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RESUMO

As chalconas sdo compostos naturais, cetonas aromaticas a, B-insaturadas em que a carbonila
e a porc¢do olefinica estdo ligadas a grupamentos aromaticos, sao uma classe de compostos
precursores da biossintese de flavonoides nas plantas e também podem ser sintetizadas em
laboratorio. S&o o nucleo central de diversas atividades farmacoldgicas importantes relatadas
na literatura, atuam como antibacterianos, anti-helminticos, amebicidas, anti-Ulceras, antivirais,
inseticidas, antiprotozoarios, anticancer, citotoxicos imunossupressores e antioxidantes. Por
possuirem esse amplo espectro de atividades biol6gicas com importantes propriedades, o
objetivo deste trabalho é a sintese da 2',4,4'-trimetoxichalcona e seu teste de citotoxicidade em
quatro linhagens de células tumorais humanas: HL-60 (leucemia promielocitica aguda), HCT-
116 (carcinoma colorretal humano), MCF-7 (adenocarcinoma da mama humano) e K562
(leucemia mieldide cronica) e em células normais L929 (fibroblasto murino). O estudo das
chalconas tornou-se um objeto de interesse continuo nas universidades e na industria porque
apesar de alteracdes em sua estrutura oferecerem um alto grau de diversidade que se mostra util
para o desenvolvimento de novos agentes medicinais, muito do potencial farmacoldgico das
chalconas ainda néo é utilizado. A sintese da 2',4,4'-trimetoxichalcona foi bem-sucedida e no
ensaio de viabilidade celular por reducdo de Tetrazélio (MTT), a linhagem HL-60 destacou-se
apresentando potencial inibitdrio em 84,5% com uma ICso de aproximadamente 20,84 uM.

Palavras-chave: Chalcona, Sintese Organica, Citotoxidade, Condensacao Aldodlica.



ABSTRACT

Chalcones are a class of natural compounds, a, -unsaturated aromatic wherein its carbonyl and
olefinic moiety are attached to its aromatic groups, they are a class of precursor compounds of
flavonoids biosynthesis in plants and can also be synthesized in the laboratory. They are the
central nucleus of several important pharmacological activities reported in the literature, acting
as antibacterial, anthelmintic, amoebicides, anti-ulcers, antivirals, insecticides, antiprotozoans,
anticancer, immunosuppressive cytotoxic and antioxidants. Due to those important properties,
the purpose of this work is the organic synthesis of 2’,4,4'-trimethoxychalcone and its
cytotoxicity test against four human tumor cell lines: HL-60 (human promyelocytic leukemia),
HCT-116 (human colorectal carcinoma), MCF-7 (human breast adenocarcinoma) and K562
(chronic myeloid leukemia) and also evaluated in normal cells L929 (murine fibroblast). The
study of chalcones has become an object of continuing interest in universities and industry
because although changes in their structure offer a high degree of diversity that is useful for the
development of new medicinal agents, much of the pharmacological potential of chalcones has
not yet been covered and used. The synthesis of 2', 4,4'-trimethoxychalcone was successful and
in the viability cell assay (MTT assay), the HL-60 strain was found to have an inhibitory
potential of 84.5% and an 1Cso of approximately 20.84 uM.

Key words: Chalcone, Organic Synthesis, Cytotoxicity, Aldol Condensation.
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1. INTRODUCAO

Chalconas e derivados de chalconas tém um grande namero de diferentes atividades
bioldgicas, que sdo altamente apreciadas em muitas areas. Elas sdo bioativos contra
praticamente todos os eucariotos e alguns procariontes, e suas moléculas (ZHOU E XING,
2015). Apesar de os mecanismos de agdo no que diz respeito aos alvos celulares diretos e aos
modos de interacdo com os alvos ndo terem sido rigorosamente caracterizados, chalconas
naturais ou sintéticas com diferentes substituintes revelam uma variedade de atividades
bioldgicas que beneficiam a saide humana. Sendo assim, as chalconas podem ser candidatas a
agentes terapéuticos neste contexto. Neste contexto, numerosos estudos foram realizados sobre
suas atividades farmacoldgicas, tanto de chalconas naturais como das sintéticas, sao elas: anti-
inflamatdrio, antioxidante, anti-inflamatorio infeccioso (como antileishmanial e antimalarico e
antituberculose), a antiviral e, acima de tudo, atividades antitumorais (SINGH et al.,2014), no

que consiste este trabalho.

Antibacteriana

/

Antifiingica Anti-inflamatoria
Atividades
Antiviral (HIV) biologicas das Antioxidante
CHALCONAS

\ )

Inseticida Antimalarica

N /

Antitumoral

A experiéncia em estudos de Quimica Organica sintética com purificacdo e caracterizagdo tem
objetivo desenvolver moléculas que possam ser usadas no processo de validacdo de

potenciais alvos terapéuticos para doengas humanas, fazendo um link com a Quimica
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Medicinal. Os avancos obtidos através dessas parcerias sdo sensiveis e de alto impacto para as

sociedades mundiais.

Devido a grande demanda por novos compostos antitumorais, antimicrobianos e anti-
inflamatorios (NEWMAN 2016) e pelas importantes atividades bioldgicas das chalconas
relatadas na literatura (DIAZ-TIELAS 2016) e sua atividade contra uma variedade de linhas de
células tumorais, este trabalho enfoca a preparacéo de 2 ', 4,4'-trimetoxicchalcona. Segundo
Sun (2016), a maioria das patologias relacionadas ao cancer sdo resistentes a medicamentos ou
desenvolvem resisténcia durante o tratamento.

O esqueleto de uma chalcona como mostrado na figura abaixo em cores, obtém-se de a

partir de uma reacdo entre uma cetona aromatica (em preto) e uma acetofenona (em azul).

Figura 1 — Esqueleto de uma chalcona em cores
o

I\ ~ /l
R'-1— —R

F A

Fonte: Autor, 2019.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 CHALCONAS

As chalconas sdo cetonas a, B-insaturadas em que a carbonila e a porc¢éo olefinica estdo
ligadas & grupamentos arométicos (WALTER et al., 2000) que pertencem a uma classe de
compostos da familia dos flavonoides, logo, sdo metabdlitos secundéarios extraidos como
polifendis de vegetais. A ocorréncia natural das chalconas ocorre na forma da planta garantir
pigmentos das pétalas e sua acdo alelopatica, ajudando no processo de polinizacdo e atuacao
contra patogenos, sendo também encontradas no cerne, folhas, frutos e raizes (NI; MENG,;
SIKORSKI, 2005).

Figura 2 — Estrutura geral de uma chalcona

Fonte: Autor, 2019.

2.1.1 Atividades bioldgicas das chalconas

Chalconas possuem uma vasta gama de derivados estudados, suas estruturas tem um
apelo medicinal consideravel, apresentam atividades bioldgicas relevantes. Como exemplo de
atividade antibacteriana e atividade antifungica ha trabalhos reportados de sintese de algumas
chalconas contendo a porgéo indol, chalconas substituidas heterociclicas introduzidos para o
tratamento do cancer de mama, distdrbios de menopausa e osteoporose, chalconas mostrando
atividade inseticida também e sintese de hidroxichalconas com substituicdo de flior mostraram
consideravel atividade contra o imuno-virus humano (HIV) (YERRAGUNTA et al., 2013).
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2.1.2 Sintese de farmacos

No marco histérico no processo de desenvolvimento da indUstria farmacéutica mundial
temos a descoberta da salicilina (analgésico e antitérmico) em 1829, a partir da planta Salix
alba. Dez anos depois, em 1839, através de modificacOes estruturais, a salicilina gerou o acido
salicilico, que foi novamente modificado e, em 1897, obteve-se o &cido acetilsalicilico (AAS),
principio ativo da Aspirina®, um dos farmacos mais vendidos no mundo (VOLTOLINI, 2010).
O AAS foi o pioneiro dos farmacos sintéticos. A sintese de farmacos é um importante capitulo
da quimica organica, permite a construcdo de molécula, em seus diversos niveis de
complexidade garantindo um maior grau de pureza, bem como a diminuicdo de efeitos
colaterais, € também ecologicamente e economicamente viavel e apresenta facilidade relativa

de obtencdo perante aos produtos naturais.

2.1.3 Sintese das chalconas

Em questdo de sintese, a obtencéo de tais compostos se mostra economicamente viavel,
uma vez que ndo sdo necessarias condicBes experimentais drasticas (elevadas temperaturas,
excesso de reagentes e longos periodos reacionais), tampouco utilizacdo de catalisadores caros
(MELDO, 2015). Véarias metodologias sdo propostas para a sintese das chalconas, entretanto, a
mais simples e comum ocorre por meio da condensacao aldélica. Consiste na reacdo entre uma
acetofenona e uma cetona aromatica, utiliza-se como meio basico uma solucdo alcodlica de
hidroxido de sodio. E uma reacdo razoavelmente citada na literatura como método para
obteng&o de chalconas (CALVINO et al., 2006; CHENG et al., 2008).

Figura 3 — Esquema geral da condensacéo aldolica

o)
% Q base P
+ —_—
H H,;C

Fonte: Autor, 2019.
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Tem-se o ataque da base a cetona formando o enolato. Este nucleofilo por sua vez ataca a

carbonila do aldeido. A base presente no meio retira o hidrogénio &cido formando o composto
insaturado.

Figura 4— Mecanismo de condensacdo aldolica na reagdo da sintese da 2’, 4, 4'-

trimetoxicchalcona

oM
MeO, \k MeOQO : S °

MeO

W,
H@,"' " y. Q OMe

H,O o)

Fonte: Autor, 2019.

Cetonas e aldeidos séo eletrofilos naturais mas na presenca de uma base forte se tornam
nucleofilos e neste caso o carbono alfa desprotonado da cetona ataca a carbonila do aldeido que
sofre reducdo e depois desidratacdo, condensando as moléculas (YURKANIS, 2006)
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2.2 TOXICIDADE

O céancer ocorre quando as células do corpo humano frequentemente se multiplicam
com a incapacidade de serem controladas e, assim, formam tumores com potencial de metastase
(NALL, 2018). Os tratamentos atuais lancam méao de quimioterapia, radioterapia e
medicamentos agressivos. Tratamentos como quimioterapia podem causar muita dor aos
pacientes e enfraquecer o sistema imunolégico, portanto, existe hoje um foco no uso de
tratamentos terapéuticos anticancer alternativos e seus desenvolvimentos nas universidade. As
plantas medicinais de potencial extrativo foram usadas ao longo dos anos na Medicina por suas
propriedades naturais de cura (GREENWELL 2015) e com isto os compostos caracteristicos
do reino vegetal também foram estudados por suas propriedades para inibir o crescimento e
iniciar a apoptose de células cancerigenas. As chalconas sdo metabolitos secundarios que
podem ser considerados como possiveis fontes alternativas para tratamentos neste contexto
(MARTEL-FRACHET 2015).
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERALETrro! Indicador nao definido.

e Sintetizar chalcona derivada do resorcinol e avaliar suas atividades de citotoxicidade.

Figura 5 - Rota sintética para reagdo da sintese da 2’, 4, 4'-trimetoxicchalcona

OMe OMe
CH;l, K,CO4 Ac,0
/@ acetona TFA
98% MeO 60% MeO
Me (0}

MeO

tBuOK NaOH, EtOH
50%

Fonte: Autor, 2019.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar a 2',4,4'-trimetoxichalcona.

Figura 6 — 2',4,4'-trimetoxichalcona

5!

MeO™ 4 ™~ OMe 4 “OMe

Fonte: Autor, 2019.

e Testar a citotoxidade das substancias in vitro através do ensaio de MTT em células
normais e tumorais, confirmando o potencial inibitorio das chalconas frente a HL-60
(leucemia promielocitica aguda), HCT-116 (carcinoma colorretal humano), MCF-7
(adenocarcinoma da mama humano) e K562 (leucemia mieldide cronica).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

Para determinacdo do fator de retencdo (Rf) o produto foi avaliado por CCDA em
placas de silica em gel 60 da Sigma-Aldrich com eluente 2:8 de AcOEt/hexano. O resorcinol
foi adquirido da Riedel-de Haén (Alemanha), o carbonato de potassio e o iodeto de metila foram
obtidos da Sigma-Aldrich (Estados Unidos) e solvente organico acetona da Tedia (Estados
Unidos). O agitador magnético utilizado foi obtido da Fisatom modelo 752A e a lampada
ultravioleta da marca OSRAM PURITEC (HNS 6W G5) de comprimento de onda de 254 nm.
A estrutura quimica foi desenhada no software ChemDraw Ultra 12.0 versdo teste
(CambridgeSoft Corporation).

O composto 2 foi identificado por Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN), registrado em espectrometros VARIAN operando sob frequéncia de 500 MHz para
RMN de *H e 125 MHz para RMN de *3C sendo as amostras sido dissolvidas em CDCls.

O revelador DNP (2,4-dinitrofenilhidrazina) utilizado para identificar aldeidos e
cetonas, foi preparado de acordo com instrucdes de Wagner e Bladt, 2001. Ao mergulhar a
placa na solucdo reveladora, observa-se pontos laranjas em fundo branco para revelacéo
positiva. O composto 2 foi identificado por Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN), registrado em espectrometros BRUKER operando sob frequéncia de 400 MHz para
RMN de *H e 101 MHz para RMN de *3C sendo as amostras sido dissolvidas em CDCl3 ,

4.2 SINTESE

4.2.1 Preparacao de 1,3-dimetoxibenzeno

Figura 7 — Esquema da sintese do 1,3-dimetoxibenzeno (composto 1)

H CH3|, KzCO:; ) Me

acetona
98%
HO MeO

Fonte: Autor, 2019.
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A uma solucdo agitada de 1,3-diidroxibenzeno (resorcinol) (10g, 90mmol) e acetona
(100mL) em um baldo de fundo plano de 500mL em banho de gelo, foram adicionados
carbonato de potéssio (K2COz) (31g, 220mmol) e iodeto de metila (CHsl) (13mL, 200mmol)
gota a gota por um periodo de 10min. Apéds adicdo completa, a solucdo foi agitada overnight a
temperatura ambiente. A reagdo foi monitorada por cromatografia em camada fina (CCDA).
Apds terminada a reacdo a acetona foi evaporada sob pressao reduzida (rotaevaporador). O
produto bruto foi diluido com agua destilada e extraido duas vezes com cloroférmio. Os extratos
da fase orgénica foram secos com sulfato de sodio (Na2SOs), este retirado com filtracéo simples
com funil e filtro de papel, e concentrar no rotaevaporador. O 1,3-dimetoxibenzeno (composto
1) foi obtido com 98% de rendimento. O procedimento é uma adaptacdo baseada no trabalho
de Gudipudi (2014).

4.2.2 Preparacao de acetofenona

Figura 8 — Esquema da sintese da 2,4-dimetoxiacetofenona (composto 2)
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Fonte: Autor, 2019.

O 1,3-dimetoxibenzeno (5 g, 36 mmol), anidrido acético (7 mL, 102 mmol) e acido
trifluoroacético (TFA) (37 mL) foram misturados em um baldo, em agitador magnético a
temperatura ambiente. Apds 1,5 horas, uma solucdo aquosa de bicarbonato de sédio (NaHCO:3)
a 10% (50 mL) foi adicionada e agitada. A CCDA foi realizada (hexano / acetato de etila 9:
1), mostrando um produto mais polar (Rf: 0,5) uma vez comparado ao 1,3-dimetoxibenzeno
(Rf: 0,6). A 2,4-dinitrofenil-hidrazina (DNP) revelou grupos carbonila na acetofenona. O
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produto bruto foi diluido com &gua e extraido duas vezes com AcOEt (50 mL). A fase orgénica
foi seca (Na2SQg), filtrada, e concentrada no rotaevaporador, o produto foi purificado por
cromatografia em coluna usando 100% hexano como eluente (GUANGCHANG & XU, 2018).
O produto obtido foi um liquido cor marrom, rendimento de 4g (60%). Nomenclatura IUPAC:

1-(2,4-dimetoxifenil)etanona.

4.2.3 Preparacéo de chalcona

Figura 9 — Esquema da sintese da 2’, 4, 4'-trimetoxicchalcona (composto 3)
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Fonte: Autor, 20109.

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL foi preparada uma solucéo de acetofenona
(1 g, 5 mmol) em etanol (30 mL), foi adicionado p-anisaldeido (755 mg, 5 mmol), terc-
butdxido de potassio (622 mg, 5 mmol) e NaOH em proporc¢éo catalitica. A solucao foi agitada
durante uma semana, o produto bruto foi diluido com agua e extraido duas vezes com acetato
de etilo (50 mL). A fase orgénica foi seca (Na>SOs) filtrada e concentrada, a 2’°, 4, 4'-
trimetoxicchalcona (composto 3), foi purificada por cromatografia em coluna com sistema de
eluicdo isocratico de AcOEt/hexano 1:9. O produto obtido foi um soélido amarelo de
rendimento de 0,82g (50%), ponto de fusdo de 95°C, Rf de 0,5 (em eluente de 2:8 de
AcOEt/Hexano). Nomenclatura IUPAC: 2-propen-1-ona, 1-(2,4-dimetdxifenil)-3-(4-
metdxifenil). O composto 3 também foi encaminhado para analise por RMN.

4.3 ENSAIO CITOTOXICO

Para a avaliacdo da citotoxicidade foram utilizadas as linhagens de células tumorais
humanas HL-60 (leucemia promielocitica aguda), HCT-116 (carcinoma colorretal humano),
MCF-7 (adenocarcinoma mamario humano), K562 (leucemia mieldide cronica) e a célula ndo
tumoral L929 (fibroblasto murino), mantidas em meio de cultura RPMI-1640. O meio foi

suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF) e 1% de solu¢do de antibidtico (penicilina
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e estreptomicina). As células foram mantidas em estufa a 37 °C, em atmosfera Umida
enriquecida com 5% de COx.

A citotoxicidade foi mensurada por meio do ensaio de reducdo do MTT, brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MOSMANN, 1983), é um teste colorimétrico. O
MTT que é um sal de coloracdo amarela e solivel em &gua, mas se reduz a formazan, pela
atividade das enzimas desidrogenases que ¢ um sal de coloracao arroxeada e insollvel em agua,
esquema mostrado na figura abaixo. O teste do MTT quantifica o dano induzido por um agente
no metabolismo celular através da observacdo da viabilidade mitocondrial e,
consequentemente. Dessa forma, a reducdo do MTT a formazan € diretamente proporcional a
atividade mitocondrial e & viabilidade celular. E um dos testes mais utilizados devido a sua
sensibilidade de deteccdo de citotoxicantes (EMBRAPA, 2018)

Figura 10 — Reacdo de reducdo do MTT
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Fonte: Embrapa, 2018.

As células foram adicionadas em placas de 96 pogos, na concentracdo de 3 x 10°
células/mL (HCT-116, MCF-7 e L929) e 5 x 10° células/mL (HL-60 e K562). Em seguida,
foram preparadas solucdes estoque de 20 mM das substancias, dissolvidas em DMSO (100%),
da qual foram produzidas solucdes de trabalho nas concentraces testes (3,12; 6,25; 12,5; 25;
50; 100 e 200 uM), diluidas em meio RPMI-1640, ndo ultrapassando a concentracédo final de
0,5% de DMSO. O DMSO (20%) foi utilizado como controle positivo. Apos 72 h de incubacao
as placas foram centrifugadas (500 g, 5 min, 25 °C), foi removido 110 pL do sobrenadante,
sendo adicionado 10 puL de MTT (5 mg/mL) (Sigma-aldrich). As placas foram incubadas por 3

h em estufa de 5% de CO., a 37 °C, para reducdo do sal e formacao dos cristais de formazan.


http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole
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Ap0s o periodo de incubacéo, foi adicionado 100 pL de SDS (dodecil sulfato de sodio) (10%
HCL 0,01 N), para a solubilizagéo dos cristais de formazan. As placas foram cobertas com um
papel aluminio e deixadas overnight em um agitador. A absorbancia foi medida em um leitor

de placa, no comprimento de onda de 570 nm.

Os experimentos foram realizados em triplicata ou quadruplicata e a percentagem de
inibicdo foi calculada no programa GraphPad Prism 5.0. Uma escala de intensidade foi utilizada
para avaliar o potencial citotoxico da amostra testada: amostra sem atividade (1 a 20% de
inibicdo), com pouca atividade (inibigdo de crescimento celular variando de 20 a 50%), com
atividade moderada (inibicdo de crescimento celular variando de 50 a 70%) e com muita

atividade (inibicdo de crescimento variando de 70 a 100%).

Amostra Inibic&o de crescimento celular
Sem atividade 1a20%

Pouca atividade 20 a 50%

Moderada 50 a 70%

Alta atividade 70 a 100%

Para a determinacdo da Clso, foram testadas diferentes concentragdes das substancias
(3,12; 6,25; 12,5; 25; 50; 100 e 200 uM), em quadruplicata, sendo realizado o ensaio como
descrito anteriormente. Os dados foram analisados no programa GraphPad Prism 5.0,

realizando o teste ANOVA, seguido do pos-teste de Tukey.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados de ressonancia magnética nuclear *H e 3C confirmaram que os compostos
isolados sdo a acetofenona e a chalcona esperadas, como mostrado na literatura (VOLTOLINI,
2010).

5.1 DADOS ESPECTRAIS

5.1.1 Acetofenona

O produto obtido foi um liquido amadeirado, com rendimento de 4g (60%), com Rf de
0,15 (em eluente de 2:8 de AcOEt/hexano). Nomenclatura IUPAC: 1-(2,4-

dimetoxifenil)etanona.

Acetofenona - 2,4-dimetoxiacetofenona (composto 2) —: *H RMN (400 MHz, CDCI3)
87,82 (d,J=8,7Hz, 1H), 6,50 (dd, J =8,7, 2,3 Hz, 1H), 6,44 (d, J = 2,2 Hz, 1H), 3,87 (s, 3H),
3,84 (s, 3H), 2,56 (s, 3H). 13C RMN (101 MHz, CDCI3) § 198,22, 164,70, 161,22, 132,75,
120,98, 105,12, 98,30, 55,53, 55,45. 31,77.

No espectro de *H podemos observar o sinal do hidrogénio da metoila carbonilia (do
grupo acil) na forma de um singleto que aparece em 2,56 ppm com integral para 3H.

No espectro de RMN de *C observa-se 10 sinais pertencentes a acetofenona sintetizada,
4 sinais de carbonos ndo hidrogenados 120,98, 161,22, 164,70 e 198,22 ppm (acima da linha
base) e 3 sinais de carbonos metilicos 55,53, 55,45 e 31,77 ppm (abaixo da linha base) e 3 sinais
de carbonos metinicos 132,75, 105,12, 98,30,, sendo o & de 31,77 caracteristico de metila do
grupo acil. O pico com descolamento quimico de 198,30 ppm é tipico do carbono quartenario

carbonilico de cetonas com sinal menos intenso e em regido de 6 caracteristica de carbonila.
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Figura 11 - Espectro completo de RMN de H da 2,4-dimetoxiacetofenona (solvente CDCls)
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Figura 12 - Espectro completo de RMN de 3C da 2,4-dimetoxiacetofenona (solvente CDCls)
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5.1.2 Chalcona

O produto obtido foi um sélido (granulado) amarelo, com rendimento de 0,82g (50%),
com ponto de fusdo de 95°C e Rf de 0,5 (em eluente de 2:8 de AcOEt/hexano). Nomenclatura
IUPAC: 2-propen-1-ona, 1-(2,4-dimetdxifenil)-3-(4-metoxifenil).

Chalcona - 2°, 4, 4'-trimetoxichalcona (composto 3): *H RMN (500 MHz, CDCI3)
87,73 (d, J = 8,6 Hz, 1H), 7,64 (d, J = 15,7 Hz, 1H), 7,54 (d, J = 8,7 Hz, 2H) , 7,38 (d, J =
15,7 Hz, 1H), 6,90 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 6,55 (dd, J = 8,6, 2,2 Hz, 1H), 6,49 (d, J = 2,2 Hz, 1H),
3,88 (s, 3H), 3,85 (s, 3H), 3,82 (s, 3H). 13C RMN (126 MHz, CDCI3) 6 190,74, 164,05,
161,32, 160,34, 142,15, 132,78, 130,05, 128,22, 125,09, 122,52, 114,38, 105,22, 98,75, 55,83,
55,60, 55,44.

No espectro de *H podemos observar o sinal do hidrogénio o na forma de um duplete
que aparece em 7,38 ppm. Ja o hidrogénio B aparece um pouco mais deslocado, em 7,64 ppm,
também como dublete. Ambos, hidrogénio a ¢ B, aparecem acoplados com J igual a 15,62 Hz,
valor esperado para os hidrogénios E da dupla ligacdo da chalcona. Ja os sinais referentes aos
hidrogénios das metoxilas aparecem em 3,82, 3,85 e 3,88 ppm neste espectro, todas como

singletos e integral para 3H cada.

No espectro de RMN de **C observa-se 16 sinais pertencentes a chalcona sintetizada. 6
sinais de carbonos ndo hidrogenados (acima da linha base) e 7 sinais de carbonos metinicos e 3
de carbonos metilicos (abaixo da linha base). O pico com descolamento quimico de 190,74 ppm
é tipico do carbono quartenario com sinal menos intenso e em regido caracteristica de carbonila,

sendo atribuida ao C1°.



Figura 13 - Espectro completo de RMN de *H da 2, 4, 4'-trimetoxicchalcona (solvente
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Figura 14 - Espectro completo de RMN de 13C da 2°, 4, 4'-trimetoxicchalcona (solvente
CDCls)
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5.2 ATIVIDADE CITOTOXICA

As amostras foram submetidas a uma anélise de variancia (ANOVA) e as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey a um nivel de 5% de probabilidade. Eles foram inicialmente
testados com citotoxicidade a 50 uM, o efeito do composto 3 na viabilidade das células MCF-
7, HL-60, K562, HCT-116 (tumor) e L929 (ndo tumoral) apds 72 h de tratamento podem ser
vistos nos graficos (Gréaficos 1-6) e na tabela (Tabela 1) abaixo.

Tabela 1: Efeito do composto 3 a substancia ABK na viabilidade das células MCF-7, HL-60,
K562, HCT-116 (tumorais) e L929 (ndo tumoral), apds 72 h de tratamento.

Porcentagem de inibicdo

Substancia
MCF-7 HL-60 K562 HCT-116 929
Composto 3 40,1+ 845 + 347 + 38,9 + 16 +
0,24%* 0,57%* 1,07%* 1,52%%* 0,52%*

Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo de um experimento independente em
triplicata ou quadruplicata, testado na concentracdo de 50 uM. Os dados foram analisados por
ANOVA, seguido do pés-teste de Tukey. * p<0,05 em relacdo ao controle ndo tratado.
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Gréfico 1 — Efeito do composto 3 na viabilidade de células MCF-7
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MCF-7 cultivadas por 72 horas na presenga do composto 3 nas concentragdes de 3.12, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 e
200 uM. A andlise de varidncia one way ANOVA foi utilizada para analisar os dados de variabilidade celular e
compara-los com o controle (células ndo tratadas), seqguida do pds-teste de Tukey, a significancia estatistica foi
definida como * p<0,05 em relagdo ao controle ndo tratado.
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Graéfico 2 — Efeito do composto 3 na viabilidade de células HL-60
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HL-60 cultivadas por 72 horas na presenca do composto 3 nas concentragfes de 3.12, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 e 200
MM. A andlise de varidncia one way ANOVA foi utilizada para analisar os dados de variabilidade celular e
compara-los com o controle (células ndo tratadas), seguida do pos-teste de Tukey, a significancia estatistica foi
definida como * p<0,05 em relacdo ao controle ndo tratado.
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O composto 3 mostrou uma grande atividade na linhagem HL-60 (inibicdo de 84,5%),
mas nas outras linhagens tumorais (MCF-7, K562 e HCT) foi obtida pouca atividade. Na célula
ndo tumoral L929, o composto 3 ndao mostrou atividade. Posteriormente, a metade da
concentragéo inibitoria maxima (ICso) dessa molécula nas duas linhas tumorais (MCF-7 e HL-
60) foi calculada por apresentarem as maiores porcentagens de inibi¢éo (Tabela 1), os gréaficos
podem ser vistos abaixo (Graficos 1 e 2) Para a determinacédo de ICso, diferentes concentracdes
da substancia (3,12, 6,25, 12,5, 25, 50, 100 e 200uM) foram testadas em quadruplicado. Em
conclusdo, o composto 3 foi mais citotoxico para a cepa HL-60, com um IC50 de

aproximadamente 20,84 M.

Tabela 2: Determinagéo da Clso da substancia ABK em células tumorais (HL-60 e MCF-7),
apos 72 h de tratamento.

I1Cs0 (LM)
Substancia

MCF-7 HL-60

ABK 67,23 20,84

Clso determinada a partir de um experimento independente em quadruplicata.
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Gréfico 3 — Efeito do composto 3 (50 uM) na viabilidade de células HL-60
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HL-60 cultivadas por 72 horas na presenca do composto 3 nas concentragdes de 50 uM. A
analise de variancia one way ANOVA foi utilizada para analisar os dados de variabilidade
celular e comparé-los com o controle (células ndo tratadas), seguida do pos-teste de Tukey, a
significancia estatistica foi definida como * p<0,05 em relacdo ao controle néo tratado.

Graéfico 4 — Efeito do composto 3 (50 uM) na viabilidade de células K562
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K562 cultivadas por 72 horas na presenca do composto 3 nas concentragdes de 50 pM. A analise de variancia one
way ANOVA foi utilizada para analisar os dados de variabilidade celular e compara-los com o controle (células
ndo tratadas), seguida do pds-teste de Tukey, a significancia estatistica foi definida como * p<0,05 em relagdo ao

controle ndo tratado.
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Gréfico 5 — Efeito do composto 3 (50 uM) na viabilidade de HCT-116
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HCT-116 cultivadas por 72 horas na presen¢a do composto 3 nas concentra¢fes de 50 M. A anélise de variancia
one way ANOVA foi utilizada para analisar os dados de variabilidade celular e compara-los com o controle (células
ndo tratadas), seguida do pds-teste de Tukey, a significancia estatistica foi definida como * p<0,05 em relagdo ao

controle ndo tratado.

Graéfico 6 — Efeito do composto 3 (50 uM) na viabilidade de MCF-7
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MCF-7 cultivadas por 72 horas na presenca do composto 3 nas concentragdes de 3.12, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 e
200 uM. A andlise de variancia one way ANOVA foi utilizada para analisar os dados de variabilidade celular e
compara-los com o controle (células ndo tratadas), seguido do pds-teste de Tukey, a significancia estatistica foi
definida como * p<0,05 em relacéo ao controle ndo tratado.
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Gréfico 7 — Efeito do composto 3 (50 uM) na viabilidade de L929
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L929 cultivadas por 72 horas na presenca do composto 3 nas concentra¢des de 50 uM. A anélise de variancia one
way ANOVA foi utilizada para analisar os dados de variabilidade celular e compara-los com o controle (células
ndo tratadas), seguida do pds-teste de Tukey, a significancia estatistica foi definida como * p<0,05 em relagdo ao
controle ndo tratado.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A sintese da 2',4,4'-trimetoxichalcona foi bem-sucedida com 50% de rendimento e em relacdo
aos resultados bioldgicos ela se destacou na linhagem HL-60, apresentando excelente potencial

inibitério, maior do que 50% (84,5%0), com uma ICso de aproximadamente 20,84 pM.
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GLOSSARIO

Alelopatia: dano provocado por uma planta em outro organismo, causado pela liberacdo no

meio ambiente de metabdlitos secundarios toxicos.

Bioativos: substancias que possuem efeito sobre um organismo, célula ou tecido vivos.

Cepa: € um termo da biologia e da genética para se referir a um grupo de descendentes com um

ancestral comum que compartilham semelhangas morfoldgicas ou fisioldgicas.

Cloroférmio deuterado: € um solvente utilizado para a realizacdo de analises por ressonancia
magnética, no qual os hidrogénios ou prétons sdo substituidos um is6topo mais instavel, o
deutério.

Concentracdo do farmaco que induz metade do efeito maximo (ICso): curva de dose-reposta
que representa a concentracdo para qual 50% da populacdo exibe uma resposta, apés uma
duracéo de exposicao especificada.

Insaturagéo: ligagdo m na cadeia carbonica de uma molécula.

Overnight: durante a noite.



