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Resumo

Chalconas sdo flavonoides de cadeia aberta com uma cetona o,B-insaturada, a qual separa
duas subunidades fenilicas (anéis A e B). Estas substancias podem ser sintetizadas pela
condensacdo de Claisen-Schmidt e apresentam inimeras atividades biologicas, tais como;
antioxidante, anti-inflamatdria, antimicrobiana e antitumoral. O presente trabalho objetivou
a sintese de uma série de 21 chalconas contendo o grupo nitro em diferentes posi¢es nos
anéis A e B. A sintese das substancias foi realizada pela condensacéo aldolica sob catalise
com acido sulfurico e acido acético como solvente, demonstrando rendimentos que
variaram de 63 a 97%. As purificagdes das nitrochalconas foram realizadas por técnicas
cromatograficas, tais como; Cromatografia em Coluna de Fase Normal (gel de silica) e
Cromatografia de Permeacdo em Gel (Sephadex, LH-20). A confirmacdo estrutural das
substancias foi realizada por meio da analise dos espectros de RMN de 'H e de 3C. A
Hepatite C se apresenta como uma doenca de grande incidéncia na populagdo mundial e
pode levar a carcinoma hepatocelular. Essa doenca é causada pelo virus da Hepatite C
(HCV). A substancia E.08 (2-hidroxi-5-fldor-4’-nitrochalcona) inédita na literatura,foi
capaz de inibir a replicacio do HCV em 30% a 2 pmol L™, segundo ensaio de luciferase. A
candidiase é uma infec¢do fangica causada por leveduras do género Candida. A substancia
E.23 (3’-nitrochalcona) demonstrou atividade anti-Candida, exibindo valores de CIM de
0,97 ug mL? contra C. albicans. As bactérias sdo responsaveis por inimeras doengas ao
homem. A substancia E.47 (2-hidroxi-5-nitrochalcona) demonstra atividade anti-
Staphylococcus aureus e anti-Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA),
exibindo valores de CIM de 0,97 e 1,95 pg mL™! respectivamente.

Palavras-chave: Chalcona, Flavonoide, Antiviral, Antifungico e Antibacteriano.



Abstract

Chalcones are opened-chain flavonoids, bearing an a,p-unsaturated ketone, which
separates two phenyl subunits (rings A and B). These 21 compounds have been
synthesized by Claisen-Schmidt condensation reactions. They exhibit several biological
activities, such as antioxidant, anti-inflammatory, antimicrobial and antitumoral. The
current work aimed the synthesis of two series of 21 chalcones containing nitro group at A
and B rings. Synthetic procedures used aldol condensation under sulfuric acid catalysis and
acetic acid as solvent, with yield ranging from 63 to 97%. Purification of crude products
was performed over chromatography columns; normal phase (silica gel) and gel
permeation (Sephadex, LH-20). Structural identification was carried out by Nuclear
Magnetic Resonance spectra analysis (NMR ‘H and NMR 3C). Hepatitis C is a disease
with high incidence around world, and can conduce to hepatocellular carcinoma. This
disease is caused by HCV (Hepatitis C Virus). Compound E.08 (2-hydroxy-5-fluoro-4’-
nitrochalcone) inhibited 30% of HVC replication at 2 umol L. Candidiasis is a yeast
infection caused by Candida, mainly C. albicans, C. krusei, C.tropicalis and C.
parapsilosis. Compound E.23 (3’-nitrochalcone) demonstrated anti-Candida activity,
exhibiting MIC value of 0.97 pmol L? against C. albicans. Bacteria are responsible by
several human diseases. Compound E.47 (2-hydroxy-5-nitrochalcone) demonstrated anti-
Staphylococcus aureus and anti-methicilin resistant Staphylococcus aureus (MRSA)

activities, presenting MIC values of 0.97 and 1.95 pug mL, respectively.

Keywords: Chalcone, Flavonoid, Antiviral, Antifungal and Antibacterial.



CcODIGO R R! R? R3 R* RS
E.02 NO: H OH H H H
E.03 NO. H H OH H H
E.06 NO. H OH OH H H
E.07 NO; H H H OH CHs
E.08 NO, H H H OH F
E.10 NO; H cl H H H
E.11 NO, H Br H H H
E.12 H NO F H H H
E.14 H NO. Br H H H
E.23 H NO H H H H
E.25 H NO. OCH; H H H
E.26 NO; H OCH; H H H
E.30 NO, H CHs H H H
E.31 H NO; Cl Cl H H
E.32 NO. H cl Cl H H
E.33 OCH; H H NO; H H
E.34 OCH; H NO; H H
E.36 Cl Cl NO; H H H
E.42 H H NO; H H
E.43 H H H NO, H H
E.47 H H H H OH NO,
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1. Introducao

1.1 Chalconas

Os flavonoides sdo substancias naturais provenientes de via metabolica mista,
sendo biossintetizadas pelas vias do acetato e do chiquimato. Tém como caracteristica um
esqueleto de quinze atomos de carbono, CeC3Cs. Essas substancias sdo acumuladas em
plantas e possuem funcdes de crescimento e desenvolvimento dessas, assim como protecao
contra insetos, fungos, virus e bactérias (ZUANAZZI, 2001).

As chalconas compreendem a classe de flavonoides, as quais sdo precursoras dos
demais flavonoides. Apresentam cadeia aberta com uma cetona o,B-insaturada, que separa
duas subunidades fenilicas (anéis A e B) (Figura 1, p. 1). Estes flavonoides demonstram
um amplo espectro de atividades bioldgicas, tais como; anti-inflamatdria, antioxidante,
antitumoral e antimicrobiana (PRASHAR, 2012).

Figura 1. Estrutura de Nucleo Chalc6nico

Fonte: Autor (2016)

Em laboratério, as chalconas podem ser sintetizadas por diversas metodologias.
Convencionalmente, as metodologias mais empregadas envolvem a condensacdo aldolica
de Claisen-Schmidt (BUCKARI, 2013). Essa reacdo ocorre entre um derivado
benzaldeidico e uma acetofenona, sendo mais frequentemente a catalise homogénea, acida
ou basica, utilizando compostos inorganicos, bem como alcoois alquilicos de cadeia curta

como solventes (Esquema 1, p. 2).



Esquema 1. Reacdo de Condensacao de Claisen-Schmidt para Obtengdo de Chalconas

9

H H;O* ou HO"
+ > | + HO
@) R-OH
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R-OH: alcoois alquilicos de cadeia curta

Fonte: Autor (2016)

Existem variacdes de metodologias da condensacdo de Claisen-Schmidt, tais como;
(i) Grinding: reacdo mecanoquimica na auséncia de solvente sob catdlise de NaOH
(ZANGADE, 2011); (ii) KoCOz anidro em pastilhas, sob micro-ondas para ativacdo dos
reagentes (JAYAPAL, 2010); (iii) Catalise heterogénea: empregando catalisadores solidos
reutilizaveis, tais como; argila, hidrocalcita, hidroxiapatita, zeolitas, e fosfato de zirconio
mesoporoso; e utilizando catalisador liquido, tal como liquido i6nico sulfuroso
(BUCKARI, 2013).

Outras metodologias podem ser empregadas na preparacdo de chalconas incluindo a
condensagdo de Allan-Robinson, via acoplamento de Suzuki (EDDARIR, 2003), na
presenca de eterato de trifluoreto de boro e acilagdo de Friedel-Crafts (BUCKHARI, 2013).
Apesar de estas metodologias serem uteis a preparagdo de cetonas arilicas o,p-insaturadas,
aproximadamente 75 % dos experimentos, para a preparacao de chalconas, utilizam a
reacdo de Claisen-Schmidt (Esquema 2, p. 3) (BUCKHARI, 2013).



Esquema 2. Mecanismo da Reacdo de Condensacdo de Claisen-Schmidt para Sintese de

Chalconas, sob Catalise Acida
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Fonte: Autor (2016)



1.2 Nitrocompostos Bioativos
Os nitrocompostos demonstram inimeras bioatividades, incluindo antineoplasica,
antiparasitaria e antibacteriana. Estes compostos atuam fisiologicamente por biorreducdes

metabdlicas (Esquema 3, p. 4) (PAULA, 2009).

Esquema 3. Etapas de Biorreducdo Metabolica de Nitrocompostos Aromaticos

+1e” +1e” +2¢° +2e”

Ar-NO, —= Ar-NO, — Ar-NO —— Ar-NHOH — Ar-NH,

Ar: Arila
Fonte: Adaptado de PAULA (2009)

Em nivel molecular, as mudancas estruturais ocorrem devido a facilidade de
reducdo do grupo nitro, o qual possui carater fortemente aceptor de elétrons, tanto pelo
efeito indutivo como pelo efeito de mesomérico (PAULA, 2009).

O transporte de nitrocompostos pelas biomembranas ocorre por difusdo passiva e
aumenta a medida que os radicais livres, provenientes do processo de biorreducéo,
desestabilizam as membranas biol6gicas. Assim, devido ao aumento da concentracdo
intracelular de nitrocompostos, uma maior quantidade de radicais livres é gerada e,
consequentemente, maior é o dano causado pelo estresse oxidativo. A reducdo completa
destes compostos envolve seis elétrons até o derivado arilaminico (Ar-NH), embora o
intermediario reativo hidroxilaminico (Ar-NHOH), envolvendo quatro elétrons, seja o
produto final da biorreducdo da maioria dos nitrocompostos (PAULA, 2009).

Com relacdo aos mecanismos de acdo de nitrocompostos, observa-se que a reducao
in vivo do grupo nitro é fundamental para a consolidacdo da sua bioatividade. Os radicais
livres reativos formados no processo de biorreducdo tém meia-vida extremamente curta,
mas supde-se que esta seja suficientemente longa para migrar até o alvo biologico ou
mesmo que sejam formados junto ao local de agcéo, podendo reagir com o DNA, enzimas
ou com fosfolipidios de membrana. A acdo de nitrocompostos sobre alvos adicionais €

responsavel pela sua toxicidade alta e efeitos adversos (PAULA, 2009).



Entre as diversas classes de nitrocompostos que apresentam interesse bioldgico
destacam-se os derivados nitrofuranicos (A), derivados nitrotiofénicos (B), derivados
nitrobenzénicos (C), e derivados nitroimizoélicos (D) (Figura 2, p. 5) (PAULA, 2009).

Figura 2. Estruturas de Derivados Nitrofuranicos (A), Nitrotiofénicos (B),

Nitrobenzénicos (C), e Nitroimizolicos (D)

R
NO, NO, NO,
R R NO, N/
(A) (B) ©) (D)
Fonte: Autor (2016).

Os nitrocompostos tém sido alvo de inumeras discussdes visando o esclarecimento
de sua toxicidade e portanto alguns nitrocompostos necessitam de triagens toxicoldgicas
nas etapas iniciais da descoberta e desenvolvimento de farmacos (KATZUNG, 2001).

Alberton et al. (2008) verificaram que a presenca do nitro adicionado as posi¢des 3
e 4 de chalconas (contendo metilenodioxila no anel B) (E e F, Figura 3, p. 6) conferiram
efeito hipoglicemiante em ratos hiperglicémicos. As substancias (E e F, Figura 3, p. 6)
foram anti-hiperglicémicas por administracdo por gavagem em doses de 10 mg Kg™. Estes
autores descreveram que as nitrochalconas aumentam a inducdo da secre¢éo de insulina em
25%, apds 30 minutos de administracao.

Dalla Via et al. (2009) verificaram que a 4-nitrochalcona (G, Figura 3, p. 6) reduziu
a viabilidade de células de melanoma JR8, demostrando uma concentracdo capaz de inibir
50% o crescimento celular (Clso), de 6 umol L. Ilango et al. (2010) observaram que (G)
diminuiu a viabilidade de células tumorais MCF-7 e T47D tendo uma Clso de 55 e 52 pmol
L, respectivamente. A substancia G reduziu aproximadamente 50% da viabilidade de
hepatdcitos HepG2 na concentragdo de 20 pmol L™ no tempo de 24 horas. Contra
flibroblastos L929, a substancia G ndo alterou a viabilidade nesta mesma concentracao e

tempo de tratamento, sugerindo um efeito seletivo contra células tumorais.



Figura 3. Nitrochalconas Bioativas (E, F e G)

D

O (E) R =H; R’=NO> O
(F) R=NO2; R’=H (G)
Fonte: Autor (2016)

1.3 Hepatite C e o Virus da Hepatite C (HCV)

O virus da Hepatite C (HCV) se apresenta como uma das principais causas de
doencas hepaéticas, podendo causar infeccdes agudas ou cronicas. Atualmente, estima-se
que cerca de 185 milhdes de pessoas estejam infectadas pelo HCV (aproximadamente 3%
da populacdo mundial). Desses, infere-se que 80% desenvolvem o quadro crénico, e 25%
podem desenvolver cirrose hepética, e nos casos mais severos carcinoma hepatocelular
(KOHLI, 2014).

A doenca tem como principal forma de contagio o contato com o sangue de pessoas
infectadas, sendo via parental a principal rota de transmissdo. Os grupos de maior risco de
infeccdo compreendem os usuarios de drogas de abuso injetaveis, assim como pacientes

que requerem multiplas transfusdes sanguineas (MUNIR, 2010).

O tratamento da hepatite C foi iniciado, antes do conhecimento da estrutura
bioguimica do HCV, em 1986, com interferon-o. (IFN-a). Essa glicoproteina ndo atua
diretamente no ciclo viral, mas atua ligando-se a receptores gangliosidicos das células do
hospedeiro, induzindo a producédo de enzimas que inibem a traducdo do RNA mensageiro
(RNAm) em proteinas virais e consequentemente inibindo o ciclo viral (HOOFNAGLE,
2005; RANG & DALE, 2011). Atualmente, o tratamento da hepatite C se baseia no IFN-a-
PEG combinado com a ribavirina, a qual é um analogo de nucleosideo. Essa associacao
aumenta a Resposta Viroldgica Sustentada (RVS) na monoterapia (LIANG, 2013). A
monoterapia apresenta RVS de 12% nos pacientes tratados; e o uso do IFN-o peguilado
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(IFN ligado a uma cadeia de polietileno glicol) associado a ribavirina, aumentou essa taxa
para 35-40% (HOOFNAGLE, 2014).

O HCV apresenta seis tipos de gendtipos (G1-G6), 0s quais respondem
diferencialmente aos tratamentos, sendo o genétipo mais comum o G1. Atualmente ha
indicacdes de terapia tripla para o tratamento da hepatite C, onde se faz uso de farmacos,
como declatasvir, simeprevir, teleprevir, boceprevir e sofosbuvir que atuam diretamente na
replicacdo viral, sendo potentes inibidores das proteases NS3, NS4A, NS5A e NS5B,
aumentando assim as taxas de RVS (KOHLI, 2014).

A terapia dupla com IFN-a e ribavirina apresenta efeitos adversos como anemias,
neutropenia e trombocitopenia, sendo que ha& possibilidade do desenvolvimento de
resisténcia (MUNIR, 2010). A terapia tripla apresenta efeitos adversos severos. No caso do
boceprevir € comum ocorréncia de alteragdes no paladar. Ja a administracdo do teleprevir

pode ocorrer erupcdes cutaneas e intenso desconforto intestinal (LIANG, 2013).

1.4 Candida e Candidiase

As leveduras, especialmente Candida albicans, sdo organismos comumente
encontrados na cavidade oral de individuos saudaveis ou doentes. A regido mais
frequentemente habitada é o dorso da lingua, mas C. albicans também pode ser encontrada
na bochecha, gengiva, palato e bolsas periodontais. Essas regifes sdo consideradas
importantes portas de entrada para infecgdes sistémicas (ADDY, 1977). Elas estabelecem
um equilibrio com o hospedeiro denominado simbiose, quando este equilibrio é rompido
devido as mudangas no mecanismo de defesa e no ambiente oral, estas leveduras podem
causar infecgfes orais oportunistas. Caso essas infeccbes ndo sejam tratadas podem se
tornar generalizada e/ou disseminarem sistemicamente provocando fungemia
(GREENSPAN, 1994).

A candidiase bucal é a infeccdo fingica mais comum em pacientes portadores do
Virus da Imunodeficiéncia Adquirida (HIV), podendo ocorrer em mais de 90% dos
pacientes com AIDS e, muitas vezes, com episddios recorrentes. A espécie que mais causa
candidiase € a C. albicans, a qual esta presente em 90% dos casos, seguida pelas espécies
C. tropicalis, C. glabrata e C. krusei (WYLES, D, 2009).



A resisténcia do género Candida ao tratamento com antifingicos tem sido atribuida
a episodios recorrentes da infeccdo e exposicdo intermitente e irracional aos antiflngicos,
sendo que as espécies que ndo sdo albicans apresentam maior resisténcia a terapéutica,
como por exemplo C. krusei, que apresenta resisténcia intrinseca ao fluconazol
(SANT ANA, 2002). Em estudo realizado por Sant’ana et al, (2002), encontrou-se 17% de
resisténcia ou sensibilidade dose-dependente aos farmacos da classe dos azdis (imidazdis e
triazdis) e a anfotericina B (poliénico), em isolados de lesdo na boca de pacientes HIV-

positivos.

1.5 Bactérias e Infeccbes Bacterianas

As bactérias sdo responsaveis por centenas doencas ao homem. Pseudomonas
aeruginosa é uma bactéria Gram-negativa extremamente versatil. Em seres humanos causa
infeccbes nos pulmdes de individuos imunocomprometidos (PELLEGRINO, 2002).
Klebsiella pneumoniae é uma espécie de bactéria Gram-negativa, encapsulada, anaerébia
facultativa em forma de bacilos. Pode causar pneumonia embora seja mais comum a sua
implicagdo em infecgbes hospitalares, em particular em doentes imunologicamentes
deprimidos como portadores do virus HIV (SMITH MOLAND, 2003). Lactobacillus
acidophilus é uma espécie de bactérias Gram-positivas, anaerdbicas em forma de bacilos.
Estdo presentes em biofilmes dentérios, em pequeno ndmero, aumentando em quantidade
com o avanco da carie dentaria (BANERJEE, 2000). Streptococcus mutans é uma espécie
de bactéria Gram-positiva com morfologia de coco. Esta bactéria € comumente encontrada
na boca do homem, sendo o principal fator do desenvolvimento de céries. Staphylococcus
aureus € uma bactéria esférica, do grupo dos cocos, Gram-positivos, frequentemente
encontrada na pele e nas fossas nasais de pessoas saudaveis. Entretanto pode provocar
infecOes graves (BUISCHI, 2000).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Esp%C3%A9cie
https://pt.wikipedia.org/wiki/Bact%C3%A9ria
https://pt.wikipedia.org/wiki/Gram-negativa
https://pt.wikipedia.org/wiki/Pneumonia
https://pt.wikipedia.org/wiki/HIV
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2. Objetivos

(). Sintese de uma série de 21 chalconas substituidas por grupos nitro nas posi¢oes 3'e
4’ (anel A) e 3 e 4 (anel B);

(11). Avaliacéo da atividade toxica de nitrochalconas em hepatdcitos humanos Huh-7.5;

(1. Avaliacdo da atividade inibitdria de nitrochalconas sobre a replicagdo do virus da
hepatite C (HCV);

(IV). Avaliacdo da atividade antifungica de nitrochalconas contra Candida albicans,
Candida tropicalis, Candida krusei, Candida parapsilosis e Candida glabrata;

(V). Avaliacdo da atividade antibacteriana contra espécies Gram-positivas e Gram-
negativas, incluindo Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Lactobacillus

acidophilus, Staphylococcus aureus, Streptococus mutans.

3. Procedimentos Experimentais
3.1 Reagentes e Solventes

Para a sintese das nitrochalconas foram utilizados acetofenonas e benzaldeidos
como reagentes, acido acético como solvente e &cido sulfurico como catalisador.
Reagentes, solventes e catalisador foram das marcas Sigma Aldrich® ou Synth®,

Para as purificacBes por precipitacdo, lavagem e técnicas cromatogréficas, os

solventes acetato de etila, etanol e hexano foram adquiridos da marca Synth®.

3.2 Preparacao de Nitrochalconas

Em um baldo monotubulado, foram adicionados 5 mmol das respectivas
acetofenonas dissolvidas em 10,0 mL de 4cido acético (1,0 mol L™), sob banho de gelo e
agitacdo. Foram solubilizados 5 mmol dos aldeidos em 10,0 mL de &cido acético, e
adicionados ao meio reacional, gota-a-gota. As reacdes foram mantidas sob refluxo, até ser

constatada a conversao total dos reagentes (BUCKHARI, 2013).

O meio reacional foi vertido em gelo triturado, formando um precipitado, o qual foi
mantido a 7 °C por 24 h. O precipitado foi submetido a filtracdo simples, e seco a
temperatura ambiente por 48 h (BUCKHARI, 2013).



Nos casos em que ndo houve precipitacdo, o meio reacional foi submetido a
extracdo liquido-liquido, empregando acetato de etila e agua destilada. A fase organica foi
seca a temperatura ambiente (BUCKHARI, 2013).

Para o acompanhamento das reacdes e analise de pureza dos produtos foi realizada
Cromatografia em Camada Delgada, em placas cromatogréficas de gel de silica sob base
de aluminio (BUCKHARI, 2013).

As cromatoplacas foram desenvolvidas em misturas de hexano e acetato de etila,
em proporc¢des que variaram de acordo com a polaridade dos analitos. As cromatoplacas
foram reveladas fisicamente sob inspe¢do no ultravioleta, em 254 e 365 nm. Para a
revelacdo quimica, utilizou-se solucdo etanolica de anisaldeido sulfurico (2,0 mL de
anisaldeido em 20,0 mL de &cido acético, 10 mL de acido sulfurico e 170 mL de etanol)

seguida de aquecimento intenso em chapa aquecedora (BUCKHARI, 2013).

3.3 Purificacéo de Nitrochalconas

As nitrochalconas foram purificadas por precipitacdo, lavagem e técnicas

cromatograficas, incluindo cromatografia em coluna (CC).

3.3.1 Cromatografia em Coluna de Fase Normal (CC-FN)

As purificagdes das nitrochalconas foram realizadas por cromatografia em coluna
de fase normal, empregando gel de silica com tamanho de particula de 100 a 200 Mesh
(Sigma-Aldrich®), e misturas de hexano e acetato de etila como fases moveis
(BUCKHARI, 2013).

As nitrochalconas E.02, E.03, E.06-E.08, E.10, E.12, E.23, E.25, E.26,
E.30-E.34, E.36 E42, E.43 e E.47 foram purificadas por CC-FN, utilizando gradiente de
eluicdo com as porcentagens de hexano variando de 100 a 80% e acetato de etila, de O a
20%.
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3.3.2 Cromatografia de Permeacédo em Gel (CPG)

Para os procedimentos envolvendo a cromatografia de permeacédo em gel (LH-20
(biopolimero de dextrana hidroxipropilada - Sephadex®), este foi empregado como suporte
cromatografico, bem como etanol como fase maével. A coluna possui como dimensao altura
de 120 cm e diametro de 3 cm. A CPG foi utilizada para as purificacdes das nitrochalconas
E.11e E.14 (BUCKHARI, 2013).

3.4 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Para confirmacdo da estrutura molecular das nitrochalconas, foram realizados
experimentos de espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono Treze
(RMN de 3C) e de Hidrogénio (RMN de *H).

Os experimentos de RMN foram realizados no Centro Multiusuério de Inovagédo
Biomolecular (CMIB) do Instituto de Biociéncias Letras e Ciéncias Exatas, Unesp- Ibilce,
em Espectrometros Bruker Advance Ill, de 14,0 Tesla (600 MHz), e de 9,4 Tesla (450
MHz). As amostras foram solubilizadas em dimetilsulféxido hexadeuterado (DMSO-ds) da
marca Aldrich®.

3.5 Atividade Anti-HCV

Os ensaios de atividade anti-HCV foram realizados em colaboragdo com o
Laboratorio de Estudos Gendmicos, Instituto de Biociéncias Letras e Ciéncias Exatas,
Unesp — Sao José do Rio Preto; pelos alunos Carina Machado Pereira, Jacqueline Farinha
Shimizu e Guilherme Rodrigues Fernandes Campos, sob supervisdo da Profa. Dra. Paula
Rahal.

3.5.1 Avaliacdo da Viabilidade de Hepatécitos Humanos ap6s Tratamento com
Nitrochalconas
Uma suspenséo de 1.0 x 10* hepatdcitos Huh-7.5 foi transferida para microplacas

de 96 pogos, sendo incubadas em estufa a 37 °C, com atmosfera a 5% de CO> por 4 horas.

Solugdes com concentragdes de 50, 10 e 2,0 pmol L de cada nitrochalcona em meio de
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cultura foram adicionadas aos pogos em triplicatas. Como controle negativo, adicionou-se
as celulas apenas meio de cultura com 1% de DMSO na auséncia de substancias. As
microplacas foram incubadas por 18 horas a 37 °C e atmosfera a 5% de CO2. Em seguida,
0 sobrenadante foi removido sendo adicionada solucdo de MTT (brometo de [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio]; Sigma®) a 1 mg mL™? de meio de cultura aos
pocos, quais foram incubadas a 37 °C por 30 minutos. A solugcdo de MTT foi removida,
substituida pelo mesmo volume de DMSO para solubilizacdo dos cristais de formazana
(Esquema 4, p. 12), e as solucgdes foram submetidas a analise espectrofotométrica em 570
nm (LUI, 1997).

Esquema 4. Reducdo do MTT a Formazana por Desidrogenases Mitocondriais

N STN-N
IS%N ~ Desidrogenases H

=N Mitocondrias

-

z+

E N=N
Sal de tetrazélio Formazana
(Amarelo) (Violeta)

Fonte: Autor (2016)

A porcentagem da viabilidade celular foi determinada, pela equacdo abaixo,

utilizando a média das absorvéancias das replicatas.

(Abs(c.positivo) - Abs(amostra)) v

% Viab.Hep. =
o Via ep AbS(c,positiUO)

100

Na qual: % Viab. Hep. refere-se a porcentagem de viabilidade celular de
hepatdcitos Huh-7.5; Abspositivo) @ absorvancia média do controle positivo; AbS@mostra) &

absorvancia média das amostra (LUI, 1997).
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3.5.2 Inibicédo da Replicacdo de HCV - Ensaio de Luciferase

As células Huh-7.5 (4.0 x 10°) foram lavadas e ressuspendidas em 400 pL de PBS
tratado com dietilpirocarbonato (PBS-DEPEC) e transfectadas por eletroporagdo com 5 pg
do replicon subgendmico do HCV com expressdo da proteina fosfotransferase de fusédo
luciferase-neomicina (SGR-Luc-JFH-1 FEO) (Figura 4, p.13), em cubetas de 0,4 cm a 950
WF, 270 V. Posteriormente, as células eletroporadas foram transferidas para placas de 96
orificios e entdo lisadas apds 4 e 24 h da transfeccdo em tampdo de lise passiva (PLB)
(Promega®). A atividade de luciferase foi medida utilizando o reagente para ensaio de
luciferase (LAR; Promega) em leitor de placa (FLUOstar Omega — BMG Labtech®)
(WYLES, 2009).

Figura 4. Replicon subgendmico JFH1 de genoma 2a contendo o gene FEO que expressa
a proteina fosfotransferase de fusdo da luciferase - neomicina denominado (SGR-JFH1-

FEO)

pRep-Feo |1 Fluc Ineg NS3 | 4 | NS5A | NS5B
pT7 Feo HCV-N 3'UTR

Fonte: WYLES (2009)

As nitrochalconas foram adicionadas nas concentrages de 10 ou 2 umol L*
segundo a citotoxicidade no teste de MTT (item 3.5.1, p. 11). Os lisados de 4 h apds
transfeccdo foram utilizados como controle e os de 24 h para avaliar o efeito inibitério das
nitrochalconas na replicagdo do HCV. Todos os experimentos foram realizados em
triplicatas. Em paralelo, foram realizados experimentos com a ciclosporina A, como droga

de referéncia, na concentracdo de 1 umol Lt (WYLES, 2009).
3.6 Atividade Anti-Candida

Os ensaios de atividade anti-Candida foram realizados em colaboragdo com os

pesquisadores Prof. Dr. Pedro Luiz Rosalen e Dra. Janaina Orlandi Sardi do Departamento
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de Ciéncias Fisioldgicas, Faculdade de Odontologia de Piracicaba, Universidade Estadual
de Campinas (UNICAMP).

A determinacdo da atividade antifungica das nitrochalconas foi realizada contra 5
espécies de Candida, inculindo C. albicans (ATCC 90028), C. tropicalis (ATCC 750), C.
krusei (ATCC 6258), C. parapsilosis (ATCC 22019), C. glabrata (ATCC 90030).

A concentracdo inibitéria minima (MIC) foi determinada pelo teste de
microdiluicdo em caldo de acordo com o documento M27 A3-S3 (2008) do CLSI com
algumas modificacdes. A suspenséo de leveduras foi ajustada para 1.0 x 10* UFC mL* em
RPMI-1640 e os indculos foram preparados RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) com L-
glutamina, sem bicarbonato de sddio, suplementado com 2% glicose, tamponado a pH 7,0
empregando tampdo MOPS (0,165 mol L) (Sigma-Aldrich). As nitrochalconas foram
dissolvidas em DMSO e testadas em concentragdes que variaram de 62,5 a 0,48 pug mL™.
Apos a determinacdo da CIM, uma aliquota do poco teste foi transferida para placa de
meio Sabouraud Dextrose Agar. Ap6s 24 horas, a concentracdo fungicida minima (CFM)
foi determinada como sendo a menor concentracdo capaz de ndo se observar

desenvolvimento da cultura fungica (CLSI, 2008).

3.7 Atividade Antibacteriana

Os ensaios foram de atividade antibacteriana foram realizados em colaboragdo com
0s pesquisadores Prof. Dr. Pedro Luiz Rosalen e Dra. Janaina Orlandi Sardi no
Departamento de Ciéncias Fisioldgicas, Faculdade de Odontologia de Piracicaba,
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

Foram selecionadas trés espécies Gram-positivas: Lactobacillus acidophilus ATCC
4356, Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Streptococus mutans UA 159, bem como
duas espécies Gram-negativas: Klebsiella pneumoniae (isolado clinico) e Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853. Estes ensaios foram realizados segundo o documento M07 A9
(2012) do CLSI com algumas adaptacOes. Para o desenvolvimento da metodologia, foi

utilizado o meio Miller Hynton (DIFCO®) como preconizado no documento.

Os farmacos antibacterianos utilizados foram obtidas dos fabricantes em forma de

po. As nitrochalconas foram dissolvidas assepticamente em quantidades adequadas de
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DMSO e solubilizadas por agitacdo com o auxilio do vortex. As substancias foram testadas

em concentragGes que variam de 0,48 a 62,5 ug mL™.

As cepas congeladas a — 20 °C foram repicadas em agar BHI em temperatura 37 °C
por 24 horas, a partir dessas culturas foram preparados os indculos em salina 0,85 %
estéril, sendo preparados em concentragdo de 2,5 a 5 x 10 UFC mL™. Todos os indculos
foram conferidos por meio da contagem de células em cdmara de Neubauer. Em seguida, o
indculo foi diluido em meio Miller Hynton em uma proporcdo de 1:100, para a obtencédo de
uma suspensdo 2,5 a 5 x 10* UFC mL*, a qual foi distribuida em placas de 96 pocos,
sendo um volume de 100 pL nas fileiras de 2 a 12 onde estdo as substancias que se deseja
avaliar a atividade antibacteriana em concentracdes a partir de diluicdo seriada. Desta
forma, a suspenséo do indculo passou a ser 102 UFC mL™. O controle positivo do teste foi
adicionado na fileira 12 com adigéo de 100 pL do meio Miller Hynton livre da substéncia e
100 pL da suspensdo de bactérias. Também foi utilizado o controle de esterilidade do meio
ou branco para a leitura espectrofotométrica, na fileira 1, onde foi adicionado somente 200
uL do meio Miller Hynton. As placas foram incubadas a 37 °C sob agitagéo constante de
150 rpm e a leitura ocorreu ap6s um periodo de 24 horas, por meio de leitura visual com o
revelador resazurina (1 mg em 10 ml de 4gua destilada) e da leitura por espectrofotometria
a 490 nm. (CLSI, 2012).

O ensaio para determinar a concentracdo bactericida minima foi realizado com a
finalidade analisar a acdo letal da substancia. Para isso, ap0s a leitura do resultado da CIM,
cada concentracdo da microplaca de 96 pogos foi transferida para placa com agar BHI
(Brain Heart Infusion). As placas foram incubadas a 37 °C e ap06s 24 horas, sendo realizada

a leitura visual observando a formacéo de colénias. (CLSI, 2012).
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4. Resultados

4.1 Resultados das Sinteses e das Analises Espectroscopicas de RMN

A quantidade de 21 nitrochalconas foram sintetizadas e submetidas a anélises

espectroscopicas de RMN. Os rendimentos das sinteses estdo apresentados na Tabela 1. p.

16.

Tabela 1. Rendimentos das Sinteses das Nitrochalconas

Rendimentos (%)

E.12 63
Chalconas E.14 68
comnitrona | e »q 78
posigdo 3
(anel A) E.25 73
E.31 91
E.02 75
E.03 67
E.06 77
E.07 82
Chalconas
com nitro na |_E-08 7
posicdo 4’ E.10 70
(anel A)
E.11 82
E.26 66
E.30 85
E.32 96
Chalconas E.33 68
com nitro na
posicdo 3 E.43 96
(anel B) E.47 90
Chalconas E.34 89
com thro na E 36 84
posicdo 4
(anel B) E.42 97
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As nitrochalconas com o0 grupo nitro na posicdo 4 apresentaram 0S maiores
rendimentos de sintese, com rendimento médio de 90%, seguidas pelas nitrochalconas com
0 grupo nitro nas posic¢oes 3, 4’ e 3’, com rendimentos médios de aproximadamente 84, 77

e 74% respectivamente.

A interpretacdo dos espectros de RMN de H permitiu constatar a obtencdo das
nitrochalconas planejadas. Os espectros de RMN confirmaram a presenca de dubletos com
constantes de acoplamento caracteristicas de ligagdo dupla carbono-carbono a,p -
insaturadas com configuracdo trans (J =15 Hz). O espectro de RMN de 3C apresentou
sinais caracteristicos de cetonas a,pB-insaturadas (0 =188 ppm). A analise simultanea dos
espectros de RMN de 'H e RMN de **C conduziram & confirmacio das nitrochalconas

planejadas.

A seguir, descrevem-se os rendimentos das reacdes de sintese, as atribuicdes dos
deslocamentos quimicos 9, em ppm, dos sinais obtidos nos espectros, sendo especificado
entre parénteses, a multiplicidade do sinal (s - singleto; d - dubleto; dd - duplo dubleto; ddd

— duplo duplo dubleto e m-multipleto) e constante de acoplamento (J).

4.1.1 Substancia E.02

Substancia E.02: Rendimento 75%. RMN de H (400 MHz, DMSO-ds) & (mult.; J em
Hz): 8,35 (d, J = 8,7 Hz, H-3’ e H-5°), 8,32 (d, J = 7,8 Hz, H-2’ e H-6"), 7,66 (d, J = 15,4
Hz, H-a), 7,54 (d, J = 15,4 Hz, H- B), 6,95 (d, J = 8,7 Hz, H-3 e H-5), 7,71 (d, J = 7,8 Hz,
H-2 e H-6). RMN de 13C (100 MHz, DMSO-ds) 5: 188,3 (C-B’), 163,5 (C-4), 150,0 (C-4),
147,1 (C-B), 143,5 (C-1°), 132,1 (C-6), 130,0 (C-2°), 124,2 (C-2), 117,0 (C-3), 127,1 (C-1),
115,3 (C-5),121,6 (C-3°), 130,7 (C-6"), 121,8 (C-5°) 137,2 (C-0). (Anexos 1-4, p. 40-41).
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4.1.2 Substancia E.03

Substancia E.03: Rendimento 67%. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dg) & (mult.; J em
Hz): 8,36 (d, J = 8,9 Hz, H-3” ¢ H-5), 8,33 (d, J = 8,9 Hz, H-2” ¢ H-6), 7,93 (d, J = 15,6
Hz, H-B), 7,70 (d, J = 15,6 Hz, H-0), 6,91 (dd, J = 8,3 ¢ 8,3; H-5), 7,33 (d, J = 8,3; H-6),
7.45 (d, J = 8,3; H-4), 7,35 (s, H-2). RMN de 13C (100 MHz, DMSO-dg) & : 158,2 (C-B°),
150,2 (C-3), 146,3 (C-4"), 142,8 (C-B), 144,2 (C-1°), 136,1 (C-1), 130,4 (C-2" e C-6"),
130,1 (C-5), 124,3 (C-5> e C-3"), 122,1 (C-a), 120,7 (C-6), 118,8 (C-4), 115,9 (C-2).
(Anexos 5-8, p. 42-43).

4.1.3 Substancia E.06

Substancia E.06: Rendimento 77%. RMN de H (400 MHz, DMSO-ds) & (mult.; J em
Hz): 8,44 (d, J = 8.8 Hz, H-3’e H-5°), 7,74 (d, J = 15,4 Hz, H-B), 7,63 (d, J = 15,4 Hz, H-
a), 8,31 (d, J = 8,2, Hz, H-2’ ¢ H-6"), 7,22 (d, J = 8,1 Hz, H-6), 7,30 (s, H-2), 6,91 (d, J =
7,9 Hz, H-5). RMN de 13C (100 MHz, DMSO-ds) &: 185,1 (C-p’), 149,8 (C-4°), 147,1 (C-
4), 147,0 (C-3), 146,1 (C- B), 143,4 (C-2°),143,2 (C-6), 130,1 (C-1), 126,5 (C-5"), 124,3
(C-3°), 123,3 (C-a), 118,6 (C-6), 116,2 (C-5), 116,1 (C-2). (Anexos 9-12, p. 44-45).
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4.1.4 Substancia E.Q7

Substancia E.07: Rendimento 82%. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) & (mult.; J em
Hz): 8,38 (d, J = 8,6 Hz, H-3> ¢ H-5"), 8,29 (d, J = 8,5 Hz, H-2’ ¢ H-6"), 8,05 (d, J = 15,3
Hz, H-B), 7,84 (d, J = 15,3 Hz, H-a), 7,70 (s, H-6), 6,84 (d, J = 7,1 Hz, H-4), 7,12 (dd, J =
8,29: J = 1,81 Hz, H-3), 2,35 (s, 5-CH3). RMN de 13C (100 MHz, DMSO-ds) 5: 187,9 (C-
B), 155,3 (C-2), 145,2 (C- B), 144,0 (C-1"), 130,9 (C-5), 130,8 (C-2’ ¢ C-6), 129,7 (C-4),
128,1 (C-6), 121,6 (C-5" ¢ C-3"), 122,4 (C-0), 116,5 (C-1), 115,7 (C-3), 24,7 (CHs-5).
(Anexos 13-16, p. 46-47).

4.1.5 Susbtancia E.08

Substancia E.08: Rendimento 75%. RMN de H (400 MHz, DMSO-ds) & (mult.; J em
Hz): 8,83 (d, J = 8,4 Hz, H-3’e H-5"), 8,41 (d, J = 8,1 Hz, H-2’ ¢ H-6"), 8,17 (d, J = 15,8
Hz, H-B), 8,01 (d, J = 15,8 Hz, H-q), 7,68 (dd, J = 8,2 e 8,2; H-6), 7,19 (d, J = 7,7 Hz, H-
4), 7,11 (d, J = 8,43; H-3). RMN de 13C (100 MHz, DMSO-ds) &: 188,9 (C-B’), 188,6 (C-
5), 154,1 (C-4), 153,7 (C-2), 140,1 (C- B), 144,8 (C-17), 130,4 (C-2’ e C-6"), 129,7 (C-4),
121,7 (C-5> e C-3°), 121,4 (C-0), 118,2 (C-1), 121,6 (C-3), 120,7 (C-6). (Anexos 1720, p.
48-49).
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4.1.6 Substancia E.10

Substancia E.10: Rendimento 70%. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) & (mult.; J em
Hz): 8,39 (s, H-5%), 7,99 (d, J = 9,1 Hz, H-2’ ¢ H-6"), 8,03 (d, J = 15,8 Hz, H- B), 7,83 (d,
J =15,8 Hz, H-a), 7,57 (d, J = 7,4 Hz, H-2 e H-6), 7,56 (d, J = 8,7 Hz, H-3 e H-5). RMN
de*C (100 MHz, DMSO-ds): 188,7 (C-B’), 152,5 (C-4°), 151,1 (C- B), 144,2 (C-1°), 142,5
(C-4), 144,3 (C-1), 140,8 (C-2’ e C-6"), 131,8 (C-3 e C-5), 129,5 (C-2 e C-5), 124,6 (C-3
e C-57), 123,2 (C-a). (Anexos 21-24, p. 50-51).

4.1.7 Substancia E.11

Substancia E.11: Rendimento 82%. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dg) & (mult.; J em
Hz): 7,91 (dd, J = 1,7 e 1,7 Hz, H-2’), 8,60 (ddd, J = 7,8 e 7,8 Hz, H-4"), 8,50 (dd, J = 9,3
e 9,3 Hz, H-6"), 7,80 (dd, J = 7,4 e 7,4 Hz, H-5°), 8,07 (d, J = 15,6 Hz, H-B), 7,92 (d, J =
7,8 Hz, H-3 e H-5), 7,81 (d, J = 15,6 Hz, H-a), 7,68 (d, J = 8,4 Hz, H-2 e H-6). RMN de
13C (100 MHz, DMSO-ds) &: 188,3 (C-p’), 148,6 (C-3°), 144,0 (C-B), 135,2 (C-1°), 139,1
(C-6%), 135,4 (C-1), 134,6 (C-3), 132,1 (C-5), 131,4 (C-5"), 131,0 (C-6), 130,5 (C-2), 127,3
(C-4%), 124,4 (C-2), 123,9 (C-4), 122,6 (C-0). (Anexos 25-28, p. 52-53).
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4.1.8 Substancia E.12

Substancia E.12: Rendimento 63%. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) & (mult.; J em
Hz): 8,65 (dd, J =1,9 e 1,9 Hz, H-2"), 7,90 (ddd, J = 7,4 e 7,4 Hz, H-4"), 8,50 (dd, J = 9,3
e 9,3 Hz, H-6"), 7,84 (dd, J=7,4 e 7,4 Hz, H-5"), 8,05 (d, J = 15,6 Hz, H-B), 7,92 (d, J =
7,8 Hz, H-3 e H-5), 7,8 (d, J = 15,6 Hz, H-a), 7,55 (d, J = 8,4 Hz, H-2 e H-6). RMN de *3C
(100 MHz, DMSO-ds) &: 188,0 (C-p’), 148,1 (C-4), 145,9 (C-3°), 139,2 (C- B), 138,1 (C-
1”), 136,0 (C-6"), 130,8 (C-1), 130,2 (C-57), 130,6 (C-2 e C-6), 129,9 (C-4°), 127,8 (C-2"),
123,8 (C- a), 122,4 (C-3 e C-5). (Anexos 29-32, p. 54-55).

4.1.9 Substancia E.14

Substancia E.14: Rendimento 68%. RMN de H (400 MHz, DMSO-ds) & (mult.; J em
Hz): 8,41 (d, J = 2,1 Hz, H-3’ ¢ H-5"), 8,35 (d, J = 8,9 Hz, H-2’ ¢ H-6"), 7,99 (d, J = 15,5
Hz, H-B), 7,77 (d, J = 15,5 Hz, H-a), 7,87 (d, J = 8.4 Hz, H-3 e H-5), 7,68 (d, J = 7,8 Hz,
H-2 e H-6). RMN de *C (100 MHz, DMSO-ds) &: 188,7 (C-B’), 150,3 (C-4"), 144,6 (C-B),
142,3 (C-1°), 134,6 (C-1), 134,1 (C-3), 132,4 (C-5), 132,1 (C-2"), 131,4 (C-6’), 130,3 (C-
2), 124,9 (C-6), 124,3 (C-4), 123,4 (C-3°), 1229, 5 (C-5"), 122,4 (C-0a). (Anexos 33-36, p.

56-57).
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4.1.10 Substancia E.23

Substéancia E.23: Rendimento 78%. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) & (mult.; J em
Hz): 8,85 (ddd, J = 0,6; 1,8 e 8,0; H-4"), 8,51 (dd, J=7,8 ¢ 7,8; H-5'), 8,64 (dd, J=18¢
1,8; H-2Y), 7,33 (d, J = 7,8; H-3), 7,96 (m, H-3 —H-5), 8,07 (d, J =15,6; H-a), 7,87 (d, J =
15,6; H-B), 7,51 (m, H-2 e H-6). RMN de 3C (100 MHz, DMSO-dg) §: 187,6 (C-B’),
154,4 (C-37), 146,0 (C- B), 145,8 (C-17), 140,6 (C-6"), 145,8 (C-1), 139,0 (C-57), 138,7 (C-
3 e C-5), 135,0 (C-4), 133,9 (C-4"), 130,4 (C-2), 126,3 (C-6), 122,9 (C-27), 119,2 (C- a).
(Anexos 37-40, p. 58-59).

4.1.11 Substancia E.25

Substancia E.25: Rendimento 73%. RMN de H (400 MHz, DMSO-ds) & (mult.; J em
Hz): ): 8,49 (ddd, J = 0,4; 1,7 e 8,3 Hz, H-4'), 8,60 (dd, J = 8,5 e 8,5 Hz, H-5"), 7,94 (dd, J
=1,6 e 1,6 Hz, H-2), 7,90 (d, J = 14,5 Hz H-B), 7,83 (d, J = 14,5 Hz, H-), 7,80 (d, J = 8,7
Hz, H-2 e H-6), 7,05 (d, J = 7,9 Hz, H-3 e H-5), 3,73 (s, 4-OCH3). RMN de 3C (100 MHz,
DMSO-ds) 5: 187,8 (C-B’), 162,2 (C-4), 148,6 (C-3°), 146,1 (C-B), 138,1 (C-17), 135,1 (C-
5°), 131,8 (C-1), 130,2 (C-2), 127,6 (C-6), 123,2 (C-4’), 119,2 (C-2°), 114,9 (C-0), 114,4
(C-3), 114,1 (C-5) 55,9 (4-OCHs). (Anexos 41-44, p. 60-61).
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4.1.12 Substancia E.26

Substancia E.26: Rendimento 66%. RMN de H (400 MHz, DMSO-ds) & (mult.; J em
Hz): 8,38 (d, J = 8,8 Hz, H-3> e H-5"), 8,33 (d, J = 8.7 Hz, H-2" e H-6"), 7,87 (d, J = 14,6
Hz, H-B), 7,76 (d, J = 14,6 Hz, H-0), 7,89 (d, J = 8,6 Hz, H-2 e H-6), 7,04 (d, J = 5,6 Hz,
H-3 e H-5), 3,73 (s, 4-OCHs). RMN de 13C (100 MHz, DMSO-ds) &: 188,6 (C-B°), 162,2
(C-4), 150,5 (C-4"), 150,2 (C-B), 150,1 (C-1°), 146,7 (C-2°), 146,6 (C-6"), 143,8 (C-1),
131,5 (C-2), 130,3 (C-6), 129,7 (C-3), 127,0 (C-5°), 124,6 (C-0), 119,9 (C-3), 114,9 (C-5),
55,6 (4-OCHzs). (Anexos 45-48, p. 62-63).

4.1.13 Susbtancia E.30

Substancia E.30: Rendimento 85%. RMN de H (400 MHz, DMSO-ds) & (mult.; J em
Hz): 8,31 (d, J = 9,1, H-2’ ¢ H-6), 8,00 (d, J = 15,6 Hz, H- B), 8,21 (d,J=7,9,J = 1,7 Hz,
H-2’ e H-5), 8,63 (d, J = 15,6 Hz, H-0), 7,51 (d, J = 7,6 Hz, H-2 e H-6), 7,21 (m), 2,71 (s,
4-CHz). RMN de *C (100 MHz, DMSO-dg) &: 188,7 (C-p’), 150,9 (C-3), 142,8 (C-p),
1425 (C-17), 136,0 (C-6"), 135,2 (C-1), 130,2 (C-5°), 128,7 (C-3 e C-5), 128,0, 126,9 (C-
4%), 126,4 (C-2 e C-6), 124,8 (C-2°), 123,4 (C- ), 64,3 (4-CHs). (Anexos 49-52, p. 64-65).
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4.1.14 Substancia E.31

Substancia E.31: Rendimento 91%. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) & (mult.; J em
Hz): 8,52 (ddd, J =0,5; 1,9 e 8,7 Hz, H-4"), 8,63 (dd, J = 8,1 e 8,1 Hz, H-5'), 7,93 (dd, J =
1,2 e 1,2 Hz, H-2"), 8,15 (d, J = 14,5 Hz H-B), 7,81 (d, J = 14,5 Hz, H-a), 8,34 (d, J = 9,6
Hz, H-2), 7,74 (d, J = 7,2 Hz, H-5), 7,91 (dd, J = 8,5 e 8,5 Hz, H-6). RMN de *C (100
MHz, DMSO-de) 6: 187,8 (C-p’), 148,3 (C-3"), 145,6 (C-B), 143,7 (C-17), 143,3 (C-6"),
138,7 (C-1), 135,3 (C-3), 135,3 (C-4), 132,2 (C-5), 131,1 (C-5), 130,9 (C-2), 129,4 (C-4°),
128,9 (C-6), 123,8 (C-2"), 123,4 (C- ). (Anexos 53-56, p. 66-67).

4.1.15 Substancia E.32

Substancia E.32: Rendimento 96%. RMN de H (400 MHz, DMSO-ds) & (mult.; J em
Hz): 8,39 (s, H-3’e H-5%), 8,31 (d, J = 8,4 Hz, H-2’ ¢ H-6"), 8,06 (d, J = 14,5 Hz, H- B),
7,79 (d, J = 14,5 Hz, H-a), 7,75 (d, J = 8,3 Hz, H-2), 7,74 (d, J = 1,3 Hz, H-5), 7,91 (dd, J
= 8,7 e 8,7 Hz, H-6). RMN de 13C (100 MHz, DMSO-ds) &: 188,6 (C-B’), 150,3 (C-4"),
1438 (C-B), 142,7 (C-1°), 135,3 (C-1), 133,3 (C-3), 132,3 (C-4), 130,8 (C-2’ e C-6),
130,2 (C-5), 128,5 (C-2), 125,4 (C-6), 122,2 (C-3’ e C-5"), 119,2 (C- ). (Anexos 57-60, p.
68-69).
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4.1.16 Substancia E.33

Substancia E.33: Rendimento 68%. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) & (mult.; J em
Hz): 8,22 (dd, J = 7,8 e 7,8 Hz, H-2), 8,32 (d, J = 7,6 Hz, H-4), 8,15 (d, J = 15,6 Hz, H-p),
7,82 (d, J = 15,6 Hz, H-0), 8,16 (d, J = 8,6 Hz, H-2’e H-6"), 8,27 (dd, J = 7,9 e 7,9 Hz, H-
6), 7,73 (dd, J = 7,6 e 7,6 Hz, H-5), 7,11 (d, J = 7,1 Hz, H-3’e H-5"), 3,87 (s, 4’-OCHy).
RMN de *3C (100 MHz, DMSO-dg) §: 187,7 (C-B’), 163,9 (C-4"), 148,9 (C-3), 141,1 (C-
B), 137,1 (C-1), 135,1 (C-6), 131,7 (C-2’), 131,5 (C-6°), 130,1 (C-5), 130,4 (C-a), 125,5,
(C-2), 125,3 (C-4), 123,6 (C-3"), 114,0 (C-5"), 56,1 (4’-OCHs3). (Anexos 61-64, p. 70-71).

4.1.17 Substancia E.34

Substancia E.34: Rendimento 89%. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dg) & (mult.; J em
Hz): 8,29 (d, J = 8,4 Hz, H-3 e H-5), 8,15(d, J = 15,4 Hz, H-p), 7,79 (d, J = 15,4 Hz, H-0),
8,21 (d, J = 7,9 Hz, H-2’e H-6"), 8,15 (d, J = 7,9 Hz, H-2 e H-6), 7,12 (d, J = 9,4 Hz, H-3’
e H-5"), 3,73 (s, 4’- OCHs). RMN de 13C (100 MHz, DMSO-ds) &: 187,6 (C-B’), 174,9 (C-
4%, 164,0 (C-4), 148,5 (C-B), 141,8 (C-1), 140,8 (C-2°), 131,7 (C-6), 130,4 (C-1°), 129,5
(C-2), 126,4 (C-6), 124,6 (C-a), 123,0 (C-3), 114,7 (C-5), 112,6 (C-27), 114,3 (C-5’) 66,1
(4°-OCHz). (Anexos 6568, p. 72-73).
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4.1.18 Substancia E.36

Substancia E.36: Rendimento 84%. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) & (mult.; J em
Hz): 8,45 (s, H-5), 8,14 (d, J = 15,3 Hz, H-B), 7,85 (d, J = 15,3 Hz, H-a), 8,30 (d, J = 6,9
Hz, H-2 e H-6), 8,20 (d, J = 7,5 Hz, H-2"), 7,88 (dd, J = 8,8 e 8,8 Hz, H-6"), 8,17 (d, J =
6,8 Hz, H-5"). RMN de *C (100 MHz, DMSO-ds) §: 189,1 (C-B’), 148,3 (C-4°), 142,7 (C-
B), 141,8 (C-1), 141,2 (C-4’), 137,6 (C-1"), 136,5 (C-37), 131,4 (C-2), 131,7 (C-57), 130,3
(C-67), 129,3 (C-2 e C-6), 125,5 (C-u), 124,0 (C-3 e C-5). (Anexos 69-72, p. 74-75).

4.1.19 Substancia E.42

Substancia E.42: Rendimento 97%. RMN de H (400 MHz, DMSO-ds) & (mult.; J em
Hz): 8,29 (d, J = 8,1 Hz, H-3 e H-5), 8,14 (d, J = 15,7 Hz, H-B), 7,83 (d, J = 15,7 Hz, H-a),
8,18 (d, J = 8,2 Hz, H-2 e H-6), 7,71 (m, H-3’ — H-5"), 7,61 (dd, J=7,5e 7,5 Hz, H-2 e
H-6). RMN de 13C (100 MHz, DMSO-ds) &: 189.5 (C-B’), 148,6 (C-4°), 145,2 (C-B), 141,6
(C-1), 141,5 (C-1°), 137,6 (C-4’), 134,9 (C-2’ e C-6°), 130,3 (C-2’ e C-5°), 129,3 (C-2 e C-
6), 126,1 (C- ), 124,0 (C-3 e C-5). (Anexos 73-76, p. 76-77).
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4.1.20 Substancia E.43

Substancia E.43: Rendimento 96%. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) & (mult.; J em
Hz): 8,27 (ddd, J =0,9; 1,9 e 8,6; H-4), 8,21 (dd, J =7,8 e 7,8; H-5), 7,75 (dd, J =19 e
1,9; H-2), 8,33 (d, J = 7,6 Hz, H-3"), 7,76 (m, H-3’ —H-5"), 8,19 (d, J = 15,6; H-a), 7,84
(d, J = 15,6; H-B), 7,61 (m, H-2’ ¢ H-6"). RMN de *C (100 MHz, DMSO-ds) &: 189,5 (C-
B’), 148,3 (C-3”), 141,2 (C- B), 137,9 (C-17), 136,1 (C-1), 135,6 (C-4"), 133,5 (C-6), 130,9
(C-2’ e C-6°), 129,6 (C-5), 129,3 (C-2’ e C-6"), 1255, (C- a), 125,4 (C-2), 123,3 (C-4).
(Anexos 77-80, p. 78-79).

4.1.21 Substancia E.47

Substancia E.47: Rendimento 90%. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dg) & (mult.; J em
Hz): 8,71 (d, J = 8,1 Hz, H-6), 7,96 (d, J = 15,3 Hz, H-B), 7,13 (d, J = 15,3 Hz, H-a), 8,08
(d, J = 7,5 Hz, H-2’e H-6"), 7,75 (m, H-4), 7,56 (d, J = 7,8 Hz H-4"), 7,08 (d, J = 7,4 Hz,
H-3). RMN de 13C (100 MHz, DMSO-de) &: 189,7 (C-p’), 164,6 (C-2), 145,6 (C-B), 140,3
(C-5), 137,5 (C-17), 134,6 (C-4"), 129,7 (C-2’ e C-6"), 129.8 (C-3’ e C-5°), 122,3 (C-6),
122,1 (C- 4), 121,1 (C- 1), 117,3 (C-1), 116,2 (C-3). (Anexos 81-84, p.80-81).
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4.2 Avaliacéo da Atividade Anti-HCV

4.2.1 Viabilidade de Hepatocitos Huh 7.5 — Ensaio do MTT

Para a analise de viabilidade dos hepatdcitos Huh 7.5 foram testadas 16
nitrochalconas. As substancias foram ensaiadas em concentra¢des de 50, 10 ¢ 2,0 pmol L.

O resultado dos testes de viabilidade dos hepatocitos Huh 7.5 demonstrou que as
nitrochalconas a 50 pmol L apresentaram efeito citotoxico, exibindo valores de
viabilidade celular inferiores a 60%.

Quando os testes foram realizados com as substancias na concentragéo de 2 pmol
L, a viabilidade celular das substancias E.06 a E.08 e E.23 foram superiores a 80%,
sendo assim esta concentracdo foi selecionada para o0s ensaios de inibicdo da replicacdo do
HCV.

Na Figura 5 (p. 29), 12 nitrochalconas (E.03, E.06, E.07, E.08, E.14, E.23, E.25,
E.26, E.30, E.33, E.42 e E.43) apresentaram viabilidade celular superior a 80%, quando
testadas a 2 umol L. Considerando a elevada viabilidade celular, as concentragGes de 2 e
10 pmol Lt foram selecionadas para a realizagio dos ensaios de inibicdo da replicagdo do
HCV.
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Figura 5. Viabilidade de Hepatocitos Huh 7.5 Expostos as Nitrochalconas e Ciclosporina
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4.2.2 Inibigéo da Replicagdo do HCV - Ensaio de Luciferase

O valor da porcentagem de inibicdo da replicacdo do HCV foi mensurado pelo
valor da viabilidade celular (Figura 5, p. 29) subtraidos do valor da taxa de replicacdo
(LUC) do HCV, para cada nitrochalcona (Figura 6, p. 30).

Dentre as substancias testadas na concentragdo de 10 umol L™, as substancias E.03,
E.14, E.25, E.33, E.42 e E.43 ndo demonstraram inibicdo da replicacdo do HCV. A Figura

6, (p. 30) demonstrou as taxas da inibicdo da replicacdo do HVC.

Figura 6. Atividade Anti-HCV das Nitrochalconas e Ciclosporina A (CsA)
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As substancias E.06 e E.O8 apresentaram inibi¢cdo da replicacdo do HCV na
concentracdo de 2 pmol L™ demonstrando uma porcentagem de inibicdo da replicacdo de
aproximadamente 30%.

As substancias E.07 e E.23 demonstraram uma inibi¢do na replicagdo do HCV,
exibindo taxas de inibicdo da replicacdo de 20%, porém apenas em uma concentracao mais

elevada (10 umol L1).
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4.3 Avaliacéo da Atividade Anti-Candida

A Tabela 2 (p. 31) sumarizou os resultados dos valores de concentracdo inibitoria

minima (CIM) e valores de concentracdo fungicida minima (CFM) para as cinco espécies

de Candida (C. albicans, C. tropicalis, C. krusei, C. parapsilosis, C. glabrata).

Tabela 2. Atividade Anti-Candida das Nitrochalconas Expressa como Valores de
Concentragéo Inibitéria Minima (CIM em pg mL™) e Concentragdo Fungicida Minima

(CFM em pg mL™).

Ca90028 | Ca5314 Cg Ct Cp Ck
El12| 6254 * 62,5/# 62,5/ >62,5/4 | 31,25/62,5
E.13 | 62,5/>62,5 * 62,5/ 62,5/ >62,5/4 | 62,5/>62,5
Chalconas com
nitro na posicdo | E.23 | 0,97/3,90 | 3,91/7,81 | 31,25/62,5 | 31,25/62,5 | 31,25/>62,5 | 31,25/62,5
3 (anel A) ) o5 | 62,5/562,5 * 62,5/ 62,5/ 62,5/ | 62,5/>62,5
E31| 625/* * 62,5/* 62,5/* >62,5/4 | 31,25/62,5
E02| 625/ * 62,5/# 62,5/# 62,5/# 62,5/#
E.03 | 31,25/62,5 * 625/# | 31.25/62,5 | 31,25/62,5 | 31,25/62.5
E06| 62,5/4 * 62,5/# 625/t | 625/>625 | 6254
EO07| 625/ * >62,5/4 62,5/# 62,5/# >62,5/4
Chalconas com | E.08 | 7,81/31,25 | 7,81/31,25 * * * *
nitro na posic&o
4 (anel A) | E10| 625/% * 62,5/# >62,5/4 >62,5/4 >62,5/4
E1l| 625/ * 62,5/ 62,5/# 62,5/#
E26| >625/4 * >62,5/4 62,5/# >62,5/4 >62,5/4
E30| 62,5/ * >62,5/4 >62,5/4 >62,5/4 62,5/#
E32| 625/ * 62,5/# 62,5/# 62,5/ >62,5/4
E.33 | 62,5/>62,5 * 62,5/>62,5 | 31,25/>62.5 | 31,25/>62.5 | 62,5/#
Chalconas com
nitro na posicdo | E43 | 62,54 * 625/% | 15,62/31,25 | 31,25/>62,5 | 31,25/>62,5
3 (anel B) E.47 | 15,62/31,25 | 15,62/31,25 |  62,5/# 31,25/4 62,5/# 31,25/4
*
Chalconas com |E:34 | 625 62,5/# 62,5/# 62,5/# >62,5/4
nitro na posicdo | E.36 62,5/# * 62,5/# 62,5/# 62,5/# 62,5/#
4 (anel B) E.42 | 31,25/>62,5 * 62.5/4 625/# | 625/>625 | 625/#
fluconazol 16 16 2 2 1 32
anfotericina B 0,5 0,5 0,5 0,5 0,25 0,5

* ndo foi testado ; # CIM = CFM ; Fonte: Autor (2016)

31




Dentre as 21 nitrochalconas testadas, a 3’- nitrochalcona E.23 apresentou potente
atividade anti-Candida, exibindo valores de CIM compreendidos entre 0,97 e 31,25 g
mLL. Contra C. albicans 90028 e C. albicans 5314, E.23 foi cerca de 2 e 8 vezes menos
potente que a anfotericina B. Contudo, contra as duas cepas de C. albicans foi mais potente
que o fluconazol. A segunda nitrochalcona com maior poténcia anti-Candida foi a 4’-
nitrochalcona E.08 (2-OH, 5-F), a qual exibiu valores de CIM de 7,81 ug mL™ contra as
duas cepas de Candida. Dentre as chalconas com o grupo nitro no anel B, destaca-se a
atividade da 3 — nitrochalcona E.42, a qual apresentou CIM de 31,25 pg mL™? contra
C.albicans 90028.

As 3’- nitrochalconas contendo substituintes retiradores de elétrons [E.12 (4-F),
E.13 (4-Cl), E.14 (4-Br), E.31 (3,4 — diCl)], bem como aceptor de elétrons [E.25 (4-
OCHz3)] promoveram significativa reducdo na atividade antifungica. A Unica excecdo foi
observada para C. krusei, contra a qual as 3’- nitrochalconas E.12 (4-F) e E.31 (3,4-Cl)
exibiram os mesmos valores de CIM e CFM.

Ao contrario das 3’- nitrochalconas, as chalconas com o nitro na posi¢cdo 4’
apresentaram baixa atividade antifingica. Dentre essas, destacou-se a atividade anti-
Candida de E.03, a qual demonstrou valores de CIM e CFM de 31,25 e 62,5 ug mL™,
respectivamente, contra C. albicans 90028, C.tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei.

Dentre as chalconas com o nitro no anel B, destacaram-se E.47 e E.42. A 3-
nitrochalcona hidroxilada E.47 apresentou potente atividade anti-Candida, exibindo
valores de CIM e CFM de 15,62 e 31,25 pug mL™, respectivamente contra C. albicans
90028 e C. albicans 5413, valores similares aqueles obtidos para o fluconazol. Frente as
espécies de C.tropicalis e C. krusei, E.47 apresentou atividade moderada, com valores de
CIM e CFM de 31,25 pg mL™.

4.4 Avaliagéo da Atividade Antibacteriana

A Tabela 3 (p. 33) sumarizou os resultados dos valores de concentracdo inibitéria
minima (CIM) e valores de concentragdo bactericida minima (CBM) para espécies
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae (cepa sensivel), Streptococcus mutans,
Lactobacillus acidophillus, Staphylococcus aureus e Staphylococcus aureus MRSA, cepa
resistente a meticilina.
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Tabela 3. Atividade Antibacteriana das Nitrochalconas Expressa como Valores de
Concentragéo Inibitéria Minima (CIM em pug mL™?) e Concentracdo Bactericida Minima

(CBM em pg mL™).

Pa Kp Sm La Sa Sa MRSA
E.12 >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/#
E.13 >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/#
Chalconas com E.14 >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/#
nitro na posicao | E.19 >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/#
3(@nel A) 1 e o3| seasm | >625M | >625M | >625M | >625M | >62,5M
E.25 >62 5/# >62,5/# 31,25/31,25 >62,5/# >62,5/# >62,5/#
E.31 >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/#
E.02 >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/#
E.03 >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/#
E.06 >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62 5/#
E.07 >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62 5/#
Chalconas com E.08 >62,5/# >62,5/# * * 1,95/3,90 1,95/3,90
nitro na posic¢do | E.10 >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/#
#anelA) ey | sepsm | 625 | >625H | >625M | >625M | >625M
E.22 >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/#
E.26 >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/#
E.30 >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62 5/# >62 5/# >62,5/#
E.32 >62,5/# >62,5/# 31,25/62,5 >62,5/# >62,5/# >62,5/#
Chalconas com E.33 >62,5/# >62,5/# 62,5/62,5 >62,5/# >62,5/# >62,5/#
nitro na posicao | E.43 >62,5/# 31,25/62,5 >62,5/ >62,5/# >62,5/# >62,5/#
3@elB) e 47| 3939 39/39 | 195390 | 195390 | 097/097 | 1,95/1,95
Chalconas com E.34 >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/#
nitro na posicao | E.36 >62,5/# >62,5/# | 31,25/31,25 >62,5/# >62,5/# >62,5/#
4@elB) | Eup | seasm | 625 | 3125625 | >625M | >625M | >625M
ciprofloxacina 0,625 - - - - -
cefalosporina - 1 - - - -
clorexidina - - 0,625 0,10 - -
vancomicina - 1 2

* ndo foi testado ; # CIM = CBM ; Fonte: Autor (2016)
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Dentre as 21 nitrochalconas testadas, a substancia E.47 apresentou potente
atividade antibacteriana, exibindo valores de CIM compreendidos entre 1,95 e 3,90 pug mL"
!, Contra Staphylococus aureus 25923 e Staphylococus aureus MRSA, E.47 exibiu CIM e
CBM de 0,97 e 1,95 pug mL?, valores similares as concentracdes da vancomicina,
antibiotico de referéncia. Contra as cinco espécies bacterianas, E.47 foi tdo potente quanto
a vancomicina. Portanto a substancia E.47 apresentou comportamento bactericida contra
todas as espécies quando testada em 3,90 pg mL. Dessa forma, E.47 apresenta espectro
de acdo amplo, atuando sobre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

A substancia E.43 demonstrou potente atividade contra Klebsiella pneumoniae,
exibindo uma CIM e CBM de 31,25 e 62,5 pg mL™?, respectivamente.

As substancias E.25, E.32, E.36 e E.42 demonstraram potente atividade contra
Streptococus mutans UA 159, exibindo uma CIM de 31,25 ug mL™,

Contra Staphylococus aureus 25923 e Staphylococus aureus MRSA 33591, a
substancia E.08 demostrou uma CIM e CBM de 1,95 e 3,90 pg mL™, respectivamente.

Em linhas gerais, salientou-se que dentre as espécies bacterianas testadas, S. mutans
foi a mais sensivel, enquanto P. aeuruginosa foi a mais resistente ao efeito das

nitrochalconas.

5. Conclusdes

A série com 24 nitrochalconas foi sintetizada com rendimentos que variaram de 63
a 97%. As substancias com o grupo nitro na posicdo 4 (anel B) foram obtidas com os
maiores rendimentos, as quais variaram de 84 a 97%. As nitrochalconas E.07 e E.08 sdo

substancias inéditas na literatura.

As substancias E.42 e E.43 foram citotoxicas para hepatécitos Huh-7,5 a 2 pmol

L'ea 10 umol L2, segundo os ensaios de MTT.

A substancia E.08 foi capaz de inibir a replicacdo do HCV em 30%, a 2 umol L*,
por meio do ensaio de luciferase, permitindo uma viabilidade celular de aproximadamente

100%, de acordo com o ensaio de MTT.
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A substancia E.23 demonstrou atividade anti-Candida. albicans, exibindo valores
de CIM de 0,97 pg mL?, a qual possui uma atividade duas vezes inferior que a anfotericina
B.

A substancia E.47 exibiu atividade anti- Staphylococcus aureus e anti-
Staphylococcus aureus resistente a meticilina, demonstrando valores de CIM de 0,97 e
1,95 pg mL respectivamente, o qual foi similar & vancomicina.

O grupo nitro estd presente em indmeros farmacos, incluindo metronidazol,
nitrofural, furazolidona e cloranfenicol; os quais possuem atividade antimicrobiana.

O presente estudo indica que o grupo nitro foi importante para a acdo bioldgica,
contudo ndo foi crucial, uma vez que, dependendo da sua localizagdo nos anéis A e B
observou-se ou nado a atividade bioldgica.

Nossos estudos quimicos e bioldgicos de nitrochalconas conduziram a descoberta
de hits, os quais podem ser valiosos prot6tipos para o desenvolvimento de agentes anti-

infecciosos inovadores.

35



6. Referéncias

ADDY, M. Hibitane in the treatment of aphtous ulceration. Journal of Clinical
Periodontology, v. 4. p. 108-116.1977.

ALBERTON, A.; DAMAZIO, R.; CAZAROLLI, L.; et al. Influence of chalcone
analogues on serum glucose levels in hyperglycemic rats. Chemico-Biological
Interactions, v.171, p. 355-362, 2008.

BANERJEE, A.; KIDD, E. A. M.; WATSON, T. F. In vitro evaluation of five alternative

methods of carious dentine excavation. Caries Res, v. 34, n. 2, p. 144-150, 2000.

BUCKARI, S. N. A.; JASAMAI, M.; JANTAM |.; AHMAD W. Review of methods and
various catalystis used for chalcone synthesis. Mini-Reviews in Organic Chemistry, v.
10, p. 73-83, 2013.

BUISCHI YP. Promocéo de saude bucal na clinica odontoldgica. S&o Paulo: Artes
médicas, 336p, 2000.

CLSI, Clinical and Laboratory Standards Institute. (2008) Protocol M27-A3. Method
for Broth Dilution Antifungal Susceptibility Testing of Yeasts. 3.ed. Pennsylvania:
NCCLS, 25 p, 2008.

CLSI, Clinical and Laboratory Standards Institute. (2012) Protocol M27-A9. Method
for Broth Dilution Antifungal Susceptibility Testing of bacterial. 2.ed. Pennsylvania:
NCCLS, 70p, 2012.

36



DALLA VIA, L.; GIA, O.; CHIARELOTTO, G.; FRELIN, M. G. DNA-targeting
pyrroloquinoline-linked butenone and chalcones: Synthesis and biological evaluation.
European Journal of Medicinal Chemistry, v. 44, p. 2854-2861, 20009.

EDDARIR, S.; COTELLE N.; BAKKOUR Y.; ROLANDO C. An efficient synthesis of
chalcones based on the Suzuki reaction. Tetrahedron Letters, v. 44, p. 5359-5363, 2003.

GREENSPAN et al. Treatment of oral candidiasis in HIV infection. Oral Surgery Oral
Medicine Oral Pathology.v 1. p. 211-214. 1994.

HOOFNAGLE, J. H.; FELD, J. J. Mechanism of Action of Interferon and Ribavarin in
Treatment of Hepatitis C. Nature, v. 436, p. 967-972, 2005.

ILANGO, K.; VALENTINA, P.; SALUJA, G. S. Synthesis and In vitro anti-cancer
activity of some substituted Chalcone derivatives. Research Journal of Pharmaceutical,
Biological and Chemical Sciences. v.1, n.2, p. 354-359, 2010.

JAYAPAL, M.R.; SREEDAR N. Y. Anydrous K>COs as Catalyst for the synthesis of
chalcones under microwave irradiation. Journal of Pharmaceutical Sciences and

Research, v. 2, n. 10, p. 644-647.

KATZUNG, B. G.; Farmacologia Basica e Clinica, 82 ed., Guanabara Koogan: Rio de
Janeiro, 2001, cap. 52.

KOHLI, A.; SHAFFER, A.; SHERMAN, A.; KOTTILIL, S. Treatment of Hepatits C: A
Systematic Review. Clinical Review & Education, v. 312, n. 6, p. 631-640, 2014.

LIANG, T. J.; GHANY, M. G. Current and Future Therapies for Hepatitis C Virus
Infection. The New England Journal of Medicine, v. 368, n. 20, p. 1907-1917, 2013.

37



LIU, Y.; PETERSON, D.A.; KIMURA, H.; SCHUBERT, D. Mechanism of cellular 3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl) — 2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) reduction. Journal
of Neurochemistry, England, v. 69, n. 2, p.581-593, 1997.

MUNIR, S; et al. Hepatitis C Treatment: Current and Future Perspectives. Virology
Journal, v. 296, n.6, p.1-6, 2010.

PAULA, F.R; SERRANO, S.H.P; TAVARES, L.C. Aspectos mecanisticos da bioatividade
e toxicidade de nitrocompostos. Quimica Nova, v. 32, No. 4, 1013-1020, 2009.

PELLEGRINO FL, TEIXEIRA LM, CARVALHO MD MDA G ET AL - Occurrence of a
multidrug-resistant Pseudomonas aeruginosa clone in different hospitals in Rio de Janeiro,
Brazilian Jounal of Clinical Microbiology; 40:2420-2424, 2002.

PRASHAR, H.; CHAWLA, A.; KUMAR, S.; KHARB, R. Chalcone as a versatile moiety
for diverse pharmacological activities. International Journal of Pharmaceutical
Sciences and Research, v. 3, n. 7, p.1913-1927, 2012.

RANG, H. P.; et al. Rang & Dale: Farmacologia. 72 ed. [traducdo de Tatiana Ferreira

Robaiana, et al. — Rio de Janeiro: Elsevier, 2011.

SANT ANA PL, MILAN EP, MARTINEZ R, QUEIROZ-TELLES F, FERREIRA MS,
ALCANTARA AP ET AL. Multicenter Brazilian study of oral Candida species isolated
from aids patients. Memorias do Instituto Oswaldo Cruz; 97 (2): 253-257, 2002.

SMITH MOLAND, E. et al. Plasmid-mediated, carbapenemhydrolysing beta-lactamase,
KPC-2, in Klebsiella pneumoniae isolates. Journal of Antimicrobial Chemotherapy, v.
51,n. 3, p. 711-4, 2003.

WYLES, D. L.; KAIHARA, K. A.; KORBA, B. E.; et al. The octadecyloxyethyl ester of
(S)-9-[3-hydroxy-2-(phosphonomethoxy) propyl]adenine is a potent and selective inhibitor

38



of hepatitis C virus replication in genotype 1A, 1B, and 2A replicons. Antimicrobial
Agents and Chemotherapy, v. 53, p. 26602662, 2009.

ZANGADE, S.; MOKLE S.; VIBHUTE A.; VIBHUTE Y. An efficient and operationally
simple synthesis of some new chalcones by using grinding technique. Chemical Sciences

Journal, v. 2011, p.1-6, 2011.

ZUANAZZI, J. A. S. Flavonoides. In: SIMOES, C. M. O,, et al (Org.). Farmacognosia: da
planta ao medicamento: Ed. UFSC, 2001, p.499-526.

39



ANEXO 1. Espectro de RMN de 'H da substancia E.02 (DMSO-ds; 400 MHz)
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ANEXO 2. Ampliagéo do espectro de RMN de 'H da substancia E.02 (DMSO- dg; 400
MHz).

RMN 1H TRRGY
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ANEXO 3. Espectro de RMN de *C da substancia E.02 (DMSO- ds; 100 MHz).

RMN 13C 3 b S25% 5888
Prof. LuisOctavio, Eder Paganini 2 ] 9 doxs
T-24, 13.1 mg em DMSO — — — o
20C N 7N

A N o

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
240 230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 f %20 ) 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
ppm

ANEXO 4. Ampliacdo do espectro de RMN de 3C da substancia E.02 (DMSO- ds; 100
MHz).

RMN 13C ]

Prof. LuisOctavig; Eder Paganini
T-24, 13.1 mg em DMSO

20C |

163.54
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ANEXO 5. Espectro de RMN de *H da substancia E.03 (DMSO-ds; 400 MHz).

RMN 1H NeSan

Prof. LuisOctavio%deroBaﬁaa{ni
T-25, 12.7 mg emt-BMSp=—
20C

1.00n, L

4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0  -0.5
f1 (ppm)

ANEXO 6. Ampliacio do espectro de RMN de tH da substancia E.03 (DMSO- ds; 400

MHz).

RMN1H o3& o
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ANEXO 7. Espectro de RMN de *C da substancia E.03 (DMSO- ds; 100 MHz).

RMN 13C IRRSLNNBBRS
Prof. LuisOctavio, Eder Paganini CVANYOS oY NS ®© I
T-25, 12.7 mg em DMSO EERAR A R B B Jak e
200 NN

il L

240 230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130f1 (120) 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
ppm

ANEXO 8. Ampliacdo do espectro de RMN de 3C da substancia E.03 (DMSO- dg; 100
MHz).

RMN 13C

Prof. LuisOctavio, Eder Paganini
T-25, 12.7 mg em DMSO
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ANEXO 9. Espectro de RMN de *H da substancia E.06 (DMSO- ds; 400 MHz).

RMN 1H R
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ANEXO 10. Ampliacio do espectro de RMN de H da substancia E.06 (DMSO- ds; 400
MHz).
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ANEXO 11. Espectro de RMN de 3C da substéancia E.06 (DMSO- ds; 100 MHz).

RMN 13C ? SRTOHM HYIALIS
Prof. LuisOctavio, Edgr Paganini SILTLY F9INRVYY
T-42, 8.5 mg em D He A A A
20C [ ~N e SN

| I A
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210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 11?1 ( 10)0 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
ppm

ANEXO 12. Ampliagio do espectro de RMN de *C da substancia E.06 (DMSO- ds; 100
MHz).

RMN 13C SR a9 & S g 88 5 K=
Prof. LuisOctavio, Eder Pagqﬁi@ <] o] =] S L2 ] s
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20C N” I [ Y,

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
158 156 154 152 150 148 146 144 142 140 138 136 134 132 130 128 126 124 122 120 118 116 114 112 110 108 106 104
f1 (ppm)

45



ANEXO 13. Espectro de RMN de H da substincia E.07 (DMSO-dg; 400 MHz).

RMN 1H
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T-44, 10.8 mg em DMSO
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ANEXO 14. Ampliacio do espectro de RMN de H da substancia E.07 (DMSO- ds; 400
MHz).
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ANEXO 15. Espectro de RMN de 3C da substancia E.07 (DMSO- ds; 100 MHz).

RMN 13C
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ANEXO 16. Ampliacio do espectro de RMN de *C da substancia E.07 (DMSO- ds; 100

MHz).
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ANEXO 17. Espectro de RMN de H da substincia E.08 (DMSO-dg; 400 MHz).
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ANEXO 18. Ampliacdo do espectro de RMN de *H da substancia E.08 (DMSO- ds; 400

MHz).
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ANEXO 19. Espectro de RMN de 3C da substancia E.08 (DMSO- ds; 100 MHz).

RMN 13C

Prof. LuisOctavio, Eder Paganini
T45, 6.4 mg em DMSO

20C

Il N

230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 f112(0 )110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
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ANEXO 20. Ampliagdo do espectro de RMN de 3C da substancia E.08 (DMSO- dg; 100
MHz).

RMN 13C

Prof. LuisOctavio, Eder Paganini
T45, 6.4 mg em DMSO
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ANEXO 21. Espectro de RMN de H da substincia E.10 (DMSO-dg; 400 MHz).

RMN 1H

Luis Octavio, Eder P E-10, 2.1 mg em DMSO
20C

8.39
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ANEXO 22. Ampliacio do espectro de RMN de H da substancia E.10 (DMSO- ds; 400
MHz).

RMN 1H
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ANEXO 23. Espectro de RMN de 3C da substéancia E.10 (DMSO- ds; 100 MHz).

RMN 13C
Luis Octavio, Eder P E-10, 2.1 mg em DMSO
20C

188.77
188.67
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ANEXO 24. Ampliacio do espectro de RMN de *C da substancia E.10 (DMSO- ds; 100
MHz).

RMN 13C
Luis Octavio, Eder P E-10, 2.1 mg em DMSO
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ANEXO 25. Espectro de RMN de H da substincia E.11 (DMSO-dg; 400 MHz).

RMN 1H

Prof. LuisOctavio, Eder Paganini
E-11, 7.9 mg em DMSO

20C
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ANEXO 26. Ampliacio do espectro de RMN de tH da substancia E.11 (DMSO- ds; 400
MHz).

RMN 1H

Prof. LuisOctavio, Eder Paganini
E-11, 7.9 mg em DMSO
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ANEXO 27. Espectro de RMN de 3C da substéancia E.11 (DMSO- ds; 100 MHz).

RMN 13C

Prof. LuisOctavio, Eder Paganini
E-11, 7.9 mg em DMSO

20C R AN

230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120f1( 110) 100 90 80 70 60 50 40 30 20
ppm

ANEXO 28. Ampliacio do espectro de RMN de *C da substancia E.11 (DMSO- ds; 100

MHz).

RMN 13C g ] g S RJ2LRITS K3
Prof. LuisOctavio, Eder Paganini % k3 3 & BIRRRRKR IVY
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ANEXO 29. Espectro de RMN de H da substincia E.12 (DMSO-dg; 400 MHz).

RMN 1H

Prof. LuisOctavio, Eder Paganini
E-12, 13.6 mg em DMSO

20C
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ANEXO 30. Ampliacéo do espectro de RMN de *H da substancia E.12 (DMSO-ds; 400

MHz).

RMN 1H

Prof. LuisOctavio, Eder Paganini
E-12, 13.6 mg em DMSO

20C




ANEXO 31. Espectro de RMN de 3C da substéancia E.12 (DMSO- ds; 100 MHz).

RMN 13C

Prof. LuisOctavio, Eder Paganini
E-12, 13.6 mg em DMSO

20C

250 240 230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110f1 %00 )90 80 70 60 50
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ANEXO 32. Ampliagio do espectro de RMN de *C da substancia E.12 (DMSO- ds; 100
MHz).
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ANEXO 33. Espectro de RMN de H da substincia E.14 (DMSO-dg; 400 MHz).

RMN 1H

Prof. LuisOctavio, Eder Paganini
E14, 11.2 mg em DMSO

20C

11.5 11.0 105 10.0 9.5 9.0
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55 5.0
f1 (ppm)

ANEXO 34. Ampliacio do espectro de RMN de 'H da substancia E.14 (DMSO- ds; 400
MHz).

RMN 1H

Prof. LuisOctavio, Eder Paganini
E14, 11.2 mg em DMSO

20C
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ANEXO 35. Espectro de RMN de 3C da substéancia E.14 (DMSO- ds; 100 MHz).

RMN 13C R nEh32R
Prof. LuisOctavio, Eder Paganini ofa ¥ a—o
E14, 11.2 mg em DMSO & L3322 9
20C I R

T T
220 210 200 190 180 170 160 150 140 130

T T T T T T T T T T T T T
120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
f1 (ppm)

ANEXO 36. Ampliacdo do espectro de RMN de *C da substancia E.14 (DMSO- ds; 100

MHz).

RMN 13C R = T B LA 88K
Prof. LuisOctavio, gder Paganini I g q TNAQ RN
E14, 11.2 mg em BMSO — — — —
20C I [ FN L N
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ANEXO 37. Espectro de RMN de H da substincia E.23 (DMSO-dg; 400 MHz).

RMN 1H
Luis Octavio, Eder P E-23, 2.5 mg em DMSO
20C
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55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05
f1 (ppm)

ANEXO 38. Ampliacdo do espectro de RMN de *H da substancia E.23 (DMSO-ds; 400

MHz).

RMN 1H
Luis Octavio, Eder P E-23, 2.5 mg em DMSO
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ANEXO 39. Espectro de RMN de 3C da substéancia E.23 (DMSO- ds; 100 MHz).

RMN 13C
Luis Octavio, Eder P E-23, 2.5 mg em DMSO
20C

87.65
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ANEXO 40. Ampliagio do espectro de RMN de *C da substancia E.23 (DMSO- ds; 100
MHz).

RMN 13C
Luis Octavio, Eder P E-23, 2.5 mg em DMSO
20C
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ANEXO 41. Espectro de RMN de H da substincia E.25 (DMSO-dg; 400 MHz).

RMN 1H

Prof. LuisOctavio, Eder Paganini
E 25, 6.2 mg em DMSO

20C
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ANEXO 42. Ampliacio do espectro de RMN de H da substancia E.25 (DMSO- ds; 400
MHz).

RMN 1H
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E 25, 6.2 mg em DMSO
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ANEXO 43. Espectro de RMN de 3C da substéancia E.25 (DMSO- ds; 100 MHz).

RMN3C ] 89 $EKR88RNRS s enzlogn
Prof & uisOctavio, Eder Pagagjini £e ARARRRNNTY a Scslisas
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ANEXO 44. Ampliacio do espectro de RMN de *C da substancia E.25 (DMSO- ds; 100
MHz).

RMAN 13C 8 82 € SKR88®} R’ § ] = cuzlese
Prgf. LuisOctavio, Eder Paganing g¢ 4 88888 8 g % 2 ispepd: Bogrd
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ANEXO 45. Espectro de RMN de H da substincia E.26 (DMSO-dg; 400 MHz).

RMN 1H

Prof. LuisOctavio, Eder Paganini
E - 26, 10.8 mg em DMSO
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ANEXO 46. Ampliacio do espectro de RMN de H da substancia E.26 (DMSO- ds; 400
MHz).

RMN 1H

Prof. LuisOctavio, Eder Paganini
E - 26, 10.8 mg em DMSO

20C
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ANEXO 47. Espectro de RMN de 3C da substéancia E.26 (DMSO- ds; 100 MHz).

RMN 13C

Prof. LuisOctavio, Eder Paganini
E - 26, 10.8 mg em DMSO

20C
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ANEXO 48. Ampliacio do espectro de RMN de *C da substancia E.26 (DMSO- ds; 100

MHz).

RMN 13C
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ANEXO 49. Espectro de RMN de H da substincia E.30 (DMSO-dg; 400 MHz).
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ANEXO 50. Ampliacio do espectro de RMN de H da substancia E.30 (DMSO- ds; 400

MHz).
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ANEXO 51. Espectro de RMN de 3C da substancia E.30 (DMSO- ds; 100 MHz).

RMN 13C

Prof. LuisOctavio, Eder Paganini
E - 30, 6.5 mg em DMSO

20C

—150.27

-—188.77

T T
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90
f1 (ppm)

ANEXO 52. Ampliacio do espectro de RMN de **C da substincia E.30 (DMSO- ds; 100
MHz).

RMN 13C

Prof. LuisOctavio, Eder Paganini
E - 30, 6.5 mg em DMSO

20C

150.27
—142.86
~™-142.05

138.85

150 145 140 135 130 125 120

195 190 185 180 175 170 165 160 155
f1 (ppm)
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ANEXO 53. Espectro de RMN de H da substincia E.31 (DMSO-dg; 400 MHz).

RMN 1H

Prof. LuisOctavio, Eder Paganini
E31, 9.8 mg em DMSO

20C

A S BN VY

45
f1 (ppm)

ANEXO 54. Ampliacéo do espectro de RMN de *H da substancia E.31 (DMSO-ds; 400
MHz).

RMN 1H

Prof. LuisOctavio, Eder Paganini
E31, 9.8 mg em DMSO

20C

% & © =
< q e 3I2R588 o o 82X
[\ T NNNNNNN @ @ QO
j ‘ Ve~ T T
|
oMoy
o o
06 6
b PR
I 1y 1y [0 in i
6 06 o5 it
e
S @ =3 © =) S =) @
— =] =] =] — — — =]
T T T T T T T T T T T
8.70 8.65 8.60 8.55 8.50 8.45 8.40 8.35 8.30 8.25 ¢ 8(.20 ) 8.15 8.10 8.05 8.00 7.95 7.90 7.85 7.80 7.75 7.70
1 (ppm



ANEXO 55. Espectro de RMN de 3C da substéancia E.31 (DMSO- ds; 100 MHz).

RMN 13C

Prof. LuisOctavio, Eder Paganini
E31, 9.8 mg em DMSO

20C

250 240 230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110f1 %00 )90 80 70 60 50 40 30 20 10 O -10 -20 -30 -40 -50
ppm

ANEXO 56. Ampliagio do espectro de RMN de *C da substancia E.31 (DMSO- ds; 100
MHz).

RMN 13C

Prof. LuisOctavio, Eder Paganini
E31, 9.8 mg em DMSO

20C
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ANEXO 57. Espectro de RMN de H da substincia E.32 (DMSO-dg; 400 MHz).

RMN 1H
Prof. LuisOctavio, Eder Paganini
E32, 12.2 mg em DMSO

9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0
f1 (ppm)

ANEXO 58. Ampliacdo do espectro de RMN de *H da substancia E.32 (DMSO-ds; 400
MHz).

RMN 1H
Prof. LuisOctavio, Eder Paganini
E32, 12.2 mg em DMSO
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ANEXO 59. Espectro de RMN de 3C da substéancia E.32 (DMSO- ds; 100 MHz).

RMN 13C

Prof. LuisOctavio, Eder Paganini
E32, 12.2 mg em DMSO

20C
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ANEXO 60. Ampliagio do espectro de RMN de *C da substancia E.32 (DMSO- ds; 100
MHz).

RMN 13C

Prof. LuisOctavio, Eder Paganini
E32, 12.2 mg em DMSO
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ANEXO 61. Espectro de RMN de H da substincia E.33 (DMSO-dg; 400 MHz).

RMN 1H

Prof. LuisOctavio, Eder Paganini
E-33 SI, 6.5 mg em DMSO

20C

3.87

T T
105 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0

ANEXO 62. Ampliacio do espectro de RMN de H da substancia E.33 (DMSO- ds; 400
MHz).

RMN 1H

Prof. LuisOctavio, Eder Paganini
E-33 SI, 6.5 mg em DMSO

20C
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ANEXO 63. Espectro de RMN de 3C da substéancia E.33 (DMSO- ds; 100 MHz).

RMN 13C

Prof. LuisOctavio, Eder Paganini
E-33 SI, 6.5 mg em DMSO

20C

—56.07

163.94

——187.73

250 240 230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110fl %00 )90 80 70 60 50
ppm

ANEXO 64. Ampliacio do espectro de RMN de *C da substancia E.33 (DMSO- ds; 100
MHz).

RMN 13C

Prof. LuisOctavio, Eder Paganini
E-33 SI, 6.5 mg em DMSO

20C
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ANEXO 65. Espectro de RMN de H da substincia E.34 (DMSO-dg; 400 MHz).

RMN 1H

Prof. LuisOctavio, Eder Paganini
E-34, 8.9 mg em DMSO

20C

6.5 6.0 5.5 5.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

45 4.0
f1 (ppm)

ANEXO 66. Ampliacio do espectro de RMN de H da substancia E.34 (DMSO- ds; 400
MHz).

RMN 1H

Prof. LuisOctavio, Eder Paganini
E-34, 8.9 mg em DMSO

20C
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ANEXO 67. Espectro de RMN de 3C da substancia E.34 (DMSO- ds; 100 MHz).

RMN 13C

Prof. LuisOctavio, Eder Paganini
E-34, 8.9 mg em DMSO

20C

-—187.65
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ppm

ANEXO 68. Ampliacio do espectro de RMN de *C da substancia E.34 (DMSO- ds; 100
MHz).

RMN 13C

Prof. LuisOctavio, Eder Paganini
E-34, 8.9 mg em DMSO

20C
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ANEXO 69. Espectro de RMN de H da substincia E.36 (DMSO-dg; 400 MHz).

RMN 1H

Prof. LuisOctavio, Eder Paganini
E-36 SI, 6 mg em DMSO

20C

0

4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

0 4.5

f1 (ppm)
ANEXO 70. Ampliagio do espectro de RMN de *H da substancia E.36 (DMSO-ds; 400
MHz).

RMN 1H

Prof. LuisOctavio, Eder Paganini
E-36 SI, 6 mg em DMSO

20C
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f1 (ppm)
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ANEXO 71. Espectro de RMN de 3C da substancia E.36 (DMSO- ds; 100 MHz).

RMN 13C

Prof. LuisOctavio, Eder Paganini
E-36 SI, 6 mg em DMSO

20C

_~189.15
~7™-187.49

250 240 230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110f1 %00 )90 80 70 60 50 40 30 20 10 O -10 -20 -30 -40 -50
ppm

ANEXO 72. Ampliagio do espectro de RMN de *C da substancia E.36 (DMSO- ds; 100
MHz).

RMN 13C

Prof. LuisOctavio, Eder Paganini
E-36 SI, 6 mg em DMSO

20C
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ANEXO 73. Espectro de RMN de H da substincia E.42 (DMSO-dg; 400 MHz).

RMN 1H ~

Prof. LuisOctavio, Eder Pagagini
E-42,11.3 mgem DMSO  ——_
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ANEXO 74. Ampliacdo do espectro de RMN de *H da substancia E.42 (DMSO-ds; 400
MHz).

RMN 1H ~
Prof. LuisOctavio, Eder Paganini o
E-42, 11.3 mg em DMSO /
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ANEXO 75. Espectro de RMN de 3C da substéancia E.42 (DMSO- ds; 100 MHz).

RMN 13C

Prof. LuisOctavio, Eder Paganini
E-42, 11.3 mg em DMSO

20C

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

ANEXO 76. Ampliacio do espectro de RMN de **C da substincia E.42 (DMSO- ds; 100
MHz).

RMN 13C
Prof. LuisOctavio, Eder Paganini
E-42, 11.3 mg em DMSO
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ANEXO 77. Espectro de RMN de H da substincia E.43 (DMSO-dg; 400 MHz).
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ANEXO 79. Espectro de RMN de 3C da substéancia E.43 (DMSO- ds; 100 MHz).

RMN 13C

Prof. LuisOctavio, Eder Paganini
E-43, 8.7 mg em DMSO

20C

189.57
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f1 (ppm)
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ANEXO 80. Ampliagio do espectro de RMN de *C da substancia E.43 (DMSO- ds; 100

MHz).

RMN 13C
Prof. LuisOctavio, Eder Paganini
E-43, 8.7 mg em DMSO
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ANEXO 81. Espectro de RMN de H da substincia E.47 (DMSO-dg; 400 MHz).

RMN H
Prof Luis Octavio, Eder Paganini, E 47, 7,4 mg em DMSO

25C
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ANEXO 82. Ampliacdo do espectro de RMN de *H da substancia E.47 (DMSO-ds; 400

MHz).

RMN H
Prof Luis Octavio, Eder Paganini, E 47, 7,4 mg em DMSO
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ANEXO 83. Espectro de RMN de 3C da substéancia E.47 (DMSO- ds; 100 MHz).

RMN C
Prof Luis Octavio, Eder, E47, 7,4 mg em DMSO
25C

190.17

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110

100 90
f1 (ppm)

ANEXO 84. Ampliacdo do espectro de RMN de 3C da substancia E.47 (DMSO- dg; 100

MHz).

RMN C

Prof Luis Octavio, Eder, E47, 7,4 mg em DMSO

25C
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TERMO DE REPRODUGAO XEROGRAFICA

Autorizo a reproducao xerografica do presente Trabalho de Conclusdo, na

integra ou em partes, para fins de pesquisa.

Sao José do Rio Preto, 06/04/2016

o
Mssinatura do autor
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