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RESUMO

Os virus Oropouche (OROV) e Mayaro (MAYYV) sdo virus envelopados causadores da febre
oropouche e mayaro, respectivamente. Ambas as infec¢cdes podem ser consideradas como
zoonoses emergentes e possuem sintomas semelhantes a outras arboviroses, o que dificulta o
diagndstico clinico, causando uma consequente ampla subnotificagdo nos paises da América
Latina e Caribe. Nao existem vacinas e farmacos disponiveis para a profilaxia e tratamento das
infecgBes por OROV e MAYV. Dessa forma, torna-se necessaria a busca e o desenvolvimento
de novas substancias, capazes de interromper o ciclo replicativo desses virus. Nesse contexto,
chalconas podem ser um grupo quimico de partida promissor para essa investigacdo, uma vez
que apresentam atividade antiviral contra varios virus, incluindo o virus da dengue (DENV),
virus da imunodeficiéncia humana tipo | (HIV-1), virus do mosaico do tabaco (TMV) e
citomegalovirus (CMV). Nesse presente trabalho foram sintetizadas dez chalconas O-
preniladas por meio de duas etapas; (i) reacdo de O-prenilacdo do seringaldeido e (ii) reacdo de
Claisen-Schmidt entre os seringaldeido O-prenilado e respectivas acetofenonas. Os
rendimentos globais dessas reacGes variaram de 3% a 17%. As substancias foram purificadas
utilizando cromatografia em coluna de fase normal e de permeacéo em gel. As estruturas das
substancias foram confirmadas por meio da analise dos espectros de Ressonancia Magnética
Nuclear de Hidrogénio. Os procedimentos quimicos permitiram a obtencdo dos produtos
isolados em quantidades e pureza adequadas aos ensaios de toxicidade contra células Vero E6
e antiviral. Sete chalconas O-preniladas demonstraram toxicidade contra células Vero E6 na
maioria das concentracdes testadas e ausente ou fraca inibicdo da replicacdo de OROV e
MAYYV. A chalcona 17, substituida por um grupo amina na posi¢do 2’ do anel A colaborou
com uma viabilidade celular em 50% das células Vero E6 infectadas por OROV a 4,7 uM ¢ 9,4
pM.

Palavras-chave: Virus Oropouche. Virus Mayaro. Arboviroses. Antivirais. Chalconas.



ABSTRACT

Oropouche (OROV) and Mayaro (MAYYV) are enveloped virus, which are able to cause
Oropouche and Mayaro fevers, respectively. Both infections are emergent zoonosis and possess
similar symptoms to other arbovirosis, avoiding their clinical diagnosis and subnotifications in
Latin America and Caribbean countries. There are not vaccines and drugs to prophylaxis and
treatment of OROV and MAYYV infections. Thus, the search and development of new
compounds is necessary, which are able to finish the replicative cycle of these virus. In this
context, chalcones can be starting and promising chemical group to this investigation,
considering their antiviral activity against other viruses, including DENV, HIV- 1, TMV and
CMV. In this current work, 10 O-prenylated chalcones were synthesized in two steps; (i) O-
prenylation reaction of syringaldehyde and (ii) Claisen-Schmidt reaction between O-prenylated
syringaldehyde and respective acetophenones. Global yields of these reactions ranged from 3%
to 17%. Compounds were purified by chromatographic column separations over normal and
gel permeation phases. Structure of compounds were confirmed by Nuclear Magnetic
Resonance spectral analyses. Chemical procedures led to isolated products in adequate amounts
and purity to toxicity assays against vero E6 cells and antiviral assays. Seven O-prenylated
chalcones demonstrated toxicity against Vero E6 cells in tested concentrations and absence or
weak inhibition of OROV and MAYYV replication. Chalcone 17, which is substituted by amino
group at position 2’ on ring A, exhibted 50% cell viability of vero E6 cells infected by OROV
at 4.7 uM and 9.4 pM.

Keywords: Oropouche Virus. Mayaro Virus. Arbovirosis. Antiviral. Chalcone.
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1 INTRODUCAO

1.1 Arbovirus

As arboviroses sdo doencas infecciosas transmitidas por vetores artropodes
hematdfagos, entre hospedeiros vertebrados humanos e ndo humanos pela picada de mosquitos.
Os virus que causam sdo denominados de arbovirus. Sendo que aqueles que infectam os
humanos pertencem a cinco familias: Rhabdoviridae, Togaviridae, Peribunyaviridae,
Flaviviridae e Reoviridae (KNIPE; HOWLEY, 2013; RUST, 2012; FIGUEIREDO, 2007).

As arboviroses apresentam distribuicdo em todos os continentes, entretanto predominam
nos tropicos, pois é onde encontram as condi¢des climaticas propicias a disseminagédo. Todavia
existe a ocorréncia de varias arboviroses em regides de clima frio, incluindo algumas de
natureza grave para o ser humano, como a encefalite russa vernestival, Saint Louis e japonesa
(VERONESI, 2015).

O Brasil é coberto por um terco de florestas tropicais e outros ecossistemas
predominantes no territério nacional, alta densidade populacional e grande circulagdo de
mosquitos transmissores de arboviroses, 0 que torna um pais altamente propicio a emergéncia
e reemergéncia de arbovirus, dando condicGes para a realizacdo de ciclos zoonoticos e
surgimento de surtos e epidemias (FIGUEIREDO, 2007).

Pessoas que vivem ou circulam em regides silvestres estdo mais suscetiveis a serem
infectadas por arbovirus, pois nesses ambientes as condicbes sdo favoraveis para a
sobrevivéncia e reproducdo dos vetores. No entanto grandes epidemias sdo periodicamente
observadas em zonas urbanas ou rurais, resultando na infeccdo de milhares de pessoas
(VERONESI, 2015).

Com o processo de sinantropia, resultado da adaptacdo do mosquito Aedes aegypti aos
ambientes urbanos, muitas arboviroses conseguiram manter 0s seus ciclos urbanos
independentemente dos ciclos silvestres (TRPIS; HAUSERMANN, 1978).

As manifestacdes clinicas variam de formas mais graves com pacientes apresentando
quadros hemorragicos, encefalites (inflamacdo no cérebro), plaguetopenia (diminuicdo do
namero de plaquetas), hematémese (vomito com presenca de sangue), a formas mais amenas
onde 0s pacientes apresentam quadros febris, mialgia (dor muscular), artralgia (dor na
articulacéo) e fotofobia (sensibilidade da viséo a luz) (SILVA-CASO et al.,, 2019; VERNAL,
MARTINI; FONSECA, 2019).
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1.2 Virus Oropouche (OROV)

O virus Oropouche (ORQOV) foi isolado de uma paciente que apresentava um quadro
febril em Trinidad e Tobago. O virus foi nomeado Oropouche em homenagem ao local de onde
foi descoberto (ANDERSON et al., 1961). O ORQV é o agente etioldgico da febre oropouche,
sendo transmitido principalmente pelo mosquito Culicoides paraensis, pertence ao género
Orthobunyavirus e a familia Peribunyaviridae. No entanto, 0 ORQV ja foi isolado em outras
espécies de mosquitos como o Culex quinquefasciatus, Coquillettidia venezuelensis, Aedes
(Ochletotatus) serratus, que sdo considerados vetores secundarios (ALENCAR et al., 2011;
KNIPE; HOWLEY, 2013; CARDOSO et al., 2010; LUNA et al., 2017; MOURAO et al., 2009).

O OROV e um virus envelopado, possui material genético tripartido de RNA fita
simples com o sentido negativo, e mede cerca de 80 a 120 nandmetros de diametro (KNIPE;
HOWLEY, 2013). Possui os trés segmentos em seu genoma, o0 grande denominado grande
(Large), o medio (Médium) e o pequeno (Small) (Figura I). Nesses segmentos genéticos estdo
as informacdes para a producdo da RNA-polimerase RNA-dependente (RdPd), como também
a codificacdo genética para a sintese das glicoproteinas de superficie Gn e Gc, proteina N, e
proteinas ndo-estruturais NSs e NSm (Figura I) (ELLIOTT, R.; BLAKQORI, G. 2011).

Figura 1. Modelo estrutural dos Orthobunyavirus

Gc protein

Gn protein

v
e \‘l— Lipid envelope
>

Fonte: (ELLIOT, 2011).
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No inicio do ciclo replicativo do OROV, ocorre interacdo entre a célula hospedeira e a
superficie da particula viral ocorre por meio dos receptores glicoproteicos virais, que sdo
formados pelas glicoproteinas Gn e Gc (ACRANI et al., 2010). A entrada na célula ocorre por
meio de endocitose mediada, na qual as vesiculas de transporte sdo rodeadas por clatrinas. A
ORF do (L) RNA codifica a proteina L que é uma RdPd (AQUINO; FIGUEIREDO, 2004).

O RNA médio que possui uma ORF, codifica uma grande cadeia polipeptidica que apds
a traducdo é clivada gerando trés proteinas virais, duas glicoproteinas estruturais que sdo Gn e
Gc, e a NSm que é uma proteina ndo-estrutural (DIETZGEN et al., 2012). No segmento de
RNA pequeno, existe a codificacdo para a producdo de duas proteinas, uma estrutural e uma
ndo-estrutural denominada NSs. A NSs é uma proteina indispensavel ao ciclo replicativo do
OROQV, devido a sua atuagdo como antagonista do interferon | (NATASHA et al., 2016).

Ap0s dez horas de incubagéo do virus OROV em um tipo de célula de linhagem tumoral
denominada HelLa, comeca a ser perceptivel a producdo da progénie viral. No entanto, é depois
de 24 horas que é observado um pico na producéo dessa progénie. Apos a fase de maturacéo,
as particulas virais sdo liberadas pela via exocitica, que resulta na liberacao das particulas. Foi
detectado a inducgéo de apoptose nas células HeLa a partir de 36 horas apds a inoculacdo dos
virus (ACRANI et al., 2010).

Figura 2. Modelo de replicacdo dos Orthobunyavirus
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Fonte: (ELLIOT, 2011)
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1.3 Febre Oropouche

Durante um surto da febre Oropouche na Amazonia peruana, foram analisados os sintomas
dos pacientes de todas as faixas etarias, sendo os sintomas mais relatados: dor de cabeca, mialgia,
artralgia, dor retro-ocular e hiporexia. Uma porcentagem menor de pacientes desenvolveu sintomas
mais graves como plaquetopenia, dor abdominal intensa, dor toracica, sangramento ginecolégico e
hematémese. Nenhum dos pacientes apresentou sintomas neuroldgicos (SILVA-CASO et al., 2019).
Em um estudo mais recente, verificado que na descri¢cdo do quadro clinico de pacientes infectados com
0 OROV na costa Peruana, que os sintomas mais comuns foram cefaleia, mialgia, artralgia e perda de
apetite (LUNA et al., 2020).

Um paciente do sexo masculino na cidade de Ribeirdo Preto, deu entrada no hospital
apresentando cefaleia unilateral intensa, febre alta stbita, émese, fotofobia intensa, torcicolo, confuséo,
calafrios, tontura e depois diagnosticado também com meningoencefalite. Dezessete dias antes, ele
esteve no norte do Brasil, na floresta Amazonica. O exame da reagdo em cadeia da polimerase (PCR)
foi realizado e foi diagnosticado com infec¢do por OROV (VERNAL; MARTINI; FONSECA, 2019).

Na Amazonia, apesar de ndo apresentar registros de 6bitos, 0 OROV € o virus que estad mais
associado ao estado febril, sendo que muitos pacientes ficam bastante debilitados, muitas vezes com
cefaleia intensa na regido occipital com irradiacGes para a nuca e a coluna vertebral, fortes tonturas e
lipotimia. Foram relatados também pacientes com mialgia, émese, diplopia e nistagmo (VERONESI,
2015).

O conhecimento sobre a patogénese da febre causada pelo OROV ainda é escasso, Vvisto que,
ainda ndo foi notificado nenhum obito relacionado ao virus em humanos. Entretanto, foi relatado que
pacientes infectados com o OROV apresentaram sintomas sistémicos, com viremia detectada do
segundo ao quarto dia depois dos primeiros sintomas surgirem (PINHEIRO et al., 1996).

Em alguns pacientes infectados pelo OROV, foi detectado o virus no liquido cefalorraquidiano,
no entanto a via utilizada pelo virus para chegar ao sistema nervoso central (SNC) ainda ndo foi
totalmente esclarecida (VERONESI, 2015).

Em pesquisa com modelo animal utilizando hamsters, pesquisadores inocularam o OROV no
cérebro e descobriram que o virus pode se disseminar pela via hematogénica, causando lesdes hepaticas

com necrose dos hepatdcitos e hipertrofia das células de Kupffer (ARAUJO et al., 1978).
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Experimentos em camundongos neonatos, 0 OROV foi inoculado de forma subcutéanea,
apresentando sintomas no quinto dia de infecgdo, demonstrando uma grande concentracéo do
OROQV no cérebro, com inflamagdo das meninges levando a um quadro apoptdtico dos
neuronios. No mesmo experimento, em camundongos foi reportado que existe um
neurotropismo do OROV em relagdo ao hospedeiro, pois por meio de testes
imunohistoquimicos foi mostrado que os virions do OROV percorreram rotas neurais passando
pela medula espinhal num movimento ascendente em relagéo ao cérebro. Instalado no cérebro,

0 virus possui uma tendéncia a migrar da parte posterior para o prosencéfalo (SANTOS, 2014).

1.4 Vetores do OROV

O mosquito Culicoides paraensis é o principal vetor do OROV, pertencendo a ordem
Diptera, familia Ceratopogonidae, estando entre os menores insetos hematéfagos (1- 3 mm).
Esse mosquito pode ser encontrado em quase toda a extensdo territorial do planeta, exceto a
Antartica e Nova Zelandia (MELLOR; BOORMAN; BAY'LIS, 2000).

Os mosquitos do género Culicoides séo classificados como ectotérmicos e requerem um
desenvolvimento semi-aquatico, sendo bastante sensiveis no seu nicho ecologico a variagoes
sutis na temperatura e umidade. E um género que possui grande preocupagao internacional em
relacdo a salde publica, pois suas espécies sdo vetores de arbovirus humano e veterinario, sendo
96% dessas classificadas como hematofagos (PURSE et al., 2014; MELLOR; BOORMAN;
BAYLIS, 2000).

Os mosquitos machos ndo sao hemato6fagos, apenas as fémeas fazem repasto sanguineo,
pois é necessario para a maturacao dos ovos fertilizados. E pouco o conhecimento sobre o ciclo
de vida do Culicoides, no entanto € sabido que 0s ovos sdo depositados em locais Umidos e 0
tempo para chegar ao estagio larval é de 3 a 10 dias. Locais lamacentos, com presenca de
esterco junto com o solo umido, perto de fazendas onde existe a criacdo de gado sdo ambientes
propicios para o desenvolvimento dos vetores, aumentando dessa forma a transmissdo do
arbovirus entre animais e humanos (MELLOR; BOORMAN; BAYLIS, 2000; PURSE et al.,
2015; TEMMAN et al., 2016).

1.5 Epidemiologia, diagndstico e tratamento da febre Oropouche

O OROV ¢ um dos arbovirus mais frequente no Brasil, a estimativa € de que mais de

meio milh&o de pessoas foram infectadas pelo OROV, em cerca de mais de 60 anos. Entretanto,
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pelos sintomas da febre oropouche ser bastante semelhante ao de outras arboviroses como por
exemplo aos sintomas da Dengue, Zika e Febre Amarela, muitos casos da febre oropouche estéo
sendo subnotificados (TILSTON-LUNEL., et al. 2016; FIGUEIREDO, 2007; ROSA., et al.
2017; DUTRA; CARAGATA; MOREIRA, 2017; ACRANI., et al 2015; CULQUICHICON.,
et al. 2017).

A febre oropouche ocorreu apenas em alguns paises, incluindo Trinidade e Tobago,
Peru, Panama e Brasil. No Brasil, 0 ORQV foi isolado pela primeira vez em 1955, e, desde essa
data, vem causando muitas epidemias que sdo restritas aos estados do norte, principalmente
Pard e Amazonas (PINHEIRO., et al. 1962; PINHEIRO., et al. 1976; VASCONCELOS,, et al.
1989).

Saeed e colaboradores foram pioneiros no estudo sobre epidemiologia molecular do
OROV, e relataram a existéncia de trés genotipos. A partir da sequéncia nucleotidica do gene
N de 28 cepas isoladas de regides e hospedeiros diferentes, foi constatado que em Trinidade e
Tobago circulava o Gendtipo |1 do OROV, o gendtipo Il no Peru, o genotipo Il no Panama e
no Brasil foram detectados dois genotipos | e 11 (SAAED., et al. 2001).

Em estudos na cidade de Manaus foi analisado o segmento genético S no genoma do
OROV isolado de humanos, concluindo o surgimento de um novo genotipo numerado como
IV. Foi realizado um estudo baseado com 111 sequéncias completas do segmento genético S
do OROV, dividindo assim 0 OROV em 4 gendtipos e 8 subgendtipos. O gendtipo | é localizado
no Brasil e em Trinidad, o gendtipo Il no Panamé, Peru e Brasil, o 11l no Brasil e Peru e o
gendtipo IV encontrando apenas no Brasil (Figura 3) (TRAVASSOS DA ROSA,, et al. 2017;
VASCONCELOS.,, et al. 2011).

Figura 3. Distribuicdo dos genotipos do OROV na América Latina
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Fonte: (TRAVASSOS DA ROSA et al., 2017).

Uma vez que os sintomas da febre oropouche sdo bastante similares aos de outras
arboviroses como a Dengue e Zika, € dificil obter um diagndstico clinico preciso (PINHEIRO
et al., 1981). Assim, para um diagnostico clinico rapido e confiavel do OROV, sdo necessarias
técnicas moleculares classicas como a PCR-RT (MORELI et al., 2002). O teste de
imunofluorescéncia indireta em leucocitos periféricos para identificacdo do antigeno do OROV
também comecou a ser utilizado como método de diagndstico (DE SOUZA LUNA et al., 2017).

Até o0 momento, ndo existe nenhum farmaco antiviral disponivel para o tratamento da
febre oropouche, bem como vacinas para medidas profilaticas. A Gnica opg¢édo sdo os farmacos
para alivio dos sintomas como medidas paliativas. Sdo escassos 0s estudos existentes na
literatura buscando farmacos antivirais contra 0 OROV. Um estudo realizado por Livonesi e
colaboradores, com a ribavirina (um anélogo nucleosidico) ndo apresentou resultados de
atividade antiviral contra 0 OROV (CARPENTER et al., 2013; LIVONESI et al., 2006).

Frente a isso, a melhor maneira é tentar conter o risco de surtos e epidemias pelo OROV,
visando a erradicacdo dos vetores por meio de praticas agricolas que reduzam a quantidade de
criadouros, como também é necessario medidas de protecdo pessoal como o uso de
mosqueteiros, uso de repelentes e armadilhas luminosas para insetos (CARPENTER et al.,
2013; LIVONESI et al., 2006).

1.6 Virus Mayaro (MAYV)

O virus Mayaro (MAY'V) é o agente etiologico da febre mayaro que pertence ao género
Alphavirus, familia Togaviridae, sendo transmitido principalmente por mosquitos do género
Haemagogus. A transmissdo do MAY'V, ocorre geralmente de um primata ndo- humano para
um humano. Outros hospedeiros também foram descobertos, tais como roedores, passaros,
preguicas e outros mamiferos de pequeno porte (DE THOISY B et al., 2003).

O MAYYV foi isolado pela primeira vez em amostras de sangue de trabalhadores rurais
em de Trinidade e Tobago, em 1954. O virus foi nomeado Mayaro pois era 0 nome da regido
localizada a sudeste de Trinidade, onde os casos iniciais da febre foram notificados
(ANDERSON et al., 1957).
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1.7 Estrutura e replicagcédo do MAYV
O MAYYV ¢é um virus envelopado com simetria icosaédrica, medindo cerca de 65 a 70
nm de diametro e possui RNA de fita simples de sentido positivo ndo segmentado (Figura 4)

(KING et al., 2011).

Figura 4. Modelo estrutural dos Alphavirus
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Pouco é conhecido sobre o ciclo replicativo de MAYV, sendo que a maioria dos dados
sdo baseados em estudos da replicacdo de outros Alphavirus (Figura 5). O ciclo replicativo se
inicia com a adsorcao viral via proteina de superficie E2 se ligando assim a célula hospedeira.
Em seguida o virus entra na célula por endocitose na célula hospedeira (WINTACHAI, 2012).
Apo0s o virus entrar no citoplasma, é liberado e sofre desnudamento da vesicula endossomal
devido a acidificacdo do meio, assim, ele libera o material genético para inicio da replicacéo.
O genoma do MAYYV possui duas ORFs, a primeira e a segunda ORF codificam proteinas
ndo-estruturais e proteinas estruturais, respectivamente (STRAUSS; STRAUSS, 1994,
MAYOR; PAGANO, 2007).

Dentro da célula o material genético do MAYYV se liga ao ribossomo para iniciar a
traducdo. A primeira ORF que é traduzida codifica a producdo de uma cadeia polipeptidica, a
qual é clivada em quatro proteinas ndo-estruturais, que sdo nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4. A segunda
ORF possui a informacdo que sera traduzida a uma cadeia polipeptidica, que apos clivagem
libera quatro proteinas estruturais E1, E2, E3 e 6K, as quais pertencem ao envelope e ao
capsideo do virion. Ap6s a montagem da particula viral, o virion se fusiona a membrana celular
e por brotamento que é a ultima etapa do ciclo replicativo, o virion é liberado da célula
(STRAUSS; STRAUSS, 1994).



Figura 5. Modelo de replicacdo dos Alphavirus
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Os sintomas da febre ayaro geralmente sdo inespecificos e leves, sendo divididos em

duas fases quanto ao quadro de sintomas do paciente. A primeira fase € aguda e a segunda

subaguda. A fase aguda se caracteriza por uma pequena viremia de 3 a 4 dias e depois um

periodo de incubacdo de 7 a 12 dias em que alguns sintomas sistémicos podem aparecer como

febre abrupta, artrite, erupcao cutanea geralmente acompanhada de sangramento (PINHEIRO.,
et al. 1981; MOTA,, et al. 2015; THEILACKER et al., 2013; MCGILL., 1995).

O paciente infectado pelo MAYYV pode apresentar sintomas como artralgia, cefaléia,

émese, dor retro-ocular, diarreia, mialgia. O quadro febril pode apresentar uma duracéo de cerca

de 10 dias, podendo ressurgir apos alguns dias. O MAYV pode causar sintomas mais graves

como complica¢6es no SNC, miocardite, podendo levar o paciente a ébito, com manifestacdes

hemorragicas apesar de raras também séo possiveis de acometer aos infectados (CHEN; LANG,

2013; MOURAO., et al. 2012).
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Em alguns pacientes foram relatados sintomas como dor de garganta, dor abdominal,
nausea, tosse, anorexia, inchago dos linfonodos e sangramento gengival, cerca de 20% dos
pacientes com febre mayaro apresentam edema na regido dos pulsos, articulagdes, dedos das
méos e tornozelos. Na fase de convalescenca o paciente pode ter artralgia, artrite, podendo esses
sintomas durarem semanas e até meses (ZUCHI et al., 2014; IZURIETA et al., 2011;
AZEVEDO et al., 2019; HALSEY et al., 2013; MUNOZ; NAVARRO, 2012; PINHEIRO et
al., 1981).

O paciente infectado pelo MAYYV pode desenvolver um quadro de artralgia bastante
incapacitante e doloroso afetando pulsos, méos, cotovelo, pés, quadris e articulacbes axiais.
Geralmente esses pacientes com artralgia ficam bastante debilitados e com sensibilidade até
mesmo ao toque. A infeccdo pelo MAYV conduz a um quadro de leucopenia, trombocitopenia,
albuminuria todos em um grau ligeiramente leve (PINHEIRO et al., 1981).

1.9 Epidemiologia, diagndstico e tratamento da febre mayaro

E escasso o conhecimento sobre a epidemiologia do MAYV, entretanto é estimado que 1%
dos casos de dengue se referem na verdade a infeccdo pelo MAYYV, isso acontece pelo erro no
diagnostico resultando assim em uma subnotificacdo de infeccbes por MAYYV. Isso pode
acontecer em relacdo ao MAY'V e com outros arbovirus que também causam infec¢oes febris,
incluindo OROV (FORSHEY ., et al. 2010; WEAVER; REISEN, 2010; WEISE., et al. 2014).

Casos esporadicos como surtos e pequenas epidemias da febre mayaro, aconteceram em
paises como por exemplo Peru, Suriname, Guiana Francesa e Venezuela (TORRES et al., 2004;
TALARMIN et al., 1998; METSELAAR, 1966; HALSEY et al., 2013). No Brasil, 0
MAYYV foi registrado principalmente nos estados localizados ao norte como Amazonas e Para
(Figura 6) (ABAD-FRANCH et al., 2012; JONES et al., 2013; CRUZ et al., 2009).

Estudos soroldgicos realizados no Brasil entre 1966 e 2010 identificaram uma alta taxa
de infeccdo pelo MAYYV, demonstrando assim que o Brasil € um dos paises mais afetados por
esse arbovirus, o que pode ser explicado pelas caracteristicas do Brasil ser um pais continental
e tropical, com florestas e ecossistemas que fornecem um nicho ecolégico ao qual os arbovirus
sdo adaptados (LORENZ et al., 2017).
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Figura 6. Distribuicdo do MAYV na América Latina

.«—— Irinidad and Tobago
Guyana

Northeast
region

Central-wi

est
Southeast
region

I:l Human cases reported

outh
I:I Evidence of virus circulation region
A

D No evidence or no data available

Fonte: (Mota, 2015).

O diagnostico clinico da febre mayaro pode ser confundido com o de outros
arbovirus devido a semelhanga dos sintomas com outras infec¢Bes causadas por arbovirus
(VIEIRA et al., 2015). O método de diagnostico mais adequado é o isolamento viral de uma
amostra de sangue do paciente, que € considerado como padréo-ouro de diagnostico. Entretanto
devido ao periodo virémico curto, esse diagnatisto pode ser dificultado. O isolamento e cultivo
viral € realizado em células C6/36, que sdo células do inseto Aedes albopictus, células Vero E6
como também em ratos lactentes por meio da inoculagéo intracerebral. O periodo para observar
o efeito citopatico em média sdo de trés dias (DE FIGUEIREDO; FIGUEIREDO, 2014).

Os metddos classicos de biologia molecular economicamente mais viaveis tal como a
PCR podem ser utilizados como uma ferramenta de diagnéstico (BRONZONI., et al. 2004).
Outros métodos como ensaios de imunoflorescéncia sao usados para deteccdo da febre mayaro
(MOTA.,, et al 2015).

Assim como outras infec¢bes por arbovirus, a febre mayaro ndao tem um tratamento
especifico, mas sim um suporte da equipe médica para alivio dos sintomas. Todavia, como a
febre Mayaro é semelhante em relacéo a patologia causada pelo virus Chikungunya (CHIKV),
alguns farmacos usados para tratar a infecgdo pelo CHIKV é usado para tratar os sintomas da
febre Mayaro. Farmacos como ibuprofeno, diclofenaco e naproxeno ja foram administrados,
porém nao obtiveram eficacia desejada (DE FIGUEIREDO; FIGUEIREDO, 2014).
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A cloroquina que é um antimalérico, foi testada e obteve bons resultados em relagdo ao
tratamento da febre, melhorando sintomas que estavam graves em pacientes com artralgia
(TAUBITZ et al., 2007). A ribavirina foi administrada durantes 7 dias com doses de 200 mg
duas vezes ao dia, e teve éxito no tratamento com alivio por exemplo de dor nos membros
inferiores (RAVICHANDRAN; MANIAN, 2008). Em outros estudos in vitro, detectou-se a
acdo sinérgica da ribavirina com o interferon alfa (IFN-a) (BRIOLANT et al., 2004).

1.10 Chalconas antivirais

As chalconas sdo classificadas como cetonas o, B-insaturadas, sendo consideradas como
flavonoidesde cadeia aberta, bem como precursores para a biossintese de flavonoides ciclicos
(AVRAM et al., 2013; MACAEYV et al., 2014).

Figura 07. Estrutura geral das chalconas
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Diversas pesquisas estdo direcionadas ao estudo das chalconas, pois possuem amplo
espectro de bioatividades, sendo substdncias promissoras como candidatas para o
desenvolvimento de farmacos. Dentre essas atividades, estdo: antibacteriana (ZHAO et al.,
2011; MARTINS et al., 2013), anti-inflamato6ria (WEN et al., 2018), antitumoral (ZHOU et al.,
2020; WANG et al., 2018; HAN et al., 2019) e antifungica (MEI-YU et al., 2019; ANDRADE
et al., 2018; KONDURU et al., 2013).

Estudos com experimentos in vivo contra o virus do mosaico do tabaco (TMV),
demonstraram que uma série de chalconas purinicas, exibiram atividade antiviral, com destaque
para a chalcona 1 que obteve CE50 no valor de 65,8 uM, a qual foi superior ao valor da

ribavirina que exibiu CE50 de 154,3 uM (Figura 8) (FU et al., 2020).



25

Figura 8. Chalcona purinica 1 com atividade antiviral contra o virus do mosaico do tabaco
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Suroengrit e colaboradores (2017) em sua pesquisa com substancias antivirais contra 0s virus
da dengue tipo 2 (DENV2) e o da Zika (ZIKAV), demonstraram que a chalcona 4- metoxilada-2’-
hidroxilada 2 apresentou uma CE50 de 10 uM (Figura 9) (SUROENGRIT et al., 2017).

Figura 9. Chalcona 4-metoxilada-2’-hidroxilada 2 com atividade antiviral contrao DENV2

Um estudo in silico realizado por Powers e Sertzer (2016) com diversos tipos de compostos de
uma biblioteca fitoquimica, teve como destaque uma chalcona 3,4,2°,4°6’- pentametoxilada 3 que em
experimentos de docking se ligou fortemente a uma protease do DENV, exibindo uma energia de
ligacdo de -135,5 kJ/mol (Figura 10) (POWERS; SETZER, 2016).

Figura 10. Chalcona 3,4,2°,4’6’-petametoxilada 3 com atividade inibitdria in silico contra a protease
de DENV
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Zhou e colaboradores (2018) sintetizaram uma série de derivados chalcdnicos, para analisar a
atividade antiviral desses compostos contra 0 TMV e citomegalovirus (CMV). As chalconas exibem
em sua estrutura duas subunidades adicionais, uma purinica e outra toluenosulfonamidica. Das
chalconas avaliadas, a substancia 4 obteve um resultado promissor, demonstrando EC50 no valor de
51,6 uM (Figura 11) (ZHOU et al., 2018).

Figura 11. Chalcona purinica-toluenosulfonamidica 4 com atividade antiviral contra o TMV e CMV

Deng e colabradores (2006) realizaram estudos com Vvarios compostos para avaliar a sua
atividade contra o virus da imunodeficiéncia adquirida tipo 1 (HIV-1), o tipo de célula utilizada foi a
célula da linhagem T CD4+ humanas (CEM-SS). Obtiveram destaque as chalconas 5 e 6 quanto a
inibicéo da replicacéo viral e a citotoxicidade. A chalcona tri- hidroxilada 5 exibiu um EC50 de 32 uM
e CC50 de 450 uM, ja a chalcona metoxilada- hidroxilada 7 exibiu um EC50 de 23 uM e CC50 de 107
uM. Assim a chalcona 7 obteve melhor resultado em relacdo a inibicdo da replicacdo antiviral,

entretanto foi mais citotdxica do que a chalcona 6.

Figura 12. Chalconas com atividade antiviral contra o HIV-1.
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Tendo em vista que inmeras chalconas substituidas por grupos metoxilas (OCH3 ou OMe)
foram ativas contra inimeros virus, incluindo arbovirus, esse trabalho visou investigar chalconas
metoxiladas que foram sintetizadas a partir do seringaldeido, que é um derivado benzaldeidico, m’-

dissubstituido por metoxilas e p-substituido com uma hidroxila (Figura 13).

Figura 13. Estrutura do seringaldeido (7)
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Sintetizar e avaliar uma série de chalconas O-preniladas derivadas do seringaldeido

contra os virus Oropouche e Mayaro.

2.2 Objetivos especificos

- Sintetizar uma série de chalconas O-preniladas utilizando duas etapas de sintese;

- Purificar e confirmar a estrutura das chalconas O-preniladas por meio de técnicas
cromatograficas e espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio,

respectivamente;

- Avaliar a citotoxicidade dos compostos contra células diploides de rim de macaco verde

africano (Vero E6);

- Avaliar a atividade inibitoria das chalconas O-preniladas na replicacdo dos virus Oropouche

e Mayaro.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes e Solventes

Todos os reagentes foram obtidos comercialmente da Merck®. Os catalisadores e 0S
solventes empregados nas reacdes quimicas e meétodos cromatograficos foram obtidos
comercialmente da Synth®.

3.2 Métodos cromatogréaficos

3.2.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

As reacdes foram acompanhadas por Cromatografia em Camada Delgada (CCD)
utilizando cromatoplacas de gel de silica sob base de aluminio da marca Supelco®. Para o
desenvolvimento da CCD foram utilizadas misturas dos solventes hexano e acetato de etila de
acordo com a polaridade dos analitos. As cromatoplacas foram reveladas sob lampadas de
ultravioleta nos comprimentos de onda de 254 nm e 365 nm, bem como com reagente

anisaldeido sulfurico, seguido de aquecimento.

3.2.2 Cromatografia em Coluna de Fase Normal (CC-FN)

A cromatografia em Coluna de Fase Normal (CC-FN) foi utilizada para a purificacéo
dos produtos brutos. A CC-FN foi desenvolvida utilizando gel de silica de 100 a 200 Mesh
(Sigma Aldrich®) como fase estacionaria e misturas de hexano e acetato de etila como fase

mavel, de acordo com a polaridade dos analitos.

3.2.3. Cromatografia em Coluna de Permeacédo em Gel (CC-PG)

Foi usada também a cromatografia de permeacdo em gel em coluna de Sephadex LH-
20 (dextrana hidroxipropilada — Amersham Pharmacia Biotech) como fase normal e etanol
como fase movel. A Cromatografia de Permeagdo em Gel (GPC), é também conhecida como
Cromatografia por Exclusdo de Tamanho (SEC) e, é uma técnica que separa moléculas
dissolvidas com base no seu tamanho, bombeando-as através de colunas especializadas que

contém no seu interior um material microporoso (Sephadex LH-20).
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3.3 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A confirmacdo das estruturas obtidas foi realizada por meio da analise dos espectros de
Ressondncia Magnética Nuclear (RMN) de Hidrogénio (RMN de H) e de Carbono Treze
(RMN de C) nos espectrometros Bruker Avance Il1, de 14,0 Tesla, e de 9,4 Tesla, presentes
no Centro Multiusuario de Inovacdo Biomolecular (CMIB). Os deslocamentos quimicos (o)
foram expressos em ppm, tendo como referéncia o solvente ndo-deuterado residual. Foram
utilizados 0s solventes acetona deuterada (acetone-de) e cloroférmio deuterado (CDCI3) da
Sigma Aldrich®. Para os deslocamentos quimicos de hidrogénio (6H) foram indicados a
multiplicidade do sinal (s - singleto; sl — singleto largo, d - dupleto; dd - duplo dupleto; ddd-
duploduplodupleto; t - tripleto; m - multipleto), e a constante de acoplamento (J) foi medida em
Hz.

3.4 Estratégia sintética para obtencéo de chalconas O-preniladas

A sintese das chalconas foi realizada em duas etapas: (i) reacdo de O-prenilacdo do
seringaldeido (7) e (ii) reacdo de condensacdo de Claisen-Schmidt entre seringaldeido O-
penilado (8) e respectivos derivados acetofendnicos, sob catélise basica, formando as chalconas
O-preniladas 9-18.

3.4.1 Reacdo de O-prenilacéo do seringaldeido

A primeira etapa de sintese das chalconas O-preniladas envolveu a O-prenilacdo do
seringaldeido, o qual € disponivel comercialmente. O seringaldeido foi O-alquilado na posicao
4 a partir da reacdo com brometo de isoprenila, sob catalise de carbonato de potassio e acetona
como solvente (EPIFANO., et al. 2012).

O seringaldeido (7) (1,0/mmol) foi solubilizado em acetona (10 mL), na sequéncia foi
adicionado em pequenas aliquotas o carbonato de potassio (2,0 mmol). Ao fim da adicdo do
catalisador a reacdo foi mantida sob agitacdo por 15 minutos em temperatura ambiente. Apds
decorrido o tempo, a reacdo foi colocada em banho de gelo e foi adicionado o brometo de
isoprenila (1,2 mmol) sob atmosfera inerte de nitrogénio. O meio reacional foi mantido
sob agitacdo por 24 h em temperatura ambiente. A reacdo foi monitorada por cromatografia em
camada delgada (CCD). Apds 24 h, o meio reacional foi diluido com agua (20 mL) para a

completa dissolu¢do do carbonato de potéssio. A solucdo aquosa foi submetida & extragdo



31

liquido-liquido com acetato de etila (3 x 20 mL). A fracdo organica foi tratada com uma solucéao
saturada de NaCl (5 mL) e com uma solucdo de K2CO3 (10%) para a remocao do seringaldeido
residual, purificando assim o composto. Posteriormente, a fase orgénica foi seca com o agente
secante sulfato de magnésio, filtrada a simples e concentrada no evaporador rotativo. Foi obtido

um 6leo amarelo claro.

3.4.2 Reagédo de Condensagéo de Claisen-Schmidt

A segunda etapa de sintese envolveu as reacdes de condensacdo aldélica de Claisen-
Schmidt entre o siringaldeido O-prenilado (8) e uma série de derivados acetofendnicos para a
obtencdo das chalconas O-preniladas. A estratégia de sintese adotado foi a descrita por
Espinoza-Hicks e colaboradores (2019) para a sintese de chalconas O-preniladas. A reacao de
condensacdo aldolica de Claisen-Schmidt ocorreu sob catalise basica de hidroxido de sodio e
etanol como solvente (ESPINOZA-HICKS., et al. 2019).

3.4.2.1 Preparo das chalconas O-preniladas derivadas do seringaldeido 9-18

O siringaldeido O-prenilado (1,05 mmol) e os respectivos derivados acetofendnicos
(2,00 mmol) foram solubilizados em 20 mL de uma solucéo de etanol:agua (2:1) contendo 6
mmol de hidroxido de sodio. As misturas reacionais foram mantidas sob agitacdo em
temperatura ambiente por cerca de 1 a 4 horas. A formacdo dos produtos foi monitorada por
CCD. Ao término das conversdes, o meio reacional foi vertido em gelo de agua deionizada e
triturado para precipitacdo dos produtos brutos. Nos casos em que ndo se observou precipitacao,
0 produto bruto foi submetido a extracao liquido-liquido com acetato de etila como contra-fase
(3 x 50 mL). A fase organica foi tratada com uma solu¢édo saturada de NaCl (5 mL), seca com
0 agente secante sulfato de magnésio e sendo filtrada a simples. A solucdo extrativa foi
concentrada em evaporador rotativo. Os produtos foram purificados por cromatografia em
coluna de fase normal de gel de silica como fase estacionaria e misturas de hexano e acetato de
etila (95:5, 9:1, 8:2, e 7:3) como fases mdveis. Para algumas substancias que ndo foram
totalmente purificados por CC- FN, foi utilizada cromatografia em coluna de permeacéo em gel

(Sephadex LH-20), utilizando etanol como fase movel.
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As chalconas O-preniladas tiveram sua estrutura confirmada por anélises de
Ressonéncia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN de!H) e de Carbono Treze (RMN de
13C)_

3.5 Bioensaios

Os ensaios bioldgicos foram realizados pela Profa. Dra. Carolina Colombelli Pacca
Mazaro nas dependéncias da Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto (FAMERP-SP).

3.5.1 Cultura celular

Para a realizacdo dos ensaios de citotoxicidade e da avaliacdo da atividade antiviral
foram utilizadas as células Vero E6 (células diploidesde rim de Macaco Verde Africano, clone
E6), que foram gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Mauricio Lacerda Nogueira (Famerp/ Sdo
Jos¢ do Rio Preto), colocados ¢ mantidos em meio Eagle’s Minimum Essential (MEM -
acrescido de 10% de Soro Fetal Bovino — SFB — 100U/mL de Penicilina e 100 g/mL de

estreptomicina), na temperatura de 37 °C com 5% de CO2, para posterior realizagdo dos

experimentos (FIGUEIREDO, 1990).

3.5.2 Cultivo Viral

O OROV (tipo Bean 19991) usado neste estudo foi gentilmente cedido pelo Prof. Dr.
Mauricio do laboratdrio de pesquisas em virologia FAMERP, Sdo José do Rio Preto/SP. O virus
foi propagado nas células C6/36 e titulado em células VVero E6 por meio do ensaio de placas de
lise, para o qual utilizou-se meio semi-sélido para assim evitar a formacdo de placas
secundarias, causando assim a infeccdo apenas das células adjacentes e ficando seguro de que
cada placa formada no teste foi proveniente de uma particula viral infecciosa no inoculo inicial.
Diluicdes seriadas em uma razdo de 10 (102 a 10°) da suspensdo viral oriunda da cultura
celular, foram inoculadas nas células previamente aderidas em microplacas de 24 cavidades.

Apo6s uma hora de incubacéo, o inoculo viral foi retirado para adicdo de 1mL/cavidade
da mistura (v/v) de carboximetilcelulose (CMC) 2% e meio de manutengdo concentrado 2x,
acrescido de 1% de SFB. As células foram incubadas a 37 °C, 5% de CO2 e observadas

diariamente até o aparecimento do efeito citopatico. Depois de cinco dias, a mistura foi
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removida e as células vivas fixadas com solugdo de paraformaldeido a 4%. A solucdo de cristal

violeta de 1% foi colocada para coloracéo das células e contagem das placas.

3.5.4 Avaliacédo da citotoxicidade

Avaliou-se a citotoxicidade das substancias contra as células Vero E6 utilizando o
ensaio colorimétrico do MTT (Thiazolyl blue tetrazoliumbromide, Sigma-Aldrich). As
monocamadas de células Vero E6 foram aderidas em microplaca de 96 cavidades e submetidas
a diferentes concentracfes das substancias por 5 dias a temperatura de 37 °C com 5% CO2.

Posteriormente a incubac&o, o sobrenadante foi retirado para adicdo de 50 pL de meio de cultura
acrescido de MTT (1 mg/mL). Apds isso, as placas foram incubadas a 37 °C com 5% de CO2

no periodo de 1 hora. Depois desse periodo, o sobrenadante foi removido e adicionou-se 100
pL de DMSO (Synth) para a solubilizagéo dos cristais de formazan. A placa foi agitada por 10
minutos e realizou-se a leitura no espectrofotdometro a LT-4000 Microplatereader (LabTech) a

540 nm. A concentragdo necessaria de cada substancia para diminuir a 50% da viabilidade

celular (CC50) foi calculada a partir da comparagdo com as células que ndo foram tratadas
(SCHROTEROVA et al., 2009).

3.5.5 Avaliacéo da inibicéo da replicacéo viral

Avaliou-se a inibicdo da atividade antiviral, através do tratamento simultdneo em
microplacas pelo ensaio de viabilidade MTT. Para isso 96 pocos foram plagueados com 100
uL de suspensio celular VERO E6 (1,8 x 10° células/mL) por cavidade e incubada por 24 horas
até confluéncia. Apos essa etapa realizou-se diluices seriadas de amostras preparadas em meio
L15 + 1% de ATB. Foi utilizado 0,1 MOI tanto no experimento com o0 OROV, como nos testes
com MAYYV. A placa foi incubada por 4 dias e monitorada diariamente. Passado esse tempo o
meio foi aspirado cuidadosamente, e cada cavidade foi tratada com 50 pL. de MTT (1 mg/mL).
Apos a adicdo do MTT a placa foi encubada por 4 horas na temperatura de 37 °C. Depois, 100
uL de DMSO foram adicionados a cada cavidade e a placa foi agitada por 10 minutos em um

agitador automatico e submetida a avaliacdo espectrofotométrica a 495nm.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 Sintese das chalconas O-preniladas

A sintese das chalconas O-preniladas foi realizada em duas etapas sintéticas (Esquema
2). A primeira etapa reacional envolveu o seringaldeido e o brometo de isoprenila sob catalise
de carbonato de potdssio em acetona como solvente. Essa etapa reacional produz o
intermediario seringaldeido O-prenilado (8) com caracteristicas oleosas e rendimento de 43%.
Na segunda etapa reacional ocorre a condensacgdo alddlica de Claisen-Schmidt entre 8 e uma
série de derivados acetofendnicos sob catélise basica de NaOH e etanol como solvente. Os
rendimentos da segunda etapa reacional para a obtencdo das chalconas O-preniladas 9-18
foram entre 24 a 39%. Os rendimentos para a segunda etapa de sintese estdo sumarizados na
Tabela 1, bem como os rendimentos globais para a obtencdo de cada andlogo chalcdnico O-
prenilado. Os rendimentos globais ficaram entre 10 a 17%. O destaque foi para a substéncia 13
que apresentou os maiores rendimentos, tanto na etapa 2 de condensacgdo (39%) quanto no
rendimento global (17%), e as substancoas 10 e 11 com rendimentos mais baixos para a série
de chalconas O-preniladas, sendo que ambas possuiram os mesmos valores de rendimentos na

etapa 2 de condensacéo (24%) e rendimentos globais (10%).

Esquema 1. Rendimentos da rota sintética de chalconas O-preniladas

Etapa 1. O-prenilagio do seringaldeido:

o~ )%/\ il
HO
Br Y\/O
H K,CO;, H

Acetona, ta. 430, |

I 7 o

Etapa 2. Condensacdo aldodlica de Claisen-Schmidt:

T
NaOH, EtOH, t.a. c|)

39%

9.R=H 14. R = 4-NO,
10. R = 4-Cl 15. R = 4-NH,
11. R = 3,4-diCl 16. R = 3-NH,
12. R = 4-CH,4 17.R = 2-NH,
13.R=4-OCH;  18.R = 3,4-diOCH,
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Tabela 1. Rendimentos da (etapa 2 e globais) para a sintese das chalconas O-preniladas

Chiksi R Rendimento Rendimento
Etapa 2 (%) Global (%)
’ = 23 11
10 4-Cl 24 T
. 3.4-diCl 24 T
12 4-CH3 31 13
13 4-OCHj3 39 T
14 4-NO: 15 15
15 4-NH; 28 T
16 3D 35 15
3 2-NH 14 5
18 |3.4-di0CH: 8 3

As chalconas O-preniladas 9-18 séo substancias ineditas na literatura e seus dados de
RMN de tH foram descritos, incluindo deslocamento quimico (sH), multiplicidade, integracéo
e constante de acoplamento. Dentre 0s sinais caracteristicos da formacéao de chalconas, destaca-
se 0 par de dubletos com J de aproximadamente 15,6 Hz, que foram atribuidos ao par de
hidrogénios a e Btrans-posicionados, caracteristicos da ponte cetonicaa, -insaturada, que une

0s anéis A e B.

4.1.1 Dados de RMN de 1H da chalcona 9

ool QO

RMN 1H (600 MHz, CDCI3): H (ppm), 8,02 (d, 2H, H2 e HB, J = 7,2 Hz), 7,73 (d, 1H, HB, J=
15,6 Hz), 7,60 (t, 1H, H4, J = 7,2 Hz), 7,52 (t, 2H, H3 e H5, J = 7,2 Hz), 7,41 (d, 1H, Ha, J=
15,6 Hz), 6,86 (s, 2H, H2’ e H6”), 5,58-5,54 (m, 1H, H2"*), 4,56 (d, 2H, H1*, J = 7,2 Hz), 3,91
(s, 6H, 3°-OCH3e 5°-OCH3), 1,75 (s, 3H, H4’), 1,67 (s, 3H, H5").
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4.1.2 Dados de RMN de 1H da chalcona 10

jé\/zl _ EI

RMN 1H (600 MHz, DMSO-d6): H (ppm), 8,17 (d, 2H, H3 e H5, J = 8,4 Hz), 7,86 (d, 1H, HP,
J =156 Hz), 7,70 (d, 1H, Ha, J = 15,0 Hz), 7,63 (d, 2H, H2 e H6, J = 8,4 Hz), 7,21 (s, 2H,
H2’ e H6%), 5,41 (t, 1H, H2”*, J = 7,2 Hz), 4,43 (d, 2H, H1"*, J = 7,2 HZ), 3,85 (s, 6H, 3°-OCH3
e 5’- OCH3), 1,68 (s, 3H, H4>"), 1,60 (s, 3H, H5").

4.1.3 Dados de RMN de 1H da chalcona 11
o~
0 Cl
1
0 = : cl
| s

RMN 1H (600 MHz, DMSO-d6): H (ppm), 8,33 (d, 1H, H2, J = 1,9 Hz), 8,12 (dd, 1H, H6, J

8,4 Hz, J = 1,9 Hz), 7,86 (d, 1H, Hp, J = 15,5 Hz), 7,84 (d, 1H, H5, J = 8,4 Hz), 7,73 (d, 1H,
Ha, J = 15,5 Hz), 7,23 (s, 2H, H2’ e H6"), 5,41 (t, 1H, H2”, J = 7,02 Hz), 4,44 (d, 2H, H1”, J
= 7,08 Hz), 3,85 (s, 6H, 3°-OCH3 e 5°-OCH3), 1,69 (s, 3H, H4"*), 1,60 (s, 3H, H5").

4.1.4 Dados de RMN de 1H da chalcona 12
o
0
T L
O = I
I s

RMN 1H (600 MHz, CDCI3): H (ppm), 7,93 (d, 2H, H2 e H6, J = 8,4 Hz), 7,72 (d, 1H, H, J
= 15,6 Hz), 7,41 (d, 1H, Ho, J = 15,0 Hz), 7,31 (d, 2H, H3 e H5, J = 8,4 Hz), 7,12 (s,
2HH2’ e H6"), 5,58-5,54 (m, 1H, H2”), 4,55 (d, 2H, H1”, J = 7,2 Hz), 3,91 (s, 6H, 3-
OCH3 e 5- OCH3), 2,10 (s, 3H, 4-CH3), 1,74 (s, 3H, H4""), 1,67 (s, 3H, H5").
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4.1.5 Dados de RMN de 1H da chalcona 13
0~
Yf\/o @ @ D‘H
0 = -
| s

A substancia foi sintetizada, porém néo foi possivel obter a purificacéo.

RMN 1H (600 MHz, DMSO-d6): H (ppm), 8,33 (d, 1H, H2, J = 1,9 Hz), 8,12 (dd, 1H, H6, J

8,4 Hz, J=1,9 Hz), 7,86 (d, 1H, H, J = 15,5 Hz), 7,84 (d, 1H, H5, J = 8,4 Hz), 7,73 (d, 1H, H
,J=15,5 Hz), 7,23 (s, 2H, H2” e H6"), 5,41 (t, 1H, H2**, J = 7,02 Hz), 4,44 (d, 2H, H1”, J =
7,08 Hz), 3,87 (s, 3H, 4-OCH3), 3,85 (s, 6H, 3’-OCH3 e 5°-OCH3), 1,69 (s, 3H, H4"*), 1,60 (s,
3H, H5”).

4.1.6 Dados de RMN de 1H da chalcona 14
ol (Ir
0 = I
I "

RMN 1H (600 MHz, DMSO-d6): H (ppm), 8,38 (d, 2H, H3 e H5, J = 9,0 Hz), 8,34 (d, 2H, H2
e H6, J = 9,0 Hz), 7,86 (d, 1H, HB, J = 15,6 Hz,), 7,74 (d, 1H, Ho, J = 15,6 Hz), 7,23 (s, 2H,
H2’ e H6"), 5,41 (t, 1H, H2”, J = 7,2 Hz), 4,44 (d, 2H, H1”, J = 7,2 Hz), 3,85 (s, 6H, 3’
OCH3 e 5°- OCH3), 1,68 (s, 3H, H4""), 1,60 (s, 3H, H5").

4.1.7 Dados de RMN de 1H da chalcona 15
0~
j4\,@ NH,
G . g
7 I

A substéncia foi sintetizada, porém néo foi possivel obter a purificacéo.
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4.1.8 Dados de RMN de 1H da chalcona 16
0~
0
o
ti: 1 NH,

A substancia foi sintetizada, porém néo foi possivel obter a purificacéo.

4.1.9 Dados de RMN de 1H da chalcona 17

RMN H (600 MHz, CDCI3): H (ppm), 7,87 (dd, 1H, H3, J = 7,2 Hz, J = 1,2 Hz), 7,66 (d,
1H, HB, J = 15,6 Hz), 7,49 (d, 1H, Ho, J = 15,6 Hz), 7,32-7,29 (m, 1H, H6), 6,84 (s, 2H, H2’
e H6”), 6,73-6,70 (m, 2H, H4 e H5), 5,57 (t, 1H, H2”, J = 7,2 Hz), 4,55 (d, 2H, H1**, J = 7,2
Hz), 3,92 (s, 6H, 3-OCH3 e 5°-OCH3), 1,76 (s, 3H, H4"), 1,68 (5, 3H, H5”).

4.1.10 Dados de RMN de 1H da chalcona 18
0
o b
oL
0 - : o~
| 4

RMN 1H (600 MHz, CDCI3): H (ppm), 7,71 (d, 1H, HB, J = 15,6 Hz), 7,66 (dd, 1H, H6, J =
7,8 Hz, J = 1,2 Hz), 7,53 (d, 1H, H2, J = 1,2 Hz), 7,37 (d, 1H, Ha, J = 15,6 Hz), 6,91 (d, 1H,
H5, J = 8,4 Hz), 6,85 (s, 2H, H2’ e H6"), 6,08 (s, 3H, -OCH3), 5,57 (t, 1H, H2”, J = 7,2 Hz),
4,56 (d, 2H, H1**, J = 7,2 Hz), 3,91 (s, 6H, 3’-OCH3 e 5>-OCH3), 1,75 (s, 3H, H4™), 1,68
(s,
3H, H5”).
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4.2 Avaliacao da atividade antiviral das chalconas O-preniladas

Sete chalconas O-preniladas (9-12, 14, 17 e 18) e o seringaldeido (7) foram submetidos
aos ensaios de citotoxicidade e atividade antiviral contra OROV e MAYYV (Figuras 15 e 16).
As substancias foram avaliadas em concentragdes que variaram de 2,4 uM a 300 uM.

Os ensaios de toxicidade contra células Vero E6 indicam que as chalcona O-preniladas
causaram baixas porcentagem de viabilidade celular, principalmente quando ensaiadas nas
concentragdes de 18,7 uM a 300,0 uM. Contudo, o seringaldeido O-prenilado (10) provocou
maior viabilidade celular quando comparado as chalconas, evidenciando que a estrutura geral
chalconica possui toxicidade intrinseca. Nas concentragdes mais baixas (2,4 uM e 4,7 uM) foi
observado maior viabilidade celular, o que permitiu avancar nas observacdes da inibicdo da
replicacdo viral de OROV e MAYV.

Figura 1-8. Avaliacdo da citotoxicidade e atividade antiviral contra 0 OROV das chalconas O-
preniladas

Chalcona (9)

RL-01 ORO, RL-01 MAY
Chalcona (11)

RL-02 ORO, RL-02 MAY
Chalcona (10)

RL-03 ORO, RL-03 MAY
Chalcona (12)

RL-04 ORO, RL 04 MAY
Chalcona (14)

RL-05 ORO, RL-05 MAY
Chalcona (17)

RL-06 ORO, RL-06 MAY
Chalcona (18)

RL- 07 ORO, RL-07 MAY
Aldeido O-geranilado (7)
RL-08 ORO, RL-08 MAY
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Figura 1-8. Ensaios de citotoxicidade e atividade antiviral contra 0 MAYV das chalconasO-
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4. CONCLUSOES

A rota sintética adotada para as chalconas O-preniladas, envolvendo duas etapas, se
demonstrou eficiente com rendimentos globais dos produtos isolados, variando de 3% a 17%.
As técnicas de separacdo envolvendo cromatografia em coluna de fase normal e de permeacéo
em gel permitiram isolar as chalconas O-preniladas com pureza e quantidades adequadas para
0s ensaios de citotoxicidade e antiviral. Sete chalconas O-preniladas demonstraram toxicidade
contra células Vero E6 na maioria das concentracdes testadas e ausente ou fraca inibi¢do da
replicacdo de OROV e MAYV.
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