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RESUMO 

 

 

A incidência de infecções fúngicas graves tem afetado significativamente milhares de 

pessoas nos últimos anos, principalmente pacientes imunocomprometidos, 

ocasionando cerca de 1,6 milhão de óbitos anualmente. Atualmente, os 

medicamentos antifúngicos apresentam limitações que incluem efeitos adversos e 

resistência a patógenos. Estudos com moduladores epigenéticos da classe dos 

inibidores de histona desacetilases têm sido explorados como estratégia terapêutica 

ou sinérgica juntamente com agentes antifúngicos. Este trabalho descreve a síntese 

e caracterização de dois novos inibidores da histona desacetilase, LDT536 (25) e 

LDT537 (26), elaborados a partir de cardanol e ácido anacárdico. Avaliou-se a 

atividade antifúngica em células planctônicas e formação de biofilme de fungos 

patogênicos – Candida albicans, Candida tropicalis, Cryptococcus neoformans e 

Sporothrix brasiliensis – bem como a toxicidade in vitro em células RAW264.7 e in 

vivo no modelo de G. mellonella. Os testes de suscetibilidade contra células 

planctônicas mostram que as concentrações inibitórias mínimas (CIMs) variaram de 

32-64 µg/mL para o composto 25 e de 8-64 µg/mL para o composto 26. Em seguida, 

a interação sinérgica entre os antifúngicos azólicos (fluconazol, voriconazol e 

itraconazol) e o composto 26, o que levou a uma diminuição das concentrações de 

azóis de 2 para 256 vezes. Em relação à ação sobre os biofilmes, observou-se 

reduções de mais de 50% para C. albicans (4 µg/mL) e S. brasiliensis (16 µg/mL). Em 

ensaios de toxicidade in vitro, em células RAW 264.7, o composto 25 apresentou 

citotoxicidade na concentração máxima de 200 µM (53,07 µg/mL), enquanto 26 foi 

citotóxico em 6,25 µM (2,02 µg/mL). Finalmente, os compostos não apresentaram 

toxicidade no modelo in vivo de Galeria mellonella até uma concentração de 1200 

µg/mL. Os resultados indicam potencial atividade antifúngica e antibiofilme dos 

compostos LDT536 (25) e LDT537 (26) planejados como candidatos a agentes 

terapêuticos sustentáveis e de baixo custo elaborados a partir dos lipídios fenólicos 

presentes no líquido da casca da castanha de caju. 

 

 

Palavras-chave: agentes antifúngicos, inibidores de histonas desacetilases, 

cardanol, ácido anacárdico, LCC, sustentabilidade. 
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ABSTRACT 

 

 

The incidence of severe fungal infections has significantly affected thousands of 

people in recent years, especially immunocompromised patients causing a high 

number of deaths. Currently, antifungal drugs have limitations that include adverse 

effects and pathogen resistance. Studies with epigenetic modulators of the histone 

deacetylase inhibitors class have been explored as a therapeutic or synergistic 

strategy along with antifungal agents. This work describes the synthesis and 

characterization of two new histone deacetylase inhibitors, LDT536 (25) and LDT537 

(26), designed from cardanol and anacardic acid. We also evaluate antifungal activity 

in planktonic cells and biofilm formation of pathogenic fungi – Candida albicans, 

Candida tropicalis, Cryptococcus neoformans and Sporothrix brasiliensis – as well as 

the in vitro toxicity in RAW 264.7 cells and in vivo in G. mellonella model. The 

susceptibility tests against planktonic cells showed the minimum inhibitory 

concentrations (MICs) ranged from 32-64 µg/mL for compound 25 and from 8-64 

µg/mL for compound 26. Then, we evaluated the synergistic interaction among 

antifungal azoles (fluconazole, voriconazole, and itraconazole) and compound 26, 

which led to a decrease in azole concentrations from 2 to 256 times. Regarding the 

action on biofilms, we observed reductions of more than 50% for C. albicans (4 µg/mL) 

and S. brasiliensis (16 µg/mL). In in vitro toxicity assays, in RAW 264.7 cells, 

compound 25 showed cytotoxicity at the maximum concentration of 200 µM (53.07 

µg/mL), while 26 was cytotoxic at 6.25 µM (2.02 µg/mL). Finally, the compounds 

showed no toxicity in the in vivo model up to a concentration of 1200 µg/mL. The results 

indicate potential antifungal and antibiofilm activity of the compounds LDT536 (25) and 

LDT537 (26) planned as candidates for sustainable and low-cost therapeutic agents 

designed from the phenolic lipids present in the cashew nut shell liquid. 

 

 

Keywords: antifungal agents, histone deacetylase inhibitors, cardanol, anacardic 

acid, CNSL, sustainability. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O crescente aumento da incidência de infecções fúngicas representa um grave 

problema de saúde pública. Essas acometem principalmente indivíduos que estão em 

terapias contra câncer, imunossuprimidos e transplantados, cuja susceptibilidade está 

relacionada ao número de óbitos em ambiente hospitalar. As espécies de Candida 

ssp. e Cryptococcus neoformans são descritas como principais causadoras de 

infecções graves e associadas a elevadas taxas mundiais de mortalidade, mesmo 

considerando diagnósticos negligenciados. Outro fungo emergente que tem gerado 

preocupações é o Sporothrix brasiliensis que apresenta característica zoonótica. 

 O principal arsenal terapêutico antifúngico compreende as classes dos 

polienos, pirimidinas fluoradas, azóis e equinocandinas. Os medicamentos 

representantes das classes não apresentam eficácia adequada e estão relacionados 

a elevada toxicidade, interações medicamentosas, farmacocinética variável e 

resistência do patógeno. Para contornar esta situação estudos atuais têm explorado 

o uso de moduladores epigenéticos – como inibidores de histona desacetilases – 

como estratégia monoterápica ou em sinergismo com fármacos antifúngicos 

empregados na clínica. 

As histonas desacetilases (HDACs) são enzimas que regulam a estrutura da 

cromatina afetando as interações com o DNA. Conservadas entre diferentes espécies 

de células eucariotas, a inibição de HDACs consiste em estratégia promissora para o 

planejamento de novos agentes antifúngicos capazes de diminuir a virulência e, ou a 

resistência destes microrganismos. 

O arcabouço molecular de inibidores HDAC dependentes de Zn2+ 

compreendem três subunidades: a subunidade auxofórica de reconhecimento de 

superfície (CAP), a subunidade farmacofórica quelante de íon zinco (ZBG); e o 

espaçador hidrofóbico, com 6 a 14 átomos de carbono, que une o CAP e o ZBG. Duas 

dessas características estruturais, o CAP e o espaçador hidrofóbico, são encontradas 

nos lipídeos fenólicos do líquido da casca da castanha de caju (LCC), caracterizando-

o como possível arcabouço molecular para o planejamento racional de agentes dessa 

classe terapêutica. 
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 O LCC, obtido a partir da casca da castanha de Anacardium occidentale, é uma 

fonte renovável rica em misturas de lipídeos fenólicos, sendo, portanto, estratégica 

para o desenvolvimento de fármacos sustentáveis. A sua principal composição é dada 

por misturas de ácidos anacárdicos, cardois, cardanois e 2-metilcardois. 

Considerando-se os atributos estruturais, estes compostos constituem sistema 

biofórico natural, compreendendo características eletrônicas e hidrofóbicas como 

requisitos estruturais relevantes para modificações químicas e o reconhecimento 

molecular de diferentes alvos terapêuticos. 

 Neste sentido, o presente estudo visou o planejamento, a síntese e 

caracterização de inibidores HDAC a partir dos lipídeos fenólicos do LCC, e a 

avaliação antifúngica frente a espécies de Candida spp., Cryptococcus neoformans e 

Sporothrix brasiliensis por meio de ensaios de sensibilidade antifúngica direta e 

sinérgica com antifúngicos azólicos utilizados na clínica, bem como efeito sobre 

biofilmes das espécies supracitadas. 
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2. REFERENCIAL BIBLIOGRÁFICO 

 

2.1 Estimativas das infecções fúngicas: aspectos gerais 

As infecções fúngicas relacionam-se a amplo espectro de doenças que incluem 

desde uma infecção superficial a infecções fúngicas invasivas (IFI) mais graves, as 

quais são dependentes do estado imunológico do hospedeiro (LEE, et al., 2019). As 

tendências epidemiológicas demonstram aumentos dramáticos na incidência de IFI, 

bem como o surgimento de novos fungos multirresistentes em virtude da baixa 

curabilidade e aumento da morbidade e mortalidade, bem como, baixa adesão do 

paciente (SEAGLE, 2021). 

De acordo com o Fundo Global de Ações Contra Infecções Fúngicas 

(GAFFI.org, 2019), aproximadamente 300 milhões de pessoas sofrem com alguma 

infecção fúngica grave e 25 milhões apresentam risco de morte. Comumente, a 

população mais afetada pelas infecções invasivas se encontra em unidades de terapia 

intensiva sob regime terapêutico imunossupressor, em tratamento de câncer, como 

transplantados, portadores de HIV e diabéticos (PERLIN, SHOR e ZHAO, 2015). As 

estimativas globais baseiam-se nas condições socioeconômicas de cada região e no 

índice de outras patologias associadas às infecções fúngicas (GIACOMAZZI, et al., 

2016). 

Alterações epidemiológicas relacionadas às IFI são observadas como 

consequência de desastres naturais, como a pandemia da COVID-19 em curso 

causada pelo vírus SARS-CoV-2. Neste contexto, longos períodos de internação e 

inoculação iatrogênica levam ao aumento de hospedeiros imunocomprometidos 

(DABAS, 2021; THYAGARAJAN, MONDY e ROSE, 2021). 

As infecções fúngicas (IF) são agravadas na presença de doenças que exigem 

profilaxia medicamentosa e causam imussupressão, bem como, pela não 

obrigatoriedade de relato às agências de saúde pública. A falta de recursos, associada 

a diagnósticos subestimados impede a obtenção dos dados mais precisos sobre a 

incidência e a prevalência dessas doenças. Neste sentido, essas infecções têm sido 
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perenemente negligenciadas, com taxa global de aproximadamente 1,6 milhão de 

óbitos anuais (JANBON et. al., 2019; FIRACATIVE, 2020; SEAGLE, et al. 2021). 

Há relatos que 90 % das espécies frequentemente isoladas causadoras de IFI 

são dos gêneros Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Sporothrix spp. e 

Aspergilius spp. A espécie C. albicans é responsável por 40 % das infecções 

sistêmicas, estimadas em mais de 750 mil casos anuais e apresentando taxa de 

mortalidade entre 45 % a 75 %, ou seja, quantitativo maior que 350 mil mortes 

relacionado à Candida invasiva (RODRIGUEZ e DENNING, 2017; GAFFI.org, 2019; 

ZHU, et al., 2021). 

Por sua vez, C. neoformans, um dos fungos associado à elevada taxa de 

mortalidade e atinge principalmente em pacientes infectados por HIV, é responsável 

por cerca de 600 mil mortes anuais com 60 % dos casos em países em 

desenvolvimento (DEBERALDINI e SANTOS, 2021; IYER, et al., 2021; ZHU, et al., 

2021). Estima-se que ocorram globalmente, a cada ano, aproximadamente 223 mil 

casos de meningite criptocócica levando a cerca de 180 mil mortes. A maioria das 

mortes é relatada em países com recursos limitados devido à falta de acesso a 

medicamentos e ao alto custo de tratamentos eficazes (RAJANSINGHAN, et al., 2017; 

IYER, et al., 2021). 

A espécie S. brasiliensis emergiu na América do Sul e está associada à 

transmissão zoonótica, da qual o Brasil vive surto. Esta doença zoonótica, inserida na 

lista de agravos de notificações das regiões Sul e Sudeste com mais de 4.500 casos, 

tem chamado a atenção das autoridades em saúde em face da espécie se espalhar 

por meio do movimento de animais infectados (GERMIÃO, 2020; SEAGLE, 2021). 

O crescente aumento da resistência medicamentosa pelos fungos é 

preocupação global uma vez que as infecções fúngicas possuem poucas opções de 

tratamento, o que afeta não apenas a saúde populacional, mas também os custos em 

saúde (ZAFAR, et al., 2019). Neste contexto, faz-se necessário tanto o 

reconhecimento das infecções fúngicas em casos de mortalidade quanto a melhoria 

nos diagnósticos e atenção epidemiológica sobre estas doenças. 
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2.2 Infecções fúngicas causadas por Candida spp. 

As espécies Candida spp. são pertencentes ao reino Fungi. Este gênero, 

subdividido em cerca de 150 espécies, consiste em fungos de natureza comensal que 

em indivíduos saudáveis colonizam mucosas, trato respiratório superior, tratos 

geniturinário e digestivo, além da pele. No entanto, tornam-se patógenos oportunistas 

causando diferentes tipos de infecções quando o sistema imunológico do hospedeiro 

está comprometido (GARCIA et al., 2020; PAPPAS et al., 2018; SADEGHI et al., 

2018). 

A candidemia, infecção que ocorre na corrente sanguínea, é a forma mais 

comum da candidíase invasiva associada às maiores taxas de mortalidade 

nosocomiais, principalmente em pacientes imunocomprometidos, transplantados ou 

em tratamento quimioterápico (PAPPAS, et al., 2018). A Figura 1 mostra como ocorre 

a invasão e disseminação do fungo para a corrente sanguínea. 

 

Figura 1: Invasão e disseminação do fungo para a corrente sanguínea. 

 

Legenda: a. Quando ocorrem lacunas nas barreiras intestinais (cirurgias) a Candida spp. pode 
disseminar diretamente para a cavidade abdominal e invadir a corrente sanguínea. b. Sob condições 
normais o fungo se comporta como comensal sem causar doenças. c. O comprometimento da resposta 
imune, entre outros fatores, favorece o crescimento e disseminação do fungo, o que pode levar a 
infecções profundas em diversos órgãos. Fonte: Adaptado de PAPPAS, et al., 2018. 

 

Entre as doenças fúngicas invasivas associadas à Candida, as espécies C. 

albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, e C. lusitaniae estão entre 

as mais patogênicas e representam aproximadamente 90 % dos isolados de cultura 

de sangue. Nos últimos anos, o número de relatos sobre Candida auris tem sido 
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crescente em alguns países (GARCIA et al., 2020). As infecções ocasionadas por 

Candida spp. variam de acordo com os fatores de virulência (particulares para cada 

espécie), condições do paciente e infraestrutura do local (KULLBERG et al., 2015; 

NETEA et al., 2015; BONGOMIN et al., 2017; TSAI et al., 2018; GARCIA et al., 2020). 

A candidíase invasiva não é uma entidade clínica única, é considerada como 

distúrbio com inúmeras manifestações, no qual cada espécie de Candida possui 

características próprias em relação ao potencial invasivo, virulência e suscetibilidade 

a antifúngicos (PAPPAS et al., 2018).  

 

2.3 Candida albicans 

C. albicans é uma espécie dimórfica caracterizada como fungo oportunista. 

Descrita pela primeira vez há cerca de 150 anos, C. albicans desempenha reprodução 

assexuada, características morfológicas variáveis e adaptáveis. Encontrada no trato 

gastrointestinal, boca, pele e aparelho reprodutor, a colonização comensal benigna 

torna-se patogênica caso o hospedeiro desenvolva imunodeficiência, dano epitelial ou 

disbiose microbiana (NOBLE, GIANETTI e WITCHLEY, 2017).   

 A espécie C. albicans é descrita como uma das mais patogênicas, responsável 

por cerca de 37 % a 70 % das infecções fúngicas, atingindo principalmente indivíduos 

imunocomprometidos. Uma de suas principais características como patógeno é a 

capacidade de adaptação a condições com deficiência na disponibilidade de 

nutrientes, pH, hipóxia e níveis de CO2. Adicionalmente, a espécie apresenta 

particularidades como a capacidade de alternar a forma de crescimento de levedura 

(células arredondadas), hifa – caracterizada por cadeias ramificadas e tubulares – e 

intermediária de pseudo-hifa – que são cadeias de célula de levedura elipsoides com 

características de levedura e hifas. As formas morfológicas de como C. albicans 

transita são apresentadas na Figura 2 (GOW et al., 2011; DANTAS et al., 2016; BAR-

YOSEF et al., 2017; NOBLE, GIANETTI e WITCHLEY, 2017).  
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Figura 2: Estados morfológicos de C. albicans. 

 

Legenda: A. Levedura, unicelular com formas ovais. B. Pseudo-hifa, com formas arredondadas 

e ramificadas. C. Forma alongada e tubular da hifa. Fonte: adaptado de NOBLE, GIANETTI e 
WITCHLEY, 2017. 

 

 A plasticidade morfológica de C. albicans – capacidade de realizar a transição 

levedura para hifa, troca branco-opaco, formação de biofilme, características de 

adesão e capacidade da formação da parede celular – contribuem para sua virulência 

e forma mais grave da infecção (GOW et al., 2011; DANTAS et al., 2016; BAR-YOSEF 

et al., 2017; CORREIA et al., 2019). 

 

2.4 Espécies de Candida não-albicans (CNA) 

O crescente uso de medicamentos na profilaxia e tratamento de doenças 

fúngicas está relacionado com o aumento e prevalência das espécies de Candida não-

albicans, as quais variam de acordo com a localidade e fatores de riscos do indivíduo. 

Pacientes com distúrbios na microbiota, imunodeficiência, idosos e infecções orais 

estão relacionados a casos de C. glabrata (KASPER et al., 2015). Por sua vez, 

neonatos, transplantados e indivíduos sob nutrição parental apresentam maior risco 

para C. parapsilosis (WHIBLEY e GAFFEN, 2015). Já as candidíases causadas por 

C. tropicalis são comuns em pacientes que se encontram em unidades de terapia 

intensiva recebendo antibióticos de amplo espectro ou submetidos a cateterismo 

prolongado (LIU et al., 2019). 
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A espécie C. tropicalis, emergente principalmente na América Latina e Ásia, 

apresenta formação de cepas multirresistentes (RAJASEKHARAN et al., 2018; 

ALVES-ZUZA et al., 2019). A infecção por C. tropicalis pode ser adquirida de forma 

endógena ou exógena e expressar fatores de virulência como adesão a células 

epiteliais, formação de biofilme, morfogênese e produção de enzimas líticas, além de 

tolerância ao estresse osmótico e resistência aos antifúngicos utilizados na prática 

clínica (BONATO et al., 2018; DIBA et al., 2018; TREVINO-RANGEL et al., 2018; 

ALVES-ZUZA et al., 2019; LIU et al., 2019). 

As infecções fúngicas causadas por Candida spp., tanto albicans e não-

albicans, são alarmantes principalmente devido à capacidade de adaptação e 

resistência terapêutica dessas espécies. No entanto, outros fungos, como C. 

neoformans e S. brasiliensis, têm chamado a atenção devido às suas patogenicidades 

(ALVES-ZUZA et al., 2019; LIU et al., 2019). 

 

2.5 Infecções fúngicas causadas por Cryptococcus neoformans 

A criptococose representa uma infecção fúngica invasiva responsável por 

doenças de elevado risco em indivíduos saudáveis e imunocomprometidos. Este 

patógeno pode provocar lesões graves na pele, pulmão e cérebro, evoluindo para 

doenças potencialmente fatais como pneumonia e meningoencefalite (TAN, et al., 

2021). 

  No gênero Cryptococcus, as espécies C. neoformans e C. gatii são as principais 

causadoras de criptococose humana. A espécie C. neoformans é responsável por 

mais de 90 % dos casos de criptococose é associada infecção por HIV em todo o 

mundo (BANDALIZADEH, et al., 2020). Este fungo pode ser adquirido por meio de 

fontes ambientais, como excretos de aves, comumente do pombo, solo e árvores. A 

doença, adquirida por inalação de esporos fúngicos no ar, causa infecção pulmonar 

(como pneumonia) e em pessoas imunocomprometidas pode disseminar no sistema 

nervoso central (SNC) ocasionando infecções no cérebro, conhecida como meningite 

(MAYER e KRONSTAD, 2020). O ciclo de transmissão pode ser observado na Figura 

3 (BERMAS e GEDDES-MCALISTER, 2020). 
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 A meningite criptocócica é letal quando não tratada adequadamente. O 

procedimento terapêutico mais comum é o uso de anfotericina B (1) em combinação 

com flucitosina (2), seguido pela consolidação monoterápica de fluconazol (3), com 

resistência frequentemente observada (ZAFAR, et al., 2019). Os fungos Cryptococcus 

spp. são resistentes às equinocandinas e apresentam frequente resistência aos azóis 

(TAN, et al., 2021; IYER, et al. 2021). 

Figura 3: Ciclo de transmissão do C. neoformans. 

 

Legenda: Inalação de células ou esporos criptocócicos de fontes ambientais. Os fungos 
inalados colonizam os espaços alveolares e atravessam a barreira hematoencefálica disseminando 
para o sistema nervoso central e o desenvolvimento da meningite criptocócica. Fonte: Adaptado de 
BERMAS e GEDDES-MCALISTER, 2020. 

 

C. neoformans, em condições de estresse, passa pela transição morfológica de 

levedura para hifa associada à fatores epigenéticos. Este produz fatores de virulência, 

como cápsula de polissacarídeo, termotolerância a 37 ºC, melanina na parede celular 

e enzimas extracelulares, além dos fatores como proteases, fosfolipases, urease, 

dismutase de superóxido e capacidade de sobreviver dentro de macrófagos no 

hospedeiro humano (MAYER e KRONSTAD, 2020; ZHAO e LIN, 2021). 

Essa espécie apresenta plasticidade genômica e adaptabilidade fisiológica, o 

que permite resiliência ao ataque antifúngico. Esses traços podem ser herdados, e 

muitas vezes são transitórios, de modo que são perdidos quando o estresse é 

removido. Os antifúngicos são relativamente limitados sendo necessário determinar 
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novas combinações antifúngicas para aprimorar a eficácia dos tratamentos (IYER, et 

al., 2021). 

 

2.6 Infecções fúngicas causadas por Sporothrix brasiliensis 

Sporothrix é um complexo de fungos encontrado no solo, matéria orgânica, 

plantas e madeiras em decomposição. Presente em diversos países e endêmico no 

Brasil, representa grave problema de saúde na região do Rio de Janeiro. O S. 

brasiliensis é a espécie mais virulenta e a principal causa da esporotricose felina e 

humana. Este patógeno representa um problema zoonótico, onde ocorre transmissão 

do animal para humano, cujo ciclo de transmissão está representado na Figura 4 

(IKEDA, et al., 2018; ROSSATO, et al., 2019; ROSSOW, et al., 2020).  

Figura 4: Ciclo de transmissão do Sporothrix. 

.  

Fonte: https://www.cdc.gov/fungal/port/sporotrichosis/brasiliensis.html 

 

A esporortricose é uma infecção subcutânea que afeta principalmente os 

felinos. A gravidade da infecção difere dependendo da espécie e do estado 

imunológico do hospedeiro. Algumas infecções podem se tornar sistêmicas elevando 

as taxas de mortalidade, principalmente em hospedeiro imunocomprometido. S. 

brasiliensis, relatada como a espécie mais virulenta, é transmitida por meio da 

mordida, arranhão ou contrato com o exsudato de lesões cutâneas. De forma menos 

recorrente, também pode ser apresentada por manifestações oftalmológicas como 

https://www.cdc.gov/fungal/port/sporotrichosis/brasiliensis.html
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conjuntivite aguda e crônica, doença do SNC e reações de hipersensibilidade 

(LOZOYA-PÉREZ, et al., 2020; PAIVA, et al., 2020; ROSSOW, et al., 2020).  

Um fator que facilita a transmissão de S. brasiliensis entre mamíferos é a sua 

capacidade de ser transmitida na fase de levedura. S. brasiliensis possui dimorfismo 

térmico e passa por transição morfológica de hifas em temperatura de 25 ºC para a 

forma de levedura parasitária no tecido do hospedeiro (35- 37 ºC) (ROSSOW, et al., 

2020; DE OLIVEIRA, et al., 2021). 

 Adicionalmente, S. brasiliensis, além de apresentar resistência antifúngica, 

pode formar biofilmes e se adaptar a ambientes adversos o que faz do tratamento um 

desafio. Existem poucos medicamentos eficazes disponíveis sendo o itraconazol (4) 

de uso clínico e, em alguns casos, associado à anfotericina B (1) ou iodeto de potássio 

(5) (DE SOUZA, et al., 2018; GARCIA, et al., 2020; ROSSOW, et al., 2020; MACHIO-

LIMA, et al., 2021; DE OLIVEIRA, et al., 2021).  

Os altos custo dos medicamentos, tratamentos de longa duração e resistência 

pelos patógenos fúngicos de diferentes espécies têm apontado para a fragilidade da 

terapêutica disponível. 

 

2.7 Fatores de virulência   

Virulência é um termo utilizado para definir a capacidade relativa de um micro-

organismo causar danos em um hospedeiro, ou seja, é a medida do resultado das 

interações entre o micro-organismo e hospedeiros. Dessa forma, uma determinante 

da patogenicidade é o fator de virulência. Os fatores de virulência identificados em 

fungos patogênicos e permitem a sobrevivência no ambiente e no hospedeiro 

mamífero, no entanto, não consistem como uma propriedade fixa dos micro-

organismos (CASADEVALL, 2007; ZARAGOZA, 2019; CIUREA, et al., 2020).  

Os mecanismos de virulência envolvidos em doenças fúngicas invasivas são 

diferentes e envolvem tanto elementos fúngicos como dos hospedeiros. Alguns dos 

mecanismos patogênicos são similares em diferentes fungos patogénicos, como a 
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capacidade de crescer em temperatura fisiológica, resistências aos mecanismos 

imunológicos, adaptação ao estresse e a diferentes fontes de nutrientes (ZARAGOZA, 

2019). 

As espécies de Candida apresentam estratégias comuns para combaterem os 

mecanismos de defesa do hospedeiro, entre elas estão: a expressão de moléculas de 

adesão para a formação de biofilmes, secreção de enzimas hidrolíticas, capacidade 

de alterar seu estado morfológico, adaptação metabólica, plasticidade genômica e 

adaptabilidade (CIUREA, et al., 2020). C. albicans apresenta polimorfismo, transição 

da forma comensal para forma patológica, alteração morfológica e formação de 

biofilmes em superfícies abióticas ou no tecido de hospedeiros, que está relacionado 

a maioria das infecções ocasionadas por essa espécie. Os biofilmens são 

clinicamente significativos, pois protegem o fungo contra o alcance dos antifúngicos e 

podem crescer em dispositivos médicos como cateteres intravasculares, 

desempenhando papel fundamental no surgimento de infecções hospitalares 

(CIUREA, et al., 2020; TALAPKO, et al., 2021). 

Atividade metabólica à 37 ºC, estratégias para evitar, neutralizar ou escapar de 

respostas imunológicas, como melanina, formação de capsula de polissacarídeo, 

fatores de adesão e invasão, uso de células hospedeiras para inoculaçao, conhecidas 

como estratégia de cavalo de tróia são fatores de virulência de C.neoformans 

(BRUNKE, et al., 2016). Esta levedura possui mecanismos que permitem evasão e 

permanência em tecidos e órgãos por longos períodos, além de crescimento em 

diferentes formas morfológicas, como levedura, pseudohifa e hifa, que contribui para 

adesão e penetração em mucosas, tecidos e disseminação (ZARAGOZA, 2019). 

S. brasíliensis apresenta dimorfismo térmico, capaz de passar por transição 

morfológica a 25 ºC para levedura parasitária no tecido do hospedeiro em 

temperaturas de 35-37 ºC (ROSSOW, et al., 2020). O potencial patogênico causado 

por fungos depende dos fatores de virulência, o que agrava as infecções e 

consequentemente o tratamento, os mecanismos de adaptação fúngica também 

contribuem para a ineficiência terapêutica (GIZIŃSKA, et al. 2019). 
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2.8 Terapêutica antifúngica 

Durante décadas o tratamento das infecções fúngicas tem sido desafiador. Este 

fato é consequência da baixa disponibilidade de fármacos, da elevada toxicidade dos 

antifúngicos utilizados na clínica, dos tratamentos de longa duração e resistência aos 

agentes disponíveis (BOUZ e DOLEŽAL, 2021). O tratamento para infecções fúngicas 

é inespecífico e restrito a poucas classes de fármacos, dos quais se destacam 

representantes das classes de polienos, fluoropirimidinas, azóis e equinocandinas 

(Figura 5) (WATANABE et al., 2011; GARNAUD et al., 2016; WHALEY et al., 2017; 

IYER, et al. 2021). O arsenal para o tratamento antifúngico é limitado e necessita de 

otimização quanto à seletividade, toxicidade e resistência a longo prazo (THABISO et 

al., 2017). 

 

Figura 5: Estrutura química dos principais agentes antifúngicos das classes polienos, azóis, 
equinocandinas e fluoropirimidina. 
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Os polienos foram a primeira classe de medicamentos antifúngicos introduzidos 

na clínica e incluem a anfotericina B (1) e a nistatina (6) que agem por meio da 

interação com o ergosterol, gerando poros que levam ao vazamento de componentes 

citosólicos e morte do fungo. A anfotericina B (1) apresenta boa atividade fungicida, 

no entanto seu uso é limitado devido à hepatotoxicidade e nefrotoxicidade (WHALEY 

et al., 2017; SEILER e OSTROSKY-ZEICHNER, 2021).  

A classe dos azóis é a que mais apresenta agentes antifúngicos. Estes 

derivados atuam desestabilizando a membrana celular causando perturbações na 

síntese de ergosterol. Geralmente apresentam baixo custo, baixa toxicidade e são 

eficazes para o uso tópico e na profilaxia. O fluconazol (3) é o medicamento de 

primeira linha para o tratamento da maioria das doenças fúngicas. Já o itraconazol (4) 

é amplamente usado na terapia antifúngica de pacientes portadores do HIV. Os 

agentes azólicos possuem ampla margem de segurança, mas são associados a 

elevada taxa de resistência (SPAMPINATO e LEONARDI, 2013; WHALEY et al., 

2017; SU, et al., 2018).  

As equinocandinas são lipopeptídeos que atuam na parede celular do fungo, 

intervindo na biossíntese de 1,3,-β-d-glicana. A caspofungina (7) é bem tolerada para 

o tratamento de Candida spp., no entanto, seu uso bem como de outros medicamentos 

da classe, apresenta atividade fungicida concentração-dependente, o que levou ao 

aumento de isolados clínicos (IC) resistentes devido ao uso profilático (SPAMPINATO 

e LEONARDI, 2013; THABISO et al., 2017; OSTROSKY-ZEICHNER, 2021). 

Os análogos fluoropirimidínicos como a flucitosina (2) – inicialmente 

desenvolvidos como agente antitumoral e então, reposicionados como antifúngicos – 

atuam principalmente contra fungos patogênicos filamentosos, porém suas eficácias 

são limitadas, dependentes da anfotericina B (1) como coadjuvante e apresentam 

altas toxicidades hepatológica e hematológica. (KATHIRAVAN et al., 2012; 

SPAMPINATO e LEONARDI, 2013; OSTROSKY-ZEICHNER, 2021). 

Após longo período de estagnação no desenvolvimento de antifúngicos, o 

composto tavaborol (8) foi aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) em 

2014 (Figura 6), sendo o primeiro antifúngico inibidor de tRNA aprovado para uso 

clínico. Sua atividade ocorre por meio da inibição da síntese de RNA transferase 

impedindo a síntese de proteínas (BOUZ e DOLEŽAL, 2021). 
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Figura 6: Estrutura química do tavaborol (8). 

 

Frente ao espectro limitado dos agentes antifúngicos, faz se necessário o 

desenvolvimento de novos agentes ou formas farmacêuticas. Uma estratégia 

promissora é aumentar a eficácia dos medicamentos já existentes com abordagens 

da terapia combinada, composta por dois ou mais agentes em sinergismo para ampliar 

o espectro de atividade e redução do risco de adquirir resistência antifúngica (JAMES-

ARMSTRONG et al., 2017; LI, et al., 2022). 

 

2.9 O uso de sinergismo na terapia antifúngica 

O desenvolvimento de novos antifúngicos não é tão simples. Além das 

características de cada espécie de fungo, estes possuem células eucarióticas como 

os humanos, o que demanda estudos de segurança farmacêutica face às elevadas 

doses para superar a resistência. Uma alternativa que tem sido explorada é o uso de 

tratamentos em sinergismo (SUN et al., 2018; GUCWA et al., 2018).  

Sinergismo é o termo utilizado para descrever o aumento da potência de 

medicamentos quando utilizados em combinação com outras classes ou estratégias 

(CARVALHO et al., 2018). A ação dos antifúngicos, além de estar sujeitas aos 

mecanismos de resistência, muitas vezes são incompletas devido à incapacidade do 

fármaco em romper a camada da matriz extracelular do fungo (NAZARRO et al., 

2017). 

Estudos utilizando a terapia combinada entre produtos naturais com 

antifúngicos clássicos na clínica têm demostrado potencial promissor para a 

diminuição da carga medicamentosa e maior efetividade. Em estudo realizado por 

Gucwa et al. (2018) o uso de própolis polonesa em sinergismo com fluconazol (3) foi 

capaz de diminuir em até 256 vezes a dose efetiva do derivado azólico. 
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Por sua vez, Hua-Yuan et al. (2016) demonstraram que a atividade combinada 

de chalconas sintéticas e fluconazol (3) para o tratamento de C. albicans potencializou 

a atividade antifúngica. Sardi et al. (2016) obtiveram uma série de compostos 

modificados a partir do ácido cafeico (9), cujo composto líder apresentou potenciais 

sinérgicos com a nistatina (6) – 8 a 32 vezes mais ativa – e com fluconazol (3) – 2 a 

64 vezes – frente C.albicans. Considerando estudo in vivo utilizando o modelo de 

Galleria mellonella realizado por Sun et al. (2017), o uso de derivado glicocorticoide 

em sinergismo com fluconazol (3) aumentou significativamente a sobrevivência das 

larvas infectadas com C.albicans. 

Outros estudos desenvolvidos por Cai et al. (2017) com C. albicans relataram 

que o uso da berberina (10) e análogos com fluconazol (3) apresentou sinergismo em 

baixas concentrações (CIM80 < 0,1 µg/mL); enquanto Zhang et al. (2019) observaram 

a diminuição do CIM80 de 512 μg/ mL para 0,25-1 μg/mL por meio do 

reposicionamento de agente antiviral em sinergismo com o fluconazol (3) para a 

mesma espécie.  

Ainda considerando a estratégia de sinergismo, estudos revelaram que o uso 

de moduladores epigenéticos da classe dos inibidores de histonas desacetilases 

(HDAC) potencializaram a atividade antifúngica de azóis. Neste sentido, Pfaller et al. 

(2009) evidenciaram o aumento da atividade do fluconazol (3) para diversas espécies 

de fungos, entre elas 19 isolados de Candida spp., em sinergismo com o derivado 

MGCD290 (11), inibidor da desacetilase Hos2. Nesta mesma direção, considerando o 

sinergismo com fluconazol (3) para espécies de Candida ssp, Zhang e Xu (2015) 

revelaram a melhora do perfil antifúngico na presença de inibidores HDAC, cujos 

resultados foram corroborados pelos estudos de Paul-Satyaseela et al. (2017) que 

avaliaram derivados hidroxâmicos com resultados promissores de aumento da 

eficácia do agente azólico. 

Morais e colaboradores (2020), utilizaram inibidores HDAC em sinergismo com 

a terapia fotodinâmica para avaliar o crescimento de Cryptococcus spp. e observou-

se que a viabilidade celular foi prejudicada. Utilizando cepas de Cryptococcus 

resistentes ao fluconazol, foi testado a terapia fotodinâmica também com iHDAC e 
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constatou-se, por meio da deleção da HDAC, que as modulações epigenéticas 

aumentaram a susceptibilidade ao fluconazol, bem como, a inibição do crescimento 

por meio do sinergismo (RANJAN, et al., 2021). 

A estratégia de combinação de agentes terapêuticos visando atuação sinérgica 

é uma abordagem proeminente, especialmente considerando o uso de moduladores 

epigenéticos no tratamento antifúngico. Neste contexto, o uso de inibidores HDAC 

interfere em vários mecanismos genéticos, como por exemplo resistência, regulação 

positiva das vias de resposta ao estresse, formação de biofilmes e outros fatores de 

virulências. Adicionalmente estão relacionados à melhoria da taxa de sobrevivência 

em infecções com elevado risco e diminuição da toxicidade pela redução das doses 

administradas (BRANDÃO et al., 2015; CHANG et al., 2019; CHAND, et al., 2021). 

 

2.10 Mecanismos epigenéticos 

Os fungos sofrem constantes mudanças em função do ambiente e precisam se 

adaptar rapidamente. Para tanto, fazem uso de várias habilidades para regular a 

expressão gênica e lidar com o estresse ambiental (VILLALOBOS-ESCOBEDO et al., 

2016). Entre os meios de regulação estão os mecanismos epigenéticos que ocorrem 

durante seu ciclo de vida e envolvem a metilação do DNA e a ação das enzimas 

histona acetiltransferases (HAT) e histona desacetilases (HDAC) (WU e YU, 2015). 

O termo epigenética, proposto por Conrad Hal Waddington (1940), está 

relacionado a modificações da cromatina envolvendo alterações reversíveis e 

hereditárias do genoma sem variação na sequência de nucleotídeos do DNA, como 

processo entre genótipo e fenótipo (SPEYBROECK, 2002; KHAN e KHAN, 2010; 

KELLERMAYER, 2012). 

A cromatina possui estrutura e mecanismos altamente orquestrados para 

regular processos modelados pelo DNA e é composta por proteínas de histonas que 

tem como subunidade básica o nucleossomo. Esta ainda pode ser classificada em 

duas categorias: eurocromatina e heterocromatina. A eurocromatina possui estrutura 

com menor número de repetições de nucleossomos, o que confere estrutura menos 

densa e mais aberta, estando, desta forma, associada à transcrição gênica. Em 
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contraste, a heterocromatina é mais compacta apresentando maior densidade de 

nucleossomos e transcricionalmente é relacionada ao silenciamento de genes 

(MUSSELMAN, 2019). 

O nucleossomo, unidade fundamental em que o DNA é empacotado, consiste 

em segmento de DNA em torno de núcleo octamérico composto pelas proteínas de 

histonas H2A, H2B, H3 e H4 envolvidos por bases de DNA. A subunidade N-terminal 

dessas proteínas consistem nas caudas de histonas que deixam o DNA com caráter 

positivo. Duas proteínas H3 e duas H4 originam tetrâmero combinado com dois 

dímeros H2A/H2B formando a histona. O nucleossomo se organiza dobrando-se em 

uma estrutura de ordem superior, como mostrado na Figura 7.  

Figura 7: Estrutura do nucleossomo. 

 
Legenda: O empacotamento do DNA envolve a associação com as histonas do núcleo e a 

formação do nucleossoma. H2A, H2B, H3 e H4 são histonas do núcleo que apresentam carga positiva. 

Fonte: adaptado de LU, et al., 2017. 

 

Devido à dinâmica da cromatina durante os processos do DNA, após a 

tradução, as proteínas histonas podem ser modificadas. Tais modificações são 

denominadas como modificações pós-traducionais (MPT), e compreendem metilação, 

acetilação, ubiquitilação, fosforilação, entre outros eventos em aminoácidos 

específicos. As MPTs são marcas da cromatina denominadas como “escritoras”, 

“leitoras” e “apagadoras” (FYODOROV et. al., 2018). 

As MPT das histonas que podem ser adicionadas ou removidas por enzimas 

chamadas “escritoras” ou “apagadoras”. Por exemplo, as HATs são proteínas 

“escritoras” que transferem o grupo acetila, enquanto as HDACs removem-no e são 

exemplos de “apagadoras”. Esses mecanismos permitem flexibilidade na dinâmica da 
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cromatina e na transmissão de sinalização e regulação gênica. As proteínas 

denominadas “leitoras”, possuem capacidade de interagir especificamente a certas 

modificações de histonas e afetam o processo nuclear definido como transcrição, 

reparo e replicação do DNA. As leitoras identificam as marcas deixadas pelas 

escritoras, as quais são removidas pelas apagadoras  (NESTLER, 2016; BUSCAINO, 

2019) Na Figura 8 é representada a estrutura básica da cromatina, bem como alguns 

processos das proteínas MPT. 

 

Figura 8:  Estrutura básica da cromatina 

 

Legenda: Subunidade básica da cromatina, proteínas de histonas (azul) envolvidas por 

segmentos de DNA (cinza). Eurocromatina (parte menos densa no núcleo), heterocromatina (parte mais 

densa no núcleo). Caudas de histonas projetadas do nucleo de forma desestruturada. Em marrom as 

proteínas que podem modificar tanto as histonas, quanto o DNA (MPTs). As caixas descrevem 

modificações que incluem (1) para o DNA, 5-metilcitosina (5mA), 5-hidroximetilcitosina (5hmC), 5-

formilcitosina (5fC) e 5-carboxilcitosina (5caC) e (2) para histonas, monometilação (me1), dimetilação 

(me2), trimetilação (me3), acetilação (ac), formilação (fo), propionilação (pr), butirililação (bu), 

crotonilação (cr), 2-hidroxilisobutirilação (hib), malonilação (ma), succinilação (su), glutarylation (glu), 

ubiquitylation (ub), sumoylation (sumo), ADP ribosilação (ar), dimetilação simétrica (me2s), dimetilação 

assimétrica (me2a), citrulinação (cit), fosforilação (ph) e O-GlcNAcilação (og) e hidroxilação (oh). Fonte: 

adaptado de MUSSELMAN, 2019. 
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2.10 Histonas acetiltransferases 

A acetilação de histonas, descrida pela primeira vez em 1964, é regulada pela 

ação de duas classes de enzimas: HATs e HDACs. As HATs utilizam acetil-CoA como 

cofator e ou, substrato e agem como catalisadores na transferência do grupo acetila 

para o grupo amino das cadeias laterais da lisina (Figura 9). Com a mudança do grupo 

amino para o grupo amida há diminuição da carga positiva da lisina e enfraquecimento 

das interações entre as histonas e o DNA, deixando a conformação da cromatina mais 

aberta e suscetível a transcrição gênica (BANNISTER, 2011). 

Figura 9: Mecanismo de transferência de grupo acetila pelas HATs.  

 
Fonte: adaptado de RYE, et al., 2011. 

A acetilação é conhecida como uma modificação pós-tradução que regula 

várias cascatas além dos domínios da cromatina como regulação transcricional e 

transdução de sinais. Trabalhos recentes têm sugerido a alteração da nomenclatura 

das HAT e HDAC para KAT (lisina acetiltransferase) e KDAC (lisina desacetilase), de 

forma mais apropriada à ação dessas enzimas no controle da homeostase dinâmica 

da acetilação de lisinas (LUAN. et al., 2015) (Figura 10). 
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Figura 10: Acetilação e desacetilação de lisinas catalisadas por HAT e HDAC.  

 

Fonte: Adaptado de LUAN et al., 2015.  

 

2.11 Histonas Desacetilases (HDACs) 

As enzimas HDACs catalisam a desacetilação das cadeias laterais das caudas 

de lisinas das histonas, compactando a cromatina e, consequentemente, reprimindo 

a transcrição. As HDACs clássicas compartilham de sítio ativo dependente de zinco e 

compreendem as classes I, II e IV. Já a classe III, NAD+ dependente, é denominada 

de sirtuínas (LOMBARDI, et al., 2011).  

Em humanos são descritos 18 tipos de enzimas HDACs, divididas em quatro 

classes: Classe I (HDAC1, HDAC2, HDAC3 e HDAC8);  Classe II, a qual é dividida 

em duas subclasses, IIa (HDAC4, HDAC5, HDAC7, HDAC9) e IIb (HDAC6 e 

HDAC10);  Classe III, composta pelas sirtuínas (SIRT1, SIRT2, SIRT3, SIRT4, SIRT5, 

SIRT6 e SIRT7); e a classe IV que apresenta a HDAC11 como único membro 

(LINCIANO et al., 2021).  

A organização das classes está de acordo com as similaridades entre 

mamíferos e leveduras. Os domínios de similaridade entre as HDACs clássicas e as 

sequências de aminoácidos presentes nas leveduras estão representados na Figura 

11, bem como a porcentagem da homologia entre os domínios das isoformas HDACs 

nas faixas alaranjadas. As HDACs de classe I, II e IV foram numeradas de acordo com 

a ordem cronológica de seu descobrimento (SETO e YOSHIDA, 2014; CHOI et. al., 

2019).  
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Figura 11: Domínios de similaridade das histonas desacetilases.  

 

 

Legenda: O número total de resíduos de aminoácidos em cada desacetilase é mostrado à 
direita. Linhas pretas grossas representam domínios N-terminais semelhantes e caudas C-terminais de 
HDACs da classe IIa. Clr3, regulador de locus críptico-3; Hda1, histona desacetilase-1; H. sapiens, 
Homo sapiens; Rpd3, dependência reduzida de potássio-3; S. cerevisiae, Saccharomyces cerevisiae; 
SE14, repetições de tetradecapeptídeo contendo Ser-Glu; S. pombe, Schizosaccharomyces pombe; 
ZnF, dedo de zinco. Fonte: adaptado de YANG e SETO, 2008. 

 

As HDACs em fungos são altamente conservadas baseadas na ortologia de 

proteínas de leveduras. Neste sentido, foi identificado que as HDAC1, HDAC2 e 

HDAC3 desacetilam histonas reguladoras transcricionais (ZHANG, et al., 2021). 

Estudos demonstraram que a instabilidade do genoma de C. albicans é induzida por 

condições ambientais e que os fatores de patogenicidade de C. neoformans ocorrem 

devido à quantidade de componentes da heterocromatina codificados (BUSCAINO, 

2019). 

O agrupamento filogenético indica que as leveduras apresentam quantidade 

inferior de HDACs que os humanos. As HDACs de classe I são altamente homólogas 

ao Rpd3 de levedura, inteiramente conservado em comparação a outras classes. As 

Classe I 

Classe II 

Classe IIa 

Classe 
 

Classe IV 
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HDACs de classe II apresentam alta similaridade com a Hda1 da levedura e transitam 

entre o citoplasma e o núcleo celular. A HDAC11 (classe IV) é homóloga à Hos3 de 

levedura e compartilha domínio catalítico com HDACs classe I e II. Entre as HDACs 

de levedura, a classe I (Rpd3) e a classe II (Hda1) desempenham papéis importantes 

na repressão transcricional da expressão genética e estão associadas a locais 

específicos de promotores em leveduras (MILAZZO et al., 2020; PARK e KIM, 2020). 

A Figura 12 representa dendrograma da relação filogenética de leveduras e HDACs 

humanas (hHDAC) (EKWALL, 2005). 

Figura 12: Dendrograma representando a relação filogenética de leveduras e HDACs 
humanos.  

 

Legenda: (a): As subfamílias classes I e II do HDAC. (b): A família HDAC classe II. (As espécies 
são indicadas antes dos nomes das proteínas. H, Homo sapiens; sc, Saccharomyces cerevisiae; sp, 

Schizosaccharomyces pombe. Fonte: EKWALL, 2005. 
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As estruturas das histona desacetilases foram inicialmente descobertas devido 

a interações fortes de substâncias ao seu sítio ativo, o que deu início aos estudos dos 

inibidores HDAC (MOTTAMAL et al., 2012; SALVADOR et al., 2017). 

2.12 Inibidores das Histonas Desacetilases (HDACi) 

Os inibidores das histonas desacetilases (HDACi) foram inicialmente avaliados 

para terapias anticâncer com número significativo de compostos em ensaios pré-

clínicos (CHOI et al., 2019). Os HDACi são classificados de acordo com suas 

estruturas químicas como ácidos hidroxâmicos, peptídeos cíclicos, ácidos alifáticos e 

benzamidas (HRABETA et al., 2014; MANAL et al., 2016; PAUL-SATYASEELA et al., 

2017). 

Um dos primeiros HDACi, a tricostatina A (TSA) (13), foi isolado de 

Streptomyces, enquanto o  tetrapeptídeo cíclico traboxina (14) foi obtido do 

metabolismo do fungo Helioma ambiens. Posteriormente, dois importantes inibidores, 

o ácido hidroxâmico SAHA (15) e a romidepsina FK228 (16) (Figura 13) foram 

relatados na literatura (CHOI et al., 2019; SETO e YOSHIDA, 2014). 

Os HDACi, obtidos de produtos naturais ou sintéticos, têm sido amplamente 

empregados no tratamento contra o câncer. Os derivados SAHA (15), romidepsina 

(16), berlinostat (17) e panobinostat (18) são exemplos de compostos utilizados no 

tratamentos de diferentes tipos de câncer (Figura 13) (YOSHIDA et al., 2017; CHOI et 

al., 2019). 

Figura 13: Exemplos de inibidores HDAC. 
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Todos esses compostos apresentam similaridade estrutural que compreende o 

sítio de coordenação com Zn2+ capaz de formar quelatos com anéis de 4 até 7 

membros (Figura 14), exceto a romidepsina (16) que é reduzida pelas células 

produzindo cadeia lateral com grupo tiol que coordena com o sítio ativo de zinco 

(LOMBARDI et al., 2011; VANDER et al., 2011; HSU et al., 2017; SHAKESPEAR et 

al., 2018) 

Figura 14: Formação de quelatos com o sítio ativo de zinco. 

 

Fonte: Lombardi, Patrick M et al., 2011. 

 

De modo geral, o arcabouço estrutural dos inibidores HDACs apresenta a 

subunidade ZBG (grupo de ligação com zinco); o grupo espaçador (linker) hidrofóbico 

contendo de 6 a 14 átomos de carbono; e o grupo de reconhecimento de superfície 

(CAP). A Figura 15 mostra esquematicamente a estrutura dos HDACi (HSU et al., 

2017; YOSHIDA et al., 2017). 

 

Figura 15: Representação gráfica do arcabouço estrutural dos inibidores HDACs clássicos. 

 

No âmbito da linha de pesquisa de desenvolvimento de novos agentes 

terapêuticos sustentáveis e de baixo custo, dois dos atributos do estruturais dos 

HDACi – espaçador e CAP – são identificados no arcabouço molecular dos lipídeos 

fenólicos encontrados no líquido da casca da castanha do caju (LCC), o que nos 

motivou a envidar esforços para obtenção de agentes desta classe.  
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2.13 Derivados fenólicos do líquido da casca da castanha de caju (LCC) 

O líquido da casca da castanha do caju (LCC) consiste em um óleo de 

coloração escura obtido da casca da castanha do caju – fruto do cajueiro (Anacardium 

occidentale L.) nativo do Brasil. O LCC, uma das fontes mais ricas em misturas de 

lipídeos fenólicos não-isoprenoides e.g. ácidos anacárdicos (19), cardanois (20), 

cardois (21) e 2-metilcardois (22), compreende 25 % do peso do fruto, sendo uma 

matéria-prima barata e de fácil acesso a partir da castanha de caju in natura (LCC 

natural) ou como subproduto do beneficiamento industrial da castanha (LCC técnico) 

(MAZZETTO et al., 2009). Os compostos fenólicos do LCC apresentam núcleo 

aromático contendo cadeia lateral com 15 carbonos com variação no número de 

insaturações em posição meta às hidroxilas fenólicas (Figura 16). 

Figura 16: Estruturas químicas da mistura de lipídeos fenólicos encontrados no LCC. 

 

O LCC in natura ou natural, produzido no mesocarpo esponjoso da castanha 

do caju, é composto majoritariamente pela mistura de ácidos anacárdicos (19), 

seguida das misturas de cardois (21), cardanois (20) e 2-metilcardois (22). Estes 

mesmos constituintes quando obtidos durante o processo de beneficiamento da 

castanha geram o LCC técnico uma vez que são submetidos a temperaturas próximas 

a 200 ºC levando à descarboxilação da mistura de ácidos anacárdicos (19) 

favorecendo a formação da mistura de cardanois (20) e de polímeros não identificados 

(MAZZETO et al., 2009; XU et al., 2010; ULIASSI, et al., 2021).  

As composições dos principais constituintes nos LCC natural e técnico está 

sumarizada na Tabela 1. 
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Tabela 1: Composições químicas dos LCC natural e técnicoa 

Constituinte LCC Natural LCC Técnico 

Ácidos Anacárdicos (19) 71,70-82,00 % 1,09-1,75 % 

Cardanois (20) 1,60-9,20 % 67,82-94,60 % 

Cardois (21) 13,80-20,10 % 3,80-18,86 % 

2-Metilcardois (22) 1,65-3,90 % 1,20-4,10 % 

Componentes Minoritários 2,20 % 3,05-3,98 % 

Material Polimérico ---- 0,34-21,63 % 

aReproduzido de Mazzetto, et al. (2009). 

 

Os lipídeos fenólicos do LCC são considerados quimicamente versáteis para 

interconversões de grupos funcionais, explorando as reações de fenóis bem como das 

insaturações presentes nas cadeias alifáticas em C-8’, C-11’ e C-14, cuja composição 

percentual está descrita na Tabela 2. 

 

Tabela 2: Composição percentual relativa de insaturações nos constituintes fenólicos do LCC 
obtida por CG/MSa 

Constituinte 
Ácidos Anacárdicos 

(19) 

Cardanois 

(20) 

Cardois 

(21) 

2-Metilcardois 

(22) 

Saturado 2,2-3,0 % 3,9 -4,4 % 0,2-2,7 % 0,9-1,3 % 

Monoeno (8’) 25,0-33,3 % 21,6-32,2 % 8,4-15,2 % 16,3-25,3 % 

Dieno (8’, 11’) 17,8-32,1 % 15,4-18,2 % 24,2-28,9 % 20,6-24,4 % 

Trieno (8’, 11’, 14’) 36,3-50,4 % 45,1-59,0 % 36,5-67,2 % 49,8-62,2 % 

aReproduzido de Mazzetto et al. (2009). 

 

O LCC, como subproduto da indústria do caju, é um resíduo não comestível de 

baixo custo e sustentável para o desenvolvimento de novos medicamentos explorando 

suas reatividades químicas a partir de procedimentos clássicos de síntese orgânica, 

ou suas propriedades estruturais como compostos puros e bioativos (LEMES et al., 

2016; SILVA, et al., 2016; KIAMETIS et al., 2017; CARDOSO, 2017; CERONE, et al., 

2019; ROMEIRO et al., 2019).  
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Neste contexto, os derivados do LCC têm sido empregados em diversos 

estudos. No âmbito da Química Medicinal, suas estruturas são privilegiadas por 

mimetizarem ácidos graxos naturais, podendo atuar como moléculas de sinalização 

que regulam efeitos fisiológicos no metabolismo e inflamação. Compostos puros, 

misturas ou modificados apresentam atividades para amplo espectro de doenças, tais 

como doenças metabólicas, neurodegenerativas, propriedades antioxidantes e anti-

inflamatórias (DE ANDRADE, et al., 2021; ULIASSI, et al., 2021; ROSSE, et al., 2021; 

SAHIN, et al., 2022). 

Estudos indicam que mecanismos epigenéticos, como acetilação e 

desacetilação de histonas, desempenham importantes papéis na patogênese de 

infecções fúngicas pela capacidade de alterar a virulência e resistência dos fungos a 

medicamentos (LI, et al., 2019). Logo, o desenvolvimento de novos inibidores HDAC 

planejados a partir dos lipídeos fenólicos do LCC vem ao encontro da necessidade de 

agentes antifúngicos capazes de reduzir os fatores de virulência, bem como inibir sua 

patogenicidade. Adicionalmente, o uso desta matéria-prima abundante, renovável e 

nativa do Brasil está alinhada aos princípios de bioeconomia bem como ao provimento 

de medicamento de baixo custo às populações mais carentes. 
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3. PLANEJAMENTO ESTRUTURAL 

 

Os novos compostos foram planejados a partir da similaridade estrutural entre 

o SAHA (15) e os ácidos LDT80 (23) e LDT394 (24). Os anéis aromáticos presentes 

nas misturas originais de ácidos anacárdicos (19) e cardanois (20) transformados nos 

derivados O-metilados representam a subunidade CAP – variação que visa o 

estabelecimento de relações estrutura-atividade (REA) – enquanto que o grupo ZBG 

é composto pelo ácido hidroxâmico gerado pela interconversão das subunidades 

carboxílicas nos ácidos 23 e 24. O espaçador entre as subunidades CAP e ZBG, 

encontrado no SAHA (15), é composto por 8 unidades metilênicas, característica dos 

derivados do LCC após clivagem oxidativa, e representam o noranálogo 15 pela 

ausência de um átomo de carbono (Esquema 1). Os novos padrões moleculares 

visam a identificação de características estruturais relevantes para o perfil de atividade 

desta classe de compostos como uma nova alternativa terapêutica. 

 

Esquema 1: Planejamento de novos HDACis a partir dos compostos fenólicos do LCC. 
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4. ESTRATÉGIA SINTÉTICA 

 

4.1 ANÁLISE RETROSSINTÉTICA 

 

 Nesta etapa foi proposta a síntese de dois novos compostos com 

características estruturais e eletrônicas semelhantes ao inibidor pan-HDAC vorinostat 

(SAHA,15) a partir da funcionalização dos principais componentes do LCC: matéria-

prima nacional, renovável e de baixo custo. 

 Neste sentido, a síntese dos derivados-alvos foi baseada na análise 

retrossintética apresentada no Esquema 2. 

 

Esquema 2: Análise retrossintética para obtenção dos compostos-alvos. 

 

 

 

A análise retrossintética permitiu evidenciar que pela interconversão de grupos 

funcionais (IGF), etapa a, tem-se os ácidos LDT80 (23) e LDT394 (24) como 

precursores dos hidroxamatos LDT536 (25) e LDT537 (26) explorando as reações de 

condensação dos cloretos de ácidos ou hidroxiaminólise dos ésteres metílicos 

correspondentes. 

Por sua vez, os ácidos LDT80 (23) e LDT394 (24), seguido de IGF, têm como 

precursores os álcoois LDT72 (27) e LDT74 (28) após devida oxidação (etapa b) com 

reagente de Jones. 
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As misturas de cardanois LDT10i (20) e ácidos anacárdicos LDT11i (19) foram 

identificadas como precursoras imediatas dos álcoois LDT72 (27) e LDT74 (28), 

seguidos de IGF, explorando a reatividade das duplas ligações frente a reação de 

clivagem oxidativa por ozonólise seguida de redução com borohidreto de sódio (etapa 

c).  

 

4.2 PLANEJAMENTO SINTÉTICO 

 

Os compostos hidroxâmicos, derivados dos lipídeos fenólicos presentes no 

LCC, foram planejados por meio da rota sintética apresentada no Esquema 3.  

 

Esquema 3: Rota sintética empregada na obtenção dos compostos-alvos. 
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5. OBJETIVOS 

 

5.1 GERAL 

 

No âmbito de uma linha de pesquisa que visa o emprego dos lipídeos fenólicos 

do cajueiro (Anacardium occidentale) como matéria-prima, o presente estudo objetiva 

a síntese de inibidores histonas desacetilases (iHDAC) planejados a partir de lipídeos 

fenólicos do líquido da casca da castanha do caju e a avaliação antifúngica frente a 

espécies de Candida, C. neoformans e S. brasiliensis. 

 

5.2 ESPECÍFICOS 

 

• Síntese e caracterização de intermediários e compostos finais; 

• Avaliação do perfil de atividade frente a histonas desacetilases; 

• Avaliação da atividade antifúngica e determinação da concentração inibitória 

mínima (CIM) em Candida spp., Criptococcus neoformans e Sporothrix 

brasiliensis; 

• Avaliação da atividade sinérgica dos compostos propostos com os antifúngicos 

fluconazol, voriconazol e itraconazol; 

• Avaliação da atividade dos compostos na formação de biofilmes de Candida 

spp. e S. brasiliensis; 

• Ensaios de toxicidade in vitro em células RAW 264.7; 

• Ensaios de toxicidade in vivo no modelo Galleria mellonella. 
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6. PARTE EXPERIMENTAL  

 

6.1 GENERALIDADES, MATERIAIS E MÉTODOS 

6.1.1 Hemissíntese orgânica aplicada aos derivados do LCC 

Os procedimentos experimentais de Síntese Orgânica foram realizados no 

Laboratório de Desenvolvimento de Inovações Terapêuticas (LDT) do Núcleo de 

Medicina Tropical (NMT) da Universidade de Brasília no período de agosto de 2017 a 

setembro de 2020.  

 Os reagentes e solventes químicos utilizados neste trabalho foram adquiridos 

das indústrias Sigma-Aldrich® (EUA) e Tedia® (EUA). O diclorometano (DCM), 

acetonitrila (MeCN) e trietilamina (TEA) foram previamente tratados com hidreto de 

cálcio e destilados antes do uso.  

As reações – realizadas sob agitação magnética, radiação micro-ondas, à 

temperatura ambiente ou em aquecimento em banho de óleo – foram monitoradas por 

cromatografia em camada delgada (CCD) utilizando cromatofolhas (5,0 x 1,5 cm) de 

sílica Kieselgel 60 F254 suportada em alumínio com espessura de 0,25 mm 

(SILICYCLE®) reveladas em lâmpada de UV (254-365 nm), que permitiu o cálculo dos 

fatores de retenção (Rf). Quando necessário, os produtos foram revelados com 

solução hidroalcoólica de FeCl3 a 5 % a fim de evidenciar a presença da hidroxila 

fenólica, ou solução alcoólica de 2,4-dinitrofenilhidrazina na identificação de aldeídos. 

Para as reações sob radiação micro-ondas foi utilizado forno de micro-ondas 

doméstico Brastemp®, modelo BMJ38ARBNA Ative com capacidade de 38 L e 

potência de 1000 W. 

As reações sob fluxo contínuo de ozônio foram realizadas em aparelho gerador 

de ozônio, modelo GO3500AA-INX (saída de O3, até 3,5 g/h com ar seco, 

OzônioLine®). Para a purificação dos compostos foi utilizada cromatografia em coluna 

com fase fixa de gel de sílica G60 (70-230 mesh; 230-400 mesh, SILICYCLE®) bem 

como por meio do sistema de cromatografia flash em equipamento Isolera Spektra 

Systems with ACI™ (Biotage®) em cartucho de sílica SNAP 10 g. Os solventes foram 
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evaporados à pressão reduzida utilizando evaporador rotatório Tecnal® TE-211, 

conectado a um sistema de alto-vácuo com pressão variando entre 10 e 0,1 mmHg.  

 Os espectros de ressonância magnética nuclear de hidrogênio (RMN de 1H – 

300 MHz ou 500 MHz) e carbono-13 (RMN de 13C – 75 MHz ou 125 MHz) foram 

obtidos em aparelho Brucker Avance DRX300 e DRX500 do Centro Nordestino de 

Aplicação da Ressonância Magnética Nuclear (CENAUREMN) da Universidade 

Federal do Ceará (UFC), utilizando CDCl3 como solvente e tetrametilsilano (TMS) 

como referência interna. Os valores de deslocamento químico (δ) são referidos em 

parte por milhão (ppm) em relação ao TMS e as constantes de acoplamento (J) em 

Hertz (Hz). As áreas dos sinais foram obtidas por integração eletrônica e suas 

multiplicidades descritas como: simpleto (s); sinal largo (sl); dupleto (d); duplo-dupleto 

(dd); tripleto (t) e multipleto (m).  

A Figura 17 apresenta as estruturas Markush e numerações padronizadas 

aplicadas na análise dos espectros de ressonância magnética nuclear.  

 

Figura 17: Estrutura Markush numerada para intermediários pós-ozonólise e compostos finais. 

 

 6.2 METODOLOGIA SINTÉTICA E CARACTERIZAÇÃO DOS COMPOSTOS 

 

6.2.1 Obtenção da Mistura de Cardanois a Partir do LCC Técnico LDT10i (20) 

 

O LCC técnico – adquirido da empresa RESIBRAS – foi purificado por coluna 

cromatográfica em gel de sílica (70- 230 mesh) eluída com mistura de hexanos e 

acetato de etila 10 %, fornecendo a mistura de cardanois em rendimento de 72 % em 

relação à massa total aplicada. 
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Hidróxipentadec-8-en-, 8,11-dien-,8,11,14-trieno LDT10i (20): 

 

RMN de 1H (CDCl3; 500 MHz) δ: 0,89-0,95 (m, 3H, H15’a-b); 1,33-1,43 (m, 16H, H3’-

6’a-c’, H11’-14’a-b); 1,61 (sl, 2H, H2’a-c); 2,04-2,08 (m, 4H, 7’a-c, 10’a, 13b ); 2,56 (t, 

J = 7,5 Hz; 2H, H1’a-c); 2,80-2,85 (m, 10’b-c, 13’c); 4,99-5,09 (m, 2H, H15’c); 5,37-

5,46 (m, 3H, H8’-9’a-c, H11’-12’b-c); 5,79-5,87 (m, 14’c); 6,65-6,67 (m, 2H, H2, H6); 

6,76 (d, J = 7.4 Hz, 1H, H4); 7,15 (t, J = 7.6 Hz, 1H, H5). 

RMN de 13C (CDCl3; 125 MHz) δ: 14,0-14,3 (CH3, 15’a-b); 22,8-23,0 (CH2, 14’a-b); 

25,8-25,9 (CH2, 10’b-c, 13’c); 27,4 (CH2, 7’a-c, 10’a, 13’b); 29,2-29,9 (CH2, 3’-6’a-c, 11’-

12’a); 31,5 (CH2, 2’a-c); 31,7-32,0 (CH2, 13’a); 36,0 (CH2, 1’a-c); 112,7 (CH, 6); 114,9 

(CH, 15’c); 115,5 (CH, 2); 121,1 (CH, 4); 127,0-129,5 (CH, 8’-9’a-c, 11’-12’b-c); 129,6 

(CH, 5); 130,0-130,6 (CH, 8’-9’a-c, 11’-12’b-c); 137,0 (CH, 14’c); 145,1 (C, 3); 155,7 

(C, 1). 

 

6.2.2 Obtenção da Mistura de Ácidos Anacárdicos a Partir do LCC Natural 

LDT11i (19):  

 

  

O LCC natural foi obtido por meio da extração a quente dos lipídeos fenólicos 

da casca da castanha do caju com etanol 70 %. A amêndoa foi removida e as cascas 

cortadas em pequenos fragmentos, expondo o mesocarpo esponjoso contendo o 

LCC. A um sistema Soxhlet, acoplado a um balão de fundo redondo de 1.000 mL 

contendo etanol absoluto (500,0 mL), foram adicionados 500,0 g da casca da 

castanha de caju. O sistema permaneceu sob refluxo em manta de aquecimento por 

24 horas. Após o término, o solvente foi evaporado à pressão reduzida fornecendo a 

OH

C15H31-2n

n= 1, 2 e 3

Óleo marrom 

Rendimento: 72 % 

Rf: 0,63 (Hex 98 %:AcOEt 5 %) 

Fórmula molecular: C22H32O 
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mistura de LCC natural. Em seguida, 30,0 g da mistura contendo os compostos 

fenólicos do LCC foram adicionados a um balão de 250 mL e diluídas com mistura 

metanol:água (6:1), seguido da adição de hidróxido de cálcio (15,0 g). O sistema 

reacional foi submetido a refluxo por 3 horas para formação do anacardato de cálcio 

que, ao término, o sal foi filtrado a vácuo em funil de Büchner. Em seguida o sólido foi 

transferido para Erlenmeyer de 250 mL, solubilizado em acetato de etila (150,0 mL) e, 

sob banho de gelo, acidificado até pH 1,0 com solução de ácido clorídrico a 50 %. A 

fase orgânica foi separada da fase aquosa, lavada com solução saturada de cloreto 

de sódio (30,0 mL) e seca em sulfato de sódio anidro. Após evaporação do solvente 

à pressão reduzida, o resíduo foi purificado em coluna de gel de sílica eluida com 

gradiente de misturas de hexano e acetado de etila (5 % a 20 %), fornecendo a mistura 

de ácidos anacárdicos (LDT11i, 19). 

6.2.3 O-Metilação das Misturas de Cardanois LDT27i (29) e Ácidos Anacárdicos 

LDT28i (30) 

 

 A um balão de 150 mL foram adicionados 2,0 g das misturas LDT10i (20) ou 

LDT11i (19), acetona (50,0 mL) e carbonato de potássio [2 eqv. (LDT10i) ou 4 eqv. 

(LDT11)]. Após 40 minutos em agitação foram adicionados ao sistema reacional 2,5 

equivalentes (LDT10i) ou 4,5 equivalentes (LDT11i) de iodeto de metila. A mistura 

reacional foi submetida a refluxo a 65 ºC, com sistema de resfriamento acoplado a 

banho termostático à – 8 ºC, por 8 horas. Em seguida, o solvente foi evaporado à 

pressão reduzida e o resíduo extraído com acetato de etila (3 x 15,0 mL), e as fases 

orgânicas reunidas lavadas com solução de ácido clorídrico a 10 % (15,0 mL), solução 

saturada de cloreto de sódio (10,0 mL) e secas em sulfato de sódio anidro. Após a 

evaporação do solvente à pressão reduzida, o resíduo foi purificado em coluna flash 

com gel de sílica (70-230 mesh), eluída com gradiente de mistura hexano e acetato 

de etila, fornecendo as misturas O-metiladas LDT27i (29) e LDT28i (30). 
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3-Metóxipentadec-8-en-, 8,11-dien, 8,11,14-trieno LDT27i (29) 

  

2-Metóxi-6-pentadec- 8-em-, 8,11-dien, 14-trieno fenilbenzoato de metila LDT28i (30): 

 

 

6.2.4 Obtenção dos Derivados 8-(3-Metoxifenil)-1-octan-1-ol LDT72 (27) e 2-

Metóxi-6-(8-hidróxioctil)benzoato de metila LDT74 (28) : 

 

A um balão de ozonólise de 150 mL foram adicionados 3,0 g da mistura de 

LDT27i (29) (9,39 mmol) ou LDT28i (30) (7,97 mmol), diclorometano (20,0 mL) e 

metanol (20,0 mL). Em seguida, sob banho de gelo, a solução foi submetida a fluxo 

de ozônio durante 4 ciclos de 40 minutos. Ao término do período, a solução foi purgada 

com ar, durante 10 minutos, para remoção do ozônio residual. Em seguida, a solução 

foi transferida para Erlenmeyer de 500 mL e, sob banho de gelo, foram adicionados 

metanol (15,0 mL), etanol (15,0 mL) e 1,3 g de boroidreto de sódio (35,66 mmol, 4 

eqv.). O sistema reacional permaneceu sob agitação à temperatura ambiente por 12 

horas. Após esse período, a reação foi acidificada com solução de ácido clorídrico a 

50 % até pH 3 e extraída com acetato de etila (3 x 20,0 mL). As frações orgânicas 

reunidas foram lavadas com solução saturada de cloreto de sódio (15,0 mL) e secas 

em sulfato de sódio anidro. Após a evaporação do solvente a pressão reduzida, o 

resíduo foi purificado em coluna flash com gel de sílica (70-230 mesh) eluida com 

diclorometano ou clorofórmio. 

O

C15H31-2n

n= 1, 2 e 3

O

C15H31-2n

O

O

n= 1, 2 e 3

Óleo amarelo 

Rendimento: 80 % 

Rf: 0,36 (Hex 95 %: AcOEt 5 %) 

Fórmula molecular: C24H34O3 

Óleo amarelo 

Rendimento: 77 % 

Rf: 0,32 (Hex 98 %:AcOEt 2 %) 

Fórmula molecular: C22H32O 

 

 

 

 

 



 

 

 

63 

8-(3-Metóxifenil)octan-1-ol LDT72 (27): 

 

RMN de 1H (500 MHz, CDCl3): δ 1,33 (sl, 8H, 3-6); 1,54-1,63 (m, 4H, 2 e 7); 2,59 (t, J 

= 7,6 Hz, 2H, 8); 3,64 (t, J = 6,6 Hz, 2H, 1); 3,80 (s, 3H, OCH3,1’); 6,72-6,74 (m, 2H, 2’ 

e  4’); 6,78 (d, J = 7,6 Hz, 1H, 6’); 7,20 (t, J = 8,2 Hz, 1H, 5’).  

 RMN de 13C (125 MHz, CDCl3): δ 25,9 (CH2, 6); 29,4 (CH2, 3); 29,5 (CH2, 5); 29,6 

(CH2, 4); 31,5 (CH2, 7); 32,9 (CH2, 2); 36,2 (CH2, 8); 55,3 (OCH3, 1); 63,2 (CH2, 1); 

111,0 (CH, 4’); 114,4 (CH, 5’); 121,0 (CH, 3’); 129,3 (CH, 2’); 144,7 (C, 6’); 159,7 (C, 

1’). 

 

8-(1-Hidróxioctil)-2-metóxibenzoato de metila LDT74 (28): 

 

RMN de 1H (500 MHz, CDCl3): δ 1,30 (sl, 8H, 3- 6); 1,51-1,56 (m, 4H, 2 e 7); 2,53 (t, J 

= 7,6 Hz, 2H, 8); 3,61 (t, J = 6,6 Hz, 2H, 1); 3,80 (s, 3H, OCH3, 1’); 3,90 (s, 3H, 

CO2CH3); 6,75 (d, 2H, J = 8,3 Hz, 4’); 6,81 (d, J = 7,7 Hz, 1H, 6’); 7,25-7,28 (m, 1H, 

5’).  

RMN de 13C (125 MHz, CDCl3): δ 25,3 (CH2, 6); 29,4 (CH2, 3); 29,5 (CH2, 5); 29,5 

(CH2, 4); 31,2 (CH2, 7); 32,9 (CH2, 2); 33,6 (CH2, 1); 52,3 (OCH3, 1); 56,2 (CH3, 

CO2CH3); 63,1 (CH2, 1); 108,5 (CH, 4’); 121,6 (CH, 5’); 123,6 (CH, 3’); 130,4 (CH, 2’); 

141,45 (C, 6’); 156,4  (C, 1’); 169,2 (C, CO2CH3). 

 

 

O

OH5

O O

O

OH5

Óleo amarelo 

Rendimento: 72 % 

Rf: 0,33 (CH2Cl2) 

Fórmula molecular: C17H26O4 

Óleo amarelo 

Rendimento: 68 % 

Rf: 0,44 (CH2Cl2) 

Fórmula molecular: C15H22O2 
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6.2.5. Obtenção dos Ácidos 8-(3-Metóxifenil) octanoico (LDT80, 23) e 8-(2-

Carbometóxi-3-metóxi) octanoico (LDT394, 24): 

 

 

A um balão de 50 mL foram adicionados 0,6 g do respectivo álcool seguido da 

adição de diclorometano seco (10,0 mL) e PCC (1,8 eqv.). A reação permaneceu sob 

agitação à temperatura ambiente por 60 minutos. Em seguida, a mistura foi filtrada em 

coluna com gel de sílica (70-230 mesh) eluída com diclorometano. Após evaporação 

do solvente a pressão reduzida, o resíduo foi solubilizado em acetona (10,0 mL) e, 

sob banho de gelo, foi adicionado, gota a gota, o reagente de Jones1, até a observação 

do excesso de reagente pela presença de coloração marrom persistente. Após 5 

minutos, foram adicionados álcool isopropílico (2,0 mL) para desativar o excesso de 

reagente até obtenção de solução verde. Em seguida, a reação foi transferida para 

funil de separação, extraída com clorofórmio (3 x 10,0 mL), e as fases orgânicas 

reunidas, lavadas com solução saturada de cloreto de sódio (10,0 mL) e secas sob 

sulfato de sódio anidro. Os resíduos foram purificados em coluna flash de gel de sílica 

(70-230 mesh) eluida com gradiente de mistura clorofórmio e etanol (70 % a 30 %) 

fornecendo os derivados ácidos. 

Ácido 8-(3-Metoxifenil)octanoico LDT80 (23) 

 

 

RMN de 1H (300 MHz, CDCl3): δ 1,36 (6H, 4-6); 1,63-1,65 (m, 4H, 3 e 7); 2,36 (t, J= 

7,4 Hz, 2H, 2); 2,60 (t, J= 7,7 Hz, 2H, 8); 3,81 (s, 3H, ArOCH3); 6,73-6,75 (m, 2H, 2’ e 

4’); 6,79 (d, J= 7,7 Hz, 1H, 6’); 7,23 (t, J= 7,7 Hz, 1H, 5’); 9,99 (s, 1H, COOH, 1).  

RMN de 13C (75 MHz, CDCl3): δ 24,8 (CH2, 3); 29,2 (CH2, 4); 29,3 (2CH2, 5 e 6); 31,4 

(CH2, 7); 34,2 (CH2, 2); 36,1 (CH2, 8); 55,3 (ArOCH3); 111,0 (CH, 4’); 114,4 (CH, 2’); 

121,0 (CH, 6’); 129,3 (CH, 5’); 144,6 (C, 1’); 159,8 (C, 3’); 180,3 (CO2H,1). 

O

OH

O

5

Óleo amarelo 

Rendimento: 83 % 

Rf: 0,55 (CHCl3 85 %:EtOH15 %) 

Fórmula molecular: C15H22O3 
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8-(2-Carbometóxi-3-metoxi)octanoico LDT394 (24) 

  

 

RMN de 1H (300 MHz, CDCl3): δ 1,32  (6H, 4-6); 1,57-1,62 (m, 4H, 3 e 7); 2,33 (t, J= 

7,5 Hz, 2H, 2); 2,54 (t, J= 7,8 Hz, 2H, 8); 3,82 (s, 3H, ArOCH3); 3,91 (s, 3H, ArCO2CH3); 

6,76 (d, J= 8,3 Hz, 3’); 6,81 (d, J= 7,7 Hz, 5’); 7,27 (t, J= 7,8 Hz, 1H, 4’). 

RMN de 13C (75 MHz, CDCl3): δ 24,8 (CH2, 3); 29,1 (CH2, 4); 29,1 (CH2, 5); 29,4(CH2, 

5); 31,2 (CH2, 7); 33,6 (CH2, 2); 34,2 (CH2, 8); 52,4 (ArCO2CH3); 56,1 (ArOCH3); 108,6 

(CH, 3’); 121,7 (CH, 5’); 123,6 (C, 1’); 130,5 (CH, 4’); 141,4 (C, 6’); 156,4 (C, 2’); 169,2 

(ArCO2CH3); 180,3 (CO2H,1). 

 

6.2.6 Obtenção do Ésteres 8-(3-Metoxifenil)octanoato de metila LDT483 (31),  

8-(2-Carbometóxi-3-metóxi)octanoato de metila LDT395 (32): 

 

A um balão de 50 mL foram adicionados 0,3 g do respectivo ácido, acetona 

(20,0 mL) e carbonato de potássio (2 eqv.). Em seguida, foi adicionado iodeto de 

metila (2 eqv.) e a mistura reacional submetida a refluxo (65 ºC) durante 4 horas, com 

sistema de resfriamento acoplado a banho termostático a – 8 ºC. Após esse tempo, o 

solvente foi evaporado a pressão reduzida e o resíduo extraído com acetato de etila 

(3 x 10,0 mL), e as fases orgânicas reunidas lavadas com solução de ácido clorídrico 

a 10 % (10,0 mL), solução saturada de cloreto de sódio (10,0 mL) e secas em sulfato 

de sódio anidro. Após evaporação do solvente a pressão reduzida, o resíduo foi 

purificado em coluna flash com gel de sílica (70-230 mesh), eluída com gradiente de 

mistura hexano e acetato de etila (20 % a 80 %), fornecendo os ésteres-derivados 

LDT483 (31) e LDT395 (32). 

O O

O

OH

O

5

Óleo amarelo 

Rendimento: 70 % 

Rf: 0,46 (CHCl3 85 %: EtOH15 %) 

Fórmula molecular: C17H25O5 
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8-(3-Metóxifenil)octanoato de metila LDT483 (31): 

  

 

RMN de 1H (300 MHz, CDCl3): δ 1,34 (6H, 4-6); 1,62-1,65 (m, 4H, 3 e 7); 2,31 (t, J= 

7,5 Hz, 2H, 2); 2,58 (t, J= 7,7 Hz, 2H, 8); 3,67(s, 3H, CO2CH3); 3,80 (s, 3H, ArOCH3); 

6,72-6,74 (m, 2H, 2’ e 4’); 6,78 (d, J= 7,7 Hz, 1H, 6’); 7,19 (t, J= 7,7 Hz, 1H, 5’). 

RMN de 13C (75 MHz, CDCl3): δ 25,1 (CH2, 3); 29,2 (CH2, 4); 29,3 (2CH2, 5 e 6); 

31,4(CH2, 7); 34,2 (CH2, 2); 36,1 (CH2, 8); 51,5 (ArCO2CH3); 55,3 (ArOCH3); 111,0 

(CH, 4’); 114,4 (CH, 2’); 121,0 (CH, 6’); 129,3 (CH, 5’); 144,6(C, 1’); 159,8 (C, 3’); 174,4 

(CO2CH3,1). 

 

8-(2-Carbometóxi-3-metoxi)octanoato de metila LDT395 (32): 

 
 

RMN de 1H (300 MHz, CDCl3): δ 1,30 (6H, 4-6); 1,55-1,63 (m, 4H, 3 e 7); 2,29 (t, J= 

7,4 Hz, 2H, 2); 2,54 (t, J= 7,6 Hz, 2H, 8); 3,66 (s, 3H, CO2CH3, 1); 3,81 (s, 3H, ArOCH3); 

3,90 (s, 3H, ArCO2CH3); 6,76 (d, J= 8,3 Hz, 3’); 6,81 (d, J= 7,7 Hz, 5’); 7,27 (t, J= 8,0 

Hz, 1H, 4’). 

RMN de 13C (75 MHz, CDCl3): δ 25,1(CH2, 3); 29,2 (2CH2, 4 e 5); 29,4 (CH2, 6); 31,2 

(CH2, 7); 33,6 (CH2, 2); 34,3 (CH2, 8); 51,6 (CO2CH3, 1); 52,3 (ArCO2CH3); 

56,1(ArOCH3); 108,7(CH, 3’); 121,7 (CH, 5’); 123,8 (C, 1’); 130,4 (CH, 4’); 141,4 (C, 

6’); 156,5 (C, 2’); 169,1 (ArCO2CH3); 174,4 (CO2CH3,1). 

 

O

O

O

5

O O

O

O

O

5

Óleo incolor 

Rendimento: 70 % 

Rf: 0,51 (Hex 95 %: AcOEt 5 %) 

Fórmula molecular: C16H20O3 

Óleo amarelo 

Rendimento: 65 % 

Rf: 0,70 (Hex 85 %:AcOEt 15 %) 

Fórmula molecular: C18H26O5 
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6.2.7 Obtenção dos derivados N-Hidróxi-8-(3-metoxifenil)octanamida LDT536 

(25) e 8-(2-Carbometóxi)-N-hidróxi-8-(3-metoxifenil)octanamida LDT537 (26): 

 

A um balão de 25 mL, sob banho de gelo, foram adicionados hidróxido de 

potássio (10 eqv.) e metanol (10,0 mL). Após diluição, foi adicionado cloridrato de 

hidroxilamina (10 eqv.). A mistura permaneceu sob agitação à temperatura ambiente 

por 60 minutos. Em seguida, a mistura foi filtrada em funil comum com algodão para 

balão de 50 mL contendo, individualmente, os respectivos ésteres (31 e 32) 

solubilizados em metanol (5,0 mL). A reação permaneceu sob agitação à temperatura 

ambiente por 48 horas. Após este período, o solvente foi evaporado a pressão 

reduzida e o resíduo extraído com diclorometano (3 x 10,0 mL). As frações orgânicas 

reunidas foram lavadas com solução saturada de cloreto de sódio (10,0 mL) e secas 

sob sulfato de sódio anidro. Os resíduos foram purificados por coluna flash com gel 

de sílica (70-230 mesh) eluída com gradientes de misturas de hexano e acetato de 

etila (50 % a 100 %) fornecendo os derivados correspondentes.  

 

N-Hidróxi-8-(3-metoxifenil)octanamida LDT536 (25): 

 
 

RMN de 1H (300 MHz, CDCl3): δ 1,31 (s, 6H, 4-6); 1,60 (d, J = 6,3 Hz, 4H, 3 e 7); 2,10 

(t, J = 7,5Hz, 2H, 2); 2,51-2,62 (m, 2H, 8); 3,79 (s, 3H, ArOCH3); 6,69-6,79 (m, 3H, 

2’,4’ e 6’); 7,15-7,22 (m, 1H, 5’). 

RMN de 13C (75 MHz, CDCl3): δ 25,2 (CH2, 3); 28,9(CH2, 4); 28,9 (CH2, 5); 29,0 (CH2, 

6); 31,2 (CH2, 7); 32,9 (CH2, 2); 35,9 (CH2, 8); 55,1 (ArOCH3); 110,8 (CH, 4’); 114,3 

(CH, 2’); 120,9 (CH, 6’); 129,2 (CH, 5’); 144,4(C, 1’); 159,5 (C, 3’); 171,7 (CONHOH,1). 

O

N

O

OH
5

H

Óleo incolor 

Rendimento: 36 % 

Rf: 0,46 (AcOEt) 

Fórmula molecular:C15H23NO3 
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8-(2-Carbometóxi)-N-hidróxi-8-(3-metóxifenil)octanamida LDT537 (26) 

 

 

RMN de 1H (300 MHz, CDCl3): δ 1,24-1,28 (m, 6H, 4-6); 1,53-1,55 (m, 4H, 3 e 7); 2,07 

(t, J = 7,4 Hz, 2H, 2); 2,50 (t, J = 7,4 Hz, 2H, 8); 3,78 (s, 3H, ArOCH3); 3,88 (s, 3H, 

ArCO2CH3); 6,73 (d, J = 8,0 Hz, 1H, 3’); 6,78 (d, J = 7,7 Hz, 1H, 5’); 7,24 (dd, J = 8,9, 

7,2 Hz, 1H). 

RMN de 13C (75 MHz, CDCl3): δ 25,1 (CH2, 3); 28,7 (CH2, 4); 28,8 (CH2, 5); 28,9 (CH2, 

6); 30,7 (CH2, 7); 32,7 (CH2, 2); 33,2 (CH2, 1); 52,2 (ArCO2CH3); 55,8 (ArOCH3); 108,4 

(CH, 3’); 121,4 (CH, 5’); 123,4 (C, 1’); 130,3 (CH, 4’); 141,1(C, 6’); 156,2 (C, 2’); 169,2 

(ArCO2CH3, C); 171,4 (CO2CH3,1). 

 

O O

O

N

O

OH
5

H

Óleo amarelo 

Rendimento: 48 % 

Rf: 0,57 (AcOEt) 

Fórmula molecular:C15H23NO3 
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6.3. METODOLOGIA SINTÉTICA DO ESTUDO DE OZONÓLISE  

6.3.1 Obtenção dos intermediários aldeído 8-(3-Metóxi-6-fenila) -1-octanol 

(LDT393, 33), Ácido 8-(2-Carbometóxi-3-metóxi) octanoico (LDT394, 24), Éster 8-(2-

Carbometóxi-3-metóxi) octanoato de metila (LDT395, 32) 8-(2-Carbometóxi)-N-

hidróxi-8-(3-metoxifenil)octanamida (LDT537, 26): 

 

A um balão de ozonólise de 125 mL foram adicionados 0,6 g de LDT28i (30) 

(1,59 mmol) e acetato de etila (30,0 mL; método 1); ou acetonitrila (16,0 mL) e água 

destilada (4,0 mL; método 2); ou diclorometano (32,0 mL), metanol (8,0 mL) e 

hidróxido de sódio (7,96 mmol; método 3 e 4). Em seguida, sob banho de gelo, a 

solução foi submetida a fluxo de ozônio durante 4 ciclos de 40 minutos. Ao término 

desse período, o sistema reacional foi purgado com fluxo de ar para remoção do 

ozônio residual. Em seguida, a reação foi transferida para um balão de 50 mL e, sob 

banho de gelo, foram adicionados zinco metálico (4,5 eqv.) e ácido acético glacial 

(15,0 mL). A reação permaneceu em agitação à temperatura ambiente por 12 horas. 

Após esse período, o excesso de zinco metálico foi filtrado em funil comum com 

algodão e a fase orgânica extraída com acetato de etila (3 x 10 mL). As fases 

orgânicas reunidas foram lavadas com solução de bicarbonato de sódio a 10 % (15,0 

mL), solução saturada de cloreto de sódio (10,0 mL), e secas em sulfato de sódio 



 

 

 

70 

anidro. Após remoção do solvente à pressão reduzida, o resíduo foi purificado em 

coluna flash de gel de sílica (70-230 mesh) eluida com gradientes de mistura de 

diclorometano e clorofórmio (50 % a 100 %), fornecendo o aldeído correspondente ao 

método 1. Para o método 2, a reação foi transferida para um balão de 50 mL e, sob 

banho de gelo, adicionado clorito de sódio (6,37 mmol) solubilizado em água destilada 

(4,0 mL). A reação ficou sob agitação à temperatura ambiente por 12 horas. Após esse 

período, foi adicionado bissulfito de sódio (3,50 mmol) solubilizado em água destilada 

(10,0 mL) e a reação permaneceu em agitação por mais 10 minutos. Em seguida, o 

resíduo foi extraído com acetato de etila (3 x 10,0 mL), e as fases orgânicas reunidas 

foram lavadas com solução saturada de cloreto de sódio (10,0 mL) e secas em sulfato 

de sódio anidro. O resíduo foi purificado em coluna flash com gel de sílica (70-230 

mesh) eluida com gradiente de mistura clorofórmio e etanol (80 % a 20 %). Por fim, 

para os métodos 3 e 4, o sistema reacional foi purgado com fluxo de ar para remoção 

do ozônio residual e a mistura extraída com diclorometano (3 x 10,0 mL). As fases 

orgânicas reunidas foram lavadas com solução saturada de cloreto de sódio (10,0 mL) 

e secas em sulfato de sódio anidro. O resíduo foi purificado em coluna flash com gel 

de sílica (70-230 mesh) eluida com gradiente de mistura clorofórmio e etanol (70 % a 

30 %). 

 

6.4 AVALIAÇÃO BIOLÓGICA 

 

6.4.1 Avaliação do perfil de atividade inibitória em Histonas Desacetilases 

Humanas (hHDACs) 

Os testes para determinação da atividade inibitória frente a HDACs humanas 

das classes I (1, 2, 3 e 8), II (4, 5, 6, 7, 9 e 10) e IV (11) foram realizados pela Reaction 

Biology Corporation (RBC). Os derivados-alvo foram previamente diluídos em DMSO 

na concentração de 10 mM e testados a 10 µM em duplicata contra as 11 HDACs. 

Para HDAC1, HDAC2, HDAC3, HDAC6 e HDAC10 foram utilizados o substrato 

peptídico fluorogênico dos resíduos 379 a 382 (RHKK(Ac)AMC) de células p53 e o 

mesmo resíduo diacetilado (RHK(Ac)K(Ac)AMC) para HDAC8. Para HDAC4, HDAC5, 

HDAC7, HDAC9 e HDAC11 foi utilizada lisina trifluoroacetilada. A Tricostatina A (TSA) 
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foi utilizada como composto de referência em dose de 10 vezes, o CI50 calculado por 

meio do programa GraphPad Prism 4 com diluição seriada em três vezes começando 

em concentração de 10 μM. 

 

6.4.2 Avaliação da sensibilidade em espécies fúngicas 

 Os testes de sensibilidade da ação antifúngica foram realizados no Laboratório 

de Patógenos Emergentes e Reemergentes (LAPERE) do Departamento de Patologia 

do Centro de Ciências da Saúde da Universidade Federal do Ceará. Foi utilizado 

isolados clínicos (IC) e cepas fúngicas (Tabela 3) pertencentes à micoteca do Centro 

Especializado em Micologia Médica. IC e cepas foram mantidas em ágar batata 

dextrose até o momento do uso as espécies de S. Brasilienses foram utilizadas na 

sua forma filamentosa. 

Tabela 3: Cepas e espécies fúngicas usadas para o teste de sensibilidade. 

Cepas Espécies 

ATCC 10231 Candida albicans 

ATCC 750 Candida tropicalis 

CEMM 02-6-079(IC) Candida tropicalis 

ATCC 90113 Cryptococcus neoformans 

CEMM 03-1-105(IC) Cryptococcus neoformans 

CEMM 05-3-050(IC) Sporothrix brasiliensis 

CEMM 05-3-075(IC) Sporothrix brasiliensis 

 

Os testes de sensibilidade foram realizados na forma planctônica por meio da 

técnica de microdiluição em caldo conforme o protocolo M27-A3, para S. brasiliensis, 

os ensaios foram realizados na forma filamentosa seguindo os protocolos M38-A2 

(CLSI, 2008a; 2008b). Para determinar a suscetibilidade das células planctônicas, os 

compostos alvos foram testados nas concentrações variando de 0,125 a 64 µg/mL. 

Alíquotas de 100 µL com meio RPMI-1640, tamponado em pH 7,0 com ácido 3-(N-

morfolino)propanossulfônico) (MOPS; Sigma®) e suplementados com os compostos 

LDT, foram distribuídas em diluições seriadas em placas de 96 poços. Como o 
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controle foram utilizados poços contendo o inóculo e o meio RPMI sem a adição dos 

compostos. As placas foram incubadas a 35 ºC por 24 horas para Candida spp., 48 

horas para C. neoformans ou 72 horas para S. brasiliensis. Todos os testes foram 

realizados em duplicata. A concentração inibitória mínima (CIM) foi considerada como 

aquela capaz de inibir o crescimento dos microorganismos em 50 %, 80 % e 100 % 

do crescimento fúngico visível quando comparado com o controle positivo (sem 

tratamento). 

 

6.4.3 Avaliação do sinergismo entre azóis e hHDACi em células planctônicas  

 A avaliação da interação dos compostos alvos com antifúngicos azólicos – 

fluconazol (3), voriconazol (12) e itraconazol (4) – foi avaliada de acordo com 

Chatzimoschou et al. (2011), com adaptações. As concentrações para diluição dos 

compostos alvos e do SAHA (15) variaram de 0,125-128 µg/mL, adicionados 

juntamente com o fluconazol (3), voriconazol (12) e itraconazol (4), individualmente, 

em concentrações de 0,03-16 µg/mL. O inóculo foi preparado de acordo com o método 

do teste de sensibilidade e adicionado às placas de 96 poços contendo o composto 

LDT e o antifúngico. O antifúngico foi adicionado na coluna 1 e diluições seriadas de 

2 vezes foram empregadas nas colunas 2-10. As placas foram incubadas a 35 ºC no 

mesmo período determinado no teste de sensibilidade para cada espécie de fungo. 

Após o tempo de incubação, os valores de CIM obtidos foram utilizados para a 

determinação do Índice de Concentração Inibitória Fracionada (ICIF) e analisados 

pelo software Combenefit. As combinações com valores de ICIF ≤ 0,5 foram 

consideradas sinérgicas; aquelas com valores menores que 0,5 ou ≤ 0,4 foram 

avaliadas como indiferentes; e os derivados que apresentaram ICIF > 4 foram 

classificados como antagônicos (ODDS, 2003). Os experimentos foram conduzidos 

em duplicatas. 
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6.4.4 Avaliação dos compostos sobre a formação do biofilme fúngico  

 Os biofilmes de Candida spp., de S. brasiliensis e de C.neoformans foram 

formados de acordo com os protocolo de Brilhante et al. (2016) e Brilhante et al (2018) 

respectivamente. Para Candida spp. e C. neoformans os compostos, individualmente, 

foram adicionados junto com o inóculo fúngico em placas de 96 poços de fundo chato. 

Para S. brasiliensis o inóculo foi adicionado aos poços após 24 horas de adesão.  Em 

seguida, os poços foram lavados e os compostos LDT536 (25) e (26) foram 

adicionados. Foram utilizados poços contendo apenas o biofilme como controle de 

crescimento. As placas foram incubadas por 24 horas para Candida ou 72 horas para 

C. neoformans e S. brasiliensis. Após o período de incubação de cada biofilme, os 

poços foram lavados e a atividade metabólica e biomassa do biofilme foram 

quantificadas utilizando o ensaio de redução do sal de tetrazólio 2,3-bis(2-metoxi-4-

nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazólio-5-carboxanilida (XTT, Sigma®) e coloração do cristal 

violeta. Para avaliar o efeito da caspofungina, a ocorrência de efeito paradoxal foi 

considerada presente quando observado aumento na atividade metabólica igual ou 

maior a 20 % comparado ao controle de crescimento do biofilme, em concentrações 

acima do CIM90. Os experimentos foram realizados em triplicata. 

 

6.4.5 Microscopia eletrônica de varredura 

 Os biofilmes de C. albicans (ATCC 10231) formados na presença do composto 

LDT537 (26) foram analisados por MEV seguindo protocolo descrito por Brilhante et 

al. (2016). Os biofilmes foram preparados diretamente na superfície de lamínulas 

ThermanoxTM (Thermo Fisher Scientific, EUA), utilizando uma placa de cultura de 12 

poços. Após a incubação, o sobrenadante foi retirado e as lamínulas ThermanoxTM 

contendo os biofilmes foram lavadas com tampão cacodilato 0,15 M com azul de alcian 

(0,1%) duas vezes. Os biofilmes foram, então, recobertos com glutaraldeído (2,5% em 

tampão cacodilato 0,15 M) e incubados overnight a 4 ºC. Posteriormente, os biofilmes 

foram lavados com o tampão cocodilato, por 5 minutos cada lavagem, e as lamínulas 

foram submetidas à desidratação por lavagens seriadas com álcool em concentrações 

ascendentes (50 %, 70 %, 80 %, 95 % e 100 %), duas vezes por 10 minutos para cada 

concentração. As lamínulas foram secas à temperatura ambiente e, então, recobertas 
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com hexametildisilazano (Polysciences Europe, Alemanha) por 30 minutos. Em 

seguida, o hexametildisilazano foi removido e as lamínulas secas em dessecador por 

24 horas. As lamínulas foram recobertas com 10 nm de ouro (Emitech Q15T) e 

observadas em Microscópio Eletrônico FEI Inspect S50, em alto vácuo a 15 kV. As 

imagens foram processadas com Photoshop (Adobe Systems, USA). 

 

 6.4.6. Avaliação da citotoxidade em células RAW 264.7 

 Para avaliar a citotoxicidade dos compostos foi utilizado o ensaio de redução 

do MTT brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazólio, o qual é 

convertido em formazan por células metabolicamente ativas, possibilitando a 

quantificação da percentagem de células vivas (MOSMANN, 1983). As células RAW 

264.7 foram plaqueadas na concentração de 2,5 x 105 células/mL em placas de 96 

poços e mantidas por 18 horas. As células foram tratadas com o LDT536 (25) e 

LDT537 (26) nas concentrações de 0,39-200 μM. Após 24 horas, o MTT foi adicionado 

para uma concentração final de 1 mg/mL no poço. Após 3 horas, o meio foi retirado e 

150 μL de DMSO foram adicionados para posterior leitura da absorbância a 570 nm 

(Biochrm® Asys UVM340). Para o grupo controle foi adicionado meio de cultura com 

veículo (DMSO 1 %), enquanto no controle positivo foi adicionado apenas o meio de 

cultura sem o veículo. A viabilidade celular foi calculada como percentagem de células 

viáveis nos grupos tratados versus do grupo controle não-tratado. 

 

 6.4.7 Avaliação da toxicidade in vivo em Galleria mellonella 

 Os compostos LDT536 (25) e LDT537 (26) juntamente com o SAHA (15), foram 

avaliados in vivo usando o modelo animal G. mellonella. As larvas foram crescidas em 

dieta de pólen e cera de abelha em uma estufa a 30 ºC no escuro. Para a avaliação 

da toxicidade, larvas do sexto instares de G. mellonella, com massas entre 200 mg e 

250 mg, foram randomizadas em grupos mínimos de 16 indivíduos para cada grupo 

experimental. Após assepsia da cutícula das larvas com etanol 70 %, as lavas foram 

inoculadas na sua última falsa pata esquerda com 10 µL de soluções de 600 µg/mL 
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(equivalente a uma dose de 20 mg/Kg) de cada um dos três compostos em PBS 

contendo 10 % de DMSO, utilizando-se uma seringa Hamilton de 50 µL. Grupos 

controles incluíram um grupo de larvas inoculadas apenas com BPS. Um grupo de 

larvas inoculada com PBS contendo 10 % de DMSO, e um grupo de larvas que não 

foram inoculadas. Após a inoculação as larvas foram incubadas a 37 ºC e 

acompanhadas diariamente para avaliação da sua sobrevivência durante 10 dia. Esse 

experimento foi repetido 2 vezes, em dias diferentes. 

 

 6.4.8 Análise estatística 

 Para a análise do biofilme, os dados resultantes foram submetidos à análise de 

variância (ANOVA) e ao teste de comparação múltipla de Tukey. Para os ensaios de 

citotoxicidade, os resultados são expressos como média ± desvio padrão (DP) de três 

determinações. Os dados resultantes foram submetidos à análise de variância 

(ANOVA) e ao teste Student-Newman-Keuls. Valores de p < 0,05 foram considerados 

significativos. As análises estatísticas foram realizadas com o GraphPad Prism 7.0 

(GraphPad Software, EUA). 
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7. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

7.1 METODOLOGIA SINTÉTICA 

 

7.1.1 Obtenção da mistura de cardanois (20) e cardois (21) 

 

A síntese do composto hidroxâmico LDT536 (25) foi iniciada pela purificação 

da mistura de cardanois LDT10i (20) a partir do LCC técnico destilado fornecido pela 

empresa RESIBRAS®. Este LCC técnico apresenta, além da mistura 20 como produto 

majoritário, mistura de cardois – LDT105i (21) – bem como polímeros resultantes da 

oxidação da cadeia lateral e grupos fenólicos. Neste sentido, a purificação realizada 

em coluna contendo gel de sílica eluída com hexano forneceu a mistura LDT10i (20) 

em rendimento de 72 % em relação à massa aplicada. Por sua vez, o aumento da 

polaridade do eluente hexano:acetato de etila (9:1) forneceu a mistura LDT105i (35) 

em rendimento de 3 %. 

 A análise dos espectros de RMN para a mistura LDT10i (20) revelou a presença 

dos derivados monoeno (a, C8’-C9’), dieno (b, C8’-C9’ e C11’-C12’) e trieno (c, C8’-

C9’, C11’-C12’ e C14’-C15’). Os hidrogênios alílicos 7’a-c, 10’a e 13b foram 

assinalados como multipleto na faixa entre 2,04 ppm e 2,08 ppm em RMN de 1H, 

corroborados pelos sinais em 27,4 ppm em RMN de 13C. Os hidrogênios bis-alílicos 

10’b-c e 13’c foram identificados como multipleto na faixa de 2,80 ppm a 2,85 ppm, 

confirmados no espectro de RMN de 13C pelos sinais na faixa de 25,8 ppm a 25,9 

ppm. Os metilidenos 8’-9’a-c e 11’-12’b-c foram observados como multipleto na faixa 

de 5,37 ppm a 5,46 ppm no espectro de RMN de 1H e confirmados no espectro de 

carbono 13 nas faixas de 127,0 ppm a 129,5 ppm e 130,0 ppm a 130,6 ppm. Por sua 

vez, o grupo metilideno 14’c foi identificado como multipleto na faixa de 5,79 ppm a 

5,87 ppm RMN de 1H e confirmado pelo sinal em 137,0 ppm em RMN de 13C. Por fim, 
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o grupo metileno terminal 15’c foi assinalado como multipleto entre 4,99 ppm e 5,09 

ppm no espectro de RMN de 1H corroborado em 114,9 ppm em RMN de 13C.  

Considerando os átomos de carbono saturados, os grupos metila (15’a-b) foram 

identificados como multipleto na faixa de 0,89 ppm a 0,94 ppm em RMN de 1H bem 

como sinais na faixa de 14,0 ppm a 14,3 ppm em RMN de 13C. Os grupos metileno 3’-

6’a-c, 11’-14’a e 14’b foram assinalados como sinal largo na faixa entre 1,33 ppm e 

1,43 ppm em RMN de 1H; pelos sinais entre 29,2 ppm e 30,0 ppm para 3’-6’a-c e 11’-

12’a; 31,7 ppm e 32,0 ppm para 13a; e 22,7 ppm a 23,0 ppm para 14’a-b em RMN de 

13C. Finalmente, o tripleto em 2,58 ppm e o sinal largo em 1,60 ppm em RMN de 1H 

foram associados aos respectivos metilenos 1’-2’a-c e corroborados pelos 

assinalamentos em 31,5 ppm e 36,0 ppm em RMN de 13C. 

 Os grupos metilideno aromáticos 2, 4 e 5a-c foram identificados pelos 

assinalamentos entre 6,78 ppm e 7,76 ppm em RMN de 1H e confirmados pelos sinais 

entre 112,7 ppm a 129,6 ppm em RMN de 13C, enquanto os carbonos quaternários 

foram observados em 145,1 ppm para 3a-c e 155,7 ppm para 1a-c no mesmo espectro 

(Anexo 01, pág. 141). 

7.1.2 Obtenção da mistura de ácidos anacárdicos (19) 

 

A mistura de ácidos anacárdicos (19) foi obtida como óleo castanho a partir do 

LCC natural, via complexação com hidróxido de cálcio, em rendimento de 70 % em 

relação à massa aplicada. Embora não submetida à análise por métodos 

espectroscópicos, a mistura foi caracterizada por cromatografia de camada delgada 

(CCD) apresentando única mancha de coloração violeta com Rf 0,4 (Hex85 %: AcOEt15 

%). O método mostrou-se eficiente devido à habilidade da subunidade salicílica – 

exclusiva dos ácidos anacárdicos dentre os compostos do LCC – complexar com íons 

metálicos divalentes levando ao sal anacardato de cálcio (36), que é insolúvel na 

solução metanol/ água (Figura 18). 
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Figura 18: Anacardato de cálcio (Ca2+ [LDT11i]2- ) (36). 

 

Após acidificação do meio com solução de HCl a 50 %, houve a liberação do 

íon cálcio levando à mistura de ácidos anacárdicos (19), que foi purificada em coluna 

contendo gel de sílica eluída com gradiente de misturas de hexano e acetado de etila.  

A representação esquemática da separação dos principais componentes do 

LCC natural está ilustrada na Figura 19. 

Figura 19: Separação dos principais componentes do LCC natural. 

 

7.1.3 Obtenção das misturas O-metiladas LDT27i (29) e LDT28i (30) 

De posse das misturas LD11i (19) e LD10i (20), estas foram submetidas à 

reação de O-metilação dos grupos fenólicos, bem como do ácido carboxílico para 

LDT11i (19), levando às misturas de cardanois monometilados (LDT27i, 29) e de 

ácidos anacárdicos dimetilados (LDT28i, 30). A metilação dos fenóis foi evidenciada 

pela ausência de coloração padrão em CCD quando da revelação com solução de 
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cloreto férrico a 5 %. A combinação de fenóis com cloreto férrico em meio alcoólico 

leva à coordenação dos íons Fe3+ com as hidroxilas fenólicas fornecendo a coloração 

marrom devido à transição eletrônica. A coloração é um indicativo da presença do 

fenol (DE PEREIRA, et al., 2021). 

A análise dos espectros de RMN de 1H e de RMN de 13C revelaram a presença 

das metoxilas fenólicas para as misturas LDT27i (29) e LDT28i (30) como singletos 

em 3,82 ppm no espectro de RMN de 1H (Figura 20) corroborado pelo deslocamento 

químico em torno de 55,0 ppm no espectro de RMN de 13C. Por sua vez, o grupo 

metoxila da subunidade carbometóxi da mistura de ésteres foi identificada pela 

presença dos sinais em 3,91 ppm e 52,9 ppm nos respectivos espectros de RMN de 

1H e de 13C.  

Figura 20: Espectro de RMN de 1H comparando a presença de assinalamento das metoxilas 29 e 30 

em relação aos seus precursores. 

 

Legenda: A. Assinalamento no espectro de RMN de 1H referente à reação de O-metilação das misturas 
LDT10i (17) e LDT27i (27) B. Assinalamento no espectro de RMN de 1H referente à reação de O-
metilação das misturas LDT11i (16) e LDT28i (28).  
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Os rendimentos e características físico-químicas e espectroscópicas de RMN 

das misturas LDT27i (29) e LDT28i (30) estão ilustrados na Tabela 4. 

Tabela 4: Misturas O-metiladas LDT27i (29) e LDT28i (30): Rendimento, fator de retenção e 
sinais espectroscópicos de RMN de 1H e de 13C. 

 

Código 
Rendimento 

(%) 

Fator de Retenção 

(Rf)a 

RMN de 1H 

(, ppm) OCH3 

RMN de 13C 

(, ppm) OCH3 

LDT27i (29) 67 0,32 3,82b 55,0b 

LDT28i (30) 80 0,36 
3,82b 55,0b 

3,91c 52,9c 

a. Hex95%:AcOEt5%; b. Metoxila fenólica; c. Carbometoxila 

 

7.1.4 Obtenção dos álcoois LDT72 (27) e LDT74 (28)  

 

As misturas LDT27i (29) e LDT28i (30) foram individualmente submetidas à 

clivagem oxidativa da cadeia lateral por meio de fluxo de ozônio em banho de gelo à 

temperatura de 0 ºC. O ozônio oxida duplas ligações de compostos olefínicos levando 

a ozonídeos primários, que instáveis, rearranjam a diferentes ozonídeos secundários. 

A formação destes ozonídeos está representada na Figura 21.  

Figura 21: Mecanismo geral de formação dos ozonídeos primários e secundários. 

 
Fonte:  Adaptado de GELETNEKY, C. e BERGER, S., 1998. 
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Uma vez que o ozônio é um oxidante forte, as reações de ozonólise geralmente 

são realizadas à temperatura aproximada de – 78 ºC, com uso de banho de gelo 

seco/acetona, para evitar reações laterais (ORNUM, S.G.V., et al, 2006). 

Diferentemente dos trabalhos anteriores do laboratório, em que utilizamos aparelho 

BRO3-HA com fluxo de ozônio de 10 g/h (BrasilOzônio®), neste trabalho utilizamos um 

novo aparelho, GO3500AA-INX, com fluxo de O3 de 3,5 g/h (OzônioLine®). Devido à 

menor produção de ozônio do novo equipamento, percebemos a baixa conversão das 

reações à temperatura – 78 ºC. Neste sentido, investigamos o uso de banho de 

gelo/água (0º C) que se mostrou viável para os produtos de partida sem a formação 

de reações laterais. 

Após a formação dos intermediários ozonídeos secundários, este foram 

submetidos à redução com boroidreto de sódio aos álcoois correspondentes, LDT72 

(27) e LDT74 (28), obtidos como óleos amarelo claro em rendimentos de 68 % e 72 

% respectivamente. 

 A análise espectroscópica por RMN dos compostos 27 e 28 (ANEXOS, 03, 04, 

05 e 06, pág. 143-147) evidenciou a ausência dos assinalamentos referentes aos 

grupos metilidenos e metileno terminal (para o trieno). A manutenção da cadeia 

alifática com 8 grupos metilenos e a integridade do anel aromático foi observada. A 

presença dos sinais referentes ao metileno contendo o grupo hidroxila alcoólico (C1) 

entre 3,60 ppm e 3,80 ppm nos espectros de RMN de 1H e em torno de 63,0 ppm nos 

espectros de RMN de 13C corrobora a obtenção dos intermediários (Figura 22). 

Figura 22: espectros de RMN de 1H e em torno de 63,0 ppm nos espectros de RMN de 13C dos 

derivados 27 e 28 

 



 

 

 

83 

 

 

Um resumo sobre as características de reação, físico-químicas e 

espectroscópicas de RMN das misturas LDT72 (27) e LDT74 (28) estão ilustrados na 

Tabela 5. 

Tabela 5: Álcoois LDT72 (27) e LDT74 (28): Rendimento, fator de retenção e sinais espectroscópicos 

de RMN de 1H e de 13C. 

 

 

Código 
 

Rendimento  
(%) 

Fator de Retenção 
(Rf)a 

RMN de 1H 

(, ppm) CH2OH 

RMN de 13C 

(, ppm) CH2OH 

LDT72 (27) 68 0,44 3,64 63,2 

LDT74 (28) 72 0,33 3,80 63,1 

a. CH2Cl2 
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7.1.5 Obtenção dos derivados ácidos LDT80 (23) e LDT394 (24): 

 

 

A obtenção dos derivados ácidos foi realizada em duas etapas consecutivas 

sem caracterização do intermediário aldeído. Neste sentido, os álcoois LDT72 (27) e 

LDT74 (28) foram convertidos aos respectivos aldeídos com clorocromato de piridínio 

(PCC)1 em diclorometano anidro, identificados por Rf 0,6 (Hex90 %: AcOEt10 %). Após 

coluna flash para separação dos óxidos de cromo os compostos aldeídos, 

intermediários, foram oxidados com reagente de Jones2 aos ácidos LDT80 (23) e 

LDT394 (24), obtidos como sólido branco e óleo amarelo claro, respectivamente, em 

rendimentos de 83 % e 70 %. 

Na análise dos espectros de RMN de 13C foram observadas as ausências dos 

deslocamentos químicos referentes ao metileno alcoólico em torno de 63,0 ppm e 

surgimento de sinais em 180,0 ppm referente aos grupos carboxila dos derivados 23 

e 24. Uma vez que o deslocamento químico do hidrogênio do grupo carboxila pode 

flutuar de 0,5 ppm a 10,0 ppm, identificamos apenas o sinal para o derivado 24 em 

9,99 ppm no espectro de RMN de 1H (ANEXOS 07, 08, 09 e 10, pág. 147-150), 

evidenciados na Figura 23. 

 

 

 

 

 

1 Agente oxidante brando que oxida álcoois primários a aldeídos em solventes anidros 

2 Agente oxidante forte que oxida álcoois primários e aldeídos a ácidos carboxlicos 
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Figura 23: Espectros de RMN de 1H e de 13C do composto 23 e espectros de RMN de 1H do 

derivado 24. 
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Um resumo sobre as características de reação, físico-químicas e 

espectroscópicas de RMN dos derivados LDT80 (23) e LDT394 (24) estão ilustrados 

na Tabela 6. 

Tabela 6: Ácidos LDT80 (23) e LDT394 (24): Rendimento, fator de retenção e sinais espectroscópicos 
de RMN de 1H e de 13C. 

 

 
Código Rendimento 

(%) 
Fator de Retenção 

(Rf)a 
RMN de 1H 

(, ppm) COOH 

RMN de 13C 

(, ppm) COOH 

LDT80 (23) 83 0,55 9,99 180,3 

LDT394 (24) 70 0,46 -- 180,3 

a. CHCl3 85%: EtOH15 

7.1.6 Obtenção dos derivados metilésteres LDT483 (31) e LDT395 (32): 

 

 

Os derivados ácidos LDT80 (23) e LDT394 (24) foram convertidos aos 

respectivos ésteres LDT483 (31) e LDT395 (32) pela reação de substituição 

nucleofílica bimolecular (SN2) com iodeto de metila em meio básico de carbonato de 

potássio (Figura 24). Desta forma foram obtidos como óleos amarelo claros 

respectivos em rendimentos de 65 % e 70 %. 

Figura 24:  Mecanismo geral da reação de esterificação via SN2. 
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Além das ausências dos deslocamentos químicos referentes ao grupo carboxila 

em torno de 180,0 ppm no espectro de RMN de 13C, os grupos carbometóxi dos 

ésteres 31 e 32 foram confirmados pela presença dos sinais referentes ao grupo 

metoxila em torno de 3,67 ppm nos espectros de RMN de 1H (ANEXOS, 10 e 12, pág. 

149 e 151), corroborados pelos sinais em 174,4 ppm no RMN de 13C referente à 

subunidade carbonila (ANEXOS 11 e 13, pág. 150 e 152).  

Um resumo sobre as características de reação, físico-químicas e 

espectroscópicas de RMN dos derivados LDT483 (31) e LDT395 (32) estão ilustrados 

na Tabela 7. 

Tabela 7: Ésteres metílicos LDT483 (31) e LDT395 (32): Rendimento, fator de retenção e sinais 
espectroscópicos de RMN de 1H e de 13C. 

 

 

Código 
Rendimento 

(%) 
Fator de Retenção 

(Rf) 

RMN de 1H 

(, ppm) CO2CH3 

RMN de 13C 

(, ppm) CO2CH3 

LDT483 (31) 70 0,51a 3,67 174,4 

LDT395 (32) 65 0,70b 3,66 174,4 

a. Hex 95%: AcOEt 5%; b. Hex 85%: AcOEt 15% 

 

7.1.7 Obtenção dos ácidos hidroxâmicos 

 

 

  De posse dos compostos ésteres LDT483 (31), LDT395 (32), estes foram 

submetidos à reação de hidroxiaminólise com solução metanólica de hidroxilamina 

para a obtenção dos ácidos hidroxâmicos. Nesta reação de aminólise, o grupo 

hidroxilamina substitui a metoxila do éster levando à N-hidróxiamida. Para tanto, o par 
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de elétrons do nitrogênio ataca a carbonila como centro eletrofílico do éster levando 

ao intermediário tetraédrico. Na recomposição do grupo carbonila há transferência do 

próton da hidroxilamida, via auxílio de outra molécula de hidroxilamina – em excesso 

de 18 vezes – com eliminação de metanol que corresponde ao solvente da reação 

(Figura 25). 

Figura 25: Mecanismo geral da síntese de aminólise com hidroxilamina. 

 

Gediya e colaboradores (2005) descrevem a síntese do SAHA (15) em que a 

etapa de formação do ácido hidroxâmico, a mesma empregada neste estudo, ocorre 

em 1 hora em rendimento de 90 %. Entretanto, os derivados do LCC não 

apresentaram conversão no tempo relatado. Neste sentido, realizamos estudos de 

acompanhamento por CCD para estabelecimento do tempo reacional para formação 

dos compostos alvo. Desta forma, identificamos o tempo de 48 horas para obtenção 

dos hidroxamatos LDT536 (25) e LDT537 (26) em respectivos rendimentos de 36 % e 

48 %.  

Uma vez que o solvente da reação é polar prótico, o par de elétrons do 

nitrogênio da hidroxilamina interage por meio de ligação de hidrogênio diminuindo sua 

nucleofilicidade e, portanto, sua capacidade de atacar o centro eletrofílico do éster. 

Desta forma, visando a otimizar o rendimento e diminuir o tempo reacional, decidimos 

alterar o protocolo de Gediya e colaboradores (2005), submetendo à reação de 

hidroxiaminólise a refluxo, entretanto houve formação apenas de produtos laterais. 

  As subunidades hidroxâmicas dos derivados LDT536 (25) e LDT537 (26) foram 

caracterizadas pela variação dos deslocamentos químicos referentes às carbonilas de 

174,4 ppm nos ésteres para respectivos 171,4 ppm e 171,7 ppm nos espectros de 

RMN de 13C. Para o derivado LDT536 (25) foi ainda observado sinal em 8,61 ppm 

referente ao próton do nitrogênio amídico da subunidade N-hidróxiamida. 
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Um resumo sobre as características de reação, físico-químicas e 

espectroscópicas de RMN dos derivados LDT536 (25) e LDT537 (26) estão ilustrados 

na Tabela 8. 

Tabela 8: Ácidos hidroxâmicos LDT536 (25) e LDT537 (26): Rendimento, fator de retenção e sinais 
espectroscópicos de RMN de 1H e de 13C. 

 

 

Código 
Rendimento 

(%) 

Fator de 
Retenção 

(Rf)a 

RMN de 1H 

(, ppm) 
CO2NHOH 

RMN de 13C 

(, ppm) 
CO2NHOH 

LDT536 (25) 36 0,46 8,61 171,4 

LDT537 (26) 48 0,57 -- 171,7 

a. AcOEt;  

 

7.1.8 Estudos visando a obtenção do hidroxamato cardanólico LDT538 (31) 

 

As metodologias sintéticas empregadas para a obtenção dos derivados LDT536 

(20) e LDT537 (21) também foram aplicadas à mistura de cardois LDT105i (18), no 

entanto, as etapas apresentaram baixas conversões e a presença de muitos produtos 

laterais indesejáveis.  

Para a etapa de formação do produto final, foi avaliado o uso de refluxo durante 

24 horas que levou à formação de produtos laterais. O procedimento foi repetido à 

temperatura ambiente e acompanhado por CCD, mas apenas depois de 96 horas foi 

identificada a formação do produto. A análise espectroscópica do derivado LDT538 

(31), apresentou impurezas, por isso não foi submetido aos testes posteriores. As 

reações utilizando derivados do cardol são laboriosas e, geralmente, levam à 

formação de subprodutos em face da reatividade deste derivado. Desta forma, há 
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necessidade de estudos mais aprofundados sobre as características eletrônicas 

desses compostos visando a otimizar suas características reacionais. 

As metodologias sintéticas individuais empregadas para a obtenção dos análogos 

hidroxâmicos, de modo geral, apresentaram bons rendimentos que variaram de 36 % 

a 83 % para o derivado LDT536 (25) e de 48 % a 80 % para o derivado LDT537 (26). 

Desta forma, as 5 etapas permitiram a obtenção dos derivados 25 e 26 em respectivos 

rendimentos globais de 6,8 % e 8,8 %, enquanto para o LDT538 (31) este foi apenas 

de 0,11 %. 

 

7.1.9 Estudos metodológicos visando otimização de etapas 

 
A reação de ozonólise consiste, num primeiro momento, na adição de ozônio à 

dupla ligação de alcenos, formando anel de 5 membros conhecido como molozonídeo 

ou ozonídeo primário. Este sofre rearranjo envolvendo a clivagem das ligações 

carbono-carbono gerando novos anéis de 5 ou 6 membros com diferentes 

combinações das cadeias carbônicas clivadas. Diferente do ozonídeo primário, os 

ozonídeos secundários são estáveis e podem ser tratados com diferentes agentes 

redutores ou oxidantes para conversão a aldeídos, cetonas ou ácidos carboxílicos.  

Seguindo a metodologia empregada por Tymer e colaboradores (2002), o 

método (a) que consiste na reação de ozonólise seguida da redução com zinco para 

a obtenção do derivado aldeído LDT393 (33). A reação levou à formação do produto 

desejado em rendimento de 53 %, que foi identificado por Rf de 0,64 (HEX80 %: 

AcOEt20 %). Na etapa de purificação, a impureza foi identificada por meio de padrão 

de CCD como sendo o derivado ácido LDT394 (24), obtido em aproximadamente 40 

%. Devido à reatividade do aldeído, que sofre oxidação espontânea a ácidos 

carboxílicos pelo oxigênio do ar, não foi realizada a análise espectroscópica, mas sua 

presença foi confirmada por meio do revelador 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNP). A 

obtenção da mistura aldeído-ácido diretamente do intermediário ozonídeo elimina as 

etapas de redução dos ozonídeos secundários ao álcool LDT74 (28) e a oxidação com 

PCC ao aldeído LDT393 (33), cujo objetivo principal seria a obtenção do ácido LDT394 

(24). 
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Neste sentido, foi investigada a oxidação direta dos ozonídeos secundários do 

derivado LDT28i (30) ao ácido carboxílico 24 baseados nos estudos de Cochram, B. 

M. (2016). Neste estudo, acetonitrila e água foram utilizadas como solventes até a 

obtenção dos ozonídeos secundários. Em seguida, estes foram submetidos a 

tratamento oxidativo com clorito de sódio como metodologia mais verde, devido à 

eliminação do uso de metais pesados como o cromo. Desta forma, esta metodologia 

(b) levou à obtenção do derivado LDT394 (24) em rendimento de 75 %, que 

apresentou Rf de 0,46 (Hex85 %: AcOEt15 %). Este procedimento mostrou-se superior, 

quando comparado às duas etapas necessárias para chegar ao mesmo intermediário 

ácido, tanto pelo rendimento global quanto pela economia de átomos. 

No terceiro estudo metodológico, utilizando o procedimento descrito por XU e 

colaboradores (2010) que propuseram o uso de hidróxido de sódio em mistura de 

diclorometano e metanol (1:1) durante o processo de ozonólise levando a mistura 

LDT28i (30) ao éster metílico LDT395 (32). Desta forma, obtivemos o éster 32 em 

rendimento de 43 %, que foi identificado em CCD com Rf de 0,70 (HEX85%: AcOEt15%). 

Devido ao pH básico e a presença de água no meio, gerada pela umidade 

quando da formação do ozônio pelo aparelho, essa metodologia também levou à 

formação do derivado ácido LDT394 (24) por meio de hidrólise (Figura 26). Ainda que 

tenha havido perda do éster em função da hidrólise ao ácido, o rendimento para esta 

etapa foi superior aos 33 % observados no rendimento global até esta etapa. Como a 

presença de base é relevante para a formação do éster metílico, planejamos utilizar 

outras bases como metóxido de sódio (nucleofílico) – que poderia aumentar o 

rendimento do produto desejado – ou tert-butóxido de potássio (não nucleofílico) para 

otimizar estas etapas futuramente. 
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Figura 26: Hidrólise regiosseletiva do derivado 32 para o 24. 

 

Baseando-se no estudo de Xu e colaboradores, foi proposto a etapa (d) para a 

síntese direta do derivado LDT537 (26) adicionando à reação 18 equivalente do 

cloridrato de hidroxilamina e 18 equivalentes a mais de hidróxido de sódio. Por meio 

deste método não foi possível obter o composto-alvo 26, porém, obteve-se o 

composto oxima em rendimento de 18 %.  

Uma vez que o rendimento global para obtenção do hidroxamatos LDT537 (26) 

foi de 8,8 % e envolveu 5 etapas, o presente estudo proporcionou sua obtenção em 

apenas duas etapas – O-metilação e ozonólise com tratamento com hidroxilamida em 

meio básico – em rendimento global de 14 % superior ao anteriormente obtido. Esta 

alternativa mais direta para obtenção dos ácidos hidroxâmicos envolveu economia de 

átomos com diminuição de etapas e geração de resíduos, consistente com os 

objetivos do grupo de desenvolvimento de fármacos sustentáveis aportados na 

bioeconomia. 

 

7.2 AVALIAÇÃO DOS PERFIS DE ATIVIDADE IN VITRO 

 

7.2.1 Avaliação do perfil de atividade inibitória de histonas desacetilases humanas 

(hHDACs) 

  

Os compostos LDT536 (25) e LDT537 (26) foram submetidos à avaliação in 

vitro do perfil de atividade frente a histonas desacetilases humanas da classe I 

(HDAC1, HDAC2, HDAC3 e HDAC8), classe II (HDAC4, HDAC5, HDAC6, HDAC7, 

HDAC9 e HDAC10) e classe IV (HDAC11) realizada por Reaction Biology Corporation 

(RBC). Os resultados da atividade inibitória dos compostos-alvos encontram-se no 

Gráfico 1. 
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Gráfico 1: Perfil de inibição dos compostos 25 e 26. 

 

 

*TSA: Padrão. 

Os resultados obtidos confirmam o planejamento racional pela funcionalização 

dos derivados do LCC que apresentaram perfil pan-HDAC frente às histonas 

desacetilases humanas. Os derivados LDT536 (25) e LDT537 (26) apresentam 

atividade inibitória frente às histonas desacetilases humanas das classes I (HDAC1, 

HDAC2, HDAC3, HDAC8), IIb (HDAC6, HDAC10) e IV (HDAC11) sendo classificados 

como inibidores pan-HDACs seletivos comparados à tricostatina A (13) ou ao SAHA 

(15) (Figura 13). 

Particularmente, os derivados 25 e 26 apresentam diferentes perfis de atividade 

para cada classe de HDAC. Neste sentido, considerando a classe I – HDAC1 

(LDT536: 90 %; LDT537: 83 %), HDAC2 (LDT536: 85 %; LDT537: 74 %), HDAC3 

(LDT536: 89 %; LDT537: 82 %) e HDAC8 (LDT536: 82 %; LDT537: 83 %), os 

derivados LDT536 (25) e LDT537 (26) mostram inibição de todas as HDACs com 

percentual variando de 74 % a 90 %. 

Considerando a classe II, esta pode ser dividida nas classes IIa (HDAC4, 

HDAC5, HDAC7 e HDAC9) e IIb (HDAC6 e HDAC10). A avaliação do perfil frente às 

HDACs da classe IIa – HDAC4 (LDT536: 6 %; LDT537: 0 %), HDAC5 (LDT536: 37 %; 

LDT537: 30 %), HDAC7 (LDT536: 8 %; LDT537: 5 %) e HDAC9 (LDT536: 8 %; 
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LDT537: 8 %) – revela que os derivados LDT536 (25) e LDT537 (26) são inativos (0 

%) ou apresentam percentual de inibição menor que 50 %, variando de 5 % a 37 %). 

Por outro lado, 25 e 26 inibiram as HDACs da classe IIb – HDAC6 (LDT536: 99 %; 

LDT537: 98 %) e HDAC10 (LDT536: 80 %; LDT537: 69 %) – com percentual variando 

de 69 % a 99 %, com destaque para a HDAC6.  

Por fim, os derivados LDT536 (25) e LDT537 (26) apresentam perfis distintos 

quanto à capacidade de inibir a HDAC11 – representante da classe IV – em que 25 

tem inibição de 42 %, portanto abaixo do limite de corte de 50 %, enquanto 26 inibe a 

HDAC11 um pouco acima do mesmo limite com percentual de inibição da atividade 

enzimática em torno de 55 %.  

Tomando o perfil de inibição a partir de 50 %, o derivado LDT536 (25) tende a 

atuar, em concentração a 10 µM, como inibidor seletivo para as HDAC1, HDAC2, 

HDAC3 e HDAC8 (classe I) e HDAC6 e HDAC10 (classe IIb). Por sua vez, o derivado 

LDT537 (26) tende a atuar, na mesma concentração de 10 µM, como inibidor seletivo 

para as HDAC1, HDAC2, HDAC3 e HDAC8 (classe I), HDAC6 e HDAC10 (classe IIb) 

e HDAC11 (classe IV). Portanto, quando comparado à tricostatina A (13) ou ao SAHA 

(15), os derivados LDT536 (25) e LDT537 (26) podem ser classificados como 

inibidores pan-HDAC seletivos.  

 Estudos adicionais desenvolvido por Romeiro e colaboradores, determinaram 

os valores de CI50 submicromolares frente às HDAC1 e HDAC6 para 25 (CI50_HDAC1: 

316,2 nM e CI50_HDAC6: 190,1 nM) e 26 (CI50_HDAC1: 774,7 nM e CI50_HDAC6: 215,4 nM) 

na mesma ordem de grandeza encontrada para o SAHA (15, CI50_HDAC1: 195,5 nM e 

CI50_HDAC6: 41,9 nM). Adicionalmente, foram determinados os valores de pKa de 9,65 

para LDT536 (25) e 9,58 para LDT537 (26). 

Uma vez que a modulação dos perfis de inibição está diretamente relacionada 

às diferenças estruturais, a primeira consideração sobre as particularidades nos 

arcabouços moleculares dos derivados LDT536 (25), LDT537 (26) e SAHA (15) é a 

natureza e comprimento de seus espaçadores (linker). Para o SAHA (15), o 

espaçador, baseado na estrutura do ácido octanodióico (subérico), possui 6 unidades 

metilênicas (CH2) e uma N-fenilamida com comprimento entre 10-12 Å para a 
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conformação estendida, sendo classificado como heterogêneo pela presença do 

átomo de nitrogênio da amida na cadeia. 

Em termos de reconhecimento molecular, a presença da função amida no 

espaçador confere a presença de dipolos permanentes negativos para a carbonila e 

nitrogênio e dipolo positivo para o hidrogênio ligado ao nitrogênio em ressonância 

culminando no perfil de interação hidrofílico. Desta forma, o espaçador para o SAHA 

(15) possui ambos os perfis hidrofóbico e hidrofílico (biofórico). Por sua vez, ambos 

os derivados LDT536 (25), LDT537 (26) possuem espaçador com 7 unidades 

metilênicas e comprimento entre 12-14 Å para a conformação estendida, sendo, 

portanto, hidrofóbico pela presença exclusiva de dipolos transientes carbono-

hidrogênio e induzido carbono-carbono (Figura 27). 

Figura 27: Representação do espaçador dos compostos 25 e 15. 

 

A segunda variação ocorre na subunidade auxofórica CAP – responsável pela 

modulação do perfil de atividade observado. No SAHA (15), a subunidade CAP 

compreende o grupo fenila não-substituído, que confere perfil hidrofóbico aromático 

pela presença de dipolos transientes. Adicionalmente, devido à presença do átomo de 

nitrogênio diretamente ligado ao anel fenila, a densidade eletrônica no anel aromático 

é resultado dos efeitos eletrônicos indutivo retirador de elétrons (-I) pela 

eletronegatividade do nitrogênio bem como mesomérico doador (+M) e retirador (-M) 

de densidade eletrônica, originados quando o par de elétrons não-ligantes do átomo 

de nitrogênio está em ressonância com o anel aromático (+M) ou com a carbonila (-

M), respectivamente. Para os derivados LDT536 (25), LDT537 (26), o padrão de 

substituição nos respectivos anéis aromáticos é diferente.  

Para o derivado LDT536 (25), o anel aromático dissubstituído tem as presenças 

do grupo metoxila e da cadeia lateral, na posição meta à metoxila, que conferem perfil 

biofórico hidrofóbico aromático, considerando a presença de dipolos transientes, e 
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hidrofílico pelo dipolo negativo da metoxila que pode atuar nas interações de Keesom 

como aceptor de ligação de hidrogênio (ALH) e íon-dipolo com cátions em 

aminoácidos complementares. Por sua vez, a densidade eletrônica no anel aromático 

é resultado dos efeitos indutivos (I) – doador (+I) da cadeia lateral hidrofóbica e 

retirador (-I) do grupo metoxila – e mesoméricos (M) – doador (+M) tanto pelas duas 

estruturas hiperconjugativas do grupo metileno diretamente ligado ao anel quanto pelo 

par de elétrons não-ligantes do átomo de oxigênio do grupo metoxila em ressonância 

com o anel aromático. 

Por sua vez, o derivado LDT537 (26) possui anel aromático trissubstituído que, 

além dos grupos metoxila e da cadeia lateral na posição meta à metoxila encontrada 

para derivado LDT536 (25), apresenta grupo carbometoxila – no carbono entre a 

metoxila e a cadeia lateral – que aumenta o caráter hidrofílico pela presença de dipolos 

negativos da carbonila e do segundo grupo metoxila capazes de atuar nas interações 

de Keesom como aceptores de ligação de hidrogênio (ALH) e íon-dipolo com cátions 

em aminoácidos complementares. Adicionalmente, a presença do éster metílico altera 

a densidade eletrônica no anel aromático como resultado dos efeitos indutivo e 

mesomérico retiradores (-I, -M) do grupo carbometoxila ressonância com o anel 

aromático. 

A funcionalização dos lipídeos fenólicos do LCC como modulador epigenético 

é oportuno para o desenvolvimento de novos medicamentos de baixo custo, acessível, 

bem como, a sua utilização vinculada a amplo espectro de patologias moduladas por 

histonas desacetilases. 

Em patógenos fúngicos não se sabe como é regulada a instabilidade do 

genoma induzida pelo estresse, porém, há indícios que a regulação epigenética 

mediada pela cromatina apresente papel fundamental nesse processo, uma vez que 

as enzimas eucarióticas são conservadas e as espécies fúngicas apresentam pelo 

menos seis homólogos das HDACs humanas (SMITH e EDLIND, 2002; BUSCAINO, 

2019). 
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7.2.2 Estudo de docagem molecular frente a HDAC1 e HDAC6 

 

Os estudos de docagem molecular do derivado LDT536 (25) frente às HDAC1 

e HDAC6 (ROMEIRO, et al., 2019) evidenciaram interações do tipo íon-dipolo do 

grupo hidroxamato com o zinco por meio de quelação bidentada e estabilização por 

meio de interações polares com os resíduos de His140 e Tyr303 (HDAC1), e His610 

e Tyr782 (HDAC6) (Figura 28). A cadeia alifática apresenta maiores contatos apolares 

em HDAC6 (com His611, Phe620, His651, Phe680 e Leu749) quando comparada à 

HDAC1 (Phe150, His178 e Leu271). Este resultado está de acordo com os achados 

da literatura uma vez que a enzima HDAC6 é caracterizada pela presença de bolsão 

hidrofóbico maior. 

Figura 28: Estudo de docagem molecular do LDT536 (25) 

 

Legenda: A: Interação do derivado LDT536 (26) com sítio catalítico da HDAC1; B: Interação do 
derivado LDT536 (26) com sítio catalítico da HDAC6. Fonte: ROMEIRO et al, 2019. 

 

A 

B 
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As enzimas histonas desacetilases, de um modo geral, possuem domínio 

catalítico com 300 a 400 resíduos de aminoácidos. Por sua vez, HDAC6 aparece como 

único membro com dois domínios catalíticos, o que resulta em estrutura mais 

volumosa (MEREK, 2018). Como observado na Figura 28, a interação com a 

subunidade CAP pode ser favorecida com o aumento do espaçador ou grupos mais 

volumosos para maior aproximação com a His499, potencializando a interação. 

A HDAC6 se apresenta como alvo interessante a ser explorado por apresentar 

características distintas dentro da classe. Estudo de docagem realizado por YANG e 

colaboradores (2018) revelou a presença de bolsão de reconhecimento molecular 

mais profundo e largo formado principalmente por aminoácidos hidrofóbicos. Isto 

sugere que moléculas com características hidrofóbicas, como os derivados do LCC, 

podem apresentar maior interação neste alvo. 

O estudo realizado por Romeiro (2019) também elucidou a capacidade dos 

compostos 25 e 26 permearem, de forma passiva, a barreira hematoencefálica. Por 

meio do ensaio de permeabilidade em membrana artificial paralela foi previsto que os 

compostos apresentariam biodisponibilidade no sistema nervoso central. Uma vez que 

a doença criptocócica está relacionada  a características neurológicas, compostos 

antifúngicos que apresentem penetração no SNC e custo acessível para amplo 

acesso em países em desenvolvimento são de grande interesse para o 

desenvolvimento de novas terapias. A meningite criptocócica é caracterizada por 

complicações no tratamento devido à dificuldade de medicamentos que ultrapassem 

a barreira hematoencefálica. 

As famílias Rpd3 e Hda1 além de desempenharem diversas funções nos 

mecanismos de virulência, também são conhecidas como reguladoras da 

desacetilação de Hsp90, que nos fungos age regulando os mecanismos de 

resistência. Sendo assim, estudos com inibidores HDACs para avaliação antifúngica, 

principalmente para as classes I e II, são estratégias relevantes para a diminuição da 

permanência, incidência e eliminação do fungo. A obtenção de inibidores mais 

seletivos ou sinérgicos dentro das classes I e II possibilitaria maior conhecimento da 

atuação desses compostos e se comprovada a sua atividade nas histonas 

desacetilases fúngicas, representaria uma melhor resposta ao tratamento de 

infecções causadas por esses patógenos. 
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Os sítios de interações das HDACs possuem grande similaridade dificultando 

a obtenção de ligantes seletivos. Uma vez que as HDACs humanas das classes I e II 

estão relacionadas às Rpd3 e Hda1 em fungos, XIAOFANG e colaboradores (2015) 

realizaram estudo no qual demonstraram que o uso do HDACi TSA (13) diminuiu a 

resistência a azóis em espécies de C. albicans. 

Os derivados LDT536 (25) e LDT537 (26), ainda que não apresentem o grupo 

amida na subunidade CAP e tenham espaçador hidrofóbico com menos um grupo 

metileno, validaram o planejamento apresentando atividade pan-HDAC assim como o 

SAHA (15). 

 

7.2.3 Avaliação da sensibilidade em espécies fúngicas 

O método de microdiluição em caldo para os testes de sensibilidade de 

compostos antifúngicos é utilizado para analisar a capacidade dos fungos crescerem 

em poços de placas de meio de cultura líquido contendo diluições seriadas dos 

compostos em determinado período de tempo (DRA, et al., 2022). Dado o crescente 

número de infecções invasivas causadas por fungos filamentosos resistentes aos 

antifúngicos, como o S. brasiliensis, protocolos como o M38-A2 do CLSI padronizam 

condições de testes de referência para a obtenção de resultados concordantes.  

 Os IC CEMM utilizadas no presente estudo pertencem à coleção do Centro 

Especializado em Micologia Médica (CEMM). Essa coleção apresenta foco primário 

em patógenos humanos e animais obtidos diretamente de processos infeciosos, 

microbiota ou meio ambiente (https://www.cemm-ufc.org/micoteca acessado em: 

16/01/2021). 

Os resultados para a sensibilidade in vitro dos derivados 25 e 26 para as formas 

planctônicas são apresentados na Tabela 9.  

 

 

 

https://www.cemm-ufc.org/micoteca
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Tabela 9: Sensibilidade in vitro de diferentes espécies fúngicas aos compostos LDT536 (25) e LDT537 
(26), realizado por meio do método de microdiluição em caldo, protocolo estabelecido pelo CLSI. 

Cepas/IC 

CIM (µg/mL) 

LDT536 (25) LDT537 (26) SAHA (15) 

Porcentagem de inibição do crescimento fúngico (%) 

50 80 100 50 80 100 50 80 100 

C. albicans ATCC 10231 >64 - - 32 64 >64 >64 - - 

C. tropicalis ATCC 750 >64 - - >64 - - >64 - - 

C. tropicalis CEMM 03-6-079(IC) 32 >64 - 8 64 >64 - - - 

C. neoformans ATCC 90113 32 >64 - 16 32 >64 64 - - 

C. neoformans CEMM 03-1-105(IC) 32 >64 - 16 32 >64 - - - 

S. brasiliensis CEMM 05-3-050(IC) 32 >64 - 16 32 >64 64 - - 

S. brasiliensis CEMM 05-3-075(IC) 64 >64 - 16 64 >64 - - - 

   Legenda: CIM: concentração inibitória mínima.  Capaz de inibir 100%, 80% e 50% do crescimento 
fúngico em comparação com o crescimento fúngico nos poços sem a presença das substâncias. 

 

Na avaliação da sensibilidade em células planctônicas nenhum composto foi 

capaz de inibir 100 % do crescimento fúngico nas concentrações testadas. De maneira 

geral, o composto LDT537 (26) mostrou melhor perfil inibitório que os compostos 

LDT536 (25) e SAHA (15) para a maioria dos isolados avaliadas, exceto para C. 

tropicalis ATCC 750 em que todos apresentaram resultado similar, com destaque para 

o IC CEMM 03-6079 (C. tropicalis) em que foi capaz de inibir 50 % do crescimento 

fúngico à concentração de 8 µg/mL. 

A comparação entre as CIM50 dos compostos 25, 26 e SAHA (15) – inibidor 

HDAC de referência para o planejamento dos novos compostos (25 e 26) – revelou 

melhor 15 apresentou perfil similar ao derivado LDT536 (25) para C. albicans ATCC 

10231 e C. tropicalis ATCC 750 (MIC50 >64 µg/mL) e inferior para as demais avaliadas 

i.e. C. neoformans ATCC 90113 e S. brasiliensis CEMM 05-3-050.  

O composto 15, é classificado como inibidor pan-HDAC para as classes I 

(HDAC1, HDAC2, HDAC3 e HDAC8), Classe IIa (HDAC4, HDAC5, HDAC7, HDAC9), 

IIb (HDAC6 e HDAC10) e IV (HDAC 11), diferentemente dos compostos LDT536 (25) 

e LDT537 (26) não inibem a classe IIa, sendo, portanto, inibidores pan-HDAC 

seletivos.  
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Na homologia com os fungos, temos que a Classe I corresponde à Rpd3 e a 

classe II à Hda1. As HDACs IIa estão localizadas no núcleo e, após fosforilação por 

quinases, são transportadas para o citoplasma, já as HDACs IIb são localizadas no 

citoplasma, logo, atuam por meio de várias proteínas não-histona que são substratos 

para a atividade de desacetilação. (PULYA, et al., 2021). Estes resultados sugerem 

que os compostos 25 e 26 podem contribuir para maior sensibilidade. 

Estudo realizado por Li e colaboradores (2022) avaliou uma série de doze 

compostos inibidores HDACs e o composto SAHA (15) em C. albicans e obtiveram 

CIM80 maior que 64 µg/mL. No entanto, quando em sinergismo com o fluconazol (3), 

o perfil inibitório melhorou em até 16 vezes. Diversos estudos têm demonstrado o 

importante papel de inibidores HDACs para a atividade antifúngica quando testados 

para mecanismos de virulência ou em terapias combinadas para aumentar o potencial, 

a eficácia e seletividade fúngica, ao mesmo tempo em que reduz a evolução da 

resistência medicamentosa devido à diminuição de doses (PFALLER, et al., 2009; 

BRANDÃO, et al., 2016; LI, et al., 2015 RAJASEKHARAN, et al., 2018; MORAIS, et 

al., 2020; IYER, et al., 2021; LI, et al., 2021; RANJAN, et al., 2021; ZHU, T. et al.,2021). 

Neste contexto, o composto LDT537 (26), por apresentar melhor perfil inibitório que 

LDT536 (25), foi submetido ao teste de sinergismo com os antifúngicos azólicos 

fluconazol (3), voriconazol (4) e itraconazol (34). 

 

7.2.4 Avaliação do sinergismo entre azóis e LDT537(26) em células planctônicas 

 A partir dos resultados de sensibilidade, o composto LDT537 (26) foi 

selecionado para avaliação da interação in vitro juntamente com os antifúngicos 

azólicos: fluconazol (3), itraconazol (4) e voriconazol (34). Os resultados obtidos estão 

descritos na Tabela 10. Os testes de interação foram realizados utilizando o método 

de tabuleiro de xadrez (checkerboard) no qual duas substâncias são combinadas em 

diferentes concentrações frente às células fúngicas. Após as leituras, os resultados 

encontrados foram inseridos no cálculo de concentração inibitória fracionada para 

encontrar o índice de concentração inibitória fracionada (ICIF). A interação foi 

classificada da seguinte forma: sinérgica (CIFI ≤ 0,5), indiferente (0,5 < CIFI ≤ 4,0) ou 

antagônico (CIFI > 4,0) (ODDS, 2003).  
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A combinação de dois compostos é chamada de sinérgica quando o efeito da 

combinação é maior que o efeito do composto sozinho, o que pode indicar dois alvos 

diferentes para sua ação. Para o sinergismo é interessante o uso de duas classes 

diferentes de medicamentos, a modo de evitar atividade competitiva (CHAND, et al., 

2021). 

Tabela 10: Avaliação da interação sinérgica do composto LDT 537 (26), SAHA (15) e 
compostos azólicos. 

Cepas/IC 
CIM (µg/L) 

CIFI 
FLC LDT537 FLC/LDT537 

F
lu

c
o
n

a
z
o

l 

C. albicans ATCC 10231 2 64 0.25/2 0.16s 

C. tropicalis ATCC 750 0.5 128 0.50/2 1.01i 

C. tropicalis CEMM 03-6-079(IC) 64 16 0.25/2 0.13s 

C. tropicalis CEMM 03-6-077(IC) 64 64 0.25/2 0.03s 

     

 FLC SAHA FLC/SAHA  

C. albicans ATCC 10231 4 >64 2/16 0.75i 

C. tropicalis ATCC 750 0.5 >64 0.50/8 1.13i 

      

V
o

ri
c
o
n

a
z
o

l 

 VRC LDT537 VRC/LDT537  

C. tropicalis CEMM 03-6-077(IC) 8 64 0.125/2 0.05s 

     

 VRC SAHA VRC/SAHA  

C. albicans ATCC 10231 0.25 >64 0.25/16 1.25i 

C. tropicalis ATCC 750 0.031 >64 0.06/8 2.13i 

      

It
ra

c
o
n

a
z
o

l 

 ITC LDT537 ITC/LDT537  

S. brasiliensis CEMM 05-3-050(IC) 2 32 0.25/4 0.25s 

S. brasiliensis CEMM 05-3-075(IC) 2 64 0.25/4 0.19s 

     

 ITC SAHA ITC/SAHA  

C. albicans ATCC 10231 1 >64 0.5/16 0.65i 

S. brasiliensis CEMM 05-3-075(IC) 4 64 2/4 0.59i 

C. tropicalis ATCC 750 0.063 >64 0.125/8 0.65i 

Legenda: FLC: fluconazol; VRC: voriconazol; ITC: itraconazol; CIM: concentração inibitória mínima. 
ICIF: índice de concentração inibitória fracionada. S: Sineergismo. i: Indiferente. 
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De maneira geral, a combinação do composto LDT537 (26) com todos os 

antifúngicos azólicos (FLC, VRC e ITC) mostrou atividade sinérgica, exceto para a 

cepa C. tropicalis ATCC 750 para a qual foi indiferente. Diferentemente, o composto 

de referência SAHA (15), não apresentou sinergia para as cepas e IC avaliados.  

Considerando o agente antifúngico fluconazol (3), o derivado 26 foi capaz 

diminuir a concentração do fluconazol em 4 vezes para a C. albicans ATCC 10231 e 

em 256 vezes paraC. tropicalis CEMM 03-6-079 e CEMM 03-6-077. Por sua vez, ainda 

que não tenha sido evidenciado sinergismo para C. tropicalis (ATCC 750), houve 

redução da concentração do derivado 26 em 64 vezes na presença do fluconazol. Os 

resultados apontam para a hipótese de que 26 parece atuar nos mecanismos 

significativos na proliferação, no entanto, estudos específicos são necessários para 

corroborar essa ação. Adicionalmente, os dados sobre cepas de C. tropicalis mostram 

que o composto 26 apresentou melhor resposta para isolados clínicos comparada à 

ATCC. 

Por sua vez, a combinação entre o voriconazol (34) e 26 mostrou sinergismo 

para a único IC avaliada (C. tropicalis CEMM 03-6-077) enquanto foi indiferente para 

15 nas cepas testadas (C. albicans ATCC 10231 e C. tropicalis ATCC 750). Neste 

sentido, 26 diminuiu a CIM do voriconazol (34) em 64 vezes para IC de C. tropicalis 

CEMM 03-6-077 considerada mais resistente. 

Por fim, a combinação entre itraconazol (4) e os inibidores HDAC 26 e 15 para 

os IC de S. brasiliensis (CEMM 05-3-050 e CEMM 05-3-075) mostrou sinergismo para 

o composto 26 com redução da CIM para o itraconazol em 8 vezes. Por sua vez o 

SAHA (15) não apresentou sinergismo.  

O composto LDT537 (26) aumentou a atividade dos azóis contra Candida spp. 

e S. brasiliensis, reduzindo as CIM antifúngicas observadas. Em tese, a atividade 

sinérgica, foi benéfica, diminuindo as concentrações dos compostos, o que para uso 

clínico, pode reduzir toxicidade por meio da redução das doses, retardar ou impedir o 

desenvolvimento de resistência e prevenir o aparecimento de mutantes (SPITZER, et 

al., 2017). 

O alinhamento das espécies fúngicas, bem como os ensaios com o composto 

25 constituem as perspectivas deste estudo para determinar o melhor composto com 

atividade sinérgica. No entanto, os resultados obtidos, apontam o composto 26 como 

inibidor de histonas desacetilase, obtido de uma fonte natural e abundante no Brasil, 
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com atividade sinérgica contra as cepas e IC fúngicos de C. albicans – espécie 

patogênica relacionada a óbitos – e C. tropicalis – espécie emergente com elevada 

resistência. Adicionalmente, foi observada atividade sinérgica para S. brasiliensis, 

fungo zoonótico emergente no Brasil, principalmente em felinos. A fim de explorar 

outras potencialidades desses compostos, LDT536 (25), LDT537 (26) e SAHA (15) 

foram submetidos ao teste de sensibilidade em células sésseis. 

 

7.2.5 Avaliação da sensibilidade em células sésseis 

Os resultados da sensibilidade em células sésseis estão expressos em 

porcentagem de atividade metabólica sendo estabelecido o controle como 100 % de 

atividade metabólica. Os resultados obtidos para os compostos LDT536 (25) e SAHA 

(15) e LDT537 (26) e SAHA (15) para C. albicans e C. tropicalis estão representados 

na forma gráfica nas Figuras 29 e 30, respectivamente. 

Figura 29: Sensibilidade de biofilmes em formação de Candida spp. dos compostos LDT536 (25) e 
SAHA (15) para C. albicans ATCC 10231 (A e C) e C. tropicalis ATCC 750 (B e D).  

 

Legenda: O controle representa o biofilme sem a adição dos compostos. Os resultados estão expressos 
em porcentagem de atividade metabólica, sendo estabelecido o controle como 100 % de atividade 
metabólica. 
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Figura 30: Sensibilidade de biofilmes em formação de Candida spp. dos compostos LDT537 (26) e 
SAHA (15) para C. albicans ATCC 10231 (A e C) e C. tropicalis ATCC 750 (B e D).  

 

Legenda: O controle representa o biofilme sem a adição dos compostos. Os resultados estão expressos 
em porcentagem de atividade metabólica, sendo estabelecido o controle como 100 % de atividade 
metabólica.  

 

Os dois compostos-alvos, 25 e 26, apresentaram melhor perfil inibitório na 

formação de biofilmes em comparação com o SAHA (15). Para C. albicans, LDT537 

(26) apresentou redução de 50 % na produção de biofilme em todas as concentrações 

testadas, com excelente perfil na concentração de 4 µg/mL. Já para C. tropicalis, foi 

observada redução de 50 % na formação do biofilme apenas pelo composto LDT536 

(25) na concentração de 32 µg/mL (Figura 29). 

Uma das barreiras na efetividade do tratamento terapêutico é a penetração da 

matriz extracelular que age como barreira dificultando a difusão dos antifúngicos. As 

células sésseis constituem fator de virulência fúngica que permite a sobrevivência em 

ambientes hostis, bem como a adesão em superfícies. Fatores de resistência 

medicamentosa e.g. o aumento da expressão de proteínas, bombas de efluxo, 

modificações na composição da membrana plasmática e a matriz extracelular, 

participam da manutenção da sobrevivência e proliferação de biofilmes (BEERMAN e 

KRYSAN, 2020; SERAFINI et al., 2021). Os resultados das CIM50 e CIM90 para os 

compostos LDT536 (25), LDT537 (26) e SAHA (15) para C. albicans, C. tropicalis e C. 

neoformans estão apresentados na Tabela 11.
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Tabela 11: Inibição da formação de biofilme de Candida spp., C. neoformans, de S. brasiliensis (forma filamentosa).  

Compostos 

C. albicans 

ATCC 10231 

C. tropicalis 

ATCC 750 

C. neoformans 

ATCC 90113 

C. neoformans 

ATCC 121 

S. brasiliensis 

CEMM 05-3-075 

S. brasiliensis 
SS64  

CEMM 05-3-050 

(g/mL) 

CIM 

CIMS 

CIM 

CIMS 

CIM 

CIMS 

CIM 

CIMS 

CIM 

CIMS 

CIM 

CIMS 

50 90 50 90 50 90 50 90 50 90 50 90 

LDT536 (25) 256 32 >256 128 128 >256 64 256 >256 128 128 256 64 >256 >256 64 >256 >256 

LDT537 (26) >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 

SAHA (15) >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 

VRC (34) 0,03 >16 >16 4 >16 >16 0,125 4 >16 0,125 >16 >16 16 8 >64 8 4 >64 

ITC (4) 16 >16 >16 8 >16 >16 0,125 0,25 >16 0,25 0,25 >16 2 8 >32 2 8 >32 

FCL (3) 0,06 >64 >64 4 >64 >64 8 64 >64 8 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 >64 

Legenda: CIM: Concentração inibitória mínima de células planctônicas; CIMS50: concentração inibitória mínima de células sésseis capaz de inibir em 50% a 
atividade metabólica do biofilme; CIMS90: concentração inibitória mínima de células sésseis capaz de inibir em 90% a atividade metabólica do biofilme. 
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Na formação de biofilme de C. neoformans apenas o composto 25 apresentou 

atividade inibitória relevante, no entanto, seu melhor resultado foi para os biofilmes de 

C. albicans em que, à concentração de 32 µg/mL, foi capaz de inibir a atividade 

metabólica em 50 % – valor 8 vezes inferior à CIM.  

Para os biofilmes de S. brasiliensis, os compostos-alvo 25 e 26 não 

apresentaram inibição significativa. Os compostos foram analisados quanto à 

atividade na biomassa total dos biofilmes com cristal violeta. Para esta análise o 

composto LDT536 (25) apresentou maior capacidade inibitória sobre a biomassa total 

dos biofilmes de leveduras que sobre sua atividade metabólica, principalmente para 

as cepas C. albicans e C. neoformans ATCC 121 (Figura 31). 

Figura 31: Inibição da biomassa total de biofilme de cepas de Candida spp., C. neoformans e 
S. brasiliensis (forma filamentosa). 

 

Legenda: Valores de absorbância convertidos para porcentagem, onde o controle positivo (sem adição 
de drogas) foi considerado com 100% da biomassa total. Itraconazol foi utilizado como exemplo para a 
atividade de antifúngicos clássicos frente às cepas analisada. Cont +: controle positivo, sem adição de 
drogas; ITRZ: itraconazol 
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Para a biomassa total, o composto 26 apresentou atividade significativa na 

maior concentração testada (256 µg/mL) para C. albicans, enquanto os melhores 

resultados foram para o composto 25, principalmente para C. tropicalis. Este estudo 

sugere que o composto LDT536 (25) pode atuar sobre a formação do biofilme, mas 

não necessariamente causar danos sobre a célula fúngica. Dado que a inibição das 

enzimas HDACs fúngicas, classificadas em três tipo: Classe I (Rpd3a, Rpd3b, Hos1 e 

Hos2), classe II (Hda1 e Hos3) e classe III (Sir2 e Hst), são correlatadas ao 

favorecimento da redução na resistência antifúngica, a inibição dos fatores de 

virulência e formação de biofilmes em C. albicans, C. neoformans (LIU, et al., 2018), 

estes resultados estão em conformidade com os indicativos de atividade nas enzimas 

HDACs fúngicas, contudo, é necessário estudos específicos para corroborar este 

efeito. 

 

7.2.6 Avaliação por microscopia eletrônica de varredura 

Uma vez que o composto LDT537 (26) exibiu boa resposta para C.albicans – 

uma das espécies mais presentes nas infecções nosocomiais e também de maior 

gravidade devido a infecção sistêmica – este foi submetido à avaliação por 

microscopia eletrônica de varredura. Nestas análises foi possível notar que o 

composto 26 reduz consideravelmente o número de células presente no biofilme de 

C. albicans. O biofilme perde complexidade e tem a sua quantidade de matriz 

reduzida. À medida que a concentração de 26 aumenta é possível observar redução 

na filamentação como observado na Figura 32. 
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Figura 32: Imagens obtidas utilizando microscopia eletrônica de varredura de biofilme de Candida 
albicans formado na presença de diferentes concentrações do composto LDT 537. (A) controle de 
crescimento sem o composto; (B) LDT 537 16 µg/mL, note a redução da produção de matriz 
extracelular; (C) LDT 537 32 µg/mL, há uma redução na produção de filamentos e desorganização na 
estrutura do biofilme; (D) LDT 537 64 µg/mL, pouco ou nenhum filamento é observado. 

 

As células de C. albicans aderem a superfícies bióticas e abióticas. Após a 

adesão, essas células proliferam. Elas se alongam e proliferam ao longo da formação 

do biofilme. O biofilme é considerado maduro em aproximadamente 24 horas, 

caracterizado por mistura estruturada de células de levedura, pseudo-hifa e hifa 

(LOHSE, et al., 2018). 

De acordo com os testes anteriores o derivado LDT537 (26) apresentou melhor 

perfil para C. albicans na inibição do biofilme. Os biofiolmes de C. albicans possuem 

matriz altamente estruturada com células em forma de levedura, pseudo-hifas e hifas 

e podem ser formados em meio abiótico e biótico. Devido a essas características, os 

antifúngicos existentes são ineficazes para as células de biofilme (LOHSE, et al., 

2018). Os resultados preliminares sugerem que a abordagem de inibidores HDACs 

para a ação antifúngica apresenta potencial atividade contra os fatores de virulências 

das espécies fúngicas analisadas. 
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7.2.7 Ensaio de citotoxicidade 

 

Nos ensaios de citotoxicidade realizados com células RAW 264.7, o composto 

LDT536 (25) apresentou citotoxicidade apenas na concentração máxima de 200 µM 

(53,07 µg/mL). Por sua vez, LDT537 (26) se mostrou citotóxico a partir da 

concentração de 6,25 µM (2,02 µg/mL) como demonstrado na Figura 33. 

Figura 33:  Efeito dos compostos LDT536 (A) e LDT537 (B) na viabilidade celular em células 

RAW 264.7.  

 

Legenda: Os valores são expressos como média ± SEM de três determinações independentes. 
CP = controle positivo. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 vs. Controle (ANOVA, seguido pelo Teste de 
Student-Newman-Keuls). 

 Nos testes de toxicidade contra macrófagos murinos (células RAW 264.7), o 

derivado LDT536 (25) não apresentou efeito da dose letal mediana (DL50) em 

nenhuma das concentrações testadas. Por sua vez, nas mesmas condições, o 

derivado LDT537 (26) mostrou DL50 em aproximadamente 16 µg/mL (49 µM) – 

concentração próxima à que inibiu o crescimento fúngico. No entanto, na análise de 

sinergismo por combinação com antifúngicos azólicos, a concentração inibitória do 

composto LDT537 (26) diminui consideravelmente (2-4 µg/mL), abaixo da 

concentração tóxica contra células murinas (16,2 µg/mL) como demonstrado na 

Tabela 12. 

Tabela 12: Toxicidade dos compostos 26 e 27. 

Composto 
CIM50 Toxicidade 

SI 
g/mL µM g/mL µM 

LDT536 (25) 32 120,6 53,1 200,1 1,66 

LDT537 (26) 16 49,48 16,2 50,1 1,01 
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7.2.8 Ensaio de toxicidade in vivo 

 

Larvas da mariposa Galleria Mellonella têm sido amplamente usadas para 

estudar a virulência de patógenos como os fungos. Estas larvas são de fácil 

inoculação, bom custo-benefício e sem restrições éticas. O seu ciclo de vida completo 

tem duração de aproximadamente 6 semanas, sobrevivem em temperaturas de 37 ºC, 

pesam entre 180-350 mg, apresentam 250-300 mm de comprimento e reproduzem 

bem os fatores de virulência. Adicionalmente, apresentam sistema imunológico 

funcional e estruturalmente semelhante ao sistema imunológico inato dos mamíferos 

(IGNASIAK e MAXWELL, 2017; SHEEHAN e KAVANAGH, 2018; SUAY-GARCÍA, et 

al., 2019).  

Estudos sugerem o uso das larvas de G. mellonella como primeiro passo para 

a triagem de compostos antes dos testes em mamíferos. Para o estudo de patógenos 

fúngicos, este modelo tem apresentado bons resultados e bastante explorado nos 

ensaios in vivo para testar a eficácia de novos compostos antifúngicos (FIRACATIVA, 

et al., 2020; PIATEK, SHEEHAN e KAVANAGH, 2021).  

O estudo da toxicidade in vivo é de extrema importância para compostos líderes 

com eficácia in vitro, pois indica possíveis limitações para seu uso em humanos. 

Habitualmente, estes testes são realizados em roedores, porém, este modelo 

experimental é longo, caro e relacionado a fatores éticos. A produção científica de alta 

qualidade está baseada no padrão dos 3Rs (do inglês: Replacement, Reduction and 

Refinement), ou seja, substituição, redução e refinamento com impacto na redução do 

uso de animais. Este estudo analisou a toxicidade em diferentes solventes para este 

modelo e identificou concentrações de até 30 % para os solventes DMSO, metanol e 

ácido acético (SUAY-GARCÍA, et al., 2019). 

Ensaios em cultura de células podem aumentar a toxicidade de compostos 

químicos e é comum encontrar resultados diferentes em diferentes laboratórios, 

devido à diferença das linhagens utilizadas, métodos de preservação e cultura e 

número de passagem (ALLEGRA et al., 2018). Por isso análises in vivo no modelo de 

G. mellonella podem fornecer informações mais precisas das concentrações ideais. 

Este modelo ainda precisa de mais estudos, pois não possuem imunidade adaptativa 
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na forma de anticorpos, citocinas e células natural killer, o que dificulta a determinação 

da resposta imune dos mamíferos (PIATEK, SHEEHAN e KAVANAGH, 2021).  

As larvas da mariposa da cera, G. mellonella, possuem sistema imunológico 

inato que é estruturalmente e funcionalmente aceitas como alternativa ética para a 

pesquisa. Allegra et al. (2018) avaliou a toxicidade de 30 compostos químicos em G. 

mellonella e identificou, que no geral, os estudos de cultura celular superestimam a 

toxicidade dos produtos químicos de baixa toxicidade, enquanto os resultados com as 

larvas apresentaram-se mais confiáveis. Ignasiak e Maxwell (2017), realizaram estudo 

comparativo da toxicidade em G. mellonella com a toxicidade em camundongos, e 

concluíram que pode ser usado para ensaios de infectividade e toxicidade. No estudo 

foram testados 11 compostos, injetados nas concentrações de 50 mg/Kg até 2.000 

mg/Kg de peso corporal para atribuição da dose letal (DL50). Para a maioria dos 

compostos, a toxicidade determinada correlacionou-se bem com a relatada nas 

FISPQ disponíveis para os compostos. Os experimentos demonstraram que as larvas 

de Galleria podem ser usadas em testes de toxicidade aguda, fornecendo correlação 

com a toxicidade em roedores. 

Para os ensaios de citotoxicidade in vivo, em nenhum dos experimentos foi 

observada a morte das larvas nos grupos experimentais ou controle. Os compostos 

foram inicialmente dissolvidos em DMSO à concentração de 15 mg/mL. 

Posteriormente, essas soluções foram diluídas para 600 µg/mL em PBS contendo 10 

% de DMSO.  

As doses utilizadas para a citotoxicidade in vivo são cerca de dez vezes maiores 

que as concentrações aplicadas nos ensaios de sensibilidade fúngica, demonstrando 

segurança para o uso dos compostos, principalmente quando em sinergismo onde 

sua concentração é ainda menor. 
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8. CONCLUSÃO 

 

 O uso do líquido da casca da castanha do caju no planejamento racional de 

novos ligantes compõem a funcionalização de uma matéria-prima renovável, de baixo 

custo e nativa do Brasil como uso estratégico, bioeconômico e sustentável para a 

obtenção de novos fármacos. Nesse estudo, por meio da hemissíntese, usando 

metodologias clássicas em química orgânica, bem como aprimoramento de métodos 

sintéticos, foram obtidos dois derivados-alvos (LDT536, 25 e LDT537, 26) com 

atividade inibitória em histonas desacetilases humanas, atividade inibitória em 

biofilmes de Candida spp., C. neoformans e S. brasiliensis. 

 Os métodos empregados, forneceram 6 intermediários, com rendimentos que 

variaram de 60 % a 86 % e dois compostos finais em rendimentos de 36 % (25) e 48 

% (26). Por meio do aprimoramento sintético, obteve-se uma economia atômica 

chegando aos compostos alvos em duas etapas, os compostos foram analisados por 

ressonância magnética nuclear. 

 Os compostos identificados como inibidores da enzima histona desacetilase, 

foram submetidos à avaliação da sensibilidade (CIM) para três fungos descritos como 

emergentes e associados a elevadas taxas de resistência, Candida spp., C. 

neoformans e S. brasiliensis. Os dois compostos apresentaram atividade fungistática, 

no entanto, o composto 26, apresentou melhor perfil com CIM50 entre 8- 32 µg/mL na 

maioria dos IC testadas. Logo, este foi submetido ao ensaio de sinergismo com 

antifúngicos clínicos, apresentando melhor atividade em C. albicans, em sinergismo 

com fluconazol, melhorando sua atividade em até 8 vezes. 

 Em face do exposto, o mesmo composto (26), foi submetido à análise de 

microscopia de varredura eletrônica frente a formação de biofilmes de C. albicans, 

apresentando redução na matriz do biofilme. Neste sentido, os dois compostos alvos 

foram submetidos ao teste de sensibilidade em células sésseis e avaliação da 

biomassa total. O composto 26, apresentou melhor atividade para C. albicans, 

enquanto o composto 25 apresentou uma redução significativa da biomassa total para 

C. tropicalis.  
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O ensaio de sinergismo com o composto 25, bem como, ensaios mais 

específicos, com isolados fúngicos mutantes compõem a perspectiva desta pesquisa 

para elucidar a ação destes inibidores em mecanismos de resistência, bem como, o 

seu uso em sinergismo para uma melhor resposta farmacocinética dos antifúngicos 

usuais. 

O estudo das HDACs fúngicas é de extrema relevância para a compreensão 

dos mecanismos de defesa desses patógenos, além de representar alvo interessante 

para novas terapias. Por meio deste estudo foi possível planejar novos inibidores 

HDACs, a partir de compostos presentes em planta nativa do Brasil, capazes de 

potencializar a atividade de antifúngicos por meio do seu uso combinado, bem como 

constatar a potencialidade monoterápica em matrizes de biofilmes, fornecendo 

perspectivas para desvendar o papel de HDACs na patogênese e virulência de fungos. 

Os dois compostos apresentaram baixa citoxicidade em células RAW264.7 e a 

toxicidade, in vivo, no modelo G. mellonella, não apresentou mortes na concentração 

de 600 µg/mL. Estes estudos preliminares, sugerem uma atividade relevante do 

LDT537 (26) principalmente para C. albicans, uma das espécies mais patogênica, e 

do LDT536 (25) para C. tropicalis, uma espécie emergente na América Latina com 

formação de isolados multirresistentes. 

Dados enzimáticos de HDACs fúngicas purificadas e estudos com fungos 

mutantes (com HDACs deletadas) são essenciais para desvendar as funções e 

mecanismos de ação dos compostos propostos. Este estudo prévio identificou o 

composto LDT537 (26) como potente agente contra biofilmes de C. albicans, um dos 

fungos mais virulento relacionado a infecções nosocomiais. Apesar da sua toxicidade, 

seu uso, por meio de tecnologia de manipulação, pode ser expandido para 

desinfecção hospitalar. 
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ANEXO 01 

LDT10i 

Espectro de RMN de 1H (500 MHz, CDCl3) 
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ANEXO 02 

LDT10i 

Espectro de RMN de 13C (125 MHz, CDCl3) 
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ANEXO 03 

LDT72 

Espectro de RMN de 1H (500 MHz, CDCl3) 
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ANEXO 04 

LDT72 

Espectro de RMN de 13C (125 MHz, CDCl3) 
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ANEXO 05 

LDT74 

Espectro de RMN de 1H (500 MHz, CDCl3) 
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ANEXO 06 

LDT74 

Espectro de RMN de 13C (125 MHz, CDCl3) 
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ANEXO 07 

LDT80 

Espectro de RMN de 1H (300 MHz, CDCl3) 
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ANEXO 09 

LDT80 

Espectro de RMN de 13C (75 MHz, CDCl3) 
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ANEXO 10 

LDT394 

Espectro de RMN de 1H (500 MHz, CDCl3) 
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ANEXO 11 

LDT394 

Espectro de RMN de 13C (125 MHz, CDCl3) 
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ANEXO 12 

LDT483 

Espectro de RMN de 1H (300 MHz, CDCl3) 
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ANEXO 13 

LDT483 

Espectro de RMN de 13C (75 MHz, CDCl3) 
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ANEXO 14 

LDT395 

Espectro de RMN de 1H (300 MHz, CDCl3) 
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ANEXO 15 

LDT395 

Espectro de RMN de 13C (75 MHz, CDCl3) 
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ANEXO 16 

LDT536 

Espectro de RMN de 1H (400 MHz, CDCl3) 
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ANEXO 17 

LDT536 

Espectro de RMN de 13C (100 MHz, CDCl3) 
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ANEXO 18 

LDT537 

Espectro de RMN de 1H (400 MHz, CDCl3) 
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ANEXO 19 

LDT537 

Espectro de RMN de 13C (100 MHz, CDCl3) 

 

 

 

 

 

 


