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RESUMO

A tuberculose (TB) é uma doenca infecciosa causada pela Mycobacterium tuberculosis (Mtb),
que em 2024, provocou 1,23 milhdes de obitos, ficando em segundo lugar em comparacao a
COVID-19. Atualmente, o tratamento disponivel, envolve uma combinacdo complexa de
farmacos que apresentam diversas limitagfes no tratamento da TB. Neste cenario, o grupo do
Laboratorio de Pesquisa e Desenvolvimento de Farmacos - UNESP (Lapdesf), cuja uma das
linhas de pesquisa é o planejamento e sintese de novos agentes anti-Mtb, no ano de 2016,
sintetizou o composto BZ8, o qual mostrou-se potente, tanto para cepas sensiveis de Mth, como
para as multirresistentes. No entanto, a instabilidade do sistema N-acilhidrazona presente no
BZ8 em meio &cido revelou-se um grande obstaculo para sua administracdo oral. Assim, o
presente trabalho prop6s a investigacdo do isosterismo entre o sistema N-acilhidrazona pela
cetona a,B-insaturada presente nas chalconas a fim de investigar a atividade anti-Mtb resultante
dessa modificacdo estrutural. Nesta pesquisa, foram desenvolvidas e avaliadas duas rotas
sintéticas para a obtencdo de chalconas, com rendimentos moderados e boa eficiéncia na
formacdo dos produtos. Ao todo, 11 chalconas inéditas foram sintetizadas, das quais quatro
foram funcionalizadas com o nucleo benzofuroxano. Todos os compostos foram caracterizados
por técnicas espectroscépicas, incluindo RMN de tH e 13C, HMBC, HSQC e 1V, permitindo a
confirmacéo estrutural e 0 avango nas etapas de sintese. Na avaliacdo bioldgica frente ao Mth
(cepa Hz7Rv), os compostos P1 e P12 apresentaram atividade promissora, com CIMso de 5,23
pg/mL e 3,85 pg/mL, respectivamente. Os resultados obtidos apontam o potencial das

chalconas como candidatas a novos agentes antituberculares.

Palavras-chave: Chalconas; benzofuxano; tuberculose; bioisosterismo; otimizacdo molecular.



ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is an infectious disease caused by Mycobacterium tuberculosis (Mtb) which,
in 2024, resulted in 1.23 million deaths, ranking second only to COVID-19. Currently, the
available treatment involves a complex combination of drugs that present several limitations in
TB therapy. In this context, the Laboratory of Research and Development of Drugs at UNESP
(Lapdesf), one of whose research lines focuses on the design and synthesis of new anti-Mtb
agents, synthesized in 2016 the compound BZ8, which proved to be potent against both drug-
susceptible and MDR-TB strains. However, the instability of the N-acylhydrazone system
present in BZ8 under acidic conditions proved to be a major obstacle to its oral administration.
Thus, the present work proposed the investigation of isosterism by replacing the N-
acylhydrazone system with an a,B-unsaturated ketone moiety present in chalcones, in order to
evaluate the anti-Mtb activity resulting from this structural modification. In this study, two
synthetic routes were developed and evaluated for the preparation of chalcones, affording
moderate yields and good efficiency in product formation. In total, 11 novel chalcones were
synthesized, four of which were functionalized with a benzofuroxan core. All compounds were
characterized by spectroscopic techniques, including *H and *3C NMR, HMBC, HSQC, and IR,
allowing structural confirmation and progression through the synthetic steps. In the biological
evaluation against Mtb (Hs7Rv strain), compounds P1 and P12 exhibited promising activity,
with MICso values of 5.23 pg/mL and 3.85 pg/mL, respectively. Overall, the results indicate

the potential of chalcones as candidates for the development of new antitubercular agents.

Keywords: Chalcones; benzofuroxan; tuberculosis; bioisosterism; molecular optimization.
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1 INTRODUCAO

A TB é uma doenca infecciosa cujo principal agente etiolégico humano € o bacilo Mtb.
A infeccdo pelo Mtb geralmente se manifesta de duas formas principais, sendo, ou uma doenca
que afeta majoritariamente os pulmdes (TB pulmonar), ou em casos mais severos uma doenca
que se espalha para outros 6rgdos e sistemas (TB extrapulmonar). Sua transmissdo ocorre por
meio da inalacdo de goticulas contendo o Mtb, expelidas por individuos infectados e com a
forma pulmonar ativa da doenca, que em contato com novos hospedeiros, da inicio a infeccéo
e tém o potencial de causar a TB, a depender da competéncia do sistema imunolégico do
individuo (WHO, 2025; Dheda, Barry e Maartens, 2016; Lemos e Lins, 2023). Dados mais
recentes mostram que cerca de 90 % dos individuos infectados com o Mtb evoluem para a fase
latente, onde podem chegar a permanecer assintomaticos por muitos anos. Porém, quando ha
um comprometimento relevante do sistema imunoldgico do individuo, por causas
multifatoriais, ha maior chance de reversdo desse quadro de laténcia e evolugdo para a forma
ativa da doenca (Nunes-Alves et al., 2014).

Ha indicios que os primeiros casos TB remontam ao periodo neolitico, e desde entéo
essa doenca tém causado milhdes de mortes ao redor do globo. Em uma reviséo feita por
Tiemersma E. W. et al. (2011), estimou-se que as taxas de 6bitos por TB em pacientes HIV-
negativos chegavam aos 70 % para ambos 0s sexos, em eras pre-tratamento. Atualmente, essa

taxa de Obito na auséncia de tratamento chega proximo aos 50 %.

1.1  PATOGENESE

A patogénese da infec¢do por Mtb inicia-se com a deposicao dos bacilos nos alvéolos
pulmonares do novo hospedeiro, onde sdo fagocitados pelos macrofagos residentes, que
constituem a primeira linha de defesa frente a infeccéo inicial. Em seguida, esses macrofagos
migram para o intersticio pulmonar, possibilitando o acesso do Mtb a outras células imunes
residentes do pulmao, as quais também podem ser infectadas. Diversos estudos indicam que
esse estagio inicial da infeccdo é determinante para a progressdo da doenca. Uma vez
internalizado nos fagossomos das células hospedeiras, sobretudo nos macrofagos, o Mtb
emprega multiplos mecanismos para impedir a maturacdo dessa organela, mantendo um
ambiente intracelular favoravel a sua sobrevivéncia e replicacdo (Warner et al., 2025).

Em uma etapa posterior e com o desenvolvimento da resposta imune adaptativa, ocorre

0 recrutamento de novos leucdcitos, especialmente linfocitos T, que desencadeiam uma
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resposta imunoldgica mais efetiva dos macrofagos e a formacgdo do granuloma, estrutura
fundamental para a contengéo da infeccédo e a prevencao da disseminacdo bacteriana (Chandra,
Grigsby, Philips, 2022).

Caso o hospedeiro desenvolva uma resposta imune adaptativa eficaz, a infeccdo pode
ser contida no interior do granuloma, o qual pode evoluir para a cura, caracterizada pela
calcificacdo das lesdes, ou permanecer em estado latente, com bacilos viéaveis, porém nao
replicantes, mantidos em condicdo quiescente. Por outro lado, quando a resposta imune
adaptativa € insuficiente, 0 Mtb continua a se replicar no granuloma inicialmente formado,
promovendo o recrutamento continuo de novas células do sistema imune em um ciclo
inflamatorio persistente que culmina na necrose liquefativa do tecido, conhecida como necrose
caseosa. Com a progressdo do processo, ocorre 0 rompimento da estrutura granulomatosa,
permitindo a disseminacéo do bacilo para outras regides do pulméo ou, em casos mais graves,
para outros 6rgaos e tecidos.

Nesse contexto, a coinfeccdo entre TB e HIV constitui um dos principais cenarios
associados a maior risco de desenvolvimento de TB ativa, disseminacdo extrapulmonar e
micobacteremia, especialmente em individuos com AIDS avancada. Esse aumento da
suscetibilidade estd diretamente relacionado a deplecdo progressiva dos linfocitos T CD4*
causada pelo HIV, comprometendo a resposta imune celular essencial para o controle da
infeccdo pelo Mth. Além disso, evidéncias indicam que a infeccdo por Mth em pacientes
vivendo com HIV pode acelerar a progressdo da infeccdo viral, promovendo aumento da
replicacdo e da diversificacdo genética do HIV, o que pode contribuir para maior persisténcia

viral e potencial desenvolvimento de resisténcia aos antirretrovirais (Bell e Noursadeghi, 2018).

1.2 EPIDEMIOLOGIA

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a TB permanece entre as doencas
gue mais causam complicacOes a saude e figura como uma das principais causas de morte por
um unico agente infeccioso em nivel global. Em 2021, estimativas indicaram que a TB ocupou
a segunda posicao entre as causas de morte por agente infeccioso unico, ficando atras apenas
da COVID-19. Em relacdo a incidéncia mundial, em 2024 observou-se uma reducao discreta
de aproximadamente 1 % no numero de novos casos, totalizando cerca de 10,7 milhdes,
representando a primeira queda desde 2020. No mesmo ano, foram registrados 1,23 milhdo de
Obitos atribuidos a TB, dos quais aproximadamente 150 mil ocorreram em decorréncia da

coinfeccdo TB-HIV. Apesar dos numeros ainda alarmantes, os dados de 2024 indicam uma
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melhora progressiva nas estimativas globais quando comparados aos anos de 2023 e 2022,
periodos em que o total de dbitos foi estimado entre 1,27 milh&o e 1,32 milh&o, respectivamente
(WHO, 2025).

No Brasil, a Secretaria de Vigilancia em Saude e Ambiente levantou que em 2020, o
namero de novos casos de TB teve uma reducgdo de 11,15 % em relacdo ao ano anterior (de
78.423 para 69.681 casos), denotando impacto claro da pandemia de COVID-19, no
diagnostico, notificacdo, e consequentemente, no tratamento da doenca. Como um possivel
reflexo da reducdo da deteccdo de pessoas com TB em decorréncia da pandemia, e com a
retomada das ac¢Ges de controle da doenca no pais, em 2023 o Brasil registrou 0 maior nimero
de novos casos dos ultimos 10 anos, com total de 84.994 novas infeccbes. J& em relagdo ao
numero de dbitos, comparado a 2019, o aumento observado em 2020 foi de 0,8 %, e o de 2021
foi 11,9 % totalizando 4.569 e 5.120 &bitos, respectivamente. Em 2023, o total de obitos
alcancou a marca de 6.025, representando um aumento de aproximadamente 32,9 % em
comparagdo a anos pré-pandémicos. Na serie historica, 0s aumentos mencionados
interromperam uma tendéncia de queda que vinha sendo observada no pais a mais de duas
décadas — sendo 2002 o ultimo ano em que 0 nimero de mortes por TB havia superado 5.000.
Além disso, dentre os 6bitos com TB mencionada como causa, destacam-se 0s ocorridos em

pacientes com coinfeccdo por HIV, cujos total foi de 1.894 ébitos em 2023 (Brasil, 2025).

1.3 TRATAMENTO

O protocolo de tratamento especifico da TB varia de acordo com as diretrizes dos paises
e a sensibilidade do bacilo, e geralmente envolve uma combinagcdo de dois ou mais
medicamentos anti-TB, os quais sdo classificados como farmacos de primeira e segunda
escolha. Os farmacos de primeira escolha abrangem a isoniazida, rifampicina, etambutol e
pirazinaminada, enquanto os farmacos de segunda escolha abrangem a D-cicloserina, acido
para-aminossalicilico, fluoroquinolonas, bedaquilina, linezolida, delamanida, entre outros.
(Martinez-Camprecids, Espinosa-Pereiro, Sdnchez-Montalva, 2024; WHO, 2020, 2025; Zumla
etal., 2015)

No Brasil, 0 Ministério da Saude estabeleceu que para adultos e adolescentes o protocolo
terapéutico para TB pulmonar recém diagnosticada e ndo rifampicina/isoniazida resistente,
envolve a combinacdo de isoniazida, rifampicina, etambutol e pirazinamida por dois meses,

seguidos de quatro meses de manutencdo com rifampicina e isoniazida (Brasil, 2019). Esse
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regime é descrito com cerca de 85 % de taxa de cura em pacientes sem coinfecc¢éo por HIV.
Apesar disso, o Boletim Epidemioldgico do Brasil de 2025 aponta uma queda progressiva na
taxa de cura da TB a partir de 2016, com 66,0 % dos casos apresentando desfecho de cura no
ano de 2023, configurando 0 menor percentual observado nesse periodo (Brasil, 2025).

Por outro lado, quando envolve formas resistentes do bacilo como é o caso da TB
multirresistente (MDR-TB) ou da TB extensivamente resistente (XDR-TB), a taxa de cura
diminui significativamente comparado a forma néo resistente, sendo ainda substancialmente
menor para XDR-TB, em comparacao as outras formas. A classificacdo em MDR-TB ou XDR-
TB segue um critério fundamentado na resisténcia do bacilo, no qual as cepas causadoras da
MDR-TB sédo definidas como resistentes a isoniazida e rifampicina, e as XDR-TB, definidas
como resistentes a rifampicina, qualquer fluoroquinolona e a bedaquilina ou linezolida (WHO,
2020, 2025)

O tratamento das formas resistentes ndo estd completamente claro e ndo é especifico,
devendo ser adequado conforme a sensibilidade do bacilo em questéo e geralmente combinado
a uma extensdo do periodo de tratamento (minimo de 18 meses). Apesar disso, alguns
protocolos terapéuticos preconizam o uso de bedaquilina, linezolida e delamanida, classificados
como principais farmacos de segunda escolha, associados com outros farmacos como, as
fluoroquinolonas, pretomanida, D-cicloserina, derivados nitroimidazdis, entre outros (WHO,
2025; Martinez-Camprecids, Espinosa-Pereiro, Sdnchez-Montalva, 2024)

A selecdo dos farmacos para a composicao do tratamento da MDR-TB ou XDR-TB vai
variar de acordo com o tipo de resisténcia do bacilo (mono ou multirresisténcia) e a duracao do
tratamento, com a evolug&o clinica do individuo (resultados de baciloscopia negativa) (Brasil,
2019; Carneiro, 2013). Todavia, apesar das possibilidades, os farmacos comumente
empregados para o tratamento da MDR-TB e XDR-TB, apresentam menor efetividade, maior
custo, demandam alongamento do periodo terapéutico e ainda sdo mais toxicos do que 0s

farmacos de primeira escolha (dos Santos et al., 2012; Lapausa, Pareja e Asensio, 2013).

1.4  DESAFIOS

S&o diversos os fatores que globalmente representam barreiras importantes para a
eliminacdo da TB e que implicam na elevada taxa de obito. Dentre eles, além do surgimento de
cepas resistentes aos farmacos, tratamento de longa duracdo e interacdes medicamentosas, a
presenca de coinfeccdes, falta de acesso ao diagnostico e aos medicamentos, falta de

intervencdo governamental, falta de investimento em pesquisas, e aspectos bio-psico-socias,



17

como a pobreza, preconceito e medo, s@o os principais desafios vigentes para 0 “ending the
global TB epidemic” (Fernandes et. al., 2015; Gonsalves da Gama et. al., 2019; Yem, 2002;
Pooranagangadevi e Padmapriyadarsini, 2022). Outro agravante nesse cenario foi a pandemia
de COVID-19, que prejudicou e muito o0 acesso ao diagnéstico e tratamento da TB em 2020 e
2021, impactando diretamente em um aumento das estimativas para numero de mortos pela
doenca. Essa somatoria de fatores reforcam as complexidades do gerenciamento e tratamento
da TB ao redor do mundo (Alene, Wangdi e Clements, 2020).

1.5 AVANCOS RECENTES E PERSPECTIVAS

A busca por novos compostos com fins farmacologicos para tratar a TB, principalmente
as formas resistentes é urgente. Em vista das problematicas apontadas acima, o grupo de
pesquisa Lapdesf, tem trabalhado no planejamento e sintese de novos agentes anti-TB. Em um
dos projetos desenvolvidos pelo grupo, foi obtido o composto BZ8, o qual mostrou-se potente
tanto frente a cepas sensiveis de Mtb, como frente as multirresistentes, além de levar a
esterilizacdo de pulmdes de camundongos infectados com Mtb. Por esse motivo, 0 BZ8 passou
a fazer parte do portifélio de candidatos a farmacos promissores do grupo TB Alliance
(Fernandes et al., 2017). Contudo, apesar dos resultados iniciais promissores, a instabilidade
em condicdes acidas do sistema N-acilhidrazona presente no BZ8, foi um grande inconveniente
para uso oral e por isso, no presente trabalho usou-se do bioisosterismo para tentar solucionar
esse problema. Dessa forma, a N-acilhidrazona presente no BZ8 foi substituida por um sistema

cetona a,f3-insaturado, caracteristico das chalconas (Rodriguez-Silva et al., 2022).

Entre os scaffolds explorados no planejamento molecular deste projeto, destaca-se o
benzofuroxano — um grupo funcional heterociclico pertencente a classe dos N-Oxidos —
presente na estrutura do BZ8 e amplamente descrito na literatura por suas atividades bioldgicas
promissoras contra 0 Mtb (Khanam et al., 2015). A atividade antimicobacteriana € uma das
aplicacdes mais relevantes atribuidas a esse grupo funcional, cujos resultados experimentais
vém consolidando o benzofuroxano como um potencial novo scaffold para o desenvolvimento
de agentes antituberculares (Fernandes, Pavan e dos Santos, 2018; Fernandes et al., 2021).

As chalconas, por sua vez, séo moléculas precursoras dos flavonoides e isoflavonoides,
formadas por dois anéis aromaticos ligados entre si por uma ponte de carbonos contendo uma
ligacdo dupla entre os carbonos alfa e beta de uma carbonila (Figura 1). Devido ao sistema

a,B-insaturado, as chalconas podem atuar como aceptores de Michael mais ou menos reativos
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a depender da posicdo e caracteristicas dos substituintes e, a partir disso formar, ligacGes
covalentes com outros compostos (Klein, 2016.). Como demonstrado por Rammohan (2020) e
Rodriguez-Silva et al. (2022), as chalconas tém se destacado por sua atividade relevante frente
a uma ampla gama de doencas e patogenos, configurando-se, portanto, como um scaffold
promissor para modificagdes estruturais. No entanto, embora suas caracteristicas quimicas
possam favorecer a acdo terapéutica em diferentes contextos clinicos, essa mesma reatividade
também exige atencdo, pois pode estar associada a potenciais mecanismos de toxicidade em

sistemas bioldgicos.

Figura 1 — Alteracdo bioisostérica da funcdo N-acilhidrazona do composto BZ8 para a fungédo

carbonila o,p-insaturada (chalcona).
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Fonte: Adaptado de: Fernandes, et al. 2017, e Rammonhan, et al., 2020.

Outro ponto que corrobora para a conducdo do presente trabalho € que além da
semelhanga estrutural com a N-acilhidrazona, as chalconas ja vem sendo descritas na literatura
com efeito antimicobacteriano bem estabelecido, e por isso a modificacdo estrutural planejada
tem o potencial de levar ao aumento da atividade anti-Mtb, bem como melhorar aspectos
negativos de instabilidade do BZ8. Ao mesmo tempo, a manutencdo do anel benzofuroxano nas
estruturas planejadas torna-se mais um contribuinte para o potencial desses compostos como

candidatos a farmacos antimicobacterianos.
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Em suma, dado o estado epidemioldgico atual da TB, a existéncia de cepas resistentes
e de coinfeccdes, longos periodos de tratamento, a toxidade dos medicamentos disponiveis,
bem como outros desafios para 0 “ending the global TB epidemic”, que se faz necessario a
busca por novas moléculas candidatas a fA&rmacos antituberculares. Apoiado por descobertas
recentes e dados robustos da literatura que o presente trabalho se propde, por meio da sintese
de novas chalconas acopladas a benzofuroxanos, a buscar novos agentes anti-TB com o objetivo
de melhorar aspectos moleculares negativos do BZ8 e trazer a luz alternativas mais efetivas

contra as cepas resistentes.

2 OBJETIVOS

Objetivo geral

Sintetizar e avaliar biologicamente chalconas funcionalizadas com ndcleo
benzofuroxano, com foco na investigacdo de sua capacidade de inibir a atividade de cepas de
Mtb.

Obijetivos especificos

e Realizar a sintese de derivados de chalconas, incluindo compostos funcionais
com potencial atividade antimicrobiana.

e Purificar os compostos obtidos por meio de técnicas cromatograficas adequadas,
visando a obtencdo de substancias com alto grau de pureza.

e Caracterizar estruturalmente os compostos intermediarios e finais utilizando
técnicas espectroscopicas, como RMN (*H e 3C) e IV.

e Avaliar a atividade antimicrobiana dos compostos sintetizados por meio de
ensaios de inibicdo frente a cepas de Mtb.

e Determinar o perfil de citotoxicidade dos compostos ativos em linhagens

celulares ndo tumorais, com posterior calculo do indice de seletividade (1S).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 PLANEJAMENTO E SELECAO DA ROTA SINTETICA
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Com base na técnica do bioisosterismo foi realizado a troca do grupamento N-
acilhidrazona pela cetona a,f-insaturada (chalcona) e os compostos planejados contemplaram
chalconas acopladas e ndo acopladas a benzofuroxano (Figura 2). O esquema proposto
incialmente previu a obtencdo de chalconas por meio de rotas convergentes, que utilizaram,

principalmente, como reagente de partida um aldeido e uma acetofenona (Figura 3).
Figura 2 — Planejamento dos compostos por bioisosterismo.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Em uma etapa adicional, foi proposto a inser¢cdo de aromaticos substituidos, por
acoplamento de Suzuki, para a obtencéo de intermediarios bifenilados. Estes por sua vez, foram
submetidos sequencialmente a condensacdo e ciclocondensacdo térmica para formacdo de

chalconas acopladas a benzofuroxano (Figura 3).

Figura 3 — Metodologia sintética otimizada para obtencéo da série de chalconas contendo a

funcdo N-6xido (benzofuroxano).
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3.2 SINTESE DOS COMPOSTOS

3.2.1 Sintese das chalconas

A sintese dos compostos iniciou-se pela rota sintética A, utilizando como reagentes as
respectivas acetofenonas (acetofenona, 4-bromoacetofenona, 4-aminoacetofenona e 1-(3,4-
dimetoxifenil)etanona) e o 4-cloro3-nitrobenzaldeido (Figura 4).

Em um bal&o de 50 mL adicionou-se acetofenona (3 mmol (350,0 uL); 1,0 Eq.) e NaOH
(3 mmol (120,0 mg); 1,0 Eq.) em 15 mL de EtOH. A reacédo foi mantida sob agitacdo constante
por 15 minutos e em seguida foi adicionado o 4-cloro3-nitrobenzaldeido (3 mmol (556,6 mg);
1,0 Eq.). A reacdo foi mantida sob agitacdo constante e em temperatura ambiente de 2 a 24 h.
Em seguida, o precipitado formado foi filtrado sob pressao reduzida, lavado com &gua destilada

gelada e seco em temperatura ambiente. Em rea¢cdes em que havia a necessidade, a mistura
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reacional foi acidificada até pH = 7.0, posteriormente o baldo permaneceu em banho de gelo e
foi armazenado sob refrigeracdo a 4 °C por 24 h. O precipitado formado foi imediatamente
filtrado. Os produtos impuros foram purificados por cromatografia de coluna utilizando silica
gel (poros de 60 A, particulas 40-60 pum), com Hex/AcOEt 8:2 ou Hex/THF 8:2.

Figura 4 — Esquema reacional da etapa de condensacao de Claisen-Schmidt — formacéo das

chalconas.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

3.2.2 Sintese do benzofuroxano

Na primeira etapa, adicionou-se em um baldo de 10 mL, contendo 4 mL de
dimetilsulfoxido (DMSO), o derivado chalcona P1 (1 mmol (287,7 mg); 1 Eq.), seguido da
adicdo de azida de sddio (1 mmol (65,0 mg); 1 Eq.), cuidadosamente para que a temperatura do
meio ndo ultrapassasse 0s 80 °C. Ao término da adicdo, a reacdo foi mantida sob agitagdo
constante e temperatura de 75 °C por 1 h (Figura 5). Logo em seguida, o baldo contendo o
meio reacional foi colocado em banho de gelo, e na sequéncia foi submetido a extracdo com
AcOEt e 4gua (4 x 20 mL). A fase organica foi coletada, seca com Na>SO4 anidro, filtrada e o
solvente removido sob pressédo reduzida. Em seguida, o produto foi transferido para um bal&o

de 10 mL e dissolvido com 4 mL de tolueno anidro, ficando em refluxo por 90 min., a 110 °C,
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com agitacdo constante. Ap6s o tempo reacional, o solvente foi removido sob pressao reduzida
e a mistura reacional foi purificada por cromatografia em coluna utilizando silica gel (poros de
60 A e particulas de 40-60 um), com Hex/AcOEt 8/2 + 2% de MeOH.

Figura 5 — Esquema reacional da etapa de ciclocondensacgéo térmica.

a)al. NaN3, DMSO, 75°C; a2. Tolueno, refluxo, 110°C.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

3.2.3 Sintese acoplamento de Suzuki

Dentre os agentes acoplantes utilizados tém-se o &cido 4-fluorofenilbordnico, &cido
tiofeno2-borénico, &cido 4-aminofenilbordnico pinacol éster e acido fenilborénico. Em um
baldo de 25 mL, adicionou-se a 4-bromoacetofenona (0,5 mmol (99,5 mg); 1 Eq.), com o &cido
bordnico ou ester de &cido bordnico (0,65 mmol; 1,3 Eq.), carbonato de césio (1,3 mmol (423,6
mg); 2,6 Eq.) e tetrakis(trifenilfosfina)paladio(0) (0,035 mmol (40,4 mg); 0,075 Eqg.), em 10
mL de 1,4-dioxano e 1 mL de &gua. O meio reacional foi mantido sob agitacdo constante por
24 h, a temperatura de 110 °C (Figura 6). Apos o tempo de reacdo, o meio foi filtrado em celite
e lavado com MeOH, na qual o solvente resultante foi removido sob pressdo reduzida. O
conteudo seco foi extraido com porgdes de AcOEt e agua (4 x 50 mL), sendo a fase organica
coletada, seca com Na>SO4 anidro e filtrada. O AcOEt excedente foi removido sob pressédo
reduzida. O produto bruto foi purificado por cromatografia de coluna utilizando silica gel (poros
de 60 A e particulas de 40-60 um), com Hex/AcOEt 9:1 ou Hex/AcOEt/THF 7:2:1. As etapas
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posteriores de condensacgéo de Claisen-Schmidt e posterior ciclocondensagdo térmica seguiram

conforme descrito previamente.

Figura 6 — Esquema reacional da etapa de acoplamento Suzuki.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

33 METODOS ANALITICOS: IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO
ESTRUTURAL

3.3.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Placas cromatograficas de aluminio (AL TLC) de silica gel 60 F2s4 Merck® ou Sigma®
foram utilizadas para acompanhamento reacional, avaliacdo da formacdo dos produtos e
subprodutos e, durante a separacdo dos compostos em coluna cromatogréfica. A visualizacdo
das placas foi realizada através da exposicdo a luz ultravioleta (254 e 365 nm), em camara

apropriada.
3.3.2 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os experimentos de RMN unidimensionais e bidimensionais foram conduzidos no
Instituto de Quimica (UNESP - Araraquara), nas amostras solubilizadas em DMSO-d6. Os
espectros de RMN unidimensionais para *H foram obtidos no equipamento Bruker Fourier 300,
enquanto os espectros para *C e os bidimensionais HMIBC e HSBC, foram realizados no

equipamento Bruker® modelo Ascend® 600.
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3.3.3 Espectroscopia de infravermelho (1V)

Para obtencdo dos espectros de 1V, foram feitas pastilhas de KBr para cada um dos
compostos obtidos. Os espectros de absorcdo IV das pastilhas formuladas com as amostras
foram obtidos no equipamento Shimadzu® modelo IR Prestige-21 Corporation, com leituras
na regido de 4.000 a 400 cm™.

3.3.4 Faixa de fuséo

A determinacdo da faixa de fusdo para cada chalcona e benzofuroxano obtido, foi
realizada no equipamento SMP3 da Bibby Stuart Scientific®. Cada amostra, foi colocada em 3
capilares de vidro de fundo selado e todos foram introduzidos no equipamento em temperatura
ambiente (25 °C a 30 °C). Foi programado para que 0 aumento da temperatura do equipamento
fosse de 10 °C por min. A faixa de fusdo foi determinada como sendo o intervalo de temperatura
em que foi observado o derretimento do primeiro e do ultimo cristal do composto,

respectivamente.

3.4  ENSAIOS BIOLOGICOS

Os ensaios in vitro foram realizados conforme o protocolo descrito a seguir, em
colaboracdo com o Laboratério de Pesquisa de Novos Farmacos Contra a Tuberculose, sob
coordenacdo do Prof. Dr. Fernando R. Pavan. As analises experimentais foram conduzidas pelo
Me. Christian S. Carnero Canales.

3.4.1 Cultivo de cepas de Mtb

Nos ensaios com micobacterias, foi utilizada a cepa de referéncia Mtb Hs7Rv. Para o
cultivo, criotubos contendo a cepa Hz7Rv foram descongelados e seu contetdo foi semeado em
tubos inclinados contendo meio sélido seletivo Lowenstein-Jensen (LJ). Os tubos foram
incubados em estufa a 37 °C por aproximadamente 21 dias, até o crescimento de col6nias
visiveis. Posteriormente, colonias isoladas foram transferidas para meio liquido Middlebrook
7H9 suplementado com 10 % de OADC (suplemento para meio de cultura contendo: acido
oleico, albumina, dextrose e catalase), sendo incubadas em agitador orbital (shaker) a 37 °C por
7 dias.
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3.4.1.1 Determinacdo da concentracao inibitoria minima (Cl1Mgo)

O ensaio de atividade antimicrobiana foi conduzido conforme a metodologia de
microdiluicdo em placas de 96 pogos, utilizando a resazurina como indicador de viabilidade
celular REMA, conforme descrito por Palomino et al. (2002).

Inicialmente, foram adicionados 100 pL de meio de cultura Middlebrook 7H9,
suplementado com 10 % de OADC, nos pogos das colunas 1 a 11 da placa. Em seguida, 100
ML de uma solucdo dos compostos de interesse (P1, P9, P10 e P12), previamente solubilizados
em DMSO, foram adicionados nos po¢os da coluna 2 (um composto por linha). Apos
homogeneizacdo, procedeu-se a diluicdo seriada bidirecional ao longo das colunas,
transferindo-se 100 pL da solucdo da coluna 2 para a coluna 3, e assim sucessivamente até a
coluna 10, com homogeneizagdo entre cada transferéncia. Os 100 pL finais da diluicdo
(provenientes da coluna 10) foram transferidos para os po¢os correspondentes da coluna 1,
configurando o controle de esterilidade do composto.

As suspensdes microbianas utilizadas nos ensaios foram preparadas a partir de culturas
ativas, diluidas em meio de cultura apropriado até atingirem densidades celulares especificas.
Para as cepas de Mtb Hs7Rv, foi utilizada uma suspenséo correspondente 1,0 na escala de
McFarland. Posteriormente, a suspensdo foi diluida na proporcéo de 1:100 em meio de cultura
e, entdo, 100 pL da suspenséo diluida foram adicionados aos po¢os das colunas 2 a 11 da placa
de 96 pocos previamente preparada com 0s compostos a serem analisados.

Os devidos controles experimentais foram incluidos no ensaio. Em uma das linhas da
placa foi realizado o controle do solvente, com a adicdo da mesma concentragdo de DMSO
utilizada na solubilizacdo dos compostos, partindo de 2,5 % e efetuando-se dilui¢do seriada pela
metade nos pog¢os subsequentes a direita, a fim de avaliar seu possivel efeito intrinseco sobre o
microrganismo testado. Os pocos da coluna 11 foram adicionados apenas a suspensdo
microbiana e 0 meio de cultura, constituindo o controle positivo de crescimento. E, por fim, os
pogos da coluna 12 receberam 200 pL do meio de cultura estéril, configurando o controle
negativo do crescimento microbiano.

As placas de 96 pocos foram incubadas sob condigdes apropriadas de temperatura
(37 °C) por um periodo de 7 dias. Apos o periodo de incubagéo, foram adicionados 30 uL de
uma solucéo de resazurina a 0,01 % (m/v) a cada poco, seguida de uma nova incubacdo de 24
h.
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A leitura foi realizada em leitor de microplacas Cytation 3 (BioTek®), utilizando
comprimento de onda de excitagdo em 530 nm e de emissdo em 590 nm. A concentragdo
inibitéria minima (CIM) foi definida como a menor concentracdo do composto capaz de inibir
>90 % do crescimento microbiano em comparagao ao controle positivo, conforme determinado

pela intensidade do sinal de fluorescéncia.

3.4.2 Cultivo celular

Os testes envolvendo células utilizaram 2 linhagens celulares: macrofagos de tumor
ascitico de camundongos J774A.1 e fibroblasto pulmonar humano normal MRC-5. Ambas as
linhagens foram mantidas em garrafas de cultivo celular seguindo as condicgdes especificas
conforme suas necessidades metabolicas.

Considerando que o Mtb é um patégeno primordialmente pulmonar e que 0s macréfagos
alveolares atuam como células hospedeiras centrais na patogénese da TB, a selecdo das
linhagens MRC-5 e J774A.1 mostra-se coerente com uma triagem in vitro direcionada a
avaliacdo da potencial citotoxicidade de novos candidatos a farmacos anti-Mtb. Por esse
motivo, essas linhagens foram escolhidas para a conducdo dos ensaios de citotoxicidade no
presente trabalho.

Os macrofagos J774A.1 foram mantidos em meio RPMI suplementado com 10 % de
soro fetal bovino (SFB), 1 % de antibioticos e antimicéticos. Os fibroblastos MRC-5 foram
cultivados em meio DMEM com baixa concentracdo de glicose suplementados com 10 % de
SFB e 1 % de antibitticos e antimicdticos.

A troca de meios de cultivo para as linhagens J774A.1 e fibroblastos foi realizada a cada
trés dias, havendo uma previa lavagem das garrafas com tampao fosfato (PBS) pH = 7,4,
visando a remocdo de metabolitos residuais, seguida de uma reposi¢do do meio de cultura. As
garrafas foram mantidas em estufa a 37 °C, em atmosfera umidificada com saturacéo de CO>

de 5 %, até atingirem uma confluéncia celular de 70 % para serem utilizadas nos experimentos.
3.4.2.1 Indice de citotoxicidade (IC)
Para esse ensaio, a cultura de fibroblasto pulmonar humano normal MRC-5, mantida

em garrafas de cultivo, tiveram seu meio de cultura removido e foram lavadas com PBS,

visando a remogdo de resquicios de SFB, que poderiam inibir a acdo da enzima tripsina. As
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células foram desprendidas da garrafa por tripsinizacdo. Por outro lado, os macréfagos J774A.1,
foram removidos por agdo mecanica usando um scraper.

Para as células tratadas com tripsina, adicionou-se um volume trés vezes maior ao
adicionado de tripsina de meio de cultura contendo SFB, de forma a inativar essa enzima. As
suspensdes celulares foram centrifugadas 3000 RPM por 5 min., o sobrenadante foi descartado
e o pellet celular foi ressuspenso em 2 mL de meio de cultura fresco correspondente a linhagem
celular utilizada.

Em seguida, as células foram quantificadas realizando a contagem em camara de
Neubauer. Com essa determinacio calculava-se a dilui¢do adequada para a obtencéo de 1x103
células por poco. Apds o plaqueamento as placas foram incubadas em estufa a 37 °C com
saturacdo de CO- de 5 %, por 24 h para permitir a aderéncia celular.

Apbs o periodo de incubagdo, confirmava-se a aderéncia celular utilizando um
microscopio invertido. Com essa confirmagdo, o meio de cultura era cuidadosamente retirado
da placa e substituido por um novo meio contendo diferentes concentracdes dos compostos de
interesse (P1, P9, P10 e P12). Nesse experimento foram utilizados os controles de viabilidade
celular (controle positivo de crescimento), de esterilidade do meio de cultura (controle negativo
de crescimento) e de esterilidade do composto.

Por fim, a placa teste foi incubada por 24 h em estufa, e, ao final desse periodo,
adicionou-se 30 L de resazurina a 0,01 (m/v) em cada poco. A leitura da viabilidade celular
foi realizada ap6s 6 h, utilizando leitor de microplacas (Cytation 3, BioTek®) utilizando
comprimento de onda de excitacdo em 530 nm e de emissdo em 590 nm. O ICso foi definido
como a maior concentracao de cada molécula onde 50 % das células permaneceram viaveis, em
comparagdo ao controle positivo, conforme determinado pela intensidade do sinal de

fluorescéncia.

3.4.3 Indice de seletividade (1S)

O IS nada mais é do que um valor numérico atribuido a uma molécula com potencial
farmacoldgico, que representa a razdo entre a dose necessaria para causar efeito citotdxico
(Clso) e a dose necessaria para obtencdo do efeito desejado (ClIMg) (IS= Clso/ CIMgo),
conforme descrito por Orme (2001). Também de acordo com esse autor, moléculas com IS
maior ou igual a 10 costumam ser classificadas como promissoras, em triagens pré-clinicas de

potenciais compostos para o tratamento da TB.



29

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
A fim de investigar qual rota sintética forneceria o composto final com maior
rendimento € com menores impurezas foram testadas inicialmente as rotas “A” e “B”, como

exemplificado na Figura 7.

Figura 7 — Avaliacdo e selecdo da melhor rota sintética para obtencdo das chalconas e

benzofuroxanos.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Apos alguns testes, e como reforgado por Castro et al., 2009, a até entdo denominada
rota sintética “A” ndo se mostrou eficiente para a obtencdo de chalconas acopladas a
benzofuroxanos, e por esse motivo foi descartada como uma via sintética viavel para esse
projeto. Assim, partindo desse conhecimento, foram definidas como rotas viaveis as que
comegassem pela reacdo de condensacdo de Claisen-Schmidt e posterior ciclocondensagédo

térmica do benzofuroxano como demostrado na Figura 3.
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Foram obtidos quatro intermediarios (P15, P16, P17 e P19), sete derivados chalconas
(P1, P9, P10, P12, P18, P20 e P21) e quatro derivados chalcona acoplado ao benzofuroxano
(P3, P14, P25 e P27), totalizando 15 compostos, 0s quais foram caracterizados por Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) com os experimentos 'H, **C, HMBC e HSQC, e infravermelho
(IV) (Figura 8).

Figura 8 - Chalconas e benzofuroxanos sintetizados.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Dentre as chalconas e benzofuroxanos sintetizadas, os rendimentos variam de 6 % a 80

%, enquanto para os produtos de Suzuki (intermediarios) os rendimentos foram de 66 % (P15),
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30 % (P16), 58 % (P17) e 98 % (P19). A faixa de fusdo e os respectivos rendimentos estdo
evidenciados na Tabela 5.

De modo geral as chalconas apresentaram rendimentos entre 80 % e 40 % com
coloracdes que variaram de creme a amarelo intenso. Apesar dos rendimentos bons para 0s
compostos a,B-insaturados ndo acoplados a benzofuroxano, a purificacdo destes foi complexa
devido a baixa solubilidade dos mesmos em solventes organicos e em agua, sendo inclusive um
fator que impediu o isolamento e subsequente caracterizacdo de alguns dos compostos
inicialmente planejados. A dificuldade na obtencdo e isolamento foi particularmente evidente
para as chalconas produtos dos reagentes acido (4-acetilfenil)bordnico, 1-(2-hidroxifenil)etan-
1-ona e 1-(4'-amino-[1,1'-bifenil]-4-il)etan-1-ona.

Ja as chalconas previamente purificadas e submetidas a ciclo condensacdo térmica,
alcancaram rendimentos entre 6 % e 30 %, com excecao do P14, para o qual o rendimento foi
de 50 %. Para estes compostos em especifico, foi observado que o fechamento do anel furoxano
contribuiu ainda mais para reducdo da solubilidade, o que por sua vez, dificultou mais a
purificacdo e refletiu nos menores rendimentos destes compostos. Métodos alternativos de
separacao, como a recristalizacao, foram testados para as chalconas acopladas e ndo acopladas
aos benzofuroxanos, porém apesar das tentativas ndo houve sucesso para a maioria dos casos.

Por outro lado, os intermediarios da reacdo de Suzuki, foram obtidos com bons

rendimentos e sem grandes entraves para a purificagéo.

A caracterizacao estrutural das moléculas sintetizadas foi realizada por meio de anélises
de RMN (*H e ®3C), incluindo experimentos bidimensionais (HMBC e HSQC), e
complementadas pela interpretacdo dos espectros de V. A analise dos dados foi fundamentada

nas referéncias classicas de Silverstein et al. (2007) e Pavia et al. (2012).

Com a analise por RMN foi possivel observar padrdes de sinais e de deslocamento em
hidrogénios correspondentes em todas as estruturas. De modo geral, os sinais dos hidrogénios
da dupla ligagdo apareceram com deslocamento quimico médio de & 8.13 ppm e & 7.76 ppm,
ambos integrandos para um hidrogénio e com constante de acoplamento (J) de 15.6 Hz e 15.7
Hz, indicando acoplamento trans. Outro sinal muito caracteristico destas moléculas, exceto
para 0s benzofuroxanos, é o, referente ao hidrogénio orto ao grupo nitro, que aparece como um
dupleto com acoplamento meta de 2.0 Hz, deslocamento médio de 8.66 ppm, e integracdo para

um hidrogénio. O elevado deslocamento desse hidrogénio se deve ao efeito de desblindagem
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provocado pelo grupo nitro vizinho, ndo sendo, portanto, observado o mesmo fendmeno apos

a realizacdo da ciclocondensacéo térmica.

Os espectros de P9, P10 e P12 se diferenciam do P1 pela auséncia do multipleto de Ha

em 7.72 — 7.67 ppm com integragdo para um hidrogénio e se diferenciam entre si pela amina

primaria (P10) em 6.24 ppm como singleto com integracdo para dois hidrogénios e, pelas

metoxilas (P12) em 3.86 ppm e 3.88 ppm, ambas integrando para trés hidrogénios cada. O

hidrogénio Hy (P1, P9 e P10) e Hi1 (P12), aparece no espectro como um duplo dupleto com

deslocamento em torno de 8.18 ppm, quando n&o sobreposto, e constante de acoplamento orto

de 8.5 Hz e meta de 2.0 Hz. De mesmo modo, é visto para o hidrogénio Hio (P1, P9 e P10) e

Hi> (P12) uma similaridade em todos os compostos, no qual tal hidrogénio aparece como

dupleto com deslocamento de 7.86 ppm com integracdo para um e constante de 8.4 Hz,

indicando acoplamento orto (Tabela 1).

Tabela 1 — Deslocamentos quimicos e constantes de acoplamento dos espectros de RMN de

'H e 13C das chalconas (P1, P9, P10 e P12).

NO,

P1 P9 P10 P12

Posicéo 8+ (ppm) 5. (ppm) 8 (ppm) 8: (ppm) 81 (ppm) 5. (ppm) 81 (ppm) dc (opm)
1 - 137,47 - 136,11 - 125,45 - 130,14
2 8.23-817(m,2H) 12917 8.12 (m, 2H) 13071 P (d'ZJH:) 88Hz, 13197 760 (d*fH:) 20Hz 41074
3 759 (t, ;:)7'8 Hz, 15933 7.81-7.79 (m, 2H) 131,03 062 (d'szz) 88Hz 11399 - 148,92
4 7.72-767(m, 1H) 134,01 - 127,78 - 154,70 - 153,61
5 - 189,34 - 188,02 - 18579 1@ lez) 85Hz, 11088

8.14 (d, J = 15.6 Hz, _ 8.06 (d, J = 15.6 Hz, 7.96 (dd, J =85, 2.1
6 1) 12566  8.12(d,J=156Hz, 1H) 124,84 1) 126,28 o, 1H) 123,88
7 [RANCH i;)l‘w Mz, 4072 779(d,0=157Hz 1H) 14073 (63 (@ 15)15'6 Hz, 13818 - 187,45
- 135,94 _ 135,87 _ 13652 13 i;)15'6 Hz, 19517

8.21 (dd, J =85, 2.0 Hz, 8.14 (dd, 1= 8.6, 2.1 7.73(d, J = 15.6 Hz,
9 823-817(m, 1H) 134,25 1) 133,87 . 1H) 133,91 1) 139,38
10 .87 (d'lez) 84HZ, 43049 788(d,J=84Hz 1H) 13206 09 (d'lez) 84Hz 43535 - 135,26
11 - 126,36 _ 126,03 _ 12559 ©020(ddJ=8520 454,

Hz, 1H)
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13
14
15

16
17
NH;
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- 148,71 - 148,22 - 148,75 1H)

868(J=21HZ 1504  8e8(dJ=21Hz 1H) 12484 OE3(@IZ21Hz 45,5 -
1H) 1H)
8.65 (d, J=2.1 Hz,
1H)
B . _ - - - 3.86 (s, 3H)
B . _ - - - 3.88 (s, 3H)
- _ _ - 6.23 (s, 2H) - -

7.86 (d, J = 8.4 Hz,

131,98

125,66
148,25
124,73

55,86
55,66

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os produtos de Suzuki, seguiram todos 0 mesmo padrao de reacao e de purificacdo, com
excecao do produto P19 gque necessitou de gradiente de fase movel para ser separado (inicio da
fase movel com Hex:AcOEt 9:1 e subida gradual até 7:3).

Conforme pode ser observado na Tabela 2, todos os intermediérios apresentam
semelhangas em seus sinais, sobretudo nos hidrogénios He, H7 e Hio. Os sinais atribuidos como
He e H7 apresentam-se como multipletos com deslocamentos na faixa de 7.84 — 7.66 ppm e 8,07
— 7,94 ppm, respectivamente, e integracdo para dois hidrogénios. No P15, o sinal de He se
sobrepGem com Hs por isso ambos apresentam o mesmo deslocamento. Ja para Hio, 0 singleto
observado tem deslocamento entre 2,56 e 2,61 ppm, tipico de metilas B-carbonila, e integral de
trés hidrogénios. Para o produto P15, as principais diferencas com o composto mais simples
(P17), se d& pela auséncia do sinal H4 e por um valor menor do deslocamento de Hz que passa
de 7.55 — 7.47 ppm (P17) para 7.38 — 7.29 ppm (P15), provavelmente, devido a doacdo de
densidade eletrdnica causada pelo atomo de fluor. Os valores diferentes de Hz, Hz Ha e sdo 0s
responsaveis por distinguir P16 de P17, sendo Hz e H4 localizados em 7.71 — 7.65 ppm como
multipleto com integracdo para dois hidrogénios e Hz em 7.20 ppm como duplo dupleto com
integracdo para um hidrogénio. Para o composto P19, a presenga da amina em 5.42 ppm como

um singleto com integral para dois hidrogénios €é crucial para o diferenciar de P15 e P17.

Tabela 2 - Deslocamentos quimicos e constantes de acoplamento dos espectros de RMN de
H dos intermediarios (P15, P16, P17 e P19).

P15 P16 P17 P19



Posicao
1
2

© 00 N o o b~

NH:>

5 (ppm)

7.84—7.77 (m, 2H)

7.38-7.29 (m, 2H)

7.84 - 7.77 (m, 2H)
8.06 — 8.00 (m, 2H)

2.61 (s, 3H)

81 (ppm)

7.71-7.65 (m, 1H)
7.20 (dd, J = 5.0, 3.6 Hz,

1H)

7.71 - 7.65 (m, 1H)

7.84 - 7.78 (m, 2H)
8.02— 7.95 (m, 2H)

2.58 (s, 3H)

7.78 - 7.71 (m, 2H)

7.55—7.47 (m, 2H)

7.47 - 7.39 (m, 1H)

7.85- 7.79 (m, 2H)
8.07 - 8.01 (m, 2H)

o (ppm)

2.61 (s, 3H)

34

81 (ppm)

7.51—7.44 (m, 2H)

6.71 - 6.62 (M, 2H)

7.72 - 7.66 (m, 2H)
7.94 (dd, J = 7.6, 1.2 Hz, 2H)

2.56 (s, 3H)
5.42 (s, 2H)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os deslocamentos e constantes de acoplamento das chalconas obtidas a partir dos

intermediarios estdo descritas na Tabela 3. E possivel observar no espectro que os sinais dos

hidrogénios do anel aromatico A e seus substituintes se mantém quase 0s mesmos apos a reacao.

As diferencas entre os intermediarios e suas respectivas chalconas se ddo no aparecimento dos

sinais da dupla ligacéo e do anel B, e no desaparecimento do sinal dos hidrogénios do grupo

acetil (Hio).

As semelhancas entre os produtos P18, P20 e P21, também séo vistas nos espectros de

RMN, no qual tanto os hidrogénios quantos os carbonos das posi¢des 6 — 17 aparecem com

deslocamentos quimicos muito semelhantes entre si.

Tabela 3 — Deslocamentos quimicos e constantes de acoplamento dos espectros de RMN de

'H e 13C das chalconas (P18, P20 e P21).

P20

P21

Posicdo

81 (ppm)

9 (ppm)

81 (ppm)

d¢ (ppm)

8 (ppm)

d¢ (ppm)
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135.30 (d,
1 - J=3.2 Ho) - 138,90 - 142,00
129.23 (d, _ _
2 7.87 (m, 2H) J=8.3 H) 7.78 (d, J =7.2 Hz, 2H) 127,14 7.68(d,J=5.0Hz, 1H) 127,77
115.97 (d, _
3 7.39-7.31(m, 2H) J=215 7.51(d, J=7.9 Hz, 2H) 129,19 7.21 (d, Jll__I)E"O’ 3.6 Hz, 128,99
Hz) ’
162.48 (d, _
4 - J=246.0 7.44 (t, J = 7.3 Hz, 1H). 128,58 7.73(d, 1 =3.7, 1.0 Hz, 125,86
Hz) 1H)
5 - 143,79 - 144,97 - 138,41
6 7.87 (m, 2H) 126,96 7.88 (d, J =8.5 Hz, 2H) 127,10 7.88 - 7.83 (m, 2H) 125,48
7 8.30 - 8.24 (m, 2H) 129,50 8.27 (d, J = 8.4 Hz, 2H) 129,57 8.24 —8.17 (m, 2H) 129,82
8 - 135,92 - 136,03 - 135,55
9 - 188,22 - 188,40 - 187,92
10 8.19 (d, J =15.7 Hz, 1H) 125,89 8.18 (d, J = 15.7 Hz, 1H) 125,28 8.14 (d, J=15.7 Hz, 1H) 125,17
11 7.80 (d, J=15.7 Hz, 1H) 140,22 7.79 (d, J=15.5Hz, 1H) 140,28 7.77 (d,J=15.6 Hz, 1H) 140,23
12 - 135,51 - 135,57 - 135,82
13 8.23 (d, J=2.0 Hz, 1H) 133,82 8.21 (dd, leH?A' 2.1 Hz, 133,86 8.19 (dd, leHE);'l’ 1.1Hz, 133,81
14 7.87 (m, 1H) 132,04 7.86 (d, J =8.5 Hz, 1H) 132,11 7.85(d,J=8.0Hz, 2H) 132,09
15 - 125,17 - 125,98 - 125,97
16 - 148,25 - 148,31 - 148,27
17 8.69 (d, J=2.0 Hz, 1H) 124,79 8.68 (d, J =2.1 Hz, 1H) 124,85 8.67(d,J=21Hz, 1H) 124,85

Fonte: Elaborado pelo autor.

J& para as moléculas com o anel benzofuroxano, os sinais de RMN dos hidrogénios do
anel diretamente ligado ao furoxano aparecem como sinais bastante alargados com
deslocamento quimico possivelmente entre 6 8.30 — 8.01 ppm, e 6 7,97 — 7,73 ppm que se
sobrepde a outros sinais, sobretudo o da dupla ligacdo de maior deslocamento (Tabela 4). Um
fendmeno similar ocorre com os carbonos do mesmo anel, os quais aparecem como sinais de
baixa intensidade e muito alargados. Devido as anomalias observadas nos espectros de *H e °C
dos benzofuroxanos ndo foi possivel identificar e atribuir os sinais dos &tomos desse anel. Em
contrapartida, os demais sinais de carbono e de hidrogénio da molécula estdo presentes, sendo
ainda muito similares aos sinais vistos nas chalconas precursoras. Uma das hipdteses
formuladas para explicar o alargamento dos sinais de RMN esta relacionada com a tautomeria
do oxigénio do anel furoxano, a qual pode resultar na maior dificuldade de visualizacdo e
identificacdo dos sinais no espectro de RMN.

Os deslocamentos quimicos dos carbonos foram atribuidos aos respectivos &tomos com
base no *C-RMN e nos experimentos de HSQC e HMBC, que além de elucidar a localizagio
dos carbonos, deu maior indicativo da formag&o dos produtos. Também foram esses resultados
e as predigdes do *H-RMN que nortearam a atribuigio dos sinais dos hidrogénios de todas as
moléculas finais. Na analise de *C destaca-se, o carbono da carbonila com deslocamento

proximo de 190 ppm caracteristico deste grupo funcional, os carbonos da dupla ligacdo em 125
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e 140 ppm, e o carbono terciario alfa a carbonila, com deslocamento proximo a 135 ppm, para

todas as estruturas.

Tabela 4 — Deslocamentos quimicos e constantes de acoplamento dos espectros de RMN de

'H e 13C dos benzofuroxanos (P3, P14, P25 e P27).

P3 P14 P25 p27
Posicéo 81 (ppm) 5. (ppm) 8 (ppm) 8: (ppm) 81 (ppm) 3. (ppm) 8+ (ppm) 8: (ppm)
135.28 (d, J =
1 - 137.14 - 130,16 - 125,04 - 2.5 Hz)
_ 7.96 (d, J = 8.8 Hz, 7.85 (dd, J = 8.9, 129.22 (d, J =
2 8.23-8.16 (m, 2H)  128.74 7.61(d, J = 2.0 Hz, 1H) 110,94 2H) 131,20 5.4 Hz, 2H) 8.3 Ho)
6.63 (d, J = 8.8 Hz, 7.35(t, J=88Hz, 11596(d,J=
3 7.62-757(m, 2H)  128.88 - 148,93 2H) 112,81 2H) 214 H2),
7.70 (ddt, J = 6.9, 162.48 (d, J =
4 6.1, 1.3 Hz, 1H) 133,57 - 153,65 - 154,30 - 245.9 H2)
- 188.95 7.12 (d, J = 8.5 Hz, 1H) 110,78 - 185,44 - 143,79
8.14 (d, J=15.7 7.97 (dd, J = 8.5, 2.0 Hz, 8.04 (d, J=156 7.88(d, J = 8.6 Hz,
6 Hz, 1H) 125,57 1H) 123,92 Hz, 1H) 126,24 2H) 126,97
7.82(d, J =157 7.67(d, J=155 8.29 (d, J = 8.4 Hz,
7 Hz, 1H) 140,99 - 187,09 Hz, 1H) 138,61 2H) 129,53
8 - 136,47 8.12(d,J=156Hz, 1H) 12561 - - - 135,92
_ 8,23 —8,00 (m,
9 8.30-8.00(m,5H) 13246  7.76(d,J=156Hz, 1H) 140,18 2H) - - 188,27
7,91-7,73 (m, 8.19 (d, J=15.7
10 7.97-7.84(m,2H) 115,03 - - 1H) - Hz, 1H) 125,55
7.83(d, J=156
11 - - 8.35 — 8,00 (M, 3H) - - - Hz, 1H) 140,97
12 - - 7,93 7,72 (m, 2H) - - - - -
13 8,30 — 8,00 (m, 5H) - - 8,23 ’Zfi;m (m, - 8,24 — 8,08 (m, 3H) -
14 _ _ _ _ - - 7,94 — 7,78 (m, 7H) -
15 - - 8.35 — 8,00 (M, 3H) - - - - -
16 - - 3.88 (s, 3H) - - - - -
17 - - 3.86 (s, 3H) - - - 8,24 — 8,08 (m, 3H) -
NH: - - - - 6.24 (s, 2H). - - -

Fonte: Elaborado pelo autor.

No que tange a caracterizagdo por 1V, as chalconas apresentaram bandas de absorgédo
em 1660-1667 cm™ (C=0 carbonila conjugada), 1635-1608 cm™ (C=C aicenos conjugados) € banda com
forte estiramento em 1550-1490 cm™(NO2 aromético) cOnforme mostrado na Tabela 5.

Das bandas que diferenciam as chalconas entre si, pode-se citar as do composto P9 que
apresentaram forte intensidade em 1072,42 cm™ (Br-Ar brometo de arila ) € €m 813,52 cm™ (14

dissubistituido), N0 Sendo Vvistos sinais similares em P1 (sem substituinte na posigdo 4). Ja para o
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P10, foi observado bandas na regifo de 823,60 cm™ (1.4 dissubistituido) € 3331,07 cm™ (NH2 arita).
Em P12, as diferencas aparecem nas bandas 1259,52 cm™ e 1026,13 cm™ (Eter fenilalquilico) €

825,53 cm™ (14 dissubistituido). AS bandas mais fortes de P18 parecem em 812,03 cm™ (14

dissubistituido) devido a dois anéis com esse padrdo de substituido, e em 1224,80 cm™ (fiuoreto de

arila), €nquanto em P20 e P21 é visto apenas uma banda referente a substituicdo em orto em

821,68 cm™ e 813,39 cm?, respectivamente.

Por outro lado, para os 4 benzofuroxanos obtidos a banda referente ao grupo NO: deixa

de integrar o espectro. Apesar disso, para cada um dos benzofuroxanos é possivel identificar

bandas dos grupos funcionais como em P14 com bandas em 1265,30 cm™ e 1018,41 cm™ (gter
fenilalquilico), P25 com banda em 3344,57 cm™ (NH2 arila) €, P27 com banda em 1234,44 cm™

(fluoreto de arila)-

Tabela 5 — Bandas de IV dos principais grupos funcionais dos compostos, faixa de fuséo e

respectivos rendimentos.

Composto
P1 P9 P10 P12 P18 P20 P21 P3 P14 P25 P27
v C=0 carbonila
1664,57 1666,50 1660,71 1664,57 1664,57 1660,71 165492 1660,71 1639,49 1660,71
conjugada
U C=C alcenos conjugados 1608,63 1610,56 1633,71 1608,63 161442 1612,49 161056 1618,28 1602,85 1602,85 -
v NO2 aromatico 1525,69 1525,69 1533,41 1531,48 1529,55 1527,62 1529,55 - - - -
U 1,4 dissubistituido - 813,52 823,60 825,53 812,03 821,68 813,39 - 844,82 - 800,46
U Br-Ar brometo de arila cm — 1072,42 - — - - - - - - -
v NH2 arila - - 3331,07 - - - - - - 3344,57 -
U Fluoreto de arila — - - — 1224,80 - - - - - 1234,44
1259,52 1265,30
U Eter fenilalquilico - - - — — - - - -
1026,13 1018,41
. N 1399- 1776- 222,0- 1410- 1943- 1723- 184,7 —
Faixa de fuséo (°C) 200,2 175,0 - -
140,8 179,9 224,0 152,2 208,4 177,0 188,0
Rendimento (%) 80 42 40 69 46 52 75 30 50 6 17

4.1

ENSAIOS BIOLOGICOS

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os ensaios in vitro para avaliacdo de atividade frente ao Mtb e de citotoxicidade foram

realizados em parceria com o Laboratorio de Pesquisa de Novos Farmacos Contra Tuberculose.
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Para os ensaios de Concentracdo Inibitdria de Minima de 90 % (CIMgo) utilizou-se a cepa
padrdo Hs7Rv, e nos testes de indice de Citotoxicidade de 50 % (Clso) as cepas de fibroblasto
humano normal MRC-5 e de macréfagos de tumor ascitico de camundongos J774A.1.

Os compostos testados estdo demostrados na Tabela 6. No entanto, da série de
moléculas avaliadas apenas P1 e P12 apresentaram atividade frente a micobactéria com valor
de MICgo de 5,23 pg/mL e 3,85 pg/mL, respectivamente. A partir do MIC, foi calculado o 1S
que de P1 para MRC-5 foi de 95,60 e J774A.1 de 4,75, enquanto para P12 foram
respectivamente de 129,87 e 3,68.

Tabela 6 — Analise in vitro da atividade e citotoxicidade de chalconas e benzofuroxanos.

CIMgo (ug/mL) Clso (Mg/mL) IS
Composto Hs7Rv MRC-5 J774A.1 MRC-5 J774A.1
Chalconas
P1 5.23+2.83 > 500 24.06 + 3.65 95,60 4,75
P9 > 25 > 500 231.89+17.71 N/A N/A
P10 > 25 491.56 + 5.32 224.74 £ 8.29 N/A N/A
P12 3.85+1.79 > 500 14.17 +2.20 129,87 3,68
P20 > 25 > 500 > 500 N/A N/A
Benzofuroxano
P14 > 25 > 500 106,59 + 5.01 N/A N/A

Legenda: N/A — Nao se aplica. Fonte: Elaborado pelo autor.

A atividade observada para os compostos P1 e P12 nos ensaios in vitro indica que a
auséncia de substituicdo ou o padrdo de dissubstituicdo nas posi¢cdes 3 e 4 do anel A parecem
ser mais favoraveis a atividade das chalconas frente ao Mtb, quando comparados a compostos
monosubstituidos na posi¢cdo para. Considerando uma analise mais aprofundada da relacdo
estrutura—atividade dos compostos testados, a atividade do P1 pode estar possivelmente
relacionada a interacdo hidrofobica do anel A com um sitio ativo de carater semelhante, bem
como a formacéo de ligacBes de hidrogénio envolvendo o grupo NO: presente no anel B. No
caso do P12, a dissubstituicdo no anel A pode ter acrescentado, além das interacdes observadas
em P1, a possibilidade de alcancar e interagir com novas regifes hidrofébicas do alvo bioldgico,
ao mesmo tempo em que introduziu grupos capazes de atuar como aceptores de ligagOes de
hidrogénio.

Seguindo esse raciocinio, as caracteristicas anteriormente mencionadas ndo sao
observadas nos demais compostos analisados, uma vez que, em P9 e P10, a presenga de bromo
e de amina na posicdo para pode ter dificultado a interacdo do anel A com regiGes mais

hidrofobicas de um hipotético sitio ativo. Ja para o composto P20, a auséncia de atividade frente
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ao Mtb possivelmente esta associada ao impedimento estérico conferido pelo anel aromético
adicional, o que pode ter limitado o acesso ao alvo.

Adicionalmente, de forma anémala, observou-se que o benzofuroxano analogo do P12,
0 P14, ndo apresentou atividade semelhante ou superior a sua chalcona original, como
inicialmente esperado. O fechamento do ciclo benzofuroxano resultou na perda da atividade
frente ao bacilo, possivelmente em decorréncia da restricdo conformacional imposta pela nova
estrutura, a qual levou a perda de interacbes importantes. Ademais, as alteracGes fisico-
quimicas promovidas pela introducao do novo anel também podem ter comprometido em algum
nivel a permeacdo celular do composto, afetando consequentemente sua atividade bioldgica.

Os achados do presente estudo podem ser indicativos de que a formacao de chalconas
acopladas a benzofuroxano ndo seja o melhor caminho para o desenvolvimento de novas
moléculas promissoras contra a TB, dado que além da ndo atividade frente ao bacilo, séo
compostos que despendem muita energia e recursos para serem isolados. Desse modo, estudos
adicionais que visem investigar de forma aprofundada o papel das chalconas acopladas a
benzofuroxanos na TB, se fazem necessarios para ampliar nossa compreensdo acerca desses
compostos. Somado a isso, tanto P1 quanto P12 ndo apresentaram IS > 10 nas células J774A.1,
e por isso ndo se adequam aos critérios para continuidade dos estudos, sendo, portanto,

necessarias modificacdes para otimizacdo estrutural e melhora do IS em macro6fagos.

Outro aspecto relevante observado foi que os compostos que apresentaram alguma
atividade frente ao bacilo mostraram-se mais citotoxicos para a linhagem imortalizada J774A.1
do que para a linhagem normal MRC-5. Esse achado levanta a hipétese de um potencial efeito
anticancer dessas moléculas, embora tal possibilidade ainda carega de investigacGes adicionais
para sua adequada confirmacdo. Parelelamente, a maior citotoxicidade em células tumorais
reforca um potencial mecanismo de carater promiscuo das chalconas, o que de certo modo é
esperado, visto que essas moléculas sdo classicamente reconhecidas como aceptores de
Michael. Novos testes com diferentes linhagens tumorais e bacterianas podem ser futuramente
agregados a esse trabalho para averiguacgao da promiscuidade e potencial atividade antitumoral

desses compostos.

5 CONCLUSAO

Assim com base nos resultados obtidos e anteriormente apresentados, é possivel afirmar

que ambas as rotas sintéticas utilizadas sdo eficazes para obtencdo dos produtos com
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rendimentos médios moderados, variando entre 6 % e 80 %, para a maioria dos compostos. No
total, foram obtidas 11 chalconas inéditas, sendo 4 delas acopladas ao benzofuroxano. Da série
de compostos testados, o P1 e P12 foram os que apresentaram atividade promissora frente ao
Mtb, com MICg (Hs7Rv) de 5,23 pg/mL e 3,85 pg/mL, respectivamente.

Todos os compostos obtidos foram caracterizados por RMN (*H, $3C, HMBC e HSQC),
e 1V, as quais foram andlises essenciais para elucidacéo e confirmacédo da obtencéo dos produtos
ao longo do projeto, a0 mesmo tempo que permitiram o avango da sintese e da avaliacdo in
vitro das moléculas obtidas.

Esses achados reforcam o potencial das chalconas como estruturas promissoras para o
desenvolvimento de novos agentes antituberculares a0 mesmo tempo que levanta-se a
perspectiva sobre potenciais aplicagdes anticancer. Ambas possiveis aplicacfes sao justificadas
a partir de novas modifica¢Oes estruturais que visem aumento da seletividade dos compostos

como anti-TB e investigacdo mais aprofundada de seu potencial uso como antitumoral.
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ANEXO A - DADOS DOS EXPERIMENTOS DE RMN

Espectro 1 - *H NMR (600 MHz, DMSO-d6) do composto P1.
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Espectro 2 - 13C NMR (600 MHz, DMSO-d6) do composto P1.
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Espectro 3 - HSQC (600 MHz, DMSO-d6) do composto P1.
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Espectro 4 - HMBC (600 MHz, DMSO-d6) do composto P1.
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Espectro 5 - *H NMR (600 MHz, DMSO-d6) do composto P3.

Any P3.1.fid b (@)
8.20

A(d) B (d) c(t) E(m)

8.13 7.81 7.70 7.59

T T T T T

3 R 3 8 5
T T v T T T T M T T T v T T v T T T
8.3 8.2 8.1 8.0 7.9 7.8 7.7 7.6 7.5 7.4
1 (ppm)
B (d)
7.81
A(d)||C(t)
8.13 || 7.70
D (dd)| |E(m)
8.20 7.59
T Ty
s 585
T T T T T T T T T T T T
00 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40
1 (ppm)

Fonte: Dados da pesquisa.



Espectro 6 - 13C NMR (600 MHz, DMSO-d6) do composto P3.
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Espectro 7 - HSQC (600 MHz, DMSO-d6) do composto P3.
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Espectro 8 - HMBC (600 MHz, DMSO-d6) do composto P3.
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Espectro 9 - *H NMR (600 MHz, DMSO-d6) do composto P9.
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Espectro 10 - *3C NMR (600 MHz, DMSO-d6) do composto P9.
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Espectro 11 - HSQC do composto P9 (600 MHz, DMSO-d6) P9.
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Espectro 12 - HMBC (600 MHz, DMSO-d6) do composto P9.
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Espectro 13 - *H NMR (600 MHz, DMSO-d6) do composto P10.
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Espectro 14 - 13C NMR (600 MHz, DMSO-d6) do composto P10.
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Espectro 15 — HSQC (600 MHz, DMSO-d6) do composto P10.
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Espectro 16 - HMBC (600 MHz, DMSO-d6) do composto P10.
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Espectro 17 - *H NMR (600 MHz, DMSO-d6) do composto P12..
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Espectro 18 - 13C NMR (600 MHz, DMSO-d6) do composto P12.
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Espectro 19 - HSQC (600 MHz, DMSO-d6) do composto P12.
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Espectro 20 - HMBC (600 MHz, DMSO-d6) do composto P12.
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Espectro 21 - *H NMR (600 MHz, DMSO-d6) do composto P14.
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Espectro 22 - 13C NMR (600 MHz, DMSO-d6) do composto P14.
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Espectro 23 - HSQC (600 MHz, DMSO-d6) do composto P14.
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Espectro 24 - HMBC (600 MHz, DMSO-d6) do composto P14.
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Espectro 25 - *H NMR (600 MHz, DMSO-d6) do composto P15.

Any P15.1H

D (s)
2.61

A (m) B (m) c(m) g
8.03 7.81 7.34

UL
2 .|65 2‘;50 2. ISS 2. I5{]
f1 (ppm)
— — e —

B g g
~ < i
T T T T T T T T T T
8.1 8.0 7.9 7.8 7.7 7.6 7.5 7.4 7.3 7.2
f1 (ppm)
B (m)
7.81
A (m) C(m) Dl(s)
8.03 7.34 2161
I |
T T T 1
g 7 g g
N ~ -
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
2.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

Fonte: Dados da pesquisa.



Espectro 26 —*H NMR (600 MHz, DMSO-d6) do composto P16..
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Espectro 27 - *H NMR (600 MHz, DMSO-d6) do composto P17.
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Espectro 28 - *H NMR (600 MHz, DMSO-d6) do composto P18.

Any P18.1H

B (dd)
8.22
D (d) A(m)||C(d)
8.70 8.27 | | 8.19
=] g 88
8.7 8.6 8.5 8.4 8.3 8.2 8.1
f1 (ppm)
G (dd)
7.84
H (m) | E (d) F(t)
7.87 | 7.80 7.35
B (dd)
8.22
C(d)
8.19
D(d)[|A(m)| |E(d)| |F()
8.70 || 8.27 | | 7.80 | |7.35 |
G (dd) T
7.84 £s5 = g
T T T T T T T
H (m) 7.9 7.8 7.7 76 7.5 7.4 7.3
7.87 f1 (ppm)
y L L T
& 8388 5817 g
)0 a5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0
f1 (ppm)

Fonte: Dados da pesquisa.



Espectro 29- *C NMR (600 MHz, DMSO-d6) do composto P18.
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Espectro 30 - HSQC (600 MHz, DMSO-d6) do composto P18.
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Espectro 31 - HMBC (600 MHz, DMSO-d6) do composto P18.
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Espectro 32 - *H NMR (600 MHz, DMSO-d6) do composto P19.
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Espectro 33 - 'H

NMR (600 MHz, DMSO-d6) do composto P20.

Any P20.1H G (@)
8.21
E (d) F(d) || A () 2
8.68 8.27 || 8.18
g n oo
g el
T T T T T T T T
87 86 85 84 83 82 81 80 o
f1 m
(ppm) 7.86
H (d) B (d) D(d)||C()
7.88 7.78 751 | | 7.44
28 g g 8
~N o m ~ -
T T T T T T
7.9 7.8 7.7 7.6 7.5 7.4
f1 (ppm)
! A, A i
g 0N E2f 8%
- N NOM N
00 95 90 85 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 50 45 40 35

Fonte: Dados da pesquisa.

T T T
3.0 25 20 15

1.0 0.5
1 (ppm)

78



Espectro 34 - 13C NMR (600 MHz, DMSO-d6) do composto P20.
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Espectro 35 - HSQC (600 MHz, DMSO-d6) do composto P20.
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Espectro 36 - HMBC (600 MHz, DMSO-d6) do composto P20.
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Espectro 37 - *H NMR (600 MHz, DMSO-d6) do composto P21.
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Espectro 38 - 13C NMR (600 MHz, DMSO-d6) do composto P21.
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Espectro 39 - HSQC (600 MHz, DMSO-d6) do composto P21.
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Espectro 40 - HMBC (600 MHz, DMSO-d6) do composto P21.
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Espectro 41 - *H NMR (600 MHz, DMSO-d6) do composto P25.
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Espectro 42 - 13C NMR (600 MHz, DMSO-d6) do composto P25.
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Espectro 43 - HSQC (600 MHz, DMSO-d6) do composto P25.
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Espectro 44 - HMBC (600 MHz, DMSO-d6) do composto P25.
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Espectro 45 - *H NMR (600 MHz, DMSO-d6) do composto P27.
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Espectro 46 - 13C NMR (600 MHz, DMSO-d6) do composto P27.
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Espectro 47 - HSQC (600 MHz, DMSO-d6) do composto P27.
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Espectro 48 - HMBC (600 MHz, DMSO-d6) do composto P27.

"

’ Any_P27.4.1.2rr

HMBC /Q
1
6 9
)
3 © 6 @
—
— @ ()
— © (]
T g T g T g T g T g T g T g T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5

Fonte:

2 (ppm)

Dados da pesquisa.

40
50
60
70
80
;90
;100
;110
;120
;130
;140
;150
;160
;170

180

190

f1 (ppm)

93



94

ANEXO B - DADOS DOS EXPERIMENTOS DE IV

Espectro 49 - Espectro de infravermelho P1.
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Fonte: Dados da pesquisa.
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Espectro 50 — Espectro de infravermelho P3.
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Espectro 51 — Espectro de infravermelho P9.

175—
%T =
150 —

126

100—

75—

|

M
i

[
M

IIIIIIIIIIlIIII

1581 ,63—

o
1610,56—— —=——

1666,50—

I
o
o,
w0
o™
o
-

1 il

[
ah

| ] | 'l
2400 2000 1800 1600
Any P9

1400,32—

1357 89—

|
1400

133474

1280,73—

1219.01—

|
1200

)

©
o
w0
o
o
=

0

o

<
o0
o @
o
o
-

1072,42-_

1 1 ] 1 1

1000

|l

827,46~ _

813.96—

800

|
600

1

|
400

|l

187 10—

I 1
200
1icm

Fonte: Dados da pesquisa.

Espectro 52 — Espectro de infravermelho P10.
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Espectro 53 — Espectro de infravermelho P12.
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Espectro 54 — Espectro de infravermelho P14.
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Espectro 55 - Espectro de infravermelho P18.
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Espectro 56 — Espectro de infravermelho P20.
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Espectro 57 — Espectro de infravermelho P21.
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Espectro 58 — Espectro de infravermelho P25.
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Espectro 59 — Espectro de infravermelho P27.
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