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RESUMO

As chalconas sdo substancias de plantas que apresentam inimeras bioatividades, dentre elas
atividade antifangica, sendo de sintese concisa. Estudos realizados por este grupo de pesquisa
demonstraram a acéo da 2",4"-dimetoxichalcona (JA-0) contra espécies de Candida, exibindo
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) entre 15,6 pg/mL e 61,2 pg/mL. Com o objetivo de
otimizar a atividade antifingica dessas dimetoxichalconas, foi proposta uma série de analogos
de JA-0 com modificacGes no anel B, por meio de substituintes eletrodoadores e eletroatratores.
A sintese desses analogos, foi realizada por meio da reacdo alddlica de Claisen-Schmidt. A
avaliacdo antidermatofitica foi realizada contra Trichophyton rubrum, Trichophyton
mentagrophytes, Microsporum canis e Epidermophyton floccosum incluindo cepas de
referéncia da American Type Culture Collection (ATCC) e isolados oriundos de micoses
superficiais. A partir dos valores da CIM, foram selecionados os trés compostos mais ativos
para avaliacdo da sua combinacdo com diferentes farmacos antifingicos, a avaliacdo do tempo
de morte e a avaliacdo da toxicidade contra queratindcitos humanos e larvas de Galleria
mellonella. Foram obtidos trinta e um compostos com rendimentos globais entre 15 e 96%, e
pureza entre 90 e 98%. Cinco substancias sao inéditas na literatura, JA-2F, JA-3Br, JA-30Me,
JA-20H3F e JA-4-terc. Os ensaios de susceptibilidade fangica in vitro indicaram os valores
de CIM e da Concentracdo Fungicida Minima (CFM). Os analogos mais ativos contra 0s
dermatofitos exibiram valores de CIM entre 0,9 pg/mL e 31,2 pg/mL. Os compostos JA-0 e
JA-2F apresentaram atividade antidermatofitica mais pronunciada sendo selecionadas para
estudos mais aprofundados. O composto JA-40Me, € um farmaco chalcénico ja em
comercializagdo, nos motivando a continuar com sua avaliagdo contra os dermatofitos. Os
compostos JA-0, JA-2F JA-40Me provocaram danos a membrana plasmatica e na parede
celular da célula fungica, o que pode ser sugestivo para um mecanismo de a¢do. Ao combinar
os analogos metoxilados com os antifungicos anfotericina B, caspofungina, fluconazol,
terbinafina e voriconazol, esses evidenciaram efeito sinérgico em combinagdo com a maior
parte dos farmacos testados. Quanto a toxicidade contra G. mellonella, os trés analogos nédo
apresentaram toxicidade a 500 pg/mL. Os resultados obtidos indicam uma potencialidade das
metoxichalconas para o desenvolvimento de novos agentes antifungicos, demonstrando

potencial aplicabilidade para o tratamento de dermatofitoses.

Palavras-chave: Micoses superficiais. Chalconas. Metoxichalconas. Dermatofitos.



ABSTRACT

Chalcones are plant substances that have numerous bioactivities, including antifungal activity,
being concise synthesis. Studies carried out by this research group demonstrated the action of
2", 4 -dimethoxyhalcone (JA-0) against Candida species, exhibiting Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) between 15.6 pg/mL and 61.2 pg/mL. With the objective of optimizing
the antifungal activity of these dimethoxyhalcones, a series of JA-0 analogues with
modifications in the B ring was proposed, through electrodes and electroattractors substituents.
The synthesis of these analogues was performed using the Claisen-Schmidt aldol reaction. The
antidermatophytic evaluation was performed against Trichophyton rubrum, Trichophyton
mentagrophytes, Microsporum canis and Epidermophyton floccosum, including reference
strains from the American Type Culture Collection (ATCC) and isolates from superficial
mycoses. From the MIC values, the three most active compounds were selected for the
evaluation of their combination with different antifungal drugs, the evaluation of the time of
death and the evaluation of toxicity against human keratinocytes and larvae of Galleria
mellonella. Thirty-one compounds were obtained with overall yields between 15 and 96%, and
purity between 90 and 98%. Five substances are unpublished in the literature, JA-2F, JA-3Br,
JA-30Me, JA-20H3F and JA-4-terc. In vitro fungal susceptibility assays indicated MIC and
Minimum Fungicide Concentration (MFC) values. The most active analogues against
dermatophytes exhibited MIC values between 0.9 pg/mL and 31.2 pg/mL. Compounds JA-0
and JA-2F showed more pronounced antidermatophytic activity and were selected for further
studies. The compound JA-40Me, is a chalconic drug already in commercialization, motivating
us to continue with its evaluation against dermatophytes. Compounds JA-0, JA-2F JA-40Me
caused damage to the plasma membrane and cell wall of the fungal cell, which may be
suggestive of a mechanism of action. When combining the methoxylated analogues with the
antifungals amphotericin B, caspofungin, fluconazole, terbinafine and voriconazole, these
showed a synergistic effect in combination with most of the drugs tested. As for toxicity against
G. mellonella, the three analogues did not show toxicity at 500 pg/mL. The results obtained
indicate the potential of methoxyhalcones for the development of new antifungal agents,

demonstrating potential applicability for the treatment of dermatophytosis.

Keywords: Superficial mycoses. Chalcones. Methoxyhalcones. Dermatophytes.
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1 INTRODUCAO

1.1 Considerac0es iniciais

As infeccBes fangicas se apresentam como um problema de salide pablica no cenério
global, devido ao nimero crescente de individuos imunossuprimidos (SARDI et al., 2013).
Essas infeccGes geram constante preocupacéo por estarem amplamente difundidas e devido a
selecdo de linhagens multirresistentes a terapia fangica convencional (HSIEH et al., 2019;
PERFECT 2017).

Dentre as infec¢Oes geradas pelos fungos, as dermatofitoses se constituem como uma
das infeccdes fangicas mais prevalente

s, afetando em torno de 20 a 25% da populacdo mundial e representando em torno de
30% das infeccBes fungicas. Os principais agentes etioldgicos das dermatofitoses sdo os fungos
filamentosos, pertencentes aos géneros Epidermophyton, Microsporum e Trichophyton, sendo
Trichophyton rubrum a espécie de maior incidéncia, seguida por Trichophyton mentagrophytes.
Segundo Al-Khikani (2020) a prevaléncia das dermatofitoses pode variar dentro de um mesmo
pais e entre paises diferentes.

Os fungos dermatofitos sdo organismos queratinofilicos, ou seja, apresentam a
capacidade de utilizar a queratina da pele, unhas e cabelos como fonte de aminoécidos,
causando danos dermatoldgicos. Esses microrganismos produzem enzimas que irdo auxilia-los
na invasao dos tecidos queratinizados e causar o processo infeccioso (AL SHEIKH, 2009; AL-
JANABI, 2014).

O aumento na incidéncia de dermatofitoses tem gerado alerta na comunidade cientifica,
pois a terapia antifingica convencional apresenta sérias limitagdes, incluindo a necessidade de
longos periodos de tratamentos, efeitos adversos severos e recrudescimento da resisténcia.
Neste sentido, é urgente a busca por substancias que tenham atividades antifungicas para
compor um arsenal terapéutico contra a agdo destes patogenos (JIN, 2019; ROBBINS,
CAPLAN, COWEN, 2017).

Diante do rapido acesso sintético e espectro de bioatividades apresentados pelas
chalconas, incluindo resultados obtidos pelo Laboratério de Antibioticos e Quimioterapicos,
adveém nosso interesse pelas chalconas substituidas pelo grupo metoxila, as quais apresentaram
acdo contra fungos, bactérias e células tumorais (NASCENTES et al., 2018; MARQUES et al.,
2020).
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Esses dados nos motivaram a sintetizar uma série de analogos de chalconas metoxiladas,
a partir da 2’,4’-dimetoxichalcona (1) e pesquisar a agdo desta substancia e seus analogos contra
as espécies de dermatdfitos, uma vez que esta substancia ja foi ativa contra espécies de Candida
(MARQUES et al., 2020) (Figura 1).

Figura 1. Estrutura da 2’,4’-dimetoxichalcona (1) ativa contra espécies de Candida
(MARQUES et al., 2020)

MeO

PON G

OMe O 1)

Para melhor entendimento, os dados dessa tese foram organizados em quatro capitulos.
No capitulo I, foi realizada uma revisdo bibliografica sobre as dermatofitoses, os agentes
dermatofiticos, incidéncia dessa infeccdo e uma descricdo dos compostos chalcénicos
metoxilados.

No capitulo I, foi apresentado o manuscrito da caracterizacdo antifungica de analogos
da 2’,4’-dimetochalcona com diferentes substituintes eletroatratores. A partir dessa triagem,
foram selecionados dois compostos mais ativos para uma avaliagdo mais detalhadas da
atividade antidermatofitica. No capitulo Il foi elucidada a atividade antidermatofitica de oito
analogos da 2’°,4’-dimetoxichalcona contra as trés espécies principais de fungos dermatofiticas,
seguido da avaliacdo da combinacdo de uma chalcona selecionada com varios agentes
antifingicos, avaliacdo de possiveis mecanismos de acédo e avaliacao do perfil de toxicidade.

Por fim, no capitulo IV foram apresentadas as conclusdes gerais dos estudos das
metoxichalconas contra os fungos dermatéfitos, além das referéncias, e os apéndices dos
Capitulos Il e 1.
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4. CONCLUSOES GERAIS

Nessa pesquisa utilizamos a 2’,4’-dimetoxichalcona como prot6tipo para o
planejamento de analogos metoxilados de chalconas. Foram sintetizadas por meio da
reacdo de condensacdo alddlica de Claisen-Schimdt, um total de 31 compostos, com
rendimentos de 15 a 96%.

Os analogos foram avaliados contra fungos dermatofitos, utilizando cepas de
referéncia e isolados clinicos de T. rubrum, T. mentagrophytes, M. canis e E. floccosum.
Uma triagem inicial a 31,2 pg/mL permitiu a sele¢cdo dos compostos mais ativos. Os
analogos que continham substituintes eletrodoadores foram menos ativos que os andlogos
com substituidos por grupos eletroatratores.

A substancia JA-O e os analogos JA-2F e JA-40Me apresentaram efeitos
promissores para a atividade antidermatofitica. Esses dois compostos, apresentaram acao
sinérgica ao combina-los com anfotericina B, terbinafina e voriconazol. A auséncia de
toxicidade dos compostos no modelo in vivo, Galleria mellonella, possibilita 0 seu uso
como opcdes para novas abordagens terapéuticas no controle das dermatofitoses.

Através deste trabalho, foi possivel verificar que os compostos chalconicos
metoxilados pode ser uma classe candidata promissora para o desenvolvimento de novos
agentes antidermatofitica, pois apresentam acdo de amplo espectro contra um painel de

fungos dermatofitos.
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