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Resumo

Os derivados inddlicos associam-se a uma classe de alcaldides bioativos, caracterizados por
apresentarem uma estrutura simples, baixa toxicidade e propriedades bioldgicas e farmacologicas
de interesse, tais como antibacterianas, anticancerigenas, antioxidantes e anti-inflamatdrias.

Entre os diversos derivados, os bisindolilmetanos (BIMs) sdo compostos cujas origens na
natureza predominam como agentes metabolitos bioativos, encontrados em ambiente terrestre e
marinho, presentes em determinadas plantas e esponjas. A nivel clinico, exibem uma extensa
aplicacdo, como antibidticos contra uma diversidade de diferentes espécies (Vibrindole A) e
anticancerigeno (Trisindolina). Nos ultimos anos, tem-se descoberto novos BIMs que apresentam
atividade antimicrobiana prometedora, podendo assim ser considerados como potenciais novos
farmacos.

O uso prolongado de determinados antiflingicos azolicos, em que esta incluido o fluconazole,
podem conduzir ao desenvolvimento de resisténcias em leveduras patogénicas, sendo necessario
que se recorra a uma terapia combinada como forma de potencialmente superar esta
inconveniéncia. Logo, investigagdes que possam conduzir a novos compostos que consigam
eficazmente produzir uma atividade terapéutica sem que surjam problemas relacionados com
resisténcia medicamentosa ou com reacoes adversas muito comuns entre eles, sdo cruciais.

Presentemente, as vias de sintese mais prevalentes envolvem a reacdo de indoles com varios
compostos carbonilicos ou equivalentes, catalisada por acidos ou metais. Recentemente, a reagoes
de ciclo-adi¢@o hetero-Diels-Alder, baseadas na dupla e consecutiva interse¢do de azo- e nitroso-
alcenos conjugados com indoles provou ser uma alternativa de sintese versatil e de larga aplicagao
na preparacdo de BIMs.

O objetivo desta monografia foi investigar a capacidade antimicética de BIMs sintetizados, no
ambito deste estudo, com base em reagdes de ciclo-adicao hetero-Diels-Alder. Assim os BIMs
obtidos foram aplicados em ensaios bioldgicos, e comparada a sua efic4cia contra trés espécies de
leveduras, Candida albicans (ATCC 90028 e 10231), Cryptococcus neoformans (YPO 186) e
Saccharomyces cerevisiae (PYCC 3507) e trés antimicoticos utilizados no tratamento de
patologias originadas por estas leveduras (Anfotericina B, Nistatina e Fluconazole).
Palavras-Chave: bisindolilmetanos, oxima, hidrazona, reacdo de Diels-Alder, antimicotico,

anfotericina A, nistatina, fluconazole



Abstract

Indole derivatives are associated with a class of bioactive alkaloids, characterized by their
simple structure, low toxicity, and biological and pharmacological properties of interest, such as
antibacterial, anticancer, antioxidant, and anti-inflammatory activities.

Among the various derivatives, bis(indolyl)methanes (BIMs) are compounds primarily found
in nature as bioactive metabolic agents, present in terrestrial and marine environments, particularly
in certain plants and sponges. Clinically, they exhibit extensive applications, such as antibiotics
against a variety of species (e.g., Vibrindole A) and as anticancer agents (e.g., Trisindoline). In
recent years, new BIMs with promising antimicrobial activity have been discovered, making them
potential candidates for new drug development.

The prolonged use of certain azole antifungals, including fluconazole, can lead to the
development of resistance in pathogenic yeasts, necessitating combined therapy to potentially
overcome this issue. Therefore, research aimed at discovering new compounds capable of
producing effective therapeutic activity without the emergence of drug resistance or common
adverse reactions is crucial.

Currently, the most prevalent synthesis pathways involve the reaction of indoles with various
carbonyl compounds or equivalents, catalyzed by acids or metals. Recently, hetero-Diels-Alder
cycloaddition reactions, based on the dual and consecutive intersection of azo- and nitroso-alkenes
conjugated with indoles, have proven to be a versatile and widely applicable synthetic alternative
for the preparation of BIMs.

The objective of this monograph was to investigate the antifungal capacity of BIMs
synthesized in this study, based on hetero-Diels-Alder cycloaddition reactions. The synthesized
BIMs were applied in biological assays, and their efficacy was compared against three yeast
species of Candida albicans (ATCC 90028 and 10231), Cryptococcus neoformans (YPO 186) and
Saccharomyces cerevisiae (PYCC 3507), and three antifungal agents used in the treatment of
yeast-related pathologies (Amphotericin B, Nystatin, and Fluconazole).

Keywords: Bis(indolyl)methanes, oxime, hydrazone, Diels-Alder reaction, antimycotic,

amphotericin A, nystatin, fluconazole
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1. Introducao

1.1. Relevancia clinica dos compostos indélicos

1.1.1. Indoles

Na natureza, existe diversos de compostos que apresentam atividade bioldgica promissora
na area da quimica medicinal.*> Dentro dos compostos heterociclicos, moléculas em anel que
apresentam um ou mais heterodtomos, apresenta-se o indole (Figura 1.1), no qual consta uma

estrutura biciclica aromatica, onde um anel de benzeno est associado a um anel pirrélico.*

oW

Figura 1. 1 Estrutura do indole

A sua frequéncia na natureza ¢ bastante notavel, visto que ¢ constituinte de varias moléculas
fisioldgicas (Figura 1.2). O triptofano ¢ um aminodcido essencial que, ao ser metabolizado,
origina triptamina (a). O neurotransmissor serotonina ¢ precursor da hormona reguladora do
ciclo circadiano, a melatonina (b). A bufotenina (c) e a psilocibina (d) sdo substancias

alucinogénias presentes em determinadas espécies de sapos e cogumelos.*>

OH

HaN o o
()2 HH / N/ O:F|'/O®
a,
e © \ \O
HO
\ i
b HR / en
® @

Figura 1. 2 Diferentes derivados inddlicos existentes na natureza: (a) triptofano; (b)
serotonina; (c) bufotenina; (d) psilocibina
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Quando associada a diferentes grupos funcionais, gera-se uma variedade de moléculas com
diferentes aplicacoes terapéuticas (Figura 1.3), podendo exibir atividade antineoplésica [p. ex.,
vimblastina (e)]; antirretroviral [p. ex., delavirdina (f)]; antipsicotica [p. ex., oxipertina (g)];
antidepressiva [p. ex., amedalina (h)]; antiasmatica [p. ex., zafirlucaste (i)]; anti-inflamatoria
[p. ex., indometacina (j)]; antihipertensiva [p. ex., perindopril (k)] e ao nivel da disfungao

sexual [p. ex., tadalafil (1)].(1:34>678
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Figura 1. 3 Diferentes farmacos comercializados que contém indole na sua composigao:
(e) vimblastina; (f) delavirdina; (g) oxipertina; (h) amedalina; (i) zafirlucaste; (j)
indometacina; (k) perindopril; (1) tadalafil
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1.1.2. Bisindolilmetanos

O bisindolilmetano (BIM) (Figura 1.4), também conhecido como 3,3-diindolilmetano, ¢
um derivado indélico, procedente da metabolizagao de indole-3-carbinol, presente em vegetais
cruciferos (brocolo, couve-de-flor e de-bruxelas), cujo interesse tem vindo a aumentar nos
ultimos anos, ndao s6 pela sua vasta aplicabilidade em varias areas da ciéncia em geral, mas

também quanto a acessibilidade de obtengdo via sintese, devido a sua simetria estrutural®-1%!D

oy

NH Nk

Figura 1. 4 Estrutura quimica do BIM

Os BIMs manifestam-se extensamente na natureza e sob varias formas. O streptindole (m)
¢ um metabolito genotdxico derivado das bactérias Streptococcus faecium e Bacillus subtilis,
presentes no intestino humano.®!? O vibrindole A (n) é proveniente da associagdo entre
metabolitos da bactéria marinha Vibrio parahaemolyticus e substancias presentes no muco
toxico libertado pelo peixe-cofre-amarelo.!>!?) A trisindolina (0) encontra-se em bactérias do
género Vibrio, presentes em esponjas marinhas da espécie Hyrtios altum e na planta Isatis
costata. O arsindole A (p) e B (q) estdo associadas ao género bacteriano marinho Aeromonas

(Figura 1.5).¢)
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Figura 1. 5 Diferentes derivados BIM existentes na natureza: (m) streptindole; (n)
vibrindole A; (o) trisindolina; (p) arsindole A; (q) arsindole B

O seu papel no contexto cientifico € bastante transversal. Os compostos Hamacantina A e
B apresentam atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis. &'V
Alguns BIMs apresentam atividade anticancerigena promissiva, exibindo capacidade anti
proliferativa, por varios mecanismos, dispondo um efeito mais promissor em linhas celulares
de linfomas, leucemias, cancro mamarios e da prostata. ©-'1? A soritina A apresentou atividade
em crises inflamatorias, induzidas pelo acetato miristato de forbol (PMA) e pela
resiniferatoxina (PMX).' Quando combinados com fluconazol, BIMs associados a grupos
substituintes fendlicos estimulam a producdo de espécies reativas de oxigénio que causam a
inibicio do crescimento de estirpes resistentes de Candida albicans.'¥ O intitulado
Bioresponse-3,3’-Diindolylmethane (BR-DIM), confere prote¢do celular face a agentes
oxidantes via regulagao positiva e fosforilacdo da proteina supressora de tumores BRCA1 e do
fator de transcricdo antioxidante NRF2.!® Revelou acdo antiparasitaria, suprimindo a
atividade de Leishmania donovani.'*1319 Além disso, verifica-se que os BIMs possuem um
papel importante como auxiliar de diagnostico, atuando como agentes de contraste, corantes e

sensores colorimétricos.('>!7
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1.2. Estratégias de sintese de compostos indélicos

1.2.1. Promotores de sintese

A sintese de BIMs baseia-se principalmente na reagdo entre indole com um derivado
carbonilico, na presenga de um agente catalitico.®!%1L1417.18.1920) y4rios tipos de promotores
podem estar envolvidos no processo, entre eles os acidos de Lewis (p.e brometo de cobre (II))
e protonicos (p.e cloreto de amoénio), acidos solidos (tais como nanocatalizadores e zedlitos),
liquidos i6nicos (bissulfato de morfolinio), iodo, heteropolidcidos (p.e. acido
difosfooctadecatungstico), resinas (amberlyst ou de troca idnica), surfactantes (p.e. dodecil
sulfato de sodio), solventes eutécticos (p.e.mistura de cloreto de colina com glicerol),
biocatalizadores (p.e.a-quimotripsina), catalisadores baseados em metais de transigdo (p.e.
iridio), sumos naturais de frutos (p.e.sumo de limao) e outras moléculas organicas (p.e. cloreto
cianfirico).®- 12141629 A5 reacdes podem-se desenvolver recorrendo tanto a solventes aquosos
ou organicos e, em certos casos, at¢ mesmo na auséncia destes. Adicionalmente, quando
necessario, nomeadamente para acelerar o processo, aplica-se radiagdo microondas ¢ de luz

visivel, ultrassons e quimica de fluxo.?%*

1.2.2. Estratégias iniciais

A estratégia de sintese dos BIMs tem evoluido ao longo do tempo, uma vez que mesmo
associado a um elevado rendimento e seletividade, o produto final nem sempre apresentava
viabilidade na prética clinica. Inicialmente, Fischer, em 1886, obteve BIMs a partir de
fenilhidrazina substituidas em reagdes com aldeidos ou cetonas, em meio acidico.
Posteriormente, os processos de sintese destes compostos foram baseados na reacdo entre
formaldeido e diferentes indoles, num meio aquoso-alcodlico.!72? No ano 1963, Kamal e
Clemen obtiveram BIMs mediante a condensagao de variados aldeidos com indoles, alternando

o pH em ambiente aquoso.!”
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1.2.3. Reagdo de Friedel-Crafts

A reagdo de alquilagdo Friedel-Crafts (Esquema 1.1) tornou-se o método mais comum de
geragao de BIMs, em que uma molécula inicial de indole reage com uma de aldeido ou cetona,
na presen¢a de um dacido de Lewis ou protico, originando o sal azafulvénio, decorrendo
posteriormente uma adi¢do adicional de uma outra molécula de indole e consequente

rearomatizago.(1%17:1%)

L

Ry =R, =Grpo arilo ou alquilo, H* e Het

Esquema 1. 1 Reagdo de alquilagao Friedel-Crafts entre indole e aldeido ou cetona na
sintese de BIMs

1.2.4. Reacao de hetero Diels-Alder

Recentemente, outra alternativa promissora e versatil envolve uma dupla reagdo

consecutiva de ciclo-adicdo  hetero  Diels-Alder (HDA) entre nitroso- ¢

azoalcenos, (12:17:19.25,31,32)

Estas reacdes de HDA correspondem a uma reagdo concertada, [4n+27] suprafacial, entre
um dieno conjugado e um dienofilo, os quais incluem um ou mais heterodtomos, regularmente

de azoto ou oxigénio.®27
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A reagao pode ser interpretada com base na Teoria das Orbitais Moleculares de Fronteira,
fundamentando que a partir da sobreposicao da respetiva HOMO (orbital molecular de mais
alta energia ocupada) e LUMO (orbital molecular de mais baixa energia desocupada), os
eletrdes envolvidos nas ligagdes 7, presentes no dieno e dienofilo, originam duas ligagdes o €
uma ligacdo =, resultando num ciclo-produto, correspondente a um ciclohexeno
substituido.(32-33:35-36)

Caracteriza-se a HDA como normal ou inversa, dependente da energia relativa das orbitais
moleculares de fronteira, de ambas as moléculas.®*3”) Em circunstancias normais, a reaco é

regida pela HOMOuieno € LUMOuiensfilo €, €m contrapartida, na condi¢do inversa, ocorre a

interagdo entre LUMO4ieno € HOMOienofito (Esquema 1.2).33-37

Dieno fico em eletries Dieno pobre em eletries

GDE GAE

Driendfilo pobre em detrbes Diendfilo rico em ¢ etedes

HOMO do Dieno 8 LUMO do Dieno gjg_&\g

%,

LUMO do Diendfilo H HOMO do Diendfilo %

LuUMO —\
,,_ L T
B [ AE
HOMO + \ _¥

/ \__
7\

%
s

GDE induz a subida GAE induz a descida GAE nduz a desada GDE induz a subida
energélica da HOMO energética da LUMO energética da LUMO energética éa HOMO

A B)

GDE = Grupo doador de eletrdes
GAE = Grupo aceitador de eletres

Esquema 1. 2 As duas classes de reacdo de cicloadigdo HDA: (A) normal; (B) inversa

Estas reacdes poderao ser promovidas pela acdo catalitica de um acido de Lewis presente
no meio, uma vez que coordena com o dienofilo em condi¢des normais ou com o dieno na
situacdo de reagdo inversa, induzindo uma redu¢do energética das respetivas LUMO e assim,

segundo a Teoria das Orbitais Moleculares de Fronteira, promove-se uma sobreposi¢ao de
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orbitais mais forte devido ao menor diferencial energético entre as duas orbitais (Esquema

1.3).69

Geralmente, para ambas as reagdes, uma seletividade endo ¢ observada nas estruturas no

estado de transicdo e no produto final, suportado por dados associados a energia de ativagdo

mais baixos e do efeito estéreo. Esta regra foi justificada pela primeira vez por Woodward e

Hoffman, em que o estercoisomero principal, resultante das reacdes Diels-Alder, ¢

determinado pela acumulacdo maxima de ligagdes duplas, estabelecidas pela interagdo de

orbitais secundarias, responsaveis pela estabilizacdo das interagdes eletronicas, entre orbitas

atdmicas, em que ndo envolvam ligagdes .33-3436:37-39)

Energia A E/ X
nergia ~ /U\ GDE

=\

= N
| , xS
{ ¢ =

! e _}+

!

'
;

i + 4

{A) B)

Esquema 1. 3 Acdo do 4cido de Lewis sobre as orbitais atobmicas envolvidas na reagdo

cicloadicao HDA: (A) normal; (B) inversa

Uma das metodologias utilizadas na sintese BIMs, engloba a interagdo entre indole e azo

ou nitrosoalcenos.(!%-23-31:40-46)

Y = O (nitroso); NR>(azo)

Figura 1. 6 Estrutura e numeracao de azo- e nitrosoalceno
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Estas espécies tém alcangado interesse nas ultimas décadas, nomeadamente a elevada
reatividade que apresentam, que devido a uma existente conjugacao entre o grupo azo ou
nitroso e a ligacdes dupla C=C, gera um elevado carécter eletrofilico, centrado no carbono na
posicao 4, tornando-o suscetivel a um ataque nucleofilico. Esta caracteristica permite que
tenham um papel comum como heterodienos eletrodeficientes, em reagdes de HDA ou

aceitadores do tipo Michael em reagdes de adigdo-1,4 conjugadas (Esquema 1.4).G1:40-4%)

v : ¥
R AN R
R! R
(A)
Y .
N//{:) N/ \H
NuH —=
‘) Nu
R \\ / R
r' R!
(B)

Y = O (nitroso); NR? (azo)

Esquema 1. 4 As tipicas reagcdes em que 0s azo- € nitrosoalcenos encontram-se
envolvidos: (A) HDA; (B) adi¢do-1,4 conjugada

A formacdo e interce¢do destas espécies, devido a sua natureza instavel, quando ndo
possuem um substituinte na posi¢ao 4, realiza-se normalmente in sifu. No entanto, em certas
condig¢des, dependendo da natureza dos substituintes nas posi¢oes 1,3 e 4, as moléculas sao
estaveis o suficiente para serem extraidas e purificadas, inclusive por cromatografia em coluna
ou de flash. Em solugdo, a existéncia destes compostos poderd se detetavel devido a uma
coloragdo azul-esverdeada ou amarelo-avermelhada, para nitroso e azoalcenos,
respetivamente, ®1:41-43:47.49.50)

O método mais recorrente, aplicado na sintese destes compostos, parte da 1,4-
desidrohalogenagdo de a-halooximas e a-halo-hidrazonas, mediada pela presenca de uma base

(Esquema 1.5).(40-4446-5D)
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AV OR SR

=0 (nitroso); NE2 (azo)
H=0Cl, Br

Esquema 1. 5 Geracdo de Azo- e Nitroso-alcenos via desidrohalogenagao

De todas as classes de reagdes em que estas duas espécies participam, a de cicloadi¢ao
[4n+27] € a que tem maior relevo. Nestas reagdes, azo- e nitrosoalceno geram derivados de
1,4,5,6-tetrahidropiridazina e 5,6-dihidro-4H-1,2-oxazina, respetivamente, que podem servir
como intermediarios de grande valor, na sintese de outros compostos ciclicos ou aciclicos com
potencial atividade biologica ou de interesse comercial e farmacologico. 463050

O fundamento tedrico por de tras destas reagdes, bem como informacao referente as
propriedades fisicas, estrutura e reatividade dos alcenos e de produtos resultantes, ja sdo
conhecidos desde o inicio do século XX, porém, Gilchrist e a sua equipa, em 1975,
estabeleceram um marco progressivo, com demonstracdo da reacdo entre nitrosoalcenos (2)
(preparados in situ, partindo da a-halooxima (1), por a¢do intermediaria do agente basico, neste
caso carbonato de sodio anidro e diclorometano como solvente, sob agitacdo durante 24 horas)
e ciclopentadieno (3), resultando num derivado de 1,2-oxazina (4), com um elevado

rendimento (cerca de 90%) e seletividade (Esquema 1.6).(4430-52:53)

]

OH 0 L
-~ o M

B NaCO; N (3)

| DCM, rt, 24k
Ph Ph
(1) (2) (4)

Esquema 1. 6 Preparacao de derivados de 1,2-oxazina via HDA

Fh
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Também se verificou, num estudo realizado pela mesma equipa, a execu¢ao da mesma
reacdo, partindo do azoalceno (6) (que por sua vez, foi formado in situ a partir de o-
halohidrazona (5), nas mesmas condi¢des previamente descritas), no qual resultou na formagao

dum derivado de piridazina (7), com um rendimento também notavel (acerca de 96%)

(Esquema 1.7).4%

R R R|
P\|IH | P

N _ NaCO; N’”f’// (3) N|

/H\/m DCM, rt, 24h
- Ph
(5) 7
R =24-(NOy)CsHy

Esquema 1. 7 Preparacao de derivados de piridazina HDA

No ambito da reagdo de HDA, Gilchrist e a sua equipa basearam-se na interagdo entre
azoalcenos (8) e furanos ou 2,5-dimetil furanos (9a e b), cujos produtos ciclicos finais (10a, b

e ¢) foram obtidos com rendimento moderado a bom (entre 22 a 89%) (Esquema 1.8).4%

_ _ R
T i
MH ‘ R? ? R?
- M
h NapCo; N \@/
| - -
THE, 20°C
20-24H
R
Br
(8) () (10)
(104 - R =FPh, Rl = 2 4N 0,0 H4; B2 =H
E =Fh, Me (9a) -R4=H (108 - R = Py R = 24 MOy, B2 = Me
El = 24090205 @) -R2=Me  (10¢)-R=Me; Rl= 2,4N0ps RI=H

Esquema 1. 8 Reagdes HDA, entre azoalcenos e furano e 2,5-dimetilfurano

Subsequentes estudos detalham a sintese de novas tetrahidropiridazinas (14a e b), via
reacdo de HDA, recorrendo a azoalcenos (12a e b) substituidos na posi¢ao C-3, com o grupo
etoxicarbonilo. A sintese destes heterociclos também se desenrolou in situ, pela

desidrogenacao de a-halooximas (l1la e b), que na presenca de furano (13), originam
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cicloadutos com uma rendimento entre os 73 e 100%.°% Na reagio de azoalcenos com pirrole

(15), resultando em estruturas equivalentes, mas neste caso de cadeia aberta (16a e b), o

rendimento consequente traduziu-se 75% para (a) e 92% para (b) (Esquema 1.9).%%
- H

R|
il
N
‘ Na2 CO3
[

Et0,C

Br

(11a)- R = CO4'Bu
(11b)-R =24 - N0y CeH;

(14a)- B = CO4'Bu
(14b)-R =24 - (NOy)2CsH;

Et0,C

(16a)- R = CO4Bu
(16b)-R =24 - (NN 0x)2C6H

Esquema 1. 9 Reacdes de HDA de tetrahidropiridazinas e cicloadutos com cadeia aberta

A obtengao de cicloadutos quando as reacdes de HDA sdo realizadas na presenca de furanos
contrastam com aquelas realizadas com pirrole onde sdo isoladas oximas ou hidrazonas de
cadeia aberta. A explicagdo residird no ganho energético superior da rearomatizacao dos
ntcleos pirrdlicos quando comparados com os do furanos. %4V

Com base nestes trabalhos, investigacdes posteriores recorreram a azo- € nitrosoalcenos
(18), igualmente substituidos no C-3, na realizagdo de reagdo HDA, conjuntamente com indole
(19), produzindo (E)-Oximas (21). Paralelamente, a interacao entre alcenos intermediarios com

3-alquilindoles (22) conduziu a formagio a cicloadutos (23) (Esquema 1.10).6557

24



N
’—~H |
(19 N
\\Y

R! MNYHE i
:/r N/ (20 21
RI/K

pd
(17 (18)

fasirs

Rl
E! = Grupe arilo, CCyEL,COMe
B*=r3= Grupo alquile R

T =G ou NE?

H =0l oubBr
\;
M

b

3

22)

Esquema 1. 10 Reacao de cicloadi¢do HDA entre azo- ¢ nitrosoalcenos C-3 ¢ indoles

De realgar, novamente, a obtencao de adutos de cadeia aberta resultantes da rearomatizagao
do nucleo inddlico, de um modo em todo similar ao que se passa com o pirrole. Quando a
possibilidade de evolugio do carbono sp® a sp? estd bloqueado com a substitui¢io do 4tomo de
H por grupos alquilo em C-3 do indole, cicloadutos sdo obtidos como produto final.4!

A reacdo entre nitroso-alcenos e indoles tornou-se a base para o desenvolvimento de
promissores analogos do triptofano, por Pinho e Melo et al. O foco estava na interagcao dos 3-
tetrazolil-nitrosoalcenos (25a, b e ¢), gerados in situ, com o indole, levando a formagdo de
oximas de cadeia aberta (27a, b e ¢), devido a abertura do anel e rearomatizacao associada a
molécula de indole, inicialmente formada a partir dos cicloaductos HDA. Este método permitiu
que obtivessem produtos maioritarios dos analogos pretendidos (28 e 30), cujo respetivos

rendimentos rondaram 66 e 78% (Esquema 1.11).8-6D
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NOH N
N Br M m
NG = Nag(0;y S il
[ S [ .
\\ i DCI 1, 24H \} i Feagin HDA
N N
g g (19)
(24a) -R =Bn (25ah,c) (2fah,c)
(24b) -F. =FMB
(24c) -R =Fh _
Abertira doarel 1,2-Oxazina
Ph M R N
T T
T \N T \\N
“‘“N/ E_HN/
AliAg
THF/10% HyO, 1t \
-
\ MHz Redugio=FH \ /N
N/ N/ HO
H H
(28 (27ab,c)
N Bn N
HN \\N e \\N
E_LN/ E_HN/
HCOLHH,, FAiC, 10
-
\\ MNHAC MeOH, refluzo \ MHA:
n v
Ho 3 H (29

Esquema 1. 11 Sintese de andlogos do triptofano derivados de nitrosoviniltetrazois

Esta abordagem sintética utilizada na sintese dos anédlogos de triptofano fundamentou a
base para o desenvolvimento de novos derivados B-carbolinas (33) (Esquema 1.12), dotados

de atividade anticancerigena, promissora contra adenocarcinoma da mama (MCF-7),

carcinoma do pulmio (NCIeH460) e carcinoma do ovario (OVCAR-3).6?
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RE!=H, Me, Obde, MO,
R*=H,F, OMe

Esquema 1. 12 Sequéncia sintética para obtencdo de 3-tetrazolil-B-carbolinas

1.2.5. Sintese de bisindolilmetanos via reacao de hetero Diels-Alder

Uma das mais recentes estratégias para a obtengdo de BIMs e os seus respetivos derivados,
recorrendo a reacgdes bis-hetero Diels-Alder, foi demonstrado pelo trabalho experimental de
Grosso et al (2015), produzindo derivados 1-hidroxiiminometil com potencial atividade
anticancerigena contra varios tipos de células tumorais.!?)

Com base no prévio trabalho que realizaram, por reagdo bis-hetero-Diels-Alder de azo- e
nitrosoalcenos conjugados com pirrole, os autores prepararam o,o’-dihalogeno oximas (34) a
partir de cetonas, que na presenga de uma base, neste caso carbonato de sodio, gerou in situ o
correspondente nitrosoalceno reactivo (35).27*Y Os nitrosoalcenos sdo depois intercetados por
uma molécula de indole (36), formando o intermedidrio tetrahidroxazina (37), que sofre
abertura do anel, impulsionada pela rearomatizag¢do associada a um maior ganho energético e
seguidamente, decorre a dehidrohalogenacdo do intermediario que resulta na formacdo de
nitrosoalcenos (38) que reagem com a segunda molécula de indole, assim resultando nos BIMs
desejados. Com base nos resultados, as oximas empregues nestas reagdes poderiam apresentar
o grupo alquilo ou arilo, que consequentemente originam oximas com a estereoquimica (Z)
(39) e (E) (40), respetivamente, quando reagem com o indole (Esquema 1.13).

Agua, diclorometano e/ou uma mistura de ambos serviram como solventes. Para além de

acelerar todo o processo € promoverem uma maior seletividade e rendimento final, a utilizacao
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de diclorometano como co-solvente revelaria uma melhoria em termos do rendimento e
redugdo significativa do periodo da reagdo, comparado s6 com a utilizacdo de somente
diclorometano. Conclui-se que a eficiéncia da reagdo ¢ aprimorada com a mistura destes dois
solventes, inclusive quanto maior o grau de eletrofilicidade dos grupos substituintes arilo
halogenados, presentes nos nitrosoalcenos, tal como seria esperado para uma reacao de Diels-

Alder inversa.®

OH
RN
e

w7 H
Nagco{ H
w?

X

E = p—BrC,jH4, p_CICﬁH4= p—FCgH;l, Ph, Me

R,=H, Me
Ry;=H, Br
X =Br, Cl

Esquema 1. 13 Estratégia geral de sintese de BIMs via reagdes bis-hetero Diels-Alder

Posteriores estudos, também efetuados pelos mesmos autores, focaram-se na sintese de 1-
hidroxi-iminometil-bisindolilmetanos anteriormente desconhecidos, via reacdo bis-hetero-
Diels-Alder de azoalcenos com indoles. Estes derivados resultaram da reacao entre a oxima
2,2-dibromo-1-(4-bromofenil)etanona (41) e indoles (42) substituidos na posi¢ao CS5,
utilizando os mesmos solventes do trabalho anterior (Esquema 1.14). As reacdes demonstraram
ser regio e estereoseletivas, onde E-oximas (43a, b, c e d) consistiam nos unicos ou maioria
dos produtos. A eficiéncia da reacdo segue o padrio das reagdes de Diels-Alder de procura
eletronica inversa em que 0s componentes 27 possuidores de grupos eletrodoadores (indoles)

estdo associados aos melhores rendimentos 5-hidroxi- (43b) e 5-metoxiindole (43d) (78%).'9
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MNOH
R
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D)
H

NaZ03 solvente, tx

Br
Br 42

41 (43a) -R =Br
43) -k =0CH
(@3c) -F = Me
(43d) -R = OMe

Esquema 1. 14 Estratégia de sintese de hidroxiimino BIMs via reacdes bis-hetero Diels-
Alder

Os autores também se debrucaram sobre a potencial sintese de 1-hidrazonoetil-
bis(indolil)metanos desconhecidos, aplicando o mesmo método anteriormente descrito. N-
metilindole e N-benzilindole (45) atuaram como diendfilos na reacdo com os azoalcenos
gerados in situ a partir de diclorohidrazona (44) (Esquema 1.15). Para ambas as reagdes, os
bisindolilmetanos (46a-f) foram obtidos com rendimento moderado, entre 27 e 31%, tanto em
diclorometano ou na mistura de agua/diclorometano, no entanto, a reagdo entre N-metilindole
e hidrazina em dgua proporcionou um produto (46a) com rendimento de 49%. Ao substituindo
os prévios diendfilos por indoles ndao substituidos, de forma proporcionar a atividade
citotoxica, permitiu alcangar BIMs desejados com o tinico produto, alcancando um rendimento
superior (51%) e tempo de reagdo mais curto (3 horas), tal como esperado, em meio de mistura
de agua e diclorometano e em condi¢des otimizadas, a reacdo entre hidrazona com 5-
metilindole e 5-bromoindole produziu BIMs (46e e f) com os respetivos rendimentos de 43%
e 63%. Como consequéncia da reacdo com 5-metilindole, d4-se formagao duma cetona devido
a hidrolise da hidrazona (46e), com um rendimento de 17%. Os dados obtidos apontam que o
perfil de substituicdo nos indoles ndo influenciam consideravelmente a eficiéncia da reagao,
mas por outro lado, uma destacada regioseletividade foi verificada nos processos sintese one-

pot de 1-hidrazonoetil-bis(indolil)metanos.!?
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Esquema 1. 15 Estratégia de sintese de hidrazonas derivadas de diclorohidrazona via
reacgoes bis-hetero Diels-Alder

Este trabalho experimental também englobou o estudo da reagdo entre o,0’-
dihalohidrazonas (47a e b) e indoles (48), observando-se a desidrohalogenacao, induzida pela
base (Esquema 1.16). Nas condigdes otimizadas previamente estabelecidas, recorrendo a
mistura solvente dgua/diclorometano, os BIMs (49a-c) foram obtidos, mas com um rendimento
baixo, de 7%, 11% e 29%, respetivamente, na presenca de 5-metilindole, indole e 5-
bromoindole. Empregando diclorohidrazona, obtiveram-se BIMs (49d e €) com um rendimento
de 13% e 17%, na reagao entre 5-metilindole e indole, respetivamente, como também

hidrazina, mas com um rendimento bastante baixo, quando reage com indole.('”
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Esquema 1. 16 Estratégia de sintese de hidrazonas derivadas de a,0’-dihalohidrazonas
via reagoes bis-hetero Diels-Alder

30



Uma vez que a hidrazona derivada de dicloroacetona resultou de uma reagao otimizada, os
autores prepararam um conjunto de hidrazonas, derivadas do mesmo composto cetdnico,
estabelecendo a reatividade associada as mesmas. Formaram BIMs a partir de azoalcenos com
o grupo tosilo (51) e 2,4-dinitrofenilo (52) e indole, em agua/diclorometano. A presenca do
grupo tosilo possibilitou a obtencdo de BIMs com um rendimento de 41%, enquanto 2,4-
dinitrofenilo viabilizou extensivamente a reacao permitindo o isolamento do produto, com um
rendimento mais elevado (87%) (Esquema 1.17). Os resultados permitiram concluir que os
grupos substituintes existentes nas hidrazonas, em comparagdo com as oximas, assumem uma
enorme relevancia sobre a eficacia na reagdo, acompanhado com a necessidade de manter um
balanco entre a eletrofilicidade ¢ estabilidade do heterodieno azovinilo transiente. Assim a
eficiéncia da reacdo, para produtos isolados, ¢ mais elevado quando o grupo substituinte em
causa ¢ o 2,4-dinitrofenilo, seguido por t-butoxicarbonilo ¢ assim mais baixa no caso do
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Esquema 1. 17 Estratégia de sintese de hidrazonas via reagdes bis-hetero Diels-Alder a
partir de azoalcenos que apresentam o grupo tosilo e 2,4-dinitrofenilo

Os autores estipularam entdo uma estratégia eficiente para a obtencao de BIMs, partindo
da geracdo in situ de 4-cloroazoalcenos (54), a partir da correspondente a,0’-diclorohidrazona
(53), que atuam como heterodienos quando interagem com a primeira molécula de indole (55).
Apo6s rearomatizacao o heterociclo (57), seguidamente, sofre dehidrohalogenagado, gerando o

respetivo azoalceno (58). Este interatua com uma segunda molécula de indole, originando o
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intermediario tetrahidropiridazina (59), que novamente por rearomatizacao ¢ sujeito a uma

abertura do anel, acabando por originar os BIMs alvos (60) (Esquema 1.18).19
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Esquema 1. 18 Estratégia de sintese de BIMs via reagdes bis-hetero Diels-Alder a partir
de o,0’-diclorohidrazonas e indoles

1.3.  Agentes antifungicos

1.3.1. Fungos

Os fungos englobam um grupo de organismos variados, incluidos no Reino Fungi, que se
distinguem de outros seres eucariotas pelo facto de possuirem um conjunto de caracteristicas,
determinadas pelo seu perfil genético, podendo salientar-se os seguintes: o comportamento
nutricional, o estado vegetativo, a parede celular constituida maioritariamente por glucanos e
quitina, a natureza uni ou multinucleada, os ciclos de vida diversificados, o tipo de reproducao

sexuada ou assexuada, a presenca de ergosterol na membrana plasmatica, entre outros. (263
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Figura 1. 7 Representacdo esquematica da célula fingica [adaptado de (64)]

Os membros do Reino Fungi podem assumir uma forma unicelular (leveduras) (Figura 1.7)
ou multicelular (fungos filamentosos). Algumas espécies podem existir em ambas as formas,
dependendo das condi¢des ambientais, sendo designadas dimérficas. 26

Inicialmente, os fungos eram classificados de acordo as estruturas morfoldgicas,
envolvidas na reprodu¢do, resultando numa divisdo em 4 filos: Chytridiomycota,
Zygomycetes, Ascomycetes e Basidiomycetes.®

Posteriormente,os estudos baseados na similaridade genética, permitiram organizar o reino
Fungi em 8 filos: Cryptomycota (=Rozellomycota), Microsporidia, Blastocladiomycota,
Chytridiomycota, Zoopagomycota, Mucormycota, Ascomycota ¢ Basidiomycota (Figura 1.8).
Os filos Ascomycota e Basidiomycota estdo incluidos no sub-reino Dikarya. Os fungos
anteriormente classificados no filo Zygomycota, foram redistribuidos entre os filos
Mucormycota e Zoopagomycota. A maioria dos membros de significativa importancia clinica,
anteriormente incluidos no filo Zygomycota, estdo contidos na ordem Mucorales do filo
Mucormycota. O filo Ascomycota foi dividido em trés subfilos (Taphrinomycotina,
Saccharomycotina, Pezizomycotina). O subfilo Taphrinomycotina contém um género de fungo
clinicamente importante, Pneumocystis. No que diz respeito ao subfilo Saccharomycotina, os
membros da ordem Saccharomycetales sdo os que revelam maior impacto clinico, abrangendo

a maioria das leveduras ascomicetas patogénicas (C. albicans, C. auris). Os restantes
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representantes ascomicetas, clinicamente importantes, sao classificados no subfilo
Pezizomycotina. O filo Basidiomycota foi redistribuido em trés subfilos: Pucciniomycotina,

Ustilaginomycotina e Agaricomycotina. A levedura Cryptococcus neoformans esta incluida na

classe Tremellomycetes do subfilo Agaricomycotina.®>
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Figura 1. 8 Classificacdo do Reino Fungi baseada em dados genéticos e moleculares
[adaptado de (65)]

Os fungos sao heterotrdficos e caracterizam-se por uma nutricdo osmotrofica, que assenta

na secrecdo de enzimas extracelulares que hidrolisam extracelularmente varios compostos,
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sendo as substancias resultantes absorvidas através da parede ¢ membrana das células/hifas.
Estas enzimas permitem a obtencao de unidades basicas de hidratos de carbono (glucose) e
azoto absorviveis a partir de oligossacaridos e compostos azotados complexos dificilmente
absorviveis (Tabela 1.1). Também s3o obtidos por via osmotrofica nutrientes como enxofre,
potassio, magnésio, ferro, cobre, calcio, manganésio, zinco, molibdénio, vitaminas
(nomeadamente B1 e B7) e outros elementos cruciais para o funcionamento das células

fingicas. (6269

Tabela 1. 1 Exemplo de algumas enzimas fingicas utilizadas na hidrélise de polissacarideos

Substratos Enzima
Celulose Endoglucanase, celobiohidrase
Lignina Ligninase
Amido Amilase
Xilano Xilanase

Os fungos podem ser saprofitas, quando o alimento deriva de material organico em
decomposi¢do, comensais quando estabelecem um relacionamento com o hospedeiro sem
prejudicar a saude do mesmo, ou parasitas, quando a relacdo estabelecida com os hospedeiros
permite adquirir alimento a partir do tecido vivo destes, resultando num consequente estado de
patogenia e num cenério de infe¢io micotica.(¢>6%

A maioria dos fungos possui respiracdo aerobica, no entanto algumas espécies podem
recorrer a fermentacdo ou até depender de respiracdes anaerdbicas. Os metabolitos primarios
caracteristicos dos fungos consistem em aminodcidos essenciais, acido citrico, etanol, glicerol,
entre outros. O metabolismo secundéario assume um enorme relevo neste grupo microbiano
pois alguns metabolitos secundarios apresentam bioatividades promitentes, destacando-se,
entre eles (Figura.1.9), o antibidtico penicilina G (1), o composto imunossupressor ciclosporina

A (s) e antidislipidémico lovastatina (t).(626%
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Figura 1. 9 Exemplos de metabolitos secundarios fungicos aplicados em tratamento
clinico: (r) penicilina G; (s) ciclosporina A; (t) lovastatina [adaptado de (66)]

1.3.2. Espécies fungicas utilizadas no presente estudo: Candida albicans,

Cryptococcus neoformans e Saccharomyces cerevisiae

O género Candida engloba os fungos patogénicos oportunistas mais comuns, encontrados
em ambientes clinicos, dos quais C. albicans é um dos mais estudado. Esta espécie ¢
largamente distribuida na populagdo humana, cuja presenca e crescimento decorre no intestino,
atuando como agente infecioso caso o hospedeiro atinja um estado imunocomprometido,
permitindo uma proliferacdo do fungo para varias regides anatomicas, nomeadamente nas
regides oral e vaginal, podendo ocorrer as situagdes de candidiase invasivas.(62¢7

C. albicans (Figura 1.10) ¢ uma espécie dimorfica, assumindo uma organizagdo somatica
de levedura, hifa ou pseudohifa, consoante as condi¢des ambientais (p.e. temperatura) e os
requisitos do contexto em causa (p.e. reproducao e inducao de viruléncia). A sua parede celular
exibe as estruturas chaves para promover a sua patogenicidade, entre elas manoproteinas, -
1,3- e B-1,6-glucano e quitina. O mecanismo generalizado da sua patogénese pressupde a
adesdo do fungo a células epiteliais do hospedeiro, mediada por moléculas de adesina [p.e.
proteina da parede hifal 1 (Hwpl) e proteina semelhante a aglutinina 3 (Als3)], seguida de

endocitose ou penetragdo dos tecidos promovida pela formacdo de hifas. Ao atingir tecidos
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internos, verifica-se a entrada do fungo na corrente sanguinea e assim a sua disseminacao para
varios orgaos. As situagdes em que ocorrem a maior parte das infegdes invasivas e sistémicas
causadas por espécies de Candida, estdo associadas a situagcdes em que as defesas primarias
do hospedeiro estdo comprometidas, tais como cirurgias, implantacdo de cateteres,
quimioterapia, entre outras. As células de C. albicans revelam um conjunto de estratégias para
superar os ataques imunologicos e a acdo de antifingicos, incluindo a formacao de
biofilmes.©*6%

Dados referentes a distribuicao epidemioldgica de espécies do género Candida em Portugal
apontaram que, tal como no restante contexto mundial, as infe¢des invasivas provocadas por
este género sdo a quarta principal causa de infe¢des nosocomiais, que se associam a elevados
valores mortalidade. C. albicans é a espécie mais frequente nos isolados de candidémias, no
entanto, a sua predominancia tem diminuido nos ultimos anos, acompanhada do aumento de
outras espécies, tais como C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis ¢ C. parapsilosis.¢6°79
Segundo um estudo realizado por Costa-de-Oliveira et al (2008), a partir de dados obtidos em
2004 de isolados extraidos de culturas de sangue de 117 pacientes com fungemia, admitidos
no Hospital Sao Jodo, C. albicans era o isolado mais frequente, representando 35% das
amostras isoladas.®” Outro estudo efetuado por Sabino et al (2017), admitia que a segunda
infecdo fingica mais comum em Portugal ¢ a candidiase vulvovaginal recorrente, estimando
que acerca de 150 700 mulheres, entre as idades de 15 e 50 anos apresentam este problema
anualmente. Em individuos imunocomprometidos afetados com HIV, as taxas estimadas de
candidiase oral ou esofagica foram de 19,5 e 16,8 por cada 100 000 pacientes infetados,
respetivamente. Com base em estudos efetuados entre 2010 e 2011, deduziu-se que 2,19 casos
de candidémia sdo admitidos em ambiente hospitalar por cada 100 000 habitantes, num total

de 231 casos a nivel nacional por ano, onde C. albicans era espécie mais prevalente, causadora

cerca de 40% das situacdes.”!
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Figura 1. 10 Apresentacdo microscopica de C. albicans (40X) [adaptado de (73)]

O género Cryptococcus compreende espécies fungicas que possuem células arredondadas
ou ovais encapsuladas, que apesar de apresentarem a capacidade de infetar individuos sdos, a
sua patogenicidade e severidade sdo consideraveis em pacientes imunocomprometidos. Os
individuos sdo maioritariamente infetados devido a inalacdo de propdgulos existentes no
ambiente circundante, conduzindo a infe¢des de caracter local ou com potencial para se
disseminar, atingindo o sistema nervoso central (SNC), que em casos de imunossupressao,
podera agravar a infecciosidade. C. neoformans € uma espécie presente nas fezes de aves, solo
e madeira em decomposicdo. A maioria das espécies deste género, sdo responsaveis por
doencas em pacientes incapacitados (virus da imunodeficiéncia humana (HIV), transplantados,
portadores de doencas hematologicas, diabetes mellitus, sendo excecional a inducao de doenca
em individuos imunocompetentes.®*66:74

As células de C. neoformans (Figura.1.11) sdo circundadas por uma cépsula polissacaridea,
e possuem melanina na parede celular, que permitem resistir aos mecanismos de defesa
imunologica do hospedeiro como também suprimem a imunidade celular e humoral, mediante
o bloqueio da opsonizacao de anticorpos de complemento e anticriptococicos, e criagdo duma
carga negativa que provoca a repulsdo eletrostatica entre as células fingicas e células efetoras
hospedeiras e restringe a producdo de 6xido nitrico (efeito toxico contra células criptocdcicas)
das células hospedeiras. 26474
A distribuicao epidemiologica de Cryptococcus € mais prevalente no continente europeu,

onde a variante neoformans corresponde a 30% dos isolados.®® Estudos de Costa-de-Oliveira

et al (2007) com base nos isolados de amostras de sangue que evidenciavam uma contaminagao
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por microrganismos, permitiram calcular que cerca de 10,3% se deviam a C.neoformans, com
proeminéncia entre individuos com HIV. ¢ Sabino et al avaliaram que em 2014, entre a
populagdo portadora de HIV infetada com patogenos fungicos, 13 individuos evidenciaram um
desenvolvimento de criptococose extrapulmonar, correspondendo a uma proporg¢ao de 0.12
infetados por cada 100 000 habitantes. Este estudo permitiu concluir que Portugal apresentou
uma maior incidéncia anual de meningite induzida por Cryptococcus em comparagdo com

outros estudos europeus semelhantes.’!

SO
PRG08Y

Figura 1. 11 Apresentagdo microscopica de C. neoformans (10X) [adaptado de (73)]

O género Saccharomyces integra entre 10 e 16 espécies de fungos, do qual a mais
conhecida ¢ S. cerevisiae (Figura 1.12). Este fungo ¢ caracterizado por se reproduzir por
gemulacgdo, exibindo blastosporos ovais e ocasionalmente pseudohifas e ascosporos. Possui
uma parede celular essencialmente composta por glucano B-1,3 e 1,6 que estd associada as
proteinas externas GPI-CWP (proteinas da parede celular modificadas por cadeias de
glicosilfosfatidilinositol) e Pir-CWP (proteinas da parede celular com repeti¢des internas), e
cadeias grandes de manose e de quitina. (%6469

A espécie S. cerevisiae ¢ reconhecida pela sua acdo como agente fermentativo, envolvido
na producdo de inimeros produtos alimentares, tais como pao, cerveja € vinho. A espécie S.
boulardii é considerada um como agente probiotico e tem sido encontrado na microbiota do
trato digestivo. (6%6466.75.76)

Tal como outros fungos oportunistas, S. cerevisiae tem sido associada a situagdes de

patogenicidade em individuos imunocomprometidos e com comorbilidades. A sua presenca

maioritdria na zona intestinal, dotada de enorme vascularizagdo, permite o desenvolvimento
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de infegdes sistémicas ou ao nivel das mucosas. As estratégias adotadas para garantir a sua

viruléncia nas condi¢des adequadas envolvem a resisténcia a espécies oxidativas e crescimento

pseudohifal.(6+7576)

Figura 1. 12 Apresentacdo microscopica de S. cerevisiae (10X) [adaptado de (73)]

1.3.3. Fatores de viruléncia

Para que possam provocar um estado infecioso, os fungos deverdo apresentar algumas
caracteristicas (fatores de viruléncia) tais como capacidade de se desenvolver em ambientes
com uma temperatura média de 37 °C, capacidade de utilizar uma vasta gama de fontes de
carbono, azoto e de outros componentes nutricionais essenciais (p.e. ferro) e de conseguir
reconhecer e adaptar-se a condi¢des caracteristicas da fisiologia humanas.®>%*77®) Qutros
fatores de viruléncia envolvem estruturas presentes na superficie da parede celular para
permitir a sua sobrevivéncia contra ataques inerentes do sistema imunoldgico do hospedeiro,
secrecdo de enzimas hidroliticas, formagao de biofilmes, modificagdo na regulacdo dos genes
e producdo de sider6foros para potenciar a captacio de ferro, entre outros.(¢>6477-7®) Na Tabela

1.2 estdo resumidos alguns mecanismos de viruléncia caracteristicos das células fungicas.
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Tabela 1. 2 Alguns mecanismos promotores de viruléncia mais comuns [adaptado de (64)]

Tipo de fator de
viruléncia

Exemplos

Efeito

Espécies associadas

Estruturas de superficie

Céapsula polissacaridea

Imunomodulador e prote¢do
contra fagocitose

C. neoformans ¢
Cryptococcus gattii

Melanina

Protegdo contra stress
oxidativo

Histoplasma capsulatum

Proteinas e

Adesio a células

Blastomyces
dermatitidis,

Enzimas hidroliticas

glicoproteinas (Badl, hospedeiras, Coccidioides immitis,
SOWgp, Hsp60, Hsp82 imunomodulagdo e stress Coccidioides posadasii
e Yps3) antimicrobiano e H. capsulatum
Desativagdo de espécies
Catalase reativas de oxigénio do C. albicans
hospedeiro
Adesdo, penetragdo e C. albicans,
Lipase ¢ fosfolipase degradacg@o de células C. neoformans ¢
hospedeiras C. gattii

Urease

Invasdo do sistema nervoso
central

Superoxido dismutase

Defesa antioxidante

C. neoformans e

C. gattii
Proteinase Degradagao de protelqas
essenciais do hospedeiro
Arginase 1 Redugdo da produgdo de C. immitis e

oxido nitrico

C. posadasii

Promogao da producao de

. . Aspergillus fumigatus
. gliotoxina pergillus fumig
Biofilmes - P
Promogao da aderéncia a .

. L C. albicans
superficies plasticas

A Regulag@o da homeostasia do C. albicans

Siderdforos

ferro

Modificacio fenotipica

Alteragdo estrutural e
dimensional da capsula e
eficacia de penetracao de

tecidos profundos

C. albicans, C.
neoformans e
C. gattii

1.3.4. Infe¢des fungicas humanas

As infegdes fingicas (micoses) sdo, em geral agrupadas, de acordo com os tecidos que sdo

infetados. Assim, estas infe¢des sao classificadas como superficiais, cutaneas e subcutaneas.
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As infegdes fungicas sao também classificadas como micoses endémicas e oportunistas (Tabela
1.3).(63:66)

As micoses superficiais, sdo infe¢des que se limitam a regides mais externas da pele e dos
pelos. Sdo normalmente causadas por fungos comensais ou com uma carga patologica
reduzida, tendo impacto ao nivel cosmético.(3-6¢)

As micoses cutaneas, sao infegdes que se expressam nos tecidos queratinizados, presentes
na pele, cabelo e unhas. Quando os sintomas sdo mais evidentes, reporta-se prurido,
descamacgdo, enfraquecimento do cabelo, manchas na pele em forma de anel e unhas
espessadas e descoloridas.(3-%9)

As micoses subcutaneas ocorrem principalmente nos tropicos e subtropicos, associadas as
camadas mais internas da pele (cornea, musculos e tecido conjuntivo), geradas por um vasto
conjunto de fungos que diferem taxonomicamente. Em geral sdo infecdes limitadas (com efeito
local), raramente progredindo para uma situacdo sistémica. Na presenca deste tipo de micoses,
observa-se o desenvolvimento de abcessos, Ulceras que dificilmente se curam, que podem
conduzir a destruicdo dos tecidos envolvidos. (369

As micoses sistémicas podem ser primdrias ou oportunistas. As micoses primarias sao
causadas por fungos que se caracterizam por possuir dimorfismo térmico, podendo existir
como leveduras ou esférulas a 37 °C ou fungos filamentosos a 25 °C. Estes fungos sdo
patogénicos virulentos, capazes de causar doenga em individuos imunocompetentes e estdo
geralmente confinados a regides geograficas e ambientais especificas. Estas micoses
endémicas sdo referidas como sistémicas, uma vez que possuem uma elevada capacidade de
se disseminar, primeiramente produzindo uma infe¢do primaria nos pulmdes, acompanhada
com uma subsequente invasdo de outros tecidos e 6rgaos.3-69)

As micoses oportunistas, englobam infe¢des causadas por espécies de fungos, pertencentes
a microbiota comensal humana e espécies ambientais. Estes organismos exibem uma
viruléncia relativamente baixa ou limitada, com excecdo de C. neoformans e C. gattii, porém,
podem causar infe¢dao em individuos debilitados, imunossuprimidos ou portadores dispositivos
protéticos implantados ou cateteres vasculares. Em suma, qualquer fungo pode assumir o papel

de um patoégeno oportunista, quando encontradas as condi¢des adequadas.(©3-69)
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Tabela 1. 3 Exemplos de agentes etioldgicos causadores de micoses [adaptado de (63)]

Micoses Exemplo Fungo causador
Pitiriase versicolor Malassezia furfur
Superficiais Piedra preta Piedraia hortae
P Piedra branca Trichosporon spp.
Tinea nigra Hortae werneckii
Trichophyton spp.
Dermatofitoses Epidermophyton spp.
Microsporums spp.
Candida spp.
Cutineas Onicomicose qup ergillus spp.
Trichosporon spp.
Geotrichum spp.
Trichophyton spp.
Tinea unguium Epidermophyton
floccosum
Esporotricose Sporothrix schenckii
Cromoblastomicose Fqnsecaea SPP-
Phialophora spp.
Subcutineas Curvularia lunata
Madurella spp.
Maduromicose Scedosporium spp.
Acremonium spp.
Fusarium spp.
Blastomicose Blastomyces
dermatitidis
Coccidioidomicose . Co.c.c?ldwldes .
L. . L. immitis/posadasii
Sistémicas (Micoses primarias . ;
Histoplasmose Histoplasma
causadas por fungos
P .. capsulatum
patogénicos dimorficos) —
g . Paracoccidioides
Paracoccidioidomicose e
brasiliensis
Peniciliose Penicillium
marneffei
Aspergilose Aspergillus spp.
Candidiase Candida spp.
Criptococose Cryptococcus
neoformans
Acremonium spp.
Sistémicas (.MICOSQS Hialohifomicose Fi usarium spp.
oportunistas) Paecilomyces spp.
Scedosporium spp.
Rhizopus spp.
. Mucor spp.
Mucormicose Lichtheimia
corymbifera
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1.3.5. Agentes antifingicos

Existe uma diversidade de compostos com atividade biologica util no tratamento das
diversas micoses. Os farmacos utilizados na terapia contra as infegdes fungicas sao
tradicionalmente agrupados como agentes sistémicos ou topicos, com alguns antifingicos
incluidos em ambos grupos. Estdo descritas 5 classes de antifingicos: os azoles, as alilaminas,
os equinocandinas, os polienos e os antimetabolitos. Os compostos incluidos na 4 primeiras
classes atuam inibindo os processos de sintese dos componentes da membrana ou parede
celular, enquanto os antimetabolitos intervém no mecanismo de sintese de ADN.(63-66.79-83)

Os azoles sao estruturalmente divididos em imidazoles (dois azotos presentes no anél de
azole), e triazoles (trés azotos presentes no anél de azole). Tanto os imidazdis como os triazdis
inibem a enzima monooxigenase lanosterol 14-a-demetilase (dependente do citocromo P450),
responsavel pela conversdo de lanosterol em ergosterol, através da ligagdo ao grupo heme do
atomo de ferro presente no centro ativo, ocorrendo entdo uma acumula¢ao de 14- a-
metilesterois toxicos, o que interfere no crescimento e proliferagdo das células fingicas. Os
imidazois sdo usados principalmente no tratamento de infe¢cdes das mucosas, com excegdo do
cetoconazole que nao dispde atividade sistémica, ao passo que todos os triazoles, apresentam
atividade sistémica, incluindo o fluconazole, itraconazole, voriconazole e posaconazole. Estes
compostos revelam uma atividade fungistatica contra espécies invasivas, tais como Candida
spp. € C. neoformans, porém, o itraconazole, o voriconazole e o posaconazole possuem uma
atividade fungicida contra espécies do género Aspergillus. Estdo associados a efeitos adversos
graves, tais como toxicidade géstrica e hepdtica, nduseas, vomitos e erupcdes cutdneas. Esta
classe ¢ particularmente importante em pacientes com doengas hematologicas e transplantados
de orgaos solidos, sendo indicada na profilaxia antifingica ou no tratamento de infecao
fingica.(©3-% 789 Recentemente tém sido desenvolvidos outros triazoles tais como o
albaconazole que ¢ um azole de largo espectro e excelente biodisponibilidade oral e o
opelconazole que se trata de um composto otimizado para a administracdo inalatoria através
de nebulizadores.®>59)

As alilaminas incluem a terbinafina e a naftifina que, respetivamente, apresentam efeito
sistémico e acdo local. Inibem a esqualeno epoxidase, resultando no decréscimo em ergosterol

e um acréscimo de esqualeno na membrana celular. Recorre-se estes compostos em terapias
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combinada com azoles, proporcionando uma interagao sinergética (ambas classes atuam na via
biossintese de ergosterol em diferentes etapas) ou em circunstancias de resisténcia a azoles no
tratamento contra determinadas espécies de Candida(63:667%-81:82.8487)

O antimetabolito 5-fluorocitosina (5-FC), um anéalogo do nucleotideo citosina, entra nas
células via citosina permease e depois ¢ convertido em 5-fluorouracilo (5-FU) pela citosina
desaminase quando presente no citoplasma, sendo posteriormente incorporada nos acidos
nucleicos sob a forma de acido 5-fluoridilico durante a sintese dessas biomoléculas, acabando
por bloquear a sintese de proteinas ou inibir a replicacio do DNA. Nao ¢ utilizado em
monoterapia pois, suscetibiliza o hospedeiro para a formagao de resisténcias secundarias.
Tendencialmente utiliza-se em combina¢do com a anfotericina B ou o fluconazole, no
tratamento de infegdes sistémicas causadas por Candida, Rhodotorula, C. neoformans, S.
cerevisiae, espécies fungicas causadoras de cromoblastomicose e alguns fungos
dematigceos, (63-64:66.79,81-84,87)

As equinocandinas incluem a anidulafungina, a caspofungina e a micafungina e
correspondem a mais recente classe de antimicdticos introduzida no mercado, representando
uma alternativa terapéutica, de modo minimizar situagdes promotoras de resisténcia a azoles.
Atuam como inibidores ndo competitivos da B-1,3-D-glucano sintase, reduzindo os niveis de
B-glucano na parede celular, tornando a célula suscetivel a lise osmdtica. Ao atuarem na via de
biossintese da parede celular, exclusiva para células fingicas, apresentam uma menor toxidade
clinica que os outros agentes antimicoticos. Embora apresentem uma eficiente atividade contra
Candida spp. e Aspergillus spp. demonstram-se incapazes de combater infe¢des causadas por
Cryptococcus spp.03-667818) A qua  administragdo decorre exclusivamente por via
intravenosa, dai um incentivo na investigacdo de inibidores da [B-1,3-D-glucano sintase
inovadores, tais como a aminocandina (derivado da fermentagdo semissintética de Aspergillus
sydowii), a rezafungina (derivado da anidulafungina e primeiro elemento da 2* geracdo de
equinocandinas) e SCY-078 (derivado semissintético enfumafungina) que ¢ ativo quando
administrado oralmente.®*%7)

Os polienos sdo constituidos por um anel de lactona, uma cadeia lipofilica rigida contendo
trés a sete ligagdes duplas e uma por¢ao hidrofilica flexivel contendo varios grupos hidroxilo,

destacando-se anfotericina B, a natamicina e a nistatina como farmacos representativos. O

mecanismo de agdo destes compostos esta relacionado com a ligagdo ao ergosterol, presente
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na membrana celular, originando um conjunto de canais idnicos que provocam um
desequilibrio da integridade osmotica, conduzindo a lise celular. Outro mecanismo da atividade
antimicrobiana da anfotericina B, esta relacionada com a geracdo de radicais livres toxicos, via
a oxidag¢do do proprio composto. A anfotericina B apresenta atividade antifungica contra
infe¢des invasivas sistémicas geradas por espécies de Cryptococcus, Candida e Aspergillus,
enquanto a nistatina e a natamicina sdo preferiveis no tratamento de infe¢des topicas dado a
sua baixa absor¢do. Todos os elementos desta classe exibem ligeira toxicidade associada a
afinidade a esterdis presentes na membrana celular humana (colesterol), destabilizando a
mesma, sendo entdo preferivel a utilizacao de formulagdes lipossomais para minimizar efeitos

indesejaveis. (63-66.79.81-84)

1.3.6. Compostos antifingicos em desenvolvimento

A constante necessidade de ultrapassar problemas de aumento de casos de infegdes
provocadas por espécies flngicas invasivas que conduzem uma maior taxa mortalidade, e
aumento de resisténcias (nomeadamente azoles), faz com que seja imperativo o
desenvolvimento de novos agentes com mecanismos de acao inovadores, biodisponibilidade
melhorada e esquemas posoldgicos mais acessiveis. 3838687 Na Tabela 1.6 destacam-se
agentes promitentes, cujos mecanismos de a¢do divergem dos atualmente evidentes nas

diferentes classes de antifingicos estabelecidas e as potenciais aplicacdes terapéuticas.
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Tabela 1. 4 Resumo de alguns agentes antifingicos inovadores e em avaliacdo clinica [adaptado

de (87)]
Agente Classe Mecanismo de Potencial utilizacao
aciao terapéutica
Candida spp.,
Aspergillus spp.,
Cryptococcus
neoformans,
Inibicdo do inositol Toxoplasma gondii,
Aureobasidina A Inibidor de glicolipidos fosforilceramida Saccharomyces
sintase cerevisiae, Leishmania
amazonensis,
Blastomyces
dermatitidis e
Histoplasma
capsulatum
Atividade in vitro
Interrupgdo da contra uma ampla
sintese de gama de leveduras e
Gwtl(proteina 1 de bolores (Candida
Manogepix Inibidor da transferéncia de spp., Aspergillus spp.,
Glicosilfosfatidilinositol ~ parede ancorada Scedosporium spp.,
por GPI) através da Fusarium spp.,
inibi¢do de inositol Coccidioides spp. €
aceiltransferase Lomentospora
prolificans)
Em combinag¢do com
Inibicao equinocandinas, eficaz
Nikkomicina Inibidor da quitina competitiva da contra
sintase quitina sintase coccidioidomicose,
histoplasmose ¢
blastomicose
Inibicao de Aspergillus spp. e
Olorofim Orotomida diidroorotato Scedosporium spp.
desidrogenase
1.4. Objetivo

A finalidade desta dissertacdo foi a determinagdo da potencial atividade antifingica
presente em compostos de BIMs. Na primeira fase, procedeu-se a sintese de 10 derivados BIMs
via reagdo conjugada de ciclo adi¢ao hetero Diels-Alder e caracterizacao dos respetivos parametros

fisico-quimicos. Numa segunda fase, avaliou-se a capacidade antifungica dos compostos
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sintetizados nas espécies de Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae e Cryptococcus

neoformans, utilizando o método de Kirby-Bauer.
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2. Materiais € métodos

2.1. Sintese da oxima e das hidrazonas precursores de nitroso- e azo-alcenos

Os reagentes e solventes foram utilizados tal como foram recebidos, sem terem sido
submetidos a qualquer purificacdo adicional desde a sua compra.

As reagdes efetuadas foram controladas através de 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 UVyss. A revelacdo das placas ocorreu por exposi¢do de radiacdo UV de 254 nm
ou por oxidagdo em atmosfera a iodo.

No isolamento e/ou purificagdo dos compostos foi utilizada a técnica de cromatografia de
flash seca (dry flash), utilizando-se silica-gel de tipo G contendo 13% de sulfato de célcio, como
a fase estaciondria e apolariadade do eluente ajustada de acordo com a polaridade do composto
final. Recristalizacdo do solvente apropriado também foi técnica utilizada na purifica¢do de alguns
compostos.

Os nitroso- e azo-alcenos sao gerados in situ a partir das respetivas oximas e hidrazonas a-
dihalogenadas. Neste trabalho, estas, por seu lado foram preparadas a partir da respetiva 1,1-
dicloroacetona (Esquema 2.1).

Cl Cl

O - M——n"YH

(61) (62) (631 -FT =0
(64) - ¥ = NCOy"Bu
(63) - ¥ = N(CgHz)-2,4-(NC)y
(66) - ¥ = N(CgHy)4-Me

Esquema 2. 1 Estratégia geral para a preparag¢do de oximas e hidrazonas
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2.1.1. 1,1-dicloroacetona oxima (63)

Cl

N——OH
Cl el

(63)

A uma solucao de 1,1-dicloroacetona (I mL, 10 mmol), em etanol (60 mL), foi adicionado
hidrocloreto de hidroxilamina (0,7 g, 30 mmol). A mistura foi deixada em agitacdo durante 36
horas a temperatura ambiente. Evaporou-se o solvente e de seguida adicionou-se 4gua (50 mL) e
extraiu-se o produto com acetato de etilo (2 x 50 mL). A fase orgénica foi seca com MgSQO4 e
evaporou-se o solvente. A oxima obtida como um 06leo que cristaliza num so6lido incolor no
frigorifico, com um rendimento de 59% (0,85 g). p.f: 38-40°C; IV(KBr): 3440, 1780, 1400, 739
cm™'; RMN 'H (400 MHz, CDCls): § = 8.32 (sl, 1H, OH), 6.29 (s, 1H), 2.14 (s, 3H) ppm; RMN
13C (100 MHz, CDCl3): 6 = 155.9, 70.3, 8.7 ppm.

2.1.2. 1,1-dicloroacetona ‘-butoxicarbonil-hidrazona (64)

cl 0
Cl == \“H 0
()

A uma solugdo de 1,1-dicloroacetona (1 mL, 10 mmol), em éter etilico (60 mL), foi adicionado
t-butil carbazato (1,32 g, 10 mmol). A mistura foi deixada em agitacdo durante 16 horas a
temperatura ambiente. Durante esse periodo a hidrazona vai precipitando. Filtracdo sob vécuo,
lavagem com éter etilico frio e secagem, originaram 1,33 g de um soélido branco correspondente a
um rendimento de 55%. p.f: 130-132°C; IV(KBr): 3197, 2983, 1708, 1537, 1253, 1144, 729 cm’!;
RMN 'H (400 MHz, CDCl3): § = 7.63 (sl, 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.
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2.1.3. 1,1-dicloroacetona 2,4-dinitrofenil-hidrazona (65)
Cl

cl e

O,M
(63)

A uma suspensao de 2,4-dinitrofenilhidrazina (33% H20) ) (2,5 g, 8,9 mmol) em dietil fosfito
(35 mL), adicionou-se 1,1-dicloro acetona (1,0 mL, 10 mmol). Apds a adigdo verifica-se a
solubilizacdo da hidrazina. Apos 6 horas a temperatura ambiente adicionaram-se 25 mL de agua.
O solido alaranjado que se forma foi filtrado sob véacuo e lavado éter petroleo. Apds secagem
obtém-se 2,29 g da hidrazona (71%). p.f: 108-110°C; IV(KBr): 3094, 2983, 1617, 1594, 1514,
1338, 1288, 1105, 736 cm™'; RMN 'H (400 MHz, CDCl3): § = 11.03 (s, 1H), 9.14 (d, ] = 2,5 Hz,
1H), 8.38 (m, 1H), 7.95 (d, j = 9,5 Hz, 1H), 6.41 (s, 1H), 2.30 (s, 3H) ppm; RMN '*C (100 MHz,
CDCl3): 6 =150.3, 116.8, 144.5, 139.3, 130.6, 130.2, 123.2, 72.5, 10.4 ppm.

2.1.4. 1,1-dicloroacetona p-toluenosulfonil-hidrazona (66)

Cl /N\\N—j/]
H \\O

(66)

A uma solucdo de p-toluenosulfonil hidrazina (2,8 g, 15 mmol) em acido propionico (25 mL),
foi adicionada 1,1-dicloroacetona (1,7 mL, 18 mmol). A mistura foi agitada a temperatura ambiente
durante 4 horas. Foi adicionado entdo ciclohexano (20 mL) e a mistura da reagdo foi deixada no
congelador, num periodo de 16 horas. O precipitado formado foi filtrado e lavado com ciclohexano
frio. Apds secagem, foram obtidas 3,5 g (80%) de um soélido levemente amarelado. p.f: > 136,8
°C; IV(KBr): 3215, 1398, 1338, 1182, 1514, 664 cm™'; RMN 'H (400 MHz, CDCl3): § = 2.00 (s,
3H, CH3), 2.44 (s, 3H, CH3), 6.18 (br s, 1H, CH), 7.34 (d, J= 8,0 Hz, 2H, Ar), 7.82 (d, J= 8,0 Hz,
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2H), 8.07 (br s, 1H, NH) ppm; RMN 3C (100 MHz, CDCls): & = 10.0, 21.7, 72.3, 127.9, 129.8,
134.8, 144.8, 150.4 ppm.

2.2.  Sintese dos BIMs

Como ja foi referido anteriormente (3), os BIMs foram sintetizados a partir da reagdo dupla e

consecutiva de HDA dos heterodienos, gerados pela agao da base, com o indole (Esquema 2.2).

CHOICHCl,
N—‘T‘H +
NaQCO3

(63) - 67 -Y=0

(64) - Y NC02 “Bu (63) - ¥ = NCOyBu

(65) - T = N(CgH5)-2,4-(I0), (69) - T = M(C4Hz)-2,4-170);
(66) - T = N(CgHz)4-Me (70) - T = N(C,Hz)4-Me

Esquema 2. 2 Método geral de preparacdo dos BIMs

2.2.1. 1-(1-Hidroxiimino)etil bis(3-indolil)metano (67) (C10)

(&7)

A 1,1-diclorooxima (63) (0,08 g, 0,54 mmol) foi adicionada a mistura de indole (0,28, 2,16
mmol) e carbonato de sodio (0,572 g, 5,4 mmol) em H>O/CH>Cl> como solvente (10 + 1,5 mL). A
mistura foi mantida sob agitagdo a temperatura ambiente durante 3 horas. Fez-se entdo a extragao

com CH>Cl> (3 x 20 mL), secagem com sulfato de magnésio e evaporacao do solvente originou o
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produto impuro que foi sujeito a cromatografia de flash. Eluicdo com acetato de etilo/hexanos com
gradiente de 1:3 para 1:1 produziu um s6lido branco (0,1 g, 56%). p.f: 120-121°C; IV(KBr): 3393,
3050, 1472, 1329, 1011, 945, 738 cm™'; RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6): 6 = 10.44 (br s, 1H, OH),
7.48 (d, J= 8,0 Hz, 2H, Ar), 7.12-7.16 (m, 4H, Ar), 6.99 (t, J = 7,6 Hz, 2H, Ar), 5.38 (br s, 1H,
CH), 3.74 (s, 6H, CH3), 1.78 (s, 3H, CH3) ppm; RMN 3C (100 MHz, DMSO-d6): § = 156.7,
136.7,127.8, 127.1, 121.1, 119.0, 118.4, 113.4, 109.6, 32.3, 12.3 ppm.

2.2.2. 1-[(1-"butoxicarbonilhidrazono)]etil bis(3-indolil)metano (68) (C1)

A hidrazona (64) (0,20 g, 0,83 mmol) foi adicionada a mistura de indole (0,39 g, 3,30 mmol)
e carbonato de sédio (0,88 g, 8,3 mmol) em H>O/CH>Cl, como solvente (15 + 3 mL). A mistura
foi mantida sob agitagdo a temperatura ambiente durante 3 horas. Fez-se entdo a extragdo com
CH2Cl> (3 x 20 mL), secagem e com evaporagdo do solvente originou o produto bruto que foi
sujeito a cromatografia de flash. Elui¢do com a mistura de acetato de etilo/hexanos com gradiente
de 1:3 para 1:2 produziu um so6lido branco (0,18 g, 54%). p.f: > 180°C; IV(KBr): 3435, 3263,
1714, 1498, 1456, 1365, 1248, 1161, 1124 cm™'; RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6): 6 = 1.47 (s, 9H,
CHs), 1.83 (s, 3H, CH3), 5.38 (s, IH, CH), 6.93 (t,J = 7,2 Hz, 2H, Ar), 7.06 (t, J = 7,2 Hz, 2H, Ar),
7.16 (d, J=1,6 Hz, 2H, Ar), 7.36 (d, J = 8,0 Hz, 2H, Ar), 7.44 (d, J = 8,0 Hz, 2H, Ar), 9.35 (br s,
1H, NH), 10.91 (br s, 2H, NH) ppm; RMN '3C (100 MHz, DMSO-d6): & = 14.4, 28.1, 43.0, 78.9,
111.4,114.1, 118.3, 118.9, 120.9, 123.4, 126.8, 36.2, 153.3, 155.4 ppm.
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2.2.3. 1-[1-(2,4-dinitrofenilhidrazono)]etil bis(3-indolil)metano (69) (C2)

NO,

A hidrazona (65) (0,26 g, 0,83 mmol) foi adicionada a mistura de indole (0,39 g, 3,3 mmol) e
carbonato de sodio (0,88 g, 8,3 mmol) em H>O/CH>Cl> como solvente (15 + 3 mL). A mistura foi
mantida sob agita¢do a temperatura ambiente durante 3 horas. Fez-se entdo a extracdo com CH>Cl»
(3 x 20 mL), secagem com e evaporacao do solvente originou o produto que foi sujeito a
cromatografia a flash, eluicdo com acetato de etilo/hexanos com gradiente de 1:3 para 1:2 produziu
um solido laranja (0,25 g, 63%). p.f. > 173.5 °C (dec); IV (KBr): 3413, 3320, 1678, 1590, 1516,
1421, 1334, 1312, 1280, 1088 cm-1; RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6): 6 =2.13 (s, 3H, CH3), 5.63
(s, 1H, CH meso), 6.92-6.97 (m, 2H, Ar), 7.05-7.10 (m, 3H, Ar), 7.25 (br s, 1H, Ar), 7.39 (t, J =
5.2 Hz, 2H, Ar), 7.49 (t, J = 5.2 Hz, 2H, Ar), 7.89-7.93 (m, 1H, Ar), 8.34-8.37 (m, 1H, Ar), 8.86-
8.88 (m, 1H, Ar), 10.88 (br's, 1H, NH), 11.01 (br s, 2H, NH) ppm; RMN *C (100 MHz, DMSO-
d6)o=14.4,43.2,111.5,113.2,116.1, 118.5,118.8, 121.1, 123.0, 123.8, 126.7, 129.2, 130.1, 136.3,
136.8, 144.9, 160.5 ppm.
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2.2.4. 1-[1-(p-Toluenosulfonilhidrazono)]etil bis(3-indolil)metano (70) (C3)

(70)

A hidrazona (66) (0,39 g, 0,83 mmol) foi adicionada a mistura de indole (0,39 g, 3,3 mmol) e
carbonato de sodio (0,88 g, 8,3 mmol) em H,O/CH>Cl, como solvente (15 + 3 mL). A mistura foi
mantida sob agitagdo a temperatura ambiente durante 5 horas. Fez-se entdo a extragdo com CH2Cl,
(3 x 20 mL), secagem com sulfato de s6dio anidro e evaporagdo do solvente originou um sé6lido
que foi sujeito a cromatografia de flash. Elui¢dao com acetato de etilo/hexanos com gradiente de
1:3 para 1:2 produziu um solido levemente alaranjado (0,16 g, 41%). p.f. 158- 160 °C (éter etilico);
IV (KBr) : 3408, 3221, 1458, 1336, 1165, 1092, 742, 677, 669 cm™'; RMN 'H (400 MHz, DMSO-
d%): 5=1.77 (s, 3H, CH3), 2.45 (s, 3H, CH?), 5.27 (s, 1H, CH), 6.78 (t,J = 7.2 Hz, 2H, Ar), 7.04(,
J=17.2 Hz, 2H, Ar), 7.13 (d, /= 2.0 Hz, 2H, Ar), 7.15 (d, /= 8.0 Hz, 2H, Ar), 7.33 (d, /= 4.0 Hz,
2H, Ar), 7.40 (d, J= 8.0 Hz, 2H, R), 7.78 (d, /= 8.4 Hz, 2H, Ar), 9.99 (br s, 1H, NH), 10.91 (brs,
2H, NH) ppm; RMN *C (100 MHz, DMSO-d%) § = 14.5, 21.2, 43.0, 111.3, 113.2, 118.3, 118.8,
120.9, 123.4, 126.6, 127.6, 129.3, 136.2, 136.3, 142.9, 159.3 ppm.

2.3.  Outros compostos testados
Os compostos a seguir referenciados, preparados e disponibilizados pelo grupo de quimica

organica do laboratorio 3.33, foram também objeto deste nosso estudo e avaliagdo.
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2.3.1.

1-[1-(2,4-dinitrofenilhidrazono)]etil bis(1-pirazolil)metano (71) (C4)

Ay

(/1)

2.3.2. 1-[1-(p-Toluenosulfonilhidrazono)]etil bis(1-pirazolil)metano (72) (C7)

(72)
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2.3.3. {4-bromofenil-1-[1-(2,4-dinitrofenilhidrazono)]}etil bis(1-
pirazolil)metano (73) (C5 e C6)

3

2.3.4. 1-[1-(p-Toluenosulfonilhidrazono)]etilbis[1-(1,2,4-triazolil)jmetano (74)
(C8)

(74
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2.3.5. {4-bromofenil-1-[1-(2,4-dinitrofenilhidrazono)]}etil bis[1-(1,2,4-
triazolil)metano (75) (C9)

Br
OsM
N s
__\ y
Q\ N " NO;
N/

/N

(75}

2.4. Atividade antifingica

De modo a avaliar a atividade antifiingica dos compostos BIMs desenvolvidos no ambito
do presente trabalho, foi utilizado o método de Kirby-Bauer, de difusdo em agar, de acordo os
protocolos estabelecidos pelo European Committee on Antimicrobial Susceptibity
Testing.®¥®) Em concordancia com este método, inoculam-se os microrganismos na
superficie das placas de Petri contendo meio de cultura, com o propdsito de possibilitar o
crescimento das espécies fungicas selecionadas. Apds a inoculacdo, aplicam-se discos de papel
de filtro, aos quais se adicionam os BIMs previamente sintetizados. Durante o periodo de
incubagao, os compostos difundem-se para o agar, produzindo um gradiente de concentracao.
Na regido ao redor dos discos, formam-se halos de inibicdo do crescimento microbiano, que
conforme a sua dimensdo, permitem determinar a suscetibilidade dos fungos aos compostos

BIMs previamente sintetizados.®”
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2.4.1. Fungos testados

As culturas dos microrganismos utilizadas neste estudo englobavam duas estirpes da
espécie Candida albicans (ATCC 10231 e ATCC 90028), e as espécies Cryptococcus
neoformans (YPO 186) e Saccharomyces cerevisiae (PYCC 3507). Suspensoes das leveduras
selecionadas foram preparadas em tubos de ensaio de 5 mL com solucao salina (0,85 % NaCl)

estéril, de forma a obter-se uma turvacao 0,5 do padrao de McFarland (Biomerieux).

2.4.2. Meios de cultura e solu¢des de compostos

Os meios de cultura utilizados Yeast Malt Agar (HIMEDIA) e Mueller-Hinton (OXOID)
foram preparados de acordo com as instru¢des do fabricante. O meio Mueller-Hinton, foi
suplementado com 2% de glucose. A esterilizagdo dos meios foi realizada a 121 °C, a uma
pressdo de 1 atm, durante 15 minutos em autoclave. Apos a esterilizagdo os meios foram
distribuidos nas caixas de Petri até solidificarem. Posteriormente, os meios foram refrigerados
e armazenados a 4 °C até a sua utilizagao.

As espécies C. albicans (ATCC 10231 e 90028) e C. neoformans (YPO 186) foram
inoculadas no meio de cultura Mueller-Hinton, enquanto S. cerevisiae (PYCC 3507) foi
inoculada no meio de cultura Yeast Malt Agar.

Foram preparadas solugdes a partir dos compostos previamente sintetizados, com uma
concentracao de 5 mg/mL. Foram pesados 10 mg (0,01 g) de cada composto, diretamente em
tubos eppendorf, os quais foram dissolvidos em 2 mL de dimetilsulfoxido (DMSO) e

adequadamente homogeneizados.

2.4.3. Método Kirby-Bauer

A inoculacdo das placas de Petri com os seus respetivos meios de cultura foi efetuada
recorrendo a zaragatoas estéreis, que contém uma amostra das suspensdes de leveduras

preparadas, ao longo de 3 eixos de inoculacao (Figura 2.1).
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Figura 2. 1 Representacdo do padrdo de inoculacdo de acordo com o método Kirby-
Bauer [adaptado de (90)]

De seguida, cada uma das placas foi dividida em 2 e colocou-se assepticamente 1 disco de
papel (6 mm de didmetro) (Oxoid) em cada lado da placa. Sobre os discos, adicionou-se

lentamente 20 pL da solu¢ao do composto a testar (Figura 2.2).

Figura 2. 2 Representacao esquematica da placa de Petri apds a aplicagdo dos discos
[adaptado de (88)]

Preparou-se 2 placas onde se colocou os antimicdticos que corresponderam a controlos
positivos: fluconazol (Flu), anfotericina b (Anf.B), nistatina (Nist) e o controlo negativo
(DMSO). Numa das placas colocou-se um disco contendo fluconazol e outro com anfotericina

B e na outra placa um disco com nistatina e um disco onde se aplicou DMSO.
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As placas inoculadas foram incubadas a 30° C, durante 24 horas, e apds este periodo,
observou-se halos de inibi¢do do crescimento microbiano. Registou-se o didmetro dos mesmos
(milimetros) e calculou-se as respetivas médias e desvios-padrdo. Executou-se este ensaio trés

VEZCES.
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3. Resultados e discussao

Os resultados das medigoes dos diametros dos halos de inibicao do crescimento das
leveduras em meio de cultura solido na presenga dos compostos em estudo na concentragao 5

mg/ml (100 pg), encontram-se registados na Tabela 3.1.

Tabela 3. 1 Valores dos didmetros médios e os correspondentes desvios-padrao (mm), dos halos
de inibi¢do do crescimento das leveduras resultantes da aplicacdo dos compostos sintetizados e
de controlo. (-): auséncia de halo; fluconazole (Flu); anfotericina B (Anf.B); nistatina (Nist)
(Compostos em estudo [5 mg/ml (100 pg)]

C. albicans C. albicans C. neoformans S. cerevisiae
(ATCC 10231) (ATCC 90028) (YPO 186) (PYCC 3507)
DMSO/NaCl - 7,83 +1,29 - 8.91+ 1,02
Flu. (25ng) - 21.25+7231 20,67 + 0,94 16,08 + 1,07
Anf.B (10pg) 21,75 +4,31 18,33 + 3,67 7,75+ 6,01 9,33+0,75
Nist. (10ug) 21,25+8.35 11,75 + 8,95 - 7,75 £ 12,01
C1 (100pg) 4,83 +3,75 7,50 £ 0,63 5,92+4,63 6,42 +4,98
C2 (100pg) 5,50 £4,27 8,17+ 0,82 5,67+4,41 5,83+491
C3 (100pg) 2,33 +3,61 6,58 + 0,66 5,50 £4,28 8,67+0,75
C4 (100pg) 2,42 +3,77 7,08 + 1,28 533+4,20 8,91+ 0,80
C5 (100pg) 5,00 + 3,90 8,91 + 0,66 5,92+4,59 9,75 +0,42
C6 (100pg) 2,25+3,49 7,25+ 1,04 6,08 +4,72 8,92+ 1,32
C7 (100pug) 4,42 +3,51 6,58 + 0,86 2,50 £ 3,89 8,08 + 1,02
C8 (100pg) 2,67+4,13 4,83 + 3,80 5,83+4,53 8,83+0,75
C9 (100ug) 2,67+4,13 8,17+ 0,25 6,08 £ 4,72 8,92 + 0,66
C10 (100pg) 8,25+ 1,25 8,67+ 0,88 6,67 +5,17 1,00 0,31

A anfotericina B e a nistatina, como expetavel, apresentaram a mais vasta capacidade
inibitoria, afetando todas a espécies de leveduras, com excecdao da nistatina, que ndo teve
qualquer efeito sobre C. neoformans (YPO 186). A consequente eficdcia demonstrada pela
anfotericina B pode dever-se ao seu duplo mecanismo de acdo, destabilizado a membrana
celular via a formagao de poros transmembranas e producao de radicais livres.

O fluconazole demonstrou efeito em C. albicans (ATCC 90028), C. neoformans
(YPO 186) e S. cerevisiae (PYCC 3507). Uma vez que este agente demonstra capacidade de
inibir a estirpe (ATCC 90028) da espécie de Candida e Cryptococcus, extrapola-se que estirpe
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C. albicans (ATCC 10231) deve manifestar mecanismos de resisténcia que ndo a torna
suscetivel a este composto azolico.

Os resultados da acdo dos compostos sintetizados nao foram significativos, uma vez que
se encontravam no intervalo dos valores do controlo negativo (DMSQO). No entanto, apds a
analise dos valores, no que se refere a estirpe C. albicans (ATCC 10231), pode-se inferir que
os BIMs C1-3 e C10, embora com zonas de inibicao diminutas, demonstraram uma eficacia
superior aos bispira- (C4-C7) e triazolilmetanos (C8 e C9) e, quando comparados entre si, C10
regista um valor bastante mais elevado, quase o dobro, do que os outros BIMs (Cl1-3),
deduzindo-se que a presenga de um grupo oxima poderd beneficiar na inibicdo quando
comparado com o grupo hidrazona.

Para espécie S. cerevisiae, a a¢ao inibitoria revelada foi o oposto do que se evidenciou para
C. albicans (ATCC 10231), onde a acdo da oxima presente no composto C10 foi bastante
inferior as hidrazonas (C1-C4).

No caso de C. albicans (ATCC 90028) e C. neoformans (YPO 186), os valores nao
divergem muito entre si, no entanto surgem algumas excecdes. A atividade de C7 sobre
C.neoformans, que exibe valor mais baixo, quando comparado com C3 e C8, igualmente
portadores do grupo toluenosulfonilhidrazono, que estdo associados a valores ligeiramente
maiores, deduz-se que a presenca da fun¢do bis(1-pirazolil)metano compromete a atividade
contra o fungo em causa. Relativamente ao composto C8, demonstrou o valor mais baixo de
halo de inibi¢do quando testado nas placas com C. albicans (ATCC 90028), sugerindo, tendo
em conta que juntamente com o0s outros compostos que exibem o grupo
toluenosulfonilhidrazono (C3 e C7) compdem os compostos com menor capacidade de
inibicdo contra este fungo, que a adicional presenga de triazolil poderd enfraquecer a sua

capacidade inibicao.
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4. Conclusao e perspetivas futuras

Os compostos bisindodlicos, como mencionados anteriormente, exibem uma ampla
atividade terapéutica contra diversas patologias, notavelmente no tratamento oncoldgico.
Estudos focados nestes compostos propdem principalmente alargar o seu espetro de atividade,
incluindo determinar o seu potencial efeito como agente antimicotico.

Perante os resultados obtidos, os valores dos halos de inibi¢ao referentes aos compostos
estudados — BIMs por nos sintetizados e bispirazoles e triazoles postos a nossa disposicao -
nao se verificaram significativos.

No entanto, relativamente aos BIMs, os resultados poderdo sugerir que futuras
modificagdes estruturais deveriam manter a base oxima, ¢ ndo a funcionalidade hidrazona
(particularmente toluenosulfonilo), explorando subsequentemente outras possibilidades de
substituicdo, com outros compostos heterociclicos (azoles, tioazoles, etc) noutras posigdes da
molécula.

Em trabalhos futuros, seria recomendavel recorrer a outro método para avaliar a atividade
antimicrobiana, optando por meios de cultura liquidos para determinar o efeito dos compostos
nas leveduras. O método de Kirby-Bauer aplicado encontra-se limitado pela dificuldade de
regular a concentragdo de microrganismos na suspensao celular (padrdes de McFarland) e de
atingir uma dispersdao uniforme da colonia na inoculagdo das placas de Petri, que complica a
posterior leitura dos resultados. Seria também relevante investigar o efeito em outras espécies
de fungos (p.ex dermatofitos) com caracteristicas morfologicas dissemelhantes e espécies de
Aspergillus, visto que tém tido uma maior preponderancia nas infe¢cdes causadas por agentes

oportunistas.
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