-

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you byfz CORE

provided by Repositério Institucional da UFSC

gt

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS FiSICAS E MATEMATICAS
DEPARTAMENTO DE QUIMICA

SINTESE DE 2,4,5-TRIMETOXICHALCONAS E AVALIACAO
DE SUA ATIVIDADE FRENTE A PROTEINA TIROSINA
FOSFATASE A (PtpA) DE Mycobacterium tuberculosis

TAISA REGINA STUMPF

Florianopolis
Dezembro/2010


https://core.ac.uk/display/30377782?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

Taisa Regina Stumpf

SINTESE DE 2,4,5-TRIMETOXICHALCONAS E AVALIACAO DE SUA
ATIVIDADE FRENTE A PROTEINA TIROSINA FOSFATASE A (PtpA)

DE Mycobacterium tuberculosis

Relatério apresentado ao Departamento de Quimica
da Universidade Federal de Santa Catarina,

como requisito parcial da disciplina de

Estagio Supervisionado Il (QMC 5512).

Orientador: Prof. Dr. Ricardo José Nunes
Co-orientadora: Dra. Louise Domeneghini Chiaradia

Florianopolis
Dezembro/2010



Taisa Regina Stumpf

SINTESE DE 2,4,5-TRIMETOXICHALCONAS E AVALIACAO DE SUA
ATIVIDADE FRENTE A PROTEINA TIROSINA FOSFATASE A (PtpA)

DE Mycobacterium tuberculosis

Profa. Dra. Inés Maria Costa Brighente
Coordenadora de Estagios do Curso de Quimica-Bacharelado

Banca Examinadora;

Prof. Dr. Ricardo José Nunes
Orientador

Dra. Louise Domeneghini Chiaradia
Co-Orientadora

Prof. Dr. Miguel Soriano Balparda Caro

Prof. Dr. Vanderlei Gageiro Machado

Florianopolis
Dezembro/2010



Dedico este trabalho de conclusao de curso

a minha mae, Cladis Stumpf, a qual devo tudo.
Meu exemplo de mulher guerreira,

gue venham os obstaculos que

eles serdo superados por ela. Amo-te!



v

AGRADECIMENTOS
Aos meus pais, Cladis e Roberto, meus espelhos, que sempre me apoiaram
em todas as minhas decisdes, que souberam dizer ndo nas horas certas, e
gue apesar da distancia tiveram mais presentes do que nunca. E ao meu
irm&o, Marcos e a minha futura cunhada, Dayhane, pelo amor e carinho.
Ao professor Dr. Ricardo José Nunes, pela orientacdo na realizacdo desse
trabalho, pela paciéncia, pela alegria, e principalmente, pela amizade.
As minhas “cheffas”, Alessandra Mascarello e Louise Domeneghini Chiaradia,
pelas corregcdes, pelos ensinamentos, pela paciéncia. O que seria de mim
sem vocés! Amizade pra vida toda.
Ao professor Dr. Rosendo Augusto Yunes, pelo carinho e atencdo conferida
no periodo de iniciacao cientifica.
Aos amigos do laboratério, que contribuiram na realizacdo deste trabalho,
pela amizade e compreensao: Bruna Voltolini e Marlon N. S. Cordeiro.
A todos os meus amigos, que tornam os meus dias mais alegres e minha
caminhada mais prazerosa e cheia de sorrisos. Em especial, quero agradecer
a minha amiga e prima Rosiana Massignani, que tem se tornado cada dia
mais indispensavel em minha vida; enfim, aos meus amigos: Danilo H. da
Silva, Caroline Motta, Estela M. Aranha, Gabriela A. Giordani, Luiz F. S. de
Souza e Renata Mior (...) que igualmente enchem de luz o meu caminho; e
aos demais, e ndo menos importantes, que conheci nesta Universidade e que
por algum motivo devo agradecer porque fizeram parte do meu dia-a-dia,
compartilhando conhecimentos, congressos, horas de estudos, festas e
momentos inesqueciveis.
Aos professores e funcionarios do Departamento de Quimica da UFSC.
A Central de Anélises do Departamento de Quimica da UFSC pelas analises
espectroscopicas.
A aluna Priscila Graziele Alves Martins e ao Prof. Dr. Hernan Terenzi do
Centro de Biologia Molecular Estrutural, Departamento de Bioquimica da
UFSC, pelas analises biologicas.
Ao CNPq e Capes, pelo suporte financeiro.
A banca examinadora pelas dicas e corregdes.
A Deus.



Vi

SUMARIO
INDICE DE FIGURAS.........ooutititiiet ettt ettt ettt ssene s viii
INDICE DE TABELAS......octtititeiettiete ettt sttt sttt sttt ese e anes X
INDICE DE ESQUEMAS.......ooiiitteteeeeeeeeee ettt ettt ete ettt ee e st aeaveeneaneennaeas Xi
LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS.......cccoiiieieeeeeeee e, Xii
1 11V P Xiii
L INTRODUGAO . ..ottt ettt e 14
2 REVISAO DA LITERATURA. ...t 16
pZ0 R O ¢ = 1 [ o o = 1= PRSPPI 16
2.2 Tuberculose e proteina tirosina fosfatase A de Mycobacterium tuberculosis
e d 1 PP PP UUUPPP PP 18
2.3 Chalconas € tUDErCUlIOSE.........oi i e 20
S OBUIETIVOS. ...ttt e e e e e e bbbttt e e e e aeaaae e e e e e e aaa e nnnraerees 23
3.1 ODJEIIVOS GEIAIS .. .uuuuuiuiiiiiitiiii ettt et e e e e e e e ettt e e e e e e e e e e e e e e e e aaeenbbeenee s 23
3.2 Objetivos ESPECITICOS. .uuuuiiiiiii it 23
A METODOLOGIA. ..o et e e e e e e et e e e et e e e eea e e e eaaeeeeannaaenes 24
4.1 SintesSe dOS COMPOSTOS...ccciiiiiiiiiiiiee e e e e e e et e e e e e e e e e e e aeeees 24
4.1.1 MateriaiS € METOUOS .. .uuuuuiiiiiiiee et e 24
4.1.2 Sintese das ChalCONAS.....cccoiiiii i 24
4.1.2.1 Preparacdo das chalconas derivadas da 2,4,5-trimetoxiacetofenona.....25
4.1.2.2 Preparacdo das chalconas derivadas do 2,4,5-trimetoxibenzaldeido.....26
4.2 AtIVIdAde DIOIOQICA. ... 26
4.2.1 MPtpA: exXpresSSao € PUIfICAGAD ... ..uuuiiiiiiieieiei et 26
4.2.2 Avaliacao da atividade residual de PtPA. ... 27
5 RESULTADOS E DISCUSSAO.......cei ittt 28
DL SINEES S .. ittt e e e aaaaaaaas 28
5.1.1 Sintese das chalconas (J1 a J13), derivadas da 2,4,5-trimetoxiacetofenona
(1T LI ) P PSS PRPPPPPPPPR 28
5.1.2 Sintese das chalconas (D1 a D13), derivadas da 2,4,5-
trimetoxibenzaldeido (SEri€ D).......uuuiiiiiiii it 32

5.1 Triagem BiOlOGICa....ccoceiiiiiiii i 35



Vii

B CONGCLUSODES. ..ottt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeaeaeas 39
7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ..o oottt 40
8 ANEXOS A - Tabela de Dados Espectrais (RMNde *He 3C e IV)....couen...... xliv

9 ANEXOS B - Espectros de RMN de *H e 13C @ IV .uviovooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee, lvii




viii

INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Ndcleo fundamental das chalconas.............cccooiiiiiiiiiiiiiiiiii e 16
Figura 2. Incidéncia estimada de casos de tuberculose a cada 100 mil pessoas
200 ) PP PPRR PSR 19
Figura 3. Estrutura tridimensional da proteina tirosina-fosfatase A (PtpA) do
Mycobacterium tUDEICUIOSIS. ..........ooiiiieeeee e e e e e e e e e e aeaaanees 20
Figura 4. Estrutura das chalconas bioativas em M. tuberculosis H37Ruv................... 21
Figura 5. Estruturas das chalconas ativas frente a PtpA de Mtb............cccceeeee. 21
Figura 6. Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) da chalcona J4...................... 30
Figura 7. Espectro de RMN de *3C (100 MHz, CDCls) da chalcona J4..................... 31
Figura 8. Espectro de IV (pastilha de KBr) da chalcona J4.............cccoovvvvvvvccceeennnn. 31
Figura 9. Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) da chalcona DA4..................... 34
Figura 10. Espectro de RMN de *3C (100 MHz, CDCls) da chalcona D4.................. 35
Figura 11. Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) da chalcona J1................... Ivii
Figura 12. Espectro de RMN de *3C (100 MHz, CDCls) da chalcona J1.................. Ivii
Figura 13. Espectro de IV (pastilha de KBr) da chalcona J1............cccccvvvviiieeennnn. Iviii
Figura 14. Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) da chalcona J2.................. viii
Figura 15. Espectro de RMN de **C (100 MHz, CDCls) da chalcona J2................... lix
Figura 16. Espectro de IV (pastilha de KBr) da chalcona J2..............cccoevvvvivviicnnnnnn. lix
Figura 17. Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) da chalcona J3..................... Ix
Figura 18. Espectro de RMN de *3C (100 MHz, CDCls) da chalcona J3.................... I
Figura 19. Espectro de IV (pastilha de KBr) da chalcona J3............ccceevvviiiiiinnennnnn. IXi
Figura 20. Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) da chalcona J5.................... IXi
Figura 21. Espectro de RMN de *3C (100 MHz, CDCls) da chalcona J5.................. IXii
Figura 22. Espectro de IV (pastilha de KBr) da chalcona J5.............ccoevvvviiiceeennn. IXii
Figura 23. Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) da chalcona J6.................. Ixiii
Figura 24. Espectro de RMN de *3C (100 MHz, CDCls) da chalcona J6................. Iiii
Figura 25. Espectro de IV (pastilha de KBr) da chalcona J6............cccccoeeevviiinnnnnnnn. IXiv
Figura 26. Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) da chalcona J7.................. Ixiv
Figura 27. Espectro de RMN de *3C (100 MHz, CDCls) da chalcona J7.................. Ixv
Figura 28. Espectro de IV (pastilha de KBr) da chalcona J7..........ccccevvvevviiiinnnnnnnnn. Ixv
Figura 29. Espectro de RMN de **C (100 MHz, CDCls) da chalcona J9................. Ixvi
Figura 30. Espectro de IV (pastilha de KBr) da chalcona J9...........ccccoeeeiiiiviininnnnn. IXvi



Figura 31.
Figura 32.
Figura 33.
Figura 34.
Figura 35.
Figura 36.
Figura 37.
Figura 38.
Figura 39.
Figura 40.
Figura 41.
Figura 42.
Figura 43.
Figura 44.
Figura 45.
Figura 46.
Figura 47.
Figura 48.
Figura 49.
Figura 50.
Figura 51.
Figura 52.
Figura 53.
Figura 54.
Figura 55.
Figura 56.
Figura 57.
Figura 58.
Figura 59.
Figura 60.
Figura 61.
Figura 62.
Figura 63.

Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) da chalcona J10............... IXVii
Espectro de RMN de *3C (100 MHz, CDCl;) da chalcona J10.............. IXVii
Espectro de IV (pastilha de KBr) da chalcona J10..........ccccoeeeeeeeeeen.n. IXviii
Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) da chalcona J11.............. IXviii
Espectro de RMN de *3C (100 MHz, CDCl;) da chalcona J11............... IXix
Espectro de IV (pastilha de KBr) da chalcona J11.............cccoevvvvvniiinnnes IXix
Espectro de RMN de *3C (100 MHz, CDCls) da chalcona J12................ IxX
Espectro de IV (pastilha de KBr) da chalcona J12...............cccoovvvvvnnnnnnen IXX
Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) da chalcona J13................ Ixxi
Espectro de RMN de *3C (100 MHz, CDCls) da chalcona J13............... Ixxi
Espectro de IV (pastilha de KBr) da chalcona J13...............ccoeeeeeene. IXXii
Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) da chalcona D1................ IXXii
Espectro de RMN de *3C (100 MHz, CDCls) da chalcona D1.............. Ixxiii
Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) da chalcona D2............... Ixxiii
Espectro de RMN de *3C (100 MHz, CDCls) da chalcona D2.............. IXXiv
Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) da chalcona D3............... IXXiv
Espectro de RMN de *3C (100 MHz, CDCls) da chalcona D3............... IXxV
Espectro de RMN de *H (400 MHz, DMSO) da chalcona D5................ IxxV
Espectro de RMN de **C (100 MHz, DMSO) da chalcona D5............. IXXVi
Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) da chalcona Dé6............... IXXVi
Espectro de RMN de *3C (100 MHz, CDCl;) da chalcona D6............. IXXVii
Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) da chalcona D7.............. IXXVii
Espectro de RMN de *3C (100 MHz, CDCl5) da chalcona D7............ IXXViii
Espectro de RMN de *H (400 MHz, DMSO) da chalcona D8............. IXXViii
Espectro de RMN de *3C (100 MHz, DMSO) da chalcona D8............. IXXix
Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) da chalcona D9............... Ixxix
Espectro de RMN de *3C (100 MHz, CDCls) da chalcona D9............... IXXX
Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) da chalcona D10.............. IXXX
Espectro de RMN de **C (100 MHz, CDCls) da chalcona D10............ IXXXi
Espectro de RMN de *H (400 MHz, DMSO) da chalcona D11............. IXXXi
Espectro de RMN de *3C (100 MHz, DMSO) da chalcona D11.......... IXXXii
Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) da chalcona D12............ Ixxxii

Espectro de RMN de *3C (100 MHz, CDCl5) da chalcona D12.......... Ixxxiii



INDICE DE TABELAS

Tabela 1. Chalconas sintetizadas e seus substituintes..............coevvviiiii e, 25
Tabela 2. Rendimentos e pontos de fusdo das chalconas da Série J..................... 29
Tabela 3. Rendimentos e pontos de fusdo das chalconas da Série D...................... 32

Tabela 4. Percentual de inibicdo da enzima PtpA de M. tuberculosis na presenca de
25 UM das chalConas da SEII@ J......cooiiiiiiiiiiieie it 36
Tabela 5. Percentual de inibicdo da enzima PtpA de M. tuberculosis na presenca de
25 pmol.L™ das chalconas da SEFIe Di.........coeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e en s 37
Tabela 6. Dados de IV das chalconas sintetizadas (pastilhas de KBr).................... xliv
Tabela 7. Dados de RMN de 'H das chalconas da Série J derivadas da 2,4,5-
ALY (o Dq = o= o] =T 1o o - P PTP TP xlv
Tabela 8. Dados de RMN de '3C das chalconas da Série J derivadas da 2,4,5-
rIMEtOXIACEIOTENONA. ...cc it e e e e e e e e nrnnnes xlvi
Tabela 9. Dados de RMN de 'H das chalconas da Série J derivadas da 2,4,5-
triMEtOXIiACEIOTENONA. .. . iiiiiiiiiiiiiieeee e e xlvii
Tabela 10. Dados de RMN de *3C das chalconas da Série J derivadas da 2,4,5-
LT L=T (0 D qF= Ted =] o ) =] o Vo ] o - VSRR xlviii
Tabela 11. Dados de RMN de 'H das chalconas da Série J derivadas da 2,4,5-
triMEtOXIiACEtOTENONA. .. . ittt e xlix
Tabela 12. Dados de RMN de *3C das chalconas da Série J derivadas da 2,4,5-
L4 L=2 00 DTqF= Tod =] Ko ) =] o Lo ] o - TR I
Tabela 13. Dados de RMN de 'H das chalconas da Série D derivadas da 2,4,5-
triMetoOXiDENZAIACIAO . ....uiiiiiiiiiie e li
Tabela 14. Dados de RMN de **C das chalconas da Série D derivadas da 2,4,5-
triMetoOXiDENZAIAEIA O . .uueeeiiiiiiiee e lii
Tabela 15. Dados de RMN de 'H das chalconas da Série D derivadas da 2,4,5-
LA a L= 00 DqT oT=T0T4= 1Ko =T To [0 liii
Tabela 16. Dados de RMN de *3C das chalconas da Série D derivadas da 2,4,5-
triMetoXiDENZAIA@IAO. . .uueeeeiiiiiiee e liv
Tabela 17. Dados de RMN de 'H das chalconas da Série D derivadas da 2,4,5-
L0 L=3 00 DTqT oT=T0 14 1Ko =T Mo [o TSRS v
Tabela 18. Dados de RMN de *3C das chalconas da Série D derivadas da 2,4,5-

M EtOXIDENZAIACIUO .. e Ivi



Xi

INDICE DE ESQUEMAS

Esquema 1. Mecanismo da condensacdo de Claisen-Schmidt catalisada por

072 TS PP PPPRPRPRPRPP 17
Esquema 2. Reacdo de condensacdo de Claisen-Schmidt para a sintese das
(0] 0= 1 (o] 1 F= 1 PP RRRRRPPR 24
Esquema 3. Sintese das chalconas derivadas da 2,4,5-trimetoxiacetofenona........ 26

Esquema 4. Sintese das chalconas derivadas do 2,4,5-trimetoxibenzaldeido......... 26



Xii

LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

BCG — Bacilo de Calmette-Guérin

CCD - cromatografia em camada delgada

CDCI;3 — Cloroformio deuterado

d - Dupleto

DMSO - Dimetilsulfoxido

DTT - Ditiotreitol

H37Rv — Cepa de Mycobacterium tuberculosis ndo resistente a antibidticos
HIV - Virus da imunodeficiéncia humana

ICs50 — Concentragéo que inibe 50% do crescimento celular
IV - Infravermelho

KBr —Brometo de potéssio

KOH — Hidréxido de potéssio

m - Multipleto

MDR-TB - Tuberculose multirresistente

MPtpA - Proteina tirosina fosfatase A de Mycobacterium tuberculosis
Mtb - Mycobacterium tuberculosis

OMS - Organizagédo Mundial da Saude

p.f. — Ponto de fuséo

PNPP - p-nitrofenilfosfato

Ptpa — Proteina tirosina fosfatase A

RMN — Ressonancia magnética nuclear

RMN *3C — Ressonancia magnética nuclear de carbono
RMN *H — Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
s - Singleto

SAR - Relacao estrutura-atividade

t - Tripleto

t.a. — Temperatura ambiente

TB - Tuberculose

TMS — Tetrametilsilano

VPS33B - Regulador de membrana de fuséo

0 - Deslocamento quimico (ppm)



Xiii

RESUMO

As chalconas sao flavondides de cadeia aberta, em que dois anéis aromaticos
sao unidos por trés carbonos em um sistema a,p-insaturado em funcéo da carbonila,
ou seja, sao 1,3-difenil-2-propen-1-onas. As chalconas e derivados tém mostrado
uma grande variedade de atividades bioldgicas, dependendo da substituicdo dos
anéis aromaticos. Em vista disso, um dos objetivos deste trabalho foi sintetizar e
caracterizar duas séries analogas de compostos para avaliar sua relacdo estrutura-
atividade. Sintetizaram-se duas séries de compostos, por meio da reacdo de
condensacao de Claisen-Schmidt, entre a 2,4,5-trimetoxiacetofenona e diferentes
aldeidos (Série J) e entre o 2,4,5-trimetoxibenzaldeido e diferentes acetofenonas
(Série D), totalizando 25 chalconas, sendo 12 inéditas. ApOs a caracterizacdo das
estruturas através de RMN de 'H e de *C e de espectroscopia no 1V, avaliou-se a
atividade das chalconas obtidas frente a proteina tirosina fosfatase A de
Mycobacterium tuberculosis — PtpA, que esta relacionada com a viruléncia dessa
bactéria. Os compostos mais ativos apresentaram valores de inibicdo da proteina de
26,4 + 5,0 % (D10), 29,8 + 5,6 % (J7), 30,1 + 3,9 % (J13), 30,9 £ 5,3 % (J4) e 39,6
4,0 (D1). A analise da relacéo estrutura-atividade permite observar que, de maneira
geral, as chalconas da Série J apresentaram os melhores valores de inibicdo da
atividade da PtpA.

Palavras-chave: chalconas trimetoxiladas, atividade bioldgica, PtpA.
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1 Introducéao

A Quimica Medicinal inclui a invencdo, descoberta, desenho, identificacdo e
preparacdo de compostos biologicamente ativos de interesse terapéutico, além da
interpretacdo do seu modo de interacdo em nivel molecular, constru¢cdo das suas
relacbes estrutura-atividade (SAR) e o estudo do seu metabolismo (Busse et al.,
1996). O desenvolvimento e sucesso da Quimica Medicinal requerem o
conhecimento e aplicacdo de estratégias metodoldgicas inter e multidisciplinares
fundamentadas por conhecimentos em bioquimica, clinica médica, patologia,
quimica computacional e quimica organica, entre outros (Amaral et al., 2002). Na
industria farmacéutica, os quimicos medicinais estdo envolvidos no processo de
descoberta de novos farmacos, além de solucionar problemas relacionados ao
desenho de novas moléculas e otimizagao de suas propriedades biolégicas.

Uma molécula ativa e eficaz é reflexo das interacdes farmacodinamicas e
farmacocinéticas, além da baixa toxicidade (Barreiro, 2001). Em outras palavras, a
estrutura tridimensional Unica e especifica do farmaco é requisito para sua atividade
biologica.

As estruturas de compostos naturais isolados podem ser modificadas para a
obtencdo de estruturas ativas ou para a otimizacdo da acdo destes compostos. As
modificacdes produzidas pela introducdo de um substituinte podem modificar varias
propriedades fisico-quimicas da molécula, tais como: hidrofobicidade, densidade
eletrbnica e conformacao estrutural, cuja analise podera orientar novas sinteses. Por
exemplo, a substituicdo de um atomo de hidrogénio por um determinado substituinte
pode modificar bruscamente as suas propriedades, tais como, a poténcia, a duracao
do efeito, entre outras. Os estudos de correlacdo estrutura-atividade, fundamentados
no efeito do substituinte em um determinado anel aromético, s&o muito comuns na
guimica medicinal, uma vez que mais de 50% dos farmacos ou compostos bioativos
possuem este tipo de anel (Calixto, 2001).

Ha varias etapas importantes na descoberta de novos farmacos, mas podemos
destacar trés delas: a primeira etapa € a de descobrimento, onde ocorrem a
identificagcdo e producdo de novas substancias ativas, originadas da sintese
organica, de produtos naturais ou de processos biotecnoldgicos; a segunda etapa €

a de otimizacdo, que é a base das modificagBes sintéticas das estruturas, no sentido
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de aumentar a poténcia, seletividade e conferir menor toxicidade; e a terceira
consiste na etapa do desenvolvimento, onde ha a otimizacdo das rotas sintéticas
para a producdo em larga escala e a modificacdo das propriedades farmacocinéticas
e farmacodindmicas da substancia ativa para uso clinico (Wermuth et al., 1996).
Existe uma necessidade urgente de farmacos mais simples, com menores
efeitos colaterais, que possam ser administrados preferencialmente por via oral, com
custos reduzidos, seguros, e eficientes para seu uso terapéutico. A tuberculose,
doenca reconhecida pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como sendo uma
doenca negligenciada, merece atencdo especial no desenvolvimento de novas
moléculas que possam ser prototipos de farmacos. Nessa perspectiva, a sintese e o
estudo de novas estruturas quimicas, com atividade em doencas de alta incidéncia
mundial, como a tuberculose, € de suma importancia para a criagcdo de tratamentos

mais eficientes.
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2 Revisao da Literatura

2.1 Chalconas

Os flavonodides sédo substancias polifendlicas que representam uma classe
singular de ocorréncia natural - s8o compostos com o esqueleto 1,3-diarilpropano,
que podem assumir diferentes arranjos, ciclico ou aliciclico. Estdo presentes na
maioria das plantas, concentrando-se nas sementes, nas cascas das frutas, nas
cascas de arvores e nas flores. Um representante importante desse grupo sdo as
chalconas, que séo flavonoides de cadeia aberta, em que dois anéis aromaticos sdo
unidos por trés carbonos de um sistema «,B-insaturado em fungéo da carbonila, ou

seja, 1,3-difenil-2-propen-1-ona e derivados (Avila et al., 2008) (Figura 1).

Figura 1. Nucleo fundamental das chalconas.

As chalconas tém mostrado uma grande variedade de atividades,
dependendo da substituicdo dos dois anéis aromaticos, tais como antibacteriana
(Nielsen et al., 2004), antifungica (Boeck et al., 2005), antiinflamatoria (Liu et al.,
2007), antileucémica (LeBlanc et al., 2005), antileishmania (Boeck et al., 2006;
Yunes et al., 2006), antimalarica (Dominguez et al., 2005), antioxidante (Zhan et al.,
2006), tripanossomicida (Lunardi et al., 2003), antitumoral (Cabrera, et al., 2007,
Pedrini et al, 2010; Navarini et al, 2009) e antituberculose (Lin et al., 2002;
Mascarello et al., 2010; Chiaradia et al, 2008).

Existem varios métodos que podem ser utilizados para a obtencdo de
chalconas, entre eles a condensacédo de Claisen-Schmidt, uma reacdo simples,
rapida e que geralmente resulta em bons rendimentos, o que também €& um dos

objetivos das industrias farmacéuticas.
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Na condensacédo de Claisen-Schmidt sdo reagidos acetofenonas e aldeidos,
utilizando uma base como catalisador e metanol como solvente, a temperatura
ambiente (Vogel, 1989). A adicdo de um anion enolato ao grupo carbonila de um
aldeido ou cetona constitui uma importante reacdo em quimica organica, conhecida
como condensacdo alddlica. Essa reacdo tem sido amplamente utilizada para a
construcdo de ligacdes carbono-carbono. Além disso, as reacdes de condensacao
com aldeidos ou cetonas tém fornecido um método para a introducéo de quiralidade
em moléculas (Evans et al.,, 1982). O mecanismo aceito para a condensacdo de
Claisen-Schmidt catalisada por base € ilustrada por uma série de equilibrios

mostrados no Esquema 1 (Gasull et al., 2000).

H H
H
©\ /é(H + OH g ©\ /ém\H T RO
@ A ]
H
o -
ﬁ % H\T”/O
4 I .
° ’ L _\© /uC<H

+ HO * OH

o Int.2 o] Chalcona E

Esquema 1. Mecanismo da condensacao de Claisen-Schmidt catalisada por
base (Gasull et al., 2000). A: Acetofenona, A": &nion da acetofenona, B: benzaldeido,

Int. 1, Int. 1a, Int. 1b e Int. 2: Intermediarios.

Para favorecer a formacdo de um unico produto de reacado, geralmente utiliza-
se um aldeido aromatico que ndo possui hidrogénios enolizaveis e outro composto
carbonilico que os possui. Nessas condigdes, o produto de condensagédo é uma [3-
hidroxicetona ou um [(-hidroxialdeido, que sofre desidratacdo espontanea dando
origem a uma cetona ou aldeido a,B-insaturado (Ashby et al., 1986). Nesta etapa, o

enolato poderia atacar outra molécula de cetona ndo enolizada, porém, isso nao
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ocorre porque cetonas sdo menos reativas do que os aldeidos (Clayden et al.,
2000).

Essa reacdo global de terceira ordem pode ser explicada com o mecanismo

mostrado na Esquema 1. O mecanismo proposto inclui as seguintes etapas:

e Etapa 1. O catalisador (OH") realiza um ataque nucleofilico rapidamente
sobre 0 atomo de carbono do grupo metil da acetofenona (A).

e Etapa 2. O ion acetofenona (A) ataca o &tomo de carbono do grupo
aldeido (B). Esta é a etapa lenta da reagéo (Gasull et al., 2000).

e Etapa 3. O equilibrio entre os intermediarios Z (Int. 1a) e E (Int. 1b) é
alcancado.

e Etapa 4. O ataque eletrofilico de uma molécula de dgua sobre o atomo de
oxigénio ligado ao carbono B do intermediaria E (Int. 1b), formando o
intermediario 2 (Int. 2), com regeneracao de catalisador.

e Etapa 5. Desidratacao intramolecular do intermediario Int. 2 (E) para dar a

E-chalcona.

2.2 Tuberculose e proteina tirosina fosfatase A de Mycobacterium tuberculosis
- PtpA

A tuberculose (TB) € uma doenca infecciosa causada pela bactéria
Mycobacterium tuberculosis (Mtb), que afeta principalmente os pulmdes. E
transmitida entre os humanos através de goticulas expelidas pela garganta de
pessoas com a doenca respiratéria ativa. Os sintomas da TB séo a tosse, as vezes
com muco ou sangue, dores no peito, fraqueza, emagrecimento, febre e sudorese
noturna (OMS, 2009a). Com o advento da multiresisténcia da bactéria Mtb, a doenca
tornou-se um problema de saude publica (Sirakova et al., 2003).

Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), em 2008, a
estimativa foi de 8,9 a 9,9 milhGes de casos incidentes de TB; 9,6 a 13,3 milhbes de
casos prevalentes; 1,1 a 1,7 milhdes de mortes pela doenga entre pessoas HIV-
negativos, e um adicional de 0,45 a 0,62 milhdes de Obitos por TB entre pacientes
HIV-positivos. O namero de casos notificados de TB em 2008 foi de 5,7 milhdes, o
equivalente a 55 a 67% de todos os casos incidentes; além disso, cerca de 30 mil

casos de tuberculose multirresistente (MDR-TB) foram notificados no mesmo ano
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(OMS, 2009b). A Figura 2 mostra a incidéncia de casos de tuberculose em cada 100
mil habitantes no mundo em 2008.
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Figura 2. Incidéncia estimada de casos de tuberculose a cada 100 mil pessoas
(2008). Fonte: OMS, 2009b.

Apesar da existéncia de antibiéticos e da vacina BCG, a Mtb é o agente que
causa mais mortes de origem infecciosa no mundo. O tratamento utilizado
atualmente tem 6 meses de duracdo e devido a isto, tem como consequéncia a
dificuldade de implementacdo e a aceitacdo dos pacientes (OMS, 2009a). A
aparicdo de novos bacilos resistentes emergencia a necessidade do
desenvolvimento de novos medicamentos.

A Mtb apresenta mecanismos de sobrevivéncia muito complexos que lhe
permitem enfrentar o ambiente hostil que encontra dentro dos macréfagos humanos
(Brown et al., 1969; Sturgill-Koszycki et al., 1996), sendo capaz de ativar dentro
deles sinais especificos capazes de alterar sua funcéo.

A andlise do genoma da Mtb revelou a presenca da proteina PtpA, tirosina
fosfatase A de baixa massa molecular (Cole et al., 1998) (Figura 3), que esta sendo
considerada um alvo promissor para o desenvolvimento de novos medicamentos
contra TB. Provou-se que a inativacdo da PtpA atenua o crescimento da Mtb em
macrofagos humanos; foi demonstrado que a PtpA consegue ultrapassar a

membrana celular do hospedeiro, onde interage com o substrato VPS33B inibindo
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fagossomos de fuséo, processo que esti associado ao combate do organismo as
infeccbes por Mtb (Bach et al., 2008).

%
2,

Figura 3. Estrutura tridimensional da proteina tirosina-fosfatase A (PtpA) do

Mycobacterium tuberculosis. Fonte: Madhurantakam et al., 2005.

Recentes trabalhos publicados por nosso grupo de pesquisas demonstraram
a inibicdo da PtpA in vitro por chalconas sintéticas, e também que a inibicdo da PtpA
inibe o crescimento do Mtb em macréfagos humanos (Chiaradia et al., 2008;
Mascarello et al., 2010).

Devido a importancia da PtpA na viruléncia do M. tuberculosis, esta enzima é

um alvo promissor para intervencdes terapéuticas contra a tuberculose.

2.3 Chalconas e tuberculose

Indmeras chalconas tém exibido atividade biolégica contra varias doencas
negligenciadas, porém, poucos estudos foram realizados com chalconas como
agentes anti-tuberculose. Um dos poucos trabalhos publicados nesta area foi
realizado por Lin e col. (2002), o qual descreve a acdo de chalconas e analogos a
estas frente a cepa de M. tuberculosis H37Rv. Os resultados dessa pesquisa
revelaram que as chalconas com um grupo 2-hidroxi no anel A e um atomo de iodo
ou cloro na posicao 3 do anel B (Figura 4) mostraram 6tima atividade inibitoria do
crescimento bacteriano (90 e 92% de inibigéo, respectivamente) (Lin et al., 2002).
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I Cl
Figura 4. Estrutura das chalconas ativas frente a cepa de M. tuberculosis H37Rv.

Os trabalhos publicados pelo nosso grupo de pesquisas nesta area
apontaram que, dentre 38 chalconas sintéticas avaliadas, cinco mostraram ser
inibidores competitivos da PtpA de Mtb: 5i (ICso = 53,7 + 1,3 pmol.L™); 4d (ICsp =
50,2 + 2,1 pmol.L™); 4 (ICso = 39,5 + 1,1 pmol.L™); 5j (ICso = 23,1 + 1,6 umol.L™); 5
(ICso = 8,4 + 0,9 pmol.L™). As estruturas moleculares sdo apresentadas na Figura 5
(Chiaradia et al, 2008; Mascarello et al., 2010).
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Figura 5. Estruturas das chalconas ativas frente a PtpA de Mtb.

Um critério importante de colecbes de compostos para aplicacdo em quimica
bioldgica e pesquisa em quimica medicinal é sua relevancia para a natureza (Koch
et al., 2004). O esqueleto estrutural de produtos naturais pode ser reconhecido para
ligacdo a proteinas e, portanto, tem relevancia biolégica. Embora poucos produtos

naturais tenham sido identificados como inibidores de proteinas tirosina fosfatases, a



22

principal estratégia que tem sido adotada nas pesquisas € o desenho de pequenas
moléculas baseadas em analogos nao-hidrolizaveis de fosfotirosinas (Koch et al.,
2005).

A triagem de inibidores que se liguem seletivamente as enzimas de interesse
torna-se importante do ponto de vista farmacéutico. Assim, as chalconas aparecem
como uma nova classe de compostos na busca por novos inibidores de proteinas

tirosina fosfatases de M. tuberculosis.
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3 Objetivos

3.1 Objetivos Gerais

Este trabalho tem como objetivo geral a sintese e caracterizacdo de duas
séries de chalconas e posterior avaliacdo de sua atividade biolégica frente a enzima

PtpA de Mycobacterium tuberculosis.

3.2 Objetivos Especificos

v Sintetizar e caracterizar chalconas derivadas da 2,4,5-trimetoxiacetofenona
(Série J) a partir de sua condensacdo de Claisen-Schmidt com diferentes
aldeidos, utilizando hidréxido de potassio como base e metanol como solvente.

v Sintetizar e caracterizar chalconas derivadas do 2,4,5-trimetoxibenzaldeido
(Série D) a partir de sua condensacdo de Claisen-Schmidt com diferentes
acetofenonas, também utilizando hidroxido de potassio como base e metanol
como solvente.

v' Avaliar a atividade das estruturas derivadas da 2,4,5-trimetoxiacetofenona e do
2,4,5-trimetoxibenzaldeido frente a enzima PtpA de Mycobacterium tuberculosis.

v Verificar a relagdo entre estrutura quimica e atividade biolégica das duas séries.
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4 Metodologia

4.1. Sintese dos compostos
4.1.1 Materiais e métodos

Todas as reacOes foram monitoradas por cromatografia em camada delgada
(CCD), utilizando placas de aluminio com silica gel 60 GF 254 da Merck,
visualizagdo em luz ultravioleta (A = 254 e 366 nm) e revelagdo com pulverizagao de
anisaldeido sulfarico (0,5 mL anisaldeido, 5 mL &cido sulfarico concentrado, 10 mL
acido acético glacial e metanol g.s.p. 100 mL).

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) de *H (400 MHz) e de
13C (100 MHz) foram realizados em equipamento VARIAN OXFORD AS-400, tendo
como referéncia tetrametilsilano (TMS). Para as amostras analisadas utilizou-se
cloroféormio deuterado (CDCI3) ou dimetilsulfoxido deuterado (DMSO) como
solventes. Os espectros de absorcéo no infravermelho (IV) foram obtidos através de
um espectrometro Abb Bomen FTLA 2000, utilizando pastilha de KBr. O ponto de
fusdo nao corrigido dos compostos foi determinado em aparelho digital de ponto de
fusdo, MGAPF-301, Microguimica Equipamento Ltda. Os reagentes e solventes
utilizados nesta pesquisa foram das marcas comerciais: Aldrich, Merck, Sigma, Fluka
e Vetec.

4.1.2 Sintese de chalconas

As chalconas foram sintetizadas utilizando a metodologia de condensacao de
Claisen-Schmidt entre aldeidos e acetofenonas descrita por Vogel (1989) (Esquema
2).

0 0
X X Z

| + | __KOH/MeOH _

// / = ta., 24h //

R, Ry

Esquema 2. Reacéo de condensacgao de Claisen-Schmidt para a sintese das

chalconas.
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Os substituintes dos anéis aroméaticos escolhidos para a sintese das
chalconas sdo os mesmos para as duas séries, conforme a Tabela 1, para estudo

da relacéo estrutura-atividade das séries.

Tabela 1. Chalconas sintetizadas e seus substituintes.

Chalcona R Chalcona R
OCH; O o OCH;,
SR cUINNG e

HaCO R R// OCHy
OCH,4 OCHs
1* 2-naftil 1** 2-naftil
2 4-OCHs 2 4-OCH;
3 4-CHs 3 4-CHs3

S 4 H S 4 H

E 5 2,5-(0OCHj3), E 5 2,5-(OCHj3),

R 6 4-F R 6 4-F

| 4 4-NO, | 7 4-NO,

E 8 3-NO, E 8 3-NO,
9 4-Br 9 4-Br

J 10 3,4,5-(OCHj3);3 D 10 3,4,5-(OCHj3);3
11 3,4-(OCHj3), 11 3,4-(OCHj3),
12 4-CF5 12 4-CF5
13 3-CN 13 3-CN

*Apresenta a estrutura no anel B. **Apresenta a estrutura no anel A.

4.1.2.1 Preparacado das chalconas derivadas da 2,4,5-trimetoxiacetofenona

As 13 reacdes (Série J) foram realizadas utilizando baldo de reacdo de 50 mL
de uma boca. Adicionou-se a acetofenona (2,4,5-trimetoxiacetofenona) (0,21 g; 1
mmol), um equivalente do aldeido correspondente (1 mmol) e metanol (20 mL). Os
reagentes foram dissolvidos sob agitacdo magnética e em seguida adicionou-se
lentamente hidroxido de potassio (KOH 50% v/v, 10 a 30 gotas). A reacédo foi
mantida sob agitacdo magnética, a temperatura ambiente, por 24 horas. Apds esse
periodo, adicionou-se agua destilada a reacdo, que provocou a precipitacdo dos
compostos, com posterior adicdo de acido cloridrico 10%, para neutralizacdo do

meio. O precipitado foi filtrado em funil de Biichner e a sua pureza foi verificada por
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CCD. A chalconas foram recristalizadas em diclorometano/hexano, metanol ou
etanol a quente (Esquema 3).

Série J
OCH, OCH3
KOH/MeOH
ta., 24 h
H,CO
OCH,4 OCH,

Esquema 3. Sintese das chalconas derivadas da 2,4,5-trimetoxiacetofenona.

4.1.2.2 Preparacao das chalconas derivadas do 2,4,5-trimetoxibenzaldeido

A sintese das chalconas derivadas da 2,4,5-trimetoxibenzaldeido (Série D)
seguiu a mesma metodologia descrita no item anterior, porém, com as massas
devidamente corrigidas do aldeido (2,4,5-trimetoxibenzaldeido) (0,19 g; 1 mmol) e

da acetofenona correspondente (1 mmol) (Esquema 4).

Série D
OCHg3 OCHj,4
__KOH/MeOH
ta., 24 h
H3CO OCHg
OCHs OCH3

Esquema 4. Sintese das chalconas derivadas do 2,4,5-trimetoxibenzaldeido.

4.2 Atividade bioldgica

4.2.1 PtpA: expressao e purificagéo

A expresséao e purificacdo da PtptA de Mtb foi realizada pela aluna Priscila
Graziele Alves Martins, no Centro de Biologia Molecular Estrutural, Departamento de
Bioquimica da Universidade Federal de Santa Catarina, sob coordenacdo do Prof.
Dr. Hernan Terenazi, utilizando metodologia ja descrita na literatura (Grundner et al.,
2007).
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4.2.2 Avaliagdo da atividade residual da PtpA

Os testes de avaliacao da inibicdo enzimatica pelas chalconas foram feitos de
acordo com metodologia ja descrita (Grundner et al., 2007), também no Centro de
Biologia Molecular Estrutural, Departamento de Bioquimica da Universidade Federal
de Santa Catarina, sob coordenac¢éo do Prof. Dr. Hernan Terenzi.

As chalconas foram ensaiadas frente a enzima PtpA, em placas de ELISA de
96 pocos, utilizando uma Unica concentracdo (25 pumol.L?, diluidas em DMSO e
agua MilliQ). Adicionou-se 200 mmol.L™ de tamp&o imidazol pH 7, 400 m mol.L™ de
substrato p-nitrofenilfosfato (pNPP) e completou-se o volume com agua MilliQ para
198 pL. Adicionaram-se entdo 2 uL de PtpA recombinante 1,0 yg/uL (em tampéao
Tris 25 mmol.L™ pH 8 e DTT 40 mmol.L™) para iniciar a reacéo. As absorbancias
foram obtidas a cada 1 min, durante 10 min, em leitor de placas de ELISA (TECAN),
a 410 nm. Controles negativos foram feitos na auséncia de enzima, e controles
positivos na presenca de enzima com DMSO 100% no lugar do composto. A
porcentagem de atividade da enzima foi calculada pela média de 2 experimentos

feitos em triplicata.
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5 Resultados e Discussao

5.1 Sinteses

Sintetizaram-se todas as chalconas conforme citado anteriormente na
Metodologia. Para todos os compostos foram realizadas analises de RMN de 'H e

de *3C, espectroscopia no IV e leitura do ponto de fus&o.

5.1.1 Sintese das chalconas (J1 a J13), derivadas da 2,4,5-trimetoxiacetofenona
(Série J)

Fizeram-se 13 reacfes a partir da reacdo de condensacao alddlica entre a
2,4,5-trimetoxiacetofenona e diferentes aldeidos, onde foram obtidas 12 chalconas,
sendo cinco compostos ja descritos na literatura (J2, J4, J7, J10 e J11) e sete
inéditos (J1, J3, J5, J6, J9, J12 e J13).

Né&o foi obtida a chalcona J8; o grupo nitro em posicdo 3 no aldeido diminui a
densidade eletronica do anel aromatico, deixando o carbono da carbonila mais
suscetivel ao ataque nucleofilico, facilitando a reacdo; porém, iSSo ndo ocorreu,
possivelmente devido a algum impedimento estérico do grupo nitro, que dificulta o
ataque nucleofilico na carbonila. A chalcona J7 também apresenta o grupo nitro,
mas na posic¢ao 4, e assim o composto pdde ser obtido.

Os rendimentos e pontos de fusdo das chalconas sintetizadas estao listados
na Tabela 2.

A sintese e caracteriza¢do do composto J1 foi descrita na Tese de Doutorado
de Louise Domeneghini Chiaradia (Chiaradia, 2010).

Observou-se que os menores rendimentos foram os das chalconas J9 e J11,
45% e 37% respectivamente. O composto J11, possui grupos metoxila (-OCH3) nas
posicoes 3 e 4 do anel B, grupos doadores de elétrons para o anel aromatico, que
estabilizam o carbono da carbonila do aldeido, deixando-o menos suscetivel ao
ataque nucleofilico; entretanto, na formacdo das chalconas J2, J3, J5 e J10, que
também possuem grupos que aumentam a densidade eletrénica do anel aromético,
esse efeito ndo foi observado, com altos rendimentos obtidos. Ja para a chalcona J9

o rendimento meédio foi devido a perdas durante o processo. A maioria das
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chalconas necessitaram de recristalizacdo (com diclometano/hexano), levando a
uma diminuigdo, por vezes consideravel, do rendimento do produto final. As demais

chalconas apresentaram rendimentos variando entre 72 a 95%.

Tabela 2. Rendimentos e pontos de fusédo das chalconas da Série J.

Rend. p.f.(€C) p.f. () Referéncia/
Chalcona R (%) Exp. Lit, CHEMCATS
OCH; O
PORASS
OCH;
J1x** 2-naftil 72 133-134 * =
J2 4-OCHs; 73 124-125 123-124 Bargellini et al., 1911
J3 4-CHs 74 109-110 * -
J4 H 72 113-114 115-116 Kumari et al., 1966
J5 2,5-(OCHs), 86 126-127 * -
J6 4-F 77 98-99 * -
J7 4-NO; 82 181-182 ** 21222-12-8
J8 3-NO; - - *x 942936-60-9
J9 4-Br 52 109-110 * -
J10 3,4,5-(OCH3); 95 135-137 *x 160421-58-9
J11 3,4-(OCHg), 37 155-156 155 Bargellini et al., 1911
J12 4-CF; 72 73-74 * -
J13 3-CN 73 167-169 * -

CHEMCATS = nimero de registro no CAS, obtido através do SciFinder. * Composto inédito.
**n.f. ndo encontrado na literatura. ***Apresenta a estrutura no anel B.

Os pontos de fuséo obtidos experimentalmente foram iguais aos encontrados
na literatura para os compostos J2, J4 e J11. Para as outras duas chalconas nao
inéditas (J7 e J10) ndo foram encontrados os pontos de fusdo na literatura. Os
espectros de RMN de *H e de *3C e de espectroscopia no IV de todas as chalconas
séo apresentados no Anexo B, com excegao da chalcona inédita (J4), para a qual
discutiremos a seguir os dados obtidos nas analises.

No espectro de RMN de 'H da chalcona J4 (Figura 6) foi observado o
deslocamento do hidrogénio 3 em 6,55 ppm na forma de um singleto e do
hidrogénio 6° em 7,40 ppm também na forma de um singleto. Os hidrogénios 2 e 6
aparecem em 7,62 ppm na forma de multipletos, assim como os hidrogénios 3 e 5
que aparecem em 7,39 ppm. O hidrogénio 4 aparece em 7,39 ppm na forma de

multipletos. Os hidrogénios das metoxilas encontram-se na forma de singletos em
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3,90, 3,94 e 3,97 ppm. Os deslocamentos quimicos referentes aos hidrogénios a e
B encontram-se como dois dubletos acoplados entre si em 7,64 e 7,72 ppm,
respectivamente, com J = 16,0 Hz, evidenciando a configuracdo E da molécula. Em
0,00 ppm observa-se o sinal caracteristico do tetrametilsilano (TMS) e em 7,26 ppm

o deslocamento referente ao CDCls.

—0.00

Chemical Shift (ppm)
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—
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Figura 6. Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) da chalcona J4.

No espectro de RMN de *C da chalcona J4 (Figura 7), o deslocamento
quimico do carbono da carbonila aparece em 189,87 ppm, os carbonos 1’ e 6’
aparecem em 120,44 e 113,13 ppm, respectivamente, e os carbonos 2’, 4’ e 5 em
153,61, 154,86 e 143,39 ppm, respectivamente. O carbono 3’ aparece em 97,01
ppm. Os carbonos olefinicos a e [ encontram-se em 127,17 e 141,87 ppm, 0S
carbonos 1 e 4 em 135,55 e 129,94 ppm, respectivamente, enquanto os carbonos 2
e 6 estdo em 128,30 ppm. Os sinais dos carbonos 3 e 5 aparecem em 128,83 ppm e
os trés carbonos das metoxilas encontra-se em 56,12, 56,30 e 56,79 ppm. Em
0,00 observa-se o sinal caracteristico do TMS e em & ~77 o sinal caracteristico do
CDCls.
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Figura 7. Espectro de RMN de *3C (100 MHz, CDCls) da chalcona J4.

No espectro de absor¢cédo no IV (Figura 8), os sinais mais caracteristicos da
chalcona J4 sdo as da cetona conjugada (C=0) em 1645 cm™, da dupla ligacéo
(C=C) em 1582 cm™, da ligacdo C-O em 1265 e 1031 cm™, da ligacdo C-H das
metoxilas em 2992, 2939, 2831 cm™ e dos anéis aroméaticos em 3100, 3078, 3056,
3020, 1517, 1475, 1412, 1356, 1276, 1217, 1148, 977, 857, 766 e 562 cm™ (Ar).
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Figura 8. Espectro de IV (pastilha de KBr) da chalcona J4.
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Todos esses dados confirmam a estrutura da chalcona J4.
Para as demais chalconas desta série, a correta atribuicdo dos sinais de RMN

de 'H e 1°C e as absorgdes no IV estdo apresentados nas tabelas do Anexo A.

5.1.2 Sintese das chalconas (D1 a D13), derivadas do 2,4,5-
trimetoxibenzaldeido (Série D)

Realizaram-se treze reacdes a partir da reacdo de condensacéo alddlica entre
a 2,4,5-trimetoxibenzaldeido e diferentes acetofenonas, onde foram obtidos 12
compostos puros e um impuro, resultando em 8 compostos ja descritos na literatura
(D1, D4, D6, D7, D9, D10, D11 e D12) e cinco inéditos (D2, D3, D5, D8 e D13).

Os rendimentos e pontos de fusdo das chalconas obtidas estdo listados na
Tabela 3.

A sintese e caracterizacdo do composto D1 foi descrita na Tese de Doutorado
de Louise Domeneghini Chiaradia (Chiaradia, 2010) e a chalcona D10 descrita no

trabalho de conclusdo de curso de Marlon Norberto Sechini Cordeiro (Cordeiro,

2010).
Tabela 3. Rendimentos e pontos de fusédo das chalconas da Série D.
Rend. p.f.(€C) p.f.(C) Referéncia/
Chalcona R (%) Exp. Lit. CHEMCATS
[9) OCH,
| AN
R// OCHg
D1*** 2-naftil 90 114-115 ** 41343-22-0
D2 4-OCHjs 82 103-104 * 1003377-77-2
D3 4-CHjs 69 119-121 * 903341-42-4
D4 H 93 90-91 113-114 Reigrodski et al., 1910
D5 2,5-(OCHg3), 61 102-103 * 1001894-08-1
D6 4-F 82 76-77 o 935537-19-2
D7 4-NO, 89 184-185 * 934366-93-5
D8 3-NO;, 83 161-162 * 790274-89-4
D9 4-Br 79 154-155 148 Patil, et al., 2007
D10 3,4,5-(OCHg3)3 72 134-135 *x 41343-31-1
D11 3,4-(OCHz3), 80 142-143 143-145 Rao, et al., 1946
D12 4-CF; 82 148-150 o 478688-38-9
D13 3-CN 93* - 5 -

CHEMCATS = ndmero de registro no CAS, obtido através do SciFinder. *Composto inédito. **p.f. ndo
encontrado na literatura. “Rendimento bruto, composto impuro. ***Apresenta a estrutura no anel A.
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Podemos observar que os menores rendimentos foram os das chalconas D3
e D5, 69% e 61% respectivamente, porém, estes podem ser considerados bons
rendimentos. As demais chalconas apresentaram rendimentos entre 72 e 93%.

A chalcona D13 foi recristalizada diversas vezes, primeiramente em
diclorometano/hexano e depois em etanol a quente, na tentativa de purificacdo. As
placas CCD mostravam apenas uma mancha ap0s as recristalizacoes,
caracterizando a chalcona D13 como pura, porém, mesmo apos as recristalizacdes,
0 composto permaneceu impuro, pela analise dos espectros de RMN de 'H e de *C
e V. Devido a isso, seus espectros ndo sao apresentados neste trabalho.

O ponto de fusdo obtido experimentalmente apresentou valor menor em
guando comparado ao dado obtido da literatura no caso do composto D4 e maior no
caso da chalcona D9, possivelmente por ndo estarem corrigidos, e a chalcona D11
apresentou ponto de fusao igual ao encontrado na literatura. Para as outras cinco
chalconas néo inéditas (D1, D6, D7, D10 e D12) ndo foram encontrados os pontos
de fusdo na literatura.

Para os pontos de fusdo das estruturas D4 e D9 observou-se divergéncia de
23 e 6°C com a literatura, respectivamente, entretanto, os dados espectrais
(Tabelas 13, 14, 17 e 18) confirmam a estrutura e a pureza dos dois compostos. Os
espectros de RMN de 'H e de *C de todas as chalconas sdo apresentados no
Anexo B, com excec¢do da chalcona ndo substituida desta série (D4), sobre a qual
discutiremos a seguir os dados obtidos nas analises e da chalcona D13, devido ao
motivo exposto anteriormente.

No espectro de RMN de 'H do composto D4 (Figura 9) observa-se o
deslocamento quimico do hidrogénio 3 em 6,54 ppm e do 6 em 7,15 ppm ambos na
forma de um singleto. O hidrogénio 4’ aparece em 7,58 ppm na forma de um
multipleto. Os deslocamentos dos hidrogénios 3’ e 5’, e 2’ e 6’, encontram-se na
forma de dubleto, respectivamente em 7,52 e 8,02 ppm, ambos com uma constante
de acoplamento igual a 8,0 Hz. Um dos hidrogénios das metoxilas encontra-se em
3,92 ppm e os outros dois através da integral pode-se observar que estdo em 3,97
ppm, na forma de singletos. Os deslocamentos referentes aos hidrogénios a e
encontram-se como dois dubletos acoplados entre si em 7,48 e 8,11 ppm,

respectivamente, com J = 16,0 Hz, evidenciando a configuracdo E da molécula.
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Ainda nesse espectro de RMN de 'H pode-se observar em 0,00 ppm o sinal
caracteristico do TMS e em 7,28 ppm o deslocamento referente ao CDCls.

0.
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Chemical Shift (ppm)

]
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—G.59
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Figura 9. Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) da chalcona D4.

No espectro de RMN de **C da chalcona D4 (Figura 10), o deslocamento
qguimico do carbono da carbonila aparece em 191,43 ppm, os carbonos 1, 3 e 6
aparecem em 111,61, 97,04 e 115,71 ppm, respectivamente, e os carbonos 2’ e 6’
aparecem juntos em 128,61 ppm, assim com os carbonos 3’ e 5’ em 128,71 ppm. Os
carbonos olefinicos a e B encontram-se em 120,56 e 140,43 ppm, os carbonos 1’
4 2, 4 e 5 estdo em 143,49, 132,55, 139,06, 154,89 e 152,73 ppm. Os
deslocamentos dos trés carbonos das metoxilas encontra-se em 56,31, 56,60 e
56,78 ppm. Observa-se também em ~77 o sinal caracteristico do CDCls.

O espectro de absorcdo no IV da chalcona D4 nédo foi obtido, porém
poderiamos esperar as absor¢cdes mais caracteristicas como a da cetona conjugada
(C=0) em 1645 cm™, da dupla ligacdo (C=C) aproximadamente em 1580 cm™, da
ligacdo C-O em 1260 e 1030 cm™, e dos anéis arométicos em 2980 a 2990 cm™.
Porém, os dados de RMN de 'H e de **C confirmam a estrutura da chalcona DA4.
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Figura 10. Espectro de RMN de **C (100 MHz, CDCls) da chalcona D4.

Para as demais chalconas desta série, a correta atribuicdo dos sinais de RMN

de 'H e °C estdo apresentados nas tabelas do Anexo A.
5.2 Triagem bioldgica

Os ensaios de avaliacao da atividade inibitéria das chalconas frente a enzima
PtpA de Mycobacterium tuberculosis foram realizados com os compostos em uma
Unica concentracdo (25 pmol.L™). Os resultados estdo apresentados nas Tabelas 4
(Série J) e 5 (Série D).

Na Tabela 4 observa-se que os compostos J4, J7 e J13 mostraram maior
inibicdo da atividade da PtpA. O composto J4 (sem substituinte no anel A)
apresentou decréscimo na atividade da enzima em torno de 30-31%. Os resultados
obtidos para as chalconas J7 e J13 indicam que grupos que diminuem a densidade
eletrbnica (nitro e ciano, respectivamente) no anel B afetam a atividade da enzima,
provocando um decréscimo da atividade em aproximadamente 30% para ambas.
Entretanto, esse efeito foi menor (J6 e J12) ou ndo observado (J9) para as demais
chalconas que apresentam substituintes que diminuem a densidade eletrénica no

anel B. As 2,4,5-trimetoxichalconas com substituintes que aumentam a densidade
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eletrbnica no anel B, como 2-naftil (J1), grupos metoxila (J2, J5, J10 e J11) e grupos
metila (J3) inibiram de maneira n&o significativa ou ndo inibiram a atividade da PtpA.
Isso pode ser devido a algum efeito de impedimento estérico de alguns substituintes
no sitio catalitico da enzima, impedindo a interacdo dos compostos com os residuos

de aminoacidos contidos nele.

Tabela 4. Percentual de inibicdo da enzima PtpA de M. tuberculosis na

presenca de 25 pmol.L™* das chalconas da Série J.

OcH; O o OCH; O
N | o H KOH/MeOH O ~ Q
H;CO R/ / ten2an H3CO R
OCH,4 OCH,
Chalcona Anel B Inlb(lg/oéz ;Ira;OP)tpA
J1** 2-natftil 0
J2 4-OCHgs 208+1,1
J3 4-CHj3 21,3+£1,9
J4 H 30,9+5,3
J5 2,5-(OCHs3), 24,6 £3,0
J6 4-F 24,1 +6,3
J7 4-NO;, 29,8 +£5,6
Jg* 3-NO; -
J9 4-Br 0
J10 3,4,5-(OCHz3)3 0
J11 3,4-(OCHz3), 25,7+0,9
J12 4-CF3 22,1+3,6
J13 3-CN 30,1 +3,9

*Chalcona nédo obtida. **Apresenta a estrutura no anel B.

Observando a Tabela 5, nota-se que as chalconas com 0s mesmos
substituintes, porém agora no anel A, apresentaram atividades contrarias as

observadas na Tabela 4.



Tabela 5. Percentual de inibicdo da enzima PtpA de M. tuberculosis na

presenca de 25 umol.L ™ das chalconas da Série D.

OCH; O o] 0 OCH,3
N KOH/MeOH N ~
HsCO / < L R/ Z OCHs
OCHj4 OCH,3
Chalcona Anel A Imb('&ég grarloP)tpA
D1* 2-naftil 39,63 +1,37
D2 4-OCHs; 11,81 +£4,74
D3 4-CHs nd
D4 H 17,08 £ 2,71
D5 2,5-(0OCHa), 3,28 + 0,02
D6 4-F nd
D7 4-NO; 0
D8 3-NO2 12,32 £ 1,96
D9 4-Br 7,59+ 3,44
D10 3,4,5-(0CH3)s 26,41 + 5,03
D11 3,4-(OCHa), 14,22 + 2,02
D12 4-CF3 nd
D13 3-CN nd

nd: Ndo determinado. *Apresenta a estrutura no anel A.
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Os compostos com substituintes H, 4-NO, e 3-CN (respectivamente os que

apresentaram maior atividade na Série J, J4, J7 e J13) na Série D obtiveram menor

atividade (D4 e D7). A atividade do composto D13 nao foi determinada, pois

encontrava-se impuro. Nao foram determinadas as atividades das chalconas D3, D6

e D12. A chalcona D1, tendo o grupo 2-naftii como anel A, foi o composto que

apresentou a melhor atividade inibitoria da PtpA, seguida por D10. Os demais

compostos nao apresentaram atividade inibitéria significativa.

Os grupos metoxilas se mostraram de certa forma importantes quando ligados

ao anel B (chalconas J2, J5 e J11) (Tabela 4), porém, quando ligados ao anel A

(compostos D2, D5 e D11) (Tabela 5) diminuiram a atividade da enzima na maioria

das vezes (exceto para D10).
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Pela analise da relagéo estrutura-atividade das moléculas estudadas, pode-se
observar que as chalconas 2,4,5-trimetoxiladas n&do apresentaram resultados
relevantes na inibicdo da atividade da PtpA, e os compostos que apresentaram 0S
melhores resultados ndo seguem um padrdo de substituicdo dos anéis. Porém,
comparando as duas séries, percebe-se que as chalconas da Série J apresentaram,
de maneira geral, os melhores valores de inibigdo da atividade da PtpA.
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6 Conclusodes

A presente pesquisa, que envolveu sintese e avaliagdo bioldgica, permite as
seguintes conclusodes:

- Foram obtidas duas séries de chalconas com substituintes analogos, com
bons rendimentos, a partir de reacdes de condensacdo de Claisen-Schmidt entre
aldeidos e acetofenonas:

- 12 chalconas derivadas da 2,4,5-trimetoxiacetofenona (Série J),
sendo 7 inéditas (J1, J3, J5, J6, J9, J12 e J13);

- 13 chalconas derivadas do 2,4,5-trimetoxibenzaldeido (Série D),
sendo cinco inéditos (D2, D3, D5, D8 e D13).

Totalizando assim 25 compostos e destes 12 inéditos. Todas as estruturas
foram confirmadas pelas analises dos espectros de RMN de 'H e de *3C e de
espectroscopia no V.

- Na avaliacdo da atividade frente a enzima tirosina fosfatase A (PtpA) de
Mycobacterium tuberculosis, as chalconas da Série J apresentaram, de maneira
geral, melhores atividades que as analogas da Série D. Dentre as chalconas que
apresentaram melhor atividade inibitéria da PtpA, merecem destaque os valores de
inibicdo da proteina de 30,88 + 5,36 % (J4), 29,82 £ 5,6 % (J7), 30,12 + 3,98 %
(J13), 39,63 + 3,98 (D1) e 26,41+ 5,03 % (D10), respectivamente, sem substituintes,
com o grupo 4-NO, e com 3-CN no anel B, com o grupo 2-naftil ligado ao carbono da

carbonila e com o grupo 3,4,5-(OCHgs)3 no anel A.
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8 Anexos A — Tabela de Dados Espectrais (RMN de *H e 3C e IV)

A seguir, apresentam-se as tabelas com os dados de espectroscopia no IV
(Tabela 6) e dados de RMN de 'H e de '3C de todas as chalconas sintetizadas
(Tabelas 7 a 18).

N&o foram obtidos os dados de espectroscopia no IV para as chalconas da

Série D.

Tabela 6. Dados de IV das chalconas sintetizadas (pastilhas de KBr).

Chalconas derivadas da 2,4,5-trimetoxiacetofenona

OCH,4

o}
ﬂlliii g “llii!
R
H4CO

OCH,

Chalcona R Dados de IV (cm™)
J1 >-nafti 1640 (C=0), 1607 (C=C), 1264, 1026 (C-O), 2989, 2935, 2829 (C-H
OCHz), 3105, 3059, 1567, 1514, 1404, 1211, 1144, 816, 479 (C-H Ar).
1649 (C=0), 1604 (C=C), 1268, 1023 (C-O), 2998, 2933, 2839 (C-H
J2 4-OCH3 OCHa), 3097, 3066, 1567, 1512, 1398, 1219, 1207, 1174, 1114, 829, 787,
551 (Ar).
1647 (C=0), 1608 (C=C), 1267, 1027 (C-O), 3002, 2947, 2835 (C-H
J3 4-CHj OCH3, CH3), 3098, 3048, 1579, 1565, 1508, 1398, 1209, 1146, 1033, 811,
687, 495 (C-H Ar).
1645 (C=0), 1582 (C=C), 1265, 1031 (C-O), 2992, 2939, 2831 (C-H
Ja H OCHs), 3100, 3078, 3056, 3020, 1517, 1475, 1412, 1356, 1276, 1217,
1148, 977, 857, 766, 562 (C-H Ar).
1642 (C=0), 1608 (C=C), 1262, 1020 (C-O), 2985, 2940, 2834 (C-H
J5 2,5-(OCHj), OCHs), 3037, 3013, 1573, 1516, 1491, 1405, 1317, 1222, 1143, 860, 796,
753, 571 (C-H Ar).
36 = 1647 (C=0), 1581 (C=C), 1265, 1031 (C-O), 2991, 2962, 2939, 2831 (C-H
OCHs), 3035, 3016, 1508, 1416, 1216, 1147, 978, 831, 798, 510 (C-H Ar).
1649 (C=0), 1601 (C=C), 1265, 1021 (C-O), 2952, 2849, 2832 (C-H
J7 4-NO; OCHs), 3100, 3068, 3019, 1582, 1513, 1342, 1215, 1146, 842, 760, 586
(C-H Ar).
Jgx 3-NO» -
39 ABr 1648 (C=0), 1610 (C=C), 1265, 1026 (C-O), 2934, 2832 (C-H OCHj),
3061, 3027, 3006, 1581, 1514, 1405, 1209, 1145, 822, 763, 493 (C-H Ar).
_ 1649 (C=0), 1585 (C=C), 1267, 1021 (C-O), 2998, 2938, 2831 (C-H
J10 3,4,5-(0CHs)s OCHs), 3086, 3069, 1505, 1455, 1403, 1208, 1128, 825, 580 (C-H Ar).
) 1640 (C=0), 1585 (C=C), 1267, 1025 (C-O), 2961, 2937, 2835 (C-H
Jil 3,4-(0CHs) OCHs), 3005, 1513, 1217, 1140 (C-H Ar).
1649 (C=0), 1611 (C=C), 1268, 1025 (C-O), 2952, 2935, 2839 (C-H
J12 4-CF3 OCHs), 3010, 1585, 1512, 1403, 1323, 1215, 1149, 1131, 1067, 834, 584
(C-H Ar).
1650 (C=0), 1612 (C=C), 1267, 1027 (C-O), 2228 (C=N), 2972, 2939,
J13 3-CN 2840 (C-H OCHjz), 3070, 3001, 1583, 1514, 1405, 1212, 1150, 796, 562

(C-H Ar).

*Chalcona ndo obtida. **Apresenta a estrutura no anel B.



Tabela 7. Dados de RMN de H das chalconas da Série J derivadas da 2,4,5-trimetoxiacetofenona.

OoCH; OCH; O

6
4 NOCH, H,CO

H
I

TQ O~NO O, WN -

@ w

OCHs;

O
TI
[

8,00 s - - -
- 7,56 d (8,0) 7,51 d (8,0) 7,62 m
7,51 m 6,92 d (8,0) 7,21 d (8,0) 7,39 m
7,87 m - - 7,39 m
7,84 m 6,92 d (8,0) 7,21 d (8,0) 7,39 m
751 m 7,56 d (8,0) 7,51d (8,0) 7,62 m
7,77 dd (8,0/0,9) - - -
7,84 m - - -
7,75 d (16,0) 7,51 d (16,0) 7,59 d (16,0) 7,64 d (16,0)
7,88 d (16,0) 7,69 d (16,0) 7,70 d (16,0) 7,72 d (16,0)
6,57 s 754 s 6,55 s 6,55 s
7,42 s 7,37 s 7,38s 7,40 s
3,915;3,965s;398s 3,85s;3,925s;3,96s 3,905s;3,93s;397s 3,90s;3,945s;397s
- - 2,39 s -

0 (PPM) em relacdo ao TMS, multiplicidade (J em Hz). Solvente: CDCls.

xlv



xlvi

Tabela 8. Dados de RMN de °C das chalconas da Série J derivadas da 2,4,5-trimetoxiacetofenona.

3¢ J1 J2
1 127,05 128,24 132,78 135,55
2 133,07 130,01 128,33 128,30
3 126,62 114,29 129,58 128,83
4 130,25 161,23 140,38 129,94
4a 133,43 - - -
5 128,55 114,29 129,58 128,83
6 127,36 130,01 128,33 128,30
7 127,76 - - -
8 128,55 - - -
8a 134,14 - - -
a 123,81 124,94 126,20 127,17
B 142,04 141,95 142,07 141,87
C=0 189,87 189,99 190,03 189,97
1’ 120,54 120,75 120,62 120,44
2’ 153,61 153,34 153,46 153,61
3 97,09 97,16 97,11 97,01
4 154,87 154,62 154,74 154,86
5’ 143,44 143,36 143,38 143,39
6’ 113,17 113,16 113,15 113,13
OCHs| 56,17; 56,35; 56,89 55,38; 56,14; 56,33; 56,88 56,14; 56,33; 56,85  56,12; 56,30; 56,79
CH3 - - 21,51 -

0 (ppm) em relagdo ao TMS. Solvente: CDCls.



Tabela 9. Dados de RMN de H das chalconas da Série J derivadas da 2,4,5-trimetoxiacetofenona.

'H
2 - 7,61m 7,74 d (8,0) -
3 6,91 m 7,10 m 8,26 d (8,0) -
4 6,91 m - - -
5 - 7,10 m 8,26 d (8,0) -
6 7,17 s 7,61m 7,74 d (8,0) -
a 7,64 d (16,0) 7,58 d (16,0) 7,70 d (16,0) -
B 8,02 d (16,0) 7,69 d (16,0) 7,78 d (16,0) -
3 6,56 s 6,55 s 6,55s -
6’ 7,39 s 7,40 s 7,42 s -
OCH3|3,825;3,865;3,91s;3,935s;3,97s 3915;3945s;398s 3,91s;3,96s;3,98s -

0 (ppm) em relacéo ao TMS, multiplicidade (J em Hz). Solvente: CDCl;.*N&o obtido.
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Tabela 10. Dados de RMN de 3C das chalconas da Série J derivadas da 2,4,5-trimetoxiacetofenona.

13

C

1 127,94 140,43 142,00 134,51

2 153,18 131,81 128,68 129,66

3 116,39 116,06 124,13 132,04

4 116,39 164,96 148,15 124,03

5 153,45 120,32 124,13 132,04

6 113,54 130,05 128,68 129,66

a 125,25 126,89 113,04 127,74

B 137,20 143,42 138,23 140,28
C=0 190,35 189,58 188,71 189,97

1 113,23 115,84 131,07 113,12

2 153,45 153,70 155,33 153,81

3 97,18 97,02 96,69 96,94

4 154,67 162,47 155,33 154,97

5 143,32 154,88 143,57 143,43

6’ 112,39 113,11 119,94 120,17
OCHj3|55,80; 56,14, 56,30; 56,85 56,19; 56,36, 56,77 56,20, 56,33; 56,72 56,12; 56,19; 56,80

O (ppm) em relagdo ao TMS. Solvente: CDCls.
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Tabela 11. Dados de RMN de *H das chalconas da Série J derivadas da 2,4,5-trimetoxiacetofenona.

OCH; O

H J13

2 7,89 s

3 - - -

4 - - 7,64 d (8,0)

5 - 6,90 d (8,0) 7,52t

6 6,85 s 7,22 d (8,0) 7,80 d (8,0)

a 7,51 d (16,0) 7,50 d (16,0) 7,65 d (16,0)

B 7,63 d (16,0) 7,68 d (16,0) 7,71 d (16,0)

3’ 6,56 s 6,56 s 6,55 s

6’ 7,38s 7,15s 7,41s
OCHj3/3,90s;3,91's; 3,93 s; 3,97s3,915s;3,935;3,955;3,985s 3,915s;3,96s; 3,98s

O (ppm) em relagdo ao TMS, multiplicidade (J em Hz). Solvente: CDCl;. *N&o obtido.
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Tabela 12. Dados de RMN de *C das chalconas da Série J derivadas da 2,4,5-trimetoxiacetofenona.

B¢ J10 Ji1 J12 J13
1 126,84 125,24 139,28 131,32
2 105,69 113,18 129,67 132,74
3 153,60 150,95 128,54 118,70
4 140,15 149,12 131,30 132,93
5 153,60 120,74 128,54 132,74
6 105,69 122,60 129,67 137,14
a 131,30 128,51 120,10 129,67
B 142,28 142,25 139,75 138,76

C=0 190,02 189,98 189,44 189,07
1’ 120,73 110,26 126,01 119,88
2’ 153,60 153,35 155,27 154,40
3 97,11 97,26 96,96 96,86
4 154,91 154,57 155,38 155,47
5’ 143,65 143,40 143,68 143,67
6’ 105,69 111,10 113,25 113,22
OCHs|56,34; 56,40; 56,60; 57,11 55,94; 56,19; 56,94 56,37; 56,91 56,40; 56,44; 56,92
CF; - - 127,39 -
CN - - - 129,97

0 (ppm) em relagdo ao TMS. Solvente: CDCls.



Tabela 13. Dados de RMN de *H das chalconas da Série D derivadas da 2,4,5-trimetoxibenzaldeido.

o) OCHs o OCHs

2
3 I 1
5

OCHz H,co™ 4

'H D2 D3
3 6,53 s 6,53 s 6,54 s
6 7,19s 7,13 s 7,14 s 7,15s
a 7,61d (16,0) 7,48 d (16,0) 7,46 d (16,0) 7,48 d (16,0)
B 8,17 d (16,0) 8,08 d (16,0) 8,09 d (16,0) 8,11 d (16,0)
1’ 8,53s - - -
2’ - 8,03 d (8,0) 7,93 d (8,0) 8,02 d (8,0)
3 7,94 d (8,0) 7,98 d (8,0) 7,30 d (8,0) 7,52 d (8,0)
4 8,01 d (8,0) - - 7,58 m
5 8,10 dd (8,0/0,9) 6,68 d (8,0) 7,30 d (8,0) 7,52 d (8,0)
6’ 7,61 m 8,03 d (8,0) 7,93 d (8,0) 8,02 d (8,0)
I 7,56 m - - -
8’ 7,91d (8,0) - - -
OCH3| 3,92 s; 3,94 s; 3,96 s 3,895s;3,95s; 3,98 s 3,915s;395s 3,92s;3,97s
CHs - - 2,44 s -

0 (ppm) em relagdo ao TMS, multiplicidade (J em Hz). Solvente: CDCls.



Tabela 14. Dados de RMN de *C das chalconas da Série D derivadas da 2,4,5-trimetoxibenzaldeido.

1 115,89 111,66 111,54 111,61
2 155,00 139,57 136,42 139,06
3 97,15 97,08 97,01 97,04
4 152,85 154,75 154,80 154,89
5 143,60 152,48 143,30 152,73
6 111,76 11591 115,80 115,71
a 125,04 120,37 120,56 120,56
B 140,50 143,45 139,91 140,43
C=0 191,35 189,60 190,90 191,43
1 129,76 130,93 134,56 143,49
2 135,60 131,87 129,42 128,67
3 120,73 131,87 128,82 128,71
4 128,39 113,92 152,28 132,55
43’ 132,91 - - -
5’ 128,10 163,29 128,82 128,71
6’ 128,67 113,92 129,42 128,67
7 126,94 - - -
8’ 129,94 - - -
8a’ 136,48 - - -
OCHj| 56,39; 56,71, 56,94 55,66; 56,77 56,28; 56,59; 56,76 56,31; 56,60; 56,78
CHs - - 21,92 -

0 (ppm) em relagdo ao TMS. Solvente: CDCls.



Tabela 15. Dados de RMN de *H das chalconas da Série D derivadas da 2,4,5-trimetoxibenzaldeido.

OCHs Q

'H D5* D6 D7

3 6,71s 6,41 s 6,53 s

6 7,09 s 6,53 s 7,12 s 7,58 s

a 7,26 d (16,0) 7,43 d (16,0) 7,41 d (16,0) 7,84 d (16,0)

B 7,70 d (16,0) 8,09 d (16,0) 8,34 d (16,0) 8,16 d (16,0)

2’ - 8,04 m 8,12 d (8,0) 8,77 s

3 6,96 m 7,16 m 8,35d (8,0) -

4 7,08 m - - 8,61 d (8,0)

5 - 7,16 m 8,35d (8,0) 7,89t

6’ 7,24 s 8,04 m 8,12 d (8,0) 8,49 d (8,0)
OCH3|3,72 s; 374 s; 3,77 S;3,835;3,84s 3,87s;3915s;3,96s 3,92s;3,93s;3,97s 3,83 s; 3,92 s;

d (ppm) em relagdo ao TMS, multiplicidade (J em Hz). Solvente: CDCl;. *Solvente: DMSO.



liv

Tabela 16. Dados de RMN de *C das chalconas da Série D derivadas da 2,4,5-trimetoxibenzaldeido.

B¢ D5*
1 114,53 111,48 111,76 111,04
2 130,78 131,01 142,51 139,93
3 98,31 96,74 96,81 97,31
4 153,29 152,60 153,49 153,38
5 153,29 143,26 143,58 139,93
6 114,53 115,43 115,08 113,86
a 125,07 119,82 119,77 117,70
B 143,70 140,44 141,59 143,00
C=0 197,88 189,50 189,98 187,11
1’ 138,80 131,01 144,15 139,21
2’ 153,68 130,92 129,57 122,47
3 118,36 115,64 123,96 148,08
4 118,36 154,73 155,39 126,88
5’ 154,71 115,61 123,96 130,42
6’ 111,61 130,92 129,57 134,46
OCHs|56,23; 56,80; 56,99; 57,07 56,11; 56,31; 56,59 56,36; 56,53; 56,81 55,77; 56,34

® (ppm) em relacéo ao TMS. Solvente: CDCl;. *Solvente: DMSO.



Tabela 17. Dados de RMN de 'H das chalconas da Série D derivadas da 2,4,5-trimetoxibenzaldeido.

H

3

6 7,11 s 7,12 m 7,50 s 7,12 s

a 7,40 d (16,0) 7,38 d (16,0) 7,75 d (16,0) 7,40 d (16,0)

B 8,09 d (16,0) 8,06 d (16,0) 8,01 d (16,0) 8,26 d (16,0)

2’ 7,87 d (8,0) 7,25 m 7,56 d (2,0) 7,84 d (8,0)

3 7,63 d (8,0) - - 7,64 d (8,0)

4 - - - -

5 7,63 d (8,0) - 7,07 d (8,5) 7,64 d (8,0)

6’ 7,87 d (8,0) 7,25 m 7,87 dd (8,5/2,0) 7,84 d (8,0)
OCH3 3,915s;3,96s 3,895s;3,90s;394s 3,80s;3,84s;3,85s;3,88s 3,93 s; 3,97 s;

0 (ppm) em relagdo ao TMS, multiplicidade (J em Hz). Solvente: CDCls. *Solvente: DMSO.
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Tabela 18. Dados de RMN de *C das chalconas da Série D derivadas da 2,4,5-trimetoxibenzaldeido.

1 111,65 115,69 111,87 115,10
2 137,77 142,23 138,27 139,93
3 96,90 97,09 98,22 96,77
4 155,03 154,85 153,60 155,34
5 152,95 152,76 149,43 153,36
6 115,46 111,97 111,43 111,63
a 127,50 120,65 119,43 118,99
B 141,02 140,50 143,71 142,23
C=0 190,24 190,51 188,06 189,08
1 143,49 134,37 123,78 143,54
2 130,23 106,33 111,34 132,71
3 131,96 153,25 153,60 132,29
4 119,89 143,48 154,79 135,43
5’ 131,96 153,25 115,08 132,29
6’ 130,23 106,33 131,66 132,71
OCHg;| 56,29; 56,52; 56,76 56,34, 56,57; 56,87 56,24; 56,43; 57,11 56,33; 56,53; 56,77
CF3 - - - 129,77

® (ppm) em relacéo ao TMS. Solvente: CDCl;. *Solvente: DMSO.
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8 Anexos B - Espectros de RMNde *He *C e IV
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Figura 11. Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) da chalcona J1.
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Figura 12. Espectro de RMN de **C (100 MHz, CDCls) da chalcona J1.
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Ixxvii

o oo

[T =0 o
e b o =
TET T

=
=
o -—
= =}
T —
i
-
&
- =
=L = I
Z o=
-5 =+ bt
| =& = Pl -
| == i o
J__A; =] L
=]

] W [=r i
=1 P o &~ iR
o e g £ %

—

o = ek L
=~ Y

T T T T T T T T T 1 T T T T T
180 160 140 120 100 a0 g0 40 20 0
Chemical Zhift (ppm)

Figura 51. Espectro de RMN de **C (100 MHz, CDCIs) da chalcona D6.
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Figura 52. Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) da chalcona D7.
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Figura 53. Espectro de RMN de **C (100 MHz, CDCls) da chalcona D7.
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Figura 54. Espectro de RMN de *H (400 MHz, DMSO) da chalcona D8.
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Figura 55. Espectro de RMN de **C (100 MHz, DMSO) da chalcona D8.
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Figura 56. Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) da chalcona D9.
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Figura 58. Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) da chalcona D10.
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Figura 59. Espectro de RMN de **C (100 MHz, CDCls) da chalcona D10.

383
385
3054
380

k

T
T TH 75

T
g.0 74 VA

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 T T T T
.0 7a 7.0 6.5 5.0 2.5 2.0 4.5 4.0 34 3.0 25 2.0 1.3 1.0 0.3
Chemical Shift (ppm)

Figura 60. Espectro de RMN de *H (400 MHz, DMSO) da chalcona D11.
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Figura 61. Espectro de RMN de **C (100 MHz, DMSO) da chalcona D11.
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