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RESUMO

DUARTE, Gabrielly Diniz. Preparacdo e avaliacdo de atividade antimicrobiana de chalconas
heterociclicas. Jodo Pessoa, 2018. Trabalho de Conclusdo de Curso (Bacharelado em

Biotecnologia) — Centro de Biotecnologia, Universidade Federal da Paraiba, 2018

As chalconas sdo moléculas amplamente encontradas na natureza, possuem
alto valor biolégico com as mais diversas atividades biolégicas relatadas na literatura. Em
plantas, sdo intermediarios obrigatorios da biossintese de flavonoides, sua multiplicidade de
atividades em animais e microrganismos possibilitou o desenvolvimento de diversos estudos
direcionados para a sintese desta classe de compostos. Devido ao surgimento de cepas
multirresistentes, a busca por moléculas com agdo antimicrobiana vem aumentando, este
trabalho contribui para a expansdo do leque de substancias a serem utilizadas em infeccdes
pelos mais diversos microrganismos. Neste trabalho foram preparadas trés chalconas
heterociclicas: (E)-1-(1,3-benzodioxol-5-il)-3-(furan-2-il)prop-2-en-1-ona, (E)-1-(1,3-
benzodioxol-5-il)-3-thiophen-2-ylprop-2-en-1-ona e 1-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-3-(1H-indol-
3-il)prop-2-en-1-ona. Os compostos foram obtidos através da condensacdo da 3,4-
metilenodioxi-acetofenona com os respectivos aldeidos aromaticos em condi¢des reacionais
brandas. As reacOes em solucdes aquosas foram consideradas de melhor performance para
obtencdo dos compostos com elevada pureza, sendo a solubilidade dos reagentes determinante
para obtencéo de bons rendimentos. Nestes casos, a precipitacdo dos produtos permite que sua
purificacdo seja feita em apenas uma etapa de filtracdo. Dos trés compostos sintetizados, o (E)-
1-(1,3-benzodioxol-5-il)-3-(furan-2-il)prop-2-en-1-ona nunca teve sua preparacdo descrita
antes, apesar de ter sua disponibilidade comercial sob encomenda e nenhum dos compostos
sintetizados teve a sua atividade antimicrobiana analisada anteriormente. As chalconas
preparadas foram testadas quanto & sua concentracdo minima inibitoria frente a Candida
albicans e quatro linhagens bacterianas das espécies E. coli (AV12), Enterobacter aerogenes
(AV14), Pseudomonas aeruginosa (TGCO02) e Burkholderia cepacia (RX06). A substancia 1-
(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-3-(1H-indol-3-il)prop-2-en-1-ona foi capaz de inibir o crescimento
da E. coli em concentragBes de até 10° M e a linhagem AV14 se mostrou sensivel ao (E)-1-
(1,3-benzodioxol-5-il)-3-(furan-2-il)prop-2-en-1-ona em todas as concentracgdes testadas neste
trabalho.

Palavras-chave: Sintese de chalconas. Condensacao aldolica. Atividade antimicrobiana.



ABSTRACT

DUARTE, Gabrielly Diniz. Preparation and evaluation of antimicrobial activity of heterocyclic
chalcones. Jodo Pessoa, 2018. Course Completion Work (Biotechnology) — Centro de

Biotecnologia, Universidade Federal da Paraiba, 2018

Chalcones are molecules found in a variety of places in nature. They carry high
biological value with the most diverse effects on animals and plants reported over the years. In
plants it is a mandatory intermediates of the biosynthesis of flavonoids. It’s multiple biological
activitys enabled the development of many studies focused on the synthesis of this class of
compounds. Due to the development of multiresistant strings, the search for compounds with
antimicrobial activity has increased and this work contributes to enhance the possibilities of
treatment in case of infections. In this work were prepared three hetrocyclic chalcones: (E)-1-
(1,3-benzodioxol-5-yl)-3-(furan-2-yl)prop-2-en-1-one, (E)-1-(1,3-benzodioxol-5-yl)-3-
thiophen-2-ylprop-2-en-1-one e 1-(benzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-3-(1H-indol-3-yl)prop-2-en-1-
one. The compounds were obtained by the condensation of 3,4-metilenodioxi-acetofenone with
the respectives aromatic aldehydes in mild conditions. The aqueous reactions were considered
better in terms of yield with high purity of the compounds precipited, the solubility of the
compound in water is crucial to obtain high yields. The precipitation of the products ensures
the purification of these compounds in one single step, filtration. Off of the three compounds
prepared in this work, the (E)-1-(1,3-benzodioxol-5-yl)-3-(furan-2-yl)prop-2-en-1-one have
never had it’s synthesis described before, although it is avaliable as a made-to-order custom
comercial product. All of the tested substances also never had their microbial activity evaluated
before. The prepared chalcones have had their minimum inhibitory concentration tested against
Candida albicans and four bacterial strings: E. coli (AV12), Enterobacter aerogenes (AV14),
Pseudomonas aeruginosa (TGCO02) e Burkholderia cepacia (RX06). The results showed that
the minimum inhibitory concentration of the 1-(benzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-3-(1H-indol-3-
yl)prop-2-en-1-one for the string AV12 is 10® M and for the string AV14 the (E)-1-(1,3-
benzodioxol-5-yl)-3-(furan-2-yl)prop-2-en-1-one was able to inhibit it’s growth in all the

concentrations tested in this work.

Keywords: Chalcone synthesis. Aldol condensation. Antimicrobial activity.
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1. INTRODUCAO

Chalconas (Figura 1) sdo moléculas de grande importancia biolégica encontradas em
diversas espécies de plantas, caracterizadas pela presenca de dois anéis aromaticos unidos por
uma cadeia de trés carbonos com sistema o,B-insaturado a carbonila. Participam da via de
biossintese dos flavonoides como intermediarios derivados do aminodcido fenilalanina
(CHAVAN et al., 2016; ROZMER; PERJESI, 2016).

Figura 1 Representacdo geral de uma chalcona

Fonte: Autor, 2018.

Chalconas naturais sdo encontradas principalmente como pigmentos de pétalas, sendo
também isoladas de casca, cerne, raizes, folhas e frutos de diversas espécies de plantas, como
as dos géneros Angelica, Glycyrrhiza, Piper e Ruscus. Plantas contendo chalconas tém sido
utilizadas na medicina tradicional por muito tempo, a Kava (Piper methysticum) foi utilizada
em regides do Sul do Pacifico como um agente anti-inflamatorio, antioxidante e hepatoprotetor
(NI; MENG; SIKORSKI, 2004; ROZMER; PERJESI, 2016).

A atividade antimicrobiana das chalconas esta relacionada com a sua estrutura, sendo
esta atividade atribuida principalmente a presenca de grupos fendlicos que possuem alta
afinidade por proteinas microbianas, conseguindo assim inibir seu crescimento (AVILA et al.,
2008).

A classe de compostos escolhida para este trabalho possui uma grande multiplicidade de
atividades biologicas, 0 que possibilita ensaios subsequentes de outras naturezas como
citotoxicidade e atividade antileishmania (K. SAHU et al., 2012). A sintese de compostos
bioativos tem sido cada vez mais valorizada pelo alto rendimento das reac6es e possibilidade

de producédo em larga escala, em detrimento do uso de compostos de ocorréncia natural.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Desenvolvimento de farmacos

Atualmente, o processo de desenho de uma rota sintética para um determinado composto
comega com 0 levantamento de possiveis compostos similares e suas atividades descritas na
literatura. As substancias bioativas foram isoladas e identificadas com o uso do conhecimento
quimico de comunidades tradicionais acerca da natureza e de seus efeitos toxicos e também
medicamentosos em animais e humanos, sendo estas tradi¢@es relevantes para a elucidacdo de

diversos compostos naturais até os dias de hoje (VIEGAS JR et al., 2006).

Com o desenvolvimento do método cientifico e expansdo do conhecimento, se fez
possivel identificar o farmacoforo, uma pequena parte da molécula bioativa responsavel por
interagir com receptores especificos e outras moléculas presentes no organismo, sendo este o
nucleo determinante da atividade biolégica do composto (SILVERMAN, 2004). Nos dias
atuais, o desenvolvimento de novas substancias bioativas pode ser auxiliado pela
bioinformatica para identificacdo de regiGes favordveis de interacdo entre duas moléculas,
possibilitando a predi¢do do efeito bioldgico de uma molécula existente e o desenho de uma

estrutura quimica que interaja com determinado alvo biologico.

No desenvolvimento de novas chalconas, muito do que se tem feito, é a utilizacdo de
uma cetona aromatica em diversas reacdes de condensacdo com aldeidos aromaéticos distintos.
Desta forma, é possivel obter grupos diferentes que poderéo ser testados em condicdes similares
para obtencdo de um candidato mais efetivo para o efeito bioldgico esperado (BERTOLDO et
al., 2015).

Chalconas heterociclicas tem tido as mais diversas atividades relatadas na literatura,
sendo a presenca de um grupo furénico ou tiofénico relacionada principalmente com a atividade
anti-inflamatdria destes compostos e a presenca de grupos indélicos com atividade antitumoral
(MATHEW et al., 2014). Os aneis heterociclicos sdo encontrados em mais de 90% dos novos
farmacos desenvolvidos, como captopril, diazepam, metronidazol; e também em produtos

naturais como codeina e atropina (Figura 2) (DUA et al., 2011).
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Figura 2 Representacdo de compostos heterociclicos com atividade bioldgica
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Fonte: Autor, 2018.

2.2 Chalconas

Chalconas sdo moléculas abundantes na natureza, encontradas na maior parte das
plantas comestiveis, que consistem em dois grupos aromaticos ligados por uma cadeia lateral
insaturada de trés carbonos. Por ser um esqueleto carbdnico com diversos hidrogénios
substituiveis, esta estrutura pode sofrer diversas alteracdes que irdo projetar efeitos distintos em
sistemas biol6gicos (RAYEES AHMAD et al., 2016).

A biossintese das chalconas comega com a condensacdo do composto 3 (Figura 3),

derivado da fenilalanina, com trés moléculas de malonil-CoA catalisada pela enzima chalcona
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sintase, formando o intermediario 5, culminando na formacdo da chalcona hidroxilada 6 que
pode ainda ser substrato da enzima chalcona isomerase para formacdo do composto 7 (NI,
MENG; SIKORSKI, 2004).

Figura 3 Rota de biossintese das chalconas
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Fonte: NI; MENG; SIKORSKI, 2004.

A obtencéo de chalconas por sintese pode ser feita por uma condensacéo aldolica entre dois
compostos carbonilados (cetonas e/ou aldeidos) catalisada por base ou &cido, que em contato
com um composto carbonilado, forma um enolato que realiza um ataque nucleofilico ao

carbono carbonilico da outra molécula, formando um B-hidroxialdeido ou B-hidroxicetona

(BRUICE, 2006).

Muitas outras reacdes podem ser empregadas na formacao de chalconas por sintese, como
a reacdo de acoplamento de Heck, utilizando paladio como catalisador da reacdo; reacfes de
acoplamento entre um benzaldeido e fenilacetileno na presenca de acido bdrico e liquidos
ibnicos, assim como rea¢des em um Unico passo que utilizam fenilmetanol na presenca de

trioxido de cromo.

Outras variagcOes dessa reacdo podem ser feitas: como o uso de nitrato de litio como
catalisador (SEBTI et al., 2002) e até um excesso de KOH na reacdo de 50 equivalentes
(VOGEL et al., 2008). O uso de piperidina e outras aminas como catalisadores também pode
ser observado na literatura (KUMAR et al., 2010) e foi uma das técnicas utilizadas neste
trabalho para a preparacdo da chalcona indélica GA-03.
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A preparacdo de chalconas heterociclicas tem a finalidade de diversificar ainda mais
esta classe de compostos e desta forma obter compostos cada vez mais eficientes em suas
atividades biologicas. A presenca de um nucleo tiofénico vem mostrando aumentar ainda mais
0 espectro de agdo das chalconas (KUMAR et al., 2013).

As chalconas além de apresentarem atividades biolégicas na sua forma primaria, ainda
posem ser utilizadas como reagentes para adi¢cdo de mais grupos funcionais (Figura 4), através
do ndcleo da instauragdo com a carbonila presente na cadeia lateral, para criacdo de compostos
ainda mais substituidos e volumosos com a presenca de mais heteroatomos que podem
aumentar seu efeito em sistemas biol6gicos (MOHAMED et al., 2009).

Figura 4 Reagdes com chalconas
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Fonte: Mohamed et al., 2009.



18

2.3 Agentes antimicrobianos

Dentre a diversidade estrutural dos agentes antimicrobianos, tem crescido o interesse
em metabdlitos secundarios de plantas como flavonoides, alcaloides e terpenoides que
demonstram atividade antimicrobiana in vitro (COWAN, 1999; RIOS; RECIO, 2005).

Diversas chalconas naturais foram isoladas e identificadas para atividade
antimicrobiana, algumas delas estdo ilustradas na Figura 5 a seguir. Os efeitos antibacterianos
destas moléculas tém sido atribuidos a habilidade dos compostos a,B-insaturados de se ligarem

covalentemente a enzimas microbianas de forma irreversivel (ROZMER; PERJESI, 2016).

Figura 5 Chalconas naturais com atividade antimicrobiana
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Fonte: Autor, 2018.

A natureza é uma grande fonte de diversidade para o desenvolvimento de novos agentes
antimicrobianos. Entretanto, ha limitacdo frente a quantidade obtida desses compostos, uma vez
que metabdlitos secundarios sdo produzidos através de estimulos locais, em situacGes de
estresse ou desregulacdo metabolica, em pequenas quantidades (AKULA; RAVISHANKAR,
2011).

Desta forma, uma alternativa para obtencdo de compostos antimicrobianos é a sintese
guiada para obtencdo de compostos idénticos ou com certa similaridade aos de produtos
naturais, evitando assim a escassez in vivo da molécula e até reduzindo seu custo no mercado
(UMESHA; BASAVARAJU, 2014).
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A busca por novos agentes antimicrobianos tem recebido bastante atencdo dos
pesquisadores, devido ao aumento da ocorréncia de microrganismos com resisténcia a
antibioticos comuns. Com isso, 0 numero de pacientes hospitalizados infectados com
microrganismos resistentes tambeém tem aumentado. Isso deixa os medicos e profissionais da
salide com opg¢des mais restritas de tratamento para esses pacientes, aumentando assim o risco
de morte dos mesmos (NORRBY; NORD; FINCH, 2005).

A resisténcia a antibioticos € consequéncia de mutacdes genéticas e alteracdes na
expressdo génica de microrganismos que podem ser diferentes para cada espécie, através do
que foi denominado de riboswitches, que sdo moléculas de RNA néo codificantes que agem
como receptores para metabdlitos especificos capazes de controlar a expressdo génica de um
organismo (DAR et al., 2016).

Uma das causas da ocorréncia de cepas multirresistentes € o uso indiscriminado de
antibidticos sem prescricao médica (BARBOSA; LEVY, 2000). Estima-se que a velocidade
com que estas resisténcias estdo aparecendo na natureza € superior a capacidade das industrias
farmacéuticas de encontrar e produzir novos agentes antimicrobianos capazes de interromper o

crescimento destes microrganismos (MOTA et al., 2005).

Desta forma, este trabalho vem a acrescentar na literatura métodos que podem ser
utilizados para a preparacdo de compostos com atividade antimicrobiana desejavel a fim de

expandir o conhecimento sobre a atividade de chalconas frente a determinados microrganismos.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Preparar e purificar chalconas heterociclicas derivadas da 3,4-metilenodioxi-

acetofenona e avaliar a atividade antimicrobiana dos compostos preparados

3.2 Objetivos especificos

Sintetizar os compostos: (E)-1-(1,3-benzodioxol-5-il)-3-(furan-2-il)prop-2-en-1-ona,
(E)-1-(1,3-benzodioxol-5-il)-3-thiophen-2-ilprop-2-en-1-ona e 1-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-3-
(1H-indol-3-il)prop-2-en-1-ona.

Identificar os compostos sintetizados através de analise por Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN)

Avaliar atividade antimicrobiana das chalconas heterociclicas frente a Candida
albicans, E. coli (AV12), Enterobacter aerogenes (AV14), Pseudomonas aeruginosa (TGC02)
e Burkholderia cepacia (RX06) através do teste de concentragcdo minima inibitéria

Figura 6 Moléculas preparadas

{D)‘im

"0 O

GA-01 GA-02 GA-03

Fonte: Autor.
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4. METODOLOGIA

4.1 Preparacao e purificacdo das chalconas

Os reagentes utilizados foram de grau analitico, ndo havendo a necessidade de purificacdo
prévia. As solugdes aquosas foram feitas utilizando agua destilada. A 3,4-metilenodioxi-
acetofenona foi adquirida da Sigma-Aldrich (Estados Unidos), assim como o 2-
tiofenocarboxaldeido, o hidréxido de sodio e o furfural. O 3-indolcarboxaldeido foi adquirido
da Alfa Aesar (Estados Unidos) e os solventes organicos utilizados foram obtidos na Dindmica
(Brasil).

O agitador magnético utilizado foi obtido da Fisatom modelo 752A e a lampada ultravioleta
da marca OSRAM PURITEC (HNS 6W G5) de comprimento de onda de 254 nm. Os espectros
de RMN obtidos foram analisados no software MestReNova versao teste (MestreLab Research
S.L.) e as estruturas quimicas desenhadas no software ChemDraw Ultra 12.0 versdo teste

(CambridgeSoft Corporation).

4.1.1 Reacdo I: Preparacédo do GA-01

Equacdo 1 Equacdo geral da reacéo |

)\\Q NaOH 0 =
<0 EtOH < W,
H,0 o

Fonte: Autor, 2018.
Para preparagdo do primeiro composto, foram adicionados 3 mmol de 3,4-

metilenodioxi-acetofenona, 3 mmol de 2-tiofenocarboxaldeido, 6 mMol de hidroxido de sodio
em 15 mL de etanol e 30 mL de agua destilada em um ernlenmeyer. A reacdo foi mantida a
temperatura ambiente sob agitacdo magnética por 4 horas, quando foi observada formacéo de
solido na reagdo (Figura 7) e a reacdo foi interrompida ao observar o consumo total da

acetofenona ou do aldeido tiofénico por CCDA.
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Figura 7 Reacdo | apds 4 horas

Fonte: Autor, 2018.

Uma vez encerrada, a reagédo foi entdo mantida a 4 °C overnight e filtrada a vacuo para
recuperacdo do precipitado que foi seco em dessecador com agente dessecante NaOH por 18
horas. Nesta reacdo foram obtidos 665 mg do produto precipitado, caracterizando um
rendimento de 85,8%.

4.1.2 Reacdo I1: preparagao do GA-02

Equacédo 2 Equagdo geral da reacéo 1l

)\\(J NaOH
EtOH

H,O

Fonte: Autor, 2018.

O segundo composto foi preparado em condicGes similares as do GA-01, descritas a
seguir. Em um erlenmeyer foram adicionados 3 mmol de 3,4-metilenodioxi-acetofenona, 3
mmol de furfural e 1,5 mL de uma solucédo estoque 0,4 M de hidréxido de sdédio em 15 mL de
etanol e 30 mL de agua destilada como solventes. A reacdo foi mantida a temperatura ambiente

sob agitacdo magnética por 4 horas (Figura 8) e mantida sob refrigeracdo a 4 °C overnight. O
precipitado foi filtrado a vacuo com papel de filtro e seco em dessecador por 2 dias.
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Figura 8 Reacdo Il apds 4 horas

Fonte: Autor, 2018.

Nesta reagdo foram recuperados 491mg do composto precipitado, caracterizando um
rendimento de 67,6%. O precipitado foi depois considerado ainda impuro por analise por RMN,
logo uma etapa de purificacdo se fez necessaria por CCDP com sistema de eluicdo composto

por acetato de etila e hexano (3:7). O composto ja purificado foi novamente analisado por RMN.

4.1.3 Reacdo I11: Preparacao do GA-03

Equacdo 3 Equacéo geral da reagéo Il

e >
oo Y e

Fonte: Autor, 2018.
Para preparar o terceiro composto, foram adicionados 3 mMol de 3,4-metilenodioxi-

acetofenona, 3 mMol de 3-indolcarboxaldeido, 6 mMol de pirrolidina e 5mL de etanol em um
baldo de reacdo. A reacdo foi mantida a temperatura ambiente sob agitacdo magnética por 24

horas, quando foi possivel observar a formacdo do produto desejado por CCDA.

O produto foi purificado via CCDP utilizando placas de vidro e sistema de elui¢do
acetato de etila e hexano (3:7). A separacdo da amostra foi observada sob luz UV e o produto
obtido foi extraido com 50 mL de cloroférmio por trés vezes. O solvente organico adicionado

foi totalmente eliminado em rotaevaporador e 0 composto encaminhado para analise por RMN.
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4.2 Reveladores cromatograficos
O revelador DNP (2,4-dinitrofenilhidrazina) utilizado para identificar aldeidos e cetonas,
foi preparado de acordo com instrugbes de Wagner e Bladt, 2001. Ao mergulhar a placa na

solucéo reveladora, observa-se pontos laranjas em fundo branco para revelagéo positiva.

O revelador permanganato de potassio (KMnQj) é utilizado para identificar alcoois e
substancias insaturadas. Sua preparacao foi feita de acordo com instrugdes de Wagner e Bladt,
2001. A revelacdo com permanganato de potassio € caracterizada pela aparicdo de pontos

amarelos em fundo roxo.

4.3 Avaliacéo da atividade antimicrobiana

As culturas de microrganismos utilizadas neste trabalho foram cedidas da cole¢do de
culturas do Laboratério de Microbiologia Ambiental (LAMA) pelo Prof. Dr. Ulrich
Vasconcelos. Os cinco microrganismos testados neste trabalho: Burkholderia cepacia (RX06),
Candida albicans, Pseudomonas aeruginosa (TGCO02), Escherichia coli (AV12) e
Enterobacter aerogenes (AV14) foram isolados de embalagem de condicionador de cabelo
(RX06), solo de posto de gasolina (TGCO02) e pia de saldo de beleza (AV12 e AV14).

4.3.1 Teste de concentracao inibitoria minima

Os microrganismos foram repicados da colecdo de culturas do Laboratorio de
Microbiologia Ambiental (Centro de Biotecnologia/UFPB) em placas de Petri com meio agar
nutriente e mantidos em estufa BOD a 30°C por 24 horas para obtencdo de culturas recentes
que foram suspendidas em solucao estéril de NaCl (p/v 0,9%) e padronizadas de acordo com o

tubo n° 1 da escala nefelométrica de MacFarland (aproximadamente 3x108 UFC/mL).

Apos o preparo da suspensdo de microrganismos, foram adicionados 225 pL de caldo
nutriente estéril em cada poco das duas placas de 96 pogos (Figura 9). O caldo nutriente foi
preparado nas seguintes concentrac@es: 1 g/L de extrato de carne. 2 g/L de extrato de levedura,

5 g/L de peptona e 5¢/L de NaCl em &gua destilada.

A inoculagé@o dos microrganismos se deu pela adi¢do de 25 pL da suspenséo preparada
em cada pogo. A organizagéo das placas foi feita de forma que cada linhagem ocupasse todos

0s pocos de trés linhas para o teste dos trés compostos preparados.

As substancias-teste foram solubilizadas em DMSO numa concentragio de 10x10°3M e
foram retirados desta solucdo 25 pL que posteriormente foram inseridos na segunda coluna de

cada linha das microplacas. A primeira coluna de todas as linhas ndo recebeu nenhuma droga,
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sendo assim o controle negativo. A segunda coluna recebeu a maior concentragdo das drogas,
o0 contetdo deste poco foi homogeneizado e retirado 25 pL que foram transferidos ao poco a
direita. Este procedimento de diluicdo seriada foi repetido até a décima coluna, onde os 25 pL
retirados foram descartados. Desta forma, a concentragdo da substancia teste variou de 102 M
a 10 M ao longo da microplaca.

A coluna 11 recebeu 25 L de antibiotico padrdo (amoxicilina (0,2 M) para bactérias e
nistatina (0,03 M) para fungos) e a décima segunda coluna foram adicionados 25 pL. de DMSO
para avaliar a sensibilidade das culturas ao solvente utilizado. A ultima linha da segunda
microplaca continha apenas o caldo nutriente, sendo assim um indicativo da assepsia do

experimento.

Figura 9 Microplacas prontas para incubacdo

Legenda: A: amoxicilina, B: branco, D: DMSO, I: GA-03, N: nistatina, T: GA-01, U: GA-02.
Fonte: Autor.

As microplacas foram mantidas em estufa BOD a 30 °C por 48 horas, sendo observadas a
cada 24 horas. ApGs a primeira incubagdo de 48 horas, foram retirados 25 pL de cada poco e
colocados em uma nova placa contendo 225 pL de caldo nutriente em cada pogo que foi

incubada novamente em estufa BOD por 24 horas a 30 °C.
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Apds incubacéo por 24 horas, as microplacas foram observadas e tiveram a turbidez dos
pocos comparadas para obtencdo dos dados de concentracdo inibitéria minima das substancias-

teste. As concentracdes foram expressas em molar.

O valor da concentracao inibitéria minima desejavel no combate a infec¢des varia de acordo
com o microrganismo contra o qual o agente antimicrobiano € colocado. De forma geral, 0s
valores podem variar de 10 pug/L a 2 mg/L (ANDREWS, 2001).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Composto GA-01

O composto obtido da reacdo | foi anteriormente sintetizado em condicdes similares
(BERTOLDO et al., 2015) mas, de acordo com a revisdo de literatura feita, ndo foram
encontrados trabalhos publicados da sua atividade antimicrobiana. O GA-01 (Figura 10)
purificado € um solido amorfo de coloracdo amarelada (Figura 11) soluvel em etanol,

cloroférmio e outros solventes organicos e pouco solivel em agua.

Figura 10 Estrutura do composto (E)-1-(1,3-benzodioxol-5-il)-3-tiofen-2-ilprop-2-en-1-ona

Fonte: Autor, 2018.

Figura 11 Produto GA-01 purificado

Fonte: Autor, 2018.

Areacdo | foi interrompida ao se observar por CCDA o consumo total dos reagentes (Figura

12) e apesar de Rfs muito similares, a revelacdo com DNP corou os reagentes, mas ndo a reacao;
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a revelacdo com permanganato de potassio mostrou manchas amarelas nos pontos de aplicacdo
do precipitado solubilizado em cloroférmio, da reagdo e do aldeido, mas ndo revelou a
acetofenona. A partir disto, conclui-se que o produto formado na reacao € de fato diferente dos

reagentes utilizados e a reacdo por ndo ter mais indicios de nenhum dos reagentes, foi concluida.

Figura 12 CCDA sob luz UV, revelagcdo com DNP e KMnO4

Legenda: Acf: acetofenona, R: sobrenadante, Ta: tiofenocarboxaldeido, P: precipitado.
Fonte: Autor, 2018.

Os trabalhos publicados acerca do GA-01 relatam testes de inibicdo da proteina FP-2 de
Plasmodium falciparum (BERTOLDO et al., 2015), modelagem molecular em busca de um
inibidor para a enzima cruzaina de Trypanossoma cruzi (VITAL; ARRIBAS; TROSSINI,
2014), testes in silico contra a proteina prion PrP (FERREIRA et al., 2014) e também atividade
antituberculose (CHIARADIA et al., 2012), ndo apresentando resultados satisfatorios de

inibicdo nestes casos.

5.1.1 Mecanismo reacional

As duas primeiras reacdes ocorrem por condensacdo aldolica (Figura 13) entre dois
compostos carbonilados (cetonas e/ou aldeidos) catalisada por base, que em contato com um
composto carbonilado, forma um enolato que realiza um ataque nucleofilico ao carbono

carbonilico da outra molécula, formando um B-hidroxialdeido ou B-hidroxicetona.

O composto B-hidroxicarbonilico pode ainda sofrer desidratacdo e formar a instauracéo
entre os carbonos a e 3, como ¢ demonstrado na Figura 4. Em meio basico, o carbono alfa da
cetona é desprotonado, formando um carbanion que ataca o carbono carbonilico do aldeido em
um ataque nucleofilico, formando um alcoxido intermediario que é protonado. Outro
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hidrogénio alfa é entdo atacado pela base, formando uma carga negativa sobre o carbono alfa a
carbonila, que é estabilizada por ressonancia, culminando na eliminacdo da hidroxila e

formacéo da chalcona.

Figura 13 Mecanismo de reacédo por adicao alddlica
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Fonte: Autor, 2018.

5.1.2 Dados espectrais
(E)-1-(1,3-benzodioxol-5-il)-3-tiofen-2-ilprop-2-en-1-ona: *H NMR (400 MHz, CDCI3) § 7,92
(d, J = 15,3 Hz, 1H), 7,62 (dd, J = 8,2, 1,7 Hz, 1H), 7,51 (d, J = 1,7 Hz, 1H), 7,40 (d, J = 5,1
Hz, 1H), 7,34 (d, J = 3,6 Hz, 1H), 7,28 (d, J = 15,2 Hz, 1H), 7,08 (dd, J = 5,1, 3,6 Hz, 1H), 6,89
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(d, J = 8,2 Hz, 1H), 6,05 (s, 2H). ¥*C NMR (101 MHz, CDCI3) & 187,73, 151,80, 148,40,
140,59, 136,78, 133,00, 131,97, 128,68, 128,43, 124,68, 120,57, 108,46, 108,03, 101,98.
A andlise foi feita em 400 MHz, utilizando CDCl3; como solvente. Para confirmacéo da

formacéo do produto, foram utilizados os dados publicados por Borchhardt e colaboradores em

2010 como referéncia para comparacao dos espectros obtidos (Tabela 1).

Tabela 1 Comparacdo dos dados espectrais obtidos

Posicao 8-'H (ppm) 400 Hz Borchhardt et al. 2010 (ppm)

a 7,28 (d, 3J =15,2 Hz, 1H) 7,29 (d, 3 = 16,0 Hz, 1H)

p 7,92 (d, 3J =15,3 Hz, 1H) 7,93 (d, 3J =16,0 Hz, 1H)

3 7,40 (d, 3J=5,1 Hz, 1H) 7,41 (d, 33 = 4,0, 1H)

4 7,08 (dd, 33 =5,1; 3,6 Hz, 1H) 7,09 (d, 2J = 8,0 Hz, 1H)

5 7,34 (d, 3J = 3,6 Hz, 1H) 7,35 (d, 3J = 4,0 Hz, 1H)

2 7,51 (d, 33 = 1,7 Hz, 1H) 7.52 (s, 1H)

5 6,89(d,%J=82Hz,1H) 6,90 (d,3J =4,0 Hz, 1H)

6 7,62 (dd,3J=8,2; 1,7, 1H) 7,63 (d, 3J=8,0 Hz, 1H)
0-C-0 6,05 (s, 2H) 6,07 (s, 2H)

Fonte: Autor, 2018.

O espectro de 'H (Figura 14) foi bem conclusivo na confirmacido da formagdo do
composto esperado através do dubleto 7,28 ppm com constante de acoplamento (3J) de 15,2 Hz
com integral para um hidrogénio, sendo este o hidrogénio na posi¢ao a a carbonila. O dubleto
em 7,92 com 3J= 15,3 Hz e integral para um hidrogénio foi identificado como o hidrogénio B,
caracterizando assim a formagao de um composto a, -insaturado com configuracéo E, formado
na ultima etapa de preparacdo de chalconas. Além disso, pode-se observar um singleto
caracteristico dos hidrogénios do grupo metilenodioxi da acetofenona utilizada em 6,05 ppm
que integra para dois hidrogénios. O anel tiofénico foi identificado atraves do duplo dubleto em
7,08 (3J= 5,1 e 3,6) integrando para um hidrogénio presente na posi¢do 4 que esta acoplando
com os hidrogénios 3 e 5 que aparecem como dubletos em 7,40 (3J=5,1 Hz, 1H) e 7,34 (}J =
3,6 Hz, 1H), respectivamente. O espectro completo deste composto pode ser consultado no
Anexo A deste trabalho e as devidas expansdes podem ser vista a seguir na Figura 14, bem

como nos anexos B e C deste trabalho.
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o

o GA-01, expansao de 6,0 a 8,0 ppm

o™~

Figura 14 Espectro RMN !
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Fonte: Autor, 2018.

No espectro de RMN de *C foi possivel visualizar a carbonila préxima ao grupo da
acetofenona em 187,73 e os carbonos da insaturagdo em 124,68 ppm (carbono o) ¢ 136,78 ppm
(carbono B). O carbono quaternario na posi¢ao 4’ foi observado em 151,80 ppm e o da posi¢ao
1 do anel tiofénico foi observado em 151,80 ppm. O carbono do grupo metilenodioxi da
acetofenona foi identificado em 101,98. O espectro completo pode ser observado no Anexo D

deste trabalho.

Através da comparagdo com artigos ja publicados desta mesma substancia, observa-se
gue os picos observados estdo muito similares aos descritos por outros autores (Tabela 2). Desta
forma, a estrutura proposta para o composto GA-01 foi confirmada. Nos espectros obtidos
pode-se observar a pureza do produto precipitado e a resolucdo do espectro, uma vez que 0sS
picos observados estdo relacionados com a estrutura proposta e ndo ha indicios de grandes

impurezas.
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Tabela 2 Comparagio dos dados espectrais de *C do GA-01

Posicdo 3-1C (ppm) 101 MHz  Borchhardt et al. 2010 (ppm)
o 124,68 | 124,81
B 136,78 132,13
0=C 187,73 | 187,87
1 140,59 140,72
3 136,78 | 136,94
4 128,68 128,54
5 128,43 | 128,79
1 133,00 133,12
2 108,03 | 108,16
3 148,40 148,52
4 151,80 | 151,93
5 108,46 108,59
6 120,57 | 120,68
0-C-0 101,98 102,09

Fonte: Autor, 2018.

5.2 Composto GA-02

O composto GA-02 (Figura 15) ndo teve sua sintese publicada na literatura e também
néo foi feito nenhum tipo de ensaio bioldgico com o mesmo. Desta forma, esta é a primeira vez
em que a preparacdo deste composto é descrita, apesar de laboratorios particulares aceitarem
encomendas para sua sintese a um preco de USD 500,00 por grama. O produto purificado
(Figura 16) é um sélido amorfo levemente amarelado soltvel em cloroférmio e acetato de etila

e pouco solvel em agua.

Figura 15 Estrutura da (E)-1-(1,3-benzodioxol-5-il)-3-(furan-2-il)prop-2-en-1-ona

Fonte: Autor, 2018.
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Figura 16 Composto GA-02 purificado

Fonte: Autor, 2018.

A CCDA da reacdo Il (Figura 17) mostrou que o sobrenadante ndo possuia mais a
acetofenona e que o precipitado soltvel em cloroférmio, outra vez possuia um Rf similar a
acetofenona. Entretanto, a revelacdo com permanganato de potassio mostrou pontos amarelos
na aplicacéo do precipitado e ndo revelou a acetofenona, mostrando assim que o produto, apesar
de possuir um RF similar ao de um dos reagentes, ndo se trata do mesmo composto. A
purificacdo subsequente se deu por CCDP com fase movel composta por acetato de etila e

hexano numa proporc¢éo de 3:7 e fase estacionaria de silica em placas de vidro.

Figura 17 CCDA sob luz UV e revelacdo com KMnO4

Legenda: Acf: acetofenona, R: sobrenadante e P: precipitado.
Fonte: Autor, 2018.
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5.2.1 Dados espectrais

(E)-1-(1,3-benzodioxol-5-il)-3-(furan-2-il)prop-2-en-1-ona: *H NMR (400 MHz, CDCls) §
7,66 (dd, J =8,2, 1,7 Hz, 1H), 7,57 (d, J = 15,3 Hz, 1H), 7,55 (dd, J = 8,2, 1,8 Hz, 1H), 7,52
(dd, J=1,8,0,7 Hz, 1H), 7,41 (d, J = 15,3 Hz, 1H), 6,89 (dd, J = 8,1, 0,3 Hz, 1H), 6,70 (ddd, J
=34, 1,1, 0,5 Hz, 1H), 6,51 (dd, J = 3,4, 1,8 Hz, 1H), 6,06 (s, 2H). *C NMR (101 MHz,
CDCI3) & 187,71, 151,83, 148,38, 148,29, 144,86, 133,01, 130,28, 124,69, 119,10, 116,03,
112,70, 108,36, 107,93, 101,91.

Para analise do espectro feito em 400 MHz utilizando CDCIs como solvente, foram
levados em consideragdo 0os compostos previamente preparados neste trabalho como referéncia
base para a identificagdo deste composto, uma vez que 0 mesmo nhunca teve sua sintese
publicada anteriormente na literatura revisada e possui certa similaridade com os demais

compostos.

O espectro *H (Figura 18) revelou um singleto ja esperado na posi¢do 6,06 ppm com
integracdo para dois hidrogénios, referente ao grupo metilenodioxi da cetona utilizada; e dois
dubletos referentes aos hidrogénios alfa e beta em 7,41 e 7,57 ppm, respectivamente, com
constante de acoplamento (3J) de 15,3 Hz e integracdo para um hidrogénio cada. O hidrogénio
da posicio 4 foi observado em 6,51 ppm como um duplo dubleto com 3J=3,4¢e 1,8 Hz e o
hidrogénio da posi¢do 3 do anel furénico foi identificado pela presenga de um duplo dubleto
em 7,55 ppm (3J= 8,2, 1,8 Hz, 1H). O anel aromético da acetofenona foi identificado por um
duplo dubleto referente ao hidrogénio na posi¢do 2° em 7,52 ppm com constante de
acoplamento de 1,8 e 0,7 Hz e integracdo para um hidrogénio. O espectro completo pode ser
consultado no Anexo E deste trabalho e as devidas expansdes podem ser consultadas a seguir
na Figura 18 e nos anexos F e G deste trabalho.
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Ao observar o espectro de prétons, podemos inferir que o composto obtido se trata de
uma mistura do produto GA-02 e um dos reagentes, a 3,4-metilenodioxi-acetofenona. Uma vez
que um singleto em 6,05 ppm presente nesta molécula, assim como os hidrogénios do grupo

metil podem ser observados no espectro obtido.

No espectro de RMN de 3C foi possivel identificar o carbono quaternario do anel
furanico na posicdo 1 em 148,38 ppm e a carbonila da cadeia lateral em 187,71 ppm. O carbono
metilenodioxi foi observado em 101,91 ppm e o carbono quaternario 1’ do anel cetofendnico
foi identificado em 133,01 ppm. Além destes, os carbonos alfa e beta da cadeia lateral da
chalcona foram observados em 130,28 e 119,10 ppm, respectivamente. O espectro completo
pode ser consultado no anexo H deste trabalho.

Os valores encontrados estdo de acordo com o que ja foi observado em estruturas
similares a estrutura proposta desta chalcona (Tabela 3). Através da analise do espectro, foram
identificadas impurezas ainda presentes mesmo na amostra obtida por CCDP, desta forma, o
produto foi considerado de dificil purificacdo e o precipitado inicial continha ainda certa

quantidade da cetona utilizada na reacéo.
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Tabela 3 Atribuicéo das posicdes aos picos observados no espectro de RMN GA-02

Posicao 'H 400 Hz CDCls (ppm) 13C 101 MHz CDCIs (ppm)
C=0 187,71
a 7,41 (d, 3J=15,3 Hz; 1H) 130,28
B 7,57 (d, 3J=15,3 Hz; 1H) 119,10
1 148,38
3 7,55 (dd, 3J= 8,2, 1,8 Hz; 1H) 144,86
4 6,51 (dd, 3J= 3,4, 1,8 Hz; 1H) 112,70
5 6,70 (ddd, J=3,4, 1,1, 0,5 Hz; 1H) 116,03
1 133,01
2 7,52 (dd, 3J=1,8, 0,7 Hz; 1H) 107,93
3 148,23
4 151,83
5’ 6,89 (dd, 3J= 8,1, 0,3 Hz; 1H) 108,36
6’ 7,66 (dd, 3J= 8,2, 1,7 Hz; 1H) 124,69
O-CH2-O 6,06 (s, 2H) 101,91

Fonte: Autor, 2018.

5.3 Composto GA-03

O GA-03 (Figura 19) foi sintetizado por Kumar e colaboradores em 2010 sob condig¢Ges
similares as realizadas neste trabalho, mas também n&o teve sua atividade antimicrobiana
avaliada neste trabalho. Os autores focaram na potencial atividade antitumoral deste e outros
compostos descritos no trabalho. Outras publicacbes de sintese e atividade bioldgica deste
composto ndo foram encontradas. A quantidade purificada do composto foi pequena, mas

obteve-se um pd amarelado apds eliminar os solventes em rotaevaporador.

Figura 19 Estrutura do 1-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-3-(1H-indol-3-il)prop-2-en-1-ona

Fonte: Autor, 2018.

Através da CCDA da reacdo Il (Figura 20), sob luz UV, pode-se observar que os reagentes
ndo foram totalmente consumidos e também a aparicdo de uma mancha amarela com RF

distinto dos reagentes utilizados que foi isolada por CCDP (Figura 21) para analise por RMN.
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Figura 20 CCDA sob luz UV da reago Il1

Legenda: Acf: 3,4-metilenodioxi-acetofenona, R: Reacéo e I: 3-indolcarboxaldeido. Indica¢do da formagédo do
produto.

Fonte: Autor, 2018.

Figura 21 CCDP da reacéo Il sob luz UV

Fonte: Autor, 2018.

A reacdo Il além de ndo fornecer a precipitacdo do produto, mesmo com um tempo
longo de reagdo, ndo foi observado o consumo total de nenhum dos reagentes utilizados,
reduzindo assim o seu rendimento consideravelmente em relacdo as outras reacdes. O motivo
pelo qual esta reacédo foi feita em solucdo organica e ndo aquosa foi pela baixa afinidade do
aldeido inddlico pela agua que, quando usada como solvente da reacdo, ndo solubilizou o 3-
indolcarboxaldeido (Figura 22), mesmo com o aumento da propor¢do do solvente organico.

Desta forma, observa-se que a presencga de uma solugdo aquosa é de suma importancia para a
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precipitacdo da chalcona final e também que reagentes mais polares terdo um melhor

rendimento neste tipo de reacao.

Figura 22 3-indolcarboxaldeido em solucéo aquosa

Fonte: Autor, 2018.

5.3.1 Mecanismo de reacao

A reagdo de formagdo de chalconas na presenga de uma amina secundaria como
catalisador, apresenta a formacao de uma enamina como intermediario da reacédo, responsavel
pelo ataque nucleofilico ao carbono carbonilico do aldeido aromatico. Apos a condensacéo, o
alcéxido formado € entdo protonado e a amina é removida, reestabelecendo a carbonila. A etapa
final da reacdo consiste na desidratacdo da molécula e formagéo da instauracdo nas posicoes

alfa e beta a carbonila.



Figura 23 Mecanismo da reagdo catalisada por pirrolidina
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5.3.2 Dados espectrais

1-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-3-(1H-indol-3-il)prop-2-en-1-ona: *H NMR (400 MHz, CDCls3) §
8,83 (s, 1H), 8,10 (d, J = 15,5 Hz, 1H), 8,01 (m, 1H), 7,70 (dd, J = 8,2, 1,7 Hz, 1H), 7,59 (d, J
= 2,8 Hz, 1H), 7,58 (s, 1H), 7,56 (d, J = 15,4 Hz, 1H), 7,45 (m, 1H), 7,32 — 7,29 (m, 2H), 6,92
(d, J = 8,1 Hz, 1H), 6,07 (s, 2H). *C NMR (101 MHz, CDCI3) & 188,97, 138,59, 137,41,
130,34, 125,51, 124,40, 123,63, 121,85, 120,82, 117,57, 114,65, 112,13, 108,58, 108,08,
101,90.

Por ter sido anteriormente sintetizado e publicado por Kumar e colaboradores (2010),
foi feita uma comparacédo do espectro de prétons obtido com o ja relatado na literatura (Tabela
4). A andlise foi feita em 400 MHz, utilizando cloroférmio deuterado como solvente do

composto.
Tabela 4 Comparacdo dos dados espectrais de GA-03 e atribuicdo da posi¢do dos hidrogénios

Posicdo 'H 400 MHz, CDCls (ppm)  H 400 MHz, CDCls Kumar et al., 2010

a 7,56 (d, 3J = 15,4 Hz, 1H), 7,53 (d, 1H, 3] = 15,84 Hz, Ha),
B 8,10 (d, 3] = 15,5 Hz, 1H) 8,08 (d, 1H, 3J = 15,40 Hz, Hb)
5 7,58 (s, 1H) 7,96-7,98 (M, 1H, Ar-H),
6 8,01 (m, 1H), 7,66-7,70 (M, 2H, Ar-H)
7 7,32 -7,29 (m, 2H) 7,24-7,28 (m, 2H, ArH)
8 7,45 (m, 1H) 7,66-7,70 (M, 2H, Ar-H)
9 7,32 -7,29 (m, 2H) 7,24-7,28 (M, 2H, ArH)
2’ 7.59 (d, 3J = 2,8 Hz, 1H) 748 (d, 2H, 3] = 9,52 Hz, Ar-H)
5 6,92 (d, 3J = 8,1 Hz, 1H) 6,93 (d, 1H, 3J = 8,12 Hz, Ar-H)
6’ 7,70 (dd, °J = 8,2, 1,7 Hz, 1H) 7,48 (d, 2H, 3] = 9,52 Hz, Ar-H)
N-H 8,83 (s, 1H) 11,24 (s, 1H, NH)
O-CH2-O 6,07 (s, 2H) 6,08 (s, 2H, CH2)

Fonte: Autor, 2018.

O espectro de RMN de H (Figura 24) revelou um dubleto em 8,10 ppm com constante
de acoplamento de 15,5 Hz integrando para um hidrogénio e outro dubleto em 7,56 ppm com
constante de acoplamento de 15,4 Hz também com integracdo para um hidrogénio,
correspondentes aos hidrogénios P e a da insaturacdo da chalcona. Ainda pode-se observar um
singleto em 6,07 ppm com integracdo para dois hidrogénios referente ao grupo metilenodioxi
da acetofenona presente na molécula. Estes valores além de coerentes com o observado na
literatura, também sdo esperados quando comparados aos outros compostos sintetizados. O
espectro completo pode ser consultado no Anexo | deste trabalho e as expansdes podem ser

vistas a seguir na Figura 20 e nos anexos J e K deste trabalho.
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Figura 24 Espectro de RMN 'H d
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Fonte: Autor, 2018.

O espectro de RMN de *C confirmou a posi¢do da carbonila préoximo ao grupo
cetofendnico pelo pico em 188,97 ppm e a auséncia de picos abaixo de 100 ppm evidencia que
0 composto formado ndo possui carbonos alifaticos nesta regido, o que esta de acordo com a
estrutura proposta para este composto. A presenca do carbono metilenodioxi neste espectro
também fica bem clara quando observamos um pico em 101,98 ppm. O espectro completo pode
ser consultado no Anexo L deste trabalho.

5.4 Condic0es reacionais

As reacdes de condensacao alddlica realizadas neste trabalho foram consideradas de bom
rendimento (acima de 65%) e como relatado na literatura, os produtos em solugdes aquosas
tendem a precipitar e formar um sélido que pode ser filtrado para purificacdo (UMESHA,
BASAVARAJU, 2014).

De acordo com a metodologia aplicada para os compostos | e Il, podemos observar a
formacgédo do composto a,B-insaturado em condic¢des brandas, poucas horas de reagdo e com
purificacdo facilitada pela precipitacdo do produto na solugéo de reagéo.

A precipitacdo dos produtos neste tipo de reacéo é altamente desejavel, uma vez que fornece

produtos com certa pureza mais facilmente e evita 0 uso de solventes organicos em técnicas
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mais robustas de purificacdo, como cromatografia liquida em coluna e CCDP, técnica utilizada
para purificacdo do composto I, o qual foi preparado utilizando outra metodologia em

condig¢des nas quais ndo foi observada a precipitacdo do produto.

Estas caracteristicas reacionais se tornam relevante, principalmente, para a preparacdo
destes compostos em larga escala. Uma vez que as etapas de purificagdo dos compostos
sintetizados costumam tomar muito do tempo de producdo e dos custos de um produto

comercial.

5.6 Ensaio biolégico

O experimento de concentracdo inibitoria minima foi analisado via observagdo e
comparacao da turbidez dos demais pogos com 0s pogos da primeira coluna de cada linha, sendo
a auséncia de turbidez ou uma diminuicdo da mesma considerada como inibicdo do crescimento

microbiano.

Ao observar as microplacas incubadas por 24 horas, foi possivel observar que o
crescimento da linhagem AV12 nos pocos que continham o GA-03 s6 aconteceu a partir da
concentragdo de 10° M. Esta mesma linhagem néo foi sensivel ao GA-02 e sé teve seu
crescimento inibido na maior concentracdo testada do GA-01. Para a linhagem AV14, os
compostos GA-03 e GA-01 ndo tiveram acdo inibitdria, enquanto o0 GA-02 conseguiu inibir o

crescimento deste microrganismo mesmo na menor concentracao utilizada (101 M).

As linhagens bacterianas TGC02, RX06 e C. albicans, ndo foram sensiveis a nenhum
dos compostos testados. Quanto a sensibilidade ao DMSO, nao foi observada nenhuma
alteracdo na turbidez dos pogos que receberam este composto em comparagdo ao controle

negativo (Tabela 7).

Tabela 7 Concentrages inibitdrias minimas

Microrganismo GA-01 GA-02 GA-03 DMSO Antibi6tico

E. coli (AV12) 10° M - 108 M - 0,3 mmol

E. aerogenes (AV14) - 101 M - - 0,3 mmol

P. aeruginosa - - - - 0,3 mmol
(TGCO02)

B. cepacia (RX06) - - - - 0,3 mmol

C. albicans - - - - 0,12 mmol

Fonte: Autor, 2018.
Trabalhos anteriores, relatam a atividade antibacteriana de chalconas e alguns derivados
frente a linhagens multirresistentes a antibiéticos comumente utilizados no combate a infec¢des

bacterianas. Os resultados demostram atividade moderada frente a estes microrganismos, sendo
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também, a utilizacdo de chalconas substituidas (Figura 25) em sinergia com antibidticos
também relatada como uma opc¢éo para uma acdo mais eficaz contra cepas multirresistentes de
Staphylococcus aureus (BOZIC et al., 2014; FANG et al., 2014).

Figura 25 Chalconas sintéticas com atividade antimicrobiana

OH O
S OH
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Fonte: Autor, 2018.

As concentracgdes testadas nos experimentos mencionados, costumam ser de até 10x 10°
> M e de acordo com os resultados obtidos, concentragdes de até 101 M foram obtidas como
suficientes para inibir o crescimento do microrganismo testado, sendo este um valor 10.000

vezes menor que outras substancias relatadas como inibidoras do crescimento microbiano.
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6. CONCLUSOES
A partir da confirmacdo da estrutura dos produtos por analise através de RMN, pode-se
concluir que a sintese dos compostos propostos GA-01, GA-02 e GA-03 foi feita com sucesso

em condigdes reacionais brandas e bom rendimento.

Fica também evidente o favorecimento da formacéo das chalconas em solugcfes aquosas
dentro dos preceitos da quimica verde, onde o produto pode ser obtido por precipitacdo,

facilitando o processo de purificagcdo com obtencdo de rendimentos melhores.

O teste de concentracdo minima inibitdria teve como destaque a acao inibitéria do GA-03
frente a linhagem bacteriana AV12 de E. coli com concentragdo minima de 10 M e a acéo do
GA-02 frente a E. aerogenes da linhagem AV14, conseguindo inibir seu crescimento em

concentracdes de até 10t M.

Neste trabalho foram aplicadas técnicas de preparacdo de chalconas em uma etapa com
possibilidade de precipitagao dos produtos e facilidade na purificacdo dos mesmos. Permitindo
assim o aumento de escala destas reagdes para uso destes compostos como reagentes em reagoes

posteriores e também em ensaios bioldgicos de outras naturezas.
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GLOSSARIO
Alcoxido: consiste de um grupo organico adjacente a um atomo de oxigénio negativamente

carregado.

Assepsia: conjunto de métodos e processos de higienizacdo de determinado ambiente, com a
finalidade de evitar a contaminacdo do mesmo por agentes infecciosos e patoldgicos.

Bioativos: substancias que possuem efeito sobre um organismo, célula ou tecido vivos.

Cepa: é um termo da biologia e da genética para se referir a um grupo de descendentes com

um ancestral comum que compartilham semelhangas morfoldgicas ou fisiologicas.

Cloroférmio deuterado: é um solvente utilizado para a realizagao de analises por ressonancia
magnética, no qual os hidrogénios ou prétons sdo substituidos um is6topo mais instavel, o

deutério.

Concentracdo inibitoria minima: é a menor concentracdo que um agente antimicrobiano ira

inibir visivelmente o crescimento de um microrganismo apés incubacdo durante a noite.
Insaturacdo: ligacdo = na cadeia carbdnica de uma molécula.

Meétodo nefelométrico: é um método que se baseia na comparacdo da intensidade da luz
dispersada pela amostra sob condic¢des definidas, com a intensidade de luz dispersada por uma

suspensdo de referéncia padrdo sob as mesmas condi¢es.
Overnight: durante a noite.
Prions: sdo moléculas proteicas que possuem propriedades infectantes.

Riboswitch: sdo dominios complexos enovelados de RNA que servem como receptores para

metabdlitos especificos.

Sinergia: agédo associada de dois elementos
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ANEXO A — Espectro completo de RMN de *H do (E)-1-(1,3-benzodioxol-5-il)-3-tiofen-

2-ilprop-2-en-1-ona
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ANEXO B - Espectro de RMN de 'H do (E)-1-(1,3-benzodioxol-5-il)-3-tiofen-2-ilprop-2-

en-1-ona; expansao de 6,0 a 8,0 ppm.
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ANEXO C — Espectro de RMN de 1H do (E)-1-(1,3-benzodioxol-5-il)-3-tiofen-2-ilprop-2-

en-1-ona; expansao de 6,8 a 8,0 ppm.
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ANEXO D — Espectro *C do (E)-1-(1,3-benzodioxol-5-il)-3-tiofen-2-ilprop-2-en-1-ona
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ANEXO E — Espectro completo de RMN de 'H do (E)-1-(1,3-benzodioxol-5-il)-3-(furan-
2-il)prop-2-en-1-ona
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ANEXO F — Espectro de RMN de 1H da (E)-1-(1,3-benzodioxol-5-il)-3-(furan-2-il)prop-

2-en-1-ona; expansao de 6,0 a 8,0 ppm
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ANEXO G - Espectro RMN de 1H da (E)-1-(1,3-benzodioxol-5-il)-3-(furan-2-il)prop-2-

en-1-ona; expansao de 7,40 a 7,70 ppm
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ANEXO H — Espectro de RMN de **C da (E)-1-(1,3-benzodioxol-5-il)-3-(furan-2-il)prop-

2-en-1-ona
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ANEXO | — Espectro completo de RMN de *H da 1-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-3-(1H-

indol-3-il)prop-2-en-1-ona
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ANEXO J — Espectro de RMN de 'H da 1-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-3-(1H-indol-3-

il)prop-2-en-1-ona; expansao de 6,0 a 9,0 ppm
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ANEXO K - Espectro de RMN de 1H da 1-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-3-(1H-indol-3-

il)prop-2-en-1-ona; expansao de 7,0 a 8,1 ppm
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ANEXO L — Espectro de RMN de **C da 1-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-3-(1H-indol-3-

il)prop-2-en-1-ona
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