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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

PONQ

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.



22

1.2 Revisao de literatura

1.2.1 Dermatofitoses

As dermatofitoses sdo infeccbes provocadas por fungos dermatofitos, grupo
especializado em hidrolisar a queratina durante o processo de infeccdo por meio da secrecdo de
enzimas proteoliticas, como proteases e queratinases, que promovem danos a pele, unhas e
cabelos. A distribuicdo dos fungos dermatdfitos € ampla, sendo diretamente relacionada a
fatores climaticos e sociais (SAHOOS; MAHAJAN, 2016; PERES et al.,2010).

No Brasil, nas regides Sul e Sudeste, ha uma maior incidéncia das espécies T. rubrum,
M. canis e T. mentagrophytes e, na regido Nordeste, Trichophyton tonsurans, T. rubrum e M.
canis (GNAT; NOWAKIEWICZ; ZIEZBA, 2019; SAHOO; MAHAJAN, 2016; PERES et al.,
2010).

As dermatofitoses sdo enfermidades que ndo apresentam letalidade como ponto critico.
Porém, o carater crénico dessas infec¢bes gera grandes preocupacdes, pois as condigdes
socioecondmicas, a ocupacao laboral, e as condi¢des climaticas estdo entre os principais fatores
que contribuem drasticamente para a prevaléncia e consequentemente, para o avanco destas
doencas (LLADO et al., 2016).

As condicdes clinicas dessas infeccbes podem variar de acordo com a eficiéncia do
sistema imune do hospedeiro, o agente etioldgico e a localizacdo anatdbmica do processo
infeccioso. Mas o0s sintomas mais relatados sdo coceira, descamacao da regido afetada, dor, e
possivel formacdo de eritema e vesiculas (TAINWALA; SHARMA, 2011).

A infeccdo ocasionada por dermatofitos pode ser transmitida por meio de uso de objetos
contaminados como tesouras, alicates, ou por meio da transmissao entre humanos ou entre
humanos e animais por contato direto com as células epidérmicas infectadas (SAHOO;
MAHAJAN, 2016; SHALABY et al., 2016; TABART et al., 2007).

A instalacdo da infeccdo se inicia pela inoculacao de conidios ou artroconidios, estrutura
responsavel pela propagacdo dos fungos. Estes expressam adesinas e enzimas hidroliticas,
incluindo nucleases, lipases, queratinases, serinoproteases e metaloproteinases, que permitem
a adesdo do fungo ao tecido epitelial, possibilitando a quebra das barreiras cutaneas
(MARTINEZ-ROSSI et al., 2018).

As dermatofitoses sdo classificadas de acordo com o local de infeccdo, utilizando o
termo em latim tinea, seguida pela area afetada no organismo: tinea pedis (regido dos pes),

tinea cruris (regido unguinal), tinea capitis (regido do couro cabeludo), tinea unguium (unha
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das mé&os e pés), tinea corporis (regido do corpo pele glabra), tinea manuum (regido das maos)
(ILYAS; SHARMA, 2017).

A tinea pedis é conhecida como pé-de-atleta, ocorrendo nos pés, sendo mais comum em
adolescentes (Figura 2). Nesta infeccdo ha quatro tipos de manifestacdes clinicas: a mocassim
ou também chamada de cronica plantar, provoca eritema difuso e descamacdo nas solas dos
pés; a interdigital que é a mais comum, e ocorre entre os dedos; a inflamatdria, que provoca o
aparecimento de vesiculas e pustulas e, por fim a ulcerativa que é a forma mais grave. Este tipo
de tinea, € provocada principalmente pelas espécies dermatofiticas T. rubrum, T.
mentagrophytes e Epidermophyton floccosum (YOSHIKAWA, 2016).

Figura 2. Tinea pedis interdigital

Fonte: Pfeil et al., 2017.

A tinea mannum (Figura 3) afeta as méos geralmente de forma unilateral, e podem
ocorrer concomitantemente com a tinea pedis, sendo T. rubrum a espécie mais prevalente dessa
infeccdo. As caracteristicas consistem no surgimento de placas vermelhas com borda vesicular
e escamosa, acompanhada de pele seca (CHAMORRO; HOUSE, 2020).
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Figura 3. Tinea manuum

Sl vy

Fonte: CHAMORRO, HOUSE (2020).

A tinea cruris é provocada pelas espécies T. rubrum, T. mentagrophytes, E. floccosum,
geralmente acometendo mais os homens, ocorrendo na virilha com placas eritematosas e
contorno delimitado. A tinea faciei acomete a face e se assemelha a tinea corporis, provocando
hipo- ou hiperpigmentacdo da regiéo infectada (DALLA LANA, et al., 2016).

A tinea capitis é provocada por varias espécies dos géneros Trichophyton e
Microsporum, ocorrendo no couro cabeludo, causando alopecia e provocando a quebra dos fios
de cabelo (Figura 4). Geralmente, este tipo de infeccdo ocorre em criancas, visto que a
composicdo do sebo do couro cabeludo de adolescentes possui propriedades fungistatica. A
manifestacdo clinica mais comum ocorre na forma seborreica e provoca a descamacdo difusa e

as vezes, até mesmo perda de cabelos na regido afetada (AL-JANABI, 2014).

Figura 4. Tinea capitis

Fonte: Pfeil et al., 2017.
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A tinea unguiun (onicomicose), é causada principalmente por T. rubrum, acometendo
mais adultos, sendo esta responsavel por 33% de todas dermatomicoses. Neste tipo de infeccéo,
pode ocorrer 0 amarelamento das unhas acompanhada de quebra, dor e coceira (Figura 5) e 0
tratamento ¢ feito com terbinafina ou itraconazol por um periodo de até quatro meses (ILYAS;
SHARMA, 2017; ROTTA et al., 2012).

Figura 5. Unha com onicomicose devido a infec¢ao por Trichophyton rubrum

Fonte: ILYAS; SHARMA, 2017

1.2.2 Agentes Etioldgicos

O termo dermatdfito deriva do grego derma (pele) e phyto (planta), devido a
classificacdo primitiva dos fungos que os colocava no Reino Plantae. Acredita-se que fungos
dermatdfitos evoluiram de fungos saprébios que habitavam os solos. Com pressao do ambiente
e a crescente migragdo humana, conseguiram colonizar e infectar homens e animais (FROTA,
2011).

O primeiro estudo sobre a classificacdo sistematica deste grupo de fungos foi realizado
por Raymond Sabouraud, o qual propds quatro géneros Achorion, Epidermophyton,
Microsporum e Trichophyton. Posteriormente, por meio do estudo sistematico das estruturas de
reproducdo, os conidios, o género Achorion foi retirado, permanecendo somente os trés tltimos.
Com o uso de técnicas moleculares, novos géneros tém sido descritos nos ultimos anos.
Recentemente esse grupo compreende sete géneros dentre eles, tem-se Trichophyton,
Microsporum, Nannizzia, Epidermophyton, Paraphyton, Lophophyton (CARRASCAL-
CORREA; ZULUAGA; GONZALEZ, 2020; HOOG et al., 2017).

Os dermatdfitos podem ser classificados de acordo com o seu principal habitat, sendo

assim caracterizados em trés grupos; geofilicos, zoofilicos e antropofilicos. Cada um destes
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géneros apresenta espécies que causam diferentes lesées em humanos e animais, contribuindo
para a cronicidade das dermatofitoses. As espécies antropofilicas provocam baixa inflamacgéo
enquanto, os representantes zoofilicos e geofilicos causam inflamacdes mais severas (DALLA
LANA et al., 2016).

Os dermatofitos geofilicos sdo seres saprébios, como Microsporum gypseum e, estdo
presentes no solo, utilizando dos substratos queratinizados, como cabelos, pele, unhas, chifres,
conchas, carapacas de insetos. Devido a frequente associacdo com penas e pelos de animais,
sugere-se que esses fungos facilmente adaptaram-se aos hospedeiros animais e humanos,
permitindo o surgimento dos fungos antropofilicos e zoofilicos (AL-JANABI, 2014;
WEITZMAN; SUMMERBELL, 1995).

Os dermatofitos zoofilicos diferem dos geofilicos no tipo de associacdo que realizam
com o seu hospedeiro, sendo prevalentemente parasitas de animais e, algumas vezes do homem.
A incidéncia em humanos ir4 depender de fatores como o estilo de vida, contato direto com
animais e distribuicdo geografica. Dentre os dermatofitos zoofilicos, a espécie M. canis possui
maior incidéncia em cées e gatos, e quando infecta humanos acomete principalmente criancas,
causando tinea capitis, tinea corporis e tinea facieis. A espécie T. mentagrophytes var.
mentagrophytes provoca comumente dermatofitoses em adultos, como tinea pedis, tinea
corporis e tinea cruris (AL-JANABI, 2014; FROTA, 2011).

O grupo dos dermatdfitos antropofilicos incluem parasitas especificos de humanos
estando amplamente distribuidos pelo mundo, comumente infectando humanos adultos, e
podem causar infeccdo em algumas espécies de animais. Como representante T. rubrum € o
principal agente etioldgico ocorrendo comumente em comunidades, espagos recreativos e no
ambiente doméstico (MARTO et al., 2010).

A espécie patogénica E. floccosum é classificado como antropofilico com distribui¢do
mundial. Apresenta crescimento lento e suas culturas exibem uma textura cotonosa, com
coloracdo amarelo esverdeado. A sua morfologia é caracterizada pela presenca de aglomerados
de macroconidios, com auséncia de microconidios (KHEDMATI et al., 2020; SIDRIM,;
MOREIRA, 1999).

O género Microsporum apresenta distribuicdo mundial, sendo uma causa frequente de
infeccdes em criancas. As colonias apresentam caracteristicas cotonosas ou glabras, coloridas
ou brancas. Apresentam macroconidios, multiseptados, fusiformes e parede celular espessa e
rugosa. Os microconidios sdo mais raros, unicelulares, hialinos, lisos ovoides (Figura 6)
(DALLA LANA et al., 2016).
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Figura 6. Macromorfologia e micromorfologia de Microsporum canis

a. Colbnia cultivada em &gar batata dextrose, de colagdo branca a creme e superficie algodonosa. b. Reverso amarelo brilhante. c.
Macroconidios com paredes espessas e extremidades agudas, corante azul algodéo, objetiva 40x.

Fonte:https://mycology.adelaide.edu.au/descriptions/dermatophytes/trichophyton/

O género Trichophyton compreende espécies que transmitem as infeccdes homem a
homem, ou animal para animal, e sua prevaléncia é mundial, abarcando espécies antropofilicas,
zoofilicas e geofilicas. Seu principal fator de viruléncia € a secrecdo de enzimas proteoliticas,
contudo precisam de pH adequado (FUENTEFRIA et al., 2019).

A espécie de T. rubrum é a espécie mais prevalente nas micoses superficiais, apresentam
crescimento lento, com colonias de coloragdo brancas, e reverso de coloragdo avermelhado ou
amarelo. As texturas das colbnias apresentam caracteristicas algodonosa ou aveludada, com
pregas radiais (Figura 7) (ROCHA; VIEIRA, 2014). A morfologia dessa espécie pode
apresentar superficie pungente e a pigmentacdo da cultura pode variar entre o branco e
vermelho escuro (FUENTEFRIA et al., 2019).

Figura 7. Col6nias de Trichophyton rubrum com produgao de pigmentos vermelhos e amarelos

a. Morfologia da cultura de T. rubrum, coldnia algodonosa branca e coldnia agranular. b. reverso da col6nia com pigmentacdo avermelhada.
c. Microconidios clavados tipicos. d. Macroconidios em forma de charuto.

Fonte:https://mycology.adelaide.edu.au/descriptions/dermatophytes/trichophyton/

A espécie de T. mentagrophytes pode estar organizada em um complexo que
compreende cinco espécies T. mentagrophytes, T. interdigitale, T. erinacei, T. quinckeanum e

T. benhamie. As coldnias de T. mentagrophytes séo planas, com coloracéo branca a creme, seu
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reverso apresenta coloragdo marrom e textura pulverulenta. A microscopia de T.
mentagrophytes é caracterizada pela presenca de microconidios agrupados em um arranjo
semelhante a um cacho de uva (Figura 8) (FUENTEFRIA et al., 2019; FRIAS-DE-LEON et
al., 2020).

Figura 8. Morfologia de Trichophyton mentagrophytes

a. Reverso de coldnia de T. mentagrophytes coloragao creme amarronzado. b. Col6nia cultivada em agar batata dextrose, de colagdo branca

algodonosa b. Microconidios em cachos. ¢. Macroconidios em forma de charuto.

Fonte:https://mycology.adelaide.edu.au/descriptions/dermatophytes/trichophyton/

1.2.3 Tratamento antiflngico

A selecdo do tratamento antifungico é baseada no estado de satde do individuo
acometido pela infeccéo, o tipo, o grau de comprometimento, local e extensdo da infec¢do. Um
dos maiores desafios para o tratamento dessas infec¢Bes consiste nas semelhancas metabdlicas
entre os seres eucariotos, como fungos e humanos (TOSTI; ELEWSKI, 2016; ROTTA et al.,
2012). Torna-se imperioso a busca por agentes antifingicos que sejam capazes de interagir com
estruturas celulares distintas nos patégenos, atuando de forma a inibi-los seletivamente sem
causar efeitos colaterais severos ao hospedeiro.

Os alvos mais comuns para agentes antifingicos sdo sintese de RNA flngico,
componentes de parede celular e componentes de membrana (Figura 9) (ALSPAUGH, 2020).


https://mycology.adelaide.edu.au/descriptions/dermatophytes/trichophyton/
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Figura 9. Alvos moleculares de agentes antifingicos
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O tratamento das dermatofitoses é feito com antifungicos topicos e sistémico, ou
combinados. Existem quatro classes de agentes antifungicos que apresentam como alvos
moleculares a membrana plasmatica, parede celular e a biossintese de proteinas de acido
desoxirribonucleico. S&o elas polienos representados pela anfotericina B; azlis
(fluconazol, itraconazol, voriconazol); as equinocandinas (caspofungina, micafungina) e
alilaminas (terbinafina e naftifina) (CARMONA,; LIMPER, 2017; SCORZONI et al.,
2017; COLLELLA et al., 2006).

Os polienos atuam ligando no ergosterol, esterol especifico presente na célula
fangica. A ligacdo forma um complexo polieno-ergosterol que gera canais na membrana,
causando sua ruptura, permitindo o extravasamento do contetdo celular. Dessa forma, ha
uma desestabilizacdo da membrana com consequente efeito letal para o fungo
(VLAHOVIC, 2016; FUENTEFRI et al., 2019).

A anfotericina B (AmfB) é um representante dessa classe que foi desenvolvida
em 1955 (Figura 10). Segundo Carmona, Limper (2017) h& evidéncias que este farmaco
atua na extracdo do ergosterol presente nas bicamadas lipidicas. Porém, a AmfB apresenta
como limitag6es baixa absor¢do intestinal, sendo administrada por via intravenosa, e seu
uso pode gerar nefrotoxicidade severa (CARMONA, LIMPER, 2017).

Figura 10. Estrutura quimica da anfotericina B

Os azois agem impedindo a biossintese do ergosterol por meio da inibi¢do da 14-

a-desmetilase, na etapa de desmetilacdo do lanosterol. O ergosterol, auxilia na
manutencdo da permeabilidade da membrana plasmética e a sua auséncia acarreta uma
instabilidade da membrana plasmatica fungica e na absorcao de nutrientes. Os azois sao

divididos em imidazdis (1* geracdo miconazol, 22 geracdo cetoconazol) e triazois (12
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geracdo fluconazol, 22 geracdo voriconazol, 3% geracdo ravuconazol) (HOKKEN et al.,
2019).

Para o tratamento de dermatofitoses se utiliza formulagdes topicas, porém, o
tratamento de infeccbes mais graves, sdo administrados as capsulas de itraconazol e
fluconazol. A utilizacdo dos azdis e polienos de forma irracional pode ocasionar
hepatotoxicidade (FUENTEFRI et al., 2019; FERNANDEZ-TORRES et al., 2003).

Os danos hepatoxicos é uma das principais desvantagens do uso de farmacos azois
e devido a sua capacidade de interagdo com isoenzimas CYP450, podendo apresentar
numerosas interagdes medicamentosas com outros farmacos que usam essas isoenzimas
para o seu metabolismo (GEISSEL et al., 2018; SARDANA et al., 2017).

A classe das alilaminas tem como principal representante a terbinafina, que age
inibido a esqualeno-epoxidase, que participa da via de biossintese do ergosterol. Esses
farmacos, atuam, interrompendo essa via biossintética, por meio da inativacdo desta
enzima, sendo utilizados contra dermatofitos. Os possiveis efeitos adversos leves incluem
os efeitos cutaneos e no trato gastrointestinal, porém séo contraindicados para individuos
gue apresentam insuficiéncias hepatica e renal (DALLA-LANA et al., 2016).

No ano de 1980, o cetoconazol foi selecionado como uma das primeiras escolhas
para o tratamento de dermatofitoses. Apds uma década, o itraconazol e a terbinafina,
passaram a serem prescritos para esse tipo de infeccdo, exceto para tinea capitis, que
continua a ser tratado com a griseofulvina. Os farmacos cetoconazol (3), itraconazol (4)
e a terbinafina (5) sdo os trés primeiros farmacos a serem prescritos para o tratamento de
dermatofitoses (Figura 11) (SARNADA et al., 2017; KHURANA; SARDANA;
CHOWDHARY, 2019).
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Figura 11. Estrutura dos farmacos usados no tratamento da dermatofitoses
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Contudo, a terapia medicamentosa, encontra limitaces como custo econémico
elevado, potenciais interagdes medicamentosas, biodisponibilidade insuficiente,
recrudescéncia de cepas resistentes, combinados ainda, a longos periodos de tratamento,
que culmina na perda de adesdo do paciente ao tratamento e reforgcando 0os mecanismos
de resisténcia destes patogenos (PERES et al., 2010; DALLA LANA et al., 2016;
WIEDERHOLD, 2018).

A falta de um tratamento adequado, muitas vezes negligenciado pelo proprio
paciente, pode gerar sequelas, dores, afetando processos sociais, prejudicando em todos
0s aspectos sociais da vida do individuo. O uso indiscriminado e inadequado de farmacos
antifingicos consiste em uma das principais preocupacdes na pratica clinica anti-
infecciosa. Tais fatores contribuem para que os tratamentos das dermatofitoses sejam
limitados, apresente reacOes adversas, resisténcia e atividades fungistatica e néo
fungicidas (CEILLEY, 2015).

1.2.4 Mecanismos de resisténcias aos antifingicos

A pressdo seletiva do ambiente de infeccdo ocasionada pelos dermatéfitos
combinada com a limitagdo de farmacos convencionais com mecanismos de agdo
similares podem ter contribuido de forma favoravel para que os fungos patogénicos

evoluissem e apresentassem resisténcia.
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O desenvolvimento da resisténcia pode ocorrer devido a cinco fatores principais,
sdo eles (1) superexpressao de alvos terapéuticos, (2) substituicdo de aminoacidos que
podem impedir a ligacdo do alvo com o farmaco; (3) sinalizacéo pelas vias de respostas
ao estresse; (4) regulacdo de bombas de efluxo e (5) alteracéo nas vias celulares (REVIE
etal., 2018).

Os biofilmes sdo células estruturadas que podem aumentar a resisténcia a terapia
fangica (COSTA-ORLANDI et al., 2014). A estrutura dos biofilmes em dermatofitos
foram evidenciadas a primeira vez por Burkhart et al. (2002) e em 2014, Costa-Orlandi e
colaboradores, confirmaram a presenca de biofilme em T. rubrum e T. mentagrophytes.

O biofilme é uma importante estrutura para o processo de infeccdo, confere aos
dermatofitos propriedades como a tolerancia aos agentes antifungicos. Na infecgdo
provocada por dermatofitos, acredita-se que a presenca de biofilme é fator que justifica a
presenca de hifas e artroconidios que permitem sua adesdo fortemente a estrutura
infectada. Contribuindo para o surgimento de células resistentes e capazes de tolerar
concentracdes mais elevadas dos farmacos (COSTA-ORLANDI et al., 2014; DOS
SANTOS et al. 2015; ROBBINS; CAPLAN; COWEN, 2017).

1.2.5 Chalconas

A biodiversidade da flora brasileira é imensa, o que proporciona indmeras
possibilidades para o uso das plantas como um horizonte para a comunidade cientifica no
que tange a descoberta de farmacos. O Brasil, por sua vez, possui uma das principais
florestas tropicais Umida e equatorial, e aproximadamente, 20% das espécies de plantas
conhecidas em todo o planeta (HENRIQUE et al., 2015).

De acordo com Ramos et al. (2016), o uso de plantas medicinais € realizado pela
sociedade desde os tempos primoérdios. As substancias ativas presentes nas plantas,
possuem diferentes esqueletos, incluindo os flavonoides, alcaloides e taninos, os quais
fazem parte da protecdo antimicrobiana vegetal, sendo potenciais farmacos anti-
infecciosos (CRAGG E NEWMAN 2020; RAMOS et al., 2016).

Neste sentido, as chalconas séo flavonoides de cadeia aberta com grande potencial
para a exploracdo pela Quimica Medicinal devido a sua sintese concisa e por sua
versatilidade de interagir com alvos bioldgicos aliada a alta tolerabilidade pelos humanos.
Quimicamente, o nucleo chalconico (6) apresenta estrutura simples, sendo formado pela

unido de dois anéis aromaticos (A e B), os quais sdo unidos por uma ponte ceténica a, -
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insaturada (Figura 12) (LEON-GONZALEZ et al., 2015; MAHAPATRA; BHARTI
&ASATI, 2015; NOWASKA, 2007).

FIGURA 12. Nucleo Chalconico

A diversidade estrutural de compostos chalconicos conferem a estas substancias
um amplo espectro de atividade bioldgicas, incluindo antifungica (NASCENTES et al.,
2018; NASCENTES et al., 2020; MIGUEL et al., 2016), anti-inflamatoria (VENTURA
et al., 2015), antioxidante (DOAN; TRAN, 2011), anti-HIV (SHARMA et al., 2011),
antimalarica (YADAV et al., 2012), antibacteriana (MARQUES et al., 2020;
NOWASKA, 2007) e antiproliferativa (KUCEROVA-CHLUPACOVA et al., 2015).

As chalconas podem atuar na biossintese da parede celular fungica, por meio da
inibicdo de enzimas, como a 1,3-B-D-glucanase. Ao se ligarem nesta proteina, ocorre uma
ruptura da membrana plasmatica, devido a perda de resisténcia da pressdo osmotica,
provocando a morte fangica (LAHTCHEV et al., 2008; SIVAKUMAR, KUMAR,
DOBLE, 2009).

Lopez e colaboradores (2008) avaliaram 41 chalconas testadas contra varios
fungos patogénicos humanos. Neste estudo, foi avaliada a capacidade das chalconas em
inibir, in vitro, a enzima B-(1,3)-glucano-sintase e a quitina-sintase, que séo enzimas
responsaveis por catalisar a sintese de p-(1,3)-glucano e quitina, respectivamente. Esses
polissacarideos sdo os dois polimeros mais abundantes na parede celular fungica. Os
compostos chalconicos tiveram acgdo contra M. canis, M. gypseum, T. mentagrophytes, T.
rubrum e E. floccosum, tendo efeito inibitorio em concentragdes entre 50 ug/mL a 12,5
ug/mL (Figura 13) (LOPEZ et al., 2008).
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Figura 13. Chalconas com atividade antidermatofitica (LOPEZ et al., 2008)
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2.4.1 Metoxichalconas

As metoxichalconas sdo chalconas substituidas por grupo metoxila (-OCHs ou -
OMe). Este grupo esta presente em chalconas naturais e sintéticas com diferentes
bioatividades, incluindo antimicobacteriana (GAUR et al.,, 2015), antiviral
(YAEGHOOBI et al., 2016) e antiprotozoaria (MESSIER et al.,2011; AN; BOECK et al.
2005; WANG et al., 2016).

A atividade antifungica de metoxichalconas foi descrita por Messier e
colaboradores (2011). A licochalcona A, uma metoxichalcona natural, inibiu a formacéo
de biofilmes e impediu a transicéo hifal de Candida albicans. Boeck et al. (2007) em seus
estudos, confirmaram o efeito das metoxichalconas contra um amplo painel de leveduras,
hialohifomicetos e dermatofitos.

Wang e colaboradores (2016) estudaram o efeito de sinergismo de 24 chalconas
com o fluconazol. Dentre essas, sete metoxichalconas (11-18) mostraram efeito sinérgico
com fluconazol apresentando valores de ICIF (indice de Concentracdo Inibitoria
Fracionada) variando entre 0,007 e 0,188 (Figura 14). Estes dados evidenciam o
interessante efeito sinérgico dos anadlogos de chalconas com o fluconazol contra C.
albicans resistente (WANG et al., 2016).
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Figura 14. Chalconas com acédo sinérgica com o fluconazol contra Candida albicans
(WANG et al., 2016)
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Em trabalho realizado pelo Laboratério de Antibidticos e Quimioterapicos, foi
possivel verificar a relevancia das metoxilas sobre a atividade antifingica de chalconas.
As metoxichalconas 19a—19¢ (figura 15) foram ativas contra C. albicans, C. krusei, C.
parapsilosis e C. glabrata, exibindo valores de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)
de 7,8 ug/mL.). Estes autores indicaram que o numero e a posi¢do das metoxilas nos anéis
A e B influenciaram, fortemente, a atividade anti-Candida, sugerindo que o efeito de
eletrodoacdo desse grupo pode apresentar contribuicdo farmacoforica para a
fingitoxicidades (MARQUES et al., 2020).

Figura 15. Estrutura das Metoxichalconas com atividade contra espécies de Candida.
CIM = Concentragdo Inibitoria Minima (MARQUES et al., 2020)
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Atualmente, ha trés farmacos chalcénicos aprovados para uso clinico, que sdo
comercializados na Italia e Espanha, sob o nome de metochalcona (20), apresenta acdo
colerética, sofalcona (21), que atua como anti-ulcerogenico e mucoprotetor e a mistura
dos fitofarmacos, hesperidina metilchalcona e hesperidina trimetilchalcona (22) (Figura
16), os quais apresentam ac&o contra insuficiéncia linfatica venosa e vericose do tronco,
respectivamente (BELTRAMINO; PENENORY; BUCETA, 2000; GOMES et al., 2019;
ZHUANG et al., 2017).

Figura 16. Estrutura dos farmacos chalcdnicos
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Diante do potencial terapéutico, da versatilidade das chalconas como modelos
para substancias bioativas, bem como das dificuldades na obtencdo de novos tratamentos
para infecgdes fungicas, as metoxichalconas podem ser agentes promissores para O
desenvolvimento de antifingicos inovadores que apresentem seguranca, eficacia e que

atuem em novos alvos moleculares.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi investigar a caracteristicas quimicas e avaliar

a atividade antifingica de metoxichalconas contra dermatofitos.

3.2 Objetivos especificos

- Sintetizar, purificar e identificar uma série de chalconas 2’,4’-dimetoxiladas no anel A

com modificagdes no anel B;

- Determinar a atividade antifingica de chalconas 2’,4’-dimetoxiladas (substancias 0-31)
contra Trichophyton rubrum (isolados clinicos e CBS, TR), Trichophyton
mentagrophytes (isolados clinicos e ATCC, TM), Epidermophyton (isolados clinicos EF)
e Microsporum canis (isolados clinicos e ATCC, MC);

- Avaliar a acdo do farmaco metochalcona contra Trichophyton spp., Epidermophyton

spp. e Microsporum spp., visando 0 seu reposicionamento;

- Avaliar a atividade antifungica da combinacdo de metoxichalconas selecionadas com
anfotericina B, caspofungina, fluconazol, terbinafina e voriconazol utilizando a

metodologia tabuleiro de xadrez;

- Analisar atividade antifungica da metoxichalcona selecionada na presenca de sorbitol

para avaliar sua acdo na parede celular fingica;

- Analisar atividade antifingica de metoxichalconas selecionadas na presenca de

ergosterol para inferir sobre seu efeito na membrana celular fungica;

- Determinar a toxicidade das metoxichalconas selecionadas contra fibroblasto de pele
(HDFa);
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- Avaliar a toxicidade in vivo das metoxichalconas selecionadas em larvas de Galleria

mellonella.
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RESUMO

As dermatofitoses sdo infeccdes causadas por fungos dermatofitos que apresentam ampla
prevaléncia mundial. Diante de dificuldades da erradicacdo, toxicidade dos farmacos e
elevadas taxas de recorréncia desta doenga, foi investigada a atividade antidermatofitica
de metoxichalconas contra Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes,
Microsporum canis e Epidermophyton floccosum. Duas séries de chalconas 2°,4’-
dimetoxiladas com anéis B fenilicos substituidos por eletroatratores e anéis B homo- e
heteroarilicos foram sintetizadas por condensacdo aldolica de Claisen-Schmidt com
rendimentos que variaram de 15 e 95%. Dentre os analogos obtidos, as chalconas JA-2F,
JA-3Br, JA-tiofenila, JA-furanila e JA-20H3F, foram identificados como novas
identidades quimicas. A dimetoxichalcona n&o-substituida no anel B (JA-0)
(Concentragdo Inibitoria Minima - CIM - 1,3 pg/mL e 15,6 pg/mL) e seu analogo JA-2F
(CIM - 0,9 pg/mL e 15,6 pg/mL) foram os mais ativos, sendo selecionados para outros
bioensaios, como avaliacdo do efeito sinérgico, efeito na membrana e parede celular
fangica, avaliacdo do tempo de morte, toxicidade contra fibroblastos cutaneos e avaliacdo
da toxicidade no modelo de Galleria mellonella. As duas chalconas tiveram seus efeitos
potencializados quando associados aos farmacos anfotericina B, terbinafina e
voriconazol. Os testes de tempo de morte, indicam que a atividade fungicida para os dois
compostos ocorreu apés 48 h. JA-0 e JA-2F ndo apresentaram toxicidade contra as larvas
de Galleria mellonella, com LDso de 500 pg/mL. Esses resultados sugerem que 0s
compostos JA-0 e JA-2F, podem ser alternativas eficazes e seguras para o tratamento de

dermatofitoses.

PALAVRAS-CHAVE: Metoxichalconas; Dermatofitos; Chalconas; Micoses

superficiais.

1. INTRODUCAO

As dermatofitoses sdo infeccbes causadas por fungos filamentosos e
queratinofilicos, que apresentam a capacidade de invadir nichos queratinizados como 0s
cabelos, pele e unhas (GNAT et al., 2019; KHURANA et al., 2019). As dermatofitoses
afetam grande parte da populagcdo mundial, em todas as faixas etarias, contudo, os maiores
indices podem ser observados nos paises tropicais (AL-KHIKANI, 2021).
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Os fungos dermatofitos sdo divididos em nove géneros, Trichophyton,
Microsporum, Epidermophyton, Arthroderma, Lopophyton, Nannizzia, Ctenomyces,
Guarromyces e Paraphyton (MERCER; STEWART, 2019). Estes géneros apresentam
diversas especies, sendo Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes e
Microsporum canis, as espécies que causam maior indice de infec¢Ges superficiais em
pés, unhas e pele. Fatores como a idade, sexo, a estacdo do ano, localizagdo geogréfica, e
condicdes socioecondmicas e culturais sdo fatores que influenciam o desenvolvimento
das dermatofitoses (AL-KHIKANI, 2020; LOPES; PINTO; SALGUEIRO, 2017)

O tratamento das dermatofitoses envolve farmacos com algumas barreiras
terapéuticas, incluindo toxicidade, interagdes medicamentosas, alto custo econémico e
uso prolongado. Todos esses fatores dificultam a adesdo do paciente, conduzindo a um
tratamento ineficaz que pode resultar em um aumento da resisténcia fungica. Assim,
torna-se premente o investimento na e descoberta e desenvolvimento de novos agentes
antifungicos que sejam mais seguros e eficazes (WIEDERHOLD, 2018).

As chalconas sdo substancias que podem se constituir como potenciais agentes
antifangicos, colaborando para a eficiéncia no tratamento das dermatomicoses. Essas
substancias sdo precursores da biossintese de flavonoides, sendo encontradas em
abundancia em diversas plantas. Elas podem ser sintetizadas de forma relativamente
rapida, simples e com baixo custo econémico, 0 que permite a obtencdo de uma ampla
variedade de andlogos contendo diversas funcionalizacbes (GOMES et al., 2017;
SOARES et al., 2014; KIM et al., 2012). Dentre elas, as metoxichalconas, que sdo
chalconas substituidas por um grupo metoxila (-OCHz ou -OMe), apresentam um amplo
espectro de bioatividades, como antimalarica (DOMINGUEZ et al. 2005),
antiprotozoaria (PASSALACQUA et al., 2015) e antifingia (MARQUES et al., 2020).

Kaveri e colaboradores (2005) avaliaram a atividade antifingica de chalconas,
com grupo retirador de elétrons (bromo) no anel A e grupo metoxila na posi¢do meta no
anel B contra Candida albicans (CIMso = 6,75 pg/mL), C. krusei (C1Msg = 18,56 pug/mL)
e A. fumigatus (CIMso=7,17 ug/mL). A adi¢ao de um grupo volumoso feito por Lopez e
colaboradores (2008), no anel A da chalcona gerou um efeito contra espécies de
dermatdfitos com valores de CIM entre 25 pg/mL e 0,5 pg/mL.

Nosso grupo identificou diversas chalconas mono-, di- e trimetoxiladas com
atividade antifangica contra C. albicans, C. krusei, C. parapsilosis, C. tropicalis e C.
glabrata com valores de CIM variando entre 15,6 ng/mL a 62,5 pg/mL (MARQUES et

al., 2020). No presente trabalho, os dados obtidos por Marques e colaboradores nos
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encorajaram a planejar e sintetizar duas séries de chalconas 2°,4’-dimetoxiladas no anel
A chalcbnico, e testa-las contra T. rubrum, T. mentagrophytes, Microsporum spp. e
Epidermophyton spp., incluindo cepas da American Type Culture Collection (ATCC) e

isolados clinicos.
2. RESULTADOS e DISCUSSAO
2.1 Planejamento

O planejamento das metoxichalconas do presente trabalho foi baseado nos
resultados previamente obtidos pelo nosso grupo de pesquisa (MARQUES et al., 2020).
Marques e colaboradores investigaram a relevancia do numero e posi¢do do grupo
metoxila nos anéis chalcénicos A e B para a atividade contra cinco espécies de Candida.
Dentre os 17 analogos avaliados, quatro demonstraram atividade anti-Candida, com
valores de CIM variando de 15,6 a 62,5 pg/mL, os quais foram similares ao fluconazol
(CIM = 1,0 ug/mL a 32 pg/mL) utilizado como farmaco antifingico de referéncia.

No presente trabalho, também apresentaram atividade contra T. rubrum (CBS
118892), com CIM variando de 1,9 a 25 pg/mL (Tabela 01). Dentre essas substancias, a
chalcona 2’°,4’-dimetoxilada (JA-0) foi selecionada como prototipo para o planejamento

de novos anélogos contra R. rubrum, T. mentagrophytes, M. canis. e E. floccosum.

Tabela 01. Atividade de metoxichalconas selecionadas contra Trichophyton rubrum
CBS118892 expressa em pg/mL
Chalconas Cadigo CIM CFM

O X O JA-0 1,9 1,9
_o
o

O ) JAa2s0CH: 19 39

_O0 ©
0/

A~ JA-2’.4°,5- >25,
O S O OCHs 125 0
0 ©
No

O JA -3°4°,5- >25,

~o S O OCHs 25,0 0

*CIM: Concentracgdo Inibitoria Minima; CFM: Concentragdo Fungicida Minima.
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Com base na atividade contra T. rubrum foi selecionada a chalcona JA-0 contendo
dois grupos metoxilas no anel fenilico A (2°,4’-OCHz) para 0 prosseguimento da
avaliacdo contra outras espécies de dermatofitos. Utilizando a chalcona JA-O como
protétipo, foram planejados 23 analogos com modificagcGes no anel B, os quais foram
subdivididos em duas séries (I e Il). Para a série I, foram propostos 19 analogos
substituidos no anel B por grupos substituintes eletroatratores (Esquema 1). Para a série
I1, foi proposto quatros analogos, com a permuta do anel B fenilico por anéis isostéricos
da fenila contendo 6 elétrons 7 (2-furanila e 2-tiofenila) e anéis homoarilicos expandidos

contendo 10 elétrons 7 (a-naftila e B-naftila).

Esquema 1. Planejamento das séries 1 e II de andlogos chalconicos 2°,4’-

dimetoxichalconas

7
NS
0 o
JA-0 ¢ modificacées no
...................... i......anelB_
Série | Série ll
Substituicdo por grupos Substituicao por difentes
hidrofébicos e anéis aromaticos

retiradores de elétrons

R = -F, -Br, -Cl, -CF; -OCF;,
-NO,

Dentre os 23 analogos planejados, JA-2F, JA-3Br, JA-tiofenila, JA-furanila e
JA-20H3F, conforme a plataforma SCIFINDER, sdo compostos inéditos na literatura.

2.2 Sintese dos analogos da 2°,4’-dimetoxichalconas
Por meio da reacdo de condensacdo alddlica de Claisen-Schmidt (Esquema 2)

foram obtidas 23 chalconas, com rendimentos que variaram de 15 a 96%, sendo 0s

menores e maiores rendimentos observados paras as chalconas JA-2F (15%) e JA-2,6Cl
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(96%), respectivamente. Seis chalconas apresentaram rendimentos variando de 20 a 49%.
A maioria das chalconas apresentou rendimento maior que 50%.

Esquema 2. Reacdo de condensacdo alddlica de Claisen-Schmidt para a obtencdo das

metoxichalconas das séries | e 11

e NaOH O
s oFA ————
EtOH, t.a. U Ar
/O (o] 0\ (0]

As estruturas das metoxichalconas (Esquema 1) foram confirmadas por analise de
Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN *H) e Ressonancia Magnética
Nuclear de Cabono-Treze *C (APENDICE ).

2.3 Atividade antifingica das 2°,4’-dimetoxichalconas

Para este estudo, foi determinada a atividade antifungica de 23 chalconas analogas
de JA-0 contra T. rubrum, T. mentagrophytes, M. canis e E. floccosum. Inicialmente, os
derivados chalconicos foram analisados em uma concentragao de 31,2 pg/mL para a
selecdo dos compostos mais ativos. Aqueles que apresentaram inibicao igual ou inferior
a 31,2 pg/mL inibindo 99% do crescimento fungico tiveram a ClIMgg determinada por

meio de microdiluicdo seriada.

2.3.1. Atividade antifangica contra Trichophyton mentagrophytes e Trichophyton rubrum

Na triagem a 31,2 ug/mL dos 23 analogos de JA-0 contra T. mentagrophytes,
incluindo seis cepas da ATCC11481 e isolados clinicos. Foram identificadas 15
chalconas que inibiram 99% do crescimento de no minimo uma cepa na concentracao
unica.

As chalconas que apresentaram concentra¢do igual ou menor que 31,2 ug/mL
tiveram os valores de CIM determinados contra as cepas de T. mentagrophytes,
apresentando valores que variaram de 0,9 e 31,2 ug/mL. Dentre essas, JA-0 (1,9 pg/mL<
CIM< 15,6 pg/mL) JA-2F (1,9 pg/mL< CIM< 15,6 pg/mL), JA-3F (3,9 mL < CIM
mL<pg/mL), JA-4F (3,9 < CIM< 31,2 pug/mL), JA-3CI (1,9 < CIM< 31,2) e JA-



2tiofenila (15,6< CIM< 31,2) demonstraram atividade contra as seis cepas. As demais
chalconas exibiram valores de CIM > 31,2 pg/mL, sendo consideradas inativas (Tabela
2). Contra a cepa da ATCC, JA-0, JA-2F e JA-ACFs, exibiram valores de CIM entre 0,9
e 3,9 yug/mL, sendo sete vezes menores que o0 observado para o fluconazol (CIM = 8,0
pg/mL). Em relacdo aos isolados clinicos, a CIM variou de 1,9 a 31,2 pg/mL, sendo todos
menores que o0s valores registrados para o fluconazol (CIM = 32 a 64 pg/mL). Destaca-
se que as metoxichalconas ndo-substituida (JA-0), fluoradas (JA-2F, JA-3F, JA-4F) e

clorada (JA-3CI) no anel B, apresentaram CIM igual ou inferior a 15,6 pg/mL contra a

maioria das espécies clinicas avaliadas.

Tabela 02. Atividade Antifingica de metoxichalconas

mentagrophytes TM! (ATCC11481 e isolados clinicos) expressa em pg/mL

46

contra Trichophyton

TMATCC1 ™ 1 ™ 2 ™™ 3 TM 4 TM5
1481
Compostos  ClI CF ClI CF ClI CF ClI CF ClI CF ClI CFM
M M M M M M M M M M M
JA-0 19 78 156 * 78 312 39 39 39 156 7.8 *
JA-2F 39 156 15,6 * 39 312 39 156 19 156 7.8 *
JA-3F 15,6 * 3,9 * 7,8 * 7,8 * 3,9 * 15,6 *
JA-4F 31,2 * 39 312 39 78 312 * 31,2 * 15,6 *
JA_ZBr * * * * * * * * * * * *
JA_SBr * * * * * * * * * * * *
JA_4Br * * * * * * * * * * 3112 *
JA-2ClI * * * * 39 31,2 * * * * 31,2 *
JA-3CI 1,9 * 31,2 * 31,2 * 3,9 * 3,9 * 31,2 *
JA-ACI 31,2 * 3,9 * * * 31,2 * 15,6 * * *
JA'2,4d|CI * * * * * * * * * * * *
JA'2,6d|CI * * * * * * * * * * * *
JA‘3,4d|CI * * * * * * * * * * * *
JA_3CF3 * * * * * * * * * * * *
JA-4CF3 0,9 * 7,8 * * * * * 31,2 * 15,6 *
JA_4OCF3 * * * * * * * * * * * *
\]A'ZNOZ * * * * * * * * * * * *
J’A\_3NO2 * * * * * * * * * * * *
JA‘lNaft”a * * * * * * * * * * * *
JA'ZNaft”a. * * * * * * * * * * * *
JA- 15,6 * 31,2 * 15,6 * 15,6 * 15,6 * 31,2 *
2Tiofenila 1
JA- 15,6 * * * * * 31,2 * 3,9 * 7,8 *
2Furanila
JA-20H3F 15,6 * * * * * * * * * 31,2 *
fluconazol 8 8 64 * * * 64 * 64 * 32 32

1TM: Trichophyton mentagrophytes; “ Valores de CIM maior que 31,2 ug/mL.
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Os resultados obtidos contra T. mentagrophytes permitiu derivar alguns dados
preliminares de relacdo entre a estrutura quimica e a atividade antifingica. Primeiro
investigamos os efeitos das para-substituicbes no anel B, por grupos eletroatratores e
hidrofobicos, como -F, -Cl, Br, -CF3 e 4-OCFs. Contra a cepa ATCC11481, apenas 0
grupo CFs potencializou a atividade antifungica em 2x, enquanto substitui¢ées por -Cl, -
Br, e -OCFs levaram a diminuicdo de 2 a 16x ou a perda completa da atividade
antifangica. No desenvolvimento de um farmaco almeja por uma molécula que
apresentem caracteristicas farmacocinéticas e farmacodinamicas ideais, assim, ao
adicionar um grupo halogénico em uma molécula, busca-se melhorar as caracteristicas de
absorcdo pelas membranas lipidicas. A introducdo dos grupos cloro, bromo e fltor tem
como objetivo tornar a molécula do composto menos hidrossoltvel e mais lipofilica
(BARREIRO; FRAGA, 2008).

Contra os 5 isolados clinicos, a para-substituicao por flior potencializou de 2 a
4x a atividade antifungica contra TM1 e TM2, sendo essa substituicdo desfavoréavel para
os demais isolados clinicos. O analogo p-clorado (JA-4Cl) demonstrou maior poténcia
contra o isolado clinico TM1, sendo 4x mais potente que o analogo ndo-substituido (JA-
4Cl) e 16x% mais potente que o fluconazol (CIM = 64 pg/mL).

Investigou-se a variacdo da posicdo dos aceptores de elétrons nas posi¢oes orto e
meta do anel fenilico B. A meta-substituicdo por fllor potencializou a atividade
antifangica em 4x contra TM1 em relacdo ao analogo ndo substituido e em 16x contra o
fluconazol, enquanto a orto-substituicdo por flior proporcionou uma poténcia de 2x
contra os isolados clinicos TM2 e TM4, e em comparagdo ao farmaco de referéncia foi
32x e 16x mais potente, respectivamente. Substituicdes por orto-Cl aumentou 2% a
atividade contra TM2. As demais substitui¢des em orto por bromo, cloro e nitro levaram
a diminuicdo ou perda completa da atividade antifingica. Da mesma forma, os andlogos
dissubstituidos por cloro (JA-2,4diCl, JA-2,6diCl, e JA-2,4diCl), e aqueles com o anel
B permutados por 2-furanila, a-naftila e B-naftila, foram menos potentes ou inativos
contra T. mentagrophytes.

De maneira geral, dos 23 analogos, 6 (JA-0, JA-2F, JA-3F, JA-4F e JA-20H3F)
foram ativos contra todo o painel de T. rubrum com valores de CIM entre 0,9 pg/mL e
31,2 pg/mL (Tabela 3).
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Tabela 3. Atividade antifungica de metoxichalconas contra Trichophyton rubrum

CBS118892 TR expressa em pg/mL

TRCBS118 TR1 TR2 TR3 TR4 TR5
892
CIM CF CIM CF CIM CF CIM CF CIM CF CIM CFKFM
M M M M M

JA-0 39 78 78 312 39 78 09 78 156 78 19 3,9
JA-2F 19 156 156 156 39 78 09 156 78 78 19 3,9
JA-3F 7,8 * 78 156 78 156 7.8 * 78 156 3,9 7,8

JA-4F 15,6 * 39 156 15,6 * 15,6 * 39 39 156 156
JA_ZBr * * * * * * * * * * * *
JA_3Br * * * * * * * * 31’2 * * *
JA_4Br * * * * * * * * * * * *
JA-2ClI 31,2 * * * 31,2 * 31,2 * 31,2 * 31,2 *
JA-3CI 1,9 * 7,8 * 15,6 * 0,9 * 15,6 * 7,8 *
JA-ACI 31,2 * * * * * 31,2 * 31,2 * 31,2 *
JA'2,4d|CI * * * * * * * * * * * *
JA-2,6diCl * * * * * * * * 31,2 * * *
JA-3,4diCl * * * * * * * * 31,2 * * *
JA-3CF3 31,2 * * * 31,2 * 15,6 * * * 31,2 *
JA-4CFs 31,2 * * * * * 7,8 * 31,2 * 31,2 *
JA_4OCF3 * * * * * * * * * * * *
JA'ZNOZ * * * * * * * * 31’2 * * *
JA'SNOZ * * * * * * * * 3112 * * *
JA-INaftila 312 * * x * *x 312 * 33 *  * *
JA-2Naftila * * * * * * * * 31,2 * * *
JA_ * * * * * * * * 15’6 * 7,8 *

2Tienila
JA_ * * * * * * * * 15’6 * 15’6 *
2Furanil

JA-20H3F 15,6 * 31,2 31,2 156 * 15,6 * 15,6 31,2 15,6 *
fluconazol 16 16 64 128 128 128 16 16 32 64 4 4

ITR: T. rubrum;

*“ Valores de CIM maiores que 31,2 pg/mL

As chalconas JA-0, JA-2F e JA-3CI também apresentaram valores de inibicao de

99% do crescimento fingico a 0,9 pg/mL contra TR3. Os compostos JA-0 e JA-2F

demonstraram acédo fungicida contra a cepa TRCBS118892 e isolados clinicos, com CIM

variando de 3,9 a 15,6 pg/mL. A adi¢do do substituinte flior na posic¢éo orto do anel B,

JA-2F, potencializou a acdo desse composto entre 2x e 32,8% a ac¢do antidermatofitica

comparada ao fluconazol.

Boeck et al. (2007) afirmou em seu estudo que a presenca do cloro na posicao orto

do anel B (JA-2CI) foi determinante para o aumento da atividade antifungica contra

espécies de T. rubrum, quando comparada ao analogo ndo-substituido. No nosso estudo,

a chalcona JA-2Cl foi 2 a 34x menos ativa que a chalcona JA-0.
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T. mentagrophytes demonstrou ser mais susceptivel as metoxichalconas do que as
T. rubrum uma vez que dentre 6 compostos mais ativos inibiram 99% o crescimento
fangico de ao menos da cepa TMATCC11481 ou isolados clinicos, com valores de CIM
variando de 1,9 e 15,6 pg/mL.

De maneira geral, reitera-se que os grupos metoxilas presente no protétipo (JA-
0), foram relevantes para uma atividade antiflngica potente contra espécies de T. rubrum
e T. mentagrophytes. Contudo, substituicdes por fltor e cloro no anel B, nas posi¢oes orto

e meta, foram determinantes no incremento da atividade antidermatofitica.
2.3.2. Atividade antiflngica contra Microsporum canis e Epidermophyton floccosum
NOs testamos a avaliacdo da atividade antidermatofitica contra outros

dermatofitos, sendo uma cepa da ATCC9865 e trés isolados clinicos de M. canis e quatro
isolados clinicos de E. floccosum (Tabela 4).
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Tabela 04. Atividade Antiflingica de metoxichalconas contra Microsporum canis *MC e Epidermophyton floccosum 2EF

MCATCC MC1 MC2 MC3 EF1 EF2 EF3 EF4
9865
CM CFkM CIM CKFM CIM CKFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CKFM CIM CKM
JA-0 78 31,2 39 3,9 /78 78 18 7,8 19 312 78 156 156 3172 7,8 15,6
JA-2F 7,8 7,8 78 156 19 19 39 3,9 09 156 7.8 * 7,8 15,6 7,8 15,6
JA-3F 3,9 7,8 39 312 78 78 39 3,9 19 31,2 39 * 3,9 15,6 7,8 15,6
JA-4F 31,2 312 15,6 * 19 19 78 31,2 09 19 39 312 312 * 31,2 31,2
JA_ZBr * * * * * * * * 31,2 * * * * * * *
JA-3Br 31,2 31,2 * * 156 156 39 156 156 156 7.8 * 31,2 * 3,9 31,2
JA_4Br * * * * * * * * 31,2 * * * * * * *
JA-2CI 31,2 * 31,2 * * * * * 312 % * * 1,9 * * *
JA-3CI * * 31,2 * 39 78 312 312 39 78 156 156 3172 * 15,6 *
JA_4CI * * 31,2 * * * * * 31’2 * * * * * * *
JA_2,4diCI * * * * * * * * 3112 * * * * * * *
JA_2'6diCI * * * * * * * * 31’2 * * * * * * *
JA_3,4diCI * * * * * * * * 3112 * * * * * * *
JA-3CF3 * * * * 156 156 312 312 156 156 156 156 * * 156 15,6
JA-ACF3 * * 15,6 * 31,2 312 3172 * 312 * * * * * * *
JA_4OCF3 * * 31,2 * * * * * 31’2 * * * * * * *
JA-2NO2 31,2 * * * 31,2 * * * 156 * * * 31,2 * 31,2 *
JA'SNOZ * * * * * * 1516 * * * 15’6 * * * * *
JA-1Naftila 15,6 * * * 15,6 * * * 156 * * * 31,2 * 15,6 *
JA-2Naftila 31,2 * * * * * * * 312 * * * * * * *
JA-2Furanil 7,8 * * * * * * * 312 * * * 1,9 * 31,2 *
JA_ZOHBF * * * * * * 15’6 * * * 31’2 * * * * *

fluconazol 64 128 8 32 8 128 64 64 8 64 2 128 8 128 64 128

IMC: Microsporum canis; 2EF: Epidermophyton floccosum, *Valores de CIM maiores que 31,2 ug/mL
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Todas as 23 metoxichalconas inibiram o crescimento fungico de ao menos uma
cepa MCATCC9865 ou isolado clinico de M. canis e E. floccosum, com CIM variando
de 0,9 a 31,2 pg/mL. A substancia JA-0 e os analogos fluorados JA-2F, JA-3F e JA-4F
foram capazes de inibir o crescimento fangico com valores de CIM entre 0,9 e 31,2
pg/mL, sendo de 2 a 16x inferiores que o fluconazol (CIM= 2 pg/mL e 64 pg/mL). A
maior poténcia das chalconas halogenadas pode estar relacionada ao incremento da
lipofilicidade promovida pelos halogénios o que favorece a passagem da substancia por
difusdo passiva pelas biomembranas fungicas (BOZZUTO e MOLINARI, 2015).

Outro fator que pode incrementar a atividade devido ao aumento da
hidrofobicidade, ¢ a permuta do anel fenilico por anéis homoarilicos expandidos (a-
naftila e B-naftila). O analogo JA-1naftila, contra duas cepas de M. canis e duas cepas
de E. floccosum, demonstrou uma CIM de 15,6 pg/mL. Contudo, o regioisémero de JA-
1naftila (JA-2naftila) desfavoreceu a atividade antifingica (CIM > 31,2 pg/mL).

Foi observada a relagdo bioisostérica de anel para a atividade antif(ingica, de JA-
2tienila com o analogo JA-2-furanil. Este demonstrou contra a cepa de referéncia da
MCATCC9865 um valor de CIM = 7,8 pg/mL, 8x menor que o fluconazol (CIM=64
pg/mL). Contra o isolado clinico EF3, a atividade de JA-2-furanil foi 4x menor
(CIM=1,9 pg/mL) que o composto ndo-substituido (JA-0, CIM=15,6 pg/mL) e 4x menor
que o fluconazol (CIM=8 ug/mL).

2.4 Efeito sinérgico de metoxichalconas e farmacos antifangicos

A terapia antifangica tem como finalidade explorar diferentes alvos bioquimicos
das células fangicas, por meio da associagdo de farmacos, 0 que pode aumentar a
eficiéncia, diminuir a toxicidade e o surgimento de resisténcia (SHRESTHA et al., 2014).

A avaliagdo do Indice de Concentragdo Inibitoria Fracionada (ICIF) foi realizada
a partir da associacdo entre os compostos JA-0 e JA-2F, com os farmacos antifungicos
anfotericina B, caspofungina, fluconazol, terbinafina e voriconazol (Tabelas 5 e 6) contra
acepada CBS118892 de T. rubrum.
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Tabela 5. Efeito sinérgico entre JA-0 e diferentes farmacos contra Trichophyton rubrum
TRCBS118892

Cl1Mog
Combinacdo  ICI Modo de
Farmacos Farmac JA- farmaco/compo F interacao
0" 0" sto™ JA- JA-0
0
anfotglcma 4 3.9 2/0,01 0.5 Sinérgico
caspofungina 0,5 3,9 0,25/3,9 1,5 Indiferente
fluconazol 2 3,9 2/3,9 2,0 Indiferente

terbinafina 0,06 39 0,007/0,03 0,1 Sinérgico
voriconazol 0,06 39 0,03/0,001 0,5 Sinérgico

*CIMggz expresso em pg/mL; ** CIM Combinagdo farmaco e o produto expresso em pg/mL.

O ICIF foi calculado pela adicdo das razBes (CIMgg na combinacdo/ClMgg
isolado) dos farmacos e das metoxichalconas. A metoxichalcona JA-0 em combinagéo
com anfotericina B, terbinafina e voriconazol apresentou efeito sinérgico (ICIF = 0,1—
0,5), diminuindo os valores de concentracdo inibitéria em média 80% em relacdo as CIM
individuais (Tabela 5). Enquanto a combinacdo de JA-0 com caspofungina e fluconazol

foram indiferentes (ICIF = 1,5 e 2,0, respectivamente).

Tabela 6. Efeito sinérgico entre JA-2F e diferentes farmacos contra Trichophyton
rubrum TRCBS118892

CIMgg
Combinacdo  ICI Modo de
Farmacos Farmac JA- farmaco/compo F interagdo
0" 0" sto™ JA- JA-0
0

Anfotgrlcma 4 1.9 2/0,03 05 Sinérgico
Caspofungina 0,5 1,9 0,25/3,9 2,5 Antagobnica
Fluconazol 2 1,9 2/3,9 3,0 Antagonica

Terbinafina 0,06 19 0,003/0,01 0,1 Sinérgico
Voriconazol 0,06 19 0,03/0,001 0,5 Sinérgico

*CIM99: expresso em pg/mL; ** CIM Combinagao farmaco e o produto expresso em pg/mL.

A metoxichalcona JA-2F apresentou acdo sinérgica com a maioria dos farmacos
(ICIF = 0,2-0,5), contudo apresentou efeito antagonica com a caspofungina e o
fluconazol (ICIF = 2,5 e 3,0, respectivamente) (Tabela 6).
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A combinacdo das metoxichalconas JA-0 e JA-2F com terbinafina (ICIF = 0,1)
mostrou-se mais sinérgica do que os demais farmacos, podendo este dado estd

relacionado com um possivel modo de acdo desse composto.

2.5 Efeito das metoxichalconas na membrana e parede celular fungicas

Foi avaliado o efeito dos compostos selecionados JA-0 e JA-2F sobre a
membrana e a parede celular fingica de T. rubrum. Para avaliar o possivel modo de a¢éo
antifungica das chalconas selecionadas, 0 meio RPMI foi suplementado com ergosterol
ou sorbitol em dois experimentos separados.

O ergosterol € um esterol que atua regulando a fluidez e a integridade da
membrana celular de fungos e protozoarios (CARMONA, LIMPER, 2017). Enquanto o
sorbitol é um protetor osmatico atuando somente no meio externo. Se 0 modo de acéo
dos compostos JA-0 e JA-2F envolver a complexagdo com ergosterol, o valor de CIM
aumentara com a presenca do ergosterol, devido a adi¢cdo de ergosterol exdgeno no meio.
Se a adicdo de sorbitol ao meio levar ao aumento de valores de CIM, indica uma possivel
acdo sobre a parede celular fangica (ESCALANTE et al., 2008).

Na presenca de ergosterol, as chalconas JA-0 e JA-2F tiveram os valores de CIM
aumentados em até 4x em relacdo ao meio ndo-suplementado (Tabela 7). Esses resultados
indicam que o modo de acdo dessas chalconas esté relacionado a um possivel dano que
essas chalconas podem provocar sob a membrana fangica, como o observado para a
anfotericina B. A anfotericina B interage com o ergosterol presente na membrana e,
consequentemente, provoca a ruptura da membrana plasmatica (CARMONA, LIMPER,
2017).
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Tabela 7. Valores de CIM das metoxichalconas JA-0 e JA-2F na presenca e auséncia de

ergosterol
Trichophyton rubrum CBS118892
Ergosterol — CIM (pg/mL)

RPMI Suplementado RPMI sem suplementacao
TRCBS

AmfB JA-0 JA-2F | AmfB JA-0 JA - 2F
118892

16,0 15,6 15,6 4 3,9 39

A caspofungina € um antifangico que inibe a enzima B-1,3-glucano-sintase
provocando a interrupcdo da sintese da parede e, consequentemente, uma perda da
resisténcia mecanica levando o fungo a morte (BERGOLD, GEORGIADS, 2004;
LEWIS, 2011).

A adicdo de sorbitol ao meio aumentou em uma vez o valor de CIM para as duas
metoxichalconas (Tabela 8), pode-se observar que a adi¢do do grupo substituinte fluor

ndo incrementou a atividade da chalcona ndo-substituida.

Tabela 8. Valores de CIM das metoxichalconas JA-0 e JA-2F na presenca e auséncia de

sorbitol
Trichophyton rubrum CBS118892
Sorbitol - CIM (pg/mL)
RPMI Suplementado RPMI sem suplementacao
TRCBS : i
118892 Caspofungina JA-0  JA-2F | Caspofungina JA-0 JA-2F
>32 7,8 7,8 0,5 39 39

2.6 Tempo de morte de Trichophyton rubrum

O ensaio de tempo de morte foi realizado ao longo de um periodo de 120 h, com
exposicdo de T. rubrum CBS118892 as chalconas JA-0 e JA-2F em 15.6 pg/mL e 7.8
pg/mL, respectivamente. Um gréfico foi tracado entre o nimero logaritmico de UFC/mL
e o tempo (Figura 1). A reducdo maxima de UFC/mL de T. rubrum CBS118892 foi
observada em 48 h, com taxa de inibicdo de 100%, em comparagdo ao controle de

crescimento.
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Figura 1. Tempo de morte de Trichophyton rubrum CBS118892 incubado na presenca
de JA-0 e JA-2F
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O ensaio de tempo de morte sugere assertivas acerca da dinamica do efeito letal
das chalconas, experimento Util para compostos candidatos a farmacos antifungicos
(BAX et al., 2017). Partindo do pressuposto que o comportamento fungicida de um
composto é a sua capacidade de eliminar todo o crescimento do microrganismo no meio
de cultura, comprometendo sua viabilidade, pode se confirmar o efeito fungicida das

chalconas frente a T. rubrum CBS118892 nas concentracgdes testadas.

2.7 Toxicidade contra fibroblastos cutaneos

Um dos maiores desafios no desenvolvimento de farmacos, consiste em aliar 0s
valores ideais da atividade terapéutica, baixa toxicidade combinados a sua via de
administracdo, bem como de uma alta seletividade (DOS SANTOS RAMOS et al., 2019).

A atividade toxica das chalconas foi avaliada contra celulas de fibroblasto de pele
(HDFa - Normal Adult Human Primary Dermal Fibroblasts (HDFa - PCS-201-012), nas
concentragdes de 0,48 pg/mL e 250 pg/mL. Os valores foram expressos em concentragao
inibitéria minima capaz de inibir 50% do crescimento celular (Clsp). Para esse ensaio,
foram selecionadas as chalconas JA-0, JA-2F, JA-3F, JA-4F, JA-3Cl e JA-4CFs3, as
quais exibiram os menores valores de CIM contra a0 menos uma das espécies de

dermatoéfitos avaliados.
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Os resultados indicam que os derivados selecionados demonstraram valores de
Clso entre 4,19 e 122,1 pg/mL (Tabela 9). Nota-se que o analogo JA-4CF3 foi
relativamente menos toxico em relacdo as demais chalconas, apresentando Clsg de 122,1
pug/mL. Enquanto as chalconas JA-0, JA-2F, JA-3F, JA-4F e JA-3Cl apresentaram Clso
de 4,2 a 8,4 pg/mL.

Utilizando a raz&o entre os valores de Clso e CIM foram calculados os respectivos
indices de seletividade (IS). As chalconas foram mais seletivas para suas atividades
antidermatofitica contra E. floccosum (IS = 3,9-7,5), com exce¢ao da JA-3CI (IS=1,1).
Em relacdo as demais espécies, as chalconas JA-2F e JA-0, que possuem ampla acao
antifungica apresentaram IS que variaram de 0,7 a 7,0 sendo o maior valor registrado para
a chalcona JA-2F em relacdo sua atividade contra E. floccosum. Enquanto as chalconas
JA-4F e JA-3F apresentam baixos valores de IS para T. rubrum, T. mentagrophytes e M.
canis. A chalcona JA-4CFs, que apresentou o menor valor de CIM contra T.
mentagrophytes, também foi considerada a menos citotoxica, apresentando um IS =
122,1.

Tabela 9. Toxicidade contra fibroblastos de pele (HDFa) e indice de seletividade (IS)
Clso CIM CIM CIM CIM
HDFA TM 'S TR 1S MC 1S EF
JA-0 53 19 28 39 13 78 07 19 28
JA-2F 6,3 39 16 19 33 78 08 09 70
JA-3F 84 156 05 78 11 39 21 19 44
JA-4F 6,7 312 02 156 04 312 02 09 75
JA- 1221 09 135 312 39 =312 ND 312 39
4CF3
TMATCC11481 = T. mentagrophytes; TRCBS118892 = T. rubrum;
MCATCC9865 = M. canis; EF1 = E. floccosum

IS

2.8 Toxicidade contra as larvas de Galleria mellonella

Os ensaios de toxicidade contra as larvas de G. mellonella avaliaram a toxicidade

das chalconas de 500 — 2000 pg/mL, com sobrevivéncia de 100% das larvas injetadas
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com 0s compostos, sugerindo a auséncia de toxicidade nas concentraces testadas (Figura
2).

Figura 2. Toxicidade das chalconas selecionadas contra as larvas de Galleria mellonella
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O uso de modelos experimentais alternativos ao uso de mamiferos para ensaios de
toxicidade tem ganhado atencdo da comunidade cientifica nos ultimos anos. Quando
comparado aos modelos mamiferos convencionais, o artropode G. mellonella apresenta
algumas vantagens, como facil obtencdo para experimentos em larga escala, sdo de
simples e facil manuseio, sem necessidade de biotérios complexos, além da isencdo de
aprovacdo de comités de ética em pesquisa (JUNQUEIRA; MYLONAKIS; BORGHI,
2021). Outra vantagem é a similaridade com a resposta imunoldgica inata dos mamiferos
possuindo defesas celulares e humorais. Usando esse modelo de estudo é possivel
estabelecer rapidamente o biomonitoramento da toxicidade de um conjunto grande de
substancias, facilitando a sintese de congéneres menos tdxicos e corroborando a predigdo
da dose de candidatos a farmacos (LEMES et al., 2021; PEREIRA et al., 2018).

No presente estudo as chalconas ndo foram toxicas in vivo, possibilitando o uso
desses compostos como opcdo para novas abordagens terapéuticas no controle das

dermatofitoses.
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3. CONSIDERACOES FINAIS

Em uma etapa sintética, foram obtidas vinte ¢ trés chalconas 2’,4’-dimetoxiladas,
com modifica¢cbes no anel B, sendo 3 ineditas, JA-2F, JA-3Br e JA-20H3F. Os
anélogos foram avaliados contra espécies de T. mentagrophytes, T. rubrum, M. canis e E.
floccosum. Todas as chalconas foram capazes de inibir o crescimento fungico dessas
espécies, com destaques para JA-0 e seus analogos fluorados, JA-2F e JA-3F, que
apresentaram CIM igual ou inferior a 15 pg/mL contra todas as espécies estudadas.
Dentre as chalconas ativas e inéditas, a JA-2F foi identificada como um potente analogo
antifangico, sendo ativo contra todas as espécies estudadas. A avaliacdo dos compostos
JA-0 e JA-2F combinados aos farmacos antifungicos anfotericina B, terbinafina e
voriconazol mostraram uma acgéo sinérgica. Os ensaios de suplementacdo do meio com
ergosterol e sorbitol, indicaram que estes dois compostos podem atuar na parede celular
e membrana de T. rubrum. O teste de toxicidade in vivo mostrou que JA-0 e JA2F ndo
foram tdxicas. A partir dos resultados apresentados sugerimos a continuidade dos estudos

com estes compostos para o0 desenvolvimento de novos agentes antifungicos.
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4. EXPERIMENTAL

4.1. Procedimentos quimicos gerais

Os reagentes e solventes foram obtidos comercialmente da Merck®. Para o
acompanhamento das reages foi realizada cromatografia em camada delgada em placas
de gel de silica sob base de aluminio da marca Supelco®. As purificagdes foram
realizadas por meio de filtracao, recristalizacdo com etanol e agua, cromatografia em gel
de silica (100—200 Mesh, Merck®) ou cromatografia por exclusdo de tamanho (Sephadex
LH-20, Merck®). Para as técnicas cromatograficas, utilizando gel de silica como fase
estacionaria, foram utilizadas diferentes combinacGes dos solventes hexano, acetato de
etila, acetona, e diclorometano, de acordo com a polaridade dos analitos. O etanol foi
empregado como solvente para cromatografia por exclusdo de tamanho.

O ponto de fusdo (mp) das chalconas foi medido em tubos capilares abertos
utilizando o equipamento MS Tecnopon PFM-II. Os espectros de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) foram registrados no espectrometro Bruker Avance 111, operando a 600
e 150 MHz para os nucleos de hidrogénio e carbono-treze, respectivamente. Os
deslocamentos quimicos (o) foram referenciados aos sinais residuais dos respectivos
solvente ndo-deuterados. As multiplicidades foram descritas como singleto (s), dupleto
(d), duplo dupleto (dd), duplo duplo dupleto (ddd), e multipleto (m). As constantes de
acoplamento (J) foram expressas em Hz. Os cromatogramas foram obtidos por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Deteccéo por Fotodiodos (CLAE-DAD)
equipamento Agilent Technologies® 1220 Infinity LC, sistema de matriz de fotodiodos
(Agilent Tecnologies® Modelo 1260 Infinity) e Agilent Zorbax Eclipse Plus C -18®
coluna (250 mm x 4,6 mm, 5 pm) usando metanol: 4gua (3:1) com 0,5% de &cido acetico
como fase movel (1,0 mL/min). A pureza das chalconas foi estabelecida por meio da area
da banda obtida a 254 e 365 nm

4.1.1 Sintese

Em uma solugdo etandlica (5 mL) de 2°,4’-dimetoxiacetofenona (2 mmol) e
respectivos benzaldeidos (2,2 mmol) sob agitacdo, foi adicionado gota a gota uma solucéao
aquosa de KOH (60% m/v, 2 mL) a0 °C (SANTOS et al., 2019; SANTOS et al., 2017).

O meio reacional foi mantido sob agitacdo 2 a 6 horas a temperatura ambiente. Apos 0
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término da reagdo, a mistura foi vertida sob gelo triturado, a qual foi filtrada ou extraida
com acetato de etila (3 x 25 mL). As trés fases organicas foram combinadas e lavadas
com solucdo aquosa saturada de NaHSO (2 x10 mL), secas em MgSQOa, filtradas, e
concentradas sob pressdo reduzida. ApoOs etapas de filtracdo, recristalizacdo ou
separagdes cromatograficas, as chalconas foram obtidas com rendimentos variando de 15
a 95% apos purificagdo. Os dados de caracterizacdo foram detalhados no material

complementar, incluindo espectros de RMN e cromatogramas (Capitulo 3)

4.2 Microrganismos

O painel de isolados clinicos e as cepas de referéncia dos fungos dermatdfitos foi
constituido por: T. rubrum (TRCBS118892, TR1, TR2, TR3, TR4, TR5), T.
mentagophytes (TMATCC11481, TM1, TM2, TM3, TM4, TM5), M. canis
(MCATCC9865, MC1, MC2, MC3, MC4) e E. floccosum (EF1, EF2, EF3, EF4). Os
isolados clinicos sdo provenientes de uma biblioteca pertencentes a trabalhos anteriores
que estdo armazenados no Laboratorio de Microbiologia da Faculdade de Medicina de
Sdo José do Rio Preto - FAMERP (tabela 10). As linhagens foram mantidas em agar

Sabouraud dextrose e incubados a 28 °C por até 15 dias.

Tabela 10. Origem clinica dos isolados utilizados neste estudo

Isolados Origem
T™M1 Pele de pés
TM2 Unha halux direito
TM3 Unha de pés
TM5 Pele de pés
TR1 Unha méos
TR2 Unha de pés
TR3 Unha de pés
TR4 Unha pé direito
TR5 Unha de mé&os
MC1 Couro cabeludo
MC2 Couro cabeludo
MC3 Couro cabeludo
EF1 Unha de pés
EF2 Pele de pé direito
EF3 Pele de pe direito
EF4 Pele de pé esquerdo

TM: T. mentagrophytes; TR: T. rubrum; MC: M. canis; EF: E. floccosum.
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4.3 Preparo dos inoculos e diluigdo das substancias

Para o preparo dos inoculos, utilizou-se o cultivo fangico de 11 dias de
crescimento em agar Batata Dextrose (PDA), incubadas a 28 °C para a inducdo de
esporulacdo. Apoés este periodo, as superficies das col6nias foram cobertas com salina
estéril (0,85%), e removidas, superficialmente, com o auxilio de algas estéreis. As
solugdes foram ajustadas para 68% a 70% de transmitdncia em espectrofotdmetro
(Biospectro 1) para leitura em comprimento de onda de 530 nm. Os compostos foram
preparados a partir de solucGes estoque em DMSO preparadas nas concentracdes de 31,2

a 0,9 pg/mL.

4.4 Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e da Concentracgédo
Fungicida Minima (CFM)

A triagem dos compostos para determinacdo da atividade antifungica foi realizada
conforme o método de microdilui¢cdo em placas seguindo os protocolos M38-A2 (2017)
apresentado pelo manual Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI, com
modificagfes (CLSI, 2017). As placas foram incubadas a 35 °C e realizou-se a leitura
apos 7 dias, sendo realizada a determinacéo da CIM por analise visual e por andlise de
absorbancia a 530 nm. Para este estudo, a CIM foi estabelecida como a concentracao que
produziu 99 % de inibicdo de crescimento fungico. Para a determinacdo da CFM foi
observada a menor concentracdo da substancia na qual ndo houve crescimento de colonias
fangicas, em meio sélido, apds o periodo de incubacdo a 35 °C por 5 dias, sendo realizada
leitura visual. Utilizou-se fluconazol como farmaco antifungico de referéncia, e as

substancias foram testadas em concentragdes variando entre 128 pg/mL a 2 pg/mL.
4.5 Andlise do efeito sinérgico das metoxichalconas com farmacos antifangicos
O efeito da combinacdo dos compostos JA-0 e JA-2F com os farmacos

anfotericina B, caspofungina, fluconazol, terbinafina e voriconazol contra T. rubrum, foi

avaliado por meio do método de checkerboard em caldo de microdiluicdo (Figura 3).
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Figura 3. Fluxograma para avaliacdo do efeito sinérgico das metoxichalconas e
diferentes farmacos antifungicos
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As combinagdes testadas foram JA-0 e JA-2F (de 31,2 a 0,03ug/mL) com
anfotericina B (de 2 pg/mL a 0,03 pg/mL), caspofungina (de 8 ug/mL a 0,03 pg/mL),
fluconazol (de 8 pg/mL a 0,12 pg/mL), terbinafina (de 0,5 pg/mL a 0,005 pg/mL) e
voriconazol (de 1 pg/mL a 0,01 pg/mL). As placas foram incubadas a 37 °C com leitura
a 490 nm apds 5 dias.

Para determinar a interacdo entre os diferentes os compostos selecionados com 0s
farmacos antifingicos foram calculados o indice de concentracdo inibitéria fracionada
(ICIF) (Esquema 3).

Esquema 3. Formula para o calculo do indice de Concentragdo Inibitoria Fracionada
(ICIF)

CIM fluconazol mix CIM metoxichalcona mix

CIM fluconazol CIM metoxichalcona
isolado isolada
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Uma combinac&o sinérgica foi definida como ICIF < 0,5; combinagédo aditiva o
valor de ICIF foi 0,5 < 1,0, combinacdo indiferente 1 <2 e uma combinacao antagonica

como ICIF >2 (KUMAR et al., 2012).

4.6 Efeito contra a membrana e parede celular fungica

A determinacdo dos valores de CIM dos compostos JA-0 e JA-2F, na presenca
de ergosterol e sorbitol foi realizada por microdiluicdo em placas conforme descrito
(SARDI et al., 2017) contra T. rubrum (CBS118892). Foram realizados em trés ensaios
independentes, utilizados os antifungicos padrbes anfotericina B e caspofungina como
controles positivos. Os valores de CIM foram determinados visualmente como a

concentracdo mais baixa que nao produziu qualquer turbidez.

4.7 Tempo de morte

O ensaio foi conduzido usando uma modificacdo do método descrito por Klepser
et al. (1998), com a linhagem CBS de T. rubrum. Valores duas vezes superiores a CIM
obtidas por microdiluicdo em caldo (JA-0 = 15,2 ug/mL e JA-2F = 7,8 pug/mL) foram
utilizados para o ensaio de tempo de morte. O inéculo do dermatéfito foi preparado a
partir de cultura de 7 dias em Agar Batata Dextrose (ABD) para inducéo da esporulacéo.
Suspensdes de 0,1 mL de conidios foram adicionadas em 4,9 mL de Caldo Sabouraud
Dextrose (CSD) obtendo se uma concentragdo final correspondente a 0,4 a 5 x 10*
unidades formadoras de col6nias (UFC/mL). Apés a preparacdo dos inoculos, realizou-
se diluicdo 1:1 (0,2 mL da solugédo do composto na concentragdo 3x CIM com 0,2 mL do
inéculo). Tubos contendo apenas indculo foram incluidos para avaliacdo do controle de
crescimento. Em pontos de tempo predeterminados (8, 24, 48 e 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 para a contagem do numero de unidades formadoras de col6nias (UFC/mL). A
porcentagem de inibicao foi calculada por comparagdo com o controle de crescimento

usando o0 método de contagem de colénias.
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4.8 Toxicidade contra células de pele

Para este ensaio, foi utilizada a linhagem celular de fibroblasto de pele (Normal
Adult Human Primary Dermal Fibroblasts - HDFa — PCS-201-012). As células HDFa,
foram mantidas em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) contendo soro
fetal bovino sem vermelho fenol, e incubadas a 37 °C, 5% CO., por 24 horas. As
suspensoes celulares apresentaram concentracio final de 2 x 10* células/pogo em placas
de microdilui¢do. Apds a incubacéo, removeu-se 0 meio de cultura com posterior adicdo
das substancias em diferentes concentrac6es, incubando as placas por 72 h. Transcorrido
esse periodo, foi adicionado resazurina, e a viabilidade foi avaliada com base em analise

espectrofluorimétrica em comprimentos de onda 570 nm e 600 nm (BILLA et al., 2021).

4.9 Toxicidade contra larvas de Galleria mellonella

O ensaio de toxicidade de JA-0, JA-2F, foi realizado em larvas de G. mellonella
de acordo com protocolo descrito por Ignasiak e Maxwell, 2017 (IGNASIAK;
MAXWELL, 2017). Para cada condicdo, foram separadas 5 larvas de G. mellonella (275
+ 25 mg) no sexto instar de desenvolvimento em placas de Petri (90 x 15 mm). Aliquotas
de 5 uL do composto foram injetadas na Gltima prolega direita das larvas utilizando micro
seringa de Hamilton modelo 7000.5KH de 10 pL nas concentracdes de 500 — 2000
pg/mL. Os controles do experimento foram larvas intocadas (naive), larvas inoculadas
com 10% etanol (controle positivo de toxicidade) e DMSO 10% (controle negativo de
toxicidade). As larvas foram incubadas a 37 °C, privadas de alimentacdo e iluminagéo
direta. Foram feitas avaliacbes da sobrevivéncia das larvas a cada 24 h, durante 5 dias e
foram retiradas diariamente as formacdes de pré-pupas para retardar a metamorfose. A
confeccdo dos graficos e andlises estatistica foi realizada por meio do método Log-rank
(Mantel-COX) no software GraphPad Prism 5.
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RESUMO

O aumento no numero de casos de infec¢bes de origem fungica tem motivado a
prospeccdo de novas substancias mais eficientes e que apresentem efeitos adversos
mitigados. Assim, a estratégia de reposicionamento de farmacos pode ser uma alternativa
interessante para minimizar a limitagdo de antifingicos disponiveis. Neste trabalho,
sintetizamos a 2’,4’,4-trimetoxichalcona (vesidryl) e uma série de oito analogos
chalconicos2’,4’- dimetoxilados no anel A e com anel B substituido por grupos
eletrodoadores de elétrons. Todo os compostos foram avaliados contra Trichophyton
mentagrophytes, Trichophyton rubrum, Microsporum canis e Epidermophyton
floccosum. Vesidryl (JA-40Me) e seu andlogo JA-3Me apresentaram consideravel
fungitoxicidade com valores de Concentracao Inibitéria Minima (CIM) de 0,9 pg/mL e
31,2 pg/mL. A associagdo de JA-4OMe com a terbinafina demonstrou efeito sinérgico
com um Indice de Concentragdo de Inibicio Fracionada (ICIF) de 0,1 contra T. rubrum.
Em ensaios fenotipicos, JA-4OMe apresentou acdo dual contra a membrana e parede
celular de T. rubrum. Por fim, o composto JA-40Me demonstrou baixa toxicidade contra
as larvas de Galleria mellonella. Esses resultados abrem novos caminhos para o farmaco

vesidryl apresentando-se um potencial agente antifungico.

Palavras-chave: Vesidryl; Reposicionamento; Chalconas.

1. INTRODUCAO

Os dermatdfitos sdo fungos que causam infeccGes fungicas em nichos
queratinizados como unhas, pele e cabelos. As dermatofitoses sdo infecgOes superficiais
e uma causa de um problema de salde puablica mundial que tem aumentado
consideravelmente nos ultimos anos (GNAT; NOWAKIEWCIZ; ZIEZBA, 2019). Os
principais agentes etiologicos destas infeccbes humanas sdo espécies dos géneros
Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton. Trichophyton rubrum é o agente
etiologico causador dessa infeccdo mais comum, seguido por T. interdigitale, T.
mentagrophytes, E. floccosum e M. canis (HOOG et al., 2017).

Um dos grandes impasses no enfrentamento dessas infecces é a limitacdo do
arsenal de farmacos antifngicos convencionais, sugerindo uma necessidade premente no

desenvolvimento de classes antifungicas inovadoras (HOOKEN et al., 2019). Nesse
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contexto, as chalconas ocupam lugar de destaque na descoberta de novos agentes
terapéuticos diante das inumeras propriedades farmacoldgicas, sintese concisa e
versatilidade na construcdo de bibliotecas de congéneres (NARWALL; KUMAR;
VERMA, 2021). Quimicamente, as chalconas sao substancias de cadeia aberta com dois
anéis aromaticos (A e B), unidos por uma carbonila a-f insaturada, existindo em duas
formas cis e trans, sendo a forma trans mais estavel e abundante na natureza (GOMES et
al., 2017; SOARES et al., 2014; KIM et al., 2012). Uma das vantagens da exploracéo do
esqueleto chalcénicos é o numero de hidrogénios nos anéisa A e B que sdo podem ser
substituidos, conferindo um amplo espetro de bioatividades incluindo, atividade
antiproliferativa (RUPARELIA et al., 2018; CHOI et al., 2016), tuberculostatica (GAUR
et al., 2015), antifangica (MARQUES et al., 2020), antiviral (YAEGHOOBI et al., 2016;
VILAR; SANTANA; URIARTE, 2006; GONZALEZ-DIAZ et al., 2005), antidiabética
(GAUR et al., 2014), anti-Leishmania (GOODARZI et al., 2014), anti-Ulcera e colerética
(KANG et al., 2018).

Atualmente, ha quatro farmacos que tém esqueleto chalcénico. A sofalcona
apresenta como mecanismo de acao 0 aumento nos niveis de prostaglandinas da mucosa,
atuando como um gastroprotetor (HIGUCHI et al., 2010). A hesperidina metil-chalcona
é utilizada contra a insuficiéncia linfatica venosa e a hesperidina trimetilchalcona foi
testada contra vericose do tronco (BELTRAMINO; PENENORY; BUCETA, 2000). O
vesidryl (metochalcona) é farmaco que estd em comercializacdo na Italia (Megalip®) e
na Espanha (Neocolan ®), atuando como um agente colerético, agindo na estimulacéo de
secrecédo de biles (MARAVALHO, 2019; BUZZI, 2007).
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Figura 1. Farmacos chalcénicos
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Fonte: HIGUCHI et al., 2010; BELTRAMINO; BUZZI, 2007; BEKTRAMINO;
PENENORY; BUCETA, 2000.

O reposicionamento de farmaco é uma alternativa que permite agilizar o processo
de descoberta e desenvolvimento de farmacos e, consequentemente, pode acarretar a
reducdo dos custos econémicos (EKINS et al., 2011). Essa estratégia € relativamente nova
e vem apresentando resultados satisfatorios (ASHBURN; THOR, 2004) como reduzir 0s
custos e riscos que ha na descoberta e no desenvolvimento de novos farmacos, além de
ser uma alternativa para recuperar farmacos que fracassaram para doencas as quais foram
propostas (NOSENGO, 2016).

Em estudos anteriores, descrevemos a atividade antidermatofitica de chalconas
metoxiladas com diferentes grupos eletroatratores. Nesse estudo, sintetizamos a
metochalcona e uma série de analogos com grupos eletrodoadores de elétrons para avaliar

a atividade contra fungos dermatofitos.
2. RESULTADOS E DISCUSSAO
2.1 Quimica
A 2°,4° 4-timetoxichalcona e anédlogos foram sintetizados por meio da reacdo de

condensacdo aldolica de Claisen-Schmidt (Esquema 1) (MARQUES et al., 2020;
GOMES et al., 2017), obtendo rendimentos entre 30% e 96%.
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Esquema 1. Sintese da 2’,4°,4-trimetoxichalcona e seus andlogos

MeO X NaOH MeO
—R > ’

+ |
Ox ~F EtOH, t.a. P
OMe O

OMe O

As estruturas das metoxichalconas foram confirmadas por meio das analises dos
espectros de RMN de *H e *C e ponto de fusdo estdo apresentados no Capitulo IV,

Apéndice.

2.2 Atividade antidermatofitica de analogos de 2°,4’-dimetoxichalconas

Avaliamos a atividade antidermatofitica de JA-4OMe e sete anadlogos contra T.
rubrum, T. mentagrophytes, M. canis e E. floccosum, estabelecendo valores de CIM e
CFM (Tabelas 1, 2 e 3). O fluconazol foi utilizado como farmaco antifungico de

referéncia.

Tabela 1. Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Fungicida Minima
(CFM) das chalconas contra Trichophyton mentagrophytes 'TMATCC11481, expressa

em pg/mL.
TMATCC TM1 TM2 TM3 TM4 TM5
11481
Compostos  ClI CF ClI CF ClI CF ClI CF ClI CF ClI CFM
M M M M M M M M M M M
JA_3OH * * * * * * * * ** * * *
JA_4OH * * * * * * * * *
JA-3Me 156  * 156  * 156  * 1,9 * 78 156 39 31,2
JA_4Me * * * * * * * * * * * *
JA_ZOMe * * * * * * * * * * * *
JA-4OMe 156 31,2 156 312 31,2 312 156 31,2 312 312 156 3172
JA-4-terc 312 * * * * * 312 * 312 * 312 *
JA- 312 * * * * * 312 * 312 * 312 *
4etilfenil
fluconazol 8 8 64 128 128 128 64 128 64 128 32 32

1TM: Trichophyton mentagrophytes; “ Valores de CIM maior que 31,2 ug/mL.
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Tabela 2. Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) e Concentracao Fungicida Minima (CFM) das chalconas contra Trichophyton rubrum, expressa

em pg/mL

TRCBS118 TR4 TR5
CM CF CIM CF CIM CF CIM CF CIM CF CIM CFKFM
M M M M M
JA_3OH * * * * * * * *
JA_4OH * * * * * * * *
JA_ZMe * * * * * * * 31,2 *
JA-3Me * 15,6 * * * 31,2 312 19 1,9
JA_4Me * * * * * * * * *
JA_ZOMe * * * * * * * *
JA-40Me 31, 31,2 312 312 312 156 15, 156 31,2 156 31,2
JA-4-terc * * * * * 31,2 * * *
JA_ * * * * * 31’2 * * *
4etilfenil
fluconazol 128 16 32 64 4 4

TR: T. rubrum; * Valores de CIM maior que 31,2 pg/mL.
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Tabela 3. Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Fungicida Minima (CFM) das chalconas contra Microsporum canis e

Epidermophyton floccosum, expressa em pg/mL

MCATCC 'McC1 MC2 MC3 ’EF1 EF2 EF3 EF4
9865
CM CF CIM CF CIM CF CIM CF CIM CF CIM CF CIM CF CIM CF
M M M M M M M M
JA-3OH 31,2 * * * 0* * * * 31,2 * 0 0* * 31,2 * * *
JA-40H * * * * 156 * 15,6 * 15,6 * 15,6 * * * 15,6 *
JA-2Me 1,9 * * * * * * * 31,2 * 15,6 * 0,9 * 15,6 *
JA-3Me 156  * * * * * 15,6 * 15,6 * 15,6 * 31,2 * 15,6 *
JA_4Me * * * * 31’2 * * * * * * * * * * *
JA-20Me 312 * * * 312 * * * * * * * 15,6 * 15,6 *
JA-4OMe 19 78 19 312 09 312 156 312 78 78 39 78 312 312 78 3172
JA-4-terc * * * * 31,2 * * * 15,6 * * * * * 15,6 *
JA- 31,2 * * * 31,2 * 15,6 * 15,6 * * * * * 15,6 *
4etilfenil
fluconazol 64 128 8 32 8 128 64 64 8 64 2 128 8 128 64 128

IMC: M. canis; 2EF: E. floccosum. * Valores de CIM maior que 31,2 pg/mL.
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A substitui¢do de um hidrogénio por uma hidroxila no anel benzeno, tende a afetar
a atividade biologica de um composto uma vez que pode modificar suas propriedades
fisicas, conferindo um aumento da hidrossolubilidade e uma interacdo com o receptor
bioldgico por meio de ligacdes de hidrogénio (MAHAPATRA; ASATI; BHARTI, 2015).

A adicdo do substituinte hidroxila no anel B nas posi¢ces meta e para néo
corroborou a atividade antifingica dos analogos fendlicos contra T. mentagrophytes, T.
rubrum e E. floccosum (CIM > 31,2 ug/mL) (Tabelas 1, 2 e 3). Por outro lado, a adicéo
de uma hidroxila na posicéo para exibiu atividade contra isolados clinicos de M. canis
(MC2, MC3) e E. floccosum (EF1 e EF2) com valores de CIM de 15,6 pg/mL.

Para investigar a influéncia do grupo metila, investigamos este substituinte nas
posicBes meta e para do anel B da chalconas. O grupo metila altera o pardmetro de
solubilidade, deixando o composto mais lipofilico, o que pode facilitar a permeacéo do
composto pela membrana fungica, atingindo em uma maior concentracdo receptores
intracelulares.

A metila na posicdo para (JA-4Me) ndo favoreceu a atividade antifungica,
apresentando valores de CIM de 31,2 pg/mL contra T. mentagrophytes e T. rubrum.
Porém, a metila na posicdo meta (JA-3Me) promoveu uma melhora na atividade
antifungica contra as espécies de Trichophyton com intervalos de CIM contra T.
mentagrophytes entre 1,9 pg/mL e 31,2 ug/mL; T. rubrum 0,9 pg/mL e 31,2 pg/mL, 33%
menor que o fluconazol (CIM=64 pg/mL). Em contrapartida, a presenca deste grupo néo
favoreceu a atividade contra M. canis e E. floccosum, visto que o intervalo de CIM foi de
15,6 pg/mL e 31,2 pg/mL. Mas ao compararmos com o farmaco de referéncia, para a
cepa de M. canis da MCATCC9865 e isolados clinicos, MC3 e EF4 a metoxichalcona
apresentou valor de CIM 4x menor.

Para testarmos a substituicdo por uma metoxila no anel B, avaliamos andlogos
com a metoxila nas posigdes orto e para. A adi¢cdo de uma metoxila na posicéo para (JA-
40Me) favoreceu a atividade contra as espécies de T. rubrum cepa CBS118892 (CIM =
7,8 ug/mL), M. canis (CIM = 0,9 pg/mL e 15,6 ng/mL) e E. floccosum cepas EF1, EF2 e
EF4 (CIM = 3,9 pg/mL e 31,2 ug/mL). O composto JA-40OMe (CIM=1,9 pg/mL)
apresentou uma acao 33x vezes superior que o fluconazol (128 ug/mL) para a cepa
MCATCC9865.

A adicdo dos grupos terchutila e etilfenil na posi¢édo para do anel B ndo favoreceu
a atividade antifingica dos analogos de metoxichalconas contra todas as cepas de

Trichophyton, com valores de CIM igual ou maior que 31,2 ug/mL. Para as cepas de M.
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canis e E. floccosum, houve uma discreta melhora, apresentando atividade duas a quatro

vezes maior que o fluconazol.

2.3 Avaliacdo da combinacdo entre a metoxichalcona JA-4OMe e farmacos

antifungicos

Foi avaliado o efeito da combinacdo da metoxichalcona JA-40OMe com
anfotericina B, caspofungina, fluconazol, terbinafina e voriconazol, por meio do ensaio
de tabuleiro de xadrez, determinando assim os valores do indice de Concentragio
Inibitéria Fracionéria (ICIF) contra T. rubrum CBS. Estes valores, foram utilizados para
classificar o efeito entre as substancias, sendo classificados como sinérgico (ICIF <0,5),
aditivo (ICIF > 0,5 a 1), indiferente (ICIF > 1 a <2) ou antagbnico (ICIF > 2) (Tabela 4)
(KUMAR et al., 2012).

Tabela 4. Valores de indice de Concentracdo Inibitoria Fracionaria (ICIF) e efeito da

combinacéo de chalconas contra Trichophyton rubrum.

Trichophyton rubrum CBS118892

CIM CIM CIM combinagéo Efeito
Farmacos (ug/mL) (pg/mL) (pg/mL) Farmaco/ ICIF
farmaco JA-40Me composto
anfotericina B 4 31,2 2/0,06 0,5 Sinérgico
caspofungina 0,5 31,2 0,25/62,5 2,5 Antagonico
fluconazol 16 31,2 1/3,9 0,2 Sinérgico
terbinafina 0,01 31,2 0,003/0,06 0,3 Sinérgico
voriconazol 0,06 31,2 0,03/7,8 0,5 Sinérgico

sinérgicos (ICIF < 0,5), aditivos (ICIF > 0,5 a 1), indiferentes (ICIF > 1 a <2) ou antagénico (ICIF > 2)

A metoxichalcona JA-40Me quando testada individualmente, exibiu valor CIM
de 31,2 ug/mL contra T. rubrum. Ao testd-la simultaneamente com o fluconazol, o efeito
foi potencializado para JA-40Me (CIM=3,9 pug/mL), sendo oito vezes menor que o valor
do CIM da substancia isolada. O fluconazol isolado apresentou valor de CIM de 16
pg/mL, ao combina-lo com a metoxichalcona, teve uma reducéo no valor de CIM de 16
vezes menor, apresentando efeito sinérgico (ICIF=0,2).

A combinacéo entre a metoxichalcona e a terbinafina reduziu em 3 vezes o valor

da CIM deste farmaco. A combinacao da terbinafina com substancias que sejam capazes
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de reduzir o valor do CIM pode levar a administragdo de doses mais baixas desse farmaco.
A terbinafina € um dos trés farmacos indicados para o tratamento da dermatofitoses,
sendo lipofilico e queratofilico, o que possibilita seu acimulo no tecido adiposo e nicho
queratinoso, respectivamente (SARNADA et al., 2017).

Uma forma de aumentar a eficécia, reduzir os efeitos adversos da terapia fungica
e evitar os mecanismos de resisténcia, € a combinacdo entre farmacos, tornando-se uma
alternativa para o tratamento convencional. Assim, 0 sinergismo entre farmacos tem se
mostrado como uma importante estratégia para auxiliar na terapia fangica (MENDONCA
et al., 2020).

2.4 Efeito sobre a membrana e parede celular fungica

Realizamos 0 ensaio de interacdo entre a metoxichalcona JA-4OMe com o
ergosterol em meio de cultura de T. rubrum CBS. O aumento do valor da CIM de JA-
40Me evidencia que ocorreu uma ligacdo entre o composto e o ergosterol exégeno
(Tabela 5).

Tabela 5. Mecanismo de agdo da JA-40OMe na membrana celular de Trichophyton
rubrum expresso em valores de CIM em pg/mL
ERGOSTEROL - CIM (pg/mL)

TRCES RPMI Suplementado RPMI sem suplementacao
Anfotericina B JA-40Me AnfotericinaB A-40Me
118892
16 >62,5 4 7.8

A membrana plasmatica fangica possui ergosterol, que garante a fluidez e
dindmica da permeabilidade dessa ultraestrutura (BOWMAN; FREE, 2006), sendo um
alvo atraente para compostos antifingicos, uma vez que é vital para a homeostase da
célula fungica. Como farmaco controle utilizamos a anfotericina B, esse farmaco
apresenta como mecanismo de a¢do a membrana celular formando canais que permitem
a saida do contetdo intracelular causando a morte do fungo (MARTINEZ-ROSSI;
PERES; ROSSI, 2008).
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O valor de CIM da metochalcona (JA-40Me) aumentou de 7,8 pg/mL para um
valor superior a 62,5 pg/mL no meio suplementado com ergosterol. A anfotericina B
apresentou a mesma magnitude de aumento, indicando a eficacia do teste.

Para prosseguimento da avaliacdo antidermatofitica do composto JA-40Me, foi
analisada a interagdo de JA-40Me com o sorbitol. O sorbitol atua como um protetor
osmatico da célula, e na sua presenca crescem mesmo na presencga de inibidores da
biossintese da parede celular. A metoxichalcona (JA-40Me) apresentou alteracdo no
valor da CIM (7,8 pg/mL) quando o meio foi suplementado com sorbitol 0,8 mol/L (>62,5
pug/mL) (Tabela 6).

Tabela 6. Mecanismo de acdo da JA-40OMe na parede celular de Trichophyton rubrum
expresso em valor de CIM em pg/mL
SORBITOL — CIM (pg/mL)

RPMI Suplementado RPMI sem suplementacao
TRCBS caspofungina JA-40Me caspofungina  A-40Me
4 >62,5 0,5 7,8

Como controle para avaliar a eficacia do teste, utilizamos a caspofungina, farmaco
que tem como alvo molecular este protetor osmético. Na auséncia de sorbitol o valor da
CIM fo1 0,5 pg/mL, ao suplementar o meio, ocorreu uma alteragdo aumentando esse valor

em oito vezes (CIM=4 pg/mL).

2.5 Ensaio de tempo de morte de Trichophyton rubrum exposto a metochalcona

Avaliamos a influéncia do tempo de morte por um periodo de 120 h, pela
exposicdo do fungo a metoxichalcona JA-4OMe (Figura 2) na concentracdo de 125
pg/mL, valor quatro vezes a CIM. Um gréfico foi tragado entre o nimero logaritmico de

UFC/mL e o tempo de reducéo.
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Figura 2. Curva do tempo de morte de Trichophyton rubrum CBS118892 na presencga de
125 pg/mL de JA-4OMe
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O tempo de morte pode variar em decorréncia a susceptibilidade do fungo ao
composto. Estudos de tempo de morte pela exposicdo a um farmaco proporciona
informagdes para mostrar qual a tolerdncia de um organismo ao agente antifungico
(MONK; GOFFEAU, 2008). A partir de 8 h de exposicdo observou uma reducdo do
nimero de UFC ao comparar com o controle de crescimento, contudo ap6s 120h néo se

observou a redugdo méaxima de UFC/mL para cepas de T. rubrum.

2.6 Ensaio de toxicidade contra larvas de Galleria mellonella

A avaliagdo inicial da toxicidade da metoxichalcona JA-40OMe foi realizada
utilizando o modelo alternativo com larvas Galleria mellonella. O uso do modelo com G.
mellonella tem sido bem confiavel pelas semelhancas com a resposta imunoldgica dos
mamiferos, apresentando hematdcitos larvais semelhantes aos fagécitos que liberam
proteinas semelhantes aos anticorpos de mamiferos (SHEEHAN; KAVANAGH, 2018;
IGNASIAK; MAXWELL, 2017; COOK; MCARTHUR, 2013; BRENNAN ET AL.,
2002).

Para este experimento, foi injetado o composto JA-40OMe e teve a sua viabilidade
avaliada por 120 horas. As larvas de G. mellonella sobreviveram demonstrando que este
composto néo é toxico para este organismo. (Figura 3).
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Figura 3. Representacdo grafica do teste de toxicidade da metoxichalcona JA-4OMe

contra larvas de Galleria mellonella
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3. CONSIDERACOES FINAIS

Esse estudo visou o planejamento, a sintese e caracterizacdo da atividade
antidermatofitica de JA-40Me, bem como de analogos com anel B substituido por
grupos eletrodoadores. Foram obtidos oito anélogos de 2’,4’-dimetoxichalconas, com
rendimentos de 30% a 96%. A caracterizagdo estrutural feita pela analise dos espectros
de RMN de *H e **C confirmaram a identidade das substancias planejadas. Podemos
afirmar que até o0 momento, somos o primeiro grupo de pesquisa a descrever a atividade
antifungica da metochalcona (JA-40Me) contra fungos dermatofitos, T. rubrum, T.
mentagrophytes, M. canis e E. floccosum.

A avaliacdo da CIM contra diferentes espécies de fungos dermatéfitos indicou
atividade antidermatofitica ampla das metoxichalconas, destacando-se os analogos JA-
3Me e JA-40Me. Este ultimo conhecido como metochalcona, um farmaco, o que nos
motivou a prosseguir com a caracterizagdo mais aprofundada. A combinacdo do
composto JA-40Me com antifangicos mostrou efeito sinérgico com anfotericina B,
fluconazol, terbinafina, e voriconazol com valores de ICIF de 0,2 3 0,3. Os ensaios com
meio suplementado com ergosterol e sorbitol, sugere que JA-4OMe pode atuar tanto na
parede celular quanto na membrana de T. rubrum. Por fim, o teste de toxicidade in vivo
contra as larvas de G. mellonella mostrou que JA-40Me ndo foi tdxica quando

administrada a 500 pg/mL.
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4, EXPERIMENTAL

4.1. Quimica

Item 4.1, Capitulo I, pagina 59

4.1.1. Sintese

A sintese das metoxichalconas foi realizada utilizando procedimento descrito no capitulo
2, item 4.1.1. Os dados de caracterizagio por RMN de *H e 3C foram apresentados no
Apéndice B, pagina 59.

4.2 Microrganismos e Cultura

Item 4.2, Capitulo Il, pagina 60.

4.3 Avaliacdo da atividade antifangica

4.3.1 Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracao Fungicida
Minima (CFM)

Item 4.4, Capitulo 111, pagina 61.

4.3.2 Atividade sinérgica - Método de tabuleiro de xadrez

Item 4.5, Capitulo 1, pagina 61

4.3.3 Time-kill

Item 4.7, Capitulo Il, pagina 63.

4.3.4 Ensaio de toxicidade com modelo experimental Galleria mellonella

Item 4.9, Capitulo Il, pagina 64
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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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1. Anélises de Ress6nancia Magnetica Nuclear

1. 1 Chalcona JA-0

5 3
/O o
3 PN
/O (0]

Os dados de caracterizacdo foram reportados por Santos et al (2019).

grWNs

O F

1.2 Chalcona JA-2F

P6 amarelo; rendimento: 15%, ponto de fusdo (PF): 217,0 °C, pureza (HPLC): 92%.
RMN de *H (CDCls, 600 MHz): & 3,93 (s, 3H, 2°-OCHs3), 3,90 (s, 3H, 4’-OCHj3), 6,52
(d, J = 2,3 Hz, H-3"), 6,60 (dd, J = 2,3 e 8,6 Hz, H-5"), 7,11-7,14 (m, H-3), 7,18-7,20
(m, H-5), 7,35-7,38 (m, H-4), 7,62-7,65 (m, H-6), 7,65 (d, J = 16,0 Hz, H-a), 7,81 (d, J
= 8,6 Hz, H-6"), 7,81 (d, J = 16,0 Hz, H-B). RMN de *3C (CDCls, 150 MHz): § 55,57
(4’-OCHj3), 55,71 (2’-OCHs), 98,64 (C-37), 105,3 (C-57), 116,2 (d, J =22 Hz, C-3), 122,0
(C-1°), 123,6 (d, J = 11,7 Hz, C-1), 124,4 (d, J = 3,5 Hz, C-5), 129,5 (d, J = 3,5 Hz, C-
a), 129,7 (d, J = 6,8 Hz, C-6), 131,2 (d, J = 8,7 Hz, C-3), 133,0 (C-6"), 134,5(d, J = 2,2
Hz, C-B), 161,6 (d, J = 253,8 Hz, C-2), 160,6 (C-4"), 164,4 (C-2"), 190,3 (C-p’).

P6 amarelo; rendimento: 84%, PF: 85°C, pureza (HPLC): 91%. RMN de *H (CDCls,
600 MHz): 3: 3,90 (s, 3H, 4’-OCH3), 3,94 (s, 3H, 2°-OCHs3), 6,52 (d, J = 2,3 Hz, H-3’),
6,59 (dd, J = 2,3 € 8,6 Hz, H-57), 7,07-7,10 (m, H-4), 7,30-7,32 (m, H-6), 7,35-7,40 (m,
H-2 e H-5), 7,54 (d, J = 15,8 Hz, H-a), 7,65 (d, J = 15,8 Hz, H-B), 7,80 (d, J = 8,6 Hz, H-

Chalcona JA-3F
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6’). RMN de 13C (CDCl3, 150 MHz): § 55,58 (4’-OCHs), 55,79 (2’-OCH3), 98,63 (C-
3%), 105,4 (C-5), 114,0 (d, J = 21,8 Hz, C-2), 116,2 (d, J = 8,3 Hz, C-5), 121,9 (C-1"),
1244 (d, J = 2,7 Hz, C-6),128,4 (C-), 133,1 (C-6"), 137,9 (d, J = 7,7 Hz, C-1), 140,3 (d,
J=2,7 Hz, C-B), 160,6 (C-4"), 163,0 (d, J = 246,1 Hz, C-3), 164,5 (C-2°), 190,0 (C-p").

P6 amarelo; rendimento: 83%, PF: 90 °C, pureza (HPLC): 96%. RMN *H (CDCls, 600
MHz): 3 3,89 (s, 3H, 4’-OCHa), 3,93 (s, 3H, 2’-OCHj3), 6,52 (d, J = 2,3 Hz, H-3"), 6,59
(dd, J=2,3 e 8,6 Hz, H-5), 7,10 (dd, J = 8,6 e 8,6 Hz, H-3 e H-5), 7,47 (d, J = 15,8 Hz,
H-a), 7,60 (dd, J = 5,3 e 8,6 Hz, H-2 e H-6), 7,66 (d, J = 15,8 Hz, H-B), 7,79 (d, J = 8,6
Hz, H-6"). RMN 3C (CDCls, 150 MHz): & 55,57 (4’-OCHj3), 55,77 (2°-OCHs), 98,66
(C-3%), 105,3 (C-57), 115,9 (d, J =21,9 Hz, C-3 e C-5), 122,1 (C-17), 126,9 (C-a), 130,1
(d, J =8,4 Hz, C-2 e C-6), 131,7 (d, J = 3,3 Hz, C-1), 132,9 (C-6"), 140,7 (C-B), 160,4
(C-4%), 163,7 (d, J = 250,8 Hz, C-4), 164,3 (C-2"), 190,3 (C-P’).

Chalcona JA-4F

Chalcona JA-2Br

P6 amarelo; rendimento: 84%, PF: 95 °C, pureza (HPLC): 96%. RMN de 'H (CDCls,
600 MH2z): 6 3,90 (s, 3H, 4’-OCHa), 3,92 (s, 3H, 2’-OCHg), 6,52 (d, J = 2,3 Hz, H-3"),
6,60 (dd, J =2,3 e 8,6 Hz, H-5"), 7,23 (ddd, J=1,6, 7,3 e 8,0 Hz, H-5), 7,36 (ddd, J =
1,2,7,8 e 8,0 Hz, H-4), 7,46 (d, J = 15,7 Hz, H-), 7,64 (dd, J = 1,2 e 8,0 Hz, H-6), 7,71
(dd,J=1,6¢ 7,8 Hz, H-3), 7,80 (d, J = 8,6 Hz, H-6°), 8,02 (d, J = 15,7 Hz, H-B). RMN
13C (CDCls, 150 MHz): § 55,59 (4°-OCHs), 55,77 (2°-OCHz), 98,61 (C-3°), 105,2 (C-
5%), 121,9 (C-17), 125,8 (C-2), 127,6 (C-n), 127,8 (C-5), 129,8 (C-4), 130,8 (C-6), 133,4
(C-3), 135,6 (C-1), 140,3 (C-B), 160,5 (C-4’), 164,5 (C-27), 190,3(C-B’).
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Chalcona JA-3Br

P6 amarelo; rendimento: 90%, PF: 95°C, pureza (HPLC): 95%. RMN de *H (CDCls,
600 MHz): 6 3,90 (s, 3H, 4’-OCHj3), 3,94 (s, 3H, 2°-OCH3),6,52 (d, J = 2,3 Hz, H-3"),
6,59 (dd, J = 2,3 e 8,6 Hz, H-57), 7,50-7,53 (m, H-4 e H-6), 7,52 (d, J = 15,8 Hz, H-a),
7,60 (d, J = 15,8 Hz, H-B), 7,75 (dd, J = 1,6 e 1,7 Hz, H-2), 7,79 (d, J = 8,6 Hz, H-6"),
7,82 (dd, J=7,0 e 8,7 Hz, H-5). 13C (CDCls, 150 MHz): § 55,59 (4’-OCHs3), 55,82 (2’-
OCHg), 98,63 (C-3°), 105,4 (C-5"), 121,9 (C-17), 122,9 (C-3), 127,0 (C-a), 128,4 (C-6),
130,3 (C-2), 130,8 (C-5), 132,6 (C-4), 137,7 (C-1), 140,0 (C-B), 160,6 (C-4"), 164,5 (C-
2%), 189,9 (C-B’).

Chalcona JA-4Br

/OB,

P6 amarelo; rendimento: 90%, PF: 96 °C, pureza (HPLC): 93%. RMN de H (CDCls,
600 MHz): & 3,89 (s, 3H, 4’-OCHs3), 3,93 (s, 3H, 2°-OCHj3), 6,52 (d, J = 2,3 Hz, H-3"),
6,59 (dd, J = 2,3 e 8,6 Hz, H-5"), 7,53 (d, J = 15,7 Hz, H-a), 7,47 (d, J = 8,4 Hz, H-3 e
H-5), 7,54 (d, J = 8,4 Hz, H-2 e H-6), 7,62 (d, J = 15,7 Hz, H-P), 7,79 (d, J = 8,6 Hz, H-
6’). RMN 13C (CDCls, 150 MHz): § 55,59 (4’-OCHj3), 55,79 (2°-OCHs), 98,66 (C-3°),
105,3 (C-57), 122,0 (C-1°), 124,1 (C-4), 127,8 (C-0), 129,7 (C-2 e C-6), 132,1 (C-3 e C-
5), 133,0 (C-6”), 134,5 (C-1), 140,4 (C-p), 1605 (C-4"), 164,3 (C-2°), 190,1 (C-p").

-

Chalcona JA-2Cl

Cl
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P6 amarelo; rendimento: 44%, PF: 115 °C, pureza (HPLC): 95%. RMN de H (CDCls,
600 MH2z): 6 3,90 (s, 3H, 4’-OCHa), 3,93 (s, 3H, 2’-OCHg), 6,52 (d, J = 2,3 Hz, H-3"),
6,60 (dd, J=2,3 e 8,6 Hz, H-57), 7,29-7,33 (m, H-4 e H-5), 7,43-7,45 (m, H-3), 7,51 (d,
J=15,8 Hz, H-a), 7,71 (m, H-6), 7,80 (d, J = 8,6 Hz, H-6"), 8,07 (d, J = 15,8 Hz, H-B).
RMN 3C (CDCls, 150 MHz): § 55,59 (4’-OCHs3), 55,75 (2°’-OCHs), 98,61 (C-3°), 105,3
(C-5), 121,9 (C-17), 135,3 (C-2), 126,7 (C-a), 129,6 (C-5), 127,7 (C-4), 129,6 (C-6),
130,6 (C-3), 133,1 (C-67), 133,8 (C-1), 137,7 (C-B), 160,5 (C-4’), 164,4 (C-2"), 190,2(C-
p*).

Chalcona JA-3CI

P6 amarelo; rendimento: 56%, PF: 115 °C, pureza (HPLC): 91%. RMN de H (CDCls,
600 MHz): & 3,90 (s, 3H, 4’-OCHs3), 3,94 (s, 3H, 2°-OCHj3), 6,52 (d, J = 2,3 Hz, H-3"),
6,59 (dd, J = 2,3 e 8,6 Hz, H-5"), 7,33-7,37 (m, H-4 e H-5), 7,46-7,48 (m, H-6), 7,54 (d,
J =158 Hz, H-a), 7,59 (dd, J = 1,4 e 1,9 Hz, H-2), 7,62 (d, J = 15,8 Hz, H-P), 7,80 (d, J
= 8,6 Hz, H-6"). RMN 3C (CDCls, 150 MHz): § 55,58 (4’-OCHs3), 55,80 (2°-OCHj),
98,61 (C-3°), 105,4 (C-5), 121,9 (C-1°), 126,6 (C-a), 128,4 (C-6), 127,8 (C-2), 130,1 (C-
5), 129,7 (C-4), 134,8 (C-3), 137,4 (C-1), 140,0 (C-B), 1606 (C-4*), 164,5 (C-2"), 189,9
(C-B).

Chalcona JA-4CI
_o cl
SN Y
0 O

P6 amarelo; rendimento: 86%, PF: 110 °C, pureza (HPLC): 93%. RMN 'H (CDCls, 600
MHz): & 3,90 (s, 3H, 4’-OCHa), 3,94 (s, 3H, 2°-OCHs), 6,53 (d, J = 2,2 Hz, H-3"), 6,60
(dd, J = 2,2 e 8,6 Hz, H-5"), 7,39 (d, J = 8,5 Hz, H-3 e H-5), 7,53 (d, J = 15,8 Hz, H-a),
7,54 (d, J = 8,5 Hz, H-2 e H-6), 7,65 (d, J = 15,8 Hz, H-B), 7,80 (d, J = 8,6 Hz, H-6").
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Chalcona JA-2,4ClI
_o (of]
Ol
O © (of]

P6 amarelo; rendimento: 93%, PF: 140 °C, pureza (HPLC): 92%. JA-2,4Cl. RMN H
(CDCls, 600 MHz): § 3,90 (s, 3H, 4’-OCHj), 3,92 (s, 3H, 2’-OCHg), 6,52 (d, J = 2,3 Hz,
H-3"), 6,60 (dd, J = 2,2 e 8,6 Hz, H-5"), 7,29 (dd, J = 2,0 e 8,5 Hz, H-5), 7,46 (d, J = 2,0
Hz, H-3), 7,50 (d, J = 15,8 Hz, H-a), 7,65 (d, J = 8,5 Hz, H-6), 7,81 (d, J = 8,6 Hz, H-6"),
7,99 (d, J = 15,8 Hz, H-B). RMN 13C (CDCls, 150 MHz): & 55,60 (4’-OCH3), 55,77 (2’
OCHys), 98,63 (C-3°), 105,4 (C-5"), 121,8 (C-1°), 127,4 (C-5), 128,5 (C-0), 130,0 (C-6),
130,8 (C-3), 132,4 (C-1), 133,2 (C-6"), 135,8 (C-2), 135,9 (C-4),136,4 (C-p), 160,5 (C-
4%), 164,5 (C-2), 189,8 (C-p”).

Chalcona JA-2,6ClI

Cl

o)
PPN Q
O O

Cl

P6 amarelo; rendimento: 95%, PF: 120 °C, pureza (HPLC): 93%. RMN *H (CDCls, 600
MHz): & 3,89 (s, 3H, 4’-OCHa), 3,91 (s, 3H, 2°-OCH3), 6,50 (d, J = 2,3 Hz, H-3"), 6,59
(dd, J=2,3e 8,7 Hz, H-5"), 7,18 (dd, J = 8,0 e 8,1 Hz, H-4), 7,38 (d, J = 8,1 Hz, H-3 e
H-5), 7,70 (d, J = 16,1 Hz, H-a), 7,79 (d, J = 16,1 Hz, H-B), 7,89 (d, J = 8,7 Hz, H-6").
13C (CDCls, 150 MHz): & 55,58 (4’-OCHj3), 55,74 (2’-OCHs), 98,53 (C-3"), 105.4 (C-
5%), 121,7 (C-1°), 128,8 (C-3 e C-5), 129,4 (C-a), 133,2 (C-1), 133,3 (C-6"), 134,9 (C-4),
135,0 (C-2 e C-6), 135,2 (C-P), 1608 (C-4"), 164,6 (C-2°), 189,7 (C-p°).



96

Chalcona JA-3,4Cl
_O cl
E S g (o]}
0 ©

P6 amarelo; rendimento: 82%, PF: 115 °C, pureza (HPLC): 95%. RMN *H (CDCls, 600
MHz): 8 3,90 (s, 3H, 4’-OCHpa), 3,94 (s, 3H, 2’-OCHj3), 6,52 (d, J = 2,3 Hz, H-3"), 6,59
(dd, J =2,3 e 8,7 Hz, H-5), 7,42 (dd, J = 2,0 e 8,3 Hz, H-6), 7,48 (d, J = 8,3 Hz, H-5),
7,52 (d, J = 15,8 Hz, H-a), 7,57 (d, J = 15,8 Hz, H-B), 7,68 (d, J = 2,0 Hz, H-2), 7,80 (d,
J =8,7 Hz, H-6"). 13C (CDCls, 150 MHz): § 55,51 (4’-OCHj3), 55,83 (2’-OCHg), 98,63
(C-3%), 105,4 (C-5°), 121,8 (C-1"), 127,3 (C-a), 128,8 (C-5), 129,7 (C-6), 130,8 (C-2),
133,1 (C-3), 133,7 (C-4), 135,7 (C-1), 138,9 (C-B), 160,6 (C-4’), 164,5 (C-2"), 189,7 (C-
p).

Chalcona JA-3-CF3

- O 0
NS CFs
_O0 ©

P6 amarelo; rendimento: 54%, PF: 135 °C, pureza (HPLC): 92%. RMN 'H (CDCls, 600
MHz): & 3,90 (s, 3H, 4’-OCHs), 3,94 (s, 3H, 2°-OCHs), 6,53 (d, J = 2,3 Hz, H-3"), 6,60
(dd, J=2,3 e 8,7 Hz, H-5%), 7,54 (dd, J = 7,6 e 7,7 Hz, H-5), 7,61 (d, J = 15,8 Hz, H-a),
7,64 (d, J = 7,6 Hz, H-4), 7,70 (d, J = 15,8 Hz, H-B), 7,77 (d, J = 7,7 Hz, H-6), 7,85 (s,
H-2). 3C (CDCls, 150 MHz): § 55,59 (4’-OCHj3), 55,79 (2°-OCHs), 98,64 (C-3°), 105,4
(C-5%), 121,8 (C-1°), 123,9 (q, J = 272,4 Hz, 3-CF3), 124,6 (q, J = 3,8 Hz, C-2), 126,2 (q,
J=3,8Hz, C-4),128,9 (C-a), 129,4 (C-5), 131,3 (q, J = 32,4 Hz, C-3), 131,4 (C-6), 136,4
(C-1), 139,8 (C-P), 160,6 (C-4°), 164,5 (C-27), 189,8 (C-B").

_O CF,
/0 (0]

Chalcona JA-4CF3
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P6 amarelo; rendimento: 41%, PF: 140 °C, pureza (HPLC): 93%. RMN *H (CDClIs, 600
MHz): 5 3,91 (s, 3H, 4’-OCHpa), 3,95 (s, 3H, 2°-OCHj3), 6,54 (d, J = 2,2 Hz, H-3"), 6,61
(dd, J=2,2 e 8,6 Hz, H-5), 7,26 (d, J = 8,2 Hz, H-3 e H-5), 7,63 (d, J = 15,8 Hz, H-a),
7,64 (d, J = 8,2 Hz, H-2 e H-6), 7,67 (d, J = 15,8 Hz, H-p), 7,81 (d, J = 8,6 Hz, H-6").
RMN 13C (CDCls, 150 MHz): § 55,60 (4’-OCHs3), 56,79 (2°-OCHa), 98,64 (C-3"), 105,4
(C-5%), 121,8 (C-1), 125,7 (q, J = 32,6 Hz, C-3 e C-5), 128,2 (C-1), 128,3 (C-2 e C-6),
129,4 (C-a), 133,1 (C-6"), 131,3 (q, J = 278 Hz, C-4), 139,7 (C-B), 160,6 (C-4’), 164.,6
(C-27), 189,8 (C-p’).

Chalcona JA-40CFs
_o OCF;,
0 o©o

P6 amarelo; rendimento: 49%, PF: 145°C, pureza (HPLC): 93%. RMN 'H (CDClIs, 600
MHz): 3 3,90 (s, 3H, 4’-OCHa), 3,94 (s, 3H, 2°-OCHj3), 6.53 (d, J = 2,2 Hz, H-3’), 6,60
(dd, J = 2,2 Hz, H-5%), 7,26 (d, J = 8,7 Hz, H-2 e H-6), 7,53 (d, J = 15,8 Hz, H-0a), 7,64
(d, J=8,7 Hz, H-3 e H-5), 7,67 (d, J = 15,8 Hz, H-p), 7,81 (d, J = 8,6 Hz, H-6").

Chalcona JA-2NO2

RSN ¢

0 o© NO,

P6 laranja; rendimento: 32%, pureza (HPLC): 95%. RMN 'H (CDCls, 600 MHz): § 3,90
(s, 3H, 4-OCHs), 3,92 (s, 3H, 2°-OCHs), 6,51 (d, J = 2,2 Hz, H-3"), 6,60 (dd, J = 2,2 e
8,6 Hz, H-5"), 7,33 (d, J = 8,6 Hz, H-6), 7,40 (d, J = 15,6 Hz, H-a), 7,52-7,55 (m, H-4),
7,65-7,68 (m, H-5), 7,80 (d, J = 8,6 Hz, H-6"), 8,01 (d, J = 15,6 Hz, H-B), 8,02 (dd, J =
0,9 e 8,1 Hz, H-3). RMN *3C (CDClIs, 150 MHz): § 55,60 (4’-OCHs), 55,75 (2°-OCHj3),
98,59 (C-37), 105,4 (C-5), 121,4 (C-17), 124,8 (C-3), 129,2 (C-a), 129,8 (C-4), 131,7 (C-
1), 131,9 (C-6), 133,2 (C-67), 133,3 (C-5), 136,9 (C-P), 148,7 (C-2), 160,6 (C-4"), 164,6
(C-27), 189,9 (C-p’).
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Chalcona JA-3NO?

- ¢
X NO,
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P6 amarelo; rendimento: 75%, pureza (HPLC): 92%. RMN 'H (CDCls, 600 MHz): §
3,91 (s, 3H, 4-OCHja), 3,96 (s, 3H, 2°-OCHs), 6,53 (d, J = 2,2 Hz, H-3"), 6,61 (dd, J =
2,2 e 8,7 Hz, H-5), 7,59 (dd, J = 7,9 e 8,0 Hz, H-5), 7,67 (d, J = 15,8 Hz, H-a), 7,71 (d,
J=15,6 Hz, H-B), 7,83 (d, J = 8,7 Hz, H-6"), 7,89 (ddd, J=0,9, 1,8 e 7,9 Hz, H-6), 8,23
(ddd, J=0,9, 2,0 e 8,0 Hz, H-4), 8,47 (dd, J = 1,8 e 2,0 Hz, H-3). RMN 3C (CDCls, 150
MH?z): & 55,63 (4>-OCHs), 55,85 (2’-OCHa), 98,61 (C-3°), 105,5 (C-5°), 121,6 (C-1°),
122,2 (C-2), 124,1 (C-4), 129,86 (C-0), 129,9 (C-5), 133,2 (C-6"), 134,1 (C-6), 137,4 (C-
1), 138,5 (C-B), 148,7 (C-3), 160,8 (C-4"), 164,8 (C-2), 189,4 (C-B’).

Chalcona JA-1Naftila

P6 amarelo; rendimento: 55%, PF: 150°C, pureza (HPLC): 94%. RMN 'H (CDClIs, 600
MH2z): 6 3,91 (s, 3H, 4’-OCH3), 3,96 (s, 3H, 2°-OCHj3), 6,55 (d, J = 2,3 Hz, H-3"), 6,63
(dd, J=2,3e 8,6 Hz, H-5"), 7,53 (dd, J = 7,0 e 8,3 Hz, H-3), 7,54-7,51 (m, 2H, H-6 e H-
7), 7,64 (d,J=15,5Hz, H-0), 7,87 (d, J = 8,6 Hz, H-6"), 7,87 (d, J = 7,0 Hz, H-2), 7,90—
7,93 (m, 2H, H-5 e H-8), 8,32 (d, J =8,3 Hz, H-4), 8,55 (d, J = 15,6 Hz, H-B). RMN 13C
(CDCls, 150 MHz): 8 55,59 (4’-OCHj3), 55,79 (2°-OCHjs), 98,66 (C-3°), 105,3 (C-5’),
122,2 (C-17), 123,8 (C-5), 125,0 (C-3), 125,5 (C-8), 126,2 (C-w), 126,7 (C-7), 128,7 (C-
2), 129,9 (C-6), 130,2 (C-4), 131,8 (C-9), 133,0 (C-10), 133,1 (C-67), 133,8 (C-1), 138,9
(C-B), 160,6 (C-4’), 164,3 (C-27), 190,3 (C-B’).
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Chalcona JA-2Naftila

5
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P6 amarelo; rendimento: 53%, PF: 160 °C, pureza (HPLC): 96%. RMN *H (CDCls, 600
MHz): 8 3,91 (s, 3H, 4’-OCHpa), 3,96 (s, 3H, 2°-OCHj3), 6,55 (d, J = 2,3 Hz, H-3"), 6,63
(dd, J = 2,3 € 8,6 Hz, H-5"), 7,53-7,54 (m, 2H, H-6 e H-7), 7,66 (d, J = 15,7 Hz, H-0),
7,79 (dd,J=1,5¢€ 8,5 Hz, H-3), 7,83 (d, J = 8,6 Hz, H-6), 7,85-7,90 (m, 3H, H-4, H-5
e H-8), 7,88 (d, J = 15,7 Hz, H-B), 7,90-7,93 (m, 2H, H-5 e H-8), 8,01 (s, H-1). RMN
13C (CDCls, 150 MHz): § 55,58 (4-OCHs), 55,82 (2°-OCH3), 98,71 (C-3"), 105,2 (C-
5%), 122,3 (C-17), 128,6 (C-5), 126,6 (C-3), 130,2 (C-8), 123,8 (C-a), 127,1 (C-7), 133,0
(C-2), 127,4 (C-6), 128,6 (C-4), 133,4 (C-9), 134,2 (C-10), 132,9 (C-6’), 127,8 (C-1),
142,2 (C-B), 160,5 (C-4%), 164,2 (C-27), 190,5 (C-B’).

/o s\
A4

o O

Chalcona JA-2Tienila

P6 amarelo; rendimento: 72%, PF: 155°C, pureza (HPLC): 95%. RMN 'H (CDClIs, 600
MHz): & 3,90 (s, 3H, 4’-OCHa), 3,94 (s, 3H, 2°-OCH3), 6,52 (d, J = 2,2 Hz, H-3"), 6,59
(dd, J =2,3 e 8,6 Hz, H-5), 7,09 (dd, J = 3,9 e 4,7 Hz, H-4), 7,32 (d, J = 3,9 Hz, H-5),
7,38 (d, J = 15,3 Hz, H-a), 7,39 (d, J = 4,7 Hz, H-3), 7,79 (d, J = 8,6 Hz, H-6"), 7,83 (d,
J = 15,3 Hz, H-B). RMN 13C (CDCls, 150 MHz): § 55,56 (4’-OCHa), 55,74 (2’-OCHj),
98,65 (C-3°), 105,2 (C-5°), 122,1 (C-1°), 131,1 (C-5), 127,9 (C-3), 126,3 (C-), 141,1 (C-
2), 128,2 (C-4), 132,9 (C-6"), 134,5 (C-B), 160,5 (C-4’), 164,2 (C-2°), 189,8 (C-B’).

Chalcona JA-2furanila
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P6 amarelo; rendimento: 20%, PF: 165°C, pureza (HPLC): 96%. RMN 'H (CDClIs, 600
MHz): 5 3,88 (s, 3H, 4’-OCHpa), 3,93 (s, 3H, 2’-OCHj3), 6,51 (d, J = 2,3 Hz, H-3"), 6,58
(dd, J =2,3 e 8,6 Hz, H-5"), 6,67 (d, J = 3,4 Hz, H-3), 6,50 (dd, J = 1,6 e 3,4 Hz, H-4),
7,44 (d, J = 15,5 Hz, H-a), 7,49 (d, J = 15,5 Hz, H-B), 7,51 (d, J = 1,6 Hz, H-5), 7,78 (d,
J =8,6 Hz, H-6’). RMN 3C (CDClIs, 150 MHz): § 55,56 (4’-OCHj3), 55,71 (2’-OCHs),
98,61 (C-3°), 105,2 (C-5"), 112,4 (C-3), 115,1 (C-4), 122,2 (C-1°), 124,7 (C-), 128,6 (C-
B), 132,9 (C-6"), 144.4 (C-5), 152,1 (C-2), 160,5 (C-4’), 164,2 (C-2’), 189,9 (C-P).

arPNe
X F
/O (0] OH

P6 amarelo; rendimento: 49%, PF: 155 °C, pureza (HPLC): 97%. RMN 'H (CDCls, 600
MHz): 6 3,90 (s, 3H, 4’-OCHs), 3,92 (s, 3H, 2°-OCHs3), 6,04 (sl, 2-OH), 6,52 (d, J = 2,2
Hz, H-3"), 6,59 (dd, J = 2,2 e 8,6 Hz, H-5"), 6,88 (dd, J = 8,0 e 8,7 Hz, H-3), e 7,11 (dd,
J=7,9¢e8,7Hz, H-5), 7,36 (d, J = 7,9 Hz, H-6), 7,69 (d, J = 16,0 Hz, H-a), 7,80 (d, J =
8,6 Hz, H-6"), 7,95 (d, J = 16,0 Hz, H-).

Chalcona JA-20H3F



101

Figura 1a. Espectro de RMN de *H da chalcona JA-2F (600 MHz, CDCls)
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Figura 1b. Espectro de RMN de *3C da chalcona JA-2F (150 MHz, CDCls)
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Figura 2a. Espectro de RMN de *H da chalcona JA-3F (600 MHz, CDCls)
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Figura 2b. Espectro de RMN de *3C da chalcona JA-3F (150 MHz, CDCls)
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Figura 3a. Espectro de RMN de *H da chalcona JA-4F (600 MHz, CDCls)
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Figura 3b. Espectro de RMN de 13C da chalcona JA-4F (150 MHz, CDCls)
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Figura 4a. Espectro de RMN de *H da chalcona JA-2Br (600 MHz, CDCls)
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Figura 6a. Espectro de RMN de *H da chalcona JA-4Br (600 MHz, CDCls)
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Figura 7a. Espectro de RMN de *H da chalcona JA-2CI (CDCls, 600 MHz)
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Figura 7b. Espectro de RMN de *3C da chalcona JA-2CI (CDCls, 150 MHz)
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Figura 8a. Espectro de RMN de *H da chalcona JA-3CI (CDCls, 600 MHz)
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Figura 8b. Espectro de RMN de *3C da chalcona JA-3CI (CDCls, 150 MHz)
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Figura 9a. Espectro de RMN de *H da chalcona JA-4CI (CDCls, 600 MHz)
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Figura 10a. Espectro de RMN de *H da chalcona JA-2,4Cl (CDCls, 600 MHz)
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Figura 11a. Espectro de RMN de *H da chalcona JA-2,6CI (CDCls, 600 MHz)
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Figura 12a. Espectro de RMN de *H da chalcona JA-3,4CI (CDCls, 600 MHz)

L68'E~ _
6€6'E "

25C

6.55  6.50
f1 (ppm)

6.60

780 775 770 7.65 7.60 7.55 750 7.45 7.40
f1 (ppm)

7.85

m#.n
mS.L
6zv°L
TEY'L
oLY'L
y8Y°L

80S'L —

ves'L
195°2 ]
18572
9,9°L 4
629°¢ ]

ﬂan.h#
S08°'L

e
e

—S0'T
0T

T
80

=107

o6
wﬁi
0'1

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

Figura 12b. Espectro de RMN de *3C da chalcona JA-3,4Cl (CDCls, 150 MHz)
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Figura 13a. Espectro de RMN de *H da chalcona JA-3CF3 (CDCls, 600 MHz)
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Figura 14a. Espectro de RMN de *H da chalcona JA-4CF3 (CDCls, 600 MHz)
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Figura 15a. Espectro de RMN de *H da chalcona JA-40OCF3 (CDCls, 600 MHz)
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Figura 16a. Espectro de RMN de *H da chalcona JA-2NO (CDCls, 600 MHz)
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Figura 18a. Espectro de RMN de H da chalcona JA-1Naftila (CDCls, 600 MHz)
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Figura 19a. Espectro de RMN de *H da chalcona JA-2Naftila (CDCls, 600 MHz)
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la (CDCls, 600 MHz)
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Figura 20a. Espectro de RMN de *H da chalcona JA-2T
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Figura 21a. Espectro de RMN de *H da chalcona JA-2furanila (CDCls, 600 MHz)
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Figura 22a. Espectro de RMN de *H da chalcona JA-20H3F (CDCls, 600 MHz)
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APENDICE B: MATERIAL COMPLEMENTAR DO CAPITULO Il [artigo 2]

Metochalcona como agente antifingico, uma proposta de reposicionamento de
farmacos

Julyanna Andrade S. Nascentes!, Leticia Ribeiro de Assis?, Natalia Seron Brizzotti?,
Thiago Henrique Lemes!, Reinaldo dos Santos Theodoro?, Rodrigo Raposo Lemos?,
Eduarda Cardoso da Silval, Miguel Divino da Rosa*, Mariela Domiciano Ribeiro?,

Margarete Teresa Gottardo de Almeida?, Luis Octavio Regasini”

! Departamento de Quimica e Ciéncias Ambientais, Instituto de Biociéncias, Letras e
Ciéncias Exatas, Universidade Estadual Paulista (Unesp), Rua Cristévao Colombo, 2265
- Jardim Nazareth - S&o José do Rio Preto/SP - CEP 15054-000, SP, Brasil.

2 Faculdade de Medicina de Séo José do Rio Preto (Famerp), Brasil. Av. Brg. Faria Lima,
5416 - Vila 12 Séo Pedro, Sao José do Rio Preto - SP, 15090-000.

* Autor correspondente, e-mail: luis.regasini@unesp.br
Laboratorio de Antibidticos e Quimioterapicos, IBILCE - UNESP, Sdo José do Rio Preto
Tel.: +55 17 3221-2362
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1. Anélises de Ress6nancia Magnetica Nuclear

P6 amarelo; rendimento: 55 ; pureza (HPLC): 96%; ponto de fusdo:115°; RMN H
(DMSO-ds, 600 MHz): 6 3,80 (s, 3H, 4-OCHa), 3,84 (s, 3H, 4’-OCHs3), 3,89 (s, 3H, 2’-
OCHja), 6,64 (dd, J = 2,3 e 8,6 Hz, H-57), 6,68 (d, J = 2,3 Hz, H-3"), 6,99 (d, J = 8,7 Hz,
H-3 e H-5), 7,41 (d, J = 15,8 Hz, H-a), 7,52 (d, J = 15,8 Hz, H-B), 7,59 (d, J = 8,6 Hz, H-
6),7,67 (d,J =8,7 Hz, H-2 e H-6). RMN *C (DMSO-ds, 150 MHz): & 55.78 (4-OCHj3),
56,03 (4’-OCHsa), 56,37 (2’-OCHz3), 98,07 (C-3), 106,4 (C-5"), 114,9 (C-3 e C-5), 122,1
(C-17), 125,8 (C-a), 127,9 (C-1), 130,6 (C-2 e C-6), 132,4 (C-6"), 141,8 (C-P), 160,4 (C-
4%),161,5 (C-4), 164,2 (C-2’), 189,9 (C-B’).

P6 amarelo; rendimento: 77%; pureza (HPLC): 92%; ponto de fusdo: 145°. RMN de 'H
(DMSO-ds, 600 MHz): & 3,86 (s, 3H, 4’-OCH3), 3,92 (s, 3H, 2°-OCHB3), 6,66 (dd, J = 2,3
e 8,6 Hz, H-5°), 6,70 (d, J = 2,3 Hz, H-3"), 6,85 (dd, J = 1,9 e 8,0 Hz, H-4), 7,09 (dd, J =
1,3e1,9 Hz, H-2), 7,14 (dd, J = 1,3 e 8,0 Hz, H-6),7,25 (dd, J = 7,8 e 8,0 Hz, H-5), 7,46
(d, J = 16,0 Hz, H-0), 7,49 (d, J = 16,0 Hz, H-B), 7,63 (d, J = 8,6 Hz, H-6"). RMN 13C
(DMSO-ds, 150 MHz): § 56,09 (4’-OCHjs), 56,45 (2°-OCHj3), 99,10 (C-3°), 106,5 (C-57),
114,2 (C-2), 117,7 (C-4), 120,0 (C-6), 121,8 (C-1°), 127,3 (C-a), 130,5 (C-5), 132,6 (C-
6%), 136,6 (C-1), 141,8 (C-B), 158,2 (C-3), 160,7 (C-4"), 164,5 (C-2°), 189,6 (C-p").

,OOH

P6 amarelo; rendimento: 30%; pureza (HPLC): 90%; ponto de fusdo: 140°C. RMN H
(CDCls, 600 MHz): 6 3,89 (s, 3H, 4’-OCHj3), 3,92 (s, 3H, 2°-OCHj3), 6,28 (sl, 4-OH),

1.1 Chalcona JA-40Me

1.2 Chalcona JA-30H

1.3 Chalcona JA-40H



125

6,52 (d, J = 2,3 Hz, H-3), 6,58 (dd, J = 2,3 e 8,6 Hz, H-5"), 6,90 (d, J = 8,4 Hz, H-3 e H-
5), 7,40 (d, J = 15,7 Hz, H-a), 7,51 (d, J = 8,4 Hz, H-2 e H-6), 7,67 (d, J = 15,7 Hz, H-
B), 7,76 (d, J = 8,6 Hz, H-6).

gV

P6 amarelo; rendimento: 96%; pureza (HPLC):92%; ponto de fusdo: 115°C. RMN de 'H
(CDCls, 600 MHz): & 2,38 (s, 3H, 4-CHj), 3,87 (s, 3H, 4-OCHa), 3,90 (s, 3H, 2’-OCHs),
6,50 (d, J = 2,3 Hz, H-3"), 6,56 (dd, J = 2,3 e 8,6 Hz, H-5"), 7,19 (d, J = 7,5 Hz, H-4),
7,28 (dd,J=7,6 e 7,5 Hz, H-5), 7,14 (d, J = 7,6 Hz, H-6), 7,39 (s, H-2), 7,49 (d, J = 15,8
Hz, H-a), 7,65 (d, J = 15,8 Hz, H-B), 7,75 (d, J = 8,6 Hz, H-6"). RMN 13C (CDCls, 150
MHz): § 21,40 (4-CHs), 55,57 (4-OCHa), 55,79 (2°’-OCHs), 98,67 (C-3°), 105,14 (C-5"),
122,3 (C-17), 125,4 (C-a), 127,0 (C-6), 128,7 (C-5), 129,1 (C-2), 130,8 (C-4), 132,9 (C-
6%), 135,4 (C-1), 138,5 (C-3), 142,3 (C-p), 160,4 (C-4"), 164,1 (C-2°), 190,7 (C-p").

-

SN

Pé branco; rendimento: 57%; pureza (HPLC): 91% ; ponto de fusdo: 103°C . RMN de
'H (DMSO-ds, 600 MHz): 6 3,86 (s, 3H, 2-OCH3), 3,88 (s, 3H, 4’-OCHjs), 3,90 (s, 3H,
2’-OCHg), 6,65 (dd, J = 2,3 € 8,6 Hz, H-5"), 6,69 (d, J = 2,3 Hz, H-3"), 7,01 (ddd, 0,9,
7,5e7,7 Hz, H-5), 7,10 (dd, J= 0,9 e 8,06 Hz, H-3), 7,41 (ddd, J = 1,6, 7,5 € 8,1 Hz, H-
4),7,58 (d, J = 15,9 Hz, H-a), 7,61 (d, J = 8,6 Hz, H-6"), 7,71 (dd, J = 1,6 € 0,7 Hz, H-
6), 8,07 (d, J = 15,9 Hz, H-B). RMN 3C (DMSO-ds, 150 MHz): § 56,01 (2-OCHj),
56,10 (4’-OCHs), 56,39 (2°-OCHz), 99,09 (C-3°), 106,5 (C-5°), 112,2 (C-3), 121,3 (C-
5), 122,0 (C-1°), 123,6 (C-1), 127,8 (C-0), 128,9 (C-4), 132,2 (C-6), 132,5 (C-6"), 136,6
(C-p), 158,6 (2-OCHBa), 160,7 (C-4’), 164,4 (C-27), 190,0 (C-B’).

1.4 Chalcona JA-3Me

1.5 Chalcona JA-20Me

1.6 Chalcona JA-4terc
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_O
SONY
0 o
P6 amarelo; rendimento: 93%; pureza (HPLC): 97% ; ponto de fusdo: 150/°C . RMN 'H
(CDCls, 600 MHz): & 1,36 (s, 9H, 4-tercbutil), 3,89 (s, 3H, 4’-OCHz), 3,92 (s, 3H, 2’-
OCHja), 6,52 (d, J = 2,2 Hz, H-3"), 6,58 (dd, J = 2,2 ¢ 8,6 Hz, H-5"), 7,44 (d, J = 8,3 Hz,

H-3 e H-5), 7,49 (d, J = 15,8 Hz, H-a), 7,56 (d, J = 8,3 Hz, H-2 e H-6), 7,68 (d, J = 15,8
Hz, H-B), 7,76 (d, J = 8,6 Hz, H-6").

grusy

P6 amarelo; rendimento: 79%; pureza (HPLC): 95%; ponto de fusdo: 130°C. RMN H
(CDCls, 600 MHz): 6 1,28 (t, J = 7,6 Hz, 3H, -CHz), 2,71 (g, J = 7,6 Hz, 2H, -CH>-),
3,90 (s, 3H, 4’-OCHs3), 3,93 (s, 3H, 2’-OCHzs), 6,53 (d, J = 2,3 Hz, H-3”), 6,60 (dd, J =
2,3e8,6 Hz, H-5"), 7,26 (d, J = 8,1 Hz, H-3 e H-5), 7,50 (d, J = 15,8 Hz, H-a), 7,55 (d,
J=8,1Hz, H-2 e H-6), 7,69 (d, J = 15,8 Hz, H-B), 7,78 (d, J = 8,6 Hz, H-6’). RMN C
(CDCls, 150 MHz): 5 15,38 (-CH2CH3), 28,34 (-CH2CHs3), 55,56 (4’-OCHj3), 55,77 (2’-
OCHp3), 98,69 (C-3°), 105,2 (C-5"), 122,4 (C-1"), 126,3 (C-a), 128,4 (C-3 e C-5), 128,43
(C-2eC-6),132,8 (C-6"), 133,0 (C-1), 142,3 (C-B), 146,7 (C-4), 160,4 (C-4’), 164,1 (C-
2%), 190,7 (C-p”).

1.7 Chalcona JA-4etil
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Figura 1a. Espectro de RMN de *H da chalcona JA-40Me (DMSO-ds, 600 MHz)
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Figura 1b. Espectro de RMN de 13C da chalcona JA-40Me (DMSO-dg, 150 MHz)
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Figura 2a. Espectro de RMN de *H da chalcona JA-30H (DMSO-dgs, 600 MHz)
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Figura 3a. Espectro de RMN de *H da chalcona JA-40H (CDCIs, 600 MHz)

€68'€

LTI6'E"

182'9 \\k

61S'9
MNm.uW
VLS9
whm.oV
6859

€6S'9

Fseq

Fort
TL.H

6.9 6.8 6.7 6.6 6.5 6.4 6.3

7.0
f1 (ppm)

7.6 7.5 7.4 7.3 7.2 7.1

7.7

7.8

18C°9
6TS'9
€759
v£LS'9
8459
6859
€659
T68'9
S06'9 V.
ey
€IV'L Ve
L0S°L
TTS°L
€99°L
6L9°L
LA TAA
89L°L

e
\8be

=860
=0T'T
1

=£TC

€T'T
W.:u.m
=60'T

oot

1.0 05

30 25 20 15

50 45 40 35

5.5

6.0

7.0 6.5
f1 (ppm)

7.5

8.0

9.0 85

13.5 12.5 11.5 10.5 9.5

14.5



130

Figura 4a. Espectro de RMN de *H da chalcona JA-3Me (CDCls, 600 MHz)
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Figura 5a. Espectro de RMN de *H da chalcona JA-20Me (DMSO-ds, 600 MHz)
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Figura 6a. Espectro de RMN de *H da chalcona JA-4terc (CDCls, 600 MHz)
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Figura 7a. Espectro de RMN de *H da chalcona JA4etil (CDCls, 600 MHz)
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