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RESUMO

A tricomoniase, causada pelo protozoario Trichomonas vaginalis, é considerada a
doenca sexualmente transmissivel (DST) nao-viral mais comum do mundo. Para o
tratamento da tricomoniase, nitrocompostos como o metronidazol sdo o0s mais
prescritos, embora existam cepas resistentes e severos efeitos adversos. Dessa forma,
€ premente a busca de novos agentes tricomonicidas. No presente trabalho, foram
planejadas hidroxichalconas (série ) avaliando a importancia da posi¢ao da hidroxila no
anel A e o anel B substituido por grupos preconizados pelo Método Manual de Topliss,
além da substituicdo do anel B fenilico por anéis m-isoeletrénicos e hidrofébicos. A
série Il foi composta por ferrocenilchalconas, avaliando a importancia do ferroceno
como grupo doador de ferro como anel B, tendo o anel A substituido por grupos
preconizados pelo Método Manual de Topliss e anéis Tr-isoeletrénicos. As chalconas
das séries | e Il foram sintetizadas por meio da reacdo de condensacao alddlica de
Claisen-Schmidt, com rendimentos que variaram de 17 a 98%. Em linhas gerais, as
ferrocenilchalconas  foram  sintetizadas com  rendimentos  superiores as
hidroxichalconas, devido as ultimas serem purificadas por etapas adicionais de
recristalizacdo e cromatograficas. As estruturas das substancias foram confirmadas por
Ressonancia Magnética Nuclear. As chalconas com hidroxila no anel A exibiram
atividade contra Trichomonas vaginalis (ATCC 30236) superior aguelas com hidroxila
no anel B, sendo utilizadas para etapas de otimizacdo da bioatividade. Dentre essas, a
4’-hidroxichalcona (4) e a 3’-hidroxichalcona (3) exibiram maior atividade
antiprotozoaria, demonstrando valores de Clsp iguais a 27,5 e 49,4 uM,
respectivamente, enquanto a 2’-hidroxichalcona (2) exibiu Clso igual a 76,4 pM.
Contudo, as hidroxichalconas ndo apresentaram seletividade, sendo téxicas as células
do hospedeiro (HMVII — células epiteliais vaginais ECACC), em concentragfes
similares. As otimizagbes por meio do Método Manual de Topliss conduziram a
analogos mais potentes, as 2’-hidroxichalconas 8 e 9, que apresentaram Clsg iguais a
24,4 e 24,7 uM, respectivamente, demonstrando que os efeitos eletrbnico e
hidrofobicidade foram importantes na bioatividade. As chalconas 2-tiofénicas 21 e 28

exibiram atividade tricomonicida similar aos seus andalogos fenilicos 2 e 4,



respectivamente, sugerindo uma relacdo bioisostérica de anéis. As naftilchalconas 22,
25, 26, 29 e 30 foram inativas (Clsp > 100 uM), apesar de apresentarem hidrofobicidade
superior aos seus analogos fenilicos 2-4, podendo a perda da atividade estar
relacionada ao efeito estérico promovido por uma fenila adicional. Todas as

ferrocenilchalconas (31 — 37) foram inativas contra T. vaginalis (Clso > 100 uM).

Palavras-chave: tricomoniase; método manual de Topliss; bioisosterismo;
hidroxichalconas; ferrocenilchalconas;



ABSTRACT

Trichomoniasis, caused by the protozoa Trichomonas vaginalis, is considered the most
common non-viral sexually transmitted disease (STD) around the world. For the
treatment of trichomoniasis, nitro-compounds such as metronidazole are the most
prescribed, although there are resistant strains and severe adverse effects. Thus,
search for new trichomonicidal agents is urgent. In the present work, hydroxychalcones
(series I) were designed, evaluating importance of hydroxyl position on rings A and B,
as well as ring B substituted by groups recommended by the Manual Method of Topliss,
ring B replaced by tr-isoelectronic and hydrophobic rings. Series Il was composed by
ferrocenylchalcones, assessing the importance of ferrocene as an iron donor group as
ring B and ring A substituted by groups recommended by Manual Method of Topliss and
replaced by Tr-isoelectronic rings. Chalcones of series | and Il were synthesized via
aldol condensation reaction of Claisen-Schmidt, in yields ranging from 17 to 98%. In
general, the ferrocenylchalcones were synthesized in higher vyields than the
hydroxychalcones, because these last were purified by recrystallization and additional
chromatographic steps. The structures of the substances were confirmed by Nuclear
Magnetic Resonance. Chalcones with hydroxyl on ring A exhibited activity against T.
vaginalis (ATCC 30236) higher than those with hydroxyl on ring B, being the first used
for bioactivity optimization steps. Among these, the 4’-hydroxychalcone (4) and 3’-
hydroxychalcone (3) showed higher antiprotozoal activity, displaying 1Cso values of 27.5
and 49.4 uM, respectively. On the other hand, 2'-hydroxychalcone (2) exhibited ICsy of
76.4 uM. However, hydroxychalcones showed no selectivity and were toxic to host cells
(HMVIlI - ECACC vaginal epithelial cells) in similar concentrations. Optimizations
through the Manual method of Topliss conduced to more potent analogues, 2’-
hydroxychalcones 8 and 9, which showed values of ICsy of 24,4 e 24,7 UM, respectively,
demonstrating the importance of electronic and hydrophobic effects over bioactivity. 2-
Thiophenylchalcones 21 and 28 showed similar trichomonicidal activity to their phenyl
analogues 2 and 4, respectively, suggesting a ring bioisosteric relationship of rings.
Naphthylchalcones 22, 25, 26, 29 and 30 were inactive (ICso > 100 uM), despite higher
hydrophobicity than phenyl analogues 2 — 4, indicating lack of activity may be correlated



to steric effect caused by an additional and fused phenyl ring. All ferrocenylchalcones
(31-37) were inactive against T. vaginalis (ICso > 100 puM).

Keywords: trichomoniasis; manual method of Topliss; bioisosterism;
hydroxychalcones; ferrocenylchalcones;
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1. INTRODUCAO

1.1. Consideracg®es Iniciais

A IUPAC conceitua a Quimica Medicinal como uma disciplina que envolve
conhecimentos da quimica, ciéncias biologicas, médicas e farmacéuticas, cujo objetivo
€ o0 planejamento, descoberta, invencao, identificacdo e preparacdo de substancias
biologicamente ativas, incluindo o estudo do metabolismo, interpretacdo do mecanismo
de acdo em nivel molecular, bem como as relacbes entre a estrutura quimica e a
atividade farmacologica (AUGUSTYNS; ECKER; 2010).

Segundo WERMUTH (2003), um amplo estudo de Quimica Medicinal, envolve
as etapas de descoberta, otimizacdo e desenvolvimento do protétipo. A etapa de
descoberta se inicia a partir da selecdo do alvo terapéutico, podendo este ser
molecular, celular, tecidual ou animal.

Particularmente, as doencas infecciosas apresentam elevada necessidade de
serem investigadas pela Quimica Medicinal, visando o planejamento e descoberta de
farmacos anti-infecciosos inovadores. Nesse contexto, as doencas ou infeccdes
sexualmente transmissiveis (DSTs e ISTs) representam graves problemas de saude
publica, afetando uma fracdo significativa da populacdo mundial, principalmente nas
regides de baixo desenvolvimento socioeconémico (GUIDO; ANDRICOPULO; OLIVA,
2010).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS), em 2011, apresentou um
levantamento estatistico global sobre ISTs né&o-virais em mulheres de 15 a 49 anos.
Foram analisados, para o ano de 2005, tanto 0s casos existentes como 0S Nnovos,
obtendo-se o0s seguintes resultados de prevaléncia: clamidia, 98 milh6es de casos;
gonorreia, 31 milhdes; sifilis, 36 milhdes; e tricomoniase,153 milhdes; totalizando 318
milhdes de casos. Além disso, a OMS realizou o levantamento anual sobre a incidéncia
de novos casos, obteve-se 0s seguintes resultados: clamidia, 101 milhdes; gonorreia,
88 milhdes; sifilis, 11 milhdes; tricomoniase, 248 milhdes; totalizando em 448 milhdes
de novos casos (WHO, 2011).
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Foi constatada, de acordo com os dados da OMS em 2008, a seguinte
prevaléncia: clamidia, 100,4 milh&es; gonorreia, 36,4 milhdes; sifilis, 36,4 milhdes; e
187,0 milhdes de casos de tricomoniase. A incidéncia de 2008 para ISTs, estimada
pela OMS, para clamidia foi de 105,7 milhdes; gonorreia, 106,1 milhdes; sifilis, 10,6
milhdes; e para a tricomoniase, 276,4 milhdes de casos novos (WHO, 2008).

Em virtude das estimativas realizadas pela OMS, a infecgcdo sexualmente
transmissivel que apresentou o maior nimero de casos, tanto a prevaléncia quanto a
incidéncia, foi a tricomoniase. Dessa forma, infere-se que o Trichomonas vaginalis,
agente etioldégico da tricomoniase, apresenta grande potencial para ser selecionado
como alvo celular para o desenvolvimento de farmacos antiprotozoarios.

T. vaginalis € considerado um dos principais patdégenos sexualmente
transmissiveis por estar associado a seérias complicacbes de saude, incluindo a
facilitacdo da transmissao do HIV; por ser a causa de baixo peso em bebés, bem como
de nascimentos prematuros; pela predisposicdo das mulheres a doenca inflamatéria
pélvica atipica, cancer cervical e infertilidade (MACIEL, TASCA e DE CARLI, 2004).

O tratamento convencional da tricomoniase envolve a utilizacdo do
nitroimidazéis, incluindo o metronidazol e o tinidazol. O metronidazol (MTZ) é o farmaco
de primeira escolha para o tratamento da tricomoniase, seguido do tinidazol (WENDEL
E WORKOWSKI, 2007). No entanto, existem algumas desvantagens na administracao
do MTZ, incluindo os efeitos adversos como: nauseas, urticaria, vermelhidao na pele,
febre, choque anafilatico, diarreia e desordens no sistema nervoso central. Porém, a
maior barreira terapéutica € a resisténcia adquirida pelo T. vaginalis ao farmaco MTZ
(HELMS et al, 2008). Por essas razfes, torna-se premente a busca por substancias
ativas contra o T. vaginalis.

Nesse contexto, 0 amplo espectro de bioatividades apresentado por chalconas,
tais como: antimalarica, antibacteriana, antitumoral, antioxidante, antiparasitaria, anti-
hiperglicémica e anti-HIV (ATTAR et al, 2011) nos impulsionaram a avaliar sua
atividade contra T. vaginalis.

Quimicamente, as chalconas séo classificadas como flavonoides de cadeia
aberta, constituidas por dois anéis fenilicos (A e B) separados por uma cetona a,[3-

insaturada (NOWAKOWSKA, 2007). Os anéis aromaticos e a cetona a,B-insaturada
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constituem subunidades-chave para transforma¢des quimicas, visando a sintese de
analogos. Tendo em vista investigacbes iniciais de descoberta e otimizacdo em
Quimica Medicinal, duas séries de chalconas foram planejadas, sendo as séries | e Il

compostas por hidroxichalconas e ferrocenilchalconas, respectivamente.

1.2. Trichomonas vaginalis

T. vaginalis foi descrito pela primeira vez em 1836, por Donné, que o isolou de
uma paciente com vaginite e, em 1894, por Marchand, Miura e Dock, de um homem
com uretrite (DE CARLI, 2000).

T. vaginalis é pertencente ao Reino Protista, filo Sarcomastigophora, classe
Zoomastigophorea, ordem Trichomonadida, familia Trichomonadidae, subfamilia
Trichomonadinae (FILLIPPIS e NEVES, 2010).

A célula de T. vaginalis é considerada polimorfa, de modo que é possivel
visualizar diferentes dimensdes, com comprimentos de 4,5 a 19,0 um e larguras de 2,5
a 12,5 um, bem como variaveis formas: piriforme, elipsoides, ovais e esféricas.
Também é capaz de emitir pseudopodes para a captura de nutrientes por fagocitose e
fixacdo de particulas solidas (DE CARLI, 2000).

De acordo com PETRIN e colaboradores (1998), o citoesqueleto de T. vaginalis,
é constituido por microfilamentos de actina e microtibulos de tubulina. Segundo REY
(2010), a morfologia do T. vaginalis (Figura 1, p. 21) compreende as seguintes partes:
axostilo, hidrogenossomos, costa, corpo parabasal, complexo de Golgi, nucleo, flagelo
posterior junto com a membrana ondulante, canal periflagelar, blefaroplasto e flagelos

anteriores.



Figura 1. Morfologia de Trichomonas vaginalis
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Blefaroplasto e flagelos

N Complexo de Golgi

Segundo DE CARLI (2000), como observado em todos os tricomonalideos, a

reproducdo do T. vaginalis ocorre por divisdo binaria longitudinal, e a divisdo nuclear é

do tipo criptopleuromitética (cripto = oculto; pleuro = costa).

Além da transmisséo sexual, a transmissdo ndo-sexual do protozoario via agua

tem sido reportada, a medida que individuos diferentes utilizam
higiene intima, podendo ocorrer principalmente em paises
socioeconémico (CRUCITTI et al 2011).

Fisiologicamente, o T. vaginalis é descrito como um

facultativo, capaz de crescer na auséncia de oxigénio, em

a mesma agua para a

em desenvolvimento

organismo anaerobio
pH de 5 a 7,5, em

temperaturas entre 20 a 40 °C. Como fonte de energia utiliza a glicose, maltose e a

galactose, porém na auséncia desses carboidratos, torna-se essencial o uso de

aminoacidos como: arginina, treonina e leucina, bem como é capaz de armazenar
glicogénio (MACIEL, TASCA e DE CARLI, 2004). Dessa forma, o metabolismo é

considerado como fermentativo tanto em condi¢cfes anaerébias como aerdbias, devido

a incompleta oxidacéo da glicose, a qual ocorre no citoplasma e nos hidrogenossomos

(Figura 2, p. 22).
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No citoplasma, a glicose € convertida em gliceraldeido-3-fosfato (GA-3P), o qual
se converte em fosfoenolpiruvato (PEP) e, subsequentemente, em piruvato via
mecanismo classico de Embden-Meyerhoff-Parnas. Apds essa conversao, o piruvato &
transportado para o interior dos hidrogenossomos. Outra possibilidade é a converséo
de PEP em oxaloacetato (OAA), o qual é transformado em malato, sendo
posteriormente convertido em piruvato nos hidrogenossomos (KULDA, 1999).

Figura 2. Metabolismo Energético de Trichomonas vaginalis
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Adaptado de KULDA (1999)

O metabolismo que ocorre nos hidrogenossomos (Figura 2) envolve a piruvato-
ferredoxina-oxirredutase (PFO), a qual converte o piruvato, produto da glicolise, em
acetato, pela oxidacao fermentativa, liberando acetato, ATP, CO, e H, (PETRIN et al,
1998; MACIEL, TASCA e DE CARLI, 2004).

Devido a incapacidade de sintetizar 0S nutrientes necessarioS ao seu
metabolismo, T. vaginalis capta estas substéncias das secrecdes vaginais, células

hospedeiras e bactérias, por meio de fagocitose. Dentre esses nutrientes, o ferro é
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necessario para manter niveis méaximos de ferredoxina ([2Fe - 2S]), proteina
transportadora de elétrons, bem como de PFO (GORRELL, 1985).

O ferro é um metal de grande importancia para muitos protozoarios, mas
principalmente para T. vaginalis, que tem expressado multiplos sistemas de captacéo,
como receptores para as seguintes proteinas consideradas fontes de ferro: holo-
lactoferrina, hemoglobina e as adesinas que se ligam aos eritrocitos e as células
epiteliais (MORENO-BRITO et al, 2005; ARDALAN et al, 2009). Consequentemente,
apos a intensa captacdo de ferro pelo T. vaginalis, inUmeras manifestacdes clinicas
surgem como: secrec¢ao vaginal com cor anormal e mau odor, irritacdo e queimadura
vaginal, vaginite e um aumento de pH vaginal superior a 5. Esses sintomas sao
expressdes da viruléncia do parasito, as quais se iniciam a partir da interacdo com o
hospedeiro, considerada complexa de modo que envolvem 0s componentes
associados a superficie celular do parasito, células epiteliais e componentes sollveis
encontrados nas secrecdes vaginal e uretral (MACIEL, TASCA e DE CARLI, 2004).

A viruléncia tem como pré-requisito a cito-aderéncia do parasito, etapa essencial
para a estabilizacdo e manutencdo de uma infec¢do crénica no trato urogenital
humano. Em seguida, ocorrem os mecanismos de citotoxicidade que s&o: citdlise,
fagocitose e desintegracdo das monocamadas celulares (PETRIN et al, 1998).

A aderéncia envolve proteinas de superficie denominadas de adesinas, sendo
gue sua biossintese é regulada principalmente pelo ferro, além de glicoconjugados,
proteinas do citoesqueleto (microtibulos e microfilamentos), receptores para as
proteinas da matriz extracelular e processos de transducdo de sinal e autofagia
(MORENO-BRITO et al, 2005).

ApoOs a aderéncia do parasito, séo iniciados os mecanismos de citotoxicidade, os
quais incluem: hemdlise, fagocitose e desintegracdo das monocamadas epiteliais. A
hemolise consiste na lise de eritrocitos sendo importante, pois, os eritrécitos contém os
nutrientes necessarios para o parasita, principalmente o ferro, aminoacidos e acidos
graxos. Em seguida, o ferro e outros nutrientes se encontram disponiveis para o
metabolismo parasitario. Dessa forma, a célula hospedeira entra em processo de morte
por apoptose (FIGUEROA-ANGULO et al, 2012).
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Homens e mulheres séo infectados na mesma propor¢ao, porém nas mulheres,
a tricomoniase pode ser assintoméatica até uma séria vaginite, enquanto em homens, é
na maioria dos casos assintomatica (LECKE et al, 2003). A prevaléncia do parasito é
10 vezes maior na mulher do que no homem (WHO, 2008).

Apesar dos aspectos morfolégicos, fisioldgicos e bioquimicos descritos para T.
vaginalis, pode-se observar a necessidade de estudos mais especificos, pois pouco se
conhece sobre a sua variabilidade biolégica, a qual merece destaque por ser um dos
principais patégenos associado a sérias complicacdes de saude, como por exemplo,
facilitar a transmisséo do virus HIV; por ser a causa de baixo peso em recém-nascidos,
bem como de nascimentos prematuros; pela predisposicdo das mulheres a doenca
inflamatoria pélvica atipica, cancer cervical e infertilidade (MACIEL, TASCA e DE
CARLI, 2004).

1.3. Metronidazol (MTZ2)

Em 1953, MAEDA e colaboradores isolaram a azomicina (2-nitroimidazol) de
uma cultura de estreptomiceto e, apds terem confirmado sua atividade tricomonicida,
investiu-se na sintese e ensaios bioldgicos de uma série de nitroimidazois (MAEDA et
al, 1953). Assim, em 1957 o metronidazol (MTZ) (figura 3, p. 25) foi sintetizado por
Anon, no laboratério Rhéne- Poulenc em Paris, e introduzido em 1959 por Cosar e
Julou para o tratamento da tricomoniase vaginal (COSAR e JULOU, 1959;
KOROLKOVAS e BURCKHALTER, 1988). Também vem sendo utilizado no tratamento
de diversas infeccbes causadas por micro-organismos anaerobicos, incluindo os
protozoarios: Tritrichomonas, Giardia e Entamoeba; bem como as bactérias:
Helicobacter, Bacteroides e Clostridium. Além disso, o0 MTZ apresenta seletividade para
organismos anaerobios, devido a presenca de enzimas ativas em baixas pressoes de
oxigénio molecular, capazes de reduzir o grupo nitroimidazolico, gerando metabdlitos
téxicos (LAND, CLEMENS e JOHNSON, 2001).
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Figura 3. Estrutura do metronidazol (MTZ)
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O mecanismo de acdo do MTZ envolve transformacées em condi¢cdes
anaerdbicas no interior dos hidrogenossomos, Figura 4, as quais consistem em
biorredu¢bes do grupo nitro a amino com produgdo de espécies radicalares e néo-

radicalares, ambas altamente reativas e toxicas ao tricomonas.

Figura 4. Ativagdo do MTZ nos Hidrogenossomos
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O grupo nitro do MTZ (MTZ—NO,) é reduzido pela PFO e outras redutases
(Figura 5, p. 26) por apresentar um potencial redox negativo o suficiente para doar

elétrons, formando o derivado hidroxilaminico (MTZ—NOH), o qual, posteriormente,
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também sofrera reducdo gerando o aminoderivado (MTZ—NH,) (PAULA et al, 2009;
LAND, CLEMENS e JOHNSON, 2001; LEMKE, 2008).

Figura 5. Biorredug&o do Metronidazol em Condig6es Anaerdbias
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(PAULA et al, 2009; LEMKE, 2008)

Durante o processo de biorreducdo do metronidazol (MTZ-NOy), o0s
intermediarios como o nitro-radical aniénico (MTZ-NO,) e o0 MTZ—NOH possuem a
capacidade de reagir covalentemente com o DNA celular do parasito. Além disso, a
reducdo do MTZ-NO, em MTZ-NO, em meio aerébio culmina na formacdo de
Espécies Reativas de Oxigénio (EROs), as quais inibem o metabolismo e replicagéo,
causando a morte celular do parasito (LAND, CLEMENS e JOHNSON, 2001). Esse

conjunto de reacdes de biorreducéo corroboram a classificagdo do MTZ como um pro-

farmaco, da subclasse dos bioprecursores.

Figura 6. Formacgao de Espécies Reativas de Oxigénio em Condi¢des de Aerobiose
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Embora o MTZ seja o farmaco de primeira escolha para o tratamento da
tricomoniase (WENDEL e WORKOWSKI, 2007), inumeras cepas do T. vaginalis tém
demonstrado resisténcia. Estudos de KULDA e colaboradores (1993) relataram que a
resisténcia em meio aerobico seja causada pela competicdo do oxigénio com o MTZ,
de forma que a eliminacdo do oxigénio tenha sido debilitada e que esse oxigénio
intracelular interfira na via de ativagao, provocando a perda da atividade da PFO e
ferredoxina e, consequentemente, limitando a capacidade da ativacdo do MTZ.
Enquanto que, em meio anaerdbico, a resisténcia pode ser causada pela perda da
atividade catalitica da PFO, inibindo assim a ativacdo do MTZ (LAND, CLEMENS e
JOHNSON, 2001).

Outra grande complicacdo terapéutica da administracdo do MTZ sdo suas
severas reacdes adversas incluindo: nauseas, urticaria, vermelhidao cutanea, febre,
choque anafilatico, diarreia e desordens no sistema nervoso central (HELMS et al,
2008). Além desses, h& relatos sobre seu potencial mutagénico e carcinogénico.
Também ¢é contraindicado para o tratamento de mulheres no primeiro trimestre de
gravidez, por atravessar a barreira placentaria (MACIEL, TASCA e DE CARLI, 2004;
PAULA et al, 2009).

1.4. Hidroxichalconas Bioativas

As chalconas sdo cetonas a-B-insaturadas de esqueleto 1,3-diaril-2-propen-1-
ona, Figura 7, p. 30 (NOWAKOWSKA, 2007). A numeracdo do anel A utiliza nUmeros
ordinarios seguidos de uma linha ('), enquanto a numeragdo do anel B emprega

ndmeros ordinarios.

Figura 7. Nucleo Chalconico
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As chalconas, em especial as hidroxiladas, metoxiladas e preniladas, despertam
interesse cientifico devido ao amplo espectro de bioatividades, tais como: antimalarica,
antibacteriana, antitumoral, antioxidante, antiparasitaria, anti-hiperglicémica e anti-HIV
(ATTAR et al, 2011; NOWAKOWSKA, 2007). Tais atividades vém sendo atribuidas a
subunidade cetbnica a,B-insaturada, a qual pode funcionar como aceptor de Michael,
de modo que a remogao desta subunidade atenua ou elimina a bioatividade (SINGH,
ANAND e KUMAR, 2014).

A licochalcona A (38) (figura 8, p. 30) é metabdlito secundéario de Glycyrrhiza
inflata (Fabaceae), espécie medicinal popularmente conhecida como alcaguz. Esta
hidroxichalcona tem demonstrado potente atividade antibacteriana contra Bacillus
subtilis, Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus. TSUKIYAMA e colaboradores
(2002) descreveram a atividade antibacteriana de 38, a qual demostrou valores de
concentracdo inibitéria minima (CIM) de 2 a 15 ug mL™ contra bactérias Gram-positivas
incluindo B. subtilis e Gram-negativas, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa.

Baseados nos estudos de TSUKIYAMA e colaboradores, SIVAKUMAR e
coautores (2009) sintetizaram analogos chalcénicos, incluindo as hidroxichalconas 39 e
40, (figura 8, p. 30) as quais foram ativas contra Phaseolus vulgaris (Gram-negativa) e
S. aureus (Gram-positiva), pois apresentaram CIM de 0,123 e 0,061 yM (39) e 0,008 e
0,004 puM (40), respectivamente, comparadas a ampicilina (CIM de 0,168 e 0,084 uM,
respectivamente). A substancia 40 também foi potente contra Enterobacter aerogenes
(Gram-negativa) e B. subtilis (Gram-positiva), visto que obteve CIM de 0,060 e 0,004
MM, enquanto a ampicilina teve CIM de 0,084 e 0,168 pM, respectivamente. Embora
nao tenham sido mais potentes contra E. coli, comparadas a ampicilina (CIM = 0,05
MM), 39 e 40 apresentaram CIM de 0,123 e 0,121 uM, respectivamente.

SVETAZ e colaboradores (2004) descreveram que 0 extrato metandlico de
Zuccagnia punctata (Fabaceae), continha a 2’,4’-dihidroxichalcona (41) (figura 8, p. 30)
a qual exibiu potente atividade antifangica, demostrando um valor de CIM de 3,12 e
6,25 umol mL™, contra Phomopsis longicolla e Colletotrichum truncatum,
respectivamente, embora tenha obtido valores de CIM maiores que cetoconazol (CIM
de 0,50 e 1,50 pmol mL™).
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Em estudos de BOECK e colaboradores (2006), a 2’,6’-dihidroxi-4’-
metoxichalcona 42 (figura 8, p. 30) mostrou uma potente atividade contra as formas
amastigotas e promastigotas de Leishmania amazonensis, com Clso de 4,0 yM e 25,3
MM, respectivamente, utilizando estibogluconato sédico (Clsp = 4,4 uM) e pentamidina
(Clsp = 6,0 yM) contra amastigotas e promastigotas, respectivamente. Nesse mesmo
estudo, utilizou-se a 42 como protétipo e foram realizadas modificacdes no anel B,
sendo sintetizada a substancia 43 (figura 8, p. 30), a qual foi igualmente ativa contra
amastigotas (Clso = 4,3 yM) e promastigotas (Clso = 0,8 uM), respectivamente, contudo
foi relativamente atoxica contra macréfagos (Clso> 100 pM).

APONTE e colaboradores (2008) relataram que a presenca das hidroxilas nas
hidroxichalconas 44 e 45 (figura 8, p. 30), esta relacionada a maior atividade contra o
Trypanosoma cruzi, em comparagdo com O0S outros analogos metoxilados e
aliloxilados, evidenciando que o efeito tripanosida de 44 e 45 foi correlacionado a
inibicdo da mitose.

LIU e coautores (2003) avaliaram a atividade antimalarica de hidroxichalconas e
chalconas alcoxiladas. Embora tenha sido menos potente em relagcdo aos analogos
alcoxilados, a hidroxichalcona 46 (figura 8, p. 30) apresentou um valor de Clsode 12,85
MM contra cepas de Plasmodium falcifarum resistentes a cloroquina (Clso de 0,27 uM),
farmaco empregado na terapia antimalarica.

ANTHWAL e colaboradores planejaram hibridos metronidazol-chalcona e
avaliaram sua atividade contra T. vaginalis. Dentre os hibridos sintetizados, 47 e 48
(figura 8, p. 30), se destacaram por exibir maior atividade contra cepas resistentes ao
MTZ, apresentando CIM de 3,125 pug mL™, comparadas ao MTZ por exibir CIM de 12,5
ug mL™.

SETZER e colaboradores (2017) realizaram uma triagem in silico de produtos
naturais e, investigaram a interacdo desses com proteinas consideradas alvos
moleculares de T. vaginalis, por meio de docagem molecular. Foram considerados
como potentes ligantes a purina-nucleosideo-fosforilase diversos compostos

polifendlicos, destacando-se a 2’,4,4’-trihidroxi-3,3’-diprenilchalcona 49 (figura 8, p. 30).
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Figura 8. Hidroxichalconas Bioativas
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1.5. Ferrocenilchalconas Bioativas

As ferrocenilchalconas sdo chalconas que possuem um ou dois dos anéis
fenilicos A ou B permutados por um ferroceno, composto organometalico do tipo
sanduiche, constituido por dois anéis ciclopentadienilas e um atomo de ferro central.
Assim como as hidroxichalconas, as ferrocenilchalconas tém sido investigadas quanto
suas propriedades biologicas.

O ferroceno foi sintetizado acidentalmente em 1951 por Pauson, e teve sua
estrutura confirmada posteriormente por Woodward (PEREIRA et al, 2013; WERNER,
2012). O ferroceno, figura 9 (p. 31), pode apresentar trés diferentes conformagdes, as
quais surgem da rotacéo livre ciclopentadienila-ferro (MIESSLER, FISCHER E TARR,
2014).
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Figura 9. Configuracdes do Ferroceno
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EDWARDS e colaboradores (1975) sintetizaram derivados de penicilina e
cefalosporina contendo o grupo ferroceno. Os derivados 50 — 52 (figura 10, p. 32)
demonstraram agéo atividade antibacteriana (PEREIRA et al, 2013).

Além da busca por novos compostos antibacterianos, o grupo ferroceno também
foi inserido na busca por compostos com atividade antifingica, sendo assim sintetizado
0 analogo do fluconazol, o ferroceno-fluconazol (53) (figura 10, p. 32) (PEREIRA et al,
2013).

JAOUEN e colaboradores (2004) sintetizaram varios analogos ferrocénicos do
resveratrol e avaliaram sua atividade citotdxica utilizando linhagens celulares de células
de cancer de mama. Os resultados mostraram que 1,1-bis(4-hidroxifenil)-2-ferrocenil-
but-1-eno (54), (figura 10, p. 32) apresentou potente atividade antiproliferativa contra
linhagens de células tumorais de mama.

WU e colaboradores (2002) prepararam uma série de ferrocenilchalconas para
avaliar a atividade in vitro contra P. falciparum. Dentre essas, a mais potente foi 1-
ferrocenil-3-(4-nitrofenil)-prop-2-en-1-ona (55) (figura 10, p. 32), demonstrando Clso de
5,1 uM, embora sendo menos ativa que a cloroquina (Clsp = 0,25 pM).

STRINGER e coautores (2013) investigaram a atividade de uma série de
conjugados tioureia-ferroceno contra T. vaginalis, em que a ferrocenil-tioureia (56) se
destacou por apresentar maior porcentagem de inibicdo do crescimento (61,5 £ 11 %)

da série, embora menor comparada a porcentagem apresentada pelo MTZ (100 %).
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Figura 10. Analogos Ferrocénicos (50, 51, 52, 53, 54 e 56) e Ferrocenilchalcona (55)
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1.6. Métodos de Topliss

Topliss desenvolveu dois métodos ndo-estatisticos para potencializar a atividade
biolégica de séries de congéneres aromaticos, os quais sdo: Arvore de Deciséo e
Método Manual, descritos em 1972 e 1977, respectivamente (Topliss, 1972, 1977).
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A Arvore de Decisdo, Figura 11, é aplicada em sucessivas etapas e considera as
mudancas nas propriedades fisico-quimicas ocasionadas por efeito dos substituintes
em congéneres aromaticos como: hidrofobicidade (1), eletrénico (o) e estérico (ES)
(Topliss, 1972).

Figura 11. Arvore de Decis&o de Topliss (Topliss, 1972)
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Por outro lado, o Método Manual de Topliss (Tabelas 1 e 2, p. 34) relaciona,
inicialmente, as propriedades fisico-quimicas 1, o e Es de cinco congéneres, sendo um
analogo nao-substituido (H), trés andlogos para-substituidos: por Cl (eletroatrator),
OMe e Me (eletrodoadores) e um analogo meta,para-dissubstituido por Cl. Esses cinco
congéneres sdo avaliados simultaneamente, sendo classificados em ordem de poténcia
biolégica (TOPLISS, 1977). Posteriormente, a ordem de poténcia biolégica sera
categorizada em 10 grupos (1T, 21T — %, 0, -0, T+ 0, 2T —0, T—0, T—20, T— 30 €
Es). A classificacdo da série dos congéneres em um destes 10 grupos indicara os
préximos substituintes que deverao ser utilizados. Exemplo, se a série for classificada
como 11 (Tabela 1), os substituintes nos anéis aromaticos serdo: 3-CFs, 4-Cl, etc
(Tabela 2).
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Tabela 1. Ordem de poténcia para cinco primeiros congéneres do Método Manual de
Topliss (TOPLISS, 1977)

Cinco
congéneres 2m-m? o -0 W+O 2W-0 WO W20 W30 E
iniciais

3,4-diCl 1 1-2 1 5 1 1 1-2 3-4 5 2-5

4-Cl 2 1-2 2 4 2 2-3 3 3-4 3-4 2-5

4-Me 3 3 4 2 3 2-3 1-2 1 1 2-5

4-OMe 4-5 4-5 5 1 5 4 4 2 2 2-5
H 4-5 4-5 3 3 4 5 5 5 3-4 1

(a) efeito estérico desfavoravel dos substituintes para-posicionados.

Tabela 2. Selecdo de novos substituintes presentes nos congéneres posteriores do
Método Manual de Topliss (TOPLISS, 1977)

Possiveis Selecao de Novos Substituintes ap6s avaliacao dos
Parametros cinco congéneres iniciais
m T+0,0 3-CF,; 4-Cl; 4-NO,,; 4-CF,; 2,4-di-Cl; 4-C H,; 4-C H,,
m2m—0,T—0 4-CH(CH,),; 4-C(CH,),; 3,4 -(CH,),; 4-O(CH,),CH,;
4-OCH,Ph; 4-N(C_H,) ,;
m-20, - 30, -0, 4-N(C,H,) ,; 4-N(CH,) ,; 4-NH,; 4-NHC H,;
4-OCH(CH,), ; 4-CH, ; 4-OCH,
o — 1T 4-Br; 3-CF,; 3,4-diCH,; 4-C,H,; 3-Cl; 3-CH,; 3-N(CH,) ,;
3,5-di-Cl
Efeito orto 2-Cl; 2-CH,; 2-OCH,; 2-F;
Outro 4-F; 4-NHCOCH,; 4-NHSO,CH,; 4-NO,,;

4-COCHj; 4-SO,CH,; 4-CONH,; 4-SO,NH,

Comparando os dois métodos de Topliss, Figura 11 e tabelas 1 e 2, o Método
Manual apresenta como vantagem a possibilidade de sintetizar os primeiros cinco
compostos sem a necessidade inicial de comprovar suas atividades bioldgicas.
Destaca-se que a selecdo pelos congéneres nao-substituidos e substituidos (4-Cl, 4-

OMe, 4-Me, 3,4-diCl) deve-se a alta acessibilidade sintética, isto é, os reagentes com
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esses substituintes sdo comercialmente disponiveis, e em geral de baixo custo
econdmico (TOPLISS, 1977; TOPLISS, 1972).

1.7. Bioisosterismo

O bioisosterismo pode ser definido como uma estratégia de modificacdo
molecular em que fragmentos moleculares sdo permutados por subunidades estruturais
similares em volumes, formas, distribuicdes eletrénicas e propriedades fisico-quimicas
e, consequentemente, capazes de apresentar propriedades bioldgicas semelhantes
(BARREIRO e FRAGA, 2008).

Em 1970, o bioisosterismo foi classificado e subdividido por Alfred Burguer em
duas categorias: classico e nao-classico, Esquema 1. O bioisosterismo classico
consiste na permuta de atomos de mesma valéncia, grupos ou substituintes, incluindo
nesta categoria anéis aromaticos equivalentes, e o nao-classico abrange as demais
possibilidades (BURGER, 1991 apud BARREIRO e FRAGA, 2008).

Esquema 1. Bioisosterismo Classico e Ndo-Classico (BARREIRO e FRAGA, 2008)

F‘ Bioisosterismo Iﬂ

Cldssico Nao-classico
* atomos e grupos « grupos funcionais;

(monovalentes, divalentes, < retro-isosterismo;
trivalentes e tetravalentes); +« bidforos isostéricos;
* anéis equivalentes; * anelagao e retro-anelagao;

7

O bioisosterismo classico de anéis equivalentes é empregado para o
planejamento séries congéneras de compostos lideres, visando investigacdes
detalhadas sobre as diferentes contribui¢cdes fisico-quimicas resultantes da permutacao
de anéis equivalentes e por essa ser ferramenta fundamental no desenvolvimento de
farmacos me-too (LIMA e BARREIRO, 2005).



36

Aplicando a ferramenta de bioisosterismo, BINDER (1987) propbés o farmaco
tenoxican (58) da classe dos ariltiazinicos, Figura 12, no qual o nucleo benzotiazinico
foi permutado pelo anel tienotiazinico.

Figura 12. Bioisosterismo de Anéis Aplicado por Binder (1987) no Planejamento do
tenoxicam (LIMA E BARREIRO, 2005)
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Segundo LIMA e BARREIRO (2005), o exemplo do desenvolvimento do
tenoxicam representa uma correlacdo bioisostérica auténtica entre anéis TI-
isoeletronicos, para 0s quais a atividade terapéutica de 58 foi similar a de 57, podendo
58 ser administrado em doses Unicas diarias de 20 mg. Ambos os bioisésteros exibem
0 mesmo mecanismo de acao, inibindo a ciclooxigenase, enzima envolvida na cascata
do &cido araquidénico, a qual é fundamental ao processo inflamatério (BINDER et al,
1987).

LEE e colaboradores (2012) realizaram a triagem de heteroarilchalconas 3-fenil-
1-tiofen-3-il-propenona (59), 3-fenil-1-tiofen-2-il-propenona (60), 1-furan-2-il-3-fenil-
propenona (61) e 1,3-difenil-2-propenona (62) (figura 13), para avaliar o efeito inibitorio
in vitro sobre células relacionadas a angiogénese. Nesse estudo, eles compararam a
atividade anti-angiogénica dessa série com derivados de chalconas, e claramente
demonstraram seguinte ordem de atividade anti-angiogénica: 62 > 61 > 59 > 60,

respectivamente.

Figura 13. Heteroarilchalconas (59, 60 e 61) e Homoarilchalcona (62) com Atividade
Anti-angiogénica
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Além das hidroxichalconas 42 e 43, p. 30, BOECK e colaboradores (2006)
utilizaram o isosterismo de anéis em uma série de hidroxichalconas leishmanicidas. A
hidroxichalcona dimetoxilada furanica (63) demonstrou ser mais ativa com valores de
Clso de 5,0 e 3,4 uM contra promastigotas e amastigotas, respectivamente, em relacao
ao seu analogo fenilico 64, figura 14, o qual obteve Clsy de 21,4 e 8,4 uM, contra

promastigotas e amastigotas, respectivamente.

Figura 14. Isosterismo de Anéis Aplicado por BOECK (2006) em uma Série de
Hidroxichalconas Leishmanicidas (63 e 64)
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo geral o planejamento e a sintese de hidroxichalconas (série 1) e

ferrocenilchalconas (série 1), bem como a avaliacdo da atividade contra Trichomonas vaginalis, Esquema 2.

Esquema 2. Planejamento Estrutural de Hidroxichalconas (Série 1) e Ferrocenilchalconas (Série 11)

Posicio do grupo hidroxila no anel A Posicao do grupo hidroxila no anel B
/@\ HO i /@\ OH\
1 1
1 1
* Ho 3 \©\“ 1= === % OH w,t/©/ !
OH Série | Serie | OH i
2 3 4 : 2 3 4 :

Substituintes  preconizados  pelo Substituintes preconizados pelo método

método manual de Topliss no anel A . : manual de Topliss no anel B B s |
1 X R= H, 4-Cl, 4-OMe, 4-Me, 3,4-diCl | 1 R= H, 4-Cl, 4-OMe, 4-Me, 3,4-diCI : z D!
TR 1 | Bl| r=-—--—-==-==— e == =2 1
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2.2. Objetivos Especificos

O presente trabalho teve os seguintes objetivos especificos:

a)

b)

c)

d)

Planejamento das chalconas das séries | e Il empregando o Método Manual

de Topliss e isosterismo de anéis;

Sintese das chalconas das séries | e Il por meio da reacdo de condensacao

alddlica de Claisen-Schmidt;

Avaliacdo da atividade contra Trichomonas vaginalis das chalconas contra
cepa sensivel ao metronidazol (ATCC - 30236); sendo que a poténcia
antiprotozoaria foi expressa em valores de Clsg, concentracdo capaz de inibir

em 50% o crescimento do parasito;

Avaliacdo da toxicidade das chalconas antiprotozoéarias (Clsp < 100 pM)
contra células epiteliais vaginais humanas (HMVII, ECACC 92042701), sendo
gue a poténcia citotdxica foi expressa em valores de CLsp, concentracéo letal

para 50% das células humanas;

Determinacdo do indice de seletividade (IS) das chalconas utilizando os
valores de Clsp e CLsg (itens ¢ e d), por meio da razao: IS = CLso/Clso.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Planejamento, Sintese e Identificagdo das Chalconas das Séries | e ll

Foram planejadas duas séries de chalconas, sendo as séries | e Il constituidas

por hidroxichalconas e ferrocenilchalconas, respectivamente.
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A. Hidroxichalconas (Série I)

Inicialmente, a série | foi planejada visando mensurar a importancia da posicéo
do grupo hidroxila nos anéis A e B, sobre a atividade contra T. vaginalis.
Posteriormente, a série | foi composta por 2’-, 3’- e 4’-hidroxichalconas com anel B
substituido por grupos preconizados pelo Método Manual de Topliss (4—Cl, 4—-OCHgs, 4—
CHs e 3,4-diCl). Finalmente, os ultimos congéneres da série | foram planejados por
substituicGes do anel B fenilico por anéis tr-isoeletrénicos e naftilas, permitindo avaliar
a influéncia dos parametros estereoeletrénicos e hidrofobicidade sobre a atividade
antiprotozoaria. As chalconas da série | foram sintetizadas por meio da condensacao
alddlica de Claisen-Schmidt, Esquema 3 (ZACCHINO et al, 2005).

Esquema 3. Reacdo de Condensacédo Alddlica de Claisen Schmidt para a Obtencéo de
Chalconas da Série | (1-30)

(o]
Ji§ NaOH, EtOH, ta ~ Ar
CH; + H Ar >
17 - 98% d
(o)
1-30

B. Ferrocenilchalconas (Série Il)

A série Il foi constituida por chalconas com anel B ferrocénico e anel A
substituido por grupos preconizados pelo Método Manual de Topliss (4—Cl, 4—-OCHg, 4—
CHs3 e 3,4—-diCl). O uso de um anel organoferro como anel B chalcénico pode ser
justificado pela elevada necessidade do ferro para o metabolismo energético do T.
vaginalis, capacitando as ferrocenilchalconas a atuarem como potenciais
antimetabdlitos do grupo heme (ARDALAN et al, 2009). As chalconas da série Il foram
sintetizadas por meio da condensacgao alddlica de Claisen-Schmidt, Esquema 4, p. 41
(WU et al, 2002; ATTAR et al, 2011).
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Esquema 4. Reacado de Condensacéao Alddlica de Claisen Schmidt para a Obtencéo de
Chalconas da Série Il (31-37)

o)
NaOH, EtOH, ta Ar\n/m
Ar(__CH; + H’ \@ -
il T 73-97% o F!e

° 2=

O mecanismo de reacdo da condensacao aldolica de Claisen-Schmidt apresenta

trés etapas, Esquema 5.

Esquema 5. Proposta para o mecanismo de reacdo de condensacdo alddlica de
Claisen-Schmidt

Etapa 1 v hidrogénios o
H
{ l e
UOH O
(o)
Acetofenona Anion Enolato
Etapa 2
©\(Q_H,
60 0)

Benzaldeido

Etapa 3

(%R
.
5 oH

(CLAYDEN et al, 2012)

Etapa 1) inicia-se pela formac&do do anion enolato a partir da captura de um
hidrogénio a da acetofenona por uma base (OH ou "OEt; Etapa 2) o anion enolato atua

como um nucledfilo atacando o carbono aldoxilico formando um ion alcoxido, o qual
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atua como uma base, retirando um préton da molécula do etanol (solvente prético),
formando um ion etoxido e um aldol; Etapa 3) um proton a-carbonilico é retirado pelo
ion etoxido, o qual € estabilizado por ressonancia; e finalmente a liberacdo de um
hidréxido como grupo abandonador, por eliminacdo unimolecular via base conjugada
(Elcb), formando uma cetona a,3-insaturada e, consequentemente, o0 nucleo
chalcénico (CLAYDEN et al, 2012).

A chalcona néo-substituida 1 e as chalconas hidroxiladas no anel A (2—-4) e anel
B (5-7), pertencentes a série |, foram obtidas com rendimentos que variaram de 52 a
90%, tabela 3, sendo que as hidroxiladas no anel A (63 — 90%) demonstraram
rendimentos superiores que as hidroxiladas no anel B (52 — 80%).

Tabela 3. Rendimentos da Preparagdo da Chalcona Nao-Substituida (1) e
Hidroxichalconas 2—7 (Série I)

R2 RS
RR4
R O R3

Chalcona R R' R® R° R* R°® Rendimento (%)

1 H H H H H H 78
2 OH H H H H H 63
3 H OH H H H H 90
4 H H OH H H H 85
5 H H H OH H H 52
6 H H H H OH H 80
7 H H H H H OH 75

A tabela 4 sumarizou os rendimentos obtidos da preparagéao de hidroxichalconas
8-19 (Série 1), reiterando a importancia da hidroxila na posigdao 3’ para rendimentos
sintéticos elevados. A sintese de 3’-hidroxichalconas 12-15 obtiveram maiores
rendimentos, destacando-se 15 (78%), seguida das 4’-hidroxichalconas 16-19 e, por
ultimo, as 2’-hidroxichalconas 8-11, as quais apresentaram rendimentos pouco
apreciaveis de sintese, principalmente 11 (17%).
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As hidroxichalconas substituidas por grupos eletrodoadores, incluindo 4—-Me e
4-OMe (10, 11, 14, 15, 18 e 19) foram obtidas com menores rendimentos que as

mono- e dissubstituidas por cloro, um atomo eletroatrator (8, 9, 12, 13, 16 e 17).

Tabela 4. Rendimentos da Preparacdo de Hidroxichalconas 8-19 (Série I)

R2 R5
RR4
R O R3

Chalcona R R* R° R® R* R°> Rendimento (%)

8 OH H H H H C 49
9 OH H H H c cl 55
10 OH H H H H CHs 34
11 OH H H H H OCHs 17
12 H OH H H H C 75
13 H OH H H cl cCl 55
14 H OH H H H CHs 43
15 H OH H H H OCHs 78
16 H H oH H H C 67
17 H H OH H cl cCl 57
18 H H OH H H CHs 54
19 H H OH H H OCHs 23

De forma anéloga a tabela 4, a tabela 5 indicou que os analogos arilicos 3’-
hidroxilados (23-26) tiveram maiores rendimentos de sintese, evidenciando a
preparacdo de 23 (98%), seguida pelos analogos arilicos 4’-hidroxilados (27-30),
destaque para a substancia 27 (94%), e por ultimo, os analogos arilicos 2’-hidroxilados
(20 - 22).

Dentre os analogos arilicos com anel B Tr-isoeletrénico, os derivados furanicos
foram obtidos com rendimentos superiores aqueles apresentados pelos derivados

tiofénicos, o que pode estar relacionado ao aumento da eletrofilicidade do carbono
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aldoxilico, provocado pelo efeito indutivo eletroatrator mais potente do oxigénio em
relacdo ao enxofre.

Dentre os analogos arilicos com anel B hidrofébico, os derivados 2-naftalénicos
(B) foram sintetizados com maiores rendimentos que os derivados 1-naftalénicos (a), o
que pode estar relacionado ao efeito estérico maior do anel naftalénico sobre o carbono
aldoxilico de a-natftilas.

Tabela 5. Rendimentos da Preparacdo de Analogos Arilicos de Hidroxichalconas 20—
30 (Série )

R2
R @ AN UAr
R O
Chalcona R R' R® Ar Rendimento (%)
20 OH H H 2-uranila 70
21 OH H H 2-ofenila 50
22 OH H H 2-naftila 52
23 H OH H  2-furanila 98
24 H OH H  2-tiofenila 4
25 H OH H 1-naftila 60
26 H OH H 2-naftila 87
27 H H OH 2-furanila 94
28 H H OH 2-tiofenila 50
29 H H OH 1-naftila 35
30 H H OH 2-naftia 85
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A tabela 6 sumarizou os rendimentos da preparacao de ferrocenilchalconas 31—
37. As ferrocenilchalconas tiveram rendimentos altamente satisfatorios (73 — 97%),
destacando-se as substancias 32 e 35, mono- e dissubstituidas, por cloro,

respectivamente, obtidas com maiores rendimentos.

Tabela 6. Rendimentos das Ferrocenilchalconas (31-37) da Série Il

Ar NS
o) e
Chalcona Ar Rendimento (%)
31 Fenila 82
32 4-clorofenila 97
33 4-metilfenila 7
34 4-metoxifenila 73
35 3,4-diclorofenila 85
36 2-furanila 80
37 2-tiofenila 81

As chalconas das séries | e Il tiveram sua estrutura confirmada com base na
analise dos dados espectrais de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN
de 'H) incluindo deslocamento quimico (d+) em ppm, multiplicidade (mult) e constante
de acoplamento (J) em Hz, e RMN de *°C.

A observacdo de sinais atribuidos aos hidrogénios H-a e H-B confirmaram a
reacdo de condensacdo alddlica entre os derivados acetofenbnicos e derivados
benzaldeidicos, formando cetonas a,B-insaturadas (chalconas). Nesse sentido, buscou-
se identificar a presenca de um par de dupletos com constante de acoplamento de 15 a
16 Hz, o que corrobora a presenca de uma olefina com configuracao trans. Este par de
dupletos apresenta-se bem espacados no espectro de RMN de *H (figura 15, p. 46),
pois o efeito de ressonancia, indutivo e o cone de desblindagem da carbonila reduzem
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a densidade de elétrons sobre o nucleo do hidrogénio H-, o que pode ser notado por

valores de &y superiores aos atribuidos para o hidrogénio H-a.

Figura 15. Espectro de RMN de *H da Hidroxichalcona 8
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O fator estrutural caracteristico das hidroxichalconas é o efeito doador de
elétrons da hidroxila sobre os nucleos de hidrogénio orto- e para-posicionados. Embora
0 oxigénio promova o efeito indutivo-eletroatrator, o efeito mesomeérico (ressonancia)
predomina fazendo com que os hidrogénios orto- e para-posicionados a hidroxila
apresentem 0oy inferiores aos correlacionados aos hidrogénios meta-posicionados, o
mesmo ocorre para o0s substituintes cloro e metoxila.

O sinal correspondente do hidrogénio da hidroxila de fendis €, usualmente, um
simpleto, porém o seu valor de &y e forma variam segundo a concentracdo do analito,
do solvente e da temperatura. Esse sinal pode ocorrer na faixa de 10,0 a 12,0 ppm, um
valor relativamente alto, pois as hidroxilas orto-posicionadas a uma carbonila formam
uma ligacdo de hidrogénio intramolecular (SILVERSTEIN, WEBSTER e KIEMLE,
2015).
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Trés sinais tipicos dos hidrogénios do ferroceno podem ser observados em
ferrocenilchalconas (Figura 16): a) um simpleto largo em &4 4,2 ppm, o qual pode ser
integrado aos 5 hidrogénios correspondente ao anel ciclopentadienila ndo-substituido;
b) um par de sinais largos, com multiplicidade variada (comumente simpletos), os quais
sao integrados para 2 hidrogénios cada um, correspondendo ao anel ciclopentadienila
monosubstituido (NESMEYANOV et al, 1974; SUN et al, 2006; ATTAR et al, 2011,
MULLER et al, 2012).

Figura 16. Espectro de RMN *H da Ferrocenilchalcona 36
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No espectro de RMN de *3C de hidroxichalconas, a observacdo dos sinais
atribuidos aos carbonos carbonilico (C-B’), C-a e C-p confirmaram a condensacao de
derivados acetofendnicos e derivados benzaldeidicos em chalconas (cetona aq,(3-
insaturada). Os sinais dos carbonos C-a e C-B apresentam-se bem resolvidos no
espectro de RMN de *3C (Figura 17, p. 48), pois o efeito de ressonancia e indutivo da
carbonila reduz a densidade de elétrons sobre o nucleo do carbono C-B, o que pode

ser notado por valores de 6¢ atribuido para C- superiores aos atribuidos para o C-a.
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Figura 17. Espectro de RMN **C da Hidroxichalcona 8
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O grupo hidroxila exerce efeito indutivo eletroatrator sobre o nucleo de carbono
ipso desblindando-o. Por outro lado, a hidroxila proporciona blindagem dos carbonos
orto- e para-posicionados.

Os espectros de RMN de C de ferrocenilchalconas, Figura 18 (p. 49),
apresentam quatro sinais caracteristicos, sendo um em torno de ¢ 69,8 com elevada
amplitude, o qual pode ser atribuido a 5 carbonos equivalentes de uma
ciclopentadienila n&o-substituida. Os trés sinais restantes correspondem a uma
ciclopentadienila monossubstituida, destacando-se o sinal deslocado com &¢ 79,0 (C-

1); resultante do C-f altamente eletrofilico.
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Figura 18. Espectro de RMN **C da Ferrocenilchalcona 36
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3.2. Atividade contra Trichomonas vaginalis de Hidroxichalconas (Série I) e

Ferrocenilchalconas (Série Il)
A. Hidroxichalconas (Série I)

Seis chalconas substituidas por um grupo hidroxila em diferentes posicées dos
anéis A e B (2-7) e a chalcona nao-substituida (1) tiveram sua atividade contra T.
vaginalis avaliada contra cepas sensiveis ao metronidazol (ATCC 30236). Os
resultados de porcentagem de viabilidade dos trofozoitos quando expostos a 100 uM

das chalconas 1-7 foram apresentados na tabela 7, p. 50.
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Tabela 7. Porcentagem de Viabilidade de Trofozoitos Expostos a 100 uM de
Chalconas 1 -7

Controles e

R R? Viabilidade de Trofozoitos (%)
Chalconas

CN - - 100
Ccv - - 98

1 H H 122 + 21

2 2’-OH H <5

3 3’-OH H <5

4 4’-OH H <5

5 H 2-OH <5

6 H 3-OH <5

7 H 4-OH <5

CN = Controle Negativo; CV = Controle veiculo;

A chalcona ndo-substituida 1 ndo exibiu atividade contra T. vaginalis, sendo
portanto, considerada atdxica aos trofozoitos a 100 uM. Por outro lado, as chalconas
com grupo hidroxila em diferentes posi¢cées dos anéis A e B (2-7) apresentaram
atividade antiprotozoaria, quando testadas a 100 uM, exibindo porcentagem de
viabilidade dos trofozoitos inferiores a 5%. Assim, os dados iniciais de triagem
comparativa entre a chalcona nao-substituida (1) e as hidroxichalconas (2—7) indicaram
gue o grupo hidroxila promoveu o recrudescimento da atividade antiprotozoaria.

Para avaliar a poténcia tricomonicida, as hidroxichalconas 2—7 foram submetidas
a ensaios, em diferentes concentracdes, com o intuito de determinar a concentracao
capaz de inibir 50% do crescimentodos trofozoitos (Clsg). Os valores de Clso foram

sumarizados na tabela 8, p. 51.
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As chalconas com hidroxila no anel A foram mais potentes que as chalconas
hidroxiladas no anel B. Dentre essas, 4’-hidroxichalcona 4 foi a mais ativa, exibindo
uma Clsp de 27,5 pM. A ordem de poténcia antiprotozoaria para o anel A foi
dependente da posi¢cédo da hidroxila sendo a seguinte: orto < meta < para. Enquanto,
para o anel B o padrao de hidroxilagdo promoveu efeito inverso sobre a atividade
antiprotozoaria: para < meta < orto. A 4-hidroxichalcona 7 foi inativa exibindo uma Clsg
superior a 100 puM.

Por serem mais potentes, as chalconas com hidroxila no anel A (3 e 4) tiveram
sua toxicidade avaliada contra células vaginais humanas. Os valores de ClLsg
(concentracdo letal para 50% das células), indicaram alta toxicidade contra as células
do hospedeiro (Tabela 8). A 4’-hidroxichalcona exibiu CLsg igual a 29,7 uM, valor similar
a sua Clsp (27,5 pM), indicando auséncia de seletividade, ou seja, 4 promoveu efeitos
letais no parasito e nas células do hospedeiro em concentracdes similares. Os valores
de indice de seletividade (IS) calculados a partir da razéo: IS = CLso/Clsp, iguais ou

inferiores a 1,0 corroboraram a auséncia de seletividade para as hidroxichalconas.

Tabela 8. Atividade contra Trichomonas vaginalis, Toxicidade em Células Vaginais e

indice de Seletividade de Hidroxichalconas 2—7

Hidroxichalconas R R* Clso (UM) CLso (UM) IS
2 2’-OH H 76,4 41,6 0,5

3 3’-OH H 49,4 31,3 0,6

4 4’-OH H 27,5 29,7 1,0

5 H 2-OH 56,2 ND ND

6 H 3-OH 68,2 ND ND

7 H 4-OH > 100 ND ND

MTZ - - 1,147 >100° NC

ND = N&o determinado; a = Concentragcao (em pM) capaz de inibir 90% o
crescimento dos trofozoitos (Becker et al, 2015); b = JARRAD et al, 2016; nc =
nao calculado.
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A elevada atividade antiprotozoaria e baixa seletividade das hidroxichalconas
nos encorajaram na continuidade da investigacdo quimico-biologica, objetivando
analogos mais potentes e mais seletivos.

Inicialmente, buscou-se analogos de chalconas com hidroxila nas posi¢oes 2’, 3’
e 4’ (anel A) e anel B substituido por grupos preconizados pelo método manual de
Topliss, sendo avaliados os congéneres substituidos por 4-Cl, 4-Me, 4-OMe e 3,4-diCl.

Dessa forma, apOs serem confirmadas estruturalmente por RMN, as 2’-
hidroxichalconas (8-11), 3'-hidroxichalconas (12-15) e 4’-hidroxichalconas (16-19)
foram submetidas a avaliagdo de atividade antiprotozoaria, a qual foi expressa por meio

dos valores de Clso (Tabela 9).

Tabela 9. Atividade contra Trichomonas vaginalis das 2’, 3’ e 4’-Hidroxichalconas 8-19
Planejadas pelo Método Manual de Topliss

Posicéo da

Hidroxichalconas Hidroxila R Clso (UM)
8 4-Cl 24,4
9 - 3,4-diCl 24,7
10 OH 4-Me 30,5
11 2 4-OMe 43,7
12 4-Cl| 48,6
13 /©\ 3,4—diCl 75,9

HO ol
14 4-Me 76,5
15 ¥ 4-OMe >100
16 HO 4-Cl 46,9
17 \©\f 3,4-diCl 56,0
18 4-Me >100
19 4 4-OMe >100
MTZ - - 1,14*

*Concentracao (em uM) capaz de inibir 90% o crescimento dos trofozoitos



53

Os valores de Clsp sumarizados na tabela 9 corroboraram quatro importantes
dados de relagéo estrutura-atividade:

a) as chalconas com hidroxila na posig¢ao 2’ (8—11) foram mais ativas que as 3’-
hidroxichalconas (12—15) e 4’-hidroxichalconas (16—19);

b) a presenca do atomo de cloro na posi¢éo 4 do anel B hidroxichalconas 8, 12 e
16, respectivamente, proporcionaram os menores valores de Clso dentro das subséries
2,3 ed’;

c) a presenca de atomos de cloro nas posigdes 3 € 4 do anel B das 2’, 3’ e 4’-
hidroxichalconas 9, 13 e 17, respectivamente, conduziram a compostos com atividade
similar ou inferior a congéneres monoclorados 8, 12 e 16, dentro das subséries 2’, 3’ e
4’;

d) as metilchalconas 10, 14 e 18 e metoxichalconas 11, 15 e 19 exibiram os
maiores valores de Clsg, exceto a 2’-hidroxichalcona 10 (Clso = 30,5 puM);

A reunido das observagcbes de relacdo estrutura-atividade dos itens b—d
sugeriram que a presenca de substituintes, simultaneamente, eletroatratores e
hidrofébicos (4-Cl e 3,4-diCl) no anel B chalcénico conduziram a compostos mais
potentes que chalconas com substituintes hidrofébico e eletrodoador (4-Me) e
hidrofilico e eletrodoador (4—OMe).

A ordem de poténcia antiprotozoaria para as 2’-hidroxichalconas (subsérie mais
ativa) foi: 8 (4-Cl) = 9 (3,4—diCl) > 11 (4-OMe) > 10 (4—Me) > 2 (ndo-substituido)
(Tabela 8, p. 51). Dessa forma, a aplicacdo do Método Manual de Topliss corroborou
os parametros 21T — TI2 ou T + 0 cComo essenciais para bioatividade, guiando a série de
chalconas com anel B substituido por outros grupos hidrofébicos e eletroatratores
como: 4-Br, 4—I, 3—CF3, 4-CF3, 4-NO., e 2,4-diCl (Tabelas 1 e 2, p. 35).

Tendo em vista a influéncia clara e positiva do parametro eletrénico para
atividade tricomonicida, decidiu-se permutar o anel B fenilico por anéis 1r-isoeletronicos
(2-furanila e 2-tiofenila), hipotetizando uma relag&o bioisostérica de anéis. Contudo, a
hidrofobicidade, também, foi um parametro importante para a atividade tricomonicida.
Assim, foram avaliadas chalconas com anel B fenilico substituido por a e B-naftilas, as

quais possuem duas fenilas fundidas (Tabela 10, p. 55).



Tabela 10. Atividade contra Trichomonas vaginalis

Hidroxichalconas (20-30)

54

de Analogos Arilicos de

Hidroxichalconas PI?IiSdI(r;gfi Iia Ar Clso (UM)
20 2-furanila >100
21 Q\Hﬂ 2-tiofenila 52,5
22 b 2-naftila >100
23 2-furanila >100
24 Ho/©\;,‘ 2-tiofenila >100
25 1-naftila >100
26 ¥ 2-naftila >100
27 HO, 2-furanila >100
28 \@ 2-tiofenila 53,7
29 1-naftila >100
30 4 2-naftila >100

MTZ - - 1,14*

*Concentracdo (em puM) capaz de inibir 90% o crescimento

dos trofozoitos

Interessantemente, as chalconas 2-tiofénicas 21 e 28, exibiram atividade

tricomonicida similar aos seus analogos fenilicos 2 e 4 (Tabela 8, p. 51),

respectivamente, inferindo uma relagéo bioisostérica de anéis.

As natftilchalconas 22, 25, 26, 29 e 30 foram inativas (Clso > 100 uM), apesar de

apresentarem hidrofobicidade superior aos analogos fenilicos 2 — 4 (Tabela 8, p. 51).

Tal reducéo drastica na agdo tricomonicida pode estar relacionada ao efeito estérico

promovida pela presenca de uma fenila adicional.
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B. Ferrocenilchalconas (Série Il)

Foram avaliadas, biologicamente, sete ferrocenilchalconas, incluindo aquelas
com anel A nao-substituido 31 e substituido por grupos preconizados pelo Método
Manual de Topliss (4-Cl, 4-Me, 4-OMe e 3,4-diCl) (32-35), bem como anel A
permutado por anéis Tr-isoeletrénicos da fenila (tiofeno e furano) (36—-37).

Os resultados de porcentagem de viabilidade dos trofozoitos quando expostos a
100 pM das ferrocenilchalconas foram apresentados na tabela 11. Todas as

ferrocenilchalconas foram inativas contra T. vaginalis.

Tabela 11. Porcentagem de Viabilidade de Trofozoitos Expostos a 100 pmol L™ das

Ferrocenilchalconas 31-37
Ar\n/w
Fe
° &

_ Viabilidade de 3

Ferrocenilchalconas Ar Clso (umol L™)
trofozoitos (%)

CN - 100 > 100

CVv - 98 > 100

31 Fenila 712+£5,8 > 100

32 4-clorofenila 68 + 3,5 > 100

33 4-metilfenila 68 £4,3 > 100

34 4-metoxifenila 12£5,2 > 100

35 3,4-diclorofenila 75£3,5 > 100

36 2-furanila 51+1,0 100

37 2-tiofenila 60 £3,3 > 100

CN = Controle Negativo; CV = Controle veiculo;

Salienta-se que foram avaliadas 37 chalconas das séries | e Il contra os
trofozoitos de T. vaginalis, contudo todas as substancias foram menos potentes que o

metronidazol, o qual foi empregado como antiprotozoario de referéncia.
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3.3. Toxicidade em Células Vaginais e indice de Seletividade de Hidroxichalconas

As hidroxichalconas 8-14, 16, 17, 21 e 28, as quais foram consideradas
antiprotozoarias (Clsp < 100 pM), tiveram sua atividade téxica avaliada contra células
epiteliais vaginais humanas, sendo esta expressa em valores de CLsy, concentracdo
letal para 50% das células. Dessa forma, por meio da razdo IS = CLso/Clsg, foram

determinados os indice de seletividade (IS) das hidroxichalconas, Tabela 12.

Tabela 12. Atividade Citotdxica e indice de Seletividade de Hidroxichalconas 8-14, 16,
17, 21 e 28 Ativas contra T. vaginalis

: . Posicao da
Hidroxichalcona Hidroxila Ar CLso (UM)  Clsg (UM) IS
8 4-clorofenila 48,4 24,4 2,0
9 3,4-diclorofenila 47,2 24,7 1,9
10 > 4-metilfenila > 100 30,5 > 3,3
11 %'." 4-metoxifenila 52,2 43,7 1,2
21 2-tiofenila > 100 52,5 >1,9
12 /O\ 4-clorofenila 31,6 48,6 0,6
13 HO »  3,4-diclorofenila 25,7 75,9 0,3
14 3 4-metilfenila 34.8 76.5 04
16 HO 4-clorofenila 38,6 46,9 0,8
17 \@ 3,4-diclorofenila 21,8 56,0 0,4
28 " 2-tiofenila > 100 537 >109
MTZ > 100 1,14* NC

*Concentracdo (em puM) capaz de inibir 90% o crescimento dos trofozoitos
NC = né&o calculado

As 2’-hidroxichalconas planejadas pelo Método Manual de Topliss ativas contra
T. vaginalis (8-11) (Tabela 9, p. 52) foram menos téxicas contra células epiteliais

vaginais humanas, apresentando maiores valores de CLsp, € portanto, mais seletivas,
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comparadas ao anélogo nao-substituido 2, bem como as 3’-hidroxichalconas (12-14) e
4’-hidroxichalconas (16 e 17), sendo essas 3’-hidroxichalconas ainda menos seletivas

que as 4’-hidroxichalconas.

Os analogos monoclorados 8, 12 e 16 e diclorados 9, 13 e 17, apesar de terem
sido ativos contra o T. vaginalis, ndo foram 0s compostos que apresentaram maiores
valores de CLsp, € consequentemente, ndo sendo considerados seletivos, dentro das

subséries 2’, 3’ e 4’-hidroxichalconas.

A 2’-hidroxichalcona metoxilada 11 foi a 2’-hidroxichalcona menos ativa contra T.
vaginalis além de apresentar o menor valor de CLsy, sendo considerada a menos

seletiva dentro da subsérie de 2’-hidroxichalconas.

A 2’-hidroxichalcona 10, apesar de nao ter sido a mais ativa das 2'-
hidroxichalconas, comparada aos analogos monoclorado 8 e diclorado 9, foi a que
apresentou valor de CLsp > 100 uM), sendo assim considerada a hidroxichalcona mais
seletiva (Tabela 12, p. 56).

A 2’-hidroxichalconas 21 e a 4’-hidroxichalcona 28, analogos tiofénicos das
hidroxichalconas 2 e 4, respectivamente, apresentaram valores de ClLso > 100 pM
(Tabela 12, p. 56), indicando uma relativa diminuicdo na toxicidade contra células
epiteliais vaginais humanas, comparadas aos analogos fenilicos 2 e 4 (Tabela 8, p. 51),

respectivamente.

4. PARTE EXPERIMENTAL

A confirmacao estrutural das chalconas das séries | e Il foi realizada por meio da
anélise dos espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN de *H)
e Carbono Treze (RMN de '°C). Os espectros foram obtidos nas dependéncias do
Centro Multiusuario de Inovagdo Biomolecular (CMIB), no Instituto de Biociéncias,

Letras e Ciéncias Exatas — UNESP de Sao José do Rio Preto, em Espectrometro
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Bruker Avance lIl, de 9,4 Tesla com frequéncia de 400 MHz para o nucleo de *H e 100
MHz e para o niicleo de **C.

As substancias foram solubilizadas em cloroformio deuterado (CDCl3) ou
dimetilsulféxido hexadeuterado (DMSO-dg).

A Cromatografia em Camada Delgada Analitica (CCDA) foi empregada para o
acompanhamento de reacdes e analise de pureza. Foram utilizadas placas de gel de
silica 60 em base de aluminio, 8,0 a 12,0 pm, 200 um, Supelco®. As cromatoplacas
foram reveladas sob inspecdo no ultravioleta (254 e 365 nm) e anisaldeido sulfurico
(2,0 mL de anisaldeido em 20,0 mL de &cido acético, 10 mL de acido sulfdrico e 170
mL de etanol) seguida de aquecimento intenso.

Para a sintese das chalconas das séries | e Il, foram utilizados derivados
acetofendnicos e benzaldeidicos (Sigma Aldrich®), etanol e hidréxido de sédio da
marca Synth®. Para as purificacdes, os solventes utilizados foram: acetato de etila,
etanol e hexano, os quais foram adquiridos da marca Synth®. As purificaces em
coluna cromatografica de fase normal (CC-FN) foram realizadas em colunas de vidros
de diametro de 2,5 cm e altura de 30 cm, utilizando gel de silica (100 a 200 Mesh)
(Sigma Aldrich®) como fase estacionéria, e misturas de hexano e acetato de etila como
fases moveis, em proporcdes indicadas pelo fator de retencdo (Rf), demonstrado pelas
analises CCDA. As purificacdes de permeacdo em gel (CPG) foram realizadas em
coluna com didametro de 3,0 cm e altura de 150 cm, e a fase estacionaria utilizada foi o
biopolimero de dextrana hidroxipropilada - LH-20 (Sephadex®) e como fase mével,

etanol.

A. Série |

4.1. Procedimento para a Obtencao da Chalcona 1 e Hidroxichalconas 2 -7

Em um baldo reacional, foram adicionados 5 mmol dos respectivos derivados
acetofendnicos dissolvidos em solucéo etandlica de hidroxido de sédio (1 mol L™). Em
seguida, adicionou-se 5 mmol dos respectivos derivados benzaldeidicos solubilizados

em 10 mL de etanol. O meio reacional foi mantido sob agitacdo constante, a
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temperatura ambiente, sendo a conversdo acompanhada por Cromatografia de
Camada Delgada Analitica (CCDA). Constatado o consumo dos reagentes, verteu-se o
meio reacional em gelo triturado, sendo a solucdo acidificada com solucédo de acido
cloridrico (0,1 mol L™) até pH 2 (ZACCHINO et al, 2005). Formou-se um precipitado, 0
qual foi mantido a 7 °C por 24 horas. O precipitado foi submetido a filtracdo simples,
sendo seco a temperatura ambiente por 48 horas. Nos casos em que ndo houve a
formacdo de precipitado em quantidades apreciaveis, o produto bruto foi submetido a
extracdo liquido-liquido, empregando acetato de etila e agua destilada como contra-
fases. A fase organica foi seca em evaporador rotativo. A hidroxichalcona 2 foi
purificada por cromatografia em coluna de fase normal, empregando hexano:acetato de
etila (9:1) como eluente. A chalcona 1 e as hidroxichalconas 3—7 foram purificadas por

recristalizacédo, utilizando etanol ou acetato de etila.

4.1.1. Dados de caracterizacao da chalcona 1 e hidroxichalconas (2—7)

Nome da substancia: (E)-1,3-difenil-2-propen-1-ona (1)
5' 5 Formula molecular: Ci5H;,0
3|3 Massa m,olz.;lr: 202,3,.26 g/mol -
8 Caracteristica: solido amarelo palido
Rendimento: 78%
RMN *H (600 MHz, CDCl3) & (multiplicidade; J em Hz): 7,45 (m; H-3, H-4 e H-5), 7,55
(m; H-2 e H-6), 7,60 (d; 15,7; H-a), 7,65 (m; H-3’, H-4’ e H-5’), 7,80 (d; 15,7; H-B) e 8,05
(m; H-2’ e H-6).
RMN *C (100 MHz, CDCl3) & (posicdo): 122,1 (C-a), 128,5 (C-2’, C-2 e C-6), 128,6
(C-3, C-5e C-6"), 129,0 (C-3’ e C-4), 130,6 (C-5"), 132,8 (C-4), 134,9 (C-1), 138,2 (C-
1’), 144,9 (C-B) e 190,6 (C-B).
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Nome da substancia: (E)-1-(2-hidroxifenil)-3-fenil-2-propen-1-
ona (2)
Formula molecular: Ci5H1,0;
O X O Massa molar: 224,25 g/mol
OH © Caracteristica: sdlido amarelo
Rendimento: 63%
RMN *H (600 MHz, CDCls) & (multiplicidade; J em Hz): 6,98 (ddd; J = 1,1; 7,2 e 8,2;
H-3’), 7,06 (dd; J = 0.8 e 8.4; H-4), 7,47 (m; H-3, H-5 e H-5’), 7,53 (ddd; J = 1,6, 7,2 e
8,0; H-4’), 7,70 (m; H-2 e H-6), 7,70 (d; J = 15.3; H-a), 7,96 (dd; J = 1,6 e 8,0; H-6"),
7,96 (d; J = 15,3; H-B) e 12,8 (s; OH).
RMN *3C (100 MHz, CDCls) & (posicéo): 118,7 (C-3’), 118,9 (C-a), 120,0 (C-1’), 120,1
(C-5’), 128,7 (C-2 e C-6), 129,1 (C-3 e C-5), 129,7 (C-4), 130,9 (C-6’), 134,6 (C-1),
136,4 (C-4’), 145,5 (C-B), 163,6 (C-2’) e 193,8 (C-B’).

Nome da substancia: (E)-1-(3-hidroxifenil)-3-fenil-2-
propen-1-ona (3)
Formula molecular: Ci5H1202
HO Massa molar: 224,25 g/mol
o Caracteristica: solido amarelo
Rendimento: 90%
RMN *H (600 MHz, DMSO-dg) & (multiplicidade; J em Hz): 7,07 (ddd; J = 0,9, 2,0 e
8,0; H-4’), 7,39 (dd; J = 8,0 e 0,9; H-5’), 7,47 (m; H-3, H-4, H-5 e H-6), 7,64 (ddd; J =
0,9, 2,0e9,0; H-2"), 7,72 (d; J = 15,7; H-a), 7,86 (d; J = 15,7; H-B), 7,88 (dd; J =29 e
6,7; H-2 e H-6) e 9,82 (sl; OH).
RMN **C (100 MHz, DMSO-dg) & (posicéo): 115,1 (C-2’), 120,1 (C-a), 120,8 (C-4),
122,6 (C-4), 129,3 (C-3 e C-5), 129,4 (C-2 e C-6), 130,4 (C-6’), 131,1 (C-5), 135,1 (C-
1), 139,4 (C-1"), 144,3 (C-B), 158,2 (C-3’) e 189,6 (C-B’).
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Nome da substancia: (E)-1-(4-hidroxifenil)-3-fenil-2-
propen-1-ona (4)
Formula molecular: Ci5H1,0;
O N 0 Massa molar: 224,25 g/mol
o Caracteristica: solido amarelo palido
Rendimento: 85%
RMN *H (600 MHz, DMSO-d¢) & (multiplicidade; J em Hz): 6,91 (d; J = 8,0; H-3’ e H-
5’), 7,46 (m; H-3, H-4 e H-5), 7,68 (d; J = 15,6; H-a), 7,87 (m; H-2 e H-6), 7,92 (d; J =
15,6; H-B), 8,09 (d; J =8,0; H-2' e H-6’) e 10,44 (sl; OH).
RMN *C (100 MHz, DMSO-dg) & (posicéo): 115,8 (C-3’ e C-5), 122,5 (C-a), 129,2 (C-
3 e C-5), 129,4 (C-2 e C-6), 129,5 (C-1), 130,8 (C-4), 131,7 (C-2’ e C-6’), 135,3 (C-1"),
143,2 (C-B), 162,7 (C-4’) e 187,6 (C-B),

HO

Nome da substancia: (E)-3-(2-hidroxifenil)-3-fenil-2-propen-1-
ona (5)
Formula molecular: Ci5H1202
O A O Massa molar: 224,25 g/mol
o OH  caracteristica: sélido amarelo
Rendimento: 52%
RMN *H (600 MHz, DMSO-dg) & (multiplicidade; J em Hz): 6.89 (d; J = 7.5; H-3), 6.95
(dd; J = 0.8 e 8.2; H-4), 7.29 (m; H-5), 7.57 (dd; J = 4.64 e 10.33, H-3' e H-5’), 7.67 (m;
H-6), 7.87 (dd; J = 1.6 e 7.8; H-4’), 7.86 (d; J = 15.8; H-a), 8.06 (d; J = 15.8; H-B), 8.10
(m; H-2’ e H-6’) e 10.29 (s; OH).
RMN *3C (100 MHz, DMSO-dg) & (posicdo): 116.7 (C-3), 119.9 (C-5), 121.3 (C-a),
121.8 (C-1), 128.8 (C-3’ e C-5"), 129.2 (C-6), 129.3 (C-2’ e C-6’), 132.6 (C-4), 133.4 (C-
4’), 138.4 (C-1’), 140.0 (C-B), 157.7 (C-2) e 190.0 (C-B).
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Nome da substancia: (E)-3-(3-hidroxifenil)-3-fenil-2-
propen-1-ona (6)
Formula molecular: Ci5H120;
OH Massa molar: 224,25 g/mol
o Caracteristica: solido amarelo
Rendimento: 80%
RMN 'H (600 MHz, DMSO-dg) & (multiplicidade; J em Hz): 6,89 (ddd; 1,0, 2,3 e 7,8;
H-2), 7,29 (m; H-4, H-5 e H-6), 7,61 (m; H-3’, H-4’ e H-5’), 7,66 (d; J = 15,6, H-a), 7,84
(d; J =15,6; H-B), 8,14 (m; H-2’ e H-6’) € 9,65 (sl; OH).
RMN *3C (100 MHz, DMSO-dg) & (posicdo): 115,7 (C-4), 118,3 (C-2), 120,3 (C-6),
122,4 (C-a), 129,0 (C-2' e C-6’), 129,3 (C-3’ e C-5'), 130,4 (C-5), 133,6 (C-4’), 136,4 (C-
1), 138,0 (C-1"), 144,7 (C-B), 158,2 (C-3) e 189,7 (C-p’).

Nome da substancia: (E)-3-(4-hidroxifenil)-3-fenil-2-
propen-1-ona (7)
OH  F4rmula molecular: Cy5H;,0;
Massa molar: 224,25 g/mol
o Caracteristica: solido amarelo
Rendimento: 75%
RMN *H (600 MHz, DMSO-dg) & (multiplicidade; J em Hz): 6,85 (d: J = 8,7; H-3 e H-
5), 7,56 (s; H-2), 7,56 (d; J = 15,4; H-a), 7,65 (m; H-6), 7,73 (m; H-3’, H-4’ e H-5), 7,73
(d; J=15,4; H-B), 8,12 (dd; J=1,3 e 8,3; H-2’ ¢ H-6").
RMN *3C (100 MHz, DMSO-dg) & (posicéo): 116,3 (C-3 e C-5), 118,9 (C-a), 126,2 (C-
1), 128,8 (C-2 e C-6), 129,2 (C-3’ e C-5), 131,5 (C-2’ e C-6), 133,3 (C-4’), 138,4 (C-1"),
145,1 (C-B), 160,6 (C-4) e 189,1 (C-B’).
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4.2. Procedimento para a Obtencao de 2’-Hidroxichalconas (8-11 e 20-22)

Em um balédo reacional, foram adicionados 5 mmol de 2’-hidroxiacetofenona dissolvidos
em solucéo etandlica de hidréxido de sédio (0,125 mol L), Em seguida, adicionou-se 5
mmol dos respectivos derivados benzaldeidicos (4-clorobenzaldeido, 4-
metilbenzaldeido, 4-metoxibenzaldeido, 3,4-diclorobenzaldeido, 2-furaldeido, 2-
tiofenocarboxaldeido ou 2-naftaldeido) solubilizados em 10 mL de etanol. O meio
reacional foi mantido sob agitacdo constante, a temperatura ambiente, sendo a
conversdo acompanhada por CCDA. Constatado o consumo total dos reagentes,
verteu-se 0 meio reacional em gelo triturado, sendo a solucao acidificada com solucéo
de &cido cloridrico (0,1 mol L™) até pH 8 e o precipitado foi mantido na geladeira a 7° C
por 24 horas. Apos esse periodo, o precipitado foi submetido a filtracdo simples, sendo
seco a temperatura ambiente por 48 horas. Com exce¢do da hidroxichalcona 22,
purificada por recristalizacdo utilizando etanol e hexano como solventes, as 2'-
hidroxichalconas 8-11, 20 e 21, foram purificadas por cromatografia em coluna de fase

normal, empregando eluicdo com hexano e acetato de etila (49:1) como fase movel.

4.2.1. Dados de caracterizagao das 2’-hidroxichalconas (8—-11 e 20-22)

Nome da substancia: (E)-3-(4-clorofenil)-1-(2-hidroxifenil)-
propen-1-ona (8)
Cl  Férmula molecular: Ci5H12ClO,
Massa molar: 258,70 g/mol
OH O Caracteristica: solido amarelo

Rendimento: 49%
RMN *H (600 MHz, DMSO-dg) & (multiplicidade; J em Hz): 7,02 (m; H-3’ e H-5"), 7,58
(m; H-4’, H-3 e H-5), 7.83 (d; J = 15,6; H-a), 7,96 (d; J = 8,5; H-2 e H-6), 8,06 (d; J =
15,6; H-B), 8,25 (dd; J=1,6 e 8,3; H-2 e H-6) e 12,45 (sl|; OH).
RMN *C (100 MHz, DMSO-d¢) & (posicdo): 118,2 (C-3), 119,7 (C- a), 121,2 (C-1’),
123,0 (C-5’), 129,5 (C-3 e C-5), 131,3 (C-2 e C-6), 131,4 (C-6’), 133, 9 (C-1), 135,9 (C-



64

4), 136,9 (C-4'), 143,7 (C- B), 162,3 (C-2’) e 194 (C- B)).

Nome da  substancia: (E)-3-(3,4-diclorofenil)-1-(2-
hidroxifenil)-propen-1-ona (9)
Cl' Férmula molecular: Cy5H10ClL0>
CI Massa molar: 293,14 g/mol
OH O Caracteristica: sdlido amarelo

Rendimento: 55%
RMN *H (600 MHz, DMSO-dg) & (multiplicidade; J em Hz): 7,03 (m; H-3' e H-2), 7,59
(m; H-5), 7,73 (d; J = 8,35; H-5°), 7,79 (d; J = 15,6; H-a), 7,89 (dd; J = 2,0 e 8,4; H-6),
8,13 (d; J = 15,6; H-B), 8,28 (m; H-4’ e H-6) e 12,42 (sl; OH)
RMN *C (100 MHz, DMSO-d¢) & (posicdo): 118,2 (C-3), 119,7 (C- a), 121,1 (C-1’),
124,3 (C-5), 129,8 (C-6), 130,8 (C-2), 131,3 (C-6’ e C-5), 132,4 (C-4), 133,5 (C-3),
135,8 (C-1), 137,0 (C-4’), 142,3 (C- B), 162,4 (C-2’) e 193,9 (C- B’).

Nome da substéncia: (E)-1-(2-hidroxifenil)-3-(4-metilfenil)
-propen-1-ona (10)
CH; Férmula molecular: Ci6H140;
Massa molar: 238,28 g/mol
OH O Caracteristica: solido amarelo
Rendimento: 38%
RMN *H (600 MHz, DMSO-dg) & (multiplicidade; J em Hz): 2,37 (s; CHs), 7,02 (dd; J =
4,4 e 12,0; H-3' e H-5), 7,30 (d; J = 8,0; H-3 e H-5), 7,58 (m; H-4’), 7,83 (d; J = 15,5; H-
a), 7,83 (s; H-2 e H-6), 8,01 (d; J = 15,5; H-B), 8,27 (d; J = 7,9; H-6), 12,61 (sl; OH).
RMN *C (100 MHz, DMSO-dg) & (posicdo): 21,6 (CHs), 118,2 (C-3’), 119,6 (C- a),
121,0 (C-1"), 121,3 (C-5’), 129,7 (C-2 e C-6), 130,1 (C-3 e C-5), 131,3 (C-6"), 132,2 (C-
1), 136,8 (C-4’), 141,7 (C-4), 145,5 (C- B), 162,4 (C-2’) € 194,1 (C- B).



65

Nome da substancia: (E)-1-(2-hidroxifenil)-3-(4-
metoéxifenil)-propen-1-ona (11)
OCH;  Formula molecular: Ci16H1403
Massa molar: 254,28 g/mol
OH O Caracteristica: sdlido amarelo
Rendimento: 17%
RMN *H (600 MHz, DMSO-dg) & (multiplicidade; J em Hz): 3,84 (s; OCHs), 7,02 (m;
H-3’, H-5’, H-3 e H-5), 7,57 (m; H-4), 7,85 (d; J = 15,5; H-a), 7,91 (d; J = 8,6; H-2 e H-
6), 7,93 (d; J = 15,5; H-B), 8,28 (d; J = 8,0; H-6’) e 12,75 (s; OH).
RMN *3C (100 MHz, DMSO-dg) & (posicéo): 55,9 (OCHs), 114,9 (C-3 e C-5), 118,2 (C-
3", 19,3 (C- a), 119,6 (C-1’), 121,0 (C-5"), 127,5 (C-1), 131,2 (C-6’), 131,8 (C-2 e C-6),
136,7 (C-4’), 145,6 (C- B), 162,2 (C-4), 162,5 (C-2') e 194,1 (C-B).

Nome da substéncia: (E)-3-(furan-2-il)-1-(2-hidroxifenil)-
propen-1-ona (20)
5' 3 Formula molecular: C13H1003
3'W5 Massa molar: 214,22 g/mol
OH o 1 Caracteristica: solido amarelo
Rendimento: 70%
RMN *H (600 MHz, DMSO-dg) & (multiplicidade; J em Hz): 6,72 (dd; J = 1,7 e 3,4; H-
4), 6,99 (d; J = 15,5; H-a), 6,99 (m; H-3"), 7,17 (d; J = 3,4; H-3), 7,55 (d; J = 15,5; H-B),
7,66 (s; H-3' e H-4’), 7,96 (s; H-6’), 8,05 (dd; J =1,2 e 7,9; H-5) e 12,35 (sl; OH)
RMN C (100 MHz, DMSO-d¢) & (posicdo): 113,8 (C-4), 118,2 (C-3), 118,4 (C-3)),
119,2 (C-B), 119,8 (C-1’), 121,5 (C-5’), 130,9 (C-a), 131,3 (C-6’), 136,5 (C-4’), 147,2 (C-
5), 151,5 (C-2), 161,8 (C-2"), 193,0 (C-B’).
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Nome da substancia: (E)-1-(2-hidroxifenil)-3-(tiofen-2-il)-

propen-1-ona (21)

Formula molecular: C13H100,S
S Massa molar: 230,28 g/mol

OH © Caracteristica: sdlido amarelo
Rendimento: 50%

RMN *H (600 MHz, DMSO-dg) & (multiplicidade; J em Hz): 7,00 (ddd; J = 1,2, 3,5 e
5,65; H-3’ e H-5’), 7,22 (dd; J = 3,7 e 5,0; H-4), 7,56 (m; H-4"), 7,68 (d; J = 15,2; H-a),
7,74 (d; J = 3,5; H-3), 7,84 (d; J = 5,0; H-5), 8,01 (d; J = 15,2; H-B), 8,12 (dd; J=1,6 e
8,2; H-6) e 12,40 (sl; OH).
RMN *3C (100 MHz, DMSO-d¢) & (posicdo): 118,2 (C-3’), 119,7 (C-1’), 120,7 (C-5),
121,4 (C- a), 129,4 (C-4), 131,1 (C-3), 131,7 (C-6’), 134,0 (C-5), 136,6 (C- B), 137,8 (C-
4’), 140,0 (C-2), 161,9 (C-2), 193,2 (C- B)).

Nome da substancia: (E)-1-(2-hidroxifenil)-3-(naftalen-
2-il)-2-propen-1-ona (22)
Formula molecular: CigH1402
O q OO Massa molar: 274,31 g/mol
6 1 103 Caracteristica: sélido amarelo
Rendimento: 52%
RMN *H (600 MHz, DMSO-dg) & (multiplicidade; J em Hz): 7,05 (m; H-3’ e H-5"), 7,60
(m; H-3, H-4 e H-4’), 7,99 (m; H-5, H-6 e H-7), 8,02 (d; J = 15,5; H-a), 8,15 (m; H-8),
8,18 (d; J = 15,5; H-B), 8,32 (dd; J = 1,3 e 8,0; H-6’), 8,39 (s; H-1) e 12,6 (s; OH).
RMN *C (100 MHz, DMSO-dg) & (posicdo): 118,2 (C-3), 119,7 (C-5), 121,2 (C-3),
1225 (C-a), 124,9 (C-1"), 127,4 (C-6), 128,2 (C-7 e C-1), 129,0 (C-5), 129,1 (C-8),
131,4 (C-4), 131,8 (C-6"), 132,6 (C-10), 133,4 (C-9), 136,4 (C-2 e C-4’), 145,4 (C-B),
163,4 (C-2’) e 194,1 (C-B).
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4.3. Procedimento para a Obtencéo de 3’-Hidroxichalconas (12-15 e 23-26)

Em um balédo reacional, foram adicionados 3 mmol de 3’-hidroxiacetofenona dissolvidos
em solucdo etandlica de hidréxido de sédio (0,25 mol L™), Em seguida, adicionou-se 3
mmol dos respectivos derivados benzaldeidicos (4-clorobenzaldeido, 4-
metilbenzaldeido, 4-metoxibenzaldeido, 3,4-diclorobenzaldeido, 2-furaldeido, 2-
tiofenocarboxaldeido, 1-naftaldeido ou 2-naftaldeido) solubilizados em 10 mL de etanol.
O meio reacional foi mantido sob agitacdo constante, a temperatura ambiente, sendo a
conversdo dos reagentes acompanhada por CCDA. Constatado o consumo total dos
reagentes, verteu-se o meio reacional em gelo triturado, sendo a solugéo acidificada
com solucdo de Acido cloridrico (0,1 mol L™) até pH 2 e o precipitado foi mantido na
geladeira a 7 °C por 24 horas. ApOs esse periodo, o precipitado foi submetido a
filtracdo simples, sendo seco a temperatura ambiente por 48 horas. As 3’-
hidroxichalconas foram purificadas por recristalizagéo utilizando etanol e hexano como

solventes.

4.3.1. Dados de caracterizac¢do das 3’-hidroxichalconas (12-15 e 23-26)

Nome da substéancia: (E)-3-(4-clorofenil)-1-(3-
hidroxifenil)-propen-1-ona (12)
Cl Formula molecular: Cy5H12CIO;
HO Massa molar: 258,70 g/mol
o Caracteristica: solido amarelo palido

Rendimento: 75%
RMN *H (600 MHz, DMSO-dg) & (multiplicidade; J em Hz): 7,08 (ddd; J = 0,9; 2,0 e
8,0; H-4"), 7,39 (m; H-2"), 7,49 (m; H-3, H-5 e H-6’), 7,63 (dd; J = 1,2 e 7,9; H-5), 7,70
(d; 3 =15,7; H-a), 7,87 (d; J = 15,7; H-B), 7,91 (d; J = 8,6; H-2 e H-6) e 9,86 (sl; OH).
RMN **C (100 MHz, DMSO-dg) & (posicdo): 115,1 (C-2’), 120,1 (C-a), 120,9 (C-4’),
123,3 (C-1’), 129,4 (C-3 e C-5), 130,4 (C-6’), 131,0 (C-2 e C-6), 134,0 (C-1), 135,6 (C-
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4), 139,3 (C-5'), 142,8 (C- B), 158,2 (C-3’) e 189,5 (C- B).

Nome da substancia: (E)-3-(3,4-diclorofenil)-1-(3-
hidroxifenil)-propen-1-ona (13)
Cl Férmula molecular: Cy5H;10Cl,0-
HOCI Massa molar: 293,14 g/mol
o Caracteristica: sélido amarelo palido

Rendimento: 55%
RMN *H (600 MHz, DMSO-d) & (multiplicidade; J em Hz): 7,08 (dd; J = 0,8 e 8,0; H-4"),
7,38 (m; H-2), 7,49 (m; H-5), 7,68 (d; J = 15,7; H-a), 7,68 (m; H-2'), 7,72 (d; J = 8,4; H-6),
7,88 (dd; J = 2,0 e 8,4; H-6), 7,99 (d; J = 15,7; H- B), 8,28 (d; J = 2,0; H-5’) e 9,86 (sl;
OH).
RMN *3C (100 MHz, DMSO-dg) & (posicéo): 115,1 (C-2’), 120,3 (C-a), 121,0 (C-4’), 124,6
(C-1’), 129,6 (C-6), 130,4 (C-2’), 130,6 (C-5), 131,4 (C-6’), 132,3 (C-4), 133,2 (C-3), 136,0
(C-1), 139,1 (C-5'), 141,5 (C- B), 158,2 (C-3’) e 189,4 (C- B’).

Nome da substancia: (E)-3-(4-metilfenil)-1-(3-
hidroxifenil)-propen-1-ona (14)
CH; Formula molecular: Ci16H1402
HO Massa molar: 238,28 g/mol
o Caracteristica: solido amarelo palido
Rendimento: 43%
RMN *H (600 MHz, DMSO-dg) & (multiplicidade; J em Hz): 2,35 (s; CHs), 7,06 (dd; J =
2,0 e 8,0; H-4"), 7,28 (d; J = 8,0; H-3 e H-5), 7,38 (m; H-2’), 7,44 (m; H-6’), 7,61 (d; J =
7,7, H-5’), 7,68 (d; J = 15,6; H-a), 7,76 (d; J = 8,0; H-2 e H-6), 7,78 (d; J = 15,6; H- B) e
9,91 (sl; OH).
RMN *3C (100 MHz, DMSO-d¢) & (posicdo): 21,5 (CHs), 115,0 (C-2’), 120,0 (C-a),
120,7 (C-4’), 121,6 (C-1’), 129,3 (C-2 e C-6), 130,0 (C-3 e C-5), 130,7 (C-6’), 132,3 (C-
1), 139,5 (C-5’), 141,2 (C-4), 144,5 (C- B), 158,1(C-3’) e 189,0 (C- B’).
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Nome da substéancia: (E)-1-(3-hidroxifenil)-3-(4-
metoxifenil)-propen-1-ona (15)
OCH;  Formula molecular: Ci6H1403
Ho Massa molar: 254,28 g/mol
o Caracteristica: solido amarelo palido

Rendimento: 78%
RMN 'H (600 MHz, CDCIls) & (multiplicidade; J em Hz): 3,89 (s; OCHs), 6,96 (d; J =
8,7; H-3 e H-5), 7,11 (dd; J = 2,2 e 8,0; H-4"), 7,40 (m; H-2°), 7,41 (d; J = 15,6; H-qa),
7,58 (m; H-5’ e H-6°), 7,63 (d; J =8,7; H-2 e H-6) e 7,82 (d; J = 15,6; H- B).
RMN *3C (100 MHz, DMSO-dg) & (posicéo): 55,8 (OCHs), 114,9 (C-3 e C-5), 115,2 (C-
2’), 119,9 (C-a), 120,0 (C-4’), 120,6 (C-1’), 127,7 (C-1), 130,3 (C-6’), 129,3 (C-2 e C-6),
131,2 (C-2 e C-6), 139,7 (C-5'), 144,4 (C- B), 158,1 (C-4), 161,8 (C-3’) e 189,5 (C- B’).

Nome da substéancia: (E)-1-(3-hidroxifenil)-3-(furan-2-il)-
propen-1-ona (23)
Formula molecular: Ci3H;003
HO (o) Massa molar: 214,22 g/mol
Caracteristica: solido amarelo escuro
Rendimento: 98%
RMN *H (600 MHz, DMSO-dg) & (multiplicidade; J em Hz): 6,70 (dd; J = 1,8 e 3,4; H-
4), 7,05 (ddd; J=1,0, 2,5 e 8,0; H-4), 7,11 (d; J = 3,5; H-3), 7,36 (d; J = 7,8; H-2'), 7,39
(m; H-6’), 7,45 (d; J = 15,4; H-a), 7,51 (ddd; J=1,0, 1,6 e 7,7; H-5), 7,55 (d; J = 15,4;
H-B), 7,92 (d; J = 1,4; H-5) e 9,83 (sl; OH).
RMN C (100 MHz, DMSO-d¢) & (posicdo): 113,6 (C-4), 114,8 (C-3), 117,6 (C-2),
119,2 (C-B), 119,7 (C-4’), 120,7 (C-1’), 130,5 (C-0), 130,8 (C-6’), 139,4 (C-5’), 146,7 (C-
5), 151,5 (C-2), 158,2 (C-3’) e 189,0 (C-B’).
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Nome da substancia: (E)-1-(3-hidroxifenil)-3-(tiofen-2-il)-
propen-1-ona (24)
Formula molecular: C13H100,S
HO s” Massa molar: 230,28 g/mol
Caracteristica: sdlido amarelo
Rendimento: 74%
RMN *H (600 MHz, DMSO-dg) & (multiplicidade; J em Hz): 7,05 (ddd; J = 0,8, 2,5 e
8,0; H-4"), 7,19 (dd; J = 3,6 e 5,0; H-4), 7,37 (m; H-2’), 7,40 (m; H-6’), 7,47 (d; J = 15,3;
H-a), 7,54 (m; H-5’), 7,68 (d; J = 3,5; H-3), 7,78 (d; J = 5,0; H-5), 7,89 (d; J = 15,3; H-B)
e 9,89 (s; OH).
RMN *3C (100 MHz, DMSO-d¢) & (posicdo): 114,9 (C-2’), 119,8 (C-4’), 120,7 (C-1)),
120,8 (C-a), 129,2 (C-4), 130,4, 130,9 (C-5), 133,4 (C-6’), 137,1 (C- B), 139,3 (C-5),
140,1 (C-2), 158,2 (C-3’) e 189,0 (C-B’).

Nome da substancia: (E)-1-(3-hidroxifenil)-3-(naftalen-
1-il)-2-propen-1-ona (25)

Formula molecular: CigH1402

Massa molar: 274,31 g/mol

Caracteristica: solido amarelo

Rendimento: 60%

RMN *H (400 MHz, DMSO-dg) & (multiplicidade; J em Hz): 7,10 (ddd; J = 1,0, 2,5 e
8,0; H-4"), 7,41 (m; H-2'), 7,52 (dd; J = 1,8 e 2,3; H-6’), 7,65 (m; H-7, H-6, H-3 e H-5),
7,92 (d; J =15,4; H-a), 8,04 (dd; J=8,0 e 18,5; H-8 e H-4), 8,26 (dd; J =7,7 € 19,7; H-5
e H-2), 8,55 (d; J =15,4; H-B) e 9,88 (sl; OH)

RMN 3C (100 MHz, DMSO-dg) & (posicdo): 115,1 (C-2’), 120,2 (C-a), 120,9 (C-4)),
123,4 (C-2), 125,1 (C-1’), 126,2 (C-8 e C-6), 126,8 (C-7), 127,8 (C-3), 129,3 (C-4),
130,4 (C-5), 131,3 (C-6’), 131,6 (C-10), 131,7 (C-9), 133,8 (C-1), 139,4 (C-B), 140,2 (C-
5’), 158,2 (C-3’) e 189,5 (C- B’).
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Nome da substancia: (E)-1-(3-hidroxifenil)-3-

(naftalen-2-il)-2-propen-1-ona (26)

Formula molecular: CigH1402
HO Massa molar: 274,31 g/mol

0 Caracteristica: solido amarelo claro

Rendimento: 87%
RMN *H (600 MHz, DMSO-dg) & (multiplicidade; J em Hz): 7,09 (ddd; J = 0,9, 2,5 e
8,0; H-4), 7,41 (m; H-2), 7,52 (m; H-6’), 7,58 (m; H-6 e H-7), 7,69 (ddd; J =1,0,15e
7,7; H-3), 7,89 (d; J = 15,6; H-a), 7,97 (m; H-4, H-1 e H-5’), 7,99 (d; J = 15,6; H-B),
8,11 (dd; J=1,7 e 8,7; H-5), 8,34 (s; H-8), e 9,88 (sl; OH).
RMN **C (100 MHz, DMSO-dg) & (posicdo): 115,1 (C-2’), 120,1 (C-a), 120,8 (C-4’),
122,9 (C-1’), 124,9 (C-3), 127,3 (C-6), 127,9 (C-7), 128,2 (C-5), 129,0 (C-1 e C-8),
130,4 (C-4), 131,1 (C-6"), 132,8 (C-9), 133,4 (C-2), 134,4 (C-10), 139,5 (C-5’), 144,3 (C-
B), 158,2 (C-3’) e 189,5 (C- B)).

4.4. Procedimento para a Obtencao de 4’-Hidroxichalconas (16-19 e 27-30)

Em um bal&do reacional, foram adicionados 3 mmol de 4’-hidroxiacetofenona dissolvidos
em solucdo etandlica de hidréxido de sédio (0,3 mol L™), Em seguida, adicionou-se 3
mmol dos respectivos derivados benzaldeidicos (4-clorobenzaldeido, 4-
metilbenzaldeido, 4-metoxibenzaldeido, 3,4-diclorobenzaldeido, 2-furaldeido, 2-
tiofenocarboxaldeido, 1-naftaldeido ou 2-naftaldeido) solubilizados em 10 mL de etanol.
O meio reacional foi mantido sob agitacao constante, a temperatura ambiente, sendo a
conversdo dos reagentes acompanhada por CCDA. Constatado o consumo dos
reagentes, verteu-se o conteudo dos balbes em gelo triturado, sendo a solugéo
acidificada com solucdo de &cido cloridrico (0,1 mol L™?) até pH 2, formando um
precipitado, o qual foi mantido a 7 °C por 24 horas. Apos esse periodo, o precipitado foi
submetido a filtracdo simples. O po foi seco a temperatura ambiente por 48 horas. As
4’-hidroxichalconas 16, 18 e 19 foram purificadas por cromatografia de permeagéo em
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gel utlizando etanol como eluente. As 4’-hidroxichalconas 17 e 27-30 foram

recristalizadas em etanol e hexano.

4.4.1. Dados de caracterizagido das 4’-hidroxichalconas (16—-19 e 27-30)

Nome da substancia: (E)-3-(4-clorofenil)-1-(4-
hidroxifenil)-propen-1-ona (16)
Cl Formula molecular: C15H12ClO,
O DS O Massa molar: 258,70 g/mol
o Caracteristica: solido amarelo claro

Rendimento: 67%
RMN *H (600 MHz, DMSO-d¢) & (multiplicidade; J em Hz): 6,90 (d; J = 8,7; H-3’ e H-
5, 7,51 (d; J = 8,5; H-3 e H-5), 7,66 (d; J = 15,6; H-a), 7,90 (d; J = 8,5; H-2 e H-6), 7,93
(d; J=15,6; H-B) € 8,07 (d; J =8,7; H-2" e H-3')
RMN *3C (100 MHz, DMSO-dg) & (posic&o): 115,9 (C-3' e C-5), 123,3 (C-a), 129,4 (C-
2, C-3 e C-5), 130,9 (C-6 e C-1’), 131,7 (C-2’ e C-6’), 134,3 (C-1’), 135,2 (C-4), 141,7
(C-B), 162,8 (C-4’) e 187,5 (C-B).

HO

Nome da substancia: (E)-3-(3,4-diclorofenil)-1-(4-
hidroxifenil)-propen-1-ona (17)
HO Cl Férmula molecular: Cy5H10Cl202
CI Massa molar: 293,14 g/mol
o Caracteristica: sélido amarelo palido
Rendimento: 57%
RMN *H (600 MHz, DMSO-d¢) & (multiplicidade; J em Hz): 6,90 (d; J = 8,8; H-3’ e H-
5", 7,63 (d; J = 15,5; H-a), 7,70 (d; J = 8,4; H-2), 7,85 (dd; J = 1,8 e 8,4; H-5), 8,02 (d; J
= 15,6; H-B), 8,10 (d; J = 8,8; H-2' e H-6') e 8,25 (d; J = 1,8; H-6).
RMN *3C (100 MHz, DMSO-dg) & (posicao): 115,9 (C-3’ e C-5'), 124,7 (C- ), 129,3 (C-
6), 129,4 (C-2), 130,5 (C-5), 131,4 (C-1’), 131,9 (C-2’ e C-6’), 132,3 (C-4), 132,9 (C-3),
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136,3 (C-1), 140,4 (C- B), 162,9 (C-4’) e 187,4 (C- ).

Nome da substancia: (E)-3-(4-metilfenil)-1-(4-
hidroxifenil)-propen-1-ona (18)
CH; Fo6rmula molecular: C1H1402
O N O Massa molar: 238,28 g/mol
o Caracteristica: solido amarelo
Rendimento: 54%
RMN 'H (600 MHz, DMSO-dg) & (multiplicidade; J em Hz): 2,35 (CHa), 6,88 (d; J =
8,8; H-3' e H-5'), 7,27 (d; J = 8,0; H-3 e H-5), 7,65 (d; J = 15,6; H-a), 7,75 (d; J = 8,2; H-
2 e H-6), 7,85 (d; J = 15,6; H-B) e 8,05 (d; J = 8,8; H-2’ e H-6").
RMN *3C (100 MHz, DMSO-dg) & (posicdo): 21,5 (CHs), 116,0 (C-3’ e C-5"), 121,5 (C-
a), 129,1 (C-2, C-3 e C-6), 130,0 (C-5e C-1’), 131,6 (C-2' e C-6’), 132,6 (C-1), 140,7
(C-4), 143,0 (C-B), 163,5 (C-4’) e 187,5 (C-B’).

Nome da substancia: (E)-1-(3-hidroxifenil)-3-(4-
metoxifenil)-propen-1-ona (19)
HO OCH; Fdérmula molecular: C1gH1403
Massa molar: 254,28 g/mol
o Caracteristica: solido amarelo palido
Rendimento: 23%
RMN *H (600 MHz, DMSO-dg) & (multiplicidade; J em Hz): 3,89 (OCHs), 6,89 (d; J =
8,7; H-3 e H-5), 7,01 (d; J = 8,8; H-3' e H-5’), 7,65 (d; J = 15,5; H-a), 7,77 (d; J = 15,5;
H-B), 7,82 (d; J =8,8; H-2 e H-6) e 8,05 (d; J = 8,7; H-2' e H-6’).
RMN *3C (100 MHz, DMSO-dg) & (posicéo): 55,8 (OCHs), 114,8 (C-3 e C-5), 115,8 (C-
3’ e C-5"), 120,0 (C-a), 128,0 (C-1), 129,8 (C-1’), 131,0 (C-2 e C-6), 131,5 (C-2’ e C-6),
143,2 (C-B), 161,6 (C-4), 162,5 (C-4’) e 187,5 (C-B).
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Nome da substancia: (E)-1-(4-hidroxifenil)-3-(furan-2-il)-
propen-1-ona (27)

HO. Formula molecular: Ci13H1003
\
NS Io Massa molar: 214,22 g/mol
(o) Caracteristica: sélido amarelo escuro

Rendimento: 94%
RMN *H (600 MHz, DMSO-dg) & (multiplicidade; J em Hz): 6,67 (dd; J = 1,3 e 3,4; H-
4), 6,82 (d; J = 8,7; H-3' e H-5'), 7,04 (J = 3,4; H-3), 7,47 (d; J = 15,4; H-a), 7,54 (d; J =
15,4;: H-B), 7,88 (d; J = 0,7; H-5) e 7,94 (d; J = 8,7; H-2' e H-6).
RMN *3C (100 MHz, DMSO-d¢) & (posicao): 133,4 (C-4), 116,34 (C-3’' e C-5'), 116,5
(C-3), 119,4 (C-B), 128,7 (C-a), 129,5 (C-1’), 131,5 (C-2’ e C-6’), 146,2 (C-5), 151,8 (C-
1), 164,0 (C-4’) e 186,7 (C-B).

Nome da substéncia: (E)-1-(4-hidroxifenil)-3-(tiofen-2-il)-
propen-1-ona (28)

HO Formula molecular: Ci3H1005S
N Is\ Massa molar: 230,28 g/mol
(o) Caracteristica: sélido amarelo

Rendimento: 50%
RMN *H (600 MHz, DMSO-d¢) & (multiplicidade; J em Hz): 6,90 (d; J = 8,8; H-3’ e H-
5", 7,19 (dd; J = 3,5 € 5,0; H-4), 7,54 (d; J = 15,3; H-a), 7,65 (d; J = 3,5; H-3), 7,76 (d; J
=5,0; H-5), 7,85 (d; J = 15,3; H-B), 8,01 (d; J =8,7; H-2’ e H-6’) e 10,44 (sl; OH).
RMN *3C (100 MHz, DMSO-dg) & (posicéo): 115,9 (C-3’ e C-5’), 120,8 (C-a), 129,1 (C-
4), 129,4 (C-3), 130,4 (C-5), 131,5 (C-2’ e C-6"), 132,8 (C-1’), 136,0 (C-B), 140,4 (C-1),
162,6 (C-4’) e 187,1 (C-B").
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Nome da substancia: (E)-1-(4-hidroxifenil)-3-(naftalen-

1-il)-2-propen-1-ona (29)

Formula molecular: C19H140;
O S O Massa molar: 274,31 g/mol

o O Caracteristica: sdlido amarelo

Rendimento: 35%
RMN *H (600 MHz, DMSO-d¢) & (multiplicidade; J em Hz): 6,84 (d; J = 8,3; H-3’ e H-
5", 6,92 (d; J = 8,4; H-3), 7,63 (m; H-7, H-6), 7,83 (d; J = 8,3; H-2' e H-6’), 7.98 (d; J =
15,1; H-a), 8,05 (d; J = 8,2; H-8), 8,12 (d; J = 8,6; H-4), 8,25 (dd; J = 7,7 e 16,7; H-5 e
H-2), 8,51 (d; J = 15,1; H-B) e 10,41 (sl; OH).
RMN *3C (100 MHz, DMSO-dg) & (posic&o): 115,9 (C-3’ e C-5), 122,8 (C-a), 124,9 (C-
2), 127,2 (C-8), 127,8 (C-6), 128,2 (C-7), 129,0 (C-3), 129,6 (C-4), 130,8 (C-5), 131,2
(C-1’), 131,7 (C-2’ e C-6), 133,0 (C-10), 133,5 (C-1), 134,3 (C-9), 143,2 (C- B), 162,7
(C-4’)e 187,5 (C- B).

Nome da substancia: (E)-1-(4-hidroxifenil)-3-
(naftalen-2-il)-2-propen-1-ona (30)
HO Férmula molecular: C19H140;
Massa molar: 274,31 g/mol
o Caracteristica: solido amarelo palido
Rendimento: 85%
RMN *H (600 MHz, DMSO-d¢) & (multiplicidade; J em Hz): 6,92 (d; J = 8,7; H-3’ e H-
5’), 7,58 (dd; J = 3,2 e 6,3; H-6 e H-7), 7,84 (d; J = 15,6; H-a), 7,97 (m; H-3, H-4 e H-1),
8,05 (d; J = 15,6; H-B), 8,12 (m; J = 8,8; H-2’, H-6’ e H-5), 8,32 (s; H-8) e 10,45 (sl; OH).
RMN *3C (100 MHz, DMSO-d¢) & (posicao): 115,9 (C-3’ e C-5'), 122,8 (C- ), 124,9 (C-
3), 127,3 (C-6), 127,8 (C-7), 128,2 (C-5), 128,9 (C-1), 129,0 (C-8), 129,6 (C-4), 130,8
(C-1"), 131,7 (C-2’ e C-6), 133,0 (C-9), 133,5 (C-2), 134,3 (C-10), 143,3 (C- B), 162,7
(C-4’)e 187,6 (C-B).
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B. Série ll

4.5. Procedimento para a Obtencéo de Ferrocenilchalconas (31-37)

Em um balédo reacional, adicionou-se 1 mmol dos respectivos derivados acetofendnicos
(acetofenona, 4-cloroacetofenona, 4-metilacetofenona, 4-metdxiacetofenona, 3,4-
dicloroacetofenona), 2-acetilfurano ou 2-acetiltiofeno solubilizados em uma solucdo
etandlica de hidréxido de sodio (0,35 mol L™). Em seguida, adicionou-se 1 mmol de
ferrocenocarboxaldeido solubilizado em 10 mL de etanol, gota a gota. O meio
reacional mantido sob atmosfera inerte com gés nitrogénio, por 30 minutos, mantido
sob agitacdo constante, a temperatura ambiente. Constatado o consumo total dos
reagentes, verteu-se o meio reacional em gelo triturado, sendo a solucédo acidificada
com solucao de &cido cloridrico (0,1 mol L™) até pH 7, formando um precipitado, o qual
foi mantido a 7 °C por 24 horas (Wu et al, 2002). O precipitado foi submetido a filtracédo
simples, sendo seco a temperatura ambiente por 48 horas. As ferrocenilchalconas 31—
37 apresentaram pureza apreciavel segundo andlises por CCDA, nao necessitando de

técnicas de recristalizacdo e cromatogréaficas adicionais.

4.5.1. Dados de caracterizacao das ferrocenilchalconas (31-37)

Nome da substéncia: (E)-3-Ferrocenil-1-fenil-2-propen-1-ona

Formula molecular: CigH16FEO

5
X1, Massamolar: 316,17 g/mol
o Fe Caracteristica: sélido vermelho
%0 Rendimento: 82%
8

RMN *H (400 MHz, CDCls) & (multiplicidade; J em Hz): 4,20 (s; H-6 — H-10), 4,50 (s;
H-3 e H-4), 4,62 (s; H-2 e H-5), 7,15 (d; J = 15,2; H-a), 7,52 (m; H-3’, H-4’ e H-5), 7,70
(d; J=15,2; H-B) e 7,99 (H-2’ e H-6").

RMN *3C (100 MHz, CDCls) & (posicéo): 69,0 (C-3 e C-4), 69,9 (C-6 — C-10), 71,4 (C-2
e C-5), 79,2 (C-1), 119,4 (C- a), 128,4 (C-2’ e C-6’), 128,5 (C-3’ e C-5’), 132,4 (C-4’),
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138,6 (C-1'), 146,9 (C- B) e 189,9 (C- B).

Nome da substéancia: (E)-1-(4-clorofenil)-3-ferrocenil-2-
propen-1-ona
Cl Formula molecular: C19H15CIFEO
%@ Massa molar: 350,62 g/mol
o % Caracteristica: solido vermelho
Rendimento: 97%
RMN *H (400 MHz, CDCls) & (multiplicidade; J em Hz): 4,19 (s; H-6 — H-10), 4,53 (s;
H-3 e H-4), 4,62 (s; H-2 e H-5), 7,09 (d; J = 15,6; H-a), 7,48 (d; J = 7,7; H-3'e H-5),
7,78 (d; J=15,6; H-B) e 7,94 (d; J =7,4; H-2’ e H-6").
RMN *3C (100 MHz, CDCls) & (posicéo): 69,1 (C-3 e C-4), 69,9 (C-6 — C-10), 71,6
(C-2 e C-5), 79,0 (C-1), 118,4 (C- a), 128,8 (C-3’ e C-5’), 129,7 (C-2’ e C-6’), 136,9
(C-1’), 138,7 (C-4"), 147,6 (C- B) e 188,5 (C- B)).

Nome da substancia: (E)-1-(4-metilfenil)-3-ferrocenil-2-
propen-1-ona
H;C Formula molecular: CyoH1sFEO
%@ Massa molar: 330,20 g/mol
o 4% Caracteristica: solido vermelho
Rendimento: 77%
RMN *H (400 MHz, CDCls) & (multiplicidade; J em Hz): 2,45 (CHa), 4,19 (s; H-6 — H-
10), 4,49 (s; H-3 e H-4), 4,61 (s; H-2 e H-5), 7,14 (d; J = 15,8; H-a), 7,31 (d; J = 8,1; H-
3'e H-5), 7,75 (d; J =15,8; H-B) e 7,91 (d; J = 7,0; H-2' e H-6’).
RMN *3C (100 MHz, CDCl3) & (posicéo): 21,7 (CHs), 69,0 (C-3 e C-4), 69,8 (C-6 — C-
10), 71,3 (C-2 e C-5), 79,3 (C-1), 118,4 (C- 0), 128,8 (C-3’ e C-5’), 129,7 (C-2' e C-6’),
136,9 (C-1’), 138,7 (C-4’), 147,6 (C- B) e 188,5 (C- B’).
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Nome da substancia: (E)-1-(4-metoxifenil)-3-ferrocenil-

2-propen-1-ona

H;CO. Férmula molecular: CooH1gFeO»
\QA/? Massa molar: 346,20 g/mol
o) e Caracteristica: solido vermelho

@ Rendimento: 73%
RMN *H (400 MHz, CDCls) & (multiplicidade; J em Hz): 3,90 (OCHs), 4,19 (s; H-6 — H-
10), 4,48 (s; H-3 e H-4), 4,61 (s; H-2 e H-5), 6,99 (m; H-3’e H-5°), 7,16 (d; J = 15,7; H-
a), 7,75 (d; J = 15,7; H-B) e 8,01 (m; H-2’ e H-6").
RMN *C (100 MHz, CDCls) & (posicdo): 55,5 (OCHj3), 68,9 (C-3 e C-4), 69,8 (C-6 — C-
10), 71,2 (C-2 e C-5), 79,4 (C-1), 113,7 (C-3 e C-5), 118,9 (C- a), 130,6 (C-2' e C-6),
131,4 (C-1’), 145,8 (C-B), 163,0 (C-4’) e 188,5 (C- B’).

Nome da substancia: (E)-1-(3,4-diclorofenil)-3-ferrocenil-2-
propen-1-ona
(o] Formula molecular: Ci9H15CloFeO
CID\IA/@ Massa molar: 385,06 g/mol
o) Fe  Caracteristica: solido vermelho escuro
Rendimento: 85%
RMN *H (400 MHz, CDCls) & (multiplicidade; J em Hz): 4,19 (s; H-6 — H-10), 4,48 (s;
H-3 e H-4), 4,61 (s; H-2 e H-5), 6,99 (m; H-3’e H-5’), 7,16 (d; J = 15,2; H-a), 7,75 (d; J =
15,2; H-B) e 8,01 (m; H-2' e H-6’).
RMN %3C (100 MHz, CDCl3) & (posicéo): 69,3 (C-3 e C-4), 70,0 (C-6 — C-10), 71,9 (C-2
e C-5), 78,8 (C-1), 117,8 (C- a), 127,4 (C-6’), 130,3 (C-5"), 130,6 (C-2’), 133,1 (C-3'),
136,8 (C-1’), 138,3 (C-4"), 148,5 (C-B) e 188,5 (C- B’).
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Nome da substancia: (E)-1-(2-furanil)-3-ferrocenil-2-propen-

1-ona
A Formula molecular: Ci7H14FeO,
NS
o Massa molar: 306,14 g/mol
o Fe

@ Caracteristica: solido vermelho arroxeado
Rendimento: 80%

RMN *H (600 MHz, CDCl3) & (multiplicidade; J em Hz): 4,21 (s; H-6 — H-10), 4,52 (s;
H-3 e H-4), 4,63 (s; H-2 e H-5), 6,60 (s; H-3’), 7,07 (d; J = 15,3; H-a), 7,31 (s; H-4"),
7,67 (s; H-2') e 7,85 (d; J = 15,3; H-B).

RMN %3C (100 MHz, CDCl3) & (posicéo): 69,1 (C-3 e C-4), 69,9 (C-6 — C-10), 71,5 (C-2
e C-5), 79,0 (C-1), 112,5 (C-4’), 116,9 (C-3’), 118,2 (C- a), 146,1 (C-5" e C-B), 153,9 (C-
2’)e 1815 (C- B’).

Nome da substéncia: (E)-1-(2-tiofenil)-3-ferrocenil-2-propen-

1-ona
/A Férmula molecular: C17H14FeOS
N
S Massa molar: 322,20 g/mol
o} Fe . .
@ Caracteristica: solido vermelho arroxeado

Rendimento: 81%
RMN *H (600 MHz, CDCls) & (multiplicidade; J em Hz): 4,22 (s; H-6 — H-10), 4,52 (s;
H-3 e H-4), 4,63 (s; H-2 e H-5), 7,05 (d; J = 15,2; H-a), 7,20 (s; H-3’), 7,68 (d; J = 4,3;
H-4%), 7,82 (d; J = 15,3; H-B) e 7,84 (s; H-2').
RMN *3C (100 MHz, CDCIs) & (posicao): 69,1 (C-3 e C-4), 69,9 (C-6 — C-10), 71,5 (C-2
e C-5), 79,0 (C-1), 118,6 (C- a), 128,2 (C-4’), 131,2 (C-3’), 133,3 (C-5’), 145,9 (C-2)),
146,1 (C-B) e 177,6 (C- B).
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4.6. Ensaios Biolégicos

Os ensaios biologicos foram, integralmente, desenvolvidos na Faculdade de
Farmacia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), pela mestranda

Marcia Rodrigues Trein, sob a supervisédo da Profa. Dra. Tiana Tasca.

4.6.1. Cultivo In vitro de Trichomonas vaginalis (ATCC 30236)

Foram utilizadas cepas autenticadas de Trichomonas vaginalis (ATCC 30236),
as quais sao sensiveis ao metronidazol. Essas cepas encontram-se depositadas no
Laboratério de Analises Clinicas e Toxicoldgicas, Faculdade de Farmacia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

Os parasitos foram mantidos e preservados em temperaturas baixas
compreendidas entre — 80 e — 196 °C, sendo descongelados apenas ho momento dos
experimentos, e sendo cultivados por no maximo uma semana. Para o cultivo in vitro
dos parasitos, utilizou-se o meio de trypticase-extrato de levedo-maltose (TYM), pH 6,0
suplementado com 10% de soro bovino adulto (SBA) estéril e inativado a 37 °C, de
acordo com metodologia de DIAMOND (1957).

4.6.2. Ensaio de Atividade contra Trichomonas vaginalis

Os parasitos (10° trofozoitos mL™) foram incubados em microplacas de 96
pocos na presenca das substancias na concentracdo de 100 umol L™; 37 °C /
atmosfera umidificada com 5% de didéxido de carbono por 24 horas. Utilizou-se o
dimetilsulféxido (DMSO) como solvente até alcancar teor de 0,6% da solucao-estoque.

Dessa forma, a avaliacdo da viabilidade dos trofozoitos foi realizada por meio de
contagens em hemocitdmetro (camara de Neubauer), utilizando azul de trypan como
corante de excluséo (VIEIRA et al, 2014).
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Trés controles foram utilizados: a) controle negativo (CN) - crescimento dos
trofozoitos em meio de cultura; b) controle veiculo (CV) - crescimento dos trofozoitos
em meio de cultura e DMSO; c) controle positivo (CP) - crescimento dos trofozoitos em
meio de cultura com metronidazol (100 umol L) solubilizado em DMSO.

A concentragéo capaz de inibir 50% do crescimento (Clsp) foi obtida a partir das
menores viabilidades celulares em diferentes concentragdes de chalconas, utilizando

software para o célculo do valor de R? (regressao linear).

4.6.3. Atividade Téxica sobre Células Vaginais HMVII (ECACC 92042701)

Para o ensaio de citotoxicidade foram utilizadas células epiteliais vaginais
humanas (HMVII, ECACC 92042701), cultivadas em meio RPMI.

Para o teste de citotoxicidade, foram utilizados trés controles: a) CN -
crescimento dos trofozoitos em meio de cultura; b) CV - crescimento dos trofozoitos em
meio de cultura e DMSO; c) CP - crescimento dos trofozoitos em meio de cultura com
Triton 0,2% solubilizado em DMSO 0,6%. A viabilidade celular de HMVII foi
qguantificada pelo ensaio do MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazélio) a 0,5 mg mL™?, no qual produto purpura e insolivel, formazana, foi
solubilizado em DMSO e mensurado em espectrofotometro (570 nm). A producao de
formazana foi diretamente proporcional a atividade catalitica de desidrogenases
presentes em células metabolicamente ativas (VIEIRA et al, 2014).

A concentracédo letal para 50% das células vaginais (CLsp) foi obtida a partir das
menores viabilidades celulares, que apresentam atividade contra T. vaginalis. Foi
plotado um grafico que correlacionou porcentagem de viabilidade celular versus

concentracéo, a fim de realizar o célculo do valor de R? (regressao linear).
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4.6.4. indice de Seletividade (IS)

O indice de Seletividade das substancias que apresentaram atividade contra T.
vaginalis (Clsp < 100 pM, item 4.6.2., p. 80) foi estabelecido por meio da razdo entre os
valores de CLsg (item 4.6.3., p. 81) e Clso. Dessa forma: IS = CLs/Clso.

5. CONCLUSOES

O trabalho quimico conduziu a sintese de 30 hidroxichalconas (série 1) e 7
ferrocenilchalconas (série 1), com rendimentos que variaram de 17 a 98%. A sintese de
ferrocenilchalconas mostrou maiores rendimentos que as hidroxichalconas, pois
tiveram produtos brutos aparentemente puros, segundo andalise por CCDA, nao
necessitando de etapas adicionais de purificacdo, tais como: recristalizacdo e
cromatograficas (CC-FN e CPG). Dentre as hidroxichalconas, as 3’-hidroxichalconas
foram sintetizadas com maiores rendimentos que as 2’- e 4’-hidroxiladas,
demonstrando rendimentos que variaram de 43% (13) a 90% (3).

As estruturas das chalconas foram confirmadas por analises de espectroscopia
de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e Carbono Treze, as quais
confirmaram a obtencdo de uma cetona a,B-insaturada com configuracdo E (trans),
evidenciando a obtencao das substancias planejadas.

As avaliag6es de atividade antiprotozodria da série | indicaram potente efeito das
hidroxichalconas 2-7 em relagdo a chalcona ndo-substituida 1, indicando a
essencialidade da hidroxila para a bioatividade. Por serem mais potentes, as chalconas
com hidroxila no anel A foram submetidas a avaliacdo da atividade toxica contra células
epiteliais vaginais humanas, a qual apontou a auséncia de seletividade das substancias
conduzindo a investigacdo acerca da otimizagdo da poténcia e reducdo da toxicidade.
Buscou-se utilizar o Método Manual de Topliss, isosterismo classico de anéis TI-
isoeletronicos e anéis hidrofobicos, como planejamento de analogos chalcénicos.

Dentre as hidroxichalconas planejadas aplicando o Método Manual de Topliss,
as avaliacOes de atividade antiprotozoaria contra trofozoitos de T. vaginalis indicaram

potente efeito das 2’-hidroxichalconas (8-11) em relacdo as 3’-hidroxichalconas (12—
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15) e 4’-hidroxichalconas (16—-19). Destacando-se as 2’-hidroxichalconas 8 e 9, analogo
para-monoclorado e meta,para-diclorado respectivamente, as quais exibiram valores de
Clso iguais a 24,4 e 24,7 UM, respectivamente, corroborando a importancia dos efeitos
eletrénico e hidrofobicidade para a atividade tricomonicida.

Considerando a importancia desses parametros na bioatividade, foi realizada a
permuta do anel B fenilico por anéis 1-isoeletrénicos (2-furanila e 2-tiofenila) bem como
anéis hidrofébicos (a- e B-naftilas), para a otimizacdo da poténcia e diminuicdo da
toxicidade. A avaliagdo da atividade contra T. vaginalis desses analogos arilicos,
permitiu inferir uma relag&o bioisostérica de anéis entre a 2’-hidroxichalcona 21 e seu
anélogo fenilico 2, bem como entre a 4’-hidroxichalcona 28 e seu analogo fenilico 4,
visto que o anel T-isoeletrénico 2-tiofenila apresenta maior hidrofobicidade em relacéo
ao 2-furanila. As naftilchalconas 22, 25, 26, 29 e 30 foram inativas (Clsp > 100 uM),
apesar de apresentarem hidrofobicidade superior aos anélogos fenilicos 2—4, o que
sugeriu a influéncia do efeito estérico sobre a bioatividade.

A avaliacdo da atividade contra T. vaginalis das ferrocenilchalconas (série Il)
demonstrou que essas foram inativas, exibindo Clsg > 100 uM.

A avaliacdo da atividade toxica em células epiteliais vaginais, indicou que além
da poténcia contra T. vaginalis, as 2’-hidroxichalconas 8-11, planejadas por meio do
Método Manual de Topliss, foram ainda mais seletivas em relagdo as 3’ e 4'-
hidroxichalconas, destacando-se a 2’-hidroxichalcona para-metilada 10 por ter
apresentado valor de CLsg > 100 uM e IS > 3,3.

A avaliagdo da atividade toxica também demonstrou que as 2- e 4'-
hidroxichalconas 21 e 28, respectivamente, exibiram valores de ClLsg > 100 uM e
valores de IS > 1,9.

Concluiu-se que o planejamento pelo Método Manual de Topliss bem como a
utilizagdo do anel Tr-isoeletrénico 2-tiofenila tiveram influéncias claras e positivas na
otimizacado do desempenho farmacolégico das hidroxichalconas, para o qual obteve-se
um aumento na poténcia tricomonicida e diminuicdo da toxicidade contra células

epiteliais vaginais humanas.



84

O conjunto de resultados corroboraram o potencial terapéutico das
hidroxichalconas para o tratamento de ISTs, principalmente tricomoniase, o qual ainda

€ pouco explorado.
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ANEXOS

Anexo 1. Espectro de RMN de *H da substancia 1 (CDCls; 400 MHz)
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Anexo 2. Espectro de RMN de **C da substancia 1 (CDClz; 100 MHz)
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Anexo 3. Espectro de RMN de *H da substancia 2 (CDCls; 400 MHz)
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Anexo 4. Espectro de RMN de ~°C da substancia 2 (CDClsz; 100 MHz)
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Anexo 5. Espectro de RMN de *H da substancia 3 (DMSO-ds; 400 MHz)
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Anexo 6. Espectro de RMN de *3C da substancia 3 (DMSO-dg; 100 MHz)
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Anexo 7. Espectro de RMN de *H da substancia 4 (DMSO-ds; 400 MHz)
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Anexo 8. Espectro de RMN de *3C da substancia 4 (DMSO-dg; 100 MHz)
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Anexo 9. Espectro de RMN de *H da substancia 5 (DMSO-ds; 400 MHz)
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Anexo 10. Espectro de RMN de **C da substancia 5 (DMSO-dg; 100 MHz)
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Anexo 11. Espectro de RMN de 'H da substancia 6 (DMSO-ds; 400 MHz)
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Anexo 12. Espectro de RMN de ~°C da substancia 6 (DMSO-de; 100 MHZz)
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Anexo 13. Espectro de RMN de *H da substancia 7 (DMSO-dg; 400 MHz)
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Anexo 14. Espectro de RMN de ~°C da substéancia 7 (DMSO-dg; 100 MHz)
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Anexo 15. Espectro de RMN de 'H da substancia 8 (DMSO-ds; 400 MHz)
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Anexo 16. Espectro de RMN de *3C da substancia 8 (DMSO-dg; 100 MHZz)
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Anexo 17. Espectro de RMN de 'H da substancia 9 (DMSO-ds; 400 MHz)
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Anexo 18. Espectro de RMN de **C da substancia 9 (DMSO-dg; 100 MHz)
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Anexo 19. Espectro de RMN de *H da substancia 10 (DMSO-ds; 600 MHz)
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Anexo 20. Espectro de RMN de *3C da substancia 10 (DMSO-dg; 100 MHZ)
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Anexo 21. Espectro de RMN de *H da substancia 11 (DMSO-ds; 600 MHz)
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Anexo 22. Espectro de RMN de *3C da substancia 11 (DMSO-dg; 100 MHZ)
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Anexo 23. Espectro de RMN de *H da substancia 12 (DMSO-ds; 400 MHz)
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Anexo 24. Espectro de RMN de **C da substancia 12 (DMSO-dg; 100 MHz)
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Anexo 25. Espectro de RMN de *H da substancia 13 (DMSO-ds; 400 MHz)
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Anexo 26. Espectro de RMN de **C da substancia 13 (DMSO-dg; 100 MHz)
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Anexo 27. Espectro de RMN de *H da substancia 14 (DMSO-ds; 400 MHz)

- & < b & ) b
© o o S ] S o o
- N o - o - N o
T T T T T T T T T T T T T T T T T
7.80 7.75 7.70 7.65 7.60 7.55 7.50 7.45 7.35 7.30 7.25 7.20 7.15 7.10 7.05 7.00

7.40
f1 (ppm)

Anexo 28. Espectro de RMN de *3C da substancia 14 (DMSO-dg; 100 MHZ)
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Anexo 29. Espectro de RMN de *H da substancia 15 (DMSO-ds; 400 MHz)
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Anexo 30. Espectro de RMN de **C da substancia 15 (DMSO-dg; 100 MHz)
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Anexo 31. Espectro de RMN de *H da substancia 16 (DMSO-ds; 400 MHz)
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Anexo 32. Espectro de RMN de **C da substancia 16 (DMSO-ds; 100 MHz)
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Anexo 33. Espectro de RMN de *H da substancia 17 (DMSO-ds; 400 MHz)
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Anexo 34. Espectro de RMN de **C da substancia 17 (DMSO-dg; 100 MHz)

[ hm

T T
160 120
f1 (ppm)

80 60 40 20

OOV T N
OUOB—=I MO (=
ERERD DAL S
ANNTT—TOOOD n
MOMOMOMHOOMANN -
T T T T T -
e e 1
[<2]
® 4
] ©
n [ =] o r
© © < o S
© o T o a
N~ N ©
© © I 2] Fa 1
- - -
| \ \
| I ! |
|
T T T T T T T T T T T T T T T T
190 185 180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115

f1 (ppm)

107



108

Anexo 35. Espectro de RMN de *H da substancia 18 (DMSO-dg; 400 MHZz)
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Anexo 36. Espectro de RMN de *3C da substancia 18 (DMSO-dg; 100 MHz)
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Anexo 37. Espectro de RMN de *H da substancia 19 (DMSO-dg; 400 MHz)
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Anexo 38. Espectro de RMN de *3C da substancia 19 (DMSO-dg; 100 MHz)
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Anexo 39. Espectro de RMN de *H da substancia 20 (DMSO-ds; 600 MHz)
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Anexo 40. Espectro de RMN de *3C da substancia 20 (DMSO-dg; 100 MHz)

7.95 7.85 7.75 7.65 7.55 7.45

8.05

| Il‘||||L ‘

200 150 100
f1 (ppm)

250

928°CLL —

ELV'8LL
907°8LL —-=
Su.m_‘@ -
vLL6LLY
ovS'LZL

662°LEL

¢SG9€L —

L6L’ LYl —

3
.

T
<

160°€61 \\iM

190 185 180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115
f1 (ppm)

195



111

Anexo 41. Espectro de RMN de *H da substancia 21 (DMSO-ds; 600 MHz)
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Anexo 42. Espectro de RMN de **C da substancia 21 (DMSO-dg; 100 MHz)
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Anexo 43. Espectro de RMN de *H da substancia 22 (DMSO-ds; 600 MHz)
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Anexo 44. Espectro de RMN de *3C da substancia 22 (DMSO-dg; 100 MHz)
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Anexo 45. Espectro de RMN de *H da substancia 23 (DMSO-ds; 400 MHz)
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Anexo 46. Espectro de RMN de *3C da substancia 23 (DMSO-dg; 100 MHz)
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Anexo 47. Espectro de RMN de *H da substancia 24 (DMSO-ds; 600 MHz)
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Anexo 48. Espectro de RMN de *3C da substancia 24 (DMSO-dg; 100 MHz)

I

100
f1 (ppm)
|

150

200

0.8°vLL

8€8'6LL
e€v.LocL

VA4 N A1

0S2°621 ~

92y’ 0€L — =

006051/

eov'eel
LoL'Lel

Le6EL ~
wiovl — -

eSsLes —m  —

1

k-
3

0

2

050681 —

190 185 180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110
f1 (ppm)

195



115

Anexo 49. Espectro de RMN de *H da substancia 25 (DMSO-dg; 400 MHz)
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Anexo 50. Espectro de RMN de *3C da substancia 25 (DMSO-dg; 100 MHz)
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Anexo 51. Espectro de RMN de *H da substancia 26 (DMSO-ds; 400 MHz)
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Anexo 52. Espectro de RMN de *3C da substancia 26 (DMSO-dg; 100 MHz)
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Anexo 53. Espectro de RMN de *H da substancia 27 (DMSO-ds; 300 MHz)
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Anexo 54. Espectro de RMN de **C da substancia 27 (DMSO-dg; 100 MHz)
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Anexo 55. Espectro de RMN de *H da substancia 28 (DMSO-dg; 400 MHZz)

—8.021
8.000

™
~
«
N~
I

-—7.562
—7.524

—7.835

-

11 10 9 6 3
f1 (ppm)

<+ N

- O

X

© ©

!
N oo W
o 0 O M~
e
NNNMNDMN~
e

M

0.90{ %

& < & ) & L
N « © ] e N
o~ o o 5] - o~
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
800 795 7.90 7.85 7.80 775 7.70 7.65 7.60 7.55 7.50 7.45 7.40 735 730 725 720 715 7.10 7.05 7.00 695 690 6.85

f1 (ppm)

Anexo 56. Espectro de RMN de *3C da substancia 28 (DMSO-dg; 100 MHz)
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Anexo 57. Espectro de RMN de *H da substancia 29 (DMSO-dg; 300 MHz)
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Anexo 58. Espectro de RMN de **C da substancia 29 (DMSO-ds; 100 MHz)
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Anexo 59. Espectro de RMN de *H da substancia 30 (DMSO-dg; 300 MHz)
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Anexo 60. Espectro de RMN de *3C da substancia 30 (DMSO-dg; 100 MHz)
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Anexo 61. Espectro de RMN de *H da substancia 31 (CDCls; 300 MHz)
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Anexo 62. Espectro de RMN de **C da substancia 31 (CDCls; 100 MHz)
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Anexo 63. Espectro de RMN de *H da substancia 32 (CDCls; 300 MHz)
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Anexo 64. Espectro de RMN de *3C da substancia 32 (CDCls; 100 MHz)
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Anexo 65. Espectro de RMN de *H da substancia 33 (CDCls; 300 MHz)
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Anexo 66. Espectro de RMN de *3C da substancia 33 (CDCls; 100 MHz)
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Anexo 67. Espectro de RMN de *H da substancia 34 (CDCls; 300 MHz)
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Anexo 68. Espectro de RMN de **C da substancia 34 (CDCls; 100 MHz)
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Anexo 69. Espectro de RMN de *H da substancia 35 (CDCls; 300 MHz)
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Anexo 70. Espectro de RMN de *3C da substancia 35 (CDCls; 100 MHz)
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Anexo 71. Espectro de RMN de *H da substancia 36 (CDCls; 600 MHz)

9 8 6 5 4 3 2 1
f1 (ppm)
[<2]
(=]
N
<
< N
™ N
©
< <
2883 Y58 33 .
N~~~ NNNN © o
N \‘ / \‘ N/ \‘/
I [l
—JM‘L}L J\L
S & Y % S ¥ &
- - o - - N N n
8.2 8.0 7.8 7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 5.8 5.6 5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6
1 (ppm)
13 A .
Anexo 72. Espectro de RMN de ~°C da substéancia 36 (CDCls; 100 MHz)
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Anexo 73. Espectro de
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substancia 37 (CDCls; 600
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