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RESUMO

ANJOS, M.L. Sintese, caracterizacdo e avaliagdo da atividade antimicrobiana e
antiproliferativa de chalconas e derivados- In vitro. Programa de Pés-graduacéo em

Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal do Para, Belém, 2020.

No presente trabalho realizamos a sintese, caracterizagcéo e avaliagdo de atividades
antimicrobiana e antiproliferativa de chalconas e derivados- in vitro. O interesse pela
obtencéo de chalconas se deve as inUmeras atividades farmacolégicas descritas na
literatura para essas classes de compostos que sao intermediarios dos flavonoides.
Dessa forma a sintese e caracterizacdo de véarias chalconas e derivados se tornam
importantes para o desenvolvimento de compostos com atividade antimicrobiana e
antiproliferativa. Foram sintetizadas dez substancias, contendo sete chalconas e trés
naftoflavanonas, obtidas pela reacdo de condensacéo alddlica de Claisen Schmidt
entre acetofenonas e aldeidos, em condi¢cBes de temperatura ambiente ou com
aguecimento. Os rendimentos variaram entre 65,35% e 97,45%. Sendo
caracterizadas e confirmadas por meio de técnicas espectroscopicas. A atividade
antimicrobiana in vitro foi analisada nas cepas: Staphylococcus aureus; Enterococcus
faecalis; Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, seguindo o protocolo de
microdiluicdo, porém seu resultado de inibicdo n&o foi satisfatério. Todas substancias
foram submetidas ao ensaio de viabilidade celular (MTT), para a avaliacdo da
atividade antiproliferativa in vitro, em linhagem tumoral gastrica (AGP01), com
comparacao de dose resposta a linhagem celular normal de pulmdo (MRC-5). As
substancias AMB, 34M, MEB, PEB e EBA, apresentaram atividade citotoxica
significativas. O que pode representar novas possibilidades farmacologicas, até pelo

fato, das mesmas néo terem sido testadas nesta linhagem de célula.

Palavras-chaves: Antimicrobiana; Antiproliferativa; AGP01; Chalconas.



ABSTRACT

ANJOS, M.L. Synthesis, characterization and evaluation of the antimicrobial and
antiproliferative activity of chalcones and derivatives- In vitro. Graduate Program in

Pharmaceutical Sciences, Federal University of Para, Belém, 2020.

In the present work we perform the synthesis, characterization and evaluation of
antimicrobial and antiproliferative activities of chalcones and derivatives - in vitro. The
interest in obtaining chalcones is due to the numerous pharmacological activities
described in the literature for these classes of compounds that are intermediates for
flavonoids. Thus, the synthesis and characterization of various chalcones and
derivatives become important for the development of compounds with antimicrobial
and antiproliferative activity. Ten substances were synthesized, containing seven
chalcones and three naphthoflavanones, obtained by the Claisen Schmidt aldolic
condensation reaction between acetophenones and aldehydes, at room temperature
or with heating. Yields varied between 65.35% and 97.45%. Being characterized and
confirmed by spectroscopic techniques. The antimicrobial activity in vitro was analyzed
in the strains: Staphylococcus aureus; Enterococcus faecalis; Escherichia coli and
Pseudomonas aeruginosa, following the microdilution protocol, however their inhibition
result was not satisfactory. All substances were submitted to the cell viability test
(MTT), to evaluate the antiproliferative activity in vitro, in gastric tumor line (AGP01),
with comparison of dose response to the normal lung cell line (MRC-5). The
substances AMB, 34M, MEB, PEB and EBA, showed significant cytotoxic activity.
Which may represent new pharmacological possibilities, even because they have not
been tested in this cell line.

Keywords: Antimicrobial; Antiproliferative; AGPO01; Chalcones.
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1 INTRODUCAO

A resisténcia bacteriana aos antibioticos € considerada uma ameaca para a
salde publica, apesar de ser um mecanismo natural, entretanto 0 mau uso desses
farmacos acelera o processo natural de resisténcia das bactérias contra os
antimicrobianos (OMS, 2018). O cancer € outro sério problema de satude que acomete
a populacdo, sendo uma das principais causas de morte ho mundo, 0 nimero de
pacientes diagnosticados com diferentes tipos de cancer vem crescendo a cada ano,
sendo as causas as mais diversas como: distrbio hormonal, condi¢des imunoldgicas,
mutacdes genéticas ou presentes no meio ambiente (INCA, 2018). O cancer gastrico
(CG) é o quinto caso de cancer mais diagnosticado e a terceira principal causa de
morte por cancer no mundo, tendo 783 mil mortes em 2018, de acordo com dados
estabelecidos pelo IARC, para 36 tipos de cancer em 185 paises. (WHO, 2018; BRAY
etal., 2018; PLUMMER et al., 2016; MARRELLI et al., 2015; ORDITURA et al., 2014).

As chalconas vem sendo descritas na literatura por possuirem grande potencial
farmacoldgico, incluindo atividade antiproliferativa, antioxidante, anticancer, anti-
inflamatoria, antimalarica, antimicrobiana, agentes antiprotozoarios, nematicida, anti-
HIV, bactericidas, antifingico, antitubercular, antileishmania, antitlcera, antivirais
(ATTAR et al., 2011; AHMAD et al., 2016; SINGH; ANAND; KUMAR, 2014; BHALE et
al., 2017; GAONKAR; VIGNESH, 2017; FU et al., 2020) e inibidoras da tirosina
fosfatase A de Mycobacterium tuberculosis (MASCARELLO et al., 2010; ANANDAM
et al., 2018). As atividades antibacterianas das chalconas e de seus derivados séo
frequentemente melhores contra bactérias Gram positivas, mas também inibem o
crescimento de microrganismos Gram negativos. Ja foram relatadas na literatura
inibicbes para as bactérias: Micrococcus luteus, Bacillus subtilis, Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Proteus vulgaris, Klebsiella pneumoniae e Mycobacterium tuberculosis,
dentre outras (LIN et al, 2002; VANANGAMUDI; SUBRAMANIAN;
THIRUNARAYANAN, 2017; SUNITHA et al., 2018; VASQUEZ-MARTINEZ et al.,
2019).

Dessa forma, as chalconas mostram-se uma fonte riquissima e interessante
para obtencdo de novos principios ativos e sua vantagem sobre outros produtos
naturais € a versatlidade sintética, pois existem inumeros benzaldeidos e

acetofenonas comerciais, fornecendo assim uma variedade estrutural (BITENCOURT
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etal., 2007; NARENDER et al., 2011; DE MELLO et al., 2014; FERREIRA et al., 2018).
Considerando o potencial de utilizacdes das chalconas e a crescente dificuldade nos
tratamentos das doencas bacterianas e do céncer, o presente trabalho propbe a
sintese e caracterizacdo de chalconas e derivados, bem como avaliar a atividade
antimicrobiana e antiproliferativa desses compostos in vitro e futuramente sua

utilizacao para o desenvolvimento de novos farmacos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 CHALCONAS

Os flavonodides pertencem a uma ampla classe de substancias quimicas de
origem natural, cuja sintese ndo ocorre em seres humanos. Contudo, apresentam uma
série de propriedades farmacoldgicas que Ihes permite atuar em sistemas bioldgicos
e assim favorecer a salde humana (SANDHAR et al., 2011; LEI et al., 2016; WANG,;
LI; BI, 2018).

As chalconas (I) sdo uma das maiores classes de flavonoides, com distribuicédo
ampla nos vegetais, sendo seu precursor biossintético (Figura 1) (WANG; LI; BI,
2018). Segundo a Quimica dos Produtos Naturais, podem ser definidas como
flavonoides de cadeia aberta, sendo formadas por duas subunidades benzénicas
(anéis A e B) espacadas por uma cetona a, p-insaturada (enona), compondo um
esqueleto C6-C3-C6 (SHARMA et al., 2016; DAS; MANNA, 2016; AHMAD et al., 2016;
KOTHA et al., 2017).

A Sintese Organica representa a vertente da Quimica Organica capaz de
construir moléculas, independentemente do seu grau de complexidade estrutural,
explorando conceitos fundamentais que regem o comportamento quimico dos
diferentes grupamentos funcionais, sendo capaz, inclusive, de ordenar
hierarquicamente esta reatividade, de maneira a introduzir niveis de seletividade
comparaveis aos efetuados na natureza pelas enzimas (SOLOMONS; FRYHLE,
2002).

A sintese de Produtos Naturais € um dos caminhos para obter quantidades
maiores e diversificacdo do esqueleto estrutural, como pode ser exemplificado pelo
diterpeno anticancerigeno, Taxol, isolado do género Taxus, que apds sua sintese em
escala industrial, j& se encontra disponivel no mercado farmacéutico, representando
grande esperanca para pessoas portadoras de céncer de ovarios e pulmdes. As
chalconas e seus derivados tém recebido grande atencdo devido a sua estrutura
relativamente simples e a diversidade de atividades farmacoldgicas que é em grande
parte atribuida as inUmeras possibilidades de substituicbes nos anéis aromaticos
(SINGH et al., 2014).
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Figura 1 - Estruturas quimicas das classes dos flavonoides.
Fonte: WANG,; LI; BI, 2018

2.2 SINTESE DAS CHALCONAS

Apesar de ser um produto natural, o isolamento pioneiro de chalconas s6 foi
realizado em 1910 por Kametaka e Perkin, mediante manipulacdo de extratos da
espécie Carthamus tinctorius - flores de acafrdo (SHIMOKORIYAMA, 1962). Um fator
de diversificacdo encontrado nas chalconas naturais € a natureza e posicdo dos
substituintes presentes nos anéis A e B. Geralmente, observam-se grupos hidroxilas,
metoxilas, O-glicosilas, C-glicosilas e C-alquilas, distribuidos nas posi¢des orto, meta
e para (KOZLOWSKI et al., 2007).

Estes compostos sdo de origem natural, porém podem ser obtidos em

laboratorios por sintese. A estratégia sintética mais utilizada € a reacdo de
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condensacao de Claisen-Schmidt, onde requer a presenca de uma base catalitica,
solvente e aguecimento, o tempo de reacdo pode variar de 3 a 24 horas dependendo
dos substituintes dos anéis arométicos. O rendimento do produto obtido pode ser
dosado (Figura 2) (SOLOMONS, FRYHLE, 2002; BITENCOURT et al., 2007,
NARENDER et al., 2011).

H \aDI—.
"s-EDP

Figura 2 — Equacéo quimica da chalcona por condensagéo de Claisen-Schmidt
Fonte: Autor

2.3 ATIVIDADE BIOLOGICA

As chalconas vém sendo descritas na literatura por possuirem grande potencial
farmacoldgico, incluindo atividade antioxidante (SIVAKUMAR; PRABHAKAR; DOBLE,
2011; QIAN et al., 2011; NARSINGHANI; SHARMA; BHARGAYV, 2013; AHMAD M R
et al.,, 2016; BHALE et al., 2017), antinociceptivo (ISMAIL et al., 2016), Alzheimer
(RAMPA et al., 2018), antimalarica (TOMAR et al., 2010; TADIGOPPULA et al., 2013;
SUWITO et al., 2014), quimiopreventivo e quimioterapico (ORLIKOVA et al., 2011),
antimicrobiana (LIN et al., 2002; NIELSEN et al., 2004; VENTURA et al., 2015;
VANANGAMUDI; SUBRAMANIAN; THIRUNARAYANAN, 2017; SUNITHA et al.,
2018; VASQUEZ-MARTINEZ et al., 2019), anti-inflamatéria (NOWAKOWSKA, 2007;
WINTER et al., 2010; WU et al., 2011; BHALE et al., 2017), nematicida (ATTAR et al.,
2011), antifungica (NOWAKOWSKA, 2007; ZHANG et al., 2011), bioherbicida
(BITENCOURT et al., 2007), leishmaniose (DE MELLO et al., 2014; TADIGOPPULA
etal., 2013), citotoxica (AHMAD M R et al., 2016), antitumoral (NOWAKOWSKA, 2007,
WINTER et al., 2010; MAHAPATRA et al., 2015), antiviral (FU et al., 2020), anti-HIV
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(CHEENPRACHA et al., 2006; TADIGOPPULA et al., 2013; SHARMA et al., 2011),

dentre outras atividades.

2.3.1 Atividade antimicrobiana

A descoberta da penicilina por Alexandre Fleming em 1929 revolucionou a
terapia microbiana fazendo com que véarias doencas pudessem ser tratadas
farmacologicamente. Entretanto, em meados do século XX os primeiros casos de
resisténcia bacteriana comecaram a ser relatados na literatura, e hoje, configuram
nameros alarmantes acerca da eficacia dos antibidticos mais potentes disponiveis no
mercado farmacéutico, gerando assim, numerosos casos de infeccbes bacterianas
por cepas multirresistentes, o que ocasiona em um grande ndmero de 6bitos em todo
mundo (TAVARES, 2001; HIRATA, 2008).

Antibioticos sdo substancias quimicas que sado utilizadas na quimioprofilaxia ou
tratamento de infec¢des bacterianas. A resisténcia bacteriana aos antibiéticos surge
guando por mecanismos haturais ou induzidos, tais como, sele¢édo natural e mutacao,
a bactéria adquire resisténcia em resposta ao uso desses medicamentos inativando o
principio ativo e consequentemente tornando ineficaz a atividade deste composto. A
resisténcia aos antibidticos € um fendmeno natural embora seja um processo
acelerado antropicamente pelo uso indiscriminado de antimicrobianos (WHO, 2019).

Algumas espécies de bactérias sdo consideradas naturalmente resistentes aos
antibacterianos (resisténcia primaria), pois somente concentracdes toxicas in vivo
exerceriam efeito sobre elas. Pela exposicdo continuada a antimicrobianos,
apresentam resisténcia adquirida (secundaria), decorrente do desenvolvimento de
novos mecanismos de defesa (FUCHS; WANNMACHER, 1999). Algumas células
podem adquirir mutacbes genéticas aleatoriamente que podem proporcionar
resisténcia a algum antibiético (DECAMP; MORIARTY, 2006). Denomina-se
resisténcia simples quando a bactéria € resistente a uma sé droga; resisténcia
multipla, quando simultaneamente a duas ou mais (TAVARES, 2001). A resisténcia
pode ser considerada um fendmeno ecoldgico que ocorre como uma resposta da
bactéria frente ao amplo uso de antibidticos e sua presenca no meio ambiente
(DEMAIN, 2002).

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) considera a resisténcia de bactérias

aos antibidticos uma séria ameaga. O problema tem chamado a ateng&o depois de
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casos recorrentes de infec¢do por microrganismos resistentes em hospitais. Segundo
a Fundacao Oswaldo Cruz (Fiocruz), no Brasil, a taxa de infeccdo hospitalar € de 15%
mais alta do que em paises da Europa e nos Estados Unidos, onde o indice é de 10%
(MOUTINHO, 2015). O desenvolvimento de resisténcia a mdltiplas drogas € um
problema importante no tratamento de doencas infecciosas causadas por
microrganismos patogénicos (VIMAL et al., 2009).

Dentro da nova safra de superbactérias, a mais preocupante € a
Staphylococcus aureus, resistente a meticilina (anti-infeccioso potente usado em
casos de infeccdo hospitalar), ou MRSA (na sigla em inglés correspondente a
Methicillin Resistant Staphylococcus aureus). No entanto, essa bactéria ja
desenvolveu outras versdes tao ou igualmente perigosas. No Japéo, por exemplo,
foram encontradas cepas da S. aureus com resisténcia intermediaria a vancomicina,
o anti-infeccioso mais poderoso ja criado pela industria farmacéutica (HIRATA, 2008).

A resisténcia antimicrobiana € um fator limitante na eficacia de tratamentos de
infeccbes emergentes € um dos problemas mundiais de sadde contemporanea
(SUDHA et al., 2016). Dados de vigilancia sobre resisténcia aos antibidticos da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (2018) mostraram alto nivel de resisténcia
antimicrobiana, principalmente em paises subdesenvolvidos com relatos de bactérias
superesistentes, dentre as quais destacam-se Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae e Salmonella spp.
As mortes anuais relacionadas a casos de resisténcias a antibioticos poderao chegar
em 2050 a 4,7 milhdes na Asia, 4,1 milhdes na Africa e 392 mil na América Latina
(CDC, 2016; NCBI, 2016). O uso irracional de medicamentos acentua 0S Nnovos
mecanismos de resisténcia ao mesmo tempo que ha uma dramatica reducdo na
descoberta de novos protétipos de antibidticos (GUIMARAES, 2010). O uso constante
de antimicrobianos inevitavelmente leva a selecdo de microrganismos resistentes,
surgindo a necessidade continua por novos antibiéticos.

Dados recentes da Organizagdo Mundial da Saude (OMS) (2018) mostram
altos niveis de resisténcia aos antibioticos em todo o mundo, sendo que cerca de 700
mil pessoas morrem por ano no mundo em func¢do de superbactérias resistentes aos
antibiéticos comerciais. Além disso, projecdes feitas pelo Sistema Global de Vigilancia
Antimicrobiana (SGVA) (2018) em 2050 este numero tende a subir para 10 milhdes,
caso nada seja feito.
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De acordo com Nowakowska (2007), a atividade antimicrobiana das chalconas
€ observada como consequéncia da habilidade da cetona a-f insaturada, em reagir
com o grupo tiol de proteinas essenciais das bactérias. Segundo Haraguchi et al.
(1998), que isolou as chalconas licochalcona A e licochacona C (Figura 3), a partir de
Glycyrrhiza inflata, as quais também mostraram potente atividade antibacteriana
especialmente sobre Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus e Micrococcus luteus,

com valores de concentracao inibitéria minima (CIM) entre 3,13 — 12,5 pg/mL.
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Figura 3 - Estruturas de Licochalconas A e C.
Fonte: HARAGUCHI (1998).

A partir da Licochalcona A, foram sintetizados por Nielsen e colaboradores
(2004) 30 analogos através de substituicdes no anel A e B. Sendo assim investigaram
duas principais alteracdes estruturais: mudanca da acidez do anel A por substituicao
fendlica e mudanca de posicado do grupo acido carboxilico do anel B. As substancias
com substituicdo na posicdo para foram as mais potentes, devido ao aumento da
lipofilicidade, das mesmas. Essas chalconas, 4’-carboxi-3,5-bistrifluorometil-chalcona
e 4’-carboxy-3,5-dibromo-chalcona foram equipotentes com Ciprofloxacina e
Linezolida com valores de CIM de 2 pg/mL e nenhuma citotoxicidade (NIELSEN,
2004).

Dentre as chalconas com atividade antimicrobiana foram isoladas por Joray e
colaboradores (2015) de Flourensia oolepis as chalconas com atividade
antimicrobiana 2’4’- dihidroxichalcona e isoliquiritigenina (Figura 4), que mostraram
concentracdo minima inibitoria (CIM) contra as cepas de Staphylococcus aureus nas

concentracdes de 31 pg/mL e 250 pug/mL, respectivamente.
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Figura 4 - 2’4’- dihidroxichalcona e isoliquiritigenina
Fonte: JORAY et al., 2015.

A atividade antimicrobiana foi observada para as chalconas (3), (4), (5) e (6)
(Figura 5) de origem sintética frente a Mycobacterium tuberculosis com Clso de 20,1 +
1,0 uM, 11,7 + 3,4 uM, 10,2 £ 4,9 uM e 18,2 + 3,6 pM. A atividade destas chalconas
demonstra a potencial atividade antimicrobiana que esta classe tem (VENTURA et al.,
2015).
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Figura 5— Chalconas (3), (4), (5) e (6).
Fonte: VENTURA et al., 2015.

2.3.2 Atividade antiproliferativa

O céancer é uma das principais causas de morte no mundo, representando cerca
de 9,6 milhdes de mortes em 2018. A nivel global, uma em cada seis mortes sao
relacionadas a doenca, sendo considerado o principal problema de saude publica. A
definicdo genérica de cancer € um grupo de doencas que podem afetar qualquer parte
do corpo. Tumores malignos e neoplasias sao termos cientificos utilizados para o
cancer (WHO, 2020; BRAY et al., 2018; FERLAY et al., 2019).
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Segundo dados publicados em 2018 pelo Centro Internacional para Pesquisa
do Céancer (IARC), aponta que o cancer de pulmao é o mais incidente (2,1 milhdes)
seguido pelo cancer de mama (2,1 milhdes), célon e reto (1,8 milhdo) e prostata (1,3
milhdo). A incidéncia em homens (9,5 milhdes) representa 53% dos casos novos,
sendo um pouco maior nas mulheres, com 8,6 milhdes (47%) de casos novos. Os
tipos de cancer mais frequentes nos homens foram o cancer de pulméo (14,5%),
prostata (13,5%), célon e reto (10,9%), estbmago (7,2%) e figado (6,3%). Nas
mulheres, as maiores incidéncias foram cancer de mama (24,2%), célon e reto (9,5%),
pulmé&o (8,4%) e colo do utero (6,6%) (BRAY et al., 2018).

Em um panorama nacional, a estimativa para cada ano do triénio 2020-2022
aponta que ocorrerdo 625 mil casos novos de céncer. Os tipos de cancer mais
frequentes em homens, a excecdo do cancer de pele ndo melanoma, serdo pristata
com 65.840 casos notificados (29,2%), colon e reto com 20.540 (9,1%), traqueia,
brénquio e pulmdo somam 17.760 (7,9%), estbmago com 13.360 (5,9%) e cavidade
oral com 11.200 casos (5,0%). Nas mulheres, exceto o cancer de pele ndo melanoma,
0s canceres de mama com 66.280 (29,7%), c6lon e reto com 20.470 (9,2%), colo do
Gtero com 16.710 (7,4%), traqueia, brédnquio e pulmao somam 12.440 (5,6%) e tireoide
com 11.950 (5,4%) figurardo entre os principais. O cancer de pele ndo melanoma
representard 27,1% de todos os casos de cancer em homens e 29,5% em mulheres
(INCA, 2020).

Segundo estimativas do INCA 2020 (Figura 6, p. 24) acerca das taxas brutas
de incidéncia do cancer no estado do Para, o cancer de estbmago € o segundo com
maior incidéncia entre os homens com 560 (12,71%) dos casos notificados, ficando
atras somente dos casos da capital referente ao cancer de préstata com 930 (21,23%)
dos casos. Entre as mulheres o cancer de mama e do colo do Utero contém maior taxa
de incidéncia no estado do Para com 780 (18,24%) e 780 (18,41%) de casos
notificados respectivamente, ja na capital os casos notificados foram 320 (37,80%),
seguidos de cancer de estdbmago no estado do Para com 300 (7,05%) casos
notificados.

O céncer gastrico (CG) € o quinto cancer mais diagnosticado (1,03 milhdo) de
casos e a terceira principal causa de morte por cancer no mundo, tendo 783 mil mortes
em 2018, de acordo com dados estabelecidos pelo IARC, para 36 tipos de cancer em

185 paises. Apesar do enorme progresso no tratamento do cancer, a cirurgia continua



24

sendo o principal tratamento para o CG (WHO, 2020; BRAY et al., 2018; PLUMMER
et al., 2016; MARRELLI et al., 2015; ORDITURA et al., 2014).
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Figura 6 - Grafico: Taxas brutas de incidéncia estimadas para 2020 por sexo, segundo Estado e capital*
Fonte: INCA (2020)

Nas ultimas décadas com a introducdo de mais 70 novos medicamentos fez
com que houvesse um significativo avango no tratamento do céncer. Entretanto a
seletividade desses medicamentos ainda € uma meta a ser almejada, isto deve-se, a
relativa semelhanca entre células neoplasicas e normais do organismo (BRANDAO et
al., 2010). Os medicamentos em uso na clinica destroem as células tumorais e
normais com maior taxa de mitose sem distingdo entre elas. A consequéncia desta
baixa seletividade s&o as inumeras reagfes adversas e toxicas que dificultam a
adesdo ao tratamento pelo paciente (OLIVEIRA; ALVES, 2002; FERREIRA et al.,
2013).

Atualmente, a oncologia é a especialidade que mais tem buscado farmacos
derivados de produtos naturais (HARVEY, 2008). Em patrticular, as chalconas que
apresentam varios graus de inibicdo na proliferacdo de células in vitro, contra células
cancerigenas de diferentes linhagens como: PC-3 (préstata) (MARQUINA et al.,
2019), DU-145 (DELMULLE et al., 2006), HGC-27 (cancer gastrico) (SHIBATA, 1994),
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HeLa (carcinoma cervical) (YE et al., 2004), MCF-7 (cancer de mama) (YADAV et al.,
2017; SANTOS et al., 2019), A549 (cancer de pulméao) (YADAV et al., 2017), HepG2
(cancer de figado) (YADAV et al., 2017), HT29 (c6lon) (KOTHA et al., 2017), K562 e
HL-60 (leucemia) (SAYDAM et al, 2003), NCI-H460 (cancer de pulmé&o)
(PHRUTIVORAPONGKUL et al., 2003), L929 in vivo em tumor ascitico em ratos
(ANTO et al., 1995). Outras atividades citotoxicas in vitro, das chalconas contra nove
tipos de células de tumores humanos incluindo, carcinoma epidermdide de
nasofaringe (KB), osteosarcoma (Hos), melanoma (SKMEL-2) glioblastoma (U87-
MG), cancer ovariano (1A9), entre outros, sao relatados (XIA et al., 2000).

Diversas chalconas (Figura 7) foram sintetizadas e sua citotoxicidade avaliada
in vitro, sendo as chalconas (7), (8), (9) e (10) avaliadas frente a célula MCF-7
(adenocarcinoma de mama) com Clsp de 6.875 + 0.219 pg/mL, 7.992 + 0.81 pg/mL,
6.873 £ 1.2 ug/mL e 5.251 + 0.67 pg/mL, respectivamente (SYAM et al., 2012).
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Figura 7 — Chalconas com atividades citotoxicas.
Fonte: SYAM et al., 2012

A busca por produtos de interesse farmacéutico com atividade citotoxica é uma
estratégia que auxilia na prospeccado de moléculas com atividade antitumoral, cuja
notoriedade foi acentuada desde a descoberta do taxol. Fatores como resisténcia
multipla aos farmacos disponiveis, alta toxicidade e altos custos tornam a procura por
novos compostos prioritarias na quimioterapia do cancer (NEWMAN & CRAGG,
2016).

Outro fator que desperta interesse para as pesquisas € a alta incidéncia de

novos casos de cancer e sendo a segunda doencga que mais mata no mundo (NCI,
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2018). Em razéo de estratégias de tratamento altamente ineficazes e a resisténcia de
tumores a quimioterapia e radioterapia, e pela incapacidade de medicamentos
quimioterapicos nao diferenciarem as células saudaveis das células cancerigenas,
proporcionando resultado clinico indesejado devido a resisténcia aos medicamentos
e a eventos desfavoraveis (ALARD et al., 2020; FIORICA et al., 2018; YADAV et al.,
2017).

Dessa forma faz-se necessério urgentemente uma abordagem promissora para
0 avancgo nas pesquisas de novos principios ativos mais efetivos. Entdo o presente
trabalho visa sintetizar, avaliar a atividade antimicrobiana e antiproliferativa de
chalconas e derivados, com o objetivo de obter novos compostos com atividades

biolégicas promissoras.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Sintetizar, caracterizar e avaliar in vitro a atividade antimicrobiana e

antiproliferativa de chalconas e derivados.

3.2 ESPECIFICOS

* Sintetizar chalconas e derivados, contendo diferentes substituintes;
» Caracterizar as chalconas;

* Avaliar o potencial antimicrobiano in vitro contra bactérias Gram-positivas:
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e Enterococcus faecalis (ATCC 29213);
Gram-negativas: Escherichia coli (ATCC 8789) e Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 9022);

* Avaliar a atividade antiproliferativa em linhagem tumoral gastrica AGP01;

* Avaliar a toxicidade das chalconas e derivados em linhagem MRC5, de células

normais de pulméo;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.1 Procedimentos gerais

Chapa Agitadora com aquecimento (Marca: QUIMIS); Vortex; Balanca
analitica; Estufa. Os espectros de RMN!H e RMN*3C foram obtidos em espectrometro
de ressonancia magnética nuclear Varian Mercury 300 e Bruker Ascend 400
(Programa de Pé6s-Graduacdo em Quimica/ UFPA); Medidor de Ponto de fuséo (P.f)
(GEHAKA, Modelo: PF-1000). Os deslocamentos quimicos foram expressos em
valores adimensionais (& = ppm) em relagdo a um padrdo de referéncia,
tetrametilsilano (TMS). Foi utilizado cloroférmio deuterado adquiridos comercialmente.
As constantes de acoplamento (J) foram expressas em Hertz (Hz). As multiplicidades
dos sinais foram indicadas como segue: s=simpleto, d=dupleto, dd=duplo dupleto,
t=tripleto e m=multipleto.

4.1.2 Reagentes e solucbes

Hidroxido de sédio (NaOH) 10%; etanol (EtOH); metanol (MeOH); acetato de
etila (AcOEt); cloroférmio (CHCIs); acetofenonas, Benzaldeidos e solucdo de acido
aceético 25%, H20 destilada estéril; DMSO; Resazurina (0,01%); Cloranfenicol (250
png/mL); Penicilina + estreptolisina (10000unit/10mg). Todos PA das marcas Aldrich e

Vetec.

4.1.3 Meios de cultura

+ Agar Manitol: meio de cultura destinado ao isolamento de Staphylococcus aureus;

« Agar Sangue: meio de cultura diferencial e ndo seletivo, rico em nutrientes,

utilizado para isolamento de micro-organismos nao fastidiosos;
« Agar Macconkey: meio seletivo para o crescimento de bactérias gram-negativas;
+ Agar Cetrimide: € um meio de cultura destinado ao crescimento de Pseudomonas;

« Agar Muller-Hinton e caldo Mueller-Hinton: sdo meios de cultura microbioldgicos
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nao seletivos, frequentemente usados para testes de susceptibilidade

antimicrobiana.

4.1.4 Bactérias

Staphylococcus aureus (ATCC 6538);

Enterococcus faecalis (ATCC 29213);

Escherichia coli (ATCC 8789);

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9022).

4.1.5 Células

* Adenocarcinoma Gastrico (AGP01)

* Fibroblasto de pulméo humano (MRC5)

4.1.6 Outros materiais

Becker; Baldo de fundo chato e boca esmerilhada (125mL); Funil de vidro;
Bastdo de vidro; Pipetas de vidro graduadas; Proveta; Tubos p/inéculo; Placas de
petri; Placas com 96 pocos de fundo chato-TTP; Swab estéril; Ponteiras de 100 e de

1000 pL; Espatula de aco inox; Barra magnética.

4.2 METODOS

4.2.1 Procedimento geral da obtencao das substancias

Em balédo de fundo chato e boca esmerilhada (125mL), colocado em banho de
gelo, foram adicionados na sequéncia: o solvente (15mL, EtOH ou MeOH), cetona
(~10mmol), o catalisador (15mL de solucdo de NaOH 10%) e o aldeido (com excesso
de 10%). A mistura de reacdo foi mantida usando agitador magnético por 3h.
Posteriormente, foi resfriada e deixada em freezer durante 24h. Apos esse periodo foi
feito a acidificacdo com acido acético (25%), s6 nos compostos fenolicos, em seguida

a extracdo com acetato de etila ou cloroférmio. Foi deixado em temperatura ambiente
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para secagem e a evaporacao do solvente. Posteriormente o produto foi recristalizado

em acetato de etila e metanol (Figura 8).

ACIDIFICACAO

15 mL (MeOH ou EtOH) + - EXTRAGAO / FILTRACAO
15 mL (NaOH 10%) + L. (quando necessario) L (CHClz ou AcOEt)
~10 mmol CETONA (Acido acético 25%)
+ALDEIDO (excesso 10%)
SECAGEM
(Temp. amb.}
CARACTERIZACOES: }
« Pontodefusio o RECRISTALIZAGAOQ
« RMN'He™C (M=OH ou AcOETL)
ANALISE DAS ;
ATIVIDADES I SUBSTANCIAS
BIOLOGICAS —

Figura 8 - Esquema do Procedimento geral das sinteses.

4.2.2 Sinteses das chalconas e naftoflavanonas

Foram sintetizadas dez substincias entre sete chalconas e trés

naftoflavanonas, tendo suas estruturas quimicas basicas citadas na Tabela 1 (p. 42).

4.2.3 Dados espectroscopicos dos compostos sintetizados

- (2E) -1,3-difenilprop-2-en-1-ona (EBA): cristal amarelo claro, P.f. experimental 54-
55°C, rendimento 91,23% e formula molecular C1sH140 (208,26 g/mol).

RMNH (400MHz; CDCls) & (pm): 7,84 (d, 1H, J=15,6Hz, H-7), 7,56 (d, 1H, J=15,6Hz,
H-8), 7,43-8,06 (m, 10H, H-Ar).

RMNC (100MHz; CDCls) 8pm): 138,2 (C1), 128,4 (C2), 128,9 (C3), 128,6 (C4),128,5
(C5), 128,4 (C6), 144,9 (C7), 122,1 (C8), 190,6 (C9), 130,5 (C1), 134,9 (C2"), 77,4
(C3Y), 77,1 (C4), 76,8 (C5'),132,8 (C-6").
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- (2E) -1-fenil-3-(2-metoéxi-fenil) -prop-2-en-1-ona (AMB): cristal amarelo claro, P.f.
experimental 58-59°C, rendimento 67,35% e férmula molecular CisH1402 (238,28

g/mol).

RMN'H (400MHz; CDCls) 8@pm): 8,15 (d, 1H, J=16Hz, H-7), 7,65 (d, 1H, J=16Hz, H-8),
6,95-8,05 (M, 9H, H-Ar), 3,99 (s,3H, OCHa).

RMNZ=C (100MHz; CDCls) 8pm): 132,5 (C1), 120,7 (C2), 111,2 (C3), 123,9 (C4),138,5
(C5), 158,8 (C6), 140,4 (C7), 122,8 (C8), 191,1 (C9), 131,8 (C1"), 129,2 (C2)), 77,4
(C3Y), 77,8 (C4), 76,7 (C5),128,5 (C-6), 55,5 (C6-OCHa).

- (2E) -1-fenil-3-(3-metoxi-fenil) -prop-2-en-1-ona (MEB): cristal castanho claro, P.f.
experimental 58-59°C, rendimento 65,35% e férmula molecular CisH1402 (238,28

g/mol).

RMN!H (400MHz; CDCls) 8(ppm): 7,80 (d, 1H, J=16Hz, H-7), 7,36 (d, 1H, J=16Hz, H-8),
6,98-8,05 (M, 9H, H-Ar), 3,88 (s,3H, OCHa).

RMNZC (100MHz; CDCls) 8ppm): 136,2 (C1), 121,1 (C2), 128,5 (C3), 116,3 (C4),159,9
(C5), 113,4 (C6), 144,8 (C7), 122,4 (C8), 190,6 (C9), 132,8 (C1"), 129,9 (C2)), 77,3
(C3Y), 77,0 (C4), 76,7 (C5),128,6 (C-6), 55,3 (C5-OCHa).

- (2E) -1-fenil-3-(4-metoxi-fenil) -prop-2-en-1-ona (PEB): cristal amarelo claro, P.f.
experimental 71-72°C, rendimento 90,30% e formula molecular CisH1402 (238,28

g/mol).

RMN!H (400MHz; CDCls) 8pm): 7,81 (d, 1H, J=15,6Hz, H-7), 7,44 (d, 1H, J=15,6Hz,
H-8), 7,62-7,64 (d, 2H, H-2 e H-6), 6,95-6,97 (d,2H, H-3 e H-5), 7,50-8,04 (m, 5H, H-
Ar), 3,88 (s, 3H, OCHs).

RMNZC (100MHz; CDCl3) 8pm): 138,5 (C1), 128,4 (C2), 114,4 (C3), 161,7 (C4),159,9
(C5), 113,4 (C6), 144,8 (C7), 119,8 (C8), 190,6 (C9), 132,5 (C1"), 130,2 (C2)), 77,3
(C3Y), 77,0 (C4), 76,7 (C5),128,5 (C-6'), 55,4 (C4-OCHa).

- (2E) -1-(4-metoxi-fenil) -3-fenil-prop-2-en-1-ona (4G3): cristal amarelo claro, P.f.
experimental 105-106°C, rendimento 87,93% e formula molecular Ci6H1402 (238,28
g/mol).
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RMN*H (400MHz; CDCI3) d@ppm): 7,82 (d, 1H, J=15,6Hz, H-7), 7,57 (d, 1H, J=15,6Hz,
H-8), 8,05-8,08 (d, 2H, H-3’ e H-5’), 7,00-7,02 (d,2H, H-2’ e H-6), 7,43-7,68 (m, 5H, H-
Ar), 3,91 (s, 3H, OCHa).

RMNC (100MHz; CDCls) S@ppm): 131,1 (C1), 113,8 (C2), 77,3 (C3), 77,0 (C4), 76,7
(C5), 113,8 (C6), 143,9 (C7), 121,9 (C8), 188,7 (C9), 135,1 (C1"), 128,9 (C2), 130,8
(C3"), 163,4 (C4"), 130,3 (C57),128,3 (C-6), 55,5 (C4’-OCHy3).

-(2E) -1-(4-metoxi-fenil) -3-(3,4,5-Tri-metdxi-fenil) -prop-2-en-1-ona (34M): cristal
amarelo intenso, P.f. experimental 129-130°C, rendimento 97,45% e formula
molecular C19H2005 (328,36 g/mol).

RMN!H (400MHz; CDCls) 8pm): 7,73 (d, 1H, J=15,6Hz, H-7), 7,43 (d, 1H, J=15,6Hz,
H-8), 8,04-8,07 (d, 2H, H-3' e H-5’), 7,00-7,02 (d,2H, H-2' e H-6"), 6,88 (s,2H,H-2 e H-
6), 3,91 (s, 3H, OCHs3), 3,92 (s, 3H, OCHa), 3,94 (s, 3H, OCHj3).

RMNZ=C (100MHz; CDCls) 8@pm): 77.3 (C1), 105,6 (C2), 153,4 (C3), 140,3 (C4), 130,8
(C5), 105,6 (C6), 144,1 (C7), 121,2 (C8), 188,7 (C9), 113,8 (C1"), 113,8 (C2), 131,1
(C3Y), 163,4 (C4Y), 130,5 (C5'),113,8 (C-6"), 61,0 (C4’-OCHa), 56,2 (C3-OCHa), 55,5
(C4-OCHz3), 55,5 (C5-OCHb).

-(2E) -1-(4-hidroxi-fenil) -3-(4-metoxi-fenil) -prop-2-en-1-ona (OPC): cristal amarelo
claro, P.f. experimental 115-129°C e rendimento 74,36% e férmula molecular C16H1403
(254,28 g/mol).

RMNH (400MHz; CDCl3) 8pm): 7,80 (d, 1H, J=15,6Hz, H-7), 7,44 (d, 1H, J=15,6Hz,
H-8), 7,99-8,02 (d, 2H, H-2 e H-6), 7,72-7,61 (d,2H, H-3’' € H-5"), 6,94-6,97 (H-3-H-5),
7,58-7,62 (H-2"-H-6"), 3,87 (s, 3H, OCHb3).

RMNZC (100MHz; CDCls) 8pm): 143,1 (C1), 127,7 (C2), 114,4 (C3), 160,3 (C4), 114,4
(C5), 127,5 (C6), 144,2 (C7), 123,3 (C8), 189,2 (C9), 161,6 (C1°), 131,1 (C2), 130,9
(C3Y), 161,6 (C4Y), 130,1 (C5°),131,1 (C-6"), 55,4 (C4-OCHa).

-Nafto [2,1] - piran-1-ona,2,3-di-hidro-3-(2-metéxi-fenil) (A1): cristal amarelo claro,
P.f. experimental 141-143°C, rendimento 85,44% e férmula molecular C20H1603
(304,34 g/mal).
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RMN'H (400MHz; CDCls) &(ppm): 6,02 (dd, 1H, J=8,4Hz, H-7), 3,09-3,10 (dd, 2H,
J=9,2Hz e J=1,6Hz, H8a e H8b), 6,96-7,12 (m, 4H,H-Ar), 9,54 (ddd, 2H, J=8,8, H-8"),
7,36 (dd, 2H, J=9Hz, H-3), 7,98 (dd, 2H, J=9Hz, H-4’), 7,80 (ddd, 2H, J=1,2Hz,
J=0,6Hz, H-5), 7,66 (ddd, 1H, J=0,9Hz, H-6"), 7,69 (ddd, 2H, J=3,3Hz, J=1,5Hz, H-7"),
3,88 (s, 3H, OCH3).

RMNZ=C (100MHz; CDCls) 8(ppm): 127,2 (C1), 155,9 (C2), 110,5 (C3), 126,4 (C4),
129,4 (C5), 120,8 (C6), 77,3 (C7), 44,8 (C8), 193,7 (C9), 55,4 (C2-OCH3),112,6 (C1),
155,9 (C2°), 118,9 (C3"), 137,3 (C4), 129,2 (C4a’) 128,3 (C5),124,8 (C-6"), 129,6
(C7’), 125,9 (C8), 131,6 (C8a).

- Nafto [2,1] -piran-1-ona,2,3-di-hidro-3-(3-metoxi-fenil) (A5): cristal castanho claro,
P.f. experimental 105-106°C, rendimento 93,04% e formula molecular C2oH1603
(304,34 g/mol).

RMNH (300MHz; CDCls) &(ppm): 7,08-7,09 (ddd, 2H, H-2 e H-6), 6,93 (ddd, 1H,
J=1,8Hz e J=0,6Hz, H-4), 7,39 (ddd, 1H,J=5,4Hz e J=2,4Hz, H-5), 5,57 (dd, 1H, J=3Hz,
H-7), 3.20-2,99 (dd, 2H, J=13,20Hz e J=3Hz, H8a e H8b), 3,85 (s, 3H, OCH3), 7,19
(dd, 2H, J=9Hz, H-3"), 7,93 (dd, 2H, J=9Hz, H-4"), 7,77 (ddd, 2H, J=1,2Hz, J=0,6Hz,
H-5), 7,47 (ddd, 1H, J=0,9Hz, H-6"), 7,66 (ddd, 2H, J=3,3Hz, J=1,5Hz, H-7"), 9,51 (ddd,
2H, J=8,7, H-8).

RMNZ3C (75MHz; CDCls) 8(ppm): 139,9 (C1), 111,8 (C2), 159,8 (C3), 113,9 (C4),129,9
(C5), 118,2 (C6), 79,3 (C7), 45,6 (C8), 192,8 (C9), 55,2 (C3-OCH3),112,4 (C1'), 163,6
(C2'), 118,7 (C3'), 137,2 (C4), 129,1 (C4a’) 128,3 (C5'),124,8 (C-6'), 129,6 (C7),
125,8 (C8’), 131,3 (C8a).

- Nafto [2,1] -piran-1-ona,2,3-di-hidro-3-(4-metdéxi-fenil) (A3): cristal amarelo intenso,
P.f. 118-121°C, rendimento 85,72% e férmula molecular C20H1603 (304,34 g/mol).

RMNIH (400MHz: CDCls) &: 5,59 (dd, 1H, J=2,8Hz, H-7), 2,94-3,31 (dd, 2H,
J=13,20Hz e J=2,8Hz, H8a e H8b), 8,11 (ddd, 2H, J=8,4, H-8'), 7,21 (dd, 2H, J=9Hz,
H-3"), 7,98 (dd, 2H, J=9Hz, H-4’), 7,80 (ddd, 2H, J=1,2Hz, J=0,6Hz, H-5'), 7,55 (ddd,
1H, J=0,9Hz, H-6"), 7,61 (ddd, 2H, J=3,3Hz, J=1,5Hz, H-7’), 7,38-7,49 (d,2H, H-3 e H-
5), 7,90-7,93 (H-2-H-6), 3,88 (s, 3H, OCH3).
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RMNZ=C (75MHz; CDCls) &(ppm): 143,1 (C1), 136,5 (C2), 127,7 (C3), 161,8 (C4),
127,5 (C5), 127,8 (C6), 116,0 (C7), 45,5 (C8), 194,5 (C9), 55,4 (C4-OCH3),114,5
(C1), 125,1 (C2), 119,4 (C3"), 137,5 (C4), 129,2 (C4a’) 128,6 (C5),124,7 (C-6),
129,6 (C7’), 125,8 (C8'), 130,5 (C8a).

4.3 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os testes para verificacdo da atividade antimicrobiana das chalconas e
naftoflavanonas sintetizadas foram desenvolvidos em parceria com o Laboratorio de
ensaios in vitro de microbiologia — LABEIM, na Universidade Federal do Para (UFPA),
pelo grupo de pesquisa da Prof. Dra. Marta Chagas Monteiro. Para a realizagdo do

teste seguiu-se o protocolo de microdilui¢ao.

4.3.1 Testes de sensibilidade a agentes antimicrobianos por microdiluicdo para

bactéria de crescimento aerébico

Os métodos de diluicdo em caldo sdo igualmente aceitaveis para medir
guantitativamente a atividade in vitro de um agente antimicrobiano (substancias
sintéticas, extratos vegetais, 6leos essenciais) contra um determinado isolado
bacteriano. A metodologia basica desse teste deriva-se, em grande parte, das
informagdes obtidas no Estudo Colaborativo Internacional. Embora sejam testes
padrdes de referéncia, alguns séo suficientemente praticos para merecer uso rotineiro,
tanto nos laboratérios clinicos, como nos laboratérios de pesquisa (CLSI M7-A9,
2012). O Método de microdiluicdo em Caldo envolve o uso de pequenos volumes de

caldo, realizados em placas de 96 pocos.
4.3.2 Preparo da solugao méae
Pesou-se 1mg em tubo eppendorf, adicionou 100uL de DMSO no eppendorf

com a amostra, agitou no vortex até solubilizar. Em seguida adicionou 900 pL de H20

destilada estéril, assim obtivemos a concentragdo de 1mg/mL da amostra.
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4.3.3 Preparo das concentracdes de trabalho

As concentracdes testadas para um determinado agente antimicrobiano devem
ser estabelecidas antes do teste. Esse tipo de diluicdo € chamado de diluicdo seriada
(Figura 9).

Solugdo mée solucéo filhas
A
ﬂ ~ —~
T <> T > T > T T >
1 mg/mL 0,5mg/mL 0,25mg/mL 0,125mg/mL 0,0625mg/mL
Desprezar
500pl caldo M. 500pl caldo 500yl caldo 500pl caldo 500 pl da
Hinton M. Hinton M. Hinton M. Hinton solugéo
+ + + +

500ul da 500ul da 500ul da 500ul da

solugdo mae solugéo solucéo solugéo

anterior anterior anterior

Figura 9 — Esquema de Microdiluigao

4.3.4 Preparacao do in6culo para testes de microdiluicéo

O in6culo bacteriano deve ser preparado a partir do cultivo prévio das bactérias
em placas de Petri contendo meio especifico, para que se tenha certeza de
identificacdo de cada espécie. A bactéria Sraphylococcus aureus deve ser semeada
em meio agar manitol, Enterococcus faecalis em agar sangue; Escherichia coli em
agar Macconkey e Pseudomonas aeruginosa em o agar cetrimide. Em seguida, todas
as placas devem ser incubadas a 35°C por 24 horas em estufa. Apdés o periodo de
incubacédo, 3 a 4 colbnias dessas bactérias sao retiradas e transferidas para tubo
estéril contendo 1 mL de caldo Mueller-Hinton. A turbidez dessa solucdo deve ser
ajustada em aparelho ELISA ou espectrofotdmetro (625nm), de acordo com a solugéo
padrdo de McFarland de 0,5 (0,09 a 0,11), correspondendo a 1x108 UFC/mL. Em
seguida, esta solucdo deve ser incubada por 1 hora para alcangcar o crescimento
exponencial das colbnias bacterianas. A microdiluicdo se inicia na propor¢do de

crescimento do micoorganismo e na concentracdo de 108. A partir desta solucédo
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diluicdes seriadas foram realizadas até a obtencéo do indculo 1x10% UFC/mL (CLSI
M7-A9, 2012) (Figura 10).

Aoul _10u! _10pl_50uL 4004l
108 107 105 105 10% 10

5ml 90pul 90ul 90ul  450ul  3600pl

Figura 10 - Esquema de preparo de microdiluicbes seriadas de inéculos bacterianos.

4.3.5 Microdiluicdo em caldo

Na placa de microdiluicdo devem ser distribuidos 100 pyL do inéculo (1x103
UFC/mL) em todos 0s poc¢os inclusive nos controles: positivo, negativo e inoculo. Em
seguida, acrescenta-se 100 pL da substancia ou composto testado nos pocos das
concentracfes previamente estabelecidas. Os pocos do controle positivo devem
receber 100 pL do antimicrobiano cloranfenicol (100 pg/mL) caso a bactéria seja gram-
positiva ou 100uL de penicilina-estreptolisina (10000unit/10mg) caso seja gram-
negativa. O controle negativo receberd 100 puL do solvente DMSO (10%) solvente
padréo, e o poc¢o do indculo recebera 100 uL do meio agar Mueller Hinton, totalizando
200 pL em cada poco. A microplaca de microdiluicdo deve ser incubada em estufa a

37°C por 24 horas. O teste deve ser realizado em triplicata.
4.3.6 Concentracao inibitéria minima (CIM)

A Concentracao Inibitéria Minima (CIM) é a menor concentracdo de um agente
antimicrobiano que impede o crescimento visivel de um micro-organismo em testes
de sensibilidade por diluicdo em agar ou caldo (CLSI M7-A9, 2012). Para a obtencao
de CIM foram utilizados o parametro da mudanca de coloracdo obtida no teste
colorimétrico utilizando a resazurina. A CIM é definida como a menor concentragao
encontrada que impede a mudanca de cor, total ou parcial, do meio na microplaca
analisada. Apés o término do tempo de incubacdo, foram acrescentados 30uL de
resazurina a 0,01% em cada poco utilizado na microplaca, sendo necesséario um

periodo de 3 horas de incubacéo, para a realizacao da leitura da CIM. A resazurina é
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um corante de coloragcédo azul, utilizado como indicador por sofrer reacdo de Oxido-
reducado passando de resazurina a resofurina, indicando a presenca de células viaveis
através da mudanca de coloragdo. Em seguida foi realizada a leitura em
espectrometro para identificagdo da CIM, considerando-se a manutengdo da

coloracdo azul como auséncia de crescimento (Figura 11).

Fungo semeado em A. Sabouraud Colonias em . )
em estufa, a 35 °C por 24 horas Caldo M.Hinion MacFarland- 1 5x 10" UFC/mL
Agitada em Vortex

DiluigOes seriadas atéa[] 1a5x 10

UFC/mL! ARMAZENAR
103 EM ESTUFA
POR 24 HORAS

Controles

100 ul de

b Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012).
inoculo

Determinacdo de
CIM

Figura 11 — Esquema geral do ensaio antimicrobiano.

4.3.7 Concentragao bactericida minima (CBM)

Para a obtencdo do CBM, foram retirados 10uL de cada poc¢o da placa de
microdiluicdo para serem semeados em placas de Petri contendo agar Miller Hinton
(AMH). Em seguida as placas foram incubadas por 24 horas a 37°C para posterior
leitura das Unidades Formadoras de Col6nias (UFC). A CBM é considerada a menor

concentracdo do composto que resulta em auséncia de crescimento ou o
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aparecimento de menos de trés colbnias, eliminando 99,9% dos micro-organismos
(QUADROS et al., 2011).

4.4 ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA

A avaliacdo do potencial citotoxico foi realizada em parceria com o Nucleo de
Pesquisa em Oncologia - NPO, pelas pesquisadoras Natasha Costa da Rocha Galucio
e Daniele Moysés de Araujo, com o apoio e infraestrutura do Prof. Dr. André Salim

Khayat, pertencente a Universidade Federal do Para.

4.4.1 Teste de viabilidade celular (método MTT)

Um ensaio citotdéxico colorimétrico muito aplicado € o ensaio com o sal de
tetrazolio MTT - brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio] — um teste
que mede a viabilidade celular e sua leitura € realizada em espectrofotbmetro de
varredura de multiplos pocos, este ensaio é versatil e quantitativo. Avalia a atividade
oxidativa mitocondrial, ou seja, o sal é reduzido nas mitocéndrias das células vivas,
através da clivagem da enzima succinato desidrogenase, em cristais de formazan, de
coloracdo purpura (Figura 12); estes cristais sdo extraidos através da adicdo de um
solvente apropriado. A variavel continua resultante da quantidade de cristais formados
é diretamente proporcional ao numero de células viaveis presentes no experimento.
Os ensaios que medem a atividade metabodlica sdo adequados para analisar a

proliferacdo, viabilidade e citotoxicidade nas células.

L ” Redutase S
- S, mitocondnal .
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Ere ) \< H“‘*‘-"’# S_\{

3-{4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-
difeniltetrazolium bromida

Figura 12 - Reducédo do MTT por enzimas mitocondriais
Fonte: PETER BRESCIA; PETER BANKS, 2010
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A densidade Optica (OD) resultante do teste MTT € determinada em
espectrofotometro (MOSMANN, 1983; TEMPONE et al., 2008). A densidade 6ptica de
cada diluicdo é lida e comparada com controle negativo de células (100%) o que
evidenciard o percentual de sobrevida em cada diluicdo. A partir da andlise do
percentual de sobrevida das células x diluicAo das amostras em teste € possivel
calcular concentracao citotoxica 50% (CCs0%) que mata 50% das células (DAGUANO
et al., 2007). O ensaio MTT tem limitacbes como falta de linearidade frente a
densidades celulares elevadas. Esta situacdo é corrigida mediante padronizacdo da
técnica de acordo com a linhagem celular a ser utilizada. Outra limitacdo esta no fato
de diferentes linhagens diferirem na capacidade de reduzir o corante. Porém uma
grande vantagem, as células mortas ndo podem interferir nos niveis de absorbancia
porque apenas as células metabolicamente ativas podem reduzir o sal de tetrazolio
ao seu produto formazan. Todavia, pode ocorrer reducdo do MTT em células em
apoptose em estagios iniciais visto que as mitocondrias permanecem intactas
(LOTZE; THOMSON, 2005). Apresenta como vantagens: simplicidade da técnica, o
curto prazo de execugcdo e é um ensaio reprodutivel. Citado inclusive como teste
adequado para o rastreio e modulacédo da resisténcia aos medicamentos em casos
clinicos individualizados, como em tratamento de tumores. Neste ensaio as células
destes tumores sdo expostas a diferentes concentracdes dos antitumorais,
estabelecendo a concentracdo inibitéria minima. Pode-se inferir que € um excelente
teste de triagem que norteia os demais ensaios de toxicidade (KEEPERS et al., 1991,
SARGENT, 2003; LOTZE; THOMSON, 2005).

4.4.2 Cultivo celular

As linhagens celulares de cancer gastrico (AGPO01) e de fibroblasto de pulméao
(MRC5) foram cultivadas em meio DMEM - Dulbecco's modified Eagle’s médium
(Sigma) - suplementado com 10% de soro fetal bovino — SFB (Laborclin), 100ug/mL
de estreptomicina (Sigma) e 60 ug/mL de penicilina (Sigma). As células foram
cultivadas em frascos de cultura T-75 em incubadora com atmosfera imida a 37°C e
CO2a 5,0%.

As passagens celulares eram realizadas quando se verificava em microscopia
Otica a propagacéo de células por toda superficie de crescimento da garrafa de cultivo;

para o procedimento de passagem a cultura era lavada com PBS (Phosphate Buffered
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Saline), com o objetivo de retirar os residuos do SFB, e adicionada tripsina-EDTA para
que as células se desprendessem da garrafa de cultivo; apds este procedimento
adicionava-se novo meio de cultura para ressuspender as células e distribui-las em

outras garrafas de cultura.

4.4.3 Ensaio de viabilidade celular

Inicialmente utilizamos a triagem primaria realizada em uma Unica
concentracdo de 10ug/mL, experimento realizado em triplicata, levando em
consideracdo custo e tempo, e que altas concentracbes ndo sdo de interesse
farmacoldgico.

Posteriormente, as substancias que apresentaram viabilidade celular abaixo de
50% na linhagem gastrica AGPO1 foram escolhidas para os ensaios de investigacao
da ECso concentracdo efetiva, que é obtida a partir de uma curva de concentragcéo
resposta, ou seja, a concentracdo do farmaco que induz 50% do efeito maximo.

O ensaio de viabilidade celular foi realizado de acordo com a metodologia
descrita por Mossman et al. (1983). Para a triagem inicial, as células de AGP01 foram
cultivadas em densidade de 2 x 10° em placas de 96 pocos e incubadas com as
substancias EBA, AMB, MEB, PEB, 4G3, 34M, OPC, Al, A3 e A5 por 72 h em
concentragédo unica de 10 pg/mL. As substancias selecionadas (EBA, AMB, MEB,
PEB, 34M), foram diluidas em Tween 20 e incubadas em linhagem de cancer gastrico
(AGP0O1) e em linhagem normal de pulmédo (MRC5) por 24, 48 e 72 horas nas
densidades de 8 x 10% 6 x 10% 2 x 10° respectivamente em 96 pocos nas
concentracdes de 0.125, 0.25, 0.5, 1, 2, 4 e 8 pg/mL para determinar a ICso. ApGs a
remocao das substancias e da lavagem com solugéo salina tamponada com fosfato
(pH 7,4), foi adicionado 20 pg/mL/pogo (5mg/mL) de brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazélio] (MTT) em solugéo salina tamponada com fosfato. Apos 4h
de incubacéo, foi adicionado 100 yL de DMSO (dimetilsulféxido) em cada poco para
dissolver os cristais azuis escuros e apo6s a diluicdo do precipitado, as absorbancias
dos pocos foram lidas em um espectrofotbmetro de varredura de multiplos pocos,
utilizando um comprimento de onda A=570 nm.

Para a avaliagdo da atividade antitumoral foram utilizados os valores de 1Cso

(concentracao inibitéria 50% - concentracdo que inibe o crescimento celular em 50%)
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e para avaliar a citotoxicidade de células ndo-tumorais foram usados os valores CCso

(concentracgao citotoxica 50%- concentracdo que mata 50% das células).

4.4.4 Andlise estatistica

Todos os testes foram realizados em triplicata, e para a analise estatistica foi
realizada utilizando ANOVA seguido do teste de Tukey para as comparacgoes
multiplas. As andlises foram realizadas no programa GraphPad Prism 6.0®. Os

valores de p inferior ou igual a 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 SINTESES DAS CHALCONAS

Sintetizaram-se dez substancias sendo sete chalconas (EBA, AMB, MEB, PEB,
4G3, 34M, OPC) e trés naftoflavanonas (Al, A3, A5), Tabela 1. Para todas as
substancias foram realizadas analises de RMN!H, RMN3C e obtencdo do Ponto de
fuséo.

As substéancias apresentaram rendimentos variando entre 65,35 e 97,45%. Os
pontos de fusdo obtidos experimentalmente apresentaram-se menores em algumas
unidades em °C quando comparados aos dados da literatura, talvez essa divergéncia

seja devido ao uso do solvente ser diferente do citado pela literatura (Tabela 2).

Tabela 1 - Estrutura quimica das chalconas e naftoflavanonas sintetizadas.

EBA AMB MEB PEB 4G3 34M OPC
R> H H H H H H H
R3 H H H H H OMe H
R4 H H H OMe H OMe OMe
Rs H H OMe H H OMe H
Rs H OMe H H H H H
R2 H H H H H H H
Ra H H H H H H H
R4 H H H H OMe OMe OH
Rs H H H H H H H
Re H H H H H H H

Al A5 A3
R> OMe H H
R3 H OMe H
naftoflavanonas

R4 H H OMe
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Tabela 2 - Rendimentos e pontos de fusdo de chalconas e naftoflavanonas.

Substancias Rendimento P.F.' (°C) PF (°C) N° Registro
(%) Experimental Literatura CHEMCATS
EBA 91,23 54 -55 54 -56 94-41-7
AMB 67,35 58-59 60 5416-70-6
MEB 65,35 58-59 58-59 5470-91-7
PEB 90,30 71-72 73-76 959-33-1
4G3 87,93 105-106 105-107 959-23-9
34M 97,45 129-130 131-132 105686-91-7
OPC 74,36 115-129 185-188 6338-81-4
Al 85,44 141-143 * 28565-19-1
A5 93,04 105-106 * 28656-20-4
A3 85,72 118-121 143 28656-21-5

Legenda - CHEMCATS: nimero de registro no CAS, obtido através do scinfinder,
*P.F. ndo encontrado na literatura

Para as chalconas os espectros de RMNH (400MHz; CDCl3s) (Fig. 13 a Fig. 19,
p. 60 a p. 63), foram identificados os sinais relativos aos hidrogénios H-8 e H-7 como
um sistema do tipo AB, como um dupleto de constante de acoplamento de J~16Hz
caracterizando a conformacao trans das chalconas. Também, os sinais relativos aos
hidrogénios aromaticos e aqueles relativos aos hidrogénios das metoxilas. No anel A
das substancias 4G3, 34M e OPC, foi verificado o sistema AA’BB’ de H-3'-H-5" e H-
2’-H-6’, com os sinais relativos entre (8,5-8,8) e (7,00-7,02) ppm respectivamente. Os
hidrogénios H-3-H-5 e H-2-H-6 no anel B, sdo equivalentes para as estruturas das
chalconas PEB e OPC (6,94-6,97), (7,62-7,64).

As demais substancias que ndo apresentam substituintes para as estruturas,
0s sinais relativos hidrogénio aromaticos sdo observados como multipleto (m, 10H)
em (6,95-7,68) ppm.

No espectro de RMN*3C (100MHz; CDCIls) das chalconas (Fig. 32 a Fig. 39, p.
73 a p. 76), foram identificados os sinais relativos aos carbonos aromaticos, aos
carbonos olefinicos (C7 e C8), aquele relativo ao carbono carbonilico (C9) e aos
carbonos na metoxila.

Nas naftoflavanonas os espectros de RMN'H (300MHz e 400MHz; CDClz3),
foram identificados os sinais relativos aos hidrogénios H-8', H-8 e H-7 (Fig. 20 a Fig.
24, p. 62 a p. 65). Também, os sinais relativos aos hidrogénios aromaticos e aqueles

relativos aos hidrogénios da metoxila (6: 3,88; s; 3H).
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No espectro de DEPT observam-se os sinais relativos ao carbono metilico
(OCHza), aqueles relativos aos carbonos metinicos (CH) e ao carbono metilénico (CH2),
totalizando 13 carbonos hidrogenados para a substancia de A5 (Fig. 26; p. 71).

No espectro de COSY, para A5 (Fig. 29 e Fig. 30, p. 70 e p. 71), verificam-se
as correlacfes dos sinais relativos aos hidrogénios entre si.

No espectro de HETCOR (J%) de A5, foram observadas as correlacdes dos
sinais relativos aos hidrogénios com os sinais relativos aos carbonos correspondentes
para A5 (Fig. 27 e Fig. 28, p. 68 e p. 69).

Os sinais relativo aos carbonos néo hidrogenados de A5, foram atribuidos com
base no espectro de HMBC (Fig. 31, p. 73) devido as correlacdes de J3, dessa maneira
pode-se atribuir os sinais relativos aos carbonos C-1 (6 139,9), C-3 (6 159,8), C-9 (o
192,8), C-1’ (6 112,4), C-2’(d 163,5), C-8a’(d 131,3) e C-4a’ (6 129,1), com isso foi

possivel atribuir os sinais relativos de todos os carbonos.

5.2 AVALIACAO ANTIMICROBIANA

A atividade antibacteriana das chalconas e derivados é estabelecida a partir de
diversos relatos disponiveis na literatura (NIELSEN et al., 2004; NOWAKAWSKA,
2007; KUMAR et al., 2014). De acordo com Nowakawska (2007), a acao
antibacteriana decorre da habilidade da porgéo estrutural cetona ligada aos carbonos
a-B insaturados em reagir com o grupo tiol de proteinas essenciais de bactérias.
Outros autores reforcam, que o caréter lipofilico das moléculas é essencial para
delinear a atividade bacteriana, visto que a presenca de grupamentos hidrofébicos
demonstra ser importante para atividade antimicrobiana (BOWDEN et al., 1990;
HARAGUCHI et al., 1998).

O resultado da atividade antimicrobiana obtidos para as substancias EBA,
AMB, MEB, PEB, 4G3, 34M, OPC, Al, A5 e A3 sintetizadas, mostraram que nenhuma
substéancia avaliada apresentou atividade contra as cepas: Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Pseudomonas auriginosa e Escherichia coli, com valores de
CIM e CBM iguais a 500 pug/mL-1. Esse resultado deve-se provavelmente aos muitos
mecanismos de resisténcia natural das bactérias. As bactérias Gram-negativas
apresentam, na parede celular, uma membrana externa exclusiva desse tipo de

bactéria, que contém lipopolissacarideos e fosfolipideos adquirindo, portanto, maior
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resisténcia. Além disso, ha a presenca de porinas, que sdo proteinas com funcgéo
seletiva para a passagem de moléculas pequenas.

Bowden et al. (1990), sugeriram que essas substancias inibem o crescimento
de S. aureus por interacdo com um receptor enzimético constituido por duas &reas e
uma regido lipofilica, associada ao anel A e uma regido hidrofilica, que reage com um
grupo hidroxila no anel B, presumivelmente pela formacéo de ligacdes de hidrogénio.

Nielson et al. (2004), sintetizaram e testaram derivados de licochalcona A e
concluiram que a presenca do grupo hidroxila na posi¢cao C4’ foi favoravel e ideal para
a atividade antibacteriana.

Kumar et al. (2014), analisaram a atividade antimicrobiana de naftoflavanonas
sintetizadas, e todas apresentaram atividade leve a boa contra as cepas E. coli e
S.aureus testadas, utilizando o meio de cultura em &gar, na concentracdo de
250ug/mLt e 0 DMSO como controle de solvente. As substancias A1, A5 e A3, neste

ensaio, nas condicdes e concentracdes testadas ndo apresentaram atividade.

5.3 AVALIACAO ANTIPROLIFERATIVA

Neste estudo, visando determinar 0 potencial citotoxico in vitro das chalconas
e derivados, foram submetidas dez substancias (AMB, 34M, MEB, PEB, EBA, OPC,
Al, A3, A5 e 4G3) para avaliacdo da viabilidade celular através do teste de MTT,
sendo realizado através do teste de viabilidade celular (MTT) conforme Mosmann
(1983) contra a linhagem AGPO01 (adenocarcinoma gastrico). Os resultados foram
apresentados como porcentagem da viabilidade celular. Inicialmente realizamos a
triagem primaria e as células foram tratadas por 72h em uma Gnica concentracéo de
10ug/mL, como mostrado no Gréfico 1, onde cinco chalconas reduziram a viabilidade

celular em mais de 50%, sendo essas selecionadas para estudo posterior.
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Gréafico 1. Viabilidade celular da linhagem de cancer gastrico AGP01 ap6s 72h de tratamento com as
substancias 4G3, A5, Al, OPC, A3, AMB, EBA, 34M, PEB e MEB na concentracéo de 10

pg/mL.

Entre as substancias avaliadas, a MEB, PEB, 34M, EBA e AMB foram as que

apresentaram maior reducédo na viabilidade celular de AGPO1 respectivamente, todas

com reducdo maior que 90%. Para as substancias 4G3, A5, Al, OPC e A3 a

viabilidade celular foi muito alta em baixa concentracdo, sendo descartadas para

estudo em linhagem normal, visto que compostos em altas concentracdes nao séo de
interesse farmacoldgico (MOSMANN, 1983).

Os compostos com maior reducdo na viabilidade celular de AGPO1 foram

selecionados também para estudos com células normais de pulmdo (MRC5) em

tempos de exposigao de 24, 48 e 72h. Os resultados foram tabelados e expressos na

metade da concentracao inibitério maxima (ICso) como mostrado na Tabela 3.

Tabela 3 - Valores de ICso (UM) com intervalo de confianca de 95% das chalconas AMB, 34M, MEB,
PEB e EBA nas linhagens AGP01 e MRCS5.

Temp

o AMB 34M MEB PEB EBA
AGPO MRC AGP0O MRC AGPO MRC AGP0O MRC AGPO MRC
1 5 1 5 1 5 1 5 1 5
24h 19,44 7,39 5,77 517 7,64 7,46 9,73 21,05 9,5 9,88
48h 5,16 4,66 3,11 3,33 3,86 4,38 51 4,75 4,11 2,85
72h 4,86 4,11 2,44 3,07 2,08 3,57 4,99 3,3 4,41 2,75
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Todas as chalconas reduziram a viabilidade celular de forma tempo-
dependente em ambas as linhagens. Na linhagem de cancer gastrico (AGP01) a
chalcona com maior potencial citotoxico foi a MEB, tendo uma ICso de 2,08 uM no
tempo de 72 h, apresentando também os menores valores nos outros tempos de
tratamento. Apesar das chalconas apresentarem ICso baixo para a linhagem tumoral,
elas também foram citotoxicas para a linhagem normal de pulmé&o. Estudos com
outros tipos de células normais ou de cancer podem apresentar resultados melhores
comparados com esse em linhagem de cancer gastrico.

A partir da razao entre o ICso MRC5 e 0 ICso AGPO1 calculou-se o indice de
seletividade (IS) de cada composto, o0 que representa a relacéo entre a dose ativa e a
dose toxica. A literatura considera um bom indice de seletividade valores acima de 3,0
(BEZIVIN et al., 2003). Dentre as chalconas, a que apresentou o melhor efeito foi a
PEB em 24h, com um IS = 2,17. Alguns autores consideram um bom indice de
seletividade valores acima de 3,0 (BEZIVIN et al, 2003).

Modzelewska et al. (2006), relataram o potencial efeito inibitério de uma série
de bis-chalconas no crescimento da linhagem celular HCT116 (cancer de célon), cujos
resultados evidenciaram a inibicdo do crescimento celular de HCT116 em comparacgao
com as células normais, com um ICso de 2,8 uM, resultado muito semelhante
encontrando ao nosso trabalho.

Estudos reportados por Echeverria et al. (2009), demonstraram que a 2’-
hidroxi-chalconas possuem atividades antineoplasicas e os efeitos antitumorais foram
testados em linhagem celular HepG2 (cancer de figado), com efeito indutor de
apoptose e inibicdo da proliferacdo celular, entretanto ndo foram feitos testes em
células normais.

Syam et al. (2012) sintetizaram diversas chalconas e avaliaram suas
toxicidades in vitro frente a célula MCF-7 (adenocarcinoma de mama) com ICso de
6.875 + 0.219 pg/mL, 7.992 + 0.81 pg/mL, 6.873 £ 1.2 pg/mL e 5.251 + 0.67 pg/mL,
respectivamente da chalcona, 2-cloro-chalcona, 2-hidréxi-3-metil-chalcona, 3-cloro-
chalcona, onde quatro chalconas mostraram inducéo de apoptose em células MCF-7.

Anwar et al. (2018) sintetizaram derivados de chalconas, sendo avaliadas in
vitro contra a linhagem cancerigena de colon (WiDr) e de mama (T47D), a 4’-hidroxi-
4-cloro-chalcona apresentou ICso de 20,42 pg/mL contra a linha celular WiDr e ICso de
57,70 pg/mL para a célula T47D. Porém a 4’-hidréxi-3,4-dimetoxi-chalcona foi a mais

seletiva com IS de 60,22. Apesar de um 6timo indice de seletividade contra a linhagem
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T47D, ainda apresenta uma concentracao alta com ICso de 44,67, contudo evidencia
o potencial das chalconas para um efeito anticancer. Relataram o efeito de
substituintes do anel aromatico sobre seu potencial inibitério, observaram que os
compostos contendo grupos retiradores de elétrons, (como nitro, fltor, cloro e bromo)
mostraram maior potencial inibitério do que aqueles contendo grupos doadores de
elétrons (-OH, -OCH5).

A atividade das chalconas né&o depende apenas de sua estrutura, podem ter
multiplos alvos e diferentes mecanismos de acdo, dependendo da especificidade do
tumor. A seletividade das chalconas foi observada por varios trabalhos de pesquisa
em diferentes linhagens de células cancerosas (ORLIKOVA et al., 2011; KOTHA et
al., 2017; SHARMA et al., 2016). Algumas chalconas tem grande potencial para gerar
novas drogas anticancerigenas que podem agir causando danos ao DNA, inibindo a
tubulina e fibras do fuso, inducdo da morte celular, inibindo a producdo de vasos
sanguineos dentre outros (DAS; MANNA, 2016). Principalmente aquelas em que ha
presenca de substituinte hidroxila (-OH) e metoxila (-OCHz), pois a alteragdo de ambos
os anéis influenciou a atividade do composto (DEVI et al. apud LAKSHMI, 2018).
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos na pesquisa nos guiaram as seguintes conclusoes:
Foram sintetizadas dez substancias a partir da reagdo de Claisen-Schimidt, que
confirmou ser uma boa via sintética para a producdo de chalconas e derivados,
obtendo bons rendimentos e suas estruturas foram elucidadas através dos métodos
fisicos de RMN'H e RMN3C. A avaliacdo da atividade antimicrobiana mostrou que
nenhuma substancia apresentou bom resultado de CIM e CBM contra as cepas testas.
O teste antiproliferativo apresentou resultado significante, pois cinco chalconas
mostraram possuir um grande efeito citotoxico, porém, apesar de apresentarem ICso
baixo para linhagem tumoral, elas também foram citotoxicas para linhagem normal de
pulm&o, portanto praticamente inviabilizando seu uso como antitumoral contra célula
AGPO01. Considerando o potencial biolégico das chalconas, chegamos a concluséao,
gue este trabalho foi de grande importancia, pois sintetizamos dez substancias e
submetemos a avaliagdo antimicrobiana e antiproliferativa. Podendo futuramente
serem avaliadas em outras linhagens celulares, bem como serem utilizadas como
protétipos para busca de substancias com menor citotoxicidade ou avaliadas em

outras atividades bioldgicas.
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ANEXO — Espectros das substancias
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Figura 35 - Espectro RMN 13C (100MHz, CDCls) expandido de MEB.
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Figura 41 - Espectro RMN 13C (100MHz, CDClIs) expandido de Al.
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Figura 42 - Espectro RMN 13C (100MHz, CDCIls3) expandido de A3.
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Figura 43 - Espectro RMN 13C (100MHz, CDClIs) expandido de A3.



