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Resumo

O presente trabalho esta dividido em dois capitulos, no primeiro ¢ apresentado compilagdo das
atividades biologicas das licochalconas B e D (LCB e LCD), desde o seu isolamento das raizes de
Glycyrrhiza inflata. Essas substancias tém atraido significativa atencdo cientifica devido as suas
diversas atividades biologicas, demonstrando um amplo espectro de propriedades com potenciais
aplicagdes na medicina popular e convencional. A LCB destaca-se particularmente por suas
potentes propriedades antioxidantes. Estudos indicam que a LCB tem capacidade de neutralizar
radicais livres, protegendo as células contra o estresse oxidativo, fator essencial para a prevencao
de doencas cronicas e multifatoriais, como as doencas cardiovasculares e neurodegenerativas.
Investigacdes recentes também sugerem que a LCB ¢ a LCD possuem atividades neuroprotetoras,
oferecendo protecdo as células neurais, o que pode ser relevante na prevencdo de doencgas
neurodegenerativas, como Alzheimer e Parkinson. O segundo capitulo contempla a sintese da
LCB, LCD ¢ de 15 anéalogos, com o objetivo de avaliar sua eficacia contra os virus Zika, Mayaro
e Chikungunya (ZIKV, MAYV e CHIKY), bactérias e micobactérias presentes na lista de
prioridade da organizagdo mundial de satde, uma vez que tanto a LCB quanto a LCD tém
apresentado atividade promissora, destacando-se no contexto atual de doengas infecciosas
emergentes, contribuindo de forma significativa para a satde publica e para a inovagao na pesquisa
brasileira. As perspectivas de uso dessas substancias no combate a infecgdes bacterianas,
micobacterianas e arbovirais, aliadas ao seu perfil de seguranca, justificam o investimento em
pesquisas mais aprofundadas e no desenvolvimento de analogos otimizados. Dentre as dessesete
substancias propostas, quinze foram sintetizadas com sucesso. Os rendimentos dos analogos di- e
trimetoxilados (chalconas de 10—-17), variaram de 41% a 78%. A sintese das chalconas derivadas
de produtos naturais (chalconas de 18-20) apresentam rendimentos de 16% a 74%. A sintese da
LCB foi realizada em cinco etapas, com rendimento de 16%. Os andlogos de simplificacdo
(chalconas 7-9) apresentaram rendimentos de 30% a 54%. Entre as estruturas testadas, a LCB
destacou-se como potencial agente anti-MAY'V, demonstrando menor toxicidade e maior eficacia
em comparagao a equinatina (ECH). Observou-se, ainda, uma relagao positiva entre a presenga de
grupos metoxila e a atividade contra micobactérias, além da importancia da subunidade catecélica
para a eficicia contra diferentes bactérias e micobactérias, evidenciando resultados promissores.

Palavras—chave: Licochalcona B, Chalcona. antiviral, Sintese organica



Abstract
The present work is divided into two chapters. The first chapter presents a compilation of the

biological activities of licochalcones B and D (LCB and LCD), starting from their isolation from
the roots of Glycyrrhiza inflata. These compounds have attracted significant scientific attention
due to their diverse biological activities, demonstrating a broad spectrum of properties with
potential applications in both traditional and conventional medicine. LCB, in particular, stands out
for its potent antioxidant properties. Studies indicate that LCB can neutralize free radicals,
protecting cells against oxidative stress, an essential factor in preventing chronic and multifactorial
diseases, such as cardiovascular and neurodegenerative diseases. Recent investigations also
suggest that LCB and LCD exhibit neuroprotective activities, offering protection to neural cells,
which may be relevant for the prevention of neurodegenerative diseases such as Alzheimer's and
Parkinson's. The second chapter covers the synthesis of LCB, LCD, and 15 analogs to evaluate
their efficacy against the Zika, Mayaro, and Chikungunya viruses (ZIKV, MAYV, and CHIKV), as
well as against bacteria and mycobacteria on the World Health Organization's priority list. Both
LCB and LCD have shown promising activity, standing out in the current context of emerging
infectious diseases, significantly contributing to public health and advancing Brazilian research
innovation. The perspectives for the use of these compounds in combating bacterial, mycobacterial,
and arboviral infections, combined with their safety profile, justify the investment in more in-depth
research and the development of optimized analogs. Of the seventeen proposed substances, fifteen
were successfully synthesized. The yields of the di- and trimethoxylated analogs (chalcones 10—
17) ranged from 41% to 78%, while the yields of the chalcones derived from natural products
(chalcones 18-20) ranged from 16% to 74%. The synthesis of LCB was achieved in five steps,
with a yield of 16%. The simplified analogs (chalcones 7-9) yielded between 30% and 54%.
Among the structures tested, LCB stood out as a potential anti-MAY'V agent, demonstrating lower
toxicity and greater efficacy compared to echinatin (ECH). Additionally, a positive correlation was
observed between the presence of methoxy groups and activity against mycobacteria, as well as
the importance of the catechol subunit for efficacy against various bacteria and mycobacteria,
revealing promising results.

Keywords: licochalcone B, Chalcone, antiviral, Organic synthesis.
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ROS: Espécies reativas de oxigénio

SARS-CoV-2: Coronavirus da sindrome respiratoria aguda grave 2
SER236: Serina 236

SET-PT: Proteina de transcriciao Set

$276: Sequéncia de aminoacidos especifica

SOX2: Fator de transcri¢do Sex-determining region Y-box 2

SP1: Regulacgio da proteina de especificidade 1

SPLET: Enzima modificadora de histonas

STAT3: Transdutor de sinal e ativador de transcricio 3

STING: Estimulador de genes de interferon

Survivina: Proteina que inibe a apoptose

TAKI1: Quinase ativada por fator de crescimento transformador-
TBK1: Quinase associada a STING

TGFp: Fator de crescimento transformador beta

TGF-B1: Transforming growth factor-beta 1

TJP1: Proteina de junc¢ao oclusiva 1

TLR4: Receptor Toll-like 4

TNF: Fator de necrose tumoral

TNFa: Fator de necrose tumoral alfa

Tollip: Toll-interacting protein

Treg: Linfocitos reguladores

TRPM2: Canal transitorio receptor potencial melastatina 2
TUNEL: Ensaio de Nick-end labeling terminal deoxynucleotidyl transferase
TYRA485: Tirosina 485

UBB: Ubiquitina B

UBC: Ubiquitina C

Vero E6: Linha celular de rim de macaco verde africano



Z.0-1: Zona de oclusio-1
B-arrestin-2: Proteina beta-arrestina 2
p-GaL: Beta-galactosidase

B-TG: Proteina trombocitaria
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Capitulo 1

Revisao bibliografica sobre as bioatividades das licochalconas B e D (LCB e LCD)



1 Introducio

Popularmente conhecido no Brasil como alcaguz, esta planta ¢ utilizada hd mais de quatro
mil anos na China, valorizada por seus compostos quimicos bioativos. Esse nome popular refere-
se a trés espécies: Glycyrrhiza uralensis Fisch., Glycyrrhiza inflata Bat., e Glycyrrhiza glabra L.
Entre seus metabolitos destacam-se as retrochalconas, que exibem um amplo espectro de atividades
bioativas, incluindo anticancer, antibacteriano, antiviral, anti-inflamatorio, antioxidante, entre
outros (WAHAB e colab., 2021; YANG, Fan e colab., 2022).

Dentre essas retrochalconas, encontram-se as licochalconas B ¢ D (LCB e LCD), isoladas
pela primeira vez em 1975 e 1992, respectivamente. A LCB pode ser encontrada nas raizes de G.
inflata Bat. e G. glabra L., enquanto a LCD estd presente exclusivamente em G. inflata Bat.
Ambas, demonstram atividades antivirais, antioxidantes, anti-inflamatoérias, antibacterianas,
antineoplasicas, cardioprotetoras, entre outras, destacando-se por seu potencial terapéutico e
farmacologico(KAJIYAMA e colab., 1992b; MARIA PIA e colab., 2018a; SAITOH e SHIBATA,
1975; WANG, Danni e colab., 2020; WANG, Ze-Feng e colab., 2018; YANG, Rui ¢ colab., 2015).

LCB e LCD apresentam uma estrutura fundamental em comum, se diferenciando pela
presenca da C-isoprenila no carbono C’-3 (anel A). LCB ¢ estruturalmente semelhante a
retrochalcona bioativa equinatina (ECH), que diferem pela presenca de uma no carbono C-3 (anel

B) (Figura 1).
Figura 1: Estruturas da LCB, LCD e ECH

, O o 0 ~o 0 o
A2 oH 2 = 2 oH 2 Z 2
H04'E6' 4EGOHHO4'EG' 4EGOHHO4'E 6' 4EGOH
LCD (1) LCB (2) ECH (3)

Fonte: Autor.

Apos a publicacdo da sintese da LCB e LCD, em 2013, houve um aumento consideravel
no nimero de publicagdes avaliando atividade dessas duas retrochalconas, o que pode estar
correlacionado com base nos baixos rendimentos no isolamento quimico. Segundo Kajiyama e
colaboradores, 1992, a partir de 75 g de extrato de raizes da G. inflata, foram obtidos 260 mg e 125
mg de LCB e LCD, respectivamente(KAJIYAMA e colab., 1992a). Grafico 1.
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Grafico 1: Distribuicdo de publicagdes sobre LCB e LCD entre 1975 a 2024 obtidos na plataforma Web of Science e
Scifinder-n

Distribuicdes de publicacdes sobre LCB e LCD ao longo do tempo
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Fonte: autor

2 Metodologia

A elaboracdo desse trabalho se deu com base na identificacdo, quantificagdo, apuracio e
agrupamento em divisdo de todos os artigos publicados desde a descoberta da LCB e LCD, para
isso foi realizada busca em nos banco de dados Web of Science, SciFinder-n e Google Scholar pelos

seguintes termos, “licochalcone B e “licochalcone D e suas estruturas quimicas.

3 Atividades farmacologicas

A LCB apresentou alta permeabilidade em células intestinais, CACO-2, com o transporte
ocorrendo principalmente por difusdo passiva, apresentando valores de permeabilidade aparente
(Papp) bidirecional de 24.71 + 2.80 x 10°° cm/s, na absor¢do e 30.18 + 2.40 x 10°° cm/s, na
excre¢ao(WANG, Xiao Xue e colab., 2017).

No estudo de Seo e colaboradores, 2022, LCD ¢ apresentada como agente eficiente de
reprogramagdo de fibroblastos embrionarios de camundongo (OR-MEF) para células-tronco
pluripotentes induzidas (iPSCs), promovendo a transi¢do mesenquimal-epitelial (MET) nas fases
iniciais da reprogramacdo. LCD atuou nas vias de sinalizacio PGC1-a ¢ MAPK, regulando a
estabilidade dos fatores de reprogramacao (Oct4 e Sox2) ao se ligar diretamente a essas proteinas,

aumentando seus niveis durante as fases iniciais da reprogramacao(SEO, Ji-Hye e colab., 2022).
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LCB ¢ ECH foram capazes de inibir a enzima 3p3-Hidroxiesteroide desidrogenase 2 (h3p-HSD2),
humana, e 3-HSD1 de ratos. Essas enzimas catalisam a formagao de precursores de hormonios
sexuais e corticosteroides, que desempenham papéis criticos na reprodugdo e no metabolismo. A
LCB apresentou Clso de 1,485 ¢ 1,866 uM e a ECH 1,746 e 2,593 uM, contra h3p-HSD2 e 3p-
HSD1 respectivamente. Seu mecanismo de agdo mostrou que os PNs se ligam ao sitio de esteroides
e/ou NAD" com modo misto, podendo infefir que a atividade esta correlacionada com as hidroxilas
agindo como doadores de proton(YE e colab., 2023). Além disso, a LCB apesentou Clso de 31,85
uM, em agdo ndo competitiva contra 11p-HSD2, enzima responsavel pela conversao de cortisol
em cortisona, se mostrando promissora para pesquisas futuras no tratamento de doencas
metabolicas como sindrome de Cushing e a sindrome dos ovarios policisticos(LIN e colab., 2024).
A LCB apresentou interacao por ligagdes de hidrogénio desestabilizando protofibrilas de amiloide-
beta (AB), substancia intermedidria que pode formar agregagdo de peptideos neurotoxicos
intrinsecamente ligados a doenga de Alzheimer (DA). O catecol do PN pode formar liga¢des de
hidrogénio com Lis28, bloqueando a interagdo salina entre Lis28 e Asp23. Além disso, LCB
formou uma forte interagao hidrofébica com residuos como Ile31, Leu34 ¢ Met35. Com base nos
resultados da modelagem molecular, foi sugerido que LCB inibe a agregacdo de AP42 ao
direcionar o C-terminal e inibir a formag¢do da ponte salina(FANG e colab., 2023).

Huang e colaboradores, 2023, avaliaram LCB contra lesdo pulmonar aguda (4L1I) e sindrome do
desconforto respiratorio (SDRA), empregando células endoteliais microvascular pulmonar humana
(HPMEC). O PN apresentou reducao na apoptose e nos niveis de ROS. Além disso os estudos in
vivo em C57BL/6, o PN diminuiu o peso do tecido pulmonar e melhorou os marcadores de estresse
oxidativo e inflamatdrio, apresentando aumento nos niveis de expressao de Nrf2, HO-1 e NQOI,

enquanto redu¢do do Keapl(HUANG e colab., 2023).

3.1 Antiviral

A interagdo entre LCD e a protease de clivagem de poliproteina (PLp) e protease principal (IMP*),
do virus causador da sindrome respiratoria aguda grave (SARS-CoV-2). Na dindmica molecular
foi observada for¢a de interag@o superior aos dos farmacos antivirais nelfinavir e tipranavir que

foram indicados pelos autores como candidatos promissores ao reposicionamento contra o SARS-
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CoV-2. Demonstrando que o PN se ¢ um candidato para proximos estudos(HEJAZI e colab., 2021;
MITRA e colab., 2021).

Posteriormente LCB ¢ LCD foram avaliadas contra MP™, apresentando Clso de 4,24 ¢ 5,54 uM,
respectivamente, demonstrando eficiéncia contra o alvo e que a presenga da C-isoprenila em C-3’
minimizou seu efeito(ZHANG, Min e colab., 2023). Posteriormente a LCB ¢ ECH foram avaliadas
contra a MP', apresentando Clso de 5,73 e 22,47 uM, respectivamente, além disso ambas
apresentam inibi¢do da secre¢ao de IL-1p (p17)(XU, Haiyu e colab., 2023).

Contra o isolado clinico WIV04 da SARS-CoV-2 a LCB apresentou CEso = 15,53 uM, CCso de
106,5 uM, IS de 6,86. Neste estudo Hu e colaboradores avaliaram a ECH, apresentando CEso de
7,862 uM, CCso e 120,1 uM, IS de 15,27, permitindo identificar que a hidroxila em C-3 diminui
em 2,23 vezes o indice de seletividade, mostrando que neste caso essa funcionalizagdo trouxe
contribuicdo negativa para a bioatividade(HU, Yunjia e colab., 2021).

Outra abordagem para atividade antiviral realizada por Zhang e colaboradores, 2022, foi a
avaliagdo do sinergismo entre extrato herbal de Jingyin granules (HEJG) e seus PNs com farmacos
prescritos na China contra HIN1 e SARS-CoV-2. O estudo levou em consideragao a inibigao da
subfamilia de enzimas CYP3A pelo HEJG, as quais agem na metaboliza¢cdo de aproximadamente
50% dos farmacos. Foi identificado que LCB e LCD se destacam apresentando inibi¢do tempo-
dependente, com valores de Clso de 14,07 ¢ 2,18uM, em 3 minutos e 6,81 ¢ 1,32 uM, para 33
minutos de pré-incubagdo, respectivamente contra as enzimas. Essa comparagdo permitiu inferir
que a presenca da isoprenila apresentou ganho consideravel na poténcia inibitéria(ZHANG, Feng
e colab., 2022).

Por fim Li e colaboradores, 2024, apresentam a atividade antiviral da LCB contra Herpes-2
(HSV2) em células de macaco verde africano (Vero E6), com Clso de 3,80 uM e CCso de 203,67
uM. A LCB foi testada em células HeLa infectadas, onde apresentou inibi¢ao da glicoproteina gD,
a qual ¢ responsavel pela entrada viral na célula hospedeira. O PN se destaca em sua atividade
contra o virus da Herpes-2 resistente ao aciclovir (HSV2 ACV-R) com Clso de 3,18 uM, enquanto
o farmaco apresentou Clso > 80 uM. Em estudos in vivo foi observado que a LCB diminuiu a carga
viral no fluido vaginal, além de apresentar redu¢do das lesdes, os camundongos tratados ndo

apresentaram perda de peso(LI, Yuyun e colab., 2024).

29



3.2 Anti-inflamatoria, analsgésica e antioxidante

A atividade anti-inflamatoéria e antioxidante das chalconas sdo as mais amplamente exploradas. No
caso da LCB e LCD nao ¢ diferente, as substancias apresentam os mecanismos de acao desses PNs
contra espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, analisando transferéncia de atomo de hidrogénio
(HAT), transferéncia de elétron tinico (SET), SET seguido de transferéncia de proton (SET-PT),
e transferéncia sequencial de proton e elétron (SPLET). Foi concluido que o mecanismo SPLET
¢ favorecido termodinamicamente, j& SPLET tem o pH como variavel, apresentando resultados
mais eficiente em condig¢des basicas(FAN, J. e colab., 2022; MITTAL e KAKKAR, 2021b). LCB
apresenta efeito analgésico, inibindo respostas a dor na fase 2 em testes de indugdo por
formalina(ZHAO, Qianru e colab., 2023). Foi identificado que a inibicdo da NF-kB em células
RAW264.7 ¢ dependente da hidroxila em C3, uma vez que quando substituida por hidrogénio a via
continua a ser expressa, demonstrando relevancia para a acao inibitoéria de NO, TNFa e MCP-1,
marcadores inflamatérios(FU e colab., 2013; FURUSAWA e colab., 2009a). Outras atividades

antioxidantes e anti-inflamatoria de LCB e LCD foram listadas na tabela abaixo, Tabela 1.

Tabela 1: Atividade antioxidante e anti-inflamatéria da LCB e LCD

Substéincia Agdo Mecanismo Ref.
Acdo inibitoria contra ABTS+ e peroxidagdo lipidica com CI50 de (FU e colab.,
2,68 uM e 3,92 uM, respectivamente 2013)
L - L . (KIMURA ¢
Inibi¢do da degranulagdo de leucocitos PMN por influxo de Ca2+ colab., 1993)
Antioxidante Inibe a formacgao de produtos de glicagdo avangada (AGEs), com (NAKAGAWA,
CI50 de 156,64 uM Takako e
’ colab., 2005)
Agente antioxidante sendo eficiente na eliminago de radicais livres (HU, Yie
DPPH, ABTS ¢ FRAP colab., 2023)
Inibe a auto agregacgdo do beta-amiloide (Ab42) com CI50 = 2,16, (CAO e colab.,
uM além de degradar fibrilas de Ab42 pré-formadas. 2020)
LCB Agonista do receptor GPR35, ativando as vias PI3K, MEK, JNK e (XU, Fangfang
trans ativacdo do EGFR. e colab., 2021)
Inibi¢do da via de sinalizagdo NF-xB/NLRP3, e estresse oxidativo (DU e colab.,
em células de ligamento periodontal (PDLCs) 2024)
Anti Contra sindrome de Aicardi-Gouti¢res (AGS) que pode levar a
nti- . . .
inflamatoria doengas autoimunes graves por meio da ativagdo constante da (LUO e colab.,
STING. A LCB inibe a ativagao da via de sinalizagdo STING em 2024)
macréfagos por meio do eixo de sinalizagdo STING-TBK1-IRF3
Inibe especificamente o inflamassoma NLRP3, sem afetar outros
inflamassomas como AIM2 ou NLRC41, efeitos protetores em .
(LL, Qiang e

modelos de doengas mediadas pelo inflamassoma NLRP3 em
camundongos, como choque séptico induzido por LPS, peritonite
induzida por MSU e esteato-hepatite ndo alcodlica (NASH).

colab., 2022)
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(HARAGUCHI

Antioxidante Inibe a producdo de superdxidos e eliminagdo de radicais DPPH e ISHIKAWA e
e colab., 1998)

Inibicdo da NF-kB pela inibigdo de fosforilagdo na s276 (FURUSAWA e
Redugdo de marcadores inflamatérios como NO, TNFa e MCP-1. colab., 2009b)
LCBe - = ot ——
Inibem a degranulagdo de mastocitos e reduz a ativagdo do NF-kB,
LCD . , A ~ . (KIM e JUN,
Anti- que esta associada a produg@o de NO em regides inflamadas com 2013)

inflamatoria CI50 de 9,94 ¢ 4,85 uM respectivamente ¢ CC50 maior que 30 uM

I.nlbem a atlvagiao de protem'a quinase A (PKA), ativagdo da NF-kB, (FURUSAWA ¢
ligada a produgdo de NO, além disso apresentam CI50 contra NO de colab., 2009a)
2,3 para LCB e 2,2 uM para LCD "

Fonte: autor

3.3 Antibacteriana

A LCB e LCD apresentam atividade contra bactérias Gram-positivas, tabela 2, em caso especifico
contra cepa S. aureus do instituto de Fermentacdao Osaka (IFO) /2732, a LCD inibiu a respiracao
bacteriana com Clso de 74,9 uM, sendo identificadas também que somente as cepas do instituto
apresentam resultados mais potentes com a remocao da hidroxila em C3 da LCB, formando ECH.
Além disso de modo geral o mecanismo de ag@o antibacteriano desses PNs ocorre pela inibi¢do na
transferéncia de elétrons entre coenzima Q e citrocomo ¢, via essencial para formagao de ATP nas

bactérias(HARAGUCHI e TANIMOTO e e colab., 1998). Demais resultados abaixo, Tabela 2.

Tabela 2: resultados das retrochalconas contra bactérias Gram-positiva

Microrganismo CIM (pg mLY) Ref.
ECH LCB LCD
Bacillus subtilis IFO 3060 25 100 50 (HARAGUCHI e TANIMOTO e e colab., 1998)
Staphylococcus aureus IFO 3007 25 100 50
Micrococcus luteus IFO 3333 25 50 50
Escherichia coli HUT 215 >100 >100 >100
Pseudomonas aeruginosa JCM 2776 >100 >100 > 100
Staphylococcus aureus ATCC 25923  62.5  62.5 7,8 (ZENG e colab., 2021)
MRSA BHKS 62.5 625 7,8
MSSA ATCC29213 n.d 128 32 (WU, Shuai-Cheng e colab., 2019)
MRSA T144 n.d 16 16

n.a: ndo avaliado
Fonte: autor
De modo geral ¢ notorio quando a LCB se faz ativa a LCD apresenta resultados antibacterianos
significativamente mais potentes, tornando possivel inferir que a isoprenila em C-3’ apresentou

contribuicao positiva para a atividade bacteriana.
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Por fim, no estudo de Liu e colaboradores, 2019, avaliaram a LCB contra S. aureus do isolado
clinico do Segundo Hospital Afiliado a Escola de Medicina da Universidade de Zhejiang, obtendo
CIM de 128 pg mL!, demonstrando atividade mesmo em isolados clinicos obtidos na

comunidade(LIU, Yining e colab., 2019).

3.4 Antineoplasica

A LCB e LCD compartilham varias propriedades anticancerigenas, mas também apresentam
algumas diferengas notaveis. Ambas induzem apoptose ativando a via mitocondrial e a via do
receptor de morte celular, aumentando a expressdo de proteinas pro-apoptoticas como Bax, Bid,
caspase-3 ¢ PARP clivado, enquanto diminuem a expressao de proteinas anti-apoptéticas como
Bcl-2 e Mcl-1. Elas também interrompem o ciclo celular na fase S, G2/M em diferentes tipos de
cancer tais como esdfago, prostata, mama, oral, pele e figado, ao diminuir a expressdo de proteinas
como ciclina B1 e CDC2 e aumentar a expressao de p21 e p27. Além disso, esses PNs inibem a
migragao e invasdo de células cancerigenas ao diminuir a expressao de MMP-2 e MMP-9, enzimas
importantes para a degradacdo da matriz extracelular, além de aumentar também a producao de
espécies reativas de oxigénio (ROS), que estdo associadas a inducao de apoptose e estresse celular.
Além das agdes comuns, LCB pode induzir estresse do reticulo endoplasmatico, aumentando a
expressao de proteinas como CHOP, que esta associada a apoptose celular (DENG e colab., 2023;
KANG e colab., 2017; ZHAO, Hong e colab., 2014).

Em estudos desenvolvidos por Guo e colaboradores, 2023, foi mostrado que os PNs causam
toxicidade apds 24h em células tumorais de figado, HepG2, interrompendo o ciclo celular na fase
G2/M, induzindo apoptose e autofagia, além disso interferem na via de sinalizagdo da NF-kB e
expressio de PDL1. E reportado que a LCB interage por ligagio de hidrogénio com Asn364,
enquanto LCD interage por ligagdo e hidrogénio com Ser236, Tyr485 e ligagdo covalente entre
carbono-hidrogénio com Gly365(GUO e colab., 2023).

O estudo de Cevik e colaboradores, 2023, investigou a atividade antineoplésica da LCB ¢ ECH,
sendo possivel analisar a relevancia para bioatividade da hidroxila em C-3, ECH contra células
tumorais. Em ensaios contra PC3 e MCF7 a auséncia da hidroxila apresenta ganho de poténcia, ja
contra MCF7 ocorre o inverso. Embora as substancias compartilhem alguns mecanismos de agdo

nas cé¢lulas tumorais, como a indugdo de apoptose e a parada do ciclo celular na fase G1 e G2/M.
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Elas diferem em algumas vias especificas, nas quais LCB inibe principalmente a viabilidade

celular, enquanto ECH além de inibir a viabilidade, também induz apoptose. Além disso a ECH

apresenta inibicdo mais potente na migragdo celular e maior seletividade nos ensaios contra

PC3(CEVIK e colab., 2023). Demais resultados abaixo, Tabela 3.

Tabela 3: Atividade antineoplésica in vitro da LCB e LCD

Substéncia TIP 0 de Linhagem €150 Efeito Mecanismo Ref.
cancer celular uM)
caR;c(Ei de Minimiza o nivel de
pacida proteina de NF-xB p65
migracao, ~ . (ZHAOQO,
0-40 . - Regulagdo negativa da
T24 (24h) 1nvasao © expressdo de mRNA, a Hong ¢
adesdo das Press . colab., 2014)
células expressdo de proteina e a
. atividade de MMP-9
cancerigenas
40 ¢ 80 Interrompe Suprime a expressao de
. T24 ciclo celularna  RNAm de ciclina, quinase
Bexiga (48 ¢ o
72h) fase S dependente de ciclina
Induz apoptose (CDK1 e CDK2) e
proteina do ciclo celular
EJ 40¢ 80 25 (Cdc25A ¢ Cde25B) ~ (YUANe
(48 ¢ . L ~ colab., 2014a)
Inibe Minimiza a expressdo de
72h) . .
crescimento Bcl-2 e survivina
tumoral Potencializa a expressdo
MB49 nd Indugdo de de Bax
) apoptose Aumento da caspase-3
Inibicio da Interrompe o ciclo celular
roliferagdo na fase G1
LCB Oral HN22 15 P celulaf Diminui os niveis da (OH, Hana e
HSC4 13 ~ ciclina D1 colab., 2016)
Inducdo de .
ADOpTOSe Aumenta os niveis das
POP proteinas p21 e p27
13,7
(24- - Regulagdo da proteina de
A375 48h) I?;‘ﬂ‘fiiz ‘;’; especificidade (Sp1),
P ¢ CHOP, DR4, DR5 ¢ PARP  (KANG e
Pele celular 0 ~
19,1 Induciio de Minimiza a expressdao de  colab., 2017)
A431 (24- ) ‘;9 tose Bid, Bcl-2 ¢ aumenta a
48h) pop expressao de Apaf-1 e Bax
Interrompe o ciclo celular
na fase S, minizando
Inibigdo da proteinas ciclinas A, Cdk2
proliferagdo e Cdc25
Mama MCEF7 :075%5 celular Aumento das nivel de (YU28 lc g)l ab.,
Inducao de proteina p21, p53,
apoptose caspase-3, caspase 9 e Bax

Age liberando citocromo
C

33



inibi¢ao da

viabilidade Interrompe o ciclo celular (CEVIK e
MCF7 39,33 celular e induz nas fases G1 e G2/M colab., 2023)
apoptose
Analise computacional
sugere possivel interagao (FAN
Sinergismo com com a BCRP por Pi-Pi S
MDCKII . . . . Xiaoqing €
mitoxantrona  empilhadas e/ou Pi-Alquil,
. . A colab., 2019)
por ligagdes de hidrogénio
ndo-convencionais.
~ Interrompeu o ciclo
Iidlggigsie celular na fase G2/M
Ingus 30 na Ativa as via Caspase 8,
producio de Caspase 9, TNF, Fas, Bid (WANG, Jun
120 e Bak
HepG2 ROS ~ e colab.,
(24h) intracelular Reduz a expressdo de 2019)
Iilci:): a CDKI1, ciclina Bl e
. CHK2, enquanto
crescimento ~
tumoral aumentava a expressao de
PUMA, p21 e p53
Indugdo de (CEVIK e
HepG2 36,13 apoptose n.d colab., 2023)
Indugdo de
apoptose
InduGRont  nibigao da MAPK, IL6,
procus NOTCHI, CXCL8 ¢ IL1B
. ROS - (WANG, Jun
Figado HepG2 110,15 intracelular Aumenta a expressao de e WANG
P (24) v FOS, JUN, UBC, UBB, 2021)
. p21, ATF e GATA3
crescimento
tumoral e
proliferagio
celular
Indugdo de
apoptose
Inducdo na Inibi¢do de AKT/mTOR,
30,32 producao de ER e MAPK
HepG2 (24h) ROS Aumenta sensibilidade ao (ZHANG,
intracelular TRAIL por regulagao Yun Yun e
Huh7 20,29 Inibe positiva do DR5 colab., 2022)
(24h) crescimento dependente de ERK e JNK
tumoral e e p38 MAPK
proliferagio
celular
2521 Inducio de Ativacao da via JNK/p38
(24 ¢ apomtose MAPK, estresse do
HCT116 48h) Ingup 30 na reticulo endoplasmatico
Colon o duc 30 de (ER), apoptose (KWAK e
retal HCT116- P ¢ mitocondrial colab., 2023)
26,86 ROS — .
OxR . Inibi¢do de Mcl-1, Bid,
24 e intracelular .
48h) Bcl-2, Bel-xL, citocromo

¢ (mitocondrial), PARP,
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caspase 3, caspase 7,
ciclina B1, CDC2
Potencializagdo de p-JNK,
p-p38, p21, p27, Bim,
Bax, citocromo ¢
(citoplasmatico), Apaf-1,

GRP78, CHOP
HCCR27 Indugdo de Inibi¢do da quinase EGFR
(sensiveis ao apoptose ¢ MET
efitinibe) Inducao na Reduz a Mcl-1, Bcel-xl.e a
Pulmao & nd producao de ativacdo ERBB3/AKT (OH, HaNae
HCC827GR ) ROS Aumento da expressdo de  colab., 2019)
(resistentes intracelular Bax
a0 gefitinibe) Inibe formagao Reduz a expressao de
£ de colonias ciclina B1, CDC2 e p27
Indugdo de
apoptose .
e Interrompe o ciclo celular
Prostata PC3 36,04 . I.n 1b1g?10 nas fases G1 e G2/M (CEVIK ¢
significativa da Ativacio de caspases colab., 2023)
viabilidade ¢ P
celular
Interrompe o ciclo celular
na fase G2/M por inibigdo
da Janus Quinase 2
Inibi¢do da (JAK?2), diminuindo a (KRAJKA-
) proliferagao fosforilagdo de STAT3 em KUZNIAK e
Esofago Ezgggig 1;)2%1()) celular Y705 e S727, bem como colab., 2024;
Indugdo de na expressdo da proteina SONG e
apoptose alvo STAT3, Bl e Mcl-11  colab., 2020)
Aumenta a expressdo de c-
PARP, c-caspase 3, c-
caspase-7 e Bax,
Redugdo da regula negativamente a via
viabilidade AKT,~m1n1mlzan’do a ] (HWANG e
HaCaT 5 celular expressdo de proteinas p colab., 2023a)
Indugido de AKT, p-GSK3p ¢ p- ?
apoptose NF«B,
~ Inibi¢ao de p-AKT, p-
Reducdo da ’
Pele viabilidade GSK3p, p-NF«B, p- (HWANG e
mTOR, ciclina D1
JB6 nd celular L colab.,
. ~ Potencializagdo de p21,
Inibe formagdo . 2023b)
LCD . caspase-3 clivada,
de colonia :
caspase-7 clivada, Bax
(SI e colab.,
A375 n.d 2018)
16 Inibicdo da quinase JAK?2.
reduz a fosforilagdo da .
HN22 @8h) 1 ducdio de STAT3. diminuindoa ~ (L0» Ji-Hye
Oral apoptose expressao de proteinas ¢ colab,,
HSC4 13 pop pressao de proteinas 2019)
(48h) associadas a sobrevivéncia

celular
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Inibi¢do da fosforilagdo e
a atividade da quinase de
EGFR ¢ MET em células

HCC827 ~
. 17,9 ~ de cancer de pulméo
(sensiveis ao Redugdo da . ~
. (48h) S Bloqueio da progressdo do
gefitinibe) viabilidade . .
Pulmio celular ciclo celular na transi¢do ~ (OH, Ha-Nae
HCC827GR Indugo de @M colab., 2020)
(resistentes 19,1 anoptose Ativagdo de caspases e a
- (48h) pop clivagem de PARP
ao gefitinibe)
Aumento de ROS
Inibidor de tirosina
quinase (TKIs)

Fonte: autor

A LCB e LCD apresentam atividade antineopléstica em ensaios in vivo contra cincer de bexiga
em modelos C57BL/6 com 160 uM por administragdo intratumoral a cada 23 dias, LCB inibiu
crescimento tumoral(YUAN e colab., 2014b). Em cancer de figado além de inibir o crescimento
tumoral ela também induziu apoptose(SADEK e colab., 2020). A LCD apresentou agdo contra
melanoma em modelos C57BL/6, com dose de 25 e 50 mg/Kg intragastrica uma vez por semana(SI
e colab., 2018), além disso o PN também apresenta atividade contra cancer oral em modelo
BALB/c, com administragdes intraperitoneais a cada trés dias 20 mg/Kg(SEO, Ji-Hye e colab.,
2019).

A LCB também apresenta sinergismo in vivo com fulereno C60 (FnC60), induzindo a apoptose
por meio da produgdo de ROS intracelular, ela também inibiu o crescimento tumoral,
interrompendo o ciclo celular na fase S, contudo ainda nao ficou claro se ela inibe ou diminui a
APE1/Ref-1, CDK-4, retinoblastoma (Rb), Bcl-2, Bel-xL, B-arrestina-2, além de aumentar a
expressao a pS3, Bax e caspase-3(SADEK e colab., 2020).

As moléculas inibiram o influxo extracelular de Ca?** e da fosforilagdo da via MEK-ERK em
células RBL-2H3, Clso maior que 30 uM para LCB e 21 uM para LCD, enquanto CC3o maior que
30 uM para ambas(TANIFUIJI e colab., 2010).

3.5 Neuro-, cardio- e hepatoprotetora
LCB e LCD ainda se destacam pela atividade neuro-, cardio- e hepatoprotetora, agindo em

diferentes vias de sinalizacdo como descrito na tabela abaixo.
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Tabela 4: Atividade neuro-, cardio- e hepato protetora da LCB e LCD

Substancia Acido

Mecanismo

Ref.

Neuroprotetora

LCB

Regulacdo da via Nrf2, reduzindo danos pos acidente
cardiovascular cerebral (AVC) em camundongos

(LIU, Zi-Jing e
colab., 2019;
ZHOU e colab.,
2021)

Neuro protetora por meio da autofagia dependente de ATG7
e pela via de sinalizacdo SIRTI/MAPK.

(QU e colab.,
2022)

Inibe NR3C2 (Receptor Mineralocorticoide) que esta
envolvido na regulagdo do equilibrio de agua e eletroélitos,
além de ter efeitos anti-inflamatorios.

Inibe NCOA2 (Coativador Nuclear 2) este coativador
nuclear esta envolvido na regulacdo da transcri¢do de genes
gerais incluindo antioxidantes e anti-inflamatorios.
Inibe MAOA (Monoamina Oxidase A), enzima que degrada
neurotransmissores como a serotonina ¢ a dopamina. Isso
pode resultar em efeitos neuro protetores e antioxidantes.
A interagdo com este receptor ADRA2A (Receptor
Adrenérgico Alfa-2A) pode influenciar a liberagdo de
neurotransmissores ¢ ter efeitos antioxidantes e anti-
inflamatorios.

Modula a atividade do CHRM 1 (Receptor Muscarinico de
Acetilcolina M1), que esta envolvido na funcdo cognitiva e
na regulag@o do sistema nervoso central, contribuindo para
efeitos neuro protetores.

(FENG e colab.,
2023)

Hepatoprotetora

Atua contra lesdes induzidas por alcool inibindo o estresse
oxidativo e regulag@o positiva de Erk—Nrf2

(GAO e colab.,
2017)

Cardioprotetora

Redugdo no tamanho do infarto do miocardio induzido por
isquemia/reperfusdo, diminui¢@o do estresse oxidativo e
redugdo de citocinas inflamatorias (IL-6, IL-8, TNF-a e

CRP)

(HAN e colab.,
2014)

Inibi¢do da enzima conversora de angiotensina (ECA) com
CI50 0.24 uM A ECA converte a angiotensina I, substancia
inativa, em angiotensina II, um potente vasoconstritor, além
de também degradar a bradicinina, um peptideo que causa
vasodilatagdo, ao degradar a bradicinina, a ECA contribui
para o aumento da pressdo arterial.

(LI, Haoran e
colab., 2023)

LCD Cardioprotetora

Acio cardioprotetora, reduzindo a apoptose e inflamacao,
bloqueando IL-6, TNF-a ¢ CRP por meio da ativagdo da via
AKT e a inibigdo das vias NF-kB/p65 ¢ p38 MAPK

(MAHARAJAN
e colab., 2021;
YUAN e colab.,
2015a, b)

4 Conclusao

Fonte: autor

A LCB e LCD tém apresentado contribui¢des significativas para a quimica medicinal e

farmacologia de produtos naturais, apresentando atividade em multiplos alvos, se destacando por

sua atividade antineoplasica, inibindo vias e enzimas, induzindo apoptose € minimizando a

viabilidade em diversos tipos de cancer. Enquanto a LCB tem demonstrado potencial na
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reprogramagdo de fibroblastos embriondrios, demonstrando potencial em terapias regenerativas,
inibicdo de enzimas criticas na produgdo de hormonios sexuais e corticosteroides e atividade
antiviral promissora contra SARS-CoV-2 ¢ HSV2, ela também apresenta atividades anti-
inflamatoérias, antioxidantes, neuroprotetora e cardioprotetora, sendo eficaz na redug¢do de danos
oxidativos e inflamatorios de tecidos. Por outro lado, a LCD se destaca por sua maior atividade
antibacteriana contra bactérias Gram-positivas. Ambas se apresentam como substincias com

potencial para desenvolvimento de novos tratamentos terapéuticos e possiveis candidatos a

farmacos.
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Capitulo 11

Sintese e avaliacao biologica de licochalconas B, D e seus anéalogos
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1 Introducio

1.1 Arboviroses

As mudancas climaticas estdo diretamente associadas ao aumento da dispersao de vetores virais,
uma vez que as alteragdes nas condigdes ambientais favorecem a expansdao da distribuigao
geografica e a sobrevivéncia desses organismos. O Aedes aegypti, um mosquito altamente
antropofilico, estd presente em mais de 167 paises e atua comprovadamente como vetor de quatro
arbovirus. A propagagdo desse vetor tem contribuido para o aumento de casos de infecgdes por
Zika virus (ZIKV) e Chikungunya virus (CHIKV). De acordo com o Centro de Controle e
Prevengdo de Doengas (CDC) dos Estados Unidos e a Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
mais de 89 paises ja reportaram infec¢des por Zika e mais de 110 paises registraram infecgdes por
Chikungunya nos ultimos cinco anos, sendo a maioria localizada em regides tropicais e
subtropicais(DE CURCIO e colab., 2022; KINDHAUSER e colab., 2016; LAPORTA ¢ colab.,

2023; SABA VILLARROEL e colab., 2024).
Figura 2: Distribuigdo de casos de ZIKV, CHIKV e do vetor Aedes acgypti

B Zika e chikungunya
| Vetor
Casos 1solados

Da plataforma Bing
& Australian Bureau of Statistics, GeoNames, Geospatial Data Edit, Microsoft, Navinfo, Open Places, OpenStreetMap, TomTom, Wikipedia, Zenrin

Fonte: autor

O ZIKY pertence ao género Flavivirus, da familia Flaviviridae, e foi isolado pela primeira vez em
1947, em Uganda (NUNES e PIMENTA, 2016). Esse virus apresenta uma estrutura esférica, com

diametro entre 40 e 65 nandmetros, € possui um genoma linear de acido ribonucleico (ARN) de
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fita simples, composto por proteinas ndo estruturais (nsP1, nsP2A, nsP2B, nsP3, nsP4A, nsP4B
e NS5) e proteinas estruturais que formam o capsideo, o precursor da membrana e o envelope
(GOERTZ e colab., 2018). Além da transmissdo vetorial, o ZIKV pode ser transmitido por via
sexual, vertical, transplante de 6rgaos e transfusao de hemoderivados. Evidéncias indicam também
a possibilidade de transmissdo por liquidos corporais, como lagrimas e urina(D’ORTENZIO e
colab., 2016; MEAD e colab., 2018; MENEZES-NETO e colab., 2020; MURRAY, Kristy O. e
colab., 2017).

O CHIKY por sua vez, pertence ao género Alphavirus, da familia Togaviridae, tendo sido isolado
pela primeira vez em 1952, na Tanzania(RIBEIRO e colab., 2018). Com uma estrutura esférica e
envelopada de aproximadamente 65 nandmetros de diametro, seu genoma ¢ composto por uma fita
simples de ARN em formato linear, que codifica proteinas ndo estruturais (nsP1, nsP2, nsP3 ¢
nsP4) e proteinas estruturais do capsideo (E1, E2, E3 e 6K). A entrada do CHIKYV na célula
hospedeira ocorre via endocitose, permitindo que as proteinas estruturais encapsulem o material
genético viral, enquanto as proteinas ndo estruturais atuam na replicacdo e tradug¢do do genoma e
na evasao imunoldgica do hospedeiro(WANG, Mengke e colab., 2024). Além da transmissdo por
vetor, o CHIKYV pode ser transmitido verticalmente, afetando até 50% das gestantes com viremia
durante o parto. Todos os neonatos infectados apresentam sintomas graves, como encefalopatia em
aproximadamente 90% dos casos(HONORIO ¢ colab., 2015a).

Além dos arbovirus previamente mencionados, existem outros que possuem o Ae. aegypti como
vetor em potencial, destacando-se, por exemplo, destaca-se o virus Mayaro (MAYYV), geralmente
transmitido por mosquitos do género Haemagogus, que no Brasil, ja foi encontrado no estdmago
do Ade. aegypti, indicando uma possivel adaptacdo a esse vetor e, consequentemente, uma
facilitagdo para a disseminagdo urbana do MAYYV, o que pode agravar o cenario infeccioso de
forma dréstica e rapida(SANTOS, Franciele Martins e colab., 2020). O MAYV também pertence
ao género Alphavirus, da familia Togaviridae, assim sua organiza¢do gendmica se apresenta similar
a do CHIKYV. Isolado pela primeira vez em 1954 em Trinidad e Tobago e identificado no ano
seguinte no rio Guama, Brasil, 0o MAYYV tem infec¢des predominantemente restritas 8 América do
Sul e Central, especialmente em 4reas de mata tropical, como a Amazdnia. Casos isolados foram
registrados na Africa e na Europa, em individuos expostos a areas endémicas(GANJIAN e

RIVIERE-CINNAMOND, 2020a; RIBEIRO e colab., 2018).
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A presenca de multiplos arbovirus transmitidos pelo mesmo vetor tem aumentado a ocorréncia de
coinfecgdes, o que torna o diagnostico clinico complexo(RUCKERT e colab., 2017). Além disso
os sintomas do MAY'V sao similares aos do CHIKYV e ZIKYV, incluindo febre alta, eritema, nausea,
cefaleia, mialgia e artralgia; cerca de 20% dos infectados, contudo, sdo assintomaticos. Até¢ o
momento, ndo hé evidéncias de complicagdes graves ou fatais associadas ao MAYV, ao contrario
do CHIKYV, que pode resultar em sequelas articulares e neuroldgicas, especialmente em
populagdes vulneraveis, como criangas, idosos e pessoas com comorbidades. As sequelas
articulares do CHIKYV, incluindo artrite e mialgia, podem persistir por trés a cinco anos em 10% a
60% dos casos e, em cerca de 5% dos casos, esses sintomas podem ser permanentes(WEI e colab.,
2024). Além disso, ha a possibilidade do desenvolvimento de manifestacdes neuroldgicas
fatais(WANG, Mengke e colab., 2024).

O risco associado as infec¢des por CHIKYV e ZIKYV ¢ especialmente alto em gestantes, devido ao
potencial de malformagdes fetais e desenvolvimento de sindromes congénitas, como a microcefalia
relacionada ao ZIKV(AMENI e colab., 2024; DUFFY e colab., 2009).

Os desafios diagnosticos e a auséncia de antivirais ou vacinas licenciadas para o ZIKV e MAYV
aumentam a ameaga que esses arbovirus representam para a satide global. Atualmente, a vacina
contra 0 CHIKYV, desenvolvida pelo Instituto Butantan em parceria com a Valneva, demonstra
eficacia na producdo de anticorpos 98,9% dos pacientes. Essa vacina ja foi aprovada pela FDA,
agéncia regulamentadora estadunidense, para uso em adultos e encontra-se em processo de
avaliacdo pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) no Brasil(BUERGER e colab.,
2024).

Na ultima década, foram identificados no Brasil mais de 1,3 milhdo de casos provaveis de febre de
Chikungunya, resultando em mais de mil 6bitos confirmados(HONORIO e colab., 2015b). Entre
janeiro e setembro deste ano, ja foram registrados mais de 259 mil casos suspeitos, o que representa
um aumento de 78% em compara¢do ao mesmo periodo do ano anterior. Em rela¢do aos obitos
causados pela doenga, houve um incremento de 46% neste ano(“Chikungunya Obitos_Série
historica_atualizado SE52 2023, [S.d.]). Dentre as unidades federadas, Minas Gerais apresentou
a maior incidéncia, com 702,9 casos por 100 mil habitantes, seguido de Mato Grosso (427,5 casos
por 100 mil habitantes), Espirito Santo (317,5 casos por 100 mil habitantes) e Mato Grosso do Sul
(141,3 casos por 100 mil habitantes)(EPIDEMIOLOGICO, 2023).
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Figura 3: Distribui¢@o da incidéncia dos casos de CHIKYV pelo territério nacional
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Fonte: Painel de monitoramento das arboviroses, Ministério da Satide(MINISTERIO DA SAUDE, 2024)
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Quanto a febre do Zika, foram identificados 8.519 casos em 2024, um aumento de 9% em relacao
ao ano anterior (EPIDEMIOLOGICO, 2023). O ZIKYV se faz mais disperso no territorio brasileiro,
apresentando maior incidéncia de casos no Rio Grande do Norte, com 37,2 casos por 100 mil
habitantes, seguido de Amapa (34,1 casos por 100 mil habitantes), Acre (13,6 casos por 100 mil
habitantes), Espirito Santo (12,7 casos por 100 mil habitantes) e Mato Grosso (10,7 casos por 100

mil habitantes).
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Figura 4: Distribuicdo da incidéncia dos casos de ZIKV pelo territorio nacional

Fonte: Painel de monitoramento das arboviroses, Ministério da Satide(MINISTERIO DA SAUDE, 2024)
Ao correlacionar a distribuicdo de CHIKYV e ZIKYV ¢ identificado que o ZIKV se encontra com

maior distribui¢do no territorio nacional, contudo o CHIKYV apresenta maior eficiéncia em infectar.
Em relacdo ao MAYYV, as informagdes epidemiologicas sdo escassas, mas entre dezembro de 1977
e junho de 1978, em Belterra, no Para, aproximadamente 800 pessoas apresentaram suspeita de
infec¢do, representando 20% da populagdo da regido, demonstrando alto grau de infec¢do. Além
disso, os registros mostram que desde sua descoberta até 2019, mais de 50% dos casos de febre do
Mayaro (FM) ocorreram no Brasil. Estudos em casos humanos e em vetores confirmaram a
presenga dos genotipos L e D do MAYYV, evidenciando o potencial do virus para causar grandes
surtos(AUGUSTE e colab., 2015; CAICEDO e colab., 2021; GANJIAN e RIVIERE-
CINNAMOND, 2020b; POWERS e colab., 2006).
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1.2  Bactérias e micobactérias

A resisténcia bacteriana também tem se mostrado um desafio crescente para o tratamento das
infeccdes. A OMS estima que, em 2019, cerca de 5 milhdes de mortes foram associadas a
resisténcia bacteriana, e 1,27 milhdo foram atribuidas especificamente a infecgdes resistentes a
medicamentos(GBD 2019 ANTIMICROBIAL RESISTANCE COLLABORATORS, 2022;
MURRAY, Christopher J L e colab., 2022). O uso excessivo e inadequado de antibidticos, tanto na
agropecuaria quanto no ambiente hospitalar, gera uma pressao seletiva que impulsiona o
surgimento de cepas resistentes e de cepas com suscetibilidade intermediaria, comprometendo a
eficacia dos tratamentos. A resisténcia antimicrobiana ¢ uma preocupagdo global, especialmente
em paises de baixa e média renda, onde os indices de resisténcia s3o mais elevados, como na ndia
e na China. A intensifica¢do da resisténcia bacteriana exige, portanto, investimentos significativos
na pesquisa de novos antibacterianos, juntamente com a promog¢ao de praticas preventivas para
minimizar a dependéncia de antibioticos(GBD 2019 ANTIMICROBIAL RESISTANCE
COLLABORATORS, 2022; MURRAY, Christopher J L e colab., 2022).

Entre os patogenos de grande relevancia clinica estdo Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pneumoniae € Pseudomonas aeruginosa. Globalmente,
Staphylococcus aureus ¢ um dos principais causadores de infecgdes hospitalares, incluindo
pneumonia, infecgdes de pele e bacteremia, com cepas resistentes a meticilina (MRSA)
representando um grande desafio no controle dessas infecgdes. Escherichia coli ¢ uma das
principais causas de infec¢des do trato urindrio e bacteremia, frequentemente associada a
resisténcia a multiplos farmacos. Klebsiella pneumoniae € responsavel por infecgdes graves, como
pneumonia e infec¢des de corrente sanguinea, com um aumento significativo nas cepas resistentes
a carbapenémicos. Streptococcus pneumoniae € uma causa comum de pneumonia, meningite € otite
média, e sua resisténcia a antibidticos estd crescendo, especialmente em populagdes vulneraveis.
Pseudomonas aeruginosa ¢ um patdgeno oportunista que frequentemente afeta pacientes
hospitalizados, particularmente aqueles com imunossupressao, € € conhecido por sua capacidade
de desenvolver resisténcia a varios antibiéticos(ANDERSON M e colab., 2024; GBD 2019
ANTIMICROBIAL RESISTANCE COLLABORATORS, 2022; MURRAY, Christopher J L ¢
colab., 2022).
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No Brasil, esses patogenos também representam uma preocupacdo significativa. Infec¢des por
Staphylococcus aureus sdo comuns em ambientes hospitalares, € o aumento das cepas MRSA tem
sido documentado. A Escherichia coli ¢ uma das principais causas de infec¢des do trato urinario,
com um alarmante aumento da resisténcia a antibidticos observada nos ultimos anos. As infeccoes
causadas por Klebsiella pneumoniae sdao frequentes, especialmente em unidades de terapia
intensiva, onde as cepas resistentes a carbapenémicos tém se tornado uma preocupacao crescente.
O Streptococcus pneumoniae ¢ uma causa importante de pneumonia, principalmente em criangas
e 1dosos, e a resisténcia aos antibidticos continua a aumentar. Por ultimo, Pseudomonas aeruginosa
¢ um patdégeno importante em infecgdes hospitalares, especialmente em pacientes com doencas
respiratorias cronicas, como a fibrose cistica(CARDOSO ALMEIDA e colab., 2024; DOS
SANTOS, Igor Romeiro e colab., 2023; OLIVEIRA-SILVA e colab., 2024; SOUZA e colab.,
2021).

No caso da tuberculose (TB), a infeccdo latente e a emergéncia de formas resistentes configuram-
se como grandes obstaculos a erradicacdo da doenga. Embora individuos com TB latente nao
transmitam o bacilo, entre 5% e 10% dos infectados saudaveis podem ter a doenca reativada,
tornando-se transmissores. Esse intervalo entre a reativagdo e a busca por tratamento representa
um periodo critico para a disseminagao, pois as medidas de controle sdo escassas e, geralmente,
ineficazes. Dados estimados em 2016 indicam que aproximadamente 23% da populacdo mundial
apresentava infecgdo latente por TB, ainda que a maioria nao tenha desenvolvido a doenga(FLYNN
e CHAN, 2001; HOUBEN e DODD, 2016; MENZIES ¢ colab., 2018).

Em resposta a essa crise de resisténcia bacteriana e a ameaga global das infec¢des por TB, a OMS
estabeleceu uma lista prioritaria de patégenos que exigem novos esforgos para o desenvolvimento
de antibidticos. Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus
pneumoniae € Pseudomonas aeruginosa destacam-se entre os patdgenos associados a elevados
numeros de mortes, com S. aureus responsavel por mais de 1 milhdo de 6bitos em 2019 e os demais
por mais de 500 mil mortes no mesmo ano. Além disso, doencas bacterianas de preocupacao global,
como a TB, embora ndo incluidas na lista, permanecem como prioridades globais em termos de
pesquisa e tratamento devido a alta prevaléncia de cepas resistentes, com taxas alarmantes
observadas em paises da Africa Subsaariana e na Asia Central(“Global Tuberculosis Report 20227,

2022; “Global Tuberculosis Report 20247, 2024).
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No Brasil, a tuberculose continua a ser um problema de satde publica significativo. Em 2021, o
pais registrou cerca de 70 mil casos novos de TB, com uma taxa de incidéncia que varia conforme
as regides. Os estados do Norte e Nordeste apresentam os maiores indices, refletindo as
desigualdades sociais ¢ a falta de acesso a servigos de saude adequados. A co-infecgdo com HIV ¢
uma preocupacao constante, uma vez que a prevaléncia da tuberculose entre pessoas vivendo com
HIV ¢ notavelmente alta. O Brasil tem implementado programas de controle da tuberculose, que
incluem diagnostico precoce, tratamento e promogao de saneamento basico; no entanto, os desafios
persistem, especialmente em comunidades vulneraveis, onde as condigdes socioecondmicas
precarias e a falta de infraestrutura de saude dificultam o controle efetivo da doenca(“Global

Tuberculosis Report 2022, 2022; “Global Tuberculosis Report 2024, 2024).

1.3 Medicina tradicional

A natureza apresenta uma vasta gama de substancias bioativas, seja de fonte animal, vegetal ou de
microrganismos, os quais sdo definidos como produtos naturais (PNs). Ha milénios esses PNs vém
sendo utilizados na forma de chés, extratos, 6leos pelos humanos como agentes no combate a febre,
inflamagdes, tosse e outros sintomas(VIEGAS JR e colab., 2006). Principalmente na Asia o uso
dessas formulacdes ¢ amplamente difundido dentro da medicina tradicional (MT) e recebendo até
mesmo recomendagdes clinicas( WORLD HEALTH ORGANIZATION., [S.d.]). A Glycyrrhiza
glabra e Glycyrrhiza inflata sdo plantas medicinais com atividade antitussigena eficiente,
auxiliando na funcdo expectorante, no descongestionamento do trato respiratorio superior e
acelerando a excrecdo de muco traqueal, além de apresentar acdo anti-inflamatéria e
antioxidante(ASL e HOSSEINZADEH, 2008; GORNIAK e colab., 2019; MARIA PIA e colab.,
2018b).

Ao longo dos séculos as industrias farmacéuticas tém investido no desenvolvimento de
farmacos tendo como base as fontes naturais, Newman e colaboradores demonstram que ao longo
de 38 anos, 49% de todos os farmacos aprovados pela FDA, podem ser classificados como
derivadas de PN, sintéticas com grupo farmacoférico de PNs, sintéticas que mimetizam PN e
extratos e/ou fragfes botanicas(NEWMAN e CRAGG, 2020).

1.4 Chalconas
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Dentre os PNs as chalconas apresentam uma estrutura privilegiada segundo a Quimica Medicinal
por possuir multipla atividade, tais como antiviral, antibacteriana, antioxidante, anti-inflamatoria,
antimicobacteriana, antiparasitaria, antifingica, antineoplasica, cardioprotetora, hepatoprotetora
entre outras(HU, Die e colab., 2023; ZHUANG e colab., 2017a). Esta ampla gama de bioatividades
se origina em sua estrutura base, 1,3-difenil-2-propen-1-ona, que apresenta a carbonila a,f3-
insaturada, um potencialmente aceptor de Michael, responsdvel por reacdes com diferentes
biomoléculas nucleofilicas(GAONKAR e VIGNESH, 2017; GARGANTILLA e colab., 2021;
JOHANSSON, 2012; NAKAGAWA, Yu e colab., 2020), Figura 5.

Figura 5: Nucleo chalconico
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Fonte: autor

Presente dentro da classe das chalconas, as retrochalconas se diferenciam por ndo apresentarem
hidroxilas nas posi¢des C’-2 e C’-6. Ao invés disso apresentam metoxila em C-2 e hidroxilas em
C-4 ¢ C’-4 (AYABE, S. e colab., 1987, AYABE, Shin-Lchi ¢ FURUYA, 1981; MITTAL ¢
KAKKAR, 2021a), Figura 6.

Fonte: autor
Figura 6: Estrutura padrio entre as retrochalconas

Dentre as retrochalconas a LCB e LCD apresentam a subunidade catecdlica, a qual se destaca na

quimica medicinal, pois o catecol apresenta capacidade de estabelecer reagf)es reversiveis em

s aevs
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Figura 7: Estrutura da LCB, LCD e farmacos catecdlicos
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potenciais redox e pHs moderados, formando O-quinona, podendo agir como aceptor de
Michael(YANG, Da-Peng e colab., 2007; ZHUANG e colab., 2017b). Alguns farmacos aprovados
pela FDA apresentam catecol em sua estrutura como Metildopa® (4), agonista para diferentes
hipertensivos, Levodopa presente no Welldopa-275® (5), pro-farmaco contra Parkinson,
Isoetharine mesylate salt® (6), broncodilatador(FROHLICH, 1980; HORNYKIEWICZ, 2010;
RAZAVIAMRI e colab., 2021; SCHWEIGERT ¢ colab., 2001; SILVERBERG e colab., 1978).
Demonstrando o potencial promissor para futuros tratamentos € novos candidatos a farmacos que

apresentem esse substituinte Figura 7.
Fonte: autor

A LCB e LCD nao foram avaliadas contra arbovirus negligenciadas, e visto o atual cenario no qual
¢ ausente a existéncia de farmacos antivirais essas substancias foram selecionadas, tendo como
base sua estrutura caracteristica que agrupa diferentes potenciais bioforos para serem avaliadas

contra o ZIKV, CHIKYV ¢ MAYYV.

2 Objetivos
Sintese da LCB (2) e LCD (1) e treze andlogos, ECH (3), chalconas de 7 a 18.
Avaliacao das substancias sintetizadas contra arbovirus ZIKV, MAYYV ¢ CHIKYV.

Avaliacao das substancias sintetizadas contra bactérias.

3 Planejamento

3.1 Série I: Planejamento da sintese da LCB e LCD
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A primeira série contempla a sintese da LCB e LCD, essas chalconas naturais tem apresentado
destaque a seus resultados positivos em diferentes areas como descrito no capitulo I deste trabalho,
sao mais de 130 artigos descrevendo LCB ¢ LCD como agentes antibacteriano, antioxidante,
antineoplasico, antiviral e anti-inflamatorio(MARIA PIA e colab., 2018b).

Esquema 1: Estrutura simplificada da LCD destacando a modificag@o realizada no anel A da LCB

HO
LCD (1)

Fonte: Autor

3.2 Série II: Planejamento molecular dos analogos chalconicos da LCB

A estratégia de remocao dos ligantes ao aromatico permite avaliar a relevancia de cada subunidade
para atividade biologica(WANG, Shengzheng e colab., 2019b, a). A subunidade hidroxila esta
relacionada diretamente com o aumento da solubilidade das substincias em agua, facilitando sua
absorc¢ao e distribuicao, podendo participar de reacdes de fase I, como oxidagao, e de fase II, como
conjugacdo. Além disso o substituinte hidroxila influencia na meia-vida das substancias bioativas

dependentes do metabolismo hepatico(LIPINSKI, 2004; LIPINSKI e colab., 2001).

Fonte: Autor

Esquema 2: Estrutura simplificada dos analogos de avaliacdo de subnidades para atividade bioldgica
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..........................................

Série ll

3.3  Série III e IV: Planejamento molecular de analogos chalconicos trimetoxilados, 9 a 15
As metoxilas como ligantes apresentam propriedades quimicas que afetam diretamente a

solubilidade e capacidade de interagdo molecular das estruturas chalconicas. Do ponto de vista

Esquema 3: Estrutura simplificada dos andlogos di e trimetoxilados no anel B
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farmacocinético, a presenca de grupos metoxila aumenta a lipofilicidade da molécula, o que pode

facilitar sua passagem por membranas celulares e melhorar a absorcdo oral, ja ha estudos avaliando

atividade de metoxichalconas contra bactérias e contra virus(GAUR e colab., 2015; YAEGHOOBI
e colab., 2016).

Fonte: autor
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Série IV

3.4  Série V: Planejamento molecular de analogos chalconicos derivados de PNs, vanilina,
isovanilina e siringaldeido,.

A isovanilina, vanilina e sinringaldeido sao aldeidos naturais com potencial terapéutico devido a
suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatdrias, antimicrobianas e anticancer. Essas
substancias sdo exploradas em diversos contextos terapéuticos para sintetizar produtos com menor
toxicidade e maior atividade, com destaque para o potencial antioxidante e anti-inflamatdrio,
crucial no tratamento de doengas degenerativas e inflamatorias(MEYER e NORRIS, 1967,
OLATUNDE e colab., 2022; WU, Jingyi e colab., 2022).
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vanilina isovanilina siringaldeido
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Série V

Fonte: autor

4 Materiais e métodos

Os reagentes e solventes utilizados apresentam grau de pureza analitica e foram adquiridos da
Fluka®, Merck®, Sigma-Aldrich® Cambridge Isotope Laboratories, Inc ¢ Synth®. O
acompanhamento das reagdes foi realizado por cromatografia em camada delgada (CCD),
Supelco® e Sigma-Aldrich®. As cromatoplacas foram reveladas por inspe¢des fisicas com luz
ultravioleta (254 e 365 nm) e quimica com anisaldeido sulftrico. A purificacao foi realizada por
meio de precipitagdo, extragdo liquido-liquido, recristalizagdo e/ou por métodos cromatograficos,
tais como: cromatografia em coluna de fase normal (gel de silica, com granulometria de 100 a 200
Mesh e 220 a 440 Mesh), tendo por fase movel mistura em diferentes proporgdes de hexano, acetato
de etila, acetona e diclorometano; cromatografia por exclusdo de tamanho (LH-20, Sephadex®)
em etanol.

As temperaturas de fusdo foram aferidas equipamento Te-003 da Tecnal® no préprio laboratorio.
As anélises espectroscopicas de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e Carbono (RMN
de 'H e 13C) foram realizadas a temperatura de 25° C utilizando o espectrometro Bruker Avance I11
14.1 T (600MHz) do Instituto de Quimica de Araraquara, em dimetilsulféxido deuterado (DMSO-
ds) como solvente e referéncia interna. Os deslocamentos quimicos (8) sao mostrados em partes

por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em hertz (Hz), a multiplicidade dos sinais

52



sdo representadas como singletos (s), dupletos (d), duplos dupletos (dd), tripletos (t), quadrupletos
(q), duplos tripletos (dt), e multipletos (m).

4.1 Estratégia de sintese

4.1.1 Estratégia de sintese para obtengdo da LCB

4.1.1.1 Protecao de la

O material de partida 2,3,4 trihidroxibenzaldeido (1a) (1,0 eq.) foi solubilizado em acetona. A
mistura em banho de gelo foi mantida sob agitacdo constante e posteriormente adicionado o
carbonato de potassio (K2COs3) (2,0 eq.). Apds 30 minutos foi adicionado brometo de metoximetila
(MOMBY) (2,4 eq.), e a reacdo foi interrompida ap6s 20 horas, com adicdo de agua para
solubilizacdo do carbonodato de potéssio seguida de extracdo liquido-liquido com acetato de etila.
Produto 2a, se apresentou como sélido branco apés purificacdo em coluna de gel de silica (CC-
FN)(KIM e colab., 2014).

4.1.1.2 Metilagao de 2a

Posteriormente a 2-hidroxi-3,4-bis(metoximetil)benzaldeido (2a) (1,0 eq.) foi solubilizado em
acetona, mantida em banho de gelo sob agitacdo vigorosa, seguida da adicdo de carbonato de
potéssio (K2COs3) (2,0 eq) e apds 30 minutos houve a adicdo de iodometano (CHal) (1,5 eq.), a
reacdo foi acompanhada por CCD, sendo interrompida ap6s 18 horas, resultando em 3a, 6leo
amarelado(KIM e colab., 2014).

4.1.1.3 Condensagao de 1Ic

A condensacdo foi realizada a partir da solubilizagdo da 4’-hidroxiacetofenona (1b) (1,2 eq.) em
etanol sob agitacdo vigorosa, seguida da adi¢cdo em banho de gelo. Apés meia hora houve adi¢do
de 2 mL de solucdo aquosa de KOH 60% (m/v). Apds trinta minutos da adi¢do da solucédo baisca,
se deu inicio a adi¢do do aldeido, o 2-metoxi-3,4-bis(metoximetoxi)benzaldeido (3a) (1,0 eg.) em
aliquotas intervaladas de 30 minutos, com intuito de favorecer a formacgéo do produto de interesse
1c. A reacéo apresentou o consumo total do aldeido ap0s 20 horas. Posteriormente, a solucdo a fase
orgénica foi extraida por extracdo liquido-liquido com acetato de etila. Apos a purificacdo foi

obtida a chalcona 1¢c como s6lido amarelo.
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4.1.1.4 Desprotecdo de 1c
A reacdo de desprotecdo do intermediario chalconico foi realizada mistura de
tetraidrofurano/metanol (1:1). A mistura foi mantida em banho de gelo e sob agitacdo vigorosa.

Apds 15 minutos foi adicionado HCI 1M (gotejamento lento) para obtencédo da LCB(KIM e colab.,
2014).

Esquema 4: rota de sintese da LCB

o}
O OH O OH o \O
' OH | CHsl
MOMBEr, K,CO4 OMOM  K,CO, K@iomom HO™1D~"". KOHaq)
Acetona Acetona OEtOH
1a OH 0°C— t.a. 2a OMOM 0°C—>=ta. 42 OMOM reta
0 o o ~o
OMOM HCI
THF, MeOH,
HO OMOM 70°C HO OH
1c

LCB (2)
Fonte: autor

4.1.1.5 (LCB (1)) (E)-1-(4-hidroxifenil)-3-(3,4-dihidroxi-2-metoxifenil)prop-2-en-1-ona

Sélido amarelo, 16% de rendimento. RMN 'H (600 MHz, DMSO-) § 8,01 (dd, J = 8,7, 3,0 Hz,
2H), 7,86 (d, J= 15,6 Hz, 1H), 7,69 (d, J = 15,6 Hz, 1H), 7,34 (d, J = 8,6 Hz, 1H), 6,90 (dd, J =
8,6, 3,3 Hz, 2H), 6,65 (d, J= 8,5 Hz, 1H), 3,79 (s, 3H).
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4.1.2  Estratégia de sintese para obtenc¢ao da chalcona 9

O aldeido 2,3-dihidroxibenzaldeido (4a) (1,0 eq.) foi solubilizado em diclorometano (CH2Cl2), em
seqguida foi adicionado 3,4-dihidropirano (DHP) (1,2 eq.), seguido da adicdo de para-
toluenossulfonato de piridinio (PPTS) (0,1 eq.) para obtengdo de 5a. A reacdo foi interrompida
ap6s 78 horas, lavando a mistura 3x com agua deionizada para remoc¢do do sal residual.
Posteriormente o intermediario 5a (1,0 eq.) foi metilado com iodometano (1,5 eg.) em acetona em
meio basico de carbonato de potassio (K2COs) (2,0 eq.), resultando em 6a, que foi submetido a

reacdo de condensagdo com 4’-hidroxiacetofenona (1b) para obtencédo de 2c, Esquema 7.

Esquema 5: rota de sintese da chalcona 9

Fonte: autor
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4.1.2.1 (8) (E)-1-(4-hidroxifenil)-3-(3 —h1dr0x1—2—met0x1fen11)prop—2—en— 1-ona
Sélido amarelo claro, 30% de rendimento, p.f.:130-133 °C. RMN 'H (600 MHz, DMSO- ds) &

8,05 (d, J= 8,6 Hz, 2H), 7,93 (d, J = 15,8 Hz, 1H), 7,85 (d, J = 15,8 Hz, 1H), 7,62 (d, J = 7,9 Hz,
1H), 7,25 — 7,20 (m, 1H), 7,10 (t, J = 8,0 Hz, 1H), 6,92 — 6,89 (m, 2H), 3,86 (s, 3H).

4.1.3  Estratégia de sintese para obtenc¢ao das chalconas de 9-17

A 4-hidroxiacetofenona (1b) foi solubilizada (1,1 eq.) em 1 mL de etanol para cada mmol de 1b
sob agitacao vigorosa. Posteriormente a mistura foi mantida em banho de gelo e apds 20 minutos
se deu inicio a adi¢do lenta de solugao KOH 60% (m/v), sendo 2 mL para cada mmol de 1b. Apds
30 minutos da adi¢do da solucdo basica os respectivos aldeidos (7a-15a) (1,0 eq.) comegaram a ser

adicionados de modo fracionado para melhor solubilizacdo e deslocamento do equilibrio para
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formagao do produto de interesse. As reacdes foram apresentaram consumo total do reagente
limitante em tempos que variaram de 6 a 72 horas. As reacdes foram vertidas em gelo e o meio foi
acidificado com 4cido acético até pH 4. Apds 24 horas os precipitados foram filtrados, e a solugao
aquosa residual foi lavada com acetato de etila para extracdo de produto residual. Posteriormente

os produtos foram purificados em cromatografia em coluna de gel de silica (CC-FN).

Esquema 6: Rota de sintese de chalconas 9-17

(0]
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| \_R HO 1b ,KOH(aq) . 7 l \—R
Z EtOH Z
7a-15a 0°C—ta HO

9-17
Fonte: autor

4.1.3.1 (9) (E)-1-(4-hidroxifenil)-3-(2,3,4-trimetoxifenil)prop-2-en-1-ona

Sélido amarelo, 60% de rendimento, p.f.: 155 °C. RMN 'H (600 MHz, DMSO-ds) § 10,40 (s, J =
2,2 Hz, 1H), 8,03 (d, /= 8,7 Hz, 2H), 7,85 (d, J= 15,7 Hz, 1H), 7,77 (d, J = 15,7 Hz, 1H), 7,74 (d,
J=28,9 Hz, 1H), 6,91 — 6,88 (m, J= 9,6, 2,7 Hz, 3H), 3,86 (s, 3H), 3,85 (s, 3H), 3,77 (s, 3H).

4.1.3.2 (10) (E)-1-(4-hidroxifenil)-3-(2,4,5-trimetoxifenil)prop-2-en-1-ona

Sélido, amarelo, 59% de rendimento, p.f.:190-192 °C. RMN 'H (600 MHz, DMSO- ds) § 10,34 (s,
1H), 8,06 (d, J=2,0 Hz, 1H), 8,05 (d, J=2,0 Hz, 1H), 8,00 (d, /= 15,6 Hz, 1H), 7,74 (d, J= 15,6
Hz, 1H), 7,50 (s, 1H), 6,90 (d, /= 2,0 Hz, 1H), 6,89 (d, /= 2,0 Hz, 1H), 6,73 (s, 1H), 3,89 (s, 3H),
3,86 (s, 3H), 3,82 (s, 3H).

4.1.3.3 (11) (E)-1-(4-hidroxifenil)-3-(2,4,6-trimetoxifenil)prop-2-en-1-ona

Solido amarelo, 79% de rendimento, p.f.: 197-199 °C. RMN H (600 MHz, DMSO- ds) & 10,35 (s,
1H), 8,06 (d, J = 2,0 Hz, 1H), 8,05 (d, J = 2,0 Hz, 1H), 8,00 (d, J = 15,6 Hz, 1H), 7,74 (d, J = 15,6
Hz, 1H), 7,50 (s, 1H), 6,90 (d, J = 2,0 Hz, 1H), 6,89 (d, J = 2,0 Hz, 1H), 6,73 (s, 1H), 3,89 (s, 3H),
3,86 (s, 3H), 3,82 (s, 3H).

4.1.3.4 (12) (E)-1-(4-hidroxifenil)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)prop-2-en-1-ona
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Sélido amarelo, 41% de rendimento, p.f.: 240-241 °C. RMN 'H (600 MHz, DMSO- d) & 8,10 (d,
J=2,0 Hz, 1H), 8,08 (d, /J=2,0 Hz, 1H), 7,86 (d, /= 15,5 Hz, 1H), 7,64 (d, J= 15,5 Hz, 1H), 7,20
(s, 2H), 6,92 (d, J=2,0 Hz, 1H), 6,91 (d, J= 2,0 Hz, 1H), 3,86 (s, 6H), 3,71 (s, 3H).

4.1.3.5 (13) (E)-1-(4-hidroxifenil)-3-(2,5-dimetoxifenil)prop-2-en-1-ona

Soélido amarelo, 38% de rendimento, p.f.: 162-163. RMN 'H (600 MHz, DMSO- d) & 8,07 — 8,05
(m, 2H), 7,98 (d, J = 15,7 Hz, 1H), 7,86 (d, J = 15,7 Hz, 1H), 7,51 (d, J = 2,8 Hz, 1H), 7,03 — 6,99
(m, 2H), 6,91 — 6,89 (m, 2H), 3,83 (s, 3H), 3,79 (s, 3H).

4.1.3.6 (14) (E)-1-(4-hidroxifenil)-3-(2,3-dimetoxifenil)prop-2-en-1-ona

Sélido amarelo, 41% de rendimento, p.f.:154-154,5. RMN 'H (600 MHz, DMSO- ds) & 8,05 — 8,01
(m, 2H), 7,92 (d, J= 15,8 Hz, 1H), 7,84 (d, J= 15,7 Hz, 1H), 7,59 — 7,55 (m, 1H), 7,15 — 7,10 (m,
2H), 6,90 — 6,86 (m, 2H), 3,82 (s, 3H), 3,78 (s, 3H).

4.1.3.7 (15) (E)-1-(4-hidroxifenil)-3-(2,4-dimetoxifenil )prop-2-en-1-ona

Sélido amarelo, 59% de rendimento, p.f.: 162-163 °C. RMN 'H (600 MHz, DMSO- ds) & 8,03 —
8,00 (m, 2H), 7,94 (d, J= 15,7 Hz, 1H), 7,88 (d, J = 8,6 Hz, 1H), 7,72 (d, J= 15,6 Hz, 1H), 6,90 —
6,88 (m, 2H), 6,64 — 6,60 (m, 2H), 3,89 (s, 3H), 3,83 (s, 3H).

4.1.3.8 (16) (E)-1-(4-hidroxifenil)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)prop-2-en-1-ona

Soélido amarelo, 16% de rendimento, p.f.:162-163. RMN 'H (600 MHz, DMSO- ds) 6 8,07 — 8,03
(m, 2H), 7,72 (d, J = 15,4 Hz, 1H), 7,61 (d, J = 15,4 Hz, 1H), 7,47 (d, J = 1,9 Hz, 1H), 7,23 (dd, J
=8,2, 1,9 Hz, 1H), 6,90 — 6,87 (m, 2H), 6,82 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 3,86 (s, 3H).

4.1.3.9 (17) (E)-1-(4-hidroxifenil)-3-(3-hidroxi-4-metoxifenil)prop-2-en-1-ona

Sélido laranja, 39% rendimento, p.f.: 208-208,5. RMN 'H (600 MHz, DMSO- ds) & 8,02 — 7,99
(m, 2H), 7,64 (d, J = 15,5 Hz, 1H), 7,54 (d, ] = 15,4 Hz, 1H), 7,30 (d, J = 2,1 Hz, 1H), 7,23 (dd, J
=8,4, 2,0 Hz, 1H), 6,97 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 6,89 — 6,86 (m, 2H), 3,82 (s, 3H).
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4.1.4 Sintese em catalise 4cida das chalconas 7 e 18

A sintese dos andlogos 7 e 18 foi realizada por condensagdo em meio acido, no qual os respectivos,
aldeidos, 16a-17a, foram solubilizados (1,0 eq.) em conjunto com a 4-hidroxiacetofenona 1b (1,1
eqg.) em 3 mL de etanol. A mistura foi mantida em banho de gelo sob agitagdo, apos 20 minutos foi
adicionado solugdo de 2 mL de etanol com 2 gotas de 4cido sulftirico via gotejamento lento. Apds
20 minutos do término da adicdo da solugdo 4cida o banho foi alterado para glicerina e a
temperatura foi mantida a 45 °C. A reacao foi acompanhada por quatro dias, sendo interrompidas
por apresentarem formagao de manchas com padrdes indesejados em . As reagdes foram vertidas

em gelo e o produto precipitado foi filtrado apds 24 horas(FAROOQ e NGAINI, 2019).

Esquema 7: Rota de sintese de chalconas 8 e 20

gk o

KO HO™1b H,SO, MR
A

16a-17a EtOH HO

45°C, refluxo 7e18

Fonte: autor
4.1.4.1 (7) (E)-1-(4-hidroxifenil)-3-(3,4-dihidroxifenil)prop-2-en-1-ona
Sélido amarelo escuro, 54% de rendimento, p.f.: 206-208 °C. RMN 'H (600 MHz, DMSO) & 10,33
(s, 1H), 9,63 (s, 1H), 9,11 (s, 1H), 8,00 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 7,56 (d, J= 15,4 Hz, 1H), 7,53 (d, J =
15,5 Hz, 1H), 7,22 (d, J= 2,1 Hz, 1H), 7,13 (dd, J = 8,2, 2,0 Hz, 1H), 6,88 (d, J = 8,8 Hz, 2H),
6,80 (d, /= 8,1 Hz, 1H).

4.1.4.2 (18) (E)-1-(4-hidroxifenil)-3-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)prop-2-en-1-ona

Sélido amarelo, 74% de rendimento, p.f.: 217-217,5 °C. RMN 'H (600 MHz, DMSO) § 10,38 (s,
1H), 8,09 (s, 1H), 8,07 (d, J= 2,0 Hz, 1H), 7,77 (d, J = 15,4 Hz, 1H), 7,63 (d, J = 15,4 Hz, 1H),
7,17 (s, 2H), 6,91 (d, J= 1,9 Hz, 1H), 6,90 (d, J= 2,0 Hz, 1H), 3,85 (s, 6H).

4.1.5 Estratégia de sintese para obten¢do da LCD
4.1.5.1 1" Estratégia de sintese da LCD
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Como primeira estratégia sintética para obtencdo da LCD, foi utilizado como base o trabalho de
Wang e colaboradores. Nessa descrigdo, a 4’-hidroxiacetofenona (1b) (1 eq.) foi solubilizada em
agua deionizada sob agitacdo, seguida da adi¢do de hidroxido de potassio (1 eq.), apoOs isso a
mistura foi submetida a banho de glicerina a temperatura de 45°C e assim houve a adicao lenta e
gradual via gotejamento de brometo de isoprenila (1,7 eq.) ndo apresentando formacdo de
produto(WANG, Zengtao e colab., 2013). Posteriormente a reacdo foi refeita com acréscimo de
etanol como solvente para o aumento da superficie de contato entre os reagentes, produto obtido ¢

um Oleo translucido 1ec.

4.1.5.2 2% Estratégia de sintese da LCD

Com base no trabalho de Dintzner, foi realizado o rearranjo 1,3 catalizado por montimorillonita
K10, para isso a 4’-hidroxiacetofenona (1b) (1 eq.) foi solubilizada em acetona sob agitacao
vigorosa, posteriormente a mistura foi submetida a banho de gelo e apds vinte minutos foi
adicionado carbonato de potassio (KoCO3) (1,2 eq.), depois de vinte minutos o brometo de
isoprenila (1,2 eq.) foi adicionado, a reacdo nao apresentou formagdo do produto(DINTZNER e

colab., 2004; KUMAR e colab., 2014).

4.2  Procedimentos Bioldgicos

4.2.1 Arbovirus

Os ensaios de atividade antiviral contra os arbovirus foram realizados no Departamento de
Microbiologia, Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade Federal de Uberlandia (UFU),

sob supervisao da Profa. Dra. Ana Carolina Jardim.

4.2.1.1 Cultura celular (ZikV e MayV)

Células Vero-E6 (linhagem isolada de células epiteliais reinais extraidas de um macaco verde
africano, ATCC E6) foram cultivadas em meio de cultura DMEM (Sigma-Aldrich) suplementado
com penicilina 100 U/mL (Gibco Life Technologies), estreptomicina 100 mg/mL (Gibco Life
Technologies), 1 % (v/v) de aminodcidos ndo essenciais (Gibco Life Technologies) e 10 % (v/v)

de sérum fetal bovino (FBS; Hyclone) a 37 °C em uma incubadora com 5 % de CO».
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4.2.1.2 Ensaio de viabilidade celular (ZikV)

A viabilidade celular serd avaliada pelo método MTT (3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-brometo de
difeniltetrazoélio) (Sigma-Aldrich). Células Vero-E6 foram inseridas em placas de 96 pogos com
densidade 5x10* células por pogo e incubadas durante a noite a 37 °C, em uma incubadora
umidificada a 5 % de CO». O meio de cultura contendo a substancia testada com concentragoes de
50, 10, 2 € 0,4 uM foram adicionados a cultura celular por 72 h a 37 ° C. Apds esse periodo, o meio
foi removido e a solugdo contendo MTT numa concentracdo de 1 mg/mL foi adicionada a cada
pogo, incubada a 37 °C em uma incubadora umidificada a 5 % de CO2 por 30 minutos e, em
seguida, a solugdo de MTT foi substituida por 100 uL. de DMSQO para solubilizar os cristais de
formazan. A absorbancia foi medida pela densidade otica de cada pogo a 490 nm, usando o leitor
de microplaca Glomax (Promega®). A viabilidade celular foi calculada de acordo com a equacao
(T/C) x 100 %, onde T e C representam a densidade oOtica do grupo tratado e do grupo de controle

veiculo, respectivamente.

4.2.1.3 Ensaio antiviral (ZikV)

Um tipo selvagem de ZIKV isolado de uma amostra clinica de um paciente no Brasil (ZIKVPE243)
foi amplificada empregando células Vero-E6 infectadas em frascos de 75 cm® por 3 dias. O
sobrenadante foi coletado e armazenado a -80 °C(DONALD e colab., 2016). Para determinar os
titulos virais, 5x10° células Vero-E6 foram semeadas em cada um dos 96 pogos da placa 24 horas
antes da infec¢do. Células foram infectadas com ZIKVPE243 por dilui¢do seriada e incubadas por
72 ha 37 °C em uma incubadora umidificada com 5 % de CO.. Apds esse periodo, as células foram
fixadas com formaldeido 4 %, lavadas com PBS e receberam uma mistura de blocking buffer (BB)
contendo Triton X-100 (Vetec Labs, BR) 0,1 %, albumina bovina (BSA) 0,2 % e PBS por 30
minutos, para realizar o ensaio de imunofluorescéncia(CASSANI e colab., 2023).

Para avaliar a atividade antiviral de cada compostos, as células Vero-E6 foram semeadas com
densidade de 5x10° células por poco em placas de 96 pogos por 24 h, e infectadas com ZIKVPE243
com multiplicidade de infeccao (MOI) de 0,01 PFU/célula na presenga de cada composto em sua
respectiva concentragdo nado-toxica estabelecida. Células foram fixadas com formaldeido 4 %,

lavadas com PBS e receberam BB para ensaio de imunofluorescéncia.
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4.2.1.4 Ensaio de viabilidade celular (ChikV)

A viabilidade celular serd avaliada pelo método MTT (3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-brometo de
difeniltetrazoélio) (Sigma-Aldrich). Células de BHK-21 foram inseridas em placas de 96 pogos a
densidade de 1x10* células por pogo e incubadas durante a noite, a 37 °C. As células foram
adicionadas a meios contendo cada uma das substancias em diferentes concentracdes pos diluigao
seriada, e foram incubadas por 24 h. Apos isso, o meio foi substituido pela solu¢ao de MTT 1
mg/mL durante 30 minutos, quando foi substituida por 100 pL de DMSQO para solubilizar os cristais
de formazan. A absorbancia foi medida a 490 nm no leitor de microplacas Glomax (Promega®). A
viabilidade celular foi calculada de acordo com a equacdo (T/C) x 100 %, onde T e C representam
a média da densidade 6tica do meio tratado e do grupo controle, respectivamente. A concentracao

citotoxica (CCso) foi calculada utilizando o GraphPad Prism 8.

4.2.1.5 Ensaio antiviral (CHIKV)

Para avaliar a atividade antiviral de cada composto, as células de BHK-21 foram semeadas a
densidade 1x10* células por pogo em placas de 96 pogos por 24 h e infectadas com ChikV-nanoluc
com multiplicidade de infec¢do de 0,1 PFU/célula, na presenga de cada substincia em sua
concentracdo nao-toxica estabelecida. As amostras foram colhidas utilizando o tampao de lise
Renilla-luciferase (Promega®) por 16 h pds-infecgao, e os niveis de replicagao foram quantificados
medindo a atividade da nanoluciferase utilizando o Sistema de Ensaios Renilla-luciferase

(Promega®)(OLIVEIRA e colab., 2020; SANTOS, Igor Andrade e colab., 2021).

4.2.1.6 Teste de viabilidade celular (MayV)

Para determinar a citotoxicidade de cada uma das substancias, células de Vero-E6 foram inseridas
em microplacas de 96 pogos em concentragdes de 5x10° células/pogo e incubadas a 37 °C e 5 %
de CO2 por 24 h. Subsequentemente, o meio de cultura foi substituido por um meio DMEM
suplementado com aminodcidos ndo-essenciais 1 % e sérum fetal bovino 5%, contendo os
compostos em diferentes concentragdes (50, 10, 2 e 0,4 uM), e as células foram incubadas por 72
h. O sobrenadante foi removido,100 pL de solugdo contendo MTT (Sigma-Aldrich, EUA) foi
adicionada a cada poco a concentracdo de 1 mg/mL, diluido em meio de cultura nao-suplementado,

e foi incubado a 37 °C por 30 minutos. Apos esse periodo, a solucao foi substituida por 100 uL de
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DMSO por pogo, ¢ a absorbancia da solu¢dao foi lida a 560 nm. A viabilidade celular foi
determinada pela razdo entre a média de absorbancia dos pogos tratados x 100 e a média dos pogos

controle.

4.2.1.7 Ensaio antiviral (MayV)

Células Vero-E6 foram inseridas em microplacas de 96 pogos na concentragio de 2x10*
células/poco e incubadas a 37 °C e 5 % CO: por 24 h. Cada substancia foi adicionada em sua
concentracdo nao-tdxica maxima na presenca do virus com multiplicidade de infecgdo de 0,1,
diluido em DMEM suplementado com aminoacidos nao-essenciais 1% e sérum fetal bovino 2 %.
DMSO foi utilizado como controle veiculo. Apds 24 h de incubacgdo, o sobrenadante foi coletado
e processado de acordo com o kit de protocolos do Sistema de Ensaios Renilla Luciferase
(Promega®), e posteriormente submetido a analise de luminescéncia no leitor de placas GloMax
(Promega®). Os resultados obtidos foram normalizados de acordo com a média de luminescéncia

obtida na leitura do controle, multiplicada por 100 para obter as porcentagens.

4.2.1.8 Analise estatistica

Os dados foram analisados por distribuicdo normal para demonstrar a aplicabilidade de testes
paramétricos ou ndo-paramétricos. Entdo, foi realizado um teste ANOVA de variancia com dois
fatores para comparar o tratamento de cada composto com o grupo de controle veiculo (DMSO),

com p < 0,05.

4.2.2  Avaliacdes contra bactérias e micobactérias

Os ensaios de atividade antibacteriana e antimicobateriana foram realizados no Departamento de
Microbiologia, Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade Federal de Uberlandia (UFU),
sob supervisdo da Prof. Dr. Carlos Henrique Gomes Martins.

As cepas foram adquiridas da American Type Culture Collection (ATCC) e mantidas na colegao
de cultura do Laboratorio de Ensaios Antimicrobianos (LEA) da Universidade Federal de
Uberlandia, onde as andlises foram realizadas em parceria. As substancias sintetizadas foram
enviadas para serem avaliadas contra bactérias Staphylococcus aureus Suscetivel a Meticilina

(ATCC 6538), Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina (ATCC BAA44), Streptococcus
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pneumoniae (ATCC 6305), Streptococcus sanguinis (ATCC 10556), Streptococcus sobrinus
(ATCC 33478), Streptococcus mutans (ATCC 25175), Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883) ¢
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), as substancias também foram avaliadas contra as
micobactérias Mycobacterium tuberculosis (H37Rv ATCC 27294), Mycobacterium avium (ATCC
25291) e Mycobacterium kansasii (ATCC 12478).

A concentragdo inibitéria minima (CIM), que se configura como a menor concentragdo capaz de
inibir o crescimento do microrganismo, contra espécies bacterianas Gram-positivas e Gram
negativas foi determinada a partir do método de microdilui¢ao em caldo em microplacas de 96
pogos, empregando resazurina soédica como indicador colorimétrico de viabilidade microbiana,
sendo que a mudanga de coloracdo da solug¢do de resazurina de azul para vermelho, resultante de
sua oxirreducdo para resorufina, indicam a presenga de células viaveis em crescimento.

Para o ensaio, realizado em triplicata, as amostras foram solubilizadas em DMSO a 1 mgmL! e o
meio de cultura Agar-BHI (Brain Heart Infusion) foi utilizado em dilui¢des seriadas para atingir
concentragdes variando de 400,0 a 0,195 pg mL!. O teor final de DMSO foi de 5% (v/v), e esta
solugdo foi usada como controle negativo. A inocula¢do de cada microrganismo foi realizada de
modo que se alcancasse uma suspensdo celular padrao de 5,0 x 105 unidades formadoras de
colonias por mL (UFC mL™), além disso, utilizou-se como controle de crescimento um pogo
contendo apenas o indculo e como controle de esterilidade um pogo ndo inoculado e livre de agente
antimicrobiano. Clorexidina, tetraciclina e vancomicina foram usadas como controles positivos e
foram testadas em concentra¢des variando de 0,115 a 59,0 pg mL™! para a clorexidina e de 0,0115
a 5,9 ug mL! para as demais. As microplacas de 96 pogos foram seladas com filme plastico e
incubadas a 37 °C por 24 horas. Ap0s este periodo, 30 puL de solugdo aquosa de resazurina (0,02%)
foi adicionado as microplacas, em seguida, prosseguiu-se a incubagdo por mais 15 minutos a 37
°C, ao fim desse periodo, a leitura visual foi realizada.

Para a obtengdo dos valores de CIM contra espécies de micobactérias o ensaio, realizado em
triplicada, iniciou-se pelo preparo de uma solucao estoque de cada chalcona em DMSO e diluicoes
seriadas em caldo Middlebrook 7H9 foram realizadas obtendo-se concentracdes finais variando de
1000 a 15,62 pg mL'. Para controle positivo, rifampicina foi dissolvida em DMSO em
concentracdes variando de 0,015 a 1,0 pg mL!. O preparo do indculo consistiu na introdugdo de

colonias crescidas no meio de cultivo, especifico para micobactérias, Ogawa-Kudoh, em um tubo
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contendo pontas de vidro com 500 pL de 4dgua estéril. Uma aliquota de 200 pL foi transferida para
um tubo contendo 2 mL de caldo 7H9, incubado a 37 °C por 7 dias e comparado com a escala de
McFarland 1 (3,0 x 10® células mL™"). O indculo foi suspenso em placas de 96 pogos em uma
propor¢ao de 1:25 com caldo 7H9. Como controles de crescimento utilizou-se um pogo contendo
o in6culo sem a presenca do antibidtico e como controles de esterilidade foram adotados pogos
sem inoculagdo. As placas de 96 pogos foram incubadas a 37 °C por 7 dias. Apds este periodo, 30
pL de solugdo aquosa de resazurina a 0,02% foi adicionada a cada poco da placa, ao final da

incubacao, foram realizadas as leituras visuais das solugoes.

5 Resultados e discussio

5.1 Sintese

5.1.1  Sintese da LCB

A sintese do prototipo se mostrou laboriosa, principalmente pelo uso do reagente protetor brometo
de metoximetila (MOMBFr), que ¢ extremamente 1abil e volatil. As reacdes de protecao nas
posicdes 3 e 4 do 2,3,4-trihidrobenzaldeido demandam alta quantidade do reagente protetor,
MOMBY, possibilitando a formagao de coprodutos, como a formagao do aldeido triprotegido, que
nao corrobora com a sintese total da LCB. Apos testes estequiométricos para otimizar a etapa de
protecao, obteve-se o aldeido 2a com rendimento de 37%, A figura abaixo se tem o registro da

cromatografia em camada delgada (CCD) ap6s 18 horas do inicio da reacao

5.1.2  Sintese da LCD

5.1.2.1 1? Estratégia de sintese da LCD

A primeira estratégia para sintese da LCD foi baseada na descrita por Wang e colaboradores,
realizada em quatro etapas. A principio é descrito o rearranjo da 4’-hidroxiacetofefona com
brometo de isoprenila em meio basico de hidroxido de potassio e 4gua a temperatura de 45 °C por
24 horas(WANG, Zengtao e colab., 2013). As etapas de protecdo e metilacio do 2,34
trihidroxibenzaldeido e posteriormente a condensagdo e desprotecdo seriam realizadas como

descrito na sintese da LCB.
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Foi identificado que ndo havia grande interacdo entre os reagentes, ja que o brometo de isoprenila
ndo apresenta adequada solubilidade em 4gua, contudo a reagdo foi mantida e acompanhada, ndo

apresentando formacao de produto.

Esquema 8: Produto obtido pelo rearranjo proposto por Wang na sintese da LCD

? /\)\ 9
Br KOH

’ \

H,0

~45°C

Fonte: Autor

Posteriormente a reagdo foi refeita, contudo para aumentar a interagcdo dos reagentes foi adicionado
etanol juntamente com agua como solvente, apds quatro horas a reacdo apresentava formacao de
produto e apds 48 horas a reacdo foi interrompida por apresentar formagdes de diferentes manchas
em CCD que fogem do padrao do produto de interesse.

Apos purificagao as fragdes foram analisadas e infelizmente o produto de interesse nao foi formado,
contudo houve a forma¢ao de um produto ndo descrito por Wang que pode vir a ser interessante

para o presente trabalho como analogo da LCD.

Esquema 9: Adaptacdo da reacdo descrita por Wang

/\)\
/
Br

, KOH(aqL N
EtOH
HO 1b ~45°C Ho

1d
Fonte: Autor

5.1.2.2 2? Estratégia de sintese da LCD
Esta estratégia foi baseada no rearranjo da 1e em argila montimorillonita K10(DINTZNER e colab.,

2004; KUMAR e colab., 2014). Contudo ao acompanhar a reacdo em CCD foi identificado a

formacgao do de 1b.

65



Fonte: autor

(o) (0]
/\2\ N
Br KzCOi)\/\ Montimorillonita K10
HO"1p Acetona X 0"1e CH,Cl, HO"q¢

0°C—t.a.

5.1.3  Sintese dos analogos de 9-17
As chalconas trimetoxiladas, 10-13, apresentaram rendimento de sintese entre 41-79%. A eficacia
das reagodes de condensagdo acompanha a posicao das metoxilas do anel B, que agem como orto-

e para- ativadores, o que corrobora a ordem dos rendimentos obtidos. Rendimentos na tabela 5.

Tabela 5: Estrutura dos analogos chalconicos trimetoxilas, de 10 a 13, e seus respectivos rendimentos na
condensag¢ao de Claisen-Schmidt

SUBSTANCIA ESTRUTURA RENDIMENTO
o) o
o
N
HO o~
o) o
OhA®
10 599
HO o~ °
o\
o) o
HO o o~
o)
() >
12 410
HO o~ &
_o

Fonte: autor

As chalconas dimetoxiladas, 13-15, apresentaram rendimento de sintese entre 38-59%. Para esses

analogos também foi possivel observar a relevancia da posi¢cao das metoxilas na eficacia da reacao
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de condensa¢do. Adicionalmente, notou-se maior complexidade na purificacdo das substancias
obtidas, sendo necessario uso de CC-FN e cromatografia por exclusdo por tamanho (Sephadex®,

EtOH).

Tabela 6: Estrutura dos analogos chalconicos dimetoxilados, de 15 a 17, e seus respectivos rendimentos na
condensac¢do de Claisen-Schmidt

SUBSTANCIA  ESTRUTURA RENDIMENTO
o o
13 O = O 38%
HO
_O
o) o
o
NG aa > AN
HO
o) o
15 O z O 59%
HO o~

Fonte: Autor

Dentre as chalconas que partiram de PNs, somente a 16 e a 17 foram sintetizadas pela condensagao
de Claisen-Schmidt. Devido a presenca da hidroxila, suscetivel a desprotonacao no meio basico,

notou-se a formagao de subprodutos, além de um baixo consumo dos reagentes em um periodo de

72h.

Tabela 7: Estrutura dos andlogos chalconicos da LCB que partiram de produtos naturais, 16 e 17, sintetizadas por
condensag¢do de Claisen-Schmidt e seus respectivos rendimentos

SUBSTANCIA ESTRUTURA RENDIMENTO

(o]
o
~N
16 O = O 16%
HO OH
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o)
OH

17 O ~ O 39%
HO o~

Fonte: autor

5.1.4 Sintese das chalconas 7 ¢ 18

A chalcona inspirada no siringaldeido (20) foi idealizada para ser sintetizada a partir da
condensacdo de Claisen-Schimdt, contudo ¢ possivel que a reacdo ndo tenha ocorrido devido a
contribuicdo negativa das metoxilas em C3 e CS5, portanto sua sintese foi realizada por catalise
acida e apresentou rendimento superior ao da chalcona catecoélica simplificada da LCB (8), com
rendimento de 74 ¢ 54%, respectivamente. As condensagdes em meio acido sdo preferivelmente
utilizadas para reagentes que apresentam doadores de prétons, fazendo com que a regido doadora

permaneca protonada.

Tabela 8: rendimento e estruturas das chalconas obtidas por meio da condensacdo de Claisen-Schmidt

SUBSTANCIA ESTRUTURA RENDIMENTO

o
OH
7 ¢
HO OH
(0]
O C0
0,
18 HO OH 74%
_O

Fonte: autor

5.2 Antiviral

Dentre as substancias sintetizadas somente os resultados da LCB ¢ ECH se fazem presente até o
momento. Elas foram avaliadas contra os arbovirus em sua maior concentracdo nao citotoxica.
LCB (2) foi avaliada com concentragao de 50 uM apresentando 52,8% de inibi¢do na replicacao

do MAYYV, enquanto ECH (3) ndo apresentou atividade, isso demostra a relevancia da hidroxila
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em C-3 para atividade contra MAY'V, além de demonstrar que o padrdo catecolico normalmente
associado a citotoxicidade ndo se fez presente neste caso, apresentando citotoxicidade 25x inferior

que a ECH.

F igura 8: Comparagao entre a estrutura da LCB e ECH
\ \

LCB (2) ECH (3)
Fonte: autor

Ja contra CHIKY e ZIKYV apenas o resultado da ECH (3) se fazem disponivel, contra CHIKYV em
10 uM ela apresenta inibigao de 38,16% da replicagdo viral e 61,84% na infecgdo, ja contra ZIKV
em 2 uM a inibigao da replicagao viral foi de 44,5% e de 55,5% infecgao.

5.3 Antibacteriano

Os produtos chalconicos foram avaliados contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Até o
presente momento somente os resultados das estruturas trimetoxiladas (9-12), o chalcona
catecolica simplificada da LCB (1), e chalcona inspirada no siringaldeido (18) foram obtidos.
Dentre essas chalconas somente a chalcona 7 apresenta atividade antibacteriana abaixo da
concentragdo testada contra bactérias Gram-positivas, além disso ¢ identificado que a estrutura

catecolica nao conferiu seletividade.

Tabela 9: resultados contra bactérias Gram-positiva

Streptococcus | Streptococcus | Streptococcus | Staphylococcus | Staphylococcus | Streptococcus
A mutans sanguinis sobrinus aureus MRSA | aureus MSSA | pneumoniae
Substéancias
u ATCC 25175 | ATCC 10556 | ATCC 33478 | ATCC BAA44 | ATCC 6538 ATCC 6305
(ngmL™) (ngmL™) (ngmL™) (ngmL™) (ngmL™) (ngmL™)
7 100 200 100 100 100 400
9 >400 >400 >400 >400 >400 >400
10 >400 >400 >400 >400 >400 >400
11 >400 >400 >400 >400 >400 >400
12 >400 >400 >400 >400 >400 >400
18 >400 >400 >400 >400 >400 >400
Clorexidina 0,46 1,84 1,84 - - -
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Tetraciclina ‘ - ‘ - ‘ - ‘ - ‘ 0,74 ‘ 2,59

Vancomicina ‘ - ‘ - ‘ - ‘ 2,95 ‘ - ‘ -
Concentracdes das amostras avaliadas frente as bactérias = 0,195 pg/mL a 400 pg/mL.
Concentracdes do controle positivo testado (Vancomicina) = 0,0115 pg/mL a 5,9 pg/mL
Concentragdes do controle positivo testado (Tetraciclina) = 0,0115 pg/mL a 5,9 pg/mL

Concentrag¢des do controle positivo testado (Clorexidina) = 0,115 pg/mL a 59,0 pg/mL
- ndo realizado

Fonte: autor

As chalconas trimetoxiladas (10-13), simplificado cateco6lico da LCB (8), chalcona derivada do

siringaldeido (20) nao apresentam atividade contra bactérias Gram-negativas (CIM > 400 pg/mL).

Tabela 10: resultados de atividade contra bactérias Gram-negativa

A Pseudomonas aeruginosa Escherichia coli Klebsiella pneumoniae
Substancias ATCC 27853 (ug mLy | ATCCBAAIR 1 r 0013883 (ug mL)
(ugmL™)

>400 >400 400

>400 >400 >400

10 >400 >400 >400

11 >400 >400 >400

12 >400 >400 >400

18 >400 >400 >400

Tetraciclina 2,59 2,95 2,59

Concentragdes das amostras avaliadas frente as bactérias = 0,195 pg/mL a 400 pg/mL.
Concentragdes do controle positivo testado (Tetraciclina) = 0,0115 pg/mL a 5,9 pg/mL

Fonte: autor

5.4 Antimicobacteriano

Dentre as chalconas avaliadas, a chalcona 18 apresenta atividade contra a M. tuberculosis. Além
disso foi identificado que a hidroxila no carbono C-4 apresenta contribui¢do farmacoférica para
inibicdo micobacteriana.

Assim como a chalcona 18, a chalcona 7 também apresenta seletividade contra M. tuberculosis,
além de apresentar CIM 4x mais eficiente. Ao avaliar a relacdo estrutura atividade entre as
chalconas trimetoxilada, 9-12, ¢ identificado que a atividade contra M. tubercolosis esta
relacionada diretamente a posigao especifica das metoxilas nos carbonos C-2, C3 e C4 da chalcona

10.
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A chalcona catecolica, 7, demonstrou inibicdo micobacteriana, entretanto neste caso foi
identificado inibicdo das trés micobactérias avaliadas, demonstrando o potencial multialvo da

estrutura catecolica.
Figura 9: substancias avaliadas contra micobactéria

o o o
f\©:OH f\@io\ &~ fj@\ &~ o< ’f\@(o\
0 ou ~

Fonte: autor

Tabela 11: atividades antimicobacterianas

Amostra Bactéria
M. tuberculosis H37Rv ATCC M. avium ATCC 25291 (pg M. kansasii ATCC
27294 (ug mL-1) mL-1) 12478 (ug mL-1)
7 125 250 125
9 31,25 >1000 >1000
10 500 >1000 >1000
11 >1000 >1000 >1000
12 1000 >1000 >1000
18 125 >1000 >1000
Rifampicina 0,06 0,25 0,25

Concentracdes das amostras avaliadas frente as bactérias = 15,62 pg/mL a 1000 pg/mL Concentragdes do controle
positivo testado (Rifampicina) = 0,015 pg/mL a 1,0 pg/mL

Fonte: autor

6 Conclusao

Das quinze substancias planejadas para sintese, quatorze foram obtidas com éxito. Entre elas, cinco
sdo PNs: LCB (2), ECH (3), chalcona 11, chalcona 15 e chalcona 16. Os rendimentos para os
analogos trimetoxilados, 9 a 12, variaram de 41% a 79%, enquanto os andlogos dimetoxilados, 13
a 15, apresentaram rendimentos de 38% a 59%. Entre os andlogos provenientes de aldeidos
considerados PNs, apenas as chalconas 16 (um PN) e 17 foram sintetizadas pela condensagdo de
Claisen-Schmidt, com rendimentos de 16% e 39%, respectivamente. As chalconas 7 e 18 foram

obtidas por condensacdo acida, com rendimentos de 54% e 74%, respectivamente. A purificagdo
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dos PNs e dos andlogos 7 e 8 se revelaram mais complexa em comparagdo com as demais
substancias, devido a formagao de coprodutos. A LCD (1) ndo foi sintetizada, mas duas estratégias
para obten¢ao do intermedidrio central desejado, 1d. Na avaliagcdo contra arbovirus, apenas LCB e
ECH apresentaram resultados relevantes, com a LCB destacando-se por sua maior eficacia e
menor citotoxicidade contra 0 MAYV, quando comparada a ECH. Adicionalmente, foi observado
que a chalcona 9 apresentou uma Concentra¢do Inibitéria Minima (CIM) de 31,25 ug mL™! contra

M. tuberculosis, indicando potencial atividade antimicobacteriana.
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APENDICE
Espectros de RMN de 'H (600 MHz)

Figura 10: Espectro de RMN de 'H da LCB (2) em DMSO-ds
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Figura 11: Ampliacdo do espectro de RMN 'H da LCB (2)
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Figura 12: Espectro de RMN 'H da chalcona 7 em DMSO-ds
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Figura 13: Ampliagdo do espectro de RMN 'H da chalcona 7
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Figura 14: Espectro de RMN 'H chalcona 8 em DMSO-dg
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Figura 15: Ampliagao do espectro de RMN 'H da chalcona §
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Figura 16: Espectro de RMN 'H da chalcona 9 em DMSO-ds
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Figura 17: Ampliagdo do espectro de RMN 'H da chalcona 9
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gura 18: Espectro de RMN de 'H da chalcona 10 em DMSO-ds
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Figura 19: Ampliagao do espectro de RMN 'H da chalcona 10
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sura 20: Espectro de RMN de 'H da chalcona 11 em DMSO-dg
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Figura 21: Ampliacao do espectro de RMN 'H da chalcona 11
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igura 22: Espectro de RMN 'H da chalcona 12 em DMSO-de
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Figura 23: Ampliagao do espectro de RMN 'H da chalcona 12
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Figura 24: Espectro de RMN de 'H da chalcona 13 em DMSO-ds
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Figura 25: Ampliagdo do espectro de RMN 'H da chalcona 13
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Figura 26: Espectro de RMN de 'H da chalcona 14 em DMSO-ds
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Figura 27: Ampliagdo do espectro de RMN 'H da chalcona 14
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Figura 28: Espectro de RMN de 'H da chalcona 15 em DMSO-ds
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Figura 29: Ampliacao do espectro de RMN 'H da chalcona 15
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Figura 30: Espectro de RMN 'H da chalcona 16 em DMSO-ds
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Figura 31: Ampliagdo do espectro de RMN 'H da chalcona 16
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Figura 32: Espectro de RMN de 'H da chalcona 17 em DMSO-ds
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Figura 33: Ampliagdo do espectro de RMN 'H da chalcona 17
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Figura 34: Espectro de RMN de 'H da chalcona 18 em DMSO-ds
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Figura 35: Ampliagdo do espectro de RMN 'H da chalcona 18
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