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RESUMO

CUTRIM, THIAGO ANTONIO DE SOUSA, M.Sc, Universidade Vila Velha — ES, marco
de 2020. Avaliacdo da atividade antifungica de novos compostos triazolicos
derivados do timol. Orientador: Rodrigo Scherer.

As infeccdes fungicas emergiram, consideravelmente, por causa do aumento
populacional de imunocomprometidos. Os azodlicos, sdo os antifUngicos mais
utilizados para o controle dessas infec¢cbes. Porém, a falha terapéutica tem
caracterizado a ineficacia desses farmacos, devido ao desenvolvimento da resisténcia
antifingica. Diante disso, a busca por novas moléculas antifingicas torna-se
incessante. Sabe-se que o timol € um monoterpeno natural, que exerce atividades
biolégicas incluindo as antifungicas; e os anéis triazolicos sado estruturas privilegiadas
para sintese de novos compostos. Diante desse contexto, foi sintetizado nove novas
moléculas 1,2,3 triazol derivadas do timol. O objetivo desse estudo foi avaliar os
efeitos antifUngicos dos novos triazbis derivados do timol, bem como avaliar a
citotoxicidade em in vitro. As nove novas moléculas triazélicas foram sintetizadas
através da sintese de quimica click, sendo denominadas de 3c-k (descricdo quimica
nao definida). A atividade antifungica, foi determinada contra cepas sensiveis de C.
albicans, A. fumigatus, A. Flavus e T. rubrum, através do método de microdiluicdo em
caldo descrito pelo protocolo M38-A2 do CLSI (2008, 2010), para determinagéo da
concentracéo inibitéria minima (CIM). O triazdlico itraconazol e o timol foram utilizados
como controles. Além disso, foram realizados os testes de determinacdo da
concentracdo fungicida minima (CFM), estudo da curva cinética de morte, e
citotoxicidade in vitro. Os resultados obtidos através das avaliacBes antifungicas
demonstraram atividades para T. rubrum apresentando CIM de 3,1 pg/mL, CFM 6,25
pug/mL para a molécula 3j; CIM de 6,25 pg/mL, CFM de 12,5 pg/mL para a molécula
39, e CIM de 25 pg/mL, CFM de 100 pg/mL para a molécula 3e. As novas moléculas
3c-k ndo apresentaram atividade para as demais cepas testadas (CIM > 100 pg/mL).
A realizacdo dos estudos cinéticos da curva de morte demonstrou reduc¢des no
crescimento entre 24-36h, determinando um efeito fungicida a partir das
concentracfes de 2xCIM das moléculas 3g e 3j. foi realizado o teste da viabilidade
celular para o composto 3], que apresentou ICso> 80 pug/mL para queratindcito. Por
fim, apesar das moléculas apresentarem baixa eficacia comparada ao ITZ, notou-se
um aumento de 20 vezes na poténcia do composto 3j (CFM de 6,25 ug/mL) em relagéo
ao timol original (e CFM 125 ug/mL), concluindo que este composto é promissor para
estudos futuros.

Palavras-chave: Timol. Compostos triazolicos. Atividade antifungica. Fungos.
Dermatofitos.
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ABSTRACT

CUTRIM, THIAGO ANTONIO DE SOUSA, M.Sc, University of Vila Velha — ES, march
de 2020. Evaluation of the antigenic activity of new triazolic compounds derived
from thymol. Advisor: Rodrigo Scherer.

Fungal infections have arisen, considerably, due to the increased population of
immunocompromised individuals. Azoles are the most extensively used antifungals to
impede these infections. Notwithstanding, therapeutic failure has defined the
ineffectiveness of these drugs, due to the development of antifungal resistance. Hence,
the search for new antifungal molecules is incessant. It is well known that thymol is a
natural monoterpene, which has biological activities including antifungal instruments;
and triazole rings are privileged structures for the synthesis of new compounds. In this
contexture, nine new 1,2,3 triazole molecules derived from thymol were synthesized.
The aim of this study was to assess the antifungal effects of new thiazole-derived
triazoles, as well as to evaluate cytotoxicity in vitro. The nine new triazolic molecules
were synthesized through chemical click synthesis, being called 3c-k (chemical
description not defined). The antifungal activity was determined against sensitive
strains of C. albicans, A. fumigatus, A. Flavus and T. rubrum, using the broth
microdilution method described by CLSI protocol M38-A2 (2008, 2010), to determine
the minimum inhibitory concentration (MIC). The triazole itraconazole and thymol were
used as controls. Besides, tests for determining the minimum fungicidal concentration
(MFC), studying the kinetic curve of death, and in vitro cytotoxicity were carried out.
The outcomes obtained through antifungal evaluations verified activities for T.rubrum
presenting MIC of 3.1 pg / mL, MFC 6.25 pg / mL for the 3j molecule; MIC of 6.25 pg /
mL, MFC of 12.5 ug / mL for the 3g molecule, and MIC of 25 pg / mL, MFC of 100 ug
/ mL for the 3e molecule. The new 3c-k molecules showed no activity for the other
strains tested (MIC> 100 pg / mL). The kinetic studies of the death curve showed
growth reductions between 24-36 h, determining a fungicidal effect from the 2xMIC
concentrations of the 3g and 3j molecules. The cell viability test was performed for
compound 3j, which showed an IC50> 80 ug / mL for keratinocytes Ultimately, however
the molecules have low effectiveness compared to ITZ, there was a 20-fold accretion
in the potency of compound 3j (MFC of 6.25 pg / mL) compared to the original thymol
(and MFC 125 ug / mL), concluding that this compound is promising for further and
future studies.

Keywords: Thymol. Triazole compounds. Antifungal activity. Fungi. Dermatophytes.
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1 INTRODUCAO

As infecgbes fungicas emergiram consideravelmente e tornaram-se um
problema de saude publica mundial, por causa do aumento populacional de
imunocomprometidos (FRIEDMAN e SCHWARTZ, 2019; SAI SARAN e AZIM, 2016;
A. L. SANTOS, BRANQUINHA e KNEIPP, 2017). E apesar disso, essas infec¢oes
ainda sao negligenciadas, associando-se a uma alta mortalidade, matando cerca de
1,6 milhdes anualmente (BASSETTI et al., 2018; BONGOMIN et al., 2017; JANBON
et al., 2019).

Essa incidéncia é evidenciada, porque a maioria dos patégenos fangicos
humanos s&o oportunistas, ou seja, vivem em comensalismo com hospedeiros,
podendo provocar infecgcbes graves (HADRICH; AYADI, 2018). Além disso,
ocasionalmente, os patdgenos fangicos ambientais invadem o organismo humano
para desenvolver doencas (KIM, 2016); enfatizando que as infec¢des fungicas
provém de duas fontes diferentes: o0 ambiente e o préprio hospedeiro, podendo variar
de infec¢gBes fungicas superficiais a infeccbes fungicas invasivas (BRUNKE et al.,
2016).

As infecgBes fungicas superficiais limitam-se & camada externa do corpo,
sendo chamadas de dermatofitoses (BOUCHARA, MIGNON; CHATURVEDI, 2017).
Ja, as infe¢Bes fungicas invasivas manifestam-se em 6rgdos sélidos e/ou corrente
sanguineas, em individuos imunossuprimidos (KIM, 2016). O Trychophyton rubrum é
0 agente dermatofito mais comum em casos clinicos de dermatofitoses (ZHAN; LIU,
2017), enquanto agentes dos géneros Candida spp. e Aspergillus spp. sdo patégenos
comumente identificados em casos de infecgdes fungicas invasivas (KIM, 2016).

A via de tratamento para infecc¢des fungicas é restrita, isso é atribuivel a

natureza da célula fungica que, como organismos eucarioticos, contém poucos alvos
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de drogas ndo compartilhados com hospedeiros humanos (ROEMER e KRYSAN,
2014). Por essas condi¢des, as alternativas terapéuticas para infec¢des fungicas
resumem-se em quatros grupos antifungicos: poliénicos, azdlicos, equinocandinas
alilaminas (KSIEZOPOLSKA; GABALDON, 2018). Os azélicos s&o bem evidenciados
para o0 manejo terapéutico de infecc¢des fangicas , pois apresentam um espectro de
acado fungistatico/fungicida, provocando distarbios na rota Biosintética do ergosterol,
através da inibicdo da enzima (ERG11 ou CYP51) lanosterol -14a-desmetilase
(ALLEN et al., 2015; MONK et al., 2019).

Além disso, esses compostos demonstram um menor efeito citotdxico
quando comparados a outros antifiingicos (ALLEN et al., 2015; MONK et al., 2019).
Mas, apesar de toda poténcia antifingica, esse cenario tornou-se obscuro, por causa
da falha terapéutica caracterizada, predominantemente, pela resisténcia contra esses
antifingicos (PERLIN; RAUTEMAA-RICHARDSON; ALASTRUEY-IZQUIERDO,
2017). A evolucéo da resisténcia antifungica é um processo inevitavel, pois mantém
relacao direta com a pressao seletiva, através do uso desordenado de antifungicos
clinicos e agricolas (HENDRICKSON et al., 2019; SANGLARD, 2016). Isso ressalta a
necessidade urgente de otimizar ou desenvolver novos compostos
antifingicos (NICOLA et al., 2018; REVIE et al., 2018; ROBBINS, CAPLAN e
COWEN, 2017).

A falha terapéutica provocada pelo desenvolvimento da resisténcia fungica
tem levado a intensificacdo dos estudos envolvendo os compostos naturais para
serem fortes aliados na busca por novos medicamentos (LOPES, PINTO, e
SALGUEIRO, 2017; SCORZONI et al., 2016; ZIDA et al., 2017). Em face disso, cada
vez mais moléculas sintéticas, derivadas de fontes naturais, estdo em evidéncia para
o desenvolvimento de novos farmacos antifungicos (TARIQ et al., 2019). O Timol &

um monoterpeno natural encontrado, majoritariamente, em Oleos essenciais de
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plantas, como o tomilho, o orégano e outras (KHAMENEH et al., 2019). Este
monoterpeno apresenta atividades antifingicas e, deste modo, pode ser indicado para
a sintese de novas moléculas com efeito antifingico (MARCHESE et al., 2016). Nesta
busca pela atividade antifungica, o anel 1,2,3-triaz6lico se apresenta-se com 0
farmacoforo anel triazol que permite o acoplamento de substituintes halogenados
(DHEER; SINGH; SHANKAR, 2017).

A partir do conhecimento do potencial antifungico ou antimicético do Timol
(MARCHESE et al., 2016) e indo ao encontro da busca por novas moléculas derivadas
de compostos naturais que apresentem atividades antifiingicas (ABRAO et al., 2015;
HIPOLITO et al., 2018; SALMAN, 2019; DE SOUZA et al., 2016), foram sintetizados,
por meio de sintese do tipo click chemistry, uma série de compostos 1,2,3-triazélicos

derivados do timol , para avaliagdo do efeito antifingico contra patégenos humanos.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. O reino fungico e suas caracteristicas peculiares

2.1.2. As contribuigBes do reino fungico para a natureza

O reino fungi, contém diversos organismos que fazem contribuicdes
significativas para apoiar a vida na terra. Os fungos sdo constituidos por células
eucaridticas, sendo considerados como uns dos principais decompositores em
biossistemas, (FISHER et al., 2012; SHARMA et al., 2019; ZHENG e WANG,2019).
Embora, os fungos estejam abundantemente, presentes no ambiente (ZHENG e
WANG, 2019),€é no solo que eles exercem diretamente 0s seus papeis vitais, que vao
desde a decomposicdo de detritos organicos (GUO et al., 2019; MASINOVA,
YURKOV e BALDRIAN, 2018; SPATAFORA et al., 2017) até associac¢des simbioticas
com outros seres incluindo plantas e animais(FILLINGER e ANDERSON, 2019;
MCCUTCHEON e LEKBERG, 2019; RODRIGUEZ e REDMAN, 2008).

Isso caracteriza os fungos como seres heterotréficos, degradam substratos
de organismos vivos; e saprofiticos, porque consomem substratos organicos de
organismos mortos. Essa obtencdo de substratos advindas do hospedeiro fornece
nutrientes importantes como: carbono, fosforo, e nitrogénio que regulam o

funcionamento do metabdlico da célula fungica (CARRIS, LITTLE e STILES, 2012).

2.1.3. A biologia estrutural da célula fungica

Além dos nutrientes essenciais, 0 proprio arcabouco estrutural da célula
fungica oferece condi¢des importantes para o funcionamento vital e metabdlico. Com

estrutura eucaridtica, a célula fangica delimita-se basicamente em: nacleo, citoplasma,
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membrana plasmatica e parede celular. A membrana plasmatica e a parede celular
possuem componentes essenciais exclusivos dos fungos que sédo responsaveis pela
vitalidade e viabilidade da CF (MONEY, 2016).

A parede celular envolve toda célula fungica conferindo protecéo
mecanica, mantendo a forma celular, protegendo contra pressdo osmatica intracelular
e permitindo  diversos processos morfogenéticos, como  crescimento
celular, citocinese e desenvolvimento quanto a tipos especializados de células
fungicas. Os principais componentes da parede celular séo (1-3) B-D-glucano (1-6)
B-D-glucano e quitina e glicoproteinas (CORTES et al., 2019; GOW, LATGE e
MUNRO 2017).

A membrana plasmatica cumpre uma ampla gama de funcfes bioldgicas
para manter a integridade da célula, incluindo captacdo seletiva de substancias,
transducdo de sinal, modulacdo da polaridade e forma celular (SCHUBERTH e
WEDLICHW-SOLDNER 2015). No entanto, o ergosterol € um esterol especifico da
membrana plasmatica, (responsavel por varias fun¢des incluindo modulacdes na
fluidez e permeabilidade) cujo & biossintese é realizada pelo complexo de enzimas
CYP ou ERG (LIU et al., 2019; RODRIGUES, 2018)

Enzimas CYP’s medeiam a rota Biosintética do ergosterol em células de
fungos filamentosos, enquanto as ERG’s em leveduras. Essa distincdo é porque as
células fungicas estdo divididas em dois tipos morfoldgicos: filamentosos e
leveduriformes, a diferenca entre tais é que os fungos filamentosos ou bolores
possuem um conjunto de hifas verdadeiras, as quais formam o micélio e as leveduras
contém pseudo-hifas formada por uma célula mée, ligada a gémula ou broto, podendo
ser unica ou multipla de acordo com a divisdo (BUENO e SILVA 2014).

As caracteristicas morfolégicas estruturais da célula fungica afetam

diretamente a maneira como um patdégeno fungico humano escapa do sistema
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imunolégico e desenvolve a infeccdo (TREVIJANO-CONTADOR, RUEDA e
ZARAGOZA, 2016). Nessa forma, a infec¢éo fungica €, por sua prépria natureza, um
processo interativo entre o patdgeno e o hospedeiro. Uma vez que o patdgeno
estabelece contato fisico com o hospedeiro, passando por uma série de mudancgas no
desenvolvimento que culminam na penetracdo e colonizacdo do tecido humano

(PIETRO e PEREZ-MARTIM, 2016).

2.2. Patégenos fungicos em humanos, infeccdes graves emergentes: por que se

preocupar?

Das 5 milhGes de espécies fungicas ja identificadas (BLACKWELL,2011),
aproximadamente, 400 sdo consideradas patogénicas para humanos (TAYLOR,
LATHA e WOOLHOUSE, 2001). Mas, apesar da infimidade no nimero de patégenos
fungicos , estudos recentes apontam que as infeccées fungicas ndo sdo raras, pois
quase 1 bilhdo de pessoas sofrem com infeccdes fungicas superficiais e mais de 150
milhdes de individuos sdo portadores de doencas fangicas graves ou invasivas
(BROWN et al., 2012; KIM, 2016).

Contudo, diante dessa constatacdo, ainda sim as infec¢des fungicas sédo
negligenciadas (BROWN et al., 2012; KIM, 2016), e levam a Obito cerca de 1,6
milhdes de individuos todos os anos (BONGOMIN et al., 2017). Isso porque, é
continuo o aumento populacional de imunocomprometidos, e questdes
socioecondbmicas e geoecoldgicas, associadas a falta de acesso basicos e cuidados
com a saude provocam atraso no diagnostico de IF (CASADEVALL, 2018; ALMEIDA,
RODRIGUES e COELHO, 2019; LOCKHART e GUARNER, 2019).

Assim, as infecc¢des fungicas afetam a vida de inimeros individuos pelo

mundo diversificando-se de superficiais ou dermatofitoses a invasivas ou sistémicas,
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as quais variam de leve assintomaticas a potencialmente fatal, uma vez que a maioria
dos patégenos sao oportunistas e provocam infecgbes devido a: comprometimentos
no sistema imunoldgico, violagbes em barreiras fisicas ou alteracdes na microbiota

humana (PINALTO, 2016).

2.2.1. InfeccgBes fungicas superficiais

As dermatofitoses séo infec¢des fungicas comuns em seres humanos, e
acometem individuos por todo mundo (BOUCHARA, MIGNON e CHATURVEDI,
2017). Essas infec¢des sdo chamadas de tineas ou infec¢gBes superficiais estéticas.
Porque os dermatofitos (agentes causadores de dermatofitoses) sdo antropofilicos,
colonizam tecidos queratinizados (cabelo, pele e unha) e degradam a queratina para
obter nutrientes como carbono e nitrogénio (GHELARDI et al., 2014).

Em geral as infec¢bes fungicas superficiais, sdo acometidas, por espécies
do género Trichophyton ssp. Contudo, apesar desses agentes serem dermatofitos
frequentes em casos clinicos de infec¢fes fungicas , eles podem potencializar esse
tipo de infeccdo dependendo do sistema imunologico do hospedeiro (KHURANA,

SARDANA e CHOWDHARY, 2019; LEE e PARK, 2015).

2.2.2. Infecgdes fungicas invasivas

As infec¢des fungicas invasivas, provocam um forte impacto a saude
publica no mundo. Esse fato, proeminentemente, tem sido impulsionado pelo aumento
de: imunocomprometidos, (individuos com o HIV/AIDS) e imunossuprimidos por
quimioterapia (BADIEE e HASHEMIZADEH, 2014). Patdogenos do género Candida

ssp. e Aspergillus ssp. sé@o isolados com maior frequéncia em casos clinicos de
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infeccbes sistémicas ( invasiva ), isto porque estes agentes estdo espalhados pelo
ambiente ou podem fazer parte da microbiota humana (WEBB et al., 2018).

No entanto, como sdo oportunistas podem provocar doencas graves
através da colonizagdo de o6rgaos solidos ou disseminacdo na corrente sanguinea
(WEBB et al., 2018). As infec¢bes fungicas estdo aumentando principalmente em
ambientes de cuidados intensivos, onde se encontra mais pacientes
imunocomprometidos com doencas graves. Frente a isso o controle terapéutico por
meios de tratamentos adequados para infec¢des fungicas , é a solugdo mais viavel
para superar esse 6nus oferecido a saude global (GARBEE, PIERCE e MANNING,

2017).

2.3. Terapia Antifungica

2.3.1. Infecces fungicas séo faceis de tratar?

O tratamento por antifingico é bem-sucedido, quando o farmaco demonstra
um efeito potencialmente ampliado capaz de inibir o patégeno , incluindo efetivas
relacdes farmacocinéticas e farmacodindmicas como: frequéncia da administracéo,
duracdo de tratamento e toxicidade (LEPAK, 2014). Isso provoca um desafio continuo
no desenvolvimento de compostos antifungicos, representado por dificuldades
significativas ao atingir seletivamente os fungos sem provocar danos as células dos
hospedeiros mamiferos (LIU et al., 2016; ZHENG e WANG,2019), uma vez que 0S
fungos sao constituidos por células eucarioticas assemelhando-se evolutivamente as
células dos possiveis hospedeiros (SCORZONI et al., 2017).

Por esse modo, as opcdes terapéuticas para infeccbes fungicas sao
restritas e basicamente estdo divididas por quatro classes: Poliénicos, Azdlicos,

Equinocandinas, Alilaminas (CAMPOY e ADRIO, 2017; FUENTEFRIA et al., 2018;
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NETT e ANDES, 2016), cujo alvo principal é atingir os componentes essenciais da
membrana plasmética e parede celular responsaveis pelo funcionamento vital-
metabolico da célula fungica (CARMONA e LIMPER, 2017; SAHAR HASIM, 2019;

WIEDERHOLD, 2018).

Tabela 1. Grupos antifungicos com seus respectivos mecanismos de acéo, as colunas
indicam esta ordem: principais classes antifingicas, medicamentos clinicos e

mecanismos de acgao.

Antifingicos

An(:[:i!‘?jsnsg?sas Drogas Mecanismo de Acéo
Anfotericina Inibidor da sintese de ergosterol principal
Poliénicos B componente da membrana plasmatica
Nistatina
Cetoconazol
Fluconazol Inibidor da sintese de ergosterol principal
Azélicos Itraconazol componente de membrana plasmatica
Voriconazol
Isavuconazol
Equinocandinas Ca_spofungina Inibidor da 1,3-8 glucano, parede celular
Micafungina
Alilaminas Terbinafina Inibidor na sintese de ergosterol

Fonte: KSIEZOPOLSKA; GABALDON, 2018.

2.3.2. Derivados Azdlicos: imidazélicos e triazélicos tém oferecido boas perspectivas

para terapia antifingica?

O desenvolvimento de drogas a base de azol foi representado como um
grande avanco na micologia médica, e tém servido & humanidade no combate e
controle de infec¢des fungicas , possuindo assim um amplo espectro de capacidade
antifangica (WANI et al., 2015),seus efeitos a célula fungica sdo considerados
fungistéticos e fungicidas (SHUKLA et al., 2016), ou seja, afetam no crescimento,

inibem a proliferacdo da célula e eventualmente ocasionam a morte celular devido a
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acumulacao de esterois toxicos metilados na membrana plasmatica (PRASAD, SHAH

e RAWAL, 2016; SOUZA e AMARAL, 2017).

2.3.2.1. Mecanismo de ac¢do dos azolicos

O alvo de inibicdo dos azolicos € aenzima lanosterol 14a0-
desmetilase dependente do citocromo P450 (CYP51), que pode ser codificada
pelo gene ERG11 em leveduras, ou Cyp51 em fungos filamentosos (EMAMI et al.,
2019; SHARMA e CHOWDHARY, 2017). Mecanisticamente, o nitrogénio basico do
anel azolico liga-se ao ferro hémico do citocromo P450, (KHURANA, SARDANA, e
CHOWDHARY, 2019; SHALINI et al., 2011), em decorréncia disso ocorre a inibigéo
da enzima alvo, que converte o lanosterol em ergosterol (o principal esterol
encontrado na parede celular fungica) (ANTONISSEN e MARTEL, 2018; CAMPOY e

ADRIO, 2017; KHURANA, SARDANA e CHOWDHARY, 2019; MONK et al., 2019).
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Figura 1. Mecanismo de acdo do azdlicos.
Fonte: Adaptado de SHETH-SANTIAGO et al., 2015.
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2.3.2.2. Gerag0es dos azdlicos, avangos crescentes

Os derivados azdlicos, comecaram a ser sintetizados em meados da
década de 1960, como um dos derivados de imidazol N-substituido (SHUKLA et al.
2016). Sdo compostos organicos, contém um anel heterociclico de cinco membros
com dois ou trés atomos de nitrogénio (CARMONA e LIMPER, 2017; SOUZA e
AMARAL, 2017), os quais dividem categoricamente a classe dos azolicos em dois
grupos: imidazélicos e triazdlicos, os imidazélicos possuem dois e triazdlicos trés
atomos de nitrogénio respectivamente em sua estrutura quimica, conforme as figuras
3 e 4 (CROWLEY e GALLAGHER, 2014; SZAFRANSKI, SLtAWINSKI, KEDZIA e

KWAPISZ, 2017).

2.3.2.3. Imidazoélicos

Os primeiros compostos imidazélicos, sdo conhecidos como azélicos de
primeira geragdo (CHANG et al., 2017),s&0 eficientes contra a grande maioria das IF
(KUMAR; JHA, 2017). Atualmente, esses farmacos estdo disponiveis em diferentes
formulagcbes incluindo: cremes, xampus, espumas, géis e locbes, utilizados
exclusivamente para o tratamento de dermatofitoses (HAFETI et al., 2019; HAY 2013,
2017). Um exemplo dos principais representantes desta classe € o cetoconazol (CTZ)

(GUPTA,LYONS, 2015).

2.3.2.3.1. Cetoconazol

O cetoconazol é um composto imidazélico, desenvolvido na década de

1970 como o primeiro antifingico a ser administrado pela via oral com o objetivo de
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tratar infec¢Bes fungicas superficiais e invasivas, marcando um novo e excitante
avanc¢o no campo da micologia médica (GUPTA e LYONS 2015; SHANKAR, VISHNU
TIWARI, MISHRA, SINGH e SHARMA, 2015). No entanto, em alguns paises 0 uso
oral foi suspendido devido a relagbes com alguns efeitos adversos como: irritacdes
em pele, desregulagfes enddcrinas e principalmente insuficiéncia hepética.

Isso porque o cetoconazol interage com enzimas do complexo CYP
humano (CAMPQOY e ADRIO, 2017; ELIAS et al., 2019; SAWANT e KHAN, 2017,
SHUKLA et al., 2016). Assim, esses efeitos colaterais trazem a tona questdes que
discutem a segurangca do cetoconazol. Onde recomenda restricdes cautelares,
suspendendo o tratamento para imunocomprometidos e compactando ao maximo em

imunocompetentes (GUPTA; LYONS, 2015).
N
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Figura 2. Estrutura quimica do cetoconazol.
Fonte: Adaptada de SHULKLA et al., 2016.

2.3.2.4. Triazodlicos

O tratamento com farmacos imidazoélicos tornou-se restrito por causa de
efeitos colaterais, levando a substituicdo desses derivados por compostos de anel
triazolico (NETT e ANDES, 2016), cuja ideia em sintese, oferece uma tendéncia
potencializadora que amplia a especificidade da ligacdo ao citocromo P450 fungico,

melhora a solubilidade, reduz a ligacdo as proteinas plasméticas e aumenta a
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polaridade (NAMI et al., 2019). No geral, os triazélicos expressam um amplo espectro
de acdo com um painel de seguranca melhorado, quando comparados & derivados
imidazdlicos (EMAMI, TAVANGAR, e KEIGHOBADI, 2017; NETT e ANDES, 2016).
Os triazdlicos sdo classificados por primeira e segunda geracdo. Os
triazélicos de primeira geragcdo incluem Itraconazol (ITZ) e Fluconazol (FCZ),
enquanto os Triazolicos de segunda geracdo Posaconazol (PCZ), Voriconazol (VCZ)
e Isavuconazol (ISCZ), foram sintetizados com o propésito de melhorar a eficacia dos
precusores descritos anteriormente (PEYTON, GALLAGHER e HASHEMZADEH,

2015).

2.3.2.4.1. ltraconazol

O itraconazol € um agente similar e substituinte do cetoconazol, contém
um painel de seguranca melhorado (LIU et al.,, 2016). Foi indicado como um
terapéutico de primeira escolha para infeccées fungicas invasivas, expressando um
arsenal ativo contra: dermatéfitos, algumas espécies de Candida intrinsecamente
insensiveis ao fluconazol e fungos filamentosos como Aspergillus (LASS-FLORL,
2011). Assim, o itraconazol esta disponivel em forma de cdpsulas, sendo administrado
normalmente por via oral.

Nas ultimas trés décadas tém sido utilizado eficazmente como principal
farmaco antidermatofitico (KHURANA, SARDANA, e CHOWDRARY, 2019). Embora
seja pouco absorvido pelo trato gastrointestinal, associa-se por estas condicdes a
alguns casos de intolerancias gastrointestinais, déficits neurolégicos e até
cardiotoxicidade (ALLEGRA et al., 2017; STOTT e HOPE, 2017), requerendo assim,
cuidados cautelosos em pacientes que fazem uso terapéutico com esse medicamento

(DOMINGUEZ-GIL HURLE, SANCHEZ NAVARRO e GARCIA SANCHEZ, 2006).
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Figura 3. Estrutura quimica do itraconazol.
Fonte: Adaptada de SHULKLA et al., 2016.
2.3.2.5. Limitac@es do efeito azodlico, falhas terapéuticas determinadas pelo avanco da

resisténcia

O surgimento da resisténcia de patdgenos fuingicos contra antifingicos
convencionais é o determinante principal da falha terapéutica e na atualidade esta em
ascensao continua (NETT e ANDES, 2016; SANTOS et al., 2018). Isto porque os
fungos tém a capacidade de adaptar-se rapidamente em ambientes novos e
desafiadores, nessa adaptacdo eles superam o0 estresse induzido por compostos
antifangicos, desenvolvendo mutacbes ou ajustando a propria fisiologia celular
(HOKKEN et al., 2019).

A resisténcia contra os antimicrobianos é um processo evolutivo, baseado
na selecdo natural em que microrganismos aumentaram sua capacidade de
sobreviver e crescer na presenca de drogas (CAMPOY; ADRIO, 2017). Entre as
diferentes classes de antifingicos, a resisténcia aos azélicos é mais evidente devido
a sua natureza fungistatica associada com fortes pressbes seletivas ou uso
indiscriminado de antifungicos azélicos (ROBBINS; CAPLAN; COWEN, 2017).

Essa constatacdo € observada notoriamente pela reducdo da
susceptibilidade in vitro ao azadlico, e definida claramente, como um evento complexo,

que requisitas condicdes: intrinsecas (primérias) ou adquiridas (secundarias)
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(GARCIA-RUBIO, CUENCA-ESTRELLA e MELLADO, 2017; HADRICH e AYADI,
2018; PERLIN, RAUTEMAA-RICHARDSON e ALASTRUEY-IZQUIERDO, 2017).

A resisténcia intrinseca, é encontrada naturalmente em alguns fungos sem
exposicdo prévia a droga, ja se relaciona a constante exposi¢do a droga como forma
profildtica e terapéutica (PERLIN, RAUTEMAA-RICHARDSON e ALASTRUEY-
IZQUIERDO, 2017.). Outro fato que determina a resisténcia adquirida é a associa¢cado
com a provavel exposicao ambiental através do amplo uso de fungicidas na agricultura
(VAEZI et al., 2017).

Os fungicidas agricolas, tebuconazol, tetraconazol e meticonazol , exibem
0 mesmo mecanismo de acdo dos azélicos clinicos, e, além disso, sdo aplicados
desordenadamente por longos prazos, induzindo a mudancas fenotipicas e alteracfes
no perfil de sensibilidade em fungos patogénicos, que podem vir da natureza portando
uma resisténcia cruzada, adquirida previamente na agricultura pelo contato direto com
agrotoxicos (BRILHANTE et al.,, 2019; GARCIA-RUBIO, CUENCA-ESTRELLA e
MELLADO, 2017; MEIRELES et al., 2019).

O progresso da resisténcia intrinseca ou adquirida aos azdlicos é
preocupante, pois dificulta 0 manejo do tratamento, reduz a escolha de possiveis
alternativas, e torna osisolados clinicos comumente pan-azoélicos ou multiazol-
resistentes. Embora 0s mecanismos promotores da resisténcia tenham sido
elucidados através de técnicas moleculares e genéticas (PEREZ-CANTERO, LOPEZ-
FERNANDEZ e GUARRO-ARTIGAS, 2019; HOKKEN et al., 2019).

A exposicao continua aos azolicos provoca estresse na ceélula fangica, e
estimula a proteina Hsp90 a qual desencadeia mecanismos de resisténcia como
estratégias adaptativas (JENSEN, 2016). Segundo Sanglard (2016), Sanglard (2019)
e Sharma e Chowdhary (2017), esses mecanismos, podem ser agrupados em pelo

menos trés principios gerais que inclui: (a) alteragdes no alvo da droga, (b) diminuigéo
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da concentracgéo eficaz de drogas intracelular e (c) mecanismos compensatorios que

diminuem a toxicidade da droga.

a. Alteracdes no alvo da droga

e Perda da afinidade do azdlico com a enzima alvo através de mutacfes

genéticas no gene codificador ERG11 ou CYP51,

b. Diminuicdo da concentracdo do medicamento, intracelular

e Superexpressao dos transportadores de efluxo para drogas

c. Mecanismos compensatérios que diminuem a toxicidade da droga

e Superexpressdo dos genes codificadores ERG11 ou CYP51
e Desvio na via do ergosterol dependente, através da inativacdo do ERG3 (perda

de funcao) e substituicdo por outros esterois.
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Figura 4. Mecanismos de resisténcia azdlica. (I) Perda da afinidade do azolico com a
enzima alvo através de mutagdes genéticas no gene codificador ERG11 ou CYP51,
(I1) superexpressao dos genes codificadores da enzima alvo, (lll) superexpresséo de
efluxo transportadkres de drogas, (V) desvio na sintese do ergosterol.

Fonte: JENSEN, 2016.

—

2.3.2.6.1. Alteracao ou perca por afinidade do azélico com a enzima alvo

A modificacdo ou alteragdo da enzima, alvo promove o funcionamento
normal da rota biosintética do ergosterol mesmo na presenca do antifingico,
representando um dos mecanismos de resisténcia mais comuns. A reducéo ou falha
na ligagdo do antifungico ao local ativo de inibicdo é elucidada claramente como
mutacdes pontuais no gene codificador da enzima ERG11 ou CYP51, resultando em
substituicdes de aminoécidos ou modificacdes em cadeias peptidicas, as quais

remodelam, estruturalmente, o canal de acesso ao ligante azdlico que se torna
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limitado ao conectar-se ao ferro hémico da enzima alvo (GUEGAN e GANGNEUX,

2017; PRASAD, SHAH e RAWAL, 2016).

2.3.2.6.2. Superexpresséo da enzima alvo

A superexpressao do alvo de inibicdo pode também conferir a resisténcia.
Isso ocorre devido: (i) ganho de fungao no fator transcricional Upc2 que induz a
superexpressdo do gene ERG11 para espécies de Candida (FLOWERS et al., 2012),
e (ii) duplicacdes nas regides promotoras (TR34, TR46 / Y121F / T289A e TR53) do
gene CYP51. Essas mutacdes excedem oito vezes a mais a produgéo de enzima alvo
que por consequéncia diminui a eficacia azdlica intracelular (SHARMA e

CHOWDHARY, 2017).

2.3.2.6.3. Superexpressao dos transportadores de efluxo

Um mecanismo de resisténcia encontrado em muitas espécies de fungos,
€ a capacidade de excretar compostos antifingicos através da superexpressdo de
bombas transportadoras de efluxo (HOKKEN et al., 2019). As Bombas
transportadoras de efluxo sé@o intrinsecas a homeostase celular da linha de base, e
operaram em taxa constante, realizando o transporte de nutrientes essenciais,
algumas expulsam seletivamente os antibioticos e antifingicos como também
excretam varios compostos quimicos. As glicoproteinas da bomba de efluxo tém a
capacidade de remover os medicamentos acumulado na célula em detrimento da
energia (NATESAN et al., 2013).

Nesse modo, a resisténcia ocorre quando mesmo na presenca da droga a

atividade da bomba de efluxo permite que o organismo cresca e funcione
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fisiologicamente normal (NATESAN et al., 2013). Isso acontece, porque 0 aumento da
expressdo génica promove a producdo de glicoproteinas da bomba de efluxo,
resultando no aumento exacerbado no transporte de antifungicos para fora da célula

(PRASAD, 2015, 2019).

2.3.2.6.4. Desvio na rota Biosintética do ergosterol, através da inativagdo do ERG3

(perda de funcao) e substituicdo por outros esterais.

Um quarto mecanismo menos comum, & descrito como o desvio na rota
Biosintética do ergosterol (em leveduras como Candida) através da inativacdo ou
perca de funcdo do ERG3, isto favorece alternativas que biosintetizam esteroéis
substituintes do ergosterol. Quando o ERG11 é inibido, pelo efeito azdlico outra
proteina, o ERG6, medeia uma via alternativa que transforma o lanosterol em 14a-
metilado, esterol toxico para o crescimento celular. Mas, isso envolve o ERG3, que
quando desativado induz & biossintese de esteroéis adequados para viabilidade celular
(SPAMPINATO e LEONARDI, 2013).

Assim a célula fungica produz uma membrana desprovida de ergosterol,
mas contendo outros esterdis, que sao viaveis para o crescimento celular. Neste modo
o efeito azdlico é contornado, por perder a eficacia ndo inibindo a rota Biosintética do
ergosterol, conceituada pelo funcionamento normal da CF mesmo na presenca da

droga (SPAMPINATO e LEONARDI, 2013; LUNA-TAPIA, BUTTS e PALMER, 2018).

2.3.2.7. Perspectivas futuras, por novos antifingicos

Embora os azdlicos sejam eficazes contra a maioria dos patdgenos

fungicos , as infecgcdes pan-azol-resistentes provocam um forte impacto clinico no
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mundo, principalmente em individuos imunocomprometidos (GARCIA-RUBIO,
MONTEIRO, MELLADO, 2018). O desenvolvimento de farmacos para tratar individuos
com infeccdo fangica é uma prioridade continua frente a desvantagem dos
antifangicos azolicos existentes (PARENTE-ROCHA et al., 2017; PRISTOV, 2019;
VAN DAELE et al., 2019).

Com isto, novos avangos importantes foram feitos na descoberta de alvos
para antifungicos; no entanto, sdo necessarios muitos anos desde a descoberta até o
uso clinico (CORTES et al., 2019). Por esse motivo, a otimizacdo de moléculas ja
existentes e o desenvolvimento de novas formula¢cdes como terapias alternativas sao
importantes o0 aumento das op¢des de escolha durante o controle terapéutico de IF

(SCORZONI et al., 2017)

2.4. A busca por antifungicos, através de compostos derivados de produtos

naturais

Uma alternativa amplamente utilizada como opcéo profilatica e terapéutica
para o controle de infeccdo fungica séo os derivados de produtos naturais advindos
de plantas, pois a prépria natureza oferece recursos vastos que fornecem altas taxas
de acerto durante o tratamento de varias doencas provocadas por patdégenos fungicos
(ALDHOLMI et al., 2019; SANTOS et al., 2018; SCORZONI et al., 2016). Isto porque,
0s Oleos essenciais extraidos de plantas (folhas, flores, raizes ou cascas), possuem
compostos naturais valiosos que servem como fortes coadjuvantes para o manejo

de infec¢Bes fungicas (D’AGOSTINO et al., 2019; PEDROSO et al., 2019).
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2.4.1. Definic&o de 6leo essencial

Segundo a RDC n° 02/07 da Agéncia Nacional de Seguranca de vigilancia
sanitaria (ANVISA, 2007), os O6leos essenciais sao definidos como produtos
odoriferos, geralmente de composi¢cdo complexa, obtidos a partir de uma matéria-
prima vegetal definida botanicamente, por arrastamento a vapor, destilacdo a seco ou
por um processo mecanico adequado sem aquecimento. Aproximadamente 30.000
plantas podem ser utilizadas para produzir 6leos essenciais e mais de 150 tipos
diferentes de 6leos estdo inseridos no mercado. Conhecidos h&a centenas de anos,
sdo utilizados comumente em muitos campos, como industria de alimentos,
perfumaria, produtos de limpeza, medicina tradicional e aroma terapia ( DE GROOT e

SCHMIDT, 2016).

2.4.2. Os Oleos essenciais e seus componentes antiftingicos

A avaliagdo da atividade antifingica de O6leos essenciais vem sendo
realizada ao longo dos anos, a fim de identificar novos compostos potentes que
demonstrem atividades antifangicas promissoras (ALDHOLMI et al.,, 2019;
D’AGOSTINO et al., 2019; GEWEELY et al., 2019; WINSKA et al., 2019), isso porque,
esses 6leos essenciais sao constituidos por compostos organicos volateis com peso
baixo molecular os quais possuem uma natureza altamente lipofilica capaz de
perturbar a membrana celular , e levar morte da célula fungica (CHOUHAN,
SHARMA e GULERIA, 2017; DHIFI et al., 2016; NAZZARO et al., 2017).

Esses compostos pertencem a diversas classes ou familias, divididas
categoricamente em terpenos e nao terpenos, a classe dos terpenos, predominam-se

em maioria dentre todos 0s compostos majoritarios de Oleos essenciais, seus
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derivados funcionais incluem: hidrocarbonetos, alcodis, éteres, aldeidos, cetonas,
ésteres, aminas, amidas e fendis. Em propor¢cdes menores, encontram-se 0S
compostos néo terpénicos incluindo os derivados de fenilpropano ou fenilpropanoides.
Um exemplo composto terpenos que apresenta atividades antifingicas € o timol

(DHIFI et al., 2016; FELIPE e BICAS, 2017).

OH

Timol=*

Figura 5. Estrutura quimica do Timol.

2.4.2.1. Timol

O timol é um composto volati monoterpeno fendlico (C10H140),
encontrado principalmente no 6leo essencial de plantas da familia Lamiaceae, como
orégano ou tomilho (LEMOS et al., 2017). Esse composto apresenta fortes
propriedades bioldgicas incluindo antibacterianas, antifingicas e antiparasitarias
(BELATO et al.,, 2018; MARCHESE et al. 2016). O interesse na formulagdo de
farmacos antifungicos a base de timol deve-se a varios estudos que avaliaram o
potencial terapéutico deste composto para o tratamento de patdogenos fungicos
(SALEHI et al., 2018;ZUZARTE et al., 2013).

Jafri e Ahmad (2019), Sharifzadeh et al. (2018) avaliaram o efeito potencial
gue o timol exibe contra estirpes resistentes de C. albicans, C. tropicalis, C.glabrata e
C. krusei a antifungicos como fluconazol, como também interagem sinergicamente
com essa droga. Essa interacdo do timol a antifungicos triazélicos, potencializa o

efeito de susceptibilidade, provendo sucesso na terapia antifingica, dando
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possibilidades a sintese de novos compostos(SHARIFZADEH et al., 2018).

2.4.3. Estratégias de sintese de novas moléculas antifungicas
2.4.3.1. Hibridizagdo de compostos naturais, um novo caminho para terapia

antifingica

Os compostos naturais séo eficazes durante o tratamento de doencas
infecciosas, tendo grandes promessas como fonte de novos agentes antimicrobianos
incluindo antifungicos (KHAMENEH et al., 2019). E como tal, espera-se que esses
compostos se tornem cada vez mais importantes frente a evolugdo da resisténcia
(DAVISON e BRIMBLE 2019; GENILLOUD, 2019). Isso porque, 0S compostos
naturaispossuem ligantes covalentes que podem ser fundidos em estruturas de
antifangicos ja existentes.

O anel triazdlico, € uma estrutura antifungica privilegiada porque contém
um esqueleto conjugado com elementos farmacoéforos, o qual permite o acoplamento
a outros compostos por meio da hibridizacdo molecular (JHA e KUMAR, 2019). A
sintese de moléculas hibridas é vista como uma estratégia Gtil e promissora para
desenvolver novos farmacos, porque pode reduzir os efeitos colaterais e superar a
resisténcia adquirida por medicamentos convencionais.

Uma vez que esses compostos, contém dois ou mais dominios
farmacoforos diferentes que otimizam o efeito da droga (BOZOROV, ZHAO e AISA,
2019; SHAVETA, MISHRA e SINGH, 2016). Com isto varias moléculas hibridas
contendo do compostos naturais ligados a triazélicos estdo sendo conhecidas como
fortes candidatas a farmacos para serem utilizadas durante o tratamento de varias
doencas, incluindo aquelas causadas por microrganismos resistentes como os PFH

(ANUSIONWU, ADERIBIGBE, e MBIANDA, 2018; XU, ZHAO, e LIU, 2019;
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ZHANG,2019)

2.5. Sintese da Cicloadicao

A sintese de triazélicos derivados de compostos naturais tornou-se uma
forte alternativa na producdo de novos farmacos terapéuticos (DHEER, SINGH e
SHANKAR, 2017; TEIXEIRA et al., 2018). Em geral, essas moléculas sao sintetizadas
através da reacdo da ciclo adi¢éo ou click- chemistry que é conhecida como uma
moda sustentavel porque acontece entre alcino terminal e uma azida orgéanica
catalisados por metais (GOMES et al., 2019; WANG et al., 2016). Assim, alguns
estudos indicam que moléculas sintetizadas a partir da sintese de click-chemistry

demonstram um potente efeito antifungico (LI et al., 2016; TANG et al., 2015).

2.5.1. A Sintese de 1,2,3 triazois derivados do timol

Evidéncias mostram que novas as triazolicas, sintetizadas pela sintese de
click- chemistry oferecem um bom caminho para superar a resisténcia antimicrobiana
e antifungica. No entanto, esse efeito antimicrobiano ou antifiingico pode ser otimizado
por um CN (ALDHOLMI et al., 2019). Recentemente, Santos et al. (2019) avaliaram
o efeito da atividade antimicobacteriana de novos 1,2,3 triaz6is derivados do eugenol,
Santosh et al. (2018) relataram o efeito antimicrobiano de novos 1,2,3 triazois
derivados de chalconas.

Diante desses estudos, observa-se que tais compostos contém em sua
estrutura quimica o anel heterociclico 1,2,3 triazol, que segundo, Dheer, Singh, e
Shankar (2017) é uma estrutura sequencial (com trés atomos de nitrogénio) que

possui densidade rica em elétrons e dota de uma enorme variedade de andaimes, que
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servem para sintese de novos compostos. Neste modo, sabendo que o anel
heterociclico 1,2,3 triazol € uma estrutura valiosa para sintese de novos compostos, e
que o timol é um monoterpeno fendlico que exerce diversas atividades bioldgicas.
Sintetizou-se novas moléculas 1,2,3 triazéis derivadas do timol por meio da sintese
de quimica click para avaliagdo da atividade antifingica frente a patégenos flngicos

humanos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Avaliar os efeitos antifangicos de novas moléculas triazdlicas sintetizadas

a partir do timol, bem como avaliar a citotoxicidade em cultura de células in vitro.

3.2. Especificos

e Determinar a Concentracao Inibitéria Minima;

e Determinar a Concentracdo Fungicida Minima;

e Comparar a CIM das novas moléculas triazdlicas com os triazolicos
convencionais.

e Avaliar e discutir as possiveis relacbes das atividades antifingicas com a
estrutura quimica das novas moléculas

e Estudar a cinética do tempo de morte dos patdgenos flngicos testados em
concentragdes de inibicdo das novas moléculas triazélicas

e Avaliar a citotoxicidade das novas moléculas triazélicas em culturas de células,

em fibroblastos, queratindcitos e hepatécitos
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Sintese dos novos compostos triazdlicos

As moléculas foram sintetizadas na Universidade Federal do Espirito Santo
(Alegre, ES). A sintese das novas moléculas triazélicas, a partir do timol, ocorreu em
apenas trés etapas, usando a ideia da reacao de ciclo adicdo quimica “click” na ultima

etapa originando nove compostos 1,2,3 triazéis derivados do timol, conforme

Esquema 1.
Ny~ R
KZCO3IAcetona Ascorbato de so6dio + CuSO, N
/\ DMF, micro-ondas, 70 °C O/\E \\/N
N
R
Timol Derivados Triazélicos do Timol

Esquema 1. Sintese de quimica click das moléculas triazdlicas derivadas do timol.

Uma mistura reacional contendo timol (1) (0,05 g; 3,3 mmol) e carbonato
de potassio (K2COs) (5 mmoL) em acetona (4 mL) foi agitada a 0 °C, por 20 minutos.
Em seguida, foi adicionado brometo de propargila (33 mmol) & mistura reacional,
sendo agitados a temperatura ambiente por 4 horas, levando a formacao do alquino
derivado do timol (2). Apés a evaporacao do solvente, o material foi purificado por
cromatografia em coluna utilizando silica gel 60 (70-230) como fase estacionaria e
hexano: acetato de etila ou hexano: éter como eluente (BABU, et al.,2006; THANH, et
al., 2019)

Em um tubo para micro-ondas (10 mL), procedeu-se uma reacao click,
utilizando-se ascorbato de sddio (5,2 mg, 0,027 mmol) e sulfato de cobre Il 0,1 M
(81pL, 0,0081 mmolL), para gerar o catalisador de cobre Il in situ, em solucdo de
dimetilformamida (DMF - 2 mL). Em seguida, adicionou-se o alquino (0,05 g; 0,27
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mmoL) e as azidas comerciais (1,08 mmoL). A mistura foi aquecida a 70 °C, por 10
minutos, no reator de micro-ondas (150W), e depois resfriou-se até temperatura
ambiente. Ap6s a evaporacdo do solvente, cada sdlido residual, contendo os
derivados triazolicos de timol, foi purificado em coluna cromatogréafica de silica gel
(acetato de etila: hexano 7:3) (AMBLARD, CHO e SCHINAZI,2009; ARAGAO-

LEONETI et al.,2010; TRUJILLO et al., 2019).

Tabela 2. Novas moléculas triazdlicas derivadas do timol, sintetizadas pela sintese de

click quemistry.

Novos triazois

Molécula M.M Rendimento Substituinte
TIM 150,22 - -
3c 385,07 34,3% Br-m
3d 375,15 63,0% CFsz-m
3e 385,07 92,0% Br-o
3f 365,17 4,9% COOH-p
39 337,17 39,8% OCHzs-0
3h 337,17 63,0% OCHs-p
3i 366,16 83,7% NO2-0
3j 366,16 42,4% NO2-m
3k 337,17 39,3% OCHs-m

M.M (massa molecular)

Os grupos substituintes inseridos no anel triazélico, podem influenciar na
poténcia das atividades biolégicas por que:

a) O Bromo € um grupo volumoso, orientador do tipo orto/para do anel
aromatico, mas € desativador deste anel aromatico.

b) O grupo metoxila (OCH3) é orientador do tipo orto/para do anel
aromatico, sendo ativador deste anel aromatico.

c) O grupo Nitro (NO2) é orientador do tipo meta do anel aromatico, sendo
também desativador deste anel aromatico.

d) O grupo carboxila (COOH) é orientador do tipo meta do anel aromatico,

sendo desativador deste anel aromatico.
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Essas ativacdes/desativacbes do anel aromatico influenciam na nuvem
eletrbnica, o que pode relacionar-se a atividade biol6gica. Além disso, ressalta-se que
o tamanho dos grupos também pode influenciar na poténcia atividade biolégica

testada.

4.2. Atividade antifangica

4.2.1. Microrganismos

Os microrganismos escolhidos para trabalho foram: Aspergillus flavus
ATCC 204304 (INCQS 40182), Aspergillus fumigatus ATCC 16913 (INCQS 40014)
(ambos da Colecdo de Microrganismos de Referéncia em Vigilancia Sanitaria —
CMRVS- cedidos pela FIOCRUZ-INCQS, Rio de Janeiro, RJ); Trichophyton rubrum
CCT 5506 (obtido do Instituto André Tossello, Campinas, SP) Candida albicans ATCC

10231.

4.2.2. Determinacado da concentracao inibitéria minima (CIM)

Os testes de susceptibilidade foram realizados pelo método de
microdiluicdo em caldo de acordo com os documentos de referéncia M27-A3 e M38-
A, do Instituto de Padr&es Clinicos de Laboratério. As solu¢des de antifiungicos foram
preparadas sem dimetilsulfoxido (DMSQO) e posteriormente diluidas em RPMI-1640
(Roswell Park Memorial Institute) tamponado com MOPS (3-Nmorpholine-propane
sulfonic acid), a fim de obter concentragdes finais de 0,03 a 16 pg/mL para ITZ; 0,97
a 500 ug/mL para TIM e 0,195 a 100 pg/mL para as novas moléculas em microplacas

de 96 pocos.
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4.2.2.1. Ajuste e preparo de inéculo

O preparo do inéculo foi realizado seguindo os passos dos protocolos (CLSI
2008, 2010) os quais preconizam as seguintes etapas:
a. Repique dos microrganismos.
a.i  Os microrganismos foram repicados em tubos estéreis com &gar batata-
dextrose (ABD) ou agar saubourad-desxtrose (ASD), sob temperaturas de incubacgéo
de: 35°C para Candida spp. Durante 24h; 30°C para Trychophyton ssp. entre 15 a

20 dias; 35°C para Aspergillus ssp. no intervalo de 5 a 7 dias.

b. Preparo das suspensdes em solugéo salina a 0,85%.

b.i As suspensdes com solucéo salina, foram preparadas em um volume de 5mL.
Para decantacédo das hifas de Aspergillus e macroconidios de T.rubrum, adicionou-
se 10pL de tween 40 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) na suspensao, aguardando
precipitacdo nos seguintes tempos: 5 mim para Aspergillus e de 15 a 20 minutos
para T.rubrum. Passado esse tempo aliquotou-se o sobrenadante para ajustar a
suspensdo. As suspensdes de Candida foram preparadas somente em solucao

salina 0,85% ou agua estéril.

c. Ajuste das suspensdes por meio do método espectrofotométrico, sob um
comprimento de onda de 530 nm para as densidades oticas (DO) de absorbancia
e transmitancia.

ci A absorbancia para fungos filamentosos como Aspergillus ssp. varia de 0,09 a
0,13. Ja transmitancia, varia de 65% a 70% para dermatofitos filamentosos como
Trychophyton spp. (REZAEI-MATEHKOLAEI et al., 2018); e de 85% a 90% para

leveduras como Candida ssp.
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4.2.2.2. Inoculagao, preparo e leitura das placas

Uma solucao trabalho foi preparada para determinar a concentracéo final
de in6culo na microplaca. Assim diluiu-se o inéculo ajustado, em caldo RPMI-1640
tamponado com MOPS, sob uma propor¢ao de 1:50 para obter concentracéo final de
0,4 — 5x10* UFC/mL para Aspergillus e 1 — 3x10° UFC/ML para T.rubrum. Para
Candida a solucéo trabalho foi preparada através da diluicdo de 1:50 em agua estéril
ou solucao salina a 0,85%, seguida por uma diluicdo de 1:20 em RPMI-1640 para
alcancar uma concentracgéo final de 0,5 - 2,5 x 103 CFU/mL.

Passado a etapa de preparo das solucdes trabalho, deu-se inicio ao
preparo das microplacas de 96 pocos seguindo a seguinte ordem: no pog¢o controle
positivo foi adicionado 100 uL de RPMI-1640 + 100 uL de solucéo trabalho. Nos pocos
testes, foram adicionados 100 pL do antifungico em diferentes concentracdes diluido
em RPMI-1640 + 100 L da solucéo trabalho. No poco controle negativo foi adicionado
100 pL de RPMI-1640 com DMSO < 2%. O valor da CIM foi determinado apds 48h
(para Candida /Aspergillus) e 96h (para Trychophyton) de incubacéo a 35°C por meio
de leitura visual.

A menor concentracdo que resultou inibicdo completa do crescimento do
microrganismo comparado com o controle positivo (microrganismo sem a droga) foi
considerada a CIM (concentracao inibitoria minima). Os resultados foram validados
com as cepas padrdes (Aspergillus flavus ATCC 204304, Aspergillus fumigatus ATCC
16193, Trichophyton rubrum CCT 5506 e Candida albicans ATCC 10231). Os

experimentos foram realizados em duplicatas (CLSI, 2008, 2010).

43



4.2.3. Concentracdo Fungicida Minima (CFM)

O teste da determinacdo da CFM foi realizado, seguindo o protocolo de
Espinel-Ingroff, Fothergill, Peter e Rinaldi (2002). Transferindo 20 pL dos pocos da
microdiluicdo em caldo, referenciando os valores de CIM, 2xCIM e 4xCIM, a placa de
cultura com ASD e incubada a 35°C por 48 h para Candida e Aspergillus e 96h para
T.rubrum. A CFM foi definida em cima da menor concentracdo que ndo mostrou
crescimento visual apés a incubacdo ou rendeu menos que 3 UFC (Unidades
Formadoras de Colbnias), onde considera-se que houve morte de aproximadamente

99% a 99,5% dos patdgenos fungicos humanos (VAN DIJCK et al., 2018).

4.2.4. Estudo da curva de morte

O ensaio foi realizado utilizando as adaptagdes de Ghannoum et al. (2013)
ao método descrito por Klepser et al. (1998). As Suspensdes dos microrganismos
testes (Trychophyton rubrum) foram ajustadas de acordo com o protocolo CLSI 2008,
para obter uma concentracao final de indculo correspondente a 1-3x10% UFC/mL em
caldo RPMI junto as concentracdes testes (0,25xCIM, 0,5xCIM, CIM, 2XCIM, 4xCIM
e 8xCIM) dos antifungicos itraconazol , timol (1) e das novas moléculas. Um controle
positivo sem a presenca de droga foi preparado.

Em momentos predeterminados (0, 6, 12, 24, 36 e 48h), uma amostra de
100 pL foi removida das concentragdes testes e diluida em 900 pL de solucéo salina.
Em seguida, uma aliquota de 30 pL de cada diluicdo foi semeada placas de ABD. Os
testes foram realizados em duplicatas, conforme & demonstrado na Figura 7. As
contagens de colbnias foram determinadas apos 4 dias (96 h) de incubacao a 30°C.

Uma curva de time-kill foi plotada para o nimero log10 de conidios / mL versus tempo.
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Figura 6. Curva da cinética de morte (time-kill) dos compostos 3g,3j TIM e ITZ frente
ao T.rubrum. ABD (4gar batata dextrose).

4.3. Teste da viabilidade celular in vitro

4.3.1. Células

As células escolhidas foram células de hepatdcitos hlclc?, fibroblastos
L929, e queratindcitos Hacat, adquiridas pelo BCRJ (banco de células do rio de

janeiro, RJ).
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4.3.2. Ensaio da citotoxicidade in vitro

A atividade citotéxica das novas moléculas triazdlicas foi avaliada pelo
ensaio colorimétrico de MTT (brometo de [3- (4,5 dimetil tiazol-2-il)-difeniltetrazdlico])
proposto por Mosmann (1983). Resumidamente, L929, hlclc7 e HaCat foram
adicionados em microplacas de 96 pocos a uma concentracdo final de 7 x 10*
células/mL. Apés incubacdo por 18h, as células foram expostas a diferentes
concentracbes dos novos compostos triazolicos (derivados timol nas concentracdes
de 1-100 pg/mL), determinadas com base nos resultados das CIM obtidas pelo ensaio
de microdiluicdo em caldo e incubadas por 24 h.

Apés a incubacéo, 100 pL de MTT (1 mg/mL) foi adicionado a cada pocgo e
incubados por mais 2 h. Em seguida, 100 pL de DMSO foram adicionados para
dissolver os cristais de formazana. O ITZ e TIM foram utilizados como controles
positivos. A absorbancia de formazana purpura, proporcional ao numero de células
viaveis, foi medida a 595 nm utilizando um leitor de microplacas (Molecular Devices,

Spectra Max 190, Sunnyvale, CA). Os experimentos foram realizados em duplicatas.

4.3.3. Andlise estatistica

Os resultados foram analisados pela analise de variancia (ANOVA), seguido pelo teste

de Tukey para determinar diferenca significativa entre as médias (p < 0.05), utilizando

o software Biostat 5.0.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Atividade antifungica

A avaliacdo do efeito antifungico dos compostos 3c-k, foi determinada,
frente a estirpes sensiveis de C.albicans, A.fumigatus, A.flavus e T.rubrum através

dos testes de CIM e CFM conforme é demonstrado através da Tabela 3.

Tabela 3. Avaliagcdo da atividade antifungica dos triazélicos derivados do timol, frente

a Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus, Trichophyton rubrum e Candida albicans.

Atividade antifungica

A.fumigatus A.flavus T.rubrum C. albicans

Mol. Subst CIM CFM CM CFM CIM CFM CIM CFM

TIM - 62.5 250 250 250 3125 125 125 125
3c Br-m >100 - >100 - >100 - >100 -
3d CFs-m >100 - >100 - >100 - >100 -
3e Br-o >100 - >100 - 25 100 100 -
3f COOH-p >100 - >100 - >100 - >100 -
39 OCHs-0 >100 - >100 - 6.25 125 >100 -
3h OCHs-p >100 - >100 - 50 100  >100 -
3i NO2-0 >100 - >100 - >100 - >100 -
3] NO2-m >100 - >100 - 3.125 6.25 >100 -
3k OCHsm >100 - >100 - >100 - >100 -

ITZ - 0.5 1 0.5 0,5 003 003 025 05

Resultados expressos em pg/mL; CIM (concentracdo inibitéria minima); CFM (concentragéo fungicida
minima); (-) composto ndo demonstrou atividade, CFM n&o definida. Mol. (Molécula); Subst.
(substituinte).

Os melhores resultados de inibicdo foram verificados nas moléculas 3e, 3g
e 3j frente ao T.rubrum. Tais resultados podem estar associados a posi¢céo do grupo
ligado anel aromatico em relacdo ao anel triazolico (DHEER, SINGH, e SHANKAR,
2017). Diante disto, observou-se, que os grupos Br (3e) e a metoxila (3g) na posicao
orto aumentaram a atividade, quando comparado aos similares nas posi¢cdes meta
(3c) e para (3h). J& o 3j (grupo NO2-m) provavelmente, por diminuir fortemente a

densidade eletrénica do anel aromatico, apresentou um melhor resultado quando
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comparado a 3i e 3k.

Em relacdo a CIM e CFM de 3], percebe-se que os valores encontrados se
assemelharam aos valores de CIM obtidos no estudo de Srinivas et al. (2017), que
avaliou a atividade antifiingica de moléculas hibridos triazol-pirazol, frente ao mesmo
agente T.rubrum (CIM 3,1 pg/mL). Além disso, observa-se que a molécula 3|
apresentou um efeito de CFM 20 vezes mais potente que o TIM de origem. Esse
resultado se conflui aos relatos descritos por Martelli e Giacomini (2018), onde se
enfatiza que a juncéo de compostos naturais a anéis heterociclicos triazélicos otimiza
o efeito antimicrobiano e antifungico.

Outro fato observado, é que CIM da molécula 3j quando confrontada a
dados descritos na literatura, € mais potente do que o antifingico convencional
fluconazol frente ao T.rubrum (CIM > 8 pug/mL) (ALLAHDADI et al., 2019; NI et al.,
2018). Recentemente, Teng et al. ( 2018) determinaram o efeito antifungico de
naftininas derivadas floroglucinol contra a T.rubrum, onde a menor ClMso foi de 3,05
pug/mL. Resende et al. (2018) avaliou o efeito antifungico de uma série xantonas
derivadas de liquens, no qual a menor CIM diante de T.rubrum foi de 8 pg/mL. Quando
se confronta a CIM das moléculas avaliadas nos estudo de Teng et al. (2018) e
Resende et al. (2018) com a CIM 3j frente ao T.rubrum, observa-se que 3j € mais
potente, embora essas moléculas comparadas tenham classes antifungicas
diferentes. Ressaltando assim, que 3j apresenta efeitos propicios para terapia
antidermatofitica ja que CIM definida foi em 100% inibicao.

As moléculas 3c, 3d, 3e, 3f, 3g, 3h, 3i, 3j e 3k, quando testadas frente aos
outros patodgenos (C. albicans, A. fumigatus e A. flavus) ndo apresentaram atividade
antifangica (CIM de > 100ug/mL). Isso Pode estar relacionado a uma possivel
resisténcia intrinseca desses microrganismos a esses compostos, mesmo sendo

cepas sensiveis (CARAMALHO et al., 2017).
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Como na Tabela 3 é demonstrado que, a CIM do itraconazol frente a T.
rubrum apresentou efeito fungicida, e a CIM/CFM das moléculas 3j e 3g mostraram
otimizag&o diante do TIM origem, foi realizado o estudo cinético da curva de morte

para confirmar a agéo fungistatica /fungicida ao longo tempo.

5.1.1. Estudo Cinético da curva de morte, Time-Kkill

O estudo cinético da curva de morte avaliou o efeito de a¢do dos compostos

309, 3j, itraconazol e timol frente ao T.rubrum. Demonstrando reducao no crescimento

partir de 24h, indicando efeitos fungistaticos e fungicidas, conforme expresso na

Figura 7.

49



3g

2
El

=-®-Controle
-8-0,25% CIM
~8-0,5x CIM
=@==1x CIM
=®-2x CIM
~-@=4x CIM
—@=3x CIM

Log UFC/mL
=N w B

o
L

0 10 20 30 40 50
Tempo (h)
3

- a -@-Controle
«@=0,25x CIM
=@=0,5x% CIM
-=1x CIM

Log UFC/mL
o [ %] w Ey w o

-@=2x CIM
=4y CIM

0 10 20 30 40 50 =@=8x CIM
Tempo (h)

™

=@=Controle
=§=0,25x CIM
=8=0,5x CIM
=8=1x CIM
=@ 2x CIM
~@-4x CIM

* —=3x CIM
0 10 20 30 40 50

Tempo (h)
ITZ

Titulo do Eixo

-@-Controle
=-8-0,25x CIM
3 =-8-0,5x CIM
—@=1x CIM
2 —-@=2x CIM
==4x CIM
-=3x CIM

Log ufe/mL

0 L
0 10 20 30 40 50
tempoem(h)
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O efeito fungistético, foi constatado através das CIM dos compostos 3g
(CIM de 6,25 pg/mL;) e 3j (CIM de 3,125 pg/mL;) revelando que ao longo do tempo
houve apenas diminuicdes no numero de colbnias. Ja o efeito fungicida, foi confirmado
a partir da CFM de 3g (CFM de 12,5 pg/mL) e 3] (CFM de 6,25 pg/mL). As quais
correspondem a concentracao de 2xCIM.

Diante disto observa-se que o composto 3g revelou efeito dose dependente
a partir da CFM (2xCIM), demonstrando similaridade ao itraconazol . O efeito fungicida
de 3j assemelha-se aos resultados obtidos por Hazirolan et al. (2013) que Comparou
in vitro a atividade fungicida / fungistatica do voriconazol itraconazol fluconazol e
posaconazol contra Trichosporon asahii, demonstrando que o efeito da CIM pode ser
fungistatico em 24h; mas essa atividade torna-se fungicida a medida que o tempo e a
concentracdo de incubagdo sdo aumentados, até atingir a diminuicdo méaxima do log
(em relacdo ao numero de UFC/mL).

Quando é confrontado, os valores de inibicdo dos compostos 3j e 3g ao
timol controle, constata-se que os efeitos fungistaticos sao similares, demonstrando
reducdo no crescimento a partir de 24h. Ja o efeito fungicida de 3j e 3g é mais tardio
do que o timol original, pois atinge diminui¢ao total do log em 36h, enquanto o timol
atinge em 24h. Diante deste fato do destaca-se que o timol otimizou o efeito

antifingico, mas nao reduziu o tempo de morte dos novos compostos.

5.2. Teste da viabilidade celular

Os ensaios de citotoxicidade séo utilizados como forma de triagem para
detectar se o composto ativo do medicamento teste exibe efeitos citotoxicos (ADAN;
KIRAZ; BARAN,2016). Como os compostos de anel triazolico ja sdo conhecidos por

expressar algumas atividades citotoxicas, principalmente a ceélulas hepaticas
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(KUMAR;JAIN, 2016). A viabilidade foi celular foi avaliada através do teste de
citotoxicidade (MTT), em células de: hepatécitos (hlclc7), fibroblastos (L929) e
queratinécitos (HaCat) expostas as moléculas 3g e 3j, conforme é demonstrado na

Tabela 4.

Tabela 4. Teste da Viabilidade celular frente dos compostos 3g e 3j em cultura de

células hlclc7 (hepatdcitos), fibroblasto (L929) e queratindcito (HaCat).

Atividade Citotdxica ICso

Molécula hlclc7 L929 HaCat

3j 41,2+ 0,4c 68,4+ 1,2¢c 84,3+4,3b
TIM 61,5+1,4b 88,9 + 2,5a 67,5+ 5,5¢C
ITZ 95,9+ 1,0a 83,7+ 1,9b 115,7+ 2,2a

Resultados expressos em (ug/mL). Letras diferentes entre colunas representam diferencas
significativas entre as substancias (p <0,05).

Observa-se que a molécula 3j apresenta ICs;de 84,3 ug/mL para
queratinécitos (HaCat), sendo significativamente superior (p < 0,05) ao valor de
citotoxicidade do timol original. Diante deste fato, pode se afirmar que a CIM de 3]
(3,125 pg/mL) contra T. rubrum é uma concentracéo segura e ndo oferece um efeito
de citotoxicidade para queratinécitos. Como 0s queratindcitos sdo células do estrato
corneo, o resultado de 3j encontrado nesse estudo é superior aos resultados obtidos
por Gao Ye et al. (2019) que avaliaram a atividade citotoxica dos compostos hibridos
de moxifloxacinamida-1,2,3-triazol-istina em células CHO (células de tecido epitelial)
onde o melhor resultado apresentou ICso<64 pg/mL.

Para o0s outros tipos de células, a molécula 3j demonstrou uma
citotoxicidade, significativamente (p < 0,05), menos toleravel em relacdo a citotoxidade
dos queratindcitos. Apresentando ICs de: 41,2 ug/mL para hepatoécito (hlclc7) e 68,4
pg/mL para fibroblasto (L929). Mas, apesar disso ressalta-se que o efeito citotoxico

de 3j para HaCat, é menos toleravel quando comparado ao itraconazol.
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No entanto, embora o itraconazol apresente boas interagdes com células
do extrato cérneo (HaCat ICs 115,7 pg/mL). Outros antifiingicos convencionais, ainda
demonstram um perfil citotoxico desfavoravel apesar de serem utilizados amplamente
como agentes tdpicos, um exemplo disso é o cetoconazol (GUPTA;LYONS, 2015).
Isso enfatiza necessidade de se investigar 3j quanto a citotoxicidade in vivo,
interacdes farmacocinéticas e farmacodinamicas, ja que essa molécula demonstra

toxicidade toleravel para células do extrato cérneo (Queratinécitos).

6. CONCLUSOES

Da avaliagdo antifungica dos compostos triazélicos derivados do timol (3c-

k), conclui-se que:

e As moléculas 3g e 3j apresentaram as melhores atividades antifungicas contra o
dermatdfito T.rubrum, onde 3j demonstra um efeito de CFM 20 vezes a mais
potente do que o timol de origem (CIM 31,2 pg/mL e CFM de 125 pg/mL).
Provavelmente, os grupos radicais dessas moléculas influenciaram na otimizacao.

e A CIM de 3j é superior a CIM do fluconazol , de acordo com relatos descritos na
literatura, no entanto esses compostos ainda sdo menos eficazes do que o
itraconazol .

¢ A acéo fungicida de 3g é dose dependente atinge diminuicdo total do log em 24h
e apresenta similaridade ao itraconazol .

e A atividade citotoxica de 3j demonstra um perfil é toleravel para queratindcito,
revelando I1Cso de 84,3 pg/mL.

e Por fim, o 3j € promissor para estudos futuros, ja que este composto pode ser um

candidato a farmaco antidermatofitico de uso topico.
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