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RESUMO

As chalconas sdo compostos de origem natural pertencente a classe dos flavonéides,
sendo também um precursor de outros metabdlitos secundarios. A variada gama de
atividades bioldgicas que as chalconas apresentam, leva a uma grande procura em
compreender fatores influentes em suas atividades antioxidante, anti-inflamatoria,
antitumoral, antialérgica, entre outras. E por apresentar uma estrutura dinamica, onde
€ possivel a adicdo de muitos grupamentos, as chalconas contribuem muito para a
investigacdo quimica de grupos organicos especificos, tais como nitro, metoxila,
hidroxila, entre outros. Este trabalho apresenta a analise conformacional dos isbmeros
2'-nitro-4-hidroxi-3-metoxichalcona (0-CHAL) e 3'-nitro-4-hidroxi-3-metoxichalcona
(m-CHAL). Com o emprego de calculos tedricos, foram obtidos os conférmeros
presentes no equilibrio conformacional cada composto, as conformagdes s-cis
representaram as formas mais estaveis para os dois isdbmeros avaliados. As analises
dos orbitais naturais de ligacdo (NBO) realizadas com a teoria do funcional de
densidade (DFT), em combinagdo com o método M06-2X e o conjunto de fungdes de
base 6-311++G (2d,dp), revelaram uma maior deslocalizacdo eletrbnica nos
conformeros s-cis dos compostos estudados. Entretanto, a estabilidade dos
conférmeros s-trans foi influenciada pela posi¢céo do grupo nitro no anel A do esqueleto
carbonico das chalconas. O potencial antioxidante foi avaliado pelo método DPPH e
atividade quelante do ion ferro, sendo que a chalcona o-CHAL apresentou resultados

promissores, provavelmente sera foco para mais avaliagdes futuramente.

Palavras-chave: Chalconas, atividade antioxidante, analise conformacional.



ABSTRACT

This study presents a conformational analysis of the isomers 2'-nitro-4-hydroxy-3-
methoxychalcone (0-CHAL) and 3'-nitro-4-hydroxy-3-methoxychalcone (m-CHAL).
Using theoretical calculations, the conformers present in conformational equilibrium of
compounds were obtained, since the s-cis conformations represent the most stable
forms for the two isomers performed. The analyzes of the natural bond orbitals (NBO)
carried out density functional theory (DFT), in combination with M06-2X method and
basis set 6-311 ++ G (2d, dp), revealed greater electronic delocation in the s-cis
conformers. However, the stability of the s-trans conformers was influenced by the
position of the nitro group in ring A of chalcones. The antioxidant potential was
evaluated by DPPH method and Ferrous ion chelating activity, the chalcone o-CHAL
presented promising results, probably will be the focus for further evaluations in the

future.

Keywords: Chalcone, antioxidant activity, conformational analysis.
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1 Justificativa

Ha um aumento significativo de evidéncias experimentais clinicas envolvendo
radicais livres e espécies reativas de oxigénio (EROS) em uma variedade de doencgas
humanas incluindo cancer, desordens inflamatorias e varias doengas degenerativas
associadas a idade. Com isso, ha um esforgco em se desenvolver novas drogas com
potencial atividade antioxidante (GACCHE et al., 2008).

Nesse contexto, as chalconas tém recebido uma ateng¢ao especial da quimica
medicinal no estudo de diferentes atividades bioldgicas, como decorréncia da
dinamicidade de sua estrutura em apresentar diferentes grupamentos quimicos a
exemplo do grupo hidroxila e da dupla ligagao vinilica, considerados importantes para
a atividade antirradical (BATOVSKA, D. |.; TORODOVA, 2010). Sua ocorréncia em
muitas plantas a torna interessante em inumeras pesquisas, com diferentes
finalidades, levando a sua procura através de isolamento a partir de fontes naturais
(plantas) e também por vias sintéticas. Diante disso e de uma investigagao
bibliografica observou-se que ainda é possivel buscar por novos derivados de
chalconas e que derivados com o grupo nitro presente em sua estrutura ainda
demandam mais estudo. A agao provocada pela presenga do grupo nitro na estrutura
das chalconas, pode influenciar tanto a eficiéncia antioxidante destes compostos
quanto sua potencialidade como agente contra outras doengas, visto que o
grupamento nitro age como um bom grupo biorredutor metabdlico, se mostrando
relevante na busca por espécies com grande potencial contra diversas doencas
(PAULA, 2009).

Deste modo, o presente trabalho busca discutir os resultados obtidos com a
sintese e a caracterizagao dos isbmeros 2’-nitro e 3’-nitro-4-hidroxi-3-metoxichalconas
(Figura 1), bem como investigar computacionalmente suas estruturas e para finalizar,

avaliar sua capacidade antioxidante.

Figura 1 — Estrutura dos compostos estudados nesse trabalho.

R1 O Composto R4 R2

R2 g O o-Chal NO: H
- m-Chal H NO2
OH

Fonte: Autor.
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2 Estado da Arte

2.1 Flavonoides

A natureza € uma fonte de diversidade quimica a qual ndo pode ser
subestimada, e isso tem se provado ao longo da histéria. O homem desde muito faz
uso de plantas medicinais, e isso se deu por resultados observados através de
tentativas e erros. Hoje com o advento da quimica verde, a relagédo do ser humano
com o meio ambiente tem possibilitado uma troca, onde o homem nao s6 explora os
bens naturais, mas também os preserva (DIAZ-TIELAS et al., 2016).

Ha um interesse emergente focado na busca pela mimetizacdo de muitos
meétodos e produtos de origem natural, incluindo o uso de organismos biologicos e
substancias quimicas derivadas de plantas. O que tem levado a investigagéo de novos
compostos biologicamente ativos, tendo como ponto de partida a selecao ja feita pela
natureza, possibilitando muitas vezes a obtengdo de novos produtos com potencial
farmacolégico e até mesmo no controle de pragas, que sejam menos agressivos ao
meio ambiente e a satide humana (DIAZ-TIELAS et al., 2016).

A familia dos flavonoides, um grupo de importantes metabdlitos secundarios
presentes em plantas tem sido alvo de estudos promissores no desenvolvimento de
drogas medicinais. Esses metabdlitos desempenham funcbes especificas em
diferentes espécies de plantas, sendo encontrados em flores, frutas e folhas, se
apresentam com muita frequéncia na forma de pigmentos que vao de tons
avermelhados a amarelados, aparentemente sem fungao direta no seu crescimento
ou em processos como fotossintese, respiracao, transporte de solutos, translocacgao,
sintese de proteinas, assimilacdo de nutrientes, diferenciacdo ou sintese de
carboidratos, proteinas e lipideos (FERREIRA et al., 2008).

Os flavonoides tém beneficios consideraveis no setor da saude. Fontes de
compostos flavonoides encontrados na natureza tém sido amplamente investigados
com respeito a sua potencialidade como agente antitumoral, anti-inflamatorio,
antidiabético, antibacteriana e antifungica. Os flavonoides exibem diversas formas
estruturais. Contudo, essa classe possui na maioria de seus compostos, quinze
atomos de carbono em seu nucleo fundamental (o nucleo flavan C6 -C3 -C6),
constituido de duas fenilas ligadas por uma cadeia de 3 carbonos entre elas (HUBER,;
RODRIGUEZ-AMAYA, 2008). A Figura 2 mostra a estrutura genérica e o sistema de

numeracao utilizada para distinguir as posi¢cées de carbono em toda a molécula. Suas
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atividades bioquimicas dependem da estrutura quimica e a orientagao relativa das
varias porgdes da molécula (COOK; SAMMAN, 1996).

Figura 2 - Estrutura genérica dos flavondides.

Fonte: Autor.

Segundo HODEK et al. (2002), baseado em sua estrutura, os flavonoides
podem ser classificados de oito maneiras, como: flavana, cromona, flavanonas,
isoflavanonas, chalconas, antocianidinas, flavonas e isoflavonas. Observando a
Figura 3, a porgcédo carbonilica das estruturas basicas dos flavonoides derivam do
hidrocarboneto heterociclico, cromano, através da substituicdo do anel C nas posi¢des
2 ou 3 por uma fenila (anel B) que formam as flavanas, e um grupo oxo na posi¢ao 4

resultando em flavanonas e isoflavanonas. As chalconas ndo apresentam o anel C.

Figura 3 - Classificagéo dos flavonoides.

@o‘%ﬁ“%«*\.

cromona
flavana flavanonas |soﬂavannnas

cha\cona antocianidina

isoflavona
ﬂavona

Fonte: Autor.

O primeiro relato das chalconas, se deu através de um trabalho reportado por
Kostanecki, quando na tentativa de sintetizar novos compostos coloridos, conseguiu
um produto ao qual atribuiu 0 nome de chalcona (Kostanecki, 1899). Identificada pela
nomenclatura IUPAC como 1,3-diaril-2-propen-1-ona ou benzilideno (MAHAPATRA,;

BHARTI; ASATI, 2015), as chalconas s&o precursores na biossintese de flavondides



17

e isoflavondides, sua principal ocorréncia, se da principalmente na forma de
compostos polifendlicos, apresentando uma coloragao que vai do amarelo ao laranja
nas mais diversas graduag¢des. Podem ser encontradas com a configuragao trans ou
cis com relagdo aos substituintes da ligagao vinilica, isbmeros com dois anéis
aromaticos, o anel A e o anel B, unidos por um sistema de trés atomos de carbono
a,R-insaturados a carbonila (Figura 4) (GOMES et al., 2017).

Figura 4 - Representagao estrutural dos isdbmeros trans e cis de Chalconas.

(1) Trans (E)

Fonte: Autor.

Na maioria dos casos o isbmero E apresenta maior estabilidade decorrente da
menor repulséo estérica entre o grupo fenila (anel B) e a carbonila, o que o torna uma

configuragcédo predominante entre as chalconas (GOMES et al., 2017).

2.2 Sintese de Chalconas

As Chalconas podem ser encontradas frequentemente na dieta humana,
devido a sua presenca em uma extensa variedade de plantas, tais como as
pertencentes as familias das Leguminosae, Compositae e Moraceae, presentes em
frutas, vegetais, graos, raizes, flores, chas e vinhos (DIAZ-TIELAS et al., 2016).

Muito embora as chalconas sejam de origem natural elas também podem ser
obtidas por meio de sintese. Alguns métodos sdo encontrados na literatura, no
entanto, a reacdo mais utilizada é a condensacdo de Claisen — Schmidt, onde
quantidades equimolares de derivados de acetofenona e benzaldeido sdo submetidos
a uma reagao de condensacéao alddlica cruzada, em meio alcoolico, na presenga de
um catalisador que pode ser de natureza basica ou acida. Para exemplificar, na Figura
5 esta demonstrado o mecanismo mais comumente usado na obtencao de chalconas,

com o emprego de acetofenona e benzaldeido em presenga de hidroxido de sodio.
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Figura 5 - Mecanismo da Reagéo de Condensagéo de Claisen-Schmidt.

o]

Q o]
NaOH >
H e
+ Etanol O O

e,
sl

o] :Oi)_ 102 (0
satl A @*@H@*@“ jC

AO/“\*O O O Saae
00

Fonte: Autor.

Em geral, a reagao de Claisen-Schmidt fornece bons rendimentos, entretanto
existem outros métodos que sdo utilizados para obtencdo de chalconas, com
reagentes de outra natureza, adequando solventes de acordo com a solubilidade e
demais propriedades. Ha uma extensa gama de estratégias relatadas na literatura,
para a sintese destes compostos, incluindo algumas variagdes da metodologia
utilizada na condensacéo de Claisen-Schmidt (MUSTOFA et al., 2014), tais como:
sintese assistida por microondas para ativagédo dos reagentes (SOMANI et al., 2017);
com emprego de liquidos ibnicos, a exemplo da reagcao de Suzuki, e também utilizando
PEG 400 (CAO et al., 2005). Outras metodologias podem incluir sinteses livres de
solvente, como as que usam K2COs3 anidro como um agente de condensagéo e um
catalisador heterogéneo como acido p-toluenossulfénico em Montmorillonite K10
(GAONKAR; VIGNESH, 2017).

Os métodos mais comuns de catdlise acida em sintese de chalconas
descrevem o0 uso de etanol saturado com acido cloridrico, apresentando um
rendimento baixo que varia entre 10 a 40%, o que esta de acordo com dados da
literatura, a presenca de substituintes hidroxila no anel B (benzaldeido) dificulta a
reacao alddlica da sintese via catalise basica (ZHUANG et al., 2017).

Além das variagdes ja citadas, existem alguns desafios inerentes as reagdes
de condensagéo alddlica, um deles (talvez o principal) estd diretamente ligado a
influéncia exercida pelos grupamentos que se encontram proximos a carbonila

correspondente ao reagente aldeido. A presenca de grupamentos eletrodoadores
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(como hidroxilas, haletos e amino) na posigao para no anel aromatico do benzaldeido
podem vir a exercer uma diminuicdo da eletrofilicidade da carbonila disponivel para o
ataque nucleofilico (Esquema 2). A explicacéo por tras deste fato, € que o excesso da
base acaba desprotonando a hidroxila durante a sintese, deslocalizando assim a sua
carga, formando um segundo anion enolato na reagao, como ¢ ilustrado no Esquema
2 abaixo. (PATIL; MAHAJAN; KATTI, 2009).

Esquema 1 - Estruturas ressonantes obtidas com deslocalizagdo anidnica, proveniente do
desprotonamento de hidroxilas para substituidas ao anel.

— o B Co 0f
HO—\ ( _— ?f{@ﬂ - o:<:>:<
H 5 H H

BH

Fonte: Adaptado de PATIL et al., 2009.

A presenca de uma hidroxila no benzaldeido na posicdo para em relagdo a
carbonila, foi um complicador para a obtengdo das chalconas em meio basico com
alto grau de pureza e com rendimentos préximos do desejado (iguais ou superiores a
70%). Este fato promoveu a busca por outros catalisadores, tais como os de natureza
acida, sendo escolhido o acido p-toluenossulfénico (Esquema 2) (SHARMA;
AGRAWAL; GUPTA, 2008).
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Esquema 2 - Mecanismo de Reacgdo de Condensagéo de Claisen-Schmidt para sintese de
chalconas, sob catalise acida.

OI 12

B HO- 5 0
O ‘-a 0: Q2N
H OH OH

Fonte: Autor.

Com base nos trabalho realizado por ZHUANG et al. (2017), no qual sao
dispostos dados de inumeros trabalhos com diferentes catalisadores, o acido p-
toluenossulfénico despertou um grande interesse por apresentar um alto rendimento,

além de ser uma alternativa ao uso de catalisadores basicos.
2.3  Nitrocompostos e suas atividades farmacolégicas

Sao muitos os fatores levados em conta por pesquisadores da area de quimica
medicinal na busca por substédncias com atividade potencialmente biologica
(capacidade de interagdes com o meio, velocidade de reagao, toxicidade, distribuicao
de elétrons, dentre outras). Empenhando-se na solugdo destas questdes, estes
estudos buscam desenvolver uma gama de moléculas complementares (estruturas
parecidas para se obter atividades biolégicas similares) com a finalidade de ajudar na
observacao de alteracbes em propriedades farmacoldgicas, o que pode facilitar o
processo de validagdo de uma determinada droga como um potencial farmaco. Essas
moléculas complementares podem ser uma via investigativa dos efeitos de modo

individual ou associado.
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Nesse sentido, o grupamento nitro (NO2) € um grupo funcional que apresenta
um efeito eletroretirador. Os anéis aromaticos podem sofrer forte influéncia deste
efeito, o qual desativa o anel nas posi¢des orto e para, resultado do efeito ressonante
que “atrai” elétrons do ciclo aromatico da estrutura. Estudos tem demonstrado que a
presenga do grupo nitro pode ser responsavel pela toxicidade de certas drogas
(OLENDER; ZWAWIAK; ZAPRUTKO, 2018).

Algumas atividades biologicas manifestadas por moléculas contendo o grupo
nitro em sua estrutura, sao atribuidas a facilidade de redug¢ao deste grupo, resultante
de seu carater fortemente aceptor de elétrons, possibilitada tanto pelo efeito indutivo
quanto pelo efeito mesomérico. Em estudos realizados por Paula e colaboradores
(2009), o transporte de nitrocompostos pelas biomembranas ocorre por difusao
passiva e aumenta a medida que os radicais livres provenientes do processo de
biorreducao, desestabilizam as membranas biologicas. Assim, devido ao aumento da
concentracao intracelular de nitrocompostos, uma maior quantidade de radicais livres
€ gerada e, consequentemente, maior € o dano causado pelo estresse oxidativo. A
biorreducdo metabdlica completa destes compostos envolve 6 elétrons, com os
intermediarios reativos Ar-NO2"~ gerando por fim o produto amino (Ar-NHz2) como
produto final, que pode interagir com o DNA em meio intracelular através de stress
oxidativo resultando nos efeitos bioldgicos observados, entretanto, também é comum
encontrar nitrocompostos chegando ao produto final hidroxilamina (Ar-NHOH) de

biorreducao por meio de 4 elétrons (Esquema 3) (PAULA, 2009).

Esquema 3 - Etapas de Biorredugao Metabdlica de Nitrocompostos Aromaticos.

+1e +1e +2e +2e
Ar - NO? _— AI’—NO? —» Ar - NO — AI’—NHOH—&AI’—NH?

Fonte: Adaptado de PAULA et al., 2009.
24 Atividade antioxidante

Muitas espécies quimicas por possuirem propriedade redutora, se tornam alvo
de estudo para avaliagao de sua capacidade antioxidante. Caracteristicas essas que
desempenham um papel importante na neutralizacdo ou sequestro de radicais livres
e quelagcdo de metais de transicdo, agindo tanto na etapa de iniciagdo como na

propagacao do processo oxidativo (PIETTA, 2000).
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Sendo assim, pode-se dizer que uma substancia antioxidante é aquela que
quando em pequenas concentragcdes inibem a oxidagdo de biomoléculas como
carboidratos, lipidios, proteinas, DNA e outros oxidaveis in vitro e in vivo. No
organismo humano, quanto maior for a produgdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) maior é a necessidade de producédo de compostos antioxidantes ou ingestao
de alimentos com potencial antioxidante (HALLIWELL et al., 1995).

Segundo Luzia e Jorge (2010), os compostos antioxidantes podem ser
classificados como primarios e secundarios. Os antioxidantes primarios atuam por
meio da doacdo de elétrons ou atomos de hidrogénio (espécies radicalares),
convertendo-os em espécies termodinamicamente estaveis, ou reagir com R®* e ROO*
formando complexos lipidio-antioxidante que posteriormente reagem com outros
radicais formando espécies inativas para reacdes em cadeia e radicais relativamente
estaveis (A®) precedente aos antioxidantes (AH) (RAMALHO et al., 2006). Para
exemplificar, as etapas sao ilustradas a seguir:

R*+AH —- RH + A°®

ROO* + AH - ROOH + A°

Ja os antioxidantes secundarios retardam a autoxidagcdo através da
complexacado de metais, sequestro de oxigénio, decomposi¢ao de hidroperéxidos (a
fim de formar espécies nao radicalares), desativando o oxigénio singlete e também da
absorgao de luz UV (LUZIA et al., 2010).

2.5 Reacgdes de formacgao de espécies reativas

O estresse oxidativo causado por organismos tem levado a comunidade
cientifica ao desenvolvimento de técnicas para o auxilio em pesquisas voltadas para
a obtencdo de compostos com potencial antioxidante. Muito embora ocorra
naturalmente em organismos vivos, as moléculas geradas em processos oxidativos,
as EROs, sdo compostos instaveis de oxigénio com um elétron ndo emparelhado em
um de seus orbitais atdbmicos, como por exemplo: radicais hidroxila (HO®) e peroxido
de hidrogénio (H202), principalmente os radicais livres superdxidos (O2°"), oxigénio
singlete (102*), que se formam normalmente em processos envolvendo o
metabolismo aerdbico (MITTLER, 2002; SHARMA; et al., 2012)
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Em quantidades moderadas as EROs sao necessarias para algumas fungoes
celulares, tais como indugao de mediadores na regulagao de processo de sinalizagao
e defesa contra microrganismos (virus e bactérias). No entanto, o seu excesso pode
provocar danos irreparaveis as células (YEUM et al., 2009). Nos animais e nas plantas
a homeostase celular redox é mantida por um sistema de defesa constituido de
reguladores enzimaticos e ndo enzimaticos, inibidores de enzimas, cofatores de
enzimas e quelantes de metais de transicdo. Quando o nivel de EROs excede os
mecanismos de defesa, diz-se que a célula esta em estado de "estresse oxidativo",
uma situagao que pode ser induzida por diferentes fatores, principalmente tensées
ambientais como salinidade, seca, refrigeracao, toxicidade, radiagao ultra violeta, bem
como agentes patogénicos. Uma grande produgdo de EROs durante estresses
ambientais podem representar uma ameaca para as ceélulas por causar peroxidagao
de lipidios, oxidagao de proteinas, danos aos acidos nucléicos e inibicdo de enzimas
(SHARMA,; et al., 2012).

A atividade antioxidante dos compostos como as chalconas decorre
principalmente da presencga do grupo hidroxila, o qual favorece a atividade antirradical
mediada pela doacdo de hidrogénios (LIN et al.,, 2019). Essa caracteristica
desempenha um papel importante na neutralizagdo ou sequestro de radicais livres e
quelagdo de metais de transigdo, agindo tanto na etapa de iniciagdo como na
propagacédo do processo oxidativo, tendo como vantagem o fato de seus
intermediarios serem relativamente estaveis, devido a ressonancia do anel aromatico
que os constitui (SOUSA et al., 2007).

Trabalhos realizados por muitos grupos de pesquisa mostram dados
promissores de teste feitos utilizando chalconas, com apreciavel atividade
antioxidante. Os trabalhos realizados por POLO, et al. (2019), obtiveram resultados
promissores investigando a ac&o de chalconas na inibi¢ao de acetilcolinesterase, uma

enzima de grande influéncia nos sintomas do Alzheimer.
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3 Objetivos
3.1 Objetivo Geral

Sintetizar e caracterizar a 2’-nitro-4-hidroxi-3-metoxichalcona (o-Chal) e a 3'-
nitro-4-hidroxi-3-metoxichalcona (m-Chal), isbmeros que apresentam o grupo nitro em
posicoes distintas no anel aromatico A (Figura 1). Avaliar o potencial farmacoldgico
destes compostos com respeito a sua capacidade antioxidante e para finalizar,

proceder a analise conformacional dos compostos por meio de calculos tedricos.

3.2 Objetivos especificos

e Sintetizar os derivados chalconicos o-Chal e m-Chal, através de métodos classicos
de condensagado em meio acido.

e Confirmar a obtencdo dos compostos sintetizados através de analise por
espectroscopia no infravermelho (IV) e Espectroscopia de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) de 'He "3C.

e Com a quimica computacional, obter os conférmeros preferenciais em fase
isolada, proporcionando uma ampla visualizagado tridimensional das espécies
estudadas.

e Com ateoria dos orbitais naturais de ligagao (NBO), tentar explicar quais os efeitos
que regem as preferéncias conformacionais.

e Realizar testes empregando os radicais DPPH e capacidade quelante.

e Avaliar se ocorre mudanca na atividade antioxidante com a variagao da posicao

do grupo nitro na estrutura da chalcona.

e [Estabelecer uma correlacéo entre a preferéncia conformacional das chalconas e

os resultados obtidos com os ensaios biologicos.
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4 Parte experimental

4.1 Sintese dos derivados nitrochalconicos

Os reagentes e solventes utilizados no projeto foram adquiridos
comercialmente e ndo foram submetidos a um processo prévio de purificacéo e
secagem. Na Tabela 1 estdo apresentadas as substancias empregadas nas sinteses,

bem como sua marca e seu grau de pureza.

Tabela 1 - Relagéo de reagentes e solventes utilizados.

Reagentes Marca Grau de Pureza (%)
2’-Nitroacetofenona Sigma Aldrich 98,0
3’-Nitroacetofenona Sigma Aldrich 98,0

Vanilina Sigma Aldrich 99,0

Acido p-tolueno Sulfénico  Sigma Aldrich 95,0
Alcool Metilico Biotec 96,0
Acetona Biotec 99,5

Fonte: Autor.

Os derivados chalcénicos o-Chal e m-Chal, foram obtidos por meio da reagao
de condensagao alddlica em meio acido (PATIL et al., 2009), empregando-se
quantidades equimolares de vanilina e nitroacetofenona (2’ ou 3’-nitroacetofenona). A

reacao geral € mostrada no Esquema 4.

Esquema 4 — Reacgédo geral para obtencao do o-Chal (R1:NO2,Rz2:H) e m-Chal (R1:H,R2:NOy).

Ri1 0} 0
Rz 0

R1 0]
R2 = (o]
CH e ~
g . MeOH,PTSA ‘ ‘
S
OH s OH

Fonte: Autor.

Procedimento experimental geral: Em um baldo de fundo redondo de 125 mL,
mantido em banho de gelo, foram adicionados 2,9 g (0,01 mol) de vanilina dissolvidos
em 25 mL de metanol. Posteriormente, 2,0 g de acido p-toluenossulfénico (PTSA)
foram adicionados ao meio reacional e para finalizar, 2,1 g (0,01 mol) de 2'-
nitroacetofenona (ou 3’-nitroacetofenona). A mistura reacional foi mantida sob
agitacdo e protegida da luz durante 24h. Decorrido este tempo, a reacdo foi

neutralizada com solucdo de bicarbonato de sddio e o produto foi extraido com
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cloroférmio (3 x 15mL). A fase orgéanica foi seca e rotaevaporada. Ao final, o produto
da reagao com a 2’-nitroacetofenona apresentou aspecto oleoso (0-Chal), ja o produto
da reagao com a 3’-nitroacetofenona se apresentou na forma de um sdélido amarelo
(m-Chal).

4.2 Caracterizacao Espectroscopica
Analise de IV

Os espectros na regiao do infravermelho foram obtidos em um Espectrometro
Infravermelho FTIR, Prestige 21 - Shimadzu, com as substéncias incorporadas em
pastilhas de KBr, sendo os valores de absorgao registrados em escala de centimetro

reciproco (cm™).
Analise por RMN

A confirmacéao dos produtos obtidos foi realizada através dos experimentos de
espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN de 'H) e de
Carbono (RMN de '3C). Os espectros foram adquiridos em um Espectrofotdmetro de
Ressonancia Magnética Nuclear 400 MHz, Avance Il — Bruker, alocado no Complexo
de Laboratérios Multiusuarios (C-Labmu) da Universidade Estadual de Ponta Grossa
(UEPG). Os experimentos se deram sob pulsos de radiofrequéncia na frequéncia de
400,131 MHz para nucleos de hidrogénio e a 100,623 MHz para nucleos de carbono,
utilizando solugdes com aproximadamente 50 mg do composto a ser estudado, em
solugdo de 600 uL em CDCls, e como padrao de referéncia interna tetrametilsilano

(TMS), sendo mantida a temperatura da probe a cerca de 25 °C.

4.3 Ensaios de atividade antioxidante

Para avaliacdo da atividade antioxidante dos compostos sintetizados utilizou-
se duas metodologias, a primeira com o emprego de DPPH e a segunda comumente
conhecida como atividade quelante do ion ferro |l. Ambos ensaios foram realizados

em um Leitora de placas - ELISA Synergy H1-Biotek.

Metodologia com emprego de DPPH

A capacidade antioxidante dos compostos foi determinada utilizando-se o
método proposto por  Brand-Wiliams e colaboradores (1995). O ensaio é

fundamentado na redugéo do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) por meio da
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captura desses radicais de modo a determinar a capacidade antioxidante dos
compostos estudados, provocando, consequentemente, decréscimo da absorbancia
da mistura reacional medida para 515 nm. Para o calculo da concentragao eficiente
ICs0, (concentragdo do composto que produz 50% do seu efeito maximo) solugdes
hidroetandlicas das amostras foram preparadas nas concentragdes de (50; 40; 30; 20;
10 e 0 yM.L™"). As placas foram incubadas por 10 minutos, em temperatura ambiente,
para entdo ser determinado a atividade antioxidante (AA), considerando a

porcentagem de inibigdo do DPPH, com a equagéao 1:

ABScn - (ABSamostra - ABSbranco
= ( ) x 100%

AA (1)
ABScn X 100

Sendo que ABScn é a absorbancia do controle negativo, ABSamosta a
absorbancia da amostra de chalcona em diferentes concentracbes com a presenca
de DPPH e a ABStranco @ absorbancia das solu¢des de chalcona, sem a presenga de
DPPH. Apd6s a medida no leitor de placas, com os valores obtidos foi construido um
grafico da porcentagem de inibicdo do DPPH versus concentragdo das amostras. Os
valores de ICso calculados por regressao linear serdo entdo gerados a partir de
graficos onde o eixo das abscissas (x) representa a concentracdo e o eixo das

ordenadas (y), a porcentagem média da atividade antioxidante das triplicatas.
Atividade quelante do ion ferro (FIC)

A atividade quelante do ion ferro (FIC) foi determinada medindo-se a
capacidade que a amostra tem para quelar os ions Fe3* do Cloreto Férrico (FeClz) em
solugao etandlica. Quanto maior a quelagdo destes ions pela amostra, menor o
numero de ions disponiveis, provocando um decaimento da cor amarela no complexo
reacional, que pode ser monitorado pela analise da absorbancia a 510 nm. A atividade

quelante foi determinada conforme descrito por Chew et al. (2009).

Em uma placa de Elisa de 96 pogos, foi adicionas 160 uL das amostras de
chalconas nas seguintes concentragdes 1000 uM, 800 uM, 600 uM, 400 uM, 200 uM,
0 uM, junto com um volume de 80 puL de cloreto férrico (Fe3*). Também foram
preparados um padrao de o-fenantrolina (0,05 % v/v, 1 mL). Estas solu¢des foram
agitadas cuidadosamente e deixadas em repouso por 15 minutos no escuro a

temperatura ambiente, para depois mensurar sua absorbancia a 510 nm no leitor de
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Elisa Synergy H1-Biotek (HARVEY, A. E.; SMART, J. A.; AMIS, 1995). Calculou-se a

porcentagem de atividade quelante de metais férricos (FIC) utilizando a equacgao 2:

ABScn - (ABSamostra - ABSbranco)
ABScn x 100

% FIC = x 100% 2)

onde % FIC é a atividade quelante; ABSamostra € @ absorbancia da amostra em
diferentes concentragbes de chalcona (agente quelante); ABSpranco € @ absorbancia

das chalconas sem o agente quelante e ABScn é a absorbéancia do controle negativo.

A concentragéo final de Fe® livre e quelados foram determinadas a partir de
uma curva de calibragdo, obtida com as % FIC das diferentes concentracoes,
plotando-se na abscissa as concentragdes da amostra (ug/mL), ou do controle positivo
e na ordenada as % FIC. Por meio deste, obteve-se a equagao da reta (y= ax+b).
Substituindo-se o y pela absortividade obtida pela analise enquanto a e b sdo dados
através da linearizagao, encontrou-se o resultado correspondente a concentragao da
amostra (agente quelante) necessaria para reduzir (quelar) o ion férrico (lll), expresso

em uM.
4 .4 Calculos tedricos

No presente trabalho foram utilizadas fungdes Gaussianas do pacote de
programas Gaussian 09 (FRISCH et al., 2009) e NBO 5.9 (SARKAR; MIDDYA, 2012).
As Superficies de Energia Potencial (SEP) para ambos os compostos, o-Chal e m-
Chal, foram obtidas a partir de calculos de scan com o nivel de teoria M06-2X/6-31G,
através da combinacéo dos angulos diedros rotacionados 36 vezes em intervalos de
10 graus, com calculos de geometria.

Para a obtencdo dos minimos correspondentes a cada conférmero, as
geometrias foram submetidas a calculos de otimizagdo seguida pelo calculo de
frequéncia para caracterizar a estrutura como um ponto de minimo. Encontrada a
energia dos conférmeros, fez-se a corregcado da energia do ponto zero (EPZ). Na
execugao dos calculos de otimizacao e frequéncia, o nivel de teoria empregado foi o
M06-2X/6-311++G(2d,dp).

Com o objetivo de investigar como as interacoes, estéricas e hiperconjugativas,
afetaram a preferéncia conformacional da o-Chal e da m-Chal, foram feitos calculos
usando a Teoria do Orbital Natural de Ligagdo (NBO), com o mesmo nivel de teoria

das otimizagdes.
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Para a realizagao de todos os calculos citados aqui, utilizou-se a estacao de
trabalho - Intel Core 2 Quad de 2,4 GHz, 64 bits e 4,0 GB de memodria RAM, em

sistema operacional KUBUNTU verséo 9.04 (Linux) e interface grafica KDE.
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5 Resultados e discussao

5.1Sintese e Caracterizacao Espectroscépica

Inicialmente, optou-se por obter as chalconas de interesse deste trabalho com
o procedimento classico da condensacédo de Claisen-Schmidt catalisado por base.
Entretanto, ndo foi possivel a obtengdo dos compostos. Provavelmente, a base
promoveu a desprotonagdo da hidroxila ligada ao anel aromatico do benzaldeido
(vanilina), diminuindo a eletrofilicidade da carbonila, a qual deveria ser atacada pelo
enolato durante a condensagao, conforme ja discutimos na segao 2.2.

Sendo assim, os compostos 0-Chal e m-Chal foram obtidos através de
protocolos de reacdao de condensacao alddlica cruzada catalisada por acido p-
tolenossulfénico (PTSA). As estruturas dos reagentes e produtos, assim como o

rendimento de cada sintese estdo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2 - Dados de rendimento para as espécies sintetizadas.

Sintese Vanilina Nitroacetofenona Produto Rendimento
0) O NO, 0O NO,
0 SN
HO HO
@] O 0

, o S NO,
2 P H N O O 74%
HO
HO

Fonte: Autor.

Os produtos das sinteses foram caracterizados pelas espectroscopias de
Infravermelho e Ressonancia Magnética Nuclear. A seguir, serdo apresentadas e
discutidas as analises espectroscopicas que confirmaram a obtengdo da m-Chal e na
sequéncia serao apresentados os dados da o-Chal.

Inicialmente, foi obtido o espectro na regido do infravermelho para a
nitrochalcona m-Chal (Figura 6), o qual apresentou bandas bem caracteristicas para
varios grupos presentes na estrutura da m-Chal, como por exemplo a banda de
estiramento da carbonila e as bandas de estiramento das duplas ligagcées carbono-

carbono que apareceram em 1660 e 1565 cm-', respectivamente. As principais
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absorc¢des estdo agrupadas na Tabela 3. Entretanto, apenas com as informacgdes
contidas neste espectro nao é possivel afirmar ou concluir que a m-Chal foi formada
na reagao, todos os reagentes também apresentam bandas similares. Desta maneira,
€ imprescindivel o uso da espectroscopia de RMN para a elucidagao e confirmacéao

da estrutura do produto final.

Figura 6 - Espectro de IV (em pastilha de KBr) para a nitrochalcona m-Chal.
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Fonte: Autor.
Tabela 3 — Principais absorgdes (cm ') do espectro de IV para a m-Chal.
Absorcédo teérica® Absorcdo observada Modo de Vibracéo Ligacao
3111, 3078 3082 Estiramento em aromaticos Csp?-H
1675 1660 Estiramento Cc=0
1570 1565 Estiramento c=C
1560 -1490 1522 Estir. ass. de nitrocompostos arom. C-NO:
1355 1356 Deformagao Axial simétrica N=0
976 987 Estiramento CH=CH
@ Valores utilizados como base para determinagéo dos valores observados através dos dados encontrados no
(PRESTSCH, E,; BUHLMANN, P,; BADERTSCHER, 2009).

Fonte: Autor.

O composto m-Chal apresenta uma estrutura assimétrica, com sete sinais de
hidrogénios aromaticos, um grupo hidroxila, um grupo metoxila e outros dois
hidrogénios vinilicos, caracteristicos da instauracdo-a,§ vizinha a carbonila.

Analisando o espectro de RMN de 'H (Figura 7), é possivel identificar todos os
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hidrogénios relatados anteriormente. Para facilitar a atribuicdo dos sinais no espectro
de RMN de 'H fez-se uso da representagdo apresentada na mesma Figura,
denominando os hidrogénios com as letras de (a)-(k). Os sinais dos hidrogénios foram
analisados individualmente de acordo com seus respectivos deslocamentos quimicos,
com base em dados da literatura (PRESTSCH, E.; BUHLMANN, P.; BADERTSCHER,
2009).

Figura 7 - Espectro de RMN de 'H da m-Chal (400 MHz, CDCls).
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Fonte: Autor.

Analisando a regigo de 4,0 a 9,0 ppm no espectro de RMN de 'H da m-Chal
observa-se dois simpletos em frequéncia mais baixa, o1 4,02 e 64 6,00 que
representam os hidrogénios da metoxila (h) e da hidroxila (i), respectivamente.
Subindo para frequéncias mais altas, regidao entre 7,00 a 9,00 ppm, verifica-se a
presencga dos demais hidrogénios da molécula, vinilicos e aromaticos, caracteristicos
desta regido. Dentre estes sinais, dois dupletos representados pelas letras (a) e (b)
com constantes de acoplamento visivelmente préximas chamam a atencdo. A
expansao destes dupletos (Figura 8) em 61 7,37 e dH 7,84 comprovam que o produto
m-Chal foi formado, pois representam os hidrogénios da ligacao vinilica, ligacao
formada com a reagao de condensacdo de Claisen-Schmidt. Além desta informacao
comprovar a obteng¢ao do produto desejado, podemos verificar que a configuragao da

ligacao vinilica é trans, pois o valor da constante de acoplamento (*Jun) foi de 16,0 Hz,
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valor caracteristico de dupla ligagdo carbono-carbono em configuragao trans, e néo
em cis. (KOTHA, R. R. et al, 2017).

Figura 8 — Expanséo da regido de aromaticos da m-Chal.
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Fonte: Autor.

Com respeito aos hidrogénios aromaticos, observa-se um duplo dupleto em 3+
7,71 (Figura 6 e 7) atribuido ao hidrogénio (d), o qual acoplou em orto com os
hidrogénios vizinhos (e) e (c). Estes, por sua vez, ndo apresentaram sinais tdo bem
resolvidos, 6+ 8,42 e 61 8,37 (Figura 6), resultado de seus acoplamentos aromaticos
em orto e meta. O dupleto em 61 7,00 representa o hidrogénio (k) que acopla mais
efetivamente apenas com o hidrogénio (j). Os demais hidrogénios aromaticos
aparecem em 61 8,83; 61 8,42; 61 8,37; 61 7,28 e 61 7,16, 0s quais foram atribuidos aos
hidrogénios (f), (e), (c), (j) e (9), respectivamente. Todas estas informag¢des estao
compiladas na Tabela 4. Com esta analise, foi possivel verificar a pureza do composto
obtido, pois observa-se apenas sinais referentes a chalcona desejada (Tabela
4,Figura 7).
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Tabela 4 - Dados espectroscopicos de RMN de 'H da m-Chal (400 MHz, CDCls).

on (ppm)  Multiplicidade Hidrogénios 3Jun (Hz)

7,37 d CHgq vinilico (a) 15,0
7,84 d CHgvinilico (b) 15,0
8,37 ddd CH aromatico (c)

7,71 dd CH aromatico (d)

8,42 ddd CH aromatico (e)

8,83 m CH aromatico (f)

7,16 S CH aromatico (g)

4,02 S O-CHjs (h)

6,00 S OH (i)

7,28 m CH aromatico (j)

7,00 d CH aromatico (k)

Fonte: Autor.

No intuito de confirmar as informagdes obtidas com o espectro de RMN de 'H
da m-Chal, avaliou-se também o espectro de RMN de '3C do referido composto, o
qual apresentou 16 sinais, cada um referente a um carbono da molécula. Nao
aparecem sinais equivalentes, o que é esperado, pois a molécula é completamente
assimeétrica. Em 187,99 ppm, encontra-se o pico do carbono carbonilico da cetona e
em, 146,90 e 115,00 ppm, os carbonos vinilicos das posi¢cbes a e 3 a carbonila (Figura
9 e Tabela 5).
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Figura 9 - Espectro de RMN de *C da m-Chal (400 MHz, CDCl5).

i T
v
a ___._-:Z-"
d [
T B
K llt L
T |
OzN Pl
O
b, C-OH
C-MOz [

d lcjke fa g

(sohrente)

5
kol

W I M IR

Fonte: Autor.

EEE LB 18 ERD MW W 1K KW O 1N
o

b L]

1 10 WE W) N L] [ 31 { o]

. ] m (31 (%] 111

A atribuicdo completa esta demonstrada na Tabela 5. Os valores de

deslocamento quimicos observados para os sinais dos carbonos aromaticos, vinilicos,

metila e carbonila foram interpretados levando em conta suas vizinhangas, seguindo
dados da literatura (PRESTSCH et al., 2009; SILVERSTEIN, 205). Esta analise

também reforca a questdo da pureza da amostra, visto que todos os reagentes

utilizados sdo compostos carbonilicos e verifica-se a presenca de apenas uma

carbonila.
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Tabela 5 - Dados espectroscépicos de RMN 13C da m-Chal (400 MHz, CDCls).

Sc (ppm) Carbonos
187,99 Cc=0 O/ h
148,95 C-NO2 d sr/| ,OHI
148,38 C-OCHs e [,’“| b ,..»:a:;:k/ i
147,19 C-OH ON" NN
146,90 O=C-C=C (b) o)
139,99 O=C-Car
134,11 CH (d)
129,86 0=C-C=C-Car
126,91 CH (j)
126,87 CH (c)
124,13 CH (k)
123,17 CH (e)
118,22 CH (f)
115,00 C-C=0 (a)
110,10 CH (g)
56,13 C-O-CHs (h)

Fonte: Autor.

Finalizada a discussao da caracterizagao espectroscopica da chalcona m-Chal,

a seguir estao apresentados os resultados obtidos com a analise da o-Chal, seguindo

a mesma ordem de apresentacao dos espectros, primeiro o espectro de IV e depois

os espectros de RMN.

O estado pastoso do produto o-Chal dificultou o processo de homogeneizagao

do brometo de potassio (KBr) com a amostra para a produgéo da pastilha, o que pode

ter gerado sinais ndo tdo bem definidos quanto os observados para a m-Chal (Figura

10).



37

Figura 10 - Espectro de IV (em pastilha de KBr) para a nitrochalcona o-Chal.
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Fonte: Autor.

A presenca da banda em 1643 cm™! demonstra que o produto € um composto
carbonilico, esta banda é resultado do estiramento da ligagdo C=0. As demais bandas

foram caracterizadas conforme mostra a Tabela a seguir.

Tabela 6 - Principais absorg¢des (cm ') do espectro de |V para a o-Chal.

Absorcgao tedrica® Absorgao observada Modo de Vibragao Ligacdo
3111, 3078 2931 Estiramento em aromaticos Csp?-H
1675 1643 Estiramento Cc=0
1570 1590 Estiramento c=C
1560 - 1490 1530 Estir. ass. de nitrocompostos arom. C-NO:
1355 1346 Deformagao Axial simétrica N=0
976 970 Estiramento CH=CH

a Valores utilizados como base para determinagao dos valores observados através dos dados encontrados no
(PRESTSCH, E.; BUHLMANN, P.; BADERTSCHER, 2009).
Fonte: Autor.

A analise do espectro de RMN de "H obtido para o composto o-Chal apresentou
muitas semelhangas em comparagao aos deslocamentos quimicos reportados para a
m-Chal. A representagdo dos hidrogénios foi realizada de maneira similar ao
composto anterior e esta demonstrada na Figura 11 em conjunto com o espectro de
RMN de "H.



Figura 11 - Espectro de RMN de 'H para a o-Chal (400 MHz, CDCl3).
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Observou-se a presenca de um pico intenso correspondente a presenca de

uma metlia ligada ao atomo de oxigénio (metoxila) em 61 3,8 € um sinal em &4 6,03

referente ao hidrogénio da hidroxila. Os demais assinalamentos ocorreram na regido

entre 6,8 a 8,2 ppm, regido tipica de hidrogénios aromaticos e vinilicos, conforme ja

citado anteriormente. Os valores de deslocamento quimico, multiplicidade e constante

de acoplamento estao apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7 - Dados espectroscépicos de RMN de 'H da o-Chal (400 MHz, CDCla).

OH (ppm) Multiplicidade  Hidrogénios  3Jun (Hz)

6,87 d CHa vinilico (a) 16,0 o :
7,18 d CHg vinilico (b) 16,0 " i
7,53 dd CH aromatico (c) o il ol e &
7,67 ddd CH aromatico (d) . b'm; e

7,82 ddd CH aromatico (e)

8,02 dd CH aromatico (f)

7,20 S CH aromatico (k)

3,93 s O-CHs (g)

5,98 s OH (h)

7,28 d CH aromatico (j)

7,00 d CH aromatico (i)

Fonte: Autor.

Como o objetivo da reagao foi a obtengdo de uma cetona a,B-insaturada, um
dos primeiros assinalamentos a serem feitos € a identificacdo dos sinais dos
hidrogénios vinilicos, os quais aparecem em 6,87 e 7,18 ppm. Além do deslocamento
quimico, a medida da constante de acoplamento (3JnH) é de extrema importancia
neste caso, pois demonstrou tanto a formag¢ado da dupla ligagdo carbono-carbono,
como a configuragado dos grupos nesta ligacdo. Os dupletos vinilicos apresentaram
3JnH de 16,0 Hz, valor caracteristico de proétons vinilicos em configuragéo trans. A
expansdo da regido do espectro de RMN de 'H com estes sinais, auxilia na

visualizagédo dos dupletos, como € possivel verificar na Figura 12.
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Figura 12 - Espectro de RMN de 'H expandido para os prétons vinilicos da o-Chal.
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Fonte: Autor.

Entretanto, diferente do que aconteceu com a m-Chal, no caso da o-Chal ndo
foi possivel obter a chalcona pura. Pelo espectro total de RMN de 'H, foi possivel
verificar sinais que indicaram a presenga de vanilina (61 9,85), o reagente aldeido
utilizado na sintese. Apds algumas tentativas de purificagcdo através de processo de
extracdo com acetato de etila, os sinais da vanilina diminuiram, mas permaneceram

no espectro, representando 6% do produto total, uma porcentagem baixa.

Para finalizar a caracterizagdo da o-Chal, a Figura 13 apresentou o espectro de

RMN de '3C da referida chalcona.
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Figura 13 - Espectro de RMN '3C da o-chal em CDCI3 (400 MHz).

(L]

E

1084

T
55

R

FF
i

=R

EE

a3
.‘

& C-0 dei b

3

3
£

a k

(solvente)

(solvente)

il

195 130 185 180 A7S I70 165 160 15F 150 145 A0 135 13 125 120 115 110 W5 0 5 0 B @] M & &
11 [ppem)

Fonte: Autor.

No espectro de RMN de '3C da o-Chal, foram observados um sinal para cada

carbono presente na estrutura e foram compilados na Tabela 8.

Tabela 8 - Dados espectroscopicos de RMN de 3C da o-Chal (400 MHz, CDCls).

6c (ppm) Carbonos
192,93 Cc=0
148,89 C-NO2
148,80 CH (f)
147,02 CH (c)
146,90 C-OCHs
136,54 C-OH (h)
133,95 CH- (d)
130,41 C-H (e)
128,86 C-H (i)
126,52 C-H (I)
124,93 CH- (j)
124,16 CH- (I)
124,00 0O=C-C=C (b)
114,83 0=C-C=C (a)
109,52 -C-H (k)
56,01 -C-O-C-Hs(g)

Fonte: Autor.
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5.2 Avaliacao da atividade antioxidante com DPPH

O ensaio com DPPH, embora tenha sido realizado para as duas chalconas,
optou-se por apresentar neste trabalho apenas os resultados referentes a chalcona o-
Chal. Os dados da m-Chal serao reavaliados no futuro pelo grupo de pesquisa.

Os resultados da avaliagao quantitativa da atividade antioxidante (%) da o-Chal
em meio etandlico estudado e do padrao, o acido ascorbico (AA), nas concentragdes
de 0, 10, 20, 30, 40 e 50 yM.L-", foram determinados pelo ensaio do DPPH e estdo
apresentados na Figura 9. A amostra analisada apresentou atividade sequestradora
do radical DPPH, contudo ja era esperado uma atividade menor frente ao padrao AA.
Também foi possivel observar um aumento significativo da amostra analisada frente
ao controle na concentracédo de 10 yL o que mostra assim a capacidade da chalcona
analisada em capturar uma quantidade superior a 50% dos radicais no meio, atingindo
um maximo de 64 + 2 %, contra 84 + 1 % do padrao AA (Figura 14).

Figura 14 — Comportamento da o-Chal sobre a inibigdo do radical DPPH.
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Fonte: Autor.

Comparando os valores observados no grafico representado na Figura 9 foi
possivel observar que apesar de ainda permanecer distante do desempenho do
padrdao AA como um antioxidante, a amostra o-Chal apresentou uma grande inibic¢ao,

chegando a se igualar quando a concentragdo de ambas é de aproximadamente de
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20,8 mmol. L-'. Comparando os resultados obtidos de ICso, tanto do controle 0,02088
mmol. L' acido ascoérbico (AA) quanto o-Chal 0,11458 mmol. L' tiveram uma
equivaléncia de 18%.

Dentre os efeitos relacionados a atividade antioxidante observada, estdo a
presencga da hidroxila (presente no anel B) um grupo doador de elétrons, que ao ser
desprotonada gera uma carga negativa estabilizada através da ressonancia com o

anel aromatico, a carbonila e o sistema o, insaturado.

5.3 Atividade quelante do ion ferro (FIC)

Primeiramente, realizou-se a linearizacdo da quelacao do ferro com o padrao
o-fenantrolina, Figura 15, fornecendo a equacgéo linear: Y = 0,0013x + 0,0995, a qual
apresentou coeficiente de correlagao de 0,9933.

Figura 15 — Linearizagdo do controle negativo, obtida com a capacidade da o-fenantrolina quelar o ion
férrico (Fed*).

16 Curva Padrao
1,4 *
1,2
8
21
«C
2 /
S
20,8
z . y =0,0013x + 0,0995
2 _
06 R?=0,9933
7
0,2
0 ? T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200
Concentracao uM

Fonte: Autor.

O valor maximo da capacidade quelante dos compostos estudados foi de 539,1
uM para a o-Chal, enquanto que a m-Chal apresentou uma capacidade de quelar de
514,23 uM (Figura 16).
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Figura 16 - Concentragdes de ferro (lll) obtidas apos o teste da capacidade quelante da o-
Chal e m-Chal.
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Fonte: Autor.

Observou-se que entre as chalconas avaliadas, a correlagdo entre o teor de o-
Chal que foi de 54% foi superior ao teor de 41 % da m-Chal. As chalconas assim como
muitos polifendis podem vir a apresentar o potencial quelante devido a presenca de
carbonila e de grupos fendélicos. Como descrito por GULCIN (2005) polifendis podem
agir como catalisadores na quelagado de metais, inibindo a peroxidacéo do LDL, e
ajudando a minimizar os danos oxidativos de tecidos, bem como na captura de
radicais livres que se encontram presentes em varios processos bioquimicos de
organismos vivos. Nesse sentido, os resultados obtidos e demonstrados na Figura 12,
além de comprovar que chalconas séo potenciais agentes quelantes, a diferenga nos
teores sugere que o fator determinante para a maior capacidade quelante da o-Chal
se deve a proximidade entre o grupo nitro e a carbonila, formando assim um quelante

bivalente necessario para a formacao do complexo.

5.4 Calculos Tebricos

Analise Conformacional
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A investigacao sobre a preferéncia conformacional dos compostos, o-Chal e m-
Chal, iniciou-se com os calculos de scan. Estes calculos foram realizados seguindo a
mesma metodologia para ambos os compostos, combinando o giro de 10° em 36
etapas, para obtencgéo de graficos de energia versus a coordenada referente ao passo
atribuido, ou como sdo chamados - SEPs (Superficies de Energia Potencial). Foram

investigados trés angulos diedros, representados na Figura 17.

Figura 17 — Angulos diedros analisados para o-Chal e m-Chal.
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Fonte: Autor.

Os angulos diedros investigados foram os seguintes: diedro a (angulo entre a
carbonila e o anel A), diedro B (&ngulo entre a carbonila e a insaturagéo vinilica) e
diedro y (dngulo entre a insaturagéo vinilica e o anel B). A Figura 18 apresenta um

grafico tipico de SEPs, sendo o grafico em questao obtido para o diedro a.

Figura 18 - SEP do diedro o da o-Chal.
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Fonte: Autor.

Assim, como a exemplo dos minimos obtidos através dos calculos de scan na
Figura 17 também foram obtidos pontos de minimo para os conférmeros obtidos.
Entretanto, o diedro y ndo se mostrou relevante, por ndo ter apresentado uma

significativa diferenca energética entre seus pontos de minimo. As SEPs obtidas
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tornaram possivel a verificagdo da presenga ou nao de diferentes conformacoes,
posteriormente submetidas a calculos de otimizagao e frequéncia, na busca por suas
geometrias mais estaveis. Essa otimizag&o, serviu para a obtencédo das estruturas
mais estaveis, as quais apresentaram menores valores energéticos. Os calculos de
frequéncia foram importantes pela consideragao das vibragées moleculares de baixa
energia, englobando a corregéo de energias do ponto zero, além da caracterizagcéo
da geometria como um “real” ponto de minimo pela inexisténcia de frequéncias
imaginarias.

Sendo assim, o primeiro composto a ser analisado foi a o-Chal. Os dados da
analise conformacional revelaram cinco conformacgdes preferenciais, das quais trés s-
cis (0-Chal-1-3) e duas s-trans (0-Chal-4-5), com relagédo a posigéo da carbonila e a
ligagdo vinilica (Figura 19). Neste isbmero, o conférmero s-cis (0-Chal-2) foi o mais
estavel de todos, correspondendo a 41,5% no equilibrio, seguido dos conférmeros o-

Chal-4 e 5 em s-trans com 21,9 e 28,2% no equilibrio, respectivamente.

Figura 19 — Conférmeros e suas populagdes no equilibrio obtido em nivel de teoria M06-2X/6-
311++G(2d,2p) para a o-Chal.
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Fonte: Autor.
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A respeito da m-Chal duas conformagdes s-cis (m-Chal-1-2) foram observadas
e duas s-trans (m-Chal-3-4) (Figura 20), das quais duas conformacgdes s-cis foram as

mais estaveis, correspondendo a 86,2% no equilibrio.

Figura 20 - Conférmeros e suas populagdes no equilibrio obtido ao nivel de teoria M06-2X/6-
311++G(2d,2p) para a m-Chal.

m-Chal-1 K‘ m-Chal-2

Fonte: Autor.

Em sistemas conjugados, como as chalconas desse estudo, a ressonancia é
favorecida quando os orbitais 1T estdo o0 mais paralelos possiveis. Os angulos diedros
a, B e y sdo importantes para maximizar esse efeito e, quanto mais préoximos de 180°
ou 0°, maior sera o alinhamento entre os orbitais 1T no conférmero. A Tabela 9 mostrou
os valores dos angulos diedros obtidos com as populagdes em equilibrio para cada

conformacgao em estudo.
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Tabela 9 — Angulos diedro, energia relativa, populacdo no equilibrio € o momento dipolo dos
conférmeros da o-Chal e m-Chal calculados em nivel de teoria M06-2X/6-311++G(2d,dp).

. {\nguloso AE Populagéo Momento de
Conformeros o Dled;os ) (kcal/mol) (%) dipolo
o-Chal-1 441 1,5 1,5 1,04 7.2 3,30
o-Chal-2 37,6 0,2 13,6 0,00 41.5 4,49
o-Chal-3 60,3 2,5 2,7 2,09 1.2 4,54
o-Chal-4 50,2 14,5 17,4 0,38 21.9 6,45
o-Chal-5 54,8 14,8 2,0 0,23 28.2 3,22
m-Chal-1 20,8 8,0 4,5 1,05 12.5 8,44
m-Chal-2 17,2 6,9 0,2 0,00 73.7 1,80
m-Chal-3 35,0 23,3 3,7 1,72 4.1 7,60
m-Chal-4 37,7 22,0 2,5 1,20 9.7 4,22

Fonte: Autor.

Em geral, quando avaliamos os dados da Tabela 9, onde os valores destes
angulos diedros sao apresentados para todos os conféormeros em estudo, pode-se
perceber que os conférmeros s-cis apresentam os menores desvios em relacdo aos
angulos ideais. No caso do angulo diedro a (carbonila e anel A), com a excecédo do
conférmero o-Chal-3, todos os conférmeros s-cis tem um desvio do angulo diedro
favoravel menor do que os confGrmeros s-trans, ou seja, essa regiao dos conférmeros
s-cis sao mais planares do que nos conférmeros s-trans. Para o angulo diedro
(carbonila e dupla ligagao), os desvios das conformagdes s-cis sdo consideravelmente
menores do que os das conformacdes s-trans em todos os casos. Mas para ambos
conférmeros os desvios para o angulo diedro B sdo menores do que os observados
no angulo diedro a. Ja o angulo diedro y (dupla e anel B) apresenta pouco desvio em
relacdo aos angulos de maior planaridade possiveis, com excecado dos conférmeros
0-Chal-2 e 0-Chal-4. Em nenhuma outra conformacéo esse desvio passou de 10°.

A regido das moléculas em que a planaridade é menor, é a que envolve a
carbonila e o anel A (&ngulo diedro a), que € o anel que contém o grupo nitro
substituido e é interessante notar como que a variacao da posicao desse substituinte
no anel influencia o equilibrio conformacional de cada um dos trés isébmeros

estudados. O isdmero orto apresenta o equilibrio mais interessante devido a posigcao
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em que o grupo nitro se encontra no anel A. Este isbmero apresentou a maior
contribuigdo de conférmeros s-frans no equilibrio. Ao analisar suas conformagdes foi
possivel observar que as conformacgdes s-cis 0-Chal-1 e 0-Chal-2 aproximam o grupo
nitro de trés atomos que nao fazem parte do anel A (C1, C2 e H2), sendo que as
maiores proximidades envolvem o hidrogénio vinilico H2, que é o menor atomo entre
os envolvidos.

Ja as conformagdes s-frans o-Chal-4 e o-Chal-5 aproximam o grupo nitro de
quatro atomos (C1, C2, C3 e H3) que ndo constituem o anel A. Nessas conformacgdes,
as menores distancias envolvendo os atomos do grupo nitro sdo com os atomos C1 e
C2. As distancias para o hidrogénio vinilico mais préximo (H3 para os conférmeros s-
trans) sdo maiores do que nos conférmeros s-cis o-Chal-1 e 0-Chal-2 (nestes casos,
H2).

A conformacgao s-cis o-Chal-3 tem uma proximidade muito grande do oxigénio
da carbonila com um dos oxigénios do grupo nitro. Esta € a unica conformacgéo que
apresentou o grupo nitro voltado na dire¢do do oxigénio da carbonila, o que leva a
uma maior repulsdo estérica e eletrostatica, influenciando a maior energia relativa
dessa conformagao. Uma analise mais detalhada das interagdes das conformacodes
do isébmero orto foi necessaria para compreender completamente o equilibrio
conformacional observado e é apresentada na proxima sec¢ao.

Em relacdo a geometria das conformacdes do isbmero meta, ambas
conformacdes s-cis (m-Chal-1 e m-Chal-2) sdo mais planares do que as conformacgdes
s-trans (m-Chal-3 e m-Chal-4), sendo a conformagao m-Chal-2 a mais planar de todas.

Na posi¢cao meta, o grupo nitro ja ndo apresentou interagdes significativas com
a carbonila ou a dupla ligagao vinilica, ficando posicionado sempre afastado desses
grupos. A principal fonte de repulsédo passa a ser entdo entre os hidrogénios vinilicos
e 0s hidrogénios nas posi¢des orfo dos anéis aromaticos.

Nas conformacdes s-cis, a geometria adotada pela dupla ligagao vinilica e a
carbonila n&o causa uma proximidade muito grande entre o hidrogénio vinilico H2 e o
hidrogénio na posi¢ao orto do anel A, de modo que o diedro a estd mais préximo de
0° ou 180°, levando a maior planaridade da molécula nessas duas conformagoes.
Entretanto, no caso das conformagdes s-frans, o arranjo espacial nessas
conformacgdes aproxima muito o hidrogénio vinilico H3 do hidrogénio orto do anel A,
impedindo que o angulo diedro a se aproxime dos valores que levariam a uma maior

planaridade da molécula.



50

Calculos de NBO

As analises de NBO indicaram uma maior delocalizacdo eletrbnica nos
conférmeros s-cis. Isso é resultado da maior planaridade dessas conformacgdes, o que
permitiu um melhor alinhamento entre os orbitais 1T e TT* adjacentes, contribuindo para
a maior estabilidade relativa dessas conformagdes em geral.

As interagbes orbitais mais relevantes nesse sentido s&o as que envolvem os
orbitais 11 da carbonila e o0 anel A, a carbonila e a dupla ligagao vinilica e, a dupla
ligagdo vinilica e o anel B. Essas interagbes orbitais sdo diretamente influenciadas
pelos angulos diedros a, 3 e y, respectivamente. Quando os angulos diedros estao
mais proximos de 0° ou 180°, a sobreposi¢ao entre os orbitais doador e 0 aceptor sao
maiores e maior é o efeito de delocalizagao eletrbnica entre esses orbitais.

A anadlise das energias envolvidas nessas interagdes orbitais ajudaram a
explicar a preferéncia conformacional observada no equilibrio para os compostos
estudados (Tabelas 10 e 11), sendo que a interagao orbital que apresenta a diferenca
mais significativa entre os conférmeros s-cis e s-trans € a que envolve os orbitais 1T
da carbonila e do anel A (TTC1=0—-m*C2=C3 e mC2=C3—-1*C1=0), relacionados ao

angulo diedro a.

Tabela 10 - Somatério das interagdes orbitais calculadas em M06-2x/6-311++g(2d,2p) para a o-Chal.

Interagoes orbitais o-Chal-1 o-Chal-2 o-Chal-3 o-Chal-4 o-Chal-5
S-Cis S-Cis S-cis s-trans s-trans
Carbonila — dupla 30,14 30,76 31,04 30,02 30,36
Carbonila — anel A 11,73 13,79 6,49 9,16 7,50
Dupla — anel B 28,08 31,80 29,12 25,71 32,41
Anel B 160,64 154,99 160,95 159,42 154,44
Anel A 173,58 173,50 171,99 174,18 173,91
Anel A — NO; 24,40 23,52 23,18 22,23 23,92
NO; — dupla 0,60 0,66 - - -
NO; — anel A 4,87 4,32 4,89 4,35 4,81
NO; 21,93 21,91 22,23 20,61 21,22
LP 017 52,51 52,33 54,41 51,00 51,17
LP O18 58,96 59,80 59,15 59,28 59,99
LP O19 41,42 42,15 41,75 41,42 42,32
LP 020 263,98 48,63 49,46 250,68 260,68
LP 021 48,69 260,00 268,27 49,75 50,08
Somatoério 921,53 918,16 922,93 897,81 912,81

Fonte: Autor.
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Tabela 11 - Somatério das interagdes orbitais calculadas em M06-2x/6-311++g(2d,2p) para a m-Chal.

Interagdes orbitais m-Chal-1 m-Chal-2 m-Chal-3 m-Chal-4

s-cis S-Cis s-frans s-frans

Carbonila — dupla 29,75 30,54 28,35 29,21
Carbonila — anel A 20,92 22,22 15,75 16,20
Dupla — anel B 34,24 34,52 32,46 32,51
Anel B 154,62 154,41 154,19 154,37
Anel A 168,15 169,66 169,79 170,27

Anel A - NO; 25,25 25,63 25,29 25,27

NO: — anel A 4,34 4,43 4,34 4,43
NO: 21,13 21,14 21,18 21,29

LP 017 51,68 51,23 49,86 49,26

LP 018 60,17 60,25 60,32 60,25

LP O19 42,72 42,78 42,72 42,70

LP 020 268,32 47,65 269,37 47,58
LP 021 48,27 267,72 48,15 271,70
Somatoério 929,56 932,18 921,77 925,04

Fonte: Autor.

O equilibrio conformacional do isbmero meta pode ser explicado de maneira
satisfatoria pelos dados de energia das interagdes orbitais apresentadas na Tabela
11. Entretanto, no caso do isbmero orto, apenas as interagdes orbitais ndo explicam
a maior contribuicdo dos isébmeros s-frans no equilibrio quando comparado ao
equilibrio conformacional da m-Chal. Isso ocorre porque a posigdo do grupo nitro
nesse isdbmero permite uma interagdo deste com a carbonila e a dupla ligagao vinilica,
principalmente do ponto de vista de efeitos de repulsdo estérica e interacoes
eletrostaticas.

O conférmero o-Chal-3, por exemplo, apresenta os maiores valores no
somatorio das interagdes orbitais apresentadas na tabela, mas € o conformero menos
estavel de todos, pois apresenta repulsdo eletrostatica apreciavel entre um dos
atomos de oxigénio do grupo nitro com o atomo de oxigénio da carbonila.

O isbmero orto € o que apresenta os maiores desvios dos angulos diedros mais
favoraveis para o diedro a em ambos conférmeros s-cis e s-trans, levando as menores
energias de interagao orbital entre a carbonila e o anel A. Isso é interessante, porque
os conférmeros s-cis nao sao tdo mais estabilizados que os s-trans como no outro

isdmeros, além de existir uma maior contribuicdo de repulsao estérica e eletrostatica
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nos isbmeros s-cis do que nos mesmos conformeros do isdmero meta. Dessa forma,
a diferenga de energia entre o conférmero mais estavel s-cis (0-Chal-2) e os dois
isébmeros s-trans (0-Chal-4 e 0-Chal-5) é a menor dentre os dois isdmeros estudados

€ a populagao dos conférmeros s-trans € maior no isémero orto.
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6 Conclusoes

Os compostos 2’-nitro-4-hidréxi-3-metoxichalcona e 3’-nitro-4-hidréxi-3-
metoxichalcona foram obtidos como desejado, através da condensacdo de Claisen-
Schimdt e as sinteses apresentaram rendimentos satisfatérios. A elucidagao estrutural
foi realizada com analises de Infravermelho e Ressonancia Magnética Nuclear de 'H
e 13C.

Os calculos tedricos foram efetivos para demonstrar o equilibrio conformacional
existente para ambas chalconas, sendo possivel determinar as geometrias envolvidas
no equilibrio. As conformacgdes s-cis foram favorecidas nos dois isbmeros estudados.
Contudo, as populacdes dos conférmeros s-trans foram influenciadas pela posicao do
grupo nitro no anel A, principalmente para a o-Chal.

Com respeito aos ensaios de atividade antioxidante, o isbmero o-Chal apresentou
uma inibicao significativa do DPPH dependendo da concentragao utilizada. Ja nos
testes com ion ferroso, os dois isémeros foram comparados e a o-Chal apresentou
uma capacidade quelante maior do que a m-Chal.

Esse estudo foi importante, principalmente por termos selecionado grupos no anel
aromatico que sao potencialmente conhecidos por ter atividade biolégica pronunciada.
Assim, quanto mais investigacbes sobre o comportamento desses grupos forem

realizadas, mais poderemos contribuir com pesquisas em outras areas.



54

7 Trabalhos Futuros

Abaixo foram apresentadas algumas perspectivas futuras para este projeto:

- Realizar um mapeamento das estruturas dos compostos através da analise
bidimensional de RMN, observando assim as correlagdes entre atomos homo (H',H")

e heteronucleares ('H,'3C) a curta e longa distancia;
- Melhorar o processo de purificagao do isdmero meta;

- Avaliar a capacidade antioxidante de ambas nitrochalconas, frente a espécies
reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN) bem como peroxido de hidrogénio
(H202);

- Determinar atividade antioxidante pelos ensaios ABTS e DPPH e potencial de

inibicdo de peroxidacao lipidica in vitro pelo ensaio TBARS;
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Anexo A — Espectro de RMN de 'H a 400 MHz da m-Chal em CDCls.

)
=

=-‘-’.;[-m'f 2

! L

| -

| =

(Y5}

L

%5}

gt SR S —— .

|
J\
;.
=
=
A0

f1 (pem}

N

70

ot Y

h .-'l-.._.,..-

g
o |
ot

A

L

Foot

E.D

=i
f=on

L

|

— o

F=EFD

59



Anexo B — Espectro de RMN de 'H a 400 MHz da o-Chal em CDCls.
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ANEXO C — Espectro de RMN de '3C a 400 MHz da m-Chal em CDCls.
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ANEXO D — Espectro de RMN de '3C a 400 MHz da o-Chal em CDCls.
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ANEXO E - Espectro de IV da m-Chal em pastilha de KBr.
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ANEXO F — Espectro de IV da 0-Chal em pastilha de KBr.
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