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Resumo

As chalconas estdo associadas a varias atividades biologicas, dentre as quais, podemos citar:
antioxidante,  antialérgica,  anti-inflamatéria,  anticarcinogénica,  antiulcerogénica,
vasodilatadora, antiespasmddica, antiplaquetaria, antimicrobiana e antiviral. A modificacdo
molecular de estruturas quimicas é uma das ferramentas mais utilizadas pela inddstria
farmacéutica para obtencdo de novos farmacos, dentro deste contexto houve o interesse de
sintetizar quatro chalconas, uma destas sem substituinte nos anéis arométicos, comparando-a
com chalconas que apresentam o 4tomo de bromo em sua estrutura. Avaliando também o
posicionamento deste substituinte no anel como carater comparativo. Desta maneira, neste
trabalho demonstramos a sintese e caracterizagdo por RMN de *H e 13C das seguintes chalconas:
1-Fenil-2-propen-3-fenil-1-ona  (CHAL), 1-(2-Bromofenil)-2-propen-3-fenil-1-ona  (o-
CHALBY), 1-(3-Bromofenil)-2-propen-3-fenil-1-ona (m-CHALBr) e 1-(4-Bromofenil)-2-
propen-3-fenil-1-ona (p-CHALBY). Todas foram obtidas com rendimento e pureza satisfatorios
através da condensacdo de Claisen-Schmidt, utilizando benzaldeido e derivados da
acetofenona. Além disto, estas chalconas foram avaliadas com respeito a sua atividade
antimicrobiana e antioxidante. Nos ensaios para a avaliacdo da atividade antimicrobiana, a
chalcona sem substituinte apresentou atividade contra espécies Gram positivas, essa atividade
foi ligeiramente aumentada pela presenca do bromo na posicéo orto, enquanto a presenca deste
halogénio na posicdo meta manteve a atividade apenas contra espécies S. aureus. O bromo na
posicdo para, aparentemente prejudicou a atividade antimicrobiana. J& a avaliacdo da atividade
antioxidante apresentou resultados positivos para as quatro chalconas. A chalcona sem
substituinte apresentou atividade antioxidante, que pode ser superada, em determinadas
concentracdes, substituindo o bromo na posi¢do orto. Porem a substituicdo do bromo nas
posi¢cOes meta e para aparentemente diminuem a atividade antioxidante. Para complementar,
foi realizado um estudo conformacional dos compostos com o emprego de calculos tedricos,
que foram desenvolvidos com o nivel de teoria HF/6-31G para os célculos de scan, M06-
2X/6311++G(2d, 2p) para as otimizacgdes e frequéncias, determinando as energias e geometrias,
e ainda MO06-2X/6-311++G(2d, 2p) para os célculos de NBO, determinando os efeitos
hiperconjugativos dos compostos. O pacote de programas utilizado foi o GAUSSIAN 09. Sendo
os programas PyMOL e GaussView 5 utilizados para a visualizacdo de estruturas e superficies.
Ao final destes calculos, foi possivel confirmar que a conformacédo de maior estabilidade para
todos os compostos estudados apresentou a carbonila e a dupla ligacdo vinilica arranjadas de
maneira s-cis. Sendo que o efeito hiperconjugativo foi o responsavel pela maior populacdo da
s-cis frente a s-trans.

Palavras chave: chalconas; analise conformacional; célculos teoricos; espectroscopia RMN;
atividade antioxidante; atividade antimicfrobiana.



Abstract

The chalcones are associated to several biological activities, among which we can mention:
antioxidant, antiallergic, anti-inflammatory, anticarcinogenic, antiulcerogenic, vasodilator,
antispasmodic, antiplatelet, antimicrobial and antiviral. The molecular modification of
chemical structures is one of the tools most used by the pharmaceutical industry to obtain new
drugs, within this context it was interesting to synthesize four chalcones, one of them without
substituent in the aromatic rings, comparing it with chalcones that present the atom of bromine
in structure. Evaluating also the positioning of this substituent in the ring as a comparative
character. Thus, in this work we demonstrate the synthesis and characterization by NMR of *H
and 33C of the following chalcones: 1-Phenyl-2-propen-3-phenyl-1-one (CHAL), 1- (2-
Bromophenyl) -2-propene -3-phenyl-1-one (m-CHALBr) and 1- (4-Bromophenyl) -2-
propenecarboxylate (0-CHALBr), 1- (3-Bromophenyl) -2-propen- -3-phenyl-1-one (p-
CHALBY). All were obtained in satisfactory yield and purity by condensation of Claisen-
Schmidt, using benzaldehyde and acetophenone derivatives. In addition, these chalcones were
evaluated with respect to their antimicrobial and antioxidant activity. In the tests performed for
the evaluation of antimicrobial activity, the chalcone without substituent showed activity
against Gram positive species, this activity was slightly increased by the presence of bromine
in the ortho position, while the presence of this halogen at the meta position maintained the
activity only against S. aureus species. The bromo in the para position, apparently impaired the
antimicrobial activity. The evaluation of the antioxidant activity presented positive results for
the four chalcones. The chalcone without substituent presented antioxidant activity, which can
be overcome, in certain concentrations, replacing bromine in the ortho position. However, the
substitution of bromo in the meta positions and for apparently decreases the antioxidant activity.
To complement, a conformational study of the compounds was carried out using theoretical
calculations, which were developed with the theory level HF / 6-31G for the scan calculations,
MO06-2X / 6311 ++ G (2d, 2p) for the optimizations and frequencies, determining the energies
and geometries, and also M06-2X / 6-311 ++ G (2d, 2p) for the NBO calculations, determining
the hyperconjugative effects of the compounds. The program package used was GAUSSIAN
09. The programs PyMOL and GaussView 5 are used for the visualization of structures and
surfaces. At the end of these calculations, it was possible to confirm that the conformation of
greater stability for all the studied compounds presented the carbonyl and the vinyl double bond
arranged in s-cis manner. As the hyperconjugative effect was responsible for the largest
population of s-cis versus s-trans.

Keywords: chalcone; conformational analysis; theoretical calculations; NMR spectroscopy;
antibacterial activity; antimicrobian activity
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1 INTRODUCAO

Os produtos naturais obtidos a partir de plantas sdo grandes aliados no desenvolvimento
de novos farmacos, o seu estudo sempre foi de grande valia, pois quando os farmacos nao sao
produzidos a partir destes produtos obtidos atraves de plantas, estes servem de inspiracdo para
producéo de substancias sintéticas (BARREIRO, 2009).

Na quimica dos compostos naturais, existem diversos produtos de origem vegetal sendo
estudados constantemente, dentre estes produtos hd uma grande classe que é formada por
diversos compostos, 0s quais sé@o produzidos por vegetais e que ndo atuam diretamente em seu
crescimento, conhecidos como metabdlitos secundarios. Esses metabdlitos, mesmo ndo
participando diretamente do crescimento e desenvolvimento dos vegetais, atuam na protecao
contra agentes externos, impedindo assim que prejudiquem seu crescimento (TAIZ, ZEIGER,
2013).

As chalconas, produzidas em vegetais, pertencem a esta classe de metabdlitos
secundarios, mais precisamente ao grupo dos flavonoides e sdo conhecidas como flavonoides
de cadeia aberta, devido a sua estrutura. Possuem uma grande variabilidade de compostos,
devido a possibilidade de modificacédo estrutural, com a insercdo de substituintes em seus anéis
aromaticos. Esta modificagdo estrutural interfere diretamente nas suas propriedades
farmacoldgicas (CESARIN, FERREIRA, DRAZ, 2011; JURCSAK, ZAMINI, 1999).

Dentre as propriedades farmacoldgicas das chalconas, podemos citar: antioxidante,
antialérgica, anti-inflamatéria, anticarcinogénica, antiulcerogénica, vasodilatadora,
antiespasmadica,  antiplaquetaria, antimicrobiana e antiviral (CHLUPACOVA,
OPLRTALOVA 2004). As chalconas tém sido objeto de estudo como potenciais farmacos
desde 1940 (AMBEKAR et al., 1961).

Séo encontradas na natureza, mas também sdo obtidas por sintese organica. Buscando
fundamentalmente obter compostos com potencial atividade bioldgica, houve o interesse em
sintetizar as chalconas: 1-fenil-2-propen-3-fenil-lona (CHAL); 1-(2-bromofenil)-2-propen-3-
fenil-1-ona (0-CHALBY); 1-(3-bromofenil)-2-propen-3-fenil-1-ona (m-CHALBr); e 1-(4-
bromofenil)-2-propen-3-fenil-1-ona (p-CHALBY). O presente trabalho da continuidade a um
estudo sobre a atividade antioxidante da 0-CHALBEr, realizado na dissertacdo: Sintese,
caracterizagdo, andlise conformacional e atividade antioxidante de analogos de chalconas

bromadas e hidroxiladas (SENS, 2014). Bem como tem 0 objetivo de analisar o efeito da
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mudanca de posi¢do do bromo nas diferentes posicdes do anel, fazendo-se assim um estudo das
chalconas m-CHALBr e p-CHALBr e compara-las a chalcona sem substituinte, (CHAL). Esse
trabalho também inclui um estudo conformacional e avaliacdo da atividade antimicrobiana

dessas quatro chalconas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 METABOLITOS SECUNDARIOS DO REINO VEGETAL

Os metabolitos secundarios sdo uma grande classe de compostos organicos, os quais sdo
produzidos nos vegetais e ndo apresentam funcao direta em seu crescimento e desenvolvimento,
por isso sdo chamados de compostos secundarios ou metabolitos secundarios (TAIZ; ZEIGER,
2013).

Estes metabolitos sdo divididos em trés grandes grupos: terpenos, compostos fenolicos
e compostos nitrogenados (TAIZ; ZEIGER, 2013) (Figura 1).

Figura 1 — Principais rotas de biossintese dos metab6litos secundérios e suas inter-relagdes com o
metabolismo primario.

co,
Fotossintese
METABOLISMO PRIMARIO DO CARBONO
Eritrose-A-fosfato o o 3-Fosfoglicerato
Fosfoenolpiruvato Piruvato (3-PGA)
Ciclo do écido Acetil-Cor—
tricarboxilico cetri-o
Aminoécidos alifaticos
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Ot? 9 4c1do maloénico mavalénico Rota do MEP
chiquimico
Amino’écl:idos Produtos secundarios
Areiualicos nitrogenados
p o
s Terpenos
fenolicos s

METABOLISMO SECUNDARIO DO CARBONO

Fonte:
Adaptada de TAIZ; ZEIGER, 2013.

Os terpenos séo sintetizados a partir da acetil-CoA, através da rota do 4cido mevaldnico
ou do metileritritol fosfato (MEP); os compostos fendlicos a partir do &cido chiquimico e do
acido maldnico; e os compostos nitrogenados a partir de aminoacidos (TAIZ; ZEIGER, 2013)
(Figura 1).

Dentre os metabdlitos secundarios produzidos a partir de plantas, neste trabalho relata-

se um estudo de algumas substancias que fazem parte do grupo dos compostos fendlicos. Trata-
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se de um grupo heterogéneo, pois as plantas produzem aproximadamente dez mil compostos
secundarios que contem um grupo fenolico. Esses compostos sdo sintetizados por diferentes
rotas e por isso constituem um grupo quimicamente tdo heterogéneo (Figura 2) (TAIZ;
ZEIGER, 2013; STANTON, 2008).

Figura 2 — Apresentacdo das duas rotas basicas na sintese dos compostos fendlicos.

Eritrose-4-fosfato Acido fosfoenolpiravico
(resultante da rota (resultante da glicolise)
da pentose-fosfato)

Rot'a d? éf:ido Acetil-CoA
chiquimico

Fenilalanina [3] Rota ;io z.icido
mal6énico
Acido cinamico [3]

Acido
galico l
Taninos (][] [@—«—@)] “ondticon
hidrolisaveis Compostos fenélicos simples Flavonoides variados
[@—<], [@-@]
Lignina Taninos condensados

Fonte:
Adaptada de TAIZ; ZEIGER, 2013.

Das duas principais rotas de sintese, a que produz um maior nimero de compostos é a
rota do acido chiquimico. Sendo assim, os compostos fendlicos mais abundantes em plantas
derivam de um aminoacido conhecido como fenilalanina, que é um dos intermediarios nessa
biossintese (Figura 3). A biossintese ocorre pela eliminacdo de uma molécula de aménia da
fenilalanina, formando o acido cindmico, essa reacdo € catalisada pela enzima fenilalanina
amonia liase (FAL), a atividade enzimética da FAL é diretamente proporcional a sintese dos
compostos fendlicos, pois a atividade enziméatica aumenta quando ocorrem variagfes em fatores
ambientais, como por exemplo: sazonalidade, indice pluviométrico, nivel de radiacdo
ultravioleta, aumento de poluentes atmosféricos, invasdo por fungos ou um baixo nivel de
nutrientes, faz com que a producdo de compostos fenolicos aumente (TAIZ; ZEIGER, 2013).
Estudos realizados por Harborne (1980) mostram que a atividade da enzima FAL, também esta
ligada com a idade da planta, sendo mais ativa em folhas velhas ou totalmente expandidas, ja
que a maioria das folhas adultas tem maiores teores de compostos fenolicos necessarios para

fotoprotecdo, e também protecdo contra patdgenos e herbivoros. Através da correlagdo entre
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fatores ambientais e a producdo dos metabdlitos secundarios nesta biossintese, pode-se perceber
a importancia desses metabdlitos que mesmo ndo possuindo funcéo direta com o crescimento
das plantas, possuem fungfes de suma importancia, sem as quais ndo seria possivel seu
desenvolvimento. Dentre essas fungdes podemos citar, a prote¢do contra a incidéncia de raios
ultravioletas e visivel, protecdo contra insetos, fungos, virus e bactérias. Atuando também como
antioxidantes, no controle hormonal das plantas e na atracdo de animais com a finalidade da
polinizagédo (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Apobs a desaminacdo da fenilalanina e a formacgdo do acido trans-cindmico, as vias
subsequentes envolvem reagOes de hidroxilagdo, que quando ocorrem na posigdo para
fornecem o acido p-cumarico, dependendo da série de hidroxilacdes e metilacdes nessa etapa
ocorre a a formacao de acido cumarico, acido cafeico, acido feralico e outros fenilpropanoides

simples.

O é&cido p-cumarico € o precursor de derivados hidroxilados, como a umbeliferona, mas
neste estudo sua rota biosintética de interesse ocorre atraves da sua esterificacdo, formando seu
tioéster (4-cumaroil), que juntamente com a coenzima A (CoA) formam p-cumaroil-CoA, que
além de precursores de lignina, sdo responsaveis pela biossintese das chalconas, através da
condensacdo com trés moléculas de malonil-CoA. Esta reacdo de formacdo das chalconas
ocorre a partir da enzima chalcona sintase (CHS) tdo importante quanto a FAL, pois € necessaria
para que ocorra a formacdo de importantes flavonoides, como isoflavondides, flavondis,
antocianinas e taninos condensados. As chalconas entdo sofrem isomerizagdo para formacgéo
das flavanonas, que atraves da hidroxilacdo produzem os flavonois (Figura 3). Sendo assim,
pode-se concluir que as chalconas pertencem a classe dos flavonoides, sendo consideradas
flavonoides de cadeia aberta devido a sua estrutura, e sdo intermediarias na biossintese de todos

0s outros compostos que pertencem a classe de flavonoides (TAIZ; ZEIGER, 2013).
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Figura 3 — Esquema da biossintese de compostos fendlicos a partir da fenilalanina
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Fonte: Adaptada de TAIZ; ZEIGER, 2013.

2.2 CLASSE DOS FLAVONOIDES

Dentre as diversas classes de compostos fendlicos, os flavonoides sdo a mais expressiva,
por consistir na maior das classes, com compostos que possuem diversidade estrutural. O nome
deriva do latim, onde “flavus” quer dizer amarelo, sendo esse 0 seu principal pigmento, mesmo
a flavona apresentando-se incolor e alguns flavonoides possuindo uma leve variagéo de cor
(LOPES et al., 2000).

Estes numerosos compostos fendlicos estdo largamente distribuidos na natureza, mais
especificamente no reino vegetal, e tém sido objeto de inUmeros estudos devido a variabilidade
e importancia de suas propriedades farmacoldgicas que os fazem atuar sobre os sistemas
bioldgicos (SOARES, 2002; TAIZ; ZEIGER, 2013).

Séo sintetizados a partir de produtos das rotas do acido chiquimico e do acido maldnico.
Contem quinze carbonos (C6-C3-C6), organizados em dois anéis aromaticos, conectados por
um anel heterociclico. Os carbonos sdo numerados como descrito na Figura 4, que mostra a

estrutura de um flavonoide resultante de duas rotas biosintéticas (TAIZ; ZEIGER, 2013).
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Figura 4 — Estrutura bésica dos flavonoides.
A partir da rota do acido 3’

chiquimico via fenilalanina
[ 53] 2°
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(@]

Fonte: Adaptada de TAIZ, ZEIGER, 2013.

Dentre as propriedades farmacologicas dos flavonoides, é importante citar os efeitos
antioxidantes que se trata da area em que se concentra a maior quantidade de estudos,
antialérgica,  anti-flamatoria,  anticarcinogénica,  antiulcerogénica, vasodilatadora,
antiespasmadica, antiplaquetaria e também as acdes antimicrobiana, e antiviral. Tendo em vista
todas essas propriedades farmacoldgicas e levando em consideracdo que a sintese desses
compostos ndo ocorre na espécie humana, cabe ao homem ingeri-los através de uma dieta
balanceada, rica em frutas, verduras, sementes, azeite, chas, mel, vinho tinto, dentre outros
(LOPES et al., 2000; FLOREZ et al., 2002; CLIMENT et al., 2004; REBELLO, 2005; VOLP;
RENHE; STRINGUETA, 2008.).

Os flavonoides, devido a se tratar de uma classe de compostos com diversidade
estrutural e grande numero de componentes, se subdivide em sete classes (Figura 5). Dentre as

quais, uma das subdivis@es € a classe das chalconas, objeto de estudo do presente trabalho.
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Figura 5 — Classificacéo dos flavonoides.
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Fonte: Adaptada de MIDDLETON; KANDASWAMI; THEOHARIDES, 2000.

2.3 CHALCONAS

Normalmente as chalconas sdo bem abundantes em plantas, e na grande maioria das
vezes em que estdo presentes nos vegetais, € comum também a presenca de flavanonas, isso se
deve ao fato das chalconas serem convertidas em flavanonas em uma reacéao estereoespecifica
catalisada pela enzima chalcona isomerase (Figura 3), por existir esta estreita relacdo estrutural
e biogenética entre elas, ndo se costuma encontrar somente um desses compostos isolados
(SHAIK; VIDYA; AFZAL, 2015).

As chalconas, biologicamente classificadas como uma classe de compostos pertencentes
a familia das fitoalexinas, que sdo compostos quimicos de baixo peso molecular com
propriedades antimicrobianas produzidas pelas plantas, (OSORIO et al., 2012) quimicamente,
sdo classificadas como flavonoides de cadeia aberta, por ndo possuirem o anel piranico C
(Figura 4). Dessa forma sdo definidas como cetonas aromaticas «, f-insaturadas, constituidas
por dois anéis aromaticos conectados por trés carbonos com um sistema a, S-insaturado (Figura
6) (AVILA et al.,2008).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Composto_qu%C3%ADmico
https://pt.wikipedia.org/wiki/Peso_molecular
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Séo compostos que além de produzidos por plantas, também sdo obtidos em laboratdrio,
através de sintese organica, tema que € muito relatado na literatura, os registros mostram que
primeiro as chalconas foram sintetizadas em laboratdrio, aproximadamente no final dos anos
1800, para que s6 muito tempo depois pudesse ser feito o isolamento a partir dos compostos
naturais em 1910 (SHIMOKORIYAMA, 1962).

Figura 6 — Estrutura molecular de uma chalcona nao substituida.

Fonte: A autora.

Ao observar a estrutura molecular da chalcona, dois conformeros devem ser
considerados, no que se diz respeito a rotacdo da ligacdo sigma, que se localiza entre o carbono
carbonilico e a insaturacdo que liga os dois anéis aromaticos (Figura 6), a rotacdo desta ligacéo,
permite a conformacdo: s-cis e s-trans (Figura 7). Os compostos que possuem a ligagéo «, -
insaturada tem o conférmero s-trans considerado como de maior estabilidade, nas chalconas o
produto majoritario isolado é o conférmero s-trans, que em diversos estudos foi considerado
mais estavel termodinamicamente, porém ao analisarmos esta conformacdo verificamos que
pode existir um impedimento estérico entre os atomos de hidrogénio, fazendo com que o
conformero ndo seja totalmente plano. Estudos investigaram a maior estabilidade da
conformacao s-trans em relacdo a s-cis, devido aos efeitos estéricos, entre a carbonila e o anel
aromatico adjacente (anel A, Figura 7) que fazem com que a configuracdo s-cis perca
estabilidade (BUTTERWORTH; 1996). Em contrapartida a conformagao s-cis apresentar um
impedimento estérico entre a carbonila e o anel aromético B (Figura 7). Devido a estas
consideracdes, faz-se necessario um estudo detalhado de uma analise conformacional quando
ocorre a insercdo de substituintes nos anéis aromaticos (HIJOVA, 2006; KOZLOWSKI, et al.,
2007)

Figura 7 — Equilibrio conformacional s-cis e s-trans de chalconas.
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s-cis s-trans
Fonte: Adaptada de KOZLOWSKI, et al., 2007.

As chalconas de origem vegetal sdo sempre substituidas, e possuem um fator de
diversificacdo, quanto a natureza e posi¢do dos substituintes, que podem estar presentes em
ambos anéis aromaticos, das mais variadas formas. Os substituintes mais comuns encontrados
nas chalconas de origem vegetal séo hidroxilas, metoxilas, O-glicosilas, C-glicosilas e C-
alquilas, distribuidos nas posi¢Ges orto, meta e para (respectivamente nas posicoes 2, 3, ou 4)
(KOZLOWSKI et al., 2007).

A natureza dos substituintes, como por exemplo a eletronegatividade, bem como sua
posicdo, faz com que possa-se classificar as interacdes estruturais, os efeitos estéricos, os efeitos
eletrénicos e identificar diferentes interacdes como efeitos estéricos e efeitos eletrdnicos
(ROZADA, 2015). Tanto a mudanca do posicionamento quanto o tipo dos substituintes implica
em alteragdo direta nas propriedades farmacoldgicas apresentadas pelas chalconas
(KOZLOWSKI et al., 2007). Isto faz com que a modificacdo molecular de estruturas quimicas,
seja uma das ferramentas mais utilizadas pela indastria farmacéutica, para o estudo de
compostos bioativos (CARVALHO et al., 2003).

A modificacdo molecular da estrutura quimica, aliada a avaliagdo das propriedades
farmacoldgicas das chalconas, ja foram objeto de estudo de muitas pesquisas, dentre estas
propriedades podemos citar as antioxidante, antialérgica, anti-flamatoria, anticarcinogénica,
antibacteriana, antimicrobiana e antiviral (DEVIA; PAPPANO; DEBATISTA 1998; HASSAN,
2011).

2.4 SINTESE DE CHALCONAS

As chalconas de origem natural tém um fato muito interessante de diversificacdo quanto
a natureza das posic¢des dos substituintes, que podem estar presentes em qualquer um dos dois
aneéis aromaticos. Varios substituintes podem ser observados, podendo ocupar as posigdes orto,

meta ou para dos anéis. Através da sintese organica é possivel produzir as chalconas com 0s
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substituintes especificos de interesse de estudo, de forma simples e relativamente rapida.

Podendo-se trabalhar com uma enorme variedade de substituintes.

A literatura descreve alguns métodos para a sintese das chalconas, como a reagdo de
Suzuki, ou a utilizacdo de irradia¢do ultra sbnica, porém as reacGes de condensagdo de Claisen-
Schmidt mostram-se a estratégia sintética mais utilizada, portanto sera 0 método adotado nesse
trabalho. O convencional para esse tipo de reacao alddlica cruzada é a utilizacdo de uma base
catalitica, um periodo de reacdo que varia de 2 a 24 horas que ira depender dos substituintes

nos anéis aromaticos, fornecendo um bom rendimento do produto (CLIMENT et al., 2004).

As condensacfes aldolica cruzadas sdo possiveis quando um componente ndo tem
hidrogénio o e, consequentemente € incapaz de formar um ion enolato e sofrer
autocondensacdo (SOLOMONS; FRYHLE, 2012).

A reacdo realizada neste trabalho faz a utilizacdo de uma cetona, (para cada sintese
foram utilizados derivados de acetofenona), combinada com o benzaldeido, sob catalise basica
utilizando hidroxido de sdédio. Essa condensacgéo alddlica cruzada, leva a formacéao da ligacdo
C = C, da chalcona (cetona a,B—insaturada). A Figura 8 esta representando a reacdo geral de

formacdo de uma chalcona, neste caso, sem substituintes nos anéis A e B.

Figura 8 — Reacgdo geral de uma condensacéo de Claisen-Schmidt, para formacdo de uma chalcona (1,3

difenil-2-propeno-1ona).
O C
NaOH
T T O |

o}

Acetofenona Benzaldeido Chalcona

Fonte: A autora.

2.5 ATIVIDADE BIOLOGICA

As chalconas, sejam sintetizadas ou isoladas da natureza, sdo constituidas por dois anéis
aromaticos, como ja citado anteriormente. Apresentam um sistema extenso de deslocalizacédo
eletronica, pois estes anéis sdo conectados por de trés carbonos com um sistema «, B-insaturado.
A deslocalizacdo eletrénica confere ao sistema baixo potencial redox, tornando os compostos
mais susceptiveis a reacdes de transferéncia de elétrons (PATIL; MAHAJAN; KATTI, 2009).
Pode-se também substituir um ou mais 4&tomos de hidrogénio presentes nos aneis aromaticos

por qualquer outro grupo ou simplesmente, pode-se utilizar o mesmo substituinte em diferentes
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posicdes nos aneis. Estas caracteristicas fazem com que as chalconas exibam uma diversificada
gama de atividades bioldgicas (NOWAKOWSKA, 2007). Devido a esses fatores, se tornam

substancias atraentes para a quimica medicinal.

As chalconas séo alvo de varios estudos de isolamento, identificagdo e investigacao de
propriedades biologicas e farmacoldgicas. Como a analise de substancias com propriedades
farmacologicas é bastante demorada e na maioria das vezes dificil, uma vez obtido um
composto biologicamente ativo, pode-se otimizar sua atividade fazendo uma modificacdo
molecular ( WERMUTH, 1996). As alteracdes estruturais dessas chalconas, aliadas aos estudos
conformacionais e atividades bioldgicas podem aumentar o desenvolvimento de compostos
com propriedades farmacoldgicas que atuam em sistemas bioldgicos de maneira eficiente e sem
danos colaterais, que vdo desde tonturas, indisposicdo e dores de cabeca, ate danos
cardiovasculares e acidentes vasculares cerebrais (DIMMOCK et al., 1998; DIMMOCK et al.,
1999; DIMMOCK et al., 2002; DIMMOCK et al., 2003).

2.5.1 Atividade antioxidante

Atomos ou moléculas que possuem elétrons emparelhados sdo estaveis, ou seja, como
cada orbital pode ter no méximo dois elétrons com spins em direcdes opostas, é necessaria a
presenca de elétrons emparelhados em sua drbita externa para que a molécula seja estabilizada.
Os radicais livres se formam devido a possuirem um ou mais elétrons ndo emparelhados em
seus Ultimos orbitais atbmicos, portanto instaveis, de maneira geral isto ocorre pela perda ou
ganho de elétrons (oxirreducdo). O metabolismo do oxigénio, durante a respiracdo e producao
de energia mitocondrial, gera espécies reativas de oxigénio (EROS), o termo EROS
corresponde a um diverso grupo de intermediarios reativos formados no processo de reducao
incompleta do 0, nas mitocéndrias para formar a agua, gerando espécies que apresentam alta
reatividade para outras biomoléculas, principalmente lipidios, proteinas das membranas
celulares, e 0 DNA, comprometendo suas fungdes, sendo associados a diversas doencgas, que
vdo desde lesdo inflamatoria ao infarto do miocardio e ao céncer, devido a estes
comprometimentos, existe uma importante atencdo aos estudos relacionados a compostos que
possuem atividade antioxidante, com a finalidade de minimizar os danos causados aos
organismos vivos (DROGE, 2002). O grande interesse sobre a atividade antioxidante &, devido
a habilidade em sequestrar e reduzir a formacéo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(RAMALHO; JORGE 2006).
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Nem todos os compostos estudados, que possuem esse tipo de atividade bioldgica
podem ser usados para 0 consumo humano, pois devem atender a alguns critérios tais como:
eficicia em baixas concentra¢des; auséncia de efeitos indesejaveis na cor, no odor, no sabor e
em outras caracteristicas; facil aplicacdo; estabilidade nas condi¢cBes de processo e
armazenamento; além disso, o subproduto formado néo pode ser toxico e seus efeitos colaterais

devem ser minimos e menos prejudiciais possiveis (RAMALHO; JORGE, 2006).

A defesa fornecida pelos sistemas antioxidantes € crucial para a sobrevivéncia dos
organismos, que mesmo em pequenas concentracdes impedem a oxidagdo, porém existem
compostos que possuem uma atividade extremamente baixa, devendo assim estar presente em
grandes concentracdes, desta forma irdo contribuir significativamente para a atividade
antioxidante total de um sistema (DROGE, 2002).

O p-caroteno e as vitaminas A, C e E, devido ao alto poder redutor, s&o compostos
conhecidos e foram muito estudados quanto a avaliacdo da atividade antioxidante, pois
proporcionam protecdo contra a oxidacdo no meio aquoso celular JAYAPRAKASHA,; PATIL,
2007; KLIMCKAC et al., 2007; KRINSKY, 1998) e quanto a possivel prevenc¢do de cancer e
doengas cardiovasculares (KRINSKY; PEACOCKE; RUSSELL, 1996; KRINSKY, 1998).
Polifenois em geral tem grande poder de neutralizar as moléculas de radicais livres, devido ao
poder redutor do grupo hidroxila aromatico que reduz radicais livres reativos, captando radicais
de alcoxila (RO* ), alquilperoxila (ROO¢ ), superoxido (O2¢ ), hidroxila (HO* ), 6xido nitrico
(NOe¢ ) ¢ o oxidante peroxinitrito (ONOO~ /ONOOH). (JAYAPRAKASHA,; PATIL, 2007,
KLIMCKAC et al., 2007).

Middleton e Kandaswami (1994) estudaram a atividade antioxidante dos flavonoides
presentes nos vegetais. Os EROs que podem ser eliminados, ou a formacgéo pode ser inibida

pelos flavonoides sdo mostrados no quadro a sequir.

Quadro 1 — Espécies reativas de oxigénio que podem ser eliminadas, ou ter a formacéo inibida por

flavonoides.
Produto da redugdo da molécula de 0,, por um Unico elétron, sua geragao ocorre principalmente
0; na cadeia de transporte de elétrons mitocondrial Produzido por fagocitos, formados em reac6es
de auto oxidacdo e gerados por oxidases.

HO; Forma protonada de O,.

Produto de reducdo de dois elétrons de 0, formado a partir de 05 (HO5). Por dismutacéo ou
H,0, diretamente de O, . Reatividade de 05 . e H,0, é amplificado na presenca de proteinas heme.

(continua)
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(continuacéo)

OH Produto de reducdo de trés elétrons de 0, gerado pela reacdo de Fenton, reacdo de Haber-Weiss
catalitica de metal de transicdo (ferro, cobre); também formado pela decomposicdo de
peroxinitrito produzido pela reagéo de 05 . com NO, (radical de 6xido nitrico)

RO’ Exemplo: radical lipidico (LO°).

ROO° Exemplo: radical peréxido lipidico (LO0°®) produzido a partir de hidroperdxido organico (por
exemplo, hidroperdxido lipidico, LOOH), ROOH por abstracdo de hidrogénio.

1o, Singleto de oxigénio.

Fonte: Adaptada de Kandaswami , Middleton 1994.

O mecanismo de reagédo dos flavonoides como agentes antioxidantes consiste em deixar
que o radical livre, capture um de seus a&tomos de hidrogénio ativo, estabilizando assim o novo
composto formado. Este tipo de mecanismo € caracterizado como primario, dentro da
subdivisdo de agentes antioxidantes. Por sua vez o radical antioxidante formado a partir da
perda de um hidrogénio, possui baixa reatividade, e é estabilizado por ressonancia, e ndo inicia
outras reacdes de propagacao de radicais livres (KANDASWAMI; MIDDLETON, 1994).

A capacidade das chalconas atuarem como aceptores de EROs é objeto de estudo de
diversos trabalhos, mas na grande maioria das vezes relacionam este efeito apenas a presenca
de grupamentos hidroxila em um ou nos dois anéis aromaticos. O efeito também ¢ atribuindo a
sua estrutura, que apresenta uma caracteristica de suma importancia quando se trata de agentes
antioxidantes, ser capaz de doar elétrons sem perder a estabilidade, suportando a deslocalizacéo
em torno do sistema aromatico, devido ao seu sistema conjugado estendido (CERQUEIRA,
MEDEIROS, OHARA, 2007).

Patil e MAhajan (2009) descrevem o mecanismo antioxidante de chalconas fendlicas
dissubstituidas, onde o atomo de hidrogénio é removido por radicais livres e posteriormente sdo

formadas espécies inativas (Figura 9).
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Figura 9 — Mecanismo antioxidante para chalconas fendlicas dissubstituidas (orto e para). Orto
substituido (a), orto-semiquinona (b), orto-quinona (c), para-substituido (d), para-semiquinona
(e), para-quinona (f).
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Fonte: Adaptada de Pati, Mahajan, 2009.

Bons resultados relacionados a atividade antioxidante, foram relatados no trabalho de
Sivakumar, Prabhakar e Doble (2011) que avaliaram algumas chalconas quanto a capacidade

aceptora de radicais, para isto foi realizada a insercéo de um grupo hidroxila (OH).
2.5.2 Determinagdo da Atividade Antioxidante pelo Método do DPPH

Existem muitos métodos para determinar a atividade antioxidante de substancias, e
alguns critérios devem ser analisados para que ocorra 0 melhor aproveitamento de metodologia
para com o objeto de estudo, € importante realizar uma boa revisdo bibliografica, a fim de
analisar moléculas que possuam uma relevancia bioldgica, procurar um método de
determinacdo relativamente simples e de baixo custo, principalmente em investigacOes
preliminares e que possua mecanismos quimicos bem definidos. A avaliacdo da atividade
antioxidante pelo método de DPPH é a uma das mais utilizadas, foi desenvolvida por Blois
(1958).

Neste trabalho, a avaliagdo da atividade antioxidante foi realizada pelo método de DPPH
que se baseia na transferéncia de elétrons, na capacidade do DPPH em reagir com doadores de

hidrogénio por acdo de um antioxidante, ou uma espécie radicalar, como nos processos de
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oxirredugéo. O radical DPPH* (2,2-Difenil-1-picrilhidrazil) que apresenta a coloragéo purpura,
ao ser misturado a solu¢do com uma substancia que pode doar um atomo de hidrogénio da
origem a forma reduzida 2,2-Difenil-1-picrilhidrazina qual apresenta a coloracdo amarela, o
que pode ser facilmente detectado por espectroscopia pelo decréscimo da absorbancia, devido
a sua intensa absorcdo na regido visivel, com a posterior perda de coloracdo. (BONDET;
BRAND-WILLIAMS; BERSET, 1997) O radical DPPH*®, bem como a sua forma estavel, estdo

representados na figura a seguir.

Figura 10 — Radical DPPH* e DPPH-H.

0N NO, O,N NO,
. - — H °
_N + H-A _N + A
N N
NO,

NO,

DPPH* DPPH
2,2-Difenil-1-picrilhidrazil 2,2-Difenil-1-picrilhidrazina
Cor purpura Cor Amarela

Fonte: A autora

2.5.3 Determinacdo da Atividade Antimicrobiana

A utilizacdo de plantas como recurso terapéutico é uma realidade desde os primordios.
A industria farmacéutica se inspira em alguns produtos naturais para desenvolver novos
medicamentos, uma grande exigéncia hoje é formular produtos seguros, menos nocivos e com
caracteristicas préximas a de produtos naturais. O estudo de novos ativos busca oferecer um
produto que possua efeito farmacoldgico, sem possuir efeitos colaterais severos, como efeitos
cardiocirculatorios ou que prejudiquem diretamente o sistema nervoso (HOSTETTMANN;
QUEIROZ; VIEIRA, 2008; PACKER e LUZ, 2007). Existe uma enorme quantidade de
substéncias catalogadas que possuem atividade antimicrobiana, e 0s estudos com novas
substancias vem crescendo, desta forma constantemente compostos que apresentem esta
atividade em potencial sdo descobertos, porém apenas uma pequena parte destas substancias
séo efetivamente utilizadas (HALL, 2004).

Um namero aproximado de 8000 substancias que possuem atividade antimicrobiana sdo
estudadas a cada ano, 0 motivo da pequena utilizacdo, se deve ao fato do processo de
desenvolvimento de novos farmacos, seguir um planejamento prévio e extremamente rigoroso
de varias etapas, que conta com modificacbes moleculares (sinteses), estudos qualitativos e

quantitativos das relacfes estruturais com a atividade, além dos estudos via modelagem
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molecular das estruturas quimicas. Apos esses processos € feita a otimizacao, e este prototipo
devera ser avaliado quanto aos parametros farmacocinéticos e toxicoldgicos, para entdo ser um
candidato a novo farmaco. Na sequéncia, sdo realizadas as trés fases de ensaios clinicos, e
somente se ocorrer a aprovacdo em todas e feita uma solicitacdo de nova aplicacdo como
farmaco. Assim, os candidatos a novos farmacos muitas vezes ndo atendem aos requisitos
minimos para 0 emprego terapéutico. Paralelo a isto, existe resisténcia bacteriana aos diferentes
antibidticos, antigamente esta resisténcia ocorria somente em ambiente hospitalar, mas desde
entdo pode estar associada a inimeros ambientes, inclusive atingindo individuos saudaveis
(HALL, 2004).

A cada 30.000 moléculas sintetizadas, 20.000 (66,7%) entram na fase de estudos pre-
clinicos, 200 (0,67%) entram na fase I de estudos clinicos; 40 (0,13%) passam para a fase II,
12 (0,04%) entram na fase Il e somente 9 (0,027%) sdo aprovados pelos érgdos regulatorios.
Além destes dados, é importante mencionar que apenas 1 medicamento é aprovado (0,003%) e
satisfaz 0 mercado, e em funcdo disso, traz retorno para a industria que o desenvolveu
(CALIXTO; SIQUEIRA 2008).

Existem muitos relatos na literatura, referentes a atividade antimicrobiana das
chalconas, dando énfase que a atividade antibacteriana est4 associada a reatividade da funcéo
cetona a,f-insaturada (LOPEZ et al., 2001; YAZDAN et al., 2015) ou também que interferem
com a parede celular bacteriana (SIVAKUMAR; PRYA; DOBLE, 2009), por esta se ligar aos
grupamentos tiol das proteinas, fazendo com que a biossintese da parede celular do
microrganismo seja inibida. Em sua maioria, as chalconas atuam inibindo microrganismos
Gram-positivos, porém algumas chalconas apresentaram inibicdo de microrganismos Gram-
negativos também (OPLETALOVA, 2000) Ja foram relatadas inibi¢cbes para bactérias:
Micrococcus luteus, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus (ALCARAZ et al., 2000),
Escherichia coli (ALVAREZ et al., 2004), dentre outras.

As chalconas tém sido bastante estudadas em relacdo ao potencial antibacteriano,
pesquisadores estdo isolando, sintetizando ou modificando chalconas com esta atividade
bioldgica (NIELSEN et al. 2004; NIELSEN et al. 2005). Retrochalconas, (Figura 11), foram
isoladas e avaliadas quanto ao seu potencial efeito antibacteriano no estudo de Haraguchi et al.,
(1998), sendo que todas licochalconas inibiram o crescimento de bactérias Gram-positivas. A
licochalcona A e C mostraram um pequeno efeito sobre o crescimento de fungos, mas a

licochalcona A mostrou a atividade antibacteriana mais potente. Os efeitos da licochalconas A
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e C sobre macromoléculas (DNA, RNA e proteina) foram testados, mostrando potente atividade
inibidora antibacteriana e respiratoria, na oxidacdo de NADH pela cadeia respiratoria das
fracBes de membrana preparadas a partir de varias células bacterianas, ambas foram inibidores

eficazes de NADH oxidase bacteriana. Suas concentraces inibitorias foram de 50%.

Figura 11 — Estrutura das Retrochalconas isoladas. 1. Licochalcona A, 2. Licochalcona B, 3 licochalcona
C, 4. Licochalcona D.
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OH

OH

HO
HO. OH

‘ OCH3
OCH,

0 0

Licochalcona A LicochalconaB

LicochalconaC LicochalconaD

Fonte: Adaptada de HARAGUCHI et al., 1998.

Derivados da licochalcona foram sintetizados e estudados, na pesquisa de Nielsen et al.
(2004), a hidroxila foi substituida pelo flior no anel A (adjacente a Carbonila) e pelo acido
carboxilico no anel B. Esta nova mudanca molecular ndo obteve sucesso quanto a atividade
antimicrobiana, e foi concluido pelo Nielsen et al. (2004), que é essencial para atividade
antibacteriana a hidroxila no anel A associado a substituintes lipofilicos no anel B. A
substituicdo da hidroxila (anel A) pelo grupo 4-carboxi, forneceu um composto mais ativo,
hidrossoltvel, menos toxico, e bacteriostatico. Outra modificagdo molecular que apresentou
atividade antibacteriana, estudada por Nielsen et al. (2005), foi a insercdo de grupamentos

volumosos na posicao 4°do anel A.

Estudos realizados por Schraufstatter e Bernt (1949) mostraram que ocorre um aumento
na acdo bacteriostatica das cetonas a,B-insaturadas com a introducao dos substituintes hidroxila

e halogénios. Testes para a atividade antifingica com chalconas substituidas com halogénios


https://www.nature.com/articles/164456a0#auth-1
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bromo e cloro demonstraram que o cloro contribuiu favoravelmente para o aumento da
atividade (NIELSEN et al. 2004).

2.5.4 Determinacdo da Atividade Antimicrobiana pelo Método Kirby-Bauer

Os agentes microbianos interferem no desenvolvimento de microrganismos. O agente
deve inibir ou matar o microrganismo sem inibir ou matar o organismo hospedeiro (HALL,
2004).

Em 1928, Alexandre Fleming observou que o crescimento da bactéria
Staphylococcus aureus era inibido na area ao redor de col6nias de fungos que
haviam contaminado a placa de Petri. O fungo foi identificado como
Penicillium notatum, e o componente ativo, isolado mais tarde, foi
denominado penicilina. Reagdes inibitdrias similares entre colénias em meio
solido sdo comumente observadas em microbiologia, e 0 mecanismo de
inibicdo é conhecido como antibiose. A partir dessa palavra surgiu o termo
antibiodtico, uma substancia produzida por microrganismos que em pequenas
quantidades, inibe o crescimento de outro microrganismo. (TORTORA,;
FUNK; CASE, p. 559, 2005).

Substéancias produzidas por espécies de bactérias e fungos que em baixas concentragdes,
sdo capazes de impedir o crescimento ou eliminar seletivamente outros micro-organismos sao
chamadas de antibidticos. Ja as substancias sintéticas, compostos naturais juntamente com 0s

seus derivados, sdo denominados de antimicrobianos.

Os agentes antimicrobianos possuem varias classificacfes, dentre as quais de acordo
com sua origem, podendo ser sintéticos, semissintéticos ou naturais. O espectro de agéo, onde
podem ser divididos em amplo, intermedidrio e reduzido. Os efeitos também sdo
classificatérios, podendo entdo ser bacteriostaticos ou bactericidas. De acordo com 0 modo de
acdo que é bastante complexo, mas que resumidamente pode-se citar como atuacdo de cinco
formas: inibindo a sintese da parede celular, atuando na membrana citoplasmética, atuando
como analogo estrutural de nutrientes, inibindo a sintese proteica ou inibindo a sintese de acidos
nucléicos (HALL, 2004; TORTORA; FUNK; CASE, 2005). E ainda podemos classifica-los

em: antibacterianos, anti-helminticos, antifingicos, antivirais e antiprotozoarios.

Por possuirem esta vasta area de classificagdo, estes agentes apresentam também
diferentes intensidades de ag¢do contra os microrganismos. Muitos sdo os testes que podem ser
usados para indicar qual o agente mais adequado para determinado microrganismo, porém o
método mais usado é o disco-difusdo, também conhecido como Kirby-Bauer, por se tratar de

um método de facil manipulacéo e excelentes resultados. Consiste em inocular uniformemente
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uma placa de Petri contendo um meio de agar solido, com quantidade padronizada do
organismo teste. ApoOs isto, discos de papel filtro que devem estar impregnados com
concentragBes conhecidas dos agentes sdo colocados sobre a superficie do &gar. Durante o
periodo de incubacdo, que deve ser de 18 a 24 horas, 0s agentes difundem-se dos discos para o
meio de cultura, entdo é feita a determinacdo dos halos de inibicdo do crescimento. O diametro
da zona de inibicdo é comparado a valores de referéncia tabelados do didametro dos halos de
inibicdo (TORTORA,; FUNK; CASE, 2005). Este foi 0 método empregado neste trabalho para

avaliacdo da atividade antimicrobiana.
2.6 ANALISE CONFORMACIONAL

A anélise conformacional é a interpretacdo das propriedades dos compostos em termos
de suas conformagdes (SOLOMONS; FRYHLE 2012). LigagGes sigma (o) possuem uma
barreira de rotacdo baixa, sendo assim quando grupos estdo unidos por uma ligacdo deste tipo,
estes podem sofrer rotacdo em torno desta ligacdo. O resultado desta rotacdo sdo arranjos
tridimensionais moleculares temporarios, os quais sdo chamados de conformacdo, todas as
moléculas do mesmo composto que apresentem uma conformacéo diferente, sdo chamadas de
conférmeros. Através da Analise Conformacional se determina a estrutura molecular e energia
relativa de cada conférmero a fim de explicar a relativa estabilidade de uma conformacao frente
outra, pois a maioria das moléculas tém inumeros conférmeros, mas apenas alguns sdo
favoraveis (ELIEL; WILEN; MANDER, 1994).

O que determina o equilibrio de um determinado conférmero séo os ajustes de angulos
e comprimentos de ligacdo, que podem ser realizados através das rotagdes em torno das ligacbes
sigma (o), até que a molécula se configure em sua forma de menor energia. Sendo assim, a

energia total da molécula esté diretamente relacionada com sua geometria.

Neste trabalho, foi realizada uma analise conformacional dos compostos sintetizados
utilizando-se calculos tedricos para que se possam prever as geometrias preferencias de cada

molécula.
2.6.1 Anélise Conformacional através de Calculos tedricos

Através dos calculos computacionais, 0s quimicos podem investigar as propriedades
segundo modelos tedricos. Informacgbes sobre a geometria mais estavel, comprimentos de

ligacdo, angulos diedros, barreiras de rotacdo de uma ligacdo simples, frequéncias vibracionais,
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distribuicdo eletronica, potenciais de ionizacdo, afinidades eletrdnicas, momentos de dipolo e
constantes de acoplamento sdo dados que os célculos computacionais podem fornecer
(FORESMAN; FRISCH, 1996). Realizando assim calculos com maior exatiddao para modelos
aceitos e induzindo o uso de computadores para o tratamento de sistemas moleculares
complexos (HASE, 2003).

Dentro da quimica computacional existem duas grandes areas de estudo: O método
classico, de mecanica molécula ou dinamica molecular e 0 método quantico. Enquanto o
método classico é baseado nas leis da fisica classica, se mostrando extremamente rapido e
conseguindo diagnosticar propriedades estruturais simples, 0 método quéantico se baseia em nas
leis da mecanica quantica, entdo quando se esta interessado em analisar quaisquer quantidades
eletrénicas, obrigatoriamente deve-se utilizar um método quantico, que esta subdividido em: ab
initio, Semi-empirico e funcional de densidade, o que determina qual método quantico sera
utilizado, é o nivel de precisdo dessas quantidades eletrénicas que se deseja De maneira geral
semi- empiricos, levam a resultados menos precisos do que 0s métodos ab initio. Porém sdo
menos sofisticados, e ndo ocasionam um custo computacional tdo elevado (YOUNG, 2001,
FORESMAN; FRISCH, 1996).

Algumas consideracBes devem ser feitas, através da analise dos principais fatores de sua
pesquisa, para que a escolha correta do método de modelagem que melhor se encaixa em sua

pesquisa seja feita:

e O que se deseja saber;

e Qual a precisdo necessaria;

¢ Quais aproximacges foram feitas e quéo significantes elas sao;
e Quanto tempo levara a pesquisa;

e E acapacidade de calculo disponivel.

Os principais métodos quanticos, assim como o0s conjuntos de funcbes de base,

necessarios para se determinar um nivel de teoria, serdo descritos na sequéncia.

Os meétodos Semi-empiricos foram desenvolvidos para gerar economia de tempo de
maquina e também reduzir a quantidade de memoria necessaria (YOUNG, 2001), pois nos
calculos sdo negligenciadas informacdes de um grande nimeros de integrais simplificando-os,
no caso dos métodos ab initio, por exemplo essas integrais podem chegar a alguns milhdes

mesmo para moléculas pequenas. Introduziu-se entdo parametros empiricos ou previamente
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calculados na resolucdo da equacdo de Schrodinger (Equacdo 1) que substituem algumas
integrais que foram excluidas (FORESMAN; FRISCH, 1996).

Nos célculos ab initio, que provém do latim “a partir do inicio” ndo existe nenhuma
parametrizacdo. Ao contrario, sdo baseados unicamente nas leis da mecénica quantica e nos
valores de um pegueno nimero de constantes fisicas como a velocidade da luz, massas e cargas
dos elétrons e do nucleo, constante de Planck (YOUNG, 2001; FORESMAN; FRISCH, 1996).
O principal método destes célculos é o chamado Hartree-Fock (HF), no qual a equacdo de
Schrédinger para muitos elétrons é dividida em muitas equac6es simples de um elétron. Cada
funcdo de onda W (chamada orbital) corresponde a um estado de energia para um elétron. A
energia (chamada energia orbital) associada com o estado do elétron pode ser calculado a partir
da funcédo de onda (YOUNG, 2001).

HY =E¥ (Equacéo 1)
Nota: H é o operador Hamiltoniano, que opera sobre uma funcdo matematica que no caso € a funcédo de

onda W, e E representa a energia do sistema.

A Equacdo 1 é denominada auto equacdo, a funcdo de onda é uma auto funcdo e a
representacdo de energia, o auto valor. Dessa forma o elétron é descrito como uma onda
(YOUNG, 2001).

A partir da funcdo de onda sao retiradas todas as informagdes do elétron. Cada funcao
de onda representa um estado de energia para um elétron, que é considerado imerso no campo
médio dos outros elétrons, ndo permitindo que exista uma correlacéo eletrénica entre eles, em
sistemas reais 0s movimentos eletrénicos sdo correlacionados de modo a minimizar a repulsao
intereletrénica. Uma das limitagdes consiste justamente nesta falta de correlacdo entre elétrons.
A repulsdo entre os elétrons pode ser incluida através de métodos pés HF, com a teoria da
perturbacdo de M@ller Plesset (MP2) (HEAD; POPLE; FRISCH, 1988), onde a corre¢édo para
a correlacéo eletronica € introduzida através de uma perturbacdo sobre a funcao de onda. Porem
este calculo requer um tempo de maquina maior para serem realizados (FORESMAN; FRISCH,
1996; YOUNG, 2001; CRAMER, 2004).

Teoria do Funcional de Densidade (do inglés, density function theory — DFT). Nestes
modelos, considera-se que a energia de um conjunto de elétrons sob influéncia de um campo
externo é um funcional Unico da densidade eletrbnica. Produz resultados mais exatos em

determinados casos por levar em conta a correlacdo eletrénica. Possui um baixo custo no
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processamento e no uso memoria computacional. O método mais utilizado nos dias de hoje para
calculos moleculares é o funcional hibrido denominado B3LYP (BECKE 1993).

Conjuntos de funcgdes de base € a representacdo matematica dos orbitais moleculares,
onde apresentam os orbitais através de funcdes, que descrever sua forma. Escolher as funcdes
de base adequadas, é essencial para se obter um resultado com precisdo e otimizar o
processamento (YOUNG, 2001). A jun¢do do um método com o conjunto de funcGes de base

utilizadas no célculo se denomina como nivel de teoria empregado.
2.7 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN), esta baseada na medida de
absorcdo de radiacédo eletromagnética na regido de radiofrequéncia aproximadamente entre 4 a
900 MHz. Muitos nucleos atémicos tem uma propriedade chamada spin: os nucleos
comportam-se como se estivessem girando. Na verdade, qualquer nicleo atdmico que tenha
massa impar ou nimero atdbmico impar, tem um momento angular de spin e um momento
magnético (HOLLER; SKOOG; CROUCH 2009; PAVIA et al., 2010).

Os quatro nucleos de maior interesse dos quimicos e bioquimicos sdo tH, 13C, 1F e 31P,
O numero quéantico de spin desses nucleos é ¥2. Assim, cada nucleo tem dois estados de spin 1=
+1/2, de maior energia e I=-1/2, de menor energia (HOLLER; SKOOG; CROUCH 2009).

O fendmeno de ressonancia magnética nuclear ocorre quando nucleos alinhados, com
um campo aplicado, sdo induzidos a absorver energia e a mudar a orientacdo de spin em relacédo
ao campo aplicado (PAVIA et al., 2010). Nem todos os prdétons da molécula possuem
ressonancia exatamente na mesma frequéncia, isso se deve ao fato de que os prétons de uma
molécula, estdo rodeados de elétrons e estdo em ambientes quimicos levemente diferentes em
relacdo aos outros. Pode-se dizer que o fluxo de elétrons causa uma blindagem, que esta
diretamente relacionada a densidade eletrénica que o circula (HOLLER; SKOOG; CROUCH
2009).

Os diferentes tipos de protons tém deslocamentos quimicos diferentes e especificos
(PAVIA et al., 2010). Este deslocamento quimico é utilizado para identificar grupos funcionais
e para ajudar a determinar os arranjos estruturais. Como apresentado na Figura 10, que mostra
os deslocamentos quimicos dos hidrogénios de compostos organicos em algumas regides

caracteristicas, para cada grupamento.
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Pode-se também fazer uma analise do fendmeno de acoplamento spin-spin, no espectro
de hidrogénio, esse fendmeno trata-se do acoplamento indireto dos spins dos hidrogénios
através dos elétrons da ligacdo, estes elétrons de ligagdo se emparelham com os spins
antiparalelos (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE 2007). Esse fen6bmeno, pode ser
explicado empiricamente pela regra conhecida como n +1. Em geral este acoplamento ndo

ocorre além de trés ligagdes, salvo algumas excecdes.

Figura 12 — Regides caracteristicas de deslocamento quimico.
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Fonte: (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE 2007).

O espectro de RMN de hidrogénio, além de distinguir os tipos diferentes de prdton
existentes na molécula, mostra também, quantos de cada tipo estdo contidos na molécula. A

area sob cada pico é proporcional ao nimero de hidrogénios (PAVIA et al, 2010).

Outro fator que afeta o deslocamento quimico é a mudanca na hibridizacéo (sp? versus
sp3) e da desblindagem causada pela anisotropia diamagneética gerada pelos elétrons m da
ligacdo dupla. A distdncia entre os picos em um multipleto é chamada de constante de
acoplamento J, prétons de alquenos tém padrbes de separacdo e constantes de acoplamento
caracteristicos (PAVIA et al., 2010). A espectroscopia de RMN esta sendo utilizada como uma
das ferramentas para analisar a estrutura conformacional de moléculas organicas desde 1963.
Karplus deu origem aos estudos sobre a dependéncia angular das constantes de acoplamento
como evidéncia estereoquimica para uma andlise conformacional (HORE, 1995; KARPLUS,
1963).
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Protons substituidos trans em uma ligacdo dupla acoplam-se com mais intensidade, com
valor tipico de 3J de aproximadamente 16 Hz. Ja a constante de acoplamento em prétons
substituidos cis é de aproximadamente 10 Hz (PAVIA et al., 2010).

Neste trabalho a espectroscopia de RMN foi utilizada para caracteriza¢do de todos os
produtos das sinteses, avaliagdo da pureza dos mesmos e confirmacdo da estereoquimica da

formacéo da dupla ligacdo carbono-carbono.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVOS GERAIS

Dentro do contexto analisado anteriormente, devido a grande diversidade estrutural das
chalconas aliada a sua potencial atividade biolégica, houve o interesse em sintetizar 0s
compostos (Figura 13): 1-Fenil-2-propen-3-fenil-1-ona (CHAL), 1-(2-Bromofenil)-2-propen-
3-fenil-1-ona (0-CHALBr), 1-(3-Bromofenil)-2-propen-3-fenil-1-ona (m-CHALBY), 1-(4-
Bromofenil)-2-propen-3-fenil-1-ona (p-CHALBr). Realizar uma andlise conformacional
utilizando célculos tedricos e a espectroscopia de RMN, aliado a avaliagdo da atividade

antioxidante e antimicrobiana de cada uma da chalconas.

Figura 13 — Estruturas dos compostos: CHAL (a), o-CHALBr (b), m-CHALBr (c) e p-CHALBr (d).
(a) (b)
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Fonte: A autora.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar as chalconas CHAL, 0-CHALBr, m-CHALBTr e p-CHALBT;

e Caracterizar os compostos sintetizados por espectroscopia de RMN;

e Realizar célculos teoricos de analise conformacional (célculos de scan e célculos de
otimizacdo e frequéncia) e de teoria dos orbitais naturais de ligacdo (NBO), a fim de
determinar as preferéncias conformacionais dos compostos (em fase isolada), obtendo-
se a visualizacdo tridimensional das estruturas preferenciais das chalconas, bem como
os fatores estereoeletronicos que estabilizam tais estruturas majoritarias;

e Realizar a avaliacdo da atividade antioxidante e antimicrobiana de cada uma das

chalconas;
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e Auvaliar a influéncia do substituinte bromo, em diferentes posi¢es no anel A, sobre o
potencial de atividade biol6gica, bem como na preferéncia conformacional das

chalconas.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 SINTESES DOS COMPOSTOS

As chalconas CHAL, o-CHALBr, m-CHALBr e p-CHALBr, foram sintetizadas
utilizando o método de reacGes de condensacdo alddlica cruzada de Claisen-Schmidt,
combinando derivados de acetofenona com benzaldeido, utilizando como meio bésico
hidroxido de sédio e metanol como solvente. Os reagentes utilizados nas sinteses foram obtidos

comercialmente e estdo listados na Tabela 1.

Tabela 1 — Relagéo de reagentes utilizados.

Reagente Marca Grau de pureza (%)
Aldeido benzoico Vetec Quimica Fina 95,0
Acetofenona Vetec Quimica Fina 99,0
2’ Bromoacetofenofa Sigma Aldrich 99,0
3’ Bromoacetofenofa Sigma Aldrich 99,0
4’ Bromoacetofenofa Sigma Aldrich 98,0
Hidroxido de sédio Vetec Quimica Fina 99,0
Metanol Merck 99,0

Fonte: A autora

A seguir esta descrito o procedimento experimental geral utilizado nas sinteses. Sob
agitacdo, e em banho de gelo foram misturados em um balao de fundo redondo de 50 mL, 10
mL de metanol e 20 mmol da acetofenona correspondente (Tabela 2). Em seguida, foram
adicionados 5 mL da uma solucgéo aquosa de hidréxido de sddio 50% (50g/100 mL) e 20mmol
de benzaldeido. A mistura reacional foi mantida em agitacdo a temperatura ambiente por um
periodo de 2 horas. Apos esse periodo, houve a formacdo de um precipitado com coloragdo
caracteristica (amarelo), como apresentado na Tabela 2, os precipitados foram filtrados e

caracterizados por espectroscopia de RMN como as chalconas correspondentes (Tabela 2).

Tabela 2 — Relagéo de reagentes utilizados nas sinteses, bem como a caracteristica final dos produtos

obtidos.
Composto Aldeido Acetofenona Caracteristicas
CHAL Benzaldeido Acetofenona Sélido amarelo
0-CHALBr Benzaldeido 2’-Bromoacetofenona Gelatinoso amarelo
m-CHALBr Benzaldeido 3’-Bromoacetofenona S6lido amarelo
p-CHALBr Benzaldeido 4”-Bromoacetofenona Sélido amarelo

Fonte: A autora
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4.2 CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS POR ESPECTROSCOPIA DE
RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Os espectros de RMN de *H, 3C, DEPT-135 e 90 foram adquiridos em um
espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear - Bruker, AVANCE Il1, operando a 400,131
MHz para o nucleo de hidrogénio e a 100,623 MHz para o nucleo de carbono. O equipamento
estd alocado no Complexo de Laboratorios Multiusuarios (C-LABMU) na Universidade
Estadual de Ponta Grossa (UEPG).

A aquisicao dos espectros foi realizada utilizando-se solu¢des com aproximadamente
33 mg.mL? do composto em 0,7 mL dos solventes: CDCl3, com tetrametilsilano (TMS) com
referéncia interna e temperatura da probe mantida acerca de 25° C, Para os espectros de
hidrogénios foram empregados os seguintes parametros: Janela espectral 6393.862 Hz e
10000.000 Hz; namero de scan 16 e 32, respectivamente para cada uma das frequéncias
empregadas. No caso dos espectros de RMN de carbono foram utilizados: janela espectral
25510.203 Hz 29761.904 Hz; nimero de scans 2048 e 512, respectivamente para cada uma das
frequéncias empregadas.

4.3 CALCULOS TEORICOS

Os célculos tedricos foram realizados em estagdes de trabalho em ambiente Linux. Com
0 emprego do pacote de programas Gaussian 09 para os calculos de estrutura eletronica. O
modulo NBO 5.9 para as andlises envolvendo a teoria NBO (Natural Bond Orbital)
(WEINHOLD; LANDIS; GLENDENING, 2016). Os programas PyMOL e GaussView 5 para

a visualizagdo de estruturas e superficies.

Para encontrar o equilibrio conformacional de cada uma das chalconas estudadas neste
trabalho, foram realizados célculos de superficie de energia potencial (scan) em funcdo dos
angulos diedros, que estdo representados na Figura 14 como 6,7 e w. O calculo consiste em
rotacionar os angulos diedros em determinados numeros de passos, e calcular a energia
apresentada nas respectivas conformacdes. Os trés angulos diedros das chalconas foram
submetidos a estes calculos através do método ab initio HF (Hartree-Fock) e conjunto de
funcbGes de base 6-31G (KRISHNAN; BINKLEY; SEEGER; POPLE, 1980). Com estes
calculos foi possivel construir um grafico que expressa a energia total versus o angulo do diedro,

a superficie de energia potencial (SEP).
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Figura 14 — Angulos diedros girados das Chalconas.

Fonte: A autora

Através dos valores dos minimos do primeiro scan (SEP), foram realizados os calculos
de superficie de energia girando desta vez o proximo e repetindo esse procedimento por mais

uma vez, realizando o giro do terceiro diedro.

Ao final dos célculos de scan, foram obtidas todas as geometrias mais estaveis para cada
molécula e foram realizados calculos de otimizacdo e frequéncia, empregando nivel de teoria
MO06-2X/6311++G(2d, 2p), em busca da confirmacdo das formas de menor energia
(ALLINGER; BURKERT, 1982; FORESMAN; FRISCH; 1996PASCUTTI, 2002).

Ao final dos célculos de otimizacdo e frequéncia observou-se o nimero de conférmeros
preferenciais encontrados para cada uma das chalconas. Foram calculadas as populacdes de
cada um deles, e realizados célculos de NBO para verificar a importancia dos efeitos

eletrénicos.
4.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DO DPPH

Em uma placa de Elisa foram adicionados 22 uL das chalconas nas seguintes
concentracdes: 100, 50, 30 e 20 mmol. L1, juntamente com 200 uL da solucdo de DPPH*® (25
mg.L™1). Para o branco das amostras foram misturados 22 uL das chalconas em diferentes
concentragfes com 200 uL do solvente DMSO, e para o branco do DPPH®, 200 uL do mesmo,
com 22 uL do solvente. A leitura, da triplicata de cada uma das amostras, foi realizada no Leitor
de Elisa Synergy H1 — Biotek, com medidas de absorbancia em 517 nm, nos tempos de 0, 5,
10, 20, 30, 45, 60, 80, 120 e 180 minutos.

A porcentagem de inibigéo do radical DPPH foi calculada utilizando a seguinte equagao:

Equacdo 2 — Inativacdo do radical DPPH

[(4y) — (A, — A3)].100
Ay

1(%) =

Nota:
I inativagdo do radical DPPH*®
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A, absorbancia do branco DPPH*
A, absorbéancia da amostra
A, absorbancia do branco da amostra

A partir dos resultados obtidos foi determinada a porcentagem de atividade antioxidante
das chalconas. O teste foi realizado simultaneamente com o acido ascorbico, para que seja
realizada uma comparacdo da porcentagem de atividade antioxidante das chalconas avaliadas

com um composto antioxidante conhecido.
4.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA PELO METODO DIFUSAO EM DISCO

Para o teste de atividade antibacteriana, utilizou-se inicialmente a técnica de difusdo em
disco. Foram utilizados discos de papel de filtro Whatman, 6 mm de didmetro, estéreis e

saturados com 5L das solucdes de compostos.

Duas espécies Gram positivas [(Staphylococcus aureus (ATT25923) e Bacillus subtilis
(PY79)] e uma espécie Gram negativa [(Escherichia coli (ATT25922)] foram usadas para
preparar os pré inéculos em meio liquido Luria Bertani. Os cultivos foram incubados a 37 °C
durante 16 horas e, em seguida, foram transferidos para meio solido dgar Mueller Hinton,
espalhados com o auxilio de swabs estéreis. Apos a adi¢do de 5 L das solucdes testadas, 0s
discos de papel filtro foram transferidos para as placas de Petri contendo meio solido. Apés
incubacdo a 37 °C, durante 24 horas, as placas foram analisadas. Foram testadas as quatro

chalconas sintetizadas.

Padronizacgéo do cultivo de bactérias Estirpes de Escherichia coli (ATCC25922) e de
Staphylococcus aureus (ATCC25923) foram utilizadas para os testes de atividade de inibicao
de crescimento bacteriano. O cultivo bacteriano foi padronizado a partir de uma cultura crescida
a 37 °C por 24 horas, em caldo Mueller Hinton (CMH), adicionando-se meio estéril até atingir
turvacdo igual a suspensdo do tubo 0,5 da escala de McFarland (aproximadamente 1,0 x 108
UFC.mL™Y). Em seguida foi verificada a leitura espectrofotométrica a 620 nm para
confirmacéo da densidade dptica entre 0,08 e 0,13. Posteriormente, foi realizada uma diluicdo
1: 150, em CMH, obtendo-se uma suspenséo de 5,0 x 105 UFC.mL™1, a qual foi utilizada nos

ensaios.

Para a determinacdo da concentracdo minima inibitoria (CM1I), as solucdes utilizadas
foram: CHAL dissolvida em DMSO, CHAL em DMSO:PEG (1:16), CHAL em DMSO:PEG
(1: 8) e CHAL em DMSO:PEG (1: 1). As solugdes estoque foram preparadas a 5 mg.mL™1. A

técnica de diluicdo em microplacas (96 orificios) foi utilizada para determinacdo da CIM de
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acordo com a metodologia descrita na norma M7-A6 do “Manual Clinical and Laboratory
Standards Institute” (CLSI, 2012) para as bactérias aerdbicas. Aos pocos da linha A das
microplacas contendo 120uL de CMH foram adicionados 30 uL de solugdes de chalcona sem
substituintes dissolvidas em diferentes propor¢des de DMSO:PEG. Assim, nos pogos da linha
A, as concentracoes finais de compostos foram de 1 mg.mL™t. A seguir, 50 uL dessa diluicdo
foram usados para realizar uma diluicdo seriada dos compostos. Para a dilui¢do, cada coluna
recebeu 50 uL de meio estéril e 50 uL da solugdo contida no po¢o em posicdo anterior na
coluna. Adicionalmente foram distribuidos 50 uL das suspensdes dos micro-organismos em
cada poco das microplacas. No volume final as concentracdes da diluicdo seriada foram de
1mg.mL™! (linha A) até 0,0052 mg.mL™! (linha H). Canamicina 1 mg.mL™?! foi utilizada
como controle positivo e 30uL de DMSO e 30uL de DMSO:PEG (1:8) como controles
negativos. Além disso, o controle de crescimento bacteriano foi realizado na auséncia de
aditivos e o controle do meio de cultivo foi realizado na auséncia de inoculo bacteriano. As
microplacas foram incubadas em estufa a 37 °C por 24 horas. Apoés isso, as placas foram

visualizadas para verificar a turvacdo do meio, o que indica crescimento bacteriano nos pocos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 SINTESES DAS CHALCONAS: CHAL, 0-CHALBr, m-CHALBr E p-CHALBr

Uma reacdo alddlica que comeca com dois compostos diferentes, mas ambos
apresentam carbonila, é chamada de reacdo alddlica cruzada. Quando as cetonas sdo utilizadas
como um dos reagentes, as reacdes alddlicas cruzadas sdo chamadas de reacGes de Claisen-
Schmidt. Essas reacdes sdo praticas quando bases como o hidroxido de sédio sdo utilizadas,
pois sob essas condicdes, as cetonas ndo sofrem autocondensacgdo apreciavel (SOLOMONS;
FRYHLE, 2012).

O mecanismo da reacdo para a obtengéo das quatro chalconas sintetizadas neste trabalho
(CHAL, 0-CHALBTr, m-CHALBT, p-CHALBY), esta apresentado em etapas e pode ser analisado
na Figura 15.

Na primeira etapa, um ion hidroxido remove um préton o do derivado de acetofenona
utilizado em cada uma das respectivas sinteses, gerando um anion enolato que é o nucledfilo e
estabilizado por ressonancia. Na segunda etapa ocorre uma adi¢do nucleofilica, com o anion
enolato atacando o carbono da carbonila do benzaldeido, gerando assim um anion alcéxido. Na
terceira etapa o anion alcéxido remove um proton da molécula de dgua. A quarta etapa é da
desidratacdo, onde ocorre uma eliminacéo do tipo E2, formando a ligacdo C = C, da chalcona,
desta maneira formando além do produto desejado, agua e um ion hidréxido. A desidratacao
que ocorreu na etapa final é caracteristica das reacGes de Claisen-Schmidt, e é favorecida, pois
forma a ligacéo dupla que se conjuga tanto com o grupo carbonila como com o anel aromaético,
formando assim um sistema conjugado estendido (SOLOMONS; FRYHLE, 2012).
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Figura 15 — Reacdo de Claisen-Schmidt, mecanismo geral para obtencéo das chalconas: CHAL,
0-CHALBr, m-CHALBr e p-CHALBT.
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Fonte: A autora.

Notas: Para sintese da CHAL: R;=H

Para sintese o-CHALBTr: R; = Br na posi¢do orto
Para sintese m-CHALBr: R1 = Br na posi¢do meta
Para sintese p-CHALBTr: R; = Br na posi¢do para

5.2 PURIFICACAO DOS COMPOSTOS

Analisando os espectros de RMN de *H, 13C, DEPT-135 e 90 dos produtos obtidos nas
sinteses, p6de-se caracterizar a CHAL, m-CHALBr e a p-CHALBE, estas sinteses resultaram
no produto desejado puro, sendo assim, ndo necessitaram de purificacdo. Ja a chalcona, o-
CHALBTr, mesmo formando o produto desejado, apresentou sobra do reagente benzaldeido,

necessitando de purificacdo. Por se tratar de um precipitado gelatinoso, insoltvel em agua, foi



53

feita a lavagem do precipitado em agua, para que se pudesse dissolver a sobra de reagente, que
foi analisada nos espectros, e posteriormente fazer a coleta do precipitado puro. Na Tabela 3,

pode-se observar o rendimento obtido, apos a devida purificacao.

Tabela 3 — Rendimento das sinteses da CHAL, o-CHALBr, m-CHALBr e p-CHALBr

Composto Rendimento
CHAL 97,0%
0-CHALBr 82,7%
m-CHALBr 72,5%
p-CHALBr 76,1%

Fonte: A autora

5.3 CARACTERIZACAO DAS CHALCONAS POR ESPECTROSCOPIA DE
RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE tH E 8C
53.1 CHAL

Apos a sintese para a obtencdo da CHAL, o produto foi caracterizado por RMN de H e
13C. Os espectros totais e suas expansdes, podem ser visualizados nos Apéndices A e B. Como
ja descrito anteriormente, foi realizada uma condensacéo alddlica cruzada entre a acetofenona
e 0 benzaldeido. Ao analisar o espectro de RMN de *H da CHAL foi possivel perceber que o
sinal referente ao préton do grupo aldeido, que se localiza em torno de 9,0-10,0 ppm né&o foi
encontrado, esta regido indicativa de aldeido é muito particular. Isto prova que ndo ha sobra do
reagente benzaldeido no produto isolado ao final da reacdo. Outra observacdo importante, foi
que o deslocamento quimico referente ao grupo metila da acetofenona, que apresenta um sinal
em torno de 2,1-2,4 ppm, também n&o foi encontrado, ou seja, ndo ha acetofenona no produto

final.

O espectro de RMN de H, apresenta picos entre 7-8 ppm, referentes aos hidrogénios

aromaticos e vinilicos (Figura 16).

O deslocamento quimico do HP, se apresentou como um dupleto centrado em 7,82 ppm
(Figura 17). O Ha foi representado por um dupleto de dificil identificacdo, pois esta proximo

aos sinais dos hidrogénios aromaticos, com o sinal em 7,53 ppm (Figura 17).

Figura 16 — Espectro de RMN de *H da CHAL.
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Figura 17 — Expanséo do espectro de RMN de H da CHAL, deslocamentos quimicos e constantes de
acoplamentos dos hidrogénios vinilicos.
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Fonte: A autora

Com o acoplamento entre os hidrogénios vinilicos (3Jun=15,7 Hz) (Figura 17) foi
possivel confirmar a estereoquimica da ligacao dupla vinilica deste composto, que caracterizam
um valor esperado para acoplamento trans proton-proton através da dupla ligacdo. Ainda
analisando o espectro de *H da CHAL, vemos que as integrais indicam que 0 composto possuli
um total de doze hidrogénios, que sdo correspondentes ao nimero total de hidrogénios da

molécula.
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Através da analise do espectro de 13C da CHAL, verificamos a presenca de onze sinais
que representam a quantidade de carbonos da molécula (Figura 18), porem a CHAL apresenta
em sua estrutura quinze carbonos. A menor quantidade de carbonos representados no espectro
se deve a existéncia de carbonos com o mesmo deslocamento quimico, ou seja, equivalentes

entre si, totalizando desta maneira onze sinais.

Levando em consideracao que a analise por RMN de *H, mostrou que ndo ha impurezas
de benzaldeido e acetofenona no produto final, podemos atribuir no espectro de 3C que foi

mostrado na Figura 18, o pico 190,59 ppm (Figura 19) como o carbono carbonilico da CHAL.

Figura 18 — Expanséo do espectro de RMN de 3C da CHAL.
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Fonte: A autora

Para caracterizar todos os derivados bromados da CHAL, foi realizada uma discussao
detalhada como a que acabou de ser apresentada nesta se¢do. Entretanto, em alguns momentos,
para a leitura ndo ficar repetitiva a abordagem foi mais simples. Porem todos os dados utilizados

na interpretacdo dos espectros foram apresentados.

5.3.2 o0-CHALBTr
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A chalcona 0-CHALBT foi caracterizada por RMN de tH, 13C e pelos DEPT-90 e 135.
Os espectros totais deste composto e suas expansdes, podem ser visualizados nos Anexos C, D
e E. Os reagentes empregados para a obtencdo deste derivado foram a 2”-bromoacetofenona e
0 benzaldeido. Ao analisar o espectro de RMN de 'H pode-se perceber a existéncia de um pico
com deslocamento quimico referente ao préton do grupo aldeido, que se localiza na regido de
9,0-10,0. Apos esta constatacdo, foram entdo ralizadas varias lavagens, utilizando agua, com o
intuito de tentar remover o aldeido que ndo reagiu e obtido um novo espectro de RMN de H,
que esta representado na Figura 19. Analisando o espectro, mesmo apdés tratamento, verificou-
se a presenca de benzaldeido, em menor quantidade, mas ainda presente. Antes de ser realizada
a purificacdo a proporcdo era de 1:0,066 (o-CHALBr : benzaldeido), apés a purificacdo a
proporcdo caiu para 1:0,044, mostrando assim, que a purificacgio mesmo ndo tendo sido
totalmente eficaz, resultou na diminuicdo da quantidade do reagente benzaldeido presente no
produto final. Observou-se que o deslocamento quimico referente ao grupo metila da 2’-
bromoacetofenona (sinal em torno de 2,1 ppm), nao foi verificado. Sendo assim, o produto final
ndo apresenta residuos do reagente 2°-bromoacetofenona. O espectro de RMN de *H,
apresentou picos entre 7-8 ppm, referentes aos hidrogénios aromaticos e vinilicos [Figura
19(b)].

Figura 19 — Espectro de RMN de 'H da o-CHALBt.
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Fonte: A autora

Notas: (a) sinal de hidrogénio do benzaldeido. (b) sinais de hidrogénios aromaticos e vinilicos.

Realizando a mesma abordagem da CHAL apresentada na secdo anterior, os hidrogénios

Ho e HPB foram atribuidos, como mostra a Figura 20.

Figura 20 — Expanséo do espectro de RMN de *H da o-CHALBT, deslocamento quimico e constantes de
acoplamentos dos hidrogénios vinilicos.
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Ainda analisando a figura anterior, os hidrogénios vinilicos apresentaram uma
multiplicidade tipica para o sistema, dois dupletos. Entretanto, o Ho ficou bem mais resolvido
do que o HB, o qual por estar mais préximo dos hidrogénios aromaticos acabou se sobrepondo
aos mesmos. Através dos valores das constantes de acoplamento para estes hidrogénios, pode-
se analisar a configuracdo da 0-CHALBr no que se diz respeito a ligacdo dupla vinilica. A
constante de acoplamento para os Ha. e Hp3, foi de 16,2 Hz, este valor caracteriza valor tipico
para acoplamento trans proton-préton atraves da dupla ligacdo carbono-carbono. Também foi
possivel verificar através do espectro de 'H da o-CHAL, que as integrais indicam que o
composto possui um total de onze hidrogénios, um hidrogénio a menos do que a CHAL, devido

a presenca do bromo em um dos anéis aromaticos.

Atraveés da analise do espectro de 3C da 0-CHALBTr (Figura 22), verificamos a presenca
de treze sinais bem definidos e com intensidade apreciavel, os quais sdo relativos aos carbonos
do derivado bromado em orto. Além destes, na regido tipica de carbonos carbonilicos,
identificou-se além da carbonila cetonica da chalcona em 194,8 ppm, um sinal pouco intenso
na mesma regido (192,4 ppm), que confirma a presenca de benzaldeido. A quantidade de sinais
relatados no espectro, foi menor devido a existéncia de carbonos equivalentes, mesmo

comportamento ja discutido na CHAL.
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Figura 21 — Espectro de RMN de 13C da 0-CHALBT.
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5.3.3 m-CHALBr

Os espectros totais da m-CHALBT e suas expansdes, podem ser visualizados nos Anexos
F, G e H. Para a sintese desta chalcona, foi realizada uma condensacgéo alddlica cruzada entre a
3"-bromoacetofenona e o benzaldeido. Ao analisar o espectro de RMN de *H (Figura 22)
podemos perceber ndo ha sobras dos reagentes de partida. Nao identificou-se, nem o sinal do
hidrogénio referente ao benzaldeido, nem o sinal dos hidrogénios da metila da respectiva
acetofenona. O espectro de RMN de H apresentou picos apenas na regido entre 7-8 ppm,

referentes aos hidrogénios aromaticos e vinilicos.

Figura 22 — Espectro de RMN de *H da m-CHALBt.
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Fonte: A autora Notas: (a) auséncia do sinal do benzaldeido. (b) sinais referentes a umidade.

Com a expansdo da regido dos aromaticos (Figura 23), foi possivel observar os dupletos
referentes aos hidrogénios vinilicos, confirmou-se que o dupleto centrado em 7,85 ppm é o Hf3
e 0 segundo em 7,42 ppm 0 Ha.

Figura 23 — Expansdo do espectro de RMN de *H da m-CHALBT, deslocamentos quimicos e constantes de
acoplamento dos hidrogénios vinilicos
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Fonte: A autora

Os valores das constantes de acoplamento dos protons, mostraram o mesmo padrao de

acoplamento das duas chalconas caracterizadas anteriormente. As constantes de acoplamento
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para 0 Ho e para o Hp, foram de 15,72 Hz (Figura 23), ou seja, dupla ligacéo carbono-carbono

com os hidrogénios orientados de maneira trans.

Analisando o espectro de 3C da m-CHALBr (Figura 24), verificamos a presenca de
apenas treze sinais, devido a presenca de carbonos quimicamente equivalentes na estrutura
deste derivado. Os carbonos com sinais idénticos neste derivado, foram os mesmos que também

apresentaram equivaléncia na 0-CHALBT.

Figura 24 — Espectro de RMN de **C da m-CHALBr

189.0763
145.7450
140.0351
135.6246
134.6331
-122.9888
-121.1527

180 180 170 160 150 o 130

A autora
Como a analise do espectro de RMN de 'H, mostrou que ndo existem impurezas de
benzaldeido e 3"-bromoacetofenona no produto final, podemos classificar que o pico 189,08 no
espectro de 13C (Figura 24), € referente ao carbono carbonilico da cetona da m-CHALBr. Além
do espectro de RMN de 3C, foram realizados experimentos de DEPT-135 e 90, com 0s quais

podemos verificar que ndo existem grupos metilénicos, nem metilas, apenas metinos.
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5.34 p-CHALBr

O ultimo derivado bromado da chalcona, a p-CHALBT foi identificada com a obtencéo
dos mesmos espectros utilizados nas demais caracterizagbes. Os espectros totais deste
composto e suas expansdes, podem ser visualizados nos Anexos I, J e K. Analisando o espectro
de RMN de *H (Figura 26), verificou-se apenas sinais referentes ao produto desejado. Nao ha
indicios da presenca dos reagentes de partida, 0 que comprova que o produto esta puro. O
espectro apresentou picos entre 7-8 ppm, referentes aos hidrogénios aromaticos e vinilicos
(Figura 26(b)).

Figura 25 — Espectro de RMN de H da p-CHALBt.
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Fonte: A autora

Notas: (a) sinais de hidrogénios aromaticos e vinilicos. (b) sinais referentes a umidade.

Para este composto, a expansao da regido entre 7,4 e 7,9 ppm, revelou dupletos mais
definidos e sem sobreposicbes como nos casos anteriores. A atribuicdo dos hidrogénios
vinilicos esta apresentada na Figura a seguir. Bem como as constantes de acoplamento, 3Ju
,(Figura 26) que demonstram a configuracao trans da dupla ligagéo.

Figura 26 — Expansao do espectro de RMN de 'H da p-CHALBEr, deslocamentos quimicos e constantes de
acoplamento dos hidrogénios vinilicos.
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O espectro de 3C da p-CHALBTr, apresentou onze sinais para 0s quinze carbonos da
molécula (Figura 27), pois existem mais carbonos equivalentes do que nos derivados anteriores,
este fato é justificado devido a orientacdo para do &tomo de bromo no anel A. O pico em 189,42
ppm do espectro de 13C representa o carbono carbonilico da p-CHALBTr. Através da analise dos

espectros de DEPT-135 e 90 (Apendice K), podemos afirmar que ha apenas metinos.

Figura 27 — Espectro de RMN de 3C da p-CHALBT.
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Um resumo com a atribui¢do dos sinais estd demonstrado a seguir. Os deslocamentos
quimicos foram expressos em ppm e as multiplicidades foram indicadas pelas abreviaces: (S)
simpleto; (d) duplet e (m) multipleto.

CHAL

IH NMR (400 MHz, CDCls):  (ppm) 8,0 (m, 2H); 7.82 (d, 1H, J 15.7 Hz, Hp); 7.65-7.50 (m,
5H); 7.53 (d, 1H, J 15.7 Hz, Ho e HP); 7.43-7.41 (m, 3H).

0-CHALBTYr

IH NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) 7.65 (m, 1H); 7.55 (m, 2H); 7.44-7.38 (m, 6H); 7.35-
7.31 (m, 1H); 7.10 (d, 1H, J 16.1 Hz, Ho. e HP).

m-CHALBTr

IH NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) 8.2(d, 1H)7.96 (d, 1H); 7.85 (d, 1H, J 15.7 Hz, HB); 7.75-
7.67 (m, 3H); 7.50-7.41 (m, 4H); 7.4 (d, 1H, J 15.7 Hz, Ho e Hp).

p-CHALBr
'H NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) 7.89 (m, 2H, Ar-H); 7.82 (d, 1H, J 15.7 Hz, Hp); 7.64
(m, 4H, Ar-H); 7.47 (d, 1H, J 15.7 Hz, Ha e HB); 7.42 (m, 3H, Ar-H).

Tabela 4 — Resumo dos sinais *3C RMN (100 Mz, €DCl5)

CHAL | o-CHALBr | m-CHALBr | p-CHALBr

C=0 | 190,60 194,83 189,07 189,39

cp 138,24 146,73 145,74 145,43

Ca 122,13 126,15 122,99 127,91
C—-1" | 138,34 141,13 140,03 136,93
C—-1 13491 134,39 135,62 134,69
C—-2" | 128,64 119,5 134,63 128,53
C—-2 | 12854 128,62 128,59 129,02
C—3" | 128,98 133,45 121,45 131,95
Cc—-3 | 128,46 127,37 127,00 130,78
C—4" | 132,79 131,40 130,86 121,48
C—4 | 130,56 130,96 130,03 130,04
C—-5 | 128,98 129,018 131,52 131,95
C—-5 | 128,46 127,37 127,00 129,02
C—-6" | 128,64 129,02 130,23 128,53
C—-6 | 12854 128,62 128,59 129,02

Fonte: A autora
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5.4 EQUILIBRIO CONFORMACIONAL POR CALCULOS TEORICOS

Inicialmente foram realizados célculos de scan em funcdo dos angulos diedros, 8,7 e w
(Figura 14). Estes calculos foram realizados utilizando nivel de teoria HF/6-31G (KRISHNAN;
BINKLEY; SEEGER; POPLE, 1980).

O célculo de scan combinou o giro em 36 passos a cada 10° dos angulos diedros, dessa
forma se obtém a energia referente a cada conformacdo, e é possivel entdo, construir um grafico
que expressa a energia total versus o angulo do diedro (SEP). O primeiro diedro, das quatro
chalconas, submetido ao procedimento foi 0 C2' = C1' — C.grponita = O (numeracdo de
acordo com a Figura 6), diedro (8) da figura 14, como resultado cada uma das chalconas
apresentou um grafico (SEP) diferente, um exemplo de um dos graficos obtidos esta
representado na figura a seguir.

Figura 28 — Exemplo Superficie de energia potencial de um célculo de scan aplicado para o angulo

diedros (). O gréfico foi gerado pelo programa Gaussian 09, utilizando o nivel de teoria
HF/6-31G
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Fonte: A autora.

Como pode-se observar, o gréafico apresenta alguns valores de minimos, estes pontos
minimos representam as conformacdes de menor energia, sendo, portanto mais estaveis para
cada molécula. A partir dessas conformacdes mais estaveis, encontradas atraves do giro do
diedro 6 realizou-se o célculo de superficie de energia potencial, girando desta vez o diedro
C2 = C1 — Cg = C,, diedro (7) da Figura 14. Novamente foram utilizadas as conformacdes de
menor energia, geradas no novo grafico, para novos calculos de superficie de energia potencial,

desta vez girando o diedro Cz = C4 — Cearponita, diedro (w) da Figura 14.

Obtidas através dos célculos de scan todas as estruturas mais estveis para cada

molécula, e descartadas as conformac@es correspondentes entre si, foram realizados célculos
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de otimizacdo e frequéncia, empregando nivel de teoria M06-2X/6311++G(2d, 2p), em busca
da confirmacdo das formas de menor energia. A otimizacdo, também conhecida como
minimizacdo de energia da geometria, € essencial para conversdo das estruturas, pois visa
encontrar as coordenadas que minimizem a energia potencial do conférmero. Consiste
basicamente em analisar a superficie de potencial em um sentido decrescente, chegando a um
nivel minimo de energia, esse minimo s6 é alcancado atraves dos ajustes nas posicoes,
distor¢des, angulos e contatos de toda a estrutura da molécula (ALLINGER; BURKERT, 1982,
PASCUTTI, 2002). A frequéncia considera as vibragcbes moleculares de baixa energia e a
correcdo com a energia do ponto zero (ZPE) e ainda é capaz de caracterizar as geometrias como
pontos minimos “reais” pela inexisténcia de frequéncias imaginarias (FORESMAN; FRISCH,
1996).

Ao final dos célculos de otimizacdo e frequéncia observou-se que o numero de
conformeros preferenciais encontrados para cada uma das chalconas foi diferente, como
demonstra a Tabela 4.

Tabela 5 — Conférmeros de maior estabilidade para cada uma das chalconas, suas respectivas energias
totais usando o nivel de teoria M06-2X/6-311++G(2d, 2p).

Composto Conférmeros Energia Total AE
(Hartree) (kcal. mol™?)

CHAL CHAL 1 -653,94986 0,00
CHAL CHAL 2 -653,94834 0,91
0-CHALBr 0-CHALBTr 1 -3227,5142 0,00
0-CHALBTr 0-CHALBTr 2 -3227,5137 0,14
0-CHALBr 0-CHALBr 3 -3227,5116 1,67
m-CHALBr m-CHALBTr 1 -3227,5184 0,00
m-CHALBr m-CHALBTr 2 -3227,5186 0,01
m-CHALBr m-CHALBTr 3 -3227,5172 0,72
m-CHALBr m-CHALBTr 4 -3227,517 0,89
p-CHALBr p-CHALBTr 1 -3227,5191 0,00
p-CHALBr p-CHALBT 2 -3227,5177 1,10

Fonte: A autora.

Com o auxilio do programa Boltz (Boltzmann distribution), foi possivel calcular as
populacdes dos conférmeros. O célculo da populacao pela fungéo de distribui¢do de Boltzman
utiliza o namero de conformacdes e a diferenca de energia entre elas para fornecer a populacéo

que cada uma teria no equilibrio em determinada temperatura.

Para verificar a importancia dos efeitos eletronicos, como o efeito hiperconjugativo,
interacdes de orbitais e deslocalizacdo eletronica foram realizados célculos de NBO, desta
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forma pode-se avaliar se existe alguma interacdo especifica que determina a preferéncia

conformacional.
5.4.1 CHAL

Os dois conformeros preferenciais encontrados para a CHAL, estdo representados na
Figura 29.

Figura 29 — Conférmeros de menor energia obtidos para a CHAL, usando o nivel de teoria M06-2X/6
311++G(2d, 2p). Os angulos diedros estdo destacados em verde. Imagens obtidas através do
programa PyMOL.

Fonte: A autora.

Na Tabela 06, estdo apresentados os parametros obtidos através dos calculos de
otimizagdo e frequéncia em fase isolada, como a energia associada a cada geometria, 0 zero
point energy (ZPE), a energia total (corrigida com o ZPE e convertida para kcal.mol™1), e 0
valor calculado da populacéo de cada conférmero.

Tabela 6 — Parametros de energia dos conférmeros preferenciais da CHAL, calculados em fase isolada,

usando o nivel de teoria M06-2X/6-311++G(2d, 2p). Sdo apresentadas também as populagdes
calculadas para cada conférmero no equilibrio.

Confoérmeros Energia ZPE Energia AE Pop.
(Hartree) (Hartree) (kcal. mol™) (kcal. mol™1) %

CHAL 1 -653,94986 0,2262137 -410217,8 0,00 82,3

CHAL 2 -653,94834 0,2261442 -410216,9 0,91 17,8

Fonte: A autora.

A CHAL1 é 0,9 Kcal - mol™! mais estavel que o conformero CHAL2, fornecendo
assim, uma populacdo de 82,3% do conférmero. Como pode-se observar na Figura 29, a
estrutura tridimensional dos conformeros da chalcona, o conférmero de maior estabilidade,
apresenta uma geometria s-cis no que se refere a dupla ligagéo vinilica e a carbonila, fato este
ja esperado, pois esta conformacao esté descrita na literatura como a adotada preferencialmente

por conférmeros mais estaveis. de chalconas, (KOZLOWSKI et al., 2007) pois confere uma
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maior planaridade a molécula e este fator tem sido relacionada a maximizacdo do efeito

hiperconjugativo.

No caso das chalconas o conférmero s-cis € mais estavel, pois parece ser totalmente
plano, enquanto o impedimento estérico no conférmero s-trans entre atomos de hidrogénio
(Figura 7) leva a ndo planaridade da molécula, fazendo com que o angulo w (Figura 14) sofra
uma torcéo que foge muito do ideal de planaridade, 0° ou 180°. A diferenca de energia entre 0s
dois conformeros foi relatada como de 5,6 kcal - mol~! em favor do composto s-cis, com uma
barreira de 8,3 kcal - mol™?! (de s-cis para s-trans) (KOZLOWSKI, et al., 2007).

A geometria mais planar de conformacdes s-cis tem sido relacionada a maior
estabilidade pela maximizacdo do efeito hiperconjugativo (XUE; GONG, 2009). A
conformacao s-cis permite que a sobreposic¢ao entre dois orbitais (orbitais ) um ligante e um
antiligante seja maior, e assim existe a doacdo de densidade eletronica, estabilizando a
molécula. Para que as interacdes entre orbitais 7, sejam efetivas, o angulo dos diedros deve
estar 0 quanto mais proximo de 0° ou 180°, desta forma maior serd a sobreposicdo entre 0s
orbitais, e por consequéncia maior a interacdo entre eles. Caso o0 oposto ocorra, quanto mais
proximo de 90° o angulo dos diedros esteja, menor a interacdo, pois nesses casos Nao se
consegue ter uma boa sobreposicédo dos orbitais. Ao fazer a observagédo dos angulos diedros na
tabela a seguir concluimos que a CHAL 1 possui angulos com tendéncia a uma melhor
sobreposicao de orbitais 7.

Tabela 7 — Angulos diedros em graus dos conformeros preferenciais da CHAL, calculados em fase
isolada, usando o nivel de teoria M06-2X/6-311++G(2d, 2p).

Confoérmeros Diedro 6 Diedro t Diedro w
CHAL 1 17,3 -178,4 7,8
CHAL 2 -1454 14,9 -152,8

Fonte: A autora.

Com a intencdo de analisar os efeitos envolvidos na estabilidade das conformagdes,
foram analisados os calculos de NBO. Estes calculos fornecem informacGes para que o
conférmero de maior estabilidade teorica seja verificado através dos efeitos estereoeletrénicos,
que sdo: efeitos hiperconjugativos, interacdes de orbitais e deslocalizagdo eletrénica. Dentre
estes, devemos analisar com maior importancia o efeito hiperconjugativo, que se trata das
interacOes entre os orbitais 7, precisamente o orbital 7 interagindo com o orbital *, fazendo
assim uma transferéncia de densidade eletronica, ou seja, parte da densidade eletrénica da

ligacdo interage com o orbital antiligante da outra ligacao para ajudar na estabilizacdo. Quando
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se doa densidade eletrbnica de um orbital ligante para um orbital antiligante, ocorre um
abaixamento de energia, portanto um aumento na estabilidade da molécula. Como a
conformacao s-cis, devido a planaridade da molécula, favorece essas interacfes, se espera que
as energias envolvidas sejam maiores para o conférmero majoritario da CHAL 1. Posterior a
analise do efeito hiperconjugativo, foram analisadas as interacdes entre pares de elétrons livres
¢ orbitais 7 anti-ligantes, além de considerar também o efeito estérico em cada conférmero.
Para avaliar a importancia dos efeitos estereoeletronicos foram realizados calculos de delecao
total, nesse célculo a variagdo de energia obtida ndo inclui a deslocalizagéo eletronica dos
orbitais, com isso e possivel identificar se as interacGes sdo realmente importantes para a
estabilizacdo dos conférmeros.

Na Tabela 7 foram compiladas as interacdes entre orbitais, com o resultado da somatdria
da energia de interacdo orbital para cada grupo, ndo importando no caso, se doador ou receptor
desta densidade, mas sim importando com a quantidade de energia envolvida em cada uma

dessas interacoes.

Tabela 8 — Principais interacdes orbitais, efeito estérico e variacdo de energia por delecdo. Célculo de
NBO, usando o nivel de teoria M06-2X/6-311++G(2d,2p), para os conformeros preferenciais

da CHAL.
Interacdes orbitais (kcal.mol™1) CHAL 1 CHAL 2
Interacdoes n—n* ou n—n*
Dupla ligacao vinilica e Carbonila 27,27 25,39
Dupla ligagdo vinilica e Anel B 30,95 28,72
Carbonila e Anel A 23,15 18,13
Anel B 166,55 167,56
Anel A 168,04 169,48
Par de Elétrons do Oxigénio 51,39 49,37
Total 467,35 458,65
Efeito Estérico 416,98 414,83
Variacdo de Energia 1061,7890 1057,4830

Fonte: A autora.

Como previsto, confirma-se através dos calculos de NBO que a estabilidade maior da
CHAL1 esté4 relacionada com as energias de interacdo. A planaridade da molécula s-cis
favoreceu as interacGes de orbitais m — m*, que na maioria dos grupos analisados € mais alta
para a conformacdo de maior estabilidade, sendo a energia total, também a mais alta. Quanto
maior o valor da energia total, mais estabilidade foi conferido ao conférmero. Pode-se perceber

também que a conjugacao entre a carbonila e o anel aromatico adjacente é maior no conférmero
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preferencial, coincidindo de forma clara com o angulo diedro 8, onde, conforme discutido

anteriormente proporciona ao diedro uma angulacéo de melhor interagéo.

Através dos valores de delecdo, podemos afirmar que, quem possui a maior variacao de
energia possui maior estabilidade por efeito hiperconjugativo. Ambas conformacg6es tinham um

peso grande de estabilizacdo por hiperconjugaces, poréem a CHALL apresenta um valor maior.
5.4.2 0-CHALBr

Os trés conférmeros que fazem parte do equilibrio conformacional para a o-CHALBT,
estdo representados na Figura 30.
Figura 30 — Conférmeros de menor energia obtidos para o-CHALBT, usando o nivel de teoria M06-2X/6

311++G(2d, 2p). Os angulos diedros estdo destacados em verde. Imagens obtidas através do
programa PyMOL.

0-CHALBr 1

0-CHALBTr 2

0-CHALBTr 3

Fonte: A autora.

Na Tabela 8, foram apresentados os parametros obtidos através dos célculos de
otimizagdo e frequéncia em fase isolada, como a energia associada a cada geometria, 0 zero
point energy (ZPE), a energia total (corrigida com o ZPE e convertida para kcal.mol™1) e o
valor calculado da populacéo de cada conférmero.

Tabela 9 — Parametros de energia dos conformeros preferenciais da o-CHALBF, calculados em fase
isolada, usando o nivel de teoria M06-2X/6-311++G(2d, 2p). Sdo apresentadas também as
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Conférmeros Energia ZPE Energia AE Pop.
(Hartree) (Hartree) (kcal. mol™?) (kcal.mol™?) %
0-CHALBr 1 -3227,5142 0,2162114 -2025160 0,00 54,1
0-CHALBY 2 -3227,5137 0,2159345 -2025160 0,14 42,7
0-CHALBYr 3 -3227,5116 0,2162993 -2025158 1,67 3,2

Fonte: A autora.

A 0-CHALBT 1 é a conformacéo de menor energia, 0,14Kcal - mol™! mais estavel que
a conformacao 0-CHALBT 2, fornecendo uma populacgéo de 54,1% no equilibrio e apresentando
orientacdo s-cis, 0 que novamente apresenta concordancia com a literatura, como ja citado na

secéo anterior.

Observando-se a representacdo tridimensional das conformagdes o-CHALBr 1, o-
CHALBr 2 e 0-CHALBTr 3, na Figura 30, percebemos o aspecto mais plano das conformacdes
s-cis 0-CHALBr 1 e 0-CHALBr 3. Ao analisar os angulos diedros (Tabela 9), tendo em vista a
planaridade com angulos mais proximos de 0° e 180°, verificamos que esse requisito é mais
bem atendido por ambas as conformag0es s-cis, e ainda pode-se afirmar que se a estabilidade
da molécula fosse devido ao Unico fator de angulacdo que confere maior planaridade,
poderiamos prever que a 0o-CHALBr 3 seria a conformacdo de maior estabilidade, pois as
sobreposicdes entre orbitais estdo sendo favorecidas, e por consequéncia, maior é a interagdo
entre eles. Porém este conférmero fica em terceira op¢do quanto a sua estabilidade e apresenta
uma populacdo de apenas 3,2% no equilibrio, apesar de ser possivelmente mais bem
estabilizada pelo efeito conjugativo, devem-se analisar outros fatores que estdo contribuindo
para esta instabilidade conferida a molécula.

Tabela 10 — Angulos diedros em graus dos conformeros preferenciais da 0-CHAL, calculados em fase
isolada, usando o nivel de teoria M06-2X/6-311++G(2d, 2p).

Confoérmeros Diedro 6 Diedro t Diedro w
0-CHALBr1 136,5 -6,7 153
0-CHALBTIr 2 116,0 169,6 -173,6
0-CHALBr 3 -43,1 -4,3 177,9

Fonte: A autora.

Observando novamente a representacdo tridimensional da o-CHALBT, em relacdo ao
substituinte bromo, algumas vezes a posi¢do do halogénio muito proxima ao oxigénio, acaba
causando repulsdo. Como sdo grupos fortemente negativos, ocorre repulséo e isso é um fator

desestabilizante. A Figura 31, mostrou que existe essa grande proximidade entre o &tomo de



71

oxigénio da carbonila e o a&tomo de bromo, com uma distancia de apenas 3,12 A. O que causa

um significativo efeito estérico (repulséo eletrostatica) e desestabiliza a conformacao.

Figura 31 — Conformero 0-CHALBI3. A distancia entre os a&tomos de Oxigénio e Bromo (3,12 A) esta
destacada em verde. Imagem obtidas através do programa PyMOL.

Fonte: A autora.

Como citado anteriormente, amplos estudos ja foram realizados no que se diz respeito
ao equilibrio conformacional de diversas chalconas, em relagéo as conformacoes s-cis e s-trans,
e a forma termodinamicamente mais estavel, que consequentemente a maioria das chalconas

apresenta é o isdbmero s-cis (LARSEN; et al 2005).

Mesmo com tais dados literarios, ao analisar a conformacgéo s-trans da 0-CHALBr 3,
observamos que a mesma teve uma populacdo expressiva de 42,7%. Estudos realizados por
Butterworth (1996), investigaram a estabilidade da conformacao s-trans em relagéo a s-cis,
devido a fortes efeitos estéricos, entre a carbonila e o anel aromatico adjacente que fazem com

que a configuracdo s-cis perca estabilidade.

Ao analisar a estrutura base das chalconas como na figura a seguir, dividindo-a em trés
partes, que normalmente estdo coplanares entre si, consistem em um Anel A, um Anel B e um
Plano C (Figura 32), as ligagfes simples que unem estas partes podem sofrer modificacdes

angulares e conferir a molécula uma conformaco diferenciada (AKSOZ; ERTAN, 2012).

Figura 32 — Estrutura base de uma chalcona, mostrando suas trés partes planas.

Plano

(o}

Anel Anel
27 2
3’ N 3

Fonte: A autora.
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A conformacao molecular mais estavel sera determinada pelo equilibrio de duas forcas
concorrentes entre si, a estabilizante devido a deslocalizacdo eletrdnica e a sobreposicdo de
orbitais, e a desestabilizante devido ao efeito estérico. A estabilizacdo devido ao favorecimento
da deslocalizagéo eletronica e a sobreposicao de orbitais que favorece as interacdes de orbitais
m — 1", € maior quando toda a molécula é planar. Porém, existe uma repulsdo estérica,
principalmente entre os hidrogénios vinilicos e arométicos quando a molécula encontra-se nesta
conformacdo (BUTTERWORTH 1996).

O anel A enfrenta um impedimento estérico, ocasionado devido a posi¢do do oxigénio
da carbonila, maior do que o enfrentado pelo anel B, consequentemente a estabilizacdo e as
forcas repulsivas entre o anel A e o plano C estdo mais equilibradas. Desta forma o angulo 6,
referente ao diedro entre o anel A e o plano C determinara a conformacéo (s-cis ou s-trans),
que serd a preferencial (BUTTERWORTH 1996).

Sem substituintes no anel A, o diedro se adequara em um angulo a que ird conferir uma
maior planaridade a molécula, porém quando existe a insercdo de grupos substituintes em
posicao orto no anel A (carbonos 2’ e 6”), este tende a um carater de maior perpendicularidade
em relagdo ao resto da molécula. Estudos realizados por Xue e Gong (2009) relataram que em
alguns casos a conformacéo s-trans pode chegar a ser 4,8 kcal. mol~! mais estavel que a s-cis.
Ja, a insercdo de substituintes apenas no anel B ndo parece interferir expressivamente na
coplanaridade entre o anel B e a molécula, visto que a conjugagdo do anel A com a carbonila é
uma forca estabilizadora dominante (BUTTERWORTH 1996). Mesmo o conférmero s-cis
sendo reconhecido como o mais estavel na maioria das vezes para as chalconas, devido ao
grande obstaculo estérico entre o oxigénio da carbonila e &tomo de bromo ligado ao carbono,
na posicdo orto do anel, fez com que a segunda conformacdo em preferéncia molecular
apresentasse o conférmero s-trans. O previsto é que conférmeros s-cis também ndo seja
totalmente planar (AKSOZ; ERTAN, 2012).

Daqui em diante, foram analisados os resultados dos calculos de NBO (Tabela 11), para
investigar possiveis efeitos estabilizantes e desestabilizantes destes conférmeros preferenciais
da chalcona bromada na posigdo orto. Como pode ser observado, grande parte das energias de
interacdo de orbitais € maior para a 0-CHALBTr 3, a conjugacao entre a carbonila e o anel
aromatico adjacente € expressivamente maior do que a 0-CHALBr 2, a energia total também,

iSSo mostra 0 peso da estabilizacdo por essas interagfes. Julgando apenas o efeito
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hiperconjugativo se esperaria que o conférmero o-CHALBYr 3, fosse 0 mais estavel, mas por

causa da repulséo eletrostatico, que é predominante neste caso, se torna a menos estavel.

Tabela 11 — Principais interacfes orbitais, efeito estérico e variagdo de energia por delecdo. Calculo de

NBO, usando o nivel de teoria M06-2X/6-311++G(2d, 2p), para os conférmeros

preferenciais da 0-CHAL.

InteragGes orbitais (kcal.mol™?) 0-CHALBr1 0-CHALBYr 2 0-CHALBr 3
Interacdoes n—n* ou n—n*

Dupla liga¢do vinilica e Carbonila 28,72 30,46 27,74
Dupla ligagéo vinilica e Anel B 29,17 30,47 31,20
Carbonila e Anel A 11,47 4,19 12,89
Anel B 167,47 166,72 166,40
Anel A 168,07 169,07 169,86
Par de Elétrons do Oxigénio 51,94 51,42 52,75
Par de Elétrons do Bromo 24,92 25,75 26,33
Total 481,76 478,08 487,17
Efeito Estérico 444,24 441,61 442,59
Variacao de Energia 1113,4260 1114,3480 1114,8070

Fonte: A autora.

Confirma-se o carater estabilizador pelo efeito de deslocalizacdo eletrénica nas
conformacdes 0-CHALBr 1 e 0-CHALBr 3 (ambas conformacgdes s-cis) atraves da soma dos
valores de energia referentes as intera¢fes entre orbitais, as quais apresentam valores maiores
para ambas, sendo a o-CHALBr 3 a que apresentou o maior valor. I1sso mostra a contribuicéo
da estabilizacao por essas interacdes e ainda realizando a comparacéo entre os valores de efeito
estérico para estes conférmeros s-cis, percebe-se que a estabilidade é mais favoravel para a o-
CHALBr 3, que possui 0 valor menor. A julgar estes fatores espera-se que o conférmero o-
CHALBr 3 fosse 0 mais estavel e assim de maior abundancia no equilibrio, mas como citado
anteriormente a grande proximidade entre o &tomo de oxigénio da carbonila e 0 &tomo de bromo
(3,12 A), faz com que o efeito eletrostatico seja predominante neste caso, fornecendo ao

conformero o-CHALBTr 3 a menor porcentagem populacional.

Com a intengdo de verifica-se a interferéncia do efeito eletrostatico e o padrdo de
polaridade nesta conformacéo, foi gerado o mapa de potencial eletrostatico (MPE), a partir da
estrutura otimizada da 0-CHALBTr 3, utilizando nivel de teoria: M06-2X/6-311++G(2d, 2p).
Como esperado, a maior distribuicdo da densidade eletrénica encontra-se sobre o atomo de
oxigénio, em funcdo da polarizacdo da carbonila (coloracdo mais préximo do vermelho), o que
também ocorre sobre o substituinte bromo (coloragdo mais proxima do amarelo) (Figura 33).
Isto mostra que que o efeito eletrostatico desempenha papel importante na desestabilizagdo da
0-CHALBFr 3.
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Figura 33 — Mapa de potencial eletrostéatico da o-CHALBTr 3, gerado a partir da estrutura otimizada com o
nivel de teoria M06-2X/6-311++G(2d, 2p). Imagem obtida através do programa PYMOL.

o
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Fonte: A autora.

Continuando a analise das geometrias em s-cis observou-se que conjugacdo entre a
carbonila e o anel aromatico adjacente a ela € expressivamente maior para ambas, coincidindo
de forma clara com o angulo diedro a onde, conforme discutido anteriormente, ocorre maior

planaridade do anel com o restante da molécula.

Como também constatado nos estudos de Butterworth (1996); Xue e Gong (2009) e
Aksoz e Ertan (2012), o conformero s-trans (o-CHALBTr 2) apresentou o menor efeito estérico
dentre as conformacdes, ja que a repulsdo estérica € menor na conformacéo s-trans. O balango
de forcas desestabilizantes (menor efeito estérico) e estabilizantes (menor deslocalizacédo
eletrbnica) tornam esse conférmero termodinamicamente estdvel, com uma populacdo

expressiva.

Em relacdo a maior variacdo de energia, que representa a delecdo, pode-se verificar que

a conformacdo o-CHALBT 3 possui maior estabilidade devido ao efeito hiperconjugativo.
5.4.2.1 Analise de superficie de NCI o-CHALBr

Devido a tendéncia da chalcona orto substituida, em apresentar uma populacdo
expressiva de conférmero s-trans, e levando em consideracdo que o efeito conjugativo e o efeito
estérico sdo importantes no equilibrio conformacional, porem sozinhos ndo explicam o
comportamento de alguns dos compostos. Foram realizados os calculos de superficies de
interacdes ndo covalentes para os conférmeros preferenciais da chalcona orto-substituidas
(Figura 34), para investigar outras interacBes quimicas que estariam influenciando na
estabilidade. As interacGes do tipo van der Waals, sdo de coloracdo verde com valores de
densidade eletrénica proximos de zero e as interacdes estéricas sdo de coloracdo vermelha. O

efeito esterico pode ser observado no interior dos anéis benzénicos (ROZADA, 2015).
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Figura 34 — Superficies de interacéo ndo covalente dos conférmeros da 0-CHALBTr substituidos, nivel de
teoria M06-2X/6-311++G(2d, 2p). Imagens obtidas através do programa PyMOL.

0-CHALBr 3

0-CHALBr 1 0-CHALBT 2
o R

Fonte: A autora.

As trés superficies demonstram, a presenca de interacOes estabilizantes do tipo van der
Waals, associadas a um componente desestabilizante, o efeito estérico. Porem percebemos que
nas conformacdes s-cis, as interacdes sdo relativamente menores aos comparadas com a
geometria s-trans, e se situam entre o hidrogénio o e hidrogénios aromaticos, e entre o
hidrogénio B e o oxigénio da carbonila. Na 0-CHALBr 1 ocorre uma superficie de interagdo
entre 0 oxigénio da carbonila e um hidrogénio aromatico do anel A, além de uma interacéo
maior entre o substituinte bromo e o hidrogénio a. J4, na 0-CHALBr 3, embora mantida a
orientacdo s-cis, a mudanca da posicao do anel substituido em relagéo a carbonila faz com que
0 bromo passe a interagir com o 4tomo de oxigénio da carbonila. Entretanto, a superficie de
interacdo, neste caso, € menor. Este fato, associado a repulsdo de cargas que é esperada entre
Bromo e oxigénio, auxilia no entendimento da maior populacéo de conférmeros o-CHALBr 1
no equilibrio se comparados a conformacéo s-cis o-CHALBr 3.

Na geometria s-trans, ocorre uma superficie maior de interagdo entre o hidrogénio a e
um hidrogénio aromético do anel B. Além de uma superficie considerdvelmente mais extensa

localizada entre o hidrogénio B e o substituinte orto.
543 m-CHALBr

Os conférmeros envolvidos no equilibrio da m-CHALBY, estdo representados na Figura
35.
Figura 35 — Conférmeros de menor energia obtidos para m-CHALBT, usando o nivel de teoria M06-2X/6

311++G(2d, 2p). Os angulos diedros estéo destacados em verde. Imagens obtidas através do
programa PyMOL.
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Fonte: A autora.
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Na Tabela 12, estdo apresentados os parametros obtidos através dos calculos de

otimizacdo e frequéncia em fase isolada, como a energia associada a cada geometria, 0 zero

point energy (ZPE), a energia total (corrigida com o ZPE e convertida para kcal.mol™t) e o

valor calculado da populacéo de cada conférmero.

Tabela 12 — Pardmetros de energia dos conférmeros preferenciais da m-CHALBT, calculados em fase
isolada, usando o nivel de teoria M06-2X/6-311++G(2d, 2p). Sao apresentadas também as

populagdes calculadas para cada conférmero no equilibrio.

Confoérmeros Energia
(Hartree)
m-CHALBr 1 -3227,5184
m-CHALBr 2 -3227,5186
m-CHALBr 3 -3227,5172
m-CHALBTr 4 -3227,517

ZPE
(Hartree)

0,2162923
0,2164725
0,2161951
0,2163313

Energia
(kcal.mol™1)
-2025162
-2025162
-2025162
-2025161

AE
(kcal.mol™?)

0,00
0,01
0,72
0,89

Pop.

40,0
39,3
11,9
8,9

Fonte: A autora.

Os célculos de otimizacdo mostraram que a chalcona bromada substituida na posi¢do

meta apresentou o conformero m-CHALBTr 1 mais estavel, apenas 0,01 kcal. mol~! em relagdo

ao conférmero m-CHALBT 2. Essa diferenca irrisoria se deve a similaridade nas caracteristicas

estruturais, que confere uma proximidade extremamente grande em relagdo a todos o0s

resultados calculados teoricamente. Observando-se as estruturas tridimensionais das duas

conformacdes de maior estabilidade, é possivel verificar a similaridade dos dois angulos diedros

T € w, sendo que comparando os angulos 6 notou-se que o diedro teve uma tor¢do proxima de

180°, fazendo com que 0s atomos experimentassem um ambiente quimico semelhante. O

equilibrio conformacional deste composto é caracterizado pela predominancia da geometria s-
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cis, caracteristica dos dois conférmeros de menor energia, a somatoria das populacdes das

geometrias mais estaveis ficou muito proxima de 80%.

Ainda se observou a presenca de duas conformacg6es de geometria s-trans bem menos
abundantes, m-CHALBr 3 e m-CHALBr 4, com uma contribui¢do populacional de apenas 20%
(11,9% e 8,9% respectivamente) estes conférmeros também apresentaram certa similaridade

entre si.

Na comparagdo referente aos angulos diedros, utilizando os dados da Tabela 13,
verificou-se a maior proximidade angular de 0° ou 180°, em todos os diedros das conformagdes
s-cis, m-CHALBr1 e m-CHALBr2, comprovando o que pode-se prever ao analisar a estrutura
tridimensional dos conférmeros na Figura 35.

Tabela 13 — Angulos diedros em graus dos conformeros preferenciais da m-CHALB, calculados em fase
isolada, usando o nivel de teoria M06-2X/6-311++G(2d, 2p).

Conférmeros Diedro 6 Diedro Diedro w
m-CHALBr 1 -15,9 -0,8 -8,6
m-CHALBTr 2 -161,9 -6,0 6,5
m-CHALBr 3 1445 174,0 1545
m-CHALBTr 4 32,5 1,2 -154,0

Fonte: A autora.

Com a intencdo de analisar os efeitos envolvidos na estabilidade das conformacdes,
foram analisados os dados obtidos a partir dos calculos de NBO (Tabela 13).
Tabela 14 — Principais interacdes orbitais, efeito estérico e variagdo de energia por delecdo. Célculo de

NBO, usando o nivel de teoria M06-2X/6-311++G(2d, 2p), para os conférmeros
preferenciais da m-CHALBr.

Interag@es orbitais (kcal.mol™?) m-CHAL 1 m-CHAL 2 m-CHAL 3 m-CHAL 4
Interacdes n—n* ou n—oxw*

Dupla ligagdo vinilica e Carbonila 27,88 28,18 26,64 26,24
Dupla ligagéo vinilica e Anel B 31,21 30,97 30,18 30,12
Carbonila e Anel A 22,53 22,53 17,00 16,79
Anel B 166,40 166,59 166,79 166,64
Anel A 167,57 168,78 170,24 169,04
Par de Elétrons do Oxigénio 51,29 51,16 49,56 49,87
Par de Elétrons do Bromo 24,10 23,96 24,43 24,09
Total 490,98 492,17 484,84 482,79
Efeito Estérico 437,20 438,44 438,64 436,22
Variacdo de Energia 1110,3310 1112,6120 1110,1340 1107,7440

Fonte: A autora.
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O efeito hiperconjugativo, forneceu estabilidade através das interagdes entre orbitais
e m*. Analisando as estruturas tridimensionais de ambas as conformacdes s-cis (Figura 35),
percebe-se que a grande planaridade da molécula estd fazendo com que os orbitais estejam
alinhados favorecendo as interagdes e a estabilidade da molécula, como verificado na Tabela
13, a energia total para estas moléculas é relativamente maior, se comparadas com as mesmas
energias para as moléculas de conformagdo s-trans. Observou-se também que a principal
interacdo que leva a estabilizacdo das conformac®es s-cis, € a conjugacao entre a carbonila e o
anel aromatico adjacente a mesma. Este valor esta coincidindo com a proximidade do angulo

diedro 8, em 0° ou 180°, estabelecendo um carater de maior planaridade a estes conférmeros.

Além da energia total, verificou-se que a maior estabilidade estéd relacionada com as
energias de interacdo, através da variacdo de energia, depois de remover as interacdes
hiperconjugativas. A geometria que apresentou a maior variagdo é a, s-cis m-CHALBr2, mas
tanto a, s-trans m-CHALBr 3 quanto a ,s-cis m-CHALBr1 possuem um consideravel peso de
estabilizacdo por hiperconjugacdes. Porém ao fazer uma comparagdo com as suas respectivas
energias totais de interagcdo entre os orbitais e *, percebeu-se que a interagdo da s-cis m-
CHALBr 1 é muito maior do que a s-trans m-CHALBI3. Isso ajuda a explicar porque a s-trans
m-CHALBr3 tem uma pequena diferenca de variacdo de energia em relacdo a s-cis m-
CHALBr1. Pois mesmo possuindo um efeito hiperconjugativo relativamente grande que
estabiliza o conférmeros m-CHALBTr3, ndo possui os efeitos de ressonancia tdo mensuraveis

quanto nas outras conformagdes com maior planaridade (s-cis).

O efeito estérico (desestabilizante) é menor para s-trans m-CHALBr4, porém € a que
possui menor interacdo hiperconjugativa, e maior energia relativa. Portanto, a menos estavel,
pois no balanco de forgas que estabilizam ou desestabilizam o conférmero, existe apenas o

efeito estérico a seu favor.
5.4.3.1 p-CHALBr

Os dois conférmeros preferenciais encontrados para a p-CHALBT, estdo representados
na Figura 36.
Figura 36 — Conformeros de menor energia obtidos para p-CHALBT, usando o nivel de teoria M06-2X/6

311++G(2d, 2p). Os angulos diedros estdo destacados em verde. Imagens obtidas através do
programa PyMOL.
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p-CHALBr 1 p-CHALBTr 2

Fonte: A autora.

Na Tabela 15, estdo apresentados os parametros obtidos através dos célculos de
otimizacdo e frequéncia em fase isolada, como a energia associada a cada geometria, 0 zero
point energy (ZPE), a energia total (corrigida com o ZPE e convertida para kcal.mol™1) e 0
valor calculado da populacédo de cada conférmero.

Tabela 15 — Pardmetros de energia dos conformeros preferenciais da p-CHALBE, calculados em fase

isolada, usando o nivel de teoria M06-2X/6-311++G(2d, 2p). Sdo apresentadas também as
populagdes calculadas para cada conférmero no equilibrio.

Conformeros Energia ZPE Energia AE Pop.
(Hartree) (Hartree) (kcal. mol™1) (kcal. mol™?) %

p-CHALBr 1 -3227,5191 0,2161617 -2025163,2 0,00 86,5

p-CHALBr 2 -3227,5177 0,2165286 -2025162,1 1,10 13,5

Fonte: A autora.

Os célculos de otimizacdo mostraram que a chalcona bromada substituida na posicdo
para apresentou dois conformeros, sendo a p-CHALBr 1 de conformagdo s-cis,
1,1 kcal. mol™! mais estavel em relacdo ao conformero p-CHALBr 2 de conformac&o s-trans.
Novamente o equilibrio conformacional deste composto é caracterizado pela predominancia da
geometria s-cis, em conformidade com os dados da literatura, e apresentou uma populagéo
86,5% no equilibrio.

Tabela 16 — Angulos diedros em graus dos conférmeros preferenciais da p-CHALBT, calculados em fase
isolada, usando o nivel de teoria M06-2X/6-311++G(2d, 2p).

Conférmeros Diedro 6 Diedro t Diedro w
p-CHALBr 1 -16,9 172,5 -9,2
p-CHALBr 2 -30,3 170,6 152,5

Fonte: A autora.

Observando-se a representacdo tridimensional das conformacgfes (Figura 38), o
conférmero mais estavel apresentou uma organizacdo mais plana em sua geometria, o que fica
confirmado através da analise dos angulos diedros, que ficaram mais préximos de 0° e 180°.

Verificou-se ainda, que esse requisito € melhor atendido pela p-CHALBr 1 em comparagdo com
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todas as outras chalconas, analisadas neste trabalho, e também foi a que apresentou a maior
porcentagem populacional em relacdo as demais. Tal fato pode estar relacionado, com a maior
planaridade também apresentada, favorecendo a deslocalizacdo eletrénica, que tem carater

estabilizador.

Analisando o conférmero preferencial da p-CHALBr 1 (Tabela 16), verificou-se mais
uma vez a maior estabilizacdo da geometria s-cis por efeito hiperconjugativo, onde
praticamente todas as energias sao maiores para o conférmero mais estavel, sendo uma das mais
expressiva a energia do anel adjacente a carbonila, mostrando que esta sobreposigéo de orbitais
e a deslocalizacdo eletronica contribuiram na estabilidade deste conférmero. O aumento do
efeito hiperconjugativo devido a planaridade da geometria, nos mostra mais uma vez que este
¢ um dos fatores de maior importancia, responsavel pela porcentagem populacional t&o
significativa para este conférmero no equilibrio. Ao analisar o conférmero s-trans, podemos
observar que este apresenta um efeito estérico menor, o que possivelmente contribui para
estabiliza-lo termodinamicamente.

Tabela 17 — Principais interacdes orbitais, efeito estérico e variagdo de energia por delecdo. Célculo de

NBO, usando o nivel de teoria M06-2X/6-311++G(2d, 2p), para os conférmeros
preferenciais da p-CHALBTY.

InteragGes orbitais (kcal.mol™?!) p-CHALBr 1 p-CHALBT 2
Interacdes 7—n* ou n—oxw*

Dupla ligagdo vinilica e Carbonila 27,59 25,61
Dupla ligagéo vinilica e Anel B 30,77 29,63
Carbonila e Anel A 23,06 18,21
Anel B 166,66 166,99
Anel A 185,40 168,41
Par de Elétrons do Oxigénio 51,61 49,53
Par de Elétrons do Bromo 24,40 24,77
Total 509,49 483,15
Efeito Estérico 437,86 436,90
Variacgdo de Energia 1112,4900 1109,3320

Fonte: A autora.

5.5 ANALISE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DPPH

A seguir é apresentado os resultados obtidos através da avaliacdo da atividade
antioxidante das quatro chalconas sintetizadas, comparadas a vitamina C, nas concentracdes de

20, 30, 50 e 100 mmol. L™, em funcéo do tempo.
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Analisando o grafico (Figura 37) para a concentracdo de 100 mmol. L™ das amostras,
verifica-se que a CHAL apresenta uma atividade antioxidante alta, que supera a atividade da
vitamina C. Isto demonstra que um estudo mais detalhado, empregando outros métodos que

avaliem a atividade antioxidante, deve ser realizado, em trabalhos futuros.

Figura 37 — Atividade antioxidante utilizando concentragdo de 100 mmol.L~* das amostras.

100 mmol/L
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Fonte: A autora.

Analisando-se o grafico (Figura 38) para a concentracdo de 50 mmol. L~! das amostras,
verifica-se novamente a CHAL com uma atividade antioxidante consideravelmente alta, que
chega proximo aos valores da vitamina C. A substituicdo de um atomo de bromo na posi¢éo
orto do anel aromatico, nesta concentracdo, faz com que a capacidade antioxidante da chalcona
sofra uma pequena diminuigdo. Ja quando o bromo € substituido nas posi¢Ges meta e para a

atividade antioxidante sofre um maior declinio.
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Figura 38 — Atividade antioxidante utilizando concentragéo de 50 mmol.L™* das amostras.
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Fonte: A autora.

Nas concentra¢Ges de 30 mmol. L~ das amostras, (Figura 39) ocorre uma inversio das
atividades antioxidantes, sendo que a 0o-CHALBET supera os valores da CHAL, chegando muito
préximo dos valores calculados para a vitamina C. Bromo como substituinte nas posi¢Ges meta
e para, nesta concentracdo, ndo auxiliam num aumento da atividade, sendo que a chalcona sem

substituinte superou os valores da atividade antioxidante de ambas.
Figura 39 — Atividade antioxidante utilizando concentragdo de 30 mmol.L~1 das amostras.
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Fonte: A autora.
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Nas concentracdes de 20 mmol.L™ das amostras, (Figura 40) observa-se que a o-
CHALBFr continua superando os valores da CHAL, mas neste caso, ndo ficando tdo proximos
dos valores calculados para a vitamina C. Este grafico tende a seguir o mesmo padrdo da
concentracdo anterior (Figura 39), onde o Bromo substituido nas posi¢cbes meta e para, ndo
auxilia no aumento da atividade antioxidante, sendo que a chalcona sem substituinte (CHAL),

mais uma vez, superou os valores da atividade antioxidante de ambas.
Figura 40 — Atividade antioxidante utilizando concentragdo de 20 mmol.L™1.
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Fonte: A autora.

E possivel observar que todas as chalconas apresentam atividade antioxidante, no
entanto, fica claro que utilizando apenas estas concentracdes, ndo se pode prever um padrdo
para esta atividade, pois a variagao na concentragdo das amostras provocou mudancas drésticas
na atividade antioxidante. Em relacdo ao tempo, fica claro um padréo para as atividades, 0s
graficos demonstram que a eficacia da atividade se da nos primeiros minutos da reacdo, sendo
que ap6s 40 minutos a atividade antioxidante se mantém praticamente constante, com pequenas

variagoes.

5.6 ANASILE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA PELO METODO KIRBY-BAUER
5.6.1 Método Kirby -Bauer: disco-difuséo

Para o teste de atividade antibacteriana, utilizando a técnica de difusdo em disco, foram
utilizadas duas espécies Gram positivas (Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis) e uma

espécie Gram negativa (Escherichia coli). Foram testados os trés derivados bromados, assim



84

como a chalcona sem substituinte, todos em diferentes concentracdes, além da canamicina na
concentracédo de 100 mg.mL™! e 0 DMSO (100%).

5.6.2 Anaélise inibitoria contra a bactéria Staphylococcus aureus

O controle negativo com o solvente DMSO ndo apresentou atividade antimicrobiana. O
controle positivo com canamicina apresentou atividade com halo de inibi¢&o de crescimento de
12 mm. Os compostos 0-CHALBr, m-CHALBr e CHAL apresentaram halos de inibicdo de
crescimento para S. aureus com diferentes extensées. A 0-CHALBr apresentou halos de 2 mm
nas concentracdes de 200 e 100 mg.mL™! e halo de 1,5 mm em 50 mg.mL™%, nas demais
concentrag@es, os halos formados eram pouco visiveis. A m-CHALBTr inibiu o crescimento,
formando halos de 1,5 mm nas trés concentracdes testadas, de 200, 50 e 12,5 mg.mL™1. A
CHAL apresentou halos de inibi¢do ligeiramente maiores, com 2 mm de extensdo, nas trés
concentracdes testadas, de 200, 50 e 12,5 mg.mL™t. A p-CHALBTr nio inibiu o crescimento

de S. aureus (Figura 41).

Figura 41 — Efeitos dos compostos sobre o crescimento de Staphylococcus aureus.

il

Notas: Bb1200 (0-CHALBr 200mg.mL™'), Bb1100 (0-CHALBr 100mg.mL™"), Bbl 50 (0-CHALBr
50mg.mL~1), Bb1 25 (0-CHALBr 25mg.mL~Y), Bb1 12,5 (0-CHALBr 12,5mg.mL~1), Bb1 6,25 (0-CHALBr
6,25mg.mL-1), Bb2 200 (M-CHALBr 200mg.mL™Y), Bb2 50 (m-CHALBr 50mg.mLY), Bb2 12,5 (m-
CHALBTr 12,5mg.mL™t), Bb3 200 (p-CHALBr 200mg.mL™1), Bb3 50 (p-CHALBr 50mg.mL™'), Bb3 12,5
(p-CHALBr 12,5mg.mL~1), Bb4 200 (CHAL 200mg. mL™Y), Bb4 50 (CHAL 50mg. mL1), Bb4 12,5 (CHAL
12,5mg.mL™1), Kan100 (canamicina 100 mg.mL™1), DMSO (100%).

5.6.3 Andlise inibitdria contra a bactéria Bacillus subtilis

O controle negativo com o solvente DMSO ndo apresentou atividade antimicrobiana. O
controle positivo com canamicina apresentou atividade com halo de inibi¢éo de crescimento de
15 mm. Os compostos 0-CHALBr e CHAL apresentaram halos de inibicao de crescimento para
Bacillus subtilis com diferentes extensdes. A 0-CHALBr apresentou halo de 1mm na

concentracdo de 100 mg.mL™? e halo de 0,5 mm em 50 mg.mL™1, nas demais concentracdes,
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ndo houve formacao de halos. A CHAL apresentou halos de inibicdo com 0,5 mm de extenséo,
nas trés concentragdes testadas, de 200, 50 e 12,5 mg.mL™1. Asm-CHALBr e p-CHALBTr néo

inibiram o crescimento de Bacillus subtilis (Figura 42).

Figura 42 — Efeitos dos compostos listados sobre o crescimento de Bacillus subtilis.

Notas: Bb1200 (0-CHALBr 200mg.mL™'), Bb1100 (0o-CHALBr 100mg.mlL™'), Bbl 50 (o-CHALBr
50mg.mL~1), Bb1 25 (0-CHALBr 25mg.mL~"), Bb1 12,5 (0-CHALBr 12,5mg.mL~1), Bb1 6,25 (0o-CHALBr
6,25mg.mL™1), Bb2 200 (m-CHALBr 200mg.mL™t), Bb2 50 (m-CHALBr 50mg.mL™1), Bb2 12,5 (m-
CHALBTr 12,5mg.mL™t), Bb3 200 (p-CHALBr 200mg. mL™1), Bb3 50 (p-CHALBr 50mg.mL™t), Bb3 12,5
(p-CHALBT 12,5mg. mL™1), Bb4 200 (CHAL 200mg.mL1), Bb4 50 (CHAL 50mg. mL"1), Bb4 12,5 (CHAL
12,5mg.mL™'), Kan100 (canamicina 100 mg.mL™1), DMSO (100%).

5.6.4 Andlise inibitdéria contra a bactéria Escherichia coli

Os controles negativos com os solventes DMSO e etanol ndo apresentaram atividade
antimicrobiana. O controle positivo com canamicina apresentou atividade com halo de inibicéo
de crescimento de 10 mm. Os compostos testados ndo apresentaram atividade antimicrobiana
sob a Escherichia coli (Figura 43).

Figura 43 — Efeitos dos compostos listados sobre o crescimento de Escherichia coli.

Notas: Bb1200 (0-CHALBr 200mg.mL™Y), Bb1100 (0-CHALBr 100mg.mL""), Bbl 50 (0-CHALBr
50mg.mL-1), Bb1 25 (0-CHALBr 25mg.mL~"), Bb1 12,5 (0-CHALBr 12,5mg.mL""), Bb1 6,25 (0-CHALBr
6,25mg.mL~Y), Bb2200 (m-CHALBr 200mg.mL™1), Bb250 (m-CHALBr 50mg.mL""), Bb2 12,5 (m-
CHALBr 12,5mg.mL™1), Bb3 200 (p-CHALBr 200mg. mL™"), Bb3 50 (p-CHALBr 50mg. mL"1), Bb3 12,5
(p-CHALBr 12,5mg. mL™1), Bb4 200 (CHAL 200mg.mL1), Bb4 50 (CHAL 50mg. mL"1), Bb4 12,5 (CHAL
12,5mg.mL™1), Kan100 (canamicina 100 mg.mL™1), DMSO (100%).
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Fazendo-se uma analise de todos as espécies e compostos testados foi possivel verificar
que a 0-CHALBTr apresentou atividade antibacteriana contra as espécies Gram positivas
Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis, com halos de inibi¢cdo de crescimento de 1,5 a
0,5 mm e concentragdo inibitéria minima de 50 mg. mL™para as duas espécies. Esse resultado
reflete a presenca de atividade antibacteriana apenas em altas concentra¢des de composto.

A m-CHALBTr foi capaz de inibir o crescimento de Staphylococcus aureus formando
halos de 1,5 mm em todas as concentracBes testadas. Dessa maneira, ndo foi possivel
determinar a concentracéo inibitéria minima, que deve ser inferior a 12,5 mg.mL™! para essa

espécie.

A CHAL inibiu o crescimento de Staphylococcus aureus com halos de inibicdo de 2 mm
e de Bacillus subtilis com halos de inibi¢do de 0,5 mm em todas as concentragdes testadas.
Portanto, a concentragdo inibitoria minima ndo pbde ser determinada, mas deve ser inferior a
12,5mg.mL™! para as duas espécies. Neste caso também néo foi possivel relacionar a
concentracdo do composto com a extensdo do halo de inibi¢do. Finalizando, a p-CHALBT néo

apresentou atividade antimicrobiana contra as espécies testadas nas concentracdes utilizadas.

As bactérias Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus sdo modelos de estudo para
bactérias Gram positivas, esse grupo de microrganismos apresenta parede celular mais simples
e membrana plasméatica mais acessivel a compostos com atividade bioldgica, quando
comparado as bactérias Gram negativas. A espécie Gram negativa Escherichia coli é modelo
para estudos com bactérias deste grupo que apresenta parede celular mais complexa, com
membrana externa. Os compostos testados ndo apresentaram atividade contra Escherichia coli.
Como demonstrado por Opletalova, (2000) as chalconas atuam inibindo microrganismos Gram-
positivos, porém algumas chalconas apresentaram inibicdo de microrganismos Gram-negativos

também.
5.7 ANALISE DA CONCENTRACAO MINIMA INIBITORIA

Levando em consideracdo que a chalcona sem substituinte, a CHAL, ja apresentou
atividade antimicrobiana contra Gram positivas, e essa atividade ndo é aumentada pela
substituicdo com bromo, foi entdo realizado o teste de concentracdo inibitéria minima (CMI)

desta chalcona.
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Escherichia coli e Staphylococcus aureus foram utilizadas para os testes de
determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CM1I). As solug@es utilizadas foram: CHAL
dissolvida em DMSO, CHAL em DMSO:PEG (1: 16), CHAL em DMSO:PEG (1: 8) e CHAL
em DMSO:PEG (1:1).

O turvamento do meio indica que a presenca de 20% de DMSO néo inibe o crescimento
de Staphylococcus aureus e Escherichia coli (Figura 44, linhas A). Ja a solugdo de DMSO:PEG
(1: 8), na proporcao de 20%, foi capaz de inibir o crescimento tanto de Staphylococcus aureus
quanto de Escherichia coli nas condigdes testadas (Figura 46, linhas C). Como esperado, ndo
houve crescimento bacteriano na presenca de canamicina (0,1mg.mL™!) e na auséncia de

inoculo bacteriano (Figura 44, linhas F e H).

Figura 44 — Placas de microtitulacdo contendo indculos bacterianos incubados na presenca de controles
positivos e negativos para os indculos de Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

E. coli S. aureus

Nota: Linhas A e B:‘30‘uL de DMSO; Linhas C a E: 30uL de DMSO:PEG (1:8); Linhas E a G: Canamicina
0,1mg.mL™*; Linha H: auséncia de indculo bacteriano. O volume final nos pocos foi de 150pL.

A auséncia de turvamento nos po¢os contendo os inéculos de Staphylococcus aureus
incubados com as maiores concentracOes da solu¢do de CHAL dissolvida em DMSO (Figura
45 B, coluna 1) indica que este composto € capaz de inibir o crescimento de S. aureus até a
concentragdo minima inibitéria de 0,021 mg.mL™! (Figura 45, B, coluna 1, linha F). O
turvamento do meio é visivel a partir desta concentracdo para todos as condicdes testadas
(Figura 45, C, colunas 1 a 4, linhas G e H). Porém, a auséncia de crescimento bacteriano nos
indculos incubados com a CHAL dissolvida em diferentes propor¢es de DMSO:PEG (Figura
45, B, colunas 2 a 4, linhas A a F) pode ndo indicar atividade antibacteriana deste composto,
uma vez que o solvente apresentou atividade de inibig&o de crescimento bacteriano (Figura 45
A linhas B, C e D).
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Figura 45 — Placas de microtitulacdo contendo indculos bacterianos de S. aureus incubados na presenca
dos compostos DMSO, DMSO:PEG, Canamicina e CHAL.

(A) (8)

DMSO:PEG (1: 8); Linhas E a G: Canamicina 0,1 mg.mL™1; Linha H: auséncia de indculo bacteriano. (B) Coluna
1: CHAL em DMSO; Coluna 2: CHAL 1: 16 em PEG; Coluna 3: CHAL 1:8 em PEG; Coluna 4: CHAL 1:1 em
PEG. Linha A:1 mg.mL™?; Linha B: 0,33 mg.mL™1; Linha C: 0,17 mg.mL™1; Linha D: 0,08mg.mL™1; Linha
E: 0,04mg.mL™1; Linha F: 0,02mg.mL™%; Linha G: 0,01mg.mL™* e Linha H: 0,005mg. mL™?; (C) Detalhe das
linhas D a H da figura (B).

Os resultados obtidos permitem inferir que a CHAL dissolvida em DMSO apresenta boa
atividade de inibicdo de crescimento contra Staphylococcus aureus, com valor de CIM préximo
a 20pg.mL™1. Néo foi possivel investigar o efeito da CHAL dissolvida em solucdo de
DMSO:PEG, uma vez que este solvente apresenta atividade de inibicdo do crescimento
bacteriano nas condi¢es testadas.
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6 CONCLUSOES

O estudo de derivados de chalconas substituidos permitiu concluir que a reacdo de
Claisen-Schmidt, empregando benzaldeido e derivados da acetofenona nas condic¢des descritas,

conduz a formacédo dos produtos desejados.

Por meio das analises de RMN de *H e de *3C foi possivel caracterizar os produtos e
confirmar a configuracéo cis do sistema vinilico das chalconas sintetizadas, observando o valor

da constante de acoplamento dos hidrogénios H, e Hg;

Os célculos tedricos de andlise conformacional permitiram concluir que embora a
conformacdo s-cis seja aquela de maior abundancia do equilibrio da maioria das chalconas
estudadas, a substituicdo em orto, provoca aumento da estabilizacdo dos conférmeros s-trans,
e consequente incremento da proporcao destas geometrias no equilibrio. Tal fato ndo encontra
fundamentacdo na andlise isolada das interacBes entre orbitais (importantes para o efeito
conjugativo estabilizante) e energia estérica. Célculos de NCI sugerem que o aumento da
superficie de interacdo de forcas atrativas mais fracas, como Van der Waals, pode ter influéncia

na maior estabilizacdo de chalconas orto-substituidas.

A avaliacdo da atividade antioxidante das quatro chalconas, apresentou resultados
positivos, quando comparados aos da vitamina C. A Chalcona sem substituinte apresentou
atividade antioxidante, que pode ser superada substituindo o Bromo na posi¢do orto do anel
aromatico, em determinadas concentracGes, em funcdo do tempo. O Bromo nas posi¢es meta

e para aparentemente diminuiu a atividade antioxidante.

A chalcona sem substituinte apresenta atividade antimicrobiana contra Gram positivas,
e essa atividade ndo é aumentada pela substituicdo com Bromo. O Bromo na posicdo para
aparentemente prejudica a atividade antibacteriana. A substituicdo com Bromo na posi¢ao orto
mantém a atividade contra Gram positivas, enquanto a substituicdo na posicdo meta mantém a
atividade apenas contra Staphylococcus aureus. A CHAL dissolvida em DMSO apresenta boa
atividade de inibicao de crescimento contra Staphylococcus aureus, com valor de CIM proximo

a20pg.mL™L.
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APENDICE B - ESPECTRO DE RMN DE **C 100MHZ DA CHAL EM CDCLs
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APENDICE C - ESPECTRO DE RMN DE *H A 400MHZ DA o-CHALBr EM CDCLs
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EXPANSAO ESPECTRO DE RMN DE tH A 400MHZ DA o-CHALBr EM CDCLs
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APENDICE D — ESPECTRO DE RMN DE 3C A 100MHZ DA o-CHALBr EM CDCLs
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EXPANSAO ESPECTRO DE RMN DE 3C A 100MHZ DA o-CHALBr EM CDCLs
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APENDICE E - ESPECTRO DE RMN DE 3C, DEPT-90, DEPT-135 A 100MHZ DA
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APENDICE F - ESPECTRO DE RMN DE *H A 400MHZ DA m-CHALBr EM CDCLs
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APENDICE G - ESPECTRO DE RMN DE 3C A 100MHZ DA m-CHALBr EM CDCL3
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APENDICE H - ESPECTRO DE RMN DE 3C, DEPT-90, DEPT-135 A 100MHZ
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APENDICE K - ESPECTRO DE RMN DE 3C, DEPT-90, DEPT-135 A 100MHZ
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