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" De tudo ficam trés coisas:

a certeza de que

estou apenas comegando, a certeza
de que é preciso

continuar e a certeza de que
podemos ser

interrompidos antes de terminar.
Fazer da

interrupgdo um caminho novo, fazer
da queda um passo

de dancga, do medo uma escada, do
sonho uma ponte e

da procura um encontro.

E assim...tera valido a
pena existir"

Fernando Sabino.
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RESUMO

Diversas evidéncias epidemiolégicas demonstram a intima associagédo das
dislipidemias com aterosclerose e doengas cardiovasculares. As chalconas s&o cetonas
aromaticas a, B-insaturadas e, alguns compostos representativos desta classe tém
demonstrado uma infinidade de bioatividades; dentre elas as propriedades citoprotetoras,
esteroidogénicas e antioxidantes ja relatadas apontam para a possibilidade destas
substancias estarem envolvidas com a inibicdo do metabolismo esterdlico. Com o intuito
de avaliar o potencial hipolipemiante e fazer possiveis correlagcdes entre a estrutura
quimica e a atividade biolégica, algumas chalconas foram previamente sintetizadas e
caracterizadas através de técnicas espectrométricas (RMN 'H e IV) e posteriormente
utilizadas em dois modelos de “screening” bioquimico para a avaliagdo do potencial
hipolipemiante de novos farmacos: tratamento com Triton WR 1339 e dieta hipercaldrica.
Nestes experimentos foi administrado aos animais 2,5 mmol/Kg de lovastatina ou 14-20
mmol/Kg das chalconas (v. 0.). Apds o término de cada tratamento, o perfil lipidico sérico
e/ou tecidual foi determinado. Todos os resultados foram expressos em termos de média +
EPM, n=6. Os resultados de RMN 'H confirmam as estruturas propostas, sugerindo
encontrarem-se na configuragdo E, provavelmente, devido a maior estabilidade
conformacional. O efeito hipolipemiante foi verificado para as 17 chalconas e 4 derivados
bromados em relagdo a lovastatina e, este efeito foi particularmente importante para os
compostos C3 e C10. Estes efeitos sugerem que a agdo destes compostos esteja voltada
para: (i) inibicdo da sintese de colesterol; (ii) diminuigdo da absorgéao intestinal de lipideos;
(iii) regulacao, provavelmente através de receptores, do catabolismo da lipoproteina LDL
e; (iv) ativacdo da metabolizagdo de triglicérides. Uma analise preliminar da relagéo
estrutura-atividade dos compostos avaliados permite observar que a atividade
hipolipemiante parece exigir distintos fatores estruturais: substituintes aromaticos
halogenados (-Cl e -Br) tendem a aumentar a atividade, assim como substituintes
desativadores (-NO3) na posi¢cado 4 do anel aromatico B, no entanto, a presenga de duplas
conjugadas entre os anéis, assim como substituintes aromaticos ativadores (-CHs) tendem
a diminuir a atividade hipoglicemiante, com algumas exce¢des para a atividade

hipotrigliceridémica.



ABSTRACT

EVALUATION OF HYPOLIPAEMIC ACTIVITY OF SOME SYNTHETIC CHALCONES
USING DIFFERENT EXPERIMENTAL MODELS

Key words: synthetic chalcones, cholesterol, hypolipaemic activity. Extensive
epidemiological evidence attests to the intimate association of dyslipidemia with
atherosclerosis and cardiovascular diseases. Chalcones are a, 3-unsaturated ketones and,
several of these compounds have demonstrated different bioactivities, such as
cytopreventive, estrogenic and antioxidative properties, which increase in these
compounds the possibility of involvement with the sterolic metabolism. The main aim of this
study was to synthesize some chalcones, which were characterized by spectroscopy
methods ("H NMR and IR) and evaluating their interference in the synthesis of cholesterol.
A model Triton WR 1339 and a hypercaloric diet of 30 days were used as biochemical
screening models for hypolipidemic agents. Were administrated to the animals 2,5
mmol/Kg of lovastatin or 14-20 mmol/Kg of chalcones derivatives (v. 0.). After the end of
each treatment, the lipid profile was analyzed. All the values were mean + SEM, n=6,
P<0.05 were considered significant in the statistical analysis. The 'H NMR analysis
recognized the most important protons of chalconic skeleton and suggests that two protons
attached to double bound carbons are enantiomers, because of this compounds
conformational stability. Hypolipaemic effects were determined for 16 chalcones and 4
derivatives compounds in comparison with lovastatin. The results showed that chalcones
C3 and C10 exhibited the most promising effects. These results suggest that its mode of
action may be related to: (i) inhibition of the cholesterol synthesis; (ii) decrease in the
intestinal absorption of lipids; (iii) regulation, probably through receptors, catabolism of the
LDL lipoprotein and; (iv) activation of the triglycerides metabolism. Regarding to the
chemical characteristics, the hipocholesterolemic effects of the active chalcones appear to
have distinct structural features: halogenated substituents (-Cl and -Br) in both aromatic
rings and the presence of electrodrawing group (NO>) in position 4 of the aromatic ring
increased this activity, whereas the presence of electrodonator substituents in aromatic
ring decreased the biological activity, such as conjugated double bound between the

benzenic rings, with some exception for triglycerides lower activity.



1. INTRODUGAO

Dados epidemiolégicos demonstram que a incidéncia de doengas cardiovasculares
em paises ocidentais € considerada elevada (BROWA, 2000). No Brasil, segundo as Il
Diretrizes da Sociedade Brasileira de Cardiologia (2001), a doenca aterosclerédtica é a
principal causa de morte na populacdo de meia idade. A aterosclerose é o principal
processo anatomo-patoldgico que conduz a doengas cardiovasculares, uma doenga
multifatorial, que envolve lesdo arterial, a qual pode provocar cardiopatia isquémica, infarto
do miocardio e acidentes vasculares, cuja prevencao passa pela identificacdo e controle,
nao sO das dislipidemias, mas do conjunto de fatores de risco (LEESON, WHINCUP,
COOK et al., 2000).

Os estudos genéticos, experimentais, clinicos e epidemiolégicos tém demonstrado
uma associacdo positiva entre as dislipidemias e a mortalidade e morbilidade
cardiovasculares, sendo estas as correlagdes mais consistentes e bem estabelecidas de
todas as areas da epidemiologia (YOSHIDA, BOSCO, MEDEIROS et al., 2003). Varios
disturbios genéticos e adquiridos podem vir a influenciar as vias endégenas e exdégenas do
metabolismo lipidico, resultando em dislipidemias e predispondo ao desenvolvimento de
aterosclerose (CHUN, MIN, PARK et al, 1999).

Por outro lado, o processo de desenvolvimento de farmacos incorporou profundas
transformagdes no decorrer da ultima década, particularmente, as mudancgas voltadas ao
tratamento das dislipidemias ganharam especial destaque, devido a grande incidéncia de
mortalidade nos pacientes. Com os avangos da ciéncia experimental, inUmeros processos
biolégicos foram identificados, fornecendo assim novos alvos macromoleculares passiveis
de intervengao terapéutica. A resposta a esta demanda crescente por substancias
estruturalmente inovadoras para a avaliagdo farmacoldgica estabeleceu um novo
paradigma na busca por compostos-protétipo e na otimizagao dos ja existentes. Sabe-se
hoje, que mais de 50% dos farmacos disponiveis no mercado sao oriundos de processos
de sintese organica, sendo que muitos dos avangos nesta area, se referem a capacidade

de produgéo e diversidade dos medicamentos produzidos (DIAS, CORREA, 2001). Dentro



deste contexto, o presente trabalho se propds a avaliar o potencial anti-lipemiante de um
grupo de chalconas sintéticas, com o objetivo de trabalhar novas alternativas no manejo

das dislipidemias.

1.1 ATEROSCLEROSE

1.1.1 Conceito

7

Aterosclerose € uma terminologia empregada para descrever um processo
dinamico, evolutivo, que ocorre a partir de um dano endotelial de origem multifatorial, com
caracteristicas de reparagao tecidual, em que ocorre o espessamento e endurecimento
das lesdes nas artérias musculares de grande e médio calibre (como as carétidas, artérias
dos membros inferiores, coronarias e vasos do poligono de Willis) e, nas artérias elasticas
tais como aorta e iliacas. Esta terminologia € usada em contraposicdo com o termo
arteriosclerose que seria um termo genérico para descrever o0 espessamento e
endurecimento de todos os tipos de vasos sanglineos, ou seja, o processo aterosclerético
leva a arteriosclerose (LUZ, 2001; ROSS, 1999).

As palavras aterosclerose e ateroma, que descrevem com perfeicdo a natureza
anatomopatoldgica das lesdes aterosclerdticas tipicas, provém da jungdo dos vocabulos
gregos, athere, oma e skleros, que significam, respectivamente, gordura, massa e dura.
Os estudos mais recentes confirmam o classico conceito de VIRCHOW (1856) citado por
SILVA (1993), que a doenca aterosclerética tem caracteristicas de uma doenca
inflamatdria crénica da parede das artérias, fruto de uma excessiva resposta inflamatéria e
fibroproliferativa da parede vascular a uma grande série de possiveis fatores hostis, um

processo que, na sua base, tem objetivos protetores e regenerativos.

Embora clinicamente classificada como uma doenga sistémica, a doenca
aterosclerética ndo ocorre aleatoriamente na arvore vascular mas sim, nas chamadas

areas de predilecdo, estrutural e funcionalmente diferentes da restante superficie



endotelial. Natural e independentemente de todos os fatores causais da doenca
aterosclerotica, as razdes condicionantes da localizag&o das areas de predilegao, tém uma
importancia central na patogénese da aterosclerose, a qual torna-se dependente de
fendmenos exclusivamente hemodinamicos. A dindmica do fluxo sanguineo é responsavel
pela escolha das zonas que serao preferencialmente afetadas, uma vez que toda a arvore
vascular esta sujeita a fatores de risco de um modo sensivelmente igual. Os segmentos
proximais das artérias coronarias constituem uma dessas areas de predilecdo em
humanos (SILVA, GASPAR, GONCALVES, 1999; SPIROS, FRANGOS, GAHTAN et al.
1999; DROUET, 2002; NAVA, 2002).

1.1.2 Incidéncia, aspectos econémicos e epidemiolégicos

As enfermidades cardiacas degenerativas, sobretudo, a aterosclerose, séao
apresentadas hoje, como as doengas de maior indice de mortalidade no mundo. Segundo
a Organizagao Mundial da Saude (OMS), somente no ano 2001, os dados epidemioldgicos
para esta enfermidade atingiram o valor de 52% da populagdo mundial, seguidos de 24%
para o cancer, 19% para doengas infecto-contagiosas, 14% para doengas pulmonares e,
5% para AIDS (ARQUIVOS BRASILEIROS DE CARDIOLOGIA, 2001).

Os custos do gerenciamento das doencgas aterotrombéticas sdo dramaticos para
pacientes, sistema de saude e para a sociedade como um todo. A hospitalizagao e gastos
com manutencgédo dos cuidados com a saude (gastos diretos) e a perda de produtividade
que a superlotagdo hospitalar vem a sofrer (custos indiretos), sdo os principais fatores que
aumentam a demanda financeira necessaria para redugao dos riscos destas doengas a
populagdo (PEETERS, MAMUN, WILLEKENS, et al., 2002; PAYNE, HUYBRECHTS,
CARO, et al., 2002).

O panorama nacional, assim como tém ocorrido em outros paises em
desenvolvimento, permite observar uma tendéncia de elevagdo nas projegbes das
doencgas cardiovasculares, agravando ainda mais o quadro de morbidade e mortalidade, ja

elevadas nos paises em desenvolvimento. No Brasil, o 6nus econémico das doengas



cardiovasculares tem crescido exponencialmente nas ultimas décadas (LESSA,
MENDONGCA, TEIXEIRA, 1996). Em 2000, as doencas cardiovasculares foram
responsaveis pela principal alocacdo de recursos publicos em hospitalizagdo
(aproximadamente R$ 821 milhdes), e foram a terceira causa de permanéncia hospitalar
prolongada (MINISTERIO DA SAUDE, 2003).

Nao existem duvidas de que as sequelas clinicas da aterosclerose representam
uma cifra expressiva dos gastos em saude. Entretanto, baseado em resultados de
inumeros ensaios clinicos randomizados, existem evidéncias concretas de que a reducao
de alguns fatores de risco, como o colesterol, por exemplo, pode diminuir
significativamente muito destes eventos (LESSA, MENDONCA, TEIXEIRA, 1996). Através
de metodologias sistematicas, podemos estimar as relagées custo-efetividade para os
diferentes manejos das dislipidemias e identificar subgrupos com maior impacto para a
adogao de estratégias preventivas. Caso estas medidas efetivas ndo sejam tomadas,
prevé-se uma verdadeira epidemia de doenga cardiovascular com consequéncias
desastrosas para a saude publica, de forma relativamente rapida e substancial para os
paises em desenvolvimento, dentre os quais o Brasil € um dos representantes (AVEZUM,
DUNCAN, 2001).

1.1.3 Consideragoes quanto aos fatores de risco

O risco de doenca aterosclerdtica pode ser avaliado baseando-se na analise
conjunta de caracteristicas e situagdes que podem aumentar as chances de um individuo
desenvolver a doenga; o que em geral, ocorre ao longo dos anos, de maneira acumulativa
até o aparecimento da sintomatologia ou identificagdo da doenca, através de exames de
rotina que indicam o comprometimento de determinado 6rgdo. Este conhecimento é de
extrema importancia e representa grande avango na medicina preventiva, ja que sua
deteccado precoce podera permitir reduzir de modo significativo o desenvolvimento de
doengas, ou pelo menos retardar seu inicio (YUSUF, REDDY, OUNPUU et al., 2001a’b).



Nenhum fator de risco isolado explica toda a variabilidade da doenca
aterosclerotica. Mesmo o conjunto dos principais fatores de risco ja conhecidos, incluindo
o colesterol, a hipertensdo arterial e o tabagismo, ndo conseguem explicar mais de 50%
da variabilidade das manifestacdes clinicas da doenca. Por isso, € muito importante fazer
uma breve revisdo de todos os possiveis fatores de risco salientando que, quando na
mesma pessoa coexistem varios fatores de risco, os seus efeitos prejudiciais tendem a
multiplicaram-se e n&o apenas a somaram-se (SILVA, GASPAR, GONCALVES, 1999;
SERVOSS, JANUZZI, MULLER, 2002).

1.1.4 Aterogénese

Os vasos sanguineos sao 6rgaos biologicamente ativos, capazes de manter sua
propria integridade e homeostasia através de mecanismos regulados na propria parede
vascular. Assim, o endotélio, em resposta a determinados estimulos, libera substancias
que regulam o ténus (constritores e relaxantes) e a estrutura (promotores e inibidores da
multiplicacao celular) vascular. Além disso, a parede celular regula a inflamacéo, através,
da expresséao de substancias quimiotaticas e citocinas e, através, de rea¢des imunoldgicas
de antigenos e anticorpos circulantes. Finalmente, o endotélio normal mantém um
ambiente n&o-trombdtico e age como uma barreira a permeabilidade de células e
proteinas do sangue, prevenindo o acumulo excessivo de LDL-colesterol (VERRI,
FUSTER, 1997; SCHIEFFER, DREXLER, 2003).

A disfungdo endotelial é de primordial importdncia para a patogénese da
aterosclerose (HEITZER, SCHLINZIG, KROHN et al. 2001). Uma combinacédo de fatores
de risco (fumo, diabetes, hipertensdo e dislipidemia) e caracteristicas hemorreoldgicas
locais (disturbios no padrdo do fluxo sanguineo em segmentos tortuosos ou proximo a
bifurcagdes), através de efeitos bioquimicos e hemodindmicos crénicos, poderiam
contribuir para a perda da integridade vascular e o desencadeamento do processo de
aterosclerose. Assim, um endotélio funcionalmente anormal facilita a entrada de lipideos
plasmaticos e mondcitos circulantes na parede arterial, promovendo eventos de

vasoconstrigdo, promog¢éo de trombose, inflamacao e proliferacédo de células do musculo



liso (VERRI, FUSTER, 1997; CASSCELLS, NAGHAVI, WILLERSON, 2003; QUYYUMI,
2003).

As teorias de aterogénese sdo numerosas, sendo que as primeiras hipoteses sobre
0s mecanismos envolvidos surgiram a partir da metade do século XIX (FRANCOSO,
COATES, 2002). Dentre elas podemos referir a teoria da resposta a retencao, a teoria
lipidica, a teoria monoclonal, a teoria da incrustacao, a teoria de resposta a lesdo, além
das teorias oxidativa, hemodinamica, imunoldgica, infecciosa, da fadiga e, a hipétese do
calcio (ROSS, GLOMSET, 1976; ROSS, 1986; VERRI, FUSTER, 1997; CATERINA, 2000).

Todas estas teorias ndo sdo mutuamente exclusivas e ilustram a complexidade de
todo o processo aterosclerdtico. Muito provavelmente, é a agcdo em conjunto de todas elas
ou parte delas, com um maior ou menor peso relativo que sera responsavel pelo
desenvolvimento da doenca aterosclerética. Uma vez que, se considerada uma via comum
— a disfungdo endotelial — a aterosclerose pode ser explicada por uma unica teoria
multifatorial (BATLOUNI, 1997).

Como resultado da injuria ao endotélio, mondcitos sanglineos sao
quimiotaticamente atraidos para a parede da artéria, penetrando no espago subendotelial
onde, através de mecanismos complexos, transformam-se em macréfagos. Esses
macrofagos incorporam grandes quantidades de particulas de LDL (lipoproteinas de baixa
densidade) oxidadas e transformam-se nas chamadas células espumosas, que constituem
a primeira lesdo bioquimica e microscopicamente detectavel do depdsito de lipideos na
intima arterial; isto porque as LDL nativas sdo reconhecidas e ndao se acumulam em
quantidade apreciaval nos macréfagos, devendo estar modificadas para que sejam

captadas em quantidade suficiente para gerar células espumosas (BATLOUNI, 1997).

Posteriormente, continua a migragédo de mondcitos para a intima e passam a migrar
células musculares lisas, a partir da camada média, que também acumulam goticulas de
lipideos e assumem o aspecto de células espumosas. Essas células passam a localizar-

se, lado a lado, na superficie da intima, onde podem ser visiveis, macroscopicamente,



como estrias de coloragdo amarelada, constituindo as estrias gordurosas (STARY,
CHANDLER, GLAGOQV et al, 1994; FRANCOSO, COATES, 2002).

Com a evolugédo do processo, nem todas as LDL modificadas sdo englobadas por
macrofagos e parte delas permanece depositada na matriz extracelular sob a forma de
grupos de goticulas de gordura (FRANCOSO, COATES, 2002). Ocorre, entdao, um denso
acumulo de lipideos extracelular, constituindo os chamados nucleos lipidicos, formados
pelo aumento e confluéncia dos pequenos grupos de lipideos extracelulares. Essa lesao,
denominada ateroma, leva a intensa desorganizagao da intima e espessamento da parede
arterial, podendo ser vista a olho nu e vir a sofrer fissuras (STARY, CHANDLER,
DINSMORE et al, 1995).

Com a evolugédo do processo, ocorre a formagao de tecido conjuntivo fibroso que,
associado a um nucleo lipidico, denomina-se fibroateroma, contendo um nucleo e uma
placa fibrosa de revestimento, localizado na camada intima da artéria; o fibroateroma
constitui a lesdo basica da aterosclerose (CORTI, BADIMON, 2002).

As lesbes avancadas das artérias podem sofrer complicagdes, tais como
calcificagbes e ulceragdes da superficie do endotélio em contato com o sangue, que
podem induzir a ruptura da superficie da placa. Neste evento temos o consequente
descarregamento na corrente sanguinea dos detritos desta ruptura, ocorrendo, entéo, o
desenvolvimento de hematoma ou hemorragia, que termina por causar microembolias,
formagao de trombos, uma das mais temidas complicagdes, ja que podem ocluir o [lUmen
arterial e, embora a aterosclerose seja uma doenga tipica da tunica intima, em casos
severos debilita de tal maneira as paredes do vaso que causa a dilatagdo ou aneurisma
arterial. Estas situagcbes constituem a principal causa da morbidade e mortalidade
secundarias a aterosclerose (FRANCOSO, COATES, 2002).



1.1.5 Colesterol e aterosclerose

Alguns dos muitos estudos epidemiologicos que contribuiram para comprovar a
relacdo temporal, a for¢a, a gradacéo, a consisténcia e a especificidade da relagdo da

th) “

colesterolemia com a doenga cardiovascular séo “Los Angeles Heart Study”, “Framingham
Heart Study”, “Multiple Risk Factor Intervention Trial” (MRFIT), “Honolulu Heart Program”,
“Lipid Research Clinics Follow-up Study” (LRC), “Seven Countries Study”, “Ni-Hon-San
Study”, “Dololo-Tel Aviv Prospective Artery Disease Study”, “lsraeli Ischaemic Heart
Disease Study” e “Pooling Project”, os quais permitiram observar, no geral, uma relagao
curvilinea entre as concentracdes séricas de colesterol total e a mortalidade por doenca
cardiaca isquémica, sobretudo a partir de concentragbdes de colesterol aproximadamente
de 180 mg/dL, apesar de ndo existirem evidéncias de um limiar a partir do qual ndo haja

risco de doengas isquémicas (SILVA, GASPAR, GONCALVES, 1999).

Efetivamente, no homem, o risco dependente da hipercolesterolemia é progressivo
e continuo, pensando-se que a probabilidade do desenvolvimento de doencgas
ateroscleroticas surge a partir dos 140 mg/dL, mas sem um limiar definido, sendo
substancialmente aumentado o risco de doencas isquémicas para valores acima dos 180-
200 mg/dL (YOSHIDA, BOSCO, MEDEIROS, 2003). Para além dos grandes estudos
epidemiologicos ja referidos, sao inUmeros os estudos prospectivos e retrospectivos,
nacionais e internacionais, que demonstram concentragdes significativamente mais
elevadas de colesterol nos doentes de ambos os sexos com arteriopatia isquémica, bem
como nos doentes com maior extenséo e progressdo da doenga coronaria aterosclerética
aferida por coronariografia. Mesmo em sobreviventes de enfarte do miocardio a
colesterolemia continua a condicionar a morbidade e mortalidade cardiacas e a
mortalidade total (SILVA, GASPAR, GONCALVES, 1999).

Um dos expoentes de prova da malignidade da hipercolesterolemia € a
aterosclerose precoce nos doentes com hipercolesterolemia familiar heterozigoética e,
sobretudo, homozigética, em que a redugcdo em 50% ou a auséncia de receptores

funcionais das LDL origina concentracbes dramaticamente elevadas de colesterol. Entre



os homens com hipercolesterolemia familiar heterozigética cerca de 85% sofrem um
enfarte antes dos 60 anos e nos doentes homozigoticos a doenga isquémica coronariana
manifesta-se habitualmente antes dos 10 anos, estando descritos enfartes tao
precocemente quanto os 18 meses de idade (SILVA, MALDONADO, COSTA, 1993).

Em geral, a concentracdo normal de colesterol total no plasma obtido de uma
pessoa em jejum, encontra-se entre 120 a 220 mg/dL, sendo que em adultos jovens e
saudaveis, o valor médio é de 175 mg/dL (GHANNEM, DARIOLI, LIMAN et al., 2001).
Estudos epidemioldgicos indicam que pessoas com concentragdes plasmaticas de
colesterol acima de 200 mg/dL, e aquelas que possuem uma forma relativamente branda;
na qual a concentragcao plasmatica de colesterol encontra-se entre 240 a 280 mg/dL; tém
uma tendéncia aumentada de desenvolverem aterosclerose, sendo recomendada adogao
de dieta com baixo teor e/ou com restricdo dietética de colesterol para a reducdo das
concentragbes sanguineas deste esterol (GHANNEM, DARIOLI, LIMAN et al., 2001;
OLIVEIRA, 2001).

Os ensaios dos estudos prospectivos, comparacdes internacionais e ensaios
clinicos sdo admiravelmente consistentes no sentido de mostrar que uma redugao a longo
prazo da concentragdo de colesterol reduz o risco de doengas isquémicas coronarianas
em 50% aos 40 anos e em 20% aos 70 anos de idade, com valores intermediarios para as
idades intermédias, e que o efeito maximo de reducéo do risco se obtém apds cinco anos
de intervengéao hipolipemiante continuada (GHANNEM, DARIOLI, LIMAN et al., 2001).

Entretanto, se a restricdo dietética ndo produzir uma redugdo adequada de
colesterol, faz-se necessario a administracdo de farmacos com atividade
hipocolesterolemiante associados ao regime de tratamento, uma vez que a terapéutica
hipolipemiante reduz o ritmo de progressédo da doenga aterosclerética e, em alguns casos,
induz a regressao das lesdes ja existentes (SCHIEFFER, DREXLER, 2003).



1.1.6 Lipoproteinas e aterosclerose

Fatores de risco como lipoproteinas e seus produtos de oxidacdo modulam
determinados aspectos da resposta imune, assim como outros fatores de risco
(hipertensédo, fumo) modulam o biomecanismo celular e o estresse oxidativo. Esta
combinagao entre as respostas imune/inflamatérias envolve o acumulo de células
endoteliais e do musculo liso, de lipideos e material fibroso na placa ateromatosa da
parede dos vasos. Contudo, esta resposta inflamatdria envolve ndo somente células
intrinsecas a parede arterial, mas também requer o recrutamento de leucdcitos, linfécitos e
macrofagos circulantes nos vasos sanguineos (GREAVES, CHANNON, 2002;
SCHIEFFER, DREXLER, 2003).

As lipoproteinas sao responsaveis pelo transporte dos lipideos no plasma e sao
compostas por lipideos e proteinas, estas ultimas sdo denominadas apolipoproteinas. As
apolipoproteinas tém diversas fungdes no metabolismo das lipoproteinas como montagem
da particula (apo B100 e B48), ligante a receptores de membrana que as captam para o
interior das células (apo B100 e E) ou co-fatores enzimaticos (apo CIl, Clll e Al)
(MARANHAO, 2001).

Existem cinco grandes classes de lipoproteinas: as maiores e menos densas ricas
em triglicérides, os quilomicras de origem intestinal, e as lipoproteinas de muito baixa
densidade ou VLDL de origem hepatica. As lipoproteinas de baixa densidade, as LDL, e
as lipoproteinas de alta densidade, as HDL s&o ricas em colesterol. Existe ainda uma
quinta classe, as lipoproteinas de densidade intermediaria, as IDL. Uma outra lipoproteina
tipica de interesse clinico é a lipoproteina (a) ou Lp(a) (THOMAS, 2001; GREAVES,
CHANNON, 2002).

Sao complexas as inter-relacbes metabdlicas existentes entre as lipoproteinas; elas
dependem da origem de cada uma e de seus conteudos lipidicos e protéicos. Estas atuam
muitas vezes como reguladoras de processos importantes, na conversdo e captagao das
lipoproteinas (CHUN, MIN, PARK, et al., 1999).



Os quilomicras sao os responsaveis pelo transporte dos lipideos da dieta, mais
conhecido como transporte exdégeno; suas principais apoproteinas, também, tém origem
intestinal. Apds a biossintese, o quilomicra é langcado na circulagdo, onde, por acdo da apo
Cll, ativa a lipoproteina lipase, uma enzima sérica que hidrolisa os triglicérides e libera
acidos graxos para o tecido adiposo e outros tecidos periféricos, ativando também
triacilglicéride lipase, que desempenha a mesma fungdo s6 que no tecido hepatico.
Durante este processo, o quilomicra doa apo Cll e Al a HDL, e recebe desta a apo E. O
quilomicra assim se transforma em quilomicra remanescente, rico em apo E Ill e apo E 1V,
que é captado e catabolizado pelo figado (GREEVENBROEK, BRUIN, 1998).

O transporte de lipides de origem hepatica, ou simplesmente transporte endégeno,
ocorre por meio da VLDL e LDL, que caracteristicamente contém apo B100. Os
triglicérides das VLDL, assim como os dos quilomicras, s&o hidrolizados pela lipase
lipoprotéica, e também trocam de apoproteinas com o HDL. Os acidos graxos sao
liberados para os tecidos e metabolizados. Como resultado destes eventos, a
metabolizagdo da VLDL da origem ao IDL, que por sua vez é convertido em LDL, apés a
perda de componentes de superficie lipidicos e protéicos (MARANHAO, 2001; THOMAS,
2001).

As VLDL trocam triglicérides por ésteres de colesterol com as HDL e LDL por
intermédio da proteina de transferéncia de colesterol esterificado (CETP) (TALL, 1993).
Tanto as VLDL como as LDL seréo removidas pelo figado por intermédio de receptores
especificos, dos quais o receptor da LDL é o mais importante. A expressao destes
receptores € a principal responsavel pelo nivel de colesterol no sangue e depende da
atividade da enzima hidréxi-metil-glutarii CoA redutase (HMG-CoA redutase) que € a
enzima limitante da sintese do colesterol hepatico (MARANHAO, 2001; THOMAS, 2001).

As lipoproteinas IDL e LDL sdo, entado, sintetizadas na corrente sanguinea a partir
da acao da lipoproteina lipase sobre a VLDL, sendo a LDL captada pelo figado ou tecidos
periféricos utilizadores de colesterol via receptores para apo B100, muito mais eficientes

que os receptores para apo E. Nestes tecidos a LDL sofre hidrdlise, liberando colesterol



livre e aminoacidos. A captacdo da LDL e a liberacdo do colesterol, no figado em
particular, exerce trés efeitos importantes, atuando na inibigdo da sintese enddgena de
colesterol, na ativagdo da enzima acil-colesterol-acil-transferase (ACAT) para a
esterificacdo e armazenamento do colesterol e na modulacido do numero de receptores
para apo B100 na membrana dos hepatécitos (PEASE, LEIPER, 1996).

As particulas de lipoproteinas de alta densidade, HDL, ndo possuem local de
sintese exato; porém, aceita-se que estas particulas sdo formadas tanto no plasma (a
partir das fragdes lipidicas liberadas no catabolismo do quilomicra e do VLDL) quanto no
compartimento extravascular (figado e intestino). As apo Al e All representam o principal
conteudo protéico da HDL. O colesterol livre da HDL é esterificado pela agao da lecitina
colesterol acil transferase (LCAT). A HDL atua, assim, como um captador de lipideos e
apoproteinas remanescentes do catabolismo de outras lipoproteinas, carregando o
colesterol até o figado onde sera eliminado no chamado catabolismo reverso do colesterol
(FIELDING, FIELDING, 1995).

A base para a relacédo entre o colesterol e a doenga coronariana € a lipoproteina
LDL, que quando se encontra em concentragdes elevadas, costuma originar lesdes
proeminentes das paredes arteriais. As concentragbes recomendadas das fragbes
lipoprotéicas tém variado bastante ao longo do tempo e, atualmente, os valores
recomendados de colesterol na lipoproteina LDL s&o os seguintes: menor que 100 mg/dL
para pacientes com doenca arterial coronariana ou risco para a mesma, menor que 130
mg/dL para pacientes com dois ou mais fatores de risco e menor que 160 mg/dL para
pacientes com 0-1 fator de risco (YOSHIDA, BOSCO, MEDEIROS, 2003).

A elevacado dos valores de LDL plasmatica pode aumentar a velocidade de sua
adesao na parede arterial, onde sofre processo de oxidagdo por agentes, tais como,
anions superoxido, oxido nitrico e peroxido de hidrogénio, transformando-se em LDL
oxidadas (ox-LDL), as quais sao capazes de provocar citotoxicidade no endotélio vascular
e desencadear eventos que resultaram na formagdo de uma placa aterosclerdtica
(AVIRAM, 2000; KADAR, GLASZ, 2001).



Estudos recentes mostraram que as concentragdes de triglicérides parecem ser um
forte e independente fator predisponente de risco futuro de infarto do miocardio,
particularmente, quando os niveis de colesterol também s&o elevados (TALMUD, HAWE,
MILLER et al, 2002). Varios estudos prospectivos e do tipo caso-controle tém
demonstrado uma relagao significativa entre os niveis plasmaticos de triglicérides e risco
de cardiopatia isquémica. Uma recente meta-analise mostrou que para cada 1 mmol de
aumento nos niveis plasmaticos de triglicérides, o risco de doenga coronariana aumenta
em 32% para os homens e 78% para as mulheres. Nao ha ainda, porém, consenso sobre

a importancia da hipertrigliceridemia como fator de risco isolado (AVIRAM, 2000).

Ha evidéncias suficientes que demonstram que o excesso de triglicérides amplifica
o risco de cardiopatia isquémica, quando associado com outros fatores de risco, como
hipercolesterolemia ou aumento de LDL (SLATER, PARAFIORITI, TORTORA et al., 2002;
FRUCHART, DURIEZ, 2002). Segundo a American Association of Clinical
Endocrinologyst, 2000, através do estudo Prospective Cardiovascular Munster (PROCAM)
demonstrou que as concentragdes de triglicérides maiores que 200 mg/dL em conjugacéo
com concentragdes de LDL maiores que 160 mg/dL aumentam substancialmente os riscos
de doencgas cardiovasculares. Outro estudo revelou que os pacientes no tergo superior da
curva de trigliceridemia (média de 229 mg/dL) e com a relagdo colesterol total/HDL
também no terco superior (média de 5,7), tinham 3 vezes maior risco de doenca
coronariana comparados a individuos com trigliceridemia menor ou com relagéo colesterol
total/HDL mais baixa (WIERZBICKI, MIKHAILIDIS, 2002).

Em relagdo ao colesterol da HDL, estudos epidemioldgicos tém estabelecido uma
correlacdo entre o aumento do risco de doencgas aterosclerdticas coronarianas a medida
que diminuem as concentragbes de colesterol da HDL, sendo considerados desejaveis
valores maiores ou iguais a 35 mg/dL. Cada 1 mg/dL de aumento nas concentragdes de
colesterol da HDL corresponde a aproximadamente 3% de redugdo em eventos
vasculares (YOSHIDA, BOSCO, MEDEIROS, 2003).



Diferentes caracteristicas estruturais e de composi¢ao das lipoptroteinas HDL tém
sido amplamente estudadas uma vez que, a HDL ndo compde uma particula unica e
uniforme, possuindo variagdes de acordo com a fase de sua atividade. A fracdo HDL; é
precursora da HDL,, que se forma pela incorporacdo da apolipoproteina C, de
fosfolipideos e de colesterol liberados durante a lipdlise, sendo estas duas fragées as mais
importantes. Alguns estudos mostram que pacientes com coronariopatias apresentam
menores quantidades de HDL,, fragdo que parece estar envolvida com a capacidade de
maior remocéo de colesterol dos tecidos (NEWTON, KRAUSE, 2002).

Estudos de intervengcdo da modificagao lipidica tém demonstrado que agentes
terapéuticos promotores do aumento das concentragdes de colesterol da HDL séao
responsaveis pela redugado dos indices de doencas cardiovasculares. Os efeitos anti-
aterogénicos relacionados a lipoproteina HDL, ainda ndo foram bem elucidados, porém,
seu importante papel no transporte reverso do colesterol e seus efeitos benéficos sobre as
fungcdes endoteliais sdo explanagdes plausiveis para estas acgdes protetoras
(WIERZBICKI, MIKHAILIDIS, 2002).

O mecanismo, através do qual a lipoproteina HDL altera o processo da doenca
aterosclerdtica, tem sido comentado em alguns estudos, nos quais pressupde-se que as
altas concentracdes de colesterol da HDL tendem a facilitar o efluxo de colesterol através
da parede arterial, desta forma, proporcionando o transporte de colesterol e outros lipideos
das artérias para o figado, a fim de serem excretados pela bile como esterdides fecais ou
sais biliares. A procura por novas terapias que sejam mais eficientes no aumento dos
indices de colesterol da HDL, tem sido extensivamente relatada; estudos clinicos
avaliaram a possibilidade do uso de HDL sintético como uma nova modalidade no
tratamento das sindromes agudas coronarianas (NEWTON, KRAUSE, 2002). Uma vez
que, a reducao da LDL torna-se o alvo primario no tratamento das dislipidemias, também
vem sendo reconhecido o importante papel do aumento dos niveis de colesterol da HDL
na prevencgao de doengas cardiovasculares (WIERZBICKI, MIKHAILIDIS, 2002).

1.2 HMG-CoA REDUTASE E LIPOPROTEINA LIPASE



1.2.1 HMG-CoA redutase

Ja na década de 70, foi demonstrado que a regulacéo da biossintese do colesterol
ocorria, principalmente, pela inibicado enzimatica da HMG-CoA redutase, responsavel pela
catalise de um dos primeiros passos na via biossintética do colesterol (DENNIS, BOSCH,
2000; OLIVEIRA, 2001). A enzima 3-hidroxi-3-metilglutarii coenzima A (HMG-CoA
redutase) € responsavel pela conversdo do substrato HMG-CoA a mevalonato, pelo
processo catalitico que constitui um dos principais passos na biossintese do colesterol. A
analise tridimensional obtida por cristalografia de raio-X permite determinar a estrutura da
enzima, normalmente formada por um tetrdmero protéico rigorosamente associado,
porém, somente o dimero protéico € essencial para que ocorra a catalise. O sitio ativo
desta molécula situa-se de maneira centralizada e € idealmente desenhado para a ligagéo
e catalise de dois substratos especificos: HMG-CoA e NADPH (ISTVAN, 2003).

A respeito deste sitio de ligagdo, a enzima HMG-CoA possui uma estrutura
helicoidal incomum a outras enzimas, conhecida como “cis-loop”, que permite o
posicionamento apropriado de diversos residuos de aminoacidos (Ser®®*, Asp®®, Lis®®’, Lis

692) que se ligam a porcdo HMG. Uma outra porgdo do “loop” apresenta uma regiao

%9 e His®® dois residuos muito importantes para a ligacédo & porgdo CoA;

contendo Glu
esta estrutura helicoidal envolve o sitio ativo enzimatico, protegendo-o da agua e criando

uma ligacéao restrita a por¢ao CoA do substrato (ISTVAN, 2003).

A enzima HMG-CoA redutase esta envolvida em diferentes mecanismos
reguladores da biossintese do colesterol, tais como: a inibigao retroativa, onde o colesterol
atua como inibidor da enzima (STEINER, GATLIN, LENNON et al., 2001); a acao
hormonal, provavelmente controlando a produgcédo da enzima ou provocando modificacbes
covalentes por mecanismos de fosforilacdo e desfosforilagdo; ou ainda via transcricao do
gene da enzima, levando a estimulagédo da “sintese de novo” do colesterol (GOLDSTEIN,
BROWN, 1990).



A expressdo dos genes da HMG-CoA redutase e dos receptores para LDL, na
biossintese do colesterol, ocorre por uma provavel sinalizagdo, que acontece quando o
colesterol livre é liberado dos lisossomos. Desta forma, tem-se um mecanismo de
regulacdo da sintese por “feedback” negativo, ndo ocorrendo a expressao genética dos
receptores da HMG-CoA redutase e LDL, quando os niveis de colesterol estdo adequados
a demanda celular. Esta regulagdo, no entanto, n&o parece envolver mudangas no estado
de fosforilagao ou desfosforilagdo da enzima (EDWARDS, TABOR, KAST et al., 2000).

A transcrigao, traducao, “turnover” protéico e regulagcéo da eficiéncia catalitica pela
fosforilagdo e desfosforilacdo da enzima HMG-CoA redutase sdo 0s mecanismos
atualmente propostos para a regulacdo da biossintese do colesterol (GOLDSTEIN,
BROWN, 1990). Pode-se, entdo, entender os motivos que levam a expressao da enzima
chave na biossintese do colesterol (Figura 1), e a sua importancia como alvo terapéutico
para o desenvolvimento de agentes farmacolégico potenciais nas doengas dislipidémicas,

em especial as cardiovarculares (SCOTT, 2002).



[l
/C —a—Cad /C —a—Cod
H,C . H,C
ACETIL-CoA ™ I . ACETIL-CoA
] Tiolase
HSCoA <« 1|
A
u] 0

)J\/U\ SCok
ACETATOACETIL-CoA

H,0

& HMG-CoA sintase
3 HSCoA

o

HO
.|:u:n:\><)J\
S-Cok

3-HIDROXI-3-METILGLUTARIL-CoA
2 NADPH + 2 H*

2 NADP* + HSCoA HMG-CoA redutase

HO
DE\></\
OH

MEVALONATO
ATP Pirofosfomevalonato
ADP + Pi + CO, dexcarboxilase
T/°_ll/

ISOPENTENIL PIROFOSFATO
Isopentenil pirofosfato

NAP" + PPi



T oo
| . |/

N o LTN
\\' u]
u]
GERANIL PIROFOSFATO
Isopentenil pirofosfato —_ |
)
H0P2063- <« o o-
S
':'xh| /n Pt\

FARMESIL PIROFOSFATO
Farmesil pirofosfato

+ NAPH

NAP* + PPi
0, +NAPH + H*  NAPH + H,0

~ A

Esqualeno
mono-
| oxigenase J

H

HO COLESTEROL =T LANOESTEROL

Figura 1. Biossintese do colesterol segundo relatado por ISTVAN, 2003.



1.2.2 Lipoproteina-lipase

A lipoproteina-lipase é uma enzima chave no metabolismo de triglicérides
existentes nos quilomicras e nas lipoproteinas VLDL. O gene desta enzima tem 35 Kb de
comprimento, contendo 10 exons e € mapeado pelo cromossomo 8p22 (DEEB, PENG,
1989). Os principais 6rgaos responsaveis pela sintese desta enzima sado aqueles
envolvidos na liberagdo de acidos graxos, como o coragdo, o musculo esquelético e o
tecido adiposo. No coragdo, esta liberagdo ocorre também nas células intersticiais
mesenquimais e, ndo somente, nos miécitos cardiacos. Este fato pode ser comprovado,
através, da deteccao de elevadas concentragdes de mRNA da lipoproteina lipase nestas
células (STEIN, STEIN, 2003).

A atividade lipolitica da lipase marca o evento inicial na mobilizagédo de triglicérides,
liberando acidos graxos como fonte de energia. Esta atividade em células adiposas €
regulada por  hormdnios (epinefrina, norepinefrina, glucagon, horménio
adrenocorticotropico) que estimulam a adenilato ciclase das células adiposas. O aumento
do nivel de adenosina monofosfatada ciclica (AMP ciclico) estimula a proteina cinase que
por sua vez ativa a lipase pela fosforilagcdo do AMP, desencadeando o evento da lipdlise
(HEEREN, BODMAN, NIEMEIER et. al., 2002).

O papel anti-aterogénico da lipoproteina lipase no plasma é bem documentado e
seu mecanismo de agao esta ligado a sua atividade catalitica, resultando em diminuigcéo
das concentragdes de triglicérides e aumento das concentragdes do colesterol da HDL no
plasma (HEEREN, BODMAN, NIEMEIER et. al., 2002).

Estudos utilizando camundongos tém demonstrado uma redugao de 18 vezes na
incidéncia de aterosclerose, com consequente reducdo dos niveis lipidicos plasmaticos
(SHIMADA, ISHIBASHI, INABA et al, 1996). Também foram relatadas reduc¢des de 30%
na area de superficie da lesao, e 50% no corte transversal da artéria aorta aterosclerética,
quando tém-se uma super-expressao da lipoproteina-lipase em coelhos transgénicos

(FAN, UNOKI, KOJIMA et al, 2001). Estas analises de regressao servem como base



experimental para teorias que postulam que os niveis de HDL-colesterol estao
inversamente correlacionados com o acumulo de colesterol na artéria aorta; enquanto, os
baixos niveis de ftriglicérides plasmaticos estdo correlacionados diretamente com a
reducdo da superficie lesionada na aterosclerose (CHIBA, MIURA, SAWAMURA et.al.,
1997; STEIN, STEIN, 2003).

O mecanismo pro-aterogénico da lipoproteina-lipase é complexo e envolve nao
somente as atividades cataliticas ja citadas, mas também o recrutamento ou balango
positivo de colesteril éster. Estas evidéncias sao confirmadas em estudos, onde ocorre
uma reducao de lesdes aterosclerdticas, quando o gene da lipoproteina-lipase esta
ausente, em macrofagos, por exemplo; e nos quais tém-se um aumento da aterosclerose
através da super-expressdo do gene da lipoproteina-lipase (BEAUCHAMP, LETENDRE,
RENIER, 2002; ZAMBON, DEEB, PAULETTO et al., 2003).

A lipoproteina-lipase em culturas celulares age como transferase de colesteril éster
intracelular, um processo que nao esta ligado as atividades lipoliticas, estando dissociado
do metabolismo das lipoproteinas. O papel da lipoproteina lipase, de captacdo do
colesteril éster, também foi estudado in vivo em glandulas mamarias de ratas lactantes
(CHAJEK-SHAUL, FRIEDMAN, HALPERIN et al., 1981). Esta atividade transferase induz
ao enriquecimento das células de musculo liso da artéria aortas expostas ao colesteril
oleato, sugerindo que na parede aortica, a lipoproteina-lipase pode desempenhar um

papel de agente potenciador do processo aterosclerético (STEIN, STEIN, 2003).

A avaliagcdo do balango entre as propriedades pré e anti-aterogénicas da
lipoproteina-lipase, em animais e em humanos, tem como objetivo promover bases para a
discussdo do papel desta enzima no processo patologico de doengas cardiovasculares,
uma vez que, sua possivel utilizacdo como alvo terapéutico, tem despertado interesse no
desenvolvimento de agentes farmacologicos que regulem sua atividade em humanos
(DUGI, BRANDAUER, SCHMIDT et al., 2003; PILLARISETTI, SAXENA, 2003).



1.3 TERAPEUTICA DAS DISLIPIDEMIAS

Designam-se dislipidemias as alteragdes metabdlicas lipidicas decorrentes de
disturbios em qualquer fase do metabolismo lipidico, que ocasionem repercussiao nas
concentragdes séricas das lipoproteinas (GOTTO, 1993). A apresentagao laboratorial das
dislipidemias compreende quatro situagcées bem definidas: (i) hipercolesterolemia isolada;
(i) hipertrigliceridemia isolada; (iii) hiperlipidemia mista; (iv) diminui¢cdo isolada do HDL-
colesterol ou em associagcdo com aumento do LDL-colesterol e/ou dos triglicérides. De
acordo com sua etiologia, as dislipidemias podem ser primarias, consequentes de causas
genéticas, algumas sé se manifestando quando ha influéncia ambiental; ou podem ser
secundarias quando causadas por outras doencgas ou uso de medicamentos (SINGH,
MEHTA, 2002).

A terapéutica das dislipidemias, de comprovada eficiéncia, tem por finalidade
fundamental a prevengcdo primaria e secundaria das doengas aterosclerdticas
cardiovasculares, cerebrovasculares e periféricas. Eventualmente, pode objetivar a
regressdo de xantomas e a diminuigdo dos riscos de pancreatite aguda e deve ser

indicada sistematicamente e mantida indefinidamente (SANTOS, 2001).

A determinagao do perfil global de risco cardiovascular € o primeiro passo da
prevencao, permite a identificacdo dos fatores de risco do doente e de sua potencial
interagc&o. O resultado desta analise vai condicionar o nivel de interveng&o do tratamento,
sendo esta talvez, a parte mais delicada e complexa da prevengdo e a que exige um
conhecimento mais profundo dos fatores de risco e da metodologia preventiva. Dela
depende a decisao do uso de farmacos, com seus custos econémicos e potenciais efeitos
secundarios. No plano individual, s6 uma abordagem racional de cada caso permitira obter
uma relagdo custo/beneficio da medicina preventiva que seja favoravel ao doente e a
sociedade, uma vez que somente a existéncia de um elevado perfil global de risco

cardiovasular justifica o recurso aos farmacos hipolipemiantes (PERDIGAO, 1999).



A terapéutica deve ser iniciada com mudancas no estilo de vida, que
compreendem adequacgdo a: (i) terapia nutricional, reduzindo a ingesta de colesterol
alimentar, acidos graxos trans e saturados, alcool e café nao filtrado, e aumento da
ingesta de acidos graxos insaturados, fitoesterdis, soja, substancias antioxidantes, fibras
dietéticas; (ii) programa de exercicios fisicos aerdbicos, atingindo a zona de 60% a 80%
da frequéncia cardiaca maxima, com busca e manutencdo do peso ideal; (iii) abordagem
cognitivo-comportamental e farmacoterapéutica de combate ao tabagismo; (iv) promogéo
do equilibrio emocional. Nao sendo atingidos os objetivos propostos, deve ser considerada
a introducao de farmacos isolados ou associados, dependendo das necessidades, com
manutencao da dietoterapia. Excepcionalmente, outras medidas podem vir a ser adotadas,
caso nao ocorra sucesso no uso desses farmacos ou pela impossibilidade do paciente
perseverar nos objetivos propostos (SANTOS, 2001).

Dentre os medicamentos que possuem diferentes mecanismos de agao, séo
destacados aqueles de uso em nosso pais, onde encontram-se disponiveis: os inibidores
competitivos da 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A redutase (HMG-CoA redutase), as
resinas sequestradoras de acidos biliares, os acidos fibricos, acidos nicotinicos, inibidores
de lipase, acidos graxos 6mega-3, agentes antioxidantes e fibras dietéticas (HOPKINS,
2000; ELLEGARD, BOSAEUS, ANDERSSON, 2000; HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2000).

1.3.1 Principais farmacos utilizados no tratamento das dislipidemias

Os inibidores competitivos da HMG-CoA redutase sao farmacos obtidos, apds
extensas pesquisas focadas em produtos antimicrobianos (DOI, ENDO, 1978; ALBERTS,
CHEN, KURON et al, 1980) ou através de sintese e sdo comumente conhecidos como
estatinas. As estatinas constituem a classe terapéutica com maior potencial na redugao do
perfil hiperlipémico e concentram sua acédo sobre a sintese enddgena de colesterol,
através da inibicdo competitiva com a HMG-CoA redutase, uma enzima do reticulo
endoplasmatico e dos peroxissomas que catalisa a conversao da 3-hidroxi-3-metilglutaril
coenzima A em mevalonato, passo bioquimico limitante e regulador do processo de
sintese (WIERZBICKI, 2001; OLIVEIRA, 2001).



A inibicao da HMG-CoA redutase leva a uma diminuigado do colesterol endégeno,
caracterizando um aumento do numero e da atividade funcional dos receptores de LDL de
membrana (apo B/apo E) e um aumento proporcional, via receptores, da depuragao
plasmatica das lipoproteinas com apo B 100 ou apo E; sendo elas: VLDL, IDL e LDL. Este
processo ocorre em todas as células nucleadas, porém, € de suma importancia no figado,
ja que é orgao central da homeostasia do colesterol endégeno, responsavel pela sintese
de acidos biliares, pela produgéo e secrecao de lipoproteinas (TOLMAN, 2000).

As estatinas sdo, amplamente, utilizadas na terapéutica como farmacos redutores
da hiperlipemia e da doenca aterosclerética. Os primeiros agentes, e até hoje conhecidos
como de primeira escolha, na classe de estatinas foram a lovastatina, pravastatina e
sinvastatina, sendo todos derivativos de metabdlitos secundarios de fungos e, algumas
vezes, sdo denominados estatinas “naturais”. Todos demonstram reduzir a LDL, a
progressao da estenose da artéria coronaria, as ocorréncias de eventos coronarianos e,
na maioria dos testes, a significativa diminuicdo de mortes por infarto do miocardio. Mais
recentemente, outras estatinas sintéticas, foram desenvolvidas, e trés destas a
atorvastatina, cerivastatina e fluvostatina, estdo em uso clinico, ao passo que a
itavaestatina (NK-104) e a rosuvaestatina (ZD-4522) estao em fase final de testes. Todos
estes agentes sao capazes de reduzir o colesterol plasmatico. Contudo, ha controvérsias
quanto ao fato de as estatinas “sintéticas” e “naturais” apresentarem propriedades

idénticas ou se existem diferencas clinicamente significativas (WIERZBICKI, 2001).

A semelhanga estrutural destes farmacos com a por¢do HMG do HMG-CoA,
acredita-se, ter um papel chave na agao inibitéria dos mesmos sobre a HMG-CoA
redutase. Este € o fundamento pelo qual se afirma que as estatinas possuem um
mecanismo geral de acdo farmacologica, apesar de apresentarem diferentes
caracteristicas relacionadas ao comportamento farmacocinético, potencial de interagées
medicamentosas e propriedades de solubilidade (SCHIEFFER, DREXLER, 2003).

De maneira geral, estes farmacos sdo bem tolerados, mas podem ocasionar efeitos

colaterais em até 2% dos pacientes, sendo a miopatia e a hepatotoxicidade os efeitos



mais importantes. Também, sao relatados efeitos de desconforto gastrointestinal, dores
musculares e elevagbes de enzimas hepaticas. Essas alteracbes sao transitorias,
desaparecendo espontaneamente ou com a suspensao do medicamento. Elevacdes de
até trés vezes o valor inicial da TGO, TGP e até 10 vezes da CPK n&o requerem
interrupcao do tratamento, porém necessitam de mais investigagcdes (CHRISTIANS,
JACOBSON, FLOREN, 1998). Rabdomiolise pode ocorrer na presenga de associagao
com imunossupressores, fibratos, acido nicotinico e eritromicina. Eventuais disturbios do
sono, também, sao relatados por alguns pacientes (BARTH, MANCINI, 1995; TOLMAN,
2000).

Além disso, outros efeitos adversos, embora esporadicos e, raramente,
significativos, tém sido atribuidos as estatinas como: sindrome de lupus iatrogénico,
dermatomiosite, reacdes de hipersensibilidade e exantemas, enteropatias exudativas,
ictericeas colestaticas e sindrome de Valter (anomalias vertebrais, atrésia anal, fistula
traqueo-esofagica e displasia renal e radial). Nao sao indicadas para mulheres gravidas e
em fase de aleitamento e, para aquelas com possibilidades de engravidar. Estudos a
longo prazo demonstraram boa tolerancia as estatinas em individuos acima de 20 anos e
idosos (TOLMAN, 2000). Estdo contra-indicados na presenca de doenga hepatica e de
elevagbes persistentes das transaminases hepaticas e das bilirrubinas. Podendo ser

utilizadas por doentes renais crénicos (TOLMAN, 2000).

Outro grupo de farmacos utilizados no tratamento das dislipidemias s&o as resinas
de troca i6nica que se ligam aos acidos biliares, impedindo sua reabsorg¢ao, bloqueando
seu ciclo entero-hepatico e aumentando o numero de receptores para LDL, causando
assim o0 aumento da eliminagao dos acidos biliares nas fezes, reduzindo desta forma as
concentracdes de colesterol no plasma. Consequentemente diminuem o colesterol total e
o colesterol da LDL (até 30%). Como aumentam a sintese das VLDL, podem elevar os
triglicérides (10% - 20%), no entanto, esta elevagdo costuma desaparecer dentro de
quatro semanas, retornando aos valores de pré-tratamento (EINARSSON, ERICSSON,
EWERTH et al, 1991).



Os efeitos adversos associados as resinas sequestradoras de sais biliares sao:
obstipacdo, nauseas, vomitos e meteorismo. Nos idosos, criancas e portadores de doenca
renais, pode induzir acidose hipercolesterdlemica. Pode ocorrer aumento das enzimas
hepaticas, principalmente, se usada associada as estatinas (AST, FRISHMAN, 1990;
KAJINAMI, TAKEKOSHI, 2002).

Os acidos fibricos, também, sao farmacos de primeira escolha no tratamento das
hipertrigliceridemias enddgenas, com aumento correspondente das VLDL plasmaticas,
sempre que houver falha da intervencao dietética especifica; podendo também ser
utilizados na disbetalipoproteinemia e hiperlipidemias mistas quando os triglicérides forem
muito elevados. Sdo de uso alternativo nas hipercolesterolemias (BARTH, MANSINI, 1995;
SOSKA, 1999). Além do clofibrato, farmaco inicialmente introduzido a partir de 1962,
fazem parte deste grupo: bezafibrato, fenofibrato, genfibrozila, etofibrato e citofibrato,
todos em uso no Brasil (BERTOLAMI, 2001).

O mecanismo de agao destes farmacos €& complexo e, ainda nao totalmente
esclarecido. Admite-se que (TIKKANEN, 1992; BERTOLAMI, 2001) eles reduzem a
sintese hepatica das VLDL, em decorréncia do menor fluxo de acidos graxos livres para o
figado; estimulam a atividade da enzima lipoproteina lipase; aumentam a excregcao de
colesterol hepatico pelas vias biliares; aumentam a afinidade dos receptores B/E pelas
LDL; provocam a redistribuicdo das subfracbes de LDL, diminuindo a concentragao
relativa das LDL pequenas e densas (mais aterogénicas); reduzem a lipemia pos-prandial,
tornam as LDL, in vitro, menos sucetiveis a oxidagdo; podem diminuir os niveis circulantes
de Lp (a) por mecanismos ainda nao esclarecidos; além da possivel acao inibidora da
enzima HMG-CoA redutase, interferindo deste modo na cascata de sintese do colesterol
hepatico (DIAMENT, FORTI, GIANNINI, 1999).

Os acidos fibricos, apesar de bem tolerados, apresentam efeitos indesejaveis, como
disturbios gastrointestinais, tontura, cefaléia, visdo embacgada, aumento de peso corpéreo,

diminuic&o da libido, leucopenia e anemia (OLIVEIRA, 2001).



Recentes estudos tém demonstrado que o acido nicotinico e seus derivados, em
determinadas doses farmacoldgicas, constituem a uUnica classe terapéutica de
hipolipemiantes que reduz todas as subfragdes lipidicas, sendo um farmaco
economicamente, viavel no tratamento de varias formas de dislipidemias (ROBINSON,
SLOAN, ARNOLD, 2001).

Estes compostos inibem a lipase hormdnio-sensivel, intracelular, do tecido adiposo,
diminuindo a liberagdo de acidos graxos para o figado e, consequentemente trabalhando
na reducao da sintese hepatica de VLDL, que tem como consequéncia a diminuicido, na
producéo da lipoproteina LDL (5% a 25%) e, nos indices de degradacao da lipoproteina
HDL (aumento de 15% a 35%), podendo também reduzir os niveis de triglicérides (20% a
50%) (CHEN, MAGRO, 1999). Nos hepatdcitos, o acido nicotinico reduz a mobilizagao
intracelular de acidos graxos, reduzindo por consequéncia a sintese e acoplamento dos
triglicérides a apo B100. Como resultado, as lipoproteinas com apo B100, VLDL e LDL,
nao constituidas adequadamente, sdo degradadas, antes de sua liberagdo para o plasma
(KAMANNA, KASHYAP, 2000).

Os efeitos adversos observados na terapéutica com niacina compreendem: rubor
facial, hiperglicemia, hiperuricemia, dispepsia, nausea, dor abdominal, altera¢des do
transito intestinal, ulcera péptica e, sintomas vasomotores, sendo estes sintomas a causa
comum do abandono da terapia (OLIVEIRA, 2001).

No tratamento da hipertrigliceridemia um dos farmacos mais conhecidos é o
Orlistat, quimicamente, definido como tetrahidrolipstatin, um derivado hidrogenado do
liptantin, um potente inibidor das lipases, naturalmente, produzido pelo Streptomyces
toxytricini (ROS, 2000). Este composto age no Iumen intestinal ligando-se,
covalentemente, aos sitios cataliticos das lipases gastrica e pancreatica, o que é
confirmado pela observagao clinica de seu efeito residual prolongado. Com a inibicao da
lipase, a lipdlise dos triglicérides provenientes da dieta € substancialmente reduzida,
sendo 30% dos triglicérides ingeridos, excretados inalterados nas fezes. E, comumente,

utilizado no tratamento de individuos obesos ou com sobrepeso, sendo que, a alteragao



lipidica esperada € composta de redugao de triglicérides e elevacdo de HDL-colesterol.
Além destes efeitos, a reducdo expressiva de LDL-colesterol, valorizou clinicamente o
efeito hipolipemiante do Orlistat (MCNEELY, BENFIELD, 1998; BERTOLAMI, 2001).

No entanto, ainda nao existem estudos em relagdo aos efeitos do Orlistat, sobre
importantes fatores de risco relacionados a manifestagao da aterosclerose (BERTOLAMI,
2001; WIERZBICKI, REYNOLDS, CROOK, 2002).

A suspeita de uma possivel hepatotoxicidade do Orlistat, tem sido alvo de varios
estudos. Alguns casos de doengas hepaticas crénicas e agudas induzidas por este
farmaco séo descritos em alguns trabalhos, principalmente casos de hepatite subsequiente
ao uso de farmacos como o Orlistat (BARBARE, IMBERT, BENKIRANE, 2001; FINER,
2002).

Outras importantes alternativas terapéuticas para as hipertrigliceridemias sado os
acidos graxos 6mega-3 (EPA e DHA) que reduzem os triglicérides por diminuir a produgao
de VLDL no figado (HSU, LEE, CHEN, 2000; WEBER, RAEDERSTORFF, 2000). Os
acidos graxos O6mega-3 em alguns estudos, também, apresentam propriedades
antitrombodticas e antiarritmicas (BERTOLAMI, 2001).

Alguns estudos in vivo, indicam que a suplementagdo de 1g/dia de O6mega-3
apresentou propriedades atenuantes da injuria coronariana, reduzindo em 10% os eventos
cardiovasculares (morte, infarto do miocardio, acidente vascular cerebral) em portadores
de doengas coronarianas (BERTOLAMI, 2001), mantendo também seus efeitos benéficos
em estudos com ratos hiperlip€micos (KU, OKU, KANEDA et al, 1999). O papel da
suplementacao farmacoldgica desses acidos na prevengao da aterosclerose clinica ainda
néo esta totalmente estabelecido (BERTOLAMI, 2001).

Muitos trabalhos tém demonstrado a intima relacdo entre o aumento do estresse

oxidativo e a disfuncdo endotelial no processo aterosclerético. Estudos recentes



comprovam que o estresse oxidativo pode agir diretamente no desenvolvimento de
doencgas arteriais coronarianas (HEITZER, SCHLINZIG, KROHN et al, 2001).
Teoricamente, os antioxidantes poderiam exercer efeitos favoraveis tanto nas lesdes
iniciais da aterosclerose, como nas lesdes intermediarias e avangcadas, com as respectivas
implicagdes clinicas, a longo, médio ou curto prazo (BATLOUNI, 1997; HARRIS,
DEVARAI, JIALAL, 2002).

O Probucol, potente agente antioxidante, que adicionalmente reduz o colesterol da
LDL e da HDL em cerca de 10% e 15-20%, respectivamente, nao altera os niveis de
triglicérides. Sabe-se que ele diminui a absorgado intestinal de colesterol e aumenta a
captacao de LDL, por via ndo mediada por receptores. Este farmaco causa um aumento
na excrec¢ao de acidos biliares, diminui a sintese hepatica e a secrecdo das VLDL, diminui
a sintese e aumenta o catabolismo de apo-Al e All, estimula a proteina de transferéncia
(CEPT), aumenta a transferéncia do colesterol das HDL para outras lipoproteinas e retira o
colesterol das células. Entretanto, devido ao fato de diminuir o colesterol da HDL ele é

pouco utilizado como agente hipolipemiante (BERTOLAMI, 2001).

1.3.2 Novos alvos terapéuticos

Do ponto de vista histérico, os produtos naturais sempre desempenharam um papel
muito importante no processo de desenvolvimento de farmacos. A maior parte dos
farmacos comercializados € de origem natural ou de produtos sintéticos inspirados em
produtos naturais. Tanto os métodos classicos de isolamento dos produtos naturais quanto
a utilizagcado de processos de sintese quimica na avaliagdo destas substancias sdo uma
fonte promissora de novos compostos protétipos (STROBEL, 2002; MACIAS, MARIN,
OLIVEROS-BASTIDAS et al., 2003; de las HERAS, RODRIGUEZ, BOSCA et al., 2003).

Apesar do grande numero de pessoas acometidas por doengas cardiovasculares
associadas aos elevados niveis plasmaticos de lipideos, ainda sdo poucas as opgdes
terapéuticas disponiveis para a prevencao ou tratamento destas enfermidades (OLIVEIRA,
2001).



A efetividade na reducao da concentracao dos lipideos plasmaticos, na clinica, tem
obtido suporte no crescente numero de contribuigdes, indicando a significancia da
prevencao primaria e, particularmente, secundaria dos riscos cardiovasculares. Enquanto
estes estudos indicam claramente a necessidade de potentes agentes redutores dos
niveis de colesterol, outros caminhos do metabolismo lipidico vém ganhando interesse,
como alternativas terapéuticas. Estes caminhos estdo sendo avaliados, na espectativa, de
responder da forma mais completa, as aspira¢des farmacoldgicas de novos farmacos para
o mercado farmacéutico (SIRTORI, 1995).

Os novos alvos terapéuticos para as dislipidemias, estdo sendo encontrados nos
mecanismos de regulagao lipidica, nos processos de absorcdo, distribuicdo e deposigao
tecidual. Em adicdo aos recentes farmacos com maiores potenciais sistémicos na redugao
dos lipideos plasmaticos (em particular os inibidores da HMG-CoA redutase), agentes nao-
sistémicos, incluindo os farmacos sequestradores de colesterol, estdo recebendo maiores
atengdes (SIRTORI, 1995). Os inibidores da acil coenzima A colesterol aciltransferase,
constituem outra area em desenvolvimento, ou seja, farmacos que interferem na
esterificacdo do colesterol nos tecidos, particularmente, na parede arterial; porém, o maior
problema destes farmacos, aparentemente, estda na baixa tolerabilidade e na falta de
provas experimentais conclusivas de redugdo nas concentragbes plasmaticas de
colesterol em humanos (STEIN, STEIN, 2003).

A elevagdo congénita das concentragcdes séricas de colesterol das lipoproteinas
LDL e HDL, também, pode agir como alvo terapéutico: a indugdo de enzimas
microssomais tem sido testada, porém, ndo apresentou importancia clinica; farmacos com
atividade endocrino e hipolipemiante, possivelmente apresentariam melhores resultados
(SIRTORI, 1995). Ha outros alvos que podem ser citados, como a corre¢do do modelo de
lipoproteina caracterizado por ‘“lipoproteina pequena e de baixa densidade” e o
desenvolvimento de farmacos de acao especifica sobre os sistemas da proteina de
transferéncia colesteril ester e lipoproteina lipase (PILLARISETTI, SAXENA, 2003). Além

disto, alguns trabalhos tém dado enfoque a enzimas como esqualeno sintetase, esqualeno



epoxidade e oxidoesqualeno ciclase, como possiveis alvos terapéuticos (CHUGH, RAY,
GUPTA, 2003).

Finalmente, novas areas em desenvolvimento incluem os sistemas de lipoproteinas
recombinantes e terapias génicas, nestas estdo sendo estudados casos de transferéncia
génica na parede arterial para induzir a protecéo e desobstru¢cao das oclusdes (SIRTORI,
1995; STEIN, STEIN, 2003).

1.4 CHALCONAS

As chalconas, consideradas como intermediarios essenciais na biossintese dos
flavondides, sao abundantemente encontradas na natureza em plantas rasteiras ou
superiores (KANEKO, HWANG EI, OHNISHI et al, 2003). Quimicamente, possuem a
nomenclatura (2E)-1,3-difenilprop-2-en-1-ona, sendo definidas como cetonas aromaticas
a, B-insaturadas, constituidas por dois anéis benzénicos conectados por uma ponte de 3
carbonos, tendo conjugados um grupamento carbonilico e uma porgcao olefinica.
Diferentemente dos flavondides, as chalconas nao possuem o anel piranico, que é
formado pela adigdo do oxigénio a posigao 2 das chalconas e subsequente ciclizagdo com
a cadeia de 3 atomos de carbono e o anel A (Figura 2) (CESARIN, FERREIRA, BRAZ,
2001).

:
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Figura 2. Estrutura quimica geral dos flavondides e de seus precursores, as chalconas,

demonstrando a designacgao dos anéis aromaticos (A, B e C).



De acordo com a natureza dos substituintes, podemos classificar as interagoes
quanto aos efeitos estéricos causados por substituintes volumosos, aos efeitos eletrénicos
decorrentes da diferenca de eletronegatividade entre atomos ou grupos substituintes, ou a
presenca de sitios acido/base de Lewis possibilitando a formagdo de ligagdes de
hidrogénio e/ou complexos intra- e intermoleculares (CESARIN, FERREIRA, BRAZ, 2001).
Desta forma, as alteragdes estruturais mais descritas para as chalconas sdo: substituicoes
nos anéis A e B em diferentes posi¢cdes (JURCSAK, ZAMINI, 1999) e adigdes halogénicas
na dupla ligacéo olefinica (BIEBER, 1999). Os processos de isomerizagdes cis-trans para
as chalconas, também foram relatados (IWATA, NISHINO, INOUE et al., 1997).

1.4.1 Efeitos biolégicos

Diversos experimentos utilizando culturas celulares in vitro, demonstraram a agao
de algumas chalconas na inibicdo da proliferagdo celular de tumores malignos em
diferentes linhagens celulares humanas como: HGC-27 (cancer gastrico) (SHIBATA,
1994); HelLa (carcinoma cervical) (IWATA, NISHINO, NAGATA et al., 1995); PANC-1
(cancer pancreatico); GOTO (neuroblastoma); MCF-7 (cancer de mama) (CALLISTE, LE
BAIL, TROUILLAS, 2001); K562 e HL-60 (leucemia) (SAYDAM, AYDIN, SAHIN et al.,
2003).

A atividade citotéxica de algumas chalconas ja foi relacionada a diferentes
mecanismos de agao dentre os mais citados estao: (i) inibicdo da incorporacéo celular da
timina, uridina e leucina, inibindo desta forma a sintese de RNA, DNA e proteinas; (ii)
inibicdo nao-competitiva da interagao entre 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno e a glutationa S-
transferase (GST) (DIMMOCK, ELIAS, BEAZELY et al., 1999); (iii) desestabilizacdo dos
microtubulos, através da competicdo com a colchicina pelo sitio ativo da tubulina,
provocando um decréscimo no crescimento tumoral, alquilagdo do processo mitético
(LAWRENCE, MCGOWN, DUCKI, 2000; LAWRENCE, RENNINSON, MCGOWN, 2001);
(iv) inibicdo da interagcao entre a oncoproteina MDM2 e a proteina de supressao tumoral
p53, levando a um aumento da atividade transcripcional da p53, reativando a integridade
genomica (STOLL, RENNER, HANSEN et al, 2001); (v) inibigdo da liberagdo de

histamina, possivelmente através da inibicado da proteina C quinase (PKC), ja que esta



enzima constitui um importante receptor para certos tipos de tumores, exercendo uma
atividade antitumoral (MIDDLETON, FUJIKI, SAVLIWALA et al., 1987).

A aplicacdo das chalconas na quimioprevencdo do cancer esta relacionada a
interagdo com acidos nucléicos e enzimas relacionadas como ja foi relatado, no entanto é
no tratamento quimioterapico que estes compostos ganham destaque, devido a seu
potencial de restaurar a sensibilidade celular, através da inibicdo da glicoproteina-P (uma
proteina de membrana responsavel pela exportacdo de farmacos para o meio
extracelular), a qual apds longa exposigao ao tratamento quimioterapico encontra-se ativa
€ super expressa, 0 que acaba inibindo a agao quimioterapica (BOIS, BENEY,
BOUMENDJEL et al., 1998).

Em relagdo a atividade antibacteriana, a efetividade das chalconas e seus
derivados contra microorganismos Gram positivos é frequentemente, maior do que contra
bactérias Gram negativas, no entanto, alguns analogos também podem inibir o
crescimento de microorganismos Gram negativos (OPLETALOVA, 2000). J& foram
relatadas inibigdes para as bactérias: Micrococcus luteus (INAMORI, BABA, TSUJIBO et
al., 1991), Escherichia coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus (ALCARAZ, BLANCO,
PLUIG et al., 2000), Staphylococcus epidermidis (DIMMOCK, ELIAS, BEAZELY et al.,
1999), dentre outras.

O mecanismo de acgdo através do qual as chalconas e seus analogos exercem seus
efeitos antifungicos, ainda n&o foi completamente elucidado, no entanto, a hipétese de
maior repercussao sugere que a presenga e reatividade da porgéo vinilica da molécula,
torna possivel a interagcdo com os grupos tiols de enzimas, como quitina sintase e p-(1,3)-
glucana sintase, que catalisam a sintese do maior numero de polimeros da perede celular
fungica, agindo desta forma, como agente fungicida e fungistatico. Da mesma forma, como
€ esperada a reducdo da ligacdo olefinica é responsavel pelo desaparecimento da
atividade antifungica destes compostos (OPLETALOVA, SEDIVY, 1999; LOPEZ,
CASTELLI, ZACCHINO et al., 2001).



Diversas chalconas e alguns analogos avaliados apresentaram inibicdo para os
fungos: Candida albicans (SATO, TISUCHIYA, AKAGIRI et al., 1997; HEGAZI, EL HADY,
2001), Cladosporium cucumesinum (GAFNER, WOLFENDER, MAVI et al., 1996),
Cryptococcus neoformans (ELSOHLY, JOSHI, NIMROD et al., 2001) e Saccharomyces
cerevisiae (LOPEZ, CASTELLI, ZACCHINO et al., 2001).

A atividade antiviral de uma grande variedade de chalconas, foi identificada, apos
modificagcdes moleculares na estrutura quimica de uma flavona 4’,5-dihidroxi-3,3’,7-
trimetoxiflavona (Figura 3), isolada da Agastache rugosa KUNTZE, que apresentava
potente atividade contra o picornavirus (ISHITSUKA, OHSAWA, OHIWA et al., 1982). A
abertura da cadeia carbénica do anel C desta flavona, originou inicialmente a chalcona 4'-
metoxi-2’-hidroxi-4,6’-dimetoxichalcona (Figura 3), que proporcionou a perda da atividade
contra o picornavirus, inibindo fortemente outro tipo de virus, o rinovirus humano
(ISHITSUKA, NINOMIYA, OHSAWA et al., 1982).
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Figura 3. Estrutura quimica da 4’,5-dihidroxi-3,3’,7-trimetoxiflavona (A) e da 4’-etoxi-2’-

hidroxi-4,6-dimetoxichalcona (B).

Acredita-se que as chalconas contendo um grupo aril hidroxi podem adotar arranjos
estéricos favoraveis a coordenagao com ions metalicos, além disso podem bloquear a
etapa de desmembramento viral, embora, ndo exerca efeito na anexagao ou entrada de
particulas virais no interior da célula (SANTOS, 2000). No entanto, assim como um grande
numero de farmacos antivirais, as chalconas nédo impossibilitam a resisténcia e a
dependéncia dos virus mutantes, apesar de reduzir a infectividade o virus resistente nao
perde sua atividade patoldgica (YASIN, AL NAKIB, TYRREL, 1990).



Além do rinovirus humano tipo-2, algumas chalconas apresentaram acao antiviral
para o polivirus tipo-1 (cepa de Mahoney), rinovirus tipo-9, ECHO-6 e parainfluenza virus
(EDENHARDER, RAUSCHER, PLATT, 1997; DIMMKOK, ELIAS, BEAZELY et al., 1999).
HATANO e cols. (1988), citam outra importante inibigao viral relatada para a Licochalcona
(Figura 4), ela atua inibindo a formagao de células OKM-1, as quais sao infectadas pelo

virus da imunodeficiéncia humana.
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Figura 4. Estrutura quimica da Licochalcona A
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O estudo dos efeitos das chalconas sobre a atividade protozoaria tem sido
intensamente relatados tanto para a forma epimastigota (forma flagelada encontrada na
corrente sanguinea do hospedeiro, responsavel pelo processo de reprodugéo) quanto para
a forma promastigota (forma flagelada infectante, responsavel pela reproducgéo parasitaria)
(LUNARDI, GUZELA, 1998). Dentre os parasitas estudados encontram-se: Leishmania
major, Leishmania donovani, Plasmodium falciparum, Tripanossoma cruzi (RAM,
SAXENA, SRIVASTAVA et al., 2000; SAIRAFIANPOUR, KAISER, CHRISTENSEN et al.,
2002; LUNARDI, GUZELA, RODRIGUES et al., 2003).

Muitas elucidagdes necessitam ser feitas em relagcdo ao metabolismo energético
mitocdndrial e outros aspectos bioquimicos parasitarios, para que seja possivel elucidar o

mecanismo de agao das chalconas. Alguns estudos tém sugerido: (i) inibigdo do consumo
dificultando o processo de replicagao; (iii) inibicdo da enzima desidrogenase mitocondrial
(ZHAI, CHEN, BLOM et al., 1999; CHEN, ZHAI, CHRISTENSEN et al., 2001). Questiona-
se ainda a acgao citotdxica direta das chalconas sobre os parasitas, ou a simples ativacao

macrocitaria que seria responsavel pelo processo de morte parasitaria (KAYSER,



KIDERLEN, 2001). Os baixos indices de resisténcia apresentados apds tratamento com as
chalconas sugerem que alguns compostos, como a 1-(2,5-diclorofenil)-3-(4-quinolinil)-2-
propen-1-ona, sejam ativos contra parasitas resistentes a farmacos como a cloroquina (L1,
KENYON, COHEN et al., 1995).

A atividade anti-inflamatéria de uma série de chalconas e seus derivados tém
instigado uma série de idéias promissoras, no sentido de incentivar a pesquisa e utilizagao
destas moléculas como novos agentes anti-inflamatorios, combinando se possivel uma
potente inibicdo na liberagcdo de mediadores quimicos, que ocorre na degranulagao de
neutréfilos e mastocitos, e na ativagdo de microglias e macréfagos (DIMMOCK, ELIAS,
BEAZELY et al., 1999).

Ja foram citadas para diferentes chalconas diversas propriedades anti-inflamatérias,
as possiveis agdes destes farmacos sdo comumente relatadas através da: (i) inibicdo da
liberagdo de B-glucuronidase e lisosima de neutréfilos estimulados com formil-Met-Leu-
Phe/citochalasina B (HSIEH, TSAO, WANG et al., 2000); (ii) inibicao dos efeitos da
formagdo de oOxido nitrico, em microglias estimuladas com lipopolissacarideo (LPS),
agindo como seqiiestradores de éxido nitrico (HERENCIA, LOPEZ-GARCIA, UBEDA et
al., 2002; ROJAS, PAYA, DOMINGUEZ et al., 2002); (iii) supressao da expressao da
enzima ciclooxigenase-2 (COX-2) (KO, TSAO, YU et al, 2003); (iv) supressao da

biossintese da Interleucina-1 (IL-1) (DIMMOCK, ELIAS, BEAZELY et al., 1999).

Em geral, os parédmetros estruturais necessarios para uma interessante atividade
anti-inflamatéria estdo na presenga de substituintes na posi¢ao orto do anel aromatico A,
grupamentos eletrosacadores, grupos lipofilicos no anel V e a presenca do grupo cetbnico
a, B-insaturado (KO, TSAO, YU et al., 2003).

Um numero de chalconas polihidroxiladas apresentou atividade estrogénica,
interagindo diretamente com o receptor, estimulando a resposta transcripcional estrogénio-
dependente e promovendo o crescimento de células como as MCF 7, estrogénio-
dependentes (DIMMOCK, ELIAS, BEAZELY et al., 1999).



O estudo da aplicabilidade biolégica destes compostos sintéticos indicou potente
atividade antinociceptiva em testes de analgesia com camundongos, utilizando o acido
acético (i. p.) como indutor de constriccdo abdominal. A chalcona 1,3-difenil-2-propen-1-
ona (numerada neste estudo como 7), apresentou valor de IDsyp de 99,7 umol/Kg,
tornando-se equipotente a aspirina e ao paracetamol, dois farmacos tradicionais
amplamente utilizados na clinica (CORREA, CECHINEL-FILHO, SANTOS et al., 2001).

Dentre as inumeras atividades ja descritas para as chalconas, podemos citar, ainda,
o potencial de inibicdo enzimatica para: (i) glutationa S-transferase (GST), contribuindo na
sensibilizagdo celular tumoral aos farmacos quimioterapicos (SCHECTER, ALAOUI-
JAMALI, BATISTI et al, 1992); (ii) epoxido hidroxilase citosdlica, diminuindo a
citotoxicidade celular (MORISSEAU, DU, NEWMAN et al, 1998); (iii) enzimas mitocondriais
como succinoxidase, desidrogenase, fumarato redutase, monoamino oxidase, auxiliando
na atividade anti-parasitaria (CHEN, ZHAI, CHRISTENSEN, 2001); (iv) 15-hidroxi
prostaglandina deidrogenase, prevenindo a formagao de ulcera gastrica (DIMMOCK,
ELIAS, BEAZELY et al, 1999); (v) iodotironina monodeiodinase de ratos, inibindo a
catalise da triodothironina (FUJITA, SAKUMA, SUMIYA et al., 1992).



1.5 JUSTIFICATIVA

As doencas cardiovasculares constituem, atualmente, a principal causa de morte
em individuos na faixa etaria de 40 a 50 anos, além de representarem a maior reducio na
expectativa de vida, cerca de duas vezes os indices de doengas como o cancer (ROSS,
1999). O impacto econbmico das doengas cardiodegenerativas foi avaliado pela
Associacdo Americana do Coragdo, em 2001 e, estima-se atingir a margem dos 300
bilhdes de ddlares anuais; o tratamento farmacéutico representa em torno de 2-6% do total
de custos despendidos a estes pacientes (MANSUR, GOMES, AVAKIAN et al, 2001).

Varias classes de compostos organicos biossintetizados pelas plantas como
alcaldides, terpendides, flavondides tém gerado resultados interessantes na prevengao de
doengas cardiovasculares, em modelos experimentais in vivo e in vitro (ANILA,
VIJAYALAKSHMI, 2002, KERCKHOFFS, BROUNS, HORNSTRA et al., 2002). Em vista
destes resultados e da multifuncionalidade biolégica e acentuada ocorréncia natural das
chalconas (intermediarios essenciais na biossintese dos flavonoides) se caracteriza
condicbes experimentais ideais para o estabelecimento de estudos que avaliem
parametros estruturais na obtengdo de compostos biologicamente ativos, que possam
auxiliar na terapéutica das doengas cardiodegenerativas (DIMMOCK, ELIAS, BEAZELY et
al., 1999; SPRIBILLE, FORKMANN, 1982).

E finalmente é importante ressaltar que a avaliagdo da atividade hipolipemiante,
apesar de muitos estudos em relagao a plantas ricas em flavondides em geral (MIRANDA,
STEVENS, IVANOV et al, 2000), para as chalconas s6 foi relatada em estudos
preliminares realizados na NIQFAR/UNIVALI onde se evidenciou, através da
hiperlipidemia induzida por Triton WR 1339, uma significativa atividade do composto 1-
fenil-3-(4-clorofenil)-2-propen-1-ona em relagéo aos grupos controle normal e Triton WR
1339 (SANTOS, 2000).



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial de 16 chalconas e 4 derivados bromados, previamente sintetizados,
como agentes hipolipemiantes, considerando parametros estruturais das moléculas,
para a obtencdo de dados que correlacionem a estrutura quimica com a atividade

biolégica aferida, orientando desta forma a sintese de novos compostos bioativos.

2.2 Objetivos especificos

Caracterizar, através da espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de préton,
os compostos C11 a C20 e B1 a B4, previamente sintetizados e, ainda, nao

caracterizados por este método;

Avaliar o potencial hipolipemiante de 16 chalconas e 4 derivados sintéticos, através de
um “screening” na pesquisa de novos farmacos, utilizando o modelo de hiperlipemia

aguda induzida pela administracdo de Triton WR 1339 (em ratos);

Determinar o potencial hipolipemiante das chalconas e seus derivados sintéticos em
estudo, através do modelo de hiperlipemia crénica induzida pela dieta hipercalorica

(em ratos);

Realizar um estudo preliminar da correlagao estrutura-atividade das chalconas

estudadas;

Avaliar de maneira preliminar os possiveis mecanismos de agao envolvidos no efeito

hipolipemiante das chalconas e derivados sintéticos avaliados.



3. METODOLOGIA

3.1Sintese das chalconas e dos derivados di-bromados avaliados

Os compostos avaliados neste trabalho foram sintetizados pela mestranda Lorena
dos Santos, enquanto graduanda do curso de Farmacia, em um projeto financiado pelo
ProBIC/UNIVALI, que gerou o trabalho de conclusdo de curso entitulado “Sintese de
chalconas de interesse bioldgico”, sob a orientagcdo do Prof.° Rogério Corréa e co-
orientacdo do Prof.° Valdir Cechinel Filho do Nucleo de Investigagdes Quimico-

Farmacéuticas—NIQFAR, pertencente a Universidade do Vale de Itajai — UNIVALI.

Os métodos utilizados para a sintese dos compostos propostos basearam-se na
condensacao alddlica, sendo que foram utilizados dois diferentes meios reacionais para a

sintese (Figura 5).
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Figura 5. Rota sintética para a obteng¢ao das chalconas

Como principal método, iniciou-se o processo de sintese preparando uma
mistura equimolar de um benzaldeido substituido (23g; 22mL) e uma acetofenona
substituida (26g; 20,15mL), dissolvidos em 100mL de agua, em meio basico (11g de
hidroxido de sodio) - o NaOH é muito caustico e pode causar queimaduras severas. A
solugdo foi deixada sob agitagdo mecanica a temperatura ambiente durante uma noite, ou
até que a agitacdo n&o fosse mais possivel. A formagdo do produto reacional foi
acompanhada cromatograficamente e, caracterizada pelo aparecimento de um precipitado

colorido caracteristico, ao término da reacao, o produto foi filtrado num Buchner e lavado



sucessivas vezes com agua destilada fria, até que as aguas de lavagens se apresentaram
neutras ao teste com papel de tornassol. O produto foi, entdo, lavado com 20ml de alcool
retificado gelado e submetido a secagem por dessecador a vacuo, na presenca de
pentdxido de fosforo. A chalcona impura foi recristalizada com alcool retificado aquecido a
50°C, novamente filtrada e seca, obtendo-se o produto puro. Nao se fez necessario a
utilizacdo de outros métodos de purificagdo como cromatografia de coluna (VOGEL,
1988).

Nas reacgdes que necessitaram de condigbes energéticas mais drasticas, a
mistura foi submetida a um refluxo continuo, acompanhado cromatograficamente, para a
monitoragcao do término da reagdo. Caso nao houvesse precipitacao, a mistura sofria uma
extragdo com cloroférmio, a qual foi seca com sulfato de magnésio anidro, o solvente foi
evaporado e o residuo purificado foi recristalizado (LAWRENCE, RENNINSON,
MCGOWN et al., 2001).

Em outro método testado, a mistura equimolar de benzaldeido e acetofenona em
meio reacional, apds agitagdo por uma noite foi vertida em agua e depois neutralizada
com HCI 10% pl/v, e o produto obtido foi recristalizado em agua-etanol 92,5% (PANDEYA,
SRIRAN, NATH et al.,1999).
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Figura 6. Estrutura geral das chalconas obtidas a partir do cinamaldeido



3.1.1. Mecanismo geral de reacao da sintese de chalconas
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Figura 7. Mecanismo reacional para sintese das chalconas



:O

0 C//O
N N _ NaOH _
a
T EOH v
X

COMPOSTOS X Y
C1 4-Cl 4-H
c2 3,4-Cl 4-N(CHs),
c3 4-Cl 4-Cl
c4 4-CH; 4-Cl
C5 4-Br 4-Cl
C6 4-Br 4-Cl
C7 4-H 4-H
c8 4-H 4-Cl
c9 3,4-Cl 4-H
C10 3,4-Cl 4-Cl
C13 4-H 4-CHs
C14 4-H 4-OH
C15 4-H 4-NO,
C16 4-H 4-OCHj
C17 4-H 2-OCHj
c18 4-CHj 4-N(CH3),
C19 4-CHj 3-OCHj

Figura 8. Substituintes dos anéis aromaticos A e B das 17 chalconas sintetizadas

As chalconas obtidas a partir do cinamaldeido, foram sintetizadas pelo mesmo
método da condensacdo alddlica, sendo submetidas aos mesmos procedimentos de
purificacéo e identificacdo. Quimicamente apresentam a estrutura geral (Figura 9), com
maior conjugac¢ao no sistema insaturado carbonil-olefina, que possibilita classificar este
grupo como derivados substituidos do butadieno (SANTOS, 2000).
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Figura 9. Substituintes do anel aromatico A das 3 chalconas sintéticas obtidas a partir do
cinamaldeido

Os derivados di-bromados foram obtidos através de reacao equimolar de chalconas
substituidas previamente sintetizadas, com o bromo (Br;) (SOLOMONS, 1996). O método
utilizado foi a halo-adigao, conforme a rota sintética abaixo:

D, 2~ B
CCl4

COMPOSTOS X

H r
C
|

B1 4-Cl 4-Cl
B2 4-H 4-CH3
B3 4-H 4-NO2
B4 4-H 3-OCH3

Figura 10. Rota sintética e substituintes dos anéis A e B dos 4 derivados di-bromados

sintetizados.

A chalcona foi dissolvida primeiramente em tetracloreto de carbono anidro,
adicionada em baldo e submetida a agitagado (solugdo 1). Uma solugdo de bromo em

tetracloreto de carbono anidro foi gotejada lentamente sobre a solugédo 1, sob agitagcéo



constante, a temperatura ambiente. Este gotejamento conferia a solugdo 1, uma

coloracédo avermelhada que desaparecia com a agitacgéo.

O término da reacao foi confirmado por cromatografia de camada delgada, a mistura
ao término da reacao foi caracterizada apresentando uma coloracido vermelha. O solvente
do produto final foi evaporado a temperatura ambiente, depois de seco em dessecador na
presenca de pentoxido de fésforo, os compostos foram submetidos a recristalizagdo com
alcool retificado aquecido a 50°C, e entdo determinados os rendimentos. Ndo houve
necessidade da utilizacdo de outros métodos de purificagdo, uma vez que os compostos
ja se mostraram puros (VOGEL,1988) Posteriormente foram realizadas as

caracterizagdes fisico-quimicas e estruturais (SANTOS, 2000).

3.1.2 Mecanismo de reag¢ao da sintese dos derivados di-bromados
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Figura 11. Mecanismo reacional para sintese dos derivados di-bromados



Para o presente trabalho, prop6s-se uma divisdo dos compostos estudados em trés
grupos, de acordo com os efeitos ativadores nas reagdes de substituigdes eletrofilicas em
anéis aromaticos das estruturas protoétipos, conforme a tabela abaixo, esta divisdo permitiu

melhor classificagao e interpretagdo das atividades bioldgicas aferidas.

Tabela 1. Classificagdo das chalconas de acordo com a presenca de grupos substituintes
com seus efeitos ativadores nas reacdes de substituicdo eletrofilica em aromaticos.

Substituintes
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

Moléculas protétipo | C7, C20

sem substituintes

Substituintes C1, C3, C5, C6, C8, C9,

desativadores C10, C15, B1, B3

Substituintes C11, C12, C13, C16,
ativadores C17,C19, B2, B4

3.2 Caracterizagao quimica dos compostos sintetizados

O andamento das reacgdes durante os procedimentos reacionais, bem como a
pureza preliminar dos compostos, utilizando-se comparagédo com padrdes dos reagentes,
foram monitorados por cromatografia de camada delgada. Os procedimentos de
purificacdo foram os usuais, por recristalizacdo com solventes adequados. A
caracterizacao de todos os compostos sintetizados foi realizada através de ponto de fuséo
(NIQFAR/UNIVALI), espectroscopia no infravermelho (NIQFAR/UNIVALI) e espectroscopia

de ressonancia magnética nuclear de préton (Central de analises quimicas/UFSC).




Na técnica de cromatografia em camada delgada (CCD) foram utilizadas placas de
silicagel Merck 60 F 254 pré-revestidas, com espessura de 200 um, a base de aluminio. Em
todos os procedimentos cromatograficos usou-se gradientes do sistema de solventes
hexano: acetato de etila, atingindo diversas polaridades. Os solventes utilizados foram
adquiridos comercialmente. Os “spots”, nas placas de cromatografia de camada delgada,

foram visualizados através de luz UV (ondas curtas).

Para a recristalizagao dos compostos foi utilizado alcool etilico retificado, aquecido

a uma temperatura de 54°C.

Os pontos de fusdo, dos compostos obtidos, foram determinados com os

equipamentos Microquimica APF-301 e Quimis 203, ndo sendo corrigidos.

As analises espectrométricas no infravermelho foram realizadas em espectrdmetro
interfotométrico, com transformada de Fourier, MB-100 - BOMEM Instruments. As
amostras solidas foram prensadas com brometo de potassio - KBr, obtendo-se pastilhas
transparentes. Os espectros foram obtidos registrando transmiténcia versus numero de

onda (cm™).

Os espectros de RMN 'H foram obtidos em espectrdometro de ressonancia
magnética nuclear Brucker AC-200F. Os deslocamentos quimicos foram expressos em &
(ppm) em relagdo a um padrédo de referéncia de tetrametilsilano (TMS). O solvente
utilizado foi o dimetilsulfoxido-hexadeuterado (DMSO-ds) adquirido comercialmente. As
constantes de acoplamento (J) foram expressas em Hertz (Hz). As multiplicidades dos
sinais s&o indicadas como segue: s=singlete, d=dublete, dd=duplodublete, t=triplete e
m=multiplete. Os espectros RMN'H foram realizados na Central de Analises Quimicas do

Departamento de Quimica da UFSC.



3.2 Ensaios biolégicos com as chalconas C1, C3, C5 a C13, C15 a C17, C19, C20, e
B1 aB4

3.2.1 Materiais

As chalconas sintéticas avaliadas neste trabalho foram cedidas pelo Nucleo de
Investigagdes Quimico-Farmacéuticas—NIQFAR, da Universidade do Vale de ltajai —
UNIVALI. As chalconas C2, C4, C16 e C18 foram excluidas dos ensaios biolégicos por

insuficiéncia quantitativa dos produtos de sintese.

Os reagentes Triton WR 1339, cloroférmio p.a., etanol p.a., metanol p.a., DMSO
p.a. foram adquiridos junto a Sigma Chemical C.O. (St. Louis, MO, USA). Utilizou-se a
Lovastatina Ranbaxy ® 10 mg da linha genérica. Foram utilizados para as dosagens
bioquimicos conjuntos de diagnosticos com principios metodologicos enzimaticos da

empresa Labtest Diagnostica ® .

3.2.2 Animais

Nos ensaios bioldgicos foram utilizados ratos Wistar EPM-M1, machos, de 45 e 120
dias, com peso variando de 130 £ 25 g e 200 £ 20g, respectivamente. Estes animais foram
fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina, ao

Departamento de Bioquimica/CCB.

Os animais foram pesados e distribuidos em grupos de 6 individuos, de acordo com
0 peso obtido. Os mesmos permaneceram no laboratério por um periodo minimo de
adaptacao de 7 dias antes da realizagdo dos experimentos, mantidos em gaiolas plasticas,
sob temperatura ambiente controlada (+ 25°C), com ciclo claro/escuro de 12 horas,
recebendo dieta comercial e agua ad libitum. Antes do inicio de cada experimento, os

animais permaneceram em jejum de 12 horas.



O presente projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA)/UFSC sob o numero n °© 23080. 009607 / 2002 - 88, para a utilizagdo dos animais,

com o oficio de aprovagao n° 149/CEUA/DAP/PRPG, o qual consta em anexo, no item Ill.

3.2.3 Modelo da Hiperlipidemia Induzida por Triton WR-1339

Para o estudo dos possiveis efeitos das chalconas e seus derivados sobre o
metabolismo esterdlico, utilizou-se inicialmente um modelo experimental, para “screening”
de novos farmacos hipolipemiantes, segundo SCHURR e cols. (1972), para elevar os
niveis lipémicos séricos, de forma aguda com a administracdo do Triton WR-1339. Este
detergente causa uma elevagao sérica de colesterol e triglicérides em um tempo médio de
8 horas. Como avaliagao bioquimica foram utilizados os parametros: concentragcao sérica

de colesterol total, triglicérides e colesterol da HDL.

3.2.3.1 Protocolo experimental

Foram utilizados ratos Wistar EPM-M1 (n=6, 200 £ 20 g) que foram distribuidos em
diferentes grupos experimentais. Antes de cada experimento os animais permaneceram
em jejum de 12 horas. Todos os ratos receberam 0,5 mL de uma solugdo 0,9 % NaCl de
Triton WR-1339 (62,5 mg/ml, i. p.), para indugédo da hiperlipidemia, e parte dos animais
foram tratados com 1 mL das chalconas ou 1 mL da lovastatina (v. 0.) junto com a
administragcdao de Triton WR-1339, as concentragdes dos compostos avaliados sé&o
apresentadas na tabela abaixo. Um grupo controle recebeu somente Triton WR 1339 e,

outro grupo normal n&o recebeu tratamento.

Tabela 2. Concentragbes em mmol/Kg e em mg/Kg, dos compostos utilizados nos
tratamentos de hiperlipemia induzida por Triton WR 1339 ou dieta hipercaldrica.

COMPOSTOS CONCENTRACAQ CONCENTRACAQ
mmol/Kg mg/Kg
LOVASTATINA 2,5 1
GRUPO 1
C7 28,85 6




C20 25,64 6
GRUPO 2
C1 24,00 6
C3 21,66 6
C5 18,67 6
C6 20,91 6
C8 24,74 6
C9 21,66 6
C10 19,26 6
C15 23,71 6
B1 13,73 6
B3 14,53 6
GRUPO 3
C11 22,73 6
C12 24,00 6
C13 27,03 6
C16 25,21 6
C17 25,21 6
C19 25,21 6
B2 15,71 6
B4 15,07 6

Apo6s 8 horas da administragdo de Triton WR-1339, os animais foram anestesiados
com éter etilico e, amostras de sangue foram coletadas via plexo ocular anterior,
centrifugadas para a obtengdo de amostras séricas, as quais posteriormente foram
utilizadas para as determinagdes bioquimicas. Apds a coleta sanguinea os animais foram

sacrificados.

3.2.3.2 Analises bioquimicas

3.2.3.2.1- Determinagao das concentracdes de colesterol total

As determinagdes de colesterol total foram realizadas por método enzimatico
colorimétrico segundo ALLAIN e cols. (1974), onde os ésteres de colesterol s&o

hidrolisados pela colesterol esterase a colesterol livre e acidos graxos. O colesterol livre é



oxidado pela colesterol oxidase a colest-4-en-ona e peroxido de hidrogénio. Na presenca
de peroxidase e peroxido de hidrogénio, o fenol e a 4 aminoantipirina sdo oxidados

formando a antipirilquinonimia que tem absortividade maxima em 500nm.

3.2.3.2.2 Determinacgao das concentragdes de triglicérides

As determinagdes de triglicérides foram realizadas mediante utilizagcdo do método
enzimatico colorimétrico, proposto por MCGOWAN e cols. (1983), onde o glicerol liberado
na hidrélise dos triglicérides, catalisado pela lipoproteina-lipase é convertido pela acdo da
glicerolquinase em glicerol-3-fosfato, que é oxidado a dihidroxiacetona e peroxido de
hidrogénio na presenga de glicerolfosfato oxidase. A reagdo de acoplamento que ocorre
entre o perdxido de hidrogénio, 4-aminoantipirina e um corante fendlico é catalisada pela

peroxidase produzindo a quinoneimina que tem maximo de absorbancia em 540nm.

3.2.3.2.3 Determinacao das concentragdes de colesterol da HDL

O colesterol da HDL foi determinado através da precipitacdo quantitativa das
lipoproteinas VLDL e LDL, pelo acido fosfotungstico e cloreto de magnésio, seguido de
centrifugagcéo. Apos centrifugacao, o colesterol da HDL foi determinado no sobrenadante
utiizando o método enzimatico colorimétrico proposto por ALLAIN e cols. (1974), ja

apresentado anteriormente.

3.2.4 Modelo da Hiperlipidemia Induzida pela Dieta Hipercalérica

Um segundo modelo experimental foi avaliado somente para as chalconas que se
mostraram ativas no primeiro modelo apresentado anteriormente, neste segundo modelo,
proposto por ROTHWELL e cols (1982), a hiperlipidemia foi induzida de forma cronica,
através da administracao de dieta hipercaldrica durante um periodo de 30 dias (Tabela 3).
Como avaliagdo bioquimica foram utilizados os parédmetros: concentragcdo sérica de

colesterol total, triglicérides, HDL-colesterol, VLDL e LDL-colesterol e, para os compostos



que apresentaram melhores

concentragdes hepaticas de colesterol total e triglicérides.

resultados neste modelo foram determinadas as

Tabela 3. Composigdo e cronograma da dieta hipercaldrica, proposta por ROTHWELL e

cols (1982)
ORDEM | COMPONENTES DA DIETA PESOS (g) DIAS
1 Biscoito de chocolate 5g de cada componente a cada dia * | 1 °dia
Suspiros 2 °dia
Cheetos 3 ° dia
2 Pé-de-moleque 5g de cada componente a cada dia * | 4 °dia
Chocolate 5°dia
Biscoito de chocolate 6 ° dia
3 Amendoim 5g de cada componente a cada dia * | 7 °dia
Baconzitos 8 ° dia
Suspiros 9 ° dia
4 Cheetos 5g de cada componente a cada dia * | 10 ° dia
Rosquita de leite 11 ° dia
Amendoim 12 ° dia
5 Amendoim 5g de cada componente a cada dia * | 13 ° dia
Biscoito de chocolate 14 ° dia
Baconzitos 15 ° dia
6 Rosquita de leite 5g de cada componente a cada dia * | 16 ° dia
Baconzitos 17 ° dia
Amendoim 18 ° dia
7 Bolacha sortida 5g de cada componente a cada dia * | 19 ° dia
Batata frita 20 ° dia
Amendoim 21 °dia
8 Chocolate 5g de cada componente a cada dia * | 22 ° dia
Queijo 23 ° dia
Pé-de-moleque 24 ° dia
9 Bolacha sortida 5g de cada componente a cada dia * | 25 ° dia
Pé-de-moleque 26 ° dia
Queijo 27 ° dia
10 Queijo 5g de cada componente a cada dia * | 28 ° dia
Rosquita de leite 29 ° dia
Bolacha sortida 30 ° dia

* Foi acrescido mais 15g de racdo comercial padronizada para complementacdo da dieta,
equivalente ao periodo de um dia.




3.2.4.1 Protocolo experimental

Foram utilizados ratos Wistar EPM-M1 (120 + 25 g) que permaneceram durante 7
dias, em adaptagéo, com livre acesso a comida e agua, depois disto foram distribuidos em
diferentes grupos: grupo normal (dieta comercial padrédo); grupo hipercalérico (dieta
hipercaldrica); grupo farmaco controle (dieta padrdao + lovastatina); grupo farmaco teste
(dieta hipercaldrica + lovastatina); grupo teste normal (dieta padréo + chalconas); grupo
teste hipercal6rico (dieta hipercalorica + chalconas). Tanto as chalconas quanto a
lovastatina, foram administradas diariamente (v. 0.) nas concentragcbes apresentadas na
Tabela 2. Amostras de sangue foram coletadas via plexo ocular anterior no tempo zero e
apo6s 30 dias de tratamento, sendo centrifugadas para a obtengdo das amostras séricas,
as quais foram submetidas as analises bioquimicas, e para algumas chalconas o figado foi

retirado para dosagem de colesterol e triglicérides.

3.2.4.2 Analises bioquimicas do tecido hepatico

Para a determinacéao tecidual de colesterol e triglicérides, procedeu-se a extracao
de lipideos, onde aliquotas do figado foram lavadas em solugao de cloreto de sodio (NaCl)
0,85%. As amostras foram secas em papel filtro, pesadas (cerca de 100 mg) e
homogeneizadas (1:3, p/v) em agua destilada. Apds centrifugagao a 7.000 rpm durante 10
minutos, as amostras foram utilizadas para avaliagdo do conteudo de colesterol e
triglicérides, pela metodologia colorimétrica enzimatica, ja descrita anteriormente. A
concentragédo de proteina no homogenato foi determinada conforme método de LOWRY e
cols. (1951) modificado por HARTREE (1972), utilizando albumina como padrdo e os

resultados apresentados em termos de ug/mg de proteina.



3.2.4.3 Analises bioquimicas séricas

Para a avaliagdo do perfil lip€mico dos animais foram utilizados os parametros:
concentragdo sérica de colesterol total, triglicérides e colesterol da HDL, através de

métodos enzimaticos ja descritos anteriormente no item 3.2.3.2.

Como complemento a avaliagcdo do perfil lipidico, este modelo nos permitiu
determinar, através de calculo matematico os valores séricos das concentragdes de
colesterol das lipoproteinas VLDL e LDL, utilizando para isto a formula proposta por
FRIEDEWALD e cols. (1972), valida se as concentracbes de triglicérides nao

ultrapassarem o valor de 400 mg/dL ou 4,5 mmol/L, onde:

e Colesterol da LDL = colesterol total — [ Colesterol da HDL — Colesterol da VLDL]

e Colesterol da VLDL = triglicérides
5

O indice anti-aterogénico (IAA) foi calculado como analise complementar, através
de tratamento matematico dos dados, onde:

. IAA [%] ={

Colesterol da HDL
} x 100
Colesterol total — Colesterol daHDL

3.3 Analise Estatistica

Todos os dados obtidos foram analisados estatisticamente utilizando-se o testes
ANOVA One Way suplementado pelo teste de comparagdo multipla de Turkey-Kramer
quando se fez necessario, admitindo-se um nivel de significancia de p<0,05, p<0,01, e
p<0,001.



4. RESULTADOS

4.1 Sintese das chalconas sintéticas e seus derivados

Em geral, os processos de sintese foram realizados em um intervalo de 4 a 24
horas, sendo que o término da reacao foi de facil visualizagao e identificacdo através do
uso da técnica de cromatografia de camada delgada. Observou-se, concomitante ao
término da reacdo o aparecimento de um precipitado colorido caracteristico, o qual foi

reconhecido como o produto formado.

Os compostos sintetizados a partir do cinamaldeido (C11, C12 e C20) apresentaram
maior conjugagdo no sistema insaturado carbonil-olefina. Esta conjugagcé&o adicional
possibilita classificar esse subgrupo como derivados substituidos do butadieno, podendo

estes ser utilizados como dienos em reacgdes de ciclizag&o do tipo Diels-Alder.

Foram obtidos, em geral, compostos com bom grau de pureza, ndo sendo
necessario utilizarmos o método de cromatografia em coluna. Os rendimentos obtidos

compreendem a faixa de 50-99% (Tabela 4).

Tabela 4. Rendimentos das chalconas e seus derivados sintetizados

COMPOSTO REND.% REND. g

C1 98% 77,59%*
C2 87% 10,00*
C3 89% 41,78*
C4 80% 10,00*
Cs 97% 09,62*
Ceé T7% 06,81*
C7 T7% 35,00*
C8 74,13% 23,12%*
C9 68% 25,66*

C10 96% 52,03*




C11 80% 10,00*

C12 96% 19,88*
C13 90% 27,50%*
C14 98% 15,38*
C15 90% 36,17*
C16 99% 30,75*
C17 94% 48,41*
C18 81% 13,00*
C19 85% 16,90*
C20 50% 10,00*
B1 85% 1,53*
B2 90% 1,54%*
B3 96% 1,57*
B4 97,6% 1,63*

*Os rendimentos foram calculados ap6s procedimento de recristalizacao (alcool a 54°C).

4.2 Caracterizagao quimica das chalconas e seus derivados sintetizados

4.2.1 Métodos de espectroscopia de infra-vermelho e ponto de fuséo

Todos os compostos foram previamente sintetizados e identificados nos
laboratorios do NIQFAR/UNIVALLI, sob a orientagdo dos professores Valdir Cechinel Filho

e Rogério Corréa.

C 1 (2E)-1-(4-clorofenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona

PM: 242,5g; p.f. (°C): 85-92; Rend.: 98%; FT-IV (Pastilha KBr, cm™): 1661 (v C=0), 1606
(v C=C).

C 2 (2E)-1-(3,4-diclorofenil)-3-[4-(dimetilamino)fenil]lprop-2-en-1-ona
PM: 320g; p.f. (°C): 124-126; Rend.: 85%; FT-IV (Pastilha KBr, cm'1): 1649 (v C=0), 1612
(v C=C).




C 3 (2E)-1,3-di(4-clorofenil)prop-2-en-1-ona
PM: 277g; p.f. (°C): 160-163; Rend.: 89%; FT-IV (Pastilha KBr, cm'1): 1657 (v C=0), 1605
(v C=C).

C 4 (2E)-3-(4-clorofenil)-1-(4-metilfenil)prop-2-en-1-ona
PM: 240,5 g; p.f. (°C): 160-163; Rend.: 80%; FT-IV (Pastilha KBr, cm'1): 1657 (v C=0),
1605 (v C=C).

C 5 (2E)-1-(4-bromofenil)-3-(4-clorofenil)prop-2-en-1-ona
PM: 321,4g; p.f. (° C): 161-164; Rend.: 97%; FT-IV (Pastilha KBr, cm™): 1657 (v C=0),
1604 (v C=C).

C 6 (2E)-1-(4-bromofenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona
PM: 286,9g; p.f. (°C): 157-160°C; Rend.: 64,8%; FT-IV (Pastilha KBr, cm'1): 1660 (v C=0),
1605 (v C=C).

C 7 (2E)-1,3-difenilprop-2-en-1-ona
PM: 208g; p.f. (°C): 70,4-73,2; Rend.: 77%; FT-IV (Pastilha KBr, cm'1): 1661 (v C=0), 1605
(v C=C).

C 8 (2E)-3-(4-clorofenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona
PM: 242,5g; p.f. (°C): 122-125; Rend.: 74,13%; FT-IV (Pastilha KBr, cm'1): 1658 (v C=0),
1604 (v C=C).

C 9 (2E)-1-(3,4-diclorofenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona
PM: 277g; p.f. (°C): 96-100; Rend.: 68%; FT-IV (Pastilha KBr, cm'1): 1661 (v C=0), 1605 (v
C=C).




C 10 (2E)-3-(4-clorofenil)-1-(3,4-diclorofenil)prop-2-en-1-ona

PM: 311,5g; p.f. (°C): 120-123; Rend.: 96 %; FT-IV (Pastilha KBr, cm™): 1661 (v C=0),
1602 (v C=C).

C 11 (2E,4E)-1-(4-metoxifenil)-5-fenilpenta-2,4-dien-1-ona
PM: 264q; p.f. (°C): 84-86; Rend.: 80%; FT-IV (Pastilha KBr, cm'1): 1653 (v C=0), 1602 (v
C=C).

C 12 (2E,4E)-1-(2-hidroxifenil)-5-fenilpenta-2,4-dien-1-ona
PM: 250g; p.f. (°C):118,5-129,2; Rend.: 96%; FT-IV (Pastilha KBr, cm™): 1650 (v C=0),
1605 (v C=C).

C 13 (2E)-3-(4-metilfenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona
PM: 222g; p.f. (°C): 95,6-100; Rend.: 96%; FT-IV (Pastilha KBr, cm'1): 1656 (v C=0),
1596(v C=C).

C 14 (2E)-3-(4-hidroxifenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona
PM: 224g; p.c. (°C): alteragéo da coloragédo a 305°C; Rend.: 98 %; FT-IV (Pastilha KBr, cm
"): 1650 (v C=0), 1596 (v C=C).

C 15 (2E)-3-(4-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona
PM: 253g; p.f. (°C): 166,6-174,8; Rend.: 90 %; FT-IV (Pastilha KBr, cm'1): 1658 (v C=0),
1608 (v C=C).

C 16 (2E)-3-(4-metoxifenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona
PM: 238g; p.f. (°C): 119-122; Rend.: 99,94%; FT-IV (Pastilha KBr, cm'1): 1659 (v C=0),
1600 (v C=C).




C 17 (2E)-3-(2-metoxifenil)-1-fenilprop-2-en-1ona
PM: 238g; p.f. (°C): 59-60; Rend.: 94%; FT-IV ( Pastilha KBr, cm'1): 1661 (v C=0), 1601 (v
C=C).

C 18 (2E)-3-[4-(dimetilamino)fenil]-1-(4-metilfenil)prop-2-en-1-ona
PM: 265g; p.f. (°C): 119-122; Rend.: 81%; FT-IV (Pastilha KBr, cm™):1645 (v C=0), 1606
(v C=C).

C 19 (2E)-3-(3-metdxifenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona
PM: 238g; p.f. (°C): 51-54; Rend.: 85 %; FT-IV (Pastilha KBr, cm'1): 1661 (v C=0), 1605 (v
C=C).

C 20 (2E,4E)-1.,5-difenilpenta-2,4-dien-1ona
PM: 234q; p.f. (°C): 97-99,5; Rend.: 50 %; FT-IV (Pastilha KBr, cm'1): 1656 (v C=0), 1600
(v C=C).

B1 2,3-dibromo-1,3-di(4-clorofenil)propan-1-ona
PM: 437g; p.f (°C): 159-162; Rend.: 85%; FT-IV (Pastilha KBr, cm™): 1687 (v C=0).

B2 2,3-dibromo-3-(4-metoxifenil)-1-fenilpropan-1-ona
PM: 382g; p.f. (°C): 140-144; Rend.: 90 %; FT-IV (pastilha KBr, cm'1): 1685 (v C=0).

B3 2,3-dibromo-3-(4-nitrofenil)-1-fenilpropan-1-ona
PM: 413g; p.f. (°C): 128-131; Rend.: 96 %; FT-IV (pastilha KBr, cm’”’ ): 1682 (v C=0).

B4 2,3-dibromo-3-(3-metoxifenil)-1-fenilpropan-1-ona
PM: 398g; p.f. (°C): 94-99; Rend.: 97,6 %; FT-IV (pastilha KBr, cm ™'): 1687 (v C=0).




4.2.2 Espectroscopia de RMN 'H dos compostos sintetizados

Os compostos C1 a C10 ja haviam sido identificados pelo método de RMN 'H,

seguem, portanto, os resultados destas analises dispostos individualmente:

C 1 (2E)-1-(4-clorofenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona

H' —-RMN (DMSO-dgs, ppm): 7,28 (d, 1H, CH=CH), 7,39 (d, 1H, CH=CH, J = 15,72), 7,47-
7,78 (m, 9H, Ar).

C 2 (2E)-1-(3.4-diclorofenil)-3-[4-(dimetilamino)fenillprop-2-en-1-ona
H' -RMN (DMSO-dg, ppm): 3,01 (s, 6H, N-(CHs),), 7,28 (d, 1H, CH=CH), 7,41 (d, 1H,
CH=CH, J =15,71), 7,51-7,75 (m, 7H, Ar).

C 3 (2E)-1,3-di(4-clorofenil)prop-2-en-1-ona
H' -RMN (DMSO-dg, ppm): 7,28 (d, 1H, CH=CH), 7,42 (d, 1H, CH=CH, J =15,71), 7,47-
7,87 (m, 8H, Ar).

C 4 (2E)-3-(4-clorofenil)-1-(4-metilfenil)prop-2-en-1-ona
H' -RMN (DMSO-dg, ppm): 2,43 (s, 3H, CH3), 7,51 (d, 1H, CH=CH), 7,41 (d, 1H, CH=CH,
J =15,70), 7,44-7,80 (m, 8H, Ar).

C 5 (2E)-1-(4-bromofenil)-3-(4-clorofenil)prop-2-en-1-ona
H' -RMN (DMSO-dg, ppm): 7,28 (d, 1H, CH=CH), 7,43 (d, 1H, CH=CH, J =15,69), 7,54-
7,75 (m, 8H, Ar).

C 6 (2E)-1-(4-bromofenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona
H' -RMN (DMSO-dg, ppm): 7,27 (d, 1H, CH=CH), 7,38 (d, 1H, CH=CH, J =15,63), 7,51-
7,75 (m, 9H, Ar).




C 7 (2E)-1,3-difenilprop-2-en-1-ona
H' -RMN (DMSO-ds, ppm): 6,38 (d, 1H, CH=CH), 6,89 (d, 1H, CH=CH, J =15,72), 7,25-
7,76 (m, 10H, Ar).

C 8 (2E)-3-(4-clorofenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona
H' -RMN (DMSO-dg, ppm): 7,28 (d, 1H, CH=CH), 7,42 (d, 1H, Ar, J = 15,71), 7,25-7,76 (m,
9H, Ar).

C 9 (2E)-1-(3,4-diclorofenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona
H' -RMN (DMSO-dg, ppm): 7,27 (d, 1H, CH=CH), 7,39 (d, 1H, CH=CH, J = 15,70), 7,50-
7,93 (m, 8H, Ar).

C 10 (2E)-3-(4-chlorophenyl)-1-(3,4-dichlorophenyl)prop-2-en-1-one

H' —-RMN (DMSO-ds, ppm): 7,29 (d, 1H, CH=CH), 7,43 (d, 1H, CH=CH, J =15,69), 7,54-
7,94 (m, 7H, Ar).

Os dados obtidos através da andlise dos dados espectrais de RMN 'H das
chalconas C11 a C20 e seus derivados B1 a B4, os quais ainda nao tinham sido avaliados
por este método, estdo dispostos abaixo individualmente, onde os deslocamentos quimicos
sao dados em ppm. Os dados referentes a peso molecular, rendimento, ponto de fuséo e
espectroscopia de infravermelho encontram-se no item 4.2.2, as coépias dos espectros

obtidos encontram-se no item Il dos anexos.

Nos espectros foram observados sinais em 2,51 ppm e 3,42 ppm referentes a
incorporagdo do solvente utilizado na dissolugdo dos compostos DMSO e, a agua
incorporada ao mesmo, respectivamente. Estes resultados estdo condizentes com os
valores obtidos na literatura (PAVIA, LAMPMAN, KRIZ, 1979; GIL, GERALDES, 1987).



Os principais prétons identificados na descricdo dos dados de RMN 'H sdo
especificados de acordo com a numeragdo proposta nas figuras acima das listagens

conforme descrito a seguir:

Figura 12. Distribuicao numérica utilizada na identificagado dos principais prétons das
chalconas

C 13 (2E)-3-(4-metilfenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona
RMN 'H (DMSO-dg, ppm): 7,28 (d, 2H, H3’, H5’, J = 6), 7,55 (d, 1H, Ha, J = 16), 7,63 (d,
1H, HB, J = 16), 7,68-7,94 (m, 5H, H2,H3, H5, H6, H4’), 8,15 (d, 2H, H2’, H6’, J = 6).

C 14 (2E)-3-(4-hidroxifenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona
RMN 'H (DMSO-dg, ppm): 6,02 (d, 2H, H3’, H5’, J = 8), 6,30 (d, 2H, H3, H5, J = 8), 6,94-
7,44 (m, 5H, H2, H6, H4’, Ha , HB), 7,61 (d, 2H, H-2’, H-6’, J = 8).

C 15 (2E)-3-(4-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona
RMN 'H (DMSO-dg, ppm): 7,57 (d, 1H, Ha, J = 16), 7,65 (d, 1H, HB, J = 16), 7,70-8,20 (m,
7H, H2, H3, H5, H6, H3’-H5’), 8,29 (d, 2H, H2’, H6’, J = 10).

C 16 (2E)-3-(4-metoxifenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona

RMN "H (DMSO-ds, ppm): 3,83 (s, 3H, OCHs), 7,03 (d, 2H, H3’, H5’, J = 8), 7.54, (d, 1H,
Ha, J = 16), 7.62 (d 1H, HB, J = 16), 7,67-7,89 (m, 5H, H2, H3, H5, H6, H4’), 8,14 (d, 2H,
H2’, H6’, J = 8).

C 17 (2E)-3-(2-metoxifenil)-1-fenilprop-2-en-1ona
RMN 'H (DMSO-ds, ppm): 3,91 (s, 3H, OCHs), 7,06-8,03 (m, 7H, H3-H6, H3’-H5’), 7,56 (d,
1H, Ha, J = 14), 7,63 (d, 1H, HB, J = 14), 8,13 (d, 2H, H2’, H6’, J = 8).




C 18 (2E)-3-[4-(dimetilamino)fenil]-1-(4-metilfenil)prop-2-en-1-ona

RMN "H (DMSO-ds, ppm): 2,40 (s, 3H, CHs), 3,01 (s, 6H, N(CHs)), 6,74 (d, 2H, H3, H5, J =
10), 7,35 (d, 2H, H3’, H5’, J = 8), 7,65-7,72 (m, 4H, H2, H6, Ha, HB), 8,02 (d, 2H, H2’, HE’,
J=38).

C 19 (2E)-3-(3-metdéxifenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona

RMN "H (DMSO-dg, ppm): 3,84 (s, 3H, OCHs), 7,04 (d, 2H, H3’, H5’, J = 8), 7,38-8,01 (m,
5H, H2, H4-H6, H4’), 7,57 (d, 1H, Ha, J = 14), 7,64 (d, 1H, HB, J = 14), 8,17 (d, 2H, H2’,
H6’, J = 8).
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Figura 13. Distribuigdo numérica utilizada na identificagdo dos principais prétons das

chalconas com duplas conjugadas

C 11 (2E,4E)-1-(4-metoxifenil)-5-fenilpenta-2,4-dien-1-ona

RMN "H (DMSO-dg, ppm): 3,86 (s, 3H, OCHs), 7,09 (d, 2H, H3’, H5’, J =8), 7,22-7,62 (m,
5H, H2-H6), 7,37 (d, 2H, H9, H10, J = 16), 7,45 (d, 2H, H7, H8, J = 16), 8,04 (d, 2H,
H2’,H6’, J = 8).

C 12 (2E,4E)-1-(2-hidroxifenil)-5-fenilpenta-2,4-dien-1-ona
RMN 'H (DMSO-dg, ppm): 6,81 (d, 2H, H3, H5, J = 8), 6,89-7,63 (m, 5H, H3’-H6’, H2, H4,
H6), 7,37 (d, 2H, H9, H10, J = 16), 7,45 (d, 2H, H7, H8, J = 16), 7,88 (d, 1H, HE’).

C 20 (2E,4E)-1.,5-difenilpenta-2,4-dien-1ona
RMN "H (DMSO-dg, ppm): 7,37 (d, 2H, H3’, H5’, J = 8), 7,24-7,67 (m, 6H, H2-H6, H4’), 7,58
(d, 2H, H9, H10, J = 14), 7,65 (d, 2H, H7, H8, J = 14), 8,02 (d, 2H, H2’, H6’, J = 8).




Figura 14. Distribuigdo numérica utilizada na identificacdo dos principais prétons dos

derivados bromados

B1 2,3-dibromo-1,3-di(4-clorofenil)propan-1-ona

RMN "H (DMSO-dg, ppm): 5,83 (d, 1H, H-8, J = 12), 6,73 (d, 1H, H-7, J =12), 7,53 8 d, 2H,
H3, H5, J = 8), 7,74 (d, 2H, H3’, H5’, J = 8), 7,88 (d, 2H, H2, H6, J = 8), 8,31 (d, 2H, H2’,
H6’, J = 8).

B2 2,3-dibromo-3-(4-metoxifenil)-1-fenilpropan-1-ona
RMN 'H (DMSO-ds, ppm): 4,74 (s, 3H, OCH3), 5,79 (d, 1H, H-8, J = 12), 6,70 (d, 1H, H-7, J
=12), 7,42-7,98 (m, 7H, H2, H3, H5, H6, H3’-H5’), 8,29 (d, 2H, H2’, H6’, J = 8).

B3 2,3-dibromo-3-(4-nitrofenil)-1-fenilpropan-1-ona
RMN 'H (DMSO-ds, ppm): 5,99 (d, 1H, H8, J = 12), 6,79 (d, 1H, H7, J =12), 7,62-8.32 (m,
9H, H2’, H3’, H5’, H6’, H2-H6).

B4 2,3-dibromo-3-(3-metoxifenil)-1-fenilpropan-1-ona

RMN "H (DMSO-ds, ppm): 3,84 (s, 3H, OCH3), 5,75 (d, 1H, H8, J = 12), 6,69 (d, 1H, H7, J
=12), 6,93-7,78 (m, 7H, H2, H4-H6, H3’-H5’), 8,30 (d, 2H, H2’, HE’, J = 8).

Na tabela 4, podemos verificar as variacbes dos deslocamentos quimicos dos
prétons H7 e H8, em relacdo aos diferentes substituintes nos anéis aromaticos das
chalconas C13, C15-C17 e C19 quando comparados a chalcona C7, apresentando Ad
positivos que mostram uma tendéncia de movimentacéo dos sinais referentes aos protons

H7 e H8 para campo baixo quando temos substituicdes nos anéis.



Tabela 5. Variagao (Ad) dos deslocamentos quimicos de H-8 e H-7, para os compostos
C13, C15-C17, C19, em relacéo a chalcona C7.

Hidrogénios |C13-C7 |C15-C7 |C16-C7 |C17-C7 |C19-C7

H-7 0,74 0,76 0,73 0,74 0,75

H-8 1,17 1,19 1,16 1,18 1,19

Da mesma forma, a tabela 5 demonstra Ad dos deslocamentos para os protons H7-
H8 e H9-H10 das chalconas C11 e C12, em relacédo a chalcona C20, onde observa-se o
contrario, os sinais dos prétons H7-H8 e H9-H10 tendem a movimentar-se para campo

alto quando comparados ao composto sem substituintes.

Tabela 6. Variagdo (Ad) dos deslocamentos quimicos de H7-H8 e H9-H10, para os
compostos C11 e C12, em relagao a chalcona C20.

Hidrogénios |C11-C20 |C12-C20

H7-H8 -0,21 -0,20

H9-H10 -0,20 -0,20




4.3 Ensaios biolégicos com as chalconas C1, C3, C5 a C13, C15a C17,C19a C20 e
B1 aB4

4.3.1 Hiperlipidemia Induzida por Triton WR-1339

4.3.1.1 Concentragao sérica de colesterol total e colesterol da HDL

Ao analisar os niveis de colesterol total dos animais tratados com Triton WR 1339 e
as chalconas do grupo 1 (moléculas protétipo), observa-se uma clara redugéo
estatisticamente significativa (p<0,001) em relagdo ao grupo controle tratado somente com
este detergente (Tabela 7). Neste grupo o composto C7 apresentou a melhor redugcéo nos
niveis de colesterol (34,96%). No entanto, nenhum dos compostos testado atingiu os

valores de reducido semelhante aos obtidos apds tratamento com a lovastatina.

Em relagdo ao grupo controle normal, os compostos C7 e C20, também, n&o foram
capazes de normalizar os niveis de colesterol total com a mesma eficiéncia que a

lovastatina.

Quanto as concentragbes de colesterol da lipoproteina HDL, observa-se uma
tendéncia de aproximagao aos valores expressos no grupo controle normal, no entanto,
nao se observou aumento destas concentragdes, quando temos como parametro de

comparagao o grupo Triton WR 1339.



Tabela 7. Concentragdes séricas de colesterol total e colesterol da HDL (mg/dL) apos 8 horas da
inducdo de hiperlipidemia pelo Triton WR 1339 (62,5 mg/mL, i. p.) em ratos tratados com as
chalconas ou lovastatina (v. 0.) e grupos controles.

GRUPO 1 - MOLECULAS PROTOTIPO

0]
e

n=1 n=2
Cc7 C20
Tratamento | Concentragao Colesterol total (mg/dL) Colesterol da HDL
dos compostos (mg/dL)
(mmol/Kg)
Concentragoes % Reducao |Concentragoes
Normal - 108,59+7,36 - 41,38+7,42
Triton - 205,38+10,28 *** - 189,68+17,17 ***
Lovastatina 2,50 72,37+3,40 2 64,76 122,58+10,92 @
Cc7 28,85 133,58+12,76 @ 34,96 76,18+6,24 2
C20 25,64 155,39+16,60 * 24,34 89,02+11,31 @**

Todos os resultados foram expressos em termos de média + EPM, n=6. (%) Reduc&o em
relagado ao tratamento com Triton WR 1339.

(***), (**) e (*) diferenca estatisticamente significativa em relagcdo ao grupo normal
(p<0,001), (p<0.01) e (p<0.05), respectivamente,

(%) diferenca estatisticamente significativa em relagéo ao grupo Triton WR 1339 (p<0,001).



As chalconas do grupo 2 (com substituintes aromaticos desativadores)
apresentaram os melhores valores, estatisticamente significativos (p<0,001) de redugéo
dos niveis de colesterol total em relagdo ao grupo Triton WR 1339 (Tabela 8). As redugdes
mais expressivas foram as obtidas com os compostos C10 (67,88%) e B1 (64,59%), os
quais se aproximaram do valor de reducado obtido para o farmaco de referéncia,
lovastatina (64,76%).

Em relagdo ao grupo controle normal, os valores de colesterol total obtidos apos
tratamento com os compostos C10 e B1, novamente foram os mais significativos,
reduzindo estatisticamente (p<0,001), os niveis de colesterol total. Com a exce¢édo dos
compostos C1, C8 e C9, os compostos do grupo 2 apresentaram uma tendéncia em
reduzirem os niveis de colesterol total, alcancando valores abaixo dos obtidos para o

controle normal.

Curiosamente, as concentragdes de colesterol da HDL, obtidas com as chalconas
do grupo 2, nao sofreram aumento, quando comparadas ao grupo Triton WR 1339, apesar
dos tratamentos com alguns compostos (C1, C8, C9, C15, B1 e B3) mostrarem-se
capazes de manter os valores de colesterol da HDL acima dos valores obtidos para o

controle normal.



Tabela 8. Concentragdes séricas de colesterol total e colesterol da HDL (mg/dL) apds 8
horas da indugdo de hiperlipidemia pelo Triton WR 1339 (62,5 mg/mL, i. p.) em ratos
tratados com as chalconas ou lovastatina (v. 0.) e grupos controles.

GRUPO 2 - SUBSTITUINTES DESATIVADORES

0
(®)-t-cn=cr

Anel A/B Anel A Anel B
C3-4-Cl C1-4-Cl C8 — 4-Cl
C5-4-Br/4-Cl C6 — 4-Br C15 - 4-NO,
C10 - 3,4Cl / 4-CI C9 - 3,4-Cl B3 — 4-NO;
B1 — 4-Cl / 4-CI
Tratamento | Concentragao Colesterol total (mg/dL) Colesterol da
dos compostos HDL (mg/dL)
(mmol/Kg)
Concentragoes % Reducgao Concentragoes
Normal - 108,59+7,36 - 41,38+7,42
Triton - 205,38+10,28 *** - 189,68+17,17 ***
Lovastatina 2,50 72,37+3,40 2 64,76 122,58+10,92 @
C1 24,00 148,92+7,44 °* 27,49 83,95+9,33 2*
C3 21,66 79,86+4,65 ° 61,11 25,96+1,48 °
C5 18,67 81,88+7,66 ° 60,13 38,11+5,06 °
C6 20,91 79,93+5,83 ° 61,08 23,77+2,43°
C8 24,74 147,59+13,58 © 28,14 69,07+£11,04 @
C9 21,66 176,33+13,56 *** 14,14 81,16+£10,42 @
C10 19,26 65,96+6,94 °* 67,88 28,02+4,09 °
C15 23,71 84,40+6,68 ° 58,90 51,66+13,10 ®
B1 13,73 72,72+13,03 @ 64,59 67,93+7,50 °
B3 14,53 95,81+9,79 ° 53,35 42,98+4,90 ®

Todos os resultados foram expressos em termos de média + EPM, n=6. (%) Reducdo em
relagao ao tratamento com Triton WR 1339.

(***) e (*) diferencga estatisticamente significativa em relagdo ao grupo normal (p<0,001) e
(p<0.05), respectivamente,

@), (°) e (°) diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo Triton WR 1339
(p<0,001), (p<0,01) e (p<0,05), respectivamente.



Os resultados das avaliagbes dos niveis séricos de colesterol total dos animais
tratados com Triton WR 1339 e as chalconas do grupo 3 (com substituintes ativadores),
assim como dos grupos 1 e 2, apresentaram redugdes significativas (p<0,001), sendo os
compostos C17 (60,24%) e B4 (67,48%), os que apresentaram melhores resultados,

levando-se em consideragao os valores obtidos para o grupo Triton WR 1339 (Tabela 9).

As concentracdes séricas de colesterol total para os compostos B4, C17, C13, C12
e C19 apresentaram redugdo dos valores quando comparados com o controle normal.
Sendo que a redugdo da concentracdo de colesterol total obtida com a lovastatina foi

ultrapassada somente pelo composto B4.

Quanto as concentragdes séricas de colesterol da HDL, nenhum dos compostos
testados do grupo 3, foram capazes de provocar aumento nas concentragcées deste

esterol lipoproteico.

Em relagdo ao grupo controle normal, os compostos C11, C16, C17, C19 e B4
demonstraram aumento significativo nos valores de colesterol da HDL, sendo que os trés
primeiros apresentaram valores muito proximos aos obtidos no tratamento com a

lovastatina.

Em geral, o grupo 3 apresentou resultados na redugdo do colesterol total, de

menor desempenho, em comparagao com 0s outros dois grupos ja citados.



Tabela 9. Concentragdes séricas de colesterol total e colesterol da HDL (mg/dL) apés 8
horas da indugdo de hiperlipidemia pelo Triton WR 1339 (62,5 mg/mL, i. p.) em ratos
tratados com as chalconas ou lovastatina (v. 0.) e grupos controles.

GRUPO 3 - SUBSTITUINTES ATIVADORES

(li—(CH=CH) n

Anel A Anel B

C11 - 4-OCHs (n=2) C13 - 4-CHa, (n=1) C17 — 2-OCHs, (n=1)
C12 - 2-0H (n=2) C16 — 4-OCHs, (n=1) B2 - 4-CHs, (n=1)

C19 — 3-OCHs, (n=1) B4 —4-OCHs, (n=1)

Tratamento | Concentragao dos Colesterol total (mg/dL) Colesterol da HDL
compostos (mg/dL)
(mmol/Kg)
Concentragdes | % Redugdo | Concentragoes
Normal - 108,59+7,36 - 41,38+7,42
Triton - 205,38+£10,28 *** - 189,68+17,17 ***
Lovastatina 2,50 72,37+3,40° 64,76 122,58+10,92 @
Cc11 22,73 140,50+8,39 ? 31,59 109,01£11,71 @***
C12 24,00 102,24+7,16 ° 50,22 31,0449,62 °
C13 27,03 101,48+7,25° 50,59 39,07+4,55°
C16 25,21 137,63+6,40 ° 32,99 106,32+10,96 & ***
Cc17 25,21 81,64+7,11° 60,24 101,49+7,84 @ ***
Cc19 25,21 107,42+11,12 ® 47,70 90,71+£10,83 °*
B2 15,71 128,9+10,28 ® 37,24 61,29+11,24 @
B4 15,07 66,78+6,87 © 67,48 111,61+7,34 @ ***

Todos os resultados foram expressos em termos de média + EPM, n=6. (%) Redug&o em
relagao ao tratamento com Triton WR 1339.

(***), (*) diferenga estatisticamente significativa em relacdo ao grupo normal (p<0,001),
(p<0,05),

), (°) diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo Triton WR 1339
(p<0,001), (p<0,05), respectivamente.



4.3.1.2 Concentragoes séricas de triglicérides

Somente o composto C7 do grupo 1, apresentou uma pequena reducéo (1,92%),
apesar de néo significativa estatisticamente, nas concentragdes séricas de triglicérides em
relagdo ao grupo Triton WR 1339. No entanto, estes compostos demonstraram valores

séricos de triglicérides mais baixos que os valores obtidos com a lovastatina (Tabela 10).

Levando-se em consideragdo, o grupo controle normal, nenhum dos compostos
testados no grupo 1, aproximou-se dos valores obtidos pelo controle. Fato este também

observado para a lovastatina.

Tabela 10. Concentragbes séricas de triglicérides (mg/dL) apds 8 horas da indugéo de
hiperlipidemia pelo Triton WR 1339 (62,5 mg/mL, i. p.) em ratos tratados com as
chalconas ou lovastatina (v. 0.) e grupos controles.

GRUPO 1 - MOLECULAS PROTOTIPO
0

@g—(CHzcm;@

n=1 n=2

Cc7 C20

Triglicérides (mg/dL)

Compostos Concentragao dos Concentragoes % Reducgao
compostos (mmol/Kg)
Normal - 96,46+3,41 -
Triton WR 1339 - 541,60+23,87 *** -
Lovastatina 2,50 632,49+25,33 -
C7 28,85 531,1749,62 *** 1,92
C20 25,64 577,53£11,92 *** -

Todos os resultados foram expressos em termos de média + EPM, n=6. (%) Redugéo em
relagao ao tratamento com Triton WR 1339.
(***) diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao grupo normal (p<0,001).



Como se pode observar na Tabela 11, referente ao tratamento com as chalconas
do grupo 2, os dados obtidos para a concentragao sérica de triglicérides, em relagado ao
grupo Triton WR 1339, permitem avaliar dois perfis dos compostos testados. As chalconas
C3 (90,20%), C5 (89,03%), C6 (88,54%), C10 (83,98%), C15 (86,59%) B1 (83,28%) e B3
(81,92%) apresentaram significativas redugbdes, quando comparados os valores as
concentragdes séricas de triglicérides do grupo controle Triton WR 1339, enquanto alguns
compostos demonstraram aumento significativo nas concentragbes de triglicérides
variando entre 17,40% (C12) a 76,48% (C13).

Em relagdo ao grupo controle normal, as redug¢des dos valores de triglicérides pelos
compostos C3, C5, C6, C10, C15 B1 e B3, mostrou-se numa tendéncia de normalizar as

concentragdes séricas deste lipideo (Tabela 11).

O tratamento com a lovastatina, em relagdo ao controle normal, nao foi suficiente
para normalizar os valores séricos de ftriglicérides, o que tornou mais interessante a
reducao observada para os compostos C3, C5, C6, C10, C15, B1 e B3 (Tabela 11).



Tabela 11. Concentragcao sérica de ftriglicérides (mg/dL) apdés 8 horas da indugdo de
hiperlipidemia pelo Triton WR 1339 (62,5 mg/mL, i. p.) em ratos tratados com as
chalconas ou lovastatina (v. 0.) e grupos controles.

GRUPO 2 - SUBSTITUINTES DESATIVADORES

O

Anel A/B Anel A Anel B
C3-4-Cl C1-4-Cl C8 — 4-Cl
C5 - 4-Br/ 4-Cl C6 — 4-Br C15 - 4-NO;
C10 — 3,4Cl / 4-CI C9 - 3,4-Cl B3 - 4-NO;
B1 - 4-Cl / 4-Cl
Triglicérides (mg/dL)
Compostos Concentragao dos Concentragoes % Reducgao
compostos (mmol/Kg)
Normal - 96,46+3,41 -
Triton WR 1339 - 541,61£23,87 *** -
Lovastatina 2,50 632,49+25,33 -
C1 24,00 679,89+10,18 2 *** -
C3 21,66 53,08+4,36 ° 90,20
C5 18,67 59,39+5,44 ° 89,03
C6 20,91 62,07+11,84 @ 88,54
C8 24,74 780,75+£10,92 @ *** -
C9 21,66 787,68+5,85 @ *** -
C10 19,26 86,744+4,45® 83,98
C15 23,71 72,64+10,08 ® 86,59
B1 13,73 90,72+10,55 ® 83,28
B3 14,53 97,93+10,40 ® 81,92

Todos os resultados foram expressos em termos de média + EPM, n=6. (%) Reduc&o em
relagado ao tratamento com Triton WR 1339.

(***) diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao grupo normal (p<0,001),

() diferenca estatisticamente significativa em relagéo ao grupo Triton WR 1339 (p<0,001).




Os resultados obtidos com os compostos do grupo 3, em relagdo ao grupo Triton
WR 1339, apresentaram somente uma reducao de 12,19% nas concentragdes séricas de

triglicérides, causada pelo composto B2 (Tabela 12).

Apesar da redugdo dos valores séricos de ftriglicérides, observada para este

composto (B2), ndo ha proximidade com os valores obtidos para o grupo controle normal.

Entretanto, a lovastatina, visada como farmaco de referéncia, também nao
apresentou redugdo significativa quando comparada aos controles normal e hipercaldrico.
Em comparacédo aos resultados obtidos nos grupos controle, os compostos B2 e C19

apresentaram melhores resultados que a lovastatina.



Tabela 12. Concentracbes séricas de triglicérides (mg/dL) apds 8 horas da indugao de
hiperlipidemia pelo Triton WR 1339 (62,5 mg/mL, i. p.) em ratos tratados com as
chalconas ou lovastatina (v. 0.) e grupos controles.

GRUPO 3 - SUBSTITUINTES ATIVADORES

@S-

Anel A Anel B

C11-4-OCH; (n=2) C13 - 4-CHs, (n=1) C17 — 2-OCHs, (n=1)
C12 - 2-0H (n=2) C16 — 4-OCHg, (n=1) B2 - 4-CHs, (n=1)

C19 — 3-OCHj, (n=1) B4 —4-OCHs, (n=1)

Triglicérides (mg/dL)

Compostos Concentragao dos Concentragoes % Reducao
compostos
(mmol/Kg)
Normal - 96,46+3,41 -
Triton WR 1339 - 541,6+23,87 *** -
Lovastatina 2,50 632,49+25.33 *** -
Cc11 22,73 806,96+19,39 2 *** -
C12 24,00 635,82+13,15 & *** -
C13 27,03 955,82+16,14 2 *** -
C16 25,21 792,9419,08 & *** -
C17 25,21 718,21+7,74 @ *** -
C19 25,21 615,39+18,55 & *** -
B2 15,71 475,59+8,22 *** 12,19
B4 15,07 912,93+14,31 & *** -

Todos os resultados foram expressos em termos de média + EPM, n=6. (%) Redug&o em
relagdo ao tratamento com Triton WR 1339.

(***) diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao grupo normal (p<0,001),

() diferenca estatisticamente significativa em relagéo ao grupo Triton WR 1339 (p<0,001).



4.3.2 Hiperlipidemia Induzida pela Dieta Hipercalérica

4.3.2.1 Concentracoes séricas de colesterol total

Como se pode observar na Figura 15, as concentragdes séricas de colesterol total,
encontraram-se significativamente menores (p<0,001), em relagdo aos valores da dieta
hipercaldrica, com reducéo de 31,77% para o composto C7 e 32,70% para o composto

C20. No entanto, a lovastatina, apresentou reduc¢ao de 58,52%.

Em relacdo a dieta normal, os compostos testados ndo se mostraram capazes de

reduzir as concentragdes séricas de colesterol total.
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Figura 15. Concentacgdes séricas de colesterol total (mg/dL) em ratos tratados durante 30
dias com dieta normal (A) ou hipercaldrica (B) e as chalconas 7 e 20 ou lovastatina (v. 0.)
e grupos controles. Todos os resultados sdao expressos em termos de média £+ EPM, n=6.
(%) diferenca estatisticamente significativa em relagdo a dieta hipercaldrica (p<0,001).



Levando-se em consideracdo a dieta hipercaldrica, os compostos do grupo 2
(Figura 16), apresentaram redugdes significativas, com exceg¢do do composto C9. Os
melhores resultados ficaram para os compostos C1, B1, C10 e C3 que levaram a
reducdes de 55,53%, 56,67%, 52,54% e 47,63%, respectivamente, em relagdo a dieta

hipercaldrica.

Os compostos B1 e C1 foram os que mais se aproximaram da percentagem de
reducdo obtida para o tratamento com a lovastatina (58,52%), em relacdo a dieta

hipercaldrica.

Ao analisar o comportamento dos compostos do grupo 2, em relagdo a dieta
normal, verifica-se uma tendéncia de redugdo das concentragcbes séricas de colesterol
total, apesar de nao apresentarem diferengas estatisticamente significativas; com excegao
do composto C1, que mostrou-se capaz de reduzir significativamente (p<0,001) os valores
séricos de colesterol total, em relacdo a dieta normal. Também, a lovastatina nao
apresentou reducao significativa nas concentragdes de colesterol total, quando comparada
a dieta normal (Figura 16).
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Figura 16. Concentragdes séricas de colesterol total (mg/dL) em ratos tratados durante 30
dias com dieta normal (A) ou hipercaldrica (B) e as chalconas C9, C6, B3, C10, C15, C3,
C5, B1, e C1 ou lovastatina (v. 0.) e grupos controles. Todos os resultados sao expressos
em termos de média + EPM, n=6. (**) diferenca estatisticamente significativa em relagéo
ao grupo normal (p<0,01); (?), (°) e (°) diferenca estatisticamente significativa em relacéo a
dieta hipercaldrica (p<0,001), (p<0,01) e (p<0,05), respectivamente.



Como pode ser observado na Figura 17, as chalconas do grupo 3, quando
comparadas a dieta hipercalérica, foram capazes de reduzir significativamente as
concentragdes séricas de colesterol total (p<0,001), atingindo um valor maximo de 47,58%

(C19). Ja o composto C12 apresentou a menor reducéo significativa com 4,96% (p<0,05).

No entanto, estes compostos do grupo 3, n&do alcangaram os valores de

reducio da concentragao sérica de colesterol total, obtidos pela lovastatina de 58,52%.

Em relacdo a dieta normal, destacam-se as reducbes causadas pelos
compostos C19 (47,58%) e C17 (37,71%).

Em relacéo a lovastatina, foi notavel que os compostos C19 e C17 do grupo 3,
apresentaram redugdes dos valores séricos de colesterol total, mais significativas, quando

comparadas a dieta normal.

Novamente observou-se a predominancia dos compostos do grupo 2, como o
melhor grupo redutor de colesterol total, dentre os grupos testados nos dois modelos de

induc&o a hiperlipemia.



GRUPO 3 - SUBSTITUINTES ATIVADORES
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Figura 17. Concentracdo sérica de colesterol total (mg/dL) em ratos tratados durante 30
dias com dieta normal (A) ou hipercaldrica (B) e as chalconas C12, B2, C11, C16, B4,
C19 e C17 ou lovastatina (v. 0.) e grupos controles. Todos os resultados sdo expressos
em termos de média £+ EPM, n=6. (**) e (*) diferenca estatisticamente significativa em
relacdo a dieta normal (p<0,01) e (p<0,05), respectivamente; (*) e (°) diferenca
estatisticamente significativa em relagdo a dieta hipercalérica (p<0,001) e (p<0,01),
respectivamente.



4.3.2.2 Concentracao sérica de triglicérides

Uma evidente reduc&o nas concentragdes de triglicérides foi observada (p<0,001),
apos tratamento com todos os grupos de chalconas testadas (1, 2 e 3), quando

comparados a dieta hipercaldrica.

Os compostos C7 e C20 do grupo 1 apresentaram redugdes significativas nos
valores séricos de triglicérides, em relagdo a dieta hipercal6rica, alcangando valores de
86,47% e 38,04%, respectivamente.

A reducéo alcangada pela lovastatina (71,27%), em relagéo a dieta hipercaldrica, foi

menor que aquela obtida com a administragao da chalcona C7.

As chalconas do grupo 1 (Figura 18), reproduziram também, uma tendéncia de
reducao sobre os valores séricos de triglicérides, abaixo dos valores obtidos para a dieta
normal, apresentando uma redugao de 85,33% (C20) e 45,61%, (C7), com significancia de
p<0,001 e p<0,05, respectivamente. Esta redugcdo nao foi observada para o farmaco de

referéncia, lovastatina.
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Figura 18. Concentracdes séricas de triglicérides (mg/dL) em ratos tratados durante 30
dias com dieta normal (A) ou hipercaldrica (B) e as chalconas 7 e 20 ou lovastatina (v. 0.)
e grupos controles. Todos os resultados sao expressos em termos de média + EPM, n=6.
(**) e (*) diferenca estatisticamente significativa em relacdo a dieta normal (p<0,001) e
(p<0,05), respectivamente, (%) diferenga estatisticamente significativa em relagéo a dieta
hipercaldrica (p<0,001).



Todos o0s compostos analisados do grupo 2 (Figura 19), reduziram
significativamente as concentracbes séricas de ftriglicérides, no modelo da dieta
hipercaldrica, fato este que n&do ocorreu no modelo Triton WR 1339 estudado, onde ao
contrario houve aumento significativo dos mesmos, com a excegao dos compostos C1, C8
e C9, os quais no modelo Triton WR 1339 também reduziram os valores de triglicérides.
Destacaram-se os compostos C10 e C3 com 75,98% e 67, 79%, respectivamente, quando
comparados a dieta hipercaldrica.

Os valores de triglicérides obtidos apds tratamento com a lovastatina (71,27%),
foram superados pelo tratamento com a chalcona C10, a qual em relacdo a dieta
hipercaldrica, atingiu uma redugdo de 75,98%. Os demais compostos apresentaram
valores de redugao proximos, variando de 40,40% (C5) a 67,79% (C3).

Levando em consideracdao a dieta normal, observou-se, com exceg¢ao do
composto C5, uma tendéncia a redugéo dos valores séricos de triglicérides, com destaque

para os compostos C9, C15 e C6. Redugao esta que nao foi observada para a lovastatina.
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Figura 19. Concentragdes séricas de triglicérides (mg/dL) em ratos tratados durante 30
dias com dieta normal (A) ou hipercalérica (B) e as chalconas C10, C3, B1, B3, C1, C15,
C5, C9 e C6 ou lovastatina (v. 0.) e grupos controles. Todos os resultados sdo expressos
em termos de média £ EPM, n=6. (***) diferenga estatisticamente significativa em relagéo



a dieta normal (p<0,001), (?) diferenga estatisticamente significativa em relagdo a dieta
hipercaldrica (p<0,001).

Ao considerar-se os valores de ftriglicérides da dieta hipercal6rica, todos os
compostos do grupo 3 (Figura 20), apresentaram reducgao significativa, com destaque para
os compostos C16 e C12 com 80,55% e 87,14% de reducdo. As chalconas C16 e C12
foram as unicas que alcangaram os valores séricos de triglicérides menores do que o valor

obtido apds tratamento com a lovastatina.

Em relagéo a dieta normal, ha uma tendéncia a redugao da concentragcao seérica
de triglicérides para os compostos C11, C12, C13, B4, C16 e C17, um perfil que nao foi

observado com a lovastatina.
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Figura 20. Concentragdes séricas de triglicérides (mg/dL) em ratos tratados durante 30
dias com dieta normal (A) ou hipercalérica (B) e as chalconas C19, B2, B4, C13, C17,
C16, C11 e C12 ou lovastatina (v. 0.) e grupos controles. Todos os resultados sao
expressos em termos de média £ EPM, n=6. (**) diferenga estatisticamente significativa
em relagdo a dieta normal (p<0,01), (?) diferenca estatisticamente significativa em relagao
a dieta hipercaldrica (p<0,001).



4.3.2.3 Concentragoes séricas de colesterol da HDL

Os compostos C20 e C7, do grupo 1 (Figura 21), apresentaram uma redugao
significativa (p<0,01) de 46,54% e 42,96%, respectivamente, nas concentragdes seéricas

de colesterol da HDL, quando comparados a dieta hipercaldrica.

O aumento nas concentragcdes de colesterol da HDL também nao foi significativo
para a lovastatina, apesar, desta ter apresentado menor reducdo que os compostos C7 e

C20, quando comparado a dieta hipercaldrica.

Surpreendentemente, o composto C20 aumentou 88,73% os valores séricos de
colesterol da HDL, em relagéo a dieta normal. Este perfil ndo se repetiu para o composto
C7, que nao apresentou aumento significativo das concentragdes de colesterol da HDL em

relagdo a dieta normal (Figura 21).

O farmaco de referéncia, lovastatina, também, causou uma elevagao nos valores
séricos de colesterol da HDL, no entanto, ndo mostrou-se tao eficiente quanto o composto

C20, em relagao ao controle normal.
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Figura 21. Concentragdes séricas de colesterol da HDL (mg/dL) em ratos tratados durante
30 dias com dieta normal (A) ou hipercalérica (B) e as chalconas 7 e 20 ou lovastatina (v.
0.) e grupos controles. Todos os resultados sdo expressos em termos de média + EPM,
n=6. (**) diferenga estatisticamente significativa em relagdo a dieta normal (p<0,01), (%)
diferenca estatisticamente significativa em relagcéo a dieta hipercalérica (p<0,001).



Ao analisar o grupo 2 (Figura 22), observa-se que os compostos nao foram capazes
de aumentar as concentragcdes de colesterol da HDL, quando relacionados aos valores
obtidos na dieta hipercaldrica. No entanto, o composto C3, apresentou concentragcao

sérica de colesterol da HDL maior do que aquela obtida com a lovastatina.

Os dados da Figura 22, em relacdo a dieta normal, apresentam aumento nos
valores séricos de colesterol da HDL, apesar de nao significativos, para os compostos do
grupo 2. Ganham destaque, os compostos C1, C6 e C9, os quais além de ultrapassarem
os valores obtidos para a dieta normal, aproximam-se das concentra¢des obtidas para o

tratamento com a lovastatina.
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Figura 22. Concentragdes séricas de colesterol da HDL (mg/dL) em ratos tratados durante
trinta dias com dieta normal (A) ou hipercaldrica (B) e as chalconas C1, C3, C5, C6, C9,
C10, C15, B1 e B3 ou lovastatina (v. 0.) e grupos controles.Todos os resultados sao
expressos em termos de média + EPM, n=6. (*) diferenca estatisticamente significativa em
relagdo a dieta normal; (*) e (°) diferenga estatisticamente significativa em relagéo a dieta
hipercaldrica (p<0,001) e (p<0,05), respectivamente.



Levando em consideragao a dieta hipercaldrica, somente o composto C12 do grupo
3 (Figura 23), apresentou um perfil de interesse elevando em 18,06%, apesar de nao

significativo estatisticamente, os valores séricos de colesterol da HDL.

No entanto, o composto C11 apresentou valores séricos de colesterol da HDL,

muito préximos ao valor obtido pelo farmaco de referéncia, lovastatina.

Os compostos do grupo 3, C16 e C19, demonstraram um aparente aumento de
48,42% e 23,43%, nas concentragdes sericas de colesterol da HDL, quando comparados
a dieta normal; além de apresentarem valores séricos acima daqueles obtidos para a

lovastatina (Figura 23).
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Figura 23. Concentracdes séricas de colesterol da HDL (mg/dL) em ratos tratados durante
trinta dias com dieta normal (A) ou hipercaldrica (B) e as chalconas C16, C19, C11, C12,
B2, B4, C13 e C17 ou lovastatina (v. 0.) e grupos controles. Todos os resultados sao
expressos em termos de média £+ EPM, n=6. (**) diferenca estatisticamente significativa
em relagdo a dieta normal (p<0,01), (%), (°) e (°) diferenca estatisticamente significativa em
relacéo a dieta hipercalérica (p<0,001), (p<0,01) e (p<0,05), respectivamente.



4.3.2.4 Concentragoes séricas de colesterol da LDL

Como pode ser observado na figura 20, os valores séricos de colesterol da LDL nao
foram reduzidos pelos compostos C7 e C20 , em comparacao as dietas hipercaldrica e

normal.

Este perfil difere daquele obtido para a lovastatina, no qual tem-se uma redugao de
98,27% nas concentracdes séricas de colesterol da LDL, em relacdo a dieta hipercalodrica
e, uma reducao de 18,95% em relacdo a dieta normal.
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Figura 24. Concentragdes séricas de colesterol da LDL (mg/dL) em ratos tratados durante
30 dias com dieta normal (A) ou hipercaldrica (B) e as chalconas C7 e C20 ou lovastatina
(v. 0.) e grupos controles. Todos os resultados sdo expressos em termos de média + EPM,
n=6. (***) e (**) diferenga estatisticamente significativa em relacdo a dieta normal
(p<0,001) e (p<0,01), respectivamente; (°) e (°) diferenca estatisticamente significativa em
relacao a dieta hipercaldrica (p<0,001) e (p<0,01), respectivamente.



No grupo 2, entretanto, os compostos C3 e C1 apresentaram redugao de 97,38% e
88,78%, respectivamente com significancia de p<0,001; também o composto C5
apresentou reducao de 52%, com significancia de p<0,05, em relagdo a dieta hipercalérica
(Figura 25).

A reducgao de 98,27% da lovastatina, nas concentragcdes de colesterol da LDL, nao
foi superada pelos compostos C1 e C3, no entanto, o composto C3 alcangou valores de

reducdo muito proximos ao do farmaco de referéncia.

Quando comparados com os valores séricos de colesterol da LDL obtidos com a
dieta normal, os valores obtidos pelos compostos C1, C3 e C5 permanecem reduzindo
85,89%, 34,60% e 53,41% respectivamente, reducdo esta que nao foi observada com a
lovastatina. O composto C6 comportou-se de maneira semelhante a lovastatina, em

relagao a dieta normal.
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Figura 25. Concentragdes séricas de colesterol da LDL (mg/dL) em ratos tratados durante
30 dias com dieta normal (A) ou hipercalédrica (B) e as chalconas C1, C3, C5, C9, C10,
C15, B1 e B3 ou lovastatina (v. 0.) e grupos controles. Todos os resultados sao expressos
em termos de média £+ EPM, n=6. (***) e (*) diferenga estatisticamente significativa em
relacdo a dieta normal (p<0,001) e (p<0,05), respectivamente; (*°) e (°) diferenga
estatisticamente significativa em relagdo a dieta hipercaldrica (p<0,001) e (p<0,05),
respectivamente.



Uma reducgao estatisticamente significativa nas concentragcbes séricas de
colesterol da LDL foi observada, somente para o composto C19 do grupo 3, quando
comparado aos valores obtidos na dieta hipercal6rica, com significancia de p<0,001. Os
demais compostos deste grupo apresentaram aumento significativo das concentracdes de

colesterol da LDL em relagao a dieta hipercaldrica (Figura 26).

Em relagcdo a dieta normal, o mesmo perfil se repete com destaque para o
composto C19, o qual reduziu 79,49% os valores séricos de colesterol da LDL, com
significancia de p<0,001. Apesar dos compostos C16 e C17 apresentarem valores séricos

de colesterol da LDL semelhantes ao valor obtido com a lovastatina.
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Figura 26. Concentragdes séricas de colesterol da LDL (mg/dL) em ratos tratados durante
30 dias com dieta normal (A) ou hipercaldrica (B) e as chalconas C13, C16, C17, C19, B2,
B4, C12 e C11 ou lovastatina (v. 0.) e grupos controles. Todos os resultados sao
expressos em termos de média + EPM, n=6. (***)diferenga estatisticamente significativa
em relagao a dieta normal (p<0,001), (°) diferenga estatisticamente significativa em relagao
a dieta hipercaldrica (p<0,001).



4.3.2.5 Concentragoes séricas de colesterol da VLDL

As concentragdes séricas de colesterol da VLDL calculadas apresentaram valores
reduzidos para os compostos C20 e C7 com 38,04% e 86,46%, respectivamente em

relacéo a dieta hipercalérica, com significancia de p<0,001 (Figura 27).

O composto C7 mostrou-se capaz de reduzir as concentragdes séricas de colesterol
da VLDL, atingindo valores menores que aquele obtido para o tratamento com a

lovastatina.

Em relacdo a dieta normal as reducdes foram de 86,46% para o composto C7
(p<0,001) e 38,04% para o composto C20 (p<0,05), sendo mais significativas que aquelas
obtidas para a lovastatina, a qual ndo apresentou alteracdo nas concentragdes normais de
colesterol da VLDL (Figura 27).
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Figura 27. Concentrgdes séricas de colesterol da VLDL (mg/dL) em ratos tratados durante
30 dias com dieta normal (A) ou hipercaldrica (B) e as chalconas C7 e C20 ou lovastatina
(v. 0.) e grupos controles. Todos os resultados sdo expressos em termos de média + EPM,
n=6. (***) e (*) diferenca estatisticamente significativa em relacdo a dieta normal (p<0,001)
e (p<0,05); (%) diferenca estatisticamente significativa em relagdo a dieta hipercaldrica
(p<0,001).



A andlise da Figura 28, permite verificar uma reducgao significativa da
concentragéo de colesterol da VLDL, obtida para todos os compostos testados do grupo 2,
com relevancia para os compostos C3 (69,80%) e C10 (75,97%). Os demais compostos

do grupo 2, forneceram redugdes variando entre 40,40% (C5) e 52,13% (B1).

Os compostos C3 e C10 foram os que mais se aproximaram dos valores
séricos de reducdo de colesterol da VLDL obtidos com a lovastatina (71,26%) em relagéo
a dieta hipercaldrica.

Em relacédo aos valores séricos de colesterol da VLDL obtidos na dieta normal,
todos os compostos do grupo 2, com a exceg¢do do composto C5, comportaram-se de
maneira semelhante (C1, B1 e B3) ou superior (C3, C6, C9, C10, C15, B3), mantendo ou
diminuindo as concentragdes séricas normais de colesterol da VLDL. Com destaque para
o composto C9 que reduziu em 59,29%, com significancia de p<0,05. O mesmo perfil se

repetiu em relacéo a lovastatina.
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Figura 28. Concentragbes séricas de colesterol da VLDL (mg/dL) em ratos tratados
durante 30 dias com dieta normal (A) ou hipercalérica (B) e as chalconas C1, C3, C5, C6,
C9, C10, C15, B1 e B3 ou lovastatina (v. 0.) e grupos controles. Todos os resultados sao
expressos em termos de média + EPM, n=6. (*) diferenca estatisticamente significativa em
relagdo a dieta normal (p<0,05), (%) diferenca estatisticamente significativa em relagao a
dieta hipercaldrica (p<0,001).



No grupo 3 todos os compostos apresentaram redugdes das concentragdes de
colesterol da VLDL, variando entre 51,50% (C16) e 87,12% (C12), com significancia de

p<0,001, quando levados em consideragao os valores da dieta hipercalérica (Figura 29).

Em relagcdo a lovastatina os compostos C12 e C16 apresentaram valores de

redugcao menores que aqueles obtidos no tratamento com este farmaco.

Os compostos C12, C13, C16 e C17 demonstraram uma tendéncia a redu¢ao dos
niveis normais de colesterol da VLDL, como pode ser observado na figura 29. O mesmo
nao ocorreu para os compostos C19 e B2 que aumentaram os valores de colesterol da

VLDL em relacéo a dieta normal.

Com excegao dos compostos C19 e B2, todas as chalconas testadas do grupo 3,
apresentaram redugdes, embora nado significativas estatisticamente, em relagdo aos

valores obtidos no tratamento com a lovastatina.
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Figura 29. Concentragbes séricas de colesterol da VLDL (mg/dL) em ratos tratados
durante 30 dias com dieta normal (A) ou hipercaldrica (B) e as chalconas C13, C16, C17,
C19, B2, B4, C12 e C11 ou lovastatina (v. 0.) e grupos controles. Todos os resultados sao
expressos em termos de média £+ EPM, n=6. (**) diferenca estatisticamente significativa
em relagdo a dieta normal (p<0,01), (°) diferenga estatisticamente significativa em relagao
a dieta hipercaldrica (p<0,001).



4.3.2.6 indice anti-aterogénico (IAA) das chalconas testadas

Os maiores valores obtidos no calculo IAA foram aqueles observados para os
compostos do grupo 2, com especial destaque para o composto C3, com 593,92%,
superando o valor obtido para a lovastatina de 495,64%, com significancia de p<0,001.

Nos demais grupos (1 e 3), ndo houveram aumentos significativos do IAA em relagcéo a
lovastatina (Tabela 13).

Ja os compostos C15 do grupo 2 e C13, C17 e B4 do grupo 3, apresentaram baixos

valores de IAA, quando levados em consideracao ao valor obtido para a lovastatina.

Tabela 13. indice anti-aterogénico, referente a inducéo de hiperlipidemia apds 30 dias, em
ratos tratados com as chalconas ou lovastatina (v. 0.) e dieta normal ou hipercalérica.

TRATAMENTO INDICE ANTI-ATEROGENICO - IAA [%o]
Dieta Normal Dieta Hipercalérica
Lovastatina 59,59+6,21 495,64+1,00
Grupo 1
Cc7 31,61+3,21 68,40+0,49 °
C20 86,47+1,89 * 64,71+4,72 °
Grupo 2
Cc1 171,20+3,67 *** 222,26+2,03 °
C3 52,88+0,15 593,92+7,74 °
C5 51,01+4,67 117,83+0,64 °
C6 51,31+3,26 66,20+1,38 °
Cc9 47,20+5,98 54,68+0,89 °
c10 48,27+1,05 65,74+0,45°
Cc12 27,51+0,13 ** 152,24+3,35 °
C15 10,8315,27 *** 14,64+6,11 °
B1 26,63+5,70 ** 53,30£10,41 ®
B3 22,20+10,70 *** 34,51+7,40°
Grupo 3
C11 110,5545,60 *** 183,20+6,49 ©
C13 11,21+2,85 *** 15,27+5,88 °
C16 81,42+2,90 *** 64,82+6.92 °
Cc17 8,02+3,49 *** 11,2745,64 °




Cc19 135,170,291 *** 90,91+2,47 °
B2 24,5418 47 ** 32,35+0,65 °
B4 12,49+9,18 *** 7,38+7,44°

Todos os resultados sao expressos em termos de média + EPM, n=6.

(**), (**) e (*) diferencga estatisticamente significativa em relacdo a lovastatina com dieta
normal (p<0,001), (p<0,01) e (p<0,05), respectivamente,

(%) diferencga estatisticamente significativa em relagdo a lovastatina com dieta hipercalérica
(p<0,001).

4.3.2.7 Concentragoes hepaticas de colesterol total e triglicérides

Os resultados apresentados na Figura 30 mostraram que a dieta hipercaldrica
provocou um aumento significativo na concentragdo dos lipideos hepaticos nos animais,
em relagao a dieta normal (48,49%, p<0,001), condizente com o perfil lipidico de animais

hiperlipémicos.

A administracdo da chalcona C3, com substituicio somente no anel aromatico A,
provocou uma redugao significativa no conteudo tecidual de colesterol total, na ordem de
73,97% (p<0,001), em relacdo a dieta hipercalérica. Os compostos C1 e C10, com
substituintes nos anéis aromaticos A e B, apresentaram uma redugao significativa um
pouco menor nas concentragdes hepaticas de colesterol total, na ordem de 59,18% e

61,95%, respectivamente, em relacao a dieta hipercaldrica (Figura 30-B).

As concentragdes teciduais de colesterol total obtidas apds administracdo da dieta
hipercaldrica e tratamento com as chalconas C1, C3 e C10 apresentaram valores menores
que os obtidos com a dieta normal, com redugbes de 20,75%, 49,46% e 26,12%,

respectivamente (Figura 30-B).

Curiosamente, todos os compostos apresentaram maiores percentagens de
reducao nas concentragcdes hepaticas de colesterol total do que a lovastatina, em relagao

tanto a dieta normal quanto a hipercaldrica.
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Figura 30. Concentragdes hepaticas de triglicérides teciduais (grafico A) e de colesterol
total (grafico B) (mg/dL) em ratos tratados durante 30 dias com dieta hipercaldrica ou
normal e as chalconas C1, C3 e C10 ou lovastatina (v. 0.) e grupos controles. Todos os
resultados s&o expressos em termos de média + EPM, n=6. (***) diferenca
estatisticamente significativa em relagdo a dieta normal (p<0,001), (*) diferenca
estatisticamente significativa em relacéo a dieta hipercalérica (p<0,001).

Além do conteudo de colesterol total, as concentragdes de triglicérides hepaticos
também foram avaliados, novamente a chalcona C3 destacou-se apresentando uma
reducéo de 46,18% (p<0,001), no conteudo tecidual de triglicérides, em relacdo a dieta
hipercaldrica. Os compostos C1 e C10, provocaram uma redugéo significativa, de 41,43%

e 17,29%, respectivamente, em relagdo a dieta hipercaldrica (Figura 30-A).

Em relacdo a dieta normal, nenhum dos compostos demonstraram capacidade de
normalizar as concentragdes hepaticas de triglicérides, fato que pode ser observado nos
resultados referentes a lovastatina, a qual apresentou uma redugéo de 46,70% (p<0,001),

em relagao ao controle normal (Figura 30-A).



5. DISCUSSAO

PARTE | - ESTUDOS QUIMICOS

Compostos que apresentam rotacdo restrita podem exibir isomerismo cis-frans.
Estes compostos ndo apresentam rotagdo em um plano de luz polarizada (a menos que
também sejam quirais) e suas propriedades isoméricas ndo sao idénticas. A rotacdo em
torno das ligagdes simples carbono-carbono € um processo bem conhecido e largamente
estudado em diversas classes de substancias orgéanicas (CAREY, JOHNSON, 1992).
Podemos, destacar, em particular, a rotacdo livre em torno da ligacdo simples em
sistemas conjugados do tipo X=CR1-CR2=Y, onde também €& amplamente aceita a
hipétese de que, quando possivel, esses sistemas adotam conformacbdes planas
permitindo que a estrutura seja estabilizada pelo processo de ressonancia. Sdo possiveis
para estes sistemas duas estruturas planas (s-cis e s-trans) e, em muitos casos, pode ser
estabelecido um equilibrio entre estas duas conformacbes, sendo a proporgdo de
isbmeros s-cis e s-trans dependente (Figura 31), exclusivamente, de como os grupos
substituintes X, Y, R1 e R2 interagem entre si e com o ambiente quimico (CESARIN,
FERREIRA, BRAZ, 2001).
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Figura 31. Estrutura geral das chalconas e seus isémeros cis e trans



A estrutura chalcbdnica apresenta isomerismo resultante das duplas ligagdes e dos
anéis aromaticos. Os dois atomos de carbono da dupla ligagdo C=C e os quatro atomos
diretamente ligados a eles encontram-se todos no mesmo plano, de uma forma que, sua
rotacdo ao redor da dupla ligagao torna-se previsivel. Isto significa que, no caso do
sistema WXC=CYZ, estereoisdbmeros existem quando W=X e Y=Z. Desta forma, ha dois e
somente dois isbmeros (E e F), na superposicdo de sua imagem no espelho, a menos
que, um de cada grupo apresente um centro quiral. Existem duas formas de nomear cada
um dos isébmeros, em um método mais antigo, um isébmero € chamado cis e o outro trans.
Quando W=Y, E é o cis e F é o isbmero trans. No entanto, ndo se torna facil aplicar esta
nomenclatura quando os quatro grupos sao diferentes. Neste caso, pode ser aplicado o
método conhecido como sistema Cahn-Ingold-Prelog (MARCH, JERRY, 1929), onde os
isdmeros sdo chamados de Z e E, de acordo com a disposi¢gdo dos grupos na molécula
(Figura 32).

Com base nos resultados fornecidos por espectros de H'-RMN foi possivel
correlacionar os deslocamentos quimicos dos atomos de hidrogénio (64) das chalconas e
seus derivados bromados. Para uma interpretagdo correta dos valores de &y para as
chalconas considerou-se as mudangas na posigao do equilibrio conformacional cis (Figura
31, 1a) / trans (Figura 31, 1b), bem como da origem sintética de isdmeros com
configuragdes Z (Figura 32, 1a) ou E (Figura 32, 1b), pois como o deslocamento quimico &
uma média ponderada dos efeitos sofridos pelo nucleo em relagdo ao ambiente em que se
encontra, entdo, um aumento da concentragao do isbmero Z e, consequentemente, uma
diminuicdo na concentracdo de E, acarreta alteragdes significativas nas posigcbes de
absorcdo de 'H (CESARIN, FERREIRA, BRAZ, 2001).
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Figura 32. Estrutura geral das chalconas e seus isémeros E e Z
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Em geral, a conformacéao estrutural Z, apresenta deslocamentos em campo mais
alto, quando comparados aos valores de deslocamento obtidos para o isbmero E, segundo
CASTELLS e CAMPS (1970), a diferenga (Ad) pode chegar a 0,44 ppm para os prétons
HB e 0,26 ppm para os prétons Ha. No entanto, em diversos estudos as analises de RMN
H de inumeras chalconas sintéticas demonstram que existe uma predominancia na
formagao do isbmero E, acredita-se que este fato esteja intimamente relacionado ao calor
de formagdo e estabilidade conformacional destes compostos (LOPEZ, CASTELLI,
ZACCHINO et al., 2001).

Nossas analises em relacdo aos deslocamentos referentes aos prétons olefinicos
permitem sugerir que todos os compostos C11-C20 possuem a configuragao E, isto pode
ser observado através das constantes de acoplamento Ha, HB, as quais apresentaram
variagbes de 12-16 Hz, valores estes condizentes com a literatura (RAM, SAXENA,
SRIVASTAVA et al., 2000; CORREA, PEREIRA, BUFFON et al, 2001; LOPEZ,
CASTELLI, ZACCHINO et al., 2001). Para os compostos C13?, C15°, C16°, C19? (ja
relatados na literatura), a comparagdo dos pontos de fusdo obtidos permitem afirmar a
configuragdo E dos compostos (WHITE, MARR, BOWDENN, 1998% LOPEZ, CASTELLI,
ZACCHINO et al., 2001P). Ja os compostos C14 e C18 necessitam de ampliacdes da
regido dos protons aromaticos, para que se possa obter as constantes de acoplamento
que permitam afirmar a isomeria E, apesar da tendéncia ja observada para esta

conformacéao.

De acordo com a natureza dos substituintes, podemos classificar as interagoes
quanto aos efeitos estéricos causados por substituintes volumosos (chalconas B1-B4), aos
efeitos eletronicos decorrentes da diferenga de eletronegatividade (chalconas C11-C20),
ou a presenga de sitios acido/base de Lewis possibilitando a formacao de ligagdes de
hidrogénio e/ou complexos intra e intermoleculares (CESARIN, FERREIRA, BRAZ, 2001).

Os nucleos mais importantes que foram avaliados no esqueleto chalcénico foram o
H-7 (B em relac&o ao grupo carbonila), H-8 (a em relagdo ao grupo carbonila), sendo dois

os principais efeitos observados que influenciam o deslocamento quimico de 'H para este



tipo de composto cetbnico, os quais também encontram-se descritos na literatura: (i) o
efeito anisotropico exercido principalmente pelos anéis aromaticos e, em menor
intensidade, pela carbonila sobre os hidrégenios H-7 e H-8; (ii) os efeitos indutivo e
mesomérico transmitidos através da conjugagao para os hidrogénios (SHIBATA, 1994;
CESARIN, FERREIRA, BRAZ, 2001).

O estudo por RMN 'H realizados para as chalconas e seus derivados bromados
mostraram que os deslocamentos quimicos dos hidrogénios olefinicos H-7 e H-8
dependem principalmente do ambiente quimico gerado pelos anéis aromaticos e seus
substituintes. Os efeitos gerados pela presenca de substituintes polares no anel aromatico
(anel B), como o substituinte NO, (composto C15), sugere-se serem transmitidos por
efeitos de ressonancia para H-8 e por mecanismo indutivo para H-7. Por outro lado,
substituintes sustentados pelo anel aromatico (anel A) ligado ao carbono carbonilico
sugere-se exercerem efeito indutivo maior em H-8 do que em H-7, o que pode ser
observado nos deslocamentos citados pela literatura (BOIS, BENEY, BOUMENDJEL et
al., 1998; CORREA, PEREIRA, BUFFON, et al., 2001).

Acredita-se que o sinais de menor deslocamento quimico, uma média de 6~7,56
para as chalconas e 0~7,44 para as chalconas com duplas conjugadas, representam o
hidrogénio que esta ligado ao carbono olefinico conjugado a carbonila, definido-se assim o
sinal correspondente ao H-7ou Ha. Ja o sinal de maior deslocamento quimico, uma média
de 0~7,63 para as chalconas, 0~7,51 para as chalconas sintetizadas a partir do
cinamaldeido, também observado na regido de absor¢gdo dos hidrogénios aromaticos,
sugere-se representarem o hidrogénio H-8 ou Hp. Estes resultados estdo em acordo com
os valores descritos na literatura (BOIS, BENEY, BOUMENDJEL et al., 1998; CESARIN,
FERREIRA, BRAZ, 2001; CORREA, PEREIRA, BUFFON, et al., 2001).

Em relagao aos valores encontrados para os deslocamentos quimicos de Ha e H-2',
pode-se interpreta-los como descrito a seguir. O H-2’ encontra-se ligado diretamente a um
anel aromatico A (6 elétrons 1T em um sistema ciclico) enquanto que o Ha esta associado

a uma ligagao dupla (2 elétrons 1), justificando a maior desprotegédo anisotropica sentida



pelo H-2' (maior deslocamento quimico). Curiosamente, para os derivados que possuem
duplas conjugadas, este deslocamento apresenta-se em campo mais alto, ou seja, com
menor deslocamento quimico devido a menor influéncia da ressonancia dos anéis e dos

efeitos indutivos exercidos pelos substituintes.

Obviamente, os deslocamentos quimicos para estes hidrogénios H-2" e H-7
dependem também da contribuicdo anisotrépica exercida pelo grupo carbonila e,
consequentemente, das suas posi¢cdes ocupadas em relacdo ao cone de anisotropia
correspondente (PAVIA, LAMPMAN, KRIZ, 1979).

No deslocamento dos prétons ligados a carbonos halogenados espera-se valores
de aproximadamente 4,3 ppm, no entanto, para as chalconas bromadas avaliadas os
deslocamentos destes protons H-7 e H-8 encontram-se na regido de 8=6,73 para H8 e de
0=~5,84 para H7, isto ocorre principalmente devido aos efeitos de ressonancia dos anéis

aromaticos, e a presenga da carbonila.

Efetuando-se a comparacao entre os dados espectrais das 10 chalconas e dos 4
derivados bromados foi possivel obter informagdes relativas a influéncia dos atomos de
bromo, no deslocamento quimico dos principais atomos de hidrogénio classificados como
os mais informativos sob o ponto de vista estrutural, isto é, H-2’, H-7, H-8. A
eletronegatividade e tamanho dos atomos de Br aumentam o efeito estérico exercido
sobre as ligagdes carbono-carbono e, acabam influenciando o deslocamento dos prétons
H-7 e H-8 , os valores obtidos para os deslocamentos quimicos com base nos derivados

bromados, permitem avaliar a influéncia destes efeitos eletrénicos.

Diante destas informacdes, foi possivel entéo, interpretar com maior seguranga os
dados espectrais de RMN 'H para as chalconas e seus derivados bromados,
considerando-se que os valores dos deslocamentos quimicos encontrados para os
hidrogénios H-2'/H-6’, H7 e H-8, permitem identificar as principais altera¢gées quimico-

estruturais que influenciam os deslocamentos esperados para estes compostos.



PARTE Il - ESTUDOS BIOLOGICOS

5.1 Atividade hipocolesterolémica

No primeiro modelo experimental utilizado no presente estudo, visamos detectar e
selecionar compostos com potencial hipolipemiante. De acordo com a literatura no modelo
de hiperlipemia induzida pela administracéo intraperitoneal de Triton WR 1339, podemos
trabalhar com a administracdo oral dos compostos em questdo e 8 horas apds o
tratamento obtém-se elevacgdes significativas do perfil lipidico suficiente para as avaliagdes
bioquimicas do potencial hipolipemiante das chalconas em estudo (SCHURR, SCHULTZ,
PARKINSON, 1972; GOLDBERG, MELLON, WITIAK et al., 1977; KHANNA, RIZUI,
CHANDER, 2002).

O Triton WR 1337 é um agente surfactante nao-iénico, que tem sido utilizado como
agente hiperlipemiante desde 1951 (MCPHERSON, MCPHERSON, 1986). Seu uso
permite que seja verificado se, a suposta agdo dos compostos avaliados da-se
principalmente pela inibicdo da sintese do colesterol (MCPHERSON, SCHUSTER,
DIRKSEN, 1975) uma vez que a administracdo intra-peritoneal deste agente a ratos
adultos, promove um aumento de todos os parametros mensurados no metabolismo
lipidico, em um prazo minimo de 8 horas, atingindo um pico maximo em 20 horas
(GARATTINI, PAOLETTI, BIZZI et al., 1961).

No modelo Triton WR 1339, supde-se que a alteragdo da estrutura micelar das
lipoproteinas impede o reconhecimento celular por intermédio de receptores especificos,
dos quais o receptor de membrana apo B/apo E da LDL é o mais importante. A expressao
destes receptores é a principal responsavel pelo nivel de colesterol no sangue, sinalizando
ordens de ativagao ou inibicdo para os processos de biossintese lipidica. Como ocorre um
bloqueio da comunicacdo celular, por auséncia da interagcdo lipoproteina/receptor
especifico, o processo de biossintese permanece ativo e em poucas horas instala-se um
processo de hiperlipemia. A interagao dos receptores de depuragao plasmatica apo B100

e apo C com as VLDL, IDL e LDL também é modificada ocorrendo, desta forma, uma



alteragdo na distribuicdo de colesterol e triglicérides nestas lipoproteinas. Neste caso,
espera-se que o0s compostos com potenciais hipolipemiantes atuem inibindo a via
biossintética do colesterol (MURRAY, GRANNER, MAYES et al., 2000).

Nossos resultados demonstram que todos os compostos testados apresentaram
significativas redugdes nos niveis de colesterol total, no modelo Triton WR 1339, sendo
que alguns compostos (C10, B1, C3 e B4) apresentaram percentuais de redugédo melhores
que aquele obtido para a lovastatina, um potente inibidor da sintese do colesterol. Esses
valores de reducdo quando comparados aos obtidos com a lovastatina nos permitiram
classificar arbitrariamente os compostos avaliados em trés categorias conforme tabela

abaixo:

Tabela 14. Classificacdo das chalconas avaliadas de acordo com o percentual de reducao
das concentracbes séricas de colesterol total em relagdo ao grupo controle Triton WR
1339.

Classificagao Compostos % de reducao
Forte efeito redutor C10, B1, C3, C6, C17, C5, 68 — 53
C15, B3, B4
Moderado efeito redutor C11, C12, C19, B2, 48 — 32
C7,C16 e C11
Fraco efeito redutor C8,C1,C20e C9 28 -14

Neste modelo as correlagdes estrutura-atividade dos compostos aferidos permitiram
identificar que: (a) a presenca de substituintes halogenados, como cloro e bromo, com
propriedades desativadoras, em ambos os anéis da estrutura chalcdénica aumentaram a
atividade hipocolesterolémica; (b) a substituicdo da dupla ligagdo dos carbonos olefinicos
por atomos de bromo diferentemente do esperado, ndo apresentou alteracdes na atividade
hipocolesterolémica; (c) a presengca do atomo de bromo como substituinte no anel A,
assim como o grupo -NO; no anel B, também, apresentou fortes efeitos redutores; (d) a

ponte de trés carbonos formada entre os dois anéis aromaticos apresentou influéncia




negativa na atividade hipocolesterolémica, uma vez que o aumento da cadeia carbdnica
entre eles, foi responsavel por uma reducéo da atividade; (e) a substituicdo do atomo de
cloro somente no anel A ou B diminuiu os valores de redugdo quando comparados a

substituicdes aromaticas com os grupos também eletrosacadores como -NO, e -Br.

Estes resultados sugerem uma acgao inibitoria sobre a biossintese do colesterol,
possivelmente, através do bloqueio de algum passo reacional importante, que parece
estar envolvido com a presenga de importantes grupos farmacoféricos. O fato da enzima
HMG-CoA redutase ser responsavel pela catalise de um dos primeiros passos na via
biossintética do colesterol, atuando por diferentes mecanismos regulatérios tais como:
inibicao retroativa, acédo hormonal, ou ainda transcrigao genética; permite que esta enzima
torne-se o principal alvo a ser atingido por farmacos hipocolesterolémicos e, portanto, um
dos possiveis alvos das chalconas avaliadas (BROWN, YE, RAWSON et al., 2000). No
entanto, posteriores ensaios de inibicao especifica desta enzima devem ser feitos para
que se possa localizar e identificar quais os passos biossintéticos que estariam

efetivamente sendo bloqueados.

A inibicdo da HMG-CoA redutase leva a uma diminuigdo do colesterol enddgeno,
caracterizando um aumento do numero e da atividade funcional dos receptores de LDL de
membrana (apo B/apo E) e um aumento proporcional, via receptores, da depuragao
plasmatica das lipoproteinas com apo B 100 ou apo E; sendo elas: VLDL, IDL e LDL. Este
processo ocorre em todas as células nucleadas, porém, € de suma importancia no figado,
ja que é o6rgao central da homeostasia do colesterol endégeno, responsavel pela sintese

de acidos biliares, pela producéo e secrecao de algumas lipoproteinas (OLIVEIRA, 2001).

Como inibidor especifico da HMG-CoA redutase, a lovastatina é, amplamente,
utilizada na terapéutica reduzindo a hiperlipemia e os indices da doenca aterosclerética. A
semelhanca estrutural deste farmaco com o substrato HMG do HMG-CoA, permite supor
ter esta caracteristica estrutural um papel chave na acgao inibitéria dos mesmos sobre a
HMG-CoA redutase, caracterizando, entdo, um mecanismo geral de agdo farmacologica

(Figura 33). Este fundamento sugere que os compostos envolvidos na inibicdo desta



enzima devem interagir, de certa forma, com os sitios ativos envolvidos pela estrutura
helicoidal, criando uma ligagao restrita as por¢des especificas de recepcédo do substrato
HMG na enzima, podendo apresentar diferentes caracteristicas relacionadas ao
comportamento farmacocinético, potencial de interagdes medicamentosas e propriedades
de solubilidade (SCHIEFFER, DREXLER, 2003).

As 16 chalconas e seus 4 derivados bromados testados apresentam estruturas
quimicas ciclico-planares comuns entre si, propriedade esta ndo encontrada nas
estruturas dos inibidores classicos da biossintese do colesterol, como as estatinas
(CESARIN, FERREIRA, BRAZ, 2001). No entanto, algumas das caracteristicas estruturais
das estatinas, identificadas em estudos utilizando a cristalografia de raios X (ISTVAN,
2003), podem ser relacionadas as estruturas chalconicas que melhores resultados
apresentaram nos estudos de hipocolesterolemia, como por exemplo a presenca de
carbonos a, B-insaturados, entre dois grupo hidrofébicos, tipica do esqueleto chalcénico e
das estatinas do tipo Il (Figura 33-1b) e a substituicdo halogenada nos anéis aromaticos

que se assemelham a porgao fluor-fenil das estatinas do tipo Il (Figura 33-1b).



CH; )

HO !
COOH % HMG-CoA
1
SCoA -
Tipo I (1a) Tipo II (1b)
HO 0 ~
Grupo butiril :;?‘rglao
AN a0
ﬁ HMAG
H,;C
H3C CH3
CH,
Porc¢ao fluor-fenil Y
s N / e \
\ Y / // \\ Hs Anel central
Grupo decalin (Dirirmidinil\

Figura 33. Estruturas da HMG-CoA (1), estatinas do tipo | (1a) e estatina do tipo Il (1b).
Segundo ISTVAN, 2003.

Dentre os complexos de interagdo entre as estatinas e a por¢cado catalitica da
enzima HMG-CoA verificou-se a importancia dos grupos hidrofébicos ocupando, através
de diferentes tipos e numeros de interagdes dependentes das diferencas estruturais das
moléculas, os sitios expostos através do movimento flexivel da estrutura helicoidal sobre o
sitio catalitico da enzima. As estatinas do tipo | (sinvastatina) apresentam interagc&o
através do anel decalinico (Figura 33, 1a), as estatinas do tipo Il (rosuvastatina,
atorvastatina, fluvastatina) exibem ligagao adicional via grupos fluor-fenil (Figura 33, 1b),

sendo que a rosuvastatina e atorvastatina exibem capacidade de formar ligagdes



hidrogénio, e a rosuvastatina, ainda, exibe uma ligagdo uUnica através da
eletronegatividade do grupo sulfonado (ISTVAN, 2003). Curiosamente as chalconas
halogenadas, assim como aquelas substituidas por grupamentos com caracteristicas
eletronegativas como NO;, apresentaram melhores resultados na redugdo dos niveis de

colesterol total.

Além de um possivel efeito inibitério sobre a HMG CoA, em nosso estudo ndo se
descarta a hipotese ja descrita em trabalhos recentes, que apontam para o
desenvolvimento de novos farmacos que possuem atividade inibitoria sobre as enzimas
esqualeno sintetase, esqualeno epoxidase e oxido-esqualeno ciclase, enzimas envolvidas
na sintese e ciclizacdo do esqualeno, importantes passos na via biossintética do colesterol
(WENTZINGER, BACH, HARTMANN, 2002; CHUGH, RAY, GUPTA, 2003; HIYOSHI,
YANAGIMACHI, ITO et al., 2003). Tendo em vista os resultados obtidos com as chalconas
em modelo de “screening” farmacolégico onde a inibicdo da sintese do colesterol é
inespecifica & possivel especular que eventualmente os compostos em estudo possam
atuar sobre algumas enzimas de sintese do esqualeno, com consequente repercussao

sobre o produto final, o colesterol.

Entretanto, ndo podemos perder de vista que aqueles compostos classificados
como fortes agentes redutores de colesterol apresentaram um comportamento lipémico
semelhante a lovastatina, inibidor especifico da HMG-Coa redutase. Esta enzima por ser
alostérica e marca-passo representa o principal ponto de regulagdo da biossintese do
colesterol, e consequentemente sua inibigao levaria a forte redugcédo nos niveis circulantes
de colesterol, o que foi claramente observado no tratamento com a lovastatina no modelo
com o Triton WR1339 e, algumas chalconas reproduziram este perfil. Ja aquelas que
apresentaram moderado ou fraco efeito redutor de colesterol poderiam ter sua acao
eventualmente associada a biossintese do esqualeno, que por nao estar associado a
enzimas regulatérias/alostéricas nao teriam forte impacto na somatéria final da via

sintética deste esterol.



Outra possibilidade seria as diferentes afinidades de alguns dos compostos pelo
sitio catalitico das enzimas de biossintese, particularmente a HMG CoA redutase, o que
poderia justificar a grande diferenga observada em relagéo a resposta hipocolesterolémica

manifestada pelas chalconas e derivados bromados avaliados.

Em relacdo as concentragcdes séricas de colesterol da HDL avaliadas no modelo
Triton WR 1339, ndo houve aumentos significativos, nem mesmo para a lovastatina,
apesar de alguns compostos manterem as concentragdes acima dos valores normais. No
entanto, deve levar-se em consideracdo que este modelo ndo possibilita a avaliacao
adequada deste parametro. Neste caso, interessa somente as concentragdes de colesterol
total e triglicérides, uma vez que a agao detergente do Triton WR 1339 sobre a estrutura
das lipoproteinas, em especial da VLDL, inviabiliza a correlagdo entre as concentragdes

séricas de lipideos presentes nas lipoproteinas (OLIVEIRA, 2001).

Os resultados obtidos no primeiro modelo experimental do Triton WR 1339,
instigaram a confirmagao desta acao hipocolesterolémica das chalconas e seus derivados
di-bromados em longo prazo, com administragdes diarias e sob condigdes proximas a
normalidade. As concentragdes adotadas para a administracdo diaria dos compostos
foram mantidas em relagao as administradas no teste Triton WR 1339. No entanto, como o
modelo animal utilizado apresenta fortes mecanismos supressores da sintese do
colesterol, houve necessidade de for¢car uma condi¢do hipercalérica para estimular a
sintese do colesterol (ENDO, TSUJITA, KURODA et al., 1977).

Neste modelo o grande aporte de nutrientes fornecidos pelo elevado teor de
carboidrato fornecido pela dieta hipercalérica, causa um aumento de substratos e
horménios como a insulina, que elevam a atividade e sintese de enzimas das vias
biossintéticas, resultando no preenchimento das reservas energéticas e em diversas
outras sinteses. O aumento dos niveis de insulina estimula enzimas-chave da via
glicolitica que causam um aumento na producdo de acetil-CoA e de oxaloacetato
acelerando o Ciclo de Krebs e, portanto, a produgcdo de NADH e FADH, que estimulam por
sua vez a producédo de ATP (MURRAY, GRANNER, MAYES et al., 2000). Este aumento



de potencial redutor bem como de compostos de alta energia leva a um desvio do acetil-
CoA para a producdo de malonil-CoA que por ser substrato especifico ativa a sintese de
acidos graxos e triacilglicerideos, simultaneamente inibindo sua degradagéo dos acidos
graxos recém formados, especialmente no figado. Como produtos de sintese dos
hepatdcitos, os acidos graxos, triacilglicerideos, fosfolipideos, colesterol e
apolipoproteinas formam as lipotroteinas que s&o langadas na circulagdo (MARZZOCCO,
TORRES, 1999). Enquanto o excesso de nutrientes for continuo, como no caso da dieta
hipercaldrica, se estabelece uma condi¢cao hiperlip€mica com consequéncias secundarias
de estimulo da sintese de lipideos, como colesterol e triglicérides. Por este motivo, este
segundo modelo experimental nos permite avaliar em longo prazo a agdo dos compostos
sobre a biossintese do colesterol e triglicérides a partir de uma condigéo fisioldgica ao
invés de uma imposi¢ao drastica de hiperlipidemia por alteragdes fisico-quimicas na

superficie das lipoproteinas como é o caso do modelo do Triton WR1339.

Com a exceg¢ao do composto C11, todos os compostos testados apresentaram
reducdes estatisticamente significativas nas concentragbes séricas de colesterol total, em
relacdo a dieta hipercaldrica, sendo que os compostos B1, C1 e C10 apresentaram
percentuais de reducdo muito préxima ao valor obtido pela lovastatina de 59%. De acordo
com os niveis de reducdo as chalconas foram divididos arbitrariamente em trés grupos

conforme apresentada na tabela abaixo.

Tabela 15. Classificagdo dos compostos chalcénicos de acordo com o percentual de
reducdo das concentragdes séricas de colesterol total em relagdo ao grupo controle
tratado com dieta hipercaldrica.

Classificagao Compostos % de reducao
Forte efeito redutor B1, C1, C10, C3, C19, C15, 59 — 41
B3e C5
Moderado efeito redutor C16, C17,C13,B4, C20 e C7 39 -32

Fraco efeito redutor C6,C9,B2e C12 30-5




Novamente observa-se que pequenas alteragdes estruturais nas moléculas dos
compostos avaliados s&o capazes de produzir ou inibir diferentes respostas
hipocolesterolémicas, confirmando a hipotese da existéncia de grupos farmacoforicos
importantes. A presenca de substituintes halogenados como o cloro em ambos os anéis
apresentam as melhores atividades tanto para as chalconas quanto para seus derivados
bromados, sugerindo que a auséncia da dupla ligacdo sendo substituida por atomos de
bromo, ndo afeta a atividade aferida. O grupo nitro como substituinte no anel B também

apresentou fortes efeitos redutores.

Surpreendentemente, o composto C1, substituido somente no anel A, com um
atomo de cloro mostrou forte efeito redutor, diferentemente dos resultados obtidos para os
compostos com substituintes halogenados em apenas um dos anéis (C6 e C9) e do perfil
avaliado no primeiro modelo experimental, onde apresentou fraco efeito redutor. Quando
temos a presenca de duplas conjugadas entre os anéis, a atividade tende a ser reduzida,
assim como a substituicdo aromatica com grupos metil e metdxi, com a excegao do
composto C19 que apresentou forte efeito redutor, apesar da substituicdo 3-OCH3; no anel
B.

Finalmente é importante notar que 60% dos compostos que foram classificados
como forte agentes redutores de colesterol no primeiro modelo experimental (Triton
WR1339), também apresentaram forte efeito redutor no segundo modelo experimental

(dieta hipercaldrica), confirmando desta forma, seu potencial hipocolesterolémico.

Apesar de algumas chalconas testadas apresentarem percentuais de redugdo do
colesterol muito proximos aos valores obtidos para a lovastatina, ndo podemos
correlacionar sua agao inibitoria exclusivamente sobre a enzima HMG-CoA, uma vez que
outros mecanismos poderiam eventualmente como: a disponibilizacdo periférica do
colesterol, o que modifica sua distribuicdo nas diferentes lipoproteinas; a redugcéo da
absorc¢ao intestinal de lipideos ou um aumento da excregao do colesterol na forma de sais
biliares pelo estimulo da atividade da colesterol 7oa-hidroxilase (MURRAY, GRANNER,
MAYES et al., 2000).



Por outro lado, também poderia se especular a respeito da depuragcdo das
apolipoproteinas apo B e apo E, as quais eventualmente estariam elevadas na exposi¢cao
crénica aos compostos chalcbénicos, o que poderia ter como consequéncia uma reducao
geral, tanto nos niveis das lipoproteinas, quanto nas concentragbes de seus constituintes.
Este fato ndo seria surpreendente, tendo em vista que alguns inibidores da HMG-CoA
redutase, particularmente as estatinas, tém comprovada acdo depuradora das
apoproteinas B e E (HUFF, BURNETT, 1997, OLIVEIRA 2001).

Além do colesterol total, as concentragdes séricas de colesterol da HDL sdo muito
importantes uma vez que diversos estudos sugerem existir uma correlagéo inversa entre
os valores da lipoproteina HDL e o risco de aterosclerose. Isto se deve ao fato desta
lipoproteina estar envolvida no chamado transporte reverso do colesterol para que este
possa ser excretado no figado. A HDL contém cerca de 50% de proteinas captando
colesterol das células periféricas e, através da agcdo da enzima lecitina-colesterol-acil-
tranferase (LCAT), incorpora acido graxo, tornando-os esterificados (TULENKO,
SUMNER, 2002).

O tratamento em longo prazo com a dieta hipercaldrica, tanto para as chalconas
quanto para seus derivados bromados, n&o apresentou aumentos estatisticamente
significativos nas concentracbes de colesterol da HDL, o que seria um requisito muito
importante, ja que as altas concentracbes de colesterol na lipoproteina HDL tendem a
facilitar o efluxo de colesterol através da parede arterial, proporcionando o transporte de
colesterol para as artérias do figado, a fim de ser excretado pela bile, como esterdides
fecais ou sais biliares (NEWTON, KRAUSE, 2002). Tendo em vista que a literatura sugere
uma dose de no minimo 50 mg/Kg de lovastatina para reduzir as concentragdes séricas de
colesterol total e elevar o colesterol da HDL em ratos (ENDO, 1988), nos parece possivel
argumentar que os resultados obtidos se mostraram inferiores aos esperados,
possivelmente por estarmos utilizando uma concentragdo dos compostos testados, abaixo
da preconizada para possiveis inibidores da HMG-CoA redutase. Somado a este fato,
podemos levar em consideracdo que em ensaios clinicos apds tratamento com a

lovastatina, as concentracbes séricas de colesterol da HDL alcancam elevagdes de no



maximo 10% (XYDAKIS, JONES, 2003). Além do fator concentragao do farmaco que deve
ser levado em consideragdo, cabe lembrar que o objetivo do tratamento consiste em
reduzir as concentragdes de colesterol (da LDL especialmente), com manutengdo dos
valores de colesterol em lipoproteinas como HDL. Portanto, o efeito pouco promissor das
chalconas sobre a elevagao os valores de colesterol da HDL pode ser justificado, néo
comprometendo a eficacia do tratamento, no entanto, modificagcbes estruturais podem ser
sugeridas na estrutura dos compostos que apresentaram maior atividade
hipocolesterolémica no sentido de fornecerem uma elevagédo dos niveis deste colesterol

lipoprotéico.

Também podemos argumentar que as HDLs ndo sao particulas unicas e uniformes,
exibindo caracteristicas estruturais e de composi¢cao diversas, de acordo com a fase de
sua atividade (TULENKO, SUMNER, 2002). A HDL3 é precursora da HDL,, a qual exerce
importante funcdo na redugao dos niveis de colesterol excedente, removendo estes para
que possam ser depositados no figado. Como o evento da lipdlise esta inibido na dieta
hipercal6rica, pelas altas concentragdes de insulina induzidas pelo excesso de nutrientes
provenientes da dieta, a incorporagcao da apolipoproteina C, fosfolipideos e colesterol a
HDL torna-se deficiente impedindo a formacédo da fragdo HDL, (MURRAY, GRANNES,
MAYS, 2000).

Utilizando os dois paréametros bioquimicos, colesterol total e colesterol da HDL, é
possivel calcular o IAA que é uma medida tedrica do potencial terapéutico de agentes
hipolipemiantes utilizados na terapéutica de doencas cardiovasculares (VASQUEZ-
FREIRE, LAMELA, CALLEJA, 1996). Além disto, este indice parece ser o melhor elemento
preditivo de eficiéncia farmacoterapéutica do que a simples analise sobre as redugdes das
concentragbes lipidicas, colesterol total e colesterol da HDL isoladamente (CUI,
BLUMENTHAL, FLAWS et al., 2001; REAL, CHAVES, MARTINEZ-USO et al., 2001).
Nossos resultados apontam para o composto C3 como o responsavel pela maior elevagao
do IAA, o qual tem apresentado os melhores resultados de reducao dos valores séricos de
colesterol total nos dois modelos utilizados, e uma elevagdo do indice anti-aterogénico

estatisticamente significativa também em relagdo a lovastatina. Estes dados nos permitem



sugerir que talvez o C3 seja o principal candidato a molécula protétipo para as
modificacdes estruturais propostas anteriormente para a elevagao das concentragoes

séricas de colesterol da HDL.

O calculo do IAA, nao permite sinalizar como estes compostos estariam atuando no
processo aterosclerdtico. No entanto, alguns estudos sugerem que para os farmacos
inibidores da HMG-CoA redutase, duas atividades parecem estar intimamente
relacionadas a redugcdo do processo aterogénico: a atividade anti-inflamatoria e a
antioxidante dos compostos (SPARROW, BURTON, HERNANDEZ et al., 2001). A
primeira atuando através da inibicdo de quimocinas macrocitarias (IL-8, MIP-1alfa e MIP-
1beta) e de seus receptores (CCR-1, CCR-2, CCR-4 e CCR-5) importantes mediadores da
aterogénese (WAEHRE, DAMAS, GULLESTAD et al., 2003). A segunda reduzindo o
conteudo lipidico da artéria aorta, através da inibicdo da expressdo de células como
CD40/CD40L, cujo crescimento é induzido pela presengca da LDL-oxidada, retardando
desta forma o processo de formagao da placa fibrética que limita o processo de
aterotrombose (SCHOENBECK, GERDES, VARO et al, 2002). Neste particular é
importante notar que algumas chalconas apresentam comprovada atividade antioxidante e
em muitas delas esta atividade esta associadas a reducdo da concentracdo de oxido
nitrico produzido nos processos inflamatérios (ROJAS, PAYA, DOMINGUEZ et al., 2002).

Em relagdo aos estudos sobre as atividades antioxidantes das chalconas e seus
derivados, observa-se uma ag¢ao secundaria, também chamada de preventiva, a qual atua
retardando a taxa de iniciacdo da formacado de espécies reativas, através de outros
mecanismos que nao os seguidos pelos antioxidantes primarios, os quais tendem a reagir
com as espeécies reativas antes da interacdo com uma biomolécula, convertendo-as em
produtos estaveis (VENDEMIALE, GRATTAGLIANO, ALTOMARE, 1999).

Algumas chalconas também apresentam grande habilidade em reduzir as altas
concentragdes de 6xido nitrico produzidas nos processos inflamatérios, atuando, desta
forma, como sequestradores de espécies reativas, ou inibindo a enzima oOxido nitrico

sintase (NOS), reduzindo a producdo de Oxido nitrico. Isto porque, apesar de altas



concentragdes de oxido nitrico serem necessarias em estados patologicos, a concomitante
producdo de anions superoxido gera espécies altamente reativas como peroxinitrito e
anion hidroxil extremamente téxicos ao organismo (LIMASSET, LE DOUCEN, DONE et
al., 1993; HERENCIA, LOPEZ-GARCIA, UBEDA et al., 2002).

Outra alteragao fisioldgica provocada pela dieta hipercalérica esta relacionada aos
aumentos da concentragao de colesterol da LDL tanto no plasma quanto na intima arterial,
assim como altera a capacidade de remocéo das lipoproteinas HDL (WIERZBICKI,
MIKHAILIDIS, 2002). Na intima arterial as lipoproteinas LDL sao aprisionadas numa trama
de fibras e fibrilas secretadas pelas células parietais. Estas células secretam produtos
oxidativos, como anion superoxido no processo de formacao de endoperodxidos ciclicos e
prostaglandinas caracteristico das células endoteliais e musculares lisas ou ainda
hidroperdxidos ciclicos secretados por macréfagos. Enfim, a presenga destes produtos
oxidados difundidos no espago subentotelial juntamente com as LDL aprisionadas iniciam
a oxidacao lipidica (BATLOUNI, 1997). Por este motivo acredita-se que para qualquer
valor de concentracdo plasmatica de LDL, sua retencdo na parede arterial € mais
importante que a taxa de transporte por esta parede, sendo desta forma, considerada

como a lipoproteina mais aterogénica (CHAPMAN, 2003).

O acumulo macico de colesterol na intima arterial € uma consequéncia da formagao
da LDL oxidada, a qual deixa de ser reconhecida por receptores classicos de LDL, porém,
permanece sendo reconhecida pelos receptores de LDL acetilados (removedores) e/ou
receptores oxidados, que néo sao regulados pelo conteudo celular de colesterol, o que
desencadeia a formacdo de células espumosas, que sdo a marca caracteristica do
processo inicial da aterosclerose (BATLOUNI, 1997). Neste contexto, torna-se claro que a
modificagao lipidica ocorre primariamente na intima arterial, ja que no plasma, a oxidagao
da LDL é provavelmente minima, devido a presenga de muitos antioxidantes e a
capacidade removedora das células sinusoidais hepaticas, que contém receptores em
abundancia (TULENKO, SUMNER, 2002).



A hipétese de que a peroxidagao lipidica desempenha importante papel na
patogénese da aterosclerose desperta crescente entusiasmo sobre o uso de antioxidantes
como agentes antiaterogénicos e, sdo as propriedades antioxidantes das chalconas
responsaveis pela reducdao da taxa de auto-oxidacao lipidica, que permitem que estes
compostos sejam considerados como agentes terapéuticos potenciais em doengas do
sistema cardiovascular, isto porque aliado a esta propriedade estdo associados as
atividades de estabilizacdo da parede vascular, vasodilatagcdo e efeitos anti-agregantes
extremamente importantes, uma vez que a modificagao oxidativa da LDL além de induzir a
captacdo por macrofagos, produz muitas moléculas modificadas, com diversos efeitos
bioldgicos, inclusive na injuria e na ativagdo de células endoteliais (NAPOLI, 1997;
OPLETALOVA, JAHODAR, JUN et al., 2003).

Teoricamente, as chalconas poderiam exercer efeitos favoraveis nas lesdes
aterosclerdticas iniciais e avangadas, in vitro, uma vez que a auto-oxidagdo da LDL
somente se inicia apds o estresse oxidativo haver depletado todo o conteudo de
antioxidante celular e in vivo, ja que a auto-oxidagdo da LDL depende do balango entre a
intensidade da agressdo oxidativa e a capacidade das defesas antioxidantes naturais,
complementadas através de dietas antioxidantes e farmacos potencialmente ativos
(BATLOUNI, 1997; HARRIS, DEVARAI, JIALAL, 2002).

O conteudo de colesterol presente na lipoproteina LDL, também avaliado neste
trabalho, torna-se importante, uma vez que a captagédo deste conteudo, pelo figado em
particular, exerce trés efeitos sobre o metabolismo lipidico: atuando na inibigdo da sintese
enddgena de colesterol, na ativagdo da enzima acil-colesterol-acil tranferase (ACAT) para
a esterificacdo e armazenamento do colesterol e na modulagcdo do numero de receptores
para a apo B100 na membrana dos hepatdcitos (PEASE, LEIPER, 1996). Torna-se, entao,
de extremo interesse que farmacos com potencial hipolipemiante apresentem indices
estatisticamente significativos de redugao sobre as concentracdes séricas de colesteol da
LDL, uma vez que a elevacéo destes valores aumenta a velocidade de aderéncia destas
particulas na parede arterial, onde podem sofrer o processo de oxidacao transformando-se

em LDL oxidada (ox-LDL), as quais s&o capazes de provocar citotoxicidade no endotélio



vascular e desencadear eventos que resultam na formacao de uma placa aterosclerética
(AVIRAM, 2000; KADAR, GLASZ, 2001).

Redugdes nas concentracdes séricas de colesterol da LDL foram alcancadas por 6
chalconas, as quais novamente foram divididas de acordo com faixas de reducdo, em
comparagao ao resultado obtido apds o tratamento com a lovastatina (98%), de acordo

com a Tabela 16.

Tabela 16. Classificagdo dos compostos chalcénicos de acordo com o percentual de
reducdo das concentragdes séricas de colesterol da LDL em relagdo ao grupo controle
tratado com dieta hipercalorica.

Classificagao Compostos % de reducao
Forte efeito redutor C3eC1 97 — 89
Moderado efeito redutor C5, C19 e B1 52 -40
Fraco efeito redutor C10e C20 20-5

As alteragdes estruturais que mais favoreceram a atividade hipocolesterolémica
sobre a lipoproteina LDL foram aquelas ja detectadas para as reducbes observadas
(colesterol total), como a presenga dos atomos de bromo e cloro na substituicdo dos anéis
A e B, com destaque para o composto C3; a substituigdo cloro no anel A, com destaque
para o composto C1; e a substituicdo da dupla olefinica no derivado bromado B1, a qual
novamente nao alterou a atividade aferida. Curiosamente, o composto C20, com a
presenca da dupla conjugada entre os anéis, e o composto C19, substituido com o grupo
metoxi na posigdo 3 do anel B, também apresentaram atividades redutoras sobre os

valores de colesterol da LDL.

Finalmente, o tratamento dos animais com a dieta hipercalérica, aumentou
significativamente as concentragdes teciduais de colesterol hepatico, provavelmente

devido a uma maior absor¢do de nutrientes que propicia a ativagdo da biossintese de




lipideos via forte elevagdo das concentracées hepaticas de acetil-CoA e consequente

elevagao de malonil-CoA, que favorece a lipogénese.

As concentracdes teciduais de colesterol hepatico foram avaliadas apds o
tratamento com os compostos C1, C3 e C10, com substituinte cloro em diferentes
posicoes nos anéis A e B. Estes compostos foram escolhidos devido a seus potenciais
efeitos redutores as concentragdes séricas de colesterol total no modelo da dieta
hipercal6rica e, apresentaram fortes efeitos inibidores, comparados aos valores obtidos no
tratamento com a lovastatina. Comprovando parcialmente as suspeitas de que algumas
chalconas testadas efetivamente teriam um efeito inibidor da sintese de colesterol, os
compostos C1, C3 e C10 que apresentaram forte atividade hipocolesterolémica, foram
capazes também de reduzir as concentragdes hepaticas deste esterol, apontando mais

uma vez para um efeito inibidor sobre enzimas da biossintese do colesterol.

Entretanto, a redugcdo das concentragdes hepaticos de colesterol poderia ndo sé
estar relacionada a inibicado de enzimas hepaticas responsaveis pela sintese mas também
com a esterificagdo do colesterol via acil colesterol aciltransferase (ACAT), ou através da
ativacado da enzima colesterol-7a-hidroxilase, responsavel pelo inicio da sintese de acidos
biliares a partir do colesterol (MURRAY, GRANNER, MAYES et al., 2000). Portanto,
estudos posteriores necessitam ser realizados para que se possa confirmar o mecanismo

de acao das chalconas avaliadas.

E importante ressaltar que alguns trabalhos tém apontado o catabolismo do
colesterol, e particularmente a estimulagdo da enzima colesterol 7a-hidroxilase, como um
potente alvo molecular na pesquisa de novos farmacos redutores de colesterol. Uma vez
que algumas das chalconas testadas apresentaram forte atividade redutora da
concentragdo de colesterol em ambos modelos experimentais utilizados e como é
conhecido, os niveis circulantes deste esterdide s&o a resultante de varias regulagbes em
nivel de absorcéao, sintese e catabolismo ndo poderiamos descartar a possibilidade destes

compostos atuarem sobre o catabolismo do colesterol.



5.2. Atividade hipotrigliceridémica

Evidéncias experimentais sugerem que o Triton WR 1339 altere fisicamente a
estrutura das VLDLs (SCHURR, SCHULTZ, PARKINSON, 1972), além de inibir a lipase
lipoprotéica (BORENSZTAJN, RONE, KOTLAR, 1976; ARAGANE, KUSUNOKE,
KITAMINET, 1998). Estes eventos, resultam na remocéo das VLDLs circulantes e, como
estimulo secundario, a biossintese do colesterol € promovida, assim como o catabolismo
de triglicérides € inibido, condi¢des que instalam um processo hiperlipémico (OLIVEIRA,
2001).

Dentre os compostos testados com respeito ao efeito redutor da concentragao de
triglicérides apenas 9 compostos das 20 chalconas avaliadas, foram capazes de reduzir
estatisticamente as concentragbes séricas de triglicérides obtidos apds administracéo
intraperitoneal de Triton WR 1339. Este efeito ndo foi observado para a lovastatina, a qual
segundo estudos farmacoterapéuticos em humanos somente comega a exercer seus
efeitos significativos sobre triglicérides apdés duas semanas de uso continuo (XYDAKIS,
JONES, 2003). Os compostos avaliados foram classificados em dois grupos, de acordo,

com o perfil de redugao, conforme Tabela 17.

Tabela 17. Classificagao das chalconas avaliadas de acordo com o percentual de redugao
das concentragdes de triglicérides em relagdo ao grupo controle tratado com modelo Triton
WR 1339.

Classificagao Compostos % de reducao
Forte efeito redutor C3, C5, C6, C10, C15, 90 - 82
B1 e B3
Fraco efeito redutor B2 e C7 12 -2

Curiosamente, os compostos pertencentes ao grupo que apresentou forte efeito

redutor sobre as concentragdes séricas de colesterol total neste mesmo modelo, foram




novamente, os compostos capazes de reduzir com significancia estatistica os valores
séricos de ftriglicérides. Embora ainda seja controverso, uma relagdo estatisticamente
significativa entre a hipertrigliceridemia isolada e doengas cardiovasculares, tém sido
extensamente relatada (DURRINGTON, 1998), além de haverem evidéncias suficientes
que demonstram que a associagao hipertrigliceridemia/hipercolesterolemia tende a
amplificagédo do risco de cardiopatia isquémica (SLATER, PARAFIORITI, TORTORA et al,
2002; FRUCHART, DURIEZ, 2002).

Portanto, os resultados obtidos com respeito ao efeito hipotrigliceridémico das
chalconas testadas s&o muito importantes principalmente se levarmos em consideragao
que as estatinas, principal grupo farmacolégico utilizado atualmente no tratamento das
dislipidemias, e utilizado como farmaco referéncia em nossos modelos experimentais, teve

baixa atividade hipolitrigliceridémica.

As principais caracteristicas estruturais associadas a atividade hipotrigliceridemica
foram aquelas observadas nos compostos C3, C5, C10 e B1 onde a substituigdo
halogenada (cloro e bromo) em ambos os anéis aromaticos, para o composto C6 a
presenca do bromo como substituinte somente no anel B e para os compostos C15 e B3 a
substituicdo nitro na posicdo 4 do anel B foram importantes. A substituicdo da dupla
ligacdo nos compostos bromados, ndo apresentou significativas diferengas na atividade

aferida.

Do mesmo modo, observou-se alteracdo estrutural que apresentam pouca
influéncia na atividade hipotrigliceridémica, reduzindo ou inibindo-a como: (a) auséncia de
substituintes nos anéis A e B; (b) presenca da dupla conjugada aumentando a distancia
entre os anéis aromaticos; (c) presenga de substituintes com propriedades eletrodoadoras

como os grupos —CHjs;, -OCHjs, -N(CHs), (metila, metoxi e dietilamino, respectivamente).

No intuito de entender o possivel papel dos compostos avaliados na reducdo das
concentragdes séricas de ftriglicérides, torna-se necessario levar em consideracao que

elevados valores de triglicérides podem afetar quantitativamente e qualitativamente as



lipoproteinas circulantes, modificando a distribuicdo do colesterol, tamanho e densidade
destas particulas, fatores estes extremamente relacionados a sua capacidade aterogénica
(TALMUD, HAWE, MILLER et al., 2002).

Um efeito adicional do agente surfactante Triton WR 1339, esta relacionado a
ativacdo de acoes refratarias as atividades exercidas pelas enzimas lipoliticas, como a
lipoproteina lipase, ou seja, a conversdo dos triglicérides circulantes em acido graxos
livres ndo é promovida, ocorrendo um acumulo de triglicérides no plasma, agravando o
quadro hiperlipémico. Este constitui um alvo terapéutico alternativo, sobre o qual alguns
agentes terapéuticos podem atuar, estimulando a atividade da enzima lipoproteina lipase

no plasma, promovendo a metabolizagao dos triglicérides.

Portanto, € possivel especular a agao das chalconas avaliadas sobre a ativacao da
enzima lipoproteina lipase, ja que sua atividade lipolitica marca o evento inicial da
mobilizacao de triglicérides circulantes presentes na lipoproteina VLDL, liberando acidos
graxos como energia e diminuindo por consequéncia o colesterol da HDL no plasma
(HEEREN, BODMAN, NIEMEIER et al., 2002) e alguns dos compostos testados causaram
forte reducdo nas concentragdes séricas de triglicérides circulantes e redugdo nos valores

de colesterol da HDL.

No modelo da indugao de hiperlipemia através da dieta hipercaldrica, como ja foi
descrito na discussao referente as concentracdes de colesterol, temos um aumento da
oferta de substratos e hormdnios, como a insulina, que induzem a ativagado das vias
biossintéticas, processo que a longo prazo gera um modelo crénico de hiperlipemia. O
aumento dos niveis de insulina causa a inibicdo da mobilizagao de acidos graxos do tecido
adiposo, aumentando a lipogénese e a sintese de acil-glicerol, através da inibigdo do
horménio estimulante da ativagédo da lipase (MURRAY, GRANNES, MAYS, 2000).

As altas concentragbes de triglicérides circulantes podem, além de inibirem a
lipdlise tecidual, contribuir para a formacao de particulas densas e pequenas das

lipoproteinas LDL, devido ao aumento da transferéncia de colesterol esterificado da VLDL



para esta lipoproteina, o que a torna mais susceptivel aos processos oxidativos que
antecipam a doenga aterosclerotica, ja que dificulta o processo de reconhecimento celular.
Do mesmo modo, o aumento da transferéncia de colesterol esterificado para as
lipoproteinas HDL pode contribuir para a redugao das concentragdes séricas de colesterol
da HDL frequientemente associada a hipertrigliceridemia (DURRINGTON, 1998).

A respeito da inibigdo da hipertrigliceridemia induzida pela dieta hipercalérica, as
chalconas e seus derivados bromados apresentaram significativas percentagens de
reducdo para todos os compostos testados em relagdo aos grupos controle. Levando-se
em consideracéo, os valores de redugao alcangados com estes compostos e o resultado
obtido para a lovastatina (71%), propés-se uma divisao por faixas de redugédo, onde os

compostos foram classificados de acordo com a Tabela 18.

Tabela 18. Classificacdo das chalconas avaliadas de acordo com o percentual de reducao
das concentragdes séricas de triglicérides em relagédo ao grupo controle com da dieta
hipercaldrica.

Classificagao Compostos % de reducao
Forte efeito redutor C12, C7, C16, C10, C3, C13, 87 — 61
B3, B4, eC15
Moderado efeito redutor B2, C17, C19, B1e C1 57 —-47
Fraco efeito redutor C9, C6,C11,C5e C20 45 - 38

Novamente as diferentes substituicdes nos anéis aromaticos A e B, influenciaram na
atividade redutora dos valores séricos de triglicérides. Podemos citar algumas
modificagdes importantes como a substituicido halogénica nos anéis A e B, as quais
continuaram se apresentando como constituintes importantes na estrutura dos compostos
com forte efeito redutor; da mesma forma, que o grupo nitro como substituinte no anel B;
os derivados bromados também mantiveram seu potencial frente as chalconas nao-

bromadas.




Para esta atividade, no entanto, alguns compostos surpreenderam por apresentaram
perfis diferentes daqueles observados no modelo Triton WR 1339, algumas alteragbes
estruturais também se apresentaram diferentes em comparacado as principais chalconas
capazes de reduzir as concentracdes de colesterol avaliadas anteriormente. O compostos
C7, curiosamente, reduziu as concentragcdes séricas de triglicérides de forma mais efetiva
que os compostos com substituintes aromaticos eletrosacadores; os compostos C13 e
C16 com substituintes metil ou metoxi no anel aromatico B apresentaram fortes efeitos
redutores; e finalmente a chalcona C12 apresentou a melhor reducéo, apesar, da dupla
conjugada estar aumentando a distadncia entre os anéis, caracteristica esta que vinha
demonstrando reducdo dos efeitos hipocolesterolemiantes. No caso deste ultimo
composto, a presenga da hidroxila na posi¢cdo 2’ do anel A parece ser importante para a

atividade, ja que os compostos C11 e C20 demonstraram fracos efeitos redutores.

Estudos angiograficos tém demonstrado que niveis elevados de lipoproteinas ricas
em triglicérides sao fortes preditores independentes de progressao de aterosclerose e da
ocorréncia de eventos isquémicos. Tomados em conjunto, esses estudos mostram que as
lipoproteinas ricas em triglicérides, particularmente as particulas pequenas de VLDL e IDL,
estdo mais intimamente relacionadas a progressédo de doengas cardiovasculares do que a
LDL, tradicionalmente considerada a lipoproteina mais aterogénica (FRUCHART, DURIEZ,
2002). Portanto, o potencial redutor sobre as concentragdes séricas de triglicérides e de
colesterol das VLDLs apresentado pelas chalconas testadas desperta especial interesse,
uma vez que as particulas de lipoproteinas ricas em triglicérides, em especial a VLDL, nao
somente atravessam a parede intima das artérias, como também podem ser retidas na
parede arterial por um longo periodo causando efeitos similares a LDL oxidada
(DURRINGTON, 1998).

Um aumento na sintese de acidos graxos e consequentemente de triacilglicerol
proporciona uma elevagao da secrecéo da lipoproteina VLDL, sendo que os acido graxos
utilizados na sintese dos trialciglicerois podem ser derivados de dois processos, através
do aumento da disponibilizagdo de acetil-CoA ou de grandes concentragdes de acidos

graxos livres na circulagdo. No entanto, a primeira situagcéo é predominante quando temos



um maior estimulo da sintese de acidos graxos e pequenos niveis circulantes, processo
este que ocorre na dieta hipercaldrica, provocado pelo aumento dos niveis hormonais de
insulina que estimulam a sintese e esterificagdo dos &acidos graxos, inibindo a sua
oxidagdo e a atividade de enzimas lipoliticas (DURRINGTON, 1998). Além deste fato,
altas concentracdes de triglicérides nas VLDLs contribuem como ja foi mencionado, na
formagdo de lipoproteinas LDL pequenas e densas, e uma similar diminuigdo das
concentracdes de colesterol na lipoproteina HDL, ambos relacionados ao aumento da
transferéncia de colesterol esterificado para estas lipoproteinas (SLATER, PARAFIORITI,
TORTORA et al, 2002).

Dentre os compostos avaliados, trés faixas de reducdo das concentragcbes de
colesterol das VLDLs foram observadas, quando os resultados foram comparados a
percentagem de redugado obtido para a lovastatina (71%), estas faixas estdo dispostas na
Tabela 19.

Tabela 19. Classificacao das chalconas avaliadas de acordo com o percentual de redugao
da concentragéo sérica de colesterol das VLDLs em relagdo ao grupo controle com dieta
hipercaldrica.

Classificagao Compostos % de redugéao
Forte efeito redutor C7,C12,C3,C10,C16e C13 87 — 68
Moderado efeito redutor C11, B4, B3, C15, 62 — 52
C6, C1,B2, C17 e B1
Fraco efeito redutor C19, C9, C5e C20 51-38

As alteragbes estruturais mais importantes novamente nos chamaram atengéo: (a) a
chalconas C7, sem substituintes nos anéis A e B apresentou forte efeito redutor; (b) a
chalcona C12 apresentou o melhor efeito redutor, apesar de nao ter sido capaz de reduzir
as concentragbes séricas de triglicérides no modelo Triton WR 1339; (c) os compostos

C13 e C16 com substituintes metil e metoxi no anel B também apresentaram fortes efeitos




redutores; (d) os compostos C3 e C10 também permaneceram no grupo dos compostos

que apresentaram fortes efeitos redutores.

Uma desejavel caracteristica de eventual farmaco hipolipemiante seria atuagéo no
metabolismo hepatico alterando o influxo de acidos graxos provenientes da via de
esterificacdo para a via oxidativa, diminuindo desta forma a secrecao de trialciglicerol e
colesterol através da VLDL pelo figado, mecanismo este observado parcialmente com
farmacos como o clofibrato e o gemfibrosil que sdo também hipolipemiantes (MURRAY,
GRANNER, MAYES et al.,, 2000). E perfil semelhante foi observado com algumas

chalconas testadas.

O tratamento dos animais com a dieta hipercalérica aumentou significativamente as
concentragdes hepaticas de triglicérides, isto se deve em grande parte ao maior aporte de

acidos graxos para o figado.

As concentragdes hepaticas de triglicérides foram avaliadas ap6s o tratamento com
os compostos C1, C3 e C10, com substituinte cloro em diferentes posicdes nos anéis A e
B. Dois destes compostos apresentaram redugédo das concentragdes de triglicérides com
percentuais de 41% (C10) e 46% (C3) e perfil semelhante a lovastatina que reduziu 47%
as concentragdes hepaticas deste lipideo. Um fraco efeito redutor foi observado para o
composto C10 com 17% de redugédo. A presenca do atomo de cloro nas posi¢oes 4 e 4’

dos anéis aromaticos parece novamente favorecer a atividade hipolipemiante hepatica.

A partir dos nossos resultados sobre a inibigao sérica e tecidual das concentracoes
de triglicérides e colesterol total apresentados por algumas chalconas testadas, em
especial o composto C3, podemos sugerir que os compostos testados podem estar
exercendo agdes sobre trés diferentes mecanismos: (i) estimulando a atividade da
lipoproteina lipase, responsavel pela metabolizagdo dos triglicérides provenientes das
VLDLs e dos quilomicras; (ii) inibindo os processos de sintese lipidica através da inibigao

de enzimas-chave como a enzima HMG-CoA redutase e€; (iii) interferindo nos processos de



absorgao de nutrientes no intestino delgado, reduzindo a absorgao intestinal de lipideos, o

que seria um mecanismo adicional de reducido das concentragdes séricas de lipideos.

Em resumo, as caracteristicas estruturais mais relevantes para os compostos
avaliados, além da presencga de dois nucleos aromaticos, e o grupamento cetbénico ligado
diretamente ao anel A presentes em todos os compostos, foram: (a) presenca de
substituintes halogenados em ambos os anéis; (b) presenga de substituintes nitro na
posicdo 4 do anel B. Na atividade hipocolesterolémica a presenga de uma dupla
conjugada entre os anéis aromaticos tende a interferir nas propriedades redutoras, assim
como a presencga de substituintes metil, metoxi, dimetilamino e hidroxila diminuem os
efeitos redutores. Na atividade hipotrigliceridémica a presenga de substituintes metoxi e
metil na posicao 4 do anel B parece aumentar a ac&o redutora, assim como a substituicao
hidroxil no anel A, ja a presenca da dupla conjugada ou a substituicdo da dupla por

atomos de bromo nao infere na atividade aferida.

E finalmente, a partir dos nossos resultados sobre a inibigdo sérica e tecidual das
concentragbes de triglicérides e colesterol total apresentados por algumas chalconas
testadas, em especial os compostos C3 e C10 que demonstraram interessantes
resultados em ambos os modelos, podemos concluir que os compostos testados podem
estar exercendo acgdes sobre trés diferentes mecanismos: (i) estimulando a atividade da
lipoproteina lipase; (ii) inibindo os processos de sintese lipidica e; (iii) interferindo nos

processos de absorgédo de nutrientes no intestino delgado.



6. CONCLUSOES

e Os espectros de RMN 'H analisados neste trabalho permitiram confirmar a estrutura
chalcbénica proposta pela sintese e identificar os deslocamentos referentes aos
principais prétons do esqueleto chalcdnico e seus derivados, bem como caracteriza-los
de acordo com sua isomeria, como compostos de conformacao E, com constantes de
acoplamento variando entre 14-16 Hz. Caso as chalconas fossem Z, as constantes de

acoplamento encontradas apresentariam valores em torno de 12 Hz.

e Com relacdo a correlacdo estrutura-atividade das chalconas avaliadas sobre a
hipolipemia, além da presenga de dois nucleos aromaticos e o grupo cetdnico ligado
diretamente ao anel A, importantes caracteristicas estruturais foram observadas como:
a presenca de substituintes halogenados em ambos os anéis e a presenga do grupo
nitro na posicdo 4 do anel B. Na atividade hipotrigliceridémica observou-se
caracteristicas adicionais como a presenga da dupla conjugada entre os anéis
aromaticos, em especial com a substituicdo hidroxil na posicdo 2’ do anel A e a
presenca de substituintes metoxi e metil na posicdo 4 do anel B que tendem a

aumentar a atividade redutora.

e De acordo com os resultados apresentados em ambos os modelos de hiperlipemia,
podemos concluir que os compostos testados podem estar exercendo ag¢des sobre trés
diferentes mecanismos: (i) estimulando a atividade da lipoproteina lipase; (ii) inibindo
os processos de sintese lipidica através da inibicdo de enzimas chave como a HMG-
CoA redutase e; (iii) reduzindo a absorcdo intestinal de lipideos, o que seria um

mecanismo adicional de redugao dos niveis séricos de lipideos.

e Dentre os compostos que mais se destacaram, podemos citar as chalconas C3 e C10
como possiveis moléculas prototipo para posteriores modificagbes estruturais na

procura de compostos com maior agao sobre a hiperlipemia, uma vez que estas



chalconas apresentaram significativas redugdes nos niveis lipidicos (colesterol e

triglicérides) em ambos os modelos aplicados.



7. PERSPECTIVAS

Os questionamentos surgidos no decorrer do desenvolvimento deste trabalho e que
nao puderam ser respondidos apds a sua conclusdo, sdo apresentados como perspectivas

futuras:

e Repeticao das analises dos espectros de "H RMN, obtendo ampliagdes da
regiao referente aos prétons aromaticos para que se possa identificar a
multiplicidade dos protons aromaticos e os sinais referentes aos prétons Ha
e Hp.

e Obter os valores das constantes de acoplamento (J), através de ampliagdes
da regido referente aos protons aromaticos nos espectros de RMN-'H, a fim

de confirmar a isomeria E ou Z das chalconas avaliadas.

e Avaliar o efeito das chalconas e seus derivados sobre as apolipoproteinas.

e Avaliar o efeito das chalconas e seus derivados sobre as enzimas HMG-CoA

redutase, colesterol 7a-hidrolase e lipoproteina lipase, no modelo in vitro.

e Avaliar o potencial antioxidante das chalconas testadas, uma vez que esta

atividade bioldgica tem intima correlagdo com o processo aterosclerotico.

e Aplicar métodos quantitativos, para a analise da relagcéo estrutura-atividade,

visando a sintese reacional de novas moléculas ativas.
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ANEXOS

I — Espectros obtidos para a caracterizagdo dos compostos C11-C20 ¢ B1-B4
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