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RESUMO

O recrudescimento de bactérias e micobactérias farmaco-resistentes representam desafios
a descoberta de novos agentes antibacterianos. Dessa forma, esfor¢os sdo prementes para
descobrir e desenvolver farmacos com padrdes estruturais e mecanisticos inovadores. O
presente trabalho teve como objetivo a sintese e avaliagdo de licochalcona C (LCC), uma
chalcona C-prenilada com atividade antimicobacteriana inexplorada e atividade
antibacteriana descrita como promissora. Também, serdo sintetizadas duas séries de
analogos chalcdnicos de LCC, sendo as séries | e I com andlogos modificados nos anéis
A e B, respectivamente. A estratégia sintética incluiu rea¢fes de iodagdo e acoplamento
de Suzuki, as quais permitiram regiosseletividade da C-prenilacdo na posicdo 3. A
atividade antibacteriana e antimicobacteriana de LCC foi avaliada contra espécies Gram-
positivas, Gram-negativas e micobactérias, exibindo valores de Concentracdo Inibitdria
Minima de: Staphylococcus aureus MSSA (185 uM), Staphylococcus aureus MSRA
(185 uM), Staphylococcus epidermidis (18 pM), Enterococcus faecalis (148 uM),
Staphylococcus pneumoniae (148 uM), Streptococcus sanguinis (18 M), Streptococcus
sobrinus (37 pM), Streptococcus mutans (37 uM), Helicobacter pylori (74 uM),
Pseudomonas aeruginosa (> 1.000 pM), Klebsiella pneumoniae (> 1.000 pM),
Escherichia coli (> 1.000 pM), Mycobacterium tuberculosis H37Rv (92 uM),
Mycobacterium kansasii (369 uM) e Mycobacterium avium (185 uM).

Palavras-chave: Licochalcona C. lodacdo. Acoplamento de Suzuki. Bactérias.
Micobactérias.



ABSTRACT

The resurgence of drug-resistant bacteria and mycobacteria pose challenges to the
discovery of new antibacterial agents. Thus, efforts are urgent to discover and develop
drugs with innovative structural and mechanistic patterns. The present work aimed at the
synthesis and evaluation of licochalcone C (LCC), a C-prenylated chalcone with
unexplored antimycobacterial activity and antibacterial activity described as promising.
Also, two series of chalconic analogues of LCC will be synthesized, with modified
analogues in rings A and B. The synthetic strategy included iodination and Suzuki
coupling reactions, which allowed regioselectivity of C-prenylation at position 3. The
antibacterial and antimycobacterial activity of LCC was evaluated against Gram-positive,
Gram-negative and mycobacterial species, exhibiting Minimal Inhibitory Concentration
values of: Staphylococcus aureus MSSA (185 pM), Staphylococcus aureus MSRA (185
puM), Staphylococcus epidermidis (18 pM), Enterococcus faecalis (148 M),
Staphylococcus pneumoniae (148 uM), Streptococcus sanguinis (18 M), Streptococcus
sobrinus (37 pM), Streptococcus mutans (37 uM), Helicobacter pylori (74 uM),
Pseudomonas aeruginosa (> 1,000 pM), Klebsiella pneumoniae (> 1,000 pM),
Escherichia coli (> 1000 pM), Mycobacterium tuberculosis H37Rv (92 uM),
Mycobacterium kansasii (369 uM) and Mycobacterium avium (185 pM).

Keywords: Licochalcone C. lodination. Suzuki coupling. Bacteria. Mycobacteria.
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INTRODUCAO
1.1. Infecgdes bacterianas e micobacterianas

A tuberculose (TB) foi durante muitos anos a doenga infecciosa responsavel pelo
maior numero de mortes no mundo, sendo superada em 2020 pelas infec¢des causadas
pelo Covid-19. Até 2019, TB foi considerada como uma das 10 principais causas de
obitos no planeta. TB saiu desse ranking, ocupando agora a 13? posicdo. Porém, esses
dados néo refletem diminuigdo na mortalidade ou transmisséo da doenga, nem um avango
no combate a tuberculose. Junto a atual pandemia de Covid-19, houve um aumento na
negligéncia em relacdo a tuberculose, com diminuicdo de aproximadamente 25% dos
testes diagnosticos para TB, o que levou, pela primeira vez em décadas, a um aumento
no nuimero de 6Obitos causados pela infeccdo, sendo em 2020 novamente pontuada no
relatério anual da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como prioridade global para

pesquisa e desenvolvimento (WHO, 2021)

Junto a tuberculose, sdo citadas como criticas as infec¢fes causadas por varios
patdgenos conhecidos, como Helicobacter pylori, Staphylococcus aureus e
Staphylococcus pneumoniae, bactérias responsaveis por um amplo espectro de infec¢oes,
desde a mais simples erupcao cutanea, até quadros letais de sepse. Porém, o que mais
preocupa a Organizacdo Mundial da Saude, é surgimento constante de novas cepas
resistentes aos farmacos convencionais, estimando que aproximadamente 700.000

pessoas morrem todos os anos por infec¢des causadas por tais bactérias (WHO, 2020).

Desde 2017, 11 novos tipos de antibioticos, incluindo a pretomanida 1, utilizada no
tratamento de tuberculose, foram aprovados, sendo a maioria derivada de classes ja
conhecidas e utilizadas, como quinolonas 2 e tetraciclinas 3. A busca por novas
alternativas de tratamento é incessante, principalmente visando a utilizacdo de diferentes
classes quimicas, na tentativa de diversificar os mecanismos de acdo aplicados nos

microrganismos, capazes de superar seu processo evolutivo de defesa (WHO, 2020).

Figura 1. Estrutura da pretomanida (1), eravaciclina (2) e delafloxacino (3).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Os produtos naturais vém se mostrando como grandes aliados a Quimica
Medicinal na busca de tratamentos alternativos para as formas resistentes de bactérias e
micobactérias. Seus derivados apresentam-se como potenciais agentes terapéuticos contra
patégenos humanos (DA, 2020), com amplo espectro de atividades biologicas. Por esse
motivo, o Laboratério de Antibidticos e Quimioterapicos (LAQ) do Instituto de
Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas — UNESP / Sdo José do Rio Preto explora
compostos naturais e sua atividade biologica, buscando a otimizagdo estrutural de
potenciais farmacos inéditos, planejando e desenvolvendo analogos derivados de

produtos naturais, muitas vezes mais eficientes que os protétipos estudados.
1.2. Chalconas

Chalconas sdo produtos naturais presentes em inimeras plantas, e constituem uma
das maiores subclasses de flavonoides, sendo precursores centrais de tais polifendis (DI
CARLO, 1999). Estruturalmente sdo formadas por duas unidades fenilicas (anéis A e B),
separadas por uma cetona a,fB-insaturada (Figura 2) (Dewick, 2009). As chalconas séo
consideradas compostos privilegiados pela Quimica Medicinal, por apresentarem amplo
espectro de bioatividade e possuirem estruturas que permitem sinteses simples e versateis
(ZHUANG, 2017).

Figura 2. Estrutura geral do nacleo chalcénico.
5' 5
, o
DGl

1 1
o B
Fonte: Elaborado pelo autor.

Dentre elas, destaca-se a subclasse das retrochalconas (4-6), polifendis que nédo
apresentam o grupo OH nas posic¢des orto do anel A, mas possuem um grupo metoxila no
C2, e hidroxilas nas posi¢des C4 e C’4, diferente das demais chalconas (MITTAL, 2021).

Péagina| 13



Figura 3. Estrutura de retrochalconas.

OMe (o] OMe o OMe o]
CC ¢ CC0 o0
MeO OH OH HO OH OH HO OH
OMe OMe OH
4 5 6

Fonte: Elaborado pelo autor.

1.2.1. Licochalcona C

Extratos das raizes e risomas de plantas do género Glycyrrhiza, mais
especificamente G. glabra, G. echinata, G. inflata e G. Uralensis (MITTAL, 2021), sdo
utilizados na medicina tradicional chinesa h& séculos, principalmente por sua ac&o anti-
inflamatoria, antitussigena, antibidtica e de desintoxicacdo. Atualmente, as raizes e
rizomas sdo utilizados pela industria alimenticia como adocantes e saborizantes, e vém
ganhando visibilidade dentro da industria farmacéutica, devido seu amplo espectro de
beneficios. Com o estudo da composi¢do desses produtos naturais, buscando entender a
fonte de tais propriedades farmacoldgicas, foi possivel isolar e identificar um grupo de
retrochalconas presentes nos extratos, as licochalconas (7-10), incluindo a licochalcona
C (LCC).

Figura 4. Estruturas de licochalcona A (7), licochalcona B (8), licochalcona D (9) e

licochalcona F (10).

OH 0 oM o
N ¢
MeO 7 OH O O
HO 8 OH

OMe (o) OMe (0]
HO i X l =
HO 9 OH HO 10 OH

Fonte: Elaborado pelo autor.

LCC possui estrutura relativamente simples, pela auséncia de centros
estereogénicos, com alta versatilidade para a construcdo de uma biblioteca de analogos

com ampla quimiodiversidade. Sua estrutura chalconica conta com uma hidroxila na
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posicdo para do anel A, e possui um anel B orto-metoxilado, meta-C-prenilado e para-

hidroxilado, caracterizando-a como uma retrochalcona.

Figura 5. Estrutura da licochalcona C (LCC).

Fonte: Elaborado pelo autor.

LCC apresenta um amplo espectro de atividades bioldgicas ja registrados,
variando de atividade antimicrobiana, antitumoral, anti-inflamatoria e antioxidante, a
diversas inibi¢des enzimaticas. Discute-se a possibilidade da isoprenila no anel B de LCC
possuir contribuicdo farmacoférica por aumentar sua capacidade de permeacdo na
membrana plasmatica, possibilitando sua atuacdo em indmeros processos bioquimicos
(HARAGUCHI, 1998).

LCC teve sua atividade antimicrobiana explorada contra bactérias, fungos e
protozoarios. Destacou-se por sua acao contra bactérias Gram-positivas, incluindo
Bacillus subtilis e Micrococcus luteus (HARAGUCHI, 1998) com valores de
concentragdo inibitoria minima (ClMgo) de 36,9 uM, e ag¢do contra Staphylococcus aureus
sensivel a meticilina (MSSA) e resistente & meticilina (MRSA) com valores de CIMgo de
11,8 uM (WU, 2019). Haraguchi e colaboradores descreveram o mecanismo de agdo
antibacteriana de LCC, a qual foi capaz de inibir a cadeia de transporte de elétrons,
atuando entre a coenzima Q e citocromo c¢. Contudo, LCC n&o apresentou atividade
contra espécies Gram-negativas (Escherichia coli e Pseudomonas aeuruginosa).
Haraguchi também realizou testes sobre a atividade antifingica de LCC, indicando
valores de CIMg 147,8 uM e 295,5 uM contra Saccharomyces cerevisiae e Mucor
pusillus, respectivamente (HARAGUCHI, 1998). A atividade antiparasitica de LCC foi
testada por Nielsen, indicando que a inibicdo do crescimento de Leishmania major foi
inibida em 93% na presenca de 295,5 uM de LCC (NIELSEN, 1995).

LCC teve sua acao citotoxica avaliada contra células de cancer na boca, eséfago,
bexiga, pulmao e mama. Em concentracdes de 132,9 uM, LCC foi capaz de inibir 68%,
47% e 40% da proliferacdo de células provenientes de cancer na bexiga, mamas e pulmao,
respectivamente (WANG, 2015). Quando testada em carcinoma de células escamosas

orais e do esodfago, notou-se que LCC provocou inibigdo da proliferacdo e apoptose das
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células por diversos mecanismos bioldgicos, incluindo, possivelmente, a supresséo da via
JAK2/STAT3 (OH, 2018), inducéo a liberagéo do citocromo c e diminui¢do do potencial
da membrana mitocondrial (KWAK, 2020).

LCC é visada como um potencial protetor cardiovascular, devido seus beneficios
contra isquemia miocérdica, trombose e outras condi¢cGes danosas ao cora¢do. Zhou
evidenciou que LCC auxilia na recuperacdo da funcdo cardiaca, suas funcOes
antioxidantes e anti-inflamatdrias, protegendo o sistema cardiaco contra isquemia e danos
no miocardio (ZHOU, 2015). Tal acao anti-inflamatdria pode ser resultado da repressao
do complexo xB (NF-«B), e da 6xido nitrico sintase induzivel, descritas por Franceschelli
(FRANCESCHELLI, 2017). Além de prevenir danos diretos ao coragdo, LCC
apresentou-se como um potencial agente terapéutico contra trombose, pois é um inibidor
moderado da trombina humana (ICso = 26,64 mM) (SHI & CHEN, 2020).

Além de atuar como protetor cardiovascular, LCC ja foi reportada como um
potencial protetor gastrointestinal. Song identificou que LCC, quando associada ao
irinotecano (medicamento comumente administrado no tratamento de cancer colorretal,
que causa efeitos adversos principalmente ao estbmago e intestino), pode diminuir sua
toxicidade, inibindo a carboxilesterase 2 (CES2), enzima responsavel por hidrolisar o
medicamente e formar um metabdlito citotdxico, 0 SN-38, que pode induzir a diarreia
severa e dores abdominais. Os resultados demonstram que LCC pode inibir a CES2 em
células com ICso de 0,39 UM, evidenciando sua capacidade de atuar no tratamento dos
efeitos colaterais causados por metabdlitos de farmacos que séo metabolizados por CES2
(SONG, 2020).

Com um espectro de bioatividade tdo amplo, a toxicidade de LCC pode ser
questionada, e, até entdo, ha poucos dados referentes a testes de possiveis danos ao
sistema bioldgico humano. Ha relatos de ensaios de citotoxicidade realizados em células
HT-1080, resultando em valores de 1Csq de 72,8 UM (YOON, 2005). Porém, é possivel
encontrar resultados da biotransformacdo de LCC por fungos, simulando sua
farmacocinética. Utilizando o fungo Absidia coerulea, realizou-se a biotransformacéo de
LCC em um composto sulfatado na posicéo 4 do anel B (HAN, 2021), enquanto obteve-
se um composto glicosilado na mesma posicéo ao expor LCC ao fungo Mucor hiemalis
(XIAO, 2020). Tais processos podem ser associados ao mecanismo da fase 2 do
metabolismo de mamiferos, indicando uma suscetibilidade de LCC a formar os

metabolitos possiveis nas vias metabdlicas dos humanos. Além disso, os produtos obtidos
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pela biotransformacdo de LCC por microrganismos podem ser utilizados como padroes

em testes futuros, visando identificar seus metabolitos em testes bioldgicos.
2. OBJETIVOS

O presente estudo tem como objetivo geral a sintese de LCC e duas séries de
analogos chalcdnicos com modificacdes nos anéis A e B, e sua avaliacdo contra bactérias

Gram-positivas, Gram-negativas e micobacteérias.
3. METODOLOGIA
3.1. Planejamento Molecular dos Analogos Chalconicos de LCC (Séries | e 11)

Foram planejadas duas séries de analogos chalconicos de LCC (Esquema 1),

sendo as séries | e 1l com modificacBes no anel A e B, respectivamente.

Esquema 1. Planejamento Molecular dos Analogos Chalcénicos de LCC das Séries | e
I

Séne |

. HO OH Sériec 1l
Efeito da presenca ¢ %
posicio da hidroxila . Efeito da presenga da isoprenila
SICHO i dare $ ' ¥
Efeito de grupo S N Substituigdo da soprenila por
crlliode ¢ S
1 benzila
cletrodoadores ¢ o OCH, x

g‘lg‘ll\\;l(!.lh'lc\

Fonte: Elaborado pelo autor.
3.2. Modificacbes no Anel A (Série 1)

A série | serd constituida por LCC e dez analogos chalcénicos com anel B 2-
metoxilado-3-isoprenilado-4-hidroxilado e modificagbes no anel A (Esquema 2).
Inicialmente, foram planejados analogos com anel B fenilico ndo-substituido (11) e com
hidroxila em orto (12) e meta (13), visando identificar a influéncia da presenca e posicao
da hidroxila no anel A sobre a bioatividade. Serdo avaliados outros grupos eletrodoadores
para-posicionados com maior hidrofobicidade [metila (14) e metoxila (15)].
Posteriormente serdo selecionados analogos substituidos por atomos/grupos

eletroatratores, incluindo halogénios (16-19) e nitro (20).
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Esquema 2. Planejamento Molecular dos Analogos da Série 1.

HO - ~ 11.R'=H 16. R' = p-Cl
\@( Mz;hf;z:f;es R'ar 12. R' = 0-OH 17.R' = p-Br
o e A % 13.R=mOH  18.R =pF
14. R' = p-Me 19. R' = m,p-Cl
Lcc O o 15.R'= p-OMe  20.R'= p-NO2

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.3. Modificacdes no Anel B (Série 1)

A série 1l sera constituida por dois analogos chalcénicos de LCC com anel A p-
hidroxilado e modificacdes no anel B (Esquema 3). Inicialmente foi planejado o analogo
ndo-prenilado de ocorréncia natural, denominado de equinatina (ECH, 21). A
comparacao de LCC e 21 permitird evidenciar a importancia da presenca da isoprenila
para a bioatividade. O outro analogo contara com a substituicéo da isoprenila por benzila
(elétrons 7w deslocalizados) em 22, ird corroborar a obtencdo de um analogo possivelmente

mais estavel que LCC.

Esquema 3. Planejamento Molecular dos Analogos da Série II.

~
0 0 Modificagoes 0

(o)
NS ,r" no anel B R ,r" 21.R=H
- 22.R= m
HO HO

LCC
Fonte: Elaborado pelo autor.

3.4. Estratégias Sintéticas para Obtencéo de LCC

A sintese de LCC foi descrita por Wang e colaboradores (WANG, 2013), que
obtiveram também licochalcona H (LCH), um regioisdmero isoprenilado na posicao 5
(anel B), com rendimento global de apenas 6 % para LCC e 20 % para seu regioisémero.
Apesar da rota sintética ser concisa a quatro etapas, a auséncia de regiosseletividade na
primeira etapa foi a grande responsavel pelos rendimentos globais baixos (Esquema 4).
A primeira etapa envolveu a reacdo de C-prenilacdo da 2,4-di-hidroxibenzaldeido
(material de partida, 23). Os derivados benzaldeidicos isoprenilados na posig¢ao 3’ (24a)
e 5’ (24b) foram submetidos & reacdo de protecdo, com cloreto de metoximetila
(MOMCI), conduzindo a obtencdo dos derivados benzaldeidicos 25a e 25b,
respectivamente. A terceira etapa foi constituida pela metilacdo da hidroxila na posi¢édo
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2’, culminando nos aldeidos 26a e 26b. A ultima etapa envolveu a condensacao aldolica
de 26a e 26b com 4’-hidroxiacetofenona, na presenca de cloreto de hidrogénio,
fornecendo as licochalconas C e H, respectivamente.

Esquema 4. Rota Sintética para LCC Descrita por Wang e co-autores (WANG, 2013).

R

MOMCI, K‘,CD MOMQ
BF El : R’ H
p-dioxano, ta OH © acelona, 1a S
%-::E II.IS:EI 25a (81%)
(S8%) 95 (B5%)
MOMO, o H
aH CHal
lI -
DMF, ta Me O H':.-'|I'|"I EtOH
26a (50%,) - licochalcona C (52%)
26b (92%) licechalcona H (67%)

aR=H RI:"L/\:J\
h.H="':l/\f)\ R'=H

Fonte: Elaborado pelo autor.

Para transpor o desafio da regiosseletividade, foi inicialmente proposta uma rota
sintética para LCC em cinco etapas, utilizando reacdes de iodacdo e acoplamento de
Suzuki (Esquema 5). Porém, ao avaliar os rendimentos de formacao dos intermediarios,
surgiu a necessidade de buscar alternativas para aumentar ainda mais a regiosseletividade
da iodacdo na posicdo desejada. Na tentativa de otimizar a sintese de LCC, foram
desenvolvidas trés estratégias sintéticas, onde duas (3.4.1. e 3.4.2.) foram descartadas
apos testes experimentais, chegando a terceira (3.4.3.), que foi adotada como a rota para

obter 0 LCC e anélogos.
3.4.1. Estratégia sintética 1

Utilizou-se 23 como material de partida, o qual foi submetido a uma reacdo de
iodacéo regiosseletiva com iodo molecular e iodato de potéssio. Wang e colaboradores
conseguiram esse controle de regiosseletividade na reagdo entre 2°,4°-di-
hidroxiacetofenona (estrutura similar a 23) e Iz e KIOs, com rendimento de 98% (WANG,
2013; 2015). O derivado benzaldeidico iodado 27 foi submetido a reacao de protecdo com
0 grupo metoximetila (MOM), fornecendo o intermediario 28. A terceira etapa envolveu
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a reacdo de metilacdo da hidroxila na posicao 2, utilizando iodeto de metila e hidreto de
sodio, formando o intermediério 29. A quarta etapa incluiu a reagdo de acoplamento de
Suzuki (ISHIYAMA; MIYAURA, 1995) com o eéster pinacdlico de acido boronico-
isoprenilico 30 e PdCI2(dppf), culminando no benzaldeido isoprenilado 31. A Gltima
etapa envolveu a reacdo de condensacdo aldolica de 31 com 4’-hidroxiacetofenona 32

presenca de cloreto de hidrogénio, obtendo LCC como produto.

Esquema 5. Estratégia sintética 1 para a obtencéo de LCC.

HO HO

MOM
12, KIO3 MOMCI,K2CO3 owmo
-~ H
I tona | H
EtOH, H,O ace
OH O 7o HO O 50% HO O
23 ° 27

28

*\/\B/O

MOMO. (\) MOMO.
NaH, CH3l H 30
I Z H
DMF MeO O PdCI2(dppf), Cs2CO3 MeO O

29 DMF 31
(o) OMe (o]
>—©—OMOM ~ ~
= A’
HCI(g), EtOH HO Lce OH

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.4.2. Estratégia sintética 2

Utilizou-se  N-iodosuccinamida (NIS) como agente iodante buscando
regiosseletividade, devido a interacdo eletrostatica dos oxigénios presentes em sua
estrutura com o hidrogénio dos grupos OH (RACYS, 2015). Na tentativa de aumentar
ainda mais a regiosseletividade da reacdo para a posi¢do 3, realizou-se previamente a

reacao de protecdo da p-hidroxila, deixando apenas a o-hidroxila disponivel.
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Esquema 6. Estratégia sintética 2 para obtencdo de LCC.

OH OH

MOMCI, K,CO,
0/ " N 0/
acetona CHZCI,_
OH 23 OMOM oMOM
23

CH3I K,CO, /\@ 32, KOH(aq)
acetona etOH
OMOM MOMO OMOM
30, PdCly(dppf),
052003 HCI THF, MeOH
OMOM

Fonte: Elaborado pelo autor.

Na etapa seguinte, realizou-se uma reacdo de metilacdo, para formacgéo do grupo
0-OMe, obtendo-se o composto 29, que foi responsavel por mais uma mudanca da
estratégia, devido sua instabilidade e dificuldade de manuseio.

3.4.3. Estratégia sintética 3 — Rota sintética utilizada

Devido a instabilidade do composto 29, houve a necessidade de modificar
novamente a estratégia sintética, para evitar sua formacao e degradacdo durante a rota.
Optou-se por realizar a condensacdo de Claisen-Schmidt do intermediario 36 com 32,

com posterior metilagdo na chalcona, como apresentado no esquema 7.

Esquema 7. Rota sintética aplicada para obtencédo de LCC.

OH OH
MOMBr, K,CO,
0/ > o/
acetona CHZCIZ
OH OMOM OMOM

23 33

32, KOH(aq) CH3I K,CO4
etOH acetona
MOMO OMOM MOMO OMOM
30, PdCI2(dppf),
CSZC03 HCI THF, MeOH
70 °C
MOMO OMOM LCC

Fonte: Elaborado pelo autor.
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A sintese de 21 foi feita por uma rota alternativa, por se tratar de um andlogo sem
a presenca da isoprenila. Dessa forma, as etapas de iodacdo e acoplamento de Suzuki néo
s80 necessarias. A rota € mais concisa que de LCC, contando apenas com reacfes de

protecdo, metilacdo, condensacao e desprotecdo, como indicado no esquema 8.

Esquema 8. Rota sintética aplicada para obtencédo de 21.

OH OH
o7 MOMCI, K,CO; CHal, KyCO,
acetona acetoﬂa
OH 23 OMOM OMOM
23
OMe o}

32, KOH(aq.) X HCI, THF, MeOH
e
etOH O O T 700c
MOMO 38 OMOM

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.5. Ensaios biolégicos

Foram usadas cepas bacterianas padrdo da American Type Culture Collection
(ATCC). As cepas foram preservadas sob criogenia a -20 °C na colegéo de culturas do
Laboratdrio de Ensaios Antimicrobianos (LEA) do Instituto de Ciéncias Biomédicas, da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU), com colaboracdo do Professor Dr. Carlos
Henriqgue Gomes Martins. Os testes foram realizados com as bactérias Staphylococcus
aureus ATCC (6538), Staphylococcus aureus ATCC (BAA44), Staphylococcus
epidermidis ATCC (14990), Enterococcus faecalis ATCC (1299), Staphylococcus
pneumoniae ATCC (6305), Streptococcus sanguinis ATCC (10556), Streptococcus.
sobrinus ATCC (33478), Streptococcus mutans ATCC (25175), Helicobacter pylori
ATCC (43526), Pseudomonas aeruginosa ATCC (27853), Klebsiela pneumoniae ATCC
(13883) e Escherichia coli ATCC (35218) e micobactérias Mycobacterium tuberculosis
H37Rv (ATCC 27294), Mycobacterium kansasii (ATCC 12478) e Mycobacterium avium
(ATCC 25291).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Problema da estratégia sintética 1

A reacdo de iodacgéo de 23 com KIOs e I foi acompanhada por CCD, podendo-

se identificar a formacdo de dois produtos 27a e 27b, além de ndo apresentar consumo
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total do material de partida. Devido a dificuldade de purificar os dois compostos 27a e
27b, que apresentavam fator de retencdo extremamente semelhante, ambos foram
submetidos a préxima etapa da estratégia (reacdo de protecdo com MOM). Apos o work-
up, os produtos foram purificados em coluna cromatogréafica de gel de silica, e enviados
para analise de RMN H para confirmar a posicdo dos substituintes. Estima-se que o
produto de interesse 28 apresentou menos de 30 % de rendimento logo na primeira etapa
(reacédo de iodagdo), instigando a busca por uma rota com maior regiosseletividade para

tal reacdo.
4.2. Problema da estratégia sintética 2

A reacdo de metilagdo composto 28 foi acompanhada por CCD, e o material de
partida foi, aparentemente, totalmente consumido, com formacéo de apenas um produto,
mais apolar que 28. Porém, ap6s o work-up da reacdo notou-se por analise de CCD que
0 produto 29 formado nédo era mais visivel na placa, nem o material de partida, mas podia
se identificar a presenca de pelo menos trés pontos, referentes a compostos mais polares
que 0 28 e 29. O produto obtido apresentava aspecto oleoso, de coloragéo preta, e ficou
retido no celite durante uma tentativa de purificacdo de cada componente por coluna
cromatografica de gel de silica. A reacdo foi refeita, e apresentou 0s mesmos resultados.
Ao analisar a rea¢do passo a passo, notou-se que tal reacdo de degradacédo de 29 ocorria
durante o work-up, no momento que o aldeido entrava em contato com a dgua. A reagdo
entdo foi refeita, porém para retirar o K.COs utilizou-se um processo de filtragem ao invés
de particdo. O produto entéo foi pesado, indicando 94% de rendimento.

Parte do produto 29 foi reservada no freezer em um vial selado, outra parte foi
submetida a reacdo de condensacdo de Claisen-Schmidt. Acompanhando a reagéo por
CCD, notou-se que ndo houve formacdo de chalconas, porém, apos alguns minutos do
inicio da reacdo, os trés pontos caracteristicos da degradacdo do aldeido voltaram a
aparecer. O mesmo padréo de degradacéo foi identificado no dia seguinte, no material
armazenado no freezer. A estratégia sintética 3 foi planejada para evitar a formacéo do

composto 29, de alta instabilidade.
4.3. Estratégia sintética 3 — rota utilizada

A estratégia sintética 3 foi realizada sem grandes problemas para LCC, sendo

adotada como a rota sintética a ser aplicada na sintese dos analogos planejados. Os
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rendimentos de cada etapa da rota foram apresentados na tabela 1, referentes as reacoes

feitas na sintese de LCC.

Tabela 1. Rendimento obtido por etapa na sintese de LCC.

Reacéo (LCC)
Protecao
lodacéo
Condensacéao de Claisen-Schmidt
Metilacao
Acoplamento de Suzuki
Desprotecédo
Rendimento global

Fonte: Elaborado pelo autor.

Rendimento (%)
67
71
68
93
61
61
11

A reacdo de protecdo de 23 apresentou formacao de dois produtos protegidos: o

produto de interesse, com protecdo na hidroxila da posicao 4, e um coproduto, com ambas

as hidroxilas protegidas, nas posicdes 2 e 4 (rendimento inferior a 5%). Tal

regiosseletividade para a protecdo apenas da posicdo para se deve a dificuldade de

desprotonar a hidroxila da posi¢do 2 com o catalisador KoCO3z, uma vez que tal grupo se

mantém menos disponivel eletronicamente, devido a interacdo de hidrogénio entre o

grupo OH e o0 oxigénio da carbonila, formando um pseudo-anel. O produto 33 purificado

foi cristalizado como um sélido branco.

Esquema 9. Mecanismo da reagao de protecao.

2.
o H
N T /
o Yo 525 o Yo
k@\ "I: > k@\
0 / o}

Fonte: Elaborado pelo autor.
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A reacdo de iodacdo com NIS em 33 é regiosseletiva para a posi¢ao 3, devido a

interacdo eletrostatica entre os oxigénios da estrutura quimica do agente iodante e a

hidroxila da posicao 2 do anel aromatico. Ocorre a formacao do aldeido iodado na posicao
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5, porém com rendimento inferior a 7%. Ap0s a purificacdo do produto desejado 28,

obteve-se um solido cristalino de cor bege.

Esquema 10. Mecanismo parcial proposto para a reacdo de iodacéo.

01!'
|

Y

Fonte: Elaborado pelo autor.

Durante a reacdo de condensacdo de Claisen-Schmidt, notou-se melhora de
rendimento ao adicionar o aldeido 28 em pequenas porcdes entre intervalos de tempo.
Além de facilitar que o material de partida seja propriamente solubilizado, a adicéo
parcial impediu a formacéo de fases oleosas dentro do bal&o reacional, onde grande parte
da acetofenona permanecia sem reagir. Tal procedimento conciliado a reducdo de
temperatura do meio reacional resultaram em menos formacdo de coprodutos que
dificultavam a purificacdo do produto desejado 36, que ao ser purificado, apresentou

aspecto sélido, de cor amarela.

Esquema 11. Mecanismo da reacdo de condensacdo de Claisen-Schmidt.

@/—\‘ |:|o
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)j\/ S uH H ~
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OHCO/\ o’ OH O o/\m‘?
MOMO H OMOM  MOMO HH oMo

" H
oH
OH OH Oy Et OH(OH (o] OH
|m | <~ —_— | &
(% ¢ ¢
MOMO o OMOM MOMO OMOM  MOMO OMOM
EtO

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Posteriormente, foi realizada a reagcdo de metilacéo, para converter a hidroxila da
posicdo 2 em metoxila. Tal reacdo seria inicialmente realizada no aldeido, antes da
condensacao a chalcona, porém seria responsavel pela formacéo do composto 29, que se
mostrou altamente instavel e de dificil manuseio. A reacdo de metilagdo na chalcona
apresentou total consumo do material de partida 36 ao produto desejado, descartando a
necessidade de outros processos de purificacdo apos o work-up da reacdo. 34, ao contrario

dos intermediarios de sintese anteriores, apresentou aspecto de um 6leo incolor.
Esquema 12. Mecanismo proposto para a reacdo de metilagéo.

2.
O

- = -' L
A HyC—l

F H #e — A
ci- ‘0T~ o :0: 0  QCH,
e T O
l\©\ﬁmﬁz DAO/ 5N

Fonte: Elaborado pelo autor.

A reacdo de acoplamento de Suzuki se trata de uma reacdo de formacdo de
ligacBGes carbono-carbono, dependente de um catalisador de paladio. Existem diversos
catalisadores possiveis para a reacdo, sendo que todos devem ser cautelosamente
manuseados, uma vez que o paladio reage facilmente em contato com o oxigénio,
formando a PdO, que ndo apresenta efeito catalitico no ciclo de Suzuki. Para melhorar o
rendimento da reacdo, o meio reacional teve sua atmosfera substituida por atmosfera de
N2, e a solugdo organica foi purgada com o gas inerte, na tentativa de eliminar o méximo
de Oz possivel a entrar em contato com o catalisador. Todavia, apds alguns minutos de
reacao o meio reacional apresentou mudanca de coloracao, tornando-se preto, o que pode
indicar a quebra do complexo de paladio e formacdo de seu éxido. 30 minutos apos tal
mudanga de cor, ndo houve mudanga no consumo de material de partida 34 e formacao
de produtos, segundo a anélise feita em CCD. Apds purificacdo do produto desejado 35,

obteve-se um 6leo amarelo.
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Esquema 13. Mecanismo da reacdo de Acoplamento de Suzuki.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A Ultima etapa da sintese se trata de uma reacdo de desprotecdo, para retirar o
MOM e expor novamente as hidroxilas da estrutura quimica. LCC e seus analogos
hidroxilados 12 e 13 possuem dois grupos OH protegidos em sua estrutura, enquanto 0s
demais analogos, apenas um. Durante a reacdo de desprotecdo na sintese de LCC, notou-
se que ocorre a formacao de dois produtos majoritarios pela analise em CCD: LCC e
LCC mono-protegida, porém, com o passar do tempo durante a reacdo, o ponto referente
a LCC mono-protegida indicou que o composto fora cada vez mais consumido, até o
produto totalmente desprotegido ser majoritario no meio reacional. ApGs
aproximadamente 6h de reacdo, ndo se constatou mais consumo de material de partida

35, nem formacao do produto.

Mecanismo

O -

Esquema 14. proposto para a

s 0

H+

reagéo de

desprotecao.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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A purificacdo do produto por coluna cromatografica de gel de silica apresentou
problemas, pela alta taxa de coelui¢cdo de subprodutos e coprodutos, mesmo com a
realizacdo de varios estudos de fase movel e substituicdo da fase estacionaria para gel de
silica flash. Entéo, a purificacdo foi realizada em CCD preparativa, com fase movel 70%
hexano: 20% acetato : 10% acetona, onde ap0s quatro elui¢Bes foi possivel recortar uma
faixa visualmente pura do produto desejado. A silica foi ressuspendida em MeOH grau
HLPC para dessorg¢éo do produto.

Tabela 2. Progresso na sintese e avaliacdo dos compostos propostos.

Analogo Inédito Sintese RMN 'H Ensaio Rendimento

LCC Né&o Sim Sim Sim 11 %
11 Sim Sim Sim Né&o 8%
12 Sim Né&o Né&o N&o -
13 Sim Né&o Né&o Né&o -
14 Sim Sim Sim N&o 12 %
15 Sim Sim Sim N&o 8%
16 Sim Sim Sim N&o 7%
17 Sim Sim Sim N&o 5%
18 Sim Né&o Né&o Né&o -
19 Sim Sim Né&o Né&o 6 %
20 Sim Sim Né&o N&o 9%
21 Nao Sim Sim Sim 22 %
22 Sim Né&o Né&o Né&o -

Fonte: Elaborado pelo autor.

A elucidacio dos espectros de RMN de *H confirmou a sintese de LCC e dos
analogos que foram analisados, porém, além dos sinais esperados para 0s compostos,
alguns os espectros dos compostos halogenados apresentaram sinais observaveis que
podem indicar a presenga de impurezas nas amostras. Todavia, os analogos halogenados
(16 e 17) foram purificados por CCD em placa preparativa, assim como 0s demais
produtos, onde néo foi possivel identificar visualmente a presenca de coprodutos na faixa

de silica coletada.

No espectro de 16, nota-se alargamento das bandas dos sinais, o que pode indicar

a presenca de material particulado na amostra analisada. O material particulado
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possivelmente presente na amostra teria duas explicacfes plausiveis, que seriam elas a
baixa solubilidade de 16 no solvente utilizado, ou a presenca de gel de silica. A presenga
de silica seria proveniente do extravasamento de solvente sobre o papel filtrante, utilizado
justamente para reter o gel suspenso ap6s a dessor¢cdo do analito da fase estacionaria da

placa preparativa.

No espectro de 17, além dos sinais esperados e dos sinais observados referentes a
possiveis impurezas, nota-se a duplicidade do sinal caracteristico do H>" (hidrogénio
ligado ao carbono 2 da isoprenila), sendo a banda duplicada referente a um hidrogénio
mais desblindado que H?" no anel B. Isso indica que, junto ao analogo 17, tem-se a
presencga de um coproduto com duas isoprenilas. Por se tratar de um composto que conta
com a presenca de um atomo de bromo no anel A, conclui-se que além do iodo, Br
também foi substituido por uma isoprenila durante a reacdo de Acoplamento de Suzuki,
por também se tratar de um grupo de saida em potencial. O fator de retencdo de ambos
compostos em gel de silica com fase movel de Acetato/Hexano/Acetona se mostrou
extremamente proximo, sendo impossivel noticiar a presenca de uma segunda chalcona
na placa. Mesmo a molécula acoplada a duas isoprenilas sendo mais apolar/lipofilica, a
tentativa de purificacdo foi feita baseada na interacdo analito-silica, que aparentou ser
semelhante para os dois substituintes.

Com os resultados provenientes dos espectros de RMN de H, identifica-se a
necessidade de um método de purificacdo alternativo para os analogos halogenados, (pelo
flGor ser um grupo de saida mais eficiente que o bromo, espera-se que em sua sintese haja
ainda mais formacdo de um coproduto com duas isoprenilas, caso seja feita nas mesmas
condicdes). Ha a possibilidade de realizar a purificacdo por coluna cromatografica de
Sephadex®, que realiza a separagdes dos compostos baseados no tamanho das moléculas.
A purificagdo também poderd ser feita por coluna cromatogréfica com fase estacionéria

de Czs, separando os compostos pelas interagdes C-C.
4.4. Ensaios biologicos

Até o momento, apenas LCC e ECH puderam ser submetidas a ensaios
bioldgicos, ndo sendo possivel concluir com exatid&o a relagao entre a atividade biologica
e as estruturas moleculares. Porém, os resultados (tabela 3) indicam que os compostos
causam efeitos inibitérios consideraveis em Mycobacterium e numa variedade de

bactérias gram-positivas, 0 que torna a investigagdo da bioatividade dos analogos ainda
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mais promissora. No entanto, a inibi¢cdo de LCC causada em micobactérias foi menor ou
semelhante que a de ECH, podendo dar indicios que a isoprenila do prot6tipo nédo
desempenhou a funcdo imaginada, referente ao auxilio na permeacgdo pela barreira de
acidos micolicos, peptidoglicanos e arabinogalactanos anexados a membrana plasmatica

dos bacilos.
Tabela 3. Resultado dos ensaios bioldgicos com LCC e ECH.

Testes de CIMgo (UM)

Espécies LCC ECH C.P.
Mycobacterium avium 184,7 115,6 7,3
Mycobacterium kansasii 369,4 231,2 7,3
Mycobacterium tuberculosis 92,3 115,6 3,6
Staphylococcus aureus MSSA 36,9 184,9 0,2
Staphylococcus aureus MRSA 36,9 184,9 13,3
Staphylococcus epidermidis 18,5 92,5 13,3
Enterococcus faecalis 147,8 - 3,3
Staphylococcus pneumoniae 147,8 - 0,4
Streptococcus sanguinis 18,5 184,9 1,8
Streptococcus sobrinus 36,9 369,9 3,6
Streptococcus mutans 36,9 369,9 0,9
Helicobacter pylori 73,9 115,6 3,3
Escherichia coli - - 1,6
Pseudomonas aeruginosa - - 13,3
Klebsiella pneumoniae - - 3,3

Controle positivo (C.P.) = tetraciclina (S. a. MSSA, S. a. MRSA, E. f.,P.a,K.p.,E.c, S. p,,
H. p.); clorexidina (S. sa., S. so., S. m.); isoniazida (micobactérias)
- : N&o apresentou atividade inibitdria dentro do intervalo de dilui¢io analisado

Fonte: Elaborado pelo autor.
5. CONCLUSAO

Os analogos planejados estdo sendo sintetizados com sucesso a partir da rota
sintética desenvolvida, com rendimentos globais entre 5-13%. A rota sintética € inédita
para a sintese de LCC, com rendimento superior a sintese realizada por Wang e
colaboradores (6%). A c-prenilacdo de Wang resulta em um acoplamento de uma
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isoprenila na posicdo 3 com rendimento de 18%, enquanto a realizada no presente
trabalho apresenta rendimento de 42 a 49%, baseado no rendimento das etapas de iodacédo
e acoplamento de Suzuki, cumprindo a proposta de encontrar uma rota mais regiosseletiva
para LCC.

Serdo necessarios dados de ensaios bioldgicos realizados com mais analogos para
compreender o mecanismo dos compostos e sua relacdo estrutura-atividade, havendo a

possibilidade de encontrar compostos extremamente ativos, superando até LCC.

6. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
6.1. Sintese dos compostos

Sintese de acetofenona protegida 32: solubilizou-se 7,4 mmol de 4-
hidroxiacetofenona em 15 mL de acetona e adicionou-se 22,2 mmol de K.COs. A mistura
foi mantida sob e agitacdo constante e banho de gelo, e gotejou-se 0,72 mL de MOMBt.
A reacdo foi acompanhada por CCD e finalizada apds 16 h. No work- up, a solucéo obtida
foi submetida a uma particdo com AcOEt/H20 para retirada do carbonato. O produto
obtido foi purificado em coluna cromatografica de gel de silica (fase mével: 80% Hex e
20% ACcOEt), obtendo um dleo incolor. CAS Number: 85699-00-9

Sintese de 33: solubilizou-se 7,2 mmol de 23 em 15 mL de acetona e adicionou-
se 21,6 mmol de K>COs. A mistura foi mantida sob agitacdo constante e banho de gelo,
e gotejou-se 0,7 mL de MOMBE. A reacao foi acompanhada por CCD e finalizada apds
12 h. No work-up, a solucéo obtida foi submetida a uma particdo com AcOEt/H20 para
retirada do carbonato. O produto obtido foi purificado em coluna cromatogréfica de gel
de silica (fase movel: 80% Hex/ 20% AcOEt) para obtencdo de um sélido branco. CAS
Number: 95332-26-6

Sintese de 28: solubilizou-se 2,7 mmol de 33 em 5 mL de CI.CH: e adicionou-se,
sob agitacdo constante e banho de gelo, 3,0 mmol de NIS em 6 porg¢des, com intervalos
de 20 minuto entre cada adicdo. A reacdo foi acompanhada por CCD, e finalizada 12 h
apos a Ultima adicdo de NIS. O work-up foi feito com adi¢do de 1 mL de solugéo saturada
de tiossulfato de sodio, e a solucéo foi vertida no gelo, onde foi deixada por 12 h. Apds
esse tempo, filtrou-se o produto precipitado, que foi purificado por recristalizagdo com
AcOEt/Hex, obtendo um solido bege.
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Sintese de 36: solubilizou-se 1,05 mmol de 32, ou da respectiva acetofenona
referente ao andlogo desejado, em 5 mL de EtOH, sob agitacdo constante e banho de gelo.
Gotejou-se 2 mL de solugéo 60% de KOH. Adicionou-se 1,0 mmol de 28 em 6 porgoes,
com intervalos de 30 minutos entre cada adicdo para facilitar que o aldeido seja
solubilizado. A reacéo foi acompanhada por CCD, e finalizada 48 h ap0s a ultima adi¢éo
de 28. O pH da solucgéo foi ajustado com &cido acético glacial até 6, para protonar a o-
OH e diminuir a solubilidade do produto em agua. No work-up da reacdo, realizou-se
uma particdo AcOEt/H20 com a mistura obtida. O produto foi purificado em coluna
cromatografica de gel de silica (fase movel: Hex 75% / 25% AcOEt), obtendo um sélido

amarelo.

Sintese de 34: solubilizou-se 0,7 mmol de 36 em 4 mL de acetona, sob agitacédo
constante e banho de gelo. Adicionou-se 2,1 mmol de K>COz e 1,0 mmol de CHal. Apés
12 h de reacdo, todo o material de partida foi consumido. No work-up, a solucéo obtida
foi submetida a uma particdo com AcOEt/H20 para retirar o carbonato, obtendo-se um

6leo amarelado ap6s evaporacao do solvente.

Sintese de 35: solubilizou-se 0,7 mmol de 34 em 4 mL de DMF, num bal&o sob
atmosfera de N.. Adicionou-se 1,4 mmol de CsCOs, seguido de 0,07 mmol de
PdCl(dppf), seguido de 1,4 mmol de 30. O baldo da reagéo foi acoplado num sistema de
refluxo e a temperatura foi elevada a 70 °C. A mudanca de cor da reacdo para preto
indicou a oxidacdo do paladio presente no catalisador e formacao irreversivel do 6xido
PdO. Aproximadamente 30 minutos ap6s a mudanca de cor, a reacdo foi interrompida e
0 sistema de aquecimento desligado. Ao atingir temperatura ambiente, a solucdo foi
filtrada em pastilha de celite para remover o 6xido da mistura, utilizando acetato de etila
como eluente. A solucéo filtrada foi submetida ao processo de particdo com AcOEt/H20.
Purificou- se o produto em coluna cromatografica de gel de silica (fase mdvel: Hex 80 %

/ 20 % Ac), obtendo-se um éleo amarelo.

Sintese de LCC: solubilizou-se 0,5 mmol de 35 em 2 mL de uma mistura de
MeOH e THF (proporc¢éo 1:1) sob agitacdo constante e banho de gelo. Gotejou-se 1 mL
de uma solucdo de HCI (1 mol L™%). 10 minutos depois, retirou-se o banho de gelo e o
baldo de reacdo foi acoplado a um sistema de refluxo. A reacdo foi acompanhada por
CCD e finalizada apo0s aproximadamente 6 h. No work-up, fez-se uma particdo com
ACcOEt/H20 para extrair todo o produto para a fase organica. O produto foi purificado em

placa cromatografica preparativa de gel de silica, com fase mdvel 7:2:1
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(Hex:AcOEt:AcO) para obtencdo de LCC, um 06leo amarelado. CAS number: 144506-
14-9.

1H NMR (600 MHz, Acetona-d6) & 8.04 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.99 (d, J = 15.6 Hz, 1H),
7.68 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 7.65 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 6.96 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 6.80 (d, J =
8.5 Hz, 1H), 5.28 — 5.22 (m, 1H), 3.77 (s, 3H), 3.37 (d, J = 6.9 Hz, 2H), 1.78 (s, 3H), 1.66
(s, 3H).

Sintese de 11: solubilizou-se 0,5 mmol da chalcona precursora (sintese semelhante
a 35, alterando apenas a acetofenona na etapa de condensagdo) em 2 mL de uma mistura
de MeOH e THF (proporcédo 1:1) sob agitacdo constante e banho de gelo. Gotejou-se 1
mL de uma solucéo de HCI (1 mol L). 10 minutos depois, retirou-se o banho de gelo e
0 baldo de reacéo foi acoplado a um sistema de refluxo. A reacdo foi acompanhada por
CCD e finalizada aproximadamente 4 h apds atingir a temperatura maxima. No work-up,
fez-se uma particdo com AcOEt/H.O para extrair todo o produto para a fase orgénica. O
produto foi purificado em placa cromatografica preparativa de gel de silica, com fase

movel 7:2:1 (Hex:AcOEt:AcO) para obtencéo de 11, um dleo amarelado.

1H NMR (600 MHz, CDCls) & 10.20 (s, 1H), 8.06 (d, J = 15.5 Hz, 1H), 8.04 (d, ] = 8.0
Hz, 2H), 7.69 (d, J = 15.3 Hz, 1H), 7.60 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 7.54 — 7.51 (m, 2H), 6.7 (d,
J =85 Hz, 1H), 6.74 (d, J = 8.5 Hz, 3H), 5.29 — 5.24 (m, J = 6.0 Hz, 1H), 3.78 (s, 3H),
3.51 - 3.45 (m, J = 7.7 Hz, 2H), 1.86 (s, 3H), 1.78 (s, 3H).

Sintese de 14: solubilizou-se 0,5 mmol da chalcona precursora (sintese semelhante
a 35, alterando apenas a acetofenona na etapa de condensagdo) em 2 mL de uma mistura
de MeOH e THF (proporcédo 1:1) sob agitacdo constante e banho de gelo. Gotejou-se 1
mL de uma solugéo de HCI (1 mol L1). 10 minutos depois, retirou-se o banho de gelo e
o0 baldo de reacéo foi acoplado a um sistema de refluxo. A reacdo foi acompanhada por
CCD e finalizada aproximadamente 4 h apds atingir a temperatura maxima. No work-up,
fez-se uma particdo com AcOEt/H20 para extrair todo o produto para a fase organica. O
produto foi purificado em placa cromatografica preparativa de gel de silica, com fase

movel 7:2:1 (Hex:AcOEt:AcO) para obtencgdo de 14, um 6leo amarelado.

1H NMR (600 MHz, CDCls) § 10.20 (s, 1H), 8.05 (d, J = 15.8 Hz, 1H), 7.96 (d, J = 8.2
Hz, 2H), 7.53 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 7.51 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.32 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 6.74
(d, J=8.5Hz, 1H), 5.30 - 5.24 (m, J = 6.9, 5.5, 1.4 Hz, 1H), 3.78 (s, 3H), 3.48 (d, J = 7.1
Hz, 2H), 2.45 (s, 3H), 1.84 (d, J = 11.4 Hz, 3H), 1.77 (s, 3H).
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Sintese de 15: solubilizou-se 0,5 mmol da chalcona precursora (sintese semelhante
a 35, alterando apenas a acetofenona na etapa de condensa¢do) em 2 mL de uma mistura
de MeOH e THF (proporcéo 1:1) sob agitacdo constante e banho de gelo. Gotejou-se 1
mL de uma solugdo de HCI (1 mol L1). 10 minutos depois, retirou-se o banho de gelo e
o0 baldo de reacéo foi acoplado a um sistema de refluxo. A reacdo foi acompanhada por
CCD e finalizada aproximadamente 4 h ap0s atingir a temperatura maxima. No work-up,
fez-se uma particdo com AcOEt/H20 para extrair todo o produto para a fase orgénica. O
produto foi purificado em placa cromatografica preparativa de gel de silica, com fase

movel 7:2:1 (Hex:AcOEt:AcO) para obtencdo de 15, um dleo alaranjado.

1H NMR (600 MHz, CDCls) & 8.07 — 8.05 (m, 2H), 8.03 (d, J = 15.5 Hz, 1H), 7.54 (d, J
= 15.7 Hz, 1H), 7.50 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.01 — 6.99 (m, 2H), 6.73 (d, J = 8.5 Hz, 1H),
529 —5.25 (m, J = 6.9, 5.6, 2.7, 1.3 Hz, 1H), 3.91 (s, 3H), 3.78 (s, 3H), 3.48 (d, J = 6.9
Hz, 2H), 1.86 (s, 3H), 1.78 (s, 3H).

Sintese de 16: solubilizou-se 0,5 mmol da chalcona precursora (sintese semelhante
a 35, alterando apenas a acetofenona na etapa de condensagdo) em 2 mL de uma mistura
de MeOH e THF (proporcéo 1:1) sob agitacdo constante e banho de gelo. Gotejou-se 1
mL de uma solucéo de HCI (1 mol L). 10 minutos depois, retirou-se o banho de gelo e
o0 baldo de reacéo foi acoplado a um sistema de refluxo. A reacdo foi acompanhada por
CCD e finalizada aproximadamente 4 h ap6s atingir a temperatura maxima. No work-up,
fez-se uma particdo com AcOEt/H20 para extrair todo o produto para a fase organica. O
produto foi purificado em placa cromatogréafica preparativa de gel de silica, com fase

movel 7:2:1 (Hex:AcOEt:AcO) para obtencdo de 16, um dleo amarelado.

1H NMR (600 MHz, Acetona-d6) & 8.16 — 8.09 (m, J = 5.9, 2.3 Hz, 2H), 8.04 (d, J = 15.7
Hz, 1H), 7.72 — 7.65 (m, J = 17.4, 5.0 Hz, 1H), 7.61 — 7.57 (m, J = 5.5, 2.8 Hz, 1H), 6.81
(d, J = 8.6 Hz, 1H), 5.29 — 5.21 (m, J = 13.6 Hz, 1H), 3.77 (s, 2H), 1.79 (s, 3H), 1.66 (s,
3H).

Sintese de 17: solubilizou-se 0,5 mmol da chalcona precursora (sintese semelhante
a 35, alterando apenas a acetofenona na etapa de condensagdo) em 2 mL de uma mistura
de MeOH e THF (proporcédo 1:1) sob agitacdo constante e banho de gelo. Gotejou-se 1
mL de uma solugdo de HCI (1 mol L1). 10 minutos depois, retirou-se o banho de gelo e
0 baldo de reacéo foi acoplado a um sistema de refluxo. A reacdo foi acompanhada por

CCD e finalizada aproximadamente 4 h apés atingir a temperatura maxima. No work-up,
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fez-se uma partigdo com AcOEt/H,0 para extrair todo o produto para a fase organica. O
produto foi purificado em placa cromatogréfica preparativa de gel de silica, com fase
movel 7:2:1 (Hex:AcOEt:AcO) para obtengdo de 17, um 6leo alaranjado.

1H NMR (600 MHz, Acetona-d6) § 10.14 (s, 1H), 8.07 — 8.05 (m, 2H), 8.03 (d, J = 15.6
Hz, 1H), 7.77 — 7.75 (m, 1H), 7.70 — 7.67 (m, 1H), 7.37 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 6.82 — 6.79
(m, J = 8.5, 4.2 Hz, 1H), 5.32 — 5.23 (m, 1H), 3.81 — 3.79 (m, J = 0.9 Hz, 3H), 3.41 (d, J
= 6.9 Hz, 2H), 1.80 (s, 3H), 1.68 (d, J = 1.0 Hz, 4H).

Sintese de 21: solubilizou-se 1,05 mmol de 32 em 5 mL de EtOH, sob agitacao
constante e banho de gelo. Gotejou-se 2 mL de solucdo 60% de KOH. Adicionou-se 1,0
mmol de , 2-metoxi-4-(metoximetoxi)benzaldeido em 6 por¢des, com intervalos de 30
minutos entre cada adicdo para facilitar que o aldeido seja solubilizado. A reagdo foi
acompanhada por CCD, e finalizada 48 h apés a Gltima adicdo do benzaldeido. O pH da
solucdo foi ajustado com acido acético glacial até 6, para protonar a 0-OH e diminuir a
solubilidade do produto em agua. No work-up da reacdo, verteu-se o produto bruto em
gelo triturado, e filtrou-se o precipitado (s6lido amarelo, 80%). Depois de seco, 0,5 mmol
do material precipitado foi solubilizado em 2 mL de uma mistura de MeOH e THF
(proporcdo 1:1) sob agitacéo constante e banho de gelo. Gotejou-se 1 mL de uma solucéo
de HCI (1 mol L™). 10 minutos depois, retirou-se o banho de gelo e o baldo de reagio foi
acoplado a um sistema de refluxo. A reacdo foi acompanhada por CCD e finalizada
aproximadamente 6 h apds atingir a temperatura maxima. No work-up, fez-se uma
particdo com AcOEt/H>0 para extrair todo o produto para a fase orgénica. O produto foi
purificado em coluna cromatografica de gel de silica, com fase mével 6:4 (Hex:AcOE)

para obtencdo de 21, um sélido amarelo alaranjado. CAS number: 34221-41-5.

RMN 1H (600 MHz, DMSO) & 7.99 (d, J = 8.8 Hz, 2H), § 7.92 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 5
7.76 (d, ] = 8.5 Hz, 1H), 5 7.65 (d, ] = 15.6 Hz, 1H), § 6.88 (d, J = 8.7Hz, 2H), 5 6.47 (d,
J=22Hz, 1H), § 6.44 (dd, J = 8.4, 2.2 Hz, 1H), 5 3.84 (s, 3H).

6.2. Ensaios bioldgicos
6.2.1. Ensaios antibacterianos

A concentracéo inibitoria minima (ClMao) contra espéecies de bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas foi determinada em triplicata, usando o método de

microdiluicdo em caldo em 96 microplacas, usando resazurina como indicador
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colorimétrico da viabilidade da célula. LCC foi solubilizada em DMSO (Synth,
Diadema-SP, Brasil), com concentragdo 1 mg mL™, seguida por uma diluigdo em caldo
de infusdo cérebro coracdo (BHI — Difco, Detroit-MI, EUA) para atingir concentracdes
finais variando entre 0,195 e 400,0 pg mL™. O contetido final de DMSO era de 5% (V/v),
e foi utilizada como controle negativo. O indculo foi ajustado para cada microorganismo,
para atingir concentracdo celular de 5 x 105 unidades de formacao de coldnia (CFU mL"
), como recomendado pelo Instituto de Padrdes Clinicos e Laboratoriais, com
modificagdes no meio de cultura. O controle de crescimento e de esterilidade também
foram inclusos. Tetraciclina e clorexidina foram utilizadas como controle positivo, com
concentragdes entre 0,115 ¢ 5,9 ug mL™, e 0,115 e 59 ug mL?, respectivamente. As
microplacas de 96 pocos foram seladas com plastico filme e incubadas a 37 °C por 24 h.
Apo6s esse periodo, 30 pL de uma solugdo 0,02% de resazurina foi adicionada as
microplacas, que foram incubadas por mais 15 minutos a 37 °C. A ClMg foi definida
como a menor concentracdo capaz de inibir mais de 90% do crescimento dos

microorganismos, indicado pela mudanga da cor azul da resazurina para rosa.
6.2.2. Ensaio antimicobacteriano

A CIM de LCC contra micobactérias foi determinado utilizado o Ensaio de
Resazurina em Microplaca, método de Palomino, com breves modificacbes. Um estoque
da solugcdo de LCC foi preparado em DMSO e diluido no caldo Middlebrook 7H9
(DidcotTM, Detroit-MI, EUA) para obter concentracdes de 7,8 a 1.000 pg mL™.
Isoniazida foi dissolvida em DMSO e utilizada como droga padréo, a concentracdes de
0,015 a 1,0 pg.mL™. O indculo foi preparado introduzindo coldnias cultivadas em Ogawa-
Kudoh (LaborClin) em um tubo com contas de vidro com 500 pL de dgua esterilizada.
Uma aliquota de 200 pL foi transferida para um tubo contendo 2 mL de caldo 7H9,
incubado a 37 °C por 7 dias e comparado com a escala 1 McFarland (3 x 108 células.mL"
1. Ap6s o indculo ser padronizado, foi diluido em placas de 96 pogos, numa relagéo 1:25
com o caldo 7H9 contendo as substancias testadas. Os controles de crescimento e
esterelidade também foram incluidos. As placas de 96 pocos (Kasvi®) foram incubadas
a 37 °C por 7 dias. Apos esse periodo, 30 pL de uma solugdo aquosa de 0,02% de
resazurina (Sigma- Aldrich®) foi adicionada a cada pogo da placa. Ap6s 18 h, a solucéo
de resazurina adquiriu coloragdo azul, indicando que n&o havia crescimento de

microrganismos (a cor rosa indica a presenca de microrganismos viaveis). O valor de
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CIM, expressado em pg mL™?, foi definido como a menor concentracio das substancias

capaz de inibir 90 % do crescimento micobacteriano. O ensaio foi realizado em triplicata.
6.2.3. Ensaio contra Helicobacter pylori

O ensaio de microdiluicdo em caldo, utilizou caldo Mueller Hinton médio,
suplementado com 10 % de sérum fetal bovino. As substancias foram solubilizadas em
DMSO em placas de 96 pogos, com concentragdes entre 0,48 e 1.000 pg.mL™. A
concentragéo do indculo foi ajustada para 5 x 105 CFU mL™. As placas foram preparadas
em triplicata, e incubadas a 37 °C por trés dias, sob atmosfera de 10% de CO.. Utilizou-
se DMSO e tetraciclina como controle negative e positivo, respectivamente. Uma solugédo
aquosa de resazurina (30 puL, 0,01 %) foi adicionada a cada poco. A presenc¢a da coloragao
rosa indica a presenca de células metabolicamente ativas, enquanto a presenca da
coloragdo azul indica células com metabolismo desativado. A menor concentragdo a cada

mudanca de cor foi observada, e a média do valor, definida como a CIM.
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8. MATERIAL SUPLEMENTAR
8.1. Espectros de RMN de *H (600 MHz)

Figura 6. Espectro de RMN de 'H de LCC.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 7. Espectro de RMN de *H de LCC — Ampliado de 6,7 a 8,1 ppm.

Rar$DRa1484.30438
Prof. Luis Octavio, amostra Patrick Ozanique, LCC (8.0 mg) em acetone-d6é

250 C

B (d) 6 (d)
799 7.65
1(15.64) 3(8.57)

2'86'(d) a(d) 3'&5' (d)
8.04 7.68 6.96
3(8.70) 1(1562) 1(8.68)

T —= =

——8.045
—-8.031

~~8.005
—-7.979

) Ll

8.‘15 ‘ 84135 7.‘95 ‘ 7.‘85 k 7.‘75 7.‘65 ' 7.;5 I 7.:15 ‘ 7.:‘35 ' 7.‘25 ' 7.‘15 I 7.65 I 6.‘95 ‘ 6.‘85 I 6.;5 I
f1 (ppm)
Fonte: Elaborado pelo autor.
Figura 8. Espectro de RMN de *H de LCC — Ampliado de 1,6 a 5,4 ppm.
Rar$DRal484.30438
Prof. Luis Octavio, amostra Patrick Ozanique, LCC (8.0 mg) em acetone-d6
250 C
5" (s)
1.66
" ) 1" @ o
@ L "
3
m
o wn
™~ n
~ "]
.
0 m
Y
nn
JNL

5.4 3.2 2.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3. 3.2 3.0 2.8 2.6 2.4 2.2 2.0 18 1.6

Fonte: Elaborado pelo autor.

Péagina | 41



Figura 9. Espectro de RMN de 'H de 11.

Rar$DRal13492.15775
Prof. Luis Octavio, amostra Patrick, H (8 mg) em CDCI3
250 C

6 (m)
&6 (d)|| 752 3 &5 (d) 1" (m)
8.04 6.74 o | 147
(8.01) 1(8.53 R w72
— (]
+(9 2o |5 o o5 2l 09
1020 (15.46) | 1(7.39) 1(8.51) 1(6.04) 378 86
" W TEL T H 1 H E?:
a @) 3R
7.69 -
(15.35)
3 N
3 - 2 H <]
o @~ [N
8 m k}g ~ Lok T 0 Q;
o Q a3" ~ o b [ ) P 2 lY'I/
2 =] % REgS Rud
! | 66 n |
1] ' \K/ .|
lC:.S 1E:.U 9‘.5 S{U B‘.S SI.CI ?.IS 7:0 6‘.0 I5 5.‘0 4:5 4.‘0 3:5 3.‘0 2:5 2.ICI 115
f1 (ppm)
Fonte: Elaborado pelo autor.
Fi 10. E tro de RMN de *H de 11 — Ampliado de 6,5 a 8,2
igura 10. Espectro de e e 11 — Ampliado de 6,5 a 8,2 ppm.
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Figura 11. Espectro de RMN de *H de 11 — Ampliado de 1,7 a 5,5 ppm.
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Fi 12. Espectro de RMN de ‘H de 14
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Figura 13. Espectro de RMN de *H de 14 — Ampliado de 6,6 a 8,2 ppm.

RMN
Prof. Luis Octavio, amostra Patrick, CH3 (8 mg) em CDd3
250 C

6 (d)
7.51
1(8.02)

B(d) |[2'&6'(d) a (d) 3' &5'(d) 5 (d)
8.05 7.96 7.53 732 6.74
115.76) | 1(8.16) 1(15.63) 3(7.96) (8.53)

T ] — — =]
]
] in
@ el oo
wa N7 5w " g
2 3 \I | R ~ 2n
@ AR IS N/ rR
% Lo | 6o
] 1 K‘ {‘

8.2 8.1 8.0 79 7.8 77 7.6 5 73 72 71 7.0 6.9 6.8 6.7 6.6

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 14. Espectro de RMN de *H de 14 — Ampliado de 1,6 a 5,4 ppm.

RMN
Prof. Luis Octavio, amostra Patrick, CH3 (8 mg) em CDd3
25.0 C

5" (9
1.77
5 I 9 e
- 3178 y 245 B
3(1.45, 5.54, 6.85) [ 3(715) (1136
— T =] = (=
-
n
=+
N
<+
wn
L]
Ak
L
-
i
b
B
o by
[ [
TS )
N, N
) Tﬂ\y -

5.5 5.3 5.1 4.9 47 45 43 4.1 3.9 3.7 3.5
f1 (ppm)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Péagina | 44



Figura 15. Espectro de RMN de *H de 15.
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Figura 16. Espectro de RMN de *H de 15 — Ampliado de 6,6 a 8,1 ppm
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Figura 17. Espectro de RMN de *H de 15 — Ampliado de 1,7 a 5,5 ppm.
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Figura 18. Espectro de RMN de 'H de 16.
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Figura 19. Espectro de RMN de *H de 16 — Ampliado de 6,6 a 8,3 ppm.
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Figura 20. Espectro de RMN de *H de 16 — Ampliado de 1,6 a 5,4 ppm.
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Figura 21. Espectro de RMN de *H de 17.
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Figura 22. Espectro de RMN de 'H de 17 — Ampliado de 6,7 a 8,1 ppm.
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Figura 23. Espectro de RMN de *H de 17 — Ampliado de 1,6 a 5,4 ppm.
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Figura 24. Espectro de RMN de “H de 21.
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