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Resumo

RITTER, Marina. Chalconas: sintese em glicerina e analise das propriedades
antifungicas e antibacterianas. 2014. 115f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de
P6s-Graduacdo em Bioquimica e Bioprospeccao. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas.

Infec¢des bacterianas e flngicas representam um dos maiores problemas de
saude, principalmente devido ao uso indiscriminado de medicamentos, o que resulta
em organismos resistentes. Os avan¢os nas areas da quimica sintética e analitica,
aliados aos modelos bioldgicos in vitro contribuem efetivamente na busca por novos
compostos de referéncia. Dentro deste contexto, foi desenvolvida uma metodologia
para a sintese de chalconas através da condensacdo de Claisen-Schmitd utilizando
a glicerina, a qual resultou nas moléculas de interesse com bons rendimentos e com
alto grau de pureza. Nos testes microbioldgicos, tais moléculas foram testadas frente
as bactérias Staphylococcus aureus ATCC19095, Enterococcus faecalis ATCC
4083, Escherichia coli ATCC 29214 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 e
guatro fungos: Candida albicans ATCC 62342 e trés cepas de C. albicans coletadas
de cavidades orais humanas e armazenadas em micoteca, utilizando o método de
diluicdo em caldo. Dentre os resultados obtidos, destaca-se a 1,3-difenilprop-2-en-1-
ona (3a), que apresentou MIC de 250 pug/mL frente a C. albicans 1, enquanto que o
fluconazol apresentou MIC maior que 500 pg/mL; a 3-(4-bromofenil-(1-tiofen-2-il)-
prop-2-en-1-ona (3l) com ICso de 13,91 pug/mL frente a bactéria E. faecalis, porém,
maior que o do cloranfenicol e tetraciclina e 3-(3-metoxifenil-(1-tiofen-2-il)-prop-2-en-
1-ona (3p), que apresentou atividade frente ao maior nimero de bactérias, com ICso
de 219,1 pg/mL para S. aureus, 441,9 ug/mL para P. aeruginosa e de 338,5 pg/mL
para E. faecalis. Desta forma, algumas das chalonas testadas mostraram-se
promissoras, principalmente frente as cepas de fungos.

Palavras-chave: chalcona; glicerina; testes antimicrobianos.



Abstract

RITTER, Marina. Chalcones: synthesis in glycerin and analysis of antifungal
and antibacterial properties. 2014. 115f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de
P6s-Graduacdo em Bioquimica e Bioprospeccao. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas.

A series of sixteen chalcones was synthesized by Claisen-Schmitd
condensation, using glycerin as reaction solvent. The glycerin comprises a renewable
solvent, and it is a co-product of biodiesel production. The interesting molecules were
obtained in good yields and purity. In microbial assays, the method employed was
microdilution, most recommended for these molecules, which were tested in bacterial
strains Staphylococcus aureus ATCC19095, Enterococcus faecalis ATCC4083,
Escherichia coli ATCC29214 and Pseudomonas aeruginosa ATCC9027 and four
strains of yeasts: Candida albicans ATCC 62342and three clinical strains from the
human oral cavity of the C. Albicans and stored in mycologycollection. Also, we
highlight the 1,3-diphenylprop-2-en-1-one (3a), which showed MIC of 250 pug/mL at
C. albicans 1, whereas the fluconazole showed MIC greater than 500 mg/mL; the 3-
(4-bromophenyl)-1-(thiophen-2-yl)prop-2-en-1-one (3l) with ICso 13,91 pg/mL in E.
faecalis, however, greater than tetracycline and chloramphenicol and the 3-(3-
methoxyphenyl)-1-(thiophen-2-yl)prop-2-en-1-one (3p), that showed activity in
several bacterias, with ICso 219,1 pg/mL for S. aureus, 441,9 pg/mL for P.
aeruginosa and 338,5 pg/mL for E. faecalis.

Key-words: chalcone; glycerin; microbial assays.
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1 INTRODUCAO

Infecgdes bacterianas e fungicas representam um dos maiores problemas de
saude, principalmente devido ao uso indiscriminado de medicamentos, o que acaba
resultando em organismos resistentes (LIVERMORE, 2005). Ha estimativas de que
70% das bactérias patogénicas sdo resistentes a pelo menos um dos antibioticos
comumente utilizados em tratamentos clinicos (KATZ et al, 2006). Diante deste
guadro, o desenvolvimento de novas substancias para uso terapéutico capazes de
combater doencas e micro-organismos resistentes torna-se mais necessario
(PALANIAPPAN e HOLLEY, 2010; TEKWU, PIEME e BENG, 2012).

Os avangos nas areas da quimica sintética e analitica, aliados aos modelos
bioldgicos in vitro tém contribuido efetivamente na busca por novos farmacos, uma
vez que se torna possivel obter uma diversidade de moléculas com estruturas
conhecidas e alto grau de pureza, utilizando metodologias menos agressivas ao
meio ambiente. Como resultado sdo desenvolvidas substancias que podem ser
utilizadas como protoétipos de moléculas bioativas com atividade similar ou superior
aos farmacos existentes (RISHTON, 2008). Dentre as diversas classes de
compostos estudadas estdo as chalconas, moléculas versateis pertencentes ao
grupo dos flavonéides, testadas frente a diversos agentes biol6gicos. Existem varias
técnicas para sua sintese, sempre visando variacBes estruturais e melhores
rendimentos das reacdes (PANDHURNEKAR et al, 2013). Dentre as atividades
apresentadas pelas chalconas, podemos destacar: antiinflamatéria (BANO et al,
2013), antifungica, antibacteriana (PANDHURNEKAR et al, 2013), antimalarial
(ARANCIBIA et al, 2013), antileishmanial, antitubercular (MONGA et al, 2013) e
antioxidante (VASCONCELOS et al, 2011).
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As chalconas séo cetonas a,B-insaturadas com um anel aromatico ligado a
carbonila e outro ligado a insaturacdo (ZHANG et al, 2013). Estas moléculas séo
encontradas em produtos naturais ou obtidas por processos sintéticos (BANO et al,
2013). O meétodo classico para a sintese de chalconas é a reacdo de Claisen-
Schmitd, que ocorre pela condensacao entre uma cetona e um aldeido aromatico na
presenca de catalisador (PANDHURNEKAR et al, 2013).

Atualmente, muitas pesquisas estdo voltadas para a quimica limpa, trazendo
aprimoramentos de técnicas de reacfes organicas com o objetivo de deixa-las
menos agressivas ao meio ambiente e a saude (DUBE e SALEHPOUR, 2014). Para
gue isto aconteca, cada vez é maior o investimento em processos limpos, que
diminuam a demanda de residuos quimicos, empregando tecnologias alternativas,
como sonoquimica (PIZZUTI et al, 2010; VENZKE et al, 2011) e microondas
(THIRUNARAYANAN, MAYAVEL, e THIRUMURTHY, 2012; BHUIYAN et al, 2011),
catalisadores recuperaveis (RAJENDER, RAMESH, e PALANIAPPAN, 2014),
solventes biorenovaveis ou até mesmo reacdes sem solvente (LU et al, 2013).

Dentro deste contexto, foi desenvolvida uma metodologia para a sintese de
chalconas através da condensagdo de Claisen-Schmitd utilizando glicerina
(UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS, BR 1020120279657, 31 Out. 2012), e
posterior analise microbiolégica, frente a duas bactérias Gram-positivas:
Staphylococcus aureus (S. aureus)-ATCC 19095, Enterococcus faecalis (E.
faecalis)-ATCC 4083 e duas Gram-negativas: Escherichia coli (E. Coli)-ATCC29214
e Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa)-ATCC 9027; e quatro cepas de
leveduras: Candida albicans (C. albicans)-ATCC 62342 e trés cepas de C. albicans
coletadas de cavidades orais humanas, armazenadas em micoteca.

A (glicerina foi eleita como solvente uma vez que € um subproduto da
producao de biodiesel. Atualmente, a producao de biodiesel vem aumentando, o que
acaba resultando em uma maior quantidade deste subproduto e torna-se necessaria
a aplicacdo desta glicerina em outros processos. (DIAZ-ALVAREZ e CADIERNO,
2013; GANESAN et al, 2013; KUMAR, DEVI, e DUBEY, 2013; NANDRE et al, 2012;
SOHAL et al, 2013).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais
- Obtencéo de uma série de chalconas utilizando glicerina como solvente

- Avaliacdo das moléculas sintetizadas quanto a sua atividade antimicrobiana.

2.2 Objetivos especifios

- Sintetizar uma série de chalconas a partir de duas diferentes cetonas
aromaticas, a acetofenona (1a) ou o 2-acetiltiofeno (1b) com diferentes benzaldeidos
substituidos (2a-h) utilizando hidroxido de sédio (NaOH) como catalisador e glicerol
como solvente, resultando nas chalconas 3a-p (Esquema 1).

- Purificacéo das chalconas para testes biologicos.

- Realizacdo de testes quanto a atividade antimicrobiana das chalconas
sintetizadas frente a duas bactérias Gram-positivas: Staphylococcus aureus (S.
aureus) ATCC 19095 a Enterococcus faecalis (E. faecalis) ATCC 4083 e duas Gram-
negativas: Escherichia coli (E. Coli) ATCC29214 e Pseudomonas aeruginosa (P.
aeruginosa) ATCC 9027 e quatro cepas de leveduras: Candida albicans (C. albicans)
ATCC 62342 e trés cepas de C. albicans coletadas de cavidades orais humanas,

armazenadas em micoteca.

o i Q
IcCero
la-b A 2a-h 3a-p
R RZ

R!=(a) Fenl  Ru=(a) H; (b) 4-OCHs; () 4-F; (d) 4-Br;
(b) Tien-2-il (e) 4-Cl; (f) 4-CHs; (g) 3-OH; (h) 3-OCHs

Esquema 1 - Sintese das chalconas 3a-p.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nos dultimos anos, vérios trabalhos vém sendo publicados mostrando o
aprimoramento de metodologias para sintese de chalconas, variando reagentes de
partida, catalisadores, solventes e agentes promotores das reacdes. Esta variedade
de trabalhos se deve a tendéncia atual da comunidade cientifica em adotar
procedimentos que sejam menos agressivos ao meio ambiente. Para isto se da a
preferéncia ao uso de solventes e reagentes menos toxicos e a processos que sejam
mais rapidos e econbmicos, onde haja a possibilidade de emprego de energias
alternativas. (DUBE e SALEHPOUR, 2014; PIZZUTI et al, 2010; VENZKE et al,
2011; THIRUNARAYANAN, MAYAVEL, e THIRUMURTHY, 2012; BHUIYAN et al,
2011; RAJENDER, RAMESH, e PALANIAPPAN, 2014; LU et al, 2013).

Concomitantemente com a pesquisa na area de sintese organica, estdo 0s
diferentes métodos para avaliacdo bioldgica, que utilizam as moléculas sintetizadas
em testes in vitro e in vivo, com o0 objetivo de encontrar candidatos a novos
farmacos. Desta maneira, a indlstria farmacéutica esta em constante avanco,
desenvolvendo medicamentos mais eficazes e com menores efeitos colaterais, ou
gue sejam capazes de combater doencas que até entdo nao tém cura definitiva
(LIVERMORE, 2005; KATZ et al, 2006; PALANIAPPAN e HOLLEY, 2010).
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3.1 Chalconas

Dentre os varios grupos de moléculas pesquisadas, estdo as chalconas (1,3-
diaril-2-propen-1-onas), que sdo moléculas a,B-insaturadas com um anel aromatico
ligado a carbonila e outro ligado a insaturacdo, conforme estrutura representada na
Figura 1. Estas moléculas sao extremamente versateis, devido a possibilidade de
variacdo nas estruturas dos anéis aromaticos, que podem conter ou nao
heteroatomos em sua estrutura, além de diferentes substituintes (ZHANG et al,
2013).

Figura 1 - Estrutura basica da chalcona.

3.1.1 Reacgbes de obtencéo

As chalconas podem ser obtidas através de fonte natural, (RIVIERE et al,
2010; OLDONI et al, 2011; HSEU et al, 2012; SUFIAN et al, 2013) ou através de
reacfes quimicas. A condensacédo de Claisen-Schmitd € a rea¢do mais comum para
a sintese dessas moléculas, que podem ser obtidas através de outras reacées,
como Suzuki Miyaura (AL-MASUM, NG, e WAI, 2011; VIEIRA, PAIXAO, e CORREA,
2012). A condensacao de Claisen-Schmitd baseia-se na reacao entre um aldeido e
uma cetona aromaticos na presenca de um catalisador, que pode ser acido ou
basico. Os catalisadores mais usados sdo os basicos, como hidroxido de sodio
(NaOH) ou de potassio (KOH) (PANDHURNEKAR et al, 2013).

3.1.2 Sintese de chalconas com atividade biolégica

Tran e colaboradores mostraram a sintese de uma série de chalconas via
condensacdo de Claisen-Schmitd, utilizando acetofenonas substituidas 4a-d e
diferentes benzaldeidos 5a-i usando KOH como catalisador em metanol, conforme

Esquema 2. A reacdo foi deixada sob agitacéo a temperatura ambiente por algumas
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horas, resultando nas chalconas 6a-d’, com rendimentos entre 45 e 79% (TRAN et
al, 2012).

0 0 O
CHs , H _KOH _ Z
MeOH
1
R 4a-d R? 5a.i ba R gad R?

R (a) 2-OH; (b) 2-OH, 4-OCHs; (c) 4-OCHs; (d) H; (e) 4-Br
RZ (a) H; (b) 4-Cl; (c) 3,4-diCl; (d) 2-OH; (e) 4-OCHs; (flOCHs
(9) 2,4-diOCHg; (h) 3,4-diOCHg; (i) 3,4,5-triOCHs

Esquema 2 - Sintese das chalconas 6a-d’.

Posteriormente, as chalconas sintetizadas foram testadas quanto a atividade
antibacteriana in vitro frente ao Staphylococcus aureus sensivel a meticilina (MSSA)
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), sozinhas ou em combinagao
com os antibiéticos ciprofloxacina, cloranfenicol, eritromicina, vancomicina, cixiciclina
e gentamicina. Duas chalconas testadas, a 1,3-bis(2-hidroxifenil)prop-2-en-1-ona
(6d) e a 1-fenil-3-(4-hidroxifenil)propen-1-ona (6u), mostraram efeitos sinérgicos
predominantes e tém suas estruturas apresentadas na Figura 2. Os resultados

obtidos estdo apresentados na Tabelal.
o) OH o)
L0 gTC
OH 6d 6u OH
Figura 2 - Estrutura das chalconas 6d e 6u.

Tabela 1 - MICs das chalconas 6d e 6u para 0 MSSA e MRSA.

MSSA MRSA
MIC (ug/mL) MIC (ng/mL)
6d 64 6d 64
doxiciclina 1 doxiciclina 4
doxiciclina + 6d 0,125 doxiciclina + 6d 0,25
ciprofloxacina 0,5 ciprofloxacina 0,5

ciprofloxacina + 6d 0,0625 ciprofloxacina + 6d 0,0625

6u 64 6u 32

doxiciclina 1 doxiciclina 4
doxiciclina + 6u 0,125 doxiciclina + 6u 0,25
ciprofloxacina 0,25 ciprofloxacina 0,5

ciprofloxacina + 6u 0,0625 ciprofloxacina + 6u 0,0625
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A combinacao entre a chalcona 6d com a doxiciclina mostrou o melhor efeito
sinérgico sobre MSSA e MRSA. Para 0 MSSA, o MIC da doxiciclina foi de 1 pg/mL,
enquanto que combinado com a chalcona 6d o MIC apresentado diminuiu para
0,125 pg/mL. Em relacdo ao MRSA, o MIC da doxiciclina foi de 4 pg/mL e em
combinagdo com a substancia 6d passou para 0,25 pg/mL.

As chalconas 6d e 6u demonstraram sinergismo significativo em combinagao
com o ciprofloxacina sobre 0 MRSA, baixando o MIC para 0,0625 pg/mL, que antes
era de 0,5 pg/mL. A chalcona 6u também mostrou efeito sinérgico com o
ciprofloxacina sobre o MSSA, reduzindo o MIC de 0,25 pg/mL para 0,0625 pg/mL.

Este estudo mostrou a possibilidade da combinagédo de chalconas com
antibioticos ja utilizados no tratamento de MSSA e MRSA com o intuito de torna-los
mais eficazes. As chalconas com grupos hidroxila foram as que obtiveram os
resultados mais significativos, sugerindo que este grupamento seja 0 responsavel

pelos melhores resultados.

Nesta mesma linha de pesquisa, Shakil e colaboradores desenvolveram uma
técnica para obtencdo das chalconas 9a-p utilizando uma fonte de energia
alternativa, o microondas. A sintese foi feita a partir de cetonas aromaticas
substituidas 7a-h e benzaldeidos substituidos 8a-g em quantidade equimolar, tendo
como catalisador o NaOH em meio aquoso (Esquema 3). A mistura foi irradiada por
sucessivos periodos de 10 segundos, sendo os tempos totais de reacdo variaveis
entre 5 e 7 minutos. O precipitado formado foi neutralizado com acido cloridrico
(HCI) a frio, filtrado e recristalizado em etanol quente. Neste mesmo trabalho, as
chalconas foram utilizadas como intermediarios em reacfes para obtencdo de

cicloexanonas e indazéis (SHAKIL et al, 2013).

NaOH
Ak Asaas)
5- 7 mm R1
7a-h 8a-g 9a-p
R%: (@) H; (b) 4-CHs; (c) 4-OCHs; (d) 4-NO2; 3,4-OCH2-O; (e) 4-Cl;
(f) 3,4-diCl: (g) 3,4-diOCHs; (h) 4-F

R2: Egg ?’C4ngf|?f3; 1) é-z;c&ﬁ; (€) 4-0CHs; (d) 3,4,5-triOCH;

Esquema 3 - Sintese das chalconas 9a-p.
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O uso da radiacdo microondas para sintese destas moléculas mostrou-se
vantajoso, uma vez que o tempo de reacgao variou entre 5 e 7 minutos, muito inferior
as 24 horas reportadas no estudo (VYRAS et al, 2009) que utilizava uma
metodologia convencional, com agitacdo a temperatura ambiente. Além disso, 0s
rendimentos subiram para uma faixa entre 71 e 96%, enquanto que o método
convencional apresentou rendimentos entre 55 e 89%.

Em continuagéo ao estudo, as chalconas sintetizadas 9a-p foram testadas
guanto a atividade fungicida sobre dois fungos patogénicos o Rhizoctonia solani (R.
solani) e Sclerotium rolfsii (S. rolfsii). Os efeitos inibitdérios no crescimento destes
fungos foram expressos em termos de 50% da concentracdo letal (LCso). As
chalconas 90 e 9p (Figura 3) tiveram os melhores efeitos fungicidas sobre o R.
solani, com valores de LCso de 2,36 e 2,49 mg/L, respectivamente. Estes valores
foram bastante préximos aos encontrados para o fungicida comercial hexaconazol,

gue mostrou um LCso de 1,12 mg/L.

o) )
OO OoTC
F % 9

Figura 3 - Estrutura das chalconas 90 e 9p.

Jin e colaboradores sintetizaram diferentes grupos de moléculas, duas séries
de chalconas 12a-q e 14a-q, e derivados contendo acido tiobarbitirico 17a-e ou 2-
tioxo-4-tiazolidinona 18a-e. As chalconas 12a-q foram sintetizadas através da reacao
de Claisen-Schmitd a partir de acetofenonas substituidas 10a-q com ftalaldeido (11)

catalisada por KOH em etanol, conforme, Esquema 4 (JIN et al, 2012).
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NaOH
H _EtOH _
23°C
3-4h R CHO

10a-q 12a-q
o)
S
Piperidina —
ACOH, 5/’/<N
\\« EtOH
CHO COOH Refuxo R COOH
12a-q 13 12h l4a-q o

R: (a) 2-F; (b) 4-F; (c) 2-ClI; (d) 3-Cl; (e) 4-Cl; (f) 2,4-diCl; (g) 2-Br; (h) 3-Br; (i) 4-Br; (j) 4-CHs;
(k) 2,4-diCl; (I) 2-OCHs; (m) 3-OCHgs; (n) 4-OCHgs; (0) 4-NHCOCHS; (p) H; (q) CsHe(3,4-fundido)

Esquema 4 - Sintese das chalconas 12a-q e derivados 14a-q.

Os derivados de chalconas 14a-q foram obtidos através da reacdo de
condensacdo de Knoevenagel entre as chalconas 12a-q e o acido (S)-2-(4-oxo0-2-
tioxotiazolidin-3-il)-3-fenilpropandico (13). A reacgéo foi realizada em refluxo de etanol
e acido acético com piperidina por 12 horas (Esquema 4).

Finalmente, as chalconas 12a-q foram reagidas com acido tiobarbitarico (15)
ou 2-tioxo-4-tiazolidinona (16), usando piperidina em etanol e acido acético em
refluxo por 12 horas, resultando nos compostos 17a-e e 18a-e, respectivamente. As

reagOes sdo mostradas no Esquema 5.
o]

NH
15 o H
(e} N S = (@] N S
H hd
AcOH, EtOH = NH
Piperidina R
12h, refluxo O

O

=
O O R: (@) 2-F: (b) 4-F; (c) 2-Cl; (d) 3-CI; (e) 4-Cl
12a-e
CHO
ACOH, EtOH
A0y

R
Piperidina
12h, refluxo
@)

K«NH 16
s\«s

Esquema 5 - Sintese de tiazdis com base em chalconas 17a-e e 18a-e.

;UO

18a-e
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Os compostos sintetizados (14a-g, 17a-e e 18a-e) foram avaliados quanto a
atividade contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e resistentes, tendo seus
resultados comparados com agente antibacterianos conhecidos (oxacilina e
norfloxacina). As chalconas 14a-q apresentaram niveis antibacterianos nas cepas de
S. aureus significantes, com MICs entre 2 e 16 pg/mL, porém superiores ao MIC de
1 upg/mL apresentado pela oxacilina, utilizada como droga de referéncia. As
chalconas 14c-e, 14q, 14i, 14j, 14q apresentaram MICs de 2 ug/mL para uma cepa
de S. aureus, que é igual ao MIC encontrado no teste com a norfloxacina. Os
derivados de chalcona contendo &cido tiobarbitirico 17a-e ou 2-tioxo-4-tiazolidinona
18a-e se mostraram os compostos com menor efeito antibacteriano, apresentando
MICs de 64 pg/mL. Nenhuma das moléculas estudadas inibiu o crescimento da E.
coli. Os compostos 14a-q exibiram atividade significante sobre o S. aureus
multirresistente (MRSA CCARM 3167 e MRSA CCARM 3506) e resistente a
guinolonas (QRSA CCARM 3505 e QRSA CCARM 3519) com MICs entre 2 e 8
ug/mL, sendo que estes valores representam a metade do encontrado para a
norfloxacina, para estas mesmas cepas.

Diante dos resultados apresentados, pode-se concluir que dentre as
moléculas estudadas, algumas se destacam quanto ao potencial de inibicdo em
bactérias Gram-positivas e multirresistentes. Este € 0 primeiro passo para 0
desenvolvimento de drogas que sejam capazes de suprir a necessidade por
antibioticos capazes de combater organismos resistentes, que infelizmente vém se
tornando cada vez mais comuns, devido ao usO excessivo e muitas vezes

banalizado de medicamentos pela populagéo.

Liaras e colaboradores publicaram de chalconas com porc¢éao tiazol, reagindo
a 1-(4-metil-2-(metilamino)tizaol-5-il)etanona (19) e aldeidos arométicos 20a-j em
meio basico, utilizando NaOH@aq) 10% em metanol, como mostrado no Esquema 6,
resultando nos compostos 2la-j. O produto foi obtido com rendimentos de
moderados a bons (entre 32 e 84%) e recristalizado em dioxano ou etanol (LIARAS
et al, 2011).
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CH; % -
CHs 3
N|J\>—§ ' dH —heor,He |
HaC-p )\s o) MeOH <N/<
R
H

N s
o)
19 20a-] 21a+

R: (a) H; (b) 4-NO2; (c) 3-NOz; (d) 4-Cl,; (e) 3-ClI; () 2-CI;
(g) 4-OMe; (h) 2-OMe; (i) 2,6-diCl; (j) 2,4-diCl

Esquema 6 - Sintese tiaz6is com base em chalconas 21a-j.

Posteriormente 0s compostos 2la-j foram testados quanto as suas
propriedades antimicrobianas sobre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e
uma série de fungos. Todas as moléculas testadas apresentaram a concentracdo
inibitéria minima (MIC) entre 7,64 e 45,87 umol/mL.102 e concentracdo bactericida
minima (MBC) entre 30,58 e 68,37 pmol/mL.102. Estes valores podem ser
comparados ao MIC e ao MBC da ampicilina, que foi de 24,79 e 37,19 pmol/mL.107?,
respectivamente. Dentre esta gama de compostos, alguns se destacam, como por
exemplo, o 21f que apresentou MIC de 7,64 pumol/mL.102 sobre o Enterococcus
faecalis e os compostos 21d, com MIC de 17,10 umol/mL.10? e 21g, com MIC de
17,09 pmol/mL.10? contra o Micrococcus flavus, sendo que estes MICs sé&o
menores, se comparados ao da ampicilina.

Quanto a atividade antifungica, duas chalconas se destacaram, apresentando
MIC de 15,29 pmol/mL.10? para diferentes fungos. A chalcona 21f apresentou o
melhor resultado sobre os fungos Aspergillus versicolor, N. viride e F.
sporotrichoides e a chalcona 21i sobre o N. viride, o Penicillium ochrochloron e o F.
sporotrichoides. Ao comparar com os MICs apresentados pelas drogas de
referencia, cetoconazol e bifonazol, percebe-se que as chalconas testadas possuem

menor atividade antifangica.

Avupati e colaboradores desenvolveram a sintese de novas 2,4-tiazolidinonas
contendo chalconas em sua estrutura. Primeiramente foi preparado o intermediario
da reacao (2)-4-((2,4-dioxo-1,3-tiazolidin-5-ilideno)metil)benzaldeido (22) através de
uma condensacdo de Knoevenagel entre o tereftaldeido (19) e 1,3-tiazolidin-2,4-
diona (20), utilizando piperidina como catalisador sob refluxo em etanol.

Posteriormente, o intermediario 22 reagiu com uma série de cetonas aromaticas
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22a-x (Tabela 2) em dimetilformamida na presenca de NaOH, resultando nos

compostos 23a-x (AVUPATI et al, 2012).
o)

O (0]
S 0]
H, _/(NH Piperidina_ H s—/(
H EtOH, — NH
Refluxo
O 8h
22 23 24 O
(@] 0]

O Cetonas
H s— _2sax, R
_— NH NaOH,
DMF

24 0 26a-x O

Esquema 7 - Sintese de novas 2,4-tiazolidinonas contendo chalconas em sua

estrutura 26a-x.

Tabela 2 - Substituintes das cetonas aromaticas 25a-x.

R R R

25a CeHs 251  2-OH,5-Me(CsHs) 25q 3-F(CsHa)

25b  4-Me(CsHa) 25]  6-OH,5-Me(CeHs)  25r 4-F(CsHa)

25¢c 3-OMG(CGH4) 25k 3-N Hz(C6H4) 25s 3,5-diC7H70(C6H3)
25d  4-OMe(CeHs) 25| 4-NHo(CeHs) 25t Tiofen-2-i
25¢  2-OH(CeHs)  25m  3-NOx(CeHs)  25u Piridin-2-il

25f 4-OH(C6H4) 25n 4-N02(C6H4) 25v Piridin-3-il
259 2,4-diOH(CgHs) 250 3-ClI(CsHa) 25w Naftalen-2-il
25h  2,5- diOH(CgH3) 25p 4-Cl(CeHa) 25x Fluoren-2-il

Os compostos 26r e 26s foram os que apresentaram melhor atividade, com
MIC entre 16 e 32 pg/mL sobre todos 0s micro-organismos. O composto 26r foi o
mais ativo sobre as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (exceto sobre a
Proteus vulgaris) e também sobre os fungos testados, com um valor de MIC de 16
png/mL contra estes organismos.

De acordo com os resultados obtidos, percebe-se que as chalconas 26r e 26s
foram as mais promissoras da série, uma vez que mostraram atividade inibitoria

contra fungos e bactérias.

Banday e colaboradores sintetizaram uma série de chalconas esteroidais 29a-
j tendo como precursores a pregnolona (27) e diferentes aldeidos aromaticos 28a-j.
Para obtencdo dos compostos 29a-j, 10 mL de uma solugcédo 0,001 M (1 eq.) de

pregnolona (27) em etanol foram adicionados a uma solucéo 2 eq. de KOH e 1,2 eq.
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dos benzaldeidos 28a-j (Esquema 8). Os compostos 29a-j foram obtidos em 1 hora
de reacao (BANDAY, ZARGAR, e GANAIE, 2011).

R
o /
o)
it
_KOH
*R"H T EH
28a-] 1h
HO HO
27 292+

R: (@) CgHs; (b) 2-Me-CgHgy; (c) 3-Me-CgHy; (d) 4-Me-CgHg; (e) 3-F-CgHgy;
(f) 4-F-CeHas; (g) 4-OMe-CsHa; (h) 2-OMe-CsHa; (i) 3-Br-CsHa; (j) Furan-2-il

Esquema 8 - Sintese de chalconas esteroidais 29a-j.

Todas as moléculas testadas mostraram atividade antimicrobiana sobre as
cepas testadas (Bacillus subtilis, Staphylococcus epidermidis, Proteus vulgaris,
Pseudomonas aeruginosa, Aspergillus niger e Penicillium chrysogenum), mas
nenhum deles foi mais potente que as drogas de referéncia, canamicina e

fluconazol.

Seguindo a linha de pesquisa para sintese de chalconas esteroidais a partir
da pregnolona (27), Kakati e colaboradores transformaram o precursor 27 em
acetato de pregnolona (30) para posterior reacdo com uma série de benzaldeidos
3la-p utilizando irradiagdo microondas, resultando nas chalconas 32a-p, conforme
Esquema 9. A principal vantagem desta metodologia, se comparada a apresentada
por Banday e colaboradores (BANDAY, ZARGAR, e GANAIE, 2011), é a reducéo do
tempo de reagéo de 1 hora para um intervalo de tempo de 5 a 7 minutos, mostrando

a eficiéncia das microondas (KAKATI et al, 2013).

O

(@]
12-Al,O3
+ H -
MW (5-7min)

AcO R AcO
30 3la-p 32a-p

R: (a) H; (b) 4-OMe; (c) 4-Cl; (d) 2-Br; (e) 4-F; (f) 4-NOz; (g) 4-Br; (h) 2,4-diF; (i) 2,3,5-triF;
(i) 4-OH: (k) 3-OMe, 4-OH:; (1) 3,4-diOH; (m) 2,4diCl; (n) 4-CHs; (0) 2,4-diOCHs; (p) 2-NO>

Esquema 9 - Sintese das chalconas esteroidais 32a-p.
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Estes compostos foram analisados quanto a sua atividade frente a duas
bactérias Bacillus subtilis e Escherichia coli e duas cepas de fungos Aspergillus niger
e Candida albicans. Dentre as dezesseis chalconas testadas, seis se destacaram:
32a, 32c, 32e, 32h, 32i e 32m, apresentando atividade sobre as cepas microbianas,
sendo que a chalcona 32e mostrou-se mais promissora, com MIC de 150 e 300

ug/mL sobre os fungos e as bactérias, respectivamente.

Rizvi e colaboradores sintetizaram chalconas a partir de dois precursores 2-
cloro-6-metil-3-formilquinolina (33) e 2-cloro-6-metoxi-3-formiquinolina (34) através
da condensacédo de Claisen-Schmitd com diferentes metilarilcetonas 35a-s (Tabela
3), na presenca de NaOH, como descrito no Esquema 10, resultando nas chalconas
quinolinicas 36a-s e 37a-s (RIZVI et al, 2010).

Tabela 3 - Metilarilcetonas 35a-s.
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ch . o
Hs R

NS
W (35a s) N R?

33R! = CHjs (36a-s)and (37a-s)
34 R' = OCH;s 36: R! = CHs
37:R'= OCHs

Esquema 10 - Sintese das chalconas quinolinicas 33a-s e 34a-s.

Todos os compostos foram avaliados quanto a atividade sobre diferentes
cepas de fungos e bactérias. No estudo antibacteriano, as chalconas 36f-i, 361, 360,
36p, 37f-i, 371, 370 e 37p se destacaram, especialmente as 37h, 370 e 37p, que
apresentando halos de inibicdo préximas ao padréo cloranfenicol, na concentracdo
de 1 mmol/mL, sobre as bactérias: Escherichia coli, Micrococcus luteus e
Staphylococcus aureus. J& 0os compostos 36a e 37a mostraram atividade antifungica
equivalente ao medicamento de referéncia, o fluconazol, também na concentracdo

de 1 mmol/mL.

Uma série de novas chalconas foram obtidas por Yesuthangam e
colaboradores pela condensacao de diferentes o-hidroxiacetofenonas 38a-f com o
indol-3-benzaldeido (39) na proporcéo de 1:1,1 em etanol, utilizando piperidina como
catalisador. A reacdo foi mantida sob refluxo até a formagdo dos produtos 40a-f
(Esquema 11) (YESUTHANGAM et al, 2011).

O O e) H
HN SNy =
CHs Piperidina \ O
+ )
o EtOH
R H OH
38a-f 39 40a-f

R: () H; (b) 4-OCHs; (c) 5-OCHs; (d) 3,4-diOCHSs; (€) 3,4,6-triOCHS; (f) 4,6-diOCHs

Esquema 11 - Sintese das chalconas 40a-f.

Estas chalconas 40a-f foram testadas quanto a atividade frente a E .coli, S
cerevisiae e B. subtilis, sendo que nenhuma delas apresentou atividade sobre a
ultima. Todas as chalconas apresentaram atividade frente a E. coli e as chalconas
40a e 40b também inibiram a S. cerevisiae. A chalcona 40a teve o melhor resultado

antifangico da série, apresentando um halo de inibicdo de 0,14 cm.
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De acordo com os trabalhos apresentados, pode-se perceber que as
chalconas sdo moléculas muito versateis, podendo conter diferentes grupos
funcionais ligados a sua estrutura principal. Outro substituinte muito comum nestas
moléculas € o ferroceno. Em geral, substancias com estes grupos apresentam
aplicacbes em varias areas, como no desenvolvimento de novos farmacos,
especialmente em casos onde alguns micro-organismos desenvolvem resisténcia a
terapia convencional. (PEREIRA e VENZKE, 2013).

Nesta linha de pesquisa, Prasath e colaboradores sintetizaram uma série de
chalconas quinolinicas contendo ferroceno em sua estrutura 43a-f e 46a-f,
comparando o método convencional (agitacdo em temperatura ambiente) com 0 uso
de ultrassom. As chalconas 43a-f foram obtidas através da condensacdo entre o
acetilferroceno (41) e diferentes 2-cloro-3-formilquinolina substituidas 42a-f, em
guantidade equimolar, utilizando KOH como catalisador em etanol. A sintese
convencional foi realizada em um periodo de 10 a 12 horas, sob agitacdo em
temperatura ambiente (Esquema 12) (PRASATH et al, 2013).

0 o} o)
1
©)J\CH3 i N H i ou i & 7 A R
Fe + ) P Ee | P
R N~ ~Cl <7 ClI” °N R?
41 R A2a-f 43a-f R

i = KOH, EtOH, 10-12h, t.a.
ii = KOH, EtOH, 12-20min, t.a.

R: (a) R!=H, R?=H, R3®=H; (b) R!=CHs, R?=H, R3=H; (c) R!=H, R?=CHs, R®=H;
(d) R'=H, R?=H, R®=CHg; (e) R'=OCHs, R?=H, R*=H; (f) R=H, R2=0CHs, R®=H;

Esquema 12 - Sintese de chalconas quinolinicas contendo ferroceno 43a-f.

As chalconas 46a-f foram obtidas através da condensacao entre uma série de
2-metil-3-acetilquinolinas substituidas (44a-f) e ferrocenocarboxibenzaldeido (45) em
guantidade equimolar, utilizando as mesmas condi¢cdes apresentadas para a sintese

dos compostos 43a-f (Esquema 13).
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1 O O Rl O
2 2
R t CH3+ F©6)J\H iouu»R \/ < ?
o 1 o =
44a-f 45 46a-f

i = KOH, EtOH, 10-12h, t.a.
il = KOH, EtOH, 12-20min, t.a.

R: (@) R!'=H, R?=H, R3%=Br; (b) R!=CHjz, R?=H, R3=H; (c) R'=CgH5, R?=CH3, R3=H;
(d) R*=CgH5, R?=Cl, R®=CHgs; (e) R'=CsHs, R>=NO2, R3=H; (f) R'=2-CIC¢Hs, R?=ClI, R3=H;

Esquema 13 - Sintese de chalconas quinolinicas contendo ferroceno 46a-f.

Observando as reacgoes, percebe-se que o0 uso da radiacao ultrassom reduziu
significativamente os tempos das reac¢des, mostrando a eficiéncia do método frente a
esta sintese. Além disso, houve um aumento nos rendimentos das reacdes, que
passaram de 50-76% no método convencional, para 82-96% com aplicacdo da
radiacdo ultrassom. O uso do ultrassom vem sendo uma alternativa no campo da
guimica sintética e vem sendo muito difundido no que diz respeito a busca de novas
fontes de energia para a sintese, conforme os principios da quimica limpa (DONG et
al, 2014).

Neste mesmo trabalho, posteriormente foi testada a atividade das chalconas
43a-f e 46a-f frente a diferentes micro-organismos: Escherichia coli (E. coli),
Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa), Staphylococcus aureus (S. aureus),
Candida albicans (C.albicans) e Aspergillus Niger (A. niger). Dentre elas, as
ferrocenil chalconas 43a, 43c, 43d, 46a e 46f exibiram as melhores atividades sobre

as bactérias Gram-positivas (S. aureus) e Gram-negativas (E. coli e P. aeruginosa).

3.2 Glicerina

Em muitos dos artigos citados anteriormente, percebe-se a busca por
metodologias alternativas para sintese organica, que sejam menos agressivas ao
meio ambiente. Neste contexto, a glicerina se encaixa como um solvente renovavel,
uma vez que € subproduto da producdo de biodiesel. Com o aumento significativo
da producdo deste combustivel, a este subproduto acabou tornando-se um
inconveniente, jA& que ndo pode ser descartado no meio ambiente, torna-se

necessario dar alguma aplicacéo para esta glicerina (DIAZ-ALVAREZ e CADIERNO,
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2013). Ha estimativas de que cerca de 2,6 bilhdes de litros de biodiesel e 300 mil
toneladas de glicerol sejam produzidos por ano no Brasil (ALBARELLI et al, 2011).

A glicerina & um tridlcool (propan-1,2,3-triol), liquido, incolor e viscoso.
Quando destilado e purificado, recebe também o nome de glicerol, que acaba tendo
um valor comercial mais elevado, devido ao maior grau de pureza.

Recentemente, no Brasil, foram definidos padrées para o uso da glicerina
proveniente do biodiesel na racdo animal, na proporcao de até 10%. Esta glicerina,
pode ter no maximo 150 ppm de metanol em sua constituicdo, de acordo com o que
€ especificado pela FDA (Food and Drug Administration, EUA). A grande oferta de
glicerina no mercado fez com que o mesmo tivesse seu preco comercial diminuido,
passando de R$ 3,00/Kg em 2005, para R$ 1,60/Kg em 2012 (LEONETI, ARAGAO-
LEONETI e OLIVEIRA, 2012).

Muitas industrias como a cosmética, a farmacéutica e a de alimentos, tém
utilizado o glicerol como matéria-prima. Porém, o glicerol proveniente da obtencéo
do biodiesel ndo é refinado, sendo necessaria sua purificacdo antes do uso nestes
processos industriais, aumentando 0s custos para sua utilizag&o.

Varios pesquisadores ja trabalham em pesquisas nessa area, agregando
valor industrial a glicerina, que pode ser matéria-prima para a producao de carbonato
de glicerol, utilizado como solvente polar, com ponto de ebulicdo elevado, como
emulsificante para cosméticos, como uma fonte de novos materiais poliméricos, para
a producéao de policarbonatos e poliuretanos (LANJEKAR E RATHOD, 2013).

A glicerina também pode ser utilizado como matéria-prima para producédo de
aditivos para combustiveis, através da condensacdo com aldeidos e cetona e
ciclizagéo, formando acetais e cetais (NANDA et al, 2014).

Outra importante aplicacdo do glicerol € seu uso como solvente em reacdes.
Ganesan e colaboradores mostraram a sintese de aminonaftols, nafto-1,3-oxazinas
e benzoxantonas obtendo bons rendimentos (GANESAN et al, 2013). Nesta mesma
linha de pesquisa, Kumar e colaboradores desenvolveram uma metodologia simples
para a obtencdo de benzoimidazois substituidos e N-alquil derivados, utilizando
glicerol e PEG-600 (polietilienoglicol) (KUMAR, DEVI, e DUBEY, 2013), Nandre e
colaboradores mostraram a sintese de tetrazois em glicerol (NANDRE et al, 2012) e
Sohal e colaboradores sintetizaram uma série de dihidropirano[2,3-c]pirazéis,

também utilizando glicerol como solvente (SOHAL et al, 2013).
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3.3 Micro-organismos

Neste trabalho, serdo realizados testes frente a diferentes cepas de fungos e
bactérias, armazenados em micoteca e cedidos pelo laboratério de Microbiologia
Oral, da Faculdade de Odontologia da UFPel. Os micro-organismos testados foram:
duas bactérias Gram-positivas: Staphylococcus aureus (S. aureus) ATCC 19095 a
Enterococcus faecalis (E. faecalis) ATCC 4083 e duas Gram-negativas: Escherichia
coli (E. Coli) ATCC 29214 e Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) ATCC 9027 e
guatro cepas de leveduras: Candida albicans (C. albicans) ATCC 62342 e trés cepas

de C. albicans coletadas de cavidades orais humanas.

3.3.1 Fungos

Os fungos sao organismos formados por células eucaridticas os fungos
patogénicos podem causar doencas que variam desde infeccbes cutaneas, como
micoses superficiais, até infeccdes sistémicas. Eles estdo presentes em diversos
ambientes, inclusive fazem parte da microbiota do ser humano, sendo que alguns
deles podem causar patologias, ocasionando infec¢cdes graves, principalmente em
individuos imunocomprometidos (HARVEY, CHAMPE e FISCHER, 2008).

A Candida albicans é o fungo patogénico que causa mais infeccOes
sistémicas, entre elas, a candidiase oral, sendo um micro-organismo comensal que
de desenvolve na pele e na mucosa humana. Apesar dos grandes avangos na
industria farmacéutica, ainda ha deficiéncia na area para tratamento de fungos,
principalmente quanto a toxicidade e efeitos colaterais destes medicamentos. Além
disso, o uso indiscriminado de medicamentos pode acabar induzindo resisténcia aos
micro-organismos. As infec¢cbes fungicas tornan-se ainda mais graves, quando
acometem individuos com imunodeficiéncia (SMEEKENS et AL, 2013).

Neste trabalho, foi testado o efeito antifingico sobre quatro cepas de C.
Albicans, sendo que trés delas foram coletadas da cavidade oral de pacientes na
faculdade de Odontologia, na UFPel.

A C. Albicans esta presente na cavidade oral de individuos saudaveis, no
entanto, pode assumir forma patogénica frente a determinadas condi¢cdes, como:
idade, imunossupresséao, uso de préteses dentérias, uso de aparelhos ortoddénticos,

ma higienizacao oral, tabagismo, diabetes mellitus, deficiéncias nutricionais, uso de
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antibioticos, entre outros (AKPAN e MORGAN, 2002; NAGLIK et al, 2004; MISRHA
et al, 2007).

A candidiase oral tem como tratamento de primeira escolha antifungicos
topicos, principalmente os poliendisnistatina e anfotericina B; os azodiscetoconazol,
miconazol e clotrimazol também sdo podem ser utilizados, porém com menos
frequéncia (AKPAN & MORGAN, 2002; NEVILLE et al., 2004). Em pacientes
intolerantes ao tratamento topico ou com risco elevado de desenvolver infeccéo
sistémica, ha a necessidade do uso de antifiingicos sistémicos, anfotericina B e os

azoiscetoconazol, fluconazol, e itraconazol (NEVILLE et al., 2004).

3.3.2 Bactérias

As baterias sdo organismos procariéticos que s6 conseguem viver
parasitando animais, plantas ou ambientes ricos como o leite, e geralmente
colaboram com nossos processos nutricionais e digestivos. Esta forma de vida
unicelular e procarionte pode ser encontrada isolada ou em colbnias, sendo que a
maioria das bactérias tém formas descritas como bacilos, esferas ou espirais e
muitas delas possuem estruturas extracelulares como flagelos ou cilios, organelas
de locomocao presentes nas bactérias moveis.

Podem ser classificadas em Gram-positivas e Gram-negativas, de acordo
com a constituicdo da parede celular. Esta diferenca é evidenciada no teste de
coloracdo de Gram, onde a reagdo das bactérias a técnica expressa diferentes
caracteristicas, de modo especial no que diz respeito a composicdo quimica,
estrutura, permeabilidade da parede celular, fisiologia, metabolismo e
patogenicidade.

As Dbactérias Gram-positivas possuem uma espessa camada de
peptideoglicano e acido teicdico, enquanto que as Gram-negativas sSd8o mais
complexas, apresentando uma fina camada de peptideoglicano, sobre a qual se
encontra uma camada composta por lipoproteinas, fosfolipideos, proteinas e
lipopolissacarideos. Elas podem ser diferenciadas através do teste de coloragéo de
Gram, que consiste na capacidade das paredes celulares de bactérias Gram-
positivas de reterem o corante cristal violeta no citoplasma durante um tratamento
com etanol-acetona enquanto que as paredes celulares de bactérias Gram-
negativas nao o fazem. Logo, as bactérias Gram-positivas colorem de roxo enquanto

gue as Gram-negativas permanecem rosa. (HARVEY, CHAMPE e FISCHER, 2008)
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Para a realizagdo deste trabalho foram realizados testes antibcaterianos em
guatro  micro-organismos: Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. Estas cepas foram cedidas pela
Faculdade de Odontologia da UFPel.

O Staphylococcus aureus é responsavel por diferentes doencas nos seres
humanos, desde pequenas infec¢cdes cutdneas até doencas como septiceia,
endocardite e pneumonia. (GARCIA-ALVAREZ et al, 2011). Nos testes realizados
utilizou-se a cepa de S. aureus ATCC 19095, responsavel pelo surgimento de
abcessos.

A bactéria Enterococcus faecalis faz parte do trato gastrointestinal e implica
frequentemente em varios tipos de infeccdes nosocomiais em pacientes
imunocomprometidos. (RAMS et al, 2012). A E. faecalis ATCC 4083 foi coletada da
cavidade oral de pacientes.

Dentre as bactérias gram-negativas, a Escherichia coli € um patdégeno
humano onipresente, sendo a causa mais comum de infecgdes no trato urinario e
bacteriemia em humanos de todas as idades. Além disso, é uma causa frequente de
infecgcbes em varios orgéos, desde o sistema biliar até o sistema nervoso central
(ROGERS, SIDJABAT e PATERSON, 2011). A E. Coli ATCC 29214, utilizada neste
trabalho é responsavel por infec¢éo urinaria.

Ja a Pseudomonas aeruginosa, bactéria ambiental onipresente, em humanos
€ a causa de infec¢des cronicas no pulmao e vias aéreas, bem como infeccdes
agudas em individuos imunocomprometidos e sérios problemas associados
pneumonia (FERNANDEZ et al, 2010). Esta bactéria e frequentemente
multirresistente a antibidticos, sendo associada o ranking das superbactérias, devido
a sua enorme capacidade em adquirir resisténcia (BREIDENSTEIN, FUENTE-
NUNEZ e HANCOCK, 2011). A P. aeruginosa ATCC 9027, utilizada neste

experimento é causadora de infec¢éo no ouvido.
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4 METODOLOGIA

Este trabalho foi desenvolvido em duas etapas, sendo a primeira realizada no
Laboratério de Heterociclos Bioativos e Bioprospeccédo (LAHBBIo) da Universidade
Federal de Pelotas (UFPel), onde as chalconas foram sintetizadas, purificadas e
analisadas, exceto quanto as analises em Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
de 3C e 'H, que foram realizadas na Universidade Federal de Santa Maria (UFSM).
A segunda etapa, referente aos testes biolégicos, foi realizada no Laboratério de
Microbiologia da Faculdade de Odontologia, da Universidade Federal de Pelotas
(UFPel).

4.1 Sintese das chalconas 3a-p

Para a sintese das chalconas 3a-p, foram escolhidas duas cetonas
aromaticas, a acetofenona (1a) e o 2-acetiltiofeno (1b) para reacdo de condensacédo
com uma série de aldeidos aromaticos 2a-h. Como catalisador utilizou-se NaOH, e

como solvente a glicerina (Esquema 14).

(0]
NaOH =
@* @* pos s
20-25°C
R2
3a-h
0]
NaOH X Z
Glicerol \S
20-25°C R2
3i-p

R?= (a) H; (b) 4-OCHs; (c) 4-F; (d) 4-Br;
(e) 4-Cl; (f) 4-CHg; (g) 3-OH; (h) 3-OCHs

Esquema 14. Sintese das chalconas 3a-h e 3i-p.
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Inicialmente, pesou-se 0,24 g de NaOH (6 mmol) em um baldo de fundo
redondo e adicionou-se 5 mL de glicerina. Deixou-se sob forte agitacdo para
dissolucéo do NaOH. Posteriormente, foram adicionados 0,5 mL de acetofenona (1a)
(5 mmol) ou 0,6 mL de 2-acetiltiofeno (1b) (5 mmol) e diferentes benzaldeidos
substituidos (2a-h) (5 mmol) e manteve-se a agitacdo por 24 horas. A reacao foi
monitorada por cromatografia de camada fina (CCF) e cromatografia gasosa (CG),
observando-se que a melhor conversdo foi obtida com o tempo de 24 horas.
Neutralizou-se a reacao com HCI 0,5% e deixou-se a reacdo sob refrigeracédo. Apos,
filtrou-se a reacdo em funil de Bichner, lavando com agua destilada. Para

purificacdo, as chalconas 3a-p foram recristalizadas em etanol a quente.

4.2 Avaliacao antimicrobiana das chalconas 3a-p

4.2.1 Micro-organismos testados

A atividade antimicrobiana das chalconas e farmacos de referéncia foi
avaliada contra dois representantes de bactérias Gram-positivas, Staphylococcus
aureus ATCC 19095 e Enterococcus faecalis ATCC 4083, dois representantes
Gram-negativos, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 e Escherichia coli ATCC
29214, e quatro fungos: Candida albicans ATCC 62342 e trés isolados clinicos de
Candida albicans obtidos da cavidade oral de pacientes atendidos no Centro de
Diagnéstico de Doencas da Boca da Universidade Federal de Pelotas e
armazenadas na Micoteca do Laboratorio de Microbiologia da Faculdade de
Odontologia da UFPel.

4.2.2 Teste de susceptibilidade

Os ensaios de susceptibilidade foram realizados pela técnica de microdiluicdo
em caldo, de acordo com os documentos de referéncia M27-A3 (CLSI, 2008) e M7-
A7 (CLSI, 2006). Os compostos foram primeiramente diluidos em dimetilsulféxido
(DMSO) e, a partir da solugdo-méae (100 mg/mL), concentracdes foram obtidas por
diluicbes sucessivas em uma progressao geométrica de 0,5; obtendo-se, desse
modo, dez concentracfes, a concentracdo mae mais nove diluicbes (100 mg/mL a
0,2 mg/mL). Posteriormente, as concentra¢des foram diluidas em uma razdo de

1:100 em meio de cultura (RPMI para fungos e Mueller-Hinton para bactérias).
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As cepas repicadas 24 h antes foram suspensas em 5 mL de solucdo salina
estéril até a turvacdo correspondente a turvacdo 0,5 do padrdo de McFarland
(1,5x108 UFC/mL). Em seguida, a suspensdo foi ajustada para 10’ UFC/mL,
diluindo-se essa suspensdo inicial em salina estéril em uma razado de 1:100 e,
posteriormente, em uma razao de 1:40 em meio de cultura.

O teste de susceptibilidade foi realizado em microplacas plasticas estéreis de
96 pocos, constituidas de oito séries identificadas de A a H, cada qual com doze
pocos. Em cada micropoco da placa foram adicionados 100 uL do inéculo final e 100
UL de cada concentracdo dos compostos, obtendo concentragdes finais de 500 ug/
mL a 1 pg/mL. Nas colunas de controle positivo e negativo foram adicionados
respectivamente 100 pL de inéculo mais 100 pL de meio de cultura e 100 pyL da
suspensao do extrato mais 100 pL de meio de cultura. Fluconazol, cloranfenicol e
tetraciclina foram farmacos utilizados como referéncia. A concentragdo de DMSO foi
de 0,5% em cada poco.

As microplacas foram lidas em leitor de microplaca (MR-96A, Mindray
Shenzhen, China) a 590nm para fungos e a 630nm para bactérias (t=0),
posteriormente incubadas em estufa a 37°C por 24h (para bactérias) e 48h (para
fungos) e novamente lidas (t=1). A atividade antimicrobiana foi expressa em
porcentagem de atividade (% AE) através da formula: % AE = 100 - (AE- AEB / AC —
ACB) x 100 (STEIN et al., 2011).

Onde:

AE = Abs dos pocos testes apos incubacao (t=1)

AEB = Abs dos pocos testes no t=0

AC = Abs do poco controle apos incubacao (100% crescimento)

ACB = Abs do poco controle no t=0

Os pontos finais de ICso foram determinados como a primeira concentracao
dos compostos que resultou em 50% de reducdo do crescimento do indculo em
relacdo ao poco controle positivo. A Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) foi
definida como a menor concentragdo capaz de inibir 100% do crescimento das
cepas em relacéo ao poco controle positivo. Os valores de ICso foram calculados por

regressao nao linear (GraphPad Prism)®
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4.2.3 Determinacédo da CMM

A Concentracdo Microbicida Minima (CMM) foi determinada através da
subcultura de 20ul, de cada poco em que ndo houve crescimento, em placas de agar
(Sabouraud para fungos e Mueller-Hinton para bactérias). A leitura foi feita de forma
visual apés incubagdo por 24h a 37 °C. A CMM foi definida como a menor
concentracdo de cada composto que ndo resultou em crescimento celular na

superficie das placas.

4.3 Equipamentos utilizados

4.3.1 Ponto de Fuséo

Os pontos de fusdo foram determinados no LAHBBIio (UFPel), em um
aparelho da marca Fisatom, com trés tubos capilares, modelo 430, 230 V, 60 Hz, 50
W, com termdmetro suportando até 360°C.

4.3.2 Infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR)

As andlises por infravermelho foram realizadas no Laboratorio Multiusuéario de
Cromatografia do Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos, da
UFPel, em um aparelho da marca Agilent Technologies, modelo Cary 600 series, em
ATR.

4.3.3 Cromatografo a Gas (CG)

As reacfes foram monitoradas no Laboratorio Multiusuario de Cromatografia
do Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos, da UFPel, em um
CG da marca Shimadzu, modelo GC/FID 2010 equipado com injetor split/splitless,
detector por ionizacdo em chama (FID). Foi utilizada uma coluna capilar HP-1 30m x
0,32mm x 0,25um, sendo as condi¢cBes cromatograficas: temperatura inicial de 60°C

subindo a 10°C/min até 280°C, permanecendo nesta temperatura por 15 min.
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4.3.4 Espectrébmetro de Massas acoplado a Cromatografia a Gas (CG/MS)

As estruturas das chalconas 3a-p foram confirmadas por um CG/MS da
marca Shimadzu, modelo GC-MS-QP 2010SE, equipado com autoinjetor AOC-20i.
Foi utilizada uma coluna capilar Rtx-5MS 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm, sendo as
condigbes cromatogréficas: temperatura inicial de 50°C por 1 min., subindo a
10°C/min até 280°C, permanecendo nesta temperatura por 11 min.; volume injetado:
1 pL; interface: 280°C; temperatura do injetor: 200°C; gas de arraste: hélio; fluxo
linear de gas: 1,22 mL/min; corrida em modo scan, faixa de massa 40 a 700 m/z e
voltagem do filamento 70 eV. As analises foram realizadas no Laboratério
Multiusuério de Cromatografia do Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de
Alimentos, da UFPel.

4.3.5 Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 3C e 'H

Outra forma de confirmacao foi a analise por Ressonancia Magnética Nuclear,
que foi realizada Na Universidade Federal de Santa Maria, (UFSM), em um
espectrometro da Bruker, modelo DPX 400, sendo 400.13 MHz para 'H e 100,32
MHz para 13C, a 300 K.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Moléculas sintetizadas

Os reagentes de partida foram escolhidos com a intencéo obter variacdes nas
moléculas nas porc¢des provenientes do aldeido e da cetona, sendo que os aldeidos
possibilitaram uma variedade de substituintes no anel benzénico e as cetonas
proporcionaram mudanca no tipo de anel aromatico, fenil ou tiofen-2-eno.

Para a sintese de chalconas podem ser utilizados catalisadores acidos ou
basicos, sendo que no caso da reacdo descrita neste trabalho, um basico € mais
eficiente, pois forma o ion enolato que age como um eficiente nucledfilo no ataque a
carbonila do aldeido. O hidroxido de sodio foi escolhido como catalisador, pois € um
reagente eficiente e de baixo custo.

A escolha do solvente foi baseada nas metodologias encontradas na
literatura, onde o0s solventes mais utilizados sdo o alcool metilico e o etilico,
solventes polares proticos. Da mesma forma, o solvente utilizado na reagéo, a
glicerina, € um tridlcool, que possui caracteristica polar prética. A maior diferenca em
relacdo aos alcoois anteriores € em relacdo a densidade, uma vez que a glicerina
possui densidade maior. Isto é facilmente contornado através da maceragéo prévia
do catalisador basico e agitacdo vigorosa juntamente com a glicerina, o que faz com
gue haja maior homegeneidade no meio. Além disso, a maior densidade no meio
permite que a reacdo aconteca de forma mais controlada e resulte em moléculas

com alto grau de pureza.
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As chalconas 3a-p sintetizadas estdo listadas na Tabela 4, com suas

respectivas nomenclaturas.

Tabela 4. Chalconas 3a-p sintetizadas.

Formula  Massa
Chalcona Estrutura Molecular  (g/mol) Nomenclatura
o
3a O = O CisHi2O 208,09  1,3-difenilprop-2-en-1-ona
O
=
1-fenil-3-(4-
30 O O CieH10; 238,28 metoxifenil)prop-2-en-1-ona
OCHs
3c O Pz O CiHLFO 226,08 1-fenil-3(4-fluorfenil)prop-2-
en-1-ona
F
% 3-(4-bromofenil)-1-
3d O O CisHuBrO 286 fenilprop-2-en-1-ona
Br
% 3-(4-clorofenil)-1-fenilprop-
3e O O C15Hllclo 242,05 2-en-1-0na
Cl
= 1-fenil-3(4-metilfenil)prop-2-
3f O O CiH1 O 2221 R
CHs
= OH 1-fenil-3(3-hidroxifenil)prop-
39 O O CH® , 224,08 -en-1-ona
3h O 2381 1-fenil-3-(3-

metoxifenil)prop-2-en-1-ona
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Continuagéo da Tabela 4.Chalconas 3a-p sintetizadas.

Chalcona Estrutura Formula Massa Nomenclatura
Molecular (g/mol)

O
3 @)‘\/\@ CisH10S 214,0 3-fenil-(1-tiofen-2-il)-prop-2-
\ 5 en-1-ona
S
O
N = 244,0  3-(4-metoxifenil-(1-tiofen-2-
3 \_g Crab20,S 6 il)-prop-2-en-1-ona
OCHs

232,0  3-(4-fluorfenil-(1-tiofen-2-il)-

3K 4 prop-2-en-1-ona

C13HoFOS

291,9  3-(4-bromofenil-(1-tiofen-2-
6 il)-prop-2-en-1-ona

O
0L
\ S
F
O
0
\ S
Br
O
= 248,0  3-(4-clorofenil-(1-tiofen-2-
AN
3m @S)‘\/\@ C1sHoCIOS 1 il)-prop-2-en-1-ona
Cl
O
0L
\ S
CHj
O
N = OH
\ S

3l C13H9Bros

228,0 3-(4-metilfenil-(1-tiofen-2-il)-

3n 6 prop-2-en-1-ona

C14H120S

230,0 3-(3-hidroxiifenil-(1-tiofen-2-

30 4 il)-prop-2-en-1-ona

C:13H10C)2S

O
3p NN OCH: O 2440  3-(3-metoxifenil(1-tiofen-2-
\_d 14 12=2 6 il)-prop-2-en-1-ona

As chalconas sintetizadas tém como precursoras duas cetonas diferentes, a
acetofenona (1a) e o 2-acetiltiofeno (1b) e oito aldeidos aromaticos: benzaldeido
(2a), 4-metoxibenzaldeido (p-anisaldeido) (2b), 4-fluorbenzaldeido (2c), 4-
bromobenzaldeido (2d), 4-clorobenzaldeido (2e), 4-metilbenzaldeido ou p-
tolualdeido (2f), 3-hidroxibenzaldeido (2g) e 3-metoxibenzaldeido (m-anisaldeido)
(2h). Estes aldeidos e cetonas foram combinados, originado dezesseis chalconas
3a-p, através de uma condensacao alddlica, tendo o NaOH como catalisador. Esta
reacdo € conhecida como condensacdo de Claisen-Schmitd. O mecanismo desta

reacao € mostrado na Figura 4.
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+ H0 + OH

_ R= (a) H; (b) 4-OCHs; (c) 4-F; (d) 4-Br;
Ar= © ou @ (e) 4-ClI; (f) 4-CHs; (g) 3-OH; (h) 3-OCHs

Figura 4. Mecanismo da reagao de Claisen-Schmitd para obten¢ao de chalconas.

O mecanismo acima representa de forma genérica a reacao para obtencao
das chalconas 3a-p, onde Ar é a porcdo aromatica das cetonas e o0 R representa os
diferentes substituintes dos aldeidos. Inicialmente, o par de elétrons do oxigénio da
base captura um hidrogénio &cido da cetona, formando um carbénion. Ha entao,
tautomerismo entre a forma cetdnica e endlica do composto, o que torna o carbono
um excelente nucleodfilo. A presenca da glicerina na reacdo acaba favorecendo a
formacdo deste carbanion, uma vez que solventes préticos estabilizam ions, neste
caso, através de ligacdes de hidrogénio. Este nucledfilo ataca o centro eletrofilico
do aldeido aromatico, a carbonila, ocorrendo a adi¢cédo, formando um intermediario
alcoxido tetraédrico, com o deslocamento dos elétrons para o0 oxigénio. Este
intermediério é protonado, e em condi¢des bésicas, o hidrogénio a acido é removido,
originando um ion enolato que expulsa o grupo “OH, que apesar de ndo ser um



47

grupo abandonador fraco, a presenca da carbonila favorece a desidratacéo,

formando a chalcona e restituindo o meio basico.

5.2 Analises de pureza das moléculas

As moléculas sintetizadas foram purificadas através de recristalizacdo em
etanol a quente, apresentando bons rendimentos. Como mostrado na Tabela 5, as
chalconas 3c, 3d, 3e, 3k, 3l, e 3m foram obtidas em maior rendimento. Isto pode ser
explicado devido ao efeito retirador de elétrons dos atomos de flior, bromo e cloro,
gque tém a capacidade de diminuir a densidade eletrbnica no anel, e

consequentemente tornar a carbonila mais suscetivel ao ataque do carbanion.

Tabela 5. Caracteristicas das chalconas 3a-p.

Ponto de fusao

Chalcona Cor do _ Ponto de fuséao Pureza Rendimento
solido expezgg')e”‘d' literatura (°C) (%) (%)
3a Amarelo 53-54 55-56 [q] 100 80
3b Amarelo 78-79 75-76 [a] 95 80
3c Branco 82-83 83 [b] 100 91
3d Branco 109-110 123 [b] 100 94
3e Amarelo 100-102 111-112 [a] 100 93
3f Amarelo 85-86 93 [b] 100 90
3g ar?;"’r‘ggodo 156-157 151 [c] 33,21/66,79 75
3h ar?;"’r‘ggod o 58-59 58-59 [a] 100 88
3i arﬁ;?ggzo 145-146 144-146 [d] 100 78
3 aIAaT;:je‘,ig 5 70-72 70 [e] 100 80
3k Branco 119-120 123-124 [f 100 93
3| arﬁ;?ggfjo 132-133 131-133 [d] 100 96
3m Branco 125-126 118-120 [d] 99 01
3n Amarelo 101-102 116-117 [f 100 90
30 Bege 138-139 ne 100 73
Branco
3p amarelado 58-59 ne 100 89

a: DONG et al, 2008; b: PATI et al, 2007; c: HASAN et al, 2005; d: BASAIF et al, 2005; e:
RAMESH e RAO, 2009; f: THANGAMANI, 2010; ne: ndo encontrado.
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Nesta mesma Tabela 5, estédo relacionados os pontos de fusdo experimentais
destas chalconas. Cada composto possui seu ponto de fusdo caracteristico, que
varia de acordo com a estrutura e as forcas intermoleculares entre eles.
Comparando os pontos de fusédo experimentais com os pontos de fusdo descritos na
literatura, observa-se semelhanca entre eles na maioria das vezes. Os valores mais
distintos sdo encontrados nos compostos 3d, com 13°C de diferenca, 3e, com 9°C,
3f, com 7°C, 3n, com 5°C, e a maior discordancia foi na chalcona 3n, onde o ponto
de fuséo encontrado foi 14°C menor do que o da literatura. Apesar destas
diferencas, ndo ha comprometimento na estrutura das moléculas. Além disso, a faixa
de ponto de fusdo encontrada experimentalmente é estreita, variando na maioria das
vezes, apenas 1°C, o que indica um alto grau de pureza, o que foi confirmado em

andlise por CG.

5.3 Andlises para confirmacéao da estrutura das moléculas

Apos a andlise preliminar das moléculas, estas foram submetidas a analise
em FT-IR e CG/MS, para confirmacédo de suas estruturas. A analise em por FT-IR
tem o objetivo de identificar os grupos funcionais, através das vibracdes
moleculares, enquanto que a por CG/MS mostra o ion molecular, que corresponde a
massa do composto, e as fragmentacdes deste, com o objetivo ilustrar sua estrutura.

Os dados obtidos nestes dois tipos de analises estéo relacionados na Tabela 6.

Tabela 6 - Dados de FT-IR e MS das chalconas 3a-p.

Chalcona Dados do FT-IR (cm™) Dados de MS m/z (%)

3300 (C=0); 3100-3000 (C=C);
3a 1960-1700 (C=C-Ar); 1680-1640
(C=C): 1650 (C=0); 760-700 (Ar)

3400-3000 (C=0); 3080-3000
3h (C=C): 1680-1640 (C=C-A); 238(M, 100); 237(53); 207(28); 161(59);
1600-1560 (C=0); 1000 (C-O); 108(70); 105(37); 77(79)
840-760 (Ar)

3260 (C=0); 3080-3040 (C=C);
3c 1680-1640 (C=C-Ar); 1600(C=0);
840-760 (Ar)
3280-3240 (C=0); 3080-3040
3d (C=C); 1720-1680 (C=C-Ar);
1640-1560(C=0); 840-760 (Ar)

208(M, 54); 207(72); 131(32); 105(30);
103(42): 77(100)

227(M+1, 14); 226(M, 89); 197(240;
149(54); 105(58); 101(65); 95(14); 77(100)

288(M+2, 31); 286(M, 31); 207(72); 181(9);
179(41); 130(25); 105(56); 102(97); 77(100)
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Continuagéo da Tabela 6 - Dados de FT-IR e MS das chalconas 3a-p.

Chalcona Dados do FT-IR (cm™) Dados de MS m/z (%)

3320 (C=0); 3080-3040 (C=C);
3e 1640 (C=C-Ar): 1600-1560(C=0);
840-760 (Ar)
3220(C=0); 3080-3040 (C=C);
3f 1680-1640 (C=C-Ar); 1600(C=0);
840-760 (Ar)

243(M+1, 21); 242(M, 57); 207(58); 179(41);
165(39); 137(25); 130(24); 105(59); 77(100)

222(M, 29); 221(38); 207(100); 179(21);
145(31); 117(24); 115(55); 105(30); 77(75)

Pico RT 19,77: 224(M, 89,61); 223(100);
3 3100-3000 (C=0); 1640 (C=C-  147(44,34); 105(58,06); 77(90,05). Pico RT
Ar); 1600 (C=0); 760-700 (Ar)  21,82: 224(M, 100); 223(96,3); 147(48,80);
105(61); 77(88,58).

3220(C=0); 3000(C=C); 1680-
3h 1640 (C=C-Ar); 1600-1560(C=0);
840-760 (Ar)
3360(C=0); 3000(C=C); 1680-
3i 1640 (C=C-Ar); 1600-1560(C=0);
840-760 (Ar)
3320(C=0); 3080(C=C); 1640
3 (C=C-Ar); 1600-1560(C=0); 1400
(C-O) 840-760 (Ar)

3320(C=0); 3160-3120 (C=C);

238(M, 58); 237(49): 207(73); 161(26);
105(42); 77(100)

214(M+1, 75); 231(M, 100); 131(14);
111(580; 103(33); 83(12); 77(42)

244(M, 100); 243(57); 213(27); 161(21);
133(24); 111(62); 83(14); 77(20)

232(M, 99); 231(64); 203(39); 149(22);

3k 1640 (C=C-Ar); 1520-1480(C=0); : : !
840.720 (A7) 136(25); 121(34); 111(100); 95(15)
3320-3280(C=0); 3080-3040 294(M+2, 36); 293(M+1, 31): 292(M, 38);
3l (C=C); 1640 (C=C-Ar); 1600- 213(64); 184(38): 181(7); 155(2); 152(18);
1560(C=0); 840-720 (Ar) 111(100); 102(88); 83(21)

3280(C=0); 3080-3000 (C=C);
3m 1640 (C=C-Ar); 1600-1560(C=0);
840-720 (Ar)

249(M+1, 27); 248(M, 56); 247(52); 213(50);
185(36); 165(16); 111(100); 83(24)

3320(C=0); 3080-3040 (C=C); 228(M, 32); 227(41); 213(100); 185(20);

3n 1640 (C=C-Ar); 1600-1560(C=0);  184(18); 136(13); 117(15); 111(57); 91(30);
840-720 (Ar) 83(15)
3400-3200 (OH); 3120-3040
30 (C=0); 1640 (C=C-Ar); 1600- 230(M, 100); 229(77); 201(27); 119(14);
1650 (C=0), 1400 (C-O); 820-760 111(87); 83(17)
(Ar)

3320 (C=0); 3100-3000 (C=C); _ _ _ _

3p 1700-1640 (C=C-Ar); 1600 244(M, 94); 243(71): 213(91); 161(12);

(C=0), 1240 (C-O); 820-760 (Ar) 111(100); 83(23); 77(28)
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Nas andlises por FT-IR, foram encontradas em todas as chalconas bandas
correspondentes aos grupos funcionais carbonila (C=0), devido as vibracdes de
deformacédo axial, com banda entre 1820 e 1600 cm™, ligacdo dupla (C=C), que
apresenta banda em 1650 cm™ e anel aromatico, com banda forte entre 1650 e 1450
cm?, além de um overtone na regido entre 2000 e 1700 cm™ (SILVERSTEIN,
WEBSTER, e KIEMLE, 2007). Na Figura 5 estd demonstrado um espectro de

Infravermelho da chalcona 3a.

Agilent Resolutions Pro

. AN
o o /l\t Overtone
v(e:r_gne Hligado a aromatico
- Csp?
-] -
P .
‘ Cc=C A
o Q P Anel
| O O aromatico
Cc=0

Figura 5 - Espectro de infravermelho com as bandas de absor¢éo da chalcona 3a.

Na Figura 5, é possivel identificar a presenca do grupo carbonila, devido a
uma banda forte em 1600 cm*, correspondente a deformacéo axial da ligacdo dupla
entre carbono e oxigénio. Ela aparece com uma freqiiéncia levemente menor do que
0 esperado, pois esta conjugada com o grupo fenila (SILVERSTEIN, WEBSTER, e
KIEMLE, 2007), com seu overtone bem a esquerda de 3000 cm, aproximadamente
em 3300 cm. Outra banda caracteristica deste composto é a da deformacéo axial
da dupla ligacéo entre carbonos, que aparece entre 1680 e 1640 cm™, neste caso,
apresenta uma intensidade maior, devido a conjugacdo com o grupo carbonila, bem
como uma banda menor, na faixa de 3100 a 3000 cm, que indica a presenca de
hidrogénio ligado a carbono sp?. Por fim, duas bandas entre 760 e 700 cm indicam

a presenca de anel aroméatico, devido as deformacdes angulares fora do plano da
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ligacdo C-H e C=C, que tem seu overtone mostrado na faixa de 1960 a 1700 cm™.
Além disso, ha auséncia de bandas de absorcéo entre 2850 e 2750 cm™, que sdo
caracteristicas de aldeidos. Desta maneira, observa-se a provavel formacédo da
chalcona, devido a deteccéo por infravermelho dos grupos funcionais presentes na
molécula e auséncia da banda de um dos reagentes de partida, o aldeido.

A mesma andlise foi feita para as chalconas sintetizadas a partir do 2-

acetiltiofeno, conforme mostrado na Figura 6.

Agilent Resolutions Pro

d AN
< Overtj:)rje
-0 Hligado a aromatico
o - C sp?
H
g
‘ o C=C 7’
0 Anel
4o a aromatico
\\,/S
Cc=0

300 3600 200 200 30007 2800 26007 2400 200 2000 18007 Rl 1400 1200 1000° L+

Figura 6 - Espectro de infravermelho com as bandas de absor¢&o da chalcona 3i.

Ao analisar a Figura 6, percebe-se que as bandas de absorcdo sdo bem
préximas as da chalcona anterior (3a), pois 0s grupos funcionais presentes sao 0s
mesmos, apesar do anel aromatico presente ser outro.

Nas chalconas 3b, 3h, 3j e 3p, além das bandas mostradas no espectro
acima, estao presentes as de ligacao entre carbono e oxigénio (C-O), com banda na
regido de 1300-1600 cm™; e nas chalconas 3g e 30, incluindo a banda citada
anteriormente, ha presenca de uma banda forte entre 3600 e 3300 cm<,
caracteristica da hidroxila (OH) (Ver Figuras 13, 19, 21, 27, 26 e 18 no Anexo A).
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No que diz respeito a analise em espectrometro de massas, 0S ions
moleculares foram todos correspondentes com as massas das chalconas, além de
os fragmentos apresentados nos espectros foram correspondentes as quebras nas
moléculas. Nas Figuras 7 e 8 estdo mostrados dois espectros, das chalconas 3a e
3f, que mostram as quebras das chalconas com acetofenona e 2-acetiltiofeno como

material de partida, respectivamente.

Peak#:1 R.Time:18.716(Scan#:1827)
MassPeaks:50
RawMode:Averaged 18.667-18.850(1821-1843)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event 1
Espectro MS

100~

3 +?-E

® i

904

3 o
804 O

207

704 i Massa exata:
604 O O 208109

S04

404 51

304

Figura 7 - Espectro de massas com os fragmentos da chalcona 3a.

Na Figura 7, o ion molecular com m/z 208 é correspondente com a massa da
chalcona 3a. O segundo pico tem m/z 207, que mostra a perda rapida de um
hidrogénio durante o impacto de elétrons. O préximo pico tem m/z 131, que
corresponde a perda de um anel aroméatico na molécula, este mesmo anel é
identificado como o pico base do espectro (m/z 77), sendo o fragmento mais estavel.
Os picos com m/z 103 e 105 mostram a quebra entre os carbonos da carbonila e a
insaturacdo. Os demais espectros das chalconas provenientes da acetofenona
seguem esta linha, diferenciando-se pela soma dos substituintes na estrutura

principal (ver Figuras 31, 33, 35, 37, 39, 41a e 41b, no Anexo B).
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A excecao foi a chalcona 3g, que apresentou dois picos na analise por CG
(ver Figura 40, no Anexo B) um com tempos de retencdo em 19,77 min e 21,82 min
e na proporgao de 33,21 e 66,79%, respectivamente. Estes dois picos apresentaram
espectros de massas diferentes (ver Figuras 41a e 41b, no Anexo B), porém muito
semelhantes. A maior diferenca € quanto ao pico base, que no primeiro pico foi com
m/z 223 e no segundo pico foi igual ao ion molecular, com m/z 224. Os demais
fragmentos sao iguais, diferindo muito pouco em relacdo porcentagem de
intensidade dos picos. Uma possivel explicacdo para isto, € que 0 composto
apresenta caracteristica fendlica, devido a hidroxila ligada ao anel aromatico e
normalmente o fenol apresenta o ion molecular como seu pico base, o que é
observado no tempo de retencao de 21,82 min. Por outro lado, o que se observa no
tempo de retencdo de 33,21 min, é o ion molecular com m/z 223, indicando a perda
de um hidrogénio. Isto pode ser devido ao possivel favorecimento de tautomerismo
ceto-endlico da hidroxila com o sistema aromatico em que ela esta ligada, conforme

Figura 8.

ol O O
(o

T —

Figura 8 — Tautomerismo ceto-endlico da chalcona 3g.

W,
\
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Ao contrario do que na analise por infravermelho, o espectro de massas da
chalcona 3h possui maiores diferencas, se comparado ao da chalcona 3a, como

pode ser observado na Figura 9.

Peak#:1 R.Time:19.190(Scan#:1884)
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Figura 9 - Espectro de massas com os fragmentos da chalcona 3h.

Na Figura acima, observamos o ion molecular com m/z 214, massa
correspondente a da chalcona 3h e as fragmentacdes seguintes seguem a logica do
espectro da Figura 7. O primeiro pico, com m/z 131 é igual ao do espectro anterior,
pois corresponde a perda do anel aromatico, neste caso o tiofeno (observado no
pico com m/z 83) proveniente da cetona utilizada na reacdo. Os picos com m/z 111 e
m/z 103 correspondem aos fragmentos provenientes da quebra entre a carbonila e a
ligacdo dupla, e o pico com m/z 77 corresponde ao anel benzénico. Desta vez ele
ndo é o pico base, pois o fragmento mais estavel neste caso € o com m/z 213. Uma
possivel explicacdo para isto pode ser a presenca de um anel de cinco membros
contendo enxofre, que por ser mais eletronegativo acaba mantendo a molécula mais
coesa e mais estavel. Os demais espectros das chalconas derivadas do 2-
acetiltiofeno estédo nas Figuras 47, 49, 51, 53, 55, 57 e 59 do Anexo B.
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as moléculas foram submetidas a analise por

ressonancia magnética nuclear. A chalcona 3n foi escolhida para representar as

demais moléculas sintetizadas, uma vez que foi a que gerou o melhor espectro de
RMN de 'H e '3C. Os dados de deslocamentos e desdobramentos obtidos estéo

relacionados na Tabela 7 e os espectros encontram-se nas Figuras 60 a 92, no

Anexo C.

Tabela 7 - Dados de RMN de *3C e 'H das chalconas 3a-p.

Dados de RMN de 3C (CDCl3)

Dados de RMN de 'H

5 121,92 (C2); & 132,62-128,22 (C5, CB6,
C7, C9, C10, C11); 5 134,72 (C4); &
138,04 (C8); & 144,62(C3); & 190,23

(C1)

3a

555,42 (C12); 5 114,47 (C6); & 119,80
(C2); 5 138,54 (C8); 5 127,64 (C4); &
3b  132,58-128,44 (C5, C6, C9, C10, C11);

5 144,70 (C3); 5 161,73 (C7); 190,53

(C1)

5 116,43, d, J2c¢ = 21,93 Hz, (C6); &
128.33{%2): $ 198,804 8823 (S C0):
131,49, d, J* CF

cr = 3,33 Hz, (C4); 5 133,16

(C11); 5 138,45 (C8); d 143,77 (C3); d

164,37 d, Jlcr = 251,75 Hz, (C6); d
190,55 (C1)

5 122,88 (C2); & 125,11 (C7); 5 133,26-
128,83 (C4, C5, C6, C9, C10, C11); &
134,14 (C8); 5 138,32 (C7); 5 143,62

(C3); 190,91 (C1)

5 122,49 (C2); 5 132,94-128,52 (C5, C86,
C9, C10, C11); 5 133,41 (C4); 5 136,42
(C7); 138,04 (C8); & 145,02 (C3); &
190,15 (C1)

5 121,56 (C12); 5 121,28 (C2); & 128,50-
132,68 (C4, C5, C6, C9, C10, C11); &
138,56 (C7); & 141,09 (C8); 5 144,96

(C3); 5 190,59 (C1)

5 115,28 (C5); & 117,96 (C7); 5 120,00
(C9); & 121,98 (C2); & 128,55-135,97
(C8, C10, C11, C12, C13); 5 137,64
(C7); & 144,38 (C3): 5 157,79 (C8); &

189,39 (C1)

5 55,19 (C14); 5 116,17 (C5); 5 120,95
(C7); & 122,24 (C9); & 128,37 (C2); 5
128,55-135,97 (C8, C10, C11, C12,

C13); 5 136,13 (C4); 5 138,04 (C10); &
144,58 (C3); 5 159,86 (C6); & 190,32

(C1)

3c

3d

3e

3g*

3h

6 7,36 (d, 2H, J=2,33 Hz, H1); & 7,38 (t, 1H,
H3); & 7,46 (t, 2H, H2); 5 7,50 (d, 1H,
J=15,73 Hz, Ha); & 7,54 (t, 2H, H5); & 7,60
(t, 1H, H6); 8 7,79 (d, 1H, J=15,72 Hz, Hb);
58,0 (d, 2H, J=7,04 Hz, H4)

0 3,79 (s, 3H, CH3); 6 6,88 (d, 2H, J=8,69
Hz, H2); & 7,37 (d, 1H, J=15,64 Hz, Ha); &
7,45 (t, 2H, H5); 6 7,51 (t, 1H, H6); 5 7,54
(d, 2H, J=7,55, H1); 8 7,75 (d, 1H, J=15,63
Hz, Hb); & 7,97 (d, 2H, J=7,29 Hz, H4)

0 7,08 (t. 2H, H5): 6 7,37 (d, 1H, J=15,42
1 198 G 2 d19), 0 L3 L I IS0
1H, J=15,70 Hz, Hb); & 8,00 (d, 2H, J=8,21

Hz, H4)

5 7,60-7,40 (m, 6H, Ar); & 7,49 (d, 1H,
J=15,94 Hz, Ha); & 7,70 (d, 1H, J=15,71
Hz, Hb); & 7,99 (d, 2H, J=7,11 Hz, H4)

5 7,60-7,40 (m, 4H, Ar); 5 7,48 (d, 1H,
J=15,61 Hz, Ha); 8 7,73 (d, 1H, J=15,71
Hz, Hb); & 8,00 (d, 2H, J=7,16 Hz, H4)

52,38 (s, 3H, CHs); & 7,21 (d, 2H, J=7,95
Hz, H2): & 7,49 (d, 1H, J=15,47 Hz, Ha); &
7,60-7,40 (m, 4H, Ar); 57,80 (d, 1H,
J=15,70 Hz, Hb); & 8,02 (d, 2H, J=8,41 Hz,
H6)

53,52 (s, 1H, OH); & 6,91-6,93 (m, 1H, H3);
5 7,35-7,66 (m, 3H, Ar); & 7,58-7,62 (m, 1H,
Ar); 8 7,60 (d, 1H, J=15,04 Hz, Ha); & 7,67-
7,71 (m, 2H, Ar); 8 7,85 (d, 1H, J=15,63 Hz,
Hb); & 8,16 (d, 2H, J=7,72 Hz, H6)
53,85 (s, 3H, CHa); & 7,17 (s, 1H, H1); &
7,24 (d, 1H, J=7,63 Hz, H5); 5 7,33 (t, 1H,
H4); & 7,50 (t, 2H, H7); & 7,52 (d, 1H,
J=15,55 Hz, Ha); 7,59 (t, 1H, H8); & 7,79
(d, 1H, J=15,70 Hz, Hb); & 8,03 (d, 2H,
J=8,45 Hz, H6)
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Continuagéo da Tabela 7 - Dados de RMN de 3C e 'H das chalconas 3a-p.

Dados de RMN de *3C (CDCls)

Dados de RMN de H

5 121,48 (C2): 5 128,80-128,13 (C5, C6,
C7); & 130,34 (C10); & 131,33-133,75
(C9, C11); & 134,52 (C4); & 143,84 (C3);
& 145,36(C8); 5 181,85 (C1)

3i

5 55,33 (C12); 5 114,36 (C6); & 119,22
(C2): & 133,41-127,35- (C4, C5, C9,
C10, C11); & 143,78 (C8); & 145,70 (C3);
5 161,65(C7); 5 181,98 (C1)

3]

8 116,00, d, e = 21,91 Hz (C6); &
121,26 (C2); & 133,85-128,18 (C4, C10,
C11); 5 130,29, d, B3¢ = 8,56 Hz &
142,58 (C9); 5 145,32 (C3); & 162,70
(C8); 5 163,94, d, J'cr = 251,82 Hz (C7);
5 181,70 (C1)

5 122,03 (C7); & 124,72 (C2); 5 128,21-
132,06 (C4, C5, C6, C10, C11); 5 133,48
(C8); 5 134,02 (C9); & 142,45 (C3); &
145,22 (C7); 5 181,58 (C1)

3k

3l

5 122,03 (C7); & 124,72 (C2); 5 128,21-
132,06 (C4, C5, C6, C10, C11); 5 133,48
(C8); & 134,02 (C9); & 142,45 (C3); &
145,22 (C7); 5 181,58 (C1)

3m

5 121,91 (C2); & 128,19 (C4); 5 129,08-
133,98 (C5, C6, C9, C10, C11); 5 136,30
(C8); & 143,35 (C3); & 145,22 (C7); &
181,57 (C1)

3n

5 115,06 (C5); & 117,76-135 (C2, C4,
C7, C8, C9, C10, C11, C12, C13): 5
143,29 (C3); & 145,18 (C10); & 157,59
(C6); & 181,43 (C1)

30*

5 55,20 (C14); 5 113,46 (C5); 5 116,15
(C7); 5 120,94-135,92 (C2, C4, C7, C8,
3p  C9,C11,C12, C13); & 143,78 (C10); &
145,35 (C3); & 159,80 (C6); & 181,84
(C1)

57,10 - 7,15 (m, 1H, H5); & 7,35-7,40 (m,
3H, Ar); 8 7,38 (d, 1H, J=15,56 Hz, Ha); &
7,50-7,60 (m, 4H, Ar); & 7,81 (d, 1H,
J=14,78 Hz, Hb); & 7,38 (d, 1H, J=3,76 Hz,
H6)

53,85 (s, 3H, CHs): 5 6,94 (d, 2H, J=8,77
Hz, H2): & 7,15 - 7,20 (m, 1H, H5); & 7,32
(d, 1H, J=15,51 Hz, Ha); & 7,60 (d, 2H,
J=8,59, H1); & 7,66 (d, 1H, J=6,03 Hz, H4);
57,83 (d, 1H, J=15,59 Hz, Hb); & 7,86 (d,
1H, J=4,92 Hz, H6)

& 7,15-7,20 (m, 3H, Ar); & 7,35 (d, 1H,
J=15,56 Hz, Ha); & 7,55-7,70 (m, 3H, Ar); &
7,80 (d, 1H, J=15,58 Hz, Hb); 5 7,97 (d, 2H,

J=4,76 Hz, H6)

567,10-7,16 (m, 1H, H5); & 7,37 (d, 1H,
J=15,59 Hz, Ha); 6 7,45-7,55 (m, 4H, Ar);
7,66 (d, 1H, J=4,92 Hz, H4); 5 7,73 (d, 1H,
J=15,59 Hz, Hb); 6 7,84 (d, 2H, J=3,78 Hz,
H6)
5 7,20 (m, 1H, H5); & 7,35-7,45 (d, 2H, H3);
57,40 (d, 1H, J=15,77 Hz, Ha); & 7,57 (d,
1H, J=8,3 Hz, H2); 6 7,70 (d, 1H, J=4,90
Hz, H4); 8 7,79 (d, 1H, J=15,58 Hz, Hb); &
7,89 (d, 1H, J=2,76 Hz, H6)

02,35 (s, 3H, CHs); 6 7,14 (m, 1H, H5); 6
7,19 (d, 2H, J=7,91 Hz, H2); 5 7,36 (d, 1H,
J=15,56 Hz, Ha); 6 7,50 (d, 2H, J=8,04,
H1); 8 7,79 (d, 1H, J=15,92 Hz, Hb); 5 7,83
(d, 1H, J=4,6 Hz, H6)

0 3,79 (s, 1H, OH); 6 6,94-6,97 (m, 1H, H3);
0 7,28-7,35 (m, 4H, Ar); 6 7,70 (d, 1H,
J=15,60 Hz, Ha); 6 7,81 (d, 1H, J=15,59
Hz, Hb); 6 8,05-8,06 (m, 1H, Ar); & 8,33-
8,34 (m, 1H, H4)

0 3,82 (s, 3H, CHs); 6 6,94 (m, 1H, H7); 6
7,12 (s, 1H, H1); 6 7,15 (t, 1H, H7); 8 7,21
(d, 1H, J=7,6 Hz, H5); & 7,30 (t, 1H, H4);
7,36 (d, 1H, J=15,58 Hz, Ha); & 7,64 (d, 1H,
J=5,96 Hz, H6); 6 7,78 (d, 1H, J=15,77 Hz,
Hb); & 7,84 (d, 1H, J=4,79 Hz, H8)

*Analise realizada em DMSO-ds.
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Na Figura 10, esta o espectro de RMN de 3C da chalcona 3n, bem como a

representacdo dos carbonos presentes nas moléculas.
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Figura 10 — RMN de 3C da chalcona 3f.

Na Figura 10, observam-se doze sinais no espectro, indicando a presenca de
12 carbonos distintos. Na molécula 3n, os carbonos C5 e C6 estédo representados,
cada um deles, em um unico sinal, pois correspondem a carbonos equivalentes. O
carbono mais desblindado é o C1, que € o da carbonila, devido a ligacdo dupla com
0 oxigénio, que deslocaliza os elétrons da ligagédo na sua direcdo. O C9 é o segundo
mais desblindado, pois é o estd entre a insaturacdo do anel tiofeno e a carbonila.
Geralmente, a presenca da carbonila desblinda os carbonos ligados a ela, porém,
isto ndo acontece nos carbonos a,B-insaturados. Como pode ser visto na Figura
acima, o C3 tem maior deslocamento que o C2, devido ao efeito de ressonancia
entre a carbonila e a dupla conjugada a ela, o que acaba aumentando a densidade
eetronica em torno do C-a. Na faixa entre 140,22 e 130,80 ppm estdo os demais

carbonos presentes na molécula. O carbono da metila C8 € o mais blindado.
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Na Figura 11, estd o RMN de 'H da chalcona 3n, onde sdo mostrados os

sinais com seus respectivos deslocamentos, multiplicidades e integrais.
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Figura 11 — RMN de 'H da chalcona 3n.

Na figura acima, estdo identificados todos os hidrogénios presentes na
molécula 3n. A ligagdo dupla na molécula permite que a mesma assuma duas
configuragdes, sendo E com hidrogénios trans ou Z com os hidrogénios cis entre
eles. Para determinar a isomeria, foi preciso analisar os dubletes entre 7,37 e 7,82
ppm, correspondentes a estes hidrogénios, onde verificou-se que a constante de
acoplamento (J), que foi de 15,92 e de 15,56 Hz, o0 que é caracteristico hidrogénios
na posicao trans. Consequentemente, a chalcona esta em sua forma E. Os demais
espectros de RMN de 1H também apresentam estes dois ubletes, com J de
aproximadamente 15 Hz, o que indica esta mesma configuracdo E para todas as
moléculas.

O hidrogénio mais desblindado é o H6, que esta ligado ao &tomo de enxofre,
gue por ser mais eletronegativo que o carbono acaba deslocalizando os elétrons e
desblindando este hidrogénio, diferentemente do H4, que esta ligado somente a

carbonos. O segundo hidrogénio, Hb, que tem posicéo-f a carbonila, acaba sendo



59

mais desblindado que o Ha devido a ressonancia entre a ligacéo dupla (hibridizacao
sp?) e a carbonila, o que acaba aumentando a densidade eletrénica em volta do
hidrogénio-a. Os H1 e H2 possuem hidrogénios equivalentes, a exemplo dos
carbonos, mostrados anteriormente, sendo representados por dublete com intregral
igual a 2. Ja o H5 é representado na forma de multiplete no espectro, sendo mais
blindado, pois esta ligado ao anel aromatico tiofeno. O sinal mais blindado e mais
intenso corresponde aos trés hidrogénios da metila.

As andlises em RMN de *C e 'H levaram ao entendimento das estruturas das
chalconas, e pode-se afirmar que as chalconas sintetizadas apresentam

configuracéo E.

5.4 Avaliacdo microbiolégica das chalconas 3a-p

Depois de todas as andlises realizadas, confirmando a estrutura e a pureza
dos compostos, estes foram submetidos a uma série de testes antimicrobianos
frente a duas bactérias Gram-positivas: Staphylococcus aureus (S. aureus) ATCC
19095 a Enterococcus faecalis (E. faecalis) ATCC 4083 e duas Gram-negativas:
Escherichia coli (E. Coli) ATCC29214 e Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa)
ATCC 9027 e quatro cepas de leveduras: Candida albicans (C. albicans) ATCC
62342 e trés cepas de C. albicans coletadas de cavidades orais humanas,
armazenadas na micoteca do laboratorio de microbiologia oral. O método utilizado
foi o de diluicho em caldo e os resultados obtidos nos testes antifingicos estao

relacionados na Tabela 8 e os dos testes antibacterianos na Tabela 9.



Tabela 8 - Resultados dos testes antifungicos.
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Chalcona Ensaio Fungos
(Mg/mL)

C.a C.al C.a2 C.a3
ICs0o 5,34 21,21 <1 <1
Fluconazol MIC - - 1,95 31,25
MMC nd nd 62,5 31,25
0] ICso 76,61 29,51 1414 134,3
= MIC - 250 - 250
O O MMC nd - nd -
@] ICs0 41,22 14,85 - -
O = O MIC - - - -
OCHs MMC nd nd nd nd
] ICs0 - 63,03 - -
O 7 O MIC - 500 - -
F MMC nd - nd nd
O ICs0 - - - 122,6
O = O MIC - - - -
Br MMC nd nd nd nd
O ICs0 - - - -
O Z O MIC - - - -
cl MMC nd nd nd nd
@) ICso - - - -
O = O MIC - - - -
CHs MMC nd nd nd nd
o) ICso 2044 188,3 163,1 2954
% OH MIC i i ) i
O O MMC nd nd nd nd
o) ICso 376,4 76,83 202,3 -
= OCHj MIC ] ) ] -
O O MMC nd nd nd nd
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Continuacdo da Tabela 8 - Resultados dos testes antifungicos.

Chalcona Ensaio Fungos
(Hg/mL)
C.a C.al C.a2 C.a3
ICso 534 21,21 <1 <1
Fluconazol MIC - - 1,95 31,25
MMC nd nd 62,5 31,25
0] ICs0 471,2 209,1 223.3 1113
N = MIC - 500 500 500
\ MMC nd - - -
O 1Cs0 - - - -
® 7 MIC - - - -
S OCH;, MMC nd nd nd nd
o ICs0 14,77 - - -
® = MIC i i - -
S F MMC nd nd nd nd
© ICs0 21,03 - - -
{ \S = MIC i i - -
Br MMC nd nd nd nd
O ICs0 272,5 - - -
q \S = MIC i i . .
Cl MMC nd nd nd nd
o] ICso - 24,76 - -
Ny NF MIC - 62,5 - -
\ S
CH, MMC nd - nd nd
ICs0 149,7 62,75 159,6 1129
MIC - 250 500 250
MMC nd 500 500 500
ICso 204,9 163 54,59 41,35

OCHs MIC - - - -
MMC nd nd nd nd

(-): > 500 pg/mL; nd: ndo determinado, como MIC maior que 500 pg/mL; nt: ndo testado. Cepas
microbianas: Ca: Candida albicans ATCC62342, Cal: Candida albicans isolada clinicamente 1, Ca2:

Candida albicans isolada clinicamente 2, Ca3: Candida albicans isolada clinicamente 3.
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Com os testes realizados, foi possivel determinar o ICso, que € a
concentracdo do produto que inibe 50% do crescimento dos micro-organismos em
relagdo ao controle positivo, onde os valores foram calculados por regressdo nao
linear, a MIC (Concentracdo Inibitéria Minima), que corresponde a minima
concentracdo necessaria para inibir o 100% crescimento em relacdo ao controle
positivo e a MMC (Concentra¢do Microbicida Minima), que a concentracao capaz de
matar o0 micro-organismo. As chalconas que ndo apresentaram inibicdo na
concentracdo de 500 pg/mL possuem um traco (-) na Tabela e ndo foram testadas
quanto a MMC.

Nos testes antifingicos, a chalcona 3b apresentou ICso de 14,85 pg/mL,
menor do que o da droga de referéncia, o fluconazol, com ICso de 21,21 pg/mL,
guando em contato com a cepa de C. albicans 1. Este mesmo composto apresentou
ICs0 de 41,22 pg/mL, frente a C. albicans. O menor valor de ICso foi apresentado
pela chalcona 3k frente a C. albicans, que foi de 14,77 ug/mL, relativamente préximo
ao do fluconazol, que foi de 5,34 pg/mL,

As chalconas 3a, 3g, 3i, 30 e 3p apresentaram atividade sobre todas as
cepas de fungos testadas, porém, com valores de ICso maiores se comparados ao
fluconazol. A chalcona 3a foi capaz de inibir 100% do crescimento da C. albicans 1,
apresentando MIC de 250 pg/mL, enquanto que o fluconazol apresentou MIC maior
gue 500 pg/mL. As chalconas 3c e 3i apresentaram MIC de 500 pg/mL frente a esta
mesma cepa e 0 composto 30 MIC de 250 pg/mL. O composto 3n apresentou 0
melhor resultado, com um MIC de 62,5 pg/mL. Além disso, a chalcona 3o foi o Unico
composto sintetizado que apresentou atividade microbicida frente as cepas de C.
albicans 2 e 3, com MMC de 500 pg/mL para ambos, porém maiores que o do
fluconazol, com MMC de 62,5 e de 31,25 pug/mL para estas cepas, respectivamente.

Observando-se os resultados obtidos, percebe-se que as chalconas sem
substituinte no anel benzénico e as que possuiam grupos doadores de elétrons na
posicdo meta foram as que mostraram melhores resultados frente as cepas de
fungos testadas. Ainda sdo necessarios maiores estudos para fazer uma relacéo
estrutura/atividade, mas a principio estas caracteristicas podem ser responsaveis
pela interacdo das moléculas com o sitio ativo destes fungos.

Estas mesmas moléculas foram submetidas a testes antibacterianos e os

resultados obtidos encontram-se na Tabela 9.



Tabela 9 - Resultados dos testes antibacterianos.
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Chalcona Ensaio Fungos
(Mg/mL)

C.a C.al C.a2 C.a3
ICso 21 148,7 1,92 1,94
Cloranfenicol MIC 3,9 250 3,9 3,9
MMC 62,5 500 31,25 31,25
ICs0 <1 36,39 <1 <1
Tetraciclina MIC <1 62,5 <1 <1
MMC 3,9 500 3,9 15,62
O ICso - - 171,8 -
= MIC - - - -
O O MMC nd nd nd nd
O ICs0 - - - -
O = O MIC - - - -
OCHs MMC nd nd nd nd
o ICso - - - -
Z MIC - - - -
O O = MMC nd nd nd nd
o) ICs0 - - - -
= MIC - - - -
O O Br MMC nd nd nd nd
0 ICs0 - - - -
= MIC - - - -
O O cl MMC nd nd nd nd
O ICso - - - -
O = O MIC - - - -
CHs MMC nd nd nd nd
O ICs0 - - - -
¥ OH MIC ] ) ) ]
O O MMC nd nd nd nd
O ICso - - - 425,9
= OCHs MIC ] ) . -
O O MMC nd nd nd nd



Continuacédo da Tabela 9 - Resultados dos testes antifungicos.
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Chalcona Ensaio
Fungos
(ug/mL) °
C.a C.al C.a2 C.a3
ICs0 ICso 2,1 148,7 1,92
Cloranfenicol MIC MIC 39 250 3,9
MMC MMC 62,5 500 31,25
ICs0 ICso <1 36,39 <1
Tetraciclina MIC MIC <1 62,5 <1
MMC MMC 3,9 500 39
o] ICs0 420,5 - - 471
®)\/A© MIC - - - -
\ S MMC nd nd nd nd
O 1Cs0 - - - -
X 7 MIC - - - -
\ S
OCH, MMC nd nd nd nd
©) ICso - - - 30,2
X = MIC - - - -
\ S
E MMC nd nd nd nd
) ICso - - - 13,91
XN = MIC - - - -
\ S
Br MMC nd nd nd nd
@) ICso - - - -
X Z MIC - - - -
\ S
cl MMC nd nd nd nd
o] ICso - - - -
X = MIC - - - -
\ S
CHs MMC nd nd nd nd
O ICso 420,5 - - 471
@)‘\/\@OH MlC - - - -
S MMC nd nd nd nd
O ICs0 - - - -
©)‘v/\©/ocm MIC ) ) ) )
S MMC nd nd nd nd

(-): > 500 pg/mL; nd: ndo determinado, como MIC maior que 500 pg/mL; nt: ndo testado. Cepas
microbianas: Sa: Staphylococcus aureus ATCC19095, Ec: Escherichia coli ATCC29214, Pa:

Pseudomonas aeruginosa ATCC9027, Ef: Enterococcus faecalis ATCC4083.
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O melhor resultado foi apresentado pela chalcona 3l, com ICso de 13,91
ug/mL frente a bactéria E. faecalis, porém, maior que o do cloranfenicol e
tetraciclina, que foram de 1,94 e menor que 1 pug/mL, respectivamente. A chalcona
3p foi a que apresentou atividade frente ao maior nimero de bactérias, com ICso de
219,1 pg/mL para S. aureus, 441,9 ug/mL para P. aeruginosa e de 338,5 pg/mL para
E. faecalis, sendo que todos os valores sdo superiores ao dos farmacos de
referéncia.

A cepa de bactéria E. faecalis foi a que se mostrou mais suscetivel as
chalconas testadas, onde o composto 3h apresentou ICso de 425,9 pg/mL, o 3i I1Cso
de 471 pg/mL, o 3k ICs0 30,2 pg/mL e o 3p ICso 338,5 pg/mL, além da chalcona 3l,
com ICso de 13,91 pug/mL, citada anteriormente.

As chalconas com anel tiofeno, de maneira geral, apresentaram melhores
resultados nos testes antibacterianos, se compradas as demais chalconas, podendo
ser este 0 grupo responsavel pela atividade destas chalconas. Da mesma forma que
nos testes antiflUngicos, ainda sdo necessarios maiores estudos da relacdo
estrutura/atividade das chalconas testadas.

Comparando todos os resultados obtidos, as chalconas testadas mostraram-
se mais promissoras frente as cepas de fungos testadas. Esta caracteristica é
positiva, mostrando a seletividade destas chalconas, que poderiam ser usadas
contra um alvo terapéutico, neste caso os fungos, sem comprometer as bactérias
envolvidas no funcionamento adequado do organismo.

Para dar continuidade ao trabalho, pretende-se fazer testes de citotoxicidade
das chalconas que mostraram bons resultados nos testes antimicrobianos. Destaca-
se a molécula 3a, que mostrou efeito fungistatico contra uma cepa resistente ao
fluconazol, com MIC de 250 mg/mL, sendo que o fluconazol é citotoxico com 69
ug/mL. Este estudo é necessario para mostrar a futura viabilidade das chalconas
como antifungicos, a fim de determinar se as mesmas ndo sao citotoxicas nas

concentracfes em que apresentaram atividade.
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6 CONCLUSAO

De acordo com os resultados apresentados, a metodologia para a sintese de
chalconas utilizando glicerol como solvente, mostrou-se eficiente uma vez que o0s
produtos foram obtidos em bons rendimentos e com 6timo grau de pureza. Apés 0s
testes microbioldgicos, observou-se que algumas das chalconas apresentaram boa
atividade sobre as cepas testadas, entre as quais podemos citar a 1-fenil-3-(4-
metoxifenil)prop-2-en-1-ona (3b), que apresentou ICso de 14,85 pg/mL, menor que o
do fluconazol, com ICs0 de 21,21 pg/mL, quando em contato com a cepa de C.
albicans 1 e a 3-(3-metoxifenil-(1-tiofen-2-il)-prop-2-en-1-ona (3p) foi a que
apresentou atividade frente ao maior niumero de bactérias, com ICso de 219,1 pg/mL
para S. aureus, 441,9 ug/mL para P. aeruginosa e de 338,5 pg/mL para E. faecalis,
sendo que todos os valores sdo superiores ao das drogas de referéncia. Neste
sentido, destaca-se a 1,3-difenilprop-2-en-1-ona (3a), que apresentou MIC de 250
ug/mL frente a C. albicans 1, enquanto que o fluconazol apresentou MIC maior que
500 pg/mL. Desta maneira, este composto mostrou-se promissor frente a esta cepa

resistente ao fluconazol.
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Anexo A- Analises por Infravermelho
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Figura 13 - Espectro de infravermelho da 1-fenil-3-(4-metoxifenil)prop-2-en-1-ona

(3b).
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Figura 14 - Espectro de infravermelho da 1-fenil-3(4-fluorfenil)prop-2-en-1-ona (3c).
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Figura 15 - Espectro de infravermelho da 3-(4-bromofenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona
(3d).
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Figura 16 - Espectro de infravermelho da 3-(4-clorofenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona (3e).
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Figura 17 - Espectro de infravermelho da 1-fenil-3(4-metilfenil)prop-2-em-1-ona (3f).
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Agilent Resolutions Pro

HTrarwmimancs

Figura 18 - Espectro de infravermelho da 1-fenil-3(3-hidroxifenil)prop-2-en-1-ona
(39).

Agilent Resolutions Pro

HTrarsminan s

Figura 19 - Espectro de infravermelho da 1-fenil-3-(3-metoxifenil)prop-2-en-1-ona
(3h).
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Agilent Resolutions Pro
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Figura 20 - Espectro de infravermelho da 3-fenil-(1-tiofen-2-il)-prop-2-en-1-ona (3i).
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Figura 21 - Espectro de infravermelho da 3-(4-metoxifenil-(1-tiofen-2-il)-prop-2-en-1-

ona (3j).
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Figura 22 - Espectro de infravermelho da 3-(4-fluorfenil-(1-tiofen-2-il)-prop-2-en-1-
ona (3Kk).
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Figura 23 - Espectro de infravermelho da 3-(4-bromofenil-(1-tiofen-2-il)-prop-2-en-1-
ona (3I).
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Figura 24 - Espectro de infravermelho da 3-(4-clorofenil-(1-tiofen-2-il)-prop-2-en-1-
ona (3m).
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Figura 25 - Espectro de infravermelho da 3-(4-metilfenil-(1-tiofen-2-il)-prop-2-en-1-
ona (3n).



82

Agilent Resolutions Pro

MES

HTrasmisancs
i
?

2N
)
\
O
I

Figura 26 - Espectro de infravermelho da 3-(3-hidroxiifenil-(1-tiofen-2-il)-prop-2-en-1-

ona (30).
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Figura 27 - Espectro de infravermelho da 3-(3-metoxifenil-(1-tiofen-2-il)-prop-2-en-1-

ona (3p).
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Anexo B- Analises por Cromatografia a Gas e Espectrometria de Massas

Analisado em

Informagdio da Amestra
D 16/4/2013 21:24:12

Amostra T M30

ID Amostra T M30

Vial # 210

Injection Volume - 1.00 .

Arguivo : CAADy te and S lMeus d tosMarinalDISS ERTACACWM 30.gad
Método : CAGCMSsolution\Data\Métodos\Método Sintese.ggm

Arguivo Tuning

: CAGCMSsolution\System\Tuneil15_05_2012 qgt

Cromatograma da Amostra: M30

Tic
1,921,115 g
:
e e e e S L e e e A
4.0 10.0 200 300 340
min
Cromatograma TIC
Picos# R Time | Time F Time Area  Area% Height Height3 AH Mark Nome
1 18.716 18.667 18.850 3084458 100.00 1893895  100.00 1.63
3084488  100.00 1893895  100.00
Figura 28 - Cromatograma da 1,3-difenilprop-2-en-1-ona (3a).
Peak#1 R.Time:18.716(Scan#:1827)
MassPeaks:50
RawMode:Averaged 18.667-18.850(1821-1843)
BG Mede:Calc. from Peak Group 1- Event 1
Espectro MS
100 ES
3 @]
90
o
o hA®
3 207
704 Massa exata: 208,09
60
50
E 103
404 51
E 131
30
203 179
104 B 165
3 63
3 1s ‘I 0 ’ 191 ﬁo
4 ey peee ey renpeeshtepeeeey Lkt et kAl i b it |
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260
mz

Figura 29 - Espectro de massas da 1,3-difenilprop-2-en-1-ona (3a).
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Informago da Amostra

Analisado em CH I TS
Amostira D32
ID Amostra T M3z
Wial # |
Injection Volume :1.00 .
Arguivo : CADocuments and Settings'G eraliMeus documentosiMaringiD 15 SERTACACWS2.gad
Método I CAGCMSeolution\D ataiMétodos\Métode Sintese gom
Arguivo Tuning - CAGCMSsolution\System\Tunei\15_05_2012 qgt
Cromatograma da Amostra: M32
TIC

1,777,811 ]

i

g

OS5 910/4.61
=

'S
=
-
=8
=]
5]
[=]
w
o]
=]
w
=
=1

Figura 30 - Cromatograma da 1-fenil-3-(4-metoxifenil)prop-2-en-1-ona (3b).

Peal# 1 R.Time:19.910(Scan#:1970)
MassPeaks:129

RawMode:Averaged 19.875-19.975(1966-1978)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1- Event 1

Espectro MS
100 238
3 o]
90 [qj/ﬂv//\[/\\j\
3 = =
80 77 - T OCH;
IMassaexate: 238,1
1
704 pe
60 161
E 247
504
407 133
30 207
3 223
51 89
204
3 118 165
=]
103 63 152 179
3 3!
262 267
3 PN | R el A
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260

miz

Figura 31 - Espectro de massas da 1-fenil-3-(4-metoxifenil)prop-2-en-1-ona (3b).
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Informagdc da Amostra

Analisado em 16412013 22:04:11
Amostra T M34
ID Amostra 1 M34
Vial # 11
Injection Volume 21.00 .
Arguive : CADocuments and Settings\GeraliMeus documentosiMarina\DISSERTACAOWM34 . qod
Metodo : CAGCMSsolution\Data\Metodos\Metodo Sintese.ggm
Arguive Tuning 1 CAGCMSsolution\System\Tune1\15_05_2012.ggt
Cromatograma da Amostra: M34
TIC
1,320,059 =
g
g
N N —
—T— T ———— —— 77— 77—
4.0 10.0 200 30.0 34.0
min
Figura 32 - Cromatograma da 1-fenil-3(4-fluorfenil)prop-2-en-1-ona (3c).
Peak#1 R.Time:18.597(Scan#:1813)
MassPeaks:89
RawMode:Averaged 18.550-18.717(1807-1827)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1- Event1
Espectro MS
100 =F
3 a]
904 = P 226
3 |
e
o
804 F
3 Massaexata: 226,08
704
3 101
60
E 149
S0
1
E s 121
404
3 130
304
3 197
204
qf
E & 183
107 177
3 63 185
3 e A
| st it st bodgt bk s o | T Ll ik ke i kil i B Wl el i |
0 20 40 60 30 100 120 140 160 180 200 220 240 2€0
miz

Figura 33 - Espectro de massas da 1-fenil-3(4-fluorfenil)prop-2-en-1-ona (3c).
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Informagio da Amostra

Analisado em - 117412013 00:30.07
Amostra :M48
ID Amosfra T M48
Wial # 22
Injection Yolume 2 1.00 2
Arguivo : CADocuments and Settings\Geral\Meus doc tos\Marina\DISSERTACAOWM3E qgd
Meétodo : CAGCMSeolutioniDataM étodos\Métode Sintese gom
Arguivo Tuning 1 CAGCMSsolution\SystemiTune1115_05_2012 ggt
Cromatograma da Amostra: M48
Tic

659,515 ]

2

=

2

o~

Figura 34 - Cromatograma da c3-(4-bromofenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona (3d).

Peak#:1 R.Time:21.660(Scan#:2180)
MassPeaks:81
RawMode:Averaged 21.617-21.783(2175-2195)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1- Event 1
Espectro MS

100 7 1

L]

3 @]
90 S J\\///\ i,
| D
Br
80+ Massa exata: 286
E 207
704

60

S04

404

304

288

238 269

L i e L L B L |
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340
m/z

Figura 35 - Espectro de massas da 3-(4-bromofenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona (3d).
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Informacgéo da Amostra

Analisado em D 9/4/2013 18:39:47

Amastra : M63

ID Amostra :M&3

Vial # o}

Injection Volume -1.00 .

Arguive : CA\Documents and Settings\GeraliMeus documentosiMarina\DISSERTACAQWMES.qod

Método : CAGCMSsolution\DataiMétodos\Método Sintese.ggm

Arguive Tuning D CAGCMS=zolution\System\Tune\15_05_2012.qgt

Cromatograma da Amostra: ME3
TIC
1,081,635 =
E
g
}, .}-.. —— Pormit et
———— 7T 77—
4.0 100 200 30.0 34.0
min
Figura 36 - Cromatograma da 3-(4-clorofenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona (3e).
Peak#:1 R.Time:20.661(Scan#:2060)
MassPeaks:81
RawMode:Averaged 20 650-20.667(2059-2061)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1-Event 1
Espectro MS

100 viid

3 o]
904 | N = s

o P "C|

80 Massa exata: 242,05
704
60+ 105 207 242
504

E 51 179
404 165
304 89

3 137
204
104

63
13 152 214
? ol e ez
| il ol i pnk s Lt s b L | Ll i Al i I bl LI i M |
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260
m/z

Figura 37 - Espectro de massas da 3-(4-clorofenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona (3e).



Informacdo da Amostra

Analisado em 17412013 12:29:17
Amastra - M66
1D Amaostra - MGE
Vial # 5
Injection Volume 2 1.00 .
Arquivo : C\Documents and Settings\Geral\Meus documentos\Marina\DISSERTACAO\MEE.qgd
Método - C\GCMSsolutionData\Matodos\Método Sintese qgm
Arquivo Tuning - CAGCMSsolution\System\ Tune1415_05_2012.qgt
Cromatograma da Amostra: M66
TIC

1,464,624 S

g

8

2

e

4‘0 ————— 1UI,G — Qdﬂ —— 36,0 — Bzi,(]

min

Figura 38 - Cromatograma da 1-fenil-3(4-metilfenil)prop-2-em-1-ona (3f).

Peak#1 R.Time:19.961(Scan#:1976)
MassPeaks:79

RawMode:Averaged 19.908-20.125(1970-1996)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1-Event 1

Espectro MS
100 2P
3 7
3 o}
"] OO0
CH
BO- 77 Massa exata: 222,1
é 115
403 221
3 91
3 145
304 51 105
179
20 65
3 1
3 39 -
10
3 165 193
_E . ":l N A I. |||n'.| N - . . .
v Lo sl e | 1 L} 1 1 ’ L) I T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260

miz

Figura 39 - Espectro de massas da 1-fenil-3(4-metilfenil)prop-2-em-1-ona (3f).
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Informagéo da Amostra

Analisado em : 6/9/2013 11:56:13

Amostra - Msg

ID Amostra 1 M68

Vial # o

Injection Volume :1.00

Arquivo : EA\M68.gad

Método : C:\GCMSsolution\Data'Métodos\Método Sintese.ggm

Argquivo Tuning : CAGCMSsolution\System\Tune1115_05_2012.qgt
Cromatograma da Amostra: ME8

TIiC
311,352

218176679

199690321

T ——r— T ——r—T
4.0 100 20.0 300 340
min

Espectro MS
1 zzf
o0 7 o "
= OH 207

o DY
704 Massa exata: 224,08
80 105
50

3 147
40

3 o1
304 85

51

3 119
20 2 195
104 185 177

E 120

31, 253 270
0 20 | 40 60 =0 100 120 140 160 180 200 220 240 280
miz

Figura 41la - Espectro de massas da 1-fenil-3(3-hidroxifenil)prop-2-en-1-ona (39)
(pico TR 19,77; 33,21%).
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Spectrum

R.Time:21.817(Scan#:2199)
MazsPeaks:116

Group | -Event 1
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Figura 41b - Espectro de massas da 1-fenil-3(3-hidroxifenil)prop-2-en-1-ona (39)
(pico TR 21,82; 66,79%).



Analisado em
Amosira

1D Amoetra

Vial #

InEection Volume
Armuivo

Método

Auguive Tuning

91

Infurmagéo du Anwsbia

- 171472013 08:38:37
- MB2

: ME2

22

1100 i

: CADocuments and Settings\GaralMeus documentos\MarinatCISSERTACADUAS 2. ggd
: CAMGCMSsoluion\Data\Métodos\Método Sintese.cgm

L CAGCMSsoluliomSysieniTune 1115_05_2012.4yl

Crumnslograns Ja Amoslia, M2

TIC
2,102,206 ¥
£
g
&
I S
T T T T k) T T
40 100 200 30.0 30
min
Cromatograma TIC
Pico# R.Time |.Time F.Tme Alea Area% Height Height% A/H Mark Nome
1 MAM 21067 21275 4020905 100.00 2082098 100.00 193
4020505 100.00 2002090 100.00
Figura 42 - Cromatograma da 1-fenil-3-(3-metoxifenil)prop-2-en-1-ona (3h).
Peak#:1 R.Time:21.121(Scan¥:2115)
MassPeaks: 87
RawMode:Averaged 21.067-21.275(2103-2134)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1-Ewvent 1
Espectro MS
100: vid
o)
903 O / O OCH,
803
E Massa exata: 238,1
207
705
603 238
503 e
105
30
_ EL 161
103 223
3
0 20 40 60 80 | 100 | 120 140 | 160 | 180 | 200 & 230 | 240 & 280 &
miz

Figura 43 - Espectro de massas da 1-fenil-3-(3-metoxifenil)prop-2-en-1-ona (3h).



Analisado em
Amostra

I Amostra

Vial #

Injection Volume
Arguivo

Método

Arguivo Tuning

92

Informagdo da Amostra

12412013 12:23:42

: M40

: M40

:3

:1.00 .

: CADocuments and Seftings\GeraiMeus documentosMarina\DISSERTACAOWAD ggd
: CAGCMSsolution\DataiMetodos\Meétodo Sintese ggm

T CAGCMSsolution\SystemiTune 1115 _05_2012 ggt

Cromatograma da Amostra: M40
TIC

1,334,562

19.190/100 00

Figura 44 - Cromatograma da 3-fenil-(1-tiofen-2-il)-prop-2-en-1-ona (3i).

Peak#:1 R.Time:19.190(Scan#:1884)

MassPeaks:84

RawMode:Averaged 19.150-19.325(1879-1900)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1-Ewvent 1

Espectro MS

100

90

804

704

60

S04

40

304

Massca exata 214,05

1M1

77

197
-In .“u...-.-.||||.|
200 220 240 260

miz

Figura 45 - Espectro de massas da 3-fenil-(1-tiofen-2-il)-prop-2-en-1-ona (3i).



Analisado em
Amaostra

1D Amostra

“Wial #

Injection Volume
Arguivo

Métado

Arguivo Tuning

93

Informagdo da Amostra
12412013 134255
D M42
D g2
-
:1.00 .
: CADocuments and Settings\Geral\Meus documentosiMarina\DISSERTACACWMA42.gad
: CAGCMSsolutioniData\Matados\Métado Sinteze. agm
: CAGCMSsoletion'SystemiTune1\15_05_2012 ggt

Cromatograma da Amostra: M42

TIC
645456 g
g
=
5
m
ﬁk et O S ml P M
e AN o i Wi e N e e
L B s e e e e I e s e e B B B A A
4.0 10.0 200 300 340
min

Figura 46 - Cromatograma da 3-(4-metoxifenil-(1-tiofen-2-il)-prop-2-en-1-ona (3j).

Peak#:1 R.Time:22.077(Scan#:2230)

MassPeaks:137

RawMode:Averaged 22.033-22.250(2225-2251)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1- Event 1

Espectro MS

100

904

80

704

604

504

404

304

0 20

T

Massa exata: 244,06 OCH;

39

89
77

3

40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260

m/z

Figura 47 - Espectro de massas da 3-(4-metoxifenil-(1-tiofen-2-il)-prop-2-en-1-ona

3



Informagéo da Amostra

Analisado em :9/4/2013 16:01:03
Amostra D44
ID Amosira : Md44
Vial # i
Injection Volume -1.00 .
Arguivo : ClDocuments and Settings\Geral\Meus documentosiMarina\DISSERTAC ACWM44 ggd
Metodo : CAGCMSsolution\Data\MetodosiMetode Sintese ggm
Arguive Tuning 1 CAGCMSsolution\System\Tune1115_05_2012.ggt

Cromatograma da Amostra: M44

TIC

478675

19.057/100 04

Figura 48 - Cromatograma da 3-(4-fluorfenil-(1-tiofen-2-il)-prop-2-en-1-ona (3k).

Peak#:1 R.Time:19.057(Scan#:1868)
MassPeaks:117

RawMode:Averaged 19.017-19.150(1863-1879)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1- Event 1

Espectro MS
100 11 [e] 2p2
3 =
90 | -
3 S
804 Massa exata: 232,01 F
704
604
3 39
S04
40 203
3 75 121
304
3 136
149
204
E 95 =
1
104 5157 7
' ) |
. S T 1| .‘L h
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260

94

Figura 49 - Espectro de massas da 3-(4-fluorfenil-(1-tiofen-2-il)-prop-2-en-1-ona (3K).
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Infarmzg&o da Amaostra

Apnalizado em S 1042013 21:09:17
Amostra - M38
1D Amostra T Mg
ial # -7
Injection Volume 2 1.00 .
Arguive - G Duruinenils and SelingsiGeraliMeus ducuneniluvsiWaring\DISSERTAC ADMWAS yyd
Meétodo : CIGCMSsoluton\DataiMeétodosiMatode Sintese.gam
Arguiva Tuning D CHGCMSsoluton\System\Tune1V15_05 2012 ggt

Cromatcgrama da Amostra: M38

TIC

292.825

12111000

— T — —TTT——T—7T—— T 77— T
40 100 200 30.0 34.0

min

Figura 50 - Cromatograma da 3-(4-bromofenil-(1-tiofen-2-il)-prop-2-en-1-ona (3l).

Peak#:1 R.Time:22.110(Scan#:2234)
MassPeaks:136
RawMode:Averaged 22.058-22.217(2228-2247)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event 1
Espectro MS

3 \.)’R//\/\\\

904 [N N

100

3 S =
80 Massa exata: 291,96

Br

704
; 213
604

S04

404

304

39

75

0 2IO 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340
mz

Figura 51 - Espectro de massas da 3-(4-bromofenil-(1-tiofen-2-il)-prop-2-en-1-ona

@Al).
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Informagde da Amestra

Analizado em D 94/2013 191938
Amostra : MB35
ID Amostra : M&3
Vial # +10
Injection Volume -1.00 5
Arguivo : CA\Documents &nd Settings\GeraliMeus documentosiMarina\DISSERTAC ACWES.god
Metodo : CAGCMSsolution\Diata\MetodosiMetodo Sintese_gom
Arguive Tuning : CAGCMSsolutien'System\Tune1V15_05_2012.gqgt
Cromatograma da Amiostra: MES
TIC
3,576,324 5
bl
&
8
R
|4
g
3
L B e e e e L e e o B e e i e B
4.0 100 200 300 34.0
min

Figura 52 - Cromatograma da 3-(4-clorofenil-(1-tiofen-2-il)-prop-2-en-1-ona (3m).

Peak#:1 R.Time:19.667(Scan#:1941)
MassPeaks:163

RawMode:Averaged 19.633-19.717(1937-1947)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1- Event1

Espectro MS

100 T 5
: 0

B S oy

X Cl
804 Massa exata: 248,01
704
60 39
248

S04 213

7 75
404
304
204

50

104 63

E 224

] 3 265

1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260

Figura 53 - Espectro de massas da 3-(4-clorofenil-(1-tiofen-2-il)-prop-2-en-1-ona
(3m).



Analisado em
Amaostra

ID Amostra

ial #

Injection Volume
Arquivo

Método

Arguivo Tuning

97

Informagéo da Amostra

D17r4i2013 11:49:41
©ME4

- Ma4

t4

- 1.00

- CAD 1t
: CAGCMSsolution\DataMé todos\M étode Sintsse.qom
- CAGCMSsolution\System\Tune\15_05_2012.qgt

and Settings\GeraliM d

tostMarina\BIS5 ERTAC AOIME4 god

Cromatograma da Amostra: ME4

TiC
G22.377 g
8
]
-

E
T e e
40 100 200 300 34.0

min

Figura 54 - Cromatograma da 3-(4-metilfenil-(1-tiofen-2-il)-prop-2-en-1-ona (3n).

Peak#:1 R.Time:20.415(5can#:2031)

MassPeaks: 106

RawMode:Averaged 20.358-20.533(2024-2045)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1-Event 1

Espectro MS

10

3 0 213

/ |
3 =5
“CH,4

804 Massa exata: 22&,06
704
607 111
504 39

E 227
40
304 o

E 85
204 185

3 & 136
104 51 145 199

3 I 165

E 3 " M bl.l ' Jl, I

bty P v Apiingey Tt
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 2€0

Figura 55 - Espectro de massas da 3-(4-metilfenil-(1-tiofen-2-il)-prop-2-en-1-ona

(3n).
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Informacdo da Amostra

Analisado em 1 3942013 20:17:39
Amostra - MBS
1D Amostra 1 M69
Vial # :5
Injection Volume 2 1.00 .
Arguive : CADgcuments and Settings\GeraliMeus decumentos'Marina\DISSER TACAOW 69.gad
Método 1 CAGCMSsolutinniDataiMétodos\M étodo Sintese_ggm
Arguive Tuning : CAGCMS=olution'Systermi Tunei\15_05_2012 ggt
Cromatograma da Amostra: MBS
TIC
2,011,466 §
2
&
ﬁ
o~
4.0 100 an0 300 4.0
min

Figura 56 - Cromatograma da 3-(3-hidroxiifenil-(1-tiofen-2-il)-prop-2-en-1-ona (30).

Peak#:1 R.Time:22.262(Scan#:2252)
MassPeaks:128
RawMode:Averaged 22 192-22 467(2244.2277)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 -Ewvent1
Espectro MS

100

o
N~ . OH
904 (‘\\/\7\
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- =
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70
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E 65 91
30

104 45

"l A M M i b
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 = 200 220 230 260
miz
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Figura 60 - RMN de *3C da 1,3-difenilprop-2-en-1-ona (3a).
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Figura 62 — RMN de 3C da 1-fenil-3-(4-metoxifenil)prop-2-en-1-ona (3b).
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Figura 63 — RMN de " da 1-fenil-3-(4-metoxifenil)prop-2-en-1-ona (3b).



ppm (th)

o I =4 S M OV OO © ©o
2 98 E8E23ERE3ZE N
= WE 0L rrgg 99 o 99
B S8 T &2 eecs=2 o8 ot
LU
J K?\\U%/ ~
C9 C3 ¢5
c10 C6
c11 co cs E
c10 Cé
8.495
211931
32
251.747 3783
|
I
|
| h |
I I [ I I
200 150 100 50 0

Figura 64 — RMN de 3C da 1-fenil-3(4-fluorfenil)prop-2-en-1-ona (3c).
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Figura 66 — RMN de 13C da 3-(4-bromofenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona (3d).
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Figura 67 — RMN de *H da 3-(4-bromofenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona (3d).
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Figura 68 — RMN de 3C da 3-(4-clorofenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona (3e).
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Figura 69 — RMN de *H da 3-(4-clorofenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona (3e).

104

g g 3 3 B % 2 %
o (=] [=] (=] [=] [=]

II[I\ITlI\[l‘Ifll‘l\lTlIIlllflll‘lllf

o
o

Ilflll



105

z 2 382333255 - -
w O OO M~ OWS o -
=] o — 00N O e — w0 [
2 TE2E4888 5 S e
| L IJJ‘ :
N\ \ "
VL /// _BO
— 50
— 40
| — 30
| -
| | j20
—10
- J i
\u- L L r-.l N 0

ilil[l[l[llil

10
T l T T T T I T T T ‘ T T T T 1 T T T l T
200 150 100 50 0
ppm (F1)
Figura 70 — RMN de 13C da 1-fenil-3(4-metilfenil)prop-2-em-1-ona (3f).
I 55 § |
2 58
200 -
|‘|l
I I ‘\l 100 1000
I A R | Wi W | i
! L
M by 100 -
I\IIIIIIIIlIIWl\[[II[\IIIIII
810 B.00 7.90 7.80 7.70 I~
IDPl'M'J‘TJL . .
g éﬁg# o |5 300 L
& ko ¥ ¥ = &
'“'! 1k irT 200 —500

\ i I~
D "
M o L
|_'_’_|
}3 100 §
T I T |n:| TT 1T I L I T 1T |J1| T TT I
7

7.60 50 740 730  7.20 ]
ppm (f1)
w L5

soe T
T

8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 20
pem (f1)

Figura 71 — RMN de 'H da 1-fenil-3(4-metilfenil)prop-2-em-1-ona (3f).



106

200

28T G ——
GA6 LLL —
S66611 |///

L16'12L /
955" BTL //

N
59e°8Z1 )
BLODEL —=

I
100

80¢ EEL
. o
LI6°GEL —— 7

= \
ovg 1L —

¥BE bl ——

882 /51

£6E°6BL

ppm (f1)

Figura 72 — RMN de *3C da 1-fenil-3(3-hidroxifenil)prop-2-en-1-ona (3g).
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Figura 73 — RMN de 'H da 1-fenil-3(3-hidroxifenil)prop-2-en-1-ona (3g).
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Figura 75 — RMN de 'H da 1-fenil-3-(3-metoxifenil)prop-2-en-1-ona (3h).
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Figura 76 — RMN de 13C da 3-fenil-(1-tiofen-2-il)-prop-2-en-1-ona (3i).
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Figura 77 — RMN de *H da 3-fenil-(1-tiofen-2-il)-prop-2-en-1-ona (3i).
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Figura 79 — RMN de 'H da 3-(4-metoxifenil-(1-tiofen-2-il)-prop-2-en-1-ona (3j).
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Figura 82 — RMN de 3C da 3-(4-bromofenil-(1-tiofen-2-il)-prop-2-en-1-ona (3l).
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Figura 85 — RMN de 'H da 3-(4-clorofenil-(1-tiofen-2-il)-prop-2-en-1-ona (3m).
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Figura 86 — RMN de 13C da 3-(4-metilfenil-(1-tiofen-2-il)-prop-2-en-1-ona (3n).
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Figura 87 — RMN de 'H da 3-(4-metilfenil-(1-tiofen-2-il)-prop-2-en-1-ona (3n).
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Figura 88 — RMN de 3C da 3-(3-hidroxiifenil-(1-tiofen-2-il)-prop-2-en-1-ona (30).
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Figura 89 — RMN de 'H da 3-(3-hidroxiifenil-(1-tiofen-2-il)-prop-2-en-1-ona (30).
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Figura 90 — RMN de 3C da 3-(3-metoxifenil-(1-tiofen-2-il)-prop-2-en-1-ona (3p).

Figura 91 — RMN de *H da 3-(3-metoxifenil-(1-tiofen-2-il)-prop-2-en-1-ona (3p).



