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RESUMO

A tuberculose (TB) é uma doenca infecciosa causada pela bactéria
Mycobacterium tuberculosis (MTB). Atualmente, essa doenca é considerada
um problema de saide publica devido ao alto numero de casos. Inimeras
razGes justificam a busca por novos agentes tuberculostaticos, destacando-se
a sua alta taxa de morbimortalidade. Dessa maneira, esfor¢os sdo prementes
para descobrir e desenvolver farmacos com padrdes estruturais e mecanisticos
inovadores. A Quimica Medicinal tem sido muito importante para esta busca,
visando o planejamento e a descoberta de farmacos. As chalconas vém se
destacando por possuirem indmeras bioatividades e sua sintese ser
considerada concisa e versatil. O presente estudo teve como objetivo a sintese
e avaliacdo bioldgica de 3-hidroxicordoina (3HC) e seus analogos. Foram
sintetizados analogos chalconicos com modificacGes no anel A e a estratégia
sintética incluiu reacdes de O-alquilacdo, condensacdo aldolica de Claisen-
Schmidt, rearranjo de Claisen e hidrogenacdo catalitica.. A atividade
antibacteriana da 3HC foi avaliada contra Mycobacterium tuberculosis Hz7Rv

obtendo uma Concentracgdo Inibitéria Minina (CIM) de 3,9 uM.

Palavras-chave: Cordoina. Chalconas Preniladas. Claisen-Schmidt.

Tuberculose. Bactérias.



ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is an infectious disease caused by the bacterium
Mycobacterium tuberculosis (MTB). Currently, this disease is considered a
public health problem due to the high number of cases. Numerous reasons
justify the search for new tuberculostatic agents, highlighting their high
morbidity and mortality rate. Therefore, efforts are urgent to discover and
develop drugs with innovative structural and mechanistic patterns. Medicinal
Chemistry has been very important for this search, aiming at the planning and
discovery of drugs. Chalcones have been highlighted because they have
numerous bioactivities and their synthesis is considered concise and versatile.
The present study aimed at the synthesis and biological evaluation of 3-
hydroxychordoin (3HC) and its analogues. Chalconic analogues with
modifications in the A ring were synthesized and the synthetic strategy
included O-alkylation reactions, Claisen-Schmidt aldol condensation, Claisen
rearrangement and catalytic hydrogenation. The antibacterial activity of 3HC
was evaluated against Mycobacterium tuberculosis H37Rv obtaining an
Inhibitory Concentration Minimum (MIC) of 3.9 uM.

Keywords: Cordoin. Prenylated Chalcones. Claisen-Schmidt. Tuberculosis.
Bacteria.
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1. INTRODUCAO
1.1. Tuberculose & Antimicobacterianos

A tuberculose (TB) durante muitos anos foi a doenca infecciosa
responsavel pelo maior nimero de 6bitos no mundo, tendo impacto superior ao
da AIDS. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), até 2019 a TB foi
considerada como uma das 10 principais causas de 6bitos no planeta. Em 2020,
ela foi superada pelas infecgdes causadas pela Covid-19. No entanto, este fato
nao representa que houve um avango no combate a doenca, transmisséao ou uma
reducdo na mortalidade. Devido a pandemia de Coronavirus (Covid-19), pela
primeira vez em décadas, houve um aumento de nimero de Obitos causados
pela infecgdo. Isso ocorreu em razdo dos impactos na oferta e acesso a servigos
essenciais para TB, havendo um decréscimo no numero de pessoas
diagnosticadas e notificadas com tuberculose (WHO, 2021).

O principal agente etiolégico da TB é o Mycobacterium tuberculosis
(MTB), um bacilo aerdébico, que possui crescimento lento. O processo de
infeccdo por MTB ocorre a partir da inalacdo de perdigotos com bacilos,
expelidos pela fala, espirro ou tosse de um individuo contaminado. O MTB afeta
principalmente os pulmdes, ocasionando a forma mais comum da doenca, a TB
pulmonar, porém o bacilo pode se espalhar para outros 6rgdos dando origem a
TB extrapulmonar. A maioria das pessoas desenvolve uma resposta imunoldgica
celular capaz de conter a infeccdo. Porém, nessa fase, 0 MTB pode assumir o
estado de laténcia no interior dos macréfagos, na qual o bacilo ndo se encontra
ativo, podendopersistir durante décadas. No entanto, em situacfes em que ocorre
0 comprometimentodo sistema imunoldgico, pode haver quebra de laténcia,
dando inicio a infeccdo (EVANGELOPOULOS & MCHUGH, 2015).

O tratamento da TB recomendado pela OMS possui um periodo minimo
de 6 meses e sdo administrados quatro farmacos denominados agentes de
primeira linha. Nos dois primeiros meses de tratamento, € recomendada a
associacdo dos farmacos isoniazida (1), pirazinamida (2), etambutol (3) e
rifampicina (4), seguida da fase de manutengdo por quatro meses, constituida

pela associagao entre isoniazida e rifampicina (Figura 1) (WHO, 2017).
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Figura 1. Farmacos de Primeira Linha para o Tratamento da Tuberculose:
isoniazida (1), pirazinamida (2), etambutol (3) e rifampicina (4).

Um problema associado ao MTB é o surgimento das formas multi-
farmaco resistentes (MDR-TB), as quais sdo refratarias a pelo menos dois dos
farmacos de primeira linha empregados no tratamento. Para combater cepas
MDR-TB é necessario um tratamento relativamente mais longo e téxico, com
uma menor taxa de cura em comparacao ao utilizado contra a forma sensivel
do bacilo. Nesse tratamentosao utilizadas combinacgdes de agentes de segunda
linha por um periodo de 18 a 24 meses, incluindo os aminoglicosideos
(canamicina ou amicacina), capreomicina, cicloserina, é&cido para-
aminosalicilico, tioamidas (etionamida e protionamida) e fluoroquinolonas
(moxifloxacino, ofloxacino e gatifloxacino) (WHO, 2017).

Nos ultimos 50 anos, foram aprovados apenas 3 farmacos para o
tratamento especifico das formas MDR-TB, sendo eles a bedaquilina
(Sirturo®, 5), aprovada em 2012 pela FDA, a delamanida (Deltyba®, 6),
aprovada em 2015 pela European Medicines Agency e a pretomanida (7), o
farmaco aprovado mais recentemente, em agosto de 2019 pela Food and Drug

Administration (FDA), que é administrado simultaneamente com a

bedaquilina (5) quando se encontram casos de fenotipos resistentes (Figura
2) (Bloemberg et al, 2015) (WHO, 2017).

16



Figura 2. Farmacos modernos empregados para o tratamento de MDR-TB:
bedaquilina (5), delamanida (6) e pretomanida (7).
Na busca por tratamentos alternativos, os produtos naturais tem se

mostrado grandes aliados da Quimica Medicinal para o tratamento das formas
resistentes de bactérias, micobactérias e para a descoberta de novos
antibioticos (DAI 2020).

1.2. Chalconas

As chalconas sdo produtos naturais, consideradas compostos
privilegiados pela Quimica Medicinal, devido ao seu amplo espectro de
bioatividades, além de apresentarem estruturas que podem ser modificadas por
meio de sinteses versateis e faceis (PHAN, 2018). Elas constituem uma das
maiores subclasses de flavonoides, com distribuicdo ampla nas plantas, sendo
precursores biossintéticos centrais dos demais flavonoides (DI CARLO,
1999).

Sé&o formadas por duas unidades fenilicas (anéis A e B), ligadas por uma
cetona o,B-insaturada (Figura 3) (DEWICK, 2009). As chalconas séo
produtos naturais consideradas compostos privilegiados pela Quimica

Medicinal.

(. 7 X
4 6 6 4

Figura 3. Estrutura geral do nacleo chalconico.

Dentre elas, destaca-se a metochalcona (8) e a sofalcona (9) que se
destacam como  farmacos com acGes colerética e  anti-
ulcerogénica/mucoprotetora, respectivamente (Figura 4) (BATOVSKA &
TORODOVA, 2010; SAHU, 2012).

As chalconas preniladas comp6em uma classe importante de chalconas
de ocorréncia natural (EPIFANO, 2007). Sdo aquelas que possuem o nucleo

chalcénico ligado a grupos terpenoidicos, principalmente isoprenila (5
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carbonos), geranila (10 carbonos) e farnesila (15 carbonos). Esses grupos
quando ligados ao nucleo chalcdnico por atomos de carbono e oxigénio sdo
denominados C-prenila e O-prenila, respectivamente. As chalconas C-
preniladas, cujo grupo terpenoilico estd ligado diretamente ao &tomo de
carbono, sdo de maior ocorréncia natural do que as chalconas O-preniladas
(WANG, 2015). Alguns exemplos de chalconas preniladas com atividade
contra M. tuberculosis séo: licochalcona A de Glycyrrhiza inflata (FRIIS,
2002), kanzanol C, estipulina, 4-hidroxiloncocarpina de Dorstenia barteri
(KUETE, 2010) e piranochalconas de Helichrysum melanacme (LALL, 2006).

(o) (o) O-isoprenila
Ve ~N
SOV S oUN e hat
O-isoprenila =
o o 8 o_ O

9
CO,H
Figura 4. Farmacos chalcénicos Metochalcona (8) e Sofalcona (9).

Por esse motivo, a exploracdo de chalconas com atividade
antibacteriana, principalmente contra M. tuberculosis, planejando e
desenvolvendo analogos, pode resultar em moléculas mais eficientes que os
prototipos estudados e conduzir a descoberta de novos antibiéticos e potenciais

farmacos inéditos.

1.2.1. Cordoina

Dentre as chalconas naturais preniladas, uma de grande destaque é a
cordoina (10) (Figura 5). Esta apresenta uma subunidade O-isoprenila e uma
hidroxila nas posicGes 2 e 4 do anel A, respectivamente. Ela pode ser extraida
de algumas plantas, incluindo Millettia erythrocalyx Gagnep. (Fabaceae),
Cordoa piaca (Leguminosae) (LUPI, 1975) e Derris spp. (Fabaceae) (DO
NASCIMENTO & MORS, 1972).

OH O

SSNOAQC

Figura 5. Estrutura da cordoina (10).
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A cordoina pode ser obtida sinteticamente além de poder ser obtida
através de algumas plantas. A rota mais comum para a obtecdo da cordoina
(Rota A) envolve duas etapas: (a) a reagédo O-prenilagéo da hidroxila na posicéo
4 da 2,4-dihidroxiacetofenona (11), e a (b) reacéo de condensacdo alddlica entre
o0 derivado acetofendnico isoprenilado (11.1) e o benzaldeido (Figura 6). De
modo geral, na primeira etapa reacional (etapa a), a 2,4-dihidroxiacetofenona e
0 brometo de isoprenila sdo utilizados como reagentes de partida. Essa reacéo
tem sido catalisada por catalisadores basicos, incluindo K>COs; e DBU (1,8-
diazabicicloundec-7-eno), e a acetona tem sido utilizada como solvente. Na
segunda etapa reacional (etapa b), o derivado acetofendnico isoprenilado (11.1)
é condensado com o0 benzaldeido utilizando também catalisadores alcalinos,
como KOH e Ba(OH),. Alcoois de cadeia curta, como EtOH e MeOH, tem sido

empregados como solventes dessa etapa reacional.

By TR TR

OH O OH O
11 111

etapa a etapa b
Figura 6. Rota sintética A para a obtencdo da cordoina (10).

Inimeros estudos tém descrito as atividades bioldgicas da cordoina e seus
anadlogos naturais e sintéticos. Esses trabalhos descreveram o0s seus efeitos
antitumoral (BOTTA, 2005; LIU, 2010; BUYERE, 2011; ZHANG, 2014;
FONSECA, 2014; NABEKURA, 2020), antifingico (FLORES, 2016),
anticonvulsivante (GENOVESE, 2009), antidepressivo (CHIMENTI, 2009; XIE,
2014) e antiplaquetario (REDDY, 2011).

Um analogo natural da cordoina que tem se destacado pelas suas
atividades biol6gicas € uma chalcona O-prenilada, a 4-hidroxicordoina (12)
(Figura 7) (EPIFANO, 2007), que é isolada da planta Lonchocarpus

neuroscapha Benth (Fabaceae).



Le,

Figura 7. Estrutura quimica da 4-hidroxicordoina (12).

As atividades bioldgicas da 4-hidroxicordoina também tém sido
estudadas, incluindo antifungica (MESSIER, 2011), anti-inflamatéria
(FELDMAN, 2011; FIORITO, 2017), antitumoral (EPIFANO, 2012),
antibacteriana (AVILA, 2008; DAN & DAI, 2019), e anticonvulsiva
(GENOVESE, 2009).

Segundo Feldman e colaboradores, a 4-hidroxicordoina apresentou
atividade contra as espécies bacterianas de interesse odontologico Prevotella
intermedia (ATCC 25611), Fuscobacterium nucleatum (ATCC 25586) e
Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277), com valores de CIM de 2,5, 40 e 5,0

pg/mL, respectivamente.

A 3-hidroxicordoina, que € um composto inedito, foi sintetizada como
parte do projeto “Sintese e Avaliacdo Bioldgicade Isobavachalcona e Analogos
como Potenciais Agentes contra a Tuberculose” e demonstrou uma concentracao

inibitéria minima (CIM) de 125 pg/mL contra H. Pylori.

A 3HC possui alta versatilidade para constru¢cdo de um conjunto de
anadlogos com quimiodiversidade, pois apresenta uma estrutura relativamente
simples (auséncia de centros estereogénicos), bem como uma sintese em poucas

etapas.

Figura 8: Estrutura quimica da 3-hidroxicordoina (13)

JUSCAacH

(13)
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo geral a sintese da 3-
hidroxicordoina e seus analogos chalcénicos com modifica¢fes no anel A e a

investigacdo da suas atividades antibacteriana.

2.2 Objetivos especificos
I. Sintese de 10 analogos chalcdnicos, explorando grupos
terpenoilas e hidroxilas;
Il.  Avaliacdo da atividade contra Mycobacterium tuberculosis,

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

3. METODOLOGIA
3.1. Planejamento Molecular dos Analogos Chalcénicos de 3HC.

Foi planejado duas series de analogos chalconicos de 3HC (Esquema
1), sendo estas séries com modificacBes no anel A.

Efeito de grupos alilicos
Efeito da ciclizagéo

da isoprenila \K\/O @ @
' n \V I OH
OH O

Esquema 1. Planejamento molecular dos analogos chalcdnicos de 3HC.

3.2. Modificacdes no Anel A

A série sera constituida por 3HC e seus analogos chalcénicos com anel
B meta-hidroxilado e modificacdes feitas no anel A. (Esquema 2).
Inicialmente, foram planejados andlogos substituidos em4’ com os grupos
metila (14), geranila (15) e farnesila (16), visando identificar a influéncia do
grupo terpenoila sobre a bioatividade. Serdo avaliados outros grupos, como as

cromenochalconas 17 e 18 e cromanochalconas 19 e 20, visando identificar o
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efeito da ciclizacdo do grupo terpenoila sobre a atividade bioldgica.

(o)

1T
e R
OH "N OH
OH O
R= (14
Ar = (7) (18)
(15)
(16) (19) (20)

Esquema 2. Planejamento molecular dos analogos da série I.

3.2.1 Sintese da 3HC e dos analogos com modificacfes no anel A

A sintese de 3HC e dos analogos 14-16 utilizard duas etapas
(ESPINOZA-HICKS, 2019; CHACO-VARGAS, 2020). A primeira etapa
envolvera a reacdo de O-alquilacdo de 2,4-dihidroxiacetofenona (material de
partida, 11), utilizando os respectivos brometos ou cloretos (R = prenila,
metila, geranila e farnesila) e carbonato de potassio anidro. A segunda etapa
sera constituida pela reacdo de condensacéo aldolica de Claisen-Schmidt entre

as respectivas acetofenonas e 3- hidroxibenzaldeido (25) (Esquema 3).

HO o HT(©OH r-°
R-CH,-X fo)
—_— R’ O—> N\
K,CO;, acetona KOH 60%, H,O/EtOH, OH
OH OH O

OH O refluxo
14-16
11
Esquema 3. Rota sintética para sintese de 3HC e seus analagos 14-16.

Para a sintese das cromenochalconas 17 e 18, como material de partida
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sera utilizada a acetofenona 11, a qual sera submetida a um rearranjo de
Claisen. As cromanochalconas 19 e 20 serdo obtidas por meio da reacdo de
hidrogenagdo catalitica das acetofenonas 23 e 24 seguinte da condensacao
aldélica com 3-hidroxibenzaldeido respectivamente (TADIGOPPULA, 2013;
SHIVAHARE, 2014) (Esquema 4).

§
‘n’ : "OH
HO 3-metil-but-2-enal ou R O o) R O O O
citraldimetilacetal - 0@ s
—_— N \
@W/ S o

piridina, refluxo KOH 60%, H,O/EtOH,
OH O OH O refluxo OH O
21) e (22 17 18
(1) (21) e (22) (17) e (18)
H,, Pd-C
R=H (17) e (19)

R= /\)\
g — (18) H
R | .o OH R | O
R= o~ ° SN g
(20) - =
.111' KOH 60%, H,O/EtOH, OH
OH O refluxo OH O

(23) e (24) (19) e (20)
Esquema 4. Rota sintética para a sintese dos andlogos 17-20.

3.2.2 Estratégia sintética 1

A sintese de 3HC e seus analogos, seguindo as metodologias de
Espinoza-Hicks e colaboradores (ESPINOZA-HICKS, 2019), apesar de
possuir uma rota concisa, o rendimento global é baixo (Esquema 3). Devido
a isto, surgiu a necessidade de buscar alternativas para aumentar o rendimento
da sintese. Na tentativa de otimizar a sintese, foi desenvolvida uma rota para
a protecdo do 3-hidroxibenzaldeido com dihidropirano (THP) conduzindo a
obtencdo do aldeido protegido 25.1 na etapa 1. Na segunda etapa, o aldeido
protegido 25.1 foi condensado com o intermediario acetofendnico 21.1. Na
terceira etapa foi realizado uma reacdo de desprotecdo para assim tentar obter

a 3HC com um maior rendimento.
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BNV oUoli -4 ag * PU< Ve

0 KOH 60%,H,0/EtOH,
0 (25.1) refluxo (25.2)

(25)
HCI, MeOH
THF, ta

TR,

o (3

Esquema 5. Rota Sintética para a obtencdo de 3HC utilizando protecéo.

3.2.3 Planejamento molecular série 11
Com o objetivo de identificar a influéncia do grupo terpenoila e

hidroxila sobre a bioatividade dos compostos, foi proposta outra serie de
compostos utilizando a rota sintética realizando uma reacdo de protecéo da
2,4-dihidroxiacetofenona 11 e da 4-hidroxiacetofenona 26. Na segunda etapa,
0 aldeido protegido 25.1 foi condensado com os intermediarios acetofendnicos
11.2 e 26.1. Na ultima etapa foi realizado as desprotecdes dos compostos

protegidos 27 e 27.1, respectivamente, para assim a obtencdo dos produtos 28

e 29.
RN
MOH
R O

R = OH (28)
R =H (29)

Esquema 6. Planejamento Molecular dos Anélogos da Série II.

G0 U ©Y e O RO

refluxo

R = OH (11) R=OH (11.2) E 3?2(72:))

R =H (26) R =H (26.1)

HCI, MeOH,
THF, ta

0
R = OH (28)
R =H (29)

Esquema 7: Rota Sintética para a obtencdo dos analogos 26-27



3.2.4 Purificacdo e Identificacdo de 3HC e seus analagos

As substancias foram purificadas por procedimentos de precipitacao,
extragdo liquido-liquido, cristalizacdo e/ou de métodos cromatogréficos, tais
como: cromatografia em coluna de fase normal (gel de silica), cromatografia
em coluna de fase reversa (octadecilsilano, C18) e cromatografia por excluséo
molecular (LH- 20, Sephadex®).

As reacdes foram acompanhadas por cromatografia em camada delgada
comparativa. As cromatoplacas foram reveladas sob inspe¢do com luz

ultravioleta (254 e 365 nm) e com o anisaldeido sulfurico.

3.3. Ensaios biologicos

Foram wusadas cepas bacterianas padrdo de Mycobacterium
tuberculosis Hz;Rv  (ATCC 27294), trés espécies Gram-negativas,
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Escherichia coli (ATCC 35218) e
Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883), como também trés espécies Gram-
positivas, S. aureus (ATCC 6538), S. epidermidis (ATCC 14990) e
Enterococcus faecalis (ATCC 1299). Os ensaios foram realizados com a
colaboracéo do Laboratorio do Professor Dr. Fernando Pavan da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas, daUniversidade Estadual Julio de Mesquita Filho
(UNESP), Campds de Araraquara.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 3-hidroxicordoina e seus anal6gos

A sintese da 3HC e seus anal6gos 14-16 foram realizadas em 2 etapas e
utilizou-se da metodologia da condensacéo aldélica de Claisen-Schimidt entre
a 2,4-dihidroxiacetofenona e o 3-hidroxibenzaldeido sob catalise basica.

Na etapa I, a reacdo de O-alquilacdo da 2,4-dihidroxiacetofenona levou
a formacdo de 2 produtos, o para O-alquilado e o para e orto O-alquilado,
respectivamente. No esquema 9 é possivel acompanhar o mecanismo da
reacdo de O-alquilacéo.

No mecanismo, inicialmente na etapa 1 da reacdo de O-alquilagdo de

2,4-dihidroxiacetofenona, o carbonato desprotona a acetofenona, levando a
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acetofenona desprotonada. Na etapa 2 esta acetofenona desprotonada, sendo
um nucleofilo, ataca o carbono metilénico proximo ao halégenio do reagente

de interesse, obtendo uma acetofenona O-alquilada.

0 0 Q

R R, _R
HO OH K,CO;, acetona Ne) OH o o

(a) (b)

Esquema 8: Reacdo de O-alquilacdo de 2,4-dihidroxiacetofenona

Etapa 1
>
(0]
o,
H
.02 T02
Q{ D \©\f( +HCO,
OH O OH O
Etapa 2
R
)
/\.‘.O' O
. + X
R\?'_I2 E;L ., — E;\ -
x OH O OH O

Esquema 9: Mecanismo proposto para a reacdo de O-alquilagdo de 2,4-
dihidroxiacetofenona.
Fonte: Autoria prépria
Apos a reacdo de O-alquilacdo foi necessaria a realizagcdo de uma etapa
de purificacdo para obtencao apenas do composto desejado, o para O-alquilado
() no Esquema 8. A separacdo cromatografica de todos os compostos foi
realizada em coluna de silica empregando misturas de hexano e acetato de etila
como eluentes, com a fase movel sendo feitas de acordo com a polaridade das
substancias. Os compostos foram obtidos com rendimentos variando de 25 % a
45 %
Em seguida, realizou-se a reacdo de condensacdo alddlica de Claisen
Schmidt entre as respectivas acetofenonas e 3- hidroxibenzaldeido sob catélise
basica No Esquema 10, consta a reacdo do mecanismo da condensacdo

alddlica de Claisen Schmidt. Na primeira etapa, ha uma remocdo de um
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hidrogénio do acido a-metilico da acetofenona pelo etdxido, formando o ion
enolato, que é estabilizado por ressonancia. Na segunda etapa, uma ligacao
carbono-carbono é estabelecida, pois ocorre o ataque nucleofilico do ion
enolato ao carbono carbonilico do benzaldeido, levando ao intermediario
tetraédrico alcoxido. Na terceira etapa, o intermediério ataca o hidrogénio
acido do etanol, restabelecendo a estrutura do etoxido (catalisador). A quarta
etapa, que forma um pseudoanel de 6 membros, envolve a captura de um
hidrogénio a-cetonico, gerando um segundo enolato, o qual pode ser
estabilizado por uma ligacéo de hidrogénio intramolecular. Por fim, a cetona
a,B-insaturada é formada a partir da liberacdo de um grupo hidréxido (PERRIN
& CHANG, 2016).

R
|

o o
p i H H
4 = - HI, - > H’l
H‘\ - &
EtO

O-7

OH O

i R .
lo) o Et
. O H_H . O vn O
OH L
OH O O g OH 'O OH
(o,
Et
R R
| ]
— -0
- - X 0
OH MQH
o OH ©

oH (o, .

Esquema 10. Mecanismo da reacdo de condensacdo de Claisen-Schmidt.
Fonte: Autoria propria

A sintese das cromenochalconas 17 e 18, também foi realizada em duas
etapas, com a acetofenona 11 sendo utilizada como material de partida. No
Esquema 11, é possivel observar o mecanismo de reacdo para obtencdo da
acetofenona ciclica.

Primeiramente, a piridina desprotona a hidroxila na posicdo 4 da
acetofenona, levando a formacdo do fenolato. Depois, uma ligagdo carbono-

carbono sera estabelecida, como resultado do ataque nucleofilo do ion enolato
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ao carbono carbonilico do aldeido de interesse (3-metil-but-2-enal ou
citraldimetilacetal). Em seguida, o intermediario ataca o hidrogénio da
hidroxila da posi¢do 2 da acetofenona. Na proxima etapa, o oxigénio captura o
hidrogénio do ion piridinio. Na ultima etapa, hd um rearranjo da acetofenona
para a formacdo da acetofenona ciclicas, 17 e 18, respectivamente.

)
0 —
Z H

N
¥ o 0
O\H‘_J © /'O
’d - =
—_— /

O OH O OH O OH O
0 - o)
- OO _aor

O O OH 0 Lo +om, O OH
\_~H
N
| N
Z

Esquema 11. Mecanismo parcial proposto para a reacdo de ciclizacédo da 2,4-
dihidroxiacetofenona.

Fonte: Autoria prépria

Em seguida, também realizou-se a reacdo de condensacdo alddlica de
Claisen Schmidt entre as respectivas acetofenonas e 3-hidroxibenzaldeido sob
catalise basica, com o mecanismo ocorrendo igual ao descrito no Esquema 10.

Por fim, as chalcona foram submetidas novamente a etapas de
purificacbes para a obtencdo dos compostos puros.

Apos as sinteses, os compostos foram enviados para analise de RMN. E
na elucidacdo dos espectros de RMN de *H foi confirmado a sintese de 3HC e
nele é possivel observar quatro sinais caracteristicos referentes ao grupo
isoprenilico: dois singletos emtorno de 1,7 (Anexo 2) referente aos hidrogénios
metilicos (H-4” e H-5"), um dupleto em on ~ 4,65 referente ao H-1” e um

tripleto em ~5,4 referente ao hidrogénio H-2” (Anexo 3).
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Porém nos espectros dos analogos foram analisados além dos sinais
esperados para 0s compostos chalcénicos, como um dupleto com on ~ 7,7
proveniente do hidrogénio vinilico a-carbonilico (Anexo 4) e um dupleto com
on~ 7,9, que corresponde ao hidrogénio vinilico p-carbonilico (Anexo 4), 0s
espectros também apresentaram sinais observaveis que podem indicar a

presenca de impurezas nas amostras.

4.2 Estratégias sintéticas 1 e 2

Devido a dificuldade de purificacdo dos compostos, e por apresentarem
um rendimento de sintese extremamente baixo, ambos 0s compostos foram
submetidos a uma nova estratégia sintética (reacdo de protecdo com THP)
visando solucionar os problemas da outra rota sintética. Foi realizado uma
nova série de chalconas, propondo-se identificar a influéncia do grupo
terpenoila e hidroxila sobre a bioatividade dos compostos.

Primeiramente foi realizado uma reacdo de protecdo nos compostos
2,4-dihidroxiacetofenona, 4-hidroxiacetofenona e 3-hidroxibenzaldeido para
obtencdo dos compostos 11.2, 26.1 e 25.1, respectivamente. No Esquema 12
é possivel observar o mecanismo de protecdo do 3-hidroxibenzaldeido com
THP (tetraidropirano), este mesmo mecanismo ocorre na protecdo da 2,4-
dihidroxiacetofenona e da 4-hidroxiacetofenona.

Na primeira etapa, 0 THP captura o hidrogénio do piridinio gerando
um ion. Na segunda etapa, o oxigénio do aldeido ira atacar o carbono do ion
di-hidropirano, levando a formacdo de uma ligacdo carbono-oxigénio. Em
seguida, a piridina captura o hidrogénio do ion di-hidropirano, assim obtendo

0 produto protegido.
04 9 - D YO A0
H
0) E',/@\[r"' @D

Esquema 12: Mecanimo de protecdo do 3-hidroxibenzaldeido com THP.

Fonte: Autoria propria



Em seguida, foi realizado também a reacdo de condensacgéo alddlica de
Claisen Schmidt entre as respectivas acetofenonas e 3-hidroxibenzaldeido sob
catélise basica, com o mecanismo ocorrendo igual ao descrito no Esquema 7.
Durante a reagéo de condensagéo de Claisen-Schmidt notou-se uma melhora de
rendimento.

Por fim, foi realizado a reacdo de desprotecdo em meio acido utilizando
HCl e MeOH. O Esquema 13 mostra 0 mecanismo proposto para esta reacao.
Na primeira etapa, um par de eletrons livres do oxigénio captura o hidrogénio
do &cido e o metanol ataca o carbono do ion di-hidropirano, levando a saida do
grupo protetor. Através da ressdncia, vai ocorrer a saida do hidrogénio, para
assim o produto desprotegido ser obtido.

MeOH ~H*

OH O¢

OH ".o) H *«H
.va @O
0

Esquema 13: Mecanismo de desprotecdo utilizando HCI e MeOH.

Fonte: Autoria prépria

4.3 Ensaios biologicos

Foi avaliada a atividade biologica da 3HC contra Mycobacterium
tuberculosis HzsRv (ATCC 27294), trés espécies Gram-positivas,
Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Staphylococcus epidermidis (ATCC
14990) e Enterococcus faecalis (ATCC 1299), assim como trés espécies
Gram-negativas, Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Escherichia coli
(ATCC 35218) e Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883), estas outras bactérias
para avaliar se 0 composto teria um amplo espectro de a¢do. A Rifampicina

foi utilizada como farmaco de referéncia contra M. tuberculosis e a tetraciclina
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como farmaco de referéncia contra as demais bactérias. A poténcia

antibacteriana foi expressas em valores de CIM em pg/mL (tabela 1).

Espécies 3HC R.F
Mycobacterium tuberculosis 3,9 0,006
Staphylococcus aureus 400 -

Staphylococcus epidermidis 400 -

Enterococcus faecalis 400 -
Escherichia coli 400 -
Pseudomonas aeruginosa >400 -
Klebsiella pneumoniae >400 -

Farmaco de Referéncia (R.F.) = rifampicina; (T.C.) = tetraciclina

Tabela 1. Resultado dos ensaios biologicos com 3HC (valores de CIM em pg/mL)

Até o momento, apenas a 3HC foi possivel ser submetida a ensaios
biologicos, e arelacdo entre a atividade biologicae as estruturas moleculares
serdo melhor avaliadas ao téermino dos experimentos.. De acordo com 0s
resultados (tabela 1) indicam que o composto causa efeitos inibitorios
consideraveis em Mycobacterium tuberculosis (CIM 3,9 pg/mL), porém para

as demais bactérias nao obteve uma CIM satisfatéria.

5 CONCLUSAO

Neste trabalho a 3-hidroxicordoina foi sintetizada e purificada. Para os
seus analogos planejados, diversas tentativas de purificacdo além de outra rota
sintética foram utilizadas, porém ndo foi possivel obter estes produtos
purificados para enviar para ensaio bioldgico.

A 3HC obteve um rendimento de 8%, e foi enviada para ensaio
biologico, onde apresentou atividade satisfatéria contra Mycobacterium
tuberculosis, indicando que compostos aparenta ser promissor contra esta
bactéria.

No entanto, serdo necessarios dados de ensaios bioldgicos realizados

com mais analogos paracompreender 0 mecanismo dos compostos e sua

T.C

0,09
>5,9
1,47
0,73
59
1,47
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relagdo estrutura-atividade.
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6 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
6.1 Sintese dos compostos

Sintese do intermedidrio acetofendnico O ’-prenilado 11.1 (a):
solubilizou-se 3,2 mmol de 2,4-dihidroxiacetofenona em 10 mL de acetona e
adicionou-se 9,6 mmol de K,CO3. A misturafoi mantida sob agitagdo constante
e banho de gelo, e gotejou-se 0,44 mL de brometo de prenila em atomosfera
de N2.Areacdo foi acompanhada por cromatografia de camada delgada (CCD)
e finalizada apds 4h. A solucdo obtidafoi submetida a uma particdo com
AcOEt/H20 para retirada do carbonato. O produto obtido foi purificado em
coluna cromatografica de gel de silica (fase mével: 95% Hex e 5% AcOEt),
obtendo um cristal incolor de 45% de rendimento.

TRy

OH O
1.1

Sintese de 11.3 (a): solubilizou-se 3,2 mmol de 2/4-

dihidroxiacetofenona em 10 mL de acetona e adicionou-se 9,6 mmol de K,COs.

A misturafoi mantida sob agitacdo constante e banho de gelo, e gotejou-se 0,22
mL de iodo metano. A reacao foi acompanhada por cromatografia de camada
delgada (CCD) e finalizada apds 8h. A solucdo obtidafoi submetida a uma
particdo com AcOEt/H20 para retirada do carbonato. O produto obtido foi
purificado em coluna cromatogréafica de gel de silica (fase movel: 90% Hex e

10% AcOEt), obtendo um cristal branco de 30% de rendimento.

O

OH O
11.3

Sintese de 114 (a): solubilizou-se 3,2 mmol de 2/4-

dihidroxiacetofenona em 10 mL de acetona e adicionou-se 9,6 mmol de K,COs;.
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A misturafoi mantida sob agitacdo constante e banho de gelo, e gotejou-se 0,69
mL de brometo de geranila. A reacdo foi acompanhada por cromatografia de
camada delgada (CCD) e finalizada apds 6h. A solugdo obtidafoi submetida a
uma particdo com AcOEt/H,O para retirada do carbonato. O produto obtido
foi purificado em coluna cromatografica de gel de silica (fase movel: 95% Hex
e 5% AcOEt), obtendo um rendimento de 37%.

11.4

Sintese de 115 (a): solubilizou-se 3,2 mmol de 2/4-
dihidroxiacetofenona em 10 mL de acetona e adicionou-se 9,6 mmol de K,COs.
A misturafoi mantida sob agitacdo constante e banho de gelo, e gotejou-se 0,87
mL de brometo de farnesila. A reacdo foi acompanhada por cromatografia de
camada delgada (CCD) e finalizada apds 6h. A solucéo obtidafoi submetida a
uma particdo com AcOEt/H,0 para retirada do carbonato. O produto obtido
foi purificado em coluna cromatogréafica de gel de silica (fase movel: 95% Hex

e 5% AcOEt) com um rendimento de 25%.

T /O\Q\n/

OH O
11.5

Sintese de 21: solubilizou-se 3,2 mmol de 2,4-dihidroxiacetofenona em
10 mL de piridina. A misturafoi mantida sob agitacdo constante e banho de gelo,
e gotejou-se 0,15 mL de 3-metil-but-2-enal. A solu¢do foi colocada em refluxo
4 150° C por 4 horas, apds esse periodo foi adicionado 0,15 mL de 3-metil-but-
2-enal., e novamente colocou-se em refluxo por mais 6 horas. A reacdo foi
acompanhada por cromatografia de camada delgada (CCD) e finalizada apds
11h. A solugéo obtida foi submetida a uma particio com AcOEt/H.0 e o
produto obtido foi purificado em coluna cromatogréafica de gel de silica (fase
moével: 95% Hex e 5% AcOEt), obtendo um produto de rendimento 40%.
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OH O
21

Sintese de 22: solubilizou-se 3,2 mmol de 2,4-dihidroxiacetofenona em
10 mL de piridina. A mistura foi mantida sob agitacdo constante e banho de
gelo, e gotejou-se 0,36 mL de citraldimetilacetal. A solugdo foi colocada em
refluxo & 150° C por 4 horas, apés esse periodo foi adicionado 0,36 mL de
citraldimetilacetal, e novamente colocou-se em refluxo por mais 6 horas. A
reacdo foi acompanhada por cromatografia de camada delgada (CCD) e
finalizada apos 11h. A solugcdo obtida foi submetida a uma particdo com
AcOEt/H20 para a retirada do carbonato e o produto obtido foi purificado em
coluna cromatografica de gel de silica (fase movel: 95% Hex e 5% AcOEt),
obtendo um produto de rendimento 33%.
o)
= X

OH O
22

Sintese da 3-hidroxicordoina (13): solubilizou-se 1,02 mmol de 11.1 (a)
em 15 mL de EtOH e, sob agitacdo constante e banho de gelo gotejou-se 2,04
mL de solugdo 60% de KOH. Adicionou-se 1,0 mmol de 3-hidroxibenzaldeido
em 5 porgdes, com intervalos de 30 minutos entre cada adicdo para facilitar
que o aldeido seja solubilizado. A reacdo foi acompanhada por CCD, e
finalizada 48 h apos a ultima adicdo do benzaldeido. O pH da solucéo foi
ajustado com acido acético glacial até 5. Verteu-se o produto bruto em gelo
triturado, e o produto bruto foi particionado com acetato de etila e solucao
saturada de NaCl para extrair todo o produto para a fase organica, A substancia
foi purificada por coluna de gel de silica (fase movel 80% hexano e 20%
AcOEt), cromatografia em coluna de permeacdo em gel (LH-20), utilizando
EtOH como eluente e cromatografia em coluna de fase reversa
(octadecilsilano, C18), utilizando como fase movel 80% EtOH e 20% H-O.

O rendimento do composto foi de 8%.
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RMN de *H (600 MHz; DMSO-ds) 8+ em ppm (multiplicidade; J em Hz):
1,78 (s; 3H) e 1,83 (s; 3H), 4,58 (d; 6,71; 1H), 5,50 (t; 6,65; 1H), 6,50 (m; 2,5;
1H), 6,53 (m; 2,53 e 9; 1H), 6,89 (dd; 1,65 e 7,78; 1H), 7,25 (1H), 7,28 (dd;
7,78; 1H), 7,32 (d; 7,72; 1H), 7,73 (d; 15,53; 1H), 7,90 (d; 15,45; 1H), 8,24
(d; 9,06; 1H).

H3"

H4

OH?

Sintese de 14: solubilizou-se 0,9 mmol de 11.3 em 15 mL de EtOH e,
sob agitacdo constante e banho de gelo. Gotejou-se 1,8 mL de solucéo 60% de
KOH. Adicionou-se 0,9 mmol de 3-hidroxibenzaldeido em 5 por¢des, com
intervalos de 30 minutos entre cada adicdo para facilitar que o aldeido seja
solubilizado. A reacdo foi acompanhada por CCD, e finalizada 36h apos a
Gltima adicdo do benzaldeido. O pH da solucdo foi ajustado com acido acético
glacial até 5, para protonar a 0-OH e diminuir a solubilidade do produto em
agua. Verteu-se o produto bruto em gelo triturado, e o produto bruto foi
particionado com acetato de etila e solugdo saturada de NaCl para extrair todo

0 produto para a fase orgénica.

14

Sintese de 15: solubilizou-se 0,64 mmol de 11.4 em 15 mL de EtOH e,
sob agitacdo constante e banho de gelo. Gotejou-se 1,28 mL de solucdo 60%
de KOH. Adicionou-se 0,64 mmol de 3-hidroxibenzaldeido em 5 porcdes,
com intervalos de 30 minutos entre cada adi¢do para facilitar que o aldeido
seja solubilizado. A reacdo foi acompanhada por CCD, e finalizada 42h ap6s
a Ultima adicdo do benzaldeido. O pH da solucdo foi ajustado com &cido

acetico glacial até 5, para protonar a 0-OH e diminuir a solubilidade do
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produto em agua. Verteu-se o produto bruto em gelo triturado, e o produto
bruto foi particionado com acetato de etila e solucdo saturada de NaCl para
extrair todo o produto para a fase organica.

15

Sintese de 16: solubilizou-se 0,35 mmol de 11.5 em 15 mL de EtOH e,
sob agitacdo constante e banho de gelo. Gotejou-se 0,7 mL de solucéo 60% de
KOH. Adicionou-se 0,35 mmol de 3-hidroxibenzaldeido em 5 porgdes, com
intervalos de 30 minutos entre cada adi¢do para facilitar que o aldeido seja
solubilizado. A reagdo foi acompanhada por CCD, e finalizada 48h apo0s a
Gltima adicdo do benzaldeido. O pH da solucéo foi ajustado com acido acético
glacial até 4, para protonar a 0-OH e diminuir a solubilidade do produto em
agua. Verteu-se o produto bruto em gelo triturado, e o produto bruto foi
particionado com acetato de etila e solucdo saturada de NaCl para extrair todo

0 produto para a fase orgénica.
o
RS Oh af OPN¢
L,
OH O
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Sintese de 17: solubilizou-se 0,9 mmol de 21 em 15 mL de EtOH e, sob
agitacdo constante e banho de gelo. Gotejou-se 1,8 mL de solucdo 60% de
KOH. Adicionou-se 0,9 mmol de 3-hidroxibenzaldeido em 5 por¢des, com
intervalos de 30 minutos entre cada adi¢do para facilitar que o aldeido seja
solubilizado. A reacdo foi acompanhada por CCD, e finalizada 48h apos a
Gltima adicdo do benzaldeido. O pH da solucéo foi ajustado com acido acético
glacial até 4, para protonar a 0-OH e diminuir a solubilidade do produto em
agua. Verteu-se o produto bruto em gelo triturado, e o produto bruto foi

particionado com acetato de etila e solucéo saturada de NaCl para extrair todo
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0 produto para a fase orgénica.

X3
NS NS OH
OH O
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Sintese de 18: solubilizou-se 0,58 mmol de 22 em 15 mL de EtOH e |
sob agitacdo constante e banho de gelo. Gotejou-se 1,16 mL de solucdo 60%
de KOH. Adicionou-se 0,58 mmol de 3-hidroxibenzaldeido em 5 porcdes,
com intervalos de 30 minutos entre cada adicdo para facilitar que o aldeido
seja solubilizado. A reagéo foi acompanhada por CCD, e finalizada 72h apos
a ultima adicdo do benzaldeido. O pH da solucéo foi ajustado com &cido
acetico glacial até 4, para protonar a 0-OH e diminuir a solubilidade do
produto em agua. Verteu-se o produto bruto em gelo triturado, e o0 produto
bruto foi particionado com acetato de etila e solucdo saturada de NaCl para

extrair todo o produto para a fase organica.

XL Q
~ NS NS OH
OH O

18
Sintese de acetofenona protegida 11.2: solubilizou-se 3,2 mmol de 2,4-
hidroxiacetofenona em 10 mL de diclorometano e adicionou-se 0,32 mmol de
PPTS. A misturafoi mantida sob e agitagdo constante e banho de gelo, e
acrecentou-se 3,9 mmol de THP. A reacdo foi acompanhada por CCD e
finalizada apds 18 h. No work- up, a solucdo obtidafoi submetida a uma
particdo com CH.Cl,. O produto obtido foi purificado em coluna
cromatografica de gel de silica (fase mdvel: 80% Hex e 20% AcOEt), obtendo
um 6leo incolor.
0O
QL
OH O
11.2
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Sintese de 26.1: solubilizou-se 3,2 mmol de 4- hidroxiacetofenona em
10 mL de diclorometano e adicionou-se 0,36 mmol de PPTS. A mistura foi
mantida sob agitacdo constante e banho de gelo, e acrecentou-se 4,4 mmol de
THP. Areacdo foi acompanhada por CCD e finalizada apds 16 h. No work- up,
a solucgéo obtidafoi submetida a uma particdo com CH,Cl,. O produto obtido
foi purificado em coluna cromatografica de gel de silica (fase mdvel: 80% Hex
e 20% AcOEt), obtendo um sélido esbranquicado.

0._O
O
(0]
26.1

Sintese de 25.1: solubilizou-se 3,2 mmol de 3-hidroxibenzaldeido em
10 mL de diclorometano e adicionou-se 0,4 mmol de PPTS. A mistura foi
mantida sob agitacdo constante e banho de gelo, e acrecentou-se 4,8 mmol de
THP. Areacéo foi acompanhada por CCD e finalizada ap6s 24 h. No work- up,
a solucéo obtidafoi submetida a uma particdo com CH.Cl,. O produto obtido
foi purificado em coluna cromatogréafica de gel de silica (fase movel: 80% Hex

e 20% AcOEt), obtendo um 6leo amarelado.
SO
0”0
0
25.1

Sintese de 25.2: solubilizou-se 1,02 mmol de 11.1 em 15 mL de
EtOH e, sob agitacdo constante e banho de gelo. Gotejou-se 1,8 mL de solucédo
60% de KOH. Adicionou-se 1,34 mmol de 25.1 em 5 porcdes, com intervalos
de 30 minutos entre cada adi¢do. A reacdo foi acompanhada por CCD, e
finalizada 24h apés a ultima adicdo do benzaldeido. O pH da solucdo foi
ajustado com acido acético glacial até 5.Verteu-se o produto bruto em gelo
triturado, e o produto bruto foi particionado com acetato de etila e solucéo
saturada de NaCl para extrair todo o produto para a fase organica. O produto
obtido foi purificado em coluna cromatografica de gel de silica (fase mével:
80% Hex, 10% AcOEt, 10% acetona), obtendo um sélido amarelado.

39



TR0

25.2

Sintese de 27: solubilizou-se 1,07 mmol de 11.2 em 15 mL de EtOH
e, sob agitacdo constante e banho de gelo. Gotejou-se 1,5 mL de solugdo 60%
de KOH. Adicionou-se 1,13 mmol de 25.1 em 5 porcGes, com intervalos de
30 minutos entre cada adicdo. A reacdo foi acompanhada por CCD, e
finalizada 24h apos a ultima adicdo do benzaldeido. O pH da solucdo foi
ajustado com é&cido acético glacial até 5.Verteu-se o produto bruto em gelo
triturado, e o produto bruto foi particionado com acetato de etila e solucao
saturada de NaCl para extrair todo o produto para a fase organica. O produto
obtido foi purificado em coluna cromatografica de gel de silica (fase mével:
80% Hex, 10% AcOEt, 10% acetona), obtendo um sélido amarelado.

OG0

Sintese de 27.1: solubilizou-se 1,5 mmol de 26.1 em 15 mL de
EtOH e, sob agitacdo constante e banho de gelo. Gotejou-se 2,2 mL de solucédo
60% de KOH. Adicionou-se 1,23 mmol de 23.1 em 5 porcdes, com intervalos
de 30 minutos entre cada adi¢do. A reacdo foi acompanhada por CCD, e
finalizada 24h apés a ultima adicdo do benzaldeido. O pH da solucdo foi
ajustado com acido acético glacial até 5.Verteu-se o produto bruto em gelo
triturado, e o produto bruto foi particionado com acetato de etila e solucao
saturada de NaCl para extrair todo o produto para a fase organica. O produto
obtido foi purificado em coluna cromatografica de gel de silica (fase mével:
80% Hex, 10% AcOEt, 10% acetona), obtendo um sélido amarelado.

sasWN<Ee
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Sintese de 28: solubilizou-se 0,5 mmol da chalcona 27 em 2 mL de
uma misturade MeOH e THF (proporgéo 1:1) sob agitacdo constante e banho
de gelo. Gotejou-se 1 mL de uma solucdo de HCI (1 mol L™?). 10 minutos
depois, retirou-se o banho de gelo e o baldo de reacdo foi acoplado a um
sistema de refluxo. A reagdo foi acompanhada por CCD e finalizada em
aproximadamente 2h. Foi realizado uma particdo com acetato de etila e
solucdo saturada de NaCl para extrair todo o produto para a fase organica.
Realizou-se uma coluna cromatogréfica de gel de silica (fase movel: 70% Hex,

10% AcOEt e 10%), obtendo um sélido amarelado de rendimento 15%.

28

Sintese de 29: solubilizou-se 0,5 mmol da chalcona 27.1 em 2 mL de
uma misturade MeOH e THF (proporgéo 1:1) sob agitacdo constante e banho
de gelo. Gotejou-se 1 mL de uma solugdo de HCI (1 mol L?). 10 minutos
depois, retirou-se o banho de gelo e o baldo de reacdo foi acoplado a um
sistema de refluxo. A reacdo foi acompanhada por CCD e finalizada em
aproximadamente 1h30. Foi realizado uma particdo com acetato de etila e
solucdo saturada de NaCl para extrair todo o produto para a fase organica.
Realizou-se uma coluna cromatogréafica de gel de silica (fase movel: 70% Hex,
10% AcOEt e 10%), obtendo um sélido amarelado de rendimento 19%.

6.2 Ensaios biologicos
6.2.1Ensaios antibacterianos e antimicobacterianos

A concentracdo inibitoria minima (ClMgo) contra espécies de bactérias

Gram- positivas e Gram-negativas foi determinada em triplicata, utilizando o
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meétodo de microdiluicdo em caldo em 96 microplacas. 3HC foi solubilizada
em DMSO e diluidas com caldo Mueller-Hinston ajustado para cétions
(Difco). A concentragdo dos indculos foi ajustada para 5x10° UFC/mL. As
placas foram incubadas a 37°C duante 24 horas. Como controle negativo, foi
utilizado DMSO e a Tetraciclina (Merk) como controle positivo. Um indculo
foi incluido para monitorar o crescimento bacteriano. A CIM foi definida
como a menor concentragdo do agente microbiano capaz de inibir o

crescimento bhacteriano.
6.2.2Ensaio antitubercular

O ensaio foi realizado em triplicata. As amostras foram solubilizadas
em DMSO e diluidas em caldo Middlebrook 7H9 (Difco), suplementado com
acido oleico, albumina, dextrose e catalase (OADC), para obter uma faixa de
concentracdo final de 100 a 1 pM. A suspensdo da cepa Mycobacterium
tuberculosis Hs7Rv (ATCC 27294) foi cultivada em no mesmo caldo e
suplementada da mesma maneira. Quando a cultura obteve uma turbidez do
padrdo McFarland N°. 1, ela foi ajustada em 3-5x10° UFC/mL. Assim, 100
ML de indculo foram adicionados a cada poco em uma microplaca de 96 pogos
com 100 pL da solucdo da amostra. As placas foram incubadas por 7 dias a
37° C e 5% de CO.. Foi adicionada resazurina (30 pL de 0,01%). A
fluorescéncia dos pogos foi medida ap6s 24 h no equipamento Cytation 3
(BioTek, Winooski, VT, EUA). A CIM foi definida como a concentracdo mais
baixa que inibiu em 90% o crescimento de M. tuberculosis. Isoniazida e meio

de cultura foram usados como controles positivo e negativo, respectivamente.
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8 ANEXOS
8.1 Espectros de RMN de 'H

Anexo 1. Espectro de RMN de *H de 3HC (600 MHz; DMSO-ds).
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Anexo 2. Espectro de RMN de *H de 3HC — Ampliado de 0,8 a 2,2 ppm (600 MHz; DMSO-
de).
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Anexo 3. Espectro de RMN de *H de 3HC — Ampliado de 4,50 a 5,55 ppm (600 MHz; DMSO-
ds).
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Anexo 4. Espectro de RMN de *H de 3HC — Ampliado de 7,25 a 8,25 ppm (600 MHz;
DMSO-ds).
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Anexo 5. Espectro de RMN de *H de 14 (600 MHz; DMSO-ds).
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Anexo 6. Espectro de RMN de 'H de 14 — Ampliado de 6,75 a 8,05 ppm (600 MHz; DMSO-

d).
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Anexo 7. Espectro de RMN de *H de 15 (CDCl3,600 MHz).
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Anexo 8. Espectro de RMN de *H de 15 — Ampliado de 6,4 a 8,3 ppm (CDCl3,600 MHz).
=

S,

OH

15

o

PES™D-

S 4_’

P . D
SiE} s
£86'0—
s00°L %
|
_J
L =
ey |
[ gr—
srzLl T =
98TL —
W L——=
SrEL! 1
gL ———
THL .ruu_
95H L ——
T m TS5"L— =
argd BLG L —

L1 R

E_a.n.\-ll.rw.
|

Ald)
783
K13.47)
=

= ores

—ZOT'D
~ FBL"

- 0659
Huana.a
“sozs
656D

— 1606
— 906

—606L

kT

79

&0

Bl

B2

83

49



Anexo 9. Espectro de RMN de H de 15 — Ampliado de 2,1 a 1,54 ppm (CDCl3,600 MHz).
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Anexo 10. Espectro de RMN de *H de 16 (CDCl3,600 MHz).
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Anexo 11. Espectro de RMN de 'H de 16 — Ampliado de 0 a 4,0 ppm (CDCl3,600 MHz).
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Anexo 13. Espectro de RMN de 'H de 17 (CDCl;,600 MHz).
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Anexo 15. Espectro de RMN de *H de 18 (600 MHz; DMSO-ds).
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Anexo 16. Espectro de RMN de *H de 18 — Ampliado de 6,2 a 8,2 ppm (600 MHz; DMSO-

d).
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