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RESUMO

As dermatofitoses sdo infecgdes causadas por fungos queratinofilicos que acometem pele, pelos
e unha. Sdo as infeccdes prevalentes dentre as dermatomicoses, podendo atingir 15 a 32 % da
populacdo mundial. Dentre os fatores que corroboram o surgimento e manutencdo das
dermatofitoses, incluem-se idade, clima, classe socioecondmica e ocupagdo. Possuem um
tratamento medicamentoso longo e de alto custo econdmico, o qual promove alto indice de
abandono, provocando recidivas e cronicidade. As chalconas sdo substancias de plantas e que
possuem inumeros efeitos bioativos, principalmente antifingico. Em trabalhos anteriores
realizados pela equipe do Laboratério de Antibidticos e Quimioterapicos — LAQ, observou
atividade antifungica de dimetoxichalconas contra Candida spp. No presente trabalho, buscou-
se a sintese e avaliacdo antifungica de 12 analogos halogenados da 2°,5’-dimetoxichalcona. Em
uma primeira etapa avaliou-se a atividade antifingica por meio dos valores de concentracao
inibitéria minima (CIM). Os compostos 3F e 4F apresentaram valores de CIM de 7,8 pg/mL
contra cepas de Trichophyton rubrum e Trichophyton mentagrophytes. A substancia 4Cl exibiu
valores de CIM de 15,6 pg/mL contra cepas de T. rubrum, T. mentagrophytes e Microsporum
canis. Esses trés compostos foram selecionados para avaliacGes de bioatividade adicionais
(como...). O experimento de checkerboard indicou uma acgéo aditiva dos trés compostos com
os farmacos terbinafina, itraconazol e fluconazol, exceto 4F que apresentou acdo indiferente
com o fluconazol. Para elucidar uma possivel acdo contraa membrana e parede celular fungicas,
foi conduzido ensaios com ergosterol e sorbitol adicionados no meio de cultura. Observou-se
uma acdo em membrana citoplasmatica, com um aumento de 16 vezes na CIM com o meio
suplementado com ergosterol. Pelo ensaio de tempo de morte foi possivel verificar que 3F e 4F
apresentaram acdo fungicida, inibindo em 100% o crescimento de T. rubrum em 24 e 8 horas
respectivamente. O composto 4Cl exibiu acdo fungistatica. O ensaio de toxicidade in vitro foi
realizado contra queratinocitos humanos (HaCaT), onde observou uma alta toxicidade e um
indice de seletividade (IS) menor que 0,5. No ensaio de toxicidade in vivo contra larvas de
Tenebrio molitor, as mesmas apresentaram uma taxa de 30 a 60% de sobrevivéncia frente as
chalconas. Os resultados obtidos demonstram uma alta probabilidade no desenvolvimento de

novos agentes antidermatofiticos, auxiliando assim o tratamento dessas infeccdes.

Palavras-chave: Dermatofitos. Chalconas. Metoxichalconas



ABSTRACT

Dermatophytoses are infections caused by keratinophilic fungi that affect the skin, hair and
nails. They are the most prevalent infections among dermatomycoses, affecting 15 to 32% of
the world's population. Among the factors that corroborate the emergence and maintenance of
dermatophytosis, include age, climate, socioeconomic class and occupation. They have a long
drug treatment and high economic cost, which promotes a high rate of abandonment, causing
relapses and chronicity. Chalcones are plant substances that have numerous bioactive effects,
mainly antifungal. In previous works carried out by the team of the Laboratory of Antibiotics
and Chemotherapeutics - LAQ, observed antifungal activity of dimethoxyhalcones against
Candida spp. In the present work, we sought the synthesis and antifungal evaluation of 12
halogenated analogues of 2',5'-dimethoxyhalcone. In a first step, the antifungal activity was
evaluated using the minimum inhibitory concentration (MIC) values. Compounds 3F and 4F
showed MIC values of 7.8 pg/mL against strains of Trichophyton rubrum and Trichophyton
mentagrophytes. The 4Cl substance exhibited MIC values of 15.6 pg/mL against strains of T.
rubrum, T. mentagrophytes and Microsporum canis. These three compounds were selected for
further bioactivity evaluations (how...). The checkerboard experiment indicated an additive
action of the three compounds with the drugs terbinafine, itraconazole and fluconazole, except
4F which showed indifferent action with fluconazole. To elucidate a possible action against the
fungal membrane and cell wall, tests were conducted with ergosterol and sorbitol added to the
culture medium. An action on the cytoplasmic membrane was observed, with a 16-fold increase
in MIC with the medium supplemented with ergosterol. By the time of death assay, it was
possible to verify that 3F and 4F had a fungicidal action, inhibiting the growth of T. rubrum by
100% in 24 and 8 hours, respectively. Compound 4Cl exhibited fungistatic action. The in vitro
toxicity assay was carried out against human keratinocytes (HaCaT), where a high toxicity and
a selectivity index (I1S) lower than 0.5 were observed. In the in vivo toxicity test against Tenebrio
molitor larvae, they showed a 30 to 60% survival rate against chalcones. The results obtained
demonstrate a high probability in the development of new antidermatophytic agents, thus

helping the treatment of these infections.

Keywords: Dermatophytes. Chalcone. Methoxychalcone
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1. INTRODUCAO

1.1. Dermatofitoses

As infecgdes por fungos séo classificadas quanto ao envolvimento tecidual e ao modo
de entrada do parasito no hospedeiro. Podem ser categorizadas como superficiais, cutaneas e
subcutaneas, ou ainda sistémicas, podendo adentrar ao hospedeiro por traumas ou inalagéo.
Segundo Zaitz, as micoses superficiais, ou dermatomicoses, podem ser classificadas em:
superficiais propriamente ditas e superficiais cutaneas. As superficiais propriamente ditas sao
aquelas que acometem a camada cornea da pele e a cuticula do pelo, sem provocar nenhuma,
ou resposta imunoldgica baixissima. Este fato auxilia na promocao de uma infeccdo cronica e
assintomatica. Incluem nesta classificacao a pitiriase versicolor, piedra branca, piedra preta e
tinha negra. As micoses superficiais cutaneas acometem os pelos, a pele e as unhas, e seus
agentes etioldgicos sdo os dermatdfitos, leveduras do género Candida e fungos filamentosos
ndo dermatofitos hialinos ou demaceos (MARKANTONATOU et al., 2023; WEITZMAN et
al., 1995; ZAITZ et al., 2010).

Os dermatdfitos constituem um grupo de fungos queratinofilicos que utilizam a
queratina presente na pele, pelos e unha, como fonte de aminoacidos. Esses fungos pertencem
ao filo Ascomycota, a classe Eurotiomycetes, a ordem Onygenales e a familia
Arthrodermataceae. Atualmente existem sete géneros de dermatofitos: Trichophyton,
Epidermophyton, Nannizzia, Paraphyton, Lophophyton, Microsporum, e Arthroderma. Os trés
principais géneros de fungos dermatdfitos de interesse clinico sdo: Microsporum, Trichophyton
e Epidermophyton (ARAYA et al., 2020; HOOG et al., 2017; WEITZMAN et al., 1995).

Algumas espécies de dermatdfitos vivem no solo e sdo denominadas geofilicas
(Exemplo: Microsporum gypseum), outras vindas de animais sdo chamadas zoofilicas
(Exemplo: Microsporum canis) e aquelas que acometem preferencialmente o homem,
antropofilicas (Exemplo: Trichophyton rubrum). Os dermatofitos antropofilicos sdo os mais
bem adaptados ao homem, e sdo facilmente transmitidos entre 0s mesmos. Isso se da pelo longo
tempo de interagdes e adaptacdes entre os dermatdfitos e 0 homem que ocorrem desde sua
origem. Algumas adaptagdes que ocorreram e foram de suma importancia foram: crescimento
a temperatura corporal, penetracdo das barreiras, lise e absor¢do dos tecidos e nutrientes,
respectivamente, por meio de enzimas e resisténcia ao sistema imunol6gico (GNAT et al., 2019;
KOHLER et al., 2017).
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As espécies zoofilicas também tem uma relativa facilidade de acometerem os
humanos, por infectarem mamiferos, e pela relacdo cotidiana com os mesmos. Alguns relatos
na literatura demonstram que animais domésticos como cées, gatos, porquinho-da-india, etc,
sdo reservatorios de dermatofitos e promovem micoses cronicas aos humanos e vice-versa. Isto
se da pelo contato continuo entre animal e homem, e pelo dificil tratamento das micoses nos
animais (falta de controle sob os animais de estimacdo, pelos, dificuldade em administrar os
farmacos). Geralmente causam infec¢bes mais agudas e com sintomas inflamatorios mais
expressivos do que os agentes antropofilicos (BAUMGARDNER et al., 2017; NEVES et al.,
2018).

Os dermatofitos classificados como geofilicos sdo adaptados ao solo, e um fato que
explica fungos queratinofilicos vivendo nos solos € a presenca de massas de origem animal, e
solos fertilizados, como em fazendas e jardins. Essas espécies, convivendo e competindo com
outros microrganismos, apresentam caracteristicas adaptativas que provocam infeccGes mais
agressivas e agudas, assim como as zoofilicas (SHAMSIZADEH et al., 2022).

Dentre os dermatofitos, os do género Microsporum tém predilecao por pele e pelos, ja
os do género Epidermophyton, por pele e unha, os dermatdfitos pertencentes ao género
Trichophyton infectam tanto pele e pelos, quanto as unhas (GRASER et al., 2018; ZAITZ et
al., 2010).

As manifestacBes clinicas causada pelos dermatofitos variam conforme o local de
infeccdo, por exemplo, a Tinea capitis ou Tinha do couro cabeludo provoca a queda dos cabelos
e inflamacdo pontual ou multipla (Figura 1), a Tinea corporis ou Tinha do corpo (Figura 2)
gera lesdes anulares, de crescimento centrifugo e cura central (LIN et al., 2021; ZAITZ et al.,
2010).

Figura 1. Tinea capitis

Fonte: CDC-PHIL, ID: 17577.
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Figura 2. Tinea corporis

Fonte: Fiocco et al., 2022.

As micoses superficiais sdo uma das formas de infeccdo mais comuns prevalentes no
globo, podendo atingir de 15 a 32 % da populacdo mundial. (ALEMAYEHU et al., 2016;
ALMEIDA et al., 2009; HAVLICKOVA et al., 2008).

A maioria dos estudos focados na epidemiologia das micoses cutaneas, tem por agente
etioldgico, os dermatdfitos (60-90 %), seguido pelas leveduras (5-30 %) e os fungos
filamentosos ndo-dermatofitos (FFND) (3—12 %) (ALMEIDA et al., 2009; NASR et al., 2015).

As micoses em geral, sdo de dificil tratamento, pois os fungos apresentam muitas
semelhancas bioquimicas com os animais, este fato se da pela relacéo filogenética, que mostra
uma ancestralidade em comum entre os reinos Fungi e Animalia. Assim os fungos apresentam
poucos sitios de acdo seletiva para os farmacos antiflngicos, e estes causam inumeros efeitos
adversos para os humanos. No caso dos dermatdfitos, além de terem um crescimento lento, suas
hifas se propagam pelos tecidos, tornando o tratamento longo, e promovendo um alto indice de
abandono pelos pacientes (RAJAGOPALAN et al., 2018).

Tratamentos auxiliares para as dermatofitoses sdo de interesse clinico, pois o0s
farmacos antifangicos tém mecanismos de acdo similares, e qualquer substancia que acelere o
tratamento, e o torne mais eficiente, tem grande importancia clinica e impacto na qualidade de
vida do paciente (GUPTA et al., 2019a).
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1.2. Aspectos bioldgicos dos dermatofitos

Os fungos dermatofitos formam hifas septadas hialinas e conidios que diferenciam
uma espécie da outra. Para um diagnostico micoldgico correto, sempre é necessario observar
0s aspectos macromorfoldgicos e micromorfoldgicos, o primeiro diz respeito a morfologia da
col6nia, verso e reverso, e 0 segundo, a morfologia microscopica. Os fungos dermatofitos se
reproduzem assexuadamente pela producdo de esporos, que podem ser macroconidios ou
microconidios, ou ambos. (WHITE et al., 2014).

No género Trichophyton ocorre uma predominancia dos microconidios e uma escassez
de macroconidios, tornando sua identificacdo pelas caracteristicas micromorfologicas mais
delicada comparada aos demais dermatéfitos. Os principais representantes deste género sao
(Figura 1): Trichophyton mentagrophytes, possui colonia pulverulenta branca ou creme, de
reverso marrom claro ou amarelado, expressando microconidios redondos e abundantes e hifas
em espiral; Trichophyton rubrum, apresenta colénia branca filamentosa com reverso vermelho-
sangue, e possui microconidios piriformes abundantes; Trichophyton tonsurans, expressa
coldnia cerebriforme bege e reverso acastanhado, possui microconidios abundantes e clavados
(ZAITZ et al., 2010).

No género Microsporum, os macroconidios sdo abundantes e de facil diferenciacéo,
sendo os dois principais representantes (Figura 2): Microsporum canis apresenta col6nia
filamentosa branca com reverso amerelo, e macroconidios fusiformes, com mais de seis septos,
com pontas afiladas e parede espessa rugosa; Microsporum gypseum expressa colbnia
pulverulenta cor bege com reverso acastanhado, e macroconidios com até seis septos, pontas
arredondadas e parede fina e lisa (ZAITZ et al., 2010).

O género Epidermophyton tem como seu principal representante o Epidermophyton
floccosum (Figura 3), expressa colonia filamentosa branca e abundantes macroconidios de
parede lisa, com até quatro septos e em forma de clava, os microconidios sdo ausentes (ZAITZ
etal., 2010).
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Figura 3. Caracteristicas macromorfoldgicas do Trichophyton rubrum

Fonte: https://www.microbiologybook.org/mycology/2018mycology-4.htm.

Figura 4. Caracteristicas micromorfolégicas do Trichophyton rubrum

// ’

Fonte: CDC-PHIL, ID: 16123.
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Figura 5. Caracteristicas macromorfoldgicas do Trichophyton mentagrophytes

Fonte: Autoria prépria.
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Figura 7. Caracteristicas macromorfol6gicas do Microsporum canis

Fonte: https://www.microbiologybook.org/mycology/2018mycology-4.htm.

Figura 8. Caracteristicas micromorfoldgicas do Microsporum canis

Fonte: Autoria propria.
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Figura 9. Caracteristicas macro do Epidermophyton floccosum

Fonte: https://www.adelaide.edu.au/mycology/fungal-descriptions-and-antifungal-

susceptibility/dermatophytes/epidermophyton.

Figura 10. Caracteristicas micromorfologicas do Epidermophyton floccosum
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Fonte: Autoria propria.
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A proteina alvo para a nutricdo e proliferagdo dos dermatdéfitos é a queratina presente
na pele, cabelo e unhas. As enzimas que quebram a queratina sdo chamadas de queratinases, ou
proteases queratinoliticas. Essas enzimas auxiliam na invasdo dos tecidos e provem
aminoéacidos para a nutricdo fungica. Os dermatéfitos hidrolisam essas proteinas complexas por
meio da producgdo de endo e exoproteases. As endoproteases clivam ligacGes internas dos
polipeptideos, j& as exoproteases quebram as ligagdes N- ou C- terminal. Alguns exemplos de
endoproteases sdo fungisinas (Mep3, Mep4) e subtilisinas (Sub3, Sub4). Um exemplo de
exoprotease é a dipeptidil-peptidase IV (Dpp 1V) secretada pelo Trichophyton equinum
(BALDO et al., 2011; SARDANA et al., 2021)

A queratina presente na pele, pelos e unhas, é uma proteina complexa formada por
cerca de 20 aminodcidos, dentre eles, a cisteina. A cisteina € um dos aminoacidos mais
abundantes na composicdo da queratina. O enxofre presente na composicao da cisteina, forma
ligacBes dissulfeto, conferindo maior resisténcia e rigidez a queratina. A bomba de efluxo de
sulfito (SSU1) presente nos dermatofitos, secreta sulfito no meio extracelular que cliva a ligagdo
dissulfeto da queratina em cisteina e S-sulfocisteina. A queratina enfraquecida, e o0s
aminoacidos mais expostos facilitam a acdo das endo e exoproteases. Niveis intracelulares
elevados de cisteina sdo toxicos para os dermatdfitos, e sdo metabolizados em sulfito via
cisteina acido sulfinico pela acdo da cisteina dioxigenase (Cdol). Este mecanismo facilita a
degradacdo da queratina quanto a desintoxicacdo da cisteina (Figura 11) (GRUMBT et al.,
2013; MOSKALUK et al, 2022).

Figura 11. Modelo proposto da degradacdo da queratina por dermatofitos
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Fonte: GRUMBT et al., 2013.



24

Os dermatofitos ainda produzem outras enzimas incluindo lipases, elastases,
colagenases, fosfatases e esterases, que promovem a invasdo ao hospedeiro e assimilagéo de
outros nutrientes. Durante a invaséo dos tecidos pelos dermatofitos, varias proteinas de choque
térmico (Hsp) sdo superexpressas (Hsp60, Hsp70, Hsp78, Hsp90). Estas proteinas sdo
chaperonas que se acumulam no citoplasma em resposta ao aquecimento e alteragcbes do
ambiente como estresse oxidativo e farmacos antifngicos. A viruléncia fangica diminui
drasticamente quando 17-alilamino-17-desmetoxigeldanamicina (17-AAG), um inibidor de
Hsp90) é utilizada (MARTINEZ-ROSSI et al., 2017; JACOB et al., 2015).

1.3. Importancia clinica das micoses superficiais e dados epidemioldgicos

Devido a globalizacéo e o alto fluxo de pessoas por varias regides do mundo, os dados
epidemioldgicos das dermatofitoses variaram ao longo do tempo, mas de maneira geral, cada
regido possui agentes etiologicos predominantes. Cada regido possui espécies de dermatofitos
mais prevalentes do que em outras. As regides de clima tropical e subtropical tendem a
apresentar mais casos de dermatofitoses do que regides de clima mais frio. E até mesmo uma
espécie prevalente, em determinada regido, pode perder seu posto para outra vinda de outra
regido. Um exemplo é a disseminacdo de T. tonsurans, dermatéfito causador de infecgdes do
couro cabeludo (tinea capitis) nos Estados Unidos da América, Europa e América do Sul nas
ultimas décadas (ELEWSKI et al., 2000; SIDRIM et al., 2013; VERMA et al., 2021).

Muitos fatores estdo estritamente relacionados com o surgimento e manutencao das
dermatofitoses, como por exemplo a idade, tinea capitis tende a ser mais prevalente em criangas,
enguanto tinea pedis mais em idosos. A questdo das classes sociais, onde muitos ndo tem acesso
a qualidade de vida (satde, saneamento basico, educacao) também é um fator, ndo s6 para o
surgimento das dermatofitoses, como de muitas outras doencgas. Relacionado a este fator, uma
ma alimentacdo provoca um sistema imune deficitario, e aumenta as chances de infec¢des no
geral. Outro fator é em relacdo a ocupacdo de cada individuo, onde soldados, atletas e
trabalhadores rurais tem maiores chances de se contaminarem com fungos dermatofitos
(BAVEJA et al., 2021; NENOFF et al., 2014a; WEITZMAN et al., 1995).

Outro fator importante nas dermatofitoses é a resposta do sistema imunolégico frente
a determinado patégeno. Deng e colaboradores (2019) estudaram a expressdo genética em
queratindcitos humanos (em cultura de células HaCaT) frente a infeccdo por dermatofitos
antropofilicos (T. rubrum) e geofilicos (M. gypseum). Neste trabalho, observou-se a expressao

de citocinas pro-inflamatorias (IL-1a, IL-1B, CXCL8 e IL-6), as quais foram reguladas
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positivamente depois que as células HaCaT foram infectadas por M. gypseum, enquanto genes
da via metabdlica (ACLY, SQLE, MSMO1 e FDPS) foram regulados em células HaCaT
expostas a T. rubrum. Deng e colaboradores evidenciaram que os dermatofitos antropofilicos
causam infec¢des mais brandas e cronicas, ja os geofilicos, infec¢bes mais agressivas e agudas
(DENG et al., 2019).

Pessoas com outras comorbidades como alteragGes do sistema imune, disfuncbes do
sistema circulatorio, e diabetes tendem a ser mais suscetiveis as dermatofitoses e outras
dermatomicoses. Debilidades do sistema imune, como a infec¢do pelo HIV, facilitam a as
infeccbes fungicas, assim como distUrbios da circulagdo comprometem principalmente as
extremidades, facilitando assim afecgdes e infec¢bes, como as onicomicoses. A diabetes € uma
das doencas crbnicas ndo transmissiveis mais frequentes no mundo, e se caracteriza por
hiperglicemia. Além de alterar o sistema circulatorio e o imune, a hiperglicemia proporciona
condicGes favoraveis a instalacdo de infeccbes (DALLA LANA et al., 2016; GUPTA et al.,
2000; MALTA et al., 2019).

Em 2017, Barroso investigou por meio de exames micoldgicos 202 pacientes com
lesGes sugestivas de dermatofitoses. Desses, 142 (70%) deram negativo para fungos, 32 (16%)
positivo para dermatéfitos e 28 (14%) positivo para outras espécies de fungos. Das 32 amostras
positivas para dermatdéfitos, 15 (47%) foram de T. rubrum, ja T. tonsurans e M. canis foram
encontrados na mesma proporc¢do de 5 isolados clinicos (16%), 4 isolados (12%) foram de T.
mentagrophytes, 2 (6%) de M. gypseum e 1 isolado (3%) de T. verrucosum (BARROSO et al.,
2017).

Em um estudo conduzido por Bontems e colaboradores no periodo de 2001 até 2018
na Suica, foram coletadas 77.716 amostras dermatoldgicas, onde 10.958 deram positivo para
dermatofitos. Destas amostras, 0s organismos isolados mais prevalentes foram: T. rubrum
(6.707), T. interdigitale (2.207), T. mentagrophytes (590) e M. canis (369). A presenca de
espécies africanas de dermatéfitos (T. violaceum (244) e T. soudanense (197)) demonstra e
regionalidade dos dermatofitos, pois a populacdo de origem africana é expressiva no pais.
Quanto a localidade de acometimento, 5.803 casos sdo de tinea unguium, 2.439 de tinea pedis,
1.006 de tinea corporis, e 830 casos de tinea capitis (BONTEMS et al., 2020).

Em um trabalho realizado em Odisha na india entre 2018 e 2020, foram analisadas
1.200 amostras de casos suspeitos de dermatofitoses. Dessas amostras, 720 (60%) deram
positivo para presenca de dermatofitos. O género Trichophyton foi 0 mais isolado, presente em
699 amostras (97%), T. mentagrophytes e T. rubrum juntos contabilizam 654 isolados (91%)
(JAIN et al., 2020).
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Um artigo de reviséo elaborado por Wang e colaboradores, reuniu 123 artigos
descrevendo 160 casos de dermatofitose sistémica (ou invasiva) entra 2000 e 2020. Entre os
isolados, os dermatdfitos mais frequentes foram: T. rubrum, com uma prevaléncia de 53,1%,
seguido pelo T. mentagrophytes (7,5%), M. canis (6,9%), T. tonsurans (5,6%), T. interdigitale
(5,0%) e T. violaceum (3,8%). Os fatores predisponentes mais comuns foram: dermatofitose
superficial (56,9%), transplante de 6rgéos (26,9%), uso de imunossupressores (15,6%), diabetes
(14,4%) e traumas fisicos (6,9%). Este estudo corrobora o fato de micoses sistémicas serem

prevalentes em individuos com comorbidades, e imunocomprometidos. (WANG et al., 2021).

Uma revisdo realizada em 2021, agrupou 24 artigos tratando sobre a prevaléncia das
dermatofitoses no Brasil no periodo de 2011 até 2020. A amostragem de cada artigo variou de
45 a 36.446 individuos, e uma média de prevaléncia de 25% foi encontrada (4 —88,5%). Tinea
unguium (48%) e tinea pedis (30%) foram as dermatofitoses mais comuns. Quanto ao agente
etiologico, T. rubrum foi 0 mais isolado com 66% dos casos, seguido por T. interdigitale com
22% e T. mentagrophytes com 4% (de OLIVEIRA PEREIRA et al., 2021).

Outro estudo feito na cidade de Belém (Para, Brasil), entre os anos de 2010 e 2012,
analisou 145 paciente positivos para dermatofitose. Quanto a localidade, onicomicose foi a mais
prevalente com 38,6%, seguido de tinea corporis com 24,1%, tinea capitis com 22,1% e tinea
pedis com 15,2%. Uma outra informacdo interessante é de que 31% dos pacientes nao
compareceram as visitas de acompanhamento. Este dado corrobora com o fato da alta
porcentagem de abandono, das consultas e/ou do tratamento. Com melhoras visiveis, 0 paciente
se sente seguro em ndo ir mais ao médico, e dependendo do grau da melhora, pode até

interromper o tratamento por conta propria (PIRES et al., 2014).

1.4. Farmacos antifungicos e tratamento de dermatofitoses

O tratamento para infeccdes fungicas é determinado: pelo agente etioldgico, o local
acometido e extensdo das lesdes, e pode ser de uso topico eu sistémico. As preparagdes de uso
topico mais comumente usadas, nas mais diversas micoses possuem cetoconazol, miconazol,
terbinafina, isoconazol, butenafina e clotrimazol como farmacos. Ja para o tratamento sistémico
sdo utilizados os farmacos griseofulvina, anfotericina B, terbinafina e azdlicos, como
cetoconazol e fluconazol (ALI MALAYERI et al., 2018; DALLA LANA et al., 2016).

Os principais mecanismos de acdo dos farmacos antifungicos sdo: complexacdo com

esterois de membrana, formando poros e desestabilizando a mesma, como os polienos
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anfifilicos (Ex. nistatina e anfotericina B); inibicdo de enzimas da biossintese de ergosterol,
como os azéis (Ex. fluconazol e itraconazol) e as alilaminas (Ex. butenafina e terbinafina);
inibicdo de enzimas da biossintese de glucanas de parede celular fungica como as
equinocandinas (Ex. caspofungina). Ainda se tem os farmacos que inibem a biossintese proteica
e o0s &cidos nucleicos como a sordarina, e a 5-flucitosina respectivamente. Os farmacos
antifungicos possuem agdo em alvos celulares similares, comumente presentes em outras
células eucarioticas (como as celulas humanas), isso se da pela proximidade evolutiva
molecular entre os fungos e os animais (ABASTABAR et al., 2019; KHURANA et al., 2019;
POOJARY et al., 2017 SAHNI et al., 2018).

Para o tratamento das dermatofitoses, os farmacos azélicos e a alilaminas sdo os mais
utilizados, principalmente a terbinafina (topico e oral), o itraconazol e a griseofulvina (oral)
(MINISTERIO DA SAUDE, 2002; GUPTA et al., 2019b).

Para o tratamento de tinea corporis, farmacos de uso topico sdo bem eficientes. Em casos
cronicos, com lesfes extensas, ou mais de um local acometido, o tratamento via oral € utilizado.
O Ministério da Saude do Brasil, preconiza griseofulvina na dose de 10 a 20 mg/kg de peso
durante 30 dias, ou terbinafina na dose de 250 mg/dia, se acima de 40 kg (BRASIL, 2002;
SAHOO et al., 2017).

No caso de tinea pedis, a maceracdo interdigital, fissuras e descamacdo do estrato
cérneo, podem se tornar porta de entrada para infeccdes bacterianas secundarias e como
reservatorio de dermatofitos. FArmacos com amplo espectro sdo preferiveis por estes fatores,
como o imidazol, que também exibe acdo conta bactérias Gram-positivas (BRASIL, 2002;
GUPTA et al., 2019b; RAJAGOPALAN et al., 2018).

O tratamento para tinea unguium se da pelo uso oral de terbinafina ou griseofulvina por
um periodo 3 a 4 meses, junto com um tratamento topico (ASZ-SIGALL et al., 2017).

Em casos de tinea capitis, como regra geral, € preferivel o tratamento sistémico com
griseofulvina ou terbinafina. Mesmo com melhoras visiveis, apenas com o tratamento topico,
as recidivas sdo altas. Como medida complementar, pode-se utilizar farmacos topicos. O
tratamento geralmente envolve 30 dias, ou até a cura (FULLER et al., 2014; HAY et al., 2017).

Em casos de recidivas e infeccbes cronicas de todas as tineas, o uso de agentes
antimicéticos para um tratamento sistémico pode ser prescrito pelo medico. O tratamento de
dermatofitoses sistémica pode ser a griseofulvina, terbinafina entre outros farmacos (NENOFF
etal., 2015).
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1.5. Mecanismos de resisténcia

A resisténcia microbiana frente a farmacos é algo comum e um dos principais problemas
de salde no mundo. Isto se da pelo uso indiscriminado de farmacos antibacterianos e
antifngicos, por diagndsticos erréneos, falta de uma correta adesdo ao tratamento, e pela
selecdo natural. Alguns dos mecanismos de resisténcia mais comuns encontrados em fungos
sdo: aumento do efluxo do farmaco via bombas transmembranas, alteracfes no sitio ativo e
diminuigéo da absor¢do do composto (GHANNOUM et al., 2016; KHURANA et al., 2019;
WIEDERHOLD et al., 2017).

O primeiro caso de dermatofitos apresentando resisténcia frente a terbinafina foi
publicado em 2003 por Mukherjee e colaboradores. Foi verificada a resisténcia em seis isolados
clinicos de T. rubum obtidos de um paciente recalcitrante a terapia oral por terbinafina
(MUKHERJEE et al., 2003).

A resisténcia de cepas de T. rubrum frente a terbinafina se da pela mutacéo do gene da
esqualeno epoxidase. Esta enzima é necessaria para a sintese do ergosterol, sendo inibida pela
terbinafina. Com a alteragcdo de um Unico aminoécido (posi¢cdo L393F) o farmaco nao se liga
coma mesma afinidade, explicando assim essa resisténcia. Outras substituicdes de aminoacidos
também sdo relatas, como F397L, S395P, S443P e Q408L. Todas essas substituicbes ndo
alteram a atividade enzimaética da esqualeno epoxidase, somente a ligacdo a terbinafina
(EBERT et al., 2020; HSIEH et al., 2019; OSBORNE et al., 2005).

Publicagfes mostram que substituicbes duplas na esqualeno epoxidase provocam
resisténcia aos azois (fluconazol, itraconazol). Kong e colaboradores verificaram que as
substituicdes sozinhas de A448T e P397L em Trichophyton indotineae ndo provocaram
aumento da CIM para fluconazol. J& as duas substituicdes simultaneas, geravam um aumento
da CIM (64 pg/mL). Outra substituicdo dupla é F397L e Y394N que provocou aumento dos
valores de CIM em T. mentagrophytes, tanto para itraconazol como para fluconazol (2 pg/mL
e 64 pg/mL, respectivamente) (BURMESTER et al., 2020; GAURAV et al., 2021; KONG et
al., 2021).

Outro mecanismo de resisténcia presente em cepas de T. rubrum é a expresséo de genes
(TruMDR1, TruMDR2) que codificam transportadores ABC que funcionam como bombas de
efluxo. Na presenca de farmacos como itraconazol, terbinafina, fluconazol e griseofulvina,
observa-se um aumento da expressao destes genes (CERVELATTI et al., 2006; SACHELI et
al., 2021).



29

1.6. Chalconas e seus analogos

As chalconas séo substancias de estrutura relativamente simples, constituidas por dois
anéis aromaticos (A e B) unidos por uma cetona a,B-insaturada. As chalconas possuem um
esqueleto chamado de 1,3-diaril-2-propen-1-ona. Mais de 92.000 chalconas podem ser
encontradas no SciFinder e mais de mil tem dados bioldgicos relatados no PubChem
(ZHUANG et al., 2017).

As chalconas e seus andlogos apresentam inimeras atividade bioldgicas, incluindo: anti-
inflamatdria (GUAZELLLI et al., 2021), antioxidante (OKOLO et al., 2021), anti-HIV (WU et
al.,, 2017), antimalarica (QIN et al., 2020), antidepressiva (HUANG ZH et al., 2020),
antiproliferativas (OUYANG et al., 2021), antibacteriana (XU et al., 2019), antimicobacteriana
(CASTANO et al., 2019), antidiabética (MAHAPATRA et al., 2015), citotoxica (WANG et al.,
2020), atividade neuroprotetora (SOOKNUAI et al., 2020), quimioprotetora (PANDA et al.,
2016), antiviral incluindo anti- SARS-CoV-2 (DURAN et al., 2021; ELKHALIFA et al., 2021).

Um estudo recente conduzido por Mirzaei e colaboradores, investigou alguns derivados
ind6licos chalcénicos (indol como anel A) com potencial agdo contra cepas de dermatéfitos.
Em especial o composto 4d foi 0 mais potente, apresentando uma CIM de 0.25—2 pg/mL contra
T. interdigitale, T. veruccosum e M. fulvum. Outro composto digno de nota foi o 4i,
apresentando uma CIM de 1-16 ug/mL contra cepas de T. mentagrophytes, e M. canis
(MIRZAEI et al., 2020).

Figura 12. Compostos com atividade antifangica do trabalho de Mirzaei et al., 2020
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Bila e colaboradores, descreveram que a 2’-hidroxichalcona apresentou uma CIM de
7,8-15,6 ng/mL contra cepas de T. rubrum e T. mentagrophytes, em crescimento planctonico.
O biofilme em estagio inicial e maduro foram inibidos em 90% por esta chalcona, a uma

concentragéo de 15,6 pg/mL e 31,2 ng/mL, respectivamente (BILA et al., 2021).
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Figura 13. Estrutura da 2’-hidroxichalcona do trabalho de Bila et al., 2021
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No trabalho de Bitencourt et al., em 2013, foi observado que a trans-chalcona (Figura
14) apresentou CIM de 7,5 pg/mL contra cepa selvagem de T. rubrum (ATCC MYA3108) e
1,9 pg/mL contra cepa mutante ATruMDR2. Esta cepa mutante tem uma mutacdo no gene
TruMDR2, que como visto, codifica transportadores ABC atuando como bombas de efluxo.
Neste mesmo trabalho, foi quantificado por espectrofotometria, o contetdo de ergosterol
proveniente de micélios das mesmas cepas de T. rubrum, apds 48 horas de incubacdo com CIM
e 0,5 da CIM da trans-chalcona. A presenga da CIM (7,5 ug/mL para MYA3108, e 1,9 ug/mL
para ATruMDR?2) foi capaz de reduzir em 100% o conteddo de ergosterol, ja na presenca de
0,5 CIM, a reducao foi de 74% e 77%, respectivamente. Por analise quantitativa RT-PCR, foi
possivel verificar que a trans-chalcona reprimiu os genes FAS1 e ERG6 em T. rubrum apés 16
horas de crescimento. O gene FASL esta relacionado com a sintese de &cidos graxos e o gene
ERG6 com a sintese de ergosterol (BITENCOURT et al., 2013).

Figura 14. Estrutura da trans-chalcona estudada nos trabalhos de Bitencourt et al., (2013, 2019)
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Um estudo conduzido por Bitencourt (2019) e colaboradores evidenciou o perfil de
expressao génica de T. rubrum frente a trans-chalcona. Quatro padrées transcricionais foram
destacados: regulacdo negativa de genes referentes ao metabolismo de acidos graxos e lipidios;
modulacdo de rotas energéticas alternativas como B-oxidacdo de acidos graxos e ciclo de

glioxilato; resposta ao estresse e via de integridade da parede celular. Este estudo auxiliou na
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elucidacdo a respeito de como as chalconas agem nos dermatofitos pertencentes ao género
Trichophyton (BITENCOURT et al., 2019).

Outro estudo que evidencia o potencial antifungico de derivados de chalconas € o
realizado por lllicachi e colaboradores no ano de 2017. Neste estudo, uma chalcona (4a)
apresentou valores de CIM e CFM de 31,25 pg/mL contra cepas de M. gypseum, T. rubrum e
T. mentagrophytes (ILLICACHI et al., 2017).

Figura 15. Composto 4a do trabalho de lllicachi et al., 2017
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Lopez e colaboradores (2001) testaram 41 chalconas em cepas de dermatéfitos afim de
elucidar sua capacidade de inibir, in vitro, a f(1,3)-glucano sintase e quitina sintase. Essas
enzimas sao responsaveis pela biossintese de B(1,3)-glucano e quitina, respectivamente, dois
dos principais polimeros presentes na parede celular dos fungos. Quatro compostos (A, B, C e
D) foram os que apresentaram resultados promissores de CIM contra dermatéfitos. As cepas
utilizadas foram M. canis, M. gypseum, T. mentagrophytes, T. rubrum, E. floccosum. O
composto A apresentou valores de CIM variando de 6,25 — 12,5 pg/mL, os demais apresentaram
valores de > 50 ug/mL (LOPEZ et al., 2001).

Figura 16. Compostos com atividade antifungica do trabalho de Lopez et al., 2008
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2. JUSTIFICATIVA

Os agentes antifingicos sdo farmacos indispensaveis @ manutencdo da qualidade de
vida. Inimeras raz@es justificam a necessidade por novos farmacos: (i) A alta prevaléncia e
distribuicdo mundial das dermatofitoses; (ii) Essas infec¢bes causam muito desconforto visual
ao paciente, gerando problemas de natureza psicologica; (iii) Por se tratar de infeccdes
assintomaéticas, na maioria das vezes, podem tornar-se cronicas; (iv) Envolvem tratamentos
prolongados, que muitas vezes levam ao abandono pelo paciente; (v) Farmacos vigentes,
principalmente os de via oral, provocam inimeros efeitos adversos. Nesse contexto, compostos
gue tenham uma atividade potente e seletiva contra um agente causador de dermatofitose é de
grande valor para o tratamento e a qualidade de vida dos acometidos.

No presente trabalho, foram selecionadas as espécies M. canis, T. rubrum, T.
mentagrophytes e E. floccosum, pois sdo prevalentes e relevantes. Além de, apresentar pelo
menos uma espécie de cada género, para um trabalho mais amplo, para elucidar a acdo das
metoxichalconas nos trés principais géneros de dermatofitos.

Como parte das pesquisas realizadas no Laboratorio de Antibioticos e Quimioterapicos
— LAQ envolvendo a bioatividade de metoxichalconas realizados durante a vigéncia do Auxilio
Regular Fapesp (21/04380-9), Bolsas de Iniciacdo Cientifica Fapesp (14/18577-5 e 16/08084-
7), e Bolsa de Mestrado Fapesp (2017/09245-7), foram sintetizadas duas séries de
metoxichalconas. Em uma das séries variou-se 0 nimero e a posi¢cdo de metoxilas nos anéis A
e B, sendo constatado que as modificagdes do anel A geraram metoxichalconas mais bioativas
e promissoras. Esses analogos foram testados para elucidar suas atividades antibacterianas,
antifangicas e antiproliferativas.

Dentre essas substancias, a 2’,4’-dimetoxichalcona e a 2’,5’-dimetoxichalcona (Figura
H.) demonstraram atividade contra espécies de Candida sp. Os valores de CIM e CFM destes

compostos podem ser visualizados na Figura 7. (MARQUES et al., 2020).

Figura 17. Estrutura da 2’°,4’-dimetoxichalcona e 2’,5’-dimetoxichalcona
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Figura 18. Valores de CIM e CFM do trabalho de Marques et al., 2020

ubstancia 2’4 2°:5%
dimetoxichalcona dimetoxichalcona
Agentes
CIM CFM CIM CFM
C. albicans 15,6 31.2 31.2 62,5
C. glabrata 15,6 15.6 31,2 62,5
C. tropicalis 62,5 62,5 31,2 62,5
C. parapsilosis 15,6 15,6 31,2 312
C. krusei 62.5 62,5 31,2 62,5

CIM: Concentragéo Inibitéria Minima; CFM: Concentragdo Fungicida Minima.

Esses resultados encorajaram a continuacdo dos estudos quimicos e bioldgicos das
substancias 2’,4’-dimetoxichalcona, e a 2’,5’-dimetoxichalcona gerando outro trabalho
realizado por Nascentes (2022). A primeira série (série JA) manteve-se as metoxilas nas
posigdes 2’ e 4°, e variou-se 0s substituintes no anel B. A segunda série (série JS), manteve-se
as metoxilas nas posigdes 2’ e 5°, e modificou-se 0s substituintes no anel B. Fazendo isso,
buscou-se um aumento da bioatividade e consequentemente uma diminuigdo dos valores de
CIM. O foco do trabalho de Nascentes foram os derivados da 2’,4’-dimetoxichalcona (JA-0),
destacando-se que as metoxichalconas nao-substituida (JA-0), fluoradas (JA-2F, JA-3F, JA-
4F), clorada (JA-3Cl) e metilada (JA-3Me) no anel B, apresentaram CIM igual ou inferior a
15,6 pug/mL contra a maioria das espécies clinicas avaliadas (NASCENTES, 2022).

A segunda série sintetizada no trabalho anterior (JS) ficou depositada na quimioteca do
Laboratorio de Antibidticos e Quimioterapicos (LAQ). Para a reativacdo do trabalho com a
série JS, foram selecionados doze compostos a serem repurificados e analisados nesta atual

dissertacéo.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi investigar a atividade antifingica de doze analogos
da 2’,5’-dimetoxichalcona contra dermatofitos.

3.2. Objetivos especificos

- Determinacdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Fungicida Minima
(CFM) dos doze anélogos da 2’,5’-dimetoxichalcona contra fungos filamentosos dermatofitos
(Trichophyton spp., Epidermophyton spp. e Microsporum spp.), utilizando cepas de referéncia

e isolados clinicos;

- Selecionar os analogos com menor valor de CIM dentre os doze derivados da 2°,5’-

dimetoxichalcona, para seguir os ensaios adicionais de atividade antifingica e sua toxicidade;

- Avaliar a atividade antifungica promovida pela combinacéo das metoxichalconas selecionadas
com farmacos de referéncia no tratamento de dermatofitoses (terbinafina, fluconazol e

itraconazol), por meio da metodologia de checkerboard,;

- Avaliar a atividade antifingica das metoxichalconas selecionadas na presenca de ergosterol,
para a investigacdo da acdo sobre a membrana citoplasmatica fungica;

- Avaliar a atividade antifungica das metoxichalconas selecionadas na presenca de sorbitol, para

a investigacao da acdo sobre a parede celular fungica;

- Determinar a toxicidade das metoxichalconas selecionadas utilizando cultura de células de

queratinécitos humanos (HaCaT);

- Determinar a toxicidade in vivo das metoxichalconas selecionadas contra larvas de Tenebrio

molitor.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Procedimentos quimicos gerais

Os solventes e reagentes foram obtidos comercialmente da empresa Merck®. Para o
monitoramento das reacdes foi utilizada placas de gel de silica sob base de aluminio da marca
Supelco®. As purificacbes foram realizadas por filtracdo, recristalizacdo com misturas de
etanol e agua, cromatografia em gel de silica (100-200 Mesh®, Merck®) e cromatografia por
exclusdo de tamanho (Sephadex LH-20, Merck®). O etanol foi utilizado como fase mdvel em
cromatografia por exclusdo de tamanho. Para as técnicas cromatogréficas utilizando-se gel de
silica, foram utilizadas diferentes combinac6es de solventes como fase mével (hexano, acetato
e acetona). Os espectros de RMN de *H foram obtidos em espectrometro Bruker Avance Ill
14.1 T 600MHz, usando acetona-ds, CDCl3 ou DMSO-ds como solventes com TMS como
referéncia interna. O ponto de fusdo (mp) dos compostos foi medido em tubos capilares abertos
utilizando o equipamento MS Tecnopon PFM-I1.

4.2. Sintese

Todos os 12 compostos (Figura 8.) estudados neste trabalho ja estavam previamente
sintetizados e depositados na quimioteca do Laboratorio de Antibidticos e Quimioterapicos
(LAQ).

A sintese das dimetoxichalconas, foram realizadas por meio da reacdo de condensacgao
aldodlica de Claisen-Schmidt, entre a 2’,5’-dimetoxiacetofenona (2 mmol) e respectivos
benzaldeidos (2,2 mmol) utilizando uma solucéo etandlica (5 mL) como solvente, e adicionando
gota a gota uma solucdo aquosa de KOH (60% m/v, 2 mL). As reacGes e analise prévia de
pureza foram monitoradas por cromatografia em camada delgada (CCD) utilizando luz
ultravioleta com comprimentos de onda de 254 e 365 nm. Para revelagdo foi utilizada uma
solucdo de anisaldeido sulfurico. As purificacdes foram realizadas por cromatografia em coluna
em gel de silica utilizando misturas de hexano e acetato de etila como fase mdvel, e
cromatografia em coluna de permeacéo em gel Sephadex® LH-20 utilizando etanol como fase

movel.
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4.3. Microrganismos

Foram utilizadas cepas de referéncia da American Type Culture Collection (ATCC) e
Centraal bureau voor Schimmelcultures (CBS) e isolados clinicos provenientes de pacientes do
Hospital de Base de Sdo José do Rio Preto, Sdo Paulo, Brasil. Todas as culturas estdo
depositadas na micoteca do Laboratério de Microbiologia da Faculdade de Medicina de Séo
José do Rio Preto (FAMERP), Sdo Paulo, Brasil. Dermatéfitos: Trichophyton rubrum (CBS
118892), Trichophyton mentagrophytes (ATCC 2118), Microsporum canis (ATCC 11621) e
isolados clinicos (TR6185, TM5419, MC7985, EF6068, EF6069). A origem dos isolados
clinicos foi expressa na tabela 1. As linhagens utilizadas foram mantidas em &gar Sabouraud

dextrose e incubadas 28 °C por até 15 dias.

Tabela 1. Origem dos isolados clinicos utilizados neste estudo

Isolados  Origem
TM5419  Unha de pés
TR6185 Pele de pés
MC7985  Couro cabeludo
EF6068 Unha de pés
EF6069 Pele de pés
TM: T. mentagrophytes; TR: T. rubrum; MC: M. canis; EF: E. floccosum.

4.4. Preparo dos in6culos e diluicdo dos compostos

Os indculos foram preparados a partir de culturas com 14 dias de crescimento em agar
Batata Dextrose (PDA), incubadas a 28 °C para inducéo da esporulacdo. Apos este periodo, as
superficies das colénias foram cobertas com 5 mL de salina estéril (0,85%), e raspadas com
auxilio de ponteiras estéreis. A mistura foi entdo transferida para outro frasco para precipitacdo
de estruturas pesadas. O sobrenadante contendo os conidios foi transferido para outro frasco
estéril, homogeneizado em vortex por 15 segundos. Os indculos foram ajustados em
espectrofotobmetro (Bioespectro 1) com leituras a 530 nm, a fim de obter 68% a 70% de
transmiténcia, seguido da diluicdo em meio RPMI-1640 na concentracdo de 1:50. O meio de
cultura utilizado para a realizacdo dos testes de sensibilidade e diluicdo das drogas sintéticas foi
RPMI-1640 com L-glutamina sem bicarbonato de sddio e acrescido de 2% de glicose,

tamponado com MOPS 0,165M, pH 7,0. Os compostos foram preparados a partir de massa em
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estoque utilizando DMSO para solubilizagcdo a no maximo 10%, preparados nas concentracdes
de 1.000 a 250 pg/mL.

4.5. Determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM) e concentracdo fungicida
minima (CFM)

A atividade antifangica dos analogos foi determinada de acordo com as recomendagdes
do CLSI M38-A2 com modificagdes (CLSI, 2017). Foram pipetados 100 puL. de meio RPMI-
1640 em cada pogo das placas de poliestireno de 96 pogos, e mais 100 pL na coluna 1, servindo
de controle de esterilidade. Na coluna 11 de cada placa foram pipetados e retirados 100 uL de
uma solucdo de 20% de DMSO em RPMI-1640 para o controle do DMSO. Foi preparada a
solucgéo da substancia com 2,0 mg de massa (aproximadamente), 0,2 mL de DMSO e 1,8 mL
de RPMI-1640 a qual foi pipetada 100 uL na coluna 2, seguida por dilui¢ao seriada até a coluna
10, obtendo concentracdes finais de 500 pg/mL a 1,9 pg/mL. Os in6culos foram preparados
seguindo o item 4.4. Foram pipetados 100 pL do in6culo em todos os pogos menos os da coluna
1 (controle de esterilidade do meio). A coluna 12 serviu como controle de crescimento. As
placas foram incubadas a 35 °C por sete dias. A CIM foi determinada pela concentragdo capaz
de inibir 100% do crescimento fungico. Para a determinacdo da Concentracdo Fungicida
Minima (CFM), uma aliquota de cada poco da placa de ensaio de determinacdo da CIM que
apresentou atividade antifungica foi inserida em uma placa de Petri contendo o0 meio &gar Batata
Dextrose (PDA). A CFM foi definida como a menor concentragdo da substancia que ndo

permitiu o desenvolvimento de coldnias visiveis.

4.6. Analise de efeito da combinacéo das dimetoxichalconas com farmacos antifungicos

pela metodologia de checkerboard

O efeito da combinagdo dos compostos 3F, 4F e 4Cl com os farmacos terbinafina,
fluconazol e itraconazol contra T. rubrum (CBS 118892), foi avaliado por método de

checkerboard em placa de microdiluicdo de 96 pogos (Figura 20).
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Figura 19. Fluxograma para avaliagdo de efeito da combinagdo das chalconas e farmacos

antifungicos

1 2 3 4 5 6 7 8 9

(O piluicao seriada do farmaco A0 0000000 O
. Diluicio seriada dos compostos

000000000
. Combinacio seriada farmaco + composto
.Controledecrescimento C O . . . . . . . .
hNON N N N N N N N
EO 0000000 O
FOO 000 0O0OO
OO0 0000000
EEON N N N N N N N

[y
(=]
©e000000O0:
[y
[y
(]

As combinac6es testadas foram 3F, 4F e 4Cl (de 500 pg/mL a 1,9 ug/mL) com terbinafina (de
0,25 pg/mL a 0,003 pg/mL), fluconazol (de 32 pg/mL a 0,5 pug/mL) e itraconazol (de 8 pg/mL
a 0,125 pg/mL). As placas foram incubadas a 35 °C por sete dias. Para determinar a interagéo
entre os diferentes farmacos com os compostos foram calculados o indice de concentracao

inibitoria fracionada (ICIF) representado no esquema 1.

Esquema 1. Férmula para o célculo do indice de Concentraco Inibitéria Fracionada (ICIF)

CIM do farmaco no mix  CIM do composto no mix

ICIF =
CIM do farmaco isolado =~ CIM do composo isolado

Apo6s o célculo de ICIF a interacdo foi categorizada seguindo a classificacdo descrita
por Kumar e colaboradores, onde: ICIF < 0,5 para agdo sinérgica; 0,5 < ICIF < 1 para agao
aditiva; 1 <ICIF < 2 para indiferente e ICIF > 2 para a¢do antagdnica (KUMAR et al., 2012).

4.7. Analise do modo de acéo contra membrana e parede celular fangica

Foi utilizado a mesma metodologia descrita no item 4.5., com a diferenca que as linhas
E, F, G e H foi utilizado meio suplementado com ergosterol (400 pg/mL) da Merck ®, para

avaliar acdo na membrana citoplasmaética, e sorbitol a 0,8 mol/L da Vetec ®, para avalia¢do da
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acdo em parede celular fangica. Como controles positivos foram utilizados anfotericina B no
ensaio de ergosterol e caspofungina no ensaio de sorbitol. Os valores de CIM foram
determinados visualmente como a concentracdo mais baixa que ndo produziu qualquer turbidez
(CASTRO et al., 2015).

4.8. Tempo de morte

Ensaio de cinética de morte foi conduzido de acordo com método descrito por Klepser
et al. (1998), com a linhagem TRCBS. Valores de 2x CIM obtidos por microdiluicdo em caldo
foram utilizados para este ensaio. O in6culo do dermatofito foi preparado a partir de cultura de
7 dias em Agar Dextrose (PDA) para indugdo da esporulacdo. Suspensdes de 0,1 mL de
conidios foram adicionadas em 4,9 mL de Caldo Sabouraud Dextrose (CSD) obtendo se uma
suspensdo final correspondente a 0,4 a 5 x 10* unidades formadoras de colonias (UFC/mL).
Apbs a preparacdo dos indculos, realizou-se diluicdo 1:1 (0,2 mL do composto com 0,2 mL do
indculo). Tubos contendo apenas indculo foram incluidos para avaliagdo do controle de
crescimento. Em tempos predeterminados (0, 8, 24, 48, 120 h) uma aliquota de 30 pl foi retirada
de cada amostra, semeada em placas de Agar Sabouraud Dextrose (ASD), com auxilio de al¢a
Drigalski e incubadas a 35° C por 120 h. Posteriormente, seguiu-se com a contagem do namero
de unidades formadoras de colénias (UFC). A porcentagem de inibi¢do foi calculada por
comparagdao com o controle de crescimento usando o método de contagem de col6nias
(KLEPSER et al., 1998).

4.9. Ensaio de toxicidade contra queratindcitos

Neste ensaio para a avaliacdo da citotoxicidade foi utilizada a linhagem celular de
queratindcitos humanos, HaCaT do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ N° 0341). As
celulas foram mantidas em estufa com 5% de CO., a 37° C. A citotoxicidade das
dimetoxichalconas foram avaliadas pelo reagente colorimétrico resazurina 0,01 % (PAVAN et
al., 2010). Placas de microdiluicdo de 96 pogos foram preparadas com 1,0 x 10 células por
poco e incubadas a 37 °C, 5% de CO por 24 h até a formacdo da monocamada celular. Foram
avaliadas as concentracfes de 3,9 a 62,5 pg/mL dos compostos 3F, 4F e 4Cl, as quais foram
preparadas a partir de dilui¢des seriadas em meio de cultura. Alem disso, foi utilizado DMSO

100% como controle positivo. As células foram incubadas com os tratamentos e ap6s 24 h de
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incubacéo a 37 °C, 5% de CO3, foram adicionados 100 pL da solucédo de resazurina 0,01% em
meio DMEM, incubado por 4 horas a 37 °C, 5% de CO>. A leitura foi realizada em leitor de
microplacas (Biotek-Epoch 2) com comprimento de onda de 570 e 600 nm. Os ensaios foram
realizados em réplicas de experimentos independentes. A viabilidade celular foi calculada com
base nos valores de absorbancia, tendo o controle negativo considerado como 100% de células
viaveis. A confeccdo dos graficos foi realizada por meio do software GraphPad Prism 9 (BILA
etal., 2021).

4.10. Toxicidade contra larvas de Tenebrio molitor

Foram selecionadas 10 larvas de Tenebrio molitor com peso de 100-200 mg, sem
alteracdes de cor (manchas) para cada condi¢cdo. As larvas foram tratadas com 10 uL dos
compostos e incubadas a 37°C, com alimento e protegidas da luz. As concentracdes utilizadas
dos compostos foram 7,8 ug/mL, 62,5 pg/mL, 125 pug/mL, 625 pg/mL, 1.250 pg/mL. Ja para
o controle de sobrevivéncia foi utilizado PBS, como controle de tratamento a terbinafina nas
concentragdes de 125 pg/mL e 625 pg/mL e como controle solvente, DMSO a 3%. A
sobrevivéncia das larvas foi avaliada por 10 dias. Foram avaliadas contabilizando o nimero de
mortes para tracar a curva de sobrevivéncia (larva morta: sem resposta ao toque e mielinizadas).
Os experimentos foram realizados em experimentos independentes. A confec¢do dos graficos
foi realizada por meio do software GraphPad Prism 9 (DE SOUZA et al., 2015; DE SOUZA et
al., 2018).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Metoxichalconas

Todos os analogos foram sintetizados e purificados no Laboratorio de Antibidticos e
Quimioterapicos (LAQ) (IBILCE, Unesp Séao José do Rio Preto), sob orientacdo do Prof. Dr.
Luis Octavio Regasini. A identidade dos compostos foi avaliada por meio da técnica de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) permitindo a confirmagéo de sua estrutura.

Todos os 12 compostos (Figura 20) estudados neste trabalho ja estavam previamente
sintetizados e depositados na quimioteca do Laboratorio de Antibioticos e Quimioterapicos
(LAQ).

A sintese das metoxichalconas, foi realizada por meio da reacdo de condensacéo aldélica
de Claisen-Schmidt, entre a 2’,5’-dimetoxiacetofenona e derivados benzaldeidicos em meio
basico, e utilizando etanol como solvente. As reacdes e analise prévia de pureza foram
monitoradas por cromatografia em camada delgada (CCD) utilizando luz ultravioleta com
comprimentos de onda de 254 e 365 nm. Para revelacdo foi utilizada solucdo de anisaldeido
sulfarico. As purificagdes foram realizadas por cromatografia em coluna em gel de silica
utilizando misturas de hexano e acetato de etila como fase mével, ou cromatografia em coluna
de permeacdo em gel Sephadex® LH-20 utilizando etanol como fase mével. As estruturas das
dimetoxichalconas foram confirmadas por analise de Ressonancia Magnética Nuclear de
Hidrogenio (RMN H) (APENDICE 1).
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Figura 20. Estrutura dos 12 analogos derivados da 2’,5’-dimetoxichalcona da quimioteca do
Laboratdrio de Antibidticos e Quimioterapicos (LAQ).
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2Cl 2-clorofenila
3Cl 3-clorofenila
4Cl 4-clorofenila
2Br 2-bromofenila
3Br 3-bromofenila
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2F 2-fluorfenila

3F 3-fluorfenila

4F 4-fluorfenila
3CFs 3-trifluorometilfenila
4CF3 4-trifluorometilfenila

40CF3 4-trifluorometoxifenila

5.2. Atividade antifungica das metoxichalconas contra dermatoéfitos

Os ensaios de susceptibilidade, atividade sinérgica com farmacos de referéncia,
complexacdo com ergosterol exdgeno, sorbitol e tempo de morte, foram realizados no
Laboratdrio de Microbiologia da Faculdade de Medicina de Séo José do Rio Preto - FAMERP,
sob a orientacdo da Prof®. Dra. Margarete Teresa Gottardo de Almeida.

Os ensaios de susceptibilidade indicaram a poténcia antifungica das metoxichalconas
por meio de valores de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Fungicida
Minima (CFM), os quais foram expressos em pg/mL.

A determinacdo da CIM foi realizada pela técnica de diluicdo em microplaca de acordo
com o protocolo descrito no documento M38-A2 (para fungos filamentosos), com pequenas
modificagOes. A terbinafina foi utilizada como farmaco antifungico de referéncia.

Foram considerados valores de CIM promissores aqueles iguais ou inferiores a 31,5
pg/mL, levando-se em conta os trabalhos anteriores do grupo, publicacdes e documentos
padronizados (CLSI M38-A2). Algumas correlactes foram realizadas, baseadas nos valores de

CIM e CFM (Tabela 2). Com relacdo aos grupos halogenados, os analogos fluorados
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apresentaram menores valores de CIM quando comparados aos demais, sendo que 0s
compostos 3F e 4F os Unicos que apresentaram CIM de 7,8 pg/mL.

Outro composto digno de nota foi o 4Cl, apresentando valores de CIM de 15,6 pg/mL
contra quatro cepas testadas: T. rubrum (CBS), T. rubrum isolado clinico (TR6185), T.
mentagrophytes isolado clinico (TM5419) e M. canis (MCATCC).

Os compostos trifluorados apresentaram valores de CIM de 31,5 pg/mL contra as cepas:
T. rubrum isolado clinico (TR6185), T. mentagrophytes isolado clinico (TM5419), M. canis
(MCATCC) e M. canis isolado clinico (MC7985). Nenhum destes compostos apresentaram
valores menores que 31,5 pg/mL.

Levando-se em conta a posicdo dos substituintes, os compostos com substituintes nas
posicdes meta e para apresentaram menores valores do que em orto. Com excecdo do 2F que
apresentou CIM de 31,5ug/mL contra as cepas de T. rubrum CBS e T. rubrum isolado clinico.

As cepas de referéncia de T. rubrum (CBS) e M. canis (ATCC) foram mais sensiveis as
metoxichalconas do que os isolados clinicos. Isso demonstra uma menor susceptibilidade de
cepas da comunidade, provavelmente devido ao abandono de tratamento, tratamento
incompleto e negligente, entre outros fatores ja discutidos no atual trabalho. A cepa de
referéncia de T. mentagrophytes (ATCC) foi mais resistente do que a cepa proveniente de
isolado clinico.

Os compostos foram menos eficientes contra a cepa de E. floccosum do que as demais.
Os Unicos compostos a apresentarem valores iguais ou inferiores a 31,5 pg/mL contra as cepas
de E. floccosum foram o 4F e 3F apresentando CIM de 15,6 pg/mL e 0 4Cl com CIM de 31,5
pg/mL.

Foram selecionados os compostos 4Cl, 3F e 4F para prosseguir com 0s ensaios de
sorbitol e ergosterol, para analise de modo de acdo; checkerboard para estudo de sinergismo
com farmacos de referéncia; e ensaios de toxicidade em HaCaT, e Tenebrio molitor.
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Composto TRCBS TR6185 TMATCC TM5419 MCATCC MC7985 EF6068 EF6069
CIM CFM |CIM CFM |CIM CFM |CIM CFM |[CIM CFM |[CIM CFM |[CIM CFM |CIM CEFM
2ClI 62,5 62,5 62,5 >62,5 |625 >625|625 625 |625 625 |625 625 |[>625 >62,5|>625 >625
3ClI 62,5 >62,5 | 62,5 >62,5 |>625 >625|>625 >62,5|625 >625|>625 >62,5|>625 >625|>625 >625
4ClI 15,6 >62,5 | 156 >62,5 625 >625|156 625 |156 315 |315 >625|315 >625|315 >625
2Br >62,5 >62,5 | >62,5 >62,5 |>625 >625 |>625 >625 |>625 >62,5|>625 >625|>625 >625|>625 >62,5
3Br 31,5 >62,5 [ 315 >625 |[>625 >625|156 315 |156 156 |156 625 |625 >625|625 >625
4Br >62,5 >625 |156 >625 |>625 >625 315 625 |156 156 |625 >625|625 >625|625 >625
2F 31,5 625 |315 >625 |[625 625 |625 625 |625 315 |[625 625 |625 >625|625 >625
3F 7,8 62,5 7,8 >62,5 | 315 625 |156 315 |78 156 |78 156 |[315 >625|156 >62,5
4F 15,6 >62,5 625 >625 |315 >625 |78 315 |156 156 |315 315 [315 >625|156 >625
3CFs3 62,5 >62,5 | 315 >625 |[625 >625|315 315 |315 625 |315 625 |>625 >625|>625 >625
4CFs 62,5 >62,5 | >62,5 >625 [625 >625|>625 >625|>625 >625|>625 >625|>625 >625|>625 >625
40CF3 31,5 315 [315 >625 |[>625 >625|>625 >625|315 315 |>625 >625|>625 >625|>625 >625
Terb 0,01 NF 0,01 NF 0,03 NF 0,25 NF 0,01 NF NF NF NF NF NF NF

TRCBS = Trichophyton rubrum cepa CBS 118892; TR6185 = isolado clinico de Trichophyton ru
mentagrophytes; MCATCC = Microsporum canis cepa ATCC 11621; MC7985 = isolado clinico de Microsporum canis; EF6068 = isolado clinico de Epidermophyton floccosum; EF6069 = isolado clinico de

Epidermophyton floccosum; CIM = concentragdo inibitéria minima; CFM = concentracéo fungicida minima; Terb = terbinafina; NF = néo feito

brum; TMATCC = Trichophyton mentagrophytes cepa ATCC 2118; =T

M5419 = isolado clinico de Trichophyton
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5.3. Atividade antifungica da combinac¢do de metoxichalconas com farmacos antifungicos

A associacdo de farmacos é uma estratégia muito utilizada para aumentar a eficiéncia
do tratamento antimicrobiano, visando sempre diminuir a toxicidade e frear o surgimento de
resisténcia por parte dos agentes etioldgicos.

Foi realizado o experimento de checkerboard com a finalidade de evidenciar o efeito
sinérgico entre os compostos 3F, 4F e 4Cl, com farmacos antifingicos de referéncia no
tratamento das dermatofitoses (terbinafina, fluconazol e itraconazol). Este efeito foi analisado
pelo célculo do indice de Concentracdo Inibitéria Fracionada (ICIF), que é a adicio das razées
dos farmacos e das metoxichalconas (CIM no mix / CIM isolado), a formula se encontra no
Esquema 1.

Apo6s o célculo de ICIF a interacdo foi avaliada seguindo a classificacdo descrita por
Kumar e colaboradores, onde: ICIF < 0,5 para agao sinérgica; 0,5 < ICIF < 1 para acao aditiva;
1 <ICIF < 2 para indiferente e ICIF > 2 para acdo antagbnica (KUMAR et al., 2012).

Tabela 3. Efeito sinérgico entre 3F e diferentes farmacos contra Trichophyton rubrum (TRCBS
118892)

CiMm /mL
Farmacos (ugFérn)mco no _I\/Iodo de
Farmaco 3F mix 3Fnomix ICIF interagdo
Terbinafina 0,25 7.8 0,0039 3,9 0,515 Aditivo
Itraconazol 0,5 7.8 0,125 3,9 0,75 Aditivo
Fluconazol 8 7.8 1 3,9 0,625 Aditivo

Tabela 4. Efeito sinérgico entre 4F e diferentes farmacos contra Trichophyton rubrum (TRCBS
118892)

Farmacos . (ug/?él;%aco no Modo de
Farmaco 4F mix 4F nomix ICIF interacdo
Terbinafina 0,25 15,6 0,031 7.8 0,624 Aditivo
Itraconazol 0,5 15,6 0,25 0,06 0,503 Aditivo

Fluconazol 8 15,6 0,5 15,6 1,06 Indiferente
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Tabela 5. Efeito sinérgico entre 4Cl e diferentes farmacos contra Trichophyton rubrum
(TRCBS 118892)

Farmacos i (pgllr:néLanaco no Modo de
Farmaco 4Cl mix 4Clnomix ICIF interagdo
Terbinafina 0,25 15,6 0,015 7.8 0,56 Aditivo
Itraconazol 0,5 15,6 0,25 0,48 0,53 Aditivo
Fluconazol 8 15,6 2 3,9 0,5 Aditivo

O composto 3F apresentou acdo aditiva com os trés farmacos avaliados, sendo em
conjunto com a terbinafina o ICIF mais baixo (0,515). Apresentou uma diminuicdo da
concentracdo inibitéria em 50% nos trés casos (Tabela 3). O composto 4F apresentou acdo
aditiva com terbinafina (ICIF = 0,624) e itraconazol (ICIF = 0,503), e acdo indiferente com o
farmaco fluconazol (ICIF = 1,06) (Tabela 4). O composto 4Cl mostrou acdo aditiva com 0s
trés farmacos, apresentando o menor ICIF em combinacédo com o fluconazol (0,5) (Tabela 5).

O composto 3F possui ICIF mais baixo em associa¢do com a terbinafina, o 4F com o
itraconazol e o 4Cl com o fluconazol, e nenhum composto apresentou agao sinérgica. Estes
dados mostram que a variacdo dos halogénios ndo interferiu na agdo sinérgica com os farmacos

testados.

5.4. Acao das metoxichalconas em membrana citoplasmatica e parede celular fungica

Para analisar 0 modo de agdo dos compostos selecionados (3F, 4F e 4Cl) foram
realizados ensaios visando elucidar sua acdo em membrana e parede fangica. Estes ensaios
ocorrem por meio da suplementacdo do meio de cultura RPMI com ergosterol e sorbitol. Se
uma substancia atuar em enzimas da biossintese de ergosterol, ou no préprio ergosterol, como
no caso do farmaco anfotericina B, em um meio de cultura suplementado com o ergosterol,
ocorre um aumento do valor de CIM. Do mesmo modo, se uma substancia atuar na parede
celular fungica (como por exemplo a caspofungina), a presenca de sorbitol também leva ao
aumento da CIM (STONE et al., 2016).

A membrana dos fungos apresenta uma alta complexidade, sendo formada por
fosfolipidios, proteinas e ergosterol. Por ser um componente da membrana celular dos fungos
e ndo estar presente nas membranas celulares de animais, o ergosterol torna-se um alvo para
farmacos antifingicos com acéo seletiva (BIERNASIUK et al., 2022; JORDA et al., 2020).

Na presenca de ergosterol, os trés compostos (3F, 4F e 4Cl) apresentaram aumento da

CIM em 16 vezes em relagdo ao meio ndo suplementado (Tabela 6). O farmaco anfotericina B
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também teve um aumento esperado (16 vezes), ja que se liga ao ergosterol presente na
membrana citoplasmética fungica, levando a formacdo de poros e extravasamento de ions e
consequentemente a morte celular. Esses resultados demonstram que o modo de acdo dessas
chalconas esté relacionado a uma complexacdo com o ergosterol, e/ou danos causados a
membrana (BIERNASIUK et al., 2022; STONE et al., 2016).

Tabela 6. Valores de CIM, expressos em pg/mL das metoxichalconas na presenca e auséncia

de ergosterol

CIM (ug/mL)
Substancias RPMI sem RPMI
suplementacdo  Suplementado
3F 7,8 125
4F 15,6 250
4ClI 15,6 500
Anfotericina B 1 16

O sorbitol é um protetor osmotico de células fungicas quando estas apresentam dano na
parede celular. Dessa forma, substancias que atuam como disruptoras da parede celular exibem
poténcia antifingica reduzida na presenca de sorbitol. Este efeito pode ser detectado pelo
aumento dos valores de CIM (CASTRO et al., 2015; JOTHI et al., 2022).

O B-(1,3)-D-glucano é um dos principais polissacarideos presente na parede celular
fangica, e o farmaco caspofungina inibe sua producéo (inibindo a enzima B-(1,3)-D-glucano-
sintase), levando a lise e morte celular. O aumento da CIM do farmaco caspofungina era
esperado, porém os compostos 3F, 4F e 4Cl néo tiveram diferenca nos valores de CIM. Isso
indica que o mecanismo de acdo destes compostos ndo envolve a parede celular fingica
(HASHEMIAN et al., 2020)
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Tabela 7. Valores de CIM expressos em (pg/mL) das metoxichalconas na presenca e auséncia

de sorbitol
CIM (ug/mL)
Substancias RPMI sem RPMI
suplementacao Suplementado
3F 7,8 7,8
AF 15,6 15,6
4Cl 15,6 15,6
Caspofungina 2 32

5.5. Tempo de morte de Trichophyton rubrum (CBS)

O ensaio de tempo de morte foi conduzido por um periodo de 120 horas. A curva de
morte dos compostos contra cepa de T. rubrum CBS pode ser visualizada na Figura 21. Foi
utilizada a concentracdo de 62,5 pug/mL para as trés chalconas, e a reducdo maxima foi

observada pelo composto 4F em 8 horas, com taxa de inibicdo de 100%.

Figura 21. Tempo de morte de Trichophyton rubrum CBS118892 na presenca de 3F, 4F e 4Cl
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O composto 4F inibiu 100% do crescimento em 8 horas. O composto 3F apresentou
inibicdo de 100% em 24 horas, e 0 composto 4Cl ndo inibiu o crescimento de T. rubrum, mesmo
no tempo maximo de 120 horas. Estes resultados indicam que os compostos fluorados (3F e
4F) apresentaram efeito fungicida contra cepa CBS de T. rubrum. O composto 4CIl, mesmo

exibindo CIM de 15,6 pg/mL frente a mesma cepa, exibiu um efeito fungistatico. Estes
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resultados levam a concluséo de que o 4tomo de flior € um substituinte com contribuicdo

farmacofdrica para a agdo fungicida (LEWIS et al., 2008).
5.6. Ensaios de toxicidade contra queratinocitos humanos (HaCaT)

Os ensaios para avaliagdo da toxicidade in vitro e in vivo foram realizados no Nucleo de
Protebmica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - Campus de Araraquara (UNESP) sob
orientacdo da Prof?. Dra. Ana Marisa Fusco Almeida.

O ensaio de citotoxicidade foi realizado em queratindcitos de pele humana (HaCaT),
uma linhagem muito utilizada em trabalhos cientificos com dermatdfitos, ja que acometem,
principalmente a pele (BILA et al., 2021; DENG et al., 2019; HUANG M et al., 2020).

Os trés compostos foram testados em concentragdes que variaram de 3,9 a 62,5 pg/mL,
e apresentaram reducdo da viabilidade celular de HaCaT em 50% na concentracdo de 3,9

pg/mL, com pequenas variagoes (Figura 22).

Figura 22. Viabilidade das células HaCaT frente aos compostos 3F, 4F e 4Cl
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Os trés compostos apresentaram um perfil semelhante contra as células HaCaT,
indicando uma certa toxicidade, independente do grupo halogénio. Também foi calculado o
indice de Seletividade (IS), que mostra o quio seletivo o composto é para inibir as células
fangicas e ndo ocasionar danos as células humanas (Tabela 8). O calculo do IS se da pela razédo
da concentracdo inibitéria 50% (Clso) e a concentracdo inibitdria minima (CIM) (RADHA et
al., 2021; SOARES et al., 2014).

O IS é um parametro importante para o desenvolvimento de novos farmacos, ja que

relaciona seguranca e poténcia de um determinado composto. Quanto maior ou igual a 10 0 IS
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for, mais seletivo € o composto, quanto menor que 10 o IS, menor sua seletividade. Todos o0s

compostos testados apresentaram 1S menor que 0,5, indicando uma baixa seletividade dos
mesmos (JASKIEWICZ et al., 2019).

Tabela 8. Toxicidade contra queratindcitos (HaCaT) e indice de seletividade (IS)

Compostos

3F
4F
4Cl

Clso CIM CIM CIM CIM
HaCaT TM 1S TR IS MC 1S EF 1S
3,9 315 0,12 78 0,5 7,8 0,5 156 0,25
3,9 315 0,12 156 025 156 0,25 156 0,25
39 625 0,06 156 025 156 025 31,5 0,12

TM = T. mentagrophytes ATCC 2118; TR = T. rubrum CBS 118892; MC = M. canis ATCC 11621; EF = E. floccosum EF6069

5.7. Toxicidade contra larvas de Tenebrio molitor

O ensaio de toxicidade in vivo foi realizado em larvas de Tenebrio molitor, onde os

compostos selecionados foram testados nas concentragdes de 7,8 pg/mL a 1.250 pg/mL por 10

dias.

Figura 23. Toxicidade da chalcona 3F contra larvas de Tenebrio molitor

-
© (=
o o

saal el

(2]
o
1

H
o
1

(%) Sobrevivéncia

N
o
' |

Curva de sobrevivéncia do 3F

o
o 1

Tempo (dias)

DMSO = dimetilsulféxido; TERB = Terbinafina

t ot

f % ¢

0,6 mg/Kg (7,8 ug/mL)

10 mg/Kg (125 pg/mL)

100 mg/Kg (1.250 pg/mL)
DMSO (3%)

TERB 50 mg/Kg (625 pg/mL)
PBS



51

Figura 24. Toxicidade da chalcona 4F contra larvas de Tenebrio molitor
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Figura 25. Toxicidade da chalcona 4Cl contra larvas de Tenebrio molitor
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A utilizacdo de modelos experimentais alternativos aos de mamiferos vem sendo
amplamente explorado, pelo seu baixo custo, manejo e questdes éticas. Os modelos
invertebrados para testes in vivo sdo de facil comercializagéo e cultivo nos laboratorios.
Modelos como o de Galleria mellonella, Caenorhabditis elegans e Tenebrio molitor ja sdo
consolidados para testes de toxicidade in vivo (DE SOUZA et al., 2018; DINH et al., 2021,
GIUNTI et al., 2021; LOZOYA-PEREZ et al., 2021).

O ensaio em larvas de T. molitor mostrou uma taxa de sobrevivéncia ap6s 10 dias
variando de 30 a 60% para 0os compostos, 80% para o PBS (controle de crescimento), 45% para

a terbinafina (625 pg/mL) e 60% para 0 DMSO utilizado na solubilizagdo dos compostos.
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A taxa de sobrevivéncia das larvas para o composto 3F foi de 45 a 55%, para o 4F foi
de 30 a 40%, e para o composto 4Cl, de 40 a 60%. Podemos concluir que o composto 4F
apresentou uma maior toxicidade in vivo em relacéo aos demais. Porém, todos os trés compostos
selecionados apresentaram uma toxicidade préxima a da terbinafina (45%), indicando uma
toxicidade similar com a de um farmaco de referéncia no tratamento das dermatofitoses. Além
disso, se consideramos a toxicidade provocada pelo proprio DMSO, a porcentagem de

sobrevivéncia dos compostos aumentaria consideravelmente.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados da atividade antifungica dos doze compostos testados sdo promissores,
levando a selecé@o de um trés mais potentes (3F, 4F e 4Cl). No ensaio para avaliar a acdo aditiva
com os farmacos terbinafina, fluconazol e itraconazol, os compostos selecionados demonstram
acao aditiva, somente o 4F apresenta acdo indiferente com o fluconazol. Quanto ao tempo de
morte, os compostos fluorados 4F e 3F apresentam acdo fungicida, inibindo em 100% o
crescimento de T. rubrum em 8 horas e 24 horas, respectivamente. O composto 4Cl apresenta
acao fungistatica, e nao apresenta efeito letal contra T. rubrum. As chalconas selecionadas

apresentam acdo em membrana citoplasmatica e ndo agem em parede celular flngica.

Os resultados de toxicidade contra queratindcitos humanos (HaCaT) demonstram uma
alta toxicidade e baixa seletividade dos compostos selecionados. O ensaio in vivo demonstra
uma menor toxicidade, similar ao farmaco de referéncia no tratamento de dermatofitoses,
terbinafina. Este fato elucida uma possivel toxicidade aceitdvel em um organismo vivo,
aumentando as chances de algum destes compostos se tornar algum farmaco no auxilio do
tratamento das dermatofitoses. E conclusivo que se torna necessario novos ensaios de
toxicidade em outros modelos, tanto in vitro como in vivo, para elucidar a seguranca destes
compostos. Além de novos ensaios para investigar e esclarecer o0 mecanismo de acdo destas

dimetoxichalconas.
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APENDICE A: ANALISES DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Chalcona 2Cl

P6 amarelo; PF: 113°C. RMN de *H (CDCls, 600 MHz): § 7.91 (d, J = 15.9 Hz, 3H), 7.58
(dd, J = 7.1, 2.3 Hz, 5H), 7.31 — 7.27 (m, 6H), 7.21 — 7.17 (m, 5H), 7.16 (dd, J = 9.6, 8.1 Hz,
5H), 7.09 (d, J = 3.2 Hz, 4H), 6.92 (dd, J = 9.0, 3.2 Hz, 5H), 6.82 (d, J = 9.0 Hz, 5H), 3.74 (s,
17H), 3.69 (d, J = 5.8 Hz, 17H).

Chalcona 3Cl

~

Q o]

Shael
[o}

™~

P6 amarelo, PF: 110°C. RMN de 'H (CDCls, 600 MHz): § 7.91 (d, J = 15.9 Hz, 1H), 7.58
(dd, J =7.1, 2.3 Hz, 1H), 7.31 — 7.28 (m, 1H), 7.20 — 7.17 (m, 1H), 7.15 (dd, J = 11.3, 4.1 Hz,
1H), 7.09 (d, J = 3.2 Hz, 1H), 6.92 (dd, J = 9.0, 3.2 Hz, 1H), 6.82 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 3.74 (s,
3H), 3.69 (d, J = 5.8 Hz, 3H).

Chalcona 4ClI

P6 amarelo; PF: 115°C. RMN de 'H (CDCls, 600 MHz): § 7.66 (d, J = 15.9 Hz, 6H), 7.59
(s, 8H), 7.56 (d, J = 13.6 Hz, 6H), 7.46 (d, J = 15.9 Hz, 7H), 7.43 (d, J = 8.2 Hz, 9H), 7.34 —
7.26 (M, 4H), 7.09 (t, J = 12.5 Hz, 6H), 7.01 (d, J = 9.0 Hz, 6H), 3.93 (s, 21H), 3.89 (d, J =
15.3 Hz, 21H).
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Chalcona 2F

P6 amarelo; PF: 85°C. RMN de H (CDClIs, 600 MHz):

Chalcona 3F

P6 amarelo; PF: 90°C. RMN de 'H (CDCls, 600 MHz): 6 7.82 (s, 1H), 7.75 (d, J = 7.7 Hz,

1H), 7.65 (d, J = 15.9 Hz, 1H), 7.63 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.53 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.49 (d, J =
15.9 Hz, 1H), 7.21 (dd, J = 10.6, 3.2 Hz, 1H), 7.05 (dd, J = 9.0, 3.2 Hz, 1H), 6.95 (d, J =9.0

Hz, 1H), 3.87 (d, J = 3.7 Hz, 3H), 3.81 (d, J = 4.0 Hz, 3H).

Chalcona 4F

P6 amarelo; PF: 90°C. RMN de 'H (CDCls, 600 MHz): 6 7.82 (s, 5H), 7.75 (d, J = 7.8 Hz,
5H), 7.65 (d, J = 15.9 Hz, 6H), 7.62 (d, J = 8.1 Hz, 4H), 7.53 (d, J = 7.8 Hz, 5H), 7.48 (s, 4H),
7.21 (dd, J =10.8, 3.2 Hz, 5H), 7.05 (dd, J = 9.0, 3.2 Hz, 4H), 6.95 (d, J = 9.0 Hz, 5H), 3.87
(d, J = 4.0 Hz, 16H), 3.81 (d, J = 4.2 Hz, 18H).
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Chalcona 2Br

P6 amarelo; PF: 92°C. RMN de H (CDCls, 600 MHz): § 7.98 (d, J = 15.8 Hz, 1H), 7.69
(dd, J=7.8, 1.3 Hz, 1H), 7.61 (dd, J = 8.0, 0.8 Hz, 1H), 7.35 (d, J = 6.1 Hz, 1H), 7.33 (t, J =
3.7 Hz, 1H), 7.23 (dd, J = 7.8, 1.4 Hz, 1H), 7.21 (d, J = 3.2 Hz, 1H), 7.04 (dd, J = 9.0, 3.2 Hz,
1H), 6.94 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 3.86 (s, 4H), 3.84 — 3.78 (M, 4H).

Chalcona 3Br

P6 amarelo; PF: 95°C. RMN de 'H (CDCls, 600 MHz): § 7.57 (d, J = 15.9 Hz, 9H), 7.52 (d,
J=1.7 Hz, 7TH), 7.51 (s, 10H), 7.45 (d, J = 1.7 Hz, 12H), 7.44 — 7.42 (m, 13H), 7.40 (d, J =
3.0 Hz, 6H), 7.19 (d, J = 3.2 Hz, 8H), 7.03 (dd, J = 9.0, 3.2 Hz, 9H), 6.94 (d, J = 9.0 Hz,
10H), 3.86 (d, J = 5.8 Hz, 33H), 3.81 — 3.78 (m, 34H).

Chalcona 4Br

P6 amarelo; PF: 90°C. RMN de H (CDCls, 600 MHz): 6 7.57 (d, J = 15.9 Hz, 2H), 7.53 (d,
J=1.6 Hz, 2H), 7.51 (d, J = 1.8 Hz, 2H), 7.45 (d, J = 2.1 Hz, 3H), 7.44 — 7.42 (m, 3H), 7.40
(d, J=2.8Hz, 2H), 7.19 (d, J = 3.2 Hz, 2H), 7.04 (dd, J = 9.0, 3.2 Hz, 2H), 6.94 (d, J=9.0
Hz, 2H), 3.86 (s, 8H), 3.81 (s, 7H).
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Chalcona 3CF3

P6 amarelo; PF: 130°C. RMN de 'H (CDCls, 600 MHz): & 7.82 (s, 1H), 7.76 (d, J = 7.6 Hz,
1H), 7.67 (s, 1H), 7.63 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.53 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 7.48 (s, 1H), 7.22 (d, J =
1.2 Hz, 1H), 7.06 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 6.95 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 3.88 (s, 3H), 3.82 (s, 4H).

Chalcona 4CF3

P6 amarelo; PF: 140°C. RMN de 'H (CDCls, 600 MHz): § 7.57 (d, J = 15.9 Hz, 2H), 7.53
(d, J=1.7 Hz, 2H), 7.51 (s, 2H), 7.45 (s, 3H), 7.43 (d, J = 6.8 Hz, 3H), 7.40 (s, 1H), 7.19 (d, J
= 3.2 Hz, 2H), 7.04 (dd, J = 9.0, 3.2 Hz, 2H), 6.94 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 3.87 (d, J = 6.2 Hz,
7H), 3.80 (d, J = 10.3 Hz, 7H).

Chalcona 40CF3

P6 amarelo; PF: 135°C. RMN de 'H (CDCls, 600 MHz): § 7.59 (d, J = 15.9 Hz, 1H), 7.52
(s, 1H), 7.51 (s, 1H), 7.40 (d, J = 15.9 Hz, 1H), 7.36 (s, 1H), 7.35 (s, 1H), 7.19 (d, J = 3.2 Hz,
1H), 7.03 (dd, J = 9.0, 3.2 Hz, 1H), 6.94 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 3.86 (s, 3H), 3.80 (s, 3H).
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Figura 26. Espectro de RMN de *H da chalcona 2Cl (600 MHz, CDCls)
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Figura 27. Espectro de RMN de *H da chalcona 3Cl (600 MHz, CDCls)
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Figura 28. Espectro de RMN de *H da chalcona 4Cl (600 MHz, CDCls)
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Figura 29. Espectro de RMN de *H da chalcona 3F (600 MHz, CDCls)
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Figura 30. Espectro de RMN de 'H da chalcona 4F (600 MHz, CDCls)
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Figura 31. Espectro de RMN de *H da chalcona 2Br (600 MHz, CDCls)

pIv'e
6EL'E
LSL'E
018'€
128'E
S28'E
098'E

|

<00'0—

€ST'1
£92'1 ¥ H

wo'c—

EE6'9~ -

86’9
620°L
veEo'L
6V0'L~\ =

L4
bt

TITL—

€0T'L
60T h/
occ'L

=Ly =
zETL
szEeL

f
g =11

S09'L

909'L

819'L ~29'g
619'L

iy .|
wa.h\-

Pe9'L

——
T

896'L—- zsd
ve6'L— - -

16L'9
) ££6'91
8v6'91
620°L
PE0'L
S PYO'L
6V0'L
TTT'L
€0T'L
60Z'L
0L
LA —
A A\ w-
o EETE ——
0sZ'L|
61EL4F
8ze'L
[ ces
ShE'L
see's]
S09'L-
909'L-
819'L-
619'L
6L9'L
189'L
269'L
¥69'L
896'L
66'L-

76

77

7.8
f1 (ppm)

79

8.0

68T
WMGQ.M

z8'0
Jure
K T one
e
R

=80

T T T T T T T T T T
11.0 105 10.0 95 90 80 75

13.0 125

T

30 25 20 15 10 05 00

3.5

4.0

4.5

5.0

5.5

6.5 6.0
f1 (ppm)

7.0

8.5

120 115



72

Figura 32. Espectro de RMN de *H da chalcona 3Br (600 MHz, CDCls)
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Figura 33. Espectro de RMN de *H da chalcona 4Br (600 MHz, CDCls)
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Figura 34. Espectro de RMN de *H da chalcona 3CF3 (600 MHz, CDCls)
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Figura 35. Espectro de RMN de 'H da chalcona 4CF4 (600 MHz, CDCls)

YLLE
6L MW.\
808'E:

<00'0-——

S09'T———

gegef ~
098'E:

0L8'E:

!
£E6'9~ -
86’9

L2o'L
EE0'L~=
oL
wvo.h .\

4 AN
61'L”

omn.h|l¢
|

oL
eI~
obv'L~ _
YSPL~

YIS L~
9TS' L~ _
8zs'L/

095" L—~

185'L— tJ

‘m}- 6'q
=

Frueq o

bt 8

e

7.

745

[~ST'Y

T
7.50
f1 (ppm)

—¥6'q

—zed

T
7.55

—Le'g

T
7.60

2+ 90'E
“-00g

160
8o
Lo
*50
'
sz
60
e
Ls'o

] T

T T T T T
13.0 125 120 115 11.0 105 100 95

0.0

85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05
f1 (ppm)

9.0



74

Figura 36. Espectro de RMN de *H da chalcona 4OCF3 (600 MHz, CDCls)
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