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RESUMO

A atividade antibacteriana de 31 chalconas foi avaliada contra linhagens bacterianas
de Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus
cereus ATCC 11778 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Para cada uma dessas
chalconas foram determinadas as Concentra¢des Inibitérias Minimas (CIM) e as
Concentragdes Bactericidas Minimas (CBM) pelo método de microdiluicao em caldo.
As CIMs e CBMs foram consideradas as menores concentracoes das substancias-teste
necessarias para inibir o crescimento ou provocar a morte bacteriana e foram expressas
em pg/mL. Nenhuma das chalconas testadas apresentou atividade contra bactérias
Gram-negativas, porém, contra bactérias Gram-positivas, algumas chalconas foram
ativas, em particular, aquelas hidroxiladas em carbonos C-4’ e C-4 dos anéis aromaticos
A e B, respectivamente e que apresentam substituinte (hidroxila ou metoxila) em
carbono C-2’ do anel aromatico A. Estes resultados sugerem que o efeito inibitorio
desses compostos esta relacionado com determinados padroes de substituicdo entre os

anéis aromaticos.

PALAVRAS-CHAVE
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Chalconas, atividade antimicrobiana, produtos naturais

ABSTRACT

The antibacterial activity of thirty-one chalcones were tested against
bacterial strains Bacillus cereus ATCC 11778, Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 and Staphylococcus aureus ATCC 25923.
The Minimum Inhibitory Concetration (MIC) and Minimum Bactericidal
Concentration (MBC) were determined by the microdilution method for each of the
chalcone. Some of the chalcones tested showed good activity against Gram-positive
bacterial, mainly for the chalcones hidroxilated in carbons C-4’ and C-4 of
aromatics A and B rings, respectively, and with substitution (hidroxil or metoxil) in
carbon C-2’ of aromatic A-ring. These findings suggest that the inhibitory effect of

chalcones might be related to the substitution patterns betwen aromatics rings.

KEYWORDS:

Chalcones, antibacterial activity, natural compounds.
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1. INTROUCAO

O Brasil, com a grandeza do seu litoral, e sendo o detentor da maior floresta
equatorial e tropical umida do planeta, ndo pode abdicar de sua vocacdo para os produtos
naturais. A Quimica de Produtos Naturais ¢, dentro da quimica brasileira, a area mais antiga
e a que, talvez ainda hoje, congregue o maior nimero de pesquisadores (SANDES e DI

BLASI, 2000).

O Brasil € o pais com a maior diversidade genética do mundo, com cerca de 55 mil
espécies catalogadas de um total estimado entre 350 mil e 550 mil espécies no mundo todo.
Considera-se que mais de 50 % dessas espécies estejam nas florestas tropicais, cuja area
corresponde a aproximadamente 7 % da superficie da terra. O pais €, portanto, um celeiro
para o desenvolvimento da pesquisa de novas substancias, tanto de interesse bioldgico

como nao biologico (PINTO et al., 2002).

Metabolitos secundarios sao produzidos por plantas, fungos, bactérias, protozoarios,
algas, insetos, animais marinhos e outros seres vivos, em resposta a diversos estimulos
externos como competi¢do, mudangas nutricionais e infecgdes por agressores (STROHL,
2000, p. 39-41). A natureza, de forma geral, tem produzido a maioria das substancias
organicas conhecidas. Dentre os diversos reinos da natureza, o reino vegetal ¢ o que tem
contribuido de forma mais significativa para o fornecimento de metabolitos secundarios,
muitos desses de grande valor agregado, devido as suas aplicagdes como medicamento,

cosméticos, alimentos e agroquimicos. Muitas dessas substancias constituem-se, sobretudo,
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em modelos para o desenvolvimento de medicamentos sintéticos modernos ou de farmacos

imprescindiveis, com participagdo num mercado que movimenta, anualmente, cerca de 50

bilhdes de dolares (PINTO et al., 2002).

O uso de produtos naturais para o tratamento de doencas que acometem o ser
humano ¢ uma pratica que vem sendo empregada hd muito tempo. Antigos registros
escritos por chineses e egipcios, ou a propria Biblia descrevem a utilizagdo de produtos
naturais para fins medicinais, os quais eram usados de forma habitual por varios povos
(GRUNWALD, 1995; CRAGG et al., 1997; CALIXTO, 2000). Durante o periodo anterior
a era crista, que ficou conhecido como civilizagdo grega, varios filésofos sdo destacados
por suas obras sobre historia natural. Dentre eles, Hipodcrates, considerado o pai da
medicina moderna, que se caracterizou por tomar a natureza como guia na escolha dos
remédios (Natura medicatriz ) e Teofrasto (372 aC), discipulo de Aristoteles, que escreveu
vérios livros sobre a histéria das plantas. E seu o registro da espécie botanica Papaver

somniferum, planta cujo principio ativo € a morfina (PINTO et al., 2002).

O potencial dos produtos naturais tem sido reconhecido, portanto, desde a
Antiguidade. A organizagdo estrutural, bem como o papel desses compostos de ocorréncia
natural nas interacdes bioldgicas dos organismos € nos seus ecossistemas estd sendo

entendida apenas recentemente (BANERIJIL, 1992, p. 105-113).

Depois da descoberta de medicamentos de origem vegetal, ¢ possivel entender a
corrida entre algumas industrias transnacionais pela busca de novas substancias bioativas.
Esta busca foi intensificada nos anos 90, especialmente nas florestas tropicais onde se
concentra grande parte da biodiversidade e, especialmente no Brasil, onde a grande maioria

das espécies continua sem qualquer estudo quimico ou bioldgico (PINTO et al., 2002).
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Os produtos farmacéuticos, juntamente com os agroquimicos, sdo hoje considerados

os dois pilares de sustentacdo da civilizagdo moderna. A frase mens sana incorpore sano €,
certamente, o produto ideal de um projeto cientifico interdisciplinar, cujo resultado final ¢ a
qualidade de vida da espécie humana. Neste contexto, os produtos naturais isolados de
microrganismos, de uma forma geral, tém uma importancia sem precedentes, ndo s6 como
medicamentos (antibidtico, por exemplo) mas principalmente, como agroquimicos menos

danosos a saude humana (PINTO et al., 2002).

A terapéutica moderna, composta por grande numero de medicamentos com acao
especifica sobre receptores, enzimas e canais i0nicos, nao teria sido possivel sem o suporte
dos produtos naturais, principalmente as plantas superiores, as toxinas animais € 0s
microrganismos. S3o inimeros os exemplos dos medicamentos desenvolvidos direta ou
indiretamente de fontes naturais, sobretudo de plantas. Destaca-se a morfina, a pilocarpina,
os digitalicos, a escopolamina, as estatinas, o cromolin, as drogas usadas no tratamento de
cancer (vimblastina, vincristina, taxol, campotecinas), 0s imunossupressores, 0s
antibidticos, os inibidores da enzima conversora de angiostensina, como o captopril, dentre
outros (VERPOORTE, 1998; LAURENCE, 1999; STROHL, 2000; BARREIRO e

FRAGA, 2001).

Embora os antibidticos de origem microbiana ja venham sendo utilizados na pratica
médica desde os anos 40, o uso de antimicrobianos derivados de plantas ainda ¢ incipiente.
Portanto, muitas sdo as razdes que estimulam o estudo sobre a triagem de novas moléculas
com propriedades antimicrobianas a partir de fitoquimicos. Dentre essas, podemos citar o

aumento da resisténcia dos microorganismos aos antimicrobianos tradicionais € a maior
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sensibilidade de pacientes tratados com drogas imunossupressoras as infec¢des fungicas e

bacterianas (COWAN, 1999, p. 564-582).

Os compostos de origem natural desempenham quatro papéis importantes na
medicina moderna. Em primeiro lugar, fornecem alguns medicamentos extremamente uteis,
cuja produgao e comercializagdo na forma sintética ¢ dificil, se ndo impossivel. Entre eles,
estdo grupos tao diversificados de substancias como dos alcaldides da papoula produtora de
opio, do espordo do centeio e das plantas solanaceas; os glicosideos cardiotonicos da
digital; a maioria dos antibidticos e todos os soros, vacinas e produtos afins. De fontes
naturais sdo também retirados compostos basicos que podem ser ligeiramente modificados
para se tornarem mais eficazes e/ou menos toxicos, como por exemplo, as numerosas
variacdes da molécula da morfina. O terceiro papel desempenhado pelos produtos naturais
¢ a sua utilidade como protdtipo ou modelo para medicamentos sintéticos que tenham
atividades fisiologicas semelhantes as dos originais. A procaina e os anestésicos locais
similares a essa costumam ser citados como representantes dessa categoria. H4 um quarto
papel desempenhado pelos produtos naturais, bem diferentes dos acima citados, mas nao
menos importante. Alguns produtos naturais contém compostos que apresentam atividade
pequena ou nula em si mesmos, mas devido a facilidade de obtencao desses compostos, os
mesmos podem ser usados como molécula-base para produzir drogas potentes por métodos
quimicos ou bioldgicos. Por exemplo, a bacatina III ¢ facilmente obtida das folhas de varias
espécies de teixo, uma planta rara do Pacifico e, a partir dessa substancia, ¢ possivel
sintetizar o taxol, encontrado apenas na casca dessa planta (ROBBERS; SPEEDIE;

TYLER, 1997).
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O estudo de novos medicamentos para o tratamento de infec¢des fungicas se tornou

mais relevante nas ultimas décadas, com o aumento do numero de incidéncias causado por
fungos, contrapondo-se ao fato de que o nimero de antibacterianos ¢ significativamente

maior que o numero de agentes antifingicos (ALVES et al., 2000).

Um outro fator que atualmente vem sendo enfocado na area biomédica ¢ o uso
crescente de extratos de plantas como alimentos, cosméticos e na industria farmacéutica
(NOSTRO et al., 2000), fazendo surgir uma nova tendéncia, que focaliza as propriedades
nutracéuticas dos alimentos. Entende-se por nutrac€utico, um alimento ou parte de um
alimento que fornece algum beneficio incluindo a prevengdo e o tratamento de doencas
(DEFELICE, 1992, p. 13-15). Dessa forma, os compostos naturais também podem atuar
como nutracéuticos, sendo a base dos componentes presentes nos nutracéuticos

eminentemente do reino vegetal, ou seja, fitoquimica.

Um grupo de substancias importantes para o estudo de antimicrobianos ¢ o das
fitoalexinas, compostos que apresentam atividades antimicrobianas e sdo produzidas pelas
plantas quando infectadas por microrganismos fitopatogénicos, como virus, bactérias e
fungos, ou quando esta sob a acdo de fatores causadores de estresse, como frio, clima arido,
luz ultravioleta, entre outros. As fitoalexinas aparecem, em geral, em altas concentragdes,
em resposta a infec¢ao, desempenhando nas plantas papel semelhante ao dos anticorpos nos
animais. Dentre as fitoalexinas, o grupo das chalconas vem despertando interesse
biotecnologico, em funcdo das diferentes bioatividades, como antiinflamatoérias,

antitromboticas ¢ vasodilatadoras (ZEIGER e LINCOLN, 1998).

Os vegetais desenvolvem mecanismos de defesa contra patdogenos, como virus,

bactérias, fungos, insetos, produzindo toxinas contra o agente invasor e adquirindo
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resisténcia a infecgdo. Desde a década de 60, esses mecanismos sdo conhecidos, mas
somente nos ultimos anos, os patologistas vegetais vém-se dedicando ao estudo das bases

moleculares e genéticas deste fendmeno (PINTO et al., 2002).

Ja foi descoberto o envolvimento do 4cido salicilico (AS) e de seu derivado
acetilado (AAS) nas reagdes de defesa contra patdgenos. O 4cido salicilico ¢ acumulado no
tecido vegetal apos a infec¢do, provocando uma resposta imune, chamada resisténcia

sist€émica adquirida (PINTO et al., 2002).

A resisténcia antibacteriana global estd se tornando um problema de saude publica
crescente, sendo citada para quase todos os antimicrobianos disponiveis. A industria
farmacéutica e as companhias de biotecnologia estdo respondendo a ameaca da resisténcia
antibiotica com esfor¢os renovados na descoberta de novos antibacterianos. Estratégias a
curto prazo estdo focadas na bioprospec¢ao de novos agentes antibacterianos especificos e,
a longo prazo, o uso de técnicas de seqiienciamento gendmico microbial direcionado para a
descoberta de novos agentes ativos contra alvos bacterianos pré-determinados (BAX;

MULLAN; VERHOEF, 2000).

Em virtude dos elevados custos de produ¢do de um novo medicamento (entre 350
milhdes e 500 milhdes de ddlares, aproximadamente) e do longo tempo gasto em pesquisas
(de 10 a 15 anos), o preco final dos medicamentos para o consumidor ¢ geralmente elevado.
Além disso, parte consideravel da populagdo de paises pobres e em desenvolvimento ndo

tira proveito dos recursos da medicina moderna (MOERMAN, 1991; CALIXTO, 2000).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), 65 a 80 % da humanidade ndo

tem acesso a medicina alopdtica e recorre a medicina tradicional (especialmente as plantas
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medicinais) para tratar suas patologias, seja por habitar longe dos centros urbanos, seja por
nao poder pagar um tratamento medicamentoso. A OMS ndo s6 reconhece, como também
estimula o uso dessas plantas, embora recomende cuidados especiais para essa pratica.
Além disso, os inumeros efeitos colaterais e ineficiéncia de alguns medicamentos
alopaticos no tratamento de inimeras doengas proporcionaram, nos ultimos anos, um
incremento consideravel na utilizacdo de produtos naturais (MOERMAN, 1991;
CALIXTO, 2000). Os fitoterapicos tém sido, no caso do Brasil e de muitos paises, o

suporte da industria farmacéutica genuinamente nacional de pequeno e médio porte

(FARIAS et al., 1994).

1.1. Produtos naturais como fonte de novos farmacos

Com o desenvolvimento de novas técnicas analiticas para isolamento e purificagdo
de substancias, a area referente a produtos naturais ¢ a de maior crescimento no campo da
quimica organica. Atualmente existe cerca de um milhdo de substincias derivadas de
produtos naturais isoladas de diversas fontes, contribuindo para tal, por um lado, o
desenvolvimento da biotecnologia e da bioengenharia e, por outro, novas demandas na

terapia humana (BERDY, 1989, p. 3-25).

A pesquisa de novas substancias de importancia na agricultura, na inddstria e na
medicina vem sendo conduzida usando-se a técnica de screening de colegdes de entidades
quimicas, denominadas bibliotecas, e empregando ensaios especificos para sua

identificagio (DONADIO, 2002, p. 175-185).
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Os compostos resultantes de reagdes quimicas celulares sdo denominados
metabolitos, sendo divididos em primarios e secundarios. Sdo primarios aqueles
responsaveis pelo crescimento e desenvolvimento do organismo (DEMAIN, 2000, p. 233-
254); sao secundarios aqueles metabodlitos que nao sdo necessarios as fungdes basicas
intracelulares, mas que exercem fungdes especificas de interagdo entre microrganismo e
ambiente, podendo ser interpretados como uma interface quimica entre o organismo € 0s

outros seres vivos (BRIZUELA et al., 1998).

Dentre as explicacdes a respeito da origem dos metabolitos secundérios produzidos
pelos organismos, esta a pressdo seletiva natural que inclui respostas a interagdes de
competi¢do, parasitismo e modificagdes ambientais que alterem a disponibilidade de
recursos. Como exemplos desses metabolitos, podem ser citados as micotoxinas
(metabolitos de ocorréncia natural, produzidos por fungos), cuja agdo visa impedir a agao
dos insetos predadores, a acdo dos antibioticos na defesa territorial e o odor usado para

atrair insetos para dispersao de esporos (STROHL, 2000, p. 39-41).

Apesar de todo o avanco ocorrido em sintese quimica, quimica combinatéria e
planejamento racional de farmacos, os produtos naturais continuam sendo investigados por
continuarem sendo fonte insubstituivel de moléculas biologicamente ativas (HARVEY,

2000, p. 294-300).

As dificuldades no aproveitamento dos recursos naturais com o objetivo de
desenvolver farmacos incluem o longo dispéndio de tempo, elevados custos, falta de leis
especificas na exploragdo da biodiversidade, escassez de informacgdes sobre a identidade
dos compostos naturais, até a relutancia em trabalhar com estes produtos pelos quimicos

tradicionais (STROHL, 2000, p. 39-41).
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A biotecnologia ¢ uma area de investigacdo que explora sistemas biologicos,
microbianos ou de culturas vegetais e animais, visando a obtenc¢ao de produtos de interesse
industrial. Devido aos microrganismos apresentarem crescimento rapido, menor custo e
espaco para crescimento, possibilitando maior controle dos processos operacionais, hd mais

vantagens no seu uso, principalmente nos processos fermentativos (BENNETT, 1998;

DEMALIN, 2000).

Do ponto de vista histdrico, os produtos naturais sempre desempenharam um papel
importantissimo no processo de desenvolvimento de farmacos. A maioria dos farmacos
comercializados atualmente ¢ de origem natural ou de produtos sintéticos inspirados em
produtos naturais. Tanto os métodos classicos de isolamento de produtos naturais quanto a
utilizagdo de processos de sintese quimica na geracdo destas substancias, sio uma fonte
promissora de novos compostos prototipos (STROBEL, 2002; DE LAS HERAS et al.,

2003; MACIAS et al., 2003).

Dentre os grandes grupos de compostos com estrutura quimica relativamente
simples, que podem sofrer enorme gama de modificagdes estruturais e que permitem
otimizar ou direcionar diferentes atividades bioldgicas, encontram-se 0s compostos

fendlicos, grupo onde se encontram as chalconas.

Atualmente, hd grande interesse sobre a atividade antioxidante, devido a sua
habilidade em seqiiestrar e de reduzir a formagdo de espécies reativas de oxigénio e
eletrofilos, bem como de quelar metais e de inibir o processo quimico de nitrosagao

(CARVALHO; GOSMANN; SCHENKEL, 2002).
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Apesar do desenvolvimento nas areas de sintese organica, microbiologia industrial,

biologia molecular, parte dos farmacos permanece sendo obtida a partir de matérias-primas

vegetais, seja pela dificuldade em obter sinteticamente moléculas com a mesma

estereoquimica, por exemplo, em farmacos como a artemisinina. Uma lista ilustrativa de

farmacos com importancia terapéutica atual, obtidos exclusivamente de matérias-primas

vegetais, ¢ apresentada na tabela 1 (SCHENKEL; GOSMANN, PETROVICK, 2002).

Tabela 1. Exemplos de farmacos obtidos a partir de matérias-primas vegetais.

Farmaco Classe terapéutica Espécie vegetal
Artemisina Antimalarico Artemisia annua L.
Atropina Anticolinérgico Atropina belladonna L.
Capsaicina Anestésico topico Capsicum spp.
Colchicina Antirreumatico Colchicum autumnale L.

Digoxina, digitoxina

Glicosideos cardiacos

Digitalis purpurea L

Escopolamina

Antiparkinsoniano

Datura spp.

Fisostignina

Antiglaucomatoso

Physostigma venenosum Balf.

Morfina, codeina

Analgésico, antitussigeno

Papaver sominiferum L

Pilocarpina Antiglaucomatoso Pilocarpus jaborandi Holmes
Quinina Antimalarico Cinchona spp.

Reserpina Anti-hipertensivo Rauwolfia spp.

Tubocurarina Bloqueador neuromuscular Chondodendron tomentosum

Vimblastina, vincristina

Antitumorais

Catharantus roseus G. Don

Fonte: Schenkel, E.P. et al., 2002. Farmacognosia: da Planta ao Medicamento

Além de fonte de fabricagdo de farmacos, grande parte dos adjuvantes

farmacéuticos empregados nos dias de hoje também sdo de origem vegetal (tabela 2).
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Tabela 2. Exemplos de adjuvantes farmacé€uticos de origem vegetal.

Adjuvante Funcio principal Fonte vegetal

Amido e derivados Aglutinante e desagregante Zea mays L.

Solanum tuberosos L.

Celulose e derivados |  Aglutinante, desagregante, Pinnus spp.
formador de gel, espessante, Eucaliptos spp.

filmégeno, modificador da

cedéncia
Oleos fixos Veiculo Arachys hypogaea L.
Olea europaea L.
Oleos volateis Adequadores e corretivos Cytrus spp.
Organolépticos Mentha spp.
Cera de carnatiba Excipiente de formas Copernicia prunifera (Miller)

famacéuticas semi-solidas

Esteveosideo Edulcorante Stevia rebaudiana Hemsl.
Pectinas Aglutinante, formador de gel, Cytrus spp.

Espessante
Manteiga de cacau Base de supositorios Theobroma cacao L.
Etanol Veiculo Saccharum officinarum L.

Fonte: Schenkel, E.P. et al., 2002. Farmacognosia: da Planta ao Medicamento

1.2. Plantas medicinais

O conhecimento sobre plantas medicinais representa muitas vezes 0 Unico recurso
terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. O uso de plantas no tratamento e cura

de enfermidades ¢ tao antiga quanto a espécie humana (MACIEL; PINTO; VEIGA, 2002).

O reino vegetal representa um extraordinario reservatorio de novas moléculas.

Segundo pesquisadores, existem 250 mil espécies de plantas distribuidas no globo.
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Entretanto, somente uma pequena porcentagem tem sido investigada fitoquimicamente e a
fragdo submetida para triagem de atividades bioldgicas ou farmacologicas ¢ ainda menor.
Uma vez que plantas podem conter centenas, ou ainda milhares de metabdlitos, existe
correntemente um ressurgimento de interesse no reino vegetal com uma possivel fonte de

novos compostos para introdugdo em programas de triagem terapéutica

(HOSTETTMANN; WOLFENDER; RODRIGUEZ, 1997).

Os processos usados para obter uma substancia derivada da planta envolvem
trabalho interdisciplinar em botanica, farmacognosia, quimica, microbiologia e toxicologia

(HOSTETTMANN; WOLFENDER; RODRIGUEZ, 1997).

Muitos sdo os trabalhos publicados que demonstram atividades biologicas
relacionadas com substancias isoladas de plantas medicinais. Referindo-se em especial a
atividade antibacteriana de extratos e/ou substancias derivadas de plantas, pesquisadores
como Alves et al., (2000), Ojala et al., (2000), Bisignano et al., (2001), Eloff (2001) e

Okeke et al., (2001), descreveram alguns desses efeitos.

Atividades antiprotozodrios, de extratos de plantas usadas na medicina tradicional
na Colombia, foram demonstradas por Weniger et al., (2001). Esses pesquisadores
descreveram efeitos dos extratos contra formas amastigotas e promastigotas de Leishmania
spp, ¢ formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi. Foram descritas, também, propriedades

antiparasitarias de compostos isolados de plantas.

Atividade antifungica, antioxidante, antitumoral e citotoxica foram relatadas por
Mackeen et al., (2000). Efeitos antivirais, antinflamatorios e analgésicos também ja foram

descritos.
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O répido desaparecimento das florestas tropicais e outras areas importantes da
vegetacdo tém exigido o acesso a métodos que levam para um isolamento rapido e

identificagdo de produtos naturais bioativos.

1.3. Agentes antimicrobianos

Os antibioticos sdo substancias produzidas por varias espécies de bactérias e fungos
e, que em baixas concentragdes, sdo capazes de impedir o crescimento ou eliminar
seletivamente outros microrganismos. Esse conceito deixa de fora os compostos produzidos
sinteticamente que, juntamente com o0s compostos naturais e seus derivados, sao

denominados de antimicrobianos (GOODMAN, 2003).

A palavra antibiotico deriva do termo antibiosis, que literalmente significa “contra a
vida” (anti = contra; bios = vida). O conceito formal mais aceito por cientistas
especializados define o antibidtico como uma substancia quimica que € produzida por um
microrganismo € que, em baixa concentracdo, tem a capacidade de inibir ou matar,
seletivamente, outros microrganismos. O componente mais critico dessa definigdo ¢ a
“seletividade” ou a “toxicidade seletiva” significando que o composto deve inibir ou matar
0 microrganismo sem inibir ou matar o organismo hospedeiro (por exemplo, o ser humano).
Em esséncia, todas as defini¢des limitam os antibidticos a compostos capazes de atuar em
baixas concentracdes. Essa definicdo exclui compostos como o etanol, por exemplo, que
sdo ativos em concentragdes maiores € tendem a exercer agdo principalmente fisica sobre
0s microrganismos (esses compostos sao geralmente conhecidos como “anti-sépticos™). A

definicdo formal também exclui os compostos sintéticos que, no entanto, juntamente com
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outros compostos naturais e seus derivados, sdo incluidos na categoria de
“antimicrobianos” (que também pode ser subdividida segundo o tipo especifico de

microrganismo que deve ser inibido, como por exemplo, antifingicos, antibacterianos,

entre outros) (ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 1997).

A primeira descoberta importante entre os antibioticos foi a penicilina e ocorreu
acidentalmente, quando Alexander Fleming, em 1928, observou uma cultura de
estafilococos, eliminada por Penicillium notatum (Figura 1). De acordo com Barreiro e
Fraga (2001), em 1941, Florey, Chain e colaboradores iniciaram a utilizagdo experimental
dessa substancia no tratamento de processos infecciosos em seres humanos. Segundo os
mesmos autores, Robert Robinson e colaboradores, em 1943, identificaram a estrutura da
penicilina G, tornando viavel sua sintese. Em 1944, foram isolados a estreptomicina e
varios outros antibidticos produzidos por Streptomyces griseus. Os esforgos para a
descoberta de novos antimicrobianos geraram a descoberta do cloranfenicol em 1947, da

eritromicina em 1952, da cicloserina em 1955 e do acido nalidixico em 1962.

Figura 1 — Alexander Fleming e o fungo Penicilium notatum

Os antibidticos devem ser toxicos para o patdogeno, porém, indcuos para o
hospedeiro. Isso significa que o farmaco, em uma concentragdo tolerada pelo hospedeiro,

deve ter capacidade para eliminar ou impedir o crescimento do micorganismo. Por esta
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razdo, os antibioticos sdo caracterizados como farmacos de toxicidade seletiva (RANG;

DALE; RITTER, 2001).

Ha varios critérios para a classificacdo dos agentes antimicrobianos. De acordo com
sua origem, 0s antimicrobianos podem ser naturais, sintéticos ou semi-sintéticos. De acordo
com seu espectro de acdo, eles se dividem em trés categorias: espectro amplo, espectro
intermediario e espectro reduzido. Considerando os efeitos dos antimicrobianos, eles
podem ser bacteriostaticos ou bactericidas. Finalmente, os antimicrobianos podem ser
classificados de acordo com o seu mecanismo de agdo, seja inibindo a sintese da parede
celular, atuando na membrana citoplasmatica, atuando como analogo estrutural de
nutrientes, inibindo a sintese protéica ou inibindo a sintese de 4cidos nucléicos (REESE et

al., 2002).

Desde sua introdu¢do na clinica médica ha mais de sessenta anos, a
antibioticoterapia se tornou a principal estratégia para o controle das infec¢des € o mercado
global desses farmacos ¢ estimado atualmente em mais de 25 bilhdes de ddlares anuais.
Desde o inicio de utilizagdo dos antimicrobianos, bactérias resistentes a novos
antimicrobianos langados no mercado aparecem poucos anos apds seu langamento. A partir
de 1994, pesquisadores verificaram que bactérias isoladas de pacientes se mostraram
resistentes a todos os antibacterianos disponiveis na €poca . A resisténcia ndo so6 se
desenvolve, como também se dissemina rapidamente. Os principais mecanismos
moleculares para a ocorréncia de resisténcia envolvem genes externos aos cromossomos, 0s
quais estdo localizados em plasmideos, além de outros elementos méveis do DNA. Estes

genes podem ser transferidos de organismo a organismo, inclusive entre espécies distintas.
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Também, a transformagdo natural in situ pode contribuir para a disseminacdo de genes

responsaveis pela resisténcia (HALL e STOKES, 1993; HALL, 2004).

O incremento do uso de antibidticos na medicina humana e veterinaria, na
agricultura, na preservacao de alimentos, na suplementagao de ragdes de aves e de outros
animais tem ocasionado problemas de resisténcia microbiana as drogas (AZEVEDO, 1998;

LEVY, 2001).

Os processos bioquimicos que intervém na resisténcia aos antibidticos se baseiam
em cinco mecanismos, a saber: 1) o microrganismo pode inativar o medicamento antes que
este alcance seu alvo dentro da célula; 2) a superficie da célula pode tornar-se impermeavel
e impedir a entrada da droga; 3) o medicamento entra na célula, porém ¢ expulso; 4) o alvo
do farmaco dentro da célula se altera para que nao seja reconhecido pelo antibidtico; e 5) as
bactérias adquirem uma via metabolica alternativa que torna ineficaz o antibiotico

(AZEVEDO, 1998).

Apesar da ampla disponibilidade de antibidticos clinicamente Uteis e andlogos semi-
sintéticos, a pesquisa continua de novos agentes anti-infecciosos permanece indispensavel,
uma vez que a combinacdo da versatilidade genética dos microrganismos € o0 uso
indiscriminado dos antibidticos tém levado ao aumento da resisténcia clinica dos
microrganismos previamente sensiveis e a emergéncia de infec¢cdes anteriormente
incomuns. Além disso, novas classes de antibidticos agindo sobre alvos moleculares
completamente diferentes dos atuais nao tém sido desenvolvidas ha mais de 25 anos. O
desenvolvimento de novas drogas antivirais também deve ser mantido, especialmente

porque as disponiveis limitam-se ao tratamento de poucas viroses (VANDEN BERGHE e
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VLIETINCK, 1991; HANCOCK, 1997; KNOWLES, 1997; LECLERC, 1997, LEVY,

1998).

1.4. Determinacio da atividade antimicrobiana de produtos naturais

Nos diversos trabalhos que visam demonstrar atividade antibacteriana de produtos
naturais, sdo descritos diferentes métodos para detectar tal atividade. Esses métodos ndo sao
igualmente sensiveis ou baseados sob o mesmo principio. Como conseqiiéncia, 0s
resultados obtidos também passam a ser profundamente influenciado ndo somente pelo
método selecionado, mas também pelos microrganismos usados para fazer o teste e pelas
caracteristicas de solubilidade de cada substincia em estudo (VANDEN BERGHE e

VLIETINCK, 1991).

A escolha dos organismos-teste obviamente dependera grandemente do proposito da
investiga¢do, podendo ser usados microrganismos especificos ou representantes de todos os
grupos importantes desses. Em qualquer das hipodteses, sempre que o objetivo do estudo for
encontrar novos metabdlitos secundarios ativos contra microrganismos, cepas de
laboratorios de referéncia devem ser usadas para que os resultados possam ser comparados
entre os diversos laboratorios de pesquisa. Essas estirpes podem ser adquiridas de diversas
colegdes de cultura como American Type Cultora Collection (ATCC), National Committee
for Clinical Laboratory Standards (NCCLS), entre outras. O uso de estirpes bem
caracterizadas ndo ¢ a garantia para uma triagem segura € exata, pois varias precaugoes
devem ser tomadas, como por exemplo, cuidados com a manutengdo e controle da pureza

das culturas (VANDEN BERGHE e VLIETINCK, 1991).
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Os métodos de triagem atualmente disponiveis para detectar atividade antibacteriana

de produtos naturais se enquadram dentro de trés grupos: 1) Métodos de difusdo; 2)
Métodos bioautograficos; e 3) Métodos de diluicdo. Os ensaios de difusdo e bioautograficos
sao considerados qualitativos, pois apenas mostram se existe ou ndo atividade
antibacteriana nos produtos naturais. Os métodos de diluicdo podem ser considerados
semiquantitativos ou quantitativos. Quando sdo testadas poucas concentragdes do produto
natural (geralmente trés diluigdes) com a finalidade de detectar seu efeito antibacteriano, o
método ¢ dito semiquantitativo. Os testes quantitativos, por sua vez, referem-se aqueles em
que se executam diluicdes seriadas do produto natural e determina-se para este, a
concentracdo inibitoria e/ou bactericida minima. Todos esses métodos possuem
sensibilidades diferentes ¢ adaptagdes de cada um deles sdo usadas. Para facilitar a

interpretacdo dos resultados ¢ importante que as adaptagdes sejam padronizadas.

1.5. Aspectos estruturais e quimicos das chalconas

As chalconas sdo compostos fenolicos derivados do metabolismo vegetal
secundario. Os compostos fenolicos apresentam, como estrutura fundamental, um anel
aromatico, com um grupamento hidroxila substituindo ao menos um hidrogénio e atuam
nas plantas como antioxidantes, antimicrobianos, antifungicos, fotoreceptores, atraentes

visuais e repelentes de predadores.

O termo chalcona ¢ utilizado para caracterizar uma familia de compostos possuindo
como nucleo fundamental, (ZUANAZZI, 2002, p. 499-526), a estrutura 1,3-difenil-2-

propen-1-ona como nucleo fundamental (ZACARIAS et al., 2006).
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As chalconas, cujo nucleo fundamental ¢ também chamado benzal-acetofenona
(ALLINGER et al., 1976), sao compostos precursores da via de biossintese de flavonoides,
sendo encontradas na natureza, em plantas rasteiras ou arbdreas, em diferentes o6rgaos
vegetais, sobretudo nas flores. Uma caracteristica marcante nas chalconas, também
verificada em auronas (metabolito secundario pertencente ao grupo dos flavonoéides), ¢ a de
apresentar pigmentacdo amarela que passa a vermelha em meio alcalino. Chalconas e
auronas sdo encontradas, em geral, nas mesmas plantas, tendo um papel importante em
sistemas ecoldgicos em funcdo das cores que produzem nos vegetais, pois as cores estao

implicadas na polinizagdo como atraentes de insetos e/ou passaros (ZUANAZZI, 2002, p.

499-526).

Grande parte da cor amarela das plantas ¢ devido a presenca de carotenos, mas em
certos membros das familias Asteraceae, Oxalidaceae, Scrophulariaceae, Gesneriaceae,
Acanthaceae e Liliaceae, as chalconas dao uma contribui¢ao significativa a pigmentagao da

corola (ZUANAZZI, 2002, p. 499-526).

Uma classificacdo primaria das chalconas leva em conta o nimero de substituintes
presentes no nucleo B, que podem ser um, dois ou trés. As chalconas de origem natural
apresentam sempre substituintes e, entre os mais comuns, localizados no nucleo aromatico,
estdo as hidroxilas, metoxilas, O-glicosilas, C-glicosilas e C-alquilas (ZUANAZZI, 2002,

p. 499-526).

Quimicamente, as chalconas sdo flavonoides de cadeia aberta, em que os dois anéis
aromaticos sao unidos por um sistema de trés carbonos, constituindo cetonas a,
insaturadas, onde tanto a carbonila (C=0O) quanto a porcao olefinica (-C=C-) estdo ligadas a

grupamentos aromaticos (RAO; FANG; TZENG, 2004) Constituem uma classe de agentes
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anticancerigenos que, segundo alguns autores, tem mostrado uma promissora eficacia
terapéutica frente a uma infinidade de células tumorais, tanto in vivo como in vitro,

destacando-se no tratamento do cancer de estdmago (ZACARIAS et al., 2006).

Diferentemente dos flavonoéides, as chalconas ndo possuem, na sua estrutura, o anel
pirdnico, que ¢ formado pela adicdo do oxigénio a posicdo C-2’ das chalconas e
subseqiiente ciclizagdo com a cadeia de trés atomos de carbono e o anel A (Figura 1)

(CESARIN; FERREIRA; BRAZ, 2001).

B
o
(@) N/ (b)

Figura 2 — Estrutura quimica dos flavondides (a) e de seus precursores, as chalconas (b)

A importancia das chalconas se deve a ampla variedade de propriedades biologicas
e quimicas que apresentam. Por esta razao, as chalconas tém sido objeto de varios estudos
tedricos e experimentais, principalmente visando a determinagdo de suas estruturas, sua
reatividade quimica, sua atividade antimicrobiana, sua capacidade de inibi¢do e indugdo

enzimatica, entre outras aplicacdes no campo terapéutico (DEVIA et al., 1999).

Do ponto de vista quimico, sdo varias as modificacdes que podem ser realizadas nas
chalconas. De acordo com a natureza dos substituintes, podemos classificar as interagdes
quanto aos efeitos estéricos causados por substituintes volumosos, aos efeitos eletronicos
decorrentes da diferenca de eletronegatividade entre 4&tomos ou grupos substituintes, ou a

presenca de sitios acido/base de Lewis, possibilitando a formagao de ligagdes de hidrogénio
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e/ou complexos intra e intermoleculares (CESARIN; FERREIRA; BRAZ, 2001). Desta
forma, as alteragdes estruturais mais descritas para as chalconas sdo: substituicdes nos anéis
A e B em diferentes posi¢des (JURCSAK e ZANINI, 1999) e adi¢des halogénicas na dupla

ligagdo (BIEBER, 1999, p. 605-610).

O vinculo intramolecular entre o hidrogénio do grupo hidroxila na posi¢do C-2’ e o
atomo de oxigénio carbonilico tem um efeito 6bvio em muitas propriedades fisico-quimicas
de chalconas hidroxiladas em carbono C-2°, tais como absortividade, formacdo de
quelantes metalicos, propriedades espectroscopicas, comportamento acido-basico, dentre

outras (DEVIA et al., 1999).

A estrutura de varias chalconas tem sido estudada através de ensaios de ultravioleta,
infravermelho, ressonancia magnética nuclear, espectroscopia, assim como por processos

dielétricos e tedricos (DEVIA et al, 1999).

1.6. Biossintese das chalconas

A origem de todos os metabdlitos secundarios de plantas se resume a partir do
metabolismo da glicose, através de dois intermediarios principais, que sdo o dacido
chiquimico e o acetato. O 4cido chiquimico da origem aos aminoacidos aromaticos,
precursores da maioria dos metabélitos secundérios aromaticos. E formado através da
condensacdo aldodlica de dois metabolitos da glicose, o fosfoenolpiruvato e a eritrose-4-

fosfato (SANTOS, 2002, p. 341-352).

Alguns metabolitos secundarios derivam nao apenas do acido chiquimico ou do

acetato, mas sao resultantes da combinac¢ao de uma unidade de acido chiquimico e uma ou
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mais unidades de acetato ou derivados deste, como € o caso das antraquinonas, dos taninos

condensados e dos flavonoides, grupo onde se encontram as chalconas (SANTOS, 2002, p.

341-352).

O esqueleto basico das chalconas, dois anéis aromaticos conectados por uma ponte
de trés atomos de carbono (Cs-C3-Cg), resulta de rotas biossintéticas separadas: a do acido
chiquimico e a do acetato, via 4cido malonico. A primeira origina fenilalanina, o precursor
do acido cinamico, responsavel pela unidade fenilpropano por um dos anéis aromaticos
(anel B) e a ponte de trés carbonos. A segunda resulta no outro anel aromatico (anel A),
pela conclusdo de unidades de malonil-CoA do esqueleto basico das chalconas (SANTOS,

2002, p. 341-352).

1.7. Efeitos biologicos das chalconas

As chalconas pertencem a uma grande classe de metabolitos secundarios de plantas
que, em muitos casos, atuam como mecanismos de defesa para neutralizar a ag¢do de
espécies reativas de oxigé€nio e espécies reativas de nitrogénio, também chamados radicais
livres, para a sobrevivéncia e para prevencao de danos moleculares e danos provocados por
microrganismos, mostrando uma atividade antimicrobiana, além de proteger a planta contra
a acdo de insetos e de herbivoros (YAYLI et al., 2005). A atividade antioxidante de
compostos naturais como chalconas ¢ associada a um numero de diferentes mecanismos,
tais como seqiiestradores de radicais livres, doadores de hidrogénio, queladores de ions
metalicos e agindo como substrato de radicais, como superoxido e hidroxido (YAYLI et al.,

2005).
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Radicais livres sdo atomos ou moléculas que possuem um ou mais elétrons nao
pareados (ou desemparelhados) em sua 6rbita mais externa, formados em geral, pela perda
ou ganho de elétrons, processo chamado de oxiredu¢do (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
1999). Em meio bioldgico, a maior parte das moléculas ndo se encontra na forma de
radicais, permanecendo com elétrons pareados. Entretanto, ha situagdes em que os radicais
livres sdo formados, podendo causar efeito fisioldgico e patologico (OLSZEWER, 1995;

HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).

Devido ao “stress” oxidativo ser bem conhecido como causa de muitas doengas,
cientistas tém considerado de interesse o combate a esse através de fontes naturais, como 0s
componentes ativos de plantas. Antioxidantes, que podem inibir ou retardar a oxidagdo de
um substrato oxidavel em uma reagdo em cadeia, portanto, parecem ser muito importantes

na prevengao de doencas (YAYLI et al., 2005).

1.7.1. Atividade antimicrobiana das calconas

Em relacdo a atividade antimicrobiana, a efetividade das chalconas e seus derivados
contra microrganismos Gram-positivos ¢ freqiientemente maior do que contra bactérias
Gram-negativas. No entanto, alguns analogos também podem inibir o crescimento de
microrganismos Gram-negativos (OPLETALOVA, 2000, p. 276-284). Ja foram relatadas
inibigdes para bactérias: Micrococcus luteus, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus
(ALCARAZ et al., 2000), Escherichia coli (ALVAREZ et al., 2004), Staphylococcus

epidermidis (DIMMOCK et al., 1999), dentre outras.
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Flavonoides que induzem os genes nod (ou gene de nodulagdo) do rizobio (bactéria

do solo que se associa simbioticamente com espécies leguminosas para a fixacdo do
nitrogénio) tém sido identificados em exsudatos de muitas leguminosas. No caso do
feijoeiro, os grupos principais de compostos indutores liberados pelas sementes foram as
antocianinas (delfinidina, petunidina e malvidina) e os flavonois (miricetina e canferol),
enquanto que nos exsudatos radiculares foi identificada, também, a chalcona
isoliquiritigenina (2°,4’,4-trihidroxi-chalcona) e a correspondente flavanona liquiritigenina,

além das substancias ja citadas (MERCANTE; GOI; FRANCO, 2002.

Cinco componentes fitoquimicos da raiz da leguminosa Erythrina poeppigiana
(corticeira) foram isolados, sendo trés isoflavondides (eripoegina A, dimetilmedicarpina e
sanduicensina) e duas chalconas, a angolensina (a-metildioxibenzoina) e a eripostirene
(4,2’-dihidroxi-4’-metoxi-5’-prenil-chalcona) (SATO et al, 2003). Todos os compostos
mostraram atividade antibacteriana contra treze isolados de S. aureus. Dos cinco compostos
analisados, a chalcona eripostirene apresentou o melhor resultado quanto a atividade contra
essa bactéria, com valor de CIM em 6,25 pg/mL, seguido de sanduicensina (CIM = 12,5
pg/mL), eripoegina A (CIM = 25 pg/mL), dimetilmedicarpina e a chalcona angolensina,
ambas com CIM = 50 pug/mL (SATO et al, 2003). A chalcona eripostirene inibiu, também,
o crescimento de seis amostras de Candida albicans, com valores de Concentracao
Inibitéria Minima (CIM) de 50 pg/mL, enquanto que os outros compostos nao inibiram o

crescimento bacteriano, até a concentragao de 100 pg/mL (Figura 3) (SATO et al, 2003).
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(b)

Figura 3 — Estrutura quimica das chalconas eripostirene (a) e angolensina (b)

Entre as retrochalconas (chalconas que apresentam substituinte oxigenado
ligado em posigoes C-2,3, ou C-2,3,4, ou ainda, C-2,4,6 (ZUANAZZI, 2002, p. 499-526)),
a licochalcona A e a licochalcona C, (Figura 4) foram isoladas da raiz de alcaguz
(Glycyrrhiza inflata) e testada in vitro contra varios microrganismos. Os efeitos
bacteriostaticos da licochalcona A foram mostrados com valores de CIM entre 2 pg/mL e
15 upg/mL para todas as bactérias Gram-positivas testadas, incluindo bactérias com
esporos, como as dos géneros Bacillus e Clostridium e bactérias produtoras de toxinas,
como B. cereus e S. aureus. Em particular, licochalcona A foi ativa para todas as bactérias
do género Bacillus testadas, com valores de CIM entre 2 pg/mL e 3 pg/mL, porém, ndo
mostrou grande atividade contra bactérias Gram-negativas, como FEschechia coli e
Pseudomonas aeruginosa (TSUKIYAMA et al., 2002; NOWAKOWSKA, 2006, p. 125-

137).

Figura 4 — Estrutura quimica das licochalconas A e C
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Foi relatado que a licochalcona A na concentragdo de 1 a 2 mg/mL inibiu o
crescimento de Legionella pneumophila, L. longheacheae, L. wadsworthii, L. bozemanii, L.
dumoffi e L. feelei, com valores de CIM de 25 pg/mL. Além de espécies de Legionella,

também inibiu o crescimento de Helicobacter pylori, in vitro, com valores de CIM de 25

ng/mL (NOWAKOWSKA, 2006, p. 125-137).

Kromann et al., (2004) testaram analogos de licochalcona A contra S. aureus e
concluiram que a presenca do grupo hidroxila em posicdo C-4’ ¢ importante para a

atividade antibacteriana (NOWAKOWSKA, 2006, p. 125-137).

Zuccagnia punctata Cav ¢ uma planta que ocorre em regioes aridas e semi-aridas no
oeste Argentino, sendo conhecida devido suas propriedades antissépticas, € seu uso no
tratamento de infec¢des bacterianas e fungicas, asma, artrite e reumatismo. O extrato
etandlico desta planta apresenta alto conteudo de compostos fenolicos, sendo a 2’,4’-
dihidroxichalcona, o principal componente quimico presente e, provavelmente, o
responsavel pela boa atividade antibacteriana que o extrato possui. Os valores de CIM
encontrados para essa chalcona variaram entre 0,10 e 1,00 pg/mL para as bactérias Proteus
mirabilis, Enterobacter cloacae, Serratia mercescens, Morganella morganii, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa, e Stenotrophomonas maltophilia (ZAMPINI et al.,
2005). O extrato também foi testado contra Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae,
apresentando CIM com valores variando entre 25 pg/mL e 200 pg/mL. Para a concentragao
bactericida minima, os valores foram idénticos ou duas vezes superiores aos valores da

CIM (ZAMPINI et al., 2005).

Alvarez et al., (2004) avaliaram a a¢do das chalconas hidroxiladas em diferentes

posicdes contra a bactéria Escherichia coli. A CIM de 2°,4°,3-trihidroxi chalcona e 2°,4°,2-
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trihidroxi chalcona tiveram valores de 46 pg/mL e 122 ug/mL, respectivamente. A 2°,4’,4-
trihidroxi chalcona foi inativa para a bactéria. O valor da CIM para 2’Quatro’3-trihidroxi
chalcona (46 pg/mL) mostrou maior atividade do que o valor de 2’,3-dihidroxi chalcona
(CIM = 72,2 pg/mL). Isto se deve a introdugdo de um grupo hidroxila na posicao C-4’ do
anel aromatico A, que ativa a regido que inclui o grupo hidroxila vizinho em C-2’ € o grupo

carbonila a,B-insaturado.

As chalconas 2’-hidroxi-4,4’,5’,6’-tetrametoxi chalcona e 4,2’-dihidroxi-4’,5,6’-
trimetoxi chalcona  de Chromolaena odorata foram testadas quanto a atividade

antibacteriana contra Mycobacterium tuberculosis. As chalconas foram inativas na

concentracao testada (200 pg/mL) (SUKSAMRARN et al., 2004).

1.7.2. Atividade antitumoral de chalconas

Proteinas tirosina-quinases sdo conhecidas pelo seu importante papel na regulacao
da proliferacdo e diferenciacdo celular. Inibidores de proteinas tirosina-quinase sao
consideradas potencialmente importantes como agentes terapéuticos para certos canceres

em que as tirosina-quinases sao bastante expressadas (YANG et al., 2001).

Chalconas, como buteina (4°,6°,3,4-tetra-hidroxi-dihidrochalcona), mareina
(2°,3,4°,3,4-penta-hidroxi-dihidrochalcona) e floretina (2°,4°,6°,4-tetra-hidroxi-
dihidrochalcona) sdo inibidoras da atividade de proteinas tirosina-quinases, como
receptora do fator de crescimento epidérmico in vitro. O ICsy encontrado foi 8,50 uM para
buteina, 19,94 uM para mareina e 25,68 pM para floretina. Sdo consideradas classes

potencialmente importantes de agentes terapéuticos de certos canceres, como mamario e
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hepatico, em que as proteinas tirosina-quinases sdo muito expressas. A caracterizagao
estrutural desses inibidores sugere que as hidroxilagdes em C4 e C4’ dessas moléculas
podem ser exigidas para que essas chalconas se liguem ao sitio de fixacdo do ATP do

Receptor Epidérmico do Fator de Crescimento (EGFR), inibindo sua atividade tirosina-

quinase (YANG et al., 2001).

Estudos prévios demonstraram que os derivados de chalconas oxigenadas em C-2’
possuem um amplo espectro de atividade como inibidoras do crescimento de células
cancerosas do seio humano, inibidoras da producdo de prostaglandina, em macrofagos
peritoniais em ratos, inibidoras da expressdo de certas proteinas e inibidoras da
ciclooxigenase em células novas. Em recente artigo, chalconas hidroxiladas em C-2’ sdo
relatadas como inibidoras da oxidacdo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL), por
mediagdo de peroxinitrito. Além disso, alguns derivados de chalconas aminadas em C-2’
foram também encontradas com alguma atividade antitumoral (RAO; FANG; TZENG,

2004).

Compostos 2’-oxigenados, como 2’°,4°,6-trimetoxi chalcona, 2’-hidroxi-4’,6’,5,6-
tetrametoxi chalcona e 2’-hidroxi-4’,2,5- trimetoxi chalcona foram identificadas como
citotdxicos potentes contra um grupo de células linfociticas humanas anormais, com valores
de ICsp de 2,5 uM, 1,7 uM e 3,2 uM, respectivamente. Paralelamente a este estudo, foi
observado que os dois primeiros compostos, mais o composto 2’-hidroxi-3’,4’,2,3,4-
pentametoxi chalcona apresentaram citotoxicidade para células monociticas humanas
anormais, com valores de ICsy 6,7 uM, 1,5 uM e 5,3 uM, respectivamente (RAO; FANG;

TZENG, 2004).
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Isoprenil chalcona e isoliquiritigenina (2°,4°,4-trihidroxi chalcona) sao duas
chalconas isoladas e identificadas do extrato de alcacuz (Glycirrhia glabra), uma
leguminosa de raiz adocicada com propriedades medicinais. A isoliquiritigenina, com
maior carater lipofilico, foi considerada ser mais ativa como antioxidante e fitoestrogénica
(TAMIR et al., 2001). Ambas, porém, apresentam efeito anticancerigeno mamario. Estas
duas chalconas t€ém uma estrutura similar, incluindo grupos hidroxila idénticos em posi¢des
2’, 4’ e 4, enquanto a isoprenil chalcona apresenta, em adicdo, dois grupos isoprenil nas

posigdes 3’ e 3 (Figura 5) (TAMIR et al., 2001; MAGGIOLINI et al., 2002).

(b)
Figura 5 — Estrutura quimica das chalconas isoliquiritigenina (a) e isoprenil (b)

Foi observado que a presenga do grupo metoxila em 2’4’ 4-trihidroxi-6-metoxi-
chalcona em lugar de um grupo hidroxila em 2’,4’°,6’ 4-tetrahidroxi-3’-prenil-chalcona na
posicao C-6’ do anel A mostrou aumento da atividade inibitoria em cancer mamario e de
colon do utero. J4 a substitui¢do do grupo prenil (2°,4°,6° 4-tetrahidroxi-3’-prenil-chalcona)
na posicao C-3’ resultou na reducao do crescimento do cancer de ovario, mas nao do cancer

mamario (MIRANDA et al., 1999).

Outros flavonodides prenilados exibem atividade citotdxica contra varios tipos de
células cancerosas humanas. E possivel que flavondides prenilados de lupulo e cerveja

possam ter a habilidade de inibir a proliferacao de c€lulas cancerosas, tendo usos potenciais
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como agentes quimioprotetivos contra o cancer. Assim, foi testada a atividade in vitro
antiproliferativa e citotdxica de flavonoides prenilados de lupulos em células cancerosas de
mama, colon do utero e ovario. Xantohumol, dihidro-ciclo xantohumol e isoxantohumol
diminuiram o crescimento de todas as células cancerigenas de forma dose-dependente (0,1
a 100 uM). Apos dois dias de tratamento, as concentracdes nas quais o aumento de células
do cancer de mama foi inibido em 50 % (ICsp) foram 13,3, 15,7 e 15,3 uM para
xantohumol, dihidro-ciclo xantohumol e isoxantohumol, respectivamente. Apos 4 dias de
tratamento, o ICsy para estes mesmos componentes foram 3,47, 6,87 e 4,69 uM,
respectivamente. Células cancerosas do colon foram mais resistentes do que células
cancerosas de mama para estes flavonoides. Em células cancerosas de ovario, xantohumol
foi altamente antiproliferativa com valores ICsy de 0,52 ¢ 5,2 uM apos 2 e 4 dias de
exposi¢cdo, respectivamente. Numa concentragdo de 100 uM, todos os flavonoides de
lupulo foram citotoxicos para os trés tipos celulares. Como agentes antiproliferativos,
xantohumol (chalcona) e isoxantohumol (flavanona isdémera do xantohumol) podem ter
potencial atividade quimiopreventiva contra cancer ovariano em humanos (SEO et al.,

1997).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Estudar a atividade antibacteriana de chalconas, visando o controle de

microrganismos patogénicos para o homem.

2.2. Objetivos especificos

- Determinar as concentragdes inibitorias minimas das chalconas, pelo método de

microdilui¢do em meio liquido.

- Determinar as concentragdes bactericidas minimas das chalconas que inibem o

crescimento bacteriano.

- Avaliar a influéncia dos substituintes nos anéis A e B das chalconas, sobre a sua

atividade antibacteriana.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Chalconas

Foram utilizadas nos experimentos, as 31 chalconas cuja estrutura basica e
nomenclaturas estdo citadas a seguir, as quais foram fornecidas pelo Professor Franco Delle
Monache, do Instituto di Chimica da Universita Cattolica Del Sacro Cuore (Roma — Italia).

As formulas estruturais das chalconas se encontram em APENDICE A.

7\ \, )
O

(a) (b)

Figura 6 — Estrutura basica das chalconas (a) e di-hidrochalconas (b)

Tabela 3 — Substituintes das chalconas.

CHALCONE
af-INSATURADAS C-2  C-3 C-4 C-5 c6 C2 c-3 c4  C5 C6
[1] OCH; OCH; OCH; OCH; OCH;  OCH;

[2] OCHj; OH OCH;  OCH;

[3] -0-CH2-0- OCH; OCH3; OCH; OCH;

[4] OCH; OCH;

(5] OCH; OCH;

[6] OH OCH; OCH;

[7] OCH; OAc OCH; OCHj; OCH;
[9] OCH; OCH; OCH;  OCH;
[10] OCH; OCH;  OCH; OCH; OCH; OCH;

[ OH -OCH,CHC(CH;),

[12] OH OH -OCH,CHC(CH),
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[13] OH  -OCH,CHC(CH:), OH

[14] OH OH  -OCH,CHC(CH;), OH

[15] OH  -OCH,CHC(CH;), OCH,

[16] OH OH  -OCH,CHC(CHs), OCH;

[17] OH OH  -OCH,CHC(CHs), OCH;

[18] OH OH  -OCH,CHC(CH;), OCH;

[19] OCH; OH  -OCH,CHC(CHs), OCH,

[20] OH OH OH

[21] -OCH,CHC(CH3), OH OH  -(CH,),CHC(CH3)CH,CHC(CH;), OH

[22] OH OH -(CH,),CHC(CH3)CH,CHC(CH;), OH

[23] OH OCH;
PIRANOCHALCONAS c-4 c-2 c-3 c-4 cs C6

[24] -CHCHC(CH;),0-

[25] OH -CHCHC(CHs),0-

[26] OH -OC(CH3),CHCH-

[27] OH OH -OC(CH3),CHCH-
DI-HIDROCHALCONAS

c2  c3 C-4 c2 c3 c4  C5 Ce

[28] OH

[29] -OCH,0- OCH, OCH; OCH,

[30] OCH, OCH;  OCH;

[31] OH OH OH OH

1] 2,4,5,2°,4°,5’-hexametoxi chalcona

2] 2’-hidroxi-4,4’,5 -trimethoxi chalcona

3] 3,4-metilenedioxi-2’,3’,4’,6’-tetrametoxi chalcona

4] 4,4’-dimetoxi chalcona

6] 2-hidroxi-3’,4’-dimetoxi chalcona
7] 2’-acetil-4,3°,4’,6’-tetrametoxi chalcona
8] 2,4,5,3’,4’-pentametoxi chalcona

9] 2,2°,4°,5’-tetrametoxi chalcona

[
[
[
[
[5] 3’,4’-dimetoxi chalcona
[
[
[
[



10] 2,3,4,6,3’,4’-hexametoxi chalcona

111 Cordoina
12

13

4-hidroxi-cordoina
Isocordoina

14] 4-hidroxi-isocordoina
16
17

2-hidroxi-derricina
3-hidroxi-derricina
18
19

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15] Derricina
[16]

[17]

[18] 4-hidroxi-derricina

[19] 4-metoxi-derricina

[20] 2,4’ 4-trihidroxi chalcona
Isoliquiritigenina

21]2’,4’ 4-trihidroxi-3’-geranil-3-prenil chalcona
22] 2°,4’ A-trihidroxi-3’-geranil chalcona

23] 4’-metoxi-4-hydroxi-chalcona
24] Lonchocarpina

25] 4-hidroxi-lonchocarpina
27] 4-hidroxi-isolonchocarpina
28] 2-hidroxi-dihidro-chalcona

29] 2’,4’,5 -trimetoxi-3,4-metilenedioxi-dihydro chalcona

30] 2’,4°,5’-trimetoxi-dihidro-chalcona

[21]
[22]
[23] 4
[24]
[25]
[26] Isolonchocarpina
[27]
[28]
[29]
[30]
[31]

31]2°,4°,6’ 4-tetrahidroxi-dihidro chalcona

48
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3.2. Avaliacao da atividade antibacteriana

3.2.1. Solventes utilizados

As chalconas foram dissolvidas em dimetil-sulfoxido (DMSO) (20 % do volume
final) e diluidas no meio de cultura utilizado para os testes de atividade antimicrobiana. A
dissolugdo foi feita usando 2,0 mg da amostra para 200 L. de DMSO e 800 uL de caldo de
Miiller-Hinton, sendo a concentracdo igual a 2 mg/mL. A partir desta solucdo, foram

preparadas as dilui¢des usadas nos testes de atividade antimicrobiana.

3.2.2. Meios de cultura

Para a manutencdo das culturas ¢ ativagdo das bactérias, foi usado o caldo infusdo
de cérebro e coragdo (“Brain heart infusion”, BHI). Para testar a pureza das culturas,
utilizou-se o meio de agar sangue (“Blood agar base” adicionado de 5 % de hemacias de
sangue de carneiro) e, para os testes de atividade antimicrobiana, bem como o preparo do

inoculo bacteriano, o caldo e 4gar de Miieller-Hinton.

Os meios de cultura foram procedentes dos Laboratorios Difco.

3.2.3. Estirpes bacterianas

Foram utilizadas as seguintes estirpes bacterianas: Escherichia coli ATCC 25922
(American Type Culture Collection), Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas

aeroginosa ATCC 27853 e Bacillus cereus ATCC 11778. As bactérias foram mantidas em



50
BHI a -20 °C no Laboratério de Antibidticos do Departamento de Microbiologia e

Parasitologia da Universidade Federal de Santa Catarina.

3.3. Ativacao e teste de pureza das bactérias

As bactérias foram ativadas a partir da transferéncia de 300 uL de cada cultura-
estoque, que se encontra a -20 °C, para 3 mL de caldo BHI. As incubag¢des foram mantidas
por 24 h a 36°C, sendo a pureza das culturas verificadas apos as primeiras 8 horas de

incubagdo em meio de agar sangue.

3.4. Preparo do inoculo bacteriano

Apo6s 24 horas da ativacdo das bactérias, foi retirado, do tubo de ensaio contendo o
in6culo, um volume de 0,5 mL e transferido para um tubo de ensaio contendo 4,5 mL de
caldo de Muller-Hinton, passando a uma concentra¢io de 10", A seguir, foi misturado e
retirado 0,5 mL desse tubo e transferido para o segundo tubo contendo 4,5 mL de caldo de
Muller-Hinton, passando a concentragao para 102, Finalmente, foi misturado e retirado 0,5
mL desse segundo tubo e transferido para o terceiro tubo contendo 4,5 mL de caldo de
Muller-Hintos, passando a concentragdo para 10°. O conteudo desse terceiro tubo foi
utilizado para a adi¢do de 5 puL do inoculo aos orificios teste e de controle de crescimento

na placa de microdilui¢do, para a determinacdo da concentragdo inibitoria minima (figura

7).
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| Preparo deo irndcrleo bacteriaro
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da bactéria x 101 10~ 1073

Incubacao por
24 hs, a 36°C

Figura 7 — Preparo do inoculo bacteriano

3.5. Determinacio da concentrac¢ao inibitéria minima

A atividade antibacteriana foi avaliada através da determinagdo da concentracao
inibitéria minima (CIM) pelo método de microdilui¢do em caldo. As substancias testes
foram dissolvidas em 200 pL de DMSO previamente esterilizado por autoclavagdo e as
solucdes foram adicionadas em 800 pL de caldo Miieller-Hinton. Posteriormente, foram
preparadas dilui¢cdes seriadas das chalconas em concentracdes variando entre 2 mg/mL e
0,0156 mg/mL, as quais foram distribuidas em volumes de 100 pL em placa de
microdiluicdo de 96 orificios. Como controles de crescimento e de esterilidade foram
usadas apenas as misturas do meio de cultura ¢ DMSO sem a adicdo de agentes

antimicrobianos. Em cada orificio-teste e de controle de crescimento foram adicionados 5
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uL de in6culo bacteriano. Os experimentos foram desenvolvidos em duplicata e as placas
foram incubadas por 24 horas a 36 °C. A leitura dos experimentos foi realizada com o uso
de revelador de crescimento bacteriano, o INT (2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-
feniltrazolio-cloro), na concentragdao de 0,2 mg/mL do sal, dissolvido em etanol a 70 %
(HAMBURGER; CORDELL, 1987). A CIM foi considerada a menor concentragdo da
substancia em que foi observada mudanca de coloracdo de amarelo para parpura. Apos
revelacdo com INT, amarelo indica auséncia de crescimento microbiano, enquanto que
purpura indica crescimento microbiano. O INT reage com as hidrogenases das bactérias
vivas, produzindo coloragdo rosada a partir do amarelo (SOUZA; MONACHA; SMANIA,

2005; VALGAS, C. et al., 2007). O resultado foi expresso em pg/mL.

3.6. Determinacio da concentracao bactericida minima

Para a determinagdo da concentragdo bactericida minima (CBM), foram utilizadas
placas de Petri com agar sangue como meio de cultura, de todas as situagcdes em que nao
houve crescimento bacteriano aparente, observado na microplaca. O procedimento utilizado

foi a semeadura por esgotamento, através de alca.

A CBM foi considerada a menor concentracdo da substincia em que ocorreu

redugdo total dos organismos vivos, verificados apos 24 horas de incubagio, a 36 °C.



53

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 4 — Atividade antibacteriana de 31 chalconas.

B. cereus E. coli P. aeruginosa S. aureus
Chalcona
Ordem CIM* CBM" CIM CBM CIM CBM CIM CBM
1 >2000° | >2000 >2000 | >2000 2000 2000 | >2000 | >2000
2 1000 | >2000 2000 | >2000 1000 | >2000 2000 | >2000
3 2000 | >2000 2000 2000 2000 2000 | >2000 | >2000
4 >2000 | >2000 >2000 | >2000 2000 2000 | >2000 | >2000
5 1000 1000 2000 1000 1000 2000 | 1000 2000
6 1000 1000 1000 2000 1000 | >2000 | 1000 2000
7 2000 >2000 1000 | >2000 1000 2000 | 2000 >2000
8 2000 >2000 1000 | >2000 2000 | >2000 | 2000 >2000
9 250 250 2000 2000 2000 2000 | 1000 1000
10 2000 2000 2000 | >2000 2000 | >2000 | 2000 >2000
11 2000 2000 2000 | >2000 2000 2000 | 2000 >2000
12 1000 1000 2000 | >2000 2000 2000 | 2000 2000
13 2000 2000 2000 2000 2000 2000 | 2000 2000
14 31,2 31,2 1000 1000 1000 1000 31,2 31,2
15 2000 2000 2000 2000 2000 2000 | 2000 >2000
16 2000 2000 2000 2000 2000 2000 | 2000 >2000
17 1000 1000 2000 2000 2000 2000 | 2000 2000
18 3,9 3,9 2000 2000 2000 2000 7,8 7,8
19 2000 2000 2000 | >2000 2000 2000 | 2000 2000
20 62,5 62,5 2000 2000 2000 2000 62,5 62,2
21 15,6 15,6 1000 2000 1000 2000 31,2 31,2
22 15,6 15,6 1000 2000 1000 2000 31,2 31,2
23 2000 2000 1000 2000 1000 2000 | 2000 2000
24 2000 2000 1000 1000 2000 2000 | 2000 2000
25 2000 2000 2000 2000 2000 2000 | 2000 >2000
26 1000 >2000 2000 | >2000 2000 | >2000 | 2000 >2000
27 1000 >2000 1000 | >2000 1000 | >2000 1000 >2000
28 500 500 2000 2000 1000 2000 500 500
29 2000 2000 2000 2000 2000 2000 | 2000 2000
30 2000 2000 2000 2000 2000 2000 | 2000 | >2000
31 250 250 >2000 1000 2000 2000 250 250

*® Concentragio inibitoria minima e concentragio bactericida minima, respectivamente.
¢ Valores expressos em pg/mL.

A Tabela 4 apresenta os resultados da atividade antibacteriana obtidos para as 31

chalconas testadas, onde se pode observar que nenhuma das chalconas apresentou boa
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atividade contra bactérias Gram-negativas, com valores de Concentragdo Inibitéria Minima
e Concentracdo Bactericida Minima iguais ou superiores a 2000 pg/mL. A parede celular
das bactérias Gram-negativas ¢ mais resistente, embora menos espessa do que a parede das
bactérias Gram-positivas, que possui maior quantidade de peptideoglicano. As bactérias
Gram-negativas apresentam, na parede celular, uma membrana externa exclusiva desse tipo
de bactéria, que contém lipopolissacarideos e fosfolipideos adquirindo, portanto, maior
resisténcia. Além disso, ha a presenca de porinas, que sdo proteinas com fungdo seletiva

para a passagem de moléculas pequenas.

As chalconas metoxiladas em diferentes posigdes (compostos de 1 a 10)
apresentaram baixa ou nenhuma atividade antibacteriana na concentragdo testada. Além das
metoxilas, a presenca de um substituinte metilenodioxi entre as posigoes C-3/C-4 no anel B
do composto 3, bem como a presenga de um substituinte acetato na posicdo C-4 do anel B
do composto 7 pode ter influenciado na baixa bioatividade desses compostos. E possivel
que esses substituintes dificultem a provavel interagdo intramolecular na estrutura das

chalconas, nao proporcionando atividade antibacteriana desses compostos.

As chalconas cordoina (composto 11) e 4-hidroxi-cordoina (composto 12),
possuem, na posicdo C-4’, um substituinte preniloxi (metil-butenoxi) e também

apresentaram baixa atividade antibacteriana.

Comparando-se os resultados da isocordoina (composto 13) com os resultados da 4-
hidroxi-isocordoina (composto 14), observa-se que o primeiro composto apresentou baixa
atividade antibacteriana, enquanto o segundo inibiu o crescimento das bactérias Gram-

positivas na concentracao de 31,2 pg/mL. A boa atividade do composto 14 também foi
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observada quando foram testadas outras chalconas hidroxiladas nas posi¢des C-2° e C-4 ¢
que tém substituintes na posicdo C-4’. Enquadram-se nessas caracteristicas, além do
composto 14, a 4-hidroxi-derricina (composto 18), 2°,4’ 4-trihidroxi chalcona (composto
20), 2’°,4’ 4-trihidroxi-3’-geranil-3-prenil-chalcona (composto 21) e 2’°,4’,4-trihidroxi-3’-
geranil-chalcona (composto 22). Essa boa atividade antimicrobiana também foi relatada por
Sato et al. (2003), para chalconas que apresentam o mesmo tipo de estrutura, com valores
de CIM para eripostirene em 50 ug/mL contra C. albicans e 6,25 pg/mL contra S. aureus e
resultados de CIM para angolensina em 50 pg/mL contra S. aureus. Por outro lado, esses
mesmos compostos foram pouco ativos contra as bactérias Gram-negativas Escherichia coli
e Pseudomonas aeruginosa, inibindo seus crescimentos somente em concentragdes iguais
ou superiores a 1000 pg/mL. Observa-se ainda que, com exce¢do do composto 20, as
chalconas bioativas apresentam em suas estruturas além das hidroxilas e substituintes nas
posicdes indicadas acima, um substituinte prenil na posi¢do C-3’. Nessas chalconas ha uma
interagdo intramolecular entre a hidroxila na posicdo C-2° e o oxigénio da carbonila,
produzindo efeito em varias propriedades fisico-quimicas das chalconas, tais como
absortividade, formagdo de quelantes metalicos, propriedades espectroscopicas,
comportamento acido-base de Lewis, entres outras. De acordo com RAO et al. (2004), ¢é
importante a presenca da hidroxila na posi¢do C-2°, para que haja a interacdo com a
carbonila. Também, de acordo com Alvarez ef al. (2004), grupos hidroxila em posi¢ao C-4’
ativam a regido que inclui o grupo hidroxila vizinho em C-2’ e o grupo carbonila a,3
insaturado. Além disso, as hidroxilas nas posigdoes C-2’ ¢ C-4 sdo orientadores orto-para e,

ao mesmo tempo, ativadores fortes nas posigoes orto e para, respectivamente.
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O composto 18 apresentou o melhor resultado quando testado contra bactérias
Gram-positivas; a presenca da metoxila na posicdo C-4’ constitui um grupo doador de
elétrons que ativa a regido que inclui o grupo hidroxila na posi¢dao C-2’ e o grupo carbonila

a,p insaturado.

Comparando-se as atividades das chalconas derricina (composto 15), 2-hidroxi-
derricina (composto 16) e¢ 3-hidroxi-derricina (composto 17) com a atividade da chalcona
4- hidroxi-derricina (composto 18), verifica-se a importancia da presenga da hidroxila na
posicdo C-4 na propriedade antibacteriana, junto aos substituintes ja mencionados
anteriormente. As quatro chalconas aqui citadas possuem os mesmos substituintes no anel
A, porém, o unico que possui substituinte (hidroxila) no anel B, em posicao C-4, é o

composto 18.

Comparando os resultados da 4-hidroxi-derricina (composto 18) com os resultados
da 4-metoxi-derricina (composto 19), observa-se que quando uma hidroxila (composto 18)
¢ substituida por uma metoxila (composto 19) na posicao C-4, ocorre drastica diminuicao
da atividade antibacteriana. A metoxila impede a formacdo de ligacdes H e pode também

causar efeito estérico.

A chalcona 4-hidroxi-cordoina (composto 12), embora apresente hidroxilas nas
posicdes C-2° e C-4, ndo apresentou atividade antibacteriana significativa, possivelmente
devido a presenca de um substituinte preniloéxi (metil-butenoxi) na posicdo C-4’ (CIM e
CBM >1000 pg/mL). O mesmo ocorreu com a chalcona 2’,4-dihidroxi-lonchocarpina

(composto 27), possivelmente devido a presenga da estrutura benzopiranil entre os
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carbonos nas posi¢des C-4’ e C-5’; os resultados obtidos para CIM e CBM foram

semelhantes aqueles encontrados para o composto 12.

O composto 23 ¢ hidroxilado na posi¢ao C-4, porém a presenca da metoxila na
posicao C-4’ pode ter influenciado para a baixa atividade (CIM >1000 pg/mL) contra as
bactérias testadas. Isto mostra a importancia da ligacao H da hidroxila em posicao C-4, para
o grupo farmacoférico. Além disso, a presenca da hidroxila em C-4 possui um efeito de

ressonancia, que mantém a planaridade e a rigidez da molécula.

A chalcona 18 também tem metoxila na posi¢do C-4’ e apresentou boa atividade
contra bactérias Gram-positivas. A diferenga esta na presenca da hidroxila em posigdo C-2’

na chalcona 18.

As piranochalconas, isto €, chalconas que possuem um anel pirano condensado ao
anel aromatico do nticleo da chalcona nas posi¢des C-3°/C-4’ da lonchocarpina e 4-hidroxi-
lonchocarpina (compostos 24 e 25, respectivamente), ou mesmo nas posi¢des C-4’/C-5’ da
isolonchocarpina e 2’,4-dihidroxi-lonchocarpina (compostos 26 e 27, respectivamente),
constituiram uma classe de chalconas testadas e que apresentaram pouca ou nenhuma
atividade antimicrobiana, conforme mostra a Tabela 4. Os resultados sugerem que a
presenca do anel pirano condensado a estrutura geral da chalcona ndo ¢ um fator estrutural
importante para a atividade antibacteriana da chalcona, embora o composto 27 (2’,4-
dihidroxi-lonchocarpina) tenha apresentado pequena atividade (CIM = 1000 pg/mL) para
todas as cepas utilizadas, possivelmente devido as hidroxilagdes nas posigoes C-4 ¢ C-2’

deste composto.
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As piranochalconas apresentaram pouca ou nenhuma atividade antibacteriana. Ha

uma perda de rigidez da molécula e mais energia ¢ envolvida para manter a conformagao
adequada para as interagdes do grupo farmacoférico. Dessas, a que apresentou melhor
resultado foi a chalcona 2°,4°,6°,4-tetrahidroxi-dihidro-chalcona (composto 31), com valor
de CIM e CBM de 250 pg/mL contra as bactérias Gram-positivas, possivelmente devido a
interacdo das hidroxilas nas posi¢des C-2’ e C-6’ com a carbonila, o que coincide com o
que sugere RAO ef al. (2004). A chalcona 2-hidroxi-dihidro chalcona (composto 28)
apresentou pequena atividade, com valores de CIM e CBM de 500 pg/mL para essas
bactérias. As chalconas 2’,4°,5’-trimetoxi-3,4-metilenodioxi-dihidro-chalcona (composto
29) e 2°,4°,5’-trimetoxi-dihidro chalcona (composto 30) ndo apresentaram boa atividade
antibacteriana. A pouca ou nenhuma atividade destas chalconas contra as bactérias testadas,
se deve, possivelmente, a perda da rigidez da molécula, com conseqiiente maior requisito
em energia para manter a conformacao adequada para as interagdes do grupo farmacoforico

com o alvo biologico.

A baixa ou nenhuma atividade antibacteriana de algumas chalconas pode estar
relacionada com a presenca de varias metoxilas em determinadas posi¢des e a auséncia de
substituintes, como hidroxilas e prenil em posi¢des ja discutidas neste trabalho, fazendo
com que ndo haja uma interacdo entre esses substituintes. Além disso, a auséncia de
hidroxila na posi¢do C-2’, importante para que haja uma interacao intramolecular entre a
hidroxila nessa posi¢cdo e o oxigénio da carbonila na estrutura da chalcona, pode ser causa

da baixa atividade de algumas chalconas.

A boa atividade antibacteriana de algumas chalconas estudadas no presente trabalho

nos estimula a testar estas substancias contra bactérias multi-resistentes.
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5. CONCLUSOES

A chalcona 4-hidroxi-derricina (composto 18) foi o composto que, de uma maneira
geral, apresentou o melhor resultado em termos de atividade antibacteriana. Substitui¢cdes
na estrutura basica deste composto alteraram a atividade antibacteriana, ou seja, a presenca
da hidroxila nas posi¢des C-2 (composto 16) ou C-3 (composto 17), ao invés da posicao C-
4 (composto 18), ou ainda, a auséncia da hidroxila no anel B (composto 15), levaram a uma

baixa atividade antibacteriana.

Chalconas que possuem substituinte prenil ou geranil na posicdo C-3’ e que
possuem substituinte hidroxila nas posigdoes C-4 ¢ C-2°, além de substituinte na posi¢ao C-

4’, mostraram boa atividade contra bactérias Gram-positivas.

Chalconas metoxiladas em varias posi¢cdes dos anéis A e B apresentaram baixa
atividade antibacteriana. Da mesma forma, chalconas com substituinte preniloxi (ou

butenoxi) no anel A, apresentaram baixa atividade.

Pirano-chalconas apresentaram baixa atividade antibacteriana, possivelmente devido

a presenga do anel extra de seis elementos na estrutura principal da chalcona..

As dihidrochalconas apresentaram baixa atividade antibacteriana, talvez devido a

influéncia da presenca de saturacdo entre os carbonos a ¢ f3.

Como perspectiva, sugere-se estudar a chalcona 4-hidroxi-derricina, bem como as
chalconas 4-hidroxi-isocordoina, 2’,4’ 4-trihidroxi chalcona, 2’4’ 4-trihidroxi-3’-geranil-3-
prenil chalcona e 3’4’ 4-trihidroxi-3’-geranil chalcona, como prototipos para futuras

exploragdes referentes a antimicrobianos derivados de chalconas.
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GLOSSARIO

Absortividade — medida ou indice de absorbancia. Substincia que caracteriza
quantitativamente o fendmeno da absor¢do de uma radiagdo monocromica por uma solugao.
Analogos — compostos cuja estrutura quimica ¢ relacionada a outro composto, podendo
manifestar respostas distintas.

Antibidtico — substancia de origem bioldgica, hemi-sintética ou sintética, tais como a
penicilina e a tetraciclina, que impedem o desenvolvimento de microrganismos
patogénicos, atuando por diferentes mecanismos farmacologicos.

Antiinflamatério — classe terapfutica responsavel pela prevencdo e controle de
fisiopatologias de origem inflamatoria.

Antioxidante — substancia que impede ou dificulta reagcdes de oxidagao, ou que destroi
agentes, como radicais livres, causadores dessa oxidagao.

Antitrombotico — classe terap€utica responsavel pelo controle e tratamento de
cardiopatias.

Antitumoral — classe terapéutica responsavel por acdo reguladora direta sobre células
tumorais.

Bactericida — substancia capaz de propiciar a destruicdo definitiva da vitalidade de
bactérias.

Bacteriostatico — substancia que evita a multiplica¢do de bactérias.

Biodiversidade — existéncia, numa dada regido, de uma grande variedade de espécies ou de
outras categorias taxondmicas de plantas ou de animais.

Células linfociticas — referentes a linfocitos, agranuldcitos mononucleares, nao

fagocitarios, encontrados no sangue e na linfa, originados na medula dssea.
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Células monociticas — referentes a monocitos, leucocito granuldcito, de intensa atividade
fagocitaria, presente no sangue, no tecido conjuntivo e em alguns 6rgaos, transformando-se
em macrofagos.
Citotoxicidade — capacidade de um agente exercer agdo litica especifica sobre certas
células, principalmente devido a agdo imunoldgica, ou a efeito de medicamento
antineoplasico.
Concentraciao Bactericida Minima — menor concentracdo da substancia em que ocorre
reducdo total dos organismos vivos.
Concentracao Inibitéoria Minima — menor concentragdo da substancia que inibe o
crescimento bacteriano.
Eletroéfilo — substancia que ¢ atraida por elétrons: cations ou moléculas, que contém atomos
com deficiéncia de elétrons, com tendéncia a unir-se por ligacao covalente ou nucleofilo.
Elétron desemparelhado (ou nao-pareado) — clétron que ndo participa de ligacdo
covalente.
Fitoalexina — substancia produzida por planta como resposta a infec¢do por fungo ou outro
parasita e que reduz ou elimina essa manifestacao.
Fotorreceptor — célula sensivel a luz, encontrada em algumas plantas unicelulares.
Inibi¢ao — parada ou limitacao de fungdo ou de reagao organica.
Intramolecular — que diz respeito ao interior das moléculas.
Lipoproteina de Baixa Densidade (LDL) — variedade de lipoproteina que transporta
triacilglicerideos e colesterol endogeno do figado para os tecidos.
Metabdlitos — compostos resultantes de reacdes quimicas celulares.
Metabdlitos secundarios — metabolitos ndo necessarios as fungdes basicas intracelulares,

mas que exercem fungdes especificas de interacao entre organismo e ambiente.
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Quimioterapico — terapia baseada no uso de substancias quimicas.
Radical livre — qualquer substancia, geralmente instdvel, com tempo de vida curto € muito
reativa, com envolvimento em doengas, processos degenerativos e de envelhecimento de

seres vivos.

Vasodilatador — droga ou agente que provoca o aumento do calibre de vaso sanguineo.
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APENDICE A — Formulas estruturais das 31 chalconas e di-hidrochalconas

H,C—O0 CH,
HoC oh,d H:C—Q
Bas
Dy o
[ e
o} o] CH,
H3C/ o
[1] [3]
[1] 2,4,5,2°,4°,5°-6(MeO)-chalcona [2] 2°~<(OH)-4,4",5"-3(MeO)-chalcona [3] 3,4-metilenedioxi-2",3”,4”,6’-4(MeO)-chalcona
HaC_ H,C
\
H,Cc—0 H,C—0 o H,C—0 o
- o
o]
~O, ~O ~O
/ o
o o/ o/
[4] [5] [6]
[4] 4,4’-2(MeO)-chalcona [5] 3’,4’-2(MeO)-chalcona [6] 2-(OH)-3’,4’-2(MeO)-chalcona

(8] [9]

[7] 2’-acetil-4,3°,4’,6’-4(MeO)-chalcona  [8] 2,4,5,3’,4’-5(MeO)-chalcona [9] 2,2°,4°,5’-4(MeO)-chalcona

H,C
CH, H,C
/ / CH3
(o]
[e]
[ o 7Y o
/ y{ o
O/ O/
[10] [11] [12]

[10] 2,3,4,6,3°,4’-6(MeO)-chalcona [11] Cordoina [12] 4-(OH)-cordoina
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H,C
CH,

HO /

s

/ OH
/
(¢}
[13] [14] [15]

[14] 4-(OH)-isocordoina [15] Derricina

[16] [17] [18]

[17] 3-(OH)-derricina [18] 4-(OH)-derricina

[19] [20] [21]

[19] 4-(MeO)-derricina [20] 2°,4’,4-3(OH)-chalcona [21]2°,4°,4-(OH)-3’-geranil-3-prenil chalcona

H,C—0

/OH

o
[22] [23] [24]

[22] 2°,4’°,4-3(OH)-3’-geranil chalcona [23]4’-(MeO)-4-(OH)-chalcona [24] Lonchocarpina
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[27]
[25] 4-(OH)-lonchocarpina [26] Isolonchocarpina
o
4
o
[28] [29]
[28] 2-(OH)-dihidro-chalcona [29] 2°,4°,5-3(Me0)-3,4-metilenedioxi-dihydro chalcona
H,C—0 HO
e
e
HO
o
[30] [31]

[30] 2°,4°,5’-3(MeO)-dihidro-chalcona [31]2°,4°,6°,4-4(OH)-dihidro chalcona



