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RESUMO

As chalconas s&o precursores na biossintese dos flavonoides e apresentam uma
estrutura formada por dois anéis aromaticos unidos por uma propenona,
caracterizando um sistema a,3-insaturado. Esses compostos tém despertado grande
interesse devido a sua versatilidade estrutural e as diversas propriedades biolégicas
descritas, incluindo atividades antifungica, antibacteriana e antioxidante. Neste
trabalho, foram sintetizados sete derivados de chalconas por meio da reacédo de
condensacgao alddlica de Claisen-Schmidt em meio basico. Esses compostos foram
caracterizados por espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) uni e
bidimensional, além da determinacdo dos respectivos pontos de fusdo. A analise
espectroscopica permitiu confirmar a formagcao das chalconas, evidenciada pela
presenca de sinais caracteristicos da cetona alfa, beta insaturada e pela auséncia de
sinais atribuidos aos reagentes de partida. Os pontos de fusdo obtidos foram
compativeis com os valores descritos na literatura, comprovando a identidade dos
compostos. Nos ensaios de atividade antioxidante, o derivado CHAL 2B destacou-se,
mostrando maior eficiéncia na doagdo de atomos de hidrogénio ou elétrons para
estabilizagdo do radical. Quanto a atividade antimicrobiana contra Staphylococcus
aureus e Escherichia coli, os compostos apresentaram inibicdo moderada do
crescimento bacteriano. Na avaliagdo da formacao de biofilme, as chalconas
mostraram efeito antibiofiime mais pronunciado frente a S. aureus, enquanto seu
efeito frente a E. coli foi menos expressivo. Em relagéo a atividade antifungica contra
Candida albicans, todos os compostos foram capazes de inibir significativamente o
crescimento fungico. Em conclusao, todos os compostos propostos foram sintetizados
sucesso e caracterizados adequadamente. As chalconas avaliadas demonstraram
relevante potencial bioloégico, destacando-se principalmente nas atividades
antioxidante e antifungica, evidenciando sua relevancia para futuras aplicagdes
farmacoldgicas e para investigagdes da relagédo estrutura—atividade.

Palavras-chave: sintese, caracterizagao espectroscopica, aminochalconas, atividade
antimicrobiana.



ABSTRACT

Chalcones are key intermediates in the biosynthesis of flavonoids, characterized by a
structure consisting of two aromatic rings linked by a propenone moiety, forming an
a,B-unsaturated system. These compounds have garnered considerable attention due
to their structural versatility and a wide range of reported biological properties,
including antifungal, antibacterial, and antioxidant activities. In the present study, seven
chalcone derivatives were synthesized via the Claisen—Schmidt aldol condensation
under basic conditions. Structural characterization was performed through one- and
two-dimensional Nuclear Magnetic Resonance (NMR) spectroscopy, along with the
determination of melting points. Spectroscopic data confirmed chalcone formation, as
indicated by the presence of characteristic signals of the a,B3-unsaturated ketone and
the absence of resonances corresponding to the starting materials. The melting points
obtained were consistent with literature values, further supporting compound identity.
In antioxidant assays, derivative CHAL 2B exhibited superior efficiency in donating
hydrogen atoms or electrons for radical stabilization. Regarding antimicrobial
evaluation against Staphylococcus aureus and Escherichia coli, the compounds
demonstrated moderate inhibition of bacterial growth. In biofilm formation assays, a
more pronounced antibiofilm effect was observed against S. aureus, whereas the effect
against E. coli was comparatively lower. For antifungal activity against Candida
albicans, all derivatives significantly inhibited fungal growth. In summary, all target
compounds were successfully synthesized and thoroughly characterized. The
chalcones assessed displayed noteworthy biological potential, particularly in
antioxidant and antifungal activities, underscoring their relevance for future
pharmacological applications and structure—activity relationship investigations.

Keywords: synthesis, spectroscopic characterization, aminochalcones, antimicrobial

activity.
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1 INTRODUGAO

A busca por novos medicamentos € uma necessidade constante na area da
saude, devido a falta de tratamentos eficazes, a resisténcia de micro-organismos e
aos efeitos adversos de farmacos existentes (Dutra et al., 2024; Silva; Estevam;
Nogueira, 2024). Ao longo de séculos, a humanidade recorreu aos produtos naturais
bioativos, os quais eram obtidos em pequenas quantidades através de processos de
isolamento ou de fermentagdo (Sangi, 2016). Estudos demonstram que o uso de
plantas para tratamento de doengas remonta a civilizagées antigas, como os egipcios,
que utilizavam o extrato da casca do salgueiro para tratar inflamag¢des ou uma mistura
de mel para tratamento de feridas e, em diferentes culturas, o boldo para tratamento
de doencgas gastrointestinais (Araujo, 2016; Souza; Moraes; Alvim, 2021;Rocha et al.,
2021).

Apenas a partir do século dezenove que se iniciaram as pesquisas voltadas
para identificacao das substancias responsaveis pela agao biolégica desses produtos
naturais (Calixto; Junior, 2008). Essas descobertas possibilitaram o desenvolvimento
de medicamentos eficazes e um avanco na quimica medicinal. Dentro desse contexto,
a sintese organica tornou-se uma grande aliada, promovendo uma mudang¢a no
cenario dos medicamentos, que deixaram de ser exclusivamente naturais para incluir
também os sintéticos (Radaelli, 2008).

Como reflexo da identificagdo das substancias bioativas e os estudos
avancados de sintese, purificagdo, testes e aprovagdao, o numero de pesquisas
visando a obtencdo de moléculas bioativas tem crescido de maneira significativa
(Feitosa et al., 2022).

Uma classe de compostos amplamente estudada devido sua diversidade de
atividades bioldgicas sao os flavonoides. Esses metabdlitos secundarios podem ser
encontrados em flores, alimentos como frutas e vegetais, bem como em algumas
bebidas de origem vegetal, como os chas (Chandra; Diwan; Panche, 2016). Os
flavonoides sado subdivididos em diferentes grupos, entre eles, flavanonas, flavonas,
isoflavonas, flavanondis, antocianinas e as chalconas (Guija-Guerra; Guija-Poma,
2023).

As chalconas sao precursoras da biossintese dos flavonoides e sua estrutura

quimica é composta por dois anéis aromaticos unidos por uma propenona, formando
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um sistema a-f insaturado de trés carbonos (Shalaby; Rizk; Fahim, 2023). Esses
compostos apresentam diversos relatos na literatura pela sua capacidade
antioxidante, antibacteriana, antifungica, dentre outras (Cabrera et al., 2007; Haq et
al., 2023; Lima, 2020). Essa versatilidade bioativa e seletividade esta relacionada a
possibilidade de modificagdes estruturais, como a substituicdo de grupos doadores e
retiradores de elétrons nos anéis aromaticos, ou até mesmo a insercao de diferentes
atomos em um anel aromatico, formando compostos heterociclicos (Alshazly et al.,
2025).

Nesse contexto, a investigagcado de novas chalconas e seus derivados mostra-
se particularmente relevante diante da crescente resisténcia de micro-organismos aos
antimicrobianos convencionais. A possibilidade de inser¢do de diferentes grupos
substituintes em sua estrutura permite modular tanto a atividade quanto a seletividade
antibacteriana e antifungica desses compostos. Além disso, a simplicidade da sintese
associado ao baixo custo de producado reforca o potencial das chalconas como
candidatas promissoras no desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas contra
infecgbes bacterianas e fungicas. Dessa forma, a sintese e avaliagdo de novos
derivados de chalconas representa uma contribuicédo significativa para a identificagao

de moléculas bioativas com potencial antibacteriano e antifungico.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 FLAVONOIDES

Os flavonoides constituem uma classe de compostos polifendlicos naturais
amplamente conhecidos por apresentarem uma variedade de propriedades
farmacoldgicas (Rupasinghe, 2020). Atualmente, foram identificadas mais de 8000
substancias pertencentes a essa classe e, no geral, sdo responsaveis pela coloragéo
dos frutos, flores e defesa contra herbivoros e outros agentes externos (Khare;
Dewangan; Kumar, 2022). Esses compostos estdo amplamente distribuidos em
alimentos como leguminosas, magas, frutas vermelhas, cebola, cha verde, dentre
outros (Rupasinghe, 2020).

Do ponto de vista quimico, os flavonoides apresentam uma estrutura
constituida por dois anéis aromaticos (A e B) ligados por meio de um grupo pirano (C),
formando um sistema Ce-C3-Ce, N0 qual os numeros indicam a quantidade de atomos
de carbono presentes em cada unidade estrutural (Chen et al., 2023; Chiorcea-

Paquim, 2023), como demonstrado na Figura 1.

Figura 1. Estrutura geral de um flavonoide

Fonte. Elaborado pela autora no software MarvinSketch.

Segundo Zakaryan et al. (2017), os subgrupos de flavonoides séao
classificados de acordo com o numero de oxidagdo e diferentes substituicoes
presentes no anel pirano. Dentro desses subgrupos, os compostos diferem pelo
padrdo de substituicdo dos anéis benzénicos. Entre esses, encontram-se, por
exemplo, as flavonas, flavonodis, flavanonas, flavanonais, isoflavonoides, antocianinas

e chalconas (Winkel-Shirley, 2001), representados na Figura 2.



17

Figura 2. Estrutura dos subgrupos dos flavonoides

Flavona Flavanona Flavanois
O
o o]

Isoflavona Antocianinas Chalcona

Fonte. Elaborado pela autora no software MarvinSketch.

Os flavonoides sao produzidos por diferentes rotas biossintéticas, entre as
quais se destacam a via do chiquimato, a via do acetato e a via do fenilpropanoide.
Esta ultima da origem a via dos flavonoides, etapa final responsavel pela formagao
dos diversos subgrupos dessa classe de composto (Chen et al., 2023; Liu et al., 2021),

como representados na Figura 3.
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Figura 3. Visdo geral das diferentes rotas biossintéticas
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Fonte. Adaptado de: LIGA, S.; PAUL, C.; PETER, F. Flavonoids: Overview of Biosynthesis, Biological
Activity, and Current Extraction Techniques. Plants, v. 12, n. 14, n. p., jul. 2023. DOI:
10.3390/plants12142732.

A via do fenilpropanoide ocorre em cinco etapas principais. Primeiramente, o
aminoacido fenilalanina € convertido em acido frans-cinamico pela ag¢dao da
fenilalanina amona-liase (PhAAL). Em seguida, o acido cindmico € hidroxilado por
meio da cinamato-4-hidroxilase (C4L), gerando o acido p-cumarico. Este, por sua vez,
recebe uma unidade de coenzima A pela ligase p-cumarato-CoA-ligase (C4CoAL),
formando o p-cumaroil-CoA. A partir disso, ocorre a produgao da chalcona naringenina
através da condensagao de trés moléculas de acetato de 3-malonil-CoA. Por fim, esse
composto é convertido em flavona ou naringenina por meio da chalcona isomerase,
iniciando a via dos flavonoides, que resultara na formacgao de suas diferentes classes
(Liga; Paul; Péter, 2023; Liu et al., 2021; Tariq et al. 2023).

Os flavonoides sao amplamente estudados pela sua alta capacidade
antioxidante, que desempenha um papel crucial na prevengédo de danos ocasionados
por radicais livres (Shen et al., 2022). Dentro dessa classe, as chalconas, foco deste
trabalho, vém se destacado por suas diversas atividades biologicas. Além da atividade

antioxidante, as chalconas demonstram propriedades antitumorais, anti-inflamatarias,
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antimicrobianas, dentre outras, o que as torna promissoras para o desenvolvimento
de novos farmacos (Constantinescu; Lungu, 2021; Kerek et al., 2025; Kuttithodi, et al.,
2022; Mahapatra; Bharti; Asati, 2017).

2.2 CHALCONAS

2.2.1 Ocorréncia e importancia das chalconas

As chalconas, 1,3-difenil-2-propen-1-onas, sdo compostos derivados das
cetonas aromaticas e sdo caracterizadas por possuirem uma estrutura quimica
composta por dois anéis aromaticos (A e B) interligados por uma propenona (Zhuang

et al., 2017), como demonstrado na Figura 4.

Figura 4. Estrutura geral das chalconas

5' 5
Fonte. Elaborado pela autora no software MarvinSketch.

Esses compostos sdo amplamente encontrados em flores, folhas, frutos,
raizes e sementes (Rammohan et al., 2020). Um dos seus primeiros relatos ocorreu
em 1950 por Seikel e Geisman, onde realizou-se o isolamento e elucidagao estrutural
da polihidroxi-chalcona através de flores do género Coreopsis Stillmanii.
Posteriormente, foram encontradas nas plantas do género Cylicodiscus, Xanthorrhoea

e Carthamus (Harborne; Mabry; Mabry, 1975), como demonstrado na Figura 5.
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Figura 5. (a) Planta do género Coreopsis Stillmanii (b) folhas da planta do género Cylicodiscus (c)
planta do género Xanthorrhoea (d) planta do género Carthamus

Fonte. GLOBAL BIODIVERSITY INFORMATION FACILITY. Coreopsis Stillmanii, Cylicodiscus,
Xanthorrhoea e Carthamus. Disponivel em: <https://www.gbif.org/> . Acesso em 30 de jan. 2025.

Apos sua metabolizacdo pelas plantas, as chalconas desempenham trés
fungdes importantes no metabolismo vegetal (Shalaby; Rizk; Fahim, 2023). O mais
frequente é sua conversdo em flavanona (naringenina) por meio da chalcona
isomerase, conforme ilustrado na Figura 3 da sessdo anterior (Diaz-Tielas et al.,
2016).

Sua segunda forma de utilizagdo envolve a participagdo na biossintese das
auronas, uma subclasse dos flavonoides. Nesse processo, ocorre a reagado de
isomerizagao da chalcona naringenina pela aureusidina sintase (Gomes et al., 2017).

Por fim, as chalconas também atuam como reagentes para a produgéo dos
conjugados de glicosil, responsaveis pela pigmentacdo da corola de algumas flores
com coloragdes que variam de amarelo a marrom (Elkanzi et al., 2022). Devido a esse
motivo, o nome “chalcona” deriva do grego “Chalcos” e significa bronze (Sahu et al.,
2012).

Com o avancgo das pesquisas, o potencial farmacolégico das plantas contendo
chalconas em sua composigao foi identificado, resultando na aprovacgao para ensaios
clinicos de doengas ou incorporacdo em cosméticos (Zhuang et al., 2017). Como
exemplo, pode-se citar o Kava-Kava (Piper methysticum), Figura 6a, um arbusto da
familia da pimenta, nativo das ilhas do Pacifico Sul e rico em chalconas.
Tradicionalmente, sua utilizagcdo era feita como uma bebida medicinal devido as

propriedades relaxantes musculares, diuréticas, sedativas e levemente narcéticas
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(Lebot; Merlin; Lindstrom, 1992). Atualmente, seus beneficios neurolégicos parecem
ser inegaveis, especialmente na redugédo da ansiedade e do estresse, além de estar
associado a uma menor incidéncia de cancer. Nesse sentido, o Kava-Kava aparenta
ser promissor para o desenvolvimento de novos medicamentos (Bian et al., 2020).

O gengibre, Boesenvergia rotunda (raiz de dedo), € uma planta
monocotiledénea da familia Zingiberacae (Figura 6b) (Sanmugavelan et al., 2018).
Sua utilizagao se da de diversas maneiras, principalmente na alimentagcdo por meio
dos temperos e de medicamentos herbais em paises asiaticos (Bailly, 2022). Na tribo
de Nicobarese, na india, o gengibre é utilizado na preparacéo de remédios para febre,
dor de cabecga e dores no corpo (Chander et al., 2016). Dentre os compostos bioativos
identificados nessa planta, destaca-se a boesenbergina A (BA), um derivado de
chalcona que, em estudos recentes, apresentou atividade antioxidante consideravel e
uma significativa atividade anti-inflamatéria (Isa et al, 2012). Além disso, a
boesenbergia rotunda possui outras propriedades biolégicas relevantes, como
antibacterianas e antivirais (Chutiwitoonchai et al., 2025; Teethaisong et al., 2018).

O Alcaguz (Figura 6c¢) € uma raiz do género Glycyrrhiza e compreende
diversas espécies, sendo a G. glabra, G. inflata e G. uralensis as mais
comercializadas. Pode ser encontrada em diversos paises, como Asia, Turquia,
Russia, dentre outros (Pia et al., 2019). Na China é chamado de Gan-Cao, e € um dos
medicamentos fitoterapicos mais populares e possui um uso extenso para tratamento
de disturbios gastrointestinais da populagcéo (Shang et al., 2022). Desta raiz pode ser
isolada a licochalcona A, uma chalcona oxigenada, que segundo estudos € promissora
para tratamento doencas neurodegenerativas, como o Alzheimer, bem como acéo
anti-inflamatéria, antioxidante, antitumoral, dentre outras (Chen et al., 2017;
Olloquequi et al., 2023).

As chalconas naturais também sao encontradas em outras espécies de
plantas, como a Lophira alata (Figura 6d), mais conhecida como Azobé, onde em
estudos fez-se o isolamento de dois tetrametros de chalconas, ambos compostos
apresentando atividades inibitérias contra inflamacgao induzida por teleocidina B-4
(Murakami et al., 1992).
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Figura 6. Imagens das plantas: (a) Piper methysticum (b) Boesenvergia rotunda (c) G. inflata (d) Lophira
alata

Fonte. GLOBAL BIODIVERSITY INFORMATION FACILITY. Piper methysticum, Boesenvergia
rotunda, G. inflata e Lophira alata. Disponivel em: <https://www.gbif.org/>. Acesso em 30 de jan.
2025.

Além disso, as chalconas podem existir como isdmeros cis e trans, como

demonstrado na Figura 7.
Figura 7. (a) Isbmero trans da chalcona (b) Isémero cis da chalcona

(a) Isémero trans (b) Isébmero cis

0

= (o}

Fonte. Elaborado pela autora no software MarvinSketch.

Dentre eles, o isbmero trans € termodinamicamente mais estavel, devido a
sua pouca interagao estérica entre a carbonila e o anel aromatico B, tornando-se o

isdbmero mais predominante (Gomes et al., 2017).
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2.2.2 Sintese quimica das chalconas

Apesar das chalconas serem encontradas na natureza, existem algumas
dificuldades relacionadas a sua obtencdo. A primeira delas € a necessidade de
grandes quantidades de material vegetal para a obtengdo de uma quantidade
consideravel de chalcona, uma vez que sua concentragdo em fontes naturais &
relativamente baixa, além disso, o rendimento final pode ser comprometido durante
0s processos de extragdo e de purificagdo dos compostos (Menezes; Diederich,
2019). Para contornar estas dificuldades, pesquisadores como Kretzer et al. (2022)
recorrem a semi-sintese, neste caso, da di-hidrochalcona a partir da florizina, extraida
das folhas da macieira, como uma alternativa para obter quantidades suficientes para
a realizacao dos experimentos.

Dentro desse contexto, a sintese de chalconas torna-se uma alternativa
viavel, ja& que sua obtengdo pode ocorrer por diversos mecanismos, permitindo o
pesquisador escolhé-los de acordo com os reagentes disponiveis. Ademais, a
estrutura quimica versatil da chalcona permite modificacdes estruturais, possibilitando
o direcionamento da atividade biolégica que este composto podera apresentar
(Gomes et al., 2017).

Diversas rotas sintéticas podem ser empregadas para a obtencdo das
chalconas. Entre as principais, se destacam a reagdo de acoplamento de Heck
carbonilativo, Suzuki, sintese one-pot e, a mais conhecida, Claisen-Schimidt.
Entretanto, na literatura, existem outras metodologias para sintetizar esses
compostos, como reacdo de Julia-Kocienski, Wittig, acoplamento cruzado
descarboxilativo, entre outras (Shalaby; Rizk; Fahim, 2023).

A reacéo tipica de acoplamento de Heck ocorre entre uma cetona insaturada
com um acido arilborénico ou iodeto de arila na presenga de uma base, como
demonstrado na Figura 8. O catalisador dessa reacgéao € o paladio (Pd), que é formado
nas condigdes reacionais a partir do acetato de paladio (ll). De forma similar, a sintese
de chalconas pode ser realizada por meio da reagdo de acoplamento de Heck
carbonilativo, no qual um haleto de fenila reage com o estireno na presenga de
monoéxido de carbono. Nesse caso, o paladio também atua como catalisador na

vinilagao (Wu; Neumann; Beller, 2010).



Figura 8. Sintese de chalconas via: a) acoplamento de Heck; b) acoplamento Heck carbolinativo
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Fonte. Traduzido de SHALABY, M. A.; SAMEH, A. R.; FAHIM, A. M. Synthesis, reactions and application
of chalcones: a systematic review. Organic & Biomolecular Chemistry, v. 21, n. 26, p. 5317-5346, jun,
2023. Disponivel em: https://doi.org/10.1039/D30B00792H. Acesso em: 23 mar. 2025.

Apesar dessa metodologia ser eficiente na sintese de chalconas, sua
aplicacao é limitada pela caréncia de reagentes, como a arilvinilcetonas e mondxido
de carbono pressurizado (Zhuang et al., 2017).

A reacao de Suzuki € uma ferramenta poderosa quando se trata da formacéao
de ligagdes carbono-carbono. A partir da analise retrossintética a chalcona pode ser
obtida por duas reagdes distintas: o acoplamento de cloreto de cinamoila com acido
fenilborénico e acoplamento de cloreto de benzoila com acido fenilvinilborénico,
conforme ilustrado na Figura 9, onde "X’ pode ser cloro, bromo ou o éster para-
toluenossulfonato (Selepe; Van Heerden, 2013). Essa reagao também é catalisada

pelo paladio.
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Figura 9. Sintese de chalconas via reagéo de Suzuki: a) acoplamento de haleto de cinamoila com acido
fenilborénico; b) haletos de benzoila e acidos bordnicos

©/ Ny % O
-
Fonte. ZHUANG, C. et al. Chalcone: A Privileged Struture in Medicinal Chemistry. Chem. Rev., v. 117,

n. 12, p.7762-7810, maio, 2017. Disponivel em: https://doi.org/10.1021/acs.chemrev.7b00020. Acesso
em: 28 mar. 2025.
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As chalconas também podem ser obtidas em um mesmo frasco reacional,
como por exemplo, a sintese one-pot. As principais vantagens sao obtencédo de
produtos de com um maior rendimento, devido a ndo necessidade de isolamento de
intermediarios de reacdo, minimizacdo de residuos e tempo de reacdo reduzido
(Golsalves et al., 2025). A reacao de formacao da chalcona por esse método se da
pela combinagao de alcool benzilico e uma acetofenona com o trioxido de cromo como
agente oxidante, conforme ilustrado na Figura 10. Neste mecanismo, o benzaldeido é

gerado a partir da oxidagao do alcool (Zhuang et al., 2017).

Figura 10. Sintese de chalconas a partir do método one-pot.
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Fonte. Traduzido de SHALABY, M. A.; SAMEH, A. R.; FAHIM, A. M. Synthesis, reactions and application
of chalcones: a systematic review. Organic & Biomolecular Chemistry, v. 21, n. 26, p. 5317-5346, jun,
2023. Disponivel em: https://doi.org/10.1039/D30B00792H. Acesso em: 23 mar. 2025.

Na quimica organica, a reagdo de condensagéo aldolica € considerada uma
das mais versateis, sendo amplamente utilizadas em diversas sinteses. Essa reacao

envolve duas substancias carboniladas, na qual uma atua como eletréfilo e outra como
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nucledfilo, resultando na formagado de uma ligagado dupla carbono-carbono. Existem
diversas variantes dessa reacdo, sendo a reacgdo aldolica cruzada seguida por
desidratacdo, uma das mais utilizadas na sintese de chalconas, conhecida como
Claisen-Schmidt. As vantagens da utilizagdo desta metodologia € a simplicidade da
reacao e reagentes relativamente baratos, entretanto para a reagdo ser concluida
pode demorar varios dias e o seu produto, na maioria das vezes, necessita de
purificagdo devido a presenga de reagentes e impurezas (Perrin; Chang, 2016).

De maneira geral, essa reagao envolve o uso de acetofenona e benzaldeido
como reagentes de partida. Para garantir a formagdo do produto desejado, é
necessario a utilizagao de um acido ou base como catalisador. Na catalise basica, os
principais catalisadores sao o terc-butdéxido de potassio, hidroxido de sddio ou
hidréoxido de potassio. A utilizacdo de meio basico é preferivel devido ao fato que os
aldeidos aromaticos nao podem formar enolatos, portanto o enolato da acetona reage
com o aldeido aromatico e o produto da reagao apresenta um bom rendimento (Carey;
Sundberg, 2011).

O mecanismo da reagcao de Claisen-Schmidt, em meio basico, ocorre em
cinco etapas, conforme ilustrado na Figura 11. Na primeira etapa, o ion hidréxido
remove um proton do carbono a da acetofenona, formando um anion enolato, que é
estabilizado por ressonancia. Em seguida, o anion enolato atua como nucleéfilo e
ataca o carbono carbonilico do benzaldeido por meio de uma adi¢gao nucleofilica,
resultando na formacao do anion alcoxido.

Na terceira etapa, esse intermediario, remove um proton da molécula de agua,
formando uma B-hidroxi-cetona. Na quarta etapa € formado novamente o
intermediario de reacao enolato. Por fim, na quinta etapa, ocorre a desidratacao do
enolato por meio de um mecanismo de eliminacdo E1cs, com a eliminagdo de uma
molécula de agua e regeneracao do catalisador, resultando na formagao da chalcona

desejada (Clayden; Warren; Greeves, 2012).
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Figura 11. Mecanismo de formagao da chalcona através da sintese de Claisen Schmidt
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Fonte. Elaborado pela autora no software MarvinSketch

A catalise acida nao é muito utilizada para a sintese de chalconas, entretanto
pode se apresentar interessante quando a chalcona desejada conter grupos

retiradores de elétrons na porgédo do benzaldeido (Perrin; Chang, 2016).
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2.2.3 Derivados funcionais: Aminochalconas

O grupo funcional amino (-NH2) possui um atomo de nitrogénio ligado a dois
atomos de hidrogénio. Esse grupo confere as propriedades basicas para os
compostos que esta presente. Quando ligado a um anel aromatico, o grupo amino
torna-se um forte ativador, onde seu efeito doador de elétrons por ressonancia para o
anel aromatico supera a retirada indutiva de elétrons, aumentando a densidade
eletrénica do anel (Bruice, 2006).

Além disso, o grupo amino (-NH2) € amplamente conhecido no meio medicinal,
principalmente por sua presencga caracteristica em aminoacidos. Portanto, ndo é
surpreendente que sua presenca na estrutura de farmacos seja frequente. Um
exemplo disso é a amoxicilina (Figura 12a), que possui um grupo amina primaria (-
NR2) em sua estrutura, sendo um antibiético utilizado no tratamento de infeccdes
bacterianas, como a infec¢do nas amigdalas. Outro medicamento comumente
utilizado é a loratadina, conhecida principalmente por tratar sintomas de rinite alérgica
e possui uma amina, mas terciaria (-NRs) em sua estrutura, como demonstrado na
(Figura 12b). Além disso, o paracetamol (Figura 12c¢) possui uma amina secundaria (-
NR:2) e atua como um analgésico e antipirético, sendo eficaz para tratar dores leves
ou moderadas, como dor de cabega, dor muscular, entre outras (Camelo-Nunes, 2006;
Freo et al., 2021; Rosete et al., 2020).

Figura 12. Estruturas moleculares: a) Amoxicilina; b) Loratadina; c) Paracetamol
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Fonte. Elaborado pela autora no software MarvinSketch.
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Tendo em vista as caracteristicas do grupo amino e a vasta presenga em
farmacos, este trabalho tem como foco esse substituinte. As chalconas que possuem
o grupo -NRgz, no anel aromatico A ou B, s&o conhecidas como aminochalconas, como
demonstrado na Figura 13. As aminochalconas formam uma classe importante de
compostos e estdo sendo amplamente estudadas devido suas atividades bioldgicas

significativas (Irfan et al., 2020).

Figura 13. Estrutura geral das aminochalconas

R e R’: NH,, NX,, NXH

Fonte. IRFAN, R. et al. A Comprehensive Review of Aminochalcones. Molecules, v. 25, n. 5381, nov.
2020. Disponivel em: https://doi.org/10.3390/molecules25225381. Acesso em: 28 mar. 2025.

Entre as possiveis posigcbes que o grupo amino pode assumir no anel
aromatico A, a 4’-aminochalcona, Figura 14, é a mais estudada. Esse composto tem

atraido grande interesse devido sua atividade citotdxica, antitumoral e antimicrobiana.

Figura 14. Estrutura da 4’-aminochalcona

H,N
Fonte. Elaborado pela autora no software MarvinSketch.

Nesse contexto, Kozlowska et al. (2019), estudaram o potencial antitumoral
contra quatro diferentes linhagens de cancer de célon humano, sendo elas: HT-29,
LS180, LoVo e LoVo/DX, utilizando fibroblastos de rim de macaco verde COS7 para
avaliar sua toxicidade. Os resultados indicaram que a 4’-aminochalcona apresentou
melhor resultado contra a linhagem celular HT-29 com ICso de 1,43 - 1,98 ug mL™". Ao
passo que com a insergao do grupo nitro (NO2) na posi¢ao 4 do anel aromatico B,
melhorou o resultado contra a linhagem celular Lovo e LoVo/DX. Neste mesmo
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estudo, fez-se a atividade antimicrobiana em duas cepas de bactérias, uma de
levedura e trés cepas de fungos filamentosos, onde a 4’-aminochalcona limitou
completamente o crescimento de todas as cepas testadas na faixa de concentracéo
0,25-050 mg mL'. Além das propriedades promissoras, ao analisar as
aminochalconas frente aos Parametros de Lipinski, considera-se que esses
compostos apresentaram caracteristicas favoraveis para o desenvolvimento de novos
farmacos.

Ademais, no estudo realizado por Santos et al. (2017) uma série de 4'-
aminochalconas foi sintetizada e sua atividade antiproliferativa foi avaliada contra a
uma linhagem de células histiociticas malignas caninas (DH82). Dentre os compostos
testados, as aminochalconas que possuiam um grupo fluor na posicéo 4 e aquelas
contendo um grupo cloro do anel aromatico B apresentaram uma inibicdo do
crescimento das células DH82, com valores de 1Csp de 34,40 e 31,40 uM,
respectivamente. Além disso, esses compostos também demonstraram a capacidade
de induzir a morte por apoptose em células caninas renais D1182 e Madin-Darby n&o
tumorogénicas.

Outra possivel substituicao no anel aromatico A é a insergao do grupo amino
na posigdo 3, originando as 3’-aminochalconas. Dentre as diversas chalconas
substituidas sintetizadas por Seo et al. (2005), destaca-se duas 3’-aminochalconas
obtidas, a primeira com uma hidroxila (-OH) na posi¢ao 4 do anel aromatico B e a
segunda com duas hidroxilas nas posi¢cdes 3 e 4, como demonstrado na Figura 15.
Essas chalconas foram testadas para a atividade inibitéria de trés glicosidases: a-
glicosidase de fermento de padeiro, a-amilase de Bacillus licheniformis e B-amilase de

cevada.

Figura 15. Chalconas sintetizadas no trabalho de Seo et al. (2005)
o} o
H,N I — I H,N I = I OH
OH OH
Fonte. SEO, W. D. et al. Sulfonamide chalcone as a new class of a-glucosidase inhibitors. Bioorganic

& Medicinal Chemestry Letters, v. 15, n. 24, p. 5514-5516, dez. 2005. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.bmcl.2005.08.087. Acesso em: 28 mar. 2025.


https://doi.org/10.1016/j.bmcl.2005.08.087
https://doi.org/10.1016/j.bmcl.2005.08.087

31

Como resultado, foi necessaria uma concentracdo de 200,00 uL para as
aminochalconas apresentarem um forte efeito inibitorio contra as glicosidases. A
inibicado dessas enzimas pode modular funcdes celulares, tornando esses compostos
promissores para tratamento de doencas como diabetes, doencas virais e cancer.
Além de exibirem bons resultados, as aminochalconas podem ser obtidas de maneira
simples e econémica, sendo ainda mais promissoras.

Além disso, Tomar et al. (2010) utilizou a 4’-aminochalcona e a 3'-
aminochalcona como precursores para compostos contendo uma porcao acridinil

ligada ao grupo amino no anel aromatico A, como ilustrado na Figura 16.

Figura 16. Compostos sintetizados no trabalho de Tomar et al (2010)

N\

i
HN o HN.

o o
COMPOSTO 5 COMPOSTO 9

COMPOSTO 10

Fonte. TOMAR, V. et al. Synthesis of new chalcone derivatives containing acridinyl moiety with potential
antimalarial activity. European Journal of Medicinal Chemistry, v. 45, n. 2, p. 745-751, fev. 2010.
Disponivel em: 10.1016/j.ejmech.2009.11.022. Acesso em: 28 mar. 2025.

A reagao de obtencao baseada em uma substituicdo aromatica nucleofilica
nao catalisada, resultou na obtencdo de onze derivados de aminochalconas. A
atividade antimalarica in vitro contra P. falciparum NF-54 demonstrou que os
compostos 5, 9 e 10 apresentaram porcentagens de inibicdo superiores a 71%
utilizando na concentragdo de 1,00 ug mL'. Esses resultados indicam um alto
potencial inibitério e sugerem que apds um refinamento adicional, esses compostos
possam ser utilizados como um futuro medicamento contra a malaria. Além disso, o
artigo destaca que a natureza e posi¢ao dos substituintes foram cruciais para os

resultados promissores.
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Como a ultima classe de aminochalconas que possui uma substituicido -NH>
no anel aromatico A, tem-se a 2’-aminochalcona. Trabalhos como o de Sulpizio et al.
(2016), relatam a sintese, caracterizagcdo e avaliacdo da atividade antioxidantes
desses compostos. Neste estudo, trés derivados de aminochalconas (Figura 17),

foram testados frente do radical DPPH e no ensaio de superdxido dismutase.

Figura 17. Compostos sintetizados e testados no trabalho de Sulpizo et al. (2016)

NH, O NH, O
O ~ O O ~ O )
OH OH
COMPOSTO 5 COMPOSTO 5A
NH, O
/
O O CHj,
| °
CH; O

H3C/ COMPOSTO 6

Fonte. SULPIZO, C et al. Synthesis, structure, and antioxidant activity of methoxy- and hydroxyl-
substituted 2'-aminochalcones. Monatshefte fiir Chemie - Chemical Monthly, v. 147, p. 1747-1757,
ago., 2016. Disponivel em: https://doi.org/10.1007/s00706-016-1812-9. Acesso em: 28 mar. 2025.

Como esperado, a aminochalcona que apresentou o maior poder antioxidante
foi o composto 5a, devido a presenga de duas hidroxilas nas posi¢cées meta e para do
anel aromatico B. Em contrapartida, ndo foi observada nenhuma atividade
antioxidante significativa para os compostos 5 e 6, uma vez que nao atingiram ICsg
dentro das concentragdes utilizadas pelos autores. Além disso, capacidade de
eliminacao do radical superdoxido demonstrou que a presencga, de pelo menos, um
grupo hidroxila é essencial para a eliminagdao do radical Oz, j3 que o composto 5
apresentou um ICso de 38,60+10 uM e o composto 5a, de 37,10+10 uM. Entretanto,
a aminochalcona substituida com grupos metoxila ndao alcangou o valor de [Csy,
mesmo que em concentragdes mais altas.

A 2’-aminochalcona também ja foi estudada como um possivel tratamento
para a doenga de Alzheimer. Sakata et al. (2020), sintetizaram uma série de 2’-
aminochalconas, que foram testadas contra as enzimas AChE e BACE-1, além da sua

influéncia na agregacgao de AB. Todos os compostos inibiram a atividade da AChE em
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diferentes concentracdes e, curiosamente, todas as chalconas que possuiam o grupo
amino em sua estrutura foram capazes de inibir a enzima BACE-1, o que nao foi
observado em chalconas sem esse substituinte. A aminochalcona que apresentou
maior efeito inibitério nas enzimas AChE e BACE-1 foi a derivada do 2,3-
diclorobenzaldeido, com ICsp de 0,08 uM e 2,71 uM, respectivamente (Figura 18).
Além disso, a aminochalcona 5 foi a que apresentou maior capacidade de inibir a
formacgao de fibrilas B-amiloides.

Figura 18. Aminochalconas que apresentaram maior inibicdo contra as enzimas AChE, BACE-1 e
fibrilas B-amiloides no trabalho de Sakata et al. (2020)

COMPOSTO 10 COMPOSTO 5

Fonte. SAKATA, R. P. et al. Synthesis and biological evaluation of 2'-Aminochalcone: A multi-target
approach to find drug candidates to treat Alzheimer’s disease. Bioorganic Chemistry, v. 103, n.p., ago.
2020. Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.bioorg.2020.104201. Acesso em: 28 mar. 2025.

Além da presenga do grupo amino no anel aromatico A, também ¢é possivel
encontrar aminochalconas com esse grupo no anel aromatico B. Entretanto, o
presente estudo tera como foco uma série de 3’-aminochalconas e 4’-aminochalconas
contendo o grupo metoxila (-OCH3) como substituinte em diferentes posi¢des do anel

aromatico B.

2.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os antioxidantes sao compostos naturais ou sintéticos que desempenham um
papel essencial na neutralizacdo de radicais livres, protegendo as células contra os
danos causados pela oxidagao (S6kmen; Akram, 2016). Os radicais livres sdo atomos,
moléculas ou ions altamente instaveis e reativos devido a presenca de elétrons
desemparelhados. Entre os mais conhecidos, destacam-se aqueles derivados do
oxigénio, como a hidroxila (HO*); do nitrogénio, como o 6xido nitrico (NO-); e do
enxofre, como os radicais alquil sulfanil (RSe¢) (Gulcin, 2020). Quando ha um
desequilibrio entre a defesa antioxidante das células e os excessos desses radicais,

ocorre o estresse oxidativo, no qual resulta em danos a nivel molecular, afetando o
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DNA, mRNAs, proteinas ribossdmicas, entre outros. Essas alteracdes podem levar ao
envelhecimento precoce, infertilidade, indu¢cdo ao céancer e outras doencas
(Bedlovicova et al., 2020; Bisht et al., 2017; Klaunig et al., 2011; Yang et al., 2023).

Diversos estudos destacam as chalconas como uma subclasse de compostos
com grande potencial antioxidante. Como ja citado anteriormente, sua estrutura
quimica versatil permite a insercdo de diferentes grupos funcionais, que podem
aumentar a capacidade antioxidante das chalconas. Em particular, as chalconas
hidroxiladas e metoxiladas sdo amplamente conhecidas por apresentarem uma
significativa atividade antioxidante (Sulpizio et al., 2016).

Existem trés mecanismos principais que explicam os processos de agao
anxiodante. O primeiro é a transferéncia direta de atomos de hidrogénio (HAT-
Hydrogen Atom Transfer), na qual o antioxidante reage com o radical livre transferindo
um atomo de hidrogénio por meio da ruptura de uma ligagdo. Esse mecanismo é
particularmente comum em compostos fendlicos, devido a presenga do grupo
hidroxila, embora possa ocorrem em qualquer antioxidante que possua um hidrogénio
labil em sua estrutura. O segundo mecanismo ¢é a transferéncia de um elétron (SET-
Single Electron Transfer), em que o antioxidante doa um elétron ao radical livre,
promovendo sua estabilizagdo na forma anidnica. O terceiro mecanismo € o SPLET
(Sequential Proton Loss Electron Transfer), no qual ocorre, de forma sequencial, a
doagao de um préton pelo antioxidante ao radical, seguida pela transferéncia de um
elétron, resultando na neutralizagdo da espécie reativa (Christodoulou et al., 2022;
Xue et al., 2013)

Um dos métodos mais comuns para avaliagdo da atividade antioxidante das
chalconas é pela inibicao do radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), ja que é geral,
rapido, simples e de baixo custo (Sirivibulkovit; Nouanthavong; Sameenoi, 2018). O
DPPH €& um radical livre e estavel devido a deslocalizagdo de elétrons, o que lhe
fornece a coloragdo roxa escura. A medida que este interage com o antioxidante, é
estabilizado por um elétron ou préton, originando sua forma reduzida, DPPH,, que
possui uma coloragao amarelo palida, como demonstrado na Figura 19. Sendo assim,
sua neutralizacdo pode ser monitorada por espectrofotometria UV-Vis, permitindo o
calculo da porcentagem de inibicdo a partir da leitura da absorbancia em 517nm
(Kedare; Singh, 2011; Rana et al., 2024).
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Figura 19. Mecanismo de inibigdo do radical DPPH

NO,

NO,
O,N No, HA A~ o i NO,
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Fonte. Adaptado de NIMSE, S. B.; PAL, D. Free radicals, natural antioxidants, and their reaction
mechanisms. RSC Advanced, v. 5, 27986-28006, mar. 2015. Disponivel em:
https://doi.org/10.1039/C4RA13315C. Acesso em: 13 maio 2025.

Diversos trabalhos na literatura abordam sobre a capacidade de inibicado dos
radicais DPPH. A exemplo disso, tem-se o estudo de Abdula et al. (2024), no qual
foram sintetizadas quatro chalconas baseadas na estrutura de 3-furan-1-tiofeno
(Figura 20). Esses compostos demonstraram um percentual de inibicao significativo,
com destaque a chalcona AM4, que possui um grupo NO2 na posi¢ao para e o cloro
na posi¢ao orto do anel aromatico C, ambos grupos retiradores de elétrons, sendo o
primeiro um retirador forte e segundo moderado. A AM4 apresentou uma excelente

atividade antioxidante, com uma porcentagem de inibi¢cao de até 90%.
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Figura 20. Compostos sintetizados por Abadula et al. (2024)

AM1 AM2

AM3 AM4

Fonte. ABDULA, A. M. et al. Synthesis, pharmacological evaluation, and in silico study of new 3-furan-
1-thiophene-based chalcones as antibacterial and anticancer agents. Heliyon, v. 10, n. 11, jun. 2024.
Disponivel em: 10.1016/j.heliyon.2024.e32257. Acesso em: 28 de mar. 2025.

Outro método que pode ser utilizado para avaliar a capacidade antioxidante é
o Poder Antioxidante Redutor de Ferro (FRAP). Esse método também permite a
quantificacdo espectrofotométrica da capacidade redutora de compostos
antioxidantes. Além disso, possui uma alta sensibilidade e precisdo. No entanto, suas
condigdes de medigdes sdo em pH baixo (Benzie; Devaki, 2017). A sua reagao
consiste na redugdo do complexo incolor [Fe3*-(TPTZ)2]** ao complexo azul intenso
[Fe?*-(TPTZ)2]?*, na presenga de um antioxidante e em condi¢des acidas, como

demostrado na Figura 21.

Figura 21. Mecanismo do Poder Antioxidante Redutor de Ferro (FRAP)

=N PR N Antioxidante =N PR N
Fe¥* Redutor Fei+
_——
N‘ S R e N
| | |
|&\ “ | b Z S “ " F
= = | = | 2
Fe¥ —TPTZ Fe2*—TPTZ

Fonte. Adaptado de PROESTOS, C.; KOMAITIS, M. Antioxidant capacity of hops. Beer in health and
disease prevention, p. 467-474. Disponivel em: 10.1016/b978-0-12-373891-2.00045-6. Acesso em:
13 maio 2025.
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A relevancia desse método se destaca no ponto de vista da medicina, ja que
0 organismo absorve o ferro por meio de mecanismos complexos, e qualquer
desregulagéo no equilibrio fisioldgico pode levar a geragéo de radicais livres. O Fe3*
nao ligado a ferritina, proteina de armazenamento do ferro, desempenha um papel
crucial em diversos processos oxidativos prejudiciais ao organismo humano. Esses
processos causam interrupgao de atividades proteicas e danos aos tecidos (Barbosa
et al., 2010; Pal et al., 2022).

O trabalho de Popoola et al. (2015) demonstra que é possivel determinar o
poder antioxidante redutor de ferro para os flavonoides, incluindo as chalconas, como
demonstrado na Figura 22. Como resultado dessa anadlise, observou-se que 0
composto 7 apresentou os maiores valores de atividade antioxidante, esse resultado
¢ justificado devido a presenga de dois grupos hidroxilas na posi¢ao 3’ e 4’ do anel B.
Ao substituir uma hidroxila por um grupo metoxila (composto 8), verifica-se que a
atividade se mantém elevada, ja que ha formagao de uma ligagcéo de hidrogénio com
a hidroxila presente no Cs. O estudo conclui que a hidroxila é o grupo mais importante

para essa analise, uma vez que facilita a transferéncia de elétrons para o ion férrico.

Figura 22. Compostos sintetizados por Popoola et al (2015)

COMPOSTO 1 COMPOSTO 2: R=0OCH,;
COMPOSTO 3: R=H

R;
Ry (o] o
OH (o]
COMPOSTO 4: R,= Ar; R,= OH; R,=H;
COMPOSTO 5: R,= H; R,= OH; R;= Ar; COMPOSTO 7: R,= H; R,=R,=R,=R,=0H;
COMPOSTO 6: R,= Ar; R,= OCHy; R;= H; COMPOSTO 8: R,=H; R,=R,=R,= OH; R,=0CH,;

COMPOSTO 9: R,=H; R;=R,=0H; R;=H; R,=0CHj;
COMPOSTO 10: R,=R,= OCH,; R;=R,=Rg=H;
Fonte. POPOOLA, O. K. et al. Inhibition of Oxidative Stress and Skin Aging-Related Enzymes by
Prenylated Chalcones and Other Flavonoids from Helichrysum teretifolium. Molecules, v. 20, n. 4, p.
7143-7155, abr., 2015. Disponivel em: https://doi.org/10.3390/molecules20047143. Acesso em: 28 mar.
2025.
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O ensaio de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) também é
um método utilizado para avaliar a atividade antioxidante de compostos orgénicos.
Quando os radicais livres atacam as liga¢des duplas de carbono-carbono em lipidios,
inicia-se a peroxidagéo lipidica, processo que envolve a remog¢éo de um hidrogénio e
a insergdo de uma molécula de oxigénio. Essa reagcdo gera diversos produtos
complexos, entre estes, o malondialdeido (MDA). O MDA é amplamente utilizado
como biomarcador da peroxidacéao lipidica devido sua alta reatividade com o acido
tiobarbiturico (TBA). A reagao resulta na formagdo de um composto dimérico rosa e
sua concentragdo pode ser determinada através de espectrometria visivel (Leon;
Borges, 2020; Ghani et al., 2017).

No estudo de Guzman-Gutiérrez et al. (2018), foram avaliadas as
propriedades inibitérias de peroxidagao lipidica de cinco propolis do México (Figura
23). Esse extrato forneceu diversos derivados de flavonoides, entre estes, o composto
inédito epoxipinocembrina (composto 6). O melhor resultado para o ensaio TBARS foi
a mistura dos compostos 3,3-dimetilalil cafeato e o isopent-3-enil cafeato (7a e 7b),

com ICso de 0,49 + 0,06 pM, respectivamente.

Figura 23. Compostos sintetizados no trabalho de Guzman-Gutiérrez et al. (2018)

COMPOSTO 2: R,= CHy; R,= H; Ry= H; COMPOSTO 6

COMPOSTO 1: R=CHj; COMPOSTO 5: R,= CHy; R,= OH: Ry= H;

COMPOSTO 4: R=H; COMPOSTO 9:R,= CHj; R,= OH; R;= OH;

o CH,
OH
NS NS
o CHy o o o~
o CHs
Ry N
COMPOSTO 7a OH

S /\)J\ COMPOSTO 3: R,=H; R,=H; COMPOSTO 10
o CH COMPOSTO 8: R,= OCHj,; R,=OCHj;
COMPOSTO 11: R,= OH; R,=OH;

COMPOSTO 7b

Fonte. GUZMAN-GURIERREZ, S. L. et al. Mexican Propolis: A Source of Antioxidants and Anti-
Inflammatory Compounds, and Isolation of a Novel Chalcone and e¢-Caprolactone Derivative.
Molecules, v.23, n. 334, fev. 2018. Disponivel em: https://doi.org/10.3390/molecules23020334. Acesso
em: 28 mar. 2025.

Além das atividades antioxidantes descritas, também é possivel utilizar outras
metodologias, como o teste do radical ABTS, a eliminacao do radical hidroxila (HO¢)
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e radical superoxido (O2¢7), o ensaio CUPRAC e ensaio do fosfomiblidénio, entre

outros.

2.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E SUA RELACAO COM A FORMAGAO DE
BIOFILME

As bactérias séo intrinsecamente ligadas a existéncia da vida na Terra,
desempenhando fungdes essenciais dos ecossistemas. Consideradas um dos
organismos mais abundantes, elas podem ser encontradas em diversos ambientes,
desde os habitats comuns, como solo e o ar, até em locais extremos, como geleiras e
aguas vulcanicas (Madigan et al., 2010)

De modo geral, ainda prevalece a ideia de que as bactérias estdo associadas
exclusivamente a perigos e doengas, desconsiderando-se o fato de que muitas delas
sdo inofensivas a saude humana e, inclusive, desempenham fungées benéficas. Um
exemplo amplamente conhecido de bactéria benéfica € o género é Lactobacillus, que
compde uma parte significativa da microbiota do intestino humano. Dentre suas
espécies, pode-se destacar a Lactobacilos rhamnosus, a qual é capaz de inibir a agao
de patégenos como espécies de Salmonella (Amiri et al., 2022; Capurso, 2019).

No entanto, € imprescindivel reconhecer que algumas espécies bacterianas
podem ser prejudiciais a saude humana, estando associadas a diversas patologias e,
em casos mais graves, podendo levar o individuo a morte (Teixeira; Figueiredo;
Franga, 2019). Aresisténcia bacteriana, nesse contexto, tem-se consolidado como um
problema de saude global, afetando tanto paises desenvolvidos quanto os nao
desenvolvidos. Essa resisténcia pode ser ocasionada pelo uso indiscriminado de
antibidticos, o que dificulta o tratamento e resulta, como consequéncia, no aumento
de custos hospitalares, do tempo de internacéo e de taxas de mortalidade (Costa;
Silva Junior, 2017).

Os antibidticos sado frequentemente classificados como bactericidas e
bacteriostaticos. Essa distingdo € baseada na razdo entre a concentragao bactericida
minima (CBM) e concentracao inibitéria minima (CIM). De forma geral, é considerado
um farmaco bactericida aquele que a razdo CBM/CIM é menor ou igual a 4, o que
indica que o antibidtico € capaz de matar as bactérias. Por outro lado, os
bacteriostaticos sao definidos por uma razao igual ou superior a 4, o que significa que
ocorre a inibicdo do crescimento bacteriano, sem necessariamente promover sua
eliminacao (Pankey; Sabath, 2004; Pulikeyil et al., 2025).
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Os compostos antibacterianos também podem ser classificados conforme seu
mecanismo de agdo. As principais categorias que resultam na morte bacteriana sao:
Inibicdo da biossintese da parede celular, como ocorre com os B-lactamicos, a
exemplo tem-se as penicilinas (Figura 24a), que bloqueiam a formacdo do
peptidoglicano, estrutura essencial para a parede celular bacteriana; Inibicdo da
biossintese proteica, em que farmacos como a tetraciclina (Figura 24b), interagem
com os ribossomos bacterianos, resultando no impedimento da sintese proteica;
Inibicdo da biossintese de acidos nucleicos, como as quinolonas, (Figura 24c), que
atuam sobre as enzimas como DNA girase ou topoisomerase |V, essenciais para
processos de replicacdo e transcricdo do DNA bacteriano; Desestabilizacdo da
membrana celular bacteriana, mecanismo pelo qual a polimixina B (Figura 24d)
aumenta a permeabilidade da membrana, levando a morte bacteriana (Reygaert,
2018).

Figura 24. Estrutura quimica da: a) penicilina, b) tetraciclina, c) quinolona, d) polimixina B
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Fonte. Elaborado pela autora no software MarvinSketch.

A acao dos antibidticos também pode ser dificultada pela capacidade que as
bactérias tém de formar biofilmes. Um biofiime pode ser formado apenas por uma

unica espécie microbiana ou de um agregado de micro-organismos, como bactérias,
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leveduras e protozoarios, que vivem circundadas por uma matriz de substancias
poliméricas extracelulares (EPS), capaz de aderir a superficies vivas ou inertes(Huang
et al., 2019; Muhammad et al., 2020). Essa matriz fornece protegdo contra os
antibiodticos, dificultando sua penetragcdo e permitindo uma maior resisténcia
bacteriana (Hurlow et al., 2015).

O processo de formacédo de um biofilme pode ser resumido em cinco etapas
principais: adesao reversivel, adesao irreversivel, desenvolvimento, maturagdo e
dispersdo, como representada na Figura 25. Inicialmente os micro-organismos se
aderem de maneira reversivel a superficie através de interacdes fracas, como de Van
der Waals. Em seguida, por meio de interagdes hidrofilicas ou hidrofébicas mais fortes,
0s micro-organismos se fixam de forma irreversivel, formando microcol6nias. Na etapa
de desenvolvimento, essas microcolbénias evoluem para uma estrutura celular
organizada, na qual ocorre a produgdo e excregdo de substancias poliméricas
extracelulares (EPS), formando o biofilme propriamente dito. Durante a maturagao, o
biofiime atinge uma estrutura estavel, com acumulo significativo de EPS, o que
oferece uma protecao contra o ambiente externo. Por fim, na etapa de dispersao,
ocorre a liberagao ativa ou passiva de células bacterianas, uma vez que o biofilme ja

atingiu uma massa critica (Alotaibi, 2021).

Figura 25. Esquema representativo das etapas da formagao de biofilme
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Fonte. Adaptado de ALOTAIBI, G. Factors Influencing Bacterial Biofilm Formation and Development.
American Journal of Biomedical Science & Research, v. 12, n. 6, maio 2021. Disponivel em:
10.34297/AJBSR.2021.12.001820. Acesso em: 16 jul. 2025.
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Atualmente, varios estudos utilizando as chalconas tém se destacado por sua
expressiva atividade antimicrobiana. Usjak et al (2019) sintetizaram quatro novas
chalconas (Figura 26) e as avaliaram frente as bactérias Acinetobacter baumanni e
Pseudomonas auruginosa, além de analisarem seus efeitos na formacao de biofilme.
Os resultados mostram que os valores de concentracao inibitéria minima variaram de
100 a 175 yg mL-'. Com relagéo a atividade antibiofiime, os autores observaram que
os efeitos foram dependentes das concentra¢des das chalconas testadas. A chalcona
substituida com o grupo CFz no anel aromatico B apresentou maior eficacia,
promovendo uma inibigdo significativa na concentragdo de 50 uyg mL™', enquanto as

demais ocasionaram apenas uma redugao discreta.

Figura 26. Chalconas sintetizadas por Usjak et al., (2019)
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Fonte. Adaptado de Usjnal et al. Antimicrobial activity of novel chalcones and modulation of virulence
factors in hospital strains of Acinetobacter baumannii and Pseudomonas aeruginosa. Microbial
Pathogenesis, v. 131, [s.n.], jun. 2019.

Além disso, Narwal, Kumar e Verma (2021), sintetizaram dezessete derivados
de chalconas, os quais foram avaliados quanto ao potencial antimicrobiano frente a
cepas Gram-positivas e Gram-negativas, incluindo Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, Escherichia coli, Salmonella enterica e Pseudomonas aeruginosa. Os
derivados 1, 3, 6, 8 e 17 se sobressairam entre os compostos avaliados, sendo suas
estruturas estdo representadas na Figura 27. Os compostos 1, 3 e 6 contém grupos
doadores de elétrons em sua estrutura, como hidroxila e metoxila. O composto 8
apresenta os substituintes bromo e nitro, enquanto o 17 possui apenas o grupo nitro,

que sao classificados como retiradores de elétrons. De forma geral, os autores



43

destacam que as chalconas demonstraram resultados superiores aos medicamentos

de referéncia utilizado no estudo, como o cefadroxil.

Figura 27. Chalconas sintetizadas por Narwal; Kumar; Verma, (2021)
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Fonte. Adaptado de Narwal; Kumar; Verma. Synthesis and biological activity of new chalcone scaffolds
as prospective antimicrobial agents Synthesis and biological activity of new chalcone scaffolds as
prospective antimicrobial agents. Research on Chemical Intermediates, v. 47, n. 4, abr. 2021.
Disponivel em: 10.1007/s11164-020-04359-6. Acesso em: 16 jul. 2025.

Duas espécies bacterianas vém se destacando como grandes ameacgas a
saude publica. A primeira é Staphylococcus aureus, uma bactéria Gram-positiva
normalmente encontrada na pele e na nasofaringe. Entretanto, pode sofrer mutag¢des
ou adquirir genes de resisténcia de outras bactérias, tornando-se resistente a
antibidticos, o que favorece sua disseminagdo em ambientes hospitalares (Al-Fawares
et al., 2024; Jfoster, 2002). Como exemplo de estudo voltado para essa cepa
bacteriana, pode-se citar uma pesquisa realizada em 2017 em que detectou uma
elevada taxa de infecgao por Staphylococcus aureus resistente a meticilina na
secregao nasal em 7,4% de criangas saudaveis em creches da cidade Vitéria da
Conquista (Carvalho et al., 2017).

A segunda é a Escherichia coli, uma Gram-negativa, comumente encontrada
no intestino. Essa bactéria é frequentemente associada a infecgdes no trato urinario
(ITUs), que ocorrem quando as bactérias uropatogénicas se deslocam até a regiao
periuretral (Barbosa et al., 2022; Tenaillon et al., 2010). Aespécie Escherichia coli pode
adquirir resisténcia a diversos antibiéticos por diferentes mecanismos. No caso das
quinolonas e fluoroquinolonas, a resisténcia geralmente ocorre por mutagdes nos
alvos dos farmacos, como a DNA girase e a topoisomerase |V. Ja a resisténcia aos -
lactdmicos esta associada a presenca de genes como o blaTEM-1, que codificam

enzimas capazes de inativar penicilinas e aminopenicilinas (Poirel et al., 2018).
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Nesse contexto, estudos direcionados a descoberta e desenvolvimento de
moléculas bioativas tornam-se indispensaveis para suprir as lacunas existentes nas
estratégias atuais de combate a resisténcia bacteriana e a formacéo de biofilmes,
contribuindo para o desenvolvimento de terapias mais eficazes e a contencdo da

propagacao de cepas multirresistentes.

2.5 ATIVIDADE ANTIFUNGICA

Os fungos compreendem uma grande variedade de organismos, sendo um
dos grupos mais diversos da Terra. Em sua maioria, sdo multicelulares, como os
fungos filamentosos, em que sua estrutura vegetativa é formada por uma rede de
flamentos, chamada hifas. Durante o crescimento, as hifas se ramificam
repetidamente, formando o micélio, amplamente conhecido como bolor e pode ser
facilmente visualizado. Também ha fungos com estruturas reprodutivas visiveis a olho
nu, como 0s cogumelos, e outros que se apresentam na forma unicelular, as leveduras
(Papagianni, 2004; Takahashi et al., 2017)

A maioria dos fungos é mais conhecida por seu uso na industria alimenticia,
especialmente na produgao de alimentos fermentados e bebidas alcodlicas (Niego et
al., 2023). No entanto, existem outras aplicacbes importantes, como na agricultura,
por meio de bioformulagbes com cepas de Trichoderma que promovem a nutricdo de
plantas, além do tratamento de aguas residuais, com o uso de Aspergillus Niger
(Galeano et al., 2024; Jing et al., 2025). Apesar de sua ampla aplicagao benéfica para
a sociedade, alguns fungos ainda podem ocasionar doengas.

A Organizagcao Mundial da Saude (OMS) alerta sobre o agravamento das
doencas fungicas, impulsionado sobretudo pelo aumento das cepas resistentes a
medicamentos, pela formacao de biofilme e pela maior incidéncia de pacientes com
imunidade baixa em decorréncia de tratamentos que afetam o sistema imune (World
Health Organization, 2022).

Existe uma grande dificuldade na selegao de farmacos antifungicos, ja que
poucos tem toxicidade seletiva. Sendo assim, trés principais antifungicos que séo
amplamente utilizados na medicina: os azdis, as equinocandinas e os polienos. Os
antifungicos azdlicos, como o fluconazol (Figura 28a), atuam inibindo a via
biossintética do ergosterol, um componente essencial da membrana celular fungica.

Essa inibicdo compromete a integridade da membrana, alterando sua permeabilidade
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e estabilidade, o que impede o crescimento do fungo (Cowen et al., 2015). A
anfotericina B (Figura 28b), unico representante dos polienos ainda disponivel
comercialmente, também atua na membrana celular, promovendo alteracido em sua
permeabilidade e efluxo do conteudo intracelular (Logan; Wolfe; Williamson, 2022).
Por fim, as equinocandinas, como as anidulafungina (Figura 28c), atuam sobre a
parede celular fungica ao inibir a enzima responsavel pela formacéo do 1,3-B-D-
glucano, um dos principais constituintes dessa estrutura, ocasionando instabilidade

osmotica e morte celular (Hossain et al., 2022).

Figura 28. Estruturas quimicas de a) fluconazol; b) anfotericina B; c¢) Anidulafungina

a) Fluconazol b) Anfotericina B

OH
J~ Y
G

HsC

HO OH

c¢) Anidulafungina NHz

o
N
"“cﬂ_(° 0
HyC HO

Fonte. A autora.

Embora esses medicamentos sejam amplamente utilizados, os fungos
apresentam resisténcia por diferentes mecanismos. No caso das equinocandinas, por
exemplo, mutacées no gene FKS1 resultam em alteragcbes nos aminoacidos da
estrutura da enzima, comprometendo a efetividade do farmaco (Logan; Wolfe;
Williamson, 2022). Nesse contexto, a comunidade cientifica vem explorando a relagao
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entre as chalconas e fungos, a fim de desenvolver novas estratégias de combate a
resisténcia e infecgdes fungicas.

Felippe et al. (2025) sintetizaram uma série de quatro tiossemicarbazonas-
chalconas (TC) e avaliaram sua atividade antifungica contra diversas cepas de fungos.
Os resultados indicaram que as TC apresentam atividade significativa contra o género
Aspergillus, com destaque para o composto substituido com fluor, que inibiu 76,4% do
crescimento radial na maior concentracdo utilizada, seguido pela TC sem
substituintes, com 74,1% de inibicdo. Além disso, as chalconas também demonstram
atividade contra Candida krusei, com destaque para o derivado de chalcona sem
subsituinte e substituido com bromo, que apresentaram concentracoes inibitérias
minimas de 0,014 pymol L' e 0,011 ymol L', respectivamente. As estruturas dos

compostos em destaque estéo representadas na Figura 29.

Figura 29. Compostos sintetizados por Felippe et al (2025) que apresentaram atividade antifingica
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Fonte. Adaptado de Felippe et al. Antifungal effects of thiosemicarbazone-chalcones on Aspergillus,
Candida and Sporothrix strains. Archives of Microbiology, v. 207, n. 1, jan. 2025. Disponivel em:
10.1007/s00203-024-04229-4. Acesso em: 16 jul. 2025.

Dentre as espécies de fungos mais testadas com chalconas, destaca-se
Candida albicans. Em condicbes normais de saude, esse fungo faz parte da
microbiota humana e ndo apresenta risco ao individuo, sendo naturalmente
encontrado no trato intestinal, sistema reprodutor, mucosa e cavidade oral (Schaefer
et al, 2022). Entretanto, é considerado um fungo oportunista, ja que sua
patogenicidade esta associada a individuos imunocomprometidos ou formagéo de
biofilmes, causando infec¢des fungicas ou sistémicas (Macias-Paz et al., 2023).

A Candida albicans apresenta diferentes morfologias, que favorecem sua

interagdo com o sistema imunolégico e facilitam sua disseminacao. Por exemplo, ao
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passarem da forma de levedura (pequenas células de 4-6 ym) para filamentosa,
caracterizada por estruturas alongadas, tornam-se mais resistentes a fagocitose, uma
vez que os leucécitos apresentam dificuldade para englobar estruturas maiores.
Assim, Candida albicans pode ocorrer como brotos, pseudo-hifas ou hifas, como
demonstrado na Figura 30, assumindo diferentes morfologias em funcdo dos

ambientes hospedeiro (Min; Neiman; Konopka, 2020).

Figura 30.Crescimento da Candida albicans como a) pseudo-hifa b) hifa ¢) mudanga entre as formas

de crescimento
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Fonte. Traduzido e adaptado de Min,L; Neiman A; Konopka, J. Fungal Pathogens: Shape-Shifting
Invaders. Trends in Microbiology, v. 28, n. 11, nov. 2020. Disponivel em: 10.1016/j.tim.2020.05.001.
Acesso em: 16 jul. 2025.

Dentro desse contexto, a literatura apresenta relatos sobre atividade de
chalconas contra essa espécie de fungo. Yang e colaboradores (2024), avaliaram a
atividade antifungica da isobavachalcona (IBC) (Figura 31a) frente a duas cepas
padrao de nove isolados clinicos de Candida albicans, investigando também os
fatores de viruléncia, como adesao, formacgao de hifas e biofilmes. Como resultado, a
IBC demonstrou efeitos antifuUngicos significativos contra todas as cepas de C.
albicans testadas, com concentragdes minimas inibitorias entre 4 a 5 ug mL"'. Além
disso, reduziu a adesao da C. albicans em superficies abidticas, com inibigao variando
de 22 e 73% nas concentragdes de 1,25 e 2,5 ug mL™", respectivamente. Em relagdo
ao efeito da IBC sobre o crescimento de hifas, foram utilizados trés meios liquidos
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(GlcNAc, Spider e 1640) e um meio solido a base de agar. Nos meios liquidos,
observou-se que, na concentragdo de 5 ug mL, a transigdo para a forma filamentosa
foi quase totalmente bloqueada. No entanto, para inibir completamente a formacgao de
hifas em todos os meios, incluindo o sélido, foi necessaria uma concentragao de 10
ug mL"' (Figura 31b). Para inibir a formagdo de biofilmes, foram necessarios
concentragbes de 1,25 a 10 pg mL"', resultando em uma redugdo de
aproximadamente 78% do crescimento.

Figura 31. llustragdes de a) estrutura quimica da isobavachalcona b) ensaio da transi¢cao de levedura
para hifa
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Fonte. Adaptado de Yan et al. Inhibitory effects and mode of antifungal action of isobavachalcone on
Candida albicans growth and virulence factors. Biomedicine & Pharmacotherapy, v. 179, [s.n.], out.
2024. Disponivel em: 10.1016/j.biopha.2024.117352. Acesso em: 16 jul. 2025.

Santos et al. (2025) avaliaram o efeito de trés chalconas, sendo elas a DB-
Acetona, DB-CNM e DB-Anisal, Figura 32, previamente sintetizadas e caracterizadas
por Santos et al. (2023), investigando sua atividade sobre biofilmes e realizando
estudos de docking molecular. Os resultados mostraram que, contra a cepa C.
albicans INCQS 40006, DB-Acetona, DB-Anisal e DB-CNM inibiram 100% da
formagédo de biomassa em trés concentragGes testadas. Além disso, o estudo de
docking molecular indicou que essas chalconas apresentaram valores expressivos de

energia de afinidade para os sitios de ligagao de C. albicans.
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Figura 32. Estrutura quimica da a) DB-acetona, b) DB-CNM e c) DB-Anisal
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Fonte. Santos et al. In silico activity and effect of synthetic chalcones on Candida albicans and Candida
tropicalis biofilms. Biochimie, v, 234, [s.n.], jul. 2025. Disponivel em: 10.1016/j.biochi.2025.03.004.
Acesso em: 16 jul. 2025.

OCH,

Além disso, Graciani et al. (2023) avaliaram um novo irrigante endododntico
formulado com diferentes aminochalconas. Quando testadas frente a cepa Candida
albicans MYA2876, a aminochalcona AM-38 destacou-se, apresentando valores de
Concentragéo Fungicida Minima (CFM) entre 7,8 e 15,6 ug mL™", o que evidencia seu
potencial como agente antifungico. Diante desses resultados promissores, essa
molécula foi selecionada para a continuidade dos testes. O irrigante endodéntico
contendo AM-38, na concentragdo de 10 vezes a CIM, foi avaliado quanto a sua
capacidade de erradicar biofilme formado sobre hidroxiapatita (HA), demonstrando
reducéo significativa na formacgao de biofilme de C. albicans em comparag¢ao ao grupo
controle ndo tratado. Por fim, o novo irrigante apresentou perfil de segurancga
favoravel, sem demonstrar toxicidade em células de fibroblastos gengivais humanos
nem em modelos in vivo utilizando Galleria mellonella.

Dessa forma, diversos derivados de chalconas tém sido amplamente
investigados na literatura quanto a sua atividade frente a Candida albicans, revelando
resultados promissores para o desenvolvimento de novos farmacos. No entanto, ainda
sdo escassos o0s estudos que envolvem especificamente aminochalconas, bem como
analises aprofundadas da relacdo entre estrutura e atividade biolégica desses
compostos. Nesse contexto, o presente trabalho busca contribuir para o
preenchimento dessas lacunas, avaliando os efeitos dos grupamentos amino e

metoxila na estrutura das chalconas e sua influéncia sobre a atividade antifungica.
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3 DELIMITAGAO DE PROBLEMAS E HIPOTESES

Apesar do reconhecido potencial farmacoloégico das aminochalconas, ainda
existem lacunas importantes na compreensdo de como variagdes estruturais
influenciam suas atividades biolégicas. Em especial, a posicdo do grupo amino no
anel aromatico A pode desempenhar um papel determinante nessa relagdo. Diante
disso, este estudo propde a sintese de duas séries de aminochalconas: uma com o
grupo amino na posigao para e outra com 0 grupo amino na posi¢cao meta do anel
aromatico A. Sendo assim, esse trabalho contribui para o aprofundamento do
conhecimento sobre a relacio estrutura-atividade das aminochalconas.

Os compostos selecionados para a sintese estao apresentados na Figura 33,
acompanhados de suas respectivas nomenclaturas convencionais e IUPAC, massa
molar e férmulas quimicas.

Figura 33. Estruturas das chalconas para serem sintetizadas, nomes convencionais, nomes IUPAC,
massa molar e féormula quimica
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Fonte. A autora.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Sintetizar chalconas substituidas com o grupo amino no anel derivado da
acetofenona e grupo metoxila no anel derivado do benzaldeido, visando a avaliagao

da atividade bioldgica desses compostos por meio de ensaios especificos.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar a sintese de derivados de aminochalconas pelo método de Claisen-
Schmidt, empregando catalise homogénea em meio basico.

Purificar e caracterizar as chalconas obtidas por meio de técnicas
espectroscopicas, incluindo Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H, '*C, HSQC
e HMBC, bem como a determinacao do ponto de fusao.

Avaliar atividade antioxidante dos compostos sintetizados por meio dos
ensaios DPPH, FRAP e TBARS, e investigar o potencial antibacteriano e antibiofilme
frente as cepas Staphylococcus aureus ATCC 25293, Escherichia coli ATCC 2785 e
potencial antifungico frente a Candida albicans ATCC 10231.
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Para as sinteses das chalconas, analise de caracterizacdo espectroscopica

por RMN e atividades antioxidantes, fez-se o uso dos reagentes listados na Tabela 1.

Tabela 1. Reagentes e solvente utilizados, suas marcas e grau de pureza.

Reagente Marca Grau de pureza (%)
Benzaldeido Dinamica 99,00
Aldeido Anisico Neon 98,00
3,4-dimetdxibenzaldeido Sigma-Aldrich 99,00
4’-aminoacetofenona Sigma-Aldrich 99,00
3’-aminoacetofenona Sigma-Aldrich 97,00
Alcool etilico Neon 99,50
Hidroxido de sodio Biotec 99,00
Cloroférmio Deuterado (CDCIs) Sigma-Aldrich 99,80
2,2-difenil-1-picrilhidrazil Sigma-Aldrich 99,90
2,4 ,6-tris(2-piridil)-s-triazina Sigma-Aldrich 98,00
Acetato de sddio anidro Sigma-Aldrich 99,00
Cloreto de ferro I
hexahidratado Sigma-Aldrich 97,00
Acido Acético Sigma-Aldrich 99,7
Acido cloridrico Sigma-Aldrich 37,00
Dimetilsulfoxido Sigma-Aldrich 99,7
Alcool etilico Reatec 95,00
Miller-Hinton Sigma-Aldrich -

Fonte. A autora.

Para o desenvolvimento do trabalho, utilizou-se os seguintes equipamentos:

um espectrdmetro de Ressonancia Magnética Nuclear Bruker 400MHz, modelo

AVANCE Ill, para aquisicdo dos espectros de RMN uni e bidimensional dos

compostos; um leitor de microplacas Elisa Synergy H1 — Biotek, utilizado para a leitura
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das placas de 96 pocos; e um equipamento digital de ponto de fusdo MQAPF-301
com taxa de aquecimento de 1,0 °C por minuto, para a determinacdo dos pontos de
fusdo dos compostos, espectrofotometro UV-Vis Genesys 50 (Thermo Scientific) para
a leitura da densidade Optica das suspensdes bacterianas e fungicas, e cabine de
fluxo laminar vertical (modelo Filterflux), a fim de garantir condicdes assépticas

durante os procedimentos experimentais.
5.2 METODOS
5.2.1 Sintese das chalconas

Os compostos foram sintetizados por meio da reagao de Claisen-Schmidt sob
catalise basica, com a utilizagcdo de uma solug¢ao aquosa de hidréxido de sddio a 50%.
Em um baldo de fundo redondo, adicionou-se 5 mmol de acetofenona e 15 mL de
alcool etilico, seguidos de 1 mL do catalisador. Apés 30 minutos de reacéao, adicionou-
se 5 mmol do benzaldeido correspondente a cada sintese. As misturas reacionais
foram mantidas sob agitagdo magnética por um periodo de 24-72 horas, e, em
seguida, foi vertida sobre gelo quebrado para promover sua precipitagdo. O sélido
obtido foi filtrado a vacuo, conforme a metodologia adaptada descrita por Santiago et
al. (2018). Para purificagcao utilizou-se a recristalizagao feita com EtOH e agua (1:2).

Na Figura 34, observa-se 0 esquema representativo da reagao geral.
Figura 34. Esquema de reagao geral para a sintese das chalconas.

(o] [0}
1. EtOH / NaOH
Rs

o]
Ry Rs > R =
CH; 4 H  Agitagdo Magnética (24-72 h)
2.1 Vertida sobre cubos de gelo
2.2 Filtraga@o a vacuo
Ry Ry firagao a vacu R; R,

CHAL S.5.: R;=R,=R;=R,=H;
CHAL 1: R;=H; R,=NH,; R,=R,=H;

CHAL 1A: R,;=H; R,=NH,; R,=H; R,=OCH_;
CHAL 1B: R,=H; R,=NH,; R,=R,=0CH,;
CHAL 2: R;=NH,; R,=R,;=R,=H;

CHAL 2A: R;=NH,; R,=R,=H; R,=OCH_;
CHAL 2B: R,=NH,; R,=H; R,=R,=0CH,;

Fonte. Elaborado pela autora no software MarvinSketch.
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5.2.2 Caracterizagdes

As chalconas obtidas foram submetidas a caracterizagcdo por Ressonancia
Magnética Nuclear, obtiveram-se os espectros de 'H, '*C, HSQC e HMBC pelo
espectrdmetro de RMN — Bruker 400MHz AVANCE III alocado no Complexo de
Laboratérios Multiusuario (C-LABMU) na Universidade Estadual de Ponta Grossa
(UEPG). As anadlises foram realizadas com a uma temperatura de 25°C, sendo
utilizado até 20 mg de cada composto dissolvido em cloroférmio deuterado (CDClI3)
como solvente e tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna. Para a determinagéo
dos pontos de fusdo dos compostos, utilizou-se um equipamento digital de ponto de

fusdo MQAPF-301 com taxa de aquecimento de 1,0 °C por minuto.
5.2.3 Avaliagao da capacidade antioxidante pelo método do DPPH

Em uma microplaca, foram adicionados 160 pL de solucéo etandlica de DPPH
(0,15 mmol L™) a cada pogo, seguidos por 40 uL das solugbes estoques das
chalconas, preparadas em etanol, nas concentracdes de 80, 70, 60, 50 e 40 mmol L™".
Dessa forma, as concentracgdes finais das chalconas nos pogos foram de 16, 14, 12,
10 e 8 mmol L™*. A microplaca foi incubada na auséncia de luz por 30 min e, ao final,
as absorbancias foram determinadas diretamente na prépria placa, a 517 nm, em um
leitor de microplacas Elisa Synergy H1 — Biotek. A porcentagem de inibigdo foi
calculada pela Equagao 1 e posteriormente foram comparados com uma solugao

padrao de quercitina (Hamlaoui et al, 2018; Blois et al, 1958).

Abs, x
Onde a Absy é a absorbancia do controle da reacao, e a Abs+ é a absorbancia

% Inibicao = [1 — (
da amostra contendo o composto em analise.
5.2.4 Determinagao do poder antioxidante redutor de ions Férricos (FRAP)
A capacidade antioxidante das chalconas também foi avaliada pelo método

FRAP. As solugdes de trabalho foram feitas conforme o trabalho de Sachett et al
(2021) e estao descritas, de forma resumida, na Tabela 2.
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Tabela 2. Solugbes de trabalho para o FRAP

~ Tampéo acetato | ~ Solugao de
dzotlrl;%(;?t?o Agua ultrapura SO'.:.JS?.%de FeCls3.6H0
(300 mmol L) (20 mmol)
Com TPTZ 15 mL 1,5mL 1,5mL 1,5mL
Sem TPTZ 15 mL 1,5mL -—- 1,5mL

*TPTZ - 2,4,6-Tris(2-Piridil)-S-Triazina.
Fonte. SACHETT, A. et al. Antioxidant activity by FRAP: in vitro protocol. Disponivel em:
10.17504/protocols.io.btgrnmv6. Acesso em: 28 mar. 2025.

Para isso, em um microtubo, adicionou-se 10 uL da solugéo estoque etandlica
da chalcona (5 mmol L") e 300 uL da solugéo de trabalho com TPTZ. Para o controle,
adicionou-se 10 uL da amostra e 300 pL da solugéo de trabalho sem TPTZ. Feito isso,
os microtubos foram incubados em um banho a seco a 37°C por 15 minutos. Apds a
incubacéo, transferiu-se 250 uL do conteudo de cada microtubo para um pogo na
microplaca e sua absorbancia foi medida em 593 nm em leitor Elisa Synergy H1 -
Biotek.

Para o calculo e determinagao dos resultados fez-se uma curva padrao
utilizando diferentes concentragdes de FeS0O4.6H20 (100; 400; 800; 1200; 1600; 2000
umol L") versus sua absorbancia. A partir desta, plotou-se a equagio da reta para
determinar a concentragcdo das amostras, expressa em mmol equivalentes de Fe?*

das amostras.

5.2.5 Analise da atividade antioxidante pela inibigao da peroxidagao lipidica

A atividade antioxidante foi realizada de acordo com a metodologia descrita
por Daker et al (2007). Inicialmente realizou-se o preparo das solug¢des trabalho,
compostas por: solugédo tampéo fosfato de sédio 0,10 mol L' em pH 7,4; solugéo de
homogenato de gema de ovo; solugéo indutora de oxidagdo de FeS0O4.6H20 4 mmol
L-'; solugéo de acido acético a 20% em pH 3,5; e uma solugdo de TBA a 46 mmol L.

Em um tubo cbnico, misturou-se 500 pL da solugdo homogenato de gema de
ovo com 50 uL da solugdo estoque etandlica da chalcona (5 mmol L-'). Apds cinco
minutos, adicionou-se 50 uL da solugado de sulfato ferroso, homogeneizando-a em

vortex. Em seguida, os tubos foram incubados durante 45 minutos em banho-maria a
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37°C. Feito isso, adicionaram-se 500 yL da solucédo de acido acético e 1000 pL da
solugéo de TBA, sendo os tubos submetidos novamente em banho-maria a 100°C por
30 minutos. Apds o aquecimento, transferiu-se 1 mL da solugédo para um microtubo e
realizou-se a centrifugagcéo durante 15 minutos a 10.000 rpm. Por fim, 300 pL do
sobrenadante foram transferidos para uma microplaca de 96 pocos, e sua absorbancia
foi determinada diretamente na prépria placa, em 532 nm, em um leitor de microplaca
Elisa Synergy H1 — Biotek. Para o calculo de porcentagem de inibi¢do, utilizou-se a

Equacao 2.

Abs -
% Inibicio = [1 - (ﬁ)] x 100 (2)
controte

Onde Absamostra representa a absorbéncia da amostra analisada e AbScontrole

corresponde a absorbancia do controle sem antioxidante.
5.2.6 Atividade Antibacteriana e Antifungica

A avaliagdo das atividades biolégicas das chalconas frente as cepas
Staphylococcus aureus ATCC 25293, Escherichia coli ATCC 25922 e Candida
albicans ATTC 10231 foi realizada conforme a metodologia adaptada de Vasconcelos
et al (2014). As chalconas foram solubilizadas em DMSO previamente filtrado,
formando solugdes estoque nas concentracées de 5 mmolL™" e 10 mmol L™.

Para o preparo do pré-inoculo, as bactérias inoculadas em um erlenmeyer
contendo 5 mL de meio Mueller-Hinton (Himedia), sendo incubadas sob agitagcéo
orbital de 120 rpm a 37 °C durante 12 horas. Em seguida, preparou-se o inéculo
transferindo-se 1 mL do pré-indculo para 10 mL de um novo erlenmeyer contendo
meio Mueller—Hinton. Este foi incubado novamente a 37 °C sob agitacdo até que a
densidade optica (DOeoo) atingisse 0,5. A medida da DO foi realizada a 600 nm, em
um espectrofotometro UV-Vis Genesys 50 (Thermo Scientific), utilizando 1 mL desse
novo meio transferido para uma cubeta. Esse valor corresponde a aproximadamente
1 x 108 UFC mL™".

Para os ensaios, em uma microplaca foram pipetados 4 uL da solugédo de
chalcona (5 ou 10 mmol L"), seguidos de 176 uL de caldo Mueller-Hinton e 20 uL da
suspensao bacteriana. Sendo assim, as concentragdes finais das chalconas foram de
0,1e 0,2 mmol L.
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As microplacas foram incubadas a 37 °C, e a leitura da absorbéancia foi
realizada diretamente na microplaca em 600 nm nos tempos de 0, 24 e 48 horas. A
porcentagem de inibigdo do crescimento bacteriano foi calculada utilizando a Equagéao
3.

(3)

Abs — Abs
% Crescimento = [( amostra bmnco)lx 100

Abscontrole negativo
Onde Absamostra representa a absorbancia da amostra com chalcona, AbSpranco
corresponde a absorbancia medida no tempo Oh e AbScontrole negativo refere-se a

absorbancia do controle sem a adicédo de chalcona.
5.2.7 Formacéo de biofilmes

O teste de formagao de biofilme foi realizado seguindo a metodologia proposta
por O'Toole e Kolter (1998). Apds 24 h e 48 h de incubagdo, o meio de cultura foi
cuidadosamente removido das placas de 96 pocos, e o biofilme foi lavado trés vezes
com solugéo salina estéril a 0,9% para eliminar as células ndo aderidas. Em seguida,
as placas foram secas tem temperatura ambiente por 24 horas. Posteriormente,
adicionaram-se 100 pL de solucéo de 0,1% cristal violeta em etanol a 5% a cada poco,
deixando-a em contato por 30 minutos. Apos esse periodo, as placas foram
novamente lavadas com solugao salina estéril e mantidas por 24 horas a temperatura
ambiente para secagem completa.

Para solubilizagdo do corante retido no biofilme, adicionou-se 200 L de etanol
a 95%, e a absorbancia foi entdo lida a 570 nm. A produgao de biofilme foi calculada

utilizando a Equacgéao 4.

Abs
Produgao de biofilme = amostra (570nm) (4)

Absc. b.(600nm) — AbSBranco do c. b.(600nm)

Onde Absamostra representa a absorbancia da amostra com biofilme corado,
Absc. b. corresponde a absorbancia medida na microplaca do crescimento bacteriano
(24h ou 48h) e Abs Branco do c. b. € @ absorbancia do branco das amostras do

crescimento bacteriano.
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5.2.8 Tratamento estatistico

Todos os dados quantitativos, incluindo atividade antioxidante, antibacteriana,
antibiofilme e antifungica, foram inicialmente submetidos ao teste de normalidade de
Shapiro—Wilk e ao teste de homogeneidade de variancias de Levene com significancia
de 5%. Posteriormente, as analises estatisticas paramétricas foram conduzidas por
meio de ANOVA, considerando um nivel de significancia de p <0,05, e as diferengas
entre os grupos foram avaliadas pelo teste de comparagées multiplas de Tukey.

Para as analises nao paramétricas, os dados foram inicialmente submetidos ao
teste de Kruskal-Wallis. Quando os resultados indicaram significancia no teste global,
realizou-se o teste post-hoc de comparagdes multiplas de Dunn, com ajuste de
significancia pelo método de Bonferroni. Todas as andlises estatisticas foram

realizadas no ambiente RStudio (versdo 3.6).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 SINTESE DOS COMPOSTOS

As chalconas sintetizadas foram obtidas por meio da reacdo entre uma
acetofenona e um benzaldeido, ambos substituidos com os grupos de interesse. Apos
o isolamento dos compostos, conforme descrito na se¢ao anterior, o rendimento e as

caracteristicas dos compostos estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Produtos obtidos na sintese, reagentes utilizados, suas caracteristicas e rendimento.

Produtos Reagentes utilizados Caracteristicas | Rendimento
da sintese Aldeidos Acetofenonas do produto (%)
CHAL Benzaldeido Acetofenona Sélido branco 63
CHAL 1 Benzaldeido 4’-aminoacetofenona Sdlido laranja 49
CHAL 1A Aldeido Anisico 4'-aminoacetofenona Sé"dolamare'o 24
claro
CHAL1B  3,4-dimetoxibenzaldeido  4'-aminoacetofenona Sé"dolama"e'o 27
claro
CHAL 2 Benzaldeido 3’-aminoacetofenona Solido amarelo 81
escuro
CHAL 2A Aldeido Anisico 3’-aminoacetofenona Solido amarelo 25
escuro
CHAL2B  3,4-dimetoxibenzaldeido  3-aminoacetofenona  SOlido amarelo 82
escuro

Fonte. A autora.

Os rendimentos obtidos variaram de acordo com os substituintes presentes
no aldeido e na acetofenona. Ao comparar os compostos CHAL, CHAL 1 e CHAL 2,
observa-se que a insercdo do grupo amino na acetofenona influencia
consideravelmente os rendimentos. Além disso, ha uma diferenca entre os
rendimentos da 3’-aminochalcona e 4’-aminochalcona, que se diferem apenas pela
posi¢ao do grupo amino no anel aromatico A.

Os compostos sintetizados a partir do aldeido anisico (CHAL 1A e CHAL 2A)
apresentaram os menores rendimentos da série, 24% e 25%, respectivamente. Esse
resultado pode estar associado a menor reatividade do aldeido, cuja carbonila, menos
eletrofilica, dificultaria o ataque nucleofilico do anion enolato da acetofenona. No
entanto, ndo se pode descartar que fatores como a baixa solubilidade do aldeido no
meio reacional também influenciem o rendimento. Essa possibilidade é reforcada pelo
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fato de que aldeidos contendo dois grupos metoxi na porgdo aromatica, que possuem
efeito eletrbnico semelhante, apresentaram rendimentos superiores, sugerindo que a
reatividade n&o seja o unico fator determinante.

De forma geral, esses dados evidenciam que a posigcdo dos grupos
substituintes, bem como a sua quantidade e solubilidade influenciam o rendimento da
reacdo e a caracteristica dos produtos finais. Apds a sintese dos compostos, os
mesmos foram submetidos a caracterizacdo por Ressonancia Magnética Nuclear e

Ponto de Fusao.

6.2 CARACTERIZACOES

6.2.1 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Para determinar de forma inequivoca a estrutura dos compostos sintetizados,
foram obtidos os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H, '3C, HSQC e
HMBC para todas as chalconas. Os espectros de RMN estdo apresentados nos
Anexos A-G e para fins de exemplificacdo, sera detalhada a interpretagao dos
espectros da 4’-amino-4-metoxi-chalcona (CHAL 1A).

Ao analisar o espectro de 'H da CHAL 1A (Figura 35) observa-se a auséncia
do sinal do hidrogénio ligado a carbonila no benzaldeido, que apresenta deslocamento
quimico entre 9,00 e 10,00 ppm. Além disso, n&o ¢é identificado o sinal caracteristico
do grupo metila presente na acetofenona, que aparece na regido de 2,10 a 2,40 ppm.
Sendo assim, conclui-se que ndo ha sobra dos reagentes de partida no composto
obtido (Pavia et al., 2021).

Ainda no espectro, verifica-se a presenca de sinais na regido de 8,00 a 6,60
ppm, atribuidos aos hidrogénios dos anéis aromaticos e os hidrogénios vinilicos
presentes na estrutura do composto. Dentre esses, o sinal referente ao H-11 e H-15
apresenta-se mais deslocado devido ao efeito de desblindagem proporcionado pela
carbonila. Da mesma forma, os hidrogénios H-9 e H-5 também apresentam maior
deslocamento em decorréncia do sistema a-f insaturado. Ademais, é possivel
identificar dois simpletos, o primeiro em 4,19 ppm, que corresponde aos hidrogénios
do grupo amino (NH2), e o segundo, em 3,84 ppm, caracteristico dos hidrogénios do
grupo metoxila (OCHa).



Figura 35.Espectro de RMN de '"H do composto 1A.
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Ao ampliar o espectro (Figura 36), é possivel verificar dois dupletos referentes

aos hidrogénios vinilicos, caracteristicos da formagdo do produto sintetizado. O

primeiro sinal encontra-se em 7,75 ppm e corresponde ao hidrogénio 3, enquanto o

segundo, em 7,42 ppm, refere-se ao hidrogénio a. Os dupletos analisados apresentam

constante de acoplamento de 15,50 Hz, evidenciando que os hidrogénios da ligacao

vinilica adotam configuracao trans. Conforme Pretsch et al. (1989), constantes de

acoplamento compreendidas entre 12,00 e 18,00 Hz sao indicativas dessa

configuracéao.

Figura 36. Dupletos da chalcona 1A.
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No espectro de '3C, Figura 37, € possivel observar a presenga de um sinal em
188,22 ppm que se refere ao carbono carbonilico (C1), confirmando novamente a
formacgao do produto desejado. Essa concluséo é reforgada pelos sinais dos carbonos
vinilicos. Sendo assim, observa-se que C3g) possui deslocamento quimico de 142,97
ppm, enquanto o Coq encontra-se em 119,76 ppm. Esses valores estdo em
concordancia com as elucidagbes apresentadas na literatura (Ansari et al., 2005;
Santos et al., 2017).

Figura 37. Espectro de '*C da chalcona 1A.
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Fonte. A autora.
Os sinais referentes ao C7 (6 161,32 ppm) e ao Ci3 (06 151,05 ppm)

apresentam deslocamentos quimicos maiores em relagao aos carbonos aromaticos,
devido a ligagao direta com elementos mais eletronegativos. Por outro lado, os
carbonos aromaticos, exceto aqueles que apresentam substituintes, sdo equivalentes,
resultando em sinais sobrepostos devido a semelhanga de seu ambiente quimico. Por
exemplo, para o anel aromatico A, os carbonos 9 e 5 apresentam deslocamento
quimico em 129,98 ppm, enquanto os carbonos 12 e 14 em 113,94 ppm (Silverstein;
Webster; Kiemle, 2007).

Para confirmar as atribuicdes realizadas, utilizou-se o espectro de HSQC
(Figura 38), que permite identificar a correlagao direta entre os carbonos e hidrogénios
presentes na estrutura do composto. No espectro, observa-se a correlagdo dos 3
hidrogénios com deslocamento de 3,84 ppm com o carbono em 55,40 ppm, todos
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referentes ao grupo metoxila (OCHs). Nesse contexto, as correlagdes mais relevantes
incluem os hidrogénios presentes na ligagéo vinilica (C=C) com seus respectivos

carbonos.

Figura 38. Espectro de RMN de HSQC da chalcona 1A.
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Fonte. A autora.

Por fim, analisou-se o espectro de HMBC, que evidencia as correlagdes entre
os hidrogénios e carbonos separados por duas ou trés ligagbes de distancia. Na
analise do espectro (Figura 39), verifica-se que os hidrogénios Hg (& 7,75 ppm), Ha (&
7,42 ppm) e H11e 15 (d 7,92 ppm) apresentam correlagdo com o carbono em 188,22
ppm, referente ao C1 (C=0). Essa observagcado confirma a presenca do sistema

carbonilico conjugado a,p-insaturado, validando a formagao do composto desejado.
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Figura 39. Espectro de HMBC da chalcona 1A.
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Fonte. A autora.

As atribuicdes espectrais dos demais compostos sintetizados neste trabalho

sdao apresentadas a seguir. Estes seguem o mesmo padrao do espectro acima
discutido, com variagcdes de alguns sinais devido a presenga do grupo metoxila (-
OCHj3) na estrutura das moléculas. Os deslocamentos estdo expressos em ppm e as
multiplicidades indicadas como (s) para simpletos, (d) para dupletos, (t) para tripletos,
(dd) para duplo dupleto e (m) para multipletos.
(2E)-1,3-difenilprop-2-en-1-ona (CHALCONA)
Sdlido branco, Rendimento: 63%, p.f.: 53,5
°C, 'TH-RMN (CDCI3 400MHz): 5 8,02 (2H, dd,
H-12 e H-14), 7,82 (1H, d, 3J= 15,73Hz, H-B),
7,65 (2H, m, H-11 e H-15), 7,59 (1H, m, H-13),
7,54 (1H, m, H-2), 7,51 (2H, m, H-9 e H-5),
7,42 (3H, m, H-6, H-7 e H-8). *C NMR (100 MHz, CDClI;) & 190,61 (C1), 144,88 (C3),
138,24 (C10), 134,91 (C4), 132,81 (C13), 130,58 (C7), 128,99 (Ces), 128,66 (Coys),
128,53 (C12,14), 128,48 (C11,15), 122,13 (Cy).
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(2E)-1-(4-aminofenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona
(CHAL 1)

Solido laranja, Rendimento: 49,27%, p.f.:
109,3 °C, 'TH-RMN (CDClI; 400MHz): & 7,94
(2H, m, H-11 e H-15), 7,79 (1H, d, 3=
15,6Hz, H-B), 7,64 (2H, dd, H-9 e H-5), 7,55 (1H, d, 3J= 15,6Hz, H-a), 7,41 (3H, m, H-
6, H-7, H-8), 6,70 (2H, m, H-12, H-14), 4,16 (2H, s, -NH). *C RMN (CDCl;, 100MHz):
d C NMR (101 MHz, CDCIs) & 188,11 (C1), 151,09 (C13), 143,15 (C3), 135,35 (Ca4),
131,10 (C10), 130,09 (C11,15), 128,88 (Css), 128,61 (C7), 128,28 (Co5), 122,06 (C2),
113,96 (C12,15).

H,N

- (2E)-1-(4-aminofenil)-3-(4-metoxifenil)prop-2-
en-1-ona (CHAL 1A)
b 8 Solido amarelo claro, Rendimento: 23,81%,
e 5 7 % pf.: 111,1 °C, 'H-RMN (CDCl;, 400MHz): &

7,92 (2H, m, H-11 e H-15), 7,75 (1H, d,
3J=15,5Hz, H-B), 7,58 (2H, d, H-9 e H-5), 7,42 (1H, d, 3J=15,5Hz, Ha), 6,92 (2H, d, H-
6 e H-8), 6,69 (2H, m, H-12 e H-14), 4,19 (2H, s, -NH,), 3,84 (3H, s, -OCH3). *C RMN
(CDCl3, 100MHz): 6 188,22 (C1), 161,32 (C7), 151,05 (C13), 142,97 (Cs), 130,98
(C11,15), 129,98 (Cg;5), 128,75 (C10), 128,07 (Ca), 119,76 (C2), 114,35 (Csgs), 113,94
(C12,14), 55,40 (C16).

o (2E)-1-(4-aminofenil)-3-(3,4-

ocH;  dimetoxifenil)prop-2-en-1-ona (CHAL 1B)

12

Sélido amarelo escuro, Rendimento: 27,35%,
14 ¢ 9" pf.:118,85, 'H-RMN (CDCls 400MHz): 5 7,93
(2H, m, H-11 e H-15), 7,74 (1H, 3J=15,5Hz, H-B), 7,40 (1H, 3J=15,5Hz, H-a), 7,22 (1H,
dd, H-9), 7,15 (1H, d, H-5), 6,89 (1H, d, H-6), 6,70 (2H, m, H-12 e H-14), 4,16 (2H, s,
-NH2), 3,93 (3H, s, -OCHs3), 3,94 (3H, s, -OCHs). 3C NMR (100 MHz, CDCl3) 5 188,19
(C1), 151,06 (C+3), 150,98 (Cs), 149,21 (C7), 143,31 (C3), 131,00 (C11,15), 128,78 (C10),
128,34 (C4), 122,75 (Cs), 120,01 (C2), 113,93 (C12.14), 111,15 (Cs), 110,13 (Cs), 56,00
(C17), 55,98 (Crs).

N~ 13
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(2E)-1-(3-aminofenil)-3-fenilpropen-2-ona
(CHAL 2)

Solido amarelo claro, Rendimento: 81,52%,
p.f.: 109,95 °C, 'H-RMN (CDCl; 400MHz): &
7,79 (1H, 3J=15,7Hz, H-B), 7,64 (2H, m, H-5 e
H-9), 7,49 (1H, 3J=15,7Hz, H- a), 7,41 (4H, m, H-6, H-8, H-14, H-15), 7,32 (1H, d, H-
11), 7,29 (1H, s, H-7), 6,90 (1H, dd, H-13), 3,84 (2H, s, -NH2). *C NMR (100 MHz,
CDCI3) 6 190,73 (C+), 146,85 (C12), 144,53 (C3z), 139,39 (C10), 135,02 (C4), 130,44
(C1a), 129,45 (C7), 128,94 (Ce.8), 128,42 (Cs9), 122,43 (C2), 119,40 (C13), 118,88 (C15),
114,44 (Cn).

(2E)-1-(3-aminofenil)-3-(4-metoxifenil)prop-2-

en-1-ona (CHAL 2A)

Soélido amarelo escuro, Rendimento: 25,48%,
% p.f.: 117,6, 'H-RMN (CDCls, 400MHz): 5 7,76
(1H, d, 3J=15,7Hz, H- B), 7,59 (2H, d, H-9 e H-5), 7,37 (2H, t,3J=15,7Hz, H- a, H-13),
7,30 (1H, d, H-11), 7,27 (1H, d, H-14), 6,93 (2H, d, H-8 e H-6), 6,88 (1H, d, H-15), 3,87
(5H, d, -OCH3 e -NH2). *C NMR (100 MHz, CDCl;) 5 190,83 (C1), 161,64 (C7), 146,78
(C12), 144,45 (Cs), 139,67 (C1o), 130,20 (Co5), 129,40 (C14), 127,74 (C4), 120,12 (C2),
119,22 (C+s5), 118,81 (C13), 114,44 (Css), 114,42 (C11), 55,42 (C1s).
(2E)-1-(3-aminofenil)-3-(3,4-
dimetoxifenil)prop-2-en-1-ona (CHAL 2B)
Sélido amarelo escuro, Rendimento: 82,45%,
p.f.. 64,85 °C, 'H-RMN (CDCI; 400MHz): &
7,76 (1H, d, 3J=15,64, H-B), 7,40 (1H, d, H-15), 7,36 (1H, d, 3J=15,65, H-a), 7,33 (1H,
m, H-11), 7,29 (1H, d, H-14), 7,25 (1H, dd, H-5), 7,17 (1H, d, H-9), 6,92 (1H, d, H-13),
6,90 (1H, d, H-6), 4,81 (2H, s, -NH>), 3,97 (3H, s, -OCHs), 3,95 (3H, s, -OCHj3). *C
NMR (100 MHz, CDCI;) & 190,90 (C+1), 151,41 (Cg), 149,28 (C7), 146,79 (C12), 144,79
(Cs), 139,65 (C1o), 129,40 (C14), 127,98 (C4), 123,14 (Cs), 120,41 (Cz2), 119,24 (Cn3),
118,82 (C1s), 114,44 (C11), 111,17 (Ce), 110,14 (Co), 56,02 (C16), 55,99 (C17).
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6.2.2Ponto de fusdo
A determinacdo do ponto de fusdo das chalconas sintetizadas também foi

realizada. Os resultados obtidos foram comparados com os dados disponiveis na

literatura, conforme apresentado na Tabela 4.

Tabela 4. Ponto de fusdo experimental e tedrico para as chalconas obtidas

Composto Ponto de fusao experimental Ponto de fusao da literatura
(°C) (°C)
CHAL 53,5 51,8-55,2 (a)
CHAL 1 109,3 101 (b)
CHAL 1A 111,1 112 -113 (c)
CHAL 1B 118,85 123 —125 (d)
CHAL 2 109,95 115 - 118 (e)
CHAL 2A 117,6 122 — 125 (e)
CHAL 2B 64,85 68 — 69 (f)

a) (FANG, F;; LI, Y.; TIAN, S, 2011); b) (CHEN, F. et al., 2016); ¢) (TRIPATHI, S.; KAPOOR, R.; YADAV,
L. D. S., 2018); d) (TARESH, B. H. et at., 2020); e) (KARAMAN, I. et al., 2010); f) (PINGAEW, R. et

al.,2014); g) (DIMMOCK, J. R. et al., 2003).

De maneira geral, os pontos de fusdo obtidos estdo préximos aos valores
descritos na literatura. Eventuais variagdes observadas neste ensaio podem ocorrer
devido a presencga de umidade, impurezas ou a taxa de elevagao da temperatura do
equipamento utilizado (Vogel, 1989; Pavia et al., 2021). Entretanto, a caracterizagao
realizada por Ressonéancia Magnética Nuclear, descrita na sesséo anterior, confirma

a formacéo efetiva dos compostos de interesse.
6.3 ATIVIDADES ANTIOXIDANTES
6.3.1 Avaliacao da capacidade antioxidante pelo método do DPPH
O ensaio com o radical DPPH é amplamente utilizado para avaliar a

capacidade antioxidante de compostos organicos e € baseado nos mecanismos de
transferéncia de hidrogénio e de elétrons. No caso da CHAL 2, apenas a concentracao
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de 8 mmol L™ apresentou solubilidade suficiente para a realizagdo do teste. Como
controle positivo, foi utilizada a quercetina, um antioxidante amplamente conhecido e
bem estabelecido na literatura.

Para a analise estatistica das diferentes estruturas das chalconas,
inicialmente aplicou-se o teste de normalidade de Shapiro-Wilk e o teste de
homogeneidade de variéncias de Levene. Ambos os testes indicaram que os dados
apresentavam distribuicdo normal e varidncias homogéneas, com nivel de
significancia de 5%. Diante disso, foi realizada a ANOVA para comparar os compostos
entre si nas diferentes concentracbes, conforme apresentado no anexo H. Para
exemplificacdo, a Tabela 5, mostra os dados para a concentragdo de 8 mmol L.

Tabela 5. Analise de variancia (ANOVA) para o efeito antioxidante pelo método DPPH das chalconas
na concentragdo de 8 mmol L™

GL SQ Qm Fc Pr>Fc
Tratamento 6 1691,87 278,47 65,54 1,92.10°
Residuo 14 23,54 4,25
Total 20 1715,41

* T. tratamento; R: residuo; TT: total; GL: graus de liberdade; SQ: soma de quadradros; QM: quadrado
médio; Fc: valor de F calculado; CV: coeficiente de variagao.
Fonte. A autora

Os resultados da analise de variancia indicaram diferenca estatisticamente
significativa entre os tratamentos, uma vez que os valores de p obtidos (Pr > Fc) foram
inferiores a 0,05. Esse resultado confirma que os compostos testados influenciaram
de forma distinta a inibicdo do DPPH. Diante disso, foi aplicado o teste de
comparagdoes multiplas de Tukey, com o objetivo de identificar quais estruturas
apresentaram maior atividade antioxidante e verificar a existéncia de diferengas
significativas entre elas. As analises estatisticas foram realizadas no software RStudio,
e os respectivos resultados, acompanhados das médias, desvios padréo e teste de

Tukey, estdo apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6. Inibicdo percentual do DPPH na presenca de diferentes concentragcdes das chalconas

testadas
Concentragao

(mmol L) 10 12 14 16
CHAL 46+22° 60+159 77+16° 7,7+1,0°© 94+0,8
CHAL 1 159 +1,9° 11,7+0,6> 16,6 +2,4> 189+ 1,1° 23,6 +0,2°

CHAL 1A 11,4+1,6° 139+05* 16,6+0,7° 135+ 1,7¢ 17,0+ 1,8°

CHAL 1B 7,9+2,1% 8,0+2,6° 146+24°> 7,7+04° 9,9 + 2¢
CHAL 2 11,7+£2,1¢ - - - -

CHAL 2A 241+2,0> 304+0,3 313+1,62 31,3+24> 418 +1,12

CHAL 2B 321+24* 29,1+142 329+1,32 40,8+0,8 44,4 +0,9°

* Porcentagem de inibicdo expressas como média + desvio padrdo (n = 3). O teste t de Student foi
aplicado aos resultados da analise de DPPH com valor de p < 0,05. Letras diferentes nas colunas
indicam uma diferenca significativa entre os compostos analisados ha mesma concentragéao.

Fonte: A autora.

Neste estudo, verificou-se que todas as aminochalconas testadas apresentam
uma baixa capacidade de inibicdo de radicais DPPH, com valores de ICso superiores
a concentragdo maxima utilizada (16 mmol L'). Esse resultado esta em concordancia
com a literatura, como relatado por Zeraik et al. (2012) que sintetizou uma série de
aminochalconas e também observou uma baixa atividade antioxidante frente ao
radical DPPH.

Além disso, os resultados obtidos para as chalconas 1 e 2 indicam uma
melhora significativa na atividade antioxidante em comparagcdo a chalcona sem
substituintes. Quando comparadas, a 4’-aminochalcona (CHAL 1), em 8 mmol L,
apresentou o maior percentual de inibigao, sendo estatisticamente diferente de todos
os demais compostos. Ja a 3’-aminochalcona (CHAL 2) apresentou um valor
intermediario de inibi¢cao, situando-se entre a CHAL 1 e igual a CHAL 1A.

Entre as chalconas testadas, a aminochalcona 2B apresentou a melhor
atividade antioxidante, com uma porcentagem de inibicdo de 32,1% + 2,4 na
concentracgéo de 8 mmol L-'. A maior eficacia observada pode ser atribuida a presenca
e a posicdo dos grupos substituintes. Esse composto, possui um grupo amino na
posicao meta do anel aromatico A, além de dois grupos metoxila nas posi¢cdes meta e
para do anel aromatico B, o que pode favorecer a estabilizacdo do radical.
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Ademais, também foi realizada uma analise estatistica para avaliar se a
variagdo na concentragao da chalcona 2B influencia significativamente sua atividade
antioxidante. A Tabela 7 apresenta os resultados da ANOVA, permitindo verificar a
existéncia de diferencgas estatisticas entre as concentragdes testadas.

Tabela 7. Andlise de variancia (ANOVA) para o efeito antioxidante pelo método DPPH das chalconas
na concentracdo de 8 mmol L™

GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 4 499,37 124,82 58,11 6,91.1077
Residuo 10 21,48 2,15
Total 14 520,85

* T: tratamento; R: residuo; TT: total; GL: graus de liberdade; SQ: soma de quadradros; QM: quadrado
médio; Fc: valor de F calculado; CV: coeficiente de variagao.
Fonte. A autora

Diante disso, procedeu-se com o teste de comparag¢des multiplas de Tukey,

Tabela 8, a fim de identificar quais concentracdes diferem estatisticamente entre si.

Tabela 8. Inibicao percentual do DPPH na presencga de diferentes concentragdes da chalcona 2B

Concentragao
10 12 14 16
(mmol L)

CHAL 2B 32,1+24> 29,1+14> 30,0+14° 408+0,8° 444+0,9°

* Porcentagem de inibicdo expressas como média + desvio padrdo (n = 3). O teste t de Student foi
aplicado aos resultados da analise de DPPH com valor de p < 0,05. Letras diferentes na linha indicam
uma diferencga significativa entre o composto analisado em diferentes concentracgées.

Fonte: A autora.

Dessa forma, observou-se que as concentracoes de 8, 10 e 12 mmol L™ ndo
diferiram estatisticamente entre si (p > 0,05), indicando que essa variagdao nao exerce
influéncia significativa sobre a capacidade de inibicdo do radical DPPH. Da mesma
forma, as concentragdes de 14 e 16 mmol L™ também apresentaram equivaléncia
estatistica, sugerindo que, dentro desse intervalo, o0 aumento da concentragéo nao

promove ganho expressivo na atividade antioxidante.
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6.3.2 Determinag&o do poder antioxidante redutor de ions Férricos (FRAP)

A atividade antioxidante dos compostos também foi avaliada por meio do Poder
de Redugdo do Ferro (FRAP). Diferente do DPPH, essa metodologia baseia-se
exclusivamente em uma reacdo de transferéncia de elétrons, na qual ocorre uma
reducdo do complexo de Fe3* para Fe?*. Os resultados desse ensaio foram obtidos
por medidas espectrofotométricas como mencionado na sessao anterior. No caso da
chalcona 1B nao foi possivel realizar os calculos finais devido a alta absorbancia
causada pela coloragao intensa.

Para arealizacéo da analise estatistica, verificou-se inicialmente que os dados
nao atendiam aos pressupostos de normalidade e homogeneidade de variancias.
Sendo assim, antes da aplicacdo de testes nao paramétricos, foi realizada a
transformacao dos dados por meio da raiz quadrada, considerando sua capacidade
de suavizar variancias e reduzir a assimetria leve dos dados. Apds essa
transformacdo, os dados passaram a atender aos critérios necessarios para a
aplicagao da analise ANOVA, cujos resultados estao apresentados na Tabela 9.

Tabela 9. Andlise de variancia (ANOVA) para o efeito antioxidante pelo método FRAP das chalconas
na concentragédo de 0,16 mmol L™

GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 5 8024,9 1604,97 77,28 1,05.108
Residuo 12 249,2 20,77
Total 17 82741

* T: tratamento; R: residuo; TT: total; GL: graus de liberdade; SQ: soma de quadradros; QM: quadrado
médio; Fc: valor de F calculado; CV: coeficiente de variagao.
Fonte. A autora

A analise de variancia indicou um valor de p inferior a 0,05, evidenciando
diferenga estatisticamente significativa entre os grupos, condicdo necessaria para a
aplicagao do teste de comparacgdes multiplas de Tukey. Na Tabela 10, apresentam-se
as médias da atividade antioxidante de cada grupo, acompanhadas dos respectivos

desvios padrao e dos resultados da analise de Tukey.
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Tabela 10. Resultado da andlise antioxidante por meio do método FRAP.

Composto mmol eq de Fe?*/ mmol de amostra

CHAL 2,03 £ 0,344

CHAL 1 15,34 + 3,07°

CHAL 1A 5,50 + 0,88

CHAL 1B -

CHAL 2 38,67+ 6,62°

CHAL 2A 34,74 + 4,16°

CHAL 2B 62,48 + 7,32

* Porcentagem de inibicdo expressas como média + desvio padrdo (n = 3). O teste t de Student foi
aplicado aos resultados da analise de FRAP com valor de p < 0,05. Letras diferentes nas colunas
indicam uma diferenca significativa entre os compostos analisados em concentragio de 0,16 mmol L.
Fonte: A autora.

A partir das analises dos resultados percebe-se que, ao comparar 0s
resultados das chalcona 1 e 2 com a chalcona sem substituinte, hd um aumento
significativo na redugéo do Fe®* para Fe?*. Esse fato sugere que a presenga do grupo
amino nas chalconas ainda apresenta uma melhora na atividade antioxidante pelo
método FRAP. Isso pode estar relacionado ao fato do grupo amino (-NH2) possuir um
par de elétrons livres, o que aumenta sua disponibilidade de interagir com o sistema
ue

Além disso, verifica-se que 0 grupo amino na posi¢cao 3’ do anel aromatico A
apresenta uma atividade antioxidante maior, sendo mais que o dobro em relagao ao
grupo amino na posic¢ao 4’. Isso indica que a posi¢cao meta € a mais favoravel para a
reducéo do ferro, evidenciado pela diferenga estatistica entre as amostras.

Entre os compostos analisados, destaca-se a chalcona 2B, que apresentou
maior porcentagem de redugdo do ferro, com um valor de 62,48 + 7,3 mmol Fe?*,
sendo diferente estatisticamente dos outros compostos. Com isso, evidencia-se que
a presencga de dois grupos metoxila nas posigdes meta e para do anel aromatico B
potencializa a atividade antioxidante da 3’-aminochalcona. Essa melhoria pode estar
relacionada com a doacdo de elétrons pelos grupos metoxila (OCH3) para o anel
aromatico, que através da deslocalizacdo eletronica pelo sistema 11, favorece a

transferéncia de elétrons para o ion Fe3*, promovendo sua redugéo para Fe?*,
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6.3.3 Determinacdo da atividade antioxidante pela formacgao de substancias reativas
ao acido tiobarbiturico

Como ultimo método para a avaliacdo da atividade antioxidante, realizou-se o
ensaio da peroxidagao lipidica. Neste experimento, verifica-se a capacidade
chalconas inibir a peroxidagéo de fosfolipidios presentes na gema do ovo. Dessa
forma, quando ocorre a peroxidacio lipidica forma-se um composto dimérico rosa,
sendo assim, quanto menor a absorbancia observada, maior a atividade antioxidante
do composto. Nesse contexto, para comparagéo, utilizou-se um controle negativo, que
nao contém nenhuma substancia antioxidante.

Os dados obtidos na avaliacdo da atividade antioxidante, com base nas
porcentagens de inibicdo dos produtos TBARS, também foram submetidos a analise
estatistica. Como todos os pressupostos para a aplicacdo da ANOVA foram atendidos,
a analise foi devidamente realizada, conforme apresentado na Tabela 11.

Tabela 11. Analise de variancia (ANOVA) para o efeito antioxidante pelo método TBARS das chalconas
na concentragdo de 5 mmol L™

GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 6 1092,7 182,12 19,33 4,97.10°
Residuo 14 131,9 9,42
Total 20 1224,6

* T. tratamento; R: residuo; TT: total; GL: graus de liberdade; SQ: soma de quadradros; QM: quadrado
médio; Fc: valor de F calculado; CV: coeficiente de variagao.
Fonte. A autora

Com a identificagéo de diferencas significativas entre os grupos por meio da
ANOVA, foi possivel prosseguir com o teste de Tukey para comparag¢des multiplas. Na
Tabela 12, estdo dispostos os valores meédios da atividade antioxidante,

acompanhados pelos desvios padrao e pelas comparagdes estatisticas realizadas.
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Tabela 12. Inibicdo percentual dos produtos TBARS na presenca das chalconas sintetizadas na
concentragdo de 5 mmol L.

Porcentagem da formacgao de

Composto
produtos TBARS

CHAL 36,00 + 1,202
CHAL 1 28,2 + 2,09
CHAL 1A 33,89 + 2,05%
CHAL 1B 38,34 + 5,232
CHAL 2 24,98 + 1,40°
CHAL 2A 42,20 + 4,152
CHAL 2B 20,31 + 3,04¢

* Porcentagem de inibicdo expressas como média + desvio padrdo (n = 3). O teste t de Student foi
aplicado aos resultados da analise do TBARS com valor de p < 0,05. Letras diferentes nas colunas
indicam uma diferenca significativa entre os compostos analisados em concentragéo de 5 mmol L.
Fonte: A autora.

Em relagdo a chalcona e as aminochalconas sem substituicdo no anel
aromatico B, observa-se que a introdu¢do do grupo amino na posi¢gao meta contribui
para o aumento da capacidade antioxidante, apresentando diferenca estatistica
significativa em comparagcdo com os demais compostos. Nessa posicao, a inibigao
das substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) foi de 24,98% + 1,40. Por
outro lado, quando o grupo amino esta na posi¢ao para, o valor da inibicao se encontra
intermediario.

No grupo das aminochalconas com substituintes no anel aromatico B,
destaca-se a chalcona 2B, que apresentou a maior capacidade antioxidante. Esse
derivado possui um grupo amino na posi¢ao 3' do anel aromatico A e dois grupos
metoxila nas posicbées 3 e 4 do anel aromatico B. Apesar de apresentar uma
porcentagem de inibicdo numericamente elevada (20,31% + 3,04), essa diferenca nao
foi estatisticamente significativa em relagdo a 3’-aminochalcona (24,98% + 1,40).
Dessa forma, a introducdao desses grupos metoxila especificos ndo promoveu um
aumento estatisticamente relevante na atividade antioxidante avaliada pelo método
TBARS.
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6.4 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E ANTIBIOFILME

A avaliagdo da atividade antibacteriana foi realizada frente as cepas
Staphylococcus aureus ATCC 25293 e Escherichia coli ATCC 25922, utilizando-se
concentragdes de 0,1 mmol L™ e 0,2 mmol L™". Os resultados obtidos foram expressos
em porcentagem de crescimento bacteriano.

A seguir, apresentam-se os dados obtidos para a cepa Staphylococcus
aureus. Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente e se apresentaram
dentro dos pressupostos de normalidade dos residuos (teste de Shapiro-Wilk) e
homogeneidade de variancias (teste de Levene). Com isso, fez-se a analise de
variancia (ANOVA) para todas as amostras (Anexo |). Para exemplificagdo, a Tabela
13, mostra os dados para a concentracédo de 0,1 mmol L-'apds 24 horas de incubacéo.

Tabela 13. Analise de varidncia (ANOVA) para o efeito das chalconas na concentragdo de 0,1 mmol L™
e incubagéo de 24 h sobre o crescimento bacteriano da Staphylococcus aureus.

Concentragao Tempo GL SQ QM Fc Pr>Fc
T 6 1408,7 234,78 23,79 1,38.10°
0,1 mmolL"' 24hrs R 14 138,1 9,86

T 20 1546,8

* T. tratamento; R: residuo; TT: total; GL: graus de liberdade; SQ: soma de quadradros; QM: quadrado
médio; Fc: valor de F calculado; CV: coeficiente de variagao.
Fonte. A autora

A partir da analise de varidncia, observou-se que o resultado foi
estatisticamente significativo, uma vez que os valores de p obtidos (Pr > Fc) foram
inferiores a 0,05. Dessa maneira, realizou-se o teste de comparagdes multiplas de
Tukey. Os resultados do crescimento bacteriano, desvio padéao e teste de Tukey estéo

descritos na Tabela 14.
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Tabela 14. Porcentagem de crescimento bacteriano frente a Staphylococcus aureus na presenga das
chalconas sintetizadas

24 horas 48 horas
Compostos
0,1 mmolL"' 0,2mmolL" | 0,14 mmol L 0,2 mmol L'
CHAL 89,96 + 4,22 71,99 + 6,44 - -

CHAL 1 71,10 +1,9° 73,48 +3,7%¢ | 72,05 + 3,1 78,81 + 0,8%
CHAL 1A 78,30 + 4,6° 95,23 + 0,62 | 75,79 +4,6%® 77,07 £ 2,13
CHAL 1B 96,15 + 2,32 89,42 + 6,0 70,47 + 2,7° 83,59 + 4,82
CHAL 2 77,64 +0,8> 77,82+8,2% | 77,49 £+ 1,12 74,02 + 0,5°
CHAL 2A 89,42 +4,52 81,09+ 4,6 | 78,15 + 0,82 66,60 + 2,4°
CHAL 2B 88,35+ 0,78 86,87 +1,7%° | 76,18 + 0,7% 75,98 + 3,12

* Porcentagem de inibicdo expressas como média + desvio padrdo (n = 3). O teste t de Student foi
aplicado aos resultados da analise da capacidade antimicrobiana com valor de p < 0,05. Letras
diferentes nas colunas indicam uma diferenga significativa entre os compostos analisados em
concentragdo de 0,1 mmol L' e 0,2 mmol L.

Fonte: A autora.

Ao comparar os resultados obtidos na concentragao de 0,1 mmol L™' em 24
horas observa-se, inicialmente, que a chalcona que apresentou a maior porcentagem
de inibicdo do crescimento bacteriano foia CHAL 1 (71,10 £ 1,9). Esta molécula possui
um grupo amino na posigao para do anel aromatico A e ndo apresenta substituigdes
no anel aromatico B. Embora a CHAL 2, que contém o grupo amino na posi¢gao meta
do anel aromatico A e também nao possui substituintes no anel B, tenha apresentado
uma porcentagem de inibicdo numericamente inferior, ndo foi observada diferenga
estatistica significativa entre os compostos. Dessa forma, a mudanga na posi¢céo do
grupo amino (de para para meta) nao resultou em variacao estatisticamente relevante
na atividade antibacteriana. O mesmo padrdo é observado na CHAL 1A, que
apresenta um grupo metoxila na posicdo para do anel aromatico B da 4'-
aminochalcona, indicando que essa modificagdo também nao interfere
significativamente na inibicdo do crescimento bacteriano. Resultados semelhantes
foram relatados por Koziowska et al. (2019), que sintetizaram 18 derivados de
aminochalconas e identificaram a 4'-aminochalcona como o composto mais ativo, com
inibicdo total do crescimento de Staphylococcus aureus DSM799. Os autores
ressaltaram que esses derivados tendem a ser mais eficazes contra bactérias Gram-

positivas do que contra Gram-negativas, como Escherichia coli.
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A chalcona que apresentou a menor inibigdo do crescimento foi a CHAL 1B,
com uma porcentagem de crescimento de 96,15 +2,3 (Tabela 14). Além disso, um
grupo consideravel de compostos demonstrou comportamento estatisticamente
semelhante ao desse composto, incluindo a chalcona sem substituintes e,
principalmente, aquelas contendo grupos metoxila, como a CHAL 1A e a CHAL 2B,
com excegao da CHAL 2A. Esses resultados sugerem que a presenga do grupo
metoxila, em combinagdo com o grupo amino, pode diminuir a atividade
antimicrobiana dos compostos apods 24 horas de incubacdo. O trabalho realizado por
Suwito et al. (2015) também envolveu a sintese de uma série de chalconas contendo
grupos amino e metoxila, avaliadas frente a cepa Staphylococcus aureus ATCC 25922
apés 24 horas de incubacdo. Os autores relataram que a 4'-amino-2,3-
dimetoxichalcona foi o composto com maior atividade antimicrobiana. No presente
estudo, a 4'-amino-3,4-dimetoxichalcona (CHAL 1B), embora estruturalmente
semelhante, apresenta uma das metoxilas em posicdo diferente e demonstrou
atividade significativamente inferior, reforcando que a estrutura quimica e posi¢cao dos
substituintes modulam a¢ao antibacteriana.

Ap0ds 48 horas, ainda na mesma concentragao (0,1 mmol L™), observa-se que
algumas moléculas apresentaram melhora significativa na atividade ao longo do
tempo. E o caso da CHAL 1B, cuja porcentagem de crescimento diminuiu de
96,15+2,3 para 70,47 £2,7, sendo estatisticamente distinta de todos os demais
compostos. Chalconas como a CHAL 1 ndo demonstraram variagao expressiva entre
os dois tempos de analise, mantendo um padrao de inibigao relativamente constante.

Na concentracdo de 0,2 mmol L™', observou-se que a chalcona sem
substituintes apresentou a maior capacidade de inibicdo do crescimento bacteriano,
sendo estatisticamente superior as demais estruturas avaliadas. Nota-se, ainda, que
a introdugdo do grupo amino levou a uma reducédo da atividade inibitéria, como
evidenciado pelos valores obtidos para CHAL 1 (73,48 + 3,7%) e CHAL 2 (77,82 +
8,2%). A comparagao entre essas duas estruturas revelou auséncia de diferenga
estatistica significativa, indicando que a posi¢cao do grupo amino nao exerce influéncia
relevante sobre essa atividade.

Considerando a mesma concentragdo, mas com 48 horas de incubacao,
verificou-se que o efeito do tempo n&o seguiu um padrao linear, visto que alguns
compostos apresentaram redug¢ao da atividade bactericida ao longo do tempo. Nesse
cenario, o composto CHAL 2A destacou-se por apresentar uma atividade
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intermediaria, com aproximadamente 40% de inibicdo do crescimento bacteriano,
sendo estatisticamente diferente dos demais compostos analisados.

Com o objetivo de verificar se a atividade antibacteriana esta relacionada a
capacidade de formacéao de biofilme pela bactéria, bem como avaliar a influéncia dos
compostos testados nesse processo, foi realizada a analise de formagao de biofilme
em diferentes condicdes experimentais. Os ensaios foram conduzidos em dois tempos
de incubacgao (24 e 48 horas), utilizando distintas concentragbes dos compostos.

Para o tratamento estatistico, verificou-se que os dados obtidos em ambas as
concentragdées no tempo de 48h atenderam os pressupostos para aplicagao da
ANOVA. Para a concentragao de 0,1 mmol L™ a 24 horas os dados ndo atendiam aos
pressupostos de normalidade e homogeneidade de variancias. Diante disso, aplicou-
se a transformacéo por raiz quadrada. Apds a transformacao, os pressupostos foram
atendidos, a tabela ANOVA completa esta disponivel no Anexo J.

Entretanto, para a concentracdo de 0,2 mmol L™ em 24h, mesmo apds
tentativa de transformacao, os dados n&o atenderam aos critérios necessarios para a
ANOVA. Assim, optou-se por uma abordagem nao paramétrica, utilizando o teste de
Kruskal-Wallis para verificar a existéncia de diferengas significativas entre os grupos,
o que foi confirmado por um valor de p=0,001462, respectivamente. Em seguida,
realizou-se o teste post hoc e de Dunn para comparagdes par a par entre os
compostos, apresentada no Anexo K.

As médias, os desvios padrao e os resultados do teste de Tukey (para os

casos em que a ANOVA foi aplicavel), estao apresentados na Tabela 15.
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Tabela 15. Indice de formacgéo de biofilme para a Staphylococcus aureus na presenga das chalconas
sintetizadas

24 horas 48 horas

0,1 mmolL"' 0,2mmolL" | 0,4 mmolL" 0,2 mmol L'
Controle 2,03 +£ 0,72 2,03+0,7 2,62 + 0,912 2,62 + 0,91

CHAL 1,79 £ 0,72 4,14+ 0,9 1,52 + 0,7° 2,21+ 0,5°¢
CHAL 1 0,73+ 0,2° 2,27 + 0,2 0,81+ 0,2° 2,30 + 0,6°
CHAL 1A 1,19 + 0,33 3,36 + 1,1 1,33+ 0,4° 4,19 + 0,62
CHAL 1B 1,1+ 0,2bc 2,75+ 0,3 1,51 +£0,4° 3,70 £ 0,92
CHAL 2 1,3 + 0,223bc 3,6 +0,9 1,42 +0,2° 3,67 +£0,32
CHAL 2A 0,99 + 0,2 269+ 04 1,19+ 0,2° 3,24 £ 0,73
CHAL 2B 0,99 + 0,2%° 2,42+ 0,9 1,23+ 0,3° 3,05 +0,13°

Compostos

* Porcentagem de inibicdo expressas como média + desvio padrdo (n = 3). O teste t de Student foi
aplicado aos resultados da analise da capacidade antibiofilme com valor de p < 0,05. Letras diferentes
nas colunas indicam uma diferencga significativa entre os compostos analisados em concentragao de
0,1 mmol L""e 0,2 mmol L.

Em relacdo a formacao de biofilme na concentragcdo de 0,1 mmol L™' em 24
horas, observou-se que a CHAL 1 apresentou a maior capacidade de inibicdo. Esse
resultado € compativel com sua atividade antimicrobiana superior, sugerindo que essa
propriedade pode contribuir para seu maior efeito inibitério geral. Por outro lado,
compostos como CHAL 1B, CHAL 2A e CHAL 2B também se mostraram
estatisticamente semelhantes, com valores médios de 1,1 + 0,2, 0,83+0,2 e
0,76 £0,1, respectivamente. Esse resultado € relevante, pois, sob as mesmas
condicdes, esses compostos exibiram uma das menores atividades antimicrobianas,
indicando que sua acado pode estar mais relacionada a inibigdo da formagao de
biofilme do que a inibigao do crescimento bacteriano propriamente dito.

Na mesma concentragao (0,1 mmol L™) e apds 48 horas de incubagao, todos
os compostos testados apresentaram inibicdo minima de 26% na formagao de
biofiime. Embora tenham diferido estatisticamente do controle negativo, nao foi
observada diferenca significativa entre as chalconas. Entre elas, destaca-se a CHAL
1, que, nas mesmas condicdes, demonstrou desempenho intermediario, mas
consistente, na inibigdo do crescimento bacteriano, confirmando seu potencial frente

a formacéao de biofilmes.
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Para a concentragcdo de 0,2 mmol L™, o teste de Dunn, com ajuste do valor
de p, evidenciou diferengas estatisticamente significativas entre a chalcona sem
substituintes (CHAL) e o controle (p = 0,0089), bem como entre a CHAL e a CHAL 1
(p = 0,027). No entanto, todos os demais compostos ndo apresentaram diferengas
estatisticas significativas em relagédo a CHAL, o que impede concluir que o efeito seja
valido. Esses resultados sugerem que, nas condi¢des testadas, ndo houve inibigdo
significativa da formagé&o do biofilme bacteriano, embora tenha sido possivel observar
sua formacao sem a presenca dos compostos testados.

Ainda, ao comparar os efeitos dos compostos na mesma concentragcao apos
48 horas de incubacao, verificou-se que tanto a chalcona sem substituintes (CHAL)
quanto a CHAL 1 apresentaram diferenca estatisticamente significativa em relagéo ao
controle, com porcentagem de inibicdo da formagao de biofilme proxima a 12%. A
CHAL 1A também apresentou diferenga significativa frente ao controle, contudo, este
composto ndo se mostrou relevante para a analise de inibicdo, uma vez que, nessas
condicbdes, promoveu aumento da formacdo de biofilme. Tal inducdo pode estar
relacionada a uma resposta adaptativa das bactérias ao estresse celular provocado
pela exposicdo aos compostos quimicos, mediada pela ativacdo de vias de
sinalizagdo responsaveis pela regulagao da expressao génica (Kaplan, 2011). Os
demais compostos nao apresentaram diferengas estatisticas relevantes entre si.

Além disso, foi observada uma resposta nao linear entre as duas
concentragdes, pois, diferentemente do esperado, concentragdes mais altas nao
resultaram em maior inibicao do biofilme. Essa resposta nao linear persistiu apos 48
horas na mesma concentracdo (0,2 mmol L™), demonstrando a auséncia de
capacidade inibitéria no maior tempo de incubacgéo.

A seguir, sdo apresentados os resultados obtidos para a espécie Escherichia
coli. De forma semelhante a analise anterior, os dados foram submetidos aos testes
de normalidade (Shapiro-Wilk) e homogeneidade de variancias (Levene), cujos
pressupostos foram atendidos. Com base nesses resultados, foi elaborada a tabela
de analise de variancia, disponivel integralmente no Anexo L. Em seguida, aplicou-se
o teste de comparacdes multiplas de Tukey, cujos resultados, juntamente com as
medias e os desvios padrao das porcentagens de crescimento bacteriano, encontram-

se descritos na Tabela 16.
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24 horas 48 horas
Compostos
0,1 mmol L' 0,2 mmolL" | 0,1 mmol L" 0,2 mmol L'
CHAL 84,32 +1,7° 79,93 + 2,2° 88,65 + 1,2°¢ 89,48 + 0,5°
CHAL 1 81,70 + 1,1%¢ 73,02 + 0,89 | 91,09 £2,72¢ 90,97 + 0,7%
CHAL 1A 77,53 + 2,2° 67,96 + 0,59 | 90,74 40,1 3¢ 87,9 + 0,9¢
CHAL 1B 84,06 + 1,1° 87,37 + 3,32 89,63 + 1,4 93,17 + 4,12%
CHAL 2 91,19 + 4,462 87,31 +£2,9% | 96,11 £+ 2,02 96,38 + 1,42
CHAL 2A 84,99 +2,0%® 81,55+ 1,5° | 94,85+ 3,5%® 92,26 + 1,13
CHAL 2B - - - -

* Porcentagem de inibicdo expressas como média + desvio padrdo (n = 3). O teste t de Student foi
aplicado aos resultados da analise da capacidade antimicrobiana com valor de p < 0,05. Letras
diferentes nas colunas indicam uma diferenga significativa entre os compostos analisados em
concentragdo de 0,1 mmol L' e 0,2 mmol L.

Observa-se que os resultados obtidos frente a Escherichia coli apresentaram
valores de inibicao relativamente baixos, o que pode estar relacionado a natureza
Gram-negativa dessa bactéria, diferente da Staphylococcus aureus, esta possui uma
membrana externa adicional e, consequentemente, pode dificultar a penetracéo e a
interagao das chalconas (Madigan et al., 2010). Destaca-se, por exemplo, a chalcona
2B, que contém um grupo amino na posi¢cado meta do anel aromatico A e dois grupos
metoxila nas posi¢cdes meta e para do anel aromatico B, e que ndo demonstrou
nenhuma atividade inibitéria contra o crescimento bacteriano.

Em relacdo as modificagdes estruturais, a introdugdo de um grupo amino na
posicao para do anel aromatico A (CHAL 1) nao resultou em uma melhora clara na
atividade antimicrobiana. Os dados mostram que a CHAL 1 apresentou resultado
intermediario, situando-se entre a chalcona sem substituintes (CHAL) e a CHAL 1B
em termos de porcentagem de crescimento, o que indica que essa alteragao estrutural
nao conferiu ganho expressivo na eficacia bacteriostatica. De forma semelhante, a
substituicdo com um grupo amino na posi¢ao meta do anel aromatico A (CHAL 2)
também nao conferiu vantagem, apresentando desempenho inferior ao da chalcona
sem substituicbes. No trabalho de Suwito et al. (2015) a 4'-aminochalcona foi

apontada como o composto que apresentou efeito inibitério contra Escherichia coli
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ATCC 25923, em concentragdes que variaram de 0 a 500 ug mL-" resultado que ndo
foi observado no presente estudo nessas condigoes.

A CHAL 1A destacou-se como a estrutura mais ativa frente a Escherichia coli
em 0,1 mmol L™ e 24 h, com uma porcentagem de crescimento de 77,53 +2,2. Essa
chalcona possui um grupo amino na posigaéo para do anel aromatico A e um grupo
metoxila na posicdo para do anel aromatico B. Além disso, foi estatisticamente
diferente dos demais compostos.

Na mesma concentragdo, mas apdés 48 horas, todos os compostos
apresentaram aumento nos valores de crescimento, indicando reducao de eficacia ao
longo do tempo. Por exemplo, CHAL 1A e CHAL 1, que inicialmente exibiram uma
porcentagem de crescimento de 77,53+2,2% e 81,70+1,1, respectivamente,
passaram para 90,74+0,1 e 91,09 +2,7. Notavelmente, a chalcona com o grupo
amino na posi¢gao para (CHAL 2) se manteve com a maior porcentagem de
crescimento, sendo a menos ativa em ambas as condigdes.

Em relacdo a concentragdo de 0,2mmolL™" em 24 h, observou-se reducao
geral na porcentagem de crescimento em comparag¢ao a 0,1 mmol L™, evidenciando
um efeito dependente da concentracido. A comparacao entre CHAL 1 e CHAL 2 indicou
que a posig¢ao para do grupo amino favoreceu a atividade antibacteriana, com CHAL
1 exibindo uma porcentagem de crescimento de 73,02 + 0,8, resultado semelhante ao
observado em 0,1 mmol L™". Além disso, CHAL 1A manteve-se como a estrutura mais
promissora frente a Escherichia coli, com 67,96 £ 0,5% de crescimento. Entretanto,
nao houve diferencga estatistica significativa entre CHAL 1A e CHAL 1, sugerindo que
a adigao de um grupo metoxila na posigao para do anel aromatico B nao influenciou
significativamente a atividade antibacteriana.

Apos 48 horas na concentragao de 0,2 mmol L™, a diferengca entre CHAL 1 e
CHAL 2 manteve-se estatisticamente significativa. Apesar do aumento geral nos
valores, CHAL 1 continuou inibindo o crescimento bacteriano de forma mais eficaz,
com 90,97 £0,7% de crescimento. Ja CHAL 1A apresentou menores valores de
crescimento bacteriano, sendo estatisticamente equivalente a chalcona sem
substituicdes, indicando auséncia de diferenca significativa na capacidade
bacteriostética entre essas estruturas. Por outro lado, CHAL 2 continuou a exibir os
maiores valores de crescimento, confirmando sua menor eficicia antimicrobiana e

evidenciando perda substancial de atividade ao longo do tempo.
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Além disso, com o objetivo de aprofundar a compreenséo acerca capacidade
de inibicdo apresentada pelas chalconas frente a Escherichia coli, também foi
realizada uma avaliagdo da formacgao de biofilmes.

Em relacdo a analise estatistica, para os dados obtidos no tempo de 24 horas,
na concentragdo de 0,1 mmol L™, foi necessaria a transformagéo por meio da raiz
guadrada. Para a concentragédo de 0,2 mmol L™, a transformagao nao foi necessaria.
Em ambas as condigbes, os pressupostos de normalidade e homogeneidade de
variancias, exigidos para a aplicagdo da analise de variancia (ANOVA), foram
atendidos, possibilitando a realizacdo subsequente do teste de comparac¢des multiplas
de Tukey, conforme apresentado no Anexo M.

Por outro lado, para as amostras incubadas por 48 horas, tais pressupostos
nao foram atendidos. Diante dessa limitacao, optou-se pela realizagao de analises nao
paramétricas. Para as concentragcdoes de 0,1 mmol L™ e 0,2 mmol L™, os resultados
do teste de Kruskal-Wallis, com valores de p =0,02102 e p =0,1262, respectivamente,
indicaram auséncia de diferencas estatisticamente significativas entre os grupos
analisados. Conclusao corroborada pelo teste de Dunn (com corregdo de Bonferroni),
o qual demonstrou ndo haver distingdes significativas entre os grupos (anexo N e O).
A Tabela 17 apresenta a média do crescimento de biofilme, desvio padrao e o testes

de Tukey para os casos aplicaveis.

Tabela 17. Indice de formacao de biofilme de Escherichia coli na presenca das chalconas sintetizadas

24 horas 48 horas
Compostos
0,1 mmolL"' 0,2mmolL" | 0,4 mmolL" 0,2 mmol L
Controle 0,88 + 0,12 0,88 + 0,12 0,52 +0,2 0,52+ 0,2
CHAL 0,64 + 0,22 0,81 + 0,2bd 0,88 + 0,18 0,63+ 0,1
CHAL 1 0,56 + 0,1° 0,83 + 0,2 0,62 + 0,1 0,67 + 0,1
CHAL 1A 0,64 + 0,162 1,14 + 0,18 0,58 + 0,07 0,77 + 0,2

CHAL 1B 0,49 £ 0,1° 0,63+0,09°¢ | 0,55+ 0,17 0,54 +£ 0,19
CHAL 2 0,42 +0,03* 0,67+ 0,114 | 0,63 + 0,24 0,64 +£ 0,25
CHAL 2A 0,49 £0,1° 0,59+ 0,11¢ 0,44 +£ 0,16 0,54 + 0,27
CHAL 2B 0,42 +0,03* 0,53 + 0,084 0,60 +£ 0,15 0,59 £ 0,08

* Porcentagem de inibicdo expressas como média + desvio padrdo (n = 3). O teste t de Student foi
aplicado aos resultados da analise da capacidade antibiofilme com valor de p < 0,05. Letras diferentes
nas colunas indicam uma diferenga significativa entre os compostos analisados em concentragéo de
0,1 mmol L""e 0,2 mmol L.

Fonte: A autora.
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Na concentracao de 0,1 mmol L™, apds 24 horas de incubacao, verificou-se
reducdo na formacédo de biofiime em comparagdo ao controle negativo. Embora
alguns compostos tenham apresentado diferenca estatisticamente significativa em
relacao ao controle, ndo houve diferencgas relevantes entre si, como a CHAL 1, CHAL
1B, CHAL 2, CHAL 2A e CHAL 2B. Esses resultados indicam que a inser¢ao de um
grupo metoxila na 4’-aminochalcona, assim como a introdugao de um ou dois grupos
metoxila na 3’-aminochalcona, ndo promoveu efeito significativo sobre a atividade
antibiofilme nessas condi¢cdes. Observa-se o mesmo comportamento para CHAL e
CHAL 1A, evidenciando que as modificagdes estruturais introduzidas nao resultaram
em melhorias substanciais na atividade antibiofilme.

Entre os compostos avaliados, em termos numéricos, destaca-se que a CHAL
2 que apresentou a maior inibicdo da formacdo de biofiime, apesar de ser
estatisticamente igual a outras estruturas, no teste de atividade antimicrobiana geral
mostrou uma das menores capacidades de inibicdo. Esse resultado sugere que sua
acao pode ser mais eficaz na inibicado da formacgao de biofilme.

Na concentracdo de 0,2 mmol L™, apds 24 horas de incubacdo, observa-se
que, assim como nos resultados obtidos para Staphylococcus aureus, a concentragao
nao foi um fator determinante para a redu¢ao da formacgao de biofilme, uma vez que
os dados nao seguiram um padrao linear. A chalcona que apresentou a maior
capacidade de inibicao foi a 2B, com valor de 0,53 + 0,08, sendo estatisticamente
diferente do controle. Esse composto possui um grupo amino na posigao meta do anel
A e dois grupos metoxila na posicao meta e para do anel B.

Ao analisar os resultados, observa-se que, de modo geral, os compostos
testados apresentaram capacidade moderada de inibicdo da formacgao de biofilme, a
depender da concentragdo e do tempo. A Escherichia coli € uma bactéria
frequentemente associada a formacao de biofilmes, especialmente em contextos
relacionados a doencas. Uma vez estabelecido, o biofiime pode tornar as bactérias
até mil vezes mais resistentes aos antibidticos em comparagdo com as formas
planctonicas. Essa elevada resisténcia pode ser explicada por diversos fatores, como
a dificuldade de penetracao dos antibidticos na matriz do biofilme, a reducao nas taxas
de crescimento bacteriano, a resposta ao estresse, a presencga de células persistentes
e a atuacdo de bombas de efluxo. Embora este estudo nao tenha investigado
diretamente esses mecanismos, € possivel que tais fatores estejam envolvidos na

baixa atividade observada para os compostos analisados (Ballén et al., 2022).



85

Apesar dos estudos aqui apresentados ndo tenham identificado o mecanismo
especifico responsavel pela inibicdo bacteriana ou da formacdo de biofiime, ha
evidéncias na literatura que descrevem diversos mecanismos de acdo para o0s
flavonoides, classe a qual pertencem as chalconas. Entre esses mecanismos
destacam-se: inibicdo da sintese de acidos nucleicos, interferéncia na fungao da
membrana citoplasmatica, alteracdo da permeabilidade da membrana, inibicdo da

adeséo e formacao de biofilme, entre outros (Xie et al., 2014).

6.5 ATIVIDADE ANTIFUNGICA

A avaliacdo da atividade antifungica foi realizada frente a cepa Candida
albicans ATCC 10231. As analises foram conduzidas utilizando concentracdes de
0,1mmolL™" e 0,2mmol L™, e os resultados foram expressos em porcentagem de
crescimento, conforme a Equacao 3 descrita na se¢ao anterior.

Para a analise comparativa entre as chalconas, os dados obtidos foram
submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e ao teste de variancias de
Levene. Ambos os testes indicaram que os pressupostos necessarios para aplicacao
da andlise de variancia (ANOVA) foram atendidos a 5% de significancia. Dessa
maneira, realizou-se o teste ANOVA para as chalconas em 0,1 e 0,2 mmol L', em 24
e 48 horas de incubacao, como demostrado no Anexo P.

A andlise de variancia indicou efeito significativo dos tratamentos sobre o
crescimento fungico, uma vez que Pr>Fc foi inferior a 0,05. Esse resultado demonstra
diferenga estatisticamente significativa entre os compostos analisados, justificando a
aplicacao do teste de Tukey. Os seus resultados, juntamente com as médias e os

desvios padrao das porcentagens de crescimento, estdo descritos na Tabela 18.
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24 horas 48 horas
Compostos

0,1 mmolL"' 0,2mmolL" | 0,1 mmol L 0,2 mmol L'

CHAL 38,22 +2,1° 11,64 + 4,3 54,91 + 0,82 24,99 + 7,93
CHAL 1 52,95 + 2,82 40,25+ 1,9° | 42,93 + 2,2% 38,97 £+ 5,12
CHAL 1A 40,61+ 0,4° 34,91 +1,5° 30,27 + 4,4 21,32 £+ 4,7
CHAL 1B 53,74 + 2,82 52,12 + 0,92 | 44,50 + 4,02 26,71 + 4,53
CHAL 2 40,61+ 6,9° 23,90 + 2,8¢ 27,46 + 5,79 15,02 +6,9°¢
CHAL 2A 41,53 +2,3°b 23,11 £ 0,8¢ 40,35 + 2,6 15,13 + 0,3°
CHAL 2B 51,75+ 3,5° 41,35+ 1,4 | 48,09 + 3,1 30,15 + 4,3%

* Porcentagem de inibicdo expressas como média + desvio padrdo (n = 3). O teste t de Student foi
aplicado aos resultados da analise do TBARS com valor de p < 0,05. Letras diferentes nas colunas
in_gjicam uma diferenca significativa entre os compostos analisados em concentragao de 0,1 e 0,2 mmol
IIzo.nte: A autora.

Ao comparar os resultados em 0,1 mmol L™ em 24h, observa-se inicialmente
que a chalcona sem substituintes (CHAL) apresentou, em termos numéricos, uma
maior porcentagem de inibicdo (38+2,1). Embora a inser¢do do grupo amino na
posicdo meta resultou em valores numericamente menores, ndo houve diferenga
estatistica em relagdo a CHAL, indicando que ambas exibiram atividade antifungica
semelhante. Além disso, a introdu¢cdo de um grupo metoxila na 4’-aminochalcona
(CHAL 1A) ou na 3’-aminochalcona (CHAL 2A) também nao resultou em diferenca
significativa, demonstrando que essas modificacées estruturais mantiveram a mesma
capacidade de inibicido observada para a chalcona sem substituintes. O estudo
realizado por Prasa, Rao e Rambabu (2009) que investigou 4'-aminochalconas
substituidas com grupos metoxila no anel aromatico B, também destacou a 4'-amino-
4-metoxichalcona pela boa atividade apresentada contra Candida albicans apos 24
horas de incubacao. Além disso, nesse mesmo trabalho, foi observado que a 4'-amino-
4-metoxichalcona apresentou atividade superior em comparagcdo a 4’-amino-2,3-
dimetoxichalcona, resultado semelhante ao encontrado no presente estudo, ja que os
resultados das chalconas que apresentaram dois grupos metoxila foram menores ao
que a presenca de apenas um.

Ao comparar as posi¢gdes do grupo amino em chalconas sem substituicdes no
anel aromatico B, observa-se que a CHAL 2, que apresenta o grupo amino na posi¢cao
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meta, possui um potencial antifungico significativamente maior do que aquela com o
grupo amino na posi¢ao para. Esse resultado € coerente com o estudo de Garcia et
al. (2025), no qual foram avaliados derivados de 3’-aminochalconas com o anel B ndo
substituido. Nesse trabalho, os autores consideraram que, com base em testes
anteriores, a substituicdo na posicdo 3' do anel aromatico A era a mais favoravel ao
potencial antifungico dos compostos. Assim como no presente estudo, a posi¢ao meta
também se destacou como a mais promissora em relagao a atividade avaliada.

Em 48 horas a 0,1 mmol L', destaca-se que CHAL 2 apresentou a menor
porcentagem de crescimento, sendo estatisticamente diferente de todas as demais
chalconas testadas, o que indica sua maior atividade antifungica nesse tempo de
incubacao.

Em relagéo a porcentagem de inibigdo na concentragédo de 0,2 mmol L™, apds
24 horas, a chalcona sem substituintes apresentou o maior valor de inibicdo do
crescimento fungico (11,64 +4,3). Observa-se que a insergdo de um grupo amino no
anel aromatico A ndo promoveu aumento da atividade antifungica. No entanto, ao
comparar as posi¢des de substituigao, verifica-se que o grupo amino na posigao meta
resultou em inibigao significativamente maior do que aquele na posi¢cao para, com
porcentagem de inibigdo de 23,90 + 2,8 e 40,25 + 1,9, respectivamente.

Quanto a insergao do grupo metoxila, observa-se que sua adi¢ao na posi¢cao
para do anel aromatico B da 3’-aminochalcona ndao promoveu alteragéo significativa
na atividade antifungica, apresentando resultados estatisticamente semelhantes a
prépria 3’-aminochalcona. O mesmo padréao foi observado para a CHAL 2 e CHAL 2A,
indicando que essas modificagdes estruturais ndo alteraram significativamente a
porcentagem de crescimento do fungo.

Ainda em relagao a chalcona na concentracao de 0,2 mmol L™ apds 48 horas,
observa-se que a CHAL 2 e a CHAL 2A apresentaram as menores porcentagens de
crescimento fungico, 1502 + 6,9 e 1513 + 0,3, respectivamente, sendo
significativamente iguais entre si. Por outro lado, a CHAL 1, foi a que apresentou a
maior porcentagem de crescimento (38,97 £ 5,1), sendo estatisticamente diferente das
chalconas que apresentaram maior porcentagem de inibicdo de crescimento. Os
demais compostos, CHAL, CHAL 1A, CHAL 1B e CHAL 2B exibiram valores
intermediarios, sem diferencas estatisticas em relagdo a CHAL 1 nem entre si, 0 que

sugere um padrao de atividade antifUngica menos consistente e homogénea.
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7 CONCLUSAO

Neste trabalho, foi possivel sintetizar aminochalconas por meio da reagao de
condensacao de Claisen—Schmidt, embora tenham sido necessarios alguns ajustes
na metodologia. A caracterizagdo dos produtos obtidos foi realizada de forma
inequivoca por espectroscopia de RMN e determinacdo do ponto de fuséao,
confirmando a formagéo da ligagao vinilica e a auséncia de reagentes residuais nos
compostos finais.

Nos ensaios antioxidantes, observou-se que alguns derivados apresentaram
desempenho consistente, especialmente CHAL 2B, que se destacou pela capacidade
de atuar tanto por mecanismos de doacao de hidrogénio quanto de transferéncia de
elétrons.

Em relagdo a atividade antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus e
Escherichia coli, os compostos apresentaram eficacia moderada. Observou-se ainda
que sua atividade depende diretamente da posicdo e da quantidade de grupos
substituintes, da concentracao e do tempo de incubagcao, sem apresentar uma relagao
linear em fungdo dessas variaveis. Dessa forma, nao foi possivel identificar, com
clareza e significancia estatistica, qual chalcona se destacou de forma geral. Além
disso, ndo se verificou uma relagao direta entre a atividade antioxidante e a atividade
antimicrobiana dos compostos.

Nos ensaios antibiofilme, os resultados frente a Staphylococcus aureus foram
mais expressivos, com alguns derivados apresentando efeito mais pronunciado de
inibicdo do biofilme do que de inibicdo do crescimento bacteriano. Contra Escherichia
coli, a inibicdo do biofilme foi menos acentuada, mas presente em determinadas
condicdes experimentais.

O achado mais relevante foi obtido nos ensaios antifungicos contra Candida
albicans, nos quais a maioria dos compostos apresentou inibicdo significativa do
crescimento fungico. Este resultado, aliado a simplicidade estrutural e a versatilidade
quimica das aminochalconas, reforca o potencial dessas moléculas para o
desenvolvimento de novos agentes antifungicos e para futuras investigacbes da

relacao estrutura—atividade.
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ANEXO A- ESPECTROS DE RMN PARA A CHALCONA (em CDCl3, 400MHz)
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ANEXO A- ESPECTROS DE RMN PARA A CHALCONA (em CDCl;, 400MHz) - CONTINUAGAO
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ANEXO A- ESPECTROS DE RMN PARA A CHALCONA (em CDCl;, 400MHz) - CONTINUAGAO
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ANEXO A- ESPECTROS DE RMN PARA A CHALCONA (em CDCl;, 400MHz) - CONTINUAGAO
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ANEXO B- ESPECTROS DE RMN PARA A CHAL 1 (em CDCI;, 400MHz)
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ANEXO B- ESPECTROS DE RMN PARA A CHAL 1 (em CDCl;, 400MHz) - CONTINUAGAO
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ANEXO B- ESPECTROS DE RMN PARA A CHAL 1 (em CDCl;, 400MHz) - CONTINUAGAO
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ANEXO B- ESPECTROS DE RMN PARA A CHAL 1 (em CDCl;, 400MHz) - CONTINUAGAO
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ANEXO C- ESPECTROS DE RMN PARA A CHAL 1A (em CDCI3, 400MHz)

dHB =7,75 ppm & Ha =7,42 ppm
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ANEXO C- ESPECTROS DE RMN PARA A CHAL 1A (em CDCI3, 400MHz) - CONTINUAGAO
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ANEXO C- ESPECTROS DE RMN PARA A CHAL 1A (em CDCI3, 400MHz) - CONTINUAGAO
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ANEXO C- ESPECTROS DE RMN PARA A CHAL 1A (em CDCI3, 400MHz) - CONTINUAGAO
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ANEXO D- ESPECTROS DE RMN PARA A CHAL 1B (em CDClI3, 400MHz)
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ANEXO D- ESPECTROS DE RMN PARA A CHAL 1B (em CDCl3;, 400MHz) — CONTINUAGAO
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ANEXO D- ESPECTROS DE RMN PARA A CHAL 1B (em CDCIl3;, 400MHz) — CONTINUAGAO

.

- - -110

HSQC

95

- 100

-105

113

il

*w 120

125

'
.
8 (ppm)

0 Hag 135

‘;C3 OCH3 - 140

—_— -w -
- 145
' HoN OCH; 150

—155

|
|
|
. : . 130
I
I
|

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T ¥ T T T T ¥ T T T T T T T T T T T T T
83 82 81 80 79 78 77 76 75 74 73 72 71 7.0 6% 6.8 67 606 6.3 64 03 6.2 6.1
5 (ppm)



119

ANEXO D- ESPECTROS DE RMN PARA A CHAL 1B (em CDCIl3;, 400MHz) — CONTINUAGAO
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ANEXO E- ESPECTROS DE RMN PARA A CHAL 2 (em CDClI3, 400MHz)
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ANEXO E- ESPECTROS DE RMN PARA A CHAL 2 (em CDCI3, 400MHz) - CONTINUAGAO
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ANEXO E- ESPECTROS DE RMN PARA A CHAL 2 (em CDCI3, 400MHz) —- CONTINUAGAO
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ANEXO E- ESPECTROS DE RMN PARA A CHAL 2 (em CDCI3, 400MHz) - CONTINUAGAO
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ANEXO F- ESPECTROS DE RMN PARA A CHAL 2A (em CDCI;, 400MHz)

5 HB =776 ppm 5 Ha=7,37 ppm
3 (HB) =157 Hz 3Jp (Ha) =15,7 Hz
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ANEXO F- ESPECTROS DE RMN PARA A CHAL 2A (em CDCI3, 400MHz) - CONTINUAGAO
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ANEXO F- ESPECTROS DE RMN PARA A CHAL 2A (em CDCl3, 400MHz) — CONTINUAGAO
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ANEXO F- ESPECTROS DE RMN PARA A CHAL 2A (em CDCI3, 400MHz) - CONTINUAGAO
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ANEXO G- ESPECTROS DE RMN PARA A CHAL 2B (em CDCI3, 400MHz)
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ANEXO G- ESPECTROS DE RMN PARA A CHAL 2B (em CDCI3, 400MHz) - CONTINUAGAO
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ANEXO G- ESPECTROS DE RMN PARA A CHAL 2B (em CDCl3, 400MHz) - CONTINUAGAO
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ANEXO G- ESPECTROS DE RMN PARA A CHAL 2B (em CDCI3, 400MHz) - CONTINUAGAO
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ANEXO H- RESUMO DA ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA) PARA A ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DAS CHALCONAS EM
DIFERENTES CONCENTRAGOES SOBRE O DPPH

Concentragao GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 5 3574,6 714,93 412,73 5,4347.10"3
16 mmol L™ Residuo 12 20,8 1,73
Total 17 3595,4
Tratamento 5 2723,89 544,78 279,09 5,5709.10"2
14 mmol L™ Residuo 12 23,42 1,95
Total 17 2747,31
Tratamento 5 1497,86 299,572 93,001 3,5974.10°
12 mmol L™ Residuo 12 38,65 3,221
Total 17 1536,51
Tratamento 5 1691,87 338,37 172,48 9,6246.10"
10 mmol L™ Residuo 12 23,54 1,96
Total 17 1715,41
Tratamento 6 1670,82 278,471 65,539 1,9221.10°
8 mmol L™ Residuo 14 59,49 4,249
Total 20 1730,31

* GL: graus de liberdade; SQ: soma de quadrados; QM: quadrado médio; Fc: valor de F calculado; CV: coeficiente de variagao.
Fonte. A autora.
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ANEXO |- RESUMO DA ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA) PARA O EFEITO DAS CHALCONAS EM DIFERENTES
CONCENTRAGOES (0,1 MMOL L™ E 0,2 MMOL L"') E TEMPOS DE INCUBAGAO (24 H E 48 H) SOBRE O CRESCIMENTO DA
STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Concentragao Tempo GL SQ Qm Fc Pr>Fc
Tratamento 6 1408,72 234,787 23,794 1,3861.10°
24hrs Residuo 14 138,14 9,867
Total 20 1546,86
0,1 mmol L'
Tratamento 5 142,101 28,4202 7,9241 0,0016589
48hrs Residuo 12 43,038 3,5865
Total 27 185,139
Tratamento 6 1529,01 254,835 9,7733 0,00024594
24hrs Residuo 14 365,04 26,075
Total 20 1894,05
0,2 mmol L'
Tratamento 5 395,66 79,131 10,849 0,00040227
48hrs Residuo 12 87,52 7,294
Total 17 483,18

* GL: graus de liberdade; SQ: soma de quadrados; QM: quadrado médio; Fc: valor de F calculado; CV: coeficiente de variagéo.
Fonte. A autora.
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ANEXO J- RESUMO DA ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA) PARA O EFEITO DAS CHALCONAS EM DIFERENTES
CONCENTRAGOES (0,1 MMOL L™* E 0,2 MMOL L") E TEMPOS DE INCUBAGAO (24 H E 48 H) SOBRE O CRESCIMENTO DO
BIOFILME DA STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Concentragao Tempo GL SQ Qm Fc Pr>Fc
Tratamento 7 1,0652 0,152171 4,0531 4.1171.10°
24hrs Residuo 32 0,6904 0,21575
Total 39 1,7556
0,1 mmol L'
Tratamento 7 9,6163 1,37376 5,8074 0,00021052
48hrs Residuo 32 7,5697 0,23655
Total 39 17,1860
Tratamento - - - -
24hrs Residuo - - -
Total -
0,2 mmol L'
Tratamento 7 17,799 2,54266 6,1623 0,0001302
48hrs Residuo 32 13,204 0,41261
Total 39 31,002

* GL: graus de liberdade; SQ: soma de quadrados; QM: quadrado médio; Fc: valor de F calculado; CV: coeficiente de variagéo.
Fonte. A autora.
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ANEXO K- RESUMO DO TESTE DE DUNN PARA O EFEITO DAS CHALCONA EM 0,2MMOL L™ E 24H SOBRE O

CRESCIMENTO DO BIOFILME DA STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Comparagao p-ajustado para 48h
CHAL - CHAL 1 0.02706106
CHAL - CHAL 1A 1.00000000
CHAL 1 - CHAL 1A 1.00000000
CHAL - CHAL 1B 1.00000000
CHAL 1 -CHAL 1B 1.00000000
CHAL 1A- CHAL 1B 1.00000000
CHAL - CHAL 2 1.00000000
CHAL 1 -CHAL 2 0.19124716
CHAL 1A-CHAL 2 1.00000000
CHAL 1B - CHAL 2 1.00000000
CHAL - CHAL 2A 1.00000000
CHAL 1 - CHAL 2A 1.00000000
CHAL 1A - CHAL 2A 1.00000000
CHAL 1B - CHAL 2A 1.00000000
CHAL 2 - CHAL 2A 1.00000000
CHAL - CHAL 2B 0,09756638
CHAL 1 - CHAL 2B 1.00000000
CHAL 1A - CHAL 2B 1.00000000
CHAL 1B - CHAL 2B 1.00000000
CHAL 2 - CHAL 2B 0,56006003
CHAL 2A - CHAL 2B 1.00000000
CHAL — CONTROLE 0.00899054
CHAL 1 — CONTROLE 1.00000000
CHAL 1A - CONTROLE 0,48421762
CHAL 1B — CONTROLE 1.00000000
CHAL 2 - CONTROLE 0.07496140
CHAL 2A - CONTROLE 1.00000000
CHAL 2B - CONTROLE 1.00000000
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ANEXO L- RESUMO DA ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA) PARA O EFEITO DAS CHALCONAS NA CONCENTRAGAO DE
0,1 MMOL L™ E 0,2 MMOL L™' TEMPOS DE INCUBAGAO (24 H E 48 H) SOBRE O CRESCIMENTO DA E.COLI

Concentragao Tempo GL SQ Qm Fc Pr>Fc
Tratamento 5 300,00 60,0000 10,578 0,00045284
24hrs Residuo 12 68,07 5,672
Total 17 368,06
0,1 mmol L'
Tratamento 5 987,63 197,526 42,789 3,0688.10°7
48hrs Residuo 12 55,40 4,616
Total 17 1043,02
Tratamento 5 134,097 26,8194 5,935 0,0054674
24hrs Residuo 12 54,226 4,5189
Total 17 188,323
0,2 mmol L'
Tratamento 5 167,744 33,549 9,1751 0,00086902
48hrs Residuo 12 43,878 3,657
Total 17 211,622

* GL: graus de liberdade; SQ: soma de quadrados; QM: quadrado médio; Fc: valor de F calculado; CV: coeficiente de variagéo.
Fonte. A autora.
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ANEXO M- RESUMO DA ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA) PARA O EFEITO DAS CHALCONAS NA CONCENTRAGAO DE
0,1 MMOL L™ E 0,2 MMOL L' E TEMPOS DE INCUBAGAO (24 H E 48 H) SOBRE O CRESCIMENTO DO BIOFILME DA E.COLI

Concentragao Tempo GL SQ Qm Fc Pr>Fc
Tratamento 7 0,32215 0,046022 7,3174 2,9676.10°
24hrs Residuo 32 0,20126 0,006289
Total 39 0,52341
0,1 mmol L'
Tratamento - - - - -
48hrs Residuo - - -
Total - -
Tratamento 7 1,34857 0,192653 10,046 1,3981.10°
24hrs Residuo 32 0,51367 0,019177
Total 39 1,96224
0,2 mmol L'
Tratamento - - - - -
48hrs Residuo - - -
Total - -

* GL: graus de liberdade; SQ: soma de quadrados; QM: quadrado médio; Fc: valor de F calculado; CV: coeficiente de variagéo.

Fonte. A autora.
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ANEXO N- RESUMO DO TESTE DE DUNN PARA O EFEITO DAS CHALCONA EM 0,1 MMOL L™ EM 48H SOBRE O

CRESCIMENTO DO BIOFILME DA E.COLI

Comparagao p-ajustado
CHAL - CHAL 1 1,0000000
CHAL - CHAL 1A 1,0000000
CHAL 1 - CHAL 1A 1,0000000
CHAL - CHAL 1B 0,332668883
CHAL 1 -CHAL 1B 1,0000000
CHAL 1A- CHAL 1B 1,0000000
CHAL - CHAL 2 1,0000000
CHAL 1 -CHAL 2 1,0000000
CHAL 1A-CHAL 2 1,0000000
CHAL 1B - CHAL 2 1,0000000
CHAL - CHAL 2A 0,008099944
CHAL 1 - CHAL 2A 0,852986476
CHAL 1A - CHAL 2A 1,0000000
CHAL 1B - CHAL 2A 1,0000000
CHAL 2 - CHAL 2A 1,0000000
CHAL - CHAL 2B 0,9128416
CHAL 1 - CHAL 2B 1,0000000
CHAL 1A - CHAL 2B 1,0000000
CHAL 1B - CHAL 2B 1,0000000
CHAL 2 - CHAL 2B 1,0000000
CHAL 2A - CHAL 2B 1,0000000
CHAL — CONTROLE 00089421296
CHAL 1 — CONTROLE 1,0000000
CHAL 1A - CONTROLE 1,0000000
CHAL 1B — CONTROLE 1,0000000
CHAL 2 - CONTROLE 1,0000000
CHAL 2A - CONTROLE 1,0000000

CHAL 2B - CONTROLE

1,0000000
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ANEXO O- RESUMO DO TESTE DE DUNN PARA O EFEITO DAS CHALCONA EM 0,2 MMOL L™ EM 48H SOBRE O

CRESCIMENTO DO BIOFILME DA E.COLI

Comparagao p-ajustado
CHAL - CHAL 1 1,0000000
CHAL - CHAL 1A 1,0000000
CHAL 1 - CHAL 1A 1,0000000
CHAL - CHAL 1B 1,0000000
CHAL 1 -CHAL 1B 1,0000000
CHAL 1A- CHAL 1B 0,9128416
CHAL - CHAL 2 1,0000000
CHAL 1 -CHAL 2 1,0000000
CHAL 1A-CHAL 2 1,0000000
CHAL 1B - CHAL 2 1,0000000
CHAL - CHAL 2A 1,0000000
CHAL 1 - CHAL 2A 1,0000000
CHAL 1A - CHAL 2A 0,4497924
CHAL 1B - CHAL 2A 1,0000000
CHAL 2 - CHAL 2A 1,0000000
CHAL - CHAL 2B 1,0000000
CHAL 1 - CHAL 2B 1,0000000
CHAL 1A - CHAL 2B 1,0000000
CHAL 1B - CHAL 2B 1,0000000
CHAL 2 - CHAL 2B 1,0000000
CHAL 2A - CHAL 2B 1,0000000
CHAL — CONTROLE 1,0000000
CHAL 1 — CONTROLE 1,0000000
CHAL 1A - CONTROLE 0,4175374
CHAL 1B — CONTROLE 1,0000000
CHAL 2 - CONTROLE 1,0000000
CHAL 2A - CONTROLE 1,0000000
CHAL 2B - CONTROLE 1,0000000
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ANEXO P- RESUMO DA ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA) PARA O EFEITO DAS CHALCONAS EM DIFERENTES
CONCENTRAGOES (0,1 MMOL L™" E 0,2 MMOL L") E TEMPOS DE INCUBAGAO (24 H E 48 H) SOBRE DA C. ALBICANS.

Concentragao Tempo GL SQ Qm Fc Pr>Fc
Tratamento 6 1579,53 263,25 20,345 7,8524.10°
24hrs Residuo 14 174,11 12,437
Total 20 10732,03
0,1 mmol L'
Tratamento 6 1579,53 263,25 20,345 3,6395.10°
48hrs Residuo 14 181,16 12,94
Total 20 1760,69
Tratamento 6 3321,0 553,50 107,49 6,7759.10""
24hrs Residuo 14 72,1 5,15
Total 20 3393,1
0,2 mmol L'
Tratamento 6 1271,84 211,973 7,6047 0,00089484
48hrs Residuo 14 390,23 27,874
Total 20 1662,07

* GL: graus de liberdade; SQ: soma de quadrados; QM: quadrado médio; Fc: valor de F calculado; CV: coeficiente de variagéo.

Fonte. A autora
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