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RESUMO

A descoberta de agentes hipoglicemiantes constitui ainda um grande desafio no tratamento do
diabetes, devido ao elevado indice de efeitos adversos e a baixa eficdcia dos farmacos
existentes. As alfa-glicosidases, enzimas essenciais ao metabolismo dos agicares, sdo alvos
terapéuticos estratégicos para a descoberta e desenvolvimento de farmacos antidiabéticos. Na
busca de novos modelos estruturais com atividade antidiabética, o presente projeto teve como
objetivo a sintese de aminochalconas e nitrochalconas como inibidores potenciais de alfa-
glicosidases. Para atingir o objetivo delineado foi planejada a sintese de 4’-nitrochalconas
através da condensagao de Claisen-Schmidt, que conduziriam a obten¢@o das respectivas 4’-
aminochalconas na presenca de cloreto de estanho II como agente redutor. Ao todo foram
sintetizadas 14 substancias, sendo 6 nitrochalconas e 8 aminochalconas que foram purificadas
utilizando-se técnicas cromatograficas tais como Cromatografia em Coluna e Cromatografia
em Camada Delgada Preparativa. A identificagdo espectroscopica foi realizada por
Ressonancia Magnética Nuclear de '°C e "H. As chalconas sintetizadas foram avaliadas por
meio de ensaios de inibi¢ao de alfa-glicosidases de Saccharomyces cerevisiae. As substancias
10 e 14 apresentaram valores de Clsy (concentragdo capaz de inibir em 50% a atividade
enzimatica) de 1,23 e 1,88 uM respectivamente, mostrando-se mais potentes que a acarbose
(Cls50 4,90 uM), a qual foi empregada como controle positivo. Os dados de Clsy revelaram que
a presenca de hidroxilas no anel B, bem como a posicdo e o nimero desses substituintes € de
fundamental importancia para a inibicdo da atividade enzimdtica. Em contrapartida, a
presenca de grupos doadores ou receptores de elétrons no anel A € pouco significativa para a

inibicdo de a-glicosidases.
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NuBBE - Nicleo de Bioensaios, Biossintese e Ecofisiologia de Produtos Naturais
R¢ — fator de retengao

RMN de 'H — Ressonéncia Magnética Nuclear de Hidrogénio
RMN de " C — Ressonéncia Magnética Nuclear de Carbono Treze
s — singleto

REA — Relacdo Estrutura Atividade

SE — solugao enzimatica

sl — singleto largo

SM - solugao-mae

SS - solugdo do substrato



ST — solugdo tampao

pNF- G — para-nitrofenil-o-D-glicosideo

T — Tesla

TOTG — Teste Oral de Tolerancia a Glicose
Oc — deslocamento quimico de carbono

Oy — deslocamento quimico de hidrogénio



A

SUBSTANCIAS SINTETIZADAS




13

1. INTRODUCAO
1.1 Diabetes

O diabetes mellitus ¢ um dos maiores e mais dispendiosos problemas de Satde Publica em
crescimento no mundo, afetando aproximadamente dez milhdes de brasileiros (SKYLER,
2004; MARCONDES, 2003). A prevaléncia dessa sindrome em adultos com idade acima de
20 anos era de 4% em 1995, sendo esperado um aumento de 5,4% até 2030 em todo o mundo,
principalmente do diabetes tipo I (VIRALLY et al., 2007).

O diabetes mellitus € um conjunto de doencas metabdlicas caracterizadas pelo aumento da
glicemia como consequéncia de uma deficiéncia de secre¢do de insulina, ou da resisténcia a
acdo da insulina. Com base em sua fisiopatologia, o diabetes pode ser classificado em tipo I e
tipo I (SKYLER, 2004; MARCONDES, 2003).

O diabetes tipo I é uma doenca auto-imune na qual anticorpos agem contra células
pancredticas f causando sua faléncia, resultando em uma deficiéncia absoluta de insulina. O
diabetes tipo II € uma doenca metabdlica caracterizada por trés anormalidades: (a) defici€éncia
relativa de insulina, (b) resisténcia a insulina envolvendo midcitos e (c¢) resisténcia hepatica a
insulina levando ao aumento da gliconeogénese (FORD et al., 2002; BEDEKAR, SHAH,
KOFFAS, 2010).

O diabetes tipo II € o tipo mais comum de diabetes, acometendo cerca de 90-95% dos
pacientes diabéticos diagnosticados e praticamente todos os diabéticos ndo diagnosticados. A
obesidade tem sido apontada como um dos principais fatores de risco para o diabetes tipo II, e
estima-se que entre 80 e 90% dos individuos acometidos por essa doenga sdo obesos
(EMILIEN, MALOTEAUX, PONCHON, 1999; SARTORELLI, FRANCO, 2003)

A grande variagdo da prevaléncia do diabetes em diferentes nac¢des tem sido atribuida a
uma combinacdo de diferencas genéticas e fatores ambientais, como dieta, obesidade,

sedentarismo e desenvolvimento intra-uterino (ZIMMET et al., 1997).
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Diversas pesquisas tém sido realizadas com o objetivo de avaliar a patogénese do diabetes
prospectando medidas profiléticas e-ou curativas (EMILIEN, MALOTEAUX, PONCHON,
1999).

Atualmente o controle dos niveis glicémicos pds-prandiais no plasma vem associando
terapias medicamentosas, nutricdo adequada e a prética de exercicios fisicos. (KIM, WANG,

RHEE, 2004).

1.2 Farmacos utilizados no tratamento do diabetes

Desde a descoberta da insulina por Banting e Best no inicio do século XX, o
tratamento medicamentoso do diabetes tem sofrido mudancas significativas. A dltima década
foi marcada por um grande avango na terapia farmacolégica, com uma série firmacos novos
sendo disponibilizados na clinica para o tratamento do diabetes tipo II (UWAIFO, RATNER,
2005).

Atualmente o controle do diabetes tem sido realizado por meio de farmacos
pertencentes a cinco classes: sulfoniluréias, inibidores de a-glicosidase, meglitinidas,
biguanidas e tiazolidenidionas (Figura 1, p. 15). Os mecanismos de a¢do desses farmacos sdo
variados, podendo atuar tanto no aumento da secrec@o de insulina, na diminui¢do da absor¢ao
de carboidratos, no aumento da captacdo periférica da glicose ou ainda, diminuindo a
producdo hepatica de glicose (Tabela 1, p. 15) (EMILIEN, MALOTEAUX, PONCHON,

1999; BEDEKAR, SHAH, KOFFAS, 2010).
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Tabela 1: Farmacos utilizados no tratamento do Diabetes tipo 2 (MARCONDES, 2003)

MECANISMO EFEITOS
CLASSE DE ACAO VANTAGEM ADVERSOS PRECAUCOES
PRINCIPAL
sulfoniluréias . ~
— estimula a secregao Lo .
gliburida, glipizida P . . . contra-indicag¢io relativa em
. .. . de insulina em baixo custo hipoglicemia e .
glimepirida, clorpropamida, s = idosos e na presenca de
. . resposta a ingestao de ganho de peso . A o
glibenclamida . insuficiéncia hepatica
alimentos
e e .. bloqueio enznﬂmatlco - flatuléncia, diarréia e devem ser ingeridas
inibidores de a-glicosidase da conversao de ndo causa . .
- —r . . - . desconforto imediatamente antes das
acarbose, voglibose, miglitol carboidratos no hipoglicemia . .~
. . abdominal refei¢des
ntestino
devem ser ingeridas somente
meglitinidas estimula a secre¢do baixo risco de antes das refei¢des, com a dose
repaglinida de insulina por hipoglicemia hinoelicemia podendo variar de acordo com o
nateglinida elevagdo aguda da entre as refeicoes pog contetido de carboidratos da
glicemia periodos noturnos dieta; contra indicada em caso de
insuficiéncia hepatica
devem ser ingeridas somente
flatuléncia, antes das refeicdes; contra

biguanidas
metformina

tiazolidenidionas
rosiglitazona
pioglitazona

diminui¢io da
produgdo hepdtica de
glicose

facilita a captagdo
periférica de glicose

diarréia, desconforto
abdominal e

nao causa
hipoglicemia raramente acidose
lactica
nao causa ganho de peso e
hipoglicemia edema

indicadas em caso de
insuficiéncia hepatica, renal,
cardiaca, e respiratéria e
concomitante com bebidas
alcodlicas

contra- indicadas em caso de
doenca hepdtica ou insuficiéncia
cardiaca

Figura 1: Farmacos hipoglicemiantes: (7) repaglinida; (8) metforminaj; (9) voglibose; (10) glibenclamida;

(11) rosiglitazona

OH

CHy

S

o N7 N

ol H H
N

(10)

6]
N EHS NH
(6}

(11)

A selecdo do farmaco a ser empregado na terapia para o diabetes torna-se complicada

quando o paciente sofre de outras complicacdes tais como alto risco de hipoglicemia,
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obesidade, pressdo alta, ou problemas relacionados a funcdo renal. Assim, o padrdo
farmacolégico para o tratamento do diabetes € individual, podendo ser empregadas

associacoes de diferentes farmacos de modo a melhorar o controle da glicemia nesses

pacientes (EMILIEN, MALOTEAUX, PONCHON, 1999).

1.3 Inibidores de a-glicosidases

As glicosidases e glicosiltransferases compreendem uma classe de enzimas que catalisam
a clivagem e a formacdo de ligagdes glicosidicas em oligossacarideos ou glicoconjugados,
exercendo papel essencial em uma série de processos bioquimicos tais como no
catabolismo/anabolismo de carboidratos, processamento de glicoproteinas e biossintese de
unidades de oligossacarideos em glicoproteinas ou glicolipideos (DE MELO, GOMES,
CARVALHO, 2006; BHARATHAM et al.,2008).

A maioria das glicosidases é especifica para a clivagem de uma determinada ligagao,
dependendo do ndmero, posicdo ou anomeria dos grupos hidroxila presentes na estrutura
molecular. Assim, as glicosidases podem ser classificadas em a ou 3, dependendo do tipo de
isdbmero reconhecido por essas enzimas (DE MELO, GOMES, CARVALHO, 2006).

Os inibidores de glicosidases vém recebendo considerdvel aten¢do nos ultimos anos
devido ao potencial terapéutico apresentado por esses compostos, as quais podem ser
empregadas no tratamento de diversas doengas tais como o diabetes tipo II.

A inibi¢do das a-glicosidases intestinais promove o retardo na captacdo intestinal dos
carboidratos da dieta, uma vez que a clivagem dos dissacarideos em unidades
monossacaridicas fica impossibilitada, levando a redu¢do da glicemia pds-prandial.
(LILLELUND et al., 2002; SEO et al., 2005).

Desde o inicio dos anos 60 uma série de produtos naturais apresentando potente atividade

inibitdria para a-glicosidases, vém sendo isolados de plantas e micro-organismos. Na ultima
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década, novos tipos de inibidores sintéticos e semi-sintéticos foram descobertos e
desenvolvidos. Contudo, a maioria dos inibidores de glicosidases que foram desenvolvidos
sdo andlogos de carboidratos (“sugar mimics”), 0s quais requerem indimeras etapas para sua
sintese, tornando o processo longo e dispendioso (LILLELUND et al., 2002; SEO et al.,
2005).

Os inibidores de glicosidases que mimetizam carboidratos podem ser classificados dentro
de trés grandes subclasses estruturais: iminoagicares como a nojirimicina (12), tioagtcares,
cujo principal representante € o salacinol (13) e carbaglicosilaminas a exemplo da
valienamina (14) (Figura 2, p. 17). Os iminoagucares e tioagicares sao substancias analogas
de carboidratos, possuindo respectivamente um dtomo de nitrogénio e um dtomo de enxofre
substituindo o oxigénio heterociclico, enquanto as carbaglicosilaminas sao glicosilaminas nas
quais o oxigénio heterociclico € substituido por um metileno ou um metino (Figura 2, p. 17).
As propriedades farmacoldgicas apresentadas por essas substancias se devem a sua

semelhanga estrutural com a molécula de carboidrato terminal nos substratos naturais

(ASANO, 2009).

Figura 2: Inibidores de a-glicosidases

OH o OH
/k/CHZOH E/
NH HO L A O \~0—<CHzOH
HO OH S 080, HM/OH
_ OH
OH o
HO OH OH
12) 13) (14)

Atualmente apenas quatro farmacos inibidores de glicosidases estdo disponiveis para
utilizacdo na terapéutica (Figura 3, p. 18), sendo acarbose (15), voglibose (9), miglitol (16) e
N- butil-1-desoxi-nojirimicina (17). Os farmacos 9, 15 e 16 sdo inibidores de a-glicosidases

intestinais sendo empregados no tratamento do diabetes mellitus tipo II.
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O farmaco 17 € utilizado no controle da Doenca de Gaucher, uma doenca hereditaria
autossdmica recessiva causada por uma mutacdo no gene GBA, que leva a redugdo na
biossintese de glicocerebrosidase. A baixa atividade enzimatica dessa hidrolase culmina no
acumulo de glicoesfingolipideos em diferentes partes do corpo, tais como bago, figado e o0ssos

(DE MELO, GOMES, CARVALHO, 2006).

Figura 3: Farmacos inibidores de glicosidases disponiveis na terapéutica.
OH

OH
HO’/,, .‘\\OH HOI“.&
OH
OH
“\ N
OH \\k

(15) (16) 17)

1.4 Chalconas

As chalconas s@ao uma das maiores classes de flavondides com distribui¢do ampla em
vegetais (NOWAKOWSKA, 2007), sendo precursores comuns dos demais flavondides,
exibindo um amplo espectro de atividades bioldgicas tais como antineoplésica, antioxidante
(ANTO et al., 1995), antiftingica (LAHTCHEYV et al., 2008), antibacteriana (BATOVSKA et
al., 2009) anti-inflamatéria, e anti-hiperglicemiante. E crescente o interesse por esse grupo de
substancias devido a sua potencial utilizagdo terapéutica, o que conduz a busca de derivados
sintéticos ou semi-sintéticos estruturalmente correlacionados (DETSI ez al., 2009).

As chalconas sdo flavondides de cadeia aberta, nos quais os dois anéis aromaticos
encontram-se ligados por uma cetona a,p-insaturada, a qual vem sendo relacionada com as
propriedades farmacoldgicas, agindo como uma subunidade farmacoférica potencial (Figura

4,p. 19) (BANDGAR et al., 2010; BATOVSKA et al., 2009).
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Figura 4: Estrutura geral do niicleo chalconico

Os flavondides sao considerados metabdlitos especiais de biogénese mista (Esquema 1, p.
19), sendo biossintetizados a partir da via do chiquimato (p- cumaroil — CoA) e trés unidades
de malonil-CoA, o qual € oriundo de unidades de acetil CoA (via do acetato) (Esquema 1, p.

19).

Esquema 1: Biossintese geral de um flavondide

OH
CoAS
Il
0,C-CH,-C-SCoA
[ + Lo
malonil CoA p - cumaroil CoA

OH
OH
—_—— . HO OH
O | Ho@i:g W

OH O
(18)

Apdés a condensacdo, o nucleo chalconico € formado, sofrendo uma ciclizagao
intramolecular espontinea, conduzindo a formacdo da naringerina (18), um composto
flavonéidico da subclasse das flavanonas.

Por outro lado, as chalconas podem ser sintetizadas via condensacdo alddlica de Claisen-
Schmidt entre uma benzofenona e um benzaldeido realizadas sob catalise basica ou acida

(Esquema 2, p. 19) (PATIL, MAHAJAN, KATTI, 2009).

Esquema 2: Sintese de chalconas via condensacao aldélica de Claisen-Schmidt

(e} (e}
@)J\ @)J\ =
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+ —_—

R4 Ro R4 Rz
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A estrutura simples e a ficil sintese das chalconas as tornam alvos de grande valia para
estudos de REA (Relagdao Estrutura Atividade) e uma vasta quantidade de derivados com
inimeros substituintes nos anéis A e B ja tém sido sintetizados com o intuito de avaliar os
efeitos que diferentes grupos provocam na atividade farmacoldgica. Além das modificacdes
realizadas nos anéis aromaticos por meio de diferentes grupos funcionais, outras modificacdes
tém sido feitas na estrutura das chalconas, tais como a substitui¢do dos anéis A ou B por
outros heterociclos arométicos como a piridina, tiofeno, furano e indano, gerando bioisésteros
potenciais (ROMAGNOLI et al., 2009; BATOVSKA et al., 2009; VOGEL et al., 2010).

E notdvel o constante avanco nos estudos farmacolégicos com esta classe de
compostos, e recentemente estudos realizados por Park er al. (2009) registraram uma patente
de novos derivados chalconicos apresentando atividade inibitéria potente para glicosidases,
podendo ser tteis na prevengdo e tratamento de diversas doengas vinculadas a agcdo dessas
enzimas, tais como o diabetes tipo II.

Diversos estudos tém revelado que chalconas naturais ou sintéticas podem auxiliar no
tratamento e na prevengdo do diabetes uma vez que esses compostos podem atuar nas vias
metabdlicas de carboidratos, especialmente no metabolismo da glicose. Esses estudos
mostram que as chalconas sdo agentes hipoglicemiantes em modelos experimentais in vitro e
in vivo (DAMAZIO et al., 2010).

Recentemente, Damazio et al. (2010) reportaram a sintese de naftilchalconas (19 e 20)
com atividade anti-hiperglicemiante (Figura 5, p. 21). Também foram realizados estudos in
vivo e in vitro quanto ao potencial anti-hiperglicemiante de nitrochalconas (23), onde foi
demonstrado que chalconas sdo capazes de aumentar a secre¢do de insulina, e que este evento
coincide com a diminui¢do dos niveis séricos de glicose no Teste Oral de Tolerancia a Glicose

(TOTG) (DAMAZIO et al., 2009).
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Satyanarayana et al. (2004) e Shukla et al. (2007) também demonstraram que
chalconas ariloxipropanolaminicas sdo capazes de diminuir os niveis glicémicos de ratos
diabéticos e aminochalconas e chalconas sulfonamidicas (22-24) sdo inibidores de a-

glicosidases potentes (SEQO et al., 2005).

Figura 5: Chalconas que apresentam atividade antidiabética
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A posi¢ao dos substituintes presentes nos anéis aromdticos das chalconas esta
intimamente relacionada a sua atividade anti-hiperglicemiante, estando de acordo com outros
estudos que demonstram que a posi¢ao dos substituintes nos anéis pode modificar a atividade
bioldgica, assim sendo, o estudo da REA de derivados chalconicos apresenta-se como um
modelo de grande valia para a otimizag¢dao do potencial antidiabético apresentado por esses

compostos (DAMAZIO et al., 2010).
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2. OBJETIVOS

(1) Sintetizar 4’nitrochalconas e 4’-aminochalconas a partir da reacdo de condensagdo
aldédlica de Claisen- Schmidt;

(2) Realizar a identificagc@o espectroscdpica por meio de Ressonancia Magnética Nuclear de
He C:

(3) Avaliar a ac¢ao inibitdria in vitro das substincias sintetizadas sobre as a-glicosidases de
Saccharomyces cerevisiae;

(4) Estabelecer uma Relacao Estrutura Atividade a partir dos dados de Cls, obtidos.
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3. PLANEJAMENTO SINTETICO

A sintese das nitrochalconas e aminochalconas foi planejada com base na reacdo de
condensa¢do alddlica de Claisen — Schmidt. A reacdo se processa na presenca de um
catalisador que pode ser um acido ou uma base. Quando o catalisador de escolha é uma base a
reacdo procede a temperatura ambiente; quando um 4cido € usado como catalisador, a reagdao

deve ser realizada sob aquecimento (refluxo).

As 4’ nitrochalconas foram obtidas através da reacdo de entre a 4’ nitroacetofenona e
benzaldeidos com diferentes substituintes. Planejou-se obter as aminochalconas em uma
segunda etapa de sintese a partir das 4 nitrochalconas, as quais seriam submetidas a reagdes
de reducdo na presenca de cloreto de estanho II di-hidratado, conduzindo as respectivas
4’ aminochalconas (esquema 3 p. 23).

Esquema 3: Rota sintética para obtencao das 4'nitrochalconas e 4'aminochalconas
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes e Solventes

Os reagentes utilizados na preparacdo dos derivados chalconicos foram adquiridos
comercialmente da Aldrich®. Os reagentes utilizados foram: p-fluoraldeido, p-tolualdeido, m-
hidroxibenzaldeido, p-hidroxibenzaldeido, o-hidroxibenzaldeido, benzaldeido, 2,3-

diidroxibenzaldeido; 2.4- diidroxibenzaldeido; 3,4- diidroxibenzaldeido; 2,5-
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diidroxibenzaldeido;  2-hidroxi-3-fluoraldeido;  2-hidroxi-5-fluoraldeido,  2-hidroxi-3-
metilbenzaldeido, 2-hidroxi- 5-metilbenzaldeido, p-nitroacetofenona e p- aminoacetofenona.
Os solventes empregados nas técnicas de purificacio por Cromatografia em Camada
Delgada Analitica (CCDA), Cromatografia em Coluna (CC) e Cromatografia em Camada
Delgada Preparativa (CCDP), foram obtidos do Laboratério de Destilacdo de Solventes do
Instituto de Quimica (UNESP- Araraquara), e os solventes empregados nas reagdes foram

adquiridos da marca Synth®.

4.2 Métodos Cromatograficos

4.2.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)
4.2.1a Cromatografia em Camada Delgada Analitica (CCDA)

Para realizacdo da Cromatografia em Camada Delgada Analitica (CCDA) foram
utilizadas cromatoplacas de gel de silica em folhas de aluminio de 250 pm (Whatman®),
tendo sido empregada como fase mével diversas propor¢des de Hex:AcOEt de acordo com as
caracteristicas de polaridade de cada chalcona. Apds o desenvolvimento das cromatoplacas
estas foram secas e reveladas. A revelacdo das cromatoplacas foi efetuada por meio de
inspecao em luz ultravioleta, nos comprimentos de onda curto (254 nm) e longo (365 nm), e

uso de solucdo de anisaldeido sulftrico.

4.2.1b Cromatografia em Camada Delgada Preparativa (CCDP)

Para as purificacdes por Cromatografia em Camada Delgada Preparativa (CCDP)
foram utilizadas placas de vidro de 20 cm? impregnadas com gel de silica 60 PF ,s4, com 0,75
mm de espessura. As placas foram desenvolvidas em sistema solvente Hex:AcOEt em
diversas proporcdes, de acordo com a polaridade de cada chalcona previamente analisada por

meio de CCDA.
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4.2.2 Cromatografia em Coluna de Fase Normal (CC - FN)

Na separa¢do por Cromatografia em Coluna de Fase Normal, empregou-se como suporte
cromatografico gel de silica com tamanho de particula de 60-200 mesh, (Acros Organics®),
sendo esta suspensa em hexano e em seguida transferida para uma coluna de vidro, mantendo-
se o fluxo até o empacotamento completo da fase estacionaria.

4.3 Métodos Espectrométricos

Os derivados chalconicos tiveram suas estruturas moleculares determinadas por meio
das andlises dos espectros de RMN de '°C e RMN de 'H. Os espectros de RMN foram obtidos
em espectrometro Varian® INOVA 11,7 T operando a 500 MHz para o nicleo de 'H e a 125
MHz para o nucleo de C. O solvente utilizado na dissolugdo das amostras para a obten¢ao

dos espectros foi o dimetilsulf6xido hexadeuterado (DMSO — dp).

5. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
5.1 Sintese dos derivados chalconicos sob catalise basica (pH > 10)

Os derivados chalconicos 1-6 foram sintetizados de acordo com a reacdo de
condensacdo alddlica cruzada de Claisen-Schmidt utilizando-se a p-nitroacetofenona,
metanol, KOH e diferentes benzaldeidos (Rao et al., 2004; Satyanarayana et al., 2004). Todas
as conversdes planejadas foram acompanhadas por CCDA utilizando-se como sistema
solvente Hex:AcOEt em diferentes proporgoes.

Para a sintese das 4’-aminochalconas foram utilizadas quantidades equimolares de p-
nitroacetofenona e diferentes benzaldeidos. A rota sintética para a obten¢@o das substancias
sintetizadas nessa condicao estd demonstrada no esquema 8 pg. 34.

Em um baldo reacional, 3,0 g (18,2 mmol) de p-nitroacetofenona foram dissolvidos
em 30,0 mL de metanol grau CLAE. Em seguida, 25,0 mL de uma solu¢do metandlica de
KOH 50% (m/v) foram lentamente adicionados, mantendo-se agitacdo constante por 10

minutos. Posteriormente, adicionou-se 18,2 mmol dos respectivos aldeidos solubilizados em
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10,0 mL de MeOH, e a reagao foi mantida a temperatura ambiente sob agitacdo magnética
durante 72 horas.

Apés este periodo, o meio reacional foi vertido em um béquer contendo
aproximadamente 400 mL de gelo e 100,0 mL de 4gua deionizada, sendo mantida sob
agitacdo branda por 10 minutos. Logo, a mistura foi acidificada com solu¢@o aquosa de HCI
10% até pH 3. Ap6s a acidificagdo, observou-se a formacdo de um precipitado amarelo e a
mistura heterogénea foi mantida a 5°C durante 24 horas, sendo submetida a filtracdo simples
com papel de filtro pregueado. O precipitado formado foi seco em estufa com circulagdo de ar

a 40°C durante 24 horas e posteriormente purificado por meio de técnicas cromatograficas.

5.2 Sintese dos derivados chalconicos sob catalise basica (pH = 10)

Os derivados chalconicos 7-8 e 11-14 foram sintetizados sob catélise bdsica em pH 10.
Para a sintese dessas substancias empregou-se além da 4’-nitroacetofenona a 4’-
aminoacetofenona, conduzindo diretamente as aminochalconas desejadas ( WAN, CHU,
1989).

Em um baldo reacional, 2,0 g de acetofenona (12,1 mmol de p-nitroacetofenona ou 14,8
mmol de p-aminoacetofenona) foram dissolvidos em 30,0 mL de metanol grau CLAE. Em
seguida preparou-se uma solucdo de KOH 50% (m/v) a qual foi lentamente adicionada a
reacdo até pH 10, mantendo-se agitacao constante por 10 minutos. Posteriormente, adicionou-
se 18,2 mmol dos respectivos aldeidos solubilizados em 10,0 mL de MeOH. O pH da reagao
foi reajustado para 10 com solu¢do de KOH 50% (m/v) e a reacdo foi mantida a temperatura
ambiente sob agitacdo magnética durante 72 horas.

Apés este periodo, o meio reacional foi vertido em um béquer contendo
aproximadamente 400 mL de gelo e 100,0 mL de dgua deionizada, sendo mantida sob
agitacdo branda por 10 minutos. Logo, a mistura foi acidificada com soluc¢do aquosa de HCI

10% até pH 3. Ap6s a acidificacdo, observou-se a formacdo de um precipitado amarelo e a
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mistura heterogénea foi mantida a 5°C durante 24 horas, sendo submetida a filtragao simples.
O precipitado formado foi seco em estufa com circulagdo de ar a 40°C durante 24 horas e

posteriormente purificado por meio de técnicas cromatograficas.

Esquema 4: Procedimento para sintese dos derivados chalconicos sob catalise basica(pH =10). (a) MeOH,
KOH 50% (m/v), temperatura ambiente. (b) HCI 10% (aq), R1= NO, ou NH,

o) o) o)
b
Ry R2 Ri Re

5.3 Sintese dos derivados chalconicos sob catalise acida (pH = 1)

Os derivados chalconicos 9 e 10 foram obtidos por meio da reacdo de condensacdo
alddlica em meio acido (pH = 1), empregando-se quantidades cataliticas de 4cido sulfirico e
excesso de benzaldeido (SEO er al., 2010).

Em um baldo reacional 2,0 g (14,5 mmol) de benzaldeido e 1,0 g (6,05 mmol) de
nitroacetofenona foram dissolvidos em 30 mL de metanol. Apds a completa solubiliza¢cdo dos
reagentes, uma solucdo diluida de 4cido sulftrico (0,5 mL de 4cido em 5 mL de metanol) foi
adicionada ao baldo em banho de gelo, sob constante agitacdo. Apds a adi¢do do 4cido, a
reacdo foi mantida sob refluxo e agitacdo durante 24 horas. Ao término da reacdo, o
precipitado formado foi submetido a filtracdo simples. O p6 foi lavado diversas vezes com

dgua destilada e em seguida foi seco em estufa com circulacio de ar a 40°C durante 24 horas.

Esquema 5: Procedimento para sintese dos derivados chalconicos sob catalise basica(pH =10). (a) MeOH,
KOH 50% (m/v), temperatura ambiente. (b) HCI 10% (aq), R1= NO, ou NH,
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5.4 Purificacao das chalconas

Para a purificagdo dos derivados chalconicos 1-6 foram utilizadas técnicas de
Cromatografia em Coluna de Fase Normal (CC-FN) seguida de Cromatografia em Camada
Delgada Preparativa (CCDP).

Essas substancias foram primeiramente submetidas a CC, utilizando-se como fase
moével a mistura de Hex:AcOEt, com gradiente de polaridade (95: 5 a 5:95 Hex:AcOEy) ,
obtendo-se vérias fracdes que foram reunidas de acordo com o grau de pureza e o fator de
retencao (Ry), segundo os seus respectivos perfis cromatograficos delineados por CCDA .

A Tabela 2 (p. 28) apresenta os dados referentes as dimensdes das colunas utilizadas
na purificacdo, bem como a massa de cada amostra aplicada, a quantidade de fragdes

coletadas e o rendimento de cada produto obtido apds esta etapa de purificagao.

Tabela 2: Condicoes experimentais e rendimentos dos experimentos de Cromatografia em Coluna

MASSA DE DIMENSOES VOLUME N° DE

AMINOCHALCONA  AMOSTRA DA DE FRACOES RENDIMENTO
COLUNA ELUENTE (%)
(g COLETADAS
(cm) (mL)

1 2.4 23x3 70 14 62,5
2 5.4 27x5 135 13 31,5
3 9,4 32x5 160 17 17,0
4 4,5 27x5 135 10 22
5 3,3 25x5 135 21 33
6 4,0 25x5 135 18 18,8

Os produtos obtidos apds a realizagdo da CC ndo apresentou pureza adequada, sendo
assim submetido a purificacdo por meio de CCDP. As placas cromatograficas utilizadas foram
previamente ativadas em estufa a 70°C por 1 hora. A massa obtida apés a CC-FN foi
dissolvida em uma quantidade minima de acetato de etila e em seguida aplicou-se de 25 a 30
mg de produto bruto por placa, as quais foram desenvolvidas em sistema solvente Hex:AcOEt

em propor¢des variadas (Tabela 3, p. 29).
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Tabela 3: Condicoes experimentais e rendimentos dos experimentos de Cromatografia em Camada
Delagada Preparativa

MASSA DE FASE MOVEL __ RENDIMENTO __ RENDIMENTO
AMINOCHALCONA — \ \ 16 TRA (g) HEX: AcOE( (%) GLOBAL (%)
1 1.54 6535 5 9,33
2 1.66 70:30 26 8,19
3 1,60 80:20 2 3.74
4 0,52 60:40 7.0 1.54
5 1.05 50:50 21 6.93
6 0.75 5545 20 3.76

Para a purifica¢do dos derivados chalconicos obtidos por catélises bdsica (pH=10) e acida
(pH=1) foi empregada apenas Cromatografia em Camada Delgada Preparativa (CCDP)

(Tabela 4, p. 29)

Tabela 4: Condicoes experimentais e rendimentos dos experimentos de Cromatografia em Camada
Delagada Preparativa

MASSA DE AMOSTRA FASE MOVEL RENDIMENTO
CHALCONA APLICADA (g) Hex: AcOE{ (%)
7 0.5 73 64%
8 0.5 73 63%
9 0.5 73 80%
1 0.5 41 43%
12 0.5 31 47%
13 0.5 41 45%
14 0.5 11 7,0%

A chalcona 10 mostrou elevado grau de pureza, por meio da andlise de CCDA apo6s a

etapa de precipitacdo, ndo sendo necesséria a purificacdao por CCDP.

5.5 Atividade inibitoria sobre a-glicosidases de Saccharomyces cerevisiae

O ensaio cromogénico de inibi¢do com a-glicosidase de Saccharomyces cerevisiae
foi desenvolvido segundo inimeros métodos descritos na literatura (BALL et al., 2008; Du et
al., 2006; GONCALVES, LAJOLO & GENOVESE, 2010; PINTO et al., 2008; PINTO et al.,
2010; WANG et al., 2004; WATANABE et al., 1997, WORTHINGTON, 1993), sendo
realizadas modifica¢cdes que culminaram no estabelecimento de um protocolo dividido em
sete etapas:

Etapa 1- Preparo de uma soluciao tampao fosfato pH 7 (ST). Consistiu na

dissolucdo de 13,79 g de NaH,PO4+H,O (fosfato monobdsico de s6dio monobdsico
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monoidratado) e 14,19 g Na,HPO,.7H,0 (fosfato de sddio bibdsico heptaidratado) em
quantidade suficiente para 1,0 L de solugdo aquosa.

Etapa 2- Preparo da solucdo enzimatica 0.7 U (SE). Foi realizada com a
solubilizacdao de 100, 0 mg de albumina bovina sérica (ABS), 10,0 mg de azida sédica (NaNs)
e 4,00 mg de a-glicosidase (1000 U) em tampao fosfato pH 7 (etapa 1), quantidade suficiente
para 50,0 mL.

Etapa 3- Preparo da solucio do substrato 5,0 mM (SS). Consistiu na solubiliza¢do
de 15,0 mg de para-nitrofenil-a-D-glicosideo (pNF-G) em 15,0 mL de soluc¢do tampao fosfato
pH 7 (etapa 1).

As solugdes preparadas segundo as etapas 1-3 foram armazenadas em temperaturas
inferiores a 10 °C e ao abrigo da luz por ao méaximo de trés dias.

Etapa 4- Preparo das amostras e controles positivos. O controle positivo
(acarbose) foi dissolvido em CHCIl;:DMSO (1:4; 2:3; 1:1; 3:2 e 4:2), DMSO:H,O (1:4; 2:3;
1:1; 3:2 e 4:2), MeOH:H,O (1:4; 2:3; 1:1; 3:2 e 4:2) , EtOH:H,0O (1:4; 2:3; 1:1; 3:2 e 4:2) e
1,2,3-propanotriol (glicerina) :H,O (1:4; 2:3; 1:1; 3:2 e 4:2), DMSO, 1,2,3-propanotriol,
EtOH, MeOH e H,O . Dentre estes, DMSO foi selecionado devido a sua maior capacidade de
solubilizar a acarbose e as amostras, ndo havendo precipitacdo apds a adi¢do da SE e SS.

Uma aliquota de 6,5 mg de acarbose (MM= 645,6 g/mol) foi solubilizada em 1,0 mL
de DMSO, em microtubos tipo Eppendorf, conduzindo a uma concentracio inicial de 10 mM.
Esta solu¢d@o foi denominada de solu¢cao-mae (SM). Uma aliquota de 100,0 uL desta solucdo
foi diluida, seriadamente, em oito concentra¢des de 1,0 mM (+ 900 uL), 500 uM, 250 uM,
125 uM, 62,5 uM e 31,2 uM, 16,2 uM, 8,1 uM.

Etapa 5- Periodo de incubacio amostras-enzima (incubacio e leitura I). Trés
aliquotas de 20,0 pL destas dilui¢Oes seriadas foram adicionadas a microplacas de 96 pocos,

sendo misturadas com 90,0 uL de SE e mantidas no interior do leitor de microplacas
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(espectrofotdmetro) durante cinco minutos a 37 °C, sendo realizada a leitura em 405 nm. Para
as absorcdes dos pocos que continham ST+DMSO e SE, denominou-se A405 (branco I), e
para aquelas referentes aos pogos que continham somente as amostras e SE foram nomeadas
de A405 (amostra I).

Etapa 6- Periodo de incubacio amostras-enzima-substrato (incubacio e leitura
IT). Apds a obtencdo de A405 (amostra I) e A405 (branco I), os pocos receberam 90,0 uL de
SS. A microplaca foi incubada a 37 °C por mais cinco minutos. Apés este periodo, as
absorg¢des referentes aos pocos que continham ST+DMSO, SE e SS foram chamados de A405
(branco II) e para aquelas referentes aos pogos que continham amostras, SE e SS foram
denominadas de A405 (branco II).

As leituras foram realizadas a 405 nm, comprimento de onda de absor¢do maxima do
p-nitrofenolato, produto produzido da hidrélise do pNF-G, o qual apresenta coloracdo
amarela, segundo o esquema 6, p. 32 (BINDER & ROBIT, 1983)

Etapa 7- Tratamento dos dados. Os dados de absor¢ao foram compilados e tratados
em programa Microsoft Office Excel 2007. A porcentagem de inibicdo de a-glicosidase foi

expressa como sendo;

. ... _  AA405 (branco) — AA405 (amostra)
% de inibig¢dao = A A405 (branco) X100

na qual A A405 (branco) = A405 (branco II) — A405 (branco I) e A A405 (amostra) = A405
(amostra II) — A405 (amostra I).

A média obtida dos valores de porcentagem de inibi¢do, obtidos em trés
experimentos independentes, foram correlacionados as respectivas concentragdes finais (100
uM, 50 uM, 25 uM, 12,5 uM, 6,25 uM e 3,12 uM, 1,62 uM, 0,81 uM. através de gréificos. O
valor de Clsp, concentracio capaz de inibir 50 % da atividade enzimética foi obtido através de

regressao linear dos gréaficos construidos.
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Esquema 6: Procedimento para sintese dos derivados chalconicos sob catalise basica(pH =10). (a) MeOH,
KOH 50% (m/v), temperatura ambiente. (b) HCI 10% (aq), R1= NO, ou NH,
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Obtencao dos derivados chalconicos sob catalise basica (pH > 10) através da
dismutacao da 4’-nitroacetofenona

Na proposta inicial, a sintese de aminochalconas foi planejada em duas etapas, sendo
iniciada pela reacdo de condensagdo entre a 4’-nitroacetofenona e benzaldeidos mono- e di-
hidroxilados, a qual conduziria a obten¢do de 4’-nitrochalconas. Esses nitroderivados seriam
submetidos a reacdes de redugcdo na presenca de cloreto de estanho II di-hidratado,
culminando nas 4’-aminochalconas mono- e di-hidroxiladas (Esquema 3, p. 23).

As condigdes reacionais foram pré-otimizadas, observando-se de maneira preliminar
que a natureza do grupo substituinte no benzaldeido ndo altera de maneira significativa os

rendimentos obtidos. Dessa forma, a reacdo alddlica cruzada entre a 4’-nitroacetofenona e os
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diferentes benzaldeidos foram realizadas inicialmente sob catélise basica (13 < pH < 14),
buscando a obtencao das 4’-nitrochalconas planejadas.

Ap6s as etapas de precipitacdo e de purificagdes por CC e CCDP, os produtos foram
analisados por RMN, observando-se a obtencdo de 4’-aminochalconas e ndo de derivados 4’-
nitrochalconicos como delineados inicialmente. Interessantemente, o meio reacional mostrou
capacidade redutora, o que pode ser atribuido a reacdo de dismutagdo da 4’-nitroacetofenona
(WAN & CHU, 1989).

Wan e Chu (1989) descreveram a reacdo de dismutagdo do tipo redox da 4’-
nitroacetofenona (4-NA) em 4’-aminoacetofenona (4-AA) e 4cido p-nitrobenzdico (4-NBA),
com rendimentos aproximados de 57 % e 37 %, respectivamente (Esquema 7, p. 33). Segundo
estes autores, 4-NA na presenca de bases fortes ndo geravam produtos caracteristicos de uma
condensacdo alddlica, mas produzem reacdo semelhantes a Reag¢do de Cannizzaro em pH

superiores a 11,5 (Figura 9, p.34) (WAN & XU, 1989).

Esquema 7: Reacao de dismutacao da 4’-nitroacetofenona (4-NA) em 4’-aminoacetofenona (4-AA) e acido
p-nitrobenzdico (4-NBA)
o) o) o)

NaOH
OH
+
OoN HoN O,N

4-NA 4-AA 4-NBA
(57 %) (37 %)

Assim, o baixo rendimento na obtencdo das aminochalconas ndo se deve somente as
etapas de purificagdo, mas também ao desproporcionamento da 4-NA em pH fortemente
basico. Apds a conversdo da 4-NA em 4-AA, sugere-se que esta reaja com o benzaldeido,
através de uma Reacdo de Claisen-Schmidt, uma reacdo de condensacido alddlica cruzada

(Esquema 8, p. 34).
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Esquema 8: Obtencio de aminochalconas derivadas da 4’-aminoacetofenona produzida in situ através da

reacao de desproporcionamento da 4’-nitroacetofenona
0

o]
o) . OH
KOH
O,N
H,N

MeOH
ON Aminoacetofenona Acido p-nitrobenzéico

o

S
KOH HJ\@R
—
(0]
2 XX
| —+nR
7
HoN

A primeira etapa da rea¢do de condensagdo alddlica de Claisen-Schmidt € a

desprotonacdo da cetona. O catalisador basico remove o hidrogénio alfa 4cido da molécula
para formar um carbanion que € estabilizado por ressonancia. Em seguida, o carbanion realiza
um ataque nucleofilico ao carbono carbonilico do aldeido, formando um fon alcéxido
(intermedidrio tetraédrico). O fon alcéxido, ao ser protonado por um dos hidrogénios da dgua,
gera o produto da condensagdo e regenera o catalisador basico. A chalcona é formada apds a
etapa de desidratacdo, onde um hidrogénio 4cido € abstraido da posi¢do alfa eliminando o
grupo de saida — OH (esquema 9 p. 34).

Esquema 9: Reacio de Claisen-Schmidt entre aminoacetofenona e benzaldeidos (SOLOMONS,
FRYHLE, 2002)
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Segundo Wan e Chu, um meio reacional com pH inferior a 11 ndo promove a
dismutacao da 4-NA, inferindo que as reacdes planejadas inicialmente poderiam ocorrer neste

pH e conduziriam a obtenc¢do de nitrochalconas (Figura 6, p. 35).

Figura 6: Grafico representativo dos rendimentos da reacio de dismutacio da 4’-nitroacetofenona (4-NA)
em 4’-aminoacetofenona (4-AA) e acido p-nitrobenzoico (4-NBA) proposto por Wan e Chu (1989)

6.2 Obtencao dos derivados chalconicos sob catalise basica (pH=10)

Os derivados chalconicos 7-8 e 11-14 foram sintetizados sob catélise basica em pH 10
com rendimentos entre 7 e 68 %.

Como anteriormente discutido, 4’-nitroacetofenona em pHs superiores a 11,5 realiza
reacdo de dismutac@o do tipo redox levando a formagao de 4’-aminoacetofenona e acido p-
nitrobenzdico. A 4’-aminoacetofenona formada conduz diretamente a formacdo das
aminochalconas reduzindo o rendimento final da reacdo de condensacdao alddlica para
producdo de 4’-nitrochalconas (Esquema 8, pg. 34). Além da reacdo de dismutacdo que ocorre
com a 4’-nitroacetofenona, em presenca de solucdes bdsicas altamente concentradas, os
benzaldeidos sofrem auto-redox do tipo Cannizzaro levando a formacao de misturas de dlcool

benzilico e 4cido benzdico (Esquema 10, pg 36).
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Esquema 10: Mecanismo da reacao de Cannizzaro (Mc Murry, 2005)
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Os produtos gerados por meio das reacdes de dismutacdo da 4’-nitroacetofenona e
benzaldeido foram os principais responsdveis pelos baixos rendimentos e dificuldade de
purificagdo observados durante a sintese das substancias 1-6. A partir dessas constatacoes
experimentais, a metodologia empregada inicialmente foi otimizada de modo a diminuir a
formacao desses subprodutos facilitando a purificagdo, e consequentemente os rendimentos.

De acordo com Wan e Chu (1989), em pH abaixo de 11,5 ndo ocorre a reacdo de
dismutacdo da 4’-nitroacetofenona e nesse pH também nao ocorre a reagdo de Cannizzaro,
assim, optou-se por realizar as reacdes subsequentes com pH entre 7 ¢ 10 (WAN e CHU
1989).

Na busca de maiores rendimentos, a estequiometria da reacao foi alterada, empregando-se
excesso de um dos reagentes ao invés de quantidades equimolares. Essa alteracdo foi feita em
virtude da natureza reversivel da reacdo de condensagdao de Claisen-Schmidt. Optou-se pelo
emprego de excesso de benzaldeido devido a maior facilidade de remogdo deste reagente do
produto bruto durante as etapas de purificagdo.

Todas as reacOes realizadas sob catdlise basica (pH = 10) conduziram as respectivas 4’-
nitrochalconas, no entanto, a etapa de reducdo das nitrochalconas com cloreto de estanho nao
foi possivel, assim as 4’-aminochalconas foram obtidas reagindo-se diretamente a 4’-

aminoacetofenona com os respectivos benzaldeidos nas condi¢des apresentadas.
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6.3 Obtencao dos derivados chalconicos sob catalise acida (pH = 1)

A reagdo de condensagdo de Claisen-Schmidt em meio bésico apresenta algumas
limitacdes quando se trata de hidroxibenzaldeidos. Segundo Patil e colaboradores (2009) a
presenca de grupos fendis dificulta a condensagdo aldélica em meio bésico, reduzindo
consideravelmente o rendimento da reagdo. Patil e colaboradores (2009) sugerem que esta
reducdo na reatividade deve-se a facilitacdo da deslocalizacdo dos elétrons no anion
fenolato quando comparado ao fenol. Dessa forma, a reagdo de condensacio sob catélise
dcida torna-se uma alternativa aquelas catalisadas em meio bdsico e que empregam
hidroxibenzaldeidos (PATIL, MAHAJAN, KATTI, 2009).

A reag@o em meio dcido foi empregada para a sintese das substancias 9 e 10 partindo-
se da 4’-nitroacetofenona, com rendimentos de 80% e 95% respectivamente.

Os procedimentos envolvendo condensacdes alddlicas sob catdlise dcida e com
excesso de benzaldeido culminaram em uma maior facilidade de purificacdo, uma vez que
se notou uma diminui¢do na formacao de subprodutos, aquelas produzidas por dismutacao
em pH basico.

O mecanismo de reagdao de condensacao alddlica cruzada em meio 4cido esta exposto

abaixo.

Esquema 11: Mecanismo de reacio de condensacio aldolica em meio acido (PATIL, MAHAJAN, KATTI,

2009).
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6.4 Identificacao estrutural das aminochalconas 1-14

A andlise dos espectros de RMN mono e bidimensionais permite caracterizar a
substancia 1 como pertencente a classe das chalconas (Tabela 5, p. 40; ANEXOS 1-4, p. 59-

62).

5

HoN 3
, o
3'I B NS 13

! b
(o]
1

O espectro de RMN de Bc apresentou 11 sinais referentes a 15 carbonos, destacando-
se os sinais em d¢ 185,9, d¢ 122,4 e d¢ 141,3 atribuidos aos carbonos C-f’ (C=0), C-a (C=C)
e C-B (C=C), respectivamente. Esses trés sinais e o par de dubletos em 6y 7,62 e oy 7,85 com
constante de acoplamento de 16,0 Hz, observados no espectro de RMN de lH, evidenciam a
presenca de uma cetona o,B-insaturada. Este conjunto de observacdes podem caracterizar a
substancia 1 como sendo um produto oriundo da condensacdo alddlica cruzada entre a 4’-
aminoacetofenona e benzaldeido.

Os sinais de maior amplitude em d¢ 128.4, d¢ 128,8, d¢ 131,1 e d¢ 112,7 observados
no espectro de RMN de B¢, os quais foram atribuidos aos pares de carbonos C-2/C-6 (anel

B), C-3/C-5 (anel B), C-2°/C-6’ (anel A) e C-3’/C-5’(anel A) respectivamente.
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O espectro de RMN de 'H e o mapa de contornos gCOSY 'H-'H apresentaram
dubletos em oy 7,91 (H-2" e H-6") e oy 6,62 (H-3" e H-5"), os quais correlacionaram-se e
exibiram constantes de acoplamento de 8,5 Hz, sugerindo um anel A para-dissubstituido.

O singleto largo em oy 6,11 (2H) foi atribuido aos hidrogénios 4’-NH,, pertencente a
uma amina primdria, caracterizando a substancia 1 como uma aminochalcona. Outro fato que
corroborou a redu¢do do grupo nitro e a consequente obtencdo de aminochalconas foi a
andlise do espectro de NOESY. Neste, a irradiacdo no sinal com absor¢do em oy 6,11
provocou um ganho de intensidade no dubleto em dy 6,62, inferindo uma interacdo espacial
entre os hidrogénios azometilénicos (4’-NH;) e os hidrogénios metinicos H-3" e H-5".

Contudo, o mapa de contornos gHMBC exibiu a correlagdo entre os sinais em oy 6,11
(4°-NH,) e d¢ 112,7, atribuido aos carbonos C-3’ e C-4°, confirmando a presenca de uma
amina no anel A da aminochalcona 1.

Esses dados espectroscopicos comparados aos apresentados por Ritshchev concluem
que a substancia 1 pode ser caracterizada como sendo 4’-aminochalcona (RTISHCHEV et al.,

2001).
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Tabela 5: Dados de RMN de 'H (500 MHz) e RMN de B¢ (125 MHz) e do mapa de contornos gHMBC da

aminochalcona 1 (DMSO-d,;) (Anexos 1-4)

Posicao o mult.; J (Hz)' gHMBC
1 135,1 - H-a
2eb6 128,4 7,82;dd; 2,0e 8,0 H-B
3e5s 128,8 7,43;dd; 8,0¢e 8,0 H-3; H-4 e H-5
4 129,9 7.41; m H-2 e H-6
r 125,3 - H-3’ e H-5°
2’e6 131,1 7,91;d; 8,5 H-2’e H-6’
3es 112,7 6,62; d; 8,5 H-3" e H-5°
& 1539 - H-2’e¢ H-6
o 122,1 7,85;d; 16,0 -
141,3 7,62; d; 16,0 H-2 e H-6
B' 185,9 - H-2; H-6’; H-a e
H-p
4’-NH, - 6,11; sl -

*Atribuicdo realizada através da andlise do mapa de contornos gHMQC

Os espectros de RMN mono e bidimensionais das substincias 2—6 apresentaram-se muito
similares aqueles apresentados pela aminochalcona 1.

Além dos sinais tipicos que confirmam a natureza chalcOnica da substancia 2 (Tabela 6,
p-41; ANEXOS 5-7, p. 63-65), os espectros de RMN de 'He C apresentam sinais em Oy

2,32 (s, 3H) e 6¢ 21,0, indicando a presenca de um grupo metila no anel B (4-CHj3).

HoNo 2 5. _CHs
, o
3'. PN 13
B
o

2

Os espectros de RMN de 'H e gCOSY 'H-'H da aminochalcona 2 apresentaram dois
pares dubletos em oy 6,62 e 7,90 (J= 9,0 Hz) e oy 7,70 e 7,23 (J= 8,0 Hz), os quais foram
atribuidos aos hidrogénios pertencentes aos anéis para-dissubstituidos A e B,

respectivamente.
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Tabela 6: Dados de RMN de 'H (500 MHz) e RMN de *C (125 MHz) e do mapa de contornos gHMBC da
aminochalcona 2 (DMSO-d,) ( Anexos 5 —7)

Posiciio d¢ oy mult.; J (Hz)" gHMBC
1 1324 - H-3; H-5 e H-a
2¢e6 128,4 7,70; d; 8,0 H-2; H-6 e H-
3e5 129,4 7,23;d; 8,0 H-3; H-5 e 4-CH;
4 139,9 - H-2; H-6 e 4-CH;
1 125,4 - H-3" e H-5°
2’e6 131,0 7,90; d; 9,0 H-2’ e H-6
3es 112,7 6,62;d; 9,0 H-3’; H-5" e 4’-NH,
4 153.8 - H-2’ e H-6
o 121,3 7,78; d; 16,0 -

1414 7,57; d; 16,0 -
B' 185,9 - H-2’; H-6’; H-a e
H-p

4’-NH, - 6,11;sl -
4-CH; 21,0 2,32;8 H-3 e H-5

* Atribuicao realizada através da andlise do mapa de contornos gHMQC

O conjunto de dados apresentados na tabela 5 conjuntamente com aqueles descritos por Yi

e colaboradores permitem identificar a substincia 2 como sendo a 4’-amino-4-metilchalcona

HoNo 2 > _F
, o
DB g!

o B

3

(YT et al., 2005).

A anilise dos espectros de RMN de 'H e RMN de "*C permitiram caracterizar a
substancia 3 como pertencente a classe das aminochalconas fluoradas (Tabela 7, p.42;
ANEXOS 8-11, p. 66-69). Salientando-se para o sinal em 7,25 (J= 9,0 e 9,0 Hz) que foi
atribuido aos hidrogénios H-3/H-5. A multiplicidade apresentada por este sinal, duplo

dubleto, deve-se aos acoplamentos hidrogénio-flior e hidrogénio - hidrogénio.
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O espectro de RMN de "°C apresentou cinco dubletos provenientes do acoplamento
carbono-flior, sendo eles 131,8 (J= 2,6 Hz), 130,7 (J= 8,0 Hz), 115,8 (J=21,1 Hz), 163,8
(J=246 Hz) e 122,3 (J=1,7 Hz), sendo este tltimo um acoplamento a longa distancia, o qual

foi conseqiiente da coplanaridade e conjugacio entre o anel aromatico B e a enona.

Tabela 7: Dados de RMN de 'H (500 MHz) e RMN de B¢ (125 MHz) e do mapa de contornos gHMBC da
aminochalcona 3 (DMSO-d,) ( Anexos 8 — 11)

Posicao oc; mult.; J (Hz) Oy; mult.; J (Hz) gHMBC
1 131,8;d; 2,6 - H-3; H-5 e H-a
2e¢6 130,7; d; 8,0 7,91;d;9,0"" H-2; H-6 ¢ H-p
3e5 115,8;d; 21,2 7,25;dd;9,0¢9,07" H-3’eH-5’
4 163,0; d; 246,0" - H-2; H-3; H-5 e H-6
1 1253 - H-2’ e H-6"
2e6 131,1 791;dd; 2,0e8,0°"  H-2’eH-6
Fes 112,7 6,62; dd; 2,0 e 8,0 H-3’; H-5’¢ 4’-NH,
4 153,9 - H-2’ e H-6’
o 122,3;d; 1,77 7,81;d; 16,0 -

140,1 7,60; d; 16,0 H-2 e H-6
B' 185,8 - H-2’; H-6’; H-a e
H-p

4’-NH, -~ 6,13; sl -

* Atribuicao realizada por meio da andlise do mapa de contornos gHMQC;

** Dubletos proveniente do acoplamento carbono-fltor;

*#* Dubleto proveniente do acoplamento a longa distancia carbono-fldor;

*#%% Valores intercambidveis;

##%%* Duplo dubleto proveniente do acoplamento hidrogé€nio-fldor.

O conjunto de dados apresentados na tabela 7 conjuntamente com aqueles descritos por
Prasad e co-autores permitem identificar a substincia 3 como sendo a 4’-amino-4-
fluorchalcona (PRASAD et al., 2009).

A andlise dos espectros de RMN mono e bidimensionais das substincias 4—6 e sua
comparacdo com dados espectroscOpicos da literatura, indicaram as seguintes estruturas

moleculares, 4’-amino-2-hidroxichalcona (4; ANSARI er al., 2005), 4’amino-3-

hidroxichalcona (5; ULLAH et al., 2007) e 4’ -amino-4-hidroxichalcona (6; SEO et al., 2005).
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Tabela 8: Dados de RMN de 'H (500 MHz) e RMN de B¢ (125 MHz) e do mapa de contornos gHMBC da

aminochalcona 4 (DMSO-d;) (Anexos 12 — 15)

on; mult.; J (Hz)" gHMBC
1 121,9 - H-3; H-5 ¢ H-a
2 159,2 - H-4, H-6 ¢ H-p
3 116,7 6,90; d; 8,0 H-5
4 131,1 7,15; dd; 8,0 ¢ 8,0 H-6
5 118,0 6,73; dd; 8,0 e 8,0 H-3
6 128,6 7,70; d; 8,0 H-4 ¢ H-p
1 125,8 - H-3’ ¢ H-5’
2’e6 130,7 7,84;dd; 2,0 e 8,0 H-2" e H-6’
Fes 112,7 6,60; dd; 2,0 e 8,0 H-3’; H-5" ¢ 4’-NH,
4 153,5 - H-2" e H-6’
o 120,5 7,79; d; 15,5 H-p
137,9 7,91;d; 15,5 H-6 ¢ H-a
B’ 186,4 - H-2’; H-6’; H-o. e
H-p
4’-NH, - 6,04; sl

* Atribuicdo realizada por meio da andlise do mapa de contornos gHMQ
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Tabela 9: Dados de RMN de 'H (500 MHz) e RMN de B¢ (125 MHz) e do mapa de contornos gHMBC da
aminochalcona 5 (DMSO-d;) (Anexos 16 — 18)

Posicio d¢ oy; mult.; J (Hz)" gHMBC

1 136,3 - H-5 ou H-6 e H-a
2 117,4 6,82; m H-4 ou H-6
3 158,1 - H-4 ou H-5
4 114,9 7,18; m -
5 129,7 7,18; m —
6 119,2 7,18; m H-2 e H-4 ou H-5
1 125,3 - H-3’ e H-5°
2’e6 131,1 7,87; d; 9,0 H-2’ e H-6
3es 112,8 6,60; d; 9,0 H-3’; H-5" e 4’-NH,
4 153.8 - H-2’ e H-6
o 122,1 7,71; d; 16,0 -

141,8 7,48; d; 16,0 H-6
B 186,0 - H-2’; H-6’; H-a e

H-p

4’-NH, - 6,11; sl -

* Atribuicdo realizada por meio da andlise do mapa de contornos de gHMQC;
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Tabela 10: Dados de RMN de 'H (500 MHz) e RMN de “*C (125 MHz) e do mapa de contornos gHMBC da

aminochalcona 6 (DMSO-d,) (Anexos 19 — 21)

oy; mult.; J (Hz)" gHMBC
1 1254 - H-3; H-5 e H-a
2eb6 130,4 7,60; d; 8,5 H-2, H-6 e H-B
3e$S 116,0 6,78; d; 8,5 H-3 e H-5
4 160,8 - H-2 e H-6
1 125,7 - H-3" e H-5°
2’e6 130,8 7,85;d; 8,5 H-2’ e H-6
Jes 112,7 6,59; d; 8,5 H-3’; H-5" e 4’-NH,
4 153,5 - H-2’ e H-6
o 118,2 7,58; d; 16,0 H-p
142,1 7,51;d; 16,0 H-2 e H-6
B' 186,0 - H-2; H-6’; H-a e
H-p’
4’-NH, - 6,03; sl -

* Atribuicdo realizada por meio da andlise do mapa de contornos gHMQC;
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Tabela 11: Dados de RMN de 'H (500 MHz) e RMN de *C (125 MHz) da
nitrochalcona 7 (DMSO-ds) ( Anexos 22 — 24)

Posicao oc Oy; mult.; J (Hz)
1 121,1 -
2 158,6 -
3 116,6 6,94; d; 8,0
4 132,6 7,28; dd; 8,0 e 8,0
5 118,9 6,84; dd; 8,0 e 8,0
6 129,1 7,84;dd; 8,0e 1,5
r 141,6 -
2’e6 129,6 8,28;d; 9,0
3es 123,8 8,37;d; 9,0
iy 149,6 -
o 120,3 7,86; d; 16,0
B 142.9 8,09; d; 16,0
B' 188,7 -
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Tabela 12: Dados de RMN de 'H (500 MHz) e RMN de *C (125 MHz) da nitrochalcona 8
(DMSO-ds) (Anexos 25 —27)

Posicao

og; mult.; J (Hz)

A Ui A W N =

1
2’e6’
JeS
&

135,6
115,4
157,7
118,3
129,9
120,1
1424
129,8
123.8
149.8
121,7
145.,8
188.,4

7,25;dd;2,0e 1,5
6,9;ddd; 9,0; 2,0e 2,5
7,27, dd; 8,0e9,0
7,33; d; 8,0

8,34; d; 9,0

8,37, d; 9,0

7,70; d; 16,0

7,83;d; 16,0
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Tabela 13: Dados de RMN de 'H (500 MHz) e RMN de *C (125 MHz) da nitrochalcona 9
(DMSO-d;) (Anexos 28 — 30)

Posicao oc on; mult.; J (Hz)"
1 131,6 -
2e6 131,6 7,69; d; 8,5
3e5 116,7 6,78; d; 8,5
4 163.7 -
r 143,3 -
2’e6 129,6 8,30;d; 9,0
3es 123.,8 8.4;d;9,0
& 149,5 -
o 116,7 7,62;d; 15,5
B 146,7 7,72; d; 15,5
B 187.8 -




Tabela 14: Dados de RMN de 'H (500 MHz) e RMN de *C (125 MHz) da nitrochalcona
10 (DMSO-ds) (Anexos 31 — 33)

Posicao dc oy mult.; J (Hz)

1 126,0 -

2 115,7 7,27;d; 2,5

3 146,6 -

4 149,3 -

5 115,8 6,80; d; 8,5

6 118,2 7,20; dd; 8,5¢ 2,5

r 1429 -

2’e6 129,6 8,29;d; 9,0

e’ 123.8 8,34;d; 9,0

Vi 149,6 -

a 122,7 7,59;d; 15,5
145,67 7,65; d; 15,5

B 188,1 -

Tabela 15: Dados de RMN de "H (500 MHz) da nitrochalcona 11 (DMSO-d,) (Anexos 24 — 35)

Posicao oy; mult.; J (Hz)
3 6,92;dd; 9,0 e 5,0
4 7,14; m
6 7,80; dd; 10,0 e 3,0
2’e6’ 8,36; d; 9,0
e 8,32;d; 9,0
o 7,90; d; 16,0

B 8,03; d; 16,0
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Tabela 16: Dados de RMN de 'H (500 MHz) e RMN de *C (125 MHz) da

nitrochalcona 12 (DMSO-ds) (Anexos 36 — 39)

Posicao

og; mult.; J (Hz)

A Ui A W N =

1’
2’e6’
e’

120,7
155.5
116,2
133,3
127,9
128,6
142,8
129.6
123.8
149,6
120,2
141,1
188.,5
19,9

6,84; d; 8,0
7,11;dd; 8,0e 2,0

7,70; d; 2,0
8,37, d;9,0
8,30; d; 9,0
7,82;d; 16,0
8,07;d; 16,0

2,25:s




Tabela 17: Dados de RMN de 'H (500 MHz) da aminochalcona 13

(DMSO-ds) (Anexos 40 —41)

Posicao

oy; mult.; J (Hz)

2’e6®
eSS

4’-NH,

6,90; dd; 9,0 e 5,0
7,03; m

7,69; dd; 10,0 e 3,0
7,89; d; 9,0
6,61;d;9,0
7,82;d; 16,0
7,85;d; 16,0

6,09; sl

Tabela 18: Dados de RMN de 'H (500 MHz) e RMN de “*C (125 MHz) da
aminochalcona 14 (DMSO-d;) (Anexos 42 — 45)

£

Posicao dc Oy; mult.; J (Hz)
1 136,5 -
2e6 106,4 6,62;d; 2,5
3e5 158,9 -
4 104,8 6,34; dd; 2,0 e 2,0
r 1254 -
2’e®’ 130,9 7,87; d; 8,5
e’ 112,7 6,61;d; 8,5
4 153,8 -
o 121,6 7,38;d; 15,5
] 142,2 7,61;d; 15,5
B 188,9 -
4’-NH, — 6,13; sl
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6.5 Atividade inibitoria sobre a-glicosidase de Saccharomyces cerevisiae
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As chalconas 1-10 e 14 tiveram sua atividade inibitéria sobre o-glicosidases de

Saccharomyces cerevisiae avaliada por ensaios espectrofotométricos.

Os resultados foram expressos em concentragdo capaz de inibir em 50% a atividade

enzimatica (Clsy) e estdo demonstrados na Tabela 19 p. 52.

Tabela 19: Atividade inibitoria de 4’-nitro- e 4’-aminochalconas sobre a-glicosidases

Substancia R R, Ry Cl5y (uM)
1 NH, H H > 100
2 NH, H H > 100
3 NH, H F H > 100
4 NH, H H H 4,48
5 NH, H OH H H 7,71
6 NH, H H OH H 5,06
7 NO, OH H H H 6,67
8 NO, H OH H H 8,44
9 NO, H H OH H 6,88
10 NO, H OH OH H 1,23
14 NH, H OH H OH 1,88
acarbose - - - — 5,90

As chalconas 4, 10 e 14 apresentaram os melhores resultados de inibi¢do enzimaética,

com Clsp inferiores ao controle positivo. As substincias com auséncia de hidroxilas no anel B

(1-3) demonstraram baixa atividade (Clso>100), enquanto as chalconas mono-hidroxiladas

no anel B (4-9) apresentaram Clsy semelhante ao controle positivo, e as chalconas di-

hidroxiladas 10 (Clsy 1,23 uM) e 14 (Clso 1,88 uM) mostraram-se 3 a 4 vezes mais potentes

quando comparadas a acarbose (Clsy 5,90 uM).

Os valores de Clsp das chalconas hidroxiladas revelam que a posicdo dos grupos

fendlicos também interfere na atividade. De acordo com os resultados, a inibicdo das a-
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glicosidases € maior quando a hidroxila estd presente na posi¢do 2 (4 e 7) comparativamente
as posicoes 3(5e8)ed (6¢9).

Esses dados em conjunto revelam que a presenca de hidroxilas no anel B, bem como a
posicdo e o nimero desses substituintes é de fundamental importancia para a inibicdo da
atividade enzimatica de a-glicosidases.

As aminochalconas mono-hidroxiladas (4-6) mostraram-se, ligeiramente mais
potentes quando comparadas as nitrochalconas (7-9), permitindo inferir que a presenca de
grupos doadores ou receptores de elétrons no anel A também interferem ligeiramente na
inibicdo de a-glicosidases.

Segundo SIM et al. (2010) farmacos contendo um nitrogénio em sua estrutura como a
acarbose e o miglitol sdo protonados no sitio ativo da enzima, inibindo a glicosidase devido a
habilidade em mimetizar a forma e a carga do estado de transi¢do previsto para a hidrélise
enzimatica. Possivelmente, o nitrogénio presente nas aminochalconas sofre esse mesmo
processo, culminando em uma maior atividade dessas chalconas.

Os resultados obtidos no ensaio permitem inferir que o grupo farmacoférico das
chalconas sintetizadas consiste no anel B hidroxilado, uma vez que se constatou que a
inibicdo de a-glicosidases € influenciada pela presenca, nimero e posi¢ao de grupamentos
hidroxilas no anel B sendo menos influenciada por grupos doadores ou receptores de elétrons

no anel A.
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7. CONCLUSOES

As modificacdes realizadas na metodologia inicialmente adotada para a sintese das
aminochalconas impediu a reacdo de Cannizzaro e a dismutacdo da 4’- nitroacetofenona,
permitindo assim, a obten¢@o dos produtos desejados com menor grau de dificuldade de
purificacdo e maiores rendimentos.

A catalise dcida mostrou-se uma alternativa vidvel para a sintese de hidroxichalconas
comparativamente a reacdo de condensacgao aldolica cruzada sob catélise basica.

Os resultados do ensaio bioquimico demonstraram o amplo potencial farmacoldgico
dotado por essa classe de substincias, revelando dados preliminares de REA ‘“Relacio
Estrutura Atividade”.

Os dados de Clsg para inibi¢ao de a-glicosidases mostraram que as chalconas 10 (Clsy
1,23 uM) e 14 (Cls 1,88 uM) foram mais potentes que a acarbose (Clsp 4,90 uM), sendo
que as chalconas 4-9 apresentaram valores de Clsy préximos ao do controle positivo.

O conjunto de dados obtidos revelaram que a presenca de hidroxilas no anel B, bem
como a posicdo e o numero desses substituintes é de fundamental importancia para a
inibicdo da atividade enzimatica. Em contrapartida, a presenca de grupos doadores ou
receptores de elétrons no anel A revelou ser de menor importancia para a inibi¢ao de o-

glicosidases.
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ANEXOS

Anexo 1: Espectro de RMN de 'H da aminochalcona 1 (DMSO-dg; 11,7 T)
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Anexo 2: Espectro de RMN de *C da aminochalcona 1 (DMSO-dg; 11,7 T)
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Anexo 3: Espectro de DEPT 135° da aminochalcona 1 (DMSO-dg; 11,7 T)
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Anexo 4: Espectro de NOESY da aminochalcona 1 (DMSO-dg; 11,7 T)
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Anexo 5: Espectro de RMN de 'H da aminochalcona 2 (DMSO-dg; 11,7 T)
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Anexo 6: Ampliaciio do espectro de RMN de 'H da aminochalcona 2 (DMSO-dg; 11,7 T)
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Anexo 7: Espectro de RMN de *C da aminochalcona 2 (DMSO-dg; 11,7 T)
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Anexo 8: Espectro de RMN de 'H da aminochalcona 3 (DMSO-dg; 11,7 T)
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Anexo 9: Ampliaciio do espectro de RMN de 'H da aminochalcona 3 (DMSO-dg; 11,7 T)
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Anexo 10: Espectro de RMN de B3C da aminochalcona 3 (DMSO-dg; 11,7 T)ANEXO 10.
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Anexo 11: Ampliacéo do espectro de RMN de "*C da aminochalcona 3 (DMSO-dg; 11,7 T)
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halcona 4 (DMSO-dg; 11,7 T)

1NOC!

Espectro de RMN de 1H da am

.
.

Anexo 12

RaquelsLuls chalc F 0700

Pulse Seguence: sZpul
Solvent: DMEO

INOVA=500 “mul

Relnx. delay 0.904 sec
Pulse 45.0 degrees
Acg. time 4.096 sec
Width 8000.0 Hz

16 repetitions

§/10

DBSERVE H1, 499,3531838 WHz

DATA PROCESSING
FT slze 65538
Total time 1 m

+ 20 sacC

12

7.8%6

3.088

e
p:
U
e
-

10 8 6 4 2

-2 ppm
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halcona 4 (DMSO-dg; 11,7 T)

minoc

Ampliaciio do espectro de RMN de 'H da a

Anexo 13

Raguel/Luis chalc F 0706710

Pulse Sequence: sZpul

Solvent: DWSD
Tenp. 8.0 C ¢ 301.1 K
Flle: raquel_chalcl _h
INOVA-500  “multiss®

Relax. delay 0.904 sec

Pulse 15.0 degrees

Acg. tims 4,096 sec

Width 8000.0 Hz

16 repetitions

OBSERVE H1, 4%9.3531838 WHZ
DATA PROCESSING

FT size 65538

Total time L min, 20 sec

. 7.847
7.83%
7.829

7.927
—.7.8%8
. 7.852
7.814
7.78%

7.711
7.698

0.5 1.0%

7.174
7.144
7.140

7.171
7.157

6.911
6.89%

—6.750
6.735
6.720

6.617

-6.61%
6.598

6.59%

— 6,589

.07

ppm

.91



Anexo 14: Espectro de RMN de *C da aminochalcona 4 (DMSO-dg; 11,7 T)
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halcona 4 (DMSO-dg; 11,7 T)

1NOC!

Ampliacio do espectro de RMN de *C da ami

Anexo 15

Raquel/Luls chalc F 87/06/10

Pulse Sequence: s2pul

Flle: raguel_chalcf_c
INQVA-500 “multiss®

tions

DBSERVE » 125.5625142 WHz
DECOUFLE  H1, 999.3556807 MH:
Power 30 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

L broadening 1.0 Hz

Total time 59 min, 59 sec

137.938

138 1386

134

132

131.170

150,769

130

128,632

128

12%.80%

126

124

121.870

122

120.518

120

118.0%8

118

116782

ppm
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halcona 5 (DMSO-dg; 11,7 T)

1InocC

Espectro de RMN de 'H da am

Anexo 16

Raquel Chalc O 17/08/2010

Pulse Sequenca: sipul

Solvant: DHSO
Temp. 28,0 C s 301.1 K
IMOMA-500 “multies®

Relax, delay 0.904 sec
Pulse 45.0 degrees
Acg. time 4,086 sec
Width 7450.6 Wz

16 repetitions

OBSERVE M1, 499 3531838 WHz

ODATA PROCESSING
FT size 65538
Total time L min, 20 sec

B.282

7.8886
7.868

7.184

—6.613
6.596

3.49%

. 145

3.431

.3.417

3.403

2.486

1.652

~1.037

1.052

1.024

ppm



Anexo 17: Ampliacio do espectro de RMN de "H da aminochalcona 5 (DMSO-dg; 11,7 T)
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halcona 5 (DMSO-dg; 11,7 T)

1NOC!

.

Espectro de RMN de C da am

Anexo 18

Raguel Chale D 17/06/2010
Pulse Sequence: s2pul

-
s
DMSO -
-

0C /s 301.1K

38.331

ties"

sec

OBSERVE C13, 125.5625085 MMz
DECOUPLE H1, 4899 3556807 WMz

39.831

cont inuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 1.0 Hz

T size 65536

Total time 1 hr, 59 min, 59 sec

39,162

131.100
112,819

122.132
40.001

119.221
117.402
114,970

129.768
38,999

823

186.026
158.172
153.899
141
136.352
125.382
76,198
56,074
18.555%

24963

20 ppm
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Anexo 19: Espectro de RMN de 'H da aminochalcona 6 (DMSO-dg; 11,7 T)
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Anexo 20: Ampliacédo do espectro de RMN de 'H da aminochalcona 6 (DMSO-dg; 11,7 T)
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Anexo 21: Espectro de RMN de BC da aminochalcona 6 (DMSO-dg; 11,7 T)
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Anexo 22: Espectro de RMN de 'H da chalcona 7 (DMSO-dg; 11,7 T)

raquel_2nitro_h
Raquel 2-nitro 20/09/2010
400
350
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© ©
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2
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© N o
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o
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o
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L Fo
RSN
25005 S
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. ~ 1
Anexo 23: Ampliacio do espectro de RMN de H da chalcona 7 (DMSO-dg; 11,7 T)
raquel_2nitro_h
Raquel 2-nitro 20/09/2010
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Anexo 24: Espectro de RMN de B3C da chalcona 7 (DMSO-dg; 11,7 T)

raquel_2nitro_c
Raquel 2-nitro 20/09/2010
r 55000

50000
45000
40000

35000

129.61
123.83

30000

r 25000

20000

r 15000

~—~132.57
——120.32

——118.85

116.64

—— 141.56
— 129.07
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Anexo 25: Espectro de RMN de 'H da chalcona 8 (DMSO-d; 11,7 T)

raquel_3nitro_h
Raquel 3-Nitro 02/09/2010

r450
400
r 350

r 300

8.358
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200
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\

- 6.913

6912

\ 6.909
6.907
6.898
6.896
6.893
6.891

r50

. JLL —l Lo
5 2%

0.74]
100
1.02%

1.03<

.5 70 65 60 55 50 45 4.0 35 3.0 25 20 1.5 1.0 05 0.0
f1 (ppm)
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Anexo 26: Ampliaciio do espectro de RMN de 'H da chalcona 8 (DMSO-dg; 11,7 T)

raquel_3nitro_h
Raquel 3-Nitro 02/09/2010
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Anexo 27: Espectro de RMN de "*C da chalcona 8 (DMSO-d; 11,7 T)

raquel_3nitro_c
Raquel 3-Nitro 02/09/2010

r 1300
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/ 123.81
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Anexo 28: Espectro de RMN de 'H da chalcona 9 (DMSO-d; 11,7 T)

raquel_4nitre_h
Raguel 4-nitro 07/10/2010
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Anexo 29: Ampliacio do espectro de RMN de 'H da chalcona 9 (DMSO-dy; 11,7 T)
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Anexo 30: Espectro de RMN de B3C da chalcona 9 (DMSO-dg; 11,7 T)

raquel_4nitro_c
Raquel 4-nitro 16/09/2010
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Anexo 31: Espectro de RMN de 'H da chalcona 10 (DMSO-d; 11,7 T)
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Anexo 32: Ampliacido do espectro de RMN de 'H da chalcona 10 (DMSO-dy; 11,7 T)

raquel_chalc34N_h
Raquel Chalc 3,4 N 15/10/2010

r 500
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8.295

r300
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Anexo 33: Espectro de RMN de *C da chalcona 10 (DMSO-dg; 11,7 T)

raquel_Chal34N_c r 2E+05
Raquel Chalc 3,4 N 15/10/2010 L 2E+05
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| ——
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Espectro de RMN de 'H da chalcona 11 (DMSO-dg; 11,7 T)

20H5FN_h
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Ampliaciio do espectro de RMN de 'H da chalcona 11 (DMSO-dg; 11,7 T)

Anexo 35
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Anexo 36: Espectro de RMN de "H da chalcona 12 (DMSO-dg; 11,7 T)

raquel_20H5CH3_h 2100
Raquel 20H 5CH3 18/11/2010
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Anexo 37: Ampliacio do espectro de RMN de 'H da chalcona 12 (DMSO-dg; 11,7 T)

raquel_20H5CH3_h 2100
Raquel 20H 5CH3 18/11/2010
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Anexo 38: Espectro de RMN de B3C da chalcona 12 (DMSO-dg; 11,7 T)

raquel_20HSCH_c L
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Anexo 39: Ampliacio do espectro de RMN de *C da chalcona 12 (DMSO-dg; 11,7 T)

raquel_20HSCH_c
Raquel 20H 5CH 14/10/2010
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halcona 13 (DMSO-dg; 11,7 T)

Inoc

Espectro de RMN de 'H da am

Anexo 40
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Ampliaciio do espectro de RMN de 'H da aminochalcona 13 (DMSO-dg; 11,7 T)

Anexo 41
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Anexo 42: Espectro de RMN de "H da aminochalcona 14 (DMSO-dg; 11,7 T)
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Anexo 43: Ampliacio do espectro de RMN de 'H da aminochalcona 14 (DMSO-dg; 11,7 T)
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Anexo 44: Espectro de RMN de BC da chalcona 14 (DMSO-dg; 11,7 T)
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Anexo 45: Ampliacio do espectro de RMN de *C da chalcona 14 (DMSO-dg; 11,7 T)
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