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RESUMO

A descoberta de novos agentes antibacterianos se faz necessaria devido ao elevado indice de
mortalidade em decorréncia de doencas bacterianas e ao aumento da incidéncia de
microrganismos resistentes. O presente trabalho teve como objetivo a sintese, caracterizacao e
avaliacdo da atividade antibacteriana de analogos simplificados da 4-hidroxiderricina (4-HD)
contra espécies gram-positivas e gram-negativas, sendo determinados os valores de
concentracdo inibitéria minima (CIM). Os compostos da série | foram sintetizados por meio da
reacdo de condensacao alddlica de Claisen-Schmidt sob catélise basica com rendimentos que
variaram de 58 a 90%. Os 7 compostos dessa série foram testados, sendo 4 deles provenientes
da quimioteca do Laboratorio de Antibidticos e Quimioterapicos (LAQ). A estratégia sintética
para a obtencdo dos compostos da série Il incluiu reagdes de iodacao, condensac@es alddlicas e
acoplamento de Suzuki-Miyaura, sendo que os dois analogos obtidos tiveram rendimento entre
10% e 70%. Os compostos foram caracterizados pela técnica de espectroscopia por Ressonancia
Magnética Nuclear de *H e *3C. Os resultados biol6gicos indicaram perda de atividade com a
retirada da prenila (série I) e com a substituicdo da 4-OH pela 4-OCHs (série 1), reafirmando a
importancia desses grupos na atividade antibacteriana. O ANA 9 se destacou por apresentar
valores de CIM proximos aos valores determinados para a 4-HD, sendo duas vezes mais potente
contra S. aureus e E. faecalis. Os analogos foram submetidos a ensaios antimicobacterianos e,
em linhas gerais, os compostos da série | foram ativos, com énfase no ANA 4* que foi tdo
potente quanto a 4-HD contra Mycobacterium tuberculosis, representando uma alternativa
sinteticamente mais simples. Os compostos da série 1l ndo foram ativos, sugerindo que a

metoxila originalmente presente na estrutura do prototipo seja relevante para a atividade.

Palavras-chave: Chalcona. Sintese. Atividade antibacteriana.



ABSTRACT

The discovery of new antibacterial agents is necessary due to the high mortality rate caused by
bacterial diseases and the incidence increase of resistant microorganisms. The aim of the present
work was the synthesis, characterization and evaluation of the antibacterial activity of
simplified 4-hydroxyderricin (4-HD) compounds against gram-positive and gram-negative
species by the minimal inhibitory concentration (MIC). The series | compounds were
synthesized through the Claisen-Schmidt aldol condensation reaction under basic catalysis with
yields ranging from 58 to 90%. The 7 compounds of this series were tested, among which 4 of
them came from the LAQ Chemical library. The synthetic strategy to obtain series Il
compounds included iodination reactions, aldol condensations and Suzuki-Miyaura coupling,
with the two analogues obtained having yields between 10 and 70%. Structural confirmation
was given by H and *C Nuclear Magnetic Resonance spectroscopy. The biological results
indicated loss of activity with the removal of prenyl in series | and also with the replacement of
4-OH by 4-OCHs in series Il, reaffirming the importance of these groups in antibacterial
activity. ANA 9 was the highlight compound for presenting MIC values close to the ones
determined for 4HD, being two times more potent against S. aureus e E. faecalis. These
compounds were also submitted to antimycobaterial assays and, in general, the series |
compounds were active, with emphasis on the ANA 4*, which was as potent as 4-HD against
Mycobacterium tuberculosis, representing a synthetically simpler alternative. The series Il
compounds were not active, suggesting that the methoxyl group originally present in the

prototype structure is relevant to the activity.

Keywords: Chalcone. Synthesis. Antibacterial activity.
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1 INTRODUCAO

1.1 Bactérias

As bactérias sdo seres procariotos, unicelulares e estruturalmente bastante simples, com
DNA disperso aproximadamente na regido central, sem qualquer separacdo do conteudo
citoplasmatico. Alem de se apresentarem como estruturas microscopicas, o tamanho das células
bacterianas varia de acordo com a espécie; as bactérias de interesse médico, por exemplo,
normalmente tém entre 0,5 a 1 um de didmetro ou largura. Morfologicamente, as bactérias
podem ser classificadas em trés formas bésicas: cocos, bacilos e espirilos (MADIGAN et al.,
2016).

Ha uma diversidade de estruturas que funcionam simultaneamente em uma célula
bacteriana, e a parede celular e a membrana citoplasmatica sdo comuns a todas. A parede celular
é rigida e, além de conferir forma a bactéria, também serve como barreira, provando-se
essencial para seu crescimento e divisdo. A membrana citoplasmatica, por sua vez, esta
localizada abaixo da parede celular, possibilitando a atividade enzimatica e o transporte de
moléculas para dentro e fora da célula (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

No que diz respeito as estruturas externas a parede celular, as bactérias apresentam
glicocalice, flagelos, cilios, filamentos axiais, fimbrias e pili, enquanto a area nuclear é
composta por uma unica molécula circular de DNA de dupla fita, denominada cromossomo
bacteriano. Além disso, por funcionarem como locais de sintese proteica, 0s ribossomos sdo
estruturas importantes para o funcionamento celular. Os enddsporos, por sua vez, formados
como mecanismo de defesa, sdo células desidratadas altamente duraveis que possuem paredes
espessas e camadas adicionais; na forma de esporos, as bactérias podem resistir a condi¢des
desfavoraveis. E possivel encontrar, ainda, moléculas de DNA circular extracromossomial, 0s
plasmideos, que tém capacidade de se replicar de maneira independente e, normalmente, estdo
associados com alguma funcdo adaptativa, como resisténcia a antibidticos e tolerancia a metais
toxicos (REIS; SANTOS, 2016).

Quando os organismos se encontram em meio adequado e condi¢des apropriadas para o
crescimento, a reproducdo é propiciada, promovendo um aumento abundante do nimero de
células em um periodo de tempo relativamente curto. O processo ocorre principalmente de
forma assexuada por fissdo binaria, em que uma célula-mae se divide em duas células-filhas
idénticas; entretanto, anteriormente a diviséo celular, os conteidos celulares se duplicam e sdo

replicados. Apesar de a fissdo binaria ser a forma mais comum, certos procariotos se
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reproduzem através de outros modelos de divisdo celular, como brotamento, fragmentacgéo e
formacéo de esporos (REIS; SANTOS, 2016).

Em relacdo a espécie, as bactérias se dividem em dois grupos principais, denominados
gram-positivos e gram-negativos, que sdo identificados e diferenciados através da reacdo de
coloragdo de Gram, que tem como principio a determinacédo de distin¢des na estrutura da parede
celular (MADIGAN et al., 2016). De acordo com Trabulsi e Alterthum (2008), as bactérias
gram-positivas sdo formadas por uma espessa parede celular de peptidoglicano, apresentando
proteinas associadas com fungdes especificas e &cidos teicdicos (Figura 1), enquanto as
bactérias gram-negativas possuem, aléem de uma camada mais fina de peptidoglicano, uma

membrana externa lipopolissacaridica (Figura 2).

Figura 1 — Parede celular de bactérias gram-positivas.

Proteina associada Acido teicoico  Peptideoglicano Acido lipoteicoico

i Membrana cxtoplag;wgu;a
Fonte: MADIGAN et al., 2016.

Figura 2 — Parede celular de bactérias gram-negativas.

Polissacarideo Polissacarideo cerne
O-eapecifice .

Proteina

Lipcpoliesacarideo
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celular

Periplasna ——

Membrana
citoplasmétca

e {
Fonte: MADIGAN et al., 2016.
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De acordo com Martins et al. (1997), o conceito mais aceito para validar o
funcionamento da coloracdo de Gram é a existéncia de diferentes graus de permeabilidade na
parede dos microrganismos gram-positivos e gram-negativos. As estruturas celulares sao
cobertas pelo corante roxo e pela adicdo de mordente, substancia que intensifica a cor por
aumentar a afinidade do corante com o microrganismo, induzindo a formacdo do complexo
iodo-pararosanilina, que € retirado nas bactérias gram-negativas pelo tratamento com alcool
etilico. A parede celular das bactérias gram-positivas, por sua vez, é desidratada através da
aplicacdo do &lcool, o que resulta na reducdo da porosidade e da permeabilidade e,
consequentemente, impossibilita a extracdo do complexo. Na Gltima etapa, realiza-se a
coloracdo com safranina e, como resultado, as células gram-positivas sdo coradas em roxo e as

gram-negativas, em rosa.

1.1.1 Doengas bacterianas

Apesar de a ocorréncia de bactérias na microbiota humana ser natural e benéfica, a
multiplicacdo de bactérias patogénicas é capaz de causar doencas que podem ser transmitidas,
por exemplo, através da ingestdo de dgua e alimentos contaminados, da inalacdo de goticulas
suspensas no ar, de ferimentos na pele e de contato sexual. Dessa forma, sdo as bactérias
patogénicas que causam a maioria dos surtos e casos de doengas transmitidas por alimentos,
ndo s6 em numero como também em frequéncia. Em funcao de sua estrutura muito simples,
esses organismos se replicam rapidamente em condicOes adequadas de nutrientes, temperatura,
pH, umidade e concentragdo de oxigénio (ALVES, 2012).

As doencas transmitidas por alimentos (doravante DTA) representam, ainda nos dias
atuais, um dos maiores problemas de saude publica, e podem se manifestar como infec¢oes,
intoxicacOes ou toxinfecgbes alimentares. As infeccbes sdo provenientes da ingestdo de
alimentos que contém microrganismos patogénicos vivos, enquanto as intoxicagdes ocorrem
pela presenca de toxinas das bactérias ou fungos no alimento ingerido. Por fim, as toxinfeccoes
alimentares sdo resultado da ingestdo de alimentos com determinada quantidade de
microrganismos causadores de doencas que, depois de ingeridos, sdo capazes de produzir ou
liberar toxinas (MALACRIDA; DIAS; LIMA, 2017).

E possivel dividir as bactérias causadoras das DTA em trés grupos distintos, tomando
como base a manifestagdo clinica. Sendo assim, dentre as mais relevantes, destaca-se: (i)
Salmonella, Campylobacter e Escherichia coli como infecciosas; (ii) Bacillus cereus,

Staphylococcus aureus e Clostridium botulinum no grupo das intoxicantes, e; (iii) os classicos
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exemplos de toxigénicas, E. coli enterotoxigénica, Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus,
Clostridium perfringens e Bacillus cereus. Nos altimos 17 anos, os principais agentes
envolvidos em surtos de DTA no Brasil foram Salmonella spp., E. coli e Staphylococcus aureus
(MELO et al., 2018).

Da mesma forma que as doengas causadas pela ingestdo de alimentos contaminados, o
contato sexual pode, eventualmente, levar a ocorréncia de infec¢fes sexualmente transmissiveis
(IST) causadas por bactérias, tais como sifilis, gonorreia e clamidia. Além de gerarem
significante impacto na salde, algumas IST aumentam o risco de se contrair HIV, e podem ser
transmitidas da mae para o filho durante a gestacdo, o parto ou a amamentagdo (BELDA
JUNIOR; SHIRATSU; PINTO, 2009).

Outra forma de propagacdo bacteriana é por meio da inalacdo de goticulas
contaminadas, que podem causar doencas respiratorias, definidas pela Organizacdo Mundial da
Saude (2015 apud SILVA FILHO etal., 2017, p. 7) como “as doengas ou infec¢des que ocorrem
no trato respiratorio, tanto superior como inferior, nas quais ha a obstrucédo da passagem do ar,
tanto a nivel nasal quanto a nivel bronquiolar e pulmonar”. Dessa forma, a gravidade dessas
doencas varia desde infec¢des agudas, tais como a pneumonia, até outras mais graves, Como a
tuberculose. Embora a frequéncia das infeccdes das vias respiratdrias superiores seja maior, o
risco de vida diante do acometimento é menor; por outro lado, as infec¢des das vias respiratorias
inferiores, uma vez que sao responsaveis por doengas mais graves, contribuem expressivamente
para a mortalidade por infeccOes respiratdrias agudas (SILVA FILHO et al., 2017).

A tuberculose, por exemplo, doenca bacteriana transmitida por goticulas respiratérias
no ar, ocupa a 132 posic¢ao no ranking de causas de morte em todo o mundo, provando-se um
grave problema de salde. O relatorio mais recente da World Health Organization (2021) aponta
que, em 2020, aproximadamente 10 milhdes de pessoas desenvolveram a doenca, resultando
em cerca de 1,3 milhdo de 6bitos entre pessoas ndo portadoras de HIV, além de 214 mil entre
pessoas portadoras do virus (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).

Sabe-se que a tuberculose é causada por um dos diversos patdgenos de importancia
humana, o Mycobacterium tuberculosis, compreendido pelo género Mycobacterium. Em
decorréncia da presenca de acidos micolicos na superficie da célula, as espécies desse grupo
apresentam uma propriedade denominada acidorresisténcia, que representa um obstaculo para
o desenvolvimento de farmacos. Por isso, as micobactérias ndo se coram adequadamente pela
técnica de Gram, mostrando-se necessaria a utilizagdo do meétodo de Ziehl-Neelsen
(MADIGAN et al., 2016).
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De acordo com Groisman et al. (1997 apud OLIVEIRA, 2013, p. 3), “a parede celular
deste microrganismo assemelha-se a uma parede celular gram-positiva modificada, contendo a
tipica camada polipeptidica, a camada de peptidoglicano e lipidios livres; o alto teor lipidico

destas bactérias faz delas acido-alcool resistentes”.

1.2 Farmacos antibacterianos

A atividade terapéutica de substancias para combater microrganismos causadores de
doencas infecciosas é estudada por pesquisadores desde meados do século XX. A partir da
contaminacdo das culturas de Staphylococcus aureus pelo fungo Penicillium chrysogenum,
Alexandre Fleming marcou um momento importante na criagdo de antimicrobianos com a
descoberta da penicilina, que passou a ser utilizada no tratamento de infec¢fes bacterianas
severas (TAVAREZ, 2014).

Os antibioticos sdo substancias de origem natural, semissintética ou sintética, capazes
de combater bactérias. Ao inibirem o metabolismo, sdo classificados como bacteriostaticos; no
entanto, ao agirem com efeito letal, denominam-se bactericidas (FISCHBACH; WALSH, 2009;
HANCOCK, 2005). Além disso, possuem diversos mecanismos de acdo, dentre os quais pode-
se destacar inibicdo da biossintese da parede celular, inibicdo da biossintese proteica, alteracdo
da permeabilidade da membrana plasmatica e bloqueio direto ou indireto da biossintese de
acidos nucleicos (GARCIA, 2017; HANCOCK, 2005).

De acordo com Santos (2004), as bactérias tém um curto tempo de gera¢do — minutos
ou horas — e, por isso, sdo capazes de responder rapidamente a mudancgas do ambiente. Dessa
forma, quando entram em contato com os antibidticos introduzidos no organismo, as bactérias
produzem uma resposta que as torna resistentes aquelas drogas, o que limita as alternativas de
tratamento para os pacientes. Ainda segundo a autora, a resisténcia aos antibioticos, que €
inevitavel e irreversivel, desenvolve-se como uma consequéncia natural “da habilidade da
populag@o bacteriana de se adaptar” (SANTOS, 2004, p. 65), e é justamente a utilizacdo de
antibioticos sem moderacdo que acaba por aumentar a pressao seletiva, colaborando com a
aquisicdo de mecanismos de resisténcia pelas bactérias.

O surgimento de trés classes de bactérias resistentes tem causado preocupacgdo e se
mostrado uma ameaga a salde publica. A primeira refere-se ao Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA), uma bactéria gram-positiva tratada com vancomicina em casos
mais graves; em contrapartida, o predominio de bactérias MRSA aumenta a probabilidade de

surgimento de bactérias S. aureus resistentes a vancomicina. A segunda classe compreende as
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bactérias gram-negativas Acinetobacter baumannii, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e
Pseudomonas aerugionosa, resistentes a maioria dos antibiéticos. A terceira classe inclui cepas
de Mycobacterium tuberculosis multifarmaco resistentes (MDR e XDR), que séo responsaveis
por um significativo nimero de 6bitos no mundo e possuem tratamento lento que, muitas vezes,
acaba sendo ineficaz (FISCHBACH; WALSH, 2009; VENTOLA, 2015).

1.3 Chalconas e 4-hidroxiderricina

As chalconas séo classificadas como flavonoides de cadeia aberta e tém sido
amplamente isoladas de plantas. Quimicamente, sua estrutura consiste em dois anéis aromaticos
(A e B) separados por uma ponte trans-enonica o,f-insaturada, conforme pode ser observado
na Figura 3 (DEWICK, 2009; MACAEYV et al., 2014; SINGH; ANAND; KUMAR, 2014).

Figura 3 — Estrutura geral do nucleo chalcénico.
0

g 1 e 1 3

5' 5

B

Fonte: Autoria prépria.

As chalconas despertam interesse quimico-medicinal ndo apenas do ponto de vista
sintético, mas também devido ao amplo espectro de atividades bioldgicas, ja que suas
aplicacdes terapéuticas remontam milhares de anos atraves do uso de ervas e plantas no
tratamento de doencas médicas (ZHUANG et al., 2017).

1.3.1 A 4-hidroxiderricina

A 4-hidroxiderricina (Figura 4), doravante 4-HD, € uma chalcona isoprenilada na
posicdo 3°, dihidroxilada nas posicdes 2’ e 4’, e monometoxilada na posi¢ido 4°. E de origem
natural e foi isolada do Lonchocarpus neuroscapha e da Angelica keiskei (SUGAMOTO et al.,
2008), além da propolis produzida pelas abelhas da Ilha de Jeju, na Coreia do Sul
(SHIMOMURA et al., 2013).
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Figura 4 — Estrutura da 4-hidroxiderricina.

OH O
H3CO OH

Fonte: Autoria propria.

De acordo com Theodoro (2020), na literatura ha diversas ocorréncias que descrevem a
bioatividade desse composto, que inclui, além de acdo antibacteriana, acdo antidiabética, anti-
inflamatoria, antiviral, anti-hipertensiva, antidepressiva e antitumoral. Inamori et al. (1991)
publicaram um dos primeiros estudos envolvendo a atividade bioldgica da 4-HD, em que se
investigou os efeitos dessa chalcona contra espécies de bactérias gram-positivas e gram-
negativas. Apesar de ter apresentado menor atividade do que os farmacos de referéncia, a 4-HD
foi ativa contra bactérias gram-positivas.

Sugamoto et al. (2011) sintetizaram uma série de chalconas preniladas e geraniladas que
tiveram a atividade antibacteriana avaliada contra bactérias gram-positivas e gram-negativas e,
dentre elas, a 4-HD apresentou a melhor atividade antibacteriana contra as gram-positivas (B.
subtillis, S. epidermidis e M. luteus), com concentragéo inibitéria minima, doravante CIM, de
2 pg/mL, que foi a mesma concentragdo do farmaco de referéncia usado no estudo. Pela
comparagéo dos resultados, ndo apenas o grupamento hidroxila no anel B se mostrou importante
para 0 aumento da atividade antibacteriana, como também a prenila na posi¢do 3’, uma vez que
as chalconas que ndo possuiam esse grupo exibiram atividade muito fraca.

Em outro estudo, Avila et al. (2008) testaram a atividade antibacteriana de 31 chalconas
contra quatro cepas (E. coli, P. aeruginosa, B. cereus e S. aureus). Apesar de ndo apresentar
atividade contra as cepas de bactérias gram-negativas, a 4-HD foi o composto mais potente
contra B. cereus e S. aureus, com valores de CIM de 3.9 ug/mL e 7.8 ug/mL, respectivamente.
Assim como no trabalho anterior, os autores destacam padrfes de substituicdo responsaveis por
aumentar a atividade, como a hidroxila na posico 4 do anel B e a prenila do anel A (AVILA
et al., 2008).

1.3.2 Simplificacdo molecular

Simplificacdo molecular consiste na modificacdo da estrutura da substancia original, de

interesse terapéutico, farmaco, prototipo, sintético ou de origem natural, preservando os pontos
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e grupos farmacoféricos e buscando manter ou otimizar as propriedades farmacoldgicas e
reduzir seu padrdo de complexidade molecular. (BARREIRO; FRAGA, 2015)

Tendo em vista a poténcia bioativa da 4-HD, sua simplificacdo molecular se configura
como uma estratégia para estudar a importancia bioldgica antibacteriana desse composto sem
as funcionalidades organicas presentes no nucleo chalconico: prenila, hidroxilas e metoxila.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Este trabalho tem como objetivo principal a realizagdo da sintese e purificacdo de duas
séries de analogos simplificados da 4-hidroxiderricina, com posterior avaliacdo da atividade

bioldgica.

2.2 Objetivos especificos

Destaca-se 0s seguintes objetivos especificos:

e Sintese e purificacdo de uma série de analogos nao-prenilados da 4-HD, com
modificacbes nos aneis A e B (Série I);

e Sintese e purificacdo de uma série de analogos inéditos ndo-metoxilados da 4-HD (Série
I1);

e Confirmacdo estrutural em espectroscopia por Ressonancia Magnética Nuclear de
Hidrogénio (RMN de H) e de Carbono-13 (RMN de *C);

e Avaliagdo da atividade antibacteriana contra espécies gram-positivas e gram-negativas;

e Avaliagdo da atividade antimicobacteriana.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Planejamento dos analogos chalcénicos

Com o intuito de se estudar como as modificagdes nos anéis A e B afetam a atividade
bioldgica, planejou-se duas séries de analogos chalcénicos simplificados da 4-HD (Esquema
1). Essas alteracGes permitem a elucidacdo de determinados fatores, como padrdes de
substituicdo que interferem na atividade, ou seja, o efeito e a relevancia dos diferentes
substituintes.

Além disso, os analogos propostos podem funcionar como alternativas sinteticamente
mais simples, mas igualmente ou mais potentes, por meio da comparagdo com os resultados da
4-HD.

Esquema 1 — Planejamento das duas séries de analogos chalcdnicos simplificados da 4-HD.

R O
SERIE |

ANA 1.R = OH, R; = OCH; e R, = OH
ANA2.R=0H,R;=HeR,=OH
ANA 3.R=H,R;=0OCH;eR,=OH
ANA4.R=H,R;=HeR,=OH
P AR . ANA5.R=0OH,R;=HeR,=H
ANA6.R=H,R;=0CHzeR,=H
ANA7.R=H,R;=HeR,=H

ANA 8. R = p-OCH3
ANA 9. R = p-OH
ANA 10. R = 0-OH
ANA 11.R = m-OH
ANA 12. R = p-NO2

Fonte: Autoria prépria.

3.1.1 Série I: simplificacdo molecular da 4-HD

A série | estuda a importancia da prenila e dos grupamentos oxigenados (hidroxila e

metoxila) na atividade bioldgica e consiste no desmembramento da 4-hidroxiderricina
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(Esquema 2) em sete andlogos chalcénicos (ANA 1 — ANA 7*) com modificacdes no anel A e

no anel B, sendo este sujeito a duas possibilidades: ndo ser substituido ou ser 4-hidroxilado.

Esquema 2 — Planejamento dos analogos da série | (ANA 1-ANA 3). Os demais compostos (ANA 4* - ANA 7%)
sdo provenientes da Quimioteca do LAQ e foram sintetizados pela Ms. Leticia Ribeiro de Assis.

OH 0O
=
(s )
H3CO OH

o) OH
Z

Sras spracH
. /
e
LTS

(@]
m
e ) (T s
ANA 3
H;CO H,CO OH
OH O (0]
o b
OH

Fonte: Autoria propria.

3.1.2 Série 11I: modificag¢bes no anel B da 4-HD ndo metoxilada (ANA 8 — ANA 12)

A série Il consiste em analogos chalconicos de 4-HD com anel A 2’-hidroxilado e 3’-
isoprenilado, sem o substituinte metoxila originalmente presente na posicdo 4’ (Esquema 3).
Sendo assim, a série em questdo conta com compostos ndo metoxilados inéditos e modificados
no anel B, e seus substituintes foram definidos com base em estudos anteriores realizados no
LAQ.
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Esquema 3 — Planejamento dos anélogos da série Il (ANA 8 — ANA 12).

oH @ o OH O ANA 8. R = p-OCH3
~ P Simplificagdo 4'-OCH3 ~ — ANA 9. R = p-OH
O O O O ANA10.R=m-OH
ANA 11. R = 0-OH
H5CO 4-HD OH -0

ANA 12. R = p-NO2

Fonte: Autoria prépria.

3.2 Sintese das chalconas
3.2.1 Série |

Nessa série, sintetizou-se somente os compostos ANA 1, ANA 2 e ANA 3, ja que 0s
demais (de ANA 4* a ANA 7*) haviam sido previamente sintetizados pela Ms. Leticia Ribeiro
de Assis e ainda possuiam massa o suficiente para enviar aos ensaios biologicos. Dessa forma,
focou-se principalmente na série 11, devido a complexidade e ao tempo de trabalho reduzido em
decorréncia das restricdes impostas pela pandemia do coronavirus durante o periodo de
pesquisa.

A rota sintética adotada para a obtencdo dos compostos consistiu em reacBes de
protecdo, condensacdo alddlica de Claisen-Schmidt e desprotecdo (esquema 4).

Esquema 4 — Rota sintética para obtengdo dos compostos da série | (ANA 1 — ANA 3)
R1 (0]

O (0] 3. Ry = 0-OH, R, = p-OCH3
H 4.Ry=0-OH,R,=H
MOMCI, K,COg H Rs A 5.R; =H, Ry = p-OCH,4
OH Acetona, t.a, 2h O/\O/

90% KOH (60%), EtOH
1 2 ta., 4-6h
75% - 86%

Ri O

=
SRS 7
HCI 1M O O
6-8 —_—
R OH

OMOM  peoH/THF,
60 °C, 4h 2 ANA 1-ANA 3
77% - 91%

Fonte: Autoria prépria.

Como os analogos sintetizados contém hidroxila na posi¢do 4 do anel B, a primeira
etapa da sintese consiste em submeter o 4-hidroxibenzaldeido a reacdo com clorometil metil
éter (MOMCI) e carbonato de potassio, formando um produto protegido com 90% de
rendimento e tempo de durag&o de cerca de 2 horas (Esquema 5). Como a condensagéo alddlica
de Claisen-Schmidt ocorre em meio bésico, a hidroxila livre pode ionizar e formar o ion

fenolato, que sofre ressonéncia e, consequentemente, deixa o carbono aldoxila menos
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eletrofilico. Portanto, destaca-se a importancia da utilizacdo de grupos protetores, ndo apenas
para evitar situacdes como a descrita acima, mas também para aumentar o rendimento da
reacdo. Neste trabalho, para determinados analogos, submeteu-se a hidroxila da posi¢do 2’-OH

a etapa de protecéo.

Esquema 5 — Reagdo de prote¢do do 4-hidroxibenzaldeido.

oL e

Fonte: Autoria prépria.

Dados para 1 mmol de 4-hidroxibenzaldeido (Esquema 5): a - K2COsz (1,2 mmol),
acetona (5 mL), MOMCI (1,2 mmol), t.a.

Na primeira etapa do mecanismo proposto para a rea¢do de protecdo (Esquema 6), a
4-OH sofre ionizacgdo devido a retirada do préton pelo cabonato, obtendo-se os ions fenolato e
bicarbonato; o ion fenolato, entéo, € estabilizado por efeito mesomerico, exibindo contribuintes
de ressonancia. Na etapa 2, o ion fenolato reage com 0 MOMCI por substituicdo nucleofilica
bimolecular (Sn2), em que o fenolato atua como nucledfilo e ataca o carbono oxi-metilénico do

grupo protetor, formando o produto protegido e cloreto.

Esquema 6 — Proposta de mecanismo da reacdo de protecéo.

0
o
HCO, H
o
o

Etapa 1 O

Fonte: Autoria propria.
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A segunda etapa, comum a todos os analogos, foi a reacdo de condensagéo alddlica
de Claisen-Schmidt (Esquema 7) sob catélise basica, usando hidroxido de potassio e etanol.
Essa etapa teve rendimentos variando de 75% a 86%, com duracgéo de 4 a 6 horas. O mecanismo
para a reacdo de condensacdo aldolica de Claisen-Schmidt (Esquema 8), por sua vez, foi
descrito com base nos estudos de Perrin e Chang (2016).

Esquema 7 — Reacédo de Condensacéo alddlica de Claisen-Schmidt para obtengéo dos compostos ANA 1-ANA 3
OH O OH O

=
: ¢
—_—
HyCO

86% H3;CO 6 OMOM
3

OH O

OH O
o SAa b
; A’
—_—
81% 7 OMOM
4
O o}

/@1\ Z
: SRS
 —
H3;CO 75% H;CO OMOM
5

8

Fonte: Autoria prépria.

Dados para 1 mmol de acetofenona (Esquema 7): b - EtOH (5 mL), benzaldeido-
MOM (1,05 mmol), KOH/H20 (1,2g/2 mL) t.a.

Esquema 8 — Mecanismo da reacdo de condensacao alddlica de Claisen-Schmidt sob catalise basica.

Etapa 1 .l
KOH O
” —> EtO

EtQ-H
9 0 0
H EtOH G CLH
A C-H = N C-H A C-H

R—l _ ﬁ/} R_©)(J,\C—) -  Rr—| _

EtO-
Etapa 2 o

o} ¢ (0] o}
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2 Q9  EtQ:H O OH
N N o
N LR TN A o
Etapa 4
H
@O (\

/
QO OH Q. A'O o)
X E,cB Z ©
i ¢ |\—R—>R—'\ I\—RLR—!\ | J-R + OH + EtOH
< J “H —Z & % — —
Et0;>

Fonte: Autoria prépria.

O mecanismo da reacdo de condensacdo alddlica para formacdo das chalconas, em
meio basico, tem inicio quando o catalisador (KOH) retira o préton da hidroxila do etanol,
formando uma base forte, 0 ion etoxido (EtO). Em seguida, o ion etoxido remove um
hidrogénio &cido a-metilico da acetofenona formando o ion enolato, que é estabilizado por
ressonancia. Na segunda etapa, o ion nucleofilico enolato ataca o carbono carbonilico do
aldeido, dando origem a ponte trans-endnica, caracterizada pela formacao do anion alcoxido,
que captura um préton do solvente da reacdo (etanol), produzindo aldol e reestabelecendo a
estrutura do etdxido. Por fim, o ion etoxido retira um hidrogénio a-cetbnico, dando origem a
um segundo enolato que pode ser estabilizado por uma ligacdo de hidrogénio intramolecular,
formando um pseudoanel de seis membros. A cetona a,p-insaturada, produto da reacéo, é
formada pela eliminacdo da hidroxila por desidratacdo através do mecanismo E1cB, uma
eliminacdo unimolecular via base conjugada.

Para alcancar os produtos finais, a Ultima etapa foi a reagdo de desprotecdo (Esquema
9). Os intermediarios reagiram com uma solucdo de HCI (1 mol L) e uma mistura de

metanol/THF, com rendimentos de 77% a 91% e duracgdo de aproximadamente 4 horas.
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Esquema 9 — Reacdo de desprotecdo dos compostos ANA 1 — ANA 3.
OH O OH O

A’ m
7% O ANA 1 O
H3CO o™ ™ o
Z Z
€ .
® ot O wnr (O
00" % o

O@ Q

g s d
86°/ O ANA 3 O
o o 0 co OH

Fonte: Autoria prépria.

Dados para 100 mg de material de partida (Esquema 9): ¢ - MeOH (1 mL), THF (1
mL), banho de gelo, HCI (1 mL), refluxo, 60° C.

O mecanismo proposto para a reacdo de desprotecdo (Esquema 10) mostra que o MOM
é removido dos intermediarios pela protonacdo do oxigénio carbonilico, o que facilita o ataque
do nucleofilo no oxigénio metilénico, uma vez que o sistema esta todo conjugado. Em seguida,
ocorre a quebra da ligagdo C-O, a formacéo da ligacdo dupla e ressonancia no anel e na enona.
Assim, sdo formados os produtos finais desprotegidos e a estrutura do clorometil metil éter
(MOMCI) é restabelecida.

Esquema 10 — Proposta de mecanismo da reagéo de desprotecdo para remogao do grupo MOM dos

intermediarios de sintese e formacao dos compostos ANA 1 — ANA 3.

Fonte: Autoria propria.

Os produtos finais foram purificados por cromatografia em coluna de fase normal (gel
de silica) e/ou por cromatografia em coluna por exclusdo de particula (sephadex HL-20), e
caracterizados por Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN H) e Carbono-13
(RMN 3C) (Anexos A — Q).
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Verifica-se a variagao dos rendimentos globais dos compostos da série | (Tabela 1) entre

58% e 90%.

Tabela 1 — Rendimentos globais da sintese das chalconas da série | (ANA 1 — ANA 7%).

Composto Estrutura Rendimento (%)
OH O
ANA 1 60
H,CO OH
OH O
ANA 2 O Z O 66
OH
(@]
ANA 3 O Z O 58
H,CO OH
(0]
ANA 4* O Z O 75
OH
OH O
ANA 5* O Z O 63
(6]
ANA 6* O Z O 90
HsCO
(@]
ANA 7* O Z O 78
Fonte: Autoria prépria.
3.2.2 Série 11

Para a obtencdo dos compostos da série Il, a rota sintética envolveu reacdes de

iodacdo, protecdo, condensacao alddlica de Claisen-Schmidt, acoplamento de Suzuki-Miyaura

e desprotecdo (esquema 11).



31

Esquema 11 — Rota sintética para obtencdo dos compostos da série 11 (ANA 8 — ANA 12).

0 R = p-OCHj3

21114 R=pomom
H S R = 0-OMOM
oH O OH O MOMCI o o707 | /—R R = m-OMOM
cH I, H20230% _ | K,CO4 | R = p-NO,
3 T o~ CHy ——— = HsC
H,0, 24h Acetona, t.a, 3h. KOH (60%), EtOH
50% 86% - 95% ta., 6-12h
4 9
(o] —
0”0 0 j ‘B_/_< ~

10 81% -89%

] oM o0
| = o
| N X Z X
15-19 = PdCl,(dppf), Cs;CO3 | R
DMF, 80 °C, 2h 20-24 “
40% - 43%
HCI 1M oH @
™ =
MeOH/THF, I AN
60 °C, 4h /—R

75% - 85%
ANA 8 - ANA 12

Fonte: Autoria prépria.

A primeira etapa da sintese envolveu a rea¢ao de iodagdo da 2’-hidroxiacetofenona
(Esquema 12) com a utilizagdo de perdxido de hidrogénio e iodo em agua durante 24 horas em
temperatura ambiente (GALLO et al., 2010), e obteve-se 50% de rendimento.

Esquema 12 — Reacdo de iodacdo da 2’-hidroxiacetofenona.
oH 9 OH O

CHy, 4 » | CH,

4 9

Fonte: Autoria propria.

Dados para 2 mmol de 2’-hidroxiacetofenona (Esquema 12): d - 4gua destilada (10
mL), banho de gelo, I> (3 mmol), H202 30% (0,68 mL).

Em seguida, realizou-se a reacdo de protecdo da hidroxila da posigdo 2’ (Esquema 13)
pelo uso do grupo protetor clorometil metil éter (MOMCI) e carbonato de potéssio, com duragdo
aproximada de 3 horas e rendimento entre 86% e 95%. Essa reacdo é fundamental para que se
avance para as proximas etapas, uma vez que a 2’-OH é capaz de atacar o carbono  da ponte
insaturada, fornecendo a flavanona como subproduto. Além disso, durante a etapa de
acoplamento de Suzuki-Miyaura, a 2’-OH livre e 0 oxigénio carbonilico podem formar um sitio

quelatogénico capaz de complexar o paladio, reduzindo a taxa de rea¢do. Uma ultima razdo que



32

evidencia a importancia da realizacdo da protecdo é bloquear O-prenilagdes. O mecanismo

dessa reacéo esta descrito no Esquema 6, apresentado na secdo 3.2.1 deste trabalho.

Esquema 13 — Reacgdo de protecdo da 2’-hidroxi-3’-iodo-acetofenona.

O OH I 0 O/\O/
e

|
—_—

86-95%

HyC HyC

10

Fonte: Autoria propria.

Dados para 1 mmol de 2’-hidroxiacetofenona (Esquema 13): e - K2CO3z (1,2 mmol),
acetona (5 mL), banho de gelo, MOMCI (1,2 mmol).

A terceira etapa foi a reacdo de condensacdo alddlica de Claisen-Schmidt sob catélise
basica (Esquema 14) com hidréxido de potassio e etanol, formando os intermediarios iodados
em reacdes com rendimento variando de 81% a 89% e duracdo entre 6 e 12 horas. O mecanismo

dessa reacdo esta descrito no Esquema 8, apresentado na secao 3.2.1 deste trabalho.

Esquema 14 — Reacdo de condensacéo aldolica de Claisen-Schmidt sob catélise basica.

o o o7 ~No o o R = p-OCH3
| | _ R = p-OMOM
HsC f B R = 0-OMOM
81-89% | SR R = m-OMOM
15-19 R = p-NO2

10

Fonte: Autoria prépria.

Dados para 1 mmol de acetofenona (Esquema 14): f - EtOH (5 mL), derivados
benzaldeidicos (1,05 mmol), KOH/H20 (1,29 /2 mL) ta.

A reacdo de acoplamento de Suzuki-Miyaura (Esquema 15), quarta etapa da sintese, se
deu entre as chalconas iodadas e o éster borico em DMF, PdClI, (dppf) e Cs2COg, resultando
nos intermediarios prenilados, com rendimento de cerca de 40% e duracéo de 2 horas. Por ser

um bom grupo de saida, o iodo é substituido pelo grupamento isoprenila na reacdo em questao.
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Esquema 15 — Reacdo de acoplamento de Suzuki-Miyaura.

0”0 0 ~o"o o R = p-OCH3
' N g R = p-OMOM
| SR — R = 0-OMOM
15-19 40-43% R = m-OMOM
R = p-NO2

Fonte: Autoria propria.

Dados para 1 mmol de material de partida (Esquema 15): g - 3 mL de DMF, Ny,
Cs2C03 (2 mmol), PACI. (dppf) (0,1 mmol), éster do acido pinacol de prenila (2 mmol), 70° C
—80° C.

O acoplamento de Suzuki, catalisado pelo paladio, é amplamente utilizado para formar
ligacdes carbono-carbono a partir do uso de organoboranos e haletos organicos sob condigdes
basicas (MIYAURA; SUZUKI, 1995).

Esquema 16 — Mecanismo de reacdo do acoplamento de Suzuki-Miyaura.

Ry
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Eliminagédo redutiva

2

®
o}

.

organoborano
]
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O Trans O cis R#’B’o
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o Metétese
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N

Fonte: THEODORO, 2020.

O mecanismo do acoplamento de Suzuki-Miyaura (Esquema 16) ocorre em quatro
etapas: adicdo oxidativa de um haleto organico a espécie Pd(0) para formar Pd(ll); metatese,
que corresponde ao processo de troca do anion fixado ao palddio pelo anion da base;
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transmetalacdo entre o Pd(l1) e o complexo alquilborato, e, por fim, eliminagéo redutiva para
formar a ligacéo sigma C-C e a regeneracao do Pd(0).

E importante salientar que, para que a primeira etapa aconteca, faz-se necessario que as
espécies cataliticas estejam no estado de oxidacdo zero. Sendo assim, forma-se o complexo Ar-
Pd(11)-1 (C1) a partir da adi¢do oxidativa que, em seguida, gera outro complexo por meio de um
processo denominado metatese. O complexo Ar-Pd(11)-CO3 (C2) é formado quando Ar-Pd(11)-
I (C1) reage com a base (carbonato de césio), deslocando o haleto (I") e produzindo iodeto de
césio (Csl). Paralelamente, o intermediario borato (C3) é formado a partir da reagdo do éster do
acido pinacol de prenila com o carbonato de césio, que reagira com o complexo Ar-Pd-COs
(C2) no processo de transmetalacéo.

Na etapa de transmetalacdo, o complexo de borato (C3) — formado pelo éster borico e
pelo carbonato de césio — atribui uma caracteristica nucleofilica ao grupo alquil (-R1), de forma
que este ataca 0 complexo de paléadio (C2), deslocando o ion carbonato, que reage com o residuo
do complexo de borato e produz espécies C4 e o complexo Ar-Pd(I1)-R1 nas formas cis e trans
(C5 e C6). Tanto C5 quanto C6 participam do estagio de terminacdo do ciclo catalitico do
paladio, conhecido como eliminagéo redutiva, e, na ocasiao, o complexo cis (C5) é mais reativo
que o isdmero trans (C6).

Como mencionado, a ultima etapa do ciclo é a eliminag&o redutiva, em que 0s grupos
de saida coordenados ao paladio devem estar na configuracdo cis para a formacdo de uma nova
ligacdo C-C e para a regeneragdo da espécie zerovalente, iniciando, entdo, um novo ciclo
catalitico. Com o fim do ciclo, sdo produzidos os intermediarios prenilados protegidos, que
passardo pela reacéo de desprotecao.

Os baixos rendimentos obtidos no acoplamento de Suzuki-Miyaura podem estar
relacionados com o processo de aquecimento utilizado, pois, na literatura, verifica-se a
utilizacdo de um reator de micro-ondas e, na pratica, empregou-se 0 agquecimento térmico.
Como a reagdo leva mais tempo para acontecer com 0 aquecimento térmico, outras reacdes
paralelas de oxidacdo podem ser oportunizadas. Além disso, na eliminacdo redutiva, o
equilibrio quimico entre as formas Cis- [Ar-Pd (I1) —R1] (C5) e Trans- [Ar-Pd (1) —-R1] (C6)
pode ser deslocado para a forma trans, que € mais estavel, e, dessa forma, ndo ocorre formacao
de ligagédo sigma carbono-carbono.

Por fim, a Ultima etapa da sintese é a reacdo de desprotecdo (esquema 17), em que 0S
intermediarios reagem com uma solugdo de HCI (1 mol L™t) e uma mistura de metanol/THF, na

qual obteve-se rendimentos de 75% a 85%, com duracdo de aproximadamente 4 horas. O
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mecanismo dessa reacdo estd descrito no Esquema 10, apresentado na secdo 3.2.1 deste
trabalho.

Esquema 17 — Reacdo de desprotecdo
o O OH O R= p-OCH3

N R oOH

R —— | _5R R=moH
20-24 75-85% ANA 8-ANA12 R = p-NO2

Fonte: Autoria propria.

Dados para 100 mg de material de partida (Esquema 17): h - MeOH (1 mL), THF (1
mL), banho de gelo, HCI (1 mL), refluxo, 60° C.

Finalmente, os produtos foram purificados por cromatografia em coluna de fase normal
(gel de silica) e/ou por cromatografia em coluna por exclusdo de particula (sephadex HL-20), e

caracterizados por Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN H).
3.2.2.2 Rendimentos globais

Verifica-se a variacdo dos rendimentos globais dos compostos da série Il (Tabela 2)

entre 10% e 70%.
Tabela 2 — Rendimentos globais da sintese dos compostos da série Il (ANA 8 — ANA 9).

Cadigo Estrutura Rendimento (%)

OH O
ANA 8 )\/\‘)‘\/\‘\ 70
T Q.
ANA 9 10
OH

Fonte: Autoria prdpria.
3.3 Avaliacdo da atividade bioldgica

As chalconas sintetizadas foram ensaiadas contra diferentes cepas bacterianas de
bactérias gram-positivas e gram-negativas, e a concentracdo inibitéria minima, ou seja, a menor
concentragdo capaz de inibir o crescimento bacteriano, foi determinada para as diferentes cepas

e esta indicada em pg/mL a seguir (Tabelas 3 — 6).



Tabela 3 — CIM em pg/mL das chalconas da série | contra cepas bacterianas gram-negativas.

Compostos

4-HD

ANA'1

ANA 2

ANA3

ANA 4*

ANA 5*

ANA 6*

ANA 7*

Tetraciclina

Estrutura

=

),

HsCO E OH

g
She

(7

o

H

W

o
ac

o IAY

W,

H. pylori

ATCC

(43526)

62,5

250

31,25

250

31,25

1000

1000

31,25

1,475

aeruginosa
ATCC
(27853)

Fonte: Autoria prépria.

P.

400

>400

>400

400

>400

>400

>400

>400

59

K. .
neumoniae E. coli
P ATCC
ATCC (35218)
(13883)
>400 >400
>400 >400
>400 >400
>400 >400
>400 >400
>400 >400
>400 >400
>400 200
1,47 0,73

Tabela 4 — CIM em pg/Ml das chalconas da série | contra cepas bacterianas gram-positivas.

S. S.
Composto Estrutura Zlflfgg Epf_(le_z:médls
(6538) (14990)
OH O
4-HD S Z 6,25 1,56
T,
OH O
ANA 1 Z >400 >400
H4CO O O OH
OH O
=
ANA 2 >400 200
T,
o]
ANA 3 O 7 O >400 >400

E.
faecalis
ATCC
(1299)

6,25

>400

400

>400

S. aureus S. S. S.
ATCC pneumoniae sanguinis sobrinus
BAA44 ATCC ATCC ATCC

(MRSA) (6305) (10556) (33478)

3,12 25 3,12 3,12
NT NT NT NT
NT NT NT NT

>400 400 >400 >400

36

S.
mutans
ATCC
(25175)

3,12

NT

NT

>400
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ANA 4* O Z O >400 >400 >400 NT NT NT NT NT
OH
OH O
ANA 5* O Z O >400 50 >400 >400 200 400 >400 >400
[e]
ANA 6* O Z O >400 >400 400 NT NT NT NT NT
H3CO
[e]

ANA 7* O Z O 200 200 400 NT NT NT NT NT
Tetraciclina 0,09 >59 1,47 >59 0,18 - - -
Clorexidina - - - - - 0,922 1,840 0,461

Fonte: Autoria prépria.
Tabela 5 — CIM em pg/mL das chalconas da série Il contra cepas bacterianas gram-negativas.
. . K. .
H. pylori aeruginosa neumoniae E. coll
Compostos Estrutura ATCC g P ATCC
@3s20)  ATCC ATCC 35218)
(27853) (13883)
OH O
X =
4-HD 62,5 400 >400 >400
H4CO OH
OH O
NS 4
ANA 8 O O >1000 >400 >400 >400
OCHj
OH 0O
X =
ANA 9 O O 250 >400 >400 >400
OH
Tetraciclina 1,475 5,9 1,47 0,73
Fonte: Autoria propria.
Tabela 6 — CIM em pg/mL das chalconas da série Il contra cepas bacterianas gram-positivas.
S. S. E. S. aureus S. S. S. S. mutans
Composto Estrutura aureus Epidermidis faecalis ATCC pneumoniae sanguinis sobrinus ATCC
P ATCC ATCC ATCC BAA44 ATCC ATCC ATCC (25175)
(6538) (14990) (1299)  (MRSA) (6305) (10556) (33478)
OH O
4-HD S Z 6,25 1,56 6,25 3,12 25 3,12 3,12 3,12
HsCO ® O OH
OH O
ANA 8 s Z >400 >400 >400 NT >400 >400 >400 >400
O 0 'OCH3
OH O
ANA 9 & Z 3,12 1,56 3,12 12,50 50 3,12 25 6,25
O O OH
Tetraciclina 0,09 >5,9 1,47 >5,9 0,18 - - -
Clorexidina - - - - - 0,922 1,840 0,;16

Fonte: Autoria prépria.
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Os resultados mostram que, para varias cepas, hd uma perda expressiva de atividade
quando a prenila é retirada, reafirmando a importancia da presenca do grupo terpenoilico. Para
H. pylori, ANA 1 tem a atividade diminuida em quatro vezes quando comparado com a 4-HD.

Os compostos ANA 2, ANA 4* e ANA 7* foram mais ativos para H. pylori do que a
préopria 4-HD, apresentando valores de CIM de 31,25 pug/mL contra 62,5 pg/mL. Sendo assim,
a poténcia desses compostos se revela bastante interessante, uma vez que sao sinteticamente
mais simples. Para as outras cepas, entretanto, alguns compostos até foram ativos, mas nenhum
deles apresentou CIM melhor que o da 4-HD.

Os resultados da série 11, por sua vez, apontam a importancia da hidroxila na posi¢éo 4
do anel B (ANA 9) para a atividade bioldgica, como ja foi previamente discutido na literatura.
Em linhas gerais, esse analogo apresentou valores de CIM préximos aos valores determinados
para a 4-HD, com destaque para os resultados obtidos contra S. aureus e E. faecalis, que
indicaram que o ANA 9 é duas vezes mais potente em relacdo ao protétipo.

Mesmo para 0s compostos que foram ativos, a CIM néo atingiu os valores que 0s
farmacos de referéncia (tetraciclina e clorexidina) usados apresentaram.

Os compostos sintetizados passaram, ainda, por ensaios antimicobacterianos e 0s

resultados estdo sumarizados a seguir (Tabelas 7 e 8).

Tabela 7 — CIM em pg/mL das chalconas da série | contra cepas de micobactérias.

. n M.
M. avium M. kansasii tuberculosis
Compostos Estrutura ATCC ATCC
(25291) (12478) ATCC
(27294)
OH O
S Z
4-HD 31,25 31,25 15,62
H,CO OH
OH 0
7
ANA 1 O O 500 >1000 62,50
H,CO OH
OH O

ANA 2 O Z O 62,50 125 31,25
OH

0]

=
ANA 3 O O 1000 >1000 62,50
OH

HaCO
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0
ANA 4* O Z O 125 >1000 15,62
OH

OH O

ANA 5% O Z O 62,50 1000 62,50
0
=
ANA 6* O O >1000 1000 31,25
HsCO

0
ANA 7 O Z O 31,25 125 31,25
Isoniazida >1,0 1,0 0,5

Fonte: Autoria prépria.

Tabela 8 — CIM em pg/mL das chalconas da série 11 contra cepas de micobactérias.

R .. M.
M. avium M. kansasii tuberculosis
Compostos Estrutura ATCC ATCC
(25291) (12478) ATCC
(27294)

OH O
N —
4-HD 31,25 31,25 15,62
HsCO OH
OH O
NS Z
ANA 8 1000 >1000 1000
OCH,
OH O
ANA 9 1000 1000 1000
OH

Isoniazida >1,0 1,0 0,5

Fonte: Autoria propria.

Conforme indicam os valores de CIM do ANA 1, a retirada da prenila acarretou mais
uma vez em perda de atividade. Quando a prenila e a metoxila da posi¢do 4’ sdo retiradas, a
atividade antimicobacteriana aumenta consideravelmente; por outro lado, ao se retirar a prenila

e a hidroxila da posi¢do 2°, h perda de atividade.
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O ANA 4* se mostrou tdo potente quanto a 4-HD para Mycobaterium tuberculosis, 0
que representa significante vantagem, uma vez que a sintese do composto demanda menos
etapas. Além disso, a chalcona mais simples, sem nenhum substituinte, também apresentou
atividade relativamente boa em comparagdo a 4-HD, inclusive com a mesma CIM para
Mycobaterium avium.

Os compostos da série Il ndo foram ativos, sugerindo que a metoxila do anel A,
originalmente presente na estrutura da 4-HD, seja importante de alguma forma na atividade
antimicobacteriana. Novamente, nenhum dos compostos atingiu os valores de CIM expressos

pela isoniazida.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Reagentes e solventes

Todos os reagentes foram obtidos comercialmente da empresa Sigma-Aldrich®, e todos

os solventes utilizados sdo da marca Synth®.
4.2 Métodos cromatograficos
4.2.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Para 0o acompanhamento das reacdes e analise de pureza dos produtos utilizou-se a
Cromatografia em Camada Delgada (Figura 5), que consiste em cromatoplacas de gel de silica
sob base de aluminio da marca Supelco®. Além disso, utilizou-se gradientes do sistema de
solventes hexano/acetato de etila, 9:1; 8:2 e 7:3, de acordo com a polaridade dos analitos. As
cromatoplacas foram reveladas sob lampada de ultravioleta, no comprimento de onda de 254
nm. Por fim, a solucdo de anisaldeido sulfurico foi utilizada como revelador quimico das

chalconas (Figura 6).

Figura 5 — Placa de CCD revelada sob lampada de ultravioleta usando fase mdvel 9:1 hexano/acetato.

a
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Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 6 — Placa de CCD revelada pela solucao de anisaldeido sulfirico usando fase mével 8:2 hexano/acetato.
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Fonte: Arquivo pessoal.
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4.2.2 Cromatografia em coluna de fase normal

As purificacdes por cromatografia em coluna de fase normal foram realizadas
empregando gel de silica como fase estacionaria e fases moveis de misturas dos solventes
hexano e acetato de etila nas proporg6es 9:1; 8:2 e 7:3, de acordo com a polaridade dos analitos
(Figura 7).

A técnica cromatografica em questdo consiste na separacdo por adsorcdo, levando em
consideragdo as interagdes intermoleculares estabelecidas entre fase modvel, analito e fase
estacionéria. Dessa forma, as substancias de maior polaridade possuem maior intera¢cdo com a
fase estacionaria, sendo adsorvidas no gel de silica e ficando retidas por mais tempo, enquanto

que as substancias menos polares vao sendo eluidas.
4.2.3 Cromatografia por exclusdo de tamanho

Como o proprio nome indica, essa técnica cromatografica separa as moléculas pelo
tamanho. A fase movel — etanol — passa pelo gel poroso, que tem poros suficientemente
pequenos para excluir as moléculas grandes do soluto com maior velocidade, ja que elas ndo
entram nos poros. As moléculas pequenas, por sua vez, levam mais tempo para passar pela
coluna porque entram no gel e, dessa forma, devem passar por um volume maior antes de sairem
(Figura 8).

Figura 7 — Purificacdo por coluna cromatogréafica de gel de silica com fase moével 8:2 hexano/acetato.

;
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Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 8 — Purificacdo por coluna cromatogréfica Sephadex HL-20 usando etanol como fase movel.

Fonte: Arquivo pessoal.

4.3 Ressonancia magnética nuclear

As estruturas dos compostos foram identificadas por experimentos de espectroscopia de
Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN de 'H) e de Carbono Treze (RMN de
13C), realizados no Centro Multiusuario de Inovagéo Biomolecular do Instituto de Biociéncias,
Letras e Ciéncias Exatas. Os deslocamentos quimicos (J) foram expressos em valores de ppm,
utilizando o tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna. Acetona deuterada (acetona-ds) e
cloroférmio deuterado (CDCl3), ambos da Sigma Aldrich®, foram usados como solvente. Para
os deslocamentos quimicos de hidrogénio (6+) indicou-se a multiplicidade do sinal (s — singleto;
d — dupleto; dd — duplo dupleto; ddd — duplo duplo dupleto; t — tripleto; g — quadrupleto; m —
multipleto), e a constante de acoplamento (J) em Hz.

4.4 Preparacao das chalconas

As chalconas de 1 a 7 foram obtidas por meio da reacdo de condensacdo aldolica de
Claisen-Schmidt, utilizando 1 mol de acetofenona para 1,2 mol do aldeido em 5 mL de etanol
e em meio basico. A mistura reacional permaneceu sob agitagdo magnética, em temperatura

ambiente, de 2 a 6 horas, e, apds o término da reacdo, foi vertida em gelo triturado e mantida a
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5° C por 24 horas. Por fim, a extracéo foi realizada por parti¢éo, usando as fases mais polares
que estavam disponiveis no laboratorio (Esquema 18).

Em contrapartida, as chalconas 8 e 9 foram obtidas em mais etapas, que serdo
desenvolvidas a seguir. Inicialmente, foi feita a reacdo de iodacdo de 2 mol da 2’-
hidroxiacetofenona usando 10 mL de agua destilada, 3 mol de I» e 0,68 mL da solucdo de
peréxido de hidrogénio 30%. A mistura reacional permaneceu sob agitacdo magnética em
temperatura ambiente durante 24 horas. Em seguida, realizou-se a reacao de protecao do grupo
hidroxila, utilizando a proporcéo de 1,5 mol de MOMCI e 3 mol de carbonato de potassio para
1 mol do material de partida em 5 mL de acetona; a mistura reacional permaneceu sob agitacao
magnética em banho de gelo por um periodo de 4 horas.

A terceira etapa, da reacdo de condensacao alddlica, procedeu de forma bastante
semelhante com o que foi descrito anteriormente. A reacdo de acoplamento de Suzuki-Miyaura
foi realizada a partir da utilizacdo de 1 mol do material de partida, 2 mol do ester do éster do
acido pinacol de prenila, 2 mol de carbonato de cromo, 0,1 mol de cloreto de paladio e 3 mL
de DMF, permanecendo sob agitacdo magnética e refluxo durante 2 horas.

Por fim, fez-se a reacédo de desprotecdo usando 1 mL de HCI, 1 mL de metanol e 1 mL
de THF para 100 mg do material de partida, e a mistura reacional permaneceu sob agitacao
magnética em banho de gelo e refluxo de 4 a 6 horas. Ap6s cada uma das etapas, 0s produtos

foram submetidos a extracao liquido-liquido com fases polares.

Esquema 18 — Metodologia geral para a obtencdo dos compostos.

Sintese Particdo com Fase organica Purificagao Ressonancia
acetato de etila concentrada sob Magnética Nuclear

presséo reduzida

Fonte: Autoria propria.
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4.4.1 Caracterizagdo das Chalconas por Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de
1H e 13C

Figura 9 — ANA 1 (série I).
OH O

Fonte: Autoria prépria.
Substancia: ANA 1

Formula molecular: C16H1404

Massa molar: 270,28 g/mol

Rendimento: 84%

RMN !H (600 MHz, Acetona-ds): 5 = 3.88 (s, 3H, 4’-OCHj3) 6.46 (d, 1H, J = 2.5 Hz, H-3),
6.52 (dd, 1H, J1 =2.5Hz e J> = 9.0 Hz, H-5"), 6.93 (d, 2H, J = 8.6 Hz, H-3 e H-5), 7,75 (d,
2H, J = 8.6 Hz, H-2 e H-6) 7.78 (d, 1H, J = 15.3 Hz, H- o), 7.86 (d, 1H, J = 15.3 Hz, H- p),
8.17 (d, 1H, J = 9.0 Hz, H-6"), 9.22 (brs, 1H, 4-OH), 13.7 (s, 1H. 2°-OH).

Os hidrogénios correspondentes aos sinais do espectro foram atribuidos da direita para
esquerda, ou seja, do mais blindado para o mais desblindado (Figura 10) e foram determinadas

as constantes de acoplamento, que medem a intensidade de interacdo entre os nucleos.

Figura 10 — Atribuicdes dos sinais do espectro de RMN de *H do composto ANA 1.

——2.050

-

—T T T ——
9.6 8.18 .85 75 694 6.52 3,90 2.07
i (ppm)  f1 (ppm) f1 (ppm) f1 (ppm) f1 (ppm) f1 (ppm) f1 (ppm) f1 (ppm)

pm—-—2.050

0.935« ———12.704

Fonte: Autoria propria.
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RMN 3C (150 MHz, Acetona-ds): & = 56.07 (1C, 4’-OCHs), 101.68 (1C, C-3"), 108.07 (1C,
C-5%), 114.87 (1C, C-1°), 116.78 (2C, C-3 e C-5), 118.11 (1C, C-at), 127.42 (1C, C-1), 131.89
(2C, C-2 e C-6), 132.75 (1C, C-6"), 145.52 (1C, C-P), 161.18 (1C, C-4), 167.18 (1C, C-2*),
167.57 (1C, C-4), 193.05 (1C, C-p").

Assim como os sinais de hidrogénio, os de carbono também foram atribuidos do sinal

mais blindado para o mais desblindado (Figura 11).

Figura 11 — Atribuicdes dos sinais do espectro de RMN de *C do composto ANA 1.
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Fonte: Autoria propria.

Figura 12 — ANA 2 (série ).
OH O

SARCH

Fonte: Autoria propria.

Substancia: ANA 2

Formula molecular: C15H1203

Massa molar: 240,25 g/mol

Rendimento: 87%

RMN 'H (600 MHz, Acetona-ds): & = 6.95 (d, 2H, J = 8.6 Hz, H-3 e H-5), 6.97 (m, 2H, H-3
e H-5%), 7.55 (ddd, 1H, J1 = 1.6 Hz, J, = 7.3 Hz e J3 = 8.2 Hz, H-4’), 7.78 (d, 2H, J = 8.6 Hz,
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H-2 e H-6), 7.87 (d, 1H, J = 15.3 Hz, H-a), 7.92 (d, 1H, J = 15.3 Hz, H-B), 8.25 (dd, 1H, J; =
1.6 Hz e J, = 7.9 Hz, H-6"), 13.04 (bs, 1H, 2’-OH).

RMN C (150 MHz, Acetona-ds): & = 116.86 (2C, C-3 e C-5), 117.94 (1C, C-3"), 118.84 (1C,
C-5), 119.71 (1C, C-a), 120.99 (1C, C-17), 127.30 (1C, C-1), 131.15 (1C, C-6"), 132.15 (2C,
C-2 e C-6), 137.05 (1C, C-4"), 146.67 (1C, C-P), 161.48 (1C, C-4), 164.32 (1C, C-2°), 194.86
(1C, C-p).

Figura 13 — ANA 3 (série I).

Fonte: Autoria propria.

Substancia: ANA 3

Formula molecular: C16H1403

Massa molar: 254,25 g/mol

Rendimento: 84%

RMN H (600 MHz, Acetona-ds): & = 3.89 (s, 3H, 4’-OCHj3), 6.92 (d, 2H, J=8.6 Hz, H-3
H-5), 7.05 (d, 2H, J = 8.9 Hz, H-3” e H-5), 7.69 (d, 1H, J = 15.4 Hz, H-a), 7.69 (d, 2H, J =
8.6 Hz, H-2 e H-6), 7.73 (d, 1H, J = 15.4 Hz, H-p), 8.13 (d, 2H, J = 8.9 Hz, H-2’ e H-6"), 9.01
(bs, 1H, 4-OH).

RMN 13C (150 MHz, Acetona-ds): § = 55.92 (1C, 4’-OCHs), 114.64 (2C, C-3’ e C-5°),
116.71 (2C, C-3 e C-5), 119.63 (1C, C-u), 127.82 (1C, C-1), 131.39 (2C, C-2’ e C-6"), 131.43
(2C, C-2e C-6), 132.31 (1C, C-1"), 144.26 (1C, C-B), 160.65 (1C, C-4), 164.28 (1C, C-4"),
188.12 (1C, C-p”).

Figura 14 — ANA 4* (série I).
0

¢
OH
Fonte: Autoria prdpria.

Substancia: ANA 4*
Formula molecular: CisH1202

Massa molar: 224,25 g/mol
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Rendimento: 75%

RMN !H (600 MHz, DMSO-d6) & (multiplicidade, J em Hz): 6,85 (d, J = 8,7, H- 3 e H-5),
7,56 (dd,J=7,7e8,3, H-3" ¢ H-5"), 7,65 (dd, J = 1,3 ¢ 7,7, H-4"), 7,72 (d, T = 15,5, H-a1),
7,73 (d, J = 15,5, H-B), 7,74 (d, T = 8,7, H-2 e H-6), 8,12 (dd, J = 1,3 € 8,3, H-2’ ¢ H-6").
RMN %3C (150 MHz, DMSO-d6) & (posi¢io): 116,3 (C-3 e C-5), 118,9 (C-a), 126,2 (C-2 e
C-6), 129,5 (C-3’ ¢ C-57), 131,5 (C-2’ ¢ C-6), 138,4 (C-17), 133,3 (C-4"), 145,0 (C-B), 160.6
(C-4), 189,4 (C-p).

Figura 15 — ANA 5* (série I).
OH O

O C
Fonte: Autoria prdpria.

Substancia: ANA 5*

Formula molecular: C15H1202

Massa molar: 224,25 g/mol

Rendimento: 63%

RMN H (600 MHz, CDCI3) § (multiplicidade, J em Hz): 6,98 (ddd, J= 1,6, 7,2 ¢ 8,4, H-
4”),7,06 (dd, J = 1,0 ¢ 8,4, H-3"), 7,70 (d, J = 15,3, H-a), 7,45-7,49 (m, H-2, H-4 e H-6), 7,53
(ddd,J=1,0,7,2¢ 8,0, H-5), 7,69-7,71 (m, H-3 e H-5), 7,96 (dd, J =1,6 e 8,4, H-6), 7,96

(d, J=15,3, H-B), 12,8 (sl, OH).

RMN 3C (150 MHz, CDCI3) & (posi¢do): 118,7 (C-3"), 118,9 (C-a) 120,0 (C-1°), 120,1 (C-
4%),128,7 (C-3 e C-5), 129,1 (C-2 e C-6), 129,7 (C-5"), 130,9 (C-4), 134,6 (C-1), 136,4 (C-6),
145,5 (C-B), 163,6 (C-2"), 193,8 (C-p’).

Figura 16 — ANA 6> (série I).
0]

ATTC

Fonte: Autoria prdpria.

Substancia: ANA 6*

Formula molecular: C1H1402
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Massa molar: 238,28 g/mol

Rendimento: 90%

RMN H (400 MHz, CDCI3) & (multiplicidade, J em Hz): 7,02 (d, J = 8,8, H-3’ e H-5),
7,43-7,45 (m, H-2, H-4 e H-6), 7,57 (d, J = 15,7, H-a), 7,66—7,69 (m, H-3 e H-5), 7,83 (d, J =
15,7, H-B), 8,07 (d, J = 8,8, H-2’ ¢ H-6’). RMN *3C (100 MHz, CDCI3) & (posicao): 55,52
(4-OCH3), 113,9 (C-3’ e C-57), 121,9 (C-0), 128,4 (C-3 e C-5), 128,9 (C-2 e C-6),130,3 (C-4),
130,8 (C-2’ e C-6"), 131,1 (C-1), 135,9 (C-1"), 144,0 (C-B), 163,5 (C-4’), 188,8 (C-B’).

Figura 17 — ANA 7* (série I).
0]

¢
Fonte: Autoria propria.

Substancia: ANA 7*

Formula molecular: C1sH120

Massa molar: 208,26 g/mol

Rendimento: 78%

RMN !H (400 MHz, CDCI3) & (multiplicidade, J em Hz): 7,43—7,46 (m, H-3—H-5),
7,52-7,56 (m, H-2 e H-6), 7,56 (d, J = 15,7, H-a), 7,59—7,64 (m, H-4") 7,67—7,69 (m, H-3’ ¢
H-5%), 7,84 (d, J= 15,7, H-B), 8,05 (d, J = 7,0, H-2" ¢ H-6).

RMN %3C (100 MHz, CDCI3) & (posicdo): 122,1 (C-a), 128,5 (C-2 e C-6), 128,5 (C-3 e C-5),
128,7 (C-3’ ¢ C-5), 130,0 (C-2’ e C-6°), 130,6 (C-4), 132,8 (C-4’), 134,9 (C-1),138,2 (C-1°),
1449 (C-B), 190,6 (C-p’).

Figura 18 — ANA 8 (série II).
OH O
OCH;
Fonte: Autoria prdpria.

Substancia: ANA 8

Formula molecular: Co1H2003
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Massa molar: 322,40 g/mol

Rendimento: 70%

RMN 'H (CDCI3, 600 MHz): & = 1.73 (s, 3H, CH3, H-4"), 1.77 (s, 3H, CH3, H-5"), 3.40 (d,
2H, J=7.3 Hz, CH2, H-17), 3.87 (s, 3H, 4-OCH3), 5.36 (t, 1H, J = 7.3 Hz, CH, H-2"), 6.87
(dd, 1H,J1=7.3 Hz e J2 =8.1 Hz, H-5"), 6.95 (d, 2H, J = 8.8 Hz, H-3 e H-5), 7.36 (dd, 1H,
J1=11HzeJ2=7.3Hz, H-4"),7.55(d, 1H, J=15.4 Hz, H-0), 7.63 (d, 2H, J = 8.8 Hz, H-2
e H-6), 7.78 (dd, 1H,J1 =1.1 Hz e J2 =8.1 Hz, H-6"), 7.89 (d, 1H, J = 15.4 Hz, H-B), 13.29
(s, 1H, 2-OH).

Figura 19 — ANA 9 (série II).
OH O
NS l = l
OH
Fonte: Autoria propria.

Substancia: ANA 9

Formula molecular: C2oH2003

Massa molar: 308,37 g/mol

Rendimento: 10%

RMN H (600 MHz, Acetone-ds): 5 = 1.72 (s, 6H, CHs, H-4” e H-5"), 3.37 (d, 2H, J = 7.1
Hz, H-17), 5.35 (t, 1H, J = 7.1 Hz, H-2"), 6.90 (dd, 1H, J; = Jo = 7.6 Hz, H-5), 6.95 (d, 2H, J
= 8.1 Hz, H-3 e H-5), 7.41 (dd, 1H, J1 = 2.3 Hz e J; = 7.6 Hz, H-4"), 7.78 (d, 2H, J = 8.1 Hz,
H-2 e H-6), 7.87 (d, 1H, J = 15.3 Hz, H-a), 7.91 (d, 1H, J = 15.3 Hz, H-B), 8.09 (dd, 1H, J1 =
2.3Hze J,=7.6 Hz, H-6), 13.54 (s, 1H, 2°-OH).

RMN 23C (150 MHz, Acetone-ds): 6 = 17.81 (1C, CH3, C-4"), 25.87 (1C, CH3, 57), 28.31
(1C, CH2, C-17), 116.86 (2C, C-3 e C-5), 118.13 (1C, C-5"), 119.19 (1C, C-a), 120.38 (1C,
C-1°), 122.87 (1C, CH, C-2"), 127.34 (1C, C-1), 128.77 (1C, C-6), 131.28 (1C, C-37), 132.10
(2C, C-2 e C-6), 133.29 (1C, C-37), 136.55 (1C, C-4"), 146.54 (1C, C-B), 161.43 (1C, C-2"),
162.48 (1C, C-4), 195.13 (1C, C-p°).
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4.5 Avaliacao da atividade antibacteriana

4.5.1 Ensaios de Susceptibilidade Bacteriana

Os ensaios de atividade antibacteriana foram realizados em colaboragdo com o
Laboratério de Ensaios Antimicrobianos (LEA), localizado na Universidade Federal de
Uberlandia, sob orientacao do Prof. Dr. Carlos Henrique Martins. Utilizou-se cepas bacterianas
padrédo provenientes da American Type Culture Collection (ATCC), as quais foram mantidas a
-20° C por criopreservacado. Os testes foram realizados com S. aureus ATCC (6538), S. aureus
ATCC (BAA44), S. epidermidis ATCC (14990), E. faecalis ATCC (1299), S. pneumoniae
ATCC (6305), S. sanguinis ATCC (10556), S. sobrinus ATCC (33478), S. mutans ATCC
(25175), H. pylori ATCC (43526), P. aeruginosa ATCC (27853), K. pneumoniae ATCC
(13883) e E. coli ATCC (35218), além das cepas micobacterianas de M. tuberculosis H37Rv
(ATCC 27294), M. kansasii (ATCC 12478) e M. avium (ATCC 25291).

4.5.1.1 Concentragéo Inibitoria Minima (C1M)

A determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) contra espécies de bactérias
gram-positivas e gram-negativas foi feita em triplicata através da utilizacdo do método de
microdiluicdo em caldo a partir de microplacas de 96 pocos, e a resazurina foi empregada como
indicador colorimétrico de viabilidade celular (LEANDRO et al., 2014). Além disso, 0s
compostos foram solubilizados com DMSO e diluidos, até atingirem concentracdes finais
variando entre 400,0 e 0,195 ug/mL; o inoculo, por sua vez, foi ajustado para cada
microrganismo atingir a concentragéo celular de 5x10° unidades formadoras de coldnias por
mL (UFC/mL), conforme preconizado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute, com
modifica¢Ges no meio de cultura (CLSI, 2012).

Tetraciclina e clorexidina foram empregadas como controle positivo, com
concentragdes variando de 0,0115 pg/mL a 5,9 pg/mL e 0,115 a 59 ug/mL, respectivamente,
enquanto as microplacas de 96 pocos foram seladas com plastico filme e incubadas a 37° C
durante 24 horas. Em seguida, adicionou-se 30 pL. de uma solugao aquosa de resazurina (0,02%)
as microplacas, que foram incubadas por mais 15 minutos a 37° C. A CIM foi definida como a
menor concentracdo capaz de inibir mais de 90% do crescimento do microrganismo, sendo

indicada pela mudanca de cor da resazurina.
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Os ensaios antimicobacterianos foram conduzidos de forma bastante semelhante, mas,
nesses casos, a isoniazida foi utilizada como controle positivo, com concentragcdes variando de
0,015 a 1,0 pg/mL, e os compsotos foram diluidos até concentragdes entre 7,8 e 1000 pg/mL.
As microplacas de 96 pogos foram incubadas a 37°C durante 7 dias. Depois, adicionou-se 30
pL de uma solugdo aquosa de resazurina (0,02%) as microplacas, que foram incubadas por mais
18 horas. Finalmente, a solucdo de resazurina adquire coloracéo azul se ndo houver crescimento

bacteriano, enquanto a cor rosa indica a presenca de células metabolicamente ativas.

5 CONSIDERACOES FINAIS

Obteve-se 9 produtos finais, sendo 7 pertencentes a série | e 2 a série 11. Os compostos
da série | foram sintetizados majoritariamente a partir da reacdo de condensacdo alddlica de
Claisen-Schmidt, mas, em certos casos, também foram utilizadas reagdes de protecdo e
desprotecdo, e os rendimentos globais dos analogos ndo prenilados variaram de 58% a 90%. A
sintese dos compostos da serie Il, por sua vez, envolveu reacdes de iodacdo, protecéo,
condensacao alddlica de Claisen-Schmidt, acoplamento de Suzuki e desprote¢éo, apresentando
rendimentos globais entre 10% e 70%.

Os dados de atividade antibacteriana indicaram perda de atividade pela retirada do grupo
terpenoilico (série 1) e pela substituicdo do grupo 4-OH por 4-OCHs (série 1), reiterando a
importancia dessas subunidades na potencializacdo da atividade. Dentre 0s compostos
ensaiados, 0 ANA 9 se destacou por apresentar valores de CIM proximos aos da 4-HD, sendo
duas vezes mais potente contra S. aureus e E. faecalis.

Os resultados antimicobacterianos demonstraram que os compostos da série | foram
moderadamente ativos, com destaque para 0 ANA 4* que expressou a mesma CIM da 4-HD
contra Mycobacterium tuberculosis, representando uma alternativa sinteticamente mais
simples. Por fim, os compostos da série Il ndo foram ativos, sugerindo que a metoxila

originalmente presente na estrutura do proto6tipo seja relevante para a atividade.
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600 MHz)

ANEXO A — Espectro de RMN de *H ANA 1 (Acetona-d6
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ANEXO B — Espectro de RMN de *C ANA 1 (Acetona-d6
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600 MHz)

ANEXO C - Espectro de RMN de *H ANA 2 (Acetona-d6
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600 MHz)

ANEXO E - Espectro de RMN de *H ANA 3 (Acetona-d6
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ANEXO F — Espectro de RMN de 3C ANA 3 (Acetona-d6
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Os anexos G — N foram cedidos pela Ms. Leticia Ribeiro de Assis e encontram-se

disponiveis a seguir.

ANEXO G - Espectro de RMN de 'H ANA 4* (DMSO-d6; 600 MHz)
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ANEXO H — Espectro de RMN de 3C ANA 4* (DMSO-d6; 150 MHz)
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ANEXO | — Espectro de RMN de *H ANA 5* (CDCls; 600 MHz)
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ANEXO J — Espectro de RMN de 3C ANA 5* (CDClIs; 150 MHz)
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ANEXO K — Espectro de RMN de *H ANA 6* (CDCI3; 400 MHz)
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ANEXO L — Espectro de RMN de C ANA 6* (CDCI3; 100 MHz)
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ANEXO M - Espectro de RMN de 'H ANA 7* (CDCI3; 400 MHz)
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ANEXO N — Espectro de RMN de *C ANA 7* (CDCI3; 100 MHz)
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ANEXO O - Espectro de RMN de *H ANA 8 (CDCI3, 600 MHz)
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ANEXO P — Espectro de RMN de *H ANA 9 (Acetona-d6, 600 MHz)
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ANEXO Q — Espectro de RMN de *C ANA 9 (Acetona-d6, 150 MHz)
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