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RESUMO

As chalconas, pertencentes a classe dos flavonoides, despertam grande interesse
cientifico devido as suas diversas atividades biolégicas e a possibilidade de
modificagdes estruturais. Essas modificagdes podem envolver a introducdo de
diferentes substituintes para otimizar suas propriedades ou sua conversido em novas
classes de compostos por meio de reagdes quimicas especificas. A sintese das
chalconas é relativamente simples, e sua caracterizagdo € amplamente facilitada pela
espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). A converséao de chalconas
em aminopirimidinas por reagdo com guanidina tem se mostrado uma abordagem
promissora para aplicagdes biologicas, pois altera propriedades fisicas essenciais,
como a lipofilicidade. Neste estudo, foram sintetizadas quatro chalconas e
posteriormente convertidas em pirimidinas, cuja atividade antioxidante foi avaliada
pelos métodos do sequestro do radical DPPH e da redugcdo do complexo
fosfomolibdénio. Os resultados demonstraram que as pirimidinas apresentaram maior
atividade antioxidante em comparagao as chalconas precursoras, sendo que 0s
compostos que apresentam grupos metoxila (-OCHz) e dimetilamino (-N(CHs),)
demonstraram os melhores indices de atividade antioxidante. Além disso, os
compostos foram testados contra Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa. No caso de S. aureus (bactéria Gram-positiva), verificou-se que a
presenca de substituintes eletrodoadores favoreceu a interagao intracelular
contribuindo para a inibigdo do crescimento de S. aureus. Ja para P. aeruginosa
(bactéria Gram-negativa), a lipofilicidade dos compostos influenciou sua
permeabilidade através da membrana externa rica em lipopolissacarideos,
destacando-se a chalcona sem grupos eletrodoadores. Dessa forma, os resultados
indicam que a conversdao de chalconas em pirimidinas pode aprimorar tanto a
atividade antioxidante quanto a antimicrobiana. Além disso, evidenciam a necessidade
de ajustes estruturais para se potencializar a eficacia desses compostos em alvos
bioldgicos especificos, reforgando a importancia de estudos futuros para otimizagao
de suas propriedades.

Palavras-chave: chalconas, pirimidinas, caracterizagao espectroscopica, atividade
antimicrobiana.



ABSTRACT

Chalcones, belonging to the flavonoid class, arouse great scientific interest due to their
diverse biological activities and the possibility of structural modifications. These
modifications may involve the introduction of various substituents to optimize their
properties or their transformation into new classes of compounds through specific
chemical reactions. The synthesis of chalcones is relatively simple, and their
characterization is greatly facilitated by Nuclear Magnetic Resonance (NMR)
spectroscopy. The conversion of chalcones into aminopyrimidines by reaction with
guanidine has proven to be a promising approach for biological applications, as it alters
essential physical properties such as lipophilicity. In this study, four chalcones were
synthesized and subsequently converted into pyrimidines, whose antioxidant activity
was evaluated by the DPPH radical-scavenging method and the phosphomolybdenum
complex reduction assay. The results demonstrated that the pyrimidines exhibited
greater antioxidant activity compared to their chalcone precursors, with the compounds
bearing methoxy (—OCHs) and dimethylamino (—N(CHs),) groups showing the highest
antioxidant indices. Moreover, the compounds were tested against Staphylococcus
aureus and Pseudomonas aeruginosa. In the case of S. aureus (a Gram-positive
bacterium), it was observed that the presence of electron-donating substituents
favored intracellular interaction, contributing to inhibition of bacterial growth. In
contrast, for P. aeruginosa (a Gram-negative bacterium), the lipophilicity of the
compounds influenced their permeability through the lipopolysaccharide-rich outer
membrane, with the chalcone lacking electron-donating groups standing out. Thus, the
results indicate that the conversion of chalcones into pyrimidines can enhance both
antioxidant and antimicrobial activities. Furthermore, they highlight the need for
structural adjustments to maximize the efficacy of these compounds against specific
biological targets, reinforcing the importance of future studies aimed at optimizing their
properties.

Keywords: chalcones, pyrimidines, spectroscopic characterization, antimicrobial
activity.
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1 INTRODUGAO

A busca por substancias quimicas com agdes terapéuticas € objeto de estudo
desde a antiguidade até os dias atuais. O uso de compostos naturais no tratamento
de patologias foi amplamente explorado, muitas vezes sem pleno conhecimento de
seus mecanismos de agao, o que, ainda assim, impulsionou a expansdo da gama de
produtos disponiveis. (Newman; Cragg, 2012). Estudos ressaltam a necessidade de
aprofundar a compreensao dos processos de tratamento de doencgas, promovendo o
surgimento de novas areas interdisciplinares, como a quimica medicinal, a bioquimica
e a farmacologia, nas quais a sintese organica desempenha papel fundamental na
producédo de moléculas com potencial farmacolégico. (Xavier et al., 2013).

Os flavonoides pertencem a classe dos metabdlitos secundarios e sao
explorados para fins farmacolégicos. Esta classe apresenta grande abundancia no
reino vegetal e estdo presentes principalmente em folhas, frutos e raizes de diferentes
e variadas plantas (Dewick, 2008). Os flavonoides atraem o interesse da industria,
pois diversos grupos quimicos e substituintes podem estar ligados nestas estruturas,
0 que aumenta a gama de produtos que podem ser derivados de flavonoides. Dentre
os subgrupos podemos destacar as flavonas, isoflavonas, flavondis e chalconas
(Zhuang et al., 2017; Dewick, 2008).

O termo chalcona é derivado do grego “chalcos” que significa “bronze”
relacionada a tonalidade amarelada que esta classe de compostos apresenta. Tratam-
se de substancias precursoras na biossintese de flavonoides, e apresentam uma
estrutura quimica de cadeia aberta, possuindo dois anéis aromaticos ligados por um
sistema carbonilico a,B-insaturado com trés carbonos (Ninomiya; Koketsu, 2013).
Essa classe de compostos apresenta diversos estudos cientificos com atividades anti-
inflamatoria, anticancerigena, antifungica, entre outras (Banoth; Thatikonda, 2020;
Batovska; Todorova, 2010; Sahu et al.,2012).

Compostos heterociclicos sdao também amplamente explorados e utilizados
na quimica farmacéutica, pois através de modificacbes estruturais em moléculas
podem ocorrer alteragcbes nas propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas destes
compostos, o que pode viabilizar e melhorar a atividade que ja possui (do Monte et
al., 2016). Com isso, as pesquisas se voltam para a obtencido de derivados
modificados estruturalmente de moléculas ja conhecidas e avaliacdo de resultados

frente a diferentes aplicagdes (Katritzky; Rachwal, 2011).
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Um exemplo de composto heterociclico empregado em medicamentos € a
pirimidina, que possui dois atomos de nitrogénio nas posi¢cdes 1 e 3 do anel de 6
membros (Vyas et al., 2017). Derivados pirimidinicos demonstram diversas atividades
farmacologicas e biolégicas, como propriedades antifungicas, anti-inflamatoérias,
antiparasitaria, antiviral, entre outras (Saini et al., 2013).

Considerando as propriedades e aplicagdes ja relatadas para chalconas, bem
como diversos estudos sobre modificagdes estruturais de compostos organicos, foram
exploradas alternativas para se realizar alteracdes nas estruturas dessas moléculas.
O objetivo foi produzir novas séries de compostos que possam ser investigados e

aplicados como potenciais farmacos e/ou em outras aplicagdes bioldgicas.



12

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 CHALCONAS: PROPRIEDADES E SINTESE

2.1.1 Propriedades

As chalconas, apesar de terem origem vegetal, podem ser sintetizadas em
laboratério por diferentes rotas sintéticas. Dessa forma, a sintese organica é
fundamental para a produgdo de moléculas com propriedades farmacolégicas e
biolégicas relevantes (Zhuang et al., 2017). A estrutura base das chalconas esta
representada na Figura 1, que se trata de uma cetona de cadeia aberta, que une dois
anéis aromaticos (A e B) em um sistema carbonilico a,B-insaturado (Ninomiya;
Koketsu, 2013).

Figura 1 — Estrutura de uma chalcona.

0 H
o
B
H

FONTE: O Autor

Diversos estudos na area de quimica medicinal relatam propriedades
biolégicas ainda mais relevantes em chalconas com substituintes em seus anéis
benzénicos, isto €, em moléculas que apresentam diferentes grupos ou atomos
orientados em orto, meta e/ou para dos anéis aromaticos (Garcia et al., 2019; Susanti;
Setyowati, 2018; Zhuang et al., 2017). Desta forma, a inserg¢ao de substituintes como
hidroxilas, metoxilas, halogénios, aminas, etc. podem diversificar a fungéo e acgao
destes compostos (Kozlowski et al., 2007).

A sintese das chalconas possibilita a escolha dos substituintes que o
composto pode possuir, podendo direcionar a sintese para um estudo farmacolégico
ou biologico de interesse. Thapa et al. (2021) relatam chalconas com anéis
heterogéneos, alocados em “A” ou “B” na estrutura base da chalcona (Figura 1), tais
como furano, tiofeno, piridina, ou até mesmo nucleos aromaticos condensados. De
acordo com os estudos de Monte et al. (2016), estruturas heterociclicas apresentaram

bons resultados para ensaios bioldgicos, com isso, tem-se a possibilidade de
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aprimorar a agédo das chalconas em aplicagdes bioldgicas, como ac¢ao bactericida,
fungicida e antitumoral.

A selegcdo dos substituintes nos anéis benzénicos e a presenca do anel
heterociclico na chalcona para a série de compostos deste trabalho se deu ao
observar os relatos na literatura que indicavam atividades bioldgicas para compostos
que possuiam tais grupos, com propriedades antiparasitarias (Shaikh et al., 2014;
Marcovicz et al., 2022), bacteriostatica (Guimaraes et al., 2010) e antimicrobiana
(Robinson et al., 2013).

Estudos publicados por Marcovicz et al. (2022) mostraram chalconas nitradas
com agao contra protozoarios causadores da esquistossomose (Schistosoma
mansoni) em estudos in vitro, onde todas as amostras promoveram agao de redugao
da atividade motora dos vermes. Os autores optaram pela variacdo da posi¢cao dos
substituintes nitro e bromo no anel “A” da chalcona em orto, meta e para, de forma a
observar a estabilidade da estrutura e relagdo com a atividade biolégica estudada.

Chalconas naturais e seus analogos sintéticos que possuem o grupo metoxila
apresentam citotoxicidade em células tumorais, além de muitos derivados de chalcona
e outros flavonoides apresentarem atividades alopaticas de retardo no crescimento de
sistemas bioldgicos (Cuthbertson et al., 2005; Rozmer et al., 2006).

Guimaraes et al. (2010) relatam diferentes farmacos com énfase aos
antibidticos e o potencial da pesquisa farmacéutica na descoberta e desenvolvimento
de agentes para esta finalidade. O estudo destacou o grupamento amino como
importante grupo contra bactérias gram-negativas por conta do carater alcalino que
apresenta. Moléculas que apresentam o grupo amino vem sendo estudadas como
agente bacteriostatico, diferentes modificagdes em farmacos ja existentes envolvem
a adigao deste grupamento na estrutura principal do composto.

A variagdo de grupos substituintes em chalconas promove alteracoes
significativas em suas propriedades fisicas, influenciando diretamente seu
comportamento quimico e biologico. Entre essas propriedades, a solubilidade € um
fator determinante, pois define a capacidade do composto de se dissolver em
diferentes meios, o que impacta sua biodisponibilidade em sistemas biolégicos e sua
aplicabilidade em diversos setores (Rozmer et al., 2006).

Em termos farmacologicos, a solubilidade pode afetar a absorcdo e
distribuicdo do composto no organismo, influenciando sua eficacia terapéutica.

Compostos mais soluveis em meios aquosos podem apresentar melhor absorgao e
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interagdo com alvos biologicos, enquanto aqueles com maior lipofilicidade podem
atravessar membranas celulares com mais eficiéncia. No contexto tecnoldgico,
variagdes na solubilidade podem ser exploradas no desenvolvimento de novos
materiais funcionais, como sensores, corantes e filmes protetores, ampliando as
possibilidades de aplicagdo das chalconas modificadas (Ritter et al., 2015; Elumalai et
al. 2024). De tal forma, a gama de possibilidades de inser¢g&o de substituintes faz com
que seja ampliada as possibilidades de uso desses compostos.

Um heterociclo usado para as sinteses das chalconas deste trabalho foi o
grupamento furano (Figura 2), que pode ser encontrado em diversos produtos
naturais, muitos dos quais exibem atividade bioldgica significativa. (Malladi et al.,
2017).

Figura 2 — Anel furano

\_/

FONTE: O Autor

Neste sentido, o furano é uma estrutura que pode ser empregada na sintese
de chalconas, derivando como produto as chamadas furanochalconas (Shaikh et al.,
2014). Diferentes estudos trazem furanochalconas com atividades antiparasitarias,
antifungicas, antimicrobianas e antioxidantes (Budhiraja et al., 2012; Robinson et al.,
2013). Estes trabalhos comprovam que explorar as propriedades de heterociclos pode
conferir melhores resultados em avaliagdes de algumas aplicagdes para as chalconas.

Com base nessas evidéncias, foram definidos os reagentes de partida para a
obtencdo das chalconas relatadas neste trabalho, considerando a variagdo de
substituintes e anéis aromaticos para avaliar suas influéncias nas propriedades fisico-
quimicas e bioldgicas dos compostos sintetizados. A escolha dos reagentes foi
baseada na reatividade dos precursores e na possibilidade de se obter derivados
estruturalmente distintos, permitindo uma analise mais aprofundada sobre a relagao

entre estrutura e atividade.

2.1.2 Metodologia de sintese
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A metodologia utilizada para a sintese das chalconas foi a condensagao de
Claisen-Schmidt, uma reacdo classica na quimica organica que envolve a
condensagao entre um aldeido aromatico e uma cetona aromatica, como o
benzaldeido e a acetofenona, para formar a estrutura basica da chalcona. Esse
processo ocorre na presenca de um catalisador basico, como hidréxido de sédio ou
potassio, ou acido, como acido cloridrico, sendo geralmente conduzido em meio
alcodlico, como etanol ou metanol, que atua como solvente (Narwal et al., 2017).

A substituicdo de grupos funcionais e/ou a modificagdo dos anéis aromaticos
podem influenciar as condicbes de sintese, resultando em variagdes no tempo de
reagao, temperatura, solvente ou tipo de catalisador utilizado (Zhuang et al., 2017).
Na Figura 3 esta representada a reacdo de Claisen-Schmidt para a sintese de

chalconas.

Figura 3 — Reacao de Claisen-Schmidt.
0O o) 0O H

Acido/Base /

FONTE: O Autor

Diversas metodologias sao utilizadas na sintese de chalconas, incluindo
técnicas assistidas por ultrassom, micro-ondas e agitagdo mecanica com ou sem
aquecimento. Essas abordagens podem otimizar o rendimento da reagao, reduzir o
tempo necessario para a sintese e minimizar a formagao de subprodutos indesejados.
Algumas metodologias ainda descrevem procedimentos quimicamente verdes,
reduzindo impactos ambientais (Marotta et al., 2022; Elkanzi et al., 2022)

Além disso, a abordagem da sintese verde vem ganhando destaque, pois
busca reduzir os impactos ambientais por meio do uso de solventes menos toxicos,
catalisadores sustentaveis e condi¢gdes reacionais mais brandas. Estratégias como a
utilizagcdo de solventes biodegradaveis ou renovaveis podem ser alternativas que
contribuem para tornar o processo mais ecoldégico e eficiente, alinhando-se as
diretrizes da quimica sustentavel (Ritter et al., 2015).

2.2 TRANSFORMACAO DE CHALCONAS EM PIRIMIDINAS
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Diferentes trabalhos relatam a reacdo de chalconas como precursoras na
sintese de pirimidinas. Observa-se em diferentes casos uma melhora na atividade
biolégica ja apresentada pela chalcona (Kumar et al.,, 2017). Unissa et al. (2020)
relataram a conversdo de chalconas em pirimidinas utilizando ureia, tioureia e
guanidina como reagentes. Naquele trabalho as pirimidinas apresentaram melhores
propriedades biolégicas contra bactérias quando em comparagdo com suas
respectivas chalconas com substituintes amino. Ambos os reagentes empregados
juntamente com a chalcona neste tipo de reagcdo produzem diferentes pirimidinas,

conforme o representado na Figura 4.

Figura 4 — Esquema de sintese de pirimidinas com chalconas.
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FONTE: Adaptado de Unissa et al. (2020).

As metodologias de sintese de pirimidinas a partir de chalconas sao variadas.
Dentre elas, a mais simples ocorre em catalise basica com proporgdes equimolares
de reagentes solubilizados em etanol ou metanol, sob agitacdo e com ou sem
aquecimento, obtendo-se como produto final a pirimidina desejada, ainda solubilizada
no meio (Narwal et al., 2017).

Para diferentes pirimidinas derivadas de chalconas, séo relatados na literatura
resultados de atividades antibacterianas, fungicidas, antiparasitarias e anticancer,
onde as propriedades destes compostos destacam-se como superiores quando
comparadas as suas respectivas chalconas de origem no estudo de suas aplicagdes
(Unissa et al,. 2020; Alidmat et al., 2021; Lamie et al., 2020).
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Neste sentido, a variacdo de substituintes nas chalconas, aliada a sua
transformacdo em pirimidinas pode resultar em compostos que apresentam
propriedades farmacologicas e biolégicas de interesse cientifico, aumentando assim
a gama de compostos e de possibilidades de transformagdes para as estruturas
sintetizadas. Além disso, a introdugcdo de grupos eletronegativos ou doadores de
elétrons pode influenciar outras propriedades, como estabilidade térmica, e
reatividade quimica, permitindo a sintese direcionada de moléculas com
caracteristicas especificas para diferentes finalidades. Assim, a modificacdo estrutural
das chalconas representa uma abordagem promissora tanto para o desenvolvimento

de novos farmacos quanto para inovagdes tecnoldgicas.

2.3 PIRIMIDINAS

As pirimidinas sao compostos heteroaromaticos, com um anel de seis
membros, o qual é substituido por atomos de nitrogénio nas posi¢des 1 e 3 do anel
(Figura 5).

Figura 5 — Anel pirimidina.

/"Q\.

=

=

FONTE: O Autor.

A pirimidina é pouco suscetivel a ataques eletrofilicos devido a
eletronegatividade dos atomos de nitrogénio presentes no anel, que atraem densidade
eletrénica para si. Como resultado, o anel pirimidinico se torna um aceptor de elétrons,
0 que desativa a estrutura para reacdes com espécies eletrofilicas. Além disso, essa
natureza eletronegativa da pirimidina pode influenciar a reatividade de compostos
derivados, como as aminopirimidinas, que podem se comportar de maneira
semelhante ou mais reativa dependendo dos substituintes no anel (Carey; Sundberg,
1990).

O nucleo da pirimidina esta presente de forma abundante na natureza em
substancias como vitaminas, acido félico, alcaloides extraidos do cacau e de plantas,

como o alcaguz (Glycyrrhiza glabra), cha verde (Camellia sinensis) e chicéria
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(Cichorium intybus). Destacam-se também por ser encontrados nos nucleos de
uracila, timina e citosina, componentes do DNA (Jain et al., 2006; Gupta et al., 2010;
Asif, 2017).

O anel heterociclico da pirimidina esta associado a varias moléculas de
interesse farmacologico com atividades anticancer (Bai et al., 2018; Sun et al., 2016;
Rani et al, 2016), como o Fluorouracil® (5-FU) (a), antimalarica, como a

Pirimetamina® (b) e antibidtica como o Trimetoprim® (c) (Figura 6).

Figura 6 — Compostos que possuem o grupo pirimidina.
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FONTE: O Autor.

A conversao de chalconas em pirimidinas pode ser uma estratégia eficaz para
aprimorar as propriedades biolégicas ou tecnolégicas desses compostos. Essa
modificagao altera suas caracteristicas fisico-quimicas, podendo influenciar fatores
como solubilidade, polaridade e estabilidade, o que favorece uma melhor interagcéo
com alvos microbianos. Dessa forma, a conversao para pirimidinas pode resultar em
compostos com maior atividade antibacteriana, antioxidante ou até mesmo com novas
aplicagbes em areas como a industria farmacéutica e de materiais funcionais (Bai et
al., 2018).

Além dos beneficios bioldgicos, a sintese de pirimidinas a partir de chalconas
€ um processo relativamente simples e acessivel. A metodologia envolve reagdes bem
estabelecidas na quimica organica, utilizando reagentes de facil obtengcdo e
permitindo boas taxas de conversao de (Lamie et al. 2020). Além disso, dependendo
das condig¢des reacionais escolhidas, essa modificacdo pode ser adaptada para rotas
mais sustentaveis, reduzindo o impacto ambiental e tornando o processo mais atrativo

para aplicagcdes em larga escala.

2.4 METODOS PARA AVALIACAO DE PROPRIEDADES ANTIOXIDANTES
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As analises de atividade antioxidante sao aplicadas para se avaliar a
capacidade de compostos ou extratos em neutralizar radicais livres. Duas
metodologias amplamente utilizadas sdo o ensaio do radical DPPH e o método de
redugcao do complexo fosfomolibdénio.

O método DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) baseia-se na capacidade das
substancias em doar elétrons ou atomos de hidrogénio para neutralizar o radical livre
DPPHe, que é estavel e apresenta coloracdo violeta intensa. Quando o DPPH- é
reduzido por um antioxidante, ocorre uma diminuicdo na absorbancia medida,
indicando a atividade antioxidante do composto. Esse método é amplamente utilizado
por sua simplicidade, reprodutibilidade e rapidez na avaliacdo dos compostos, sendo
frequentemente empregado na analise de substancias naturais e sintéticas (Oliveira,
2015).

Em termos de reacdo quimica, o DPPHe« possui um elétron desemparelhado
que confere sua cor caracteristica, resultante da absor¢gdo na regiao do visivel. A
reagao com um antioxidante pode ser representada da seguinte forma: o antioxidante
doa um elétron ou um atomo de hidrogénio ao DPPHe, neutralizando o radical e
formando o composto DPPH-H, que apresenta uma cor amarela ou incolor devido a
perda da ressonancia eletrénica caracteristica do radical. A diminuicdo na absorbancia
€ monitorada geralmente a 517 nm (Hamlaoui et al., 2018).

Essa capacidade antioxidante € frequentemente expressa em termos de ICsp,
que representa a concentracdo de antioxidante necessaria para reduzir em 50% a
concentragao inicial do radical DPPH. Para se determinar o ICso, s&o preparadas
diferentes concentragdes da amostra antioxidante, e a porcentagem de inibicdo do
radical DPPH é plotada em fungao dessas concentragdes. A partir da curva resultante,
o valor de ICso € interpretado, indicando-se a eficacia do antioxidante. Valores menores
de 1Cso refletem maior atividade antioxidante (Negri; Possamai; Nakashima, 2009).

O método de reducao do complexo de fosfomolibdénio avalia a capacidade
antioxidante total de uma amostra com base na reduc¢ao do ion molibdénio (VI) a
molibdénio (V) em condi¢des acidas, formando um complexo de fosfomolibdénio de
cor verde, que pode ser quantificado (Merino et al., 2015).

Especificamente, o reagente é preparado combinando fosfato dissddico a 0,1
mol.L-' e molibdato de aménio a 0,03 mol.L-' em meio de acido sulfurico a 3 mol.L™.
(Balestrin et al., 2008). O método baseia-se, portanto, na transferéncia eletrénica entre

o antioxidante e o molibdénio, onde o antioxidante doa elétrons ao molibdénio
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hexavalente (Mo®*), reduzindo-o ao estado pentavalente (Mo®*). Essa redugao leva a
formagao do complexo fosfato/molibdénio de coloragédo esverdeada. A intensidade da
cor gerada é diretamente proporcional a concentragcado de antioxidantes presentes na
amostra, permitindo a comparacao do poder antioxidante entre diferentes substancias.
sendo um teste amplamente utilizado para se determinar a capacidade antioxidante
total de diferentes compostos (Prieto et al.,1999)

Este método € vantajoso por ser simples, rapido e aplicavel a uma ampla
variedade de compostos, incluindo antioxidantes hidrofilicos e lipofilicos (Merino et al.,
2015).

Ambas as técnicas sdo amplamente utilizadas em pesquisas para se
quantificar a atividade antioxidante de compostos naturais e sintéticos, fornecendo
informacgdes valiosas sobre o potencial antioxidante de diferentes substancias. Além
disso, pode também indicar as diferentes agbes de grupos radicais existentes nas
estruturas e suas contribuicdes para esta atividade.

As andlises de atividade antioxidante geralmente se baseiam em dois
mecanismos principais de inibicado, ambos visando a neutralizagado de radicais livres.
Sao eles a transferéncia de hidrogénio e a transferéncia de elétrons.

O mecanismo de Transferéncia de Atomo de Hidrogénio (TAH) ocorre quando
o antioxidante doa um atomo de hidrogénio ao radical livre, neutralizando-o. A eficacia
desse processo depende da capacidade do antioxidante em fornecer hidrogénios
labeis para interromper as rea¢des em cadeia dos radicais livres (LU et al., 2010).

Outro mecanismo € a Transferéncia de Elétron (TE), onde o antioxidante age
doando um elétron ao radical livre, convertendo-o em uma espécie menos reativa.
Esse mecanismo é fundamental em diversos ensaios antioxidantes, como o método
DPPH, indicando a capacidade redutora da amostra com a mudancga de cor durante o
experimento. (Oliveira et al., 2015).

A atividade antioxidante de um composto é influenciada por sua estrutura,
grupos funcionais e radicais. Grupos como fendis e alcoois favorecem a doagao de
elétrons ou hidrogénios, enquanto a posi¢cao dos radicais pode afetar a estabilidade e
a eficiéncia na neutralizacao de radicais livres, e compreender esses mecanismos €
essencial para avaliar a capacidade antioxidante de diferentes substancias
(Charlton et al., 2023). No entanto, essa avaliacdo nao deve se basear apenas em
meétodos in vitro, pois esses testes ndo representam totalmente a complexidade dos

sistemas biologicos. Fatores como biodisponibilidade, metabolismo e interagbes
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celulares podem impactar significativamente a eficacia antioxidante no organismo
(Munteanu et al., 2021). Assim, € fundamental adotar uma abordagem integrada,
combinando analises biolégicas em organismos vivos para uma avaliagdo mais
precisa da atividade antioxidante e de seu potencial efeito biolégico (Abuelo et al.,
2015).

2.5 METODOS PARA AVALIACAO DE INIBICAO DO CRESCIMENTO BACTERIANO

Infeccbes causadas por bactérias resistentes representam um sério desafio
para a saude publica global. Cepas de Staphylococcus aureus podem ocasionar
desde infec¢des de pele até quadros sistémicos graves (por exemplo, endocardite),
especialmente em cepas resistentes a meticilina (MRSA) (Gelati et al., 2009). A
bactéria Pseudomonas aeruginosa de destaca pela formagédo de biofiimes e pela
presenca de bombas de efluxo eficientes, que dificultam a agcdo de muitos antibiéticos,
resultando em complicagdes clinicas (Lazaretti et al., 2022). Nesse contexto, testes
de atividade antimicrobiana em laboratério (como a determinagdo da Concentragao
Inibitéria Minima - CIM) tornam-se cruciais para se avaliar o potencial de novos
compostos e guiar o desenvolvimento de alternativas terapéuticas (Ostrosky et al.,
2008).

Ensaios in vitro com diferentes cepas permitem verificar a eficacia de
moléculas com potencial antimicrobiano, bem como tornam possivel o estudo de
parametros de permeabilidade, estabilidade e toxicidade. O estudo de Frank et al.
(2007) comprovou que as avaliagbes ndo fornecem apenas indicios de viabilidade
clinica de farmacos, mas também orientam a otimizacdo estrutural dos mesmos,
inserindo grupos biologicamente ativos ou selecionando compostos que apresentem
estes grupamentos, visando a maior seletividade e poténcia contra bactérias
resistentes.

As chalconas naturais desempenham uma fungao relevante como agentes
antimicrobianos em varias plantas, o que tem impulsionado a sintese desses
compostos para se investigar seu potencial farmacoldgico. Nesse contexto, o estudo
apresentado por Newman et al. (2016) apontou o0 aumento da demanda por sintese
laboratorial de compostos encontrados na natureza para o tratamento de doencas,
destacando alternativas de expansao e aprimoramento de técnicas para a obtencao

desses medicamentos.
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Entre as diversas metodologias utilizadas para se avaliar a agao biologica de
compostos, uma das mais amplamente empregadas € o método de diluicdo em caldo,
que tem como objetivo determinar a concentragao inibitéria minima (CIM) de agentes
antimicrobianos. A CIM é definida como a menor concentragdo de um agente
antimicrobiano capaz de inibir o crescimento visivel de um micro-organismo apés um
periodo especifico de incubagao (Alves; Cury, 1992; Bona et al., 2014).

Esse teste é realizado a partir da preparacdo de uma suspensao bacteriana
com uma densidade celular ajustada, a qual € comparada ao padrao de turbidez de
acordo com a escala de McFarland. Essa escala € amplamente utilizada para
padronizar a densidade das suspensdes bacterianas, garantindo consisténcia nos
procedimentos microbioldgicos (Vasconcelos et al., 2014). Em seguida, realizam-se
diluicdes seriadas do agente antimicrobiano em meio de cultura liquido estéril,
geralmente utilizando microplacas de 96 pogos. Uma aliquota da suspenséao
bacteriana é entdo adicionada ao meio contendo as diferentes concentragdes do
antimicrobiano, e as amostras sdo incubadas a 35-37 °C.

O crescimento bacteriano € avaliado por meio da observacao da turbidez do
meio. A concentragdo em que nao ha crescimento visivel € registrada como a
concentracdo inibitéria minima. Esse método permite determinar a eficacia do
antimicrobiano testado, fornecendo informacdes importantes sobre sua capacidade de

inibir o crescimento bacteriano em diferentes condi¢gbes (Ostrosky et al., 2008).

3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Sintetizar e caracterizar chalconas derivadas de acetofenonas nitradas, por
meio de sua reacdo com diferentes aldeidos, seguidas de sua conversao em
pirimidinas através da reagdo com guanidina; avaliar o potencial antioxidante e

antibacteriano dessas moléculas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar chalconas nitradas pela reag¢ao de Claisen Schimidt;
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Obter pirimidinas a partir das chalconas por reagdo com guanidina,
explorando a modificagc&o estrutural para potencializar atividades biologicas;
Caracterizar os compostos obtidos por Espectroscopia de Ressonancia
Magnética Nuclear Uni e Bidimensional, como RMN de 'H, '3C e HSQC;
Avaliar a atividade antioxidante dos compostos por meio de métodos como o
sequestro do radical DPPH e a analise do poder antioxidante utilizando o
complexo de fosfomolibdénio;

Realizar testes bioldgicos para investigar a atividade antimicrobiana dos
compostos, avaliando sua capacidade de inibir o crescimento de

Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 MATERIAL

Para a realizagao das sinteses das chalconas e pirimidinas relatadas neste
trabalho, a caracterizacdo espectroscopica por RMN, avaliacdo da atividade
antioxidante e atividade bioldgica, fez-se o uso dos seguintes reagentes listados na
Tabela 1:

Tabela 1 — Reagentes utilizados, suas marcas e pureza.

Reagente Marca Grau de pureza
4’-NOz-acetofenona Aldrich 98 %
Benzaldeido Dindmica 99 %
Aldeido Anisico Neon 99,49 %
4-Dimetilamino benzaldeido Neon 99,38 %
Furfural Sigma-Aldrich 99 %
Guanidina Sigma 98 %
Alcool Etilico Neon 99,5 %
Alcool Metilico Nuclear 99,8 %
Hidroxido de sodio Dindmica 97 %
Cloroférmio deuterado (CDCls) Sigma-Aldrich 99,8%
Dimetilsulféoxido (DMSO) Neon 99,8%
Fosfato Monossodico Cinética 99%
Molibdato de Aménio Vetec 99%
DPPH Sigma-Aldrich Nao informada
Acido Sulfarico Sinth 98%
Caldo Miiller-Hinton Kasvi Nao informada
Quercetina Nao informada Nao informada

FONTE: O Autor.

A obtencao dos espectros de RMN uni e bidimensionais dos compostos foi
realizada atraves do equipamento Espectrémetro de Ressonancia Magnética Nuclear-
Bruker 400MHz, AVANCE Ill. A determinagédo do ponto de fusdo dos compostos foi
realizada com o equipamento digital de ponto de fusdo MQAPF - 301, com taxa de

aquecimento de 1,0 °C por minuto.
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4.2 METODOS

4.2.1 Sintese das chalconas

Para a sintese das chalconas, utilizou-se a mistura das respectivas
acetofenonas e aldeidos (5 mmol) na proporgado estequiométrica 1:1, em meio
etandlico (20 mL). Posteriormente, adicionaram-se 5 mL de solugdo aquosa de
hidroxido de sodio 50% (m/v) (adaptado de Narwal et al., 2017). A mistura reacional
foi mantida em agitacdo magnética por 2 horas em temperatura ambiente. Decorrido
este tempo de reagao, foram adicionados 300 mL de agua destilada gelada ao meio
e a mistura reacional foi deixada em refrigerador por cerca de 24 horas. Apds este
periodo, o solido formado foi filtrado a vacuo e seco em dessecador a temperatura
ambiente.

O produto foi analisado por espectroscopia de RMN de 'H e '3C uni e
bidimensional para se confirmar o sucesso da sintese. Posteriormente foi determinado
a temperatura de seu ponto de fusao.

Na Tabela 2 pode-se observar os reagentes utilizados (Figura 7) e o nome

dado a respectiva chalcona formada.

Tabela 2 — Composto sintetizado e seus reagentes de sintese.

Composto Cetona Aldeido
1a 4’-NO2-acetofenona Benzaldeido
2a 4’-NO2-acetofenona Aldeido Anisico
3a 4’-NOz-acetofenona | 4-(Dimetilamino)benzaldeido
4a 4’-NOz-acetofenona Furfural

FONTE: O Autor.

Figura 7 — Reagentes utilizados.
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R1=H (benzaldeido)
4'-nitro-acetofenona Furfural R1= OCH3 (aldeido anisico)
R1= N(CH3)2 (4-dimetilamino
benzaldeido)

FONTE: O Autor.
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4.2.2 Sintese das pirimidinas

As pirimidinas foram sintetizadas pela metodologia adaptada de Lamie et al.
(2020), utilizando-se 1,5 mmol da respectiva chalcona e excesso de guanidina,
adotando-se a proporcao de 1:10, em 20 mL de metanol e 1 mL de hidroxido de sodio
50% (m/v). A mistura reacional foi mantida em refluxo (50 °C) e agitagédo por 24 horas.
Apos este tempo, adicionaram-se cerca de 300 mL de agua destilada gelada e deixou-
se as misturas em refrigerador por cerca de 24 horas para a completa precipitagao do
so6lido formado. Apds este periodo, os mesmos foram filtrados e secos em dessecador
em temperatura ambiente. O produto também foi analisado e elucidado por
espectroscopia de RMN de 'H e '3C e bidimensional para se confirmar o sucesso da

sintese. Determinou-se o ponto de fusdo do produto obtido.
4.2.3 Caracterizagdo Espectroscopica

Foram obtidos os espectros de RMN de 'H, *C e HSQC (correlagéo
heteronuclear através de uma ligagdo) das chalconas obtidas pelo espectrémetro de
RMN — Bruker 400MHz, AVANCE Ill, alocado no Complexo de Laboratérios
Multiusuario (C-LABMU) da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG).

A aquisicao dos espectros foi realizada utilizando-se os parametros descritos
na Tabela 3. Para todas as amostras, utilizou-se cloroférmio deuterado (CDCI3) como
solvente, com a concentragdo dos compostos de aproximadamente 30 mg/mL. O
tetrametilsilano (TMS) foi empregado como referéncia interna, e a temperatura da

sonda foi mantida em torno de 25 °C durante a analise.

Tabela 3 — Parametros operacionais do equipamento de RMN.

Frequéncia (MHz) Janela espectral (Hz) Numero de
scans
RMN 'H 400,1 8.012,8 16
RMN *C 100,6 24.038,5 2.048
H 400,1 4.201,7
HSQC 3¢ 100,6 22.347,8 32

FONTE: O Autor.

Os deslocamentos quimicos foram apresentados em ppm. As multiplicidades
foram indicadas da seguinte forma: (s) para singletos, (d) para dupletos, (t) para
tripletos, (dd) para duplo dupleto e (m) para multipletos.
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4.2.4 Avaliagao do potencial antioxidante

Para estudar a atividade antioxidante dos compostos sintetizados empregou-
se duas técnicas experimentais: o ensaio de inibigdo do radical DPPH (Hamlaoui et
al., 2018) e a reducéo do complexo fosfomolibdénio (Prieto; Pineda; Aguilar, 1999).

No ensaio com DPPH fez-se a curva padrao e determinacéo dos valores de
IC50 dos compostos. Para isso foram utilizadas solugdes nas concentracdes de 5, 10,
15 e 20 mmol.L"' em DMSO, utilizando-se solugdo de DPPH na concentragéo de 1,5
mmol.L”' em metanol. Em uma microplaca de 96 pocos, cada composto a ser
analisado foi adicionado em cada linha, com as concentracdes distribuidas a cada trés
colunas. Foram utilizados volumes de 160 uL da solugao de DPPH e 40 pL da solugao
dos compostos, em ftriplicata, para cada concentragdo. Também foi preparado o
controle negativo, adicionando 40 pL dos compostos e 160 uL de metanol. O controle
branco para o DPPH consistiu de 160 uL de DPPH e 40 yL de DMSO (Hamlaoui et
al., 2018).

As amostras foram deixadas em repouso a temperatura ambiente, na
auséncia de luz, por 30 minutos, e, em seguida, a absorbancia foi medida a 517 nm
utilizando um leitor de Elisa Synergy H1 — Biotek, localizado no laboratério de pos-
graduagéo em Quimica da UEPG. A analise foi realizada utilizando-se uma placa para
chalconas e outra para pirimidinas.

Para o ensaio de redugao do complexo de fosfomolidbénio, foi preparado 100
mL do reativo de fosfomolibdénio, utilizando-se 12 mL de molibdato de aménio (0,03
mol.L"), 28 mL de fosfato monossaédico (0,1 mol.L"), 20 mL de acido sulfurico (3 mol.L-
1), completando-se o volume de 100 mL com agua destilada (Prieto; Pineda; Aguilar,
1999).

Nesta técnica, utilizaram-se os compostos as concentragdes de 1; 2,5; 3,75 e
5 mmol.L-' em DMSO e a quercetina foi empregada como padrao de comparagao as
mesmas concentragdes e mesmo solvente. Este estudo se deu comparando a
porcentagem de atividade antioxidante dos compostos adotando o referido padrao
como 100% de atividade para aquela concentragao.

Em tubos Falcon, foram adicionados 0,3 mL da amostra e 3 mL do reativo. Os
tubos foram entdo fechados hermeticamente com tampas. Para o controle, foi

preparado um tubo contendo 3 mL do reativo e 0,3 mL de DMSO, servindo como



28

branco do experimento. Os tubos foram levados a um banho-maria a 70 °C por 90
minutos. Apos esse periodo, e apos o resfriamento dos tubos até a temperatura
ambiente, foram retiradas aliquotas de 200 uL, em triplicata, de cada composto e de
cada concentracdo, e transferidas para uma microplaca de 96 pogos, sendo
adicionado um composto diferente em cada linha, com as concentragdes distribuidas
a cada trés colunas. Em seguida, a absorbancia foi medida a 695 nm utilizando-se um
leitor de Elisa Synergy H1 — Biotek. A analise foi realizada utilizando-se uma placa

para chalconas e outra para pirimidinas.
4.2.5 Ensaio de inibicao do crescimento bacteriano

Os microrganismos utilizados (Staphylococcus aureus — ATCC 25293,
Pseudomonas aeruginosa — ATCC 277853) foram cultivados a partir de culturas
incubadas por 24 horas a 37 °C em agar. Apos esse periodo, preparou-se o pré-
inéculo, selecionando uma col6nia isolada do meio sdlido e transferindo-a para um
meio liquido nutritivo de Mduller-Hinton. A incubagao continuou até que a densidade
celular fosse ajustada para 0,6 na escala de McFarland, o que corresponde a 108 UFC
(unidades formadoras de colénia) por mililitro, sendo a densidade 6ptica (DO) medida
em espectrofotdmetro a 630 nm. (Vasconcelos et al., 2014)

A determinacao da inibicao do crescimento bacteriano foi realizada para uma
concentragao final de 5umol/mL dos compostos em DMSO. Utilizaram-se microplacas
estéreis de 96 pocgos, onde foram adicionados 10 uL de uma solugdo a 100 umol/mL
dos compostos, 20 yL da suspensao bacteriana e 170 yL de meio liquido de Muller-
Hinton. O controle bacteriano foi preparado na mesma placa, sem o composto,
adicionando-se apenas a bactéria (20 uL), o meio de cultivo (170 pL) e 10 pL de
DMSO.

Em outra microplaca, foram adicionados 10 uL dos compostos e 190 pL do
meio liquido de Muller-Hinton, configurando o controle negativo. A analise foi realizada
com 5 repeticbes para cada composto em duas placas distintas, as quais foram
incubadas por 48h em estufa bacteriolégica a 37 °C. Apds a incubacao, mediu-se a
absorbancia a 630 nm utilizando um leitor de Elisa Synergy H1 — Biotek. A atividade
inibitéria foi calculada em comparagao com o controle negativo, e os dados foram

expressos em média da porcentagem de inibigao
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 SINTESE DAS CHALCONAS

As chalconas foram obtidas pela reagao entre uma cetona e um aldeido
aromatico. Quando sao utilizados dois compostos carbonilados distintos como
reagentes em uma sintese, denomina-se esta como condensagéo alddlica. Neste
caso, ha a obtencado de cetonas a,B—insaturadas, que, sob catalise alcalina sofrem
consensacgao alddlica cruzada, conhecida comumente como reagdo de Claisen-
Schmidt (Vogel, 1989).

Na Figura 8 demonstra-se o mecanismo geral de sintese de chalconas pela
condensagao de Claisen-Schimidt. Inicialmente, a base (hidroxido de sédio neste
trabalho) fornece ion hidréxido, o qual abstrai um préton do carbono a da cetona
aromatica. Estes hidrogénios apresentam maior acidez devido ao fato da carbonila ser
forte retirador de elétrons, e assim forma-se um anion enolato ressonante. Esse
enolato é altamente reativo e atua como nucledfilo na préxima etapa, atacando o
carbono carbonilico do aldeido, resultando na formagao de um intermediario alcéxido,
que age como base para remogdo de um préton da molécula de agua. A B-
hidroxicetona formada sofre eliminagdo de agua, resultando na formacéo de uma
ligacado dupla a,B-insaturada caracteristica das chalconas. O produto final da reacéo
€ uma chalcona, caracterizada por sua estrutura de cetona a,B-insaturada, conferindo-
Ihe propriedades conjugadas e estabilidade quimica (Clayden et al., 2001; Carruthers;
Coldham, 2004).
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Figura 8 — Mecanismo geral de sintese de chalconas pela reagao de Claisen-Schmidt.
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FONTE: O Autor.

Ao final do tempo de sintese, procedeu-se com o isolamento dos compostos
alvo do meio reacional, os quais foram obtidos no estado soélido, como p6. Os
compostos foram entdo secos a temperatura ambiente. As caracteristicas, incluindo
cor dos compostos e rendimento da reagao, estdo descritas na Tabela 4 e ilustradas

na Figura 9.



31

Tabela 4 — Cor e rendimento das chalconas obtidas.

Composto Cor dos compostos Rendimento (%)
1a amarelo claro 94
2a amarelo palha 87
3a vermelho escuro 78
4a amarelo 91

FONTE: O Autor.

Figura 9 — Imagem e estrutura das chalconas obtidas.
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FONTE: O Autor.
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Foi realizada a determinagdao do ponto de fusdo das chalconas sintetizadas,
com o objetivo de comparar os resultados obtidos com os valores descritos na
literatura (Tabela 5). Os valores determinados neste ensaio estdo, em sua maioria,
préximos aos valores descritos na literatura. No entanto, algumas variagées podem

ser observadas, principalmente devido a presenca de impurezas, a umidade residual
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nos compostos ou ainda a taxa de elevacao de temperatura do equipamento utilizado.
Essas pequenas discrepancias sdo comuns em analises de ponto de fusao e podem
ser influenciadas por fatores experimentais, como o método de aquecimento ou as

condigdes ambientais durante a realizagao do teste.

Tabela 5 — Temperatura de fusao tedrica e experimental para as chalconas.

Composto Temperatura de fusao - Temperatura de fusao -
literatura (°C) experimental (°C)
1a 151 -153 2 150 - 153
2a 176 — 178 2 179 - 182
3a 210-216"° 210 - 214
4a 148 — 150 © 149 — 152

a - (KUMAR et al., 2017)
b - (NIU et al., 2017)
¢ - (ZHENG et al., 2011)
FONTE: O Autor.

Para se confirmar com maior exatiddo as estruturas dos compostos
sintetizados, foi realizada a analise de RMN. Essa técnica forneceu informacoes
detalhadas sobre o ambiente quimico dos atomos presentes nas moléculas,

permitindo a identificagdo dos grupos e a confirmagao das estruturas propostas.

5.1.1 Caracterizacao espectroscopica por RMN das chalconas
5.1.1.1 Detalhamento da elucidagdo espectroscopica para a (2E)-3-(2-furanil)-1-(4-

nitrofenil)prop-2-en-1-ona, composto 4a.

Ao se analisar os espectros de RMN de 'H de todas as chalconas sintetizadas,
pode-se observar a auséncia de sinais entre 9,0 e 10,0 ppm, que poderiam indicar a
presenca de hidrogénios do grupamento aldeido, e de sinais entre 2,1 a 2,4 ppm,
regiao de hidrogénios do grupo metila da acetofenona (Silverstain et al., 2019). Com
isso, pode-se concluir que ndo houve presenca de reagentes nas amostras, sendo
apenas avaliado o produto final da sintese.

A seguir, segue detalhado a elucidagcdo estrutural para a 4’-nitro-
furanochalcona. Para os demais compostos procedeu-se a elucidagdo da mesma
forma.

No espectro de RMN de 'H foram observados sinais na faixa entre 6,5 a 8,4
ppm (Figura 10), de acordo com Silverstain et al. (2019) esta faixa é caracteristica de
hidrogénios aromaticos e alcenos. Nesta regido, destacam-se dois sinais de dupletos,
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um a 7,64 ppm (He—2. J = 15,3 Hz) e outro em 7,41 ppm (Hg-3. J = 15,3 Hz) (Figura
11). E a presenca destes sinais que caracteriza a formagéo da chalcona. Seus valores
de constante de acoplamento correspondem ao composto com a configuragéo trans
dos carbonos vinilicos, visto que a configuragdo cis apresenta constante de

acoplamento entre 6 e 12 Hz (Silverstein et al., 2019; Pavia et al., 2013).

Figura 10 — Espectro de '"H ampliado da (2E)-3-(2-furanil)-1-(4-nitrofenil)prop-2-en-1-

ona (4a).
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FONTE: O Autor.

Figura 11 — Dupletos caracteristicos da chalcona 4a no espectro de RMN de 'H.
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FONTE: O Autor.

Os atomos de hidrogénios referentes ao anel aromatico encontram-se em
uma regido mais desblindada. Observaram-se dois dupletos com integral de area
referente a dois hidrogénios que sao alusivos aos quatro hidrogénios do anel
aromatico “A” (Figura 1) da chalcona, onde o dupleto em 8,16 ppm (de J = 8,9 Hz), é
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referente aos hidrogénios menos desblindados, ou seja, aqueles em posi¢cao meta do
anel (hidrogénios 10 e 12, Figura 11) pois possuem o mesmo ambiente quimico. O
dupleto em 8,35 (J = 8,9 Hz), e por estar mais desblindado refere-se aos hidrogénios
na posicao orto do anel aromatico (hidrogénios 9 e 13, Figura 11). A desblindagem
ocorre devido ao efeito da carbonila, que provoca a deslocalizagcado dos elétrons. Isso
resulta em uma maior exposi¢gado dos nucleos ao campo magneético, o que se reflete
em deslocamentos quimicos mais elevados no espectro de RMN. (Silverstein et al.,
2019; Pavia et al., 2013).

Ainda observaram-se sinais mais blindados no espectro. Estes sao referentes
ao grupamento furano. Sendo assim, o sinal presente em 6,56 ppm apresentou-se
como duplo dupleto, com integral de area referente a um hidrogénio. Corresponde ao
hidrogénio identificado como 6 na estrutura (Figura 11), com constantes de
acoplamento de 3,4 e 1,8 Hz. O sinal representado com um dupleto em 6,72 com
integral de area referente a um hidrogénio, refere-se ao hidrogénio identificado como
5 na estrutura (Figura 11).

Observou-se ainda um pequeno dupleto em 7,58 ppm (H-7, J = 1,31 Hz). Este
sinal é referente ao hidrogénio o hidrogénio adjacente ao oxigénio do grupamento
furano (Figura 11).

No espectro de RMN de *C com ampliagéo apresentada na Figura 12 foram
exibidos sinais acima de 110 ppm, o que indicam a presencga de carbonos aromaticos,
olefinicos e carbonilicos, e estando de acordo com o que é esperado para esta este

composto.
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Figura 12 — Espectro ampliado de '3C para para (2E)-3-(2-furanil)-1-(4-nitrofenil)prop-

2-en-1-ona.
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FONTE: O Autor.

A presencga de um sinal em 188,19 ppm indicou a presenca de um carbono
carbonilico. A auséncia de sinais entre 0 e 40 ppm, regido onde se esperaria sinais da
acetofenona. Isso ocorre porque o carbono primario, caracteristico desse composto,
apareceria nessa faixa espectral. (Silverstein et al., 2019; Pavia et al., 2013) ratifica o
éxito da sintese.

Os atomos de carbono referentes ao anel aromatico “A” (Figura 1)
apresentam-se como sinais sobrepostos ou individuais. Os carbonos identificados
como 9 e 13 (Figura 12), apresentaram-se sobrepostos no deslocamento de 123,86
ppm, visto que possuem o mesmo ambiente quimico. Ja os carbonos identificados
como 10 e 12 (Figura 12) apresentam-se com o deslocamento de 129,33 ppm. Os
carbonos identificados como 8 e 11 (Figura 12) mostram-se presentes no
deslocamento de 150,09 e 151,29 ppm respectivamente, por conta da desblindagem
ocasionada pelo oxigénio do grupo nitro ou pela carbonila.

Considerando os atomos de carbono adjacentes ao oxigénio do grupo furano,
estes foram observados em 113,04 (C-6) e 117,70 ppm (C-5) (Figura 12). Estes
possuem sinal caracteristico nesta regidao, quando um alceno esta ligado a carbono
adjacente ao oxigénio. Por sua vez, os atomos de carbono vizinhos ao oxigénio

apresentam deslocamento de 143,0 ppm (C-4) e 145,66 ppm (C-7). Os atomos de
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carbonos vinilicos da chalcona (Cq-2 e Cg-3 Figura 12) apresentam-se com sinais nos
deslocamentos de 132,17 ppm e 118,36 ppm respectivamente.

Para melhor interpretagao dos sinais e confirmacgao da elucidacao, obteve-se
o espectro bidimensional de RMN, o mapa de contornos HSQC.

No mapa de contornos HSQC (Figura 13), destacam-se pontos importantes
gue demonstram a formagao da chalcona e a atribuicdo correta de sinais aos seus

respectivos atomos.

Figura 13 — Mapa de contornos HSQC da (2E)-3-(2-furanil)-1-(4-nitrofenil)prop-2-en-

1-ona.
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FONTE: O Autor.

Observou-se a correlagao entre C-6 e H-6, sinal A, assim como o sinal B
correlacionando C-5 e H-5. Observou-se o sinal C como duas manchas, que
correlacionam o dupleto de integral de area referente a um hidrogénio (H-3) com o
seu carbono (C-3). O sinal D, por sua vez, correlaciona ao carbono Cq-2 e hidrogénio
Ha-2.

Os sinais E e F relacionam-se aos carbonos e hidrogénios aromaticos, onde

E refere-se aos carbonos e hidrogénios 9 e 13, e o sinal F aos carbonos e hidrogénios
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10 e 12. O sinal G, por sua vez, refere-se ao carbono e hidrogénio adjacentes ao
oxigénio do anel furano (C-7 / H-7).

Dessa forma, foi possivel observar todas as correlagcbes diretas entre os
atomos de carbono e hidrogénio ligados entre si. Assim, mais uma vez, comprova-se

que o composto desejado foi obtido com sucesso.

5.1.1.2 Atribuigdes dos sinais de RMN para chalconas

As atribui¢cdes dos sinais encontrados nos espectros de RMN de 'H e '3C para
as chalconas sao apresentadas a seguir.

1a: (2E)-1-(4-nitrofenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona - C1sH11NO3 — solido amarelo

claro, rendimento de 94%. 'TH-RMN (CDCls, 400MHz): 8/ppm 7,42 — 7,52 (m, 4Hz6.7.8));
7,67 (dd, J = 6,5; 3,0 Hz, 2H59)); 7,85 (d, J = 15,7 Hz, 1Hqp); 8,15 (d, J = 8,8 Hz,
2H(12,14)); 8,36 (d, J = 8,8 Hz, 2H(1115). *C-RMN (CDCl3, 100 MHz): &/ppm 121,3
(Cp)); 123,8 (2C(11,15)); 128,7 (2C5,9); 129,1 (2Ce,8)); 129,4 (2C(12,14)); 131,2 (C(7));
134,3 (C4)); 143,0 C(13); 146,8 (C q(2)); 150,1 (C(10)); 189,0 (C1)).

1
1
12
4

O,N 13‘

1

2a: (2E)-3-(4-metoxifenil)-1-(4-nitrofenil)prop-2-en-1-ona - C16H13NO4 — sélido
amarelo palha, rendimento de 87,7%. 'H-RMN (CDCls, 400MHz): &/ppm 3,88 (s,
3H0)); 6,96 (d, J = 8,8 Hz, 2H59)); 7,36 (d, J = 15,6 Hz, 1Hg3)); 7,62 (d, J = 8,7 Hz,
2H@e8)); 7,82 (d, J = 15,6 Hz, 1Hq); 8,13 (d, J = 8,9 Hz, 2H(12,16)); 8,35 (d, J = 8,9 Hz,
2H(15,13)). 3C-RMN (CDCl3, 100 MHz): &/ppm 55,4 (C(10)); 114,6 (2C59) 118,9 (Cg());
123,8 (2C12,16)); 127,0 (Ca)); 129,3 (2C(13,15); 130,6 (2C @.)); 143,4 (C(7)); 146,7 (C
a2));149,9 (C11)); 162,3 (C(7)); 189,0 (Cy).
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3a: (2E)-3-[4-(dimetilamino)fenil]-1-(4-nitrofenil)prof-2-en-1-ona - C17H16N203
— solido vermelho escuro, rendimento de 72,8%. 'H-RMN (CDCls;, 400MHz): &/ppm
3,07 (s, 6H(10,11)); 6,7 (d, J= 8,91 Hz, 2He, s)); 7,27 (d, J = 15,4 Hz, 1Hp(3)); 7,56 (d, J =
8,9 Hz, 2Hs,9)); 7,81 (d, J = 15,4 Hz, 1Hq); 8,12 (d, J = 8,8 Hz, 2H(14, 16)); 8,33 (d, J
= 8,8 Hz, 2H13, 17)). *C-RMN (CDCls, 100 MHz) &/ppm 40,1 (2C10,11)); 111,8 (2C .8));
115,9 (Cpg3); 122,0 (Cn)); 123,7 (2C13,17)); 129,1 (2C(14,16)); 130,9 (2C (59)); 144,2
(C(12)); 147,8 (Caz)); 149,6 (C(15)); 152,5 (Cay); 188,9 (C1y)

4a: (2E)-3-(2-furanil)-1-(4-nitrofenil)prop-2-en-1-ona — C13H9NO4 - solido
amarelo, rendimento de 91%. 'TH-RMN (CDCls, 400MHz): 8/ppm 6,56 (dd, J = 3,4, 1,8
Hz, 1H)); 6,81 (d, J = 3,4 Hz, 1H5)); 7,41 (d, J = 15,3 Hz, 1Hg@); 7,58 (d, J = 1,31 Hz,
1H@); 7,64 (d, J = 15,3 Hz, 1Hq); 8,16 (d, J = 8,9 Hz, 2H10,12)); 8,35 (d, J = 8,9 Hz,
2H(9,13)). *C-RMN (CDCl3, 100 MHz): &/ppm 113,0 (C)); 117,7 (Cs); 118,3 (Cp);
123,8 (2C9.13)); 129,3 (2C(10.12)); 132,1 (Ca); 143,0 (Ca)); 145,6 (C7)); 150,0 (Ces));
151,2 (Cq11)); 188,1 (Cny).
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5.2 — SINTESE DAS PIRIMIDINAS DERIVADAS DE CHALCONAS

O mecanismo de sintese de pirimidinas a partir de chalconas nao é
completamente relatado, mas alguns estudos trazem propostas de mecanismos que
buscam explicar esta reagao.

|Como demonstrado na Figura 14, inicialmente a guanidina sofre
desprotonacdo, gerando um nitrogénio nucleofilico que ataca o carbono B da
chalcona. Esses formam um intermediario enolato estabilizado por ressonancia que
sofre entdo uma tautomerizacdo, convertendo-se em uma espécie ceto-imina ou

enamina. Essa etapa é essencial para alinhar os grupos funcionais, permitindo que o
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nitrogénio livre da guanidina realize um segundo ataque nucleofilico ao carbono da
carbonila, promovendo a ciclizagdo intramolecular e formando um composto
intermediario que se assemelha ao anel pirimidinico final. A partir desse ponto,
ocorrem rearranjos eletrénicos internos por meio de protonagdes e desprotonagdes
sucessivas, facilitando a eliminacdo de uma molécula de agua. Essa etapa de
desidratagdo leva a formacdo do anel pirimidinico ja parcialmente insaturado.
Finalmente, uma série de tautomerizagdes reorganiza as ligagdes duplas e distribui
eletronicamente os hidrogénios no sistema, promovendo a aromatizagdo completa da
pirimidina substituida (Figura 14) (Sancho et al., 2022) (Liu; Liu; Wang, 2023).

Figura 14 — Proposta de mecanismo de sintese de pirimidinas com chalconas e
guanidina.
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FONTE: O Autor.
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O produto final € uma pirimidina 2,4-dissubstituida, onde os grupos aromaticos
da chalcona original permanecem anexados ao nucleo heterociclico, enquanto a
guanidina contribui para a formagéo do anel nitrogenado. O mecanismo evidencia a
reatividade das chalconas como precursores versateis para a sintese de heterociclos
biologicamente ativos e destaca o papel fundamental da guanidina na construgédo do
nucleo pirimidinico.

Apds o isolamento dos produtos obtidos com o emprego desta sintese,
obtiveram-se quatro pirimidinas como sélidos amorfos a partir das quatro chalconas
sintetizadas anteriormente. As caracteristicas fisicas de cor e rendimento das

pirimidinas estdo expressas na Tabela 6 e representados na Figura 15.

Tabela 6 — Cor e rendimento das pirimidinas obtidas.

Composto Coloragao Rendimento (%)
1b amarelo 39
2b amarelo 31
3b marrom 46
4b amarelo 75

FONTE: O Autor.
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Figura 15 — Imagem e estrutura das pirimidinas obtidas.
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FONTE: O Autor.

Fez-se também a determinacdo do ponto de fusdo das pirimidinas
sintetizadas. Na Tabela 7 estdo apresentados os resultados obtidos por esta analise
em comparagao com dados apresentados na literatura. No entanto, a temperatura de

fusdo do composto 4b nao esta relatada na literatura.
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Tabela 7 — Temperatura de fus&o tedrica e experimental das pirimidinas.

Temperatura de Temperatura de

Composto fusao na literatura fu_sao
(°C) experimental
(°C)
1b 229 — 232 228 - 230
2b 89 -919 90 - 93
3b 156 — 1589 155 - 157
4b Nao relatado 217 - 220

f - (Arian et al., 2015)
g - (Narwal et al., 2017)
FONTE: O Autor.

5.2.1 Caracterizacao espectroscopica por RMN das pirimidinas
5.2.1.1 Detalhamento da elucidagdo espectroscopica para a 4-(2-furanil)-6-(4
nitrofenil)-2-amino-pirimidina, composto 4b
Nao foram encontrados relatos sobre sintese e caracterizagao deste
composto na literatura, desta forma os dados da sua obtencdo e propriedades
apresentada podem ser consideradas como inéditas. Na ampliagao do espectro de
RMN de 'H da 4-(2-furanil)-6-(4-nitrofenil)-2-amino-pirimidina, composto 4b (Figura
16) pode-se observar um sinal (H-9, 2H, s) que esta relacionado aos hidrogénios da
amina, ligada ao anel pirimidinico. (Silverstein et al., 2019; Pavia et al., 2013). Isso
indica que a estrutura possui um grupamento de amina primaria, sendo uma

confirmacéao para a formacgao da estrutura da aminopirimidina produzida.
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Figura 16 - Espectro de 'H ampliado para 4-(2-furanil)-6-(4-nitrofenil)-2-amino-

pirimidina (4b).
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FONTE: O Autor

Observou-se ainda um sinal em 6,6 ppm (H-2, dd, J = 3,3; 1,6 Hz). Este sinal
mantém-se, assim como para a chalcona, referente ao hidrogénio oposto ao oxigénio
do anel furano. Em seguida, no deslocamento de 7,24 ppm (H-3, d, J = 3,3 Hz). O
sinal em 7,47 ppm (H-1, s), foi atribuido o hidrogénio vizinho ao oxigénio do grupo
furano.

Os sinais em 8,24 (H-11 / H-15, 2H, d, J = 8,8 Hz) e 8,34 (H-12 / H-14, 2H, d,
J = 8,8 Hz) sao caracteristicos da regiao de aromaticos e mantém-se na mesma regiao
onde estavam 0os mesmos sinais no espectro da chalcona. Estes ultimos estavam mais
desblindados (8,34 ppm) por conta da proximidade do grupamento nitro (Silverstein et
al., 2019; Pavia et al., 2013).

Observou-se ainda um simpleto em 7,62 ppm na mesma regiao onde haviam
os dupletos referentes aos hidrogénios vinilicos da chalcona. Porém agora como
pirimidina, apenas um hidrogénio permanece, identificado na estrutura como 6.

Para se confirmar o sucesso da conversdo da chalcona em pirimidina pelo
espectro de RMN é necessario observar a auséncia dos dupletos referentes aos

hidrogénios olefinicos a e 3 da insaturagao, pois o hidrogénio 3 da lugar a ligagado com
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o nitrogénio. Com isso, o hidrogénio ligado ao carbono a que ainda se mantém na
estrutura ndo se apresenta mais na forma de dupleto, pois ndo apresenta acoplamento
3J com outro hidrogénio. Na Figura 17 é trazida a comparag&o dos espectros de 'H da
4’-nitro-furanochalcona e do seu derivado pirimidinico a 4’-nitro-furano-
aminopirimidina. Foi possivel observar a auséncia dos dupletos dos carbonos vinilicos
e a presenca de apenas de simpletos, cujos hidrogénios ja foram identificados

anteriormente.

Figura 17 — Sobreposigao e comparagao dos espectros de chalcona e pirimidina.
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FONTE: O Autor.

No espectro de RMN de '3C do composto 4b, com ampliagdo apresentada na
Figura 18 foram observados sinais entre 100 e 165 ppm, referentes a carbonos
aromaticos, e carbonos de hibridizagéo sp?, os tGinicos carbonos presentes na amostra,
bem como também carbonos ligados ao substituinte amino (Silverstein et al., 2019;
Pavia et al., 2013).
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Figura 18 - Espectro ampliado de '*C ampliado de 4-(2-furanil)-6-(4-nitrofenil)-2-

amino-pirimidina.
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FONTE: O Autor.

O que comprovou a conversao da chalcona em pirimidina foi a auséncia do
sinal caracteristico do grupamento carbonila que, na chalcona precursora desta etapa
de sintese, ocorreu em 188,19 ppm. Assim, observou-se o sinal referente ao um
carbono vizinho ao oxigénio do grupo furano (C-1), em 102,43 ppm, enquanto o
carbono, identificado como 4, foi observado em 151,91 ppm. Em 112,18 € 112,43 ppm
observaram-se sinais referentes aos carbonos identificados na estrutura como 3 e 2,
respectivamente, que sdo opostos ao oxigénio do grupo furano.

Os sinais referentes ao anel aromatico “A” da referida chalcona (C-12 e C-14)
foram observados sobrepostos em 123,86 ppm. O sinal observado em 128,0 ppm foi
atribuido aos atomos de carbono 11 e 15. Isto acontece por conta da similaridade de
seus ambientes quimicos. Observou-se ainda um sinal em 143,46 ppm, referente ao
carbono 13, onde se liga o grupamento nitro da estrutura, e um sinal em 149,0 ppm,
referente ao carbono adjacente ao nucleo pirimidinico (C-10). Referente ao carbono
6, observou-se um sinal em 144,91 ppm. Os atomos de carbono 5 e 7 apresentam
semelhancga no seu ambiente quimico, fazendo com que gerem sinais muito préoximos,

sendo observados em em 163,38 ppm (C-7) e 163,46 ppm (C-5).
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Por fim, observou-se um sinal em 157,71, caracteristico para carbonos ligados
a grupo amino (Silverstein et al., 2019; Pavia et al., 2013). No caso deste composto,
o carbono 8 esta ligado ainda a 3 nitrogénios. A verificagdo dste sinal indica que ha
uma aminopirimidina, ou seja, o composto almejado foi sintetizado com sucesso

O espectro de HSQC (Figura 19) desse composto auxiliou na sua elucidagéo
ao se observar a correlagao direta de ligagéo entre os atomos de hidrogénio e carbono

da estrutura.

Figura 19 — Mapa de contorno HSQC ampliado da 4-(2-furanil)-6-(4-nitrofenil)-2-

amino-pirimidina.
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FONTE: O Autor.

Observou-se a correlagao entre o carbono vizinho ao oxigénio do furano (C-
1) com seu respectivo hidrogénio (H-1),sinal A. Os sinais B e C correspondem as
correlagdes ainda de carbonos e hidrogénios do anel furano, C-2 / H-2; C-3 / H-3,
respectivamente.

Os sinal D e E relacionam-se aos carbonos e hidrogénios aromaticos, onde D
refere-se aos carbonos e hidrogénios 11 e 15, e o sinal E aos carbonos e hidrogénios
12 e 14. Por fim, o sinal “F” mostra a correlacéo de C-6 / H-6.
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A elucidacdo para todos os compostos derivados de chalconas foram
realizadas da mesma forma como descrito para o composto 4b. Com isso pode-se
afirmar que as pirimidinas foram obtidas com éxito. Todos os sinais caracteristicos
estavam presentes, confirmando o sucesso da metodologia empregada. Obstiveram-
se compostos sem tantos estudos aprofundados sobre suas propriedades na
literatura, e p6de-se também obter o composto com relato de sintese, caracterizacao
e propriedades consideradas inéditas  (4-(2-furanil)-6-(4-nitrofenil)-2-amino-

pirimidina).

5.2.1.2 Atribui¢des dos sinais de RMN para pirimidinas

1b: 4-(4-nitrofenil)-6-fenil-2-amino-pirimidina - C16H12N4O2 — sdélido amarelo,
rendimento de 39,7%. 'H-RMN (CDCls, 400MHz): &/ppm 5,6 (s, 2H(1); 7,52 (m,
4H2348)); 8,09 (m, 2H(15)); 8,28 (d, J = 8,87 Hz, 2H(14,16)) 8,34 (d, J =7,2 Hz, 2H(13,17)).
13C-RMN (CDCls, 100 MHz): &/ppm 104,1 (Cs)); 123,7 (2C(14,16)); 127,0 (2C(15); 128,0
(2C(13,17)); 128,7 (2C2,4)); 130,6 (Cz)); 137,1 (Cee)); 143,7 (C(12)); 148,8 (C15)); 163,2
(C)); 163,8 (Cy9)); 166,7 (C(10)).

2b: 4-(4-metoxifenil)-6-(4-nitrofenil)-2-amino-pirimidina - C17H14N4O3 — sélido
amarelo, rendimento de 31,2%. 'TH-RMN (CDCls, 400MHz): &/ppm 3,59 (s, 3H(7)); 5,18
(s, 2H(12)); 7,02 (d, J = 8,8 Hz, 2H(1,5)); 7,46 (s, 1H(9)); 8,06 (d, J = 8,9 Hz, 2H(2,4)); 8,23
(d, J = 8,9 Hz, 2H(1517)); 8,34 (d, J = 8,9 Hz, 2H(14.1s)). "*C-RMN (CDCl3z, 100 MHz):
o/ppm 55,4 (C(7)); 103,9 (C9)); 114,2 (2C(1,5)); 123,9 (2C(14,18)); 128,0 (2C(15,17)); 128,7
(2C(2.4)); 129,5 (C(11)); 143,9 (Ce)); 149,0 (C1e)); 162,0 (C(13)); 163,3 (Cye)); 163,5 (C10));
166,4 (C(3)).
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3b: 4-[4-(dimetilamino)fenil]-6-(4-nitrofenil)-2-amino-pirimidina - C1gH17NsO2 —
sélido marrom, rendimento de 46,7%. 'H-RMN (CDCls, 400MHz): &/ppm 3,7 (s, 6H
7.8)); 9,12 (s, 2H(13)); 6,78 (d, J = 8,0 Hz, 2H(1,5)); 7,43 (s, 1Hq0)); 8,2 (d, J = 7,8 Hz,
2H(2.4)); 8,21 (d, J = 7,7 Hz, 2H(1519)); 8,33 (d, J = 7,7 Hz, 2H(16,15)). '*C-RMN (CDCls,
100 MHz): d/ppm 39,9 (2C7s)); 102,7 (Cr0)); 111,85 (2C(1,5)); 123,6 (2C16,18)); 127,8
(2C(15,19)); 128,2 (2C(24)); 144,2 (Cs)); 148,5 (C1a)); 152,1 (C(z)); 154,2 (C(12); 162,3
(C(10));163,5 (C(11); 166,2 (Cy9)).

NH
12

N7 RN
ONTATNZ 19 5 < < T/(;HZ‘
8CHj
4b: 4-(2-furanil)-6-(4-nitrofenil)-2-amino-pirimidina - C14H10N4O3 — sdlido
amarelo, rendimento de 75,6%. "H-RMN (CDCls, 400MHz): &/ppm 5,19 (s, 2H9)); 6,6
(dd, J = 3,3; 1,6 Hz 1H(»); 7,24 (d, J = 3,3 Hz, 1H)); 7,47 (s, 1H@)); 7,62 (s, 1Hs));
8,24 (d, J=8,8 Hz, 2H(11,15)); 8,34 (d, J = 8,8 Hz, 2H(12,14)). "*C-RMN (CDCls, 100 MHz):

&/ppm 102,4 (C()); 12,1 (Cz)); 12,4 (C(2); 123,8 (2C(12,14)); 128,0 (2C(11,15); 143,4
(C13)); 144,9 (Ce)); 149,0 (C10)); 151,9 (Ca); 157,7 (Cis)); 163,3 (C(7)); 163,4 (C(s)).

2
13

5.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
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5.3.1 Método DPPH

A média de absorbancia para cada concentragdo de cada composto foi
calculada, e os valores de porcentagem de atividade antioxidante foram obtidos

utilizando-se a seguinte formula:

(ADPPH - A517nm (amostra))

%AA0 = x 100

Apppy

Os valores de porcentagem de atividade antioxidante (%AAQO) para as

chalconas em cada concentracéo estudada foram expressos na Tabela 8.

Tabela 8 — Atividade antioxidante das chalconas sobre o radical DPPH.

5 mmol.L"’ 10 mmol.I" 15 mmol.l" 20 mmol.I"
1a 1,52 % 2,48 % 5,26 % 9,74 %
2a 15,21 % 15,34 % 17,73 % 20,13 %
3a 5,82 % 6,79 % 7,38 % 12,09 %
4a 1,65 % 3,18 % 6,87 % 11,93 %

FONTE: O Autor.

O grupo nitro apresenta forte efeito eletronegativo, porém, em determinados
ambientes quimicos, pode estar envolvido em processos de transferéncia eletronica.
Em compostos aromaticos, esse fenébmeno ocorre devido a ressonancia entre o anel
aromatico e o grupo nitro, distribuindo a carga dentro do sistema aromatico, reduzindo
sua reatividade e promovendo estabilizagdo. Isso sugere que o0 grupo nitro ndo age
diretamente como um antioxidante classico, mas pode influenciar a atividade
antioxidante via mecanismos de modulagao eletronica, alterando densidade eletrénica
na molécula, e desta forma atuando na estabilizacao de intermediarios redox (Cardoso
e Carneiro, 2021; Zhang, 2009). Embora o grupo nitro possa contribuir para a
estabilizacao eletronica do radical, seu forte carater retirador de elétrons pode resultar
em menor atividade antioxidante quando comparada a substituintes doadores de
elétrons (Lahsasni; Korbi; Aljaber, 2014).

Os grupos metoxila e dimetilamino, presentes nos compostos 2a e 3a, atuam

como doadores de elétrons, desempenhando um papel importante na neutralizacao
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do radical DPPH-«. Por essa raz&o, espera-se que esses grupos aumentem a atividade
antioxidante dos compostos, pois elevam a densidade eletrénica do anel aromatico.
Além disso, assim como o grupo nitro, contribuem para a estabilizacdo do
intermediario oxidado por meio da ressonancia com o anel aromatico, impedindo a
propagacao de reag¢des oxidativas pelo radical formado (Elkanzi et al., 2022).

A substituicdo de um anel benzénico por um anel furano na chalcona 4a, pode
impactar significativamente a atividade antioxidante, pois o atomo de oxigénio no
furano, atrai densidade eletronica do anel devido a sua alta eletronegatividade. Essa
atracao diminui a nucleofilicidade do anel, tornando-o menos reativo em reacdes que
requerem doacéo de elétrons (Grabarz et al., 2019).

Além disso, a presenga do atomo de oxigénio no furano influencia a sua
reatividade, permitindo que participe de rea¢des que destroem a conjugacao do anel,
indicando uma menor estabilidade aromatica em comparacado com outros heterociclos
(Najmidin et al., 2013). Para as chalconas n&o foi possivel chegar em valor de 1Csg
dentro das concentracdes estudadas, pois ndo apresentaram 50% de atividade
antioxidante dentro da faixa de concentracdo estudada, e seu comportamento
antioxidante pode nao ser linear em concentragdes maiores, e desta forma o ICso ndo
pode ser determinado por regresséao linear.

Com base nos resultados das atividades antioxidantes das chalconas, foi
possivel comparar com os resultados para as respectivas pirimidinas. Notou-se um
aumento na atividade antioxidante dos compostos estudados apos sua conversao em

aminopirimidinas, conforme o apresentado na tabela 9.

Tabela 9 — Atividade antioxidante das pirimidinas sobre o radical DPPH.

5 mmol.L" 10 mmol.L™" 15 mmol.L" 20 mmol.L""
1b 1,97 % 5,30 % 13,89 % 16,60 %
2b 16,30 % 40,75 % 58,61 % 69,71 %
3b 18,60 % 31,13 % 49,55 % 60,76 %
4b 9,75 % 10,10 % 11,23 % 12,00 %

FONTE: O Autor.

O aumento da atividade antioxidante ocorre devido a introducdo do grupo
amino na estrutura, que, em conjunto com o anel pirimidinico, promove modificagdes

estruturais significativas. Essas alteragdes aumentam a conjugacao eletronica e a
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densidade eletrbnica da molécula, tornando-a mais estavel e facilitando a doagao de
elétrons (Latif et al., 2014).

Além disso, a capacidade do grupo amino de formar ligagdes de hidrogénio
em meio bioldgico e interagir com espécies oxidantes refor¢a sua agao antioxidante.
Esse efeito é potencializado pelo anel pirimidinico, que estabiliza intermediarios
reativos e impede a propagacao de processos oxidativos. Dessa forma, a conversao
de chalconas em aminopirimidinas ndo apenas modifica suas propriedades quimicas
e fisicas, mas também amplia seu potencial antioxidante (Latif et al., 2014).

O grupo amino atua como doador de elétrons quando participa da ressonancia
por meio de seu par de elétrons livres. Quando ligado a um anel pirimidinico, esse
efeito pode ser intensificado devido a conjugacgédo eletrbnica, que favorece a
distribuicdo da carga (Myriagkou et al., 2023). Dessa forma, o composto se torna mais
estavel para reagir com radicais livres ou doar elétrons de maneira mais eficiente,
tornando as aminopirimidinas antioxidantes mais eficazes do que suas respectivas
chalconas precursoras (Latif et al., 2014).

As pirimidinas 2b e 3b apresentaram valores de ICso dentro da faixa de
concentragédo analisada. De acordo com Pires et al., (2017), o ICso € determinado a
partir da inclinagéo da reta obtida pelo grafico de concentragao versus porcentagem
de inibicdo do radical DPPH. Para isso, utilizou-se o calculo de regressao linear,
permitindo a obtengdo das concentragdes minimas necessarias para inibir 50% do

radical DPPH, cujos valores estao expressos na tabela 10.

Tabela 10 — Valores de I1Csp das pirimidinas 2b e 3b.
ICs0
2b 13,53 mmol.L"’
3b 15,93 mmol.L"’

FONTE: O Autor.

A determinacao do ICso € um paréametro fundamental para se comparar a
eficiéncia antioxidante entre diferentes compostos, pois reflete a quantidade minima
necessaria para atingir uma inibicao significativa.

As demais pirimidinas ndo apresentaram ICso dentro da faixa de concentragéao
avaliada, impossibilitando a aplicagado do calculo de regressao linear para estimar a

concentragdo minima necessaria para inibir 50% do radical DPPH. Isso pode indicar



52

gque esses compostos possuem uma atividade antioxidante mais baixa dentro das
condigbes experimentais empregadas, ou que a relagdo entre concentragdo e

atividade antioxidante ndo segue um padrao linear (Pires et al., 2017).
5.3.2 Método do fosfomolibdénio

Este método utiliza a equacéao de atividade antioxidante relativa, descrita por
Negri, Possamai e Nakashima (2009), que adota um padrdo de comparagédo com
100% de inibigdo a partir da concentracao selecionada. A inibi¢ao referida € a reducéo
do molibdénio (VI) para molibdénio (V) na presenga de compostos antioxidantes.

A quercetina, utilizada como padrédo, levando a 100% de inibicdo, foi
preparada nas mesmas concentragdes dos compostos avaliados (1, 2,5, 3,75 e 5
mmol.L'"). O uso de uma menor concentragdo neste teste se da pela baixa
solubilidade dos compostos no meio reativo, uma vez que o solvente predominante é
a agua. Em concentragbes mais elevadas, a baixa solubilidade pode levar a
precipitacdo dos compostos, resultando na turvagao do meio e interferindo na preciséo
das analises.

Além disso, a escolha da quercetina como padrao de referéncia baseia-se na
sua reconhecida atividade antioxidante, amplamente relatada na literatura (Yang et
al., 2020). A comparagao com um composto padrao permite avaliar a eficacia relativa
dos compostos testados. Assim, os valores obtidos para os compostos analisados
podem ser diretamente comparados a quercetina, fornecendo um parametro confiavel
para estimar sua capacidade de neutralizar radicais livres.

A porcentagem de Atividade Antioxidante Relativa (%AAR) foi calculada

utilizando-se a seguinte equacgao:

%AAR = (AbsamOStra — AbSpranco amostra) % 100

(Absquercetina - Absbranco quercetina)

Os resultados obtidos para as chalconas e pirimidinas estudadas foram
expressos na tabela 11, onde a representacéo se da pela porcentagem de atividade
antioxidante em relagédo ao padrao quercetina. A comparacgao direta com esse padrao
permite avaliar a eficacia antioxidante dos compostos sintetizados, considerando a

capacidade de neutralizar radicais livres em diferentes concentragoes.



53

Tabela 11 — Atividade antioxidante relativa de chalconas e pirimidinas no ensaio de

fosfomolibdénio.

1 mmol.L™" 2,5 mmol.L" 3,75 mmol.L" 5 mmol.L"
1a 5,27 % 4,89 % 5,82 % 5,03 %
2a 11,63 % 12,01 % 12,98 % 11,98 %
3a 8,54 % 8,97 % 9,53 % 9,72 %
4a 7,95 % 8,53 % 8,89 % 8,74 %
1b 12,58 % 11,43 % 14,54 % 14,32 %
2b 30,94 % 31,26 % 31,56 % 31,67 %
3b 29,85 % 28,76 % 29,4 % 28,56 %
4b 14,27 % 15,42 % 15,22 % 14,98 %

FONTE: O Autor.
Os resultados desta etapa foram semelhantes aos obtidos no ensaio com o

radical DPPH. As pirimidinas demonstraram atividade antioxidante superior em
comparacgao as chalconas, destacando-se especialmente os compostos que possuem
0s grupos metoxila e dimetilamino, que contribuem significativamente para a melhora

da atividade antioxidante.
5.4 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

A média de absorbancia para cada composto foi calculada, e os valores de
porcentagem de atividade antibacteriana (%AA) foram obtidos utilizando a seguinte

formula:

Abs
%AA = [1 — ( amostra )] % 100

Absbranco bactéria

Os resultados foram expressos em porcentagem de inibicado do crescimento

bacteriano.

5.4.1 Atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus
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Os valores de inibicao do crescimento bacteriano para as chalconas contra S.

aureus foram expressos na tabela 12.

Tabela 12 — Atividade antibacteriana das chalconas contra S. aureus.

%AA
1a 58,12
2a 65,46
3a 68,89
4a 60,55

FONTE: O Autor.

Todas as chalconas analisadas apresentaram mais de 50% de inibicdo do
crescimento de S. aureus. Esse efeito esta associado a presenga do grupo nitro na
molécula, que intensifica a eletrofilicidade das estruturas. Esse aumento favorece a
passagem do composto pelas membranas celulares bacterianas, facilitando sua
interacdo com nucledfilos presentes em enzimas bacterianas e, assim, inibindo
processos cruciais, como a reproducéao celular (Bai et al., 2019)

Na chalcona 1a a agado do grupo nitro foi evidenciada. Porém observou-se
melhora nos resultados contra o crescimento bacteriano exercido pelos compostos 2a
e 3a, sendo que estes compostos apresentam um grupo doador de elétrons, fazendo
com que seja intensificado o sistema push-pull, o que é caracterizado pela presenca
simultdnea de grupos doadores e retiradores de elétrons em uma molécula. Este
fendmeno é discutido no trabalho desenvolvido por Barzoukas, Fort e Blanchard-
Desce (1996), que relata a alta polarizagdo de moléculas organicas e a relagdo com
grupos substituintes para a intensificacdo desta propriedade baseado no sistema
push-pull.

De acordo com os estudos de Zhuang et al. (2017), na estrutura tipica de uma
chalcona, um grupo naturalmente retirador de elétrons, como o grupo nitro, "puxa"
elétrons enquanto um grupo doador dimetil amino ou metoxila "empurra" elétrons ao
longo do sistema conjugado. Essa interacdo gera uma alta polarizagdo na molécula,
também por conta da ligagdo com o oxigénio do carbono carbonilico e da dupla ligagao
adjacente, tornando essa regiao fortemente eletrofilica (Lee; Kim; Mhin, 2001).

Xu et al. (2019) descreve que essa eletrofilicidade acentuada é crucial para a

acgao antibacteriana, pois permite que a chalcona atue como um aceitador de Michael.
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Almeida et al. (2008) discutem que desta maneira, a molécula pode reagir
covalentemente com nucleéfilos, como os residuos de cisteina presentes em enzimas
bacterianas essenciais, inativando-os e interrompendo processos metabdlicos vitais
para a bactéria. Essa capacidade de formar adutos covalentes, pela reacdo com
nucledfilos, pode levar a inibicdo de enzimas envolvidas na sintese da parede celular,
na replicagdo do DNA ou na sintese proteica, contribuindo para a morte celular
(Sivakumar; Priya; Doble, 2009).

Apesar do grupo nitro ser favoravel a atividade antibacteriana, a auséncia de
um grupo doador de elétrons no outro anel pode reduzir a “for¢a” do sistema push-pull
resultando em atividade moderada, como observado para a chalcona 1a (Zhuang et
al., 2017).

Em relacdo ao grupo furano, este pode favorecer a permeabilidade na
membrana bacteriana de bactérias Gram-positivas e/ou a formagao de ligagcbes de
hidrogénio adicionais. Ainda pela presenga de grupamento nitro em 4a, o carater
eletrofilico pode permitir interagdes com alvos intracelulares desestabilizando a
replicacéo celular (Barbosa et al., 2010).

Estudos apontam que a modificagao estrutural das chalconas em pirimidinas
tendem a mudar o mecanismo de acdo destes compostos em atividades
antibacterianas (Alidmat et al., 2021; Lamie et al., 2020). Isso se da, pois, as
pirimidinas sdo mais estaveis em meio biolégico, aumentando a fragdo de composto
que chega até o alvo de maneira intracelular (Elumalai et al., 2024). Além disso, o
grupo amino adicional nas aminopirimidinas pode favorecer ligagdes de hidrogénio e
interagdes eletrostaticas com diferentes proteinas bacterianas (Solankee et al., 2010).

Ha registros de que pirimidinas derivadas de chalconas podem inibir enzimas
essenciais para o metabolismo do folato, uma vitamina hidrossoluvel fundamental
para o crescimento bacteriano (Bhojet al., 2023). Esse efeito ocorre devido a
semelhanca estrutural dessas pirimidinas com farmacos como o Trimetoprim® (Figura
5), que atuam bloqueando a sintese de folato e, consequentemente, interferindo na
proliferacao bacteriana. (Elumalai et al., 2024).

Os resultados de atividade antibacteriana para as pirimidinas sao expressos

na tabela 13.

Tabela 13 — Atividade antibacteriana das pirimidinas contra S. aureus.
%AA
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1b 71,19
2b 79,60
3b 69,26
4b 58,34

FONTE: O Autor.

A observacédo de que ha um aumento na atividade antibacteriana para as
pirimidinas em comparagdo com as chalconas sugere que a estrutura quimica das
pirimidinas pode ter caracteristicas que favorecem uma interagado mais eficaz com as
células bacterianas. A pirimidina, pode promover uma interacao melhor com os alvos
bacterianos, como proteinas essenciais para o crescimento ou reproducdo das
bactérias, ou até com as membranas celulares (Oe et al., 2019; Kamaly et al., 2025).

No entanto, € importante observar que, para os pares 3a—-3b e 4a—4b, a
conversao da chalcona em pirimidina n&o gerou alteragdes significativas na atividade
antibacteriana. Isso indica que, nesses casos especificos, a modificacdo estrutural
nao teve um impacto notavel na eficacia antibacteriana. Pode-se especular que as
mudancgas estruturais entre as chalconas e as pirimidinas para esses pares nao
afetaram substancialmente as interagbes com os mecanismos bacterianos, como as

membranas celulares ou 0s processos enzimaticos.
5.4.2 Atividade antibacteriana contra Pseudomonas aeruginosa

Os valores de atividade das chalconas contra P. aeruginosa s&o expressos na
tabela 14.

Tabela 14 — Atividade antibacteriana das chalconas contra P. aeruginosa.
%AA
1a 23,67
2a 8,08
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3a 8,67
4a 6,64

FONTE: O Autor.

Em bactérias Gram-negativas como P aeruginosa, as chalconas s&o
relatadas como estruturas que apresentam maiores restricdes com a permeabilidade
na membrana celular o que justifica valores inferiores na atividade antibacteriana
(Batovska et al., 2009). Essas bactérias possuem uma membrana externa rica em
lipopolissacarideos, que confere uma alta seletividade a entrada de moléculas,
limitando a penetracao de agentes hidrofobicos ou de alto peso molecular (Lazaretti et
al., 2022).

No caso das chalconas, embora sua agao seja frequentemente associada ao
sistema push-pull e a sua reatividade como agentes aceitadores de Michael, sua
eficacia pode ser comprometida se n&o houver um balanco adequado entre
lipofilicidade e hidrofilia (Avila et al., 2008; Batovska et al., 2009). Se o composto ndo
conseguir atravessar a membrana externa de uma bactéria Gram-negativas, sua agao
sobre os alvos intracelulares sera limitada, resultando em menor atividade
antibacteriana comparada a bactérias Gram-positivas (Liu et al., 2008).

Este fato é evidenciado pelo resultado expresso pelo composto 1a que foi
mais ativo frente a P. aeruginosa em comparagdo aos demais. A auséncia de
substituintes adicionais no anel fendlico resulta em uma molécula ligeiramente mais
polar e potencialmente com menor coeficiente de particdo (logP), e com isso
apresenta menor lipofilicidade, sendo mais propicia para atravessar a membrana
externa da bactéria P. aeruginosa (Liu et al., 2008; Batovska et al., 2009).

Para se confirmar a menor polaridade do composto 1a em comparagao aos
demais e avaliar sua lipofilicidade, foi realizada uma analise farmacocinética in silico
por meio da plataforma SwissADME, considerando o coeficiente de particdo (logP).
Os resultados indicaram que a chalcona 1a apresenta um logP menor em relagao aos
outros compostos, com valores de 2,18 para 1a, 2,46 para 2a, 2,51 para 3a e 2,47
para 4a, respectivamente. Esses dados confirmam que o composto 1a possui menor
lipofilicidade, o que pode estar relacionado a uma melhor permeabilidade através da
membrana celular bacteriana, permitindo um acesso mais eficiente a potenciais alvos
intracelulares (Kubinyi 1979; Mannhold et al., 2009; Tamaian et al., 2015).
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Os resultados de atividade antibacteriana das pirimidinas contra P. aeruginosa

sado apresentados na tabela 15.

Tabela 15 — Atividade antibacteriana das pirimidinas contra P. aeruginosa.

%AA
1b 16,35
2b 16,12
3b 10,13
4b 18,02

FONTE: O Autor.

Observou-se que as pirimidinas estudadas, no geral, apresentaram melhor
capacidade de inibir o crescimento desta cepa de bactérias. Esses resultados podem
ser justificados por efeitos de polaridade dos compostos.

Elumalai et al. (2024) relataram que a polaridade de compostos organicos é
fortemente influenciada pela presenca e natureza de seus substituintes. Grupos
funcionais com alta eletronegatividade ou capacidade de formar ligagbes de
hidrogénio tendem a aumentar a polaridade da molécula. O grupo amino, por exemplo,
€ um dos substituintes que mais contribuem para essa caracteristica, pois contém um
par de elétrons livres no atomo de nitrogénio, permitindo interagdes intermoleculares
mais fortes.

Dessa forma, a aminopirimidina apresenta maior polaridade em comparacgao
a chalcona. O trabalho de Rospenk e Koll (2007) sugere que o aumento na polaridade
se deve a presencga do anel pirimidinico e do grupo amino que potencializa a interagao
com solventes polares. Essas interagdes ocorrem principalmente por meio de ligagdes
de hidrogénio e forgas dipolo-dipolo, tornando a aminopirimidina mais soluvel em
solventes polares e influenciando suas propriedades fisico-quimicas e biologicas
(Rospenk e Koll (2007); Martins et al., 2013).

Tamaian et al. (2015) demonstraram que compostos de maior polaridade
tendem a apresentar melhor permeacédo através das membranas celulares de
bactérias Gram-negativas. Esse efeito pode ser atribuido a composicdo da membrana
externa dessas bactérias, que contém porinas - canais hidrofilicos que facilitam a

entrada de moléculas polares. Os resultados experimentais deste trabalho corroboram
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essa observagao, evidenciando que compostos com maior polaridade exibem uma
permeabilidade mais eficiente, o que pode potencializar sua atividade antibacteriana.

De tal modo, a conversdo de chalconas em aminopirimidinas pode
potencializar o efeito antibacteriano para esta classe de bactérias, uma vez que as
aminopirimidinas apresentam menor lipofilicidade em comparagdo as chalconas,
favorecendo sua passagem por membranas celulares e seu acesso a alvos

intracelulares essenciais.
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6 CONCLUSOES

Neste trabalho, foram sintetizadas e caracterizadas quatro chalconas
derivadas de acetofenonas nitradas, as quais foram convertidas em pirimidinas
utilizando guanidina como reagente.

Em relacdo a atividade antioxidante, observou-se que a conversdo das
chalconas em pirimidinas promoveu um aumento significativo na capacidade de
neutralizar radicais livres, sendo os compostos com grupos metoxila (-OCH;) e
dimetilamino (-N(CHs),) os mais eficazes. No ensaio de redu¢cdo do complexo de
fosfomolibdénio, resultados semelhantes aos obtidos pelo método do DPPH foram
obtidos, reforcando o papel dos substituintes doadores de elétrons no aprimoramento
da atividade antioxidante.

Nos testes antimicrobianos, as pirimidinas mostraram maior atividade contra
Staphylococcus aureus (bactéria Gram-positiva), especialmente aquelas com
substituintes eletrodoadores, que favoreceram a interacdo intracelular. Para
Pseudomonas aeruginosa (bactéria Gram-negativa), compostos mais lipofilicos
apresentaram melhores resultados, indicando que a permeabilidade na membrana
externa rica em lipopolissacarideos foi um fator determinante para a acéao
antibacteriana.

Como os resultados obtidos s&o promissores, este projeto pode ser
continuado com testes de toxicidade e docking molecular, por exemplo. Este pode
fornecer informagbes detalhadas sobre a interacdo dos compostos com alvos
biolégicos especificos, orientando a sintese de novas moléculas com maior
seletividade e potencial terapéutico. Além disso, tais estudos podem auxiliar na
identificacdo dos principais sitios de interagdo molecular, contribuindo para um melhor
entendimento dos mecanismos de agao e da relacdo entre estrutura e atividade
biolégica. Dessa forma, a aplicagdo do docking molecular e outras técnicas
computacionais representa um possivel proximo passo para aprofundar as
investigacdes neste projeto, permitindo a predi¢cao de interagdes relevantes e guiando
modificagdes estruturais estratégicas

Dessa forma, estudos futuros sado necessarios para se investigar a
biocompatibilidade dos compostos, bem como sua eficacia em modelos biolégicos
mais complexos. Além disso, a introducdo de novos substituintes nas estruturas de
chalconas e pirimidinas pode ser uma estratégia interessante para otimizar ainda mais

suas propriedades farmacoldgicas.
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Assim, esta dissertacao contribuiu para a expansdo do conhecimento sobre a
sintese e modificacdo de chalconas, reforgcando a potencialidade dessas moléculas
como agentes antioxidantes e antimicrobianos. O trabalho também abre perspectivas
para o desenvolvimento de novos compostos bioativos a partir da modificagao racional

de estruturas ja conhecidas.
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ANEXO A - ESPECTROS DE RMN PARA (2E)-1-(4-NITROFENIL)-3-FENILPROP-2-EN-1-ONA - 1A (CDCl3)
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ANEXO B — ESPECTROS DE RMN PARA (2E)-3-(4-METOXIFENIL)-1-(4-NITROFENIL)PROP-2-EN-1-ONA - 2A (CDCl5)
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ANEXO C — ESPECTROS DE RMN PARA (2E)-3-[4-(DIMETILAMINO)FENIL]-1-(4-NITROFENIL)PROF-2-EN-1-ONA - 3a
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ANEXO D — ESPECTROS DE RMN PARA (2E)-3-(2-FURANIL)-1-(4-NITROFENIL)PROP-2-EN-1-ONA - 4A (CDCls)

~7000
H (s)
78 ~6000
B (d) C (d) F (d) A(d) E (d) D (dd)
8.35 8.16 7.64 7.41 6.51 6.56
— — P — — — F5000
., @
10 B NFNL0
R -4000
0,N"A1 3 >
~3000
-2000
~1000
d ’.li
T ¥ il )\ | L0
L e = — o L L
a ay g = a ay
— — O O — o o
T T T T T ¥ T ' T T T " T ¥ T ' T T T I ¥ T ' T T T " T ¥ T ' T T T " T ¥ T ' T
84 83 82 81 80 /79 78 77 76 75 74 73 72 71 70 69 68 67 66 65 64

f1 (ppm)



0 (s)
188.19

T

190

185

T

180

175

170

T

165

160

155

N (s) L (s)
151.29 145.66
M (s) K (s)
150.09 143.00
H H H
T 1 T r T |
150 145 140

f1 (ppm)

T

135

1(s) G (s)
13217 118.36
I(s) H (s) F(s) || E(s)
129.33| |123.86 117.70 | | 113.04
H [ HH [

—

T T 1

130 125

PR | B

T T T T

120 115

81

Ll L

T

110



HsQC

Ly

)

115

120

125

130

135

140

145

150

7.7

7.5
f2 (ppm)

f1 (ppm)



ANEXO E - ESPECTROS DE RMN PARA 4-(4-NITROFENIL)-6-FENIL-2-AMINO-PIRIMIDINA - 1B (CDClIs)
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ANEXO F — ESPECTROS DE RMN PARA 4-(4-METOXIFENIL)-6-(4-NITROFENIL)-2-AMINO-PIRIMIDINA - 2B (CDCls)
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ANEXO G - ESPECTROS DE RMN PARA 4-[4-(DIMETILAMINO)FENIL]-6-(4-NITROFENIL)-2-AMINO-PIRIMIDINA - 3B (CDCls)
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ANEXO H — ESPECTROS DE RMN PARA 4-(2-FURANIL)-6-(4-NITROFENIL)-2-AMINO-PIRIMIDINA - 4B (CDClIs)
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