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RESUMO

A esquistossomiase € uma das doencas parasitarias mais prevalentes em muitos
paises tropicais e subtropicais. Atualmente, o tratamento da esquistossomiase depende de um
unico farmaco disponivel, o praziquantel (PZQ). Logo, necessitam-se novos farmacos
alternativos. Neste sentido, 0s produtos naturais, especialmente chalconas e auronas, tém
demonstrado significantes atividades esquistossomicidas in vitro. Assim, este trabalho
descreve o planejamento molecular in silico, sintese e atividade esquistossomicida in vitro de
analogos de chalconas e auronas. Adicionalmente, investigou-se a atividade inibitoria dos
compostos sobre a enzima Schistosoma mansoni ATPDasel (SmATPDasel). Desenvolveu-se
0 planejamento molecular por técnicas de docking. Realizaram-se 0S ensaios
esquistossomicidas in vitro com vermes adultos de S. mansoni, avaliou-se a viabilidade
celular pelo método MTT e determinou-se a atividade inibitéria da SmATPDasel por
espectrofotometria. Planejou-se e sintetizou-se um total de oito chalconas e trés auronas. Os
compostos VR1, VR2, VR8 e VR13 foram ativos frente a vermes adultos na concentracao de
50 uM. Todos os compostos ativos provaram ser citotéxicos a 100 uM para células de
mamiferos. Encontraram-se diferentes perfis de inibicdo para 0s compostos em ensaios
preliminares de inibicdo da SmATPDasel. Estes resultados reforcam o potencial de chalconas
e auronas como substancias esquistossomicidas. Maiores estudos sdo necessarios para
correlacionar a atividade esquistossomicida apresentada pelos compostos com a inibigéo

enzimatica.

Palavras-chave: Esquistossomiase. Sintese. Chalconas. Auronas.



ABSTRACT

Schistosomiasis is one of the most prevalent parasitic diseases that occur in many
tropical and subtropical countries. Currently, the treatment of schistosomiasis is dependent on
a single available drug, praziquantel (PZQ). Thus, new drug choices are needed. In this
regard, natural products, especially chalcone and aurone, have exhibited significant in vitro
schistosomicidal activities. Therefore, this paper describes the in silico molecular design,
synthesis and in vitro schistosomicidal activities of chalcones and aurones analogues. Also,
the in vitro Schistosoma mansoni ATPDasel (SmATPDasel) enzyme inhibitory activity of
compounds was investigated. Molecular design was done by docking techniques. In vitro
schistosomicidal assays were performed against S. mansoni adult worms, cell viability was
measured by MTT assay, and the SmATPDasel inhibitory activity was determined
spectrophotometrically. A total of eight chalcone and three aurone analogues were
successfully designed and synthesized. Compounds VR1, VR2, VR8 and VR13 were active
at a concentration of 50 uM against adult schistosomes. All active compounds proved to be
citotoxic at 100 uM to mamalian cells. Different inhibition profiles were found for the
compounds in preliminary assays with SmATPDasel. These results reinforce the potential of
chalcones and aurones as schistosomicidal substances. Further studies are needed to correlate

the antischistosomal activities presented by the compounds with the enzyme inhibition.

Keywords: Schistosomiasis. Synthesis. Chalcones. Aurones.
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1 INTRODUCAO

1.1 ESQUISTOSSOMIASE

A esquistossomiase é uma doenga parasitaria que afeta 250 milhGes de pessoas e
expde outras 700 milhdes ao risco de contrai-la em mais de 70 paises. Insere-se em um
contexto socioecologico onde condicBes climatico-ambientais ideais, precaria infraestrutura
sanitaria e escassos investimentos em salde publica favorecem sua transmissdao. Deste modo,
prevalece em &reas tropicais e subtropicais do globo, colocando-se como uma das maiores
parasitoses da atualidade (Figura 1) (DE MORAES, 2015; UTZINGER et al., 2011; WHO,
2013; 2016).

Figura 1 — Distribuicdo geografica mundial da esquistossomiase

PREVALENCIA:
B ALTA (250%)
[ MODERADA (2 10% A < 50%) /
] BAIXA (< 10%)

REQUER AVALIAGAO

[] PAISES NAO ENDEMICOS

[] NAO APLICAVEL

Fonte: Adaptado de WHO, 2013.

Devido ao seu carater debilitante, esta doenca causa prejuizos econémicos e
sociais aos paises atingidos. Para se ter uma ideia, estima-se que em areas endémicas 60% a
80% dos jovens de 5 a 20 anos, a faixa etaria mais suscetivel, e 20% a 40% dos adultos
estejam ativamente infectados. Consequentemente, aproximadamente 120 milhdes de pessoas
ao redor do mundo manifestam quadros clinicos de esquistossomiase e 20 milhdes apresentam
morbidade severa. Assim, compromete-se a qualidade de vida destas populactes e a
produtividade dos trabalhadores, gerando-se perdas anuais de bilhdes de délares (COLLEY et
al., 2014; HOTEZ et al., 2007; UTZINGER et al., 2011).
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Platelmintos trematddeos pertencentes ao género Schistosoma sao 0s responsaveis
por ocasionar a esquistossomiase. S8o parasitos dioicos (sexos separados) e digenéticos
(reproducdo assexuada e sexuada) que habitam os vasos sanguineos de seus hospedeiros.
Cinco espécies possuem relevancia epidemioldgica: Schistosoma haematobium, Schistosoma
mansoni, Schistosoma japonicum, Schistosoma mekongi e Schistosoma intercalatum
(GRYSEELS, 2012). Contudo, no Brasil hd somente a espécie S. mansoni, devido a presenca
de condicBes climaticas propicias e de hospedeiros intermediarios suscetiveis (caramujos
planorbideos das espécies Biomphalaria glabrata, Biomphalaria straminea e Biomphalaria
tenagophila) (NEVES, 2004; SCHOLTE et al., 2012).

Dentre as formas evolutivas do parasito, destacam-se os vermes adultos. O macho
mede cerca de 1 cm, tem corpo achatado, tegumento recoberto de pequenas projecoes
denominadas de tubérculos e canal ginecéforo formado pela dobra de suas extremidades
laterais, o qual utiliza para abrigar a fémea e fecunda-la. A fémea tem aproximadamente 1,5
cm de comprimento, possui corpo cilindroide e tegumento liso (Figura 2) (GRYSEELS,
2012). Essencial a fisiologia do parasito, o tegumento atua na absorcdo de nutrientes,
excrecdo, osmorregulacdo e evasdo ao sistema imune do hospedeiro (BRASCHI et al., 2006;
HOCKLEY; MCLAREN, 1973). Deste modo, lesdes tegumentares ocasionam sérios danos ao
parasito, tornando este local potencial alvo para a acdo de substancias esquistossomicidas.

Figura 2 — Vermes adultos de Schistosoma mansoni em copula

VENTOSAS VENTRAL E ORAL DO MACHO

CANAL GINECOFORO

TEGUMENTO DO MACHO RECOBERTO DE
TUBERCULOS

CABECA E CAUDA DA FEMEA, ALBERGADA NO
CANAL GINECOFORO DO MACHO

Fonte: Adaptado de GRYSEELS, 2012.
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O ciclo bioldgico do S. mansoni (Figura 3) inicia-se quando ovos do parasito sdo
expelidos junto com as fezes humanas, entram em contato com &gua doce e liberam
miracidios. Por sua vez, os miracidios infectam caramujos Biomphalaria spp. (hospedeiro
intermediario) e, apos algumas semanas, originam cercarias (forma infectante). As cercarias
liberam-se dos caramujos e penetram ativamente na pele do ser humano (hospedeiro
definitivo) durante o contato deste com aguas contaminadas. No organismo humano, 0s
parasitos maturam-se em vermes adultos (macho e fémea) e migram para as veias
mesentéricas inferiores, onde a fémea realiza a oviposicdo. A maioria dos ovos fica retida nos
tecidos e ocasiona serias reacdes inflamatdrias (granulomas), originando quadros clinicos de
hipertensdo portal, hepatoesplenomegalia e ascite. Entretanto, alguns ovos atingem a luz
intestinal e sdo liberados junto com as fezes, dando reinicio ao ciclo (CDC, 2012,
GRYSEELS; STRICKLAND, 2012; NEVES, 2004; ROSS et al., 2002).

Figura 3 — Ciclo biolégico do Schistosoma mansoni

ser humano
(hospedeiro definitivo)

vermes adultos '

cercaria /—_-> '

(forma infectante) |

miracidio

Biomphalaria spp.
(hospedeiro intermediario)

Fonte: Adaptado de GRYSEELS; STRICKLAND, 2012.
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No Brasil, a doenca é popularmente conhecida como esquistossomose, Xistose ou
barriga-d’agua, exigindo-se a notificagdo compulséria de novos casos. Contabilizam-se no
pais aproximadamente 6 milhdes de pessoas infectadas e 25 milhdes vivendo sob risco de
infeccdo (BRASIL, 2008; 2014; DRUMMOND et al., 2006; HOTEZ; FUJIWARA, 2014;
SCHOLTE et al., 2014). Segundo dados atuais do Ministério da Saude, dos 2509 casos
confirmados no Brasil em 2015, mais da metade (1884) foram notificados somente em Minas
Gerais, sendo o estado responsavel ainda por 15 dos 26 6bitos ocorridos neste ano (Tabela 1)
(BRASIL, 2016). Portanto, sdo necessarias medidas de controle da endemicidade e reducdo da

mortalidade devido a esquistossomiase no Brasil, sobretudo em Minas Gerais.

Tabela 1 — Casos de esquistossomiase notificados no Brasil em 2015

« - Obito por Total de
Unidade Federativa Cura Nao leto bor outras €asos
cura esquistossomiase notificados
causas por estado

Rondonia (RO) 4 - - - 4
Amazonas (AM) 1 - - - 1
Para (PA) 2 - - - 2
Maranhdo (MA) 9 - 1 - 10
Piaui (PI) 1 - - - 1
Cearé (CE) 21 1 - - 22
Rio Grande do Norte (RN) 1 - - - 1
Paraiba (PB) 26 - 1 - 27
Pernambuco (PE) 132 8 6 16 162
Alagoas (AL) 4 3 - - 7
Sergipe (SE) 33 - - - 33
Bahia (BA) 107 - - 109
Minas Gerais (MG) 1855 13 15 1 1884
Espirito Santo (ES) 92 1 1 - 94
Rio de Janeiro (RJ) 42 1 - 1 44
Séo Paulo (SP) 73 6 - 6 85
Parana (PR) 5 - - - 5
Santa Catarina (SC) 1 - - 1 2
Rio Grande do Sul (RS) 1 - - - 1
Mato Grosso do Sul (MS) 5 - - 2 7
Mato Grosso (MT) 5 - - - 5
Goiés (GO) 2 1 - - 3
Total nacional 2422 34 26 27 2509

Fonte: BRASIL, 2016.
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A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) recomenda a farmacoterapia como
principal forma de tratamento e controle da esquistossomiase (WHO, 2006; 2013). Esta
estratégia previne o agravamento da doenca, principalmente em jovens de até 20 anos
(NEVES, 2004). Desta forma, utiliza-se atualmente como farmaco de escolha o praziquantel
(PZQ) (Figura 4), derivado pirazinoisoquinolinico comercializado como uma mistura

racémica de enantibmeros R e S, sendo apenas o isdbmero R ativo (MEISTER et al., 2014).

Figura 4 — Estruturas quimicas dos enantibmeros do praziquantel

e
o)\O o)\O

(R) - praziquantel (S) - praziquantel
ativo inativo

Fonte: Adaptado de MEISTER et al., 2014.

O PZQ promove imobilidade muscular e lesGes tegumentares nos vermes adultos,
expondo-o0s ao sistema imune do hospedeiro (GRYSEELS, 2012; NEVES, 2004). Entretanto,
sua utilizacdo apresenta limitacfes. Por exemplo, 0 PZQ € inativo contra as formas jovens do
parasito e ndo previne a reinfeccdo. Além disso, sua ampla utilizacdo desde a década de 1980
pode induzir resisténcia nos parasitos e comprometer sua eficacia, assim como o ocorrido no
Brasil com o farmaco oxamniquina, o qual teve seu uso descontinuado devido ao surgimento
de focos de resisténcia (CIOLI et al., 2014; VALENTIM et al., 2013).

Ha também o desinteresse politico-econdbmico das grandes companhias
farmacéuticas na pesquisa e desenvolvimento de farmacos voltados para o tratamento de
doencas negligenciadas. Por este motivo, a esquistossomiase e outras doencas infecciosas
permanecem como um problema global de saide publica, representando uma necessidade
médica ainda ndo atendida (HOTEZ et al., 2007; MORAN et al., 2009).

Assim, torna-se imperativo o envolvimento do Estado e da comunidade cientifica
na busca por novos farmacos que possam complementar a farmacoterapia existente e auxilar
no combate a esquistossomiase (CIOLI et al., 2014; ROSS et al., 2002). Nesse sentido, 0s
produtos naturais inserem-se como potenciais fontes de moléculas para o desenvolvimento de

novos farmacos esquistossomicidas (UTZINGER et al., 2011).
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1.2 PRODUTOS NATURAIS

Os produtos naturais servem ha milénios como fonte de compostos medicinais ao
homem (NEWMAN; CRAGG; KINGSTON, 2015). Por consequéncia, sempre se atrelaram
ao desenvolvimento de farmacos. Para exemplificar, nos ultimos 30 anos 64% das novas
entidades quimicas (NCE, do inglés New Chemical Entities) lancadas no mercado
farmacéutico mundial foram inspiradas em moléculas oriundas de fontes naturais (HARVEY,
2008; NEWMAN; CRAGG, 2012; NEWMAN; CRAGG; KINGSTON, 2015). Ainda mais,
69% dos anti-infecciosos existentes sdo derivados ou inspirados em produtos naturais, como
0s antiparasitarios quinina, artemisinina e ivermectina, sendo que a descoberta destas ultimas
duas substancias rendeu aos pesquisadores envolvidos o Prémio Nobel de Fisiologia ou
Medicina de 2015 (Figura 5) (BUTLER, 2004; GOA; MCTAVISH; CLISSOLD, 1991; LI;
VEDERAS, 2009; NEWMAN; CRAGG; KINGSTON, 2015).

Figura 5 — Farmacos antiparasitarios oriundos de produtos naturais

HsCO

Ivermectina

o Artemisini 80% By,: R= C,H;
Quinina rtemisinina 20% B,,: R= CH,

Fonte: Adaptado de GOA; MCTAVISH; CLISSOLD, 1991; BARREIRO; BOLZANI, 2009.

Atualmente, renova-se o interesse pela pesquisa com produtos naturais. 1sso deve-
se aos avancos obtidos na selegcdo, isolamento e elucidacdo estrutural de compostos, em
conjunto com a sintese organica, que permite a obtencdo de grandes quantidades de
substancias para a realizacdo de estudos pré-clinicos e clinicos. Além disso, a enorme
biodiversidade mundial, sobretudo do Brasil que hospeda 15% a 20% de todas as espécies
animais e vegetais existentes, também motiva pesquisas nesta area. Portanto, buscam-se
continuamente nos produtos naturais substancias bioativas Uteis ao desenvolvimento de
farmacos (BARREIRO; BOLZANI, 2009; CRAGG; NEWMAN, 2013).

Neste contexto, resultados expressivos tém sido obtidos com alguns compostos

naturais frente ao S. mansoni (Tabela 2).
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Tabela 2 — Exemplos de compostos naturais com atividade frente ao Schistosoma mansoni

) Atividade . o
Composto Classe Origem ) o Concentracao ativa Referéncia
esquistossomicida

HO OH R,
Dryopteris spp. In vitro frente a
O O

OH O Floroglucinol _ Controle positivo: (MAGALHAES et al., 2010)
(Dryopteridaceae) vermes adultos
Aspidina: Ry= OH; Ry= OCH, PZQ - 10 uM
Desaspidina: R{= OCH;; R,= OH
Acido flavaspidico: R;= OH; R,= OH
o)
) 10 uM (LORSUWANNARAT et al.,
O‘ ] Plumbago spp. In vitro frente a .
Naftoquinona _ Controle positivo: 2013; ZHANG; COULTAS,
(Plumbaginaceae) vermes adultos
OH O PZQ-5uM 2013)
Plumbagina
o . 10 pM
) Sanguinaria spp. In vitro frente a -
Alcaloide Controle positivo: (ZHANG e COULTAS, 2013)
(Papaveraceae) vermes adultos
PZQ-5uM

Sanguinarina
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) Atividade L o
Composto Classe Origem ) o Concentragéo ativa Referéncia
esquistossomicida
HO
X _ _ 31,2 uM
] Encontrado em muitas In vitro frente a . (SILVA etal.,
Sesquiterpeno o ) Controle positivo:
espécies vegetais vermes adultos 2014)
PZQ -3 uM
Nerolidol
O O i o 50 uM (EL-BANHAWEY
n vitro e in vivo u
H5CO X = OCH; _ Curcuma longa L. N etal., 2007;
Diarileptanoide o frente a vermes Controle positivo: N
HO OH (Zingiberaceae) MAGALHAES et
_ adultos PZQ - 10 uM
Curcumina al., 2009)
Q@ _ (DE MORAES et
N~ NF OCHg ) In vitro frente a 15,8 uM
| ) _ Piper tuberculatum Jacq. ) o al., 2012; DE
OCH Piperamida ] formas jovens e Controle positivo:
3 (Piperaceae) MORAES et al.,
OCHg3 vermes adultos PZQ - 10 uM
Piplartina 20118)
100 uM
Styrax pohlii Fritsch In vitro frente a . (BRAGUINE et al.,
Flavonoide Controle pOS|t|VO:

(Styracaceae)

Kaempferol

vermes adultos

PZQ - 10 uM

2012)
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) Atividade L o
Composto Classe Origem ) o Concentragéo ativa Referéncia
esquistossomicida

CLsp=28.9+1.8 uM

] ] In vitro frente a Controle positivo:
Triterpeno balsamina L. (RAMALHETE et al., 20:

vermes adultos PZQ
Clsp=1.2%£0.1puM

Momordica

(Cucurbitaceae)

Viguiera robusta ) 12,5 uM
Lactona In vitro frente a .
. Gardn. Controle positivo: (SASS et al., 2014)
sesquiterpénica vermes adultos
(Asteraceae) PZQ - 12,5 uM
Solanum lycocarpum ) 32 uM
) ) In vitro frente a o
Alcaloide A. St. Hil. Controle positivo: (MIRANDA et al., 2012
vermes adultos
(Solanaceae) PZQ - 10 uM

Solamargina
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Em vista disso, necessitam-se maiores estudos com produtos naturais na busca por
novas moléculas esquistossomicidas. Assim sendo, chalconas e auronas, classes de compostos
naturais que apresentam diversas atividades biologicas, dentre elas antiparasitarias,

representam substancias em potencial.

1.3 CHALCONAS E AURONAS
As chalconas séo cetonas o,p-insaturadas e possuem o padrdo estrutural 1,3-
diarilprop-2-en-1-ona em comum, existindo preferencialmente na forma do isdbmero E, mais

termodinamicamente estavel (Figura 6) (MATOS et al., 2015).

Figura 6 — Padréo estrutural comum as chalconas

( N\

(E) - 1,3-diarilprop-2-en-1-ona

(. J

Fonte: Adaptado de HALBWIRTH, 2010; MATOS et al., 2015.

Metabolitos secundarios de plantas, as chalconas atuam na pigmentacéo de flores,
atracdo de polinizadores e defesa contra patogenos e predadores (BATOVSKA;
TODOROVA, 2010). Por conseguinte, isolam-se estas substancias das mais variadas espécies
vegetais e estudam-se suas atividades farmacologicas (Figura 7) (AJAIYEOBA et al., 2013;
GONCALVES; VALENTE; RODRIGUES, 2014; LEE et al., 2009; MATOS et al., 2015;
MESSIER; GRENIER, 2011; MOTANI et al.,, 2008; VOGEL; HEILMANN, 2008).
Entretanto, as chalconas de ocorréncia natural possuem poucos padrdes de substituicdo em
seus anéis aromaticos (BATOVSKA; TODOROVA, 2010). Deste modo, a sintese organica
representa ferramenta Gtil & obtencdo de moléculas estruturalmente diversas e em quantidades
suficientes para a realizacdo de ensaios bioldgicos, permitindo assim que se estude a
influéncia de diferentes substituintes nas propriedades fisico-quimicas da molécula e

correlacionando estes dados aos niveis de bioatividade apresentados.



26

Figura 7 — Exemplos de chalconas oriundas de fontes naturais

(o] O OH O
(1’
HO OH OH HO H3CO OH HO OCH;

Isoliquiritigenina Licochalcona A Cardamonina
Dalbergia spp. Glycyrrhiza spp. Elettaria cardamomum (L.) Maton
(Fabaceae) (Fabaceae) (Zingiberaceae)

H,CO O

OH O
O 7 O O = O OH O
HO OH HO OH
| | OH OCH;
=

Cajachalcona

Xantoumol Xantoangelol Cajanus cajan L.
Humulus lupulus L. Angelica keiskei (Miq.) Koidz. (Fabaceae)
(Cannabaceae) (Apiaceae)

Fonte: Adaptado de MOTANI et al., 2008; VOGEL; HEILMANN, 2008; LEE et al., 2009; MESSIER,;
GRENIER, 2011; AJAIYEOBA et al., 2013; GONCALVES et al., 2014; MATOS et al., 2015.

Descrevem-se na literatura cientifica muitas estratégias para a sintese de
chalconas. Contudo, a condensacdo de Claisen-Schmidt é o método mais utilizado, devido a
sua facilidade de execucdo, tempo relativamente curto de reacdo, exigéncia de condicdes
brandas e obtengdo de bons rendimentos finais do produto (AL-MASUM; NG; WAI, 2011,
BOHM, 1998; EDDARIR et al., 2003; KUMAR et al., 2010; MATOS et al., 2015; ZOU et al.,
2007).

A condensacdo de Claisen-Schmidt ocorre entre acetofenonas e aldeidos
aromaticos. E essencialmente uma condensacdo aldélica, reacdo de adicdo entre compostos
carbonilicos seguida por desidratacdo e formacgdo de ligacdo dupla carbono-carbono. Na
reacao catalisada por base, primeiramente ha remoc¢do de um a-hidrogénio da acetofenona e
formacgdo do ion enolato. Em seguida, ocorre adicdo a carbonila do aldeido aromatico,
eliminacdo de dgua por mecanismo do tipo Elcb e formacéo da o,B-insaturacdo. Ja na reagédo
catalisada por acido, primeiramente acontece a protonacdo da carbonila da acetofenona,
remogdo de um o-hidrogénio e formagéo do enol. Posteriormente, ha adi¢cdo a carbonila do
aldeido aromatico, desidratacdo por mecanismo do tipo E1 e formacéo da a,B-insaturagéo.
(Esquema 1) (CAREY; SUNDBERG, 2007; CLAYDEN; GREEVES; WARREN, 2012;
KLEIN, 2015).



Esquema 1 — Mecanismo da condensacédo de Claisen-Schmidt em meios bésico e acido

Catalise basica
)J\/ /\~——‘OH ,Og‘) )Ol\) + H,0
H Ar Ar (_/_'. 2
Remogao do Ar . )
hidrogénio o e /K\' Adicao a ca'rbonlla do
formagéo do ion H Yo aldeido
enolato
/\ O
o o° O Oy 0) OH o) (OH
+ H,0
Ar Ar' r = Ar'
0]
Ar)J\/\Ar' + oH
Desidratagao e formagéao da
a,B-insaturacao
Catalise acida
0 ‘-/}
+_H . .
o ¢ o. COH
Ar)l\ H3O+ %H H O H /& .
— AT, = Ar + H30
Protonacao da carbonila H Adigio & carbonila do
cetdnica, seguida de remocéao aldeido
do hidrogénio a e formagao Ar' CO\+
do enol N H N
OH OH 0] (OHZ (o}
— +
Ar Ar' Ar)J\/kAr' i Ar)Hé\Ar' + O/H
Prototropismo H \_/ H
(0]
Ar)J\/\Ar' + H0'
Desidratagao e formagao da
o,B-insaturagao

Fonte: Adaptado de CAREY; SUNDBERG, 2007; CLAYDEN et al., 2012; KLEIN, 2015.

Encontram-se na literatura varias atividades bioldgicas atribuidas as chalconas,
dentre elas antioxidante (VOGEL; HEILMANN, 2008), anti-inflamatoria (BANDGAR et al.,
2010), anticancerigena (MIELCKE et al., 2012), antibacteriana (MOKLE et al., 2010;
NIELSEN et al., 2004), antifangica (CHLUPACOVA et al., 2015) e antiviral (FATIMA et al.,

2012). Do mesmo modo, realizam-se estudos antiparasitarios com chalconas (Tabela 3).



Tabela 3 — Atividades antiparasitarias de chalconas
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Atividade o .
Chalconas Alvo ) o Concentracéo ativa Referéncia
antiparasitaria
HsCO O
CLTCL
o} o Rs Clso (uM)
N N e 11172
n vitro frente a
I: R1,R2,R4= H; Ry= CHy Trypanosoma I1: 3,4
1l: Ra= Hi RaRaRs= OCH, _ formas (APONTE et al., 2008)
cruzi 11: 12,2
HCO  Q tripomastigotas N
= Controle positivo:
o) o] Nifurtimox — 0,52
N N
1
) Atividade em uM
o o In vitro frente a
\) K/ ) ] ) ) 1V:0,9
X v 7 Leishmania macréfagos infectados
. _ ) V:4,1 (APONTE et al., 2010)
H,CO O amazonensis com Leishmania

amazonensis

Controle positivo:
Anfotericina B - 0,4
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Atividade . A
Chalconas Alvo ) o Concentragéo ativa Referéncia
antiparasitaria
Q . . Clso (LM)
_ OCHs Leishmania .
o In vitro frente a VI: 6,36; VII: 5,69 (DE MELLO etal.,
(Viannia) ] .
R VI R= H OCH;3 - formas promastigotas Controle positivo: 2014)
P R= OCHg braziliensis .
VII: R= OCH;4 Anfotericina B — 4,25
OCH;0
= R4 Clso (UM)
O O Leishmania In vitro frente a VI 2,7, 1X:3,9; X: 4,6
HsCO OCH;, R2 o ) N (BELLO etal., 2011)
VIE: Ry= CI; Ry= H braziliensis formas promastigotas Controle positivo:
IX: R4=H; Rp=H Pentamidina — 6,0
X: R1= CI; R2= Cl
o In vitro frente a Clso (UM)
OCH3 Trypanosoma formas XI: tripomastigota — 2,6; amastigota — 2,9 (RODRIGUEZ et al.,
0~ SoH,;c0o cruzi tripomastigotas e Controle positivo: Nifurtimox 2015)
XI

amastigotas

tripomastigota — 10,0; amastigota — 18,6
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Leishmania infantum

Leishmania infantum - Anfotericina B — 1,2

Atividade Y A
Chalconas Alvo ) o Concentragéo ativa Referéncia
antiparasitaria
0
R(Noz > CIM (ug/mL)
7/”\/\0 O O In vitro frente a XIlI: 3,125
X F Trichomonas trofozoitos XIII: 3,125 (ANTHWAL et al.,
0 vaginalis metronidazol- Controle positivo: 2014)
NO = .
r~( ’ resistentes Metronidazol — 12,5
N7/N\/\O
Xin Cl
In vitro frente a Clso (uM)
Trypanosoma )
brucei formas Trypanosoma brucei — XIV: 2,6; XV: 3,3
rucei
tripomastigotas de Leishmania infantum - XV: 1,3 (ROUSSAKI et al.,
e
. _ Trypanosoma brucei Controles positivos: 2013)
XIV: Ry= CHy; Ry,Ry,R4= H Lelshmania e amastigotas de Trypanosoma brucei - Nifurtimox — 2,9
XV: R1= H; Rz,R4= C(CH3)3; R3= OH infantum yp !
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Além das chalconas, inserem-se nesta &rea de estudos as auronas, substancias
naturais com grande potencial farmacolégico.

As auronas sdo compostos o,p-insaturados e possuem em comum O padrdo
estrutural 2-benzilidenobenzofuran-3(2H)-ona, que preferencialmente adota a configuragéo

termodinamicamente estavel Z (Figura 8) (BOUMENDJEL, 2003; SIM et al., 2008;
ZWERGEL et al., 2012).

Figura 8 — Padréo estrutural comum as auronas

(2)- 2-benzilidenobenzofuran-3(2H)-ona

\

Fonte: Adaptado de BOUMENDJEL, 2003; HALBWIRTH, 2010.

Presentes em espécies vegetais terrestres e marinhas, as auronas desempenham
funcOes de pigmentacdo, defesa contra predadores e como fitoalexinas, utilizadas pela planta
no combate a infeccdes (BOUMENDJEL, 2003). Deste modo, encontram-se na literatura
estudos com auronas provenientes de fontes naturais (Figura 9) (FARAG et al., 2009;
HAUDECOEUR; BOUMENDJEL, 2012; LAWRENCE et al., 2003; NAKAYAMA et al.,
2000; SHIN et al., 2011A).

Figura 9 — Exemplos de auronas provenientes de fontes naturais

Aureusidina Sulfuretina Hispidol Hamiltrona
Antirrhinum majus L.  Rhus verniciflua Stokes Medicago truncatula Gaertn. Uvaria hamiltonii Hook. f. &
(Plantaginaceae) (Anacardiaceae) (Fabaceae) Thomson
(Annonaceae)

Fonte: Adaptado de NAKAYAMA et al., 2000; LAWRENCE et al., 2003; FARAG et al., 2009; SHIN et al.,
2011; HAUDECOEUR; BOUMENDJEL, 2012.
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As auronas sdo biossintetizadas a partir de chalconas através, principalmente, da
enzima aureusidina sintase (HAWKINS; HANDY, 2013; NAKAYAMA et al.,, 2001).
Baseando-se nestes processos, desenvolveram-se metodologias de sintese de auronas
(HARKAT et al., 2008; HAUDECOEUR; BOUMENDJEL, 2012; KRAUS; GUPTA, 2010;
OKOMBI et al., 2006; SEKIZAKI, 1988). A maioria destes procedimentos de sintese ndo é
seletiva e conduz a uma mistura de produtos (auronas, flavonas, isoflavonas e flavanonas).
Entretanto, a utilizagdo de Hg(OAc). em piridina demonstra-se eficaz, obtendo-se unicamente
auronas como produto final (TIWARI et al., 2011; VENKATESWARLU et al., 2007).

De acordo com Agrawal e Soni (2006), Tiwari e colaboradores (2011) e Silveira
(2013) o mecanismo para a sintese de auronas utilizando-se Hg(OAc)2 em piridina inicia-se
pela coordenacdo do ion [HgOAc]* ao atomo de oxigénio do fenol. Posteriormente, ocorre a
ligagdo deste grupo a o,B-insaturacdo e o ataque do fenolato ao carbono a. Entdo, devido a
fatores estéreos, ha a formacdo de um anel de cinco membros, seguida de eliminacao do tipo
Elcb, dando origem a aurona preferencialmente na configuracdo Z termodinamicamente
estavel (Esquema 2) (AGRAWAL; SONI, 2006; SILVEIRA, 2013; TIWARI et al., 2011).

Esquema 2 — Mecanismo da sintese de auronas utilizando-se Hg(OAc). em piridina

G0 - At ~ 0

AcO’Hg
\

S |

0 C() ~ Co
o ,.J)g—OAC O Hg OAc
oo Oy, . O Ry, — COg0
——————— -
O O 2O S
N B
L

N | TOAc

=

Fonte: Adaptado de AGRAWAL; SONI, 2006; TIWARI et al., 2011; SILVEIRA, 2013.

As auronas exibem varias atividades bioldgicas, como anticancerigena (ELHADI
et al., 2015; LAWRENCE et al., 2003), antioxidante (DETSI et al., 2009), anti-inflamatoria
(SHIN et al., 2011B), antibacteriana (TIWARI et al., 2012) e antiviral (LIU et al., 2008;
MEGUELLATI et al., 2016). Além disso, estudos demonstram atividades antiparasitarias de
auronas (Tabela 4).




Tabela 4 — Atividades antiparasitarias de auronas
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Auronas Alvo Atividade antiparasitaria Concentracéo ativa Referéncia
Clso (uM)
K1 - XVI: 0,007; NF54 - XVI: 0,18
Plasmodium In vitro frente as linhagens Controles positivos: (KAYSER; KIDERLEN;
falciparum K1 e NF54 Cloroquina - K1-0,070; NF54 -0,004 BRUN, 2001)
Artemisinina - K1-0,001; NF54 -0,002
Clso (LM)
_ _ . XVII1: 1,18
Plasmodium In vitro frente a linhagem N
: _ ) Controle positivo: (CARRASCO et al., 2014)
falciparum W?2 cloroquina-resistente

N
XV

Cryptosporidium

parvum

In vitro frente a formas

intracelulares

Cloroquina — 0,14

% de inibicdo a 100 uM
XVI1II: 98 (£ 0,4)
Controle positivo:

Paromicina - 40

(KAYSER et al., 2001)
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Auronas

Alvo

Atividade antiparasitaria

Concentracéo ativa

Referéncia

XIX

XXI

Leishmania major

Trypanosoma

cruzi

Leishmania

infantum

In vitro frente & enzima
fumarato redutase (FRD)
presente em formas
promastigotas de

Leishmania major

In vitro frente a formas

tripomastigotas

In vitro frente a formas

amastigotas

% de inibicdo da FRD a 12,5 nM
X1X: 94,3 (+1,8)
Controle positivo:

Licochalcona A — 46,6 (+ 3,9)

Clso (ng/mL)
XX: 5,06
Controles positivos:
Benzimidazol - 0,81
Nifurtimox — 0,47

Clso (uM)
XXI1:1,3%£0,1
Controle positivo:
AnfotericinaB-1,2+0,1

(KAYSER et al., 2002)

(AMETA et al., 2012)

(ROUSSAKI et al., 2012)
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Considerando-se as atividades antiparasitérias, estudos realizados por nosso grupo

de pesquisas e de parceiros ttm demonstrado o potencial de chalconas e auronas como

substancias ativas também frente ao S. mansoni. A licochalcona A, isolada das raizes de

Glycyrrhiza inflata Bat. (Fabaceae) (dados ainda ndo publicados) e a cardamonina, isolada
das inflorescéncias de Piper aduncum L. (Piperaceae) (DE CASTRO et al., 2015) (Figura 10)
ocasionaram, in vitro na concentracdo de 25 puM, a morte de 100% dos vermes adultos de S.

mansoni apds 24 horas de incubacdo. Adicionalmente, promoveram significativa reducao na

atividade motora e alteracfes tegumentares nos parasitos, resultados comparaveis ao PZQ a 5
MM. (Tabela 5 e Figura 11).

Figura 10 — Estruturas quimicas da licochalcona A e da cardamonina

O
S
HO

Licochalcona A

OCH;

OH O

® L
OH HO OCH;4

Cardamonina

Fonte: Adaptado de DE CASTRO et al., 2015.

Tabela 5 - Atividade esquistossomicida in vitro da licochalcona A e da cardamonina em

vermes adultos de Schistosoma mansoni

Tempo de ) Reducéo na atividade Alteracoes
_ Mortalidade
Grupos incubacéao (9%): motora (%)? tegumentares (%0)?
(6]
(h) Leve  Significativa Leve  Significativa
Controle® 24 0 0 0 0 0
DMSO 0,5% 24 0 0 0 0 0
PZQ
24 100 0 100 0 100
(5 uM)
Licochalcona A
24 100 0 100 0 100
(25 M)
Cardamonina
24 100 0 100 0 100
(25 uMm)

2Porcentagem em relacdo a 20 vermes.

®Meio RPMI 1640.

Fonte: DE CASTRO et al., 2015 e dados ainda ndo publicados.
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Figura 11 — Anélise por microscopia confocal de varredura a laser da atividade da
licochalcona A e da cardamonina no tegumento de vermes adultos de Schistosoma mansoni

(0] OCH3, OH O
T ¢
HO OH HO OCH3
Licochalcona A Cardamonina

Incubaram-se pares de vermes adultos (machos e fémeas) em placas de 24 pogos (1 casal por pogo) contendo
meio Roswell Memorial Park Institute (RPMI 1640) com DMSO 0,5%, PZQ 5 pM ou a substéncia teste

(licochalcona A ou cardamonina) em diferentes concentracGes. Em seguida, fixaram-se os parasitos em solucéo

AFA (&cido acético glacial/formaldeido/etanol/agua destilada 2:9:30:59) e analisaram-se 0S mesmos com 0
auxilio de um microscdpio confocal de varredura a laser. A: Controle negativo (meio RPMI 1640 com DMSO
0,5%). B: Controle positivo (PZQ 5 uM). C: Substancia teste a 10 uM. D: Substéncia teste a 25 uM. E:
Substéncia teste a 50 uM. Imagens: A-E sdo imagens tridimensionais; barras = 200 um. Fonte: Adaptado de DE

CASTRO et al., 2015 e de dados ainda ndo publicados.



Outro estudo inédito realizado por colaboradores com uma série de chalconas e
auronas sintéticas reforca o carater esquistossomicida destas classes de compostos.
Submetidas aos mesmos ensaios esquistossomicidas in vitro que o estudo anterior, as
chalconas LS1, LS4 e LS47 e as auronas LS6, LS23, LS24, LS26 e LS29 (Figura 12)
ocasionaram, a 50 uM, 100% de mortalidade, significativa reducdo da atividade motora e
alteraces tegumentares nos vermes adultos apos 24 h de incubacdo, em comparacao ao PZQ
a 5 uM. Além disso, a chalcona IA-C2 (Figura 12) demonstrou-se ativa na concentracdo de

25 uM, exibindo resultados similares a cardamonina e a licochalcona A. Vale ressaltar que

estes dados ainda ndo foram publicados.

Figura 12 — Chalconas e auronas sintéticas ativas in vitro frente ao Schistosoma mansoni

LS47

IA-C2

LS24

O(CH5)sCH3

Fonte: Elaborado pelo autor.

Soma-se a este fato a possibilidade de pesquisa do mecanismo de agéo

esquistossomicida exercido por chalconas e auronas e, para isso, a enzima SmATPDasel

representa um possivel alvo molecular.
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1.4 SmATPDASE1

A SmATPDasel (S. mansoni ATPDasel) € uma enzima extracelular pertencente
ao grupo das ecto-nucleosideo trifosfato difosfoidrolases (E-NTPDases ou ATP
difosfoidrolases) cuja funcdo é hidrolisar nucleosideos di e trifosfatados (ADP e ATP) aos
seus correspondentes monofosfatos (AMP) através de ativacdo dependente de Ca*? ou Mg*?
(MAIA et al, 2011; ZIMMERMANN; ZEBISCH; STRATER, 2012). Localiza-se na
superficie externa dos ovos, esquistossémulos e tegumento dos vermes adultos de S. mansoni.
Consequentemente, estudos sugerem que sua atividade esteja relacionada a mecanismos de
evasdo do parasito ao sistema imune do hospedeiro, devido a importancia do ATP e ADP para
processos de ativacao da resposta imunologica e hemostatica, como a agregacdo plaquetaria
(DE MARCO et al., 2003; FARIA-PINTO et al., 2004; FARIA-PINTO et al., 2008; MEBIUS
et al., 2013). Além disso, acredita-se que a adenosina, oriunda do metabolismo do AMP, atue
imunossuprimindo o hospedeiro e sirva como substrato nutricional essencial ao S. mansoni,
uma vez que o parasito é incapaz de sintetizar purinas (BOURS et al., 2006; LEVY; READ,
1975). Assim, estes fatores em conjunto promoveriam a adaptacao e sobrevivéncia do parasito
no organismo do hospedeiro.

Recentemente, comprovou-se a especificidade da SmATPDasel do tegumento do
parasito na hidrélise de ATP e ADP extracelulares (DA’DARA; BHARDWAJ; SKELLY,
2014). Por conseguinte, propde-se que a enzima possa servir como um novo alvo terapéutico
para substancias esquistossomicidas (DA’ DARA; BHARDWAJ; SKELLY, 2014; PENIDO et
al., 2007). Entretanto, ndo ha& na literatura a descricdo de inibidores potentes, seletivos e
estaveis para a mesma (BAQI, 2015). Assim, necessitam-se compostos que promovam a
inibicdo da SmATPDasel, representando substéncias potencialmente ativas frente ao S.
mansoni.

Neste sentido, avaliou-se a atividade inibitoria in vitro da cardamonina, da
chalcona sintética LS1 e das auronas sintéticas LS6 e LS23 (pagina 38, Figura 12) sobre a
SmATPDasel, como forma de elucidacdo do provavel mecanismo de ag¢do esquistossomicida
exercido por estes compostos. A 40 uM, a cardamonina, a chalcona LS1 e as auronas LS6 e
LS23 ocasionaram, respectivamente, 82% (Clso = 23,54 uM), 53,31% (Clso = 30,62 uM),
48,69% (Clso = 49,72 uM) e 89,94% (Clso = 13,47 uM) de inibicdo da atividade hidrolitica de

ATP da SmATPDasel. Dentre estes, somente a aurona LS23 foi capaz de inibir a atividade
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hidrolitica de ADP, com Clso = 28,20 uM (De CASTRO et al., 2015 e dados ainda néo
publicados).

Logo, devem-se realizar maiores estudos acerca da atividade inibitoria de
chalconas e auronas frente 8 SmMATPDasel, de modo a condiciona-las como protdtipos no
desenvolvimento de novos farmacos esquistossomicidas. Para isto, o planejamento racional de
farmacos insere-se como ferramenta Util na otimizacdo molecular e elaboracdo de analogos

com melhores niveis de bioatividade que os compostos modelo.

1.5 PLANEJAMENTO RACIONAL DE FARMACOS

Atualmente, a pesquisa e o desenvolvimento de farmacos demandam grandes
investimentos em tempo e dinheiro. Estimativas apontam que gastos da ordem de 800 milhdes
a 2 bilhdes de ddlares e tempo médio de 12 anos sejam necessarios para a introducdo de um
novo farmaco no mercado farmacéutico mundial (ADAMS; BRANTNER, 2010; DIMASI;
HANSEN; GRABOWSKI, 2003). Descobrem-se inicialmente compostos com baixos niveis
de atividade, posteriormente otimizando-os até atingirem niveis considerados terapéuticos.
Entretanto, apesar das contribuicGes da quimica combinatéria e da triagem de alta
produtividade (HTS, do inglés High Throughput Screening) neste processo, nao ha
crescimento significativo no lancamento de novas entidades quimicas. Portanto, tornam-se
necessarias tecnologias que auxiliem na identificacdo, planejamento e otimizacdo de novos
compostos. Neste sentido, aplicam-se as triagens virtuais, ou andlises in silico
(GELDENHUYS et al., 2006; ROLLINGER; LANGER; STUPPNER, 2006).

O termo in silico é uma expressao moderna que significa realizar experiéncias por
meio de recursos computacionais. Mais especificamente, sua aplicagcdo permite criar modelos,
realizar predigdes, sugerir hipoteses e promover calculos que facilitem a elaboracdo de
pesquisas (EKINS; MESTRES; TESTA, 2007). Adicionalmente, estes recursos permitem a
obtencéo de resultados mais rapidos e econémicos, reduzindo em até 50% o0s custos inerentes
ao desenvolvimento de farmacos (BARREIRO et al., 1997; GELDENHUYS et al., 2006). Por
conseguinte, a gestdo e aplicacdo ordenada de informacgdes, tendo por base andlises in silico,
constituem passos importantes no planejamento racional de farmacos (EKINS; MESTRES;
TESTA, 2007; MACALINO et al., 2015). Com estes propdsitos, utiliza-se o recurso in silico
conhecido como docking molecular

O docking molecular permite, com boa acuracia, predizer as interacBes que

ocorrem entre a estrutura tridimensional de um alvo, comumente uma proteina, e moléculas
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ligantes. Além disso, esta técnica utiliza algoritmos que analisam modos preferenciais de
ligacdo e funcbes de pontuagdo que executam predi¢cdes quantitativas da energia livre de
Gibbs (AG) inerente ao processo de formacdo do complexo ligante-biorreceptor. Deste modo,
se obtém um ranqueamento energético dos compostos em funcdo das suas afinidades de
ligacdo (COUPEZ; LEWIS, 2006; FERREIRA et al., 2015; MENG et al., 2011).

Neste sentido, utilizam-se técnicas de docking molecular frente a um determinado
alvo especifico para a sele¢do de novos compostos bioativos, processo denominado de selecdo
virtual baseada em estrutura (SBVS, do inglés Structure-Based Virtual Screening). Esta
estratégia consiste, primeiramente, em escolher o alvo molecular (biorreceptor) e o0s
compostos (ligantes) a serem analisados, realizar o docking molecular destes e interpretar as
informagdes obtidas, sintetizando e/ou submetendo os melhores compostos a ensaios
experimentais (Figura 13) (FERREIRA et al., 2015; NEVES; ANDRADE; CRAVO, 2015).

Figura 13 — Etapas da selecdo virtual baseada em estrutura

Docking molecular

Selegao do alvo (biorreceptor) e dos
compostos (ligantes)

13

Sintese e/ou
avaliagao
experimental
dos melhores
compostos

Fonte: Adaptado de FERREIRA et al., 2015; NEVES; ANDRADE; CRAVO, 2015.

Outra etapa importante no planejamento racional de farmacos € a predicdo in
silico de propriedades farmacocinéticas (absorcdo, distribuicdo, metabolismo e excrecdo -
ADME). Dentre as principais causas de falhas nas pesquisas com novas moléculas, calcula-se
que 39% relacionam-se a caracteristicas farmacocinéticas (VAN DE WATERBEEMD;
GIFFORD, 2003). Devido a isso, Lipinski e colaboradores (1997) criaram a “Regra dos 57,
tendo por base informacdes provenientes de bancos de dados virtuais, como o World Drug
Index (WDI). Esta regra prediz que moléculas com mais de 5 dtomos doadores de ligacdes de
hidrogénio (HBD, do inglés Hydrogen Bond Donor), 10 atomos aceptores de ligacbes de
hidrogénio (HBA, do inglés Hydrogen Bond Acceptor), peso molecular maior que 500 e
logaritmo do coeficiente de particdo (log P) maior do que 5 apresentariam problemas
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relacionados a permeabilidade celular e absorcdo oral (LIPINSKI, 2000; LIPINSKI et al.,
1997). Posteriormente, Zhao e colaboradores (2002) também desenvolveram uma formula,
expressa por %ABS = 109 — (0,345 x TPSA), na qual obtém-se a porcentagem teérica de
absorcdo oral para uma determinada molécula a partir da sua area de superficie polar
topoldgica (TPSA, do inglés Topological Polar Surface Area) (ZHAO et al., 2002).

Diante do exposto e tendo-se em vista as atividades apresentadas por chalconas e
auronas frente ao S. mansoni e a enzima SmATPDasel, podem-se utilizar estas classes de
compostos como modelos no planejamento molecular e sintese de novos analogos. Para isso,
a aplicacdo ordenada e sequencial de técnicas de docking molecular, analise de propriedades
ADME, sintese e avaliacdo experimental de compostos com caracteristicas potenciais de
bioatividade representa estratégia racional na busca por prototipos para o desenvolvimento de

novos farmacos esquistossomicidas.
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2 OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho € avaliar a atividade esquistossomicida in vitro de
chalconas e auronas sintéticas planejadas por métodos in silico, visando-se encontrar
substancias potencialmente ativas. Adicionalmente, os compostos serdo submetidos a ensaios
de inibicdo in vitro da enzima SmATPDasel de S. mansoni, como forma de pesquisa do

possivel mecanismo de acdo envolvido, além de ensaios de avaliacdo citotoxica in vitro.

Para esta finalidade, prop6em-se 0s seguintes objetivos especificos:

e Realizar o planejamento molecular in silico de chalconas e auronas por meio de
docking molecular com a enzima SmATPDasel, bem como através da analise
de propriedades ADME;

o Sintetizar, purificar e caracterizar as chalconas e auronas planejadas;

e Avaliar a atividade esquistossomicida in vitro frente a vermes adultos de S.
mansoni das chalconas e auronas sintetizadas, purificadas e caracterizadas;

e Avaliar a atividade inibitoria in vitro das chalconas e auronas sintetizadas,
purificadas e caracterizadas frente a enzima SmATPDasel,;

e Avaliar a citotoxicidade in vitro das chalconas e auronas frente a macréfagos

murinos da linhagem celular RAW 264.7.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANALISES IN SILICO

3.1.1 Simulagdes de docking molecular

Primeiramente, realizou-se a selecdo virtual de andlogos de chalconas e auronas
com caracteristicas estruturais e fisico-quimicas especificas por meio de acesso aos bancos de
dados virtuais PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/search.cgi), ChemSpider
(www.chemspider.com/) e SciFinder (https://scifinder.cas.org/). Em seguida, representaram-
se as estruturas quimicas dos compostos selecionados, em duas dimensoes, utilizando-se o
programa ChemDraw Professional 15.0 (PerkinElmer, Inc., Waltham, MA, EUA) e
converteram-se estas estruturas para modelos tridimensionais através do programa Spartan
14> (Wavefunction, Inc., Irvine, CA, EUA).

Entdo, utilizaram-se estes modelos nos programas AutoDock 4.2 e Autodock
Tools-1.5.6 para as simulacdes de docking molecular, aplicando-se o Algoritmo Genético
Lamarckiano (LGA, do inglés Lamarckian Genetic Algorithm) (MORRIS et al., 1998).
Definiram-se os parametros para 100 conformactes e 2,5 milhdes de avaliacGes de energia
por ciclo. Ajustou-se o tamanho da grade para 40 A x 40 A x 40 A (dimensBes x, ye z) e 0
espacamento entre seus pontos para 0,508 A. Em seguida, posicionou-se a grade no dominio
de ligacdo nucleotidica do modelo tridimensional validado da SmATPDasel (DE CASTRO et
al., 2015). Selecionaram-se as conformacgdes de menor energia dos compostos. Por fim,
analisaram-se e visualizaram-se os resultados finais de simulagéo utilizando-se os programas
Visual Molecular Dynamics (http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/) e Swiss PDB Viewer
(http://spdbv.vital-it.ch/).

3.1.2 Avaliacéo de propriedades ADME

Para o céalculo da porcentagem de absorcdo oral tedrica (ZHAO et al., 2002) das
chalconas e auronas, assim como para a avaliacdo da obediéncia destas a regra dos 5 de
Lipinski (LIPINSKI, 2000; LIPINSKI et al., 1997), utilizaram-se os descritores moleculares
obtidos por meio do programa Spartan 14’ (Wavefunction, Inc., Irvine, CA, EUA). Neste
programa, inicialmente calculou-se o conférmero mais estavel de cada molécula pelo método
de mecénica molecular MMFF (Merck Molecular Force Field) (HALGREN, 1996).
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Posteriormente, através do método quéantico semi-empirico RM1 (Recife Model 1) (ROCHA
et al., 2006), otimizou-se a geometria molecular destes conférmeros. Por Gltimo, aplicou-se o
método quantico ab initio de Hartree-Fock na base 6-31G** para a obtencdo dos descritores

moleculares.

3.2 SINTESE, PURIFICACAO E CARACTERIZACAO DAS CHALCONAS E AURONAS

O Nucleo de Identificacdo e Pesquisa de Principios Ativos Naturais (NIPPAN) da
Faculdade de Farméacia e o Departamento de Quimica do Instituto de Ciéncias Exatas (ICE),
ambos pertencentes & Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), disponibilizaram o0s
seguintes equipamentos e material necessarios ao desenvolvimento das etapas de sintese,

purificacdo e caracterizacdo das chalconas e auronas deste trabalho.

Para a sintese e purificacdo das chalconas e auronas:

Agitador magnético com aquecimento Fisatom — 752A,;

¢ Rotaevaporador Buchi RIl e bomba de vacuo Buchi V-700;

e Balanca analitica Marte AY220;

e Estufa com renovacéo e circulacdo de ar Solab - SL102;

e Lavadora ultrassonica digital Sanders Medical — Soniclean 2PS;

¢ Reagentes para sintese organica da marca Sigma-Aldrich;

e Solventes P.A. das marcas Vetec, Alphatec, Isofar e Quemis;

e Placas para cromatografia em camada delgada (CCD) silica gel 60 GF254 com
base de aluminio Merck. Reveladores: Camara UV (A = 254 nm e 365 nm)

Solab — SL204 e vapores de I,.

Para a caracterizacao estrutural e fisico-quimica das chalconas e auronas:

e Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) BRUKER
AVANCE |1l 500 MHz, localizado no Departamento de Quimica do ICE da
UFJF e operado a 500 MHz para H e a 125 MHz para *3C. Utilizou-se CDCls,
das marcas Cambridge Isotope Laboratories, Inc. e Sigma-Aldrich, como
solvente para os compostos e tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna;

e Aparelho digital para determinacdo do ponto de fusdo Microquimica MQAPF.
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3.2.1 Procedimento geral para a sintese das chalconas VR1, VR2, VR4, VR5, VR6, VR7
e VR11

Esquema 3 — Reacéo de sintese das chalconas VR1, VR2, VR4, VR5, VR6, VR7 e VR11

Ry O
R % Re
Ro 4+ H Re  NaOH 2 O ‘
Rs Rs R, EtOH, t.a. R3 Rs R;

R4 Rsg R4 Rs

VR1: R, =R3=R,=Rg=R;=Rg=H; R =Rz =OH

VR2: R, = Ry = Rg = Rg = R; = Rg = H; Ry = OH; Ry = OCH,
VR4: R, =R, = Rg = H; R; = OH; Ry = Rg = R; = Rg = OCH3
VR5: R, = R, = H; Ry = OH; Ry = Rs = Rg = R; = Rg = OCH3
VR6: R; =R, =R, = Rg = H; R3 = OH; Rg = R; = Rg = OCH3
VR7:R; =R, =Rs=H; Ry = OH; R, = Rg = R; = Rg = OCH3
VR11: R, = Ry = Rg = Rg = H; Ry = OH; Ry = Rg = OCHj; Ry = Br

Fonte: Elaborado pelo autor.

Adicionou-se a um baldo de fundo redondo 1 mmol (1eq.) de acetofenona e 1
mmol (1leq.) de aldeido aromatico, correspondentes ao produto desejado, além de 15 mL de
EtOH e 5 mL de solucdo aquosa de NaOH 4,0 mol/L, deixando-se este sistema sob agitacdo
magnética a temperatura ambiente. Acompanhou-se a formacéo do produto através de CCD
(fase movel: Hexano/AcOEt 7:3 ou CHCls/Acetona 9,5:0,5; reveladores: UV e vapores de I2).
Ap0s o término da reacdo, retirou-se o sistema da agitacdo magnética, colocou-se 0 mesmo
sob banho de gelo e adicionou-se aos poucos HCI 1,0 mol/L. Posteriormente, extraiu-se o
produto com CH2Cl2/H20, secou-se a fase organica com Na SO anidro, filtrou-se e
evaporou-se 0 solvente sob pressdo reduzida em rotaevaporador. Entdo, recristalizou-se o

produto em EtOH e filtrou-se 0 mesmo a vacuo.

3.2.2 Procedimento para a sintese da chalcona VR8

Esquema 4 — Reacdo de sintese da chalcona VR8

o) o) 0

H3CO =
HsCO N H/”\ : KCOg 72 O O
H;CO H»0, 100 °C H;CO

OCH3 OCHj3 VR8

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Para a sintese da chalcona VRS, seguiu-se metodologia descrita na literatura
(REZENDE; PIZARRO; MILLAN, 2007). Adicionou-se a um baldo de fundo redondo 1
mmol (1leq.) de 3,4,5-trimetoxiacetofenona, 1 mmol (1eq.) de benzaldeido, 30 mL de agua e
0,25 mmol de K>COs, deixando-se o sistema sob agitacdo magnética a temperatura de 100 °C.
Acompanhou-se a formacdo do produto através de CCD (fase movel: Hexano/AcOEt 7:3;
reveladores: UV e vapores de I2). Apds o término da reagdo, retirou-se o sistema da agitacéo
magnética, extraiu-se o produto com CH2Cl2/H20, secou-se a fase organica com NazSOs
anidro, filtrou-se e evaporou-se o solvente sob pressdo reduzida em rotaevaporador. Entéo,

recristalizou-se o produto em EtOH e filtrou-se 0 mesmo a vacuo.
3.2.3 Procedimento geral para a sintese das auronas VR9, VR10 e VR13

Esquema 5 — Reacdo de sintese das auronas VR9, VR10 e VR13

O = O Rs Hg(OAc),
_
Ry oH Ry pi, 110 °C
Rs

VR4: R1 = R2 = R3 = R4 = R5 = OCH3 VR9: R1 = R2 = R3 = R4 = R5 = OCHg
VRS5: R1 = H, R2 = R3 = R4 = R5 = OCH3 VR10: R1 = H, R2 = R3 = R4 = Rs = OCH3
VR11: R1 = R2 = R3 = R5 e OCH3, R4 =Br VR13: R1 B R2 = R3 = R5 = OCH3, R4 =Br

Fonte: Elaborado pelo autor.

Adicionou-se a um baldo de fundo redondo 1 mmol (1eq.) de acetato de mercurio
e volume de piridina suficiente para solubiliza-lo. Em seguida, adicionou-se 1 mmol (1eg.) da
chalcona correspondente a aurona desejada e deixou-se o sistema sob agitacdo magnética a
temperatura de 110 °C. Acompanhou-se a formacgdo do produto através de CCD (fase movel:
Hexano/AcOEt 7:3; reveladores: UV e vapores de I2). Apds o término da reacao, retirou-se o
sistema da agitacdo magnética, colocou-se 0 mesmo sob banho de gelo e adicionou-se aos
poucos HCI 1,0 mol/L. Posteriormente, extraiu-se o produto com AcOEt/H20, secou-se a fase
orgénica com NaxSOs anidro, filtrou-se e evaporou-se o solvente sob pressdo reduzida em
rotaevaporador. Entdo, recristalizou-se o produto em MeOH/AcOEt e filtrou-se 0 mesmo a
VAcuo.
Caracterizaram-se todos 0s compostos sintetizados e purificados por meio de

analises de RMN de *H e 3C, bem como pela determinagéo de seus pontos de fusio.
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3.3 AVALIAQAO DA ATIVIDADE ESQUISTOSSOMICIDA IN VITRO FRENTE A
VERMES ADULTOS DE Schistosoma mansoni

Efetuou-se esta etapa no Nucleo de Enteroparasitas do Instituto Adolfo Lutz (1AL,
Sao Paulo, SP), sob a colaboracao e supervisdo do Prof. Dr. Josué de Moraes e do Prof. Dr.
Pedro Luiz Silva Pinto.

3.3.1 Linhagem do Schistosoma mansoni e animais hospedeiros utilizados

Neste trabalho, utilizou-se a linhagem BH (Belo Horizonte, MG) de Schistosoma
mansoni Sambon, 1907, mantida no Ndcleo de Enteroparasitas do IAL por meio de ciclo
evolutivo bem estabelecido (DE MORAES et al., 2012).

Como hospedeiro intermediario, utilizaram-se caramujos Biomphalaria glabrata
Say, 1818, acondicionados em aquarios de polietileno (55 x 22 x 17 cm) contendo cerca de 20
litros de &gua declorada, a temperatura de 24 °C e alimentados com alface fresca; arejaram-se
0s aquarios com bombas de 1,5 W (MORAES et al., 2009).

Mantiveram-se também os parasitos em hamsters Mesocricetus auratus
Waterhouse, 1839, fornecidos pelo biotério do IAL e utilizados como hospedeiro definitivo.
Esses roedores eram recém-desmamados, de sexo Unico, com massa aproximada de 20 g aos
21 dias de idade, acondicionados em caixas de polipropileno (40 x 34 x 16 cm) com tampa
metalica, acomodados em maravalha com duas trocas semanais e alimentados com ragédo e

agua ad libitum.

3.3.2 Manutencéo do ciclo evolutivo do Schistosoma mansoni

Para a manutencao do ciclo evolutivo de S. mansoni e recuperacdo dos vermes adultos,
seguiram-se metodologias descritas e bem estabelecidas na literatura (PELLEGRINO; KATZ,
1968; SMITHERS; TERRY, 1965). Inicialmente, infectaram-se os hamsters por meio de
injecdo subcutanea contendo um concentrado de cercarias. Apds 49 dias, sacrificaram-se estes
animais em camara de CO: e, através de perfusdo no sistema porta hepéatico dos roedores,
recuperaram-se 0s vermes adultos de S. mansoni.

Para esta perfuséo, utilizaram-se meio Roswell Memorial Park Institute (RPMI 1640;
po para preparo de 1 litro; Vitrocell, Campinas, SP, Brasil), contendo L-glutamina e vermelho

de fenol, além de heparina sodica 5 Ul/ml (Liquemine®, Roche, Sdo Paulo, SP, Brasil).
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Inicialmente, realizou-se uma sec¢do longitudinal na regido ventral, expondo-se 0s 6rgdos
internos. Entdo, seccionou-se a veia porta e, com o auxilio de uma agulha acoplada a uma
bomba peristaltica, injetou-se meio de cultura diretamente no coracdo do animal,
posteriormente coletando-se os vermes adultos (SMITHERS; TERRY, 1965).

Em seguida, retiraram-se e trituraram-se os figados dos roedores em liquidificador
conjuntamente com solucdo salina 0,85% (m/v), deixando que a suspensdo resultante
sedimentasse no escuro. Apos lavagens por decantacfes sucessivas, ressuspendeu-se 0
sedimento com &gua declorada e incidiu-se luz artificial (lampada incandescente de 60 W)
sobre 0 mesmo para obtencdo dos miracidios. Determinou-se 0 nimero e a viabilidade dos
miracidios com o auxilio de um estereomicroscépio (Wild Heerbrugg, modelo M3C,
Heerbrugg, Alemanha) (PELLEGRINO; KATZ, 1968).

Posteriormente, infectaram-se os caramujos, sexualmente maduros, colocando-os em
placas de cultura de células com 24 pocos (TTP, Techno Plastic Products, St. Louis, MO,
USA) contendo &gua filtrada e miracidios (na propor¢do de 8 miracidios por caramujo) sob a
incidéncia de luz artificial a distancia de aproximadamente 30 cm, durante 3 a 4 horas. Tal
procedimento promove aumento da temperatura para cerca de 30 °C. Apo6s 35 a 40 dias,
transferiram-se cerca de 30 caramujos infectados para um recipiente de vidro tipo Becker
(Vidrolabor, Laborquimi Ltda., Po4, SP, Brasil) contendo &gua declorada e incidiu-se luz
artificial sobre os mesmos, durante 2 a 3 horas, para a liberacao de cercérias. Concentraram-se
as cercarias colocando-as em tubos de ensaio de vidro com capacidade de 40 mL (Pyrex,
Corning Incorporated, Corning, NY, USA) parcialmente protegidos da luz com papel
aluminio, de modo a permitir a entrada de luz somente pelo apice do tubo. Utilizou-se o
concentrado de cercérias para a infeccdo dos hamsters (PELLEGRINO; KATZ, 1968).

3.3.3 Preparo das amostras

Acondicionaram-se 0s compostos em microtubos de polipropileno de fundo
conico com capacidade de 1,5 mL (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha), conservando-os a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz e umidade. No momento do uso, dissolveram-se os
mesmos em dimetilsulfoxido (DMSO, Merck) e adicionou-se meio RPMI 1640 para a
obtengdo de varias concentra¢es (100 uM, 50 puM, 25 puM, 10 uM e 5 puM), sendo que a
concentragédo final de DMSO néo foi superior a 0,5%. Solubilizaram-se as amostras com 0
auxilio de um agitador de tubo, tipo Vortex (Biomixer, modelo QL-901). Preparou-se PZQ a 2

UM (Merck) nas mesmas condi¢des, utilizando-o como como controle positivo. Como
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controle negativo, utilizou-se somente meio RPMI 1640, ou meio RPMI 1640 com DMSO a
0,5%.

3.3.4 Ensaios in vitro com vermes adultos de Schistosoma mansoni

Inicialmente, lavaram-se 0s vermes obtidos por perfuséo 2 vezes com 0 meio
RPMI 1640, contendo penicilina 200 Ul/mL (Vitrocell, Campinas, SP, Brasil) e
estreptomicina 200 pg/mL (Vitrocell, Campinas, SP, Brasil), realizando-se este procedimento
em placa de Petri de polietileno estéril (90 mm x 15 mm). Posteriormente, transferiram-se 0s
parasitos para placas de cultura de células com 24 pocos contendo, por pogo, 1 casal de
vermes em 2 mL do meio RPMI 1640, suplementado com 10% de soro fetal bovino
(Vitrocell, Campinas, SP, Brasil) e tamponado com HEPES 25 mM (Sigma-Aldrich). Entdo,
adicionaram-se 0s compostos a serem testados, em diversas concentragdes, a cada grupo de
parasitos. Entdo, incubaram-se 0s parasitos em contato com os compostos em estufa (Thermo
Scientific 8000 WJ, CA, EUA) a 37 °C e atmosfera de CO, a 5%. Para cada grupo
experimental, utilizou-se um grupo controle negativo (casais de parasitos cultivados somente
em meio RPMI 1640 ou meio RPMI 1640 com DMSO a 0,5%) e um grupo controle positivo
(PZQ a 2 uM) (DE MORAES et al., 2013A; DE MORAES et al., 20138; DE MORAES et al.,
2013c; DE MORAES et al., 2011A; DE MORAES et al., 2012; DE MORAES et al., 2011B).

Monitoraram-se diariamente, por 3 dias, as culturas de vermes adultos com o
auxilio de um estereomicroscopio, avaliando-se a mortalidade, julgada pela auséncia de
movimentos do parasito durante 2 minutos ou pelo toque de uma pinga, bem como a reducao
da atividade motora (moderada e significativa) do S. mansoni. Ao término do periodo de
incubacdo (3 dias) ou ocorréncia de morte, fixaram-se os parasitos em solu¢do AFA (&cido
acético glacial/formaldeido/etanol/agua destilada 2:9:30:59), para a necessidade de eventuais
analises (DE MORAES et al., 2011A; DE MORAES et al., 2012; DE MORAES et al., 2011B).

3.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE INIBITORIA IN VITRO FRENTE A ENZIMA
SMATPDASE1

Realizou-se esta avaliagdo no Laboratorio de Estudo de Estrutura e Funcéo de
Proteinas, localizado no Departamento de Bioquimica do ICB da UFJF, sob a colaboragéo e
supervisdo da Profa. Dra. Priscila de Faria Pinto. Nestes ensaios, utilizaram-se vermes adultos

de Schistosoma mansoni Sambon, 1907, pertencentes a linhagem BH (Belo Horizonte, MG),



50

gentilmente cedidos pelo Nucleo de Enteroparasitas do IAL, com a colaboracéo do Prof. Dr.
Josué de Moraes e do Prof. Dr. Pedro Luiz Silva Pinto.

Primeiramente, preparou-se 0 homogeneizado total dos vermes adultos de S.
mansoni, o qual contém a enzima SmATPDasel, seguindo-se metodologia previamente
descrita por Colley e colaboradores (1977). Inicialmente, suspenderam-se 0s parasitos em
tampé&o Tris-HCI 50 mM (pH 7,4), contendo 8% de sacarose e inibidores de proteases (Sigma;
leupeptina 0,5 pg/mL, pepstatina 0,07 ug/mL, inibidor de tripsina 50 pug/mL e fluoreto de
fenilmetilsufonil 2 pg/mL). Logo apos, submeteram-se 0os mesmos a trituragdo mecéanica com
0 auxilio de um Potter-Elvehjem e, em seguida, a quatro ciclos de congelamento e
descongelamento em nitrogénio liquido, colocando-os a cada ciclo em banho de ultrassom
(Ultrasonic Cleaner USC 700, Unique, Indaiatuba, SP) por 10 minutos (4 x 10 = 40 minutos
no ultrassom) (COLLEY et al., 1977).

Posteriormente, centrifugou-se o homogeneizado total a 1500 rpm por 10 minutos
(Microcentrifuga Revan 14000 D, Cientec, Piracicaba, SP), recolheu-se o sobrenadante e
determinou-se seu contetdo proteico (LOWRY et al., 1951).

Entdo, incubou-se uma aliquota deste sobrenadante (0,05 mg de proteina/mL)
juntamente com os compostos sob avaliacdo (solubilizados em DMSO e diluidos a diversas
concentra¢fes em H>0) em um meio de reacdo padréo contendo tampao MOPS 50 mM (acido
3-(N-morfolino)-propanossulfonico), ouabaina 1 mM, azida 10 mM, CaCl, 5 mM, MgCl, 2
mM, NaCl 150 mM, KCI 5mM, a 37 °C por 1 hora. Como controle, incubou-se o
sobrenadante com o meio de reacdo na presenca e auséncia de DMSO. Para o ensaio de
atividade hidrolitica, adicionou-se 3 mM do substrato ATP ou ADP ao meio, incubou-se a 37
°C por mais 1 hora e interrompeu-se a reacdo pela adicdo de HCI 0,1 N. Por ultimo,
determinou-se a hidrélise de ATP ou ADP (utilizada como pardmetro de inibicdo da enzima)
por meio da quantificagdo espectrofotométrica de fosfato inorgénico liberado no meio
(TAUSSKY; SHORR; KURZMANN, 1953).

3.5 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE IN VITRO FRENTE A MACROFAGOS
MURINOS DA LINHAGEM CELULAR RAW 264.7

Executou-se esta etapa no Laboratorio de Imunologia do ICB da UFJF, sob a
colaboracéo e superviséo do Prof. Dr. Gilson Costa Macedo.

Avaliou-se a citotoxicidade dos compostos através do método colorimétrico de
reducdo do brometo de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT), no qual
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quantifica-se a formacdo de formazan, composto de coloracdo roxa, por meio da agéo de
enzimas desidrogenases mitocondriais. Devido a importancia da atividade mitocondrial para a
viabilidade celular, associa-se indiretamente a auséncia destas enzimas a citotoxicidade
induzida por diversos fatores, como pela acdo de compostos exdgenos (MOSMANN, 1983;
RISS et al., 2013).

Deste modo, cultivaram-se macr6fagos murinos (palavra que se refere a ratos) da
linhagem celular RAW 264.7 em garrafas até atingirem a confluéncia necessaria, removendo-
as posteriormente. Em seguida, contaram-se estas células em camara de Neubauer, utilizando-
se 0 corante Azul de Tripan (Sigma), transferindo-as depois para placas de 96 pocos de fundo
chato, na concentragdo de 2 x 10° células por poco, sendo esta concentragio adaptada da
literatura (HUO et al., 2012). Entdo, incubaram-se estas células por 24 horas antes da
realizacdo dos passos seguintes.

Como préximo passo, removeu-se 0 meio de cultura presente com células mortas
e adicionou-se 200 puLL de meio de cultura suplementando (2% de soro fetal bovino e 1% de
antibidtico) contendo 0s compostos a serem testados na concentragdo de 100 uM. Utilizaram-
se como controles o meio de cultura e o solvente utilizado no preparo dos compostos, no caso
0 DMSO a 0,5%.

Apo6s 48 horas de incubacdo, removeu-se o sobrenadante e adicionou-se uma
solucéo de meio de cultura contendo 10% (v/v) do reagente MTT (5 mg/mL, Invitrogen), com
o volume final de 100 pL/pogo. Incubou-se a placa por um periodo de 2 horas e 30 minutos
em estufa incubadora a 37 °C, com atmosfera de CO2 a 5%. Ao final deste intervalo,
descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o cristal de formazan em DMSO, realizando-
se a leitura em espectrofotdmetro (SpectraMax M2, Molecular Devices, CA, EUA) a 595 nm.

Realizaram-se estes ensaios em duplicata.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PLANEJAMENTO MOLECULAR

4.1.1 Docking molecular com a enzima SmATPDasel

Tendo por base a inibicdo da atividade ATPésica promovida pela cardamonina,
pela chalcona LS1 e pelas auronas LS6 e LS23 sobre o tegumento do S. mansoni (pagina 39),
nosso grupo de pesquisas realizou estudo de docking molecular com estes compostos
utilizando-se a enzima SmATPDasel como modelo de alvo, de modo a se conhecerem o0s
requisitos estruturais essenciais para a inibicdo da mesma.

Com relacdo a cardamonina, observou-se a importancia da presenca de grupos
polares contendo atomos de oxigénio (C=0O, OH, OCHa) para a realizacdo de ligacbes de
hidrogénio com os residuos de aminoacidos Glu201, Asp232 e Tyr397, bem como para a
interacdo idnica com o residuo Trp483 no dominio de ligacdo nucleotidica (sitio de ligacdo do
ATP e ADP) da SmATPDasel. Também ocorrem interacfes de Van der Waals com 0s
residuos Asp78, Ala79, Gly80, Ser81, Ser83, Lys85, Glu201, Asp232, Leu233, Phe234 e
Gly235 (Figura 14) (DE CASTRO et al., 2015).

Para 0s outros compostos, observaram-se padrées semelhantes. No dominio de
ligacdo nucleotidica da SmATPDasel, ocorrem interacdes por meio de ligaces de hidrogénio
entre a chalcona LS1 e os residuos de aminoacidos Ser239, Ser474 e Trp483, entre a aurona
LS6 e os residuos Asp78, Glu201, Thr154 e Ser482, e entre a aurona LS23 e os residuos
Asp232 e Glu482. Além disso, ha interacdes de van der Waals destes compostos com varios
outros residuos de aminoéacidos (Figura 14) (Dados ainda ndo publicados).

Além disso, atraves destes estudos, concluiu-se que o dominio de ligacdo
nucleotidica da enzima (sitio de ligacdo do ATP e ADP) é realmente o local onde ocorrem
interacdes com as chalconas e auronas, uma vez que obtiveram-se valores negativos de
energia livre (AG) nestas analises, evidenciando que este & um processo espontaneo e estavel
(DE CASTRO et al., 2015).

Assim, estas informacfes sdo de grande relevancia para o planejamento molecular
de novas moléculas inibidoras da SmATPDasel e, por conseguinte, com potencial atividade

esquistossomicida.



53

Figura 14 — Docking molecular da cardamonina, da chalcona LS1 e das auronas LS6 e LS23
com a SmMATPDasel
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Conformag@es de menor energia da cardamonina (fundo preto), da chalcona LS1 (A) e das auronas LS6 (B) e
LS23 (C) interagindo com residuos de aminoécidos no dominio de ligacdo nucleotidica (sitio de ligacdo do ATP
e ADP) da SmATPDasel. Representou-se a superficie dos compostos em cinza para superficie apolar e em
vermelho para superficie polar negativa. As esferas representam as interagdes com a SmMATPDasel: esferas azuis
para interagBes polares positivas, esferas vermelhas para interagdes polares negativas e esferas cinzas para
interacBes hidrofobicas. Os residuos de aminoacidos estdo coloridos no padrdo CPK. Fonte: DE CASTRO et al.,

2015 e dados ainda ndo publicados.
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Logo, a partir das informacdes anteriores, buscaram-se nas bases de dados virtuais
PubChem, ChemSpider e SciFinder as estruturas de aproximadamente 50 andlogos de
chalconas e auronas com caracteristicas estruturais que proporcionassem modos de interacdo
com a enzima SmATPDasel similares aos observados para a cardamonina, para a chalcona
LS1 e para as auronas LS6 e LS23. Em seguida, realizaram-se simulagdes de docking
molecular com estes compostos.

A principio, avaliaram-se as interacdes de varias conformacdes dos ligantes com a
SMATPDasel, aplicando-se o Algoritmo Genético Lamarckiano. Baseando-se nos principios
da teoria da evolucdo e selecdo natural, este algoritmo realiza uma selecdo estocastica das
conformagdes dos ligantes que melhor interagem com o alvo. O proximo passo consistiu na
predicdo das energias associadas as interacGes entre as conformacdes e a enzima. A variacao
na energia durante a formacdo de complexos ligante-receptor é comumente fornecida em
termos da energia livre de Gibbs (AG) e a predicdo desta ocorre ao se avaliar os diversos
fendmenos fisico-quimicos que ocorrem nestas interacdes (MORRIS et al., 1998). Entdo,
obteve-se um ranqueamento das respectivas energias livres de ligagdo dos compostos com a
enzima.

Dentre todos os compostos analisados, 11 analogos (VR1, VR2, VR4, VR5,
VR6, VR7, VRS, VR9, VR10, VR11 e VR13) (Figura 15) apresentaram os melhores perfis
de energia livre durante a interagdo com a SmATPDasel, demonstrando grande estabilidade
na formagdo do complexo ligante-enzima. Estes valores foram similares aos exibidos pelos

compostos analisados acima (cardamonina, LS1, LS6 e LS23) como observa-se na Tabela 6.

Figura 15 — Anélogos de chalconas e auronas selecionados por docking molecular

R'" ©
BORAeY
Rj Rs Rz
R4 Re
VR1:R2=R3=R4=R6=R7=RS=H;R1=R5=OH VRQ:R1=R2=R3=R4=R5=OCH3
VRZ:R2=R4=R5=R6=R7=R3=H;R1=OH;R3=OCH3 VR10:R1=H;R2=R3=R4=R5=OCH3
VR4: R, =R, =Rs=H;R;=OH; R3=Rg=R;=Rg=0CH;  VR13: R, =R, = Ry = Rg = OCHj; R, = Br
VR5:R2=R4=H;R1=OH;R3=R5=R6=R7=R8=OCH3
VR6:R1=R2=R4=R5=H;R3=OH;R6=R7=R8=OCH3
VR7:R1=R4=R5=H;R3=OH;R2=R6=R7=R8=OCH3

VR8:R1=R5=R6=R7=R8=H;R2=R3=R4=OCH3
VR11:R2=R4=R6=R8=H;R1=OH;R3=R5=OCH3; R7=Br

Fonte: Elaborado pelo autor
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Tabela 6 — Energias de ligagdo dos analogos de chalconas e auronas com a enzima

SmATPDasel
Compostos Energia (kcal/mol)

VR1 -7,00
VR2 -7,40
VR4 -7,40
VR5 -7,30
VR6 -7,20
VR7 -7,70
VR8 -7,20
VR9 -7,70
VR10 -7,90
VR11 -7,80
VR13 -7,00
Cardamonina -7,20
LS1 - 6,37
LS6 - 6,08
LS23 -7,10

Fonte: DE CASTRO et al., 2015 e dados ainda nao publicados.

Morales-Camilo e colaboradores (2015) também utilizaram técnicas de docking
molecular para simulagdo de chalconas e auronas como inibidoras seletivas da enzima
monoamino oxidase B (MAO-B). Estas analises permitiram identificar caracteristicas
estruturais importantes para a racionaliza¢do dos resultados e também para a sintese de novas
moléculas com maiores niveis de atividade e maior seletividade frente a esta enzima
(MORALES-CAMILO et al., 2015).

Em outro estudo, Narsinghani, Sharma e Bhargav (2013) analisaram as interagdes
de uma série de chalconas e auronas antioxidantes frente ao modelo virtual da enzima
tirosinase de Bacillus megaterium por meio de docking molecular. Os resultados obtidos
permitiram obter informagdes essenciais para a compreensdo dos modos de ligacdo destes
compostos a enzima, algo que pode ser utilizado para o planejamento molecular de novos
inibidores da mesma (NARSINGHANI; SHARMA; BHARGAYV, 2013).

Apos a selecdo dos compostos por meio de docking molecular, submeteram-se 0s

mesmos a analise de suas propriedades ADME.
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4.1.2 Anélise in silico de propriedades ADME

Como ultimo passo do planejamento molecular, analisaram-se in silico as
propriedades ADME dos compostos selecionados através do docking. Nenhum dos analogos
violou qualquer parametro da regra dos 5 de Lipinski, ou seja, todos apresentaram peso
molecular menor do que 500, log P menor do que 5, nimero de dtomos aceptores de ligacdo
de hidrogénio (HBA) menor do que 10 e de doadores de ligacdo de hidrogénio (HBD) menor
do que 5 (LIPINSKI, 2000; LIPINSKI et al., 1997). Além disso, observaram-se valores de
absorcdo oral téorica, acima de 88% para todos os compostos (ZHAO et al., 2002). Em
comparacdo, 0 PZQ também ndo violou nenhum dos 5 parametros de Lipinski e apresentou

99% de absorcdo oral tedrica (Tabela 7).

Tabela 7 — Propriedades ADME dos analogos de chalconas e auronas

L Absorcéo oral tedrica
Regra dos 5 de Lipinski

Compostos %ABS =109 — (0,345 x TPSA)

PM logP HBA HBD Violacéo TPSA (A?) (%)
VR1 240,26 2,98 3 2 Né&o 45,002 93
VR2 254,29 3,24 3 1 Né&o 34,719 97
VR4 344,36 2,86 6 1 Né&o 53,783 90
VR5 374,39 2,74 7 1 Né&o 57,959 88
VR6 314,34 2,99 5 1 Né&o 52,934 90
VR7 344,36 2,86 6 1 Né&o 59,113 88
VR8 298,34 3,38 4 0 Né&o 33,634 97
VR9 363,21 1,94 7 0 Né&o 53,628 90
VR10 372,37 2,06 6 0 Né&o 47,210 93
VR11 342,35 3,95 4 1 Né&o 39,136 95
VR13 361,19 3,14 4 0 Né&o 34,407 97
PZQ 312,41 0,91 4 0 Né&o 29,206 99

Estes resultados indicam que as moléculas possuem propriedades fisico-quimicas
gue as condicionam a serem serem aprovadas durante as etapas clinicas de pesquisa com
novas drogas e, assim, tornarem-se futuros farmacos (LIPINSKI, 2000).

Por fim, uma vez selecionados os analogos de chalconas e auronas por meio do

planejamento molecular realizado, a proxima etapa consistiu na sintese destes compostos.
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4.2 ASPECTOS GERAIS DAS REACOES DE SINTESE

Iniciou-se esta etapa pela sintese das chalconas VR1, VR2, VR4, VR5, VR6,
VR7 e VR11, utilizando-se para isso a condensacdo de Claisen-Schmidt catalisada por base
(Esquema 6). Esta reacdo representa um tipo especial de condensacdo aldolica mista, onde
um composto carbonilico age exclusivamente como nucleofilo (acetofenona) e outro
exclusivamente como eletréfilo (aldeido aromatico), possibilitando a formacdo de ligagédo
carbono-carbono com maior controle dos fatores regioquimicos e estereoquimicos (CAREY;
SUNDBERG, 2007; CLAYDEN; GREEVES; WARREN, 2012).

Esquema 6 — Esquema de sintese para obtencdo das chalconas VR1, VR2, VR4, VR5, VR6,

VR7 e VR11
R, O o) Ry O
R
Ro L H Re NaOH Rz O = O 6
Ry Rs R, EtOH,ta.,7-72h Ry Rs R;
Ry 8 4 Rg

VR1: R, = Ry = Ry = Rg = R; = Rg = H; Ry = Rs = OH (15%)

VR2: R, = R, = Rs = Rg = Ry = Rg = H; Ry = OH; Ry = OCHj (38%)
VR4: R, = R, = Rs = H; Ry = OH; R3 = Rg = R; = Rg = OCHj (42%)
VRS5: R, = R, = H; R; = OH; R3 = Rg = Rg = R; = Rg = OCHj (52%)
VR6: R; = R, = Ry = Rs = H; Ry = OH; Rg = R; = Rg = OCHj (51%)
VR7: R; = Ry = Rs = H; R = OH; Ry = Rg = R; = Rg = OCHj (48%)
VR11: R, = Ry = Rg = Rg = H; R; = OH; R3 = Rg = OCHj; Ry = Br (61%)

Fonte: Elaborado pelo autor.

A primeira parte desta condensacdo envolve a desprotonacéo de um o-hidrogénio
da acetofenona e formacdo do ion enolato. Para isso, utilizou-se como catalisador um meio
basico composto por excesso de base (solucdo aquosa de NaOH 4,0 mol/L), sendo este
necessario para a ionizacdo inicial de substituintes hidroxila no anel aromatico das
acetofenonas, sabidamente mais acidos que a-hidrogénios, bem como para a enolizacdo
propriamente dita. Entdo, a reacdo prossegue com o ataque nucleofilico do enolato a carbonila
aldeidica, seguido da etapa de desidratacdo, sendo esta favorecida pela formacdo de um
sistema altamente conjugado. Nesta ultima etapa, ocorre uma estereosseletividade para a
configuracdo E das chalconas, devido a interacGes espaciais entre seus anéis aromaticos
(CAREY; SUNDBERG, 2007; KLEIN, 2015) (Figura 16).



58

Figura 16 — Estereosseletividade das chalconas para a configuragdo E

Ar' H H H Ar' H
| Ar' H Ar' H |
‘ A A
Ar Y r H H r " Ar
o o OH OH o o

Z-chalcona menos favoravel mais favoravel E-chalcona

Fonte: Adaptado de CAREY; SUNDBERG, 2007.

Assim sendo, as reacGes ocorreram em tempos variaveis de 7 a 72 horas. Apés o
término da reacdo, promoveu-se a acidificacdo do meio com HCI 1,0 mol/L até pH = 7,
observando-se a precipitagdo da chalcona e consequente mudanca da coloragdo do sistema de
laranja para amarelo. Os préximos passos consistiram na purificagdo das chalconas. Assim,
realizou-se a extragdo das mesmas com CH2Cl2/H20, secou-se a fase organica com NazSOs,
filtrou-se e, em seguida, evaporou-se o solvente em rotaevaporador. Por fim, recristalizaram-
se 0s solidos resultantes com EtOH, obtendo-se as chalconas como sélidos cristalinos
amarelos com rendimentos de 15% a 61%.

Para a sintese da chalcona VRS, utilizou-se primeiramente a metodologia com
NaOH como base, entretanto ndo houve formacdo do produto. O mesmo ocorreu com bases
mais fortes, como metdxido e etoxido de sodio, ou com a realizacdo destas reacdes sob

atmosfera de Na.

Esquema 7 — Esquema de sintese para obtencdo da chalcona VR8

0 0 o
H,CO . K,COs H,CO O _ O
H,0, 100 °C, 48 h  H,CO

H3CO
OCH,4 OCH3 VRS (20%)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Contrariamente, para Bonesi e colaboradores (2010) a condensagdo de Claisen-
Schmidt catalisada por base (solugdo de NaOH 50% m/v) sob atmosfera de argénio foi
efetiva, permitindo obter uma série de chalconas derivadas da 3,4,5-trimetoxiacetofenona com

altos rendimentos. Porem, como relatado acima, ndo foi possivel aplicar a catalise basica,
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mesmo utilizando-se atmosfera similar & empregada no caso anterior. Desta forma, buscaram-
se novas metodologias.

Assim, conseguiu-se sintetizar a chalcona VR8 seguindo-se metodologia que
utiliza KoCOs como base e &gua como solvente a temperatura de 100 °C (REZENDE;
PIZARRO; MILLAN, 2007). Neste tipo de reagdo, ha condicbes que promovem um maior
controle termodindmico do sistema, como a utilizacdo de altas temperaturas, de solventes
polares préticos e de quantidades estequiométricas de uma base mais fraca (CAREY;
SUNDBERG, 2007). Deste modo, obteve-se esta chalcona como um solido cristalino
amarelo, apds 48 h de reacdo e com 20% de rendimento.

Realizaram-se também tentativas de aumentar o rendimento da chalcona VRL.
Para isso, primeiramente adicionaram-se diferentes proporc@es da 2,6—diidroxiacetofenona e
do benzaldeido ao meio reacional. Contudo, observou-se apenas um ligeiro aumento de 5% no

rendimento final da reacdo, passando de 10% para 15% (Tabela 8).

Tabela 8 — Utilizacdo de diferentes proporcoes de 2,6—diidroxiacetofenona e benzaldeido

para 0 aumento do rendimento da chalcona VR1

Proporcéao

Condigao § ) Rendimento (%)
2,6-diidroxiacetofenona : benzaldeido
1 1:2 11
2 1:3 11
3 1:4 15
4 2:1 7

Posteriormente, tentaram-se outras metodologias, como as que utilizam catalise
basica promovida por LiOH.-H,O (BHAGAT et al.,, 2006) ou K>COs/H,O a 100 °C
(REZENDE; PIZARRO; MILLAN, 2007), a que usa catalise é&cida promovida por
SOCI,/EtOH (HU et al., 2004), além das que substituem a agitacdo magnética na catélise
béasica pelo uso de ultrassom (PRASATH et al., 2015) ou pela acdo mecénica com almofariz e
pistilo sem o uso de solventes (PALLEROS, 2004). Em nenhuma destas tentativas houve

aumento do rendimento inicial de 10% da chalcona VR1 (Tabela 9).
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Tabela 9 —Metodologias utilizadas para o aumento do rendimento da chalcona VR1

Condicéo Metodologia Rendimento (%)
LiOH.H20 (BHAGAT et al., 2006) 8
(REZENDE; PIZARRO; MILLAN,
K2CO3/H20 a 100 °C 10
2007)
SOCI,/EtOH (HU et al., 2004) 6
Agitacdo por ultrassom (PRASATH et al., 2015) 9

Acdo mecanica com almofariz e
o (PALLEROS, 2004) 8
pistilo sem o uso de solventes

Para a sintese das auronas VR9, VR10 e VR13, submeteram-se respectivamente
as chalconas VR4, VR5 e VR11 a ciclizagdo utilizando-se Hg(OAc). em piridina sob
aquecimento a 110 °C (Esquema 8).

Atualmente, varios estudos aplicam esta metodologia para a sintese de auronas,
obtendo-as como produto Unico em tempos relativamente curtos de reacdo e com bons
rendimentos (DETSI et al., 2009; ELHADI et al., 2015; MORALES-CAMILO et al., 2015;
TIWARI et al., 2011).

Esquema 8 — Esquema de sintese para a obtencdo das auronas VR9, VR10 e VR13

O CL eess
OH pi, 110 °C, 4-5 h

Rs
VR4: R, = R, = Ry = Ry = Rg = OCHj VR9: R, =R, = Rs = R, = Rg = OCH5 (91%)
VR5: R, =H: R, = Ry = Ry = Rs = OCHj VR10: R = H; R, = Rs = R, = Rg = OCHj (56%)
VR11: R»] = R2 = R3 = R5 = OCH3, R4 = Br VR13: R»] = Rz = R3 = R5 = OCH3, R4 =Br (74%)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Como primeiro passo, solubilizou-se 0 Hg(OAc)2 em piridina. Alternativamente,
Khan e Asad Mueed (2004) usaram DMSO como solvente, sem que houvesse prejuizo da
reagdo (KHAN; ASAD MUEED, 2004).

Posteriormente, adicionou-se a chalcona correspondente a aurona desejada e

submeteu-se o0 sistema a agitacdo magnética sob aquecimento a 110 °C. Segundo Agrawal e
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Soni (2006), o aquecimento do sistema e a utilizagdo de quantidades equimolares de
Hg(OAcC). séo essenciais para 0 sucesso da reacdo, ndo ocorrendo nenhuma alteragdo nas
chalconas quando estas condic¢des nao séo seguidas. Ainda, os autores realizaram a sintese de
auronas com quantidades cataliticas de CuBr, em DMSO sob aquecimento e obtiveram
rendimentos similares, porém em tempos maiores de reagdo (AGRAWAL; SONI, 2006).
Ameta e colaboradores (2012) também utilizaram CuBr, contudo substituiram o DMSO por
uma mistura de DMF/H20 4:1, submetendo o sistema ao aquecimento. Neste caso, as reacoes
ocorreram em tempos maiores e com rendimentos inferiores aos conseguidos quando utiliza-
se Hg(OAc), em piridina ou CuBr, em DMSO (AMETA et al., 2012).

Além disso, Tiwari e colaboradores (2011) relataram a importancia da base para a
ciclizagdo das 2-hidroxichalconas com Hg(OAc).. Ainda, houve aumento consideravel na
velocidade da reacdo com a utilizacdo de uma base forte (TIWARI et al., 2011).

Geralmente, a sintese de auronas leva a formacéo estereosseletiva do isémero Z,
mais termodinamicamente estavel (Figura 17). Estudos comprovam tal afirmacao ndo s6 por
meio de evidéncias espectroscopicas, mas também através de estudos cristalograficos (SIM et
al., 2008; ZHANG et al., 2012).

Figura 17 — Estereosseletividade das auronas para a configuracao Z

O
i o ()
— =
Ty = OO = O
& o :
Z - aurona E - aurona
mais estavel menos estavel

Fonte: Elaborado pelo autor.

Por fim, as reacGes ocorreram em tempos variaveis de 4 a 5 horas. Logo apos o
término destas, promoveu-se a acidificagdo do meio com HCI 1,0 mol/L. Em seguida,
realizou-se uma extragdo com AcOEt/H20, secou-se a fase organica com NaxSOg, filtrou-se e
evaporou-se 0 solvente em rotaevaporador. Entdo, recristalizaram-se os so6lidos com
MeOH/AcOEt, obtendo-se as auronas VR9, VR10 e VR13 como solidos cristalinos amarelos,

com rendimentos de 74% a 91%.
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4.3 CARACTERIZACAO DAS CHALCONAS E AURONAS

4.3.1 Caracterizacdo da chalcona VR11

Inicialmente, salienta-se que as atribui¢fes nas estruturas quimicas dos compostos
deste trabalho aplicam-se apenas de forma didatica e ndo correspondem as regras da IUPAC.

Como modelo para a caracterizacdo das chalconas, escolheu-se aleatoriamente a
chalcona VR11. Obteve-se esta chalcona como um soélido cristalino amarelo, apds 24 horas de
reacdo, com 61% de rendimento e faixa de fusdo experimental de 150 °C a 152 °C, sendo esta
similar a descrita na literatura, 150 °C a 151 °C (BOECK et al., 2005).

Através da analise do espectro de RMN de H (Figura 18) e de sua expansio
(Figura 19), inferiu-se a formacdo desta chalcona pelo aparecimento de um dupleto (1H,
Jap = 15,6 Hz) centrado em 6 7,70, referente ao hidrogénio o, e outro dupleto (1H, Jp.« = 15,6
Hz) centrado em 6 7,88, referente ao hidrogénio . Através do valor desta constante de
acoplamento, confirmou-se a configuracdo E para as chalconas (PAVIA et al., 2015). Além
disso, observaram-se dois simpletos, em 6 3,84 (3H) e & 3,92 (3H), referentes aos hidrogénios
dos grupos metoxila, dois dupletos centrados em 6 5,96 (1H, J=2,4 Hz) e 6 6,11 (1H, J=2,4
Hz), atribuidos aos hidrogénios 3’ ¢ 5°, outros dois dupletos centrados em & 7,46 (2H, J= 8,5
Hz) e 6 7,53 (2H, J= 8,5 Hz), correspondentes respectivamente aos pares de hidrogénios 3/5 e

2/6, bem como um simpleto em & 7,46 (1H), referente ao hidrogénio da hidroxila fendlica.

Figura 18 - Espectro de RMN de *H (CDCls 500 MHz) da chalcona VR11
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Fonte: Elaboragp(;)pelo autor.
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Figura 19 — Expansdo da regido dos hidrogénios aromaticos e olefinicos do espectro de RMN
de 'H (CDCIl3, 500 MHz) da chalcona VR11
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Com relagéo ao espectro de RMN de 3C (Figura 20), observaram-se sinais em
655,78 e 656,05, referentes aos carbonos dos grupos metoxila, sinais entre 691,49 e
5 168,60, correspondentes aos carbonos aromaticos e olefinicos, e um sinal em & 192,49,

referente ao carbono do grupo carbonila.

Figura 20 - Espectro de RMN de *C (CDCls, 125 MHz) da chalcona VR11
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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A comparacdo destes dados com os da literatura (Tabela 10) também permitiu
concluir que o produto obtido se trata da chalcona VR11.

Tabela 10 — Comparacéo dos dados de RMN de *H (CDCls, 500 MHz) e 3C (CDCls, 125
MHz) da chalcona VR11 com os da literatura
OH O g4

2
3 - 3
HaC- _CH
S Y e Br
5 5

RMN de 'H - 81 em ppm, multiplicidade, J em Hz

Literatura
(BOECK et al., 2005)
(CDCls, 200 MH2z)

Atribuicoes VR11
(CDCls, 500 MHz)

OCHs 3,84,5€3,92,s 3,84,5€391,s
H-3 596,d,J=24 596,d,J=2,2
H-5’ 6,11,d,J=24 6,11,d,J=2,2

H-3 e H-5 7,46,d,J=8,5 7,47 -751, m
H-2 e H-6 7,53,d,J=8,5 7,47 -751, m
H-a 7,70,d,J=15,6 7,68,d,J=1551
H-B 7,88,d,J=15,6 7,87,d,J=15,51
OH 14,21, s *
RMN de 2C - 6c em ppm
Atribuicoes VR11 Literatura
(CDCls, 125 MHz) (BOECK et al., 2005)
(CDCls, 50 MHz)
OCHz3 55,78 e 56,05 56,30 e 56,57
C-a, C-B e C-Ar 91,49 - 168,60 92,03 - 169,13
C=0 192,49 193,0

*N&o atribuido pela fonte citada.

Por tratarem-se de analogos estruturais da chalcona VR11, apresentam-se na
Tabela 11 os dados referentes a caracterizagdo desta e das chalconas VR1, VR2, VR4, VR5,

VR6, VR7 e VR8. Seus respectivos espectros encontram-se no apéndice A deste documento.
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Tabela 11 — Dados de caracterizagdo das chalconas VR1, VR2, VR4, VR5, VR6, VR7, VR8 e VR11

Chalconas
VR1 VR2
OH O B OH O B 2
Dados de 5 3 3
caracterizacao 4 z OH 67 4 HsC\o z 6' 67 4
(E)-1-(2',6'-diidroxifenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona (E)-1-(2'-hidroxi-4'-metoxifenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona
C15H1203 C16H1403
Massa molar: 240,26 g/mol Massa molar: 254,29 g/mol
Tempo de reacdo e
_ 72 horas; 15% 72 horas; 38%
rendimento
Aspecto fisico Sélido cristalino amarelo Sélido cristalino amarelo
Faixa de fuséo Experimental: 170 °C — 172 °C Experimental: 106 °C — 107 °C
experimental e da Literatura: 169 °C — 172 °C (MILES; MAIN; NICHOLSON, Literatura: 107 °C — 108 °C (OHKATSU; SATOH, 2008)
literatura 1989)
do ! 7,04 (d, 2H, J =8,2 Hz, H-3’e H-5"); 7,43 — 7,46 (m, 3H, H-3, H- 3,87 (s, 3H, OCH3); 6,48 — 6,51 (m, 2H, H3’ ¢ H-5"); 7,43 -7,44 (m,
RMN de 'H
5eH-4%);7,51 (t, 1H, J = 8,6 Hz, H-4); 7,66 — 7,69 (m, 3H, H-2, 3H, H-3, H5 e H-4); 7,49 (d, 1H, Jup= 15,5 Hz, H-a); 7,65 — 7,67
(CDCls, 500 MHz)
5 (op) H-6 e H-a); 7,93 (d, 1H, Jp.« = 15,5 Hz, H-B); 12,81 (s, 2H, OH) (M, 2H, H-2 e H-6); 7,84 (d, 1H, J¢5> = 8,6 Hz, H-6"); 7,89 (d, 1H,
ppm
Jp.a= 15,5 Hz, H-B); 13,44 (s, 1H, OH)
RMN de 13C
(CDCls, 125 MHz) 118,81 - 163,76 (C-a, C-B e Ar); 193,91 (C=0) 55,63 (OCH3); 101,10 — 166,75 (C-a,, C-B e Ar); 191,88 (C=0)

5 (ppm)
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Dados de

caracterizacao

Chalconas

HsC

(E)-1-(2'-hidroxi-4'-metoxifenil)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)prop-2-en-1-ona

B2
o o
O, o T
N ! _CH HiC o _CH
o 6 6 o 3 3%~ o 3 6
5' o 5'
“CH

VR4
OH O

VRS

OH O B 5

C
O,CH3
3 O\CH3
(E)-1-(2'-hidroxi-4',6'-dimetoxifenil)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)prop-2-en-1-ona
C20H2,07
Massa molar: 374,39 g/mol

C19H200¢
Massa molar: 344,36 g/mol

Tempo de reacdo e
rendimento
Aspecto fisico
Faixa de fuséo
experimental e da

literatura

RMN de 'H
(CDCl3,500 MHz)

8 (ppm)

RMN de 13C
(CDCls, 125 MHz)

8 (ppm)

Experimental: 129 °C - 131 °C
Literatura: 131 °C — 133 °C (DUCKI et al., 2009)

3,86 (s, 3H, OCHa); 3,91 (s, 3H, OCH3); 3,93 (s, 6H, OCHsa);
6,48 — 6,51 (m, 2H, H-3’e H-5); 6,87 (s, 2H, H-2 e H-6); 7,45 (d,
1H, Jop = 15,4 Hz, H-0); 7,81 (d, 1H, Jp.« = 15,4 Hz, H-B); 7,84
(d, 1H, J= 8,8 Hz, H-6"); 13,47 (s, 1H, OH)

55,76; 56,41; 61,18 (4 x OCH3); 101,20 — 166,88 (C-o,, C-B €

Ar); 191,80 (C=0)

24 horas; 42% 7 horas; 52%

Sélido cristalino amarelo Sélido cristalino amarelo
Experimental: 181 °C — 182 °C

Literatura: 181 °C — 182 °C (MATEEVA,; KODE; REDDA, 2002)

3,84 (s, 3H, OCHs); 3,90 (s, 3H, OCHs3); 3,91 (s, 9H, OCH3); 5,97
(d, 1H, J = 2,4 Hz, H-3"); 6,12 (d, 1H, J = 2,4 Hz, H-5"); 6,84 (s,
2H, H-2 e H-6); 7,71 (d, 1H, Jop = 15,5 Hz, H-01); 7,80 (d, 1H, Jp.o =
15,5 Hz, H-B); 14,31 (s, 1H, OH)

55,76; 55,96; 56,30; 61,16 (5 x OCH3); 91,49 — 168,58 (C-a,, C-p e
Ar); 192,51 (C=0)
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Dados de

caracterizacéo

Chalconas

(E)-1-(4'-hidroxifenil)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)prop-2-en-1-ona
C18H1505
Massa molar: 314,34 g/mol

VR7

» B
.0 ¢ O.
6' _CH
HO 6 o3
5' 5
~C

Hj
(E)-1-(4'-hidroxi-3'-metoxifenil)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)prop-2-en-1-ona
C19H200¢
Massa molar: 344,36 g/mol

Tempo de reagéo e
rendimento
Aspecto fisico
Faixa de fuséo
experimental e da

literatura

RMN de 'H
(CDCls, 500 MHz)

8 (ppm)
RMN de ©°C
(CDCls, 125 MHz)
3 (ppm)

48 horas; 51%

Solido cristalino amarelo
Experimental: 160 °C — 162 °C
Literatura: 163 - 164 °C (SARDA et al., 2009)

3,90 (s, 3H, OCHa); 3,93 (s, 6H, OCHs); 6,12 (s, 1H, OH); 6,87
(s, 2H, H-2 e H-6); 7,0 (d, 2H, J= 7,7 Hz, Ar); 7,42 (d, 1H, Jop =
15,5 Hz, H-); 7,63-7,66 (M, 2H, Ar); 7,72 (d, 1H, Jp.a= 15,5
Hz, H-B)

56,39; 61,16 (3 Xx OCH3); 105,75 — 153,63 (C-a, C-B € Ar);
188,65 (C=0)

48 horas; 48%

Solido cristalino amarelo
Experimental: 187 °C — 189 °C
Literatura: 188 °C — 190 °C (DUCKI et al., 2009)

3,90 (s, 3H, OCHs); 3,93 (s, 6H, OCHs); 3,99 (s, 3H, OCHs); 6,10
(s, 1H, OH); 6,87 (s, 2H, H-2 e H-6); 7,0 (d, 2H, J = 8,0 Hz, Ar);
7,42 (d, 1H, Jop = 15,5 Hz, H-01); 7,63-7,66 (m, 2H, Ar); 7,72 (d,
1H, Jpo = 15,5 Hz, H-B)

56,32; 56,40; 61,17 (4 x OCH3); 105,75 — 153,64 (C-a, C-B € Ar);
188,64 (C=0)
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Dados de

caracterizacao

Chalconas

VRS
(6]
2 o P2
.0
B ORA D)
HsC. 6'
3o 6 4
5
O.
CH3

(E)-3-fenil-1-(3',4',5'-trimetoxifenil)prop-2-en-1-ona
C1gH1504
Massa molar: 298,34 g/mol

VR11
OH O

p
SONS
H -
Cvo o) CHs o Br
S 5
(E)-3-(4-bromofenil)-1-(2'-hidroxi-4',6'-dimetoxifenil)prop-2-en-1-ona

C47H45BrO,
Massa molar: 363,21 g/mol

Tempo de reagéo e
rendimento
Aspecto fisico
Faixa de fuséo
experimental e da

literatura

RMN de 'H
(CDCl3,500 MHz)

5 (ppm)

RMN de ©°C
(CDCls, 125 MHz)

5 (ppm)

48 horas, 20%

Solido cristalino amarelo
Experimental: 85 °C — 86 °C
Literatura: 87 °C — 88 °C (EDWARDS; STEMERICK;
SUNKARA, 1990)
3,94 (s, 3H, OCHBa); 3,96 (s, 6H, OCHa); 7,28 (s, 2H, H-2’¢ H-6");
7,43-7,44 (m, 3H, H-3, H-4 e H-5); 7,49 (d, 1H, Jup = 15,7 Hz, H-
a); 7,65-7,67 (m, 2H, H-2 e H-6); 7,83 (d, 1H, Jp.« = 15,7 Hz, H-B)

56,56; 61,15 (3 x OCH3); 106,26 — 153,32 (C-a, C-B e Ar);
189,44 (C=0)

24 horas, 61%

Solido cristalino amarelo
Experimental: 150 °C — 152 °C
Literatura: 150 °C — 151 °C (BOECK et al., 2005)

3,84 (s, 3H, OCHa); 3,92 (s, 3H, OCHs); 5,96 (d, 1H, J = 2,4 Hz,
H-3"); 6,11 (d, 1H, J= 2,4 Hz, H-5"); 7,46 (d, 2H, J= 8,5 Hz, H-3
e H-5); 7,53 (d, 2H, J = 8,5 Hz, H-2 e H-6); 7,70 (d, 1H, Jop = 15,6
Hz, H-0); 7,88 (d, 1H, Jp.« = 15,6 Hz, H-B); 14,21 (s, 1H, OH)

55,78; 56,05; (2 x OCH3); 91,49 — 168,60 (C-a,, C-p e Ar); 192,49
(C=0)
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4.3.2 Caracterizacao da aurona VR13

Como modelo de caracterizacdo das auronas, selecionou-se de forma aleatéria a
aurona VR13. Obteve-se este composto como um solido cristalino amarelo, apos 5 horas de
reacdo, com 74% de rendimento e faixa de fusdo experimental de 170 °C a 171 °C, valor este
préximo ao descrito na literatura, 171 °C — 172 °C (BOUMENDJEL; MARIOTTE; BENEY,
2001).

Analisando-se o espectro de RMN de *H deste composto (Figura 21), bem como
de sua expansdo (Figura 22), presumiu-se a formacéo da aurona VR13 pela auséncia do sinal
referente a hidroxila fenolica e aparecimento de um simpleto em & 6,69 (1H), referente ao
hidrogénio olefinico H-B. Este hidrogénio olefinico apresenta deslocamento quimico proximo
a & 6,70 em auronas com configuragdo Z e superior a & 7,00 em auronas com configuragdo E
(HASTINGS; HELLER, 1972; SIM et al., 2008; VENKATESWARLU et al., 2007). Assim,
com base no deslocamento quimico deste hidrogénio (6 6,69), confirmou-se a configuracdo Z
para as auronas. Ainda, observaram-se dois simpletos em & 3,92 (3H) e & 3,96 (3H),
referentes aos hidrogénios dos grupos metoxila, um dupleto centrado em & 6,39 (1H, J =1,8
Hz), correspondente ao hidrogénio H-7, além de outros dois dupletos centrados em & 7,55
(2H, J = 8,6 Hz) e 6 7,72 (2H, J = 8,6 Hz), correspondentes respectivamente aos pares de

hidrogénios quimicamente equivalentes 3°/5’ e 2°/6’.
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Figura 22 — Expanséo da regido dos hidrogénios aromaticos e do hidrogénio olefinico do

espectro de RMN de 'H (CDCls 500 MHz) da aurona VR13
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Fonte: Elaborado pelo autor.

No espectro de RMN de 3C deste composto (Figura 23), observaram-se sinais
em & 56,19 e 556,28, referentes aos carbonos dos grupos metoxila, sinais entre 689,33 e
8 169,17, correspondentes aos carbonos aromaticos e olefinicos, além de um sinal em

6 180,52, referente ao carbono do grupo carbonila.

Figura 23 - Espectro de RMN de *C (CDCls, 125 MHz) da aurona VR13
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Além disso, por comparacdo destes dados com os da literatura (Tabela 12),
inferiu-se que o produto obtido se trata da aurona VR13.

Tabela 12— Comparagdo dos dados de RMN de *H (CDCls 500 MHz) e *C (CDCls, 125

MHz) da aurona VR13 com os da literatura
HsC.

O o

RMN de 'H - 8+ em ppm, multiplicidade, J em Hz

Literatura Literatura
Atribuicdes VR13 (BOUMENDJEL; (SOUARD et al., 2010)
(CDCl3,500 MHz) MARIOTTE; BENEY, 2001) (CDCls, 200 MHz)
(CDCls, 200 MHz)

OCH3s 3,92,5€ 3,96, s 3,92,5€3,96, s 3,92,5e3,96, s
H-5 6,15,d,J=1,8 6,14,d,J=17 6,14,d,J=1,7
H-7 6,39,d,J=1,8 6,38,d,J=17 6,38,d,J=1,7

H-3" ¢ H-5’ 7,55,d,J=8,6 7,54,d,J=8,6 7,54,d,)=8,6
H-2> e H-6 7,72,d,J=8,6 7,72,d,J=8,6 7,72,d,J=8,6
H-B 6,69,d,J=15,6 6,68,d,J=15,6 6,68, d,J =15,6
RMN de 2 C - 8c em ppm
Literatura Literatura
Atribuicoes VR13 (BOUMENDJEL; (SOUARD et al., 2010)

(CDCl3, 125 MHz) MARIOTTE; BENEY, 2001) (CDCls, 50 MHz)
(CDCls, 50 MHz)

OCHs 56,19 e 56,28 56,1 e 56,2 56,13 e 56,26
C-BeC-Ar 89,33-169,17 89,3-169,1 89,34 — 169,14
C=0 180,52 180,4 180,49

Por tratarem-se de anédlogos estruturais da aurona VR13, apresentam-se a seguir
(Tabela 13) os dados de caracterizacdo desta e das auronas VR9 e VR10. Seus respectivos

espectros encontram-se no Apéndice A deste documento.
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Tabela 13 — Dados de caracterizacdo das auronas VR9, VR10 e VR13

Auronas
VR9 VR10
Dados de caracterizacao
HC-O Oy
HC-0  O-gyy, 3
(2)-4,6-dimetoxi-2-(3',4',5'-trimetoxibenzilideno)benzofuran-3(2H)-ona  (Z)-6-metoxi-2~(3',4",5"trimetoxibenzilideno)benzofuran-3(2H)-ona
C20H2007 C19H1506
Massa molar: 372,37 g/mol Massa molar: 342,35 g/mol
Tempo de reacgéo e rendimento 4 horas; 91% 4 horas; 56%
Aspecto fisico Sdlido cristalino amarelo Solido cristalino amarelo
Faixa de fusédo experimental e da ] )
Experimental: 182 °C — 183 °C Experimental: 178 °C — 179 °C

literatura

RMN de 'H
(CDCls, 500 MHz)

8 (ppm)
RMN de 13C
(CDCl3, 125 MHz)
5 (ppm)

3,91 (s, 3H, OCHa); 3,93 (s, 3H, OCHs); 3,94 (s, 6H, 3,92 (s, 3H, OCHa); 3,94 (s, 3H, OCHs); 3,95 (s, 6H,
OCHs); 3,96 (s, 3H, OCHa); 6,15 (d, 1H, J = 1,8 Hz, H-5); OCHs3); 6,73 (d, 1H, J = 2,1 Hz, H-7); 6,75 (s, 1H, H-
6,34 (d, 1H, J= 1,8 Hz, H-7); 6,70 (s, 1H, H-B); 7,13 (5, 2H, B); 6,77 (dd, 1H, J=8,6 Hz e J = 2,1 Hz, H-5); 7,16
H-2’¢ H-6") (s, 2H, H-2’e H-6"); 7,72 (d, 1H, J = 8,6 Hz, H-4)

56,31; 56,36; 56,39; 61,15 (5 x OCH3); 89,38 — 169,08 (C- 56,23; 56,39; 61,17 (4 x OCH3); 96,81 — 168,49 (C-
a, C-B e Ar); 180,70 (C=0) o, C-B e Ar); 183,00 (C=0)
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Dados de caracterizacao

Auronas

VR13

(Z)-2-(4'-bromobenzilideno)-4,6-dimetoxibenzofuran-3(2H)-ona
C17H43BrO,
Massa molar: 361,19 g/mol

Tempo de reagao e rendimento

Aspecto fisico

Faixa de fusé@o experimental e da

literatura

RMN de 'H
(CDCls, 500 MHz)

3 (ppm)
RMN de 13C
(CDCls, 125 MHz)
3 (ppm)

5 horas; 74%

Sélido cristalino amarelo

Experimental: 170 °C — 171 °C
Literatura: 171 °C — 172 °C (BOUMENDJEL; MARIOTTE; BENEY, 2001)

3,92 (s, 3H, OCHs); 3,96 (s, 3H, OCHs); 6,15 (d, 1H, J = 1,8 Hz, H-5); 6,39 (d, 1H, J = 1,8 Hz, H-7); 6,69 (s, 1H,
H-B); 7,55 (d, 2H, J = 8,6 Hz, H-3’¢ H-5"); 7,72 (d, 2H, J = 8,6 Hz, H-2’¢ H-6")

56,19 e 56,28 (2 X OCHs): 89,33-169,17 (C-a, C-B e Ar); 180,52 (C=0)
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4.4 ATIVIDADE ESQUISTOSSOMICIDA IN VITRO FRENTE A VERMES ADULTOS DE

Schistosoma mansoni

Vaérios estudos da literatura relatam o potencial de produtos naturais frente ao
parasito S. mansoni (DE MORAES, 2015; DE MORAES et al., 2012; DE MORAES et al.,
20118; MAGALHAES et al., 2010; MAGALHAES et al., 2009).

Neste contexto, estudos tém demonstrado significativas atividades
esquistossomicidas in vitro de chalconas e auronas oriundas de fontes naturais (DE CASTRO
et al., 2015), bem como provenientes de sintese organica (Dados ainda ndo publicados).
Amparando-se nestes resultados, tentou-se neste trabalho explorar o potencial destas classes
de compostos como substancias esquistossomicidas.

Portanto, inicialmente realizou-se uma triagem com os analogos de chalconas e
auronas sintetizados, avaliando-os em tempos de incubacdo de 24, 48 e 72 horas na
concentracdo preliminar de 100 pM, concentracdo esta descrita na literatura em varios ensaios
antiparasitarios (MAGALHAES et al., 2010; MAGALHAES et al., 2009; PARREIRA et al.,
2010). Utilizou-se PZQ a 2 uM como controle positivo e meio RPMI 1640, contendo ou ndo
DMSO 0,5%, como controle negativo.

Nesta triagem, apenas as chalconas VR1, VR2 e VRS, além da aurona VR13
ocasionaram 100% de mortalidade dos vermes adultos apds 24 horas de incubacdo. A
chalcona VR11 e a aurona VR9 apresentaram 100% de reducdo moderada da atividade
motora dos parasitos. Os compostos VR4, VR5, VR6, VR7 e VR10, ndo demonstraram
atividade esquistossomicida frente a vermes adultos nas concentragdes avaliadas. Torna-se
importante salientar que o controle negativo, meio RPMI 1640 contendo ou ndo DMSO 0,5%,
ndo ocasionou nenhum dano ou alteracdo nos parasitos e que o controle positivo, PZQ a 2
MM, exerceu a atividade esquistossomicida esperada para 0 mesmo.

De posse destes resultados, avaliaram-se 0s compostos ativos (chalconas VRI,
VR2, VR8 e VR11; auronas VR9 e VR13) nas concentra¢des de 100 uM, 50 pM, 25 uM, 10
MM e 5 pM, sob as mesmas condi¢des de incubagdo e controles previamente utilizados
(Tabela 14).

Além de apresentarem atividade na concentracdo de 100 uM, como observado
anteriormente, os compostos também demonstraram-se ativos na concentracdo de 50 pM.
Nesta concentragdo, observou-se 100% de mortalidade dos parasitos em 24 horas de
incubacédo para a chalcona VR1, em 48 horas para a chalcona VR8 e em 72 horas para a

chalcona VR2. Ja a aurona VR13 ocasionou 60% de mortalidade em 48 horas de incubacao.



75

Tabela 14 — Atividade in vitro dos compostos VR1, VR2, VRS, VR9, VR11 e VR13 frente a

vermes adultos de Schistosoma mansoni.

H30
OH O

HaC.
OH O m VR9 Q o \OBrHﬁ\" vr13 O
Br

H,C-0  O-cp, VR11

Tempo de _ Reducéo da atividade motora (%)?
Mortalidade (%)?
Grupo incubacéo Moderada Significativa
(h) Machos Fémeas Machos Fémeas Machos Fémeas
24 0 0 0 0 0 0
Controle® 48 0 0 0 0 0 0
72 0 0 0 0 0 0
24 0 0 0 0 0 0
DMSO 0,5% 48 0 0 0 0 0 0
72 0 0 0 0 0 0
24 100 100 0 0 100 100
PZQ 2 uM 48 100 100 0 0 100 100
72 100 100 0 0 100 100
VR1 24 100 100 0 0 100 100
100 1M 48 100 100 0 0 100 100
72 100 100 0 0 100 100
24 100 100 0 0 100 100
50 uM 48 100 100 0 0 100 100
72 100 100 0 0 100 100
24 0 0 0 0 0 0
25 uM 48 0 0 0 0 0 0
72 50 100 0 0 50 100
24 0 0 0 0 0 0
10 uM 48 0 0 0 0 0 0
72 0 0 0 0 0 0
24 0 0 0 0 0 0
5uM 48 0 0 0 0 0 0
72 0 0 0 0 0 0

aporcentagem em relagdo a 20 vermes. ® Meio RPMI 1640.
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Tempo de . Reducéo da atividade motora (%)?
) Mortalidade (%)? S
Grupo incubacéo Moderada Significativa
(h) Machos Fémeas Machos Fémeas Machos Fémeas
24 100 0 0 0 100 100
VR2
48 100 0 0 0 100 100
100 uM
72 100 0 0 0 100 100
24 0 0 0 0 0 0
50 uM 48 0 0 0 0 0 0
72 100 100 0 0 100 100
24 0 0 0 0 0 0
25 uM 48 0 0 0 0 0 0
72 50 100 0 0 50 100
24 0 0 0 0 0 0
10 uM 48 0 0 0 0 0 0
72 0 0 0 0 0 0
24 0 0 0 0 0 0
5uM 48 0 0 0 0 0 0
72 0 0 0 0 0 0
24 100 100 0 0 100 100
VR8
48 100 100 0 0 100 100
100 uM
72 100 100 0 0 100 100
24 0 0 100 100 0 0
50 uM 48 100 100 0 0 100 100
72 100 100 0 0 100 100
24 0 0 0 0 0 0
25 uM 48 0 0 0 0 0 0
72 0 0 0 0 0 0
24 0 0 0 0 0 0
10 uM 48 0 0 0 0 0 0
72 0 0 0 0 0 0
5uM 24 0 0 0 0 0 0
48 0 0 0 0 0 0
72 0 0 0 0 0 0

aPorcentagem em relagéo a 20 vermes. ® Meio RPMI 1640.
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Tempo de . Reducéo da atividade motora (%)?
) Mortalidade (%)? S
Grupo incubacéo Moderada Significativa
(h) Machos Fémeas Machos Fémeas Machos Fémeas
24 0 0 60 60 0 0
VR9
48 0 0 100 100 0 0
100 uM
72 0 0 100 100 0 0
24 0 0 0 0 0 0
50 uM 48 0 0 100 100 0 0
72 0 0 100 100 0 0
24 0 0 0 0 0 0
25 uM 48 0 0 0 0 0 0
72 0 0 0 0 0 0
24 0 0 0 0 0 0
10 uM 48 0 0 0 0 0 0
72 0 0 0 0 0 0
24 0 0 0 0 0 0
5uM 48 0 0 0 0 0 0
72 0 0 0 0 0 0
24 0 0 100 100 0 0
VRI11
48 0 0 100 100 0 0
100 uM
72 60 0 0 100 100 0
24 0 0 60 60 0 0
50 uM 48 0 0 100 100 0 0
72 0 0 100 100 0 0
24 0 0 0 0 0 0
25 uM 48 0 0 0 0 0 0
72 0 0 0 0 0 0
24 0 0 0 0 0 0
10 uM 48 0 0 0 0 0 0
72 0 0 0 0 0 0
5uM 24 0 0 0 0 0 0
48 0 0 0 0 0 0
72 0 0 0 0 0 0

aporcentagem em relagdo a 20 vermes. ° Meio RPMI 1640.
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Tempo de . Reducéo da atividade motora (%)?
) Mortalidade (%0)? o
Grupo incubacéo Moderada Significativa
(h) Machos Fémeas Machos Fémeas Machos Fémeas
24 0 0 30 0 30 0
VR13
48 100 0 0 100 100 0
100 uM
72 100 0 0 100 100 0
24 0 0 0 0 0 0
50 uM 48 60 0 30 0 60 0
72 60 0 30 0 60 0
24 0 0 0 0 0 0
25 uM 48 0 0 0 0 0 0
72 0 0 0 0 0 0
24 0 0 0 0 0 0
10 uM 48 0 0 0 0 0 0
72 0 0 0 0 0 0
24 0 0 0 0 0 0
5uM 48 0 0 0 0 0 0
72 0 0 0 0 0 0

aporcentagem em relagdo a 20 vermes. ® Meio RPMI 1640.

Curiosamente, os compostos VR2 (100 uM) e VR13 (100 uM e 50 uM)
ocasionaram a mortalidade somente de vermes adultos machos. Na literatura, também
encontram-se relatos similares sobre diferencas na susceptibilidade de vermes adultos machos
e fémeas (MENDONCA et al., 2016; SANDERSON; BARTLETT; WHITFIELD, 2002).
Neste sentido, estudos indicam que altera¢bes tegumentares ocasionam maiores danos aos
machos em comparacdo as fémeas (DA SILVA et al., 2014; MATOS-ROCHA et al., 2016;
MOSTAFA; SOLIMAN, 2002; RIAD; TAHA; MAHMOUD, 2009). Ha varios estudos que
corroboram esta evidéncia experimental, nos quais demonstra-se a acgdo lesiva de diversos
compostos sintéticos (ALBUQUERQUE et al., 2007; EISSA et al., 2011) e naturais (DE
MORAES et al., 20118; GODINHO et al., 2014), inclusive da chalcona cardamonina (DE
CASTRO et al., 2015), sobre o tegumento dos vermes adultos machos ocasionando, na
maioria das vezes, a mortalidade destes.

A chalcona VR11 ocasionou, a 50 uM, 60% de reducdo moderada da atividade

motora dos vermes adultos apds 24 horas de incubacdo. Nesta mesma concentragdo, a aurona
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VR9 promoveu 100% de reducdo moderada da atividade dos vermes adultos ap6s 48 horas de
incubacdo. A reducdo na atividade motora é um importante parametro a ser avaliado, j& que 0s
vermes adultos necessitam de uma contratilidade muscular normal para locomoverem-se e
fixarem-se no sistema vascular do hospedeiro. Assim, promovendo-se a imobilidade dos
parasitos, similarmente a acdo do PZQ, os mesmos tornam-se mais susceptiveis a resposta
imunologica (ANDREWS, 1985).

Salienta-se também que ndo se podem atribuir as atividades apresentadas pelas
auronas VR9 e VR13 a acdo de residuos de mercurio oriundos da etapa de sintese, fato
comprovado por estudo anterior (SILVEIRA, 2013).

Assim sendo, estes resultados indicam que alguns dos analogos de chalconas e
auronas sintetizados apresentam atividades esquistossomicidas e que estas correlacionam-se
diretamente com a concentracdo avaliada e 0o tempo em que as substancias estiveram em
contato com os parasitos. Os mecanismos exatos pelo qual estes compostos exercem tais
efeitos ainda permanecem desconhecidos. Contudo, supde-se que a inibicdo da enzima
SmATPDasel presente no tegumento dos vermes adultos possa estar envolvida neste

processo, 0 que representa um fator a ser investigado.

4.5 ATIVIDADE INIBITORIA IN VITRO FRENTE A ENZIMA SmATPDASE1

A importancia da enzima SmATPDasel neste trabalho provém de sua localizacdo
no tegumento dos vermes adultos de S. mansoni e provavel participacdo em mecanismos de
evasdo do parasito a defesa do hospedeiro, uma vez que ATP e ADP sdo importantes
moléculas sinalizadoras utilizadas pelo organismo na ativacdo da resposta imunoldgica e
hemostatica (DE MARCO et al., 2003; FARIA-PINTO et al., 2004; FARIA-PINTO et al.,
2008; MEBIUS et al., 2013). Também, supde-se que purinas oriundas do metabolismo do
AMP, como a adenosina, sirvam como componente nutricional essencial ao S. mansoni, ja
que que o parasito ndo é capaz de sintetizar este tipo de nutriente (BOURS et al., 2006;
LEVY; READ, 1975).

Comprovou-se recentemente a especificidade da SmATPDasel na hidrélise de
ATP e ADP extracelulares realizada pelo parasito (DA’DARA; BHARDWAJ; SKELLY,
2014). Por conseguinte, estudos apontam que esta enzima possa servir como um novo alvo
terapéutico para a acdo de compostos esquistossomicidas (PENIDO et al., 2007).

Assim, nosso grupo de pesquisas realizou ensaios de inibi¢cdo enzimética sobre a

atividade ATPasica do tegumento de S. mansoni com 0s compostos esquistossomicidas in
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vitro cardamonina, chalcona LS1 e auronas LS6 e LS23, que ocasionaram respectivamente, a
40 uM, 82%, 53,31%, 48,69% e 89,94% de inibicdo (DE CASTRO et al., 2015) (Dados ainda
n&o publicados).

Amparando-se nestes resultados, avaliou-se a inibig¢do in vitro promovida pelos
analogos de chalconas e auronas sintetizados sobre a atividade hidrolitica de ATP do
tegumento de S. mansoni, onde localiza-se a SmATPDasel, buscando-se assim pesquisar
experimentalmente se a agdo desta enzima estd envolvida com as atividades
esquistossomicidas apresentadas pelos compostos.

Para isso, inicialmente realizaram-se ensaios preliminares com 0s compostos nas
concentracdes de 50 uM, 25 uM e 12,5 uM. Nestes ensaios iniciais, as chalconas VR2, VR4,
VR5 e VRI11, além das auronas VR10 e VR13 ndo puderam ser avaliadas, sendo entdo
avaliados neste momento somente os compostos VR1, VR6, VR7 e VR8 e VRO.

Como pode-se observar na Figura 24, a chalcona VR1 apresentou 75,48% de
inibicdo da enzima quando avaliada a 50 UM, concentracdo esta na qual demonstrou-se ativa
in vitro frente a vermes adultos de S. mansoni. Nas outras concentragdes, 25 uM e 12,5 uM,
perceberam-se porcentagens de inibicdo enzimatica gradativamente menores para esta mesma
chalcona, apresentando, com ligeira variacdo nos valores, um perfil de inibicdo concentracédo-
dependente.

Para as chalconas VR6 e VR7, bem como para a aurona VR9, também
observaram-se perfis de inibicdo enzimatica concentracdo-dependentes. A chalcona VR6
apresentou porcentagens de inibicdo maiores do que 50% em todas as concentragdes testadas,
com um maximo de 58% na concentracdo de 25 uM. Para esta chalcona, ndo houve
significativa variagdo de inibicdo enzimética entre as concentra¢fes de 50 uM e 25 uM
(57,1% para 58,05%), diferentemente do observado para a chalcona VR1 na mesma faixa de
concentragéo (75,48% para 30,58%). Observou-se, para a chalcona VR7, inibicbes maiores
do que 40% em todas as concentragdes, com um maximo de 54% na concentragdo de 25 pM.

Ja a chalcona VR8, outro composto que também demonstrou atividade
esquistossomicida in vitro, promoveu 56,94% de inibicdo na concentracdo de 12,5 pM.
Curiosamente, esta chalcona n&o exibiu um perfil concentragdo-dependente, exibindo
aumentos sucessivos nas suas porcentagens de inibicdo conforme as concentragOes
diminuiam.

Por sua vez, a aurona VR9 apresentou percentuais de inibi¢cdo em torno de 30%,

com um maximo de 35,68% a 50 uM.
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Figura 24 — Inibicéo in vitro da atividade hidrolitica de ATP da SmATPDasel promovida
pelos compostos VR1, VR6, VR7, VR8 e VR9
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Resultados expressos como a média de um ensaio realizado em triplicata para cada concentragdo, em relagdo ao
grupo controle DMSO 20% (v/v). Atividade ATPasica do controle DMSO 20% (v/v) para cada composto: VR1-
17,80 nmol Pi mg™! min™'; VR6-24,46 nmol Pi mg™! min~!; VR7-19,57 nmol Pi mg™! min™!; VR8-21,50 nmol Pi
mg~' min~!; VR9-13,62 nmol Pi mg™! min~!; VR10- 21,00 nmol Pi mg™! min™!,

Os resultados preliminares obtidos até 0 momento ndo permitem que se facam
generalizacGes acerca da correlacéo entre a inibicdo in vitro da SmATPDasel e a atividade in
vitro frente a vermes adultos de S. mansoni, uma vez que obtiveram-se diferentes perfis de
inibicdo para os compostos nas condicdes e concentracdes avaliadas.

Entretanto, observa-se que 0s compostos apresentaram aprecidveis niveis de
inibicdo da SmATPDasel. Assim, estes resultados experimentais corroboram com o0s obtidos
in silico por docking molecular, no qual todos os compostos demonstraram bons perfis de
interacdo com a enzima no seu dominio de ligacdo nucleotidica (local de ligacdo ao ATP e
ADP), indicando que poderiam potencialmente inibir a atividade hidrolitica da mesma.

A presenca e importancia de E-NTPDases para a infectividade, viruléncia ou
recuperacdo de purinas de parasitos como Leishmania sp. (FIETTO et al., 2016),
Trypanosoma cruzi (SANTOS et al., 2009), Toxoplasma Gondii (TONIN et al., 2014) e
Trichomonas vaginalis (FRASSON; VIEIRA; TASCA, 2013; MENEZES et al., 2016), bem
como a comprovada acdo de chalconas e auronas frente a estes mesmos parasitos,
representam fatores que reforcam a possibilidade de que a inibicdo de enzimas desta classe
possa estar relacionada a efetividade antiparasitaria destes compostos (AMETA et al., 2012;
ANTHWAL et al., 2014; APONTE et al., 2010; APONTE et al., 2008; ROUSSAKI et al.,
2012; ROUSSAKI et al., 2013).

Neste sentido, novos ensaios de inibicdo enzimatica serdo realizados com estes

compostos, obtendo-se assim evidéncias experimentais suficientes que permitam elucidar com



83

maior clareza a hipdtese de correlagdo entre a atividade esquistossomicida in vitro e a inibicdo
in vitro da SmATPDasel.

4.6 CITOTOXICIDADE IN VITRO FRENTE A MACROFAGOS MURINOS DA LINHAGEM
CELULAR RAW 264.7

Utilizando-se a técnica de reducao do MTT, expuseram-se macréfagos murinos da
linhagem celular RAW 264.7 aos compostos sintetizados por um periodo de 48 horas de
incubacdo na concentracdo preliminar de 100 uM. Deste modo, determinou-se a viabilidade
celular destes macr6fagos como forma de se avaliarem provaveis caracteristicas citotoxicas
relacionadas aos compostos

A maioria dos compostos ocasionou um perfil de viabilidade celular para esta
linhagem abaixo dos 50%, quando comparados com o grupo controle. Contudo, a chalcona
VR6 demonstrou o melhor perfil dentre os compostos, proporcionando 79% de viabilidade

celular (Figura 25).

Figura 25 — Viabilidade celular de macro6fagos murinos da linhagem celular RAW 264.7

expostos as chalconas e auronas a 100 M
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Os valores representam a média *+ desvio padrdo (barras) dos ensaios em triplicata. Todos os compostos
demonstraram-se estatisticamente significantes em relacdo aos grupos controle (meio de cultura e DMSO a
0,5%), com P < 0,001. Fonte: Elaborado pelo autor
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Com base nestes resultados preliminares, ndo é possivel concluir com clareza se
as atividades apresentadas pelos compostos esquistossomicidas in vitro (VR1, VR2, VRS e
VR13) relacionam-se as caracteristicas citotoxicas demonstradas pelos mesmos, uma vez que
outros compostos inativos frente ao S. mansoni, como as chalconas VR5 e VR7, também
apresentaram perfis similares de citotoxicidade.

Desta forma, novos ensaios estdo sendo realizados para a avalia¢do citotdxica dos
compostos sintetizados em concentragdes menores, como a 50 uM, na qual os mesmos
apresentaram atividade esquistossomicida in vitro.

Assim sendo, espera-se esclarecer com estes novos resultados, bem como através
de novos ensaios de inibicdo da enzima SmATPDasel, se as atividades esquistossomicidas in
vitro apresentadas pelos compostos deste trabalho atribuem-se a perfis de citotoxicidade dos

mesmos ou se relacionam a mecanismos de inibi¢do enzimatica.

5 CONCLUSAO

No presente trabalho, realizou-se o planejamento molecular de analogos de
chalconas e auronas por meio de técnicas de docking molecular e analise de propriedades
ADME. Assim, esta etapa culminou com a sele¢é@o de 8 chalconas (VR1, VR2, VR4, VR5,
VR6, VR7, VR8 e VR11) e 3 auronas (auronas: VR9, VR10 e VR13), com caracteristicas
adequadas de inibicdo da enzima SmATPDasel.

Sintetizaram-se todos estes andlogos de chalconas, purificando-os e
caracterizando-os com sucesso. Obtiveram-se as chalconas como solidos cristalinos amarelos
com rendimentos entre 15% e 61% e as auronas também como solidos cristalinos amarelos
com rendimentos entre 74% e 91%.

Submeteram-se estes compostos & avaliacdo de seus potenciais esquistossomicidas
in vitro frente a vermes adultos de S. mansoni. As chalconas VR1, VR2 e VR8, bem como a
aurona VR13, apresentaram-se ativas na concentracdo de 50 puM.

Avaliou-se o perfil de citotoxicidade destes compostos frente a macréfagos
murinos da linhagem RAW 264.7. Na concentracdo preliminar de 100 uM, os compostos
apresentaram um perfil citotoxico.

Realizaram-se ensaios preliminares de inibig¢do in vitro da enzima SmATPDasel.

Nestes ensaios, obtiveram-se diferentes padroes de inibicdo para os compostos, ndo sendo
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possivel estabelecer uma correlacéo clara com os resultados de atividade esquistossomicida in
vitro apresentados pelos mesmos.

Estes resultados reforcam o potencial de chalconas e auronas como substancias
esquistossomicidas. Novos ensaios de citotoxicidade e de inibicdo da SmATPDasel serdo
realizados, de modo a se obterem maiores evidéncias experimentais que permitam esclarecer
se as atividades esquistossomicidas in vitro dos compostos atribuem-se a perfis de

citotoxicidade ou a mecanismos de inibicdo enzimatica.
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APENDICE

APENDICE A

ESPECTROS DE RMN DE 'H (CDCls, 500 MHz) E 13C (CDCls, 125 MHz) DAS
CHALCONAS E AURONAS
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Espectro de RMN de *H (CDCls 500 MHz) da chalcona VR1
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Espectro de RMN de 3C (CDCl3 125 MHz) da chalcona VR1
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Espectro de RMN de *H (CDCls 500 MHz) da chalcona VR2
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Espectro de RMN de 3C (CDCl3 125 MHz) da chalcona VR2
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Espectro de RMN de *H (CDCls, 500 MHz) da chalcona VR4
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Espectro de RMN de 13C (CDCls, 125 MHz) da chalcona VR4
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Espectro de RMN de *H (CDCls 500 MHz) da chalcona VR5
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Espectro de RMN de 3C (CDCl3 125 MHz) da chalcona VR5
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Espectro de RMN de *H (CDCls 500 MHz) da chalcona VR6
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Espectro de RMN de 3C (CDCl3 125 MHz) da chalcona VR6
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Espectro de RMN de *H (CDCls 500 MHz) da chalcona VR7
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125 MHz) da chalcona VR7

13C (CDCl3
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Espectro de RMN de *H (CDCls 500 MHz) da chalcona VRS
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Espectro de RMN de 13C (CDCl3 125 MHz) da chalcona VRS
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Espectro de RMN de *H (CDCls 500 MHz) da chalcona VR11
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Espectro de RMN de 13C (CDCls, 125 MHz) da chalcona VR11
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Espectro de RMN de *H (CDCls 500 MHz) da aurona VR9
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Espectro de RMN de *C (CDCls, 125 MHz) da aurona VR9
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Espectro de RMN de *H (CDCls 500 MHz) da aurona VR10
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Espectro de RMN de 3C (CDCls, 125 MHz) da aurona VR10
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Espectro de RMN de 'H (CDCls 500 MHz) da aurona VR13
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Espectro de RMN de 3C (CDCl3, 125 MHz) da aurona VR13
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