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Resumo

Chalcona s&oflavonoides de cadeia aberta com uma cetdbeinsaturadaa qual separa
duas subunidades fenilicéasnéis A e B) Estas substancias podem sartetizadagela
condensacédo de Clais&thmidt e apresentam inUmeratividadesbiolégicas, tais como
antioxidante, antinflamatoria, antnicrobiana eantitumoral O presente trabalho objetivou
a sintse deuma sériede 21 chalconasontendo gyruponitro em diferentes posi¢cdes $10
anéisA e B. A sintese das substancias realizada pla condensacéaaldolica sob catése
com &cido sulfdricoe acido acético como solventdemonstrandaendimentosque
variaram de 63 a 97%\s purificacbesdas nitrochalconaram realizadapor técnicas
cromatograficastais como Cromatografia em Coluna de Fase Norrfg@l de silica)e
Cromatografia ddPermeacdo em Gé¢Bephadex, LFR0). A confirmacdo estruturalas
substancias foi realizada por meio al@lise dos espectros de RMM H e del*C. A
Hepatite C se apresenta como uma doenca de grande incidéncia na populadiad en
pode levar a carcinoma hepatocelulBssa doenca € cada pelo virus da Hepatite C
(HCV). A substanciak.08 (2-hidroxi-5-flior-4 -itrochalcona) inédita na literatyfai
capazdeinibir a replicacdo do HC'¥m 30%a 2umol L, segundensaio de luciferasé
candidiase é umafeccao fungicaausada por leveduras do gén€emdida A substancia
E.23 ( 3ndrochalcona)demonstrowatividade antiCandida exibindo valores d€IM de
0,97 ug mL? contraC. albicans.As bactéras sdo responsaveis por inimestasncasao
homem A substanciaE.47 (2-hidroxi-5-nitrochalcona) demonstra atividade anti
Staphylococcus aureug antiSaphylococcus aureusesistente a meticilinaMRSA),
exibindovalores deCIM de 0,97 e 1,95ig mL ! respectivamente.

Palavraschave Chalcona, Flavonoide, Antiviral, Antifingico e Antibacteriano.



Abstract

Chalcones are openethain flavonoids, bearing am ,-umsaturated ketone, which
separates two phenyl subunifengs A and B) These 21 compounds have been
synthesized by ClaiseBchmidt condensation reactions. They exhibit several biological
activities, such as antioxidanantrinflammatory, antimicrobial and antitumoral. The
current work aimed the synthesis of two seriedichalcones containing nitro group/Aat

and B rings. Synthetic procedures used aldol condensation under sulfucatadsis and
acetic acid as solventvith yield ranging from 63 to 97%Purification of crude products
was performed over chromat@phy columns; normal phase liGg gel) and gel
permeation (Sephadex, EBD). Structural identification was carried out Duclear
Magnetic Resonance spectra analysis (NNRand NMR'C). Hepatitis C is a disease
with high incidence around world, and can conduce to hepatocellular carcinoma. This
disease is caused by HCV (Hepatitis C Virus). Compdad (2-hydroxy-5-fluoro-4 6
nitrochalcone)inhibited 30% of HVC replication at 2 pmol 1X. Candidiasis is a yeast
infection caused byCandidg mainly C. albicans C. krusej C.tropicalis and C.
parapsilosis CompoundE.23 ( 3ndrochalcone) demonstrad anti-Candida activity,
exhibiting MIC value of 0.97 umol t againstC. albicans Bacteria are responsible by
several human diseases. Compo@7 (2-hydroxy-5-nitrochalcone)demonstragd anti
Staphylococcusaureus and antimethicilin resistantStaphylococcus aureuMRSA)

activities, preseing MIC values of 0.97 and 1.9% mL?, respectively.

Keywords: Chalcone,|&vonoid Antiviral, Antifungal and Antibacterial.
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1. Introducéo

1.1 Chalconas

Os flavorpides sé@o substancias naturais provenientss via metabolicamistg
sendo biossintetizadas pelas visacetato e do @uimata Tém como caracteristioam
esqueletode quinze atomos de carbonBGeCsCs. Essassubstanciaséo acumuladasem
plantase possuenfunc¢desde crescimente desenvolvimentaessasassim comg@rotecao
contrainsetos, fungos, virus e bactér{@&ANAZZI, 2001).

As chalconascompreendem a classe davfinoides as quaissdoprecursora dc
demaisflavonoides Apresentantadeia abertaom umac e t o nirsatuthdanuesepara
duas subunidades fenilicéanéis A e B)Figura 1 p. 1). Estesflavonoidesdemonstren
um amplo espectro de atividades biol6gidass comg antrinflamatdria, antioxidante,
antiumorale antimicrobianaPRASHAR, 2012)

Figura 1. Estrutura de Ndcleol@&lconico

Fonte: Autor (2016

Em laboratérip as chalconagpodem ser sintetizadgsor diversas metodologias
Convertionalmenteas metodologiasnais empregadagnvolvan a condensacaaldoélica
de ClaiserSchmidt (BUCKARI, 2013) Essa reacdo ocorreentre um derivado
benzaldeidic&e uma acetofenonaendomaisfrequentenentea catalisehomogénegacida
ou bésica, utilizandoompostosnorganicos, bem como alcoois alquilicos de cadeia curta

comosolventegEsquema ]1p. 2).



Esquema 1 Reacéao d€ondensacédo de Clais&thmidtpara Obtencade Chalconas
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H H;O* ou HO"
+ > | + HO
@) R-OH
@)

R-OH: alcoois alquilicogle cadeia curta

Fonte: Autor (2016

Existemvariacbesdde metodologiasia condensacao de Claiseohmidf tais como
(i) Grinding: reacdo mecanoquimicaa auséncia de solvensob catalisede NaOH
(ZANGADE, 2011) (ii) KoCOs anidroem pastilhassob micro-ondas para ativacados
reagente$JAYAPAL, 2010 (iii) Catalise heterogéneampregandeatalisadores solidos
reutilizaveis taiscoma argila hidrocalcita hidroxiapatita,zedlitas, e fosfatode zirconio
mesoporosp e Uuilizando catalisador liquido, tal como liquido i6nico sulfuroso
(BUCKARI, 2013)

Outras metodologias podem ser empregadas na preparacao de chalconas acluindo
condensacaale AllanRobinson via acophmento de Suzuki (EDDARIR2003), na
presenca de eterato de trifluoreto de boro e acilded@iedelCrafts (BUCKHARI, 2013).
Apesar de estas metodol ogi as s er-iesaturdddse i s
aproximadamente 75 % dos experimentos, para a preparacao lcenabautilizam a
reacao de ClaiseBchmidt(Esquema 2, p.)3BUCKHARI, 2013)



Esquema 2 Mecanismo da&Reacdo de€Condensacao de Clais&thmidtpara $ntesede

Chalconassob Catalise Acida

3
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Fonte: Autor (2016)



1.2 NitrocompostosBioativos
Os nitrocompostosdemaistram inameras bioatividades, incluindatineoplasica,
antiparasitaria e antibacteriarigzstes compostoatuamfisiologicamente pr biorreducdes

metabdlicas (Esquema. 4 (PAULA, 2009).

Esquema 3 Etapade Biorreducadvietabolicade Nitrocompostosiromaticos

+1e +1le +2€ +2€

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

Ar: Arila
Fonte: Adaptado dé>AULA (2009)

Em nivel molecular as mudancasestruturaisocorrem devido a facilidade de
reducdo do grupo nitra qual possuicarater fortemente aceptor de elétramsto pelo
efeito indutivocomo pelo efeito de mesomeéri@AULA, 2009).

O transporte de nitrocompostos pelas biomembranaseqoar difusédo passiva e
aumenta a medida que os radicais livres, prowéese do processo de biorredugéo
desestabilizam samembrana biolégicas Assim, devido ao aumento da concentracao
intracelular de nitrocompostosima maior quantidade de rmais livres € gerada e,
consegentemente, maior € o dano causado pelo estresse oxidatreducao comigta
destes compostosnvolve seis elétrons até o derivado arilamini¢Ar-NH,), embora o
intermedario reativo hidroxilaminico (Ar-NHOH), envolvendo quatrelétrons, seja o
produto final da biorreddp da maioria dositrocompostogPAULA, 2009).

Com relacé aos mecanismos de acdo de piiropostos, observee que a reducao
in vivo do grupo nitro é fadamental para a consolidagd@@suabioatividade. Os radicais
livres reativosformados no processo de biorreducdo t@mavida extremamenteurta,
mas supdese que esta seja suficientemente longa para magéas alvo bioldégicoou
mesmo que sejam formados junto ao local de agéo, podendoaeiago DNA, eninas
ou com fosfolipidiosde membranaA ac¢do de nitrocompostos sobre alvos ad@i®ré

responsavel pela staxicidadealtae efeitos adversd®AULA, 2009).



Entre as diversas classes de nitrocompostos que apresentamssinteiadgio
destacanse osderivados nitrofuramios (A), derivados nitrotiofénicogB), derivados
nitrobenzénico¢C), e derivalos nitroimizolicogD) (Figura 2 p. 5 (PAULA, 2009).

Figura 2. Estruturas de Derivados NitrofuranicogA), Nitrotiofénicos (B),

NitrobenzénicogC), e Nitroimizélicos (D)

R
NO, NO, NO,
R X R X NO, N/
(A) (B) (®) (D)
Fonte: Autor (2019.

Os nitrocompostos tém sido alvo de inimeras discussdes visando o esclarecimento
de sua toxicidade e portanto alguns nitrocompostos necessitémagias toxicologicas
nas etapas iniciais da descobertiegenvolvimento d&rmacogKATZUNG, 2007).

Alberton et al. (2008) verificam que a presenca do nitro adicionado as posi¢des 3°
e 4 dechalconas (contendwmetilenodioxila no anel B(E e F, Figura 3 p. 6) conferiram
efeito hipoglicemiante em ratos biglicémicos As substanciasH e F, Figura 3 p. 6
foram antihiperglicémica por administracdo por gavagesm doses de 10 ni¢g?. Estes
autores descreveram que as nitrochalconas aumentam a indugéo da secrecao de insulina em
25%, apos 30 minutos de adhsitracao.

Dalla Via et al. (2009) verificaram que an#trochalcond G, Figura 3 p. 6) reduZu
a viabilidade de células de melanoma J&&8nostrando umeoncentracdo capaz de bini
50% o crescimento celula€lso), de 6 umolL™. llango et al. (2010) lmservaram queQ)
diminuiu a viabilidade de células tumora#CF-7 e T47D tendo um@lso de55 e 52 pumol
L, respectivamenteA substanciaG reduiu aproximadamente 50% da viabilidade de
hepatocitosHepG2 na concentracdde 20 pmolL? no tempo de 24 hosa Contra
flibroblastos L929a substanci& néo alterou a viabilidade nesta mesma concentracéo

tempo de tratamento, gerindo um efeito seletivo contcélulas tumorais.



Figura 3. Nitrochalconas Bioativas (E, F®

D

O (E)R=H; RO:= O
(FPR=NOG; RO= H (G)
Fonte: Autor (2019

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

O virus da Hepatite C (HCV) se apresenta como uma das principais causas de
doencas hepaticas, podendo causar infec¢cdes agudas ou crénicas. Atuaktierdse
gue cerca de 185 milhdes de pessmisjam infe@das pelo HCV (aproximadamerg®
da pgulacdo mundial). Desses, infese que 80% desenvolvem o quadro crbnico, e 25%
podem desenvolver cirrose ljga, e nos casos mais sevecascinoma hepatocelular
(KOHLI, 2014).

A doenca tem comprincipalforma de contagio o contato com o sangue de pessoas
infectadas, sendaia parental a principal rota de transmisgas grupos de maior riscte
infeccdocompreendem os usuéarios de drodasabusdnjetaveis, assim como pacientes

que requerem multiplas trsfiusdes sanguineas (MUNIR, 2010).

O tratamento da hepatite C foi iniciado, antes do conhecimento da estrutura
bioquimicado HCV, em 1986, coninterferond (-UFN Essa gl icoprote
diretamente no ciclo viral, mas atua ligarsipa receptores ggliosidicosdas célulagio
hospedeirpinduzindoa producéo de enzimas que inibem a traducadBNi& mensageiro
(RNAmM) em proteinas virais e consequentemenibindo o ciclo viral (HOOFNAGLE,

2005; RANG & DALE,2011). Atualmente, o trataento da hepatite €2 baseia no IFN\-
PEG combinado com a ribavirina qual € um analogo de nucleosidessa associagado
aumentaa Respsta Virologica Sustentada (RV&a monoterapiagLIANG, 2013). A

monoterapia apresenta RVS #2% ros pacientes tratados; e o uso do 4BNeguilado
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(IFN ligadoa uma cadeia de polietilemicol) associado a ribavirinaumentou gsa taxa
para 3540% (HOOFNAGLE 2014).

O HCV apresenta seis tipos de genotippsG 1l ,Gd ) quais respondem
diferencialmente aos tratamentos, sendo o genétipo coasim o G1. Atualmente ha
indicacOes de terapia tripla para o tratamento da hepatite C, onde se faz uso de farmacos,
como declatasvir, simeprevir, teleprevir, boceprevir e sofosbuvir que atuam diretamente na
replicacdo viral] sendo potentes inibidores dpsoteasedNS3, NS4A, NS5A e NS5B
aumentando assim as taxas de RVS (KOHLI, 2014).

A terapiaduplacomIFN) e ri bavirina apresent,a efei
neutropenia e trombocitopeni@endo que ha possibilidaddo desenvolvimento de
resisténcigMUNIR, 2010). A terapia tripla apresenta efeitos advessogros. No caso do
bocepreviré comum ocoéncia de alteracées no paladar. J& a administracdo do teleprevir

podeocorrer erupcdes cutaneamtensodesconforto intestinal (LIANG013).

1.4Candidae Candidiase

As leveduras, especialment€andida albicanssdo organismos comumente
encontrados na cavidade oral de individuos saudaweisdoentes. A regido mais
frequentemente habitadaio dorso da lingua, m&s albicanstambém pode semcontrad
na bochecha, gengiva, palatobelsas priodontais Essas regides sdo consideradas
importantes portas de entrada parf@dndes sistémica@DDY, 1977). Elas estabelecem
um equilibrio com o hospedeiro denominado simbiose, quandcegsilibrioé rompido
devido asmudancas no mecanismo de dafe no ambienteral, estas leveduras podem
causar inéccOes orais oportunistas. Caso essas infecgcOes nao tsgjadas podem se
tornar generalizada e/ou disseminarem sistemicamente provocando fungemia
(GREENSPAN 1999

A candidiase bucal é a infeccdo fungica mais comum asiemqtes portadores do
Virus da Imunodeficiéncia Adquirida (HIV)odendo ocorrer em mais de 9046s
pacientes com AID®, muitas vezes, com episoédios recorrerdesspécie que mais causa
candidiase @ C. albicans a qual estdgpresente em 90% dos casos, seguida pelas espécies
C.tropicalis, C glabratae C. krusei(WYLES, D, 2009.



A resisténcia do géne@andidaao tratamento corméfangicos tem sido atribuida
a episodios recorrentes da infeccdoxpasicdo intermitente e irracionabs antifiingicos,
sendo que as espécies que naoaBizansapresentam maior resisténcia a terapéutica,
como por exemploC. krusej que apresenta resisténcia intrinseca flaconazol
(SANT'ANA, 2002) Emestdd o r eal i zado p o}, enBoatrossdlZdmnde et al
resisténcia ou sensibilidade dedependentaos farmacos da classe dos azois (imidazois e
triazois) e a anfotericina Bppliénico) em isolados de lesdo nada de pacientes HV

positivos

1.5Bactériase Infec¢Bes Bacterianas

As bactérias sdo responsaveis por centenas doaacdmmem Pseudomons
aeruginosa uma bactéria @mnegativa extremaante versatil. Em seres humarnasisa
infeccbes nos pulmbes dmdividuos munocomprometidos (PELLEGRINO2002).
Klebsiella pneumoniaé@ umaespécialebactériaGramnegativa encapsulada, anaerobia
facultativa em forma de baciloPode causgsneumonigembora seja mais comum a sua
implicagdo em infec¢cdes hospitalares, em particular em do@menologicamente
deprimidos como portadores do vikB/ (SMITH MOLAND, 2003). Lactobacillus
acidophilusé uma espécie de bactérias Giaositivas, aaerdbicas em forma de bacilos
Estdo presentes em biofilmes dentarios, em pequeno numero, aumentando em quantidade
com o avanco da carie dentafANERJEE 2000).Sreptococcus mutars uma espécie
debactériaGrampositivacom morfologia deoca Esta bactéria € comumente encontrada
nabocado homem sendoo principal fator do desenvolvimento déries Staphylococcus
aureusé uma bactéria esférica, drupo dos cocosGram-positivos, frequentemente
encontrada na pele e nas fossas nasais de pessoas saudaveis. Entretanto pode provoca
infecBes graves (BUISCHR000).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Esp%C3%A9cie
https://pt.wikipedia.org/wiki/Bact%C3%A9ria
https://pt.wikipedia.org/wiki/Gram-negativa
https://pt.wikipedia.org/wiki/Pneumonia
https://pt.wikipedia.org/wiki/HIV
https://pt.wikipedia.org/wiki/Coco
https://pt.wikipedia.org/wiki/Boca
https://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A1rie

2. Objetivos

(). Sintesedeuma série de 2&halconas substituidas por grupos nitas posicdes 3'e
46 (anel A) e 3 e 4 (anel B) ;

(IN. Avaliacdoda atividade téxica de nitrochalconas em hepatocitos humanes.buh

(1. Avaliacédo daatividade inibitoria de nitrochalconas sobreeplicacdo do virus da
hepatite C (HCV);

(IV). Avaliacdo da atividade aifiingica de nitrochalconas contf2andida albicans,
Candida tropicalis, Candida krusei, Candida parapsilas@andida glabrata

(V). Avaliacdo da atividade antibacteriana contra é&sps Grarpositivas e Gram
negativas, incluindoPseudomonas aerugings&lebsiella pneumonigeLactobacillus
acidophilus, Staphylococcus aure@¢reptococus mutans

3. Procedimentos Experimentais
3.1Reagentes e Solventes

Para a sintese das nitrochalcofasam utilizadosacetofenonas e benzaldeidos
como reagentes acido acético comaosolvente e acido sulfarico como catalisador.
Reagentes, solventes e catalisador fodasmarca SigmaAldrich® ou Syntf?.

Para as purificacdes por prgitacdo, lavagem d¢écricas cromatograficasos

solventes acetato de etila, etanol e hexano foram adquiridos da marc@&.Synth

3.2 Preparacéo de Nitrochalconas

Em um baldo monotubulagdoforam adicionados 5mmol das respectivas
acetdenmnasdissolvicas em 1M mL de acido acétic(l,0 mol L), sob banb de gelo e
agitacdo. Foram solubilizados rimol dos aldeidos ert0,0 mL de acido acéticpe
adicionados ao meio reaciongbtaagota As reacdes fora mantidas sobefluxo, até ser
constatada a conversaodiodosreagente$BUCKHARI, 2013).

O meio reacional foi vertidem gelo triturado, formando um precipitado, o qual foi
mantido a 7°C por 24 h. O precipitado foi submetido a filtragcdo simpeeseco a
temperatura ambiente por 48 h (BUCKHARI, 2013).



Nos casos em qu&do houve precipitacgoo meio reacionalfoi submetido a
extracdo liquiddiguido, empregando acetato de etila e agua destilada. A fase originica
seca a temperatura ambiente (BUCKHARI, 2013).

Para cacompanhamento das reacoemalse de preza dos produtdsi realizada
Cromatografia em Camada Delgada, em glatamatografica de gel de silica sobase
de aluminid BUCKHARI, 2013).

As cromat@lacasforam desenvolvwilas emmisturas denexano e acetatde etila,
em proporcdesgjue variarande acordo com a polaridadeslanalitos As cromatglacas
foram reveladadisicamente sob inspecawmo ultravioleta, em 254 e 365 nmPara a
revelacdo quimicautilizou-se solucdo etandlicale anisaldeido sulfuric2,0 mL de
anisaldeido em 20,0 mL de acidoético, 10 mL de acido sulfurico e 170 mL de efanol

seguida de aquecimentdensoem chapa aguecedora (BUCKHARI, 2013).

3.3 Purificacao de Nitrochalconas

As nitrochalconas foram purificadas por precipitacdo, lavagem e décnic

cromatograficas, incluindo @matografia em coluna (CC).

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

As purificagdesdas nitrochalconas foranealizadagpor cromatografia encoluna
de fase normalempregando gel delish com tamanho de particula @60 a 200Mesh
(SigmaAldrich®), e misturas de hexanoe acetato de etilacomo fases moveis
(BUCKHARI, 2013).

As nitrochalconas E.02, E.03, E.06 E.08, E.10, E.12,E.23, E.25 E.26,
E.30 E.34, E.36 E42, E.43 e E.47 foram purificadagpor CGFN, utilizandogradientede
eluicdo com as porcentagens de hexamtando de 10@ 80% eacetato de etila, de &
20%.
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3.3.2Cromatografia de Permeacéo em Gel (CPG)

Paraos procedimentos envolvendocromatografia dgpermeagéo em géLH-20
(biopolimero de dextrangidroxipropilada- Sephade¥), estefoi empregado comsuporte
cromatograficobem comeetanol como fasmovel. A coluna possui como dimensétoira
de 120 crre diametro de 3 cnA CPG foi utilizada para as purificacdes diétsochalcona
E.11eE.14 (BUCKHARI, 2013).

3.4Espectrosopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Para confirmacdo da&struturamolecular das nitrochalconasforam realizados
experimentos deespectroscopia dRessonancia Magnética Nucleade CGarbono Treze
(RMN de®®C) e de Hdrogénio(RMN deH).

Os experimentos de RMfbram realizados no Centro Multiusuario de Inovacéo
Biomolecular (CMIB)do Instituto de Biociéncias Letras e Ciéncias Exatas, Unbespe,
em EspectrémetsoBruker Advance lll, de 14,0 Tesla(600 MHz), e de 9,4 Tesla(450
MHz). As amostras foram solubilizadasy dmetilsulféxido hexadeuterado (DMS@@) da

marca Aldricl®.

3.5 Atividade Anti-HCV

Os ensaiosde atividade amHCV foram realizados em colaboragdo com o
Laboratériode Estudos Gémicos Instituto de Biociéncias Letras Ciéncias Exatas,
Unespi Sao José do Rio Pretpelos aluno€arina Machado Pereirdacqueline Farinha
Shimizu e Guilherme Rodrigues Fernandes Camgas supervisdda Profa. Dra. Paula
Rahal.

3.5.1 Avaliacdo daViabilidade de Hepatécitos Humanosapés Tratamento com
Nitrochalconas
Uma suspenséo de0 x 10* hepatécitodHuh-7.5 fa transferida para microplacas

de 96 poc¢ossendancubadas em estufa a 82, com atmosfera a 5#e CQ por 4 horas.

Solugbes com concentragdde 50, 10 e 2@mol L de cadanitrochalconaem meio de
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cultura foramadicionada aos pocogm triplicatas. Como controleegativq adicionouse

as célulasapenasmeio de culturacom 1% de DMSO na auséncia de substancias. As
microplacas foranmcubada por 18 horas a 37C e atmosfera a 5% de @OEm seguida

o sobrenadantéoi removido sendoadicionada solucdade MTT (brometo de [d4,5
dimetiltiazok2-il) -2,5-difeniltetrazdlio]; Sigma®) a 1 mgmL™* de med de culturaaos
pocos,quais foram incubadas 37 T por 30 minutos. A solugcdo de MT®i removida,
substituida pelo mesmo volume de DM$@ra solubilizacdo dosristais de formazana
(Esquema 4p. 12), e as solucbes forasubmetida a anélise espectrofotométrigia 570

nm (LUI, 1997).

Esquema 4 Reducdo daVITT a Formazangaor Desidrogenases Mitocondriais

N STN-N
/ »‘N ~ Desidrogenases H
S =N Mitocondrias =

Sal de tetrazélio Formazana
(Amarelo) (Violeta)

-

z+

Fonte: Autor (2016

A porcentagem da viabilidade celulfmi determinada pela equacéo abaixo,

utilizando a média das absorvancias das replicatas.

~ 0 wi i
P Q&R0 —— pTT

Na qual: % Viab.Hep. referese a porcentagem de viabilidade celular de
hepatocitos HWHTY.5; Absc positivo) @ absorvancia média do controle positivdiSAnostra)a

absorvancia média das amogtrbll, 1997).
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3.5.2 Inibicdo da Replicacdo de HCV- Ensaio de Luciferase

As células Huh7.5 (4.0 x 10P) foramlavadas e ressuspendidas em 400 pL de PBS
tratado com etilpirocarbonato (PBSDEPEC) e transfectada®r eletroporacdo com 5 ug
do replicon subgendmicado HCV com expressaoadproteina fosfotrasferase de fusdo
luciferaseneomicina(SGRLuc-JFH1 FEO) (Figura 4 p.13) em cubetas de 0,4 cm a 950
uF, 270 V. Posteriormente, as células eletroporéolasn transferidas para placas de 96
orificios eentdolisadasapds 4 €24 h da transfeccdo em tampao de lise passiva (PLB)
(Promeg®). A atividade de luciferastoi medida utilizando o reagente para ensaio de
luciferase (LAR; Promega) em leitor de pla@ad.UOgar Omegai BMG Labteci®)
(WYLES, 2009).

Figura 4. RepliconsubgenémicdFH1 de genoma 2amendo o gene FEO que expressa
a proteina fosfotransferase de fusdo da luciferaseomicina denominad¢SGRJFH1-

FEO)

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

Fonte: WYLES (2009)

As nitrochalconas foram adicionadaas concentracdesle 10 ou 2emol L*
segundo aitotoxicidadeno teste deMTT (item 3.5.1, p. 11)Os lisados de 4 h apos
transfeccadoram utilizados como controle e ake 24 hpara avaliar o efeito inibitérioas
nitrochalconasna replicacdo do HCV. Todos os experimentoseam realizados em
triplicatas Em paralelpforam realizados experimentos com a ciclosporina A, como droga
de referéncia, na concentragdo deriol L't (WYLES, 2009).

3.6 Atividade Anti -Candida

Os ensaiosde atividade amCandida foram realizados emotaboragdo com o0s

pesquisadoreBrof. Dr. Pedro Luiz RosalenDra. Janaina Orlandi Sawdt Departamento
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de Ciéncias Fisiolégicas, Faculdade de Odontologia de Piracicaba, Universidade Estadual
de Campinas (UNICAMP).

A determinacdo da atividade antifangica d#sochalconas foi realizada contra 5
espécies d€andidg inculindoC. albicans(ATCC 90028) C. tropicalis(ATCC 750) C.
krusei(ATCC 6258) C. parapsilosiSATCC 22019) C. glabrata (ATCC 90030)

A conceentracdo inibitéria minima (MIC) foi determinada pelo teste de
microdiluicdoem caldode acordo com o documento M27 A3 (2008) do CLSI com
algumas modificac6e# suspen&o de leveduras foi ajustada par@ x 1¢ U ATt em
RPMI-1640 e os in6culos foram preparadd®PMI-1640 (SigmaAldrich) com L-
glutamina, sem bicarbonatte s6dio suplementado com 2% glise tamponado a pH,0
empregando tampaMOPS ( 0, 1 6 5% (@ignhaAldrich). As nitrochalconas fona
dissolvidasem DMSO e testadas econcentracGes que varamde 62,5 &0,48 ug mL™2.
Apés a determinacdo dalM, uma alquota do poco teste foi transferidarg placa de
meio Sabowaud Dextrose AgarApds 24 horas, a concentracéo fungicida minima (CFM)
foi determinada comosendo a menor concentracdo capaz ®éo se observar

desnvolvimento da cultura fangica (CLSI, 2008).

3.7 Atividade Antibacteriana

Os ensaios forarmde atividade antibacteriana foraealizados em colaboragédo com
0os pesquisades Prof. Dr. Pedro Luiz Rosalen e Dra. Janaina Orlandi Saodi
Departamento de Ciéncias Fisiologicas, Faculdade de Odontologia de Piracicaba,
Universidade Estadhl de Campinas (UNICAMP).

Foram selecionas trés espécies Gragmsitivas:LactobacillusacidophilusATCC
4356 Staphylococcus aureUSTCC 25923 e Streptococus mutandA 159, bem como
duas espécies Granegativas:Klebsiella pneumoniag(isolado clinico)e Pseudomonas
aeruginosaATCC 27853 Estes ensaiowram realizados segundodmcumento M0O7 A9
(2012 do CLSI com algumasadaptagbes. Para o desenvolvimento da metodoltmia

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

Osfarmacos antibacteriapaitilizados foram obtidas dos fabricantes farma de

pd. As nitrochalconadoram dissolvidasassepticamente em quantidadefequadas de
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DMSO e solubilizadas por agitacdo com o auxilio do voAsxsubstancias foram testadas
em comrentracdes que variam 68 a 62,5ug mL ™.

As cegpas congeldas a 20°C foram repicadasm agar BHEem temperaturd7 °C
por 24 horas, a partir dessas culturas foram preparados os inoculcsliem 0,85 %
estéril, sendo prepatas em concentracdo @& a 5 x10° UFC mL. Todos osnoéculos
foram conferidos por meida contagem de células em camar&ldabauer. Em seguida, o
indculo foi diluido em meio Miller Hyntoem uma proporcéo del00, para a obtencéo de
umasuspensdo 2,5 a 520* UFC mL?, a qual foi distribuida em placas de 96 pocos,
sendo um volume de 1QQ nas fileiras de & 12 onde estdo as substancias que se deseja
avaliar a atividade antibacteriaman concentracdes a partir de diluicio ada. Desta
forma, a suspensio in6culopasso a ser 1OUFC mL™. O controle positivalo teste foi
adicionado na fileird2 com adicdo de 1Q@. do meio Miller Hyntonlivre da substancia
100 L da suspenséo dmctériasTambém foi utilizado o controle de esterilidaibemeio
ou brancopara a leitira espectrofotométrica, na fileira 1, onde foi adicionado somente 200
pL do meio Miller Hynton As placas foram inculdas a37 °C sobagitagdo constante de
150rpm e a leitua ocorreu apds um periodo detttas, pomeio de leitura visual com o
reveladomresazuringl mg em 10nl de agua destilajl@ da leitura poespectrofotometria
a 490nm. (CLSI, 2012).

O ensaio para detainar a concentracdo bactericidainima foi realizado com a
finalidade analisar a acdetal da substancidPara isso, apos a leitura do resultad€ i,
cada concentracdo da microplaca de 96 pocos foi transferida para plaédgaroBHI
(Brain Heart Infusion). Aplacas foram incubadas a 87 e apos 2#oras,sendorealizada

a leituravisual observando a faracaode colénias(CLSlI, 2012).
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4. Resultados

4.1 Resultados das Siteses e das Analises Espectroscopicas de RMN

A quantidade de 2hitrochalconas foram sintetizadas e submetidas a analises
espectroscépicas de RMBs rendimentos das sinteses estdo apresentados na Tabela 1.
16.

Tabela 1.Rendimentoslas Sinteses das Nitrochalconas

Rendimentos (%)
E.12 63
Chalconas | E.14 68
com nitro na
posi - E.23 78
(anel A) E.25 73
E.31 91
E.02 75
E.O03 67
E.06 77
E.07 82
Chalconas
com nitro na|__E.08 75
Posl -1 EI10 70
(anel A)
E.11 82
E.26 66
E.30 85
E.32 96
Chalconas | E.33 68
com nitro na
posicéo 3 E.43 96
(anel B) E.47 90
Chalconas | E.34 89
com nitro na E 36 a4
posicao 4
(anelB) | E.42 97
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As nitrochalconas com o0 grupo nitro na posicdo 4 apresentaram 0s maiores
rendimentos de sintese, com rendimento médio de 90%, seguidas pelas nitrochalconas com
O grupo nitro nas posi-»es 3, 46 e 36, com

e 74% repectivamente.

A interpretacdo dos espectros de RMN Hepermitiu constatar a obtencio sla
nitrochalconas planejadaOs espectros de RMN confirmaram a presenca de dubletos com
constantes de acoplamento caracteristicas de ligacdo dupla casoooo U, b
insaturadasom configuragadrans (J 45 Hz) O espectro de RMN d€C apresentou
sinais caracteristicos de cetonas-ifisaturadagli 4188 ppm). A andlise simultanea dos
espectros de RMN diH e RMN de®*C conduziram & confirmagadas nitrochi@onas

planejadas

A seguir descrevenrse 0s rendimentosias reacfes de sintes&s atribuicdesdos
deslocamentos quimicas em ppm,dos sinaisobtidos s espectrgssendo especifice
entre pargtesesa multiplicidade do sindk - singleto;d - dubleto;dd - duplo dubletoddd

I duplo duplo dubleto en-multipleto) e constante de acoplameriiy.

4.1.1 SubstanciakE.02

Substancia E02: Rendimento 75%RMN de 'H (400 MHz, DMSGds) (mult; J em
Hz): 8,35 (d,J = 8,7 Hz,H-36e H50, 832 (d, J = 7,8 Hz,H-26e H69, 766 (d,J = 154
Hz, H-U), 7,54(d, J = 154 Hz, H- b), 6,95(d, J = 8,7 Hz,H-3 e H5), 771 (d,J = 7,8 Hz,
H-2 e H6). RMN de'C (100MHz, DMSO-ds) : 188,3(C-bd, 1635 (C-4), 150,0 (G4 6 ) ,
147,1(C-b), 143,5(C-1 Y 132,1(C-6), 1300 (C-2 ¥ 124,2(C-2), 117,0(C-3), 127,1 (G1),
115,3 (G5),121,6 (G3 $ 30,7 (G6 6 ) ,  15201),,BIC3)7CAnexos 14, p. 4041).
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4.1.2 SubstanciakE.03

Substancia E03: Rendimento 67%RMN de *H (400 MHz, DMSGds)  (rault; J em
Hz): 8,36 (d,J=89Hz,H-3 6 -2%)8&33(d,J=89Hz,H-206 -&) 793 (d,J=156
Hz, H-b), 7,70 (d,J = 156 Hz,H-U), 6,91 @dd,J =83 e 8,3; H5), 7,33 (d, J = 8,3; H6),
7,45(d, J = 8,3;H-4), 7,35 (s, H2). RMN de*C (100 MHz, DMSO-ds) : 1582 (C-b9,
1502 (C-3), 1463 (G4 6 ) , (@B),2448 (C1 61336,1 (C1), 130,4(C-2 & G6 )
130,1 (G5), 1243 (C-56 -8 0)C, 1 (a-3,2120,7(C-6), 1188 (C4), 115,9(C-2).
(Anexos 58, p. 4243).

4.1.3 SubstanciakE.06

Substancia E06. Rendimento 77%RMN de 'H (400 MHz, DMSGds) (mult; J em

Hz): 8,44 (d,J = 8.8 Hz,H-3 ®H5 )0 7,74 (d, J = 154 Hz,H-b), 763 (d, J = 154 Hz, H-

U, 8,31(d,J=82, Hz,H-2 6 -&)) 722(d,J = 8,1 Hz,H-6), 7,30 (s H-2), 691 (d, J =

7,9Hz, H-5). RMN de!3C (100MHz, DMSO-ds) : 1851 (C-b9, 149,8 (G4 6 ) , (G- 47, 1
4), 147,0 (G3), 146,1(C- b), 143,4(C-2 01432 (C-6 6 ) ,1 (13, 026,5 (C5 6924,3

(C-3 1233 (C-0), 118,6 (G6), 1162 (C-5), 116,1(C-2). (Anexos 912, p. 4445).
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4.1.4SubstanciakE.07

Substancia E.07 Rendimento 82%RMN de H (400 MHz, DMSGds) (rult; J em
Hz): 8,38(d,J=8,6 Hz,H-3 6 -2806 H, (d,8&5HzH-206 -€06 H, (d,835153
Hz, H-b), 7,84(d, J = 153 Hz, H-U), 7,70(s, H-6), 6,84(d, J = 7,1 Hz, H-4), 7,12(dd, J =
8,29;J = 1,81Hz, H-3), 2,35(s, 5-CH3). RMN de'*C (100 MHz, DMSO-ds) : 1B7,9(C-
09, 15,3 (C-2), 145,2 (G b), 144,0(C-16 1309 (C5), 130,8(C-2 6 -@)01€9,7(C-4),
128,1 (G6), 121,6(C-56 -8 0 )C, 4 (-2, 216,5 (G1), 1157 (C-3), 24,7 (®3-5).
(Anexos 1316, p. 4647).

4.1.5SushtanciakE.08

Substancia E.08 Rendimento 75%RMN de 'H (400 MHz, DMSGds) (mult; J em
Hz): 8,83(d,J=8,4HzH-3 6 e56H) , (d,87&811HzZH-26 -6 H, (d,895 15,8
Hz, H-b), 8,01(d, J = 15,8 Hz,H-U), 7,68 (dd J = 82 e 8,2;H-6), 7,19(d, J = 7,7 Hz, H-
4),7,11(d, J = 843; H-3). RMN de’3C (100 MHz, DMSO-ds) : 188,9 (C-b9), 1886 (C-
5), 154,1 (C-4 )9 1537 (C-2), 140,1 (C- b), 1448(C-1 6 ) , (Ct2360 ;@40129,7 (G4),
121,7 (G5 6 -2 0 )C,4 (& 118,2(C-1), 121,6(C-3), 1207 (G-6). (Anexos 1720, p.
48-49).
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4.1.6SubstanciakE.10

Substancia E.D: Rendimento 70%. RMN d&H (400 MHz, DMSGds) (rult; J em
Hz): 8,39 (sH-517,99(d,J=9,1 HZH-2 6 -& 6803(d,J = 15,8 Hz,H- b), 783(d,
J =158 Hz, H-0), 7,57(d, J = 7,4 Hz,H-2 e H6), 7,56(d, J = 8,7 Hz,H-3 e H5). RMN
de*C (100MHz, DMSO-ds): 188,7(C-b ¢ 3525 (G40 ) , ,1 (C-H)] 144,2(C-1 Y 1425
(C-4), 1443 (C-1), 1408 (C-2 & G6 6 ) ,8 (Ct3%1G5), 1295 (C-2 eC-5), 14,6 (C-3 6
eG506) ,2(@®)3. ( Ah2¢ p.&E51).2 1

4.1.7SubstanciakE.11

Substancia E11: Rendimento 82%RMN de *H (400 MHz, DMSGds)  (rault; J em

Hz): 7,91(dd, J=1,7 e 1,7Hz,H-2 %5 860 (did, J=78e 7,8Hz,H-4 6 )50 [dd8J,= 9.3

e 9,3Hz, H-6 1 7,80(dd, J = 74 e 7,4Hz, H-5 Y9 807 (d,J = 156 Hz,H-b), 792 (d, J =

78 Hz,H-3 e H5), 781 (d,J = 156 Hz,H-U), 768 (d, J = 84 Hz,H-2 e H6). RMN de

13C (100 MHz, DMSO-ds) : 188,3(C-h0), 148,6 (G3 6 ) ,,0 (Cth} 4352 (C16) ,,1 139
(C66), 113 534,8(C),C321 (G5),131,4 (G5 6 ) ,0(CE63 1305(C-2), 1273
(C-406), 12204),,8(CHRCB22,6(C-U. (Anexos 2528, p. 5253).
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4.1.8SubstanciakE.12

Substancia E.12 Rendimento 6%. RMN de'H (400 MHz, DMSQGds) (ult; J em

Hz): 8,65(dd, J= 19 e 1,9Hz, H-2 7,90 (ddd, J=74 e 7,4Hz,H-4 6 ) , 83=98 ( dd

e 9,3 HzH-6 Y0 7,84(dd, J= 7,4 e 7,4 HzH-5 68,05 (d, J = 15,6 Hz,H-b), 7,92(d, J =

7,8 Hz,H-3 e H5), 78 (d, J = 15,6 HzH-U), 755(d, J = 8,4 Hz,H-2 e H6). RMN de'3C

(100MHz, DMSO-ds) : 188,0 (C-b ) 148,1 (G4), 1459 (C-3 ¥ 1392 (G b), 1381 (C-

1 6136,0 (G6 6130,8 (G1),130,2 (G5 61306 (G2e C6),1299 (G4 6 ) , 122067),,8 ( C
1238(C- U), 1224 (G-3 e G5). (Anexos 2932, p. 5455).

4.1.9SubstanciakE.14

Substancia E14: Rendimento 68%RMN de !H (400 MHz, DMSGds)  mult;(J em

Hz): 8,4 (d,J=2,1Hz, H3 6 -B80d H, (d,895 &BHz, H2 6 -@ 6 7499(d, J = 15,5

Hz, Hb) , (#J=713,5Hz, HU) , (& J=88% Hz, H3 e H5), 7,68(d,J = 7,8 Hz,

H-2 e H6). RMN de3C (100MHz, DMSO-de) : 188,7(C-b9), 1503 (C-4 6 ) ,6 (Ctb} 4

1423 (C-1 6134,6 (C-1), 134,1 (G3), 1324 (G5), 1321 (C2 6 ) , 163d1),,4 K3, 3 (
2), 1249 (C-6), 124,3 (C4), 123,4 (G3 6 ) , , 51CHD9 ,4 (&R @nexos 3336, p.

56-57).
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4.1.10Substancia E.23

Substancia E.23 Rendimento 78%RMN de *H (400 MHz, DMSQGds) (ult; J em
Hz): 8,85 @ddd, J=0,6; 1,8 e 8,0; H"), 8,51 ¢id, J=7,8¢e 7,8; "), 8,64 (1d, J=1,8 e
1,8; H2", 733(d, J = 78; H-3),7,96 (m, H3i H-5), 8,07(d,J = 15,6; HU), 7,87 (d,J =
15,6; Hb), 7,51 (m, H-2 e H6). RMN de *C (100 MHz, DMSO-ds) : 187,6(C-b9,
1544 (C36) , (C1#,8458(C16) , 16400),,6 (CHLICR39,8(C-5) 138,7(C-
3 e G5), 1350 (G4), 1339 (G4 ) 130,4 (G2), 126,3 (G6), 1229 (G2 % 1192 (G 0.
(Anexos 3740, p. 5859).

4.1.11Substanciak.25

Substancia E25. Rendimento 73%RMN de 'H (400 MHz, DMSGds) (mult; J em

Hz):): 8,49 (dd, J= 0,4; 1,7 e 8,3 Hz, H'), 8,60 (d, J= 8,5 e 8,5 Hz, I5'), 7,94 (d, J

=1,6 € 1,6 Hz, k'), 7,90 (d,J = 14,5 Hz Hb), 7,83(d, J = 14,5Hz, H-U), 780(d,J= 87

Hz, H-2 e H6), 7,05(d, J = 79 Hz,H-3 eH-5), 373 (s,4-OCH3). RMN de3C (100 MHz,
DMSO-de) : IB7,8(C-b9), 162,2(C-4), 148,6 (3 6 ) , (Ctb% 638,1(G16) , (G35, 1
5% 131,8(C-1), 130,2(C-2), 127,6(C-6), 123,2 (G4 0 ) ,  12189),,2 (CHICA14,8

(C-3), 114,1 (G5) 559 (4-OCHs). (Anexos4li 44, p. 6061).
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4.1.12SubstanciakE.26

Subgéancia E.26: Rendimento 66%RMN de H (400 MHz, DMSGds) (rult; J em
Hz): 8,38(d,J = 88 Hz,H-3 & H5 ) 8,33(d, J = 8.7 Hz,H-2 & H6 )0 7,87 (d, J = 146
Hz, H-b), 7,76(d, J = 14,6Hz, H-U )7,89(d, J = 86 Hz,H-2 e H-6), 7,04 (d, J=56 Hz,
H-3 e H-5), 3,73 (s,4-OCHs). RMN de3C (100 MHz, DMSO-de) : 188,6(C-b9), 162,2

(C-4), 150,5 (G4 6 ) ,,2 (CHEJ,A50,1 (G1 6 ) ,,7 (&24¥6146,6 (C6 6 ) , 11,3, 8

1315 (G-2), 130,3 (G6), 129,7 (G3 6 ) ,0(Ct520224,6(C-U), 119,9 (G3), 1149 (C5),
556 (4-OCHs). (Anexos 41 48, p. 6263).

4.1.13SusbhtanciakE.30

Substancia E.30 Rendimento 85%RMN de 'H (400 MHz, DMSGds) (mult; J em
Hz):8,31(d,J = 9,1, H2 & H-@& 8,00 (d, J= 15,6 HzH- b), 8,21 €, J = 7,9, J = 1,7 Hz,
H-2 6 H-8 68,63(d, J = 15,6 HzH-U), 7,51(d, J= 7,6 Hz,H-2 e H6), 7,21 (m), 2,71(s,
4-CHs). RMN de 3C (100 MHz, DMSO-ds) : 1i88,7 (C-b9, 1509 (G3 6 )42,8(C-b),
1425(C-1 6) , 163066),,0 (CH13C830,2 (G5 6 ) , (Ct32e855)7128,0, 126,9 (€
406), (Cl22€&6)424,8(G206) ,4(QQ, 34,3 @-CHs). (Anexos4di 52, p. 6465).
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4.1.14SubstanciakE.31

Substancia E.31 Rendimento 91%. RMN d&H (400 MHz, DMSQGds) (ult; J em

Hz): 8,52 @dd, J= 0,5; 1,9 e 8,7 Hz, #4"), 8,63 (ld, J= 8,1 e 8,1 Hz, '), 7,93 (d, J =

1,2 e 1,2 Hz, k'), 8,15 (d,J = 14,5 Hz Hb), 7,81(d, J = 14,5 Hz,H-U), 8,34(d, J = 9,6

Hz, H-2), 7,74(d,J = 7,2 Hz, H5), 7,91(dd,J = 8,5 e 8,5Hz, H-6). RMN de 3C (100

MHz, DMSO-ds) : i87,8(C-b )0 148,3 (G3 6 345,6 (Gb), 143,7 (G1 6 ) , 16488),,3 ( C
1387 (C-1), 135,3 (C3), 1353 (C-4), 1322 (C-5 9 131,1 (C5), 130,9 (G2), 1294 (G4 %

128,9 (G6), 123,8 (G2 6 ) ,4 (& . BAnex0s53i 56, p. 6667).

4.1.15SubstanciakE.32

Substancia E.32 Rendimento 96%. RMN dé&H (400 MHz, DMSGds) (mult; J em
Hz): 8,39 (s,H-3 6H50 ) 31 (& J=8,4Hz,H-2 6 H-6 6 ) , (d, 8 D46 Hz, H- b),
7,79(d, J = 14,5Hz, H-U), 7.75(d, J = 8,3Hz, H-2), 7,74(d,J = 1,3Hz, H5), 7,91(dd, J

= 8,7 e 8,7Hz, H-6). RMN de *C (100MHz, DMSO-ds) : 1i886 (C-b ¥ 1503 (C-40 )
1438 (C-b), 1427 (C-1 6 ) ,,3 (@-13, 33,3 (G3), 132,3(C-4), 1308 (C-20e G6 B
1302 (C-5),128,5(C-2), 15,4 (C6), 1222 (CG3 6 -% 6 I92 (C- U). (Anexos57i 60, p.
68-69).
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4.1.16SubstanciakE.33

Substancia E33: Rendimento 6%. RMN de 'H (400 MHz, DMSQGds) (ult; J em
Hz): 8,22 (dd J= 7,8 e 7,8 HzH-2), 832 (d,J = 76 Hz,H-4), 815 (d,J = 156 Hz, H-b),
7,82(d, J = 156 Hz,H-U), 8,16 (d,J = 86 Hz,H-28e H-60), 827 (dd, J = 79 e 7,9Hz, H-

6), 773(dd, J= 7,6 e 7,6 HzH-5), 711(d, J= 71 Hz,H-3@H-5 6 ) 8 7 (3QCH3). 4 6
RMN de3C (100 MHz, DMSO-de) : 187,7(C-b9, 163,9 (G4 6 ) ,  133,8419(C-( C
b), 137,1 (G1), 135,1(C-6), 131,7(C-2 % 131,5 (C-6 )5 13Q1 (C-5), 130,4 (C-U), 1255,
(C-2), 125,3 (G4), 123,6 (C3 6 ) ,0(Ct5184) , (4 #D6Hs)1(Anexos 6164, p. 7071).

4.1.17SubstanciakE.34

Substancia E34: Rendimento 89%RMN de *H (400 MHz, DMSGds)  (rault; J em

Hz): 8,29 (d, J = 84 Hz,H-3 e H-5), 8,15(d, J = 154 Hz, H-b), 7,79(d, J = 154 Hz, H-U),
8,21(d,J=79 Hz,H-2 éH-6 & ) , (d,85 79%z,H-2 e H-6), 7,12(d, J = 9,4Hz, H-3 &

e H5 6 )73 (5,8 90CHs). RMN de’3C (100MHz, DMSO-ds) : 187,6(C-b9, 174,9 (C

46), (Ci49, 448,6(C-b), 141,8(C-1), 140,8(C-2 6 ) , (Cx63Hp1UI0A4(C-16), 129, 5
(C-2), 126,4 (G6), 12,6 (C-U), 123,0 (G3), 1147 (C-5), 112,6 (G2 6 ) 4,3 (@510 H,1 6

(4 ®©CHs). (Anexos65i 68, p. 7273).
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4.1.18SubstanciakE.36

Substancia E.36 Rendimento 84%. RMN d&H (400 MHz, DMSQGds) (ult; J em

Hz): 8,45 (s, H-5), 8,14(d, J = 15,3Hz, H-b), 7,85(d, J = 15,3Hz, H-U), 8,30(d, J = 6,9

Hz, H-2 e H6), 8,20(d, J = 7,5Hz, H-26 ) , (dd, J& 8,8 8,8Hz, H66 ) , (d8J =17
6,8Hz,H-5 6 ) . R¥XK0OMEZ DMSOds) : 189,1(C-b)0148,3 (G4 6 ) ,7(Ct 4 2

b), 141,8(C-1), 1412 (C4 6 ) , 11367366 (CB 6131,4(C-2)13,7(C56) ,3 130
(C-60 ) , ,3(C-2 ®G6), 1255 (C-U), 1240 (G-3 e G5). (Anexos 6972, p. 7475).

4.1.19SubstanciakE.42

Substancia E.42 Rendimento 97%RMN de 'H (400 MHz, DMSGds) (mult; J em
Hz): 8,29(d, J = 8,1 Hz,H-3 eH-5), 8,4 (d,J = 15,7 Hz,H-b), 7,83(d, J = 15,7 Hz,H-U),
8,18(d, J = 8,2 Hz,H-2 eH-6), 7,71 (m, H3 & H-5 67,61(dd,J=7,5e 7,5 Hz, F2 e
H-6). RMN de*C (100MHz, DMSO-ds) : 189.5(C-bd, 1486 (G4 6 ) , (Cibj B41,@
(C-1),141,5(G1 6 ) ,  14307), ,8 (QpBEAC6 6 ) ,3(Ct28e0G5 6 ) ,3(Cl22 &

-

6), 1261 (G U), 1240 (C-3 e G5). (Anexos73i 76, p. 7677).
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4.1.20SubstanciakE.43

Substancia E.43 Rendimento 9%. RMN de 'H (400 MHz, DMSQGds) (ult; J em
Hz): 8,27 @dd, J=0,9; 1,9 e 8,6; H), 8,21 ¢d, J=7,8e 7,8; F6), 7,75 ¢d, J=19 e
1,9; H2),833(d,J=76 Hz, H-39,7,76 (m, H3 ®H-50) , (d,85 168; HU), 7,84
(d,J=15,6; Hb), 7,61(m, H2 6 -& 6 BN de'3C (100MHz, DMSO-ds) : 1895 (C-
b9, 148,3 (C3 6 ) ,2 (@ @),1137,9(C-1 % 1361 (G1), 15,6 (G4 6 ) ,5(Ct6B B309
(C-20e G606 ) , (@5,99,8(C206 -&06)C,5, (-2)5125,4 (G2), 1233 (C4).
(Anexos77i 80, p. 7879).

4.1.21SubstanciakE.47

Substancia E.47 Rendimento 90%. RMN d&H (400 MHz, DMSGds)  (rault; J em
Hz): 8,71(d, J = 8,1 Hz,H-6), 7,96(d, J = 15,3Hz, H-b), 713 (d, J = 15,3Hz, H-U), 8,08
(d,J=7,5Hz, H-2 6H6 6 ) , (MM:4Y, 8,56(d, J=7,8 HzH-4 6 ) , (d, d = D4z,
H-3). RMN de'C (100MHz, DMSO-ds) : 1897 (C-b ) 1646 (G-2), 145,6(C-b), 14Q3
(C-5), 1375(CLd6) , 1434),.6 (Hx@®GE/6) , (GPAOGS86) ,,3(@6), 2
1221 (G 4), 121,1 (G U), 117,3 (G1), 116,2 (G3). (Anex0s81i 84, p.8081).
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4.2 Avaliagéao da Atividade Anti-HCV

4.2.1Viabilidade de Hepatoécitos Huh 7.5 Ensaio do MTT

Para a andlise de viabilidade dos hepatdcitos Huh fgr&m testadas 16
nitrochalconas. As ub st ©nci as foram ensaiadas &m conc

O resultado dos testes de viabilidade dos hepatécitos Butemmstrou que as
nitrochalconasa 50 glmapresenthram efeito citotdxico, exibindo valores de
viabilidade celular irdriores &0%.

Quando os testes foram realizados com as substancias na concentragamnael
L, a viabilidade celular das substanci&$6 a E.08 e E.23 foram superiores a 80%
sendo assimnestaconcentracao foi selecionada pasensaios dmibicdo dareplicacdo do
HCV.

Na Figura 5 (p. 29 12 nitrochalconagE.03, E.06, E.O7 E.08, E.14, E.23, E.25,
E.26, E.30, E.33, E.42 E.43) apresentaram viabilidade celular superior a 80%, quando
t est adas . &ondderantal elevad&@bilidade celular, 8 concentragdede 2e
10 pmol L foram selecionadapara a realiza¢do dos ensaios de inibicdo da replicacdo do
HCV.
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Taxa de Replicacao (%)

1401
1204
1004

4.2.2Inibicdo da Replicagdo do HCV- Ensaio de Luciferase

O valor da porcentagem de inibicdo da replicacdo do HCV foi mensurado pelo
valor daviabilidade celular Kigura 5 p. 29) subtraidos do valor da taxa de replicacédo
(LUC) do HCV, para cadaitnochalcona fFigura 6 p. 30.

Dentre as substancias testadas na concentracéo de 10 hrasldubstancids.03,

E.14, E.25, E.3, E.42 e E.43n&0 demonstraram inibic@a replicacdo do HC\A Figura
6, (p. 30 demonstrou as taxas da inibicaoarejplicacdado HVC.

Figura 6. Atividade Anti-HCV dasNitrochalconas €iclosporina A CsA)

LUC LUC
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77777

T

o

?')
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Fonte: Autor, (2016

As substancia€.06 e E.08 apresentaram inibicdo da replicagdo do HCV na
concent r a- «bdenoastrahdumanpmricenthgem deibicdo dareplicacio de
aproximadament80%.

As substanciag.07 e E.23 demamstraramuma inibigdona replicagédo do HCV,
exibindotaxas denibicédo dareplicacdo de 20%, porém apenas ena @ancentracao mais
elevadal 0 e Mol L
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4.3 Avaliagéo da Atividade AntiCandida

A Tabela 2(p. 31) sumarizouos resultads dos valores de concentracao inibitoria

minima(CIM) e valores de concentracdmgicida minima (CFMparaas cincoespécies

deCandida(C. albicans C. tropicalis C. krusej C. parapsilosis C. glabrata).

Tabela 2 Atividade AntiCandida das Nitrochalconas Expressa corMalores de
Concentragdo Inibitéria Minima (@I em ug mL?Y) e Concentracdo Fungicida Minima

(CAV empg mL1).

Ca 90028 | Ca5314 Cg Ct Cp Ck
E12| 625/ * 62,5/# 62,5/# >62,5/# | 31.25/62,5
E.13| 62,5/>62.5 * 62.5/4 62.5/4 >62.5/4 | 62,5/>62,5
Chalconas com
nitro na posicdo| E.23| 0,97/3,90 | 3,91/7,81 | 31,25/62,5| 31,25/62,5 | 31,25/>62,5 31,25/62,5
30 (anigos| e255625 62,5/* 62,5/* 62,5/ | 62,5/>62,5
E31| 625/ * 62,5/* 62,5/* >62,5/# | 31.25/62,5
E02| 625/ * 62,5/# 62,5/# 62,5/# 62,5/4
E.03| 31,25/62,5 * 625/ | 31,25/62,5| 31,25/62,5| 31,25/62,5
E06| 62,5/ * 62.5/4 6254 | 62,5/>625| 625/
EO07| 625/ * >625/4 | 625/# 62,5/# >62,5/#
Chalconas com| g og | 7,81/31,25| 7,81/31,25 * * * *
nitro na posic&o
46 (an(E10| 625/ * 625/t | >625/4 | >625M | >625/#
E11| 62,5/ * 62.5/4 62.5/4 62.5/4
E26| >625/# * >625/4 | 62504 >62.5/4 | >625/#
E30| 625/ x >625/4 | >625/ | >625/# 62,5/4
E32| 625/ * 62,5/4 62,5/# 62,5/# >62,5/#
E.33| 62,5/>62.5 * 62.5/>62.5| 31.25/>62,5 31,25/>62,5  62.5/#
Chalconas com
nitro na posicdo| E.43|  62,5/# * 625/ | 15,62/31,25 31.25/>62,5 31.25/>62.5
3(@nelB) | 471 1562/31.25 15.62/31.25 62,5/ 31,25/# 62.5/4 31 25/#
*
Chalconas comE-34 | 62.5/# 62,5/4 62,5/4 62,5/# >62,5/#
nitro na posicao| E.36 62,5/# * 62,5/# 62,5/# 62,5/# 62,5/#
4(@nelB) | £ 4o 31.25/562,5 * 62.5/4 625/ | 62,5/>625| 625/#
fluconazol 16 16 2 2 1 32
anfotericinaB 0,5 0,5 0,5 0,5 0,25 0,5

* ndo foi testadg # CIM = CFM; Fonte: Autor (2019
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Dentre a1 nitroc hal c onas -tnigcxhalaothak.23 apresentdudpotente
atividade antiCandidg exibindo valores de CIM compreendidos entre 0,97 e 31,25 ug
mL L. ContraC. albicans90028 eC. albicans5314 E.23foi cerca de 2 e 8 vezes menos
potente que a anfotericina Bontudo, contra as duas cepasdalbicansfoi mais potente
que o fuconazol. A segunda nitrochalcona com maior poténciaCamdidaf oi -a 46
nitrochalconaE.08 (2-OH, 5F), a qualexibiu valores de CIM de 7,81 pug micontra as
duas cepas d€andida Dentre as chalconas com o grupo nitro no anel B, destaea
atividade da 3 nitrochalconaE.42, a qual apresentou CIMe 31,25 pg mi contra
C.albicans90028.

As 3 -Onitrochalconas contendo substituintes retiradores de eléttoh2 (4-F),

E.13 (4-Cl), E.14 (4-Br), E.31 (3,471 diCl)], bem como aceptor de elétrors.25 (4-
OCHg)] promoveram significativa redugdo na atividade antifungica. A Unica excecéo foi
observada par€. kuseic ont r a a- nitfackalconagEsl2 (8F e E.31 (3,4Cl)
exibiramos mesmos valores de CIM e CFM.

Ao contr 8miidrdabal3cdonas, as <chalconas
apresentaam baixa atividade antifungica. Dentre essas, desteoa atividade anti
Candidade E.03, a qual demonstrou valores de CIM e CFM de3% 62,5 pug mt,
respectivamente, cont albicans90028,C.tropicalis C. parapsilosise C. krusei

Dentre as chalconasom o nitro no anel B, destacara®mE.47 e E.42 A 3
nitrochalcona hidroxiladaE.47 apresentou potente atividade dabtindidg exibindo
valores de CIM e CFM de 15,62 e 31,25 pgkespectivamente conti@. albicans
90028 eC. albicans5413, valores similares aqueles obtidos para o fluconazol. Frente as
espécies d€.tropicalise C. kusei E.47 apresentou atividade moderadamcealores de
CIM e CFM de31,25 ug mt?.

4.4 Avaliagédo da Atividade Antibacteriana

A Tabela 3(p. 33) sumarizows resultados dos valores de concentracao inibitéria
minima (CIM) e valores de concentracBactericida minima (CBM) paraspécies
Pseudomonas aeruginasKlebsiella pneumoniaécepa sensivel)3reptococcus mutans
Lactobacillus acidophils, Saphylococcus aureus Saphylococcus aureusIRSA, cepa
resistente a meticilina
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Tabela 3 Atividade Antibacterianadas Nitrochalconas Expressa corv@alores de
Concentracio Inibitéria Minima (®1 em ug mL?Y) e Concentracdo Bactericida Minima

(CBM empug mL?).

Pa Kp Sm La Sa SaMRSA

E.12 >62,5H >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/#

E.13 >62,5H# >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/#

Chalconas co E.14| >62,5# >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/#

nitro na posicad E.19 >62,5# >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/#

30 (anipos| seosm | >625# | >625# | >6254 | >625M# | >62,5/4

E.25 >62,5/# >62,5/# | 31,25/31,25 >62,5/# >62,5/# >62,5/#

E.31 >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/#

E.02 >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/#

E.03 >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/#

E.06 >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/#

E.07 >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/#

Chalconas co E.O8 >62,5/# >62,5/# * * 1,95/3,90 | 1,95/3,90

nitro na posi¢aq E.10 >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/#

40 (anieqq| seom | >625M | >62,54 | >62,5H | >62,5M | >62,5/

E.22 >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/#

E.26 >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/#

E.30 >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/# >62,5/#

E.32 >62,5/# >62,5/# 31,25/62,5| >62,5/# >62,5/# >62,5/#

Chalconas co E.33 >62,5/# >62,5/# 62,5/62,5 >62,5/# >62,5/# >62,5/#

nitro naposicao| E.43 >62,5/# 31,25/62,5 >62,5/ >62,5/# >62,5/# >62,5/#

3(@nelB) |47 30309 3,0/39 | 1,95/390 | 1,95/390 | 0,97/0,97 | 1,95/1,95

Chalconas co E.34 >62,5/# >62 5/# >62,5# >62,5/# >62,5/# >62,5/#

nitro na posi¢caq E.36| >62,5/# >62,5/# | 31,25/31,25 >62,5/# >62,5/# >62,5/#

4@nelB) | Eap| sea5m | >625m | 3125625 >62,5M4 | >625M | >62,50
ciprofloxacina 0,625 - - - - -
cefalosporina - 1 - - - -
clorexidina - - 0,625 0,10 - -
vancomicina 1 2

* ndo foi testadg # CIM = CBM ; Fonte: Autor (2016
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Dentre as 21nitrochalconas testadas, a substangid7 apresentou potente
atividade antibacterianaxibindo valores de CIM compreendidastre 1,95 e 3,90g mL
!, ContraStaphylococus aurei5923e Staphylococus aureWdRSA, E.47 exibiu CIM e
CBM de 0,97 e 1,95 pg mi, valores similaress concentragbes daancomicina
antibiético de referéncig&ontra as cinco espécies bacteriaiady foi tdo potente quanto
a vancomima. Portantoa substanci&.47 apresentou comportamento bactericida contra
todas as espécies quando testada em 3,90 pig Bessa formak.47 apresenta espectro
de acdo amplo, atuando sobre bactérias agitivas e Granmegativas.

A substéanciak.43 denonstrou potente atividade contkdebsiella pneumoaeg,
exibindo uma CIMe CBMde 31,2% 62,5ug mL?, respectivamente.

As substanciag.25, E.32 E.36 e E.42 demonstraram potente atividade contra
Streptococus mutangA 159, exibindo uma CIM de 31,25 pglL™.

Contra Staphylococus aureu25923 e Staphylococus aureuMRSA 33591 a
substanci&.08 demostrou uma CIM CBMde1,95e 3,90ug mL?, respectivamente.

Em linhas gerais, salient@e que dentre as espécies bacterianas tesfadastans
foi a mais sensivel, enquant®. aeuruginosafoi a mais resistente ao efeito das

nitrochalconas.

5. Conclusbes

A série com 24itrochalconadoi sintetizadacom rendimentogue variaram de 63
a 9P®0. As substancias com ougo nitro na posi¢do 4anel B foram obtidas conos
maiores rendimento®s quaisvariaram de 84 a 97%. Astrochalcona€.07 e E.08 séo

substanciaméditasna literatura

As substancia&.42 e E.43 foram citotoxicasparahepatocitosHuh-7,5 a2 pmol

Lte a 10umol L%, segundo osnsaiosie MTT.

A substancig&E.08 foi capaz denibir a replicagdo do HCV em 30%, a 2 pmot,L
por meiodo ensaio de luciferaspermitindouma viabilidadecelularde aproximadamente

100% de acordo com o ensaio de MTT.
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A substan@m E.23 demonstrouatividade antiCandida albicans exibindo valores
deCIM de 0,97ug mL?, a qual possui uma atividade duas veatssior que a anfotericina
B.

A substécia E.47 exibiu atividade anti Staphylococcus aureug antk
Staphylococcus aureugsistentea meticiling demonstrandoalores deCIM de 0,97 e
1,95ug mL ! respectivamenten qualfoi similar & vancomicina

O grupo nitro estad presente em inumefasmacos incluindo metronidazol,
nitrofural, furazolidonae cloranfenicol; os quais possuatividade antimicrobiana

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

Nossos estudos quimicos e biolégicos de nitrochalconas conduziram a descoberta
de hits, os quais podem semrliosos prabtipos para o desenvolvimento dgentes ani

infecciososnovadores.
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ANEXO 1. Espectro de RMNle'H dasubstanci&.02 (DMSO-ds; 400 MHz)

RMN 1H ) - yNens
Prof. LuisOctavio, Eder Paganini NNNNN
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20C
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ANEXO 2. Ampliacdo do espeai de RMN dée'H da substanci&.02 (DMSO- dg; 400
MHz).
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ANEXO 3. Especto de RMN de*C da substanci&.02 (DMSO- ds; 100MHz).

RMN 13C X b 595 5888
Prof. LuisOctavio, Eder Paganini 2 ] 9 doxs
T-24, 13.1 mg em DMSO — — — o
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ANEXO 4. Ampliacdo do espearde RMN de*C da substanci&.02 (DMSO- ds; 100
MHz).

RMN 13C ]
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ANEXO 5. Espectro de RMNleH dasubstancid&€.03 (DMSO-ds; 400 MHz).

RMN 1H REZAN
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f1 (ppm)

ANEXO 6. Ampliagdo do espeat de RMN dé'H da substancii.03 (DMSO- ds; 400

MHz).
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ANEXO 7. Especto de RMN de*C da substanci&.03 (DMSO- ds; 100MHz).

RMN 13C IRR3
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130 120

f1 (ppm)

110

100 90 80

ANEXO 8. Ampliacédo do especirde RMN de'*C da substanci&.03 (DMSO- ds; 100

MHz).

RMN 13C
Prof. LuisOctavio, Eder Paganini
T-25, 12.7 mg em DMSO

20C
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ANEXO 9. Espectro de RMNleH dasubstanci&€.06 (DMSO- ds; 400 MHZ).

RMN 1H R
Prof. LuisOctavio, Eder Paganini @ 0 © B
T-42, 8.5 mg em DMSO N
20C
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NI Mo NN =
[eLewvoNNNNNAN
ISNISISINININININNN
N\%
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® ©
© ©
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|

.5 7.0 6.5 6.0

11.0 105 100 95 90 85 80 55 5.0
f1 (ppm)

ANEXO 10. Ampliagdo do espeat de RMN dée'H da substanci&.06 (DMSO- ds; 400
MHz).

20C

RMN 1H EE-R=

Prof. LuisOctavio, Eder Pagawinic oo

T-42, 8.5 mg em DMSO \/
I
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f1 (ppm)



ANEXO 11. Especto de RMN de*C da substanci&.06 (DMSO- ds; 100MHz).

RMN 13C ? SRTOHM HYIALIS
Prof. LuisOctavio, Edgr Paganini SILTLY F9INRVYY
T-42, 8.5 mg em D HreA A A
20C ~N e SN
o " b Lot A J k by | "
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 1191 ( 10)0 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
ppm

ANEXO 12. Ampliacdo do espearde RMN de'*C da substancig.06 (DMSO- ds; 100

MHz).

RMN 13C gr a8 § g 2 88 5 NS
Prof. LuisOctavio, Eder Pagqﬁi@ <] o] =] S L2 ] s
T-42, 8.5 mg em DMSO  — — - = - — — - = = =o
20C 4 Il Il N
!
]
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
158 156 154 152 150 148 146 144 142 140 138 136 134 132 130 128 126 124 122 120 118 116 114 112 110 108 106 104
f1 (ppm)
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ANEXO 13. Espectro de RMNle!H dasubstancid&€.07 (DMSO-ds; 400 MHz).

RMN 1H

Prof. LuisOctavio, Eder Paganini
T-44, 10.8 mg em DMSO

20C
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ANEXO 14. Ampliagcdo do espeat de RMN dé'H da substancii.07 (DMSO- ds; 400
MHz).

RMN 1H

Prof. LuisOctavio, Eder Paganini
T-44, 10.8 mg em DMSO
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f1 (ppm)

46



ANEXO 15. Especto de RMN de*C da substanci&.07 (DMSO- ds; 100MHz).

RMN 13C

Prof. LuisOctavio, Eder Paganini
T-44, 10.8 mg em DMSO

20C
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ANEXO 16. Ampliacéo do especirde RMN de'3C da substanci&.07 (DMSO- ds; 100

MHz).

RMN 13C

Prof. LuisOctavio, Eder Paganini
T-44, 10.8 mg em DMSO

20C
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ANEXO 17. Espectro de RMNle!H dasubstancid.08 (DMSO-ds; 400 MHz).

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

RMN 1H
20C

i)
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5.0 4.5 4.0 3.5

f1 (ppm)

ANEXO 18. Ampliacdo do espeai de RMN de'H da substancig.08 (DMSO- dgs; 400

MHz).
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ANEXO 19. Especto de RMN de*C da substanci&.08 (DMSO- ds; 100MHz).

RMN 13C

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

20C

Il N

230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 f112(0 )110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
ppm

189.71
189.54

~

ANEXO 20. Ampliacdo do especirde RMN de**C da substanci&.08 (DMSO- ds; 100
MHz).

RMN 13C

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

20C

189.71
- 189.54

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
210 205 200 195 190 185 180 175 170 165 160 ¢ 1(55 N 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100
1 (ppm
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ANEXO 21. Espectro de RMNle!H dasubstancid&€.10 (DMSO-ds; 400 MHz).

RMN 1H

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

8.39

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)

ANEXO 22. Ampliagdo do espeat de RMN dé'H da substancii.10 (DMSO- ds; 400
MHz).

RMN 1H

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

8.39
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1 (ppm
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ANEXO 23. Especto de RMN de*C da substanci&.10 (DMSO- ds; 100 MH?2).

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

188.77
188.67

<

250 240 230 220 210 200

190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40

f1 (ppm)

ANEXO 24. Ampliacéo do especirde RMN de-*C da substanci&.10 (DMSO- ds; 100

MHz).

RMN 13C
Luis Octavio, Eder P E-10, 2.1 mg em DMSO
20C
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ANEXO 25. Espectro de RMNle!H dasubstancid&€.11 (DMSO-ds; 400 MHz).

RMN 1H

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

20C

L i n Jvl 1 L

9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5

50 45 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 05 00 05
f1 (ppm)

ANEXO 26. Ampliacdo do espeat de RMN dé'H da substancii.11 (DMSO- ds; 400
MHz).

RMN 1H

Prof. LuisOctavio, Eder Paganini
E-11, 7.9 mg em DMSO
20C

S n ~ © —

— =) S ~ N

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.60 8.55 8.50 8.45 8.40 8.35 8.30 8.25 8.20 8.15 8.10 8.05 8.00 7.95 7.90 7.85 7.80 7.75 7.70 7.65

f1 (ppm)
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ANEXO 27. Especto de RMN de*C da substanci&.11 (DMSO- ds; 100 MH2).

RMN 13C B88NIIRLIGRRE A
Prof. LuisOctavio, Eder Paganini SYISUINAASNNANR
E-11, 7.9 mg em DMSO LIS ISAS
20C B

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

ANEXO 28. Ampliacéo do especirde RMN de-3C da substanci&.11 (DMSO- ds; 100

MHz).

RMN 13C g ] g S RJ2LRITS K3
Prof. LuisOctavio, Eder Paganini % k3 3 & BIRRRRKR IVY
E-11, 7.9 mg em DMSO | BN, B

20C
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ANEXO 29. Espectro de RMNle!H dasubstancid€.12 (DMSO-ds; 400 MHz).

RMN 1H

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

20C
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ANEXO 30. Ampliacdo do spectro de RMNJe *H da substancieE.12 (DMSO-ds; 400
MHz).

RMN 1H

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

20C
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ANEXO 31. Especto de RMN deC da substanci&.12 (DMSO- ds; 100 MH?2).

RMN 13C

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

20C

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

40 30 20 10 0 ~-10 -20 -30 -40 -50

ANEXO 32. Ampliacdo do specto de RMN de'C da substanci&.12 (DMSO- ds; 100
MHz).

RMN 13C
Prof. LuisOctavio, Eder Paganini
E-12, 13.6 mg em DMSO
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ANEXO 33. Espectro de RMNle!H dasubstancid€.14 (DMSO-ds; 400 MHz).

RMN 1H

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

20C

11.5 11.0 105 10.0 9.5 9.0

70 65 6.0 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 0.0 -05 -1.0

55 5.0
f1 (ppm)

ANEXO 34. Ampliacdo do espeat de RMN dé'H da substancii.14 (DMSO- ds; 400
MHz).

RMN 1H

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

20C
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ANEXO 35. Especto de RMN de*C da substanci&.14 (DMSO- ds; 100 MH?2).

RMN 13C R nEh3LRRERS
Prof. LuisOctavio, Eder Paganini ofYANTAN—HOF TN
E14,11.2mgemDMSO@a LII202233S
20C I R e NV

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 fll%o )100 920 80 70 60 50 40 30 20 10 0
ppm

ANEXO 36. Ampliacéo do especirde RMN de-3C da substanci&.14 (DMSO- ds; 100
MHz).

RMN 13C R = T B LA 88K
Prof. LuisOctavio, gder Paganini I g q TNAQ RN
E14, 11.2 mg em BMSO — — — —
20C I [ FN L N
|
T T T T T T T T T T T T T T T T T
195 190 185 180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115

f1 (ppm)
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ANEXO 37. Espectro de RMNle!H dasubstancid.23 (DMSO-ds; 400 MHz).

RMN 1H
Luis Octavio, Eder P E-23, 2.5 mg em DMSO
20C

L
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—

11.5 11.0 105 10.0 95 55 50 45
f1 (ppm)

ANEXO 38. Ampliacdo do spectro de RMNJe *H da substancieE.23 (DMSO-ds; 400
MHz).

RMN 1H
Luis Octavio, Eder P E-23, 2.5 mg em DMSO
20C
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ANEXO 39. Especto de RMN de*C da substanci&.23 (DMSO- ds; 100 MH?2).

RMN 13C

Luis Octavio, Eder P E-23, 2.5 mg em DMSO

20C

87.65

250 240 230 220 210 200 190

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

80

ANEXO 40. Ampliacdo do specto de RMN de'C da substanci&.23 (DMSO- ds; 100

MHz).

RMN 13C

Luis Octavio, Eder P E-23, 2.5 mg em DMSO

20C
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ANEXO 41. Espectro de RMNle!H dasubstancid.25 (DMSO-ds; 400 MHz).

RMN 1H

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

20C
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ANEXO 42. Ampliagdo do espeat de RMN dée'H da substanci&.25 (DMSO- ds; 400
MHz).

RMN 1H

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

20C
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ANEXO 43. Especto de RMN deC da substanci&.25 (DMSO- ds; 100 MH2).

RMN3C ] 89 $EKR88RNRS s enzlogn
Prof & uisOctavio, Eder Pagagjini £e ARARRRNNTY a Scslisas
E25/6.2mgemDMSO | I AN NN NN
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ANEXO 44. Ampliacéo do especirde RMN de-*C da substanci&.25 (DMSO- ds; 100
MHz).

RAN 13C S 8% ¢ =SK283 § % & s gougHRRe
Prgf. LuisOctavio, Eder Paganing £e & BRE88% 8 2 % R feapansg
E 25, 6.2 mg em DMSO | [ NS S
20C
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f1 (ppm)



ANEXO 45. Espectro de RMNleH dasubstancid.26 (DMSO-ds; 400 MHz).

RMN 1H

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

20C
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ANEXO 46. Ampliacdo do espeat de RMN dé'H da substanci&.26 (DMSO- ds; 400

MHz).

RMN 1H

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

20C

1
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ANEXO 47. Especto de RMN deC da substanci&.26 (DMSO- ds; 100 MH?2).

RMN 13C

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

20C

_~150.15
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—188.64
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— L -
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ANEXO 48. Ampliacéo do especirde RMN de'3C da substanci&.26 (DMSO- ds; 100
MHz).

RMN 13C

Prof. LuisOctavio, Eder Paganini
E - 26, 10.8 mg em DMSO
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ANEXO 49. Espectro de RMNle!H dasubstancid.30 (DMSO-ds; 400 MHz).

RN 1 28378785 0853888848
Prof. LuisOctavio, EdesoPaganind 06 © 06 06 06 © N N N N N N N N
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ppm

ANEXO 50. Ampliagdo do espeat de RMN dée'H da substanci&.30 (DMSO- ds; 400

MHz).

RMN 1H =
Prof. LuisOctavio, Eder Paganini ©
E - 30, 6.5 mg em DMSO
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ANEXO 51. Especto de RMN de*C da substanci&.30 (DMSO- ds; 100 MH2).

RMN 13C

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

20C

—150.27

-—188.77

T T
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80
f1 (ppm)

ANEXO 52. Ampliacdo do specto de RMN de'3C da substanci&.30 (DMSO- ds; 100
MHz).

RMN 13C

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

20C

150.27
—142.86
~™-142.05

138.85

150 145 140 135 130 125 120

195 190 185 180 175 170 165 160 155
f1 (ppm)
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ANEXO 53. Espectro de RMNle!H dasubstancid€.31 (DMSO-ds; 400 MHz).

RMN 1H

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

20C

A U IR T

45
f1 (ppm)

ANEXO 54. Ampliacdo do spectro de RMNJe H da substancieE.31 (DMSO-ds; 400

MHz).

RMN 1H

Prof. LuisOctavio, Eder Paganini

E31, 9.8 mg em DMSO
20C
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ANEXO 55. Especto de RMN de*C da substanci&.31 (DMSO- ds; 100 MH2).

RMN 13C

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

20C

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

ANEXO 56. Ampliacdo do specto de RMN de'C da substanci&.31 (DMSO- ds; 100
MHz).

RMN 13C

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

20C
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ANEXO 57. Espectro de RMNle!H dasubstancid€.32 (DMSO-ds; 400 MHz).

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

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

ANEXO 58. Ampliacdo do spectro de RMNJe *H da substancieE.32 (DMSO-ds; 400
MHz).

RMN 1H
Prof. LuisOctavio, Eder Paganini
E32, 12.2 mg em DMSO
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ANEXO 59. Especto de RMN de*C da substanci&.32 (DMSO- ds; 100 MH?2).

RMN 13C

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

20C
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ANEXO 60. Ampliacdo do specto de RMN de'C da substanci&.32 (DMSO- ds; 100
MHz).

RMN 13C

Prof. LuisOctavio, Eder Paganini
E32, 12.2 mg em DMSO
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TOLNOYOOVAOANOINDRNO T XM

NOMW®OMOOAMNM— O T NN

BONSTOSSRIONNB T

mmmmmmaNNNNNNNNN -

U TR G (L (L L P [ED (I (D (D D D D D A )
|

150.43
~-142.40

n
—
)
<
-
\
|

188.69
188.58

<

"

LT T A AW fF
gl A A ATA IVNIRAY

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 195 190 185 180 175 170 165 160 155 c 1(50 ) 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100
1 (ppm

69



ANEXO 61. Espectro de RMNle!H dasubstancid.33 (DMSO-ds; 400 MHz).

RMN 1H

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

20C

3.87

T T
105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50
f1 (ppm)

ANEXO 62. Ampliacdo do espeat de RMN dé'H da substanci&.33 (DMSO- ds; 400
MHz).

RMN 1H

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

20C
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ANEXO 63. Especto de RMN de*C da substanci&.33 (DMSO- ds; 100 MH?2).

RMN 13C

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

20C

IR R = = b b e )
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——187.73

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

ANEXO 64. Ampliacéo do especirde RMN de-*C da substanci&.33 (DMSO- ds; 100
MHz).

70 60 50 40 30 20 10 0 -10 -20 -30 -40 -

71



