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RESUMO

As infecges virais e 0 cancer representam dois problemas graves de saude publica enfrentados
no mundo. As infeccBes causadas por virus impactam fortemente os sistemas de satde e ndo ha
tratamentos aprovados ou vacinas eficazes para todos os tipos de virus, dentre eles Zika virus
(ZIKV), Chikungunya virus (CHIKV) e Mayaro virus (MAYV). J& o cancer, apesar de possuir
tratamentos disponiveis, sendo o principal deles a quimioterapia, os dados de incidéncia e
mortalidade por cancer aumentam a cada ano no mundo. Em vista do espectro de acéo cada vez
mais reduzido dos farmacos utilizados para esses tratamentos, devido aos efeitos adversos e
falta de seletividade apresentados por grande parte dessas substancias, o planejamento e sintese
de novos candidatos a farmacos anticancerigenos e antivirais tem se tornado cada vez mais
necessario e urgente. Dentre as varias substancias naturais potencialmente ativas, destacam-se,
dentre outros, o eugenol, um fenilpropeno principalmente encontrado no 6leo essencial do
cravo da india; as chalconas, flavonoides de cadeia aberta encontrados em frutas, legumes e
especiarias, e 0s isoxazois, heterociclos de cinco membros contendo atomos de nitrogénio e
oxigénio adjacentes, sendo encontrados no Muscimol (um dos principais psicoativos
constituintes da Amanita muscaria) e também na Cicloserina (antibiético antituberculoso de
ocorréncia natural produzida por Streptomyces garyphalus). Dentre as diversas atividades
bioldgicas descritas para estes compostos, destaca-se seu potencial citotoxico e antiviral.
Considerando a estratégia de hibridacdo molecular, realizou-se neste trabalho o planejamento,
sintese e avaliagdo citotoxica e antiviral de chalconas e isoxazois, na forma de hibridos
moleculares, derivados do eugenol e analogos (diidroeugenol e orto-vanilina). As treze
substancias sintetizadas (finais e intermediarias) foram caracterizadas por espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear (RMN) de H e *3C, e sua atividade citotoxica avaliada contra
linhagens tumorais Hep-G2, T24 e TOV-21G, além da linhagem normal MRC-5. Dentre as
substancias ativas, a chalcona inédita 7 apresentou a atividade mais promissora, sendo ativa
contra duas linhagens tumorais (Hep-G2 e TOV-21G) com CCso de 4,25 e 7,22 uM,
respectivamente. Em relacdo a atividade antiviral, os derivados foram avaliados contra os virus
CHIKYV, ZIKV e MAYV, e sua citotoxicidade avaliada na linhagem sadia VERO. Os derivados
10 e 16 apresentaram atividades promissoras contra CHIKV e MAYV com CEsp de 9,59 uM e
32,19 pM, respectivamente.

Palavras-chave: eugenol, diidroeugenol, orto-vanilina, chalconas, isoxazois, atividade

citotoxica, atividade antiviral.



ABSTRACT

Viral infections and cancer represent two serious public health problems facing the world. Virus
infections strongly impact healthcare systems and there are no approved treatments or effective
vaccines for all types of viruses, including Zika virus (ZIKV), Chikungunya virus (CHIKV)
and Mayaro virus (MAYYV). As for cancer, despite having treatments available, the main one
being chemotherapy, data on cancer incidence and mortality increase every year in the world.
In view of the increasingly reduced spectrum of action of the drugs used for these treatments,
due to the adverse effects and lack of selectivity presented by most of these substances, the
planning and synthesis of new candidates for anticancer and antiviral drugs has become
increasingly necessary and urgent. Among the various potentially active natural substances,
stand out, among others, eugenol, a phenylpropene mainly found in the essential oil of cloves;
chalcones, open-chain flavonoids found in fruits, vegetables and spices, and isoxazoles, five-
membered heterocycles containing adjacent nitrogen and oxygen atoms, found in Muscimol
(one of the main psychoactive constituents of Amanita muscaria) and also in Cycloserine (
naturally occurring antituberculous antibiotic produced by Streptomyces garyphalus). Among
the various biological activities described for these compounds, their cytotoxic and antiviral
potential stands out. Considering the molecular hybridization strategy, this work carried out the
planning, synthesis and cytotoxic and antiviral evaluation of chalcones and isoxazoles, in the
form of molecular hybrids, derivatives of eugenol and analogues (dihydroeugenol and ortho-
vanillin). The thirteen synthesized substances (final and intermediate) were characterized by
nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy of *H and 13C, and their cytotoxic activity
evaluated against tumor strains Hep-G2, T24 and TOV-21G, in addition to the normal strain
MRC-5. Among the active substances, the new chalcone 7 showed the most promising activity,
being active against two tumor lines (Hep-G2 and TOV-21G) with CCso of 4.25 and 7.22 uM,
respectively. Regarding the antiviral activity, the derivatives were evaluated against the
CHIKV, ZIKV and MAYYV viruses, and their cytotoxicity evaluated in the healthy strain
VERO. Derivatives 10 and 16 showed promising activities against CHIKV and MAYYV with
EC50 of 9.59 uM and 32.19 uM, respectively.

Keywords: eugenol, dihydroeugenol, ortho-vanillin, chalcones, isoxazoles, cytotoxic activity,

antiviral activity.
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1. INTRODUCAO

As infeccBes virais e o0 cancer representam dois problemas graves de salde publica
enfrentados no mundo. As infec¢bes causadas por virus impactam fortemente os sistemas de
salde e ndo ha tratamentos aprovados ou vacinas eficazes para todos os tipos de virus, dentre
eles, trés arbovirus, o Zika virus (ZIKV), pertencente ao género Flavivirus, e Chikungunya
virus (CHIKV) e Mayaro virus (MAYYV), pertencentes ao género Alphavirus. Esta limitagéo
tem gerado uma grande preocupacdo em diferentes grupos de pesquisa, e é cada vez mais
urgente a necessidade de desenvolvimento de novos medicamentos antivirais (CAMPOS et al.,
2020).

O céncer, por sua vez, consiste em um conjunto de mais de cem doencas que tém em
comum o crescimento desordenado de células que invadem tecidos adjacentes (INCA, 2019).
Os dados de incidéncia e mortalidade por cancer aumentam a cada ano no mundo, parte pelo
envelhecimento e crescimento populacional, mas também pela mudancga na distribuicdo e
prevaléncia dos fatores de risco que estdo associados a doenca, principalmente 0s
socioeconémicos (INCA, 2020). Atualmente, existem trés formas principais de tratamento para
0 cancer, sendo estas: cirurgia, radioterapia e quimioterapia. Embora o objetivo principal da
quimioterapia consistir na destruicdo das células neoplasicas, seus agentes quimicos atuam de
forma ndo especifica, atingindo tanto células sadias como células tumorais. Essa
inespecificidade dos farmacos representa a principal desvantagem do tratamento, incentivando

a busca por substancias mais especificas e menos toxicas (ALMEIDA et al., 2005).

Desde os primdrdios, as plantas medicinais representam a base da fitoterapia tradicional
e 0s produtos naturais sdo partes fundamentais de antigos sistemas da medicina tradicional,
incluindo a Ayurveda, chinesa e egipcia. Cerca de 40% da populagédo depende de medicamentos
que tem sua origem em produtos naturais (KAUFMAN, 2015). Sabe-se que a maioria dos
farmacos utilizados na terapéutica do cancer sdo oriundos de produtos naturais e sintéticos
(COSTA-LOTUFO et al., 2010), e no que tange a descoberta de novos medicamentos, a
natureza é uma valiosa fonte para a medicina (CAMPOS et al., 2020).

Dentre as inUmeras substancias naturais bioativas ja relatadas, destaca-se, dentre outras,
o eugenol, um fenilpropeno, principalmente encontrado no éleo essencial do cravo da india,
Eugenia caryophyllata, (GAZOLLA et al., 2018) e as chalconas, flavonoides de cadeia aberta,
nos quais dois anéis aromaticos sdo unidos por um sistema carbonil o,p-insaturado, encontrados
em frutas, legumes, especiarias, chas e alimentos a base de soja (BATOVSKA; TODOROVA,

2010; K. SAHU et al., 2012). Ainda no contexto de substancias naturais ativas biologicamente,
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pode-se citar 0s isoxaz0is, heterociclos de cinco membros que contém um atomo de oxigénio e
um &tomo de nitrogénio, em posicOes adjacentes, sendo encontrados no Muscimol (um dos
principais psicoativos constituintes da Amanita muscaria) e na Cicloserina (antibiotico
antituberculoso de ocorréncia natural produzida por Streptomyces garyphalus) (REBOU;
BRYK, 2008).

Em relacdo ao eugenol, sdo relatadas propriedades biologicas interessantes, como
antioxidante, anti-inflamatoria, antiespasmodica, antidepressiva, antigenotdxica e
anticancerigena, o que tem despertado grande interesse por estudos mais aprofundados desta
substancia por parte de diferentes grupos de pesquisa. A sua fécil disponibilidade e obtencéo
transformam este produto natural em um interessante prototipo para diferentes estudos,
especialmente utilizando-o como material de partida e intermediario de sintese de moléculas
mais complexas, que podem ter sua atividade bioldgica potencializada e, ainda, sua toxicidade
reduzida, a partir do aumento de sua seletividade por um determinado alvo de acéo
(KAUFMAN, 2015).

Quanto as chalconas, sdo relatadas atividades antioxidante, anti-inflamatoria,
ansiolitica, antitumoral, antibacteriana e antifungica (BATOVSKA; TODOROVA, 2010;
ZHOU, 2015), o que também tem despertado grande interesse da ciéncia no que diz respeito a
sua manipulacéo estrutural, visando a obtencdo de chalconas modificadas quimicamente, que
possam ser utilizadas terapeuticamente, além de um maior entendimento quanto aos

mecanismos de acdo bioldgica pelos quais essas substancias atuam (ZHUANG et al., 2017).

Em relacdo aos isoxazois, compostos heterocicliclos que fazem parte da familia dos 1,2-
azois, diferentes estudos tém demonstrado que substancias que contém o nucleo isoxazdlico
podem apresentar atividades bioldgicas diversas, como por exemplo, hipolipidémica
(MOKALE et al., 2014), antimicrobiana, antiulcerosa, antiinflamatéria (KIDWAI; KUKREJA,
THAKUR, 2006), antitumoral, antiviral e antituberculosa (ZHU et al., 2018). Além disso,
quando presentes em estruturas com atividade bioldgica ja conhecida, a unidade isoxazolica
pode contribuir para uma melhor eficacia, menor toxicidade e melhor perfil farmacocinético da
molécula (SHEN et al., 2019).

Diante do exposto e considerando o potencial biolégico relatado para o eugenol
chalconas e isoxazdis, neste trabalho € proposta a sintese de chalconas e isoxazois derivados do
eugenol e analogos, para serem avaliados quanto ao seu potencial citotoxico e antiviral. Espera-
se a obtencdo de novas substancias que possam representar protétipos de candidatos a novos

farmacos anticancerigenos e antivirais Gteis clinicamente.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Sintese, caracterizacdo quimica e a avaliacdo da atividade antiviral e citotoxica de
chalconas e isoxazdis derivados do eugenol e andlogos (estruturas gerais apresentadas na Figura
1 abaixo), na forma de hibridos moleculares, potencialmente mais ativos e menos toxicos que

0s prototipos isolados.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

i. Sintese e purificagdo de chalconas e isoxazdis derivados do eugenol, diidroeugenol e
orto-vaniling;

ii. Caracterizacdo quimica das substancias obtidas por ressonancia magnética nuclear
(RMN) de 'H e °C;

iii. Avaliacdo do potencial antiviral das substancias nos virus MAYV, CHIKV e ZIKV

iv. Avaliacdo do potencial citotoxico das substancias nas linhagens HepG2, TOV-21G e
T24;

v. Determinagdo do indice de seletividade das substancias ativas;

vi. Determinagé&o preliminar das relagdes estrutura-atividade das substancias sintetizadas.

Figura 1. Estruturas gerais das chalconas e isoxazdis propostos

eugenol e eugenol e
andlogos andlogos
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OH 0 OH 0/1‘<
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19

3. REVISAO DA LITERATURA
3.1. CANCER

O século XX foi marcado, em seu comeco, por doengas infecciosas como tuberculose,
variola, tétano, difteria e tantas outras (FRIES, 2005), porém, atualmente, vive-se uma nova
era, onde a principal causa de morte sdo doencas cardiacas e o cancer (BRODY; BENDER,;
MILLER, 2014), sendo este ultimo identificado como um problema de salde publica desde o

século passado por paises desenvolvidos (SILVA et al., 2017).

Segundo o Instituto Nacional de Céancer, INCA, cancer ¢ o nome dado a um conjunto
de mais de cem doencas que tém em comum o crescimento desordenado de células (INCA,
2019), que invadem tecidos e 6rgdos, podendo levar a formacdo de tumores e neoplasias
malignas, e que podem ou ndo migrar para outras regides do corpo (GAZOLLA et al., 2018).
A mais recente estimativa mundial, feita em 2018, mostrou que o cancer € a segunda principal
causa de morte no mundo, tendo ocorrido mais de 18 milhdes de novos casos e 9,6 milhdes de
obitos (OMS, 2018), e encontra-se entre as quatro principais causas de morte prematura (antes
dos 70 anos de idade) na maioria dos paises (INCA, 2020). A estimativa para o Brasil é de que
ocorra cerca de 625 mil novos casos de cancer para cada ano do triénio 2020-2022 (INCA,
2020).

Os dados de incidéncia e mortalidade por cancer aumentam a cada ano no mundo, parte
pelo envelhecimento e crescimento populacional, mas também pela mudanca na distribuicdo e
prevaléncia dos fatores de risco que estdo associados a doenca, principalmente 0s
socioeconémicos (INCA, 2020). A Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS) fez um
levantamento em 2020 que apontou que aproximadamente 70% das mortes por cancer ocorrem
em paises de baixa e média renda, sendo que em 2017 apenas 26% dos paises de baixa renda
relataram ter servicos de patologia disponiveis no setor publico, além de que apenas um em
cada cinco paises de baixa e média renda tem dados necessarios para conduzir uma politica para
o cancer (OPAS, 2020), indo em consonancia com as consideracdes de Harford e colaboradores
(20009, p. 569) que diz que “mais de 70% das mortes por cancer no mundo, ocorrem em paises
de baixa e média renda, onde o suporte financeiro, a infraestrutura e 0s recursos humanos

necessarios para combater a doenga sdo severamente limitados”.

Em 2010 estima-se que foram gastos aproximadamente US$ 1,16 trilhdo de ddlares com
adoenca (OPAS, 2020). De acordo com Medici (2018), o Sistema Unico de Satde (SUS) chega
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a gastar cerca de seis vezes mais no tratamento do cancer quando ele se encontra em estagio

avancado.

O Brasil apresenta uma constante alteracao do seu perfil demogréafico que é atrelada a
uma transformacéo socioecondmica, principalmente pela diminuicéo das taxas de mortalidade,
variacdo das taxas de fecundidade e aumento da expectativa de vida (GRAGNOLATI et al.,
2012), o que leva a uma preocupacdo com os cuidados em salde. O Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE, 2011) relatou em seu censo demografico de 2010 que cerca de
10,8% da populacéo brasileira apresenta mais de 60 anos, levando, em consequéncia, a maior
necessidade e uso do sistema de salde do pais, assim como gastos para manté-lo. Concomitante
as alteracGes demogréficas, seu perfil epidemioldgico também foi modificado, de forma que as
endemias pararam de se destacar nas agendas de saude publica e o cancer foi ocupando a pauta,
0 que contribui para questionamentos sobre os investimentos no tratamento da doenga e a

urgente necessidade de tratamentos menos toxicos e agressivos (CHU; SARTORELLI, 2014).

Atualmente, existem trés formas principais de tratamento para o cancer, sendo estas:
cirurgia (remocdo do tumor a partir de um procedimento cirdrgico), radioterapia (emissao de
radiacao ionizante na regido ou 6rgdo afetado) e quimioterapia (utilizacéo de alguma substancia
quimica capaz de impedir a propagacao das células cancerigenas). A quimioterapia representa
a opcao mais recorrente e utilizada nos pacientes, devido ao fato da maioria das neoplasias se
caracterizarem a partir de um desenvolvimento precoce de micro metastases, requerendo um
tratamento sistémico. Embora o objetivo principal da quimioterapia consistir na destruicdo das
células neoplasicas, seus agentes quimicos atuam de forma ndo especifica, atingindo tanto

células sadias como células tumorais (ALMEIDA et al., 2005).

Os farmacos quimioterapicos antineoplasicos podem ser divididos em trés classes de
acordo com seu modo de acdo na molécula de DNA da célula cancerigena. A primeira delas
sdo as moléculas que agem inibindo a replicacdo do DNA, conhecidos como antimetabdlitos.
Consistem em analogos estruturais de bases purinicas e pirimidinicas (similar aos nucleosideos)
e analogos do &cido folico (inibem a sintese de acido nucleico). Como exemplo dessa classe ha
0 Metotrexato, um analogo do acido félico que € extensamente utilizado mesmo apés 70 anos
da sua descoberta e tem sua estrutura representada abaixo em comparacéo & molécula do acido

félico.
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Figura 2. Estrutura quimica do acido félico e metotrexato
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Fonte: Elaborado pela autora

A segunda classe de farmacos antineoplésicos utilizados convencionalmente s&o 0s
agentes que interagem com 0 DNA, que podem ser divididos em agentes alquilantes, originados
a partir do gas mostarda, que agem na incorporacdo de grupos alquil a molécula de DNA,
gerando uma molécula instavel de forma que os processos de replicacao e transcricdo se tornam
alterados; agentes intercalantes, que sdo moléculas capazes de ser incorporadas entre 0s pares
de base do DNA, inibindo assim os processos de replicagéo e transcrigdo, e agentes inibidores
da topoisomerase, que inibem as enzimas topoisomerase | e Il, responsaveis pela clivagem,
anelamento e estado topologico da molécula de DNA. Como exemplos dessa classe, tém-se,
respectivamente, Dacarbazina, Mitoxantrona e Topotecano, que séo representados na figura

abaixo.
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Figura 3. Estrutura quimica da Dacarbazina, Mitoxantrona e Topotecano
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A Ultima classe de farmacos sdo os agentes antitubulina, que agem na dindmica dos
microtUbulos, bloqueando a divisdo do ndcleo e induzindo a morte celular. Os alcaloides da
vinca sdo os principais membros dessa classe, como a Vincristina e Vimblastina. (GUICHARD
etal., 2017).

Figura 4. Estrutura quimica da Vimblastina e Vincristina

Vimblastina Vincristina

Fonte: GAZOLLA (2018)

Apesar da alta gama de substancias capazes de serem utilizadas no tratamento do cancer,
os farmacos antineoplasicos convencionais atuam de forma ndo especifica, lesando tanto
células sadias quanto cancerigenas, o que explica sua principal limitacéo, a baixa seletividade
(GUICHARD et al., 2017). Essa falta de especificidade € responsavel pela maior parte dos
efeitos adversos desses farmacos, como nauseas, perda de cabelo e maior susceptibilidade a
infeccdes (ALMEIDA et al., 2005), incentivando, dessa forma, a busca por moléculas cuja acéo
seja dirigida especificamente as células cancerigenas e representem uma nova esperanca para o

tratamento do cancer.
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3.2 INFECCOES VIRAIS

Os virus abrangem um grande grupo de patégenos responsaveis por causar doencgas
infecciosas graves e representam uma grande ameaca a satde e economia globais. Quando um
virus infecta um hospedeiro, ocorre uma fase inicial de infeccdo aguda. Nessa fase o virus e o
sistema imune do hospedeiro competem pela dominancia, de forma que a infeccdo pode ser
eliminada ou se tornar cronica. Ao longo dos anos, os virus foram capazes de desenvolver
estratégias eficazes para estabelecer uma infeccédo crénica, apesar da presenca de uma resposta
imune antiviral ativa do hospedeiro. Dessa forma, os virus devem ser vistos como maquinas

moleculares sofisticadas que t€ém nos “estudado” ha muito mais tempo do que nds os estudamos

(VIRGIN; WHERRY; AHMED, 2009).

Em infecgdes virais graves o uso oportuno e eficiente de intervengdes terapéuticas é
essencial para controlar a disseminagdo do virus e assim reduzir a gravidade da doenga. Os
medicamentos classificados como antivirais atuam principalmente visando as proteinas virais
ou celulares, envolvidas no processo de replicacdo viral (ELKHALIFA et al., 2021). Como a
replicacdo viral depende das células do hospedeiro, encontrar medicamentos eficazes contra o
virus e inofensivos para as células do hospedeiro € um constante desafio, principalmente devido
a variacdo viral (ZHU et al., 2018). Farmacos cujo mecanismo de a¢do envolve proteinas virais,
por haver uma resposta direcionada especifica, estdo relacionados a um menor risco de efeitos
colaterais, porém h& uma maior chance de desenvolvimento de resisténcia viral aos
medicamentos. Por outro lado, em se tratando de farmacos cujo mecanismo de acdo envolve
proteinas celulares, o risco de resisténcia é diminuido, levando a um amplo espectro de
atividade antiviral, mas com maior perfil de toxicidade (ELKHALIFA et al., 2021).

Em 2019 a OMS listou quatro diferentes virus entre as dez ameacas a satde global que
incluiam Influenza virus, Dengue virus, HIV virus e Ebola virus. Outras infeccfes virais, de
alta ameaca, também foram listadas e dentre eles estdo o zika virus (ZIKV), coronavirus da
sindrome respiratéria do Oriente Médio (MERS-CoV) e sindrome respiratria aguda grave
(SARS). Posteriormente, em 2020, o0 mundo enfrentou a maior pandemia de satde do século
XXI1 com a tremenda disseminacdo da COVID-19, desencadeada pelo coronavirus SARS-CoV-
2 (ELKHALIFA et al., 2021). Além destas viroses, outras infeccGes virais ja representaram (e
ainda preocupam) o foco da atengéo global, dentre elas a explosiva contaminacgao causada pelos
arbovirus ZIKV e CHIKV, que surgiram por meados de 2013 e 2016 (FAUCI; MORENS,
2016).
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Fauci e colaboradores descrevem os arbovirus como:

“Arbovirus” € um termo descritivo aplicado a centenas de virus
predominantemente de RNA que sdo transmitidos por artropodes,
principalmente mosquitos e carrapatos. Os arbovirus sdo frequentemente
mantidos em ciclos complexos envolvendo vertebrados, como mamiferos ou
passaros e vetores que se alimentam de sangue. Até recentemente, apenas
alguns arbovirus haviam causado doencas humanas clinicamente
significativas, incluindo alfavirus transmitidos por mosquitos, como
chikungunya, e flavivirus, como dengue (2016, p. 601).

Dentre os virus classificados como arbovirus, tém se 0 ZIKV, MAYV e CHIKV. ZIKV
é um flavivirus transmitido para humanos principalmente por mosquitos do género Aedes. A
maioria das infeccGes causadas por esse virus sdo assintomaticas e quando a doenca clinica
ocorre, ela geralmente é leve, com sintomas clinicos caracteristicos. Entretanto, a infec¢do por
ZIKV durante a gravidez pode levar a perda fetal, microcefalia congénita ou outras anomalias
cerebrais graves. Além disso, a Sindrome de Guillain-Barré e casos raros de encefalopatia,
meningoencefalite, mielite uveite, parestesia e trombocitopenia grave ja foram relatados apds
infecgdo por ZIKV (HILLS; FISCHER; PETERSEN, 2017).

O MAYYV pertence a familia Togaviridae e ao género Alphavirus. Foi inicialmente
isolado em 1954 e desde entdo o numero de infec¢bes causadas por MAY'V aumentou em Varios
paises, incluindo Peru, Brasil, Suriname, Venezuela, Colémbia, Equador, Panama, Bolivia,
Costa Rica, Guatemala e México. O virus causa a febre de Mayaro que se apresenta na forma
de sintomas agudos, incluindo febre, mialgia, dor de cabeca, erupcéo cutanea, artralgia, vomito
e diarreia. A natureza genérica dessas manifestacGes pode resultar em diagnosticos incorretos
e subnotificacbes e, por se tratar de uma doenca que atinge regides mais pobres, ha pouca

atencdo governamental, sendo considerada uma doenca negligenciada (CAMINI et al., 2017).

O CHIKV também é pertencente a familia Togaviridae e ao género Alphavirus.
Recentemente este alfavirus ressurgiu desencadeando graves surtos epidémicos entre
populacdes de diferentes continentes como Asia, Américas, Africa e Europa (CHUA et al.,
2017). A sua transmissdo global € um risco eminente, uma vez que a disseminagdo do mosquito
vetor da doenca, Aedes aegypti e Aedes albopictus é crescente (COUDERC et al., 2012). A
infeccdo causada pelo CHIKYV é caracterizada por febre abrupta, dor articular profunda, mialgia
e exantema macular (CHUA et al., 2017), costumando ser sintomatica, mas 3% a 15% dos
individuos infectados permanecem assintomaticos, dificultando o diagnostico e o melhor
manejo clinico da doenga (COUDERC et al., 2012).
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As infeccOes causadas por esses patdgenos impactam fortemente os sistemas de satde
dos paises que sofrem com essas infec¢Oes, entretanto, atualmente, ainda ndo ha tratamentos
aprovados ou vacinas eficazes para combaté-las, levando a uma preocupacdo e urgente
necessidade de desenvolvimento de novos medicamentos antivirais eficazes e seguros (ZHU et
al., 2018).

3.3 EUGENOL

No que tange a descoberta de novos candidatos a farmacos, a natureza é uma valiosa
fonte para a medicina, devido & existéncia de produtos naturais ativos em varias espécies de
plantas (CAMPOS, et al., 2020). Dentre estas substancias naturais, o eugenol (Figura 5)
representa um composto natural bem conhecido e estudado. Foi isolado em 1929 como um
composto volatil da Eugenia caryophyllata (cravo da india) e teve sua producdo comercial
iniciada em 1940 (ULANOWSKA; OLAS, 2021). O cravo da india é considerado a principal
fonte natural deste composto, representando entre 45% e 90% da composicao do dleo essencial
derivado desta espécie (GAZOLLA et al., 2018). Apesar disso, 0 eugenol pode ser encontrado
em outras espécies como noz moscada, canela, folha de louro, sassafras, mirra e manjericdo
(HUAN et al., 2012).

Figura 5. Estrutura quimica do eugenol
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Fonte: elaborado pela autora

O crescente interesse por tratamentos ndo convencionais a base de medicamentos que
contém produtos naturais e o grande conhecimento das propriedades biolédgicas do eugenol, fez
com que ele se tornasse alvo de estudos cientificos como um potencial prot6tipo a candidato a
novos produtos. Segundo Ulanowska (2021), sdo descritas para o eugenol as seguintes
atividades:

Antifungica, analgésica, antimutagénica, antiplaquetaria, antialérgica, anti-
inchago e anti-inflamatoria. Também é descrito seu efeito antimicrobiano
contra patdgenos humanos, incluindo um amplo grupo de bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas e fungos e um nimero de parasitas, incluindo
Giardia lamblia, Fasciola gigantica e Haemonchus contortus. Além disso, 0
eugenol também é capaz de proteger contra a hepatotoxicidade induzida pelo
tetracloreto de carbono (2021, p.2).
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Estudos recentes mostraram a atividade anticancerigena do eugenol contra diversas
linhagens celulares de cancer em modelos animais, e 0 mecanismo molecular da indugéo de
apoptose, causada pelo eugenol, em melanoma, tumores cutaneos, osteossarcoma, leucemia e
mastocitos gastricos vem sendo cada vez mais documentados (JAGANATHAN et al., 2011).
Estudo realizado por Ghosh e colaboradores (2005), mostrou que o eugenol é capaz de inibir o
crescimento de células de melanomas em humanos e camundongos, tanto por crescimento
dependente de ancoragem, quando necessitam de adesdo e superficie de contato para que a
proliferacdo inicie, quanto por crescimento independente de ancoragem. Esse mesmo estudo
também demonstrou que os animais tratados com eugenol ndo morreram por metastase ou
invasdo tumoral, indicando a habilidade dessa substancia em suprimir a metastase causada pelo
melanoma.

Além disso, o estudo também avaliou que o tamanho do tumor em animais tratados era
40% menor do que os animais do grupo controle, sendo que os animais do grupo controle
apresentavam areas viaveis do tumor e apenas pequenas areas de necrose, enquanto 0s animais
tratados demonstraram areas extensas de necrose tumoral, com apenas algumas pequenas areas
de células tumorais viaveis. Esses resultados indicam que o eugenol pode ser considerado um
potente agente para o tratamento de melanoma.

Apesar das atividades relatadas, também ha descri¢fes de que em altas concentragdes o
eugenol se torna toxico para o0 organismo, causando irritacdo e reagdes alérgicas (SUZUKI,
SUGIYAMA; FURUTA, 1985). Ha descric¢des na literatura sobre o efeito corrosivo do eugenol,
sendo este menor do que quando comparado com o fenol. Além disso, a estimulacéo do eugenol
pode causar sindrome respiratoria e sua ingestdo, acidose metabdlica e, experimentos em
animais demonstraram que o eugenol pode causar gastroenterite e anorexia (KONG et al.,
2014).

Assim, modificacGes estruturais em substancias biologicamente ativas que ocorrem de
forma natural € uma das muitas estratégias utilizadas pelos quimicos medicinais para aumentar
seus efeitos bioldgicos e reduzir eventuais efeitos adversos. O amplo espectro de atividades
biologicas relatadas para o eugenol o torna uma molécula em constante utilizacdo para
modifica¢fes quimicas, com o intuito de se descobrir novos derivados ou analogos com
melhores propriedades terapéuticas e menores efeitos toxicos (DA SILVA et al., 2018).

Em estudo realizado por Gazolla e colaboradores (2018), a sintese de derivados do
eugenol contendo unidades 1,2,3-triazélicas possibilitou a descoberta de cinco derivados

(Figura 6) que reduziram significativamente a viabilidade da linhagem celular leucémica



27

mieloide (HL60) e sua subsequente avaliagdo mostrou que trés deles possuiam atividade contra
a linhagem leucémica linfoide (Nalme).

Figura 6. Derivados triazdlicos do eugenol citotoxicos
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Fonte: elaborado pela autora

Em outro estudo, a modificacdo estrutural do eugenol resultou na obtencdo de uma
substancia com forte efeito antibidtico (Figura 7)contra Bacillus cereus e um efeito moderado
contra Staphylococcus aureus, Streptococcus e Klebsiella pneumoniae, com maior poder de

inibicdo do crescimento quando comparada com o eugenol (DA SILVA et al., 2018).

Figura 7. Estrutura quimica do eugenol e derivado oxiurano ativo sintetizado por Da Silva e colaboradores
(2018)

Eugenol Derivado ativo sintetizado
Fonte: elaborado pela autora
3.4 CHALCONAS
Dentre 0os bem estudados compostos fitoquimicos encontram-se as chalconas. As
chalconas (Figura 8) sao consideradas precursoras de flavonoides e isoflavonoides, sendo uma
das principais classes de produtos naturais, amplamente distribuidas no reino vegetal, estando
presentes em frutas e vegetais (ELKHALIFA et al., 2021).
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Figura 8. Estrutura quimica basica de uma chalcona
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Fonte: elaborado pela autora

Quimicamente, as chalconas consistem em flavonoides de cadeia aberta, nos quais dois
anéis aromaticos sdo unidos por um sistema carbonil a,p-insaturado (K. SAHU et al., 2012). A
familia das chalconas possui uma extensa diversidade estrutural e podem ser classificadas de
maneira grosseira em duas categorias: chalconas simples ou classicas; e chalconas hibridas (ou
substituidas) com o esqueleto central de 1,3-diaril-2-propen-1-ona preservado (ZHUANG et
al., 2017).

Na natureza, encontram-se chalconas ligadas a uma combinacgédo de substituintes em
seus anéis benzénicos, principalmente func¢Ges hidroxila e metoxila. Além destas funcgdes, 0s
derivados sintéticos das chalconas podem conter um ou mais substituintes em seus grupos arila,
como halogénios, alquila, amino, nitro, nitrila, acetamido, carboxila, anéis heterociclicos, entre
outros. Esses grupos funcionais adicionais podem influenciar diretamente na farmacocinética e
na atividade bioldgica especifica exibida pelas chalconas, no entanto, a unidade cetona a,f3-
insaturada é considerada o principal grupo farmacoférico, visto que a sua remocéo total ou
parcial leva a perda da bioatividade da molécula (BATOVSKA; TODOROVA, 2010).

As aplicacOes terapéuticas das chalconas remontam ha décadas, quando o uso de plantas
e ervas para o tratamento de doencas eram comuns. Alguns compostos baseados em chalconas
ja foram aprovados para uso clinico, como por exemplo a Metochalcona (Figura 9), farmaco
comercializado na Itélia, utilizada como colerético e a Sofalcona (Figura 9), comercializado no

Japéo, utilizada como antiulcerativo e mucoprotetor (ZHUANG et al., 2017).

Figura 9. Estrutura quimica da Metochalcona e Sofalcona
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Chalconas de origem natural e seus analogos e/ou derivados sintéticos exibem um amplo
espectro de atividades bioldgicas, dentre elas, antiviral, antitumoral, anti-inflamatoria,
antibacteriana, antioxidante, antimicrobiana, efeitos neuroprotetores, dentre outras (ZHUANG
et al.,, 2017). Devido as propriedades bioldgicas atribuidas a essas substancias, o interesse

acerca dessas moléculas por grupos de pesquisa foi se tornando cada vez mais evidente.

Em um estudo realizado por Yang e colaboradores (2015) a buteina (Figura 10) reduziu
a viabilidade de células TOV-21G (linhagem celular de adenocarcinoma maligno de ovario
humano) em uma dose/tempo dependente. Comparando-se com o grupo controle de células,
houve um progressivo decréscimo da viabilidade das células com o aumento da concentracéo
da buteina, uma chalcona poli-hidroxilada. Além disso, esse estudo demonstrou que a buteina
foi capaz de aumentar as células pro apoptdticas avaliadas e regular negativamente células anti

apoptaticas.

Figura 10. Estrutura quimica da buteina
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Fonte: elaborado pela autora

Em outro estudo, tratou-se células HepG2 (linhagem celular de carcinoma hepatocelular
de figado humano) com uma mistura de acido palmitico e acido oleico (propor¢édo 1:2) a fim de
se criar um acido graxo e fornecer um modelo in vitro para esteatose hepatica. Utilizando esse
modelo, testou-se duas chalconas (Figura 11) provenientes da Angelica keiskei, a 4-
hidroxiderricina (4HD) e o xantoangelol (XAG), que possuem atividades biologicas ja bem
relatadas como seu efeito contra a inflamagdo de tumores e diabetes. Utilizou-se também a
cardamomin (CAR), um dos principais constituintes das sementes de Alpinia katsumadai
Hayata, tradicionalmente utilizada na China como uma erva antiemética, e a Flavokavain B
(FKB), analogo da CAR, e um componente ativo da Alpinia pricei Hayata e Kava. CAR e FKB
(Figura 11) ja demonstraram atividades antioxidantes, antiinflamatorias e antidiabéticas. Foi
determinado que, além dos efeitos bioldgicos ja relatados para essas moléculas, as quatro
chalconas testadas foram capazes de diminuir significativamente a inducgéo de mistura de acidos
graxos e o acumulo de lipideos em células HepG2 sem causar citotoxicidade (ZHANG,;
YAMAMOTO; ASHIDA, 2014).
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Figura 11. Estrutura quimica da 4HD, XAG, CAR e FKB

cardamomin (CAR) flavokavain B (FKB)
Fonte: elaborado pela autora

Ja em um estudo realizado por Burmaoglu e colaboradores (2016), testou-se chalconas
fluoradas e hidroxiladas (Figura 12) contra linhagem de células HepG2 comparando sua
atividade com o metotrexato. Observou-se que em um curto periodo, 0 metotrexato exibia
atividade melhor do que os compostos sintetizados, porém com a manutencao da exposi¢do das

células as substancias elas atingiram efeitos significativos e atividade proxima a do metotrexato.

Figura 12. Estrutura quimica da chalcona mais ativa sintetizada por Burmaoglu e colaboradores (2016)

OH O F
¢

HO OH
F

Fonte: elaborado pela autora

Além dos relatos acerca das atividades em células cancerigenas descritas, ha estudos na
literatura de diversos tipos de chalconas sendo capazes de atuar em alvos moleculares de
doencas causadas por infeccOes virais, afetando diferentes etapas do ciclo de replicagéo viral,
incluindo a transcriptase reversa, protease, neuraminidase, aminotransferases, superéxido
dismutase, glutationa peroxidase e outras enzimas associadas (ELKHALIFA et al., 2021). Em
estudo realizado por Park e colaboradores (2016), foi possivel avaliar o efeito inibitério de
chalconas alquiladas em proteases de Sars-CoV, sendo que uma delas, substituida com um

grupo hidroperoxila (Figura 13), apresentou potente efeito inibitdrio contra uma protease
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semelhante a quimotripsina (3CLpro) e contra outra protease semelhante a papaina (PLpro)
com ICsp de 11,4 e 1,2 pM, respectivamente.

Figura 13. Chalcona alquilada substituida com grupo hidroperoxila
OH O
=
OOH O O
H;CO

Fonte: elaborado pela autora

3.5 ISOXAZOIS
Até o final do segundo milénio, aproximadamente 20 milhdes de substancias quimicas
foram identificadas, sendo que dois tercos sdo total ou parcialmente aromaticos e
aproximadamente a metade deles sdo heterociclos (BALABAN; ONICIU; KATRITZKY,
2004). Acerca dos compostos heterociclicos, em sua tese, Edna Esquivel diz que:
Os heterociclos sdo denominados como compostos organicos ciclicos com
pelo menos um &tomo diferente do carbono, sendo o0s heterodtomos mais
comuns 0 nitrogénio, oxigénio e enxofre. No entanto, os N-heterociclos sdo
avaliados como estruturas privilegiadas que facilitam a sintese de novos
produtos e, a0 mesmo tempo, as propriedades quimicas, fisicas e biolégicas
destes compostos podem ser alteradas com a incorporagdo de novos grupos

funcionais, convertendo-os em compostos importantes na descoberta de
candidatos com potencial bioldgico (2018, p.7).

A classe de heterociclos com maior diversidade sdo o furano (1), tiofeno (1) e pirrol
(1) (Figura 14), caracterizados por ser um grupo de anéis de cinco membros (ESQUIVEL,
2018).

Figura 14. Estrutura quimica do Furano, Tiofeno e Pirrol
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Fonte: elaborado pela autora

A partir do furano e do pirrol derivam-se outros heterociclos que possuem mais de um
heteroatomo, como por exemplo o isoxazol (Figura 15), composto que faz parte da classe dos
azois, que tem como caracteristica uma substituicdo na posi¢cdo 2 do anel furanico por um
heteroatomo (ESQUIVEL, 2018).
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Figura 15. Estrutura quimica de um anel isoxazolico
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Fonte: elaborado pela autora

O anel isoxazolico estd associado a diferentes atividades bioldgicas, principalmente
porque seus dois heterodtomos eletronegativos contribuem para interagdes ndo covalentes,
principalmente ligacGes de hidrogénio (aceptores de ligacdes de hidrogénio) e n stack (anel ndo
saturado de cinco membros). Devido a essas caracteristicas, é relatado que a inclusdo de um
anel isoxazolico em uma substancia, pode contribuir para 0 aumento do seu potencial biologico

e seletividade, além de melhorar o seu perfil farmacocinético (ZHU et al., 2018).

Evidéncias consideraveis tém se acumulado a fim de demonstrar a importancia
bioldgica dos derivados isoxazolicos (UPADHYAY et al., 2010). Compostos contendo um
ndcleo isoxazoldlico sdo associados a atividades antimicrobiana, antitumoral, anti-inflamatéria,
entre outras (KIDWAI; KUKREJA; THAKUR, 2006). Devido as atividades bioldgicas
relatadas e as aplicagdes bem-sucedidas do desenvolvimento de novas subsatancias contendo
um nucleo isoxazolico, foi possivel a insercdao de alguns farmacos no mercado contendo este
heterociclo em suas estruturas. O sulfisoxazol, ou sulfafurazol (Figura 16), foi aprovado para o
tratamento de infec¢bes bacterianas graves, repetidas ou de longa duracdo do trato urinario,
cujo mecanismo de acdo consiste na inibicdo da enzima diidropteorato sintase da bactéria. A
risperidona (Figura 16) foi aprovada para tratamento de esquizofrenia em adultos e
adolescentes, com idades entre 13-17 anos e para o tratamento de curto prazo de episddios
maniacos ou mistos de transtorno bipolar | em criancas e adolescentes com idades entre 10-17
anos; ela causa o blogueio dos receptores dopaminérgicos D2 no sistema limbico, aliviando os
sintomas da esquizofrenia. Por fim, a leflunomida (Figura 16) foi aprovada para tratamento dos
sinais e sintomas da artrite reumatoide ativa, levando a melhora da funcdo fisica e reduzindo a

progressao do dano estrutural causado pela doencga (ZHU et al., 2018).
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Figura 16. Estrutura quimica do Sulfisoxazol, Risperidona e Leflunomida
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Fonte: elaborado pela autora

Um estudo realizado por Chouaib e colaboradores (2016) avaliou as atividades anti-
inflamatorias e antiproliferativas de isoxazdis 3,5-dissubstituidos derivados dos &cidos
maslinico e oleanoléico, dois triterperndides pentaciclicos (Figura 17). Os resultados
comprovaram que todos os derivados apresentaram atividade antiinflamatdria superior em
relagdo aos compostos de origem. A atividade antiproliferativa indicou que grande parte dos
isoxazois, principalmente os derivados do acido maslinico, exibiram excelente atividade
anticancerigena contra as linhagens de células testadas. Ainda nesse estudo foi possivel
observar que entre todos os derivados triterpénicos, verificou-se que o isoxazol portador de um

anel furfuril (Figura 17) apresentou efeitos anti-inflamatdrios e antitumorais mais promissores.

Figura 17. Estrutura quimica do &cido maslinico, acido oleandlico e derivado sintético promissor

Acido maslinico Acido oleanolico

Derivado sintético com efeitos mais promissores

Fonte: elaborado pela autora
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Em outro estudo, modificacBes estruturais de analogos de nucleosideos foram
realizadas, incorporando-se o anel isoxazdlico, o que levou a obtencdo de oito derivados, que
foram avaliados contra doze tipos de virus, dentre eles, HIV (virus da imunodeficiéncia
humana), HSV (virus da herpes simples), Coxsackie B3 (Cox B3 - enterovirus patogénico, que
desencadeia doencas que variam de sofrimento gastrointestinal a pericardite e miocardite), VSV
(virus da estomatite vesicular) e EMCV (virus da encefalomiocardite). Os derivados 7c, 7d e
8c (Figura 18) exibiram atividade anti-HSV, sendo que os resultados apresentados foram
melhores do que o do farmaco controle (aciclovir). Além disso, os nucleosideos também
exibiram atividades promissoras contra os virus de RNA avaliados (Cox B3, EMCV e VSV),
com atividades antivirais cerca de duas a quatro vezes melhor do que o controle positivo
(ribavirina). Entretanto, em termos de citotoxicidade, todos os derivados apresentam alto
potencial citotoxico e indices de seletividade inferiores aos dos controles positivos. (LEE;
PARK; KIM, 2009).

Figura 18. Nucleosideos contendo um ndcleo isoxazdlico, potencialmente antivirais

Fonte: LEE (2009)
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4. MATERIAIS E METODOS
Os procedimentos de sintese, caracterizacdo, e avaliacdo da atividade citotoxica e
antiviral in vitro das chalconas e isoxazdis derivados do eugenol e analogos propostos estdo

descritos a seguir.

4.1 SINTESE E CARACTERIZAGAO DAS SUBSTANCIAS
As chalconas e isoxazdis sintetizados foram purificados por cromatografia em camada
de silica (CCS) utilizando-se silica gel 60, e posteriormente foram caracterizados por

espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de *H e 3C.

Para as analises cromatograficas em camada delgada (CCD) utilizou-se silica gel 60 G
sobre ldmina de vidro, tendo a camada de silica, uma espessura de 0,25 mm. Como reveladores,
utilizou-se vapores de iodo, para todas as substancias sintetizadas, bem como Molibdato Cérico
de Amonio (CAM), que consiste em uma solugdo de molibdato de aménio em agua com sulfato
de cério e &cido sulfurico, Cloreto de Ferro 111 (5%) e luz ultravioleta, quando necessario.

As andlises de RMN de H e °C foram realizadas no Laboratério Multiusuario de
Caracterizacdo de Moléculas da UFOP/MG, em espectrometro Bruker AC-400 MHz. O
solvente deuterado utilizado foi cloroférmio (CDCIs), e como padrdo interno, tetrametilsilano
(TMS). Os valores dos deslocamentos quimicos (o) foram descritos em ppm relativamente aos

sinais de 'H e °C e os valores de constante de acoplamento (J), em Hz.

As faixas de fusdo das substancias sintetizadas foram determinadas no Laboratério de
Quimica Medicinal e Bioensaios da UFOP/MG, obtidas em aparelho Reichert Austria.

4.1.1. Procedimento geral para obtencéo do formil eugenol (3) e formil diidroeugenol (4)

OH OH O
o o
- Hexamina; AcOHglacial - H
refluxo; 125°C ~ 24h
R R
1: R: alila 3: R: alila
2: R: propila 4: R: propila

Fonte: Elaborado pela autora

Em um baldo de fundo redondo de 125 mL adicionou-se hexamina (5 equivalentes) e
acido acético glacial (40 mL). A mistura reacional foi colocada sob banho de éleo e mantida

sob agitacdo e aquecimento (125°C), em refluxo, por 10 minutos. Apos esse tempo, o eugenol
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(1, 1 eq.) ou diidroeugenol (2, 1 eq.) foram adicionados a mistura reacional. Ao se verificar o
fim da reagéo (por CCD; eluente: Hex/AcOEt 1:1; reveladores: vapor de iodo seguido de cloreto
férrico 5%), adicionou-se a mistura uma solugédo aquosa de HCI 1M (10 mL) mantendo-se o

refluxo e aquecimento por mais 24h.

Ap0s esse tempo, a mistura reagente foi vertida em um béquer de 500 mL e este foi
colocado sob banho de gelo para que a neutralizagdo da solucdo fosse realizada. Para tal,
utilizou-se uma solucdo supersaturada de bicarbonato de sédio, adicionado sob agitacdo
magnética. Apds atingido o pH 7, a solucéo foi transferida para um funil de separacéo e extraida
com cloroformio (5 x 25 mL). A fase organica foi reunida, seca com sulfato de sodio anidro,
filtrada e o solvente evaporado sob pressdo reduzida. O produto bruto foi purificado por
cromatografia em coluna de silica (eluente: Hex/AcOEt 95:5), obtendo-se um 6leo amarelo
(0,9380g; 80% de rendimento) que foi caracterizado por RMN de 'H, *C e DEPT (espectros
em anexo). A tabela 1 a seguir apresenta a quantidade em massa (mg) e nimero de mol (mmol)

dos reagentes que foram utilizados para a obtencéo dos derivados formilados.

Tabela 1. Quantidades dos reagentes utilizados para a rea¢do de formilagdo do eugenol (1) e diidroeugenol (2)

Fenol Hexamina
1: eugenol (6,090 mmol; 1000 mg) 4270 mg (30,4 mmol)
2: diidroeugenol (6,016 mmol; 1000 mg) 4220 mg (30,08 mmol)

Fonte: Elaborado pela autora

Dados de caracteriza¢do da substancia 5-alil-2-hidroxi-3-metoxibenzaldeido (3):

Fonte: elaborado pela autora
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F.M: C11H1203 MM: 192,21g/mol
Aspecto fisico: Oleo amarelo
Massa obtida: 938 mg (4,88 mmol; 80% de rendimento)

RMN de 'H (400 MHz; CDCls), 6 (ppm): RMN de *H (400 MHz; CDClz), é (ppm): 10,98
(s, 1H, H-aldeido); 9,86 (s, 1H, OH): 6,97 (d, 1H, *J = 1,28 Hz, H-5); 6,93 (s, 1H, H-3); 5,98-
5,88 (M, 1H, H-10); 5,12-5,07 (m, 2H, H-9); 3,89 (s, 3H, H-1): 3,36 (d, 2H, 3J = 6,4 Hz, H-11).

RMN de 3C (400 MHz; CDCls), & (ppm): 196,58 (1C, C-8); 149,94 (1C, C-2); 148,10 (1C,
C-7); 136,66 (1C, C-10); 131,35 (1C, C-4); 123,62 (1C, C-6); 120,34 (1C, C-5); 118,56 (1C,
C-3); 116,48 (1C, C-11); 56,19 (1C, C-1); 39,34 (1C; C-9).

Dados de caracterizacdo da substancia 2-hidroxi-3-metoxi-5-propilbenzaldeido (4):

Fonte: elaborado pela autora

F.M: C1uH1403  MM: 194,23g/mol
Aspecto fisico: Oleo amarelo
Massa obtida: 852,1 mg (4,38 mmol; 73% de rendimento)

RMN de 'H (400 MHz; CDCIs), é (ppm): 10,94 (s, H-aldeido); 9,87 (s, OH); 6,96-6,95 (m,
1H, H-5); 6,93 (s, 1H, H-3); 3,90 (s, 3H, H-1); 2,56 (t, 2H, 3J = 7,36 Hz, H-9); 1,68-1,58 (sex,
2H, 3J = 7,48 Hz, H-10); 0,94 (t, 3H, 3J = 7,44 Hz, H-11).

RMN de 13C (400 MHz; CDCls), & (ppm): 196,67 (1C, C-8); 149,63 (1C, C-2); 147,97 (1C,
C-7): 134,05 (1C, C-4); 123,52 (1C, C-6); 120,34 (1C, C-5); 118,66 (1C, C-3): 56,24 (1C, C-
1); 37,27 (1C, C-9), 24,42 (1C, C-10); 13,62 (1C, C-11).
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4.1.2. Procedimentos gerais para a obtengdo das chalconas 6,7, 8,9,10e 11

OH O
/O H

R

3: R=alila
O
4: R = propila ~ X
5:R=H
i: NaOH, EtOH; 4-metil-acetofenona F

ii: NaOH, EtOH; 4-fltior-acetofenona
R 9: R = alila
10: R = propila
11: R=H

Fonte: elaborado pela autora

A sintese de tais substancias foi feita por meio de duas técnicas, sendo que a primeira
delas apresentou um rendimento relativamente baixo para as substancias de interesse,
motivando a busca por uma técnica que melhorasse tais rendimentos. O procedimento de ambas
as técnicas é apresentado em seguida, assim como os dados de caracterizacdo das substancias
6-11. A tabela 2 a seguir apresenta a quantidade em massa (mg) e nimero de mol (mmol) dos

reagentes que foram utilizados para a obtencgéo das chalconas.

Tabela 2. Quantidades dos reagentes utilizados para obtengéo das chalconas 6, 7, 8,9, 10e 11

Aldeido Acetofenona Chalcona obtida

3 (1,0452 mmol; 200 mg)  4-metil-acetofenona: 139,6 mg 6
(1,0452 mmol)

4 (1,0297 mmol; 200 mg)  4-metil-acetofenona: 138,0 mg 7
(1,029 mmol)

5 (1,314 mmol; 200 mg) 4-metil-acetofenona: 160,5 mg 8
(1,314mmol)

3(1,0425 mmol; 200 mg)  4-fluor-acetofenona: 143,7 mg 9

(12,0452 mmol)

4 (1,0297 mmol; 200 mg)  4-fluor-acetofenona: 142,2 mg 10
(1,0297 mmol)
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5 (1,314 mmol; 200 mg) 4-flaor-acetofenona: 181,5 mg 11
(1,3114mmol)

Fonte: Elaborado pela autora

Técnica |
Esta técnica foi utilizada para a sintese das substancias 8 e 11.

Preparou-se, em um baldo de fundo redondo de 50 mL, uma solu¢do contendo a
acetofenona correspondente (1 eq.) em etanol (2,5 mL/mmol de acetofenona) e a esta solugéo,
adicionou-se NaOH (3 eg.) A mistura permaneceu sob agitacdo magnética a temperatura
ambiente por 10 minutos, e ap0s esse tempo, a orto-vanilina (5, 1,2 eq.) foi adicionada,
mantendo-se a mesma condigdo por mais 24 h. Ao se observar o fim da reagdo por CCD
(eluente: Hex/AcOEt 8:2; revelador: vapor de iodo) a mistura foi resfriada e neutralizada
utilizando-se HCI 1 M. Apds a mistura atingir pH 7, evaporou-se o etanol sob pressao reduzida
e, em seguida, a mistura resultante foi transferida para um funil de separacdo, sendo extraida
utilizando-se acetato de etila (3x20 mL). A fase orgéanica foi reunida, seca com sulfato de sodio
anidro, filtrada e concentrada em evaporador rotatério. O produto bruto foi purificado por
cromatografia em coluna de silica e caracterizado por RMN de 'H, $3C e DEPT (espectros em

anexo).

Esse procedimento foi realizado duas vezes para cada uma das substancias. Alcangou-
se um rendimento de 19% (65,9 mg) para o derivado 8 e de 47% (132,3 mg) para o derivado
11.

Técnica Il
Esta técnica foi utilizada para a sintese das substancias 6, 7, 9 e 10.

Em um baldo de 50 mL, preparou-se uma solucdo contendo a acetofenona (1 eq.) e 0
aldeido (1 eq.) correspondentes, em etanol (10 mL). A esta solucdo adicionou-se 6 mL de uma
solugéo aquosa de NaOH (60%), gota a gota, por 30 minutos (2 mL a cada 10 minutos) sob
agitacdo constante. O sistema foi mantido sob agitacdo magnética por 4 horas a temperatura
ambiente. Ao ser observado o fim da reacdo, por CCD (eluente: Hex/AcOEt 6:4; reveladores:
vapor de iodo e CAM), a mistura reagente foi neutralizada utilizando-se HCI 1 M, sob

resfriamento. Apoés atingir pH proximo de 7, a solugdo foi filtrada e o solido recolhido e
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purificado por cromatografia em coluna de silica, alcangando-se rendimentos de 56% (103,1
mg), 93% (241,8 mg), 89% (172,9 mg) e 55% (89,9 mg) para os derivados 6, 7, 9 e 10
respectivamente. Os produtos obtidos foram caracterizados por espectroscopia de RMN de *H,

13C e DEPT (espectros em anexo).

Dados de caracterizacdo da substancia (E)-3-(5-alil-2-hidroxi-3-metoxifenil)-1-(p-tolil)prop-2-

en-1-ona (6)

Fonte: elaborado pela autora

F.M: C20H2003 MM: 308,38 g/mol

F.F: 80-82°C

Aspecto fisico: sélido vermelho

Massa obtida: 103,1 mg (56% rendimento)

RMN de 'H (400 MHz; CDCls), ¢ (ppm): 7,98 (d, 1H, 3Jirans = 15,8 Hz, H-11); 7,92 (d, 2H,
3 =8,0 Hz, H-15); 7,70 (d, 1H, 3Juans = 15,8 Hz, H-12): 7,49 (d, 2H, 3] = 7,92 Hz, H-16); 6,98
(s, 1H, H-5); 6,69 (s, 1H, H-7); 5,99-5,89 (m, 1H, H-9); 5,11-5,06 (m, 2H, H-10); 3,89 (s, 3H,
H-1); 3,32 (d, 2H, 3] = 6,6 Hz, H-8); 2,41 (s, 3H, H-18).

RMN de 13C (400 MHz; CDCls), & (ppm): 190,78 (1C, C-13); 146,81 (1C, C-2); 144,18 (1C,
C-3); 143,30 (1C, C-17); 139,77 (1C, C-11); 137,34 (1C, C-9); 135,94 (1C, C-14); 131,37 (1C,
C-6); 129,23 (2C, C-16); 128,74 (2C, C-15); 128,37 (1C, C-12); 123,50 (1C, C-5); 121,27 (1C,
C-4); 116,05 (1C, C-10); 112,49 (1C, C-7); 56,23 (1C, C-1); 39,84 (1C, C-8); 21,68 (1C, C-
18).

Dados de caracterizacdo da substancia (E)-3-(2-hidroxi-3-metoxi-5-propilfenil)-1-(p-

tolil)prop-2-en-1-ona (7)
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Fonte: elaborado pela autora

F.M: CoH2203 MM: 310,39g/mol

F.F: 80-82°C

Aspecto fisico: Sélido amarelo

Massa obtida: 241,8 mg (93% rendimento)

RMN de 'H (400 MHz; CDCls), 8 (ppm): 8,0 (d, 1H, 3Jians = 15,8 Hz, H-11); 7,94 (d, 2H, 3J
= 8,16 Hz; H-15); 7,73 (d, 1H, 3Juans = 15,8 Hz, H-12): 7,29 (d, 2H, 3J = 7,88 Hz; H-16); 6,97
(d, 1H, 43 = 1,16 Hz, H-5); 6,71 (d, 1H, 4J= 1,48 Hz, H-7); 6,16 (s, 1H, OH); 3,91 (s, 3H, H-
1): 2,54 (t, 2H, H-8): 2,42 (s, 3H, H-18); 1,68-1,59 (sext, 2H, H-9); 0,95 (t, 3H, H-10).

RMN de 13C (400 MHz; CDCls), & (ppm): 190,80 (1C, C-13); 146,61 (1C, C-2); 143,82 (1C,
C-3); 143,24 (1C, C-18); 139,99 (1C, C-11); 135,91 (1C, C-14); 134,04 (1C, C-6); 129,18 (2C,
C-15); 128,69 (2C, C-16); 123,28 (1C, C-12); 121,08 (1C, C-5); 120,80 (1C, C-4); 112,43 (1C,
C-7): 56,16 (1C, C-1); 37,68 (1C, C-8); 24,70 (1C, C-9); 21,62 (1C, C-18); 13,73 (1C, C-10).

Dados de caracterizagdo da substancia (E)-3-(2-hidroxi-3-metoxifenil)-1-(p-tolil)prop-2-en-1-
ona (8)

12

OH 8 (@]
3
1/0 2 4 \9 10 11 3
7 5 12' 15
6 CHj;

13'

F.M: Ci7H1603  MM: 268,31g/mol

F.F: 98-102 °C

Aspecto fisico: Sdlido vermelho

Massa obtida: 65,9 mg (10% de rendimento)

RMN de IH (400 MHz; CDCls), & (ppm): 8,04 (d, 1H, 3Jans = 15,8 Hz; H-8); 7,95 (d, 2H, 3J
= 8,12 Hz; H-12); 7,75 (d, 1H, 3Jivans = 15,8 Hz, H-9); 7,31 (s, 1H, H-5); 7,29 (s, 1H, H-7); 7,21-
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7,19 (m, 1H, H-6); 6,90-6,88 (m, 2H, H-13); 6,31 (s, 1H, OH); 3,93 (s, 3H, H-1); 2,44 (s, 3H,
H-15).

RMN de 13C (400 MHz; CDCls), & (ppm): 190,69 (1C, C-10); 146,83 (1C, C-2); 145,76 (1C,
C-3); 143,30 (1C, C-14); 139,61 (1C, C-8); 135,88 (1C, C-11); 129,20 (2C, C-12); 128,68 (2C,
C-13); 123,57 (1C, C-6); 121,69 (1C, C-9); 121,40 (1C, C-5) 119,66 (1C, C-4); 111,83 (1C, C-
7): 56,21 (1C, C-1); 21,63 (1C, C-15).

Dados de caracterizagdo da substancia (E)-3-(5-alil-2-hidroxi-3-metoxifenil)-1-(4-

fluorfenil)prop-2-en-1-ona (9)

F.M: C1gH17FO3 MM: 312,34g/mol

F.F: 82-84°C

Aspecto fisico: Solido amarelo

Massa obtida: 172,9 mg (89% rendimento)

RMN de *H (400 MHz; CDCls), 6 (ppm): 8,08-8,04 (m, 2H, H-15); 8,0 (d, 1H, *Jirans = 15,8
Hz, H-11); 7,70 (d, 1H, *Jtvans = 15,8 Hz, H-12); 7,16 (t, 2H, °J = 8,6 Hz; H-16); 6,99 (s, 1H, H-
5); 6,73 (d, 1H, ) =1,4 Hz, H-7); 6,19 (s, OH); 6,00-5,91 (m, 1H, H-9); 5,13-5,08 (m, 2H, H-
10); 3,91 (s, 3H, H-1); 3,34 (d, 2H, *J = 6,56 Hz, H-8).

RMN de 3C (400 MHz; CDCls), & (ppm): 189,61 (1C, C-13); 165,48 (1C, d, 1J = 252,26 Hz,
C-17); 146,81 (1C, C-2); 144,27 (1C, C-3); 140,49 (1C, C-11); 137,28 (1C, C-9); 134,83 (d,
2C, 4 = 2,62 Hz, C-14); 131,47 (1C, C-6); 131,15 (d, 2C, 3] = 9,15 Hz, C-15); 123,02 (1C, C-
12): 121,42 (1C, C-5); 120,79 (1C, C-4); 116,11 (1C, C-10); 115,61 (d, 2C, 2] = 21,5 Hz, C-
16), 112,68 (1C, C-7): 56,24 (1C, C-1); 39,82 (1C, C-8).

Dados de caracterizacdo da substancia (E)-1-(4-fluorfenil)-3-(2-hidroxi-3-metoxi-5-

propilfenil)prop-2-en-1-ona (10)
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F.M: C19H10FO3 MM: 314,36g/mol
F.F: 72-74°C

Aspecto fisico: Sdlido amarelo

Massa obtida: 89,9 mg (55% rendimento)

RMN de *H (400 MHz; CDCls), é (ppm): 8,08-8,05 (m, 2H, H-15); 8,0 (d, 1H, 3Jans = 15,8
Hz, H-11); 7,71 (d, 1H, 3Jivans = 15,8 Hz, H-12); 7,16 (t, 2H, %J = 8,6 Hz; H-16); 6,97 (d, 1H, *J
= 1,52 Hz, H-5); 6,73 (d, 1H, “J = 1,8 Hz, H-7); 6,16 (s, OH); 3,91 (s, 3H, H-1); 2,54 (t, 2H, %J
= 1,8 Hz; H-8); 1,68-1,61 (m, 2H, H-9): 0,95 (t, 3H, 3J = 7,36 Hz; H-10).

RMN de 13C (400 MHz; CDCla), é (ppm): 189,80 (1C, C-13); 165,61 (1C, d, XJ = 252,22 Hz,
C-17); 146,79 (1C, C-2); 144,10 (1C, C-3); 140,88 (1C, C-11): 135,02 (d, 1C, 43 = 2,73 Hz, C-
14): 134,32 (1C, C-6); 131,28 (2C, d, 3] = 9,14 Hz, C-15); 123,03 (1C, C-12); 121,43 (1C, C-
5): 120,75 (1C, C-4); 115,75 (2C, d, 2J = 21,79 Hz, C-16); 112,80 (1C, C-7): 56,36 (1C, C-1);
37,86 (1C, C-8); 24,88 (1C, C-9); 13,92 (1C, C-10).

Dados de caracterizacao da substancia (E)-1-(4-fluorfenil)-3-(2-hidroxi-3-metoxifenil)prop-2-

en-1-ona (11)
OH O
PN 8\ n 12
1 4 5 10 13
7 5 12'
6 131 F

F.M: CigH13FO3 MM: 272,28g/mol

F.F: 102-104 °C

Aspecto fisico: Sélido vermelho

Massa obtida: 132,3 mg (47% rendimento)

RMN de 'H (400 MHz; CDCIs), é (ppm): 8,08-8,04 (m, 2H, H-12); 8,02 (d, 1H, 3Jtrans =
15,8 Hz, H-8); 7,73 (d, 1H, 3Jians = 15,8 Hz, H-9); 7,19-7,14 (m, 3H, H-5, H-7, H-6); 6,91-
6,86 (m, 2H, H-13); 6,33 (s, 1H, OH); 3,92 (s, 1H, H-1).
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RMN de 13C (400 MHz; CDCl3), é (ppm): 189,42 (1C, C-10); 165,34 (d, 2C, 1J = 252,29 Hz,
C-14); 146,71 (1C, C-2); 145,74 (1C, C-3); 140,22 (1C, C-8); 134,65 (d, 1C, 4J = 2,8 Hz, C-
11); 130,98 (d, 2C, 3] = 9,1 Hz, C-12); 122,98 (1C, C-6); 121,75 (1C, C-5); 121,02 (1C, C-9);
119,61 (1C, C-4); 115,47 (d, 2C, 2] = 21,6 Hz, C-13); 111,89 (1C, C-7); 56,10 (1C, C-1).

4.1.3 Procedimentos gerais para obtencdo dos derivados isoxazolicos 12, 13, 14, 15, 16 e
17

OH O OH  O-yN
0 X NH,OH.HCI; KOH; McOH 0 P
O O refluxo; 80°C O
R, R,
R, R,
6: R; = alil; R, = CH; 12: R; =alil; R, = CH;3
7: Ry = propil; R, = CH; 13: Ry = propil; R, = CH;
8: R, =H; R, =CH, 14: R, =H; R, = CH,
9:R;=alil; R, =F 15: Ry =ali; R, =F
10: R; = propil; R, =F 16: R; = propil; R, =F
11: R, =H;R,=F 17:R;=H;R,=F

Fonte: elaborado pela autora

A sintese dos isoxazdis foi realizada por meio de quatro técnicas distintas. Cada uma
delas estd descrita a seguir, assim como seus dados de caracterizacdo. O namero de mols

(mmol) e massa (mg) dos reagentes utilizados esté apresentado na tabela 3 abaixo.
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Tabela 3. Quantidades dos reagentes utilizados para obtenc¢éo dos isoxazois 12, 13, 14, 15, 16 e 17

Chalcona Cloridrato de KOH Isoxazol obtido
hidroxilamina

6 (0,486 mmol; 150 33,7 mg (0,486 mmol) 54,58 mg (0,973 12
mg) mmol)

7 (0,483 mmol; 150 134 mg (1,932 mmol) 135,48 mg 13
mQ) (2,415 mmol)

8 (0,559 mmol; 150 38,8 mg (0,559 mmol) 62,7 mg (1,12 14
mQ) mmol)

9 (0,262 mmol; 82,1 18,2 mg (0,262 mmol) 29,3 mg (5,24 15
mQ) mmol)

10 (0,445 mmol; 140 30,9 mg (0,445 mmol) 49,9 mg (0,89 16
mQ) mmol)

11 (0,734 mmol; 200 204,02 mg (2,936 mmol) 205,89 mg (3,67 17
mQ) mmol)

Fonte: elaborado pela autora

Técnica |

O isoxazol 14 foi sintetizado seguindo essa técnica.

Em um bal&o de fundo redondo de 50 mL acoplado a um condensador de refluxo, adicionou-
se 0 KOH (2 eq.), que foi solubilizado em metanol (20 mL). Em seguida, adicionou-se a
chalcona (8; 1 eq.) e o cloridrato de hidroxilamina (1 eq.), mantendo a mistura reacional sob
aquecimento (80°C) e agitacdo magnetica por 48 h. Em seguida, retirou-se o0 aquecimento e a

agitacdo foi mantida por mais 24 h, em temperatura ambiente.

Apdbs esse tempo, a mistura reacional foi acidificada utilizando HCI 1M até pH~3. Em
seguida, evaporou-se o solvente sob pressao reduzida, adicionou-se cerca de 10 mL de dgua no
baldo, transferindo o conteldo para um funil de separacdo para que a extracao fosse feita. Para
tal, utilizou-se diclorometano (5 x 25 mL). A fase orgéanica foi reunida, lavada com H20O

destilada (2x50mL), seca com sulfato de sodio anidro, filtrada, e o solvente evaporado sob
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pressao reduzida. O produto bruto, observado por CCD apenas apos a elaboracdo da reacéo, foi
purificado por cromatografia em coluna de silica (eluente: Hex/AcOEt 90:10), obtendo-se um
solido amarelo com rendimento de 34% (27,9 mg). O produto foi caracterizado por RMN de

'H, 13C e DEPT (espectros em anexo).
Teécnica Il
Os derivados isoxazolicos 12 e 16 foram sintetizados seguindo essa técnica.

Em um bal&o de fundo redondo de 50 mL acoplado a um condensador de refluxo, adicionou-
se 0 KOH (2 eq.), que foi solubilizado em metanol (20 mL). Em seguida, adicionou-se a
chalcona correspondente (6 ou 10; 1 eq.) e o cloridrato de hidroxilamina (1 eq.), mantendo-se
a mistura reacional sob aquecimento (80°C) e agitacdo magnética por 24 h. Foi possivel
observar, por CCD, que, para estas reacdes, no mesmo Rf do material de partida, havia uma
mancha de cor diferente (o possivel produto de interesse), de forma que o aquecimento e

agitacdo foram retirados e a reacédo acidificada com HCI 1M até pH~3.

Evaporou-se o0 solvente sob pressdo reduzida, adicionou-se cerca de 10 mL de agua no
baldo, e a mistura reacional foi transferida para um funil de separagdo, a fim de se realizar a
extracdo da fase aquosa. Para tal, utilizou-se diclorometano (5 x 25 mL) e a fase orgéanica foi
reunida, lavada com H>O destilada (2x50mL), seca com sulfato de sodio anidro, filtrada, e o
solvente evaporado sob presséo reduzida. O produto bruto foi purificado por cromatografia em
coluna de silica (Eluente: Hex/AcOEt 93:7), obtendo-se um sélido amarelo (22,0 mg; 19% de
rendimento) correspondente ao derivado 12 e um so6lido verde (12 mg; 9% de rendimento)
correspondente ao derivado 16. As substincias foram caracterizadas por RMN de 'H, 13C e

DEPT (espectros em anexo).

Na tentativa de obtencdo do derivado isoxazoOlico 13 a partir da chalcona 7, também
realizada seguindo-se essa técnica, observou-se a obtencdo de um outro derivado, o
diidroisozaxol (18) correspondente, um derivado reduzido do isoxazol, confirmado apos as
analises dos espectros de RMN. A estrutura quimica do derivado 18 é apresentada na figura

abaixo.
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Figura 19. Derivado diidroisoxazélico (18)

OH O-N
0 O \
CH;4

18

Fonte: Elaborado pela autora

Para o diidroisoxazol (18), a purificacdo também foi realizada por meio de coluna de silica

(Eluente: Hex/AcOEt 98:2), obtendo-se um sélido marrom com rendimento de 8 % (14,2 mg).
Técnica Il

O derivado 15 foi sintetizado seguindo essa técnica.

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL acoplado a um condensador de refluxo,

adicionou-se peneira molecular 3A, KOH (5,24 mmol; 29,3 mg; 2 eq.) e metanol (25mL).

Apobs 0 KOH ter se solubilizado completamente no metanol, adicionou-se a chalcona
(9, 0,262 mmol; 82,1 mg; 1 eq.) e o cloridrato de hidroxilamina (0,262 mmol; 18,2 mg; 1 eq.).
Manteve-se a mistura reacional sob aquecimento (80°C) e agitacdo magnética por 24h.
Observado o fim da reacdo por CCD (eluente: Hex/AcOEt 6:4 2x; reveladores: luz ultravioleta,
vapor de iodo e CAM), a mistura reagente foi filtrada a vacuo, para que a peneira molecular
fosse removida, lavando-se o baldo com metanol. Assim, acidificou-se a solucdo até pH~3,
utilizando HCI 1 M, sob resfriamento. Apos atingido o pH citado, o metanol foi evaporado sob
pressdo reduzida e a mistura extraida com diclorometano (3x25mL). A fase organica foi, em
seguida, lavada com H.O (2x50mL), seca com sulfato de sddio anidro e concentrada em
rotavapor. O produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna de silica (eluente:
Hex/AcOEt 93:7), obtendo-se um solido verde (15 mg, 24% de rendimento) correspondente ao

derivado 15, que foi caracterizado por RMN de H, *C e DEPT (espectros em anexo).
Técnica IV

Para a sintese das substancias 13 e 17, experimentou-se utilizar essa técnica de duas
formas, sendo a variavel dos dois experimentos, o tempo de reacdo. A reacdo para a obtengdo
do derivado 13 permaneceu sob as condi¢es citadas abaixo por 24 h, enquanto para a obtengéo

do derivado 17, por apenas 1 h.
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Em um baldo de fundo redondo de 50 mL acoplado a um condensador de refluxo,
adicionou-se 0 KOH (5 eq.) solubilizando-o com metanol (20mL). Em seguida, adicionou-se a
chalcona (7 ou 11; 1 eq.) e o cloridrato de hidroxilamina (4 eg.), mantendo a mistura reacional
sob aquecimento (80°C) e agitacdo magnética por 24 h (derivado 13) ou 1 h (derivado 17). Apds
esse tempo, acidificou-se a mistura reagente utilizando HCI 1M até pH~3, sob resfriamento.
Em seguida, evaporou-se o solvente em rotavapor, adicionou-se cerca de 10 mL de H.O
destilada e a solucdo foi transferida para um funil de separacdo, para ser extraida com
diclorometano (5 x 25 mL). A fase organica foi reunida, lavada com H2O destilada, seca com
sulfato de sodio anidro, filtrada e o solvente evaporado sob pressao reduzida. O produto bruto
foi purificado por cromatografia em coluna de silica (eluente: Hex/AcOEt 95:5), obtendo-se
solidos brancos com rendimento igual a 13 mg (12% de rendimento) e 8 mg (9% de rendimento)

para os derivados 13 e 17, respectivamente

Dados de caracterizacdo da substancia 2-metoxi-4-propil-6-(3-(p-tolil)isozaxol-5-il-fenol (13)

F.M: CoH21NO3z  MM: 323,39 g/mol
F.F: 82-84°C
Aspecto fisico: Sélido branco

Massa obtida: 9 mg (6,0% rendimento)

RMN de 'H (400 MHz; CDCls), & (ppm): 9,09 (s, 1H, OH); 7,75 (d, 2H, 3J = 8,16 Hz; H-12);
7.3 (d, 2H, 3 = 8 Hz; H-13); 7,04 (d, 1H, 4J = 1,72 Hz, H-5); 6,92 (s, 1H, H-9); 6,80 (d, 1H, 4J
= 1,64 Hz, H-7); 3,94 (s, 3H, H-1); 2,59 (t, 2H, H-16); 2,43 (s, 3H, H-18); 1,72-1,57 (m, 2H,
H-16); 0,93 (t, 3H, H-17).

RMN de 13C (400 MHz; CDCls), é (ppm): 169,4 (1C, C-8); 163,0 (1C, C-10); 148,28 (1C, C-
2); 144,13 (1C, C-3); 140,88 (1C, C-6); 134,02 (1C, C-18); 129,73 (2C, C-13); 125,88 (2C, C-
12): 124,23 (1C, C-11); 123,52 (1C, C-5); 119,98 (1C, C-4); 113,53 (1C, C-7); 97,26 (1C, C-
9); 56,13 (1C, C-1); 37,68 (1C, C-15); 24,74 (1C, C-16); 21,50 (1C, C-18); 13,76 (1C, C-17).

Dados de caracterizagdo da substancia 2-methoxi-6-(5-(p-tolil)isoxazol-3-il)fenol (14)
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OH O"\{
10
Vo
9
7 5 12! O N
6 13 CHs
15

F.M: C17H1sNO3s  MM: 281,31g/mol
F.F: 122-124°C

Aspecto fisico: Sélido verde

Massa obtida: 0,0279 g (34% rendimento)

RMN de 'H (400 MHz; CDCls), & (ppm): 9,30 (s, 1H, OH); 7,74 (d, 2H, H-12); 7,30 (d, 2H,
H-13); 7,23 (t, 1H, H-6); 6,98-6,93 (m, 2H, H-5; H-7); 6,90 (s, 1H, H-9); 3,95 (s, 3H, H-1);
2,42 (s, 3H, H-15).

RMN de 13C (400 MHz; CDCls), ¢ (ppm): 169,56 (1C, C-8); 162,56 (1C, C-10); 148,59 (1C,
C-2): 146,20 (1C, C-3); 140,98 (1C, C-14); 129,76 (2C, C-13): 125,91 (2C, C-12); 124,14 (1C,
C-5); 119,65 (1C, C-11); 119,62 (1C, C-6); 113,86 (1C, C-4); 112,98 (1C, C-7); 97,16 (1C, C-
9); 56,14 (1C, C-1); 21,52 (1C, C-15).

Dados de caracterizagdo da substancia 4-alil-2-(3-(4-fluorofenil)isoxazol-5-il)-6-metoxifenol
(15)

F.M: C19H16FNO3s MM: 325,34 g/mol
F.F: 64-66 °C

Aspecto fisico: Sélido verde

Massa obtida: 0,015 g (24% rendimento)

RMN de 'H (400 MHz; CDCls), é (ppm): 8,92 (s, 1H, OH); 7,85-7,82 (m, 2H, H-12); 7,19 (t,
2H, H-13); 7,05 (d, 1H, *Jmeta = 1,84 Hz, H-5); 6,91 (s, 1H, H-9); 6,79 (d, 1H, *Jmeta = 1,72 Hz,
H-7); 6,03-5,93 (m, 1H, H-16); 5,14-5,09 (m, 2H, H-17); 3,93 (s, 3H, H-1); 3,38 (d, 2H, 3J =
6,64 Hz, H-15).
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RMN de 13C (400 MHz; CDCls), 8 (ppm): 169,3 (1C, C-8); 163,92 (1C, d, 1J = 250,35 Hz,
H-14); 162,53 (1C, C-10); 148,38 (1C, C-2); 144,36 (1C, C-3); 137,38 (1C, C-16); 131,40 (1C,
C-6); 128,05 (2C, d, 3J = 8,51 Hz, C-12); 123,34 (1C, C-4); 123,30 (1C, C-11); 119,19 (1C, C-
5): 116,31 (2C, d, 2] = 21,98 Hz, C-13); 116,07 (2C, C-17); 113,61 (1C, C-7); 97,81 (1C, C-9);
56,14 (1C, C-1); 39,76 (1C, C-15).

Dados de caracterizacdo da substancia 2-(3-(4-fluorfenil)isoxazol-5-il)-6-metoxi-4-propilfenol
(16)

F.M: C19gH1sFNOs MM: 327,36 g/mol
F.F: 78-80°C

Aspecto fisico: Sélido verde

Massa obtida: 0,0121 g (9% rendimento)

RMN de 'H (400 MHz; CDCls), é (ppm): 8,89 (s, 1H, OH): 7,85-7,82 (m, 2H, H-12): 7,19 (t,
2H, H-13); 7,04 (d, %J = 1,84 Hz, H-5); 6,92 (s, 1H, H-9): 6,79 (d, 1H, *J = 1,68 Hz, H-7); 3,93
(s, 3H, H-1); 2,58 (t, 2H, H-15); 1,70 (sex, 2H, H-16); 0,69 (t, 3H, H-17).

RMN de 3C (400 MHz; CDCls), é (ppm): 168,25 (1C, C-8); 165,12 (1C, C-14); 162,61 (1C,
C-10); 148,16 (1C, C-2); 143,95 (1C, C-3); 134,10 (1C, C-6); 128,01 (2C, d, %J = 8,53 Hz, C-
12): 123,32 (1C, C-11); 123,29 (1C, C-4); 118,95 (1C, C-5); 116,27 (2C, d, 2] = 22 Hz, C-13);
113,46 (1C, C-7); 97,77 (1C, C-9): 56,08 (1C, C-1); 37,64 (1C, C-15); 24,72 (1C, C-16); 13,74
(1C, C-17).

Dados de caracterizagdo da substancia 2-(3-(4-fluorfenil)isoxazol-5-il)-6-metoxifenol (17)

OH oO-pN
1 02 348\\10 2
5 ’ 14
7 12
13 F
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F.M: C16H12FNO3 MM: 285,27 g/mol
F.F: 120-122 °C
Aspecto fisico: Sélido branco

Massa obtida: 8 mg (9,0% de rendimento)

RMN de H (400 MHz; CDCls),  (ppm): 9,10 (1H, OH); 785-7,81 (m, 2H, H-12); 7,24-
7,16 (m, 3H, H-5, H-6, H-7); 6,97-6,92 (m, 2H, H-13); 6,90 (s, 1H; H-9); 3,94 (s, 3H, H-1).

RMN de 13C (400 MHz; CDCls), & (ppm): 168,40 (1C, C-8); 163,94 (d, 1C, 1J = 250,23 Hz,
C-14); 162,54 (1C, C-10); 148,52 (1C, C-2); 146,08 (1C, C-3); 128,07 (d, 2C, 3] = 8,69 Hz, C-
12): 123,26 (1C, 4J = 3,46 Hz, C-11); 119,71 (1C, C-6); 119,65 (1C, C-5); 116,33 (d, 2C, 2J =
21,96 Hz, C-13); 113,70 (1C, C-4); 113,0 (1C, C-7); 97,73 (1C, C-9); 56,14 (1C, C-1).

Dados de caracterizacdo da substancia 2-methoxi-4-propil-6-(3-(p-tolil)-4,5-diidroisoxazol-5-
il)fenol (18)

F.M: C2oH23sNO3z MM: 325,41g/mol
Aspecto fisico: Solido marrom
Massa obtida: 14,2 mg (8,0% de rendimento)

RMN de 'H (400 MHz; CDCls), & (ppm): 7,58 (d, 2H, H-12); 7,19 (d, 2H, H-13); 6,85 (d,
1H, J = 1,8 Hz, H-5); 6,64 (d, 1H, J = 1,8 Hz, H-7); 5,95 (dd, 1H, J = 8,04 Hz, H-8); 5,69 (s,
1H, OH); 3,87 (s, 3H, H-1); 3,78 (dd, 1H, J = 11,08 Hz, H-9); 3,30 (dd, 1H, J = 8,04, H-9°);
2,49 (t, 2H, H-15): 2,37 (s, 3H, H-18); 1,63-1,54 (sext, 2H, H-16); 0,91 (s, 3H, H-17).

RMN de 13C (400 MHz; CDCls), & (ppm): 156,74 (1C, C-10); 146,31 (1C, C-2); 140,41 (1C,
C-3); 140,34 (1C, C-14); 134,61 (1C, C-6): 129,51 (2C, C-12): 127,06 (1C, C-4); 126,87 (2C,
C-13); 126,61 (1C, C-11); 118,19 (1C, C-7); 110,54 (1C, C-5); 78,18 (1C, C-8); 56,24 (1C, C-
1); 42,43 (1C, C-9); 38,07 (1C, C-15); 25,03 (1C, C-16); 21,59 (1C, C-18); 14,01 (1C, C-17).



52

4.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA E ANTIVIRAL DAS SUBSTANCIAS

4.2.1 Ensaios bioldgicos

Os ensaios biologicos in vitro foram realizados no Laboratorio de Biologia e Tecnologia
de Micro-organismos, do Instituto de Ciéncias Exatas e Bioldgicas, e no Laboratério de
Quimica Medicinal e Bioensaios, da Escola de Farmacia, da Universidade Federal de Ouro
Preto. Nestes ensaios foram utilizadas as seguintes linhagens celulares e virus:
Zika virus: A amostra de ZIKV utilizada para a propagacéo in vitro deste virus foi obtida de
um paciente com quadro clinico sem complica¢fes, morador do estado de Pernanbuco (PE-
243/215). Esta amostra foi gentilmente cedida pela Prof. Dra. Erna Geessien Kroon, da
Universidade Federal de Minas Gerais.

Chikungunya virus (CHIKV): A amostra de CHIKV (527-African) utilizada para a propagacao

in vitro deste virus foi gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Eurico de Arruda Neto, do Instituto
de Pesquisa em Virologia da Universidade Federal de Sao Paulo.

Mayaro virus (MAYV): A amostra de MAYYV utilizada para a propagacao in vitro deste virus

foi isolada de um humano no Estado do Acre. Esta amostra foi gentilmente cedida pelo Prof.
Dr. Mauricio Lacerda Nogueira, da Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto.
Células C6/36: As ceélulas C6/36 sdo derivadas de larvas do mosquito Aedes albopictus,

multiplicadas em meio L15 suplementado com 5 % SFB contendo, penicilina (100 UI/mL) e
anfotericina B (5 pg/mL), em ambiente com 5% de CO; a 37 °C. Estas células foram utilizadas
na producdo do virus estoque de ZIKV.

Células HepG2: As células HepG2 sdo derivadas de carcinoma hepatocelular do figado de

humano (homem caucasiano de 15 anos de idade), multiplicadas em meio DMEM
suplementado com 5 % SFB contendo penicilina/estreptomicina (100 UI/mL) e anfotericina B
(5 pg/mL), em estufa com 5 % de CO2, a 37 °C. Estas células foram utilizadas nos ensaios de
citotoxicidade.

Células MRC-5: As células MRC-5 sdo derivadas de fibroblastos de pulmdo de um feto

masculino de 14 semanas, multiplicadas em meio DMEM suplementado com 5 % SFB
contendo penicilina/estreptomicina (100 UI/mL) e anfotericina B (5 pg/mL), em estufa com 5
% de CO2, a 37 °C. Estas celulas foram utilizadas nos ensaios de citotoxicidade.

Células T24: As células T24 sdo derivadas de carcinoma de células de transi¢cdo da bexiga de
humano (mulher caucasiana de 81 anos de idade), multiplicadas em meio DMEM
suplementado com 5 % SFB contendo penicilina/estreptomicina (100 UI/mL) e anfotericina B
(5 ug/mL), em estufa com 5 % de CO2, a 37 °C. Estas células foram utilizadas nos ensaios de
citotoxicidade.
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Células TOV-21G: As Células TOV-21G sdo derivadas de adenocarcinoma maligno primario

de ovério de humano (mulher caucasiana de 62 anos de idade), multiplicadas em meio DMEM
suplementado com 5 % SFB contendo penicilina/estreptomicina (100 Ul/mL) e anfotericina B
(5 pg/mL), em estufa com 5 % de CO2, a 37 °C. Estas células foram utilizadas nos ensaios de
citotoxicidade.

Células Vero: As células Vero sdo derivadas de rins de macaco verde (Cercopthecus
aeothiops), cultivadas em meio DMEM suplementado com 5 % SFB contendo
penicilina/estreptomicina (100 UI/mL) e anfotericina B (5 pg/mL), em estufa com 5 % de CO?2,
a 37 °C. Estas células foram empregadas nos experimentos de citotoxicidade, de atividade
antiviral contra os arbovirus ZIKV, CHIKV e MAYV.

Na tabela 4, estdo resumidas as caracteristicas das linhagens celulares (origem
histologica e ATCC®) e as concentracbes de plagqueamento utilizadas nos ensaios de
citotoxicidade, em microplacas de 96 cavidades, para as células HepG2, MRC-5, T24, TOV-
21G e Vero, e de atividade antiviral, para a linhagem celular Vero.

Tabela 4. Linhagens celulares utilizadas nos ensaios biol6gicos in vitro

CONCENTRACAO
LINHAGEM ORIGEM ATOC® DE
CELULAR HISTOLOGICA PLAQUEAMENTO
(CELULAS/POCO)
HepG2 Carcinoma HB — 8065 ™ 2 x 10*
hepatocelular
MRC-5 Fibroblasto de CCL-171™ 1,0 x 10*
pulmé&o
T24 Carg'”‘?ma de HTB_4 ™ 1x 10*
exiga
TOV-21G Adenocarcinoma o, 49735 ™M 5 x 10°
ovariano
Vero Célula epitelial renal CcCL-81™ 2,0 x 10*

4.2.2 Avaliacéo da citotoxicidade pelo ensaio do MTT

Suspensdes de células HepG2 (linhagem celular de carcinoma hepatico de figado
humano), MRC-5 (linhagem celular de fibroblasto de pulm&o humano), T24 (linhagem celular
de cancer de bexiga humano), TOV-21G (linhagem celular de cancer de ovario humano) e
VERO (linhagem celular de rim de macaco verde), em meio de cultura suplementado com 5%
SFB, foram distribuidas em microplacas de 96 cavidades. As placas foram incubadas em
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atmosfera imida, a 5 % de CO, a 37 °C por 24 horas (MOSMANN, 1983; TWENTYMAN;
LUSCOMBE, 1987). Oito diluigdes seriadas das amostras, previamente solubilizadas em
DMSO, foram preparadas utilizando meio DMEM 1 % SFB, em concentracfes que variam de
100 a 0,78125 pg/mL. O volume utilizado das amostras foi calculado para que a quantidade de
DMSO por poco néo excedesse a concentracdo de 2% (BRANDAO et al., 2010).

Ap06s a formacdo da monocamada celular na superficie dos pogos de cada placa, 0 meio
de cultura foi removido das cavidades e 100 L das soluc@es diluidas das amostras e 100 pL
de meio de cultura DMEM 1 % SFB foram adicionados e as placas incubadas sob a mesma
condicdo atmosférica. A solucdo de MTT [brometo de 3-(4’°,5’-dimetiltiazol-2’-ila)-2,5-
difeniltetrazol] (Sigma Aldrich®), preparada em tampéo fosfato estéril (PBS) na concentrago
de 1,0 mg/mL, foi adicionada 120 minutos antes da realizacdo das leituras (MOSMANN, 1983;
TWENTYMAN; LUSCOMBE, 1987).

As leituras foram realizadas em leitor de microplacas 24 horas apds a adicdo das
amostras nos ensaios realizados com a linhagem celular MRC-5, apds 48 horas nos ensaios
com a célula tumoral T24 e ap6s 72 horas nos ensaios utilizando as células Vero e as células
tumorais HepG2 e TOV-21G. A quantificacdo da formazana, obtida apds a reducédo do sal de
tetrazolio (MTT) nas células vidveis, foi realizada no leitor VICTOR™ X3 (Perkin Elmer®)
com auxilio do software WorkOut 2.5 no comprimento de onda de 490 nm (MOSMANN, 1983;
TWENTYMAN; LUSCOMBE, 1987). A multiplicacdo celular da monocamada tratada foi
comparada com controle celular.

A toxidade celular foi expressa em termos de concentracao citotdxica a 50 % (CCso). A
porcentagem citotoxica foi calculada como [(A-B)/A]x100, onde A e B sdo as densidades
Gticas a 490 nm (DOago) das cavidades onde estdo presentes células ndo tratadas (A) e tratadas
(B), respectivamente.

Este experimento foi realizado com o0s seguintes controles:

Controle celular: a monocamada de células foi incubada apenas com meio de cultura

suplementado com 1 % SFB. Este controle avalia 0 comportamento das celulas sem que as
mesmas tenham contato com qualquer interferente durante o periodo de incubacgdo. Assim, 0s
pocgos reservados para esse controle foram utilizados como padrédo para comparagdo com
aqueles em que fossem observados alguma atividade citotoxica.

Controle de DMSO: pogos contendo a monocamada celular foram acrescidos de meio de cultura

com 1 % SFB e tratados com DMSO. Este controle foi utilizado para demonstrar que o solvente

usado para solubilizar as amostras ndo possui potencial atividade citotoxica.
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4.2.3 Avaliacéo da atividade antiviral in vitro

4.2.3.1 Preparo das suspensdes estoques virais e determinacéo dos titulos virais

A multiplicacdo do Zika virus (ZIKV) foi realizada conforme descrito por Coelho et al.
(2017), para obtencéo dos estoques de virus, células C6/36, cultivadas em garrafas de 150 cm?,
foram infectadas com 0,01 unidades formadoras de placas (UFP) e mantidas em estufa BOD,
durante cinco dias, a 28 °C.

A multiplicacdo do CHIKV e do MAYYV foi realizada em células Vero, cultivadas em
garrafas de 150 cm?®, foram infectadas com 0,01 unidades formadoras de placas (UFP) e
mantidas em estufa a 37 °C e 5% de COg, por dois dias para o CHIKYV e trés dias parao MAYV.

Apds a visualizacdo de morte celular em 90 a 100 % das células, o sobrenadante foi
coletado e centrifugado a 4000 rpm, por 10 minutos, em centrifuga previamente refrigerada a
4 °C. O sobrenadante foi aliquotado e armazenado a -80 °C.

O titulo dos virus produzidos foi determinado pela técnica de contagem do numero de
unidades formadoras de placas (UFP). O ZIKV apresentou titulo de 6,8 x 10° UFP/mL, o titulo
do CHIKYV foi de 1,4 x 10™ UFP/mL e do MAYYV de 2,5 x 108 UFP/mL.

4.2.3.2 Avaliacdo da atividade antiviral pela técnica colorimétrica do MTT

A avaliacdo da atividade antiviral in vitro foi realizada de acordo com a metodologia
descrita por Branddo et al. (2010). Solucdes estoque das amostras foram preparadas em DMSO.
As amostras foram avaliadas em concentracdes ndo citotdxicas, a partir de concentraces
inferiores a concentracdo citotdxica a 50 % (CCso).

As monocamadas celulares foram cultivadas em placas de 96 cavidades (2,0 x 10*
células/cavidade). Apo6s 24 horas de incubacdo em 5 % de COg, a 37 °C, 0 meio de cultura
(DMEM 5 % SFB) foi removido e 100 pL das dilui¢des das amostras, foram adicionados em
cada cavidade, juntamente com 100 pL da suspensao viral (titulo de 1,0 x 103 TCIDso/mL, para
0 Zika virus; titulo de 1,0 x 10° TCIDso/mL, para 0 CHIKV; titulo de 1,0 x 108 TCIDso/mL,
para 0 MAYYV). Em seguida, as placas foram incubadas em atmosfera itmida contendo 5 % de
CO3, a 37 °C, por 72 horas. Os experimentos foram desenhados da seguinte forma: controle de
celulas tratadas e ndo infectadas (CT); controle de células néo tratadas e infectadas (CV) e
controle de células ndo tratadas e ndo infectadas (CC), além da triplicata da atividade antiviral
das amostras testes (células infectadas e tratadas).

Além disso, todos os testes foram comparados com o controle positivo, ribavirina ou
amantadina, simultaneamente, em circunstancias idénticas como relatado anteriormente
(BETANCUR-GALVIS et al., 2002).
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A viabilidade celular foi avaliada pelo método colorimétrico do MTT (MOSMANN,
1983). O sobrenadante foi removido e, em seguida, foram adicionados 28 pL de uma solugéo
de MTT (1,0 mg/mL em PBS), em cada cavidade. As placas foram incubadas por 120 minutos
a 37 °C e, apos este tempo de incubacdo, foram adicionados 100 uL de DMSO, em cada
cavidade, para dissolver os cristais de formazana. As placas foram mantidas sob agitacdo, em
agitador de placas durante 15 minutos e a densidade 6ptica foi determinada em 490 nm (DOago),
no leitor de microplacas.

A concentracdo eficaz que apresenta 50 % de efeito antiviral, isto €, concentracdo
efetiva a 50 % (CExo), é expressa como a concentracdo que promove a protecdo de 50 % das
células tratadas da destruicdo causada pelo virus. A porcentagem de protecéo é calculada como
[(A-B)/C-B)]x100, onde A, B e C sdo as DOag das cavidades nas quais estdo presentes células
tratadas e infectadas (A), ndo tratadas e infectadas (B), e ndo tratadas e ndo infectadas (C),
respectivamente.

Este experimento foi realizado com os seguintes controles:

Controle celular: a monocamada de células foi incubada apenas com meio de cultura

suplementado com 1 % SFB. Este controle avalia 0 comportamento das células sem que as
mesmas tenham contato com qualquer interferente durante o periodo de incubacgdo. Assim, 0s
pocos reservados para esse controle foram utilizados como padrdo para comparagdo com
aqueles em que fossem observados alguma atividade citotdxica ou citopatica.

Controle de citotoxicidade das amostras testadas: pocos contendo a monocamada celular foram

simultaneamente acrescidos de meio de cultura suplementado com 1 % SFB e as dilui¢bes das
amostras nas concentragcdes em que as mesmas foram utilizadas no ensaio antiviral. Este
controle foi realizado para confirmar que as amostras ndo possuem atividade citotoxica nas
concentragdes avaliadas.

Controle viral: a monocamada de células foi incubada com meio de cultura suplementando com
1% SFB e com a suspensdo de virus, simultaneamente, sem nenhum tratamento. O controle de
virus é utilizado como padrdo de comparagdo para determinar o efeito citopatico provocado
pelo virus.

Controle de virus com DMSQO: pogos contendo a monocamada celular foram acrescidos de meio

de cultura com 1 % SFB e de suspensdo de virus, além de serem tratados com DMSO. Este
controle foi utilizado para demonstrar que o solvente usado para solubilizar as amostras néo
possui potencial atividade antiviral.

Controle positivo: a monocamada de célula foi acrescida de meio de cultura suplementado com

1 % SFB, suspensdo de virus e tratada com a substancia ribavirina, conhecidamente ativa frente
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ao Zika virus (KAMIYAMA et al., 2017) e a0 MAYV (FERRAZ et al., 2019). Para os ensaios
de atividade anti-CHIKV foi utilizada o principio ativo amandatina, previamente descrito como
ativo in vitro contra o CHIKV (DEY et al., 2019). O controle positivo foi utilizado para
demonstrar que o ensaio proposto é confiavel na determinacdo da atividade antiviral frente aos
arbovirus, além de ser um pardmetro de comparacdo com as amostras testadas em relagdo a
avaliacdo da atividade antiviral.

4.2.3.3 Estatistica

Foi utilizado o Teste t de Student, a anélise de variancia do pacote estatistico GraphPad
Prism, versdo 5.00, para avaliar diferencas entre as médias e medianas nos ensaios de
citotoxicidade e de atividade antiviral em comparacao com os controles. Foi aceito para todos

os testes o nivel de significancia de 5 %.

4.2.3.4 Determinacdo do indice de Seletividade

Nos ensaios de citotoxicidade, o indice de seletividade (I1S) de determinada amostra é
definido como a razao entre a sua concentracdo citotoxica média (CCsp), em células MRC-5,
pela sua concentracdo citotoxica média (CCso) em cada uma das linhagens celulares tumorais
(HepG2, T24 ou TOV-21G). O valor do IS, neste ensaio, indica a seletividade das amostras
testadas em apresentar atividade citotoxica frente as células tumorais quando comparada a
linhagem celular normal de humano (MRC-5).

Nos ensaios de atividade antiviral, o IS das amostras testadas é definido como a razdo
entre a sua concentracao citotdxica média (CCso), pela sua concentracdo efetiva média (CEsp),
na linhagem celular VERO. O valor do IS no ensaio antiviral sugere a seletividade das amostras
testadas em inibir o ciclo de multiplicacdo dos virus, impedindo, assim, a infeccdo da

monocamada celular pelos virus.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PLANEJAMENTO DAS CHALCONAS E ISOXAZOIS DERIVADOS DO EUGENOL E
ANALOGOS PROPOSTOS

Baseado em estudos que apresentam relatos de diferentes atividades bioldgicas para
chalconas e isoxazdis, como antifungica, antiviral e citotoxica (ZHU et al., 2018; ZHUANG et
al., 2017), nosso grupo de pesquisa prop0s a sintese dessas substancias contendo estas duas
classes quimicas na forma de hibridos moleculares com o eugenol [e seus analogos
diidroeugenol (Ri: propila) e orto-vanilina (Ri: H)], um alilfenol natural também
potencialmente bioativo (Figura 20). Os derivados propostos se diferenciam quanto a presenca
de um grupo doador de elétrons (metila) e um grupo retirador de elétrons (flior) em um de seus
anéis benzénicos, a fim de se compreender a importancia do efeito eletrénico desses grupos
para a atividade bioldgica das substancias. A orto-vanilina foi utilizada para a avaliacdo da
importancia dos grupos alila e propila do eugenol e seu analogo diidroeugenol, respectivamente,

no anel benzénico proveniente dos fenois.

Figura 20. Novas chalconas e isoxazois planejadas como hibridos moleculares

/ chalconas
O R;: alila, propila ou H
eugenol
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Conforme apresentado no Esquema 1 a seguir, a sintese das chalconas (6 a 11) requereu,
inicialmente, a obtengéo dos derivados formilados do eugenol (1) e diidroeugenol (2), por meio
de uma reacdo com hexamina e &cido acético (BRANCAGALION et al. 2018), para que,

posteriormente, uma reagdo de condensacgéo alddlica entre os trés aldeidos (o terceiro aldeido é
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a orto-vanilina, obtida comercialmente) e duas acetofenonas pudesse originar as chalconas, por
meio da reacdo de condensacdo de Claisen-Schmidt, j& bem descrita na literatura
(YAEGHOOBI et al., 2016; YADAV et al., 2017). Para a obtencéo dos derivados 8 e 11, ndo
foi necesséaria a formilacédo prévia de seu fenol precursor, visto que a orto-vanilina ja possui um
grupo formila em sua estrutura. De posse de todas as chalconas, a obtencdo dos derivados
isoxazélicos 12 a 17, foi possivel a partir de sua reacdo de ciclizagdo com cloridrato de
hidroxilamina (KIDWAI; KUKREJA; THAKUR, 2006).

Esquema 1. Rota sintética para obtencédo das chalconas e isoxazdis propostos.

OH OH OH (0]
O i A0 CHO i A0 X
—_— —_—
R,
R, R,

R,
1: R, =alil
2p o ;r‘Opﬂ 3: R, =alil 6: R; = alil; R, = CH;
e 4: R, = propil 7: Ry = propil; R, = CHj
5: R, = H (comercial) 8: R, =H; R, = CH;

10: R, = propil; R, =F

iii
i hexamina, acido acético, refluxo; ii: acetofenona

correspondente, hidroxido de sodio, etanol, temp. ambiente;
iii: cloridrato de hidroxilamina, carbonato N

de potassio, metanol, refluxo. oH O \
O O = O Ry

12: R =alil; R, = CH;
13: R, = propil; R, = CHj;
14: R, =H; R, = CH;,

15: R, =alil; R, =F

16: R, = propil; R, =F
17: Ry =H; R, =F

Fonte: elaborado pela autora

As chalconas e isoxazois sintetizados foram purificados por cromatografia em camada
de silica (CCS) e posteriormente foram caracterizadas por espectroscopia de ressonancia

magnética nuclear de *H e 3C.
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5.1.1 Sintese e caracteriza¢do dos intermediarios formilados do eugenol e diidroeugenol
(3ed)
OH OH O

Hexamina; AcOHglacial - H
refluxo; 125°C ~ 24h

R R
1: R: alila 3: R: alila
2: R: propila 4: R: propila

Fonte: elaborado pela autora

A reacdo de formilacdo dos fendis para a obtencdo dos intermediarios de interesse foi
realizada conforme descrito por Brancaglion e colaboradores (2018). A metodologia mostrou-
se adequada diante das condi¢Ges e materiais disponiveis em nosso laboratorio, além de
fornecer os produtos de interesse em bons rendimentos e quantidades suficientes para
caracterizacdo e sintese das chalconas, embora os produtos tenham sido obtidos com

rendimentos inferiores aqueles descritos na literatura.

Trata-se de uma reacdo de substituicdo eletrofilica aromética (SEA), em meio acido.
Conforme demonstrado no mecanismo proposto no Esquema 2 abaixo, inicialmente, é
necessario que ocorra a formacao de uma espécie eletrofilica, que, neste caso, se da pela reacéo
entre a hexamina e o0 acido acético glacial. Como resultado, € formada uma espécie protonada
ciclica que, posteriormente, levard a formacdo de um eletrofilo ionizado. A posicdo orto livre
do eugenol (1) ou diidroeugenol (2), favorecida eletronicamente devido ao efeito eletrodoador
(por ressonancia) do grupo hidroxila, torna-o um efetivo nucledfilo frente ao eletrofilo formado.
Este ataque leva a formacdo do ion arénio, que € estabilizado por ressonancia (etapa lenta), e
consequente perda da aromaticidade. Para que a aromaticidade seja re-estabelicida e o produto
obtido, um proton ligado ao carbono, cujo eletréfilo foi adicionado, é perdido, permitindo a

restauracdo da ligacdo n, sendo essa uma etapa rapida.
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Esquema 2. Proposta de mecanismo para a rea¢ao de formilacdo do eugenol e diidroeugenol com hexamina

LR P g
AcO H
oY
H
i ! R
N/\N/—\ N3 _ NN —_—
N H=0A N\ — |\ GCH
N ¢ N-p SR,
2 Hoac  H 07 1 07
Ho N o} ”Ho
A PT AN ) S
NQ(N 1 2 l\t\rNH a N N, &
NN NN NN

NN R R
R g
OH : 070 OH «Q Ho M Hoac
o Mo GHs _0 ¥ N o
- SNH__N LN/
LNTY p—
L NH,
& NHp R
H.® 0Ac OH O

Fonte: GRIMBLAT (2016)

Os intermediarios formilados do eugenol e diidroeugenol foram caracterizados por
espectroscopia de RMN de 'H e *3C. No espectro de RMN de 'H o sinal presente em
aproximadamente 810,9 confirmou a presenca dos hidrogénios do grupo aldeido. A cadeia
alilica do eugenol foi caracterizada por meio de sinais caracteristicos em 5,98-5,88 (m, 1H, H-
10); 5,12-5,07 (m, 2H, H-9); 3,36 (d, 2H, 3J = 6,4 Hz, H-11). Ja a cadeia propilica do
diidroeugenol, sinais em 2,56 (t, 2H, 3J = 7,36 Hz, H-9); 1,68-1,58 (sex, 2H, 3J = 7,48 Hz, H-
10); 0,94 (t, 3H, 3J = 7,44 Hz, H-11), confirmaram a sua presenca.
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11

Fonte: elaborado pela autora

No espectro de *C, esses sinais aparecem em 37, 24 e 13 ppm, para C-9, C-10 e C-11,
respectivamente, referentes a cadeia propilica; enquanto a cadeia alilica, 0s sinais se encontram
em deslocamentos proximos a 136, 116 e 39 ppm referentes a C-10, C-11 e C-9,
respectivamente. O C-8, carbono carbonilico, em ambas as moléculas, apresentou
deslocamento quimico préximo de 196 ppm, corroborando, assim, a formacéo das moléculas

propostas.

5.1.2 Sintese e caracterizacdo das chalconas derivadas do eugenol e analogos (6-11)

Para obtencédo das chalconas 6 a 11, os intermediarios formilados foram submetidos a
uma reacao contendo as acetofenonas correspondentes, em meio basico, reagdo conhecida como
condensacéo de Claisen—Schmidt. Inicialmente, as chalconas haviam sido obtidas por meio da
metodologia descrita por Yaeghoobi e colaboradores (2016), em que se utiliza etanol a uma
proporcéo de 2,5 mL/mmol de acetofenona, entretanto os rendimentos obtidos foram muito
baixos e motivaram a busca de uma nova metodologia. Sendo assim, passamos a seguir a
técnica descrita por Yadav e colaboradores (2017), que prop6e o uso de uma solucdo aquosa de
NaOH a 60%, que é adicionada ao meio contendo a acetofenona e o aldeido, gota a gota, por
30 minutos, sob agitacdo magnética constante. Foi possivel notar que, com a mudanca da
técnica os rendimentos dos produtos obtidos melhoraram significativamente, chegando, em

alguns derivados, a cerca de 90%.

A reacdo de Claisen-Schmidt trata-se de uma reagéo aldolica cruzada, em que um dos
reagentes ¢ uma cetona. Primeiramente, a base presente no meio capta o proton do carbono o a
carbonila (H) levando a formagéo do anion enolato, que € estabilizado pelo equilibrio ceto-
enolico. O anion enolato age como nucleéfilo, atacando a carbonila da molécula do aldeido
presente no meio, de forma que os elétrons © da carbonila atacada sao deslocados, originando
assim, o anion alcooxido. Apds isso, o anion alcooxido capta o hidrogénio de uma molécula de
agua do meio, levando a formacéo do aldol correspondente. Na sequéncia, a base presente no

meio ainda promove uma nova desprotonac¢ao do hidrogénio a a carbonila do aldol formado,
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levando a uma desidratagdo e consequente formagao do produto a,f-insaturado. O mecanismo

proposto para a reacdo descrita esta ilustrado no Esquema 3.

Esquema 3. Proposta de mecanismo para a condensacéo de Claisen—Schmidt entre as acetofenonas e os aldeidos
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Fonte: elaborado pela autora
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Fonte: elaborado pela autora

A confirmacdo da formacdo das chalconas sintetizadas foi possivel a partir da analise
de seus espectros de RMN de 'H, em que se pode observar dois dubletos na regido de 58,0 e
87,9 confirmando a formacéo da ligagdo a-B, insaturada com a carbonila. A isomeria E (trans)
das substancias foi confirmada uma vez que a constante de acomplamento entre os hidrogénios
olefinicos de todos os derivados sintéticos foi de aproximadamente 15,8 Hz, valor tipico
descrito para alcenos com esse tipo de isomeria. Para alcenos cis (Z), sdo relatados valores de
constante de acomplamento (3J) na faixa de 10 Hz (PAVIA, 2010), evidenciando, desta forma,

a estereoquimica E das substancias obtidas.

Além desses sinais, observou-se também um simpleto de integral igual a 3 em
aproximadamente 63,8 referente aos hidrogénios do grupo metoxila (OCHs) presente nas
chalconas e em 62,5 o sinal dos hidrogénios do grupo metila (CHz3) presente nos derivados 6, 7
e 8. Os hidrogénios aromaticos H-5 e H-7 aparecem em regides proximas a 66,98 e 66,69, na
forma de simpletos ou dubletos com constantes de acomplamento 4J proximas de 1,40 Hz,
caracterizados pelo acoplamento aromatico do tipo *J (meta) entre estes dois hidrogénios
aromaticos; a presenca do grupo metdxi mais préximo de H-7 torna esse préton mais blindado
que H-5, diminuindo assim o efeito da anisotropia magnética causada pelo anel aromaético,
justificando seu sinal em regido mais blindada. Ja para as chalconas derivadas da orto-vanilina,
por ndo possuiram substituinte em C-6, os sinais dos hidrogénios aromaticos H-5, H-6 e H-7,
encontram-se em regides proximas de 67,3, sendo que para o derivado 11 esses sinais se

sobrepuseram no espectro aparecendo na forma de um multipleto em regido de 67,19.

Quanto a cadeia lateral alilica do eugenol, observou-se sinais caracteristicos
compativeis, como um dupleto em aproximadamente §3,32 (CHo-CH=CHz; 3] = 6,5 Hz; 2H),
um multipleto em 65,99-5,89 (CH,-CH=CHy>; 1H) e, considerando que os hidrogénios vinilicos
terminais (CH>-CH=CHpy; 2H) ndo sdo magneticamente equivalentes, teoricamente os sinais

presentes em 65,13-5,12 e 65,11-5,08 deveriam fornecer um par de duplos dubletos, entretanto
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no espectro, ocorreu, possivelmente, uma sobreposicdo dos sinais ndo sendo possivel a

observacdo dos duplos dubletos, mas sim um multipleto com valor de integral compativel.

Ja para os derivados 7, 10, 13 e 16, que possuem a cadeia propilica em substituicdo ao
grupo alila, sinais presentes em, aproximadamente, 52,54, 561,68 e 80,95, na forma de um
tripleto (CH>-CH2-CH3), um sexteto (CH2-CH.-CHz) e outro tripleto (CH2-CH2-CHj3),

respectivamente, confirmaram a sua presenca.

E importante ainda, ressaltar a presenca, em aproximadamente 58,0 dos espectros, de
um padréo de quatro linhas de um anel para-dissubstituido, aléem do alto deslocamento quimico
para esses protons, demonstrando o efeito da anisotropia magnética das ligagdes m na posicao
orto (67,95, 2H, H-15) a carbonila, tornando-os muito mais desblindados do que os prétons
meta (67,29, 2H, H-16). Como os derivados sintetizados apresentam um plano de simetria (que
atravessa o grupo metila e carbonila ou fltor e carbonila), espera-se que os protons H-15 e H-
15’ (ambos orto a carbonila) tenham o mesmo deslocamento quimico, assim como o0s prétons
H-16 e H-16". Assim, presume-Se que ambos os lados do anel apresentam um padrdo de
separacao idéntico, de forma que o préton H-16 acopla com H-15 gerando um dubleto e H-15
acopla com H-16 gerando outro dubleto. Na figura 20 é possivel notar exatamente esse padrdo
de separacdo. Como esses prétons ndo sao magneticamente equivalentes, o padrdo de quatro
linhas ndo corresponde a uma separagcdo de primeira ordem, levando a uma situagdo mais
complexa. O que se pode relatar é que, para os derivados com substituinte metila na posicao
para, observou-se o padrdo da figura 20, entretanto os derivados com flior como substituinte

apresentaram um padrdo diferente, como representado na figura 21.
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Figura 21. Padréo de quatro linhas observado no espectro de RMN de ‘H do derivado 7
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Fonte: elaborado pela autora

Figura 22. Padréo de quatro linhas observado no espectro de RMN de ‘H do derivado 16
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Fonte: elaborado pela autora

Nos espectros de RMN de 3C das chalconas, observou-se em aproximadamente 56,0
ppm o sinal relativo ao carbono do grupo metoxila (OCHs; 1C) e em 25 ppm o sinal relativo ao

grupo metila (CH3) dos derivados 6, 7 e 8. Os sinais referentes aos carbonos a-f3, insaturados
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foram observados em 146,0 e 122 ppm, e da carbonila (entre 190-189 ppm) confirmando assim,

mais uma vez, a obtencdo destas substancias.

Foi possivel observar, para os derivados 9, 10 e 11 o efeito do acoplamento
heteronuclear entre os carbonos (C-14, C-15, C-16 e C-17) e 0 &tomo de fltor, fornecendo assim
dubletos em aproximadamente 165; 134; 130 e 115 ppm com constantes de acoplamento iguais
a 252 (2); 2 (43); 9 (J) e 21 Hz (2J), respectivamente.

Além disso, para corroborar as analises feitas por meio dos espectros de RMN de 'H
para as moléculas quanto a presenca das cadeias alilica e propilica do eugenol e diidroeugenol,
respectivamente, observou-se no espectro de RMN de 3C dessas substancias, sinais em
aproximadamente 39 ppm, referente ao C-8 dos derivados 6 e 9 e em 37, 24 e 13 ppm, referentes
ao C-8, C-9 e C-10 dos derivados 7 e 10. Para os derivados da orto-vanilina (8 e 11) o sinal de

C-6 encontra-se em, aproximadamente 122-123 ppm.

5.1.3 Sintese e caracterizacao dos isoxazoéis derivados do eugenol e analogos (12-17)

OH o OH  oO-n
0 X NH,OH.HCI; KOH; McOH 0 P
O O refluxo; 80°C O
R, R,
R, R,
6: R; = alil; R, = CH; 12: R; =alil; R, = CH;3
7: Ry = propil; R, = CH; 13: Ry = propil; R, = CH;
8: R, =H; R, =CH, 14: R, =H; R, = CH,
9:R;=alil; R, =F 15: Ry =ali; R, =F
10: R; = propil; R, =F 16: R; = propil; R, =F
11: R, =H;R,=F 17: Ry =H;R, =F

A sintese dos isoxazoéis 12-17 foi realizada a partir de uma metodologia em que as
chalconas séo submetidas a um meio contendo cloridrato de hidroxilamina e uma base forte.
Assim, através de uma reacdo de adicdo conjugada seguida de ciclizacdo, o heterociclo
isoxazolico é formado (MOKALE et al., 2014).

A reacdo de obtencdo das substéncias inéditas 12-17 forneceu diversos subprodutos,
sendo de dificil purificacdo, permitindo a obtengdo dos produtos de interesse com baixos
rendimentos. Além dos isoxazdis de interesse, foi possivel caracterizar a estrutura quimica de
um dos subprodutos formados, que possuia Rf proximo ao material de partida e produto de
interesse, sendo ele, um derivado diidroisoxazolico (18), cuja formacgéo foi proporcional ao
tempo de reacdo sob aquecimento e os dados referentes a sua caracterizagdo serdo discutidos a

seguir. Este fato pode ser constatado uma vez que se realizou a técnica de formacéao do isoxazol
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em 4 diferentes tempos (45 h, 24 h, 6 h e 1 h), e observou-se, ao se comparar com substancias
jaisoladas, por diferenga de Rf, que no maior tempo nao era possivel visualizar a formagéo do
isoxazol em CCD, apenas do possivel anel isoxazélico em sua forma reduzida (diidroisoxazol).
O tempo de 24, 6 e 1 h levavam a formacdo de ambos os produtos, entretanto 0 menor tempo
contribuia para menor formacdo de outros subprodutos que ndo foram identificados e,
possivelmente, um melhor rendimento do produto de interesse apds a purificacdo. Apesar disso,
o rendimento da reacdo para obten¢do do isoxazol ainda foi baixo, considerando o tempo de 1
h, sendo de apenas 8 % (17), o que pode ser justificado pela pouca formacdo do produto de
interesse. Enquanto para as demais substancias o baixo rendimento pode ser justificado pela
dificuldade de separacéo do produto de interesse e seus subprodutos formados.

Reacdes de adigdo em compostos a,p—insaturados podem ocorrer de duas formas, tanto
pela adi¢do 1,2 (diretamente na carbonila) ou 1,4 (no carbono B a carbonila). Conforme
apresentado no Esquema 4 a seguir, o provavel mecanismo quimico para a formacdo dos
isoxazois se inicia pelo ataque nucleofilico do oxigénio da hidroxilamina ao carbono B a
carbonila (adicdo conjugada do tipo 1,4), formando o intermediério (i). Em seguida, esse
intermediario sofre um rearranjo levando a formacdo de um novo intermediario (ii). A base
presente no meio, promove a estabilizacdo da molécula formada, captando o préton ligado ao
oxigénio proveniente da hidroxilamina, levando a formacéao do intermediério (iii). O nitrogénio
promove um ataque intramolecular no carbono carbonilico levando a formacdo do
intermediario ciclico (iv), que sofre um prototropismo, formando o intermediario (v) e em
seguida, a base presente no meio, capta o hidrogénio acido do anel recém-formado, levando a
formacdo do anel (vi), que ap6s novo ataque da base leva a formacdo do anel isoxazélico
protonado (vii), o qual sofre uma desprotonacdo pelo meio bésico, originando o isoxazol

correspondente de interesse.
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Esquema 4. Proposta de mecanismo para a formagao dos compostos isoxazdlicos
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Fonte: elaborado pela autora

A confirmacao da formag&o dos isoxazois sintetizados foi possivel a partir da analise de
seus espectros de RMN de *H, em que foram observados simpletos com integral 1 na regido de

56,9 referentes ao H-9 do anel isoxazélico dos heterociclos.

O mesmo padrdo observado para as chalconas em relacdo as cadeias alilicas e
propilicas, também foi registrado para as substancias 13, 15 e 16. Para o derivado que possui a
cadeia alilica do eugenol (15) os sinais referentes a essa cadeia se apresentaram na forma de um
dupleto em, aproximadamente, 63,38 (CH2-CH=CH2; 2H), um multipleto em
66,03-5,93 (CH2-CH=CH>; 1H) e um multipleto em &5,14-5,09 referentes aos hidrogénios
vinilicos terminais (CH2-CH=CHo>; 2H). J& para os derivados que possuem a cadeia propilica,
derivados do diidroeugenol (13 e 16), sinais presentes em, aproximadamente, 62,58, 51,70
e 60,69, na forma de um tripleto (CH2-CH2-CHz), um sexteto (CH2-CH>-CHs3) e outro tripleto

(CH2-CH2-CHBa), respectivamente, confirmam a sua formacao.

Além destes sinais, observou-se também um simpleto de integral igual a 3 em
aproximadamente 63,93 referente aos hidrogénios do grupo metoxila (OCHzs) e um sinal em
82,4 referente aos hidrogénios do grupo metila dos derivados 13 e 14. Dois dubletos em,
aproximadamente, 67,05 e 66,79, respectivamente, referentes aos hidrogénios arométicos H-5
e H-7 (*J = 1,84 Hz) caracterizados pelo acoplamento aromético do tipo *J (meta). Para 0s
aromaticos derivados da orto-vanilina, sem substituinte em C-6, observou-se descolamento
proximo de 7,23 e 6,98 para o derivado 14 e 7,24 para o derivado 17, sendo que para o derivado
17 esses sinais foram representados na forma de um multipleto entre os 3 respectivos

hidrogénios.

Em aproximadamente 67,85, observou-se, para os derivados 13-17 o mesmo padréo de
quatro linhas, caracteristico de aneéis para-dissubstituidos observado nas chalconas 6-11, ja

discutido anteriormente.
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Além disso, nos espectros de RMN de 3C destas substancias, o padrdo de acoplamento
heteronuclear entre o carbono e flior também foi observado nos derivados 15, 16 e 17. E, assim
como nos derivados 6, 7, 9 e 10, observou-se, para os derivados 13, 15 e 16, sinais em
aproximadamente 39 ppm, referente ao C-15 do derivado 15 e em 37, 24 e 13 ppm, referentes
ao C-15, C-16 e C-17 dos derivados 13 e 16, confirmando a formacdo das cadeias alilicas e
propilicas do eugenol e diidroeugenol, respectivamente. Para os derivados da orto-vanilina (8
e 11) o sinal de C-6 encontra-se em, aproximadamente 122-123 ppm. Em rela¢do ao grupo
metoxila (OCHs; 1C), seu sinal encontra-se em aproximadamente 56,0 ppm, enquanto o grupo
metila (CHz) dos derivados 13 e 14 em 22,5 ppm. Por fim, em aproximadamente 97,7 ppm,

observou-se o sinal referente a C-9 do heterociclo, comprovando, mais uma vez a sua formacéao.

Por fim, para corroborar as analises feitas por meio dos espectros RMN de 'H para as
moléculas quanto a presenca das cadeias alilica e propilica do eugenol e diidroeugenol,
respectivamente, observou-se no espectro de C dessas substincias, sinais em
aproximadamente 39, 137 e 116 ppm referentes ao C-15, C-16 e C-17 do derivado 15 e em 37,
24 e 13 ppm, referentes ao C-15, C-16 e C-17 dos derivados 13 e 16, 0 que confirma a presenca

dessas cadeias.

A sintese da substancia 12, derivado isoxazolico do eugenol, substituido com grupo
metila, foi realizada conforme descrita no item 4.1.3, entretanto a analise de seus espectros de
RMN de 'H e 3C mostrou que a substancia ndo apresentou um bom grau de pureza, estando
contaminada com o material de partida (chalcona 6), o que dificultou a analise espectroscopica,
diante de valores de integrais incompativeis. Apesar disso, é possivel relatar que o derivado
proposto foi obtido, pois, como observado na analise dos demais derivados, o espectro de RMN
de 'H apresenta sinais nas regides de 86,9, 63,9 e 82,4 que indicam a presenca de H-9 e dos
grupos metdxi e metila, respectivamente. Além disso, ha sinais caracteristicos dos hidrogénios
aromaticos H-5 e H-7, em regibes de aproximadamente 57,0 e 66,7, assim como dos
hidrogénios aromaticos H-12 e H-13 em aproximadamente 57,74 e 7,3, respectivamente, com

valores de %J de 8,0 Hz. A presenca desses sinais ¢ apresentada na figura 23 abaixo.
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Figura 23. Espectro de RMN de *H do derivado 12
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Fonte: elaborado pela autora

O espectro de RMN de *H mostrou que havia contaminagdo no produto obtido
levantando a suspeita de poder ser do material de partida, uma vez que os valores de integral
estavam duplicados. Assim, a analise do espectro de RMN de *3C confirmou a presenca do
material de partida, uma vez que é claramente notavel o sinal caracteristico da carbonila em
196 ppm, porém também ha um sinal em 99 ppm, indicando a formacdo do heterociclo

isoxazolico de interesse. A presenca desses sinais é apresentada na figura 24 abaixo.
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Figura 24. Espectro de RMN de 13C do derivado 12

196,486
97.071

iﬂ.m!“i | ’ ‘ o

Fonte: elaborado pela autora

N ”ill

A impureza desse derivado pode ser justificada pela dificuldade durante a purificacao
da substancia por CCS, uma vez que o material de partida (chalcona 6) possui Rf proximo ao
produto de interesse. A técnica de purificacdo por recristalizacdo ndo pode ser utilizada, visto
que o derivado era liquido e apresentava grande quantidade de impurezas, o que impossibilita

0 uso dessa técnica. A sintese e purificacdo desta substancia esta sendo reproduzida.

Em relacédo a caracterizacdo quimica do derivado diidroisoxazolico isolado (subproduto
da reacdo), esta foi possivel a partir da observacdo da presenga de dois duplos dubletos, no
espectro de RMN de H, na regido de §3,78 e 3,30 referentes aos dois hidrogénios H-9, que s&o
diastereotopicos, e por isso acoplam entre si e com o hidrogénio vicinal H-8, fornecendo assim

esse padrédo. A presenca do sinal com deslocamento quimico de 78 e 42 ppm referentes a C-8 e
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C-9, respectivamente, contribuiram para corroborar a proposta de formacéo dessa substancia,

uma vez que o sinal do C-9 do anel isoxazélico esta em 697,7.

5.2 AVALIACAO IN VITRO DO POTENCIAL BIOLOGICO DAS SUBSTANCIAS
SINTETIZADAS

5.2.1 Avaliacdo do potencial citotoxico das substancias avaliadas

O potencial citotdxico das substancias sintetizadas foi avaliado contra uma linhagem
celular normal (saudavel) de fibroblasto pulmonar humano (MRC-5), e contra linhagens
tumorais de células de carcinoma hepatocelular humano (HepG2), carcinoma de bexiga
humano (T24) e adenocarcinoma de ovario humano (TOV-21G), através do método
colorimétrico do MTT. Utilizou-se, como controle positivo a Doxorrubicina e com esses dados,
foi possivel determinar o indice de seletividade das substancias ativas. Os resultados estdo

apresentados na tabela 5 abaixo.



Tabela 5. Citotoxicidade das substancias sintetizadas, determinada nas linhagens celulares MRC-5, HepG2, T24 e TOV-21G, expressa em termos de concentragdo citotdxica a
50% (CCso), respectivos desvios padroes (n=3) e indice de seletividade (1S), realizada por meio do ensaio colorimétrico do MTT

SUBSTANCIA CCso kM

SINTETICA MRC-5 2 HepG2® IS T24°¢ IS TOV-21G b IS
6 56,94 + 1,87 29,76 + 1,44 1,91 56,13 + 1,45 1,01 29,57 + 1,32 1,93
7 47,20 + 1,39 4,25+1,35 11,10 > 161,08 <0,29 722 +131 6,54
8 47,41 + 1,40 58,07 + 1,46 0,82 67,87 + 1,73 0,70 67,16 + 1,45 0,71
9 50,60 + 1,46 14,55 + 1,45 3,48 76,77 + 1,49 0,66 47,99 + 1,76 1,06
10 45,58 + 1,53 10,67 + 1,40 4,27 > 159,05 <0,29 64,61+ 1,35 0,71
11 61,99 + 1,35 14,51 + 1,56 4,27 83,48 + 1,53 0,74 77,93 £ 1,42 0,80
13 43,82 + 1,62 38,22 + 1,45 1,15 80,51 + 2,15 0,54 > 100,00 < 0,44
14 > 355,48 26330 +144  >135 > 355,48 1,0 > 355,48 1,0
15 > 307,37 13554 +125  >2.26 > 307,37 1,0 > 307,37 1,0
16 48,72 £1,73 37,48 + 1,31 1,30 208,97 + 2,30 0,23 279,56 + 1,54 0,17
17 > 350,54 14894+125  >235 > 350,34 1,0 > 350,54 1,0

Doxorrubicina 15,77 + 1,33 11,23 + 1,56 1,40 5,21 + 1,25 3,03 412 +1,33 3,83

(Controle positivo)

IS (indice de seletividade): CCsoMRC-5/ CCsoLinhagem celular tumoral; 2 Leitura realizada apds 48h do tratamento; ° Leitura realizada apos 72h do tratamento © Leitura
realizada apés 48h do tratamento.



Para a linhagem de células sadias humanas avaliadas (MRC-5), os isoxazo0is 14, 15e 17
ndo foram citotoxicos nas concentragdes maximas testadas, 355,48 puM e 350,54 uM para
ambos os derivados isoxazolicos da orto-vanilina (14 e 17), e 307,37 UM para o derivado do
eugenol substituido com fldor (15). O derivado 11 apresentou CCso de 61,99 UM na faixa de
concentracdo avaliada, sendo ela a substancia menos citotdxica quando comparada as outras
gue mostraram alguma toxicidade. Os derivados 7, 8, 10 e 13 apresentaram, respectivamente,
valores de CCsp entre 43,82-47,20 uM, sendo estes os derivados de maior citotoxicidade para a
linhagem MRC-5. Além disso, todos os derivados apresentaram citotoxicidade inferior ao do
controle positivo (15,77 uM), sendo esta cerca de trés vezes inferior. Por fim, pode-se concluir
que, de maneira geral, a conversdo das chalconas nos respectivos isoxazOis contribuiu

significativamente para a reducdo da citotoxicidade das substancias frente a linhagem MRC-5.

Em relacéo as linhagens tumorais, os resultados apresentados na tabela 5 mostram que
nenhum dos derivados apresentou atividade consideravel contra a linhagem T24, com baixos
indices de seletividade quando comparadas com o controle positivo, ativo a 5,21 uM. Para a
linhagem TOV-21G a chalcona metilada derivada do diidroeugenol (7) apresentou o resultado
mais promissor, sendo ativa a 7,22 UM e quase duas vezes menos toxica que a doxorrubicina,
0 que pode ser observado pelos seus indices de seletividade (6,4 e 3,8, respectivamente). Os
melhores resultados observados para as substancias sintetizadas foram em relacdo a linhagem
HepG2, visto que quatro derivados (chalconas 7, 9, 10 e 11) foram as mais ativas. As
substancias 9 e 11, derivados do eugenol e orto-vanilina, respectivamente, e ambos substituidos
com atomo de fltor, foram ativas com uma poténcia préxima a do controle positivo (CCso:
11,23 uM), a 14,55 e 14,51 pM, respectivamente, porém com indice de seletividade cerca de
trés vezes maior ao da doxorrubicina (IS = 1,40), indicando sua melhor seletividade em relacdo
a este controle positivo. Os derivados 7 e 10, ambos derivados do diidroeugenol contendo um
grupo metila e fltor, respectivamente, apresentaram citotoxicidade e IS melhores que o controle
positivo (11,23 uM; 1,40), (4,25 uM; 11,10) e (10,67 uM; 4,27), respectivamente. Vale destacar
o resultado observado para o derivado 7, que foi quase trés vezes mais ativo que o controle
positivo e ainda apresentou indice de seletividade cerca de oito vezes maior que o farmaco
controle, tornando essa substancia um interessante hit para futuros estudos. Todos 0s isoxazdis
foram pouco téxicos ou inativos quando comparados com as chalconas precursoras, indicando

gue o nucleo chalconico é essencial para a atividade citotoxica das substancias sintetizadas.

Ainda quanto as relagdes estrutura-atividade das substancias no que diz respeito ao

grupo metila e ao &tomo de fluor, ndo foi observada uma relacdo diretamente associada a estes
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substituintes. A presenca do fltor, &tomo retirador de densidade eletrénica, como substituinte
para a carbonila das chalconas, pode ter contribuido para a atividade das substancias contra as
linhagens avaliadas, visto que dos quatro derivados mais ativos, trés deles era substituidos com
fldor. Por outro lado, derivado mais ativo (7) contra duas linhagens tumorais (HepG2 e TOV-
21G) e menos tdxico contra a linhagem MRC-5, é substituido com grupamento metila, doador
de densidade eletronica, podendo haver alguma relagdo da presenca deste grupo com a
seletividade destas chalconas. Por outro lado, quanto a variacdo do grupo alila do eugenol
(derivados 6 e 9) pelo grupo propila (derivados 7 e 10 do diidroeugenol) ou pelo atomo de
hidrogénio (derivados 8 e 11 da o-vanilina), a presenca da cadeia propilica parece contribuir
significativamente tanto para a poténcia quanto para o indice de seletividade das chalconas, ja
que o derivado 7 apresentou os melhores indices de seletividade tanto na linhagem HepG2
guanto na TOV-21G, unica chalcona ativa contra mais de uma linhagem tumoral, além de
apresentar os menores valores de CCso. A segunda substancia mais ativa foi a chalcona 10, ativa
contra a linhagem HepG2 a 10,63 pM, também um derivado contendo o grupo propila, o que

corrobora com a importancia deste grupo para a atividade citotoxica desta série de substancias.

Por fim, é importante destacar que, a alteracdo no nucleo a,p-insaturado das chalconas
pelo nucleo isoxazolico levou a uma diminuigdo dréstica da atividade das substancias contra as
células cancerigenas avaliadas e ainda levou a uma reducdo dos indices de seletividade, uma
vez que nenhum dos derivados isoxazolicos (13-17) apresentou atividade significativa contra
as linhagens tumorais avaliadas. Desta forma, é possivel concluir que a ligagdo a,f-insaturada

é parte essencial da atividade das chalconas contra as linhagens tumorais avaliadas.

5.2.2 Avaliacdo do potencial antiviral das substancias sintetizadas

O potencial antiviral dos derivados sintetizados foi avaliado contra os seguintes virus:
Chikungunya virus (CHIKV) e Mayaro virus (MAYYV) e esta sendo avaliada contra Zika Virus
(ZIKV). Como controle positivo utilizou-se os farmacos Ribavirina e Amantadina e o potencial
citotoxico das substancias foi avaliado em linhagem celular derivada de rins de macaco verde
(VERO). Com esses dados, foi determinado o indice de seletividade (IS) das substancias ativas.
Os resultados estdo apresentados na tabela 6 abaixo.



Tabela 6. Atividade citotdxica (CCsg), e avaliacdo da atividade antiviral (CEsg) frente aos virus: ZIKV, CHIKV e MAYYV, e frente a linhagem celular VERO, com respectivos
desvios padrBes (n=3) e indice de seletividade (IS), das substancias sintetizadas

SUBSTANCIA VERO ZIKVa Sb CHIKV © s MAYV ¢ s
SINTETICA CCsopuM CEsouM CEsouM CEsouM
6 15,30 + 1,38 NA - NA - NA -
7 43,72 + 1,68 NA - NA - NA -
8 > 74,54 NT - NA - NA -
9 27,90 +1,23 NA - NA - NA -
10 47,11+ 1,83 NA® _f NA - 9,59 +1,37 4,91
11 32,37 + 1,40 NT - NA - NA -
13 265,04 + 1,75 NT 51,30 + 1,53 517 28,39+ 278 9,34
14 161,31 + 1,19 NT ¢ NA - NA -
15 269,75 + 1,60 NT NA - 37,16 + 1,68 7,26
16 184,84 + 1,35 NT 32,19+ 1,94 5,74 NA -
17 106,32 + 1,36 NT NA - NA -
Ribavirina 1516,75 + 1,20 386,84 + 2,70 3,92 NA - 119,61 + 1,39 12,68
(Controle positivo)
Amantadina 561,26 + 1,16 NT - 418,98 +1,70 1,34 NT -

(Controle positivo)
aZIKV: Titulo viral 1x10° TCIDso/mL; ° 1S (indice de seletividade) = CCso (veroy/ECso (vero); ¢ CHIKV: Titulo viral 1x10” TCIDso/mL; MAYV: Titulo viral 1x10* TCIDso/mL; ®

NA: Nao ativo; f —: N&o determinado, ¢ Nao testado.




Considerando a linhagem de células normais sadias avaliadas (VERO), apenas a
substancia 8 (chalcona derivada da orto-vanilina substituida com grupo metila) ndo apresentou
citotoxicidade na concentracdo maxima testada. Os derivados do diidroeugenol substituido com
fldor (13) e do eugenol substituido com grupo metila (15) apresentaram, respectivamente, CCsg
de 265,04 uM e 269,75 pM, sendo estes os derivados com menor citotoxicidade frente as
células VERO, em comparagdo as demais substancias analisadas. As chalconas 6, 7,9, 10 e 11
apresentaram maior perfil citotoxico, com valores de CCso entre 15,30-47,11 uM. Esses
resultados indicam que, tanto para a linhagem celular VERO, como para a linhagem MRC-5,
as chalconas apresentam uma citotoxicidade consideravel, porém de maneira geral, apresentam
citotoxicidade inferior na linhagem humana MRC-5, sendo este um fator consideravel em
pesquisas de substancias com potencial citotoxico. Por fim, conforme foi observado para as
células MRC-5, também se pode concluir que a conversao das chalconas nos respectivos
isoxazdis contribuiu significativamente para a reducdo da citotoxicidade das substancias frente
a linhagem VERO, j& que estes heterociclos foram citotoxicos com valores de CCsg entre 106,3-
269,7 UM.

Em relacdo as avaliagBes antivirais, os testes para ZIKV foram realizados, até o
momento, com apenas quatro derivados (6, 7, 9 e 10) e nenhum deles apresentou atividade.
Tratando-se do CHIKV, € possivel observar, na tabela 5, que os derivados de maior atividade
sdo 13 e 16 (CEso de 51,30 puM e 32,19 uM, respectivamente). Todos esses derivados
apresentaram valores de CEsp menores do que o controle positivo amantadina (CEso: 418,9 uM;
IS: 1,6) com valores de IS entre 1,5-5,74, enquanto a ribavirina ndo apresentou atividade contra
este virus. Dentre essas substancias isoxazolicas, destaca-se o isoxazol 16, derivado do
diidroeugenol contendo um atomo de flior como substituinte na posicéo para a carbonila. Esse
derivado apresentou um valor de IS quatro vezes maior que a amantadina, sendo cerca de treze

vezes menos toxico que este farmaco frente a linhagem VERO.

Quanto a atividade contra 0 MAYYV, os derivados de maior atividade foram a chalcona
10 (CEso de 9,59 uM) e os isoxazois 13 e 15 (CEso: 28,39 uM e 37,16 UM, respectivamente).
Apenas a ribavirina foi avaliada contra essa linhagem, como controle positivo, e foi possivel
observar gque esses quatro isoxazois apresentaram melhor atividade antiviral e maiores indices
de seletividade em relacdo a este farmaco. Enquanto a chalcona 10, derivado do diidroeugenol,
foi a substancia mais ativa contra 0 MAY'V, o derivado 13, isoxazol derivado do diidroeugenol
e substituido com grupamento metila, apresentou 0 melhor indice de seletividade em relagéo as

demais substancias, com atividade antiviral cerca de quatro vezes maior que a ribavirina.
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Os resultados apresentados indicam que, em relacdo a atividade antiviral, os isoxazoéis
(13-17) sdo substancias mais promissoras do que as chalconas (6-11), uma vez que apenas a

chalcona 10 apresentou atividade contra a linhagem viral MAYV.

Prop0s-se, neste trabalho, avaliar a influéncia de grupos eletrodoadores (metila) e
eletrorretiradores (fluor) do anel aromaético, utilizando-se diferentes acetofenonas, além de
variacOes das cadeias laterais do eugenol, diidroeugenol e o-vanilina para avaliar a importancia
deste grupo para a atividade. Em relacdo a essas modificagcdes, observa-se que a presenca da
cadeia alilica e propilica do eugenol e diidroeugenol, respectivamente, influenciam na atividade
das substancias, uma vez que os derivados da o-vanilina (14 e 17) ndo apresentaram atividade
contra nenhum dos virus avaliados. Ja em relacdo aos substituintes, metila e fldor, ndo foi
possivel relacionar a sua influéncia direta na atividade antiviral das substancias, uma vez que

derivados com ambos 0s substituintes apresentaram atividade potencial.

Devido a impureza relatada para o derivado 12 os testes de avaliacdo citotdxica e

antiviral ndo foram considerados.
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8. CONCLUSAO
Foram planejados, sintetizados, purificados e caracterizados neste trabalho, seis

chalconas (6-11) e cinco isoxazdis (13-17) inéditos, na forma de hibridos moleculares.

A avaliacdo citotoxica das substancias mostrou que, de forma geral, as chalconas
apresentam um melhor perfil contra as linhagens celulares HepG2 e TOV-21G, de forma que
as modificacOes estruturais realizadas levaram a melhores perfis de atividade e indice de
seletividade em relacdo ao controle positivo utilizado (doxorrubicina). O derivado 7 apresentou
os melhores resultados, sendo ativo contra as duas linhagens tumorais, com atividade de 7,22
UM (HepG2) e 4,25 uM (TOV-21G), e indice de seletividade cerca de oito vezes maior que a

doxorrubicina, em relacdo a linhagem HepG2.

Quanto a avaliacdo antiviral dos derivados frente aos virus ZIKV, CHIKV e MAYV, os
resultados indicaram que a modificacdo estrutural das chalconas para os derivados isoxazois
contribuiu significativamente para a atividade, uma vez que dentre todos os derivados avaliados
trés isoxazois (13, 15 e 16) foram mais ativos que os controles positivos utilizados, e apenas
uma chalcona (10) apresentou resultado promissor. A presenca da cadeia alilica do eugenol e
propilica do diidroeugenol parecem ter influenciado positivamente na atividade antiviral, uma
vez que os derivados da o-vanilina ndo apresentaram atividade contra nenhum dos virus

avaliados.
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Anexo 5. Espectro de RMN de **C do derivado 4
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Anexo 7. Espectro de RMN H do derivado 6
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Anexo 8. Espectro de RMN 3C do derivado 6

LL9"

irs8

1ee”

1ZL
6E0
LSE

98% "
8F0"
Feo”
892"
S6F°
83¢€"
9eL”
ez
TLe”
k6"
SkE”
TLL”
z0€e”
281"
018"

9LL”

12—

6L —

99 —

‘9L
VAN
S

06T —




89

=3
o,
o
£€670
mm.oW g —000E
69670 685 T~ & J Fo =200
685° 1T L09" T —
. L09°T 979" T—
SPSTTZ— 979" 1 SF9 T— —550F
Sp9° T ¥99° T— — 2907k
79971 789 T— =~
Z89° 1 = Lo
mww.w./
0£8°6E€— I~ 61572 Be0 €
[ mm”ﬁ.N/af T
© — o s —s8t0°¢
855°¢
o ]
g=! IS L
o >
> 290795 =
= [<8)
(] ©
o o
9067 € — T
m © —3 | =erE
I
W 960 LL—0 ] —
w =z
&) =
o 4 Lo
= )
© o
P o
o
7 =
<53 [&]
= PO TTT 3 %. e
= - —_— 8619 — —J —FET 0
(0] ZI6°GTT— %2} =.che v
. Ll .
o 6L0"TCT—— i 3 ZTL mV
L92°€2T— _ () 9TL" S =956 0
mAu €85 82T~ — mg.wv == Y
D 880°62T—" — o 18579 L~ <0060
c < 9LT L~ i —
< €6 LET— < 967" L—" g =6¢6°'T
0€9°6ET— 3 c LOL L !
< w..i.nV —%95°0
VES L~ 7851
e @ =000°0
Smé\. TN
610°8
Lo




90

Anexo 11. Espectro de RMN *3C do derivado 7
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Anexo 12. Subsespectro DEPT do derivado 7
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Anexo 15. Subespectro DEPT do derivado 8
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Anexo 16. Espectro de RMN H do derivado 9
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Anexo 17. Espectro de RMN *3C do derivado 9
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Anexo 18. Subespectro DEPT do derivado 9
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Anexo 19. Espectro de RMN de *H do derivado 10
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Anexo 20. Espectro de RMN de **C do derivado 10
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Anexo 23. Espectro de RMN de *C do derivado 11
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Anexo 24. Subespectro DEPT do derivado 11
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Anexo 25. Espectro de RMN de *H do derivado 13
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Anexo 26. Espectro de RMN de *C do derivado 13
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Anexo 27. Subespectro DEPT do derivado 13
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Anexo 28. Espectro de RMN de *H do derivado 14
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Anexo 29. Espectro de RMN de *C do derivado 14
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Anexo 30. Subespectro DEPT do derivado 14
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Anexo 31. Espectro de RMN de *H do derivado 15
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Anexo 32. Espectro de RMN de *C do derivado 15
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Anexo 33. Subespectro DEPT do derivado 15
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Anexo 34. Espectro de RMN de *H do derivado 16
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Anexo 35. Espectro de RMN de *C do derivado 16

SkL”

ceL”

759"

80"

TLL
660"
69F
69T
68¢°
[
162"
92e”
896"
£€60°
£0T”
056"
S9T”

619"
octT”
ese”

€T —

vz —

LE—

98 —

L6 —

€11
TelT
STt

STt
81T —

€CL
mNHMV
mNﬁU\\
82T
FET

EPL—
8PT—

79T~
ST —
89T —

»

Anexo 36. Subespectro DEPT do derivado 16
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Anexo 37. Espectro de RMN de *H do derivado 17
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Anexo 38. Espectro de RMN de *C do derivado 17
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Anexo 39. Subespectro DEPT do derivado 17
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Anexo 40. Espectro de RMN de *H do derivado 18
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Anexo 41. Espectro de RMN de *C do derivado 18
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Anexo 42. Subespectro DEPT do derivado 18
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