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Resumo

A necessidade de novos antifingicos ¢ inegédvel, pois as terapéuticas atuais para o
tratamento de infe¢des fungicas invasivas sdo limitadas e a maior parte dos antifingicos no
mercado ndo sdao completamente eficazes devido ao desenvolvimento de resisténcias,
toxicidade e efeitos adversos nocivos. As infe¢des fingicas invasivas t€ém aumentado nos

ultimos anos assim como os niveis de mortalidade que lhes estao associados.

Os azoles s3o os antifingicos mais utilizados devido as suas carateristicas de
segurancga e biodisponibilidade, contudo a sua aplica¢do nao se restringe apenas aos cuidados
de satde humana, sendo utilizados na agricultura, veterinaria e como constituintes de tintas
e protecdo de madeiras para prevenir bolores. A sua utilizagdo multipla levou a um grande
crescimento de resisténcias em diversos ambientes. Os compostos azdlicos t€ém um papel
fundamental em vérias reacdes quimicas e biologicas ndo s6 por serem intermedidrios na
sintese de moléculas mais complexas, mas por terem atividade biologica conhecida, por

exemplo anticancerigena ou antifingica.

Neste trabalho sintetizaram-se 6 compostos azolicos, dos quais 4 completamente
desconhecidos, através de adicdo conjugada 1,4 de pirazole, 1,2,4-triazole e indazole a 1,2-
Diaza-1,3-dienos (DDs) electrofilicos, estes gerados “in situ” por desidrocloragdo de o-
cloro- ou a,a’-dicloro-hidrazonas induzida por base. Estudou-se a atividade antifingica dos
compostos sintetizados em relagdo as seguintes espécies de leveduras: Candida albicans,
Saccharomyces  cerevisiae, ~Cryptococcus neoformans, Hanseniaspora  uvarum,
Zygosaccharomyces bailii, € Schizosaccharomyces pombe, utilizando o método da difusdo
em agar adaptado da técnica de Kirby-Bauer. Através desta metodologia, foi possivel
observar a influéncia de diferentes nticleos azolicos, da estrutura e substituintes da hidrazona

no grupo alquilante na inibi¢do do crescimento microbiano de vérias espécies de leveduras.

A presenga de um grupo aromatico como substituinte na hidrazona final e do nucleo

indazodlico foi um dos fatores diferenciadores na inibigdo do crescimento das leveduras.

Palavras-chave: azole; atividade antifungica; 1,2-diaza-1,3-dieno; leveduras



Abstract

The need for new antifungal drugs is undeniable because the current therapeutics for
the treatment of invasive fungal infections are limited and most of the drugs in the market
aren’t entirely effective due to the development of resistance, toxicity and harmful side
effects. The invasive fungal infections have increased in the last years as well as the mortality

levels associated to them.

The azoles are the most used antifungals due to their characteristics of security and
bioavailability, however their application is not restricted to human healthcare, being used in
agriculture, veterinary and as constituents of wood paints to prevent mold. Its multiple use
led to a large rise of resistance in several environments. Chemically the azoles have a
fundamental role in several chemical and biological reactions not only for being
intermediaries in the synthesis of more complex molecules, but also for their known

biological activity, for example anticancer or antifungal.

In this work 6 compounds were synthesized, of which four were totally new, via 1,4
conjugate addition of pirazole, 1,2,4-triazole and indazole with electrophilic azoalkenes, also
named 1,2-diaza-1,3-dienes (DDs), these generated “in situ” by dehydrochlorination of a-
chloro- or a,a’-dichloro hidrazones induced by base. The antifungal activity of the
synthetized compounds was studied regarding the following yeasts species: Candida
albicans, Saccharomyces cerevisiae, Cryptococcus neoformans, Hanseniaspora uvarum,
Zygosaccharomyces bailii, and Schizosaccharomyces pombe, using the agar diffusion
method adapted from the Kirby-Bauer technique. Through this methodology, it was possible
to evaluate the influence of the azolic groups and the substituents in the inhibition of the

microbial growth of several yeasts’ species.

The presence of an aromatic group as a substituent at the final hydrazone and indazole

as the azole nucleus are the differentiating factors in the inhibition of the yeast growth.

Kew-words: azole; antifungal-activity; 1,2-diaza-1,3-diene; yeast
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Abreviaturas

IFs: Infecdes fungicas

DA: Dies-Alder

DCM: Diclorometano

DD: 1,2-diaza-1,3-dieno

SIDA: Sindrome da imunodeficiéncia adquirida
GM: Galactomanano

GXM: Glucuronoxilomanano

AnfB: Anfotericina B

Flu: Fluconazole

CYP: Citocromo

CYP 450: Maior familia de enzimas responsaveis pela catalise da biotransformacao
oxidativa da maior parte dos farmacos.

CYP3A4: Citocromo mais abundante no corpo humano, metaboliza grande parte dos
farmacos comercializados.

CYP2D6: Citrocromo pertencente a familia CYP450



1. Introducao

A microbiota humana consiste numa grande variedade de microrganismos que vivem no
organismo humano, realizando func¢des metabdlicas muito importantes tais como, a
estimulagdo da imunidade inata e prevenindo a colonizagdo por patdégenos indesejaveis, entre
outras. A composicao da microbiota ¢ influenciada por diversos fatores, como a higiene, a
dieta, a ingestdo de dgua e farmacos, principalmente antibidticos, uma vez que a destruicao
desta populagdo microbiana pode contribuir para infe¢des por fungos oportunistas. A
predisposicdo para infe¢des fungicas esta relacionada com numerosos fatores, alguns deles

identificados na Tabela 1.

Tabela 1: Alguns fatores de predisposi¢do a infe¢des fliingicas e microrganismos associados

[adaptado de (1)]

Fator de predisposicao Principais patégenos oportunistas

Estados de neutropenia Candida spp., Aspergillus spp

Transplantados € administragdo de Candida spp, Aspergillus spp

farmacos

Terapéuticas citotoxicas Candida spp, Aspergillus spp,
Pneumocystis

Ventilacdo assistida Candida spp, Aspergillus spp

Utilizagdo de antibioticos de largo espetro  Candida spp

SIDA e hepatite C Candida spp, Aspergillus spp,
Pneumocystis

Os fungos sdo seres eucariotas, inseridos no reino Fungi e tém como fator diferenciador
a presenga de ergosterol (desempenha fungdes a nivel estrutural, de permeabilidade e da
fluidez) na membrana citoplasmatica e uma parede celular rigida constituida por uma rede

de glucanos, quitina e proteinas. Estruturalmente contém um ntcleo bem definido,
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mitocondrias, complexo de Golgi e reticulo endoplasmatico. A sua estrutura somatica pode

ser unicelular, filamentosa ou dimoérfica. Podem ser saprofitas, comensais ou parasitas.

Algumas das func¢des que tornam este grupo relevante na vida humana e nos ecossistemas
resultam da sua utilizagdo no fabrico de produtos alimentares, na produ¢do de medicamentos
e na sua importante fun¢do na degradacdo de matéria organica. Apesar deste papel positivo,
alguns fungos podem provocar infegdes tanto em individuos imunocompetentes como
imunocomprometidos podendo levar a morte. As infecdes flingicas sdo uma ameaga
significativa, e muitas vezes esquecida, que nos Ultimos anos se tem demonstrado cada vez
mais emergente. Em Portugal, 1,5 milhdes de pessoas desenvolvem uma infe¢ao fungica por
ano. Estima-se que a nivel mundial cerca de 300 milhdes de pessoas sdo afetadas por infegdes
fungicas e 1,5 milhdes resultam em morte. Cerca de 90% destas mortes ¢ causada por
espécies dos géneros Candida, Aspergillus, Cryptococcus, Pneumocystis, Mucor e Rhizopus.
Existem espécies emergentes com elevada patogenicidade devido a capacidade de
disseminagdo entre varios paises que tém vindo a causar grande preocupacdo por serem
multirresistentes. Candida auris é um exemplo de uma espécie resistente a numerosos
antifungicos, constituindo um desafio clinico por ser capaz de sobreviver nas condigdes de

desinfecao disponiveis nos setores de saude (2—4).

As infecdes flngicas, micoses (Tabela 2), podem ser classificadas como superficiais,
cutineas, subcutineas, sistémicas e oportunistas. As infe¢des sistémicas ocorrem quando o

fungo atravessa a corrente sanguinea e se dissemina pelos sistemas internos. (5,6).
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Tabela 2: Classificagao das micoses [adaptado de (1)]

Micoses Caracteristicas Exemplos de Doencgas
fungos
Micoses A expansdo do fungo ¢ limitada a zona exterior da Malassezia Pitiriase versicolor
superficiais epiderme (pele, unhas e raizes dos pelos). Em geral, Sfurfur Dermatite seborreica
ndo sdo destrutivas. Tém relevancia cosmética.
Micoses Infe¢des da camada queratinizada da pele, pelos e Dermatofitos Dermatofitias (Dermatofitos)/
cutineas unhas. Podem tornar-se sintomaticas, apresentando (Trichophyton, dermatomicoses (ndao
prurido, descamagao, lesoes arredondadas na pele, Epidermophyton  dermatofitos)
unhas espessadas e opacas. e Microsporum)  Onicomicoses
Micoses Envolvem as camadas mais profundas da pele, cornea,  Alternaria,
subcutineas musculos e tecido conjuntivo. O sistema imunologico  Acremonium, Feohifomicose
do hospedeiro nao reconhece o fungo levando a Fusarium Micetomas eumicoticos
destruicdo tecidual, tlceras que ndo cicatrizam e Mucormicoses subcutaneas
frequentemente hiperplasia epiteliomatosa. Mucor
Micoses Também conhecidas como micoses endémicas, Histoplasma Histoplasmose
sistémicas causadas por fungos dimorficos, geralmente capsulatum
confinados numa regido, contudo a facilidade de
movimentacao entre paises facilita a proliferagao Blastomyces Blastomicose
destes fungos. Estas infecoes podem afetar individuos  dermatitidis
saudaveis, sendo que primariamente localizam-se no
pulmdo disseminando-se para outros 6rgaos.
Micoses Infe¢des associadas a fungos existentes no ambiente ou  Cryptococcus Criptococose
oportunistas ser humano, com excegdo de C. neoformans, uma vez  neoformans
que estes t€ém uma viruléncia associada. Praticamente
qualquer fungo pode atuar como fungo oportunista. Candida Candidiase
albicans
Aspergilose broncopulmonar
Aspergillus alérgica
Aspergilomas

Aspergilose invasiva
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Os farmacos presentes no mercado possuem uma capacidade reduzida de sucesso devido
a atrasos nos diagnodsticos das infe¢des fungicas sendo a identificacdo dos organismos

realizada tardiamente, levando ao adiamento do tratamento especifico e direcionado (7).

1.2. C¢lulas fungicas

As células fingicas tém caracteristicas especificas e importantes que as sinalizam quando
no corpo humano, nomeadamente, a presenca de parede celular. Esta representa o maior
organelo do fungo, determina a sua viabilidade, morfologia, patogenicidade e interagcdes com
o ambiente. A parede celular envolve mais de mil genes que codificam o metabolismo celular,
sinalizando e desempenhando func¢des bio-sintéticas. Alguns dos componentes da parede
celular ndo estdo identificados em humanos, mamiferos e plantas, como os glucanos,

galactomanano (GM), glucuronoxilomanano (GXM) e algumas proteinas da parede celular

(8).

Na parede celular, existem multiplas classes de proteinas que desempenham variadas
fungdes, podem modificar as propriedades da parede celular, a adesdo a superficies, e
principalmente atuam na protecdo do fungo a elementos nocivos ou coadjuvam na prote¢ao
contra fagocitos. Devido a todas estas carateristicas, a parede celular dos fungos ¢ um dos

principais alvos para o desenvolvimento da terap€utica antifungica (9).

As leveduras possuem uma parede celular especifica, que varia entre os varios géneros,
devido aos seus constituintes e a forma como estes estdo organizados estruturalmente. Os
glucanos e a quitina sdo responsaveis pela parte estrutural dando rigidez e forma a parede
celular. Algumas espécies possuem uma capsula localizada externamente em relagdo a parede

celular.

As espécies de leveduras utilizadas no presente estudo foram Candida albicans e
Cryptococcus. neoformans, devido a sua relevancia clinica e Saccharomyces cerevisiae, por

ser uma das espécies mais estudadas e também estarem descritos casos de infe¢des por esta
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espécie. Selecionaram-se também 2 espécies associadas a degrada¢ao alimentar,
Hanseniaspora uvarum, Zygosaccharomyces bailii e Schizosaccharomyces pombe por ser

uma espécie cuja reprodugdo assexuada ocorre por fissdo e ndo por gemulagao.

Candida albicans

Um dos fungos oportunistas mais abundantes no corpo humano ¢ C. albicans, que vive
de forma comensal no organismo de individuos saudéaveis. As alteragdes do sistema
imunitdrio permitem que ocorram infecdes flngicas graves como as candidemias. As
candidemias podem implicar risco de vida em individuos imunocomprometidos, aumentando

a morbilidade em portadores de doengas como diabetes e cancro.

A parede celular de C. albicans ¢ uma estrutura dindmica e modulada que gera formas
eliticas e tubulares que definem a morfologia na qual o fungo consegue crescer. E constituida

por manoproteinas, B(1,6)-glucano, B(1,3)-glucano e quitina, como representado na Figura 1
(10-13).

Parede celular da Hifa

Parede celular

Membrana

M Menooroteinas
B-1.3-Glucano
B-1.6-Glucano

%/ Ouitina

Tenyad apared ep sojuauoduio)

Parede celular

fﬁgﬁ gﬁ

Figura 1: Representacdo esquematica da parede celular de C. albicans [adaptado de
(13,14)]

Membrana
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Saccharomyces cerevisiae

E uma das leveduras mais conhecidas e ¢ utilizada na fermentagdo de pao e bebidas
alcodlicas. E um organismo unicelular, dos mais estudados a nivel genético e fisiologico, o

seu genoma serve como modelo para eucariotas.

Apesar de as infe¢des causadas por esta levadura em humanos serem escassas, podem
acontecer, principalmente em individuos imunocomprometidos. Alguma literatura evidencia
que S. cerevisiae esta associada a doenga de Crohn (15), uma vez que os portadores da doenga
possuem anticorpos contra este microrganismo. S. cerevisiae ¢ também associada a doentes

com asma, colite ulcerosa e diarreia.

A parede celular de S. cerevisiae ¢ semelhante a de C. albicans, sendo constituida por

manoproteinas, B(1,6)-glucano, B(1,3)-glucano e quitina (Figura 2) (15-18).

¥ w M
ﬁ b 4 ﬁ‘%g ;919 ! f ﬁ i v'l%g Manoproteinas
B-glucanos
Parede Celular
- . 1
% / Quitina
S\ y .’ ﬁa & @ﬁa
\ OOOOOO®

Levedura

Membrana celular
b 4
| Manoproteinas B-1.6-glucano B-13-glucano @I Quitina e Membrana .IH Proteina

Figura 2: Representagdo esquemadtica da parede celular de S. cerevisiae [adaptado de (19)]

Cryptococcus neoformans

E um fungo oportunista patégeno que causa criptococose em individuos

imunocomprometidos. A incidéncia desta doenca tem vindo a aumentar e as terapéuticas
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farmacologicas existentes demonstram ndo ser suficientemente efetivas para o seu tratamento
(20).

Ao contrario das leveduras ja descritas, C. neoformans possui uma capsula composta por
glucuronoxilomanano e galactoximanano. A capsula esta ligada ao a (1,3)-glucano na parede
celular subjacente. A parede celular é constituida por um nucleo B (1,3)-glucano- B (1,3)-
glucano-quitina, e uma camada de melanina cuja localizagdo exata nao ¢ conhecida, podendo

estar incorporada nos polissacarideos da parede celular (Figura 3) (21,22).

Q Q
5 Q

i 00 g
2 2
B-13 | B-1.6-glucano

.' o-1,3-glucano
./ Y
3 G Qitma " Quitosano

| @@9&5@%@@@9 }\
Figura 3: Representagdo esquematica da parede celular de C. neoformans [adaptado de

(14)]

Parede Celular

Melanina

Membrana

Leveduras de alteracdo alimentar

As leveduras sdo conhecidas pelo efeito positivo a nivel da fermentagdo e produgdo de
alimentos, contudo, algumas podem causar deteriora¢do, sendo uma das maiores razdes de
alimentos “alterados/degradados”. As alteragdes causadas por estas leveduras podem ser
fisicas (cor, turvacao) ou quimicas (carbonatagdo, pH), o que resulta em perdas econdmicas
avultadas. A procura por antifungicos para aplicagdo na industria alimentar e com atividade

para este tipo de leveduras € essencial (23-25).

Resumem-se de seguida algumas das caracteristicas das leveduras utilizadas no presente

trabalho (Tabela 3) (26,27).
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Tabela 3: Algumas caracteristicas das leveduras utilizadas no presente trabalho

Levedura Caracteristicas

C. albicans (28,29) e Principal agente causador de candidiases e o causador primario de infe¢des fingicas em
adultos e criangas;
e Levedura dimorfica: unicelulares e pseudohifas;

e Constituinte da microbiota humana.

S. cerevisiae (16) e Responsavel pelo processamento de bebidas alcoolicas devido a sua capacidade
fermentativa e resisténcia ao etanol;
e Alta capacidade fermentativa;
e Toleradncia aos acidos organicos;
e Algumas subespécies sdo utilizadas como probiodticos no tratamento de diarreias e
gastroenterites;

e Presente no vinho, cerveja, azeitonas, etc...

C. neoformans (1,20,21) e Causador de infe¢des fungicas (criptococoses), e frequentemente isolado na pratica
clinica;
e Durante a infegdo, C. neoformans modifica a parede celular e a capsula. Este
procedimento ndo esta bem esclarecido;
e Conhecido como o “fungo do pombo” por ser transmitido através das fezes desta ave;
e Comensal no humano, levedura oportunista principalmente em individuos

imunocomprometidos.

H. uvarum (30) e Presente na uva, tendo influéncia na producgio de vinho;

e Associada a degradagdo fermentativa de frutas, frescas ou processadas.

Z. bailii (31) e Altamente associado a degradagdo de alimentos e elevadas perdas econdmicas;
o Elevada tolerancia a altas concentragdes de alcool, acido acético e outros acidos
organicos fracos utilizados como conservantes;
e Alta capacidade fermentativa;

e Responsavel pela degradagdo do vinho, bebidas carbonatadas, entre outros;

S. pombe (32) o “Levedura de fissdo”, pela forma de reproducao por fissao;

e Raramente ¢ uma levedura de degradagdo.
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1.3.  Compostos antifingicos

Os compostos antifingicos podem ser divididos em cinco classes, (azoles,
equinocandinas, polienos, alilaminas e antimetabolitos) com caracteristicas especificas e

formas de atuagdo diferentes (Figura 4) (9,33-37).

Os azoles sdao compostos ciclicos contendo um ou mais atomos de azoto. Sao
maioritariamente fungistaticos e sdo formados por duas classes, os imidazoles (ex.:
miconazole, cetoconazole) e triazoles (ex.: fluconazole, itraconazole, voriconazole,
posaconazole). Inibem a C-14 a-desmetilase bloqueando a desmetilagdo do lanostenol em
ergosterol. Esta inibi¢do impossibilita o crescimento das células do fungo. Todos os azoles
inibem a CYP3A4 (principal e mais importante isoenzima, do CYP450, presente no corpo
humano, responsavel pela metabolizagdo de uma grande quantidade de farmacos) (38,39). O
uso concomitante de inibidores (ritonavir) ou indutores (rifampicina) do CYP450 deve ser
evitado, podendo levar a um aumento ou diminuicdo do efeito clinico. O seu principal efeito

adverso ¢ a teratogenicidade (9,40).

As equinocandinas sdo lipopeptideos soltiveis em agua, sdo fungicidas, com atividade
potente contra Aspergillus e Candida e estdo disponiveis para administracdo intravenosa (IV)
(ex. micafungina, caspofungina, anidulafungina). Atuam inibindo a sintese de B-(1,3)-D-
glucano, por serem inibidores ndo competitivos da subunidade FKS1, interferindo com a
sintese da parede do fungo, levando a lise e morte celular. A caspofungina ¢ indutora da
CYP450, podendo levar a necessidade de aumentar a dose e interage com a ciclosporina
devido ao aumento da incidéncia das transaminases hepaticas. A micafungina e a
anidulafungina nao tem interagdes conhecidas. As equinocandinas podem causar febre,

urticaria, nauseas e flebite (9,40).

Os polienos sdo compostos organicos que contém varias ligagdes carbono-carbono duplas
e simples. Os polienos mais utilizados sdo a anfotericina B (AnfB) e a nistatina. A AnfB ¢
fungicida ou fungistitica dependendo do microrganismo e concentragdo utilizada. Os
polienos ligam-se ao ergosterol da membrana formando poros e provocando interagdes entre

o antifiingico polieno e o ergosterol do fungo. Os poros formados desorganizam a membrana
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plasmatica levando a saida de eletrélitos e entrada de pequenas moléculas, eventualmente
toxicas, resultando na morte celular. Os polienos podem ser medicamentos nefrotdxicos.
Interagem com cortiosteroides, potenciam hipocalemia, e glicésidos digitalicos. Podem

causar febre, calafrios, lesao renal, hipotensdo, tromboflebites e anemia (9,40).

As alilaminas (ex.: terbinafina, naftifina, butenafina) s3o inibidores da enzima esqualeno
epoxidase, bloqueando a biossintese do ergosterol e sdo fungicidas. A acumulagdo de
quantidades toxicas de esqualeno leva ao aumento da permeabilidade da membrana e a
eventual morte celular. Os mecanismos de ag¢do destes compostos ndo estdo totalmente
esclarecidos. Como sdo inibidores da CYP2D6, deve ser evitado o uso concomitante com
substratos dessa isoenzima. Podem causar distirbios gastrointestinais, cefaleia, urticaria,

disturbios do paladar e visao e aumento das transaminases hepaticas (9,40).

O antimetabolito, flucitosina, ¢ um andlogo fluorado da pirimidina. E frequentemente
utilizado com a AnfB para tratamento de micoses sistémicas. E um composto fungistatico ou
fungicida dependendo do microrganismo. A flucitosina entra nas células do fungo através da
permease citosina-especifica, onde € convertida em compostos como o 5-Fluorouracilo que
interrompe a sintese de 4acidos nucleicos levando a morte celular. Nao deve ser administrado
concomitantemente com medicamentos nefrotdxicos, corticosteroides (potenciam
hipocaliemia) e glicosideos digitalicos. Podem causar febre, calafrios, lesdo renal,

hipotensao, tromboflebites e anemia (9,40).
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Figura 4: Via metabolica da sintese do ergosterol e locais de inibi¢do pelos diferentes

antifungicos [Adaptado de (41)]

1.4. Resisténcia aos antifingicos

A resisténcia aos antifingicos ¢ um processo que demonstra a capacidade de

sobrevivéncia e desenvolvimento de fungos na presenca de um ambiente agressivo, o

farmaco. Os mecanismos de resisténcia tém sido reportados, maioritariamente, a nivel

molecular, estes pretendem contrapor os efeitos fungistaticos e fungicidas dos farmacos

(Tabela 4) (26,42-44).
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Tabela 4: Mecanismos de resisténcia aos farmacos e genes responsaveis

Mecanismo de
Antifungico Enzima/Gene Carateristicas
resisténcia
Mutagdes no gene da C-
14 o-desmetilase, ,
. .. Responsavel pela
diminuindo a ligagdo N
- conversao de
dos  azbdis. Alguns Lanosterol 140-
Azoles ) lanosterol a
fungos possuem desmetilase
ergosterol. Alvo da
bombas de efluxo que . ‘1
. . terapia azolica.
bombeiam os azois para
o exterior da célula
Enzima
Mutacao no gene FKS1 FKSI1 (B-(1,3)-D- responsavel pela
Equinocandinas  (B-(1,3)-D-glucano) glucano) sintese de glucano
Bomba de efluxo da parede celular
do fungo
Embora raro, estd
associado ao aumento Um dos genes
. do conteudo de responsdveis pela
Polienos Erg3 P . P
ergosterol na membrana formacao do
fingica ou por mutagao ergosterol
no gene Erg3.
Inibidores  do Mutagdo no gene ErgA Gene que codifica
esqualeno que codifica a esqualeno ErgA a esqueleno
epoxidase epoxidase epoxidase
Diminuigao das )
. o Enzimas
) ) enzimas que convertem Citocina permease e
Antimetabolitos o o . conversoras da
flucitosina ~ em  5- citosina deaminase o
flucitosina

Fluorouracila

O controlo quimico de fungos causadores doencas em humanos e plantas ¢ um processo

que teve inicio com o uso de quimicos inorganicos até a atual sistematica de fungicidas.

A resisténcia aos azoles tem-se tornado um problema clinico muito significativo

principalmente em doentes com tratamento prolongado.
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No entanto, os compostos azdlicos continuam a ser o tratamento dominante, devido as
suas caracteristicas de seguranga, nomeadamente alta solubilidade, baixa toxicidade, ampla

distribui¢do pelos tecidos e biodisponibilidade oral (26,45).

1.5. Alquilagdo dos compostos azolicos

Os nitrosoalcenos e azoalcenos conjugados (Figura 5) t€ém sido amplamente explorados
por serem intermedidrios notaveis tanto na sintese de uma grande variedade de novos
compostos heterociclicos como na sintese total de moléculas naturais com atividade
biologica. Estes sistemas sdo maioritariamente utilizados como heterodienos pobres em
eletrdes em reagdes de Dies-Alder com heterociclos ou olefinas ricas em eletrdes € como

aceitadores de Michael em reacdes conjugadas 1,4 com parceiros nucleofilicos.

R
1 2
10,2 N‘N
N 3 3
3 3 R1 AN R
1 R 4
R 4 R2
R2
Nitrosoalceno Azoalceno

Figura S: Estrutura e numeragdo de nitroso e azoalcenos conjugados

1.5.1. Adicao conjugada de azoalcenos

Uma adicao conjugada consiste essencialmente numa reagao de adicdo de um nucleoéfilo
a um sistema conjugado eletrofilico. O ataque do nucleéfilo provoca disrupg¢do do sistema «
conjugado originando uma nova molécula. Os azoalcenos conjugados ou 1,2-diaza-1,3-
dienos (DD), tem sido a base para preparacao de uma imensa variedade de compostos quando
utilizados como em adi¢des conjugadas 1,4. Quando o substituinte presente no grupo diazo
(em N1) ¢ também retirador de electrdes, refor¢a o alto poder electrofilico do conjunto, e
induz que o carbono terminal C-4 se torne altamente electrofilico e suscetivel ao ataque

nucledfilo. As orbitais moleculares que controlam a reagao serdo a LUMO do DD e a HOMO
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do nucleoéfilo atacante. Quanto maior a capacidade retiradora dos substituintes do DD, mais
baixa serd a energia da orbital LUMO correspondente. Quanto maior a capacidade doadora
do dienofilo, mais elevada sera energia da orbital HOMO, resultando entdo num diferencial
energético mais baixo entre as duas orbitais, conduzindo assim a uma maior ¢ melhor
sobreposi¢cdo e consequentemente a uma reacao mais rapida e eficiente. Resumidamente, a
eficiéncia desta reacdo estard diretamente associada a electrofilicidade dos DD (LUMO
controlled) e a nucleofilicidade dos heterociclos ou nucledfilos utilizados (HOMO

controlled) (46-51).

Os 1,2-diaza-1,3-dienos (DD), sdo azoalcenos conjugados, geralmente gerados “in
situ” a partir das respetivas hidrazonas a-halogenadas, através de uma reagao de eliminagdo

de um grupo abandonante induzida por base (Esquema 1).

NR
NHR base ll\ll
N
—_—
J\/X H-X R1)\
R -H-
R2
R2

Esquema 1: Formagao de DD induzida por base

As hidrazonas, precursoras dos DD, sdo normalmente preparadas a partir das respetivas
cetonas ou aldeidos A presenca do grupo carbonilo da cetona, torna a molécula de facil
ataque, uma vez que os eletrdes m sdo atraidos para o oxigénio gerando uma densidade
eletronica mais baixa em torno do carbono. A reagdo ocorre pela eliminagdo do grupo
abandonante X, na posi¢ao a da hidrazona. O padrao se substituicdo nos carbonos C3 e C4
(R! e R? no Esquema 1), podem contribuir para a electrofilicidade geral do DD assim como
para a sua estabilidade e tempo de vida. A presenca de uma base inorganica (Na2COs3), num
solvente organico garante a lenta geracdo do sistema conjugado 4m (DD) e a sua baixa
concentracdo em solucdo, garantindo assim uma maior probabilidade de intersecdo pelo
nucledfilo, ou seja, o DD, no nosso caso serd intercetado pelo respetivo azole pirazole,

indazole ou 1,2,4-triazole, formando o composto final desejado (Esquema 2) (52—-54).
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Esquema 2: Plano geral da sintese compostos azdlicos

1.5.2. Compostos heterociclicos

Os farmacos utilizados na medicina humana cobrem uma grande variedade de estruturas
quimicas, contudo a maior parte correspondem a pequenas moléculas heterociclicas ou com
componentes estruturais heterociclicos. A familia dos heterociclos ¢ uma das mais
importantes em quimica organica, sendo que essa importancia se tem alargado para outros
campos como o medicinal, antimicrobiano e industrial. O anel heterociclico tem um papel
fundamental tanto em moléculas biologicas, presentes naturalmente no corpo humano como
o DNA, RNA, hemoglobina, etc. como a nivel sintético, sendo exemplo as quinolonas. Os
compostos heterociclicos tém uma grande variedade de aplicacdes, tendo particularmente

interesse na medicina, quimica e industria farmacéutica (55).

Os compostos azoélicos sdo heterociclos aromaticos de cinco membros contendo um

atomo de nitrogénio e pelo menos um outro &tomo que podera ser de nitrogénio, oxigénio ou
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enxofre. Os azoles tem grande significancia em farmacologia, pelas suas caracteristicas de
seguranca, eficacia e biodisponibilidade. Uma das suas aplica¢des mais proeminentes € como
antifungicos, uma vez que antes da sintese dos primeiros azoles, as opgdes de tratamento para

as IFs invasivas eram limitadas (37).

Os antifingicos azoélicos comercializados podem ser divididos em dois grupos, os
imidazoles e os triazoles. Os primeiros azoles no mercado foram os derivados do imidazole,
nomeadamente o clotrimazole, miconazole e¢ mais tarde o econazole. Dos derivados
imidazolicos, clotrimazole (33.2.1), econazole (33.2.3) e cetoconazole (33.2.14) serdo talvez
0s mais representativos comercialmente, sendo que o Unico que pode ser utilizado a nivel
sistémico ¢ o cetoconazole, atualmente ¢ considerado como segunda linha devido ao estreito

espetro de atividade e efeitos adversos significativos (Figura 6).

N R i
‘I‘i”.‘-'-" cl Qf{@,ﬁl r_,ﬁH -
— — = M=, NS
TR [I/"ﬂ"-‘r.-,f
hof {t.‘ f} o. ¢l N M
.-/-J I :LH f H\k\{ﬂ]fxﬂ JJ
J ® e
[ cl- cl
cl
33.2.1 Clotrimazole 33.2.3 Econazole 33.2.14 Cetoconazole

Figura 6: Derivados do imidazole

Os derivados do 1,2,4-triazole tém sido utilizadas mais recentemente no tratamento
de infecdes fungicas, diferem dos imidazoles por possuirem trés nitrogénios no anel azolico.
Os triazoles mais proeminentes sdo o itraconazole (33.2.19) e o fluconazole (33.2.15), sendo
que a descoberta da molécula de fluconazole foi tao significativa que na atual procura por
novos antifingicos azolicos, a estrutura base da molécula do fluconazole com duas unidades
alquiladas de 1,2,4-triazole ¢ mantida, manipulando as outras possibilidades de modulacao

estrutural de modo a obter diferentes efeito terapéuticos (37,45,56,57).
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Figura 7: Derivados do 1,2,4-triazole

Existem também varios trabalhos na literatura que referem e evidenciam a relevancia da
atividade bioldgica de pirazoles, entre elas antibacteriana, anti-tumural, anti-inflamatoria e
particularmente a atividade antifngica (58,59). Os métodos clédssicos para a sintese do
nucleo pirazole envolvem essencialmente a condensa¢do de compostos 1,3-dicarbonilicos
com hidrazinas ou reag¢des de ciclo-adi¢ao 1,3-dipolares entre dipolos azo-derivados e alcinos

(55,60).

R1
R2
0] (0] Z
ISR T
R R NN g
R? R®
R4
S 0O
b z
RN _ N
R G—'\)l\\N + _—« — ‘N/ 6
RS RS / R
R5
(0]

Esquema 3: Métodos de sintese do nucleo pirazole

1.6. Objetivo

O objetivo do presente trabalho incide no desenvolvimento e sintese de novos compostos
azolicos com eventual atividade antifingica, a partir de reagdes conjugadas 1,4 entre DDs e

o respetivo nucleo azolico. Foi também objetivo do presente trabalho, efetuar uma analise
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comparativa da eventual atividade antifingica dos compostos sintetizados sobre varias
leveduras, de modo a averiguar da influéncia dos diferentes nticleos azélicos e dos diferentes

substituintes que as hidrazonas eram portadoras.
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2. Materiais € métodos

2.1. Sintese dos precursores de reagao

A sintese das hidrazonas e dos 1,2-diaza-1,3-dienos (DD) ¢ a base para a preparacao de
novos compostos azolicos via reagao conjugada 1,4. Tal como descrito anteriormente, esta
reacdo acontece através da geracdo dos DD a partir da respetiva hidrazona, in situ, que
permite ao DD ser intersetado pelo azole, numa reagao de adigdo 1,4, formando o novo azole

alquilado.

2.1.1. Sintese das hidrazonas

As hidrazonas foram sintetizadas partindo de diferentes cetonas (61). Em certos casos a
protonacgao do oxigénio carbonilico, torna o carbono mais eletrofilico e assim mais suscetivel
ao ataque nucleofilo do azoto da hidrazina, facilitando a formagao da hidrazona e tornando a

reacdo mais rapida e eficiente (Esquema 4).

R
® i
R
HoN o, - 2 ——
2 H + R1 R (-Hzo) R’IJJ\RZ

Esquema 4: Reacao geral para obtengao de hidrazonas.

A hidrazona 2.1 foi sintetizada a partir da 1,1-dicloro acetona, a hidrazona 2.2 através da

1-cloro acetona e a hidrazona 2.3 através 1,3-dicloro acetona (Esquema 4) (61).
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1,1-dicloroacetona z-butoxicarbonil hidrazona (2.1)

Cl o} /k
C|)W//N‘Nko
H
2.1

A 50 mL de éter etilico adicionou-se 1,55 g de “butoxicarbonil hidrazina (11,7 mmol) e
1,2 mL de 1,1-dicloro acetona (12,0 mmol) e duas gotas de 4cido acético. A mistura foi
deixada em agitacdo a temperatura ambiente durante 16 h. Durante este periodo a hidrazona
vai precipitando. Apds filtragdo sob vacuo, lavagem com éter etilico frio e secagem,

obtiveram-se 1,54 g de um sdlido branco correspondente a um rendimento de 56%.

p.f. 130-132°C. TV (KBr): 3197, 2983, 1708, 1537, 1253, 1144, 729 cm-1; RMN 'H (400 MHz,
CDCL): & = 7.63 (s, 1H, NH), 6.39 (s, 1H), 2.04 (s, 3H), 1.52 (s, 9H) ppm; RMN '3C (100
MHz, CDCL3): § = 156.7, 141.3, 80.7, 67.2, 26.3, 17.0 ppm.

1-Cloroacetona ~butoxicarbonil hidrazona (2.2)

S
i

2.2

A uma solugdo de 30 mL de éter etilico e 10 mL de éter petroleo foi adicionado 1,55 g de
hidrazina (11,7 mmol) e 1,0 mL de cloroacetona (12,4 mmol), e duas gotas de 4cido acético.
A mistura foi deixada em agitagdo a temperatura ambiente durante 18 h. O so6lido precipitado
foi filtrado sob vacuo, lavado com uma mistura de éter etilico e éter petroleo (3/1) fria e apds

secagem originou 1,15g de um sélido branco, com um rendimento de 48%.
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p.f. 104-105 °C. TV (KBr): 3227, 3150, 2982, 1685, 1630, 1399, 1370, 1160, 729 cm™'; RMN
'H (400 MHz, CDCls): § 7.68 (s, 1H, NH), 4.20 (s, 2H), 2.11 (s, 3H), 1.52 (s, 9H); RMN "*C
(100 MHz, CDCl3): § 158.7, 154.6, 80.5,43.2, 28.1, 17.4 ppm.

1,3-Dicloroacetona “butoxicarbonil hidrazona (2.3)
ol ><
>0

N-
Lf”

Cl

Cl
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A uma solucdo de 15 mL de metanol e éter petroleo (10+5) adicionou-se “butoxicarbonil
hidrazina (1,32 g, 10 mmol) e de seguida 1,3-dicloro acetona (1,27 g, 10 mmol) e acido
acético (2 gotas). Quase de imediato se comeca a verificar um precipitado. Apos 3 h, filtrou-
se o solido sob vacuo, lavou-se com éter petroleo frio e secou-se. Obtiveram-se 2,01 gramas

de um sélido levemente amarelado (83%).

p.f. 118-119.5°C. IV(KBr): 3330, 3220, 2983, 1729, 1707, 1680, 1542, 1371, 1277, 1155,
837 cm™'; RMN 'H (400 MHz, CDCls): & 8,34 (s, 1H), 4.32 (s, 4H), 1.38 (s, 9H), RMN 3C
(100 MHz, CDCl3): § 158.3, 152.4, 80.1, 40.9, 36.4, 28.3 ppm.
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1,1-Dicloroacetona 2,4-dinitrofenil hidrazona (2.4)

NO,

NO,

I}IH

N
Cl

Cl
24

A uma suspensao de 2,4- dinitrofenilhidrazina (25% H>0) (2,47 g, 12,5 mmol) em
dietil fosfito (40 mL), adicionou-se 1,1-dicloro acetona (1,4 mL, 14 mmol). Apds a adi¢ao
verifica-se a solubiliza¢ao da hidrazina. Depois de 4 h a temperatura ambiente adicionam-se
25 mL de agua. O sélido alaranjado formado ¢ filtrado sob vacuo e lavado éter petroleo. Apos

secagem obtém-se 2,89 g da hidrazona (75 % rendimento).

p.f. 108-110 °C ; IV (KBr): 3319, 3094, 1617, 1594, 1514, 1338, 1288, 1105, 736 em™; 'H
NMR (400 MHz, CDCL3): & = 11.03 (s, 1H), 9.14 (d, J= 2.5 Hz, 1H), 8.38 (m, 1H); 7.95
(d,J=9.5Hz, 1H), 6.41 (s, 1H), 2.30 (s, 3H) ppm; *C NMR (100 MHz, CDCI3): § = 150.3,
116.8, 144.5,139.3, 130.6, 130.2, 123.2, 72.5, 10.4 ppm.

2.1.2. Sintese dos compostos azdlicos

Os regentes utilizados ndo sofreram nenhum tipo de purificagdo adicional desde a sua

compra.

De modo a controlar as reacdes efetuadas foi utilizada cromatografia em camada fina
(TLC) através de placas de aluminio revestidas com gel silica 60 com 0,2 mm de espessura
e indicador de fluorescéncia UVass. A revelacdo das placas ocorreu por exposicao de

radicacdo U.V de 254 nm ou por oxida¢do em atmosfera de iodo.

Foi também utilizada cromatografia de flash seca (dry flash) para purificagdo dos

compostos, utilizando-se silica-gel de tipo G contendo 13% de sulfato de célcio como a fase
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estaciondria sendo que o eluente varia de acordo com a polaridade do composto final.

2.1.2.1. {[Metil-1-(*butoxicarbonilhidrazono)]metil } -bis(1H-indazol-1-

il)metano (CC2)
\
©jN o
N7/<\ >\\o><
N-HN
N~N

0
A 50 ml de DCM juntou-se 1,7 g de NaxCOs3 (16 mmol), 0,6 g de indazole (4,8 mmol) e
0,.386 g da 1,l-dicloroacetona “butoxicarbonil hidrazona (1,6 mmol). A reagdo ocorreu a
temperatura ambiente sobre agitagdo constante durante 24 h. A fase orgénica foi recolhida e
lavada com DCM. A evaporagado do solvente seguida de cromatografia de flash usando como

eluente CH>Cly/acetato de etilo (3/1) e recolha e evaporagdo das fragdes desejadas resultou

em 0,1258 g de um pd branco cristalino (n: 19,43%).

p.f. 125-126 °C. 'H NMR (400 MHz, DMSO-d6) & 10.08 (s, 1H), 8.54 (s, 2H), 8.09 (s, 1H),
7.74 (dd, J = 8.5, 1.2 Hz, 2H), 7.65 (dd, J = 8.8, 1.1 Hz, 2H), 7.29 (ddd, J = 8.8, 6.6, 1.2 Hz,
2H), 7.12 — 7.00 (m, 2H), 1.90 (s, 3H), 1.41 (s, 9H). 3C NMR (101 MHz, DMSO) & 148.2,
126.6, 125.2, 121.8, 121.2, 121.2, 117.3, 79.7, 79.1, 27.9, 14.0 ppm.

2.1.2.2. {[Metil-1-("butoxicarbonilhidrazono)]metil } -bis(1 H-pirazol-1-
il)metano (CC4)

N-N

7 H
sl

A 50 ml de DCM juntou-se 1,7 g de Na,COs (16 mmol), 0,33 g de pirazole (4,8 mmol) e

0,386 g da 1,l-dicloroacetona “butoxicarbonil hidrazona (1,6 mmol). A reagdo ocorreu a

temperatura ambiente sobre agitagdo constante durante 24 h. Os insoluveis foram filtrados e

a fase organica foi recolhida e evaporada. O residuo foi sujeito a cromatografia de flash de
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silica utilizando como eluente CH>Clo/acetato de etilo (3/1). A recolha e evaporacao a secura

das fracdes desejadas resultou em 0,3 g de um pé branco cristalino (1: 62%).

p.f. 159-161 °C. IV (KBr): 3437, 3212, 2978, 1734, 1713, 1539, 1393, 1369, 1290, 1242,
1177, 1150 cm™". '"H NMR (500 MHz, CDCI3): § = 7.62 (d, J = 2.1 Hz, 1 H), 7.60 (dd, J =
2.1,0.6 Hz, 2 H), 7.52 (s, 1 H), 7.19 (brs, 1 H), 6.35 (t, ] = 2.1 Hz, 1 H), 6.32 (dd, J = 2.5,
1.8 Hz, 2 H), 2.09 (s, 3 H), 1.53 (s, 9 H). 13C NMR (125 MHz, CDCls): § 140.88, 130.11,
106.68, 105.00, 81.79, 78.60, 77.30, 77.04, 76.79, 28.19, 12.80 ppm.

2.1.2.3. 1-(1H-pirazolil)acetona “butoxicarbonil hidrazona (CC6)
e
o
o

—

A 50 ml de DCM juntou-se 1,7 g de Na,COs (16 mmol), 0,33 g de pirazole (4,8 mmol) e
0,33 g de 1-dicloroacetona “butoxicarbonil hidrazona (1,6 mmol). A reagdo ocorreu a
temperatura ambiente sobre agitagdo constante durante 24 h. A mistura foi filtrada através de
uma camada de celite e esta bem lavada com acetato de etilo. O residuo, apos evaporagao do
solvente, foi sujeito a cromatografia de flash de silica utilizando como eluente CH>Cl»/acetato
de etilo (4/1). A evaporagdo do solvente das fragdes contento o produto originaram 0,13 g de

um sdlido cristalino de cor banca. (n: 34%).

'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & 10.02 (s, 1H), 7.43 (dd, J = 7.5, 1.5 Hz, 1H), 7.13 (dd, J =
7.5, 1.5 Hz, 1H), 6.57 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 4.57 (s, 2H), 2.18 (s, 3H), 1.47 (s, 9H). 13C NMR
(125 MHz, DMSO-d®) & 154.7, 144.3, 138.7, 129.8, 105.9, 80.5, 49.8, 28.3, 17.2 ppm.
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2.1.2.4. 1-(1H-(1,2,4)triazol-1-il)acetona “butoxicarbonil hidrazona (CC7)

A 50 ml de DCM juntou-se 1,7 g de Na,COs3 (16 mmol), 0,35 g de 1,2,4-triazole (4,8
mmol) e 0,33 g de 1-dicloroacetona “butoxicarbonil-hidrazona (1,6 mmol). A rea¢do ocorreu
a temperatura ambiente sobre agitacdo constante durante 24 h. A fase organica foi filtrada
sob celite e lavada com DCM e acetato de etilo. O residuo, apos evaporacao do solvente, foi
sujeito a cromatografia de flash de silica utilizando como eluente CH>Clz/acetato de etilo
com polaridade crescente (5/1 até 3/2). A evaporacao do solvente das fragdes contento o

produto originaram 0,12 g de um 6leo amarelado. (n: 31.4%).

'H NMR (500 MHz, CDCl3) § 8.27 (s, 1H), 7.87 (s, 1H), 4.57 (s, 2H), 2.18 (s, 3H), 1.47 (s,
9H). 13C NMR (125 MHz, CDCls) & 154.7, 151.7, 144.9, 144.3, 80.5, 49.8, 28.3, 17.2 ppm.

2.1.2.5. 1,3-Bis-(1H-pirazolil)acetona “butoxicarbonil hidrazona (CC8)
0
@N N~N>LO><
— NN
A 50 ml de DCM juntou-se 1,7 g de NaxCOs3 (16 mmol), 0,33 g de pirazole (4,8 mmol) e
0,386 g da 1,3-dicloroacetona “butoxicarbonil-hidrazona (1,6 mmol). A rea¢do ocorreu a
temperatura ambiente sobre agitacdo constante durante 24 h. A fase organica foi filtrada sob
celite a e lavada com DCM. Cromatografia de flash de silica utilizando como eluente
CHxCly/acetato de etilo (3/1). A evaporacdo a secura do solvente das fragdes contento o

produto originaram resultou em 0,205 g de um 6leo amarelado. (n: 42%).
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'H NMR (500 MHz, CDCls) & 8,54 (s, 1H), 7.44 (dd, J = 7.5, 1.5 Hz, 2H), 7.11 (dd, ] = 7.5,
1.5 Hz, 2H), 6.56 (t, ] = 7.5 Hz, 2H), 4.57 (s, 4H), 1.47 (s, 9H). 3C NMR (125 MHz, CDCls)
5 154.68, 138.73, 137.75, 129.77, 105.95, 80.48, 47.34, 46.58, 28.29 ppm.

2.1.2.6. Azole (CC10)

A 50 ml de DCM juntou-se Na>xCOs3, azole e hidrazona. A reagdo ocorreu a temperatura
ambiente sobre agitacdo constante durante 24 h. A fase organica foi filtrada e lavada com

DCM. Cromatografia de flash conduziu a obtencao de um p6 vermelho em placas.

p.f. 98-99.5 °C (dec.).

N— /\</ H
;N N
N\N/\< H R
J e
—
cc6 cc7
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NN N\N»\o Azole
\\< H
N/> cc10
‘N__
ccs

Figura 8: Estrutura dos compostos sintetizados
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2.2. Atividade antifiingica

De modo a avaliar a atividade antifingica dos compostos sintetizados foi utilizado o
método de Kirby-Bauer (difusdo em agar) adaptado dos protocolos do European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing (62). Os microrganismos siao inoculados na
superficie do meio de cultura da placa de Petri. Posteriormente, os compostos a testar e os
controlos sdao colocados sobre discos de papel, previamente dispostos sobre os
microrganismos inoculados a superficie dos meios de cultura. Apds o crescimento, ¢ de
esperar o aparecimento de um halo de inibi¢do do crescimento em fun¢do da atividade dos
compostos. As dimensdes dos halos de inibigdo serdo tanto maiores quanto mais elevada for

a atividade antimicrobiana dos compostos (5,62).

2.2.1. Leveduras utilizadas

As espécies/estirpes de leveduras utilizadas no presente estudo foram Candida albicans
(ATCC 10231), Candida albicans (ATCC 90028), Cryptococcus neoformans (YPO 186),
Saccharomyces cerevisiae (PYCC 3507), espécies relevantes no desenvolvimento de
infegcdes fungicas. Foram ainda testadas duas espécies associadas a situagdes de degradagao
alimentar, Hanseniaspora uvarum (PYCC 4110) e Zygosaccharomyces bailii (PYCC 4806).
Foi também utilizada Schizosaccharomyces pombe (PYCC 2771) por ser uma das poucas

espécies de leveduras cuja reproducdo assexuada ocorre por fissao.

Prepararam-se suspensdes das leveduras a testar, em tubos de 5 ml com solucdo salina
(0,85% NaCl) estéril, tendo-se recolhido as colonias necessarias de modo a obter suspensdes

microbianas com uma turvagao correspondente ao padrao 1 de Mc Farland (Biomerieux).

2.2.2. Meios de cultura e solu¢des de compostos
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Os dois meios de cultura utilizados, Yeast Malt Agar (HIMEDIA) e Mueller-Hinton,
(Scharlau) foram preparados de acordo com as instru¢des do fabricante. O meio Mueller
Hinton foi suplementado com 2% de glucose. Os meios foram esterilizados a 121 °C, 1 atm
durante 15 minutos em autoclave e distribuidos nas caixas de Petri até solidificarem.
Posteriormente, foram armazenados em refrigeragao (4 °C) até a sua utilizagdo para

crescimento microbiano

As espécies C. albicans (ATCC 10231 e ATCC 90028) e C. neoformans (YPO 186) foram
testadas no meio de cultura Mueller-Hinton. As leveduras S. cerevisiae (PYCC 3507), H.
uvarum (PYCC 4110), Z. bailii (PYCC 4806) e S. pombe (PYCC 2771), foram testadas no

meio de cultura Yeast Malt Agar.

Preparacao das solugdes dos compostos previamente sintetizados: Foram preparadas duas

concentragdes dos compostos a serem estudados, 10 mg/ml e 5 mg/ml.

e Concentracdo de 10 mg/ml (200 pg): foi pesado de cada composto 20 mg (0.02 g),

diretamente em tubos eppendorf, os quais foram dissolvidos em 2 ml de DMSO,
resultando numa concentragdo de 10 mg/ml. Apos a diluigdo, procedeu-se a agita¢ao dos
tubos para homogeneizar a solucao.

e Concentracdo de Smg/ml (100 pg): foi pesado de cada composto 10 mg (0.01 g),

diretamente em tubos eppendorf os quais foram dissolvidos em 2 ml de DMSO,
resultando numa concentragdo de 5 mg/ml. Apds a diluigdo, procedeu-se a agitagao dos

tubos para homogeneizar a solugao.

2.2.3. Aplicagdo do método Kirby-Bauer

As placas de Petri com os respetivos meios de cultura foram inoculadas utilizando
zaragatoas estéreis, que foram mergulhadas nas suspensdes de leveduras preparadas
anteriormente. Apds a inoculagdo realizada em trés eixos de inoculagdo, colocou-se em cada

quadrante da placa discos de papel (6 mm de didmetro) (Oxoid), esterilizados (Figura 8). Os
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discos foram impregnados com 20 pL de ambas as concentragdes (10 mg/ml e 5 mg/ml) de
cada um dos compostos em estudo de modo a obter o equivalente a 200 pg e 100 pg de

composto na placa.

Disco com
antimicrobiano

Figura 9: Representacdo esquematica de uma placa de Petri com os discos de papel

Foram utilizados dois compostos antiflingicos como controlos positivos, a anfotericina B,
(10 pg), (Diagnostici Liofilchem) e o fluconazole (25 pg), (Diagnostici Liofilchem). Foram

também utilizados como controlos o DMSO e a soluc¢ao salina.

As placas inoculadas foram incubadas a 30 °C, durante 48 h. Apos este periodo,
observou-se a presenca de halos de inibi¢do do crescimento microbiano, mediu-se o didmetro
dos mesmos (milimetros) e calculou-se médias e desvios-padrao. Os ensaios foram repetidos

3 vezes.
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3. Resultados e discussao

A atividade antifungica dos compostos derivados de azoles sintetizados, no crescimento
de leveduras (Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae, Cryptococcus neoformans,
Zygosaccharomyces bailii, Hanseniaspora uvarum, e Schizosaccharomyces pombe) foi
estudada utilizando um método adaptado da técnica Kirby-Bauer (difusdo em agar). Para tal,
apos o periodo de incubagdo, mediram-se os halos de inibi¢do do crescimento das leveduras
em meio de cultura s6lido. Os resultados observados quando se utilizou a concentragdo mais
elevada (10 mg/ml — 200 pg de composto) dos compostos ndo foram significativamente
diferentes dos resultados registados com a concentracdo mais baixa (5 mg/ml — 100 pg de

composto).

Assim, na Tabela 5 apresentam-se os resultados dos diametros dos halos de inibigdo do

crescimento das leveduras na presenca dos compostos em estudo na concentragdo 5 mg/ml.
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Tabela 5: Halos de inibicdo do crescimento das leveduras induzidas pelos
compostos/controlos. Os valores representam médiastdesvios-padrao do didmetro dos halos
inibitérios (mm); (-): auséncia de halo; fluconazole (Flu); anfotericina B (AnfB); Compostos

em estudo [5 mg/ml (100 pg)].

Leveduras DMSO/ Flu AnfB cC2 CC4 CCé6 cc7 CCs8 CC10
NaCl 25pg 10pg 100pg 100pg 100pg 100pg 100pg 100pg

C. albicans - - 15,67+1,63 8,00+0,00 - - - - 13,30+0,94
(ATCC 10231)
C. albicans - 22,33+1,89  20,67+0,94 - - 5,67+4,30 - - 14,00+0,82
(ATCC 90028)
C. neoformans - 20,67+0,94  13,00+1,63 10,33+0,47  6,67+4,71 - - 2,30+3,30  15,70+1,15
(YPO 186)
S. cerevisiae - 19,67+1,25  10,67+0,94  6,00+4,32 - - - - 17,30+1,25
(PYCC 3507)
H. uvarum - - 10,00+0 - - - - - 18,00+0,00
(PYCC 4110)
Z. bailii - - 12,5+0,5 - - - - - 16,50+0,50
(PYCC 48006)
S. pombe - 31,50+0,50 18,5+0,5 - - - - - 21,00+0,00
(PYCC 2771)

A observagdo da Tabela 5 permite constatar que os controlos positivos utilizados
inibiram de forma diferenciada as leveduras testadas. O fluconazole ndo inibiu o crescimento
de C. albicans (ATCC 10231), H. uvarum (PYCC 2489) e Z. bailii (PYCC 4806) ¢ a
anfotericina B, causou inibicdo em todas as leveduras utilizadas. As diferencas poderdao
justificar-se com base no modo de inibi¢do da anfotericina B em conjunto com a fisiologia
das leveduras. Por exemplo, a presenca de capsula e a estrutura e composi¢cdo da parede
celular podem afetar o acesso do polieno aos seus alvos celulares, uma vez que o mecanismo
de agdo da anfotericina B ainda ndo esté totalmente esclarecido. As leveduras de degradagao
alimentar, H. uvarum, Z. bailii, e a espécie S. pombe demonstraram ser mais tolerantes a

anfotericina B do que C. albicans. No entanto, S. pombe ¢ muito sensivel ao fluconazole.
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O substituinte 1,2,4-triazole, presente na molécula CC7 nao terd vantagem sobre o
pirazole, presente na molécula CC6, sendo que este resultado aponta em sentido contrario as
evidéncias da literatura da pratica clinica, onde o nucleo 1,2,4-triazole se encontra presente
nos farmacos mais recentes e utilizados tais como o itraconazole e o fluconazole. Assim pode-
se concluir que a molécula CC6, apesar de ter atividade antifungica, ndo apresenta beneficio

significativo em relagdo a molécula CC7.

Por outro lado, a presenga de dois nucleos de pirazole, tal como acontece na molécula
CC4, como tal um derivado bis pirazolil metano, ndo apresentou diferengas significativas em
relacdo a CC6, esta portadora de um s6 nucleo de pirazole — sendo a restante cadeia alquilica
e hidrazono a mesma. Podera assim concluir-se que a presenca de dois nucleos pirazole nao

influencia positivamente a atividade antifiingica.

Dentro dos bis-azoles a variacdo dos nucleos pirazole, das posi¢des alquilicas de 1,1
para 1,3 ndo trard vantagens, uma vez que nao existem diferencas significativas na atividade
como observado quando comparamos a molécula CC4 com a CC8. Esta falta de eficacia
pelas moléculas com nucleo pirazole permitira concluir que este azole em particular tanto em
mono-adi¢ao como bis-adi¢do ndo traz qualquer mais-valia para a atividade antifiingica das

moléculas.

Noutra perspetiva, a molécula CC2 também constituida por dois nucleos azdlicos,
mas neste caso com uma funcionalizagdo bis-indazolil metano, apresenta atividade
significativamente maior, quando comparada com a molécula CC4, funcionalizada com bis-
pirazolil metano. Estes dados poderdo levar a conclusdo de que o nucleo azdlico indazole
serd o responsavel pela acrescida atividade da molécula CC2, uma vez que a hidrazona

presente em ambas as moléculas ¢ a mesma.

Sob outra perspetiva, a molécula CC10 apresenta atividade antiflingica relevante,
sendo que a estrutura desta molécula mimica parcialmente algumas estruturas de farmacos
azolicos conhecidos, onde a presenga de um substituinte aromatico com dois ntcleos azolicos

parece ser a chave para a uma atividade antifingica valorizavel.

Em suma, a presencga de dois nicleos azoélicos nao ¢ significativa por si so, ou seja,

depende principalmente do azole utilizado, sendo que perante os resultados deste trabalho o
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nucleo indazole demonstrou ser o mais eficiente. No substituinte da hidrazona, em linha com
azoles ja conhecidos a presenca de um grupo aromadtico serd potenciador da atividade

antifungica.
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4. Conclusao e perspetivas futuras

Perante os resultados obtidos relativamente a atividade antifiingica apresentada pela
molécula CCI10, seria interessante fazer alteracdes de funcionalidades estruturais no
substituinte aromatico da hidrazona de partida, como por exemplo a introdugdo de
halogéneos em lugar do grupo nitro ou ainda o estudo de substituintes heteroarométicos ou
sulfonilo. Outro angulo de eventual modulagdo da molécula seria no sentido de averiguar,
comparando com o estudo realizado, se a presenca de um s6 nucleo azoélico, portanto uma
molécula mono-indazolilmetano ou similarmente a presenga de trés nucleos — tris-
indazolilmetano conduziria a resultados de atividade antifungica superiores ou inferiores aos
obtidos com o bis-indazolilmetano. Numa outra abordagem, seria pertinente utilizar nicleos
azblicos, nomeadamente indazoles também estes portadores de halogéneos no anel
benzénico. A substituicdo do grupo metilo no carbono C2 da cadeia alifatica, por um grupo
fenilo ou p-bromofenilo — partindo de derivados da benzofenona — ou hetero-aromatico,
poderia também ser um caminho a investigar no sentido de poder proporcionar uma melhor

atividade antifingica.

Seria interessante utilizar outro método de avaliagao de atividade antimicrobiana, como
o crescimento microbiano em meio liquido para determinacao da sensibilidade/resisténcia
das leveduras aos compostos sintetizados. O método de Kirby-Bauer, utilizado para a
determinagdo da atividade antifingica, possui algumas limitacdes sendo elas a dificuldade
de ajuste da concentragdo microrganismos na suspensao celular (padroes de McFarland), e a
dificuldade de uniformizagao da inoculagdo das placas de Petri, o que resulta em dificuldades
na leitura dos resultados. A utilizagcdo de outras espécies de fungos também € um caminho
pertinente a explorar. Neste trabalho apenas foram testadas leveduras, pelo que a utilizacao
de fungos filamentosos (dermatdfitos e Aspergillus spp), que se comportam de forma

diferente, s3o uma alternativa a explorar para avaliar a eficacia do composto CC10.

Relativamente a crise das resisténcias aos azoles, o controlo desta problematica devera
assentar em estratégias globais, com aplicacdo de novas técnicas de diagnostico, novos
antifiingicos, terapias combinadas, menor utilizagdo dos compostos azolicos (em aplicagdes

ndo terapéuticas) e o desenvolvimento da imunoterapia. A investiga¢do e constante procura
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por solucdes ¢ essencial e indispensavel para diminuir a mortalidade associada as infe¢oes
fingicas, aumentar a qualidade de vida e principalmente fornecer alternativas para a atual

terapéutica antifingica disponivel no mercado
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