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INTRODUGAO:

A doengca de Alzheimer (DA) consiste em um processo neurodegenerativo que
compromete as fungbes cognitivas do individuo, como a memoria, orientacdo, atengdo e
linguagem. Sua fisiopatologia é multifatorial e inclui déficit colinérgico e a formacdo de placas
amiloides como principais hipoteses de sustentacdo, e isto permite o uso de substancias que
atuam sobre esses marcadores da doenca de Alzheimer, dentre elas tem-se as chalconas.

Uma molécula que possui em sua estrutura geral dois anéis aromaticos conectados por um
sistema carbonilico ap-insaturado, formado a partir de um aldeido e uma cetona pela
condensacéo de Claisen-Schmidt. O projeto visa sintetizar e avaliar chalconas no que diz respeito
a sua citotoxicidade e atuagéo sobre os marcadores da doenca, além de investigar a interagdo de
chalconas com nucledfilos bioldgicos uma das potenciais causas de toxicidade destes compostos.

OBJETIVOS:

Este projeto visa sintetizar e avaliar o efeito de chalconas sobre os marcadores da doenga de
Alzheimer. A sintese € realizada pela condensacao de Claisen-Schmidt e os efeitos sdo avaliados
sobre: a acetilcolinesterase e outros marcadores da doenca, sobre a formagédo de adutos Chlaconas-
GSH e Chalconas-BN (Bases nitrogenadas).

METODOLOGIA:

As chalconas sdo obtidas pela condensacdo de Claisen-Schmidt [1] entre o aldeido
aromético com o substituinte apropriado e a acetofenona substituida, na proporcdo de 1:1. A
reagdo ocorre utilizando hidroxido de sédio (NaOH) e metanol (MeOH) como solvente.

A mistura é mantida sob agitacdo magnética até que seja observada a formacédo de um
precipitado, a chalcona. O produto (precipitado) obtido é posteriormente filtrado & vacuo em um
funil de Buchner. Uma vez coletado o material sera seco a temperatura e pressao ambiente.

Uma vez sintetizados séo caracterizados por Espectrometria de Massa, Espectroscopia de
Infravermelho e Ressonancia Magnética Nuclear.

Os ensaios de citotoxicidade s&o realizados com as linhagens celulares M059J (células
tumorais gliais humanas), Vero (células de rim de macaco) e 3T3 (fibroblasto de camundongo), e
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Hep2 (hepatécito), na densidade de 1 x10° céls/mL, por poco, em meio RPMI 1640. O
procedimento ja foi estabelecido em estudos prévios de nosso grupo de pesquisa em parceria com
o Labiotec da Faculdade de Ciéncia letal para 50% das células, as concentracdes sao
transformadas em mM e plotadas com os correspondentes percentuais de inibicdo. O calculo é
realizado no programa Origin 8.1

Para avaliar a reatividade das chalconas frente a GSH, mantemos sob agitacdo, a
temperatura ambiente, o nucledfilo (GSH ou base nitrogenada) e achalcona em acetonitrila ou
DMF, e a reacdo é monitorada por Espectrometria de Massas e HPLC. No caso da reacdo com
GSH, a atmosfera devera ser troca e mantida sob nitrogénio.

RESULTADOS E DISCUSSAOQ:

No periodo de pesquisa, foram sintetizadas 26 chalconas diferentes por uma reacdo de
condensacdo entre um aldeido aromatico e uma acetofenona substituida. Os substituintes foram
selecionados a partir da predicéo de propriedades estruturais e fisico-quimicas, considerando filtros
moleculares utilizados no desenvolvimento de farmacos. Das chalconas sintetizadas, 5 foram
selecionadas inicialmente para o inicio dos testes de atividade biolégicos, uma vez que se
encontravam em alto grau de pureza e os rendimentos de sua obtencdo foram mais elevados que as
demais.

Em algumas sinteses foi dificil purificar o produto, havendo muita perda no processo de
recristalizacdo,o que requer ajustes no procedimento.

A caracterizacdo dos compostos obtidos é realizada através de analise por Infravermelho (IR)
e Espectroscopia de Ressonancia Magnética (RMN), executada com auxilio dos profissionais do
Institutode Quimica da UNICAMP

A predicédo de propriedades fisico-quimicas foi realizada, assim como algumas propriedades
farmacocinéticas. Das 26 chalconas, 8 foram preditas ndo atravessar a Barreira Hematoencefalica e
algumas também n&o atendem aos parametros druglikeness, exigindo uma futura otimizagcdo da
estrutura.

As chalconas planejadas foram obtidas em rendimentos variando de 10 a 89%. Porém,apenas as
chalconas 3, 4, 11, 17 e 25 (Figura 1) combinaram um bom rendimento e alta pureza, sendo assim
encaminhadas para os primeiros ensaios.
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Figura 1. Estrutura das chalconas que apresentaram melhores resultados: 3 (85%); 4 (97%); 11
(32%); 17 (58%); 25 (82%).

No momento apenas trés das chalconas foram avaliadas. Os percentuais de inibicdo obtidos,
foram: chalcona 3 (79%); chalcona 4 (56%); chalcona 11 (ndo avaliada); chalcona 17 (81%) e
chalcona 25 (>98%). A chalcona 25 teve o seu IC50 calculado e foi encontrado o valor de 1,48 puM.

O ensaio da chalcona 11 requerer a obtencdo de mais material, pois a reacédo foi feita com pouca
guantidade e foi utilizada para caracterizacao.

PREDICAO DE PROPRIEDADES MOLECULARES, FiSICO-QUIMICAS E FARMACOCINETICAS

Em um primeiro momento, analisamos as propriedades moleculares que foram: férmula
molecular, peso molecular, nimero de ligagbes rotacionaveis (LR), nimero de aceptores e doadores
de ligacdes de hidrogénio, refratividade molar (RM) e a area de superficie polar (TPSA). Também
foram analisados os nimeros de grupos aceptores e doadores de ligacdes de hidrogénio, logo
porgue muitas ligagdes de hidrogénio fardo com que o farmaco ndo seja absorvido do intestino para
0 sangue. Uma excecdo a esta regra sdo 0s agucares e moléculas polares que atravessam
membranas com o auxilio de transportadores.

A refratividade molar (RM) é uma propriedade ligada a polarizabilidade e estrutura tridimensional
da molécula e seu encaixe no receptor [2]. Area de superficie polar (TPS) ou area de superficie polar
topoldgica (TPSA) de uma molécula é a soma da superficie de todos os atomos ou moléculas
polares, principalmente oxigénio e nitrogénio, incluindo também os atomos de hidrogénio ligados a
eles. Esse parametro € importante na quimica medicinal, pois é utilizado para a otimizacdo da
capacidade de um farmaco de permear células. Moléculas com uma &rea superior a 140 A? tendem
a ndo serem bons candidatos.

O Log P e a solubilidade, que s&o parametros fisico-quimicos, também foram analisados. OLog P
€ uma medida da lipofilicidade da substancia, é definido como a razdo da concentracdo do mesmo,no
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equilibrio, apo6s dissolugdo em um sistema de duas fases, formadas por dois solventes imisciveis,
exemplo: agua e octanol [3]. O aumento do Log P é diretamente proporcional a uma maior
interacdo da enzima com seu receptor, maior afinidade com enzimas metabdlicas, melhor absorcéo
por membranas e ligacdo as proteinas plasméticas. Contudo, o aumento do valor do Log P é
inversamente proporcionala solubilidade.

O parametro seguinte analisado foi a solubilidade. Embora seja O programa utilizou o Log S para
interpretar os valores para a solubilidade de cada composto. Para os novos farmacos de usooral, a
primeira grande barreira a ser vencida € a biodisponibilidade, pois além e uma série de requisitos
guanto aos fatores bioldgicos e fisico-quimicos, existem os parametros farmacocinéticos, como
absorcédo, distribuicdo, metabolismo e excrecdo, que necessariamente precisam ser levados em
consideracdo. Como condicdo para se ter uma boa absor¢do. Assim, caracteristicas como as
explicadas acima, como solubilidade e lipofilicidade, sdo extremamente importantes, assim como,
ligacdo a proteinas e distribuicdo em diferentes tecidos, como o sistema nervoso central, que € o
tecido alvo relacionado a este projeto [4].

Os resultados se encontram na tabela 1.

Lipinski e colaboradores desenvolveram a regra dos Cinco (Rule of Five), que ficou conhecida por
fazer uma abordagem tedrica dos parametros farmacocinéticos, identificando parametros que
possam dificultar uma boa biodisponibilidade oral [5]. Outros filtros complementam o de Lipinski:
Veber [6],Ghose [7], e Egan [8]. O apéndice A mostra estes parametros.

Os descritores totais neste trabalho foram: peso molecular (200 < PM < 600); Log P (-2 < Log P <
5); Area de superficie polar (ASP < 150); nimero de anéis (< 7); nimero de atomos de carbono (>
4); numero de atomos de heteroatomos (> 1); numero de ligagdes rotacionaveis (NLR < 15); numero
de aceptores de ligagdo de hidrogénio (NALH < 10); numero de doadores de ligacao de hidrogénio
(NDLH = 5). Em resumo, esses parametros surgiram objetivando uma procura mais rapida e pratica
de possiveisfarmacos com uma maior biodisponibilidade oral.

Compostos | PM Lig. HBA HBD RM PSA Log P
(g/mol) Rotacionaveis (Consenso)

3 337,20 |5 3 0 89,25 [3553 |4,41

4 286,30 |5 4 0 79,19 | 3553 | 3,67

11 363,43 |5 4 0 102,57 | 72,48 | 3,61

17 286,30 |5 4 0 79,19 | 3553 |3,64

25 368,94 |6 3 0 75,07 62,89 |2,67

Tabela 1. Predi¢do de Propriedades estruturais e fisico-quimicas dos compostos sintetizados

CONCLUSOES:

Em relagédo a producéo cientifica, o projeto precisa ser continuado por outro estudante face a
minha dedicacdo aos estagios profissionais obrigatérios. Assim, os resultados obtidos até 0 momento
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podem ser utilizados futuramente. Por fim, atesto que o projeto tem contribuido para meu desempenho
académico, seja em disciplinas que fazem uso do conteudo utilizado no campo em que a pesquisa tem
sido realizada, e no préprio meio académico em si, permitindo que um maior entendimento e
aprofundamento no meio cientifico e em seu funcionamento como um todo.
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APENDICE A:

1. Lipinski: PM (é necessario que seja menor que < 500 g/mol), Log P (< 5), a quantidade de doadores
de H em interacdes de hidrogénio (IH) (< 5), a quantidade de aceptores de H em IH (< 10).

2. Ghose: -0,4 < log P < 5,6, com um valor médio de 2,52; 160 < PM < 480, com um valor médio de
357; 40 < RM = 130, com um valor médio de 97; 20 < NTA < 70, com um valor médio de 48.

3. Veber: o nimero de ligagbes rotacionaveis (< 10) e a area de superficie polar (< 140 A?)

4. Egan: Log P (< 5,88) e da area de superficie polar (< 131,6).
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