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RESUMO
A resisténcia microbiana tem se mostrado uma iminente ameaga a satde publica, onde
cerca de 4,95 milhdes de mortes foram associadas a este fendmeno em 2019. Em 2017 a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) elaborou uma lista de prioridade para
desenvolvimento de novos antibioticos contra certos patdgenos, alguns destes que se
mostram resistentes aos métodos convencionais de tratamento. Nesse sentido, a
descoberta por agentes antibacterianos inovadores se torna premente. A xinjiachalcona
A (XCA) é uma retrochalcona O-isoprenilada de Glycyrrhiza inflata que apresentou
atividade contra Helicobacter pylori, com concentracdo inibitéria minima (CIM) contra
cepas padréo e isolados clinicos variando de 12,5 a 50,0 uM. Este trabalho tem como
objetivo a sintese de XCA e de anélogos simplificados com modificacbes no anel B, a
fim de analisar a relacéo estrutura-atividade e a obtencdo de analogos com amplo espectro
de atividades antibacteriana e antimicobacteriana potencializadas. A estratégia sintética
incluiu reacdes de O-alquilagdo (prenilagdo e metilagdo), bem como protecéo/desprotecao
com/de tetraidropirano (THP) e condensacfes alddlicas de Claisen-Schmidt. XCA,
equinatina (ECH) e Di-OMe apresentaram valores de concentracao inibitéria minima de
147,7 uM, 115,6 uM e 175,8 uM, respectivamente contra H. pylori, 0 composto As2
apresentou concentragdo inibitoria minima de 162,1 uM contra E. faecium. O protétipo
(XCA) e Di-OMe se mostraram ativas contra M. tuberculosis com valores de

concentragdo inibitoria minima de 46,15 pM e 55 uM, respectivamente.

Palavras-chave: Xinjiachalcona A. O-alquilagdo. Condensacdo de Claisen-Schmidt.
Tetraidropirano. Bactérias. Microbactérias.



ABSTRACT
Microbial resistance has proven to be an imminent threat to public health, with around
4.95 million deaths associated with this phenomenon in 2019. In 2017, the World Health
Organization (WHO) prepared a priority list for the development of new antibiotics
against certain pathogens, some of which are resistant to conventional treatment methods.
In this sense, the discovery of innovative antibacterial agents becomes urgent.
Xinjiachalcone A (XCA) is an O-isoprenylated retrochalcone from Glycyrrhiza inflata
that showed activity against Helicobacter pylori, with minimal inhibitory concentration
(MIC) against standard strains and clinical isolates ranging from 12.5 to 50.0 uM. This
work aimed at the synthesis of XCA and simplified analogs with modifications in the B
ring, in order to analyze the structure-activity relationship and obtain analogues with a
broad spectrum of potentiated antibacterial and antimycobacterial activities. The
synthetic strategy included O-alkylation reactions (prenylation and methylation), as well
as protection/deprotection with/from tetrahydropyran (THP) and Claisen-Schmidt aldol
condensations. XCA, echinatin (ECH) and Di-OMe presented minimum inhibitory
concentration values of 147.7 uM, 115.6 uM and 175.8 uM, respectively against H.
pylori, the compound As2 presented minimum inhibitory concentration of 162.1 uM
against E. faecium. The prototype (XCA) and Di-OMe are found to be active against M.
tuberculosis with minimum inhibitory concentration values of 46.15 uM and 55 uM,

respectively.

Keywords: Xinjiachalcone A. O-alkylation. Claisen-Schmidt Condensations.

Tetrahydropyran. Bacterium. Mycobacterium.
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1. INTRODUCAO
1.1. Resisténcia Microbiana

Atualmente, a resisténcia microbiana esta incluida dentre as dez principais
ameacas a satde publica, visto que em 2019 o nimero de mortes associadas a resisténcia
microbiana foi estimado em 4,95 milhdes e 0 nimero de mortes atribuidas a esse mesmo
fendmeno foi de 1,27 milhGes. Neste cenario, seis patdgenos seguem liderando as mortes
associadas com resisténcia microbiana, incluindo: Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pneumoniae, Acinetobacter baumannii e
Pseudomonas aeruginosa, que foram responsaveis por 929 mil mortes atribuidas, e 3,57

milhGes de mortes associadas a resisténcia microbiana (The Lancet, 2022).

A Organizacdo Mundial da Saide (OMS) organizou em 2017 uma lista de
prioridade para a descoberta e desenvolvimento de farmacos antibidticos contra certos
patdgenos, como por exemplo Pseudomonas aeruginosa com prioridade critica;
Enterococcus faecium, S. aureus e Helicobacter pylori com prioridade alta, e
Streptococcus pneumoniae com prioridade média (WHO, 2017). Em 2020, a tuberculose,
infeccdo causada por Mycobacterium tuberculosis, foi apontada no relatério anual da
Organizacdo Mundial da Salde como prioridade global para a busca de farmacos
inovadores, visto 0 aumento do nimero de 6bitos relacionados a tuberculose, fenémeno
resultante da negligéncia em relacdo a infeccdo durante a pandemia de COVID-19, na
qual houve a diminuicdo de cerca de 25% dos diagndésticos para tuberculose (WHO,
2021).

Nesse contexto, os produtos naturais vém se mostrando como alternativas aos
tratamentos convencionais, apresentando-se como potenciais agentes terapéuticos contra
diversos patdgenos humanos (Dai, 2020). Por esse motivo, o Laboratorio de Antibioticos
e Quimioterapicos (LAQ) do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas — UNESP
/ Sado José do Rio Preto, explora produtos naturais e suas atividades bioldgicas,

otimizando as propriedades biolégicas com o planejamento e sintese de analogos.

1.2. Chalconas
Dentre os produtos naturais as chalconas se destacam, uma vez que possuem
diversos estudos relacionados envolvendo suas bioatividades. As chalconas constituem
uma importante subclasse de flavonoide, com distribuicdo ampla nas plantas, sendo

precursores biossintéticos centrais dos demais flavonoides (Di Carlo et al., 1999).
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Estruturalmente sdo formadas por duas unidades fenilicas (anéis A e B), separadas por
uma cetona a,p-insaturada (Figura 1) (Dewick, 2009). S&o consideradas compostos
privilegiados pela Quimica Medicinal, apresentando amplo espectro de bioatividades e

estruturas que permitem sinteses concisas e versateis. (Zhuang et al., 2017).

Figura 1. Estrutura geral do ndcleo chalconico

5 5

OGS O)

1 1
o p
Fonte: Elaborado pelo autor.

Dentre as chalconas, destaca-se a subclasse das retrochalconas, que séo fendis que
revelam a auséncia do grupo hidroxila na posi¢do orto do anel A (C-2’), presenca de
metoxila na posicdo orto do anel B (C-2) e grupos oxigenados nas posi¢Oes para dos dois

anéis (C-4 e C-4’), diferindo-as das chalconas convencionais (Mittal, 2021).

1.3. Xinjiachalcona A

Por séculos, a medicina tradicional chinesa se utilizou de extratos de raizes e
rizomas de plantas do género Glycyrrhiza devido a sua a¢do antibidtica, anti-inflamatéria
e antitussigena. Atualmente tais raizes e rizomas sao empregados como adocantes e
saborizantes pela inddstria alimenticia, e vém ganhando a atencdo da indUstria
farmacéutica devido aos aspectos benéficos de seus usos. A fim de compreender a fonte
das propriedades farmacoldgicas destas raizes e rizomas, algumas chalconas foram
isoladas. Em especifico, a xinjiachalcona A (Figura 2), uma retrochalcona das raizes de
Glycyrrhiza inflata, demonstrou potente atividade antibacteriana contra H. pylori com
valores de concentracdo inibitéria minima (CIM) variando entre 12,5 e 50,0 uM (Bodet
eta., 2014).

Figura 2. Estrutura da Xinjiachalcona A (XCA)

HO OVY
‘ A g
0 _0

1

Fonte: Elaborado pelo autor.

Possuindo estrutura relativamente simples, auséncia de centros estereogénicos,
XCA apresenta alta versatilidade para construgcdo de um conjunto de andlogos com uma

alta quimiodiversidade, assim como sintese em poucas etapas. (Fiorito et al., 2013).

12



2. OBJETIVOS
O presente estudo tem como objetivo geral a sintese total de XCA e analogos,
bem como suas avaliagbes contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e

micobactérias.

3. METODOLOGIA
3.1. Planejamento Molecular de Analogos Chalcénicos de XCA

A fim de analisar a relacdo entre estrutura quimica e atividade biologica de XCA,
foi estabelecido o planejamento molecular partindo de modificaces nos substituintes do
anel B. A avaliacdo dos analogos Asl e As2 visam entender o efeito da supressdo dos
grupos em para-O-isoprenila e orto-metoxila, respectivamente, para a atividade
antibacteriana. Os analogos equinatina (ECH) e 2°,2’-dimetoxilado (Di-OMe), visam
investigar a influéncia da remocéo do grupo isoprenila, e da auséncia da insaturacao em

relacdo a bioatividade (pela permuta com uma metila), respectivamente.

Esquema 1: Planejamento Molecular dos Analogos de XCA

~
As2
Asl
N i
RO U
OH 0\
XCA
——————————————— - O (O
ECH Di-OMe

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.2. Estratégias Sintéticas para Obtencdo de XCA
Seguindo a metodologia de sintese de XCA descrita por Fiorito e colaboradores
(Fiorito et al., 2013), as reacOes de O-alquilagdo consistiriam apenas a O-isoprenilacdo
(Esquema 2), tendo 4-hidroxi-2-metoxibenzaldeido (2) como material de partida, que
embora esteja disponivel comercialmente, apresenta elevado custo econdmico (R$
545,00/g, disponivel em <4-Hydroxy-2-methoxybenzaldehyde = 98.0 HPLC 18278-34-7

(sigmaaldrich.com)> (Acessado dia 24 de maio de 2023). Posteriormente, o aldeido O-
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isoprenilado (3) foi submetido a reacdo de condensacéo alddlica de Claisen-Schmidt com
a 4’-hidroxiacetofenona (4), resultando em xinjiachalcona A com 53% de rendimento
global.

Esquema 2. Rota sintética de XCA proposta por Fiorito e colaboradores (Fiorito et al.,

2013).
HO 53%

| \@( HO I l W
Wj@/ K2C03, acetona, \H)\i)/ KOH 60%, HZO/EtOH

80°C 100°C
XCA

3.2.1. Estratégia Sintética utilizada nesse trabalho

Para contornar o problema do elevado custo econdmico do material de partida,
deu-se a proposta da sintese de XCA partindo do 2,4-dihidroxibenzaldeido (5),
submetendo-0 a uma reacdo de O-prenilacdo seguida por uma reacdo de metilacdo one-
pot. A selecdo por um procedimento one-pot deve-se ao composto 3 ter se mostrado
altamente instavel. O produto foi submetido a uma reacdo de condensacdo alddlica de
Claisen-Schmidt com 4 que foi, previamente, protegida com tetraidropirano (THP) para
contornar a formacdo de subprodutos e favorecer a reducdo do tempo de reacdo
(Esquema 3).

Esquema 3. Rota sintética utilizada para obtencdo de XCA

|

HO OH /\)\ HO . O _~ ‘ 0~ 0 _~

CH,I |

H S I : . HTI/ N
0 5 K,CO;, acetona 0 6 K,COj3, acetona 0 3

THPO\T,Q_\\\ 26%
| L THPO. -~ HO 0
T | = = e — s
7 J:) T\\&»;J\T’.z\ . \/Y HCI ]'“\,4;’-'\_‘ ”VEJ \/\r
- —_— -
NaOH,,,, H;O/EtOH ' O~ EtOH, ¢a. § O
8 XCA

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.3. Ensaios Biologicos
Foram empregadas cepas bacterianas da American Type Culture Collection
(ATCC). As cepas foram preservadas sob criogenia a -20 °C na colecdo de culturas do
Laboratorio de Ensaios Antimicrobianos (LEA) do Instituto de Ciéncias Biomédicas, da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU), com colaboracdo do Professor Dr. Carlos

Henrique Gomes Martins. Os testes foram realizados com as bactérias Staphylococcus
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aureus (ATCC 6538), Staphylococcus aureus (ATCC BAA44), Streptococcus
pneumoniae (ATCC 6305), Streptococcus sanguinis (ATCC 10556), Streptococcus
sobrinus (ATCC 33478), Streptococcus mutans (ATCC 25175), Enterococcus faecium
(ATCC 700221), Helicobacter pylori (ATCC 43526), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27453), Klebsiela pneumoniae (ATCC 13883), e micobactérias Mycobacterium
tuberculosis (ATCC 27294), Mycobacterium kansasii (ATCC 12478) e Mycobacterium
avium (ATCC 25291).

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

A seguir foram propostos, 0s mecanismos das reacfes que compdem a rota
sintética adotada para a obtencdo de XCA e seus anélogos. A reacdo de protecao de 4 foi
catalisada com PTSA (4cido para-toluenossulfénico), sendoi acompanhada por
cromatografia em camada delgada e demonstrou ter uma conversdo total, ndo havendo a

necessidade de uma etapa de purificacdo (Esquema 4).

Esquema 4. Mecanismo de reacao de protecao.

Fonte: Elaborado pelo autor.

O aldeido 5 foi submetido as etapas de O-alquilagdo, a fim de sintetizar o
intermediario 3. A reacdo produziu o intermediério 6 e o aldeido di-prenilado como
coproduto em baixa quantidade devido a dificuldade de desprotonar a hidroxila na
posicdo 2 pela base (carbonato de potassio), pela presenca de ligacdo de hidrogénio
intramolecular entre o hidrogénio da hidroxila em 2 e o oxigénio carbonilico, formando

um pseudo-anel (Esquema 5).
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Esquema 5. Mecanismo de reacao de O-prenilacéo.

2-

R .

O| ? _O 0_ | et O| o
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..0'2) 20, O/\)\
H

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nesta etapa, o produto é submetido a reacdo de metilacdo, com iodeto de metila,
a fim de converter a hidroxila na posic¢éo 2 para metoxila, conforme mostra 0 composto
3 (Esquema 6). Pela instabilidade do produto 6 e devido ao meio reacional ser igual nas
duas etapas de O-alquilacdo, essa reacdo se trata de um procedimento one-pot, portanto
ndo envolveu etapas de purificacdo ou work-up. Considerando que a reacdo de O-
prenilacdo ndo consome totalmente o material de partida, de acordo com monitoramento
por cromatografia em camada delgada, temos o 3 como produto majoritario, o

benzaldeido di-prenilado e o benzaldeido di-metoxilado.

Esquema 6. Mecanismo proposto para reagdo de metilagéo.

H,cor
M H =

0 0. O OCH;

P : i

Fonte: Elaborado pelo autor.

Na reacdo de condensac&o aldolica de Claisen-Schmidt, o aldeido 3 foi adicionado
em aliquotas, promovendo um rendimento maior ao se observar uma menor formagéo de

coprodutos, que tornavam a etapa de purificacdo complexa. (Esquema 7)
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Esquema 7. Mecanismo de reacao de condensacéo alddlica de Claisen-Schmidt.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Entdo com o intermediario 8, resultante da condensacdo alddlica de Claisen-
Schmidt, a etapa seguinte da rota sintética de XCA envolveu a desprotecéo do grupo THP.
A reacdo de desprotecdo com EtOH e HCI se mostrou rapida, em 30 minutos. (Esquema

8).

Esquema 8. Mecanismo proposto para reacdo de desprotecao.

/\
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Fonte: Elaborado pelo autor. ’

A purificacdo do produto XCA por cromatografia em coluna de gel de silica
apresentou problemas, devido a co-eluicdo de substancias. Entdo a purificagdo foi
realizada em cromatografia em camada delgada preparativa, com fase movel composta
por hexano, acetato de etila, acetona e diclorometano (5:1:0,5:0,5) que apo6s 5
desenvolvimentos foi possivel extrair a faixa do produto desejado, utilizando MeOH grau

HPLC.
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Tabela 1. Rendimentos globais da sintese de XCA e seus analogos

Composto Rendimento

XCA 26%
Asl 73%
As2 28%

ECH 20%

Di-OMe 34%

Fonte: Elaborado pelo autor.

Podemos observar uma grande diferenca entre os rendimentos mostrados na
Tabela 1. O baixo rendimento de substancias se deve a perda de massa, tanto durante o
work-up quanto pela dificuldade encontrada em etapas de purificacdo cromatogréfica,
como por exemplo As2 que apresentou coeluicdo de subprodutos em coluna de gel de
silica, o que resultou em mais de um processo de purificacdo a fim de otimizar a fase
maovel. Outro baixo rendimento pode ser observado na amostra Di-OMe, devido a esta
ter sido purificada por recristalizagdes sucessivas. Entretanto o alto rendimento Asl pode
ser explicado pela sintese relativamente simples (em duas etapas) e uma etapa de
purificacdo otimizada que resultou na cristalizacdo do produto em forma de cristais

aciculares.

A elucidagéo dos espectros de RMN de H confirmou a sintese de XCA e dos
analogos que foram analisados, porém, além dos sinais ja esperados para 0s compostos,
alguns espectros apresentaram sinais de impurezas. Podemos observar também a presenca
de agua no espectro de ECH, representada pela banda mais larga em aproximadamente
3,4 ppm. No espectro de As2 encontramos dificuldade para determinacao e identificacéo

do hidrogénio referente ao carbono 3 da ponte cetonica.

4.1. Ensaios Bioldgicos
Os resultados dos ensaios bioldgicos (Tabela 2) indicam que os compostos XCA,
ECH e Di-OMe causam efeitos inibitorios consideraveis contra H. pylori, sendo ECH
mais ativa ndo so contra H. pylori, como contra outras bactérias Gram-positivas. Observa-
se que XCA e Di-OMe mostraram potente atividade contra M. tuberculosis em

comparagdo com as demais substancias. Todavia a inibi¢cdo de XCA causada contra H.

18



pylori foi menor que a de ECH, o que pode indicar que o grupo isoprenila nédo

desempenhou a func¢do importante para a bioatividade.

Tabela 2. Atividade antibacteriana de XCA e seus analogos expressa em valores de

Concentracdo Inibitoria Minima (CIM em uM).

o o~ > o) o] o~ o o~
[ V/i\] jl) B ‘(L)\ I ’t 1»] X JL»‘?\[/)\\Q x )'K/\/‘\
saa sV N s os cINCRA & Y 0L
. (N N HO,U\_j L) i LI BN e \AOH s L -
XCA Asl As2 ECH Di-OMe
2T M
Cadigo 5 B
S.al! Sa Sp. Sso. Ssa. Sm. Ef. Pa. Kp. Hp. Ma Mk Mt
XCA >1182 1182 1182  >1182  >1182  >1182  >1182  >1182 >1182 1477 3694 29551 46,15
Asl >1573  >1573  >1573  >1573 1573  >1573 1573  >1573  >1573  >1573 39326 39326 2458
As2 >1297  >1297  >1297  >1297 1297  >1297 162,01  >1297  >1297 6486 16214 32428 2027
ECH 185 185  >1480 370 185 370 nd >1480  >1480 1156 1156 2312 1156
Di-OMe >1407 >1407 >1407 >1407 >1407 >1407 >1407 >1407 >1407 1758 >3517 >3517 55
Tetraciclina 133 02 04 - - - 18 133 33 33 - - -
Clorexidina - - - 36 18 09 - - - - - - -
Isoniazida - - - - - - - - - - 73 73 3,6

S.a.l : Staphylococcus aureus ATCC (BAA44) (MRSA); S.a.2: Staphylococcus aureus ATCC (6538); S. p. : Streptococcus
pneumoniae ATCC (6305); S. so. : Streptococcus sobrinus ATCC (33478); S. sa. : Streptococcus sanguinis ATCC (10556);
S. m. : Streptococcus mutans ATCC (25175); E. f. : Enterococcus faecium ATCC (700221); P. a. : Pseudomonas aeruginosa
ATCC (27453); K. p. : Klebsiella pneumoniae ATCC (13883); H. p. : Helicobacter pylori ATCC (43526);

M. a. : Mycobacterium avium ATCC (25291); M. k. : Mycobacterium kansasii ATCC (12478); M. t. : Mycobacterium
tuberculosis ATCC (27294).

nd : Ensaios ndo determinados.
Fonte: Elaborado pelo autor.

5. CONCLUSAO

As substancias planejadas neste trabalho foram sintetizadas a partir da rota
sintética inédita, utilizando protecdo/desprotecdo com THP, condensacdo aldolica de
Claisen-Schmidt e sintese de Williamson, com rendimentos globais entre 20% e 73%. Os
compostos XCA, ECH, Di-OMe apresentaram valores de concentracao inibitéria minima
de 147,7 uM, 115,6 uM ¢ 175,8 uM, respectivamente, contra H. pylori e o0 composto As2
apresentou valor de concentragdo inibitéria minima de 162,1 uM contra E. faecium,
ambos patdgenos integrantes da lista de prioridade de desenvolvimento de novos
farmacos antibioticos da Organizacdo Mundial da Saude (OMS). Além disso, podemos
apontar também os valores de concentragéo inibitoria minima contra M. tuberculosis das
substancias XCA e Di-OMe de 46,15 uM e 55 uM, respectivamente.
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6. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
6.1. Procedimentos gerais de O-alquilacdo (Reagdo em one-pot)

30%
|

o 0)
X
H
K2C03, acetona, K2C03, acetona, o 3

t.a.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Sintese de 3: Primeiro, submeteu-se 0 10 a reacdo de O-isoprenilagdo. Para isso
adicionou-se 250 mg do 10 (1,8 mmol) em um baldo e fora solubilizado em 5 mL de
acetona anidra e levou-se para agitacdo magnética juntamente com 363 mg de carbonato
de potassio. Apds solubilizacdo completa, adicionou-se 200 pL de brometo de isoprenila
(1,8 mmol). A reagdo foi mantida a temperatura ambiente, sendo monitorada por
cromatografia em camada delgada por 4,5 h. Ap6s esse periodo, foram adicionados 112
uL de iodeto de metila (1,8 mmol) e mais 250 mg de carbonato de potassio, favorecendo
a reacdo de metilacdo por mais 3,5 h. O work-up deu-se por extrair o produto bruto por
particdo liquido-liquido com acetato de etila, 4gua destilada (10 mL) e solucdo saturada
de cloreto de sédio (10mL). Posteriormente a fase organica foi seca com adicao de sulfato
de magnésio, filtrada e o solvente foi removido por rota-evaporacdo. O produto foi
purificado por cromatografia em coluna de gel de silica, utilizando hexano e acetato de

etila (9:1) como fase mdvel, obtendo-se um sélido branco com rendimento de 30%.

6.2. Procedimentos gerais para as reac0es de protecdo com THP
90%

OH OTHP
THP
PTSA, CH,Cl,

(0] (0]

Fonte: Elaborado pelo autor.

Sintese de 7: A reacdo de protegdo com THP se deu pela pesagem de 500 mg de
4 (3,67 mmol) num baldo com 0,4 mL de tetraidropirano (THP) (4,4 mmol) dissolvidos

em 12 mL de diclorometano. Apos a solubilizagdo dos reagentes, foram adicionados 92
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mg de PTSA (0,367 mmol). Apos 1,5 h, foram adicionados 10 mL de bicarbonato de
sodio e entdo a reagdo foi finalizada. O work-up deu-se pela extragdo do produto bruto
com diclorometano, o qual foi lavado com &gua destilada (10 mL) e com solugdo saturada
de cloreto de sddio (10 mL). Posteriormente a fase organica foi seca com adi¢éo de sulfato
de magnésio, filtrada e o solvente foi removido por rota-evaporacdo. Nao houve a
necessidade de purificacdo por técnicas cromatograficas devido a alta taxa de converséo
dos reagentes e sem a deteccdo de coprodutos. Um solido cristalino branco foi obtido com

rendimento de 90%.

6.3. Procedimentos gerais de condensacao alddlica de Claisen-Schmidt

o t.a.

(0] (0]
THPO 0]
o O T
H -
NaOH,,), H,O/EtOH, X
(0] 0

8
Fonte: Elaborado pelo autor.

Sintese de 8: Em um baldo reacional foram pesados 143 mg de 7 (0,68 mmol), 0s
quais foram solubilizados em etanol (5 mL) sob banho de gelo. Foram adicionados 54 mg
de hidrdxido de sodio (1,36 mmol) solubilizados em etanol (2 mL) e ap6s 20 min foram
adicionados 150 mg de 3 (0,68 mmol) em 3 aliquotas. A reacdo foi monitorada por
cromatografia em camada delgada e apds 12 h, o meio reacional foi vertido em gelo. O
work-up se deu pela extragdo do produto bruto com acetato de etila, sendo a fase orgénica
lavada com &gua destilada (10 mL) e com solugdo saturada de cloreto de sddio (10 mL).
A fase acetato de etila foi seca com adicdo de sulfato de magnésio, filtrada e o solvente
foi removido por rota-evaporacdo. A tentativa de purificacdo se deu por cromatografia
em coluna de gel de silica, eluida com hexano e acetato de etila (7:1). Contudo, a
purificacdo ndo foi efetiva e o produto bruto foi submetido & desprotecdo, a fim de

favorecer a separacdo de subprodutos chalconicos em CCD.
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6.4. Procedimentos gerais para a reac¢ao de desprotecao

THPO O\/Y HO O\/Y
X HCI1 X
_— >
(0] 0 (0] O
XCA

EtOH, t.a.
8

Fonte: Elaborado pelo autor.

Sintese de XCA: A amostra 8 foi solubilizada em 5 mL de etanol em um baldo
reacional sob banho de gelo. Entdo foram adicionados 0,1 mL de HCI 1 mol L " e apds
30 min a reacdo foi interrompida, pois 0 monitoramento cromatografico mostrava que o
reagente estava completamente desprotegido, entdo a solucgéo foi vertida em gelo e 12 h
depois foi extraido 3 x com uma mistura de hexano e acetato de etila (2:3). O solvente foi
removido por rota-evaporacdo e o produto bruto foi purificado por cromatografia em
camada delgada preparativa desenvolvida com hexano, acetato de etila, acetona e
diclorometano (5:1:0,5:0,5), posteriormente a silica foi submetida a maceracdo com
metanol (3 x). A solucdo extrativa foi seca por rota-evaporacao, obtendo-se um sélido
amarelo com rendimento global de 26%.

6.5. Procedimento geral para obtencéo de Asl

THPO
| 73%
o THPO HO
H\[D © X HCI O A O

NaOH,,), H,0/EtOH, 0 o EtOH, t.a. o

t.a.
9 10 Asl

o

Fonte: Elaborado pelo autor.

Sintese de Asl: Em um baldo reacional foram adicionados 242 mg de 7 (1,1
mmol), a qual foi solubilizada em etanol (5 mL) sob banho de gelo e agitacdo para adi¢cdo
de 88 mg de hidréxido de sddio (2,2 mmol) solubilizado em etanol (2 mL). Apds 20 min
foram adicionados 150 mg de 9 em 3 aliquotas, sendo a conversdo monitorada por
cromatografia em camada delgada. Apo6s 12 h, o meio reacional foi vertido no gelo. O
work-up se deu pela extracdo do produto bruto com acetato de etila, sendo a fase organica
particionada com &gua destilada (10 mL) e com solucéo saturada de cloreto de sodio (10
mL). A fase orgénica foi seca com adigdo de sulfato de magnésio, filtrada e o solvente foi
removido por rota-evaporacdo. O produto 10 foi submetido ao procedimento usual de
desprotecdo e purificado por cromatografia em coluna de gel de silica, eluida com hexano
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e acetato de etila (4:1), obtendo-se cristais aciculares translicidos com rendimento de
73%.

6.6. Procedimento geral para obtencéo de As2

THPO\@(
\[(©/ \/\r . U
K2C03 acetona, NaOH(aq), HZO/EtOH,

28%

THPO 0~ HO 0~
“ HCI \/Y
- = \
o o)

EtOH, t.a.

As2
Fonte: Elaborado pelo autor.

Sintese de As2: Colocou-se em um baldo sob banho de gelo 202 mg de carbonato
de potassio e 5 mL de acetona, seguido de 122 mg de 11 (1,0 mmol) solubilizados em 2
mL de acetona. Posteriormente, foi adicionado 137 pL de brometo de isoprenila (1,2
mmol) em quatro aliquotas em intervalos de 10 min. Apds 2 h, todo o material de partida
foi consumido. A reacdo foi interrompida e o produto da reacdo foi lavado com agua
destilada (10 ml) e depois foi extraido 3 x com uma mistura de hexano e acetato de etila
(2:3), depois o solvente foi removido por rota-evaporacdo obtendo-se o composto 12
caracterizado por um 6leo amarelado. Em seguida, foi realizada a reacdo de Claisen-
Schmidt, onde o primeiro passo da reacdo € adicionar em um baldo, 184 mg de 7 (0,84
mmol) solubilizada em 5 mL de etanol. Em seguida foi adicionado 56 mg de hidréxido
de sodio (1,4 mmol) dissolvidos em 2 ml de etanol. Apds 20 min, o aldeido 12 foi
adicionado em 4 aliquotas em intervalos de 20 min. Ap6s 24 h, a reacéo foi interrompida
apos o consumo total do aldeido 12 ser detectado por cromatografia em camada delgada.
O produto bruto foi extraido com acetato de etila e lavado de com agua destilada (10 mL)
e com solucdo saturada de cloreto de sédio (10 mL). A fase orgénica foi seca com adicao
de sulfato de magnésio, filtrada e o solvente removido por rota-evaporagdo. O produto foi
submetido ao procedimento usual de desprotecéo e purificado por meio de cromatografia
em coluna de gel de silica com uma hexano e acetato de etila (4:1), obtendo um sélido

amarelo, rendimento 28%.
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6.7. Procedimento geral para obtencéo de ECH

THPO
| \©\[( 20%
o OH THPO OH HO on
[0} NaOH(aq) H,0/EtOH, EtOH t.a.
" 1 ECH

2

Fonte: Elaborado pelo autor.

Sintese de ECH: Colocou-se em um baldo 200 mg de 7 (0,91 mmol) solubilizado
em etanol (5 mL) sob banho de gelo para adicdo de 80 mg de hidréxido de sodio (2,0
mmol) dissolvidos em 2 mL de etanol. Apds 20 min foram adicionados 180 mg de 2 (0,92
mmol) em 4 aliquotas em intervalos de 20 min. Monitorada por CCD, a reacao foi
interrompida apés 10 h e o meio reacional foi vertido no gelo. O produto bruto foi
submetido ao procedimento de lavagem com agua destilada e solucdo saturada de cloreto
de sddio, secagem com sulfato de magnésio, filtracdo e remoc¢do do solvente por rota-
evaporacao. Apds isso o produto 14 foi submetido ao procedimento de desprotecao e
purificacdo por cromatografia em coluna de gel de silica com fase mdvel de hexano e

acetato de etila (3:2), obtendo-se um cristal amarelado com rendimento global de 20%.

6.8. Procedimento geral para obtencéo de Di-OMe

THPO 34%
| | THPO HO o
O O O O
- 7 ___HCO X

NaOH,,,H,0/EtOH, T EtOH, ta. 0 o

o ~

15 t.a. 16 Di-OMe

Fonte: Elaborado pelo autor.

Sintese de Di-OMe: Pesou-se 264 mg de 7 em um baldo reacional, solubilizou-se
em etanol (5 mL) sob banho de gelo, entdo foi adicionado hidroxido de sodio (1,8 mmol)
dissolvidos em 2 mL de etanol. Ap6s 20 min foram adicionados 200 mg do aldeido 15
(1,2 mmol) em 4 aliquotas em intervalos de 20 minutos. A reagdo foi monitorada por
CCD e interrompida apds 14h, posteriormente o meio reacional foi vertido em gelo
triturado, seguido pelo processo de lavagem com agua destilada e acetato de etila, a
secagem se deu por lavagem com solucdo saturada de cloreto de sddio, depois foi
adicionado sulfato de magnésio como agente secante. Houve entdo uma filtracdo e o

solvente foi removido por rota-evaporacdo. Apds isso 0 produto 16 foi submetido a
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desprotecdo e a purificacdo se deu por recristalizacdo EtOH/H-0, obtendo-se um sélido

amarelo com rendimento global de 34%.

7. ENSAIOS BIOLOGICOS
7.1. Ensaios antibacterianos

Concentracdo inibitéria minima (CIM) contra espécies de bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas foi determinada em triplicata, usando o método de
microdiluicdo em caldo em 96 microplacas, usando resazurina como colorimétrico da
viabilidade da célula. As substancias foram solubilizadas em DMSO (Synth, Diadema-
SP, Brasil), com concentracdo 1 mg mL™, seguida por uma diluicdo em caldo de infusio
cerebro coragdo (BHI — Difco, Detroit-MI, EUA) para atingir concentragdes finais
variando entre 0,195 e 400,0 ug mL™. O contetdo final de DMSO era de 5% (v/v), e foi
utilizada como controle negativo. O indculo foi ajustado para cada microorganismo, para
atingir concentracgdo celular de 5 x 10° unidades de formacéo de colonia (CFU mL™),
como recomendado pelo Instituto de Padrdes Clinicos e Laboratoriais, com modificacdes
no meio de cultura. O controle de crescimento e de esterilidade também foram inclusos.
Tetraciclina, e Clorexidina foram utilizadas como controle positivo. As microplacas de
96 pocos foram seladas com plastico filme e incubadas a 37 °C por 24 h. Apos 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 CIM foi definida como a menor
concentragéo capaz de inibir o crescimento dos microorganismos, indicado pela mudanca

da cor azul da resazurina para rosa.

7.2. Ensaios 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
concentracdo do indculo foi ajustada para 5 x 10° CFU mL™. As placas foram preparadas
em triplicata, e incubadas a 37 °C por trés dias, sob atmosfera de 10% de CO. Utilizou-
se DMSO e tetraciclina como controle negative e positivo, respectivamente. Uma solucéo
aquosa de resazurina (30 puL, 0,01 %) foi adicionada a cada pogo. A presenca da coloracao
rosa indica a presenca de células metabolicamente ativas, enquanto a presenca da
coloracdo azul indica células com metabolismo desativado. A menor concentracdo a cada

mudanca de cor foi observada, e a média do valor, definida como a CIM.
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ANEXOS
Espectros de RMN de 'H

Figura 3. Estrutura geral para identificacdo dos hidrogénios dos espectros

Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 4. Espectro de RMN de *H de XCA. (600MHz — acetona-ds)
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Figura 5. Espectro de RMN de 'H de Asl. (600MHz — acetona-ds)
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IH NMR (600 MHz, Acetona) 8 8.12 (d, J = 15.7 Hz, 1H), 8.07 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.86
(d, J = 15.7 Hz, 2H), 7.43 (dd, J = 8.4, 1.4 Hz, 1H), 7.42 (dd, J = 7.2, 1.4 Hz, 1H), 7.11
(d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.02 (t, = 7.5 Hz, 1H), 6.99 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 3.96 (s, 3H).
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Figura 6. Espectro de RMN de 'H de As2. (600MHz — acetona-ds)
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IH NMR (600 MHz, Acetona) & 7.85 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.75 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 7.73
(d, J = 15.6 Hz, 1H), 7.00 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 6.96 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 5.48 (t, J = 6.6 Hz,

1H), 4.63 (d, J = 6.6 Hz, 1H), 1.78 (s, 1H), 1.77 (s, 1H).
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Figura 7. Espectro de RMN de *H de ECH. (600MHz — acetona-ds)
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IH NMR (600 MHz, Acetona) & 8.05 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 8.02 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.68
(d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.68 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 6.94 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.55 (d, J = 2.2
Hz, 1H), 6.51 (dd, J = 8.4, 2.2 Hz, 1H), 3.89 (s, 3H).
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Figura 8. Espectro de RMN H de Di-OMe (600MHz — CDCls)
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IH NMR (600 MHz, CDCls) § 13.26 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 13.25 (d, J = 8.7 Hz, 2H),
13.01 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 12.95 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 12.17 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 11.86 (5,
J=2.4Hz, 1H), 11.83 (dd, J = 8.6, 2.4 Hz, 1H), 9.17 (s, 3H), 9.09 (s, 3H).
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Figura 9. Espectro de RMN de *C de XCA (Acetona-ds, 151MHz)
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Figura 10. Espectro de RMN de °C de As1 (Acetona-ds, 151MHz)
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Figura 11. Espectro de RMN de °C de As2 (Acetona-ds, 151MHz)
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Figura 12. Espectro de RMN de *C de ECH (Acetona-ds, 151MHz)

Prof Luis Octavio, amostra Kevin Lima, ECH (10 mg) em Acetone-d6
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Figura 13. Espectro de RMN de *C de Di-OMe (CDCls, 151MHz)
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