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FELIPPE, William Queiroz. Sintese e avaliacdo da acao antiflingica de chalconas e seus derivados
fenetil-imino-chalconas e chalconas tiossemicarbazonas. 2023. 134 p. Dissertacdo (Mestrado em
Quimica). Instituto de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ.

RESUMO

Pesquisas no campo da micologia indicam alarmante aumento na frequéncia de infec¢fes flngicas
oportunistas e dentre elas, observa-se as a¢oes de leveduras e fungos filamentosos que ocasionam varios
problemas para 0s setores agrario, alimenticio e da salde. Chalconas sdo compostos de aplicacfes
relevantes para a sintese organica, uma vez gque sdo substratos que permitem uma grande variedade de
modificagdes estruturais, produzindo novas estruturas com as mais diversas propriedades bioldgicas.
Das oito chalconas precursoras sintetizadas para este trabalho, quatro foram selecionadas devido a
avaliagdo prévia frente as espécies Aspergillus parasiticus e A. carbonarius, para prosseguir com a
sintese dos compostos das classes fenetil-imino-chalconas (FIC) e chalcona-tiossemicarbazonas (CT).
A classe FIC foi obtida a partir das respectivas chalconas e 2-fenetilamina em etanol sob irradiacdo de
micro-ondas e, a classe CT foi obtida através das chalconas e tiossemicarbazida em etanol sob refluxo.
Ambas as classes foram avaliadas quanto as suas capacidades antiflngicas frente a diferentes espécies
de fungos dos géneros Aspergillus, Candida e Sporothrix, além de serem avaliadas quanto a sua
capacidade de quelar Fe?*, uma vez que esse se apresenta como importante fator bioldgico para diversos
fungos. Os resultados dos ensaios de inibicdo do crescimento radial frente as cepas de A. carbonarius e
A. parasiticus mostraram melhoras significativas nas atividades de retardo da proliferacdo fangica de
ambas as classes de derivados em comparagdo com as chalconas precursoras. As concentracoes
inibitérias minimas (CIMs) dos derivados chalcdnicos foram avaliados frente a diferentes cepas
fangicas, apresentando maior capacidade inibitoria frente a C. albicans para o derivado FIC-CI (3,90
ug mLY), C. krusei para os derivados CT-H, CT-F, CT-Cl e CT-Br (3,90 pg mL?, 7,80 ug mL?, 7,80
ug mL?te 3,90 ug mL?, respectivamente), C. tropicalis para o derivado FIC-CI (125 pg mL™?), S.
schenckii para os derivados FIC-H, FIC-F e CT-H (500 pg mL™, 250 ug mL* e 500 pg mL?,
respectivamente), S. brasiliensis para os derivados FIC-F (250 ug mL™?) FIC-H, FIC-CI, CT-H, CT-
F, CT-Cl e CT-Br (500 ng mL™) e Sporothrix spp.(cepa clinica) para os derivados FIC-H, FIC-F, CT-
H, CT-F, CT-Cl e CT-Br (500 pg mL?, 500 ug mL*, 500 ug mL?, 250 ug mL*, 125 ug mL?, 500 pg
mL%, respectivamente). A avaliacdo da atividade quelante indicou os maiores efeitos para os derivados
mais ativos frente as espécies de Candida (CT-Br, CT-Cl e FIC-CI) sugerindo a complexagdo com 0s
fons de Fe?*. De maneira geral, os derivados CT apresentaram maiores efeitos antiproliferativos e,
assim, com os resultados deste trabalho espera-se contribuir com o desenvolvimento de novos agentes
antifangicos para o controle de fungos.

Palavras-chave: Chalconas, fenetil-imino-chalconas, chalconas-tiossemicarbazonas, antifungicos.



FELIPPE, William Queiroz. Synthesis and evaluation of the antifungal action of chalcones
and their phenethyl-imino-chalcones and thiosemicarbazones chalcones. 2023. 134 p.
Dissertation (Master in Chemistry). Chemistry Institute, Federal Rural University of Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ.

ABSTRACT

Research in the field of Mycology indicates an alarming increase in the frequency of opportunistic
fungal infections and among them, the actions of yeasts and filamentous fungi that cause various
problems for the agrarian, food and healthcare sectors are observed. Chalcones are composed of relevant
applications for organic synthesis, since they are substrates that allow a wide variety of structural
modifications, producing new structures with the most diverse biological properties. Of the eight
precursor chalcones synthesized for this work, four were selected due to previous evaluation against the
species Aspergillus parasiticus and A. carbonarius, to proceed with the synthesis of the compounds of
the phenethyl-imino-chalcones (FIC) classes and chalcone-thiosemicarbazones (CT). The FIC class
was obtained from the respective chalcones and 2-phenethylamine in ethanol under microwave
irradiation and the CT class was obtained through chalcones and thiosemicarbazide in ethanol under
reflux. Both classes were evaluated for their antifungal capabilities against different species of fungi of
the genera Aspergillus, Candida and Sporothrix, and were evaluated for their ability to chelate Fe?",
important biological factor for several fungi. The results of radial growth inhibition assays against strains
of A. carbonarius and A. parasiticus showed significant improvements in fungal proliferation
retardation activities of both classes of derivatives compared to precursor chalcones. MICs (minimum
inhibitory concentration) of chalconic derivatives were evaluated against different fungal strains,
presenting greater inhibitory capacity against C. albicans for FIC-CI (3,90 ug mL™), C. krusei for CT-
H, CT-F, CT-Cland CT-Br (3,90 pg mL*, 7,80 ug mL™*, 7,80 ug mL* and 3,90 ng mL™, respectively),
C. tropicalis for FIC-CI (125 ug mL™?), S. schenckii for FIC-H, FIC-F, CT-H (500 pug mL%, 250 nug
mL* and 500 ug mL™?, respectively), S. brasiliensis for FIC-F (250 ug mL™) FIC-H, FIC-CI, CT-H,
CT-F, CT-Cl and CT-Br (500 ug mL™) and Sporothrix spp. (clinical strain) for derivatives FIC-H,
FIC-F, CT-H, CT-F, CT-Cl and CT-Br (500 pug mL?, 500 ug mL?, 500 ug mL?, 250 ug mL?, 125
ug mL?, 500 ug mL?, respectively). The evaluation of chelating activity indicated the greatest effects
for the most active derivatives against Candida species (CT-Br, CT-CI and FIC-CI) suggesting
complexation with Fe?* ions. In general, the CT derivatives presented higher antiproliferative effects
and, thus, with the results of this work it is expected to contribute to the development of new antifungal
agents for the control of fungi.

Keywords: Chalcones, phenethyl-imino-chalcones, chalcones-thiosemicarbazones, antifungal.
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1 INTRODUCAO

A pesquisa por moléculas que possuam determinadas propriedades bioldgicas
vem se apresentando cada dia mais recorrente seja visando o setor farmacoldgico, agrario
ou industrial. Para isso, muitas vezes essas pesquisas vém se utilizando de estruturas
moleculares ja conhecidas que servem de base para novas aplicagdes ou novos derivados
com atividades bioldgicas.

Deste modo, as chalconas sdo compostos de aplicacdes relevantes para a sintese
organica, uma vez que sdo substratos que apresentam a capacidade de sofrerem uma
grande variedade de modificagOes estruturais, produzindo novas estruturas com as mais
diversas propriedades. Neste trabalho, elas se apresentam como estruturas moleculares
priméarias a serem utilizadas na sintese de outras duas classes de compostos: as fenetil-
imino-chalconas e as chalconas-tiossemicarbazonas.

Na éarea de quimica medicinal, é possivel encontrar diversos relatos de fungdes
bioldgicas atribuidas as chalconas e seus derivados tais como: antioxidante (SANTOS e
SILVA, 2020), anti-inflamatéria (RASHID et al., 2019), antibacteriana (XU et al., 2019),
antifangica (NGUYEN et al., 2021), antitumoral (OUYANG et al.; SHUKLA et al.,
2021) entre tantas outras.

O desenvolvimento de pesquisas no campo da micologia mostra um alarmante
aumento na frequéncia de infec¢bes fungicas oportunistas e dentre elas, observa-se as
acOes de leveduras e fungos filamentosos que ocasionam varios problemas para o setor
agrario, principalmente no que se refere ao armazenamento de produtos agricolas e que
também podem ocasionar adversidades sanitarias (KAMLE et al., 2022, MUNKVOLD
et al., 2019). Além disso, infeccdes flngicas sdo cada vez mais reconhecidas como uma
ameaca mundial a sade humana, sendo as espécies do género Candida predominantes
nas causas de infeccBes fungicas nosocomiais (SPALLONE & SCHWARTZ, 2021; DU
et al., 2020).

Sendo assim, para este trabalho foram sintetizadas trés séries de compostos que
foram avaliadas quanto as suas possiveis capacidades antifngicas frente a diferentes

espécies de fungos dos géneros Aspergillus, Candida e Sporothrix.



1.1 Chalconas e Derivados

Pertencentes a familia dos flavonoides, as chalconas (ou 1,3-diaril-2-propen-1-
onas) compdem uma classe de produtos naturais que sdo encontrados em diversas partes
de diferentes plantas como nas raizes, caule, folhas, frutos e sementes (RUDRAPAL et
al., 2021).

De modo geral, as chalconas séo cetonas a,-insaturadas contendo um grupo ceto-
etilénico reativo, considerado o croméforo responsavel pela coloragdo dos compostos
chalconicos a depender da presenca de outros subgrupos auxocromos. Somado a isso,
apresentam um anel aromatico ligado a carbonila (anel A) e outro ligado ao carbono da
ligagdo dupla (anel B) (Figura 1). Sendo assim, esse sistema conjugado presente nas
chalconas apresenta a capacidade de conferir diferentes cores a depender dos substituintes

ligados aos anéis aromaticos.

trans-chalcona cis-chalcona

Figura 1. Estruturas da trans-(2E)1,3-difenil-prop-2-en-1-ona e cis-(2E)1,3-difenil-prop-2-en-1-ona.

Esses compostos sdo encontrados em duas formas isoméricas (trans e cis), sendo
a forma trans termodinamicamente mais estavel e, por consequéncia, a configuracao
predominante (CONSTANTINESCU & LUNGU, 2021).

1.1.1 Relevancia das chalconas e seus derivados

Por apresentarem esse sistema carbonilico a,B-insaturado conjugado por ligacoes
duplas com deslocalizacdo absoluta de elétrons, pode-se observar um potencial redox
relativamente baixo e uma maior chance de sofrer reacdes de transferéncia de elétrons, o
que, possivelmente, favorece suas atividades bioldgicas ja relatadas na literatura
(GAONKAR & VIGNESH, 2017).

Mesmo apds um século desde sua descoberta, a classe das chalconas continua
sendo alvo recorrente para pesquisadores em raz&o de suas diversas aplicacfes em sintese

organica, devido a capacidade de serem compostos projetados como precursores para a



obtencdo de diferentes anéis heterociclicos via reacdes de ciclizacdo, como exemplificado
no Esquema 1 (GAONKAR, 2017).
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Esquema 1. Anéis heterociclicos a partir de chalconas.
FONTE: Adaptado de GAONKAR, 2017.

Na area da quimica medicinal sdo encontrados diferentes relatos de atividades
bioldgicas referentes as chalconas, como por exemplo: atividade antioxidante (SANTOS
e SILVA, 2020), anti-inflamatdria (RASHID et al., 2019), antibacteriana (XU et al.,
2019), antifangica (NGUYEN et al., 2021), antitumoral (OUYANG et al.; SHUKLA et
al., 2021), antileishmania (De MELLO, 2018) entre outras. Essa variedade de potenciais
atribuices terapéuticas para a classe das chalconas nos permite caracteriza-las como uma

classe de compostos privilegiados.

1.1.2 Métodos de obtencao de chalconas

Hoje sdo conhecidas diversas metodologias que podem ser aplicadas para obter
chalconas sintéticas, como por exemplo a reacdo de condensagédo aldolica, conhecida
como reacdo de Claisen-Schmidt, e a reacéo entre o &cido fenil borénico com cloreto de
cinamoila, conhecida como reacéo de Suzuki (GAONKAR & VIGNESH, 2017; JASIM
etal., 2021).

Na sintese via condensacao de Claisen-Schmidt, a reacdo ocorre em quantidades

equimolares de acetofenona substituida e, por exemplo, benzaldeido substituido em



etanol, como solvente, na presenca de base a concentracéo entre 10 e 60% como agente

de condensacéo (Esquema 2) (JASIM et al., 2021).

H CHyCH,OH_ X
NaOH
(10-60%) =
Acetofenona Benzaldeldo Chalcona

Esquema 2. Reagdo de Claisen-Schmidt: condensacéo entre benzaldeido e acetofenona.

Dependendo das condicOes de temperatura e tempo de reacdo, pode ocorrer
desproporcionamento do benzaldeido formando um &lcool primério e um &cido
carboxilico via mecanismo de reacdo de Cannizzaro (Esquema 3), fazendo com que haja
reducdo no rendimento dos produtos desejados (GAONKAR & VIGNESH, 2017).

O

G MO

Esquema 3. Mecanismo simplificado da reacdo de Cannizzaro.

No caso da sintese via reacdo de Suzuki, a condensacdo ocorre entre o acido fenil-
bordnico e o cloreto de cinamoila, ou entre o cloreto de benzoila e o &cido fenil-vinil-
bordnico (Esquema 4) (GAONKAR & VIGNESH, 2017).
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Esquema 4. Reacdo de Suzuki: condensagdo entre acido fenil-boronico e cloreto de cinamoila ou entre
cloreto de benzoila e &cido fenil-vinil-bordnico.

E possivel encontrar outras rotas de sintese na literatura para se obter os mais
variados compostos chalcénicos. Porém, neste trabalho, foram utilizadas apenas reacdes
de condensacéo alddlica visando produzir as chalconas intermediarias. Outras rotas de
sintese serdo apresentadas na metodologia para a obtencdo dos derivados de interesse,

sendo estas substancias as imino-chalconas e as chalconas-tiossemicarbazonas.

1.2 Fungos

Os fungos sdo organismos eucaridticos heterotréficos que podem ser uni ou
pluricelulares com as mais diversas caracteristicas morfolégicas compondo o chamado
Reino Fungi. Devido as suas fungdes essenciais para 0s ecossistemas terrestres e
aquaticos, circulando a matéria organica e canalizando nutrientes através de niveis
troficos, pode-se dizer que esse reino esta entre 0s organismos mais importantes do
mundo (NILSSON et al., 2019).

Capazes de fazer uso de uma ampla variedade de substratos para adquirir carbono
organico, os fungos apresentam adaptacdes para diversas condi¢des de vida. Desse modo,
sdo capazes de colonizar diversos habitats e desempenhar fun¢des importantes para os
ecossistemas, como por exemplo agentes decompositores. Alem disso, apresentam grande
importancia econdmica com aplicacdes na industria alimenticia de fermentados, tais
como cervejas, vinhos, pdes e bolos; fermentagdo industrial; e aplicacGes na industria
farmacéutica e biotecnoldgica (BARRETO et al., 2021).



Por outro lado, ha também implicacbes das coloniza¢Bes fdngicas como o
desenvolvimento de doengas fungicas que resultam em perdas de nutrientes em frutas e
vegetais de um modo geral, sobretudo para sementes e grdos em processo de estocagem.
Esse transtorno acaba resultando em fatores de risco para a saide humana e animal que
possivelmente levam a micotoxicoses — sindromes toxicas causadas por ingestdo ou
aspiracdo dessas micotoxinas (DUKARE et al., 2018).

O reconhecimento dos fungos se baseia quase que exclusivamente nas suas
morfologias macro e microscopicas. Por habitarem os mais diversos ambientes e
substratos, apresentam uma impressionante sucessdo de morfologias observaveis
macroscopica e microscopicamente, além das caracteristicas fenotipicas e genotipicas,
constituindo o que se conhece hoje como a base sistematica de identificacdo dessas
espéecies (MOREIRA et al., 2022).

1.2.1 Resisténcia Antimicrobiana

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a resisténcia microbiana
ocorre quando bactérias, virus, fungos e parasitas ndo respondem mais aos medicamentos,
dificultando o tratamento das infec¢cdes comuns e aumentando o risco de propagacao e
agravamento de doencas podendo levar o individuo a morte. Muitos fatores aceleraram a
ameaca da resisténcia microbiana em todo o0 mundo, como por exemplo: o uso indevido,
e muitas vezes excessivo, de medicamentos em humanos, pecudria e agricultura; o baixo
acesso a agua limpa, saneamento e higiene; e as méas praticas de diagnostico, prescricao
e continuidade de tratamentos.

Além de possibilitar tratamentos de doencas infecciosas, os medicamentos
antibidticos possibilitaram o desenvolvimento de diversos procedimentos médicos
modernos, como por exemplo tratamentos para cancer e transplantes de érgdos. Porém, o
uso indiscriminado dessas substancias tem como principal consequéncia o0 vertiginoso
crescimento de resisténcias antimicrobianas (RAM), resultando em algumas infec¢des
que hoje se apresentam intrataveis. As ameacas referentes ao aumento de RAM tém
impulsionado gradualmente o interesse na descoberta e desenvolvimento de novos
antibidticos (BERMAN & KRYSAN, 2020; HUTCHINGS, TRUMAN & WILKINSON,
2019).

A alta ocorréncia de infecches flngicas oportunistas, seja por espécies

leveduriformes ou filamentosas, tem se configurado um desafio para os profissionais da


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/antibiotic-resistance

saude de diferentes especialidades devido as dificuldades no diagndstico e nos
tratamentos dessas infec¢des. Somado a isso, essas doencas tém se apresentado como uma
das principais causas de incidéncia e mortalidade em todo o mundo, sendo ainda mais
recorrentes em pacientes imunocomprometidos (KUMAR et al., 2022; De ARAUJO
NETO, 2017).

Apesar da existéncia de diversas classes de agentes antifungicos disponiveis hoje
para tratamentos, tais como os compostos az6licos, a descoberta de novos farmacos ativos
em processos infecciosos tem sido de grande relevancia, visto que os medicamentos
disponiveis hoje manifestam alguma toxicidade ao paciente (KUMAR et al., 2022;
GEERSING et al., 2021; NISHIMOTO et al., 2020; De ARAUJO NETO, 2017). Ao
mesmo tempo, varios estudos realizados ao redor do mundo demonstraram casos de
resisténcia a estas e outras classes de medicamentos, indicando um aumento da incidéncia
de espécies fangicas resistentes e, por consequéncia, do insucesso terapéutico (KUMAR
etal., 2022; LEE et al., 2021; BERMAN & KRYSAN, 2020; REVIE et al., 2018).

1.2.2 O género Aspergillus

O género Aspergillus consiste no conjunto de mais de 180 espécies de fungos
saprofiticos filamentosos encontrados em todo o mundo tanto em ambientes naturais,
quanto urbanizados, porém com maior frequéncia em zonas tropicais e subtropicais
(CHACKO & MOSS, 2020; PERRONE & GALLO, 2017). As espécies compreendidas
no género sdo aerdbicas sendo normalmente isoladas do solo e das superficies de
substratos organicos (PERRONE & GALLO, 2017). Para sobreviver a condigdes hostis
ou simplesmente para reproducao, suas espécies produzem conidios assexuados em hifas
com formato de ‘T’ ou ‘L’ denominadas conidiéforos que se estendem até 100 um no ar
(Figura 2), facilitando a dispersao de seus esporos e, consequentemente, suas reproducoes
(BALTUSSEN et al., 2020).
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Figura 2. Micélio reprodutivo de fungos Aspergillus.
FONTE: criado com BioRender.com.

E muito provavel que esse seja 0 género fungico mais reconhecido ao redor do

mundo com atividades que trazem problemas a qualidade da producéo de gréos e a saude
humana (BARBOSA et al.,
fumigatus agindo como patdgenos para homens e animais através da aspiracdo de seus
esporos e causando aspergiloma pulmonar provocando nédulos, aspergilose pulmonar
crénica e bronquite, acometendo principalmente pacientes imunocomprometidos
(CHACKO & MOSS, 2020). Além disso, suas espécies se apresentam como perigosos
produtores de inimeras micotoxinas exemplificadas na Tabela 1 (PERRONE & GALLO,

2017).

2019). Como exemplo, tem-se determinadas cepas de A.

Tabela 1. Micotoxinas de Aspergillus presentes em produtos vegetais e espécies produtoras associadas.

MICOTOXINAS

PRODUTOS AGRICOLAS

ESPECIES*

Aflatoxinas

Ocratoxinas

Fumonisinas

Amendoim, milho, algodéo,
especiarias e nozes

Castanha do Brasil, améndoa, figos,
pistache

Cereais e graos
Uva e vinho

Café e especiarias

Figos
Uva, uva-passas, figos, cebolas e
milho

A. flavus, A. parasiticus, A.
nomius

A. minisclerotigens, A. mottae,
A. arachidiocola

A. transmontanensis, A. sergii
A. westerdijkiae, A. steynii

A. carbonarius, A.
welwitschiae, A. niger

A. steynii, A. westerdijkiae, A.
ochraceus

A. niger, A. carbonarius

A. Alliaceus, A. niger

A. welwitschiae, A. niger

*As espécies em negrito representam as principais ocorréncias nos produtos associados.
FONTE: Adaptado de PERRONE & GALLO, 2017.



Das espécies produtoras de toxinas isoladas a partir de grdos no Brasil, pode-se
destacar espécies capazes de produzir ocratoxina-A (OTA) (Figura 3), tendo como
principais produtores A. ochraceus, A. niger e A. carbonarius; e aflatoxinas, com
destaque para as espécies A. flavus, A. nomius e A. parasiticus (PERRONE & GALLO,
2017).

COOH O OH (0]

NH o
WCH3

Cl

Figura 3. Estrutura quimica da ocratoxina A.

A OTA é uma micotoxina que apresenta grande dificuldade de ser removida de
alimentos contaminados devido a sua forte estabilidade térmica, e afeta principalmente
0s rins dos pacientes imunocomprometidos causando nefropatia, podendo levar a quadros
severos de carcinoma de células renais (KAMALI et al., 2017). J& as aflatoxinas (Figura
4) sdo uma classe de micotoxinas presentes em diversos produtos alimenticios,
principalmente em grdos, e que apresentam grande potencial hepatocarcinogénico
(YANG & WANG, 2021).

H3CO H3CO H5CO

Aflatoxina B, Aflatoxina M, Aflatoxina G,

H3CO
HaCO H4CO 3

Aflatoxina B, Aflatoxina M, Aflatoxina G,

Figura 4. Estruturas moleculares das principais aflatoxinas.
FONTE: Adaptado de YANG & WANG, 2021.
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1.2.3 O género Candida

O género Candida ¢ representado como sendo um grupo de fungos leveduriformes
e, sob condicbes favoraveis, sua proliferacdo se da exponencialmente na forma de
blastoconidios (MODRZEWSKA & KURNATOWSKI, 2013, apud ROCHA et al.,
2021), como representado na Figura 5. Assim como boa parte dos géneros
leveduriformes, séo caracterizados pela presenca de uma parede celular composta por
quitina e membrana citoplasmatica fosfolipidica, formada por proteinas com acdes
enzimaticas e ergosterol (ROCHA et al., 2021).

Figura 5. Representacdo de blastoconidio de espécies do género Candida.
FONTE: criado com BioRender.com.

Sendo comumente encontrados na microbiota de mucosas reprodutivas e
gastrointestinais de individuos saudaveis, este grupo é representado por espécies de
microrganismos comensais, se apresentando patogénicos em  hospedeiros
imunocomprometidos e causando uma série de infeccGes que nesses casos podem trazer
graves riscos as suas vidas. Deste modo, estes microrganismos sdo considerados
patdgenos oportunistas e se destacam entre as espécies de microrganismos causadores de
infecces como a candidiase, podendo ser superficiais ou invasivas (ROCHA et al.,
2021).

A especie C. albicans além de ser prevalente entre as infeccdes causadas pelo
género, representa uma das maiores ameacas a saude humana, tendo taxas de mortalidade
por infeccdo invasiva de 60 a 72% (UTHAYAKUMAR et al., 2021). Além disso, outras
espécies de candida, tais como C. glabrata, ttm aumentado rapidamente em prevaléncia
e novas especies como C. auris estdo surgindo como patdégenos multirresistentes a
medicamentos antifingicos, tais como o0s pertencentes a classe dos azdlicos, polienos e
equinocandinas (KUMAR et al., 2022; ROCHA et al., 2021).
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A consonancia das altas taxas de mortalidade causadas por infec¢des geradas por
candida, limitacdo de agentes antifingicos disponiveis para tratamentos e o surgimento
de espécies recém-descobertas que sdo resistentes aos tratamentos expdem a necessidade
de se buscar compreender melhor as patogenias causadas por esses microrganismos e seus
mecanismos de resisténcia a medicamentos, para que assim possam ser desenvolvidos

novos medicamentos propiciando novos tratamentos.

1.2.4 O género Sporothrix

Os fungos pertencentes ao género Sporothrix sdo caracterizados como dimorficos,
sendo que em fase saprofitica, ou quando cultivados a 25 °C, apresentam-se filamentosos
com hifas hialinas, septadas, ramificadas e com conidios unicelulares de dois tipos:
hialinos e deméaceos. No inicio desta fase, a macroscopia da colénia se apresenta com
coloragdo branca e conforme os conidios escuros vdo se formando, assumem coloragdes
que variam do marrom ao preto. Quando em fase parasitica, ou quando as espécies
clinicas sdo cultivadas a 37 °C em meio de cultura ideal, a exemplo da espécie S.
schenckii, se apresentam como leveduras unicelulares em formatos ovalados e globosas
em forma de charuto, podendo apresentar um ou mais brotamentos. Nesta fase, colonias
de S. schenckii apresentam coloragdo amarelada em tons de bege e textura cremosa (SIL
& ANDRIANOPOULOS, 2015). Na Figura 6 encontram-se as ilustracdes de ambas as

fases para a espécie S. schenckii.

Figura 6. RepresentacBes das fases saprofitica (esquerda) e parasitica (direita) da espécie Sporothrix
schenckii.
FONTE: Adaptado de Sil e Andrianopoulos, 2015.

A esporotricose € uma doenca fungica que afeta tanto animais quanto humanos, e
quase sempre esta localizada na derme e nos tecidos subcutaneos. O processo de infecgédo
mais comum se da através da inoculacdo traumaética dos conidios de Sporothrix ao

interagir com tecidos vegetais em decomposi¢do, podendo ser classificada entdo como
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uma sapronose (NAVA-PEREZ et al., 2022). Os principais agentes etiologicos clinicos
das espécies sdo S. schenckii, S. brasiliensis (Figura 7), S. globosa e S. luriei (WALLER
et al., 2021). No entanto, surtos epidémicos de esporotricose em animais domésticos
demonstram que o fungo também pode ser transmitido por contato proximo entre animais
infectados e seres humanos, podendo entdo ser classificada como uma zoonose (NAVA-
PEREZ et al., 2022).

Figura 7. Fotografia de Sporothrix brasiliensis sob otica de microscopio (400x).
FONTE: Dr.2 Aguida Aparecida de Oliveira.

H& alguns anos, tem-se observado um crescimento no nimero de relatos do
aumento de resisténcia a antifangicos de espécies do género Sporothrix (WALLER et al.,
2021). Por essa razdo, vale ressaltar que os estudos que classificam a suscetibilidade
antifangica das espécies sdo padronizados por pelo menos duas grandes entidades de
pesquisa: o Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI) e o European Committee
for Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST).

Do CLSI, surgem estudos que classificam a suscetibilidade de espécies S.
schenckii a diversos medicamentos antifungicos e apontando que as concentracdes
inibitérias minimas (CIMs) iguais ou superiores a 8 pg mL™ ja indicam resisténcia ao
tratamento (2021). Desse modo, foi possivel caracterizar os valores de corte
epidemiolégicos (VCEs) se baseando nos dados de CIM de agentes antifungicos
disponiveis em laboratérios pelo mundo, tais como Anfotericina B, Cetoconazol e
Itraconazol (Figura 8). Estes valores permitiram identificar as espécies Sporothrix com
baixa suscetibilidade a agentes antifungicos devido a mutagdes adquiridas ou a
mecanismos de resisténcia (WALLER et al., 2021 & ESPINEL-INGROFF et al., 2017).
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Figura 8. Estruturas moleculares dos antiflingicos Anfotericina B, Cetoconazol e Itraconazol.

De acordo com Espinel-Ingroff e colaboradores (2017), S. schenckii de todo o
mundo, quando tratados com Itraconazol, apresentaram altos valores de ClIMso (4,0 ug
mL™) e CIMgo (32,0 pg mL™1), bem como com Anfotericina B, onde ambos os valores de
CIM se apresentaram iguais a 4,0 ug mL™, e Posaconazol (Figura 9) (CIMgo =8 ug mL™).
A espécie S. schenckii no Brasil apresentou respostas a tratamentos com Anfotericina B
com valores de CIMso em 8 ug mL™ e CIMg >16 pug mL™, e Itraconazol com CIMgo de

4 ng mLL,

o

o ° 3 Ji/
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(N;N __/ \>N  OH
N

7

Figura 9. Estrutura molecular do antifangico Posaconazol.

Nos ensaios onde S. brasiliensis foram avaliados, foram observados tratamentos
eficazes com Voriconazol (Figura 10) (CIMgo = 64 ug mL™) e Itraconazol (CIMgo >16 pg
mL™1). Em contrapartida, isolados selvagens de S. brasiliensis puderam ser reconhecidos
frente a outros antifungicos, tais como Cetoconazol, Anfotericina B e Terbinafina (Figura
11) (WALLER et al., 2021).
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Voriconazol Terbinafina

Figura 10. Estruturas moleculares dos antifingicos Voriconazol (esquerda) e Terbinafina (direita).

Foram encontrados poucos trabalhos utilizando testes de microdiluicdo em
espécies de Sporothrix, onde um desses estudos apresentou testes com 91 cepas de S.
schenckii brasileiras e espanholas, indicando uma variabilidade antifungica nesta espécie.
Este trabalho ainda revelou cepas de S. schenckii isoladas que apresentaram resisténcias
aos antifungicos Fluconazol, Itraconazol, Voriconazol, Posaconazol e Terbinafina
(GUTIERREZ-GALHARDO et al., 2010).

Além disso, o trabalho de Gutierrez-Galhardo e colaboradores (2010) relata o caso
de um paciente imunocomprometido diagnosticado com esporotricose cutanea, de onde
foi isolada uma cepa de S. schenckii que apresentou valores de CIM maiores que 8 pg
mL? para Aconitraconazol, Voriconazol, Fluconazol, Isavuconazol e Anidulafungina
pelo teste EUCAST; sinalizando sua resisténcia in vitro e, por consequéncia, a
classificando como uma cepa possivelmente ndo selvagem com mecanismo de resisténcia
adquirido.

No trabalho de SONG e colaboradores (2021), as condicdes utilizadas para o teste
de suscetibilidade in vitro, como temperatura de incubacéo e fase de crescimento, foram
intimamente relacionadas a sensibilidade aos agentes antifingicos de S. schenckii sensu
stricto e S. brasiliensis. Os perfis de suscetibilidade in vitro neste trabalho demonstraram
que, a medida que a temperatura de incubacdo das microplacas aumentava, os CIMs dos
antifangicos testados contra S. globosa diminuiam significativamente, exceto para
Anfotericina B e Terbinafina.

Dessa forma, destaca-se que o surgimento de cepas de S. schenckii e S. brasiliensis
é possivelmente menos propenso a responder a terapia antifingica com ltraconazol,
Anfotericina B, Terbinafina e Voriconazol e, portanto, potencialmente resistentes aos
agentes antifungicos; demonstrando a necessidade de se desenvolver novos antifungicos
e mecanismos de tratamento ou até mesmo de prevencdo para suas infeccGes (SONG et
al., 2021; GUTIERREZ-GALHARDO et al., 2010).
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1.3 Ferro Dependéncia de Espécies Fungicas

A capacidade do ferro de receber e ceder elétrons facilmente transitando entre dois
estados de oxidacao faz com que acabe agindo como um cofator redox ativo conveniente
para diversas enzimas e proteinas que necessitam transferir elétrons em processos
celulares centrais. Desse modo, o ferro € um micronutriente essencial para praticamente
todos os organismos eucaridticos, uma vez que estd envolvido em vias vitais como a
fosforilagdo oxidativa, o ciclo do acido tricarboxilico, desintoxicacdo por estresse
oxidativo, bem como a biossintese de aminoacidos, nucleotideos e esteroides e reparo e
replicacdo de DNA (MISSLINGER et al., 2021; MARTINEZ-PASTOR & PUIG, 2020).

Apesar de ser um dos elementos mais abundantes na Terra, a biodisponibilidade
do ferro € muito baixa em ambientes aerdbicos devido a facilidade de sofrer oxidacéo na
presenca de oxigénio atmosférico em complexos de Fe*® pouco solGveis. Por esta razio,
0s organismos possuem diversas formas para aumentar a solubilidade do ferro, tornando-
o disponivel para ser utilizado em vias bioquimicas (MISSLINGER et al., 2021,
MARTINEZ-PASTOR & PUIG, 2020).

Por outro lado, as propriedades redox do ferro também acabam tornando-o
citotoxico quando encontrado em excesso por causa da sua participacdo nas reacfes de
Fenton e Haber-Weiss (Esquema 5), levando ao aumento da producdo de espécies reativas
de oxigénio (EROs), que promovem danos a membranas bioldgicas, proteinas e acidos
nucleicos. Devido a falta de sistemas de excrecdo para ferro, 0s microrganismos
desenvolveram fatores regulatérios mais especificos capazes de detectar, absorver,
armazenar e utilizar o ferro através de modulagbes finas (MARTINEZ-PASTOR &
PUIG, 2020).

Fe¥* + Oy« Fe** + O,
Fe?* + H,O, > Fe® + HO" + HO™ (reacdo de Fenton)
02"+ H202 <> O2 + HO" + HO" (reacéo de Haber-Weiss)

Esquema 5. Reacdes de Fenton e Haber-Weiss.

Desse modo, em processos de infeccdes flngicas, o ferro se apresenta como um
fator essencial para a sobrevivéncia, persisténcia e viruléncia, sendo a competigéo entre
0 patoégeno e o hospedeiro por ferro um dos fatores determinantes do curso infeccioso.
Como exemplo, tem-se o estudo de cepas mutantes de A. fumigatus que ndo apresentavam
sistemas de absorcéo de ferro de alta afinidade sendo capazes de proliferar na presenca

de grandes quantidades de ion Fe*®, caracterizando assim a presenca de um sistema de
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absorcéo de baixa afinidade (SCHRETTL et al., 2004). Além disso, algumas espécies
fangicas, tais como C. albicans e Cryptococcus neoformans, possuem a capacidade de
usar grupos heme como fontes de ferro (HORIANOPOULOS & KRONSTAD, 2019;
KORNITZER, 2019), diferentemente do caso de A. fumigatus que aparentou ndo ter um
sistema com a mesma capacidade (SCHRETTL et al., 2004).

Logo, pacientes com doengas de sobrecarga de ferro, tal qual a hemocromatose,
apresentam elevado risco de infec¢Bes da corrente sanguinea por microrganismos e uma
forma de tratamento para reduzir essas infeccdes é atraves do uso de substancias com
capacidade de quelar o ferro (MARTINEZ-PASTOR & PUIG, 2020).

Sobre a capacidade quelante, um estudo recente feito com Hinokitiol, Tropolona
e Maltol (Figura 11), cujas interagbes com o ferro se ddo através das suas fragdes
hidroxicetona, exibiram potenciais para o tratamento de infeccGes fungicas de forma
direta ou até mesmo de forma indireta ao elevar a sensibilidade dos fungos a

medicamentos ja reconhecidos, como o Fluconazol e a Nistatina (JIN et al., 2021).

o)
o] o)
HO OH
HO | |
o)

Hinokitiol Tropolona Maltol

Figura 11. Estruturas moleculares da Hinokitiol, Tropolona e Maltol.
FONTE: adaptado de Jin et al., 2021.

1.4 Chalconas e Derivados com Atividades Antifangicas

O grupamento carbonilico a,B-insaturado se apresenta como altamente reativo,
fazendo com que as chalconas sejam materiais de partida valiosos para a sintese de
diversos compostos com atividades bioldgicas relevantes; podendo destacar a acao
antifangica, por exemplo, de chalconas e derivados di-hidropirazdis clorados (Figura 12)
com atividade contra C. tropicalis e A. niger (Tabela 2) onde, a partir de analises
computacionais, sugerem potencial atividade biologica atribuida aos grupos cloro
(SHAIK et al., 2020).
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Figura 12. (A) chalconas e (B) derivados di-hidropirazéis.
FONTE: adaptado de Shaik et al., 2020.

Tabela 2. Atividades antifungicas (CIM em pM) de chalconas (1-15) e di-hidropirazoéis (16-30).
Composto  A.niger  C.tropicalis Composto  A.niger C. tropicalis

1 109,9 109,9 16 41,96 41,96
2 54,21 54,21 17 20,76 41,53
3 27,10 54,21 18 20,76 41,53
4 25,67 51,34 19 19,91 39,82
5 25,67 51,34 20 19,91 39,82
6 25,54 51,09 21 19,83 19,83
7 23,11 46,23 22 18,34 36,68
8 11,58 11,58 23 9,18 9,18
9 23,11 180,62 24 19,45 19,45
10 28,87 28,87 25 21,72 21,72
11 28,87 14,43 26 27,72 27,72
12 57,75 112,8 27 21,72 21,72
13 234,97 117,48 28 11,19 11,19
14 60,37 60,37 29 44,91 44,91
15 14,12 19,58 30 5,35 5,35
Fluconazol 26,11 19,58 Fluconazol 26,11 19,58

FONTE: adaptado de SHAIK et al., 2020.

A chalcona 1, monossubstituida com grupo metil na posicéo para (p), apresentou

a menor atividade antifungica com CIM de 109,9 uM. Por outro lado, a troca do
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substituinte metil por flior e cloro nas chalconas 2 e 4, respectivamente, resultou em
melhorias de duas e quatro vezes nas atividades frente ao fungo filamentoso A. niger, e
duas vezes frente ao fungo leveduriforme C. tropicalis.

A troca do substituinte flGor da posicéo para para a posicdo orto (0) resultou em
uma atividade duas vezes maior contra A. niger, porem sem alteracdes visiveis frente a
C. tropicalis. J& o substituinte cloro, quando na posic¢éo orto, ndo apresentou mudancas
na atividade frente a ambas as cepas.

Por outro lado, quando o grupo metil na posicéo p- foi substituido por um grupo
CFs, que ¢ altamente retirador de elétrons, observou-se melhoras nas atividades de duas
vezes e cerca de 1,5 vezes contra A. niger e C. tropicalis (CIM = 11,58 uM),
respectivamente, quando comparados com o tratamento feito com Fluconazol (CIMs
respectivos: 26,11 e 19,58 uM); sugerindo que um grupo altamente retirador de elétrons
nesta posicao se apresenta mais ativo.

Observando os resultados das chalconas dissubstituidas 6 e 7, observa-se que entre
os substituintes fluor e cloro nas posi¢des orto e para ndo houve diferencas significativas
nas atividades. No entanto, na série das chalconas bioisostéricas, a substituicdo de um
anel fenila por metileno-dioxi-fenila, caso do composto 9, houve redugéo da CIM para 23
uM frente a cepa de A. niger, porém baixa atividade frente a C. tropicalis com 180 uM.
Entre os compostos 10, 11 e 12, que sdo heterociclos com seis membros, o0 composto 11
representou melhor atividade frente a C. tropicalis, com CIM 14,43 uM, indicando que o
nitrogénio na posicdo 3 do anel piridinico apresenta melhor atividade em comparagao
com 0s compostos que possuem nitrogénio nas posicoes 2 e 4.

Dentro do grupo de compostos bioisosteros com grupo pentaciclico — 13, 14 e 15
— a substituicdo pelo grupo 2-tienil foi indicada com uma melhor atividade antifungica
para ambas as espécies (CIM = 14,12 uM). Por outro lado, 0s seus bioisdsteros 2-furfuril
e 2-pirrolil apresentaram atividades mais baixas, como mostrado na tabela 2.

De um modo geral, a série de compostos di-hidropirazolicos apresentou resultados
melhores (CIM entre 5,35 e 44,91 uM) do que a série das chalconas (CIM entre 11,58 e
180,62 uM) frente as duas cepas de fungos (SHAIK et al., 2020).

Dentre os compostos 16 a 20 e 23, a atividade antifingica apresentou variacéo de
9,18 241,96 uM contra A. niger e C. tropicalis, respectivamente. A substituicdo por grupo
metil no composto 16 representou a menor atividade entre as séries monossubstituidas,

com CIM de 41,96 uM. Em comparacdo ao composto 16, a presenca do substituinte CF3
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no composto 23 levou a uma melhora de aproximadamente 4,5 vezes na atividade contra
ambas as espécies e a uma melhora de quase trés vezes frente ao tratamento de A. niger
com Fluconazol e de duas vezes frente ao tratamento de C. tropicalis, sugerindo
novamente que um grupo retirador de elétrons na posicdo para contém atividade
beneficiada. Os compostos 17-20 — com substituicdes fltior e cloro nas posic¢des orto e
para — tiveram suas atividades antifingicas muito semelhantes entre si e otimizadas em
duas vezes em comparagdo ao grupo substituinte metil frente a A. niger com CIM entre
19,91 e 20,76 uM. Ja frente a C. tropicalis, ambos os compostos mantiveram um efeito
similar ao composto 16.

A atividade dos compostos dissubstituidos 21 e 22 ndo apresentou melhoras
significativas em comparacdo com o0s compostos monossubstituidos 17-20 frente ao
fungo filamentoso. Porém, em comparagcdo com 0s compostos monossubstituidos com
fldor (17 e 18), o composto dissubstituidos 21 foi capaz de dobrar a atividade contra a
espécie leveduriforme, sendo representado por um CIM de 19,83 uM.

Os bioisémeros 24-30 apresentaram atividades que variam entre 5,35 e 44,91 uM,
sendo o bioiséstero 24 igualmente eficaz contra os fungos quando comparado ao padrao.
E do mesmo modo, a substituicdo do anel piridinico nos compostos 25, 26 e 27 ndo
promoveu alteracBes significativas na atividade antifdngica. Por outro lado, entre os
compostos heterociclicos de cinco membros, a melhor atividade apresentada foi do
composto substituido com 2-tienil, onde apresentou uma atividade cinco vezes maior em
A. niger e cerca de quatro vezes maior em C. tropicalis em compara¢do com o tratamento
com Fluconazol.

Em trabalho mais recente, os compostos 28, 29, 30 e 31 (Figura 13) apresentaram
efeitos antimicrobianos, como representado na Tabela 3. O composto 28 ndo apresentou
atividade antifingica, porém mostrou potencial atividade antibacteriana frente a bactérias
gram-positiva (S. aureus) e gram-negativa (E. coli). O composto 29, por sua vez,
apresentou atividade antibacteriana frente as mesmas cepas, alem de atividade antifungica
frente a cepa de C. albicans. O composto 30 foi representado por valores de CIM notaveis,
sendo melhores do que o grupo controle tratado com Fluconazol frente as cepas de C.
tropicalis e A. niger. Por fim, o composto 31 também pode ser destacado devido as suas
potenciais atividades frente a C. albicans e A. niger (ELKANZI et al., 2022).
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Figura 13. Compostos 28 e 29: derivados chalconas monohidroxilados; composto 30: derivado chalcona e
3-acetiltiofeno diclorado; composto 31: derivado 3-acetiltiofeno monoclorado (ELKANZI et al., 2022).

Tabela 3. Potencial antimicrobiano de derivados chalconas 138, 139, 207 e 209 em pg mL™%.

Composto S.aureus E. coli C. albicans C. tropicalis A. niger
28 5 5 Sem atividade - -
29 10 5 10 - -
30 - - - 4 4
31 - - 128 - 64
Ciprofloxacina 2 2 - - -
Fluconazol - - 16 19,58 26,11

FONTE: Dados extraidos de ELKANZI et al., 2022.

Por fim, espera-se com este trabalho identificar as capacidades antifingicas das
chalconas, utilizadas como precursoras, e de seus derivados imino-chalconas e chalconas-

tiossemicarbazonas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Sintetizar uma série de chalconas, seus derivados chalconas-tiossemicarbazonas e fenetil-

imino-chalconas e avaliar suas atividades antifingicas.

2.2 Objetivos Especificos

- Sintetizar uma série de 8 chalconas derivadas de benzaldeidos para-substituidos com

grupos doadores e retiradores de elétrons;

- Sintetizar os correspondentes derivados chalconas-tiossemicarbazonas a partir das
chalconas mais ativas, previamente avaliadas frente aos fungos Aspergillus parasiticus e
Aspergillus carbonarius através dos ensaios de inibi¢do do crescimento radial em placas
de Petri;

- Sintetizar os correspondentes derivados fenetil-imino-chalconas a partir das chalconas
mais ativas avaliadas frente aos fungos A. parasiticus e A. carbonarius através dos ensaios

de inibicdo do crescimento radial em placas de Petri;

- Avaliar a atividade antifingica das chalconas-tiossemicarbazonas e fenetil-imino-
chalconas frente aos fungos A. parasiticus e A. carbonarius através do ensaio de inibicao

do crescimento radial em placas de Petri;

- Avaliar a concentragdo minima inibitéria (CIM) através do método colorimétrico de
microdiluicdo dos derivados que apresentarem melhores atividades antifingicas frente a
fungos leveduriformes (Candida albicans, C. krusei, C. tropicalis e C. auris) e dimorfos

(Sporothrix schenckii, S. braziliensis e uma cepa clinica de S. braziliensis);

- Avaliar o efeito quelante das substancias mais ativas frente a fons Fe?".



22

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Equipamentos

3.1.1 Equipamentos utilizados para a sintese e caracterizacdo das chalconas,

chalconas-tiossemicarbazonas e imino-chalconas

Placas de aquecimento e agitacdo da marca IKA®: RH basic 1 e C-MAG HS 7;
Aparelho Ponto de Fusdo PF 1500 Farma, GEHAKA;

Balanga analitica MARK S 203, classe I, de trés casas decimais da marca BEL
Engenering;

Espectrofotdmetro da Bruker, modelo VERTEX 70, para os espectros na regido do
infravermelho;

Espectrofotdmetro de Ressonancia Magnética Nuclear da marca Bruker, modelo
Avance-400, 500 MHz.

3.1.2 Equipamentos e programas utilizados para os ensaios de avalia¢ao bioldgica

YV V.V V V V V V

e efeito quelante

Autoclave;

Céamara de fluxo laminar vertical PA-115 da marca PACHANE;
Balanca analitica de quatro casas decimais da marca OHAUS;
Estufas microbioldgicas das marcas Heraeus;
Espectrofotdmetro JASCO J-815 CD Spectrometer;

Software OriginPro 8®, para anélise de dados;

Software MestReNova v6.0.2-5475;

Plataforma SwissADME, para analises farmacocinéticas tedricas.

3.2 Reagentes

3.2.1 Reagentes e solventes utilizados nas sinteses

Os reagentes e solventes obtidos da Vetec®, Neon®, Sigma-Aldrich® e Merck®:

benzaldeido, p-fluor-benzaldeido, p-cloro-benzaldeido, p-bromo-benzaldeido, p-metil-

benzaldeido, p-nitro-benzaldeido, p-ciano-benzaldeido, acetofenona, p-dimetilamino-
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benzaldeido, tiossemicarbazida, fenetil-amina, hidréxido de soédio, acido cloridrico,

etanol e 4gua destilada.

3.2.2 Reagentes e solventes utilizados nos ensaios bioldgicos

Os reagentes e solventes foram obtidos da Sigma-Aldrich® e Merck®:
Anfotericina B, Cetoconazol, Fluconazol, Itraconazol, resazurina, Sabouraud dextrose
agar (SAD), RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute 1640 Medium) (SIGMA®)
com MOPS (Acido 3-morfolinopropano 1-sulfonico) (SIGMA® M3183), DMSO, Tween

80, agar bacterioldgico, extrato de malte, glicose, peptona e agua destilada.
3.3 Sintese das Chalconas Precursoras

Os compostos chalconas foram obtidos a partir de reacGes de condensagédo de
Claisen-Schmidt em quantidades equimolares de acetofenona e benzaldeidos
substituidos, utilizando etanol (EtOH) como solvente e hidroxido de sédio (NaOH) a 10%
(m/v) (Esquema 6). Inicialmente, foi realizada a adicdo da solucdo de NaOH sobre a
acetofenona em banho de gelo e, ap6s 15 minutos, foi adicionado benzaldeido de interesse
a temperatura ambiente, com a mistura sob agitacdo magnética por 60 minutos.
Posteriormente, a mistura da reacdo foi deixada em repouso por 24 h, sendo o produto
filtrado e lavado com &gua gelada. Os produtos foram purificados por recristalizagdo em

etanol.

CHs H _EtOH _
+ NaOH (10%)
R

Esquema 6. Reacdo de sintese de chalconas substituidas, sendo R = H, F, Cl, Br, NO5, (CH3)2N, CN e CHs.

Identificacdo das chalconas sintetizadas:
e (CH-H) (1E,2E)-3-fenil-1-fenilprop-2-en-1-ona: rendimento: 85%; sélido amorfo
branco; ponto de fusdo: 53 — 56 °C (lit. 55 — 56 °C, KUMAR et al., 2008). IV v cm*
(KCl, v, cm™): 3082 (C-H aromatico), 1662 (C=0), 1574 (C=C).
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(CH-F) (1E,2E)-3-(4-flaor-fenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona: rendimento: 79%; sélido
espiculado amarelo-palido; ponto de fusdo: 87,5 — 90,2 °C (lit. 88 — 90 °C, STROBA
et al., 2009). IV v cm™* (KCI, v, cm™): 3062 (C-H aromaético), 1660 (C=0), 1575
(C=C), 1413, 1014 (C-F).

(CH-CI) (1E,2E)-3-(4-cloro-fenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona: rendimento: 94%; sélido
espiculado branco; ponto de fusdo: 114 — 115 °C (lit. 112 — 113 °C, KUMAR et al.,
2008). IV v cm™ (KCI, v, cm™): 3062 (C-H aromatico), 1656 (C=0), 1594 (C=C),
819, 630 (C-CI).

(CH-Br) (1E,2E)-3-(4-bromo-fenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona: rendimento: 87%;
solido amorfo branco; ponto de fusdo: 121 — 123 °C (lit. 124 — 125 °C, STROBA et
al., 2009). IV v em® (KCI, v, cm™): 3055 (C-H aromético), 1662 (C=0), 1579 (C=C),
752, 530 (C-Br).

(CH-NO2) (1E,2E)-3-(4-nitro-fenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona: rendimento: 93%;
solido amorfo amarelo-pélido; ponto de fusdo: 163 — 165 °C (lit. 160 — 161 °C,
KUMAR et al., 2008). IV v cm™® (KCI, v, cm™): 3076 (C-H aromatico), 1656 (C=0),
1593 (C=C), 1512 (C-NOy).

(CH-NMe2) (1E,2E)-3-(4-N,N-dimetil-amino-fenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona:
rendimento: 82%; s6lido amorfo cobre; ponto de fusdo: 112 — 113 °C (lit. 113 — 114
°C, MAHDI et al., 2015). IV v em™ (KCI, v, cm™): 3054 (C-H aromatico), 2826 (C-
N(CHa)z2), 1647 (C=0), 1597 (C=C).

(CH-CN) (1E,2E)-3-(4-ciano-fenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona: rendimento: 96%;
solido amorfo branco; ponto de fusdo: 154 — 156 °C (lit. 150 — 153 °C,
CHAPHEKAR & SAMANT, 2004). IV v cm™ (KClI, v, cm™): 3065 (C-H aromatico),
2219 (C-CN), 1658 (C=0), 1600, 1500 (C=C).

(CH-Me) (1E,2E)-3-(4-metil-fenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona: rendimento: 83,4%;
solido amorfo branco; ponto de fusdo: 90 — 91 °C (lit. 96 — 97,5 °C, KUBOTA et al.,
2006). IV v cm™® (KCI, v, cm™): 3055 (C-H aromatico), 2915 (C-C), 1656 (C=0),
1593, 1567 (C=C).

3.4 Sintese das fenetil-imino-chalconas

As fenetil-imino-chalconas, foram preparadas a partir de 2 mmol de cada chalcona

em reacdo com 8 mmol de 2-fenetilamina em meio alcdolico acidificado (gotas de HCI)
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sob refluxo em micro-ondas a 78 °C e 100 W em 4 ciclos de 10 minutos (Esquema 7),

com acompanhamento da reacdo por cromatografia em camada delgada com eluente

acetato de etila-hexano (1:1).

HCI (gotas
A + (gotas)
ref. micro-ondas
N

EtOH

R

Esquema 7. Reacdo de sintese de fenetil-imino-chalconas substituidas, sendo R = H, F, Cl e Br.

Caracterizacdo das fenetil-imino-chalconas sintetizadas:
(FIC-H) (1Z,2E)-1,3-difenil-N-(2-feniletil)prop-2-en-1-imina: rendimento: 91%;
6leo amarelo palido a temperatura ambiente. IV v ecm™*(ATR, v, cm™): 3025, 2848,
1645, 1600, 1450. RMN de *H (500 MHz, CDCls, §): 8,20 (m, 1H, Ar-H), 7,56 (m,
1H, CH), 7,23 (m, 1H, Ar-H), 6,43 (d, 1H, J = 5 Hz, H-6), 3,56 (t, 2H, J = 8 Hz, H-
12), 3,05 (t, 2H, J = 8, H-13). RMN de '3C (125 MHz, CDCls, 8): 166,7 (C-5), 142,9
(C-4), 141,7 (C-14), 137,9 (C-7), 135,9 (C-8), 125,8 (C-6), 58,8 (C-12) e 36,9 (C-
13).
(FIC-F) (1Z,2E)-3-(4-flaor-fenil)-1-fenil-N-(2-fenil-etil)prop-2-en-1-imina:
rendimento: 72%; 6leo castanho a temperatura ambiente. IV (ATR, v, cm™): 3010,
2877, 1616, 1187. RMN de H (500 MHz, CDCls, 8): 8 (m, 1H, Ar-H), 7,52 (m, 1H,
H-6), 6,68 (m, 1H, H-7), 3,82 (t, 2H, J = 8 Hz, H-12), 3,08 (t, 2H, J = 8 Hz, H-13),
RMN de 3C (125 MHz, CDCls, §): 165,46/159,81 (C-11), 163,24 (C-5), 140,07 (C-
4), 138,97 (C-14), 137,04 (C-7), 133,86/133,52 (C-8), 115,98 (C-6), 63,25 (C-12) e
37,70 (C-13) .
(FIC-CI) (12,2E)-3-(4-cloro-fenil)-1-fenil-N-(2-fenil-etil)prop-2-en-1-imina:
rendimento: 93%; dleo castanho escuro a temperatura ambiente. 1V (ATR, v, cm™):
3027, 2863, 1643, 696. RMN de ‘H (500 MHz, CDCls, §): 7,67 (m, 1H, H-6), 7,15
(m, 1H, H-7), 3,88 (t, 2H, J = 8 Hz, H-12), 3,03 (t, 2H, J = 8 Hz, H-13). RMN de *C
(125 MHz, CDClg, §): 159,95 (C-5), 139,53 (C-4), 138,00 (C-14), 137,17 (C-7),
136,30 (C-8), 134,38 (C-,11), 126,18 (C-6), 62,86 (C-13), 37,17 (C-12).
(FIC-Br) (12,2E)-3-(4-bromo-fenil)-1-fenil-N-(2-fenil-etil)prop-2-en-1-imina:
rendimento: 89%; 6leo laranja a temperatura ambiente. IV (ATR, v, cm™): 3043,
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2875, 1612, 695. RMN de 'H (500 MHz, CDCls, ): 7,39 (m, 1H, H-6), 6,71 (d, 1H,
J=5Hz, H-7), 3,65 (t, 2H, J = 8 Hz, H-12), 3,12 (t, 2H, J = 8 Hz, H-13), RMN de
13C (125 MHz, CDCl3, 8): & 159,97 (C-5); 139,50 (C-4); 135,24 (C-14); 134,80 (C-
8); 132,95 (C-7); 125,88 (C-6); 124,69 (C-11); 62,81 (C-12); 37,10 (C-13).

3.5 Sintese das chalconas tiossemicarbazonas

As chalconas tiossemicarbazonas foram preparadas com 2 mmol da chalcona

selecionada e 2,4 mmol de tiossemicarbazida em etanol com gotas de HCI. As reacdes

ocorreram sob agitacdo em refluxo a 78 °C por até 6 horas (Esquema 8), sendo a reagao

monitorada por cromatografia em camada delgada com eluente acetato de etila-hexano

na proporc¢do (4:1). Ao final, foi procedida a recristalizagdo, lavagem com etanol a frio e,

por fim, filtrado.

R

HoN NH2 eiom, Hel
X + 2 > 9 7 3 + H,0
s A, ref. 0 : 8 \6 A ‘ N
1

S NH2
g i

_NH

Esquema 8. Reac¢do de sintese de chalconas-tiossemicarbazonas substituidas, sendo R = H, F, Cl e Br.

Caracterizacdo das chalconas-tiossemicarbazonas sintetizadas:

(CT-H) (22,2E)-2-[(2E)-1,3-difenilprop-2-en-1-ilideno]hidrazina-1-carbotioamida:
rendimento: 82%; s6lido amarelado; ponto de fusdo: 132 — 134 °C. IV (KBr, v cm™2):
3469, 3287, 3187 e 3140 (N-H), 3036 (C-H vinilico e aromatico), 1585 (C=N), 1498
e 1444 (C=C aromético), 1128 (C=S), 968 (C=C trans substituida), 755 (C-H
aromatico, anel monossubstituido). RMN H (DMSO-ds, 3): 8,65 e 8,50 (2H, 2s,
NH>), 8,16 (1H, s, NH), 7,67-7,60 (3H, m, H-2 e H-1), 7,47-7,46 (2H, d, J = 7,0 Hz,
H-3), 7,38-7,29 (5H, m, H-9, H-10 e H-11), 7,20-7,17 (1H, d, J = 16,0 Hz, H-7),
6,45-6,42 (1H, d, J = 16,0 Hz, H-6). RMN *C-DEPTQ (DMSO-ds, §): 179,3 (C=S),
148,6 (C=N), 140,1 (C-7), 137,3 (C-4), 136,2 (C-8), 130,2 (C-11), 129,7 (C-3), 129,1
(C-9), 128,7 (C-2), 128,4 (C-10), 127,3 (C-1), 119,2 (C-6).

(CT-F) (22,2E)-2-[(2E)-3-(4-fluor-fenil)-1-fenilprop-2-en-1-ilideno]hidrazina-1-
carbotioamida: rendimento: 37%; solido alaranjado; ponto de fusdo: 148 — 150,5 °C.
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IV (KBr, v cm 1): 3413, 3342, 3256 e 3154 (N-H), 3043 (C-H vinilico e aromaético),
1598 (C=N), 1476 e 1443 (C=C aromaético), 1229 (aC-F), 1127 (C=S), 967 (C=C
trans substituida), 828 (C-H aromatico, anel 1,4-dissubstituido), 771 (C-H aromatico,
anel monossubstituido). RMN 'H (DMSO-ds, §): 8,63 e 8,50 (2H, 2s, NH), 8,12
(1H, s, NH), 7,68-7,62 (3H, m, H-2 e H-1), 7,57-7,53 (2H, dd, J = 8,8 Hz e 3Jn.r =
3,2 Hz, H-10), 7,37-7,34 (2H, dd, J = 8,1 e 1,5 Hz, H-3), 7,23-7,18 (2H, d, J = 8,8
Hz, H-9), 7,15-7,11 (1H, d, J = 16,4 Hz, H-7), 6,48-6,44 (1H, d, J = 16,4 Hz, H-6).
RMN BC-DEPTQ (DMSO-ds, 8): 179,3 (C=S), 164,1 e 162,1 (1C, d, 3Jcr = 248,0
Hz, C-11), 148,4 (C=N), 138,8 (C-7), 137,2 (C-4), 132,9 € 132,9 (1C, d, “Jck=2,5
Hz, C-8), 130,6 e 130,5 (2C, d, 3Jcr = 8,5 Hz, C-9), 129,7 (C-3), 129,5 (C-1), 128,7
(C-2), 119,0 (C-6), 116,1 € 115,9 (2C, d, 2Jc.F = 21,5 Hz, C-10).

(CT-Cl) (2Z,2E)-2-[(2E)-3-(4-cloro-fenil)-1-fenilprop-2-en-1-ilideno]hidrazina-1-
carbotioamida: rendimento: 57%; solido amarelo palido; ponto de fuséo: 156 — 160
°C. IV (KBr, v cm™?): 3413, 3341, 3256 e 3154 (N-H), 3043 (C-H vinilico e
aromatico), 1598 (C=N), 1476 e 1441 (C=C aromatico), 1127 (C=S), 1093 (aC-Cl),
968 (C=C trans substituida), 821 (C-H aromatico, anel 1,4-dissubstituido), 780 (C-
H aromatico, anel monossubstituido). RMN *H (DMSO-ds, 5): 8,63 e 8,53 (2H, 2s,
NH>), 8,12 (1H, s, NH), 7,67-7,60 (3H, m, H-2 e H-1), 7,52-7,50 (2H, d, J = 8,5 Hz,
H-9), 7,42-7,41 (2H, d, J = 8,5 Hz, H-10), 7,37-7,35 (2H, dd, J = 6,9 e 1,0 Hz, H-3),
7,20-7,16 (1H, d, J = 16,4 Hz, H-7), 6,47-6,44 (1H, d, J = 16,4 Hz, H-6). RMN 3C-
DEPTQ (DMSO-ds, 3): 178,3 (C=S), 150,7 (C=N), 135,5 (C-7), 135,2 (C-4), 133,6
(C-8), 130,6 (C-11), 130,5 (C-1), 130,2 (C-3), 129,6 (C-6), 129,3 (C-9), 129,0 (C-
10), 128,7 (C-2).

(CT-Br) (22,2E)-2-[(2E)-3-(4-bromo-fenil)-1-fenilprop-2-en-1-ilideno]hidrazina-1-
carbotioamida: rendimento 43%; s6lido amarelo palido; ponto de fusdo: 165,5 — 168
°C. IV (KBr, v cm™): 3414, 3341, 3256 e 3154 (N-H), 3043 (C-H vinilico e
aromatico), 1598 (C=N), 1476 e 1441 (C=C aromatico), 1127 (C=S), 1072 (a:C-Br),
969 (C=C trans substituida), 816 (C-H aromatico, anel 1,4-dissubstituido), 779 (C-
H aromatico, anel monossubstituido). RMN *H (DMSO-ds, 5): 8,65 e 8,54 (2H, 2s,
NH>), 8,15 (1H, s, NH), 7,68-7,62 (3H, m, H-2 e H-1), 7,57-7,55 (2H, d, J = 8,5 Hz,
H-9), 7,46-7,44 (2H, d, J = 8,5 Hz, H-10), 7,37-7,35 (2H, dd, J = 7,0 e 1,5 Hz, H-3),
7,22-7,18 (1H, d, J = 16,5 Hz, H-7), 6,46-6,41 (1H, d, J = 16,5 Hz, H-6). RMN *C-
DEPTQ (DMSO-ds, 3): 178,3 (C=S), 150,7 (C=N), 135,5 (C-7), 135,5 (C-4), 132,3
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(C-10), 130,6 (C-8), 130,5 (C-1), 130,2 (C-3), 129,6 (C-6), 129,3 (C-9), 128,7 (C-2),
122,3 (C-11).

3.6 Avaliacdo da Atividade Antifingica das Chalconas e seus Derivados

3.6.1 Inibig&o in vitro do crescimento radial de fungos do género Aspergillus
Nestes experimentos foram investigadas as possiveis atividades antifingicas dos

produtos frente as cepas de Aspergillus parasiticus NRRL 2999 (Figura 14A) e

Aspergillus carbonarius RC 2054 (Figura 14B); como também, a observacao das suas
morfologias macroscdpicas (MARIATH et al., 2016).

2
-y

Figura 14. Visao de Aspergillus parasiticus (A) e Aspergillus carbonarius (B) sob a 6tica de microscopio
(400x).

Os experimentos foram feitos em triplicatas, utilizando placas de Petri de
poliestireno, nas dimensdes 90 x 15 mm. E o0 meio de cultura usado para o crescimento
do microrganismo, agar extrato de malte (MEA), foi preparado utilizando-se 20,0 g de
extrato de malte, 20,0 g de glicose, 20,0 g de &gar bacterioldgico, 1,0 g de peptonaem 1,0
L de agua destilada. Este meio, depois de fundido em micro-ondas, foi separado para
tubos de ensaio em fracdes de 20,0 mL e, em seguida, autoclavados.

Apos esterilizagdo do meio de cultura, foi prosseguida a homogeneizacéo com as
aliquotas dos compostos auxiliado de vortex de acordo com as concentracdes finais em
placas a 62,5 pg mL™2, 125 ng mL, 250 pg mL? e 500 ug mL1. Em seguida, as solucdes
de meio de cultura foram vertidas para as placas, assim como 0s meios de cultura de
controle negativo.

As culturas dos fungos que ja se encontravam desenvolvidas em placas num

periodo entre cinco e sete dias, foram utilizadas para compor solugfes &gar-agua 0,2%
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em agua destilada para serem retirados inoculos; que em seguida foram inseridos por
meio de uma picada central em cada uma das placas preparadas, que, por fim, foram
vedadas com Parafilm®. A observacdo do crescimento do halo foi feita diariamente
durante 7 dias consecutivos para as cepas de A. parasiticus e 9 dias para as cepas de A.
carbonarius, a contar do dia de inoculagéo dos fungos. Os tempos desses ensaios depende
do tempo de crescimento que cada cepa flngica apresenta até atingir um halo méximo na
placa de Petri, tendo a cepa de A. parasiticus um crescimento mais acelerado que a cepa

de A. carbonarius.

3.6.2 Ensaio de microdiluicdo para determinacdo da concentracdo inibitdria
minima (CIM)

Os ensaios foram realizados com o objetivo de determinar a concentracdo
inibitéria minima (CIM) de farmacos utilizados como controles positivos e os derivados
das chalconas frente a espécies microbioldgicas dos géneros Candida e Sporothrix.

3.6.2.1 Género Candida

O bioensaio para determinar a concentracdo minima inibitdria dos derivados

selecionados foi realizado de acordo com a norma M27-A2 do CLSI (2002) em
microplacas de 96 pogos com fundo plano, incubadas a 35 °C, nas quais cada coluna da
placa representa o tratamento de um composto derivado da chalcona.

Os microrganismos do género Candida, seus cddigos de origem, assim como 0s
agentes antifungicos de referéncia utilizados para cada cepa, sdo descritos na Tabela 4.
Os fungos foram manipulados seguindo as normas de biosseguranga vigentes para

microrganismos da classe de risco 2.

Tabela 4. Espécies leveduriformes e seus cddigos.

Leveduras Cddigos Antifungicos de referéncia

C. albicans ATCC 89 Anfotericina B, Cetoconazol e Itraconazol
C. krusei ATCC 6258 Anfotericina B, Cetoconazol e Itraconazol

C. tropicalis CFP 304 Anfotericina B, Cetoconazol e Itraconazol
C. auris CDC B 11903 Fluconazol

A reativacdo das culturas se deu a partir das solugdes de pré-indculos, que foram
obtidas coletando col6nias das cepas identificadas de placas de Petri Sabouraud-dextrose
2% agar (SDA) ap0s incubacdo por 24 horas a 35 °C.
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Para a preparacéo dos indculos, as col6nias foram transferidas para tubos contendo
5 mL de solucdo salina a 0,85%. Desta solugéo, foram transferidos 1 mL para tubos
contendo 1 mL de formol a 10%. As absorbancias destas solu¢bes foram obtidas em
espectrofotdbmetro com comprimento de onda em 530 nm, cujo valor ideal de densidade
Otica a ser encontrada esteja na faixa de 0,12 a 0,15, correspondendo a faixa de 1,0 a 5,0
x 10° UFC mL™. Por fim, foram realizadas dilui¢cBes 1:50 (1 mL da suspenséo a 10° em
49 mL de solugdo RPMI-1640) seguida de uma diluicdo 1:20 (1 mL da suspensédo 1:50
em 19 mL de RPMI), resultando numa concentragio de 1,0 — 5,0 x 10° UFC mL™.

Os compostos foram solubilizados a 1,0 mg mL™* em solugdo 1:1:8 de DMSO-
Tween 80-meio RPMI 1640 tamponado com MOPS e a solucdo formada adicionada aos
pocos. As solucdes-estoque a 1600 ug mL™ dos antifingicos Anfotericina B, Cetoconazol
e Itraconazol e a solugdo-estoque a 3200 ng mL* do antifiingico Fluconazol, utilizados
como grupos controle positivos, foram homogeneizados com o meio de cultura RPMI
1640, onde as solucBes-padréo para o teste se encontraram nas concentracfes de 64 pg
mLte512 pg mL™,

O preparo das microplacas se iniciou com a aplicacdo de 100 uL de RPMI em
todos 0s pocos das colunas de 1 a 11. Com o auxilio de micropipeta, foram aplicados e
homogeneizados 100 pL das solugdes estoque dos compostos de interesse nos pocos A.
Em seguida, para diluicdo seriada dos compostos, foram transferidos 100 pL dos pocos
A para 0s pocos B e assim sucessivamente até os pocos H, onde os 100 uL restantes
retirados foram descartados, mantendo os volumes finais de cada po¢o com tratamento
iguais a 100 pL.

Para os fungos C. albicans, C. krusei e C. tropicalis, as colunas 9, 10 e 11
receberam os farmacos antifingicos Anfotericina B, Itraconazol e Cetoconazol,
respectivamente. Para C. auris, apenas o0 agente antifingico Fluconazol foi utilizado,
sendo aplicado na coluna 11. Para todas as placas, os po¢os da coluna 12 foram utilizados
como grupos controle para crescimento das leveduras sem tratamento (pocos A-C),
esterilidade do meio de cultura (D-F) e DMSO + Tween 80 na proporgdo 1:1 (G e H).

Ao final desse procedimento, foram adicionados 100 pL das -culturas
leveduriformes em cada poco, com excecao para 0s pocos A-C da coluna 12, totalizando
o volume final igual a 200 pL, representando entdo a segunda etapa das duas diluicdes

seriadas.
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Foram realizadas triplicatas de cada uma das solugfes testadas e verificado o
resultado em 48 horas apds incubacdo em estufa a temperatura de 35 °C. Decorridas as
48 horas de tratamento, foram adicionados 20 pL de solugdo resazurina a 0,01 mg mL™*
em todos 0s poc¢os, sendo incubadas por mais 2 horas.

O crescimento leveduriforme foi caracterizado pela presenca da coloracdo rosa
avermelhada, que ocorre pela metabolizacdo das moléculas de resazurina sendo

convertidas a resorufina (Esquema 9).

NADH NAD*

N

Resazurina Resorufina

Esquema 9. Reac¢do de reducdo de resazurina a resorufina.

Caso apds a adicdo do revelador, a coloracdo da solugcdo no poco permanecer
inalterada (azul), se tem a indicacdo de que o crescimento microbiano foi inibido pela
concentracdo especifica da amostra. Sendo assim, a CIM é determinada como a
concentracdo minima em que o crescimento microbiano foi inibido, ou seja, ndo houve
troca de coloracdo (LIU et al., 2007).

A Figura 15 apresenta 0 esquema organizacional de microplacas usado com 0s
respectivos valores de concentracdes finais para os compostos de interesse e para 0s

tratamentos com os controles positivos.
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Figura 15. Organizacdo de microplacas para ensaios de determinacdo de CIM e suas concentragdes em ug
mLL. Pocos controle de esterilidade — 200 uL de cultura RPMI com MOPS; pogos controle de crescimento
— 100 pL meio de cultura RPMI com MOPS + 100 pL de solugéo leveduriforme; pogos controle DMSO +
Tween 80 - 100 pL de solugdo DMSO + Tween 80 1:1 + 100 pL de solucéo leveduriforme. Legenda dos
antifungicos usados como controles positivos: A — Anfotericina B; | — Itraconazol; C — Cetoconazol; F —
Fluconazol.

3.6.2.2 Género Sporothrix

O procedimento para determinar o CIM em cepas de Sporothrix também foi
realizado segundo a norma M60-S1 (2017) do CLSI, porém, diferente dos ensaios com
as cepas do género Candida, em microplacas de 96 pogos de fundo em “U” incubadas a
37 °C; onde em cada linha foi realizado tratamento com um dos compostos derivados de
chalconas.

Os microrganismos do género Sporothrix e seus codigos de origem sdo descritos
na Tabela 5. Os fungos foram manipulados seguindo as normas de biosseguranca vigentes

para microrganismos da classe de risco 2.

Tabela 5. Espécies flngicas e seus c6digos.

Fungos Cddigos
S. schenckii INCQS 40286
S. brasiliensis INCQS 40360
Sporothrix spp. (cepa clinica) SisGen ADE44FF

As solugdes dos produtos foram feitas a partir de solugGes estoques de 10 mg mL"
! preparadas em DMSO e Tween 80 na proporcdo 1:1, onde as aliquotas retiradas foram
homogeneizadas em meio de cultura RPMI a uma concentragio final de 2000 ug mL*. O

Itraconazol e Anfotericina B, farmacos antifungicos utilizados como controles positivos
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em todas as cepas, foram igualmente homogeneizados diretamente em meio de cultura a
concentragdes de 32 ug mL™,

Nas linhas A e B, foi adicionado o agente antifungico Anfotericina B, e nas linhas
C e D, o agente antiflngico Itraconazol em esquemas de dilui¢do seriada. Nas linhas
subsequentes, os produtos foram testados, executando 0 mesmo procedimento realizado
com os antifungicos em esquema de duplicatas. Por fim, em cada um dos pocos foram
adicionados 100 pL de indculo do microrganismo.

O poco A da coluna 11 foi utilizado como controle de crescimento, adicionando
100 pL do indculo a 100 uL do meio de cultura, e 0 po¢o A da coluna 12 como controle
de esterilidade do meio de cultura, adicionando-se apenas 100 puL do meio de cultura
RPMI-1640 com 2% de glicose e 100 uL. de agua estéril. A suspensédo contendo a cepa
clinica teve a densidade ajustada até obter turbidez equivalente ao de uma solugéo padrao
de sulfato de bario McFarland 0,5 (0,5 mL de BaCl, 0,048 M, 99,5 mL de H.SO4 0,18
M), correspondente a aproximadamente 10° a 10’ UFC mL™.

Foram realizadas triplicatas de cada uma das solugbes testadas e verificado o
resultado em 48 h ap6s incubacdo em estufa a temperatura de 37 °C. A Figura 16 ilustra
0 esquema das placas para avaliagdo do MIC frente as cepas de Sporothrix spp.

O g
6\\“““ ('\\'\&L
10 1c%e®

AMW{QG@@@@@@@@OO
Q00000000000
lmm{@@@@@@@@@@@@

QO0000000000
BESICIC IS IDIDICITIONS,
Q00000000000
Q00000000000
1OO000000O0000O0O

>

(@)

Compostos -

Figura 16. Organizacdo de microplacas para ensaios de determinacdo de CIM e suas concentragdes em ug
mLL. Pogos controle de esterilidade — 100 uL de cultura RPMI e 100 mL de agua estéril; pocos controle
de crescimento — 100 pL meio de cultura RPMI + 100 pL de solugdo leveduriforme.
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3.7 Avaliacéo da Atividade Quelante dos Derivados Mais Ativos

A analise foi realizada por espectrofotometria com o auxilio de cubeta de quartzo
de 1,5 mL e para obtencao dos espectros foram utilizadas solucdes estoque dos produtos
com melhores resultados avaliados nos ensaios de atividades antifungicas: CT-H
(9,95x10° mol L), CT-F (10,02x10° mol L), CT-CI (9,99x10° mol L), CT-Br
(1,013x102 mol L) e FIC-CI (9,97x107 mol L) em DMSO como solvente. Utilizou-
se também as solugBes aquosas de FeSO4 (1,60x107 mol L) e de EDTA (1,60x107 mol
L) como padréo de efeito quelante com o ferro, uma vez que o EDTA complexa de
forma equimolar com ions Fe (11).

A sobreposi¢do dos espectros de UV/Vis obtidos foi realizada utilizando o
programa Origin 8.0. A Figura 17 ilustra o grafico da curva padrdo (FeSOs + EDTA, 1:1)

obtida neste experimento.
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Figura 17. Espectro UV/Vis de EDTA (1,60 x 103 mol L™*) e com FeSO, + EDTA (1,60 x 10 mol LY.

As capacidades quelantes das amostras frente a ions Fe (Il) foram calculadas

usando a equacéo a seguir expressa em porcentagem (PAIVA, 2015):

A
Efeito quelante (%) = — [1 - M] * 100%

A controle

onde, A amostra: absorvancia da amostra; A controle: absorvancia do controle.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Sintese das chalconas

Oito chalconas foram sintetizadas e posteriormente utilizadas na preparacdo das
fenetil-imino-chalconas e das chalconas-tiossemicarbazonas. A sintese das chalconas foi
feita através da reacdo de condensacdo aldolica cruzada (Claisen-Schmidt), em meio
bésico, entre a acetofenona e benzaldeidos para-substituidos com grupos retiradores e
doadores de elétrons.

Na primeira etapa, a acetofenona foi desprotonada em solucéo alcodlica basica a
frio por cerca de 15 minutos sob agitacdo. Decorrido esse tempo, o benzaldeido foi
adicionado ao meio reacional em temperatura ambiente, mantendo a agitacdo por, pelo
menos, mais uma hora. Ao término deste periodo, a solucédo foi levada a geladeira para
repouso por 24 horas. A terceira etapa consistiu em uma desidratacdo do produto de
condensacdo a partir da neutralizagdo com solucdo de acido cloridrico 10% (v/v), e o
solido formado filtrado sob pressdo reduzida em funil de Blichner (LAWRENCE et al.,
2001; SOARES et al., 1988). Por fim, procedeu-se a recristalizacdo do produto em etanol
e, posteriormente, feita nova filtracdo para recolher a chalcona purificada apds secagem.

O mecanismo resumido sugerido para a sintese das chalconas se inicia com a
abstracdo de um préton da metila da acetofenona, provocada pela base (NaOH), formando
o0 ion enolato (carbanion) estabilizado por ressonancia (Esquema 10.1). Este carbanion
ataca o grupo carbonila do benzaldeido substituido, formando uma liga¢&o C-C (Esquema
10.2). Na ultima etapa, ocorre a abstracdo do hidrogénio o a carbonila, acompanhada da
saida de uma molécula de agua, promovendo a formacdo do derivado a.,f3-insaturado —
chalcona (Esquema 10.3) (SANTQOS, 2008).

0 o) o
Hk\_ = CHy —=—> s L + H,0
l) + HO & 2 CHZ 2
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Esquema 10. Mecanismo resumido proposto para obtencdo de chalconas substituidas.
FONTE: Adaptado de SANTOS, 2008.

Para organizacdo e simplificacdo das explicacOes, na Tabela 6 sdo apresentadas
as nomenclaturas IUPAC dos compostos chalconas, seus grupos substituintes e seus

cddigos, respectivamente.

Tabela 6. Cédigos dos compostos chalconas.

Nomenclatura IUPAC do composto Substituinte Cédigo
(1E,2E)-3-fenil-1-fenilprop-2-en-1-ona H CH-H
(1E,2E)-3-(4-fluor-fenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona F CH-F
(1E,2E)-3-(4-cloro-fenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona Cl CH-CI
(1E,2E)-3-(4-bromo-fenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona Br CH-Br
(1E,2E)-3-(4-ciano-fenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona CN CH-CN
(1E,2E)-3-(4-metil-fenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona CHs CH-Me
(1E,2E)-3-(4-nitro-fenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona NO; CH-NO2
(1E,2E)-3-(4-dimetilamino-fenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona N(CHs), CH-NMez

Por ser uma classe de compostos bem conhecida e recorrentemente utilizada em
artigos de quimica medicinal, as caracterizagdes das chalconas precursoras foram
realizadas por comparagdo com as informagdes encontradas na literatura, utilizando a
técnica de infravermelho e seus respectivos pontos de fusdo experimentais. Na Tabela 7
encontram-se os valores de rendimento, pontos de fusdo experimentais e pontos de fusdo

relatados na literatura.
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Tabela 7. Rendimentos e pontos de fusdo experimentais e encontrados na literatura para as chalconas
sintetizadas.

Composto Rendimento (%) P.F. experimental (°C) P.F. literatura (°C)
CH-H 85 53 -56 55-562
CH-F 79 87,5-90,2 88-90°"
CH-CI 94 114 - 115 112 -113°
CH-Br 87 121 -123 124 - 125°
CH-NO2 93 163 — 165 160 — 1612
CH-NMe: 82 112 - 113 111 -113¢
CH-CN 96 154 — 156 150 — 153 ¢
CH-Me 83 90 -91 96 -975¢

IKUMAR et al., 2008; "STROBA et al., 2009; ‘MAHDI et al., 2015; ‘CHAPHEKAR & SAMANT, 2004;
*KUBOTA et al., 2006.

Os espectros de infravermelho das chalconas apresentaram bandas de absorcéo
caracteristicas dos modos vibracionais esperados, conforme os espectros localizados nos

anexos e cujas principais absorcdes estdo resumidas na Tabela 8.

Tabela 8. Principais bandas de absorgéo (cm™) observadas nos espectros de infravermelho das chalconas
sintetizadas.

Composto X VC-H aromatico vC=C VC=0 VC-X
CH-H H 3082,32 1573,73 1662,45 -
CH-F F 3062,01 1575,66 1660,52 1014 — 1413
CH-CI Cl 3062,01 1594,95 1656,66 630 — 819
CH-Br Br 3055,24 1579,52 1662,45 530 - 752

CH-NO2 NO; 3076,10 1593,02 1656,66 1512,02
CH-NMe; N(CHs); 3053,91 1596,87 1647,02 2826,36
CH-CN CN 3065,02 1500 — 1600 1658,59 2219,81
CH-Me CHs 3055,24 1567 — 1593 1656,66 2915,33

Assim, com os dados dos pontos de fusdo e principais absor¢des nos espectros de
infravermelho, pode-se confirmar que as chalconas sintetizadas correspondem aos

compostos planejados para esta etapa.

4.2 Sintese das fenetil-imino-chalconas

As bases de Schiff, fenetil-imino-chalconas, foram obtidas a partir das chalconas
sintetizadas e previamente avaliadas nos ensaios frente aos fungos A. parasiticus e A.
carbonarius, sendo 4 selecionadas, pois apresentaram os maiores efeitos inibitorios. As
fenetil-imino-chalconas  (FIC-H, FIC-F, FIC-CI e FIC-Br) foram previamente
sintetizadas e caracterizadas por Carlos (2022), conforme espectros em anexo e

publicacdo em Carlos e colaboradores (2021). A sintese foi realizada com as respectivas
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chalconas precursoras e a 2-fenetilamina em etanol como solvente e gotas de acido
cloridrico como catalisador sob a irradiagdo de micro-ondas.

O Esquema 11 representa 0 mecanismo sugerido para a sintese das fenetil-imino-
chalconas, se iniciando pela ativacdo da chalcona por protonacdo do oxigénio. A partir de
entdo, o grupamento amino da fenetil-amina pdde atacar o carbono carbonilico, formando
o intermediério hemiaminal. Um dos hidrogénios ligados ao nitrogénio é capturado pela
agua do meio reacional, retomando a formacao de ion hidrénio. Um dos pares de elétrons
do oxigénio captura um hidrogénio do ion hidrénio, proporcionando a eliminacdo de uma
molécula de agua através de um mecanismo concertado onde ocorre a formacdo de uma

ligacdo & entre o nitrogénio e o carbono, resultando na producdo do grupamento imino.
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Esquema 11. Mecanismo resumido proposto para obtencéo de fenetil-imino-chalconas substituidas.

Para organizacdo e simplificacdo das explica¢Oes, na Tabela 9 sdo apresentadas
as nomenclaturas IUPAC dos compostos fenetil-imino-chalconas, seus grupos

substituintes e seus codigos, respectivamente.
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Tabela 9. Cédigos dos compostos fenetil-imino-chalconas.

Nomenclatura IUPAC dos compostos Substituinte Cadigo
(1Z,2E)-1,3-difenil-N-(2-feniletil)prop-2-en-1-imina H FIC-H
(1Z,2E)-3-(4-fluor-fenil)-1-fenil-N-(2-fenil-etil)prop-2-en-1-imina F FIC-F
(1Z,2E)-3-(4-cloro-fenil)-1-fenil-N-(2-fenil-etil)prop-2-en-1-imina Cl FIC-CI
(1Z,2E)-3-(4-bromo-fenil)-1-fenil-N-(2-fenil-etil)prop-2-en-1-imina Br FIC-Br

Na Tabela 10, encontram-se os valores dos rendimentos experimentais e indices

de refracéo dos derivados fenetil-imino-chalconas sintetizados.

Tabela 10. Rendimentos experimentais e indices de refracdo das fenetil-imino-chalconas sintetizadas.

Composto Rendimento (%) indice de refracéo
FIC-H 91 1,600*
FIC-F 72 1,569*
FIC-CI 93 1,598*
FIC-Br 89 1,592*

*CARLOS et al., 2021.

4.3 Sintese das chalconas-tiossemicarbazonas

A obteng&o das chalconas-tiossemicarbazonas foi realizada a partir das chalconas
previamente selecionadas em funcdo de sua melhor atividade antifungica frente as
espécies de Aspergillus e a tiossemicarbazida em etanol como solvente e gotas de acido
cloridrico concentrado como catalisador (OLIVEIRA et al., 2008; MENDES et al., 2019).

As reacOes de condensacdo ocorreram sob agitacdo em refluxo por até 6 horas,
sendo monitoradas por cromatografia em camada fina com solventes de eluicdo hexano-
acetato de etila em proporcdo 4:1. Apds o resfriamento, o precipitado foi recristalizado
em etanol e filtrado a vicuo. As chalconas-tiossemicarbazonas foram previamente
sintetizadas e caracterizadas por Goulart (2015), conforme espectros em anexo e
publicacdo em Mendes e colaboradores (2019).

O Esquema 12 representa 0 mecanismo proposto para a obtengdo dos compostos
desta classe de derivados, onde, assim como no caso das fenetil-imino-chalconas, as
chalconas passam pela etapa de ativacao da carbonila a partir da protonagdo do oxigénio.
Com a carbonila ativada, a tiossemicarbazida é capaz de se ligar ao carbono carbonilico,
formando um intermediario hemiaminal protonado. O hidrogénio acido é capturado pela
agua do meio reacional formando novamente ion hidronio, que por sua vez proporciona

a saida de uma molécula de agua por eliminagdo via mecanismo concertado com a
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formacgédo de uma ligacdo = entre 0 nitrogénio que antes pertencia a tiossemicarbazida

para formar o grupamento tiossemicarbazona.
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Esquema 12. Mecanismo resumido proposto para obtencao de chalconas tiossemicarbazonas substituidas.

Para organizacéo e simplificacdo das explicacdes, na Tabela 11 s&o apresentadas
as nomenclaturas IUPAC dos compostos chalconas-tiossemicarbazonas, seus grupos

substituintes e seus codigos, respectivamente.

Tabela 11. Cédigos dos compostos chalconas-tiossemicarbazonas.
Nomenclatura IUPAC dos compostos Substituinte Cédigo
(2Z,2E)-2-[(2E)-1,3-difenilprop-2-en-1-ilideno]hidrazina-1-

i H CT-H

carbotioamida

(2Z,2E)-2-[(2E)-3-(4-fluor-fenil)-1-fenilprop-2-en-1-ilideno]hidrazina-1-

— F CT-F

carbotioamida

(2Z,2E)-2-[(2E)-3-(4-cloro-fenil)-1-fenilprop-2-en-1-ilideno]hidrazina-
b Cl CT-CI
1-carbotioamida

(2Z,2E)-2-[(2E)-3-(4-bromo-fenil)-1-fenilprop-2-en-1-ilideno]hidrazina- Br CT-Br

1-carbotioamida

A Tabela 12 apresenta os valores de rendimentos das sinteses dos 4 derivados
chalconas-tiossemicarbazonas e seus respectivos valores de pontos de fusédo

experimentais e da literatura.
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Tabela 12. Rendimentos e pontos de fusdo (P.F.) experimentais e encontrados na literatura das chalconas
tiossemicarbazonas sintetizadas.

Composto Rendimento (%0) P.F. experimentais (°C) P.F. literatura (°C)
CT-H 82 133-135 135-137 2
CT-F 37 152-154 152-154°¢
CT-Cl 57 163-164 164-166°
CT-Br 43 166-168 166-168°

SBAYER AG, 1954; "DIMOCK et al., 1990; “MENDES et al., 2019.

4.4 Regra de Lipinski Aplicada aos Compostos Chalconas e Derivados

Em 1997, para avaliar se uma determinada molécula é mais permeavel a
membranas celulares e facilmente absorvidas pelo organismo, o quimico medicinal
Christopher Lipinski e seus colegas desenvolveram uma metodologia tedrica para definir
guando uma molécula pode ser considerada interessante como possivel farmaco. Dessa
metodologia, surgiram as seguintes caracteristicas que esses compostos deveriam
apresentar: peso molecular inferior a 500 g mol™, lipofilicidade (logP) inferior a 4,15,
namero de grupos na molécula capazes de doar atomos de hidrogénio para ligacoes de
hidrogénio ser inferior a 5 e 0 nUmero de grupos capazes de aceitar atomos de hidrogénio
para formar ligacGes de hidrogénio ser inferior a 10. Estas regras se aplicam apenas a
absorcéo por difusdo passiva de compostos através de membranas celulares. Compostos
que sdo ativamente transportados através de membranas celulares por proteinas
transportadoras sdo excec¢des a regra (LEESON, 2012).

Em funcdo de sua grande simplicidade, esses quatro critérios de Lipinski séo
amplamente empregados por quimicos medicinais para prever nao apenas a absorcao de
compostos, como Lipinski originalmente pretendia, mas também realizar a comparagéo
da semelhanca geral com farmacos ja existentes.

A seguir, na Tabela 13, sdo apresentados os dados pertinentes para determinar se
as chalconas aqui sintetizadas e avaliadas neste trabalho apresentam, ou ndo, violacbes a

regra de Lipinski.
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Tabela 13. Propriedades fisico-quimicas das chalconas.

Férmula Massa Lipofilicidade ViolagBes a regra de
Chalcona molecular M
molecular 1 (LogP) Lipinski
(g mol™)

CH-H CisH120 208,26 3,44 0
CH-F CisH11FO 226,25 3,83 0
CH-CI CisH11CIO 247,70 3,96 0
CH-Br CisH1:Bro 287,15 4,08 0
CH-CN CisH11NO 233,26 2,69 0
CH-Me C16H140 222,28 3,69 0
CH-NO2 C15H1:NO3 253,25 2,19 0
CH-N(CHs)2 Ci17H1ZzNO 251,32 3,27 0

FONTE: Dados extraidos da plataforma SwissADME, por Swiss Institute of Bioinformatics.

Os dados obtidos levam a inferir que as chalconas apresentam propriedades
interessantes para serem avaliadas como possiveis farmacos, uma vez que nenhuma delas
apresentou violacGes a regra de Lipinski.

Na Tabela 14, séo apresentados os dados dos derivados fenetil-imino-chalconas
verificando-se a regra de Lipinski.

Tabela 14. Propriedades fisico-quimicas das fenetil-imino-chalconas.

Composto Formula Massa molecular Lipofilicidade Violages a regra de
molecular (g mol?) (LogP) Lipinski
FIC-H CasH2iN 311,42 5,06 1
FIC-F Ca3H20FN 329,41 5,44 1
FIC-CI C23H20CIN 345,86 5,54 1
FIC-Br Ca3H20BIN 390,32 5,65 1

FONTE: Dados extraidos da plataforma SwissADME, por Swiss Institute of Bioinformatics.

De acordo com o programa utilizado (plataforma SwissADME), as quatro fenetil-
imino-chalconas sintetizadas apresentam lipofilicidade superior a 4,15, fazendo com que,
em teoria, as moléculas apresentem certo grau de dificuldade em permear membranas
plasmaticas de forma passiva.

Na Tabela 15, sdo apresentados os dados dos parametros fisico-quimicos dos

derivados chalconas-tiossemicarbazonas verificando-se a regra de Lipinski.

Tabela 15. Propriedades fisico-quimicas das chalconas-tiossemicarbazonas.

Composto Formula Massa molecular Lipofilicidade ViolagGes a regra de
molecular (g mol) (LogP) Lipinski
CT-H Ci6H15N3S 281,38 3,02 0
CT-F Ci6H14FN3S 299,37 3,41 0
CT-Cl C16H14CINsS 315,82 3,53 0
CT-Br CleH14BI'N3S 360,27 3,65 0

FONTE: Dados extraidos da plataforma SwissADME, por Swiss Institute of Bioinformatics.
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Os dados fornecidos pelo programa indicam que todos os derivados chalconas-
tiossemicarbazonas apresentam valores de lipofilicidade reduzidos em relagéo aos seus
respectivos precursores chalconas. Além disso, nenhum dos compostos desta serie
apresentou violacGes a regra de Lipinski, demonstrando que esta classe de produtos

possui propriedades interessantes para serem avaliados como possiveis farmacos.

45  Ensaios Bioldgicos

Todos os compostos sintetizados neste estudo foram avaliados quanto as suas
atividades antiflngicas e antiproliferativas empregando protocolos padronizados. Os
estudos antiproliferativos dos compostos sintetizados foram realizados no Laboratério de
Micologia e Micotoxicologia (LMM) da UFRRJ, sob a orientagdo da Prof.2 Dr.2 Aguida
Aparecida de Oliveira, e no Laboratorio de Taxonomia, Bioquimica e Bioprospecgéo de
Fungos (LTBBF), no Instituto Oswaldo Cruz (I0C), sob a orientagdo da Dr.2 Gisela Lara
da Costa.

4.5.1 Ensaios in vitro de inibicéo do crescimento radial dos fungos

4.5.1.1 Tratamentos com as chalconas precursoras:

Os ensaios foram realizados com as oito chalconas sintetizadas onde foram
observadas as capacidades de inibi¢cdo do crescimento fungico através da medida do
didmetro da circunferéncia diariamente.

Deste modo, foram utilizados os compostos em concentragdes de 62,5, 125, 250
e 500 pg mL?, para avaliar a inibicdo do crescimento dos fungos filamentosos A.
parasiticus e A. carbonarius, que sdo patégenos oportunistas micotoxigenos. Os ensaios
ocorreram ao longo de um periodo de 7 dias para A. parasiticus e 9 dias para A.
carbonarius, a contar a partir do dia do inéculo. Foram verificadas também as
capacidades dos compostos em retardar o desenvolvimento das estruturas conidioféricas
de ambas as espécies fungicas filamentosas.

Como caracteristicas macromorfologicas, A. parasiticus em meio de cultura agar-
extrato de malte (MEA), no sétimo dia de crescimento, apresentou didametro médio de 7,5
cm; se mostrou pulverulento, de coloragdo amarelo ocre e micélio esbranquigado (Figura

18). A. parasiticus também se caracteriza microscopicamente como um fungo
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filamentoso hialino; com vesicula subglobosa; cabeca aspergilar unisseriada; conidios e

a maioria dos conidioforos rugosos.

Figura 18. Controle negativo do ensaio de inibi¢do de difusdo radial do fungo Aspergillus parasiticus em
temperatura média de 29 °C.

As caracteristicas macromorfoldgicas de A. carbonarius em MEA apds 9 dias de
crescimento, apresentou didmetro médio de 5,6 cm; se mostrando pulverulento, de
coloracdo negra e micélios esbranquicados (Figura 19). Suas caracteristicas
microscopicas relacionam a cabeca aspergilar bisseriada e vesiculas esféricas com

conidios esféricos variando entre rugosos e espiculados.

Figura 19. Controle negativo do ensaio de inibicdo de difusdo radial do fungo Aspergillus carbonarius em
temperatura média de 31,5 °C.

Conforme relatos de Paiva (2013) e Rocha (2021), a avaliacdo do crescimento de

ambas as espécies filamentosas foi realizada em placas de Petri em triplicatas utilizando
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MEA, onde foram adicionadas as solucbes de chalconas em DMSO em diferentes
concentragbes (62,5 — 500 pg mL™) sendo feitas medicOes diarias dos halos de
crescimento das cepas, obtendo-se assim as médias dos didmetros em centimetros, além
das analises de mudancas macromorfoldgicas observadas neste periodo.

Deste modo, foi observado que nos tratamentos com as menores concentragdes
dos compostos as massas flngicas apresentavam, em sua maioria, coloragdo amarelada e,
a medida que as concentracbes aumentavam, a coloracdo se apresentava mais
esbranquicada para a espécie A. parasiticus em ensaios que se deram na faixa de
temperatura de 27 °C a 31 °C.

Posteriormente, com os valores dos didmetros do crescimento radial dos fungos
sem tratamento (controles negativos) e das placas tratadas com as chalconas sintetizadas,
foram realizados os célculos para verificar o percentual da inibicdo do crescimento,
fazendo a comparacdo entre a média dos diametros dos controles negativos com as médias
dos diametros das cepas tratadas com as chalconas. Esses calculos foram realizados

utilizando a seguinte equacéo:

D controle — D tratado

Inibicido do crescimento (%) = D controle * 100

onde Dcontrole: Mmédia do diametro do grupo controle negativo; Diratado: média do diametro
da cepa em cada tratamento.

Os experimentos de avaliacdo da inibicdo do crescimento radial da cepa de A.
carbonarius foi realizada sob condicdes similares aos ensaios com A. parasiticus. Deste
modo, foi possivel observar que, de modo geral, 0s grupos com as menores concentragdes
de chalconas apresentaram maiores desenvolvimentos de massa fungica com coloragéo
bege e a medida que a concentracdo de compostos aumentou, suas massas fungicas se
apresentaram mais esbranquicadas com menor formacgéo dos conidios negros. Os ensaios
foram realizados na faixa de temperatura de 28 °C a 35 °C.

Os graficos referentes a estes ensaios se encontram nos anexos. Ja as
representacdes gréaficas do ultimo dia de avaliacdo para os diferentes tratamentos com
chalconas podem ser observadas na Figura 20, para as cepas de A. parasiticus, e na Figura
21 para as cepas de A. carbonarius.
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Figura 20. Tratamentos de Aspergillus parasiticus com chalconas precursoras. Ciano: Percentual de
inibicdo de crescimento radial sob tratamento com chalconas em concentracdo de 62,5 ug mL™, onde os
valores de inibicéo de crescimento radial acompanhados de seus respectivos erros sdo: CH-H = 17,5% +
0,11; CH-F =20,83% * 0,24; CH-CI = 21,46% + 0,04; CH-Br = 13,54% + 0,12; CH-CN =9,17% £ 0,12;
CH-Me =22,71% £ 0,26; CH-NO2 =12,16% + 0,14; CH-NMe2 = 3,14% + 0. Azul: Percentual de inibi¢do
de crescimento radial sob tratamento com chalconas em concentragéo de 125 pug mL?, onde os valores de
inibicdo de crescimento radial acompanhados de seus respectivos erros sdo: CH-H = 30,21% + 0,42; CH-
F =30% + 0,29; CH-CI = 31,04% + 0,07; CH-Br = 19,79% + 0,03; CH-CN = 26,04% + 0,69; CH-Me =
31,67% + 0,41; CH-NO2 = 23,27% + 1,49; CH-NMez = 11,74% * 0,25. Vermelho: Percentual de inibi¢do
de crescimento radial sob tratamento com chalconas em concentragéo de 250 ug mL?, onde os valores de
inibicdo de crescimento radial acompanhados de seus respectivos erros sdo: CH-H = 43,96% + 0,95; CH-
F =40,21% + 1,10; CH-CI = 36,04% + 0,17; CH-Br = 27,5% + 0; CH-CN = 38,12% + 0,42; CH-Me =
41,46% + 0,45; CH-NO2 = 25,79% + 0,24; CH-NMe2 = 18,03% =+ 0,14. Cinza: Percentual de inibi¢do de
crescimento radial sob tratamento com chalconas em concentragdo de 500 ug mL™, onde os valores de
inibicdo de crescimento radial com seus respectivos erros sdo: CH-H = 61,25% + 2,82; CH-F = 54,38% +
1,10; CH-CI =50,21% =+ 0,15; CH-Br = 39,79% + 0,97; CH-CN = 53,75% + 0,78; CH-Me = 56,88% *
0,34; CH-NO2 = 41,93% + 0,60; CH-NMez= 37,32% = 0,58.
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Figura 21. Tratamentos de Aspergillus carbonarius com chalconas precursoras. Ciano: Percentual de
inibicdo de crescimento radial sob tratamento com chalconas em concentracdo de 62,5 ug mL™, onde os
valores de inibicdo de crescimento radial acompanhados de seus respectivos erros sdo: CH-H =-12,22% +
0,17; CH-F =-1,08% + 0,02; CH-CI = 24,01% + 0,57; CH-Br = 8,83% + 0,41; CH-CN =-9,94% + 0,31;
CH-Me =-35,18% + 0,49; CH-NO2 = -38,65% + 0; CH-NMe2 = -0,12% * 0. Azul: Percentual de inibi¢do
de crescimento radial sob tratamento com chalconas em concentragéo de 125 pug mL*, onde os valores de
inibicdo de crescimento radial acompanhados de seus respectivos erros sdo: CH-H = -5,44% + 0,07; CH-
F =15,58% = 0,25; CH-Cl = 22,77% + 0,10; CH-Br = 0,35% + 0,06; CH-CN = 15,60% + 1,65; CH-Me
=-35,82% + 0,09; CH-NO2 =-25,13% + 0; CH-NMez = 1,04% + 0,02. Vermelho: Percentual de inibi¢do
de crescimento radial sob tratamento com chalconas em concentragéo de 250 ug mL?, onde os valores de
inibicdo de crescimento radial acompanhados de seus respectivos erros sdo: CH-H = 18,87% + 0,51; CH-
F =33,75% % 0,31; CH-CI = 28,88% + 0,28; CH-Br = 4,59% + 0,12; CH-CN = 12,59% + 0,35; CH-Me
=-22,07% + 0,22; CH-NO2 = -15,89% + 0,45; CH-NMe2 = 24,26% + 0,57. Cinza: Percentual de inibi¢do
de crescimento radial sob tratamento com chalconas em concentragdo de 500 pg mL?, onde os valores de
inibicdo de crescimento radial com seus respectivos erros sdo: CH-H =40,07% + 1,30; CH-F = 55,38% +
0,82; CH-CI = 34,68% + 0,16; CH-Br = 20,14% + 0,13; CH-CN = 36,22% % 0,20; CH-Me = 19,00% *
0,26; CH-NO2 = 3,58% + 0,08; CH-NMe2 = 35,76% + 2,87.

Ao analisar os dados do ensaio com as chalconas precursoras quando utilizadas
em concentracdo maxima, percebe-se que todas elas apresentaram capacidade de inibir a
proliferacdo de A. parasiticus, destacando os compostos: chalcona ndo substituida (CH-
H), p-metil-chalcona (CH-Me), p-fldor-chalcona (CH-F), p-ciano-chalcona (CH-CN) e
p-cloro-chalcona (CH-CI).

A chalcona ndo substituida apresentou a melhor capacidade inibitoria para a

proliferacdo dos fungos (Figura 22).
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Figura 22. Aspergillus parasiticus tratado com CH-H a 500 pg mL* (A), 250 ug mL* (B), 125 pug mL*
(C) e 62,5 ug mL* (D).

Os resultados encontrados com as chalconas precursoras se mostram relevantes,
uma vez que, ao contrario do que foi observado com os derivados 2-arilideno-3,4-
dihidronaftalen-1-ona que ndo apresentaram atividades frente as cepas de Aspergillus spp.
e Candida spp. (GUPTA & JAIN, 2015), as chalconas precursoras apresentaram
atividades relevantes. Porém o derivado ndo substituido (Figura 23) também apresentou
a maior capacidade de inibir a espécie Microsporum gypseum dentre todos 0s compostos
relatados que foram avaliados, sendo representado por uma concentracdo inibitoria
minima (MIC) de 1,5 ug mL™.

32 0
DRSS
1,5 pg mL?
Figura 23. 2-arilideno-3,4-di-hidronaftalen-1-ona (32) e seu valor de concentragdo minima inibitoria frente

a M. gypseum.
FONTE: Adaptado de GUPTA & JAIN, 2015.

Analisando os tratamentos de A. parasiticus frente ao subgrupo das chalconas p-
halogenadas é possivel observar um aumento da capacidade inibitoria conforme se

diminui o raio atbmico do halogénio associado a chalcona (Figura 24).
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Figura 24. Aspergillus parasiticus tratados com CH-F (A), CH-CI (B) e CH-Br (C) a 500 ug mL™.

Este fendmeno inibitorio acaba divergindo do que foi observado por Gupta e Jain
com derivados de chalconas halogenados frente ao fungo M. gypseum, onde o composto
35 apresentou 0 menor MIC quando comparado com os compostos 36 e 37 (Figura 25).
Um segundo fenbmeno observado no trabalho de Gupta e Jain foi a alteracdo dos valores
de MIC ao alterar as posi¢6es do grupo cloro no anel B, onde o composto 35 continuou
apresentando o melhor valor de MIC quando comparado com os compostos 33 e 34,
consecutivamente o segundo e o Ultimo em melhores valores de MIC aqui avaliados. Um
terceiro fendmeno percebido vem da comparacdo dos valores de MIC dos compostos 35
e 38, onde o segundo composto apresenta uma dissubstituicdo por grupos cloro nas

posicdes orto e para e representou uma piora na avaliacao frente ao fungo.

34 35 36
Cl (@] O O
Cl
12,5 pg mL*! 50,0 pg mL* 3,0 ug mL!
31 o) 38 o) 39 o)
F Br Cl
12,5 pg mL?! 25,0 ug mL™* 50,0 ug mL

Figura 25. Derivados 2-arilideno-3,4-di-hidronaftalen-1-onas. Monossubstituidos por cloro na posi¢do 2
(33), na posicao 3 (34) e na posicao 4 (35), monossubstituido por fltor na posi¢do 4 (36), monossubstituido
por bromo na posicao 4 (37) e dissubstituido por cloro nas posicdes 2 e 4 (38) com seus respectivos valores
de concentracdes minimas inibitorias frente a M. gypseum.

FONTE: Adaptado de GUPTA & JAIN, 2015.
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A CH-Br, a CH-NO2 e a CH-NMez, apesar de apresentarem as menores
capacidades inibitorias referentes a proliferacdo da espécie A. parasiticus foram capazes
de inibir a formacé&o dos conidios (Figura 26).

Figura 26. Aspergillus parasiticus tratados com CH-NO2 (A), CH-NMe: (B) e CH-Br (C) a 500 ug mL"
1

Os resultados dos experimentos com os fungos A. carbonarius indicaram que a
CH-F (Figura 27) foi o unico composto capaz de inibir a difusdo radial dos fungos em
mais de 50% quando aplicada a 500 pg mL™. Além disso, pode-se perceber que, conforme
os fungos foram tratados com concentra¢Ges mais baixas dos compostos, houve maior
similaridade macromorfol6gicas com os grupos nao tratados, indicando que as atividades
de inibicdo da producdo das fracGes reprodutivas dos fungos podem ser dose-

dependentes.

Figura 27. Aspergillus carbonarius tratado com CH-F a 500 pug mL™ (A), 250 ug mL* (B), 125 pg mL™*
(C) € 62,5 ug mLt (D).

Os demais compostos também apresentaram relevante eficacia em impedir o
desenvolvimento das estruturas conidioféricas nesta espécie flngica. No entanto, nao
foram téo eficientes em inibir a difusdo radial, como é possivel observar nas imagens das
placas de Petri com fungos no ultimo dia de ensaio e dos gréaficos de difusdo dos fungos

em tratamento, ambos no campo dos anexos.
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Nos tratamentos com menores concentracdes da CH-H, CH-CN, CH-Me e CH-
NO: é perceptivel que os fungos foram capazes de se difundir mais do que os grupos de
controle negativo. Este fendbmeno é evidenciado pela inibicdo percentual negativa. Esta
observacao possibilita indagar sobre um possivel mecanismo de defesa deste fungo
quando colocado em situacdo de estresse, assim como ocorre em determinadas espécies
fangicas que sdo induzidas a produzir espécies reativas de oxigénio (EROs) (ILKHECHI,
MOZAMMEL & KHOSROUSHAHI, 2021). A CH-NMe: a 62,5 pg mL? nio
apresentou inibicdo do crescimento radial do seu grupo experimental.

Com estes resultados, pode-se observar e selecionar quais chalconas apresentaram
as melhores respostas de inibicdo do crescimento radial e assim serem usadas para
produzir seus derivados fenetil-imino-chalconas e chalconas-tiossemicarbazonas. Além
disso, constata-se que, de modo geral, as chalconas apresentaram maior eficiéncia em
impedir o crescimento e a formacao das estruturas reprodutivas dos fungos da espécie A.
parasiticus em comparagdo com A. carbonarius, como constatado no Figura 28, contendo
0 grafico onde correlacionam-se 0s percentuais de inibicdo de cada composto em

concentracéo de 500 ng mL* para ambas as espécies fngicas.
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Figura 28. Comparativo da atividade inibitdria dos tratamentos das chalconas frente aos fungos Aspergillus
carbonarius e Aspergillus parasiticus. Cinza escuro: Percentual de inibicdo de crescimento radial de
fungos A. carbonarius sob tratamento com chalconas em concentracdo de 500 pg mL™, onde os valores de
inibicdo de crescimento radial com seus respectivos erros sdo: CH-H =40,07% + 1,30; CH-F = 55,38% +
0,82; CH-CI = 34,68% + 0,16; CH-Br = 20,14% + 0,13; CH-CN = 36,22% % 0,20; CH-Me = 19,00% *
0,26; CH-NO2 = 3,58% = 0,08; CH-N(Me)2 = 35,76% = 2,87. Cinza claro: Percentual de inibicdo de
crescimento radial de fungos A. parasiticus sob tratamento com chalconas em concentragdo de 500 pug mL-
1, onde os valores de inibicdo de crescimento radial com seus respectivos erros sdo: CH-H = 61,25% +
2,82; CH-F = 54,38% =+ 1,10; CH-CI = 50,21% =+ 0,15; CH-Br = 39,79% + 0,97; CH-CN = 53,75% +
0,78; CH-Me = 56,88% + 0,34; CH-NO2 = 41,93% + 0,60; CH-N(Me). = 37,32% % 0,58.

4.5.1.2 Tratamentos com o0s compostos derivados das chalconas

Os ensaios dos derivados das chalconas frente as espécies A. parasiticus e A.
carbonarius foram realizados com as fenetil-imino-chalconas (FIC-H, FIC-F, FIC-Cl e
FIC-Br) e as chalconas-tiossemicarbazonas (CT-H, CT-F, CT-Cl e CT-Br) sob as
mesmas condicBes dos tratamentos feitos com as chalconas. Os graficos de cada
tratamento ao longo dos dias referentes a estes ensaios se encontram nos anexos. Ja as
representacdes graficas do ultimo dia de avaliagdo para os diferentes tratamentos com 0s
derivados podem ser observadas no Figura 29, para a cepa de A. parasiticus, e na Figura

30 para a cepa de A. carbonarius.
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Figura 29. Tratamentos de Aspergillus parasiticus com os derivados das chalconas. Ciano: Percentual de
inibicdo de crescimento radial sob tratamento com os derivados em concentragdo de 62,5 ug mL1, onde os
valores de inibigdo de crescimento radial acompanhados de seus respectivos erros sdo: CT-H =59,56% *
0,60; CT-F =62,95% + 1,53; CT-Cl =60,42% + 1,71; CT-Br = 43,01% + 0,64; FIC-H = 25,32% + 0,33;
FIC-F =24,63% + 0,24; FIC-Cl = 13,78% + 0,11; FIC-Br = 22,29% + 0,21. Azul: Percentual de inibi¢do
de crescimento radial sob tratamento com os derivados em concentragdo de 125 pg mL*, onde os valores
de inibicdo de crescimento radial acompanhados de seus respectivos erros sdo: CT-H = 61,58% =+ 0,85;
CT-F=61,74% + 0,30; CT-Cl =52,50% + 0,36; CT-Br =42,74% + 0,14; FIC-H = 35,13% + 0,67; FIC-
F=44,28% + 0,87; FIC-Cl = 24,34% + 0,23; FIC-Br = 38,12% + 0,46. VVermelho: Percentual de inibi¢do
de crescimento radial sob tratamento com os derivados em concentragdo de 250 pug mL*, onde os valores
de inibicdo de crescimento radial acompanhados de seus respectivos erros sdo: CT-H = 64,75% + 1,16;
CT-F=67,81% +0,39; CT-Cl =54,78% + 0,86; CT-Br =47,23% + 0,67; FIC-H = 48,73% + 0,74; FIC-
F =65,69% + 2,48; FIC-Cl = 45,75% + 0,97; FIC-Br = 58,83% + 0,54. Cinza: Percentual de inibi¢do de
crescimento radial sob tratamento com os derivados em concentragdo de 500 pg mL™2, onde os valores de
inibicdo de crescimento radial com seus respectivos erros sdo: CT-H = 72,94% + 0,64; CT-F = 76,41% *
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1,66; CT-Cl =63,75% + 0,41; CT-Br =59,63% * 1,26; FIC-H = 69,62% * 1,78; FIC-F = 78,89% % 6,57;
FIC-Cl =73,61% + 1,00; FIC-Br = 87,57% * 4,56.

Aspergillus carbonarius I 62,5 ug mL™
I 125 ug mL*
I 250 g mL™
[ 500 pg mL™*
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Figura 30. Tratamentos de Aspergillus carbonarius com os derivados das chalconas. Ciano: Percentual de
inibicdo de crescimento radial sob tratamento com os derivados em concentragdo de 62,5 ug mL1, onde os
valores de inibigdo de crescimento radial acompanhados de seus respectivos erros sdo: CT-H = 47,88% *
0,62; CT-F =37,94% + 0,55; CT-Cl = 17,38% = 0,14; CT-Br = 7,09% =+ 0,10; FIC-H = 24,95% + 0,28;
FIC-F =-0,83% £ 0,03; FIC-Cl = 19,30% * 0,43; FIC-Br = 2,46% + 0,05. Azul: Percentual de inibi¢do
de crescimento radial sob tratamento com os derivados em concentragdo de 125 pug mL, onde os valores
de inibicdo de crescimento radial acompanhados de seus respectivos erros sdo: CT-H = 53,60% + 0,56;
CT-F =46,10% + 0,43; CT-Cl = 25,18% + 0,55; CT-Br = 15,60% + 0,12; FIC-H = 31,13% + 0,30; FIC-
F=4,14% +0,16; FIC-Cl =8,07% £ 0,19; FIC-Br =7,37% + 0,17. Vermelho: Percentual de inibicdo de
crescimento radial sob tratamento com os derivados em concentracdo de 250 ug mL™, onde os valores de
inibicdo de crescimento radial acompanhados de seus respectivos erros sdo: CT-H =61,11% + 0,88; CT-
F =56,74% + 1,31; CT-Cl =37,94% + 0,41; CT-Br = 28,37% + 0,19; FIC-H = 39,45% + 0,97; FIC-F =
13,45% + 0,23; FIC-CI = 16,84% + 0,71; FIC-Br = 7,02% £ 0,30. Cinza: Percentual de inibicdo de
crescimento radial sob tratamento com os derivados em concentracdo de 500 ug mL™, onde os valores de
inibicdo de crescimento radial com seus respectivos erros sdo: CT-H = 74,07% + 2,83; CT-F = 69,15% +
0,97; CT-Cl =57,45% + 2,34; CT-Br =51,42% + 1,74; FIC-H = 53,52% + 0,46; FIC-F = 76,21% + 7,16;
FIC-CI = 48,77% + 4,20; FIC-Br = 55,79% = 4,80.

Os resultados dos ensaios com os compostos derivados de chalconas indicam que
todas estas substancias apresentaram capacidade inibitoria em relacdo ao
desenvolvimento proliferativo de ambas as cepas de fungos filamentosos, tanto
relacionado & formacao dos conidioforos, quanto relacionado ao espalhamento radial.

Frente a espécie A. parasiticus, todos 0s compostos apresentaram maiores

atividades antiproliferativas em relacéo as suas respectivas chalconas precursoras.
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Entre os compostos derivados, destacam-se em ordem decrescente de efeito
inibitério os compostos FIC-Br > FIC-F > FIC-ClI > CT-H > FIC-H > CT-CI.
Analisando os resultados destes experimentos, constata-se que os derivados fenetil-
imino-chalconas (FIC) halogenados apresentaram os melhores resultados frente ao fungo
A. parasiticus quando utilizados em tratamento com a maior concentra¢do (500 pg mL™Y).
Por outro lado, quando se observa os resultados sob as menores concentraces de
tratamento, nota-se uma resposta mais favoravel aos tratamentos com as chalconas-
tiossemicarbazonas (CT).

Entre os derivados CT-halogenados observa-se novamente a tendéncia de
aumento do efeito inibitoério conforme se aumenta a eletronegatividade do halogénio
substituinte. Este efeito também pode ser observado com as respectivas chalconas
precursoras.

Comparando-se, ainda, os resultados encontrados nos tratamentos da cepa de A.
parasiticus frente as chalconas precursoras e seus respectivos derivados CT e FIC é
possivel destacar os significativos aumentos nas capacidades de inibicdo das substancias
derivadas ndo substituidas e halogenadas em relacdo aos compostos precursores como
apresentado na Tabela 16.

Tabela 16. Comparacgdo dos resultados percentuais dos experimentos de inibi¢do do crescimento radial das
chalconas precursoras (CH) e seus respectivos derivados (CT e FIC) halogenados e ndo substituidos frente
a cepa de Aspergillus parasiticus.

Tratamento H F Cl Br

(mgmLY) CH CT FIC CH CT FIC CH CT FIC CH CT FIC

17,5 596 253 208 629 246 215 604 138 135 43,0 22,3

a2 +0,11 0,60 0,33 0,24 £153 024 0,04 #1771 011 0,12 0,64 0,21
125 302 616 351 300 61,7 443 310 525 243 19,8 427 38,1
+042 085 067 029 =030 087 0,07 =+036 0,23 0,04 0,14 0,46
250 439 648 48,7 40,2 678 657 40,2 548 457 27,5 47,2 58,8
+095 +1,16 0,74 1,10 =#039 248 110 086 0,97 0,00 0,67 0,54
500 613 729 696 544 764 789 544 63,7 736 39,8 59,6 87,6

+282 0,64 1,78 #1110 166 6,57 =*1,10 041 *1,00 0,97 +1,26  *4,56

Nos ensaios frente a especie A. carbonarius, destacam-se os compostos CT-H e
CT-F, cujos tratamentos com menores concentragdes resultaram nos melhores resultados
inibitorios em relacdo aos demais; e o composto FIC-F que apresentou a maior
capacidade inibitoria sob o tratamento de maior concentracdo (500 pug mL™?). Ao

contrapor os resultados encontrados com os derivados FIC-H e CT-H com a chalcona
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ndo substituida frente ao fungo A. carbonarius, é possivel constatar novamente uma
melhora significativa na capacidade de inibicdo do crescimento radial como mostrado na
Tabela 17.

Tabela 17. Comparacéo dos resultados percentuais dos experimentos de inibi¢do do crescimento radial das
chalconas precursoras (CH) e seus respectivos derivados (CT e FIC) halogenados e ndo substituidos frente
a cepa de Aspergillus carbonarius.

Tratamento H F Cl Br

(,gmL?l) CH CT FIC CH CT FIC CH CT FIC CH CT FIC

-122 479 249 -11 379 -08 240 174 193 8,8 71 2,5

e +0,17 0,62 +0,28 +0,02 0,55 0,03 +057 +0,14 +043 +041 0,10 0,05
125 -54 536 311 156 461 41 228 252 8,1 035 156 7,37
+0,07 05 #0,30 025 042 0,16 0,10 0,55 0,19 0,01 0,12 0,17
250 189 611 394 337 567 134 289 379 168 459 284 70
+0,51 0,88 0,97 031 131 023 028 041 0,71 0,12 +0,20 0,30
500 401 741 535 554 691 762 347 574 488 201 514 558

+130 2,82 046 082 0,97 7,16 0,16 234 +420 0,13 1,74 #4,80

Analisando os resultados dos ensaios com A. carbonarius apresentados na tabela
17, é possivel observar novamente um aumento da capacidade inibitdria das CT-
halogenadas conforme se aumenta o raio atdmico do halogénio, assim como observado
nos ensaios com A. parasiticus. Por outro lado, 0 mesmo efeito ndo pode ser observado

na comparacdo das FIC-halogenadas.

4.5.2 Bioensaio em Microplaca pelo Método Colorimétrico de Determinacdo da

Concentracéo Inibitéria Minima

Os ensaios foram realizados para determinar as concentragdes inibitorias minimas
(CIM) das fenetil-imino-chalconas e das chalconas-tiossemicarbazonas sintetizadas

frente aos fungos leveduriformes Candida spp. e fungos dimorfos Sporothrix spp.

4.5.2.1 Candida spp.

A Tabela 18 apresenta os valores de CIM em pg mL™ para os ensaios em placas
de 96 pocos contendo as espécies de Candida em meio RPMI 1640 com adicdo de
resazurina apos 48 horas de tratamento dos fungos. Como controles positivos foram

utilizados os agentes antifungicos Anfotericina B, Cetoconazol, Fluconazol e Itraconazol.
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Tabela 18. Concentragdes Inibitorias Minimas (CIMs) dos derivados das chalconas (FIC e CT) avaliados
em bioensaio frente a Candida spp. colorimétrico em microplaca em pug mL™.

Composto C. albicans C. auris C. krusei C. tropicalis
FIC-H SIA SIA S/IA SIA
FIC-F SIA SIA SIA S/IA
FIC-CI 3,90 SIA S/IA 125,00
FIC-Br SIA SIA SIA S/IA
CT-H SIA SIA 3,90 SIA
CT-F SIA SIA 7,80 SIA
CT-CI SIA SIA 7,80 SIA
CT-Br SIA SIA 3,90 SIA

Anfotericina B 0,12 * 0,25 0,25
Cetoconazol 0,12 * 1,00 2,00
Fluconazol * 8,00 * *

Itraconazol 2,00 * 2,00 16,00

*: Antiflngico nao testado nas cepas referenciadas. S/A: sem atividade sob o crescimento flngico para a
substancia até a concentragédo de 250 ug mL™,

Os resultados obtidos para as fenetil-imino-chalconas indicam que apenas o
derivado FIC-CI apresentou capacidade de inibir o crescimento de C. albicans e C.
tropicalis com CIMs iguais a 3,90 e 125,00 pg mL, respectivamente.

A cepa de C. krusei foi a Unica que apresentou expressiva suscetibilidade aos
compostos da classe das CTs (CT-H e CT-Br com CIMsem 3,90 ygmLe CT-Fe CT-
Clem 7,80 pg mL™Y).

Apesar da espécie C. albicans continuar sendo a principal causadora de
candidiase, é possivel observar nos ultimos anos um aumento significativo de infeccdes
atribuidas a espécies de Candida ndo-albicans (CNA). Uma das possiveis causas para
essa mudanca epidemioldgica esta relacionada ao aumento da resisténcia de CNA aos
farmacos antifangicos. C. krusei se apresenta como uma espécie leveduriforme que habita
amembrana mucosa de individuos saudaveis com potencial de causar infeccbes com risco
de vida em pacientes imunocomprometidos, além de que pacientes com malignidade
hematoldgica e aqueles que apresentam uso prolongado de profilaxia azélicas apresentam
maiores riscos (JAMIU et al., 2021).
4.5.2.2 Sporothrix spp.

A Tabela 19 apresenta os valores de CIM em pg mL™ para os ensaios em placas
de 96 pocos contendo as espécies do género Sporothrix em meio RPMI 1640 apds 48
horas de tratamento dos fungos. Como controles positivos foram utilizados os

antifangicos Itraconazol e Anfotericina B.
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Tabela 19. Concentracdes Inibitérias Minimas (CIMs) dos compostos derivados de chalconas (FIC e CT)
frente aos fungos Sporothrix spp. em ug mL™.

Composto S. brasiliensis S. schenckii Sporothrix spp.
FIC-H 500,00 500,00 500,00
FIC-F 250,00 250,00 500,00
FIC-CI 500,00 SIA SIA
FIC-Br SIA SIA SIA
CT-H S/IA 500,00 500,00

CT-F 500,00 SIA 250,00
CT-Cl 500,00 SIA 125,00
CT-Br 500,00 SIA 500,00

Anfotericina B 8,00 4,00 2,00
Itraconazol 2,00 8,00 8,00

S/A: sem atividade sob o crescimento flingico para a substancia até a concentragéo de 500 ug mL™.

Os resultados obtidos para as fenetil-imino-chalconas, com exce¢do do composto
FIC-Br, indicaram atividade inibitoria para o crescimento frente as cepas de Sporothrix
aqui avaliadas com valores de CIMs entre 500,00 e 250,00 pg mL™.

Dentre os compostos chalconas-tiossemicarbazonas, o mais ativo foi o derivado
CT-CI que apresentou a melhor capacidade inibitoria frente a cepa clinica de Sporothrix
spp. com valor de CIM igual a 125 ng mL™. A imino-chalcona FIC-F também
apresentou atividade inibitoria destacada quando comparada aos outros derivados frente
as espécies S. brasiliensis e S. schenckii com valores de CIM iguais a 250 pug mL™.

As colbnias da cepa clinica identificada como pertencente ao complexo Sporothrix
spp. possui uma maior probabilidade de pertencer a espécie S. brasiliensis uma vez que
esta espécie € predominante na regido sudeste do pais, contudo ndo houve uma
identificacdo molecular. Esta cepa foi obtida a partir da lesdo grave de um felino e
registrada na plataforma Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob o codigo ADE44FF.

4.6 Ensaio de Avaliacédo do Efeito Quelante
Os derivados das chalconas mais ativos (FIC-CI, CT-H, CT-F, CT-Cl e CT-Br)

frente aos fungos investigados foram avaliados quanto & atividade quelante com Fe*2.

Assim, foram realizadas analises quanto as suas possiveis capacidades de complexacéo,
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através da espectroscopia UV/Vis, correlacionando-se com a inibi¢do do crescimento e
da proliferacdo dos fungos Aspergillus spp., Candida spp. e Sporothrix spp.

Esses experimentos foram realizados porque estes fungos, assim como grande
parte das espécies eucaridticas, apresentam ferro-dependéncia para diversas atividades
bioquimicas oxirredutoras, tais como a biossintese de aminoacidos, esteroides e
nucleotideos; seu envolvimento em mecanismos de desintoxicacao por estresse oxidativo;
em vias de metabolismo energético na fosforilacdo oxidativa e no ciclo do &cido citrico;
em processos de reparo e replicacdo de DNA; entre tantas outras funcgdes vitais
(MISSLINGER et al., 2021; MARTINEZ-PASTOR & PUIG, 2020). Deste modo, um
possivel mecanismo de inibicdo das substancias ativas poderia ser explicado pelas suas
potenciais capacidades de quelar ferro.

Para isso, a avaliacdo da capacidade de complexacédo foi realizada utilizando-se a
técnica de espectroscopia, onde os espectros de UV/Vis foram obtidos na proporcédo 1:1
de solugbes dos compostos derivados e FeSQOs, respectivamente. Apos andlise das
melhores concentracfes a serem usadas, 0s espectros de absor¢ao foram obtidos na faixa
de 200-500 nm. Em seguida, foi avaliado se houve formacdo de complexo com as
solugdes contendo os derivados escolhidos e ions Fe*? (5,078 x 10 mol LY).

A Tabela 20 contém os valores de concentracdes dos compostos FIC e CT mais
adequadas para a avaliacdo da formacéo de seus complexos e suas capacidades quelantes
percentuais com relacio as solugbes correspondentes na auséncia de Fe?* nos
comprimentos de onda 298 e 325 nm (PAIVA, 2015).

Tabela 20. ConcentracGes das amostras dos derivados utilizadas no ensaio de avaliacdo do efeito quelante
e suas respectivas capacidades quelantes frente a fons Fe?*.

Concentracéao Capacidade quelante (%)
Amostra

(mol L) 298 nm 325 nm
CT-H 1,66 x 10 40,77 12,97
CT-F 2,33 x10° 8,37 4,32
CT-CI 2,33x10° -7,87 -10,93
CT-Br 2,33x10° 48,10 26,51
FIC-CI 2,33x10° 3,57 5,99

A Figura 31 mostra a superposi¢édo dos espectros de UV-Vis do composto CT-H
na auséncia e na presenca de Fe?" na proporcdo 1:1, assim como 0s demais compostos
avaliados neste experimento. O efeito hipercromico na absor¢do em 298 nm indica que

houve formacao de complexo sendo o efeito quelante calculado em 40,77 %.
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Figura 31. Espectro UV/Vis da substancia CT-H. Para avaliagdo da atividade quelante do Fe?* foi utilizada

uma solucdo da chalcona-tiossemicarbazona ndo substituida (CT-H) em etanol (1,66 x 105 mol L) e de
sulfato ferroso em agua (5,078 x 10 mol L™).

A Figura 32 mostra a superposicao dos espectros de UV-Vis do composto CT-F
na auséncia e na presenca de Fe?*. O efeito hipercromico na absorcdo em 298 nm indica

que houve pequena formacao de complexo, uma vez que o efeito quelante foi calculado

em 8,37 %.
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Figura 32. Espectro UV/Vis da substancia CT-F. Para avaliagdo da atividade quelante do Fe?* foi utilizada
uma solucéo da 4-flGor-chalcona-tiossemicarbazona (CT-F) em etanol (2,33 x 10° mol L) e de sulfato

ferroso em agua (5,078 x 103 mol L%).
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A Figura 33 mostra a superposicao dos espectros de UV-Vis do composto CT-CI
na auséncia e na presenca de Fe?*. O efeito hipocromico sob absor¢do em 325 nm indica

que houve formacdo de complexo sendo o efeito quelante calculado em -10,93 %.

0.75 - —cT-Cl
—— CT-Cl + FeSO, 1:1

0,50
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0,00

260 I 2;0 I 360 I 3é0 I 460 I 4é0 I 560
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Figura 33. Espectro UV/Vis da substancia CT-Cl. Para avaliagdo da atividade quelante do Fe?* foi utilizada

uma solucdo da 4-cloro-chalcona-tiossemicarbazona (CT-CI) em etanol (2,33 x 10° mol L) e de sulfato
ferroso em agua (5,078 x 10 mol L.

A Figura 34 mostra a superposicao dos espectros de UV-Vis do composto CT-Br
na auséncia e na presenca de Fe?*. O efeito hipercromico sob absorcdo em 298 nm

indicando que houve formacdo de complexo com efeito quelante calculado em 48,10 %.
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Figura 34. Espectro UV/Vis da substancia CT-Br. Para avaliagdo da atividade quelante do Fe?* foi

utilizada uma solugéo da 4-bromo-chalcona-tiossemicarbazona (CT-Br) em etanol (2,33 x 10°mol L) e
de sulfato ferroso em agua (5,078 x 103 mol L™2).

A Figura 35 mostra a superposi¢do dos espectros de UV-Vis do composto FIC-
Cl na auséncia e na presenca de Fe?*. O efeito hipercromico sob absor¢do em 325 nm

indica que houve baixa formacdo de complexo com efeito quelante calculado em 5,99 %.
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Figura 35. Espectro UV/Vis da substancia FIC-CI. Para avaliagdo da atividade quelante do Fe?* foi
utilizada uma solucdo da 4-cloro-fenetil-imino-chalcona (FIC-CI) em etanol (2,33 x 10° mol L) e de
sulfato ferroso em agua (5,078 x 10 mol L™Y).

Em um primeiro momento, os efeitos quelantes das substancias da classe das

chalconas-tiossemicarbazonas e da fenetil-imino-chalcona clorada aqui avaliados frente
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aos ions Fe?* puderam ser confirmados neste ensaio, sugerindo uma capacidade quelante
frente aos ions de ferro ndo-heme, que por sua vez geralmente sdo encontrados em meio
celular dos fungos e causam interagcbes que podem interferir no funcionamento de
enzimas-chave envolvidas em processos fundamentais ao metabolismo do organismo,
conforme relatos da literatura (MISSLINGER et al., 2021; MARTINEZ-PASTOR &
PUIG, 2020). Além disso, os derivados CT-Br, CT-H e FIC-CI foram os mais ativos nos
ensaios com as espécies de Candida spp. e apresentaram os maiores efeitos sugerindo a
complexacdo com os ions Fe?*. Contudo, mais experimentos precisam ser realizados para

poder correlacionar os efeitos dessas substancias com a atividade antifungica.
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5 CONCLUSAO

Os compostos com esqueletos chalconicos compdem um dos melhores exemplos
de grupos farmacoforicos na variedade de moléculas bioativas de origem natural, tanto
quanto de origem sintética. Sendo assim, foram sintetizadas oito chalconas p-substituidas
inicialmente para fazer uma sele¢do das mais promissoras com o intuito de sintetizar seus
derivados hibridos chalconas-tiossemicarbazonas e imino-chalconas com possiveis
capacidades antifungicas. Assim, 4 chalconas apresentaram os melhores efeitos de
inibicdo do crescimento fungico frente aos fungos filamentosos Aspergillus carbonarius
e Aspergillus parasiticus, sendo elas: CH-H, CH-F, CH-Cl e CH-Br. Desse modo, essas
chalconas precursoras foram utilizadas para sintetizar os respectivos derivados fenetil-

imino-chalconas e chalconas-tiossemicarbazonas.

Nos ensaios de inibicdo de crescimento radial pode-se ressaltar a maior
suscetibilidade de inibicdo da espécie A. parasiticus em comparacdo com a espécie A.
carbonarius em tratamentos com as trés classes de compostos. Além disso, todos os
derivados sintetizados apresentaram maior capacidade inibitéria quando comparados com
seus respectivos compostos precursores, destacando os compostos CT-H e CT-F, que

apresentaram os melhores resultados frente a ambas as cepas fungicas.

Os ensaios de determinagdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) foram
direcionados para fungos clinicos e recorrentemente utilizados para avaliacdo de
antimicrobianos. Com isso, 0s ensaios com espécies fungicas dos géneros Candida e
Sporothrix indicaram que os compostos da classe das chalconas-tiossemicarbazonas

foram mais ativos que os compostos da classe das fenetil-imino-chalconas.

Da avaliacao de efeito quelante dos compostos CT e FIC, pode-se observar que a
classe das chalconas-tiossemicarbazonas apresentaram as melhores capacidades em
comparagdo com a fenetil-imino-chalcona clorada frente aos fons Fe?*. Sugere-se que 0
grupamento tiossemicarbazona apresente uma maior capacidade quelante frente aos ions
de ferro ndo-heme, uma vez que este grupo quimico apresenta densidade eletrénica mais
proeminente que 0 grupamento fenetil-amina, possibilitando mais interacGes
intermoleculares.

Atualmente, a busca por substancias com propriedades antifingicas frente a

espécies micotoxigénicas tem se apresentado como um campo de pesquisa de muito
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interesse para paises, principalmente como o Brasil, uma vez que além dos problemas de
salde publica decorrentes de intoxicacdo em humanos, ainda ocorrem impactos na
producdo agropecudria e na saude animal que impactam também a economia e o bem-

estar da populacéo.

Por fim, espera-se que esses resultados possam auxiliar no desenvolvimento de

novos agentes antifangicos e tratamentos mais eficazes para o controle de fungos.
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ANEXOS

Espectros de infravermelho dos compostos chalconas
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Espectros de 1.V., DEPTQ/**C-RMN e 'H-RMN dos compostos derivados
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Placas de Petri com cepas de Aspergillus carbonarius no Gltimo dia de analise em
experimento de inibi¢éo do crescimento radial:

Avaliagdes com chalconas:

Aspergillus carbonarius tratado com chalcona néo substituida a 500 pg mL™ (A), 250 ug mL* (B), 125 pg
mL* (C) e 62,5 ug mL* (D).

R, S e

Aspergillus carbonarius tratado com p-flGor-chalcona a 500 pug mL? (A), 250 ug mL* (B), 125 pug mL*
(C) e 62,5 ug mLt (D).

Aspergillus carbonarius tratado com p-cloro-chalcona a 500 pg mL? (A), 250 ug mL* (B), 125 ug
mL?(C) e 62,5 ug mL! (D).
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Aspergillus carbonarius tratado com p-bromo-chalcona a 500 ug mL™? (A), 250 ug mL? (B), 125 pug mL
1(C)e 62,5 ug mL* (D).

—

Aspergillus carbonarius tratado com p-ciano-chalcona a 500 ug mL™* (A), 250 pg mL* (B), 125 pg mL™*?
(C) e 62,5 ug mL* (D).

Aspergillus carbonarius tratado com p-metil-chalcona a 500 pg mL? (A), 250 ug mL? (B), 125 pug mL?
(C) 62,5 ug mLt (D).

Aspergillus carbonarius tratado com p-nitro-chalcona a 500 pg mL* (A), 250 ug mL* (B), 125 pug mL?
(C) 62,5 ug mL* (D).

S e \ — . — P
Aspergillus carbonarius tratado com p-dimetil-amino-chalcona a 500 pug mL™ (A), 250 ug mL?
(B), 125 ug mL* (C) e 62,5 ug mL* (D).
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Avaliac6es com fenetil-imino-chalconas:

A

B

Aspergillus carbonarius tratado com fenetil-imino-chalcona néo sbstituida a500 pg mL (A), 250 ug mL-
1(B), 125 ug mL* (C) € 62,5 pug mL* (D).

Asperglllus carbonarlus tratado com p- fluor fenetil-imino- chalcona a 500 ug mLt (A), 250ug mL* (B),
125 ug mL* (C) e 62,5 ug mL* (D).

Aspergillus‘c-arbonarius tratado com b-cloro-fenetil-imino-chalcona a 500 pg mLt (A), 250 ug mL* (B),
125 ug mL* (C) e 62,5 ug mL* (D).

Aspergil\lﬁércarbonarius tratado com p-bromo-fenetiI-imino—chaldona a 500 pg mL* (A), 250 ug mL* (B),
125 pg mL2 (C) e 62,5 ug mL* (D).
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Avaliacbes com chalconas-tiossemicarbazonas:

Aspergillus carbonarius tratado com chalcona-tiossemicarbazona néo substituida a 500 pg mL™ (A), 250
pg mLt (B), 125 pg mL? (C) e 62,5 pg mLt (D).

Aspergillus carbonarius tratado com p-flior-chalcona-tiossemicarbazona a 500 pg mL™ (A), 250 pg mL?
(B), 125 ug mL* (C) e 62,5 ug mL* (D).

Aspergillus carbonarius tratado com p-cloro-chalcona-tiossemicarbazona a 500 pg mL™* (A), 250 pg mL™*
(B), 125 ug mL* (C) e 62,5 ug mL* (D).

Aspergillus carbonarius tratado com p-bromo-chalcona-tiossemicarbazona a 500 pug mL™ (A), 250 pug mL-
1(B), 125 uyg mL (C) e 62,5 ug mL* (D).
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Placas de Petri com cepas de Aspergillus parasiticus no altimo dia de analise em
experimento de inibi¢éo do crescimento radial:

Avaliagdes com chalconas:

Aspergillus parasiticus tratado com chalcona néo substituida a 500 ug mL? (A), 250 ug mL? (B), 125 pg
mL* (C) e 62,5 ug mL* (D).

Aspergillus parasiticus tratado com p- fluor chalcona a 500 ug mL? (A) 250 pg mL1 (B), 125 pg mL1 (C)
e 62,5 ug mL* (D).

Aspergillus parasiticus tratado com p-cloro-chalcona a 500 u mL? (A), 250 ug mL™* (B), 125 ug
mL? (C) e 62,5 ug mL* (D).
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Aspergillus parasiticus tratado com p-bromo-chalcona a 500 pg mL™? (A), 250 pg mL™? (B), 125 ug mL™*
(C) e 62,5 ug mL! (D).

- —

Aspergillus prasiticus tratado com p-ciano-chalcona a 500 pg mL™* (A), 250 ug mL* (B), 125 ug mL™*
(C) e 62,5 ug mL* (D).

Aspergillus parasiticus tratado com p-metil-chalcona a 500 ug mL? (A), 250 ug mL?* (B), 125 ug mL?
(C) e 62,5 ug mLt (D).

Aspergillus parasiticus tratado com p-nitro-chalcona a 500 ug mL* (A), 250 ug mL* (B), 125 ug mL* (C)
e 62,5 ng mL* (D).
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S - . R

Aspergillus parasiticus tratado com p-dimetilamino-chalcona a 500 pg mL* (A), 250 pg mL* (B), 125 ug
mL* (C) e 62,5 ug mL* (D).

Avaliacdes com fenetil-imino-chalconas:

Aspergillurasiticus tratado com feetil-imino-chalcona ndo substituida a 500 pg mL™ (A), 250 pg mL-
1(B), 125 ug mL* (C) e 62,5 pug mL* (D).

= = o g . R

Aspergillus rasiticus tratado com -fIl]or-fenetil-imino-chalcna a 500 ug mL* (A), 250 pg mL? (B),
125 ug mL* (C) e 62,5 ug mL* (D).

&

Aspergillusrasiticus tratado cofﬁ p-cloro-fenetil-imino-chalcona a 500 pg mL™ (A), 250 ug mL™* (B),
125 ug mL* (C) e 62,5 ug mL* (D).
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Aspergillus parasiticus tratado com p—bromo—fenetiI—imino—éhaona a 500 pg mL? (A, 250 pg mL* (B),
125 ug mL* (C) e 62,5 ug mL* (D).

Avaliacbes com chalconas-tiossemicarbazonas:

\ B == \/
Aspergillus parasiticus tratado com chalcona-tiossemicarbazona néo substituida a 500 pg mL™* (A), 250 ug
mL* (B), 125 pg mL* (C) e 62,5 pg mL™* (D).

Aspergillus parasiticus tratado com p-Ior-chalcona-tiossemicarbazona a 500 pg mL* (A), 250 ug mL*?
(B), 125 ug mL* (C) € 62,5 pg mL* (D).

Aspergillus parasiticus tratado com p-cloro-chalcona-tiossemicarbazona a 500 pg mL™* (A), 250 pg mL?
(B), 125 ug mL* (C) € 62,5 pg mL* (D).
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Aspergillus parasiticus tratado com p-bromo-chalcona-tiossemicarbazona a 500 ug mL* (A), 250 pug mL-
1 (B), 125 ug mL* (C) e 62,5 ug mL* (D).
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Graficos de inibicao percentual de crescimento radial de fungos Aspergillus
carbonarius x Tempo em dias:
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Avaliacbes com chalconas-tiossemicarbazonas:
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Graficos de inibicao percentual de crescimento radial de fungos Aspergillus
parasiticus X Tempo em dias:

Avaliagdes com chalconas:
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Avaliacbes com chalconas tiossemicarbazonas:
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