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RESUMO

A doenca de Alzheimer (DA) afeta a populacdo de paises desenvolvidos e em
desenvolvimento e causa impacto na vida dos pacientes. E considerada a forma mais
comum de deméncia, afetando principalmente a populacdo idosa. A doenca possui
diversas hipoteses que buscam explicar as suas causas com base em varios fatores,
como a colinérgica, cascata amiloide, hiperfosforilagdo da Tau e estresse oxidativo.
Estdo disponiveis medicamentos que sdo capazes de inibir as enzimas
acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase (BChE). A utilizacdo de substancias
como os derivados indolicos também é considerada uma estratégia promissora para
evitar os danos causados por radicais livres, que podem ser empregadas na
prevencao e tratamento da DA. O objetivo deste estudo foi sintetizar derivados -
cetoindois e avaliar a inibicdo da enzima acetilcolinesterase e atividade antioxidante
por estes compostos. Para a sintese de derivados [3-cetoindois foi necessario realizar
a otimizacdo do método. A atividade anticolinesterasica e butirilcolinesterase foram
avaliadas por ensaios de triagem de inibicdo pontual in vitro com o emprego da
cromatografia liquida de alta performance acoplada ao espectrébmetro de massas
(CLAE-EM). Os derivados indolicos sintetizados (3a-3l) apresentaram a capacidade
de inibir a enzima acetilcolinesterase de electrophorus electricus (AChEee) € a enzima
butirilcolinesterase humana (BChEnu), e sete dos compostos (3e,3g-3l) inibiram a
enzima acetilcolinesterase humana (AChEn). Complementarmente, o potencial
antioxidante dos compostos (3a-3l) foram avaliados pelas técnicas de espectroscopia
de absorcao na regido do ultravioleta/visivel (UV/Vis), espectroscopia de ressonancia
paramagnética eletrbnica (RPE) e voltametria de pulso diferencial (VPD), levando em
consideracdo a recente utilizacdo de compostos antioxidantes no tratamento
complementar e na prevencdo de doencas neurodegenerativas. Diante disso, os
derivados B-cetoindois podem ser promissores para ser empregados como futuros

protétipos para o tratamento da DA.

Palavras-chave: Derivados B-cetoindois, Doenga de Alzheimer; Acetilcolinesterase,

Butirilcolinesterase, Antioxidante.



ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) affects the population of developed and developing countries
and impacts the lives of patients. Considered the most common form of dementia,
affecting mainly the elderly population. The disease has several hypotheses that seek
to explain its causes based on several factors, such as cholinergic, amyloid cascade,
Tau hyperphosphorylation and oxidative stress. Drugs that are capable of inhibiting the
enzymes acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase (BChE) are
available. The use of antioxidants is also considered a promising strategy to avoid free
radical damage, which can be used to prevent and treat AD. The objective of this study
was to synthesize (-ketoindois derivatives and to evaluate the inhibition of the enzyme
acetylcholinesterase and antioxidant activity. For the synthesis of derivatives (-
ketoindois it was necessary to perform the optimization of the method. The
anticholinesterase and butyrylcholinesterase activity was evaluated in vitro by puncture
inhibition tests with the use of high performance liquid chromatography coupled to
mass spectrometer (HPLC-MS). Indole derivatives synthesized (3a-3l) showed the
ability to inhibit of electrophorus electricus enzyme (AChEee) and human
butyrylcholinesterase enzyme (BChEnu), and seven of the compounds (3e,3g-3l)
inhibited the human acetylcholinesterase enzyme (AChEnu). In addition, the antioxidant
potential of the compounds (3a-3l) were evaluated by ultraviolet/visible (UV/Vis)
spectroscopy, electron paramagnetic resonance (EPR) spectroscopy and differential
pulse voltammetry (DPV) in consideration of the recent use of antioxidant compounds
in the complementary treatment and prevention of neurodegenerative diseases. B-
ketoindole derivatives are promising to be used as future prototypes for the treatment
of AD.

Keywords: B-ketoindole derivatives, Alzheimer's disease; Acetylcholinesterase,

Butyrylcholinesterase, Antioxidant.
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1 INTRODUCAO

A doenca de Alzheimer (DA) afeta a populagéo de paises desenvolvidos e em
desenvolvimento, podendo causar impacto na vida dos pacientes e para 0S seus
familiares. A DA é a forma mais comum de deméncia, um problema de saude publica.
A DA provoca a neurodegeneracao progressiva, que é um tipo de deméncia que
normalmente atinge as pessoas idosas, causando danos a memoria e dificuldade
cognitiva. Esta doenca deteriora o cortex cerebral, hipocampo, cértex entorrinal e 0
cortex cerebral frontal. E relacionada também & disfuncéo do sistema colinérgico, que

€ primordial na funcdo adequada da memoaria (CHEN et al., 2013).

O diagnostico da doenca s6 é conclusivo ap0s a realizacdo de autopsia ou
biopsia, pois falta um marcador ideal para a deteccdo da DA. Os medicamentos
existentes ndo sdo considerados totalmente eficazes, se faz necessario, a realizacao
de estudos com o intuito de desenvolver novos compostos com atividade bioldgica,
além das moléculas naturais que possuem potencial no tratamento da DA, como 0s
flavonoides, que séo polifendis de baixo peso molecular (KANDA; OLIVEIRA; FRAGA,
2017).

Os flavonoides sdo considerados um dos maiores grupos de metabolitos
secundarios de origem natural com ampla atividade terapéutica, como exemplo, anti-
inflamatoria, antialérgica e antioxidante. Suas principais classes sao flavondis,
flavonas, flavanas, isoflavonoides, antocianinas e as chalconas, que sdo encontrados
em flores, vegetais e frutas (VENTURELLI et al., 2016; JABEEN et al., 2017).

As chalconas estdo presentes em plantas e sdo consideradas uma subclasse
de flavonoides, sua estrutura biciclica (1,3-diarilpropano) possibilita a substituicdo nos
anéis aromaticos. As chalconas apresentam atividade antioxidante, anticancer,
antimicrobiana, anti-inflamatéria e outras (BATOVSKA; TODOROVA, 2010).A
substituicao eletrofilica na posicao para € a de escolha, pois enfraquece eletricamente
o carbono B tornando-o um centro eletrofilico de interesse (VENTURELLI et al., 2016).

As chalconas (Figura 1) sao classificadas como cetonas a,B-insaturadas, os
grupamentos aromaticos séo separadas a trés carbonos, referentes a porcao olefinica
e carbonila (C=C-C=0), apresentam nucleo 1,3-diarilprop-2-en-1-ona, possiveis para
o desenvolvimento de farmacos (MARINO et al., 2015).
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Figura 1 - Estrutura molecular da chalcona.

1
Fonte: O autor (2018).

O indol € um composto organico, aromatico heterociclico com uma estrutura
biciclica, com um anel pirrélico acoplado a um anel benzénico, conhecido como anel
heterociclicoindol (Figura 2). A porcéo indol é relacionado a atividades biolégicas de
produtos naturais ou sintéticos, como anti-inflamatoria, antineoplasica e outras (DOAN
et al., 2016). A sua sintese tem despertado a atencéo de diversos pesquisadores que
possuem principalmente como linha de pesquisa, a sintese de compostos organicos
(KARTHIKEYAN et al., 2009).

Figura 2 - Estrutura molecular do indol.

N

N
@ H

Fonte: O autor (2018).

A adicao nucleofilica em ligacéo dupla C-C de compostos a, carbonilicos para
a obtencao de nova ligagéo € realizada na sintese organica e fornece uma alternativa
facil na obtencdo de derivados de chalcona com indol. S&o conhecidos como
derivados B-cetoindois (Figura 3), as suas propriedades quimicas e biologicas séo
consideradas atraentes, e podem ser utilizados também na sintese de produtos
naturais (JADHAV et al., 2016).
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Figura 3 - Estrutura molecular dos derivados B-cetoindois.

NH
_

@)

3)
Fonte: O autor (2018).

Os derivados de indol s&o considerados uma classe de compostos com
atividades bioldgicas, tais como, anticancerigena, antioxidante, anti-reumatoides e
anti-HIV, possuem também importancia no sistema imunoldgico. Diversos derivados
de indol sdo eliminadores potente de radicais livres que pode ser empregado na

prevencao e tratamento de doencas neurodegenerativas, como a DA (FARGHALY,
2010).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Sintetizar derivados [B-cetoindois e avaliar a potencial inibicdo da enzima

acetilcolinesterase e atividade antioxidante.

2.2 Objetivos especificos

v’ Obter chalconas intermediarias para a sintese dos derivados B-cetoindois;

v Otimizar o processo de sintese de derivados B-cetoindois utilizando a técnica de
aguecimento assistido por irradiagdo de micro-ondas;

v Analisar estruturalmente as chalconas intermediarias da sintese e os derivados [3-
cetoindois obtidos por Espectroscopia de Infravermelho (IV), Espectroscopia por
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN H/*3C) e cromatografia gasosa (CG);

v Avaliar a inibicao pontual in vitro possivel das enzimas acetilcolinesterase humana
(AChEn) e de Electrophorus electricus (AChEee), bem como a enzima
butirilcolinesterase humana (BChEnu);

v Avaliar a atividade antioxidante dos derivados inddlicos obtidos, com o emprego
das técnicas de espectroscopia de absorcdo na regido do ultravioleta/visivel
(UV/Vis), espectroscopia de ressonancia paramagnética eletrébnica (RPE) e

voltametria de pulso diferencial (VPD).
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 A doenca de Alzheimer

O primeiro diagndstico de DA foi realizado em 1906 por Alois Alzheimer, que
era psiquiatra e neuropatologista. Ele acompanhava uma paciente desde 1901, que
possuia problemas relacionados ao nivel de cognicdo, comportamento e linguagem,
apresentava a perda da memoaria de curto prazo, e confusdo mental. Alois realizou
autopsia no cérebro da paciente ap6s a sua morte em 1906 e observou a presenca
de placas senis e emaranhados neurofibrilares (MULLER; WINTER; GRAEBER,
2013).

Considerados como um desafio social e de saude publica; a DA assim como o
cancer e a doencgas vasculares apresentam altas taxas de riscos de morte. O aumento
no numero de pacientes diagnosticados com DA é justificado pelo aumento da
expectativa de vida. os individuos estdo vivendo mais em decorréncia do
desenvolvimento tecnolégico, que propicia o desenvolvimento de novos farmacos,

métodos de diagndstico e novas terapias (GREENLUND et al., 2012).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) classifica a DA como uma doenca de
etiologia desconhecida e degenerativa priméaria. A evolucao da doenca varia de
acordo com cada paciente, pode ser curto ou longo, com inicio em pacientes ja idosos
ou antes dos 65 anos, antecedentes familiares corroboram para estes casos
(ASSOCIATION, 2014).

A DA é relacionada com a idade, considerada a causa mais comum de
deméncia e a sua ocorréncia é considerada tardia. Na DA ocorre o declinio na fungéo
cognitiva e alteragBes patoldgicas. As principais mudancas observaveis que séo
maiores das que normalmente séo relacionadas a idade, sao dificuldade de aquisi¢éao

de linguagem, pensamento critico e problema de memdéria (CRYSTAL et al., 2014).

A deméncia é considerada um grupo de sinais e sintomas relacionados com a
deterioragdo da funcao intelectual. Diversas habilidades intelectuais podem ser
afetadas, incluindo o raciocinio, tomada de decisdo, linguagem e memoria. Nas

pessoas com quadro de deméncia as deficiéncias cognitivas sdo acompanhadas por
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mudancas na personalidade, comportamento social e regulacdo emocional. Estas
mudancas podem interferir na capacidade de o individuo realizar tarefas diarias, como

realizar compras, cozinhar e cuidados pessoais (KOROLEV, 2014).

A DA é uma doenca que é relacionada com a atrofia do hipocampo. Este é
localizado no lobo temporal e possui como funcéo a transferéncia da memdria de curto
prazo para a de longo prazo, considerado primordial na memoria. As areas que
circundam o hipocampo também sdo acometidas, como o giro paraipocampal. Apos
um periodo, as lesdes atingem todo o cérebro, provocando atrofia de todo o tecido
nervoso (CRYSTAL et al., 2014) (Figura 4).

Figura 4 - Diferenca entre o cérebro normal e com DA.

Alzheimer

Fonte: Adaptado de Mandal (2017).

A doenca possui trés estagios de evolucédo relacionado ao comprometimento
do sistema limbico (Figura 5). O estagio inicial se caracteriza pela perda da memaoria
a curto prazo, sua duracdo é de 2 a 4 anos, neste estagio o individuo pode ter
problemas relacionados a comunicacao, aprendizagem e na realizacao de atividades
simples que realiza diariamente, ocorre a deterioragdo de neurbnios do sistema
limbico, em particular os do hipocampo responsaveis pela memoadria. O segundo
estagio da doenca ou fase intermediéria que dura de 2 a 10 anos ap0s o diagnoéstico,
nesse estagio da doenca o paciente pode apresentar dificuldade na realizacdo de
atividades ocupacionais, risco de acidentes, dificuldade de compreender o que
acontece ao seu redor e sdo agressivos. Continua a deterioragdo do sistema limbico
e 0 hipocampo continua perdendo neurénios de forma drastica. No estagio avancado

ou fase grave da DA o individuo apresenta apatia, ndo conseguem realizar nenhum
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tipo de atividade, necessita de cuidado integral e ha perda da memdéria recente
totalmente. A duracéo € de 1 a 3 anos, cerca de 90 % do hipocampo é comprometido,
em decorréncia do comprometimento de quase todo o sistema limbico (SERRANO-
POZO et al., 2011).

Figura 5 - Fases do desenvolvimento da DA.
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Fonte: Adaptado de Alzheimer's Association (2017).

A DA é representada como uma reacdo auto-inflamatéria que resulta na
ativacdo do sistema imune, em resposta a proteinas aberrantes localizados no
cérebro, o0 que provoca a neurotoxicidade e a perda progressiva de neurdnios
(KULKARNI et al.,, 2015). As caracteristicas patolégicas da DA sdo placas
extracelulares beta amiléide (BA) e emaranhados neurofibrilares intracelulares. A
funcao anormal das BA intracelulares e extracelulares resultam em morte de neurénios
(MURPHY:; Ill, 2010).

A doenca é caracterizada pela perda sindptica, diminuicdo da funcéo
colinérgica, degeneragdo de neurdnios, aumento das placas BA e emaranhados
neurofibrilares. Este processo é favorecido pela redugdo da acetilcolina na fenda
sinaptica. A BA acumulada na fenda sinaptica contribui para lesdes sinapticas e perda
cognitiva, culminando na reducéo da acéo da acetilcolina, processo relacionado ao
desenvolvimento da DA (FISHER, 2012; ARANDA-ABREU et al., 2011).

A doenca possui diversas hipoteses que buscam explicar as suas causas com

base em varios fatores. As principais caracteristicas da DA s&o os depdsitos de
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proteina precursora amiloide, emaranhados neurofibrilares intracelulares, neurite
distréfica e angiopatia amiloide. As principais hipéteses para a DA séo a colinérgica,
cascata amiloide, hiperfosforilacdo da Tau e estresse oxidativo (MOHANDAS;
RAJMOHAN; RAGHUNATH, 2017).

Na hipotese colinérgica o cérebro de pacientes com DA tem uma reducéo na
atividade de colina, acetiltransferase e acetilcolinesterase no coértex cerebral. A perda
de neurotransmissores colinérgicos no cortex e em outras areas do cérebro, contribui
de forma significante para a perda de fungdes cognitivas na DA (CRAIG; HONG;
MCDONALD, 2011).

Na hipotese da cascata amiloide, ocorre a acumulacdo de forma anormal de
placas BA em diferentes areas do cérebro (ECKROAT; MAYHOUB; GARNEAU-
TSODIKOVA, 2013). A acumulacdo de placas BA atua como um gatilho para a DA,
incluindo as lesdes neuriticas, formacédo de emaranhados neurofibrilares que provoca
disfungao neuronal e morte celular. As placas BA sdo componentes proteinaceo de
peptideos, que sdo 39-43 residuos de aminoacidos derivados da acao enzimatica -
secretase e y-secretase (BARAGE; SONAWANE, 2015).

As proteinas tau sdo pertencentes da familia das proteinas associadas a
microtubulos e encontradas principalmente em neurénios. Na DA estéo presentes nas
lesGes neurofibrilares intraneuronais, elas desempenham papel importante na
montagem de microtubulos e na estabilizacéo da rede de microtibulos neuronais. Na
ligacdo da proteina tau aos microtubulos, estas estdo presentes em 3 ou 4 repeticdes
de 18 aminoacidos (MOHANDAS; RAJIMOHAN; RAGHUNATH, 2017).

Na hipotese do estresse oxidativo ocorre a disfuncdo do sistema antioxidante
ou a geracao de espécies reativas de oxigénio, induzido pelo desequilibrio no estado
redox que é aumentado no cérebro em decorréncia do envelhecimento. Os radicais
livres sdo capazes de provocar danos ao sistema nervoso central e periférico, em
decorréncia da sua vulnerabilidade a radicais livres, pois apresenta um consumo
maior de oxigénio do que outros tecidos (HUANG; ZHANG; CHEN, 2016).

O diagnostico de DA é realizado com base no historico clinico do paciente,
através da observacgéao de declinio funcional para que seja descartado outras doencas

gue causam declinio cognitivo. Para o diagndstico definitivo s6 é possivel se houver
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uma apresentacao clinica consistente de DA e a confirmacao é através de autopsia
ou biépsia (TARAWNEH; HOLTZMAN, 2012).

A doenga ndo possui uma causa definida e as alteracbes causadas sao
consideradas préprias do processo de envelhecimento, fator que gera obstaculos para
o diagnaostico precoce e o inicio do tratamento adequado para o paciente, 0 que motiva
o desenvolvimento de biomarcadores a fim de diagnostico precoce da DA
(NEUGROSCHL; WANG et al., 2017).

O tratamento da DA envolve diversos aspectos desde o controle de sintomas
comportamentais, prevencdo ou retardo do progresso da doenca, bem como
medicamentos que sdo capazes de inibir a enzima acetilcolinesterase (AChE) e a
enzima butirilcolinesterase (BChE). Os farmacos que possuem este mecanismo de
acado sdo considerados eficazes para o tratamento da DA e estdo citados abaixo
(POHANKA, 2014).

Donepezil (Aricept®) € considerado um medicamento de longa duracdo, com
meia vida de 70 horas, responsavel por inibir de forma reversivel a AChE, o seu uso
€ por apenas uma Unica administracdo diaria (Figura 6). No inicio do tratamento €
administrado ao paciente 5 mg do medicamento, que pode aumentar para 10 mg,
dependendo da necessidade. E indicado para estagios moderados a graves da DA
(POHANKA, 2014).

Figura 6 - Estrutura molecular do donepezil.
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Fonte: O autor (2018).

Rivastigmina (Exelon®) é um inibidor pseudo-irreversivel da AChE e BChE,

possui meia vida de 1 hora. Por causa desta capacidade de inibicdo simultédnea, o
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farmaco (Figura 7) demonstra ser mais eficaz nos casos avangados da DA, por causa
que a BChE geralmente estd aumentada nessa fase da doenca (CRUZ;
HERNANDEZ, 2013).

Figura 7 - Estrutura molecular da rivastigmina.
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Fonte: O autor (2018).

Tacrina (Cognex®) € um farmaco inibidor reversivel da AChE e BChE, que
possui meia-vida de 2 a 4 horas, foi o primeiro medicamento empregado no tratamento
da DA (Figura 8). E indicado para ser empregado na reposicdo colinérgica, como
estratégia no tratamento da DA (MEHTA; ADEM; SABBAGH, 2012).

Figura 8 - Estrutura molecular da tacrina.
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Fonte: O autor (2018).

Galantamina (Reminyl®) é um medicamento que atua na AChE a inibindo de
forma reversivel, com meia vida de 7-8 horas, além desta atividade o farmaco

apresenta modulacdo alostérica dos receptores nicotinicos de acetilcolina (ACh)
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(Figura 9). O medicamento consegue estabilizar os danos cognitivos e funcionais da
DA (INDU et al., 2016).

Figura 9 - Estrutura molecular da galantamina.
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Fonte: O autor (2018).

Memantina (Ebix®), possui meia vida de 60-100 horas, € capaz de bloguear o
glutamato. E um antagonista do receptor N-metil-D-aspartato pela ligacdo competitiva
aos fons Mg?* diminuindo o aumento de glutamato, inibe os receptores nicotinicos da
AChE (Figura 10). O medicamento € indicado para o tratamento da DA (HONG-QI;
ZHI-KUN; SHENG-DI, 2012).

Figura 10 - Formula estrutural da memantina.

8
Fonte: O autor (2018).

3.2 Enzima Acetilcolinesterase

A DA é uma doenca considerada complexa e com progresso multifatorial, causa

déficits funcionais e cognitivos. Este déficit é relacionado com a degeneracdo do
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sistema colinérgico, que causa a diminuicdo da quantidade de ACh presente. A ACh
é difundida por todo o sistema nervoso, podendo haver variacbes com relacdo a regiao
que estd presente, no sistema nervoso periférico é liberada no sistema nervoso
somatico pelos neurdnios motores; no sistema nervoso autbnomo é liberada pelos
neurbnios pré-ganglionares e pos-ganglionares; no sistema nervoso central é
distribuida de forma ampla (LOMBARDO; MASKOS, 2015).

O sistema colinérgico corresponde a uma porcdo do Sistema Nervoso
Periférico (SNP). Este possui sinapses que tem como neurotransmissor a ACh, as
sinapses colinérgicas estao presentes tanto no SNP quanto no Sistema Nervoso
Central (SNC), na parte somatica e nas juncdes ganglionares. A AChE (9) é
responsavel pela hidrolise da ACh em colina (10) e acido acético (11). AChE possui
uma atividade catalitica muito alta, cada molécula é capaz de degradar cerca de 25
mil moléculas de ACh por segundo (Figura 11). A colina que é degradada é
transportada até os terminais nervosos para ser reutilizada na sintese de novas
moléculas de ACh. AChE é pertencente a familia de hidrolases cujo local ativo é
caracterizado por uma triade catalitica dos aminoé&cidos histidina, serina e acido
aspartico (PUNDIR; CHAUHAN, 2012; COLOVIC et al., 2013).

Figura 11 - Acéo da acetilcolinesterase na hidrolise da acetilcolina.
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Fonte: Adaptado de Araljo, Santos, Gonsalves (2016).

A sintese de AChE é realizada no reticulo endoplasmético na célula neuronal
que é transportada para o local de acéo, que € o terminal pré-sinptico, através de
microtubulos axonais. A sua fungéo primordial € degradar a ACh, o que causa a perca
da sua atividade estimulante (ATANASOVA et al., 2015).
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A AChE é ligada por pontes dissulfeto com trés ramificacGes, fixada na
membrana celular por colageno, cada quatro subunidades proteicas possuem uma
unidade enzimatica, que torna possivel a hidrolise de ACh, tendo um total de 12 sitios
ativos para cada AChE (Figura 12). A AChE necessita de residuos de histidina e
serina, que sdo aminoacidos importantes na hidrolise da ACh. O neurotransmissor
possui dois pontos essenciais para que se tenha a interagdo com a enzima, que é o
idnico e estearico, o primeiro existe uma interagao entre a carga positiva do nitrogénio
da ACh e a carga negativa do residuo de aspartato; o segundo o grupo éster da ACh
realiza ligacdo de hidrogénio com o residuo de tirosina (KANG et al., 2011;
KRACMAROVA; SRTINOVA; POHANKA, 2015).

Figura 12 - Representacdo esquemaética da estrutura da AChE.
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Fonte: Adaptado de Araljo, Santos, Gonsalves (2016).

A deficiéncia de ACh pode gerar diferentes consequéncias, por conta que esse
neurotransmissor é relacionado ao aprendizado, memoria, controle motor e alerta. A
ACh é importante na manutencgdo de iniUmeras func¢des fisiologicas. A ACh é um éster
de colina que é sintetizada no terminal pré-sinaptico a partir de acetil-coenzima A e
colina, a enzima colina acetiltransferase € responsavel por catalisar a reacdo. A ACh
€ armazenada em vesiculas, cujo conteudo é liberado na fenda sinaptica através de
canais de Ca?* (PICCIOTTO; HIGLEY; MINEUR, 2013).
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Na DA pode ocorrer o aumento da atividade da AChE em torno das placas
amiloide, que é constituida de proteina BA, essa perturbagao pode ser relacionada a
homeostase de célcio e proteinas tau. A estratégia de utilizagdo de inibidores de AChE
é justificado por esta relagdo (GARCIA-AYLLON et al., 2011).

Além da AChE que é capaz de hidrolisar a ACh, tem-se a BChE que também
hidrolisa a ACh. A BChE atua em menos substrato especifico do que a AChE que é
predominante no sistema nervoso. A BChE € responsavel pela hidrolise secundaria
da ACh, a BChE é encontrada nos emaranhados neurofibrilares e placas amiloides na
DA. A BChE é sintetizada no figado e distribuida para diversas partes do organismo,
incluindo o cérebro. A BChE tem um aumento no cérebro em pacientes idosos, em
principal no hipocampo e no cortex temporal, o que é correlacionado a perda da
memoria e declinio cognitivo na DA (BONO et al., 2015; BBRIEL et al., 2017).

O bloqueio da AChE e BChE sao alvos de interesse para a busca de novos
agentes que possam evitar que a ACh seja hidrolisada, e para que este
neurotransmissor esteja presente em maior quantidade, o que propicia a sua
permanecia por um periodo maior na fenda sinptica, o que torna possivel a melhor
transmissao colinérgica (BAJDA et al., 2018; COLOVIC et al., 2013).

Na medicina tradicional a DA ndo possui um medicamento capaz de revertes
os danos ja causados ou proporcionar a cura, fator motivante para a busca de novas
moléculas com potencial acdo na doenca e métodos de diagnosticar a doenca na sua
fase inicial, para a eficacia do tratamento (COLOVIC et al., 2013).

3.2.1 Determinacao da inibicdo da enzima AChE e BChE

A inibicdo da AChE e BChE pode ser avaliada por diferentes métodos, o mais
utilizado € o desenvolvido por Ellman. Neste método a AChE e BChE é usado como
substrato para forma a tiocolina que possui a capacidade de reagir com o acido 5,5-
ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB) produzindo cor amarela (ELLMAN et al., 1961). No
entanto, este teste pode sofrer interferéncias e produzir resultados falsos positivos ou

falsos negativos, por ser um método colorimétrico (VILELA et al., 2018).

A escolha de um ensaio adequado € importante para verificar a atividade de
inibicdo do composto a ser testado, para superar as desvantagens do método

desenvolvido por Ellman, varios métodos para a triagem de potenciais inibidores de
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AChE e BChE foram desenvolvidos, como o ensaio fluorimétrico, cromatografia em
camada delgada (CCD, cromatografia liquida de alto desempenho (CLAE),
eletroforese capilar e espectrometria de massas (MANJUNATHA et al., 2017).

A utilizacdo de biorreator enzimatico acoplado a um instrumento de
cromatografia liquida de alta performance acoplado (CLAE) ao espectrometro de
massas (EM) € um método que necessita de poucas reacdes, curto tempo para a
andlise, baixo custo e alta sensibilidade. Estas sdo as principais vantagens deste
método em relacao aos que sao utilizados normalmente para testar a inibicdo da AChE
e BChE (VANZOLINI et al., 2013).

3.3 Atividade Antioxidante

A oxidacao € um processo de transferéncia de elétrons de um atomo para outro,
considerado essencial no metabolismo e essencial na vida aerébica. O oxigénio € o
gue recebe elétrons no sistema de fluxo eletrbnico para a producédo de energia na
forma de adenosina trifosfato (ATP). O desacoplamento no fluxo de elétrons gera
radicais livres, como espécies reativas (ER), incluem 6xido nitrico, alcoxila, peroxila e
superoxido (NIMSE; PAL, 2015).

As espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo geradA pelo processo de
fosforilacdo oxidativa mitocondrial, de forma enddgena, ou podem surgir através da
interagdo com fontes exdgenas. O aumento dos niveis de ERO no sistema de defesa
antioxidante celular provoca uma diminuicao da capacidade antioxidante celular, o que
provoca o estresse oxidativo, que resulta em implicacbes como neurodegeneracao,
diabetes e envelhecimento (RAY; HUANG; TSUJI, 2012).

O estresse oxidativo é considerado umas das principais causas para o
desenvolvimento de DA, por influéncia de ER. O cérebro é rico em acidos graxos que
sao facilmente peroxidaveis, essas moléculas podem serem atacadas pelos radicais
livres, provocando danos na formacéo de novas estruturas (WOJTUNIK-KULESZA et
al., 2016).

O acumulo de ERO possui como causador as disfungcdes mitocondriais, que
provocam defeitos na cadeia respiratoria e a formacéo de radicais livres na DA. Os
depdsitos extracelulares de AR induzem os processos inflamatérios e ativa a microglia,
que € considerado outra fonte potencial de ERO e a formacdo de peroxido de
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hidrogénio, que é induzido pela ligacdo dos metais ativos redox aos depoésitos AR.
Desta forma, a producdo de radicais livres no desenvolvimento da DA, pode ser

através de placas AB e também por reacdes inflamatérias (PADURARIU et al., 2013).

A substéncia capaz de adiar ou inibir o dano oxidativo é definida como
antioxidante, a sua principal caracteristica € a capacidade de sequestrar os radicais
livres (Figura 13). Os acidos fendlicos, polifendis e os flavondides possuem a
capacidade de eliminar o peréxido ou hidroperoxido, desta forma, inibem os
mecanismos oxidativos, como por exemplo, nas doencas degenerativas (MAHDI-
POUR et al., 2012; CHEN; ZHANG; HUANG, 2016).

Figura 13 - Agéo do antioxidante em sequestrar radicais livres.
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Fonte: Adaptado de Juicing for Health (2017).

Os antioxidantes séo classificados como exdgenos que sdo encontrados nos
alimentos, que incluem compostos naturais ou sintéticos, e 0s enzimaticos que podem
possuirem varias maneiras de atuacdo, como na remocéao de didxido e na inibicdo da
formacao de ERO (JADON et al.,, 2017). O sistema antioxidante natural pode ser
classificado como enzimaticos ou ndo enzimaticos. Este ultimo grupo incluem
antioxidantes capazes de doar elétrons ou agentes quelantes (MECOSSI; POLIDORI,
2012).

A utilizacdo de substancias antioxidantes é considerada uma estratégia

promissora para evitar os danos causados pelos radicais livres, como por exemplo na
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prevencado de doencas neurodegenerativas. Os antioxidantes como a rutina, o acido
lipoico, vitamina E que foi um dos primeiros antioxidantes testados, vitamina C e [3-
caroteno, sdo compostos que possuem acdo contra os radicais livres, desta forma,
pode melhorar a qualidade de vida (FENG; WANG, 2012; GUPTA; KALPANA; MALIK,
2012).

3.3.1 Determinacdo da atividade antioxidade

O potencial antioxidante pode ser verificado por diferentes métodos,
envolvendo desde testes bioquimicos, como o que utiliza espectroscopia de absorcao
na regiao do UV/Vis, a ensaios considerados mais complexos como a espectroscopia
de RPE e VPD (SIVAKUMAR; PRABHAKAR; DUBLE, 2011).

3.3.1.1 Técnica espectroscopia de absorcéo naregido do UV/Vis

A técnica de UV/Vis é utilizada na maioria dos casos para determinar a
atividade antioxidante, a sua realizacao é rapida e facil, o que possibilita avaliar grande
guantidade de amostras em pouco tempo e com custo baixo. Com o emprego desta
técnica é possivel avaliar o potencial antioxidante de substancias puras ou misturas,
como substancias isoladas ou extratos (KEDARE; SINGH, 2011).

No teste de UV/Vis é um método colorimétrico altamente sensivel, consegue
detectar pequenas concentracfes da amostra testada. O 2,2-difenil-1-picril-hidrazila
(DPPH) € um radical livre proveniente do elétron desemparelhado presente no atomo
de nitrogénio que liga o grupamento difenila com o picril-hidrazila (GARCIA et al.,
2012). A mudanca de coloracdo de violeta a amarelo ocorre quando o composto
testado age como doador de atomos de hidrogénio ou elétrons, e através da captura
de espécie radicalar pelo DPPH, este é reduzido a difenil-picril-hidrazila DPPH:2
(MORALES; PAREDES, 2014; MUNIYANDI et al., 2017).

A utilizagéo do radical DPPH foi proposto pela primeira vez por Brand-Williams,
Cuvelier, Berset (1995), neste método os compostos com potencial antioxidante
reagem com o radical estavel em uma solugédo contendo como solvente o etanol ou
metanol. O DPPH na forma de radical possui absorbancia em 517nm, a absorbancia
decai na presenca de um composto com atividade antioxidante, ou seja, o0 elétron

desemparelhado recebe um atomo de hidrogénio do composto que possui atividade
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antioxidante, a cor da solucéo altera para amarela (HANGUN-BALKIR; MCKENNEY,
2012; ISHTIQ et al., 2014).

3.3.1.2 Técnica de espectroscopia de RPE

No RPE é possivel verificar o potencial antioxidante de compostos, este é
considerado mais sensivel por ser empregado outro tipo de equipamento para leitura
das amostras, utiliza-se uma espécie reativa que pode ser o DPPH para que seja
testada a capacidade do radical estavel DPPH em interagir com o composto
antioxidante testado, que é avaliado pela mudanca na intensidade do espectro de RPE
(GROZAV et al., 2017).

As analises séo realizadas através de medicdes da absorcdo de radiacdo
eletromagnética, com frequéncia de micro-ondas por espécies paramagnéticas. O
sinal de absorcdo é convertido pelo equipamento de RPE durante a leitura, as
moléculas que possuem comportamento paramagnético sdo detectadas pela
intensidade do sinal de RPE (RANA et al., 2010).

Os compostos que possuem elétrons desemparelhados podem ser analisados
por RPE, esse método possibilita a detec¢do de radicais inorganicos, organicos e
complexos. Através de um campo magnético é possivel realizar a medicdo de
transicdo dos elétrons desemparelhados dos radicais livres, 0 que propicia o
surgimento de momento dipolo magnético resultante nédo nulo, que se alinha de forma
paralela ou ndo paralelamante com o campo magnético externo aplicado (KOHNO,
2010; CHIESA; GIAMELLO, 2013).

O emprego do RPE possui algumas vantagens quando comparada a outras
técnicas, como o teste UV/Vis. A analise por RPE é rapida, pode ser utilizada em
amostras liquidas, gasosas ou solidas, detecta radicais livres em pequenas
guantidades a nivel de micromolar em microlitros, € uma técnica sensivel, nao
destrutiva e ndo é utilizado radiacdo ionizante (OLCZYK et al., 2015; HE et al., 2014).

3.3.1.3 Técnica de VPD

A voltametria € uma técnica eletroanalitica que pode ser usada na
determinacao da atividade antioxidante, atraves da identificagcdo de picos de oxidagao.

Os compostos antioxidantes possuem a facilidade de oxidar a superficie dos
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eletrodos, atuando como agentes redutores. Desta forma, € possivel determinar a
capacidade antioxidante utilizando métodos analiticos (SOCHOR et al., 2013;
KEFFOUS et al., 2016).

Essa técnica possui algumas vantagens quando comparada aos métodos
espectrofotdometro empregados para determinar o potencial antioxidante, possui limite
baixo de deteccédo, maior sensibilidade, baixo custo de equipamento, além de ser um
método que segue 0s principios da quimica verde, por ndo ser empregado grande
quantidade de solvente. Outra vantagem é que ndo € necessario utilizar espécies
reativas como o DPPH para a avaliacdo da atividade antioxidante, ja que utiliza as
propriedades elétricas do proprio composto testado (SABRY et al., 2009; LINO et al.;
2014).

Para verificar o potencial antioxidante € necessério realizar o célculo do indice
eletroquimico (IE) (Figura 14). Para realizar o calculo é necesséario levar em
consideracéo o valor da corrente (IA, 1B, IC...) e o potencial (EA, EB, EC...) anddico,
através da soma das razfes entre a intensidade da corrente e o potencial de oxidacao.
A ocorréncia de valores baixos do potencial anddico (E) associados com valores altos
na intensidade da corrente contribui para um alto poder antioxidante do composto
testado (LINO et al., 2014).

Figura 14 - Equacgédo do indice eletroquimico.

IE_IA+IB+IC
" EA EB EC™

Fonte: Lino et al. (2014).

As andlises voltamétricas séo divididas em voltametria ciclica, voltametria de
onda quadrada e VPD. O método de VPD estuda o eletrodo e a solucéo, levando em
consideracao trés parametros durante a analise: a corrente elétrica, voltagem e o
tempo. Essa técnica proporciona uma melhor resolucdo dos picos, tornando possivel
a caracterizacdo deles. Os compostos que apresentam E <0,5 na VPD séo
considerados antioxidantes com atividade endégena (GUPTA et al., 2011; JADON et
al., 2017).
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3.4 Quimica Farmacéutica

A quimica medicinal traz consigo uma diferenciagdo nos processos
relacionados a obtencdo de farmacos. Envolve técnicas analiticas, além de
farmacologia, metabolismo, garantia de qualidade e pesquisa para o desenvolvimento
de medicamentos (HUGHES et al., 2011).

Para o desenvolvimento de novos farmacos é necesséario o cumprimento de
duas principais etapas, que inicia com o estudo da estrutura molecular, apos é
necessario buscar o desenvolvimento de moléculas que possuam acéao no sitio ativo.
Poucas moléculas apresentam acado, este € o principal obstaculo encontrado na

obtencado de novos compostos biologicamente ativo (RAJAM et al., 2016).

Os compostos heterociclicos sdo apontados como importante no
desenvolvimento de novos farmacos. E de interesse o estudo dessas substancias,
tanto em fatores praticos quanto teoricos. Existe uma ampla quantidade de
substancias heterociclicas sintéticas, como por exemplo derivados pirrolidinicos,
pirrolicos, tiofenicos, piperidinicos, furanicos e tiazolicos; tais substancias podem ser
empregadas como intermediarios nas reacdes de sintese para obtencdo de outros
compostos (AYATI et al., 2015).

A troca de um atomo de hidrogénio por grupos de alquila, halogénio, ciano ou
nitro pode causar alteracfes na duracao, poténcia e até no efeito farmacoldgico da
molécula. E realizado estudos com base nos resultados obtidos do substituinte no anel
aromatico, a maioria dos compostos bioativos ou farmacos possuem acéo relacionada
ao anel (MATTA, 2017).

Uma das bases da quimica organica moderna esta ligado ao conceito de
substituintes organicos e a influéncia que causa nas propriedades moleculares,
servindo de base para analises entre atividade bioldgica e a estrutura quimica. Com a
organizacdo adequada de variacfes na estrutura molecular € possivel a obtencao de
resultados biologicos eficazes do composto sintetizado, pois propicia a obtencao de

uma melhor atividade e uma menor toxicidade (RAJAM et al., 2016).

Os estudos em sintese organica limitam as condi¢cbes experimentais ideais
para estabelecer os parametros estruturais que indicam o caminho para ser seguido

guando se deseja a obtencdo de compostos que sao biologicamente ativos e que
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tenham maior poténcia que 0s precursores, como por exemplo a chalcona que pode
ser sintetizada a partir da acetofenona e benzaldeido (MATTA, 2017; ATTARDE et al.,
2014).

3.5 Chalcona

Os compostos fendlicos sdo amplamente distribuidos na natureza, mais de
8000 compostos fendlicos ja foram encontrados em plantas, possuem em sua
estrutura grupos benzénicos e substituintes hidroxilas. Estes compostos possuem
uma grande diversidade e séo divididos em flavonoides e néo-flavonoides (TIAN et
al., 2017).

Os flavonoides sdo constituidos por trés anéis fendlicos, possui um anel
benzeno que é condensado com o sexto carbono do terceiro anel e o terceiro se
apresenta na forma pirona (Figura 15) (TIAN et al., 2017). As duplas ligacdes dos
anéis benzénicos, a dupla ligacdo da funcdo oxo (-C=0) e as diferentes posi¢cdes dos
anéis A, B e C, proporcionam aos flavonoides atividade antioxidante, antimicrobiana,
antifiingica, antiparasitaria e outras (LAGO et al., 2014).

Figura 15 - Formula estrutural dos flavonoides.
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C |
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Fonte: O autor (2018).

Dentre as propriedades terapéuticos dos flavonoides a presenca do grupo
catecol (3,4-dihidroxi) no anel B contribui para o aumento da atividade antioxidante
deste composto (SARIAN et al.,, 2017). Sdo atribuidos diferentes mecanismos

antioxidantes aos flavonoides, como a capacidade de agirem como agentes redutores,
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inibicdo das oxidases e doadores de hidrogénio, além de possuirem a capacidade de
agir como quelantes de metais (LAGO et al., 2014; FERREIRA et al., 2015).

Os flavonoides sao biosintetizados pela combinagdo de duas vias: &cido
chiquimico e acetil-CoA (Esquema 1). A partir do aminoé&cido fenilalanina é formada a
porcao fenilpropanoidica, que é precursor do acido cinamico, este € originado pelo
acido chiquimico. O intermediéario central da biossintese dos flavonoides é o tio-éster
p-coumaroil-CoA, formado a partir da fenilalamina. Através de descarboxilagbes da
enzima chalcona sintase, ocorre a sintese da acetil-CoA, por meio da condensacgéo
de uma unidade do p-coumaroil-CoA com trés unidades do malonil-CoA é formado
uma chalcona (SIMOES et al., 2004; YU et al., 2012).

Esquema 1 - Rota biossintética de metabdlitos secundarios.

Glicose

&cido chiquimico

via
triptofano  fenilalaninaf  dcido ciclodo mevalonato condensagée
| tirosina gélico 4cido clirico
alcaloides ‘ | isoprendides
indélicos e taninos ornitina
quinolinicos hidroliséveis lisina I acidos graxos
acetogeninas
antraquinonas terpendides
| flavonoides e esterdis
taninos condensados
protoalcaléides &cido .
alcaldides cindmico .ajcaIIQJd_es
isoquinolinicos e pirrolid nicos,
tropanicos,

benzilisiquinolinicos e
pirrolizidinicos,

piperidinicos e
fenilpropandides quinozidinicos

lignanas e ligninas
cumarinas

Fonte: Adaptado de Simdes et al. (2004).
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As chalconas sdo amplamente distribuidas no reino vegetal, encontradas
principalmente nas pétalas de flores, consideradas importantes na polinizacdo das
plantas e contra patégenos. Apesar da sua ocorréncia em plantas, podem ser
sintetizadas em laboratdrio (DIAZ-TIELAS et al., 2016; SUN et al., 2015).

O interesse da sintese de chalconas e a sua utilizacdo esta relacionado ao seu
esqueleto comum e as possibilidades de modificacdes que esta apresenta, em relacéo
ao mecanismo de estrutura e atividade. S&o caracteristicas bésicas da estrutura da
chalcona a abertura de um terceiro anel, presentes na classe de flavonoides, o que
torna possivel a formacédo de uma ligacdo dupla com os carbonos denominados a e 3
na funcéo carbonila (PATEL; PATEL, 2012).

As chalconas podem ser obtidas na natureza e também através da sintese, por
reacdo de condensacédo alddlica de Claisen-Schmidt (Figura 16). Possui inUmeras
possibilidades de substituicbes nos anéis aromaticos presentes na estrutura da
chalcona, a existéncia de diferentes tipos de acetofenonas (13) e benzaldeidos (14)
possibilita a obtencdo de uma variedade de chalconas (1) (PAREEK et al., 2013;
JIOUIA et al., 2016).
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Figura 16 - Mecanismo de condensacao alddlica de Claisen-Schmidt.

(@) O) O@ +
(H — 0 H20
S
OH J
(13)
o
—
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:

Protonagéo e Desprotonagao
Fonte: Adaptado de Attarde et al. (2014).

As chalconas possuem uma diversidade de atividade terapéutica, que €
atribuida as diversas possibilidades de substituicbes nos anéis aromaticos. Séo
consideradas moléculas multifuncionais, caracteristica que contribui para as
diferentes atividades biologicas deste composto, como antioxidante, antimalarica,
anti-inflamatoria, bactericida, antiparasitaria, anti-Leishmania e na inibicdo do ciclo
celular (YAZDAN; SAGAR; SHAIK, 2015).

Por sua vez, reacdes entre chalconas e indois sdo consideradas importantes
para a obtencao de compostos biologicamente ativos, como os derivados - cetoindois
gue possuem inumeras atividades bioldgicas, como por exemplo anti-inflamatoria,
antioxidante, antimicrobiana e outras (FARGHALY, 2010; MARINO et al., 2015).
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3.6 Indol

O indol é encontrado na natureza, presente em diversos compostos naturais
com atividade biolégica, como derivados simples ou alcaloides complexos. Os
alcaloides séo substancias ciclicas, com carater basico, possui atividade bioldgica, em
sua formula pode ter nitrogénio, hidrogénio, oxigénio e carbono. O indol é
extensivamente investigado devido a sua importancia terapéutica (TABER;
TIRUNAHARI, 2014).

O indol possui estrutura biciclica, com um anel benzénico que € acoplado a um
anel pirrélico, considerado um composto organico heterociclico 2. Esse composto
possui um par eletrdbnico ndo ligante do nitrogénio, que é capaz de participar do
sistema aromatico (HAMID; RAMLI; YUSOFF, 2017).

Diversos métodos para preparacdo de indois e seus analogos ja foram
descobertos e aperfeicoados, como a ligacao direta C-H ou por funcionalizacdo de C-
C ou C-N (KARTHIKEYAN et al., 2009). O desenvolvimento de métodos de
preparacao de indol é motivado pelas possiveis utilizacdes deste na investigacao de
novos compostos com acdo farmacolégica ou no desenvolvimento de métodos
(BEUKEAW; UDOMSASPORN; YOTPHAN, 2015).

O indol alvo de pesquisas que buscam a sintese de compostos com a sua
presencga, que o caso dos derivados (-cetoindois. A porcédo indol é responsavel por
diferentes propriedades biolégicas, como psicoativo, anticancer, antiviral,
antibacteriana e outras (CHADHA; SILAKARI, 2017).

3.8 Derivado B-cetoindol

Os derivados [-cetoindois sdo considerados importantes material de
investigacdo na quimica organica. Para a sua sintese € necessario a reacao entre
indol e chalcona, com a utilizacdo de catalizador acido. A chalcona possui varias
possibilidades de alteragdes da sua estrutura, com a modificacdo da acetofenona ou
benzaldeido utilizado para sua sintese, o que possibilita a obtencdo de diferentes
derivados B-cetoindois (YU; LIU, 2009).

Apesar do grande interesse no desenvolvimento de procedimentos sintéticos,

0s B-cetoindois sdo pouco explorados quanto ao seu potencial biolégico, apesar da
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chalcona e o indol serem relacionados a diversas atividades biologicas, como a
antioxidante e a anticolinesterasica (BHALE et al.,, 2017). Através da reacao de
Friedel-Crafts (Figura 17), com adi¢cao de chalcona (1) com indol (2), sao obtidos os
B-cetoindois (3) (SCETTRI; VILLANO; ACOCELLA, 2009; YU; LIU, 2009).

Figura 17 - Reacao de Friedel-Crafts.

)

Fonte: Adaptado de Khabazzadeh, Kermany, Eghbali (2016).

Os B-cetoindois sdo analogos a indolchalcona (15) (Figura 18), estas sao alvos
de interesse na busca de novos compostos com potencial biol6gico, por conta das
diferentes atribuicbes terapéuticas existentes, como por exemplo antioxidante, anti-
inflamatorio, antitumoral e outras (MARINO et al., 2015; YAN et al., 2016).
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Figura 18 - Estrutura molecular da indolchalcona.

Fonte: O autor (2018).

3.9 Sintese assistida por irradiacdo de micro-ondas

As micro-ondas séo consideradas uma forma de energia eletromagnética, que
se situa na regido entre 300 a 300.000 MHz do espectro eletromagnético, situa-se
entre a regido de infravermelho e ondas de radio, o seu comprimento de onda é de 1
mm a 1m. As estruturas das moléculas ndo sao afetadas pela energia que é gerada,
que é de 0,037 Kcal/mol, ndo é suficiente esta energia para a quebra de ligacdo
(RAVICHANDRAN; KARTHIKEYAN, 2011).

Existem dois tipos de mecanismos que transformam a energia eletromagnética
em calor no micro-ondas, que € a rotacao de dipolo, relacionado ao alinhamento da
molécula com o campo elétrico aplicado; o segundo € por conducéo idnica, o calor €
gerado através das perdas por friccdo, que € possivel gracas a migracédo de ions sob

a acao do campo eletromagnético do sistema (ANWAR et al., 2015).

As reac0es realizadas com a utilizacdo do reator de micro-ondas (Figura 19)
sdo consideradas mais reprodutiveis quando comparadas aos métodos
convencionais, pois ha4 um melhor controle dos parametros, como temperatura,

poténcia, pressdo e o tempo que serd realizada a reacdo (GABA; DHINGRA, 2011).
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Figura 19 - Reator de micro-ondas.
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L

Fonte: Adaptado de Cem (2018).

As reacodes assistidas por irradiagdo de micro-ondas possuem uma ampla
vantagem quando comparada com os métodos de aquecimento tradicional, no qual é
necessario longo periodo de reacdo. No micro-ondas as reacdes podem ser
realizadas em curto tempo, com elevado rendimento e maior seletividade (DAS;
BHOWMIK; CHAUDHURI, 2012).

A sintese com a utilizacdo do reator de micro-ondas é considerada atrativa, por
seguir os principios da quimica verde, que busca o desenvolvimento de processos
quimicos que sejam sustentaveis e que possa ser benéfico ao ser humano sem que
tenha danos ao meio ambiente (SHAH; MOHANRAJ, 2017).

As reaclOes podem ser realizadas sem a utilizacdo de solventes ou com a
utilizacao destes em menor quantidade, estes séo caros, complicados de se usar e
toxicos, fato este, que torna interessante a utilizacdo deste tipo de equipamento
quando possivel na sintese de compostos (SRIVASTAVA, 2008).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Reagentes e solventes utilizados

Os reagentes e solventes empregados na sintese das chalconas e dos

derivados B-cetoindois, encontram-se descritos na tabela 1.

Tabela 1 - Férmula quimica, fabricante e grau de pureza.

Reagentes Formula Quimica Fabricante e grau de pureza
4-Metoxiacetofenona CoH1002 Sigma Aldrich 97%
Acetofenona CsHsO Sigma Aldrich 99%
4-Fluorbenzaldeido FCsH4CHO Sigma Aldrich 97%
4-Metoxibenzaldeido CsHsO2 Sigma Aldrich 98%
Benzaldeido C7H604 Acros Organics 98%
4-bromobenzaldeido C7HsBrO Sigma Aldrich 99%
Indol CsH7N Sigma Aldrich 97%
1-metilindol CoHoN Sigma Aldrich 97%
Alcool etilico 95% PA C2HsOH Neon
Alcool Isopropilico CsHsO Dinamica
Acetonitrila CHsCN Dinamica

4.2 Sintese das chalconas

Uma mistura de acetofenona (13) e aldeido aromatico (14) em uma quantidade
de 1 ml de etanol absoluto a temperatura ambiente e hidréxido de potassio (KOH)
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pulverizado foram adicionados na mistura de reacado, que foi agitada a temperatura
ambiente até a precipitacdo ou a formacgao de um sistema bifasico, a mistura reacional
foi arrefecida e o sélido foi separado por filtragéo e recristalizacdo em etanol absoluto
para gerar as chalconas (2) (Figura 20), as chalconas obtidas foram transferidas para

frascos e armazenadas.

Figura 13 - Sintese das chalconas.
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Fonte: Adaptado de Attarde et al. (2014).
4.2.1 (E)-1-(4-metoxifenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona (1a)

@

NN
O (1a) O O/

Foram utilizados 0,30 g (3 mmol) de benzaldeido e 0,45 g (3 mmol) de 4-
metoxiacetofenona. Ao final da reacdo foi obtido um sélido de coloragdo branca.
Rendimento: 94%; faixa de ponto de fuséo: 78-80 °C.

Formula molecular: Ci6H1402 (238,28 g/mol).

CG: Tempo de retencao de 8,721 min e 100 % de pureza.

I.V.: C=0 (1655 cm); C=C aromatico (1600, 1580, 1500, 1450 cm); C-O (1261 cm-
1); C-H sp® alcano (2938 cm-1); C-H sp? alceno (3059 cm?).

A max.: 240 nm.

RMN DE !H (400 MHz, CDCls): & 8,06 (m, 2H); 7,83 (d, J = 15.7 Hz, 1H); 7,67 (m, 2H);
7,57 (d, J = 15,7 Hz; 1H); 7,43 (m, 3H); 7,03 (m, 2H); 3,91 (s, 3H).
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RMN DE 3C (101 MHz, CDCls): d 188,74; 163,46; 143,98; 135,11; 131,12; 130,84;
130,34, 128,94, 128,37, 121,92; 113,87, 55,51.

4.2.2 (E)-3-(4-metoxifenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona (1b)

O

@ b ®
~o (1b)

Foram utilizados 0,39 g (3 mmol) de 4-metoxibenzaldeido e 0,36 g (3 mmol) de
acetofenona. Ao final da reacao foi obtido um sélido de coloracéo branca. Rendimento:
95%; faixa de ponto de fusdo: 112-114 °C.

Formula molecular: Ci6H1402 (238,28 g/mol).

CG: Tempo de retencao de 10,059 min e 100 % de pureza.

I.V.: C=0 (1659 cm); C=C aromatico (1600, 1580, 1500, 1450 cm-?); C-O (1268 cm-
1); C-H sp3 alcano (2931 cm-1); C-H sp? alceno (3059 cm?).

A max.: 233 nm.

RMN DE H (400 MHz, CDCls): & 8,03 (m, 2H); 7,73 (d, J = 15.6 Hz; 1H); 7,64 (m, 2H);
7,59 (dd, J=8,6 Hz; 1H); 7,53 (m, 2H); 7,50 (d, J = 15.6 Hz; 1H); 6,99 (m, 2H); 3,89 (s,
3H).

RMN DE *3C (101 MHz, CDCIl3): d 188,40; 163,57; 142,52; 134,03; 132,17; 130,92;
130,85; 129,72; 124,54, 122,41, 113,92; 55,53.

4.2.3 (E)-3-fenil-1-fenilprop-2-en-1-ona (1c)

O
¢
(1c)
Foram utilizados 0,30 g (3 mmol) de benzaldeido e 0,36 g (3 mmol) de
acetofenona. Ao final da reacdo foi obtido um sodlido de coloragdo amarela.

Rendimento: 92%; faixa de ponto de fuséo: 49-51 °C.
Formula molecular: CisH120 (208,26 g/mol).
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CG: Tempo de retencao de 7,740 min e 100 % de pureza.

I.V.: C=0 (1666 cm); C=C aromatico (1600, 1580, 1450 cm); C-H sp? alcano (2927
cm-1); C-H sp? alceno (3059 cm™).

A max.: 241 nm.

RMN DE H (400 MHz, CDCla): & 7,94 (m, 2H); 7,73 (d, J = 15.7 Hz, 1H); 7,56 (m, 2H);
7,51(m, 2H): 7,42 (m, 3H): 7,33 (m, 2H).

RMN DE *3C (101 MHz, CDCIls): d 190,61; 144,88; 138,23; 134,91; 132,81; 130,58;
128,99; 128,65; 128,53; 128,48; 122,13.

4.2.4 (E)-3-(4-bromofenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona (1d)

O

\
O d O
Br (1d)

Foram utilizados 0,54 g (3 mmol) de 4-bromobenzaldeido e 0,36 g (3 mmol) de
acetofenona. Ao final da reacao foi obtido um sdlido de coloracéo branca. Rendimento:
98%); faixa de ponto de fusdo: 115-117 °C.

Formula molecular: CisH11BrO (287,15 g/mol).

CG: Tempo de retencéo de 8,758 min e 100 % de pureza.

I.V.: C=0 (1659 cm); C=C aromatico (1600, 1500, 1450 cm™); C-Br (680 cm™); C-H
sp? alcano (2920 cm-1); C-H sp? alceno (3054 cm™).

A max.: 242 nm.

RMN DE *H (400 MHz, CDClIs): 8 8,02 (d, J = 7,1 Hz; 2H); 7,94 (m, 2H); 7,74 (d, J =
15,7 Hz; 1H); 7,63 (m, 2H); 7,26 (d, J = 15,7 Hz; 1H); 6 7,14 (d, J = 7,1 Hz; 2H); 6 7,14
(dd, J=7,1;5,1 Hz; 1H).

RMN DE *3C (101 MHz, CDCIs): d 143,38; 138,11; 133,83; 132,95; 132,23; 129,80;
128,69; 128,51; 124,90; 124,78; 122,60.
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4.2.5 (E)-3-(4-bromofenil)-1-(4-metoxifenil)prop-2-en-1-ona (1e)

O
\
O 1 O
Br e O/

Foram utilizados 0,54 g (3 mmol) de 4-bromobenzaldeido e 0,45 g (3 mmol) de
4-metoxiacetofenona. Ao final da reacdo foi obtido um sélido de coloragdo branca.
Rendimento: 70%; faixa de ponto de fuséo: 156-158 °C.

Formula molecular: CisH13BrO2 (317,18 g/mol).

CG: Tempo de retencao de 10,156 min e 100 % de pureza.

[.V.: C=0 (1659 cm!); C=C aromatico (1600, 1500, 1450 cm't); C-O (1261 cm™); C-Br
(640 cm™t); C-H sp?® alcano (2938 cm-1); C-H sp? alceno (3015 cm?).

A méax.: 212 nm.

RMN DE H (400 MHz, CDCls): & 8,05 (m, 2H); 7,74 (d, J = 15.6 Hz, 1H); 7,54 (d, J =
15.6 Hz, 1H); 7,54 (m, 4H); 7,03 (m, 2H); 3,91 (s, 3H).

RMN DE *3C (101 MHz, CDClIs): 6 188,38; 163,57; 142,50; 134,03; 132,17; 130,91;
130,85; 129,72; 124,54, 122,40; 113,92; 55,53.

4.2.5 (E)-3-(4-fluorfenil)-1-(4-metoxifenil)prop-2-en-1-ona (1f)

(@)
¢
F (1) o~

Foram utilizados 0,36 g (3 mmol) de 4-fluorbenzaldeido e 0,45 g (3 mmol) de 4-
metoxiacetofenona. Ao final da reacédo foi obtido um sélido de coloracdo branca.
Rendimento: 98%; faixa de ponto de fusdo: 110-112 °C.

Formula molecular: Cis6H13FO2 (256,27 g/mol).

CG: Tempo de retencao de 8,638 min e 100 % de pureza.

I.V.: C=0 (1666 cmt); C=C aromatico (1600, 1500, 1450 cm); C-O (1229 cm); C-F
(1178 cm); C-H sp? alcano (2920 cm-1); C-H sp? alceno (3048 cm™).
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A max.: 229 nm.

RMN DE 'H (400 MHz, CDClz3): 8 8,17 (m, 2H); 7,81 (d, J = 15,6 Hz, 1H); 7,63 (m, 2H);
7,41 (d, J = 15,6 Hz, 1H); 7,17 (m, 2H); 6,96 (m, 2H); 3,95 (s, 3H).

RMN DE *3C (101 MHz, CDCIs): d 188,89; 166,76; 164,23; 161,79; 144,93; 134,85;
134,82; 131,02; 130,93; 130,28; 127,51; 119,27; 115,78; 115,56; 114,47; 55,44.

4.3 Sintese dos derivados B-cetoindois

Uma mistura de chalcona (3), indol e o 1-metilindol (4), acido p-toluenosulfénico
(PTSA) e isopropanol foi irradiada na presenca de micro-ondas em um recipiente
fechado. Depois de repousar por um periodo de tempo, a mistura reacional foi
arrefecida, o precipitado foi filtrado e a mistura bruta foi recristalizada a partir de

isopropanol, para a obteng¢ao dos derivados [3-cetoindois (5) (Figura 21).

Figura 21 - Sintese dos derivados B-cetoindois.
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Fonte: Adaptado de Khabazzadeh, Kermany, Eghbali (2016).

Para a realizagao das reacdes assistida por irradiacdo micro-ondas foi utilizado
um reator Discover SP/ CEM, as reacdes com indol e 1-metilindol foram realizadas
em um recipiente fechado, por 5 min, em uma temperatura de 110°C, pressao de 8
bar, poténcia de 300 W. As condi¢bes utilizadas para sintese dos derivados f3-
cetoindois foram definidas com base em dados existentes na literatura (BARAKAT et
al., 2013; ATANASOVA et al., 2015; KHAKSAR; VAHDAT; REZAEE, 2013).
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4.3.1 3-(1H-indol-3-il)-1-(4-metoxifenil) -3-fenilpropan-1-ona (3a)

O O/

(32)

Foram utilizados 0,23 g (1mmol) de (E)-1-(4-metoxifenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona
e 0,11 g (mmol) de indol. Ao final da reacédo foi obtido um sélido de coloracéo branca.
Rendimento: 93%; faixa de ponto de fuséo: 168-170 °C.
Formula molecular: C24H21NO2 (355,43 g/mol).
CG: Tempo de retencao de 16,277 min e 100 % de pureza.
I.V.: C=0 (1666 cm); C=C aromatico (1600, 1500, 1450 cm't); C-O (1246 cm™); C-H
sp? alcano (2936 cm-1); C-H sp? aromatico (3048 cm™t); N-H (3402 cm?).
A max.: 207 nm.
RMN DE H (400 MHz, CDCls): & 8,28 (s, 1H); 7,85 (m, 2H); 7,36 (d, J = 7,9 Hz; 2H);
7,18 (m, 4H); 7,07 (m, 2H); 6,93 (dd, J = 8,8; 5,5 Hz; 2H); 6,82 (m, 2H); 4,99 (dd, J =
7,6 Hz; 6,9 Hz; 1H); 3,80 (s, 3H); 3,69 (dd, J = 16,4; 6,9 Hz; 1H); 3,59 (dd, J = 16,4
7,6 Hz; 1H).
RMN DE *3C (101 MHz; CDCls): & 197,07; 163,41; 144,37; 136,64; 130,40; 130,27;
128,41; 127,84; 126,69; 126,25; 122,13; 121,42; 119,61; 119,48; 119,39; 113,71;
111,08; 55,47; 44,85; 38,38.
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4.3.2 1-(4-metoxifenil)-3-(1-metil-1H-indol-3-il)-3-fenilpropan-1-ona

(3b)
/
O N
/

O

(Jw T
O/

Foram utilizados 0,23 g (1mmol) de (E)-1-(4-metoxifenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona
e 0,13 g (Immol) de 1-metilindol. Ao final da reacéo foi obtido um sélido de coloracéo
alaranjada. Rendimento: 87%; faixa de ponto de fusdo: 152-154 °C.
Formula molecular: C2sH23NO2 (369,46 g/mol).
CG: Tempo de retencéo de 23,196 min e 100 % de pureza.
I.V.: C=0 (1666 cm); C=C aromatico (1600, 1500, 1450 cm); C-O (1250 cm); C-H
sp? alcano (2916 cm-1); C-H sp? aromatico (3048 cm™).
A max.: 240 nm.
RMN DE 'H (400 MHz, CDClIs): 8 7,92 (d, J = 8,8 Hz; 2H); 7,42 (dd, J = 11,7, 4,9 Hz;
1H); 7,35 (d, J = 7,5 Hz; 2H); 7,25 (s, 3H); 7,16 (9, J = 7,7 Hz; 2H); 7,00 (t, J = 7,5 Hz;
1H); 6,89 (d, J = 8,8 Hz; 2H); 6,83 (s, 1H); 5,04 (d, J = 14,3 Hz; 1H); 3,84 (s, 3H); 3,70
(m, 5H).
RMN DE *3C (101 MHz; CDClz): d 197,06; 163,41; 144,56; 137,35; 130,40; 130,26;
128,41; 127,83; 127,05; 126,25; 126,20; 121,65; 119,65; 118,83; 117,95; 113,70;
109,19; 55,47; 44,98; 38,28; 32,70.

4.3.3 3-(1H-indol-3-il)-3-(4-metoxifenil)-1-fenilpropan-1-ona (3c)
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Foram utilizados 0,23 g (1mmol) de (E)-3-(4-metoxifenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona
e 0,12 g (Immol) de indol. Ao final da reacdo foi obtido um sélido de coloracdo
alaranjada. Rendimento: 92%; faixa de ponto de fus&o: 130-132 °C.
Formula molecular: C24H21NO2 (355,43 g/mol).
CG: Tempo de retencao de 24,598 min e 100 % de pureza.
I.V.: C=0 (1659 cm?); C=C aromatico (1600, 1500, 1450 cm); C-O (1250 cm-1); C-
H sp? alcano (2959 cm™); C-H sp? aromatico (3048 cm™); N-H (3385 cm?).
A max.: 241 nm.
RMN DE *H (400 MHz, CDCls): 6 7,92 (s, 1H); 7,83 (m, 2H); 7,44 (t, J = 7.4 Hz, 1H);
7,32 (t, J = 7,8 Hz; 3H); 7,18 (dd, J = 13,3; 8,5 Hz; 3H); 7,04 (t, J = 7,6 Hz; 1H); 6,92
(t, J=7,5Hz; 1H); 6,85 (s, 1H); 6,70 (t, J = 5,7 Hz; 2H); 4,93 (t, J = 7,2 Hz; 1H); 3,64
(m, 5H).
RMN DE *3C (101 MHz; CDClz): d 198,88; 157,99; 137,20; 136,69; 136,39; 133,03;
128,79; 128,61; 128,15; 126,64; 122,13; 121,37; 119,60; 119,38; 118,70; 113,85;
111,19; 55,22; 45,42; 37,52.

4.3.4 3-(4-metoxifenil)-3-(1-metil-1H-indol-3-il)-1-fenilpropan-1-ona
(3d)

\O O

(3d)

Foram utilizados 0,23 g (1mmol) de (E)-3-(4-metoxifenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona
e 0,13 g (Immol) de 1-metilindol. Ao final da reacéo foi obtido um sélido de coloracéo
amarela. Rendimento: 97%; faixa de ponto de fusdo: 125-127 °C.
Formula molecular: C2sH23NO2 (369,46 g/mol).
CG: Tempo de retencao de 15,541 min e 100 % de pureza.
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I.V.: C=0 (1677 cmt); C=C aromatico (1600, 1500, 1450 cmt); C-O (1235 cm™); C-H
sp? alcano (2931 cm-1); C-H sp? aromatico (3059 cm™t).

A max.: 232 nm.

RMN DE 'H (400 MHz, CDCl3): 8 7,82 (m; 2H); 7,40 (dd; J = 4,9; 3,6 Hz; 1H); 7,32 (dt;
J =15,3; 7,7 Hz; 3H); 7,15 (m; 3H); 7,09 (m; 1H); 6,94 (m; 1H); 6,70 (m; 3H); 4,92 (t;
J=7,6;76,5Hz; 1H); 3,58 (m; J =16,7; 7,6 Hz; 8H).

RMN DE *3C (101 MHz; CDCls): & 198,73; 158,00; 137,43; 137,24; 136,58; 133,01;
128,80; 128,61; 128,16; 127,04; 126,20; 121,72; 119,70; 118,88; 118,23; 113,86;
109,26; 55,23; 45,56; 37,45; 32,70.

4.3.5 3-(1H-indol-3-il)-1,3-difenilpropan-1-ona (3e)

O NH
y

@)
¢

Foram utilizados 0,20 g (Immol) de (E)-3-phenyl-1-phenylprop-2-en-1-one e
0,11 g (Immol) de indol. Ao final da reagéo foi obtido um sélido de coloragédo roxa.
Rendimento: 72%; faixa de ponto de fusédo: 102-104 °C.
Formula molecular: C2zH19NO (325,40 g/mol).
CG: Tempo de retencao de 13,486 min e 100 % de pureza.
I.V.: C=0 (1666 cm™); C=C aromatico (1600, 1500, 1450 cm); C-H sp? alcano (2916
cm™); C-H sp? aromatico (3059 cm?); N-H (3412 cm™).
A max.: 240 nm.
RMN DE H (400 MHz, CDCls): d 7,88 (s; 1H); 7,57 (t; J = 7,4 Hz; 2H); 7,33 (dd; J =
7,4 Hz; 3H); 7,26 (m; 3H); 7,15 (dd; J = 11,6; 4,2 Hz; 3H); 7,05 (dd; 2H); 6,87 (s; 2H);
509 (2;J=7,7,6,7 Hz; 1H); 3,78 (m; J = 16,8; 7,7 Hz; 2H).

RMN DE *3C (101 MHz; CDCls): & 198,61; 144,25; 137,16; 136,64; 133,03; 128,60;
128,46; 128,12; 127,85; 126,66; 126,32; 122,16; 121,44; 119,57; 119,43; 119,32,
111,14;111,03; 45,23, 38,25.
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4.3.6 3-(1-metil-1H-indol-3-il)-1,3-difenilpropan-1-ona (3f)

/
s
Y
O
O (3 O

Foram utilizados 0,20 g (Immol) de (E)-3-phenyl-1-phenylprop-2-en-1-one e
0,13 g (Immol) de 1-metilindol. Ao final da reacao foi obtido um sdlido de coloracéo
alaranjada. Rendimento: 93%; faixa de ponto de fusdo: 174-176 °C.
Formula molecular: C24H21NO (339,43 g/mol).
CG: Tempo de retencao de 12,469 min e 100 % de pureza.
I.V.: C=0 (1672 cmt); C=C aromatico (1600, 1580, 1450 cm™); C-H sp2alcano (2931
cm™); C-H sp? aromético (3059 cm?).
A max.: 234 nm.
RMN DE 'H (400 MHz, CDCl3): & 7,98 (m; 2H); 7,57 (t; J = 7,4 Hz; 1H); 7,46 (m; 3H);
7,39 (d; J = 7,4 Hz; 2H); 7,28 (m; 3H); 7,21 (dd; J = 11,6; 4,2 Hz; 2H); 7,05 (m; 1H);
6,87 (s; 1H); 5,09 (2; J =7,7; 6,7 Hz; 1H); 3,84 (dd; J = 16,8; 6,7 Hz; 1H); 3,78 (dd; J
=16,8; 7,7 Hz; 4H).
RMN DE *3C (101 MHz; CDClz): d 198,53; 144,41; 137,36; 137,16; 132,98; 128,57
128,44; 128,12; 127,83; 127,02; 126,25; 121,70; 119,62; 118,87; 117,83; 109,21;
45,36; 38,15; 32,71.

4.3.7 3-(4-bromofenil)-3-(1H-indol-3-il)-1-fenilpropan-1-ona (3g)
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Foram utilizados 0,28 g (1mmol) de (E)-3-(4-bromofenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona
e 0,11 g (Immol) de indol. Ao final da reacao foi obtido um sdlido de coloracéo roxa.
Rendimento: 96%; faixa de ponto de fuséo: 149-151 °C.
Formula molecular: C23H1sBrNO (403,06 g/mol).
CG: Tempo de retencéo de 18,914 min e 100 % de pureza.
I.V.: C-Br (747 cm™); C=0 (1666 cm™); C=C aromatico (1600, 1500, 1450 cm?); C-H
sp? alcano (2920 cm?); C-H sp? aromaético (3059 cm™); N-H (3396 cm™).
A max.: 240 nm.
RMN DE *H (400 MHz, CDClzs): 6 7,99 (s; 1H); 7,95 (m; 2H); 7,55 (t; J = 7,4 Hz; 1H);
7,45 (d; J = 7,8 Hz; 2H); 7,40 (dd; J = 12,3; 4,2 Hz; 2H); 7,35 (m; 2H); 7,24 (m; 2H);
7,16 (t; J = 7,3 Hz; 2H); 7,02 (dd; J = 13,9; 6,6 Hz; 2H); 5,06 (dd; J = 8,1; 6,3 Hz; 1H);
3,80 (dd; J = 16,8; 6,3 Hz; 1H); 3,69 (dd; J = 16,8; 8,1 Hz; 1H).
RMN DE *3C (101 MHz; CDClz): d 198,14; 143,28; 136,99; 136,65; 133,16; 131,51;
129,65; 128,64; 128,08; 126,42; 122,36; 121,35; 120,06; 119,59; 119,41; 118,89;
111,19; 45,03; 38,11.

4.3.8 3-(4-bromofenil)-3-(1-metil-1H-indol-3-il)-1-fenilpropan-1-ona
(3h)

Br I I

(3h)

Foram utilizados 0,28 g (1mmol) de (E)-3-(4-bromofenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona
e 0,13 g (Immol) de 1-metilindol. Ao final da reagéo foi obtido um solido de coloracéo
branca. Rendimento: 88%; faixa de ponto de fuséo: 142-144 °C.
Formula molecular: C24H20BrNO (418,33 g/mol).
CG: Tempo de retencao de 16,828 min e 100 % de pureza.
I.V.: C=0 (1672 cm™); C=C aromatico (1580, 1500, 1450 cm™); C-H sp? aromatico
(3048 cm™); C-H sp3 alcano (2916 cm-1).
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A max.: 241 nm.

RMN DE *H (400 MHz, CDClz3): 8 7,92 (m, 2H); 7,51 (m, 1H); 7,43 (dd, J = 12,8; 5,4
Hz, 2H); 7,36 (m, 2H); 7.26 (s, 3H); 7,19 (m, 2H); 7,02 (m, 1H); 5,02 (m, 1H); 3,73 (m,
3H); 1,58 (s, 3H).

RMN DE *3C (101 MHz; CDClz): d 198,15; 143,46; 137,37; 136,99; 133,13; 131,49;
129,63; 128,63; 128,08; 126,78; 126,19; 121,87; 119,99; 119,44; 119,01; 117,31,
109,30; 45,03; 37,54, 32,73.

4.3.9 3-(4-bromofenil)-3-(1H-indol-3-il)-1-(4-metoxifenil)propan-1-ona
(3i)

Br O

Foram utilizados 0,31 g (1mmol) de (E)-3-(4-bromofenil)-1-(4-metoxifenil)prop-
2-en-1-ona e 0,11 g (Immol) de indol. Ao final da reacado foi obtido um soélido de
coloracdo branca. Rendimento: 96%; faixa de ponto de fuséo: 212-214 °C.
Formula molecular: C24H20BrNO:2 (434,33 g/mol).
CG: Tempo de retencéo de 24,008 min e 100 % de pureza.
I.V.: C-Br (746 cm™); C=0 (1659 cm™); C=C aromatico (1600, 1580, 1500, 1450 cm"
1); C-O (1246 cm?); C-H sp3 alcano (2970 cm-1); C-H sp? aromatico (3048 cm™); N-H
(3385 cm).
A max.: 223 nm.
RMN DE *H (400 MHz, CDCl3s): 6 8,01 (s, 1H); 7,44 (d, J = 12,3 Hz, 1H); 7,38 (m, 3H);
7,28 (m, 2H); 7,01 (m, 2H); 5,02 (d, J = 7,3 Hz, 1H); 3,88 (m, 3H); 2,83 (d, J = 13.3 Hz,
4H); 2,07 (m, J = 6.6, 2.2 Hz, 3H).
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RMN DE 3C (101 MHz; CDCls): 6 210.66; 210.46; 210.27; 201.19; 150.18; 142.26;
142.11; 136.20; 135.57; 135.42; 123.82; 122.16; 118.86; 60.21; 49.27; 42.90; 34.77,
34.72; 33.75; 33.56.

4.3.10 3-(4-bromofenil)-1-(4-metoxifenil)-3-(1-metil-1H-indol-3il)
propan-1-ona (3j)

Br

Foram utilizados 0,31 g (1mmol) de (E)-3-(4-bromofenil)-1-(4-metoxifenil)prop-
2-en-1-ona e 0,13 g (Immol) de 1-metilindol. Ao final da reacéo foi obtido um sélido
de coloracdo branca. Rendimento: 88%; faixa de ponto de fusdo: 222-224 °C.
Formula molecular: C2sH22BrNO:2 (448,35 g/mol).

CG: Tempo de retencao de 27,751 min e 100 % de pureza.

I.V.: C-Br (748 cm™); C=0 (1659 cm); C=C aromatico (1600, 1580, 1500, 1450 cm"
1); C-O (1246 cm™); C-H sp?® alcano (2938 cm?); C-H sp? aromatico (3054 cm™?).

A max.: 232 nm.

RMN DE !H (400 MHz, CDClIs): 8 7,91 (d; J = 8,9 Hz; 2H); 7,37 (dd; J = 16,6; 8,2 Hz;
1H); 7,28 (m; 2H); 7,23 (m; 4H); 7,03 (dt; J = 14,4; 5,1 Hz; 1H); 6,90 (m; J = 8,9 Hz;
2H); 6,81 (d; 1H); 5,00 (dd; J =8,1; 6,3 Hz; 1H); 3,85 (s; 3H); 3,72 (m; J = 3,5 Hz; 5H).
RMN DE *3C (101 MHz; CDCls): & 196,68; 163,53; 143,61; 137,38; 131,46; 130,38;
130,09; 129,64; 126,82; 126,20; 121,84; 119,93; 119,49; 118,98; 117,44; 113,77,
109,29; 55,49; 44,65; 37,69; 32,73.

4.3.11 1-(4-fluorfenil)-3-(1H-indol-3-il)-3-(4-metoxifenil)propan-1-ona
(3k)
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Foram utilizados 0,25 g (1mmol) de (E)-3-(4-fluorfenil)-1-(4-metoxifenil)prop-2-
en-1-ona e 0,11 g (Immol) de indol. Ao final da reacdo foi obtido um sdlido de
coloracdo amarela. Rendimento: 88%; faixa de ponto de fuséo: 222-224 °C.

Formula molecular: C24H20FNO2 (373,42 g/mol).

CG: Tempo de retencéo de 15,847 min e 100 % de pureza.

I.V.: C=0 (1672 cm™); C=C aromatico (1600, 1580, 1500, 1450 cm); C-F (1385 cm-
1); C-O (1250 cm™); C-H sp3 alcano (2920 cm-1); C-H sp? aromatico (3048 cm™); N-
H (3407 cm).

A max.: 212 nm.

RMN DE *H (400 MHz, CDCIs): & 7,89 (s; 1H); 7,86 (ddd; J = 8,2; 5,2; 2,4 Hz; 2H);
7,35 (d; J =7,9 Hz; 1H); 7,24 (d; J = 8,1 Hz; 1H); 7,18 (m; 3H); 7,06 (m; 1H); 7,01 (m;
2H); 6,94 (dt; J = 10,9; 1,9 Hz; 1H); 6,89 (d; J = 1,9 Hz; 1H); 6,71 (m; 2H); 4,92 (t; J =
7,2 Hz; 1H); 3,67 (dd; J = 16,4; 6,6 Hz; 4H); 3,58 (dd; J = 16,5; 7,9 Hz; 1H).

RMN DE *3C (101 MHz; CDClz): d 197,20; 166,94; 164,41; 158,03; 136,67; 136,17;
133,63; 133,61; 130,78; 130,69; 128,73; 126,57; 122,20; 121,29; 119,59; 119,57;
119,44, 115,76; 115,54, 113,85; 111,14, 55,20; 45,25; 37,58.

4.3.12 1-(4-fluorfenil)-3-(4-metoxifenyl)-3-(1-metil-1H-indol-3il)prop
an-1-ona (3l)
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JORAOW

Foram utilizados 0,25 g (Immol) de (E)-3-(4-fluorfenil)-1-(4-metoxifenil)prop-2-

3l

en-1-ona e 0,13 g (Immol) de 1-metilindol. Ao final da reacao foi obtido um sélido de
coloragéo roxa. Rendimento: 88%,; faixa de ponto de fuséo: 222-224 °C.

Formula molecular: C2sH22FNO2 (387,45 g/mol).

CG: Tempo de retencéo de 17,888 min e 100 % de pureza.

I.V.: C=0 (1666 cmt); C=C aromatico (1600, 1580, 1500, 1450 cm™); C-F (1352 cm-
1); C-0 (1246 cm?); C-H sp? alcano (2942 cm™); C-H sp? aromatico (3048 cm™).

A max.: 224 nm.

RMN DE *H (400 MHz, CDCIs): 8 7,98 (m; 2H); 7,34 (t; J = 10,1 Hz; 1H); 7,18 (t; J =
4,3 Hz; 4H); 7,01 (m; 1H); 6,93 (m; 1H); 6,72 (dt; J = 4,9; 2,7 Hz; 1H); 6,62 (m; 3H);
4,91 (t; J=7,2 Hz; 1H); 3,64 (m; 7H); 3,59 (dd; J = 16,5; 8,0 Hz; 1H),

RMN DE *3C (101 MHz; CDClzs): d 199,34; 197,20; 166,99; 166,94; 164,41; 158,03;
136,67; 136,17; 133,63; 133,61; 130,78; 130,69; 128,73; 126,63; 122,20; 121,29;
119,57; 119,44, 115,76; 115,54, 113,85; 111,14, 55,20; 45,25; 37,58.

4.4 Métodos analiticos

O progresso de cada reacao foi acompanhado por cromatografia em camada
delgada (CCD), com a utilizacdo de gel de silica Merck (60 F254) sobre chapas de
aluminio. Foi utilizado o sistema de solventes hexano/acetato de etila (9:1, 8:2 e 7:3)
para os compostos 1-6 e diclorometano/hexano (6:4, 7:3 e 8:2) para 0s compostos 7-
18. Para a visualizagdo das manchas foi utilizado luz UV de A 254 nm e/ou 360 nm, 0

revelador utilizado foi a solu¢éo de vanilina em &cido sulfurico padrao analitico (PA).

As reacOes foram acompanhadas também através da utilizacdo de CG, com o
emprego do equipamento GC-2010 Plus da SHIMADZU. As aliquotas foram injetadas

com a utilizacdo do auto injetor AOC-20i da SHIMADZU, através de uma seringa de
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0,5 ml, as amostras foram diluidas em diclorometano. Foi empregado o nitrogénio com
pureza de 99,999% como gas de arraste, com fluxo de coluna de 1 ml/min-t, coluna
RTX5, com comprimento de 30 metros e diametro de 0,25 mm, temperatura do injetor
280 °C. A temperatura inicial foi de 120 °C, isoterma de 2 min, aumentou de 120 °C

para 300 °C a 40 °C/min-1 e isoterma por 30 min.

4.5 Identificacao estrutural

Para confirmar estrutural dos compostos sintetizados, foram utilizadas as
técnicas espectroscopicas de RMN de hidrogénio e carbono 13 (RMN H/*3C), IV e
UV/VIS.

As faixas de fusdo dos compostos 1-18 foram determinadas em aparelho
Microquimica MQAPF-301.

Os espectros de RMN foram obtidos em espectrometro BRUKER AVANCE 400
operando a 400 MHz (*H) e 101 MHz (*3C), com cloroférmio deuterado, como solvente.
Os deslocamentos quimicos foram expressos em valores adimensionais (ppm) em
relacdo a um padrao interno de tetrametilsilano (TMS). A visualizacdo dos espectros

foi realizada por meio do programa MestReNova.

Os espectros de UV/VIS e IV foram obtidos no laboratério de analise

instrumental da Universidade Estadual de Goias.

Os espectros de UV/VIS foram obtidos a partir de varreduras em equipamento
UV/VIS SPECTROMETER LAMBDA 25, PERKIN-ELMER. As amostras foram
solubilizadas em metanol e foi utilizada para as leituras a concentracdo analitica de 1

mg para 25 ml de metanol.

Os espectros no IV foram obtidos a partir de pastilhas de KBr em equipamento
FT-IR PERKIN-ELMER modelo Spectrum frontier.

O processamento dos espectros de UV/VIS e IV obtidos foi realizado com o

auxilio do programa Origin (versao 8.0).

4.6 Inibicdo da enzima acetilcolinesterase e butirilcolinesterase

Os ensaios de inibicdo dos compostos para as enzimas acetilcolinesterase

humana (AChEnu) e de electrophorus electricus (AChEee), bem como para a enzima
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butirilcolinesterase humana (BChEnu), foi realizada no laboratério de Cromatografia de
Bioafinidade e Produtos Naturais da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de
Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, em colaboragcdo com a Profa. Dr2. Carmen
Lucia Cardoso. Com o apoio financeiro da Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado
de Séo Paulo (FAPESP), nimero do processo PROEM 2014/50299-5 a partir do qual

foram adquiridos os recursos para a aquisicao dos instrumentos analiticos utilizados.

4.6.1 Instrumentacéo

Foi utilizado um sistema de cromatografia liquida modelo Nexera XR equipado
com duas bombas de alta pressdo modelo LC-20ADXR, uma bomba modelo LC-
20AD, camara de mistura modelo MR180uLll (volume interno de 180 uL),
degaseificador de membrana (on-line) modelo DGU-20A3R, um auto injetor modelo
SIL-20A, um detector de ultravioleta com comprimento de onda variavel modelo
SPDM20A, forno de colunas modelo CTO-20A e uma interface SHIMADZU CBM-20A.
O equipamento foi acoplado a um espectrometro de massas Bruker modelo Amazon
Speed com fonte de ions electrospray, duplo funil de ions e analisador do tipo lon Trap

controlado pelo software Compass 1.7.

4.6.2 Informacdes da amostra

As solugbes estoques de cada amostra foram preparados solubilizando o
conteudo de cada Eppendorf em 1mL de metanol P.A. A solubilizacdo de cada solucéo
estoque foi auxiliada por maceracdo em banho de ultrassom por 5 min a temperatura
ambiente. Posteriormente, cada solugdo foi centrifugada por 5min a 10.000 rpm.

Solugdes de trabalho (1mM) foram posteriormente preparadas em metanol.

4.6.3 Ensaio de inibicao pontual com enzimas imobilizadas

As amostras foram submetidas ao ensaio de inibigdo para as enzimas AChEhu

e AChEee, bem como para a enzima BChEhu.

Para este ensaio foram utilizadas as enzimas AChEnu (recombinante humana),
a de peixe elétrico (AChEee) e a BChEhu (soro humano) imobilizadas covalentemente

em capilar de silica fundida (30 cm x 0,375mm x 100 ym d.i.) sendo nominadas com
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reator capilar com enzima imobilizada (RCEI), RCEI-AChEn, RCEI-AChEee € RCEI-

BChEnu, respectivamente.

Os RCEI-AChEni, RCEI-AChEee e RCEI-BChEn foram utilizados como
biorreatores enzimaticos acoplados individualmente entre um instrumento de
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplado a um espectrometro de massas
(CLAE-EM) formando um sistema on-flow para a realizacdo de ensaios de screening
de inibidores enziméticos. Neste sistema a reacdo enzimética é monitorada pela
quantificacdo direta do produto de hidrélise enziméatica m/z 104, sendo verificado

utilizando a Galantamina como inibidor padréao.
A triagem de inibicdo pontual foi conduzida da seguinte forma:

» Fase movel: solucao de acetato de aménio 15 mM, pH 8,0

A\ 4

Vazéao de 0,05 mL.mint
» Volume de injecédo: 10 uL da solugdo contendo 70 uM de ACh e 100 uM do
composto candidato a inibidor

» Inibidor padréao utilizado: Galantamina (100 uM)

A partir de cada solucdo estoque de cada um dos compostos (1 mM) sao
aliquotas 10 pL (100 uM concentracéo final) e adicionados 20 pL da solucao estoque
de ACh, 350 uM (70 uM concentracéo final) e 70 pL da solucéo de acetato de amonio
15 mM, pH 8,0. O volume final do meio reacional foi de 100 pL. As solucfes foram
preparadas em duplicatas e aliquotas de 10 yL foram injetadas no sistema de
cromatografia liquida com deteccéo ultravioleta, contendo separadamente os RCEI-
AChEnu, RCEI-AChEee € RCEI-BChEhu.

Entre a analise de cada amostra € realizado um controle positivo, que consiste
na avaliacdo da atividade enzimética sem o composto candidato a inibidor, sendo o
meio reacional constituido por 70 pL da solucao de acetato de aménio 15 mM, pH 8,0,
20 pL da solugao de ACh, e 10 pL do solvente de solubilizagdo dos compostos

(metanol).

Posteriormente ao ensaio de cada amostra é realizado um controle negativo,
gue consiste da avaliacdo de um branco de cada composto na presenca do substrato
da enzima, porém utilizando um reator sem a enzima imobilizada. Esse ensaio é

realizado para avaliar a interferéncia do composto no auto hidrélise do substrato.



71

Os percentuais de inibicdo foram obtidos comparando-se a area da atividade
da enzima na presenca do inibidor (Pi) com a area da atividade da enzima na auséncia

de inibidor (Po), de acordo com a equacao abaixo:

Pi—Sb
PO_Sb

% de inibicao = [1 - x 100

onde Sb representa a area da colina resultante da hidrdlise espontanea do substrato,

para esse controle um capilar vazio foi utilizado.

4.7 Avaliacao da atividade antioxidante in vitro

4.7.1 Determinacao da capacidade de captacédo do radical DPPH por

espectroscopia de absorcao naregido do UV/Vis

O teste de eliminagao de radicais livres dos derivados -cetoindois foi realizado
conforme sugerido por Hu et al. (2008) e Sivakumar, Prabhakar, Doble (2011) com
algumas modificacfes. Foi pesado 2 mg de cada composto e estes foram diluidos em
5 ml de metanol (Solucdo padrao), apdés foi adicionado 150 microlitros de
Dimetilformamida (DMF).

A partir da solucéo padrao, foi utilizada diferentes concentra¢ées (50, 100, 150,
200 e 250 um), foi levado em consideracdo a massa molar de cada composto para
cada aliquota que foram solubilizadas em 5 ml de metanol. Foi empregada
microplacas de 96 pocos para realizacao do teste em triplicata, foi misturada 100 pL
das amostras nas cinco diferentes concentragdes com 200 pL (proporcao de 2:1) de

DPPH (0,1 mmol) preparado com metanol.

Em seguida, incubou-se em ambiente com auséncia de luz durante 30 minutos
e depois a absorbéancia foi medida em um espectrédmetro com capacidade de leitura
de 96 pocos com comprimento de onda de 517 nm. Para verificar a reducéo de DPPH
foi empregada a curva de calibracdo (Figura 22), apos foi realizado o célculo para

obtencao do percentual de redugéo de cada composto.
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Figura 22 - Curva padrao empregada na técnica de UV-Vis.
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Fonte: O autor (2018).

4.7.2 Determinacgé&o da capacidade antioxidante por RPE

A avaliacdo da atividade antioxidante por RPE dos derivados [3-cetoindois, foi
realizada no Laboratorio de Ressonancia Paramagnética Eletrénica da Universidade

de Brasilia, em colaborag¢do com o Prof. Dr. Paulo Eduardo Narcizo de Souza.

A atividade de eliminacdo de DPPH por RPE foi realizado conforme Sivakumar,
Prabhakar, Doble (2011). Foram utilizadas cinco diferentes concentracfes das
amostras em triplicata, como no item anterior. Foi utilizado 100 pL de amostra
solubilizada em metanol misturada com 200 pL (proporgéo de 2:1) de DPPH (0,1
mmol), que foram acondicionados em eppendorf, apds foram incubados na auséncia
de luz por 1 hora e congelados em nitrogénio liquido. A leitura foi realizada no
espectrometro de RPE, com o empregado de capilares com capacidade de 50 pL da
BLAUBRAND® intraMark.

As leituras por RPE foram registradas atraves da utilizacdo do Espectrémetro
Bruker EMX plus, operado em banda x (9,4 GHz, com cavidade de alta sensibilidade
4119 HS, com largura de varredura de 100 G, tempo de varredura de 5 s, campo de
modulacdo de 100 KHz, poténcia de 0, 6 mW, as medidas foram realizadas em

temperatura ambiente.
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Para verificar a reducado de DPPH foi empregada a curva de calibracao (Figura

23), apos foi realizado o célculo para obtencédo do percentual de reducédo de cada

composto.
Figura 23 - Curva padrdo empregada no experimento de EPR.
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Fonte: O autor (2018).

4.7.3 Técnica de VPD

A avaliacdo da atividade antioxidante por VPD dos derivados B-cetoindois, foi
realizada no laboratério de Farmacia da Universidade Federal de Goias, em
colaboracédo com o Prof. Dr. Eric de Souza Gil.

Todos os experimentos foram feitos em estado sélido, ou seja, 0s compostos
foram imobilizados por oclusdo em pasta de carbono (5 mg de composto, 70 mg de
grafite (Sigma) e 30 mg de 6leo mineral/nujo, amplitude de pulso de 50 mV, velocidade
efetiva de 10 mV/s. Potenciostato micro autolab, The Netherlands. Eletrodo de
referéncia Ag/AgCI/KCI sat, eletrodo auxiliar de espiral de platina com célula de 2 mL
em tampéo fosfato 0,1 M, pH 7.

O processamento dos resultados obtidos foi realizado com o auxilio do

programa Origin (versao 8.0).
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4.8 Analise estatistica

Para determinar as diferencas significativas entre as médias foi em empregada
a andlise de variancia (ANOVA) pelo teste de Tukey, através do programa GraphPad

Prism 5.01. Valores de p<0,05 foram considerados significativamente diferentes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sintese das chalconas

A combinacdo de benzaldeidos e acetofenonas com diferentes padrbes de
substituicdo em quantidades equimolares, possibilitou a formagéo das respectivas

chalconas com alto rendimento e grau de pureza (tabela 2).

Tabela 2 - Percentuais de rendimento das chalconas.

O O
JOh: *@ — b
R
' Ry R,

R,

Faixa de fusao

Composto R R2 (°C) Rendimento (%)
la H OCHs 78-80 94
1b OCHs H 112-114 95
1c H H 49-51 92
1d Br H 115-117 98
le Br OCHs 156-158 70
1f F OCHs 110-112 98

Os compostos 1d e 1f tiveram rendimentos de 98%, estes se destacaram
dentre as demais, o0 primeiro tinha substituinte bromo em Rz e o0 segundo metoxila em
R1 e flior em R2. O rendimento dos demais compostos variaram entre 70 a 95%.

As chalconas sintetizadas foram usadas em reacfes posteriores para a

obtencao dos derivados B-cetoindois.

5.2 Sintese de derivados B-cetoindois

Os derivados B-cetoindois foram obtidos através da condensacdo entre
chalconas e indol ou 1-metilindol, através da reacdo de Michael catalisada por acido.
Muitos métodos ja foram descritos na literatura para preparacao destes compostos,

tais como o uso de silica impregnada com acido sulfarico, Smis, CuBr2, BiCls, etc (XU
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et al.,, 2009). Entretanto estes métodos envolvem o uso de condi¢cbes fortemente
acidas, baixo rendimento na formacao dos produtos, quantidade estequiométricas de

catalisadores e manipulagdo complexa.

Na tentativa de desenvolver um método assistido por micro-ondas, inicialmente,
a adicdo de Michael entre chalcona 1a e indol foi realizado em diferentes condi¢cdes
na presenca de diferentes catalisadores. Todas rea¢des foram realizadas em 5 min.
Sob aquecimento de micro-ondas. As condi¢cdes empregadas sao descritas na tabela
3.

Tabela 3 - Tentativa para desenvolver um método assistido por micro-ondas.

Teste solvente catalisador temperatura poténcia Rendimento

(°C) (W) (%)

1 H20 - 180 300 10

2 EtOH BF3.OEt: 90 250 -

3 EtOH InCls 90 250 -

4 EtOH SOClz 90 250 12

5 EtOH PTSA 90 250 66

6 iPrOH PTSA 90 250 84

7 iPrOH PTSA 110 250 88

Inicialmente a reacéo foi realizada na auséncia de catalisador com aquecimento
do meio reacional proximo a temperatura critica da dgua 296° C, nestas condi¢cfes a
agua pode ter caracteristicas de solventes organico além de ter a sua acidez
aumentada, sob esta condicdo foi obtida conversédo de 10% (KREMSNER; KAPPE,
2005). As reag0es catalisadas por BF3, OEt2 e InCl3 a 90°C, 250 W de poténcia por
5 min., ndo foram observadas a formagéo do produto de adi¢édo, o uso de PTSA sob
as mesmas condi¢des levou a obtencédo de 66% de rendimento, sob as mesmas
condi¢des, mas quando foi utilizado isopropanol como solvente foi obtido 84% de
rendimento, o aumento da temperatura para 110°C levou a obtencao de rendimento
de 88%.
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Desta forma, a adicdo de Michael de indol e N-metilindol as chalconas la-1f,
foi explorada sob as condicGes otimizadas na presenca de PTSA. Os resultados
encontram-se sumarizados na tabela 4. As reacdes foram realizadas em condi¢bes
brandas para produzir os correspondentes produtos alquilados na posi¢cédo 3, sem a
formacdo de produtos de N-alquilacdo. Os compostos 3b, 3i e 3| sintetizados séo
inéditas, com base no banco de dado Cambridge Crystallographic Data Centre

(CCDC) e na literatura pesquisada.

Tabela 4 - Percentual de rendimento dos derivados [3-cetoindois.

Rs
O \
R3 _

R, O e
Y/ |sopropanol
: (= @
5min Ry
Composto R1 R2 Rs Faixa de fuséo (°C) Rendimento (%)
3a H OCHs H 168-170 93
3b H OCHs CHs 152-154 87
3c OCHzs H H 130-132 92
3d OCHzs H CHs 125-127 97
3e H H H 102-104 72
3f H H CHs 174-176 93
39 Br H H 149-151 96
3h Br H CHs 142-144 88
3i Br OCHs3 H 212-214 96
3j Br OCHs CHs 222-224 88
3k F OCHs H 130-132 86
3l F OCHs3 CHs 149-151 72

As reacoes realizadas com o derivado indolico (R=H) levou sempre a formacéao
do produto de adicAo com maiores rendimentos, produtos isolados, quando
comparados aos respectivos produtos da reagcdo com o derivado inddlico R=CHzs,
entretanto todas reacdes apresentaram altas taxas de conversao, a diminuicdo do

rendimento pode ser atribuida a solubilidade dos produtos metilados no solvente
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utilizado. Tanto que foi necessario 0 uso de acetonitrila como solvente para sintese

do composto 3l.

5.3 Inibicdo da enzima acetilcolinesterase e butirilcolinesterase

A avaliacdo da inibicdo anticolinesterasica foi realizada pela técnica de
cromatografia de afinidade seletiva, embora a maioria descrita na literatura séo
realizadas por técnicas colorimétricas (reagente de Ellman) (MANJUNATHA et al.,
2017). A utilizacdo de biorreator enzimético acoplado a cromatografia fornece
resultados precisos e rapidos, e os compostos podem ser solubilizados em solvente
organicos (VANZOLINI et al., 2013; VILELA et al., 2018).

5.3.1 Inibicdo da enzima AChEee

A capacidade dos derivados [B-cetoindois de inibir a enzima AChEee foram
testados. Os resultados obtidos com 0os compostos 3a-3l na concentracéo de 100uM
foram compilados na tabela na tabela 5.

Tabela 5 - Porcentagem de inibicdo dos derivados [(3-cetoindois sobre a AChEee.

Composto % inibic&o ’EPM
RCEI-AChEeel RCEI-AChEeel

Galantaminat 87,4 2,2
3a 14,7 1,6
3b 39,1 2,2
3c 40,6 3,2
3d 17,7 19
3e 29,9 0,0
3f 21,2 1,7
3g 41,0 2,0
3h 22,6 2,2
3i 26,2 0,8
3] 34,7 1,9
3k 42,4 0,0
3l 37,7 4,6

Unibidor padréo de AChE (100 puM); 2 Erro padrdo da média
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Os compostos 3a (14,7%) e 3c (40,6%) possuem apenas a modificacdo do
substituinte metoxila no anel A e B, o que interferiu diretamente no percentual de
inibicdo da AChEee.

Os compostos 3c, 3g e 3k possuem em comum 0 mesmo substituinte em Rs,
Estes tiveram melhor capacidade de inibir a enzima AChEee, com percentuais de 40,6;

41,0 e 42,4% respectivamente.

Todos os compostos testados tiveram a capacidade de inibir a AChEee que é
uma técnica capaz de demonstrar a inibicdo de forma geral. Para verificar a
capacidade de inibicdo de cada composto sintetizado em condi¢cdes mais especificas
as condicdes da fisiologia humana, através do teste de inibicdo da AChEn € BChEhu
(VILELA et al., 2018).

A inibicdo de ambas as enzimas por um farmaco pode se tornar preferivel no
tratamento da DA, ambas as estratégias buscam conter a progressao do dano tecidual
e auxiliar na sobrevivéncia neurologica (WANG et al., 2017). Quando o composto &
capaz de inibir ambas as enzimas podem se tornar promissora no tratamento da DA,

pois eleva ainda mais a neurotransmisséo colinérgica (NG; OR; IP, 2015).

5.3.2 Inibicao das enzimas AChEn, e BChEn,

O padréo utilizado para a avaliagao da inibicdo das enzimas AChEnu € BChEhu
foi a Galantamina. Os resultados de inibicdo anticolinesterasica dos derivados

indolicos estao descritos na tabela 6.

Tabela 6 - Percentuais de inibigado dos derivados 3-cetoindois sobre a AChEn, e BChEh.

% inibicdo + EPM? % inibigcdo + EPM?
Compostos
RCEI-AChE, RCEI-BChEq,

Galantamina® 94.8+0,3 73,2+0,6

3a 0,0 73+23

3b 0,0 329+29

3c 0,0 8,7+0,4

3d 0,0 16,2+ 1,2

3e 52+4,1 32,7+1,8
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Compostos % inibicdo + EPM? % inibicdo + EPM?
RCEI-AChEn, RCEI-BChEn,
3f 0,0 8,7+3,7
39 15,5+0,0 7,5+0,0
3h 13,2£5,5 5,0+0,6
3i 9,2+0,6 6,2+1,8
3] 8,9+3,1 7113
3k 15,6 £ 0,0 6,12,0
3 19,4 1,2 15,8 £ 4,8

! Inibidor padrao de AChE e BChE; 2 Erro padréo da média

Os compostos 3e, 39, 3h, 3i, 3j, 3k e 3l apresentaram a capacidade de inibir a
AChEn, apresentam em sua estrutura substituintes halogenados (Br ou F), com

excecdo do 3e.

As modificagBes estruturais interferem na atividade inibitéria da AChE
(SUKUMARAN et al., 2016). Os substituintes halogenados (Br ou F) demonstram
maior atividade em relacdo aos demais substituintes. Desta forma, os compostos 3i,
3j, 3k e 3l que apresentam substituintes halogenados (Br e F) promoveram a inibicao
da ACHEm quando comparado aos compostos 3a, 3b, 3c, 3d ausentes destes

substituintes.

Os maiores percentuais de inibicdo da AChEns foram apresentados pelos
compostos 3k (15,6%) e 3l (19,4%), ambos possuem substituintes semelhantes nos

anéis A e B.

O composto 3g também se destacou, com substituinte bromo na posi¢ao para

no anel A, apresentou inibicdo de 15,5% da AChEhu.

Todos os compostos (3a-3l) inibiram a BChEmn. Os maiores percentuais de
inibicdo da BChEn foram apresentados pelos compostos 3b (32,9%) e 3l (32,7%),

gue ndo possuem substituintes no anel A.

O composto 3b e 3d possuem apenas a inversao dos substituintes no anel A e
B, com capacidade de inibicdo da BChEn, de 32,9% e 16, 2% respectivamente, o que
demonstra que a modificacdo do substituinte nos anéis pode interferir na capacidade

de inibicdo da enzima no teste realizado.
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Os compostos 3a, 3b, 3c e 3d inibiram a BChEn, ambos possuem o
substituinte metoxila no anel A ou B. Os grupos doadores de elétrons possuem melhor
capacidade de inibir a BChEn (CAVALLARO et al., 2018).

Os resultados obtidos demonstraram que 0s compostos testados tiveram
melhor capacidade de inibir a enzima BChEnu do que AChEnu. Na DA a enzima BChE
tem um aumento de atividade, a sua inibicdo € considerada uma importante estratégia

para ser empregada no tratamento (BBRIEL et al., 2017).

No entanto, 0s compostos que apresentaram auséncia de atividade (3a-3d e
3f) contra AChEnu, ndo devem ser ignorados, podem ser Uteis em futuros testes, com
a insercdo de novos substituintes ou a troca de posicdo em que se encontra 0S
substituintes nos anéis A ou B. A posicdo em que se encontra 0s substituintes,
provavelmente fazem que os mesmos nao consigam interagir com o sitio ativo das
enzimas. A maioria dos compostos testados demonstraram atividade
anticolinesterasica em pelo menos em uma das enzimas, a partir dos resultados
obtidos com esse estudo. Além disso, a remocdo das enonas das chalconas

proporciona a diminui¢gao da toxidade dos derivados 3-cetoindois (RAHIM et al., 2015).

Os testes foram realizados com o emprego de uma técnica considera mais
sensivel e confiavel. Permite que os compostos sejam solubilizados em solventes
organicos, Além disso, a atividade anticolinesterasica utilizando a CLAE,
diferentemente de outras técnicas, como acontece com o teste de Ellman, neste teste
calorimétrico a solubilidade dos compostos é um fator limitante e pode ter
interferéncias nos resultados obtidos, como falso-positivo (VILELA et al., 2018;
ELLMAN et al, 1961).

5.4 Atividade antioxidante

Foi realizada a avaliagao da atividade antioxidante dos derivados B-cetoindois
utilizando mais de um método. O estudo realizado por diferentes técnicas garante uma

avaliacao fidedigna dos resultados obtidos com os testes (TERPINC et al., 2012).
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5.4.1 Técnica de espectroscopia de absorcdo na regidao do UV/Vis e

espectroscopia de RPE

Foram preparadas concentracdes crescentes (50, 100, 150, 200, 250 uM) de
solucéo metandlica dos derivados indolicos pelo método de captagéo do radical DPPH
pela andlise espectroscopica de absorcao na regido do UV-Vis e espectroscopia de
RPE. Os resultados da avaliacdo antioxidante dos derivados indolicos estdo
compilados nos graficos 1-4 (Anexo- pagina 160).

Grafico 1 - Atividade antioxidante dos compostos 3a-3f realizada por espectroscopia de absorgdo na

regido do UV-Vis.

W 3a
m3b
m3c

3d
W 3e
m 3f

50 pM 100 uM 150 pM 200 uM 250 uM

40

3

% de radical reduzido
= = N N w
o (6] o (6] o (V5]

[6,]

o

Concentracéo



83

Grafico 2 - Atividade antioxidante dos compostos 3a-3f realizada por espectroscopia de RPE.
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Grafico 3 - Atividade antioxidante dos compostos 3g-3l realizada por espectroscopia de absorcdo na

regido do UV-Vis.
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Gréafico 4 - Atividade antioxidante dos compostos 3g-3l realizada por espectroscopia de RPE.
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Como observado nos graficos acima, a atividade antioxidante dos derivados
indolicos apresentaram uma relacdo de concentracdo dependente. Os resultados
obtidos nos testes de espectroscopia de absor¢do na regido do UV-Vis e RPE em
diferentes concentracdes foram proporcionas, ambas as técnicas se baseiam na

captura do radical DPPH.

Os compostos 3e e 3f destacaram entre os demais nos dois testes, ambos nao
possuem substituintes nos anéis A e B. O seu potencial antioxidante pode ser
justificado pelos elétrons disponiveis no anel aromatico. O indol é relatado na literatura
como o centro reativo para espécies de radicais, a reatividade tem sido atribuida com
a sua alta capacidade de estabilizar por ressonancia, gerando uma barreira de

energia, considerada pequena para as reacdes radicalares (ESTEVAO et al., 2010).

As moléculas estadas podem neutralizar os radicais livres aceitando ou doando
elétrons, diversos antioxidantes possuem em sua estrutura anel aromatico, como dos
derivados indolicos sintetizados, que sdo capazes de deslocar o elétron nao
emparelhado (LU et al., 2010).
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Os dados obtidos pelos métodos espectroscopicos (UV-Vis e RPE) se mostram
eficientes para avaliacdo da atividade antioxidante pelo método do radical DPPH, que
se mostraram excelente ferramenta para desenvolver uma relacéo entre a estrutura e
atividade. O emprego da técnica de espectroscopia de RPE foi justificavel pela sua
maior sensibilidade e menor interferéncia, quando comparado ao UV/Vis. Apesar da
técnica de RPE ser considerada um método “padrao ouro” para a detecgao da inibigao
de radicais em sistemas quimicos, biolégicos e médicos, esse serviu para validar os
resultados obtidos com a técnica de espectroscopia de absor¢éo na regido do UV/Vis
(DAVIES, 2016).

5.4.3 Técnicade VPD

A avaliagdo da atividade antioxidante por VPD se baseia na eletrdlise do
composto testado, a partir da formacdo de picos de oxidagdo. O valor do E é
considerado o primeiro parametro para classificacdo do potencial antioxidante dos
compostos. Os antioxidantes enddgenos apresentam E em torno de 0,45-0,5V, como
0 acido ascorbico e tocoferol. As moléculas que oxidam abaixo de 0,5V tendem a
reduzir os antioxidantes endégenos (JADON et al., 2017; WATANABE et al., 2014).

Os compostos que apresentaram o primeiro pico de oxidacdo de E<O0,5 foi
realizado o calculo do indice eletroquimico (IE) (Determinado pela equagéo na pagina
39), que € o segundo parametro para classificacdo dos compostos quanto a sua
atividade antioxidante (LINO et al., 2014). Os voltagramas dos derivados indolicos
estdo inseridos nas paginas 154-159. Os valores do E e IE dos compostos 3a-3| estdo

descritos na tabela 7.

Tabela 7 - Valores do potencial anddico e indice eletroquimico.

Composto E (V) IE (LA/V)
3a 0,07 5,30
3b 0,06 140,23
3c 0,02 5,59
3d 0,08 13,75
3e 0,23 24,94

3f 0,20 44,71
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Composto E (V) IE (LA/V)
39 0,62 -
3h 0,25 6,38
3i 0,18 13,61
3] 0,02 22,10
3k 0,20 17,29
3l 0,90 -

O composto 3b foi o que apresentou maior IE, visto que quanto maior o
resultado desse calculo maior € a atividade antioxidante, seguido pelos compostos
3f,3e, 3j, 3k, 3d, 3i, 3h, 3c e 3a, respectivamente.

Neste teste era desejavel que os compostos tivessem picos de oxidagcéo <0,5
para ser considerado com potencial antioxidante. O organismo humano consegue
atingir correntes até 0,5V; desta forma compostos que possuem picos <0,5V sdo
considerados capazes de atuarem contra o dano oxidativo provocado pelos radicais
livres (OLIVEIRA-NETO et al., 2016; WATANABE et al., 2014; JADON et al., 2017).

Os compostos 3g e 3l apresentam picos >0,5V no teste, o que significa que as
substancias apresentaram perfil antioxidante fraco. Todos 0s compostos

apresentaram eletroatividade.

Os compostos analisados por VPD nao tiveram uma correlagcdo com os demais
testes antioxidantes. Os desvios dos resultados obtidos com 0 emprego da técnica de
espectroscopia de absor¢cdo na regido UV/Vis e espectroscopia de RPE sao
relacionadas as diferencas nos principios de cada método. A VPD é uma técnica
capaz de demonstrar ndo somente o potencial redox de um composto, mas os elétrons
envolvidos, influéncia de proétons, entre outros, considera uma técnica mais sensivel
gue as espectroscopicas (LINO et al.; 2014; OLIVEIRA-NETO et al., 2017).
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6 CONCLUSAO

Foi possivel estabelecer um novo método, mais eficiente e mais

ecologicamente sustentavel para sintese dos derivados B-cetoindois;

Foram sintetizados 12 diferentes derivados B-cetoindois (3a-3l), a partir da
reacao com 6 diferentes chalconas (1a-1f) com indol ou 1-metilindol, com rendimentos

satisfatorios. Os compostos sintetizados foram identificados por RMN, CG e 1V;

Os compostos sintetizados (3a-3l) apresentaram a capacidade de inibir a
AChEee € a BChEnhy, e sete dos compostos (3e, 3g-3l) inibiram a AChEnu. A utilizagéo
de biorreator enzimatico acoplado entre um instrumento de CLAE-EM, demonstra

maior sensibilidade e confiabilidade;

Houve uma correlacdo com os resultados obtidos dos compostos (3a-3l) no
teste do radical DPPH por espectroscopia de absorcdo na regido do UV-Vis e RPE
(Tabela 8);

Todos os derivados indolicos com exceg¢éo do 3g e 3l apresentaram o primeiro
pico de oxidacdo E<0,5V, podendo ser enquadrados como potenciais antioxidantes
enddgenos, 0 mais promissor foi 0 composto 3b pelo maior valor no célculo do IE

verificado por VPD;

Dessa forma, através do presente estudo, foi observado que a maioria dos
compostos podem ser considerados futuros prototipos para terapéutica da DA por

apresentarem atividade anticolinesterasica e antioxidante.
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Figura 24 - Espectro de RMN H de (E)-1-(4-metoxifenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona (1a) (CDCI3, 400
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Figura 25 - Espectro de RMN 13C de (E)-1-(4-metoxifenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona (1a) (CDCI3, 101

MHz).
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Figura 26 - Espectro de infravermelho de (E)-1-(4-metoxifenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona (1a).
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Figura 27 - Cromatograma de (E)-1-(4-metoxifenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona (1a).
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Figura 28 - Espectro ultravioleta-visivel de (E)-1-(4-metoxifenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona (1a).
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Figura 29 - Espectro de RMN H de (E)-3-(4-metoxifenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona (1b) (CDCI3, 400

MHz).
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Figura 30 - Espectro de RMN *3C de (E)-3-(4-metoxifenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona (1b) (CDCI3, 101

MH?z).
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Figura 31 - Espectro de infravermelho de (E)-3-(4-metoxifenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona (1b).
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Figura 32 - Cromatograma de (E)-3-(4-metoxifenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona (1b).
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Figura 33 - Espectro ultravioleta-visivel de (E)-3-(4-metoxifenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona (1b).
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Figura 34 - Espectro de RMN *H de (E)-3-fenil-1-fenilprop-2-en-1-ona (1c) (CDCI3, 400 MHz).
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Figura 35 - Espectro de RMN 13C de (E)-3-fenil-1-fenilprop-2-en-1-ona (1c) (CDCI3, 101 MHz).
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Figura 36 - Espectro de infravermelho de (E)-3-fenil-1-fenilprop-2-en-1-ona (1c).
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Figura 37 - Cromatograma de (E)-3-fenil-1-fenilprop-2-en-1-ona (1c).
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Figura 38 - Espectro ultravioleta-visivel de (E)-3-fenil-1-fenilprop-2-en-1-ona (1c).
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Figura 39 - Espectro de RMN *H de (E)-3-(4-bromofenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona (1d) (CDCI3, 400
MHz).
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Figura 40 - Espectro de RMN 13C de (E)-3-(4-bromofenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona (1d) (CDCI3, 101

MHz).
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Figura 41 - Espectro de infravermelho de (E)-3-(4-bromofenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona (1d).
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Figura 42 - Cromatograma de (E)-3-(4-bromofenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona (1d).
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Figura 43 - Espectro ultravioleta-visivel de (E)-3-(4-bromofenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona (1d).

241 nm
O

¢

1,54

Br

Loy
o
1

Absorbancia

o
(6]
1

0,0

T T l
300 400

Comprimento de Onda (hm)



112

Figura 44 - Espectro de RMN *H de (E)-3-(4-bromofenil)-1-(4-metoxifenil)prop-2-en-1-ona (1e)
(CDCI3, 400 MHz).
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Figura 45 - Espectro de RMN 13C de (E)-3-(4-bromofenil)-1-(4-metoxifenil)prop-2-en-1-ona (1e)
(CDCI3, 101 MHz).
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Figura 46 - Espectro de infravermelho de (E)-3-(4-bromofenil)-1-(4-metoxifenil)prop-2-en-1-ona (1e).

O

NN
@ @
i Br O/
60 — (‘
50 - N
5 &
n ©
1 2 3 u |
® g
|
] E
. 2
E o
30 - § Vy
4 F"E/ :' . <
3 P e
3 - 5 3
e
1 1 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Comprimento de ondas (cm™)



114

Figura 47 - Cromatograma de (E)-3-(4-bromofenil)-1-(4-metoxifenil)prop-2-en-1-ona (1e).
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Figura 48 - Espectro ultravioleta-visivel de (E)-3-(4-bromofenil)-1-(4-metoxifenil)prop-2-en-1-ona (1e).
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Figura 49 - Espectro de RMN *H de (E)-3-(4-fluorfenil)-1-(4-metoxifenil)prop-2-en-1-ona (1f) (CDCI3,
400 MHz).
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Figura 50 - Espectro de RMN 13C de (E)-3-(4-fluorfenil)-1-(4-metoxifenil)prop-2-en-1-ona (1f) (CDCI3,

101 MHz).
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Figura 51 - Espectro de infravermelho de (E)-3-(4-fluorfenil)-1-(4-metoxifenil)prop-2-en-1-ona (1f).
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Figura 52 - Cromatograma de (E)-3-(4-fluorfenil)-1-(4-metoxifenil)prop-2-en-1-ona (1f).
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Figura 54 - Espectro de RMN H de 3-(1H-indol-3-il)-1-(4-metoxifenil)-3-fenilpropan-1-ona (3a)
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Figura 55 - Espectro de RMN 13C de 3-(1H-indol-3-il)-1-(4-metoxifenil)-3-fenilpropan-1-ona (3a)
(CDCI3, 101 MHz).
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Figura 56 - Espectro de infravermelho de 3-(1H-indol-3-il)-1-(4-metoxifenil)-3-fenilpropan-1-ona (3a).

2936 cm

3048 cm*

1500 cm?

1450 cm™

<

£

o
N
o
<
™

1600 cm™

1666 cm™
1246 cm™

4000

T y T y T y T y T y T y 1
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Comprimento de ondas (cm™)

119



120

Figura 57 - Cromatograma de 3-(1H-indol-3-il)-1-(4-metoxifenil)-3-fenilpropan-1-ona (3a).
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Figura 58 - Espectro ultravioleta-visivel de 3-(1H-indol-3-il)-1-(4-metoxifenil)-3-fenilpropan-1-ona (3a).
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Figura 59 - Espectro de RMN *H de 1-(4-metoxifenil)-3-(1-metil-1H-indol-3-il)-3-fenilpropan-1-ona (3b)
(CDCI3, 400 MHz).
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Figura 60 - Espectro de RMN 13C de 1-(4-metoxifenil)-3-(1-metil-1H-indol-3-il)-3-fenilpropan-1-ona
(3b) (CDCI3, 101 MHz).
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Figura 61 - Espectro de infravermelho de 1-(4-metoxifenil)-3-(1-metil-1H-indol-3-il)-3-fenilpropan-1-ona (3b).
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Figura 62 - Cromatograma de 1-(4-metoxifenil)-3-(1-metil-1H-indol-3-il)-3-fenilpropan-1-ona (3b).
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Figura 63 - Espectro ultravioleta-visivel de 1-(4-metoxifenil)-3-(1-metil-1H-indol-3-il)-3-fenilpropan-1-
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Figura 64 - Espectro de RMN H de 3-(1H-indol-3-il)-3-(4-metoxifenil)-1-fenilpropan-1-ona (3c)
(CDCI3, 400 MHz).
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Figura 65 - Espectro de RMN 13C de 3-(1H-indol-3-il)-3-(4-metoxifenil)-1-fenilpropan-1-ona (3c)
(CDCI3, 101 MHz).
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Figura 66 - Espectro de infravermelho de 3-(1H-indol-3-il)-3-(4-metoxifenil)-1-fenilpropan-1-ona (3c).
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Figura 67 - Cromatograma de 3-(1H-indol-3-il)-3-(4-metoxifenil)-1-fenilpropan-1-ona (3c).

O NH

7

Intensity

20000 O O
. \O

O

1500004

24,598 min

1000004

Figura 68 - Espectro ultravioleta-visivel de 3-(1H-indol-3-il)-3-(4-metoxifenil)-1-fenilpropan-1-ona (3c).
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Figura 69 - Espectro de RMN *H de 3-(4-metoxifenil)-3-(1-metil-1H-indol-3-il)-1-fenilpropan-1-ona (3d)
(CDCI3, 400 MHz).
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Figura 70 - Espectro de RMN 13C de 3-(4-metoxifenil)-3-(1-metil-1H-indol-3-il)-1-fenilpropan-1-ona
(3d) (CDCI3, 101 MHz).
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Figura 71 - Espectro de infravermelho de 3-(4-metoxifenil)-3-(1-metil-1H-indol-3-il)-1-fenilpropan-1-ona (3d).
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Figura 72 - Cromatograma de 3-(4-metoxifenil)-3-(1-metil-1H-indol-3-il)-1-fenilpropan-1-ona (3d).
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Figura 73 - Espectro ultravioleta-visivel de 3-(4-metoxifenil)-3-(1-metil-1H-indol-3-il)-1-fenilpropan-1-
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Figura 74 - Espectro de RMN 'H de 3-(1H-indol-3-il)-1,3-difenilpropan-1-ona (3e) (CDCI3, 400 MHz).
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Figura 75 - Espectro de RMN *3C de 3-(1H-indol-3-il)-1,3-difenilpropan-1-ona (3e) (CDCI3, 101 MHz).
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Figura 76 - Espectro de infravermelho de 3-(1H-indol-3-il)-1,3-difenilpropan-1-ona (3e).
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Figura 77 - Cromatograma de 3-(1H-indol-3-il)-1,3-difenilpropan-1-ona (3e).
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Figura 78 - Espectro ultravioleta-visivel de 3-(1H-indol-3-il)-1,3-difenilpropan-1-ona (3e).
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Figura 79 - Espectro de RMN *H de 3-(1-metil-1H-indol-3-il)-1,3-difenilpropan-1-ona (3f) (CDCI3, 400

MHz).
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Figura 80 - Espectro de RMN 13C de 3-(1-metil-1H-indol-3-il)-1,3-difenilpropan-1-ona (3f) (CDCI3, 101

MHz).
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Figura 81 - Espectro de infravermelho de 3-(1-metil-1H-indol-3-il)-1,3-difenilpropan-1-ona (3f).
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Figura 82 - Cromatograma de 3-(1-metil-1H-indol-3-il)-1,3-difenilpropan-1-ona (3f).
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Figura 83 - Espectro ultravioleta-visivel de 3-(1-metil-1H-indol-3-il)-1,3-difenilpropan-1-ona (3f).
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Figura 84 - Espectro de RMN H de 3-(4-bromofenil)-3-(1H-indol-3-il)-1-fenilpropan-1-ona (3g)
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Figura 85 - Espectro de RMN *3C de 3-(4-bromofenil)-3-(1H-indol-3-il)-1-fenilpropan-1-ona (3g)

(CDCI3, 101 MHz).
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Figura 86 - Espectro de infravermelho de 3-(4-bromofenil)-3-(1H-indol-3-il)-1-fenilpropan-1-ona (3g).

60 -
55 —
. ﬁg
1§
50 — § 9
A b
8 5
] 8 :
45 - "5
o £
i B o
e
40 — -
35 -
T * |5 |
30 o 8 5
% —
1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Comprimento de ondas (cm™)

Br

137



138

Figura 87 - Cromatograma de 3-(4-bromofenil)-3-(1H-indol-3-il)-1-fenilpropan-1-ona (3g).
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Figura 88 - Espectro ultravioleta-visivel de 3-(4-bromofenil)-3-(1H-indol-3-il)-1-fenilpropan-1-ona (39).
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Figura 89 - Espectro de RMN *H de 3-(4-bromofenil)-3-(1-metil-1H-indol-3-il)-1-fenilpropan-1-ona (3h)

(CDCI3, 400 MHz).
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Figura 90 - Espectro de RMN 13C de 3-(4-bromofenil)-3-(1-metil-1H-indol-3-il)-1-fenilpropan-1-ona

(3h) (CDCI3, 101 MHz).
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Figura 91 - Espectro de infravermelho de 3-(4-bromofenil)-3-(1-metil-1H-indol-3-il)-1-fenilpropan-1-ona (3h).
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Figura 92 - Cromatograma de 3-(4-bromofenil)-3-(1-metil-1H-indol-3-il)-1-fenilpropan-1-ona (3h).
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Figura 93 - Espectro ultravioleta-visivel de 3-(4-bromofenil)-3-(1-metil-1H-indol-3-il)-1-fenilpropan-1-
ona (3h).
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Figura 94 - Espectro de RMN H de 3-(4-bromofenil)-3-(1H-indol-3-il)-1-(4-metoxifenil)propan-1-ona
(3i) (CDCI3, 400 MHz).

986 LWMLWMo LN oo 2w T+ o N WY
SevYYmMmeQg ceo K © ® R®L oo
PRrTS oo

NNNNN

1H_GA2904 V== ¥ ¥ VP

o,
\
o
T
3

352 m—————

\
g

-

T
16 15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3
f1 (ppm)

Figura 95 - Espectro de RMN 13C de 3-(4-bromofenil)-3-(1H-indol-3-il)-1-(4-metoxifenil)propan-1-ona
(3i) (CDCI3, 101 MHz).
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Figura 96 - Espectro de infravermelho de 3-(4-bromofenil)-3-(1H-indol-3-il)-1-(4-metoxifenil)propan-1-ona (3i).
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Figura 97 - Cromatograma de 3-(4-bromofenil)-3-(1H-indol-3-il)-1-(4-metoxifenil)propan-1-ona (3i).
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Figura 98 - Espectro ultravioleta-visivel de 3-(4-bromofenil)-3-(1H-indol-3-il)-1-(4-metoxifenil)propan-
1-ona (3i).
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Figura 99 - Espectro de RMN H de 3-(4-bromofenil)-1-(4-metoxifenil)-3-(1-metil-1H-indol-3-il)propan-
1-ona (3j) (CDCI3, 400 MHz).
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Figura 101 - Espectro de infravermelho de 3-(4-bromofenil)-1-(4-metoxifenil)-3-(1-metil-1H-indol-3-il)propan-1-ona (3j).
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Figura 102 - Cromatograma de 3-(4-bromofenil)-1-(4-metoxifenil)-3-(1-metil-1H-indol-3-il)propan-1-
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Figura 103 - Espectro ultravioleta-visivel de 3-(4-bromofenil)-1-(4-metoxifenil)-3-(1-metil-1H-indol-3-
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Figura 104 - Espectro de RMN *H de 1-(4-fluorfenil)-3-(1H-indol-3-il)-3-(4-metoxifenil)propan-1-ona

(3k) (CDCI3, 400 MHz).
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Figura 105 - Espectro de RMN 13C de 1-(4-fluorfenil)-3-(1H-indol-3-il)-3-(4-metoxifenil)propan-1-ona

(3k) (CDCI3, 101 MHz).
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Figura 106 - Espectro de infravermelho de 1-(4-fluorfenil)-3-(1H-indol-3-il)-3-(4-metoxifenil)propan-1-ona (3k).
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Figura 107 - Cromatograma de 1-(4-fluorfenil)-3-(1H-indol-3-il)-3-(4-metoxifenil)propan-1-ona (3k).
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Figura 108 - Espectro ultravioleta-visivel de 1-(4-fluorfenil)-3-(1H-indol-3-il)-3-(4-metoxifenil)propan-1-
ona (3k).
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- Espectro de RMN *H de 1-(4-fluorfenil)-3-(4-metoxifenyl)-3-(1-metil-1H-indol-3-il)propan-

1-ona (3l) (CDCI3, 400 MHz).
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Figura 110 - Espectro de RMN 13C de 1-(4-fluorfenil)-3-(4-metoxifenyl)-3-(1-metil-1H-indol-3-il)propan-
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Figura 111 - Espectro de infravermelho de 1-(4-fluorfenil)-3-(4-metoxifenyl)-3-(1-metil-1H-indol-3-il)propan-1-ona (3lI).
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Figura 112 - Cromatograma de 1-(4-fluorfenil)-3-(4-metoxifenyl)-3-(1-metil-1H-indol-3-il)propan-1-ona
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Figura 113 - Espectro ultravioleta-visivel de 1-(4-fluorfenil)-3-(4-metoxifenyl)-3-(1-metil-1H-indol-3-
illpropan-1-ona (3l).
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Figura 114 - Voltamograma de pulso diferencial de 3-(1H-indol-3-il)-1-(4-metoxifenil) -3-fenilpropan-1-

ona (3a).
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Figura 115 - Voltamograma de pulso diferencial de 1-(4-metoxifenil)-3-(1-metil-1H-indol-3-il)-3-

fenilpropan-1-ona (3b).
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Figura 116 - Voltamograma de pulso diferencial de 3-(1H-indol-3-il)-3-(4-metoxifenil)-1-fenilpropan-1-

ona (3c¢).
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Figura 117 - Voltamograma de pulso diferencial de 3-(4-metoxifenil)-3-(1-metil-1H-indol-3-il)-1-

fenilpropan-1-ona (3d).
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Figura 118 - Voltamograma de pulso diferencial de 3-(1H-indol-3-il)-1,3-difenilpropan-1-ona (3e).
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Figura 119 - Voltamograma de pulso diferencial de 3-(1-metil-1H-indol-3-il)-1,3-difenilpropan-1-ona
(3f).
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Figura 120 - Voltamograma de pulso diferencial de 3-(4-bromofenil)-3-(1H-indol-3-il)-1-fenilpropan-1-

ona (39).
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Figura 121 - Voltamograma de pulso diferencial de 3-(4-bromofenil)-3-(1-metil-1H-indol-3-il)-1-
fenilpropan-1-ona (3h).
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Figura 122 - Voltamograma de pulso diferencial de 3-(4-bromofenil)-3-(1H-indol-3-il)-1-(4-
metoxifenil)propan-1-ona (3i).

HN O
X
(6]
\O I I Br

0.5pA

0.0 02 04 06 08 10
E IV (vs. Ag/AgCI/KClgat)

Figura 123 - Voltamograma de pulso diferencial de 3-(4-bromofenil)-1-(4-metoxifenil)-3-(1-metil-1H-
indol-3-il)propan-1-ona (3j).
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Figura 124 - Voltamograma de pulso diferencial de 1-(4-fluorfenil)-3-(1H-indol-3-il)-3-(4-

metoxifenil)propan-1-ona (3k).
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Figura 125 - Voltamograma de pulso diferencial de 1-(4-fluorfenil)-3-(4-metoxifenyl)-3-(1-metil-1H-
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Tabela 8 - Atividade antioxidante dos compostos (3a-3l) realizada por espectroscopia de absorcéo na regiao do UV/Vis e RPE.

160

50 pM 100 puM 150 pM 200 uM 250 UM
Compostos
UV/Vis RPE UV/Vis RPE UV/Vis RPE UV/Vis RPE UV/Vis RPE

3a 24,91 +/-0,99 23,38 +/-0,89 | 26,93 +/-0,28 24,69 +/-0,98 | 28,95 +/-0,05 25,48 +/-0,01 | 29,57 +/-0,10 26,85 +/-0,30 | 31,59 +/-0,16 27,79 +/-0,00
3b 23,85 +/-0,99 25,14 +/-0,99 | 31,24 +/-0,36 25,24 +/-0,99 | 33,17 +/-0,99 26,23 +/-0,99 | 33,88 +/-0,99 27,89 +/-0,99 | 34,49 +/-1,08 28,52 +/-0,00
3c 28,86 +/-0,95 21,56 +/-0,57 | 31,41 +/-0,05 22,59 +/-0,97 | 31,59 +/-0,99 24,80 +/-0,52 | 33,35 +/-0,06 27,10 +/-0,89 | 34,41 +/-0,26 28,43 +/-0,99
3d 30,89 +/-0,66 29,42 +/-0,00 | 31,68 +/-0,25 29,61 +/-0,79 | 36,78 +/-0,99 30,25 +/-0,00 | 38,80 +/-0,18 31,42 +/-0,00 | 39,51 +/-0,11 32,46 +/-0,00
3e 33,00 +/-0,51 25,74 +/-0,35 | 33,79 +/-0,45 26,70 +/-0,99 | 34,23 +/-0,98 27,82 +/-0,07 | 34,76 +/-0,01 28,65 +/-0,99 | 35,90 +/-0,99 30,39 +/-0,99
3f 30,97 +/-0,02 27,93 +/-0,09 | 32,56 +/-0,15 28,65 +/-0,61 | 32,82 +/-0,54 29,37 +/-0,00 | 35,11 +/-0,98 30,22 +/-0,00 | 35,99 +/-0,01 30,85 +/-0,00
39 23,06 +/-0,08 21,89 +/-0,99 | 24,55 +/-0,27 23,25 +/-0,99 | 25,52 +/-0,58 23,70 +/-0,99 | 26,40 +/-0,21 25,49 +/-0,99 | 26,75 +/-0,00 26,28 +/-0,02
3h 30,36 +/-0,93 24,70 +/-0,00 | 32,91 +/-0,38 25,49 +/- 0,34 | 33,09 +/-0,74 25,95 +/-0,00 | 34,58 +/-0,02 28,06 +/-0,00 | 35,37 +/-0,22 30,19 +/-0,00
3i 29,22 +/-0,06 22,05 +/-0,99 | 29,74 +/-0,05 22,86 +/-0,99 | 30,36 +/-0,02 23,74 +/-0,03 | 33,70 +/-0,99 26,35 +/-0,30 | 33,97 +/-0,02 28,17 +/-0,95
3j 27,02 +/-0,10 21,16 +/-0,05 | 28,69 +/-0,05 22,17 +/-0,66 | 29,49 +/-0,09 23,43 +/-0,00 | 30,45 +/-0,95 25,90 +/-0,00 | 30,71 +/-0,09 27,38 +/-0,00
3k 31,59 +/-0,06 23,60 +/-0,66 | 33,70 +/-0,10 25,12 +/-0,98 | 34,23 +/-0,04 26,23 +/-0,00 | 35,02 +/-0,01 28,88 +/-0,00 | 35,64 +/-0,85 30,27 +/-0,00
3l 29,92 +/-0,21 24,80 +/-0,85 | 31,59 +/-0,22 25,47 +/-0,99 | 32,47 +/-0,08 27,39 +/-0,00 | 34,41 +/-0,92 28,10 +/-0,04 | 34,93 +/-0,08 29,99 +/-0,00

Valores obtidos da atividade antioxidante em percentual (%).



