UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE BIOTECNOLOGIA

PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

Sintese, caracterizacdo e avaliacdo in silico de derivados de chalconas

heterociclicas como potenciais broncodilatadores

GABRIELLY DINIZ DUARTE

Jodo Pessoa — PB

Setembro/2020






GABRIELLY DINIZ DUARTE

SINTESE, CARACTERIZACAO E AVALIAGCAO IN SILICO DE
DERIVADOS DE CHALCONAS HETEROCICLICAS COMO POTENCIAIS
BRONCODILATADORES

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pds-Graduagdo em Biotecnologia da Universidade
Federal da Paraiba, como parte dos requisitos para

obtencéo do titulo de Mestre em Biotecnologia

ORIENTADOR: PROF. DR. LUIS CEZAR RODRIGUES — UFPB

Jodo Pessoa — PB

Setembro de 2020



Catalogagdo na publicagio
Segio de Catalogagdo e Classificagéo

D8l2s Duarte, Gabrielly Diniz.

Sintese, caracterizagioc e avaliag@o in silico de
derivados de chalconas heterociclicas como potenciais
broncedilatadores / Gabrielly Diniz Duarte. - Jodo
Pessoca, 2020.

87 £. : 1il.

Orientag8o: Luis Cezar Rodrigues.
Dissertagdo (Mestrado) - UFPB/CBIOTEC.

1. Farmacogquimica. 2. Condensacgdc de Claisen-Schmidt.
3. Pirazdis. 4. Adigdo de Michasl. I. Rodrigues, Luis

Cezar. II. Titulao.

UFFB/EC CDU 615:54 (043}

Elaborado por ANNR REGINA DA SILVA RIEEIRD - CRE-15/024




SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE BIOTECNOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA NIVEL MESTRADO

Joio Pessoa, 16 de setembro de 2020
ATA DE DEFESADE DISSERTA(‘ZAD DE MESTRADO

As quatorze horas (14h) do dia dezesseis de setembro do ano de dois mil e vinte, no endereco
eletronico https://meet google com/ekt-uaun-ztk, divulgade na pagina eletronica do Programa.
reuntram-se em carater de Solemidade Publica os membros da Banca Examinadora designada para
examinar a aluna GABRIELLY DINIZ DUARTE. candidata ao Titulo de Mestre em Biotecnologia.
Foram componentes da Banca examinadora os professores doutores Luis Cezar Rodrigues
(Departamento de Biotecnologia do CBiotec, Presidente da Banca). Edson Luiz Folador
{Departamento de Biotecnologia do CBiotec, membro mterno do Programa). € José Maria Barbosa
Filho (Departamento de Ciéncias Farmacéuticas do CCS, membro externo do Programa). Dando
inicio aos trabalhos. o Presidente da Banca. apos declarar os objetivos da reuniio. apresentou a
candidata. a quem concedeu a palavra para que dissertasse oral e sucintamente sobre o tema 1ntitulado
“Sintese, caracterizacio e avaliacio in silico de derivados de chalconas heterociclicas como
potenciais broncodilatadores”. Apds discorrer sobre o referido tema, a candidata fo1 arguada pelos
examinadores na forma Regimental Em seguida. passou a banca em cardter secreto. a proceder a
avaliacio e julgamento do trabalho. conclundo por atribuir-lhe o conceito APROVADO. Em face da
aprovacgio, declarou o presidente achar-se a examinada GABRIELLY DINIZ DUARTE legalmente
habilitada a receber o titulo de Mestre em Biotecnologia. na drea de concentracio Biotecnologia
Aplicada a Saude. cabendo a Unmiversidade Federal da Paraiba providéncias como de direito a
expedicio do diploma que a candidata faz jus. Nada mais havendo a tratar. eu, Ian Porto Gurgel do
Amaral. na qualidade de Coordenador do Programa. lavrei a presente Ata que submeto 3 aprovacio
da Banca Examinadora.

Prof. Dr. Ian Porto Gurgel do Amaral (Coordenador)
Prof. Dr. Luis Cezar Rodrigues (Presidents)

Prof Dr. Edson Luiz Folador (Examinador Interno)

Prof. Dr. José Maria Barbosa Filho (Examinador Externo)

Centro de Biotecnologia — UFPB — Campus I
Programa de Pos-Graduacio em Biotecnologia Nivel Mestrado
Cidade Universitiria — CEP 58051-900 Fones: (83) 3216-7173 Jodo Pessoa'PB

Pigina 1 de 1



Aos meus pais e a toda minha familia por
todo o apoio recebido, meu muito obrigado. Este

trabalho é dedicado a vocés.



AGRADECIMENTOS

A Deus, em primeiro lugar, que sempre me conduziu com as devidas licdes de

amor, fraternidade e compaixao.

Para a realizacao deste trabalho, muitas pessoas me ajudaram e sem as quais nao
seria possivel conclui-lo. A todas elas, as quais seria exaustivo aqui enunciar, a minha

profunda gratidéo.

A algumas delas pelo apoio especial que me prestaram ao longo deste trabalho

gostaria de agradecer especialmente:

Ao meu orientador Prof®. Dr. Luis Cezar Rodrigues, pela dedicacédo, conselhos,

ensinamentos, suporte, compreensdo e amizade durante 0s Ultimos anos.

Aos meus colegas de laboratério Flavio Valadares P. Borges, Luiz André Araljo
Silva, Fernando Ferreira Leite e Bruno Hanrry Melo de Oliveira, que estiveram comigo

nesta jornada pelo apoio, companheirismo e discussdes enriquecedoras.

AO0s meus pais e irmaos, por me apoiarem, sonharem junto comigo e estarem do

meu lado nas horas mais dificeis e felizes de toda a minha vida.

Ao meu companheiro Rafael Enrique Silva Galiza, pelo suporte incondicional e

carinho expressados durante os Gltimos anos.
A Universidade Federal da Paraiba, pelo apoio sempre concedido.

A Coordenacio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil

(CAPES) pela concessao da bolsa de estudos no ultimo ano do curso de mestrado.

Aos Professores do Programa de Pds-Graduacgdo em Biotecnologia (PGBiotecM)
por estimularem a cientista dentro de mim e cada aula ministrada e me incentivarem a ser

uma pesquisadora melhor.

Aos funcionarios do Laboratério Multiusuario de Caracterizacdo e Analises —
LMCA, em especial a Evandro Pereira da Silva e Marcelo Felipe Rodrigues da Silva, por
realizar o servico de Anélise Espectroscopica por Ressonancia Magnética Nuclear com

exceléncia, competéncia e boa vontade em auxiliar sempre que necessario.



“The meeting of two personalities is like the contact
of two chemical substances; if there is any reaction,

both are transformed.”

Carl Gustav Jung



RESUMO

Chalconas sdo moléculas de alto valor bioldgico devido as suas diversas
atividades ja relatadas na literatura. Neste contexto, derivados de chalconas sintéticas sdo
moléculas promissoras no desenvolvimento de medicamentos, despertando interesse no
ambito académico e industrial. Buscando contribuir com a diversidade de moléculas
sintéticas e com o estudo de novos broncodilatadores, este trabalho visou a sintese e
caracterizagdo de uma chalcona tiofénica (E)-1-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-3-(tiofen-2-
il)prop-2-en-1-ona (GA-01) e trés derivados inéditos, sendo estes: 3-
(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-5-(tiofen-2-il)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-carbotioamida (GA-
04), 3-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-1-fenil-5-(tiofen-2-il)-4,5-dihidro-1H-pirazol (GA-05)
e 1-(3-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-5-(tiofen-2-il)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-il)etan-1-ona
(GA-06). Os rendimentos das reacGes variaram entre 93,8% e 31,83% e 0s compostos
foram obtidos por precipitacao, reduzindo o custo com etapas exaustivas de purificacéo.
Todas as moléculas foram submetidas a testes in silico para a sua atividade
broncodilatadora e propriedades farmacocinéticas. Nos ensaios mencionados, GA-01,

GA-05 e GA-06 apresentaram potencial atividade broncodilatadora.

Palavras-chave: Condensacgdo de Claisen-Schmidt; pirazois; adicdo de Michael.



ABSTRACT

Chalcones are molecules of high biological value due to it’s variety in biological
activities. In this context, derivatives of synthetic chalcones are promising molecules in
drug development of interest for both the academy and industry. Seeking to contribute to
the diversity of synthetic molecules and the study of new bronchodilators, this work
aimed at the synthesis and characterization of a thiophenic chalcone (E)-1-(benzo
[d][1,3]dioxol-5-yl)-3-(thiophen-2-yl)prop-2-en-1-one (GA-01) and three unpublished
derivatives, these being: 3-(benzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-5- (thiophen-2-yl)-4,5-dihydro-
1H-pyrazol-1-carbothioamide (GA-04), 3-(benzo[d][1,3] dioxol-5-yl)-1-phenyl-5-
(thiophen-2-yl)-4,5-dihydro-1H-pyrazole (GA-05) and 1-(3- (benzo[d][1,3]dioxol-5-yI)-
5-(thiophen-2-yl)-4,5-dihydro-1H-pyrazol-1-yl)ethan-1-one (GA-06). Reaction yields
varied between 93.8% and 31.83% and the compounds were obtained by precipitation,
avoiding costs with exhaustive steps of purification. All molecules were subjected to in
silico tests for their bronchodilator activity and for it’s pharmacokinetic properties. In the
tests mentioned above, the substances GA-01, GA-05 and GA-06 showed potential

bronchodilator activity.

Keywords: Claisen-Schmidt condensation; pirazole; Michael addition.
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1 Introducéo

Chalconas (Figura 1) sdo moléculas de grande importancia bioldgica encontradas em
diversas espécies de organismos fotossintéticos na forma de precursores de flavonoides,
caracterizadas pela presenca de dois anéis aromaticos unidos por uma cadeia lateral de trés
carbonos com um sistema a,fB-insaturado a carbonila (ZYSZKA; ANIOL; LIPOK, 2017). A
presenca da insaturacdo conjugada € considerada responsavel pela atividade bioldgica desses
compostos, a qual pode ser dos mais diversos tipos a depender ainda dos grupos substituintes
presentes nos anéis aromaticos (BOULEBD, 2020; XUE et al., 2018).

Figura 1. Representacdo geral de uma chalcona

(o)
@ g @
Fonte: Autor, 2020.

Por se tratar de um intermediario na biossintese de flavonoides, a concentracdo de
chalconas em plantas é muito baixa, tornando custosa sua extragdo para utilizacdo em testes
pre-clinicos e clinicos (ZHANG; FANG, 2017). Desta forma, a obtencdo de chalconas por
métodos sintéticos € bastante explorada em busca de obter rendimentos superiores e

quantidades suficientes para investigacdes clinicas dos mais diversos tipos (LI et al., 2019).

A busca de novos compostos com atividade broncodilatadora € de constante interesse
para aplicagdo em pacientes com asma e outras doencas respiratorias cronicas. Segundo a
Organizacdo Mundial da Satde (OMS), 235 milhGes de pessoas sofrem com asma no mundo
inteiro e mais de 3 milhdes de pessoas morrem todo ano em consequéncia de doencas
respiratorias crénicas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020).

Uma classe de medicamentos com acdo broncodilatadora ja comprovada é a de
anticolinérgicos, como o tiotropio. Estes medicamentos interagem em um sitio alostérico dos
receptores para acetilcolina (proteina M3) e agem como antagonistas muscarinicos, bloqueando
a contracdo do musculo liso e promovendo assim, uma acao broncodilatadora (GOODMAN;
GILMAN, 2012).
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Para maior direcionamento as moléculas sintetizadas, sdo utilizados testes in silico nos
quais estas podem ser testadas virtualmente contra alvos farmacolégicos ja conhecidos. De
acordo com os resultados de docking obtidos, os melhores farmacos podem ser selecionados
para posteriores testes in vitro, evitando assim o gasto desnecessario de reagentes, células e
microrganismos com moléculas que virtualmente ndo apresentem resultado satisfatorio. Desta
forma, os testes in vitro e in vivo irdo servir para confirmar os dados preditos por softwares

desenvolvidos para esta finalidade.

Visto que ha grande interesse no desenho e sintese de novas moléculas com potencial
farmacologico, derivados de chalconas sintéticos vém como um novo caminho para a obtencéo
de compostos inéditos com grande potencial de atividade biolégica através da adicdo de

farmacoforos e heteroatomos as suas estruturas.
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2. Revisao da literatura

2.1 Avaliacéo in silico no desenvolvimento de farmacos

Medicamentos sdo essenciais na sociedade moderna para a sobrevivéncia e promocao
de satide em seres humanos. O desenvolvimento de fArmacos cada vez mais eficientes depende
também de métodos cada vez mais aprimorados, que muitas vezes consomem muito tempo e
recursos financeiros. A abordagem de testes in silico surgiu com uma caracteristica
multidisciplinar para suprir esta demanda, reduzindo custos e tempo com testes preliminares

mais complexos, como in vitro.

No processo de desenvolvimento de farmacos industrial (Figura 2), nés temos a
identificacdo do alvo biolégico, que pode ser uma enzima, citocina ou receptor. A partir deste,
sdo selecionadas bibliotecas de compostos promissores para aquele alvo em questdo através de
screening virtual que serdo sintetizadas e testadas em uma validacao in vitro para confirmacéo

dos dados computacionais.

Figura 2. Fases presentes no processo industrial de desenvolvimento de farmacos

Alvo bioldgico|_, | Biblioteca de

validado compostos

\ Screening virtual /
\ Sintese quimica /
\Validagé‘o in vitr?/

Otimizacao

Um medicamento aprovado

Fonte: Autor, 2020.
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Apos a validacgdo in vitro, podemos ter pelo menos um candidato promissor elegido, que
passa por fases de otimizacéo, para gerar dezenas de compostos similares que serdo sintetizados
e passam por testes pré-clinicos antes de irem para as fases clinicas e termos um medicamento

avaliado e aprovado para uso comercial.

O desenho de novos farmacos na sintese guiada, pode ser baseado na estrutura da
proteinaao qual este deve se ligar (SBDD — Structure Based Drug Design) ou baseado em
ligantes ja conhecidos de uma proteina (LBDD — Ligand Based Drug Design).

Apos a selecdo de ligantes com potencial afinidade a proteina, o docking molecular é

feito entre estes, a fim de avaliar a afinidade da ligacao do ligante ao sitio de uma certa proteina.

2.1.1 Avaliacdo de caracteristicas farmacocineticas in silico

O peso molecular, a conformacao estrutural, o grau de ionizacao e a lipossolubilidade
relativa de um farmaco s@o caracteristicas que preveem o transporte e a sua distribuicdo em
sistemas biolégicos (GOODMAN; GILMAN, 2012). Alguns softwares utilizam destas
informacdes e algoritmos para predizer computacionalmente caracteristicas farmacoquimicas e

farmacocinéticas de possiveis medicamentos.

Propriedades como absorcao, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e toxicidade podem
ser calculadas utilizando softwares como OSIRIS (SANDER et al., 2009) ou SwissADME
(DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017) para filtrar as moléculas com potencial de se ligar ao
alvo que apresentem valores de toxicidade baixos e caracteristicas desejaveis em um farmaco,

como boa absorcdo e distribuicdo no organismo (YUGANDHAR et al., 2017).

A plataforma pkCSM (PIRES; BLUNDELL; ASCHER, 2015) fornece dados
farmacocinéticos preditos para moléculas atraves de algoritmos e fornece dados de absorcéo,
distribuicdo, metabolismo, excrecdo e toxicidade. Para dados de absor¢do nos temos: a
solubilidade em &gua, que é calculada como a solubilidade da molécula em agua a 25 °C e
expressa em log mol/L; permeabilidade Caco-2, uma linhagem de células utilizadas em testes
in vitro para avaliar a absorcdo de drogas administradas via oral, sdo consideradas moléculas

de alta permeabilidade valores preditos acima de 0,90.

Para a absorcéo intestinal, é calculada a porcentagem da molécula que sera absorvida
pelo intestino delgado humano, resultados preditos abaixo de 30% indicam baixa
permeabilidade intestinal. Os dados de permeabilidade dérmica s@o expressos como a constante
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de permeabilidade dérmica log Kp (cm/h) e valores preditos menores que 2,5 sdo considerados

de baixa permeabilidade dérmica.

O volume de distribuicdo é o volume no qual a droga ira se encontrar em concentragdes
iguais nos tecidos e no plasma, quanto maior o valor predito para o volume de distribuicéo,
mais a droga € distribuida nos tecidos em detrimento do plasma. Para a capacidade de uma
molécula atravessar a barreira hematoencefalica (BHE), resultados preditos maiores que 0,3 log
BB sdo considerados como de alta permeabilidade a BHE. J& a capacidade de uma molécula
adentrar o sistema nervoso central (SNC) é uma medida mais direta, feita de forma experimental
através da perfusdo do cérebro com o composto injetado diretamente na artéria carotida. Para a
permeabilidade ao SNC, valores maiores que -2 logPS sdo considerados como penetrantes ao
SNC.

Experimentos de toxicidade Tetrahymena pyriformis determinam a concentracdo do
composto necessaria para inibir 50% do crescimento (LC50) desta bactéria e valores preditos
menores que -0,5 log pg/L sdo considerados toxicos. O teste de toxicidade Minnow também
calcula a LC50 e valores calculados abaixo de 0,5 mM (log < -0,3) sdo considerados de alta

toxicidade aguda.

Além de caracteristicas farmacocinéticas, propriedades de farmacodindmicas tambem
podem ser calculadas computacionalmente na obtencao de fArmacos a fim de evitar o gasto com

testes in vitro.

2.1.2 Avaliacéo in silico de caracteristicas farmacodinamicas

A avaliacdo in silico de caracteristicas farmacodinamicas esta presente em diversos
projetos de pesquisa e podem auxiliar no desenvolvimento de farmacos ainda mais especificos

em sua acdo bioldgica, como exemplificado a seguir.

Kist e colaboradores propuseram oito moléculas com atividade inibidora do alvo de
mamiferos da rapamicina (mTOR) através de técnicas de desenvolvimento de farmacos baseada
no ligante, como a busca por farmacoforos, docking molecular e dindmica molecular. Com o
estudo in silico eles observaram que os novos inibidores possuiam propriedades similares ou
melhores ao inibidor classico, rapamicina (KIST; TIMMERS; CACERES, 2018).

A molécula pomalidomida foi desenvolvida através da selecdo de analogos de

medicamentos imunomoduladores como talidomida e lenalidomida para o tratamento de
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mieloma multiplo e tem se mostrado eficaz no tratamento com mecanismo de acéo envolvendo
a inducdo de apoptose das células cancerigenas e atividade antiangiogénica (RIOS-TAMAYO
et al., 2017). O uso desta técnica de analogos de moléculas ja ativas biologicamente e testadas
anteriormente, permite ao pesquisador encontrar variantes daquela estrutura com caracteristicas
distintas de eficacia, efeitos colaterais, toxicidade e dosagem para elencar a varidvel mais

adequada.

Esse método de desenvolvimento de novos farmacos mostrou-se eficaz no desenho de
medicamentos comerciais como a sildenafila, zanamivir e amprenavir, desenvolvidos para o
tratamento da disfuncéo eretil, infeccdo por influenza e HIV, respectivamente (TRIPATHI et
al., 2016).

O docking pode ser feito através de diversas ferramentas, como M-ZDOCK (PIERCE;
TONG; WENG, 2004), AutoDock (MORRIS et al., 2009) ou GOLD (JONES et al., 1997),
cada uma destas apresenta vantagens e desvantagens quanto ao algoritmo utilizado para
promover as possiveis ligacoes e seu score. De forma geral, para realizar um docking é preciso
preparar os ligantes, preparar a proteina e determinar o sitio de ligacdo para que entdo o software

faca as predigdes das melhores poses de ligacdo entre as moléculas de entrada.

Os valores de afinidade de ligacao obtidos devem ser sempre comparados com ligantes
ja conhecidos da estrutura desejada, para que haja um pardmetro de comparacdo na anélise de
dados para inferir possiveis atividades bioldgicas advindas da interagdo com o receptor ou

proteina-alvo.

De acordo com os valores de afinidade e caracteristicas farmacocinéticas da molécula,
podemos selecionar as estruturas mais promissoras e identificar farmacoforos favoraveis a acéo
bioldgica desejada. As chalconas, uma classe de moléculas de bastante interesse na quimica
medicinal, possuem alto potencial de uso em testes in silico devido a variedade de atividades

bioldgicas encontradas para estes compostos.

2.2 Chalconas

Chalconas ou 1,3-diaril prop-2-en-1-onas sdo cetonas a,f-insaturadas constituidas por
dois anéis aromaticos (anel A e B) ligados por uma cadeia alifatica de trés carbonos (TEKALE
et al., 2020). Este esqueleto basico, possui diversos hidrogénios que podem ser substituidos,

gerando uma vasta diversidade de moléculas associadas a diferentes atividades biologicas.
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As chalconas sdo encontradas na natureza como polifenois derivados do &cido
chiguimico na rota biossintética mista (Figura 3), originando o aminoacido fenilalanina, que
por sua vez é transformado em &acido cinamico, que € hidroxilado, formando o acido 4-(OH)-
cumérico e por fim o 4-cumaril-CoA, formando o anel A e os carbonos da cadeia lateral, que
ao ser condensado com trés moléculas de malonil-CoA e sofrer uma série de reacdes de
hidroxilagéo e reducdo, formam as chalconas (PEREIRA; RODRIGUES; VEGA, 2016).

Figura 3. Rota biossintética das chalconas
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0
. NH, A oH
HO OH
OH Acido cinamico
Acido chiquimico Fenilalanina
0 l 0
X CoA = X OH
HO HO

4-cumaril-CoA Acido 4-cumarico

(o) (o)

3x HOJ\/U\SCoA OH O
Malonil-CoA O S ‘
HO OH OH

Chalcona

Fonte: Autor, 2020.

Estes compostos tém chamado bastante a aten¢do da comunidade cientifica devido a sua
simplicidade estrutural, facilidade de sintese em condicdes reacionais brandas (MACHADO et
al., 2017) através de diversas metodologias. Entretanto, as chalconas sdo obtidas prontamente
na reacdo de condensacdo aldolica do tipo Claisen-Schmidt entre uma cetona e um aldeido
aromaticos na presenca de uma base ou &cido fortes como catalisador (LAKHEKAR,;
RAHATIKAR; BASEER, 2019) (Figura 4).
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Figura 4. Sintese de chalcona por condensacao alddlica.
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Fonte: Autor, 2020.

A reacdo (Figura 5) comeca com a ativacdo da acetofenona através de um ataque
nucleofilico da base (OH") ao hidrogénio alfa da acetofenona, culminando na remogao de um
préton e segue com o ataque do enolato ao carbono carbonilico do aldeido aromatico com a
formacéo de uma ligacédo covalente entre os compostos. O alcoxido formado é entdo protonado
pelo acido conjugado e o intermediario B-hidroxicarbonilico é desidratado atraves da saida do
grupo hidroxila protonado, que gera um carbocéation que por sua vez elimina um proéton para
uma base, formando uma liga¢do m na posi¢do a-f. O composto a-B-insturado formado é a
chalcona (ENCHEV; MEHANDZHIYSKI, 2017).

Figura 5. Mecanismo da obtencgdo de chalconas por condensagdo de Claisen-Schmidt

O H

HB

(J TH =
-H,0

(E)-chalcona

Fonte: Autor, 2020.
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As chalconas podem ter os seus hidrogénios aromaticos substituidos para formar
diversas estruturas, sendo a presenca de grupos hidroxila nas posi¢oes 2a ou 3a no anel B (LI
et al., 2019), relacionada com a atividade antitumoral, assim como a presenca de grupos
metoxila no anel A, relacionada a atividade antimitética (XU et al., 2019). Alteracdes nas
posicdes de certos grupos funcionais podem ter impactos significativos na atividade estudada e

trazer mais conhecimento sobre a influéncia destas posi¢Ges nas atividades bioldgicas relatadas.

Outras atividades ja foram relatadas na literatura, como antitumoral, antiviral (TANG et
al., 2019), antimicrobiana (LAL et al., 2018), vasodilatadora (SHERIKAR; DHAVALE;
BHATIA, 2019), antifingica, antioxidante e repelente de insetos (VANANGAMUDI;
SUBRAMANIAN; THIRUNARAYANAN, 2017). O grande espectro de atividades das
chalconas traz consigo também um desafio: a baixa especificidade aos alvos, que acarreta em

fortes efeitos colaterais nos testes in vivo, muitas vezes impossibilitando sua aplicagéo.

A natureza eletrofilica do grupo o,B-insaturado confere as chalconas capacidade de
ligar-se de forma irreversivel a proteinas e outras macromoléculas biolégicas, culminando em

efeitos toxicos, como reacdes alérgicas, mutagenicidade e carcinogénese (GOMES et al., 2017).

Além das aplicacdes medicinais, chalconas podem ser utilizadas como reveladores de
impressao digital latente (BALSAN et al., 2019), quimiossensores (PRABHU et al., 2017),
agentes anticorrosivos (CHAOUIKI et al., 2020) e aditivos para biocombustiveis (FARIA et
al., 2020). Evidenciando mais uma vez o amplo espectro de aplicacfes ja estudadas para esta

classe de compostos.

A presenga de heterodtomos nas chalconas é de grande interesse farmacolégico, uma
vez que muitos farmacos como diazepam, codeina e captopril sdo heterociclicos. Os
heteroatomos mais comuns sdao nitrogénio e enxofre, mas também podem ser encontrados
outros 4tomos como o oxigénio e fosforo, estes também possuem papel importante em
processos bioldgicos, assim como em drogas sintéticas (HASSAN; FAROUK, 2017,
SHANKARAIAH et al., 2017).

Desta forma, as chalconas aparecem como bom esqueleto para uma variedade de reagdes

de derivagéo para obtencao de moléculas com maior potencial farmacolégico.
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2.3 Sintese e atividade de derivados de chalconas

Chalconas, compostos altamente relacionados com atividades biologicas, podem
também sofrer modificacdes no seu esqueleto que as levam a um nivel de diversidade ainda
maior. Esta estratégia tem sido muito utilizada no desenvolvimento de farmacos e recebido
bastante atencdo nos ambientes académico e industrial nos Gltimos anos, gerando uma vasta

biblioteca de novas moléculas a serem testadas (TEKALE et al., 2020).

A funcionalizacdo de chalconas pode diminuir sua toxicidade, além de trazer outros
efeitos bioldgicos (AHMAD et al., 2017) ou potencializar efeitos ja relatados na literatura
(HASSAN; FAROUK, 2017) baseando-se na adicdo de grupos funcionais mais reativos ou
lipofilicos que terdo afinidade maior pelo alvo desejado. Ao remover o grupo central o,f3-
insaturado, o potencial toxico das chalconas pode ser atenuado, aumentando o seu potencial uso

clinico.

As reacOes de derivacdo de chalconas acontecem majoritariamente por ataque
conjugado a insaturacdo, rica em elétrons que reduz o efeito eletrofilico da carbonila por
conjugacéo. A adicdo de grupos como pirazdéis (EL SHEHRY et al., 2018), triazois (BHAGAT,;
PEDDINTI, 2018) e pirimidinas pode ser feita por uma adicdo de Michael, com mecanismo
proposto por Kitawat e Singh (KITAWAT; SINGH, 2014), exemplificada na figura 6.
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Figura 6. Mecanismo da sintese de pirazol derivado de chalcona via adi¢éo de Michael

Fonte: Autor, 2020

Ap0s a protonacdo do oxigénio carbonilico da chalcona, a adicdo nucleofilica comeca
com o nitrogénio (nucledfilo) da tiossemicarbazida que ataca o carbono beta da chalcona,
formando uma ligacdo covalente com o mesmo. Por ressonancia, o préton ligado ao oxigénio
da carbonila, restaura a ligagdo m do carbono carbonilico e a ligagdo com o carbono alfa é
desfeita. Os pares de elétrons do nitrogénio NH atacam o carbono carbonilico, estabelecendo
ali uma ligacao covalente e, por ressonancia, ha a desidratacdo da molécula com a saida de uma

molécula de agua e formacéo do grupo pirazélico na cadeia central da chalcona.
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Os pirazois sdo compostos anelares heterociclicos de cinco 4&tomos, sendo dois deles
nitrogénios adjacentes, também conhecidos como azdis. Estes estdo presentes em diversos
medicamentos (Figura 7) j& em comercializacdo como sildenafila (inibidora da
fosfodiesterase), celecoxibe (anti-inflamatdrio e inibidor da COX-2) e fomepizol (inibidor da
alcool desidrogenase) (ANSARI et al., 2016); podendo apresentar atividade antimicrobiana,
anticorrosiva (SAYED et al., 2018), neuroprotetiva (BHAT et al., 2017), anti-inflamatéria
(HASSAN et al., 2019), antituberculose (TAKATE et al., 2019), entre outras.

Figura 7. Medicamentos com ndcleo azélico.
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Fonte: Autor, 2020.

Das funcdes e atividades relatadas na literatura, o que se destaca em questdo de
quantidade de estudos e variedade de alvos é a atividade antioxidante, que é definida pela
diminuicdo, prevencdo ou retardo da oxidacdo de biomoléculas como proteinas e DNA
(BANSAL et al., 2019). A acéo antioxidante pode ser feita de forma direta, por moléculas de
baixo peso molecular capazes de neutralizar espécies reativas de oxigénio (EROs) ou de forma
indireta pela ativacdo de proteinas citoprotetoras, como no caso de moléculas com um grupo

a,B-insaturado, como as chalconas.

Na sintese de derivados de chalconas, ha ainda a possibilidade de utilizagdo de
acetofenonas di- ou triacetiladas, que formardo dimeros denominados bichalconas (Figura 8)
que demonstraram potente atividade antioxidante (JUNG et al.,, 2017) e antitumoral
(MANSOUR et al., 2020).
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Figura 8. Representacdo de uma bichalcona derivada do 1,3-diacetilbenzeno

oYU ¢
Fonte: Autor, 2020.

Outra fonte de diversidade de atividades muito explorada na quimica medicinal, sdo as
moléculas heterociclicas que estdo presentes em diversas substancias bioativas naturais e

sintéticas.

2.4 Compostos heterociclicos na quimica medicinal

Compostos heterociclicos fazem parte de diversos medicamentos aprovados para 0s
mais diversos fins. Os heterodtomos mais explorados na quimica medicinal sdo oxigénio,
enxofre e nitrogénio, sendo este Ultimo 0 mais comum em compostos naturais contendo nucleos
de pirazol, pirazolina, piridina, pirrolidina triazol e benzimidazol, presentes em vitaminas,
herbicidas, antiflngicos, entre outros (HENARY et al., 2020).

Ciclos contendo oxigénio sdo o segundo tipo de heterociclo mais comum em drogas
aprovadas pelo FDA, destas, os nucleos piranose, furanoses, macrolactonas, morfolinas e
dioxinas (DELOST et al., 2018) prevalecem em drogas como budesonida, um medicamento

utilizado para asma e doenca pulmonar crénica obstrutiva.

Devido ao amplo estudo de heterociclos com nitrogénios, a comunidade cientifica e
industrial tem voltado seus olhos para o enxofre e sintetizado compostos com atividade
expressiva e baixa toxicidade, quando comparados aos heterociclos contendo nitrogénio
(PATHANIA; NARANG; RAWAL, 2019). Heterociclos contendo enxofre, apresentam
atividade anticancer, antidiabetes, antimicrobiana, anti-hipertensiva, antiviral, anti-

inflamatoria, entre outras.

Alguns medicamentos contendo heterociclos de enxofre (Figura 9) ja aprovados sdo:
tiabendazol (antifungico), meloxicam (anti-inflamatério), dorzolamida (anti-glaucoma) e

duloxetina (antidepressivo).
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Figura 9. Medicamentos heterociclicos contendo enxofre.
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Fonte: Autor, 2020.

Chalconas, como esqueletos de diversos novos compostos sintéticos, podem ter a sua
atividade biologica melhorada com a adigdo de heterociclos, demonstrando atividade
antibacteriana (KHAN et al., 2019), inibidor de carcinogénese (HORLEY et al., 2017),
antitumoral (MAO et al., 2016), entre outras (ARDIANSAH, 2019).

A adicdo de farmacoforos ao ndcleo da chalcona, permite que esta molécula ja ativa
biologicamente, consiga ter um maior direcionamento da atividade desejada no
desenvolvimento de farmacos, além de melhorar caracteristicas como toxicidade e efeitos

colaterais exacerbados que podem ser preditas in silico no desenho de farmacos.
2.5 Broncodilatadores

Os medicamentos broncodilatadores (Figura 10) sdo divididos em trés classes: beta-
adrenérgicos, anticolinérgicos e metilxantinas. Os beta-adrenérgicos atuam como agonistas a
receptores especificos, reduzindo a concentracdo de calcio intracelular, desta forma causando
uma broncodilatagéo, alguns efeitos colaterais como tremor, hipertenséo, taquicardia e arritmias
podem ser observados. Medicamentos desta classe sdo: fenoterol, salmeterol, terbutalina e

bambuterol.
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Figura 10. Drogas com efeito broncodilatador.
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Fonte: Autor, 2020.

Os anticolinérgicos possuem efeito menos intenso quando comparados a classe anterior,
entretanto sdo mais usados no tratamento de asma devido a presenca de menos efeitos
colaterais. Possuem acdo broncodilatadora via bloqueio de receptores colinérgicos M3
localizados na musculatura lisa das vias respiratorias. O brometo de ipratropio € um exemplo

de broncodilatador anticolinérgico.

O tiotropio é um bloqueador de receptores muscarinicos utilizado na manutencgéo da
funcéo pulmonar de pacientes adolescentes com sintomas moderados de asma (HAMELMANN
etal., 2016). Possui atividade significativa em doses de apenas 5 pg em associacgao a corticoides
inalatérios, auxiliando no controle da doenca e prevencdo de crises graves (HAMELMANN;
SZEFLER, 2018).

A ultima classe de broncodilatadores, as metilxantinas, tém sido utilizadas como
segunda linha de tratamento para asma e apesar de serem aplicados a medicina ha anos, ndo
possuem mecanismo de acdo definido, alguns exemplos de medicamentos desta classe séo
teofilina, aminofilina e bamifilina (PONTE; FRANCO; CRUZ, 2010).
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Anélogos da teofilina, um composto presente no cacau com atividade antiasmatica, tém
sido desenhados e sintetizados nos ultimos anos. Estes apresentam ndo sé atividade
broncodilatadora, mas também possuem atividade anti-inflamatdria, anticancer, antifungica e

antibacteriana, como consequéncia de mudancas estruturais (YOUSAF et al., 2018).

O medicamento anticolinérgico brometo de tiotropio, além de possuir papel
broncodilatador em pacientes com asma, foi associado com a inibicdo da diminuicdo da
capacidade pulmonar de pacientes com doenga pulmonar obstrutiva crénica (DPOC)
(GOSENS et al., 2006). Uma vez que celulas epiteliais e inflamatdrias expressam acetilcolina
e seus receptores de forma ubiqua, anticolinérgicos podem ainda ter outras acGes além da
atividade broncodilatadora (GOSENS; GROSS, 2018).

No processo de desenvolvimento de farmacos, observamos que muitas vezes um
composto promissor apresenta efeitos toxicos quando testado in vivo. Desta forma, os testes in
silico permitem que a molécula desenhada possa ser pré-selecionada de acordo com as suas

caracteristicas farmacocinéticas e farmacodinamicas almejadas.
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3 Objetivos

3.1 Objetivo geral

Sintetizar novos derivados heterociclicos de chalconas com potencial atividade

broncodilatadora.
3.2 Objetivos especificos

Sintetizar a chalcona tiofénica através de condensagdo aldolica entre o 2-tiofeno

carboxaldeido e a 3,4-metilenodioxiacetofenona;

Utilizar a chalcona sintetizada em reacdes de derivacdo para obtencdo das moléculas
GA-04, GA-05 e GA-06;

Caracterizar as moléculas através de Ressonancia Magnética Nuclear e ponto de fuséo;

Elencar as moléculas mais promissoras através de testes in silico de caracteristicas

farmacocinéticas e farmacodinamicas.
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4. Metodologia

4.1 Desenho e avaliacdo in silico de propriedades farmacocinéticas

Os compostos desenhados tiveram suas caracteristicas de absorcdo, solubilidade,
distribuicdo, metabolismo, excrecéo e toxicidade avaliadas através do servidor online pkCSM,
que calcula e prediz estas caracteristicas baseando-se em graficos (PIRES; BLUNDELL,
ASCHER, 2015).

As moléculas foram desenhadas no software ChemDraw (versao teste), exportadas no
formato SMILES e inseridas na plataforma disponivel em: http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/
para obtencéo dos resultados, que foram entéo transcritos em tabela.

4.2 Avaliacao in silico de potencial farmacolégico

O potencial vasodilatador dos ligantes (moléculas) foi avaliado através de docking
contra o receptor muscarinico de acetilcolina M3. Para este teste no AutoDock Vina,
precisamos dos arquivos dos ligantes e proteinas no formato .pdbqt e para isso, 0s arquivos

foram preparados da maneira descrita a seguir.

Todas as estruturas de ligantes foram desenhadas no ChemDraw (versdo teste) e
exportadas em formato .sdf que foi convertido em um arquivo .pdb através do software PyMol

(v. 2.3.4) e posteriormente no formato .pdbqt através do AutoDockTools (v. 1.5.6).

A estrutura da proteina foi obtida no Protein DataBank (PDB) sob o cddigo 4DAJ, o
sitio de ligacdo selecionado para o docking foi o mesmo observado para o ligante cristalizado
junto a proteina, o broncodilatador tiotropio, como descrito por Kruse e colaboradores (KRUSE
etal., 2012).

O arquivo .pdb da proteina foi entdo preparado para o docking pela remocdo de
heteroatomos e ligantes através de um editor de texto (Bloco de notas) para que ndo haja
interferéncia destes nos resultados obtidos.

O arquivo .pdb modificado foi aberto no software AutoDockTools para remogao de
moléculas de &gua, adicdo de hidrogénios polares e conversdao do arquivo no formato .pdbqt

necessario para o docking.

O sitio de ligacéo foi definido nos residuos de aspartato (D147), tirosina (Y148 e Y506),
serina (S151), triptofano (W199), asparagina (N507) e metionina (M509), sendo este o sitio de
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ligagdo do tiotropio na proteina M3 (4DAJ). No AutoDock Tools, foi definida uma grid box a
fim de conter todos estes residuos (Figura 11) com as seguintes coordenadas: center x= -
12.782, center_y= -9.088, center_z= -43.319, size_x= 50, size_y= 72, size_z= 58. Os dados

foram salvos em um arquivo grid.txt.

Figura 11. Selecdo do sitio de liga¢do na proteina.

Fonte: Autor, 2020.

O arquivo de configuracdo conf.txt foi editado para conter o nome da proteina, o ligante
e também as defini¢cBes da grid box para o docking. Todos os arquivos preparados para o
docking (proteina.pdbgt, ligante.pdbqt, grid.txt e conf.txt) e os executaveis (python.exe e
vina.exe) foram colocados na mesma pasta e o docking foi feito através de linha de comando
com o comando vina --config conf.txt --log logLigante.txt e apds o tempo de processamento,

foram obtidos os resultados de afinidade de ligagdo com 9 poses.

O processo foi repetido até que todos os ligantes tenham um arquivo de log.txt com os

resultados de afinidade, que foram colocados em tabela para melhor visualizacéo.

A visualizacdo da interacdo entre a proteina e o ligante, foi feita no software PyMol,
abrindo os arquivos vina_out e o arquivo .pdb da proteina. Analisando todas as poses, foram
selecionadas as melhores baseando-se na afinidade de ligagdo e numero de interacOes

observados no PyMol entre a substancia e os residuos da proteina selecionados.
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4.3 Sintese dos compostos

As reagdes foram conduzidas no Laboratério de Quimica Orgéanica — CBiotec — UFPB.
Os reagentes utilizados foram comprados da Sigma-Aldrich e os solventes utilizados da marca
Synth. Para as condic¢Ges reacionais, foi utilizado o agitador magnético com aquecimento
(FISATOM 752A) e sistema de refluxo de baldo acoplado a condensador Graham 300 mm
24/40.

O monitoramento das reacdes foi feito em placas de silica gel 60G F 254, através de
comparacao de fatores de retencdo (RF) em luz UV ou reveladores quimicos (permanganato de
potassio, revelador para grupos sensiveis a oxidacao, que revela pontos amarelos em fundo roxo

e 3,4-dinitrofenilhidrazina, usado para revelar aldeidos e cetonas).

A pré-purificacdo dos compostos sélidos foi feita em funil de Blichner com placa porosa
filtrante (100 a 160 pM) acoplado a Kitassato de saida superior com sistema de vacuo. Todas
as reacdes foram feitas em triplicata, desta forma o seu valor de rendimento é a média das

triplicatas obtidas.

A caracterizacdo dos compostos foi feita no Laborat6rio Multiusuario de Caracterizagdo
e Analises por meio de andlises de Ressonancia Magnética Nuclear (Ascend™ 400, Bruker) em
solvente deuterado adequado (cloroférmio ou metanol) em concentragdes de 80 a 100 mg/mL.
Os espectros de ressonancia magnética nuclear obtidos foram analisados no software
MestreNova (verséo teste). O ponto de fusdo foi medido em equipamento digital modelo PFD
I11 (Marte Cientifica) utilizando capilares de vidro e termdmetro de mercdrio em temperaturas
de até 300 °C.

4.3.1 Sintese da (E)-1-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-3-(tiofen-2-il)prop-2-en-1-ona
(GA-01)

Em um béquer foram adicionados 150 mL de uma solucdo hidroalcodlica (2:1),
quantidades equimolares da 3,4-metilenodioxiacetofenona e do 2-tiofenocarboxaldeido (10

mMuol) e dois equivalentes de hidroxido de sédio (20 mMol) (Figura 12).
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Figura 12. Rota sintética da Chalcona Tiofénica (GA-01)
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Fonte: Autor, 2020.

A reacdo foi mantida sob agitacdo por 6 horas e o sélido formado (Figura 13) foi filtrado
e recuperado, para otimizar a precipitacdo do produto, também foi adicionado cubos de gelo e

filtrado novamente, resultando em um sélido amorfo amarelo (2,42 g).

Uma aliquota do produto formado foi pesada e submetida a testes de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) e Ponto de fusdo (PF), a maior parte do produto sintetizado foi

utilizada nas reac6es subsequentes de derivacao.

Figura 13. Formacao de sélido na reacdo GA-01

Fonte: Autor, 2020.



39

4.3.2 Sintese de derivados da (E)-1-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-3-(tiofen-2-il)prop-2-
en-1-ona (GA-01)

Para obtencdo dos derivados pirazolicos da chalcona tiofénica (GA-01) foram utilizadas

trés metodologias distintas que estdo representadas na Figura 14 e detalhadas nos capitulos

seguintes.
Figura 14. Rota sintética para obtencdo de trés derivados pirazélicos de GA-01
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Fonte: Autor, 2020.
43.2.1 Sintese da 3-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-5-(tiofen-2-il)-4,5-dihidro-1H-

pirazol-1-carbotioamida (GA-04)
Para obtencdo do composto GA-04, foi utilizada a metodologia adaptada de Rani e
Yusuf (2012). Em um tubo de reacdo foram adicionados a chalcona tiofénica (2 mMol),

tiossemicarbazida (1,75 mMol) e hidréxido de sodio (2 mMol) e solubilizados em 25 mL de

etanol absoluto (Figura 15).
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Figura 15. Rota sintética de GA-04
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Fonte: Autor, 2020
A reacgdo foi mantida sob refluxo por 24 horas, durante este tempo h4 mudanga na
coloracdo da reacdo que sai de um amarelo para uma cor mais avermelhada e também pode ser
observada a precipitacdo de um sélido branco (Figura 16). Uma vez que ndo ha mais chalcona
na reacdo, o solido € filtrado e o sobrenadante concentrado para aumentar a precipitacdo do
produto. O sélido branco obtido foi seco em dessecador, pesado (395 mg) e encaminhado para

caracterizagéo.

Figura 16. Precipitado na reagdo GA-04

Fonte: Autor, 2020.
4.3.2.2 Sintese do 3-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-1-fenil-5-(tiofen-2-il)-4,5-dihidro-
1H-pirazol (GA-05)

A sintese de GA-05 (Figura 17) foi obtida através de adaptacfes a metodologia de Catto

et al. (2010). Em um béquer, a fenilhidrazina (2 mMol) foi solubilizada em 7 mL de etanol
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absoluto e a solucdo foi adicionada a um tubo de reagdo contendo a chalcona GA-01 (1 mMol)

em banho de gelo (0 °C).
Figura 17. Rota sintética de GA-05
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Fonte: Autor, 2020.
A reacdo foi mantida sob refluxo por 18 horas, quando foram observados cristais verdes
na solucdo (Figura 18) que foram recuperados a partir de filtracdo a vacuo (150 mg). Os cristais

foram secos e solubilizados em cloroférmio deuterado para caracterizacdo por RMN.

Figura 18. Formacao de cristais na reacdo GA-05.

il

Fonte: Autor, 2020.
4.3.2.3 Sintese da 1-(3-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-5-(tiofen-2-il)-4,5-dihidro-1H-
pirazol-1-il)etan-1-ona (GA-06)
Em um tubo de reacdo foram adicionados a chalcona tiofénica (1 mMol), &cido acético

(3 mL), sulfato de hidrazina (2,5 mMol) e hidréxido de sodio (4,5 mMol). A reacdo (Figura 19)

foi mantida sob refluxo por 26 horas, monitorada por cromatografia em camada delgada
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analitica (CCDA) e ao observar-se a auséncia da chalcona na placa, a reacdo foi interrompida e

filtrada.
Figura 19. Rota sintética de GA-06
(0]
o) / N2HGSO4’ NaOH
< \ g
// CH;COOH

Fonte: Autor, 2020.

Para um melhor rendimento, o produto foi recuperado mais uma vez pela adic¢éo de gelo

ao sobrenadante e feita uma nova filtragdo. O produto foi entdo solubilizado em acetato de etila

e seco em rotaevaporador (Buchi R 200) para caracterizacdo posterior.



5 Resultados e discussao

5.1 Predicédo de caracteristicas farmacocinéticas
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Os dados obtidos na plataforma pkCSM foram formatados em tabela (Tabela 1) para

comparacao das propriedades farmacocinéticas das moléculas.

Tabela 1. Predicdo de propriedades farmacocinéticas para 0s compostos.

(continua)

\ Propriedade GA-01 GA-04 GA-05 GA-06

Solubilidade em -4,445 log -4,388 log -5,646 log -4,457 log

agua mol/L mol/L mol/L mol/L

Permeabilidade 1,477 log Papp 1,331 log Papp 1,064 log Papp 1,362 log Papp

Caco-2 em10®cm/s em10%cm/s  em10%cm/s  em 10°cm/s

Absorcéo intestinal 94,885% 92,556% 96,363% 95,778%

(humanos)

Permeabilidade -23491logKp  -3,0991logKp -2,635logKp  -2,675 log Kp

dérmica

Substrato da p- Né&o Sim Néo N&o

glicoproteina

Inibidor da p- Né&o Sim Né&o Né&o

glicoproteina |

In_|b|dor dg p- Né&o NEo sim N0

glicoproteina Il

Volume de 0,082 log L/kg 0,129 log L/kg 0,284 log L/kg 0,05 log L/kg

distribuicéo

Fracao livre 0,016 Fu 0,052 Fu 0,092 Fu 0,052 Fu

Permeabilidade a 0,306 logBB  0,146logBB  0,2831log BB 0,112 log BB

barreira

hematoencefalica

Permeabilidade ao -1,487 log PS  -2,044 log PS -1,39 log PS -2,048 log PS

Sistema Nervoso

Central

Substrato do Né&o Né&o Néo Né&o

CYP2D6

Substrato do Sim Sim Sim Sim

CYP3A4

Inibidor do Sim Sim Sim Sim

CYP1A2

Inibidor do Sim Sim Sim Sim

CYP2C9

Inibidor do Né&o Né&o Néo N&o

CYP2D6

Inibidor do Né&o Sim Nao Né&o

CYP3A4
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Tabela 1. Predicdo de propriedades farmacocinéticas para 0s compostos.

(concluséo)

Propriedade
Clearance total

Substrato da OCT2
renal

Toxicidade AMES
Dose maxima
tolerada

Inibidor de hERG |
Inibidor de hERG
1

Toxicidade aguda
oral em ratos
(LD50)

Toxicidade croénica
oral em ratos
(LOAEL)
Hepatotoxicidade
Sensibilizacdo da
pele

Toxicidade a T.
pyriformis

Toxicidade Minnow

GA-01
-0,158 log
ml/min/kg

Né&o

Sim
0,47 log
mg/kg/dia
Né&o
Né&o

2,504 mol/kg

2,177 log
mg/kg_pc/dia
Sim
Néo

1,446 log ug/L 1,151 log ug/L

0,41 log mM

GA-04
-0,14 log
ml/min/kg

Sim

Sim
0,378 log
mg/kg/dia

Nao

Sim

2,504 mol/kg

2,994 log
mg/kg_pc/dia

Nao
Nao

0,71 log mM

GA-05
0,04 log
mL/min/kg
Né&o

Sim
0,146 log
mg/kg/dia

Né&o

Sim

2,676 mol/kg

0,846 log
mg/kg_pc/dia
Sim
Né&o

0,403 log ug/L

-2,722 log mM

GA-06
0,1 log
mL/min/kg
Sim

N&o
-0,005 log
mg/kg/dia

N&o

Né&o

2,726 mol/kg

1,447 log
mg/kg_pc/dia
Sim
Né&o

1,026 log ug/L

-0,241 log mM

Fonte: Biosig, 2020

As moléculas desenhadas possuem baixa solubilidade em &gua, alta permeabilidade

intestinal (>90%) e permeabilidade as células Caco-2, indicando que a partir dos valores

preditos, podem ser candidatas a administracdo via oral.

Os trés derivados pirazélicos possuem permeabilidade dérmica de acordo com o0s

valores calculados, podendo ser absorvidos pela pele, uma caracteristica de interesse no

desenvolvimento de medicamentos transdermais.

A glicoproteina P esta envolvida no processo de extrusdo de toxinas e xenobidticos para

fora da célula, das moléculas testadas, apenas a GA-04 foi apresentada como substrato desta

proteina, enquanto GA-04 e GA-05 foram classificadas como inibidoras da glicoproteina I e Il,

respectivamente.
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Quanto ao volume de distribuicdo, foram encontrados valores razoaveis para as
moléculas preditas e valores baixos de fracao livre (< 10%), evidenciando uma forte interacdo

com proteinas plasmaticas.

As moléculas GA-01 e GA-05 podem ser consideradas como permeaveis a barreira
hematoencefalica (BHE) e ao sistema nervoso central (SNC), o que pode implicar no
aparecimento de efeitos colaterais em outras atividades biologicas, mas que é de grande

interesse no desenvolvimento de medicamentos com alvos localizados no cérebro.

O citocromo P450 é responsavel pela oxidagdo de xenobiéticos para facilitar a sua
excrec¢do, as moléculas testadas foram consideradas como inibidoras das isoformas CYP1A2 e
CYP2C9, a molécula GA-04 ainda foi considerada inibidora da isoforma CYP3A4, indicando

que € requerida uma concentracdo menor que 10 uM para inibir 50% das enzimas.

As moleculas foram ainda consideradas substrato da isoforma CYP3A4, uma das
principais enzimas hepaticas responsaveis pelo metabolismo de drogas, apontando um possivel

metabolismo hepatico destas moléculas.

Acerca de sua excrecao, o teste de substrato para o transportador de cations organicos 2

(OCT2) indica uma excre¢do renal das substancias GA-04 e GA-06.

Os testes de toxicidade predizem hepatotoxicidade para as moléculas GA-01, GA-05 e
GA-06, um efeito colateral comum em diversos medicamentos comercializados, como o
ciprofloxacino. Ainda, as moléculas GA-01, GA-04 e GA-05 sdo apresentadas como potenciais

drogas mutageénicas.

O teste de toxicidade aguda (Minnow) aponta as moléculas GA-05 e GA-06 como
moléculas de toxicidade aguda elevada de acordo com o LC50 calculado. As moléculas GA-04
e GA-05 apresentam-se ainda como inibidores dos canais de potassio codificados pelo gene
hERG IlI, um importante anti-alvo no desenvolvimento de farmacos associado a sindome do QT
longo (SQTL).

Desta forma, as caracteristicas farmacocinéticas calculadas indicam que as moléculas
possuem pontos que podem ser trabalhados em conjunto com a sintese para melhorar estas

propriedades em moléculas derivadas.
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5.2 Docking molecular
As moléculas sintetizadas foram submetidas ao teste in silico de afinidade a proteina
M3, um receptor de acetilcolina. Os dados de afinidade de ligacdo das moléculas a proteina-

alvo foram comparados com o padrdo tiotrépio na Tabela 2.

Tabela 2. Resultados de afinidade das substancias a proteina M3

Substancia Afinidade (kcal/mol)
GA-01 -10,2

GA-04 -11,2

GA-05 -14,1

GA-06 -11,1

Tiotropio -8,2

Fonte: Autor, 2020

Todas as moléculas testadas possuem afinidade de ligacdo superior ao padrdo utilizado,
indicando uma potencial atividade anticolinérgica destas substancias. A molécula GA-01
apresenta um ponto de interacdo polar com o residuo de asparagina na posicao 507 na cadeia B

da proteina (Figura 20).

Figura 20. Visualizacdo da interacdo da substancia GA-01 (azul) com o residuo da proteina
M3 (verde).

Fonte: Autor, 2020.

Apesar dos valores de afinidade superiores ao padrdo utilizado, a substancia GA-04
(Figura 21) ndo apresentou pontos de interacdo polar com nenhum dos residuos presentes no

sitio de ligacdo selecionado.
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Figura 21. Visualizag&o do resultado de docking para GA-04 (azul) com a proteina M3 (cinza).

Fonte: Autor, 2020.

A substancia GA-05 apresentou interagdo com os residuos de serina 151 e asparagina
507 (Figura 22), além de ter também o maior valor de afinidade (-14,1 kcal/mol) de todas as
moléculas testadas. Sendo assim, uma boa candidata para testes posteriores in vitro para

atividade anticolinérgica.

Figura 22. Visualizag&o da interacdo de GA-05 (azul) com os residuos da proteina M3
(amarelo e verde).

Fonte: Autor, 2020.
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A afinidade da substancia GA-06 se mostrou superior a do tiotrépio no docking para a
proteina M3 (Tabela 2) com valor de -11,1 kcal/mol na sua melhor pose. Na visualizagdo de
interacdo da substancia com a proteina M3 (Figura 23) foi observada um ponto de interacdo
com o residuo de asparagina na posicao 5067, um dos residuos presentes no sitio de ligacdo do

padréo utilizado, tiotrépio.

Figura 23. Visualizagdo da interacdo de GA-06 (azul) com o residuo da proteina M3 (verde).

Autor, 2020.

O teste de docking molecular teve como destaque as substancias GA-05 e GA-06 que
apresentaram afinidade de ligacdo a proteina M3 superior ao padrdo utilizado e também
apresentaram interacdes polares nos residuos selecionados e identificados como residuos de

ligacdo do tiotrdpio, responsaveis por sua atividade anticolinérgica.

5.3 Sintese
5.3.1 (E)-1-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-3-(tiofen-2-il)prop-2-en-1-ona (GA-01)

A chalcona tiofénica GA-01 (Figura 24) foi primeiramente sintetizada por Borchhardt e
colaboradores em 2010 através da condensacgéo aldolica da 3,4-metilenodioxiacetofenona e do
2-tiofenocarboxaldeido, para esta reacdo foi utilizado como catalisador o hidroxido de potassio
(KOH) e como solvente o metanol para obter um rendimento de 91% (BORCHHARDT et al.,
2010).
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Figura 24. (E)-1-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-3-(tiofen-2-il)prop-2-en-1-ona (GA-01)

Fonte: Autor, 2020

Estudos anteriores mostraram esta molécula como um potente inibidor da proteina
cruzaina de Trypanossoma cruzi com um valor de ICso de 22 uM, a molécula também foi testada
contra proteinas de Mycobacterium tuberculosis (CHIARADIA et al., 2012), atividade anti-
prion (FERREIRA et al., 2014) e como inibidora da proteina falcipaina 2 de Plasmodium
falciparum (BERTOLDO et al., 2015), apresentando pouca ou nenhuma atividade nestes
estudos. Além destes, o Laboratorio de Quimica Organica (UFPB) também desenvolveu em
2018, testes antimicrobianos com a chalcona e observamos que esta apresentou inibicdo do
crescimento de Escherichia coli (AV12) com uma concentragao inibitria minima de 10 M
(DUARTE, 2018).

O composto sintetizado foi caracterizado através de RMN H e 1*C e teve sua estrutura
confirmada através da comparacdo dos resultados obtidos com aqueles ja publicados na

literatura. Dados de caracterizagdo podem ser observados a seguir.

Sélido amarelo; PF 95-100 °C; rendimento 93,8%; *H RMN (400 MHz, CDCls) § 6,05
(s, 2H, -OCH,0-), 6,89 (dd, J 8,1; 0,3 Hz, 1H, H5"), 7,08 (dd, J 5,1; 3,6 Hz, 1H, H4), 7,28 (d,
J 15,2 Hz, 1H, Ho), 7,34 (d, J 3,6 Hz, 1H, H5), 7,40 (dt, J 5,0; 1,0 Hz, 1H, H3), 7,51 (dd, J
1,7; 0,4 Hz, 1H, H2), 7,62 (dd, J 8,2; 1,7 Hz, 1H, H6"), 7,92 (dt, J 15,3; 0,7 Hz, 1H, Hp); BC
RMN (100 MHz, CDCls) § 101,98 (-OCH20-), 108,03 (C2’), 108,46 (C5’), 120,57 (C6’),
124,68 (Ca), 128,43 (C4), 128,68 (C5), 131,97 (CB), 133,00 (C1°), 136,78 (C3), 140,59 (C1),
148,40 (C3”), 151,80 (C4"), 187,73 (C=0).

O espectro de *3C (Figura 25, expansdo no Apéndice A) mostrou 14 sinais referentes a
14 carbonos, dos quais 1 € metilénico, 8 sdo metinicos e 5 sdo quaternarios. Dos sinais
observados no espectro de carbono, o pico em & 187,73 ppm referente a carbonila, os sinais em
0 124,68 e 131,97 ppm referentes aos carbonos insaturados o e 3, respectivamente e o sinal em
6 101,98 ppm do carbono metilénico do grupo metilenodioxi presente na acetofenona, podem

ser destacados.
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Figura 25. Espectro de RMN *3C - APT 100 MHz de GA-01
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Fonte: Autor, 2020.

Assegurando desta forma, que houve de fato a condensacéo aldélica do aldeido com a
acetofenona proposta para a sintese da chalcona tiofénica GA-01. No espectro de *H (Figura
26, expansao no Apéndice B) foram observados 9 sinais referentes a 10 hidrogénios, dos quais
podemos destacar o sistema a,B-insaturado (Figura 27) nos sinais nas posicoes & 7,28 (J= 15,2
Hz, 1H) e 7,92 (J= 15,3 Hz, 1H) ppm, apresentando constante de acoplamento tipica de

insaturacdes com configuracgéo E.
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Figura 26. Espectro de RMN 'H 400 MHz de GA-01
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Fonte: Autor, 2020.
Figura 27. Expansdo do espectro de RMN 'H 400 MHz de GA-01 (7,25 a 7,95 ppm)
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A (dt) B (dd) C (dd) D (dt) I(d) E (d)
7.92 7.62 7.51 7.40 7.34 7.28

o ST e

o é

1.04+

T T T T T T T T T T T T T T T
7.95 7.90 7.85 7.80 7.75 7.70 7.65 7.60 7.55 7.50 7.45 7.40 7.35 7.30 7.25
f1 (ppm)

Fonte: Autor, 2020.

Corroborando com a estrutura proposta, observa-se um singleto em & 6,05 ppm com
integracdo para dois hidrogénios referente ao grupo metilenodioxi. Os hidrogénios aromaticos
foram caracterizados no sistema ABX como duplo dubletos em 6 6,89 (J= 8,1; 0,3 Hz, 1H),
7,51 (J=1,7; 0,4 Hz, 1H) e 7,62 (J=8,2; 1,7 Hz, 1H) ¢ no anel tiofénico em & 7,08 (J=5,1; 3,6
Hz, 1H), 7,34 (J= 3,6 Hz, 1H) e 7,40 (J= 5,0; 1,0 Hz, 1H), que junto aos dados da literatura
reafirmam que a substéncia sintetizada possui de fato a estrutura proposta neste trabalho.

Nos espectros obtidos, podemos ainda observar a pureza do composto purificado que
foi obtido por precipitagdo e passou apenas por uma etapa de purificacdo com filtragdo a vacuo.
O grau de pureza obtido esta de acordo com o esperado para uma substancia sintética e tornou

possivel a caracterizacao da estrutura do composto através dos métodos utilizados.
5.3.2 3-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-5-(tiofen-2-il)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-
carbotioamida (GA-04)

A substancia GA-04 (Figura 28) é inédita, portanto ainda ndo existem artigos publicados
de sua sintese, atividade bioldgica e/ou predi¢Bes de atividades. Na busca por similaridade de
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subestrutura na base de dados Scifinder, sdo encontrados dois artigos de duas moléculas

distintas com metilacdo no anel tiofénico nas posicdes 3 e 5, respectivamente.

Figura 28. 3-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-5-(tiofen-2-il)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-carbotioamida

>’6a NH,

Fonte: Autor, 2020.

A metodologia utilizada para sintetizar moléculas similares consiste na catalise acida
(acido acético ou amberlyst-15) da chalcona com a tiossemicarbazida ou hidrocloridrato de
tiossemicarbazida com rendimentos médios de 72%. Uma destas moléculas apresentou
atividade antimicrobiana promissora contra E.coli, B. subtilis, A. niger e A. flavus,
possivelmente por sua capacidade de sequestrar ferro do meio, diminuindo a disponibilidade
deste para os microrganismos (PRABHUDEVA et al., 2018). Ainda foram feitos testes
antitumorais com 60 linhagens celulares, para as quais 0 composto se mostrou inativo
(INSUASTY etal., 2012).

A substancia sintetizada foi caracterizada como um s6lido branco, PF 160-163 °C;
rendimento 59,60%; *H RMN (400 MHz, CDCls) & 3,32 (dd, J 17,4; 2,9 Hz, 1H, H2a’), 3,75
(dd, J 17,4; 10,9 Hz, 1H, H2a), 6,04 (s, 2H, -OCH,0-), 6,34 (ddd, J 10,9; 3,0; 0,7 Hz, 1H, H3a),
6,85 (dd, J 8,2; 0,4 Hz, 1H, H5"), 6,93 (dd, J 5,1; 3,5 Hz, 1H, H4), 7,05 (ddd, J 3,5; 1,3; 0,7 Hz,
1H, H5), 7,14 (dd, J 8,1; 1,7 Hz, 1H, H6"), 7,19 (dd, J 5,1; 1,2 Hz, 1H, H3), 7,34 (d, J 1,7 Hz,
1H, H2’). °C RMN (100 MHz, CDCls) § 43,10 (C2a), 59,29 (C3a), 101,90 (-OCH.0-), 106,52
(C2°), 108,56 (C5°), 122,64 (C6°), 124,38 (C4), 124,86 (C1), 125,12 (C3), 126,89 (C5), 144,15
(C1°), 148,52 (C37), 150,47 (C4), 156,03 (Cla), 176,46 (C6a).

O RMN *H do composto GA-04 (Figura 29, expansdo no Apéndice D) ndo mostrou
nenhum sinal referente aos hidrogénios da insaturacdo a-f3 presente na chalcona, confirmando
a cicloadicéo entre a chalcona e a tiossemicarbazida para formar o composto desejado. Ainda,

foram observados 10 sinais de hidrogénio, referentes a 11 hidrogénios.

Figura 29. Espectro RMN *H 400 MHz de GA-04
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Fonte: Autor, 2020.
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O anel pirazdlico teve sua estrutura elucidada com a insaturagao na posicéo la, uma vez
que os hidrogénios na posi¢do 2a apareceram como duplos dubletos a 6 3,32 (J 17,4; 2,9 Hz),
3,75 (J 17,4; 10,9 Hz) ppm, respectivamente; configurando assim, o acoplamento geminal
destes hidrogénios a 17,4 Hz, como pode ser observada na expanséo presente na figura 30. O
hidrogénio na posigéo 3a aparece como um duplo duplo dubleto a 6 6,34 (J 10,9; 3,0; 0,7 Hz)
ppm, acoplando a trés ligacGes com os dois hidrogénios na posicdo 2a, o que € constatado

guando se observa as constantes de acoplamento a 10,9 e 3,0 Hz, respectivamente.

Figura 30. Expansao do espectro de RMN *H 400 MHz de GA-04 (3,0 a 4,0 ppm)
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Fonte: Autor, 2020.

O espectro de RMN *C (Figura 31, expansdo no Apéndice C) apresentou 15 sinais de
carbonos, sendo destes 7 carbonos metinicos, 2 sinais de carbonos metilénicos e 6 sinais de
carbonos quaternarios. Dentre estes sinais, podemos destacar a presenca da tiocarboxila em
176,46 ppm, o grupo metilenodioxi em & 101,90 ppm e o carbono quaternario na posi¢cdo 1a em
0 156,03 ppm.

Também ¢ possivel observar picos em 6 43,11 e 59,29 ppm dos carbonos do anel
pirazélico nas posi¢des 2a e 3a, confirmando a formacéo do anel pirazélico ndo aromético. O
sinal dos demais carbonos dos anéis estdo na regido de carbonos aromaticos, assim como

observado na chalcona tiofénica.

Figura 31. Espectro RMN 3C — APT 100 MHz de GA-04
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Fonte: Autor, 2020.

Os carbonos metinicos do anel fenilico foram observados em & 106,52 (C2”), 108,56
(C5°) e 122,64 (C6’) ppm, ja os carbonos ndo hidrogenados foram identificados em & 144,15
(C17), 148,52 (C3’) ¢ 150,47 (C4’) ppm. No anel tiofénico observamos um carbono quaternario
na posicao 1 em & 124,86 ppm e os carbonos metinicos em 6 124,38 (C4), 125,12 (C3) e 126,89

(C5) ppm.

A partir da confirmacdo da estrutura proposta para a molécula GA-04, sugerimos o
seguinte mecanismo reacional (Figura 32) em cinco etapas: A adi¢do de Michael comeca pelo
ataque nucleofilico da amina ao carbono carbonilico da chalcona tiofénica (etapa 1) culminando
na formacao de uma ligacdo covalente entre o nitrogénio e o carbono carbonilico e na saida de
uma molécula de agua (desidratacdo). Na segunda etapa do mecanismo proposto, o carbono
beta da chalcona sofre um ataque nucleofilico do nitrogénio (NH), gerando um rearranjo
estrutural que causa a protonagdo do nitrogénio adjacente. A terceira etapa consiste na
estabilizacdo da estrutura pela desprotonacédo do nitrogénio positivo (NH) e na penultima etapa
ha a doacdo de elétrons do nitrogénio para o carbono 1, formacao da ligacdo n (N=C) e doagdo
dos elétrons da ligagdo m (C=C) para um préton. O mecanismo proposto termina com a

desprotonacdo do nitrogénio (NH™) e formacao da molécula GA-04.
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Figura 32. Mecanismo proposto para a adicdo de Michael da tiossemicarbazida com a chalcona

tiofénica
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Fonte: Autor, 2020.

5.3.3 3-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-1-fenil-5-(tiofen-2-il)-4,5-dihidro-1H-pirazol
(GA-05)

A substancia GA-05 (Figura 33), ndo possui trabalhos de sintese ou testes bioldgicos
publicados e indexados no SciFinder, sendo assim uma molécula inédita. Entretanto, ha a
possibilidade de comprar a molécula através de fontes comerciais. Uma busca por similaridade
de 90-99% da estrutura, foi capaz de identificar uma publicacéo de 2014 na qual uma molécula
muito similar foi sintetizada, uma vez que a molécula deste artigo possui no anel b um &omo
de cloro como substituinte. Os autores consideram, a partir de seus testes in silico e in vitro, a
molécula em questdo como um potente agente anti-inflamatorio e um inibidor seletivo da
ciclooxigenase-2 (ISMAIL et al., 2014).

Figura 33. 3-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-1-fenil-5-(tiofen-2-il)-4,5-dihidro-1H-pirazol
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Fonte: Autor, 2020.

A substancia GA-05 (3-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-1-fenil-5-(tiofen-2-il)-4,5-dihidro-
1H-pirazol) foi caracterizada da seguinte forma: Cristais verdes, PF. 137-140 °C, Rendimento
43,55%, 'H RMN (400 MHz, CDCls) & 3,26 (dd, J 16,9; 7,0 Hz, 1H, H2a), 3,78 (dd, J 16,9;
11,8 Hz, 1H, H2a’), 5,52 (dd, J 11,8; 7,0 Hz, 1H, H3a), 6,03 (s, 2H, -OCH,0-), 6,86 (d, J 8,1
Hz, 1H, H5”), 6,90 (dt, J 7,2; 1,2 Hz, 1H, H4b), 6,99 (dd, J 5,1; 3,5 Hz, 1H, H3), 7,06 (ddd, J
3,5; 1,2; 0,6 Hz, 1H, H5), 7,08 (dd, J 8,1; 1,7 Hz, 1H, H6’), 7,21 (dd, J 2,1; 1,2 Hz, 1H, H6b),
7,22 (t, J 1,8 Hz, 1H, H2b), 7,24 (dd, J 5,1; 1,2 Hz, 1H, H4), 7,31-7,26 (m, 2H, H5b e H3b),
7,47 (d, J 1,6 Hz, 1H, H2"). 3C RMN (100 MHz, CDCls) & 44,16 (C2a), 60,73 (C3a), 101,37
(-OCH20-), 105,91 (C5”), 108,20 (C2’), 113,89 (C2b e C6b), 119,63 (C6”), 120,40 (C4b),
124,22 (C4), 124,95 (C3), 127,08 (C5), 128,98 (C3b e 5b), 145,30 (C1°), 146,25 (Cla), 147,33
(C3’ e 4%), 148,15 (C1b), 148,47 (C1).

O espectro de *H RMN (Figura 34, expanséo no Apéndice F) mostrou a presenca de 15
sinais, referentes a 16 hidrogénios. Destes, pode-se destacar a presenca dos duplos dubletos
presentes em o 3,26 e 3,78 ppm (Figura 35) que acoplam com uma constante de acoplamento
(J) de 16,9 Hz, constante caracteristica de acoplamento geminal de hidrogénios, picos também

observados no espectro de GA-04, referentes aos hidrogénios nas posi¢des 2a’ ¢ 2a.
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Figura 34. Espectro RMN *H 400 MHz de GA-05
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Fonte: Autor, 2020.

Figura 35. Expanséo do espectro de RMN 'H 400 MHz de GA-05 (3,0 a 4,0 ppm)
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Fonte: Autor, 2020.
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A presenca desses sinais indica a formagéo do anel pirazélico e também a quebra da
ligacdo m presente nesta posicdo na chalcona inicial. Na expansdo presente na figura 36,
podemos observar o anel fenilico B através dos sinais de duplo dubleto em 6 7,21 (J=2,1; 1,2
Hz) ppm e de duplo tripleto em 6 6,90 (J= 7,2; 1,2 Hz) ppm, referentes aos hidrogénios 6b e
4b, respectivamente. Enquanto o multipleto em & 7,31-7,26 (2H) ppm foi atribuido aos

hidrogénios nas posic¢Ges 3b e 5b.

Figura 36. Expansao do espectro de RMN *H 400 MHz de GA-05 (6,80 a 7,50 ppm)

N (d)| | D (d) F (ddd)
7.26|| 7.23 7.06
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Y 3 s P S = S
2 @ @@ =N c e e @ @
2 3 s85d 3 3 2 3 3
7.‘50 7.‘45 7.‘40 7.‘35 7.‘30 7.‘25 7.‘20 7.‘15 7.‘10 7.‘05 7.‘00 6.‘95 6.‘90 6.‘85 6.‘(

f1 (ppm)

Fonte: Autor, 2020.

O sinal do grupo metilenodiéxi aparece como um singleto em & 6,03 ppm, com
integracdo para dois hidrogénios. Ja o sistema ABX do anel fenilico adjacente ao sistema
metilenodioxi foi identificado atraves dos sinais em & 6,86 (J= 8,1 Hz), 7,08 (J=8,1; 1,7 Hz) e
7,47 (J=1,6 Hz) ppm.

O anel tiofénico foi observado através dos sinais em 4 6,99 (J=5,1; 3,5 Hz), 7,06 (J=

3,5;1,2; 0,6 Hz), 7,24 (J=5,1; 1,2 Hz) referentes aos hidrogénios presentes nas posicdes 3, 5 e

4 identificadas na estrutura, conforme o que temos visto em outras substancias com este mesmo

grupo.
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No espectro de RMN *C (Figura 37, expansdo no Apéndice E) foram observados 17
sinais de carbonos, sendo destes dois carbonos metilénicos, 10 carbonos metinicos e 5 carbonos
ndo hidrogenados. Dos quais, podemos destacar primeiramente o sinal em & 101,37 ppm,
referente ao carbono metilénico do grupo metilenodioxi e o sinal em & 44,16 ppm atribuido ao
carbono metilénico do anel pirazélico na posicdo 3a. Pode-se ainda observar o carbono metinico

do anel pirazolico em 6 60,73 ppm, referente ao carbono na posicéo 2a.

Figura 37. Espectro RMN 3C — APT 100 MHz de GA-05
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Fonte: Autor, 2020.

O anel fenilico B foi observado nos sinais de carbonos metinicos em 6 113,89, 120,40
e 128,98 ppm dos quais, o0s sinais referentes aos carbonos em ambientes quimicos idénticos
aparecem no espectro com uma intensidade equivalente aos dois carbonos no sinal. O carbono

quaternério na posicao 1b foi atribuido ao sinal em & 148,15 ppm.

O anel tiofénico foi identificado nesta estrutura através dos picos de carbonos metinicos
em o 124,22, 124,95, 237,08 ppm e o sinal de carbono quaternario em 6 148,47 referente ao
carbono na posic¢do 1 do anel.
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O anel fenilico adjacente ao grupo metilenodioxi foi observado através dos sinais de
carbonos metinicos em 8 105,91, 102,20 e 119,63 e os sinais de carbonos quaternarios em J
145,30 e 147,33, sendo este ultimo referente a dois carbonos de mesmo ambiente quimico, os

carbonos nas posicoes 3’ ¢ 4.

Nestes espectros podemos analisar também a pureza do produto, que apesar de ter
cristalizado na reacdo e lavado com solvente organico, ainda ha impurezas. Uma possibilidade

para aumentar o grau de pureza desta substancia seria a recristalizagdo em solvente adequado.

5.3.4 1-(3-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-5-(tiofen-2-il)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-il)
etan-1-ona (GA-06)

A substancia GA-06 (Figura 38) ndo possui, na base de dados SciFinder, trabalhos de
sintese ou testes biologicos publicados. No entanto, a molécula pode ser obtida de forma
comercial através de empresas como a Lab Network Compounds (Estados Unidos) e Life
Chemicals HTS Compounds (Canada) por US$ 69,00 (5 mg). A pesquisa por subestrutura
encontrou uma substancia similar com uma metila como substituinte na posic¢ao 3 publicada em
abril de 2012 por Insuasty e colaboradores (INSUASTY et al., 2012); A substancia ndo foi

selecionada para os testes in vitro antitumorais mencionados no artigo.

Figura 38. 1-(3-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-5-(tiofen-2-il)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-il)etan-1-ona

Fonte: Autor, 2020.

A caracterizacdo da molécula foi dada como um sélido marrom, rendimento 31,83%;
'H RMN (400 MHz, CDCls) § 2,37 (s, 3H, H2b), 3,26 (dd, J 17,5; 4,0 Hz, 1H, H2a), 3,65 (dt,
J17,5,7,4Hz, 1H, H2a’), 5,87 (dd, J 11,4; 3,9 Hz, 1H, H3a), 6,00 (s, 2H, -OCH-0-), 6,82 (dd,
J 8,1; 3,6 Hz, 1H, H5”), 6,89 (dd, J 5,1; 3,5 Hz, 1H, H5), 6,99 (ddd, J 3,6; 1,2; 0,7 Hz, 1H,
H4), 7,10 (dd, J 8,1; 1,7 Hz, 1H, H6"), 7,15 (dd, J 5,1; 1,2 Hz, 1H, H3), 7,35 (d, J 1,7 Hz, 1H,
H2’); 3C RMN (100 MHz, CDCI3) § 21,94 (C2b), 42,17 (C2a), 55,28 (C3a), 101,63 (-OCH,0-
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), 106,25 (C5°), 108,28 (C2°), 121,77 (C6°), 124,60 (C4), 124,73 (C3), 125,51 (C1°), 126,81
(C53), 144,29 (C1), 148,25 (C3°), 149,71 (C4°), 153,80 (Cla), 168,92 (C1b).

No espectro de *H RMN da substancia GA-06 (Figura 39, expansio no Apéndice H)
podemos observar a presenca de 11 sinais referentes a 14 hidrogénios, dos quais podemos
destacar o singleto em 6 2,37 ppm com integral para trés hidrogénios referente a metila presente

na posicao 2b.

Figura 39. Espectro *H RMN 400 MHz de GA-06
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Fonte: Autor, 2020.

Os hidrogénios do anel pirazolico na posicdo 2a e 2a' apareceram na forma de duplos
dubletos (Figura 40) e tiveram um deslocamento quimico de 6 3,26 e 3,65 ppm, acoplando entre
si com uma constante de acoplamento (J) de 17,5 Hz, um acoplamento tipicamente geminal,
similar ao que ja foi visto anteriormente nos derivados com anel pirazolico. O hidrogénio na
posicdo 3a do anel foi observado em 6 5,87 (J=11,4; 3,9 Hz) ppm, em concordancia com 0s

achados anteriores para este nucleo.
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Figura 40. Expansdo do espectro de RMN 'H 400 MHz de GA-06 (2,0 a 4,0 ppm)
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Fonte: Autor, 2020.
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O grupo metilenodioxi também é observado nesta molécula em 6 6,00 ppm na forma de
um singleto com integral para dois hidrogénios. Os hidrogénios do sistema ABX no anel
fenilico adjacente foram atribuidos aos sinais em 6 6,82 (J= 8,1; 3,6 Hz), 7,10 (J=8,1; 1,7 Hz)
e 7,35 (J= 1,7 Hz) ppm, evidenciando o acoplamento destes hidrogénios a trés ligacdes de

distancia nas orientagdes orto e meta, respectivamente.

O anel tiofénico foi caracterizado através dos sinais em & 6,89 (J= 5,1; 3,5 Hz), 6,99
(J= 3,6; 1,2; 0,7 Hz) e 7,15 (J= 5,1; 1,2 Hz) ppm, sendo estes deslocamentos quimicos e

constantes de acoplamento ja bem conhecidos para este nucleo.

O espectro de 3C (Figura 41, expansio no Apéndice G) mostra 16 sinais de carbono,
dos quais um € metilico, dois sdo metilénicos, sete sdo metinicos e seis sdo referentes a carbonos
ndo hidrogenados. Destacando-se primariamente a presenca do sinal metilico referente ao CH3

presente na posicao 2b adjacente ao anel pirazélico em 6 21,94 ppm.
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Figura 41. Espectro RMN 3C — APT 100 MHz de GA-06
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Fonte: Autor, 2020.

Os carbonos 2a e 3a do anel pirazdlico foram atribuidos aos sinais de carbonos em 6
42,17 e 55,28 ppm, respectivamente. Enquanto o sinal de carbono ndo hidrogenado em 6 153,80

ppm foi designado a posicéo 12 do anel pirazélico.

O grupo metilenodioxi € observado em 6 101,63 ppm e a carbonila na posi¢cdo 1b é
atribuida ao sinal de carbono néo hidrogenado em 6 168,92 ppm, deslocamento quimico comum

para carbonos carbonilicos.

O anel fenilico adjacente ao grupo metilenodioxi foi observado em trés sinais metinicos
em & 106,25, 108,28 e 121,77 ppm e trés sinais de carbonos quaternarios em & 125,51, 148,25
e 149,71 ppm.

O grupo tiofénico foi caracterizado através dos sinais metinicos em 6 124,60, 124,73 e
126,81 ppm e do sinal de carbono nédo hidrogenado em & 144,29 ppm; deslocamentos quimicos

ja esperados para este grupo.
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Em ambos os espectros podemos observar determinadas impurezas que poderiam ser

minimizadas ou removidas atraves de etapas de purificacdo adicionais ao fim da reacéo.

Os dados encontrados nos espectros da substancia GA-06 estdo de acordo com o que foi
descrito por Insuasty e colaboradores (INSUASTY et al., 2012) e com o padrdo que vemos nos
derivados da chalcona tiofénica ao longo deste trabalho. Desta forma, podemos afirmar que a

estrutura proposta é de fato a substancia sintetizada neste trabalho.
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6 Concluséao

Neste trabalho foi feita a preparacdo, purificacdo e caracterizacdo de trés novos
derivados pirazolicos de chalcona contendo enxofre, os compostos GA-04, GA-05 e GA-06.
Assim como sua sintese, os testes de docking para atividade broncodilatadora e predicdo de

caracteristicas farmacocinéticas também sdo inéditos na literatura.

Os derivados preparados foram recuperados na forma de sélidos por precipitacdo ou
recristalizacdo em solvente adequado, o que facilita o processo de purificagéo e permite que 0s
compostos sejam recristalizados para obtencdo de graus de pureza ainda maiores. As moléculas
sintetizadas possuem alto valor comercial, desta forma otimizar sua purificacdo é de fato

interessante para a produgdo em maior escala.

Quanto as suas caracteristicas farmacocinéticas e farmacodindmicas, as estruturas
indicaram hepatotoxicidade, potencial mutagénico, alta permeabilidade a barreira

hematoencefalica e absorcdo intestinal.

A sintese de novas moléculas e desenho de rotas sintéticas para obtencdo de derivados
de chalconas, permite que as metodologias desenvolvidas neste trabalho sejam aplicadas a
estudos posteriores com outras chalconas, uma vez que os rendimentos obtidos foram

satisfatdrios e os reagentes utilizados sdo de uso comum em laboratorio.

Trabalhos posteriores de testes in vitro destas moléculas para atividades vasodilatadoras,
antioxidantes, antidepressivas e inseticidas estdo em andamento através de parcerias com outros

laboratérios.

As moléculas sintetizadas podem passar por etapas de otimizacdo em busca de melhoras
nas suas caracteristicas farmacocinéticas, mantendo o farmacoforo dos pirazois a fim de reduzir
sua toxicidade e tornar seu uso medicamentoso mais seguro. As mesmas moléculas ainda

podem ser utilizadas em estudos para outros fins, que ndao farmacéuticos.
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GLOSSARIO
Alcdxido Consiste de um grupo organico ligado a um &atomo de oxigénio
negativamente carregado.
Citocina Designacdo genérica de certas substancias segregadas por células do

sistema imunitario que controlam a imunorreacdo do organismo.

Docking E um método que prevé a orientagdo preferencial de uma molécula a uma

segunda, quando ligados entre si para formar um complexo estavel.

Eletrospray E uma técnica usada na espectrometria de massa para produzir fons

usando um eletropulverizador em que uma alta voltagem é aplicada a um liquido para criar um

aerossol.
Imidazélicos Substancias contendo o imidazol, um composto organico de férmula
CsHsN2.
Metoxila E um grupo funcional ou radical consistindo em um grupo metilo unido

a um oxigeénio.

Mutagenicidade Potencial das substancias em induzir mutagdes no homem que podem ser

transmitidas, via células germinativas, para as geracdes futuras ou evoluir e causar cancer.

Pirazois Substancias contendo pirazol, um composto aromatico pentagonal

contendo dois atomos de nitrogénio nas posictes 1 e 2.

Pirimidinas As pirimidinas sdo compostos organicos semelhantes ao benzeno, mas

com um anel heterociclico: dois atomos de nitrogénio substituem o carbono nas posicdes 1 e 3.
Score Score é um substantivo da lingua inglesa que significa pontuacéo.

Screening virtual Técnica computacional usada no desenvolvimento de farmacos para
procurar em bibliotecas de pequenas moléculas estruturas promissoras a se ligar a um

determinado alvo biolégico
Softwares Programas que comandam o funcionamento de um computador.

Triazois Refere-se a qualquer um dos pares de compostos quimicos isoméricos

com formula molecular C2HsNs.
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APENDICE A — Espectro de RMN ®C APT da substancia GA-01
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(C6), 124,68 (Ca), 128,43 (C4), 128,68 (C5), 131,97 (CP), 133,00 (C17), 136,78 (C3), 140,59
(C1), 148,40 (C3), 151,80 (C4), 187,73 (C=0)
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APENDICE B - Espectro de RMN 'H da substancia GA-01
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IH RMN (400 MHz, CDCls) § 6,05 (s, 2H, -OCH.0-), 6,89 (dd, J 8,1; 0,3 Hz, 1H, H5"),
7,08 (dd, J 5,1; 3,6 Hz, 1H, H4), 7,28 (d, J 15,2 Hz, 1H, Ha), 7,34 (d, J 3,6 Hz, 1H, H5), 7,40
(dt, 3 5,0; 1,0 Hz, 1H, H3), 7,51 (dd, J 1,7; 0,4 Hz, 1H, H2"), 7,62 (dd, J 8,2; 1,7 Hz, 1H, H6"),
7,92 (dt, J 15,3; 0,7 Hz, 1H, Hp)
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APENDICE C — Espectro de RMN *C APT da substancia GA-04
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(C2°), 108,56 (C5”), 122,64 (C6°), 124,38 (C4), 124,86 (C1), 125,12 (C3), 126,89 (C5), 144,15
(C1), 148,52 (C3°), 150,47 (C4°), 156,03 (Cla), 176,46 (C6a).
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APENDICE D - Espectro de RMN *H da substancia GA-04
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IH RMN (400 MHz, CDCls) & 3,32 (dd, J 17,4; 2,9 Hz, 1H, H22%), 3,75 (dd, J 17,4; 10,9
Hz, 1H, H2a), 6,04 (s, 2H, -OCH,0-), 6,34 (ddd, J 10,9; 3,0; 0,7 Hz, 1H, H3a), 6,85 (dd, J 8,2;
0,4 Hz, 1H, H5"), 6,93 (dd, J 5,1; 3,5 Hz, 1H, H4), 7,05 (ddd, J 3,5; 1,3; 0,7 Hz, 1H, H5), 7,14
(dd, J 8,1; 1,7 Hz, 1H, H6%), 7,19 (dd, J 5,1; 1,2 Hz, 1H, H3), 7,34 (d, J 1,7 Hz, 1H, H2").



APENDICE E - Espectro RMN *C APT da substancia GA-05
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127,08 (C5), 128,98 (C3b e 5b), 145,30 (C1°), 146,25 (Cla), 147,33 (C3’ e 4°), 148,15 (C1b),

148,47 (C1).
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APENDICE F — Espectro de RMN 'H da substancia GA-05
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IH RMN (400 MHz, CDCls) & 3,26 (dd, J 16,9; 7,0 Hz, 1H, H2a), 3,78 (dd, J 16,9; 11,8
Hz, 1H, H2a%), 5,52 (dd, J 11,8; 7,0 Hz, 1H, H3a), 6,03 (s, 2H, -OCH,0-), 6,86 (d, J 8,1 Hz,
1H, H5%), 6,90 (dt, J 7,2; 1,2 Hz, 1H, H4b), 6,99 (dd, J 5,1; 3,5 Hz, 1H, H3), 7,06 (ddd, J 3,5;
1,2; 0,6 Hz, 1H, H5), 7,08 (dd, J 8,1; 1,7 Hz, 1H, H6"), 7,21 (dd, J 2,1; 1,2 Hz, 1H, H6b), 7,22
(t, J 1,8 Hz, 1H, H2b), 7,24 (dd, J 5,1; 1,2 Hz, 1H, H4), 7,31-7,26 (m, 2H, H5b e H3b), 7,47 (d,
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APENDICE G - Espectro de RMN *C APT da substancia GA-06
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13C RMN (100 MHz, CDCI3) § 21,94 (C2b), 42,17 (C2a), 55,28 (C3a), 101,63 (-OCH.0-),
106,25 (C5”), 108,28 (C27), 121,77 (C6”), 124,60 (C4), 124,73 (C3), 125,51 (C1°), 126,81
(C53), 144,29 (C1), 148,25 (C3°), 149,71 (C4°), 153,80 (Cla), 168,92 (C1b).
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APENDICE H - Espectro RMN 'H da substancia GA-06
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IH RMN (400 MHz, CDCls) & 2,37 (s, 3H, H2h), 3,26 (dd, J 17,5; 4,0 Hz, 1H, H2a),
3,65 (dt, J 17,5; 7,4 Hz, 1H, H2a’), 5,87 (dd, J 11,4; 3,9 Hz, 1H, H3a), 6,00 (s, 2H, -OCH,0-),
6,82 (dd, J 8,1; 3,6 Hz, 1H, H5), 6,89 (dd, J 5,1; 3,5 Hz, 1H, H5), 6,99 (ddd, J 3,6; 1,2; 0,7
Hz, 1H, H4), 7,10 (dd, J 8,1; 1,7 Hz, 1H, H6"), 7,15 (dd, J 5,1; 1,2 Hz, 1H, H3), 7,35 (d, J 1,7
Hz, 1H, H2").
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SINTESE, CARACTERIZAGAO E AVALIAGAO
IN SILICO DE DERIVADOS DE CHALCONAS
HETEROCICLICAS

Gabrielly Diniz Duarte”
Luis Cezar Rodrigues®

INTRODUGAO AO TEMA

Chalconas sdo metabdlitos secunddrios' encontrados em diversos tipos
de plantas e fazem parte de uma classe de compostos que apresentam atividade
biolégica significativa, mesmo em baixas concentracdes. Por ser uma classe
muito extensa de produtos naturais, apresentando diversas atividades, as modi-
ficacdes dessas moléculas poden ser orientadas para produzir um melhor efeito
biolégico, seja pela adicdo de grupos funcionais, seja pela modificacdo de sua
estrutura bésica, sempre visando maximizar suas atividades terapéuticas.

A sintese de compostos naturais € cada vez mais valorizada, tanto pela
preservacdo das plantas, uma vez que representa uma forma alternativa ao
extrativismo natural, seja como ferramenta para a produgdo racional de farma-
cos, além de possibilitar o aumento da pureza do produto final, assim como a
eficiéncia dos processos de obtengdo destes medicamentos, j& que para obter
quantidades significativas de um composto natural € preciso usar um volume
muito grande da planta que tem de passar por processos de extracdo e purifi-
cagdo complexos e custosos.

Existem varias metodologias descritas na literatura para obtencio de
chalconas por sintese?, como ja trabalhamos com estes compostos, decidimos
manter a nossa metodologia e introduzir novos grupos funcionais em reagées
subsequentes a fim de gerar uma biblioteca de compostos inéditos que podem
ser testados para diversos tipos de atividades, como antioxidante, antitumoral,
antimicrobiana, dentre outras.
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