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RESUMO

Em busca de compostos que possam se tornar novos
medicamentos (atuando no combate as enfermidades provocadas por
bactérias do género Yersinia) sintetizaram-se duas séries de vinte e um
analogos a chalconas através de condensacdo aldolica, obtendo-se
rendimentos variados, de aproximadamente 8 a 93 % para a série H e de
6 a 89 % para os compostos da sériec HB. A série H possui um anel
heterociclico contendo um atomo de enxofre ligado a carbonila
(compostos derivados do 2-acetil-5-cloro-tiofeno), e a série HB contém
um anel heterociclico contendo um atomo de enxofre ligado a
insaturagdo (compostos derivados do 5-cloro-2-tiofenocarbaldeido). No
total, foram sintetizados 42 compostos, sendo 21 da série H e 21 da série
HB, todos pela metodologia classica. Doze compostos da série HB
também foram obtidos através de reagdes realizadas com uma segunda
metodologia em microondas. Todos os compostos foram caracterizados
por ponto de fusdo e ressonancia magnética nuclear de hidrogénio. Além
da sintese e caracterizacdo de 42 compostos, este trabalho também teve
como objetivo a avaliagdo da atividade bioldgica de todos os compostos
obtidos. O potencial inibitorio de todas as moléculas foi avaliado frente
a enzima YopH, uma proteina tirosina fosfatase secretada por bactérias
do género Yersinia. Dentre os compostos mais ativos, destacaram-se
dois compostos analogos a chalconas que apresentaram 6timos valores
de ICsy e excelentes valores de Ki frente a esta proteina, sendo
respectivamente, H22 (ICsy = 14,95 uM e Ki = 9,41 uM) e HB8 (ICs, =
11,6 uM e Ki = 2,03 uM). Devido as diferencas estruturais entre estas
duas chalconas, fica evidente que ndo é apenas um fator que determina a
atividade dos compostos e sim, possivelmente, um conjunto complexo
de interacles eletronicas e estéricas, sendo necessarios estudos mais
elaborados para um melhor entendimento das relagdes entre estrutura
quimica e atividade biologica.

Palavras-chave: chalconas, sintese orgdnica, atividade biologica,
YopH.



ABSTRACT

Searching compounds that could become new drugs (acting in
combating diseases caused by bacteria of the genus Yersinia)
synthesized two sets of twenty-one analogous to chalcones through aldol
condensation to give varying yields, approximately 8 to 93% for H
Series and from 6 to 89% for compounds of the HB series. The H series
has a heterocyclic ring containing a sulfur atom attached to the carbonyl
(compounds derived from 2-acetyl-5-chlorothiophene) and HB series
contains a heterocyclic ring containing a sulfur atom attached to the
unsaturation (compounds derived from 5-chlorothiophene-2-carbaldehyde).
In total, 42 compounds were synthesized, 21 and 21 Series H HB series,
all the classical methodology. HB series twelve compounds were also
obtained from reactions carried out with microwave in a second
methodology. All compounds were characterized by melting point and
NMR hydrogen. Besides the synthesis and characterization of 42
compounds, this study also aimed to evaluate the biological activity of
all the compounds obtained. The inhibitory potential of all molecules
was evaluated against the enzyme YopH a protein tyrosine phosphatase
secreted by bacteria of the genus Yersinia. Among the most active
compounds, the highlights were two similar compounds to chalcones
showed that optimal values of IC50 and Ki values excellent against this
protein, being respectively, H22 (IC50 = 14.95 uM and Ki = 9.41 mM)
and HB8 (IC50 = 11.6 uM and Ki = 2.03 mM). Due to structural
differences between these two chalcones, it is evident that it is not just
one factor that determines the activity of the compounds, but possibly an
electronic and steric interactions complex set, more elaborate studies are
needed to better understand the relationships between structure and
chemical and biological activity.

Keywords: chalcones, organic synthesis, biological activity, YopH.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVAS

Muitas sdo as doencas que afligem a populacdo mundial desde os
tempos mais remotos até os mais atuais e que foram responsaveis por
indices de mortalidade altissimos e surtos ou epidemias que espalharam
panico generalizado. Entre as mais recentes, temos o caso da epidemia
do virus ebola. Entre as mais antigas, € com um histérico assombroso de
mortalidade, estd a Peste Negra, responsavel por dizimar, segundo
estimativas mais “otimistas”, um quarto da populacdo da Europa na
Idade Média (DOUGNAHISTORIA, 2009).

Estas e muitas outras doengas costumavam ser tratadas de
maneira bastante empirica nos primordios, seguindo costumes e
tradigdes de seus povos e orientagdes de curandeiros, até que um avango
nesta area comegou durante a Idade Média, momento em que
comecgaram a surgir hospitais ¢ cursos de Medicina nas primeiras
universidades. Somente no inicio do século XVIII a farmécia foi
reconhecida como uma ciéncia, baseada nos resultados da medicina
tradicional, e a partir deste momento comegou-se a avaliar a acdo dos
extratos e pocdes existentes na época para compreender os seus efeitos
(CHAST, 2008). Seguindo esta linha, iniciou-se também o estudo de
substancias isoladas que proporcionavam agdes (benéficas ou ndo) ao
organismo, desenvolvendo entdo a ciéncia hoje conhecida por quimica
medicinal. A quimica medicinal, por definicio da IUPAC, é uma
disciplina baseada na quimica, envolvendo aspectos das ciéncias
biologicas, médica e farmacéutica, cuja missdo é o planejamento,
descoberta, invencdo, identificacdo e preparagdo de compostos
biologicamente ativos (protétipos), além do estudo do metabolismo,
interpretagdo do mecanismo de ac¢do a nivel molecular e a construgdo
das relagdes entre a estrutura quimica e a atividade farmacoldgica
(REA) (WERMUTH, 2008).

Uma das vertentes mais fortes da quimica medicinal ¢ a busca por
novos farmacos. Investigadores trabalhando em grupos de pesquisas em
universidades (entre eles o LEAT — Laboratorio Estrutura e Atividade
do Departamento de Quimica da UFSC), em industrias farmacéuticas e
em institutos de pesquisa de todo o mundo realizam sinteses orgéanicas
(além da procura em fontes naturais ja existentes) e testes bioldgicos, na
busca por protétipos de novos farmacos, moléculas que, muitas vezes,
sdo extremamente simples, mas que apresentam potencial agdo
farmacolégica e que podem ser empregadas no tratamento de alguma
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enfermidade ou que podem ser modificadas e otimizadas para
preparagdo de farmacos.

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

Neste trabalho, as chalconas aparecem como moléculas com
potencial atividade inibitoria da enzima YopH, uma proteina tirosina
fosfatase que ¢ um dos fatores de viruléncia da bactéria Yersinia pestis
(causadora da peste, uma doenca de ordem infecciosa). O género
Yersinia compreende dez espécies, sendo trés destas patogénicas para o
homem: Yersinia pestis, Y. pseudotuberculosis e Y.enterocolitica
(TRABULSI; MARTINEZ, 2005).

Apesar de muitos cientistas considerarem a peste uma doenga do
passado, ela mantém-se em varios focos naturais na Africa, Asia e
Américas e atualmente ¢ considerada uma doenga reemergente pela
Organizagdo Mundial da Satde, constituindo um problema de Saude
Publica (ALMEIDA e col., 2007). Uma vez que a erradicacdo da peste
ainda ndo ¢ possivel devido a sua complexidade (ALMEIDA e col.,
2007), buscam-se, cada vez mais, assim como neste trabalho, novas
moléculas que possuam atividade biologica frente a bactéria causadora
da doenga, ¢ que possam tornar-se protdtipos de novos farmacos para
sua cura.

Com base neste panorama, este trabalho se justifica pela busca de
moléculas com atividade inibitoria da enzima YopH, compreendendo,
neste caso, a primeira etapa da busca por novos agentes para o
tratamento desta enfermidade (WERMUTH, 2008). A escolha da classe
de compostos para este estudo ¢ justificavel pelo fato das chalconas
serem estruturas quimicas amplamente conhecidas por sua diversidade
de atividades bioldgicas (DIMMOCK e col., 1999; NI e col., 2004),
entre elas antibacteriana (NOWAKOWSKA e col., 2007).

Um objetivo, um grupo de pesquisa, uma doenca, moléculas com
atividade importante que possam auxiliar no seu tratamento, discussdes
acerca das relagOes estrutura-atividade e boas ideias, sdo a mistura
essencial para a realizagdo da quimica medicinal, na qual esta pesquisa
encontra-se inserida.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Quimica Medicinal e Desenvolvimento de Farmacos

Por muito tempo a procura por farmacos resumiu-se na busca de
novos compostos extraidos de produtos naturais, identificando-se as
substincias ativas presentes nas plantas medicinais, mesmo que muitos
deles n3o tenham sua eficacia cientificamente comprovada até hoje
(NOGUEIRA e col., 2009). Entretanto, estes produtos geralmente
apresentam grande complexidade estrutural, sendo caracterizados como
“sujos” pelas grandes industrias, pois muitas vezes os resultados dos
ensaios biologicos sdo dificeis de interpretar devido as impurezas
(YUNES e CECHINEL-FILHO, 2007).

A fim de se aprimorar e, de certa forma até simplificar esse
desenvolvimento de farmacos, com o passar do tempo, comegou-se a
sintetizar em laboratorio algumas moléculas semelhantes as extraidas das
plantas, para se produzir candidatos sintéticos a farmacos, mimetizando
as estruturas naturais de efeitos e propriedades ja conhecidas
(NOGUEIRA e col., 2009). Derivagdes dessas moléculas originais
também foram produzidas e passou-se a dar destaque aos farmacos
sintéticos, pois estes sdo obtidos, na maioria dos casos dependendo da
complexidade estrutural, mais facilmente que seus analogos naturais, com
maior grau de pureza e com custos inferiores de produgao.

Um medicamento que todos conhecem e que serve como um bom
exemplo desta evolugdo é a Aspirina®, um dos medicamentos mais
vendidos no mundo. Sua substincia ativa, o acido acetilsalicilico
(estrutura 3 da Figura 1), foi obtido em 1897 ap6s mudancas estruturais
no acido salicilico (estrutura 2 da Figura 1) que, por sua vez, havia sido
obtido através de mudancas estruturais da salicilina (estrutura 1 da
Figura 1) (analgésico e antitérmico), obtida, em 1829, a partir da planta
Salix alba (Figura 2) (CALIXTO e JUNIOR, 2008).

COOH COOH
Oglicose @/O @/OCO CHj3

(1) (2) (3)
Figura 1. Estruturas quimicas da salicilina (1), 4cido salicilico (2) e 4cido
acetilsalicilico (3).
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Figura 2. Planta Salb&v_a_la da qual foi extraida a salicilina em 1829
(Wikimedia, 2014).

O aumento da poténcia, bem como a diminuigdo de efeitos
adversos e a facilidade relativa de obtencdo perante aos produtos
naturais, fez com que os produtos sintéticos tomassem conta do mercado
farmacéutico mundial. Dados de 2006 afirmam que 6% dos farmacos
sdo derivados de produtos naturais ndo modificados, 28% de produtos
naturais modificados, e 66% de origem sintética (desses, 37% sdo
baseados em estruturas naturais) (NEWMAN e col., 2008).

De modo geral, o processo de descoberta de um novo farmaco
obedece a varias etapas, que incluem: a descoberta de alvos terapéuticos
(onde sdo escolhidos os alvos terapéuticos e realizadas as avaliagdes da
atividade biologica das novas moléculas), o desenho e selecdo da
molécula lider para o alvo pretendido, a otimizagdo da molécula lider, e
a etapa de desenvolvimento (na qual se busca aperfeigoar ainda mais os
parametros ADMET (Administragdo, Distribuigdo, Metabolizagdo,
Excrecdo e Toxicidade) de um candidato a firmaco, bem como suas
caracteristicas farmacé€uticas como sabor, odor e solubilidade, para que
seja possivel o seu uso clinico). Sdo realizados os estudos de
formulagGes, os ensaios clinicos, até, finalmente, ser considerada um
medicamento (CALIXTO e JUNIOR, 2008). Todo este processo é
necessario, mas requer tempo e altos investimentos em inovagao. Petsko
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publicou em 1996 que, nos Estados Unidos, para cada farmaco
aprovado, uma média de 6300 compostos eram sintetizados e, destes,
somente 21 chegavam aos testes de toxicologia subaguda. Dos 21
compostos selecionados, 6 chegavam aos testes em humanos e apenas 2
passavam para os testes clinicos finais, para finalmente um deles ser
registrado como farmaco. Todo este processo consome aproximadamente
12,5 anos, representando um custo de US$ 350 milhdes de dolares (PETSKO,
1996).

Compostos que tem sido objeto de estudo como prototipos de
novos farmacos sdo as chalconas e seus analogos, que sdo normalmente
moléculas pequenas e de facil obtencdo por sintese quimica (YUNES e
CECHINEL-FILHO, 2007; CALIXTO e JUNIOR, 2008), que parte de
reagentes puros e conhecidos e geralmente envolve apenas uma etapa ¢
resulta em produtos com relativa facilidade de purificag@o.

2.2 Chalconas

As chalconas podem ser definidas como cetonas a-f-insaturadas,
onde tanto a carbonila quanto a porcdo olefinica estdo ligadas a
grupamentos aromaticos (Figura 3). Sdo moléculas de cadeia aberta que
contém dois anéis aromaticos ligados por um fragmento enona de trés
carbonos, ou seja, sdo cetonas a,B-insaturadas que apresentam o nicleo
1,3-diarilprop-2-en-1-ona (AVILA e col., 2008) (Figura 3) e o esqueleto
C6-C3-Cq, considerado privilegiado no desenho de farmacos
(POLINSKY e col., 2008), o que vem lhes conferindo uma grande
atengdo na quimica medicinal (ANSARI e col., 2005). Essa grande atencao,
lugar de destaque dado a estes compostos ndo se restringe apenas a sua
estrutura quimica considerada simples, mas também ¢ resultado da
diversidade de atividades farmacologicas que apresentam (DIMMOCK e
col., 1999; Nl e col., 2004; NOWAKOWSKA e col., 2007).

Figura 3. Nucleo fundamental das chalconas.
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Muitas atividades biologicas desse grupo de compostos sdo
descritas na literatura, e variam de acordo com os dois anéis aromaticos
e seus substituintes (BATOVSKA e col., 2009), (AVILA e col., 2008),
obtendo-se, assim, uma vasta gama de atividades, devido as inimeras
possibilidades de substituigdes em seus anéis aromaticos. Ha relatos de
atividade antibacteriana (DIMMOCK e col., 1999; NIELSEN e col.,
2004; NOWAKOWSKA e col., 2007), antiviral (NINOMIYA e col.,
1990), antifungica (BOECK e col., 2005; OPLETALOVA ¢ SEDIVY,
1999; LOPEZ e col., 2001; LOPEZ e col., 2003), antimalarica (LI e col.,
1995; RAM e col., 2000; DOMINGUEZ e col., 2001; LIU e col., 2001;
DOMINGUEZ e col., 2005; LIU e col., 2003), tripanossomicida
(BORCHHARDT, D. M. e col., 2010), anti-leishmania (NIELSEN e
col., 1998; KAYSER & KIDERLEN, 2001; BOECK e col., 2006;
BERGMANN e col., 2004), hipoglicemiante (DAMAZIO, R. G. e col,
2010), antioxidante (GACCHE e col., 2008), citotoxica(LAWRENCE e
col., 2006; SALUM e col., 2013), antitumoral (NAM e col., 2003),
antileucémica (PEDRINI e col., 2010), anti-inflamatéria (ALCARAZ e
col., 2004), inibidora das proteinas tirosina fosfatase A e B de
Mycobacterium  tuberculosis  (CHIARADIA e col, 2008;
MASCARELLO e col., 2010; CHIARADIA e col., 2012), sequestradora
de radicais livres (LEBEAU e col., 2000), anti-mitdtico (CHEN e col.,
2001; HERENCIA e col., 1998), bem como a propriedade de mediagdo da
glicoproteina P na resisténcia a multiplas drogas (DUCKI e col., 1998).
Ainda, recentemente algumas chalconas demonstraram atividade
inibitéria da proteina YopH de Yersinia sp. (MARTINS e col., 2013).
Para as chalconas, sdo possiveis dois estereoisomeros, Z ¢ E, sendo o
estereoisomero E normalmente o mais ativo.

Além das chalconas, os compostos analogos a chalconas
(estruturas muito semelhantes as chalconas, mas que ndo apresentam
pelo menos um dos anéis aromaticos, que ¢ substituido por um anel
heterociclico (Figura 4)) também tém apresentado diversas atividades
biolégicas, como potente citotoxicidade frente a varias células
cancerosas, atividade potente na inibi¢do de danos oxidativos do DNA,
e potentes atividades anti-inflamatoria e anti-oxidante (CHENG e col.,
2008). Também sao citadas como inibidoras da enzima ciclo-oxigenase
(MONDOL 2006).
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Cl
Figura 4. Compostos andlogos a chalconas com estruturas tiofénicas.

Estruturas analogas a chalconas que contenham esse mesmo anel
(Figura 5), tém demonstrado em geral bom efeito citotoxico frente a
células de leucemia linfoblastica aguda (L1210), carcinoma mamario
murino (FM3A), linfoblastos T humanos (Molt/4 e CEM) e carcinoma
de colo humano (HeLa) (ROMAGNOLI e col., 2008).

0]

H4CO s

|/

H,CO

OCH,4

Figura 5. Estrutura tiofénica andloga a chalconas.

Em fungdo desses relatos da literatura que destacam a
importancia das chalconas ¢ dos compostos analogos a elas e também
pelos compostos heterociclicos contendo enxofre estarem presentes em
muitos medicamentos ja existentes, neste trabalho foram sintetizados
compostos analogos a chalconas heterociclicas contendo o atomo de
enxofre, as quais tiveram sua atividade biologica avaliada frente a um
tipo especifico de proteina tirosina fosfatase, a YopH.

2.2.1 Sintese de Chalconas

Varias metodologias sdo propostas para a sintese das chalconas, e
também dos compostos analogos a chalconas, entretanto, a mais simples
e mais utilizada ¢é através da condensa¢do de Claisen-Schmidt
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(condensagdo alddlica) (CALVINO e col., 2006), em que se reage,
realizando-se a condensac¢do, um derivado escolhido da acetofenona
com os aldeidos aromaticos apropriados, usando um solvente polar
como metanol ou etanol e hidroxido de sédio ou hidréxido de potassio,
uma base, como catalisador (Figura 6) (Vogel, 1989). Essa metodologia
¢ considerada bastante versatil e conveniente, permitindo a obtengdo de
uma grande variedade de compostos, uma vez que existem inumeros
benzaldeidos e acetofenonas comerciais que podem ser combinados,
fornecendo a variedade estrutural pretendida (DUCKI e col., 1998),
embora, em alguns casos, possa resultar em baixos rendimentos (GO e
col., 2005). Essa variedade estrutural proporciona a variagdo também
das atividades biologicas.

(0]
(0]
O
KOH =
el O O
+ Metanol
Figura 6. Sintese de chalconas através da condensagao aldolica.

A reacdo de formagdo das chalconas se inicia com a condensacdo
aldolica, que ¢ seguida pela desidratacdo basica (Vogel, 1989). O
mecanismo esta detalhado na Figura 7. Observa-se que a primeira etapa
da reacdo & a desprotonagdo da cetona, em que o catalisador basico
remove o hidrogénio alfa acido da molécula para formar um carbanion
que ¢ estabilizado por ressonancia. A reacdo continua através de um
ataque nucleofilico, o carbanion ataca o carbono carbonilico do aldeido,
formando um ion alcoxido (intermediario tetraédrico). Esse ion
alcoxido, ao ser protonado por um dos hidrogénios da agua, gera o
produto da condensagdo e regenera o catalisador basico. Em seguida, o
produto de condensacdo sofre desidrata¢do basica formando a enona
conjugada. Nesse caso, em condigdes basicas, um hidrogénio acido ¢
abstraido da posi¢do alfa para resultar em um ion enolato, que, por
equilibrio, elimina o grupo de saida —OH, formando a chalcona.
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Figura 7. Mecanismo da condensagio de Claisen-Schmidt seguida por
desidratagdo basica.

Esta reacdo de condensacdo é amplamente citada na literatura como
método para obtengdo de chalconas (CHIARADIA, 2010; CHENG e col.,
2008; CALVINO e col., 2006; BATOVSKA e col., 2009). Varia¢des dessa
metodologia classica também tém sido descritas, como por exemplo, com a
utilizagdo de ultrassom para acelerar a reagdo e melhorar os rendimentos
(GO e col., 2005; CHENG e col., 2008) e também com a substituigdo do
tradicional catalisador basico, por um catalisador solido, resultante da
mistura de fosfato inorganico e nitrato de sodio, aquecidos a altas
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temperaturas (900°C) (SEBTI e col., 2001). Segundo os autores, essa reacao
conferiu aumentos expressivos nos rendimentos das rea¢oes (SEBTI e col.,
2001). Outros catalisadores que sdo reportados na literatura sdo 6xidos
basicos, como o6xido de aluminio-magnésio (CLIMENT e col., 2004) ¢
SOCIy/EtOH que produz HCL in situ e portanto promove a sintese pela via |
acida (PETROV e col., 2008), além do uso de outros catalisadores solidos
como silica funcionalizada (ROMANELLI e col., 2011).

Entre essas variagcdes da metodologia, e seguindo os principios da
quimica verde, Srivastava e col., (2008) propuseram uma metodologia de
sintese de chalconas com o uso de irradiacdo por microondas, usando
carbonato de potassio e irradiagdo com tempos variando de 3-5 minutos.
Posteriormente, 0 meio reacional foi dissolvido em etanol e filtrado, ¢ os
rendimentos observados variaram entre 80 e 90% (SRIVASTAVA e col.,
2008).

Diversos outros métodos tém sido estudados por grupos de
pesquisas ao redor do mundo para a sintese de chalconas, dentre os quais
a obtengd@o desta classe de compostos através da reagdo de acoplamento
entre um cloreto de benzoila e estiriltrifluorborato de potassio com o uso
de cloreto de paladio como catalisador e aquecimento em microondas
(AL-MASUM e col., 2011) (Figura 8).

o o

N o BF3K NN PdCl, e = S
e + |/ _ K,CO4, 1,4-Dioxano L~ R4
;

R, MW, 140°C, 30 min R,

Figura 8. Sintese de chalconas pelo acoplamento cruzado de trifluorborato e
cloreto de benzoila.

Narender ¢ Reddy (2007) também propuseram a sintese de
chalconas através do wuso de borotrifluoreterato (BF3;-Et;O) como
catalisador. Nestas reagdes o tempo foi menor em relagdo a condensagido
alddlica, e ndo foram observadas reacoes paralelas (NARENDER e col.,
2007) (Figura 9).

(0]
=
BF3-Et,0 X X
A 3Bty
| CH; + Y] N T I// I R
[ /RZ Dioxano R;

Ry
Figura 9. Sintese de chalconas com o uso de BF;-Et,0, proposta por
Narender e Reddy.
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Outra metodologia para a obtencdo das chalconas baseia-se no
acoplamento de Suzuki, onde sdo empregados cloreto de benzoila e um
acido fenilvinilbordnico, tolueno anidro como solvente, trifenilfosfina
de paladdio como catalisador e carbonato de césio como base. Nesta
proposta reacional os rendimentos observados pelos pesquisadores
variaram entre 41 e 93%, indicando ser uma metodologia viavel para a
sintese de chalconas (Figura 10) (EDDARIR e col., 2003).
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Figura 10. Sintese de chalconas pelo acoplamento de Suzuki.

2.3. Yersinia sp.

Conforme ja mencionado anteriormente neste trabalho, o género
Yersinia compreende dez espécies, sendo trés destas patogénicas para o
homem: Yersinia pestis, Y. pseudotuberculosis e Y.enterocolitica
(TRABULSI; MARTINEZ, 2005).

As espécies Y. enterocolitica e Y. pseudotuberculosis sdo duas
espécies patogénicas do género Yersinia, causadoras da Yersiniose,
nome atribuido a uma gastroenterite veiculada por alimentos que se
caracteriza por diarréia aguda, febre (principalmente em criangas
jovens) e dor abdominal, entre outros sintomas. Diarréia sanguinolenta
pode ocorrer em 10 a 30% das criangas infectadas por Y. enferocolitica.
A diarréia pode durar de um dia a alguns meses. Em alguns casos pode
surgir vermelhiddo pelo corpo. Raramente essas bactérias podem atingir
outros oOrgdos como as meninges, o figado e os pulmdes. Artrite
reacional ndo ¢ rara. Algumas vezes pode haver infec¢do sem sintomas.
A bactéria pode causar também infec¢des em outros locais como feridas,
juntas e trato urinario. O exato mecanismo de contaminacdo ainda é
desconhecido, mas sabe-se que o modo de transmissdo ¢ fecal-oral
através da agua e alimentos contaminados (por isso a necessidade de se
cozinhar bem carnes armazenadas em embalagens plasticas a vicuo), ou
por contato com pessoas ou animais infectados. Transmissdo hospitalar
também tem sido relatada, assim como, transmissdo transfusional
devido a sangue de doadores assintomaticos ou que tiveram
gastroenterite leve (CVE SAUDE, 2003), mas pode acontecer também
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de pessoa a pessoa, inclusive da mae contaminada para os recém-
nascidos ou pela inoculagdo direta através da pele.

A ocorréncia ¢ de distribui¢do mundial, mais comum no Norte da
Europa, Escandinavia e Japdo, porém, ndo muito frequente. Estimativas
apontam para a ocorréncia de cerca de 17 mil casos, anualmente, nos
Estados Unidos. No Brasil, ndo ha dados concretos (CVE SAUDE,
2003). Em varios estudos baseados em exames de fezes diarreicas
provocadas por bactérias, as Yersinias apareceram em quarto lugar,
sendo ultrapassadas somente pelas Salmonellas, pelo Campylobacter e
pela Shigella.

A terceira espécie patogénica ¢é Y. pestis, agente causal da "peste" e
geneticamente similar a Y. pseudotuberculosis, € observada principalmente
em roedores silvestres, mas pode afetar seres humanos por outras vias que
nio o alimento (CVE SAUDE), normalmente, ao ser transmitida pela
picada de pulgas contaminadas (MEDICINANET, 2010). Esta espécie de
Yersinia causa a peste bubdnica que eventualmente pode progredir para a
peste pneumodnica. Neste caso a transmissdo da-se por goticulas
respiratorias de humano para humano. Nas outras duas espécies, Y.
enterocolitica e Y. pseudotuberculosis, a transmissao ocorre por via oral.
Estas bactérias penetram através das células M do intestino delgado,
atingem os nodulos linfaticos onde podem causar infecg¢do localizada
ou, em casos mais raros, infec¢do sist€émica. Adaptado de (Wren, 2003)
(Figura 11)
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Figura 11.Vias de transmissao das espécies de Yersinia patogénicas para

humanos.

A Peste ¢ uma doenga infecciosa aguda que se manifesta sob trés
formas clinicas principais:

Peste Bubénica — As pessoas infectadas por essa bactéria, apds
um periodo de 3 a 7 dias de incubagfo, comegcam a demonstrar sintomas
que se assemelham aos de uma gripe (aparecimento subito de febre alta,
calafrios, dor de cabeca intensa, dores generalizadas e fraqueza). Falta
de apetite, confusdo mental, olhos avermelhados, pulso rapido e
irregular, pressdo arterial baixa, prostracdo e mal-estar geral também
costumam ocorrer (BVSMS SAUDE, 2005). Apés 2 ou 3 dias, aparece
inchaco (tumefag@o) nos linfonodos superficiais. Depois deste periodo
“inicial”, evoluem para sonoléncia, intolerancia a luz, apatia, vomitos e
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nauseas. Entretanto, muitos casos, especialmente da forma bubénica,
ndo apresentam toda essa riqueza de sintomatologia, podendo haver
casos leves (BVSMS SAUDE, 2005).

Peste Septicémica — Boa parte dos sintomas relatados para a peste
bubdnica repetem-se aqui: febre alta, calafrios, dor de cabeca intensa,
dores generalizadas, falta de apetite, nduseas, vomitos, confusdo mental,
olhos avermelhados, pulso rapido, hipotensdo arterial, prostragdo,
dispnéia, estado geral grave, dificuldade na fala, hemorragias, necrose dos
membros, coma e morte (BVSMS SAUDE, 2005).

Peste Pneuménica — (transmitida por goticulas bronco-pulmonares
expelidas pela tosse) (BVSMS SAUDE, 2005). Além dos sintomas
comuns as outras duas formas clinicas, o paciente ainda apresenta dor
no térax, respiragdo curta e rapida, cianose, expectoracao sanguinolenta,
delirio, coma e morte (BVSMS SAUDE, 2005). Ocasionalmente, a forma
bubonica pode progredir para a forma pneumonica, que € transmitida
diretamente entre humanos pela via respiratoria (MARTINS, 2011).

Apesar de estarem disponiveis diversos tratamentos como vacinas
e antibioticos, estes ndo sdo muito efetivos especialmente contra a forma
pneumonica (DE LA PUERTA e col., 2009).

O tratamento mais eficiente para a infec¢do por Yersinia pestis é
a prevencdo. Mas caso ocorra o contagio, o tratamento deve ser iniciado
imediatamente com altas doses de antibidticos (estreptomicina ou
tetraciclina) durante os cinco primeiros dias da infec¢do, para diminuir
as chances de complicagdes que possam levar a pessoa a morte. Sem o
tratamento com antibidticos, 50 a 60% das infec¢des bubonicas sdo
letais (MARTINS, 2011).

Os antibioticos (com excegdo da penicilina) sdo os medicamentos
mais utilizados juntamente com terapia de suporte para rehidratacdo do
doente, monitoramento da pressdo arterial e da fungdo cardiaca
(BVSMS SAUDE, 2005).

Estes microrganismos sdo sensiveis a varios antibidticos, mas sdo
resistentes geralmente a penicilina e seus derivados. Hidratagdo oral ou
endovenosa pode ser necessdria para os sintomas da gastroenterite.
Antibiéticos estdo definitivamente indicados nas septicemias e outras
doengas invasivas. Os aminoglicosideos sdo os antibioticos de escolha
(somente para a septicemia), bem como, a  associagdo
sulfametoxazol/trimetoprim (Ciprofloxacino e tetraciclinas também se
mostram eficazes). Os antibidticos de escolha sdo: estreptomicina,
tetraciclinas, cloranfenicol e canamicina. As sulfas conferem bons
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resultados, quando administradas nos casos menos graves (BVSMS
SAUDE, 2005).

No Brasil, ainda hé focos naturais de peste, porém ela esta mais
restrita a algumas areas serranas ou de planaltos, principalmente na
regido Nordeste, sendo geralmente associada ao cultivo e armazenagem
de grios. Apos 5 anos sem casos humanos confirmados em todo o Brasil
(o “altimo” havia sido registrado na Bahia, no ano de 2000), o estado do
Ceara notificou em margo de 2005 um caso positivo (BVSMS SAUDE,
2005). A vigilancia permanente, com monitoramento da peste animal,
com busca ativa e instrugdo a populagdo de risco, tem proporcionado o
controle da doenga, que, na maioria dos casos, se apresenta na forma
bubonica.

2.3.1. Compostos Inibidores das PTPs de Yersinia sp.

As proteinas tirosina fosfatases (PTPs) sdo uma grande familia de
enzimas (mais de 100) responsaveis pela hidrolise do fosfato ligado a
residuos de tirosina em proteinas. Elas sdo estruturalmente diversas e
controlam variados processos celulares (AOYAMA e col., 2003).
Estudos com bactérias patogénicas revelaram que a agdo de fosfatases,
em particular PTPs, tem um papel importante na determinacdo da sua
patogenicidade, interferindo na sinalizagdo celular do macrofago
(KOUL e col., 2000), (COZZONE e col., 2004), (BAKAL; DAVIES,
2000). A patogenicidade das espécies de Yersinia é dependente da
atividade de uma proteina tirosina fosfatase (PTP), a YopH, que
interrompe o processo de sinalizagdo do hospedeiro. A YopH ¢
secretada pela bactéria no meio extracelular e seu alvo sdo os
macrofagos, onde desfosforila proteinas responsaveis pela acdo
bactericida (BLACK e BLISKA, 1997).

Virios autores tem descrito a atividade de diferentes classes de
compostos como inibidores da YopH de Yersinia sp., como acidos o-
cetocarboxilicos (CHEN e SETO, 2002), tripeptideos ( LEE e col., 2003;
LEE e col., 2005), derivados do acido oxalico (HUANG e col., 2010),
derivados fosfonatos de calixareno (VOVK e co0l.,2010) e oximas (LIU e
col., 2010 ; BAHTA e col., 2011). Em 2013, nosso grupo de pesquisas
publicou um trabalho com o estudo de 283 compostos sintéticos como
possiveis inibidores da YopH (MARTINS e col, 2013). Dentre os
compostos avaliados, quatro se mostraram mais ativos, com valores de
IC50 inferiores a 50 uM (Tabela 1). Estes compostos (L46, P4, P11 e
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R28) sdo chalconas e atuam como inibidores competitivos da YopH
com Ki de 11,01 uM (L46); 3,13 uM (P4); 2,41 uM (P11) e 14,93 uM
(R28).

Tabela 1. Valores de IC5, com desvio padrao para os inibidores P4, P11, L46
e R28. Experimento com incubagdo inicial de cada composto com a YopH por

10 minutos.
+
Inibidor Estrutura quimica ICso
desvio padrio
a a

/ a
L46 <0 O () O 38,55 £ 0,6 UM

T e
(e}

N

P11 O 7 O °> 9,92 42,19 uM
Q

R28 OO 7 OO 2029+ 1,11 uM

Analisando a estrutura quimica dos quatro compostos mais ativos
(Tabela 1), observa-se que as estruturas dos mesmos diferem entre si,
exceto P4 e P11 que possuem o mesmo anel base ¢ diferem apenas pela
posi¢do do grupo nitro. Dessa forma, ndo foi possivel estabelecer uma
relacdo estrutura-atividade dos compostos identificados como inibidores
competitivos da proteina YopH, sendo possivel a realizagdo de estudos
de docking molecular (Figura 12) (MARTINS e col., 2013).
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Figura 12. Modelo de interagdo das chalconas bioativas P4 (C) e P11 (B) no

sitio ativo da YopH. Estrutura da proteina destacando a cadeia principal dos
residuos de aminoacidos (MARTINS e col., 2013).
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Devido a sua importancia (a capacidade de modular a resposta
inflamatodria a bactéria através de processos que envolvem a quebra de
adesdes focais, liberagdo de fator de necrose tumoral, inibi¢do da
fagocitose, além de impedir a fungdo dos linfécitos B e T prevenindo a
resposta imune adaptativa) (MARTINS, 2011), a YopH emerge como
um potencial alvo terapéutico, despontando no Aambito do
desenvolvimento de fArmacos como um alvo promissor.

Por essa relagdo direta entre a atividade das PTPs e algumas
patologias, ¢ crescente o interesse em desenvolver inibidores destas
proteinas, uma vez que ligando um composto diferente do substrato
natural ao sitio ativo da enzima, ou mesmo a um sitio alostérico, estaria
estabelecida uma relagdo de inibi¢do, impedindo a formagdo do
complexo enzima-substrato, e assim bloqueando o desenvolvimento das
doengas.

Nesta pesquisa, buscou-se obter compostos andlogos a chalconas
com atividade inibitoria da proteina YopH. Vale salientar que entre os
farmacos comercializados atualmente, cerca de 62% sdo derivados
heterociclicos e que destes, 28% possuem um atomo de enxofre
(NEWMAN e col, 2008). Dessa forma, os compostos analogos a
chalconas contendo um atomo de enxofre sdo considerados promissores, e
recebem atengdo especial neste trabalho. A versatilidade, atividade e
seletividade desta classe de compostos sugere que as chalconas podem ser
estruturas promissoras para o desenvolvimento de compostos lideres na
busca por novos agentes para o tratamento de infecgdes provocadas por
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bactérias do género Yersinia. Deste modo a idealizacdo das séries H
(derivada do 2-acetil-5-cloro-tiofeno) ¢ HB (derivada do 5-cloro-2-
tiofenocarbaldeido) vai de encontro com o que foi apresentado, uma
vez que a busca pela versatilidade ¢ um dos objetivos destas séries.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo geral a sintese e caracterizagdo
de duas séries de compostos analogos a chalconas, contendo pelo menos
um heterociclo com enxofre, uma série derivada do 2-acetil-5-cloro-
tiofeno (série H) e outra derivada do 5-cloro-2-tiofenocarbaldeido (série
HB), através de condensacdo aldolica, para posterior avaliacdo da
atividade biologica dos compostos sintetizados frente a enzima YopH.

3.2 Objetivos Especificos

e Obtengdo e purificagdo de compostos analogos a chalconas
derivadas do 2-acetil-5-cloro-tiofeno, série H.

e Obten¢do e purificagdo de compostos analogos a chalconas
derivadas do 5-cloro-2-tiofenocarbaldeido série HB.

e Caracterizacdo quimica de todos os compostos obtidos por
determinacdo do ponto de fusdo e espectros de ressonancia magnética
nuclear de 'H.

e Avaliagdo da atividade inibitéria da proteina tirosina fosfatase
YopH de Yersinia pestis pelas duas séries de compostos sintetizados.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Sintese dos Compostos Analogos a Chalconas da Série H

Foram propostos 21 compostos analogos a chalconas derivadas
do 2-acetil-5-cloro-tiofeno (Tabela 2), das quais foram obtidos 20
(VOLTOLINI, 2010), através de condensagdo aldolica (Vogel, 1989).
Em um baldo de rea¢do de 50 mL, colocou-se 0,5 mmol do 2-acetil-5-
cloro-tiofeno e 0,5 mmol do aldeido correspondente e metanol (10 mL).
Adicionou-se, inicialmente, 5 gotas de KOH, lentamente (solugdo
aquosa 50% m/m) apés os reagentes estarem dissolvidos, a mistura foi
mantida sob agitagdo magnética a temperatura ambiente. O tempo
reacional e a quantidade total de KOH adicionados em cada reagdo estdo
apresentados na Tabela 2. Por se tratar de uma cetona com grupo que
pode ser fotossensivel (cloro), o baldo de reag¢do foi envolvido com
papel aluminio em todas as rea¢des e durante todos os processos.

Apbs o término da reagdo, o conteudo do baldo foi vertido em
agua destilada, e adicionou-se acido cloridrico 10% até obter pH
levemente 4cido. Os compostos obtidos foram filtrados a vacuo e
avaliados por CCD. As condi¢des reacionais, rendimentos e ponto de
fusdo dos compostos obtidos e a estrutura do composto ndo obtido
(H23), estdo relacionados na Tabela 2. A nomenclatura dos compostos
obtidos nesta série pode ser vista no Anexo 1.
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Tabela 2. Condigdes reacionais para obteng@o dos compostos da série H, peso molecular dos compostos e resultados de rendimento e
ponto de fusdo obtidos.

KOH

PM 50% Tempo de  Rendimento

(gotas)

Cadigo Estrutura p-f. (°C)

(g.mol™) reagao (%)

H2 cl Z 283,17 10 8-12 horas 45,7 155,5-156,6

H4 262,75 10 8-12 horas 49,5 130,2-131,5

CH3




H7 o> = 266,72 10 8-12 horas 51,1 123,8-124,4

CH3

HI2 a Z 338,81 10 8-12 horas 39,7 155,6-157,4

H3CO OCH3

H15 298,79 10 8-12 horas 71,6 130,7-132,5
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H17 o Z OcHs 29475 10 20 horas 8.1 148,1-149.,8

H21 S 7 359,78 10 8-12 horas 93,4 116,2-117,7

Composto nao
obtido

H23 Z“ 299,75 30 3 semanas -




24 horas 22,9 116,7-117,8

CH3

7 OCHs 338.81 10 48 horas 23,7 97.3-98.4

OCHs3

p-f. = ponto de fusdo



4.2 Sintese dos Compostos Analogos a Chalconas da Série HB
4.2.1 Procedimento Geral, Conforme Descrito por Vogel (1989)

Foram propostos 21 compostos analogos a chalconas derivados
do 5-cloro-2-tiofenocarbaldeido, das quais foram obtidos 21 (Tabela 3),
através de condensacdo aldolica (Vogel, 1989). Em um baldo de reagdo
de 50 mL, colocou-se 1,0 mmol do 5-cloro-2-tiofenocarbaldeido, 1,0 mmol
da cetona correspondente e metanol (10 mL). Adicionou-se lentamente
10 gotas de KOH (solugdo aquosa 50% m/m) apds os reagentes estarem
dissolvidos, e a mistura foi mantida sob agitagdo magnética a
temperatura ambiente. Da mesma forma que para a obtengdo das
chalconas da série H, devido ao aldeido conter um grupo que pode ser
fotossensivel (cloro), o baldo de reacdo foi envolvido com papel
aluminio em todas as rea¢des e durante todos 0s processos.

Apbs o término da reagdo, o conteudo do baldo foi vertido em
agua destilada, e a reagdo tratada com 4acido cloridrico 10% até pH
levemente acido. Os compostos obtidos foram filtrados em funil de
Biichner e avaliados por CCD. As condi¢des reacionais, peso molecular,
rendimentos e ponto de fusdo dos compostos obtidos, estdo relacionados
na Tabela 3. A nomenclatura dos compostos obtidos nesta série pode ser
vista no Anexo 1.
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Tabela 3 Condigdes reacionais para obtencdo dos compostos da série HB, peso molecular dos compostos e resultados de
rendimento e ponto de fusdo obtidos.

KOH .
Codigo Estrutura M o 50% Tempt: de Rend:mento p.f. CC)
(g.mol’) (gotas) reagao (%)
HB2 2892 1o  2horase 77,39 107,4 - 1082
30 minutos
HB4 & [ S/ cl 262,75 10 22 horas 5591 90,4 -91,4

HaC

43



1 horae 15

HB6 0N S s 293,73 10 minutos 86,86 167,7—-169,7

AN 29373 jo  1horae20 75,54 1632 163.7
minutos

0N

HBI11 L ) © 338,81 10 7 horas 48,57 131,7-132,7
H3CO
OCH;
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HiCO F s

HBI3 L)@ 338,81 10 17 horas ¢ 89,99 99,3 -100,0
GO 30 minutos
3
OCH;
HB15 298,79 10 3 horas e 73,18 103,4 — 104,4
15 minutos
OCH3
F S 7k
HB24 L )¢ 30878 10 oras © 54,48 100,1 - 101,5
40 minutos
OCH,4
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HB32

HB37

H3CO. / S
\ (]

(0]

CO = [

278,75

298,79

10

10

27 horas

4 horas

33,62

44,47

77,4-18,7

99,7-100,8
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4.2.2 Procedimento em Microondas

Para comparagdo das metodologias, procedeu-se a sintese de 14
compostos andlogos a chalconas derivadas do 5-cloro-2-tiofenocarbaldeido
das quais foram obtidos 12 (exceto HB6yw e HB8yw), através da
condensagdo aldolica, em microondas modelo Star Synth da MILESTONE,
disponivel no laboratorio do grupo Estrutura e Atividade (Laboratério 309)
no Departamento de Quimica do Campus da UFSC.

Em um baldo de reagdo, colocou-se 1,0 mmol do 5-cloro-2-
tiofenocarbaldeido, 1,0 mmol da respectiva acetofenona e 20 mL de
etanol. Apos os reagentes estarem dissolvidos por uma breve agitacao
mecanica manual, adicionou-se hidréxido de potassio (50%ym), € O
baldo foi colocado no microondas. O tempo reacional foi padronizado
para as reagdes, e consistiu em 30 segundos de aquecimento para atingir
a temperatura de 60 °C, 5 minutos a 60 °C sob agitagdo constante, ¢ 5
minutos de ventilagdo para resfriamento. A agitacdo e a poténcia do
microondas foram mantidas, respectivamente em 60% e 1000 W, para
todas as reacdes.

Particularmente, o composto denominado de HB9 apresentou os
dois reagentes na analise por CCD ap6s a realizagdo deste procedimento
padrdo de reacdo em microondas. Em fungdo disto, a reagdo foi
submetida a uma nova programacao, que consistiu em mais 3 minutos a
60°C, apos os 30 segundos de aquecimento para atingir esta temperatura,
finalizando com os 5 minutos de ventilagdo para resfriamento.

Apds o término de cada periodo reacional, o contetido do baldo
foi vertido em agua destilada, e a reagdo tratada com acido cloridrico
10% até pH levemente acido. Os compostos obtidos foram filtrados e
avaliados por CCD. As condi¢des reacionais, rendimentos e ponto de
fusdo dos compostos obtidos, estdo relacionados na Tabela 4. As
chalconas obtidas foram caracterizadas por ponto de fusio e RMN de 'H
e comparadas com as da Tabela 2.
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Tabela 4. Condigdes reacionais para obtengdo dos compostos da série HB por
microondas e resultados de rendimento e ponto de fusdo obtidos.

KOH Rendimento
Cédigo Estrutura 50% (%) p-£.(°C)
(gotas) ¢

10 77,84 107,8 — 108,6

10 56,07 90,2 - 90,7

HB6yw " NS 3 Nio obtido

2 Nio obtido




v S
HB11 L )% 10 52,63 130,0 - 131,8
H3CO

OCHy
OCH3 0
F S
HB12 yw Md 10 6,14 102,0 - 103,8
H,CO OCH;
(o]
H;CO G S
HB13 yw L )° 10 73,43 99,5 - 100,2
HsCO
OCH,4
(0]
HB14 yy 10 69,64 129,9 — 130,1
HB15 yw 10 77,80 98,6 - 100,6

4.3 Técnicas Gerais de Purificacdo e Caracterizacio dos Compostos
Obtidos

Os reagentes e solventes utilizados neste trabalho apresentam
padrdo analitico, sendo das marcas comerciais Sigma-Aldrich, Merck,
Fluka e Vetec.

As reagdes, bem como a pureza dos compostos sintetizados,
foram monitoradas por cromatografia de camada delgada (CCD),
utilizando como comparacdo os reagentes de partida, em placas de
aluminio com silica gel 60 GF 254 da Merck. Foi utilizado o sistema de
polaridade de solvente hexano/acetato de etila (3:1) para as todas as
reacdes da série H e para as reacdes HB14, HB15, HB24, HB32 ¢
HB37, e o sistema de polaridade de solvente hexano/THF (4:1) para as
demais reac¢des da série HB. As placas de CCD foram visualizadas com
o auxilio de Iuz ultravioleta (A = 254 e 366 nm). Através desta
verificagdo e por comparacdo com os reagentes de partida pode-se
observar a pureza dos produtos obtidos.
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Quando impuros (presenga de um dos reagentes mesmo apds todo
o processo de tratamento da reagdo), os compostos da série H (H1, H2,
H6, H16, H24, H25 e H29) foram recristalizados em etanol a quente.

Entre as chalconas purificadas por recristalizagdo, destacam-se a
H16, H24 e H29, que foram obtidas na forma de cristais (Figura 13).

Figura 13. Cristais obtidos para os compostos H16, H24 e H29,
respectivamente.

Para os compostos impuros da série HB (HBS, HB14 e HB37 —
todos apresentaram resquicios de acetofenona) obtidos pelo
procedimento tradicional, a purificacdo foi realizada através da lavagdo
com hexano. Todas as reac¢des realizadas em microondas resultaram em
produtos puros.

As chalconas foram caracterizadas por ponto de fusdo e por
ressonancia magnética nuclear (RMN) de H. O ponto de fusdo ndo
corrigido dos compostos foi determinado em aparelho digital de ponto de
fusdo, MGAPF-301, Microquimica Equipamento Ltda (Tabelas 2, 3 ¢ 4).
As andlises de RMN foram realizadas na Central de Andlises do
Departamento de Quimica da UFSC, em equipamento BRUKER AC-
200F (200 MHz) ou VARIAN OXFORD AS-400 (400 MHz para a série
H e 200 MHz para a série HB), em cloroformio deuterado (CDCl;), tendo
como referéncia interna o tetrametilsilano (TMS) ou o proprio solvente.
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4.4 Atividade Inibitoria e Seletividade das Chalconas Sintetizadas
Frente as Enzimas YopH de Yersinia_sp.

Os experimentos de avaliacdo da inibicdo da atividade das
enzimas tirosina-fosfatase YopH de Yersinia sp. pelas chalconas
sintetizadas, foram desenvolvidos pelas alunas Priscila Graziela Alves
Martins ¢ Angela Camila Orbem Menegatti, no Centro de Biologia
Molecular Estrutural da Universidade Federal de Santa Catarina, sob
coordenagdo do Prof. Dr. Hernan Terenzi, bem como a expressdo e
purificacdo da enzima recombinante.

4.4.1 YopH de Yersinia sp. (wildtype): Expressio e Purificacio

O vetor p7-7Yop51*A162 (fornecido pelo professor Tiago A. S.
Brandao da Universidade Federal de Minas Gerais) codifica a proteina
YopH de Yersinia enterocolitica. Na transformagdo, 50 ng dos
plasmideos foram adicionados separadamente, a 150 pL de
BL21(DE3)pLysS competentes. Estas células foram mantidas em banho
de gelo por 20 minutos, e em seguida foram colocadas a temperatura de
42 °C por dois minutos, seguido de 2 minutos novamente em gelo. Apés
esse periodo, 500 pL de meio LB foram adicionados as células, que em
seguida foram mantidas a 37 °C por 1 hora. As bactérias foram entdo
semeadas em meio agar contendo ampicilina (100 pg/mL) e mantidas a
temperatura de 37 °C por 16 horas. Para expressar a fosfatase YopH, as
bactérias transformadas foram cultivadas a 37 °C em meio LB contendo
ampicilina (100 pg/mL), até que se atingisse a densidade optica de 0,8 a
600 nm. Posteriormente, a indugdo foi feita acrescentando IPTG até a
concentracdo final de 0,4 mM. O cultivo foi mantido a 25 °C durante 16
horas, posteriormente foi centrifugado, e o precipitado foi guardado a -
20 °C. O precipitado obtido apos o cultivo foi homogeneizado em 3mL
do tampéo Y (Acetato de sodio 100 mM pH 5,7; NaCl1100 mM; EDTA 1
mM e DTT 1 mM) contendo PMSF (fluoreto de metil fenilsulfonila) na
concentracdo final de 40 pg/mL. Em seguida as células foram rompidas
por sonicagao em 7 ciclos de 20 segundos em gelo. O contetido obtido
apos a sonicagdo foi centrifugado a 4°C por 40 minutos a 16000 rpm. O
sobrenadante obtido apds a centrifugacdo foi entdo injetado no sistema
AKTA(GE Healthcare), ao qual estava conectada uma coluna HiTrap™
SP HP (AmershamBiosciences) de 5 mL. Os tampdes utilizados na
purificagdo foram os tampdes Y e Y (Acetato de sédio 100 mM pH 5,7;
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NaCl500 mM; EDTA 1 mM e DTT 1 mM). A purificagdo da proteina
Yop51*A162 foi realizada pelo método de cromatografia de troca
ionica. A coluna HiTrap™ SP HP ¢ uma coluna trocadora de cations,
carregada com radicais —-CH,CH,CH,SO3;". No pH dos tampdes de
purificacdo a YopH se encontra com cargas positivas (pH abaixo do
ponto isoelétrico) e ¢ atraida pelos radicais -CH,CH,CH,SOj3" presentes
na coluna, as demais proteinas sdo entdo eluidas com o tampao. Com o
acréscimo de cargas positivas devido ao aumento da concentragdo de
NaCl do tampdo Y a proteina de interesse ¢é liberada da coluna. Depois
da purificacdo, a YopH foi quantificada pelo método de Bradford
(1976), separada em fra¢des e mantida a -80 °C.

4.4.2 Avaliacio da Atividade Residual da YopH

Os testes de avaliagdo da inibicdo enzimatica pelas chalconas
foram realizados em placas de 96 pocos, contendo 5 pL do composto
diluido a 1,0 x 10 M (concentragdo final de 25 uM), 20 uL de imidazol
200 mM pH=7,0 (concentragdo final de 20 mM), agua MilliQq.s.p 198
pL em cada pogo, e 2 pL de proteina recombinante diluida (0,085 pg/uL
por pogo). A placa foi mantida por 10 minutos em estufa a 37°C, sendo
adicionado em seguida 10 pL de p-nitrofenilfosfato [pNPP] 400 mM
(concentragdo final de 40 mM) a cada pogo, para inicio da reagdo. As
enzimas clivam o substrato (pNPP), liberando p-nitrofenol, de cor
amarela. A  absorbdncia do p-nitrofenol foi medida em
espectrofotometro UV-VIS para placas de ELISA (TECAN Infinite
M200), por 10 minutos a 37°C (a 410 nm com leituras a cada 1 minuto).
Controles negativos foram feitos na auséncia de enzima ou de
compostos, ¢ controles positivos na presenga de enzima e DMSO 100%
no lugar do composto. O percentual de atividade residual foi calculado
pela diferenca de Absorbancia entre os tempos 7 minutos € 2 minutos,
obtido pela média de dois experimentos feitos em triplicata.

4.4.3 Determinacao dos Valores de ICsy dos Compostos Analogos a
Chalconas

A inibicdo dos compostos foi determinada por calculos de ICsq
(concentrag@o necessaria para um composto inibir 50% a atividade da
enzima original). Os valores de ICsy foram determinados usando
concentracdes crescentes de inibidor (1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 80
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e 100 uM) versus % de inibi¢ao, obtidos pela mesma metodologia do
item anterior.

A atividade enzimatica foi expressa em valores de percentual de
atividade residual comparada ao controle sem inibidor. Os dados
experimentais foram analisados com o programa Microsoft Office Excel
7.0 e os valores de ICsy determinados graficamente através da regressao
linear de melhor ajuste.

4.4.4 Ensaios Cinéticos

Os valores de Km, Ki € Vi, € 0 mecanismo de inibi¢cdo dos
compostos,foram determinados utilizando concentra¢des crescentes do
substrato p-NPP (variaveis entre 0,1 ¢ 30 mM) para cada concentra¢ao
de composto (a0 menos 3 concentragdes, variaveis entre 1 ¢ 60 uM,
dependendo do valor de ICsy de cada composto). Para a construgdo do
grafico duplo-reciproco de Lineweaver-Burk foram plotados o inverso
do valor da velocidade (determinada pela diferenca entre a absorbancia
dos tempos 7 e 2 minutos) versus os valores correspondentes ao inverso
da concentragdo de p-NPP. A absortividade molar calculada
experimentalmente do p-nitrofenol de 3062 M ecm™ sera utilizada para
efetuar os calculos. Os dados experimentais foram analisados com o
programa Microsoft Office Excel 7.0 e as constantes cinéticas
determinadas através do método de regressdo linear de melhor ajuste.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Sintese dos Compostos Analogos a Chalconas
5.1.1 Série H Sintetizada em Bancada

O esquema geral para as sinteses realizadas estd apresentado na
Figura 14. Esta reacdo ocorre através de uma condensagdo de Claisen-
Schmidt, seguida por desidratagdo em meio basico (conforme
mecanismo apresentado na Figura 7).

o

o}
s . )o]\ KOH/MeOH s gt RO
c—{ | CHs * R ta. U

Figura 14. Esquema de sintese dos compostos analogos a chalconas da série H.

As reacdes foram realizadas mantendo-se fixa a cetona (2-acetil-
5-cloro-tiofeno) e variando-se os aldeidos, que foram escolhidos com
base na Arvore de Decisdo de Topliss (Figura 15).

No método proposto por Topliss, a série deve iniciar-se,
obrigatoriamente, com a sintese do derivado do aldeido fenilico ndo
substituido, seguido pelo derivado 4-cloro da molécula anterior.
Posteriormente a obtenc¢do destes dois produtos, a escolha de cada
aldeido seguinte ¢ feita pela comparagdo da atividade bioldgica das duas
moléculas sintetizadas anteriormente.

Entretanto, como nesta pesquisa os resultados das atividades
biologicas ndo foram obtidos imediatamente apds uma sintese e antes da
subsequente, os aldeidos utilizados ndo foram escolhidos respeitando-se
as ordens estabelecidas pelo método de Topliss em funcdo dos
resultados biologicos, e sim, utilizando-se os substituintes basicos
propostos pelo método, além de variagdes estruturais, de acordo com a
disponibilidade de reagentes existentes no laboratdrio.
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H
L | E M
[ I |
4-Cl 4-Cl 4-Cl
L E M L |E M L E
4-OMe 4-OMe 4-OMe 4-Me 4-Me 4-Me 34-CI2 34-Cl2
1 E M 4-tBu
[34-(CH3)2] 4-CF3
3-Cl 3-Cl 3-Cl ‘ [4-Br]
1.N(L1sn a.r‘m 3-(“1'3 [4-OCH2Ph] [4|- .
IMals 2 2 3
4-N(Me)2  4-N(Me)2 4-N(|Mcl2 [3-NH?2 [3-Br] [4-OPh] 24.C12
[3-Me] 3] |
3-Me,4-N(Me)2 a0 4-NO2
4-NH2 p T
4-0H 2.1 [3,5-(CF3)2]
3-Me.4-OMe 2-Me ‘,
2'0|Me 3-NO2
4-NO2
[4-CN]
[4-COMe]
[4-S02Me]
[4-CONH2]
[4-SO$NH2]
4-F

M

34-CR2

3-CF34-Cl

3-CF3,4-NO2

Figura 15. Esquema de Topliss para a otimiza¢do de substituintes

I3 7

1

aromaticos: M, ¢ mais ativo; E, é igualmente ativo; L, é menos ativo que o
composto anterior da chave. Os grupos entre colchetes ([ ]) representam

substituintes alternativos. As linhas descendentes
sequenciais (Adaptado de Topliss, 1972).

indicam substitui¢des

Utilizando-se desses artificios, foi proposta a sintese de 21
compostos analogos a chalconas da série H, sendo 7 deles inéditos, 6
apenas com registro de CAS (considerados também inéditos por nao
haver nenhum artigo publicado com estas estruturas) e 8 ja descritos na

literatura (Tabela 5).
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Tabela 5. Relacdo de publicagdes na literatura e niimero de CAS dos compostos
analogos a chalconas da série H

Sigla Composto

Artigos CAS

H2 ci = 2 286956-06-7

!
~
o
A\
o

1001964-80-2

H7 o> 7 1* 2069-49-0%

HI2 o ] Z 0 Inédito

H3CO OCH3
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101439-40-1*

H23 Z 0 Inédita




CH3
=
H24 C'\@% 0 Inédita

OCHs

OCH
H25 Cl@i/\gi ? 1 180298-08-2
U
OCH;s
Z
Hs O | 0 801248-00-0
ﬁ,/OH
(6]

CH3
H29 e - OCH: 0 Inédita
\_
OCH3
Hs
H30 S ~ 0 258518-36-4*
o~ ]

H3CO

* Estereoquimica ndo definida.

Dentre as reac¢Oes realizadas, obteve-se produto (devidamente
caracterizado) em 19 reagdes e um produto (H2) ndo caracterizado
completamente, sendo a rea¢do de formacgdo da H23 a tnica que néo se
processou da maneira desejada. Este fato ¢ contrario ao esperado, uma
vez que o substituinte do anel B ¢ um grupo retirador de elétrons (NO,),
0 que deixa o carbono carbonilico do aldeido mais suscetivel ao ataque
nucleofilico, e que deveria, portanto, facilitar a reacdo em termos
eletronicos. Comparando as estruturas de H23 (n3o obtida) e HI9
(composto obtido, que possui o anel B semelhante ao da H23) e
sabendo-se que o impedimento para a rea¢do nio ¢ de carater eletronico
(pois o grupo nitro ativa o aldeido), pode-se entdo supor que o grupo
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NO; na posi¢ao 3 do anel tiofeno provoque algum impedimento estérico
impossibilitando que a reacdo se processe.

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

Entre as chalconas purificadas por recristalizagdo, destacam-se a
H16, H24 e H29, que foram obtidas na forma de cristais (Figura 13).

O rendimento das rea¢des foi variado, de aproximadamente 8 até
93%, como mostra a Tabela 6. Maiores rendimentos (acima de 85%)
parecem ser favorecidos com substituintes volumosos no anel B, como
observado para as chalconas que possuem 2 anéis aromaticos nesta
posicao (H21 e H22).

Entre os compostos obtidos com os menores rendimentos estdo a
H17 e a H28, que podem ter seus rendimentos justificados através do
mecanismo da reacdo, pois para termos a formagdo do produto de
condensacdo ¢ necessario que o H alfa a carbonila da cetona seja
abstraido, para que entdo ocorra o ataque nucleofilico na carbonila do
aldeido. No caso da H17 e H28, isso pode estar acontecendo em menor
proporgao, pois parte da base pode estar abstraindo o hidrogénio da
hidroxila do aldeido da H17 e o hidrogénio da carboxila do aldeido
usado na reagdo da H28, o que resultaria em uma diminui¢do da
reatividade dos aldeidos frente a um ataque nucleofilico. O baixo
rendimento da H6 pode ser devido a perdas durante o processo, devido a
recristalizagao.

O ponto de fusdo das moléculas puras foi determinado e também
encontra-se na Tabela 6, juntamente com o ponto de fusdo reportado na
literatura.
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Tabela 6. Rendimento das reagdes, massa molar e ponto de fusdo dos
compostos obtidos.

Sigla M.M. Rendimento p.f. (°C) p-f. da literatura
(g/mol) (%) (W9)
H1 248,73 37,3 94,6-96,0 Nao reportado
H2 283,18 45,7 155,5-156,6 156,0
H3 278,76 27,0 114,5-115,7 Nao reportado
H4 262,76 495 130,2-131,5 Nao reportado
Ho 293,73 10,9 144,4-145,3 Nao reportado
H7 266,72 51,1 123,8-124.,4 128,0"
H11 338,81 52,6 81,9-83,2 Nao reportado
H12 338,81 39,7 155,6-157,4 Nao reportado
H14 292,74 42.4 155,9-156,9 Nao reportado
H15 298,79 71,6 130,7-132,5 Nao reportado
H16 320,84 23,6 126,9-127,5 Nao reportado
H17 294,76 8,1 148,1-149,8 Nao reportado
H19 254,76 59,2 82,7-83,3 100,0-104,0"
H21 359,79 93,4 116,2-117,7 Nao reportado
H22 364,25 86,8 182,3-184,0 180,0"
H24 308,79 31,1 79,0-80,4 Nao reportado
H25 308,79 22,9 116,7-117,8 Nao reportado
H28 292,74 13,0 >300 Nao reportado
H29 338,81 23,7 97,3-98,4 Nao reportado
H30 308,79 81,9 145,0-146,1 Nao reportado

o (RYABUKHIN e col, 2007) p (BUU-HOI ¢ col., 1956) Y (RIZVI e col., 2010).

Como pode ser observado na Tabela 6, apenas 4 compostos tém
seu ponto de fusdo relatado na literatura, sendo que em 3 destes (H2, H7
e H22) o valor obtido experimentalmente ¢ condizente com o ja descrito
na literatura, indicando a pureza destes compostos. Para H19, entretanto,
o ponto de fusdo obtido apresenta grande diferenca do reportado, porém,
através do espectro de RMN de 'H, comprovou-se tratar do produto
desejado. As demais chalconas ndo apresentam relato de seu ponto de
fusdo na literatura, mas como possuem intervalo de fusdo menor que
2°C tem-se, também, um indicativo de sua pureza.
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Para confirmar a obtencdo dos produtos desejados e sua pureza,
fez-se analise dos compostos por RMN de 'H. A Figura 16 apresenta o
espectro de RMN de 'H obtido para a H1, cuja discussio segue abaixo e
serviu de base para as demais caracterizagdes.

. Sy S "
’ 3 13‘ 6 ¢ 3B
3 - =
7,85 (m)
743 (m) 3
7.43(m) g b g
T AI(M) 5 = 75
7,84 (m) E e
;

7,33 (1)) = 15 B2 HT
7,85 (d)J= 15 A2 Hz
785 (d)d = 4,10 Hr
7,02 (d)J =4 10 Hz

i
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|
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80 78 8 77 TE 5 T4 T.3 72 71 Ta ] -]

Chemical Shift (apmy

Figura 16 Espectro de RMN (400 MHz) de 'H do anélogo a chalcona H1.
Deslocamento quimico em relacdo ao TMS. Solvente CDCl,

Neste espectro podemos observar o sinal do hidrogénio o na
forma de um duplete que aparece em, aproximadamente, 7,33 ppm. J& o
hidrogénio B aparece um pouco mais deslocado, em 7,85 ppm, também
como duplete. Ambos, hidrogénio o e P, aparecem acoplados com J
igual a 15,62 Hz, valor esperado para o isomero £ da chalcona (produto
desejado). Outros dois sinais bem caracteristicos desta série de
chalconas sdo os dos hidrogénios 2° ¢ 3° do anel A, que aparecem,
respectivamente, em 7,65 ppm e 7,02 ppm, com constante de
acoplamento de 4,10 Hz. Os demais sinais presentes no espectro podem
ser atribuidos aos hidrogénios do anel B; os cinco hidrogénios
apareceram como dois multipletes distintos, tendo deslocamentos de
7,43 (hidrogénios 3, 4 ¢ 5) e 7,65 ppm (hidrogénios 2 ¢ 6).

Estando a chalcona H1 devidamente caracterizada, pode-se partir
para a analise do RMN dos demais compostos.
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Analisando os espectros referentes as outras chalconas, observa-
se que estes padrdes de deslocamento dos sinais se mantém. De maneira
geral, nos espectros de RMN de 'H obtidos buscou-se identificar,
principalmente, os sinais dos hidrogénios o e P, cujo deslocamento
variou de 7,11 a 8,00 ppm para o Ha e de 7,76 a 8,30 ppm para o Hp,
que apresentam-se de forma bem caracteristica, como dois dubletes
acoplados entre si com constante de acoplamento em torno de 16 Hz, o
que caracteriza o produto obtido em configuragdo E.

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

A quantidade de sinais e o deslocamento quimico dos hidrogénios
do anel B das chalconas variaram de acordo com os substituintes, por
vezes sendo mais complicada a atribui¢@o destes hidrogénios em relagao
aos do anel A.

Em relagdo ao composto designado pela sigla H2, como seu
ponto de fusdo experimental ndo divergiu do da literatura, considera-se,
assim que o analogo a chalcona H2 tenha sido obtida, apesar de ainda
ndo possuir espectro de RMN de 'H que o confirme.

5.1.2 Série HB Sintetizada em Bancada

O esquema geral para as sinteses realizadas esta apresentado na
Figura 17. Esta reagdo ocorre através de uma condensacao aldolica,
seguida por desidratacio em meio basico (conforme mecanismo
apresentado na Figura 7).

o]
o s KOH/EtOH

Cl —_—
t.a. / S
N \ / u R + H,0

Figura 17. Esquema de sintese dos compostos andlogos a chalconas HB.

As estruturas propostas nesta série foram baseadas na estrutura
dos compostos analogos a chalconas da série H previamente sintetizada.
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Foi proposta a inversdo dos anéis A e B, passando-se a utilizar o aldeido
fixo para todos os compostos da série HB, ao invés da acetofenona fixa
utilizada para a obtencdo da série H. As cetonas, por sua vez, foram
escolhidas conforme os aldeidos utilizados para a sintese da série H (de

acordo com a disponibilidade de reagentes no laboratorio).

Foram realizadas 21 reagdes na tentativa de obtengdo dos
composotos analogos a chalconas propostos para esta série (HB),
obtendo-se todos os compostos previamente planejados. Os resultados
podem ser observados na Tabela 7. Os 21 compostos analogos a

chalconas obtidos sdo inéditos.

Tabela 7. Resultados das reacdes de obtencdo dos compostos da série HB.

PM

Rendimento

Chalcona Anel A (g.mol‘l) (%) p-f. °C)
HB1 fenil 248,73 71,16 77,0 - 78,0
HB2 f\(\j}/m 289,2 77,39 107,4 - 108,2
HB3 4-OCH;-fenil 278,75 31,38 128,6 — 130,0
HB4 4-CH,-fenil 262,75 55,91 90,4 91,4
HB5 3,4-Cl,-fenil 317,62 67,36 152,4 — 154,4
HB6 3-NO,-fenil 293,73 86,86 167,7 - 169,7
HB7 4-F-fenil 266,72 77,07 99,4 -99.8
HBS 4-NO,-fenil 293,73 75,54 163,2 - 163,7
HB9Y 4-Br-fenil 327,62 88,13 144,5 - 1453
HB11 2,4,5-OCH;-fenil 338,81 48,57 131,7 - 132,7

HBI12 2,4,6-OCH;-fenil 338,81 70,16 102,0 — 102,8
HBI3 3,4,5-OCH;-fenil 338,81 89,99 99,3 - 100,0
HB14 3,4-OCH,O-fenil 292,74 38,30 130 — 130,7
HBI5 1-naftil 298,88 73,18 103,4 — 104,4
HB17  3-OCH;-4-OH-fenil 294,75 18,09 109,5 - 110,7
HB24 2,5-OCH;-fenil 308,78 54,48 100,1 — 101,5
HB25 3,4-OCH;-fenil 308,78 4721 109,5 110
HB32 3- OCH;-fenil 278,75 33,62 77,4 78,7
HB36 2-NO,-fenil 293,73 7,06 91,8924
HB37 2-naftil 298,79 44,47 99,7 - 100,8
HB40 2,5-Cl,-fenil 317,62 23,61 133,6 — 135,2
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Os 21 compostos analogos a chalconas obtidos foram
caracterizados por RMN de 'H, além da determinacdo do ponto de
fusdo. Os espectros de RMN 'H dos compostos inéditos encontram-se
no Anexo II. As Tabelas 8 a 14 apresentam as atribui¢des dos sinais dos
espectros de RMN para todos os compostos desta série.
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Tabela 8. Caracterizacdo por RMN 'H dos compostos HB1, HB2 e HB3.

4-OCH;

HBI1 HB2 HB3
6,91 d (3,79) 6,92 d (3,79) 6,91 d (4,04)
7,25d 4,29z 7,14 d (3,79) 7,12d (3,79)
7,53 m 6,96 d (14,91) 7,21d (15,41)
7,79d (15,42) 7,79 d (14,91) 7,78 dd (15,16/0,51)
7,99 dd (6,56 / 2,02) 7,59 d (4,04) 7,78 d (15,16)
7,53 m 7,00 d (4,04) 6,99 d (8,84)
7,14 ¢ (3,79) - -
7,53 m - 6,99 d (8,84)
7,99 dd (6,56 / 2,02) - 8,00 d (8,84)
- - 3,895

6 ppm em relagdo ao TMS, Multiplicidade (J em Hz). Solvente CDCl;.
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Tabela 9. Caracterizagio por RMN 'H dos compostos HB4, HB5 ¢ HB6.

1H HB4 HB5 HB6
3 6,91d(3,79) 6,92d (3,79) 6,95d (3,79)
4 7,13 d (3,79) 7,18 d (3,79) 7,21d(3,79)
a 7,21d (15,41) 7,10 d (15,41) 7,18 d (15,16)
B 7,79 d (15,41) 7,82d (15,41) 7,89d (15,16)
2! 7,90 d (8,34) 8,92d(2,02) 8,80 m
3 7,31 d (7,84) ) -
4 - } 8,32.dd (7,84 /2,52)
5 7,31d (7,84) 7,58 d (8,34) 7,72t (8,08/7,84)
6' 7,90 d (8,34) 7,82 dd (8,34 /2,02) 8,45 dd (8,08 /2,28)

4-CH, 2,44 s -

S ppm em relacdo ao TMS, Multiplicidade (J em Hz). Solvente CDCls.
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Tabela 10. Caracterizagio por RMN 'H dos compostos HB7, HBS e HB9.

HB7 HBS HB9

6,92 d (4,04) 6,95d (3,79) 6,92 d (4,04)
7,17 d (4,04) 7,2d (4,02) 7,15 d (4,04)
7,18 d (15,41) 7,14d (15,41) 7,13 d (15,41)
7,80 d (15,41) 7,85 d (15,15) 7,80 d (15,41)
8,02 dd (8,84 /5,30) 8,12 d ( 8,85) 7,64 d (8,59)
7,14-7.20 m 8,35 dt (8,84) 7,85 d (8,59)
7,14-7,20 m 8,35 d (8,84) 7,85 d (8,59)
8,02 dd (8,84 /5,30) 8,12 d ( 8,85) 7,64 d (8,59)

d ppm em relagdo ao TMS, Multiplicidade (J em Hz). Solvente CDCl;.
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Tabela 11. Caracterizagdo por RMN 'H dos compostos HB11, HB12 ¢ HB13.

OCHy

3 6,89 d (4,05) 6,85d (4,04) 6,93 d (4,05)

a 7,35 d (14,66) 6,64 d (15,41) 7,15d (15,41)

3 7,39 s 6,155 7,24 s

6' 6,53 s - -

3,89 s 3,96 s

d ppm em relagdo ao TMS, Multiplicidade (J em Hz). Solvente CDCl;.
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Tabela 12. Caracterizagdo por RMN 'H dos compostos HB14, HB15 ¢ HB17.

s I a
9 B /
¢ 1 LS
g a | 2
S 1 4 /
¥ § 3 3

3 6,91d (4,04) 6,90 d (4,04) 6,93 d (4,04)

o 7,15d (15,16) 6,98 d (15,91) 7,15d (15,16)

2! 7.49d (1,51) - 733s

4 - 7,75 dd (7,08 / 1,26) -

6' 6,90 d (8,08) 7,50 -7,61 m 7,59 dd (8,34 /2,03)

- 7,50 -7,61 m -

m-OCH; - - 3,99 s

& ppm em relagdo ao TMS, Multiplicidade (J em Hz). Solvente CDCl;.

(o2}
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Tabela 13. Caracterizagdo por RMN 'H dos compostos HB24, HB25 ¢ HB32.

OCHs

6,89 d (4,04) 6,91d (4,04) 6,92 d (4,04)

7,14.d (15,67) 7,22 d (15,06) 7,18 d (15,41)

2! - 6,04 d (6,32) 7,50 - 7,52 m

4 7,05 dd (9,01/3,54) - 7,10 - 7,16 m

7,08 d (3,54) 7,64 dd (6,32 /2,02) 7,56 dt (7,58 /1,27 /1,27)

m-OCH; 381s 3,97 s 3,88 s

4 ppm em relacdo ao TMS, Multiplicidade (J em Hz). Solvente DMSO-dg.
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Tabela 14. Caracterizagdo por RMN 'H dos compostos HB36, HB37 ¢ HB40.

cl

3 6,89 d (4,04) 6,95d(3.79) 6,92 d (4,04)

a 6,65d (15,41) 7,38 d (15,41) 6,76 d (15,87)

2! - 8,51 N -

4 7,70 m 7,89-8,11m 7,39d(1,51)

6' 7,70 m 7,57-7,67 m 7,39 s

9' 7,89 -8,11m

6 ppm em relagdo ao TMS, Multiplicidade (J em Hz). Solvente CDCl;.
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Observando-se as tabelas de caracterizacdo (tabela 10 a 14) é
possivel verificar que, de modo geral, os espectros apresentam
semelhanca em relagdo aos deslocamentos quimicos, com pequenas
variagdes apenas em funcao dos substituintes e de suas posigoes.

Optou-se, portanto, por discutir detalhadamente a caracterizagio
quimica de apenas um composto, HB4, produto da condensacdo do 5-
cloro-2-tiofenocarboxialdeido com a 4-metil-acetofenona. O espectro de
RMN de 'H da chalcona HB4 pode ser observado na Figura 18, bem
como os valores de atribui¢do dos hidrogénios.

-T2

-1.33
—7.28
2
—7A7
—542
@

=714
-712

=001 =

z
e HB4
3 8,91 4(3,79)
4 7,1343,79) <
a 7,21d(15,41) T
B 7,79 dd (15,41/0,50}
2 7,90d (8,34)
3 7,31 dd [7,84 f0,51)
5 7.31 dd (7,84 /0,51)
&' 7,90 d (8,34)
4-CH, 2,445
8 &
greafa s
B2 ES
=
d &
J
11 10 ] ] T & 5 4 3 2 o
Chermical Shift (ppen)

Figura 18. Espectro de RMN 'H (200 MHz) do composto analogo a chalcona HB4.
Deslocamento quimico em relagdo ao TMS, solvente utilizado: CDCls.( ) = J (constante
de acomplamento, em Hertz).
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Conforme esperado, o espectro de RMN de 'H do composto HB4
(Figura 18) apresenta um singleto proveniente dos 4tomos de hidrogénio
da metila ligada ao carbono 4’ da cetofenona em 2,44 ppm; este
deslocamento estaproximo ao esperado (2,34 em previsdo realizada para
esta molécula através do programa ChemBio Draw Ultra 12.0). Os
hidrogénios 2' ¢ 6' do anel A sdo observados como um dupleto em
7,90ppm com constante de acoplamento de 8,34 Hz, e os hidrogénios 3'
e 5' sdo observados como um duplo dupleto em 7,3 1ppm com constantes
de acoplamento de 7,84 ¢ 0,513 Hz. Assim podemos elucidar o anel A
deste composto andlogo a chalcona, uma vez que os atomos de carbono
representados por 1’ e 4’ estdo substituidos nesta molécula e, portanto,
ndo apresentam atomos de hidrogénio ligados a eles, ndo gerando sinais
no espectro de ressonincia magnética de 'H.

Os hidrogénios o ¢ B da dupla ligacdo aparecem como dubleto e
duplo dupleto, respectivamente, em 7,215 ppm e 7,79 ppm, com
constante de acoplamento de 15,41Hz, caracterizando a configuracdo £
da dupla liga¢ao. Os hidrogénios do anel tiofénico (posigdes designadas
por 3 e 4) apareceram como dubletos com sinais, respectivamente, em
6,915 e 7,13 ppm, com constante de acoplamento de 3,79 Hz.

Observando os valores de ponto de fusdo obtidos
experimentalmente para os compostos da série HB, todos apresentaram
faixa de variagdo menor do que 2°C, o que pode servir como indicativo
da pureza dos compostos (Tabela 7).

O rendimento das rea¢des foi variado, de aproximadamente 7 até
quase 90%, como mostra a Tabela 7.

5.1.3 Série Hy Sintetizada Via Microondas (HByw)

A escolha em sintetizar esta série de chalconas via microondas foi
visando a necessidade da utilizacdo de uma quimica mais verde. Foram
realizadas 14 tentativas de reagdes para obtencdo das chalconas
propostas desta série, sendo obtidas 12 chalconas (HBlyw, HB2yw,
HB3yw, HB4yw, HBSuw, HB7mw, HB9ww, HB1lyw, HBI12yw,
HB]3MW: HB14MW (S HBlsMw)

Os resultados experimentais da obtengdo das chalconas da série
HByw por microondas foram comparados aos resultados da obtengdo
dos compostos da séric HB pela metodologia convencional
anteriormente descrita. A tabela 15 mostra os tempos reacionais ¢ 0s
rendimentos de ambas as metodologias.
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Tabela 15. Tempo reacional e rendimentos da obtengdo de alguns compostos
analogos a chalconas da série HB pela metodologia convencional e da série HBMW
por microondas.

Tempo Rendimento Tempo Rendimento
Chalcona reacional (%) Chalcona reacional (%)
HB1 25 horas 71,16 HB1yw 80,41
B2 2horase30 g0 HpaL 77,84
minutos
HB3 55 minutos 31,38 HB3yw 13,76
HB4 22 horas 55,91 HB4yw 56,07
HB5 30 minutos 67,36 HBS5yw 10min e 24,92
1 horae 15 30 s. Composto nao
HB6 minutos 86,86 HBOyw obtido
pp7  4horase3s 7707  HB7yw 82,98
minutos
1 hora e 20 Composto nao
HBS8 minutos 75,54 HBByw obtido
By c2lhoraseS oo s pgo o B 84,54
minutos minutos
HB11 7 horas 48,57 HBllyw 52,63
HBiz | horaes0 70,16  HB12yw 6,14
minutos
aB13  7horase30 g9 99 HB13yy  10mine 73.43
minutos
2 horas e 30 30's.
HB14 . 38,30 HB14yw 69,64
minutos
HBI5 3 ho_ras el5 73,18 HB15,,y 80.41
minutos

Todos os compostos da série HByy obtidos foram submetidos a
andlise do ponto de fusdo, os quais foram muito semelhantes aos
compostos correspondentes da série HB, confirmando as estruturas
previstas. Alguns dos compostos da série HByw também foram
confirmados por espectros de RMN de 'H, porém, optou-se por ndo
apresenta-los nesta dissertacdo, para ndo tornar os dados repetitivos.

Analisando-se os dados da Tabela 15 percebe-se que em cinco
casos o maior rendimento foi obtido na sintese realizada em bancada
(HB3, HB5, HB9, HB12 ¢ HB13), em outros cinco, o resultado foi o
oposto, obtendo-se maior rendimento nas sinteses realizadas no
microondas (HB1yw, HB7yw, HB11yw, HB14yw € HB15yw). Nos dois
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casos restantes (HB2/ HB2yw ¢ HB4/ HB4yw), os rendimentos foram
equivalentes.

Seguindo-se a linha de pensamento que tem se difundido cada
vez mais a fim de tornar a quimica aliada ao meio ambiente (Quimica
Verde), a sintese realizada no microondas utiliza um solvente menos
toxico (etanol ao invés do metanol) do que o método empregado no
procedimento geral, conforme descrito por Vogel (1989). As sinteses
realizadas em microndas envolvem um menor tempo de reagdo e, em
boa parte dos casos, uma menor quantidade de catalisador. Assim, pode-
se dizer que, apesar de os rendimentos ndo terem sido melhores em
microndas, este método sintético foi, neste caso, mais eficiente que o
método classico.

5.2 Atividade Bioldgica
5.2.1 Chalconas como Inibidores da YopH de Yersinia sp.

Inicialmente, foi realizado um screening em triplicada, com uma
unica concentragdo de todos os compostos das séries H e HB (25 uM)
para determinar a atividade residual da proteina YopH. Os compostos
analogos a chalconas foram incubadas com as proteinas e solugdo
tampdo por 10 minutos a 37°C. Apos este periodo, adicionou-se o
substrato (p-NPP) e realizaram-se leituras de absorbancia a cada 1
minuto, durante 10 minutos, a 37°C.

Os resultados obtidos para as duas séries de compostos
sintetizados podem ser observados nas Tabelas 16 e 17, na qual estdo
apresentados os valores da atividade residual (%) da proteina tirosina
fosfatase YopH, bem como o erro associado aos experimentos.
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Tabela 16. Resultados da atividade dos compostos analogos a chalconas da
série H como inibidores da proteina YopH de Yersinia sp

H1 fenil 93,75+3,22

H3 4-OCHj;-fenil >100

H6 3-NO,-fenil 12,72 £2,32
w7 4Ffenil 77482305

HIl 2,4,5-triOCH;-fenil 129,77 + 0,89

H14 3,4-OCH,O-fenil 65,52 + 6,14

H16 4-OBut-fenil >100

H19 ‘2@ 68,64 £ 5,60

X AN OCH3
H22 | 14,54 + 3,45
=
Cl N
H25 3,4-diOCH;-fenil >100
H28 4-COOH >100
H30 2,6-OCH; >100

7

)]



Tabela 17. Resultados da atividade dos compostos analogos a chalconas da
série HB como inibidores da proteina YopH de Yersinia sp.

(0]
= S
R \ / a
% atividade residual
Chalcona Anel A YopH(% + erro)

HB1 fenil 84,71 £2,35

HB2 ‘e“\(\_O]/CI 92,22 + 8,52

HB3 4-OCHj;-fenil 86,93 £ 9,85

HB4 4-CH;-fenil 80,12 £ 5,22

HB5 3,4-Cl,-fenil 65,49 + 1,86

HB6 3-NO,-fenil 80,11 £ 6,59

HB7 4-F-fenil 72,45 +2,01

HBS8 4-NO,-fenil 5,44 £1,02

HB9 4-Br-fenil 50,93 + 7,82
HB11 2,4,5-OCHj;-fenil 86,82 £ 7,18
HB12 2,4,6-OCH;-fenil 82,42 £ 1,58
HB13 3,4,5-OCHj;-fenil 71,80 £+ 5,08
HB14 3,4-OCH,0O-fenil 73,80 £ 0,90
HB15 1-naftil 70,10 + 1,98
HB17 3-OCHj;-4-OH-fenil 78,37 £ 4,84
HB24 2,5-OCHj;-fenil 81,23 £ 6,36
HB25 3,4-OCHj;-fenil 101,30 £ 0,88
HB32 3- OCH;-fenil 77,19 +£ 6,38
HB36 2-NO,-fenil 71,06 £0,57
HB37 2-naftil 66,20 + 7,34
HB40 2,5-Cl,-fenil 76,95 £ 5,90

Os compostos que apresentaram atividade inibitoria da YopH
superior a 30% (grifados em negrito nas tabelas 16 e 17), foram
escolhidos para determinagdo de sua ICsy (Tabela 18).
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Tabela 18. Valores de ICs, para os compostos que apresentaram inibigdo da
YopH superior a 30% no ensaio inicial.
Chalcona Estrutura 1C5y (M)

YoiH

S NO
H6 C'm 2 46,97 7,50

H15 S F >100

14,95 + 1,27

HB5 o / S 25.85+7.23
| )—cl
cl




0
S
HBS | )—cl 11,61 + 0,91
O.N

S
HB9 | / Cl 33,93 £6,47

O
HB15 O F S 46,57 +£4,53

HB37 31,12+ 1,70

A andlise dos resultados permite observar que os melhores
inibidores da YopH foram os compostos H22 ¢ HB8. O composto H22
apresenta como grupo substituinte um anel quinoxalina substituido por
um atomo de cloro na posi¢do 2 € um grupo metoxi na posi¢do 6, ou
seja, um grupo volumoso, com um substituinte eletronegativo (retirador
de elétrons por efeito indutivo) e outro grupo doador de elétrons, além
de ser um substituinte bastante volumoso. O composto HB8 por sua vez
apresenta o anel B substituido por um grupo nitro na posi¢do 4 do anel,
portanto é um composto com um grupo retirador de elétrons no anel B.
Devido as diferencas estruturais entre estas duas chalconas, fica
evidente que ndo ¢ apenas um fator que determina a atividade dos
compostos e sim, possivelmente, um conjunto complexo de interacdes
eletronicas e estéricas, sendo necessarios estudos mais elaborados para
um melhor entendimento das relagdes entre estrutura quimica e
atividade biologica

Os dois melhores compostos (H22 ¢ HB8) foram escolhidos para
a realizacdo de estudos cinéticos, nos quais foi possivel determinar o
mecanismo de inibi¢do da YopH conferido por estes dois compostos
analogos a chalconas, sendo este nao-competitivo, como pode ser
observado na Figura 19.
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Figura 19 - Graficos obtidos dos estudos cinéticos com os compostos H22
(superior) e HB8 (inferior) frente a proteina YopH.YopH 120x diluida ¢ a
concentragdo 0 (zero) de inibidor.

Os valores de Ki (constante de afinidade) determinados para estes
compostos através dos graficos foram, respectivamente, 9,41 uM para
H22 e 2,03 uM para HBS, indicando uma alta afinidade destes composto
pela YopH, e assim, eles podem ser considerados 6timos inibidores
desta proteina.
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6 CONCLUSOES

Neste trabalho foram obtidos 53 compostos dos 56 inicialmente
propostos, divididos em duas séries (série H e HB).

Todos os compostos das duas séries foram identificadas e
caracterizadas através do ponto de fusdo e do RMN de 'H.

Obteve-se rendimentos variados de aproximadamente 8 a 93%
para a série H (compostos derivados do 2-acetil-5-cloro-tiofeno) e de 6 a
quase 90% para os compostos da série HB (compostos derivados do 2-
acetil-5-cloro-tiofeno).

A avaliagio biologica dos compostos apontou dois compostos
analogos a chalconas, uma pertencente a cada série, com promissora
atividade inibitéria da proteina YopH de Yersinia sp. para os quais foram
determinados os valores de ICsp: H22 (IC5o = 14,95 uM e Ki =941 uM) e
HB8 (IC5p=11,6 uM e Ki =2,03 pM).
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7 PERSPECTIVAS

Como perspectivas futuras deste trabalho, podemos relacionar:

e Completar a caracterizagdo dos compostos com os dados de
RMN "C ¢ espectrometria de massas.

e Realizar a avaliacdo de testes de seletividade dos compostos
ativos em PTPs humanas.

e Planejar e sintetizar novos compostos derivados de H22 e HBS,
na busca pela otimizacao estrutural.

e Utilizar novas metodologias para a sintese dos compostos que
nao foram obtidos pela condensagao alddlica usual, e também para obter
melhores resultados para os compostos obtidos com baixos rendimentos.
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Anexo I -

Estruturas Obtidas e
Respectivos Nomes
Quimicos



Compostos analogos a chalconas derivadas do 2-acetil-5-cloro-tiofeno, série

7 (E)-1-(5-clorotiofen-2-il)-3-
fenilprop-2-en-1-ona.

s - (E)-1-(5-clorotiofen-2-il)-3-(4-
\ I metoxifenil)prop-2-en-1-ona.

(E)-1-(5-clorotiofen-2-il)-3-(3-
nitrofenil)prop-2-en-1-ona.

(E)-1-(5-clorotiofen-2-il)-3-
(2,4,5-trimetoxifenil)prop-2-en-
1-ona.




. (E)-3-(1,3-benzodioxol-5-il)-1-
H14 " 7 :> (5-clorotiofen-2-il)prop-2-en-1-

ona

H16 7 (E)-3-(4-butoxifenil)-1-(5-
U clorotiofen-2-il)prop-2-en-1-ona
OCH{CHACHA{CHy

(E)-1-(5-clorotiofen-2-il)-3-

S S
H19 7 (tiofen-2-il)prop-2-en-1-ona.

s i ocn (E)-3-(5-cloro-6-metoxiquinolin-
H22 ¢ 7 | h * 3-il)-1-(5-clorotiofen-2-il)prop-2-
\ 7 em-1-ona.

(E)-1-(5-clorotiofen-2-il)-3-

H25 cl g ] Z (3,4-dimetoxifenil)prop-2-en-1-
\ ona.

OCH,

OCHs




s (E)-1-(5-clorotiofen-2-il)-3-
H29 cl Z (2,3,4-trimetoxifenil)prop-2-en-
1-ona.

Codigo Estrutura Nome Quimico

(E)-1,3-bis(5-clorotiofen- 2-

HB2 il)prop-2-en-1-ona

7 s (E)-3-(5-clorotiofen-2-il)-1-
(p-toluil)prop-2-en-1-ona

HB4




N 7 s (E)-3-(5-clorotiofen-2-il)-1-

e | / “ (3-nitrofenil)prop-2-en-1-ona

P (E)-3-(5-clorotiofen-2-il)-1-

HBS (4-nitrofenil)prop-2-en-1-ona

F s (E)-3-(5-clorotiofen-2-il)-1-
(2,4,5-trimetoxifenil)prop-2-
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HB32 " & \ o (3-metoxifenil)prop-2-en-1-
/ ona
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OO \ / “ (naftalen-2-il)prop-2-en-1-ona
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Anexo I - D - RMN 'H composto HB4

2- 100—
=
16— 81—
269
e
zvi—
viL—
LVi—
171

5

6
Chemical Shift (ppm)

10




Anexo II - E - RMN 'H composto HB5
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Anexo II - M - RMN "H composto HB14
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Anexo II - N - RMN 'H composto HB15
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Anexo II - O - RMN 'H composto HB17
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