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Via-Lactea
X

“Ora (direis) ouvir estrelas! Certo
Perdeste o senso!” E eu vos direi, no entanto,
Que, para ouvi-las, muita vez desperto

E abro as janelas, palido de espanto...

E conversamos toda a noite, enquanto
A Via-Lactea, como um péalio aberto,
Cintila. E, ao vir do sol, saudoso e em pranto,

Inda as procuro pelo céu deserto.

Direis agora: “Tresloucado amigo!
Que conversas com elas? Que sentido

Tem o que dizem, quando estdo contigo?”

E eu vos direi: “Amai para entendé-las!
Pois s6 quem ama pode ter ouvido

Capaz de ouvir e de entender estrelas”.

[Olavo Bilac, ‘Via-Lactea — XllI (1888), em “Antologia: poesias”.]
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RESUMO

O Cancer é caracterizado pelo crescimento anormal de células, devido as alteracdes
em mecanismos biolégicos bésicos. E considerado a segunda principal causa de
morte em todo o mundo e seu tratamento consiste em cirurgias, radioterapias,
transplante de medula Ossea e quimioterapias, que podem ser realizados
individualmente ou em conjunto. Dentre os procedimentos a quimioterapia envolve o
uso de farmacos antineoplasicos que atuam na eliminacdo das células tumorais.
Novas moléculas, como as chalconas, estdo em avaliacio como protétipos para
agentes antineoplasicos. As chalconas que pertencem ao grupo dos flavonoides, séo
obtidas de fontes naturais ou sintetizadas em laboratério e apresentam diversas
propriedades farmacologicas como antimicrobiana, antitumoral, anti-inflamatoria e
quimioprotetora. Esse trabalho, teve como objetivo a sintese e avaliagdo da atividade
antioxidante e antitumoral de onze (11) chalconas que foram sintetizadas por
condensacao aldédlica direta de Claisen-Schimdt com 80 a 99% de rendimento e
caracterizadas por métodos espectrométricos (Cromatografia GASOSA acoplada a
Espectrometria de Massas - CG/EM, Infravermelho - IV e Ressonancia Magnética
Nuclear - RMN). Apos verificacdo da pureza, os compostos foram submetidos a
ensaios de atividade antitumoral pelo teste de Metil Tiazol Tetrazoélio - MTT, atividade
antioxidante por sequestro de DPPH e Voltametria de Pulso Diferencial - VPD e adicéo
conjugada a dupla ligacdo com N-Acetilcisteina - NAC. No ensaio antitumoral, os
compostos foram testados frentes a células de adenocarcinoma de ovario (OVCAR-
8), préstata metastatico (PC-3M) e pulmdo bronquioalveolar (NCI-H358M). O
composto 7a foi ativo para todas linhagens; 7c, 7i, 7] e 7k foram ativos para a linhagem
NCI-H358M; 7b e 7g para PC-3M; 7f e 7h para OVCAR-8 e NCI-H358M; 7d e 7e
tiveram valores de ICso superior a 5 pg/mL para todas as linhagens sendo
considerados inativos. No ensaio para a atividade antioxidante por UV-Vis e RPE foi
possivel evidenciar que grupos doadores de elétrons (hidroxila, amino, metoxilas, por
exemplo) tem relacdo direta com o aumento da atividade e grupos retiradores de
elétrons (nitro, por exemplo) com a diminuicdo da atividade. Os compostos 7g e 7j
apresentaram a maior captacdo do radical DPPH. Na VPD os compostos 79, 7j e 7k
apresentaram o primeiro pico antes de 0,5V. Com relacdo a adicdo de NAC aos

compostos porcentagem de ligacdo média foi de 45% apds 70 min de incubacao.



Assim, conclui-se que as chalconas sao moléculas promissoras por apresentarem

atividade antitumoral contra as linhagens de células testadas e atividade antioxidante
por ambos os métodos testados.

Palavras Chave: chalconas, atividade antitumoral, atividade antioxidante.



ABSTRACT

Cancer is characterized by abnormal cell growth due to changes in the basic biological
mechanisms that can spread to other organs. It is considered the second leading cause
of death worldwide and its treatment consists of surgeries, radiotherapies, bone
marrow transplantation and chemotherapies, which can be performed individually or
together. Among the procedures, chemotherapy involves the use of antineoplastic
drugs that act in the elimination of tumor cells. New molecules, such as chalcones, are
being evaluated as prototypes for antineoplastic agents. Chalcones belong to
flavonoids group, that can be obtained from natural sources or synthesized in the
laboratory and have several pharmacological properties, such as antimicrobial,
antitumor, anti-inflammatory and chemoprotective. The objective of this study was the
synthesis and antioxidant and antitumor activity evaluation of chalcones. Thus, eleven
(11) chalcones were synthesized by direct aldol condensation of Claisen-Schmidt with
80 to 99% vyield and characterized by spectrophotometric methods (Gas
Chromatography Mass Spectrometry - GC/MS, Infrared - IR and Nuclear Magnetic
Resonance - NMR). After purity evaluation, the compounds were tested for antitumor
activity by the Methyl Thiazole Tetrazolium test - MTT, antioxidant activity by
sequestration of DPPH and Differential Pulse Voltammetry - DPV and conjugated
addition to the double bond with N-Acetyl Cysteine - NAC. In antitumor activity, the
compounds were tested on ovary adenocarcinoma (OVCAR-8), metastatic prostate
(PC-3M), and bronchoalveolar lung (NCI-H358M) cells. Compound 7a was active for
all cells; 7c, 7i, 7j and 7k were active for the NCI-H358M lineage; 7b and 7g for PC-
3M; 7f and 7h for OVCAR-8 and NCI-H358M; 7d and 7e have ICso values greater than
17 uM for all cells and were considered the most inactive. In the antioxidant activity by
optical spectroscopy and EPR, it was possible to show that electron donor groups
(hydroxyl, amino, methoxyls, for example) are directly related to the increase in activity
and electron withdrawing groups (nitro, for example) with decreased of activity.
Compounds 7g and 7] showed the highest uptake of the DPPH moiety. In the DPV
compounds with the first peak of oxidation before 0.5V are classified as potential
endogenous antioxidants, compounds 7g, 7] and 7k are potential endogenous
antioxidants. Regarding the addition of NAC to the compounds, average binding

percentage was 45% after 70 min of incubation. Thus, it is concluded that chalcones



are promising molecules due their antitumor activity against the cell lines tested and

antioxidant activity by both methods tested.

Keywords: chalcones, antitumor activity, antioxidant activity.
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1. INTRODUCAO

“Cancer”, “tumores malignos” e “neoplasias” s&o termos genéricos utilizados para
descrever um grande grupo de doencas caracterizadas pelo crescimento de células
anormais que invadem partes adjacentes do corpo e/ou espalham-se para outros 6rgaos.
A Organizacdo Mundial de Saude descreve o cancer como um problema de saude publica
que afeta, principalmente, paises em desenvolvimento, e sendo a segunda principal causa

de morte em todo o mundo (mais de 8,2 milhées de pessoas morrem por ano) (WHO, 2016).

Os canceres de pulméao, prostata, colorretal, estomacal e hepatico séo os tipos mais
recorrentes nos homens, enquanto 0s canceres mamarios, colorretais, pulmonares, cérvix
e estomacais sdo o mais comum entre as mulheres. Estima-se que entre 30% e 50% das

mortes por cancer podem ser prevenidas (WHO, 2016).

Os canceres compartilham varias caracteristicas biologicas, sendo a proliferacédo
anormal de células a caracteristica definidora. Essa proliferacdo ocorre devido as
alteracbes nos mecanismos biolégicos basicos que sdo responsaveis pelo controle da

proliferagéo dentro dos limites ideais (BRASIL, 2015).

O tratamento dos diversos tipos de cancer pode envolver cirurgias, radioterapias,
transplante de medula éssea, imunoterapias e quimioterapias. Essas abordagens podem
ser realizadas isoladamente ou em conjunto. Entre os métodos utilizados, a quimioterapia
€ alvo de extensa pesquisa na busca de novos farmacos, mais ativos, com menos efeitos
colaterais, baixa toxicidade e boa biodisponibilidade, para serem utilizados como
antineoplasicos. Os antineoplasicos atuam na eliminagdo de células tumorais ao inibir os

mecanismos envolvidos na proliferacéo celular (FRAGA, 2015).

Antineoplasicos sao agentes que promovem a citotoxicidade em células em
crescimento anormal e sua atividade citotoxica esta relacionada a inibicao de
transportadores de elétrons, desacoplamento de fosforilagdo oxidativa, geracdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO), formacéao de adutos de proteinas (especialmente com
grupos de enzima SH) e danos ao DNA. Assim, moléculas que desempenham essas
atividades séo alvos de estudo (FRAGA, 2015).

As ERO’s sdo um importante sinal regulatorio para a apoptose celular e sua fungéo
na ativagdo mitocondrial funciona como um gatilho oferecendo uma base poderosa para a

terapia do cancer, assim moléculas, que possuem atividade antioxidante comprovada,



alvos para novas moléculas que possam atuar como antineoplasicas (MORAES et al.,
2014).

Novas moléculas para utilizacdo como antineoplasicos estdo em estudo, sendo as
moléculas de fontes naturais, como a vimblastina, vincristina, paclitaxel, entre outras, com
atividade biolégica comprovada utilizadas como protétipos para o desenho do esqueleto
basico da estrutura necessaria a atividade. Esse esqueleto orienta a sintese/modificacao
para obtengdo de novas moléculas. Entre as substancias naturais com atividade antitumoral
conhecida destacam-se as hidroxiladas (com grupos hidroxilas, -OH) e metoxiladas (com
grupos metoxilas, -OCHzs). Assim, moléculas com esses grupos de substituintes sao alvos
de extensos estudos (BOUMENDJEL, 2009).

As chalconas sdo moléculas promissoras para o estudo de novos antineoplasicos.
Dentre suas propriedades biologicas a atuacdo em mecanismos de defesa pela
neutralizacdo de espécies reativas de oxigénio/nitrogénio (ERO’s/ ERN’s) (MORAES et al.,

2014) é uma possibilidade para o estudo da atividade antineoplasica.

As chalconas pertencem ao grupo dos flavonoides que séo polifendis de relativa
abundancia nos vegetais e sd0 seus precursores naturais sintetizados a partir da rota dos
fenilpropanoides, ou seja, pela via biossintética do acido chiquimico. As chalconas
constituem os pigmentos amarelos das flores e podem ser encontradas em vérias partes

das plantas, como raiz, rizomas, cerne, brotos, folhas, flores e sementes (CAMPOS, 2010).

O termo chalcona foi introduzido em 1899 por Kostanecki e Tabor e estruturalmente
pertencem a um grupo de compostos que possui um esqueleto 1,3-difenil-2-propen-1-ona
correspondente a um flavonoide de cadeia aberta, sendo dois anéis aromaticos separados
por um grupo cetona a,B-insaturado (-C(O)CH=CH-) (dYVIND; KENNETH, 2006).

As chalconas sdo encontradas em diversas formas na natureza, como dimeros,
oligdbmeros e adutos de Diels-Alder e substituicdes nos anéis aromaticos da estrutura basica

contribuem para as diversas estruturas encontradas (CAMPOS, 2010).

As chalconas podem ser obtidas de fontes naturais ou serem sintetizadas em
laboratoério. Entre os métodos para sua sintese destacam-se o método classico de
condensacdo de Claisen-Schmidt, as reacdes de Wittig e a acilacdo de Friedel-Crafts. Na
reacao de Wittig ocorre a reacdo de um aldeido/cetona e um "reagente de Wittig" (ileto de
trifenilfosfonio, p.e.), na reacao de Friedel-Crafts ocorre a acilagéo direta de um fenol e na
condensacdao de Claisen-Schmidt ocorre a reacao de acetofenonas arométicas substituidas



com aldeidos arométicos substituidos (SOLOMONS, 2002; CAREY; SUNDBERG, 2007;
CHOPRA, 2016).

Devido a sua variedade estrutural, as chalconas apresentam diversidade de
propriedades farmacolégicas descritas na literatura, como atividade bactericida, fungicida,
antiviral, antiprotozoaria, inseticida, anti-helmintica, anti-inflamatoria, antitumoral, citotoxica,
quimiopreventiva, tornando-as moléculas promissoras na busca de novos farmacos (LI et
al., 1995; SIVAKUMAR; KUMAR; DOBLE, 2009; BANDGAR et al., 2010).

As atividades biologicas das chalconas séo atribuidas & porc¢éo olefinica (-HC=CH-
) conjugada a cetona e ao padrdo de substituicdo nos anéis aromaticos, resultando em

compostos com propriedades farmacoldgicas totalmente distintas (BANDGAR et al., 2010).

A atividade antineoplasica das chalconas pode ser relacionada a alteragbes
moleculares nas células tumorais, como a inducéo da apoptose, dano mitocondrial, inibicao
da angiogénese, inibicdo da tubulina, inibicdo de cinases e também ativacdo de proteina
de efluxo de drogas e possui varias vantagens, como a fraca interacdo com DNA e o baixo
risco de mutagenicidade (DAS; MANNA, 2016).

Estudos na literatura reportam as atividades das chalconas pelo padrdo de
substituicbes nos anéis aromaticos. A associacdo de chalconas metoxiladas e hidroxiladas
com atividade antitumoral e antioxidante é extensamente discutida na literatura. O estudo
da influéncia dos substituintes na atividade biolégica é uma das formas de desenvolver a
melhor estrutura para a atividade de interesse (EDWARDS et al., 1990; DUCKI et al., 1998;
LAWRENCE et al., 2000; LEBLANC et al., 2005).

O mecanismo de acdo da atividade antioxidante é proposto pela ocorréncia da
transferéncia/recepcao de um Unico elétron ou pela transferéncia do atomo de hidrogénio
para estabilizar o radical. Assim, compostos com elétrons desemparelhados e com
substituintes com hidrogénios livres sdo alvos de estudo para atividade antioxidante. Os
compostos antioxidantes sofrem oxidacao evitando que moléculas essenciais ao organismo
sejam oxidadas (SIVAKUMAR; PRABHAKAR, 2011).

Devido as diversas aplica¢cfes biologicas das chalconas o estudo da relacdo entre
sua estrutura e sua atividade biol6gica torna-se de extrema relevancia. Assim, esse trabalho
tem como foco a sintese e caracterizacdo de chalconas e no estudo da relacdo entre a

estrutura desses compostos e a possivel atividade antitumoral e antioxidante.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. CANCER

De acordo com a Organizagcdo Mundial da Saude (OMS), o céancer é
inquestionavelmente um problema de saude publica, especialmente nos paises em
desenvolvimento, onde é esperado que o impacto do cancer na populacdo corresponda a
80% dos 20 milhdes de casos de mortes estimados para 2025 (BRASIL, 2015).

O céancer, também denominado por tumores malignos ou neoplasias, € um termo
genérico para um grande grupo de doengas caracterizadas pelo crescimento anormal de
células além de seus limites habituais, que podem invadir partes adjacentes do corpo e/ou
espalhar-se para outros 6rgdos. Representa a segunda principal causa de morte em todo
0 mundo e representou 8,8 milhdes de mortes em 2015, quase 1 em cada 6 de todas as
mortes globais. Os canceres de pulmao, préstata, colorretal, estomacal e hepético sédo os
tipos mais comuns em homens, enguanto 0s canceres mamarios, colorretais, pulmonares,

de cérvix e estomacais sdo os mais comuns nas mulheres (WHO, 2016).

De acordo com a evidéncia atual, entre 30% e 50% das mortes por cancer podem
ser prevenidas, modificando ou evitando os principais fatores de risco, como o0s produtos
do tabaco, reduzindo o consumo de alcool, mantendo um peso corporal saudavel,
exercitando-se regularmente e abordando infec¢des relacionadas a fatores de risco (WHO,
2016; BRASIL, 2015).

Os canceres compartilham varias caracteristicas bioldgicas. Uma caracteristica
definidora é a proliferacdo de células anormais. O processo de proliferacédo celular é bem
controlado ao longo da vida por mecanismos bioldgicos basicos. No cancer, 0s mecanismos
de controle estdo alterados e as células afetadas crescem além de seus limites habituais,
invadem tecidos adjacentes e podem se espalhar para 6rgdos ou tecidos secundarios como
metastases (WHO, 2002).

Atualmente mais de 8,2 milh6es de pessoas morrem por ano de cancer em todo o
mundo. No Brasil em 2013 foram registradas 189.454 mortes por cancer (INCA) e estima-
se a ocorréncia de mais de 600 mil casos da doenca no Pais no biénio 2018-2019, para
cada ano. Entre os homens, sado esperados 295.200 novos casos, e entre as mulheres,
300.870 (BRASIL, 2015). A OMS estima que, no ano de 2030, havera 27 milhdes de novos

casos, 17 milhdes de mortes e 75 milhdes de pessoas vivendo com cancer.



A estimativa mundial, realizada em 2012, pelo projeto Globocan/larc, apontou que
os tipos de cancer mais incidentes no mundo foram de pulméo (1,8 milhdo), mama (1,7
milh&o), intestino (1,4 milh&o) e préstata (1,1 milhdo), sendo o de pulméo (16,7%), prostata
(15,0%), intestino (10,0%), estbmago (8,5%) e figado (7,5%) os mais frequentes em
homens; e mama (25,2%), intestino (9,2%), pulmado (8,7%), colo do utero (7,9%) e
estdmago (4,8%) em mulheres (BRASIL, 2015).

O tratamento dos diversos tipos de cancer pode envolver cirurgias, radioterapias,
transplante de medula 6ssea, imunoterapias e quimioterapias dependendo da extensao,
estagio e localizacdo. Essas abordagens podem ser realizadas individualmente ou em
conjunto, por exemplo, cirurgia + quimioterapia, quimioterapia + imunoterapia, transplante
+ imunoterapia + quimioterapia, entre outras associacfes. Entre esses métodos a

guimioterapia consiste na utilizacdo de antineoplasicos (FRAGA, 2015).

Com o intuito de desenvolver novos farmacos, mais ativos, com menos efeitos
colaterais, baixa toxicidade frente as células normais e biodisponibilidade satisfatoria, a
guimioterapia € alvo de extensa pesquisa. O principal objetivo do emprego de
antineoplasicos € eliminar as células tumorais através da inibicdo de alguns dos
mecanismos envolvidos na proliferacédo celular, como a diviséo celular. Dentre as estruturas
celulares envolvidas no processo de divisdo os microtubulos, filamentos intracelulares
formados por subunidades alternadas de uma proteina dimérira, a e B-tubulina, sdo
capazes de se polimerizar-despolimerizar para formarem o fuso mitético a fim de separarem

corretamente os cromossomas durante a divisdo celular (FRAGA, 2015).

Os farmacos anticancer introduzidos na terapéutica antitumoral nas uUltimas décadas
tem, em sua maioria, origem nos produtos naturais, tais como a vimblastina (Velban®),
vincristina (Oncovin®), vindesina (Eldisine®), vinorelbina (Navelbine®), paclitaxel (Taxol®),
etoposideo (Etopophos®) e teniposideo (Vumon®). Estes medicamentos movimentam
anualmente um mercado de cerca de 60 bilhdes de dolares (PINTO et al., 2002; COSTA-
LOTUFO et al., 2010).

Produtos naturais encontrados em suas formas metoxiladas e hidroxiladas possuem
atividade antineoplasica explicando os estudos frequentes em novas moléculas hidroxi e
metoxiladas como novos agentes terapéuticos. A colchicina (1) e a combretastatina A-4 (2)
(Figura 1) sdo excelentes exemplos de moléculas hidroxi e metoxiladas com atividade
antineoplésica comprovada (BOUMENDJEL, 2009).



Figura 1 — Estrutura quimica da colchicina (1) e da combretastatina A-4 (2)
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Fonte: Boumendjel et al (2009).

As combretastatinas destacam-se como uma classe promissora de agentes
antimitoticos devido sua agdo antivascular e antiproliferativa. A combrestatina A4 &€ uma
pequena molécula organica da classe dos estilbenos, com a¢ao anticarcinogénica, isolada
das cascas da arvore sul africana conhecida como Combretum caffrum (Eckl. & Zeyh.)
Kuntze, da familia Combretaceae. Trata-se de uma espécie inserida na medicina tradicional
Zulu (PETTIT, 1988).

A colchicina, um protoalcaléide?, foi o primeiro agente desestabilizador da tubulina a
ser descoberto e diferencia-se dos alcaloides derivados da vinca (Catharanthus roseus L.)

e dos taxoides (Taxus brevifolia), devido sua capacidade de

10s protoalcaloides sdo compostos que possuem grupamento amina em cadeia lateral ao invés de
atomo de nitrogénio no sistema heterociclico — heteroatomo — como os alcaloides.

atuar na rede vascular que irriga o tumor. Ambas possuem aplicacao terapéutica limitada
devido a elevada toxicidade, assim, o estudo de novos compostos estruturalmente
relacionados a colchicina e combretastatina para a descoberta de antineoplasicos que

sejam terapeuticamente Uteis e pouco citotoxicos é extremamente atraente (FRAGA, 2015).

2.2. ATIVIDADE ANTITUMORAL

A fisiopatologia de todos os canceres envolve o mau funcionamento de genes que

controlam o crescimento, a divisdo e morte celular. As novas geracdes de drogas



antineoplasicas afetam os sinais que promovem ou regulam o ciclo celular, fatores de
crescimento e seus receptores, caminhos de transducéo de sinal e caminhos que afetam o
reparo e a apoptose do DNA em vez de direcionar a sintese direta do DNA (DAS; MANNA,
2016).

Os antineoplasicos s@o os agentes que podem promover a citotoxicidade de células
com crescimento anormal. A atividade citotéxica de alguns compostos esta relacionada a
inibicdo de transportadores de elétrons, desacoplamento de fosforilacdo oxidativa, geracao
de ERO’s, formacéo de adutos de proteinas (especialmente com grupos de enzima SH) e
danos ao DNA (MORAES et al., 2014).

Os derivados de chalcona de diversas arquiteturas quimicas sdo bastante
significativos na descoberta de drogas anticancer e, portanto, estdo no centro das atencoes
dos “cacadores de drogas” (DAS; MANNA, 2016).

Para determinacdo da atividade antitumoral dos antineoplasicos em estudo
emprega-se métodos colorimétricos que quantificam a proliferacdo celular de células em
meios de cultura. Sdo métodos rapidos e baratos (BETANCUR-GAVIS et al., 1999). Entre

0s métodos empregados o teste do MTT é bastante utilizado.

2.2.1. Testede MTT

Um dos ensaios colorimétricos para a avaliacdo de proliferacdo celular ou
citotoxicidade mais comumente utilizados na atualidade é o teste de MTT descrito por
Mosmann (1983). O teste de MTT é um método desenvolvido para avaliar a viabilidade
celular através da verificacdo da atividade de uma enzima mitocondrial, a succinato
desidrogenase. Trata-se de um teste baseado no uso do brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-
2il]-2,5-difeniltetrazolio (MTT) (3), em que este é reduzido apenas por mitocondrias viaveis
e pode ser lido em um espectrofotobmetro de varredura multipocos (leitor de ELISA). A
reducdo do MTT, de cor amarelada, a azul/roxo de formazana (4) (Esquema 1) ocorre
apenas em células viaveis, sendo sua densidade diretamente proporcional ao numero de

células presentes. E um ensaio versatil e quantitativo.

Esquema 1 — Reduc¢édo do MTT por enzimas mitocondriais
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Fonte: adaptado de Mosmann (1983).

2.3. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

As ERO’s, do inglés “Reactive Oxygen Species” — ROS, sdao um importante sinal
regulatério para a apoptose celular e sua fungéo na ativacdo mitocondrial atua como um
gatilho para a apoptose oferecendo uma base poderosa para a terapia do cancer (RALPH
et al., 2010). Assim, moléculas que possuem atividade antioxidante comprovada séo alvos

para novos estudos que possam comprovar a atividade antineoplasica.

Os antioxidantes sdo os agentes que podem inibir ou atrasar a oxidagao de um
substrato oxidavel em uma reacdo em cadeia. Chalconas pertencem a maior classe de
metabolitos secundarios de plantas e, em muitos casos, atua em mecanismos de defesa
neutralizando ERO’s para sobreviver e prevenir as plantas de danos celulares por micro-

organismos, insetos e herbivoros (CHAVAN et al., 2016).

A atividade antioxidante de compostos naturais estd relacionada a varios
mecanismos diferentes, como a remocao de oxigénio singleto, doacdo de hidrogénio,
guelacdo de ions metalicos e atuando como substrato para radicais livres, como o

superoxido e o hidréxido, através de sua eliminacdo (CHAVAN et al., 2016).

Os radicais superoxido (O2"), peroxido (ROO"), alcoxido (RO"), hidroxila (HO*) e 6xido
nitrico (NO") sdo ERO’s produzidos no corpo humano e estdo envolvidas na producao de
energia, no sistema imunoldgico, na diferenciacéo celular e na biossintese de compostos
importantes, mas também induzem danos a membrana, oxida¢édo das bases nitrogenadas
do DNA, quebras de cadeia de DNA, aberragcdes cromossomicas e alteracdes proteicas

gue leva ao surgimento de diversas patologias. O sistema antioxidante corporal e a



formacdo de ERO’s estdo em equilibrio no corpo e o desequilibrio resulta em danos as
células, o chamado estresse oxidativo, que leva ao surgimento de diversas patologias, entre
elas o cancer (SIVAKUMAR; PRABHAKAR, 2011).

A atividade antioxidante pode ser determinada por varios métodos entre eles a
captura dos radicais de peroxila e/ou hidroxila, captura de radical organico (como o
sequestro de DPPH), quantificacao de produtos formados durante a peroxidagéo de lipidios,
voltametria ciclica, entre outros (ARUOMA, 2003).

2.3.1.Método de Sequestro de DPPH

O método por sequestro de DPPH caracteriza-se por avaliar a capacidade
antioxidante via atividade sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)
(5). O radical livre de DPPH+ & bastante conhecido por caracterizar-se como um radical
organico estavel e tem muitas vantagens, tais como uma boa estabilidade na auséncia da
luz, aplicabilidade, simplicidade e viabilidade (DENG; CHENG; YANG, 2011).

O principal mecanismo para o método DPPH« envolve a transferéncia de elétron ou
proton (Esquema 2) para o radical a fim de estabiliza-lo. O radical DPPH- tem sua absorcao
maxima em espectro UV em 517 nm e quando este composto recebe um elétron ou um
préton de um agente antioxidante ou de um radical livre, para se tornar um composto mais
estavel, resulta em perda de absorbéancia, passando de violeta (forma livre) para amarelo
(forma conjugada) (DENG; CHENG; YANG, 2011).

Esquema 2 — Transferéncia de hidrogénio para o radical de DPPH

N R-H R N
N°® NH
02N N02 \_/ - OZN N02
NO, NO,
DPPH (oxidado) DPPH (reduzido)
Parpura Amarelo
5




Fonte: adaptado de Deng; Cheng; Yang (2011).

2.3.2.Espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletronica (RPE)

A RPE (EPR, do inglés “electron paramagnetic resonance”) é uma técnica
espectroscépica para deteccdo de espécies que contém elétrons desemparelhados, ou
seja, espécies paramagnéticas. A metodologia por RPE é semelhante a metodologia por
sequestro de DPPH, no entanto, ao invés de um leitor de placas utiliza-se um
espectrofotometro Bruker EMX Plus para leitura das amostras, tornando o método mais
sensivel e confiavel (LEAL, 2004).

2.3.3.Voltametria de Pulso Diferencial

A voltametria do pulso diferencial (DPV) é uma técnica seletiva e sensivel, em que o
potencial € alterado linearmente com o tempo (potencial de varredura linear) em intervalos
de amplitude entre 10 e 100 mV por vérios milissegundos. A diferenca entre as correntes
antes da aplicacdo do pulso e no final é registrada. A diferenca entre estas duas correntes
sobre o potencial aplicado passa pelo maximo, formando o pico de potencial (Figura 2,
picos 1, 2 e 3) no grafico de DPV. A posi¢ao do pico no eixo potencial € dada pela qualidade
do analito e sua altura depende da concentrag&o do analito, sendo diretamente proporcional
a seu potencial redutor (SOCHOR et al., 2013).

Figura 2 — Grafico DPV
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Fonte: Sochor et al. (2013).



Um composto com potencial atividade antioxidante enddégena mostra o primeiro pico
de oxidacdo no gréfico de VPD antes de 0,5 V, uma vez que antioxidantes endogenos
comprovados oxidam em potenciais em torno desse valor. Os compostos com o0 primeiro
pico de oxidacado apods 0,5 V séo considerados de baixo potencial antioxidante enddégeno
(OLIVEIRA-NETO et al., 2017; LINO et al., 2014).

A VPD, por ser um método eletroanalitico, apresenta algumas vantagens em relacdo
as demais técnicas espectroscépicas, como limite de deteccado baixo, custo de equipamento
baratos e alta sensibilidade (OLIVEIRA-NETO et al., 2017; LINO et al., 2014). Além disso,
nao necessita de radicais, ja que baseia nas propriedades elétricas do préprio composto
em estudo. Isso torna o método seguro e confidvel, apesar dos testes com DPPH
demonstrarem a inibicdo do radical DPPH, os resultados por VPD demonstram quais dos
compostos possuem potencial de exercer atividade antioxidante no organismo (GLOD et
al., 2014.).

2.4. ADICOES CONJUGADAS: A REACAO DE MICHAEL

A reacdo de Michael, também conhecida como "adi¢do 1,4" ou "adicdo conjugada"
(Esquema 3), caracteriza-se pela adicdo de moléculas a um composto carbonilico a,(-
insaturado. A reacdo de Michael € um dos métodos mais eficientes na sintese orgénica
para a formacéao de ligagdes C-C e C-X (X = O, N, S, entre outros) e tem ampla aplicacéo
sintética (HOUSE, 2000).

Esquema 3 — A reacao de Michael
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Fonte: adaptado de House (1972).

Diversas moléculas podem ser adicionadas ao sistema a,B-insaturado pela adi¢cao
de Michael, como, por exemplo, a NAC (6) (Figura 3).



Figura 3 — Estrutura da N-acetilcisteina (6)
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Fonte: autora, ChemDraw 8.0 (2017).

A NAC é uma molécula derivada do aminoacido cisteina e € comumente utilizada no
tratamento de doencas respiratérias, na intoxicacao por paracetamol e na prevencédo da
nefropatia induzida por contraste. Sua meia-vida é de aproximadamente 6 horas e 30% da
droga € excretada pelos rins. Os efeitos secundéarios sao leves e infrequentes. A
administracdo direta de cisteina ndo é possivel devido a sua biodisponibilidade limitada,
toxicidade e insolubilidade (ASEVEDO et al., 2014).

A adicdo de NAC é uma forma de avaliar o potencial das chalconas de ligarem-se as
proteinas e o resultado pode ser extrapolado para proteinas endégenas. Uma vez que para
exercer sua funcdo em sistemas biologicos a chalconas precisam ligarem-se a proteinas
endogenas (receptores) para exercer sua propriedade biolégica, seja antioxidante ou
antineoplasica ou ambas. No entanto, essa ligacdo precisa ser reversivel para que depois

de exercer sua funcéo a molécula possa ser excretada.

2.5. CHALCONAS

As chalconas pertencem ao grupo dos flavonoides e sdo precursoras naturais destes
importantes metabolitos secundarios de plantas. Sao biossintetizadas (Esquema 4) a partir
da via dos fenilpropanoides, oriundos de aminoacidos aromaticos como a fenilalanina,
tirosina e unidades de acetato (CAMPOS, 2010; ZUANAZZI, 2001). Os flavonoides s&o
polifendis de relativa abundancia nos vegetais e ocorréncia ampla dentre as numerosas
familias botanicas. Possuem grande diversidade estrutural quando comparados a outros
produtos de origem vegetal (CAMPOS, 2010; ZUANAZZI, 2001).



Esquema 4 — Rota de sintese dos compostos fendlicos derivados da via da fenilalanina
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Fonte: adaptado de Taiz; Zeiger (2004).

Biologicamente, as chaconas também podem ser definidas como uma classe de
compostos pertencentes a familia das fitoalexinas produzidas durante a biossintese de
flavondides. As fitoalexinas sdo metabolitos secundarios de baixo peso molecular
produzidas pelas plantas em resposta a diversos estresses ambientais, incluindo ataques
de micro-organismos e insetos, radiacao ultravioleta, variagcbes na temperatura e na
umidade. Denomina-se metabdlito toda substancia resultante de reacdes quimicas
celulares, quer seja para fins essenciais a vida como crescimento e desenvolvimento
(metabdlitos primarios), quer seja para exercer papel na sobrevivéncia e adaptacdo do
vegetal, como uma interacdo entre o organismo e o meio (metabdlitos secundérios)
(CAMPOQS, 2010).

As chalconas constituem os pigmentos amarelos das flores e podem ser encontradas
em varias partes das plantas, como raiz, rizomas, cerne, brotos, folhas, flores e sementes.
Sao comumente encontradas em espécies pertencentes aos géneros Angelica, Sophora,
Glycyrrhiza, Humulus, Scutellaria, Parartocarpus, Morus e Artocarpus (YADAV et al., 2011).



O termo chalcona foi introduzido em 1899 por Kostanecki e Tabor (KOSTANECKI,
TABOR, 1899). A chalcona (7), estruturalmente pertence a um grupo de compostos que
possui um esqueleto 1,3-difenil-2-propen-1-ona correspondente a um flavonoide de cadeia
aberta, sendo dois anéis aromaticos separados por um grupo cetona a,B-insaturado (-
C(O)CH=CH-) apresentado na figura 4. Quimicamente, elas podem ser facilmente
ciclizadas por adicdo de Michael na posicdo B do sistema carbonila para formar uma
flavona. A existéncia da ligacdo dupla resulta em formas cis-trans isomeéricas das chalconas
na natureza, em que a forma trans € termodinamicamente mais estavel (JYVIND;
KENNETH, 2006).

Figura 4 — Estrutura geral da chalcona (7)
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Fonte: @yvind & Kenneth (2006).

As chalconas séo encontradas na forma de dimeros, oligbmeros, adutos de Diels-
Alder e conjugados de varios tipos. Substituicdes nos anéis aromaticos da estrutura basica
também contribuem para a variagédo estrutural das mesmas (JYVIND; KENNETH, 2006).

Trata-se de uma cetona aromatica que forma o esqueleto central para uma variedade
de compostos biologicamente importantes, que sdo conhecidos coletivamente como
analogos chalcona (CHAVAN et al., 2016).



2.5.1.0btencéo de Chalconas

As chalconas podem ser obtidas de fontes naturais e sintéticas e existem diversos
métodos para a sintese dessas moléculas, incluindo o método classico de condensacéo de
Claisen-Schmidt, as reacdes de Wittig e a acilacdo de Friedel-Crafts (CHOPRA, 2016).

A reacao de Wittig, descoberta em 1954 por Georg Wittig, € uma das técnicas mais
comuns utilizadas para a preparacao estereosseletiva de alcenos. Em termos gerais, a
reacdo permite a formagcdo de um produto de alceno e um produto lateral de 6xido de
trifenilfosfina a partir da reacdo de um aldeido ou cetona e um "reagente de Wittig" (ileto de
trifenilfosfénio). Em contraste com as reacdes de eliminagcao classicas, a reacdo de Wittig

fornece produtos com estruturas variaveis e bons rendimentos (SOLOMONS, 2002).

As chalconas podem ser sintetizadas por acilagao direta de um fenol, pela reacao de
Friedel-Crafts. Nesta abordagem, o fenol torna-se o anel A enquanto o agente acilante

fornece os carbonos do anel B e o sistema de trés carbonos conjugados (CHOPRA, 2016).

A condensacéo de Claisen-Schmidt é a rota sintética mais simples e comum para
obtencdo de chalconas e caracteriza-se pela reacdo de acetofenonas aromaticas
substituidas (8) com aldeidos aromaticos substituidos (9) (Esquema 5), permitindo a
formacédo do sistema a,B-insaturado. A reacdo € realizada rotineiramente utilizando solucéo
aguosa de hidroxido de sodio/potassio ou solucao etanolico de etéxido de sodio a 50 ° C,
durante vérias horas (24h) de reacdo em refluxo (VOGEL, 1989; CHOPRA, 2016).

Esquema 5 — Reacdo de acetofenona (8) e benzaldeido (9) para formar a chalcona

Fonte: adaptado de Chopra (1989).

As chalconas podem ser obtidas por condensacéo de Claisen-Schmidt via catalise
acida ou catalise basica. A sintese de chalconas via catalise basica ocorre em quatro etapas
(Esquema 6). A primeira etapa € caracterizada pela catalise basica do NaOH, que

desprotona um proton do carbono a da carbonila da acetofenona, formando o ion enolato.



O ion formado é estabilizado por ressonancia. Na segunda etapa, o ion enolato reage como
nucledfilo atacando o carbono carbonilico do aldeido aromético substituido, produzindo o
alcoxido que na terceira etapa desprotona uma molécula de agua para formar o aldol. Na
guarta etapa, ocorre a remocao do hidrogénio a da carbonila, devido a sua acidez. Em
seguida, ocorre a estabilizacdo do produto final pela ressonancia das duplas ligacdes
conjugadas (CAREY; SUNDBERG, 2007; PATIL; GACCHE; KORBAD, 2010).

Esquema 6 — Mecanismo da reacdo de condensacéao alddlica via catalise basica
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Fonte: adaptado de Carey; Sundberg (2007).

O mecanismo reacional via catalise acida (Esquema 7) ocorre na presenca de
SOCI2/EtOH. O HCI é gerado in situ pela reagédo do SOCI2 com etanol absoluto, em seguida
0 oxigénio carbonilico desprotona o 4cido gerado, formando o ion enolato, que se estabiliza
por ressonancia. O grupo carbonilico do aldeido € ativado para o ataque nucleofilico por

meio da protonacéo do oxigénio, assim os elétrons da dupla ligacdo do enol se adicionam



ao carbanion formado. Em seguida ocorre a formacao direta do aldol, levando remocé&o do
hidrogénio a carbonila (CAREY; SUNDBERG, 2007).

Esquema 7 — Mecanismo da reagéo alddlica de chalconas via catélise acida.
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Fonte: adaptado de Carey; Sundberg (2007).

Variacdes da condensacéo de Claisen-Schimdt tém sido descritas, empregando-se
ultrassom e reator de micro-ondas para diminuir o tempo de reacdo, diminuir o uso de
solventes, bem como melhorar os rendimentos do produto final. Tais metodologias estéao
em consonancia com a quimica verde (GO; WU; LIU, 2005; CHENG et al., 2008).

2.5.2.Chalconas e Atividades Biologicas



Analogos de chalcona tém recebido atencdo em virtude da grande variedade de
acoOes farmacoldgicas descritas na literatura, como atividade bactericida (BANDGAR et al.,
2010), fungicida (SIVAKUMAR; KUMAR; DOBLE, 2009), antiviral (MALLIKARJUN;
ECJHAO, 2005), antiprotozoaria (LI et al., 1995; RANDO et al., 2010), inseticida
(BITENCOURT; SANTOS; SOUZA, 2007), anti-helmintica (DAS et al., 2010), anti-
inflamatoéria (BANDGAR; GAWANDE, 2010), inibicdo enzimética (NARJAFIAN et al., 2010),
antitumoral (SZLISZKA et al., 2010), citotoxica (APONTE et al., 2008), quimioprotetora
(FOREJENIKOV et al., 2005; WON et al., 2005), dentre outras bio-atividades (DIMMOCK

et al., 1999), fazendo das mesmas, moléculas promissoras na busca de novos farmacos.

Estudos tém demonstrado que essas atividades biologicas sdo em grande parte
atribuidas a porcéo olefinica (-HC=CH-) das chalconas e ao padrdo de substituicdo nos
anéis A e B por qualquer substituinte, podendo resultar em compostos com propriedades
farmacologicas totalmente distintas (BANDGAR et al., 2010).

2.5.2.1. Chalconas e Atividade Antineoplasica

A atividade antineoplasica dos derivados de chalcona pode ser devido a alteracdes
moleculares nas células cancerigenas, como a inducédo de apoptose e dano mitocondrial,
inibicdo da angiogénese, inibigdo da tubulina, inibicdo de cinases e indugéo da atividade de
proteina de efluxo de drogas e possui varias vantagens, como a fraca interagdo com DNA
e baixo risco de mutagenicidade. A literatura revela que as chalconas naturais e sintéticas
sdo importantes por provocar atividade citotdxica e apoptotica, sendo bem documentadas
(DAS; MANNA, 2016).

Véarios mecanismos de acdo sdo propostos para a atividade antitumoral de
moléculas, como inibicdo da angiogénese (NAM et al., 2003), inducdo do desacoplamento
mitocondrial, colapso da membrana mitocondrial (SABZEVARI et al., 2004) e interrup¢ao
do ciclo celular (DUCKI et al., 1998; LAWRENCE et al., 2000; FU et al., 2004; WON et al.,
2005). As chalconas também apresentam atividade antimitética, ligando-se no sitio de
ligacdo da colchicina a tubulina, provocando a inibicdo da polimerizagéo e interrupcéo da
mitose (EDWARDS et al., 1990; DUCKI et al., 1998).

Winter e colaboradores (2010) demostraram a atividade de analogos de chalconas
contra linhagens de células leucémicas, pela indugcéo da apoptose através da ativacdo da
via das proteinas caspases, que sdo proteinas responsaveis por sinalizar a apoptose e



clivar substratos levando a condensacdo e fragmentacdo nuclear, externalizacdo de

fosfolipidios de membrana que sinalizam as células a serem fagocitadas por macréfagos.

Shen e colaboradores (2007) avaliaram a atividade da chalcona sem substituices
no anel A e B contra células de cancer de bexiga e prostata evidenciando que a mesma
induz a apoptose das células cancerigenas através da reducdo na expressao das ciclinas
A e B1, aumento da expressao das proteinas proapoptoticas e diminuicdo na expressao de
proteinas antiapoptoticas e ativagcdo do fator de nuclear kappa B (NF-kB), onde sua

regulacdo incorreta esta ligada ao cancro.

A associagdo de chalconas metoxiladas com atividade antimitética € extensamente
discutida na literatura devido a semelhanca das mesmas com inibidores conhecidos da
polimerizacdo da tubulina, como a colchicina e a combretastatina A-4 (Figura 1, pagina 29),
gue apresentam varios grupos metoxilas na estrutura (EDWARDS et al., 1990; DUCKI et
al., 1998; LAWRENCE et al., 2000; LEBLANC et al., 2005).

Um exemplo de chalcona aprovada para uso na clinica médica € a (E)-1-(2,4-
dimetoxifenil)-3-(4-metoxifenil)prop-2-en-1-ona (10) (Figura 5) com atividade colerética e/ou
hepatoprotetora e vendida com as denominacdes de Auxibilina® ou Megalip® (NI et al.,
2004), essa molécula possui trés substituicdes metoxilas, sendo duas no anel A e uma no

anel B.

Figura 5 — Estrutura do farmaco Auxibilina® (10)
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Fonte: Ni et al. (2004).

2.5.2.2. Chalconas e Atividade Antioxidante

O mecanismo de acdo da atividade antioxidante é proposto pela ocorréncia da
transferéncia de um unico elétron para estabilizar o radical DPPH ou pela transferéncia de
préton (SIVAKUMAR; PRABHAKAR, 2011). Assim, compostos com elétrons
desemparelhados e com substituintes com hidrogénios livres (-OH, -NHz, -CHs, -OCHz entre

outros) séo alvos de estudo para atividade antioxidante.



Yayli e colaboradores (2005) evidenciaram que grupos hidroxilas e metoxilas de
chalconas sintéticas estdo relacionados a atividade antioxidante e Yayli e colaboradores
(2006) evidenciaram que azochalconas com grupo nitro nas posicdes orto, meta e para sao

potenciais agentes antioxidantes devido a presenca de proton livre.

Alam e colaboradores (2014) investigaram a atividade antioxidante de derivados de
chalconas, obtidos da reacdo da 4-acetilpiridina com benzaldeidos substituidos, e
observaram uma porcentagem de inibicao do radical de DPPH para 3-(2,4-diclorofenil)-1-
(piridine-4-il) prop-2-em-1-ona de 16% a uma concentracdo de 10 pg/mL e de 34% a uma

concentracdo de 20 pg/mL.

Sivakumar e Prabhakar (2011) avaliaram a atividade antioxidante de analogos de
chalconas, entre eles o 3-(3,4,5-trimetoxifenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona, obtendo uma
porcentagem de inibicdo do radical livre de DPPH de 15,55% a uma concentracédo de 50

pg/mL.

Sokmen e Khan (2016) avaliaram a atividade antioxidante de derivados de chalcona,
obtendo uma concentragao de 22 pg/mL para inibir 50 % do radical livre de DPPH para o
derivado 1-(2,4,6-trihidroxifenil)-3-(4-metoxifenil)prop-2-en-1-ona (11) (Figura 6), que

contém trés grupos hidroxilas e um grupo metoxila na molécula (SOKMEN; KHAN, 2016).

Figura 6 — Estrutura da 1-(2,4,6-trihidroxifenil)-3-(4-metoxifenil)prop-2-en-1-ona (11)
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Fonte: Sokmen; Khan (2016).

2.5.2.3.  Chalconas e a Adicao de Michael

A formacéo de ligacdes covalentes € uma das etapas mais importantes para o design
de moléculas com propriedades antitumorais (AHN; SOK, 1996). E essa ligacdo pode ser
formada pela adicdo de Michael, uma vez que chalconas podem atuar como aceptores de

Michael em sistemas bioldgicos, e assim, atuar como agentes antineoplasicos.



Sokmen and Khan (2016) descrevem uma abordagem inovadora e rapida para a
sintese de 2-benzil-3-fenil-2H-benzo-[1,4]-tiamina (12), a partir de o-aminotiofenol (0-ATP)
(13) e 1,3-difenil-2-propen-1-ona (7) utilizando cloreto de indio Ill como catalisador pela

adicao de Michael, como exemplificado no esquema 8 (SOKMEN; KHAN, 2016).



Esquema 8 — Adicao de Michael de o-aminotiofenol (13) a chalcona (7)
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Fonte: Sokmen; Khan (2016).

Al-Jaber e colaboradores (2012) também descreveram que a adicdo de Michael de
malononitrilo (14) a 1-(4-bromofenil)-3-(4-metoxifenil)prop-2-en-1-ona (15) na presenga de
NaOH/EtOH e adicdo do acido tiobarbitarico (16) a 1,3-difenil-2-propen-1-ona (7) na
presenca de trietilamina (TEA) gerou 6-(4-bromo-fenil)-2-etoxi-4-(4-metoxi-fenil)-nicotino-
nitrilo  (17) e  5-(3-oxo-1,3-difenil-propil)-2-tioxo-di-hidro-pirimidina-4,6-diona  (18),
respectivamente, ambas as estruturas confirmadas por 1V, a reacéo esta representada no

esquema 9.

Esquema 9 — Adicdo de Michael de malononitrilo (14) e acido tiobarbitarico (16)
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Fonte: Al-Jaber et al (2012).



Yang e Du (2010) por sua vez descreveram o desenvolvimento de uma série de
organocatalisadores quirais a base de squaramide para a adi¢cdo enantioseletiva de Michael
de nitroalcanos a 1,3-difenil-2-propen-1-ona, obtendo produtos com rendimentos elevados.
A adicdo de nitrometano (19) gerou a 4-nitro-1,3-difenilbutan-1-ona (20), com 97% de
rendimento (Esquema 10).

Esquema 10 — Adi¢cédo de Michael de nitrometano (19) a chalcona (7)
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Fonte: Yang; Du (2010).

Cao e colaboradores (2016) descreveram a adicdo assimétrica de Michael de
Malonato de Metila (21) a 1,3-difenil-2-propen-1-ona na presenca de derivados de L-
Aminoécidos, obtendo o produto 2-(3-oxo-1,3-difenilpropil)-malonato (22) com 97% de

rendimento (Esquema 11).

Esquema 11 — Adicao de Michael de Malonato de Metila (21) a chalcona (7)
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Fonte: Cao et al, (2016).
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Sintetizar, caracterizar e avaliar o potencial antitumoral e antioxidante de chaconas

e derivados.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

»  Sintetizar chalconas por meio de reacfes de condensacao aldélica de Schmidt de

forma direta;

»  Purificar e caracterizar os compostos sintetizados por métodos cromatogréaficos (CCD
e CG/EM) e espectroscopicos (IV e RMN);

»  Determinar a Atividade Antitumoral pelo teste de MTT;

»  Determinar a Atividade Antioxidante via sequestro de DPPH por UV-Vis e RPE e

voltametria de pulso diferencial (DPV);
»  Avaliar a estabilidade das chalconas sintetizadas por Termogravimetria,;

»  Avaliar a adicdo de NAC a dupla ligagéo das chalconas.



4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1. REAGENTES UTILIZADOS NA SINTESE

Os reagentes empregados na sintese dos compostos encontram-se descritos na

tabela 1. Todos reagentes foram utilizados sem prévia purificagao.

Tabela 1 — Formula molecular (FM), fabricante e grau de pureza dos reagentes utilizados.

Reagentes FM Fabricante/Grau de Pureza
2-furilmetilcetona CsHsO2 Fluka, 99%
3,4,5-trimetoxibenzaldeido C10H1204 Sigma Aldrich, 99%
3,5-dimetoxibenzaldeido CoH1003 Sigma Aldrich, 99%

3-metoxi-4hidroxibenzaldeido C;H/NO Sigma Aldrich, 99%

4-aminoacetofenona CsHoNO Sigma Aldrich, 99%
4-etilbenzaldeido CoH100 Sigma Aldrich, 98%
4-metilacetofenona CoH100 Sigma Aldrich, 96%
4-metilbenzaldeido CsHsO Sigma Aldrich, 97%
4-metoxiacetofenona CoH1002 Sigma Aldrich, 99%
4-nitroacetofenona CsHoNO Sigma Aldrich, 98%
4—nitrobenzaldeido C7HsNO3 Sigma Aldrich, 98%
Acetofenona CsHs0 Sigma Aldrich, 99%

Benzaldeido C7/HsO Sigma Aldrich, 99%




4.2. PROCEDIMENTO GERAL PARA SINTESE

Os compostos foram sintetizados por Condensacao Alddlica de Claisen-Schimdt
através da reacao direta de acetofenona com benzaldeido em quantidade minima de etanol

de acordo com o método que vem sendo desenvolvido pelo professor Gilberto Aquino.

Primeiramente, foram adicionadas quantidades equimolares de acetofenonas e
benzaldeidos em quantidade minima de etanol apenas para solubilizacdo dos reagentes,
no caso de reagentes liquidos foi adicionado apenas 1 mL de etanol. Apés solubilizacao foi

adicionado um excesso de hidréxido de potassio (KOH) pulverizado.

Apés adicdo de KOH, o sistema foi agitado manualmente até formacédo do
precipitado. A reacao foi analisada por CCD e o precipitado formado foi filtrado a vacuo e
lavado com &gua destilada gelada para remocao total do KOH e etanol gelado para
remocao de materiais de partida e recristalizado em etanol, quando necessario. O sélido
obtido foi analisado por CG-FID para verificar a pureza e caracterizado através de métodos

espectrométricos, CG/EM, IV e RMN para determinacéo da estrutura.

Os dados qualitativos e quantitativos da sintese estdo descritos no anexo 1. Os
compostos foram sintetizados de acordo com a rota sintética descrita no esquema 12 pela
reacdo de uma acetofenona aromética substituida (R1) com um benzaldeido aromatico
substituido (Rz).

Esquema 12 — Rota sintética geral para a sintese dos compostos

o)
N ol A MeoH / NaOH 50%
| + | | _oc-tas2an
~ -
Ri R2  EtOH / KOH pulv.
ta.
R1 = 4-OCHs; 4-CHj; Rz = H; 4-CHg; 4-CH,CHj;
4-NOy; 4-NH,; H; 3,4,5-OCHjg; 3,5-OCHj;
2-furilmetilcetona 4-NO,; 3-OCH3; 4-OH

Fonte:

autora, ChemDraw 8.0 (2017).

As estruturas dos compostos sintetizados (7a a 7k) estdo descritas na tabela 2.



Tabela 2 — Compostos sintetizados

Compostos R1 R2
7a 4-OCHz3 3-OCHgs; 5-OCHs
7b 4-OCHg3 3-OCHgs; 4-OCHzg; 5-OCH3
7c 4-CHs 3-OCHg; 5-OCHs
7d - 4-CH3
e - 4-NO;
7f - 3-OCHgs; 4-OCHzg; 5-OCH3
79 - 3-OCHg; 4-OH
7h 4-NH; 3-OCHzs; 5-OCH3
7i 4-NH> 3-OCHgs; 4-OCHzs; 5-OCH3
7j 4-NO> 3-OCHgs; 4-OH

O
7k m 4-CH>CH3
@)

A faixa de fusdo dos compostos sintetizados foi determinada segundo protocolos da
Farmacopeia Brasileira com um aparelho Microquimica MQAPF-301 e ndo foram corrigidos.
A faixa de fusdo de uma substéncia € o intervalo de temperatura compreendido entre o
inicio em que a substancia comeca a fluidificar-se e o término da fusédo (que é evidenciado

pelo desaparecimento da fase sélida) (ANVISA, 2010).

4.3. CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS



Os compostos foram caracterizados por Cromatografia em Camada Delgada (CCD),
CG/EM, IV e RMN.

4.3.1.Analise por CCD

Cromatofolhas de aluminio com silica gel 60, Alugram® Xtra Sil G, com indicador
UV2s4 (20x20cmx0,20mm) da Macherey-Nagel foram utilizadas para monitoramento das
reacbes de sintese dos compostos, utilizando como fase movel, o sistema de solventes
hexano/acetato de etila (90:10; 80:20, 70:30 e 60:40). As manchas foram visualizadas
utilizando camera de radiacdo na regido do UV (254 e 360 nm) e/ou cuba de iodo. Solugéao

de vanilina 5% em acido sulfdrico foi utilizada como solucéo reveladora.

4.3.2.Caracterizacao por CG/EM

Para caracterizacdo dos compostos e verificacdo da pureza foi utilizado um
cromatégrafo gasoso acoplado a espectrometria de massas (CG/EM), marca Shimadzu,
modelo QP2010 Ultra, equipado com coluna capilar CBP-5 (30 m de comprimento x 0,25
pum de diametro interno x 0,25 mm de espessura do filme), volume de injecdo de 1,0 uL, no
modo Split e Hélio como géas de arraste com fluxo de 1,0 mL/min. A temperatura do injetor
foi mantida em 280°C e do detector da fonte de ionizagdo em 310°C. A temperatura inicial
do forno foi de 100 °C, mantida por 2 minutos, seguida por uma rampa de aquecimento de
30 °C/min até 300 °C, mantida por 10 min. A espectroteca NIST11 /2011 / EPA / NIH para
verificacdo dos picos das massas dos compostos obtidos no EM foi utilizada. Esse método

foi utilizado para todos os compostos sintetizados.

4.3.3.Caracterizacao por IV

Para caracterizacdo dos compostos a espectroscopia na regidao de absorcdo do
infravermelho foi utilizada. A leitura foi realizada no espectrometro PerkinElmer, modelo
Frontier FT-IR. A andlise foi realizada por 32 varreduras na regido de 4000 cm a 400 cm-
1(2,5 p a 25u) em pastilha de KBr.



4.3.4.Caracterizacédo por RMN

Para caracterizacdo dos compostos a RMN foi utilizada. Os espectros de *H e 13C
foram gerados pelo Espectrobmetro Bruker 600 MHz (Central Analitica do Instituto de
Quimica/lUNB), em cloroférmio deuterado (CDCI3) com tetrametilsilano (TMS), e
espectrometro Bruker 500 MHz (Departamento de Quimica/UFG), em cloroférmio

deuterado. A visualizagao dos espectros foi realizada por meio do programa MNova 12.0.0.

4.3.5.Anélise Termogravimétrica

A andlise termogravimétrica dos compostos 7a a 7k foi realizada em TGA/DTG,
modelo Pyris 1, PerkinEImer em atmosfera de oxigénio e nitrogénio com vazédo de 20
mL.min! a fim de avaliar a estabilidade dos compostos frentes a essas atmosferas.
Aproximadamente 3 mg de amostras foram colocadas em cadinhos de platina no TGA e
uma varredura de aquecimento de 25 a 600 °C a 10 °C/min! foi realizada para cada

amostra. O método foi adaptado de Barakat e colaboradores (2015).



4.4. ATIVIDADES BIOLOGICAS DOS COMPOSTOS

Os compostos sintetizados, apés purificacdo, foram submetidos a ensaios de

atividade antitumoral, atividade antioxidante e adicdo conjugada de NAC a dupla ligacgéo.

4.4.1.Atividade Antitumoral

A citotoxicidade in vitro dos compostos foi verificada utilizando-se 3 linhagens de
células tumorais como screening inicial para determinacdo do potencial antitumoral. As
analises foram realizadas no Laboratorio de Oncologia Experimental da Universidade

Federal do Ceara, sob coordenacéo da Prof Dr Claudia do O Pessoa.

As linhagens tumorais utilizadas, OVCAR-8 (adenocarcinoma de ovario - humano),
PC-3M (carcinoma de préstata metastatico - humano); e NCI-H358M (carcinoma de pulméao
bronquioalveolar — humana) foram cedidas pelo Instituto Nacional do Cancer (INCA). As
células foram cultivadas em meio RPMI 1640, suplementadas com 10 % de soro fetal

bovino e 1 % de antibiéticos, mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera contendo 5% de CO».

Os compostos foram diluidos em DMSO puro estéril, na concentragdo estoque de 1
mg/mL. As amostras foram testadas em diluicdo seriada, sendo a maior concentracéo de 5
pg/mL. E o método colorimétrico 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)2,5-Difenil Brometo de Tetrazodlio

(MTT) descrito por Mosmann (1983) representado no esquema 13 foi utilizado.



Esquema 13 — Meétodo colorimétrico 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)2,5-Difenil Brometo de
Tetrazolio (MTT)
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Fonte: adaptado de Mosmann (1983).

Para o teste de MTT as células foram plaqueadas na concentracdo de 0,7 x 10°
cél/mL. Em seguida foram adicionadas as amostras numa concentracao variando de 0,001
a 5ug/mL e as placas foram incubadas por 72 horas em estufa a 5% de COza 37°C. ApoOs
este periodo de incubacéo, as placas foram centrifugadas e o sobrenadante, removido. Em
seguida, foram adicionados 150 uL da solucao de MTT (sal de tetrazélio), e as placas foram
incubadas por mais 3h. A absorbancia foi lida, apds dissolugéo do precipitado com 150 uL

de DMSO puro, em leito de Elisa a 595nm.

Os experimentos foram analisados segundo a média + desvio padrdo da média
(DPM) da porcentagem de inibicdo do crescimento celular usando o programa GraphPad

Prism 7.

4.4.2.Atividade Antioxidante por Sequestro de DPPH via UV-Vis

O método foi adaptado de Sivakumar; Prabhakar (2011) e baseia-se na transferéncia
de elétrons onde, por acdo de um antioxidante ou uma espécie radicalar, o DPPH que
possui cor purpura é reduzido formando difenil-picril-hidrazina, de coloracdo amarela, com
consequente desaparecimento da absorcdo, podendo a mesma ser monitorada pelo

decréscimo da absorbancia.

Para o desenvolvimento do método foi adaptada uma sala no laboratério de
instrumental da UEG com isolamento de luz utilizando uma lona preta. Todo experimento
foi realizado no escuro com auxilio de uma luz vermelha e para o transporte das placas

para leitura papel aluminio foi utilizado.



A reacdo dos compostos com o radical DPPH esta representada no esquema 14,
que pode ocorrer pela doacdo de um radical hidrogénio ou um elétron para o radical DPPH

a fim de estabiliza-lo.

Esquema 14 — Reac¢ao dos compostos com o radical DPPH
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Fonte: autora, ChemDraw 8.0 (2017).

As amostras dos compostos foram diluidas a partir de uma solucdo estoque para
concentracoes finais de 250, 200, 150 e 100 yM em metanol P.A. e um branco contendo
amostra diluida em metanol P.A. foi preparado para analise da absorcdo das amostras. 100
ML do reagente DPPH 0,1 mM e 300 uL das amostras em placas de 96 pogos foram
adicionados, a solucdo foi homogeneizada e mantida em repouso protegidas da luz a
temperatura ambiente de 25 °C. Apdés 1 hora as absorbéancias foram lidas em leitor de
microplacas da BioTek, modelo Epoch, a 517 nm. A partir dos resultados obtidos a
porcentagem de atividade antioxidante, ou sequestradora de radicais livres, foi determinada

utilizando a curva de calibragdo construida com DPPH. O ensaio foi realizado em triplicata.

Os experimentos foram analisados segundo a média = desvio padrdo da média

(DPM) da porcentagem de inibicdo do DPPH usando o programa GraphPad Prism 7.



4.4.3.Atividade Antioxidante por Sequestro de DPPH via RPE

As amostras para leitura por RPE foram preparadas de acordo com o procedimento
pelo método de UV-Vis, adaptado de Sivakumar; Prabhakar (2011). Todas as amostras
apos 1 hora de incubacdo com a solucdo de DPPH foram armazenadas em nitrogénio
liquido até as medigcbes. As medicdes foram realizadas em um espectrometro Bruker
(Bruker EMX Plus, Alemanha), equipado com uma cavidade de alta sensibilidade de banda
X (9,4 GHz) com cavidade de alta sensibilidade 4119HS. As configuracdes instrumentais
foram de largura de varredura 100 G, tempo de varredura 5 s, campo de modulacdo 1 G,
frequéncia de modulagdo 100kHz, poténcia 0,6 mW. As medidas foram realizadas em
temperatura ambiente de 25 °C e em triplicata.

Construiu-se uma curva de calibracéo utilizando o radical DPPH diluido em metanol
para as concentragdes de 375, 250, 125 e 0 uM. Nesta faixa de concentragao, obteve-se
uma curva de calibracao linear e todos os dados registrados para os compostos estavam
dentro desse intervalo de calibragao.

4.4.4.Atividade Antioxidante por VPD

As medidas eletroanaliticas foram realizadas em um potenciostato pAutolab Tipo llI®
(Eco-Chemie B.V., Utrecht, Holanda) integrado com o software GPES 4.9°. O dispositivo
foi ligado a uma célula eletroquimica de 2 mL em tampao fosfato (0.1 M e pH 7) com o

sistema de eletrodo de referéncia de Ag/AgCI/KCI saturado.

Todos experimentos foram feitos por DPV em estado soélido, que consiste na
imobilizacdo dos compostos por oclusédo em pasta de carbono (5 mg de composto, 70 mg
de grafite (Sigma) e 30 mg de 6leo mineral/Nujol), com amplitude de pulso de 50 mV e

velocidade efetiva de 10 mV / s.

4.4.5.Adicdo Conjugada: Reacdo Com N-Acetilcisteina

Acido (5, 5-ditiobis)-2-nitrobenzdéico (DTNB - Reagente de Ellman’s) foi usado para
determinar a porcentagem de ligacdo dos compostos (7a a 7k) a N-Acetilcisteina. O método



foi adaptado de Maydt e colaboradores (2013). A adi¢cao conjugada da N-acetilcisteina aos

compostos esta representada no esquema 15.

Esquema 15 — Adi¢do conjugada de N-acetilcisteina a chalconas
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Fonte:

autora, ChemDraw 8.0, (2017).

Para a realizacdo da adicdo da N-acetilcisteina o reagente de Ellman’s (DTNB), a
solucdo de N-acetilcisteina e a solu¢cdo dos compostos (25 mM em DMSO) foi preparado.
A solucdo de DTNB tamponada foi preparada em bal&o volumétrico de 250 mL pela adicédo
de 1,125 g de NaCl; 0,025 g de DTNB; 2,108 g de Na2HPO4.7H20; 0,0625 g de KH2PO4 e
agua destilada (g.s.p.). Uma solucéo padrdo de NAC a 20 mM foi preparada e diluida para

0,5 mM com tampao fosfato:metanol 1:1 (v/v, pH 9,1).

Uma solucéo contendo 1 mL de NAC 0,5 mM e 20 L da solu¢do do composto de
chalcona 25 mM foram preparadas e incubadas em estufa a mistura em tubos de ensaio a
37°C por 70 min sob agitacdo moderada. A varios intervalos de tempo (1, 10, 20, 30, 40,
50, 60 e 70 min), a concentracdo remanescente de NAC livre foi determinada com o

reagente de Ellman’s.

Para a leitura em leitor de Elisa a 412 nm foi adicionado 10 pL da solucdo em
incubacdo e 150 pyL do Reagente de Ellman’s em uma placa de 96 pogos. A solugao foi
homogeneizada e ap6s 1 min a absor¢cdo foi determinada. Os experimentos foram

realizados em triplicata.

A porcentagem de ligacdo dos compostos a N-Acetilcisteina em funcéo do tempo foi
determinada pela curva de calibracdo construida com NAC/DTNB. E os resultados foram

expressos em meédia.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. SINTESE DOS COMPOSTOS

A utilizacdo de um método direto para a sintese esta em desenvolvimento pelo
professor Gilberto Aquino no LPbioS. O método consiste na reacdo sem o uso de horas de
refluxo e com quantidade minima de etanol. Caracteriza-se pela adicdo de acetofenona e
benzaldeido em uma quantidade minima de etanol e posterior adicdo de excesso de
hidréxido de potassio (KOH) pulverizado. Ap6s alguns minutos de agitacdo manual ocorre
a formacdo do precipitado e liberacdo de calor, jA que é uma reacdo exotérmica. O
precipitado (chalcona) é obtido em sua forma pura, ou recristalizado, quando necessario e
o rendimento é satisfatorio (atinge até 98%). A reacdo que anteriormente demorava 24h é

reduzida a minutos.

As reac0Oes de sintese de chalconas normalmente utilizam método de condensacao
alddlica de Claisen Schmidt por catalise acida ou catélise basica, e as etapas de formacéao
do anion da acetofenona, do ataque a carbonila e da desidratacdo sao reversiveis devido
ao equilibrio quimico que ocorre na reacdo em refluxo, e como a maioria dos métodos
utilizam uma mistura de KOH/NaOH em metanol/etanol a base que ira desprotonar a
acetofenona sera o metoxido ou o etoxido. A possivel explicacdo para os rendimentos
elevados na auséncia de refluxo e longos periodos de reagao é que ao utilizar uma pequena
guantidade de solvente e KOH pulverizado, o KOH dissolve-se no solvente e age como
base e ndo mais metdxido ou etoxido como no refluxo, e isto € interessante porque foi

possivel fazer a reagdo com benzaldeido contendo hidroxila.

Os compostos foram sintetizados com excelentes rendimentos variando entre 80 a
99%. Os pontos de fusdo obtidos nao foram corrigidos. A aparéncia fisica do solido e do
cristal (quando obtido), o rendimento e a faixa de fuséo para os compostos sintetizados

estao descritos no anexo 1 e os compostos sintetizados estéo representados na tabela 3.

Tabela 3 — Estrutura dos compostos sintetizados (7a a 7k)



7a

7f




5.2. CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS

Os compostos foram caracterizados, e avaliados quanto a pureza, por CG/EM, IV e

RMN de 'H e 13C. Os resultados séo descritos a seguir.

5.2.1.Caracterizacdo por CG/EM

No espectrometro de massas, as moléculas na fonte de ionizacdo s&o
bombardeadas por um feixe de elétrons de energia resultando na retirada de um elétron da
molécula e, consequentemente, a formagdo de um cation denominado ion molecular, este
tera uma relacdo m/z de massa equivalente a molécula -1. Quanto mais estavel for o ion
positivo formado, mais abundante ele sera e, consequentemente, maior sera o pico
registrado no espectro. O pico correspondente ao ion mais estavel e, portanto, maior do
espectro, € denominado pico base. Os cromatogramas e espectros de massas dos

compostos (7a a 7k) sdo apresentados no anexo 2.

O espectro de massas do composto 7d ((E)-1-fenil-3-p-toluilprop-2-en-1-ona) foi
escolhido para andlise detalhada das fragmentacfes que confirmam sua estrutura. O
espectro de massas com valores da relacdo massa carga dos ions formados (m/z) pela

fragmentacdo da molécula esta representado na figura 7.

Figura 7 — Espectro de Massas da (E)-1-fenil-3-p-toluilprop-2-en-1-ona (7d)
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Fonte: autora (2017).

A (E)-1-fenil-3-p-toluilprop-2-en-1-ona (7d) pode sofrer fragmentagbes em diversas

partes da molécula conforme representado no esquema 16. Essas fragmenta¢gfes geram



0S sinais no espectro de massas. O pico de 77 m/z equivale ao pico base, pico de maior

intensidade, e o pico de 221 m/z ao ion molecular, formado pela ionizacdo da molécula.

Esquema 16 — Fragmentacdes da (E)-1-fenil-3-p-toluilprop-2-en-1-ona (7d)
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Fonte: autora, ChemDraw 8.0 (2017).

5.2.2.Caracterizagao por IV

O espectro de infravermelho de um composto quimico é considerado uma de suas
propriedades fisico-quimicas mais caracteristicas e, por conta disto, a espectroscopia ha
regido do infravermelho tem extensa aplicacdo na identificacdo dos compostos. Os

espectros IV dos compostos (7a a 7k) séo apresentados no anexo 2.

O espetro do composto 7d ((E)-1-fenil-3-p-toluilprop-2-en-1-ona) foi escolhido para
uma analise detalhada e como forma de ilustracdo das bandas que confirmam sua

estrutura. A figura 8 representa o espectro de absor¢édo no IV do composto 7d.



Figura 8 — Espectro de infravermelho da (E)-1-fenil-3-p-toluilprop-2-en-1-ona (7d)
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Fonte: autora, Origin (2017).

As chalconas tem bandas caracteristicas préxima a 1580 cm, referente a ligacdo
dupla (C=C) conjugada a cetona. Destaca-se também a banda em ~1650 cm da carbonila
(C=0). Anéis aromaticos monossubstituidos (5H adjacentes) possuem deformacé&o angular
entre 770 — 690 cm™* e deformagédo angular em ~860 cm referente a substituicdo para (4-
Ph). Em ~2450 cm™ ocorre o estiramento e em ~ 1390 cm a deformacéo angular da ligagéo

C-H, referente a metila (—CHs).



5.2.3.Caracterizacdo por RMN

A técnica de RMN caracteriza-se pela emissdo de pulsos de radiofrequéncia
aplicados sobre uma amostra imersa em um campo magnético intenso (na ordem de Tesla).
Alguns ndcleos atébmicos absorvem energia enquanto outros ndo, dependendo das
propriedades magnéticas de cada nucleo, gerando sinais de RMN que sao dependentes do
ambiente eletrénico do nucleo e do movimento das moléculas. Assim, RMN é uma técnica
extremamente informativa sobre a estrutura da matéria. Os espectros de RMN de 'H e 13C

dos compostos (7a a 7k) estédo representados no anexo 2.

Os espectros de RMN de *H e RMN de 3C do composto (E)-1-fenil-3-p-toluilprop-2-
en-1-ona (7d), foram selecionados para uma andlise detalhada e como forma de ilustracéo

dos deslocamentos que confirmam a estrutura deste composto.

No espectro de RMN de 'H (Figura 9), verifica-se o sinal de deslocamento em & 7,28
(s) do cloroférmio deuterado. O sinal em & 2,42 (s) refere-se aos protons da metila ligada
na posicao para do anel B e os sinais em & 7,51 e & 7,81 aos prétons a e 8 carbonilicos.
Os dupletos referentes aos prétons aromaticos do anel B, encontram-se em 6 7,26 e 6 7,58
e os dois multipletos referentes aos protons do anel A, sdo atribuidos aos sinais entre &
7,51-7,55(m)e d 8,04 - 8,05 (m).



Figura 9 — Espectro de RMN de *H da (E)-1-fenil-3-p-toluilprop-2-en-1-ona (7d) em CDCls,
500 MHz.
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Fonte: autora, MestReNova (2017).

No espectro de RMN de 13C (Figura 10), o sinal de deslocamento em & 21,75 refere-
se ao carbono da metila na posi¢édo para do anel B, o sinal em & 190,91 ao carbono
carbonilico e os sinais em & 121,39 e & 145,18 aos carbonos a e (B da carbonila. Os

carbonos aromaticos dos anéis A e B encontram-se na regido de 6 128,72 a 6 141,31.



Figura 10 — Espectro de RMN de 3C da (E)-1-fenil-3-p-toluilprop-2-en-1-ona (7d) em
CDCls, 126 MHz..
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Fonte: autora, MestReNova (2017).

5.2.4.Andlise Termogravimétrica

Os resultados da analise termogravimétrica dos compostos sintetizados estéo
descritos na tabela 4. Os dados referem-se as andlises em atmosfera de nitrogénio (N2) e
oxigénio (Oz). Os valores foram calculados para uma perda de 25, 50 e 75% em relacao a
massa inicial no analisador de Termogravimetria e estdo expressos em termos de

temperatura, ou seja, a temperatura necessaria para perda de 25, 50 e 75% na massa.



Tabela 4 — Temperatura para perda de 25, 50 e 75% de massa dos compostos

Temperatura (°C)

25% 50% 75%

Composto N2 O2 N2 02 N2 O2

7a 300,5 289,3 322,8 331,0 337,8 363,2
7b 312,0 297,4 330,2 316,5 342,0 330,1
7c 260,3 250,7 278,1 2659 289,6 2765
7d 2255 226,4 241,3 249,2 251,8 263,1
7e 252,3 283,0 270,121 303,9 2822 3204
7f 285,0 2859 302,1 306,3 3129 3191
79 281,55 256,5 302,1 2754 3183 291,7
7h 310,0 289,5 411,8 367,7 - 527,6
7i 306,8 294,4 331,0 386,0 - 569,0
7] 302,3 291,3 420,0 461,2 - 522,0
7k 213,7 213,0 232,7 231,0 346,0 232,7

Os compostos 7b, 7c, 79, 7h, 7i e 7] apresentaram maior estabilidade em atmosfera
de nitrogénio para uma perda de 25, 50 e 75% de massa, sendo necessaria uma maior
temperatura quando comparada a atmosfera de oxigénio, os demais compostos (7d, 7e, 7f
e 7i) apresentaram resultado inverso. O composto 7a apresentou maior estabilidade na

atmosfera de nitrogénio apenas para uma perda de 25% de massa.

Os compostos 7h, 7i e 7] ndo atingiram perda de 50% de massa a temperatura de
600° mostrando-se altamente estaveis a atmosfera de nitrogénio conforme a temperatura €

aguecida.

5.3. ATIVIDADES BIOLOGICAS DOS COMPOSTOS



5.3.1.Atividade Antitumoral

A andlise da citotoxicidade dos compostos (7a a 7k) foi realizada pelo método de
MTT, um teste rapido, sensivel e barato. O teste de MTT consiste em uma analise
colorimétrica baseada na conversao do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo
de tetrazodlio (MTT) em azul de formazan, a partir de enzimas mitocondriais presentes
somente nas células metabolicamente ativas. O estudo citotoxico pelo método permite
definir facilmente a citotoxicidade, mas ndo o mecanismo de acao (BERRIDGE et al., 1996).

Pelo método MTT foi determinado a porcentagem de inibicdo dos compostos frente
as linhagens transformadas de células HCT-8 (Carcinoma de c6lon humano), MDA-MB-435
(Melanoma humano) e SF-295 (SNC - Glioblastoma humano) (Tabela 5) como screening
inicial. S&o considerados relevantes os valores de potencial de inibicdo do crescimento
tumoral maiores que 90%, sendo selecionadas para avaliacbes subsequentes (ICso)
somente as moléculas que apresentaram valores de inibicdo = 75% em pelo menos duas

das linhagens testadas.



Tabela 5 — Valores de inibicdo do crescimento tumoral em linhagens transformadas

Linhagens Transformadas

Composto

HCT-8 MDAMB-435 SF-295
7a 100% 98,94% 100%
7b 49,81% 98,65% 100%
7c 99,96% 94,40% 100%
7d 86,78% 95,85% 94,64%
7e 84,60% 77,79% 88,21%
7f 100% 100% 100%
79 100% 53,74% 93,94%
7h 97,78% 69,48% 100%
7i 96,44% 59,44% 95,80%
7] 100% 71,41% 81,44%
7k 99,20% 89,67% 99,59%

Doxorrubicina 97,3% 96,94% 87,67%

Os compostos 7a, 7c, 7d, 7e, 7f e o 7k tiveram valores de inibigdo = 75% em todas
as linhagens (HCT-8, MDAMB-435 e SF-295) testadas. Os compostos 7b, 79, 7h, 7i e 7j
tiveram valores de inibicdo = 75% em duas linhagens, o composto 7b frente as linhagens
MDAMB-435 e SF-295; e os compostos 7g, 7h, 7i e 7j frente as linhagens HCT-8 e SF-295.

Assim, como todos os compostos (7a a 7k) apresentaram valores de inibicado = 75%
em pelo menos duas das linhagens testadas, todos foram testados para determinagao da
concentracao inibitéria média capaz de provocar 50% do efeito maximo (ICso) frente as
células OVCAR-8 (Carcinoma de Ovéario Humano), PC-3M (Carcinoma de Prostata
Humano) e NCI-H358M (Carcinoma Pulmonar Broncoalveolar). Os valores de ICso dos

compostos estado descritos na tabela 6.



Tabela 6 — Valores de ICs0 em trés linhagens tumorais.

Linhagens (umol/L)

Composto OVCAR-8 PC-3M NCI-H358M
7a 7,5 (6,8 — 8,0) 5,67 (4,13 - 7,75) 5,5 (4,29 - 7,04)
7b >17 12,41 (8,08 - 19,15) >17
7c >17 >17 7,78 (5,64 - 10,73)
7d >17 >17 >17
e >17 >17 >17
7f 6,13 (5,67 - 6,64) >17 5,7 (4,56 - 7,14)
79 >17 16,13 (11,07 - 23,51) >17
7h 7,68 (5,97 - 9,98) >17 1,71 (1,07 - 2,72)
7i >17 >17 5,2 (4,53 - 5,97)
7j >17 >17 10,53 (7,21 - 15,36)
7k >17 >17 15,16 (11,51 - 19,98)

Os compostos apresentaram diversos valores de ICso frente as linhagens humanas
testadas. Nesse estudo, valores de ICso inferiores a 17 pmol/L sédo considerados compostos
ativos, citotéxicos, valores superiores a 17 umol/L sdo ditos compostos inativos, pouco

citotoxicos. E quanto menor o valor de ICso mais ativo sera o composto.

A associacdo de chalconas metoxiladas com atividade antimitética € extensamente
discutida na literatura devido a semelhanca das mesmas com inibidores conhecidos da
polimerizacdo da tubulina, como a combretastatina A e a colchicina, que apresentam varios
grupos metoxilas na estrutura (EDWARDS et al., 1990; DUCKI et al., 1998; LAWRENCE et
al., 2000; LEBLANC et al., 2005) que pode ser evidenciado pelas estruturas em estudo
nesse trabalho, onde as melhores atividades sdo descritas para aguelas com mais grupos
metoxilas.

O composto 7a foi ativo frente as trés linhagens testadas, com valores de ICso de
6,27 umol/L para OVCAR-8; 5,67 umol/L para PC-3M e 5,5 umol/L para NCI-H358M. Os
compostos 7c, 7i, 7] e 7k tiveram valores de ICso inferiores a 17 umol/L apenas para a
linhagem NCI-H358M, com ICso de 7,78 pmol/L; 5,2 pmol/L; 10,53 pmol/L; 15,16 pmol/L,

respectivamente. Os compostos 7b e 7g tiveram valores de ICso inferiores a 17 pumol/L



apenas para linhagem PC-3M, com ICso de 12,41 pumol/L e 16,13 umol/L, respectivamente.
Os compostos 7f e 7h tiveram valores de ICsp inferiores a 17 pmol/L para as linhagens
OVCAR-8 e NCI-H358M, com ICso de 6,13 pmol/L e 7,68 umol/L para OVCAR-8 e 5,7 pumol/L
e 1,71 umol/L para NCI-H358M, respectivamente.

Os compostos 7d e 7e tiveram valores de ICso superiores a 17 umol/L para todas as

linhagens testadas sendo considerados os menos ativos de todos os compostos em estudo.

A linhagem em que as chalconas melhor desempenharam atividade antitumoral foi
a de carcinoma pulmonar broncoalveolar, uma vez que sete dos onze compostos testados
foram ativos. Ja para as linhagens de carcinoma de ovario e prdstata humano a expressao

foi semelhante, sendo trés ativas das onze testadas.

Para a linhagem de carcinoma de ovéario a chalcona 7f apresentou o menor valor de
ICs0 (6,13 uM), para a de carcinoma de prostata a chalcona 7a (ICso = 5,67 uM) e para de

carcinoma de pulméo a chalcona 7h (ICso = 1,71 uM).

5.3.2.Atividade Antioxidante por Sequestro de DPPH via UV-Vis

A atividade antioxidante foi determinada pelo método adaptado de Sivakumar;
Prabhakar (2011). Os resultados obtidos sdo descritos a seguir. A curva de calibracdo
construida com DPPH gerou uma equacdo da reta igual a: y = 0,0281x — 0,0261; e
coeficiente de correlacao de 0,9994 (Gréfico 1).



Gréfico 1 - Curva de Calibracédo construida com DPPH
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Fonte: autora (2017).

As porcentagens de DPPH remanescente em relagdo a concentracdo molar dos

compostos (7a a 7k) estdo descritas na tabela 7. Os valores estdo expressos em

porcentagem da média entre as triplicatas + desvio padrao.



Tabela 7 — Porcentagem de DPPH remanescente

Sequestro de DPPH (% de DPPH remanescente)

Composto
100 pM 150 uM 200 uM 250 uM
7a 795+0,1 787+06 77,1+0,1 7560,3
7b 78,7+04 771+04 758+04 75,1%0,2
7c 834+0,2 822+05 813x08 804+0,2
7d 82,1+05 794+08 786zx04 76,2+0,8
7e 795+18 768+08 746+0,2 73,2+05
7f 82,7+0,3 80,1+05 793x05 770+1,5
79 347+11 289+05 269x13 257+0,6
7h 833+03 80,7+06 787x04 771x04
7i 835+0,3 81,1+05 79,7+x04 776+04
7j 433+0,2 345+13 314+0,7 298+0,8
7k 82,7+0,5 798+04 775205 749+0,1

molar estdo descritas na tabela 8.

As porcentagens de inibicdo do DPPH pelos compostos em funcéo da concentracéo



Tabela 8 — Porcentagem de inibicdo do DPPH pelos compostos

Sequestro de DPPH (% inibicdo do DPPH)

Composto
100 uMm 150 uM 200 uM 250 uM
7a 20,5 21,3 22,9 244
7b 21,3 229 24,2 24,9
7c 16,6 17,8 18,7 19,6
7d 17,9 20,6 214 23,8
e 20,5 23,2 254 26,8
7f 17,3 19,9 20,7 23,0
79 65,3 71,1 73,1 74,3
7h 16,7 19,3 21,3 22,9
7i 16,5 18,9 20,3 224
7 56,7 65,5 68,6 70,2
7k 17,3 20,2 22,5 25,1

Pela analise dos dados da tabela 8, observa-se que o composto 7b apresentou maior
atividade antioxidante quando comparado ao 7a, justificavel pela presenca de um grupo

metoxila na posigcéo para do anel B no composto 7b que ndo esta presente em 7a.

O composto 7h apresentou maior atividade antioxidante quando comparado ao
composto 7c, justificavel pela substituicdo da metila na posi¢céo para do anel A em 7c por
uma amina na posi¢ao para do anel A em 7h, uma vez que a amina tem maior poder doador

de elétrons que a metila.

A substituicdo do grupo metila na posicao para do anel A do composto 7¢ pelo grupo
metoxila na posicdo para do anel A do composto 7a promoveu aumento na atividade
antioxidante, justificavel pelo maior poder doador de elétrons da metoxila quando

comparada a metila.



N&o se observou a melhora na atividade antioxidante do composto 7i em relacéo ao

7h, o que seria esperado ja que o composto 7i possui um grupo metoxila a mais que o
composto 7h no anel B.

A insercdo de um grupo metoxila na posicdo para do anel A do composto 7b
demostrou-se eficaz na melhora da atividade antioxidante, uma vez que o composto 7f (sem
substituicdo no anel A) teve menor atividade antioxidante quando comparado ao 7b, ambos

possuem substituicbes metoxilas nas posi¢des 3,4,5 do anel B.

A maior estabilizacdo do radical de DPPH foi observada pelos compostos 79 e 7j,
assim construiu-se uma curva de variacao (Grafico 2) para a quantidade de DPPH inibido
em fungao da concentragcdo molar.

Gréfico 2 — Inibicdo do DPPH pelos compostos 7g e 7j
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Fonte: autora (2017).

Sivakumar; Prabhakar (2011) evidenciaram que substituicdes de grupos hidroxilas
no anel A e/ou B aumentam a atividade antioxidante enquanto substituicbes de grupos
retiradores de elétrons no anel A reduzem a atividade, quando comparada a chalconas sem
substituintes. Esse efeito é evidenciado nos compostos 7g e 7j que S840 0S Compostos mais

ativos entre os compostos em estudo e Unicos que possuem grupo hidroxila.



Os compostos demonstraram atividade antioxidante com variagdo crescente
conforme a concentragdo molar do composto foi aumentada. No entanto, os compostos 7g
e 7j demostraram a maior variacao de atividade explicada pela presenca do grupo hidroxila

na molécula, este pode doar o proton e estabilizar o radical DPPH, conforme esquema 17.

Esquema 17 — Reacgao de uma chalcona hidroxilada com radical DPPH
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Fonte: autora, ChemDraw 8.0 (2017).

A variagdo de atividade antioxidante entre os compostos 7g e 7j (Figura 11)
observada pode ser explicada pela presenca do grupo NOg2, retirador de elétron, no
composto 7j, tornando-o mais instavel frente a doagéo do préton para o radical DPPH. Isto
€, 0 composto 7j, devido a presenca do grupo nitro, tem o préton mais fortemente ligado a
molécula, sendo mais dificil de remové-lo do que o proton no composto 7g.

Figura 11 — Efeito do substituinte nos compostos 7g e 7j



Fonte: autora, ChemDraw 8.0 (2017).

5.3.3.Atividade Antioxidante por Sequestro de DPPH via RPE

A atividade antioxidante foi determinada pelo método de espectrometria de
ressonancia paramagnética. Os resultados obtidos sdo descritos a seguir. A curva de
calibracdo construida com DPPH gerou uma equacédo da reta igual a: y = 17,74x — 44,3; e

coeficiente de correlacdo de 0,99966 (Grafico 3).

Gréfico 3 — Curva de Calibracdo construida com DPPH
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Fonte: autora (2017).

As porcentagens de DPPH remanescente em relacdo a concentracdo molar dos
compostos 7a a 7k estdo descritas na tabela 9. Os valores estdo expressos em

porcentagem da média entre as triplicatas + desvio padrao.

Tabela 9 — Porcentagem de DPPH remanescente



Sequestro de DPPH (% de DPPH remanescente)

Composto
100 pM 150 pM 200 pM 250 UM
7a 843+0,1 816+0,2 759x0,7 719+04
7b 815+06 792+04 765x0,7 73912
7c 85,2+0,7 820+0,7 76,0x04 723%0,3
7d 859+08 840+03 819x0,1 798+0,6
7e 850+0,2 836+06 822+04 799+0,6
7f 876+10 834+06 815x05 79,7+04
79 546+04 406+16 306+09 22604
7h 836+05 814+0,7 759+06 718%04
7i 834+04 798+0,7 77101 76,3+0,5
7 61,2+09 474+06 386+06 30,2%0,2
7k 833+0,1 793+05 76,1x0,7 749+0,6

molar estdo descritas na tabela 10.

As porcentagens de inibicdo do DPPH pelos compostos em fungédo da concentracao



Tabela 10 — Porcentagem de inibicdo do DPPH pelos compostos

Sequestro de DPPH (% inibicdo do DPPH)

Composto
100puM 150 pM 200 pM 250 uM
7a 15,7 18,4 24,1 28,1
7b 18,5 20,8 23,5 26,1
7/c 14,8 18,0 24,0 27,7
7d 14,1 16,0 18,1 20,2
7e 15,0 16,4 17,8 20,1
7f 124 16,6 18,5 20,3
79 45,4 59,4 69,4 77,4
7h 16,4 18,6 24,1 28,2
7i 16,6 20,2 22,9 23,7
7j 38,8 52,6 61,4 69,8
7k 16,7 20,7 23,9 25,1

Pela andlise dos dados da tabela 10, observou-se que as mesmas variacdes nas
substituicbes no anel A e/ou B (hidrogénio, metila, metoxila, amina, hidroxila ou nitro) na
atividade antioxidante no método pelo sequestro de DPPH por UV-Vis ocorreram no método
por RPE, com excecdo do composto 7i que teve maior atividade antioxidante que o
composto 7h nas concentracfes de 100 e 150 uM, justificavel pela presenca de uma
metoxila na posicao para do anel B em 7i. No entanto, essa melhora na atividade nao foi

observada com o aumento da concentracgao.

Os compostos 7g e 7] promoveram a maior estabilizacdo do radical de DPPH no
método por RPE assim como no método por espectrofotometria. Construiu-se uma curva
de variacdo (Gréfico 4) para a quantidade de DPPH inibido em funcdo da concentracao

molar.



Grafico 4 — Inibicdo do DPPH pelos compostos 7g e 7j
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Fonte: autora (2017).

A atividade antioxidante por RPE demostrou-se mais sensivel guando comparada ao
método de UV-Vis, talvez devido ao maior controle dos parametros no método por RPE,
como a exposicao a luz solar (que pode promover a oxidacao do DPPH), o tempo de reacao
entre o composto e o radical e/ou a leitura propriamente dita, ja que no método por RPE
emprega-se um espectrofotdmetro de ultima geracao.

5.3.4.Atividade Antioxidante por VPD

A analise por VPD permite a predicdo dos compostos que possuem potencial
atividade antioxidante enddégena. Uma vez que compostos enddégenos com atividade
antioxidante comprovada possuem o primeiro pico de oxidacdo antes de 0,5V é possivel
extrapolar esse valor para novas moléculas que ainda ndo tiveram sua atividade
antioxidante comprovada.

Jadon e colaboradores (2017) determinaram a energia potencial (Ep/V) do primeiro
pico de diversos antioxidantes enddégenos por VPD em diversos tipos de eletrodos e a
maioria dos compostos testados apresentaram o primeiro pico antes de 0,5V; sendo 0.4 V
para o acido urico, 0,3V para o acido ascérbico, 0,35V para melatonina, 0,3V para glutationa
e 0,15V para dopamina, entre outros.



Os gréficos VPD dos compostos em andlise (7a a 7k) estdo representados abaixo.

A linha vermelha simboliza o valor do potencial em 0,5V, usado como parametro de

atividade.
1a la
—7a —7b
‘0.5 HA
0.5 pA

00 02 04 06 08 10 12 00 02 04 06 08 10 12
E/V (vs. Ag/AgCI/KClgat E IV (vs. Ag/AgCI/KClgat)

—Tc
—7d

0.5 pA
0.5pA

[ —
—-

00 02 04 06 08 10 12 00 02 04 06 08 10 12
E/V (vs. Ag/AgCI/KClgat) E/V (vs. Ag/AgCI/KClgat)



1a

—Te —7f
0.5 uA ‘U.5pA
00 02 04 06 08 10 12 00 02 04 06 08 10 12
E IV vs. Ag/AgCI/KClsat E IV vs. AgIAgCI/KClgat)
1a _ 1a
78 _7h
0.5 pA
0.5pA
00 02 04 06 08 10 12 00 02 04 06 08 10 12
E/V vs. Ag/AgCI/KClsat E IV vs. Ag/AgCI/KClgat)
I.‘""“-\ la .
[\ 18 7 —7
I:I l".
j.‘ ﬂ\l
f \
;": 1‘.
f |
05 A ;"f 05 A
0.2 0.4 06 0.8 1.0 0.0 0.2 0.4 06 08

E /V (vs. Ag/AgCI/KClgat)

E /V (vs. Ag/AgCI/KClgat)



A 7K

0.5 uA

JE—

0,0 0:2 0:4 0:6 O:8 1:0 1,2
E/V (vs. Ag/AgCI/KClgat)

Através da andlise dos graficos conclui-se que os compostos 7g e 7j apresentaram
o primeiro pico de oxidacdo antes de 0,5V. Sendo 0s compostos mais promissores para
desempenhar atividade antioxidante no organismo evitando assim que moléculas
bioldgicas endogenas sofram oxidacdo. O composto 7k apresentou o inicio do pico em
0,2V, no entanto o pico termina apos 0,5V, ou seja, 0 composto em questdo pode
apresentar uma atividade antioxidante enddgena, mas em termos de comparacdo, a

atividade seria maior para 0os compostos 79 e 7j.

Os compostos 7a, 7b, 7c, 7h e 7i apresentaram pico de oxidacdo acima de 0,5V
tornando-os poucos potencias a desempenhar atividade antioxidante endégena. 7d e 7e
nao apresentaram pico de oxidacdo em VPD. Os resultados de VPD né&o definem que os
compostos sejam ou ndo antioxidantes, apenas 0s sugerem se a propriedade antioxidante

gue eles possuem tera relevancia quando ingeridas pelo organismo.

Os resultados de VPD quando comparados aos resultados de sequestro de DDPH
foram similares para os compostos 7g e 7] que apresentaram as maiores atividades

antioxidantes em ambos os métodos.



5.3.5.Adicdo Conjugada: Reacdo Com N-Acetilcisteina

O DTNB reage com grupos tiois livres da molécula de NAC em quantidades
equimolares formando o 2-nitro-5-tiobenzoato de coloragdo amarela, com absorbéancia
maxima a 417 nm. A absorbancia varia conforme a ligacdo do DTNB ao NAC livre, ou seja,

guanto maior a absorbancia maior a quantidade de NAC livre.

A curva de calibragdo construida com NAC/DTNB gerou uma equacgédo da reta igual
a:y = 0,4455x — 0,0017; e coeficiente de correlacao de 0,9992 (Grafico 5).

Gréfico 5 — Curva de Calibracéao construida com NAC/DTNB
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Fonte: autora (2017).

Os valores de absorbancia encontrados foram utilizados para determinacédo da
concentracdo de NAC livre e, consequentemente, a concentracdo de NAC ligada aos
compostos e assim determinar a porcentagem de ligacdo dos compostos a NAC, descritas

na tabela 11.



Tabela 11 — Porcentagem de ligacdo dos compostos a NAC em funcdo do tempo de

incubacéo

% Ligacdo a NAC

Tempo (min) 7a 7b 7c 7d 7e 7f 7g 7h 7i 7] Tk

1 79 00 53 19 23 37 55 213 44 44 132
10 136 79 91 95 28,2 10,0 13,1 26,4 10,0 93 21,4
20 19,3 17,6 17,8 18,8 35,8 10,7 15,0 29,5 15,2 14,6 23,2
30 23,1 27,4 24,8 22,5 41,7 19,2 17,0 31,5 24,6 20,1 26,2
40 30,1 31,9 31,1 27,7 46,2 29,2 18,7 36,7 28,4 26,1 31,5
50 31,2 36,8 35,3 30,5 49,0 33,7 23,8 40,3 32,2 31,2 34,2
60 35,9 40,4 40,5 36,3 50,6 37,3 29,6 43,2 34,3 36,6 42,0
70 40,6 45,8 46,2 39,8 53,9 41,8 35,5 46,5 36,5 39,8 45,7

O aumento da ligacdo dos compostos 7a a 7k a N-Acetilcisteina esta representado

no gréfico 6.



Gréfico 6 — Porcentagem de ligacdo dos compostos a NAC em fungéo do tempo.
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Fonte: autora (2017).

A variacao da ligacdo ao NAC fornece informacdes sobre a reatividade dos diferentes
compostos com tidis. ApGs a incubacao observou-se aumento do consumo de tidis livres
varidvel conforme aumento do tempo de incubacgéo. No entanto, a reatividade da NAC com

0s compostos 7e e 7h foram as mais pronunciadas.

A ligacao dos compostos a NAC evidencia o poder das chalconas de atuarem como
aceptor de Michael. Ao considerar 0s potenciais mecanismos através dos quais a chalcona
induz a morte celular de células tumorais, uma possibilidade € que a chalcona possa atuar

como um eletrofilo (ou seja, um aceptor de Michael) e assim exercendo sua acao
antitumoral.

Para verificar se existem diferencas significativas entre as médias de cada composto
para cada analise (sequestro de DPPH via UV-Vis e RPE e adicdo conjugada com N-
acetilcisteina) realizou-se o teste paramétrico de analise de variancia (ANOVA) com

intervalo de confianca de 95% (p <0,05). Todos os resultados apresentaram diferenca

significativa.



6. CONCLUSAO

A sintese dos compostos propostos, bem como a purificagdo e a caracteriza¢ao por
diferentes técnicas, foi realizada de forma satisfatéria, rendimentos variando entre 80 a 99%
e pureza comprovada. As atividades antitumoral e antioxidante e a adicdo conjugada com

N-acetilcisteina aos compostos foram realizadas conforme a metodologia proposta.

Através dos resultados obtidos foi possivel relacionar a estrutura dos compostos com
sua atividade biolégica pela variagdo dos substituintes na estrutura basica da chalcona (1,3-

difenilprop-2-en-1-ona).

Na atividade antitumoral o composto 7a foi ativo para as trés linhagens testadas
(ovario, prostata e pulmao). Para a linhagem de carcinoma de ovario os compostos 7f e 7h
também apresentaram atividade, para a linhagem de carcinoma de prostata 0s compostos
7b e 79 e para a linhagem de carcinoma pulmonar os compostos 7c, 7f, 7h, 7i, 7] e 7k. Os

compostos 7d e 7e foram inativos em todas linhagens testadas.

A linhagem de carcinoma pulmonar broncoalveolar foi mais susceptiveis aos
compostos testados (7 ativos/11 compostos). Ja para as linhagens de carcinoma de ovario
e prostata humano a expressao foi semelhante, sendo trés ativas das onze testadas. O
melhor ICso para a linhagem de carcinoma de ovario foi do composto 7f (6,13 uM), para a
de carcinoma de prostata o do 7a (ICso = 5,67 uM) e para de carcinoma de pulméo o do 7h
(ICso = 1,71 pM).

Na atividade antitumoral ndo foi possivel estabelecer uma relacdo direta da
guantidade de substituicdes de grupos metoxilas com o aumento da citotoxicidade. No
entanto, na atividade antioxidante por sequestro de DPPH a mesma premissa foi justificada.
Também foi possivel evidenciar que além de grupos metoxilas, outros grupos doadores de
elétrons (hidroxila, amino, por exemplo) tem relacdo direta com o aumento da atividade
antioxidante e grupos retiradores de elétrons (nitro, por exemplo) diminuem atividade

antioxidante.

Na atividade antioxidante por voltametria foi possivel estabelecer quais dos
compostos possuem potencial de desempenhar atividade antioxidante endégena (79, 7j e
7k), uma vez que esses apresentaram o primeiro pico de oxidacao antes de 0,5V conforme
diversos antioxidantes enddgenos (glutationa, melatonina e acido ascorbico) com atividade

ja comprovada.



Com relacao a adicdo conjugada da N-acetilcisteina ao sistema a,B-insaturado dos
compostos a eficiéncia dessa adi¢édo foi aumentada com o aumento do tempo de incubacéo,
com os compostos tendo uma porcentagem de ligacdo média de 45% apds 70 min de

incubacao.

Frente aos resultados obtidos e as diversas propriedades bioldgicas ja comprovadas
para as chalconas, estudos como este séo de extrema relevancia. A utilizacdo do esqueleto
béasico (1,3-difenil-2-propen-1-ona) na sintese e/ou modificacdo para a obtencdo de uma
molécula com atividade especifica, seja ela antitumoral, antioxidante, ou outra, € uma
ferramenta pertinente, uma vez que se pode inserir grupos de substituintes especificos na
molécula visando uma determinada atividade. Como, por exemplo, grupos hidroxilas e
metoxilas para desempenharem atividade antitumoral e grupos doadores de elétrons e/ou

prétons para atividade antioxidante.
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ANEXO 1:

DADOS QUANTITATIVOS E QUALITATIVOS DA SINTESE E
CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS

(E)-3-(3,5-dimetoxifenil)-1-(4-metoxifenil)prop-2-en-1-ona (7a)

( )

O
PhACH
o)
7a O\

(. J

» Sintese: 1 mmol de 4-metoxiacetofenona (150,17 g/mol; 0,1502 g) e 1 mmol de 3,5-
dimetoxibenzaldeido (166,17 g/mol; 0,1662 g). Produto: CisH1804 (298,12 g/mol); sdlido
de coloracéo branca esverdeada; cristal branco em diclorometano; 98% de rendimento;
faixa de ponto de fusdo entre 88,7 a 89,9°C.

» CG/EM: tempo de retencdo em 11,19 min; fragmentagdes em 63, 77, 92,135, 267 e 298
(valores acima de 30%); pico base em 77; ion molecular em 298 (m/z).

> IV: 1580 cm (C=C); 1650 cm™ (C=0); 700 cm?; (anéis aromaticos monossubstituidos);
860 cm* (substituicdes para); 750 cm™ (anéis aromaticos meta-substituidos); 1300 cm
(estiramento C—-0); 1400 cm™ (vibragdo C-0O).

> RMN: deslocamentos quimicos para RMN de 'H (500 MHz, CDCls) em & 8.06 (d, J =9.0
Hz, 1H), 7.74 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 7.52 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 7.01 (d, J = 9.0 Hz, 1H),
6.81 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 6.55 (t, J = 2.3 Hz, 1H), 3.92 (s, 1H), 3.87 (s, 2H); e para RMN
de 3C (126 MHz, CDCls) em & 188.71, 163.46, 161.07, 143.94, 137.02, 131.07, 130.83,
122.47, 113.86, 106.29, 102.55, 77.27, 77.02, 76.76, 55.49, 55.47.

(E)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-1-(4-metoxyifenil)prop-2-en-1-ona (7b)

( )

0
ORA®
\O O/
7b N

(. J

» Sintese: 1 mmol de 4-metoxiacetofenona (150,17 g/mol; 0,1502 g) e 1 mmol de 3,4,5-
trimetoxibenzaldeido (196,20g/mol; 0,1963 g). Produto: Ci9H2005 (328,13 g/mol); sélido



de coloracdo esverdeada; cristal verde claro em diclorometano; 98% de rendimento;
faixa de ponto de fusdo entre 98,7 a 100,2°C.

» CG/EM: tempo de retencédo em 12,42 min; fragmentacdes em 44, 64, 77, 92, 135, 297,
313 e 328 (valores acima de 30%); pico base e ion molecular em 328 (m/z).

> IV: 1580 cm™ (C=C); 1650 cm™ (C=0); 700 cm?; (anéis aromaticos monossubstituidos);
860 cm! (substituicdes para); 750 cm™ (anéis aromaticos meta-substituidos); 1300 cm™
(estiramento C—-0); 1400 cm™ (vibragdo C-0).

» RMN: deslocamentos quimicos para RMN de *H (500 MHz, CDCls) em & 8.04 (d, J = 8.7
Hz, 1H), 7.71 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 7.42 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 6.99 (d, J = 8.7 Hz, 1H),
6.86 (s, 1H), 3.92 (s, J = 7.0 Hz, 6H), 3.90 (s, J = 2.8 Hz, 3H), 3.89 (s, 3H); e para RMN
de 3C (126 MHz, CDCls) em & 188.69, 163.42, 153.50, 144.12, 140.36, 131.17, 130.79,
130.60, 121.29, 113.85, 105.67, 77.29, 77.03, 76.78, 60.98, 56.25, 55.49.

(E)-3-(3,5-dimetoxifenil)-1-p-toluilprop-2-en-1-ona (7c)
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» Sintese: 1 mmol de 4-metilacetofenona (134,18 g/mol; 0,1342 g) e 1 mmol de 3,5-
dimetoxibenzaldeido (166,17g/mol; 0,1662 g). Produto: Ci1sH1803 (282,33 g/mol); sélido
de coloracéo branca; cristal verde claro em diclorometano; 99% de rendimento; faixa de
ponto de fuséo entre 101,9 a 103,0°C.

> CG/EM: tempo de retencdo em 9,76 min; fragmentacbes em 65, 91, 119, 251 e 282
(valores acima de 30%); pico base em 91; ion molecular em 282 (m/z).

> IV: 1580 cm (C=C); 1650 cm™ (C=0); 700 cm%; (anéis aromaticos monossubstituidos);
860 cm™* (substituicdes para); 750 cm™ (anéis aromaticos meta-substituidos); 1300 cm™
(estiramento C-0); 1400 cm™* (vibragdo C-0).

> RMN: deslocamentos quimicos para RMN de *H (500 MHz, CDCl3) em57.95 (d, J=8.1
Hz, 1H), 7.73 (d, J = 15.7 Hz, 1H), 7.50 (d, J = 15.7 Hz, 1H), 7.33 (d, J = 8.0 Hz, 1H),
6.80 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 6.55 (t, J = 2.0 Hz, 1H), 3.86 (s, 2H), 2.46 (s, 1H); e para RMN
de 3C (126 MHz, CDCls) em & 190.04, 161.09, 144.38, 143.66, 136.94, 135.62, 129.33,
129.24, 128.67, 128.27, 122.70, 106.34, 102.65, 77.28, 77.02, 76.77, 55.48, 21.68.

(E)-1-fenil-3-p-toluilprop-2-en-1-ona (7d)
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» Sintese: 1 mmol de acetofenona (120,14 g/mol; 0,1202 g) e 1 mmol de 4-
metilbenzaldeido (120,14 g/mol; 0,1202 g). Produto: C1e6H140 (222,28 g/mol); sélido de
coloragéo branca; cristal transparente em diclorometano; 96% de rendimento; faixa de
ponto de fusao entre 85,4 a 86,8°C.

(E)-3-(4-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona (7€)
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» Sintese: 1 mmol de acetofenona (120,14 g/mol; 0,1202 g) e 1 mmol de 4-
nitrobenzaldeido (151,12 g/mol; 0,1513 g). Produto: C1sH1:NO3 (253,25 g/mol); sélido de
coloracao alaranjada; 86% de rendimento; faixa de ponto de fusdo entre 158,4 a 160,3°C.

> CG/EM: tempo de retencédo em 8,95 min; fragmentacdes em 51, 77 e 105 (valores acima
de 30%); pico base em 77; ion molecular em 253 (m/z).

> IV: 1580 cm™ (C=C); 1650 cm™ (C=0); 700 cm%; (anéis aromaticos monossubstituidos);
860 cm* (substituicGes para); 1500 cm? (estiramento assimétrico forte NO2); 1350 cm™
(estiramento simétrico forte NO2).

> RMN: deslocamentos quimicos para RMN de 'H (600 MHz, CDCl3) em & 8.33 —8.28 (m,
2H), 8.09 — 8.03 (m, 2H), 7.85 (d, J = 15.8 Hz, 1H), 7.82 — 7.78 (m, 2H), 7.67 (d, J = 15.7
Hz, 1H), 7.65 (dt, J = 2.5, 1.5 Hz, 1H), 7.56 (dt, J = 7.4, 2.5 Hz, 2H); e para RMN de 3C
(151 MHz, CDCl3) em & 189.66, 148.59, 141.52, 141.07, 137.56, 136.87, 133.84, 133.39,
130.24, 129.93, 128.96, 128.85, 128.61, 125.75, 124.24, 123.51, 77.25, 77.04, 76.83,
30.94.

(E)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona (7f)
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» Sintese: 1 mmol de acetofenona (120,14 g/mol; 0,1202 g) e 1 mmol de 3,4,5-
trimetoxibenzaldeido (196,20g/mol; 0,1962 g). Produto: Ci1sH1804 (298,33 g/mol); solido
de coloracdo esverdeada; cristal verde claro em diclorometano; 96% de rendimento;
faixa de ponto de fuséo entre 138,3 a 140,4°C.

> CG/EM: tempo de retencdo em 9,74 min; fragmentac6es em 51, 77, 105 e 298 (valores
acima de 30%); pico base em 77; ion molecular em 298 (m/z).

> IV: 1580 cm (C=C); 1650 cm™ (C=0); 700 cm; (anéis aromaticos monossubstituidos);
860 cm! (substituices para); 750 cm™ (anéis aromaticos meta-substituidos); 1300 cm™
(estiramento C-0); 1400 cm™* (vibragdo C-0).

» RMN: deslocamentos quimicos para RMN de *H (500 MHz, CDCl3) em 5 8.01 (d,J=7.1
Hz, 1H), 7.72 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 7.61 — 7.55 (m, 1H), 7.50 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 7.41 (d,
J =15.6 Hz, 1H), 6.87 (s, 1H), 3.92 (s, 2H), 3.90 (s, 1H); e para RMN de 3C (126 MHz,
CDCIl3) em & 190.60, 153.50, 145.04, 140.54, 138.29, 132.72, 130.37, 128.61, 128.48,
121.50, 105.77, 77.34, 77.08, 76.83, 60.98, 56.24, 50.75.

(E)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona (79)

> Sintese: 1 mmol de acetofenona (120,14 g/mol; 0,1202 g) e 1 mmol de 3-hidroxi-4-
metoxibenzaldeido (152,13 g/mol; 0,1522 g). Produto: CisH1403 (254,28 g/mol); sélido
de coloracéo verde escuro; 84% de rendimento; faixa de ponto de fuséo entre 88,9 a
92,1°C.

» CG/EM: tempo de retencdo em 8,96 min; fragmentacdes em 51, 77, 105 e 254 (valores
acima de 30%); pico base em 77; ion molecular em 254 (m/z).

> IV: 1580 cm (C=C); 1650 cm™ (C=0); 700 cm%; (anéis aromaticos monossubstituidos);

860 cm! (substituicdes para); 750 cm™ (anéis aromaticos meta-substituidos); 3446 cm



(estiramento de O-H); 3620 cm™* (deformacéo angular O-H); 1300 cm™ (estiramento C—
0); 1400 cm? (vibracdo C-0).

> RMN: deslocamentos quimicos para RMN de *H (600 MHz, CDCls) em & 8.03 (d, J=7.3
Hz, 1H), 7.78 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 7.60 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 7.53 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 7.40
(d, J = 15.6 Hz, 1H), 7.24 (dd, J = 8.2, 1.6 Hz, 1H), 6.98 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 6.03 (s, 1H),
3.99 (s, 1H); e para RMN de 13C (151 MHz, CDCl3s) em & 190.73, 148.36, 148.35, 148.34,
146.85, 145.29, 145.28, 138.52, 132.59, 128.62, 128.61, 128.61, 128.60, 128.59, 128.58,
128.57,128.57,128.47,128.47, 128.45, 128.44, 128.43, 128.43, 128.42, 128.16, 127.50,
123.44, 123.44, 123.43, 123.42, 119.84, 114.93, 114.91, 114.90, 114.89, 110.04, 77.26,
77.05, 76.83, 56.05, 56.04.

(E)-1-(4-aminofenil)-3-(3,5-dimetoxifenil)prop-2-en-1-ona (7h)
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» Sintese: 1 mmol de 4-aminoacetofenona (135,16 g/mol; 0,1352 g) e 1 mmol de 3,5-
dimetoxibenzaldeido (166,17 g/mol; 0,1662 g). Produto: Ci7Hi7NOsz (283,12 g/mol);
sélido de coloracdo amarela intensa; cristal amarelo em uma mistura de 1:1
(diclorometano:metanol); 90% de rendimento; faixa de ponto de fusdo entre 118,5 a
119,7°C.

» CG/EM: tempo de retencdo em 13,81 min; fragmentacdes em 65, 92, 120, 252 e 283
(valores acima de 30%); pico base em 120; ion molecular em 283 (m/z).

> IV: 1580 cm (C=C); 1650 cm™ (C=0); 700 cm%; (anéis aromaticos monossubstituidos);
860 cm* (substituicdes para); 750 cm™ (anéis aromaticos meta-substituidos); 3500 cm
(estiramento N-H); 3400 cm™ (deformacéo angular N-H); 1300 cm™ (estiramento C-O);
1400 cm (vibragdo C-0).

» RMN: deslocamentos quimicos para RMN de *H (500 MHz, CDCl3) em 8 7.92 (d, J = 8.6
Hz, 1H), 7.68 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 7.48 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 6.77 (d, J = 2.1 Hz, 1H),
6.70 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 6.51 (t, J = 2.1 Hz, 1H), 3.83 (s, J = 6.0 Hz, 1H), 1.66 (s, 1H); e
para RMN de 3C (126 MHz, CDCl3) em & 188.15, 161.04, 151.19, 143.14, 137.27,
131.12, 128.49, 122.63, 113.94, 106.22, 102.35, 77.28, 77.02, 76.77, 55.47.



(E)-1-(4-aminofenil)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)prop-2-en-1-ona (7i)
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» Sintese: 1 mmol de 4-aminoacetofenona (135,16 g/mol; 0,1352 g) e 1 mmol de 3,4,5-
trimetoxibenzaldeido (196,20g/mol; 0,1962 g). Produto: C1sH19NO4 (313,13 g/mol); sdlido
de coloracdo amarela intensa; cristal amarelo em uma mistura de 1:1
(diclorometano:metanol); 94% de rendimento; faixa de ponto de fusdo entre 156,6 a
160,8°C.

» CG/EM: tempo de retencdo em 16,14 min; fragmentagdes em 65, 92, 120, 282, 298 e
313 (valores acima de 30%); pico base e ion molecular em 313 (m/z).

> IV: 1580 cm (C=C); 1650 cm™ (C=0); 700 cm?; (anéis aromaticos monossubstituidos);
860 cm* (substituicdes para); 750 cm™ (anéis aromaticos meta-substituidos); 3500 cm
(estiramento N-H); 3400 cm™ (deformacéo angular N-H); 1300 cm™ (estiramento C-O);
1400 cm (vibragdo C-0).

» RMN: deslocamentos quimicos para RMN de H (600 MHz, CDCl3) 6 7.93 (d, J = 8.7 Hz,
1H), 7.69 (d, J = 15.5 Hz, 1H), 7.42 (d, J = 15.5 Hz, 1H), 6.85 (s, 1H), 6.73 — 6.67 (m,
1H), 4.21 (s, 1H), 3.92 (s, 1H), 3.90 (s, 1H); e para RMN de **C (151 MHz, CDCl3) em d
188.04, 153.44, 151.16, 143.29, 140.05, 131.08, 130.86, 128.52, 121.39, 113.92, 113.72,
105.48, 77.26, 77.04, 76.83, 61.00, 56.22.

(E)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1-(4-nitrofenil)prop-2-en-1-ona (7j)
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» Sintese: 1 mmol de 4-nitroacetofenona (165,15 g/mol; 0,1652 g) e 1 mmol de 3-hidroxi-
4-metoxibenzaldeido (152,13 g/mol; 0,1522 g). Produto: CisH13NOs (299,08 g/mol);
sélido de coloracéo alaranjada; cristal alaranjado em diclorometano; 80% de rendimento;
faixa de ponto de fusdo entre 182,2 a 183,7°C.

» CG/EM: tempo de retencdo em 12,67 min; fragmentacGes em 76, 89, 117, 145, 282 e
299 (valores acima de 30%); pico base e ion molecular em 299 (m/z).



> IV: 1580 cm (C=C); 1650 cm™ (C=0); 700 cm?; (anéis aromaticos monossubstituidos);
860 cm! (substituicdes para); 750 cm™ (anéis aromaticos meta-substituidos); 3446 cm
(estiramento de O-H); 3620 cm™? (deformacdo angular O-H); 1500 cm™? (estiramento
assimétrico forte NO2); 1350 cm™? (estiramento simétrico forte NO2); 1300 cm
(estiramento C-0); 1400 cm (vibragdo C-0).

> RMN: deslocamentos quimicos para RMN de H (600 MHz, CDCIl3) em & 8.36 — 8.33 (m,
1H), 8.14 - 8.11 (m, 1H), 7.78 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 7.32 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 7.25 - 7.23
(m, 1H), 7.14 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 6.98 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 6.00 (s, 1H), 3.98 (s, 1H); e
para RMN de 3C (151 MHz, CDCls) em & 189.08, 149.94, 148.98, 147.21, 146.92,
143.48, 129.33, 126.93, 123.97, 123.82, 119.00, 115.04, 110.16, 77.24, 77.02, 76.81,
56.08, 0.00.

(E)-3-(4-etilfenil)-1-(furan-2-il)prop-2-en-1-ona (7k)

» Sintese: 1 mmol de 2-furilmetilcetona (110,11 g/mol; 0,1102 g) e 1 mmol de 4-
etilbenzaldeido (134,17 g/mol; 0,1342 g). Produto: CisH1402 (226,1 g/mol); sdlido de
coloracao rosea; 96% de rendimento; faixa de ponto de fusdo entre 178,9 a 180,7°C.

» CG/EM: tempo de retencéo em 9,85 min; fragmentacdes em 39, 95 e 227 (valores acima
de 30%); pico base em 95; ion molecular em 227 (m/z).

> IV: 1580 cm (C=C); 1650 cm™ (C=0); 700 cm%; (anéis aromaticos monossubstituidos);
860 cm? (substituicGes para); 790 cm (etila).

> RMN: deslocamentos quimicos para RMN de 'H (600 MHz, CDCl3) em & 8.36 — 8.33 (m,
1H), 8.14-8.11 (m, 1H), 7.78 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 7.32 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 7.25 - 7.23
(m, 1H), 7.14 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 6.98 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 6.00 (s, 1H), 3.98 (s, 1H); e
para RMN de 3C (151 MHz, CDCl3) em & 189.08, 149.94, 148.98, 147.21, 146.92,
143.48, 129.33, 126.93, 123.97, 123.82, 119.00, 115.04, 110.16, 77.24, 77.02, 76.81,
56.08.



ANEXO 2:

CROMATOGRAMA, ESPECTRO DE MASSAS, ESPECTRO DE IV DE
ESPECTRO DE RMN DE *H / 3C DOS COMPOSTOS SINTETIZADOS

(E)-3-(3,5-dimetoxifenil)-1-(4-metoxifenil)prop-2-en-1-ona (7a)

10.0 20,00 min

Peak Report TIC

Pealk# R.Time . Time F.Time Area%
1 11.1%6 11.050 11.275 100.00

Figura 1. cromatograma da (E)-3-(3,5-dimetoxifenil)-1-(4-metoxifenil)prop-2-en-1-ona (7a)
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Figura 2: espectro de massas da (E)-3-(3,5-dimetoxifenil)-1-(4-metoxifenil)prop-2-en-1-ona (7a)
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Figura 3: espectro de infravermelho da (E)-3-(3,5-dimetoxifenil)-1-(4-metoxifenil)prop-2-en-1-ona
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Figura 4: Espectro de RMN de 'H da (E)-3-(3,5-dimetoxifenil)-1-(4-metoxifenil)prop-2-en-1-ona

(7a) (500 MHz, CDCls)



8500

188.71
—163.46
—161.07
—143.94
—137.02

131.07

130.83

122.47

113.86
—106.29
—102.55

77.27

77.02

76.76

55.49

55.47

8000

<
<

7500
7000

- o 6500
0
~ [¢) 5500
SN 5000

4500
4000
3500
3000
2500
2000
1500
1000

500
NN S bR g - O

T T T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50
1 (ppm)

Figura 5: Espectro de RMN de *3C da (E)-3-(3,5-dimetoxifenil)-1-(4-metoxifenil)prop-2-en-1-ona
(7a) (126 MHz, CDCls)



(E)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-1-(4-metoxyifenil)prop-2-en-1-ona (7b)
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Figura 6: cromatograma da (E)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-1-(4-metoxifenil)prop-2-en-1-ona (7b)

100 24

7

- 92 135 297

&4 313

40 107
285

149 207
120 165 182 225 515253 5eq

39 il] 341 355 372 189
0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 390
m'z

Figura 7: espectro de massas da (E)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-1-(4-metoxifenil)prop-2-en-1-ona (7b)
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Figura 8: espectro de infravermelho da (E)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-1-(4-metoxifenil)prop-2-en-1-
ona (7b)
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Figura 9: Espectro de RMN de 'H da (E)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-1-(4-metoxifenil)prop-2-en-1-ona
(7b) (500 MHz, CDCls)
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Figura 10: Espectro de RMN de 3C da (E)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-1-(4-metoxifenil)prop-2-en-1-
ona (7b) (126 MHz, CDClIs)



(E)-3-(3,5-dimetoxifenil)-1-p-toluilprop-2-en-1-ona (7c)
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Figura 11: cromatograma da (E)-3-(3,5-dimetoxifenil)-1-p-toluilprop-2-en-1-ona (7¢)
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Figura 12: espectro de massas da (E)-3-(3,5-dimetoxifenil)- 1-p-toluilprop-2-en-1-ona (7c¢)
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Figura 13: espectro de infravermelho da (E)-3-(3,5-dimetoxifenil)-1-p-toluilprop-2-en-1-ona (7¢)
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Figura 14: Espectro de RMN de 'H da (E)-3-(3,5-dimetoxifenil)-1-p-toluilprop-2-en-1-ona (7c)
(500 MHz, CDCls)
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Figura 15: Espectro de RMN de 3C da (E)-3-(3,5-dimetoxifenil)-1-p-toluilprop-2-en-1-ona (7c)
(126 MHz, CDCls)



(E)-1-fenil-3-p-toluilprop-2-en-1-ona (7d)
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Figura 16: cromatograma da (E)-1-fenil-3-p-toluilprop-2-en-1-ona (7d)
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Figura 17: espectro de massas da (E)-1-fenil-3-p-toluilprop-2-en-1-ona (7d)
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Figura 18: espectro de infravermelho da (E)-1-fenil-3-p-toluilprop-2-en-1-ona (7d)
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Figura 19: Espectro de RMN de 'H da (E)-1-fenil-3-p-toluilprop-2-en-1-ona (7d) (500 MHz, CDCls)
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Figura 20: Espectro de RMN de 13C da (E)-1-fenil-3-p-toluilprop-2-en-1-ona (7d) (126 MHz,
CDCl3)



(E)-3-(4-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona (7€)

\
’ : , : - : :
10.0 14.0
min
Peak Report TIC
Peakst R.Time 1. Time F.Time Areaa
1 8.0952 8.920 9.090 100.00

Figura 21: cromatograma da (E)-3-(4-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona (7€)
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Figura 22: espectro de massas da (E)-3-(4-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona (7€)
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Figura 23: espectro de infravermelho da (E)-3-(4-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona
(7e)
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Figura 24: Espectro de RMN de H da (E)-3-(4-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona (7€)
(500 MHz, CDCls)
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Figura 25: Espectro de RMN de 3C da (E)-3-(4-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona
(7e) (126 MHz, CDCls)
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(E)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona (7f)

—

o
40 so 60 70 80 90 100 110 120 130 138
mn
Peak Report TIC
Peakd# R.Time [.Time F Time Area¥
1 9.737 9.665 9820 100.00

Figura 26: cromatograma da (E)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona (7f)
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Figura 27: espectro de massas da (E)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona
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Figura 28: espectro de infravermelho da (E)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-1-fenilprop-2-en-
1-ona (7f)
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Figura 29: Espectro de RMN de 'H da (E)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-1-fenilprop-2-en-1-

ona (7f) (500 MHz, CDCIs)
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Figura 30: Espectro de RMN de 3C da (E)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-1-fenilprop-2-en-1-
ona (7f) (126 MHz, CDClIs)
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(E)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona (79)

T T
10.0 20.0 21.0

Peak Report TIC
Peak# R.Time [.Time F.Time Area%
1 8.961 8.865 9.095 100.00

Figura 31: cromatograma da (E)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona
(79)
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Figura 32: espectro de massas da (E)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1-fenilprop-2-en-1-

ona (79)
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Figura 33: espectro de infravermelho da (E)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1-fenilprop-2-
en-1-ona (79)
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Figura 34: Espectro de RMN de H da (E)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1-fenilprop-2-

en-1-ona (7g) (500 MHz, CDClz3)
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Figura 35: Espectro de RMN de 13C da (E)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1-fenilprop-2-
en-1-ona (7g) (126 MHz, CDCls)
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(E)-1-(4-aminofenil)-3-(3,5-dimetoxifenil)prop-2-en-1-ona (7h)

I ICILO I I I 2(;0
Peak Report TIC
Peak# R.Time LTime F.Time Area Area%
1 13.806 13.735 13.870 2421229 100.00
2421229 100.00

Figura 36: cromatograma da (E)-1-(4-aminofenil)-3-(3,5-dimetoxifenil)prop-2-en-1-
ona (7h)
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Figura 37: espectro de massas da (E)-1-(4-aminofenil)-3-(3,5-dimetoxifenil)prop-2-
en-1-ona (7h)
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Figura 38: espectro de infravermelho da (E)-1-(4-aminofenil)-3-(3,5-
dimetoxifenil)prop-2-en-1-ona (7h)
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Figura 39: Espectro de RMN de 'H da (E)-1-(4-aminofenil)-3-(3,5-dimetoxifenil)prop-

2-en-1-ona (7h) (500 MHz, CDCls)
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Figura 40: Espectro de RMN de 13C da (E)-1-(4-aminofenil)-3-(3,5-
dimetoxifenil)prop-2-en-1-ona (7h) (126 MHz, CDCls)
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(E)-1-(4-aminofenil)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)prop-2-en-1-ona (7i)

Peak Report TIC
Peakd R.Time L. Time F.Time Area Area%
1 16.141 15910 16225 11980472 100,00

11989472 100.00

Figura 41: cromatograma da (E)-1-(4-aminofenil)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)prop-2-en-1-

ona (7i)
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Figura 42: espectro de massas da (E)-1-(4-aminofenil)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)prop-2-

en-1-ona (7i)
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Figura 43: espectro de infravermelho da (E)-1-(4-aminofenil)-3-(3,4,5-
trimetoxifenil)prop-2-en-1-ona (7i)
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Figura 44: Espectro de RMN de 'H da (E)-1-(4-aminofenil)-3-(3,4,5-
trimetoxifenil)prop-2-en-1-ona (7i) (500 MHz, CDCl3)
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Figura 45: Espectro de RMN de 13C da (E)-1-(4-aminofenil)-3-(3,4,5-
trimetoxifenil)prop-2-en-1-ona (7i) (126 MHz, CDCls)
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(E)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1-(4-nitrofenil)prop-2-en-1-ona (7))

10|_0 I I I I I I I " ) 2(;.0 ) ) ) I I 2(:;_0.
Peak Report TIC
Peaks R.Time I.Time F.Time Area Area%
1 12.667 12.335 12.840 49128779 100,00
49128779 100,00

Figura 46: cromatograma da (E)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1-(4-nitrofenil)prop-2-en-
1-ona (7))
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Figura 47: espectro de massas da (E)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1-(4-nitrofenil)prop-
2-en-1-ona (7))
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Figura 48: espectro de infravermelho da (E)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1-(4-
nitrofenil)prop-2-en-1-ona (7j)
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Figura 49: Espectro de RMN de *H da (E)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1-(4-
nitrofenil)prop-2-en-1-ona (7j) (500 MHz, CDCls)
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Figura 50: Espectro de RMN de 13C da (E)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1-(4-
nitrofenil)prop-2-en-1-ona (7j) (126 MHz, CDCls)
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(E)-3-(4-etilfenil)-1-(furan-2-il)prop-2-en-1-ona (7k)

T T T T
100 200 27.0
min

Peak Repont TIC

Peak# R.Time L. Time F.Time Area Areao
1 8974 8940 9.140 7627542 59.14

2 9.847 9.810 9.910 4614257 4086
12241799 100.00

Figura 51: cromatograma da (E)-3-(4-¢tilfenil)-1-(furan-2-il)prop-2-en-1-ona (7k)
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Figura 52: espectros de massas da (E)-3-(4-etilfenil)-1-(furan-2-il)prop-2-en-1-ona
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Figura 53: espectro de infravermelho da (E)-3-(4-etilfenil)-1-(furan-2-il)prop-2-en-1-
ona (7k)
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Figura 54: Espectro de RMN de !H da (E)-3-(4-etilfenil)-1-(furan-2-il)prop-2-en-1-ona
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Figura 55: Espectro de RMN de 13C da (E)-3-(4-etilfenil)-1-(furan-2-il)prop-2-en-1-

ona (7k) (126 MHz, CDCls)





