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Resumo

O nucleo 1,2,3-triazdlico destaca-se como uma estrutura versétil, com ampla gama de atividades
bioldgicas. No tratamento de infec¢des fungicas, os triazois atuam inibindo a enzima lanosterol 14a-
desmetilase, fundamental para a biossintese do ergosterol, componente essencial da membrana
celular. ModificagBes estruturais nesse nucleo, como a bioconjugagdo com moléculas bioativas,
permitem explorar interacdes especificas com o alvo molecular, aumentando seletividade e poténcia.
A relevancia dessa classe de compostos é reforcada pela crescente resisténcia de patégenos como
Aspergillus fumigatus, fungo filamentoso amplamente distribuido e agente etiolégico da aspergilose
invasiva. Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo sintetizar trés novos derivados 1,2,3-
triazolicos do timol, um fenol natural com reconhecidas propriedades antimicrobianas, utilizando reacéo
do tipo “click chemistry”. A avaliagdo da atividade antifungica frente ao A. fumigatus busca identificar
compostos promissores para o desenvolvimento de terapias inovadoras contra infec¢des fdngicas
resistentes.

Palavras-chave: 1,2,3-trazol. “Click chemistry”. Fungicida. compostos bioativos. Aspergillus.
Area do Conhecimento: Ciéncias Exatas e da Terra - Quimica.
Introducéo

As doengas infecciosas continuam representando um desafio significativo para a satde humana,
causando impactos expressivos. Entre os diversos microrganismos de grande importancia, destaca-se
0 Aspergillus fumigatus, considerado um dos principais fungos filamentosos patogénicos. Esse
microrganismo apresenta ampla distribuicdo tanto em ambientes internos quanto externos, sendo
encontrado em concentragdes que variam de 1 a 100 conidios por metro cubico de ar. Seus conidios,
de pequeno didmetro, favorecem a dispersao pelo ar e, consequentemente, a exposicao humana
(LATGE, CHAMILOS, 2019). Quando inalados, 0os esporos se alojam no trato respiratério, onde podem
causar diferentes formas de infec¢des, algumas potencialmente fatais, especialmente em individuos
imunocomprometidos (HARISH et al., 2022).

O A. fumigatus é o principal agente etiol6gico da aspergilose invasiva, infeccdo grave que afeta
especialmente os pulmdes, mas que, em estagios avancados, pode se disseminar para outros 6rgaos
(LOPES et al., 2004; MORGAN et al., 2005). A letalidade da doenga é preocupante, com indices
superiores a 40%, ocorrendo principalmente em populacGes de alto risco e sendo influenciada por
fatores como o estado imunolégico do hospedeiro, a localizacdo da infeccao e o regime terapéutico
adotado (DAGENAIS, KELLER, 2009).

Apesar da ampla disponibilidade de antibiéticos e agentes quimioterapicos para uso clinico, o
surgimento crescente de resisténcia dos patdgenos evidencia a urgéncia em desenvolver novas
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classes de agentes terapéuticos com acdo inovadora e maior eficacia contra cepas resistentes
(KAPLANCIKLI et al., 2008). Nesse contexto, o desenvolvimento de novas moléculas com maior
bioatividade e seletividade se tornou um dos objetivos da pesquisa cientifica. Assim, os derivados
triazélicos se destacam como uma classe promissora. O nucleo 1,2,3-triazdlico (Figura 1) apresenta
uma ampla gama de atividades biolégicas, incluindo efeitos antimicrobianos (ZHANG, 2019), fungicidas
(SHINDE et al., 2023), anticancerigenos (KUMAR et al., 2012), antivirais (RASHDAN et al., 2021) dentre
outros. No tratamento contra patdgenos flungicos, os triazéis atuam inibindo a enzima lanosterol 14a-
desmetilase, fundamental para a biossintese de ergosterol, componente essencial da membrana
celular fungica (MONK et al.,, 2019). ModificacGes estruturais no nucleo 1,2,3-triazélico, como
bioconjugagdo com moléculas bioativas de produtos naturais, permitem explorar interagdes especificas
com o alvo molecular. Estratégia essa que possibilita ampliar o espectro de agao, potencializando as
propriedades biolégicas, tornando os derivados triazélicos excelentes candidatos para aplicagdes
farmacolégicas (Guo et al., 2021).

Figura 1 — Estrutura do nucleo triazdlico.

__________________

Fonte: Autores (2025).

Nesse sentido, o desenvolvimento de novos derivados triazélicos surge como uma estratégia
promissora para combater a problematica sobre resisténcia antifingica. Com isso o presente estudo
teve como objetivo sintetizar trés novos 1,2,3-triazéis derivados do timol, um fenol natural com amplo
espectro de atividades biolégicas, via reagdo do tipo “click chemistry” e avaliar a atividade
antimicrobiana desses compostos contra A. fumigatus, para o desenvolvimento de moléculas com
potencial terapéutico para o tratamento de infec¢fes fungicas graves

Metodologia

Os derivados triazélicos do timol (4a-4c) foram sintetizados por meio da cicloadi¢do 1,3-dipolar,
“click chemistry”, envolvendo a reagdo entre uma azida organica e um alcino terminal (Figura 2). Essa
metodologia € amplamente reconhecida por sua eficiéncia, seletividade e confiabilidade, sendo
amplamente utilizada e relatada na literatura cientifica (OLIVEIRA et al., 2025).

Figura 2 — Rota proposta para a sintese dos 1,2,3-triazéis derivados do timol.
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Fonte: Autores (2025).
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Os ensaios de susceptibilidade foram realizados conforme o protocolo M38-A2 para fungos
filamentosos, utilizando cepas cultivadas em agar batata dextrose (BDA) por 7 dias a 35 °C. Apos o
crescimento, preparou-se uma suspenséao de esporos em solucao salina estéril a 0,85% contendo 0,1%
de Tween 20, cuja densidade foi ajustada em espectrofotdmetro (absorbancia 0,08-0,13 a 530 nm) e
diluida em RPMI-1640 para alcancar concentracdes finais de 0,4x10% a 5x10* UFC/mL. Foram testados
tebuconazol (controle positivo) e 3 novas moléculas triazélicas derivadas do timol, em concentracdes
variando de 300 a 0,58 yL/mL, em microplacas de 96 pogos, em duplicata. Apds 48 horas de incubacgao
a 35 °C, adicionou-se 15 pL de resazurina a 0,01% a cada pogo e as placas foram reincubadas por
mais 4 horas, sendo a concentracéo inibitéria minima (CIM) determinada pela mudanca de coloracao
do corante, em que azul indicou auséncia e rosa presenca de crescimento, considerando-se a menor
concentracdo que inibiu totalmente o crescimento em relacdo ao controle.

Resultados

As modifica¢Bes quimicas realizadas no timol resultaram na obten¢éo dos intermediarios (1) e (2),
com rendimentos de 65% e 94%, respectivamente. Na primeira etapa, o timol reagiu com (%)-
epicloridrina, na presenca de brometo de tetrabutilaménio ((Bu),NBr) e hidroxido de potassio (KOH),
por meio de uma reagdo de substituicdo nucleofilica bimolecular (Sn2). Em seguida, a azida (2) foi
obtida por reacdo de aziddlise entre o epdxido recém-sintetizado (1) e azida de sédio, na presenca de
cloreto de aménio (NH,CI).

Na etapa subsequente foi possivel sintetizar, de forma exclusiva, trés derivados 1,2,3-triaz6is-1,4-
dissubstituidos (4a-4c) por meio de reacao “click” entre a azida (2) e trés diferentes alcinos terminais,
empregando sulfato de cobre pentahidratado (CuSOa4.5H20) como catalisador, ascorbato de sédio
como agente redutor e uma mistura de etanol e &gua como solvente. Os compostos 4a, 4b e 4c foram
obtidos com rendimentos de 67%, 55% e 68%, respectivamente, e posteriormente submetidos as
andlises de caracterizagdo quimica por espectroscopia no infravermelho, RMN de H e 13C, e
espectrometria de massas. Na analise do espectro de RMN de *H do composto 4a, observam-se sinais
consistentes com a formacdo da estrutura proposta. O sinal mais desblindado, em &H 8,57
corresponde, respectivamente, ao préton H-11 do nucleo triazélico, confirmando a formacédo do
derivado 1,2,3-triazol. Além disso, é observado um dupleto em 0H 5,62, referente ao hidrogénio do
grupo hidroxila (—OH). Por fim, destacam-se um dupleto em dH 1,16 e um simpleto em &H 2,25,
atribuidos, respectivamente, aos grupos metilicos (-CHs;) presentes nos fragmentos do composto de
partida. (Figura 3).

Figura 3 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dg) do composto 4a.
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Fonte: Autores, 2025.
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ApOs a sintese e caracterizagdo completa dos compostos triazélicos por meio de técnicas
espectroscépicas e espectrométricas, os derivados foram avaliados em ensaios biolégicos para
determinar sua atividade antifingica frente ao Aspergillus fumigatus. Os resultados mostraram que o
derivado 4a apresentou efeito fungistatico significativo, com concentragédo inibitéria minima (CIM) de
9,3 uL/mL. Em comparagéo, o controle positivo, tebuconazol, apresentou CIM de 1,17 uL/mL, indicando
que, embora menos potente que o fungicida de referéncia, o composto 4a demonstrou uma atividade
biologicamente relevante, enquanto os demais derivados 1,2,3-triaz6licos ndo apresentaram efeito
significativo

Discusséao

Os compostos 1,2,3-triazélicos constituem uma classe de heterociclos nitrogenados de elevada
importancia, amplamente empregados em diversas &reas e rea¢des sintéticas, incluindo processos de
bioconjugagéo. A sintese classica desses compostos é a reacéo de cicloadigdo térmica entre uma azida
organica e um alquino descrita por Huisgen em 1967. Embora essa reacdo possibilitasse a obtencéo
do nucleo triazdlico, apresentava limitagbes significativas, como a formagédo concomitante de dois
regioisbmeros, além da exigéncia de longos tempos reacionais e de altas temperaturas (FREITAS et
al., 2011). Essas limita¢des estimularam o desenvolvimento de métodos mais modernas e eficientes,
como a "click chemistry" catalisada por cobre, que superou tais limitacdes e estabeleceu o composto
triazélico como estruturas versateis para diversas abordagens sintéticas (SHARGHI et al., 2010 Lima
et al., 2023).

Apés sintetizados, os derivados triazolicos podem apresentar diferentes bioatividades, incluindo
acdo antifingica. O desenvolvimento de novos agentes dessa classe é de grande relevancia para a
quimica medicinal, sobretudo diante do aumento da resisténcia de patdgenos aos tratamentos
atualmente disponiveis. No presente estudo, avaliou-se a bioatividade dos 1,2,3-triazdis sintetizados
frente a Aspergillus fumigatus. Os resultados indicaram que, embora ndo tenham apresentado efeito
fungicida comparavel ao do controle positivo, os compostos demonstraram atividade fungistatica,
inibindo o crescimento do patégeno e se revelando promissores para o desenvolvimento de novos
antifiingicos. No entanto, por mais que consigam inibir o crescimento do patégeno, nao foram capazes
de promover a eliminagdo completa do microrganismo nas concentracdes avaliadas, o que ressalta seu
potencial como candidatos para o desenvolvimento de novos antifingicos, ainda que com limitacdes a
serem superadas.

Esse padrdo de agdo estd de acordo com 0 mecanismo proposto para 0s triazéis, 0s quais atuam
inibindo a enzima lanosterol 14-a-desmetilase (CYP51), bloqueando a biossintese de ergosterol e
comprometendo a integridade e a estabilidade da membrana celular fingica (SNELDERS et al., 2012).
A reducdo na producdo de ergosterol, juntamente com formacédo de intermediarios téxicos, pode
resultar na diminuicdo da viabilidade celular, mas ndo necessariamente na morte do fungo, o que
caracteriza a atividade fungistatica.

No caso especifico da A. fumigatus, € bastante discutido na literatura a existéncia de mecanismos
intrinsecos de resisnténcia aos triazois, como muta¢des nos genes, que causam alteragbes na
conformacdao do sitio ativo da enzima, reduzindo a afinidade pelo composto (SNELDERS et al., 2012;
VERWELJ] et al., 2016). Tal mecanismo mostra a necessidade de concentragbes mais elevadas das
moléculas sintetizadas para atingir a inibicdo total, refletida nos valores de CIM superiores aos
observados para o tebuconazol.

Portanto, embora os triazéis sintetizados néo tenham superado a eficacia do fungicida comercial
(tebuconazol), a atividade fungistatica observada contra A. fumigatus evidencia seu potencial
promissor. Melhorias estruturais direcionadas a otimizacdo da penetracao celular podem contribuir para
0 aumento da eficacia antifangica. Entre as estratégias promissoras destacam-se a introducdo de
grupos funcionais capazes de estabelecer interacbes adicionais no sitio ativo da enzima-alvo. Esse
aspecto € evidenciado nos derivados sintetizados, uma vez que o composto de maior atividade
apresenta um grupo metoxila na posi¢éo orto do anel aromético ligado ao nucleo triazdlico, favorecendo
interacdes estéricas e eletrbnicas. Em contraste, os derivados com grupo metoxila substituido nas
posi¢cdes meta e para exibiram menor atividade, sugerindo que a orientacdo espacial do grupo funcional
exerce papel crucial na modulacéo da bioatividade.
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Conclusao

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que os 1,2,3-triazdis derivados do timol,
sintetizados via reacdo click chemistry catalisada por cobre, apresentam potencial como agentes
antifungicos contra Aspergillus fumigatus. Embora ndo tenham exibido efeito fungicida, os compostos
mostraram atividade fungistatica significativa, inibindo o crescimento do patégeno testado. Essa
caracteristica, associada a versatilidade estrutural do nucleo triazélico, refor¢a seu valor como ponto
de partida para o desenvolvimento de novas moléculas com maior seletividade e eficacia no combate
a infecgBes fangicas resistentes. Estudos adicionais, incluindo modificagdes estruturais, sao
recomendados para explorar e ampliar o potencial terapéutico desses derivados.
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