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RESUMO

As enfermidades causadas por bactérias apresentam um desafio para a saide mundial, afetando
milhGes de individuos em escala global. No contexto brasileiro, uma das doencas bacterianas
mais comuns e capaz de ocasionar complicacBes graves é a tuberculose, sendo uma das dez
principais causas de mortalidade. Assim, os farmacos antibacterianos, incluindo os
tuberculostaticos, sdo cruciais & manutencao da expectativa de vida. Inimeras razdes justificam
a necessidade por novos agentes antibacterianos, destacando-se a elevada taxa de
morbimortalidade e o surgimento de cepas resistentes a antibioticos. Diante disso, a presente
tese teve como objetivo a sintese e avaliacdo antibacteriana e antimicobacteriana de
bavachalcona (BVC), uma chalcona tri-hidroxilada e C-isoprenilada. Considerando as
evidéncias das propriedades farmacoldgicas de BVC, foi planejada e sintetizada uma série de
16 analogos chalconicos de BVC com modificacBes no anel B. Dentre esses, onze analogos séo
chalconas conhecidas e oito sdo substancias ineditas. As substancias foram sintetizadas em
cinco etapas, incluindo iodacdo regiosseletiva, condensacdo de Claisen-Schmidt,
protecao/desprotecdo com o grupo metoximetila e acoplamento de Suzuki-Miyuara, obtendo
rendimentos globais de 1 a 22%. A atividade antibacteriana da BVC e analogos foi avaliada in
vitro contra espécies Gram-positivas, Gram-negativas e micobactérias. BVC e seus anélogos
tiveram acdo antibacteriana contra Streptococcus sanguinis (CIM = 6,25 - 12,5 pg/mL),
Streptococcus sobrinus (CIM = 3,12-25 ug/mL), e Streptococcus mutans (CIM = 3,12 — 25
pg/mL). A atividade antimicobacteriana de BVC e analogos foi avaliada contra M. tuberculosis
H37Rv e mostraram efeitos contra M. tuberculosis (C1Mgo= 2,56 -18,64 pg/mL). Os analogos
BVC 12, BVC 14 e BVC 16 foram 0s mais promissores, uma vez que apresentaram os menores
valores de CIM contra M. tuberculosis H37Rv e baixa toxicidade contra fibroblastos de pulméo
humano e larvas de Galleria mellonella. Esses resultados corroboraram BVC e analogos como

hits para a descoberta de novos agentes capazes de combater bactérias patogénicas humanas.

Palavras-chave: Antibacteriana. Antimicobacteriana. Bavachalcona. Tuberculose



ABSTRACT

Diseases caused by bacteria present a challenge to global health, affecting millions of
individuals on a global scale. In the Brazilian context, one of the most common bacterial
diseases capable of causing serious complications is tuberculosis, being one of the ten main
causes of mortality. Thus, antibacterial drugs, including tuberculostatics, are crucial ones for
maintaining life expectancy. Several reasons justify the need for new antibacterial agents,
highlighting the high morbidity and mortality rates and the emergence of antibiotic-resistant
strains. Therefore, the present thesis aimed the synthesis and amtibacterial ealuation of
bavachalcone (BVC), a trihydroxylated and C-isoprenylated chalcone. Considering the
evidences of the pharmacological properties of BVC, a series of 16 chalconic analogs of BVC
was designed and synthesized with modifications in the B ring. Among these, eleven analogs
are known chalcones and eight are new ones. Compounds were synthesized in five steps,
including regioselective iodination, Claisen-Schmidt condensation, protection/deprotection
with methoymethyl group and Suzuki-Miyuara coupling, obtaining overall yields ranging from
1 to 22%. The antibacterial activity of BVC and analogs was evaluated in vitro against Gram-
positive, Gram-negative and mycobacteria species.BVC and its analogs have antibacterial
activity against Streptococcus sanguinis (MIC = 6,25 - 12,5 png/mL), Streptococcus sobrinus
(MIC = 3,12-25 ug/mL) and Streptococcus mutans (MIC = 3,12 — 25 pg/mL). The
antimycobacterial activity of BVC and analogs was evaluated against M. tuberculosis H37Rv
and demonstrated effects against M. tuberculosis (MICg=2.56 -18.64 pg/mL). The analogs
BVC 12, BVC 14 and BVC 16 were the most promising compounds, and they presented the
lowest MIC values against M. tuberculosis H37Rv and low toxicity against human lung
fibroblasts and Galleria mellonella larvae. These results corroborated BVC and analogs as hits

for the discovery of new agents able to combat human pathogenic bacteria.

Keywords: Antibacterial. Antimycobacterial. Bavachalcone. Tuberculosis
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Capitulo |

1. Introducéo Geral
As doencas bacterianas representam uma preocupacdo de saude publica global,
afetando milhdes de pessoas em todo o mundo (OPAS, 2024). InfeccBes bacterianas sdo
frequentemente desencadeadores de complicacfes agudas. O impacto global da morbidade e
mortalidade associada a essas condic¢des € substancial, atingindo significativamente a qualidade
de vida e os sistemas de satde em todo o mundo (WHO, 2017).

No Brasil, uma das condicdes bacterianas mais prevalentes e severas é a tuberculose,
sendo considerada uma das dez principais causas de morte no pais. De acordo com dados do
Ministério da Saude, em 2022 foram registrados 78.057 casos novos da doenga, com uma taxa
de incidéncia de 36,3 casos por 100 mil habitantes. As Unidades da Federacdo (UF) que
apresentaram populagdes sob maior risco de adoecimento por TB foram Amazonas (84,1 casos
por 100 mil hab.), Roraima (75,9 casos por 100 mil hab.) e Rio de Janeiro (68,6 casos por 100
mil hab.) Um total de 13 UF registraram coeficiente de incidéncia superior ao nacional (36,3
casos por 100 mil hab.) (Figura 1) (MINISTERIO DA SAUDE, BRASIL, 2023).

Casos de tuberculose
por 100 mil habitantes

99a256
256a451
451a841

Figura 1. Coeficiente de incidéncia de tuberculose (casos por 100 mil habitantes) por UF
(MINISTERIO DA SAUDE, BRASIL, 2023).

As maiores taxas de incidéncia de TB sdo em areas urbanas e em populagdes
vulneraveis, como pessoas em situacdo de rua, usuarios de drogas, pessoas privadas de
liberdade, entre outros. A desigualdade social e a falta de acesso a servicos de satde adequados
contribuem para 0 aumento do numero de casos e para a disseminacdo da doenca
(MINISTERIO DA SAUDE, BRASIL, 2019).
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O controle da tuberculose no Brasil é realizado por meio do Sistema Unico de Satde
(SUS), que disponibiliza tratamento gratuito e universal para os pacientes diagnosticados com
adoenca (MINISTERIO DA SAUDE, BRASIL, 2022). No entanto, a tuberculose é um desafio
no Brasil, sendo necessarios investimentos em politicas pablicas e em pesquisa para reduzir 0s
indices de incidéncia e mortalidade pela doenca.

Os desafios relacionados a tuberculose incluem o diagnostico tardio, o tratamento
prolongado e a resisténcia aos farmacos. A coinfeccdo com o HIV contribui para a
complexidade do manejo da tuberculose. Além disso, a urbanizacdo irracional, a desigualdade
social e as condigdes de vida precéarias em algumas &reas do Brasil podem favorecer a
propagacao da doenca (MINISTERIO DA SAUDE, BRASIL, 2021).

A resisténcia aos farmacos é um desafio crescente no tratamento das doencas
infecciosas. Segundo um relatorio liderado pelo economista britanico Jim O'Neill, em 2016,
cerca de 700.000 pessoas morrem a cada ano devido a infeccGes resistentes a antibiéticos em
todo 0 mundo, e esse nimero pode aumentar para 10 milhdes de mortes por ano até 2050, caso
ndo sejam tomadas medidas urgentes para enfrentar o problema (JIM O’NEILL, 2016).

Durante o tratamento da tuberculose, alguns desafios especificos podem surgir,
especialmente em casos graves que podem exigir entubamento e suporte respiratorio. E esses
pacientes podem estar mais suscetiveis a infeccBes respiratdrias secundarias, incluindo
pneumonia causada por microrganismos oportunistas (WHO, 2019). Essa situacdo exige
esforcos para o desenvolvimento de novos antimicobacterianos e para aprimorar os existentes.
E fundamental que haja uma abordagem global e colaborativa para lidar com a resisténcia aos
antibidticos e outras ameacas a saude publica, incluindo investimentos em pesquisa e
desenvolvimento de novas farmacoterapias, aprimoramento das medidas de prevencéo e
controle de infec¢des, conscientizacdo da populacéo e fortalecimento dos sistemas de salde.

Nesse contexto, os farmacos tuberculostaticos sdo cruciais para manter a expectativa
de vida, especialmente em pacientes HIV positivos. Inimeras razfes justificam a necessidade
de novos agentes antimicobacterianos, destacando-se a alta morbidade e mortalidade da
tuberculose. O ressurgimento de cepas multirresistentes (MDR-TB) e extensivamente
resistentes (XDR-TB), além das caracteristicas morfofisioldgicas peculiares do Mycobacterium
tuberculosis, bem como as diferentes formas fenotipicas (ativas ou latentes), representam
desafios para a descoberta de tuberculostaticos. Esforgos sdo urgentes para descobrir e
desenvolver farmacos contra a tuberculose com padrées estruturais e mecanisticos inovadores.

A busca por terapias alternativas e complementares para o tratamento da tuberculose

tem aumentado devido a necessidade de abordagens mais eficazes e acessiveis, especialmente
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em regides onde 0 acesso aos medicamentos convencionais é limitado. Plantas medicinais e
seus extratos e substancias tém despertado interesse continuo devido as suas propriedades
terapéuticas. As fontes naturais oferecem uma fonte rica de substancias bioativas, como
alcaloides, flavonoides e terpenoides, que demonstraram atividade contra o M. tuberculosis
(KARIMI et al., 2021; ZHANG et al., 2023).

As chalconas sdo flavonoides encontrados em plantas e com ampla distribuicdo em
vérias familias BOTANICAS. Estruturalmente sdo formadas por duas unidades benzénicas
(anéis A e B), separadas por uma cetona o, -insaturada (DEWICK, 2009)(SALEHI et al., 2020;
VASQUEZ-MARTINEZ et al., 2019). A bavachalcona (BVC) é uma chalcona tri-hidroxilada
e C-isoprenilada na posigdo 5’ (Figura 2), que foi isolada primeiramente de Psoralea corylifolia
(Fabaceae) (BHALLA; NAYAK; DEV, 1968) e pode ser obtida por sintese para fins de

pesquisa e desenvolvimento de substancias bioativas.

HO OH
D
OH O

Figura 2. Estrutura de bavachalcona (BVC)

A presente tese objetivou a sintese e avaliacdo bioldgica de bavachalcona (BVC) e
analogos chalconicos, utilizando-se uma rota sintética que incluiu reacdes de iodacgéo, uso de
grupos protetores, condensacdo de Claisen-Schmidt e acoplamento de Suzuki. A atividade
antimicobacteriana foi determinada contra a cepa suscetivel H37Rv, indicando valores de
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM). As substancias antimicobacterianas tiveram sua
toxicidade avaliada contra fibroblastos pulmonares humanos (MRC-5) e larvas de Galleria
mellonella.

Selecionamos BVC como protétipo para planejar 16 analogos (BVC 1-BVC 16) com
modificacdes no anel B. As substancias foram sintetizadas e avaliadas in vitro contra bactérias
patogénicas humanas, incluindo micobactérias (Mycobacterium tuberculosis), bactérias Gram-
negativas (Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae e Helicobacter pylori) e bactérias
Gram-positivas (Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus sanguinis,
Streptococcus sobrinus e Streptococcus mutans). Além disso, as propriedades fisico-quimicas,

farmacocinéticas e druglikeness de BVC e seus analogos foram preditas por analises in silico.
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Essa tese foi organizada em trés capitulos (I-111). O capitulo | apresentou uma revisao
da literatura sobre o problema de patégenos bacterianos e a relevancia de chalconas preniladas
naturais como agentes antibacterianos. Entre os produtos naturais, destacamos BVC e sua
atividade antibacteriana e antimicobacteriana contra bactérias patogénicas. Além disso,
revisamos as abordagens de sintese descritas para BVC. No final do capitulo I, apresentamos
0s objetivos gerais e especificos. No capitulo |1, apresentamos a sintese total de BVC e seus
analogos e sua atividade antibacteriana contra cinco espécies de bactérias Gram-positivas (S.
aureus, S. pneumoniae, S. sanguinis, S. sobrinus e S. mutans) e trés bactérias Gram-negativas
(P. aeruginosa, K. pneumoniae e H. pylori), bem como contra espécies micobacterianas (M.
tuberculosis, M.avium, M. kansasii). As substancias mais ativas (BVC, BVC 2, BVC 12, BVC
14 e BVC 16) foram selecionadas para bioensaios adicionais, como avaliacdo antibacteriana
associados a antibidticos, atividade antibiofilme, citotoxicidade e mecanismo de acdo
antibacteriana, discutindo a relagéo estrutura-atividade antimicobacteriana e as propriedades
fisico-quimicas, farmacocinéticas e druglikeness. No capitulo 111, apresentamos as referéncias
e material suplementar, contendo o procedimento de sintese, espectros e cromatogramas de

BVC e seus analogos.

2. Revisado da literatura

2.1 Resisténcia a farmacos

A resisténcia aos farmacos é um problema global de satde publica que afeta a eficacia
dos tratamentos médicos, tornando muitos deles pouco eficazes e aumentando a morbidade e a
mortalidade em todo o mundo (WHO, 2023). Esse fendmeno ocorre quando microrganismos
se tornam menos suscetiveis aos farmacos usados para combaté-los. Isso pode ocorrer
naturalmente, devido a pressdo evolutiva sobre 0os microrganismos, ou pode ser causado pelo
uso indiscriminado de farmacos antibacterianos (CDC, 2019).

A resisténcia aos farmacos pode afetar varios tipos de microrganismos, como as
bactérias que causam infeccBes do trato urindrio, pulmonar, sanguineas, entre outras. A
resisténcia pode surgir devido a mutacdo genética ou transferéncia horizontal de genes de
resisténcia entre diferentes espécies bacterianas (VENTOLA, 2015).

Para combater a resisténcia aos farmacos € necessario adotar medidas preventivas e
estratégias de gestdo de uso de farmacos, como o uso racional de antibioticos, a implementacéo
de protocolos de prevencdo de infecgbes, a conscientizacdo sobre o uso adequado de
medicamentos, e a pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos e medicamentos (WHO,
2023).
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Os féarmacos antibacterianos, utilizados para combater infec¢des causadas por
bactérias em humanos, animais e plantas, podem ser obtidos de fontes naturais ou por sintese.
Eles sdo classificados em bacteriostaticos, que inibem o crescimento bacteriano, e bactericidas,
que exercem efeito letal contra as bactérias. Além disso, eles sdo agrupados de acordo com seus
mecanismos de a¢do, como inibi¢do da biossintese da parede celular, inibicdo da biossintese
proteica, aumento da permeabilidade da membrana celular e interferéncia na replicagdo do
DNA (WALLER; SAMPSON, 2018).

No entanto, 0 uso excessivo e inadequado desses farmacos pode levar ao
desenvolvimento de resisténcia bacteriana, o que pode tornar o tratamento de infec¢bes mais
dificil e complexo (OPAS, 2024). Além disso, a resisténcia pode se dispersar facilmente entre
diferentes espécies bacterianas e, consequentemente, aumentar o risco de infeccbes graves e até
mesmo morte(WHO, 2021a). A resisténcia aos farmacos pode ser adquirida por varios
mecanismos, incluindo limitagdo da permeacdo do farmaco pela membrana bacteriana,
modificacdo da afinidade pelo alvo molecular, inativacdo (biotransformacdo) do farmaco,
formacdo de biofilme e efluxo ativo do farmaco por bombas (BEYER; PAULIN, 2020; C
REYGAERT, 2018).

A Organiza¢do Mundial da Satde (WHO) sugeriu uma lista de prioridades de bactérias
patogénicas para encorajar esforcos globais em pesquisa e desenvolvimento de novos
antibiéticos (WHO, 2017). Essa lista (Quadro 1) incluiu 12 grupos bacterianos agrupados de
acordo com a categoria de prioridade, sendo critica, alta e média, considerando seus riscos a
salde humana. Os critérios aplicados para estabelecer esta classificacdo foram relacionados
com a taxa de letalidade da infeccéo, incluindo hospitalizagdes prolongadas, resisténcia dos
microrganismos aos antibidticos de uso clinico; transmissibilidade entre pessoas e pessoas, bem
COmo entre pessoas e animais; sucesso de programas de prevencao e tratamentos convencionais

€ NoVOS.
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Prioridade Bactéria ou grupo Resisténcia
bacteriano
Acinetobacter baumannii A
. carbapenémicos
c Pseudomonas aeruginosa
1-CRITICO — -
. « carbapenémicos e cefalosporinas de
Enterobacteriaceae ; <
terceira geracédo
Enterococcus faecium vancomicina
meticilina e vancomicina (resisténcia
Staphylococcus aureus i L
intermediria)
2-ALTO Helicobacter pylori claritromicina
Campylobacter spp. .
Py PP fluoroquinolonas
Salmonellae
Neisseria gonorrhoeae cefalosporinas e fluoroquinolonas
Streptococcus pneumoniae penicilina
3- MEDIO Haemophilus influenzae ampicilina
Shigella spp fluoroquinolonas

*Enterobacteriaceae incluem Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Enterobacter spp., Serratia spp.,
Proteus spp., and Providencia spp, Morganella spp.

Quadro 1. Lista de Patdgenos Prioritarios para Pesquisa e Desenvolvimento de Novos Farmacos
Antibacterianos

A tuberculose (TB) é outro desafio global em doengas infecciosas, que permanece
como a principal causa de morte por varios anos em todo o mundo. Em 2020, cerca de 1,5
milhdo de pessoas morreram de TB, sendo a segunda causa de morte no mundo, apés a Covid-
19 (WHO, 2021a). Foram relatados 9,9 milhdes de casos de TB, uma ligeira reducdo (2%) em
comparagdo com o ano anterior. No entanto, essa reducéo pode ser consequéncia da interrupgéo
dos servicos de salde por varios meses, o que dificultou o diagnéstico de novos casos de TB.
Como consequéncia agravante, 0 numero de mortes por TB aumentou pela primeira vez em
mais de uma década (WHO, 2021a). Além disso, pessoas com tuberculose pré-existente tém
uma chance maior de desenvolver complicacdes graves devido a coinfecgcdo por SARS-CoV-2
(GAO et al., 2021).

O tratamento padronizado da TB tem pelo menos seis meses de duragéo,
compreendendo uma combinacao de rifampicina (1; RMP), isoniazida (2; INH), pirazinamida
(3) e etambutol (4) (Figura 3). Em 2020, 71% (2,1 / 3,0 milhdes) das pessoas diagnosticadas
com TB pulmonar foram testadas bacteriologicamente para resisténcia a rifampicina (RR-TB),
um aumento de 61% em comparacdo com 2019. Entre esses, foram detectados
aproximadamente 132 mil novos casos de TB multifarmaco resistente (MDR-TB; resistente a
INH e RMP) (WHO, 2021a).
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Figura 3. Farmacos administrados no tratamento de TB

A farmacoterapia da MDR-TB ¢ relativamente mais complexa, levando a altas taxas
de abandono e falhas no tratamento (SEUNG; KESHAVJEE; RICH, 2015). O tratamento da
MDR-TB requer a combinacédo de pelo menos uma fluoroquinolona (ofloxacina, levofloxacina
ou moxifloxacina) e um farmaco injetavel (capreomicina, canamicina ou amicacina) por 18
meses. Além disso, o surgimento da TB-XDR, resistente aos farmacos de primeira e segunda
linha, representa um enorme desafio global de saude (SEUNG; KESHAVJEE; RICH, 2015;
WHO, 2021a). Nos ultimos dez anos a FDA, aprovou delamanida (5), pretomanida (6) e
bedaquilina (7) (Figura 4) contra TB-MDR e TB-XDR, reduzindo o tempo de tratamento e
melhorando as terapias anti-TB-MDR e anti-TB-XDR para 9-11 meses (WHO, 2021a). No
entanto, a resisténcia aos farmacos atuais tem sido relatada (BLOEMBERG et al., 2015;
GOMEZ-GONZALEZ et al., 2021).
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Figura 4. Farmacos administrados no tratamento de MDR-TB e XDR-TB

Outras espécies de Mycobacterium estdo envolvidas em doencas pulmonares, mas ndo
causam tuberculose, sendo definidas como micobactérias nao-tuberculosas (NTM). Embora
tenham sido descritas cerca de 150 espécies de NTM, apenas algumas estdo envolvidas em
infeccdes pulmonares humanas, tais como o complexo Mycobacterium avium, Mycobacterium
kansasii e Mycobacterium abscessus. NTM esta se tornando uma preocupacao global devido
ao aumento do nimero de casos relatados nos ultimos anos, incluindo aqueles causados por
cepas multifarmaco resistentes (WASSILEW et al., 2016). A infecgdo causada por NTM

desafia o diagnostico e o tratamento, exigindo uma combinacgdo de varios farmacos por um
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longo periodo, o que leva a uma alta taxa de abandono e falhas no tratamento (RATNATUNGA
et al., 2020).

2.2 Bactérias patogénicas

A relacdo entre microrganismos patogénicos e doencas em humanos € uma trama
complexa que abrange uma variedade de agentes infecciosos. Dentre 0os microrganismos
mencionados, destacam-se bactérias Gram-positivas, bactérias Gram-negativas, além de
micobactérias, cada uma desempenhando papéis especificos em condicBes fisiopatologicas
distintas (Quadro 2).

Bactérias Doencas associadas
pneumonia; sinusite;
foliculite; celulite; abscessos cutaneos;
bacteremia; endocardite;

SCT (Sindrome do Choque Toxico);
Staphylococcus aureus intoxicacdo alimentar; infeccdes do
trato urinario;
conjuntivite; osteomielite e artrite

séptica
pneumonia; sinusite; otite média;
Streptococcus pneumoniae meningite; infecdes do trato
respiratorio superior
Streptococcus sobrinus carie dentaria
Streptococcus sanguinis endocardite bacteriana
Streptococcus mutans carie dentaria

infeccOes respiratdrias, especialmente
em pacientes
com fibrose cistica e outras condicoes
pulmonares; infeccdes do trato
Pseudomonas aeruginosa urindrio; infecgdes cutaneas;
infecgdes sistémicas em pacientes
imunocomprometidos

Klebsiella pneumoniae pneumonia; infeccdes do trato
urindrio; infec¢des sanguineas.
Ulcera pépticas; gastrite; cancer
Helicobacter pylori gastrico; Linfoma MALT (linfoma de
tecido linfoide associado & mucosa).

Mycobacterium tuberculosis
Mycobacterium avium Tuberculose
Mycobacterium kansasii
Quadro 2. Doencas associadas a bactérias patogénicas

2.2.1 Bactérias Gram-Positivas

S. aureus € uma bactéria comumente encontrada na pele e nas mucosas de humanos e
animais (CASSAT; THOMSEN, 2021). Embora muitas pessoas sejam portadoras
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assintomaticas dessa bactéria, S. aureus pode causar uma variedade de infecgdes quando invade
no corpo e se prolifera (WERTHEIM et al., 2005). Pode estar envolvida em infecgdes
respiratorias, incluindo pneumonia e infeccdo dos seios paranasais, especialmente em
individuos imunocomprometidos (WERTHEIM et al., 2005). Além de infeccBes cutaneas,
infecgBes sistémicas, infeccdo das valvulas cardiacas, infeccdes alimentares, infecgdes do trato
urinério (ITU) em individuos com fatores de risco, como portadores de cateteres urinarios,
infeccdes oculares, incluindo conjuntivite, infeccdes 0sseas e articulares (ALALWAN et al.,
2017; BHATTACHARYA et al., 2015; GOSS; MUHLEBACH, 2011; MUNOZ-GALLEGO
et al., 2020; PIMENTEL DE ARAUJO et al., 2021; TONG et al., 2015; WERTHEIM et al.,
2005). Em condicBes raras e graves, quadros clinicos desencadeados pelas toxinas
estafilocdccicas que entram na corrente sanguinea podem gerar uma forte resposta inflamatéria
(OTTO; STEELE-MORTIMER; SUBTIL, 2014).

S. pneumoniae, conhecido como pneumococo, coloniza as vias respiratorias
superiores. Enquanto a maioria das infecgdes por S. pneumoniae é assintomatica ou resulta em
infeccdes leves, essa bactéria causar doencas mais graves, incluindo pneumonia, bronquite,
traqueite e outras infecgbes do trato respiratorio superior, sinusite, otite média e meningite
bacteriana (HAUSDORFF; HANAGE, 2016; LI et al., 2023; O’BRIEN et al., 2009; SUAYA
etal., 2021; WEINBERGER et al., 2010; YANG et al., 2024; ZHAO et al., 2019).

S. mutans faz parte da microbiota oral humana. Embora desempenhe um papel natural
na cavidade bucal, sendo principalmente conhecido por sua relacdo no desenvolvimento de
caries dentarias. Em certos casos, pode entrar na corrente sanguinea durante procedimentos
dentérios invasivos, levando ao risco de endocardite bacteriana, uma infec¢do das valvulas
cardiacas. Embora menos comum, foi identificado em infec¢bes respiratorias, sugerindo
possiveis associacdes com regides anatdbmicas além da cavidade oral (ABRANCHES et al.,
2018; NIZAR et al., 2022; PLAINVERT et al., 2023; TAHMASEBI et al., 2023).

S. sobrinus similarmente ao S. mutans, em circunstancias normais, € uma bactéria
comensal encontrada na cavidade oral, sendo considerada parte da microbiota. No entanto, em
certas situacdes, pode agir como um microrganismo oportunista, especialmente em individuos
com sistema imunolégico comprometido (BABAEEKHOU et al.,, 2021; VEENA;
NAGARATHNA, 2020).

S. sanguinis é conhecido por ser uma das causas mais comuns de endocardite
bacteriana, especialmente em individuos com predisposi¢do a problemas cardiacos ou aqueles
gue passaram por procedimentos dentarios invasivos. Em pacientes com sistema imunoldgico

debilitado, seja devido a condi¢cdes médicas subjacentes, tratamentos imunossupressores ou
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outras razdes, pode se tornar oportunista, causando infeccdes em diversas areas, como pulmaes,
articulagdes ou tecidos moles. Além do que pode estar envolvido em infec¢bes associadas a
dispositivos médicos, como cateteres intravasculares ou outros dispositivos implantados,
especialmente em ambientes hospitalares (BEIGHTON, 2005; LOCKHART et al., 2008;
LOESCHE, 1986; NOBBS; JENKINSON; JAKUBOVICS, 2011; ROSADO; ROMANELLLI;
CAMARGOS, 2011).

2.2.2 Bactérias Gram-Negativas

P. aeruginosa € um patdgeno associado a uma variedade de infeccdes em seres
humanos. Ela é conhecida por sua versatilidade e resisténcia a antibidticos (REYNOLDS;
KOLLEF, 2021). E uma das principais causas de infeccdes pulmonares em pessoas com fibrose
cistica e outras condi¢des pulmonares cronicas. A bactéria pode se aproveitar de sistemas
respiratorios comprometidos, causando pneumonia e bronquite (CAMPAGNA et al., 2022;
IBRAHIM; JABBOUR; KANJ, 2020; SPERNOVASILIS; PSICHOGIOU; POULAKOU,
2021). Em ambientes hospitalares, pode causar infec¢fes do trato urinério, especialmente em
pacientes com cateteres urinarios. Esta associada a infec¢bes cutaneas, incluindo feridas
cirtrgicas, queimaduras e lesdes traumaticas (BOUGLE et al., 2022; IBRAHIM; JABBOUR;
KANJ, 2020; SAWA et al., 2020). Em pacientes imunocomprometidos ou com condigdes
clinicas graves, pode causar sepse e bacteremia, representando uma ameaca potencialmente
fatal. Em casos de lesdes oculares ou em usuarios de lentes de contato, pode causar infeccdes
oculares, incluindo ceratite (GELLATLY; HANCOCK, 2013; LYCZAK; CANNON; PIER,
2000; MORADALI; GHODS; REHM, 2017).

K. pneumoniae é uma das principais causas de infec¢des hospitalares, podendo causar
pneumonia, especialmente em pessoas com sistema imunoldgico comprometido, condicdes
pulmonares crénicas ou em ambientes hospitalares(HU et al., 2021; MARTIN; BACHMAN,
2018). E uma das principais bactérias causadoras de infec¢des do trato urinario, especialmente
em pacientes hospitalizados com cateteres urinarios. Pode causar bacteremia, podendo levar a
complicacdes graves. Em ambientes hospitalares, pode causar infec¢es em feridas cirdrgicas,
Ulceras de pressdo e outros locais de lesdo. Embora menos comum, pode estar associada a
infeccbes no trato gastrointestinal, especialmente em pessoas imunocomprometidas (DEL
PUENTE et al., 2019; MARTIN; BACHMAN, 2018; PACZOSA; MECSAS, 2016;
PODSCHUN; ULLMANN, 1998).

H. pylori coloniza o estdmago humano, e desempenha um papel crucial em diversas

doencas gastrointestinais (LEJA et al., 2019). E uma das principais causas de ulceras pépticas,
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incluindo Ulceras géstricas e duodenais. A bactéria coloniza a mucosa do estdbmago, causando
inflamag&o que pode levar ao desenvolvimento de Ulceras. Além disso, € uma das principais
causas de gastrite crénica, uma inflamacéo no revestimento estomacal. A infeccéo persistente
pode contribuir para a progressao da gastrite, como esta fortemente associada ao aumento do
risco de cancer gastrico (CONGEDI; WILLIAMS; BALDOCK, 2022; SONNENBERG, 2022;
SUKRI et al., 2020). A inflamacéo cronica e as alteragdes na mucosa gastrica podem contribuir
para a carcinogénese. H. pylori esta implicado no desenvolvimento do linfoma MALT, um tipo
de linfoma ndo-Hodgkin que ocorre no trato gastrointestinal, especialmente no estémago
(MALFERTHEINER et al., 2017).

2.2.3 Micobactérias

As micobactérias sdo um grupo diversificado de bactérias que inclui varias espécies
capazes de causar doengas em humanos. Dentre as micobactérias patogénicas, M. tuberculosis
€ a mais proeminente e esta associada a tuberculose, uma das principais causas de morbidade e
mortalidade global (SHARMA; UPADHYAY, 2020). Enquanto M. avium e M. kansasi podem
causar infeccbes em individuos imunocomprometidos, como aqueles portadores do
HIV(CRISTANCHO-ROJAS et al., 2023; WHO, 2021b; ZUMLA; GEORGE; SHARMA,
2013).

2.3 Atividade Antimicrobiana de Bavachalcona

As chalconas sdo precursores centrais de flavonoides com o anel C, que é formado
ap6s modificacdes na ponte cetdnica a, B-insaturada entre os anéis A e B (ROZMER; PERJESI,
2014). A maioria das chalconas naturais apresenta os grupos hidroxila e metoxila nos anéis
aromaticos. As prenilas (isoprenila e geranila) sdo substituintes alilicos comuns que compde a
estrutura de chalconas, se apresentando como cadeias abertas e ciclos (CAESAR; CECH, 2016;
CHEN et al., 2014). A cadeia lateral prenilica pode estar ligada aos anéis A e B por atomos de
carbono e oxigénio, gerando C-prenilchalconas e O-prenilchalconas, respectivamente (CHEN
etal., 2014; ROZMER; PERJESI, 2014).

As chalconas sdo substancias de grande importancia biolégica, sendo encontradas em
diversas espécies de plantas (CHAVAN et al., 2015). Durante as Gltimas décadas, numerosas
investigacOes foram realizadas sobre as atividades farmacoldgicas de chalconas naturais e
sintéticas.

A atividade antimicobacteriana de BVC ainda ndo foi relatada na literatura, mas BVC
demonstrou ser ativa contra uma ampla variedade de bactérias bem como contra cepas

resistentes a farmacos. Em particular, BVC mostrou-se altamente ativa contra varias cepas de
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B. subtilis S. epidermidis M. luteus, com valores de CIM variando de 8 a 16 pg/mL
(SUGAMOTO et al., 2011).

O efeito inibitério de agentes antibacterianos de BVC misturados com verniz
fluoretado experimental (EFV) sobre S. mutans foi avaliado por SON e colaboradores. Dentre
0s compostos testados, BVC foi o mais eficaz contra S. mutans, indicando sua utilidade
potencial com verniz fluoretado na prevencao de cérie dentéria (SON et al., 2020).

Em 2019, foi relatado que a BVC e a isobavachalcona tém sido usadas em preparacdes
para tratamento de diarreia, colite e colite pseudomembranosa causada por infeccdo por
Clostridium difficile (LIU et al., 2019).

Os efeitos bioldgicos de BVC isolada de P. corylifolia na diferenciacdo de osteoclastos
foram avaliados usando culturas primarias de células precursoras de osteoclastos, inibindo a
formacédo de osteoclastos a partir do precursor células e foi considerado o principal componente
ativo para promover a formacédo 6ssea (GE; CHENG; HAN, 2019).

BVC isolada de Psoralea fructus, mostrou potencial para inibir diferencialmente
neuroinflamacdo, dano oxidativo e doenca de Alzheimer de importante alvos proteicos
relacionados a doenca, como o peptideo S-amiloide, f-secretase, glicogénio sintase quinase 34
e acetilcolinesterase (LEE; KIM; RYU, 2005). Além disso, BVC isolada de Psoralea
corylifolia, demonstrou exibir um efeito inibitorio significativo no BACE-1 in vitro (CHOI et
al., 2008).

Em resumo, BVC demonstrou ter um potencial significativo como agente
antibacteriano. Esses estudos sugerem que a BVC tem potencial para ser um agente para
combater varias espécies bactérias Gram-positivas, incluindo patégenos resistentes aos
farmacos convencionais. No entanto, mais estudos sdo necessarios para avaliar a eficacia e

seguranca da BVC em ensaios in vivo.

2.4 Sintese Total de Bavachalcona (BVC)

Wang e coautores descreveram pela primeira vez a sintese total de BVC utilizando
iodacdo regioseletiva e acoplamento de Suzuki-Miyaura (Wang et al, 2015). Essa abordagem
resultou em rendimento sintético global superior as rotas sintéticas ndo regiosseletivas
previamente descritas na literatura por outros autores (SUGAMOTO et al., 2011).

Na rota descrita por Sugamoto et al, BV C foi sintetizada em 5 etapas, com rendimento
global de 18%. Na primeira etapa, a 2’-hidroxi-4’-metoximetoxiacetofenona (9) foi obtida a

partir da reacao de protecdo da 2’,4’-dihidroxiacetofenona (8) com o cloreto de metoximetila,
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com rendimento de 93%. Na segunda etapa, a 4’-metoximetoxi-2’-preniloxi-acetofenona (10)
foi obtida partir da O-prenilagao da acetofenona 9, com rendimento de 83%. Na terceira etapa,
a acetofenona 10 foi submetida a condensacao de Claisen-Schmidt sob catalise basica, com o
4-metoximetoxibenzaldeido (11), obtendo o intermediario chalcdnico (12) com 94% de
rendimento. O intermediério chalcénico (12) foi submetido a rearranjo sigmatrdpico catalisado
pela argila montmorillonita K10, obtendo o intermediario chalcdnico C-5' prenilado (13) com
rendimento de 28%. A etapa final foi realizada a remoc¢édo dos grupos protetores MOM do
intermediario (13) em meio acido, obtendo BVC, com rendimento de 35% (Esquema 1)
(SUGAMOTO et al., 2011).
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Esquema 1. Sintese total BVC por Sugamoto et al (2011): (a) MOMCI, K>COs, Acetona, 0 °C—
rt:3h; (b) cloreto de isoprenila, acetona, 0 °C— rt: 24 h; (¢) 4-metoximetoxibenzaldeido (11), 3
mol/L NaOH, EtOH, rt; 24 h; (d) Montmorilonita K10, CH,Cl; 0 °C — rt: 30 min; (e) 3 mol/L
HCI, MeOH, 0 °C; 30 min, 0 °C — rt.

Na rota descrita por Wang et al, BVC foi sintetizada em 5 etapas, com rendimento
global de 35%. Na primeira etapa, a acetofenona 14 foi obtida a partir da reacéo de protecéo da
2’,4’-dihidroxiacetofenona (8) com o cloreto de metoximetila, com rendimento de 87%. A
substancia 15 foi submetida a iodacdo regioseletiva, utilizando N-iodosuccinamida (NIS) em
DMF, obtendo-se 15 com rendimento de 70%. Na terceira etapa, 15 foi submetida a
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condensacéo alddlica de Claisen-Schmidt, com aldeido 11, obtendo o intermediario chalconico
16 com 92% de rendimento. O composto 16 foi submetido a reagéo de acoplamento de Suzuki-
Miyaura com o éster pinacol do acido isoprenilborénico catalisado por PdCl2(dppf), obtendo o
intermediario chalcénico prenilado 13 com rendimento de 84%. A etapa final foi realizada a
remoc&o dos grupos protetores MOM de 13 em meio acido, obtendo BVC, com rendimento de
75% (Esquema 2) (WANG et al., 2014, 2015).
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Esquema 2. Sintese total BVC por Wang et al (2015): (a) NaH, MOMCI, CHxCl, 0°C, 2 h;
(b) NIS, DMF, 70 °C, 10 h (c) KOH, etanol, &gua, 0 °C — rt; 12 h, (d) Cs2COs3, PdCl2(dppf),
DMF, 70°C, 2 h (e) 2 mol/L HCI, MeOH, 6 h, 0 °C — 50 °C.

3. Objetivos
3.1 Objetivo geral

Planejar, sintetizar, caracterizar e avaliar BVC e seus analogos como agentes
antibacterianos (Figura 5).

3.2 Objetivos detalhados capitulo 11

a) Sintese e atividade antibacteriana de BVC e dezesseis analogos contra
micobactérias (M. tuberculosis, M. avium e M. kansasii), espécies Gram-positivas e Gram-
negativas, incluindo S. aureus, S. pneumoniae, S. sanguinis, S. sobrinus, S. mutans, K.
pneumoniae, P. aeruginosa, H. pylori e M. tuberculosis;

b) Investigacdo do efeito sinérgico de BVC e andlogos com Clorexidina e
Tetraciclina;

c) Avaliacdo de BVC e analogos selecionados contra a inibicdo da formacgéo de
biofilme de S. aureus e S. sanguinis;

d) Investigacdo do efeito de BVC e anélogos selecionados sobre a membrana de S.

aureus;
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e) Avaliacdo da toxicidade de BVC e anélogos selecionados contra fibroblastos de
pulmé&o humano;

f) Avaliacdo da toxicidade de BVC e analogos selecionados contra as larvas de G.
mellonella;

g) Predicdo in silico das propriedades fisico-quimicas, farmococinéticas e druglikeness

de BVC e analogos selecionados.

BVC 1. R =3-OH BVC9.R =2-Me
BVC2. R =2-OH | BVC 10.R =4-F

BVC 3. R =2,5-diOH BVC 11.R =4-Cl
BVC4.R=H HO BVC 12. R = 4-terc-butila

BVC5.R =4-OMe BVC 13. R = 4-isopropila

7’
NS

oz

BVC 6.R =2-OMe N R BVC14.R=4-NO,

BVC 7.R =4-Me BVC 15. R=4-fenila

BVC 8.R =3-Me OH O BVC 16. R=4-ctila
BVC. R=4-OH

Figura 5. Planejamento molecular dos analogos de BVC, explorando o anel chalconico B por meio de

substituintes (R) eletrodoadores e eletroaceptores

3.3 Obijetivos detalhados do Capitulo 111

a) Apresentar referéncias e material suplementar



CAPITULO 1I

Atividade antibacteriana e antimicobacteriana de

Bavachalcona e analogos.
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Capitulo 11

RESUMO

A bavachalcona (BVC) é uma chalcona C-isoprenilada de ocorréncia natural com atividade
antibacteriana conhecida contra bactérias patogénicas humanas. Considerando as evidéncias
das propriedades farmacoldgicas de BVC, 16 analogos de BVC com modificacdo no anel
aromatico B foram planejados e sintetizados. Dentre esses, onze andlogos sdo chalconas de
ocorréncia natural conhecida e 8 sdo substancias ineditas. As substancias foram sintetizadas em
cinco etapas, incluindo iodacdo regiosseletiva, condensacéo alddlica de Claisen-Schmidt e
acoplamento de Suzuki-Miyuara, obtendo rendimentos globais de 1 a 22%. Cinco compostos
(BVC, BVC 2, BVC 12, BVC 14 e BVC 16) apresentaram valores de CIM entre 1,56 e 12,5
pg/mL contra bactérias Gram-positivas. BVC e seus analogos tiveram acdo antibacteriana
contra MSSA (CIM = 1,56 — 25,0 ug/mL), MRSA (CIM = 3,12 - 12,5 pug/mL), S. sanguinis
CIM =6,25-12,5 pg/mL), S. sobrinus (CIM = 3,12-25 ug/mL), ¢ Streptococcus mutans (CIM
= 3,12 - 25 pg/mL). A atividade antimicobacteriana de BVC e analogos foi avaliada contra M.
tuberculosis H37Rv, M. avium e M. kansasii. Oito compostos (BVC, BVC 1, BVC 2, BVC 7,
BVC 10, BVC 12, BVC 14 e BVC 16) mostraram atividade com valores de ClIMgo variando
de 2,56 a 18,64 pg/mL e foram selecionadas para avaliagdo antibacteriana associados a
antibidticos, atividade antibiofilme, citotoxicidade e mecanismo de acdo antibacteriana,
discutindo a relacdo estrutura-atividade antimicobacteriana e as propriedades fisico-quimicas,
farmacocinéticas e druglikeness. No ensaio de atividade antibiofilme, BVC exibiu valores de
CIMBso de 25 pg/mL contra S. sanguinis. Esses resultados corroboram BVC como uma
estrutura promissora na descoberta de novos agentes capazes de combater bactérias patogénicas
humanas.

Palavras-chave: Antibacteriano, Bactéria, Bavachalcona, Biofilme, Membrana.
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1. Introducéo

Ao longo da historia, as bactérias tém sido agentes causadores de infeccbes que
desafiam constantemente os sistemas de saude, exigindo esforgos continuos para compreens&o,
prevencdo e tratamentos eficazes. O amplo espectro de patdgenos bacterianos apresenta
capacidade de afetar diferentes partes do corpo humano, causando infeccdes respiratorias e
gastrointestinais até complicacBes mais severas, como endocardite bacteriana (BEYER,;
PAULIN, 2020; C REYGAERT, 2018).

As bactérias tém demonstrado resisténcia a uma variedade de antibioticos, o que
contribui para a dificuldade no tratamento de infeccbes associadas a esses agentes,
representando uma preocupacao crescente na pratica clinica e na satde publica. Nesse contexto,
a Organizacdo Mundial da Saude (WHO) sugeriu uma lista de bactérias com a prioridade de
atencdo (WHO, 2017). Entre esses, destacam-se especialmente as cepas de Staphylococcus
aureus resistentes a meticilina e Streptococcus pneumoniae resistente a penicilina. Essas
bactérias adquirem resisténcia aos antibiéticos por meio de mecanismos genéticos que lhes
conferem a capacidade de neutralizar ou evitar a acdo dos agentes antimicrobianos
(BHATTACHARYA et al., 2015; SUAYA et al., 2021). Além desses, a resisténcia a antibidticos
por Helicobacter pylori é uma questdo preocupante, especialmente a resisténcia a claritromicina
e ao metronidazol que tem aumentado em todo o mundo, comprometendo diretamente a eficacia
contra essa bactéria. H. pylori, que é conhecida por causar uma variedade de doengas
gastrointestinais, incluindo Glceras estomacais e cancer de estbmago (CONGEDI; WILLIAMS;
BALDOCK, 2022; SONNENBERG, 2022; SUKRI et al., 2020).

A tuberculose (TB), embora ndo descrita na lista de prioridades da WHO, é uma
doenga bacteriana altamente contagiosa causada principalmente pelo Mycobacterium
tuberculosis (MINISTERIO DA SAUDE, BRASIL, 2020), e representa um desafio
significativo para a salde global devido aos altos indices de resisténcia a antibidticos,
especialmente a resisténcia aos farmacos de primeira linha, como a rifampicina e a isoniazida
(CDC,2024; GUILLEN et al., 2023). Em 2022, 7,5 milhdes de pessoas foram diagnosticadas
com TB, sendo a segunda principal doenca do mundo a causar morte ap0s 0 coronavirus
(COVID-19), com um numero total de 1,3 milhGes de mortes (WHO, 2023). A TB é mais
prevalente em regides com condigdes socioecondmicas precarias, alta densidade populacional
e sistemas de saude frageis. Além disso, fatores como o HIVV/AIDS, resisténcia aos farmacos e
migracao populacional contribuem para a disseminacdo da TB em escala global(GAO et al.,
2021; GOMEZ-GONZALEZ et al., 2021; RATNATUNGA et al., 2020; ZHANG et al., 2023).
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Considerando que as doencas bacterianas em seres humanos representam uma
categoria diversificada de enfermidades que abrange uma extensa variedade de sintomas e
impactos na salde publica, é importante adotar uma abordagem abrangente e coordenada para
0 seu controle, ressaltando, assim, a importancia continua da pesquisa e inovagao neste campo
(BEYER; PAULIN, 2020). Neste contexto, o estudo de chalconas e seus derivados como
agentes terapéuticos contra a tuberculose ganha relevancia, oferecendo novas perspectivas no
desenvolvimento de tratamentos mais eficazes e acessiveis, uma vez que entre suas
propriedades biologicas, destaca-se sua atividade contra M. tuberculosis (ANAGANI et al.,
2020; MURADAS et al., 2018; RAMESH et al., 2020; VENTURA et al., 2015a, 2015b).

Tendo em vista seu potencial terapéutico, nesse trabalho foram sintetizados
bavachalcona (BVC) e dezesseis analogos (BVC 1 — BVC 16), os quais foram submetidos a
avaliacdo contra células planctdnicas de espécies Gram-positivas, Gram-negativas e M.
tuberculosis. Com base nos critérios de RIOS&RECIO (2005), selecionamos alguns compostos
mais promissores (BVC, BVC 2, BVC 12, BVC 14 e BVC 16) para avangar com 0S ensaios
bioldgicos. Investigamos a atividade antibacteriana contra biofilmes de S. aureus suscetivel a
meticilina (MSSA) e S. sanguinis. O efeito sinérgico de BVC e analogos com clorexidina e
tetraciclina foi avaliada pelo método de checkerboard. Como também realizamos testes quanto
aos seus efeitos na membrana de S. aureus, bem como quanto a sua toxicidade para fibroblastos

pulmonares humanos e larva de Galleria mellonella.
2. Materiais e Métodos
2.1 Bavachalcona (BVC) e analogos (BVC 1-16).

A sintese regiosseletiva de BVC e anélogos foi realizada via iodacdo (WANG et al.,
2014, 2015), condensacdo de Claisen-Schmidt e Acoplamento Suzuki-Miyaura (Miyaura,
1995), utilizando cinco etapas. Os reagentes e solventes foram adquiridos da Merck®. As
reacOes foram acompanhadas por meio de cromatografia em camada delgada (CCD) em placas
(Supelco®), as quais foram visualizadas sob ldmpada em comprimento de luz de 254 nm e 365
nm. A purificacdo dos intermediarios e produtos finais foi conduzida por meio cromatografia
em coluna de gel de silica (230-400 mesh, Aldrich®), utilizando misturas de hexano e acetato
de etila como eluentes. As estruturas dos compostos foram confirmadas por meio de anélises
de dados de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H e 3C e Espectrometria de Massas
(EM). A pureza da BVC e analogos foi determinada por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia com Detector de Arranjo de Fotodiodos (CLAE-DAF). Os espectros, cromatogramas
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e os pontos de fusdo (m.p.) de BVC e anélogos (BVC 1- BVC 16) foram incluidos no material
suplementar (Capitulo I11).

2.2 Procedimentos de sintese

Reacdo de iodacdo para obtencdo de 2°,4’-dihidroxi-5’-iodoacetofenona (17)

A uma mistura de 2°,4’-dihidroxiacetofenona (8) (3 mmol) e acido p-toluenosulfonico
(3 mmol) em acetonitrila (10 mL), 3 mmol de N-iodosuccinimida (NIS) foram adicionados,
lentamente, em pequenas aliquotas sob banho de gelo. A mistura reacional foi agitada durante
14 h a temperatura ambiente. Apds esse periodo, foram adicionados 2 mL de uma solugdo
saturada de Na>S»O3 e 0 meio reacional foi vertido em gelo. Houve a formacdo de um
precipitado branco, o qual foi filtrado sob pressdo reduzida. O produto foi purificado por
cromatografia em coluna de gel de silica utilizando como fase movel

diclorometano:cloroférmio (1:1). A acetofenona 17 foi obtida com 40% de rendimento.

Reacdo de protecdo para obtencdo da 2°,4’-bis(metoximetoxi)-5’-iodoacetofenona (15)

A uma mistura 2’,4’-dihidroxi-5’-iodoacetofenona (17) (3 mmol) e K>COs anidro (6
mmol) em acetona (10 mL.), foi adicionado o cloreto de metoximetila (MOMCI, 3,3 mmol) em
aliquotas durante 30 min sob banho de gelo. A mistura reacional foi agitada durante 2 h a
temperatura ambiente. O meio reacional foi extraido com acetato de etila (3 x 25 mL) e as fases
organicas foram combinadas e lavadas com solucdo saturada de NaCl, secas com MgSOsa,

filtradas e evaporadas sob pressdo reduzida obtendo 16 com 91% de rendimento.

Reacdo de protecdo dos aldeidos hidroxilados (B1, B2, B3 e B4)

A uma mistura do respectivo benzaldeido hidroxilado (3 mmol) e K2COs3 anidro (6
mmol) em acetona (10 mL) foi adicionado o cloreto de metoximetila (MOMCI, 3,3 mmol) foi
adicionado em aliquotas durante 30 min. A mistura reacional foi agitada durante 2 h a
temperatura ambiente. O meio de reacao foi extraido com acetato de etila (3 x 25 mL) e as fases
orgénicas combinadas foram lavadas com solucdo saturada de NaCl, secas com MgSOs,
filtradas e evaporadas sob presséo reduzida, obtendo os respectivos benzaldeidos protegidos
com o grupo MOM, B1, B2, B3, e B4 com 41,8%, 50%, 65% e 53% de rendimento,

respectivamente.

Procedimento geral de condensacdo alddlica de Claisen-Schimdt para a obtencdo dos

intermediarios chalconicos iodados protegidos (C, C1 - C16)
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Aos 5 mL de uma solucdo etandlica de 15 (0,4 mmol) e o benzaldeido correspondente
(0,4 mmol), foi adicionado gota a gota e sob agitacdo, uma solucdo aquosa de KOH (60% m/v,
2 mL) sob banho de gelo. A mistura reacional foi agitada variando de 3 a 4 h a temperatura
ambiente. O meio de reacédo foi extraido com acetato de etila (3 x 25 mL) e as fases organicas
combinadas foram lavadas com solugdo saturada de NaCl, secas com MgSOQs, filtradas e
evaporadas sob pressdo reduzida. Os produtos brutos foram purificados por cromatografia em
coluna de gel de silica utilizando hexano:acetato de etila como fase movel (4:1). As chalconas
(C, C1 a C16) foram obtidas com rendimentos de 36 a 92%.

Obtencéo dos intermediérios chalcOnicos prenilados (CP, CP 1 a CP 16)

A uma mistura contendo o intermediério chalcdnico iodado (C, C-1 a C16) (0,3 mmol)
e Cs2CO3 (0,6 mmol) em DMF seca sob banho de gelo e atmosfera de inerte de nitrogénio, foi
adicionado PdClIx(dppf) (0,03 mmol) e o éster pinacol do &cido isoprenilbordénico (0,6 mmol).
A mistura foi agitada durante 2 horas a 75 °C sob atmosfera de nitrogénio. Ao término da
reacdo, a mistura reacional foi filtrada sob pressdo reduzida ema uma pastilha de celite com
auxilio de acetato de etila. O filtrado foi lavado 3x com agua destilada (10 mL), e a fase organica
foi seca com sulfato de magnésio e concentrada sob pressdo reduzida. O produto bruto foi
purificado por cromatografia em coluna de gel de silica, utilizando hexano: acetato de etila
(4:1). As chalconas CP, CP 1 - CP 16 foram obtidas como um pé amarelo com rendimentos de
10 a 85%.

Reacdo de desprotecdo para obtencdo da BVC e anédlogos (BVC 1 - BVC 16)

_A uma solucéo das respectivas chalconas CP, CP 1 a CP 16 em 3 mL de MeOH:THF
(1:1) foram adicionados 2 mL de solu¢do aquosa de HCI (1 mol/L) sob banho de gelo. A reacdo
foi mantida sob agitacdo e a 55 °C por 6 h e vertida em gelo triturado. O material foi extraido
com acetato de etila (3 x 25 mL) e as fases organicas combinadas foram lavadas com solugéo
saturada de NaCl, secas com MgSO4, filtradas e evaporadas sob presséo reduzida. O produto
foi purificado por cromatografia em coluna de gel de silica, utilizando hexano e acetato de etila
(4:1), fornecendo BVC e seus analogos BVC 1 — BVC 16 com rendimentos que variaram de

10 a 89% de rendimento.
2.3 Ensaios antimicobacterianos

A atividade antimicobacteriana dos compostos foi determinada contra Mycobacterium
tuberculosis H37Rv (ATCC 27294) usando 0 método Resazurin Microtiter Assay (REMA) de
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acordo com Palomino et al (PALOMINO et al., 2002). O inoculo foi preparado em meio
Middlebrook 7H9 e uma aliquota foi incubada a 37 °C por 7 dias a 120 rpm, que foi comparada
com a escala de McFarland. A suspensio micobacteriana foi diluida para atingir 3,0 x 10°
UFC/mL, que foi distribuida em placas de 96 pocos. Solugdes estoque dos compostos foram
preparadas em DMSO (Synth, Diadema, Brasil) e diluidas em caldo Middlebrook 7H9
(DifcoTM, Detroit, MI, EUA) para atingir concentragdes finais variando de 25 a 0,09 pg/mL.
A rifampicina foi utilizada como medicamento antitubercular de referéncia. As placas foram
incubadas a 37 °C com 5% de CO; durante sete dias. Em seguida, 30 uL de resazurina foram
adicionados aos pogos e apds 24 horas as placas foram examinadas por espectrometro de
fluorescéncia em 530 e 590 nm. O valor da CIMg foi definido como a menor concentracéo do
farmaco capaz de inibir 90% do crescimento micobacteriano, expressa em pg/mL. Os ensaios
foram realizados em triplicata.

Os valores de MIC de BVC e analogos contra Mycobacterium avium e Mycobacterium
kansasii foram determinados de acordo com o protocolo de Palomino e colaboradores, com
pequenas modificacGes (ALVES et al., 2020; PALOMINO et al., 2002). Uma solucéo estoque
de cada chalcona foi preparada em DMSO e diluida em caldo Middlebrook 7H9 para atingir
concentrag0es finais que variam de 7,8 a 1000 pg/mL. A isoniazida foi dissolvida em DMSO e
utilizada como controle positivo em concentra¢des que variam de 0,015 a 1,0 pg/mL. O in6culo
foi preparado introduzindo uma gama de colbnias crescidas em Ogawa-Kudoh em um tubo
contendo esferas de vidro com 500 pL de 4gua estéril. Uma aliquota de 200 pL foi transferida
para um tubo contendo 2 mL de caldo 7H9, incubado a 37 °C por 7 dias e comparado com a
escala de McFarland 1 (3,0 x 108 células/mL). O inéculo foi suspenso em placas de 96 pogos
numa relacdo de 1:25 com caldo 7H9. Os controles de crescimento (sem antibidtico) e controle
de esterilidade (sem inoculacdo) também foram incluidos. As placas de 96 pocos foram
incubadas a 37 °C por 7 dias. Apds este periodo, 30 pL de solucdo aquosa de resazurina a 0,02%
foi adicionada a cada poco da placa. O valor de MIC foi definido como a menor concentragao
do medicamento capaz de inibir o crescimento das micobactérias, expressa em pg/mL. O ensaio

foi realizado em triplicata.

2.4 Ensaios antibacterianos

As cepas bacterianas foram adquiridas diretamente da American Type Culture
Collection (ATCC) e foram mantidas na colecdo de cultura do Laboratorio de Testes



41

Antimicrobianos (LEA) da Universidade Federal de Uberlandia, estado de Minas Gerais,
Brasil.

A atividade antibacteriana foi determinada contra S. aureus suscetivel a meticilina
(ATCC 6538), S. aureus resistente a meticilina (ATCC BAA44), S. pneumoniae (ATCC
23883), S. sanguinis (ATCC 10556), S. sobrinus (ATCC 33478), S. mutans (ATCC 25175), K.
pneumoniae (ATCC 23883) e P. aeruginosa (ATCC 27853).

A CIM contra as espécies bacterianas Gram-positivas e Gram-negativas foram
determinadas em triplicata usando o método de microdilui¢cdo em caldo em placas de 96 pocos,
utilizando resazurina como indicador colorimétrico da viabilidade celular (LEANDRO et al.,
2014). As substancias foram dissolvidas em DMSO a 1 mg/mL, e submetidas a diluicdo as
concentrages finais que variaram de 400,0 a 0,195 ug/mL. A porcentagem final de DMSO foi
de 5% (v/v) e essa solucdo, sendo empregada como controle negativo. O indculo foi ajustado
para cada microrganismo para alcancar uma suspensio celular de 5,0 x 10° unidades formadoras
de colbnias por mL (UFC/mL), como preconizado pelo Clinical and Laboratory Standards
Institute, com modificacdes no meio de cultura (CLSI, 2012). O controle de crescimento (poco
inoculado) e o controle de esterilidade (po¢o ndo inoculado, livre de agente antimicrobiano)
foram incluidos. Tetraciclina e clorexidina foram utilizadas como controles positivos e foram
testadas em concentragdes variando de 0,0115 pg/mL a 5,9 pg/mL e 0,115 a 59 pg/mL,
respectivamente. As placas de 96 poc¢os foram seladas com filme plastico e incubadas a 37 °C
por 24 h. Apds esse periodo, 30 puL de solucdo aquosa de resazurina (0,02%) foram adicionados
as placas e foram mantidos por 15 minutos a 37 °C. O valor da CIM foi definido visualmente
como a menor concentracdo capaz de inibir o crescimento do microrganismo.

2.5 Efeito sinérgico

O efeito sinérgico de BVC e BVC 2 com clorexidina foi avaliado contra S. sanguinis
(ATCC 10556). O efeito sinérgico de BVC 12, BVC 14 e BVC 16 com tetraciclina foi avaliado
contra S. aureus (ATCC 6538). Para isso, foi utilizado o ensaio de checkerboard em
microdiluicdo em caldo, segundo White e colaboradores, adaptado do procedimento padréo
estabelecido pelo CLSI (CLSI, 2012; WHITE etal., 1996). A concentracao inibitoria fracionada
(CIF) de BVC e seus analogos com os farmacos antibacterianos foi determinada utilizando
meio de cultura Mueller-Hinton em placas de 96 pogos, com uma suspensao final de inoculo de
5,0 x 10° UFC/mL. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 h. Ap6s a incubagdo, uma solugio
aquosa de resazurina a 0,02% foi adicionada aos poc¢os. O indice de concentracdo inibitoria

fracionada (ICIF) foi calculado utilizando a Equagéo 1:
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2ICIF = CIFA + CIFB (1)

Na qual a ICIF é a soma entre CIF(A) e CIF(B). CIF(A) refere-se a CIM de cada
chalcona em combinacdo com o farmaco a droga, dividido pela CIM da chalcona sozinha. CIF
(B) refere-se a CIM de cada chalcona em combinacdo com o farmaco, dividido pela CIM do
farmaco sozinho. A combinacdo foi classificada como sinérgica (ICIF < 0,5), aditiva (1 ICIF
0,5), indiferente (4 ICIF 1) e antagonista (ICIF >4) (LEWIS etal., 2002; WHITE et al., 1996).
Os ensaios foram realizados em triplicata e em experimentos independentes.

2.6 Ensaios antibiofilme

2.6.1 Ensaios antibiofilme de BVC

A acdo de BVC foi avaliada contra a formacdo de biofilme de S. sanguinis ATCC
10556. O ensaio foi realizado de acordo com a proposta de Agawi et al. (2021), Parai et al.
(2020) e Saising et al. (2012), com modificacdes. Para avaliar a viabilidade do biofilme formado
por S. sanguinis ATCC 10556, clorexidina foi utilizada como controle positivo e testada em
concentragcdes que variaram de 0,115 a 59 pg/mL. As células bacterianas foram avaliadas na
auséncia dos compostos antibacterianos e foram utilizadas como controle negativo. As placas
foram preparadas da mesma maneira que aquelas reservadas para a avaliacdo da biomassa pelo
método cristal violeta e incubadas por 24 horas. Em seguida, todo o conteddo dos pogos foi
aspirado delicadamente, os pogos foram lavados com PBS para remover as células nédo
aderentes. Posteriormente, 50 pul da solu¢do de menadiona e 2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5-
sulfenil) -2H-tetrazol-5-carboxanilida (MTT) foram adicionados com uma concentracéo final
de 0,5 mg/mL e as placas foram incubadas no escuro por 2 horas a 37 °C. Em seguida, 0s cristais
de formazana (produto da reducdo do MTT pelas células metabolicamente ativas presentes no
biofilme) foram solubilizados adicionando 100 puL de dimetilsulféxido (DMSO) por 10
minutos, e 80 pL de cada pogo foram transferidos para outra placa, sendo a leitura realizada em
um espectrofotdmetro com comprimento de onda a 490 nm.

2.6.2 Ensaios antibiofilme dos analogos de BVC

A atividade dos analogos de BV C selecionados (BVC 2, BVC 12, BVC 14 e BVC 16)
contra a formacdo de biofilme de S. aureus ATCC 6538 e S. sanguinis ATCC 10556 foi avaliada
usando a metodologia de microdiluicdo em caldo proposta pelo CLSI (CLSI, 2012). A
concentracdo inibitoria minima de biofilme (CIMBsp) foi estabelecida como a concentragdo
capaz de inibir ao menos 50% a formagéo de biofilme (WEI; CAMPAGNA; BOBEK, 2006).
Os valores de CIMBso foram determinados usando dois protocolos, incluindo avaliagdo de
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biomassa por leitura de densidade optica (DO) e determinagdo de células viaveis de biofilme
por contagem UFC/mL. Duas placas foram utilizadas para cada protocolo. Os ensaios foram
performados em triplicata e em trés experimentos independentes. A concentracdo de indculo e
o0 tempo de incubacéo ideal para este ensaio foram determinados pela padronizacéo da formacéo
de biofilme (dados ndo apresentados). Em placas de 96 pocos de fundo plano contendo caldo
BHI suplementado com 2% glucose e dilui¢Oes seriadas das amostras foram realizadas a partir
da solucao estoque (1600 pg/mL), obtendo concentracéo final entre 0,195 pug/mL e 400 pg/mL.
A partir de uma cultura de 24 h em placas de agar BHI, o indculo de S. aureus ou S. sanguinis
foi preparado em caldo BHI suplementado com glicose a 2%. As suspensdes bacterianas foram
diluidas até a concentragdo final de 1,0 x 10° UFC/mL. As microplacas foram incubadas a 37
°C durante 24 h. Posteriormente, o conteudo dos pocos foi aspirado e células ndo aderidas foram
removidas por lavagem com solucdo salina em tampdo fosfato (PBS) (pH = 7,2). O biofilme
formado foi fixado com metanol por 15 min, seco a temperatura ambiente e corado com solucao
cristal violeta (0,2%) por 20 min. Apds a remogao do cristal e lavagem dos po¢os com o tampéo
PBS, acido acético a 33% foi adicionado para solubilizar o cristal retido no biofilme (VIEIRA
et al., 2018; WEI; CAMPAGNA; BOBEK, 2006). A absorbancia dos pocos foi determinada
num espectrofotdmetro a 595 nm. A determinagdo da CIMBso foi realizada utilizando a
Equacao 2:

CIMBsg = 1- (Asgs do teste / Ases do controle ndo tratado) x 100 (2)

Na qual, Asgs do teste corresponde a absorbancia da amostra teste determinada por um
espectrofotdbmetro a 595 nm e Asgs do controle ndo tratado corresponde a absorbéncia do
controle negativo determinada por um espectrofotémetro a 595 nm.

Para a determinacdo de células viaveis, as placas foram preparadas seguindo a mesma
metodologia descrita acima. Apos o periodo de incubacéo, o contetdo de cada poco foi aspirado
e lavado com tampdo PBS para remover células ndo aderidas. Em seguida, 200 pL de caldo
BHI com 2% de glicose foram adicionados aos pocos e a microplaca foi colocada em banho
ultrassom por 15 min. O contetdo dos pocos foi homogeneizado e foram realizadas dilui¢des
decimais (100 a 107"). Depois disso, aliquotas de 50 pL de cada diluicdo foram plagueadas em
placas de agar BHI e incubadas a 37 °C por 24 h. Por fim, as col6nias foram contadas e 0s
resultados foram expressos em escala logl0 (UFC/mL). A tetraciclina foi utilizada como
controle positivo para o indculo de S. aureus e foi avaliada em concentragdes variando de
0,0115 pg/mL a 5,9 pg/mL. A clorexidina foi utilizada como controle positivo para o inoculo

de S. sanguinis e foi avaliada em concentragOes variando de 0, 115 pg/mL a 59 pg/mL. As
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células bacterianas foram avaliadas na auséncia de compostos antibacterianos e foram utilizadas

como controle negativo.
2.7 Ensaio de Rompimento de Membrana

Para ensaio de rompimento de membrana foi utilizada a cepa de S. aureus (ATCC
29213). As células foram cultivadas em meio TSA s6lido ou em caldo TSA a 36 + 1 °C, agitadas
a 200 rpm. As células de S. aureus a 10° UFC mL™ foram expostas a0 composto a uma
concentragéo de 100 pg mL™ por 15 minutos em tubos de microcentrifuga de 1,5 mL contendo
100 pL de meio TSA. Em seguida, 900 puL de meio TSA foram adicionados a cada tubo para
diluir o composto e interromper a reagdo (DILARRI et al., 2021). As células foram coradas
com o kit Live/Dead BacLight (Thermo-Scientific L7012), que é composto por dois corantes
de acido nucleico, sendo o SYTQO9 (cora todas as células - Azul) e o iodeto de propidio (PI)
(penetra apenas em células com membranas danificadas - Vermelho) (SAVIETTO et al., 2018).
As células coradas foram imobilizadas em laminas cobertas com agarose, conforme descrito
por MARTINS et al., (2010). O controle negativo foi constituido por células no meio sem
contato com nenhum composto, na qual suas membranas citoplasmaticas apresentavam-se
integras, e o controle positivo foram células de S. aureus expostas a nisina (SIGMA N5764) a
uma concentragio de 1,5 ug mL™* por 15 minutos de exposicio (KROL et al., 2015). A analise
microscopica foi realizada com um microscépio Olympus BX-61, equipado com uma camera
monocromatica OrcaFlash-2.8, auxiliada pelo software CellSens versdo 11.

2.8 Ensaios de toxicidade

2.8.1 Toxicidade contra fibroblastos de pulmao humano

Nos experimentos de citotoxicidade in vitro foram utilizadas células de fibroblasto
humano (MRC-5 ATCC CCL-171) de acordo com a metodologia descrita por Ahmed (ANSAR
AHMED; GOGAL; WALSH, 1994), por meio do ensaio de microtitulacdo com resazurina
(REMA). Essas células foram mantidas em uma estufa a 37 °C em atmosfera de 5% de CO2em
meio de Eagle modificado de Dulbecco (DMEM; GibCo, Grand Island, NY, EUA),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (GibCo™ da Life tecnologies), adicionado
de 50 pg mL™ de penicilina e 50 ug mL™* de estreptomicina (Gibco™ da Life tecnologies) sendo
cultivadas no Laboratorio de Cultura de Células da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade Federal do Amazonas.

Para os testes, as células foram transferidas para placas de 96 pog¢os a uma suspensao

celular de 0,5 x 10* células/poco (TPP, Suica). A placa foi mantida em cultura por 24, 48 e 72
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horas em um incubador de CO> (Modelo 4111 - Thermo Scientific - SOTELAB) a 37 °C com
atmosfera de 5% de CO». Apds os tempos mencionados, as amostras foram adicionadas a uma
tnica concentracdo de 50 pg mL™ e a placa foi mantida em cultura por 24 h nas mesmas
condicdes. O grupo de controle negativo recebeu apenas meio de cultura no poco e, como
controle positivo foi utilizado doxorrubicina na concentragdo de 20 ug mL™. Apos 24, 48 e 72
h de tratamento, 10 pL de solugdo de resazurina foram adicionados a cada pogo da placa. Apos
3 h de exposicdo a metabolizacdo da resazurina, com remocdo da estufa 30 min antes da
conclusdo, a fluorescéncia foi medida usando um leitor de microplacas Elisa (DTX-800
Beckman 30 Coulter) em 570 nm. Os dados foram analisados em relagdo ao controle usando o
programa estatistico GraphPad Prisma versdo 5.0. O célculo foi realizado de acordo com a
Equacéo 3.
% Viabilidade celular = Ft x 100 + AFb (3)

Ft = (fluorescéncia celular + meio + substancia + resazurina)
AFDb = (fluorescéncia celular + meio + resazurina)

Diluicdes seriadas das amostras foram adicionadas a uma placa de 96 pocos contendo
meio DMEM, levando a concentracdes finais variando de 1,56 a 100 puM. Resultados de
porcentagem de viabilidade celular acima de 80% foram considerados aceitiveis para

substancias ndo citotéxicas.

2.8.2 Toxicidade contra larvas de Galleria mellonella

O ensaio contra larvas de G. mellonella foi realizado para avaliar os efeitos toxicos
agudos de BVC, BVC 12 e BVC 16, seguindo os procedimentos descritos por Megaw e
adaptados por Sardi (MEGAW et al., 2015; SARDI et al., 2017). Para o experimento, 10 larvas
saudaveis de G. mellonella foram selecionadas aleatoriamente para cada teste de concentracéo,
com peso variando entre 0,2 g e 0,3 g e sem sinais de melanizacdo. As larvas foram resfriadas
em gelo por 20 min e tiveram suas prélegas limpas com etanol a 70%. Quatro solugcdes dos
compostos selecionados foram preparadas em DMSO com concentracdes variando de 25
pg/mL a 100 pg/mL. Cinco microlitros da solucdo foram injetados no hemocelo de cada larva
por meio da Ultima prolega esquerda por meio de uma seringa Hamilton (Hamilton, Reno, NV)
de 25 pL. ApoGs a injecdo, as larvas foram incubadas a 37 °C e a sua sobrevivéncia foi
monitorizada em intervalos selecionados ao longo de 72 h. As larvas que ndo apresentaram

movimento ao toque e com altos niveis de melanizagdo foram consideradas mortas.
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3. Resultados e Discussoes

3.1 Sintese da Bavachalcona e Analogos (BVC 1 a BVC-16)

3.1.1 Sintese da Bavachalcona (BVC)
Na rota de sintética para a obtencdo da BVC proposta neste trabalho, foi realizada

pequenas modificacbes da abordagem de Wang et al. (2014). Primeiramente, a 2’,4’-
dihidroxiacetofenona (8) foi iodada, regiosseletivamente, na posi¢cdo C-5, obtendo-se o
composto 17 com rendimento de 40%, o qual foi entdo bis-metoximetilado com MOMCI,
obtendo a 2’,4’-bis(metoximetoxi)-5’-iodo-resacetofenona (15) com rendimento de 91%. O
intermediario acetofenénico 15 foi submetido a condensacao aldolica de Claisen-Schmidt,
obtendo-se o intermediario chalconico 16 com rendimento de 88%. A chalcona 17 foi
submetida a acoplamento de Suzuki-Miyaura, obtendo a chalcona C-prenilada 13 com 85% de
rendimento. Apds desprotecdo em meio &cido do intermediario 13, a BVC foi obtida com 78%

de rendimento. Utilizando essa rota, a BVC foi obtida com um rendimento global de 20%

(Esquema 1).
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Esquema 1. Sintese total de BVC : (a) NIS, p-TsOH, ACN, 0 °C — rt, 14 h; (b) MOMCI,
K2CO3, Acetona, 0 °C — rt, 2h; (c) 4-metoximetoxibenzaldeido, KOH, etanol, agua, 0 °C —
rt; 4 h; (d) éster pinacol do &cido isoprenilborénico, Cs2COs, PdClz(dppf), DMF, 70°C, 2 h; (e)
HCI 1 mol L, MeOH:THF (1:1), 55 °C, 6 h.
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3.1.2 Sintese dos analogos BVC 1 a BVC 16

A condensacdo aldolica entre 15 com vérios derivados de benzaldeido
correspondentes, usando KOH e etanol, produziu intermediarios chalconicos iodados
protegidos (C1-C16), com rendimentos de 36-92 % (Esquema 2). Reacdes de acoplamento de
Suzuki-Miyaura foram realizadas entre chalconas e o éster pinacol do acido isoprenilborénico
(R.1), utilizando PdClI(dppf) como catalisador e Cs;CO3 como base em DMF a 70 °C (WANG
et al., 2015). Nessa etapa, maioria das chalconas preniladas (CP1-CP16) foi obtida com
rendimentos entre 10 a 85% ap0os separacbes cromatogréaficas. A ultima etapa sintética envolveu
a desprotecdo dos grupos hidroxila fenolicos dos analogos CP1-CP16 em condigdes acidas,
produzindo as respectivas chalconas fendlicas preniladas (BVC 1 — BVC 16) com rendimentos
variando de 10% a 89%.

g-0
|
MOMO \/O°\R MOMO Z '
Y N1 R.1
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Esquema 2. Rota sintética para chalconas (BVC-1- BVC16). a) condi¢cdes reacionais para
chalconas C1-C16: 60% KOH, EtOH, rt.

O reagente R.1 esta disponivel comercialmente, no entanto custos elevados,
encorajando-nos a prepara-lo, utilizando o protocolo relatado por Miralles (MIRALLES et al.,
2016), com pequenas modificacOes, utilizando o bis(pinacolato)diborana e éalcool 1,1-
dimetilalilico (Esquema 3) (MIRALLES et al., 2016). O reagente R1 foi obtido com rendimento
de 60%).
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Esquema 3. Preparo de R.1 (éster pinacol do &cido isoprenilborénico)

3.2 Atividade antimicobacteriana

A atividade antimicobacteriana das substancias foi avaliada contra M. tuberculosis
H37Rv (ATCC 27294) em concentragdes variando de 25 a 0,09 pg/mL. A CIMg foi a menor
concentracdo que inibiu 90% ou mais do crescimento micobacteriano, usando resazurina como
indicador de viabilidade. Os resultados foram apresentados na Tabela 1. Entre as 16 chalconas,
doze inibiram o crescimento do Mtb com valores de CIMgo variando de 2,56 a 25,0 pg/mL
(Tabelas 1).

Tabela 1. Atividade contra M. tuberculosis, M. avium e M. kansasii de BVC e seus analogos
(BVC 1- BVC 16).

M. tuberculosis M. avium M. kansasii
Cod. R ClMyg CIM CIM
(Mg/mL) (Mg/mL) (Mg/mL)

BVC 4-OH 15,53 125 125

BVC 1 3-OH 13,93 1000 1000

BVC 2 2-OH 13,98 1000 500
BVC3  2,5-diOH 25 - -
BVC 4 4-H 25 - -

BVC5 4-OMe 25 1000 1000
' BVC 6 3-OMe 25 - -

"o BVC 7 4-Me 13,97 125 125
Z2. BVCS 3-Me 25 - -
X BVC 9 2-Me 25 - -
OH O BVC 10 4-F 18,64 - -
BVC 11 4-Cl 25 - -

BVC 12 4-terc-butila 2,84 1000 500

BVC 13  4-isopropila 25,00 1000 1000

BVC 14 4-NO; 2,56 125 62,5
BVC 15 4-fenila 25,00 - -

BVC 16 4-etila 11,99 1000 500
- RMP - 0,01 - -

INH - - 1,0 1,0

RMP = rifampicina ; INH = isoniazida

A atividade antimicobacteriana das substancias frente as cepas de M. avium e M.
kansasii foram avaliadas em concentragdes variando de 1000 a 7,8 pg/mL. Os resultados foram
apresentados na Tabela 1. Entre as 9 chalconas avaliadas, trés inibiram o crescimento de M.

avium e M. kansasii com valores de CIM variando de 62,5 a 125 pg/mL (Tabela 1).
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As comparag0es entre as substancias que apresentam o grupo hidroxila (BVC, BVC 1
e BVC 2) com a substancia BVC 4, que exibe um anel B ndo-substituido permitiram verificar
os efeitos da presenca e posicdo de hidroxila na atividade antimicobacteriana. A presenca da
hidroxila no anel B mostrou ser importante para a atividade, pois os andlogos BVC (CIMgo =
15,53 pg/mL), BVC 1 (ClIMgo = 13,93 pg/mL) e BVC 2 (ClIMgo = 13,98 pg/mL) foram mais
ativos que analogo que ndo possui hidroxila no anel B (BVC 4, CIMgo = 25,0 pg/mL). Por outro
lado, os valores de CIMgo de BVC, BVC 1 e BVC 2 foram muito similares, sugerindo que a
posicao da hidroxila ndo foi determinante para a bioatividade.

A substituicdo do anel fenilico por outros grupos doadores de elétrons em para, como
metila (BVC 7, CIMgo = 13,97 pug/mL), terc-butila (BVC 12, CIMgo = 2,84 pg/mL), etila (BVC
16, CIMgo = 11,99 pg/mL) gerou anadlogos mais ativos que BVC 4 (CIMg = 25,0 pg/mL),
sugerindo que grupos alquila corroboram a atividade antimicobacteriana. Interessantemente,
BVC 13, um anélogo substituido por uma isopropila (uma alquila) em para mostrou uma CIMgo
= 25,0 pg/mL.

O efeito de grupos retiradores de elétrons no anel B sobre a atividade
antimicobacteriana ndo pode ser evidenciada, pois os analogos halogenados, fluorado (BVC
10, CIMgo = 18,64 pg/mL) e clorado (BVC 11, CIMgo 25,0 pg/mL) foram fracamente ativos e
inativo, respectivamente, enquanto o nitro- analogo (BVC 11, CIMgo = 2,56 pg/mL) foi mais
ativa. Contudo, a atividade de BVC 14 pode estar relacionada ao comportamento de grupo nitro
como sitio metaboférico de redutases, as quais podem reduzi-lo ao grupo amino, gerando
espécies radicalares toxicas que corroboram o efeito antimicobacteriano (TENG; KIM, 2021).

Em resumo, a investigacdo de relacdo estrutura quimica e atividade anti-Mtb de BVC
ainda ndo foi explorada na literatura, e esses dados contribuirdo para o planejamento de novos

analogos com atividade antimicobacteriana potencializada (Esquema 4).

feecean ! A presenca de OH no anel B é !
. i importante para atividade. N
HO '(')I:I": ...... ;: NO, melhora a atividade em relagao a ;
' OH e o analogo nao substituido. .
N Y e e e e EC e CC e C e c e c e ccccccceseen .

: Substituintes alquila (metila, etila e terc-i
’ 1 butila) aumentaram a atividade. .

Esquema 4. Relagéo estrutura-atividade antimicobacteriana de BVC e seus analogos.
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3.3 Atividades antibacteriana

Para avaliar as atividades antibacteriana, BVC foi avaliada contra cinco espécies de
Gram-positivas, trés de Gram-negativas. Entre essas espécies, quatro microrganismos estdo na
lista de prioridades da Organizacdo Mundial da Sadde (WHO, 2017). BVC foi ativa contra S.
aureus, S. pneumoniae, S. sanguinis, S. sobrinus, S. mutans e H. pylori, exibindo valores de
CIM variando de 0,97 a 50,0 pg/mL (Tabela 2).



Tabela 2. Atividade antibacteriana de BVC , seus anélogos e controles positivos.

o1

Espécies CIM (ug/mL)
BvC BVC1 BVvC2 BVC3 BVC4 Tetraciclina Clorexidina
MSSA 25,0 6,25 6,25 6,25 400 0,20 -
MRSA - 6,25 12,5 6,25 400 5,90 -
Gram-positiva Streptococcus pneumoniae 50,0 200 25 200 400 0,40 -
Streptococcus sanguinis 12,5 12,5 12,5 12,5 400 - 1,82
Streptococcus sobrinus 25,0 100 6,25 400 400 - 3,64
Streptococcus mutans 25,0 3,12 12,5 3,12 400 - 0,91
Gram-negativa Pseudo_monas aerugir_msa 400 400 400 400 400 5,90 -
Klebsiella pneumoniae 400 400 400 400 400 2,95 -
Helicobacter pylori 0,97 12,50 15,62 50 400 1,47 -
CIM (ug/mL)
Espécies
BVC5 BVC6 BVC7 BVCS8 BVC9 BVC10 BVC11
MSSA 400 400 25,0 400 400 400 400
MRSA - - - - - - -
Gram-positiva Streptococcus pneumqn!ae 400 400 25,0 400 400 50 200
Streptococcus sanguinis 400 400 25,0 400 400 200 200
Streptococcus sobrinus 400 400 25,0 400 400 400 400
Streptococcus mutans 400 400 50,0 400 400 400 400
. Pseudomonas aeruginosa 400 400 400 400 400 400 400
Gram-negativa* (jepsiella pneumgniae 400 400 400 400 400 400 400
Helicobacter pylori 1000 400 1000 400 50 100 100
. CIM (pg/mL)
Especies BVC12 _ BVCI3 BVC14 BVC15 BVC16
MSSA 1,56 400 6,25 100 1,56
MRSA 3,12 - 6,25 - 3,80
Gram-positiva Streptococcus pneumqniae 50 400 100 400 50
Streptococcus sanguinis 12,5 400 100 400 6,25
Streptococcus sobrinus 3,12 200 400 400 3,12
Streptococcus mutans 25 400 400 400 25
Gram-negativa Pseudo_monas aerugir_wosa 400 400 400 400 400
Klebsiella pneumoniae 400 400 400 400 400
Helicobacter pylori 500 400 400 50 1000
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Os anélogos BVC 1, BVC 2, BVC 3,BVC 12, BVC 14 e BVC 16 foram ativos contra
. aureus, S. pneumoniae, S. sanguinis, S. sobrinus, S. mutans e H. pylori, exibindo valores de
CIM variando de 1,56 a 50,0 ug/mL. Entre eles, BVC 1, BVC 2, BVC 3, BVC 12, BVC 14 e
BVC 16 demonstraram atividade significativa contra MSSA, com valores de CIM entre 1,56
pg/mL e 6,25 ug/mL. Esses compostos apresentaram atividade relevante contra MSSA com
valores de CIM entre 3,12 pg/mL e 12,5 ug/mL. Contra S. sanguinis apresentaram valores de
CIM entre 6,25 pg/mL e 12,5 pg/mL. Contra S. mutans exibiram valores de CIM entre 3,12
pg/mL e 100 pg/mL, e contra S. mutans exibiram valores de CIM entre 3,12 pg/mL e 25 pg/mL,
sendo selecionados para ensaios de atividade anti-biofilme, efeito sinérgico com farmacos
antibacterianos e de mecanismo de ag¢do envolvendo rompimento de membrana.

BVC foi inativa contra P. aeruginosa e K. pneumoniae (CIM 400 pg/mL). No
entanto, observa-se uma atividade relevante de BVC contra H. pylori, uma espécie Gram-
negativa, com um valor de CIM de 0,97 pg/mL, apresentando uma atividade superior ao
controle positivo, tetraciclina (CIM = 1,47 pg/mL).

Apesar dos analogos de BVC serem inativos contra as espécies Gram-negativas K.
pneumoniae e P. aeuruginosa, observou-se a atividade antibacteriana dos andlogos BVC 1,
BVC 2, BVC 3 e BVC 9 contra H. pylori, com valores de CIM variando de 12,50 pg/mL a
50,00 pg/mL. Dessas substancias, as mais ativas possuiam hidroxila no anel B (BVC 1, BVC
2 e BVC 3). Diante disso, infere-se que o grupo hidroxila no anel B corrobora a atividade de
BVC e seus analogos contra H. pylori.

A inatividade de BVC e analogos contra as espécies Gram-negativas K. pneumoniae
e P. aeuruginosa e atividade relevante contra cepas de H. pylori podem estar relacionadas com
a presenca de bombas de efluxo, uma vez que essas proteinas transmembranas sao heterogéneas
nos Varios grupos bacterianos, e algumas bactérias manifestam fracamente esse mecanismo de
resisténcia. Em contrapartida, existem grupos de bactérias Gram-negativas que podem
desencadear tal resposta em grandes proporcbes, como é o caso de P. aeruginosa e K.
pneumoniae (OLIVEIRA; REYGAERT, 2024).

As bactérias Gram-negativas possuem uma serie de mecanismos para prevenir a acao
de muitos antimicrobianos utilizados na clinica. Um dos principais mecanismos de resisténcia
sdo as bombas de efluxo, que interage com outros mecanismos de resisténcia, como alteragdo
do alvo molecular do farmaco e da permeabilidade da membrana e enzimas de degradacéo,
culminando na sua inativacdo e aumentando significativamente os niveis e perfis de resisténcia
(LI; PLESIAT; NIKAIDO, 2015; OLIVEIRA; REYGAERT, 2024).
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3.4 Efeito sinérgico de BVC e seus anélogos com farmacos antibacterianos

Na terapia com farmacos anti-infecciosos, o efeito sinérgico é uma estratégia util para
combater infeccbes bacterianas, potencializando a eficicia antibacteriana, diminuindo os
efeitos adversos e o surgimento de resisténcia (COTTAREL; WIERZBOWSKI, 2007; VAN
VUUREN; VILJOEN, 2011). Nesse contexto, algumas chalconas contendo o grupo amino e
hidroxila mostraram efeito sinérgico com vancomicina (GARCIA et al., 2021; TRAN et al.,
2012). Considerando a alta suscetibilidade de S. sanguinis & BVC e BVC 2, essa espécie
bacteriana foi selecionada. BVC e BVC 2 foram combinadas com clorexidina e o efeito
sinérgico foi avaliado pelo método de checkerboard (Tabela 3). O efeito entre BVC e
clorexidina exibiu valores de ICIF de 2,5, indicando um efeito indiferente.

Tabela 3. Efeito sinérgico de BVC e BVC 2 e Clorexidina

S. sanguinis ATCC 10556
Resultados - pg/mL
CIM combinacéo

Amostra CIM sozinho (a)

(b) ICIF Tipo de efeito
@) (2) 3) 4)
BVC 12,5 0,46 25 0,46 2,5 Indiferente
BVC 2 12,5 1,84 12,5 1,84 2 Indiferente

CIM da amostra avaliada frente a bactéria sozinho (1); CIM da clorexidina sozinha (2); CIM da amostra avaliada

frente a bactéria em combinagdo com a clorexidina (3); CIM da clorexidina sozinha (4).
Considerando a alta suscetibilidade de S. aureus a BVC 12, BVC 14 e BVC 16, essa

espécie foi empregada no ensaio de checkerboard. Avaliou-se o efeito sinérgico dos analogos
selecionados de BVC com tetraciclina contra S. aureus (Tabela 4). O efeito entre os analogos
de BVC e tretraciclina exibiu valores de ICIF de 2 e 3, indicando um efeito indiferente (LEWIS
et al., 2002).

Tabela 4. Efeito sinérgico de analogos de BVC e tetraciclina.

S. aureus ATCC 6538
Resultados - pg/mL
CIM combinacéo

Amostra CIM sozinho (a) (b) ICIE Tipo de efeito
(Y) ) (©) (4)

BVC 12 1,56 0,18 3,12 0,18 3 Indiferente

BVC 14 6,25 0,18 6,25 0,18 2 Indiferente

BVC 16 1,56 0,18 3,12 0,18 3 Indiferente

CIM da amostra avaliada frente a bactéria sozinho (1); CIM da tetraciclina sozinha (2); CIM da amostra avaliada

frente a bactéria em combinagdo com a tetraciclina (3); CIM da tetraciclina sozinha (4).

35 Ensaio de atividade antibiofilme

A atividade antibiofilme de BVC e BVC 2 foi avaliada em concentragdes variando de
0,195 a 400 pg/mL e clorexidina foi utilizada como controle positivo com concentrages

variando de 0,115 a 59 pug/mL. No ensaio com BVC, o composto exibiu atividade antibiofilme
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com valores de CIMBsp de 25 pug/mL contra S. sanguinis (Figura 1) e a clorexidina apresentou
valor de CIMBso de 14,73 pg/mL. Dessa forma, em comparagao com o controle positivo, BVC
apresentou atividade antibiofilme relevante, uma vez que, sua concentracao foi 1,7 x maior que
a da clorexidina. O anadlogo BVC 2 exibiu atividade antibiofilme com valores de CIMBs5o de 50
pg/mL contra S. sanguinis e clorexidina apresentou valor de CIMBso de 0,470 pg/mL. Dessa
forma, em comparagdo com clorexidina, BVC 2 n&o apresentou atividade antibiofilme

relevante, uma vez que, sua concentracdo é 100 x maior que a da clorexidina.
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Figura 1. Efeito de BVC e BVC 2 na formacéo de biofilme de S. sanguinis (ATCC 10556). As
barras pontilhadas representam os valores de CIMBso. As linhas representam a densidade otica
(As9s Nm).

A atividade antibiofilme dos analogos BVC 12, BVC 14 e BVC 16 contra S. aureus
em concentragOes variando de 0,195 a 400 pg/mL e tetraciclina em concentragdes variando de
0,0115 a 5,9 pg/mL (controle positivo). Em comparacdo a tetraciclina (CIMBso = 0,046
pg/mL), os compostos foram fracamente ativos, uma vez que os valores de CIMBs5o foram 400
pg/mL (BVC 12 e BVC 14) e 200 pg/mL (BVC 16) (Figura 2).
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Figura 2. Efeito de BVC 12, BVC 14 e BVC 16 (na formacé&o de biofilme de S. aureus (ATCC
6538). As barras pontilhadas representam os valores de CIMBso. As linhas representam a
densidade dtica (Asgs nm).

Biofilmes microbianos sdo comunidades de células microbianas agregadas e
incorporadas em uma matriz de substancias poliméricas extracelulares (EPS). Os biofilmes séo
recalcitrantes a ambientes extremos e podem proteger microrganismos da radiacédo ultravioleta
(UV), temperaturas extremas, pH extremo, alta salinidade, alta pressdo, a baixa concentracdo
de nutrientes, antibidticos, atuando como barreiras fisicas e quimicas altamente eficientes (YIN
etal., 2019).

3.6 Ensaio de rompimento de membrana

Para investigar a agédo de BVC, BVC 12 e BVC 16 sobre a membrana de S. aureus, as
células bacterianas foram tratadas com cada substancia por 15 minutos, bem como com nisina
(controle positivo), um antibidtico que tem como alvo a membrana produzindo poros
(WIEDEMANN; BENZ; SAHL, 2004). Dois corantes fluorescentes, iodeto de propidio (P1) e
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SYTO9, foram adicionados, os quais coram as células com membranas desestruturadas (em
vermelho) e membranas intactas (em azul) (NAVARRO et al., 2020).

As porcentagens de células com membranas danificadas foram quantificadas a partir
de contagem por imagens microscopicas (Figura 3). As imagens representativas de microscopia
de fluorescéncia do controle negativo (células tratadas com 1% de DMSO), controle positivo
(nisina a 5,0 pg/mL) e BVC foram apresentadas na Figura 4. As culturas tratadas com 1% de
DMSO apresentaram aproximadamente 9% das células com membranas permeabilizadas. O
tratamento com nisina demonstrou que 96% das células danificadas e foram coradas de
vermelho. O tratamento com BVC apresentou porcentagens de danos de 66%, sendo coradas
de pink.
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Figura 3. Porcentagem de células de S. aureus com membranas rompidas. BVC: células tratadas
com BVC; PC: células tratadas com nisina (controle positivo) e NC: células tratadas com 1%
de DMSO (controle negativo).
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Figura 4. Microscopia de fluorescéncia de S. aureus. (A) controle negativo (células tratadas
com 1% de DMSO); (B) controle positivo (células tratadas com nisina a 5,0 pg/mL). (C) células
tratadas com BVC 100 pg/mL em DMSO por 15 minutos. Ampliacéo de 100 x, barra de escala
2um (AeB)e5pum(C).

As porcentagens de células com membranas permeabilizadas do controle negativo
(células tratadas com 1% de DMSO), controle positivo (nisina a 5,0 ug/mL) e BVC 12 e BVC
14 foram apresentadas na Figura 5. As imagens representativas de microscopia de fluorescéncia
do controle negativo (células tratadas com 1% de DMSO), controle positivo (nisina a 5,0
pg/mL) foram apresentadas na Figura 6.
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Figura 5. Porcentagem de células de S. aureus com membranas rompidas. BVC-4etila e BVC-
Terc: células tratadas com BVC 16 e BVC 12, respectivamente; PC: células tratadas com nisina
(controle positivo) e NC: células tratadas com 1% de DMSO (controle negativo).

Figura 6. Microscopia de fluorescéncia de S. aureus corado com iodeto de propidio e SYTO9.
(A) controle negativo (células tratadas com 1% de DMSO); (B) controle positivo (células
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tratadas com nisina a 5,0 pg/mL). (C) células tratadas com BVC 16 100 pg/mL em DMSO por
15 minutos. Ampliacdo de 100 %, barra de escala 2 um.

As imagens representativas de microscopia de fluorescéncia do controle negativo
(células tratadas com 1% de DMSO), controle positivo (nisina a 5,0 pg/mL) e BVC 12 foram
apresentadas na Figura 7.

Figura 7. Microscopia de fluorescéncia de S. aureus corado com iodeto de propidio e SYTOO.
(A) controle negativo (células tratadas com 1% de DMSO); (B) controle positivo (células
tratadas com nisina a 5,0 pg/mL). (C) células tratadas com BVC 12 100 pg/mL em DMSO por

15 minutos. Ampliacdo de 100x, barra de escala 2 um.

O tratamento com BVC 12 e BVC 16 apresentaram efeitos contra
a membrana citoplasmatica préximo a 50% na concentracdo de 100 pg/mL. Dessa forma, BVC
16 e BVC 12 devam estar atuando em outras regides celulares. Dessa forma, sdo necessarios
estudos para que se tenha a conclusdo do mecanismo de acdo desses analogos.

Nossas descobertas sdo corroboradas por outros estudos, que relataram gue 0 modo de
acao antibacteriano de chalconas hidroxiladas, os quais estéo relacionados ao rompimento das
membranas bacterianas (ASSIS et al., 2022; DZOYEM et al., 2013). Assis e colaboradores,
relataram que isobavachalcona (IBC), uma chalcona regioisomérica de BVC, foi testada quanto
a sua capacidade de rompimento de membrana em células de B. subtilis e foi capaz de causar
danos (ASSIS et al., 2022). Dzoyem e colaboradores relataram que IBC foi capaz de causar
danos na membrana do MSSA, evidenciado por experimentos com corante diS-C3-(5), levando

a inibicdo da biossintese macromolecular (DZOYEM et al., 2013).
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3.7 Ensaio de toxicidade

3.7.1 Toxicidade contra fibroblastos de pulm&o humano

A toxicidade de BVC e anélogos selecionados (BVC 2, BVC 12, BVC 14 e BVC 16)
foram testadas contra fibroblastos pulmonares humanos (linhagem celular MRC-5). Resultados
de porcentagem de viabilidade celular acima de 80% foram considerados aceitaveis para
substancias ndo citotoxicas.

BVC ndo foi capaz de reduzir a viabilidade das células MRC-5 em concentragdes de
até 6,25 uM (2,03 pg/mL), sendo toxica em concentracdes mais elevadas (Figura 8). Esta

concentracao € menor do que o valor de CIMgo obtido no ensaio com M. tuberculosis (15,53

pg/mL).
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Figura 8. Efeito de BVC na viabilidade de células de fibroblastos pulmonares humanos. Os
resultados sdo expressos como médias + 4.

O anédlogo BVC 2 foi incapaz de reduzir a viabilidade das células MRC-5 em
concentragOes de até 3,125 uM (1,01 pg/mL) (Figura 9). Esta concentracéo foi menor do que o

valor de CIMgo obtido no ensaio com M. tuberculosis (13,98 pg/mL).
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Figura 9. Efeito de BVC 2 na viabilidade de células de fibroblastos pulmonares humanos. Os
resultados sdo expressos como médias + 4.
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O analogo BVC 12 néo foi capaz de reduzir a viabilidade das células MRC-5 em
concentracdes de até 6,25 UM (2,28 pg/mL) (Figura 10). A concentracdo apresentada € menor

do que o valor de CIMgo obtido no ensaio com M. tuberculosis (2,84 pg/mL).
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Figura 10. Efeito de BVC 12 na viabilidade de células de fibroblastos pulmonares humanos. Os
resultados sdo expressos como médias + 4.

O analogo BVC 14 nao foi capaz de reduzir a viabilidade das células MRC-5 em
concentragdes de até 100 uM (35,32 pg/mL) (Figura 11). Esta concentracdo é maior do que o
valor de CIMgo obtido no ensaio com M. tuberculosis (2,56 pg/mL).
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Figura 11. Efeito de BVC 14 na viabilidade de células de fibroblastos pulmonares humanos.

Os resultados sdo expressos como médias * 4.
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O anélogo BVC 16 néo foi capaz de reduzir a viabilidade das células MRC-5 em

concentracdes de até 100 uM (33,62 pg/mL) (Figura 12). Esta concentracdo é maior do que o

valor de ClIMgo obtido no ensaio com M. tuberculosis (11,99 pg/mL).
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Figura 12. Efeito de BVC 16 na viabilidade de células de fibroblastos pulmonares humanos. Os

resultados sdo expressos como médias + 4.
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De acordo com 0 exposto, as concentracOes apresentadas de BVC, BVC 2 e BVC 12
sdo menores que os valores de ClIMgo obtidos nos ensaios com M. tuberculosis, portanto, séo
consideradas toxicas para as células de pulmédo humano.

No entanto, os analogos BVC 14 e BVC 16 apresentaram valores de toxicidade
maiores que os valores de CIM obtidos nos ensaios com M. tuberculosis, portanto, séo
consideradas atoxicas (ou pouco tdxicas) para as células de pulmdo humano nessas
concentragoes.

A toxicidade € uma propriedade importante em compostos antimicrobianos, pois
substancias toxicas podem afetar as células do hospedeiro. Esses resultados sugerem que BVC,
BVC 2 e BVC 12 ndo sdo relativamente seguras para células de pulmao humano, pelo menos
em concentracdes testadas nestes estudos. BVC 14 e BVC 16 sdo relativamente seguros para
células de pulmao humano. No entanto, é importante destacar que mais estudos sao necessarios

para avaliar a seguranca desses analogos em diferentes tipos celulares e em condicdes in vivo.

3.7.2 Toxicidade contra Galleria mellonella

A toxicidade do BVC foi testada contra as larvas de G. mellonella, ndo sendo capaz

de ter efeito letal nas concentracdes testadas, com uma sobrevida de 90% (Figura 13).

100+ e 100 ug/ml
T =% 50 pug/ml
g o =& 25 pg/ml
22 s0- -e- 12.5 ug/ml
g - Saline 0.9%
o -o- DMSO (100%)

0 20 40 60 80
Time (h)

Figura 13. Efeito letal de BVC contra as larvas de Galleria mellonella

A toxicidade de BVC 12 foi testada contra G. mellonella, ndo sendo capaz de causar
morte das larvas a 100 pg/mL apds 80 h (Figura 14). BVC16 nédo apresentou efeito letal, com
uma sobrevida de 90%. Assim, BVC e os andlogos BVC 12 e BVC 16 testados ndo sao

considerados toxicos quando testados em |G. mellonella.
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Figura 14. Efeito letal de BVC 12 e BVC 16 contra as larvas de Galleria mellonella

Selecionamos G. mellonella para avaliar a toxicidade de BVC e analogos, pois se trata
de um organismo modelo alternativo ao uso de mamiferos, sendo empregado para investigar a
toxicidade de substancias. Esse modelo invertebrado permite a avaliagdo preliminar da
toxicidade sistémica de substancias devido as similaridades fisioldgicas de G. mellonella com
0 dos mamiferos (BROWNE; HEELAN; KAVANAGH, 2013; KAVANAGH; SHEEHAN,
2018).

3.8 Investigacao in silico das propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas e
druglikeness

A investigacdo in silico das propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas e
druglikeness é uma abordagem computacional que permitem prever e analisar o comportamento
de substancias no contexto de absorcdo, distribuicdo, metabolismo e excre¢cdo (ADME). Nesse
contexto, abordagens computacionais podem prever propriedades fisico-quimicas e
farmacocinéticas que classificam o composto quanto suas caracteristicas druglikeness.
Utilizando o SwissADME, uma ferramenta gratuita da web, (DAINA; MICHIELIN; ZOETE,

2017), aplicou-se cinco filtros usados por companhias farmacéuticas para qualificar suas
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quimiotecas de farmacos e outras substancias bioativas: i) Lipinski (Pfizer) (LIPINSKI, 2004),
Ghose Amgen (GHOSE; VISWANADHAN; WENDOLOSKI, 1999), Veber (GSK) (VEBER
et al., 2002), Egan (Pharmacia) (EGAN; MERZ; BALDWIN, 2000) e Muegge (Bayer)
(MUEGGE; HEALD; BRITTELLI, 2001). Os resultados foram resumidos na tabela 5.

As analises de propriedades fisico-quimicas incluiram a massa molecular (MW), o
namero de &tomos (NA), o numero de liga¢des rotaciondveis (NROT), o nimero de doadores
de ligacGes de hidrogénio (HBD), o numero de aceptores de ligacGes de hidrogénio (HBA), a
refracdo molar (MR) e a area de superficie polar topoldgica (TPSA). Lipinski sugere que
compostos com caracteristicas de farmaco devem ter MW < 500 Da, HBD < 5 ¢ HBA < 10.
Além disso, Ghose sugere MW = 160 a 480 Da, NA = 20 a 70 e MR = 40-130. Muegge
preconizou que o MW deve estar entre 200 ¢ 600 Da, HBD < 5, HBA < 10 ¢, adicionalmente,
as moléculas devem conter de 1 a 7 anéis aromaticos. Egan sugere MW= 400 a 500 Da. Veber
sugere MW entre 400 e 550. Todas as chalconas antibacterianas e antimicobacterianas ndo
violaram nenhum dos parametros estabelecidos.

TPSA e NROTB sdo dois parametros usados para prever a absorcdo de farmacos,
incluindo a absorcdo intestinal, biodisponibilidade, permeabilidade e penetracdo na barreira
hematoencefélica (BBB) (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017). TPSA considera a soma das
superficies de atomos polares como O e N em uma molécula, enquanto NROTB é um parametro
que mede o grau de flexibilidade molecular. De acordo com a abordagem computacional, Egan
considera que moléculas pequenas com boa biodisponibilidade oral ttm um valor de TPSA <
131,6 A2 Veber e colaboradores, com base em estudo em ratos, estabeleceram que TPSA <140
A% ¢ NROTB < 10 sio valores 6timos para uma biodisponibilidade satisfatoria de candidatos a
farmacos pela via oral (VEBER et al., 2002). Os valores de TPSA e NROTB exibidos pelas
chalconas bioativas sugerem um bom potencial tedrico de biodisponibilidade por via oral
(Tabela 5).

Tabela 5. Propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas e druglikeness de BVC e analogos

selecionados.

BVC BVC2 BVC12 BVCl14 BVCI6
MW(g/mol) 3244 3244 36448 3534  336.42

NROT 5 5 6 6 6
Parametros HBA 4 4 3 5 3
fisico-quimicos HBD 3 3 2 2 2

TPSA (A2 77.76 77.76 57.53 103.35 57.53
MR 96.04 96.04 103,79  102.84  103.79
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log S? -4.47 -4.47 -7,24 -4,41 -5.83
log P° 3.75 3.83 5.41 3,44 4.85
Pardmetros Absorcéo Gl alta alta alta alta alta
farmacocinéticos BBB ndo néo néo néo néo
Lipinski 0 0 0 0 0
Ghose 0 0 0 0 0
Druglikeness Veber 0 0 0 0 0
Egan 0 0 0 0 0
Muegge 0 0 0 0 0

MW= peso molecular; HBD = nimero de doadores de hidrogénio; HBA = nimero de aceptores de hidrogénio;
TPSA = area de superficie polar topoldgica; NROTB = nimero de ligacdes rotacionaveis; Log P = lipofilicidade;
Gl = gastrointestinal; BBB = barreira hematoencefalica; Log S = solubilidade. Log S = 0,5 -log P-0,01x(MP-
25)(RAN; JAIN; YALKOWSKY, 2001); PDeterminado por coeficiente de particdo (n-octanol/water), Método
HPLC(OECD, 1989a)

O coeficiente de particdo n-octanol e agua (log Po/w) € uma medida crucial na area
farmacéutica devido a sua capacidade de prever e influenciar varias propriedades fisico-
quimicas e bioldgicas dos farmacos. como solubilidade, biodisponibilidade e transporte através
de membranas biologicas (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017). Uma variedade de métodos
pode estimar os valores de log P com resultados satisfatorios. Determinou-se
experimentalmente os valores de log P pelo método cromatogréafico de acordo com 0s
procedimentos descritos pelas Diretrizes da OECD para o Teste de Produtos Quimicos (OECD,
1989b). Ghose sugere um log P variando de -0,4 a 5,6; Lipinski log P < 5; Muegge log P = -2
a 5, e Egan log P < 5,88. Descobrimos que as chalconas antimicobacterianas (BVC, BVC 2,
BVC 14 e BVCL16) apresentaram valores de log P variando de 3,44 a 4,85. No entanto, a
chalcona BVC 12 viola ao critério de Lipinski e Muegge, pois apresentou log P 5(Tabela 5).

Substancias com lipofilicidade adequada tém maior probabilidade de atravessar
membranas biolégicas, como a mucosa gastrointestinal, o que facilita sua absorc¢éo, atingindo
concentracdes adequadas na corrente sanguinea. Assim como a solubilidade aquosa €
importante para a dissolugdo da substancia no fluido gastrointestinal, permitindo que ela seja
absorvida de maneira eficiente (DELANEY, 2004). Assim, a solubilidade aquosa foi predita
pela Equacdo Geral de Solubilidade (GSE) (4).(RAN; JAIN; YALKOWSKY, 2001).

log S = 0,5-log P-0,01(MP-25) (4)

log S é o logaritmo da solubilidade aquosa (S; unidades referidas a mol/L), log

P é o logaritmo do coeficiente de parti¢do n-octanol/agua e MP ('C) ¢ o ponto de fus&o.
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De acordo com a faixa de log S, os compostos foram classificados como insollveis
(log S -10), pouco soluveis (log S = -10 a -6), moderadamente soluveis (log S = -6 a -4),
sollveis (log S = -4 a -2), muito solaveis (log S -2 a 0) e altamente soltveis (log S 0)
(JORGENSEN; DUFFY, 2002). Os resultados foram resumidos na tabela 5. Para a aplicacédo
da GSE, utilizou-se o log P experimental (tabela 5) e o ponto de fusdo experimental (MP)
material suplementar). As chalconas antimicobacterianas foram classificadas como solUveis em
agua, pouco soluveis ou moderadamente solUveis, exibindo valores de log S variando de -7,24
a-4,41, que sdo as faixas de log S desejadas para compostos bioativos (JORGENSEN; DUFFY,
2002).
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4. Conclustes

BVC e dezesseis andlogos com modificagbes no anel B foram planejados e
sintetizados de modo conciso e capz de ofertar quantidades apreciaveis para os bioensaios.
Ensaios bioldgicos demonstraram que BVC e seus analogos possuem atividade antibacteriana
contra espécies Gram-positivas, incluindo MSSA, MRSA, S. sanguinis, S. sobrinus e S.
mutans.. BVC e sete andlogos mostraram atividade antimicobacteriana contra M. tuberculosis
H37Rv. BVC 12, BVC 14 e BVC 16 demonstraram baixa toxicidade contra fibroblastos de
pulmdo humano e larvas de G. mellonella. Dados de relacdo entre estrutura e atividade
antibacteriana e antimicobacteriana sugeriram que a presenca de hidroxilas no anel B foi
essencial para a bioatividade. As chalconas antimicobacterianas mais promissoras
demonstraram um perfil in silico promissor, incluindo propriedades fisico-quimicas,

farmacocinéticas e druglikenes adequadas.
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Capitulo 111

MATERIAL SUPLEMENTAR

Procedimentos de sintese de BVC e analogos (BVC 1-16)

OH
O§/©/

B1 - 4-hydroxybenzaldehyde

Reacdo de protecdo do 4-hidroxibenzaldeido(B1)

O 4-hidroxibenzaldeido (4 mmol) e K2CO3 anidro (8 mmol) foram adicionados em
acetona (10 mL). O cloreto de metoximetila (MOMCI, 4,8 mmol) foi adicionado em porgdes
durante 30 min. A mistura reacional foi agitada durante 2 h a temperatura ambiente. O meio de
reacao foi extraido com acetato de etila (3 x 25 mL) e as fases organicas combinadas foram
lavadas com solucdo saturada de NaCl, secas sobre MgSO4, filtradas e evaporadas sob presséo

reduzida, com 41,8% de rendimento.

Reacdo de protecdo do 3-hidroxibenzaldeido(B2)

oL
X OH

B2 - 3-hydroxybenzaldehyde

O 3-hidroxibenzaldeido (4 mmol) e K2CO3 anidro (8 mmol) foram adicionados em
acetona (10 mL). O cloreto de metoximetila (MOMCI, 4,8 mmol) foi adicionado em porcdes
durante 30 min. A mistura reacional foi agitada durante 1 h a temperatura ambiente. O meio de
reacdo foi extraido com acetato de etila (3 x 25 mL) e as fases organicas combinadas foram

lavadas com solucdo saturada de NaCl, secas sobre MgSO4, filtradas e evaporadas sob presséo

5

OH

reduzida, com 50% de rendimento.

B3 - 2-hydroxybenzaldehyde

Reacdo de protecdo do 2-hidroxibenzaldeido(B3)
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O 2-hidroxibenzaldeido (4 mmol) e K2CO3 anidro (8 mmol) foram adicionados em
acetona (10 mL). O cloreto de metoximetila (MOMCI, 4,8 mmol) foi adicionado em porgdes
durante 30 min. A mistura reacional foi agitada durante 2 h a temperatura ambiente. O meio de
reacao foi extraido com acetato de etila (3 x 25 mL) e as fases organicas combinadas foram
lavadas com solucgéo saturada de NaCl, secas sobre MgSO4, filtradas e evaporadas sob presséo
reduzida com 65% de rendimento.

OH
O
OH
B4 — 2,5-dihydroxybenzaldehyde

Reacdo de protecdo do 2,5-dihidroxibenzaldeido(B4)

A 2,5-dihidroxibenzaldeido (2,5 mmol) e K2CO3 anidro (10 mmol) foram adicionados
em acetona (10 mL). O cloreto de metoximetila (MOMCI, 7,5 mmol) foi adicionado em por¢oes
durante 30 min. A mistura reacional foi agitada durante 4 h a temperatura ambiente. O meio de
reacao foi extraido com acetato de etila (3 x 25 mL) e as fases organicas combinadas foram
lavadas com solucdo saturada de NaCl, secas sobre MgSO4, filtradas e evaporadas sob presséo

reduzida com 53% de rendimento.

HO i OH i OH
’d N
o]
BVC: (E)-1-(2,4-dihydroxy-5-(3-methylbut-2-en-1-yl)phenyl)-3-(4-hydroxyphenyl)prop-

2-en-1-one

Procedimento de Condensacdo Alddlica de Claisen Schimidt para a obtencdo do intermediario

iodado protegido (C)

A uma solugo etandlica (5 mL) de Acetofenona iodada e protegida (16) (0,4 mmol) e
B1 (0,4 mmol), foi adicionado gota a gota sob agitacdo uma solugdo aquosa de KOH (60% pl/v,
2 mL) a 0°C. A mistura reacional foi agitada por 4 h a temperatura ambiente. O meio de reacao
foi extraido com acetato de etila (3 x 25 mL) e as fases organicas combinadas foram lavadas
com solucdo saturada de NaCl, secas sobre MgSO4, filtradas e evaporadas sob pressao

reduzida. O produto foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel utilizando
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hexano:acetato de etila como fase mével (8:2). A chalcona C foi obtida com rendimento de
88%.

Obtencédo do intermediario Chalcénico Prenilado (CP)

A uma mistura da contendo a chalconas iodada C (0,3 mmol) e CsCOj3 (0,6 mmol)
em N,N-dimetilformamida seca a 0°C sob atmosfera de N2, foi adicionado PdClz(dppf) (0,03
mmol) e o reagente R1 (0,6 mmol). A mistura foi agitada durante 2 horas a 75°C sob atmosfera
de N2. Ao término da reacdo, a mistura reacional foi filtrada a vacuo através de pastilha de
celite com auxilio de acetato de etila. O filtrado foi lavado 3x com agua 10 mL de agua
destilada, e a camada organica foi seca com sulfato de magnésio e concentrada sob pressao
reduzida. O produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel
utilizandohexano: acetato de etila (8:2). A chalcona CP foi obtida como um pé amarelo com

rendimento de 85%.

Reacdo de desprotecdo para obtencdo da BVC

_A uma solucéo da chalcona CP em 3 mL de MeOH:THF (1:1) foram adicionados 2
mL de solugédo aquosa de HCI (1 mol/L) a 0°C. A reacdo foi agitada a 55 °C por 6 h e vertida
em gelo triturado. O material foi extraido com acetato de etila (3 x 25 mL) e as fases organicas
combinadas foram lavadas com solucdo saturada de NaCl, secas sobre MgSO4, filtradas e
evaporadas sob pressdo reduzida. O produto foi purificado por cromatografia em coluna de

silica gel (hexano:acetato de etila = 8:2) com 78% de rendimento.

HO I OH I
7 AN OH
(0]

BVC 1: (E)-1-(2,4-dihydroxy-5-(3-methylbut-2-en-1-yl)phenyl)-3-(3-
hydroxyphenyl)prop-2-en-1-one
Procedimento de Condensacéo Alddlica de Claisen Schimidt para a obtencdo do intermediario
iodado protegido (C1)

A uma solucéo etandlica (5 mL) de Acetofenona iodada e protegida (16) (0,4 mmol) e
B2 (0,4 mmol), foi adicionado gota a gota sob agitacdo uma solugdo aquosa de KOH (60% pl/v,

2 mL)a0°C. A mistura reacional foi agitada por 4 h & temperatura ambiente. O meio de reacéo
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foi extraido com acetato de etila (3 x 25 mL) e as fases organicas combinadas foram lavadas
com solucdo saturada de NaCl, secas sobre MgSO4, filtradas e evaporadas sob pressao
reduzida. O produto foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel utilizando

hexano:acetato de etila como fase mdvel (8:2). A chalcona foi obtida com rendimento de 76%.

Obtencéo do intermediario Chalcénico Prenilado (CP1)

A uma mistura contendo a chalcona iodada C1 (0,3 mmol) e Cs2COs (0,6 mmol) em
N,N-dimetilformamida seca a 0°C sob atmosfera de N2, foi adicionado PdCl2(dppf) (0,03
mmol) e o reagente R1 (0,6 mmol). A mistura foi agitada durante 2 horas a 75°C sob atmosfera
de N2. Ao término da reacdo, a mistura reacional foi filtrada a vacuo através de pastilha de
celite com auxilio de acetato de etila. O filtrado foi lavado 3x com agua 10 mL de agua
destilada, e a camada organica foi seca com sulfato de magnésio e concentrada sob pressao
reduzida. O produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel
utilizandohexano: acetato de etila (8:2). A chalcona CP1 foi obtida como um pé amarelo com

rendimento de 72%.

Reacdo de desprotecdo para obtencdo da BVC 1

_A uma solucéo da chalcona CP 1 em 3 mL de MeOH:THF (1:1) foram adicionados
2 mL de solucdo aquosa de HCI (1 mol/L) a 0°C. A reacdo foi agitada a 55 °C por 6 h e vertida
em gelo triturado. O material foi extraido com acetato de etila (3 x 25 mL) e as fases organicas
combinadas foram lavadas com solugédo saturada de NaCl, secas sobre MgSO4, filtradas e
evaporadas sob pressdo reduzida. O produto foi purificado por cromatografia em coluna de

silica gel (hexano:acetato de etila = 8:2) com 63% de rendimento.
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BVC 2: (E)-1-(2,4-dihydroxy-5-(3-methylbut-2-en-1-yl)phenyl)-3-(2-hydroxyphenyl)prop-2-en-1-
one

Procedimento de Condensacdo Aldélica de Claisen Schimidt para a obtencdo do intermediario
iodado protegido (C2)

A uma solugo etandlica (5 mL) de Acetofenona iodada e protegida (16) (0,4 mmol) e
B3 (0,4 mmol), foi adicionado gota a gota sob agitacdo uma solugdo aquosa de KOH (60% pl/v,
2 mL) a 0°C. A mistura reacional foi agitada por 4 h a temperatura ambiente. O meio de reacao
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foi extraido com acetato de etila (3 x 25 mL) e as fases organicas combinadas foram lavadas
com solucdo saturada de NaCl, secas sobre MgSO4, filtradas e evaporadas sob pressao
reduzida. O produto foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel utilizando

hexano:acetato de etila como fase mével (8:2). A chalcona foi obtida com rendimento de 68%.

Obtencéo do intermediario Chalcénico Prenilado (CP2)

A uma mistura contendo a chalcona iodada C2 (0,3 mmol) e Cs2COs (0,6 mmol) em
N,N-dimetilformamida seca a 0°C sob atmosfera de N2, foi adicionado PdCl2(dppf) (0,03
mmol) e o reagente R1 (0,6 mmol). A mistura foi agitada durante 3 horas a 75°C sob atmosfera
de N2. Ao término da reacdo, a mistura reacional foi filtrada a vacuo através de pastilha de
celite com auxilio de acetato de etila. O filtrado foi lavado 3x com &gua 10 mL de agua
destilada, e a camada organica foi seca com sulfato de magnésio e concentrada sob pressao
reduzida. O produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel
utilizandohexano: acetato de etila (8:2). A chalcona CP2 foi obtida como um pé amarelo com

rendimento de 43%.

Reacdo de desprotecdo para obtencdo da BVC 2

_A uma solucéo da chalcona CP 2 em 3 mL de MeOH:THF (1:1) foram adicionados
2 mL de solucdo aquosa de HCI (1 mol/L) a 0°C. A reacdo foi agitada a 55 °C por 6 h e vertida
em gelo triturado. O material foi extraido com acetato de etila (3 x 25 mL) e as fases organicas
combinadas foram lavadas com solugédo saturada de NaCl, secas sobre MgSO4, filtradas e
evaporadas sob pressdo reduzida. O produto foi purificado por cromatografia em coluna de

silica gel (hexano:acetato de etila = 8:2) com 28% de rendimento.

OH
HO I OH I
7 N
o OH

BVC 3:(E)-1-(2,4-dihydroxy-5-(3-methylbut-2-en-1-yl)phenyl)-3-(2,5-dihydroxyphenyl)prop-2-
en-1-one

Procedimento de Condensacdo Aldélica de Claisen Schimidt para a obtencdo do intermediario
iodado protegido (C3)

A uma soluco etandlica (5 mL) de Acetofenona iodada e protegida (16) (0,4 mmol) e

B4 (0,4 mmol), foi adicionado gota a gota sob agitacdo uma solugdo aquosa de KOH (60% pl/v,
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2 mL) a0°C. A mistura reacional foi agitada por 3 h a temperatura ambiente. O meio de reacéo
foi extraido com acetato de etila (3 x 25 mL) e as fases organicas combinadas foram lavadas
com solucdo saturada de NaCl, secas sobre MgSO4, filtradas e evaporadas sob pressao
reduzida. O produto foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel utilizando

hexano:acetato de etila como fase mdvel (8:2). A chalcona foi obtida com rendimento de 89%.

Obtencédo do intermediario Chalcénico Prenilado (CP3)

A uma mistura contendo a chalcona iodada C3 (0,3 mmol) e Cs2COs (0,6 mmol) em
N,N-dimetilformamida seca a 0°C sob atmosfera de N2, foi adicionado PdCl2(dppf) (0,03
mmol) e o reagente R1 (0,6 mmol). A mistura foi agitada durante 3 horas a 75°C sob atmosfera
de N2. Ao término da reacdo, a mistura reacional foi filtrada a vacuo através de pastilha de
celite com auxilio de acetato de etila. O filtrado foi lavado 3x com agua 10 mL de agua
destilada, e a camada organica foi seca com sulfato de magnésio e concentrada sob pressao
reduzida. O produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel utilizando
hexano: acetato de etila (8:2). A chalcona CP3 foi obtida como um p6 amarelo com rendimento
de 14%.

Reacdo de desprotecdo para obtencdo da BVC 3

_A uma solucéo da chalcona CP 3 em 3 mL de MeOH:THF (1:1) foram adicionados
2 mL de solucdo aquosa de HCI (1 mol/L) a 0°C. A reacdo foi agitada a 55 °C por 6 h e vertida
em gelo triturado. O material foi extraido com acetato de etila (3 x 25 mL) e as fases organicas
combinadas foram lavadas com solugédo saturada de NaCl, secas sobre MgSO4, filtradas e
evaporadas sob pressdo reduzida. O produto foi purificado por cromatografia em coluna de

silica gel (hexano:acetato de etila = 8:2) com 18% de rendimento.

HO OH

S

o
BVC 4: (E)-1-(2,4-dihydroxy-5-(3-methylbut-2-en-1-yl)phenyl)-3-phenylprop-2-en-1-one

Procedimento de Condensacdo Aldélica de Claisen Schimidt para a obtencéo do intermediario
iodado protegido (C4)
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A uma solugio etandlica (5 mL) de Acetofenona iodada e protegida (16) (1,64 mmol)
e 0 benzaldeido (1,97 mmol), foi adicionado gota a gota sob agitagdo uma solucéo aquosa de
KOH (60% p/v, 2 mL) a 0°C. A mistura reacional foi agitada por 2 h a temperatura ambiente.
O meio de reacdo foi extraido com acetato de etila (3 x 25 mL) e as fases organicas combinadas
foram lavadas com solucéo saturada de NaCl, secas sobre MgSO4, filtradas e evaporadas sob
pressao reduzida. O produto foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel utilizando

hexano:acetato de etila como fase mdvel (8:2). A chalcona foi obtida com rendimento de 49%.

Obtencéo do intermediario Chalcénico Prenilado (CP4)

A uma mistura contendo a chalcona iodada C4 (1,92 mmol) e Cs2CO3 (3,84 mmol)
em N,N-dimetilformamida seca a 0°C sob atmosfera de N2, foi adicionado PdClz(dppf) (0,19
mmol) e o reagente R1 (3,85 mmol). A mistura foi agitada durante 2 horas a 75°C sob atmosfera
de N2. Ao término da reacdo, a mistura reacional foi filtrada a vacuo através de pastilha de
celite com auxilio de acetato de etila. O filtrado foi lavado 3x com agua 10 mL de agua
destilada, e a camada organica foi seca com sulfato de magnésio e concentrada sob pressdo
reduzida. O produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel utilizando
hexano: acetato de etila (8:2). A chalcona CP4 foi obtida como um pé amarelo com rendimento
de 22%.

Reacdo de desprotecdo para obtencdo da BVC 4

_A uma solucéo da chalcona CP 4 em 3 mL de MeOH:THF (1:1) foram adicionados
2 mL de solucdo aquosa de HCI (1 mol/L) a 0°C. A reacéo foi agitada a 55 °C por 5 h e vertida
em gelo triturado. O material foi extraido com acetato de etila (3 x 25 mL) e as fases organicas
combinadas foram lavadas com solucdo saturada de NaCl, secas sobre MgSO4, filtradas e
evaporadas sob pressdo reduzida. O produto foi purificado por cromatografia em coluna de
silica gel (hexano:acetato de etila = 8:2) com 10% de rendimento.
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BVC 5: (E)-1-(2,4-dihydroxy-5-(3-methylbut-2-en-1-yl)phenyl)-3-(4-methoxyphenyl) prop-2-en-1-
one

Procedimento de Condensacdo Alddlica de Claisen Schimidt para a obtencéo do intermediario
iodado protegido (C5)

A uma solucéo etandlica (5 mL) de Acetofenona iodada e protegida (16) (0,4 mmol) e

0 4-metoxibenzaldeido (0,4 mmol), foi adicionado gota a gota sob agitacdo uma solucdo aquosa
de KOH (60% p/v, 2 mL) a 0°C. A mistura reacional foi agitada por 4 h a temperatura ambiente.
O meio de reacdo foi extraido com acetato de etila (3 x 25 mL) e as fases organicas combinadas
foram lavadas com solucéo saturada de NaCl, secas sobre MgSO4, filtradas e evaporadas sob
pressao reduzida. O produto foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel utilizando
hexano:acetato de etila como fase movel (8:2). A chalcona foi obtida com rendimento de
81,73%.

Obtencéo do intermediario Chalconico Prenilado (CP5)

A uma mistura contendo a chalcona iodada C5 (0,3 mmol) e Cs2CO3 (0,6 mmol) em
N,N-dimetilformamida seca a 0°C sob atmosfera de N2, foi adicionado PdClz(dppf) (0,03
mmol) e o reagente R1 (0,6 mmol). A mistura foi agitada durante 2 horas a 75°C sob atmosfera
de N2. Ao término da reacdo, a mistura reacional foi filtrada a vacuo através de pastilha de
celite com auxilio de acetato de etila. O filtrado foi lavado 3x com &gua 10 mL de agua
destilada, e a camada organica foi seca com sulfato de magnésio e concentrada sob pressao
reduzida. O produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel utilizando
hexano: acetato de etila (8:2). A chalcona CP5 foi obtida como um pé amarelo com rendimento
de 38%.

Reacdo de desprotecdo para obtencdo da BVC 5

_A uma solucéo da chalcona CP 5 em 3 mL de MeOH:THF (1:1) foram adicionados
2 mL de solucdo aquosa de HCI (1 mol/L) a 0°C. A reacéo foi agitada a 55 °C por 5 h e vertida
em gelo triturado. O material foi extraido com acetato de etila (3 x 25 mL) e as fases organicas

combinadas foram lavadas com solugéo saturada de NaCl, secas sobre MgSO4, filtradas e
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evaporadas sob pressdo reduzida. O produto foi purificado por cromatografia em coluna de
silica gel (hexano:acetato de etila = 8:2) com 88% de rendimento.
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BVC 6: (E)-1-(2,4-dihydroxy-5-(3-methylbut-2-en-1-yl)phenyl)-3-(2-methoxyphenyl)prop-2-en-1-
one

Procedimento de Condensacdo Aldélica de Claisen Schimidt para a obtencdo do intermediario
iodado proteqido (C6)
A uma solugio etandlica (5 mL) de Acetofenona iodada e protegida (16) (0,4 mmol) e

0 2-metoxibenzaldeido (0,4 mmol), foi adicionado gota a gota sob agitacdo uma solucéo aquosa
de KOH (60% p/v, 2 mL) a 0°C. A mistura reacional foi agitada por 4 h a temperatura ambiente.
O meio de reacdo foi extraido com acetato de etila (3 x 25 mL) e as fases organicas combinadas
foram lavadas com solucéo saturada de NaCl, secas sobre MgSO4, filtradas e evaporadas sob
pressao reduzida. O produto foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel utilizando

hexano:acetato de etila como fase mével (8:2). A chalcona foi obtida com rendimento de 65%.

Obtencéo do intermediario Chalconico Prenilado (CP6)

A uma mistura contendo a chalcona iodada C6 (0,3 mmol) e Cs2CO3 (0,6 mmol) em
N,N-dimetilformamida seca a 0°C sob atmosfera de N2, foi adicionado PdCl»(dppf) (0,03
mmol) e o reagente R1 (0,6 mmol). A mistura foi agitada durante 1 hora a 75°C sob atmosfera
de N2. Ao término da reacdo, a mistura reacional foi filtrada a vacuo através de pastilha de
celite com auxilio de acetato de etila. O filtrado foi lavado 3x com agua 10 mL de &gua
destilada, e a camada organica foi seca com sulfato de magnésio e concentrada sob pressao
reduzida. O produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel utilizando
hexano: acetato de etila (8:2). A chalcona CP6 foi obtida como um p6 amarelo com rendimento
de 25%.

Reacdo de desprotecdo para obtencdo da BVC 6

_A uma solucéo da chalcona CP 6 em 3 mL de MeOH:THF (1:1) foram adicionados
2 mL de solucdo aquosa de HCI (1 mol/L) a 0°C. A reacéo foi agitada a 55 °C por 5 h e vertida
em gelo triturado. O material foi extraido com acetato de etila (3 x 25 mL) e as fases organicas

combinadas foram lavadas com solugédo saturada de NaCl, secas sobre MgSO4, filtradas e
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evaporadas sob pressdo reduzida. O produto foi purificado por cromatografia em coluna de
silica gel (hexano:acetato de etila = 8:2) com 21% de rendimento.
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BVC 7: (E)-1-(2,4-dihydroxy-5-(3-methylbut-2-en-1-yl)phenyl)-3-(p-tolyl)prop-2-en-1-

one

CH,

Procedimento de Condensacdo Aldélica de Claisen Schimidt para a obtencdo do intermediario
iodado proteqido (C7)

A uma solugio etandlica (5 mL) de Acetofenona iodada e protegida (16) (0,4 mmol) e
0 4-metilbenzaldeido (0,4 mmol), foi adicionado gota a gota sob agitacdo uma solugdo aquosa
de KOH (60% p/v, 2 mL) a 0°C. A mistura reacional foi agitada por 1 h a temperatura ambiente.
O meio de reacdo foi extraido com acetato de etila (3 x 25 mL) e as fases organicas combinadas
foram lavadas com solucéo saturada de NaCl, secas sobre MgSO4, filtradas e evaporadas sob
pressao reduzida. O produto foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel utilizando

hexano:acetato de etila como fase mdvel (8:2). A chalcona foi obtida com rendimento de 82%.

Obtencéo do intermediario Chalcénico Prenilado (CP7)

A uma mistura contendo a chalcona iodada C7 (0,3 mmol) e Cs2CO3 (0,6 mmol) em
N,N-dimetilformamida seca a 0°C sob atmosfera de N2, foi adicionado PdClz(dppf) (0,03
mmol) e o reagente R1 (0,7 mmol). A mistura foi agitada durante 2.5 horas a 75°C sob
atmosfera de N2. Ao término da reacdo, a mistura reacional foi filtrada a vacuo através de
pastilha de celite com auxilio de acetato de etila. O filtrado foi lavado 3x com agua 10 mL de
agua destilada, e a camada organica foi seca com sulfato de magnésio e concentrada sob pressédo
reduzida. O produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel utilizando
hexano: acetato de etila (8:2). A chalcona CP7 foi obtida como um pé amarelo com rendimento
de 76%.

Reacdo de desprotecdo para obtencdo da BVC 7

_A uma solucéo da chalcona CP 7 em 3 mL de MeOH:THF (1:1) foram adicionados
2 mL de solucdo aquosa de HCI (1 mol/L) a 0°C. A reacéo foi agitada a 55 °C por 2 h e vertida

em gelo triturado. O material foi extraido com acetato de etila (3 x 25 mL) e as fases organicas
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combinadas foram lavadas com solugéo saturada de NaCl, secas sobre MgSO4, filtradas e
evaporadas sob pressdo reduzida. O produto foi purificado por cromatografia em coluna de

silica gel (hexano:acetato de etila = 8:2) com 89% de rendimento.
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BVC 8: (E)-1-(2,4-dihydroxy-5-(3-methylbut-2-en-1-yl)phenyl)-3-(m-tolyl)prop-2-en-1-
one

Procedimento de Condensacdo Aldolica de Claisen Schimidt para a obtencéo do intermedirio
iodado protegido (C8)

A uma solucéo etanélica (5 mL) de Acetofenona iodada e protegida (16) (0,4 mmol) e
o 3-metilbenzaldeido (0,4 mmol), foi adicionado gota a gota sob agitacdo uma solugdo aquosa
de KOH (60% p/v, 2 mL) a 0°C. A mistura reacional foi agitada por 3 h a temperatura ambiente.
O meio de reacdo foi extraido com acetato de etila (3 x 25 mL) e as fases organicas combinadas
foram lavadas com solucdo saturada de NaCl, secas sobre MgSO4, filtradas e evaporadas sob
pressao reduzida. O produto foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel utilizando
hexano:acetato de etila como fase mével (8:2). A chalcona foi obtida com rendimento de 22%.

Obtencéo do intermediario Chalcénico Prenilado (CP8)

A uma mistura contendo a chalcona iodada C8 (0,3 mmol) e Cs2CO3 (0,6 mmol) em
N,N-dimetilformamida seca a 0°C sob atmosfera de N2, foi adicionado PdClz(dppf) (0,03
mmol) e o reagente R1 (0,6 mmol). A mistura foi agitada durante 1 hora a 75°C sob atmosfera
de N2. Ao término da reacdo, a mistura reacional foi filtrada a vacuo através de pastilha de
celite com auxilio de acetato de etila. O filtrado foi lavado 3x com agua 10 mL de &gua
destilada, e a camada organica foi seca com sulfato de magnésio e concentrada sob pressdo
reduzida. O produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel utilizando
hexano: acetato de etila (8:2). A chalcona CP8 foi obtida como um p6 amarelo com rendimento
de 16%.

Reacdo de desprotecdo para obtencdo da BVC 8
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_A uma solucéo da chalcona CP 8 em 3 mL de MeOH:THF (1:1) foram adicionados
2 mL de solucdo aquosa de HCI (1 mol/L) a 0°C. A reacéo foi agitada a 55 °C por 5 h e vertida
em gelo triturado. O material foi extraido com acetato de etila (3 x 25 mL) e as fases organicas
combinadas foram lavadas com solugdo saturada de NaCl, secas sobre MgSO4, filtradas e
evaporadas sob pressdo reduzida. O produto foi purificado por cromatografia em coluna de
silica gel (hexano:acetato de etila = 8:2) com 19% de rendimento.
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BVC 9: (E)-1-(2,4-dihydroxy-5-(3-methylbut-2-en-1-yl)phenyl)-3-(o-tolyl)prop-2-en-1-
one

Procedimento de Condensacdo Aldélica de Claisen Schimidt para a obtencdo do intermediario
iodado protegido (C9)

A uma solugio etandlica (5 mL) de Acetofenona iodada e protegida (16) (0,4 mmol) e
o 2-metilbenzaldeido (0,4 mmol), foi adicionado gota a gota sob agitacdo uma solugdo aquosa
de KOH (60% p/v, 2 mL) a 0°C. A mistura reacional foi agitada por 4 h a temperatura ambiente.
O meio de reacdo foi extraido com acetato de etila (3 x 25 mL) e as fases organicas combinadas
foram lavadas com solucéo saturada de NaCl, secas sobre MgSO4, filtradas e evaporadas sob
pressao reduzida. O produto foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel utilizando

hexano:acetato de etila como fase mdvel (8:2). A chalcona foi obtida com rendimento de 55%.

Obtencéo do intermediario Chalcénico Prenilado (CP9)

A uma mistura contendo a chalcona iodada C9 (0,3 mmol) e Cs2CO3 (0,6 mmol) em
N,N-dimetilformamida seca a 0°C sob atmosfera de N2, foi adicionado PdClz(dppf) (0,03
mmol) e o reagente R1 (0,6 mmol). A mistura foi agitada durante 2 horas a 75°C sob atmosfera
de N2. Ao término da reacdo, a mistura reacional foi filtrada a vacuo através de pastilha de
celite com auxilio de acetato de etila. O filtrado foi lavado 3x com &gua 10 mL de agua
destilada, e a camada organica foi seca com sulfato de magnésio e concentrada sob pressao
reduzida. O produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel utilizando
hexano: acetato de etila (8:2). A chalcona CP9 foi obtida como um p6 amarelo com rendimento
de 11%.

Reacdo de desprotecdo para obtencdo da BVC 9
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_A uma solucéo da chalcona CP 9 em 3 mL de MeOH:THF (1:1) foram adicionados
2 mL de solucdo aquosa de HCI (1 mol/L) a 0°C. A reacéo foi agitada a 55 °C por 5 h e vertida
em gelo triturado. O material foi extraido com acetato de etila (3 x 25 mL) e as fases organicas
combinadas foram lavadas com solugdo saturada de NaCl, secas sobre MgSO4, filtradas e
evaporadas sob pressdo reduzida. O produto foi purificado por cromatografia em coluna de
silica gel (hexano:acetato de etila = 8:2) com 18% de rendimento.
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BVC 10: (E)-1-(2,4-dihydroxy-5-(3-methylbut-2-en-1-yl)phenyl)-3-(4-fluorophenyl)prop-
2-en-1-one

Procedimento de Condensacdo Aldélica de Claisen Schimidt para a obtencdo do intermediario
iodado protegido (C10)

A uma solugio etandlica (5 mL) de Acetofenona iodada e protegida (16) (1,5 mmol) e

o0 4-fluorbenzaldeido (1,6 mmol), foi adicionado gota a gota sob agitagdo uma solugdo aquosa
de KOH (60% p/v, 2 mL) a 0°C. A mistura reacional foi agitada por 3 h a temperatura ambiente.
O meio de reacdo foi extraido com acetato de etila (3 x 25 mL) e as fases organicas combinadas
foram lavadas com solucdo saturada de NaCl, secas sobre MgSO4, filtradas e evaporadas sob
pressao reduzida. O produto foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel utilizando
hexano:acetato de etila como fase mével (7:3). A chalcona foi obtida com rendimento de 60%.

Obtencéo do intermediario Chalconico Prenilado (CP10)

A uma mistura contendo a chalcona iodada C10 (1,563 mmol) e Cs2COs3 (3,12 mmol)
em N,N-dimetilformamida seca a 0°C sob atmosfera de N2, foi adicionado PdCl,(dppf) (0,156
mmol) e o reagente R1 (3,12 mmol). A mistura foi agitada durante 30 minutos a 75°C sob
atmosfera de N2. Ao término da reacdo, a mistura reacional foi filtrada a vacuo através de
pastilha de celite com auxilio de acetato de etila. O filtrado foi lavado 3x com agua 10 mL de
agua destilada, e a camada organica foi seca com sulfato de magnésio e concentrada sob pressédo
reduzida. O produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel utilizando
hexano: acetato de etila (7:3). A chalcona CP10 foi obtida como um p6 amarelo com

rendimento de 22%.

Reacdo de desprotecdo para obtencdo da BVC 10
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_A uma solucéo da chalcona CP 10 em 3 mL de MeOH:THF (1:1) foram adicionados
2 mL de solucdo aquosa de HCI (1 mol/L) a 0°C. A reacéo foi agitada a 55 °C por 6 h e vertida
em gelo triturado. O material foi extraido com acetato de etila (3 x 25 mL) e as fases organicas
combinadas foram lavadas com solugdo saturada de NaCl, secas sobre MgSO4, filtradas e
evaporadas sob pressdo reduzida. O produto foi purificado por cromatografia em coluna de
silica gel (hexano:acetato de etila = 8:2) com 13% de rendimento.

BVC 11: (E)-3-(4-chlorophenyl)-1-(2,4-dihydroxy-5-(3-methylbut-2-en-1-
yl)phenyl)prop-2-en-1-one
Procedimento de Condensacdo Alddlica de Claisen Schimidt para a obtencéo do intermediario
iodado protegido (C11)

A uma solucéo etanélica (5 mL) de Acetofenona iodada e protegida (16) (1,5 mmol) e

0 4-clorobenzaldeido (1,5 mmol), foi adicionado gota a gota sob agitacdo uma solugdo aquosa
de KOH (60% p/v, 2 mL) a 0°C. A mistura reacional foi agitada por 3 h a temperatura ambiente.
O meio de reacdo foi extraido com acetato de etila (3 x 25 mL) e as fases organicas combinadas
foram lavadas com solucdo saturada de NaCl, secas sobre MgSO4, filtradas e evaporadas sob
pressdo reduzida. O produto foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel utilizando

hexano:acetato de etila como fase mével (8:2). A chalcona foi obtida com rendimento de 90%.

Obtencédo do intermediario Chalcénico Prenilado (CP11)

A uma mistura contendo a chalcona iodada C11 (1,5 mmol) e Cs,COs (3 mmol) em
N,N-dimetilformamida seca a 0°C sob atmosfera de N2, foi adicionado PdClz(dppf) (0,15
mmol) e o reagente R1 (3,0 mmol). A mistura foi agitada durante 2 horas a 75°C sob atmosfera
de N2. Ao término da reacdo, a mistura reacional foi filtrada a vacuo através de pastilha de
celite com auxilio de acetato de etila. O filtrado foi lavado 3x com agua 10 mL de agua
destilada, e a camada organica foi seca com sulfato de magnésio e concentrada sob pressao
reduzida. O produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel utilizando
hexano: acetato de etila (8:2). A chalcona CP11 foi obtida como um p6 amarelo com

rendimento de 22%.
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Reacdo de desprotecdo para obtencdo da BVC 11

_A uma solucdo da chalcona CP 11 em 3 mL de MeOH:THF (1:1) foram adicionados
2 mL de solucdo aquosa de HCI (1 mol/L) a 0°C. A reacéo foi agitada a 55 °C por 6 h e vertida
em gelo triturado. O material foi extraido com acetato de etila (3 x 25 mL) e as fases organicas
combinadas foram lavadas com solugdo saturada de NaCl, secas sobre MgSO4, filtradas e
evaporadas sob pressdo reduzida. O produto foi purificado por cromatografia em coluna de

silica gel (hexano:acetato de etila = 8:2) com 15% de rendimento.

HO OH
S C
(0]
BVC 12: (E)-3-(4-(tert-butyl)phenyl)-1-(2,4-dihydroxy-5-(3-methylbut-2-en-1-
yl)phenyl)prop-2-en-1-one
Procedimento de Condensacdo Alddlica de Claisen Schimidt para a obtencéo do intermediario

iodado protegido (C12)

A uma solucéo etanélica (5 mL) de Acetofenona iodada e protegida (16) (0,4 mmol) e

0 4-tercbutilbenzaldeido (0,4 mmol), foi adicionado gota a gota sob agitacdo uma solucéao
aquosa de KOH (60% p/v, 2 mL) a 0°C. A mistura reacional foi agitada por 4 h a temperatura
ambiente. O meio de reacdo foi extraido com acetato de etila (3 x 25 mL) e as fases organicas
combinadas foram lavadas com solucdo saturada de NaCl, secas sobre MgSO4, filtradas e
evaporadas sob pressdo reduzida. O produto foi purificado por cromatografia em coluna de
silica gel utilizando hexano:acetato de etila como fase movel (8:2). A chalcona foi obtida com

rendimento de 90%.

Obtencéo do intermediario Chalconico Prenilado (CP12)

A uma mistura contendo a chalcona iodada C12 (0,9 mmol) e Cs2CO3 (1,96 mmol)
em N,N-dimetilformamida seca a 0°C sob atmosfera de N2, foi adicionado PdCl2(dppf) (0,09
mmol) e o reagente R1 (1,96 mmol). A mistura foi agitada durante 45 minutos a 75°C sob
atmosfera de N2. Ao término da reacdo, a mistura reacional foi filtrada a vacuo através de
pastilha de celite com auxilio de acetato de etila. O filtrado foi lavado 3x com agua 10 mL de
agua destilada, e a camada organica foi seca com sulfato de magnesio e concentrada sob presséo

reduzida. O produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel utilizando
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hexano: acetato de etila (8:2). A chalcona CP12 foi obtida como um p6 amarelo com

rendimento de 92%.

Reacdo de desprotecdo para obtencdo da BVC 12

_A uma solucdo da chalcona CP 12 em 3 mL de MeOH:THF (1:1) foram adicionados
2 mL de solucdo aquosa de HCI (1 mol/L) a 0°C. A reacéo foi agitada a 55 °C por 6 h e vertida
em gelo triturado. O material foi extraido com acetato de etila (3 x 25 mL) e as fases organicas
combinadas foram lavadas com solugdo saturada de NaCl, secas sobre MgSO4, filtradas e
evaporadas sob pressdo reduzida. O produto foi purificado por cromatografia em coluna de

silica gel (hexano:acetato de etila = 9:1) com 85% de rendimento.

HO OH
S
0]
BVC 13: (E)-1-(2,4-dihydroxy-5-(3-methylbut-2-en-1-yl)phenyl)-3-(4-
isopropylphenyl)prop-2-en-1-one
Procedimento de Condensacdo Alddlica de Claisen Schimidt para a obtencéo do intermediario

iodado protegido (C13)

A uma solucdo etandlica (5 mL) de Acetofenona iodada e protegida (16) (1,19 mmol)

e 0 4-isopropilbenzaldeido (1,19 mmol), foi adicionado gota a gota sob agitacdo uma solucéo
aquosa de KOH (60% p/v, 2 mL) a 0°C. A mistura reacional foi agitada por 2.5 h a temperatura
ambiente. O meio de reacédo foi extraido com acetato de etila (3 x 25 mL) e as fases organicas
combinadas foram lavadas com solucdo saturada de NaCl, secas sobre MgSO4, filtradas e
evaporadas sob pressdo reduzida. O produto foi purificado por cromatografia em coluna de
silica gel utilizando hexano:acetato de etila como fase moével (8:2). A chalcona foi obtida com

rendimento de 35%.

Obtencéo do intermediario Chalcénico Prenilado (CP13)

A uma mistura contendo a chalcona iodada C13 (0,9 mmol) e Cs,COs (1,8 mmol)
em N,N-dimetilformamida seca a 0°C sob atmosfera de N2, foi adicionado PdCl.(dppf) (0,09
mmol) e o reagente R1 (1,8 mmol). A mistura foi agitada durante 1.5 horas a 75°C sob

atmosfera de N2. Ao término da reacdo, a mistura reacional foi filtrada a vacuo através de
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pastilha de celite com auxilio de acetato de etila. O filtrado foi lavado 3x com &gua 10 mL de
agua destilada, e a camada organica foi seca com sulfato de magnésio e concentrada sob pressao
reduzida. O produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel utilizando
hexano: acetato de etila (8:2). A chalcona CP13 foi obtida como um p6 amarelo com

rendimento de 13,6%.

Reacdo de desprotecdo para obtencdo da BVC 13

_A uma solucdo da chalcona CP 13 em 3 mL de MeOH:THF (1:1) foram adicionados
2 mL de solucdo aquosa de HCI (1 mol/L) a 0°C. A reacéo foi agitada a 55 °C por 6 h e vertida
em gelo triturado. O material foi extraido com acetato de etila (3 x 25 mL) e as fases organicas
combinadas foram lavadas com solugédo saturada de NaCl, secas sobre MgSO4, filtradas e
evaporadas sob pressdo reduzida. O produto foi purificado por cromatografia em coluna de

silica gel (hexano:acetato de etila = 8:2) com 52,64% de rendimento.

HO OH NO,
(o]

BVC 14: (E)-1-(2,4-dihydroxy-5-(3-methylbut-2-en-1-yl)phenyl)-3-(4-nitrophenyl)prop-
2-en-1-one

Procedimento de Condensacdo Alddlica de Claisen Schimidt para a obtencéo do intermediario

iodado protegido (C14)

A uma solucdo etandlica (5 mL) de Acetofenona iodada e protegida (16) (1,13 mmol)

e 0 4-nitrobenzaldeido (1,36 mmol), foi adicionado gota a gota sob agitacdo uma solucao aquosa
de KOH (60% p/v, 2 mL) a 0°C. A mistura reacional foi agitada por 1 h a temperatura ambiente.
O meio de reacdo foi extraido com acetato de etila (3 x 25 mL) e as fases organicas combinadas
foram lavadas com solucéo saturada de NaCl, secas sobre MgSO4, filtradas e evaporadas sob
pressdo reduzida. O produto foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel utilizando

hexano:acetato de etila como fase mével (8:2). A chalcona foi obtida com rendimento de 37%.

Obtencéo do intermediario Chalconico Prenilado (CP14)

A uma mistura contendo a chalcona iodada C14 (0,69 mmol) e Cs,COs (1,38 mmol)
em N,N-dimetilformamida seca a 0°C sob atmosfera de N2, foi adicionado PdCl.(dppf) (0,07

mmol) e o reagente R1 (1,4 mmol). A mistura foi agitada durante 40 minutos a 75°C sob
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atmosfera de N2. Ao término da reacdo, a mistura reacional foi filtrada & vacuo através de
pastilha de celite com auxilio de acetato de etila. O filtrado foi lavado 3x com &gua 10 mL de
agua destilada, e a camada organica foi seca com sulfato de magnésio e concentrada sob pressédo
reduzida. O produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel utilizando
hexano: acetato de etila (8:2). A chalcona CP4 foi obtida como um pé amarelo com rendimento
de 38%.

Reacdo de desprotecdo para obtencdo da BVC 14

_A uma solucdo da chalcona CP 14 em 3 mL de MeOH:THF (1:1) foram adicionados
2 mL de solucdo aquosa de HCI (1 mol/L) a 0°C. A reacéo foi agitada a 55 °C por 5 h e vertida
em gelo triturado. O material foi extraido com acetato de etila (3 x 25 mL) e as fases organicas
combinadas foram lavadas com solugdo saturada de NaCl, secas sobre MgSO4, filtradas e
evaporadas sob pressdo reduzida. O produto foi purificado por cromatografia em coluna de

silica gel (hexano:acetona = 8:2) com 30% de rendimento.

BVC 15: (E)-3-([1,1'-biphenyl]-4-yl)-1-(2,4-dihydroxy-5-(3-methylbut-2-en-1-
yl)phenyl)prop-2-en-1-one
Procedimento de Condensacdo Alddlica de Claisen Schimidt para a obtencéo do intermediario
iodado protegido (C15)

A uma solucéo etanélica (5 mL) de Acetofenona iodada e protegida (16) (1,5 mmol) e

0 4-bifenilcarbaldeido (1,8 mmol), foi adicionado gota a gota sob agitacdo uma solugdo aquosa
de KOH (60% p/v, 2 mL) a 0°C. A mistura reacional foi agitada por 3 h a temperatura ambiente.
O meio de reacdo foi extraido com acetato de etila (3 x 25 mL) e as fases organicas combinadas
foram lavadas com solucéo saturada de NaCl, secas sobre MgSO4, filtradas e evaporadas sob
pressdo reduzida. O produto foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel utilizando

hexano:acetato de etila como fase maével (8:2). A chalcona foi obtida com rendimento de 55,3%.

Obtencéo do intermediario Chalconico Prenilado (CP15)
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A uma mistura contendo a chalcona iodada C15 (1 mmol) e Cs,COs (2 mmol) em
N,N-dimetilformamida seca a 0°C sob atmosfera de N2, foi adicionado PdCl(dppf) (0,1 mmol)
e o reagente R1 (3,0 mmol). A mistura foi agitada durante 50 minutos a 75°C sob atmosfera de
N2. Ao término da reacdo, a mistura reacional foi filtrada a vacuo através de pastilha de celite
com auxilio de acetato de etila. O filtrado foi lavado 3x com &gua 10 mL de agua destilada, e a
camada orgénica foi seca com sulfato de magnésio e concentrada sob pressdo reduzida. O
produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel utilizando hexano:
acetato de etila (8:2). A chalcona CP15 foi obtida como um pé amarelo com rendimento de
41,8%.

Reacdo de desprotecdo para obtencdo da BVC 15

_A uma solucdo da chalcona CP 15 em 3 mL de MeOH:THF (1:1) foram adicionados
2 mL de solucdo aquosa de HCI (1 mol/L) a 0°C. A reacdo foi agitada a 55 °C por 6 h e vertida
em gelo triturado. O material foi extraido com acetato de etila (3 x 25 mL) e as fases organicas
combinadas foram lavadas com solugédo saturada de NaCl, secas sobre MgSO4, filtradas e
evaporadas sob pressdo reduzida. O produto foi purificado por cromatografia em coluna de

silica gel (hexano:acetato de etila = 7:3) com 17,8% de rendimento.

HO I OH I
z AN
0]
BVC 16: (E)-1-(2,4-dihydroxy-5-(3-methylbut-2-en-1-yl)phenyl)-3-(4-ethylphenyl)prop-

2-en-1-one Procedimento de Condensacdo Aldélica de Claisen Schimidt para a obtencdo do

intermediario iodado protegido (C16)

A uma solucéo etandlica (5 mL) de Acetofenona iodada e protegida (16) (0,5 mmol) e
0 4-etilbenzaldeido (0,6 mmol), foi adicionado gota a gota sob agitacdo uma solugdo aquosa de
KOH (60% p/v, 2 mL) a 0°C. A mistura reacional foi agitada por 3 h a temperatura ambiente.
O meio de reacdo foi extraido com acetato de etila (3 x 25 mL) e as fases organicas combinadas
foram lavadas com solucéo saturada de NaCl, secas sobre MgSO4, filtradas e evaporadas sob
pressdo reduzida. O produto foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel utilizando

hexano:acetato de etila como fase mével (8:2). A chalcona foi obtida com rendimento de 77%.

Obtencao do intermediario Chalcdnico Prenilado (CP16)
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A uma mistura contendo a chalcona iodada C16 (0,3 mmol) e Cs2COs3 (0,6 mmol) em
N,N-dimetilformamida seca a 0°C sob atmosfera de N2, foi adicionado PdCl2(dppf) (0,03
mmol) e o reagente R1 (0,6 mmol). A mistura foi agitada durante 1 hora a 75°C sob atmosfera
de N2. Ao término da reacdo, a mistura reacional foi filtrada a vacuo através de pastilha de
celite com auxilio de acetato de etila. O filtrado foi lavado 3x com &gua 10 mL de &gua
destilada, e a camada organica foi seca com sulfato de magnésio e concentrada sob pressdo
reduzida. O produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel utilizando
hexano: acetato de etila (8:2). A chalcona CP16 foi obtida como um p6 amarelo com

rendimento de 36%.

Reacdo de desprotecdo para obtencdo da BVC 16

_A uma solucdo da chalcona CP 16 em 3 mL de MeOH:THF (1:1) foram adicionados
2 mL de solucdo aquosa de HCI (1 mol/L) a 0°C. A reacdo foi agitada a 55 °C por 6 h e vertida
em gelo triturado. O material foi extraido com acetato de etila (3 x 25 mL) e as fases organicas
combinadas foram lavadas com solugédo saturada de NaCl, secas sobre MgSO4, filtradas e
evaporadas sob pressdo reduzida. O produto foi purificado por cromatografia em coluna de

silica gel (hexano:acetato de etila = 8:2) com 74% de rendimento.
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Espectros de RMN, cromatogramas de HPLC e pontos de fusdo (m.p.) de BVCe

analogos (BVC 1-16)
HO OH I OH
z E A
(o

BVC: (E)-1-(2,4-dihydroxy-5-(3-methylbut-2-en-1-yl)phenyl)-3-(4-hydroxyphenyl)prop-
2-en-1-one

Yellow powder; yield 46%. HPLC purity: 97%; m.p. literature: 300-303 °C , m.p. found: 311-
316 °C.

'H NMR (600 MHz, acetone-de): § 1.71 (s, H-57), 1.73 (s, H-4), 3.29 (d, J = 7.2 Hz, H-1"),
5.33 (t, J = 7.2 Hz, H-2"), 6.40 (s, H-3"), 6.93 (d, J = 8.6 Hz, H-3 and H-5), 7.70 (d, J = 8.6 Hz,
H-2 and H-6), 7.73 (d, J = 15.4 Hz, H-0), 7.81 (d, J = 15.4 Hz, H-B), 7.95 (s, H-6"), 9.17 (brs,
4-OH), 9.73 (brs, 4’-OH), 13.5 (s, 2°-OH).

13C NMR (150 MHz, acetone-ds): 8 17.91 (C-5”), 25.87 (C-17), 28.80 (C-4"), 103.5 (C-3"),
114.3 (C-5°), 116.8 (C-3 and C-5), 118.5 (C-a), 121.3 (C-1), 123.9 (C-2”), 127.6 (C-1), 131.7
(C-2 and C-6), 132.3 (C-6"), 132.4 (C-3"), 144.9 (C-u), 161.0 (C-4), 163.5 (C-2), 165.9 (C-4"),
192.7 (C-p°).
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Figura 1. Espectro RMN 1H de BVC (acetona-d6; 600 MHz)
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Figura 2. Espectro RMN 13C de BVC (acetona-d6; 150 MHz)
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Figura 3. HPLC Cromatograma do composto BVC. Metanol:Agua (75:25), 254 nm.
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Figura 4. Espectro de massas BVC
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BVC 1: (E)-1-(2,4-dihydroxy-5-(3-methylbut-2-en-1-yl)phenyl)-3-(3-
hydroxyphenyl)prop-2-en-1-one

Yellow powder; yield 46%. HPLC purity: 98%; m.p. literature: 300-303 °C , m.p. found: 311-
316 °C.

IH NMR (600 MHz, acetone-ds): & 1.71 (s, H-5”), 1.74 (s, H-4"), 3.31 (d, J = 7.2 Hz, H-17),
5.34 (t, J = 7.2 Hz, H-2"), 6.41 (s, H-3"), 6.94-6.96 (m, H-4), 7.25 (s, H-2), 7.28-7.31 (m, H-
5), 7.28-7.31 (m, H-6), 7.78 (d, J = 15.4 Hz, H-0), 7.84 (d, J = 15.4 Hz, H-p), 7.98 (s, H-6),
8.59 (sl, 3-OH), 9.59 (sl, 4°-OH), 13.3 (s, 2°-OH).

13C NMR (150 MHz, Acetone): 8 17.92 (C-4), 25.87 (C-17), 28.78 (C-57), 103.5 (C-3"),
114.3 (C-1°), 116.0 (C-2), 118.6 (C-4), 121.1 (C-6), 121.6 (C-5"), 121.8 (C-B), 123.9 (C-2”),
130.9 (C-5), 132.4 (C-3”), 132.5 (C-6"), 137.4 (C-1), 144.7 (C-p), 158.7 (C-3), 158.8 (C-2"),
166.0 (C-4°), 192.7 (C-B").
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Prof. Luis Octaivio, amostra Maria Beatriz, BVC-30H-1 (10 mg) em acetone-d6
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z6'LT—
&
T
o
=
n
18'SE e Z6°LT——
LE'5T~. a8z _
8L'8T =
$8'62
i
9
3
a
LEPIT
96'ST 1\ i
19°81 Ty =
99'0Z 1.
LOTIZ T g
L8 1Z1
z8zTy 9
9g'ez 1’ -
68'0ET~_ 8
YZEL,
9r'zEL i
b
BELET—
F ZS'EOT——
kA
" LTPIT
LOPPT— 2 96°5 11+
T 19'811—
28 L0121
e zg'1zl—
i 68'0E1
5] P !
- Tl
SLBS T 9r'ZET
8L851 I -
g
o LOPPT—
z0'991— -
B
SL8§T~
wn E..uﬂv
i
5
z0'991—
[=]
5
w0
)
[=]
B}
69°Z61 69°261——
i
%

30 10

60 50
150 MHz)

a0

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90
f1 (ppm)

" 21
Figura 6. Espectro RMN 13C de BVC 1 (Acetona-d6



102

BVC1

1200 14.34
1000
800

600

200 \
0 / ,
0 10 20 30 40 50 60

-200 Tempo de retengéo (min)

Absorbancia (mAU)

Figura 7. HPLC Cromatograma do composto BVC 1. Metanol:Agua (75:25), 254 nm.
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BVC 2: (E)-1-(2,4-dihydroxy-5-(3-methylbut-2-en-1-yl)phenyl)-3-(2-hydroxyphenyl)prop-2-en-1-
one

Yellow powder; yield 26%. HPLC purity: 97%; m.p. literature: 301-304 °C , m.p. found: 314-
320 °C.

'H NMR (600 MHz, acetone-ds): & 1.71 (s, H-57), 1.74 (s, H-4”), 3.31 (d, J = 7.2 Hz, H-17),
5.31 (t, J = 7.2 Hz, H-2"), 6.62 (s, H-3"), 6.93 (ddd, J = 0.9, 7.1 and 7.8 Hz, H-5), 7.02 (dd, J =
0.9 and 8.2 Hz, H-3), 7.29 (ddd, J = 1.5, 7.1 and 8.2 Hz, H-4), 7.77 (dd, J = 1.5 and 7.8 Hz, H-
6), 7.94 (s, H-6"), 7.99 (d, J = 15.6 Hz, H-a), 8.24 (d, J = 15.6 Hz, H-B), 13.4 (s, 2’-OH).

13C NMR (150 MHz, acetone-ds): & 17.89 (C-57), 25.87 (C-17), 29.07 (C-4”), 102.7 (C-3"),
115.0 (C-1°), 117.2 (C-5"), 120.8 (C-3), 121.1 (C-5), 122.7 (C-at), 122.8 (C-1), 123.6 (C-2"),
130.3 (C-6), 131.5 (C-4), 132.8 (C-3”), 132.9 (C-6"), 140.9 (C-B), 158.2 (C-2), 162.3 (C-2"),
165.8 (C-4"), 193.5 (C-B").
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BVC 3:(E)-1-(2,4-dihydroxy-5-(3-methylbut-2-en-1-yl)phenyl)-3-(2,5-dihydroxyphenyl)prop-2-
en-1-one

Orange powder; yield 45%. HPLC purity: 96%; m.p. literature: inedited , m.p. found: 397-405
°C.

'H NMR (600 MHz, acetone-ds): & 1.74 (s, H-57), 1.74 (s, H-4”), 3.31 (d, J = 7.2 Hz, H-17),
5.3 (t, J = 7.2 Hz, H-2”), 6.43 (s, H-3"), 6.83 (dd, J = 2.9 and 8.7 Hz, H-4), 6.87 (d, J = 8.7 Hz,
H-3), 7.19 (d, J = 2.9 Hz, H-6), 7.89 (d, J = 15.5 Hz, H-0), 7.90 (s, H-6"), 8.17 (d, J = 15.5 Hz,
H-B), 13.5 (s, 2’-OH).

13C NMR (150 MHz, acetone-ds): & 17.91(C-4”), 25.88 (C-17), 28.60 (C-5"), 103.5 (C-3°),
114.4 (C-1°), 115.3 (C-2), 117.9 (C-5°), 120.2 (C-4), 121.2 (C-3), 121.3 (C-0), 123.3 (C-2”),
123.7 (C-1), 132.1 (C-3”), 132.7 (C-6"), 140.5 (C-B), 151.4 (C-5), 163.5 (C-2), 163.6 (C-2"),
165.9 (C-4), 193.1 (C-p°)
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OH

o)
BVC 4: (E)-1-(2,4-dihydroxy-5-(3-methylbut-2-en-1-yl)phenyl)-3-phenylprop-2-en-1-one
Yellow powder; yield 38%, overall yield: 14 %. HPLC purity:X. m.p found: X.

IH NMR (600 MHz, acetone-de): & 1.64 (s, H-5”), 1.78 (s, H-4"), 3.38 (d, J = 7.3 Hz, H-17),
5.27 (t, J = 7.3 Hz, H-2"), 6.55 (d, J = 8.9 Hz, H-5), 7.45-7.49 (m, 3H, H-3-5), 7.86 (dd, J =
2.0 and 7.5 Hz, H-2 and H-6), 7.88 (d, J = 15.5 Hz, H-a), 7.96 (d, J = 15.5 Hz, H-B), 8.03 (d, J
= 8.9 Hz, H-6"), 9.48 (brs, 4’-OH), 13.9 (s, 2’-OH).

13C NMR (150 MHz, acetone-ds): & 17.98 (C-57), 22.34 (C-17), 25.95 (C-4”), 108.3 (C-5°),
114.4 (C-1°), 116.2 (C-3"), 121.9 (C-a1), 123.3 (C-2), 129.7 (C-2 and C-6), 129.9 (C-3 and C-
5), 130.6 (C-6"), 131.4 (C-3”), 131.6 (C-4), 136.0 (C-1), 144.6 (C-B), 163.1 (C-2"), 165.3 (C-
4%), 193.0 (C-p").
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BVC 5: (E)-1-(2,4-dihydroxy-5-(3-methylbut-2-en-1-yl)phenyl)-3-(4-methoxyphenyl) prop-2-en-1-
one

Yellow powder; yield 48%. HPLC purity: 98%; m.p. literature: inedited, m.p. found: 339-343
°C

'H NMR (600 MHz, acetone-ds): & 1.73 (s, H-57), 1.75 (s, H-4”), 3.31 (d, J = 7.1 Hz, H-1"),
3.89 (s, 4-OCHs), 5.36 (t, J = 7.1 Hz, H-2”), 6.42 (s, H-3"), 7.04 (d, J = 8.8 Hz, H-3 and H-5),
7.79 (d, J = 8.8 Hz, H-2 and H-6), 7.79 (d, J = 15.5 Hz, H-a), 7.85 (d, J = 15.5 Hz, H-B), 7.99
(s, H-6%), 13.5 (s, 2°-OH).

13C NMR (150 MHz, acetone-de): § 17.92 (C-57), 25.87 (C-17), 28.80 (C-4”), 55.83 (4-OCHs),
103.5 (C-3"), 114.3 (C-5"), 114.6 (C-1"), 115.3 (C-3 and C-5), 119.2 (C-0), 123.9 (C-2”), 128.6
(C-1), 131.4 (C-2 and C-6), 132.3 (C-6"), 132.3 (C-3"), 144.5 (C-a), 162.8 (C-4), 162.8 (C-2),
165.9 (C-4°), 192.7 (C-B").
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BVC 6: (E)-1-(2,4-dihydroxy-5-(3-methylbut-2-en-1-yl)phenyl)-3-(2-methoxyphenyl)prop-2-en-1-
one

Yellow powder; yield 48%. HPLC purity: 99%; m.p. literature: inedited, m.p. found: 339-343
°C

IH NMR (600 MHz, acetone-ds): 5 1.73 (s, H-5), 1.73 (s, H-4), 3.30 (d, J = 7.3 Hz, H-1”),
3.97 (s, 2-OCHs), 5.36 (t, J = 7.3 Hz, H-2"), 6.42 (s, H-3"), 7.02 (ddd, J = 1.0, 7.7 and 7.34 Hz,
H-5), 7.12 (dd, J = 1.0 and 8.34 Hz, H-3), 7.44 (ddd, J = 1.3, 7.34 and 8.34, H-4), 7.81 (dd, J =
1.3and 7.7 Hz, H-6), 7.92 (d, J = 15.6 Hz, H-at), 8.18 (d, J = 15.6 Hz, H-B), 7.90 (s, H-6), 9.65
(s, 4’-OH), 13.4 (s, 2’-OH).

13C NMR (150 MHz, Acetone): § 17.89 (C-4”), 25.91 (C-17), 28.60 (C-57), 56.13 (4-OCHa),
1035 (C-3°), 112.4 (C-3), 114.3 (C-1), 121.4 (C-5"), 121.6 (C-5), 121.9 (C-0), 123.7 (C-2"),
124.5 (C-1), 130.0 (C-6), 132.1 (C-4), 132.6 (C-3"), 132.9 (C-6"), 139.7 (C-B), 159.8 (C-2),
163.7 (C-2°), 166.0 (C-4°), 193.0 (C-B").
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Prof. Luis Octavio, amostra Maria Beatriz, BVC-20CH3 (10 mg) em Acetone-d6

25.0C

OH

20230209_LuisOctavio_1H_MariaBeatriz
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BVC 7: (E)-1-(2,4-dihydroxy-5-(3-methylbut-2-en-1-yl)phenyl)-3-(p-tolyl)prop-2-en-1-
one

Yellow powder; yield 51%. HPLC purity: 97%; m.p. literature: inedited, m.p. found: 259-264
°C.

IH NMR (600 MHz, acetone-ds): 5 1.71 (s, H-5"), 1.73 (s, H-4"), 2.38 (s, 4-CHs), 3.30 (d, J
= 7.1 Hz, H-17), 5.34 (t, J = 7.1 Hz, H-2”), 6.41 (s, H-3"), 7.29 (d, J = 7.9 Hz, H-3 and H-5),
7.71(d, J = 7.9 Hz, H-2 and H-6), 7.83 (d, J = 15.5 Hz, H-a), 7.87 (d, J = 15.5 Hz, H-B), 8.0
(s, H-6"), 9.64 (brs, 4°-OH), 13.4 (s, 2’-OH).

13C NMR (150 MHz, acetone-ds): & 17.92 (C-5), 21.47 (4-CHs), 25.89 (C-17), 28.78 (C-4”),
103.5 (C-3"), 114.6 (C-17), 120.8 (C-5), 121.5 (C-27), 123.9 (C-at), 129.5 (C-3 and C-5), 130.5
(C-2 and C-6), 132.1 (C-6"), 132.4 (C-1), 133.3 (C-3"), 144.6 (C-B), 163.8 (C-2"), 166.0 (C-
4%),192.7 (C-p").
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BVC 8: (E)-1-(2,4-dihydroxy-5-(3-methylbut-2-en-1-yl)phenyl)-3-(m-tolyl)prop-2-en-1-
one

Yellow powder; yield 78%. HPLC purity: 96%; m.p. literature: inedited, m.p. found: 259-264
°C.

'H NMR (600 MHz, acetone-ds): & 1.72 (s, H-57), 1.73 (s, H-4”), 3.29 (d, J = 7.3 Hz, H-17),
2.38 (s, 3-CHs), 5.34 (t, J = 7.20 Hz, H-2"), 6.42 (s, H-3"), 7.28 (d, J = 7.5 Hz, H-4), 7.35 (dd,
J=17.6 and 7.8 Hz, H-5), 7.60 (d, J = 7.8 Hz, H-6), 7.62 (s, H-2), 7.81 (d, J = 15.5 Hz, H-a),
7.89 (d, J = 15.5 Hz, H-B), 7.95 (s, H-6), 9.81 (sl, 4’-OH), 13.3 (s, 2°-OH).

13C NMR (150 MHz, Acetone): § 17.91 (C-4”), 21.28 (4-CHs), 25.85 (C-17), 28.76 (C-5"),
1035 (C-3°), 114.2 (C-17), 121.5 (C-5"), 121.6 (C-a), 123.8 (C-2"), 126.8 (C-2), 129.8 (C-4),
130.1 (C-6), 132.2 (C-5), 132.4 (C-3”), 132.5 (C-6"), 135.9 (C-1), 139.5 (C-3), 144.6 (C-B),
163.9 (C-2°), 166.0 (C-4°), 192.7 (C-B").
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Prof. Luis Octavio, amostra Maria Beatriz, BVC-3CH3 (5 mg) em Acetone-d6

25.0C
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BVC 9: (E)-1-(2,4-dihydroxy-5-(3-methylbut-2-en-1-yl)phenyl)-3-(o-tolyl)prop-2-en-1-
one

Yellow powder; yield 45%. HPLC purity: 99%; m.p. literature: inedited, m.p. found: 259-264
°C.

IH NMR (600 MHz, acetone-ds): & 1.71 (s, H-5”), 1.72 (s, H-4), 3.30 (d, J = 7.3 Hz, H-17),
2.49 (s, 2-CHs), 5.34 (t, J = 7.3 Hz, H-2"), 6.43 (s, H-3"), 7.28-7.31 (m, H-3), 7.28-7.31 (m,
H-5), 7.34-7.37 (m, H-4), 7.85 (d, J = 7.8, H-6), 7.78 (d, J = 15.3 Hz, H-0), 8.15 (d, J = 15.3
Hz, H-B), 7.96 (s, H-6), 9.81 (sl, 4’-OH), 13.3 (s, 2°-OH).

13C NMR (150 MHz, Acetone): & 17.88 (C-4”), 19.80 (4-CHs), 25.85 (C-1"), 28.70 (C-5"),
1035 (C-3°), 114.1 (C-1°), 121.6 (C-5), 122.8 (C-u), 123.8 (C-2”), 127.3 (C-5), 127.6 (C-6),
131.1 (C-4), 131.7 (C-3), 132.3 (C-3"), 132.5 (C-6°), 134.7 (C-1), 139.0 (C-2), 141.8 (C-B),
164.0 (C-2°), 166.0 (C-4°), 192.6 (C-B").

Prof. Luis Octavio, amostra Maria Beatriz, BVC-2CH3 (5 mg) em Acetone-d6
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BVC 10: (E)-1-(2,4-dihydroxy-5-(3-methylbut-2-en-1-yl)phenyl)-3-(4-fluorophenyl)prop-
2-en-1-one

Yellow powder; yield 26%. HPLC purity: 99%; m.p. literature: inedited, m.p. found: 269-272
°C. 'H NMR (600 MHz, acetone-ds): 5 1.70 (s, H-57), 1.75 (s, H-4), 3.31 (d, J = 7.2 Hz, H-
17),5.29 (t, J = 7.2 Hz, H-2"), 6.62 (s, H-3"), 7.25 (dd, J = 8.8 and 8.8 Hz, H-3 and H-5), 7.86
(d, J=15.5 Hz, H-a), 7.90 (dd, J = 5.5 and 8.8 Hz, H-2 and H-6), 7.92 (d, J = 15.5 Hz, H-B),

8.03 (s, H-6%), 13.3 (s, 2’-OH).

13C NMR (150 MHz, CDCla): § 18.12 (C-57), 25.96 (C-17), 29.84 (C-4), 104.2 (C-3), 114.4
(C-1°), 1163 (d, J = 22 Hz, C-3 and C-5), 119.1 (C-5"), 120.3 (C-0:), 121.8 (C-2"), 130.6 (d, J
= 8.6 Hz, C-2 and C-6), 131.3 (C-6"), 135.4 (C-3"), 135.6 (C-1), 143.1 (C-B), 162.0 (C-2"),
164.3 (d, J = 252 Hz, C-4), 165.1 (C-4’), 191.7 (C-p").
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Figura 40. Espectro RMN 1H de BVC 10 (CDCI3, 600 MHz)
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BVC 11: (E)-3-(4-chlorophenyl)-1-(2,4-dihydroxy-5-(3-methylbut-2-en-1-
yl)phenyl)prop-2-en-1-one

Yellow powder; yield 33%. HPLC purity: 97 %,; literature: 278,8-280,0 m.p: 298-303°C.

'H NMR (600 MHz, acetone-de): & 1.70 (s, H-57), 1.74 (s, H-4”), 3.31 (d, J = 7.1 Hz, H-1"),
5.28 (t, J = 7.1 Hz, H-2"), 6.16 (s, H-3"), 7.50 (d, J = 8.3 Hz, H-2 and H-6),7.84 (d, J = 155
Hz, H-a), 7.84 (d, J = 8.3 Hz, H-3 and H-5),7.97 (d, J = 15.5 Hz, H-B), 8.0 (s, H-6"), 13.3 (s,
2°-OH).

13C NMR (150 MHz, CDCl3): § 18.11 (C-57), 25.95 (C-17), 29.84 (C-4), 104.2 (C-3), 114.3
(C-1°), 119.3 (C-5%), 121.7 (C-2”), 121.1 (C-at), 129.4 (C-3 and C-5), 129.8 (C-2 and C-6),
131.2 (C-6"), 133.5 (C-3”), 135,5 (C-1), 136.6 (C-4), 142.9 (C-B), 162.1 (C-2"), 165.2 (C-4"),
191.7 (C-p").
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BVC 12: (E)-3-(4-(tert-butyl)phenyl)-1-(2,4-dihydroxy-5-(3-methylbut-2-en-1-
yl)phenyl)prop-2-en-1-one

100

Yellow powder; yield 67%. HPLC purity: 98%; m.p. literature: inedited , m.p. found: 316-319
°C.

IH NMR (600 MHz, CDCl3): & 1.35 (s, 9H, 4-tercbutil), 1.80 (s, H-57), 1.81 (s, h-4”), 3.35
(d, J = 7.1 Hz, H-1"), 5.33 (t, J = 7.1 Hz, H-2”), 6.15 (brs, 4’-OH), 6.42 (s, H-3"), 7.46 (d, J =
8.4 Hz, H-3 and H-5), 7.53 (d, J = 15.4 Hz, H-a), 7.60 (d, J = 8.4 Hz, H-2 and H-6), 7.63 (s, H-
6), 7.87 (d, J = 15.4 Hz, H-B), 13.2 (s, 2°-OH).

13C NMR (150 MHz, CDCls): § 18.33 (C-4”), 24.13 (3C, terc-butil), 26.17 (C-17), 30.06 (C-
5”), 34.53 (1C, terc-butil), 104.4 (C-3"), 114.7 (C-1°), 119.2 (C-5), 119.9 (C-at), 122.0 (C-2”),
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127.5 (C-2 and C-6), 129.0 (C-3 and C-5), 131.5 (C-6"), 133.9 (C-3"), 135.7 (C-1), 144.8 (C-

B), 152.5 (C-4), 162.0 (C-2°), 165.3 (C-4’), 192.4 (C-B’).
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Figura 50. HPLC Cromatograma do composto BVC 12. Metanol:Agua (80:20), 254 nm.
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BVC 13: (E)-1-(2,4-dihydroxy-5-(3-methylbut-2-en-1-yl)phenyl)-3-(4-
isopropylphenyl)prop-2-en-1-one

Yellow powder; yield 50%. HPLC purity 37%; m.p. literature: inedited , m.p. found: 277-285
°C.

IH NMR (600 MHz, CDCls): & 1.28 (d, J = 7.0 Hz, 6H, 4-isopropil), 1.80 (s, H-5), 1.81 (s,
H-47), 2.96 (sept, J = 7.0 Hz, 1H, 4-isopropil), 3.35 (d, J = 7.1 Hz, H-17), 5.33 (t, J = 7.1 Hz,
H-27), 6.42 (s, H-3"), 7.30 (d, J = 8.1 Hz, H-3 and H-5), 7.53 (d, J = 15.5 Hz, H-a), 7.59 (d, J
= 8.1 Hz, H-2 and H-6), 7.63 (s, H-6"), 7.86 (d, J = 15.5 Hz, H-B), 13.2 (s, 2°-OH).

13C NMR (150 MHz, CDCl3): § 18.12 (C-5”), 23.92 (2C, isopropil), 25.97 (C-17), 29.85 (C-
47), 34.32 (1C, isopropil), 104.2 (C-3), 114.5 (C-5"), 119.0 (C-1°), 119.7 (C-a), 121.8 (C-2"),
127.3 (C-3 and C-5), 128.8 (C-2 and C-6), 131.3 (C-6"), 132.7 (C-3"), 135.5 (C-1), 144.5 (C-
B), 152.3 (C-4), 161.8 (C-2°), 165.1 (C-4°), 192.1 (C-B").
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Figura 54. HPLC Cromatograma do composto BVC 13. Metanol:Agua (80:20), 254 nm.

HO OH NO,
o

BVC 14: (E)-1-(2,4-dihydroxy-5-(3-methylbut-2-en-1-yl)phenyl)-3-(4-nitrophenyl)prop-
2-en-1-one

Yellow powder; yield 30%. HPLC purity: 97%; m.p. literature: inedited , m.p. found: 379-381
°C.

'H NMR (600 MHz, acetone-ds): 1.71 (s, H-5), 1.73 (s, H-47), 3.30 (d, J = 7.1 Hz, H-1"),
532 (t,J=7.1Hz, H-2"), 6.43 (s, H-3"), 7.91 (d, J = 15.5 Hz, H-a), 8.03 (s, H-6"), 8.09 (d, J =
8.7 Hz, H-2 and H-6), 8.13 (d, J = 15.5 Hz, H-p), 8.31 (d, J = 8.7 Hz, H-3 and H-5), 9.72 (brs,
4-OH), 13.2 (s, 2°-OH).

13C NMR (150 MHz, acetone-ds): & 17.93 (C-57), 25.86 (C-17), 28.86 (C-4”), 103.5 (C-3°),
114.2 (C-5), 122.9 (C-1°), 123.8 (C-2”), 124.8 (C-2 and C-6), 126.1 (C-a), 130.4 (C-3 and C-
5), 132.4 (C-3"), 131.6 (C-6"), 141.4 (C-B), 142.3 (C-1), 149.5 (C-4), 164.4 (C-2°), 166.2 (C-
4%),192.0 (C-B°).
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Figura 57. HPLC Cromatograma do composto BVC 14. Metanol:Agua (75:25), 254 nm.

BVC_4NO2 2: TOF MSMS 354.15ES+
149.0306 2.50¢5

BVC 15: (E)-3-([1,1'-biphenyl]-4-yl)-1-(2,4-dihydroxy-5-(3-methylbut-2-en-1-
yl)phenyl)prop-2-en-1-one

Orange powder; yield 75%. HPLC purity: 99%; m.p. literature: inedited , m.p. found: 362-364
°C.

'H NMR (600 MHz, acetone-ds): & 1.72 (s, H-5), 1.74 (s, H-4), 3.31(d, J = 7.1 Hz, H-1"),
5.35(t,J=7.1 Hz, H-2”), 6.43 (s, H-3"), 7.40 (dd, J = 1.2 and 7.5 Hz, H-4""), 7.49 (dd, J = 7.5
and 8.0 Hz, H-3""’ and H-5"""), 7.74 (dd, J = 1.2 and 8.0 Hz, H-2"*” and H-6"""), 7.78 (d, J =
8.4 Hz, H-3 and H-5), 7.91 (d, J = 15.5 Hz, H-a), 7.92 (d, J = 8.4 Hz, H-2 and H-6), 7.98 (d, J
=15.4 Hz, H-B), 8.00 (s, H-6"), 9.70 (brs, 4’-OH), 13.4 (s, 2’-OH).

13C NMR (150 MHz, acetone-ds): & 17.93 (C-57), 25.82 (C-17), 25.88 (C-4”), 103.5 (C-3°),
114.3 (C-1°), 121.6 (C-5), 121.8 (C-0), 123.9 (C-2”), 132.4 (C-3"), 127.8 (C-2 and C-6""),
128.2 (C-2 and C-6), 128.8 (C-4’"), 29.9 (C-5>” and C-6"), 130.2 (C-3 and C-5), 132.4 (C-6"),
135.1 (C-1), 140.8 (C-4), 143.9 (C-1""), 144.0 (C-B), 163.9 (C-2°), 166.1 (C-4"), 192.6 (C-B").
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Figura 61. HPLC Cromatograma do composto BVC 15. Metanol:Agua (80:20), 254 nm.
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BVC 16: (E)-1-(2,4-dihydroxy-5-(3-methylbut-2-en-1-yl)phenyl)-3-(4-ethylphenyl)prop-

2-en-1-one

Yellow powder; yield 60%. HPLC purity: 99%; m.p. literature: inedited , m.p. found: 291-296
°C.!H NMR (600 MHz, CDCls): 8 1.27 (t, J = 7.6 Hz, 3H, 4-¢til), 1.80 (s, 6H, H-4” and H-
5),2.70 (q, J = 7.6 Hz, 2H, 4-etil), 3.35 (d, J = 7.1 Hz, H-1"), 5.32 (t, J = 7.1 Hz, H-2”), 5.95
(brs, 4’-OH), 6.41 (s, H-3"), 7.27 (d, J = 8.1 Hz, H-3 and H-5), 7.53 (d, J = 15.4 Hz, H-a), 7.58
(d, J =8.1 Hz, H-2 and H-6), 7.63 (s, H-6’), 7.86 (d, J = 15.4 Hz, H-B), 13.2 (s, 2’-OH).

13C NMR (150 MHz, acetone-ds): & 15.80 (4-CH2CHs), 17.91 (C-47), 25.86 (C-57), 28.77 (4-
CH2CHs); 103.5 (C-3°), 114.3 (C-17), 120.9 (C-0), 121.5 (C-5"), 123.9 (C-2”), 129.4 (C-3 and
C-5), 129.7 (C-2 and C-6), 132.4 (C-3”), 132.5 (C-6"), 133.5 (C-1), 144.6 (C-P), 148.2 (C-4),
163.8 (C-27), 166.0 (C-4"), 192.7 (C-B").
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Figura 65. HPLC Cromatograma do composto BVC 16. Metanol:Agua (80:20), 254 nm.
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