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RESUMO

Com o crescente desenvolvimento de resisténcia aos farmacos antibacterianos, as infec¢des
microbianas mais comuns vém se tornando um grande risco e desafio para saude publica. A
licochalcona H (LCH) foi selecionada como protétipo para o planejamento de trés séries de
anélogos a serem sintetizados e avaliados contra bactérias e micobactérias patogénicas humanas.
A LCH é uma retrochalcona C-isoprenilada, sendo um isémero constitucional da licochalcona A
(LCA) e da licochalcona C (LCC), isoladas das raizes de Glycyrrhiza glabra (regaliz ou alcacuz). A
série | visa a avaliacdo de analogos modificados no anel A, permitindo avaliar a relevancia da
presenca e posicdo da hidroxila e de substituintes eletrodoadores e eletroatratores. As
modificacdes com relagcdo ao substituinte isoprenila do anel B comp8em a série Il de analogos. A
série 1l é composta pelas reducdes parcial e total da cetona a, B-insaturada de LCH. Até o momento
foram sintetizadas 35 substancias, sendo 24 intermediarios e 11 produtos finais, sendo eles a LCH,
dois produtos naturais (equinatina e loureirina C) e os demais sdo inéditos na literatura. Para
obtencdo dos produtos finais desenvolveu-se uma rota sintética inédita que inclui reacdes de
protecdo com grupo metoximetila, O-metilagdo, iodacdo regiosseletiva, condensacéo alddlica de
Claisen-Schmidt, acoplamento de Suzuki-Miyaura, desprotecdo e reducdo de carbonila a, B-
insaturada. LCH, equinatina (ECH) e 7 se mostraram ativos contra bactérias Gram-positivas,
micobactérias e inativas contra Gram-negativas, exceto contra Helicobacter pylori, com valores de
Concentragao Inibitéria Minima capaz de inibir pelo menos 90% dos micro-organismos (ClIMao)
variando de 9,2 — 1480 uM. 7, um regioisémero de LCH, apresentou uma poténcia aumentada, em
comparacao com o protétipo, em até 8 vezes contra bactérias Gram-positivas e em até 2 vezes
contra micobactérias. Por outro lado 7, foi 3 vezes menos ativa que LCH contra H. pylori. Dos
analogos avaliados biologicamente da série |, 7 foi 0 Unico que apresentou atividade significante
comparado aos controles positivos (tetraciclina e clorexidina), o que indica que a hidroxila no anel
A possui contribuicdo farmacoférica. Contra as micobactérias a ECH foi destaque, considerando

sua simplicidade sintética, demonstrando valores de CIMgo variando de 115,6 — 231,2 yM.

Palavras-chave: Licochalcona H. lodacdo-Regiosseletiva. Acoplamento de Suzuki. Bactérias.

Micobactérias.



ABSTRACT

With the increasing development of resistance to antibacterial drugs, the most common microbial
infections have become a major risk and challenge for public health. Licochalcone H (LCH) was
selected as a prototype for the design of three series of analogues to be synthesized and evaluated
against human pathogenic bacteria and mycobacteria. LCH is a C-isoprenylated retrochalcone, a
constitutional isomer of licochalcone A (LCA) and licochalcone C (LCC), isolated from the roots of
Glycyrrhiza gabra (regalis or licorice). The series | aims at the evaluation of modified analogues in
the A ring, allowing to evaluate the relevance of the presence and position of the hydroxyl and
electron donor-acceptor substituents. Modifications with respect to the isoprenyl substituent of B
ring compose the series Il of analogues. Series Il is composed of partial and total reductions of the
a, B unsaturated ketone of LCH. So far, 35 substances have been synthesized, 24 of which are
intermediates and 11 are final products, being LCH, two natural products (echinatin and loureirin C)
and the others are unpublished in the literature. To obtain the final products, an unprecedented
synthetic route was developed that includes protection reactions with methoxymethyl group, O-
methylation, regioselective iodination, Claisen-Schmidt aldol condensation, Suzuki-Miyaura
coupling, deprotection and reduction of a, B unsaturated carbonyl. LCH, echinatin (ECH) and 7 were
active against Gram-positive bacteria, mycobacteria and inactive against Gram-negative bacteria,
except against Helicobacter pylori, with minimum inhibitory concentration values capable of
inhibiting at least 90% of microorganisms (MICgo) ranging from 9,2 — 1480 uM. 7, a regioisomer of
LCH, showed an increased potency compared to the prototype, up to 8 times against Gram-positive
bacteria and up to 2 times against mycobacteria. On the other hand, 7 was 3 times less active than
LCH against H. pylori. Of the biologically evaluated analogues of series |, 7 was the only one that
showed significant activity compared to positive controls (tetracycline and chlorhexidine), which
indicates that hydroxyl group in the A ring has a pharmacophoric contribution. Against mycobacteria,
ECH was the highlight, considering its synthetic simplicity, showing MICge values ranging from 115,6
—231,2 uM.

Keywords: Licochalcone H. Regioselective-lodination. Suzuki coupling. Bacteria. Mycobacteria.
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13

1. INTRODUCAO

1.1 Resisténcia Microbiana

A resisténcia microbiana € uma preocupacéo global que esta entre as 10 principais ameacas
a saude publica (WHO, 2021). A constante evolu¢cdo dos mecanismos de resisténcia requer
esforgcos para o entendimento e desenvolvimento continuo de novos farmacos que sejam eficazes,
seguros e capazes de contornar os padrbes mecanisticos de resisténcia, tornando-se indispensavel
a criacdo de novos programas de incentivo a pesquisa (Rossolini et al., 2010).

Em 2017, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) criou uma lista de prioridade de
patdgenos para a pesquisa e desenvolvimento de novos agentes antibacterianos, que é composta
por bactérias de: Prioridade 1 (Critica) — Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa,
resistentes a carbapenémicos; Enterobacteriaceae, resistente a carbapenémicos e produtores de
beta-lactamases de espectro estendido. Prioridade 2 (Alta) — Enterococcus faecium, resistente a
vancomicina; Staphylococcus aureus, resistente a meticilina e vancomicina; Helicobacter Pylori,
resistente a claritromicina; Campylobacter spp. e Salmonellae, resistente a fluoroquinolonas;
Neisseria gonorrhoeae, resistente a fluoroquinolonas e cefalosporina. Prioridade 3 (Média) —
Streptococcus pneumoniae, ndo susceptivel a penicilina; Haemophilus influenzae, resistente a
ampicilina; Shigella spp., resistente a fluoroquinolonas (WHO, 2017).

Além das resisténcias bacterianas a OMS reporta o recrudescimento de cepas resistentes
do complexo Mycobacterium tuberculosis (TB), as resisténcias sao classificadas em cinco
categorias: TB resistente a isoniazida; TB resistente a rifampicana (RR-TB); multi-farmaco
resistente (MDR-TB), soma das duas resisténcias anteriores; pré-extensivamente-farmaco
resistente (pre-XDR-TB), TB resistente a rifampicina e qualquer fluoroquinolona (classe de
farmacos de segunda linha anti-TB); extensivamente-farmaco resistente (XDR-TB), TB resistente
a rifampicina, a qualquer fluoroquinolona, e ao menos um dos farmacos: bedaquilina e linezolida
(WHO, 2021). A tuberculose multirresistente é considerada uma das principais causas de morte por
doencas infecciosas do mundo, todo ano, cerca 10 milhdes de pessoas adoecem e 1,5 milhdes vao
a 6bito (WHO, 2020).

1.2. Produtos Naturais

Produtos naturais e seus derivados mostram-se agentes terapéuticos potentes contra
patégenos humanos (Dai et al., 2020), sendo considerados um dos principais pilares para o
desenvolvimento de farmacos antimicrobianos (Gerard, 2017). Neste contexto, o Laboratorio de

Antibioticos e Quimioterapicos (LAQ) do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas — UNESP
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/ Séo José do Rio Preto, inspira-se na estrutura de produtos naturais derivados de plantas para o

planejamento e desenvolvimento de novas substancias bioativas.

1.2.1. Chalconas

As chalconas séo estruturas base para o planejamento de bioativos do grupo de pesquisa,
devido ao seu amplo espectro de bioatividades reportadas na literatura e sua simplicidade sintética
(Zhuang et al., 2017). Essas substancias ocorrem naturalmente no metabolismo secundério de
plantas, constituindo uma das maiores subclasses de flavonoides (Di Carlo et al., 1999). Podem ser
consideradas flavonoides de cadeia aberta, constituidas por dois anéis aromaticos interligados por

uma cetona a, B-insaturada (Figura 1) (Osman et al., 2022; Dewick, 2009).

Figura 1 — Estrutura geral do nucleo chalcénico

Fonte: Elaborado pelo autor.

As retrochalconas sdo uma classe de chalconas que possuem os anéis A e B com oxidacdes
biossinteticamente invertidas, sendo a principal caracteristica a falta de funcionalizacdes
oxigenadas nos carbonos 2° e 6. Uma das principais espécies vegetais que acumulam
retrochalconas € Glycyrrhiza glabra (Gg), popularmente chamada de alcacuz ou regaliz, nativa de
varias regides como Oriente Médio, sul da Europa e India, sendo comumente empregada pela
medicina tradicional de culturas dessas regides e também de regibes orientais, ha centenas de
anos. Gb é utilizada no tratamento de complicacfes relacionadas ao pulmao, Ulceras, hepatites e
doencas de pele. Além de, etnofarmarmacologicamente, serem usadas para tratarem hepatite
cronica viral no Japao, tuberculose na China e Ulceras péptica e bucal em diversas outras partes
do mundo (Upadhyay et al., 2020). As licochalconas séo retrochalconas extraidas de Gg, e
compdem um grupo de sete substancias: licochalconas A, B, C, D, E, G e equinatina (ECH) (Kwak
et al., 2019).

1.3. Justificativa

A licochalcona A (LCA, 2), retrochalcona majoritaria de Gg, podendo conter de 8-10 mg por
grama de extrato (Liu et al., 2021), exibe um amplo espectro de bioatividades, principalmente
antitumoral (Liu et al., 2021; Hu et al., 2019; Yuan et al. 2020). LCA possui atividade antibacteriana

descrita contra espécies Gram-positivas e Gram-negativas, sendo ativa contra Helicobacter pylori,
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exibindo um valor de concentragédo inibitéria minima (CIM) de 12,5 ug mL* e contra micobactérias,
apresentando valores de CIM de 7,9, 15,7 e 80 yg mL* contra Mycobacterium tuberculosis,
Mycobacterium bovis e Mycobacterium avium, respectivamente (Fukai et al., 2002; Friis et al.,
2001). Contudo a LCA apresenta uma citotoxicidade indesejavel (Osman et al., 2022),
possivelmente relacionada a instabilidade quimica e metabdlica de sua olefina monossubstituida.
Com a substituicdo da funcionalizagdo C-prenila (olefina monossubstituida) por uma C-isoprenila
(olefina trissubstituida) chegamos na estrutura da licochalcona H (LCH, 3), que contorna o
problema da instabilidade olefinica. Dessa forma, a LCH foi selecionada como prot6tipo para o
planejamento de novos agentes antimicrobianos. A LCH € uma retrochalcona C-isoprenilada que
foi sintetizada pela primeira vez por Wang, Z. em 2013, recebeu o nome por se tratar de um
regioisomero de licochalcona C (LCC, 4), que por sua vez ocorre de forma natural e exibe diversas

bioatividades descritas na literatura (Wang, Z. et al., 2013) (Figura 2).

Figura 2 — Estruturas da licochalcona A (LCA, 2), licochalcona H (LCH, 3) e licochalcona C
(LCC, 4)

olefina
' trissubstituida

olefina
. monossubstituida

________

Fonte: Elaborado pelo autor.

A LCH exibe na literatura atividade antitumoral, inibindo eficazmente a via de sinalizacao
JAK/STAT3 e, dessa forma, induzindo a apoptose celular de carcinoma espinocelular oral, com
valores de MICso contra as linhagens HN22 e HSC4 de 11,8 uM e 14,4 pM, respectivamente (Oh et
al., 2019; Nho et al, 2018). J& suas atividades antibacteriana e antimicobacteriana sé&o

completamente inexploradas.

1.4. Planejamento

Foram planejadas trés séries de analogos que tém como objetivo potencializar a atividade
antimicrobiana de LCH, sendo as séries |, Il e Il com modificag6es no anel A (relevancia da para-
hidroxila e permuta por substituintes eletrodoadores e eletroatratores), anel B (efeito da substituicao
da isoprenila) e cetona a, B-insaturada (efeito da reducéo parcial e total), respectivamente
(Esquema 1).
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Esquema 1 — Planejamento dos Analogos de LCH das séries |-l

Série |

Efeito da presenca e
posicdo da hidroxila
Efeito de grupos
eletrodoadores e
eletroatratores

Fonte: Elaborado pelo autor.

1.4.1 Modificacdes no Anel A e B (Série | e Il)

reducao parcial e

Série |l

Efeito da presenca da isoprenila
Substituicdo da isoprenila por
isopentila e benzila

A série | (Esquema 2) inclui modificagBes na hidroxila do anel A. Primeiramente avalia-se a

importancia da presenca dessa subunidade, levando ao analogo 5; em segundo lugar altera-se a

posicdo da hidroxila para orto e meta, analogos 6 e 7, respectivamente; e por fim permuta-se a

subunidade por outros substituintes eletrodoadores (9 — 11), e também substituintes eletroatratores

(12 - 16), todos inéditos na literatura. A série Il (Esquema 2) de analogos modifica a C-isoprenila,

o analogo (ECH, 17) avalia a importancia da presenca subunidade, levando a estrutura da

Equinatina, ja 18 e 19 alteram a subunidade para isopentila e benzila, respectivamente, ambos

inéditos.
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Esquema 2 — Planejamento de analogos das séries 1 e Il (5 —19)

ECH,17: R=H

OMe (0]

SRR S UELRNA
HO OH 19:R =

R

Fonte: Elaborado pelo autor.
1.4.2 Modificagdes na Cetona a, B-insaturada (Série Il1)

A série lll (Esquema 3) de analogos conta com redugdes da cetona a, B-insaturada tanto da
LCH (3) como da ECH (17) inicialmente temos as reducfes parciais, onde se formam as
dihidrochalconas, para LCH: compostos (20 e 21), ambos inéditos. E para ECH: composto 22,
levando a estrutura da Loureirina C, composto de origem natural extraido da Dracaena draco,
popularmente conhecida como Dragon’s Blood, possuindo atividade anti-inflamatéria (Li et al.,
2021; Su et al., 2014). E por fim, as reducdes totais, para LCH: composto 23, inédito. E para ECH:
composto 24, coincidindo com a estrutura da Broussonina B, composto de origem natural isolado

da Broussonetia papyrifera, possuindo atividade antifungica (Almeida et al. 1999).



Esquema 3 — Planejamento de analogos reduzidos da série Il (20 — 24)
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O objetivo geral do presente trabalho € sintetizar e avaliar as atividades antibacteriana e

antimicobacteriana de licochalcona H (LCH) e seus analogos.

2.2. Objetivos especificos

a) Investigar a sintese de licochalcona H (LCH) e trés séries de analogos com modificacdes nos
anéis A e B e da ponte cetbnica a, B-insaturada,

b) Avaliar a atividade antibacteriana contra S. aureus (MSSA e MRSA), S. epidermidis, E. faecalis,
S. pneumoniae, S. sanguinis, S. sobrinus, S. mutans, H. pylori, P. aeruginosa, E. coli, e K.
pneumoniae;

c) Avaliar a atividade antimicobacteriana contra M. tuberculosis, M. avium e M. kansasii;
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Parte quimica

3.1.1 Sintese regiosseletiva de LCH (3): Rota baseada em Wang, H. e colaboradores, 2013; 2015.

O Esquema 4 mostra a rota sintética inédita para obtencdo de LCH (3) por iodacéo
regiosseletiva e acoplamento de Suzuki (Racys et al., 2015; Miyaura; Suzuki., 1995; Wang, H. et
al., 2013; 2015). Como mostrado no esquema 3, a sintese ocorre em sete etapas. A primeira etapa
sintética € a reacao de protecdo de 2,4-dihidroxibenzaldeido (25) via clorometil metil éter (MOMCI)
e carbonato de potassio em acetona para obtencao de 26 (70%). Na etapa seguinte o produto 2-
hidroxi-4-metoximetoxibenzaldeido (26) foi submetido a reacdo de metilacdo via iodometano e
carbonato de potassio em acetona originando o composto 27 (90%). O produto 2-metoxi-4-
metoximetoxibenzaldeido (27) passou, entdo, por reacdo de iodacdo regiosseletiva via N-
iodosuccinimida (NIS) catalisada por cloreto férrico hexahidratado em diclorometano para obtencao
do intermediario de sintese 28 (86%). O intermediario 2-metoxi-4-metoximetoxi-5-iodobenzaldeido
(28) foi condensado com 4-metoximetoxiacetofenona (30) sob catélise basica, hidroxido de potassio
60%, em etanol para obtencdo da chalcona 3a (73%). A Chalcona 3a passou por reacdo de
acoplamento de Suzuki via acido bordnico do éster pinacol de isoprenila (31) catalisada por PdCl2
(dppf) e carbonato de césio em DMF para obtencédo da chalcona acoplada 3b (74%). E por fim, a
Ultima etapa consiste na desprotecdo da chalcona 3b em &cido cloridrico, metanol e THF para a

obtencao de licochalcona H (3, 37%), com rendimento global de 10%.
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Esquema 4 — Sintese regiosseletiva de licochalcona H (LCH, 3)

OMe O
MOMCI OH QO ICH, OMe O NIS
/@)( K2CO3 /@)LH K2CO3 /@)‘\ FeC|3 6H20 H
Acetona Acetona CHZCIZ
25 (0°C-->ta, MOMO 26  0°C->ta MOMO 0°C >tg MOMO 28
70% 90% 86% i
o B’O
\ OMe (0]
N 31 © NN
L Y o C
KOH60%  Momo 3a omom  Pd(dppf)Clo. CHZC'Z MOMO 3b OMOM
EtOH | Cs,CO3, D
0°C --> ta 70 - soc
73% 74% |

Ph *
O @P’Ph i MOMCI
MeOH HO Pd(dppf) F'e PdCI2 CH,CI, K.CO
THE C|2 CH20|2 = P 2 3
65°C @_ ~Ph 29 OH “Acetona OMOM
379% Ph 0°C-->ta
’ 80%

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.1.2 Sintese dos analogos 5, 7, 8, 9, 12, 13, 14 e 16 (série I)

A sintese dos analogos 5, 7, 8, 9, 12, 13, 14 e 16 assim como a de LCH foi realizada via
acoplamento de Suzuki (Esquema 5). O intermediario de sintese 28 também utilizado para a sintese
dos analogos, reage com derivados acetofendnicos (32 — 39) sob catalise basica, hidroxido de
potassio 60%, em etanol para obtencédo das chalconas 32a — 39a, com rendimentos variando de
53 a 94%. As chalconas 32a — 39a passaram por rea¢fes de acoplamento de Suzuki via éster do
acido pinacol (31) catalisada por PdCIz (dppf) e carbonato de césio em DMF para obtencdo das
chalconas isopreniladas 32b — 39b, rendimentos variando de 45 a 82%. Na Ultima etapa as
chalconas isopreniladas 32b — 39b sofreram desprotecdo em acido cloridrico, metanol e THF para
a obtencédo dos produtos finais 5, 7, 8, 9, 12, 13, 14 e 16, com rendimentos variando de 22 a 57%

e rendimentos globais de 1 a 11%.
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Esquema 5 — Sintese dos analogos 5, 7, 8, 9, 12, 13, 14 e 16.

lo) 32:R=H 36:R=F
33: R=m-OMOM 37:R=Cl
OMe O oM o
€ AN 34: R = p-OMe 38: R =Br ¢
| =R 26 - ' N
H _J° 35:R=p-Me 39: R = NO, O @ R
MOMO 28 KOH 60% MOMO
i EtOH, i 32a - 39a
0°C -->ta
53 - 94%

)\/\B/O

6 OMe o
31 HCI

Pd(dppf)Cl2.CH:Cl,  momo MeOH HO

Cs,CO3, DMF 32b - 39b THF
70 -80°C 65°C
45 - 83% 22 - 57%

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.1.3 Sintese de equinatina (17, série Il): Rota adaptada de Nielsen e colaboradores, 1995.

O Esquema 6 mostra a rota sintética utilizada para a obtencéo da equinatina (17) adaptada
(Nielsen et al., 1995). Na primeira etapa ocorre a condensacédo entre 27 e 30 sob catdlise basica,
hidréxido de potassio 60%, em etanol para obtencdo do intermediario chalcénico 17a (80%). Por
fim, ocorre a desprotecao de 17a em acido cloridrico, metanol e THF para obtencao da equinatina
(17, 40%), com rendimento global de 20%.

Esquema 6 — Sintese de equinatina (ECH, 17).

o)
OMe O OMe (o] OMe (o]
[ :] H 30* OMOM HCl O X O
MomMmo 27 KOH 60% MOMO 17a OMOM MeOH HO 17 OH
EtOH, t.a THF
80% 65°C

40%

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.1.4 Sintese de Loureirina C (22, série lIl): Metodologia de Mirza-Aghayan e coautores

A sintese de Loureirina C (22) foi realizada via reducédo seletiva da insaturagao a, B
posicionada de 17 de acordo com Mirza-Aghayan e coautores (Mirza-Aghayan et al., 2007) como

mostra o0 Esquema 7. A reacéo de reducao parcial da equinatina (17) ocorre com trietilsilano (40)
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catalisada por acetato de paladio (Il) em etanol para obtencédo Loureirina C (22) 17%, com
rendimento global de 3%.
Esquema 7 — Sintese de loureirina C (17)

OMe 0 s OMe )
A H 40 -
O O Pd(OAc), , EtOH O O
HO 17 OH N, L HO 22 OH

17%

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.1.5 Produtos finais e seus respectivos rendimentos globais

A Figura 3 mostra a estrutura quimica dos 11 produtos finais com seus respectivos
rendimentos globais. Os rendimentos globais variaram de 1 & 20%. Retrochalconas C-isopreniladas
foram obtidas com rendimentos globais de 1 a 11%. Os baixos rendimentos das retrochalconas
halogenadas (12 — 14) pode estar associado a condi¢cdes das suas respectivas acetofenonas, bem
como o alto estresse cromatogréafico exigido em decorréncia disso. Ademais os rendimentos
globais, no geral, podem ser melhorados com otimizagfes nas reacdes de protecédo/desprotecéo e

condensacao ou por meio de novas metodologias.

Figura 3 — Produtos finais, e seus rendimentos globais.

OMe o) OMe o) OMe o) OMe o]
SRR o
HO OH HO OH HO OH HO 5, (11%)
licochalcona H. 3 equinatina, 17 loureirina C, 22 ’
(10%) (20%) (3%) |
OMe o] OMe o) OMe o] OMe o]
SAACHENOARS OO0 OO0
HO 7, (7%) HO 8, (9%) OMe  HO 9, (10%) Me  HO 12, (4%) F
I I I |
OMe o] OMe o)

13, (1%)

Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.1.6 Mecanismos de reacdes envolvidas na sintese da LCH

e Mecanismo de protecéo

O mecanismo da reacao de protecao de 2,4-dihidroxibenzaldeido (25), Esquema 8, consiste
em uma substituicdo nucleofilica bimolecular (Sn2). Primeiramente, considera-se a ressonancia
estendida (25a e 25a') da 4-hidroxila tornando-a mais acida em relacéo a 2-hidroxila, e em segundo
lugar a formacdo de um pseudo-anel de 6 membros com o hidrogénio da 2-hidroxila (25b),
dificultando a desprotonacéo da subunidade. Como evidenciado, a 4-hidroxila é a subunidade mais
reativa, facilmente convertendo 25 em 25a pela captura do proton pelo ion bicarbonato (41). O ion
enolato de 25a entdo ataca o carbono parcial positivo de 42 (cloreto de metoximetila), formando o

produto 4-protegido 26.

Esquema 8 — Mecanismo proposto de protecédo de 25

H

.. Re)
‘O~ ok
oy D)
H Z “H N
o D >
‘0 OH ‘0 OH HO o-
25a 25a’

25b

I--O

2 5 &
) 42 +
H /0\5/9_' :

%.J\.og. HCOy' A " cr
o " C .
4 \JVHC" Q @ -
o OH ‘0 OH ~
" 253

25

H

ooy
(o) OH

26

0/\

Fonte: Elaborado pelo autor.

e Mecanismo de metilacao

O Esquema 9 mostra o mecanismo de reacdo de metilacdo de 26, que consiste em uma
substituicdo nucleofilica bimolecular (Sn2). Em 26a e 26a’ observa-se a ressonancia da 2-hidroxila
na formacao do ion enolato, e em 26b o pseudo-anel de 6 membros, que se torna um obstaculo,
pois diminui a reatividade da subunidade, para contornar, aumenta-se a equivaléncia de catalisador
41. Apos a desprotonagdo o ion enolato de 26a pode atacar o carbono parcial positivo de 43

(iodometano), formando o produto 2-metoxilado 27.
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Esquema 9 — Mecanismo proposto de metilacdo de 26

- 2
‘0" :0: H
A2 )
e < Ny
MOMO 0: MOMO o MOMO o-H
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Fonte: Elaborado pelo autor.

e Mecanismo de iodacéo regiosseletiva

O mecanismo proposto da reacédo de iodacao regiosseletiva se baseia em Racys, 2015,
ponto chave para sintese de LCH (Racys et al., 2015) Esquema 10, consiste em uma substituicao
eletrofilica aromatica (SeAr). A regiosseletividade da iodagéo pode ser explicada pelo impedimento
estérico criado pelos grupos 2-metoxi e 4-metoximetoxi sobre a posicao 3’ de 27. As estruturas de
27 — 27.5 mostram a ressonancia do par de elétrons, doado por dos grupos metoxi (ativador de
anel), com a carbonila. Em 27.2 observa-se a ativacao da posicéo 5 desimpedida, que consegue
atacar o iodo, parcial positivo, do agente iodante 44, que por estar ativado pelo ferro (lll) (45) é
capaz de quebrar a ligacdo nitrogénio-iodo. Apds a entrada do iodo o cation ressona no anel,
intermediarios 28a e 28h, até o par de elétrons livre no nitrogénio de 44a capturar o hidrogénio da
posicao 5’ de 28b, restaurando a ligacdo dupla do anel e formando o intermediario de sintese 28.
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Esquema 10 — Mecanismo proposto baseado em Racys de iodacao regiosseletiva de 27

(Racys et al., 2015)

Fonte: Elaborado pelo autor.
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e Mecanismo de condensacao aldélica de Claisen-Schmidt

g 28b - 28

A condensacdo alddlica de Claisen-Schmidt sob catalise bésica tem seu mecanismo

demostrado no Esquema 11, consiste em uma eliminagdo unimolecular de base conjugada (E1cB)

(Perrin; Chang 2016). Incialmente observa-se a formacéo do ion etéxido (47), a partir da reagéo

entre etanol (46) e a base (KOH). Em seguida, 47 ataca o hidrogénio metilico de 4-

metoximetoxiacetofenona (30), formando 46 e as formas de ressonancia 30a e 30b que estabilizam

o par de elétrons livre. O carbono metilénico de 30b, entdo, é capaz de formar ligagdo C-C com 28

(benzaldeido intermediario de sintese), gerando 3a.1 (o hidrogénio excedente € capturado por 47

indo a 46). O ion enolato de 3a.1, captura um préton de 46, formando 47 e 3a.2. O hidrogénio ligado

ao carbono 3 de 3a.2 sofre ataque por 47, formando 46 e 3a.3. Por fim, a hidroxila de 3a.3 ataca

um préton do etanol (46) formando uma molécula de agua (48), ion etoxido (47) e o produto da

reagao 3a.
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Esquema 11 — Mecanismo de condensacéao aldolica de Claisen-Schmidt para obtencéo de 3a
(Perrin; Kuei-Lin 2016)
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Fonte: Elaborado pelo autor.

e Mecanismo de acoplamento de Suzuki

O mecanismo de acoplamento de Suzuki (Esquema 12) proposto, foi desenvolvido com base
no ciclo catalitico geral de acoplamento cruzado de Miyaura & Suzuki (Miyaura; Suzuki 1995). Na
primeira etapa do ciclo tem-se o intermediario chalcénico (3a), passando por uma adicéo oxidativa
ao complexo de paléadio (49), formando 50 (complexo hexacoordenado de Paladio (1V)). Em seguida
temos a substituicdo do iodo ligado a 50 pelo carbonato de césio (51), formando 52 e 53. O
carbonato de césio (51) também se liga ao acido bordnico do éster pinacol de isoprenila (31),
formando 54. Na transmetalacdo ocorre uma substituicdo da subunidade isoprenila de 54 pelo
carbonato, subunidade ligada ao 53, formando 55 e 56. Por fim, a eliminag&o redutiva fecha o ciclo,
permitindo a ligagéo C-C entre a subunidade isoprenila e a subunidade do intermediario chalcénico,
gue até entdo estavam ligados a 56, formando o intermediario chalcénico C-isoprenilado 3b e a

estrutura restaurada do complexo de paladio (lI) 49.
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Esquema 12 — Mecanismo proposto, baseado em Miyaura & Suzuki (Miyaura; Suzuki, 1995)
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Fonte: Elaborado pelo autor.

e Mecanismo de desprotecao

O Esquema 13 mostra 0 mecanismo proposto para a desprotecdo do intermediario
chalcénico C-isoprenilado 3b. Os elétrons livres dos oxigénios das subunidades metoximetoxi de
3b se ligam aos proétons liberados pelo acido cloridrico (57), caso a ligacdo aconteca com o0 oxigénio
diretamente ligado ao anel fendlico ocorre a desprotecdo, formando o intermediario 3b.1
(monoprotegido). Caso contrario, ha a formacao do intermediario 3b’ que reagindo com o metanol
(58) entra em equilibrio no meio, voltando a estrutura de 3b, que pode reagir novamente até que
ocorra a desprotecdo. O mesmo acontece com a subunidade metoximetoxi do anel A de 3b.1,

formando, por fim, a licochalcona H (3).
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Esquema 13 — Mecanismo de desprote(;éo de 3b proposto

Cr + Cl + 0
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Fonte: Elaborado pelo autor.

3.1.7 Metodologias testadas e otimizacdes sintéticas

A sintese de LCH foi descrita, em 2013, por Wang, Z. (Wang, Z. et al., 2013). A primeira
etapa, utiliza-se o 2,4-dihidroxibenzaldeido (25) como material de partida, inclui reacdo de
alquilacéo de Friedel-Crafts promovida por acido, a qual demostra baixa regiosseletividade, devido
a possibilidade de ataque as posicdes 3 e 5 do anel de 25 que séo igualmente ativadas pelas
hidroxilas, e conduz a varios subprodutos inviabilizando a purificacdo. Precedentemente a selecéo
da rota utilizada demais metodologias descritas na literatura foram testadas, incluindo metodologias
de rearranjo sigmatropico (Sugamoto et al., 2011) adaptado para aldeidos e metodologias de
iodacao direta (Benelhadj et al., 2014), sem regiosseletividade, para avaliagcdo de sua eficiéncia.
No entanto, nenhum dos testes citados foram satisfatorios, apresentando alto estresse
cromatografico derivado da promiscuidade sintética, e por consequéncia, baixos rendimentos.

A regiosseletividade foi fundamental para a obtencdo de 28, porém sem a utilizacdo de
catalisador a iodacdo de 27 se mostrava ineficiente, mesmo apés variagées de temperatura, tempo
reacional e estequiométricas. A alternativa foi utilizar catalisadores metélicos como o cloreto de
ferro (Ill) hexahidratado (45), reagente de baixo custo que tem como proposito ativar o agente
iodante NIS (44), baseando-se em iodacdes altamente regiosseletiva (Racys et al.,, 2015), a
principio utilizava-se 100% de equivalente molar, apos multiplas tentativas de otimizacdo chegou-
se a quantidade catalitica de 3% de equivalente molar, com tempo reacional igual e rendimentos
superiores, ademais passou-se a utilizar-se métodos de purificagdo simplificados, como a

recristalizacéo acetato de etila / hexano.
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3.2 Estudo biolégico

3.2.1 Atividade antibacteriana — Concentracao Inibitéria Minima (CIMao)

A Tabela 1 mostra os valores de CIMgo dos compostos LCH (3), ECH (17), 5, 7, 8, 16 e
controles positivos (tetraciclina e clorexidina) contra as espécies bacterianas Gram-positivas:
Staphylococcus aureus ATCC (6538); Staphylococcus aureus ATCC (BAA44) (MRSA);
Staphylococcus epidermidis ATCC (14990); Enterococcus faecalis ATCC (1299); Streptococcus
pneumoniae ATCC (6305); Streptococcus sanguinis ATCC (10556); Streptococcus sobrinus ATCC
(33478); Streptococcus mutans ATCC (25175); e Gram-negativas: Helicobacter pylori ATCC
(43526); Pseudomonas aeruginosa ATCC (27853); Klebsiella pneumoniae ATCC (13883);
Escherichia coli ATCC (35218).

Tabela 1 — Atividade antibacteriana de LCH e seus analogos expressa em valores de

Concentra(;éo Inibitéria Minima (ClIMoo em pM)

OMe o)
O O 3
LCH, 3 ECH, 17 HO (5,7,8¢16)
Cadigo MM
S.a! S.a? Se. Ef. Sp. Ssa. Sso. Sm. Hp. Pa Kp. E.c.
LCH, 3 36,9 36,9 36,9 1182 73,8 36,9 73,8 73,8 11,5  >1182 >1182  >1182
ECH, 17 185 185 92,5 1480  >1480 185 370 370 1156  >1480 >1480  >1480
5(R=H) >1240  >1240 >1240 >1240 >1240 >1240 >1240 >1240 >1240 >1240 >1240  >1240
7(R=m- 9,2 9,2 18,4 295 295 9,2 18,4 9,2 369  >1182 >1182  >1182
OH)
8 (R = p- >1135  >1135 >1135 >1135 >1135 >1135 >1135 >1135 >1135 >1135 >1135  >1135
OMe)
16 (R=p- >1088 >1088 >1088 >1088 >1088 >1088 >1088 >1088 >1088 >1088 >1088  >1088
NO2)
tetraciclina 0,2 13,3 13,3 3,3 0,4 - - - 33 13,3 33 1,6
clorexidina - - 1,8 3,6 0,9

S. a.l Staphylococcus aureus ATCC (6538) S. a.2: Staphylococcus aureus ATCC (BAA44) (MRSA) S. e.
Staphylococcus epidermidis ATCC (14990); E. f.: Enterococcus faecalis ATCC (1299); S. p.: Streptococcus
pneumoniae ATCC (6305); S. as.: Streptococcus sanguinis ATCC (10556); S. so.: Streptococcus sobrinus ATCC
(33478); S. m.: Streptococcus mutans ATCC (25175), H. p.: Helicobacter pylori ATCC (43526); P. a.: Pseudomonas
aeruginosa ATCC (27853); K. p.: Klebsiella pneumoniae ATCC (13883); E. c.: Escherichia coli ATCC (35218).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Para série | de analogos pode-se observar a perda de atividade quando h& substituicdo da

hidroxila (analogos 5, 8 e 16), porém a mudancga da funcionalizacéo para a posi¢cdo meta (analogo
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7), ocasionou um incremento na atividade de até oito vezes para bactérias Gram-positivas, com
excecdo da S. pneumoniae. Dessa forma, podemos afirmar que a hidroxila é um grupo
farmacoforico. O analogo 7 apresentou valores interessantes de CIMgo, contra S. aureus (MRSA)
chegou a concentracdes de 9,2 uM superando o controle positivo (tetraciclina). Para as bactérias
Gram-negativas a LCH se destacou, apresentando CIMgo de 11,5 uM contra H. pylori, sendo o
controle positivo apenas 3,5 vezes mais ativo, porém para o restante das espécies Gram-negativas
nenhum composto testado apresentou atividade.

Ao compararmos o0 analogo simplificado ECH (17) da série Il com a LCH (3), pode-se
observar a importancia da isoprenila para a atividade, até 20 vezes mais potente, indicando uma
possivel contribuicdo farmacoférica para a subunidade. Os compostos di-hidroxilados
apresentaram melhor eficiéncia, com espectro de atividades contra oito diferentes espécies
bacterianas, incluindo cepas resistentes a meticilina.

Pode-se associar a importancia do grupo hidroxila com sua capacidade de fazer ligacfes de
hidrogénio, uma vez que a hidroxila na posicdo meta a torna menos acida, possibilitando interacdes
mais fortes com possiveis alvos bioldgicos. Para isoprenila associa-se a uma questdo de

lipossolubilidade, o que € essencial para transpor a parede celular do micro-organismo.
3.2.2 Atividade antimicobacteriana — Concentragao Inibitoria Minima (CIMago)

A Tabela 2 mostra os valores de ClIMgo dos compostos LCH (3), ECH (17), 5, 7, 8, 16 e
controle positivo (isoniazida) contra as espécies micobacterianas: M. avium ATCC (25291); M.

kansasii ATCC (12478) e M. tuberculosis ATCC (27294).

Tabela 2 — Atividade Antimicobacteriana de LCH e analogos expressa em valores de Concentracao

Inibitéria Minima (CIMgo em puM)

OMe (0] OMe (0] OMe (0]
N X
J . Q L Jr
HO LCH, 3 OH HO ECH, 17 OH HO (5,7,8¢16)
|
Caddigo MM
Mycobacterium Mycobacterium Mycobacterium
avium kansasii tuberculosis
LCH, 3 184,5 184,5 92,2
ECH, 17 115,6 231,2 115,6
5(R=H) 1550 3100 1550
7 (R =m-OH) 92,2 184,5 92,2
8 (R = p-OMe) 2838 2838 2838

16 (R = p-NO2) >2722 >2722 2722
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isoniazida >7,3 7,3 3,6
Fonte: Elaborado pelo autor.

Observa-se que a relacdo estrutura-atividade se assemelha a ja discutida para as espécies
de bactérias, onde a 7 apresenta maior atividade antimicobacteriana, porém ao comparar a LCH
com a ECH, observamos o efeito contrario. Nesse caso a isoprenila ndo traz uma contribuicéo
farmacofdrica e ainda reduz sua atividade contra M. avium, sugerindo uma busca por analogos

mais simples para obter compostos mais potentes.
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4. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.1 Parte quimica

4.1.1 Geral

Todos os reagentes foram obtidos por meio de fontes comerciais da Sigma-Aldrich®, e para
obtencdo dos produtos e seus intermediarios, muitos solventes foram utilizados, como hexano,
acetato de etila, etanol, DMF, DCM, diclorometano, THF, acetona, e metanol, todos obtidos pela
Synth®. Para o monitoramento das reacdes e andlise preliminar de pureza dos produtos, utilizou-
se cromatografia em camada delgada (CCD) comparativa, as cromatoplacas de silica gel com base
de aluminio foram obtidos pela Supelco®. As cromatoplacas foram reveladas sob inspecdo com luz
ultravioleta com comprimentos de onde de 254 e 365 nm. Para revelacdo quimica utilizou-se
solucao de anisaldeido sulfurico. Purificacbes foram realizadas por cromatografia em coluna de
fase normal com granulometria de 100 a 200 Mesh, placas preparativas CCD de silica gel, e
Sephadex® LH-20 (Sigma-Aldrich®).

Os espectros de RMN de 'H foram gerados com o auxilio dos espectrometros Bruker Avance
l1l 14.1 T 600MHz e Bruker Avance Il 9.4 T 400MHz, usando acetona-ds, CDCl3 ou DMSO-ds como
solvente com TMS (d 0.00) como padréo interno. Os deslocamentos quimicos (&) sao mostrados
em ppm e constantes de acoplamento (J) em Hz. As multiplicidades sé&o representadas como
simpletos (s), dupletos (d), duplos dupletos (dd), tripletos (t), quadrupletos (q), duplos tripletos (dt),
e multipletos (m). A pureza dos compostos foi medida pelo equipamento de HPLC-PAD, usando
como fase movel MeOH/H20 (70:30, 75:25, e 80:20) de forma isocrético.

4.1.2 Sintese de licochalcona H (3)

A rota sintética desenvolvida para sintese de 3 utilizou como base os principios de iodacao
regiosseletiva (Racys, 2015) e acoplamento de Suzuki, de acordo com Wang, H. e colaboradores
(2013).

e Sintese de 2-hidroxi-4-(metoximetoxi)benzaldeido (26)

A uma solugéo de 2,4-dihidroxibenzaldeido 25 (1.00 g, 7.24 mmol) em acetona (10 mL)
adicionou-se K2C0O3(2.4 g, 17.37 mmol). Apos 10 min de agitacdo, a reacao foi submetida a banho
de gelo, gotejou-se cloreto de metoximetila (0.659 mL, 8.68 mmol). Apos 6 horas a temperatura

ambiente adicionou-se agua destilada (20 mL) e o produto bruto foi extraido com acetato de etila,
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seco com sulfato de magnésio e concentrado sob pressao reduzida. O produto foi purificado por
coluna cromatografica de silica gel, fase mével: hexano/acetato de etila (Hex/Ac, 8:2) de forma
isocratica para obtencéo de 26 (70%) como cristal branco - Rf: 0,61 (Hex/Ac, 8:2).

RMN H (600 MHz, acetona-ds) & 11.40 (s, 1H, CHO), 5 9.84 (s, 1H, 2-OH), 5 7.68 (d, J = 8.7
Hz, 1H, 6), 5 6.70 (dd, J = 8.6, 2.3 Hz, 1H, 5), 8 6.56 (d, J = 2.2 Hz, 1H, 3), 8 5.30 (S, 2H, CH2), &
3.46 (s, 3H, CHa).

e Sintese de 2-metoxi-4-(metoximetoxi)benzaldeido (27)

A uma solucéo de 26 (0.828 g, 4.54 mmol) em acetona (10 mL) adicionou-se K2COs3 (2.51 g,
18.18 mmol). Ap6s 10 min de agitacdo, a reacao foi submetida a banho de gelo, gotejou-se
iodometano (0.340 mL, 5.46 mmol). Apés 7 horas a temperatura ambiente adicionou-se agua
destilada (20 mL) e o produto bruto foi extraido com acetato de etila, seco com sulfato de magnésio
e concentrado sob presséo reduzida para obtencdo de 27 (90%) como cristal incolor - Rf: 0,44
(Hex/Ac, 8:2).

RMN H (600 MHz, CDClz) & 10.29 (s, 1H, CHO), 8 7.78 (d, J = 8.6 Hz, 1H, 6),  6.67 (dd, J
= 8.6, 2.1 Hz, 1H, 5), 5 6.60 (d, J = 2.0 Hz, 1H, 3), 8 5.22 (s, 2H, CH>2), 5 3.89 (s, 3H, 2-OMe), &
3.48 (s, 3H, CHa).

e Sintese de 5-iodo-2-metoxi-4-(metoximetoxi)benzaldeido (28)

A uma solucao de 27 (0.600 g, 3.04 mmol) em diclorometano (7.5 mL) e atmosfera de N2
adicionou-se cloreto de ferro hexahidratado (0.025 g, 0.09 mmol) e, por fim, N-lodosuccinimida
(0.720 g, 3.20 mmol) em porc¢des. A reacdo perdurou por 7 horas em temperatura ambiente. Foi
adicionado solucao saturada de tiossulfato de sédio (4 mL), para remover os residuos de iodo, e
agua destilada (20 mL). O produto bruto foi extraido com diclorometano, seco com sulfato de
magnesio e concentrado sob pressdo reduzida. O produto foi purificado por recristalizacéo

hexano/acetato de etila para obtencéo de 28 (86%) como cristal branco — Rf: 0,26 (Hex/Ac, 8:2).

RMN H (600 MHz, CDCls) 5 10.20 (s, 1H, CHO), & 8.20 (s, 1H, 6), 5 6.70 (s, 1H, 3), 5 5.31
(s, 2H, CH2), 8 3.91 (s, 3H, 2-OMe), & 3.52 (s, 3H, CHa).

e Sintese de 4-(metoximetoxi)acetofenona (30)
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A uma solucdo de 4-hidroxiacetofenona 29 (0.340 g, 2.50 mmol) em acetona (10 mL)
adicionou-se K2CO3(0.830 g, 6.0 mmol). Ap6s 10 min de agitacdo, a rea¢do foi submetida a banho
de gelo, gotejou-se cloreto de metoximetila (0.241 g, 3.0 mmol). Apdés 6 horas a temperatura
ambiente adicionou-se agua destilada (20 mL) e o produto bruto foi extraido com acetato de etila,
seco com sulfato de magnésio e concentrado sob pressao reduzida. O produto foi purificado por
coluna cromatografica de silica gel, fase movel: hexano/acetato de etila (Hex/Ac, 8:2) de forma
isocratica para obtencéo de 30 (80%) como 6leo incolor - Rf: 0,46 (Hex/Ac, 8:2).

e Sintese de (E)-3-(5-iodo-2-metoxi-4-(metoximetoxi)fenil)-1-(4-(metoximetoxi)fenil)prop-2-en-
1-ona (3a)

A uma solucéo de 4-(metoximetoxi)acetofenona 30 (0.175 g, 0.97 mmol) em etanol (5 mL) e
banho de gelo adicionou-se, vagarosamente, solucdo 60% de KOH (2 mL), e em porg¢des, 5-iodo-
2-metoxi-4-(metoximetoxi)benzaldeido 28 (0.300 g, 0.92 mmol). Apés 1,5 horas a temperatura
ambiente, o produto bruto foi vertido em gelo triturado e filtrado, para obtencéo de 3a (74%) como
sélido amarelo — Rf: 0,21 (Hex/Ac, 8:2).

RMN H (600 MHz, CDCl3) & 8.01 (dd, J = 8.8, 2.0 Hz, 2H, 2’ & 6'), 5 7.99 (s, 1H, 6), 5 7.95 (d,
J=15.7 Hz, 1H, B), 8 7.50 (d, J = 15.7 Hz, 1H, a), & 7.11 (dd, J = 8.8, 2.0 Hz, 2H, 3’ & 5), 5 6.71
(s, 1H, 3), 5 5.28 (s, 2H, CH2), & 5.25 (s, 2H, CH2'), & 3.89 (s, 3H, 2-OMe), & 3.52 (s, 3H, CHa), &
3.49 (s, 3H, CH3).

e Sintese de (E)-3-(2-metoxi-4-(metoximetoxi)-5-(3-metilbut-2-en-1-il)fenil)-1-(4-
(metoximetoxi)fenil)prop-2-en-1-ona (3b)

A uma solucéo de (E)-3-(5-iodo-2-metoxi-4-(metoximetoxi)fenil)-1-(4-
(metoximetoxi)fenil)prop-2-en-1-ona 3a (0.333 g, 0.69 mmol) em DMF (4 mL) e atmosfera de Nz,
adicionou-se carbonato de césio 51 (0.447 g, 1.37 mmol), PdClz(dppf) 49 (0.056 g, 0.07 mmol) e
acido borénico do éster pinacol de isoprenila 31 (0.304 mL, 1.37 mmol). Apés 1 hora a,
aproximadamente, 70°C o produto bruto foi filtrado em pastilha de celite com acetado de etila, para
remover os residuos de paladio, o filtrado foi lavado com agua destilada e solucdo saturada de
cloreto de sodio para remover os residuos de carbonato e DMF, e concentrado sob presséo
reduzida. O produto foi purificado em coluna cromatografica de silica gel, fase movel: 9:1 a 8:2

(Hex/Ac) como gradiente para obtencao de 3b (74%) como 6leo amarelo.
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e Sintese de (E)-3-(4-hidroxi-2-metoxi-5-(3-metilbut-2-en-1-il)fenil)-1-(4-hidroxifenil)prop-2-en-
1-ona: licochalcona H (3)

A uma solugcdo de (E)-3-(2-metoxi-4-(metoximetoxi)-5-(3-metilbut-2-en-1-il)fenil)-1-(4-
(metoximetoxi)fenil)prop-2-en-1-ona 3b (0.254 g, 0.75 mmol) em THF (2 mL) adicionou-se metanol
(2 mL) e, vagarosamente acido cloridrico 1N (2 mL). Ap6s 6 horas de reacéo a, aproximadamente,
65°C o produto bruto foi extraido com acetato de etila, seco com sulfato de magnésio e concentrado
sob pressao reduzida. O produto foi purificado por coluna cromatografica de gel de silica, fase
movel: (65:35, Hex/Ac) para a obtencéo de licochalcona H 3 (37%) como cristal amarelo/alaranjado,
e com rendimento global de 10%. Pureza de: 96.05% por HPLC-PAD (254 nm).

RMN H (600 MHz, Acetona) & 9.24 (s, 1H, 4-OH’), 5 8.98 (s, 1H, 4-OH), & 8.03 (d, J = 15.6 Hz,
1H, B), 5 8.00 (dd, J = 8.7 Hz, 2H, 2’ & 6), & 7.66 (d, J = 15.6 Hz, 1H, a), & 7.57 (s, 1H, 6), & 6.95
(dd, J = 8.7 Hz, 2H, 3' & 5'), & 6.59 (s, 1H, 3), 5 5.35 (it, J = 7.3, 1.4 Hz, 1H, 2), 5 3.86 (s, 3H, 2-
OMe), 8 3.29 (d, J = 7.3 Hz, 2H, 1”), 8 1.73 (s, 3H, 4”), 8 1.71 (s, 3H, 5).

4.1.3. Sintese de 5, 7, 8,9, 12,13, 14 e 16
A rota sintética desenvolvida para sintese de 5, 7, 8, 9, 12,13, 14 e 16 (série 1) foi a mesma

utilizada para sintese de licochalcona H (3), iodacao regiosseletiva (Racys, 2015) e acoplamento

de Suzuki, de acordo com Wang, H. e colaboradores (2013).
e Sintese de 32a — 39a
O procedimento foi 0 mesmo da sintese de 3a utilizando as acetofenonas 32 — 39 (0.68

mmol) e 5-iodo-2-metoxi-4-(metoximetoxi)benzaldeido 28 (0.62 mmol) como substrato para

obtencao de 32a — 39a, com rendimentos de 53 a 94%.
e Sintese de 32b — 39b
O procedimento foi 0 mesmo da sintese de 3b utilizando os compostos 32a — 39a (0.200 g)
como substrato para obtencéo de 32b — 39b, com rendimentos de 45 a 83%.

e Sintesedeb, 7, 8,9, 12,13, 14e 16

Procedimento similar ao da sintese de 3 utilizando os compostos 32b — 39b (0.100 g) como

substrato para obtencéo de 5, 7, 8, 9, 12,13, 14 e 16, com rendimentos de 22 a 57%.
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e (E)-3-(4-hidroxi-2-metoxi-5-(3-metilbut-2-en-1-il)fenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona: 5

Composto 5 obtido como solido amarelo com rendimento de desprotecdo de 33% e
rendimento global de 11%. Pureza de: 99.48% por HPLC-PAD (254 nm).

RMN *H (600 MHz, Acetona) & 8.99 (s, 1H, 4-OH),  8.08 (d, J = 15.7 Hz, 1H, B), & 8.06 (dd,
J=85,1.2Hz, 2H,2' &6’), 5 7.67 (d, J = 15.7 Hz, 1H, a), 8 7.62 (i, J = 7.2, 1.6 Hz, 1H, 4), 5 7.60
(s, 1H, 6), 8 7.53 (t, J = 7.6 Hz, 2H, 3’ & 5') 5 6.60 (s, 1H, 3), 5 5.35 (tt, J= 7.5, 1.5 Hz, 1H, 2”), &
3.87 (s, 3H, 2-OMe), 53.30 (d, J = 7.24, 2H , 1) 5 1.73 (s, 3H, 4”), 5 1.71 (s, 3H, 5).

e (E)-1-(3-hidroxifenil)-3-(4-hidroxi-2-metoxi-5-(3-metilbut-2-en-1-il)fenil)prop-2-en-1-ona: 7

Composto 7 obtido como cristal amarelo com rendimento de desprotecdo de 57% e
rendimento global de 7%. Pureza de: 98.87% por HPLC-PAD (254 nm).

RMN IH (600 MHz, Acetona) & 9.05 (s, 1H, 4-OH), & 8.76 (s, 1H, 3'-OH), 5 8.06 (d, J = 15.7
Hz, 1H, B), 8 7.62 (d, J = 15.7 Hz, 1H, a), 5 7.59 (s, 1H, 6), 5 7.55 (tt, J = 7.8, 1.2 Hz, 1H, 6'), 5 7.51
(t, J = 2.10 Hz, 1H, 2), 8 7.37 (t, = 7.8 Hz, 1H, 5°), 5 7.09 (dd, J = 8.0, 2.5 Hz, 1H, 4’), 5 6.61 (s,
1H, 3), 8 5.36 (tt, J= 7.5, 1.5 Hz, 1H, 2”), 5 3.88 (s, 3H, 2-OMe), 5 3.31 (d, J = 7.1 Hz, 2H, 1”), &
1.75 (s, 3H, 47), 5 1.73 (s, 3H, 57).

¢ (E)-3-(4-hidroxi-2-metoxi-5-(3-metilbut-2-en-1-il)fenil)-1-(4-metoxifenil)prop-2-en-1-ona: 8

Composto 8 obtido como cristal amarelo/alaranjado com rendimento de desprotecéo de 33%
e rendimento global de 9%. Pureza de: 90.74% por HPLC-PAD (254 nm).

RMN tH (600 MHz, Acetona) & 8.96 (s, 1H, 4-OH), 6 8.07 (dd, J = 8.9Hz, 2H, 2’ & 6’), d 8.05
(d, J=15.8 Hz, 1H, B), & 7.68 (d, J = 15.6 Hz, 1H, a), 6 7.58 (s, 1H, 6), 6 7.05 (d, J = 8.9Hz, 2H, 3
& 5), 6 6.59 (s, 1H, 3), 5 5.35 (tt, J = 7.5, 1.5 Hz, 1H, 2”), 6 3.89 (s, 3H, 4’-OMe), 6 3.86 (s, 3H, 2-
OMe), 53.30(d,J=7.2Hz,2H,1"),061.73 (s, 3H,4”),5 1.71 (s, 3H, 57).
e (E)-3-(4-hidroxi-2-metoxi-5-(3-metilbut-2-en-1-il)fenil)-1-(p-tolil)prop-2-en-1-ona: 9

Composto 9 obtido como cristal amarelo com rendimento de desprotecdo de 28% e
rendimento global de 10%. Pureza de: 93.78% por HPLC-PAD (254 nm).
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RMN !H (600 MHz, Acetona) d 9.01 (s, 1H, 4-OH), 8 8.06 (d, J = 15.7 Hz, 1H, B), 3 7.96 (d,
J=8.1Hz,2H,2'&6’),57.66 (d,J=15.6 Hz, 1H, a),5 7.58 (s, 1H, 6),5 7.34 (d,J=7.9 Hz, 2H, 3
& 5’), 6 6.60 (s, 1H, 3), 6 5.35 (tt, I =7.5, 1.5 Hz, 1H, 2”), 6 3.86 (s, 3H, 2-OMe), 6 3.30 (d,J=7.4
Hz, 2H, 17), 8 1.73 (s, 3H, 4”), 6 1.71 (s, 3H, 57).

e (E)-1-(4-fluorofenil)-3-(4-hidroxi-2-metoxi-5-(3-metilbut-2-en-1-il)fenil)prop-2-en-1-ona: 12

Composto 12 obtido como cristal amarelo com rendimento de desprotecdo de 25% e

rendimento global de 4%.

RMN H (600 MHz, Acetona) & 8.16 (dd, J = 8.7, 5.6 Hz, 2H, 2’ & 6’),  8.09 (d, J = 15.6 Hz,
1H, B), 5 7.68 (d, J = 15.6 Hz, 1H, a), 8 7.60 (s, 1H, 6), & 7.30 (t, J = 8.8 Hz, 2H, 3' & 5"), 5 6.64 (s,
1H, 3), 8 5.36 (tt, J = 7.3, 1.3 Hz, 1H, 2”), 5 3.88 (s, 3H, 2-OMe), 5 3.30 (d, J = 7.2 Hz, 2H, 1), &
1.74 (s, 3H, 4”), 8 1.73 (s, 3H, 5).

e (E)-1-(4-clorofenil)-3-(4-hidroxi-2-metoxi-5-(3-metilbut-2-en-1-il)fenil)prop-2-en-1-ona: 13

Composto 13 obtido como cristal amarelo com rendimento de desprotecdo de 8% e

rendimento global de 1%.

RMN !H (600 MHz, Acetona) d 9.16 (s, 1H, 4-OH), 8 8.08 (d, J = 15.8 Hz, 1H, B), d 8.07 (d,
J=85Hz,2H,2 &6’),5 7.65(d, J=15.6 Hz, 1H, a), d 7.59 (s, 1H, 6), d 7.56 (d, J = 8.5 Hz, 2H, 3’
& 5’),56.60 (s, 1H, 3), 6 5.34 (tt, J=7.2, 1.3 Hz, 1H, 2”), 8 3.86 (s, 3H, 2-OMe), 6 3.29 (d,J =7.2
Hz, 2H, 1”), 8 1.73 (s, 3H, 4”), 5 1.71 (s, 3H, 5”).

e (E)-1-(4-bromofenil)-3-(4-hidroxi-2-metoxi-5-(3-metilbut-2-en-1-il)fenil)prop-2-en-1-ona: 14

Composto 14 obtido como cristal amarelo com rendimento de desprotecdo de 22% e

rendimento global de 3%.

RMN !H (600 MHz, Acetona) d 9.04 (s, 1H, 4-OH), 8 8.08 (d, J = 15.6 Hz, 1H, B), d 7.99 (d,
J=85Hz,2H,2'&6),67.72(d,J=85Hz, 2H, 3 &5), 6 7.64 (d, J = 15.6 Hz, 1H, a), & 7.59 (s,
1H, 6), 6 6.60 (s, 1H, 3), 85.34 (tt, J=7.2, 1.3 Hz, 1H, 2”), 8 3.87 (s, 3H, 2-OMe), 6 3.29 (d, J = 7.2
Hz, 2H,17),61.73 (s, 3H,4”), 8 1.71 (s, 3H, 57).

e (E)-3-(4-hidroxi-2-metoxi-5-(3-metilbut-2-en-1-il)fenil)-1-(4-nitrofenil)prop-2-en-1-ona: 16
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Composto 16 obtido como cristal amarelo com rendimento de desprotecdo de 39% e
rendimento global de 10%. Pureza de: 91.05% por HPLC-PAD (254 nm).

RMN IH (600 MHz, Acetona) & 9.22 (s, 1H, 4-OH), 5 8.37 (d, J = 8.8 Hz, 2H, 3’ & 5'), 5 8.26
(d, J=8.9 Hz, 2H, 2’ & 6), 5 8.10 (d, J = 15.7 Hz, 1H, B), 8 7.67 (d, J = 15.6 Hz, 1H, a), & 7.60 (s,
1H, 6), 3 6.61 (s, 1H, 3), 5 5.33 (it, J= 7.5, 1.5 Hz, 1H, 2”), 5 3.88 (s, 3H, 2-OMe), 5 3.29 (d, J = 7.2
Hz, 2H, 1”), 5 1.73 (s, 3H, 4”), 8 1.71 (s, 3H, 57).

4.1.4 Sintese de equinatina (17)

A rota sintética adotada para sintese de 17 (série Il) foi descrita por Nielsen e colaboradores
(1995).

e Sintese de (E)-3-(2-metoxi-4-(metoximetoxi)fenil)-1-(4-(metoximetoxi)fenil)prop-2-en-1-ona
(17a)

A uma solucéo de 4-(metoximetoxi)acetofenona 30 (0.175 g, 0.97 mmol) em etanol (5 mL) e
banho de gelo adicionou-se, vagarosamente, solu¢éo 60% de KOH (2 mL), e em por¢des, 2-metoxi-
4-(metoximetoxi)benzaldeido 27 (0.180 g, 0.92 mmol). Apés 1,5 horas a temperatura ambiente, o
produto bruto foi vertido em gelo triturado e filtrado, para obtencdo de 17a (80%) como sélido

amarelo.

e Sintese de (E)-3-(4-hidroxi-2-metoxifenil)-1-(4-hidroxifenil)prop-2-en-1-ona: equinatina (17)

A uma solucéo de (E)-3-(2-metoxi-4-(metoximetoxi)fenil)-1-(4-(metoximetoxi)fenil)prop-2-en-
1-ona 17a (0.200 g, 0.74 mmol) em THF (2 mL) adicionou-se metanol (2 mL) e, vagarosamente
acido cloridrico 1N (2 mL). Apés 6 horas de reacdo a, aproximadamente, 65°C o produto bruto foi
extraido com acetato de etila, seco com sulfato de magnésio e concentrado sob presséao reduzida.
O produto foi purificado por coluna cromatografica de gel de silica, fase movel: (6:4, Hex/Ac) para
a obtencao de equinatina 17 (40%) como cristal amarelo/alaranjado e com rendimento global de
20%. Pureza de: 99.64% por HPLC-PAD (254 nm).

RMN 'H (600 MHz, DMS0) & 7.99 (d, J = 8.8 Hz, 2H, 2’ & 6'), 5 7.92 (d, J = 15.6 Hz, 1H, B),
57.76 (d, J = 8.5 Hz, 1H, 6), 5 7.65 (d, J = 15.6 Hz, 1H, a), 5 6.88 (d, J = 8.7Hz, 2H, 3' & 5'), & 6.47
(d, J =2.2 Hz, 1H, 3), 5 6.44 (dd, J = 8.4, 2.2 Hz, 1H, 5), 5 3.84 (s, 3H, 2-OMe).
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4.1.5 Sintese de loureirina C (22)

A reacdo adotada para sintese de 22 (série Ill) foi descrita por Mirza-Aghayan e coautores
(2007).

e Sintese de 3-(4-hidroxi-2-metoxifenil)-1-(4-hidroxifenil)propan-1-ona: loureirina C (22)

A uma solucéo de (E)-3-(4-hidroxi-2-metoxifenil)-1-(4-hidroxifenil)prop-2-en-1-ona 17 (0.050
g, 0.14 mmol) em etanol (5 mL) e atmosfera de N2 adicionou-se trietilsilano 40 (0.088 mL, 0.55
mmol) e acetato de paladio Pd(Oac)2 (0.003 g, 0.014 mmol). Apos 2 horas de reacdo a temperatura
ambiente o produto bruto foi filtrado em pastilha de celite com acetato de etila para remover o
paladio residual, o filtrado foi lavado com agua destilada, seco com sulfato de magnésio e
concentrado sob presséo reduzida. O produto foi purificado por cromatografia preparativa de gel de
silica, fase mével: (3:1:1, hexano/acetato de etila/acetona) para obtencao de loureirina C 22 (17%)

como salido incolor, e com rendimento global de 3%.

RMN IH (600 MHz, Acetona) 8 7.91 (d, J = 8.7 Hz, 2H, 2’ & 6'), 5 6.98 (d, J = 8.1 Hz, 1H, 6),
56.91(d, J=8.7 Hz, 2H, 3’ & 5'), 5 6.45 (d, J = 2.3 Hz, 1H, 3), 5 6.34 (dd, J = 8.1, 2.3 Hz, 1H, 5), &
3.78 (s, 3H, 2-OMe), 5 3.11 (t, J = 7.8 Hz, 2H, ),  2.86 (t, J = 7.9 Hz, 2H, P).
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4.2 Estudo biologico

Toda a parte de estudo biolégico deste trabalho foi realizada por colaboradores do

Laboratério de Ensaios Antimicrobianos (LEA) — Universidade Federal de Uberlandia (UFU).

4.2.1 Determinacéo de CIM

e Cepas bacterianas e micobacterianas

Foram usadas cepas bacterianas padrao da American Type Culture Collection (ATCC). As
cepas foram preservadas sob criogenia a -20 °C na colecao de culturas do Laboratorio de Ensaios
Antimicrobianos (LEA) do Instituto de Ciéncias Biomédicas, da Universidade Federal de Uberlandia
(UFU). Os testes foram realizados com as bactérias S. aureus ATCC (6538), S. aureus ATCC
(BAA44), S. epidermidis ATCC (14990), E. faecalis ATCC (1299), S. pneumoniae ATCC (6305), S.
sanguinis ATCC (10556), S. sobrinus ATCC (33478), S. mutans ATCC (25175), H. pylori ATCC
(43526), P. aeruginosa ATCC (27853), K. pneumoniae ATCC (13883) e E. coli ATCC (35218) e
micobactérias M. tuberculosis H37Rv (ATCC 27294), M. kansasii (ATCC 12478) e M. avium (ATCC
25291).

e Ensaio antibacteriano

A concentracao inibitéria minima (CIM) contra espécies de bactérias gram-positivas e gram-
negativas foi determinada em triplicata, usando o método de microdiluicdo em caldo em placas de
96 pocos, usando resazurina como indicador colorimétrico da viabilidade da célula. Os compostos
ensaiados foram solubilizados em dimetilsulféxido (DMSO; Synth, Diadema-SP, Brasil), com
concentragdes 1 mg mL, seguida por uma diluicdo em caldo de infusdo cérebro coracdo (BHI —
Difco, Detroit-MI, EUA) para atingir concentragées finais variando entre 0,195 e 400,0 ug mL*. O
conteudo final de DMSO era de 5% (v/v), e foi utilizada como controle negativo. O inoculo foi
ajustado para cada microorganismo, para atingir concentracdo celular de 5x10° unidades de
formacdo de coldénia (UFC / mL), como recomendado pelo Instituto de Padrdes Clinicos e
Laboratoriais, com modificacdes no meio de cultura. O controle de crescimento e de esterilidade
também foram inclusos. Tetraciclina e clorexidina foram utilizados como controle positivo, com
concentragdes entre 0,115 e 5,9 yg mL%, e 0,115 e 59 yg mL?, respectivamente. As microplacas
de 96 pocos foram seladas com plastico filme e incubadas a 37 °C por 24 h. Apés esse periodo, 30
ML de uma solugéo 0,02% de resazurina foi adicionada as microplacas, que foram incubadas por

mais 15 minutos a 37 °C. A CIM foi definida como a menor concentracdo capaz de inibir mais de
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90% do crescimento dos microorganismos, indicado pela mudanca da cor azul da resazurina para
rosa.

e Ensaio antimicobacteriano

A CIM dos compostos ensaiados contra micobactérias foi determinado utilizado o Ensaio de
Resazurina em Microplaca, método de Palomino, com breves modificacdes. Estoques de solu¢des
dos compostos ensaiados foram preparados em DMSO e diluidos no caldo Middlebrook 7H9
(DidcotTM, Detroit-MI, EUA) para obter concentragdes de 7,8 a 1.000 yg mL™. Isoniazida foi
dissolvida em DMSO e utilizada como droga padrao, a concentragdes de 0,015 a 1,0 uyg mL*. O
inoculo foi preparado introduzindo colénias cultivadas em Ogawa-Kudoh (LaborClin) em um tubo
com contas de vidro com 500 pL de agua esterilizada. Uma aliquota de 200 uL foi transferida para
um tubo contendo 2 mL de caldo 7H9, incubado a 37 °C por 7 dias e comparado com a escala 1
McFarland (3 x 108 células/mL). Apds o indculo ser padronizado, foi diluido em placas de 96 pocos,
numa relagdo 1:25 com o caldo 7H9 contendo as substancias testadas. Os controles de
crescimento e esterelidade também foram incluidos. As placas de 96 pocos (Kasvi®) foram
incubadas a 37 °C por 7 dias. Apos esse periodo, 30 uL de uma solucédo aquosa de 0,02% de
resazurina (Sigma-Aldrich®) foi adicionada a cada poco da placa. Apdés 18 h, a solucdo de
resazurina adquiriu coloragéo azul, indicando que ndo havia crescimento de microrganismos (a cor
rosa indica a presenca de microrganismos viaveis). O valor de CIM, expressado em ug mL, foi
definido como a menor concentracdo das substancias capaz de inibir 90 % do crescimento

micobacteriano. O ensaio foi realizado em triplicata.

e Ensaio contra helicobactérias

O ensaio de microdiluicdo em caldo, utilizou caldo Mueller Hinton médio, suplementado com
10 % de sérum fetal bovino. As substancias foram solubilizadas em DMSO em placas de 96 pocos,
com concentragdes entre 0,48 e 1.000 ug mL1. A concentracéo do indculo foi ajustada para 5 x 10°
CFU.mL?. As placas foram preparadas em triplicata, e incubadas a 37 °C por trés dias, sob
atmosfera de 10% de COq. Utilizou-se DMSO e tetraciclina como controle negative e positivo,
respectivamente. Uma solugéo aquosa de resazurina (30 uL, 0,01 %) foi adicionada a cada poco.
A presenca da coloragéo rosa indica a presenca de células metabolicamente ativas, enquanto a
presenca da coloracdo azul indica células com metabolismo desativado. A menor concentragéo a

cada mudanca de cor foi observada, e a média do valor, definida como a CIM.



43

5. CONCLUSAO

Foi desenvolvida metodologia de lodacdo Regiosseletiva para sintese de LCH e compostos
da série I, que envolve, como ponto chave, um catalisador metélico de baixo custo e de alta
eficiéncia para ativacéo do NIS (Racys et al. 2015), etapa essencial para o posterior acoplamento
de Suzuki, responsavel pela C-prenilacdo dos compostos (Wang. H, et al. 2013; 2015). Foram
sintetizadas 35 substancias, dentre elas 24 intermediarios e 11 produtos finais, incluindo 2 produtos
naturais (Equinatina e Loureirina C) e 8 substancias inéditas na literatura. Dos 6 compostos
avaliados biologicamente, 3 deles se mostram ativos com CIMgo de 9,2 — 1480 uM contra bactérias
e 92,2 — 231,2 uyM contra micobactérias. O composto LCH se destacou contra H. Pylori com CIMgo
de 11,5 uM e 7 contra S. aureus (MRSA) e (MSSA) com CIMgo de 9,2 uM, ambos os patdgenos
pertencem a lista da OMS de alta prioridade, o que valoriza os resultados e justifica os esforcos

para realizacéo trabalho.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Observacao: Alguns duplos dupletos e tripletos ndo foram apontados pelo software, porém foram
descritos nos Procedimentos experimentais por meio de célculos manuais.

Figura 4 — Estrutura geral para identificacdo dos hidrogénios dos espectros

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 5 — Espectro de RMN H! do composto 26 (600 MHz — acetone-ds)
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Figura 6 — Espectro de RMN H! do composto 27 (600 MHz — CDClz)
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Figura 7 — Espectro de RMN H! do composto 28 (600 MHz — CDCls)
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Figura 8 — Espectro de RMN H! do composto 3a (600 MHz — CDCls)
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Figura 9 — Espectro de RMN H?! do composto 3 (600 MHz — acetona-dse)
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Figura 10 — Cromatograma de HPLC do composto 3. Metanol:Agua (3:1), 254 nm
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Figura 11 — Espectro de RMN H! do composto 5 (600 MHz — acetona-ds)
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Figura 12 — Cromatograma de HPLC do composto 5. Metanol:Agua (3:1), 254 nm
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Figura 13 — Espectro de RMN H! do composto 7 (600 MHz — acetona-de)
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Figura 14 — Cromatograma de HPLC do composto 7. Metanol:Agua (3:1), 254 nm
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 15 — Espectro de RMN H! do composto 8 (600 MHz — acetona-ds)
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Figura 16 — Cromatograma de HPLC do composto 8. Metanol:Agua (3:1), 254 nm
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 17 — Espectro de RMN H! do composto 9 (600 MHz — acetona-ds)
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Figura 18 — Cromatograma de HPLC do composto 9. Metanol:Agua (3:1), 254 nm
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Figura 19 — Espectro de RMN H! do composto 12 (600 MHz — acetona-ds)
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Figura 20 — Espectro de RMN H! do composto 13 (600 MHz — acetona-ds)
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Figura 21 — Espectro de RMN H*! do composto 14 (600 MHz — acetona-ds)
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Figura 22 — Espectro de RMN H! do composto 16 (600 MHz — acetona-ds)
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 23 — Cromatograma de HPLC do composto 16. Metanol:Agua (3:1), 254 nm
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Figura 24 — Espectro de RMN H*! do composto 17 (600 MHz — DMSO-ds).
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Figura 25 — Cromatograma de HPLC do composto 17. Metanol:Agua (3:1), 254 nm

1400

1200

1000

800

600

400

Absorbancia (mAU)

200

99.64%

=200

Fonte: Elaborado pelo autor.

10

20

30

40 50 60 70 80

Tempo (min.)



58

Figura 26 — Espectro de RMN H! do composto 22 (600 MHz — acetona-ds)
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