aperfeicoar o perfil farmacoldgico de uma molécula bioativa. O uso
destas metodologias pode reduzir o tempo de pesquisa utilizado para concluir a fase | do
desenvolvimento de farmacos.

As principais estratégias experimentais utilizadas no planejamento de farmacos
envolvem a modificacdo molecular da estrutura de uma molécula protétipo realizada através
de suas propriedades fisico-quimicas ou biolégicas. A modificacdo molecular, também
chamada de variacdo molecular ou manipulagdo molecular, € uma estratégia de aperfeicoar
atividade farmacol6gica, de um composto biologicamente ativo (KOROLKOVAS &
FERREIRA, 1988). Esta metodologia leva a identificacdo de novos compostos que podem
atuar pelos mesmos mecanismos de a¢do de um prototipo, sendo conhecidos como analogos.
As principais metodologias sdo a simplificacdo, adicéo, replicacdo e hibridizacdo molecular, e
bioisosterismo.

Entre estas estratégias de modificacdo estrutural destaca-se a hibridacdo molecular,
gue é uma ferramenta que combina estruturas quimicas ou grupamentos farmacoféricos de
duas moléculas ativas visando a obtencdo de um hibrido novo com melhor eficacia terapéutica
que os prototipos originais (VIEGAS et al., 2007). Desta forma, esta ferramenta pode ser
baseada na jungdo de farmacos distintos (hibridacdo molécula tipo estrutura-estrutura) ou de

grupos farmacoforicos de farmacos distintos (hibridagdo molecular do tipo farmacoférica)
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(ARAUJO et al., 2015). Esta ferramenta tem as finalidades de promover a ocorréncia de
sinergismo de acdo farmacoldgica, possibilitar a terapia de dupla acdo farmacoldgica, ou
modular os efeitos secundarios ndo desejaveis (NEPALI et al., 2014).

As principais estratégias tedricas envolvem a aplicacdo de métodos computacionais
para o planejamento de novos compostos bioativos. Estas podem ser divididas em abordagem
direta, quando se conhece e se usa a estrutura quimica de uma biomacromolécula alvo
(receptor), e a indireta, quando somente se usa a estrutura quimica do composto bioativo
(ligante) objeto de estudo. As principais ferramentas da abordagem direta sdo 0 ancoramento
molecular (Docking), de novo design, e a triagem virtual (Virtual Screening). As principais
estratégias da abordagem indireta sdo a modelagem molecular da estrutura quimica e
propriedades fisico-quimicas dos ligantes, o estudo de farmacdforo e das relacBes entre
estrutura quimica e atividade bioldgica (qualitativa, REA, e quantitativa, QSAR — do inglés
Quantitative  structure active-relationship), e busca de similaridade estrutural
(MONTANARI, 2010).

A modelagem molecular € um conjunto de técnicas computacionais utilizadas para
desenho, determinacdo e visualizacdo in silico da estrutura quimica de farmacos, ligantes e
da macromolécula alvo, e para a obtencdo de suas propriedades fisico-quimicas
estereoeletronicas e de hidrofobicidade (BARREIRO et al., 1997; TANG et al., 2006). Esta
ferramenta é uma estratégia geralmente utilizada para identificar, classificar e quantificar as
propriedades que possam exercer contribui¢fes da estrutura quimica, e suas propriedades,
sobre a atividade bioldgica. De posse destes dados € possivel delinear as acGes a serem
realizadas no processo de substituicdo molecular e no desenvolvimento de novos agentes
terapéuticos (BARREIRO E FRAGA, 2008). Em outras palavras, as alteragdes moleculares
sdo efetuadas a partir das propriedades fisico-quimicas que condicionam a acdo dos
compostos bioativos e com isso é possivel se obter candidatos a farmacos com potencial

aplicacdo na terapéutica.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Planejamento das Chalconas

O padréo de substituicdo das chalconas derivadas da apocinina envolveu a auséncia e
insercdo de grupos metoxilas ligados as posicées 3 (R1), 4 (Rz) e 5 (Rs). Os derivados
chalconas da diapocinina seguiram a aplicacdo de ferramenta de sugestdo de modificacao
molecular intitulada replicacdo molecular, seguindo 0 mesmo padrdo de substituicdo das
chalconas de apocinina, figura 9. Desta forma, é possivel avaliar a influéncia das
propriedades de lipofilicidade e de volume molecular entre os compostos derivados da
apocinina e da diapocinina sobre as atividades aceptora de radicais e antibacteriana.

Figura 9 - Padréo de substituigdo das chalconas derivadas da apocinina e da diapocinina.

H;CO QOH OH OCHj
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R, OCH; OCHj; H H
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5.2 Reagentes

Os benzaldeidos, a apocinina, o 2,2-difenil-1-picrildrazil (DPPH), 2,6-di-terc-butil-4-
metil-fenol (BHT), o 2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS), e o
persulfato de potassio utilizado no trabalho foram de grau sintético (Sigma-Aldrich®, USA).
O sulfato ferroso, o cloreto férrico e o ferrocianeto de potassio foram de grau analitico (Vetec,

Brasil). Os demais reagentes utilizados como etanol, diclorometano, DMSO, metanol foram
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de grau analitico (Sigma-Aldrich®, Merck® e Vetec®). Os reagentes foram adquiridos junto &
Sigma-Aldrich, USA. Utilizou-se gua destilada e desionizada Milli-Q.

5.3 Equipamentos

Os equipamentos utilizados neste trabalho foram Espectrofotometro UV/Vis Agilent,
Espectrofotdmetro de Infravermelho médio com acessorio de reflexdo atenuada Perkin Elmer
(ATR-FTIR); Evaporador rotativo digital Blichi R-215; Estufa de cultura bacterioldgica;
Fusidmetro digital Gehaka PF1500 FARMA, Agitador magnético com aquecimento Fisaton,
balanca analitica Shimadzu, DSC Shimadzu, Autoclave.

5.4 Obtenc¢édo dos compostos estudados

5.4.1 Chalconas derivados da apocinina

Para a sintese das chalconas foi empregada a reacdo de condensacdo de Claisen-
Schmidth onde a acetofenona (3 mM) foi inicialmente dissolvida em metanol e em solugéo de
NaOH (10%) e logo ap6s foi inserido o respectivo benzaldeido (3 mM) no meio reacional. A
mistura foi posta em agitacdo em temperatura ambiente pelo periodo de 10 a 24 horas, figura
10. Ap0s o término da reacdo, a mistura de reacdo foi acidificada com solucéo de HCI (2 M) e
o precipitado formado foi filtrado sob pressdo reduzida. Os compostos foram purificados por
recristalizacdo em etanol ou por cromatografia em coluna (BATOVSKA et al.,, 2007,
NIELSEN et al., 2004).

Figura 10 - Esquema de reagéo de obtencdo da chalconas derivadas da apocinina.

HO @ 0
—> HO
cho HCO

NaOH 20%
MeOH
T°C ambiente

5.4.1a Sintese das chalconas derivadas da apocinina
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(E)-1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-phenylprop-2-en-1-one

0
~
PSR
HsCO

Para a sintese da Apocinina-H, utilizou-se 0,600g acetofenona (hidroxi -3-
metoxiacetofenona) (3,54mM) e adicionou-se 550uL benzaldeido-H (3,54mM), onde foram
dissolvidos em 40mL de metanol e 15mL de solucdo de NaOH (20%). A mistura foi exposta
sob agitacdo pelo periodo de 10 a 24 horas, sob a protecdo da luz, e em temperatura ambiente.
Apbs o término da reacdo, o composto formado foi acidificado em pH 1 com solucdo de HCI
(2 M) e o precipitado formado foi filtrado sob pressdo reduzida. A seguir, foi recolhido e
armazenado no dessecador. (BATOVSKA et al., 2007; NIELSEN et al., 2004).

Férmula Molecular: C1H1403

(E)-1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-(4-methoxyphenyl)prop-2-en-1-one

Utilizou- se 0,600g da apocinina (3-metoxi-4-hidroxi acetofenona) (3,54mM) onde
foram dissolvido em 40 mL de metanol e 15 mL de solucdo de NaOH (20%). Logo apds,
acrescentou-se 430uL de 4-metoxibenzaldeido (3,54mM). A mistura foi exposta sob agitacéo,
pelo periodo 10 a 24 horas, sob a protecdo da luz, em temperatura ambiente. Apos o término
da reacdo, o composto formado foi acidificado em pH 1 em solucdo de HCI (2 M) e o
precipitado formado foi filtrado sob pressdo reduzida. Em seguida, foi recolhido e
armazenado no dessecador (BATOVSKA et al., 2007; NIELSEN et al., 2004, HARA et al.,
2014, WU, et al., 2012).

Férmula Molecular: C17H1604
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(E)-1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-(3,4-dimethoxyphenyl)prop-2-en-1-one

H3CO OCHs
Utilizou-se 0,600g de acetofenona (hidroxi-3-metoxiacetofenona) (3,54mM) e
adicionou-se 0,594¢g de 3,4-metoxibenzaldeido (3,54mM), onde foram dissolvidos em 40mL
de metanol e 15mL de solucdo de NaCl (20%). Em seguida, a mistura foi mantida sob
agitacdo, pelo periodo de 10 a 24 horas, sob prote¢do da luz, e em temperatura ambiente.
ApoOs o término da reagdo, o composto formado foi edificado em pH 1 em solucdo de HCI (2
M), e o precipitado formado foi filtrado sob pressdo reduzida. Logo apds, foi recolhido e
armazenado em dessecador (BATOVSKA et al., 2007; NIELSEN et al., 2004, JANAKI, et
al., 2013, HARA et al., 2014).
Férmula Molecular: C1gH1505

(E)-1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-(3,4,5-trimethoxyphenyl)prop-2-en-1-one
0
@ = OCHj
HOOCH3
H3CO OCHj

Utilizou-se 0,600g de acetofenona (hidroxi -3-metoxiacetofenona) (3,54mM) e
adicionou-se 0,708g de Trimetoxibenzaldeido (3,54mM), onde foram dissolvidos em 40 mL
de metanol e 15mL de solucdo de NaOH (20%). A mistura foi exposta sob agitacdo, pelo
periodo de 10 a 24 horas, sob a protecdo da luz, e em temperatura ambiente. Ap6s o término
da reagdo, o composto formado foi acidificado em pH 1 em solugédo de HCI (2 M). O
precipitado formado foi filtrado sob presséo reduzida. Logo ap6s, foi recolhido e armazenado

em dessecador (BATOVSKA et al., 2007; NIELSEN et al., 2004, HARA et al., 2014).

Formula Molecular: C19H200s
5.5 Sintese da Diapocinina
Bis-1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)ethanone

A diapocinina foi sintetizada conforme descrito por DAMASI et al. (2008), onde foi

pesada 2g de apocinina (acetovallinone, Sigma-Aldrich) e dissolvida em 200mL &gua
23



PPGCF-UNIPAMPA

desionizada, sob agitagdo e aquecimento constante, até solucdo entrar em ebulicdo suave.
ApoOs essa etapa foi adicionado 0,15¢g sulfato ferroso e 1,6g persulfato de potéssio. Apos 5
minutos sob agitacao, o precipitado formado foi filtrado a quente e a vacuo. A purificacdo da
diapocinina ocorreu através de recristalizacdo em solucdo de 25 mL de NaOH 3 M e, 15 mL
de HCI 6 M, sob agitacdo. Apds esta etapa lavou-se o precipitado formado com agua fervente
por trés vezes. O produto foi seco em dessecador.

Formula Molecular: C1gH1506

Figura 11: Esquema de reagdo de obtencéo da diapocinina a partir da apocinina.

O O
o  HpO T 100°

C

o-d )4 A YaW,
K»S,0

H3CO 2o2-8 HsCO OHHO OCH;
FeS0,.7H,0

5.5.1 Chalconas derivadas da diapocinina

Os derivados de chalconas da diapocininas foram sintetizados com o emprego do
método utilizado para a obtencdo das chalconas derivadas da apocinina com adaptacdo. Foi
utilizado o dobro da concentracdo de aldeidos utilizada para fins de reacdo com os dois

grupamentos acetil da diapocinina.

Figura 12: Esquema de obtencéo de chalconas derivadas da diapocinina a partir de benzaldeidos e diapocinina.
Condigdes e reagentes: NaOH 20%, MeOH, T °C ambiente, 10 a 24 horas.
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Bis-(E)-1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-phenylprop-2-en-1-one
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HsCO OH OH OCHjs

Para a sintese da chalcona ndo substituida derivada da diapocinina , utilizou-se 0,100g
(0,302mM) de diapocinina e dissolveu-se em 25 mL de metanol e 10mL de solugdo de NaOH
(20%). Logo em seguida acrescentou-se 31uL de benzaldeido ndo substituido (0,302mM). A
mistura foi submetida a agitacdo em temperatura ambiente por um periodo de 24 horas, sob a
protecdo da luz. Apos o término da reacdo, o composto formado foi acidificado em pH 1 em
solucéo de HCI (2 M). O precipitado formado foi filtrado sob presséo reduzida. Logo apos, foi
recolhido e armazenado em dessecador (LUO, 2008).

Formula Molecular: C3,H2606

Bis-(E)-1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-(4-methoxyphenyl)prop-2-en-1-one

HsCO OH OH OCHs

Utilizou-se 0,100g (0,302mM) de diapocinina, e adicionou-se 37uL (0,302mM)
metoxi-benzaldeido, onde foram dissolvido em 25mL de metanol e 10mL de solucdo de
NaOH (20%). A mistura foi exposta sob agitacdo, pelo periodo de 24hs, em temperatura
ambiente, sob protecdo da luz. Logo apds o término da reacdo, o composto formado foi
acidificado em pH 1 em solugdo de HCI (2 M). O precipitado formado, foi filtrado sob
presséo reduzida. Em seguida, foi recolhido e armazenado em dessecador (LUO, 2008).

Formula Molecular: C34H300s

Bis-(E)-1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-(3,4-dimethoxyphenyl)prop-2-en-1-one

HsCO OH OH OCHs
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Para a sintese da Dimetoxi-Diapocinina, utilizou-se 0,100g (0,302mM) de diapocinina
e adicionou-se 0,051g de 3,4-metoxi - benzaldeido (0,302mM), onde foram dissolvidos em
25mL de metanol e 10mL de solucdo de NaOH (20%). A mistura foi exposta sob agitacao,
pelo periodo de 24 horas, em temperatura ambiente, sob a protecdo da luz. Apos o término da
reagdo, o composto formado foi acidificado em pH 1 em solucéo de HCI (2 M) .O precipitado
formado foi filtrado sob pressdo reduzida. Em seguida, foi recolhido e armazenado em
dessecador (LUO, 2008).

Formula Molecular: CzgH3401,

Bis-(E)-1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-(3,4,5-trimethoxyphenyl)prop-2-en-1-one

HsCO OH OH OCHj

Utilizou-se 0,100g (0,302mM) de diapocinina e acrescentou-se 0,120g de Trimetoxi -
benzaldeido (0,302mM), onde foram dissolvidos em 25mL de metanol e 10mL solucdo de
NaOH (20%). A mistura foi exposta sob agitacdo, pelo periodo de 10 a 24 horas, em
temperatura ambiente, sob a protecdo da luz. Apds o término da reacdo, o composto formado
foi acidificado em pH 1 com solugédo de HCI (2 M) . O precipitado formado foi filtrado sob
pressdo reduzida. Em seguida, foi recolhido e armazenado em dessecador (DASARI et al.,
2008).

Formula Molecular: CsgH35012

5.6 Caracterizagdo Estrutural das chalconas

A comprovagdo da obtencdo das chalconas planejadas foi realizada por meio de
analise do ponto de fusdo (com o uso de fusidmetro ou andlise térmica DSC Shimadzu), de
espectroscopias de infravermelho e ressonancia magnética nuclear de préton e carbono 13
(RMN 'H e RMN *C).
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As andlises de ressondncia magnética nuclear foram realizadas na Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da USP-SP, em colaboragdo com o Prof. Dr. Gustavo Henrique

Goulart Trossini.

5.7 Avaliacdo da atividade aceptora de radicais dos compostos estudados

A avaliacdo da atividade antioxidante dos compostos obtidos foi realizada através dos
métodos do ensaio sequestrante de radical pelo DPPH e da atividade antioxidante total pelo
radical ABTS.

5.7.1 Ensaio sequestrante de radical pelo DPPH em microplacas

a) Determinacéo da curva do DPPH

Para a realizacdo deste ensaio foi preparada uma solucdo inicial de DPPH em
concentracdo de 100 uM em metanol. A seguir foram preparadas solucdes nas concentracées
de 10, 20, 30, 40 e 50 pM e mantidas em ambiente escuro e transferidas para cubetas de vidro
para a realizacdo de leituras em espectrofotometo UV/Visivel a 550nm. O metanol foi
utilizado como solvente de calibragdo. A partir das leituras foi obtida a curva de calibracdo da
anélise do DPPH.

b) Preparo de soluces e analise

Para a realizacdo do ensaio da capacidade de inibicdo de radical DPPH foram
preparadas as seguintes solugdes: solucdo metanolica de DPPH 0,1mM; solucdo metanolica
de cada composto em concentracao de 2,0 mM; solucdo metandlica de antioxidante BHT 2,0
mM, utilizado como controle positivo (MIRANDA & FRAGA, 2006).

¢) Ensaio DPPH

Adicionou-se a solucdo de 400uM de cada composto nos primeiros po¢os na placa e
em seguida foi realizada as diluiches até se atingir as concentragdes 200uM, 100u, 50uM,
25uM, 12,5uM e 6,25uM. Apos esta etapa foram adicionados 50 pL da solugdo de metanol e

da solucdo de DPPH. A placa foi mantida em ambiente escuro por 30 minutos, e em seguida
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foi feitas as leituras em um espectrofotdmetro UV-VIS no comprimento de onda de 550 nm.
Todas as andlises foram realizadas em triplicata. A inibicdo da coloragdo foi expressa em
porcentagem de atividade sequestradora (%), através da formula (DUARTE-ALMEIDA et al.,
2006).

%= Ac—4a/, x100

%: Atividade sequestradora
Ac: Absorbéancia do controle
Aa: Absorbancia da amostra

Figura 13. Esquema de dilui¢cBes dos compostos estudados.
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5.7.2 Atividade antioxidante total pelo radical ABTS em microplacas
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a) Preparo das solugdes

Para realizacdo do ensaio de determinacdo de inibicdo do ABTS foram preparadas as
solucdes de ABTS 7,0 mM (estoque), persulfato de potassio e trolox. Para a solugdo de ABTS
pesou-se 192 mg de ABTS e dissolveu-se em agua destilada. A solucdo foi transferida para
baldo volumétrica de 50 mL e completou-se o volume com agua destilada. Esta solucdo foi
armazenada sob refrigeracdo em periodo de até um més.

A solucdo de persulfato de potassio 140 mM foi preparada a partir da pesagem de
378,Amg de persulfato de potassio e dissolucdo em em A&gua destilada. A solucdo foi
transferida para baldo volumétrica de 10 mL onde completou-se o volume com agua destilada.
Esta solucéo ficou em ambiente refrigerado por até um més.

A solucdo do radical ABTS* foi preparada com o uso de 5,0 mL de solucdo estoque
ABTS e adicdo de 88 uL da solugdo de persulfato de potassio. A partir de seu preparo, a
solucdo foi mantida em auséncia de luz a temperatura ambiente por periodo de 16 horas. Apos
as 16 horas, tomou-se 1,0 mL desta solucdo e diluiu-se em etanol para leitura em
espectrofotometria UV/vis a 650 nm. A solucdo foi diluida no citado solvente até se obter
uma absorbancia de aproximada de 0,70 preconizada para a realizagdo do ensaio (RUFINO et
al., 2007). Esta solucéo é preparada e utilizada apenas no dia da analise.

A solucéo de Trolox 2,0 mM foi preparada a partir de 25 mg de Trolox e diluicdo em

alcool etilico até completar o volume em um baldo volumétrico de 50 mL.

b) Curva padréo do Trolox

A partir da solucéo de Trolox (2mM) foram preparadas solugdes de concentragcdo 100
a 1000 uM com a finalidade de obtencdo de curva de calibracdo para o Trolox. Em ambiente
escuro, tomou-se aliquotas de 30 pL de cada solugcdo e misturou-se com 3 mL da solugédo de
radical. Ap6s 6 minutos as amostras foram analizadas em espectrofotometria UV/Vis a 650

nm. O etanol foi utilizado como solvente para calibracdo do espectrofotdmetro.

¢) Ensaio ABTS

Foi preparada uma solugédo etanolica de todos os compostos em concentracdo de 2,0
mM. A partir desta solu¢do tomou-se uma aliquota e adicionou-se a aos pogos da microplaca

até atingir a concentracdo de 200 uM. A partir desta concentracdo diluiu-se a mesma nos
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pogos seguintes até atingir as concentra¢fes de 100uM, 50uM, 25uM, 12,5uM e 6,75uM.
Apos as diluicbes, foi adicionada a solucdo radical de ABTS* nos pogos. Como controle
positivo foi utilizado a solugéo de Trolox 2,0 mM como substancia de referéncia da atividade
sequestradora de radical livre. As microplacas foram mantidas em ambiente escuro por 6
minutos e retiradas para leitura em espectrofotdmetro UV/Vis no comprimento de onda 650
nm.

A inibicdo do radical ABTS*, caracterizada por inibicdo de coloracédo azul-esverdeada,
foi expressa em porcentagem de atividade sequestradora (%), através da formula (DUARTE-
ALMEIDA et al., 2006).

%= Ac—4a/, x100

%: Atividade sequestradora
Ac: Absorbéancia do controle
Aa: Absorbancia da amostra

5.8 Avaliacdo da atividade antibacteriana

A avaliacdo da atividade antibacteriana das chalconas foi realizada através dos
métodos do ensaio microbioldgico por difusdo em &gar - cilindro em placa (Farmacopéia
Brasileira, 5ed., 2010, JANAKI et al., 2013) .

5.8.1 Delineamento do ensaio microbioldgico

Os microrganismos utilizados para verificar atividade antibacteriana foram
Staphylococcus aureus ATCC 25923 (bactéria Gram positiva) e Escherichia coli ATCC
25922 (bactéria Gram negativa). O meio de cultura utilizado foi agar e para o preparo da
solucdo do indculo foi utilizado solucédo salina (NaCl 0,9%), as condi¢6es de incubacao foram
18-24hs a 35°C +/- 2°C.

5.8.2 Preparo da amostra

A concentracdo de 20 pg/mL dos compostos estudados foi utilizada para a realizacdo
dos ensaios antibacterianos. Estes compostos foram diluidos em solug¢do aquosa de até 1,0%
de DMSO.

5.8.3 Preparo da camada base
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O meio de cultura foi preparado de acordo com a recomendacao do fabricante (massa,
volume de reconstituicdo e esterilizacdo). Apds o preparo o agar foi distribuido em placa de
Petri previamente esterilizada, visando a distribuicdo uniforme na camada base. Logo apds a
solidificacdo, as placas foram devidamente tampadas. Todos os procedimentos foram

realizados em uma capela de fluxo laminar.

5.8.4 Preparo do indculo

O preparo do indculo foi realizado um repique, com alga de platina num tubo de
ensaio contendo 5 mL de meio de cultura inclinado, incubou-se por 32 — 35°C, por 24 horas.
Apbs foi pegou um quantidade de indeterminada de indculo e diluiu em solucgéo fisioldgica
estéril, e em seguida processou-se a padronizacdo do inéculo em espectrofotdbmetro no
comprimento de onda de 530 nm, diluindo-se a suspensdo bacteriana com solucéo fisiolégica
estéril até a obtencdo da absorbancia na faixa de 0,08 a 0,1. A partir disso, foi feita a

inoculacdo da suspensdo no meio (McFarland, 1907).

5.8.5 Ensaio de avali¢édo da atividade antibacteriana

As solucdes dos compostos foram distribuidos em placas de Petri, especificamente em
cilindros de aco inoxidavel, logo apds solidificacdo da camada base e adicdo da suspensao
bacteriana na placa. A distribui¢cdo dos cilindros ocorreu de maneira que se obtenha um
angulo de 60° e um raio de 2,8 cm. Em seguida incubou-se em estufa por 18-24 horas sob
temperatura de 35°C +/- 2°C para crescimento bacteriano. Foi utilizado como controle
cloranfenicol. Apo6s o periodo determinado foi realizado a leitura dos halos de inibicdo com

auxilio de paguimetro digital (Farmacopeia Brasileira, 5 ed., 2010).

5.9 Modelagem Molecular

5.9.1 Estudo de propriedades fisico-quimicas

O programa computacional Spartan for Windows, versédo 08, Wavefunction, Inc. USA,
foi empregado para o desenho, a otimiza¢do de geometria molecular da estrutura e calculos
dos valores de algumas propriedades de efeito eletronico de energia de HOMO e de LUMO

das chalconas. Estas propriedades foram determinadas com o emprego dos métodos semi-
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empirico AM1 e empiricos teoria do funcional de densidade com o emprego de base de dados
tedricos 6-31G*.

O programa Molinspiration foi utilizado para determinacéo de valores de propriedades
fisico-quimicas de area de superficie polar (PSA), peso molecular, nimero de grupos
aceptores e doadores de ligacdo de hidrogénio (nON e nOHNH, respectivamente), associadas
a Regra dos cinco de Lipinski (LIPINSKI, 1997). Este programa € acessado on line no site
http://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties e foi disponibilizado por Peter Erti,

Pesquisador da Novartis, para uso da comunidade cientifica.

5.9.2 Anédlise de Toxicologia in silico, obtencdo de perfis druglikeness e drugscore, e
Determinacéo de Propriedades ADMET

Para o estudo tedrico da toxicidade (através dos efeitos mutagénico, tumorogénico,
irritante e decorréncias no sistema reprodutor) e dos perfis de druglikeness e drugscore das
4chalconas empregou-se o programa computacional Osiris Property Explorer, Actelion
Pharmaceuticals, disponivel de forma gratuita no endereco digital http://www.organic-

chemistry.org/prog/peo/.
5.9.3 Estudos de Relacdes Estrutura-Atividade

Para o estudo das relacGes estrutura-atividade (SAR) serdo utilizados os valores de
propriedades fisico-quimicas e fatores estruturais para avaliacdo prévia e qualitativa da

influéncia da estrutura quimica das chalconas propostas sobre as atividades aceptora de

radicais, antibacteriana e, se determinadas, de toxicidade predita.
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6. RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1 Planejamento dos compostos

A principal proposta de trabalho desenvolvida consistiu em estudar a apocinina e
diapocinina e suas atividades bioldgicas potenciais. A diapocinina é um composto obtido a
partir da replicacdo molecular da estrutura quimica da apocinina. Esta ferramenta consiste em
duplicar a estrutura quimica de um composto ativo com a finalidade modificar as
propriedades fisico-quimicas ou alterar o perfil farmacoterapéutico da molécula escolhida
(BARREIRO & FRAGA, 2008; ARAUJO et al., 2015).

Outra etapa envolveu o estudo de chalconas derivadas da apocinina e da diapocinina,
cujas moléculas também foram escolhidas através da ferramenta de replicacdo molecular da
estrutura quimica das chalconas, figura 14.

Figura 14: Aplicacéo de ferramenta de replicagdo molecular de chalconas derivadas da apocinina.

R1 R1

H3CO oH OH OCHj

Os compostos a serem obtidos contém o nucleo diapocinina ligados a duas porcoes
estruturais caracteristicas das chalconas. As estruturas derivadas da diapocinina sdo analogas
a outras disponiveis na natureza como a Rushchalcona IV (figura 15), isoladas de galhos e
casca de caule da planta Rhus pyroides, com comprovada atividade antiprotozoario e
citotoxica (MIHIGO et al. 2010, MDEE et al. 2003).

Desta forma estes compostos se apresentam como substancias promissoras para o
estudo de agentes candidatos a agentes terapéuticos novos.

Figura 15: Estrutura quimica da Rushchalcona IV.

33



PPGCF-UNIPAMPA

Os grupos substituintes ligados ao anel B da estrutura das chalconas foram escolhidos
com a presenca ou auséncia de grupo metoxila (-OCHgs), que caracteriza variacdo da
lipofilicidade de acordo com o aumento do nimero de grupos ligados ao citado anel. Esta
variacdo de grupos ligados ao anel pode apresentar variedade de atividades biologicas, como
atividade antioxidante e antibacteriana (NIELSEN et al. 2004; KIM et al. 2008; BANDGAR
et al. 2010; JANAKI et al. 2013). Esse trabalho propds a formagdo de oito compostos
derivadas da apocinina e da diapocinina, com grupos 4-H, 4-OCHg, 3,4-OCH3, 3,4,5-OCHjs

ligados ao anel B.

6.2 Sintese das chalconas

As chalconas derivadas da apocinina e da diaponina foram sintetizadas de acordo com
a reacdo de condensacgéo de Claisen-Schmidth utilizando-se a apocinina (3-metoxi-4-hidroxi-
acetofenona) variando-se 0s benzaldeidos (mono, di ou trisubstituidos) em quantidades
equimolares. A apocinina foi dissolvida em metanol seguida da adicdo da solucdo de
hidroxido de sodio (NaOH) 20% (catalisador) e do benzaldeido e mantida sob agitacdo a
temperatura ambiente por um periodo variavel de 4-30 horas sob protecédo da luz.

Segundo MARINO (2013) e de acordo com VOGEL (1989), a reacdo de Claisen-
Schmidth tem seu principio com a condensacdo alddlica, seguida por desidratacdo bésica
(figura 16). Na primeira etapa da reacdo ocorre a desprotonacdo da cetona da acetofenona,
onde o catalizador alcalino remove o hidrogénio acido alfa da molécula para formar um
carbanion, que é estabilizado por ressonancia. Este carbanion, através de um ataque
nucleofilico, ataca o carbono carbonilico do aldeido formando um ion alcoxido (intermediario
tetraédrico), que ao ser protonado por um dos hidrogénios da &gua gera o produto da
condensacédo e regenera o catalizador alcalino. Nesta etapa, a formacdo da enona conjugada
ocorre por desidratacdo e, em condicGes basicas, um hidrogénio acido é abstraido da posicao
alfa para resultar em um ion enolato, que elimina o grupo de saida (-OH) resultado, assim, na
geracdo da chalcona (VOGUEL, 1989).

Figura 16 - Mecanismo de reacéo e formagéo das chalconas.
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As reacOes de obtencdo das chalconas foram monitoradas através do emprego de
cromatografia em camada delgada, realizadas em placas de aluminio com silica gel 60GF 254
da Sigma-Aldrich e visualizadas em luz ultravioleta e visivel em comprimentos de onda de
A=254 e 366nm. As fases moveis utilizadas foram diclorometano ou cloroférmio puros ou em
combinac@es variaveis com etanol (5 — 10%) e acetato de etila e hexano (60:40).

Os compostos foram filtrados sob pressdao reduzida e mantidos no dessecador, e
novamente foram avaliados por CCD, para verificacdo da necessidade de purificacdo a qual
ocorreu através de cromatografia em coluna, fase estacionaria Silica Vetec® (230-400 mesch)
com ou recristalizacdo com &gua e etanol para os derivados da apocinina e agua para 0s

derivados da diapocinina.

Tabela 1 - Valores dos tempos de reacdo, rendimento e pontos de fusdo dos compostos
obtidos.

Tempode  Rendimento Ponto de

Composto  Substituinte Reacdo (h) (%) Fuséo (°C)
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Apocinina Ry Ry, Rt H o4 24,10 116.9- 1175

Apocinina Ri: OCH3 24 74,54 1344 -135.4

Apocinina Ry, Ry: OCH3 o4 44,76 151.3 -152.5

Apocinina R1, R2, Rs: 24 69,90 191,2-192
OCHj;

Diapocinina - 5 min 31,10 304*

original

Diapocinina Ri, Rz, Rs: H o4 933 311*

Diapocinina Ri: OCH3 24 08 1 )

Diapocinina Ry, Ry: OCHj3 24 555 305*

Diapocinina  Rj, Ry, Rs: ;
OCH, 24 54,2

* Pontos de fusao determinados com o emprego de DSC Shimadzu.

As chalconas derivadas da apocinina, apresentam substituintes ja relatados na
literatura, como no trabalho de HARA et al. (2014) que sintetizaram dez chalconas, entre
essas, quatro apresentaram substituices semelhante no anel B. Segundo, JANAKI et al.
(2013) sintetizou-se e caracterizou-se onze compostos, desses, dois apresentaram semelhanca
a chalcona derivada da apocinina contendo como grupos substituintes 3,4,5 trimetoxilas
ligados ao anel B. WU et al. (2011) propuseram a sintese de composto semelhante a chalcona
acima citada. Na tabela 2 estdo demonstradas as seguintes substituicdes relatadas na literatura
e algumas caracteristicas fisico-quimicas.

Apos as reacOes de sintese e purificacdo dos compostos realizou-se a caracterizacao
estrutural destes através de anélises de ATR-FTIR, RMN *H e *3C, onde observou-se que na
maioria das reacdes houve a ocorréncia de impurezas e/ou sub-produtos, que ndo foram
detectadas em cromatografia em camada delgada. Neste procedimento, os compostos de
partida e os produtos se situaram na mesma banda de migragdo, o que caracterizou
inicialmente em auséncia de impurezas. Na sintese das chalconas derivadas da apocinina, as
amostras dos compostos derivados da apocinina 4-OCHjs, 3,4-OCHjs, 3,4,5-OCHjs tiveram sua
formacdo comprovada pelas anélises de RMN. Para os derivados da diapocinina somente o
composto ndo substituido teve sua formacao confirmada.

De acordo com CORREA (2009), as chalconas podem ser facilmente caracterizadas por
espectroscopia de infravermelho, devido a presenca de grupamentos funcionais

caracteristicos, como a carbonila e a insaturacdo conjugada & mesma (Tabela 3).

36



PPGCF-UNIPAMPA

Os resultados da caracterizacdo espectral dos outros compostos estudados neste
projeto se encontram expressos em anexo |. Foi escolhido o composto 3,4,5-
trimetoxichalcona derivado da apocinina, ((E)-1-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-3-(3,4,5-
trimetoxifenil)prop-2-en-1-ona), cujo espectro de infravermelho médio (medido em
espectrometro ATR-FTIR Shimadzu) do composto encontra-se ilustrado na figura 16. As
atribuicbes comuns das bandas de infravermelho para as estruturas de chalconas estdo

expressas na tabela 3.

Tabela 2 - Substituicdes e caracteristicas fisico-quimicas relatadas na literatura presente nas

chalconas derivadas da apocinina.

S Rendimento Ponto de Referéncias
Composto Substituinte (%) Fuso (°C)
Apocinina  Ry: OCH; | | HARA et al., 2014
R4: OCHs - - WU, et al., 2011.
Apocinina Ry, Rs: OCH3 94 109-111
Ry Rs: OCHa 96 111-113 JANAKI et al., 2013.
HARA et al., 2014
R1R2: OCHs - - WU et al., 2011,
R2,R3: OCHs 69,1 82,5-84,2 -
Apocinina  Ri, Ry, Rs: OCH3 - - HARA et al., 2014

TABELA 3 - Frequéncias caracteristicas de grupos funcionais encontrados nas chalconas.

Banda de absorcéo (cm™)

Atribuicao

3200 e 3400
1820 - 1660
1660 — 1600
1600 e 1475
800 -850

Amina primaria aromatica
Grupo carbonila (C=0)
Alcenos (C=C)

Anel aromatico

Anel aromatico para substituido

Fonte: Adaptado de Pavia et al., 2010.
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Figura 17: Espectro de infravermelho médio do composto 3,4,5-trimetoxichalcona derivado da apocinina.
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No espectro demonstrado na figura 17, verifica-se a presenca de uma deformagdo em
3335,92 cm™ caracterizando a presenca de lcool, uma deformacdo em 1650,34 atribuida a
carbonila, 1506,15 cm™
850,27 cm™

relacionada a ligacdo olefinica, e outra deformacdo angular em
relacionado aos anéis aromaticos substituidos. Os dados da espectroscopia de

infravermelho de todos os compostos estdo demonstrados na tabela 4.

Tabela 4 — AtribuicGes de picos obtidos pela espectrometria de Infravermelho dos compostos

obtidos.
T
Compostos Grupos IV (cm")
* substituintes
Apocinina \©\ 3192,01cm * (O-H); 1641,73 cm™*(R,C=0) 1278.45cm™;
1) OCH 1247.60 cm™ (C-0); 772.75cm™; 778.47cm™ (anel
( 3 (C-0); , (
aromético); 1163.45cm™ (C-O de 4lcoois e fendis).
Apocinina 3529.89cm™ (O-H); 2942,90cm™ (-C-H); 1582.88cm™,
) OCHs 1665.62 cm * (C=C) de anel aromético; 1202.80 cm™
OCHs (fendis); 1282.85cm™ (C-0); 802.68cm™; 843.63cm™
(anel aromatico).
Apocinina OCfs 3534 92em™; 3097.02cm™ (H-0); 1581.34cm (-C=C-)
3) ocH, €M aromatico; 1202.14cm™ (fenis); 1176.28 cm™ (C-
OCHs 0); 786.59 cm™ (anel aromatico).
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3367.47cm™ (O-H); 1667.93cm™ (R,C=0), 1614.38cm™

Diapéf)i”i”a (C=0); 1588.93cm™ (C=C de aromatico).
Diap(zgi)nina \© 3367.47cm™ (O-H); 1649.46cm™ (C=C); 918.76cm ™ (O-

H); 763.27cm™; 684,61 cm™ (anel aromatico).

*(1)metoxi-apocinina, (2)dimetoxi-apocinina, (3)trimetoxi-apocinina, (4)diapocinina (5) diapocinina-H.

Os espectros de RMN H foi registrado em 300 MHz, utilizando aparelho Bruker
ADVANCE DPX-300. As amostras foram analisadas em dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-
d6) como solvente. Os deslocamentos quimicos (8) estdo expressos em partes por milhdo
(ppm) e calibrados de acordo com o sinal referente ao DMSO-d6, registrado a 2,51 ppm para
RMN H. As atribuicdes de RMN *H e *C dos grupos das chalconas estdo expressas na tabela
5.

A partir da analise de RMN 'H da 3,4,5-trimetoxi-chalcona derivada da apocinina
sintetizada pode-se evidenciar um singleto equivalente a 3 hidrogénios em 3,72 ppm da
metoxila aromatica (-OCHz3) do anel ligado a apocinina, e um singleto de maior intensidade
em 3,87 ppm referente aos trés grupamentos metoxila (3,4,5-OCHjs) ligados ao anel B,
multipletos na faixa de 6 a 8 ppm referente aos hidrogénios ligados aos anéis aromaticos, dois
singletos referentes aos hidrogénios a e 3 insaturados, na regido entre 7,62 a 7,67 ppm. Os
valores especificados para cada composto estdo demonstrados na tabela 5. O espectro de
RMN *H e do mesmo composto esta demonstrado na figura 18.

Tabela 5: Resultados das anélises espectroscépicas de RMN *H e **C dos compostos obtidos.

RMN
(DMSO) 6 ppm

Apocinina \©\ RMN H (300 MHz, DMSO-d6, & ppm) 3,82 (s, 3H, H-4),
OCH,

Composto Radical

1) 3,88 (s, 3H, H-12), 6,92 (d, 1H, J= 8,27 Hz, H-3), 7,01 (d, 2H,
J= 8,62 Hz, H-10,11), 7,63 (m, 1H, H-1), 7,69 (s, 1H, H-2),
7,76 -7,84 (m, 4H, J= 8,69 Hz, H-6,7,8,9), 9,98 (sl, 1H, H-5).

RMN “C (75 MHz, DMSO, & ppm) 55,9 (4’-OCHs); 56,2 (3-
OCHjy); 114,2 (3 CB-arom ou 5 CB-arom); 1155 (2 CA-
arom); 117,4 (5 CA-arom); 121,4 (Cvinilico); 123,7 (6 CA-
arom); 127,5 (1 CB-arom ou 6 CB-arom); 131,6 (1 CA-arom);
145,2 (Cvinilico); 151,9 (3 CA-arom ou 4 CA-arom); 159,9 (
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4 CB-arom); 189,5 (CO).

Apocinina RMN 'H (300 MHz, DMSO-d6, § ppm) 3,82 (s, 3H, H-4),
? OCH, 3,87 (s, 6H, H-11,12), 6,92 (d, 1H, J= 8,21 Hz, H-3), 7,02 (d,
OCHg 1H, J= 8,28 Hz, H-10), 7,38 (d, 1H, J= 8,35 Hz, H-8), 7,51 (s,

1H, H-9), 7,61/7,67 (d, 2H, J= 18,0 Hz, H-6,7), 7,77 (s, 1H,
H-7), 7,81 (d, 1H, J= 8,10 Hz, H-1), 9,99 (s, 1H, H-5).

RMN C (75 MHz, DMSO, & ppm) 56,2 (3, 3°,4’-OCHs);
111,6 (2 CB-arom); 115,2 (5 CB-arom ou 1 CA-arom); 117,4
(5 CA-arom); 119,7 (5 CB-arom); 121,4 (Cvinilico); 123,6 (6
CA-arom); 128,5 (1 CB-arom); 131,5 (1 CA-arom); 138,4 (2
CB-arom); 145,2 (Cvinilico); 149,0 (3 CB-arom ou 4 CB-
arom); 151,5 (4 CA-arom ou 3 CA-arom); 189,7 (CO).

Apocinina O%Ms  RMN 'H (300 MHz, DMSO-d6, & ppm) 3,72 (s, 3H, H-4),
) ocn. 387 (s 9H, H-1011,12), 6,94 (d, 1H, J= 8,25 Hz, H-3), 7,21
Seny 0 (s.2H, H-8,9), 7,62 (s, 1H, H-6), 7,67 (5, 1H, H-2), 7,85-7,88

(m, 3H, H-1,2,7)

RMN 3C (75 MHz, DMSO, & ppm) 56,2 (3, 3,4°,5’-OCHs);
103,9 (2 e 3 CB-arom); 115,5 (2 CA-arom); 117,4 (5 CA-
arom); 121,4 (Cvinilico); 123,6 (6 CA-arom); 129,5 (1 CB-
arom); 1315 (1 CA-arom); 138,4 (4 CB-arom); 1452
(Cvinilico); 150,7 (3,5 CB-arom); 151,5 (3 CA-arom ou 4
CA-arom); 189,7 (CO).

o RMN *H (300 MHz, DMSO-d6, 8 ppm) 2,49 (s*, CH3), 3,89
Diapocinina (s, 6H, OCH3), 7,45 (m, 4H, H-2,6), 9,47 (s, 2H, 4-OH).

4)
RMN 3C (75 MHz, DMSO, & ppm) 29,3 (CHs); 56,1 (OCHs);
113,3 (4C-arom); 123,3 (2CA-arom); 128,1 (1C-arom); 130,9
(3C-arom); 147,1 (6C-arom); 151,8 (5C-arom); 199,8 (CO).

Diapocinina \© RMN H (300 MHz, DMSO-d6, § ppm) 3,98 (s, 6H, H-3"),
©) 7,43-7,52 (m, 4H, H1, 2), 7,72 (d, 2H, H-5,6), 7,82 - 8,00 (m,
10H, H-7,8,9,10), 9,60 (sl, 2H, H-4).
RMN °C (75 MHz, DMSO, & ppm) 56,2 (3-OCH,); 114,2 (4
CA-arom); 115,5 (6 CA-arom); 121,3 (Cvinilico); 124,4 (5
CA-arom); 126,4 (2 ou 6CB-arom); 128,0 (LCA-arom ou 3 ou
4 ou 5CB-arom); 132,0 (2CA-arom ou 1 CB-arom); 1455
(Cvinilico); 148,5 (2CA-arom); 152,4 (3 CA-arom); 189,7
(CO).

Compostos: (1) metoxi-apocinina, (2) dimetoxi-apocinina, (3) trimetoxi-apocinina, (4) diapocinina, (5) diapocinina-H.

40



PPGCF-UNIPAMPA

— 10.063¢

3.8718
T 3.7229
——3.34%8
— 2.5087

e
_// —

T T T T
iz a1 1o =]

W
i

Figura 18 - Espectro de RMN *H da ((E)-1-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)prop-2-en-1-ona).

6.3 Sintese da diapocinina

A sintese da diapocinina seguiu de acordo com o0s procedimentos sugerido por
DASARI et al. (2008). Os derivados chalconas da diapocinina foram obtidos a partir do
emprego da reacdo de condensacdo de Claisen-Schmidt variando os benzoaldeidos utilizados.
Apbs o término das reacdes de sintese foi avaliada a pureza dos produtos formados através da
CCD, onde nao foram observadas bandas de migracdo nas placas cromatograficas para outros
produtos ou material de partida. Em uma analise mais detalhada como RMN *H e **C,
primeiramente, verificou-se que a diapocinina e a chalcona ndo substituida derivada da
diapocinina, foram os unicos compostos formados ou puros. Os derivados mono, di e
trissubstituidos (4’-OCHg, 3°,4’-OCHg, e 3°,4°,5’-OCHpg) apresentaram sinais caracteristicos
da presenca do material de partida, diapocinina e o aldeido, sem comprovacao da formacéo
dos compostos propostos. O composto trissubstitdido apresentou o sinal de deslocamento
quimica caracteristico da presenca de metila em 2.5 ppm, o que caracteriza a ndo formacéo ou
formagé&o parcial da chalcona derivada da diapocinina, conforme a figura 19.

A hipdtese para ndo formacdo dos compostos esté relacionada ao tempo reduzido de
reacao de sintese, onde se sugere aumentar o tempo e elevar a temperatura reacional. Outro
fato importante refere-se a diapocinina, que é de dificil solubilizagdo em solvente metanol

utilizado na reacdo de Claisen-Schmidth, mesmo em pH alcalino (aproximado de 10,0).
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Sugere-se ainda a presenca de solvente DMSO ou cloroférmio para dissolvé-la o que pode
influenciar na otimizacdo da reacdo de sintese dos compostos propostos. O isolamento dos
compostos propostos encontra-se em andamento e serdo confirmados a partir de experimentos
realizados no laboratdrio.

Figura 19 - Esquema da formagéo dos derivados da diapocinina.
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6.4 Ensaio sequestrante de radical pelo DPPH

A analise da capacidade aceptora de radicais das moléculas sintetizadas e do padrdo
BHT, foram realizadas através do emprego de método colorimétrico de analise do DPPH em
microplacas (96 pocos) (SOARES et al. 1997).0 ensaio espectrofotométrico do radical 1,1-
difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) é um teste realizado de maneira simples e muito empregado. O
DPPH é um radical livre estavel, de origem ndo natural (MIRANDA & FRAGA, 2006).
Segundo MIRANDA & FRAGA (2006), o ensaio fundamenta-se na propriedade do
DPPH apresentar uma forte absor¢cdo no espectro visivel, no comprimento de onda
padronizado, caracterizado por uma coloracgdo violacea intensa, devido a presenca de elétrons
livres. Quando o DPPH é colocado em presenca de substancias capazes de sequestrar radicais
livres, a absorcdo € inibida, resultando em uma deslocacdo estequiométrica em relacdo ao
namero de elétrons retirados e independente de qualquer atividade enzimatica. O grau de
descoloracdo indica a capacidade sequestradora de radical livre (LEHUEDE et al., 1999;
MATHIESEN et al., 1997).
Os compostos como polifendis, heteroaril-pirrol, acetonofenonas, e entre outros

apresentam capacidade de deslocar elétrons, conferindo a estes compostos propriedades

42



PPGCF-UNIPAMPA

oxidaveis. Os compostos estudados neste trabalho, a apocinina, diapocinina, e suas chalconas
derivadas, dentre das diversas propriedades farmacoldgicas, apresentam potencial para
exercer atividade antioxidante, uma vez que o nimero e a posic¢ao de grupamentos hidroxila (-
OH) e metoxila (-OCH3) em relacdo ao grupo funcional carboxila em compostos fenolicos
colabora para a captura das espécies reativas. Neste cendrio, a presenca dos citados grupos
substituintes na posicdo orto e para em relagcdo ao grupamento carboxila esta relacionado a
uma maior capacidade antioxidante aos compostos (MIRANDA & FRAGA, 2006), o que
ressalta a necessidade de avaliar a capacidade aceptora de radicais dos compostos propostos.
A determinacéo da atividade sequestrante de radical DPPH da apocinina, diapocinina e
derivados chalconas iniciou-se a partir da construcdo da curva padrdo de calibragédo do DPPH
e da analise de absorbancia das substancias. A construcdo da curva ocorreu na faixa de
concentracdo de 10 a 50 uM, que correspondeu a linearidade da curva de calibragéo,
conforme a figura 20. Os valores de absorbancia para as referidas concentragdes foram

ilustrado conforme na tabela 6.

Tabela 6: Valores utilizados para a construcao da curva de calibracdo do ensaio de DPPH.

Concentracéo (LM) Absorbéancia
10 0,174
20 0,279
30 0,394
40 0,505
50 0,613

Figura 20 - Curva de calibragio do DPPH em faixa de concentragio 10 a 50 uM.
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A partir desta etapa foram determinadas as concentra¢fes dos compostos e do BHT,
utilizado como substancia padrdo, que apresenta atividade antioxidante reconhecida. O ensaio
da atividade sequestrante pelo radical DPPH foi realizado em microplaca, em triplicada e em
concentracdes na faixa de 6,75 a 400 uM. A solucdo de DPPH, em presenga dos compostos,
foi submetida a leitura em tempos 0 e, mantida em ambiente escuro, apds 30 minutos. Na

tabela 7 estdo ilustradas as médias das absorbancias das amostras e do BHT obtidas no ensaio.

Tabela 7 - Resultados obtidos das leituras de absorbancias, com ensaio de DPPH para 0s

COMpOostos propostos.

Concentracio  Apocinina  Metoxi-  Dimetoxi- Trimetoxi-  Diapocinina  Diapocinina-  BHT
um apocinina  apocinina  apocinina H

400 1,839 0,624 2,337 0,576 2,105 0,576 0,628
200 1,838 0,687 2,592 0,644 2,248 0,644 0,629
100 1,867 0,684 2,582 0,668 2,301 0,668 0,628
50 1,883 0,725 2,698 0,708 2,378 0,708 0,644
25 1,931 0,722 2,606 0,714 2,335 0,714 0,696
12,5 1,988 0,725 2,684 0,730 2,441 0,730 0,733
6,75 1,952 0,738 2,624 0,757 2,341 0,757 0,712
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Logo apds os dados obtidos descritos na tabela 7 e como medida de anélise qualitativa,
calculou-se a percentagem (%) de atividade sequestrante de radical dos compostos em analise,
comparando-se a concentracdo de 400uM a 6,75uM. Os resultados desta analise estdo

demonstrados na tabela 8.

Tabela 8 - Resultados em porcentagem obtidos no ensaio sequestrante de radical pelo DPPH

em microplaca.

Concentragdo  Apocinina Metoxi- Dimetoxi- Trimetoxi-  Diapocinina  Diapocinina-  BHT
uMm % apocinina apocinina apocinina % H %
% % % %

400 55,65 78,56 43,64 84,47 49,24 79,42 78,37
200 55,67 76,39 37,49 84,47 47,16 80,55 78,63
100 54,97 76,50 37,73 83,89 45,52 80,38 78,39
50 53,10 75,09 34,94 82,92 43,52 79,31 77,82
25 53,43 75,19 37,15 82,78 43,86 79,52 76,03
12,5 52,06 75,09 35,27 82,39 42,70 78,80 74,76
6,75 52,92 74,64 36,72 81,74 44,56 79,11 76,06

Conforme a tabela 8, podemos verificar que os compostos derivados da apocinina 4°-
OCHgs, 3°,4°,5°-OCHg; e a diapocinina ndo substituida apresentaram atividade sequestrante de
radical superior ao padrdo BHT. Os resultados obtidos demonstram atividade sequestrante em
concentracdo 12,5uM foram superiores para os trés compostos citados. Os demais compostos
apresentaram atividade sequestrante, mas foram inferiores quando comparado ao controle, o
BHT. Segundo MIRANDA & FRAGA (2006), os compostos com acdo sequestrante de
radical conhecido devem apresentar valores de 90 — 100% de atividade. No entanto, todos 0s
compostos avaliados e inclusive o0 BHT, substancia padrdo, apresentaram valores inferiores
aos descrito na literatura, o que pode ser resultado do tempo da incubacdo utilizado, ou da

reduzida solubilidade dos compostos.
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A partir dos resultados expressos é possivel realizar a comparagdo entre a apocinina e
a diapocina, onde a apocinina demonstrou capacidade de captura de DPPH maior que seu
dimero diapocinina. De acordo com este ensaio, se sugere que a apocinina se apresenta como
melhor candidato a estrutura protdtipo para o desenvolvimento de compostos com atividade

antioxidante potencial.

6.5 Ensaio da atividade antioxidante total pelo radical 2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolina-

6-acido sulfénico) - ABTS em microplacas

A analise da capacidade aceptora de radicais das moléculas sintetizadas e do padréo
Trolox, foram realizadas através do emprego de método colorimétrico de analise do radical
ABTS", em microplacas (96 pogos).

O radical catidnico 2,2’- azinobis(3 etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS) é
utilizado como agente fenolicos com capacidade aceptora de radicais. O ABTS™ é um radical
gerado pela reacdo entre o ABTS e persulfato de potassio, que apresenta coloracdo verde-
azulada escura. O ensaio foi realizado segundo PELLEGRINI et al. (1999), observando-se o
decréscimo da absorbancia em comprimento de onda determinado proporcional ao efeito
antioxidante dos compostos testados. A primeira etapa envolveu a realizacao da construcédo da
curva padrdo do Trolox utilizando variadas concentragfes (100, 500, 1000uM), e logo apds a
realizacdo do ensaio. Os resultados das leituras das absorbancias realizadas em

espectrofotdbmetro UV/visivel estdo descritos na tabela 9.

Tabela 9. Curva de calibracéo do padrao Trolox no ensaio de radical ABTS.

Concentragao pM Absorbancia
100 0,644
500 0,680
1000 0,701

Figura 21 - Curva de calibragfo do padrdo Trolox no ensaio de radical ABTS.

46



PPGCF-UNIPAMPA

Curva de Calibracao
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Logo ap6s a construcdo da curva de calibracdo do Trolox, determinou as
concentracdes dos compostos e do controle, o Trolox. Em seguida realizaram as dilui¢des nas
microplacas.

Ap0s seis minutos de incubacgdo na presenca da substancia controle, o Trolox, que é
um analogo sintético da Vitamina E, foram determinadas as absorbéncias e a percentagem da
atividade antioxidante da apocinina, diapocinina e suas chalconas derivadas. Na tabela 10,

estdo expressas as médias das absorbancias das amostras e do padrdo Trolox.

Tabela 10: Resultados obtidos com as leituras das absorbancias no ensaio sequestrante de
radical ABTS.

Concentracio  Apocinina  Metoxi-  Dimetoxi- Trimetoxi-  Diapocinina  Diapocinina-  Trolox
um apocinina  apocinina  apocinina H

400 0,057 0,328 0,06 0,097 0,103 0,354 0,203
200 0,045 0,292 0,046 0,065 0,052 0,329 0,183
100 0,044 0,266 0,049 0,067 0,042 0,257 0,190
50 0,039 0,285 0,046 0,109 0,054 0,262 0,173
25 0,061 0,268 0,052 0,168 0,068 0,257 0,183
12,5 0,087 0,331 0,114 0,216 0,130 0,283 0,185
6,75 0,171 0,343 0,133 0,222 0,125 0,353 0,179
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Em seguida, os dados obtidos descritos na tabela 10 e como medida de analise
qualitativa, determinou-se a percentagem (%) de atividade sequestrante de radical dos
compostos em analise, comparando-se a concentracdo 400uM a 6,75uM. Estes estdo

demonstrados na tabela 11.

Tabela 11: Resultados obtidos no ensaio sequestrante de radical ABTS em microplaca.

Concentragdo  Apocinina  Metoxi- Dimetoxi- Trimetoxi- Diapocinina  Diapocinina-  Trolox
uMm % apocinina  apocinina  apocinina % H %
% % % %

400 85,38 26,12 82,55 68,60 71,54 21,15 54,56
200 88,46 34,23 86,62 78,96 85,63 26,72 59,17
100 88,71 40,09 85,75 78,31 88,39 42,76 58,04
50 90 35,81 86,62 64,72 85,08 41,64 61,62
25 81,79 39,63 84,88 45,63 81,21 42,76 59,65
12,5 77,69 25,45 58,13 30,09 64,08 36,90 58,65
6,75 56,15 22,74 61,33 28,15 65,46 21,38 60,25

A partir da tabela 11, observa-se que os compostos apocinina, diapocinina, e 0s
derivados da apocinina 3°,4’-OCHjs, 3°,4°,5’-OCHj3, apresentaram atividade sequestrante
superior ao controle, o Trolox nas concentragfes 400, 200, 100 e 50uM. Os demais
compostos apresentaram atividade sequestrante do ABTS, porém inferiores aos demais
destacados. Porém como mencionado no ensaio do DPPH, para ter acdo sequestrante devem
estar entre 90 — 100%, e, neste caso, somente a apocinina demonstrou atividade sequestrante
comprovada, na concentragdo de 50uM. Os demais compostos e o controle, Trolox,
apresentaram valores inferiores aos descrito na literatura.

A partir dos resultados, realizou-se a comparacao entre a apocinina e a diapocinina, onde
se verificou que a apocinina apresentou atividade sequestrante superior ao seu dimero
diapocinina e ao Trolox, substancia controle. Porém em concentragcdes menores a diapocinina,
apresentou maior atividade. Esse ensaio comprovou a atividade antioxidante da apocinina, no
entanto, devem ser realizados estudos mais aprofundados para comprovacdo da atividade

antioxidante da mesma.
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Figura 22 - Foto da microplaca do ensaio da atividade sequestrante pelo radical ABTS para a apocinina e

diapocinina, apds seis minutos de incubagéo.
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6.6 Avaliacdo da atividade antibacteriana

A apocinina é uma substancia que apresenta diversas atividades bioldgicas descritas
na literatura. A atividade antibacteriana deste composto ndo é totalmente estudada. Neste
contexto, HOREMANS et al. (2016) verificaram que a apocinina ndo apresentou atividade
contra a bactéria Helicobacter pylori quando incubada in vitro. A apocinina tem sido utilizada
como estrutura protétipo para o desenvolvimento de substancias antibacterinas novas, como
derivados chalconas da apocinina (JANAKI et al. 2013; RAO et al. 2013, KUMAR et al.
2015). As chalconas sdo um conjunto de moléculas com estrutura quimica derivada do nucleo
diaril 1,3-propenona e sua atividade antibacteriana é reconhecida para diversos derivados
desta molécula base (KROMANN et al., 2004; NIELSEN et al., 2004; NOWAKAWSKA,
2007; SAHU et al., 2012). NOWAKAWSKA (2007) descreveu que a por¢ao estrutural cetona
ligada aos carbonos a,B-insaturada é responsavel pela sua ligagdo com o grupo tiol de
proteinas essenciais de bactérias.

A avaliagdo da atividade antibacteriana da apocinina e dos compostos obtidos, além do
antibidtico de referéncia cloranfenicol, foi realizada através do método adaptado difusdo agar-
cilindro, frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923 (Gram positiva) e Escherichia coli
ATCC 25922 (Gram negativa). Este método, desenvolvido inicialmente por BACHARACH
& CUTHBERTSON em 1948, tem sido utilizado até o presente momento para avaliacdo
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inicial da atividade antibacteriana de compostos candidatos a farmacos antibacterianos
(SAHU et al. 2014; KUSHWABA et al. 2014).

Os compostos apocinina, diapocinina e chalconas derivadas destes apresentaram
atividade frente a S. aureus somente ndo sendo observada atividade frente a cepa Gram
negativa estudada. Os resultados para a atividade antibacteriana frente & cepa de S. aureus
ensaiada estdo demonstrados na tabela 12 e figura 23.

Figura 23 - Halos de inibi¢do da bactéria S. aureus em contato com os compostos chalconas (trimetoxi e
dimetoxi) derivadas da apocinina.

Tabela 12 — Medida dos halos de inibicdo do crescimento bacteriano das chalconas derivadas
da apocinina e diapocinina, e do padrdo cloranfenicol.

Compostos Substituintes Halos de Inibicdo  Halos de Inibicéo
Staphylococcus Escherichia coli
aureus (mm)* (mm)*
Apocinina Original 20,25 -
4-OCHjs 17,45 -
3,4-OCHj3 17,98 -
3,4,5-OCHj 18.25 -
Diapocinina Original 18,41 -
H 18,53 -
Cloranfenicol 36,52 4791

*Média obtida a partir do valor de trés halos de inibicéo

A partir destes resultados verificou-se que a apocinina apresenta atividade

antibacteriana maior que a determinada para a diapocinina. Os compostos derivados da
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apocinina e da diapocinina apresentaram atividade menor em relacdo aos compostos de
partida apocinina e diapocinina. RAO et al. (2013) estudaram uma série de compostos
derivados da apocinina com variacdo estrutural no anel B, e que apresentavam 0 grupo
etilazida ligado a hidroxila do anel da apocinina, e verificaram que 0s mesmo apresentaram
atividade antibacteriana contra cepas de Staphylococcus aureus MTCC 96 e Escherichia coli
MTCC 433. Em outro estudo, KUMAR et al. (2015) sintetizaram derivados de chalconas com
0 grupo 3-cloro-metilbenzeno ligado a hidroxila da apocinina e também verificaram a
ocorréncia de atividade antibacteriana frente a cepas Gram positivas e Gram negativas.

Nesta mesma linha de estudo, JANAKI et al. (2013) estudaram chalconas derivadas
da apocinina sem grupos quimicos ligados a hidroxila da apocinina e verificaram que as doze
moléculas obtidas apresentaram atividade contra cepas de Staphylococcus aureus MTCC 96 e
Escherichia coli MTCC 433. No entanto, a atividade observada foi menor que a determinada
por KUMAR et al. (2015). Este fato evidencia que mudanca na estrutura quimica da
apocinina pode resultar em atividade antibacteriana diversa, e neste caso, com atuacgéo frente a
cepas Gram negativas. As chalconas derivadas da apocinina obtidas neste trabalho podem ter
apresentado resultado diverso do observado na literatura devido a cepa de Escherichia coli
estudada ser diferente da descrita na literatura, uma vez que as mesmas podem apresentar
susceptibilidade diferente aos compostos estudados.

Os compostos estudados ndo apresentaram atividade maior que o padréo cloranfenicol,
no entanto, se apresentam como prototipos para o desenvolvimento de agentes terapéuticos

novos.

6.7 Modelagem Molecular dos compostos bioativos

Os estudos de modelagem molecular dos compostos estudados neste trabalho
envolveram o célculo e otimizacdo da estrutura quimica dos compostos, a determinacdo de
propriedades fisico-quimicas, e a obtencdo de modelos tedricos destas propriedades.

A primeira etapa da modelagem envolveu o desenho das estruturas quimicas e calculo de
valores de propriedades fisico-quimicas que possam interferir na atividade antibacteriana dos
compostos. A segunda etapa consistiu também em desenhar a estrutura quimica dos
compostos e submeter estas a estudos de otimizacdo de energia, calculo de propriedades
fisico-quimicas de carater lipofilico, eletronicas e estruturais de modo a apoiar a compreensao

do seu mecanismo aceptor de radicais e de sua reatividade molecular.
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a) Estudo de Propriedades Fisico-Quimicas

As propriedades fisico-quimicas inicialmente escolhidas foram as descritas a partir do
emprego da “Regra dos Cinco” de Lipinski (LIPINSKI, 2004). Esta regra foi formulada para
avaliar a semelhanca ou determinar se um composto quimico com certa atividade bioldgica ou
farmacoldgica tem propriedades que o tornam um provavel farmaco a ser usado por via oral
em humanos. A elaboracao desta regra foi fundamentada em conjunto de farmacos absorvidos
por difusdo passiva no trato gastrintestinal e que apresentam lipofilicidade relativa (Lipinski,
2004). Nesta regra o coeficiente de particdo ndo deve apresentar um valor maior que 5,0, 0
peso molecular ndo deve ultrapassar 500 Daltons, ndo deve ter mais que 5 grupos funcionais
doadores e 10 grupos aceptores de ligacdo de hidrogénio. Para esta andlise foi utilizado o
programa  computacional ~ Molinspiration  webserver  disponivel na internet
(http://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties). Com 0o uso deste programa
computacional foram obtidos os valores das propriedades fisico-quimicas descritas por
Lipinski e também de area de superficie topoldgica polar (TPSA), volume molecular (VM), e
0 nimero de rotacdes (nRot) livres de cada molécula.

Nesta etapa optou-se por incluir os compostos originalmente propostos e que se
encontram em processo de purificagdo para fins de se obter informacdes que possam delinear
0 desenvolvimento de substancias candidatas a novos farmacos. Os valores das propriedades
fisico-quimicas de todos compostos estdo descritas na tabela 13.

A partir dos resultados obtidos verificou-se que a apocinina, os derivados chalconas e a
diapocinina desta estdo em conformidade com a regra dos cinco de Lipinski. Ao observar 0s
compostos estudados verificou-se que as chalconas derivadas da diapocinina, apresentam duas
a trés violacdes da regra em questdo, a saber: coeficiente de particdo, peso molecular e, para o
composto 3’,4’°,5’-trimetoxi, a propriedade que avalia 0 numero de grupos de receptores de
ligagdo de hidrogénio. As violagbes da regra dos cinco, principalmente a lipofilicidade,
indicam que as chalconas derivadas da apocinina podem apresentar problemas de absorcao se

forem administradas via oral.

Tabela 13 - Valores de propriedades fisico-quimicas calculadas com o programa

Molinspiration.
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Compostos  Substituintes PM* NON nOHNH CLogP nRot TPSA VM
(Daltons) (A2 A
Apocinina Original 166,18 3 1 1,18 2 46,53 153,15
H 254,28 3 1 3,15 4 46.53 235,42
4-OCHjs 284,31 4 1 3,21 5 55,77 260,96
3,4-OCHjs 314,34 5 1 2.80 6 65,00 286,51
3,4,5-OCHj 344,36 6 1 2,78 7 74,23 312,05
Diapocinina  Original 330,34 6 2 2,52 5 93,07 293,67
H 506,55 6 2 6,47 9 93,07 458,20
4-OCHjs 566,61 8 2 6,59 11 111,53 509,29
3,4-OCHjs 626,66 10 2 5,77 13 130,00 560,38
3,4,5-OCHj3 686,71 12 2 5,74 15 148,47 611,47

*PM: Peso molecular; nOH: nimero de grupos de receptores de ligacdo de hidrogénio; nOHNH:
doadores de ligacdes de hidrogénio (nON e ndo respectivamente), TPSA: area de superficie topoldgica
polar, VM: volume molecular, nRot: nimero de rotag

Em outro estudo, O’SHEA & MOSER (2008) estudaram as propriedades fisico-
quimicas de diversas classes de farmacos antibacterianos como sulfonamidas, macrolideos, -
lactamicos, tetraciclinas, fluorquinolonas, lincosamidicos, oxazolidiononas, glicopeptideos,
aminoglicosideos, entre outros para estabelecer parametros estruturais comuns para atividade
bioldgica. Os autores estabeleceram valores diferentes de propriedades fisico-quimicas para
compostos ativos que possam atuar em bactérias Gram-negativas ou positivas. As
propriedades estudadas foram peso molecular (PM), coeficiente de particdo (ClogP), area de
superficie polar (PSA), area de superficie polar relativa (%PSA), doadores ou aceptores de
ligagbes de hidrogénio, e coeficiente de distribuicdo (CLogD74), e 0s valores propostos

encontram-se expressos na Tabela 14.

Tabela 14 - Média dos valores de propriedades fisico-quimicas de antibacterianos utilizadas

como referéncia para o estudo de substancias antibacterianas (O’Shea e Moser, 2008).

Propriedades Bacterias

Fisico-Quimicas Gram-positivas Gram-negativas
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Peso Molecular (Daltons) 813 414
ClogP 2,1 -0,1
ClogD74 -0,2 -2,8
PSA (A% 243 165
%PSA (A% 30 42

Doador-H 7,1 51
Aceptor-H 16,3 9,4

A andlise das propriedades fisico-quimicas descritas na tabela 14 publicada por
O’SHEA & MOSER (2008) verifica-se que a apocinina e as chalconas derivadas desta
apresentam peso molecular proximo ao valor sugerido para substancias Gram-negativas e
longe das Gram-positivas. Entretanto, para as mesmas bactérias, o valor do coeficiente de
particdo obtido para as moléculas estudadas (tabela 13) é maior que o proposto para os valores
de referéncia de O’Shea & Moser. Este raciocinio se aplica também para as propriedades de
PSA, doador e aceptor de ligacdes de hidrogénio. Esta diferenca pode indicar o porqué da
auséncia de atividade antibacteriana contra a cepa Escherichia coli estudada. J& para
propriedades que séo referéncia para Gram-positivas, observa-se que os valores do coeficiente
de particdo estdo proximos ao proposto para antibacterianos ativos frente a estas bactérias. Os
demais valores das propriedades do tipo PSA, do peso molecular e presenca de grupos
doadores e aceptores de hidrogénio estdo muito diversos do sugerido como referéncia.

Para os derivados da diapocinina, verifica-se que o peso molecular determinado
506,55 — 686,71 daltons estdo mais proximos do valor de referéncia para substancias
antibacterianas ativas contra Gram-positivas. Da mesma forma como para os derivados da
apocinina, verifica-se que os valores calculados (tabela 13) estdo muito distantes dos
sugeridos como referéncia para as propriedades de do tipo PSA, do peso molecular e presenca
de grupos doadores e aceptores de hidrogénio, e coeficiente de particdo. A partir desta analise,
sugere-se que a reduzida atividade antibacteriana dos compostos elencados neste trabalho
contra a cepa Gram-positiva e a auséncia do efeito frente a Gram-negativa estudadas pode ser
devido as estruturas quimicas apresentarem valores de propriedades fisico-quimicas diferentes
das propostas na literatura. Este fato demonstra que estes compostos podem ser submetidos

estudos com a finalidade de aperfeicoamento das propriedades fisico-quimicas estudadas.
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b) Modelagem molecular da apocinina e da diapocinina e avaliacédo da relagdo com
o efeito aceptor de radical

Célculo de otimizacao de geometria estrutural

As moléculas foram desenhadas no pacote computacional Spartan’ 08 for Windows, e
as estruturas tridimencionais submetidas ao processo de otimizacdo de geometria,
empregando o método de mecanica molecular MMFF94 e o método da Teoria do Funcional
de Densidade (DFT/B3LYP), e base de dados 6.31G*. Nesta etapa foram calculados os
modelos de estrutura quimica em 3D (tubo), dos sitios de densidade local de potencial de
ionizacdo, dos descritores de propriedades fisico-quimicas energia de HOMO e LUMO,
energia de formacdo (EAy), indice de eletrofilicidade global (), dureza (), maciez (S) €
potencial quimico (u), ¢ bandgap (GAP) dos compostos apocinina e diapocinina. Estas
propriedades foram obtidas para fins de avaliacdo da reatividade da estrutura quimica das
substancias utilizadas como material de partida para a sintese das chalconas. Os resultados das

propriedades fisico-quimicas estdo descritos na tabela 15.

Tabela 15 - Valores dos descritores de propriedades fisico-quimicas calculadas utilizadas
para avaliacdo da reatividade molecular da apocinina e da diapocinina.

Propriedades Compostos

Fisico-Quimicas Apocinina Diapocinina
EAHs (au) -574,638069  -1148,079030
Enomo (eV) -5,91 -5,76
Ewwmo (eV) -1,20 1,11
GAP 4,71 4,65
n (eV) -2,34 -2,32
o (eV) -2,69 -2,53
S (eV) -0.21 -0.21
i (eV) 3,55 3,43

A partir dos valores das propriedades fisico-quimicas obtidas a partir da otimizacao da

geometria é possivel prever qual molécula, se a apocinina ou diapocinina, serd mais reativa.
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Geralmente, quando uma molécula apresenta valor de dureza quimica maior em relacdo a
outro composto este apresentara menor reatividade (referéncia). Os valores das propriedades
de dureza e maciez quimica sdo muito préximos entre as duas moléculas, o que nédo permite
identificar com certeza qual a molécula mais reativa. Para as propriedades de potencial
quimico e 0 GAP, quando comparamos duas moléculas, observa-se que quanto maior estas
propriedades mais estaveis é determinado composto. Neste contexto, verifica-se que a
apocinina apresenta maiores valores de GAP e de potencial quimico, e devido a estes
resultados sugere-se que este composto € mais estavel em relagcdo a diapocinina. O indice de
eletrofilicidade global est& relacionado com a propensdo de uma molécula aceitar ou doar
elétrons em uma reacdo ou em um determinado ambiente. A apocinina apresentou valor de -
2,69 eV em comparacdo a diapocinina, -2,53 eV, 0 que caracteriza que a molécula base para a
producdo de diapocinina € melhor nucleo6filo em relagdo ao seu dimero.

Os modelos em 3D dos sitios de densidade local de potencial de ionizacdo da
apocinina e diapocinina em forma de tubo estdo demonstrados na figura 29. A partir dos
dados estruturais verifica-se que a diapocinina apresenta quebra de coplanaridade entre os
dois aneis aromaticos fundidos. Os sitios de distribuicdo local do potencial de ionizacao estdo
localizados principalmente na carbonila e na hidroxila ligados ao anel aromético da apocinina.
Para a diapocinina, observa-se a presenca de sitios nos mesmos grupos da apocinina e que
estes estdo ligados entre si resultando em uma nuvem distribuida pela superficie dos anéis
aromaticos e da unido entre estes.

A apocinina apresentou capacidade aceptora de radicais DPPH e ABTS superior a
diapocinina na maioria das concentra¢fes avaliadas. Os resultados das propriedades fisico-
quimicas indicam que a diapocinina seria mais reativa em relacdo a apocinina o que de fato
ndo foi registrado neste trabalho. A partir dos sitios de distribui¢do local do potencial de
ionizacdo podemos sugerir que a molécula apresenta efeito de ressonancia junto aos dois anéis
0 que pode promover a estabilizacdo da estrutura da diapocinina. Este fato pode exercer
influencia sobre o efeito eletrdnico envolvido na atividade aceptora de radicais permitindo
gue a apocinina seja um aceptor de elétrons melhor que a diapocinina. Estes resultados serdo

alvo de estudos futuros a serem desenvolvidos na UNIPAMPA.

Figura 24 - Mapa dos sitios de densidade local de potencial de ionizagdo da apocinina e da diapocinina usando

Spartan’ 08 for Windows e método DFT/3BLYP 6.31°G.
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6. 8 Avaliagdo da Toxicidade in Silico

A anédlise da toxicidade in silico, como a genotoxicidade, mutagenicidade, efeitos
irritante e sobre o sistema reprodutor, foi realizada com o emprego do programa
computacional Osiris Property Explorer para todos 0s compostos propostos neste trabalho.
Este estudo tem a finalidade de verificar o risco de toxicidade tedrica e assim, de posse destes
dados, propor qual é a melhor alternativa para direcionar a continuidade dos estudos com as
moléculas propostas.

Os principais resultados estdo dispostos na tabela 16, como risco baixo (1), médio (2),
e alto (3) de causar os efeitos tdxicos descritos. Os compostos chalconas derivados da
apocinina e da diapocinina com grupo metoxila (-OCHj3) ligado em posicdo para do anel B
apresentaram alto e médio risco para o efeito irritante e para o sistema reprodutor,
respectivamente. Os demais compostos estudados apresentaram baixo risco tedrico de
desenvolver os efeitos tdxicos estudados. A partir destes resultados sugere-se que 0s
compostos estudados se apresentam como substancias com relativa seguranca para a

continuidade dos estudos de planejamento e desenvolvimento de novos farmacos.

Tabela 15 - Risco de efeitos toxicos calculados no programa Osiris Property Explorer® para

as chalconas derivadas da apocinina e diapocinina.

Compostos
Apocininas Diapocininas
Efeito* H 4- 3,4- 3,4,5- H 4- 3,4- 3,4,5-OCH3
OCH OCH OCH OCH OCH

3 3 3 3 3
Mutagénico 1 1 1 1 1 1 1 1
Tumorogénico 1 1 1 1 1 1 1 1
Irritante 1 3 1 1 1 3 1 1

(@)]
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Reprodutivo 1 2 1

* Valor 1: risco baixo; 2: risco médio; 3: risco alto.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Nesse trabalho, foi realizado o planejamento, a sintese e a determinacdo da atividade
aceptora de radical e antibacteriana, da apocinina, diapocinina e uma série de oito derivados
de chalconas. Em adicdo ao ensaio bioldgico, foi desenvolvida uma analise da relacdo
estrutura-atividade através da determinacdo das propriedades fisico-quimicas,
estereoeletronicas e de toxicidade in silico dos mesmos.

Os compostos derivados de chalconas foram sintetizados através a reacdo de
condensacdo alddlica de Claisen-Schmidt. A diapocinina foi sintetizada conforme a
metodologia descrito por DASARI et al. (2008). Somente quatro compostos obtiveram sua
formacdo comprovada, sendo que os demais compostos ainda se encontram em fase de
estudo. Destes quatros compostos, seus rendimentos foram similares aos ja relatados na
literatura, e apresentaram dados de caracterizagdo estrutural similares aos encontrados na
literatura.

Em relacdo a atividade aceptora de radicais, observada a partir dos ensaios de DPPH e
ABTS, o0s compostos apresentaram atividades superiores aos padrdes utilizados, BHT e
Trolox, respectivamente. No entanto, ndo apresentam atividades sequestrantes situadas entre
90 -100%, caracteristicas para substancias consideradas antioxidantes.

Na atividade antibacteriana, todos os compostos avaliados apresentaram atividade
antibacteriana frente a cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923, enquanto para E. coli,
nenhuma atividade foi observada. Entretanto, os compostos apresentaram atividade
antibacteriana inferiores comparados ao padrdo cloranfenicol. Mesmo apresentando uma
atividade antibacteriana baixa, estas moléculas se apresentam como substancias prot6tipo para
estudos de modificacdes estruturais com a finalidade de aumento da acdo bioldgica, visto que
algumas estdo conforme os parametros delineados na Regra dos Cinco e, devido a isso, sdo
promissoras a apresentar uma boa biodisponibilidade oral.

Ensaios experimentais de toxicidade devem ser realizados para confirmar os efeitos
toxicos tedricos aqui determinados, principalmente relacionados a irritabilidade e sobre o

sistema reprodutor.
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8. PERSPECTIVAS

e Aperfeigoar os processos de obtencdo dos compostos derivados das chalconas;
e Realizar ensaios toxicoldgicos experimentais nas moléculas ja sintetizadas;

e Estudar substancias analogas com a finalidade de aperfeicoar o perfil de
atividade bioldgica observada.
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ANEXO | - ESPECTROS DE INFRAVERMELHO E DE RMN

1. Apocinina (acetofenona)

Figura 25: Espectro 1V da apocinina
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2. (E)-1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-phenylprop-2-en-1-one

Figura 27: Espectro de IV da (E)-1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-phenylprop-2-en-

1-one
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Figura 28: Espectro de RMN'H da (E)-1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-phenylprop-

2-en-1-one.
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Figura 29: Espectro de IV da (E)-1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-(4-
methoxyphenyl)prop-2-en-1-one.

9%
95
9
85 . '
3192.01cm-1, 85.75%T 1641.73¢h-1] pjidTheT]
80 B i i o DR
L
S . 1598. 4ac- 7 3%
15655%1; ,)571@3 L+
704 1505 39cm-1, 71 854 T 9 | %;}m'rr P2l
1 1278.060
65 1243.?:11‘;1\ %72351 oyt sl
§23.480m-1] 64.5p %1 63.90%
60 809 88cm 1§ 1.02%1
1163.33km 1, 57.80%T703.234n-1, 57
a7 T T T - - . .
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 630

cm-1

72



PPGCF-UNIPAMPA

Figura 30: Espectro de RMN' H da (E)-1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-(4-
methoxyphenyl)prop-2-en-1-one.
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Figura 31: Espectro de IV da (E)-1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-(3,4-

dimethoxyphenyl)prop-2-en-1-one
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Figura 32: Espectro de RMN'H da (E)-1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-(3,4-
dimethoxyphenyl)prop-2-en-1-one.
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Figura 35: Espectro de 1V da Bis-(E)-1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-phenylprop-2-

en-1-one.
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da Bis-(E)-1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-

L TEe56

4

1,68
1]

7. Bis-(E)-1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-(4-methoxyphenyl)prop-2-en-1-one

76



PPGCF-UNIPAMPA

Figura 37: Espectro de IV da Bis-(E)-1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-(4-

methoxyphenyl)prop-2-en-1-one.
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Figura 38: Espectro de RMN'H da Bis-(E)-1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-(4-
methoxyphenyl)prop-2-en-1-one.
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Bis-(E)-1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-(3,4-dimethoxyphenyl)prop-2-en-1-one
Figura 39: Espectro de IV da Bis-(E)-1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-(3,4-
dimethoxyphenyl)prop-2-en-1-one.
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Figura 40: Espectro de RMN'H da Bis-(E)-1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-(3,4-
dimethoxyphenyl)prop-2-en-1-one.
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Bis-(E)-1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-(3,4,5-trimethoxyphenyl)prop-2-en-1-one
Figura 41: Espectro de IV da Bis-(E)-1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-(3,4,5-
trimethoxyphenyl)prop-2-en-1-one.
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Figura 42: Espectro de RMN'H da Bis-(E)-1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-(3,4,5-

trimethoxyphenyl)prop-2-en-1-one.
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ANEXO Il - TOXICIDADE

1. (E)-1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-phenylprop-2-en-1-one

Figura 43: Analise de toxicidade da (E)-1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-

phenylprop-2-en-1-one.
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2. (E)-1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-(4-methoxyphenyl)prop-2-en-1-one.

Figura 44: Anélise de toxicidade da (E)-1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-(4-

methoxyphenyl)prop-2-en-1-one.

80



Enter compound name, SMILES or CAS-no:

Fa

-
-

o
e
i

|2

=[2[~ [z~ [+[C[O[C ]/

0
0
H
~0 O./

PPGCF-UNIPAMPA

=Cirl- to paste from cliphoard=

Toxicity Risks
e mutagenic
e turnorigenic
€ imitant

clive
O o
cLogP

e -7

Solubility
dotl s

Molweight
[ T—— Z240

TPSA
[ == T ' 5578

Druglikeness

s laaaal 143

Drug-Score

[ R T

3. (E)-1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-(3,4-dimethoxyphenyl)prop-2-en-1-one
Figura 45: Anélise de toxicidade da (E)-1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-(3,4-

dimethoxyphenyl)prop-2-en-1-one.
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4. (E)-1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-(3,4,5-trimethoxyphenyl)prop-2-en-1-one
Figura 46: Andlise de toxicidade da (E)-1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-(3,4,5-
trimethoxyphenyl)prop-2-en-1-one.
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5. Bis-(E)-1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-phenylprop-2-en-1-one
Figura 47: Analise de toxicidade da Bis-(E)-1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-
phenylprop-2-en-1-one.
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6. Bis-(E)-1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-(4-methoxyphenyl)prop-2-en-1-one.
Figura 48: Andlise de toxicidade da Bis-(E)-1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-(4-
methoxyphenyl)prop-2-en-1-one.
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7. Bis-(E)-1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-(3,4-dimethoxyphenyl)prop-2-en-1-one.
Figura 49: Anélise de toxicidade da Bis-(E)-1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-(3,4-
dimethoxyphenyl)prop-2-en-1-one.
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8. Bis-(E)-1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-(3,4,5-trimethoxyphenyl)prop-2-en-1-one.
Figura 50: Andlise de toxicidade da Bis-(E)-1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-
(3,4,5-trimethoxyphenyl)prop-2-en-1-one.
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9. Apocinina

Figura 51: Anélise de toxicidade da apocinina.
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10. Diapocinina
Figura 52: Andlise de toxicidade da diapocinina
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