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RESUMO

Doencas negligenciadas sdo enfermidades que prevalecem em condicdes de pobreza e
que contribuem para a desigualdade social. A doenca de Chagas (DC) é um exemplo de
doenca negligenciada que afeta milhdes de pessoas, ocasionando nimeros elevados de
mortes. Sendo assim, as doencas infecciosas apresentam elevada necessidade de serem
investigadas pela Quimica Medicinal, visando o planejamento e descoberta de farmacos
antichagasicos inovadores. A 4-O-geranilisoliquiritigenina apresentou atividade contra
Plasmodium falciparum, um protozoario causador da maléria, mas ndo foi avaliada contra
T. cruzi. Além disso, varias chalconas preniladas tém mostrado potencial antichagasico
O objetivo geral dessa dissertacdo consiste na sintese e avaliacdo atividade contra
Trypanosoma cruzi, da 4-O-geranilisoliquiritigenina e seus anadlogos. Neste contexto,
para alcancgar os objetivos delineados, foram sintetizadas a 4-O-geranilisoliquiritigenina
e 9 analogos chalconicos, a partir de reacfes de protecdo de acetofenonas, reacdo de
condensacdo alddlica de Claisen-Schmidt e reacGes de desprotecdo. As substancias
foram purificadas por técnicas de recristalizacdo, cromatografia em coluna de gel de
silica, cromatografia em coluna de permeabilizagdo em gel (Sephadex ® LH 20). As
estruturas das substancias foram confirmadas por Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) de 'H e *3C. A 4’-hidroxi-4-O-geranilchalcona (G3) exibiu atividade contra as
formas tripomastigotas e amastigotas de T. cruzi com valores de CEsp de 2,14 uM e 12,28
MM, respectivamente. Os ensaios de toxicidade indicaram um CCso de 39,10 puM contra
fibroblastos NCTC clone 929, bem como uma hemélise ausente na maior concentracdo
testada (200 uM). A substancia G3 foi submetida a uma avaliacdo in silico, utilizando a
ferramenta SwissADME, a qual indicou adequadas propriedades farmacocinéticas e
druglikeness, como ser moderavelmente solivel em &gua, possuir alta absorcdo
gastrointestinal, permeabilidade por via oral e teve valores ideais de flexibilidade,
lipofilicidade, tamanho, polaridade, solubilidade e saturagdo. Além disso, a substancia

G3 é inédita na literatura, sendo um possivel farmaco promissor.

Palavras — chaves: chalconas preniladas; doenca de Chagas; Trypanosoma cruzi;



ABSTRACT

Neglected diseases prevalent in conditions of poverty and contribute to social inequality.
Chagas disease (CD) is an example of a neglected disease that affects millions of people,
causing high numbers of deaths. Therefore, infectious diseases have a high need to be
investigated by Medicinal Chemistry, aiming at the planning and discovery of innovative
antichagasic drugs. 4-O-geranilisoliquiritigenin showed activity against Plasmodium
falciparum, a protozoan that causes malaria, but was not evaluated against T. cruzi. In
addition, several prenylated chalcones have shown antichagasic potential. The general
objective of this dissertation is the synthesis and evaluation activity against Trypanosoma
cruzi of 4-O-geranilisoliquiritigenin and its analogues. In this context, to achieve the
outlined objectives, 4-O-geranilisoliquiritigenin and 9 chalconic analogues were
synthesized from acetophenone protection reactions, Claisen-Schmidt aldol condensation
reaction and deprotection reactions. The substances were purified by recrystallization
techniques, silica gel column chromatography, gel permeabilization column
chromatography (Sephadex ® LH 20). The structures of the substances were confirmed
by H and 3C Nuclear Magnetic Resonance (NMR). 4'-hydroxy-4-O-geranilchalcone
(G3) exhibited activity against trypomastigote and amastigote forms of T. cruzi with ECso
values of 2.14 uM and 12.28 uM, respectively. Toxicity assays indicated a CCsp 0f 39.10
UM against NCTC clone 929 fibroblasts, as well as absent hemolysis at the highest
concentration tested (200 pM). Substance G3 was submitted the avaluation in silico using
the SwissADME tool, which indicated adequate pharmacokinetic and druglikeness
properties, such as being sparingly soluble in water, have high gastrointestinal absorption,
oral permeability, having ideal values of flexibility, lipophilicity, size, polarity, solubility,
and saturation. In addition, substance G3 is unprecedented in the literature, being a

possible promising drug.

keywords: prenylated chalcones, chagas disease, Trypanosoma cruzi
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1. INTRODUCAO

1.1 Doenca de Chagas

As doencas tropicais negligenciadas (DTNs) sdo doencas endémicas que afetam
principalmente as populacGes em vulnerabilidade e que vivem em condicGes precarias. A
pobreza, falta de saneamento bésico e agua ndo tratada sdo fatores associados a estas
enfermidades. As DTNs ocorrem em regides tropicais e subtropicais do mundo
totalizando aproximadamente 149 paises, afetando mais de um bilhdo de pessoas e
acarretando severos problemas de saude, possuindo um amplo impacto socioeconémico
(ANDREWS; FISHER; SKINNER-ADAMS, 2014; OMS, 2018).

Essas doengas sdo consideradas negligenciadas devido a falta de assisténcia e
investimento por parte de entidades particulares, sociais, de salde e por ndo constituirem
um mercado farmacéutico lucrativo (DE SOUZA, 2010). Vanlerberghe; Verdonck (2013)
relatam que as DTN’s atingem as Varias etapas de desenvolvimento do individuo, como
por exemplo, na fase da infancia, afetando o rendimento escolar, e na fase adulta,

prejudica o exercicio de suas rotinas causando uma grande perda econémica para a regiao.

Entre janeiro de 2012 e setembro de 2018, 256 novos farmacos foram descobertos,
mas apenas oito, ou 3,1%, tinham como alvo, as doencas negligenciadas. Para a doenga
de Chagas apenas o fexinidazol, sendo um reposicionamento de farmaco, mas avancando
em pesquisas para a doenca de Chagas (NEWMAN DJ et al, 2019).

Considerada uma DTN, a doenca de Chagas é negligenciada devido a falta de
apoio politico, do baixo poder aquisitivo de seus pacientes e dos sistemas de salde mais
pobres, que ndo conseguem gerar um retorno financeiro de interesse pela maior parte das
empresas farmacéuticas (FIOCRUZ, 2017). Devido a isso ndo ha investimento em
pesquisa e desenvolvimento para essas doencas, que sem inovagédo, por vezes acaba
agravando o sofrimento do paciente pois os tratamentos existentes sdo antigos, ineficazes,

toxicos ou simplesmente inexistentes (DNDi, 2018)

A doenca de Chagas (DC) é uma doenca descrita desde 1909 por Carlos Chagas,
sendo causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi (T. cruzi). Atualmente estima-se que
6 a 8 milhdes de pessoas em todo mundo sé&o portadoras da doenga, com cerca de 30 mil
novos casos por ano. A maioria dessas pessoas (7 em cada 10), desconhecem que estéo

com a doenca devido nao apresentarem sintomas clinicos. No Brasil, € a quarta doenca
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que mais causa morte dentre as DNTs (OPAS, 2021).

A DC é encontrada principalmente em areas endémicas de 21 paises da América
Latina continental, além de iniUmeros casos nos Estados Unidos, Canada e em paises
europeus. Nas ultimas décadas, o padrédo epidemiologico da doenca foi alterado, passando
de um ambiente rural para predominantemente urbano, sendo principalmente devido a

mobilidade populacional, urbanizacéo e emigragcéo (OMS, 2018).

Na figura 1, podemos observar a distribuicdo global da doenca de Chagas no

mundo e as principais areas endémicas.

Estimated number of T.cruzi infected cases

& <500 [] Mo data avallable
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Figura 1. Distribuicdo global da doenca de Chagas.
Fonte (adaptada): WHO, 2018.

No Brasil, 70.241 casos de infecgéo por T. cruzi foram descritos em dezembro de
2015, sendo que estes estdo distribuidos em todo territdrio nacional, com maior proporgao
em residentes da area urbana. Essa porcentagem superior de infec¢fes nas populacoes
que vivem nas cidades, esta relacionada a expressiva migracdo populacional da zona rural
para a urbana, ocorrida durante as Gltimas trés décadas, com deslocamento estimado de
500 mil pessoas infectadas por T. cruzi. (SIMOES, 2018).
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No dia 14 de abril de 2021 foi comemorado o dia mundial da DC e o Ministério
da Saude nos apresentou um boletim epidemioldgico mais recente sobre a doenca. Em
2020 foi apresentado duas edicdes sobre a doenca de chagas. A primeira edicao, o boletim
relatava informacdes sobre a fase crénica da doenca e trazia dados de 2007 a 2017 e o

segunda edicéo sobre a Covid-19 e a DC.

Segundo a OMS em seu boletim epidemioldgico de 2020 (primeira edi¢éo), no
periodo de 2007 a 2017 (Figura 2), foram registradas 51.293 mortes pela DC, uma média
de 4.663 por ano, que supera a media anual de ébitos atribuidos a tuberculose e as
hepatites virais no mesmo periodo, que foram de 4.616 e 2.815, respectivamente. Neste
periodo o estado de Minas Gerais registrou 0 maior nimero de 6bitos pela doenca (n =
12.902), contudo os maiores coeficientes médios de mortalidade foram em Goias
(11,67/100 mil habitantes) e Distrito Federal (7,37/100 mil habitantes) (BRASIL, 2020).
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Figura 2. Numero de oObitos devido as principais doencas infecciosas e parasitarias no
Brasil, entre os anos de 2007 e 2017

Fonte: Sistema de Informagé&o sobre Mortalidade (SIM)/MS, 2019.

Em 2018, foram notificados 4.685 individuos suspeitos com doenca de Chagas
em fase aguda (DCA), e destes, 380 foram confirmados (8,1%). A regido Norte registrou
a maior proporcao de casos do pais (92,1%), com uma incidéncia de 1,93 casos/100 mil
habitantes. (BRASIL, 2020)

A segunda edicéo do boletim epidemioldgico traz dados sobre margo a agosto de

2020 e chama atencdo que do total de 125.691 dbitos registrados pela Covid-19, 207
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faziam mencéao a DC, como comorbidade que contribuia para morte. Houve uma reducéo
drastica no numero de exames laboratoriais para DC, comparado com 2017 a 2019,
devido a pandemia, o que culminou na reducdo da sensibilidade de vigilancia
epidemioldgica da doenca provavelmente relacionada aos esforcos que foram deslocados
para o enfrentamento da pandemia por COVID-19. Em 2020, foram confirmados 146
casos de DCA no Brasil, com uma letalidade de 2% (3/146), sendo que todos os Obitos
ocorreram no estado do Para. A regido Norte apresentou a maior taxa de incidéncia da
doenca (BRASIL, 2021).

A infeccdo pelo T. cruzi pode ser adquirida por meio de varios tipos de
transmissdao, como a vertical (via placenta), oral, por transplante de 6rgéaos, transfusdo
sanguinea, manejo de animais infectados, via sexual, e acidentes de laboratorio (DIAS et
al.,, 2011). A forma de transmissdo mais conhecida é a vetorial, ocorre quando o
hospedeiro, tem o contato das fezes do inseto conhecido como barbeiro, contaminadas
com o protozoario (FIOCRUZ, 2013). Existem mais de 300 espécies que podem
transmitir o T. cruzi, como Triatoma infestans, Rhodnius prolixus e Panstrongylus
megistus, dentre mais (MSF, 2018).

A forma de transmisséo por via oral tem crescido no Brasil, principalmente na
regido Amazonica, com a ingestdo de alimentos contaminados como acai e cana-de-
acucar. H& uma grande carga parasitaria nesses alimentos, o que resulta em uma fase
aguda inicial muito severa e com alto indice de mortalidade (PEREIRA et al., 2009). A
contaminacdo por alimento pelo T. cruzi ocorre quando o triatomineo deposita suas fezes
na superficie de alimentos, ou quando esses sdo esmagados durante processamento de

sucos de frutas ou durante o processamento do acai (FERREIRA et al., 2016).

Na transmissdo vertical, o parasito presente na mulher gravida passa para a
crianga, pela placenta, leite ou durante o parto, ocorrendo o envolvimento de varios
fatores como, seu sistema imunoldgico, condi¢cBes nutricionais e aspectos genéticos
(AGUILAR et al., 2012). Segundo estimativas da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), ainda existem 1,12 milhdo de mulheres em idade fértil infectadas na América
Latina, onde sdo esperados anualmente entre 8 mil e 15 mil bebés nascidos com a DC. A
Organizacdo Pdés-Americana de Saude (OPAS) esta trabalhando com os paises para
fortalecer sistemas de salude materno-infantil para que possam detectar e tratar a DC
rotineiramente, ao mesmo tempo que diagnosticam e tratam HIV, sifilis e hepatite B,

eliminando assim a transmissdo materno-infantil.
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A infeccdo pelo T. cruzi ocorre em transplantes de 6rgdos a partir do doador
chagéasico como transplantes de coracéo, figado, medula 6ssea, pancreas ou rim e a partir
de doador vivo, com morte cerebral. Isso afeta diretamente o transplante dessas estruturas,
tendo em vista que a taxa parasitaria é desconhecida (CHIEFFI et al, 2000; DIAS et
al,2005; BENVENUTT]I, 2017). Os primeiros relatos de ocorréncia de transmisséo da DC
datam do inicio da década de 1980, especialmente por meio de transplante de rins
(CHOCAIR, 1981).

A transmissao por via sexual é possivel em individuos na fase aguda da doenca
gue mantenham relacGes sexuais nas quais ocorram eventual exposicdo ao sangue,
incluindo, sexo anal, pouca lubrificacdo vaginal etc. (CHIEFFI et al, 2000; FIOCRUZ,
2013).

A DC pode ser classificada em duas fases, de acordo com os sintomas: a fase
aguda e a fase cronica. As manifestacdes clinicas da fase aguda incluem, sinais Romaria
ou chagoma de inoculacéo (localizada na regido da picada), bem como sinais de infecgéo,
febre prolongada, vomito, diarreia, mal-estar (TOSO; VIAL; GALANTI, 2011; RASSI
etal., 2010).

Na fase aguda ha o predominio do parasita circulante na corrente sanguinea e tem
duracdo de aproximadamente de 8 a 12 semanas. Se ndo tratada, a maioria dos casos
evolui para a fase cronica, ap6s anos ou até mesmo décadas e cerca de 20 a 30% dos
pacientes desenvolvem complicaces cardiacas ou gastrointestinais (HERNANDEZ et
al., 2018). Nesta fase pode ocorrer complica¢cbes como miocardite e meningoencefalite,
podendo levar a 6bito (SILVA, A. P. etal., 2019). Na fase aguda é realizado o diagnostico
laboratorial que é baseado na observacdo do parasito presente no sangue dos individuos
infectados (FIOCRUZ, 2017)

As manifestacGes clinicas da fase cronica incluem les6es cardiacas, aumento do
volume do coracdo, alteragdes do ritmo de contragdo bem como as manifestacOes
digestivas como comprometimento do tubo digestivo, com aumento de volume do
esdfago e do estdbmago, podendo até levar a morte (FIOCRUZ, 2013). Em relacéo as
manifestacdes digestivas, estudos demonstraram que 15% a 20% dos individuos em fase
indeterminada evoluiram para a forma digestiva da DC (STANAWAY, ROTH, 2015). A
DC esta associada a presenca de megacolon e megaes6fago (aumento de tamanho do
colon intestinal e do esdfago, respectivamente). Dentre as manifesta¢cBes clinicas
presentes estdo a disfagia, solucos, regurgitacdo, constipacdo e distensdo abdominal
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(PEREZ-MOLINA, MOLINA, 2018).

Em relacdo as alteragdes cardiovasculares, um dos problemas clinicos mais
frequentes é a cardiopatia chagasica cronica (CCC), acometendo 20% a 40% da
populacdo chagasica. A CCC é uma condicdo clinica caracterizada por diversas
manifestacdes clinicas como insuficiéncia cardiaca, complica¢cdes tromboembolicas,
arritmias ventriculares e morte subita (TANOWITZ et al., 2015).

Ao mesmo tempo em que as pesquisas foram se desenvolvendo, os medicamentos
para tratamento surgiram apenas ha meio século, mostrando ser eficaz apenas durante a
fase aguda e no inicio da fase crénica. A medida que a DC progride e surgem
complicacBes, a eficacia do tratamento diminui, e 0s protocolos existentes ndo

recomendam o tratamento de pacientes em estagio crénico avancado (DNDi, 2018).

Nas Américas menos de 10% das pessoas com a doenca de Chagas apresentam
diagnostico e apenas 1% delas recebem o tratamento adequada. A importancia de
diagnosticar a doenca em seu estagio inicial é relevante para o controle de mortalidade
por esta DTN e melhor previsao de analise dos dados para desenvolvimento de pesquisas.
Além do diagndstico, a falta de investimento para pesquisa e desenvolvimento (P&D) é

um problema comum (DNDi, 2018).

1.2. Doenca de chagas e Covid-19

A Covid-19 é uma doenca infecciosa causada pelo coronavirus - SARS-CoV-2 e
gerou um alto impacto social e econdémico. A medida que a doenca avancou, impactou
cada vez mais as populacdes vulneraveis e que ja carregam uma grande carga de DTNs
(OPAS, 2021; WILLIAMSON et al, 2020).

Segundo a OMS alguns grupos de pessoas sdo mais vulneraveis ao COVID-19,
incluindo idosos, diabéticos, hipertensos, insuficiéncia renal crénica, problemas

respiratorios cronicos e quem tem doengas cardiovasculares.

Considerando os problemas relacionados com a DC, devemos levar em
consideracdo de que ha evidéncias de que as enfermidades cardiovasculares séo fatores
de risco para agravamento da Covid-19. A forma cardiaca é a principal responsavel pela
mortalidade da DC e ainda ndo se sabe ao certo a influéncia das cepas, resposta imune e
suscetibilidade genética da interacdo entre a infec¢do por SARS-CoV-2 e T. cruzi, porem,

0 que se sabe é que 0 SARS-CoV-2 se liga ao receptor humano da enzima conversora da
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angiotensina 2 (ECAZ2), e essa interacdo pode desencadear uma resposta inflamatdria
levando a les&o e disfungdo progressiva do miocardio (ZAIDEL EJ. et al. 2020)

Um dos problemas agravados com a pandemia Covid-19 foi a forma de controlar,
cuidar e prevenir as DTN’s, incluindo a DC. Em muitos paises foram interrompidas as
acOes de assisténcia e vigilancia de salde, devido ao distanciamento social, sobrecarga
de servicos etc. Até a diminuicdo de distribuicdo de benznidazol para os estados, no ano
de 2020 ocorreu. Comparando 2020 com a média de distribuicdo dos anos de 2016 a
2019, observa-se a diminui¢do nas entregas do medicamento apds o decreto da pandemia
pela OMS em 11 de margo de 2020. Com as dificuldades enfrentadas pelas Secretarias
de Saude estaduais e municipais, devido as a¢6es de enfrentamento da pandemia, de 2016
a 2019 houve a perda de 51.485 comprimidos, todos com vencimento em dez/2020.
Devido a aproximacdo da validade e a ndo dispensacdo do medicamento para uso, foi
encaminhada uma remessa para os estados reporem o estoque, 0 que justifica 0 aumento
da distribuicéo no final do ano de 2020 (BRASIL, 2020).

E um desafio compreender os impactos da pandemia sobre as DTNS e ainda
faltam evidéncias sobre a interacdo entre Covid-19 e DC (BRASIL, 2020).

1.3 Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi pertence & ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae
e ao subgénero Schizotrypanum, sendo um organismo unicelular, caracterizado por um
unico flagelo, uma mitocondria grande e cinetoplasto, sendo diferenciado de acordo com
forma, tamanho, posicionamento do mesmo e flagelo (DIAS et al; 2011; VOTYPKA et
al., 2015).

O ciclo biologico do T. cruzi passa por duas fases complexas, envolvendo o vetor
e 0 hospedeiro, apresentando trés formas evolutivas: amastigotas, tripomastigota e
epimastigotas (CDC, 2019; TELLERIA; TIBAYRENC, 2017) (Figura 3).
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A B

A

Figura 3. Formas evolutivas do Trypanosoma cruzi. (A) Epimastigota extracelular,
replicativa no intestino médio do inseto-vetor; (B) Tripomastigota; (C) Amastigota
intracelular, replicativa no hospedeiro vertebrado.

Fonte: DCD, 2019.

A forma epimastigota € encontrada no intestino do inseto-vetor e apresenta um
formato alongado e nucleo celular central. A forma tripomastigota é encontrada na por¢édo
final do intestino, sangue ou no espacgo intracelular do hospedeiro, exibindo uma
morfologia alongada, levemente achatada com o cinetoplasto bem afastado ao nucleo, o
qual é centralizado e ovalado e um flagelo é mais alongado. A forma amastigota é uma
forma multiplicativa de divisdo binaria, encontrada no interior das células nucleadas dos
mamiferos (ADADE et al., 2014; ALVAREZ et al., 2014).

O ciclo de vida do T. cruzi se inicia quando o triatomineo ingere as formas
tripomastigotas metaciclicas e no seu organismo ocorre a diferenciacdo nas formas
epimastigotas. Ao fazer o repasto sanguineo libera junto com as fezes a forma infectante
no homem ou em outro mamifero infectado e em contato com a pele lesionada, invadem
acirculacdo sanguinea do hospedeiro e infectam diversos tipos celulares, se diferenciando
em tripomastigotas metaciclicas (forma infectante). No citoplasma, ocorre divisdo binaria
e as formas tripomastigotas metaciclicas se diferenciam em formas amastigotas. Ap6s um
periodo, as formas amastigotas se diferenciam em tripomastigotas metaciclicas, rompem
a célula e caem na circulacdo sanguinea, comecando um novo ciclo (FERREIRA;
AVILA, 1996; TEIXEIRA et al., 2012) (Figura 4).
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Figura 4. Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi

Fonte: DPC, 2019. (adaptado)

1.4 Tratamento da Doenca de Chagas

Atualmente existem somente dois farmacos disponiveis comercialmente para o
tratamento da doenca de Chagas, benznidazol (Bnz) e o nifurtimox (Nfx) (Figura 5). O
Nfx ndo estd mais disponivel como tratamento no Brasil devido a sua toxicidade e efeitos
adversos. Os dois farmacos apresentam grande eficacia com altas taxas de reducdo
parasitemia durante a fase aguda, porém sua eficécia € reduzida na fase cronica da doenca
(COURA, 2014).

s ;
(0] 2

1
Bnz Nfx

Figura 5. Farmacos utilizados no tratamento da doenca de Chagas
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O tratamento com Bnz tem suas limitagdes, como os efeitos adversos relatados,
incluindo intolerdncia géstrica, erupgdes cutdneas ou problemas neuromusculares,
inclusive ineficicia na evolucéo clinica em sua formulagéo para desenvolvimento de um
tratamento eficaz. A alta incidéncia de efeitos adversos, especialmente em adultos, leva
ao abandono do tratamento em muitas situacdes (PINAZO et al., 2010; JACKSON et al.,
2010). Cerca de 20% dos pacientes abandonam o tratamento antes do término do esquema
terapéutico. Além dessas complicacOes, para o estagio cronico avancado, os protocolos
que existem ndo sdo recomendados e as Unicas maneiras de tratamento acabam sendo
intervencdes como cirurgias corretivas, marca-passo e transplante de coracdo, além de
farmacoterapia para controlar os sintomas cardiacos ou digestivos (PEREZ-MOLINA et
al., 2012).

Ambos os farmacos séo nitro-heterociclicos, sendo o Bnz um 2-nitroimidazol e o
Nfx um 5-nitrofurano. Os nitrocompostos séo conhecidos pela sua toxicidade potencial,
que esta associada ao grupo nitro e seus produtos reduzidos, 0s quais podem provocar
alteracdes de biomoléculas (lipideos, proteinas e acidos nucleicos). Contudo o grupo nitro
possui grande contribuicdo farmacoférica para a atividade terapéutica dos farmacos
antichagasicos (FRANCISCO et al., 2015; KEENAN; CHAPLIN, 2015; PATTERSON;
WYLLIE, 2014; WALSH; MIWA, 2011).

Em linhas gerais, Bnz e Nfx sdo pro-farmacos que séo ativados por nitroredutases
do T. cruzi, levando a geracdo intracelular de radicais nitros aniénicos que s&o
responsaveis pelo efeito tripanocida. O grupo nitro (NO>) é reduzido, metabolicamente a
grupo amino (NH2) por acdo dessas nitroredutases e o inicio desse processo é a reagdo
catalisada pela NADPH citocromo Passo redutase, levando a um intermediario nitro
radicalar (R-NO.™). Para o Nfx, esse radical é reduzido pelo oxigénio molecular (O>)
formando o ion superdxido (O27) e regenerando o grupo NO2, num ciclo redox. O ion
superdxido formado € captado pela enzima superoxido dismutase gerando peroxido de
hidrogénio (H202) que, por meio da reacdo de Haber-Weiss na presenca de fons Fe'!,
forma o radical hidroxila ("OH). Esse radical hidroxila, por mecanismos complexos que
envolvem ligagGes a lipidios, proteinas e ao DNA do T. cruzi, que é atribuido o efeito
tripanocida. No Bnz, o radical nitro se liga covalentemente com as macromoléculas vitais
do T. cruzi gerando entdo o efeito tripanocida (DIAZ DE TORANZO et al., 1988;
ROMANHA et al., 2002).
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De uma forma geral, esses radicais s&o altamente reativos e podem atuar em outros
sistemas do hospedeiro, tendo baixa especificidade e sendo citotoxicos nos tratamentos
para os pacientes, resultando diversos efeitos adversos (FRANCISCO et al., 2015;
KEENAN; CHAPLIN, 2015; PATTERSON; WYLLIE, 2014; WALSH; MIWA, 2011)

Benzonidazol Nifurtimox
R-NO, R-NO,

Proteinas W
: Lipideos 2H
Nitroredutases ;&/ Haber- We-ss soo c:clo Nitroredutases

"+ OH <”02 +H20;
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R-NH,=<— R-NO/ R-NHOH R-NO, >
2 Y T(S H)zW T(S)2 Nitro &nion 38(1!{'@{)“”"0“

Tidis conjugados Tiodis conjugados

Figura 6. Mecanismo de acdo dos farmacos antichagasicos Nfx e Bzn

Fonte: DIAS, LUIZ, C. et. al, 2010.

O Bzn é utilizado atualmente, mas existem estudos para desenvolver farmacos
mais efetivos e menos toxicos. A membrana plasmatica parasitaria € um dos alvos
estudados, pois 0 mecanismo de acdo esta relacionado a inibi¢do da biossintese dos seus
esterois. O ergosterol € um dos esterois e seu bloqueio € letal para os protozoarios e
fungos, pois afeta o crescimento celular e ocorre lise da membrana, levando a morte do
parasito (URBINA, 2010).

Um dos farmacos testados para inibicdo da biossintese de esteroides € o
posaconazol, no momento ele é utilizado para o tratamento de micoses invasivas, porém
se encontra em ensaio clinico para o tratamento da DC crdnica, além dos estudos recentes
da combinacdo de Bzn com o posaconazol (URBINA, 2010; MOLINA, 2015;
MORILLO, 2017).

Dois farmacos vém sendo estudados para futuro reposicionamento, estando em
fase clinica. A amiodorona, utilizada no tratamento antiarritmico e que atua por meio da
ligacdo a canais de Ca?" do parasito e da biossintese do ergosterol. A colchicina, no
tratamento de crise aguda de gota. No caso da colchicina, o ensaio clinico teve o objetivo
de avaliar o potencial de tratar a inflamacéo do miocardio em pacientes com a DC, e ndo
0 combate ao parasita. Apesar disso, 0 emprego desses dois farmacos evidencia a

importancia do reposicionamento de farmacos, uma estratégia que, diferentemente do

- R-NH,
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processo tradicional, proporciona maior economia de tempo e dinheiro (XUE et al, 2018;
PITA etal, 2011).

Outra estratégia para encontrar uma atividade antiparasitaria é a utilizacdo de
produtos naturais, como aqueles presentes em o6leos essenciais (OES). OES estdo
presentes nas plantas e possuem nas suas estruturas 0s compostos aromaticos volateis,
originados do metabolismo secundério de plantas (SIMOES, 2000). Os metabdlitos
secundarios sdo classificados como alcaloides, flavonoides, terpenos e quinonas
(FUMAGALI et al, 2008). Alguns trabalhos mostram a utilizacdo dos dleos essenciais
para atividade contra T. cruzi CARNEIRO et al. (2015), incluindo com 6leos da citronela
e palmorosa, SANTORO et al. (2007), com 6leos do orégano e do tomilho etc.

1.5 Chalconas

Flavonoides constituem um grupo de substancias com estruturas fendlicas
varidveis, que sdo comumente encontradas em frutas, flores, folhas, raizes e gréos,
contribuindo na sua pigmentacdo (NIJVELDT, 2001; WINKEL-SHIRLEY, 2001).
Existem diversos trabalhos com atividade de flavonoides contra T.cruzi. 1ZUMI e
colaboradores, compilaram uma revisdo sobre compostos vegetais e suas atividades
contra T. cruzi. Um exemplo é a 5,6,7-trihidroxi-4’metoxiflavanona com um ICsg contra
a forma tripomastigota de 0,066 uM. Outro composto com atividade para forma
tripomastigota € a biochanina A com um valor de ICso de 0,070 pM. Ambos flavonoides

foram isolados das espécies Baccharis retusa e Cassia fistula, respectivamente.

OCH,
Hoio
OH

OH O OCH,
5,6,7-Trihidroxi- 4'-metoxiflavanona Biochanina A
IC50 tripo = 0,066 M ICs50 tripo = 0,070 pM

Figura 7. Flavonoides com atividade contra Trypanosoma cruzi

Chalconas ou 1,3- diaril-2-propen-1-onas (3) séo substancias de origem natural e

fazem parte da classe dos flavonoides de cadeia aberta. S&o de ocorréncia abundante em
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plantas das familias Fabaceae, Asteraceae e Moraceae. Nas flores, ela confere um
pigmento amarelo caracteristico as pétalas de algumas plantas de uso medicinal,
auxiliando na polinizacdo como atraentes de insetos e/ou passaros (FERREIRA et al,
.2017).

Figura 8. Estrutura do nucleo chalcdnico

As chalconas vém sendo utilizadas como prototipos em Quimica Medicinal, no
que diz respeito ao desenvolvimento de novos candidatos a farmacos devido a sua
estrutura relativamente simples e atividades farmacoldgicas diversas, destacando-se a
atividade contra T.cruzi (VENTURELLI et al., 2016).

As chalconas preniladas sdo aquelas que possuem o nucleo chalcoénico ligado a
grupos terpenoilas, principalmente isoprenila (5 carbonos), e geranila (10 carbonos) e
farnesila (15 carbonos). Esses grupos quando ligados ao nucleo chalcénico por atomos
de carbono e oxigénio sdo denominados C-prenila e O-prenila, respectivamente (FRIIS-
MO@LLER et al., 2002). Na figura 9 é possivel analisar quais sdo 0s grupos terpenoilas

citados.

4 /\2\ Isoprenila
g
5 M Geranila
g

6 ~ ~ ~ Farnesila
.

Figura 9. Grupos terpenoilas

Os produtos naturais prenilados foram isolados ha tempos, mas nessa ultima
década, essa classe de compostos recebeu uma atencdo particular devido sua atividade

farmacologica (ALHASSAN, 2014). A adicdo de grupos prenilas a um metabdlito
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secundario aromético frequentemente resulta em um derivado com potencial atividade
farmacoldgica. Esses produtos naturais representam atualmente uma nova oportunidade

para o desenvolvimento de novos farmacos (EPIFANO, 2007).

Existem poucos relatos de chalconas preniladas naturais e sintéticas contra T.
cruzi. Espinoza-Hicks e colaboradores sintetizaram chalconas preniladas (Figura 10) e
testaram contra as formas epimastigotas de T. cruzi (10 pg/mL). As substancias
monopreniladas 7 e 8 foram as mais ativas contra T. cruzi, com valores de Clsg
aproximados (Clso = 17,5 pM). Ambas as substancias foram mais ativas que o Bnz, que
foi utilizado como farmaco antichagasico de referéncia. (Clso = 42.3 uM). O Clsp das
substancias dipreniladas 9 e 10 foram maiores, sendo menos ativas que seus analogos
monoprenilados 7 e 8, contudo valores menores do que o farmaco de referéncia. A
substancia 7 apresentou maior indice de seletividade (IS) de 75,11 quando ensaiadas
contra macréfagos murinos J774A.1 (ATCC ® TIB-67TM) seguidas pelas substancias
10 (33,52), 9 (27,36). O IS dessas trés chalconas foi superior aos farmacos antichagasicos
Bnz 8,31) e Nfx  (23,10) (ESPINOZA-HICKS et al, 20)

::Z:M N> ae s BUUST

OCH, OCH; OCH, OCH;
7 1S=7511eCly =175 M 1915227360 Clsy = 30,1 4M_
0
o =
7 OCH3)\/\/k/\ O 0 /\)\/\/k
J ST A A o~
o OCH;, OCH, OCH,
OCH, OCH,

Figura 10. Chalconas preniladas com atividade contra Trypanosoma cruzi

De acordo com (BORGES-ARGAEZ et al., 2009), chalconas preniladas isoladas
das raizes de Lonchocarpus xuul Lundell, uma leguminosa endémica da peninsula

Yucatan foram ativas contra T.cruzi (Figura 11).
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Figura 11. Lonchocarpus xuul

FONTE: IREKANI, 2014.

Seis substancias foram avaliadas in vitro contra as formas epimastigotas de T.
cruzi (cepa MOHM / MX /1994 / INC 5). A substéncia 12, 13 e 14 apresentaram valores
inferiores ao Nfx (Clso = 6,1 uM) e Bnz (Clso = 12,0 uM).

O

OH O

(11) R, = OH, R, = OH ( Clg = 7.00 pM e IS =1.25) (14) Clsp=5uMe IS = 6.30
(12) R, = OAc, R, = OAc (Clsp = 1,8 uM e IS = 23.66)
(13) Ry = OCH3, R, = OCH; (Clsy = 1,5 uM e IS = 109,33)

Figura 12. Chalconas isoladas das raizes de Lonchocarpus xuul Lundell

1.6 4-O-geranilisoliquiritigenina e 4-O-isoprenilisoliquitigenina

Duas chalconas preniladas, em artigos diferentes, foram isoladas de plantas e
exibiram atividade excelente para alvos biologicos diferentes. A diferenga de ambas foi
uma subunidade isoprénica, mostrando que esses grupos podem exibir atividade e podem

ser testadas futuramente para DC.

TSEGAYE DEYOU e colaboradores (2015), isolaram cinco novas substancias a
partir do extrato CH2Clo/ MeOH (1:1) das cascas e das raizes de Millettia usaramensis.
Dentre essas a 4-O-geranilisoliquitigenina (15) exibiu atividade antiplasmddica com Clsg
de 3,7 uM contra as linhagens 3D7 de Plasmodium falciparum sensiveis a cloroguina
(Clso = 4,3 uM) e Clso de 5,3 uM de Dd2 resistentes a cloroquina.



30

15

Figura 13. Estrutura da 4-O-geranilisoliquitigenina

Musa e colaboradores, no artigo “Bioactive chalcone from Indigofera pulchra”
isolaram uma nova chalcona prenilada a partir de um extrato metanolico de |I.
pulchra(Willd). n O composto foi isolado como uma substancia sélida amorfo amarela

e foi caracterizado por RMN (Espectroscopia por Ressonancia Magnética Nuclear).

Indigofera (familia: Leguminoseae, subfamilia: Papilionoideae) € uma espécie
de erva ou arbusto que pode crescer até 1 m de altura. Possui mais de 750 espécies e é
amplamente distribuida nas regiGes tropicais e subtropicais do mundo, especialmente na
Africa Ocidental.

Rao e colaboradores (2008), no artigo “Sintese de (+) Abissinio I ¢ compostos
relacionados: Suas atividades antioxidantes e citotoxicas” sintetizaram a 4-O-
isoprenilisoliquiritigenina e obtiveram uma atividade citotdxica (Clsp = 70 uM) contra

células tumorais (MCF-7) de cancer de mama.

HO o\/%(
NS
OH O
G10
Figura 14. Estrutura da 4-O-isoprenilisoliquitigenina

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral do presente trabalho consiste no planejamento, sintese e avaliacdo do

potencial anti- Trypanosoma cruzi da 4-O-geranilisoliquiritigenina e seus analogos.
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2.2 Objetivos Especificos
A) Sintese de 4-O-geranilisoliquiritigenina e andlogos com modifica¢fes nos anéis (A e
B);
B) Purificacdo e identificacdo das substancias por métodos cromatograficos e
espectroscopicos;
C) Avaliacéo da atividade das substancias, contra as formas tripomastigotas e amastigotas
do Trypanosoma cruzi, por meio do estabelecimento de parcerias cientificas;
D) Avaliacdo da toxicidade das substancias utilizando fibroblastos NCTC clone 929 e
atividade hemolitica;
E) Avaliacdo in silico das substancias para predicdo de suas propriedades

farmacocinéticas e druglikeness.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Planejamento dos analogos de 4-O-geranilisoliquiritigenina

Foram planejadas duas séries de analogos da 4-O-geranilisoliquiritigenina G1
(séries I e I1). Na série 1, inicialmente aplicou-se a simplificacdo molecular levando aos
analogos simplificados G2, G3 e G4 com o objetivo posterior de avaliar a influéncia das
hidroxilas na atividade bioldgica. Para analisar a modificacdo da posi¢do da hidroxila no
anel A, foi planejada a substancia G5. Além disso, foi planejada a introducgéo de grupos
metoxilas, substancias G6 e G7. Na série I1, buscou-se investigar a influéncia da presenca
e numero de subunidades isoprénicas, substituindo a sub subunidade geranila por um

grupo isoprenila, bem como propondo a simplificagdo do grupo O-geranila (Esquema 1).



32

: OH
G5. R = 3-OH /©/
G6. R = 2,4 - diOCHS5

! GO, e

G7.R=2OH -4 OCHj

G10. YOW(

Esquema 1. Planejamento dos andlogos de 4-O-geranilisoliquiritigenina (G1)

3.2 Reagentes e solventes

Os reagentes utilizados na sintese das substancias, foram o brometo de geranila,
brometo de isoprenila, 4- hidroxibenzaldeido, cloreto de metoximetila (MOMCI) e 2°,4°-
dihidroxiacetofenona, os quais foram adquiridos comercialmente da Merck (Sigma
Aldrich®). Os catalisadores utilizados foram o hidréxido de sédio e o carbonato de
potéssio e 0s solventes hexano, acetato de etila acetona e etanol, os quais foram adquiridos

comercialmente da Synth®.
3.1 Métodos cromatograficos

3.3.1 Cromatografia em Camada Delgada

As reacGes foram acompanhadas por cromatografia em camada delgada utilizando
cromatoplacas de gel de silica sob base de aluminio da marca Supelco®. Como fase
movel foram utilizados gradientes de solventes hexano/acetato de etila de acordo com a

polaridade das substancias. As placas foram reveladas sob inspecdo em camera de luz
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ultravioleta (254 e 365 nM) e dependendo dos analitos também se utilizou o anisaldeido

sulfarico.

3.3.2 Cromatografia em Coluna de Fase Normal

A cromatografia em coluna de fase normal foi um dos métodos utilizados para a
purificacdo das substancias. Como fase estacionaria utilizou-se gel de silica de 100 a 200
mesh (Sigma Aldrich®) aplicadas em colunas de vidro de varidveis diametros e alturas.
Foram utilizadas acetato de etila e hexano como fase movel e suas porcentagens de acordo

com a polaridade estudada.

3.3.3 Cromatografia de permeacao em gel

Alguns produtos com diferentes pesos moleculares, foram separados por
Sephadex (LH 20). Esses foram eluidos em etanol e aplicados em DMSO. Foram
coletadas as fracGes a partir da saida do produto, analisado por cromatografia em camada

delgada e na cdmara de ultravioleta.

3.4 Ressonancia Magnética Nuclear —- RMN 'H e '3C e determinacgéo da
Lipofilicidade (Log Po/w)

Para a determinacdo das estruturas foram realizadas as analises dos espectros de
Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN de H) e de Carbono Treze (RMN
de 3C) nos espectrdmetros Bruker Avance 111, de 14,0 Tesla (600 MHz), presentes no
Centro Multiusuario de Inovacdo Biomolecular (CMIB) (Processo Fapesp 2009/53989-
4). Os solventes utilizados foram dimetilsulfoxido-hexadeuterado (DMSO-ds) e
cloroférmio deuterado (CDCIs) da Sigma Aldrich®. Os deslocamentos quimicos (8)
foram expressos em ppm, tendo como referéncia o solvente ndo-deuterado residual ou
tetrametilsilano (TMS). Para os deslocamentos quimicos de hidrogénio (6H) foram
indicados a multiplicidade do sinal (s - sinpleto; d - dupleto; dd - duplo dupleto; ddd -
duplo duplo dupleto; t - tripleto; g - quadrupleto; m - multipleto), e a constante de
acoplamento foi expressa (J) em Hz.

O valor de log Po/w foi determinado utilizando o método de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) com deteccdo por Arranjo de Fotodiodos. A analise
de CLAE foi realizada no equipamento Agilent 1220 Infinity LC e do software: Agilent
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Chemstation, no Bioen no Ibilce. O volume de injecéo foi 20 pL e fase mdvel metanol:
agua (3:1) com 0,5 % de &cido acético e tempo de corrida de 60 minutos.

3.5 Sintese da 4-O-geranilisoliquiritigenina e de seus analogos

Inicialmente foi planejada a sintese da 4-O-geranilisoliquiritigenina (G1),
realizada em 4 etapas: protecdo da 2,4-dihidroxiacetofenona (16), seguida de O-
geranilacéo do 4-hidroxibenzaldeido (19), condensacéo aldélica de Claisen- Schmidt sob
catalise béasica (Etapa 3) e a reacdo desprotecdo, em meio acido, da chalcona (21)

(Esquema 2).
Etapa 1. Protecao da 2,4 dihidroxiacetofenona

(0] (0] (o)
MOMCI, K,CO5
> +
0°C — t.a, acetona
HO OH oo oH oo 0" No”
17 18

16

Etapa 2. Geranilagéo do 4-hidroxibenzaldeido

(o)
/\)\/\/k K2C03 H
R N NS o
20

0°C —™t.a, acetona

Etapa 3. Condensacao alddlica de Claisen- Schmidt

(o)
NaOH o O O OW
8o+ 20 t.a, EtOH X
o O 21
N

Etapa 4. Desprotecao do intermediario geranilado
HO o X X
SOUNYRA AT
21 A
.a, MeOH
t.a, MeO OH O o1

Esquema 2. Esquema geral de sintese para a 4-O-geranilisoliquiritigenina
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Para os analogos da serie |, a sintese foi realizada em 2 etapas: a O-
geranilacdo do 4- hidroxibenzaldeido (19) e a etapa 2 a condensacdo alddlica com as
acetofenonas comerciais: 2’-hidroxiacetofenona (22), 4’-hidroxiacetofenona (23), 3’-
hidroxiacetofenona (24), acetofenona (25), 2’,4’-dimetoxiacetofenona (26) e 2’- hidroxi-

4-metoxiacetofenona (27) (Esquema 3).

Etapa 1. Geranilagao do 4- hidroxibenzaldeido

K,CO;,

19 > 20
0°C—t.a, acetona

Etapa 2. Condensacao alddlica de Claisen - Schmidt

o
NaOH

TN o N N
+ 20 - R+
y/ NS

t.a, EtOH

W/,

A
1]

-H
2'-0H

4'-OH

3'-OH

2,4' - diOCH,
2-OH, 4-OCH,

Esquema 3. Esquema geral de sintese para os andlogos da série |

Para a sintese da substancia G10, foram realizadas 4 etapas como mostrado
no esquema 2, contudo na etapa 2 deste esquema, em vez de se utilizar brometo de
geranila como reagente, se utilizou brometo de isoprenila para a obtencdo do 4-O-
isoprenilbenzaldeido (30). Na etapa 3 utilizou-se a reacdo de condensacdo alddlica e a
ultima etapa a reacdo de desprotecdo com acido do intermedidrio O-isoprenilado
(Esquema 4).

Para as substancias G8 e G9 as rea¢Ges ocorrem em 3 etapas. A etapa 1
consiste na prote¢do da 2,4’-dihidroxiacetofenona (16). A etapa 2 é a condensagdo
aldolica de Claisen-Schmidt com os aldeidos (benzaldeido (28) e 4-hidroxibelzaldeido

(29) e por ultimo na etapa 3 a desprotecdo das hidroxilas representadas no esquema 5.
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Etapa 1. Protecao da 2,4 dihidroxiacetofenona
Etapa 2. Isoprenilagado do 4-hidroxibenzaldeido

o o)
H Br/\»\ ,K2COg4 )\/\ /@)LH
HO X"No
19 0°C — t.a, acetona 30
Etapa 3. Condensacgéao alddlica de Claisen- Schmidt
$
NaOH \(|) o
18 + 30
t.a, EtOH \/Y
NS
rO o 31
0\

Etapa 4. Desprotecao do intermediario isoprenilado
HO (0) X
PTSA ® CJ MY
31 A
t.a, MeOH OH O G10

Esquema 4. Esquema geral de sintese para o andlogo G10 da série Il

Etapa 1. Protecao da 2,4 dihidroxiacetofenona

MOMCI, K,CO;,
16 > 18
0° ™ t.a, acetona

Etapa 2. Condensacao aldélica de Claisen Schmidt

o AOL°
NaOH
+
18 HJLAI' > W
t.a, EtOH
a 0

X _Ar
\|O G8

OH
Etapa 3. Desprotecdo dos intermediarios 0\ Ar = /@/

G9 "%y

OO HO
PTSA
X _Ar
t.a, MeOH
0j (0]
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v
/
z

~N

Esquema 5. Esquema geral de sintese para 0s andlogos G8 e G9 da série 1l
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3.5.1 Reacgdo de protegéo da 2°,4’-dihidroxicetofenona

Em um baldo de 100 mL foi adicionado o carbonato de potassio (2,76 g, 20 mmol)
e 10 mL de acetona, deixando sob agitagdo por 10 minutos em temperatura ambiente. Em
seguida a 2’,4’-dihidroxiacetofenona (16) (0,760 g, 5 mmol) foi solubilizada em 10 mL
de acetona e adicionada no meio reacional. A solucgéo resultante foi colocada em banho
de gelo e 1,51 g (20 mmol) de cloreto de metoximetila (MOMCI), o qual foi adicionado
gota a gota. A reacédo foi acompanhada por cromatografia de camada delgada e o produto
bruto foi purificado por cromatografia em coluna de gel de silica utilizando uma mistura
de hexano e acetato de etila como fase movel (4:1), obtendo-se dois produtos, 2-hidroxi
4-metoximetoxiacetofenona (17) e 2,4 —bis(metoximetoxi)acetofenona (18), (WANG et
al, 2015).

3.5.2 Sintese do 4-O-geranilbenzaldeido

Em um bal&o reacional, uma mistura de 4-hidroxibenzaldeido (29) (950 mg, 7,78
mmol), K.COz (1,075 g, 25,68 mmol) e 20 mL de acetona foi agitada a temperatura
ambiente durante 10 minutos. A solucéo resultante foi colocada em banho de gelo e 1,5
mL (8,56 mmol) de brometo de geranila foi adicionado gota a gota. Ap6s 24 horas, a
mistura reacional foi filtrada e o solvente foi removido sob pressdo reduzida. O produto
bruto foi purificado por cromatografia em coluna de gel de silica utilizando uma mistura

de hexano e acetato de etila como fase movel (9:1), obtendo-se um dleo amarelo (20).

3.5.3 Reacdo de condensacdo aldolica de Claisen-Schmid

Em um baldo de 100 mL foram adicionados a 2,4-bis (metoximetoxi) acetofenona
(0,929 mg, 3,87 mmol), 4-O-geranilbenzaldeido (1,00 g, 3,87 mmol), e 15 mL de etanol,
sob agitacdo constante. Em seguida foi adicionado o hidréxido de sodio (0,464 g, 11,61
mmol) solubilizado em etanol, sendo 0 meio reacional mantido por 24 horas a temperatura
ambiente. A reacdo foi acompanhada por cromatografia em camada delgada e apos o

consumo dos reagentes, obteve-se o intermediario O-geranilado (20).

3.5.4 Reacdo de desprotecdo do intermediario O-geranilado 20
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Realizou-se a reacdo de desprotecdo de 20 na presenca de acido para-
toluenossulfénico (PTSA) (0.060, 0,032 mmol), 5 mL de metanol. O meio reacional foi
mantido sob refluxo 48 horas sendo vertido em gelo triturado e mantido a 5 °C por 24
horas. O produto bruto foi, filtrado e purificado por cromatografia em coluna de gel de
silica, utilizando fase mével hexano:acetato de etila 4;1, hexano:acetato de etila (7:3) e
hexano:acetato de etila (3:2), (WANG et al, 2015; SUGAMOTO, 2011).

3.5.,5 Sintese dos analogos da série |

Inicialmente foi realizada a sintese do 4-O-geranilbenzaldeido (20), em
quantidades apreciaveis como relatado no item 3.5.2. Em seguida, para todos os analogos
da série | foram realizados os mesmos procedimentos sintéticos. Em um bal&o de 100 mL
foram adicionadas as respectivas acetofenonas, 2’-hidroxiacetofenona (22), 4’-
hidroxiacetofenona (23), 3’-hidroxiacetofenona (24), acetofenona (25), 2’,4’-
dimetoxiacetofenona (26), 2’-hidroxi-4-metoxiacetofenona (27), em quantidade de 1
mmol e 0 4-O-geranilbenzaldeido (0,258 g, 1 mmol) em 10 mL de etanol, sob agitacdo
constante. Em seguida foi adicionado o hidréxido de sodio (0,200 g, 5 mmol),
solubilizado em etanol, e a reacdo foi mantida por diferentes horas, de acordo com cada
acetofenona e temperatura ambiente. Os produtos brutos foram purificados por técnicas
de recristalizacdo e cromatografia em coluna de Sephadex®.

3.5.5.1 Sintese de 2’-hidroxi-4-O-geranilchalcona

A sintese foi realizada por meio de condensacdo aldolica de Claisen-Schmid
utilizando 1 mmol de cada reagente como descrito no item 3.5.5. Depois de quatro horas
de reacdo foram adicionadas 3 gotas de solucgéo catalizadora (0,600 g de NaOH em 2 mL
de H20). A reacdo foi acompanhada por cromatografia em camada delgada e a
cromatoplaca foi revelada no ultravioleta a 294 nm e 365 nm. Depois de 24 horas de
reacdo, 0s reagentes ndo estavam sendo consumidos, adicionou-se mais 2 gotas de
solucéo catalisadora e deixou mais 3 horas sob agitacdo. O meio reacional foi aquecido a
45° C e apds 5 horas sob refluxo em banho de 6leo, perfazendo um total de 48 horas. O
meio reacional foi vertido no gelo triturado obtido de agua deionizada e acidificado com
acido acético glacial até pH 3-5. O produto bruto foi particionado com acetato de etila (3

x15 mL) e solucéo saturada de cloreto de sodio (10 mL). A fase organica foi seca com
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sulfato de sodio anidro e concentrada sob pressdo reduzida. O Produto bruto foi
submetido a cromatografia em gel de silica, tendo hexano: acetato de etila (9:1), como
fase movel. Para a retirada do aldeido (20) foi realizada uma particdo com 10 mL de
solucdo saturada de bissulfito de sodio, 5 mL de DMF, 25 mL de H20, e 25 mL de fase
movel 4:1, hexano e acetato de etila, as quantidades foram adaptadas, seguindo a
metodologia descrita por BOUCHER e Colaboradores, 2017. A partir desse protocolo,
uma parte do aldeido foi removido, contudo devido estar no mesmo Rf da chalcona
obtida, foi realizada a cromatografia de permeacao em gel e por meio dessa técnica foi

possivel a retirada do restante de 20.

3.5.5.2 Sintese de 4’-hidroxi-4-O-geranilchalcona

A sintese foi realizada por meio de condensacdo aldodlica de Claisen- Schmidt
utilizando as quantidades de 1 mmol de cada reagente como descrito no item 3.5.5. Apds
24 horas de reacdo acompanhadas por cromatografia em camada delgada, a reagéo foi
colocada em aquecimento e adicionada 2 gotas de solucéo catalisadora. Apds 4 horas, 0
meio reacional foi colocado sob refluxo, havendo conversdo dos reagentes. O 4-O-
geranilbenzaldeido e a 4-hidroxiacetofenona foram consumidos total e parcialmente,
respectivamente. O produto apresentou valor de Rf bem similar a 4-hidroxiacetofenona,
em fase mdvel constituida por hexano: acetato de etila (4:1). O meio reacional foi vertido
no gelo triturado obtido de 4gua deionizada e acidificado com &cido acético glacial até
pH 3-5. Foi realizada particdo como descrita no item 3.5.5.1 e o precipitado foi submetido

a recristalizagdo etanol/agua.

3.5.5.3 Sintese de 3’-hidroxi-4-O-geranilchalcona

A sintese foi realizada por meio de condensacgdo aldolica de Claisen- Schmidt
utilizando 1 mmol de cada reagente como descrito no item 3.5.5. A reac¢do durou 24 horas
e 0 meio reacional foi vertido no gelo triturado obtido de &gua deionizada e acidificada
com acido acetico glacial até pH 3-5. Durante a reacdo, 0 4-O- geranilbenzaldeido foi
consumido e a 3’-hidroxiacetofenona (24) foi consumida parcialmente. Devido a
substancia 24 estar no mesmo Rf da 3’-hidroxi-4-O-geranilchalcona foi realizada a

cromatografia de gel permeacao em gel.
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3.5.5.4 Sintese de 4-O-geranilchalcona

A sintese foi realizada por meio de condensacdo alddlica de Claisen- Schmidt
utilizando as quantidades de 1 mmol de cada reagente como descrito no item 3.5.5. A
reagdo durou 5 horas e foi vertida em banho de gelo triturado obtido de 4gua deionizada
e acidificada com acido acético glacial at¢ pH 3-5. A acetofenona e o 4-O-
geranilbenzaldeido foram observados no mesmo Rf da 4-O-geranilchalcona, sendo
necessaria a cromatografia de permeacdo em gel. A 4-O-geranilchalcona foi confirmada
por RMN de 'H e 3C em mistura com a acetofenona e o 4-O-geranilbenzaldeido. A
reacao foi realizada novamente, utilizando um tempo maior, colocando uma quantidade
maior de solucéo catalisadora e aquecimento, contudo os reagentes ndo foram totalmente

consumidos.

3.5.5.5. Sintese de 2,4’-dimetoxi-4-O-geranilchalcona e 2’-hidroxi-4’-metoxi-4-O-
geranilchalcona.

A sintese das chalconas G6 e G7 foi realizada por meio de condensacéo aldélica
de Claisen- Schmidt utilizando as quantidades de 1 mmol de cada reagente como descrito
no item 3.5.5. Durante a sintese dessas chalconas houve dificuldade em consumir 0s
reagentes. Foram utilizadas diversas estratégias como, aquecimento da reacdo em banho
de 4gua, refluxo em banho de 6leo, aumento da quantidade de solugdo catalizadora,
diferentes tempos de reagéo etc. O problema maior foi a similaridade do Rf de reagentes
e produtos e também os produtos ndo eram totalmente consumidos na reacdo. Diversas
tentativas de purificacdo, foram realizadas sem éxito, incluindo cromatografias em coluna

de gel de silica, bem como parti¢do para remocao de aldeidos.

3.5.6 Sintese dos analogos da série 11

3.5.6.1 Sintese das substancias G8 e G9

Para os analogos da série 11, inicialmente na primeira etapa foi realizada a reacéo
de protecao da 2’,4’-dihidroxicetofenona utilizando a mesma metodologia relatada no
item 3.5.1. Em um baldo de 100 mL foi adicionado 1 mmol do aldeido e 1 mmol da 2°,4’-
dihidroxiacetofenona em 10 mL de etanol, sob agitacdo constante. Para a substancia G8

foi utilizado o benzaldeido e para a substancia G9 o 4-hidroxibenzaldeido. Em seguida
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foi adicionado o hidréxido de sodio (0,200 g, 5 mmol), solubilizado em etanol, e a reacéo
foi mantida por 24 horas a temperatura ambiente. A Gltima etapa consistiu na reacéo de
desprotecdo, adicionando-se os intermediarios em um baldo com o PTSA, solubilizado
em 5 mL de metanol. O meio reacional foi vertido em gelo triturado e mantido a 5 °C por
24 horas. O produto bruto foi filtrado e purificados por cromatografia de gel de silica,
hexano e acetato de etila (7:3).

3.5.6.2 Sintese de 4-O-isoprenil-isoliquiritigenina

A sintese da substancia G10, foi relatada por Rao e colaboradores (2008)
utilizando hidreto de s6dio (NaH) em DMF para a protegdo da 2’4’-dihidroxiacetofenona
e prenilacdo do 4-hidroxibenzaldeido. Para a condensacgdo de acordo com esse trabalho
foi utilizado catalisador de transferéncia de fase para obter o produto, 4-O-isoprenil-
isoliquiritigenina.

A metodologia utilizada para sintese neste trabalho seguiu o artigo de Wang e
colaboradores (2015), sendo realizada em 4 etapas: protecdio da 2’,4’-
dihidroxiacetofenona, seguida da isoprenilacdo do 4-hidroxibenzaldeido, condensagéo

alddlica de Claisen- Schmidt e reacdo de desprotecdo.

3.5.6.2.1 Sintese do 4-O-isoprenilbenzaldeido

Em um baldo reacional, uma mistura de 4-hidroxibenzaldeido (0,610 g, 5
mmol) e K.CO3 (2,073 g, 15 mmol) em 15 mL de acetona foi agitada a temperatura
ambiente durante 10 minutos. A solugéo resultante foi colocada em banho de gelo e
1,20 mL de brometo de isoprenila foi adicionado gota a gota. Ap6s 5 horas, foi
realizada a particdo com a mistura reacional e o solvente foi removido sob presséo

reduzida. O produto bruto apresentou-se como um 6leo avermelhado (30).

3.5.6.2.2 Condensacao aldolica de Claisen-Schmidt para obtencéo do intermediério
isoprenilado
Foram adicionados, em um baldo de 100 mL, a 2’-hidroxi-4’-
metoximetoxiacetofenona (250 mg, 1,31 mmol) e 0 4-O-isoprenilbenzaldeido (257 mg,
1,30 mmol) em 15 mL de etanol, sob agitacdo constante. Em seguida foi adicionado o

hidroxido de sodio (0,262 g, 14 mmol) solubilizado em 1 mL de etanol, e 0 meio
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reacional foi mantido por 24 horas em temperatura ambiente. A reagdo foi
acompanhada por cromatografia de camada delgada, e apds o consumo dos reagentes,
0 produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna de gel de silica utilizando

hexano: acetato de etila (4:1).

3.5.6.2.3 Reacdo de desprotecdo

Na etapa de desprotecdo, foram adicionados em um baldo de 100 mL, o
intermediario isoprenilado (100 mg, 0,00028 mmol), em 5 mL de etanol e PTSA (106
mg, 0,00056 mmol), dissolvido em 5 mL de metanol. O produto foi submetido a uma
particdo liquido-liquido e cromatografia em coluna de gel de silica utilizando hexano:
acetato de etila (3:2) (SUGAMOTO, 2011).

3.6 Estudo in silico utilizando a ferramenta SwissADME

Foi realizado um estudo in silico usando a ferramenta (SwissADME). Este
permite o calculo de descritores fisico-quimicos, bem como predicdo dos parametros
farmacocinéticos, ADME (Absorcdo, Distribuicdo, Metabolismo e Eliminacdo), bem

como propriedade druglikeness (SwissADME, 2017).

3.7 Ensaios bioldgicos

Os ensaios biologicos foram realizados para avaliar a atividade contra as formas
tripomastigotas e amastigotas de Trypanosoma cruzi, toxicidade contra células NCTC-
clone L929 (Cultura de Células do Tecido Conjuntivo de Camundongo) e atividade
hemolitica. Esses ensaios foram realizados pela Dra. Erica Levatti sob supervis&o do Dr.
André Gustavo Tempone Cardoso nas dependéncias do Centro de Parasitologia e
Micologia - Instituto Adolfo Lutz (S&o Paulo-SP).

3.7.1 Animais em experimentacao

Para a obtencao de macrofagos peritoneais e, para a manutencao de Trypanosoma
cruzi os camundongos BALB/ ¢ foram obtidos no biotério do Instituto Adolfo Lutz — Séo

Paulo, Brasil e mantidos em ambiente controlado, com agua e alimento ad libitum. Os
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procedimentos foram realizados com a aprovacgio do Comité de Etica em Pesquisa (CTC
IAL 72J / 2017)

3.7.2 Atividade contra as formas tripomatigotas de Trypanosoma cruzi

Tripomastigotas de T. cruzi (Cepa Y) foram mantidos em células renais de macaco
Rhesus ATCC CCL 7. Para avaliagéo da atividade anti-tripomastigota, 0 composto G3
foi incubado em meio RPMI-1640, a uma faixa de concentracdo de 200 - 0 puM,
juntamente com as formas tripomastigotas (1x10° /poco) por 24 horas em incubadora de
CO2 5%, a 37°C. O benznidazol foi usado como farmaco antichagéasico de referéncia (200
a 0 uM). A viabilidade dos tripomastigotas foi avaliada pelo método colorimétrico da
resazurina (REIMAO et al., 2011) e a leitura foi realizada em espectrofotdmetro
(FilterMax F5 Multi-Mode) com absorbancia a 570 nm.

3.7.3 Atividade contra as formas amastigotas de Trypanosoma cruzi

A atividade anti-amastigota foi realizada em macréfagos infectados com T. cruzi,
previamente obtidos da cavidade peritoneal de camundongos BALB / ¢. Os macr6fagos
(1x10° células/pogo) foram adicionados em lamina de 16 pogos (placa NUNC, Merck;
1x10° /pogo) e incubados por 24 h em incubadora de CO2 5%, a 37 °C. Os macréfagos
foram infectados com tripomastigotas, obtidos de culturas LLC-MK2 previamente
infectadas, (proporcéo parasita: macrofago = 10:1), e ap6s 2 h de incubagdo, os parasitas
n&o internacionalizados foram removidos por lavagem com RPMI-1640. O composto G3
foi incubado com os macrofagos infectados por 48 horas, em faixa de concentracdo de 30
a 0,07 uM, a 37°C. O benznidazol (20 a 0,07 uM) foi utilizado como farmaco
antichagasico de referéncia (REIMAO et al, 2011). Ao término do ensaio as laminas
foram fixadas com metanol e coradas com Giemsa. Para determinacdo da concentracédo
efetiva 50% (CEso), foi utilizado o indice de infeccdo (IF), obtido por meio da contagem
diferencial de 200 macrofagos/poco e calculado pela seguinte formula descrita abaixo
(CHANG et al., 1986):

IF = Macrofagos Infectados x Amastigotas Intracelulares Macrdfagos Totais

As imagens das laminas coradas foram adquiridas em um microscépio optico
digital (EVOS M5000, Thermofisher).
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3.7.4 Toxicidade em células NCTC

As células NCTC-clone L929 foram cultivadas em uma placa de 96 pogos em
meio RPMI-1640 com SFB 10% na presenca de diferentes concentragdes (200 — 1,56
M) da substancia G3 e mantidas a temperatura de 37 °C em estufa contendo 5% de CO>
por 48 horas. A concentracdo citotoxica (CCsp) foi determinada pelo método
colorimétrico MTT (brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazdlio) (TADA et
al., 1986) e a leitura foi realizada no espectrometro FilterMax F5 Multi-Mode a 570 nM.
O indice de seletividade (IS) foi determinado usando a seguinte equacdo: CCso contra
ceélulas de NCTC/ ICso contra parasitas (AMARAL et al., 2019).

3.7.5 Atividade hemolitica

A fim de complementar os estudos toxicoldgicos iniciais, a atividade hemolitica
foi avaliada. Dessa maneira é possivel estabelecer se 0 composto possui alguma acao de
lise de eritrdcitos e, portanto, ndo pode ser considerado um prot6tipo para novos
farmacos.

A hemodlise, destruicdo de eritrocitos por rompimento da membrana, causa
liberacdo de hemoglobina no meio, tornando-o avermelhado (Jeswani et al., 2015). Com
iss0, é possivel determinar a atividade hemolitica utilizando um ensaio colorimétrico.

Eritrocitos foram coletados de camundongos BALB/c, adicionados a uma
concentragdo de 3% em placas de 96 pogos com fundo em “U” e incubados a 24°C por 2
h com o composto FS017 serialmente diluido em base 2 (200 a 6,25 uM) em PBS.
Posteriormente, a atividade hemolitica foi determinada no sobrenadante celular pela
leitura em espectrofotometro (FilterMax F5Multi-Mode) com comprimento de onda de
570 nm (AMARAL et al, 2019). A hemolise méaxima foi obtida utilizando agua ultrapura
mili-Q e eritrocitos ndo tratados foram utilizados como controle negativo (100%
viabilidade).

3.7.6 Analises Estatisticas

A determinagéo dos valores de CCso e CEso foi realizada a partir de curvas

sigmoides concentracdo-resposta e a significancia estatistica entre amostras foi avaliada

por meio dos valores de P pelo método One-way ANOVA, aplicando o teste Tukey's
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Multiple Comparison. Para a determinacdo do percentual de atividade hemolitica os
valores de absorbancia foram normalizados a partir da hemdlise total (100%). Todas as
analises foram realizadas utilizando o software Graph Pad Prism 5. As amostras foram

testadas em duplicata e os ensaios foram reproduzidos no minimo duas vezes.

4  RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 4-O- geranilisoliquiritigenina

A proposta de sintese da 4-O-geranilisoliquiritigenina envolveu em 4 etapas. Na
etapa I, a reacdo para protecdo dos grupos hidroxilas levou a formacéo de dois produtos,
os quais foram caracterizados por RMN de ‘H e *C como analogos hidroxilados para-
MOM (9%) e orto-para-MOM (64%), respectivamente. No esquema 6 é descrito o
mecanismo de reacdo de protecdo. Na etapa 1, o carbonato, uma espécie nucleofilica
captura um proton da hidroxila fendlica da 2,4-dihidroxiacetofenona (16), levando a
desprotonacdo da hidroxila. Na etapa 2, a reacdo ocorre via substituicdo nucleofilica
bimolecular (SN2), a 2’,4’-dihidroxiacetofenona desprotonada ataca o carbono
metilénico do cloreto de metoximetila (MOMCI) e o cloro se retira da molécula como
grupo de saida, levando a acetofenona monoprotegida. A reacdo procede da mesma forma

para a reacao de prote¢édo da outra hidroxila, seguindo 0 mesmo mecanismo.

Etapa 1
O OH
(0] OH
H,C
0K} ——— H3C
.O.—H oo — 4 HCOS_
30 - °0°:
C032 49
Etapa 2
(0] OH
H3C)‘\©\ (: o b
0.:_ ° I.. - > H3C)b\ .’C':I—.
h O + ®ee *
49 50 31

Esquema 6. Mecanismo de reacédo da protecao da 2,4-dihidroxiacetofenona com cloreto
de metoximetila (MOMCI)
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Em seguida foi realizada a reacéo de O-geranilacao do 4-hidroxibenzaldeido (19)
com o brometo de geranila para obtencdo do 4-O-geranilbenzaldeido (20), com
rendimento de 36 %. A reagdo segue 0 mesmo mecanismo descrito para a protecdo das
hidroxilas da 2’,4’-dihidroxiacetofenona (Esquema 6). Na etapa de geranilacdo do 4-
hidroxibenzaldeido formaram-se 3 subprodutos, contudo eles ndo foram caracterizados,
e o rendimento baixo pode ser explicado devido a isso.

Apds a O-geranilacdo do 4-hidroxibenzaldeido, foi realizada a reacdo de
condensacdo alddlica de Claisen-Schmidt, entre 4-O-geranilbenzaldeido e 2,4-
bismetoximetoxiacetofenona sob catalise basica com rendimento de purifica¢do de 61%.

No esquema 7, consta 0 mecanismo de reacdo da condensacdo alddlica de
Claisen-Schmidt sob catalise basica. Esse mecanismo ocorre em quatro etapas. Na
primeira etapa, o etoxido remove um hidrogénio acido o-metilico da acetofenona
formando o ion enolato, que é estabilizado por ressonancia. Na segunda etapa, ocorre 0
ataque nucleofilico do ion enolato ao carbono carbonilico do benzaldeido, estabelecendo
uma ligacéo carbono-carbono, levando ao intermediario tetraédrico alcoxido. Na terceira
etapa o intermediario ataca o hidrogénio acido do etanol, restabelecendo a estrutura do
etdxido (catalisador). A quarta etapa envolve a captura de um hidrogénio a-cetdnico,
gerando um segundo enolato, o qual pode ser estabilizado por uma ligacao de hidrogénio
intramolecular, formando um pseudoanel de seis membros. Em seguida, a cetona «,f-
insaturada é formada a partir da liberacdo de um grupo hidréxido por eliminacédo
unimolecular via base conjugada (E1cB) (PERRIN & CHANG, 2016).
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Etapa 1. Formacéao do enolato

CH2 _— CH2 CH2 + EtOH

EtO

Etapa 2. Ataque nucleofilico do ion enolato ao carbono carbonilico do benzaldeido

Etapa 3. Intermediario tetraédrico ataca o hidrogénio acido do etanol

/\fo

Etapa 4. Formagao do pseudoanel de 6 membros
\&
C S (, <
+ OH- + EtOH

Esquema 7. Mecanismo de condensacdo alddlica de Claisen- Schmidt

Por fim, foi realizada a desprotecdo em meio &cido do intermediario 21
(SUGAMOTO, 2011). O esquema 8 mostra 0 mecanismo proposto da reacdo de
desprotecdo de uma hidroxila. Na primeira etapa, o PTSA transfere um proton para o
metanol, gerando os ions PTSA" e CH3OH.". Na segunda etapa, os pares livres de
oxigénio capturam um proton do metanol, gerando um intermediério protonado. Na
terceira etapa, o nucleodfilo ataca o carbono metilénico do intermediario protonado

formando entdo o produto desprotegido.
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Etapa 1. PTSA transfere um préton para o metanol, gerando os ions PTSA" e CH;0H,*

o) m OH 0
N s %4 - HJ.cH
/©/ hs /©/ - I
H

Etapa 2. Pares livres do oxigénio capturam um préton do metanol, gerando um intermediario
protonado

S *UN<aaaet
OH b H*

Etapa 3. O nucleéfilo ataca o carbono metilénico do intermediario protonado formando entido o

produto desprotegido. /\
_OL 0 O\/Y\/Y
NS
I

R

NS
J O

OH O,
NP
OH o‘JH

Esquema 8. Mecanismo de desprotecao

Todas essas 4 etapas foram executadas, contudo a 4-O-geranilisoliquiritigenina
ndo foi obtida totalmente pura, durante sua purificacdo observou-se intermediarios por
analise de RMN (anexos 8 e 9). As etapas foram repetidas, mas foi possivel perceber que
mesmo utilizando-se o PTSA, um &cido mais fraco, quando comparado ao &cido
cloridrico (HCI), a maior massa que se obtinha era isoliquiritigenina (G9), ou seja, ocorre
a perda da geranila no anel B. Essa perda da geranila pode ser explicado a partir do
mecanismo de desgeranilacdo/desisoprenilacdo esquema 9, pois forma um melhor grupo

abandonador do que a reacdo de desprotecdo apresentado no esquema 8.
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Etapa 1. PTSA transfere um préton para o metanol, gerando os ions PTSA" e CH;0H,*

Etapa 2.0s pares livres de oxigénio capturam um préton do metanol, gerando um intermediario protonado

H
i N
NS
OH O H*
A
Etapa 3. Ataque do nucledéfilo no carbono metilénico da geranila, forma um

melhor grupo abandonador
O, Q
N
- ’s

\\

OH O
H

Esquema 9. Mecanismo de Desgeranilacdo/Desisoprenilacdo (forma um melhor grupo
abandonador que a reacdo de desprotecédo

4.2 Analogos da série |

Dos analogos planejados para a série 1, as substancias G2-G7 foram sintetizadas
e caracterizadas por RMN *H e *C, contudo desses 6 analogos apenas 3 (G2, G3 e G5)
estdo puros de acordo com a analise de RMN (Anexo 16, 18 e 14).

Os rendimentos foram de 35% e 97% e 42%, para as substancias G2, G3 e G5,
respectivamente. Esses rendimentos variaveis podem ser explicados pelas técnicas de
purificacdo cromatogréaficas utilizadas.

Para a substancia G3 foi possivel a utilizacdo da técnica de recristalizacdo,
conduzindo um maior rendimento de 97%. Durante a reacao, 0s reagentes praticamente
foram consumidos e a substancia demonstrou caracteristicas solida e Rf diferente dos
reagentes, facilitando o processo de purificacdo por recristalizacdo.

As substancias G2 e G5, ndo foi purificada de modo satisfatorio, devido ao seu
carater oleoso e nao apresentar diferenca de polaridade dos reagentes, possuindo mesmo
Rf. Devido a esses fatores, foram utilizadas diversas técnicas cromatograficas no item
3.5.5.1.

A purificacdo dos compostos G4, G6 e G7 ndo foi satisfatoria, ndo permitindo
sua caracterizacdo estrutural. Os reagentes ndo foram totalmente consumidos, com a
utilizacdo de diferentes temperaturas, diferentes quantidades de solucéo catalisadora, e
diferente ordem de adigéo dos reagentes.
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Para a substancia G3, a sintese e purificacdo foram adequadas. Foi realizado o
experimento de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) com Deteccédo de
Arranjo de Fotodiodos (CLAE-DAD) para analisar a pureza relativa dessa substancia,

obtendo-se 96 %, empregando a area da banda cromatografica.
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Graéfico 1. Cromatrograma de 4’-hidroxi-4-O-geranilchalcona. Metanol: Agua (3:1).

Em relagdo as substancias da série |, todas sdo inéditas na literatura. Foi realizado
um estudo pela plataforma SciFinder, uma ferramenta de pesquisa da Chemical Abstracts
Service (CAS).

4.3 Analogos da série 11

Dos analogos planejados para a série 1l, as substancias G8, G9 e G10 foram
sintetizadas e caracterizados por RMN *H e 3C. Os analogos G8 e G9 foram realizados
em trés etapas de sintese (3.5.6.1). Na primeira etapa obteve-se rendimento de 90% da
substancia 17 e 5% da substancia 18. Na etapa de condensacdo alddlica para as
substancias G8 e G9 os rendimentos foram similares de 90%. Na etapa de desprote¢éo o
rendimento da substancia G9 foi de 60% e para a substancia G8 o rendimento de 80%.

No artigo de BORGES-ARGAEZ et al., 2009, reportaram que a substancia G8
apresentou um ICso=5 UM e IS = 6,30 contra as formas epimastigotas de T. cruzi (cepa
MOHM / MX / 1994 / INC 5). A substancia G8, apresentou um valor inferior ao
nifurtimox (ICso = 6,1 uM) e benznidazol (ICso = 12,0 uM).
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Para o0 analogo G10 foram realizadas 4 etapas de sintese, a etapa de protecéo das
hidroxilas, etapa de prenilacdo do 4-hidroxibenzaldeido, etapa de condensacéo alddlica e
desprotecdo do intermediario 31. A etapa 1 obteve-se mesmos rendimentos relatados
acima, 90% da substancia 17 e 5% da substancia 18. Em seguida foi realizada a reacdo
de isoprenilacdo do 4-hidroxibenzaldeido (19) com o brometo de isoprenila para obtengéo
do 4-O-isoprenilbenzaldeido, com rendimento de 89 %.

Apdbs a isoprenilacdo do 4-hidroxibenzaldeido, foi realizada a reacdo de
condensacédo aldolica de Claisen Schmidt entre o 4-O-isoprenilbenzaldeido (18) e 2’-
hidroxi-4-(metoximetoxi)acetofenona (15) sob catalise basica com rendimento de 60%.
Por fim, através da desprotecdo em meio &cido, o intermediério foi desprotegido
(SUGAMOTO, 2011). Nesta etapa, ao analisar o RMN de *H, foi possivel perceber que
ndo obteve-se 0 produto planejado, mas sim a isoliquiritigenina. Quando realizamos a
desprotecdo, mesmo com um &cido fraco e controlando a reagdo, ocorre conversdo quase
que total para a isoliquiritigenina (G9), ou seja, ocorre a perda da isoprenila.

A 4-O-isoprenilisoliquiritigenina foi extraida da planta Indigofera pulchra
(MUSA,2011), porém néo foi avaliada a atividade contra o T. cruzi. Além disso, foi
realizada a sintese dessa mesma chalcona utilizando outra metodologia como relatada por
Rao e colaboradores (2008) utilizando solvente como dimetilformamida (DMF), e
reagente, hidreto de sédio (NaH) para a protegdo da 2’4’-dihidroxiacetofenona e
prenilacdo do 4-hidroxibenzaldeido. Para a condensacdo de acordo com Rao e coautores
foi utilizado catalisador de transferéncia de fase para obter o produto, 4-O-isoprenil-
isoliquiritigenina obtendo-se um rendimento global de 44%.

4.4 Caracterizacao da 4-O-geranilisoliquiritigenina, reagentes e analogos

441 2,4-bismetoximetoxiacetofenona

(18)

\o/\o/(jojt\o/

Oleo incolor
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RMN 'H (DMSO-ds, 600 MHz): 6 = 2.53 (s,3H, CHs), 3.39 (s, 3H, 2-OCH,0CHs), 3.44
(3H, 4-OCH20CHs), 5.25 (s, 2H, 2-OCH,0OCHs), 5.32 (s, 2H, 4- OCH20CHs3), 6.73 (dd,
J=23e87, H-5),6.79 (d, J = 2,3, H-3), 7.65 (d, J = 8,7, H-6).

RMN 3C (DMSO-ds, 150 MHz): 32.00 (CHs), 56.37 (4-OCH.OCHs), 56.70 (2-
OCH,OCHs), 94.26 (4-OCH,OCHs), 94.75 (2-OCH20CHs), 103.2 (C-3), 109.1 (C-5),
122.5 (C-1), 132.0 (C-5), 158.3 (C-2), 161.7 (C-4), e 197.3 (C=0).

4.4.2 2-hidroxi-4-metoximetoxilacetofenona

(17)

\o/\o’[:fot

Oleo incolor
RMN H (DMSO-ds, 600 MHz): & = 2.57 (s, 3H, -CHs), 3.38 (5, 3H, -OCH3), 5.26 (s,

2H, OCHy), 6.60 (dd, J = 2,4 e 8,9, H-5), 6.53 (d, J = 2,4, H-3), 7.85 (d, J = 8,9, H-6),
12.5 (s, 2-OH).

RMN 13C (DMSO-ds, 150 MHz): 27.20 (CHs), 56.40 (OCHs), 94.10 (CH>), 103.4 (C-
3), 108.6 (C-5), 115,0 (C-1), 133.8 (C-5), 163.5 (C-3), e 164.0 (C2).

4.4.3 4-O-geranilbenzaldeido
(20)
0]
©x \/Y\/Y
o
H

Oleo amarelo claro

RMN H (CDCls): § = 1.59 (s, 3H, CHa, H-10"), 1.66 (s, 3H, CHs, H-9”), 1.75 (s, 3H,
CHs, H-47),2.11 (m, 4H, 2-CHz-, H-5” e H-6”), 4.62 (d, 2H, CHz, J = 6.6 Hz, H-17), 5.07
(t, 1H, CH, J = 6.7 Hz, H-7"), 5.47 (t, 1H, CH, J = 6.6 Hz, H-2”), 7.00 (d, 2H, J = 8.7 Hz,
H-3 e H-5), 7.82 (d, 2H, J = 8.7 Hz, H-2 e H-6), 9.87 (s, 1H, CHO).
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RMN 23C (CDCls): § = 16.84 (1C, CHs, C-4”),17.81 (1C, CHs, C-10”), 25.79 (1C, CHs,
C-9”), 26.34 (1C, CHy, C-6”), 39.61 (1C, CHa, C-5), 65.36 (1C, OCHz, C-17), 115.09
(2C, C-3e C-5), 118.71 (1C, CH, C-2), 123.74 (1C, CH, C-7"), 129.90 (1C, C-1), 132.04
(1C, CH, C-8), 132.07 (2C, C-2 e C-6), 142.25 (1C, C-3”), 164.13 (1C, C-4). 190.94
(1C, CHO).

4.4.4 (E)-1-(2,4-bismetoximetoxifenil)-3-(O geranilfenilprop-2-em-1-ona)
(21)

I
o

7

Oleo amarelo

RMN *H (CDCls): § = 1.60 (s, 3H, CHs, H-10"), 1.67 (s, 3H, CHs, H-9), 1.74 (s, 3H,
CHs, H-4"),2.11 (m, 4H, 2-CHa-, H-5” ¢ H-6"), 3.49 (s, 3H, OCHs, 4°-OCH;0CHs), 3.50
(s, 3H, OCHs, 2°-OCH20CHs), 4.57 (d, 2H, CHy, J = 6.5 Hz, H-17), 5.09 (t, 1H, CH, J =
6.6 Hz, H-77), 5.21 (s, 2H, OCHz, 4’-OCH,0CHs), 5.24 (s, 2H, OCHz, 2’-OCH20CH3),
5.48 (t, 1H, CH, J = 6.5 Hz, H-2), 6.77 (dd, 1H, J1 = 2.2 Hz e J, = 8.6 Hz, H-5"), 6.85
(d, 1H, J = 2.2 Hz, H-3"), 6.92 (d, 2H, J = 8.8 Hz, H-3 e H-5), 7.32 (d, 1H, J = 15.8 Hz,
H-0), 7.52 (d, 2H, J = 8.8 Hz, H-2 e H-6), 7.62 (d, 1H, J = 15.8 Hz, H-B), 7.65 (d, 2H, J
= 8.6 Hz, H-6").

Observacdo: Como foi intermediario de sintese e estava praticamente puro, ndo foi
realizado RMN de C.

445 4-O-geranilisoliquiritigenina impura

(G1) ou (15)

Sélido amarelo
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RMN H (DMSO-de): 6 = 1.55 (s, 3H, CHa, H-10), 1.61 (s, 3H, CHs, H-97), 1.71 (s,
3H, CHzs, H-4”), 2.05 (m, 4H, 2-CH>-, H-5” ¢ H-6"), 4.61 (d, 2H, CH2, J = 6.5 Hz, H-17),
5.05 (t, 1H, CH, J = 6.6 Hz, H-7"), 5.42 (t, 1H, CH, J = 6.5 Hz, H-2"), 6.28 (d, 1H, J =
2.4 Hz, H-3"), 6.41 (dd, 1H, J1 = 2.4 Hz e J; = 8.9 Hz, H-5"), 7.01 (d, 2H, J = 8.8 Hz, H-
3 e H-5), 7.75 (d, 2H, J = 8.8 Hz, H-2 e H-6), 7.77 (d, 1H, J = 15.3 Hz, H-a), 7.83 (d,
1H, J = 15.3 Hz, H-p), 8.18 (d, 2H, J = 8.9 Hz, H-6"), 10.74 (bs, 1H, 4°-OH), 13.57 (s,
1H, 2°-OH). RMN 'H (DMSO-ds) da impureza: § = 2.51 (s, 3H, CHs, H-a), 6.24 (d,
1H, J = 2.3 Hz, H-3"), 6.37 (dd, 1H, J1 = 2.3 Hz e J, = 8.8 Hz, H-5"), 7.84 (d, 1H, J = 8.8
Hz, H-6%), 10.68 (s, 1H, 4’-OH), 12.62 (s, 1H, 2’-OH). RMN 3C (DMSO-de): & = 16.45
(1C, CHs, C-4),17.65 (1C, CHs, C-10"), 25.55 (1C, CHs, C-9”), 25.85 (1C, CHz, C-6”),
38.99 (1C, CHy, C-5), 64.68 (1C, OCHa, C-17), 102.66 (1C, C-3°), 108.24 (1C, C-5"),
113.08 (1C, C-1°), 115.16 (2C, C-3 e C-5), 118.46 (1C, CH, C-2~), 119.42 (1C, C-a),
123.82 (1C, CH, C-7”), 127.21 (1C, C-1), 131.04 (2C, C-2 e C-6), 133.05 (1C, C-6"),
133.82 (1C, CH, C-8”), 140.78 (1C, C-3”), 143.92 (1C, C-B), 160.79 (1C, C-4), 165.13
(1C, C-4°), 165.91 (1C, C-2°), 191.59 (1C, C-p°).

RMN 13C (DMSO-ds) da impureza: & = 26.44 (1C, CHs, C-a), 102.36 (1C, C-3"),
108.21 (1C, C-5°), 112.93 (1C, C-1°), 131.15 (1C, C-6"), 164.29 (1C, C-4), 124.96 (1C,
C-2°),202.84 (1C, C-p).

4.4.6  4-O-prenilbenzaldeido

(30) Oleo incolor

N

RMN *H (DMSO-d6): & = 1.71 (s, 3H, CHs, H-4”), 1.74 (s, 3H, CHa, H-57), 2.50 (m,
4H, 2-CHg-, H-3" ¢, 4.63 (d, 2H, CHa, J = 6.6 Hz, H-17), 5.44 (t, 1H, CH, J = 6.6 Hz, H-
2”), 7.11 (d, 2H, J = 7,12 Hz, H-3 e H-5), 7.85 (d, 2H, J = 7,12 Hz, H-2 e H-6), 9.85 (s,
1H, CHO).

4.4.7 Intermediario isoprenilado

(31)
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I
o

)
QT

Sélido amarelo

RMN *H (DMSO-ds): 6 = 1.72 (s, 3H, CHa, H-57), 1.74 (s, 3H, CHa, H-47), 3.39 (s, 3H,
CHs, 4°-OCH,OCHs3), 4.60 (d, 2H, J = 6.7 Hz, CHy, H-1), 5.29 (s, 2H, CHy, 4°-
OCH20CHs), 5.43 (t, 1H, CH, J = 6.7 Hz, H-2”), 5.42 (, 1 H, CH, J = 6.4 Hz, H-2"), 6.56
(d, 1H, J = 2.4 Hz, H-3"), 6.63 (d, 1H, J1 = 2.4 Hz e Jo = 9.0 Hz, H-5"), 7.02 (d, 2H, J =
8.8 Hz, H-3 e H-5), 7.80 (d, 1H, J = 15.3 Hz, H-a), 7.86 (d, 1H, J = 15.3 Hz, H-p), 7.86
(d, 2H, J = 8.8 Hz, H-2 e H-6), 8.28 (d, 1H, J = 9.0 Hz, H-6), 13.44 (s, 1H, 2’-OH).

RMN 3C (DMSO-de): § = 18.16 (1C, CHs, C-5”), 25.55 (1C, CHs, C-4”), 56.15 (1C,
OCHj, 4’-OCH20CH3), 64.69 (1C, OCHz, C-1”), 93.80 (1C, OCH,, 4’-OCH,0CH3),
103.23 (1C, C-3"), 108.30 (1C, C-5), 114.75 (1C, C-1"), 115.19 (2C, C-3 € C-5), 118.45
(1C, CH, C-2), 119.61 (1C, C-a), 127.13 (1C, C-1), 131.26 (2C, C-2 e C-6), 132.74 (1C,
C-6"), 137.82 (1C, C-3), 144.66 (1C, C-B), 160.99 (1C, C-4), 163.24 (1C, C-4"), 165.25
(1C, C-2), 192.16 (1C, C-p").

448  3’-hidroxi-4-O-geranilchalcona

(G5)

Sélido amarelo

RMN 'H (DMSO-dg): 8 = 1.56 (s, 3H, CH3, H-10"), 1.61 (s, 3H, CHs, H-9"), 1.71 (s,
3H, CHs, H-47), 2.06 (m, 4H, 2-CH,-, H-5” ¢ H-6"), 4.61 (d, 2H, CHy, J = 7.0 Hz, H-17),
5.06 (t, 1H, CH, J = 5.4 Hz, H-7"), 5.42 (t, 1H, CH, J = 7.0 Hz, H-2”), 7.00 (d, 2H, J =
8.8 Hz, H-3 e H-5), 7.04 (ddd, 1H, J1 = 1.8 Hz, Jo = 2.5 Hz e Js = 8.1 Hz, H-4"), 7.36 (dd,
1H, J1 = 8.1 Hz e Jo = 7.8 Hz, H-5"), 7.43 (dd, 1H, J. = 1.8 Hz e J, = 2.2 Hz, H-2"), 7.59
(ddd, 1H, J; = 2.2 Hz, J, = 25 Hz e Js = 7.8 Hz, H-6"), 7.67 (d, 1H, J = 15.7 Hz, H-0),
7.70 (d, 1H, J = 15.7 Hz, H-B), 7.81 (d, 2H, J = 8.8 Hz, H-2 e H-6), 7.80 (bs, 1H, 3’-OH).
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4.4.9 2’-hidroxi-4-O-geranilchalcona

(G2)

Sélido amarelo

RMN *H (CDCl3): § = 1.61 (s, 3H, CHs, H-10"), 1.68 (s, 3H, CHs, H-9), 1.76 (s, 3H,
CHs, H-47),2.12 (m, 4H, 2-CHz-, H-5” ¢ H-6”), 4.60 (d, 2H, CHy, J = 7.1 Hz, H-17), 5.10
(t, 1H, CH, J = 6.7 Hz, H-77), 5.49 (t, 1H, CH, J = 7.1 Hz, H-2”), 6.94 (ddd, 1H, J; = 1.1
Hz, J, = 7.1 Hz e Js = 8.1 Hz, H-5"), 6.96 (d, 2H, J = 8.8 Hz, H-3 e H-5), 7.02 (dd, 1H,
J1=11HzeJ;=8.4Hz, H-3"),7.49 (ddd, 1H, J; = 1.5 Hz, J2 = 7.1 Hz e J3 = 8.4 Hz, H-
4%),7.54 (d, 1H, J = 15.4 Hz, H-0), 7.62 (d, 2H, J = 8.8 Hz, H-2 e H-6), 7.91 (d, 1H, J =
15.4 Hz, H-B), 7.92 (dd, 1H, J1 = 1.5 Hz e J; = 8.1 Hz, H-6), 12.95 (s, 1H, 2°-OH).

RMN 3C (CDCls): J = 16.73 (1C, CH3, C-4”),17.72 (1C, CH3, C-10”), 25.71 (1C, CHs,
C-9”), 26.27 (1C, CHz, C-6”), 39.54 (1C, CHg, C-5), 65.10 (1C, OCHz, C-17), 115.25
(2C, C-3 e C-5), 117.41 (2C, C-3’ ¢ C-5”), 118.60 (1C, CH, C-2), 118.76 (1C, CH, C-
77), 120.61 (1C, C-)), 123.70 (1C, C-1), 127.21 (2C, C-2 e C-6), 129.53 (1C, C-1"),
13055 (2C, C-2” ¢ C-6"), 131.92 (1C, CH, C-8”), 136.13 (1C, C-3”), 141.87 (1C, C-p),
161.43 (1C, C-4), 163.57 (1C, C-4’), 193.89 (1C, C-p’).

4.4.10 4’-hidroxi-4-O-geranilchalcona

(G3)

Solido alaranjado

RMN H (DMSO-dg): 6 = 1.55 (s, 3H, CHs, H-10), 1.61 (s, 3H, CHs, H-97), 1.71 (s,
3H, CHs, H-4"), 2.05 (m, 4H, 2-CHa-, H-5” ¢ H-6"), 4.60 (d, 2H, CHz, J = 6.4 Hz, H-17),
5.06 (t, 1H, CH, J = 6.6 Hz, H-7"), 5.42 (¢, 1H, CH, J = 6.4 Hz, H-2"), 6.89 (d, 2H, J =
8.7 Hz, H-3 e H-5), 6.99 (d, 2H, J = 8.7 Hz, H-3> e H-5"), 7.64 (d, 1H, J = 15.5 Hz, H-a),
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7.75 (d, 1H, J = 15.5 Hz, H-B), 7.79 (d, 2H, J = 8.7 Hz, H-2’ ¢ H-6"), 10.39 (bs, 1H, 4'-
OH).

RMN 33C (DMSO-dg): 6 = 16.41 (1C, CHs, C-47),17.60 (1C, CHs, C-10”), 25.50 (1C,
CHs, C-9”), 25.82 (1C, CHy, C-6”), 38.95 (1C, CHy, C-5”), 64.61 (1C, OCHz, C-17),
115.07 (2C, C-3 e C-5), 115.36 (2C, C-3’ ¢ C-5°), 119.45 (1C, CH, C-2”), 119.52 (1C,
CH, C-77), 123.79 (1C, C-a), 127.44 (1C, C-1), 129.40 (2C, C-2 e C-6), 130.53 (1C, C-
17), 131.06 (2C, C-2’ e C-6"), 131.09 (1C, CH, C-8”), 140.64 (1C, C-3"), 142.77 (1C, C-
B), 160.39 (1C, C-4), 162.04 (1C, C-4), 187.11 (1C, C-p").

4411  4-O-geranilchalcona impura

(G4)

o
Y
o
Sélido amarelo claro

RMN *H (DMSO-ds): 6 = 1.55 (s, 3H, CHs, H-107), 1.61 (s, 3H, CHz, H-9”), 1.71 (s,
3H, CHs, H-47), 2.04 (m, 4H, 2-CH,-, H-5” ¢ H-6"), 4.61 (d, 2H, CHy, J = 7.1 Hz, H-17),
5.05 (t, 1H, CH, J = 6.1 Hz, H-7"), 5.42 (t, 1H, CH, J = 7.1 Hz, H-2”), 7.00 (d, 2H, J =
8.8 Hz, H-3 e H-5), 7.56 (dd, 2H, J; = 7.4 Hz e J, = 7.3 Hz, H-3" ¢ H-5"), 7.65 (dd, 1H,
J1=1.2Hze J,=8.3 Hz, H-4"), 7.72 (d, 1H, J = 15.5 Hz, H-t), 7.72 (d, 1H, J = 15.5 Hz,
H-B), 7.83 (d, 2H, J = 8.8 Hz, H-2 e H-6), 8.13 (dd, 2H, 1 =12 Hze J, = 8.3 Hz, H-2" ¢
H-6).

RMN 'H (DMSO-ds): 6 = 2.57 (s, 3H, H-a) sinal da acetofenona, 9.85 (s, 1H, CHO)
sinal de aldeido;
Os sinais mais baixos no espectro correspondem aos reagentes aldeido geranilado e

acetofenona.

RMN 13C (DMSO-ds): 6 = 26.71 (1C, C-a) e 191.26 (1C, C-B) sinais de impureza
caracteristico de acetofenonas, além desses, 0s sinais mais baixos na regido de alifaticos

sugere a presenca de aldeido também.
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4412 2°4’-dihidroxichalcona

(G8)

Ho

Sélido amarelo

Rf (hexano/AcOEt: 5:5): RMN *H (DMSO-ds, 600 MHz): 6,32 (d, J 2,31 Hz,1 H), 6,45
(dd,J=2,32¢8,86 Hz, 1 H), 7,48 (dd, J = 5,03 ¢ 1,87 Hz, H), 7,82 (d, J = 15,47, 1H),
791 (dd,J=6,52e 3,02 Hz,2H), 7,99 (d, J = 15,49 Hz, 1H ), 8,22 (d, J = 8,96 Hz
1H), 10,78 (s, 1-OH), 13,41 (s, 1-OH).

Foi realizado apenas o espectro de RMN de *H como descrito acima. Os dados de
13C nédo foram executados. Em comparagdo com os dados relatados, os dados de RMN de
'H estdo de acordo com a literatura (CHEN CHEN et al, 2019). Nesse artigo também se

encontram dados de RMN de 13C.

4.4.13 Isoliquiritigenina

(G9)

OH O

Sélido alaranjado

Rf (hexano/AcOEt: 5:5): RMN 'H (DMSO-ds, 600 MHz): 6,30 (d, J 2,3 Hz,1 H), 6,42
(dd,J=2,3e8,8Hz, 1H),6,85(d, J=8,6Hz, 2 H), 7,76 (s, 2H), 7,77 (d, J =8,7 Hz,
2H), 8,17 (d, J=8,8 Hz, 1H ), 10,14 ( s, 1- OH), 10,68 ( s, 1-OH), 13,62 (s, 1-OH).

Os dados de **C ndo foram executados. Em comparacdo com os dados relatados,
os dados de RMN de *H estdo de acordo com a literatura (WANG et al, 2017). Nesse

artigo também se encontram dados de RMN de *3C.
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4.5 Estudos in silico para a 4’-hidroxi-4-O-geranilchalcona e farmacos de
referéncia utilizando SwissADME®

Para discutir as caracteristicas druglikeness, propriedades fisico-quimicas e
propriedades farmacocinéticas foram preditos, valores de lipofilicidade, tamanho,
polaridade, solubilidade, flexibilidade e saturacdo. Foi utilizada a ferramenta
SwissADME (DAINA A et al, 2017) e alguns parametros fisico-quimicos foram

apresentados na tabela 1.

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas previstas da 4’-hidroxi-4-O-geranilchalcona
usando a ferramenta SwisSADME.

Propriedades Valores preditos
Peso molecular (g/mol) 376,49
Hibridizagdo Csp® 0,24
NUmero de ligacGes rotativas 9
TPSA 46.56 A
NUmero de aceptores de hidrogénio 3
Numeros de doadores de hidrogénio 1
Log Po/w 4,42
Log S (ESOL) -6.09
Solubilidade em agua Solubilidade moderada;

permeabilidade moderada

O coeficiente de particdo entre n-octanol e agua (log Po/w) € um descritor classico
para a lipofilicidade, sendo predito um valor de 4,42 para G3, bem similar ao valor obtido
pelos experimentos cromatograficos (log Po/w = 4,83).

Os valores ideais log Po/w variam de -0,7 a 5,0, e os valores mais altos impactam
na baixa solubilidade em agua (DAINA; ZOETE, 2017). A lipofilicidade descreve a
concentragcdo de um composto entre ambiente aquoso e um lipidico tendo uma forte inter-
relacdo com propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas, estando diretamente
correlacionada com muitas outras propriedades, tais como: solubilidade, permeabilidade,
toxicidade e biodisponibilidade (PICCIRILLO, AMARAL, 2018; HENCHOZ et
al.,2008). Devido & maior caracteristica lipofilica, o composto 4’-hidroxi-4-O-
geranilchalcona foi considerado moderadamente soltvel em agua. Conforme observado
no Radar de Biodisponibilidade (Figura 14), apesar dessa caracteristica 0 composto

apresentou valores aceitaveis para todos os parametros.
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Figura 15. Radar de Biodisponibilidade (SwissADME) para a 4’-hidroxi-4-O-
geranilchalcona

A drea rosa representa o intervalo ideal para cada propriedade (flexibilidade,
insolubilidade, insaturacéo, polaridade, tamanho e lipofilicidade) (RITCHIE et al, 2011;
LOVERING et al.,2009).

Para uma flexibilidade ideal, os compostos ndo deveriam ultrapassar mais de nove
ligacOes rotativas, a 4’-hidroxi-4-O-geranilchalcona tem exatamente nove ligacoes,
avaliacdo essa considerdvel ja que o numero de rotacdo molecular influencia, em
particular, na passagem pela membrana e biodisponibilidade (RITCHIE et al., 2011;).

A substancia G3 apresenta peso molecular (376,49 Da), valor inserido na faixa
6tima entre 150 e 500 Da. O peso molecular esta entre as regras de Lipinski para um
farmaco ser administrado por via oral, pois o tamanho molecular implica na determinagéo
de alguns compartimentos que a substancia permeard (ERMONDI et al., 2020;
LIPINSKI, 2001).

A polaridade do composto resultou em 46.56 A, representada na tabela 1 por
TPSA (area de superficie polar topologica) valor inserido na faixa 6tima entre 20 e 130
A, pois na literatura indica que compostos com TPSA menor ou igual a referéncia
apresenta melhor biodisponibilidade oral (ERMONDI et al., 2020; DAINA et al., 2017).

Em relacéo a solubilidade (Log S) resultou em um valor de -6.09, de acordo com

0 modelo ESOL o valor 6timo nédo deve ser superior a 6, contudo para esse composto é
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muito proximo. A saturacdo, que representa a fragdo de carbonos na hibridizacéo sp3,
apresentou um valor de 0,24, também aproximado e de acordo com o valor 6timo (> 0,25).

O SwissADME nao previu nenhum alerta para um comportamento PAIN (pan-
assay interference compounds). Conforme afirmado por Baell, compostos promiscuos
que podem apresentar multiplos comportamentos que podem interferir na leitura do
ensaio, como quelagdo de metal, ciclo redox e reatividade com alvos moleculares, séo

conhecidos como PAINS.

Tabela 2. Predicéo das propriedades farmacocinéticas e drug-likeness da 4’-hidroxi-4-
O-geranilchalcona utilizando a ferramenta SwissADME.

Propriedades farmacocinéticas Valores Calculados
I — Absorcéao
Absorgéo gastrointestinal Alta absorgéo
Substrato P-gp Néo
Il — Distribuicdo
Permeabilidade na membrana Né&o
Lipinski Sim, 1 violacdo, Log P > 4,15
Veber Sim
Muegge N&o, 1 violagdo, Log P > 5,6
Ghose N&o , 1 violacdo, LogP >5
Egan Né&o, 1 violacdo log P > 5,88

A tabela 2 nos traz parametros farmacocinéticos que avaliam comportamentos
ADME (absorcao, distribui¢do, metabolismo e eliminagéo) de uma substancia. Para a 4’-
hidroxi-4-O-geranilchalcona previu uma alta absorcdo gastro-intestinal sugerindo que
esta vem a ser um bom candidato por via oral.

A possibilidade de um composto atuar como substrato para a P-glicoproteina (P-
gp) é de alto valor na fase inicial da descoberta de farmacos, principalmente por sua
capacidade de influenciar as propriedades ADME. A glicoproteina-P é uma proteina de
membrana do tipo transportadores ABC presente no figado, rins, intestinos, barreira
hematoencefalica, barreira placentaria e foi atribuida a drogas por meio de sua ejecéao
como mecanismo de defesa. A P-gp é relevante uma vez que a proteina é significativa
entre os transportadores de cassete de ligagcdo de ATP ou transportadores ABC, sendo
funcionalmente como uma bomba de efluxo ativo através de membranas bioldgicas
contra xenobidticos prejudiciais ao organismo e um dos principais papéis da P-gp €

proteger o sistema nervoso central (SZAKACS et al, 2008).
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Apesar da substancia ndo se apresentar como um substrato para P-gp, podendo
apresentar certa toxicidade e o T. cruzi podendo entrar na barreira hemato encefalica, por
outro lado poderia ser até interessante em doenca de Chagas cerebral, por exemplo. Além
disso vale ressaltar que € uma predicdo desses valores.

Além dos pardmetros analisados acima, a 4’-hidroxi-4-O-geranilchalcona foi
comparada aos intervalos de permissividade segundo os filtros de Lipinski, Veber,
Muegge, Ghose e Egan (LVMGE), indicado o nimero de violagcdes na tabela 3. De
acordo com esses intervalos, para Veber e Lipinski essa substancia ndo teria semelhanca
com um possivel farmaco, e para Ghose, Egan e Muegge sim, pois ndo violaria o
parametro Log P.

4.6 Atividade bioldgica

Foi avaliada a atividade bioldgica da substancia G3 contra as cepas de T. cruzi
para as formas tripomastigotas (extracelular), amastigotas (intracelular) e a toxicidade

contra células NCTC (clone -L929), e atividade hemolitica.

4.6.1. Determinacdo de Concentracbes Efetivas (ECso) contra as formas
tripomastigotas e amastigotas de Trypanosoma cruzi

A determinacédo da concentracgéo efetiva (ECso) contra a forma tripomastigota de
T. cruzi foi determinada por meio do método colorimétrico Alamar Blue ®. Esse método
consiste em em uma reacdo redox, no qual a resazurina € oxidada ao ser adicionada em
uma cultura, sendo convertida na forma reduzida (resorufina) pela atividade de enzimas
mitocondriais. Por meio desta reacédo redox, o corante passa da cor azul (forma oxidada)
para rosa (forma reduzida), conversdo que pode ser mensurada pela leitura colorimétrica
ou fluorimétrica (ROLON et al, 2006; O’BRIEN et al, 2000). Esse ensaio foi utilizado
para determinar a viabilidade celular. As células vivas podem reduzir rapidamente a esse
reagente e o aumento na intensidade da fluorescéncia pode ser monitorado com o
espectrofluorimetro. Quando as celulas ndo sdo viaveis, ou seja, ndo possuem capacidade
metabdlica, ndo ocorre a redugdo do corante. O ensaio foi realizado em placa de 96 pocos
onde os tripomastigotas foram cultivadas em meio RPMI completo na presenca de

diferentes concentracGes de G3 e mantidas a temperatura de 37 °C em estufa contendo
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5% de CO2 por 48 horas. A avalia¢éo da CEso do benznidazol foi realizada como farmaco
antichagasico de referéncia.

Para a determinag&o da CEsp contra as formas amastigotas de T. cruzi, macrofagos
peritoneais foram plaqueados em laminulas na proporgéo de 2 x 10° por pogo em meio
RPMI. Em seguida, foi realizada a infeccdo com formas tripomastigotas com
multiplicidade de infecgdo (MOI) de 1:10 (1 macrofago para 10 tripomastigotas) por um
periodo de 2 horas. Em seguida, foi realizada uma lavagem para remocao dos parasitas
que ndo aderiram ou infectaram nos macrofagos. A infeccdo foi mantida em meio RPMI
contendo diferentes concentracbes de G3 por 48 horas. Apds este periodo as laminulas
foram lavadas, fixadas com metanol e coradas com Giemsa para realizar a contagem em
microscopia de luz dos macréfagos infectados e nimero de amastigotas. Em seguida, o
indice de infectividade foi calculado para determinacdo do ECso em formas amastigotas.
(TABELA 3)

Tabela 3. Atividade contra Trypanosoma cruzi e citotoxicidade de G3

CEso (UM) £ DP CCeo (UM) £
DP IS
Composto
Tripomastigot . NCTC clone
a Amastigota 929
G3 2,14+0.14 12,28 +1,79 39,10+ 0.97 3,45
Benznidazol 12,28 + 3.35 50+£1,52 >200 >40

CCso: Concentragdo Citotoxica 50% em células NCTC; CEso: Concentragao Efetiva 50%
em amastigotas intracelulares; IS: Indice de Seletividade, dado pela razdo entre CCs €
CEso de amastigotas; DP: Desvio Padréo.

O indice de seletividade IS foi calculado apds a determinacdo do CEso para 0s
amastigotas de T. cruzi. Ele é determinado dividindo o valor da CEsg obtidos dos ensaios
células NCTC macrofagos pela CEso obtidas dos ensaios com as amastigotas. Quanto
maior essa razdo, mais seletiva € a substancia sobre o parasita, e consequentemente,
apresenta um menor efeito tdxico sobre a célula hospedeira. Com esses valores foi
possivel determinar a possivel janela terapéutica, que consiste no intervalo de

concentracdo que garante a eficacia de um determinado composto sem que ocorra
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toxicidade pelo uso. O IS de G3 apresentou valor de 3,45, 0 que representa baixa
seletividade e potencial janela terapéutica.

A acdo de G3 contra as formas tripomastigotas de T. cruzi apresentou uma
poténcia trés vezes maior do que foi ao farmaco de referéncia, ja para a forma amastigota
apresentou uma poténcia trés vezes menor sendo a G3 menos ativa que o benznidazol.
Contudo, comparando os dados com a literatura é possivel perceber a substancia é muito
ativa e além disso é um composto inédito.

Quando se analisa a literatura, como por exemplo no artigo de BORGES
ARGAEZ, a maioria das substancias foram testadas para a forma epimastigota de T. cruzi,
a chalcona 2’4’-dihidroxichalcona apresentou 5 pM. Se analisarmos o composto G3 foi
mais potente para a forma tripomastigota com valor de 2,14 puM, sendo uma forma

evolutiva do T. cruzi até mais importante para determinacédo da atividade.

4.6.2 Avaliacdo da toxicidade contra células NCTC

Para analise da toxicidade contra células NCTC clone 929, fibroblastos de tecido
conjuntivo de camundongo, foi utilizado o método colorimétrico MTT (brometo de 3-
4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazdlio) e determinou-se a concentracgdo citotoxica de
50% (CCso). Esse método mede a viabilidade celular e citotoxicidade com base no dano
induzido nas mitocondrias. O principio é a avaliacdo da atividade de desidrogenases
mitocondriais, quantificadas pela reducdo do MTT (um sal de coloracdo amarela soltvel
em agua) a formazana (cristais de coloracdo purpura, insoltveis em agua) (LI & SONG,
2007).

O ensaio foi realizado em placa de 96 pogos onde as células foram cultivadas em
meio RPMI completo na presenca de diferentes concentracbes de G3 e mantidas a
temperatura de 37 °C em estufa contendo 5% de CO: por 48 horas. A avaliacdo da CCso
do benznidazol foi realizada uma vez que é o farmaco de referéncia de tratamento
utilizados nos ensaios de infeccdo in vitro.

Observamos que G3 apresentou toxicidade (39,10 £+ 2,96 uM) quando comparado
com o farmaco de referéncia e literatura. O benznidazol apresenta valor superior a >200

MM conforme esperado (Tabela 4).
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Tabela 4. Avaliacdo da toxicidade de G3 contra células NCTC.

CCs0x DP
Célula de mamifero
NCTC
G3 39,10 £2.96
Benznidazol >200

CCso: Concentracdo Citotoxica 50%; UM, micro molar; DP, Desvio Padrao

Esses efeitos citotoxicos podem ser verificados a partir da morfologia da linhagem
celular NCTC, observada na figura 16. As células que ndo foram expostas a G3,
apresentaram padrdo tipico, crescimento apds 48 horas e atingiram confluéncia, ou seja,
apos a multiplicacdo formam uma monocamada celular. O mesmo efeito é observado nas
células incubadas com benznidazol em alta concentragdo, visto que ndo apresenta efeito

citotoxico.

Figura 16. Efeitos citotoxicos em células controles e nas células incubadas com
benznidazol

Entretanto, quando as células foram incubadas na presenca de G3 observamos
efeito citotoxico em concentracfes que variam de 50-100 puM, onde observamos
alteragbes na morfologia tipica da célula NCTC, diminui¢do do crescimento e ndo

confluéncia.
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Figura 17. Citotoxicidade de G3 em fibroblastos de tecido conjuntivo de
camundongo (NCTC clone 929). Microscopia de contraste de fase (aumento 20x),
morfologia das células na presenca de diferentes concentracdes do composto G3. Barra:
50 uM.
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Nas concentracdes de 25 uM a 45 uM, observamos alteracfes morfoldgicas,
crescimento celular mais lento ndo atingindo confluéncia. Dessa forma, as fotoimagens
da microscopia corroboram com o valor de CCsp calculado por meio do método
colorimétrico de MTT. Por outro lado, nas baixas concentra¢fes de G3 (20-10 uM), as
células apresentam morfologia tipica, crescimento e confluéncia quando comparadas ao
controle.

A partir dos graficos de absorbancia versus concentracdo e viabilidade celular
versus concentracdo foi possivel perceber que quanto maior a absorbancia, maior a
viabilidade celular. O benznidazol, apresentou viabilidade celular em todas as
concentracdes, enquanto o G3, em concentracBes maiores, ndo promoveu viabilidade

celular.

o | G3 |
-B- Benzinidazole

Absorbancia (570 nm)

0.04+——>——-"—"r—v—"—r—r

0 20 40 60 80 100
uM

Grafico 2. Absorbancia versus concentragdo da substancia G3 comparada com
benznidazol.
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Grafico 3. Porcentagem de viabilidade celular versus concentracdo da substancia G3
comparada com benznidazol.

4.6.3. Avaliacdo da atividade hemolitica

Com a finalidade de contribuir nas informacdes relacionadas a citotoxicidade em
celula de mamifero, avaliamos a atividade hemolitica. A atividade hemolitica foi
determinada no sobrenadante celular pela leitura em espectrofotometro (FilterMax
F5Multi-Mode) com comprimento de onda de 570 nm (AMARAL et al, 2019). A
hemolise méaxima foi obtida utilizando agua ultrapura mili-Q e eritrocitos ndo tratados

foram utilizados como controle negativo (100% viabilidade).

Controle
200 100 50 25 12,5 6,25 (pM)

Controle
positivo

Figura 18. Andlise visual da atividade hemolitica

Observamos na anélise visual da placa que G3 ndo induziu a hemdlise (Figura
18), mesmo na maior concentracao testada de 200 pM. Resultados foram confirmados
com a leitura do sobrenadante em espectrofotbmetro, que apresentaram absorbancia
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semelhante ao controle. A avaliagdo da atividade hemolitica dos compostos em eritrocitos

indicou que eles ndo induzem hemolise.

G3
@ Controle

1.0 Bl Controle Positivo

Absorbancia (570 nm)
o
‘P

g & 6,25 12,5 25 50 100 200
uM

Gréfico 4. Absorbancia versus concentracdo comparando substancia G3, controle e
controle positivo.
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Gréfico 5. Porcentagem da atividade hemolitica versus concentracdo da substancia G3,
controle e controle positivo.

5 CONCLUSOES

Neste trabalho foi realizada a sintese e purificagdo dos anédlogos da 4-O-
geranilisoliquiritigenina. Sintetizamos e purificamos a 4-O-geranilisoliquiritigenina e na
ultima etapa, da reacdo da desprotecdo em meio acido, ocorreu a perda da subunidade

geranilica, obtendo-se o produto denominado isoliquiritigenina.
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Para os analogos da série |, trés analogos mostraram-se puros (G2, G3 e G5), de
acordo com a analise de RMN de 'H e 13C, com 35% e 97% e 42% de rendimento,
respectivamente. Os G4, G6 e G7 foram realizadas diversas tentativas no processo de
purificacdo, utilizando diferentes métodos de recristalizacdo e cromatograficos, contudo,
ndo conseguiu-se realizar a caracterizagdo estrutural. Todos os analogos da serie I, de
acordo com a literatura sdo ineditos.

Dos anéalogos planejados para a série Il, as substancias G8 e G9 foram
confirmadas por RMN de 'H e 3C, com rendimentos de 80% e 60% respectivamente.
Para a substancia G10, ocorreu 0 mesmo do que para a 4-O-geranilisoliquiritigenina, a
perda da isoprenila.

A 4’-hidroxi-4-O-geranilchalcona foi selecionada para enviar para ensaios
bioldgicos, visto que, sua sintese e purificacdo foram executadas de modo satisfatorio e
com um rendimento de 97%, sendo apenas 2 etapas de sintese. A 4’-hidroxi-4-O-
geranilchalcona apresentou atividade para forma tripomastigotas, sendo 2 vezes mais
potente que o farmaco de referéncia. Para forma amastigota apresentou atividade quando
comparado ao farmaco de referéncia. Apesar de apresentar citotoxicidade quando
comparada ao farmaco de referéncia, em baixas concentragcdes nao promoveu hemdlise.
Além disso obtivemos dados in silico excelentes como por exemplo a G1 sendo um bom
candidato por via oral devido apresentar alta absorcdo gastrointestinal, ndo foi previsto p
nenhum alerta para um comportamento PAINS e conforme observado no radar de
biodisponibilidade o composto apresentou valores aceitaveis para todos os parametros
como flexibilidade, insolubilidade, insaturagéo, polaridade, tamanho e lipofilicidade.

Obtivemos um composto inédito na literatura e com atividade para as formas

tripomastigotas e amastigotas de T. cruzi.
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Anexo 13. Espectro de RMN de *H da isoliquiritigenina (DMSO-ds,600MHZz)
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Anexo 14. Espectro de RMN de *H da substancia G5 (DMSO-ds,600MHz)
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Anexo 15. Espectro de RMN de *H da 2°,4’-dihidroxichalcona (DMSO-ds, 600 MHz)
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Anexo 16. Espectro de RMN de 'H da substancia G2 (DMSO-dgs, 600 MHz)
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Anexo 17. Espectro de RMN de *C da substancia G2 (DMSO-ds, 600 MHz)
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Anexo 18. Espectro de RMN de 'H da substancia G3 (DMSO-ds, 600 MHz)
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Anexo 19. Espectro de RMN de *C da G3 (DMSO-ds, 600 MHz)
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Anexo 21. Espectro de RMN 3C da subst
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Tabela 5. Numero ou cddigo das estruturas e estruturas caracteristicas.

NUmero Nome das estruturas Estruturas
ou
Cddigo
das
estrutur
as
1 Bnz N
AN
s eve
Y
1
2 Nfx o
0,N- O 4
\U/\N' 7/’\0
2
Nfx
3 Estrutura do ndcleo 5' 5
chalcénico o g
P
3 1 1 3
o]
3
4 Grupo terpenoila .
. . Isoprenila
isoprenila 4 m/\g/"l\
5 Grupo terpenoila M Geranila
geranila 5
6 Grupo terpenoila ) )
farnesila - e - Farnesila
7 Chalcona isoprenilada
do artigo de
ESPINOZA-HICKS et
al., 20
8 Chalcona isoprenilada
do artigo de

ESPINOZA-HICKS et
al., 20
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(14) Clsp=5pM e IS = 6.30

9 Chalcona geranilada do
artigo de ESPINOZA-
HICKS et al., 20
10 Chalcona digeranilada I
do artigo de /\)\/\/l\
ESPINOZA-HICKS et AN~ @ @ NI
OCH OCH
al., 20 ’ ’
10 15= 33,52 Clgg = 30.4 M |
11 até Chalconas 11- 14 do Ri HO
14 artigo de BORGES- O X O
ARGAEZ et al., 2009 Z R O on ©
(11) R; = OH, R, = OH ( Cl5o = 7.00 pM e IS =1.25)
(12) R; = OAc, R, = OAc (Clso = 1,8 uM e IS = 23.66)
(13) R;= OCH3, R, = OCHj; (Clso = 1,5 uM e IS = 109,33)
150u Gl HO
Glou 4-O- \/M
GMM1  geranilisoliquitigenina
G2 2’-hidroxi-4-O-
geranilchalcona \/M
OH O
G3 4’-hIC!I’0XI-4-O- HO OW
geranilchalcona O . O
o
G4 4-O-geranilchalcona O O O\/Y\/Y
X
o
G5 3’-h|d_|ro;]<|]4-0- O O OW
eranilchalcona
g HO N
G6 2,4’-dimetoxi-4-O- O
geranilchalcona W
G7 2’-hidroxi-4’-metoxi-4- _© \/M
O-geranilchalcona
OH O
G8 2’,4’- dihidroxichalcona

Ho
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G9 isoliquiritigenina HO_ , ‘ _OH
\
OH O
G10 4-0O- HO SN N
prenilisoliquitigenina \/Y
OH O
16 2,4-dihidroxiacetofenona o
17 (o]
2-hidroxi 4- /©51\
metoximetoxiacetofenon
a ~No” o OH
18 2,4 - o
bis(metoximetoxi)acetof
enona \o/\o o/\o/
19 4-hidroxibenzaldeido OH
20 4-0-geranilbenzaldeido O\W
(o]
21 5
(E)-l-(2a4- ﬁ
bismetoximetoxifenil)-3- o O\/Y\/Y
(O geranilfenilprop-2-
em-1-ona)
OH O
22 2’-hidroxiacetofenona o
CL
23 4’-hidroxiacetofenona o
Ho@*
24 3’-hidroxiacetofenona 0”
OH
25 acetofenona 0
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26 2.4°- o
dimetoxiacetofenona /@fj\
\O o/
27 2’- hidroxi-4- o
metoxiacetofenona /@61\
o OH
28 benzaldeido o
©)LH
29 4-hidroxibelzaldeido o
o
HO
30 4-O-prenilbenzaldeido o
)\/\ /©)LH
Xo
31 Intermediario |

isoprenilado de reacédo




