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LISTA DE ABREVIATURAS

pL — microlitro

MM — micromol/L

CCD - Cromatografia em Camada Delgada
CDCl; — Cloroférmio deuterado
cm - centimetro

DMSO - Dimetil Sulfoxido

DTT - p.-ditiotreitol

Hz — Hertz

IV — Infravermelho

J — constante de acoplamento
LEAT - Laborat6rio Estrutura e Atividade
m/m — massa/massa

mg — miligrama

MHz — Mega Hertz

mL — mililitro

mM — milimol/L

mmol — milimol

nm — nanémetro

p-NPP — para-nitrofenilfosfato
ppm — parte por milhdo

PTP — Proteina Tirosina Fosfatase

g.S.p — quantidade suficiente para

RMN *H - Ressonancia Magnética Nuclear do is6topo de *H

TMS = Tetrametilsilano

YopH — Proteina Tirosina Fosfatase de Yersinia spp.



RESUMO

Em busca de compostos que possam se tornar novos medicamentos,
desenvolveu-se uma série de vinte chalconas heterociclicas, contendo o atomo de
enxofre no anel ligado a carbonila, que foram sintetizadas pelo método de
condensagao de Claisen-Schmidt, obtendo-se rendimentos variados de
aproximadamente 8 a 93%. Apéds serem devidamente caracterizadas por IV, RMN
de 'H e ponto de fusdo, foi avaliado o potencial inibitério das moléculas frente a
enzima YopH, uma proteina tirosina fosfatase secretada pela bactéria Yersinia
pestis, responsavel por causar a Peste Negra. Entre os resultados biol6gicos,
destacaram-se quatro chalconas que apresentaram potencial inibitério maior do que
50% (H6 = 89,1%, H22 = 85,4%, H2 = 68,0% e H12 = 52,9%). A andlise das
estruturas moleculares das chalconas, na tentativa de se obter uma relacdo entre a
estrutura quimica e a atividade biolégica, evidenciou que néo é apenas um fator que
determina a atividade dos compostos e sim, possivelmente, um conjunto complexo
de interacfes eletrdnicas e estéricas, sendo necessarios estudos mais elaborados

para um melhor entendimento desse aspecto.

Palavras-chave: chalconas heterociclicas, atividade biol6gica, YopH.



1 INTRODUCAO

A Peste Negra dizimou um quarto da populacdo da Europa na ldade Média.
Esta doenga de ordem infecciosa aflige a humanidade desde os tempos mais
remotos e embora paregca comum ver noticias sobre a descoberta de um novo
medicamento ou sobre 0 avanco das pesquisas em prol de alguma cura, este € um
processo extremamente demorado e custoso, e cujo produto final (o farmaco),
certamente, ndo esté ao alcance de toda a populagéo.

Investigadores trabalhando em grupos de pesquisas em universidades (entre
eles o LEAT — Laboratério Estrutura e Atividade do Departamento de Quimica da
UFSC), em industrias farmacéuticas e em institutos de pesquisa de todo o mundo
realizam sinteses organicas e testes bioldgicos, na busca por protétipos de novos
farmacos, moléculas que, muitas vezes, sdo extremamente simples, mas que
apresentam potencial acdo farmacolégica e que podem ser empregadas no
tratamento de alguma enfermidade.

Entre as moléculas tdo desejadas, que podem ser amplamente exploradas
como protétipos de novos farmacos, estdo as chalconas, que sdo relatadas na
literatura por apresentarem atividade biologica frente a uma série de doencas.

Entretanto, ha poucos estudos da acdo de chalconas heterociclicas.
Sabendo-se que entre os farmacos comercializados atualmente cerca de 62% sao
derivados heterociclicos e que destes, 28% possuem um atomo de enxofre,’
chalconas heterociclicas contendo um atomo de enxofre sdo consideradas ainda
mais promissoras, e recebem atencdo especial neste trabalho, que busca por
moléculas com atividade inibitoria da enzima YopH, um dos fatores de viruléncia da
bactéria Yersinia pestis, causadora da peste.

Um objetivo, um grupo de pesquisa, uma doencga, moléculas com atividade
importante que possam auxiliar no seu tratamento, discussdes acerca das relagoes
estrutura-atividade e boas idéias, sdo a mistura essencial para a realizacdo da

guimica medicinal, na qual esta pesquisa encontra-se inserida.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Quimica medicinal e desenvolvimento de farmacos

As enfermidades como diabetes, hiperglicemia, cancer, infecgdes bacterianas
e doencas negligenciadas (tuberculose, malaria, dengue e leishmaniose) afetam
milhdes de pessoas por ano em todo 0 mundo.> A fim de diminuir o nimero de
vitimas, varias pesquisas tém sido realizadas a procura de novos farmacos que
possam prevenir, tratar ou curar tais doencas. No mundo, cerca de 40 bilhdes de
dolares sdo gastos anualmente pelas industrias farmacéuticas em pesquisas com
este objetivo.’

De modo geral, o processo de descoberta de um novo farmaco obedece a
varias etapas, que incluem: a descoberta de alvos terapéuticos, o desenho e selecdo
da molécula lider para o alvo pretendido, a otimizacdo da molécula lider, a escolha
da molécula candidata ao desenvolvimento, ensaios clinicos, até, finalmente, ser
considerada um medicamento.® Todo este processo é necessario, mas requer tempo
e altos investimentos em inovagao.

E conveniente destacar que a busca por novos farmacos pertence ndo s6 ao
ramo da medicina ou da biologia, mas sim a todas as areas do conhecimento
cientifico, incluindo a quimica, e mais especificamente, a quimica medicinal. Quanto
mais estreitas sdo as colaboracdes entre os pesquisadores das diferentes areas,
mais rapidamente e consistentemente os objetivos s&o alcancados.”

A guimica medicinal € o estudo racionalizado das propriedades bioldgicas e
farmacolégicas e das relacdes estrutura-atividade de farmacos.” Segundo Paul
Erlich, prémio Nobel de Medicina e Fisiologia em 1908, uma substancia quimica,
neste caso um protoétipo a farmaco, nao funcionara a menos que ela seja capaz de
se ligar a um sitio ativo especifico.®> Este conceito apesar de ter completado um
século, continua valido, o que nos mostra a importancia da relacdo entre estrutura
quimica e atividade biologica.

No inicio das pesquisas na area da quimica medicinal, a busca por farmacos
resumia-se na busca de novos compostos extraidos de produtos naturais,
identificando-se os principios ativos presentes nas plantas medicinais.® Entretanto,

0s produtos naturais apresentam grande complexidade estrutural, sendo
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caracterizados como “sujos” pelas grandes industrias, pois muitas vezes o0s
resultados dos ensaios biolégicos séo dificeis de interpretar devido as impurezas. °

Assim, com o passar do tempo, comecou-se a sintetizar em laboratorio
algumas moléculas semelhantes as extraidas das plantas, para se produzir
candidatos sintéticos a farmacos, mimetizando as estruturas naturais de efeitos e
propriedades j& conhecidas.’ Derivacbes dessas moléculas originais também foram
produzidas e passou-se a dar destaque aos farmacos sintéticos, pois estes sao
obtidos, na maioria dos casos, mais facilmente que seus analogos naturais, com
maior grau de pureza e com custos inferiores de producdo. Essa evolucdo é bem
exemplificada pelo marco historico no processo de desenvolvimento da industria
farmacéutica mundial, em que grande destaque foi dado a descoberta da salicilina
(analgésico e antitérmico) em 1829, a partir da planta Salix alba. Dez anos depois,
em 1839, através de modificacdes estruturais, a salicilina gerou o acido salicilico,
que foi novamente modificado e, em 1897, obteve-se o &acido acetilsalicilico,
principio ativo da Aspirina®, um dos farmacos mais vendidos no mundo.?

O aumento da poténcia, bem como a diminuicdo de efeitos colaterais e a
facilidade relativa de obtencdo perante aos produtos naturais, fez com que o0s
produtos sintéticos tomassem conta do mercado farmacéutico mundial. Dados de
2006 afirmam que 6% dos farmacos sdo derivados de produtos naturais ndo
modificados, 28% de produtos naturais modificados, e 66% de origem sintética
(desses, 37% s&o baseados em estruturas naturais).” No entanto, até em épocas
recentes, a descoberta de um novo farmaco, dentre milhares de compostos
sintetizados, dependia muito mais da sorte do que de estudos e previsdes.’ Para se
ter uma idéia, Petsko publicou em 1996 que, nos Estados Unidos, para cada
farmaco aprovado, uma média de 6300 compostos eram sintetizados e, destes,
somente 21 chegavam aos testes de toxicologia subaguda. Dos 21 compostos
selecionados, 6 chegavam aos testes em humanos e apenas 2 passavam para 0S
testes clinicos finais, para finalmente um deles ser aceito como farmaco. Todo este
processo consome aproximadamente 12,5 anos, representando um custo de US$
350 milhdes de dolares.®

Hoje, no entanto, com 0s recursos cientificos e tecnoldgicos que se tém a
disposicao, € possivel fazer uma “busca racional” por estruturas que possam vir a

ser novos medicamentos.” Assim, atualmente, pode-se ampliar o conceito de
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quimica medicinal, a qual engloba o planejamento racional de substancias bioativas,
envolvendo a sintese ou a modificacdo de substancias, o isolamento de principios
ativos naturais, a identificacdo e elucidacdo da estrutura, e a descricdo das
moléculas desde a sua constituicdo atbmica até suas caracteristicas estruturais
quando da(s) interacdo(des) com os sistemas biolégicos.”

Através de célculos computacionais, por exemplo, pode-se fazer uma
previsao sobre que tipo de estrutura pode interagir com o sitio ativo de uma proteina,
indicando quem poderia ser um bom candidato a farmaco, e entdo sintetizar
moléculas semelhantes a esse modelo te6rico. Porém, nem todas as instituicdes e
laboratérios que fazem pesquisa nessa area tém a disposicao esse tipo de recurso,
e, principalmente, nem todos os sitios ativos, bem como mecanismos do
desenvolvimento das enfermidades, sdo conhecidos. Assim, a busca por novos
farmacos ainda fica restrita a seguir outras ferramentas existentes, como o0 método

de Topliss (Figura 1).°

H
L ‘E M
L 4-C1 4-c1
L | & M L |e M L E| M
4-OMe 4-OMe 4-OMe 4-Me 4-Me “TI? 34.CI2 34-C12 34-CI2
T E M 4-tBu 3-CF34-C1
‘ ' | | [34-(CH3)2]
3.l _ i 4-CF3 |
% 2 i 3-IU 3—|C 1 3 ‘|( 1 ‘ {j—f}rl 3-CF34-NO2
| | | . 4-OCH2Ph] |
3NMe)2  3-M 3-CF3 [
4-N(Me)2 4-N(Me)2 4-N(Me)2 [3_1\](}[;] y [3-Br] [4-OFPh] 2 4| cn
[3-Me] [3-1] ' |
3-Me 4-N(Me)2 ‘ 4-NO2
3501 -
4-NH2 ,
S.(CF3)2
o e [3.5-(CF3)2]
3-Me 4-OMe S |
2.0Me 3-NO2
4-NO2
[4-CN]
[4-COMe]
[4-S02Me]
[4-CONH2]
[4-SO2NH2]
4F

Figura 1. Esquema de Topliss para a otimizacao de substituintes aromaticos: M, é mais ativo; E, é
igualmente ativo; L,é menos ativo que o composto anterior da chave. Os grupos entre colchetes ([ ])
representam substituintes alternativos. As linhas descendentes indicam substituicbes sequenciais

(Adaptado de Topliss, 1972).



O método de Topliss € um esquema que orienta a sintese de compostos
analogos a compostos lideres, pois fornece uma linha basica de substituintes
aromaticos que podem ser incorporados a essas moléculas para variacdo de sua
atividade biolégica.” Ele define uma sequéncia de escolhas para as préximas
estruturas a serem sintetizadas, comparando a atividade biologica entre essas
moléculas. A primeira comparacdo € feita entre a atividade do primeiro composto
(fenilico ndo substituido) com a da segunda molécula a ser sintetizada de acordo
com a Arvore de Decisdo de Topliss, o derivado p-cloro da molécula anterior. Se o
composto sintetizado for biologicamente mais ativo do que a estrutura inicial, deve-
se seguir pela direita na primeira linha do esquema. Se for menos ativo, deve-se
seguir o caminho da esquerda. E, se for igualmente ativo, a rota a ser seguida é a do
meio. Apdés a escolha do caminho, uma nova molécula deve ser sintetizada
utilizando-se o substituinte indicado pelo esquema e, novamente, a comparagao
deve ser realizada com a estrutura anterior, € um novo caminho deve ser escolhido.
A tendéncia é de que se obtenham compostos biologicamente mais ativos ao final
do caminho seguido.®

Moléculas como as chalconas podem ser sintetizadas e estudadas com o
auxilio dessa ferramenta, para serem avaliadas quanto a suas propriedades

101112 também utilizadas como

bioldgicas e, como ja bem documentado na literatura,
protétipos de novos farmacos, pois sdo normalmente moléculas pequenas e de facil
obtencado por sintese quimica®®, que parte de reagentes conhecidos e geralmente
envolve apenas uma etapa e resulta em produtos com relativa facilidade de

purificacao.
2.2 Chalconas

As chalconas podem ser definidas como cetonas a-B-insaturadas, onde tanto
a carbonila quanto a porcdo olefinica estdo ligadas a grupamentos aromaticos™®
(Figura 2). Muitas atividades biologicas desse grupo de compostos sao descritas na
literatura, e variam de acordo com os dois anéis aromaticos e seus substituintes.****

Ha relatos de atividade antibacteriana, antiviral, antifingica, antimalarica,
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tripanossomicida,’® anti-leishmania,’” hipoglicemiante,'® antioxidante, citotdxica,

antitumoral, antileucémica® e anti-inflamatéria.*****?

Figura 2. Nucleo fundamental das chalconas.

2.2.1 Sintese de chalconas

Vérias metodologias sao propostas para a sintese das chalconas, entretanto,
a mais simples e comum € através da condensacéo de Claisen-Schmidt, em que se
reage um derivado escolhido da acetofenona com os aldeidos arométicos
apropriados, usando metanol ou etanol como solvente e hidroxido de sodio ou
hidréxido de potassio como catalisador.?’ Essa metodologia é considerada bastante
verséatil e conveniente, embora, em alguns casos, possa resultar em baixos
rendimentos.*

A reacdo de formacdo das chalconas se inicia com a condensacao aldolica,
que é seguida pela desidratacéo basica.?’ O mecanismo esta detalhado na Figura 3.
Observa-se que a primeira etapa da reacdo é a desprotonacdo da cetona, em que 0
catalisador basico remove o hidrogénio alfa acido da molécula para formar um
carbanion que é estabilizado por ressonancia. Através de um ataque nucleofilico, o
carbanion ataca o carbono carbonilico do aldeido, formando um ion alcéxido
(intermediario tetraédrico). Esse ion alcoxido, ao ser protonado por um dos
hidrogénios da agua, gera o produto da condensacdo e regenera o catalisador
bésico. A formacdo da enona conjugada ocorre por desidratacdo. Nesse caso, em
condic¢des basicas, um hidrogénio acido é abstraido da posicdo alfa para resultar em

um ion enolato, que elimina o grupo de saida —OH, formando a chalcona.
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H
‘\ © + H,0
"OH - e

Figura 3. Mecanismo da condensacao de Claisen-Schmidt seguida por desidratacao basica.

Esta reacdo de condensacdo é amplamente citada na literatura como método

para obtencao de chalconas.*#*2314
VariagOes dessa metodologia também tém sido descritas, como, por exemplo,
com a utilizacdo de ultrassom para acelerar a reacdo e melhorar os rendimentos?!%2

e também com a substituicdo do tradicional catalisador hidroxido por um catalisador
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resultante da mistura de fosfato inorganico e nitrato de sddio, aquecidos a altas
temperaturas (900°C).?*

Seguindo-se a metodologia classica de Claisen-Schmidt, mantendo-se o
derivado da acetofenona fixo e variando-se o aldeido aromatico, de acordo com a
Arvore de Decisdo de Topliss e suas variacdes,’ pode-se sintetizar uma série de
compostos diferentes, porém com estruturas relativamente semelhantes, que
poderdo ser incorporadas a uma biblioteca de compostos.

As bibliotecas de compostos, ou cole¢bes quimicas, contam com centenas,
milhares e até milhdes de diferentes substancias (dependendo da biblioteca), e vém
sendo extremamente Uteis na busca por novos medicamentos, uma vez que dispor
de grande quantidade de estruturas facilita o trabalho teérico na procura de novos
protétipos de farmacos, além de auxiliar também nos estudos de correlacdo entre
estrutura quimica e atividade bioldgica, que sdo fundamentais para o aprimoramento

das moléculas ativas.®

2.2.2 Chalconas heterociclicas

Menegatti e col. (2001) destacaram que quando se comparam as estruturas
dos medicamentos utilizados na clinica, observa-se que 62% destes sdo derivados
heterociclicos, e dentre estes, 28% possuem um atomo de enxofre e muito outros
possuem mais de um heteroatomo presente em suas estruturas quimicas.® Além
disso, Barreiro (2010) destaca que entre os cinco farmacos mais vendidos no mundo
em 2009, os chamados blockbusters (Lipitor®, Plavix®, Seretide®, Nexium® e
Seroquel®) responsaveis por US$ 43,2 bilhdes de ddlares em vendas, todos séo
policiclicos com menos de cinco anéis, 4 sdo heterociclicos e 4 possuem anéis

aromaticos em sua constituicéo (Figura 4).%

13



qUEtiaf)i“a esomeprazol
5,6 7.9
Em US$ bilhoes L

| |

Seretjgg' salmeterol/fluticazona

Accubaler” somey/

caser
et s 4
| s et

60 Blisters

Figura 4. Maiores sucessos de vendas da industria farmacéutica em 2009. 1° - atorvastatina
(Lipitor®, Pfizer, com vendas de US$ 13,2 bilhdes), previne ataques cardiacos; 2° - clopidogrel
(Plavix®, Sanofi-Aventis, com vendas de US$ 8,8 bilhdes), previne ataques cardiacos; 3° -
esomeprazol (Nexium®, Astra-Zeneca, com US$ 7,9 bilhGes), para tratamento de Ulceras
gastrointestinais; 4° - fluticazona/salmeterol (Seretide®, Glaxo-Smith-Kline, com US$ 7,7 bilhdes),
para tratamento da asma; 5° - quetiapina (Seroquel®, Astra-Zeneca com US$ 5,6 bilhdes), para

tratamento de transtorno bipolar, esquizofrenia e depresséo. (Fonte: Baseado em Barreiro, 2010).

Sabendo-se disso e de que a estrutura tridimensional Unica e especifica de
um farmaco é requisito para sua atividade farmacoldgica®® e, também, visando
complementar a biblioteca de compostos atualmente disponivel no grupo de
pesquisas Estrutura e Atividade do Departamento de Quimica da UFSC, laboratério
em que este trabalho foi desenvolvido, buscou-se sintetizar uma nova série de

chalconas, derivadas do 2-acetil-5-cloro-tiofeno (Figura 5).
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Figura 5. Cetona aromatica padrao da série de chalconas sintetizadas.

2.2.3 Atividade biolégica de chalconas heterociclicas

Chalconas contendo um heterociclo com enxofre (Figura 6) sao relatadas na
literatura por apresentarem potente citotoxicidade frente a varias células humanas
cancerosas, atividade potente na inibicdo de danos oxidativos do DNA, e potentes
atividades anti-inflamatéria e anti-oxidante.?> Também séo citadas como inibidoras

da enzima ciclo-oxigenase.?’

Figura 6. Chalconas com estruturas tiofénicas.

Estruturas analogas a chalconas que contenham esse mesmo anel (Figura 7),
tém demonstrado em geral bom efeito inibitério frente a células de leucemia
linfoblastica aguda (L1210), carcinoma mamario murino (FM3A), linfoblastos T
humanos (Molt/4 e CEM) e carcinoma de colo humano (HeLa).?®

O

S

| /

HCO

H,CO

OCHj3

Figura 7. Estrutura tiofénica analoga a chalconas.

Em funcdo desses relatos da literatura que destacam a importancia das
chalconas e pelos compostos heterociclicos contendo enxofre estarem presentes em
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muitos medicamentos ja existentes, neste trabalho foram sintetizadas chalconas
heterociclicas contendo o atomo de enxofre no anel A, as quais tiveram sua
atividade bioldgica avaliada frente a um tipo especifico de proteina tirosina fosfatase,
a YopH.

2.4 Proteina Tirosina Fosfatase YopH

As proteinas tirosina fosfatases (PTPs) sdo uma grande familia de enzimas
(mais de 100) responsaveis pela hidrdlise do fosfato ligado a residuos de tirosina em
proteinas. Elas s&o estruturalmente diversas e controlam variados processos
celulares.?® O mau funcionamento da atividade das PTPs humanas, por exemplo,
estd relacionado com varias doencas, como cancer, desordens neuroldgicas e
diabetes.*

Estudos com bactérias patogénicas revelaram que a acao de fosfatases, em
particular PTPs, tem um papel importante na determinacdo da sua patogenicidade,

interferindo na sinalizagéo celular do macréfago.®!34%

Um exemplo € a PTP da
Yersinia pestis. A patogenicidade das espécies de Yersinia é dependente da
atividade de uma proteina tirosina fosfatase (PTP), a YopH, que interrompe o
processo de sinalizacdo do hospedeiro. A YopH é secretada pela bactéria no meio
extracelular e seu alvo sdo os macréfagos, onde desfosforila proteinas responsaveis
pela acdo bactericida.>*

Por essa relacdo direta entre a atividade das PTPs e algumas patologias, é
crescente o interesse em desenvolver inibidores destas proteinas, uma vez que
ligando um composto diferente do substrato natural ao sitio ativo da enzima, estaria
estabelecida uma relacdo de inibicdo competitiva, impedindo a formacdo do
complexo enzima-substrato, e assim bloqueando o desenvolvimento das doencas.

Nesta pesquisa, buscou-se obter uma chalcona heterociclica, com atividade
inibitoria da proteina YopH, uma das PTPs conhecidas mais ativas, secretada pela

bactéria Yersinia pestis, causadora da Peste Negra.**®
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2.5 Peste Negra

A Peste também é conhecida como Peste Negra, devido a um dos momentos
mais aterrorizantes da histéria da humanidade, protagonizado por esta doenca, que
durante o século 14, dizimou um quarto da populacdo da Europa (cerca de 25
milhdes de pessoas).®’

A Peste Negra € provocada por uma bactéria, a Yersinia pestis, observada
principalmente em roedores silvestres, mas que pode afetar seres humanos, ao ser
transmitida pela picada de pulgas contaminadas.>®

As pessoas infectadas por essa bactéria, ap6s um periodo de 3 a 7 dias de
incubacdo, comecam a demonstrar sintomas que se assemelham aos de uma gripe
(aparecimento subito de febre, calafrios, dor de cabeca, dores pelo corpo e
fraqueza). Apos este periodo, evoluem para sonoléncia, intolerancia a luz,*” apatia,
vomitos e nauseas.*® Se o paciente n&o for tratado com altas doses de antibiéticos
(estreptomicina ou tetraciclina) durante os cinco primeiros dias da infeccéao,
desenvolve-se uma septicemia, que é freqiientemente fatal.*°

Apesar de muitos considerarem a peste uma doenca do passado, ela
mantém-se em varios focos naturais na Africa, Asia e Américas e atualmente é
considerada uma doenca reemergente pela Organizacdo Mundial da Saude,
constituindo um problema de Saude Publica.** Em 2003, nove paises notificaram
2.118 casos e 182 obitos, sendo que 98,7% dos casos e 98,9% dos Obitos foram
notificados da Africa.*

Como a erradicagdo da peste ainda ndo € possivel devido a sua
complexidade,** buscam-se, cada vez mais, assim como neste trabalho, novas
moléculas que possuam atividade bioldgica frente a sua bactéria causadora, e que

possam tornar-se prototipos de novos farmacos para sua cura.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Esta pesquisa tem como objetivo geral a sintese de uma seérie de chalconas,
contendo pelo menos um heterociclo com enxofre, e a avaliacdo de sua atividade

biologica frente a enzima YopH.
3.2 Objetivos especificos

e Sintetizar, através do método de condensacao de Claisen-Schmidt, uma série
contendo 21 chalconas derivadas da cetona 2-acetil-5-cloro-tiofeno.

e Caracterizar as chalconas sintetizadas através de espectros de absorcédo no
infravermelho, espectros de ressonancia magnética nuclear de *H e ponto de

fusao.

e Testar o potencial inibitério das chalconas frente a enzima YopH da Yersinia

pestis.

e Relacionar a estrutura quimica e a atividade biologica da série de chalconas

sintetizadas.
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4 METODOLOGIA

4.1 Sintese das chalconas heterociclicas

Para gerar a série das chalconas sintetizada, a cetona escolhida foi o 2-acetil-
5-cloro-tiofeno. Esta cetona foi reagida com diferentes aldeidos (Tabela 1),
escolhidos com base na Arvore de Decisdo de Topliss e variacdes do Método de
Topliss.’

Para as sinteses, utilizou-se a metodologia de condensacdo de Claisen-
Schmidt.

Em um baldo de reacdo de 50 mL, colocou-se 0,5 mmol da cetona (1
equivalente), 0,5 mmol do aldeido (1 equivalente) e metanol (10 mL). A mistura foi
mantida sob agitacdo magnética a temperatura ambiente, e adicionou-se lentamente
5 gotas de KOH de uma solugdo aquosa 50% m/m, apds 0s reagentes estarem
dissolvidos.

O tempo reacional e a quantidade total de KOH adicionados em cada reacao
estdo apresentados na Tabela 1.

Por se tratar de uma cetona com grupo que pode ser fotossensivel (cloro), o
baldo de reacao foi envolvido com papel aluminio em todas as reacdes e durante
todo o processo.

As reag0Oes foram monitoradas por cromatografia em camada delgada (CCD),
utilizando-se placas de aluminio com silica gel 60 GF 254 da Merck, e visualizando-
se as mesmas em luz ultravioleta (A = 254 e 366 nm). As placas foram reveladas
com pulverizacdo de anisaldeido sulftrico (0,5 mL de anisaldeido, 5 mL de &cido
sulfdrico concentrado, 10 mL de &cido acético glacial e metanol g.s.p. 100 mL).

Apobs verificar-se o término de cada reacdo (auséncia de pelo menos um dos
reagentes na placa da cromatografia), adicionou-se, a reacdo, dgua destilada e
acido cloridrico 10%, para neutralizacdo do meio. Os compostos foram obtidos por
filtracdo em vacuo, e novamente avaliados por CCD. As chalconas impuras foram
recristalizadas em etanol a quente.

Os reagentes e solventes utilizados neste trabalho foram todos grau PA e das

marcas comerciais: Aldrich, Merck, Sigma, Fluka e Vetec.
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Tabela 1. Condi¢cdes reacionais das sinteses para obtencao das chalconas heterociclicas.

0 ') o
J\ KOHMe0H ol
N | + -
ta e
- cH, H™ TR ° o T HO
. o Gotas de
Sigla Substituinte (R=) Tempo de reacéao
KOH
H1 fenil 5 30 minutos
H2 4-Cl-fenil 10 8-12 horas
H3 4-OCHs-fenil 10 8-12 horas
H4 4-CHs-fenil 10 8-12 horas
H6 3-NO,-fenil 10 30 minutos
H7 4-F-fenil 10 8-12 horas
H11 2,4,5-triOCHs-fenil 15 30 horas
H12 2,4,6-triOCHzs-fenil 10 8-12 horas
H14 3,4-OCH,O-fenil 10 8-12 horas
H15 1-naftil 10 8-12 horas
H16 4-OBut-fenil 10 24 horas
H17 3-OCH3-4-OH-fenil 10 20 horas
S
H19 f@ 20 72 horas
O,N
H21 @@ 10 8-12 horas
=
\ /
S AN OCH3
H22 \ 10 6 horas
=
Cl N
\; S NO,
H23 @/ 30/60 3 semanas
H24 2,5-diOCHs-fenil 30 5 dias
H25 3,4-diOCHgs-fenil 15 24 horas
H28 4-COOH 10 8-12 horas
H29 2,3,4-OCHs; 10 48 horas
H30 2,6-OCHs3 20 48 horas
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As andlises dos compostos obtidos foram feitas através de espectros de
absorcdo no infravermelho, obtidos através de um espectrémetro Abb Bomen FTLA
2000, utilizando pastilha de KBr; e de espectros de ressonancia magnética nuclear
de H (400 MHz) e de **C(100 MHz), sendo estes realizados em equipamento
VARIAN OXFORD AS-400, tendo como referéncia interna o tetrametilsilano (TMS)
ou o proéprio solvente. Foi utilizado cloroférmio deuterado (CDCl3), DMSO deuterado
e acetona deuterada como solventes para a realizacdo dos espectros de RMN.

O ponto de fusédo néo corrigido dos compostos também foi utilizado para a
caracterizacdo dos mesmos, sendo determinados em aparelho digital de ponto de
fusdo, MGAPF-301, Microquimica Equipamento Ltda.

4.2 Testes bioldgicos

A atividade biolégica dos compostos foi testada em parceria com o professor
Dr. Hernan Terenzi, do Departamento de Bioquimica da UFSC.

Os compostos caracterizados e puros foram ensaiados biologicamente frente
a enzima YopH..

Os ensaios foram realizados em placas de 96 pocos, utilizando uma Unica
concentracdo dos compostos (25 umol/L), diluidos em DMSO e agua MilliQ. A essa
solucéo, foram adicionados 20 pyL de tampéo imidazol 200 mmol/L e pH 7,0; 10 uL
de substrato pNPP (p-nitrofenil-fosfato) com concentracdo de 400 mmol/L; e
completou-se o volume para 198 pL com agua MilliQ. Adicionaram-se entdo 2 pL de
YopH 1,0 mg/mL (em tampéao Tris 25 mmol/L, pH 8 e DTT 40 mmol/L) para iniciar a
reacdo e, antes de medir-se a atividade, o meio reacional foi incubado a 37°C
durante 10 minutos.

As absorbancias foram obtidas a cada 1 minuto, durante 10 minutos, em leitor
de placas de ELISA (TECAN), a 410 nm. A porcentagem de atividade das enzimas
foi calculada pela média do experimento feito em triplicata, tendo como controle

positivo a auséncia de chalconas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Discusséao da sintese das chalconas
O esquema geral para as sinteses realizadas esta apresentado na Figura 8.

Esta reacdo ocorre através de uma condensacgdo de Claisen-Schmidt, seguida por

desidratacdo em meio basico (conforme mecanismo apresentado na Figura 3).

0
2 D KOHMeOH g
Cl : ' J\ T =+ H0
. cH, H™ "R % . o T2

Figura 8. Esquema de sintese das chalconas heterociclicas.

As reacgOes foram realizadas mantendo-se fixa a cetona (2-acetil-5-cloro-
tiofeno) e variando-se os aldeidos, que foram escolhidos com base na Arvore de
Decisao de Topliss.

Seguindo-se fielmente o método proposto por Topliss, a série deve iniciar-se,
obrigatoriamente, com a sintese do derivado do aldeido fenilico ndo substituido,
seguido pelo derivado 4-cloro da molécula anterior. Apos esses dois produtos
obtidos, a escolha de cada aldeido seguinte é feita apdés a comparacao da atividade
biolégica das duas ultimas moléculas sintetizadas anteriormente.

Entretanto, como nesta pesquisa os resultados das atividades biol6gicas ndo
foram obtidos imediatamente apds uma sintese e antes da subsequente, os aldeidos
utilizados néo foram escolhidos respeitando-se as ordens estabelecidas pelo método
de Topliss em funcado dos resultados biolégicos, e sim, utilizando-se os substituintes
basicos propostos pelo método, além de variagcdes estruturais, de acordo com a
disponibilidade de reagentes existentes no laboratorio.

Utilizando-se desses artificios, foi proposta a sintese de 21 chalconas, sendo
7 delas inéditas, 6 apenas com registro de CAS (consideradas também inéditas por
nao haver nenhum artigo publicado com estas estruturas) e 8 ja descritas na

literatura (Tabela 2).
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Tabela 2. Relagédo de publicacdes na literatura e nimero de CAS das chalconas da série H

Sigla Chalcona Artigos CAS
H1 _ 1 286956-04-5
. 286956-06-7
H2 o— ] 7 2
Cl
H3 o _ 1 180298-07-1
OCH3
Ha e _ 0 1001964-80-2
CH3s
H6 S 7 NO. 0 879732-57-7*
Cl \ /
H7 o’ Z 1* 2069-49-0*
\ |
F
Hs
S 7
i U 0 1001964-89-1
OCHs TO9
OCH3
OCHg
H12 d\%ijrj\/fjiij\ 0 Inédita
H3CO OCH3
(@]
S F
H14 o— | O> 0 875868-58-9*
(@]
H15 1 101439-40-1*
H16 @/ﬁ\/\@ 0 Inédita
OCH,CH,CHoCH3
H17 o’ - °C”3 0 Inédita
\ /
OH

Continua ...




Continua ...

Sigla Chalcona Artigos CAS
H19 NS 2*
o | | ) 103988-73-4*
(0] O2N

H21 S / o 0 Inédita
cl Q ] \ )
S / N OCH;s
ez C'm ! 1253278-27-1
Cl N
S S Inédi
o 4 / F | ) NO, 0 nédita
CHs3
Cl / ~
\
(@]

H23

H24

@/ﬁ\/\é 0 Inédita

OCHs

S - OCHs
H2s C'M 1 180298-08-2

OCH3

H28 o 7 0
\ on 801248-00-0
f
O
CHs

H29 o \S/ ~ octs 0 Inédita
OCHs3
H3z

S e
H30 o— ] 0 258518-36-4*

* Estereoquimica nao definida.

Dentre as reagdes propostas, obteve-se produto (devidamente caracterizado)
em 19 reacdes e um produto (H2) ndo caracterizado completamente, sendo a
reacado de formacdo da H23 a Unica que ndo se processou da maneira desejada.
Este fato é contrario ao esperado, uma vez que o substituinte do anel B é um grupo
retirador de elétrons (NO,), 0 que deixa o carbono carbonilico do aldeido mais

suscetivel ao ataque nucleofilico, e que deveria, portanto, facilitar a reagdo em
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termos eletrébnicos. Comparando as estruturas de H23 (ndo obtida) e H19 (composto
obtido, que possui o anel B semelhante ao da H23) e sabendo-se que o
impedimento para a reacdo ndo € de carater eletrénico (pois o grupo nitro ativa o
aldeido), pode-se entdo supor que o grupo NO; na posicdo 3 do anel tiofeno
provoque algum impedimento estérico impossibilitando que a reacéo se processe.

Nas demais reagbes o produto esperado foi obtido, sendo que 12 destes
compostos precipitaram de forma pura ao longo da reacao (H3, H4, H7, H11, H12,
H14, H15, H17, H19, H21, H22, H28 e H30) e 7 passaram por processo de
purificacdo (H1, H2, H6, H16, H24, H25 e H29) apds o tratamento da rea¢do. Como
método de purificacdo dos compostos, foi utilizada a técnica da recristalizacdo em
etanol a quente.

Entre as chalconas purificadas por recristalizacdo, destacam-se a H16, H24 e

H29, que foram obtidas na forma de cristais (Figura 9).

Figura 9 —Cristais obtidos para os compostos H16, H24 e H29, respectivamente.

O rendimento das reacdes foi variado, de aproximadamente 8 até 93%, como
mostra a Tabela 3. Maiores rendimentos (acima de 85%) parecem ser favorecidos
com substituintes volumosos no anel B, como observado para as chalconas que
possuem 2 anéis aromaticos nesta posicdo (H21 e H22).

Entre os compostos obtidos com os menores rendimentos estdo a H17 e a
H28, que podem ter seus rendimentos justificados através do mecanismo da reacéao,
pois para termos a formacéo do produto de condensacao € necessario que o H alfa
a carbonila da cetona seja abstraido, para que entdo ocorra o ataque nucleofilico na

carbonila do aldeido. No caso da H17 e H28, isso pode estar acontecendo em
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menor proporgao, pois parte da base pode estar abstraindo o hidrogénio da hidroxila

do aldeido da H17 e o hidrogénio da carboxila do aldeido usado na reagédo da H28, o

gue resultaria em uma diminuicdo da reatividade dos aldeidos frente a um ataque

nucleofilico. O baixo rendimento da H6 pode ser devido a perdas durante o

processo, devido a recristalizagao.

O ponto de fusdo das moléculas puras foi determinado e também encontra-

se na Tabela 3, juntamente com o ponto de fusdo reportado na literatura.

Tabela 3. Rendimento das rea¢des, massa molecular e ponto de fusédo dos compostos obtidos.

Sigla MM (g/mol) Rendimento (%) pPFexperimenta (°C) pF da literatura (°C)

H1 248,73 37,3 94,6-96,0 N&o reportado
H2 283,18 45,7 155,5-156,6 156,0%
H3 278,76 27,0 114,5-115,7 N&o reportado
H4 262,76 49,5 130,2-131,5 N&o reportado
H6 293,73 10,9 144,4-145,3 N&o reportado
H7 266,72 51,1 123,8-124,4 128,0%

H11 338,81 52,6 81,9-83,2 N&o reportado
H12 338,81 39,7 155,6-157,4 N&o reportado
H14 292,74 42 .4 155,9-156,9 N&o reportado
H15 298,79 71,6 130,7-132,5 N&o reportado
H16 320,84 23,6 126,9-127,5 N&o reportado
H17 294,76 8,1 148,1-149,8 N&o reportado
H19 254,76 59,2 82,7-83,3 100,0-104,0%
H21 359,79 93,4 116,2-117,7 N&o reportado
H22 364,25 86,8 182,3-184,0 180,0*
H24 308,79 31,1 79,0-80,4 N&o reportado
H25 308,79 22,9 116,7-117,8 N&o reportado
H28 292,74 13,0 >300 Nao reportado
H29 338,81 23,7 97,3-98,4 Nao reportado
H30 308,79 81,9 145,0-146,1 N&o reportado

Como pode ser observado na Tabela 3, apenas 4 compostos tém seu ponto

de fuséo relatado na literatura, sendo que em 3 destes (H2, H7 e H22) o valor obtido
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experimentalmente é condizente com o j& descrito na literatura, indicando a pureza
destes compostos. Para H19, entretanto, o ponto de fusdo obtido apresenta grande
diferenca do reportado, porém, através do espectro de RMN de *H, comprovou-se
tratar do produto desejado. As demais chalconas ndo apresentam relato de seu
ponto de fuséo na literatura, mas como possuem intervalo de fusdo menor que 2°C
tem-se, também, um indicativo de sua pureza.

Para confirmar a obtencdo dos produtos desejados e sua pureza, fez-se
anélise dos compostos por IV e RMN de *H. A Figura 10 apresenta o espectro de
RMN de 'H obtido para a H1, cuja discussdo segue abaixo e serviu de base para as

demais caracterizacoes.
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Figura 10. Espectro de RMN (400 MHz) de 'H da chalcona H1. Deslocamento guimico em relacéo ao
TMS. Solvente CDCl;

Neste espectro podemos observar o sinal do hidrogénio a na forma de um
duplete que aparece em, aproximadamente, 7,33 ppm. Ja o hidrogénio  aparece
um pouco mais deslocado, em 7,85 ppm, também como duplete. Ambos, hidrogénio
a e B, aparecem acoplados com J igual a 15,62 Hz, valor esperado para o isémero E
da chalcona (produto desejado). Outros dois sinais bem caracteristicos desta série
de chalconas sédo os dos hidrogénios 2° e 3 do anel A, que aparecem,

respectivamente, em 7,65 ppm e 7,02 ppm, com constante de acoplamento de 4,10
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Hz. Os demais sinais presentes no espectro podem ser atribuidos aos hidrogénios
do anel B; os cinco hidrogénios apareceram como dois multipletes distintos, tendo
deslocamentos de 7,43 (hidrogénios 3, 4 e 5) e 7,65 ppm (hidrogénios 2 e 6).

Estando a chalcona H1 devidamente caracterizada, pode-se partir para a
andlise do RMN dos demais compostos. A Figura 11 apresenta o espectro de RMN
de *H da H29, uma das chalconas inéditas e da qual foram obtidos cristais.

¥

393
3.90
—3.82

0 OCHs

MOCH;
o—¥

. p 4

y OCH
3 5 3

713
712

w
a8 g 8 .

TR L T
2.5 P g ] 6,83 (d)J =879 Hz
6 757 (d)J =879 Hz
a 787 (d)J=1562 Hz
7 T T T 2 T B 799(d)J=1562Hz
Chemical Shift (ppm) 2 7.89 (d)J =410 Hz

3 7,12 (d)J = 4,10 Hz

oo 0-OCHz 3,93 (s)

28 Bag oy m-OCH; 3,90 (3)
[

g ne p-OCHa 3,82 (s)

6.0 55 50 45 40 35
Chemical Shift (ppm)

Figura 11. Espectro de RMN (400 MHz) de 'H da chalcona H29. Deslocamento guimico em relagdo
ao TMS. Solvente CDCI; + acetona deuterada.

O espectro do composto H29 apresenta o sinal do hidrogénio a em 7,57 ppm
e do B em 7,99 ppm, ambos como dupletes acoplados entre si, com J = 15,62 Hz.
Os hidrogénios do anel tiofénico podem, mais uma vez, ser facilmente identificados
(7,89 e 7,12 ppm), uma vez que seus sinais sao dupletes com constante de
acoplamento de aproximadamente 4 Hz (4,10 Hz para a grande maioria das
chalconas obtidas nesta série). Os sinais referentes as metoxilas aparecem em 3,82,
3,90 e 3,93 ppm neste espectro, todas como singletos. Ja os hidrogénios do anel B
tem seus sinais em 6,83 e 7,57, ambos com J = 8,79 Hz.

Analisando os espectros referentes as outras chalconas, observa-se que
estes padrdes de deslocamento dos sinais se mantém. De maneira geral, nos
espectros de RMN de *H obtidos buscou-se identificar, principalmente, os sinais dos
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hidrogénios a e 3, cujo deslocamento variou de 7,11 a 8,00 ppm para o Ha e de 7,76
a 8,30 ppm para o Hp, que apresentam-se de forma bem caracteristica, como dois
dubletes acoplados entre si com constante de acoplamento em torno de 16 Hz, o
que caracteriza o produto obtido em configuragao E.

Os hidrogénios do anel tiofénico (anel A da chalcona) apresentam valores
entre 6,97 e 8,31 ppm e J em torno de 4,10 Hz, o que os diferencia facilmente dos
hidrogénios do anel B, que possuem constante de acoplamento de
aproximadamente 8 Hz. Entre os hidrogénios tiofénicos, H3’ € sempre o menos
deslocado e H2’ o que apresenta o maior deslocamento quimico, conforme se
observa nos espectros desta série.

A quantidade de sinais e o deslocamento quimico dos hidrogénios do anel B
das chalconas variaram de acordo com o0s substituintes, por vezes sendo mais
complicada a atribuicdo destes hidrogénios em relacdo aos do anel A.

Os espectros de infravermelho, por sua vez, ajudam a comprovar que houve a
formacdo dos produtos desejados, pois neles aparece uma banda de absorcéo
proxima a 1580 cm™, caracteristica de C=C conjudada & cetona. Essa banda nao
existe no IV da cetona e do aldeido usados como reagentes, existindo somente no
produto da reacdo, o que comprova sua formacao. Destaca-se no espectro de IV a
banda da carbonila da chalcona em ~1650 cm™, como pode ser observado na Figura

12, que apresenta o espectro de absorcéo no IV da chalcona H1.
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Figura 12. Espectro de IV da chalcona H1.
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Em relagdo a chalcona H2, observa-se claramente sua formagéo através do
espectro de IV (Figura 13), na qual a banda em 1593,08 cm™ indica a formac&o da
ligacdo C=C conjugada a carbonila. Além disso, seu ponto de fusdo experimental
nao divergiu do da literatura, e assim, considera-se que a chalcona H2 tenha sido
obtida, apesar de ndo possuir seu espectro de RMN de 'H apresentado nesta

pesquisa.
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Figura 13. Espectro de IV da chalcona H2.

Os demais valores obtidos para os espectros de RMN de *H e para o espectro
de IV estéo relatados nas tabelas abaixo (Tabelas 4 a 9). Os espectros da série de

chalconas completa seguem em anexo.
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Tabela 4 - Dados de RMN de 'H das chalconas da série H derivadas da 2-acetil-5-cloro-tiofeno.

H
I

NDDQ ool b wWN

N
0O w
T
w

4-OCHs

7,60 (d) J = 8,59 Hz
6,94 (d) J = 8,79 Hz

6,94 (d) J = 8,79 Hz
7,60 (d) J = 8,59 Hz
7,21 (d) J = 15,43 Hz
7,82 (d) J = 15,43 Hz
7,63 (d) J = 4,10 Hz
7,01 (d) J = 4,10 Hz

3,87 (s)

Ha*
7,54 (d) J =8,01 Hz
7,23 (d) J=8,01 Hz
7,23 (d) J=8,01 Hz
7,54 (d) J =8,01 Hz
7,29 (d) J = 15,62 Hz
7,83 (d) J = 15,62 Hz
7,64 (d) J = 4,10 Hz
7,01 (d) J=4,10 Hz
2,40 (s)

8,51 (s)

8,28 (dd) J = 7,13/1,07 Hz

7,63 (1) J=7,91 Hz

7,91 (d)J = 7,42 Hz
7,44 (d) J = 15,62 Hz
7,86 (d) J = 15,62 Hz
7,71 (d) J = 4,10 Hz
7,06 (d) J = 4,10 Hz

7,63 (t) J = 8,00 Hz
7,12 (t) J = 8,59 Hz
7,12 (t) J = 8,59 Hz
7,63 (t) J = 8,00 Hz
7,25 (d) J = 15,43
7,81 (d) J = 15,43
7,64 (d) J = 4,10 Hz
7,02 (d) J = 4,10 Hz

O ppm em relacéo ao TMS, Multiplicidade (J em Hz). Solvente CDClI;. *Solvente DMSO deuterado.
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Tabela 5 -

Dados de RMN de 1H das chalconas da série H derivadas da 2-acetil-5-cloro-tiofeno.

H
I

N ool D wWwN

w

O'OCH3
m'OCH3

6,52 (s)

7,09 (s)
7,29 (d) J = 16,62 Hz
8,10 (d) J = 15,62 Hz
7,62 (d)J=4,10Hz
6,99 (d)J=4,10 Hz

3,96 (s)

3,92 (s)

3,91 (s)

H12

6,13 (s)

6,13 (s)
7,68 (d) J = 15,62 Hz
8,27 (d) J = 15,62 Hz
7,57 (d)J=4,10Hz
6,97 (d)J=4,10 Hz
3,91 (s)

3,87 (s)

H14
7,26 (S)

6,85 (d) J = 8,01 Hz
7,13 (m)

7,16 (d) J = 15,43 Hz

7,76 (d) J = 15,43 Hz

7,62 (d) J = 4,10 Hz

7,01 (d) J = 4,10 Hz

6,04 (s)

H15

7,44 (d) J = 5,08 Hz

7,10 (dd) J = 5,08/4,30 Hz

7,38 (d) J = 4,30 Hz

7,11 (d) J = 15,23 Hz
7,93 (d) J = 15,23 Hz
7,63 (d) J = 4,10 Hz
7,01 (d) J = 4,10 Hz

O ppm em relacédo ao TMS, Multiplicidade (J em Hz). Solvente CDCls.
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Tabela 6 - Dados de RMN de 1H das chalconas da série H derivadas da 2-acetil-5-cloro-tiofeno.

4.1

OCH2CH2CH2CH3

NDDQQ oug »wWwN

w

m-OCHs

4.1
4.2
4.3
4.4
-OH

H16
7,63 (d) J = 8,79 Hz
6,94 (d) J = 8,79 Hz
6,94 (d) J = 8,79 Hz
7,63 (d) J = 8,79 Hz
7,33 (d) J = 15,43 Hz
7,79 (d) J = 15,43 Hz
7,77 (d) J = 4,10 Hz
7,05 (d) J = 4,10 Hz

4,03 () J = 6,44 Hz
2,13 (m)

1,51 (ddd) J = 15,86/14,11/7,52 Hz

0.99 (t) J = 7,42 Hz

H17
7,11 (d) J = 1,76 Hz
6,96 (d) J =7,22 Hz
7,23 (s)
7,17 (d) J = 15,43 Hz
7,79 (d) J = 15,43 Hz
7,64 (d) J = 4,10 Hz
7,01 (d)J=4,10 Hz
3,97 (s)

5,95 (s)

H19*

7,44 (d) J = 5,08 Hz
7,10 (dd) J = 5,08/4,30 Hz
7,38 (d) J = 4,30 Hz

7,11 (d) J = 15,23 Hz
7,96 (d) J = 15,23 Hz
7,63 (d) J = 4,10 Hz
7,01 (d) J = 4,10 Hz

0 ppm em relacéo ao TMS, Multiplicidade (J em Hz). Solvente CDCl; + acetona deuterada. *Solvente DMSO deuterado
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Tabela 7 - Dados de RMN de "H das chalconas da série H derivadas da 2-acetil-5-cloro-tiofeno.

B 2 02 a2 33
CI—4 ] & \ 033 34
\ s/ 35

OCHs3

4 6,81 (s) 7,38 (d) J = 2,73 Hz 7,05 (m) -

6 - 7,53 (dd) J = 9,18/2,73 Hz 7,05 (s) 7,24 (dd) J = 8,40/1,76 Hz

a 7,25 (d) J = 15,23 Hz 8,00 (d) J = 15,62 Hz 7,77 (d) J = 15,62 Hz 7,19 (d) J = 15,43 Hz

2 7,67 (d) J = 4,10 Hz 8,30 (d) J = 4,10 Hz 8,04 (d) J = 4,10 Hz 7,65 (d) J = 4,10 Hz
0-OCH; - - 3,91 (s)
p-OCH; - - - 3,96 (s)

3.4 7,5 (td) J = 1,37/7,71/7,71 Hz - - ;

3.6 7,73 (dd) J = 8,01/1,37 Hz - - ;

0 ppm em relacdo ao TMS, Multiplicidade (J em Hz). Solvente CDCls. *Solvente DMSO deuterado. **Solvente acetona deuterada
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Tabela 8 - Dados de RMN de *H das chalconas da série H derivadas da 2-acetil-5-cloro-tiofeno.

WINDDQ ool D WN

0-OCHjs;
m-OCH;
p-OCH3

H28
7,89 (d) J = 8,59 Hz
7,95 (d) J = 8,10 Hz
7,95 (d) J = 8,10 Hz
7,89 (d) J = 8,59 Hz
7,75 (d) J = 16,00 Hz
7,91 (d) J = 16,00 Hz
8,31 (d) J = 4,30 Hz
7,41 (d) J = 4,30 Hz

6,83 (d) J = 8,79 Hz
7,57 (d) J = 8,79 Hz
7,57 (d) J = 15,62 Hz
7,99 (d) J = 15,62 Hz
7,89 (d) J = 4,10 Hz
7,12 (d) J = 4,10 Hz

3,93 (s)

3,90 (s)

3,82 (s)

H30

6,59 (d) J = 8,40 Hz
7,31 (d) J = 8,40 Hz
6,59 (d) J = 8,40 Hz
7,80 (d) J = 15,82 Hz
8,30 (d) J = 15,82 Hz
7,60 (d) J = 4,10 Hz
6,99 (d) J = 4,10 Hz
3,92 (s)

0 ppm em relacdo ao TMS, Multiplicidade (J em Hz). Solvente DMSO deuterado. *Solvente CDCI; + acetona deuterada
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Tabela 9 - Dados de IV das chalconas da série H derivadas da 2-acetil-5-cloro-tiofeno.

Chalcona Regigo de absorcdo de C=0 no IV (cm™) Regido de absorcdo de C=C no IV (cm™)

H2 1649,0 1593,1

H4 1649,0 1590,2

H7 1648,1 1585,4

H12 1637,4 1568,0

H15 1643,2 1587,3

H17 1640,3 1569,0

H21 1647,1 1596,9

H24 1645,3 1587,7

H28 1651,9 1596,0

H30 1643,2 1587,3
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5.2. Discusséao Bioldgica

Dezoito dos vinte compostos obtidos foram testados biologicamente quanto a
seu potencial inibitorio frente a enzima YopH de Yersinia pestis. A porcentagem de
inibicdo da YopH conferida pelas chalconas (média das triplicatas), avaliadas na

concentragéo de 25 umol/L, encontra-se na Tabela 10.

Tabela 10. Porcentagem de inibicdo da enzima YopH provocada pelas chalconas heterociclicas,

avaliadas em triplicata na concentragdo de 25 umol/L.

Chalcona % de Inibicao Chalcona % de Inibicao
H1 8,5 H16 22,4
H2 68,0 H17 20,8
H3 14,7 H19 25,6
H4 24,2 H21 24,3
H6 89,1 H22 85,4
H7 25,8 H24 NT
H11 32,6 H25 30,4
H12 52,9 H28 2,5
H14 40,5 H29 NT
H15 31,2 H30 23,4

NT = nao testado

Para esta discussdo considerar-se-80 como chalconas mais ativas a H6, a
H22, a H2 e a H12, que apresentaram maior potencial inibitério da YopH dentre as
chalconas testadas (89,1%, 85,4%, 68,0% e 52,9%, respectivamente).

Analisando-se as estruturas dessas moléculas, € possivel observar que trés
delas (H2, H6 e H22) apresentam um grupo retirador de elétrons no anel B, sendo
gue em dois destes compostos (H2 e H22) o grupo em questdo é um halogénio. O
fato de haver essa semelhanca entre as estruturas sugere que a presenca de grupos
retiradores de elétrons ligados ao anel B favorece a atividade inibitéria da enzima
YopH, entretanto, 0 mesmo nao € observado para H7, chalcona que também contém
um halogénio como substituinte no anel B, e nem para H28, que apresenta um grupo

carboxila na posicdo 4 do anel B, também retirador de elétrons. Devido a essas
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observacdes, e pela divergéncia entre a atividade biolégica da H2, H6 e da H22
comparadas com a H7 e H28, hé& indicativos de que o efeito inibitério da YopH néo é
meramente eletrénico, e sim, possivelmente determinado também por fatores
esteéricos.

Essa idéia torna-se mais aceitavel ao observarmos o composto H12, o quarto
composto mais ativos desta série, mas que, entretanto, apresenta 3 grupos
doadores de elétrons ligados ao anel B. Porém, entre as demais chalconas com
grupos doadores de elétrons no anel B, é possivel observar que tanto os compostos
monossubstituidos (H3, H4 e H16), quanto os dissubstituidos (H17, H25 e H30) e o
trissubstituido (H11), s&o alguns dos compostos que apresentam percentuais de
inibicdo nao significativos frente a YopH.

As chalconas H14, H19, H21 e H22 apresentam em comum estruturas
heterociclicas como anel B. Observando-se os valores de inibicdo destes
compostos, percebe-se que H14 (que contém um heterociclo com dois atomos de
oxigénio), H19 e H21 ndo apresentaram atividade significativa frente a proteina
YopH. Porém, a H22 foi um dos compostos mais ativos da série, com atividade
inibitéria da YopH de 85,4%. Esta chalcona possui um anel heterociclico nitrogenado
condensado a um anel aromatico, um grupo retirador e um grupo doador de
elétrons, apresentando diversidade quimica (em termos de estrutura) e possuindo
caracteristicas eletrénicas variadas. A unido dessas caracteristicas parece favorecer
a inibicdo da YopH, demonstrando que néo é apenas um fator o determinante para a
atividade dos compostos, e sim um conjunto complexo de interacdes eletrbnicas e
espaciais.

Essa afirmacédo pode também ser embasada pelo fato da H15 (que possui o
grupo 1l-naftii como anel B) e H1 (sem substituintes no anel B) ndo conferirem
atividade inibitoria significativa da YopH.

Avaliando os resultados obtidos biologicamente e a Arvore de Decisdo de
Topliss, é possivel relacionar os compostos H1 (H), H2 (4-Cl), H3 (4-OCHj3), H4 (4-
CHs), H6 (3-NOy) e H7 (4-F), que apresentam monossubstituicdes previstas no
meétodo. Observando-se a atividade e as estruturas das chalconas H1 (inibicdo de
8,5%), H2 (inibicdo de 68,0%) e H6 (inibicdo de 89,1%), sugere-se que a acao
inibitéria da enzima YopH de Yersinia pestis segue uma das linhas da Arvore de

Decisao de Topliss (Figura 14), a qual tem em sua extremidade o grupo 3-NO;
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substituinte do anel B da H6, condizente com esses resultados experimentais, sendo
que essa chalcona apresentou a melhor atividade inibitéria da YopH entre os
compostos monossubstituidos (inibicdo de 89,1%).

H H1, inibigdo =8,5%

L |E M

4-Cl 4-C1 H2, inibigio = 68,0% st
L | ® M L e M L E| M
.y ‘e I e e AMe 5 4cn 34-C12 34012
L E M 4-tBu 3CF34CL
[3,4-(CH3)2]
+a 4-CF3 |
L E M 3-|(1 3-]c1 3 |c1 ’ [4B1] o
1]
| | | < 4-OCH2Ph]
3-N(Me)2  3-Me 3-CF3 [
4-N(Me)2 4-N(Me)2 4-N(Me)2 [3-NH2) [3-B1] [4-OPh] i
| [3-Me] [3-11 |
3-Me,4-N(Me)2 - i
4-NH2 35-Ch
4-OH S [3.5-(CF3)2]
3-Me 4-OMe S
2.0Me 3-NO2 H§, inibigdo = 89,1%
4-NO2
[4-CN]
[4-COMe]
[4-S02Me]
[4-CONH2]
[4-SO2NH2]

4-F

Figura 14. Arvore de Decisdo de Toplis para substituintes aromaticos, com os valores de
porcentagem de inibicdo das chalconas frente & enzima YopH de Yersinia pestis, indicando a linha

central sugerida para a acao inibitéria.

Tendo em vista a diversidade dos fatores que influenciam na atividade dessas
chalconas, sdo necessarios mais estudos com 0s compostos que apresentaram
melhor atividade, para que seja possivel a determinacdo da concentracao inibitoria
50% (ICsp) e do tipo de inibicdo promovida pelos ligantes (chalconas), estabelecendo
assim os parametros cinéticos (como a constante de Michaelis Mentem e Ki para
cada caso). No caso da inibicdo provocada pelos ligantes ser competitiva, é possivel
ainda a realizacdo de estudos de modelagem molecular, que auxiliardo no
entendimento do modo de interacdo entre 0os compostos e o sitio ativo da enzima,
facilitando a identificacdo dos grupos funcionais desejaveis na molécula candidata a
inibidor, para uma posterior otimizacdo dos prototipos em busca de novas moléculas
lideres. Em paralelo a esses estudos é ideal também a realizacdo de estudos com
0Ss compostos frente a enzimas humanas para que se estude a seletividade destas

chalconas frente a YopH, além da realizacao dos testes de toxicidade.
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6 CONCLUSOES

Sintetizou-se uma série de chalconas derivadas da cetona 2-acetil-5-cloro-
tiofeno, utilizando-se adaptacdes no método de Topliss para a escolha dos aldeidos.
Os produtos obtidos foram purificados e caracterizados através de RMN de 'H, IV e
ponto de fusdo, confirmando a obtencdo de 20 chalconas heterociclicas, dentre 21

sinteses propostas.

As chalconas obtidas foram avaliadas quanto ao seu potencial inibitério frente
a enzima YopH, obtendo-se resultados que variaram de 2,5 a 89,1%. Quatro
chalconas apresentaram resultados acima de 50% de inibi¢do, sendo: H6 (89,1%), a
H22 (85,4%), a H2 (68,0%) e a H12 (52,9%), que apresentaram maior potencial
inibitério da YopH dentre as chalconas testadas.

Relacionando-se a estrutura das chalconas ativas com a atividade
apresentada, pode-se observar que, para esta série de chalconas os parametros
gue regem a atividade biologica vao além de apenas um possivel efeito eletrénico no
anel B, sendo determinados também por fatores estéricos. Dentre 0s compostos
monossubstituidos, sugere-se que ac¢ao inibitéria da proteina YopH de Yersinia
pestis segue uma das linhas centrais da Arvore de Decisdo de Topliss, condizente

com os resultados experimentais, onde H6 apresentou a melhor atividade inibitoria.
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8 ANEXOS

Anexo | — Espectros de absorcéo no IV e de RMN de *H do composto H3.
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Anexo Il — Espectros de absorcdo no IV e de RMN de *H do composto H4.
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Anexo Il — Espectros de absorcéo no IV e de RMN de *H do composto H6.
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Anexo IV — Espectros de absorcdo no IV e de RMN de *H do composto H7.
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Anexo V — Espectros de absorcdo no IV e de RMN de *H do composto H11.
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Anexo VI — Espectros de absorcdo no IV e de RMN de *H do composto H12.
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Anexo VII — Espectros de absorcéo no IV e de RMN de *H do composto H14.
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Anexo VIII — Espectros de absorcdo no IV e de RMN de *H do composto H15.
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Anexo IX — Espectros de absorcdo no IV e de RMN de *H do composto H16.
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Anexo X — Espectros de absorcdo no IV e de RMN de *H do composto H17.
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Anexo X| — Espectros de absorcdo no IV e de RMN de *H do composto H19.
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Anexo XII — Espectros de absorcéo no IV e de RMN de *H do composto H21.
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Anexo XIIl — Espectros de absorcdo no IV e de RMN de *H do composto H22.
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Anexo XIV — Espectros de absorcdo no IV e de RMN de *H do composto H24.
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Anexo XV — Espectros de absorcéo no IV e de RMN de *H do composto H25.
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Anexo XVI — Espectros de absorcdo no IV e de RMN de *H do composto H28.
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Anexo XVII — Espectros de absorcéo no IV e de RMN de *H do composto H29.
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Anexo XVIII — Espectros de absorcdo no IV e de RMN de *H do composto H30.
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