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Resumo

Gliomas malignos sdo os tumores mais comuns do sistema nervoso central
em adultos sendo glioblastoma multiforme (GBM) o mais agressivo e 0 mais
frequente. Estudo preliminar do nosso grupo de pesquisa demonstrou que as
chalconas LAFIS 31 e LAFIS 40 foram compostos muito ativos em ensaios de
viabilidade e contagem celular, utilizando células C6 de glioma de rato. Desta forma,
prop6s-se a avaliacdo bioquimico-farmacoldgica das chalconas LAFIS 31 e LAFIS
40, além do planejamento e sintese de duas séries respectivas de derivados desses
altimos compostos, visando a atividade antitumoral em glioma. Essas séries foram
planejadas a fim de avaliarmos o efeito de modificacGes estruturais na atividade
biologica e resultaram na sintese de cinco compostos com rendimentos entre 4 e
55% que tiveram suas estruturas elucidadas por dados espectroscopicos. Desses
altimos compostos, trés séo inéditos. LAFIS 31 e LAFIS 40 foram avaliados quanto
aos seus efeitos na proliferacdo celular, citotoxicidade e mecanismo de acdo em
linhagens de glioma humana (U138) e de rato (C6). Ambos compostos também
apresentaram efeitos citotéxicos em células U138. Embora sejam citotdxicos para as
células de glioma, LAFIS 31 e LAFIS 40 ndo apresentaram atividade nestas
mesmas células ndo tumorais, em concentracfes aproximadamente duas vezes
maior que a concentracao ativa em glioma. Em todas as concentracdes testadas (5
a 20 uM para LAFIS 31 e 10 a 100 pM para LAFIS 40), estas chalconas né&o
alteraram o ciclo celular de células C6 de glioma e o ensaio de morte de anexina/PlI
indicou a auséncia de morte celular por necrose. Por outro lado, ambos os
compostos aumentaram a morte apoptoética precoce. Entretanto, apenas LAFIS 31
mostrou inibicdo de NF-«xB em células de glioma que poderia ser, pelo menos
parcialmente, a causa de morte de apoptose. Assim, LAFIS 31 e LAFIS 40 séo
promissores prototipos para o tratamento de GBM no futuro.

Palavras- chave: chalcona, glioma, apoptose, NF-kB.






Design, synthesis and biochemico-pharmacological evaluation of chalcones

and derivatives for antitumor activity

Abstract

Malignant gliomas are the most common primary central nervous system
tumors in adults and glioblastoma multiforme is the most aggressive and more
frequent one. Our preliminary studies selected the chalcones LAFIS 31 and LAFIS
40 as active compounds in viability and cell counting assays using C6 rat glioma
cells. Therefore, it was proposed the biochemico-pharmacological evaluation of
chalcones LAFIS 31 and LAFIS 40 and, in addition, the design and synthesis of two
series of their derivatives aiming to antitumor activity in glioma. These series were
designed to evaluate the effect of structural modifications to the biological activity
obtaining five compounds with yields between 4 and 55% which chemical structures
were elucidated by spectroscopic data. Among these latter ones, three are new
compounds. LAFIS 31 and LAFIS 40 were subjected to assays in order to explore
their effects on cell proliferation, cytotoxicity and mechanism of action in human
(U138) and rat (C6) glioma cell lines. Both compounds also presented cytotoxic
effects in U138 human glioma cells. Although they were cytotoxic to glioma cells,
LAFIS 31 and LAFIS 40 showed no activity in these same non-tumor cells at
concentrations approximately twice the active one in glioma. In all tested
concentrations (5 at 20 uM in LAFIS 31 and 10 at 100 uM for LAFIS 40), these
chalcones did not alter the cell cycle of C6 glioma cells and the annexin/Pl death
assay, indicating the absence of necrotic cell death. On the other hand, both
compounds increased early apoptotic death. Moreover, only LAFIS 31 showed
inhibition of NF -kB in glioma cells which could be, at least partially, the cause of
apoptosis death.Thus, LAFIS 31 and LAFIS 40 are promising prototypes for the
treatment of GBM in the future.

Keywords: chalcone, glioma, apoptosis, NF-xB.
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Gliomas malignos s&o os tumores mais comuns do sistema nervoso central
em adultos sendo glioblastoma multiforme (GBM) o mais agressivo e 0 mais
frequente. Sua classificacdo pela organizacdo mundial da saude é astrocitoma de
grau IV, o mais maligno tumor cerebral (Nones et al., 2010).

Devido sua localizacdo e -caracteristicas de invasividade, gliomas sao
conhecidos pelo seu dificil tratamento, fazendo-se necessarios mais estudos que
contribuam com avancos terapéuticos e, aumentem a sobrevida média dos
pacientes que é de aproximadamente um ano (Nones et al., 2010). Além da
invasividade, mecanismos de resisténcia a quimio e radioterapia também sé&o
relatados, dificultando ainda mais o tratamento dos pacientes (Erstad e Cusack Jr,
2013).

Em busca de um alvo para o tratamento de tumores, o fator de transcricdo
nuclear kappa B (NF-xB) tém sido destacado uma vez que atua na expressao de
diversos genes responsaveis pelo desenvolvimento e progressdo tumoral (Erstad e
Cusack Jr, 2013). Em glioblastoma parece ser um alvo ainda mais promissor por
encontrar-se superexpresso em tais tumores, além de estar relacionado com mau
progndstico e estar envolvido com resisténcia a quimio e radioterapia (Brown e Law,
2006; Raychaudhuri et al., 2007).

Atividade antitumoral de flavonoides tem sido bastante relatada e estudo
preliminar do nosso grupo, avaliando as diferentes estruturas moleculares dos
flavonoides na viabilidade e morte celular em linhagem C6 de glioma de rato,
apontou as chalconas LAFIS 31 e LAFIS 40 (Figura 1) como as mais promissoras

em glioma.

(0] OH O
MeO ! = ! OMe l = l
HO OMe
OMe OMe

LAFIS 31 LAFIS 40

Figura 1: Chalconas LAFIS 31 e LAFIS 40.

Pelos resultados apresentados e pelo grande potencial de flavonoides como

agentes antitumorais, e em especial pelos padrdes moleculares menos complexos e
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pelas moléculas mais flexiveis de chalconas, o planejamento e a sintese de
derivados desses Ultimos compostos esta sendo proposta, bem como a avaliacédo da
atividade antitumoral de LAFIS 31 e LAFIS 40 visando elucidar seus mecanismos de
acao, incluindo a atividade sobre NF-xB.

Assim, neste trabalho, primeiramente sera apresentado o estado-da-arte
sobre o tema, destacando os aspectos relevantes para o desenvolvimento deste
estudo, e seus objetivos.

Em seguida, no Capitulo | sera apresentada a avaliacdo bioquimico-
farmacoldgica das chalconas LAFIS 31 e LAFIS 40 visando elucidar o mecanismo
de acdo da atividade antitumoral.

No Capitulo Il seré introduzida a estratégia de planejamento racional utilizada,
a revisao de literatura dos mecanismos sintéticos utilizados para a sintese desses
derivados, finalizando com a apresentacdo e discussdo da sintese das moléculas
planejadas.

Desta forma, se espera contribuir para a descoberta de novos protétipos para

avancos terapéuticos em glioma.



2. ESTADO-DA-ARTE
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2.1. Glioma

Gliomas sao tumores originados de células da neuroglia (Goodenberger e
Jenkins, 2012). Entre as células gliais, temos o0s astrocitos que sdo 0s mais
abundantes tipos celulares presentes no cérebro e medula espinhal e exercem
fungbes importantes relacionadas com a manutencdo da homeostasia do sistema
nervoso central (SNC), incluindo suporte do metabolismo neuronal, regulacao
excitatéria e inibitoria da transducdo sinaptica e absorcdo de neurotransmissores
(Morioka et al., 2014).

Os gliomas compdem aproximadamente 30% dos tumores do SNC e 80% dos
tumores malignos cerebrais (Goodenberger e Jenkins, 2012). Pela Organizagao
Mundial da Saude (OMS), podem ser classificados em astrocitoma,
oligodendroglioma, oligoastrocitoma misto e ependimoma. Adicionalmente sé&o
subdivididos em diferentes graus (I a IV) levando em consideracgdo a histopatologia
dos tumores, especialmente presenca de pleomorfismo nuclear, aumento da
atividade mitdtica e celularidade, proliferacdo de células endoteliais e necrose
(Goodenberger e Jenkins, 2012). Esta classificacdo € importante devido sua
associacao com o potencial de malignidade, resposta ao tratamento e sobrevida dos
pacientes (Wang e Jiang, 2013).

Glioblastoma multiforme (GBM) € o glioma mais comum do SNC em adultos,
sendo classificado pela OMS como astrocitoma de grau IV, o mais maligno tumor
cerebral com sobrevida média de aproximadamente um ano (Nones et al., 2010).
Como caracteristicas, GBM apresenta-se altamente vascularizado, invasivo,
agressivo, heterogéneo tanto na citologia quanto na genética e resistente a
farmacos, entretanto, é considerado um tumor local, uma vez que muito raramente
proporcionam metastases (Wang e Jiang, 2013; Mohme et al., 2014).

O tratamento sugerido para esses tumores € a cirurgia, associada a
radioterapia e seguida de quimioterapia, entretanto, a excisdo completa é
praticamente impossivel devido a natureza infiltrativa destes tumores nos tecidos
normais circundantes (Behin et al., 2003) e sdo tumores conhecidos pela sua
resisténcia a quimioterapia e radioterapia (Iwanaga et al., 1998).

A utilizacdo da quimioterapia € limitada devido as restricbes impostas pela
barreira hematoencefalica (BHE) (Braganhol et al., 2007). Tal impedimento faz com

gque poucos farmacos quimioterapicos demonstrem alguma atividade contra
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glioblastoma, sendo assim, 0os compostos geralmente utilizados séo temozolomida
(TMZ) e nitrosoureia, agentes alquilante e cloroetilante, respectivamente, cujas
caracteristicas altamente lipofilicas permitem sua passagem pela BHE (Leonetti et
al., 2012).

Em resposta a tensdo induzida pela irradiacdo, proteinas com capacidade
protetora sdo sintetizadas ou ativadas pelas células, induzindo resisténcia (lwanaga
et al., 1998; Erstad e Cusack Jr, 2013).

Apesar dos avancos nos tratamentos convencionais, a incidéncia e
mortalidade para glioma pouco mudou nas Ultimas décadas, fazendo-se necessaria
a busca por medicamentos que sejam mais especificos, eficazes e que aumentem a
sobrevida dos pacientes (Mohme et al., 2014).

Na busca por novos agentes antitumorais, destaca-se a supressao da
atividade de NF-xB como alvo promissor, uma vez que este fator de transcricdo
controla a expressédo de varios genes envolvidos na evasdo de apoptose, regulacéo
do crescimento, promocéo do ciclo celular e angiogénese, processos que auxiliam
no desenvolvimento e progresséo tumoral. Além disto, evidéncias recentes sugerem
sua contribuicdo no desenvolvimento de quimio e radioterapia, que sdo causas de

falhas em tratamentos e mortes em varios canceres (Erstad e Cusack Jr, 2013).

2.2. NF-xB

NF-xB é um fator de transcricAo que controla a expressdao de genes
envolvidos em varios processos fisioldgicos incluindo desenvolvimento, regulacédo da
imunidade, inflamagdo aguda e cronica, remodelacdo de citoesqueleto, adesao
celular, sobrevida e apoptose (Erstad e Cusack Jr, 2013). Formada por homo ou
heterodimeros que compreendem membros da familia de proteinas Rel. (p50/p105,
p52/p100, p65, c-Rel e RelB). NF-kB em condi¢cdes ndo estimuladas, estd sob a
forma de uma complexo citoplasmatico ternario e inativo, interagindo com proteinas
inibidoras da familia de IxB. ApGs a estimulagdo por citocinas (fator de necrose
tumoral alfa-TNF-a e interleucina-1beta - IL-18), fatores de crescimento (fator de
crescimento epidermal-EGF e fator de crescimento derivado de plagueta-PDGF),
lipopolissacarideos (LPS), farmacos anticancer (cisplatina, doxorubicina e vincristina)
e outros estimulos de estresse, IkBs sao fosforilados por proteinas IKK (proteinas

guinase de IkB) liberando NF-xB ativo, que desloca para o ndcleo e se liga a
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sequéncias promotoras de genes no DNA, desempenhando o controle de suas
expressdes (Zanotto-Filho et al., 2011; Venkateswararao et al., 2012).

Na busca por novos agentes anticancerigenos, NF-kB tem se destacado
como um potencial alvo terapéutico. Neste ambito, pesquisadores procuram
bloquear a atividade de NF-xB através de inibidores diretos de IKK, evitando a
fosforilacdo de IkB e consequente ativacdo de NF-xB, ou inibidores indiretos que
atuem nas vias que levam a fosforilagdo de kB, como compostos antioxidantes,
antiinflamataorios, entre outros (Zanotto-Filho et al., 2011; Erstad e Cusack Jr, 2013).

Em situacdo ndo patologica, NF-kB regula o estado de oxidacado promovendo
enzimas geradoras de espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas de
nitrogénio (RNS), como a cicloxigenase (COX) e oOxido nitrico sintase induzivel
(INOS), respectivamente, mas em alguns canceres, embora 0 mecanismo hao esteja
estabelecido, NF-xB regula ROS de maneira a ativar continuamente NF-kB,
prevenindo apoptose (Erstad e Cusack Jr, 2013). Neste sentido, destacam-se 0s
agentes antioxidantes, pois a presenca de ROS e RNS, no organismo, podem levar
a danos oxidativos e nitracdo das bases de DNA, aumentando o risco de mutacdes
no DNA e levando ao cancer (Prasad et al., 2010), ou podem atuar nas vias de
sinalizacdo para ativacdo de NF-xB, dando suporte a manutencdo e
desenvolvimento de tumores (Prasad et al., 2010).

Embora ndo se saiba exatamente o mecanismo pelo qual os agentes
antiinflamatérios ndo esteroides (AINES) previnem a formacgéo e o desenvolvimento
atividade de NF-kB. Além da inibicdo de COX-2, agentes antiinflamatorios podem
inibir a atividade de NF-xB via supressao de citocinas pro-inflamatoérias tais como
TNF-a e (IL-1B), presentes na via de ativacao classica de NF-kB (Erstad e Cusack
Jr, 2013).

Em glioblastoma, estudos utilizando andlise de biopsia identificaram a
superexpressdao de NF-«xB em comparagcdo com tecidos cerebrais normais
(Raychaudhuri et al., 2007). Outros relatos, identificaram uma correlagdo positiva
entre a atividade de NF-kB e um mau prognostico em GBM (Brown e Law, 2006).
Além disso, o conhecido envolvimento de NF-kB na resisténcia em radioterapia

(Erstad e Cusack Jr, 2013) e na resisténcia induzida por agentes quimioterapicos,
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tornam o NF-xB um alvo de estudo promissor na busca por agentes antitumorais

eficazes (Prasad et al., 2010).

2.3. Flavonoides

Flavonoides sdo compostos polifendlicos amplamente presentes na natureza,
sendo os mais abundantes antioxidantes utilizados na dieta humana (Nones et al.,
2010). Estruturalmente podem ser subdivididos em: chalconas, flavonas, flavonadis,
flavanonas, antocianinas e isoflavonas. Como podemos observar na figura 2, as
chalconas sao flavonoides sem o anel C, enquanto os demais apresentam este anel.
Esta caracteristica quimica das chalconas determina uma maior flexibilidade de sua
estrutura (Prasad et al., 2010).

Flavanona Flavona Flavonol

Chalcona Antocianina Isoflavonodide

Figura 2. Estruturas moleculares dos flavondides.

Além da atividade antioxidante, aos flavonoides sao relatadas as atividades:
antiinflamatoria, gastroprotetora, cardioprotetora, antibidtica, antiprotozoaria,
inseticida, antileishmania, anticolinérgica, anticoagulante, antimutagénica,
quimiopreventiva e anticancer. Em relacéo a atividade anticancer, ha relatos de que
flavonoides inibem a diferenciacdo, a proliferacdo e a angiogénese, induzem

apoptose, reduzem a migracdo, a invasdao e a aderéncia, revertem a
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multirresisténcia, além de suprimirem processos inflamatérios que estédo
relacionados as neoplasias (Mojzis et al., 2008b; Prasad et al., 2010; Ravishankar
et al., 2013).

Prasad e colaboradores (2010) relacionaram as atividades de varios
flavonoides na prevengao e tratamento de céancer indicando como alvos da sua
importante atividade antiinflamatéria, a inibicdo tanto de NF-«xB como de COX-2,
INOS, 6xido nitrico (NO), IKK, ou prostaglandina E2 (PGE2) que sdo enzimas e
proteinas que podem levar a ativacao de NF-xB (Prasad et al., 2010).

Tentando relacionar a atividade antitumoral de flavonoides com suas
estruturas quimicas, um estudo in vitro com células de carcinoma renal,
adenocarcinoma mamario e adenocarcinoma de co6lon avaliou as diferentes
estruturas moleculares dos flavonoides e observou a diminuicdo da atividade
antitumoral no sentido chalcona > flavanona > flavona, sugerindo a importancia da

flexibilidade dos compostos na atividade antitumoral (Cabrera et al., 2007).

2.4. Chalconas e atividade antitumoral
Da literatura se tem relatos das atividades antioxidante (Bandgar et al., 2012b;
Narsinghani et al., 2013; Rossi et al., 2013; Serifi et al., 2013; Ye et al., 2013),
citotdxica (Sahu et al., 2012), anticancerigena (Tronina et al., 2013b), antimicrobiana
(Raj et al., 2013; Tronina et al., 2013a), antidiabética (Park et al., 2012; Rossi et al.,
2013), anti-tlcera (Choudhary et al., 2012), antiparasitaria (Roussaki et al., 2013),
anti-histaminica (Sahu et al., 2012), antimalarica (Kumar et al., 2010),
cardioprotetora (Annapurna et al., 2012) e antiinflamatoria (Choudhary et al., 2012).
Tais atividades aliadas aos ensaios pré-clinicos demonstrando que estes compostos
atingem concentracdes plasmaticas razoaveis e sdo bem tolerados (Sahu et al.,
2012), colocam as chalconas como alvo de numerosas pesquisas.
Em relacdo a atividade antitumoral de chalconas sintéticas, podemos destacar
a série de dez chalconas com anel imidazoélico (presente em compostos com amplo
espectro de atividades bioldgicas incluindo atividade anticancer) (Entrada 1. Figura
3) que foram testadas para 53 linhagens celulares de céncer, incluindo leucemia,
pulméo, célon, SNC, melanoma, ovario, renal, prostata e mama, e trés compostos
(6, 7 e 8) se destacaram com boa atividade anticancer, fornecendo valores de Glsg
entre 1,26 e 13,9 uM (Kamal et al., 2010).
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Em outro trabalho, onze derivados de chalconas contendo grupo pirimidinila
(representante de uma classe de compostos heterociclocos com vastas aplicacfes
biologicas) (Entrada 2. Figura 3) foram sintetizados e testados quanto ao efeito
citotoxico em algumas linhagens celulares de cancer humano, incluindo carcinoma
oral (KB), nasofaringeo (CNEZ2), gastrico (MGC_803), adenocarcinoma de mama
(MCF-7) e leucemia (K562), e trés compostos (5b, 5g e 5i) apresentaram atividade
citotoxica contra certas células de cancer mais potente que 5-Fluorouracil (5-FU),

quimioterapico utilizado para cancer de mama (Jin et al., 2013).

Entrada 1. Derivado imidazélico.

)

R1/§\/N _ 6: R= 4-OH,3-OMe R4= Fenil
7: R= 4-OH,3-OMe R4= 4-Meto6xi-fenil
R 8: R= 4-OH,3-OMe R4= 4-Cloro-fenil
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Entrada 2. Derivado pirimidinila.

OMe
N 5b: R= H Ry= 4-Me
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Figura 3. Derivados de chalconas com atividade antitumoral.

A implicacdo de chalconas na dindmica de NF-xB também tem sido
demonstrada. Isoliquirritigenina, (Figura 4) uma chalcona isolada de Glycyrrhiza
uralensis, com conhecida atividade supressora de COX-2 em células RAW 264.7 e
efeito antiproliferativo em células de cancer de colon por induzir apoptose, foi
investigada quanto a atividade sobre NF-kB. Sua atividade antiinflamatéria foi
atribuida a down-regulation, concentracdo dependente (0,4 a 1,6 uM), de iNOS,
COX-2, TNF-a e interleucina-6 (IL-6) por inibicdo de NF-xB via supressdo da
fosforilacdo de IKK, ERK1/2 e p38 em macréfagos RAW 264.7 (Kim et al., 2008).

Em outro estudo, foram sintetizadas trés séries de chalconas a partir de
chalconas com conhecida atividade inibidora de NF-«xB para estabelecer a relagéo

entre estrutura e atividade antitumoral em céancer de pulmdo. Como resultado, o
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padrdo de substiuicdo de hidroxilas e metoxilas nos anéis influenciam a
citotoxicidade em células cancerosas de pulméao (A-549). A chalcona 11a (Figura 4),
além de ser a mais citotoxica (ICsp de 5,1 pM) também foi capaz de suprimir o
crescimento do cancer pulmonar em estudo in vivo de xenoenxerto na dose
intraperitoneal de 1mg/rato/dia durante 6 dias, com tratamento bem tolerado, n&o
apresentando sinais de toxicidade. Parte da atividade da chalcona foi atribuida a
inibicdo de NF-xB devido ao efeito inibitério em IKKB e IRAK4, duas cinases
ativadoras de NF-kB. A reducdo da insaturacdo da chalcona acarretou perda da
atividade biologica, desta forma, foi proposto que a atividade das chalconas como
supressora da via de NF-kB estaria no seu potencial em inibir diretamente a IKK,
por modificacdes covalentes em IKKB devido a presencga de a-3 insaturacdo na sua
estrutura (Srinivasan et al.,, 2009). A presenga da aq,B-insaturacdo também foi
considerada crucial em estudo de relacao estrutura atividade (REA) de chalconas na
inibicdo de NF-xB em macrofagos (RAW 264.7) (Venkateswararao et al., 2012).

Como outros indicativos da relagéo direta ou indireta de chalconas com a via
de NF-xB, podemos citar a atividade de 4,2'5'-triidroxi-4'-metéxi-chalcona (TMC)
(Figura 4) , isolada de Dalbergia odorifera, na supressdo da producdo de
mediadores pro-inflamatérios NO, PGE2, TNF-q, IL-1, degradacéo e fosforilacdo de
IxB-a, podendo ser um agente benéfico no tratamento de doencas inflamatérias (Lee
et al., 2013).

Em outro trabalho, a atividade de 2',4',6'-tris(metoximetoxi) chalcona (TMMC)
(Figura 4) na reducédo da producédo de NO por inibicdo da expressdo de iNOS,
diminuiu a degradacao de IkB, levando a inibicdo do deslocamento de NF-«B para o
ndcleo em macréfagos ativados por LPS (ICso de 2,6uM ) (Lee et al., 2006). Outro
estudo demonstra a atividade de 3’-bromo-2’-hidroxi-4’,6’-dimetoxi-3-piridinil-
chalcona (4k) (Figura 4) na inibicdo de TNF-a com ICs, de 0,1uM (Bandgar et al.,
2012a).

A pronunciada atividade de chalconas em inibir NF-kB, que sabemos estar
superexpresso (Raychaudhuri et al., 2007) e relacionado a um mau prognostico em
glioblastoma (Brown e Law, 2006), nos chamou a atencdo para a atividade de

chalconas em glioblastoma.
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Dos poucos estudos relatados tem-se que trans-4-iodo-4’-boranil-chalcona
(TLBC) (Figura 5) foi capaz de inibir de maneira dose dependente a proliferacao de
linhagens celulares de glioma (A172, UB7MG, T98G, U251, YH13, SF126, C6 e 9L)
com ICso entre 5,5 e 25,5 pM. Também induziu apoptose e parada no ciclo celular
independente de alteracbes no gene de supressédo tumoral p53, mas o efeito
citotoxico foi caspase dependente. Em ensaio in vivo, num modelo de
xenotransplante em rato com células de glioma (U251), a administracéo
intraperitoneal do composto na dose de 20 mg/kg por 14 dias reduziu o volume do

tumor a 44% comparado ao controle (Sasayama et al., 2007).
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Figura 4. Chalconas inibidoras diretas ou indiretas de NF-«B.

O composto 4’-acetoamido,4-hidréxi-chalcona (AHC) (Figura 5) reduziu a
migracao, invasao e formagéo de colénia em células de glioma U87MG, U373MG e
T98G de maneira concentracdo dependente (1 a 100 pM), por aumento da
expressao de tropomiosina. A administracao intraperitoneal de 1 mg/kg, 5 dias por
semana durante 4 semanas inibiu o crescimento tumoral em um modelo de

xenoenxerto tumoral (U87MG) em ratos (Ku et al., 2010).
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A atividade antiproliferativa de duas chalconas (1 e 2) (Figura 5) anélogas a
combretastatina A4, uma hidroxilada e outra complexada com platina, foi avaliada
em linhagens neurais normais (astroglia) e em linhagens de glioma (U87MG e C6).
Ambos compostos causaram pronunciada inibicdo da proliferacdo celular com ICsg
variando de 0,17 a 0,5 uM, entretanto a chalcona complexada com platina teve
maior especificidade (Zoldakova et al., 2010).

Em um recente estudo uma série de compostos foi planejada, a partir da
unido estrutural de chalconas e o anel quinoxalina, ambos compostos com potencial
anticancer, sintetizadas e testadas em linhagem celular de glioma humano
(U138MG) e de rato (C6). Como resultado, quatro compostos (1, 6, 7 e 8) (Figura 5)
exibiram alta eficacia, inibindo tanto a proliferacdo quanto a viabilidade celular de
maneira tempo e concentracdo dependentes (0,1 a 10 pg/mL) e sendo mais eficazes
gue o controle positivo AS605240 (Mielcke et al., 2012).
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Figura 5. Chalconas inibidoras de glioblastoma.

O uso de chalconas para atividade antitumoral aliada a estratégias que
possibilitem incremento na sua atividade podem auxiliar na busca por prototipos com
maior especificidade e eficacia.

Em um estudo preliminar, nosso grupo de pesquisa submeteu uma série de
flavonoides com diferentes graus de substituicdo de grupamentos hidroxila e
metoxila, frente a atividade antitumoral em células de glioma C6 de rato, através da

avaliacdo da viabilidade celular, usando MTT como método analitico. Foram
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avaliadas quatro chalconas (LAFIS 30, 31, 36 e 40), uma flavanona (LAFIS 401) e
uma flavona (LAFIS 402), sintetizadas pelo grupo, juntamente com o flavonol
morina, representados na figura 6, nas concentracdes de 10, 25, 50, 100 e 200 pM.

Os métodos e resultados encontram-se detalhados no capitulo | desta
dissertacdo, entretanto, observou-se que as chalconas reduziram a viabilidade
celular em concentragcdes mais baixas quando comparadas aos demais compostos
ciclicos e tal atividade foi dependente da substituicdo do composto, destacando-se a
chalcona polimetoxilada LAFIS 31, molécula mais ativa na reducdo da viabilidade
celular, sendo significativamente ativa (p < 0,01) a partir da concentracéo de 25 uM,
e a chalcona LAFIS 40, que apresentou um efeito dose dependente na viabilidade
celular.

As chalconas LAFIS 31 e LAFIS 40 foram submetidas a ensaio de contagem
celular, onde seus efeitos em morte celular foram confirmados nas concentragdes de
5, 10 e 20 pM para LAFIS 31 e 25, 50 e 100 pyM para LAFIS 40 (dados néo
publicados).
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Figura 6. Flavonoides testados.

Pelos resultados apresentados e pelo grande potencial de flavonoides como

agentes antitumorais, e em especial pelos padrdes moleculares menos complexos e
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mais flexiveis apresentados pelas chalconas, a investigacdo da atividade antitumoral
desses Uultimos derivados estd sendo proposta, visando também o estudo do

mecanismo de acdo dos mesmos.
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O presente trabalho propde a avaliacdo bioquimico-farmacolégica das
chalconas LAFIS 31 e LAFIS 40, além do planejamento e sintese de duas séries de
seus derivados sintéticos: Série LAFIS 31 e Série LAFIS 40, visando a atividade

antitumoral em glioma.






4. CAPITULO I: AVALIACAO BIOQUIMICO-FARMACOLOGICA DAS
CHALCONAS LAFIS 31 E LAFIS 40
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Este capitulo contempla a avaliacdo bioquimico-farmacoldgica das chalconas

LAFIS 31 e LAFIS 40, intituladas chalconas 2 e 4, respectivamente, neste capitulo.

Cintia J. Kiekow, Fabricio Figueird, Luciana D. Vechia, Fabricia Dietrich, Elisa N.
Simoes Pires, Elisa Helena F. Jandrey, Christianne Salbego, Ana Maria O. Battastini,
Grace Gosmann. Quercetin derivative induces cell death in glioma cells by

modulating NF-kB expression.

Manuscrito a ser submetido ao periédico European Journal of Medicinal
Chemistry
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Quercetin derivative induces cell death in glioma cells by modulating

NF-xB nuclear translocation.

Abstract

Treated glioblastoma multiforme (GBM) patients only survive 6 to 14 months after
diagnosis, therefore, the development of novel therapeutic strategies to treat gliomas
remains critically necessary. Considering that phenolic compounds have the potential
to be used in the chemoprevention and chemotreatment of gliomas and that some
flavonoids exhibit the ability to cross the BBB, in the present study, we designed and
synthesized hydroxylated and methoxylated flavonoids (including chalcones,
flavones, flavanones and flavonols), using quercetin as a prototype, and further
compared their cytotoxic profiles and determine the signaling pathway involved.
Initially their activities were tested in C6 glioma cells screened using the MTT
method, resulting in the selection of chalcones 2 and 4 whose feasibility was
confirmed by a Trypan Blue exclusion assay in the low uM range. Cell cycle and
apoptotic death analyses were also performed, and chalcones 2 and 4 increased the
apoptosis of the cells but did not alter the cell cycle progression. In addition,
treatments with these two compounds were not cytotoxic to hippocampal organotypic
cultures, a model of healthy neural cells. Furthermore, only chalcone 2 showed
inhibition of NF-kB in glioma cells that could be, at least partially, the cause of
apoptosis. These compounds are great prototypes and show promise for the

treatment of GBM in the future.

Keywords: Chalcone, glioma, apoptosis, NF-xB.

















































































5. CAPITULO Il: PLANEJAMENTO E SINTESE DOS DERIVADOS SINTETICOS
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Neste capitulo primeiramente apresentaremos as estratégias utilizadas para o
planejamento dos derivados das chalconas LAFIS 31 e LAFIS 40 visando sua
atividade antitumoral em glioma. Em seguida, uma breve revisdo sobre os métodos
disponiveis para a sintese dos derivados propostos. E, posteriormente, a sintese dos

compostos planejados sera discutida.

5.1. Introducéo

Os resultados obtidos com as chalconas LAFIS 31 e LAFIS 40, a partir do
screening da série de flavonoides na viabilidade de células C6 de glioma de rato e
confirmacdo de seus efeitos em morte celular em ensaio de contagem celular
despertaram nosso interesse no planejamento de novos compostos ativos frente a
glioma.

A andlise dos resultados indica que os grupamentos hidroxila e metoxila séo
importantes para a atividade e ressalta a importancia de suas posicfes para a
mesma.

Dessa forma, o presente capitulo tem como objetivo o planejamento e sintese
de duas séries de derivados sintéticos: Série LAFIS 31 e Série LAFIS 40, visando a

atividade antitumoral em glioma.

5.2. Estratégia para o planejamento racional de novos compostos antitumorais
em glioma

Os compostos LAFIS 31 e LAFIS 40 foram escolhidos como prot6tipos no
planejamento de novos candidatos ativos para se obter as duas séries
correspondentes: Série LAFIS 31 e Série LAFIS 40.

A sintese de cinco novos compostos em duas séries de derivados das
respectivas chalconas foi proposta, mantendo os mesmos substituintes e grau de
substituicdo das moléculas prototipos, mas modificando sua estrutura na cadeia
espacadora entre os anéis, conforme Esquema 1, a fim de avaliarmos:

o A importancia da a,B-insaturacdo e o aumento do grau de liberdade

rotacional, sendo proposta a sintese da diidrochalcona, visto que a a,B-insaturacao



tem sido descrita como um possivel grupamento farmacoférico de chalconas na
inibicdo de NF-kB (Srinivasan et al., 2009; Venkateswararao et al., 2012).

o A importancia de modificacbes na cadeia espacadora entre 0s anéis A
e B das chalconas, sendo proposta a sintese do dimero (bi-chalcona) e benzoato de
benzila, visto na literatura que analogos de bi-chalconas apresentaram atividade
citotéxica em linhagens de cancer de pulméao (A549), préstata (DU-145), carcimoma
nasofaringeo (KB) e carcinoma nasofaringeo resistente a vincristina (KB-VIN) com
ICso variando de 1,57 a 5,14 uM e potente atividade antiinflamatoria, inibindo a
producdo de NO (ICsy entre 0,95 e 8,65 uM) em consequéncia a down-regulation da
expressdo de INOS por inibicAo da ativacdo de NF-xB devido prevencdo da
degradacao de IkBa (Reddy et al., 2011). Embora a esterificacdo de compostos seja
adotada na literatura como estratégia para aumento de biodisponibilidade de
compostos ativos (Singh et al., 2013), a introducéao de oxigénio foi proposta a fim de

proporcionar diversidade quimica aos compostos prototipo.

(R e

Bi- chalcona

U
G@ — G@@ — 6@3

Diidrochalcona Chalcona Benzoato de Benzila

Esquema 1. Estratégias para o planejamento de compostos com potencial atividade
em glioma.

A Série LAFIS 31 constitui-se de uma bi-chalcona (LAFIS 313), uma
diidrochalcona (LAFIS 314) e um benzoato de benzila (LAFIS 315) como

apresentado no Esquema 2.
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LAFIS 313
0
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LAFIS 314 LAFIS 31 LAFIS 315

Esquema 2. Compostos da Série LAFIS 31.

A Série LAFIS 40 constitui-se de uma diidrochalcona (LAFIS 404) e um

benzoato de benzila (LAFIS 405) como apresentado no Esquema 3.

LAFIS 404 LAFIS 40 LAFIS 405
Esquema 3. Compostos propostos da Série LAFIS 40.

5.3. Revisao da Literatura

5.3.1. Sintese de derivado bi-chalcona

A sintese de chalconas pode ser realizada através de uma Unica etapa em
uma reacdo conhecida por condensacéo alddlica entre benzaldeido e acetofenona
(Reacéo de Claisen-Schmidt). Esta reacdo pode ser catalisada em meio acido ou em
meio basico, entretanto, o0 meio basico € mais comumente utilizado, sendo as
solugdes aquosas de NaOH e KOH as mais prevalentes (Lee et al., 2011; Kim et al.,
2014; Wang et al., 2014).

Apesar das reagbes de Claisen-Schmitt datarem os anos 1880, avangos
consideraveis tém sido descritos na busca por novos catalisadores que contribuam
para a quimica verde. Neste sentido, citamos bissulfato de potassio e didéxido de
silicio (KHSO4-SiO;) que foram descobertos como sendo catalisadores reciclaveis
em reacdo de condensacao de Claisen-Schmitt ativadas em microondas, fornecendo



rendimentos entre 78 e 93 % (Kakati e Barua, 2014). Ou nanoparticulas de 6xido de
magnésio como excelentes catalisadores também reutilizaveis na reacdo de
condensacéao de Claisen-Schmitt, cujo meio reacional é livre de solventes e a reacéo

fornece rendimentos entre 70 e 85 % (Patil e Bhanage, 2013).

5.3.2. Sintese de diidrochalconas
O método mais comum para obtencdo de diidrochalconas consiste na
reducdo de suas respectivas chalconas. Tal reducdo pode ser catalisada de duas

maneiras: enzimatica ou metalica.

Catélise enzimética: processo chamado de biotransformacédo onde a reducdo

da q,B- insaturacdo das chalconas € catalizada por enzimas presentes em bactérias
(Stompor et al., 2013) ou fungos (leveduriformes ou filamentosos) (Janeczko et al.,
2013). O rendimento e 0 tempo necessarios para a biotransformacédo dependera
tanto do microorganismo quanto do composto a ser biotransformado. Isso pode ser
visto no trabalho de Stompor e colaboradores (2013) onde foram testados 12
microorganismos na reducdo de chalconas e flavanonas e apenas Rhodococcus sp.
e Gordonia sp. forneceram bons rendimentos (13- 94%). Outro trabalho avaliou a
redugdo de uma chalcona sem substituintes e 2’-hidréxi-chalcona e, apesar da
chalcona sem substituinte ser reduzida mais rapidamente pelas leveduras do que
pelos fungos filamentosos, fornecer bons rendimentos (80-99%) e ocorrer por cepas
distintas, com o passar do tempo, h& a producédo de alcool e seu enantibmero como
subprodutos a partir da diidrochalcona formada. Por outro lado, 2’-hidréxi-chalcona
necessita de um tempo maior para biotransformacéo (3 dias), levando a bons

rendimentos (97 %) e néo formando subprodutos de reacao (Janeczko et al., 2013).

Catélise _metalica: consiste na redugdo da a,B- insaturagcdo das chalconas

permeando H;, em reacgdo catalisada por metais. Uma ampla variedade de
catalisadores pode ser utilizada (Pd, Pt, Rh, por exemplo), entretanto Pd leva a
reducao quimioseletiva da a,B- insaturacéo das chalconas (rendimento médio de 80-
85 %) enquanto Rh e Pt tendem a reduzir também o grupo carbonila, especialmente
a elevadas pressdes de hidrogénio e temperatura (Gutierrez et al., 2010; Stolle et
al., 2011; Kumar et al., 2012).
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Algumas alternativas tém sido vistas nas reducdes catalisadas por paladio
com a permeacao de hidrogénio em aparato constituido por um eletrodo Pd/Pd (79
% de rendimento) (Gutierrez et al., 2010) ou formacédo de paladio in situ a partir de
uma fonte homogénea de paladio (89 % de rendimento) (Felpin e Fouquet, 2010) ou
sem permeacao de hidrogénio usando borohidreto de sédio (NaBH,4) combinado com
Pd/C, acido acético e solventes menos polares (99 % de rendimento) (Russo et al.,
2011)

A literatura descreve a utilizacdo de aditivos como controladores da atividade
do catalisador de forma a manter a seletividade da reducédo C=C na presenca de
carbonilas e outros grupamentos. Como exemplo destes aditivos, temos o sulfeto de
difenila (Ph,S) utilizado no sistema catalitico Pd/C-Ph,S em reacao de hidrogenacéo,
reduzindo seletivamente olefinas, acetilenos e azidas na coezisténcia de carbonilas
aromaticas, haletos aromaticos, grupo ciano, benzil ésteres e grupos protetores

benziloxi-carbonilos (rendimento médio: 90- 100 %) (Mori et al., 2006).

5.3.3. Sintese de benzoatos de benzila

Esteres podem ser obtidos por quatro métodos diferentes:

» Esterificacao
Esterificacdo de Fischer: Esterificacdo de acidos carboxilicos com &lcoois

catalizada por acidos de Lewis ou Bronsted. Nela ha um equilibrio entre produtos e
reagentes que pode ser quebrado pela remocédo de um dos produtos (remoc¢éo da
agua formada, por exemplo, por destilacdo azeotrdpica ou adsorcdo por peneiras
moleculares) ou emprego de um excesso de reagente (Entrada 1. Esquema 4)
(Ganeshpure et al., 2008; Miiller, 2013).

Esterificacdo de Steglich: Esteres sdo formados a partir da reacéo de acidos

carboxilicos e alcodis na presenca de N,N*- diciclo-hexilcarbodiimida (DCC) e/ou 4-
N,N’- dimetilaminopiridina (DMAP), sendo DCC um promotor de reagcdo e DMAP um

catalisador (Entrada 2. Esquema 4) (Rivero-Cruz et al., 2007).



» Transesterificacao:

Transesterificacdo: Reacdo quimica de um éster e um alcool na qual resulta

um novo éster e alcool (Entrada 3. Esquema 4) (Aavula et al., 2013). Tal reacao
sofre deslocamento do equilibrio no sentido da formacédo do alcool de menor ponto

de ebulicdo que é destilado da mistura reacional (Solomons, 2009).

> Acilacéo:

Esterificacdo de Yamaguchi: Inicialmente ocorre a formacdo de um anidrido

misto entre o reagente de Yamaguchi (cloreto de 2,3,4-triclorobenzoila) e o acido
carboxilico e, posteriormente, segue a reacao do anidrido com o alcool na presenca
de uma quantidade estequiométrica de DMAP para formacdo do éster pretendido
(Entrada 4. Esquema 4) (Dhimitruka e SantaLucia, 2005; Miiller, 2013).

» Esterificacdo oxidativa/ redox:

Reacado de Tishchenko: reacdo que permite a preparacao de ésteres a partir

de dois equivalentes de aldeido (Entrada 5. Esquema 4) (Tsuji e Hattori, 2006).
Nesta reacdo, o alcoxido de aluminio atua como um &cido de Lewis para coordenar
uma molécula de aldeido e facilitar a adicdo do segundo equivalente de aldeido,
gerando um hemiacetal. Esta espécie sofre um deslocamento de 1,3-hidreto
intramolecular resultando na producdo do éster. Um inconveniente da reacdo é a
possivel formacdo de um éster secundario devido ao envolvimento de um dos
grupos alcédxido do catalisador, mas isto pode ser minimizado se a reacdo for

realizada a baixas temperaturas e concentragéo do catalisador (Muller, 2013).

Catélise _metalica: Com o tempo, houve uma revolugdo na esterificagédo

oxidativa onde ésteres também puderam ser sintetizados em reacdes de
acoplamento oxidativo utilizando substratos comuns C-H e &cidos carboxilicos como
materiais de partida. Para tanto, os metais de transicdo apresentavam uma
excelente atividade catalitica na ativacdo da ligacdo C-H dos substratos (Entrada 6.
Esquema 4) (Ye et al., 2009).
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Catalise livre de metais: Recentemente, os inconvenientes provenientes do

uso de metais de transicdo como catalisadores inspirou um grupo a desenvolver
uma nova reacao de esterificacao oxidativa livre de metais. Nesta reacéo, substratos
benzilicos puderam reagir com &cidos carboxilicos através da acdo de iodeto de
tetrabutilaménio como catalisador e hidroperoxido de terc-butila como co-oxidante
para fornecerem ésteres com bons a excelentes rendimentos (Entrada 7. Esquema
4) (Feng et al.,, 2012). O potencial catalisador de iodeto de tetrabutilamoénio foi
novamente explorado e aplicado no desenvolvimento de uma nova esterificacao,
sendo esta um médoto direto da sintese de ésteres a partir de alcodis e derivados
do tolueno onde investigagbes mecanicistas indicaram que os 4&lcoois sdo
sequencialmente oxidados em aldeidos, acidos carboxilicos, e em seguida, ésteres
de benzilo (Liu et al., 2013). Podemos citar ainda o protocolo one pot rapido e
conveniente para conversdo de alcobis e fendis em seus correspondentes
benzoatos utilizando imidazol e peréxido de benzoila (agente oxidante) como novos

reagentes (Nowrouzi e Alizadeh, 2013).

Novas alternativas nas reacOes de esterificacdo foram relatadas, entre eles,
podemos citar a conversdo de &cidos carboxilicos nos seus ésteres
correspondentes, utilizando hidrogenagcédo sob condicdo catalisada por Pd/C na
presenca quantidade catalitica de bromobenzeno como aditivo. A esterificacdo
baseia-se na geracdo in situ de acido bromidrico (HBr) que proporciona um
ambiente de reacdo levemente acido. Como peculiaridade do método que leva de
bons a excelentes rendimentos, temos a aplicabilidade do método, também, para
reacoes de transesterificacdo de ésteres (Aavula et al., 2013).

Na sintese de ésteres polimetoxilados, o uso de microondas também tem sido
descrito, otimizando tempo e proporcionando 6timos rendimentos em reacgdes entre

acidos carboxilicos e alcoois na presenca de bissulfato de sodio (Fang et al., 2011).



Entrada 1. Esterificacéo. Esterific¢édo de Fischer

0
o EtNH3][HSO
D EnHiHsod I b o
OH 90°C, 4 h Rend: 94% (Ganeshpure, 2008)

Entrada 2. Esterificacdo. Esterificacdo de Steglich
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Entrada 3. Transesterificagao
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Rend: 72%

Entrada 4. Acilacéo. Esterificacdo de Yamaguchi
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Ar= p-toluil, benzil + Tolueno,
R= benzil R' OH refluxo
R'= etil, butil Rend: 68- 99%

Entrada 5. Esterificacéo oxidativa/ redox. Reacéo de Tishchenko
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70°C, 6 min Rend: 94%

Entrada 6.Esterificacédo oxidativa/ redox. Catalise metalica
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Rend: 94%

Entrada 7. Esterificacdo oxidativa/ redox. Catalise livre de metais

O O
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80°C,3h
Rend: 94%

Esquema 4. Abordagens disponiveis para sintese de ésteres. Esterificagao,
transesterificacdo, acilacao e esterificacéo oxidativa.
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5.4. Resultados e Discusséo

A partir dos protétipos ativos LAFIS 31 e LAFIS 40, a sintese de cinco novos
compostos foi proposta, de modo a manter os mesmos substituintes e grau de
substituicdo das moléculas protétipos, mas apresentando modificacdes estruturais
na cadeia espacgadora entre os anéis. Sabendo-se que o esqueleto das moléculas
prototipo foi escolhido a partir de screening de estruturas e substituintes, nosso
planejamento € racional e complementar ao estudo de mecanismo de acéo
apresentado no capitulo | desta dissertacao.

A sintese de chalconas e derivados di-meta substituidos ndo & muito
explorada na literatura, sendo apenas relatada a sintese da prépria chalcona LAFIS
31 em outro trabalho (Lee et al., 2011). J4 a sintese de compostos o,p- diidroxi e p-
metdxi substituidos, semelhante ao LAFIS 40 é mais explorada, entretanto, ndo se
tem relatos dos compostos aqui apresentados para a atividade antitumoral em
glioma.

Através de uma estratégia de duplicacdo molecular, a bi-chalcona LAFIS 313,
dimero do LAFIS 31, foi planejada e sintetizada neste trabalho. Apresentando-se
como um composto linear de alto peso molecular e bastante flexivel representa um
esqueleto diferenciado a ser avaliado quanto a atividade antitumoral. Sua sintese
consistiu na condensacao de Claisen-Schmitt, com catalise basica entre 1,3-diacetil-
benzeno e 3,5-dimetoxi-benzaldeido como demonstrado no esquema 5 (Lee et al.,
2011).

o) (0] o) o) (o)
OMe MeO = OMe
H @ o
+ —_——
OMe OMe LAFIS 313 OMe

Esquema 5. Sintese do LAFIS 313. Condi¢fes de reacdo: (a) NaOH, Etanol, 0°C,
12 h.



A reacdo de condensacao de Claisen-Schmitt € muito utilizada para sintese
de chalconas e bi-chalconas (Lee et al., 2011; Mobinikhaledi et al., 2012; Vijaya
Bhaskar Reddy et al., 2012). Em uma tentativa preliminar, buscou- se a
condensacao de 1 eq. de 1,3-diacetilbenzeno com 2 eq. de 3,5-dimetdxi-benzaldeido
utilizando solugcdo aquosa de NaOH 40 % como base e metanol como solvente no
meio reacional (Khatib et al., 2005), mas como resultado, ambos os reagentes de
partida ndo foram totalmente consumidos e houve a formacdo de muitos
subprodutos de reacgéo, prejudicando os processos de purificacéo.

Em seguida, empregamos a mesma condensac¢éo de Claisen-Schmitt, porém
utilizando uma solucdo aquosa de NaOH 19 % como base e etanol como solvente
de reacédo (Lee et al., 2011). Apesar de o0s reagentes de partida ndo terem sido
totalmente consumidos, houve a formacdo de um produto majoritario (amarelo),
visivel na CCD sem auxilio de reagentes reveladores, e identificado como sendo a
bi-chalcona LAFIS 313, com 20% de rendimento. Baixos rendimentos também foram
observados na sintese de chalconas di-meta substituidas, sugerindo que isto seja
devido a baixa solubilidade do 3,5-dimetdxi-benzaldeido em etanol (Dalla-Vechia et
al., 2014).

O mecanismo reacional da condensacdo em meio basico de benzaldeido e
acetofenona, esta exposto no esquema 6. O meio alcalino leva a enolizacdo da
acetofenona. A condensacédo se da a partir de um ataque nucleofilico do enolato a
carbonila do benzaldeido e posterior transferéncia de um proton do meio reacional. A
desidratagdo ocorre como uma Ultima etapa, levando a formacédo da trans-chalcona
exclusivamente. A estereoseletividade desta etapa da reacdo deve-se a fatores
estéricos (Carey e Sundberg, 2001).

A condensacdo de acetofenona e benzaldeido leva apenas a formacgéao de um
produto de condensacédo. O benzaldeido néo é enolizavel e desta maneira ndo pode
agir como o nucledfilo da reagéo, e nem mesmo auto-condensar. E, a acetofenona,
por sua vez, apesar de poder sofrer auto-condensagéo, tem a etapa de adicédo para
a formacgéo do ceto-alcool desfavorecida. O cetol formado rapidamente dissocia a
cetona na presenca do catalisador basico (Clayden et al., 2001).
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1.Fase de adicéo:
a) Formacéao do enolato:
0

o
O — e
b) Adicdo nucleofilica:

o (O O O
e ) —

c) Transferéncia de proton:

o O o OH

2.Fase de desidratagao:
O  OH o H
H =
+ BH + OH
O gt O O H O
trans- chalcona

Esgquema 6. Mecanismo de reacdo da condensacéo alddlica em meio basico
(adaptado de Carey e Sunberg, 2001).

A fim de avaliarmos a importancia da a,- insaturagdo na atividade antitumoral
em glioma, as diidrochalconas LAFIS 314 e LAFIS 404 foram sintetizadas.

LAFIS 314, diidrochalcona polimetoxilada, foi sintetizada a partir da
hidrogenacéo de sua respectiva chalcona (LAFIS 31) em uma reacao catalisada por

Pd/C 10 %, como demonstrado no esquema 7 (Kumar et al., 2012).

MeO l l OMe (a) MeO l l OMe

LAFIS 31 LAFIS 314

Esquema 7. Sintese do LAFIS 314. Condicdo de reacao: (a) Pd/C 10 %, H,, Acetato
de Etila, t. a., 1 h.



Tal reacdo de reducédo de LAFIS 31 obtendo o composto LAFIS 314
confirmou ser uma alternativa rapida, eficaz e eficiente, levando ao rendimento
satisfatorio de 55%.

Na reacdo, o Paladio fica depositado numa superficie de carbono (carvao) e o
gas hidrogénio introduzido na atmosfera do recipiente de reacdo adsorve-se ao
metal através de uma reacdo quimica onde os elétrons desemparelhados na
superficie do metal se emparelham com os elétrons do hidrogénio e ligam o
hidrogénio a superficie. A colisdo de um alceno a superficie contendo o hidrogénio
adsorvido também provoca a adsor¢cdo do alceno com posterior transferéncia por
etapas dos atomos de hidrogénio formando um alcano antes que a molécula do
alcano deixe a superficie do catalisador (esquema 8) (Solomons, 2009). Por ser um
catalisador heterogéneo de hidrogenacéo, ou seja, € insollvel no solvente de reacéo
em comparacdo com o substrato que é soluvel, paladio acaba sendo faciimente

removido do meio reacional por meio de uma simples filtracéo.

o H

MeO oM
LAFIS 31 O H O

0 0 7 OMe OMe
MeO P OMe MeO OMe LAFIS 314
G
‘—: I
OMe OMe OMe OMe
H H H H H
PNANANNANNNNN NV VNV NV VoVl ool T v
Catalisador de metal Catalisador de metal Catalisador de metal Catalisador de metal

Esquema 8. Hidrogenacdao catalisada por Paladio (adaptado de Clayden et al.,
2001).

Apesar da sintese de diidrochalcona dar-se normalmente pela redugédo da
chalcona correspondente, tal procedimento € inadequado para sintese de
diidrochalconas poliidroxiladas, pois este meétodo requer prévia protecdo das
hidroxilas fendlicas (Siddaiah et al., 2006). Uma alternativa referida na literatura é a

sintese da diidrochalcona poliidroxilada através da arilacdo mediada por paladio de
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1-aril-2-pronan-1-6is com iodobenzenos hidroxilados (Briot et al., 2004). Esta reacao
foi baseada na Reacdo de Heck que consiste no acoplamento C-C catalisado por
paladio entre haleto de arila ou haleto de vinila e alcenos ativados na presenca de
uma base (Mdller, 2013). Entretanto, para a sintese da diidrochalcona poliidroxilada
LAFIS 404, adotamos a reacgéo de acilacdo de Friedel-Crafts, a partir de resorcinol e
acido-4-metdxi-fenil pronibnico, utilizando trifluoreto de boro eterato (BF3.Et,O) como
acido de Lewis e solvente da reacdo, conforme esquema 9 (Siddaiah et al., 2006).

0

OH O
HO\@/OH Ho)K/\©\ (a)
+
OMe HO OMe

LAFIS 404

Esquema 9. Sintese do LAFIS 404. Condi¢éo de reacao: (a) BFs.Et,0, 80- 90°C, 90
min.

Além da reacdo ndo necessitar a protecdo prévia das hidroxilas fendlicas,
evitando novas etapas de reacdo, ela demonstrou ser rapida, sem formacdo de
muitos subprodutos e efetiva, levando ao rendimento de 44 %.

A reacdo de acilacédo de Friedel-Crafts, bastante descrita na literatura, permite
a sintese de produtos monoacilados através da reagdo entre composto aroméatico e
haleto de acila (normalmente cloretos de acila ou anidridos) utilizando um &cido de
Lewis como catalisador, conforme demonstrado no esquema 10 (Solomons, 2009).



Acilacao de Friedel-Crafts:

a) Formacao de um ion acilio a partir de um haleto de acila

+O:BF3 Y

—_ | — 4+ .- + BF3X
o o ¢ TG
R R

b) O ion acilio, agindo como um eletréfilo, reage com o benzeno para formar o

ion arénio e a remocao de um proton leva a formacéao de arilcetona

0] 0]
1
RO R SR
+

R

aluminio (acido de Lewis) para formar um complexo

C) A aril cetona, agindo como uma base de Lewis, reage com o cloreto de
+ BFs3
|

_BF + _BF
o +o-BFs o oFs
9 | |
IR csET oo b,
“BF,X HX ’ :

d) O tratamento do complexo com agua libera a cetona e hidrolisa o acido de

Lewis

N OZ BF; o
| _
R 4 H,0 R B(OH), aH' 3F
* (aq) * (@aq) + (aq)

Esquema 10. Mecanismo de reacgao da Acilacdo de Friedel-Crafts (adaptado de
Solomons, 2009; Miller, 2013).

Visando avaliar a importancia de modificacdes na cadeia espacadora entre 0s
anéis A e B das chalconas, buscou-se a sintese dos benzoatos de benzila LAFIS
315 (polimetoxilada) e LAFIS 405 (poliidroxilada e metoxilada).

Tratando-se de benzoatos de benzila metoxilados, a sintese mais comumente
utilizada é a reacdo de acilacdo, baseada na esterificacdo de Yamaguchi, entre
cloretos de acila e alcoois na presenca de trietilamina (TEA) ou piridina (Rivero-Cruz
et al., 2007; Ohno et al., 2008). Como cloretos de acila sdo muito mais reativos
frente a adicdo nucledfilica- eliminacdo que os &cidos carboxilicos, a esterificacdo

ocorre rapidamente e ndo necessita de um catalisador acido. TEA como base em
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tais reacbes reage com o acido cloridrico resultando no sal hidrocloreto de
trielilamina, comumente chamado de cloreto de trietilaménio. Ja a piridina, pode
reagir com o acido cloridrico que se forma durante a reacdo ou reagir com o cloreto
de acila para formar um ion acilpiridinio, um intermediario de reacdo que é inclusive
mais reativo frente ao nucledfilo do que o cloreto de acila (Solomons, 2009).

Entretanto, como a venda de cloreto de oxalila e cloreto de tionila vem sendo
descontinuada e tais reagentes sdo os mais utilizados para sintese de cloreto de
acila, optamos pela esterificacdo de Steglich para a sintese de LAFIS 315 (Rivero-
Cruz et al., 2007) partindo da condensacédo de derivados de acido benzdico com
derivados de alcodis benzilicos na presenca de TEA numa reacdo em meio a DCC,
segundo esquema 11 (Rivero-Cruz et al., 2007).

o)

0
MeO oM
MeO oH HO/\©/OM6 @ e \Q)LO/\@/ e
+ _—
OMe OMe

OMe OMe
LAFIS 315

Esquema 11. Sintese do LAFIS 315. Condicdo de reacao: (a) TEA, DCC,
dimetilformamida (DMF), t.a.,3 h.

Nesta reacdo, o DCC e o acido carboxilico sdo capazes de formar o
intermediario O- acilisoureia, que oferece reatividade semelhante ao correspondente
anidrido de acido carboxilico. Dessa forma, o alcool age como nucleéfilo e ataca o
acido carboxilico ativado para formagéo do composto estéavel diciclohexilureia (DHU)
e éster (Esquema 12) (Muller, 2013).

Ao verificar que o acido 3,5-dimetoxi benzoéico néao foi solivel em acetonitrila,
solvente utilizado na sintese de benzoatos de benzila polimetoxilados (Rivero-Cruz
et al., 2007), optamos por utilizar DMF como solvente e conseguimos observar, por
RMN, tanto a formacgédo do composto intermediario O-acilisoureia, quanto a formacao
de dois produtos, um deles sendo identificado como LAFIS 315, com rendimento de
26 %.



R” OH ¢ —— " R0 ¢ |

.., O
; o X -DHU %
.. H* N H R HN ' .
HN >:d : 1\ N

. HN R>:@ HN
@ @ DHU
Esquema 12. Mecanismo de reac¢do para a sintese de LAFIS 315.

O rendimento fornecido pela reacdo é considerado satisfatério uma vez que
alcoois ndo sao nucledfilos fortes para atacar o intermediario de reagdo O-
acilisoureia e formar o respectivo éster. Uma solucdo seria a adicdo de DMAP na
reacdo, proporcionando a formacdo de uma amida reativa entre DMAP e O-
acilisoureia que reage rapidamente com alcoois, fornecendo os respectivos ésteres
(Mdller, 2013).

Para a sintese do LAFIS 405, adotamos a metodologia mencionada por
Rivera-Cruz e colaboradores (2007) conforme descrito anteriormente para a sintese
do LAFIS 315 e apresentada no esquema 13.

OH O

OH O
+
HO OMe HO OMe

LAFIS 405

Esquema 13. Sintese de LAFIS 405. Condicéo de reacao: (a) TEA, DCC,
Acetonitrila, t.a.,3 h.
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Apesar de ser o método comumente utilizado para a sintese de benzoatos de
benzila poliidroxilados (Rivero-Cruz et al., 2007), a esterificacdo de Steglich de acido
2,4-dihidréxi-benzéico com 4-metoxi-benzil alcool na presenca de DCC e acetonitrila
como solvente na sintese de LAFIS 405 levou ao baixo rendimento de 4%. Um dos
motivos para isso pode ser a baixa solubilidade do DCC em acetonitrila, pois houve
apenas a dispersédo de DCC no meio reacional. O consumo dos materiais de partida
foi baixo e, ao mesmo tempo, houve a formacéo de varios subprodutos de reacéao.

Como alternativa para o aumento do rendimento da reacdo poderia ser a
troca de solvente por outro que solubilize tanto o DCC quanto o acido 2,4-dihidroxi-
benzadico ja que acetonitrila apenas solubiliza o 4cido ou a adicdo de DMAP ao meio
reacional como catalisador, conforme mencionado anteriormente.

Da proposta de sintese dos cinco compostos, todos foram obtidos com
sucesso, embora com rendimentos moderados.

Os resultados de caracterizagdo de todos os compostos sintetizados estao
apresentados em seguida na parte experimental. Discutimos aqui, a caracterizacao
dos compostos inéditos LAFIS 313, LAFIS 314 e LAFIS 315.

O composto LAFIS 313 foi obtido como um pé amarelo e apresentou um pico
do ion molecular em m/z 459.1808 [M+H]", consistente com a formula molecular
C2sH2606. O espectro de infravermelho (IV) apresentou a banda de deformacé&o axial
da ligacdo C=0O em 1657 cm™ e a banda referente as metoxilas em 1271 cm™
(Figura 1). O espectro de ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H apresentou
sinais referentes aos dois hidrogénios olefinicos em & 7,54- 7,47 (m, Hy+o') € 8 7,77-
7,71 ppm (m, Hg+p) (Figura 2) cuja correlagao foi confirmada no espectro de COSY
(Figura 3). Os quatro grupos metoxila foram observados em & 3,82 (s, 12H) e em &
55,5 ppm no espectro de APT (Figura 4). O dupleto em & 6,78 (d, 4H) ppm foi
atribuido aos hidrogénios Hy.s+27+6», S€endo que o sinal apresenta constante de
acoplamento J= 2,2 Hz devido ao acoplamento com os hidrogénios em meta Hy e
H4», 0S quais apareceram como sinal em & 6,52 (t, J = 2,3 Hz, 2H) e sua correlagéo
também pode ser observada no espectro de COSY. O duplo dupleto em & 8,20 (dd,
J=7,7e 1,7 Hz, 2H) ppm foi atribuido aos hidrogénios H, e Heg, sendo que o sinal
apresenta constante de acoplamento J= 7,7 Hz devido acoplamento com Hs que
aparece como sinal em 6 7,63 (dt, J = 7,8 e 3,8 Hz, 1H) ppm e J= 1,7 Hz devido

acoplamento com H; que aparece como sinal em & 8.60 (t, J = 1,7 Hz, 1H) ppm. O



espectro de COSY mostrou os sinais de interacdo entre os hidrogénios Hy.s € Hs,
enquanto que o espectro de HSQCAD confirmou as atribuicbes & 128,3, 129,1 e
132,4 ppm para os carbonos C,, Cs e Ca.s, respectivamente (Figura 5). Os sinais em
0 122,0 e & 145,7 ppm no espectro de APT foram atribuidos aos carbonos Cy+q €
Cg+g, respectivamente, cuja correlacdo também pode ser vista no espectro de
HSQCAD, enquanto que o sinal em & 189,7 ppm foi atribuido as carbonilas da

cetona a,B-insaturada.
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Figura 1. Espectro de infravermelho (ATR) do composto LAFIS 313.
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Figura 2. Espectro de RMN de *H do composto LAFIS 313 (CDCls, 400 MHz).
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Figura 4. Espectro de APT do composto LAFIS 313 (CDCl3, 101 MHz).
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O composto LAFIS 314 foi obtido como um pé branco e apresentou um pico
do ion molecular em m/z 331.1538 [M+H]", consistente com a formula molecular
C19H2205. O espectro de IV apresentou a banda referente a ligagdo C=0 em 1681
cm™ e em 1202 cm™ foi observada a banda referente as metoxilas (Figura 6). O
espectro de RMN de *H revelou a presenca dos hidrogénios Hq € Hg em & 3,23 (dt, J
= 15,4 e 8,0 Hz, 2H) e & 2,99 ppm (m, 2H), respectivamente, com constantes de
acoplamento J = 15,4 MHz devido ao acoplamento trans com Hg e J = 8,0 Hz devido
ao acoplamento sis com o outro Hg (Figuras 7). A integragéo dos simpletos entre
3,79-3,77 ppm indicou a presencga de doze hidrogénios das metoxilas. Os sinais dos
hidrogénios H.¢ € H4 do anel B foram observados em 6 6,40 (d, J =2,3 Hz, 2H) e &
6,32 ppm (t, J = 2,3 Hz, 1H), respectivamente, ambos com uma constante de
acoplamento atribuida a uma correlacdo meta. Da mesma forma, os hidrogénios Hy
e Hy.e do anel A, foram observados como sinais em 6 6,64 (t, J = 2,3 Hz, 1H) e &
7,08 (d, J = 2,3 Hz, 2H), respectivamente, evidenciando uma substituicio meta
desse anel cuja correlacdo dos hidrogénios pode ser confirmada no espectro de
COSY (Figura 8). O sinal referente a carbonila foi observado em & 198,8 ppm, e os
sinais referentes aos carbonos C, e Cg em & 40,3 e & 30,5 ppm, respectivamente
(Figura 9). Além disso, os dois sinais em & 55,6 e & 55,3 ppm foram atribuidos aos
quatro grupamentos metoxila, ja que Csss € Cz+5 apareceram ambos como sinais
anicos. Com o auxilio do espectro de HSQCAD foi possivel correlacionar os sinais 6
106,5, 105,8 e 105,4 ppm aos carbonos Cy.s, Co+e € Cy, respectivamente (Figura
10).
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Figura 6. Espectro de infravermelho (ATR) do composto LAFIS 314.
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O composto LAFIS 315 foi isolado com um p6 branco e apresentou um pico
do ion molecular em m/z 333.1349 [M+H]", consistente com a formula molecular
C1sH2006.. No espectro de RMN de *H, os hidrogénios adjacentes ao grupamento
éster foram observados como simpleto em & 5,28 (s, 2H) ppm (Figura 11). Os sinais
dos hidrogénios H,.s € Hy do anel B foram observados em & 6,58 (dd, J =2,3 e 0,6
Hz, 2H) e & 6,43 ppm (t, J = 2,3 Hz, 1H), respectivamente, ambos com uma
constante de acoplamento atribuida a uma correlacdo meta (Figura 11). Da mesma
forma, o hidrogénio Hy.s do anel A aparece como sinal em & 7,22 (dd, J=2,2e 0,5
Hz, 2H) ppm revelando a presenca de um acoplamento meta com o hidrogénio Hg
cujo sinal aparece em 0 6,64 (t, J = 2,2 Hz, 1H) ppm. Ambas a correla¢cbes dos
hidrogénios H,.s com H, e Hy.e com Hy, foram observadas no espectro de COSY
(Figura 12). Os quatro grupamentos metoxila foram observados em & 3,80 (s, 6H) e
5 3,82 (s, 6H) no espectro de RMN de *H e em 5 55,4 e & 55,6 ppm no espectro de
APT (Figura 13). Ainda, no espectro de APT foram observados os sinais referentes a
carbonila em & 166,1 ppm e os sinais referentes ao carbono adjacente ao

grupamento éster em & 66,7 ppm. E pelo espectro de HSQCAD as correla¢des dos
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hidrogénios H,.s € Hsy com os carbonos C,.s € Cg, respectivamente, pode ser

observada (Figura 14).
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Figura 11. Espectro de RMN de *H do composto LAFIS 315 (CDCls, 400 MHz).
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5.5. Parte experimental

5.5.1. Equipamentos e Reagentes

O ponto de fusdo dos compostos sintetizados foi determinado com o aparato
manual Reichert. O coeficiente de particdo (log P) foi determinado utilizando o
programa de acesso livre na rede mundial: ACD/LogP

(www.acdlabs.com/products/phys _chem lab/logp/) (Bennett et al.,, 2009). Os

espectros de infravermelho foram obtidos em um espectrometro Perkin-Elmer
modelo FT-Spectrum BRXII/Miracle ATR e a faixa de 4000 a 600 cm ™. Os espectros
de massas foram obtidos em um espectrometro de alta resolucdo Q-Tof micro
Waters, operando em modo de ionizacgéo eletronspray. Os espectros de RMN de *H
(400 MHz), RMN de **C (101 MHz), APT (101 MHz), COSY, HMQC e HSQCAD
foram obtidos em um espectrometro Varian. Os deslocamentos quimicos estéo
apresentados em termos de partes por milhdo com tetrametilsilano (TMS) como
referéncia interna. O padrdo de multiplicidade dos sinais estdo descritos como
simpleto (s), dupleto (d), tripleto (t), multipleto (m), duplo dupleto (dd) e duplo tripleto
(dt). Todos os reagentes disponiveis comercialmente foram utilizados sem prévia
purificacdo, exceto quando especificado o contrario. Todos os solventes utilizados
possuiam grau AR e foram destilados com pressao positiva de nitrogénio quando
necessario. Todas as reacfes que exigiam atmosfera inerte foram realizadas em
aparato previamente seco e sob atmosfera de nitrogénio. O curso das reacdes foi
monitorado através de cromatografia em camada delgada (CCD), as quais foram
realizadas em placas de gel de silica 60 F254 Merck. A visualizagdo foi obtida
através de uma lampada de luz ultravioleta. Cromatografia em coluna foi realizada
utilizando matriz de gel de silica 60 (35-70 ym). E a cromatografia em camada
delgada preparativa foi realizada em placas de vidro (20x20 cm) com gel de silica 60
GF254.


http://www.acdlabs.com/products/phys_chem_lab/logp/

5.5.2. Sintese de Bi- chalconas (LAFIS 313)

Figura 15. LAFIS 313

1-(3-(3’,5-dimetodxi-charconil))-3-(3,5-dimetoxi-fenil)prop-2-en-1-ona  (LAFIS
313) (Figura 15). A uma solucdo de 1,3-diacetilbenzeno (131 mg; 0,81 mmol) em
etanol (0,5 mL) a 0 °C foi adicionado 3,5-dimet6xi-benzaldeido (269 mg; 1,62 mmol)
e uma solucédo aquosa de NaOH 19 % (0,2 mL). Depois de ter sido agitada por 12 h
em temperatura ambiente, a reacéo foi interrompida com adi¢cdo de agua (10 mL),
acidificada com solucdo aquosa de HCl 10 % e e seu volume diminuido em
evaporador rotatorio. Procedeu-se a extracdo com diclorometano (3 x 20 mL) e as
fases organicas foram secas em Na,SO, e concentradas sob pressdo reduzida. O
residuo bruto foi purificado através de cromatografia em coluna de gel de silica
utilizando cicloexano - acetato de etila (80:20) como fase mdvel. Desta maneira o
composto LAFIS 313 foi obtido (76 mg), 20 % rendimento, pé amarelo; PF: 123- 127
°C; Log P: 5,75 £ 0,48; IV (ATR): 2925 (CHy), 1553 (C=C), 1657 (C=0), 1271 (OCHy)
cm™; EM: m/z 459.1808 [M+H]" (Calculado para CasH2606: 459.1808); RMN de *H
(400 MHz, CDCI3) 6 8,60 (t, J = 1,7 Hz, 1H, Hy), 8,20 (dd, J = 7,7 e 1,7 Hz, 2H, Hass),
7,77 — 7,71 (m, 2H, Hg+p), 7,63 (dt, J = 7,8 e 3,8 Hz, 1H, Hs), 7,54 — 7,47 (m, 2H,
Ha+a), 6,78 (d, J = 2,2 Hz, 4H, Hose+27467), 6,52 (t, J = 2,3 Hz, 2H, Hs+4"), 3,83 (s,
12H, 4 x OCHj3); APT (101 MHz, CDCl3): & 189,7 (C=0), 161,1 (Cz+5+37+57), 145,7
(Cg+p), 138,5 (Cy+17), 136,5 (C143), 132,4 (Case), 129,1 (Cp), 128,3 (Cs), 122,0 (Co+ar),
106,5 (Co+g+27+67), 103,1 (Cq447), 55,5 (4 x OCHy).
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5.5.3. Sintese de diidrochalconas (LAFIS 314 e LAFIS 404)

Figura 16. LAFIS 314

1-(3,5-dimetoxi-fenil)-3-(3,5-dimetoxi-fenil)-propan-1-ona (LAFIS 314) (Figura
16). A uma solugcdo de 3,5,3,5-tetrametoxi-chalcona (LAFIS 31) (102mg; 0,31
mmol) em acetato de etila seco (1 mL) e Pd/C 10% (7 mg; 0,31 mmol) foi borbulhado
H, até enchimento de um baldo previamente acoplado ao baldo de reacdo. Apés 1 h
de vigorosa agitacao, procedeu-se a filtracao para eliminacdo do paladio e secagem
do solvente em rota evaporador. O residuo bruto foi purificado através de
cromatografia em coluna de gel de silica utilizando cicloexano - acetato de etila
(85:15) como fase movel. Desta maneira o0 composto LAFIS 314 foi obtido (56 mg),
55 % rendimento, p6 branco; PF:. 60-65 °C; Log P: 3,77 £ 0,45; IV (ATR): 2937
(CH,), 2836 (CHs), 1681 (C=0), 1588 (C=C), 1202 (OCH3) cm™; EM: m/z 331.1538
[M+H]* (Calculado para C19H2,0s: 331.1545); RMN de *H (400 MHz, CDCls): & 7,08
(d, J = 2,3 Hz, 2H, Hz+¢), 6,64 (t, J = 2,3 Hz, 1H, Hy), 6,40 (d, J = 2,3 Hz, 2H, Hy.¢),
6,32 (t, J = 2,3 Hz, 1H, Hy), 3,79 (s, 6H, 2 x OCH3), 3,77 (s, 6H, 2 x OCH3), 3,23 (dt,
J =154 e 8,0 Hz, 2H, Hy), 2,99 (m, 2H, Hg); APT (101 MHz, CDClIs): d 198,8 (C=0),
160,9 (Cz+5+3+5), 143,6 (Cy), 138,8 (Cy), 106,5 (Cz46), 105,8 (Co+¢), 105,4 (Cy), 98,0
(C4), 55,3 (4 x OCHg), 40,4 (Cy), 30,5 (Cp).



OH O

2 p 1 2 3
3y 1T - .
Ho ‘ ® 6 ‘ OMe
5 5

Figura 17. LAFIS 404

1-(2,4-dihidréxi-fenil)-3-(4-metéxi-fenil)-propan-1-ona (LAFIS 404) (Figura 17).
Ao resorcinol (220 mg; 2 mmol) e acido-4-metoxi-fenil proniénico (360 mg; 2 mmol)
em trifluoreto de boro eterato (1,3 mL; 10,2 mmol) foi agitada entre 80- 90°C por 90
min sob atmosfera inerte. A mistura reacional foi vertida em uma solucdo aquosa de
acetato de sodio 10 % (100 mL) e mantida sem agitacdo durante 4 h. Procedeu-se a
extracdo utilizando acetato de etila (3 x 20 mL) e as fases organicas combinadas
foram lavadas com agua destilada (20 mL) e solucdo saturada de NaCl (20 mL),
secas com Na,SO, e concentradas sob pressdo reduzida. O residuo bruto foi
purificado através de cromatografia em coluna de gel de silica utilizando cicloexano -
acetato de etila (8:2) como eluente. Desta maneira o composto LAFIS 404 foi obtido
(238,0 mg), 44 % rendimento, p6 bege claro; PF: 87- 90 °C (literatura: 58-60 °C)
(Siddaiah et al., 2006); Log P: 3,82 + 0,30; IV (ATR): 3322 (OH), 2929 (CH), 1609
(C=0), 1355 (C=C), 1242 (OCHs) cm™; EM: m/z 296.1022 [M+Na]+ (Calculado para
C16H160sNa: 296.1025); RMN de *H (400 MHz, CDCls): 5 12,84 (s, 1H, OH), 7,60 (d,
J =8,7 Hz, 1H, Hg), 7,15 (d, J = 8,4 Hz, 2H, Hz.s), 6,84 (d, J = 8,4 Hz, 2H, Hs.s), 6,37
(m, 2H, Hs+s), 3,79 (s, 3H, OCHg), 3,18 (t, J = 7,7 Hz, 2H, Hg), 2.98 (t, J = 7,7 Hz,
2H, Ho); RMN de *3C (101 MHz, CDCls): & 204,1 (C=0), 165,0 (C4), 163,3 (C2),
157,9 (Cy), 132,9 (C4), 132,3 (Cg), 129,3 (Cz46), 114,0 (Csss), 113,5 (Cy), 108,1 (Cs),
103,5 (C3), 55,3 (OCHs3), 39,9 (Cq), 29,7 (Cp). Pelo espectro de COSY foi possivel
observar a correlagéo entre os hidrogénios Hq com Hg, H3z+s com Hg e Hszs com
H..6. No espectro de HMQC foi possivel observar a correlacdo dos hidrogénios Hz.s
com os carbonos Cy e Cs. As atribuicdes de elucidacdo do composto conferem com
dados da literatura (Siddaiah et al., 2006).
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5.5.4. Sintese de benzoatos de benzila (LAFIS 315 e LAFIS 405)

OMe

Figura 18. LAFIS 315

3,5-dimetéxi-benzoato de 3’,5-dimetoxi-benzila (LAFIS 315) (Figura 18). Ao
acido 3,5-dimetoxi-benzéico (182 mg; 1 mmol) em dimetilformamida (DMF) (6 mL) foi
adicionado DCC (162 mg; 1 mmol). A mistura reacional foi agitada por 1 h a 50 °C
até completa dissolucdo dos solidos. Em seguida, 3,5-dimetoéxi-benzilalcool (168 mg;
1mmol) foi adicionado ao meio reacional seguindo a agitacao por 3 h a 65 °C. O
produto resultante foi vertido em agua gelada e extraido com diclorometano (3 x 20
mL). A fase organica foi sucessivamente lavada com 5 % HCI 1N (3 x 20 mL), 5 %
NaHCO3; (3 x 20 mL), e agua (3 x 20 mL). A fase organica resultante foi seca em
Na,SO, e concentrada em vacuo. O produto bruto foi purificado em coluna
cromatigréfica de silica gel, usando cicloexano e acetato de etila como eluentes.
Desta maneira o composto LAFIS 315 foi obtido (86,1 mg), 26 % rendimento, pé
branco; PF: 75- 80 °C; Log P: 3,33 + 0,52; EM: m/z 333.1349 [M+H]" (Calculado para
C18H2006: 333.1338); RMN de *H (400 MHz, CDCls): 8 7,22 (dd, J = 2,2 e 0,5 Hz, 2H,
Ho.e), 6,65 (t, J = 2,3 Hz, 1H, Hy), 6,58 (dd, J = 2,3 e 0.6 Hz, 2H, Hy.¢), 6,43 (t, J =
2,3 Hz, 1H, H,), 5,28 (s, 2H, CH,), 3,82 (s, 6H, 2 x OCHg3), 3,80 (s, 6H, 2 x OCHy);
APT (101 MHz, CDCI3): 6 166,1 (C=0), 160,9 (Cs.s), 160,6 (C3+5), 138,2 (C,), 131,9
(Cy), 107,3 (C2+¢), 105,9 (Ca46), 105,7 (Cy), 100,1 (C,), 66,7 (CH>), 55,6 (2 x OCHg),
55,4 (2 x OCHj3). No espectro de COSY foi possivel observar a correlagdo dos
hidrogénios Hy+s com Hs e Hz.6 com Hy. Pelo espectro de HSQCAD as correlacdes
dos hidrogénios H,.s € Hy com os carbonos C,.s € Cq, respectivamente, pode ser

observada.
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Figura 19. LAFIS 405

4-metoxi-benzoato de 2’,4’-dihidroxi-benzila (LAFIS 405) (Figura 19). Ao acido
2,4-dihidréxi-benzdico (154 mg; 1 mmol) em acetonitrila (6 mL) foi adicionado DCC
(162 mg; 1 mmol). A mistura reacional foi agitada por 1 h a 50 °C até completa
dissolucdo dos sdlidos. Em seguida, 4-metoxi-benzildlcool (168 mg; 1mmol) foi
adicionado ao meio reacional seguindo a agitacdo por 3 h a 65 °C. O produto
resultante foi vertido em agua gelada e extraido com diclorometano (3 x 20 mL). A
fase organica foi sucessivamente lavada com 5 % HCI 1N (3 x 20 mL), 5 % NaHCOg3
(3 x 20 mL), e agua (3 x 20 mL). A fase organica resultante foi seca em Na,SO, e
concentrada em vacuo. O residuo bruto foi purificado em coluna cromatigréfica de
silica gel, usando cicloexano e acetato de etila como eluentes. Desta maneira o
composto LAFIS 405 foi obtido (11,2 mg), 4 % rendimento, pé bege claro; PF: 63- 67
°C; Log P: 3,61 + 0,28; IV (ATR): 3092 (OH), 2917 (CH,), 2849 (CH3), 1667 (C=0),
1355 (C=C), 1134 (OCH3) cm™; EM: m/z 275.0927 [M+H]* (Calculado para C15H140s:
275.0919); RMN de 'H (400 MHz, CDCls): & 10,98 (s, 1H, OH), 7,74 (d, J = 8,7 Hz,
1H, Hg), 7,37 (d, J = 8,6 Hz, 2H, Ha.¢), 6,90 (d, J = 8,6 Hz, 2H, Hs.s), 6,40 (d, J = 2,4
Hz, 1H, H3), 6,35 (dd, J = 8,7 e 2,4 Hz, 1H, Hz), 5,28 (s, 2H, CH,), 3,81 (s, 3H, CHy);
APT (101 MHz, CDCl3): 6 169,8 (C=0), 163,7 (Cs), 162,3 (C2), 159,8 (C4), 132,0
(C1), 130,1 (Coss), 127,6 (Ce), 114,0 (Cs45), 107,9 (Cs), 105,8 (Cy), 103,1 (C3), 66,5
(CHy), 55,3 (OCHgs). No espectro de COSY foi possivel observar a correlacdo entre
os hidrogénios Hz.s com Hg e Hsis com Ha.s. Apesar de ser comercialmente obtida,

nao foram encontrados os dados de elucidacéo na literatura.
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5.6. Conclusdes

O planejamento de novos compostos, visando a atividade antitumoral, seguiu
uma estratégia racional a partir dos prototipos LAFIS 31 e LAFIS 40, os quais
apresentaram atividade citotoxica em linhagem celular C6 de glioma de rato em
ensaios preliminares de viabilidade celular (MTT) e morte celular (contagem celular).

Desta maneira, a Série LAFIS 31, constituida de uma bi-chalcona, uma
diidrochalcona e um benzoato de benzila, e a Série LAFIS 40, constituida por uma
diidrochalcona e um benzoato de benzila, foram planejadas de forma a proporcionar
uma diversidade quimica suficiente para avaliar o potencial antitumoral desta classe
de compostos.

Os derivados planejados foram sintetizados, obtendo-se rendimentos entre 4
e 55 % sendo os compostos LAFIS 313, LAFIS 314 e LAFIS 315 inéditos.
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Gliomas sao conhecidos pelo seu dificil tratamento, mas apesar dos avangos
nos tratamentos convencionais, a incidéncia e mortalidade para glioma pouco
mudou nas ultimas décadas, fazendo-se necessarios mais estudos que contribuam

com avancgos terapéuticos e, aumentem a sobrevida média dos pacientes.

Estudo preliminar do nosso grupo de pesquisa demonstrou que as chalconas
LAFIS 31 e LAFIS 40 foram compostos muito ativos em ensaios de viabilidade e

contagem celular, utilizando células C6 de glioma de rato.

Desta forma, neste trabalho apresentamos o planejamento e a sintese de
duas séries de derivados a partir dessas duas chalconas, visando a atividade
antitumoral em glioma. Essas séries foram planejadas a fim de avaliarmos o efeito
de modificacdes estruturais na atividade bioldgica.

Compostos da Série LAFIS 31 e Série LAFIS 40 foram sintetizados com
sucesso. Esses compostos serdo posteriormente submetidos a avaliacao
bioquimico-farmacologica para possibilitar a proposicdo de uma relacdo estrutura-
atividade para essas chalconas, considerando a inibicado de NF-xB um possivel alvo
de atuacao destes compostos.

Posteriormente apresentamos a avaliacdo bioquimico-farmacolégica das
chalconas LAFIS 31 e LAFIS 40. Para ambos os compostos sua citotoxicidade foi
mantida em linhagem humana de glioma (U138), mas ndo foram citotoxicos para
culturas organotipicas do hipocampo, um modelo de células neuronais normais,
sugerindo que haja seletividade para as células cancerosas. Apesar de LAFIS 31
atuar sobre NF-xB em células de glioma que poderia ser, pelo menos parcialmente a
causa de morte por apoptose, tal efeito ndo foi demonstrado para LAFIS 40, sendo
assim, o mecanismo de ac¢ao pelo qual LAFIS 40 causou apoptose em linhagem C6
de glioma de rato podera ser explorado auxiliando no entendimento das vias pelas
guais essas chalconas exercem sua atividade antitumoral.

Espera-se ter contribuido para a descoberta de novos prototipos para avangos

terapéuticos em glioma.
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7.1. Parecer do Comité de Etica para o uso de animais

----- Mensagem encaminhada de ceua@propesq.ufrgs.br -----
Data: Wed, 13 Feb 2013 16:16:39 -0200

De: ceua@propesg.ufrgs.br

Responder para: ceua@propesq.ufrgs.br

Assunto: Projeto de pesquisa na Comissdo de Etica no Uso de Animais
Para: grace.gosmann@ufrgs.br

Prezado Pesquisador GRACE GOSMANN,

Informamos que o projeto de pesquisa Planejamento, sintese e avaliagao bioquimico-farmacolégica
e chalconas e seus derivados visando a atividade antitumoral, encaminhado para analise em
19/11/2012, foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais com o seguinte parecer:

Todas as sugestées da CEUA foram realizadas pelo pesquisador e, portanto, somos de parecer
favoravel para a realizacdo do projeto.Autorizamos a utilizacdo de 9 ratos de 6 a 8 dias de idade.

CEUA/UFRGS

Atenciosamente,
Comiss3o de Etica no Uso de Animais
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