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RESUMO

Os antibidticos e antifungicos estdo incluidos entre os farmacos mais
indiscriminadamente utilizados, contribuindo para o crescimento de resisténcia
bacteriana e flangica, 0 que provoca uma diminuicdo da acdo antimicrobiana. Esta
resisténcia estimula a pesquisa de novos compostos que apresentem efeitos
antimicrobianos, sejam eles compostos naturais obtidos de plantas, de outros
organismos ou compostos sintéticos obtidos através de modificacGes especificas de
moléculas quimicamente conhecidas, tornando-as biologicamente mais ativas, como,
por exemplo, as imidas ciclicas. Por esta razdo, o objetivo deste estudo foi sintetizar e
avaliar a atividade antimicrobiana de novos derivados de ftalimidas ligadas a 1,2,3-
triazois. Os compostos foram sintetizados através da reacdo entre N-2-(azidaetil)
ftalimida com cadeia alifatica n=2 e alcino aromatico. Essa reacdo foi processada na
presenca de iodeto de cobre (Cul), trietilamina, dimetilformamida (DMF) a temperatura
de 25°C, sob energia de ultrassom, baseada na click chemistry. O screening
antimicrobiano foi realizado através do teste de difusdo em Agar, utilizando bactérias
(Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus subtilis, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa e Salmonella enteritidis) da Colecdo de Culturas de
Microrganismos do Departamento de Antibioticos/lUFPE, os fungos leveduriformes
foram do género Candida (C. krusei, C. albicans, C. pelliculosa, C. glabrata e C.
parapsilosis) os filamentosos (Aspergillus flavus, A. fumigatus, A. niger, Fusarium
lateritium, F. solani, F. oxysporum, F. verticillioides, Metarhizium anisopliae,
Colletotrichum gloeosporioides, Microsporum gypseum, M. canis, Trichophyton
rubrum, T. tonsurans) da Micoteca do Departamento de Micologia/UFPE. Aos discos
de papel foram adicionados 50 pL da nova ftalamida (0,6 mg/disco), e em seguida
foram colocados em placas de Petri previamente inoculadas com cada microrganismo
teste, em meio Agar Nutriente para bactérias a 37°C e Agar Sabouraud para fungos a
30°C. O experimento foi realizado em duplicata. Os resultados foram avaliados através
do diametro do halo (mm) de inibicdo e estdo representados como média aritmética. A
analise quantitativa foi determinada através da CMI em meio Sabouraud, a anfotericina
B foi utilizada como droga padrdo. A CMF foi determinada ap6s o 6° dia, As
microplacas foram submetidas ao leitor de Elisa com comprimento de onda entre 492
nm e 630 nm, em seguida coradas com Resazurina. Os compostos ndo foram ativos para
as bactérias, bem como para as espécies de C. glabrata, A. niger, F. oxysporum, F.
solani. Os maiores halos de inibicdo foram obtidos nos fungos filamentosos tratados
com as novas ftalimidas 1a e 2a, com destaque para ftalimida 2a que mostrou os halos
mais expressivos (33-65 mm), inibindo 14 dos 18 fungos testados. A CMI da nova
ftalimida 2a variou entre 5 — 20 pg/mL. A nova ftalimida 2a demonstrou ter potente
atividade antifungica podendo servir como protétipo para novas drogas.

Palavras—chave: Atividade antifingica, Compostos sintéticos, Fungos filamentosos,
Ftalimidas.



ABSTRACT

Antibiotics and antifungals are included among the most used drugs indiscriminately.
This fact contributing to the growth of bacterial or fungal resistance, which causes a
decrease in antimicrobial action. This resistance encourages the search for new
compounds having antimicrobial effects, like that natural compounds obtained from
plants, other organisms or synthetic compounds obtained by chemical modifications of
known specific molecules, making them more biologically active, for example, cyclic
imides. For this reason, the aim of this study was to synthesize and evaluate the
antimicrobial activity of new derivatives of phthalimides connected to 1,2,3- triazoles.
Compounds were synthesized by the reaction of N-2- (azidaetil) phthalimide with n=2
aliphatic chain and aromatic alkyne. This reaction was worked in the presence of copper
iodide (Cul), triethylamine, dimethylformamide (DMF) the temperature of 25 °C, under
ultrasonic energy, based on click chemistry. The antimicrobial screening was performed
using the agar diffusion test using bacteria (Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Bacillus subtilis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa and Salmonella
enteritidis) of Microorganisms Culture Collection of the Department of Antibiotics /
UFPE, the yeasts were Candida genus (C. krusei, C. albicans, C. pelliculosa, C.
glabrata and C. parapsilosis) and filamentous (Aspergillus flavus, A. fumigatus, A.
niger, Fusarium lateritium, F. solani, F. oxysporum, F. verticillioides, Metarhizium
anisopliae, Colletotrichum gloeosporioides, Microsporum gypseum, M . canis,
Trichophyton rubrum, T. tonsurans) the mycology department/UFPE. The paper discs
were added 50 pL of the new phthalimide (0.6 mg/disc), then were placed on inoculated
Petri dishes each test microorganism in Nutrient Agar for bacteria to 37 °C and
Sabouraud agar medium for fungi 30 °C. The experiment was performed in duplicate.
The results were evaluated through the inhibition zone diameter and are represented as
the arithmetic mean. Quantitative analysis was determined through the MIC in
Sabouraud broth, amphotericin B was used as the standard drug. The CMF was
determined after the 6° day. The microplates were subjected to ELISA reader at a
wavelength between 492 nm and 630 nm then stained with Resazurin. The compounds
were not active for bacterias, as well as C. glabrata, A. niger, F. oxysporum, F. solani.
More was observed inhibition zones in three of the five selected yeasts. However the
best inhibition zones were obtained in filamentous fungi with the phthalimides 1a e 2a.
Where the new phthalimide 2a showed the most significant halos (33 — 65 mm ),
inhibiting 14 of the 18 tested fungi. MIC The new phthalimide 2a ranged from 5-20
png/mL. The new phthalimide 2a shown to have potent antifungal activity may serve as a
prototype for new drugs.

Key-words:  Antifungal activity, Filamentous fungi, Phthalimides, Synthetic
compounds.
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1. INTRODUCAO

Uma das descobertas terapéuticas mais importantes do século XX foi a dos
agentes antimicrobianos, que modificou drasticamente o curso de muitas doencas, com
reducdo da mortalidade e morbidade. Porém, os antibidticos estdo entre os agentes mais
indiscriminadamente utilizados, sendo um fator de contribuicdo para o crescimento do
problema mundial de resisténcia bacteriana e fungica. Este problema estimula novas
fontes de pesquisas com plantas, outros organismos ou ainda com compostos sintéticos,
cujas modificacGes, algumas especificas, quimicamente conhecidas, tornando-as

biologicamente mais ativas (PAGE et al., 1999).

A sintese de compostos quimicos com atividade antimicrobiana tem sido
bastante utilizada na tecnologia moderna, particularmente na medicina e na agricultura.
Neste contexto, destacam-se as imidas ciclicas denominadas ftalimidas que se
mostraram como compostos com diferentes atividades bioldgicas, tais como,
hipolipidemica, antiviral, antimicrobiana, entre outras, que monstram o potencial dessas

substancias como protétipo para sintese de novos famacos (AKGUN et al, 2012).

Portanto, este estudo demonstra o potencial antimicrobiano, determinando os
valores da Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) de microrganismos patdgenos
testados, em substéncias sintéticas, denominadas de novas ftalimidas ligadas a 1,2,3-

triazois, no intuito de se obter moléculas biologicamente mais potentes.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Caracteristicas gerais dos fungos e prevaléncia das doengas fangicas

Os fungos sdo organismos que ndo possuem clorofila, portanto, ndo sdo capazes
de fazer fotossintese e por esta razdo, sdo conhecidos como seres heterotroficos,
obtendo seus nutrientes por absorcdo, ou seja, lancam enzimas aos substratos onde
colonizam e absorvem os elementos essenciais através da parede e da membrana celular
(SILVA, COELHO, 2006). Estes organismos desenvolveram varias estratégias
nutricionais para adquirir o carbono necessario para sua manutengdo e sobrevivéncia,
como por exemplo: a) através da degradacdo da matéria organica, os fungos saprdbios
obtém cerca de 45-50% de seus nutrientes; b) quando em simbiose parasitica com
outros organismos, tais como cianobactérias, algas, plantas, animais, e humanos obtém
20%; c) com organizagdes mutualistas em liquens obtém 21%, em micorrizas obtem 8%
e 1% em mixomicetos (Figura 1) (HAWKSWORTH; HILL, 1984).

Figura 1- Obtencdo dos nutrientes pelos fungos através de diferentes estratégias

nutricionais.

Legenda: 50% fungos saprobios; 20% quando em simbiose parasitica com
cianobactérias, plantas, animais e humanos; 8% quando em organiza¢fes mutualisticas
com micorrizas; 1% mixomicetos e 21% quando liquenizados ou liquens.

Fonte: MARTINS (2013).

Na natureza os fungos degradam principalmente a biomassa de plantas,

participando ativamente do ciclo do carbono e dos processos ecolégicos em geral. As
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enzimas secretadas pelos fungos sdo amplamente utilizadas em varios setores industriais
para producdo de alimentos, papéis, detergentes, téxteis, vinho e biocombustiveis
(MAKELA; DONOFRIO; VRIES, 2014). Algumas enzimas produzidas em grande
escala na maioria sdo provenientes de ascomicetos do género Trichoderma e Aspergillus
utilizados em processos de fermentacdo e despolimerizacdo de lignina. Os
basidiomicetos sdo bastante eficientes na degradacdo de polimeros aromaticos (DE
VRIES et al., 2010).

Quanto ao habitat, estdo presente em todas as regibes, inclusive agquelas com
condicBes climéaticas extremas, como, por exemplo, no polo Norte, porem seu
crescimento e desenvolvimento, ocorre preferencialmente em condi¢des adequadas de
umidade, niveis pluviométricos, temperatura, inversdes térmicas, disponibilidade de
substratos, concentracdo de CO, e pH do meio, vivendo nos mais diferentes substratos.
Fazem parte da reciclagem dos materiais na natureza onde dispersam seus esporos para
outros vegetais, animais, agua, e para 0 homem. Desta maneira podem ocasionar
diversas doencas, conhecidas de modo geral como micoses, que podem trazer no
homem desde sintomas brandos a moderados e até lesbes graves, que pode levar os
individuos a 6bito (DUNCAN et al., 2010; LIMACO et al., 2010).

O reino fungi é bastante diversificado, sdo conhecidas 1,5 milhGes de espécies,
apresentando uma colecdo espetacular de decompositores, simbidticos, patdgenos e
parasitas, contribuindo de forma indispensavel na manutencdo do planeta, através da
degradacdo da matéria organica, caracteristica que os habilita a serem utilizados em
processos industriais de alimentos e antibidticos, contribuindo para pesquisa como um
dos melhores modelos da classe dos eucariéticos (HAWKSWORTH, 2001). Entretanto,
com toda essa diversidade apenas 300 especies causam doenca em mamiferos, plantas e
poucos sdo patogénicos humanos (Figura 2 A, B, C) (GARCIA-SOLACHE;
CASADEVALL, 2010).
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Figura 2- Doencas fungicas comuns. A- Podridao cinzenta causada por Botrytis cinerea

em plantas; B- dermatomicose causada pelo Mycrosporum canis em cachorro; C- Lesé&o

verrucosa descamativa causada por trichophyton tonsurans no homem.

Fonte: A- Ministry of Agriculture of Canada, (2010); B- Synararillo.com.br. (2008); C-
Lacerda (2013).

Embora sendo poucas as espécies patdgenas ao homem, elas podem ser bem
agressivas. As micoses sistémicas, por exemplo, causadas por fungos patdgenos
primarios que sdo capazes de iniciar uma infeccdo em um hospedeiro
imunocompetente, ttm como porta de entrada o trato respiratorio, podendo se
disseminar para todo o organismo, o que tem se tornado um problema de saude
publica, como o registrado pela Vigilancia Sanitaria do Estado Gdias que listou as
principais micoses ocorrentes no Estado (Figura 3), 0 que corrobora com as principais
micoses sistémicas endémicas no Brasil que sdo:
Paracoccidioidomicose, Coccidioidomicose e Criptococose (Figura 4 A, B, C)

(http://www.visa.goias.gov.br/post/ver/133934/micoses-sis, 2014) e aquelas causadas

pelas leveduras do género Candida, que possuem a capacidade de degradar a queratina
da pele, servindo como principal fonte nutricional, conhecidos como fungos
queratinofilicos (RODRIGUES et al., 2010).


http://synararillo.com.br/?p=281
http://www.visa.goias.gov.br/post/ver/133934/micoses-sis
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Figura 3- Diagndstico laboratorial das micoses sistémicas e oportunistas no Estado de

Gaias no periodo de 2009 a fevereiro de 2012.

DIAGHOSTICO LABORATORIAL D AS MICOSES SISTEMICAS E
OPORTUHISTAS QUANTIDADE DE EXAMES POSITIVOS HOESTADO DE
GOIAS HO PERIODO DE 2009 A FEVEREIRO 2012 (TOTALDE
AMOSTRAS REALIZADAS PELO LACEH GOIAS - 10004)

3

B Faracoccidioides
102 )
m Histoplasmea
O Criptococcus

B Aspergillus

2004 2010 2011 2012

Fonte:  http://www.visa.goias.gov.br/post/ver/133934/micoses-sis. ~ Acesso  em:
10/11/2014.

Figura 4- Principais géneros de fungos que causam problemas respiratorios. A-
Paracoccidioides, B- Coccidioides, C- Criptococose.

> v - ih - il
Fonte: http://www.pharmagistral.com.br,
http://www.cdc.gov/fungal/diseases/coccidioidomycosis/definition.html,
https://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Cryptococcus. Acesso em: 10/11/ 2014.

Outros géneros de fungos como Penicillium, Aspergilus e Cladosporium (Figura
5) também sdo de importancia médica e sua dispersdo através do ar pode causar uma
serie de doencas respiratorias, inclusive fibrose cistitica, pneumonias, bronquite,
sinusites e bronco-pneumonias alérgicas (ALTUNATMAZ; ISSA; AYDIN, 2012). O A.
fumigatus e a C. albicans sdo espécies mais comumente associadas a estas enfermidades
e acometem pacientes com sistema imunol6égico debilitado (AMIN, 2009;
CHORTMALL; McELVANEY, 2014) e, estas enfermidades também estdo associadas a
pacientes, trabalhadores rurais de fazendas produtoras de cogumelos na China, cujos

problemas respiratérios foram provenientes das micotoxinas e agucares da parede
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celular do fungo que induzem a reacGes tdxicas ou imunologicas favorecidos pelo

clima, umidade e temperatura adequados ao seu desenvolvimento (LEE; LIAO, 2014).

Figura 5 - Géneros de fungos de importancia médica. A- Penicillium, B- Aspergillus,

C- Cladosporium.

WA

Fonte: http://www.inspg.qc.ca/english/mould-compendium/penicillium-spp,
http://bioweb.uwlax.edu/bio203/s2008/miller_melo/, http://website.nbm-
mnb.ca/mycologywebpages/Moulds/Cladosporium.html. Acesso em: 10/11/2014.

Estudos epidemiol6gicos indicam que as micoses superficiais estdo entre as
doengas humanas mais comuns. Variando de 20% a 25% da populagcdo mundial, sendo
0 3° distdrbio cutdneo mais encontrado em criancas abaixo de 12 anos de idade,
variando de acordo com o sexo, idade, grupo étnico, habitos culturais, sociais e regido
geografica (SOMENZI et al, 2006; POLO; GRAZZIOTIN, 2011). O virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) colabora na elevacdo do numero de infec¢des flngicas
oportunistas, causada por candidiase, criptococose, histoplasmose e penicilose (PARK
etal., 2011; SALONEN et al., 2014).

No Brasil, no municipio de Novo Hamburgo/RS, foi registrado no periodo de
novembro de 2010 a agosto de 2011 a ocorréncia de 42% de individuos com algum tipo
de infeccdo fangica nas unhas ou pele, onde 22,9% eram mulheres adultas, 8,1%
homens adultos, 6% idosos masculinos, 3,4% idosas feminina, negativo para
adolescentes e 1,4% em criancas, onde foi demonstrado maior incidéncia do género
Trichophyton (38,7%); Candida (22,6%) e Microsporum (10%) (ROCHA; VIERA,
2014). Em 2009 na cidade de Araraquara/SP, 43% das amostras coletadas foram
observadas a mesma incidéncia dos géneros, em pessoas de ambos 0s sexos, com faixa
etaria entre 41 e 50 anos (WILLE, ARANTES, SILVA, 2009). Em adicdo, ao género
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Trichophyton também foi isolado em 6,6% dos felinos mantidos em centros de triagem
(ALBANO et al., 2013).

No que diz respeito a Candida, quase todos os estudos anteriores no Brasil foram
realizados durante curtos periodos de tempo, dificultando conclusdes adequadas a
respeito das taxas de incidéncia, tendéncias de distribuicdo e caracteristicas
epidemiologicas (NUCCI et al, 2010). Porém, um estudo retrospectivo foi realizado
para avaliar as tendéncias historicas das taxas de incidéncia e as caracteristicas
epidemioldgicas de todos os casos de candidemia documentados em um grande hospital
terciario (3% idade) de S&o Paulo no Brasil, durante um periodo de 11 anos (1994-2004),
as avaliacBes epidemioldgicas demonstram que o género Candida é o causador de um
grande nimero de infeccBes na corrente sanguinea (ICS) com prevaléncia de 42,4%,
onde 2,47% das cepas mostraram-se resistentes ao fluconazol e, a incidéncia de
mortalidade entre os idosos foi de 55,4% (WILLE et al., 2013).

Pesquisas demonstram que em hospitais terciarios brasileiros, aqueles que
atendem a idosos, a taxa de incidéncia continua elevada, variando de 1,27-2,49 para
cada 1.000 internacGes (MOTTA et al., 2010; PEREIRA et al., 2010). Porém, estudos
realizados em hospitais dos Estados Unidos e varios paises europeus tém mostrado uma
taxa de incidéncia bem mais baixa, variando de 0,28-0,96 e 0,02-1,08 para cada 1.000
internamentos, respectivamente (POIKONEN et al., 2010; ARENDRUP et al., 2011,
DAS et al., 2011). Mais de 90% das infec¢Oes invasivas por Candidas sdo atribuidas a
cinco espécies: C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. krusei
(PFALLER; DIEKEMA, 2010).

Trabalho realizado recentemente para medir a concentracdo de esporos flngicos
do ar em ambientes escolares de clima subtropical, demonstrou que na maioria dos
edificios escolares a concentracdo media total dos fungos filamentosos do género
Penicillium spp, Cladosporium spp e Aspergillus spp no interior das salas de aulas e na
parte externa foi de 680, 480 e 90 UFC/m® respectivamente, baseado na modelo
Bayesiano 0 aumento tanto da temperatura como da umidade resultou em niveis mais

elevados na concentragdo fungica ( SALONEN et al., 2014).
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Contudo, embora dados demonstrem a gravidade das doencas fungicas, de
maneira geral, os fungos ndo séo capazes de causar doengas graves em pessoas com
sistema imunolégico saudavel, entretanto, vérios fatores de risco podem ser descritos
para o desenvolvimento das doencas fungicas, particularmente em pacientes com o
sistemas imunoldgico comprometido, entre eles, cita-se: diferentes terapias que
suprimem os sistema immune, tratamento com drogas antineoplasicas (quimioterapias),
uso de corticdides, doencas imunossupressoras (AIDS, insuficiéncia renal, diabetes,
doenca pulmonar, cancer), linfomas e queimaduras extensas. Onde o tratamento devera
ser direcionado com drogas antifingicas e em alguns casos fototerapias (HUMME et
al., 2014).

Os tratamentos com fototerapias devem ser direcionadas em areas localizadas,
nas dose de 30-36 Gy entre 6-10 semanas, podem ser eficientes em pacientes com
linfomas (MORAES et al., 2014). Porém, terapias combinadas, para tratamento contra
fungos, nem sempre tém sido superior a monoterapia, especialmente em pacientes em
estado avancado. A combinacdo do bexaroteno com gentamicina resultou em efeitos
colaterais em pacientes, agravando seu estado geral, o que torna o tratamento
inadequado e ndo recomendado (HUMME et al., 2014). Terapias baseadas em produtos
naturais, como 6leos essenciais, sdo eficientes contra fungos filamentos, porem sua
aplicacdo esta limitado a agricultura ou na industria de alimento (ZABKA; PAVELA,
2013).

Deste modo, fica evidente a necessidade de pesquisas e desenvolvimento de
novos tratamentos antifangicos alternativos a base de substancias antifungicas naturais
ou sintética, uma vez que o desenvolvimento da resisténcia contra os fungicidas
comumente usados se tornaram um problema critico em algumas areas, tais como a
agricultura, o armazenamento e producdo de alimentos e até mesmo em medicamentos

de uso humano.

2.2 Compostos Sinteticos e Atividade Antifungica

As pesquisas de compostos sintéticos com atividade antifingica tém sido
amplamente desenvolvidas em todo mundo. Sua aplicabilidade abrange grandes areas

como bioquimica, agricultura e farmacologia. Atualmente, tem-se aumentado a procura
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por farmacos mais eficazes e seguros, que causem menos efeitos colaterais possiveis,
proporcionando aos seus usuarios menor rejeicdo e maior sucesso nos tratamentos.
Nesse contexto, a quimica organica medicinal através de planejamentos e modificacGes
moleculares, tem contribuido para um crescimento consideravel no numero de novos
compostos sintéticos, para serem empregados no combate a diversas doencas incluindo
as microbiologicas (PAGE et al., 1999).

As hidrazinas (Figura 6) com seus derivados, por exemplo, representam uma
importante classe de compostos utilizados em sintese organica, com boa atividade anti-
fangica em leveduras (LONCLE et al., 2004). A estrutura quimica da dupla ligacao
entre o carbono e nitrogénio, facilita a reacdo de condensacdo na fusdo entre e N-
heterociclico na formacao de estruturas com atividade antimicrobiana (RASHED et al.,
1990). Como exemplo, as hidrazonas variadas demonstraram atividade antifungica,
contra Candida albicans com efeito comparével aos antifigicos padrées (KHIDRE;
HASHEM; SHAZLY, 2011).

Figura 6- Estrutura basica da hidrazina.
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Fonte: http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Hidrazina-hydrazine.png. Acesso em:
09/12/2014.

Outros compostos, como a fenotiazina tém sido relacionadas por possuir
diversas propriedades com atividade biologica dentre elas a antimicrobiana
(ARULMURUGAN; KAVITHA; VENKATRAMAN, 2010). Um método simples foi
desenvolvido na sintese dos derivados de N-acil substituidos de fenotiazinas e, todos o0s
compostos testados apresentaram atividade antifungica contra Aspergillus niger, A.
fumigatus, A. flavus e Candida albicans, variando de moderada a boa em comparacao
com a droga padrdo, com concentracdes de 10 a 30 ug/mL (BANSODE; SHELKE,;
DONGRE, 2009).
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As dicarboximidas sdo uma classe de fungicidas utilizadas ha muito tempo em
forma de sprays, nas folhagens, frutas, legumes e plantas ornamentais, com pouca
toxidade, em plantas e animais, em excesso ha possibilidade de serem cancerigenos.
Novos compostos como dicarboximidas-Iprodione e vinclozolina séo correlacionados
com os antifungicos Captan, Folpet e Captafol, porem eles ndo apresentam uma agédo

tdo ampla, e sdo mais propensos a resisténcia fungica (GUIBERTEAU et al., 2001).

As ftalimidas nome adotado pelo Chemical Abstract (CAS N°85-41-6),
pertencente a familia quimica das imidas ciclicas que apresentam os grupamentos —CO-
N(R)-CO-, sendo R um atomo de hidrogénio grupo alquila ou grupo arila. Podem ser
preparadas a partir da reacdo de condensacdo do &cido ou anidrido ftalico e aménia
(aminas apropriadas) com eliminacdo de agua (Figura, 7). Tais compostos podem ser
divididos em subclasses: maleimidas, succinimidas, glutarimidas, ftalimidas,
naftalimidas, entre outras, e seus respectivos derivados (BARBOSA; OLIVEIRA,
2011).

Os derivados ftalimidicos sdo uma classe importante de compostos
heteroaroméaticos amplamente estudados dentro da medicina quimica, pois apresentam
diferentes atividades bioldgicas, tais como, hipolipidémica (ABDEL-AZIZ et al., 2011,
EL-ZAHABI et al., 2012), anti-inflamatéria (FALCAO et al., 2006), antitumoral
(HORVAT et al., 2012), antiviral (VAN DERPOORTEN et al., 1997), analgésica
(ANDRICOPULO et al., 2000), antimicrobiana (SHURONG; WENBIN; ZHEN, 2011),
anticonvulsivante (KAMINSKI et al., 2011; YADAV et al., 2012).

As imidas ciclicas, por exemplo, sdo raramente encontradas na natureza, porém
o isolamento e identificagdo do alcaloide filantimida de origem vegetal propiciou
descoberta de muitos analogos sintéticos com potencial terapéutico (CECHINEL

FILHO; CAMPOS; CORREA, 2003).

Novas ftalimidas ligadas N-heterociclos foram sintetizadas e testadas quanto a
sua atividade antifangica contra sete fungos fitopatogénicos: Rhizoctonia solani,
Fusarium oxysporum, Fusarium.sp., Cucumerinum Owen. , Botrytis cinerea , Fulvia
fulva , Sclerotinia sclerotiorum, Phytophthora capsici , Botryosphaeria berengeriama.

Os resultados mostraram que 0os compostos de estrutura 6-metilpiridin-2-il exibiram boa
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atividade contra dois fungos Phytophthora capsici e Botrytis cinérea dos nove testados
(SHURONG; WENBIN; ZHEN, 2011).

Figura 7- Estrutura basica de uma imida ciclica — ftalimida.
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Fonte: http://es.wikipedia.org/wiki/Imida. Acesso em: 03/01/2015.

Os triazois sdo compostos sintéticos, que ndo sdo encontrados na natureza,
apresentam aneis aromaticos heterociclicos nitrogenados com cinco membros contendo
um ou mais atomos de nitrogénio, podendo ainda apresentar atomos enxofre ou
oxigénio. Os triazois pertencem a classe de substancias denominadas genericamente de
azol, onde a molécula mais simples é conhecida como pirrol (Figura, 8) (DE SOUZA et
al., 2005). Estes compostos encontram-se entre oS mais estudados dos sistemas
heterococlicos, uma vez que, apresentam um vasto campo de aplicacbes
biotecnologicas, como por exemplo, na producdo de explosivos, nas industrias
farmaceutica e agroquimica (AGALAVE; MAUJAN; PORE, 2011).

Figura 8 — Estrutura quimica da molécula pirrol.

/ \

N
H

Fonte: universoquiimico.blogspot.com. Acesso em: 13/01/2015.

Recentemente foram sintetizados compostos antiflngicos de triazol por
substituicdo bioisotérica de heterociclo — benzeno onde ocorreu uma melhora no perfil

farmacocinético, na atividade antifungica do tiazol em trés leveduras patogénicas:


http://universoquiimico.blogspot.com/2012/02/compostos-heterociclicos.html
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Candida albicans, C. tropicalis e Cryptococcus neoformans com o valor do MIC de um
dos compostos testados, nomeado como 8f, de 0,016 pg/mL, 0,004 ug/ml e 0,016
pug/mL respectivamente, para os fungos testados (JIANG et al., 2013).

A necessidade do desenvolvimento de novos farmacos, que sejam efetivos
contra algumas patologias ainda sem tratamento adequado, e possam substituir os
existentes, a custos menores e dotados de menores efeitos adversos, tem impulsionado a
comunidade cientifica a novas e incessantes pesquisas nesta area. A sintese organica
tem contribuido significativamente neste aspecto, sendo responsavel por cerca de 75%
dos farmacos existentes no mercado farmacéutico (CECHINEL FILHO; CAMPOS;
CORREA, 2003).

O heterociclo 1,2,3-triazol (Figura 9) pode ser sintetizado por varias rotas, a
pioneira foi a preparagdo de 2-aril-1,2,3-2H-triazdis a partir do tratamento da bis-fenil-
hidrazona derivadas de compostos 1,2-dicarboxilicos com &cido nitrico, na reacdo de
cicloadicdo 1,3-dipolar que ocorre entre azidas e substancias que contém ligacOes
duplas ou triplas, tem sido estudadas desde 1893 (MELO et al., 2006).

Figura 9- Estrutura quimica de 1,2,3-triazol.
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Fonte: en.wikipedia.org. Acesso em: 13/01/2015.

Considerando-se a importancia quimico-medicinal das imidas ciclicas e de seus
derivados, bem como os excelentes resultados encontrados e publicados até o presente
momento (PIERWOCHA; WALCZAK, 2008), pretende-se sintetizar compostos
inéditos derivados da ftalimida ligadas a triazois através da introdu¢do de novos
substituintes no anel imidico, no intuito de se obter compostos mais potentes, € que
possam ser visados como moléculas-protdtipo para a sintese de novos e eficientes

farmacos.


http://en.wikipedia.org/wiki/User:Beetstra/listing1
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4. OBJETIVOS

4.1 Geral

Sintetizar e avaliar a atividade antimicrobiana de novas ftalimidas ligadas a 1,2,3-

triazéis.

4.2 Especificos

Preparar N-[n(azidas) alquil] ftalimidas com cadeia alifatica —-(CH2), (n=1,2,3) e 1,4-di
substituido 1,2,3-triazois.

Realizar a sintese de ftalimidas com 1,2,3-triazois:
1a=4-(benzothiazol-2-ylsulfanyl)-methyl-1-(N-phtalimidomethyl)-1,2,3-triazole.
2a=4-(benzothiazol-2-ylsulfanyl)-methyl-1-(2-phtalimidoethyl)-1,2,3-triazole.
1b=4-(phenyl)-1-(N-phtalimidomethyl)-1,2,3-triazole.
2b=4-(phenyl)-1-(2-phtalimidoethyl)-1,2,3-triazole.

Caracterizar as estruturas dos novos compostos sintetizados por meios espectroscopicos
(RMN?, IV) e fisicos (rotacdo Optica, ponto de fusdo e anélise elementar) e
cromatografia em camada delgada (CCD).

Verificar a atividade antibactericida e antifingica dos compostos sintetizados.

Calcular a concentracdo inibitéria minima dos compostos com atividade bactericida e

antifungica.
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Resumo

Modifica¢bes quimicas em moléculas conhecidas podem torna-las biologicamente mais
ativas, por isso este trabalho teve como objetivo sintetizar e avaliar a atividade
anfimicrobiana de novos derivados ftalimidicos ligados a 1,2,3-triazois. Os compostos
foram sintetizados através da reacao entre N-2- (azidaetil) ftalimida com cadeia alifatica
n=2 e alcino aromético, na presenca de iodeto de cobre (Cul), trietilamina e
dimetilformamida (DMF). O screening antimicrobiano foi realizado através do teste de
difusdo em Agar. Discos de papel foram impregnados com 50 pL das novas fitalamidas
(1a, 2a, 1b, 2b - 0,6 mg/disco) previamente inoculados. A andlise quantitativa foi
realizada através da CMI, onde placas de 90 pogos receberam 10 pL da suspensdo de
esporos, 40 pL da ftalimida 2a (20 mg/mL) ¢ 160 puL de meio Sabouraud, sendo
utilizada a anfotericina B como droga padrdo. As microplacas foram avaliadas em leitor
de Elisa (490 nm e 605 nm), e coradas com resazurina. Os resultados demonstraram
atividade em 60% dos microrganismos testados, 0os compostos nao foram ativos para
seis tipos de bactérias. Os melhores didametro da zona de inibicdo foram obtidos nos
fungos filamentosos com as ftalimidas 1la e 2a. A nova ftalimida 2a mostrou o0s
didmetros mais expressivos (33 — 65 mm), inibindo 14 dos 18 fungos testados. A CMI
da nova ftalimida 2a variou entre 5-20 ug/mL. A nova ftalimida 2a demonstrou ter
potente atividade antifungica principalmente para fungos filamentosos e podera servir
como protétipo para novas drogas com ac¢do antifingica.

Palavras-chave: Atividade antifingica, Compostos sintéticos, Fungos filamentosos.
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Introducéo

O Reino fungi € bastante diversificado e sua presenca na natureza é fundamental
para ciclagem dos nutrientes, entretanto algumas espécies sdo patégenas para plantas,
animais e homem. Embora sendo poucas as espéecies patdogenas ao homem, elas podem
ser bem agressivas, como por exemplo, as micoses sistémicas causadas por fungos
patdgenos primarios (capazes de iniciar uma infeccdo em hospedeiro saudavel), tém
como porta de entrada o trato respiratério, podem se disseminar para todo o organismo,
0 que tem se tornado um problema de salde pablica (Rodrigues et al., 2010). Estudos
epidemioldgicos indicam que as micoses superficiais estdo entre as doencas humanas
mais comuns sendo encontradas entre 20-25% da populacdo mundial, sendo o terceiro
distdrbio cutaneo mais encontrado em criangas abaixo de 12 anos de idade, variando de
acordo com o sexo, idade, grupo étnico, habitos culturais, sociais e regido geogréafica
(Somenazi et al, 2006; Polo; Grazziotin, 2011).

Embora existam medicamentos muito eficientes os antibidticos estdo entre os
mais indiscriminadamente utilizados, sendo um fator de contribuicdo para o crescimento
do problema mundial de resisténcia bacteriana e fungica. Por esta razdo fica claro o
porqué da procura por farmacos antifungicos, mais eficazes e seguros, que causem
menos efeitos colaterais, sejam especificos, 0 que proporcionaria aos seus usuarios
menor rejeicdo, menor desenvolvimento da resisténcia dos fungos e como consequéncia
maior sucesso nos tratamentos. Nesse contexto, a quimica organica medicinal através
dos planejamentos e modificagdes moleculares tem contribuido para a maior parte das
novas descobertas, observando-se um crescimento consideravel de compostos sintéticos
para uso medicinal, os quais tém sido empregados no combate ndo s6 das doengas

antimicrobianas, mas em diversas outras doencas (Page et al., 1999).

Algumas classes de compostos organicos, apresentam grande variedade
estrutural, com atividade bioldgica de interesse médico e algumas modificacGes nestas
estruturas, podem torna-las biologicamente mais ativas (Costas, 2002), a exemplo das
imidas ciclicas e seus derivados, que podem ser obtidos através da introducédo de novos
anéis imidico, no intuito de se obter compostos mais potentes, e que possam ser visados
como moléculas-prototipo para a sintese de novos e eficientes farmacos (Jales Filha,

2006).
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As ftalimidas sdo imidas ciclicas que apresentam os grupamentos —CO-N(R)-
CO-, sendo R um 4atomo de hidrogénio grupo alquila ou grupo arila. Podem ser
preparadas a partir da condensacdo de anidrido ftalico com aminas apropriadas. Tais
compostos podem ser divididos em subclasses: maleimidas, succinimidas, glutarimidas,
ftalimidas, naftalimidas, entre outras, e seus respectivos derivados. Em geral apresentam

atividade analgésica, hipolipidémicas e anticonvulsivante (Barbosa; Oliveira, 2011).

Portanto, considerando-se a importancia quimico-medicinal das imidas ciclicas e
de seus derivados, bem como os excelentes resultados encontrados e publicados até o
presente momento (Pierwocha; Walczak, 2008). Este trabalho descreve a sintese de
compostos inéditos derivados da ftalimida ligado a 1,2,3-triazois através da introdugao
de novos substituintes no anel imidico, no intuito de se obter compostos mais potentes,
e que possam ser visados como moléculas-protdtipo para a sintese de novos e eficientes

farmacos.

Materiais e métodos
Sintese das novas ftalimidas

As novas ftalimidas 4-(benzotiazol-2-ilsulfanil)-metil-1-(N-ftalimidometil)-
1,2,3-triazol  (1a); 4-(benzotiazol-2-ilsulfanil)-metil-1-(2-ftalimidoetil)-1,2,3-triazol
(2a); 4-(fenil)-1-(N-ftalimidometil)-1,2,3-triazol  (1b); 4-(fenil)-1-(2-ftalimidoetil)-
1,2,3-triazol (2b) foram sintetizadas através da reagdo entre o composto N-
[n(azidas)alquil]ftalimidas com cadeia alifatica —(CH>), (n=1,2,3), do terminal alcano e
do 1,4-disubstituido 1,2,3-triazois na presenca de iodeto de cobre (Cul), trietilamida e
dimetilformamida (DMF) a 25+2 °C sob energia de ultrassom. A reacdo foi baseada na

click chemistry.

A confirmacdo estrutural das novas ftalimidas (1a, 1b, 2a, 2b) foi realizada
através do ponto de fusdo, analise elementar, infravermelho, ressonancia magnética

nuclear de prétons (RMN *H) e carbono (**C) de acordo com Barbosa, Oliveira (2011).

O ponto de fusdo de cada uma das novas ftalimidas (la, 1b, 2a, 2b) foi
determinado em tubo capilar aberto no aparelho PFMII BioSan. A anélise elementar foi

realizada atraves do equipamento EA1110 CHNS-O para determinar o percentual de C,
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H, N, S e O da molécula. A andlise de infravermelho foi registrada em
espectrofotémetro IFS66 Bruker utilizando pastilhas KBr. Os espectros de RMN *H e
3C foram obtidos em espectrofotdmetro varian Unity Plus-300, 400 MHz usando
cloroformio (CDCLs ou dimetil sufoxido (DMSO-d6). As substancias foram

monitoradas através de cromatografia em camada delgada (CCD).

Atividade antimicrobiana
Obtencéo dos micro-organismos

As novas ftalimidas (1a, 1b, 2a, 2b) foram testadas contra as bactérias Gram
positivas Staphylococcus aureus (UFPEDA-02), Bacillus subtilis (UFPEDA-86) e
Gram negativas Escherichia coli (UFPEDA-224), Klebsiella pneumoniae (UFPEDA-
396), Pseudomonas aeruginosa (UFPEDA-416), Salmonella enteritidis (UFPEDA-
414), provenientes do Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE) assim como, os fungos leveduriformes Candida krusei (URM-
5840), C. albicans (URM-5901), C. pelliculosa (URM-6345), C. glabrata (URM—
6393), C. parapsilosis (URM-6951), e os fungos filamentosos Aspergillus fumigatus
(URM-6641), A. flavus (URM-6887), A. niger (URM-6474), Fusarium lateritium
(URM-6835), F. solani (URM-6749), F. oxysporum (URM-6859), F. verticillioides
(URM-6057), Metarhizium anisopliae (URM-6652), Colletotrichum gloeosporioides
(URM-6852) e os filamentosos dermatéfitos, Microsporum gypseum (URM-6921), M.
canis (URM — 6273), Trichophyton rubrum (URM-6753), T. tonsurans (URM-6752)
obtidos da micoteca do Departamento de Micologia da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE).

Teste de difusdo com disco
Os testes qualitativos foram realizados através da difusdo em disco no meio
solido. Placas de Petri (90 mm) contendo 10 mL de meio Agar Nutriente (AN), para

bactérias (Gram-positivas e Gram-negativas) e Agar Sabouraud para os fungos.

As suspensdes dos micro-organismos teste foram obtidas de 2 ml de solucéo
salina (NaCl 0,9%) para bactérias e leveduras. E para os fungos filamentosos foi
utilizado 250 pL de 2 ml do tampdo fosfato salino (PBS) contendo 0,4 ml de dleo
mineral na concentracio de 10° UFC. ml™, sequndo Bauer et al. (1966). Discos de papel
de filtro 6,0 mm Whatman no. 1 (100) cortados e esterilizados em autoclave (Soc.
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FABBE LTDA. mod. 108) a 120° /30 min. Os discos foram impregnados com 50 pL
das novas ftalimidas (1a, 2a, 1b, 2b) dissolvidas em dimetil sulféxido (DMSO) na
concentracdo de 12 mg/mL. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 h para bactérias,
30 °C por 48 h para leveduras e 30 °C por 5 dias para os fungos filamentosos. A
atividade antimicrobiana foi obtida através da mensuracdo das zonas de inibigédo
formadas ao redor dos discos, expressos em milimetros (mm). Os testes foram feitos em

duplicata, sendo expressos pela média + DP.

Concentracdo Minima Inibitoria (CMI) e Concentracdo Minima fungicida (CMF)

Para determinacdo da CMI e CMF foi selecionada a nova ftalimida 2a que
apresentou os maiores diametros dos halos de inibic&o variando entre 33 a 65 mm sobre
10 dos 13 fungos filamentosos testados: Aspergillus flavus (URM-6480), A. fumigatus
(URM-6641), Fusarium lateritium (URM-6835), F. verticillioides (URM-6057),
Metarhizium anisopliae (URM-6652), Colletotrichum gloeosporioides (URM-6852),
Microsporum gypseum (URM-6921), M. canis (URM —6273), Trichophyton rubrum
(URM-6753), T. tonsurans (URM-6752). De 11 a 15 mm sobre 4 das 5 leveduras
testadas Candida krusei (URM-5840), C. parapsilosis (URM-6951), C. albicans
(URM -5901), C. pelliculosa (URM-6345).

O crescimento fungico ocoreu em meio Sabouraud: Peptona (1 g), D-glucose (4
g) dissolvido em agua destilada (100 ml), pH 5,6. Para cada cepa, duas al¢as de esporos
foi depositada em 2 mL de tampdo PBS pH 7,2 suplementado com 0,4 mL de dleo
mineral. A CMI foi determinada pelo método de diluicdo em placas de 90 pocos
(NCCLS, 2002), onde cada poco recebeu 10 uL da suspensdo de esporos, 40 uL da
Ftalimida 2a (20mg/mL) dissolvida em DMSO (90%) e 160 uL de meio Sabouraud,
sendo os grupos controle formados por: controle positivo (CP) meio Sabouraud com 10
uL da suspensdo de esporos em DMSO (90%); controle negativo (CN) s6 meio
Sabouraud. A Anfotericina B (20mg/mL) foi usada como droga padrdo. A incubacgéo
ocorreu a 30 °C por 5 dias de crescimento com avaliagdo diaria. Os experimentos foram

realizados em triplicata.

A determinagdo da CMF ocorreu no 6° dia, foram retirados 10 uL das
concentragfes onde foi observada a inibicdo do crescimento flngico e, novamente

inoculados em placa de Petri contendo 10 mL de Agar Sabouraud. As microplacas



36

foram submetidas ao leitor de Elisa com comprimento de onda de 492 e 630 nm, em
seguida coradas com Resazurina, onde foi determinada a auséncia ou presenga do

crescimento do fungo.

Andlise estatistica

A analise estatistica e o desvio padrdo (DP) foram realizados através do
GraphPad Prism 5.0 para Windows (GraphPad Software San Diego, CA, USA) e os
dados foram expressos como replicatas significativas + SD, utilizado a anélise de

variancia one-way (ANOVA).

Resultados
Analise quimica das novas ftalimidas

Ftalimida (1a): 4-(benzotiazol-2-ilsulfanil)-metil-1-(N-ftalimidometil)-1,2,3-triazol
(Figura 1A). R 0.45 (Hexane-EtOAc, 4:6); IR Vmax/ cm™:. *H NMR (400 MHz, CDCls):
5 8.07 (s, 1H, Hyiaz), 8.01 (d, 1H, J = 8.0 Hz, Harom), 7.91-7.88 (m, 2H, Phth), 7.78-7.75
(m, 3H, 2Hphth and Harom), 7.47 (t, 1H, J = 7.6 Hz, Harom), 7.35 (t, 1H, J = 7.6 Hz, Harom),
6.15 (s, 2H, NCHy), 4.74 (s, 2H, SCH,). *C NMR (100 MHz, CDCls): & 166.4, 165.5,
152.9, 144.4, 135.3, 134.8, 131.3, 126.0, 124.3, 124.2, 124.1, 124.0, 121.5, 121.0, 49.6,
27.5. Anal. Calcd. C19H13N503S;: C, 56.00; H, 3.22. Achado: C, 55.70; H, 3.61.

Ftalimida  (2a): 4-(benzotiazol-2-ilsulfanil)-metil-1-(2-ftalimidoetil)-1,2,3-triazol
(Figura 1B). R 0.44 (Hexane-EtOAc, 1:1); IR Vma / cm™: 3140, 2959, 1781, 1721,
1460, 1430, 1400, 1313, 1012, 942, 760, 720. *H NMR (400 MHz, CDCls): & 7.87 (d,
1H, J = 8.4 Hz, Haom), 7.75-7.72 (m, 4H, 2Hpnty Harom and Hyiaz), 7.66-7.64 (m, 2H,
Phth), 7.42 (t, 1H, J = 7.2 Hz, Harom), 7.31 (t, 1H, J = 7.2 Hz, Harom), 4.67 (s, 2H, SCHy),
4.64 (t, 2H, j = 5.6 Hz, NCH,), 4.12 (t, 2H, j = 5.6 Hz, NCH,). *C NMR (100 MHz,
CDCls): 6 167.5, 166.3, 152.4, 144.2, 135.2, 134.2, 131.5, 126.2, 124.5, 123.4, 123.3,
121.3, 121.1, 48.0, 37.6, 27.7. Anal. Calcd. C5H15N50,S;: C, 56.99; H, 3.59. Achado:
C, 57.35; H, 3.96.

Ftalimida (1b): 4-(fenil)-1-(N-ftalimidometil)-1,2,3-triazol (Figura 1C). Ry 0.46
(EtOAc-Hexane, 8:2); IR Vmax/ cm™: 3130, 3046, 2940, 1780, 1721, 1543, 1401, 1358,
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1211, 1041, 761, 717. *H NMR (400 MHz, CDCls): & 8.03 (s, 1H, Hyiaz), 7.85-7.83 (m,
2H, Phth), 7.75-7.71 (m, 4H, 2Hpnt and Harom), 7.32 (dd, 1H, J = 7.6 and 7.2 Hz, Harom),
7.24-7.19 (m, 2H, 2Hpn), 6.17 (s, 2H, CH,). *C NMR (75.5 MHz, CDCls): & 166.5,
148.5, 134.9, 131.4, 130.1, 128.9, 128.5, 128.3, 125.8, 124.1, 123.9, 120.5, 49.7. Anal.
Calcd. C17H12N4O5: C, 67.10; H, 3.97. achado: C, H.

Ftalimida (2b): 4-(fenil)-1-(2-ftalimidoetil) - 1,2,3-triazol (Figura 1D). *H NMR (400
MHz, DMSO-dg): & 8.64 (s, 1H, Hyia;), 7.87-7.82 (m, 4H, Phth), 7.77 (d, 2H, J = 8.0
Hz, Harom), 7.43 (dd, 2H, J = 7.6, 7.6 Hz, Haom), 7.32 (dd, 1H, J = 7.6, 7.6 Hz, Harom),
4.69 (t, 2H, j=6.0 Hz, NCHy), 4.06 (t, 2H, j=5.6 Hz, NCH,).

Figura 1: Estrutura molecular das novas ftalimidas derivadas de compostos triazolicos.
A: 4-(benzotiazol-2-ilsulfanil)-metil-1-(N-ftalimidometil)-1,2,3-triazol (1a); B: 4-
(fenil)-1-(N-ftalimidometil)-1,2,3-triazol (2a); C: 4-(fenil)-1-(N-ftalimidometil)-1,2,3-
triazol (1b); D: 4-(fenil)-1-(2-ftalimidoetil) - 1,2,3-triazol (2b).
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Atividade antifungica

O teste de difusdo em disco das novas ftalimidas (la, 2a, 1b e 2b) néo
demonstrou nenhum efeito sobre as bactérias testadas. Entretanto, foi observada a
presenca de halos de inibicdo entre 11 e 17 mm para 80% das Candidas e grandes
didmetro de halos inibitério entre 33 e 65 mm em 10 dos 13 fungos filamentosos

testados aproximadamente 80% (tabela 1) .

Para nova ftalimida 2a e 2b foi observado halo de 12 mm em C. krusei. Para a
la e 2a formaram-se halo de 11 mm em C. parapsilosis. Porém, todas as novas
ftalimidas foram ativas para Candida albicans e C. pelliculosa, demonstrando halos de
inibicdo variando entre 12 e 17 mm. A nova ftalimida 1a mostrou halos de inibigdo
entre 14 e 58 mm para 6 fungos filamentosos, enquanto que a nova ftalimida 2a

mostrou os halos, entre 33 e 65 mm sobre 10 fungos filamentosos (Tabela 1).

Embora, todas as ftalimidas tenham mostrado halos de inibicdo, a nova
ftalimida 2a mostrou os halos mais expressivos e com maior abrangéncia, por esta
razdo, foi selecionada para avaliagdo da concentracdo inibitéria minima e a

concentra¢do minima fungicida.
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Os resultados da CMI se mostraram de acordo com dados do screnning de disco
para nova ftalimida 2a e esses valores variaram entre 5 pg/mL™ e 10 pg/mL™ (Tabela
2). Os resultados da concentracdo minima fungicida (CMF) variaram entre as espécies
de fungos, porém, de acordo com a andlise de variancia os resultados foram bastante
significativos (P<0.001), para as espécies A. fumigatus (>10 pg/mL™), Fusarium
lateritium (>20 ug/mL, Trichophyton tonsurans (>5 pg/mL™), T. rubrum (>10 pg/mL’
1) e Colletotrichum gloeosporioides (>20 pug/mL™) (Figura 2 B, C, E, F, H) e P<0.05
para as outras especies quando comparado ao controle positivo, exceto para 0
Microsporum gypseum que nao foi significativo. Estes resultados, inferiores ao do
antifungico padrdo, a anfotericina B (MIC >40), mostraram a eficiencia da nova
ftalimida 2a sobre fungos patdgenos de importancia médica.

Tabela 1: Diametro dos Halos de inibicdo (mm) das novas ftamidas.

Fungos Novas ftalimidas

la 2a 1b 2b
Candida krusei - 12 - 12
Candida parapsilosis 11 11 - -
Candida albicans 12 15 12 17
Candida pelliculosa 14 14 13 15
Candida glabrata - - - -
Aspergillus flavus - 47 - -
Aspergillus fumigatus - 52 - -
Colletotrichum gloeosporioides - 55 - -
Fusarium lateritium - 59 - -
Fusarium verticillioides 21 40 - -
Metarhizium anisopliae 21 33 - -
Microsporum gypseum 33 40 - -
Microsporum canis 51 65 - -
Trichophyton tonsurans 36 46 - -
Trichophyton rubrum 43 61 - -
Aspergillus niger - - - -
Fusarium solani - - - -
Fusarium oxysporum - - - -

halos de inibigdo em mm
- auséncia de halos de inibigdo



40

Tabela 2: Concentracdo Minima Inibitéria da nova ftalimida 2a e anfotericina B sobre

fungos filamentosos.

Fungos MIC (pg mL™)
2a Anfotericina B
Microsporum canis 5 40
Trichophyton tonsurans 5 >40
Colletotrichum gloeosporioides 5 >40
Aspergillus fumigatus 10 >40
Trichophyton rubrum 10 40
Aspergillus flavus 20 >20
Fusarium lateritium 20 >40
Fusarium verticillioides 20 40
Metarhizium anisopliae 20 40

Microsporum gypseum 20 >40
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Figura 2: Concentracdo Minima Inibitéria da nova ftalimida 2a sobre fungos
filamentosos, onde (*) P<0.05 e (***) P<0.0001.
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Mycrosporium canis Colletotrichum gloeosporioides
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Discussao

Entre os fungos, tem sido proposto que o aumento da viruléncia das espécies,
pode estar associado a pressdao de selecdo imposta pelos predadores naturais
encontrados no meio ambiente, incluindo amebas, vermes, e que a patogenicidade
depende dos nichos e do tipo de hospedeiro. Entre os humanos, a Candida,
Cryptococcus e Aspergillus sdo considerados de importancia médica e o problema de

resisténcia aos farmacos utilizados nos tratamentos tem gerado algumas preocupacdes
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na comunidade cientifica e, tem estimulado novas pesquisas para o0 desenvolvimento de

farmacos com atividade microbiologica (Shapiro et al., 2011).

As doencas fungicas tem se desenvolvido principalmente em individuos
imunocomprometidos. Os dados epidemioldgicos indicam que as infeccbes causadas
por fungos estdo presentes entre 20-25% da populacdo mundial (Polo, 2011).
Entretanto, o numero de drogas desenvolvidas com alvos especificos tem sido limitada,
particularmente aquelas que tratam Candidas e Aspergillus, como a classe das
equinocandinas envolvidas na sintese da parede celular dos fungos (Shapiro et al.,
2011). Porém, compostos quimicos como os imidazois e triazois apresentam uma
grande variedade estrutural e com algumas modificacOes através da introducdo de novos
radicais podem torna-las biologicamente mais ativas (Jales Filha, 2006). Foi com base
nessas modificagcdes moleculares que realizamos esse estudo, sintetizando novas

ftalimidas ligadas a 1,2,3-triz0is e verificando seu potencial antimicrobiano.

O grupamento etila, inseridos na molécula obtida na presenca de iodeto de cobre
(Cul) trietilamida dimetilformamida (DMF), demontratam aumentar a atividade da nova
ftalimida 2a. Embora ndo tenha mostrado atividade antibactericida, como aquela
encontrada para o Mycobacterium tuberculosis, com MIC inferior a 0,02 pg ml (Akgun
et al., 2012) para sulfonamidas, ou ainda para novas ftalimidas naturais encontradas em
esponjas (Almeida et al., 2012), a nova fatlimida 2a parece ser fungicida,
principalmente para os dermatofitos filamentosos de interesse médico como

demonstrado neste estudo.

A atividade antifingica foi observada para todas as novas ftalimidas (1a, 2a, 1b
e 2b) sintetizadas, ao contrario do achado de Khire et al. (2011) que embora tenham
conseguido boa producdo de novas hidrazinas, nem todas mostraram halos de inibicéo.
Para o A. fumigatus, os autores encontram halos de 22,5 mm, enquanto que para nova
ftalimida 2a, o halo de foi de 52 mm. Em adicdo, quando verificado por Shurong et al.,
(2011) a atividade antifungica de novas ftalimidas heterociclicas, foi observada uma
inibicdo inferior a 20% sobre os fungos testados. Quando comparado com o antifungico
Nistatina que apresentou halos com didmetro de 25 mm, a nova ftalimida 2a mostrou

halos com diametros bem superiores, variando de 33 a 65 mm, com inibicdo de



44

aproximadamente 80% dos fungos filamentosos testados e 80% para as leveduras do

género Candidas.

Neste estudo apenas 4 fungos dos 18 testados foram resistentes a nova ftalimida
2a. Foi possivel determinar, a concentracdo minima inibitéria para todos os
filamentosos testados com a nova ftalimida 2a como demonstrado nos resultados
encontrados. E estes dados estdo de acordo com Jiang et al. (2013) que encontrou
atividade relevante (0,125 mg/mL) de derivados triazélicos sobre os fungos Candida
albicans, C. tropicalis, Thichophyton rubrum e Aspergillus fumigatus. Diferente, das
fenotiazinas N-acil substituidas, testadas por Bansode et al., (2009), cujas MIC variaram
entre 10 — 26 pg mL™ e mostram que em uma concentragdo de 50 pg mL™, os fungos
desenvolveram resisténcia e este resultado parece ser promissor para o desenvolvimento

de novas drogas especificas.

A importéncia quimica-medicinal de compostos sintéticos como banzofuranos
(Wang et al., 2014), de derivados N-glicosilados (Zhao et al., 2014) e derivados
triazélicos (Zoumpoulakis et al., 2012) demonstram o por que de se modificar
moléculas a fim de torna-las mais eficientes. As novas ftalimidas 1a, 2a, 1b e 2b
mostraram ser eficientes tanto para fungos leveduriformes como principalmente para 0s
filamentosos com destaque para nova fatlimida 2a, sendo considerada, portanto,

execelente prototipo para o desenvovlimento de drogas antiflngicas.
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6. CONCLUSOES
e Através da clik chemistry os quatro novos compostos de ftalimida ligados a
1,2,3-triazdis, que foram sintetizados e caracterizados.

e Os quatro novos derivados de ftalimida com 1,2,3-triaz0is apresentaram potente
atividade antifungica.

e As novas ftalimidas 1a, 2a, 1b e 2b demonstaram agéo sobre leveduras e fungos
filamentosos.

e A nova ftalimida 2a demonstrou ser a mais potente sobre os fungos testados.

e Os valores da CMI da nova ftalimida 2a foram menores do que aqueles
encontrados para a Anfotericina B.

e As novas ftalimidas sintetizadas ndo apresentaram atividade antibacteriana.

e A potente atividade antifingica da nova ftalimida 2a demonstra que este
composto é um promissor candidato a farmaco com atividade antifingica.
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the journal, the professionalism of scientific authorship, and ultimately the entire scientific
endeavour. Maintaining integrity of the research and its presentation can be achieved by
following the rules of good scientific practice, which include:

. The manuscript has not been submitted to more than one journal for
simultaneous consideration.
. The manuscript has not been published previously (partly or in full), unless the

new work concerns an expansion of previous work (please provide transparency on
the re-use of material to avoid the hint of text-recycling (“self-plagiarism™)).

. A single study is not split up into several parts to increase the quantity of
submissions and submitted to various journals or to one journal over time (e.g.
“salami-publishing”).

. No data have been fabricated or manipulated (including images) to support your
conclusions
o No data, text, or theories by others are presented as if they were the author’s

own (“plagiarism”). Proper acknowledgements to other works must be given (this
includes material that is closely copied (near verbatim), summarized and/or
paraphrased), quotation marks are used for verbatim copying of material, and
permissions are secured for material that is copyrighted.

Important note: the journal may use software to screen for plagiarism.

. Consent to submit has been received explicitly from all co-authors, as well as
from the responsible authorities - tacitly or explicitly - at the institute/organization
where the work has been carried out, before the work is submitted.

. Authors whose names appear on the submission have contributed sufficiently to
the scientific work and therefore share collective responsibility and accountability for
the results.

In addition:

Changes of authorship or in the order of authors are not
accepted after acceptance of a manuscript.

Requesting to add or delete authors at revision stage, proof stage, or after
publication is a serious matter and may be considered when justifiably warranted.
Justification for changes in authorship must be compelling and may be considered only
after receipt of written approval from all authors and a convincing, detailed explanation
about the role/deletion of the new/deleted author. In case of changes at revision stage, a
letter must accompany the revised manuscript. In case of changes after acceptance or
publication, the request and documentation must be sent via the Publisher to the Editor-
in-Chief. In all cases, further documentation may be required to support your request.
The decision on accepting the change rests with the Editor-in-Chief of the journal and
may be turned down. Therefore authors are strongly advised to ensure the correct author
group, corresponding author, and order of authors at submission.


http://www.edanzediting.com/springer

58

Upon request authors should be prepared to send relevant documentation or data
in order to verify the validity of the results. This could be in the form of raw data,
samples, records, etc.
If there is a suspicion of misconduct, the journal will carry out an investigation following the
COPE guidelines. If, after investigation, the allegation seems to raise valid concerns, the
accused author will be contacted and given an opportunity to address the issue. If misconduct
has been established beyond reasonable doubt, this may result in the Editor-in-Chief’s
implementation of the following measures, including, but not limited to:

If the article is still under consideration, it may be rejected and returned to the
author.

If the article has already been published online, depending on the nature and
severity of the infraction, either an erratum will be placed with the article or in severe
cases complete retraction of the article will occur. The reason must be given in the
published erratum or retraction note.

The author’s institution may be informed.

compliance with Ethical Standards
To ensure objectivity and transparency in research and to ensure that accepted principles of
ethical and professional conduct have been followed, authors should include information
regarding sources of funding, potential conflicts of interest (financial or non-financial),
informed consent if the research involved human participants, and a statement on welfare of
animals if the research involved animals.
Authors should include the following statements (if applicable) in a separate section entitled
“Compliance with Ethical Standards” before the References when submitting a paper:
Disclosure of potential conflicts of interest
Research involving Human Participants and/or Animals
Informed consent
Please note that standards could vary slightly per journal dependent on their peer review
policies (i.e. double blind peer review) as well as per journal subject discipline. Before
submitting your article check the Instructions for Authors carefully.
The corresponding author should be prepared to collect documentation of compliance with
ethical standards and send if requested during peer review or after publication.
The Editors reserve the right to reject manuscripts that do not comply with the above-mentioned
guidelines. The author will be held responsible for false statements or failure to fulfill the
above-mentioned guidelines.

Disclosure of potential conflicts of interest

after acceptance

Upon acceptance of your article you will receive a link to the special Author Query Application
at Springer’s web page where you can sign the Copyright Transfer Statement online and
indicate whether you wish to order OpenChoice, offprints, or printing of figures in color.

Once the Author Query Application has been completed, your article will be processed and you
will receive the proofs.

Open Choice

In addition to the normal publication process (whereby an article is submitted to the journal and
access to that article is granted to customers who have purchased a subscription), Springer
provides an alternative publishing option: Springer Open Choice. A Springer Open Choice
article receives all the benefits of a regular subscription-based article, but in addition is made
available publicly through Springer’s online platform SpringerLink.
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Springer Open Choice

Copyright transfer

Authors will be asked to transfer copyright of the article to the Publisher (or grant the Publisher
exclusive publication and dissemination rights). This will ensure the widest possible protection
and dissemination of information under copyright laws.

Open Choice articles do not require transfer of copyright as the copyright remains with the
author. In opting for open access, the author(s) agree to publish the article under the Creative
Commons Attribution License.

Offprints
Offprints can be ordered by the corresponding author.

Color illustrations

Online publication of color illustrations is free of charge. For color in the print version, authors
will be expected to make a contribution towards the extra costs.

Proof reading

The purpose of the proof is to check for typesetting or conversion errors and the completeness
and accuracy of the text, tables and figures. Substantial changes in content, e.g., new results,
corrected values, title and authorship, are not allowed without the approval of the Editor.

After online publication, further changes can only be made in the form of an Erratum, which
will be hyperlinked to the article.

Online First

The article will be published online after receipt of the corrected proofs. This is the official first
publication citable with the DOI. After release of the printed version, the paper can also be cited
by issue and page numbers.
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