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RESUMO

Canfeno: sintese de derivados via arilacdo Heck-Matsuda e avaliacdo do potencial antifungico
frente a Candida spp.

O aumento de infecgdes em humanos ocasionadas por Candida spp., aliada ao aumento da resisténcia
aos antifangicos emerge a necessidade de desenvolver novas abordagens terapéuticas capazes de
combater tais infecgBes e reverter esse cenario. Nesse sentido, destaca-se o desenvolvimento de
pesquisas com produtos de origem natural, sintética e semissintética. Com base nessa perspectiva e
nas propriedades antimicrobianas do canfeno, um composto oriundo do 6leo essencial de diversas
plantas, o objetivo desse trabalho foi realizar a sintese e caracterizacdo de derivados do canfeno e
avaliar a atividade antiflngica in vitro desses compostos frente a Candida albicans e Candida
tropicalis. A sintese foi realizada por meio da técnica de arilacdo de Heck-Matsuda, atraves da reacdo
entre a molécula do canfeno e sais de diazbnio e a caracterizacdo feita por espectroscopia de
Ressonancia Magnética Nuclear e espectroscopia de infravermelho. Para a avaliacdo da atividade
antifungica foi utilizada a técnica de microdiluicdo em caldo em placas de 96 po¢os, em concentracdes
que variaram de 512 a 1 pg/mL, a partir da qual foi determinada a curva de crescimento fungico e a
concentracdo inibitéria de 50% dos compostos sozinhos e, em concentracdo subinibitdria,
combinados ao fluconazol. A Concentracdo Fungicida Minima (CFM) foi realizada por subcultivo da
microdiluicdo em placas de Petri e os ensaios de transicdo morfolégica foram feitos por cultivo em
camaras Umidas. Como resultados da sintese, a reacdo proporcionou a formacéo de sete derivados
aril-canfeno (adutos HM 3a-g) com rendimentos bons (48%) e excelentes (98%), respectivamente,
em tempo de reacdo curto e condi¢Bes aerdbicas moderadas. Para os ensaios antifingicos, além do
canfeno, foram utilizados os derivados aduto HM 3a e o0 aduto HM 3b. Como resultados, contra C.
albicans o canfeno apresentou efeito em concentracdo mais baixa que o farmaco controle, fluconazol,
ndo se observando o mesmo contra C. tropicalis. Os derivados aduto HM 3a e o aduto HM 3b
apresentaram efeito inferior ao fluconazol contra ambas as cepas. No entanto, analisando as
concentracdes em que inibiram 50 % do crescimento flngico, considera-se que esses compostos
demonstram acédo antifingica relevante. Em associacdo com o fluconazol, o canfeno e 0 aduto HM
3a foram capazes de potencializar a acdo desse farmaco contra C. albicans. E contra C. tropicalis,
todos os compostos em combinacdo como o fluconazol, potencializaram discretamente o efeito desse
farmaco, havendo efeito fungicida nas combinagdes canfeno e fluconazol e aduto HM 3a e
fluconazol, ambas na concentragdo de 512 pg/mL. Quanto ao fator de viruléncia, transigéo
morfoldgica, contra C. albicans, apenas o canfeno na concentragéo de 1024 pg/mL foi capaz de inibir
esse mecanismo de viruléncia. Ja contra C. tropicalis, a transicdo morfologica foi totalmente inibida
pela acdo dos compostos em ambas as concentragGes avaliadas (512 pg/mL e 1024 pg/mL). Dessa
forma, a sintese deu origem a novos derivados do canfeno e derivados ja descritos anteriormente na
literatura, a caracterizacdo estrutural por RMN e FTIR permitiu validar a identidade quimica dos
compostos. Os resultados dos ensaios antifingicos sugerem potencial bioativo do canfeno e derivados
frente a C. albicans e C. tropicalis. No entanto, a adi¢do de um grupo aril (conjugado com olefina na
posicdo C-8) na estrutura do canfeno € prejudicial a sua eficicia antifingica contra as cepas de
Candida spp. avaliadas. Contribuindo para a reducédo da atividade antifingica observada nos adutos
HM 3a-b.
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ABSTRACT

Camphene: synthesis of derivatives via Heck-Matsuda arylation and evaluation of antifungal
potential against Candida spp.

The increase in human infections caused by Candida spp., combined with the increase in resistance
to antifungal drugs, highlights the need to develop new therapeutic approaches capable of combating
these infections and reversing this scenario. In this sense, the development of research with products
of natural, synthetic and semi-synthetic origin stands out. Based on this perspective and the
antimicrobial properties of camphene, a compound originating from the essential oil of several plants,
The objective of this work was to carry out the synthesis and characterization of camphene derivatives
and evaluate the in vitro antifungal activity of these compounds against Candida albicans and
Candida tropicalis. The synthesis was carried out using the Heck-Matsuda arylation technique,
through the reaction between the camphene molecule and diazonium salts and the characterization
carried out by Nuclear Magnetic Resonance spectroscopy and infrared spectroscopy. To evaluate
antifungal activity, the broth microdilution technique was used in 96-well plates, at concentrations
ranging from 512 to 1 pg/mL, from which the fungal growth curve and the 50% inhibitory
concentration of the compounds alone and, in subinhibitory concentration, combined with
fluconazole were determined. The Minimum Fungicidal Concentration (MFC) was determined by
subculturing the microdilution in Petri dishes, and morphological transition tests were performed by
culturing in humid chambers. As results of the synthesis, the reaction provided the formation of seven
aryl-camphene derivatives (HM 3a-g adducts) with good (48%) and excellent (98%) vyields,
respectively, in short reaction time and moderate aerobic conditions. For antifungal assays, in addition
to camphene, the adduct derivatives HM 3a and HM 3b were used. As a result, against C. albicans,
camphene showed an effect at a lower concentration than the control drug, fluconazole, but the same
was not observed against C. tropicalis. The derivatives adduct HM 3a and adduct HM 3b showed a
lower effect than fluconazole against both strains. However, analyzing the concentrations at which
they inhibited 50% of fungal growth, these compounds are considered to demonstrate relevant
antifungal activity. In association with fluconazole, camphene and the HM adduct 3a were able to
potentiate the action of this drug against C. albicans. Against C. tropicalis, all compounds in
combination with fluconazole slightly enhanced the effect of this drug, with a fungicidal effect
observed in the combinations of camphene and fluconazole and adduct HM 3a and fluconazole, both
at a concentration of 512 pg/mL. As for the virulence factor, morphological transition, against C.
albicans, only camphene at a concentration of 1024 pg/mL was able to inhibit this virulence
mechanism. Against C. tropicalis, the morphological transition was completely inhibited by the
action of the compounds at both concentrations evaluated (512 pg/mL and 1024 pg/mL). In this way,
the synthesis gave rise to new camphene derivatives and derivatives previously described in the
literature. Structural characterization by NMR and FTIR allowed the chemical identity of the
compounds to be validated. The results of antifungal tests suggest the bioactive potential of camphene
and derivatives against C. albicans and C. tropicalis. However, the addition of an aryl group
(conjugated with olefin at position C-8) in the camphene structure is detrimental to its antifungal
efficacy against strains of Candida spp. evaluated. Contributing to the reduction in antifungal activity
observed in HM 3a-b adducts.
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IMPORTANCIA/RELEVANCIA PARA A SOCIEDADE

As infeccBes fangicas causadas por espécies do género Candida representam um crescente desafio
para os sistemas de saude em nivel global, especialmente em popula¢cdes imunocomprometidas e
hospitalizadas. O aumento da resisténcia aos antifingicos de uso clinico, como o fluconazol,
compromete a eficicia dos tratamentos disponiveis e contribui para o crescimento dessas infecgdes.
Com isso, cresce também a busca por novas moléculas bioativas com potencial antifungico, sejam
elas de origens naturais ou sintéticas. O canfeno, € uma molécula presente em dleos essenciais de
plantas como como Rosmarinus officinalis (alecrim), Thymus carnosus (Tomilho) e Zingiber
officinale (Gengibre). Alguns estudos farmacol6gicos demonstram que esse composto possui
propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias, antimicrobianas, antitumoral e expectorantes,
caracteristicas que despertam o interesse de investigacdo como fonte de novas moléculas com
aplicacao antifungica. Assim, este trabalho realizou a sintese de moléculas derivadas do canfeno com
0 objetivo de avaliar o potencial antifungico dessas moléculas frente a cepas de Candida albicans e
Candida tropicalis, consideradas pela Organizacdo Mundial de Saide (OMS) em 2022, como
patogenos fungicos prioritarios no contexto de saude global. Como resultados dessa investigacao,
constatamos que a combinacdo do canfeno e de seus derivados com o fluconazol, um antifingico
convencional utilizado pelos sistemas de salde, demonstrou potencializar a acdo desse farmaco,
sendo este resultado bastante relevante, considerando 0 aumento da resisténcia a esse medicamento e
a busca por reverter os mecanismos dessa resisténcia. Além disso, o canfeno e seus derivados inibiram
a transicdo morfoldgica de C. tropicalis, um importante fator de viruléncia associado a invasdo de
tecidos de humanos e alguns animais durante a infeccdo. Assim, acreditamos que os resultados desta
investigacdo sdo de suma importancia para a comunidade cientifica e a sociedade em geral, pois
sugerem potencial bioativo do canfeno e derivados para o desenvolvimento de aplicacGes terapéuticas

e reversdo da resisténcia fungica de espécies de Candida ao fluconazol.
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1. ESTRATEGIAS DE PESQUISA

O desenvolvimento de métodos sintéticos confidveis e versateis para a montagem
eficiente de moléculas estruturalmente complexas e diversas, com relevancia bioldgica e
farmacologica, tem aumentado significativamente dentro da quimica organica (Zhang et al.,
2023). Considerando essa perspectiva, realizamos a sintese de derivados do canfeno, por meio
do método de reacdo por arilagdo de Heck-Matsuda. O canfeno, molécula de partida para a
sintese, € um constituinte do 6leo essencial de plantas como Rosmarinus officinalis (Alecrim)
e Zingiber officinale (Gengibre) (Okhale et al., 2021; Hachlafi et al., 2023), e de acordo com
estudos da literatura apresenta algumas propriedades bioldgicas como acdo antimicrobiana,
antiinflamatdria e anticancerigena (Gadotti; Huang; Zamponi, 2021; Stamatiou et al., 2024;
Girola et al., 2015). O canfeno utilizado para o estudo foi adquirido comercialmente da Sigma-
Aldrich®. Reacdes do tipo Heck sdo estratégias sintéticas de acoplamento que forma ligacoes
C-C entre alcenos e haletos de arila/alquenila sob a acdo de um catalisador de paladio e uma
base, essas reacdes sdo versateis e ddo origem a diversos intermediarios essenciais para a

industria farmacéutica e quimica (Anju; Neetha; Anilkumar, 2022).

Entre os tipos de reacdo Heck, esta a reacéo por arilacdo de Heck-Matsuda, técnica que
emprega a substituicdo de haletos de arila por sais reativos de arenodiazénio, fornecendo
vantagens Unicas em relacdo a classica reacdo de Heck, como ser executada com ou sem ligantes
de fosfina, assim como, sem a necessidade de bases. Além disso, possui tempo de reacao
reduzido devido a alta reatividade dos sais de arenodiazonio, e alto rendimento e eficiéncia,
demonstrado na sintese de produtos naturais e de moléculas sintéticas relevantes (Souza-Ferrari
et al., 2021; Oliveira; Correia, 2021; Shen et al., 2025; Mateliené et al., 2023).

O processo de sintese realizado neste estudo deu origem a sete derivados do canfeno,
com rendimentos que variaram entre 48 e 98 %. Ap0s esse processo, selecionamos o canfeno e
os derivados aril-canfeno de maior rendimento, o aduto HM 3a (95 %) e o aduto HM 3b (98%),
para avaliarmos o potencial antifingico desses compostos frente a duas espécies do género
Candida, sendo estas Candida albicans e Candida tropicalis. Os testes de susceptibilidade
antifangica foram realizados de acordo com métodos padrdes universais estabelecidos pelo

CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) e pelo EUCAST (European Committee on
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Antimicrobial Susceptibility testing) baseado em ensaios de microdiluicdo em caldo e disco
difusdo em agar (Houst’; Havlicek; Spizek, 2020; Wiederhold, 2021).

Nesse estudo, utilizamos a técnica de microdiluicdo em caldo, ensaio de avaliacdo in
vitro, no qual, placas contendo 96 pocos sdo preenchidas com volumes idénticos de culturas
liquidas de indculo e droga, mas aumentando gradualmente a concentracdo da droga e com
indculo definido. Os resultados sdo determinados como a menor concentragdo da droga que
inibe crescimento dos microrganismos, conhecida como MIC/CIM (Concentracdo Inibitoria
Minima), que pode ser expressa em mg/L ou pg/mL (Magréault et al., 2022). Essa técnica é
considerada o padréo ouro dos testes de susceptibilidade antifingica (Houst’; Havlicek; Spizek,
2020).

Através desse método realizamos ensaios para verificar a curva de crescimento fungico
e a concentracdo inibitoria de 50 % (ICso) de acordo com as metodologias proposta pelo CLSI
(2017), por Coutinho et al. (2008) e Morais-Braga et al. (2016). Esses ensaios possibilitaram
avaliar a acdo intrinseca dos compostos e em combinagdo com o fluconazol frente as cepas de
Candida albicans e C. tropicalis. A escolha do fluconazol, medicamento antifungico
pertencente a classe dos azdis, se justifica por ser o farmaco de primeira linha utilizado no
tratamento de infecgbes flngicas causadas por Candida e pelo surgimento crescente de
resisténcia a esse medicamento (Czajka et al., 2023).

A curva de crescimento flngico da acdo intrinseca e combinada foi estabelecida pela
ordem crescente das concentracfes analisadas. A partir desse ensaio foi possivel, através de
andlise estatistica, determinar a ICso, que consiste na capacidade que os compostos sozinhos ou
associados ao fluconazol podem agir eliminando 50 % da populagdo fungica.(CLSI, 2017).

Para a determinacdo da Concentracdo Fungicida Minima (CFM) foi utilizada a
metodologia proposta por Fonseca et al. (2022). Esse ensaio é realizado através da subcultura
das placas de microdiluicdo em placas contendo agar Sabouraud. Os valores da CFM
estabelecem a menor concentracdo de uma droga ou composto que inviabiliza o funcionamento
das células fangicas (Benkova; Soukup; Marek, 2020). Assim, nesta pesquisa, avaliamos se 0s
compostos testados, isoladamente ou em combinacdo, apresentam acdo fungicida, ou seja, se
conseguem eliminar as células fungicas, ou fungistatica, quando apenas inibem o crescimento
das colbnias fangicas sem comprometer permanentemente a viabilidade celular.

Espécies de Candida desenvolvem uma série de mecanismos que contribuem para a
colonizagdo e infeccdo no organismo humano. Entre esses mecanismos, estd a transicao
morfolOgica, capacidade que espécies desse género possuem de transitar entre estados

morfologicos distintos, como de levedura, hifas e pseudo-hifas (Czechowicz; Nowicka;
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Nowicka, 2022; Costa et al., 2024). Visando a inibi¢do desse mecanismo em C. albicans e C.

tropicalis, realizamos o ensaio de inibicdo de transicdo morfolégica de acordo com a

metodologia de Carneiro et al. (2020). Esse teste foi realizado em camaras imidas contendo

laminas de microscopia estéreis, no qual colocamos os compostos na Concentracdo Matriz -

CM (1024 pg/mL) e na CM/2 (512 pg/mL). Nas laminas foram vertidas as solugdes contendo

meio empobrecido de nutrientes e 0s compostos nas respectivas concentragdes. As camaras

foram colocas em estufa, e apos o periodo de 24 horas, com auxilio de um microscépio optico

e software computacional verificamos se 0os compostos foram ou ndo capazes de inibir a

transicdo morfoldgica das espécies analisadas.

1.2 ESTRUTURA DA DISSERTACAO

Essa dissertacdo esta estruturada nos seguintes topicos:
Introducdo geral: é dividida nos subtdpicos estratégias de pesquisa e estrutura da
dissertacdo, e aborda uma discusséo sobre os procedimentos metodoldgicos adotados para
essa pesquisa,
Objetivos: estd subdividido em: objetivo geral, objetivos especificos e objetivos e
guestionamentos, e apresenta a finalidade e motivacao desse estudo.
Fundamentacdo teodrica: € estruturada em 11 subtOpicos e faz uma contextualizacdo
embasada na literatura sobre 0s eixos tedricos que fundamentam essa pesquisa.
Producéo cientifica: encontra-se a producdo de um manuscrito que apresenta e divulga 0s
resultados obtidos nesse estudo. Esse manuscrito foi traduzido a lingua inglesa e
posteriormente submetido a Revista ACS Omega, com Fator de Impacto 4,3.
ConsideracOes finais: composta por: aspectos gerais da producdo cientifica, conclusdes
gerais e perspectivas de investigacdes futuras. De modo geral, destaca os resultados obtidos
respondendo aos objetivos inicialmente estabelecidos e apresenta a contribuicdo do estudo e
0s possiveis direcionamentos para dar continuidade a essa investigacdo e futuramente gerar
aplicabilidade pratica.
Referéncias: apresenta todas as fontes consultadas para a elaboracao desse trabalho.

Apéndices e Anexos: apresenta o material suplementar do manuscrito.

21

Introducdo Geral



2. OBJETIVOS

2.1.

OBJETIVO GERAL

Sintetizar e caracterizar derivados do canfeno e avaliar a atividade antifingica in

vitro desses compostos frente a estirpes de Candida spp.

2.2.

2.3.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Explorar a diversificacdo em estagio final do canfeno por meio da arilacdo Heck-
Matsuda;

Realizar a caracterizacdo estrutural através de Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) e Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR);
Identificar a Concentragdo capaz de inibir 50 % do crescimento de
microrganismos (Clsp) e a Concentracdo Fungicida Minima (CFM) dos
compostos e do fluconazol, classificando o tipo de acdo (fungistatica, fungicida
ou ambas — dependente de concentracgéo);

Avaliar o efeito antifungico (Clsp e CFM) resultante da combinacdo dos
compostos, em concentracdo subinibitdria, com o antifungico fluconazol;
Verificar a existéncia de efeito antiviruléncia pela acdo dos compostos em relacao

a transicdo morfoldgica (pleomorfismo) de Candida spp.

OBJETIVOS E QUESTIONAMENTOS

InfeccBes fangicas sdo consideradas um grave problema de salde em diversos

paises. Dados estimam que cerca de 6,5 milhdes de pessoas sdo acometidas anualmente

por infecgdes fungicas invasivas e 3,8 milhGes morrem em decorréncia dessas infecgdes

(Denning, 2024). Esse cenario critico é influenciado por fatores como nimero crescente

de pessoas imunossuprimidas, resisténcia aos antifangicos aliada a opgdes terapéuticas

limitadas e o surgimento de patdgenos resultantes de alteracBes climéticas (Schikora-
Tamarit; Gabaldén, 2024).

Um relatorio elaborado pela Organizacdo Mundial da Saude - OMS em 2022,

divulgou uma lista de patégenos fungicos prioritarios no contexto global, visando
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direcionar esforgos e priorizar o desenvolvimento de estudos e investimentos na area de
infeccbes fangicas e de resisténcia aos antifingicos. Nesse relatorio, os patdgenos
fangicos foram classificados em trés grupos de acordo com o nivel de prioridade, sendo
eles: critico, alto e médio. Entre as espécies prioritarias, estdo espécies do género
Candida, descritas em todas as categorias (Loh; Lam, 2023; OMS, 2022).

Espécies desse género flangico colonizam a microbiota humana de forma
comensal, no entanto, podem se tornar patégenos oportunistas em individuos com sistema
imune enfraquecido. Cerca de 90 % das infec¢Bes ocasionadas por Candida séo atribuidas
a espécies de C. albicans, C. glabrata (Nakaseomyces glabratus), C. tropicalis, C.
parapsilosis e C. krusei (Pichia kudriavzevii), sendo C. albicans responsavel por cerca de
50 % dessas infeccBes (Liu; Shao, 2024; Ahmady et al., 2024).

O tratamento atualmente é condicionado a cinco classes de medicamentos: azdis,
equinocandinas, polienos, alilaminas e pirimidinas (Hetta et al., 2025). No entanto, 0 uso
continuo e profilatico desses medicamentos tem levado ao desenvolvimento de resisténcia
em varias espécies de Candida (Sharma; Nahar; Puri, 2025).

Considerando esse contexto, emerge a necessidade de desenvolver novas
abordagens terapéuticas que sejam eficazes no tratamento dessas infecgOes. Entre as
possiveis abordagens, destaca-se a utilizacdo de compostos naturais, sintéticos e de
terapia combinada (Khan et al., 2021). Ao contrario dos antibioticos, que sdo em maioria
de origem natural, os medicamentos antifingicos mais utilizados sdo de origem sintética
(Vanreppelen et al., 2023). Embora compostos naturais apresentem menos efeitos
colaterais, biocompatibilidade e custo reduzido de isolamento, a sintese de compostos
fornece como vantagens, garantia de pureza, facilidade de producdo em larga escala e um
acervo de bibliotecas para triagens iniciais (Khan et al., 2021; Fernandes et al., 2021).

Diante dessa perspectiva, esse trabalho motivou-se pela necessidade de pesquisar
e avaliar a acdo antifngica de substancias, na tentativa de encontrar agentes bioativos e
contribuir para o desenvolvimento de novas terapias antifungicas. Assim, em parceria
com o Grupo de estudos em Sintese Quimica Pura e Aplicada - GESQUIM, do
departamento de quimica da Universidade Federal Da Paraiba (UFPB) foi realizada a
sintese e caracterizacdo de derivados do canfeno, com o objetivo de avaliar o perfil de
atividade antifingica desses compostos.

O canfeno é um monoterpeno presente no Oleo essencial de plantas como
Rosmarinus officinalis (alecrim), Thymus carnosus (Tomilho) e Valeriana officinalis

(Valeriana). Alguns estudos farmacoldgicos demonstram que esse composto possui
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propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias, antimicrobianas, antitumoral
expectorantes (Carvalho et al., 2021; Hachlafi et al., 2021; Machado et al., 2022).

Dessa forma, essa investigacao buscou responder aos seguintes questionamentos:

e

O canfeno e derivados apresentam atividade antifungica frente a Candida albicans

e Candida tropicalis? Para isso foi verificado se 0s compostos seriam capazes de

agir sozinhos, de forma intrinseca, na inibicdo dessas cepas.

Se possuem atividade antifungica intrinseca, essa atividade é fungicida ou

fungistatica? Considerando que medicamentos antifungicos fungicidas séo

capazes de eliminar a populacéo fangica e os fungistaticos, ndo eliminam, apenas

inibem o crescimento da populacdo fungica.

Se ndo apresentarem acgdo antifingica intrinseca, podem apresentar acdo em

combinagcdo com o antifungico fluconazol? Considerando que a terapia

combinada tem se mostrado uma alternativa para o combate de infecgdes fingicas,

avaliamos se 0s compostos podem ser utilizados como adjuvantes do fluconazol.

A transicdo entre morfologias distintas como de leveduras para hifas € um

importante fator de viruléncia em espécies como C. albicans e C. tropicalis.

Considerando essa caracteristica 0 canfeno e derivados podem atuar frente a

inibicdo da transicdo morfoldgica dessas espécies?

Com base na auséncia ou presenca de atividade antifingica dos derivados, a

insercdo de um anel aromatico e de grupamentos quimicos favorece ou ndo o

potencial bioativo desses compostos? Dado que, modificagdes estruturais podem

aprimorar uma molécula original e melhorar o seu potencial bioativo.

Objetivos
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1. INFECCOES FUNGICAS

Apesar de pouco estudados e compreendidos, os fungos possuem impacto
significativo na saude humana, causando infeccdes que acometem bilhdes de pessoas e
resultam em milhdes de mortes anualmente (Brown et al., 2024). A falta de atencéo a esse
grupo de microrganismos e sua capacidade de patogénese é associada, principalmente a
sua natureza oportunista, que permite organismos nao virulentos se tornarem patogénicos
e causarem infeccdes quando ha perda da resposta imune inata e adaptativa do hospedeiro
(José; Periselneris; Brown, 2020; Rokas, 2022).

A medida que cresce o nimero de pessoas idosas, de pacientes gravemente
doentes e de pessoas com comprometimento no sistema imune, aumenta a ocorréncia de
infeccdes fangicas (Govrins; Lass-Flor, 2024). Além disso, a pandemia da sindrome
respiratoria aguda grave do coronavirus 2 (SARS-CoV-2), conhecida como COVID 19,
resultou no aumento de coinfeccBes e superinfecgdes causadas por espécies dos géneros
fangicos, Aspergillus, Candida e Mucorales (Hoenigl et al., 2022).

InfecgBes fungicas podem ser superficiais ou sistémicas, sendo superficiais
guando acometem principalmente pele, mucosas e cavidade oral do hospedeiro e
sistémicas quando afetam tecidos profundos podendo levar ao estado de sepse (Hetta et
al., 2025; Wu et al., 2022; Di Cosola et al., 2021).

Embora causem impactos severos a saude humana, as infec¢bes fangicas sdo
constantemente negligenciadas pelos érgdos de satde publica e devido a isso, podem a
vir sobrecarregar os sistemas de satde (Smith et al., 2023). Esse fato reforca a necessidade
de pesquisar sobre patdgenos fungicos, a fim de contribuir com a seguranca global de
salde e aumentar a capacidade de desenvolver estratégias eficazes para o enfrentamento
e controle das infecgdes fungicas (Al Aboody; Mickymaray 2020; Thambugala et al.,
2024).

3.2.  GENERO Candida

O género Candida pertence ao filo Ascomycota e inclui cerca de 200 espécies, das
quais, aproximadamente 30 possuem relevancia clinica (Tamo, 2020; Katsipoulaki et al.,

2024). Candida spp. sdo leveduras comensais que habitam a microbiota humana e
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colonizam a pele e os tratos gastrointestinal, reprodutivo e respiratorio dos individuos
(Ahmed et al., 2022; Ahmady et al., 2024). Apesar de comensais, espécies desse género
sdo consideradas oportunistas e podem se tornar patogénicas causando infec¢des quando
ha disfungdes no sistema imune e ou disbiose na microbiota do hospedeiro (Lionakis;
Drummond; Hohl, 2023). As infeccGes causadas por Candida spp. podem ser superficiais,
como a candidiase cutanea e mucosa ou sistémica, como a candidemia (Lu et al., 2023;
Junior et al., 2024).

Entre as espécies de Candida, C. albicans € responsavel pela maioria dessas
infeccbes (Zhang et al., 2024), entretanto, espécies como Nakaseomyces glabrata
(denominada anteriormente como C. glabrata), C. parapsilosis, C. tropicalis, a recente
C. auris, C. dubliniensis e Pichia kudriavzevii (anteriormente chamada C. krusei), se
destacam atualmente no cenario clinico, devido apresentarem casos de infeccdo com altos
indices de falha terapéutica, fator associado ao desenvolvimento de estratégias de
viruléncia e resisténcia aos antifungicos (Lim et al., 2021; Gomez-Gaviria; Ramirez-
Sotelo; Mora-Montes, 2022; Gaffar; Valand; Girija, 2025).

3.2.1. Candida albicans

Candida albicans é um fungo oportunista, categorizado pela OMS como patégeno
de prioridade critica, sendo uma das espécies de fungos mais comuns presentes na
microbiota humana. Por ser comensal, C. albicans coloniza de forma assintomética a
cavidade oral, pele e os tratos genital e gastrointestinal de individuos saudaveis (OMS,
2022; Macias-Paz et al., 2023).

No entanto, devido a natureza oportunista, pode causar infec¢des que vao desde
superficiais a sistémicas em individuos que apresentam comprometimento no sistema
imune, como pacientes com HIV, cancer, em tratamento prolongado com antibidticos ou
receptores de transplante de érgdos (Parambath et al., 2024; Wang et al., 2024).

C. albicans é responsavel por aproximadamente 50 % das infeccBes fungicas
causadas por Candida spp. (Zhang et al., 2024). A principal infec¢do associada a essa
especie é a candidiase vulvovaginal, que acomete cerca de 75 % das mulheres ao menos
uma vez durante a idade reprodutiva (Kadosh; Mundodi, 2020; Macalpine; Lionakis,
2024). Além disso, C. albicans é responsavel por provocar cerca de 40 % das infec¢des
nosocomiais da corrente sanguinea, a nivel global (Khan et al., 2021).

Essa espécie é polimorfica e pode existir em trés formas: levedura, hifas e pseudo-

hifas. Tanto a forma de levedura quanto a forma filamentosa hifal sdo essenciais para sua
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patogénese (Kumar; Kumar, 2023; D'Enfert et al., 2021). A forma de levedura esta
envolvida na disseminacdo da infeccdo, enquanto a forma filamentosa é considerada
invasiva, permitindo C. albicans penetrar as barreiras do hospedeiro e acessar os tecidos
profundos (Zaongo et al., 2023; Liang et al., 2023).

A formacdo de filamentos hifais € uma das principais caracteristicas de C.
albicans (Xiong; Goerlich; Mitchell, 2024) e essa capacidade de alternancia entre a forma
de levedura e a forma filamentosa/hifal, dificulta o tratamento antifingico e aumenta a
gravidade e persisténcia da candidiase (Pavic et al., 2024). O az0is séo a classe de
primeira escolha para o tratamento de infecgOes ocasionadas por C. albicans, no entanto,

é crescente a resisténcia de C. albicans a essa classe de antifungicos (Fattouh et al., 2024).

3.2.2. Candida tropicalis

Candida tropicalis € um fungo oportunista, categorizado pela OMS como
patdgeno fangico de alta prioridade, e considerada uma das espécies mais patogénicas do
género Candida (OMS, 2022; Siqueira et al., 2025). Assim como C. albicans, C.
tropicalis € comensal e habita a cavidade oral, a pele e os tratos gastrointestinal e
reprodutivo humano, e pode se tornar patogénica em condicdes clinicas especificas e
causar infec¢des superficiais e ou sistémicas (Wang et al., 2020; Xu, 2021).

Alem disso, C. tropicalis também é encontrada nas formas de levedura, hifa e
pseudo-hifas. E a capacidade de formar hifas e pseudo-hifas facilita a invaséo tecidual e
a patogénese dessa espécie (Queiroz et al., 2023; Santos; Ishida, 2023).

C. tropicalis € o principal agente de infeccGes em pacientes com neutropenia e em
Unidades de Tratamento Intensivo (UTIs), além de ser comumente identificada como
causa de candidemia e candidiase invasiva (Oliveira et al., 2020). Infec¢Bes por C.
tropicalis sdo consideradas persistentes e resultam em maior permanéncia hospitalar e
maior indice de mortalidade em relacdo a outras espécies de Candida (Oliveira et al.,
2020; Sharma; Chakrabarti, 2023). Estudos recentes apontam que C. tropicalis tem
apresentado perfil de resisténcia aos azois, especialmente ao fluconazol, antifingico mais

utilizado na pratica clinica (Siqueira et al., 2025; Silva-Rodrigues et al., 2024).

3.2.3. Viruléncia fungica e indugdo da transi¢do morfologica
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A viruléncia é definida como o grau de dano que um microrganismo pode
provocar e corresponde a uma medida resultante da interagcdo entre micrébio, hospedeiro
e ambiente. Além disso, ndo é uma caracteristica constante, podendo ser intensificada,
perdida ou restaurada (Siscar-Lewin; Hube; Brunke, 2022; Ciurea et al., 2020; Rokas,
2022). Essa viruléncia é determinada por alguns fatores, chamados fatores de viruléncia,
que permitem a adesdo e invasdo pelos microrganismos patogénicos as células
hospedeiras, suprimindo ou evitando as defesas imunoldgicas para o estabelecimento do
processo infeccioso (Tsolis; Baumler, 2020).

A expressdo de adesinas e invasinas, secre¢ao de enzimas hidroliticas, formacéo
de biofilme e a transicdo morfologica séo alguns fatores de viruléncia de Candida spp.
(Farhan et al., 2024; Robbins; Cowen, 2025; Singh et al., 2021). Dentre esses, a transicdo
morfolégica € um fator crucial para a viruléncia e o estabelecimento de infeccGes
ocasionadas por espécies de Candida, que possuem a capacidade de transitar entre formas
morfologicos distintas, como de levedura para hifas ou pseudo-hifas (Szerencsé et al.,
2020; Queiroz et al.,2023; Lew; Lin 2021).

Apenas algumas espécies de Candida sdo capazes de realizar transicdo
morfoldgica da forma de levedura para forma filamentosa, entre elas, C. albicans, C.
dubliniensis e C. tropicalis. Espécies como C. parapsilosis e C. krusei (Pichia
kudriavzevii) ndo formam hifas verdadeiras, no entanto, podem transitar entre as formas
de levedura e pseudo-hifas, ja C. glabrata (Nakaseomyces glabrata) ndo é capaz de
formar hifas ou pseudo-hifas. Estudos recentes, demonstram que C. auris considerada
incapaz de realizar filamentacdo, pode expressar pseudo-hifas em condi¢cfes especificas
(Ciurea et al., 2020; GOmez-Gaviria, Baruch-Martinez; Mora-montes, 2024; Gaffar;
Valand; Girija, 2025).

Essa mudanga de morfologia de Candida spp. pode ser desencadeada por fatores
externos e internos, como alteracbes genéticas e epigenéticas, auséncia de nutrientes,
temperatura elevada (37 °C), niveis elevados de CO2 e N -acetilglucosamina, pH
alcalino/neutro, presenca de soro e hipoxia (Kumpakha; Gordon, 2022; Padder et al.,
2022).

3.3.  ANTIFUNGOTERAPIA E RESISTENCIA

3.3.1. Antifangicos e mecanismos de agdo
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Atualmente o tratamento das infec¢des fungicas é limitado principalmente a cinco
classes de antifungicos, azois, equinocandinas, analogos de pirimidina, polienos e
alilaminas (Hoenigl et al., 2024; Hetta et al., 2025).

Os azdis sdo a classe de medicamentos antifingicos mais comumente utilizada na
prética clinica. Os medicamentos pertencentes a essa classe, atuam inibindo a acdo da
enzima lanosterol 14a-desmetilase, responsavel pela modificacdo do lanosterol em
ergosterol, um dos principais componentes da membrana celular fingica. Com o bloqueio
da sintese do ergosterol, ha o acimulo de esteréis toxicos e a integridade da membrana
fangica é prejudicada (Ahmady et al., 2024; Gaffar; Valand; Girija, 2025).

Os azo6is sdo divididos em dois grupos: Imidazois (clotrimazol, cetoconazol
econazol, miconazol e tioconazol) e Triazois (fluconazol, itraconazol, voriconazol,
isavuconazol e posaconazol). Dentre esses, o fluconazol é o antifingico mais comumente
utilizado no tratamento das infecgdes fangicas devido fatores como baixa toxicidade ao
hospedeiro, alta solubilidade em &gua, aumento de biodisponibilidade e baixo custo
(Garcia-Garcia; Borobia, 2021; Jamiu et al., 2021; Siqueira et al., 2025).

As equinocandinas, classe derivada de produtos naturais semissintéticos exibe
acao fungicida e atua na inibi¢do da biossintese da enzima B-(1,3) -d—glucano sintase,
uma das principais enzimas da parede celular fungica. Essa acdo resulta em um
desequilibrio estrutural na parede celular do fungo, ocasionando inibi¢cdo do crescimento
ou morte por instabilidade osmatica. Caspofungina, micafungina e anidulafungina séo
exemplos de medicamentos pertencentes a essa classe (Puumala et al., 2024; Czajka et
al., 2023).

Flucitosina (ou 5-flucitosina), um derivado sintético de pirimidina é absorvido na
celula fangica pela enzima citosina permease e convertido em 5- fluorouracil (5-FU) pela
enzima citosina desaminase. O 5-FU é um composto tdxico que atua inibindo a sintese de
RNA e DNA (Carmo et al.,, 2023; Hetta et al., 2025). A flucitosina é usada em
combinacdo com a anfotericina B, sendo recomendado o uso combinado em infeccdes
especificas (Barantsevich; Barantsevich, 2022).

Os polienos sdo antifungicos fungicidas oriundos de bactérias pertencentes ao
género Streptomyces. Esse medicamento tem como alvo a membrana da célula fangica,
atuando atraves da formacéo de poros no ergosterol que vdo promover o vazamento de
solutos/ions promovendo consequentemente a morte das células flngicas. Os principais
polienos sdo a anfotericina B e a nistatina (Ahmady et al., 2024; Hetta et al., 2025).

As alilaminas sdo agentes antifangicos que atuam de forma semelhante aos azéis,

inibindo a biossintese do ergosterol, no entanto, através de mecanismos distintos. Essa
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classe tem como alvo a enzima esqualeno epoxidase que esta presente nas etapas iniciais
davia de sintese do ergosterol (Halat et al., 2022; Vanreppelen et al., 2023). As alilaminas
possuem acdo fungicida contra dermatofitos e fungistatica contra Candida spp. tendo
como principais representantes a terbinafina e a naftifina (Hetta et al., 2025; Fernandes
etal., 2021).

3.3.2. Candida spp. e mecanismos de resisténcia aos antifingicos

Dada a escassez de antifingicos, a resisténcia fungica aos medicamentos
disponiveis para a terapia antifungica é um problema emergente (Lockhart; Chowdhary;
Gold, 2023). A resisténcia aos antifingicos é dividida em resisténcia intrinseca e
adquirida. A resisténcia intrinseca € uma caracteristica inerente de algumas espécies
fangicas que ndo sdo suscetiveis a alguns antifungicos, independente de exposi¢do prévia.
Ja a resisténcia adquirida ocorre ao longo do tempo, como resultado da exposicdo a
medicamentos antifungicos em espécies previamente suscetiveis (Ben-Ami;
Kontoyiannis, 2021; Gupta; Venkataraman, 2022).

Os fungos desenvolvem resisténcia aos antifingicos por meio de diversos
mecanismos (Lockhart; Chowdhary; Gold, 2023). Em espécies de Candida, o0s
mecanismos de resisténcia aos azoOis frequentemente descrito sdo mutacdes ou
superexpressdo dos genes ERG11 que codificam a lanosterol 14-a-desmetilase e a
regulacdo positiva das bombas de efluxo, MDR e CDRs (Hetta et al., 2025; Sharma;
Nahar; Puri, 2025).

A medida que houve um crescimento no nimero de espécies de Candida
resistentes aos azois, a aplicacdo de equinocandinas no tratamento de infec¢des causadas
por essas espécies foi expandida. A forma mais comum de resisténcia de Candida spp. as
equinocandinas é a ocorréncia de mutacfes em regides especificas dos genes FKS, que
codificam a enzima [1-3 glucano sintase, resultando na diminui¢do da sensibilidade a
esses medicamentos (Czajka et al., 2023; Mroczynska; Brillowska-Dgbrowska, 2020).

A 5-flucitosina ¢ eficaz contra varias espécies de Candida, e a resisténcia a esse
medicamento € reduzida quando utilizada em combinagdo com a anfotericina B. No
entanto, o uso prologado de monoterapia com flucitosina aumenta a ocorréncia de
resisténcia (Barantsevich; Barantsevich, 2022; Padda; Pammar, 2024). Entre o0s
mecanismos envolvidos nesse processo, estdo mutacoes nos genes FCY1, FCY2 e FURL
responsaveis pela ativacdo da citosina permease, citosina desaminase ou uracil

fosforibosiltransferase (Ahmady et al., 2024; Sigera; Denning, 2023).
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A resisténcia aos polienos é rara, mesmo essa classe estando disponivel a décadas
para uso terapéutico. No entanto, em Candida spp. a resisténcia € associada
principalmente a mutacdes na familia de genes ERG, que atuam na biossintese do
ergosterol. Alteracfes na biossintese do ergosterol pode levar a diminuicdo desse
componente e ao acimulo de esterois alternativos (Carolus et al., 2020; Lee; Robbins;
Cowen, 2023).

Assim como nos polienos, a resisténcia as alilaminas € pouco relatada, no entanto,
ha estudos que expdem a resisténcia da terbinafina a dermatofitos, tendo como principais
mecanismo mutacdes pontuais nos genes ERG1 (Sagatova, 2021).

O desenvolvimento de novos antifungicos é dificultado pela natureza eucariética
dos fungos, o que reduz o nimero de alvos especificos, aumenta o risco de reacdes
adversas e indica a necessidade de identificar mecanismos bioquimicos exclusivo dos
patdgenos para o desenvolvimento de novas terapias antifingicas (Saini et al., 2025;
Fernandes et al., 2021).

3.4. O USO DE PRODUTOS NATURAIS E SEUS DERIVADOS COMO FONTE
TERAPEUTICA

Produtos naturais (PNs) sdo compostos biologicamente ativos oriundas de fontes
naturais como plantas, microrganismos e organismos marinhos (Zhang et al., 2024). Ao
longo da historia, os PNs e seus derivados sintéticos e semissintéticos tém desempenhado
um papel significativo na descoberta de medicamentos e no tratamento de doencas (Gallo
et al., 2023; Najmi et al., 2022).

As plantas destacam-se por serem uma das principais fontes de compostos
biologicamente ativos (Naeem et al., 2022). A utilizagcdo desses compostos como fonte
terapéutica foi possivel através dos avangos da quimica moderna que permitiu o
isolamento, a identificacdo e a caracterizacdo de moléculas bioativas especificas dos PNs
(Lanier; Andersen; Hamberger, 2023; Gangwal; Lavecchia, 2025). Essas moléculas
podem ser utilizadas diretamente como farmacos, ou sofrerem determinada(s)
modificagéo (des) estrutural (ais) que permita o aprimoramento do composto original, a
fim de atender as exigéncias terapéuticas, desempenhando, assim, um papel fundamental
na descoberta de novos farmacos (Chopra; Dhingra, 2021).

Entre os diversos medicamentos oriundos de PNs aprovados e distribuidos pelo
mercado farmacéutico, esta a anfotericina B, um antifungico oriundo da bactéria

Streptomyces nodosus, a Citarabina (Ara-C), um agente antileucémico oriundo da esponja
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marinha Cryptotheca crypta, e o Paclitaxel, um agente anticancerigeno isolado da planta
Taxus brevifolia (Chaachouay; Zidane, 2024; Chopra; Dhingra, 2021).

3.4.1. Terpenos

Os terpenos, sdo uma classe de compostos de origem natural encontrado nas
plantas e constitui uma das maiores familias de compostos naturais descritos no mundo,
com cerca de 80.000 moléculas identificadas (He et al., 2020; Liu et al., 2023). Essa
classe, ajuda na protecdo das plantas contra estresses abi6ticos e bidticos e apresenta
diversas aplicagdes no setor industrial (Khanam et al., 2025). S&o formados por unidades
de isopreno (C5H8) que garantem a diversidade estrutural dessa classe (Masyita et al.,
2022; Aljaafari et al., 2021).

De acordo com a quantidade dessas unidades os terpenos sdo classificados em:
Hemi (Cs), mono- (Cio), sesqui- (Cis), di- (C20), sester- (Czs), tri- (Cso) e tetra- (Cao)
terpenos (Sousa et al., 2023; Montero-Fernandez et al., 2025). Dentre essa classificacao,
destacam-se 0s monoterpenos, grupo com maior diversidade estrutural e
predominantemente encontrados em 06leos essenciais, devido baixo peso molecular
(Alvarenga et al., 2023; Masyita et al., 2022). De acordo com sua estrutura sao
classificados em: alifaticos (sem anel), monociclicos (um anel) e biciclicos (dois anéis)
(Siddiqui et al., 2024).

Muitos monoterpenos e derivados sdo utilizados pela inddstria farmacéutica,
como fonte de medicamentos utilizados no tratamento de diversa doencas. Evidéncias
cientificas mostram que compostos pertencentes a esse grupo apresentem uma variedade
de atividades farmacoldgicas, entre elas, atividade antimicrobiana, antioxidante,
antiinflamatdria, anticoagulante, analgésica, anticancerigena e hipoglicémica (Wojtunik-
Kulesza, 2022; Paulino et al., 2022; Alvarenga et al., 2023).

3.4.2. Canfeno

O canfeno (Figura 1) € um monoterpeno biciclico (2,2-dimetil-3-metileno-biciclo)
de forma molecular C1oH16 encontrado no 6leo essencial de plantas como, Rosmarinus
officinalis (Alecrim); Valeriana officinalis (Valeriana) e Zingiber officinale (gengibre)
(Feng et al., 2019; Okhale et al., 2021. Hachlafi et al., 2023).
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Figura 1 - Estrutura do canfeno

Fonte: Farias et al., 2026 (adaptado).

Esse composto € aprovado pela FDA (Food and Drug Administration) para uso
como aditivo alimentar e de fragrancias (Self et al., 2022). Além disso, tem sido
amplamente utilizado como substancia de partida para a sintese de biomoléculas (Yang
et al., 2020).

Estudos da literatura cientifica apontam que o canfeno possui propriedades
antimicrobianas, antiinflamatérias, analgésicas, antinoceptivas, anticancerigenas,
expectorantes e cardioprotetoras (Gadotti; Huang; Zamponi, 2021; Stamatiou et al., 2024;
Girola et al., 2015).

35. SINTESE POR ARILACAO DE HECK-MATSUDA

A sintese e derivatizacdo a partir de produtos naturais, € uma estratégia importante
para a descoberta de novos moléculas com potencial bioativo. Nesse sentido. diversas
técnicas sdo empregadas para esse processo, entre elas, a diversificagdo em estagio tardio,
que proporciona a reducdo das rotas sintéticas, rapidas alteragdes nas propriedades das
moléculas e via de obtencdo mais eficiente (Hong, Luo; Lei, 2020).

Um método que possibilita essa diversificacdo em estagio tardio é a reacdo de
Heck, método sintético importante dentro da quimica organica que se caracteriza pelo
acoplamento entre alcenos e haletos de arila, catalisado por paladio para a formacgéo de
ligagdes C-C. Esse tipo de reacdo é uma das estratégias mais versateis e populares para a
formulacdo de moléculas complexas, utilizada na sintese de produtos naturais, quimicos
e farmacéuticos (Wang et al., 2021; Vucetic et al., 2022). Apesar do bom rendimento,
essa reacdo necessita de ligantes fosfina, altas temperaturas e periodos longos de reagédo
(Souza-Ferrari et al., 2021).

A presenca de pelo menos um grupo arila em moléculas farmacoldgicas e
terapeuticamente ativas destaca a importancia das reacdes de arilacdo (Bibi; Khan;
Hassan, 2022). Entre essas reacOes esta a reacdo por arilacdo de Heck-Matsuda, uma
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variacdo préatica e versatil da reacdo de Heck, que consiste em substituir haletos de arila
por sais reativos de arenodiazénio (Oliveira et al., 2020; Souza-Ferrari et al., 2021).

Os sais de arenodiazonio sdo altamente reativos, o que reduz o tempo de reacao e
caracteriza uma das vantagens dessa reacdo. Alem disso, a reacdo de Heck-Matsuda
possui excelentes rendimentos, e pode ser executada com ou sem ligantes de fosfina,

assim como, sem a necessidade de bases (Oliveira; Correia, 2021; Mateliené et al., 2023).
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RESUMO

O répido crescimento das infec¢des fungicas causadas por Candida spp. associadas a resisténcia
antimicrobiana requer o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas para combater
essas infeccBes. O canfeno é um composto derivado dos 6leos essenciais de varias plantas e
possui propriedades antimicrobianas. Com base nisso, 0 objetivo deste estudo foi realizar a
diversificacdo em estagio avancado do canfeno por meio da arilacdo Heck-Matsuda (HM)
altamente estereosseletiva e avaliar a atividade antifingica desses derivados contra Candida
spp. A reacao proporcionou acesso direto a sete derivados de aril-canfeno (adutos HM 3a-g)
com rendimentos bons a excelentes (48 a 98 %), em tempos de reacdo curtos sob condic¢des
moderadas e aerdbicas. Para os ensaios antifungicos foram selecionados o canfeno e 0s
derivados com maior rendimento, o aduto HM 3a e o aduto HM 3b. Dentre os compostos, 0
canfeno apresentou a melhor atividade antifangica intrinseca, superando o fluconazol (FCZ)
contra o C. albicans. Em associagdo com o FCZ, tanto o canfeno quanto o aduto HM 3a
potencializaram significativamente a acdo do farmaco, com reducdo expressiva da
Concentracdo Inibitoria média (ICso). Nos ensaios para determinar a Concentra¢do Fungicida
Minima (CFM), apenas a combinacéo canfeno e FCZ foi fungicida para C. albicans. Ja para C.
tropicalis houve acgdo fungicida pelas combinagdes do canfeno e FCZ e do aduto HM 3a e FCZ.
A transicdo morfoldgica de levedura para hifas e/ou pseudohifas em C. albicans foi inibida
apenas pelo canfeno. Em C. tropicalis, a filamentacdo foi completamente inibida pela acdo do
canfeno e seus derivados nas concentracGes avaliadas. Em conjunto, estes resultados sugerem
que o canfeno e seus adutos HM (3a-b) avaliados, podem ser candidatos promissores para o
desenvolvimento de agentes antifingicos, especialmente, em terapias combinadas com
fluconazol.

Palavras-chave: Diversificagdo em estdgio avancado. Reacdo Heck-Matsuda. Terpenos.
Candida albicans. Candida tropicalis. Resisténcia a fungos. Antipleomorfismo

1. INTRODUCAO
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Candida spp. séo fungos comensais e oportunistas que estdo presentes na microbiota
humana, colonizando principalmente a pele e os tratos gastrointestinal e reprodutivo humano.
Em condi¢cdes normais do corpo humano essas espécies ndo causam nenhum dano ao
hospedeiro, no entanto, podem se tornar patdogenos oportunistas quando ha alteracdes na
microbiota ou sistema imune do hospedeiro, levando ao desenvolvimento de infeccGes que véo
desde superficiais a sistémicas [1-2].

A capacidade de escapar da resposta imune do hospedeiro ¢ um fator crucial para a
patogenicidade de Candida spp. AlteracGes na morfologia, expressdo de adesinas, formacao de
biofilmes e secre¢do de enzimas hidroliticas estdo entre os principais fatores que promovem a
colonizacdo, adesdo, invasdo e danos ao organismo humano [3-5]. Esses mecanismos
associados ao aumento expressivo de individuos com o sistema imune comprometido tém
levado ao crescimento vertiginoso de infecgdes fungicas ocasionadas por Candida spp. [6-7].

Apesar do alto impacto que essas infec¢fes causam a salde e ao bem-estar humano as
opcOes terapéuticas sdo limitadas a cinco classes de medicamentos: azodis, analogos de
pirimidina equinocandinas, flucitosina e polienos [8-9]. A classe dos az0Ois é comumente
preferida para o tratamento de infec¢bes por Candida, com destaque para o fluconazol, farmaco
bastante utilizado pelo sistema de saude devido ao seu baixo custo e a sua baixa toxicidade [10-
11]. No entanto, espéecies de Candida tem desenvolvido resisténcia a essas classes de
medicamentos, sendo a resisténcia aos azois mais prevalente em funcéo do seu amplo uso e da
sua natureza fungistatica [12-13].

Assim, 0 aumento das infeccBGes associadas a resisténcia fungica constitui um grave
problema para os sistemas de salde e exige o desenvolvimento urgente de novas moléculas
bioativas com potencial antiflngico [14]. Portanto, as investigacdes de produtos naturais ou
produtos sintéticos de base bioldgica tornaram-se boas alternativas para o desenvolvimento de
novos medicamentos antifungicos, seja de forma intrinseca ou em combinacdo com outros
medicamentos [15-16].

O canfeno pertence a classe dos terpenos e € originario dos 0leos essenciais de plantas,
como alecrim (Rosmarinus officinalis), valeriana (Valeriana officinalis) e gengibre (Zingiber
officinale) [17-19]. InvestigacOes bioldgicas demonstraram que esse composto e seus derivados
tém propriedades antimicrobianas, analgésicas e antitumorais descritas [20-23], especialmente
derivados do tipo canfeno-tiossemicarbazona contra cepas de Mycobacterium tuberculosis [24-
25].

Apesar do potencial bioldgico do canfeno para o desenvolvimento de novos protétipos

antimicrobianos, apenas um unico estudo explorou a derivatizacdo estrutural em estégio final
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desse produto natural [26]. Dado 0 nosso interesse em explorar a arilagdo de Heck-Matsuda
(HM) como uma estratégia para a diversificacao estrutural em estagio final de produtos naturais
biorrelevantes [27], decidimos revisitar a sintese de derivados do tipo aril-canfeno de base
bioldgica por meio dessa abordagem para entender seu escopo e estereosseletividade.
Portanto, considerando o cenario de aumento das infec¢des causadas por Candida spp.,
0 aumento da resisténcia fungica, a necessidade de desenvolver novos agentes antiflingicos e
as propriedades bioldgicas do canfeno, o objetivo deste estudo foi explorar a diversificagdo em
estagio final do canfeno por meio da arilacdo HM e avaliar a atividade antifangica in vitro do

canfeno e seus derivados, isolados e combinados com fluconazol, contra cepas de Candida spp.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1.  Estudos quimicos

2.1.1. Secéo Experimental

Todos os detalhes experimentais, métodos gerais (cromatografia e instrumentacéao)
empregados nos estudos sintéticos da diversificagdo estrutural de estagio final do canfeno e a
tabulacao dos dados analiticos e espectrais de cada composto podem ser encontrados no arquivo

de Informacdes Suplementares (S.1.).

2.1.2. Sintese quimica

Procedimento geral para a arilacdo Heck-Matsuda do canfeno (1). Para a sintese dos
derivados do tipo aril-canfeno foi realizado um procedimento tipico: Um tubo de ensaio de 20
mL sob uma atmosfera de ar (frasco aberto) equipado com uma barra de agitacdo magnética
(4,4 x 9,8 mm) foi carregado, nesta ordem, com uma solucdo de canfeno (1; 68. 12 mg; 0,5
mmol; 1,0 equiv.) em 3 mL de etanol absoluto, ZnCO3 (94 mg; 0,75 mmol; 1,5 equiv.) e
Pd(OAc). (11,2 mg; 0,05 mmol; 0,1 equiv.; 10 mol%). A mistura foi agitada por
aproximadamente 5 minutos a 40 °C para formar o pré-catalisador, depois disso o sal de
arenediazonio correspondente (2a-g; 0,75 mmol; 1,5 equiv.) foi adicionado em uma porc¢éo e a
mistura de reacdo foi agitada a 40 °C até que a andlise de TLC indicasse 0 consumo completo
da olefina. Apds 1 h, a mistura foi filtrada através de uma pequena almofada de silica gel (3,0
x 3,0 cm) eluida com acetato de etila (4 x 10 mL) e concentrada no vacuo. Os produtos brutos
foram purificados por cromatografia em coluna flash (em gel de silica; 3,0 x 12 cm) com
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hexano/Et20 (98:2, v/v) como eluente para fornecer os adutos HM 3a-b ou apenas hexano
como eluente para fornecer os adutos HM 3c-g. Os dados espectrais completos de cada
composto podem ser encontrados no arquivo S.l. Os dados analiticos e espectroscopicos dos
derivados do tipo aril-canfeno 3b-e sdo semelhantes aos relatados anteriormente [26]. Os dados

fisicos e espectroscopicos de 3f-g estdo sendo descritos aqui pela primeira vez.

2.2.  Ensaios antifngicos in vitro

2.2.1. Compostos, meios de cultura e reagentes

Para os ensaios antifangicos, além do canfeno, foram selecionados os seus derivados
aduto HM 3a e aduto HM 3b em funcdo da disponibilidade quantitativa de material. O
antifungico fluconazol foi a droga de escolha para atuar como controle e foi adquirido da
VIRUPAKSHA ORGANIC LIMITED (Gaddapotharam Village — india).

Para os ensaios antifingicos foram utilizados os meios de cultura Agar Sabouraud
Dextrose (ASD, Himedia, Mumbai, india) e Caldo Sabouraud Dextrose (CSD, KASVI,
Laboratdrios Conda SA, Madrid, Espanha) duplamente concentrado, preparados de acordo com
as instrucdes dos fabricantes. O Potato Dextrose Agar (PDA, KASVI, Laboratérios Conda SA,
Madrid, Espanha), o Agar Bacterioldgico (AB, ISOFAR, Rio de Janeiro, Brasil) e o Extrato de
Levedura Peptona Dextrose (YPD, Difco, Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes,
NJ, EUA) foram utilizados para a analise da transicdo morfoldgica. Todos os meios foram
solubilizados com &gua destilada e esterilizados em autoclave vertical, a 121 °C por 15 min.
Além disso, para analise da transicdo morfoldgica também foram utilizados Soro Fetal Bovino
Estéril (Laborclin, Parand, Brasil) e Tween 80 PS (Dinamica, Indaiatuba, Séo Paulo, Brasil).

Os compostos e o fluconazol foram pesados em 0,01 g e dissolvidos em 1 mL de
dimetilsulféxido (DMSO, Vetec Quimica Fina LTDA, Rio de Janeiro, Brasil), posteriormente

diluidos em meio CSD para compor a concentracdo inicial de 1024 pg/mL.

2.2.2. Microrganismos

Foram utilizadas duas cepas fungicas: a linhagem padrdo Candida albicans INCQS
40006 (CA INCQS 40006) — ATCC 10231, obtida da Colecéo de Culturas do Instituto Nacional
de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) da Fundacdo Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro,
Brasil), e a linhagem isolada Candida tropicalis URM 4262 (CT URM 4262) proveniente da
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Colecdo de Culturas da Micoteca de Recife (URM — University Recife Mycology) da
Universidade Federal de Pernambuco — UFPE.

2.2.3. Preparo do inoculo

Para os ensaios de microdiluicdo as cepas fangicas foram cultivadas em placas de Petri
contendo meio ASD a 35 °C por 24 h. Posteriormente, os microrganismos foram adicionados a
tubos de ensaio contendo 4 mL de solucdo salina (0,9 % NaCl) e ajustados e comparados com
0 padrdo de turbidez da escala de McFarland a 0,5 (1x10 8 UFC/mL) [28]. Para os ensaios da
inibicdo de viruléncia fungica, as leveduras foram reativadas em meio YPD acrescido de 5 %

de soro fetal bovino, e posteriormente cultivadas em meio ASD a 37 °C por 24 h.

2.2.4. Curvade crescimento fungico e determinacdo da Concentracdo Inibitdria de 50 % (I1Cso)

Para determinacdo da curva de crescimento flngico e da Concentracdo Inibitéria de 50%
(ICsp) foi utilizado o método de microdiluicdo em caldo em placas de 96 pocos. Em cada pogo
foi adicionado 100 pL das substancias ou fluconazol em concentragcfes que variaram de 512 a
1 pg/mL, e 100 pL de CSD contendo in6culo fungico [28 com modificacbes nas
concentragdes]. Os dois ultimos pocgos foram utilizados para verificar o controle de crescimento
fangico (11°) e de esterilidade (12°). Além disso, também foram feitas placas de controle de
diluicdo dos produtos, contendo salina em substituicdo do indculo fangico. Posteriormente,
todas as placas foram incubadas a 35 °C por 24 h, e logo apos, lidas em espectrofotdmetro

ELISA (Termoplate®, Kasuaki, China) em comprimento de onda de 630 nm [29].

2.2.5. Determinacdo da Concentracdo Fungicida Minima (CFM)

A CFM foi determinada para avaliar o efeito intrinseco e combinado dos compostos e
do fluconazol frente a viabilidade celular das linhagens de Candida. Placas contendo ASD
foram divididas em quadrantes por um cartdo guia fixado na parte externa inferior da placa.
Para cada quadrante foram transferidos 10 pL da solucdo da placa de microdilui¢do preparada
para esse teste. Logo apds, as placas foram incubadas a 35 °C por 24 h. Apos esse periodo foi

realizado leitura visual, visando verificar a presenca ou auséncia de crescimento das colonias
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de Candida. A CFM foi definida como a menor concentragdo capaz de inibir o crescimento das
coldnias fangicas [30].

2.2.6. Avaliacdo da atividade combinada dos compostos com fluconazol

Para avalicdo do efeito modificador da acdo do fluconazol foi utilizado o método
proposto por Coutinho e colaboradores [31] com algumas modificacGes. Os compostos foram
testados com base na Concentracdo Matriz subinibitoria (CM/8). As placas foram preenchidas
com 100 pL de solugdo contendo meio, composto e in6culo e 100 pL de fluconazol diluido em
concentracbes que variaram de 512 a 1 pg/mL. Também foram realizados controle de
crescimento, esterilidade e diluicdo dos compostos com o fluconazol. Todas as placas foram
incubadas a 35 °C por 24 h, e posteriormente realizada leitura espectrofotométrica em
comprimento de onda de 630 nm (ELISA, Termoplate®, Kasuaki, China) [29].

2.2.7. Efeito dos compostos e do fluconazol na transicdo morfoldgica de Candida.

Esse ensaio foi realizado para verificar se 0s compostos e o fluconazol sdo capazes de
inibir a transicdo do estado morfolégico de levedura para hifa nas linhagens de Candida. Para
iss0, camaras Umidas foram preparadas com laminas de microscopia estéreis. Solugdes de 3 mL
contendo meio PDA empobrecido com AB, Tween e Concentracdes Matriz - CM (1024 pg/mL)
e CM/2 (512 pg/mL) dos compostos e do fluconazol foram vertidas nas laminas. Apos
solidificar, foram feitas subculturas fingicas com duas estrias paralelas, sendo posteriormente
cobertas com laminula estéril e incubadas a 37 °C por 24 h. Também foram realizados controle
de crescimento contendo apenas PDA empobrecido com AB e Tween. Ap0s esse periodo as
laminas foram entdo visualizadas em microscépio 6ptico L-20001-TRINO/6633 (Bioval, Séo
Paulo, Brasil) nas objetivas de 4x e 10x e feita a captura das imagens. O comprimento total das
estrias e filamentos expressos nas imagens foram analisados no software ToupView (ToupTek

Photonics® - China) [32] com modificages.

2.2.8. Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada pelo software GraphPad prism 9.0. Os dados foram
expressos em médias geométricas e a significancia estatistica foi avaliada por ANOVA

bidirecional seguido do teste post hoc de Bonferroni onde (p<0,05 e p<0,0001 séo considerados
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significativos e p>5 ndo significativo). Os valores de Clso foram obtidos por regresséo néo
linear.

Cinco imagens aleatérias de acordo com cada concentracdo foram selecionadas para
realizar a medicdo do comprimento total das estrias e das estruturas hifais e ou pseudohifais. O
comprimento médio dos filamentos foi calculado e analisado por ANOVA de uma via seguido
pelo teste post hoc de Bonferroni, os valores foram verificados de acordo com a concentragdo
do produto [32].

3. RESULTADOS

3.1.Quimica
Sintese Quimica

O canfeno (1) € um monoterpeno abundante que esta disponivel comercialmente nas
formas enantiomericamente pura e racémica. No entanto, o custo comercial mais alto de suas
versdes opticamente ativas limita seu uso em estudos de otimizacdo sintética e esforgcos de
triagem biolodgica para a descoberta de medicamentos em estéagio inicial. Além disso, embora a
arilacdo HM do canfeno ja tenha sido investigada no passado [26] , os rendimentos moderados
obtidos e os tempos de reacdo de algumas horas deixaram espaco para otimizacao sintética
adicional. Portanto, neste trabalho, revisitamos o escopo sintético da arilagio HM do (%)-
canfeno (1) com o objetivo de acessar derivados de aril-canfeno potencialmente relevantes para
a prospecc¢do antifungica com baixo custo operacional e alta eficiéncia sintética.

Os estudos sintéticos comecaram com a reacdo de Heck-Matsuda entre o (£)-canfeno
(1) e o tetrafluoroborato de 4-metoxibenzenediazonio (2a) como parceiros de acoplamento
modelo (Tabela 1). Inicialmente, motivado pela viabilidade de um protocolo relatado
anteriormente [26], o sistema catalitico de Zhuangyu usando Pd(OAc). (0,9 mol%) foi
verificado (Tabela S1, entrada 1, consulte S.1. para obter detalhes). Entretanto, em nossas maos,
ndo foi possivel replicar a funcionalidade desse sistema catalitico. Alterar o sistema catalitico
organico-aquoso para um apenas organico, usando apenas EtOH como solvente, também nao
teve efeito (Tabela S1, entrada 2, S.1.). Por outro lado, o estudo do efeito da polaridade do alcool
sobre o desempenho do meio de reacdo, o uso de condi¢cbes de temperatura ambiente e a
avaliacdo de 1,0-1,5 equiv. de algumas bases inorganicas e 5-10 mol% de Pd(OAc).
possibilitaram a sintese do aduto HM (3a) em rendimentos baixos a moderados em apenas 1

hora (Tabela S1, entradas 3-9, consulte S.I. para obter detalhes). O isdmero (E)-3a foi detectado
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como o Unico produto por espectroscopia de RMN de *H. Com base nesses estudos, o EtOH foi
estabelecido como o solvente de escolha, e a propor¢éo estequiométrica ideal entre olefina e sal
de diazénio foi verificada como 1,0:1,5, usando Pd(OAc). (10 mol%) como pré-catalisador
(entradas 7-8). Uma triagem adicional de 1,5 equiv. de bases inorganicas conhecidas (Tabela
S1, entradas 10-13, consulte o S.I. para obter detalhes), sob condi¢Ges de aquecimento a 40 °C,
mostrou a melhor eficiéncia sintética para a preparagdo de 3a com 95 % de rendimento, usando
ZnCO3 como base (entrada 13). Tentativas de ajustar as condic¢Ges de arilagdo HM, como a
reducdo da carga de Pd(OAc). de 10 para 5 mol % e a diminuigdo da quantidade de sal de
diazonio de 1,5 para 1,2 equiv., provocaram uma deterioracdo significativa do rendimento
(Tabela S1, entradas 14-15, consulte S.I. para obter detalhes).

Tabela 1- Escopo da diversificacdo em estagio final do canfeno (1) via arilacdo Heck-Matsuda

N,BF,
G——

Z diazonium salts (2a-j)
@i (1.5 equiv.)

Yy

EtOH, ZnCO; (1.5 equiv.),

Camphene (1) Pd(OAc), 10 mol%, 40°C, 1 hour E-3a-g
(1.0 equiv.)
OMe NO, Me Br Cl
3a (95%) 3b (98%) 3c (48%) 3d (89%) 3e (85%)

F Cl OMe NO,
Cl P ,/J::;\ P
) L [l

I I "OMe I NO,

3f (83%) 39 (80%) 3h (not formed) 3i (not formed) 3j (not formed)

Com as condic¢des adequadas estabelecidas, o escopo desse processo de arilagéo de
Heck-Matsuda foi avaliado (Tabela 1). Inicialmente, o foco foi avaliar o efeito eletronico dos
substituintes em varios sais de diazonio. As reagdes de (x)-canfeno (1) com sais de
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arenediazonio ricos e deficientes em elétrons (2) forneceram os derivados correspondentes do
tipo aril-canfeno (adutos HM 3a-g) como um Unico isbmero geomeétrico, identificado como E,
com rendimentos que variam de moderados a excelentes (até 98 %). Independentemente das
influéncias estéricas, um baixo rendimento quimico foi verificado apenas para o sal de p-
metilbenzenodiazodnio 2c na sintese do aduto HM 3c (48 %; Tabela 1). Entretanto, a reducdo da
carga de Pd(OACc). de 10 para 5 mol% possibilitou a obtengéo desse aduto de HM também com
um rendimento moderado (62 %; Tabela 1S, entrada 20, consulte S.I. para obter detalhes). A
quimiosseletividade completa foi obtida na presenca de sais de diazdnio substituidos por
halogénio (3d-3g; Tabela 1). Por exemplo, o derivado 3d do 4-bromofenil-canfeno foi obtido
com 89 % de rendimento e com alta estereosseletividade, tornando esse aduto HM um substrato
valioso para outras reacdes de acoplamento cruzado. Ao contrario do efeito do elétron, o efeito
estérico dos substituintes nos sais de arenediazénio teve um impacto dramatico no processo de
arilacdo de HM. A arilacdo de 1 com os sais de arenodiazénio orto-substituidos (2h-j) nao
produziu os adutos HM esperados, e a olefina permaneceu sem reacdo em todos os casos (3h-
j; Tabela 1). Além disso, os rendimentos foram geralmente mais altos para os sais para-
substituidos do que para os meta-substituidos, o que sugere uma clara dependéncia entre a
eficiéncia sintética e o efeito estérico. Por fim, semelhante ao que foi observado para 3a, apenas
os isdmeros E foram observados para os outros adutos HM, indicando que a arilagdo HM foi

altamente estereosseletiva em favor da geometria E.

3.1. Ensaios antifingicos

Os resultados obtidos a partir da analise da curva de crescimento flngico e concentragdo
inibitoria de 50% (Clso) séo apresentados na Figura 1 e Tabela 2. A Figura 1A mostra a curva
de crescimento fungico de CA INCQS 40006 e de CT URM 4262 em func¢do das concentracdes
testadas de cada composto intrinsecamente. Para CA INCQS 40006, o fluconazol (FCZ),
medicamento controle, inibiu o crescimento celular fangico em 100% a uma concentragédo de
512 pg/mL. O canfeno (CAN) apresentou percentual de inibicdo de 98% (256 pg/mL), o
derivado aduto HM 3a inibiu o crescimento das células fungicas em 86,5% (512 pg/mL) e 0
aduto HM 3b inibiu em 82% (512 pg/mL). Para CT URM 4262, 0 FCZ apresentou 100% de
inibicdo a uma concentracdo de 512 pg/mL. Na mesma concentracdo, 0 CAN apresentou 99%
de inibicdo do crescimento fungico, o aduto HM 3a apresentou 86% e o aduto HM 3b

apresentou 74%.
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Figura 1. Curva de crescimento fungico de C. albicans e C. tropicalis expostas ao canfeno, derivados e ao
fluconazol de forma intrinseca e combinada. A. CA: Candida albicans; INCQS: Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude. B. CT: Candida tropicalis; URM: — University Recife Mycology. CC: Controle de
crescimento fangico; FCZ: Fluconazol; CAN: Canfeno; HM: Heck Matsuda.

A Figura 1B mostra a curva de crescimento fungico do CA INCQS 40006 e CT URM
4262 frente a acdo combinada dos compostos com FCZ. Na atividade combinada contra CA
INCQS 40006, a combinagdo CAN+FCZ potencializou o efeito inibitdrio da droga, alcangando
100% de inibicdo do crescimento fungico na concentracdo de 16 pg/mL. A combinacdo aduto
HM 3a+FCZ também potencializou a a¢do do farmaco, com 100% de inibicdo do crescimento
fangico na concentracdo de 256 pg/mL. O aduto HM 3b+FCZ nédo apresentou resultados
significativos, obtendo 100% de inibicdo do crescimento fungico na mesma concentracdo do
medicamento (512 pg/mL). Contra CT URM 4262, a combinagdo CAN e FCZ inibiu o
crescimento celular flngico em 96% a uma concentracdo de 4 pg/mL. O aduto HM 3a+FCZ
apresentou 100% de inibig¢do (256 pg/mL), resultado semelhante ao obtido contra CA INCQS
40006, e a combinagéo aduto HM 3b+FCZ apresentou 99% de inibig¢&o (256 pg/mL).

A Tabela 2 apresenta os valores de Clso obtidos através da curva de crescimento fungico.
Na atividade intrinseca, contra CA INCQS 40006, o FCZ exibiu Clso a uma concentracéo de
256,7 ng/mL, o CAN obteve Clsp duas vezes menor que o FCZ, com 106,9 ug/mL. O aduto
HM 3a obteve uma Clso mais elevada do que o FCZ, com 371,8 pug/mL, tal como o aduto HM
3b, com uma Clso de 323,0 ug/mL. Para CT URM 4262, 0 FCZ apresentou Clsg na concentragdo
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de 3,177 ug/mL, enquanto o CAN obteve uma Clso aproximadamente 70 vezes superior, com
222,3 pg/mL. O aduto HM 3a apresentou uma Clsp superior a do FCZ, com 268,0 ug/mL, assim
como o0 aduto HM 3b, com uma Clsg de 294,3 ug/mL.

Na atividade combinada contra CA INCQS 40006, o CAN associado ao FCZ reduziu a
Clso deste farmaco de 256,7 pg/mL para 0,4901 pg/mL, e a combinagdo aduto HM 3a+FCZ
reduziu para 2,021 pg/mL. A combinagdo do aduto HM 3b+FCZ aumentou a Clso de 256,7
pg/mL para 272,7 ug/mL. Contra CT URM 4262, o CAN associado ao FCZ reduziu a Clso de
3,177 ug/mL para 0,2832 pg/mL. O aduto HM 3a+FCZ foi capaz de reduzir para 1,962 pg/mL,
e 0 aduto HM 3b+FCZ para 2,670 pg/mL.

Tabela 2. Concentragdo inibitoria de 50% (Clso) do canfeno, derivados, fluconazol e suas
combinagdes contra Candida albicans e C. tropicalis (ug/mL).

CA INCQS 40006 CT URM 4262
FCzZ 256.7 3.177
CANFENO 106.9 222.3
ADUTO HM 3a 371.8 268.0
ADUTO HM 3b 323.0 294.3
CAN + FCZ 0.4901 0.2832
ADUTO HM 3a + FCZ 2.021 1.962
ADUTO HM 3b + FCZ 272.7 2.670

CA: Candida albicans; CT: Candida tropicalis; INCQS: Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salde;
URM: — University Recife Mycology; FCZ: Fluconazol; CAN: Canfeno; HM: Heck Matsuda. CAN + FCZ:
Canfeno combinado com fluconazol; aduto HM 3a + FCZ: aduto HM 3a combinado com fluconazol; aduto HM
3b + FCZ: aduto HM 3b combinado com fluconazol.

Nos ensaios de CFM néo foi possivel observar efeito fungicida pela acéo intrinseca dos
compostos ou do FCZ; entretanto, nas combinagdes CAN+FCZ contra CA INCQS 40006 e CT
URM 4262 e aduto HM 3a+FCZ contra CT URM 4262, a CFM foi observado na concentracéo
de 512 pg/mL.

Para a andlise da transicdo morfologica, foi utilizado como parametro a alteracdo da
forma de levedura para forma filamentosa (expresséo de hifas e ou pseudo-hifas). Os resultados
estatisticos sdo observados na Figura 2 A e B. O crescimento de hifas é expresso no controle
do crescimento de ambas as cepas. O FCZ inibiu em 100% o desenvolvimento destas estruturas
em CA INCQS 40006 e CT URM 4262 em todas as concentragdes avaliadas. A Figura 2A
mostra os resultados obtidos contra CA INCQS 40006; o CAN inibiu o crescimento dos
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filamentos em 100% na CM, mas na CM/2 o resultado néo foi significativo. O aduto HM 3a
reduziu cerca de 17% a transi¢cdo morfologica de CA INCQS 40006 na CM. Em contraposicao,

houve um leve estimulo ao crescimento de filamentos na CM/2. O aduto HM 3b néo apresentou

resultados significativos frente a inibicéo e reducéo das estruturas filamentosas de CA INCQS

40006. J& contra CT URM 4262 (Figura 2B), os compostos inibiram completamente a

expressao do pleomorfismo, tanto na CM quanto na CM/2.
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Figura 2. Efeito do canfeno, derivados e do fluconazol na transigdo morfolégica de Candida albicans e Candida

tropicalis. A. CA: Candida albicans; INCQS: Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude. B. CT:
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Candida tropicalis; URM: — University Recife Mycology. FCZ: Fluconazol; CAN: Canfeno; HM: Heck Matsuda;
ns: ndo significativo; **** p < 0,0001—significancia estatistica.

As Figuras 3 e 4, obtidas por meio de microscopia 6ptica, validam os resultados
estatisticos apresentados. A transi¢cdo morfoldgica é adequadamente expressa no controle de
crescimento do CA INCQS 40006 na Figura 3A. As Figuras 3 (B e C) mostram os resultados
obtidos pelo FCZ, onde foi observada inibicao total dos filamentos hifais e/ou pseudohifais em
ambas as concentragdes avaliadas. O CAN inibiu o pleomorfismo de CA INCQS 40006 na CM,
conforme mostrado na Figura 3D, e reduziu levemente na CM/2 (Figura 3E).

A -CAINCQS 40006 - CC B -CAINCQS 40006 -FCZ 512 ug/mL C-CAINCQS 40006 —FCZ 1024 uz/mL

D- CAINCQS 40006—CAN 512 pg/mL E -CAINCQS 40006 CAN 1024 yg/mL F -CA INCQS 40006 - ADUTOHM 32 512 pg/mL

i

I-CA INCQS 40006— ADUTO HM 3b 1024 pg/mL

Figura 3. Transicdo morfol6gica de Candida albicans. CA: Candida albicans; INCQS: Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Salde; CC: Controle de crescimento; FCZ: fluconazol; CAN: Canfeno; HM: Heck
Matsuda. As setas indicam estruturas filamentosas (1) e células de levedura (2). A: Controle de crescimento; B-
C: FCZ (512 e 1024 pg/mL); D-E: CAN (512 e 1024 pg/mL); F-G: aduto HM 3a (512 e 1024 pg/mL); H-1: aduto

HM 3b (512 e 1024 pg/mL). As imagens foram captadas através de microscopia dptica com ampliacéo de 10x.

A Figura 4A mostra o controle do crescimento do CT URM 4262, onde a emisséo de

estruturas filamentosas é evidente. As Figuras 4 (B e C) demonstram a inibi¢&o dos filamentos
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pela acdo do FCZ. A inibig&o total do crescimento dessas estruturas pela acdo dos compostos

nas concentragdes CM e CM/2 é visualizada nas Figuras 4D a 41.

A- CTURM4262-CC B-CTURM4262 -FCZ 512 pg/mL C-CTURM4262 -FCZ 1024 uz/mL

D-CTURM4262-CAN 312 ug/mL E -CTURM4262 —-CAN 1024 yg/mL F-CTURM4262-ADUTOHM 32512 ug/mL

G-CTURM4262 - ADUTOFIM 32 1024 pz/mL H-CTURM4262-ADUTOHM 3b 512 ug/mL I-CTURM4262 - ADUTO HM 3b 1024 pz/mL

Figura 4. Transicdo morfoldgica de Candida tropicalis. CT: Candida tropicalis; URM: — University Recife
Mycology; CC: Controle de crescimento; FCZ: fluconazol; CAN: Canfeno; HM: Heck Matsuda. As setas indicam
estruturas filamentosas (1) e células de levedura (2). A: Controle de crescimento; B-C: FCZ (512 e 1024 pg/mL)
D-E: CAN (512 e 1024 pg/mL); F-G: aduto HM 3a (512 e 1024 pg/mL); H-1: aduto HM 3b (512 e 1024 pg/mL).

As imagens foram captadas atraves de microscopia 6ptica com ampliagdes de 10x
4. DISCUSSAO

Estudos quimicos

A férmula molecular do aduto HM 3a (derivado do tipo aril-canfeno) foi estabelecida
como C17H220 por HRMS e analise elementar (consulte S.I. para obter detalhes). Essa
constatacio também foi apoiada por 15 sinais no espectro de RMN **C atribuiveis a dois grupos
metil, um grupo metoxi, dois carbonos olefinicos, trés grupos metileno, um carbono quaternario
alifatico, dois carbonos alifaticos CH e quatro sinais de carbonos aromaticos (com dois sinais

de a4tomos de carbono magneticamente equivalentes), de acordo com os dados relatados na
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literatura para compostos do tipo canfeno 8-substituido (Yong et al., 1991). Os dados de RMN
1D para 3a apresentaram muitas semelhangas com os dados para o canfeno (1), exceto pelo
desaparecimento de um dos sinais relacionados aos hidrogénios olefinicos H-8, que foi
substituido na posic¢do C-8 pelo grupo p-metoxifenil, dando origem ao aparecimento de sinais
de hidrogénios arométicos e metoxilicos. A presenca de grupos aromaticos e olefinicos também
foi confirmada pela espectroscopia de infravermelho do derivado 3a (v = 3038, 2952, 1509 ¢
1462 cm-1).

A regioquimica e a geometria E da ligacdo dupla do derivado do tipo aril-canfeno 3a
foram atribuidas sem ambiguidade por meio de uma investigacdo espectroscopica de RMN
abrangente usando métodos 2D e foram estendidas aos outros adutos de HM (3b-g). Uma
combinacédo de experimentos H,H-COSY, HSQC, HMBC e NOESY permitiu uma atribuicdo
de sinal completa para os compostos 3a (Figura 5a). O esquema de numeracao refere-se a
atribuicéo de sinal usada nas Informacdes de apoio (Tabela S2) e na discussédo. A correlacéo de
longo alcance HMBC entre H-8 (61 5,95) e C-12 (6c 157,49), bem como entre H-8 (6w 5,95) e
C-10 (8¢ 29,23), estabeleceu a conectividade e, consequentemente, a regioquimica (Figura 5b).
Por fim, a geometria E foi determinada com base nas correlacdes de efeito Overhauser nuclear
(nOe) observadas no espectro NOESY entre o hidrogénio vinilico, H-8 (dn 5,95), € 0 grupo
metil mais proximo e mais desprotegido pelo efeito anisotropico da ligagdo dupla, H-10 (6n
1,12), bem como entre os hidrogénios orto do anel aromaético, H-12 (én 7,18-7,21), com ambos
os hidrogénios vinilicos, H-8 (dn 5,95), e 0 hidrogénio mais desprotegido na cabeca de ponte,
H-1 (6w 1,94-1,95) (Figura 5c).

49

Produgdo Cientifica



6.84-6.87

3.22-3.23
1.39-1.47 7.18.7.21

1.77-1.85

1.24-1.27
169173 - ---

Figura 5. Esquema de numeragéo e atribuigdo completa dos sinais de RMN de *H (vermelho) e *°C (azul) (a).
Principais correlacbes HMBC (b) e NOESY (c) observadas para o aduto HM 3a.

Uma justificativa plausivel para a arilagdo HM do canfeno (1) é proposta na Figura 6.
O mecanismo comeca com a adicao oxidativa de espécies de Pd zero-valente [Pd(0)Ln] ao sal
de arenodiazonio 2, com extrusdo de nitrogénio molecular e formacéo do intermediario reativo
catiénico areno-paladio A. Com base na regioguimica e na estereosseletividade observadas no
aduto HM do tipo (E)-3, pode-se propor que o intermediario areno-paladio se aproxime da
olefina a partir da face menos congestionada estericamente do sistema biciclico, a ponte menor,
conforme mostrado na representacéo B do sistema de ciclo catalitico proposto. Essa abordagem
deve minimizar as interacGes estéricas e favorecer o arranjo adequado para o estagio de insercao
migratdria estereosseletiva, conforme indicado em C. Portanto, na etapa de S-syn-eliminacao,
0 grupo arila deve assumir preferencialmente uma posicdo que minimize as interacdes estéricas
e permita o alinhamento sintético entre o paladio e o hidrogénio benzilico (conformador D), o

que favorece a etapa de S-syn-eliminacdo e produz o aduto HM 3 com uma geometria E.
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Esquema 1. Justificativa para formacao de adutos HM (E)-3a-g

Pd(OAc),
N,BF,
H
BaseH" I G - |
Base AN N,
2
* Pd(0)L
G\ ] LPdH (O)kn

(X

A

Ensaios antifungicos

Estudos anteriores demonstram propriedades antimicrobianas do canfeno e derivados
frente a microrganismos infecciosos [20, 23-24]. Com base nessas propriedades, avaliamos o
potencial antifungico do canfeno e seus derivados, frente a cepas de Candida albicans e
Candida tropicalis.

Candida albicans e C. tropicalis sdo considerados pela OMS patogenos fungicos
prioritarios no contexto de ameaga a saude humana, sendo caracterizados com indice de
patogenia critico e alto, respectivamente [35]. Ao avaliar a concentracdo capaz de inibir em
50 % o crescimento das células fungicas de C. albicans e C tropicalis, 0 CAN apresentou efeito
superior ao FCZ, contra C. albicans, j& a agdo dos seus derivados foi inferior a desse farmaco.
Contra C. tropicalis, tanto o canfeno quanto o0s seus derivados apresentaram acao

significativamente inferior & do FCZ. Apesar desses resultados, € preciso considerar que 0s
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valores de concentragdes obtidos s&o significativamente relevantes dentro do contexto clinico
[36].

A acdo isolada do canfeno contra Candida spp. ja foi relatado em alguns estudos.
Salgueiro e colaboradores, por exemplo, utilizando a técnica de microdiluicdo em caldo [37],
avaliaram o potencial antifingico do canfeno obtido das plantas Thymus camphoratus e T.
carnosus contra C. albicans, C. guilliermondii, C. krusei (Pichia kudriavzevii), C. parapsilosis
e C. tropicalis, obtendo CIM e CFM variando de 8,9 a 17,8 mg/mL (8.900 pug/mL a 17.800
pg/mL). A acdo isolada do canfeno extraido do 6leo essencial de Salvia lavandulifolia também
foi avaliada contra C. albicans [34], onde, segundo os autores, o canfeno apresentou CIM e
CFM >2,0 mg/mL (>2000 pg/mL). Comparativamente, em nossos estudos, a agéo isolada do
canfeno 1 (CAN) e dos adutos HM 3a-b mostrou CFM > 1024 pg/mL para C. albicans e C.
tropicalis. Esses resultados, principalmente em relacdo ao CFM, sugerem uma ac¢do semelhante
a relatada anteriormente na literatura [34, 37].

Vale ressaltar que, em nossa avaliacdo, a determinacdo do CFM também foi obtida pela
combinacdo dos compostos com fluconazol (FCZ), indicando uma forte interacdo entre os
compostos (1, 3a-b) e esse medicamento. Nessa perspectiva, Jiang e colaboradores apontam
que a terapia combinada demonstra ser uma estratégia eficaz na busca de novos alvos sinérgicos
que possam aumentar a eficacia do FCZ e diminuir a resisténcia flngica [38], considerando que
o carater fungistatico e o uso continuo e profilatico desse farmaco séo fatores determinantes
para 0 aumento da resisténcia a esse medicamento [39].

Ainda considerando esta perspectiva, Yan e colaboradores afirmam que varias
moléculas pequenas, que demonstraram ter nenhuma ou fraca atividade antifungica [40],
restauram efetivamente a eficacia da atividade antiflngica deste medicamento quando
combinadas com FCZ. Além de restaurar a acdo antifingica, a combinacdo também pode
potencializar seu efeito [41]. Os resultados encontrados neste estudo confirmam essa afirmacao,
onde a associagdo CAN+FCZ e aduto HM 3a+FCZ diminui significativamente a ICso do FCZ
e dos compostos contra C. albicans e C. tropicalis. A combinacdo aduto HM 3b+FCZ
apresentou leve potencializacdo do efeito contra C. tropicalis e antagonizou o efeito contra C.
albicans.

Alguns estudos também mostraram sinergismo na combinacdo de CAM (1) e FCZ
contra o crescimento plancténico e formacédo de biofilme em C. albicans [42]. No entanto, €
importante ressaltar que nenhum estudo na literatura relata a analise da combinagdo de CAM

(1) e FCZ contra C. tropicalis. Além disso, até onde sabemos, esta é também a primeira
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investigacdo a avaliar a acdo dos adutos HM 3a e 3b em cepas de Candida, intrinsecamente e
em combinacdo com FCZ.

Um dos principais fatores de viruléncia presente em C. albicans e C. tropicalis é a
capacidade alternar entre formas morfoldgicas distintas, como de levedura para hifas e ou
pseudo-hifas [43]. Sinais ambientais como temperatura, nivel de CO2, pH, N-acetilglucosamina
e nutricdo desencadeiam essa plasticidade estrutural. Uma rede de vias de sinalizagéo regula
esses estimulos, desempenhando um papel essencial na transicdo morfologica das espécies de
Candida [44-46].

No presente estudo, a transicdo morfolégica de C. albicans e C. tropicalis foi
completamente inibida pela agédo do FCZ nas concentragdes avaliadas (1024 e 512 pg/mL). O
FCZ atua inibindo a sintese do ergosterol — um componente essencial para manter a integridade
da membrana e para a formacdo de hifas [38, 48]. Foi reconhecido que danos nos genes
envolvidos neste processo resultam na inibicdo do crescimento destas estruturas filamentosas.
[38, 47, 48]. Além disso, 0 FCZ também é capaz de causar disfuncdo mitocondrial em células
de Candida, prejudicando a viruléncia dessas espécies, uma vez que a manutencdo mitocondrial
é essencial para a transicdo levedura-hifa [49-50]. E importante notar que o CAM (1) inibiu a
emissdo de hifas e/ou pseudohifas em C. albicans apenas na maior concentracdo avaliada, e 0s
seus adutos HM 3a-b ndo inibiram nem reduziram significativamente estas estruturas
filamentosas. Contra C. tropicalis, 0s compostos inibiram completamente o crescimento de
hifas e/ou pseudohifas em ambas as concentracdes testadas.

A acdo inibitéria do canfeno (CAM, 1) e seus adutos HM 3a-b na transi¢cdo morfolégica
de C. tropicalis pode estar associada a danos a integridade da membrana desta espécie devido
a natureza terpénica desses compostos, uma classe de metabdlitos bem conhecida por causar
danos a estrutura e funcdes da membrana celular de Candida [51]. Os resultados do teste de
transicdo morfoldgica mostraram que 0s compostos tiveram efeitos variados nas cepas
avaliadas. Estas descobertas estdo alinhadas com estudos recentes que destacam que, apesar das
semelhancas entre C. albicans e C. tropicalis, estas espécies exibem comportamentos e
respostas filamentosas distintos [52]. Esse comportamento tem sido relacionado a fatores como
caracteristicas intrinsecas e redes regulatérias divergentes [52], o que também pode explicar as
diferengas observadas em nossos resultados.

Karuppayil e colaboradores também relataram a acgéo inibitoria do canfeno (CAM, 1)
na morfogénese de C. albicans (3 mM — 408,72 pg/mL) [42]. Além disso, o canfeno apresenta

atividade intrinseca contra a formacao de biofilme com percentual de inibi¢do de 70% (48 mM
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—6.539,52 ng/mL) e, quando combinado com FCZ, atinge 80% de inibi¢do (1,5 mM - 204,36
pg/mL) [42].

Biofilmes sdo comunidades microbianas que aderem as superficies e tecidos do
hospedeiro, representando um dos principais fatores de viruléncia que contribuem para a
patogénese da Candida; a filamentagdo é uma das principais etapas na formacdo desses
biofilmes [53]. Na sequéncia desses estudos, Salgueiro e colegas também avaliaram a acéo do
canfeno na formacdo de tubos germinativos em C. albicans, um estagio essencial para a
filamentacdo [37]. No entanto, a acdo isolada desse composto ndo alcangou a mesma eficacia
(91% de inibicdo a 0,28 mg/mL - 280 pg/mL) em comparacdo com os 6leos essenciais das
plantas das quais foi extraido, T. camphoratus (cerca de 91% a 0,07 mg/mL - 70 pg/mL) e T.
carnosus (cerca de 98% de inibicdo a 0,07 mg/mL - 70 pg/mL) [37].

No geral, tanto isoladamente como em combinacdo com fluconazol (FCZ), o canfeno
(CAM, 1) apresentou uma atividade antifungica superior em comparagao com os adutos HM
3a-b. Nessa perspectiva, Silva e colaboradores destacam que diferentes moléculas podem
exercer diferentes efeitos sobre uma mesma célula, dependendo de seus respectivos
mecanismos de acdo [54]. A molécula de canfeno, por ter uma massa molecular relativamente
menor do que a de seus componentes, pode interagir e atravessar a membrana celular do fungo
com mais facilidade. Além disso, associado a essa caracteristica, o fato de o canfeno ser um
monoterpeno também pode explicar esse resultado, uma vez que, de acordo com a literatura, 0s
monoterpenos atuam na célula fungica através da desestabilizacdo da membrana celular, por
meio da interacdo com o ergosterol, aumentando a fluidez e a permeabilidade da membrana
[55-56].

Dessa forma, os resultados encontrados nesta investigacdo sugerem que a adicdo de um
grupo aril conjugado com olefina na posicdo C-8 da estrutura do canfeno é prejudicial a sua
eficacia antifingica contra as cepas de Candida spp. avaliadas. A inser¢do do grupo aril na
estrutura do canfeno pode ter causado varios efeitos, incluindo aumento do tamanho molecular,
maior impedimento estérico, alteracdo da estabilidade metabolica em um ambiente fangico e
mudancas na solubilidade e permeabilidade devido aos grupos aril-hidrofébicos. Esses efeitos,
isolados ou em conjunto, provavelmente contribuiram para a reducéo da atividade antifungica
observada nos adutos HM 3a-b.

Estudos sobre a relacdo estrutura-atividade (SAR) dos derivados de imidazol e tiazol
revelam caracteristicas moleculares que influenciam a atividade antifingica desses compostos,
tais como volume molecular, substituicbes em anéis aromaticos, incluindo posicdes (para, orto,

meta), e a natureza eletronica dos substituintes (retirantes ou doadores de elétrons) [57-58].
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Embora sejam compostos completamente diferentes daqueles citados nos estudos, a derivacao
realizada nesta investigagdo deu origem a compostos com volumes moleculares relativamente
maiores em comparacdo com a molécula precursora (CAM 1) e com substituintes arilicos de
natureza eletronica diferente, o aduto HM 3a com um grupo doador de elétrons (OMe) e o aduto
HM 3b com um grupo retirador de elétrons (NO2). No entanto, apenas uma anélise aprofundada
da relacéo estrutura-atividade pode esclarecer os mecanismos que influenciaram a redugéo do
efeito antifungico dos derivados de aril-canfeno.

Apesar desta reducdo em comparacdo com a propria molécula de canfeno, os resultados
obtidos pelos adutos HM 3a-b podem ser considerados relevantes. A atividade antifungica
exibida por estes compostos pode estar relacionada com a presenca de grupos funcionais
especificos, tais como aril substituintes metoxi e nitro.

De acordo com Korol e colaboradores [59], a presenca de grupos como metoxi e nitro
em posicOes especificas de anel benzeno pode aumentar significativamente a inibigdo do
crescimento fungico de Candida. Em linha com esta perspectiva, Sousa e colaboradores
relataram que compostos antifungicos a base de acido benzoico [60], contendo grupos nitro
ligados a um anel aromatico nas suas moléculas, exibiam atividade antifungica contra as
espécies C. albicans, C. tropicalis e C. krusei. Da mesma forma, Khabnadideh e colaboradores
descrevem que a adicdo de um grupo metoxi em porcdes arila de derivados azolicos foi decisiva

para a eficécia antifingica [61].

5. CONCLUSAO

Em resumo, revisitou-se e ampliou-se as reacfes de acoplamento cruzado de Heck-
Matsuda entre canfeno e sais de arenediazdnio para fornecer derivados do tipo aril-canfeno com
regioquimica controlada e alta estereosseletividade, usando Pd(OAc). como catalisador, EtOH
como solvente, ZnCO3z como base e condi¢des aerdbicas e sem ligantes. A metodologia
desenvolvida representa uma abordagem contemporanea para a diversificacdo estrutural em
estagio final do canfeno, fornecendo produtos que apresentam potencial bioldgico, como os
explorados neste trabalho.

Os resultados da avaliagdo da atividade antifungica demonstram que o canfeno (CAN,
1) teve um efeito antifungico superior nos seus adutos HM 3a-b e exibiu ac¢do antifingica
intrinseca contra C. albicans em concentra¢cbes mais baixas em comparagdo com FCZ
(fluconazol). Além de apresentar acdo fungicida contra C. albicans e C. tropicalis quando

associado ao FCZ. Seus derivados apresentaram atividade antifungica intrinseca moderada, mas
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qguando combinados ao FCZ potencializaram a acdo dessa droga em quase todas as
combinagBes. A transicdo morfoldgica de levedura para hifa foi inibida em C. albicans pela
acdo do CAN na maior concentracdo avaliada. Contra C. tropicalis, esta transicdo foi
completamente inibida pela acdo de todos 0s compostos nas concentragdes testadas, indicando
potencial contra este mecanismo de viruléncia presente em C. tropicalis.

Portanto, a capacidade de intensificar a acdo do FCZ contra C. albicans e C. tropicalis,
e de inibir a transicdo morfologica de C. tropicalis, sugere o potencial bioativo desses
compostos, especialmente o canfeno, no desenvolvimento de aplicacbes terapéuticas e na
reversao da resisténcia fungica de espécies de Candida ao fluconazol. Estudos futuros para
avaliar os possiveis mecanismos de acdo envolvidos nas atividades descritas e, posteriormente,
ensaios in vivo sdo de extrema importancia. Esses estudos complementardo esta pesquisa e
indicardo possivel uso farmacoldgico. Além disso, também serd pertinente avaliar o efeito
antifungico de outros adutos HM sintetizados que ndo foram abordados nesta investigacdo

antifungica.

INFORMACOES DOS AUTORES
Autores Correspondentes:

Maria Flaviana Bezerra Morais-Braga — Departamento de Quimica Biol6gica, Universidade
Regional do Cariri, R. Cel. Antonio Luis 1161, Crato, Ceara, 63105-000, Brasil;
https://orcid.org/0000-0002-5898-1257; e-mail: flaviana.morais@urca.br

Maria Audilene de Freitas — Departamento de Quimica Bioldgica, Universidade Regional do
Cariri, R. Cel. Antonio Luis 1161, Crato, Ceard, 63105-000, Brasil; https://orcid.org/0000-
0003-4900-7417; e-mail: audbiologa@hotmail.com

Jailton de Souza-Ferrari — Departamento de Quimica, Universidade Federal da Paraiba,
Cidade Universitaria, Campus |, Jodo Pessoa, Paraiba, 58051-900, Brasil;
https://orcid.org/0000-0002-7757-7209; e-mail: jferrari@quimica.ufpb.br

Autores:

Naiza Saraiva Farias — Departamento de Quimica Bioldgica, Universidade Regional do Cariri,
R. Cel. Antonio Luis 1161, Crato, Ceara, 63105-000, Brasil; https://orcid.org/0000-0001-7938-
6011; e-mail: naiza.farias@urca.br

56

Produgdo Cientifica


mailto:jferrari@quimica.ufpb.br

Laryssa de Souza-Salgado — Departamento de Quimica, Universidade Federal da Paraiba,
Cidade Universitaria, Campus |, Jodo Pessoa, Paraiba, 58051-900, Brasil;
https://orcid.org/0009-0003-0188-8224; e-mail: Irss.souza@hotmail.com

Francisco Bernardo de Barros — Departamento de Quimica Bioldgica, Universidade Regional
do Cariri, R. Cel. Antonio Luis 1161, Crato, Ceard, 63105-000, Brasil; https://orcid.org/0000-
0001-8093-9920; e-mail: bernardobarros1989@gmail.com

Maria Alicy Neres de Oliveira — Departamento de Quimica Biologica, Universidade Regional
do Cariri, R. Cel. Antonio Luis 1161, Crato, Ceard, 63105-000, Brasil; https://orcid.org/0009-
0002-7625-8254; e-mail: alicy.neres@urca.br

Marcia Jordana Ferreira Macedo — Departamento de Quimica Bioldgica, Universidade
Regional do Cariri, R. Cel. Antonio Luis 1161, Crato, Ceara, 63105-000, Brasil;
https://orcid.org/0000-0002-3749-7116; e-mail: marciajordana.macedo@urca.br

Francildo dos Santos Silva — Departamento de Quimica Biol6gica, Universidade Regional do
Cariri, R. Cel. Antonio Luis 1161, Crato, Ceard, 63105-000, Brasil; https://orcid.org/0000-
0002-4775-6986; e-mail: francildo.santos@urca.br

Jodo Pedro Alves Torres — Departamento de Quimica, Universidade Federal da Paraiba,
Cidade Universitaria, Campus |, Jodo Pessoa, Paraiba, 58051-900, Brasil;
https://orcid.org/0009-0006-1229-8686; e-mail: jpalvestorres@gmail.com

Henrique Douglas Melo Coutinho — Departamento de Quimica Bioldgica, Universidade
Regional do Cariri, R. Cel. Antonio Luis 1161, Crato, Ceara, 63105-000, Brasil;
https://orcid.org/0000-0002-6634-4207; e-mail: hdmcoutinho@urca.br

Contribuicdes dos autores:

N.S.F: ensaio antimicrobiano, investiga¢do, curadoria de dados, redagdo — rascunho
original; F.B.B: ensaio, investigacdo e revisdo antimicrobiana; M.A.N.O: ensaio
antimicrobiano, investigagdo; M.J.F.M: ensaio antimicrobiano, investigagdo; F.S.S: ensaio
antimicrobiano, investigacdo; L.D.S.-S. e J.P.A.T: realizaram a sintese quimica; J.D.S-F.
elaborou e supervisionou todas as etapas dos estudos quimicos, forneceu financiamento,
administracao do projeto, contribuiu com amostras, reagentes, recursos e participou da redagéo
do manuscrito do artigo; HDMC: gerenciamento de projetos; MAF: Supervisao; M.F.B.M-B:

metodologia, supervisdo de curadoria de dados, redagéo, reviséo e edicao.
57

Produgdo Cientifica



Agradecimentos:

Os autores agradecem as agéncias de pesquisa brasileiras: Fundacdo de Amparo a
Pesquisa do Estado da Paraiba - FAPESQ-PB (Chamada n° 10/2021), Fundacdo Cearense de
Apoio ao Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico - FUNCAP e Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico - CNPQ (Processo n° 437691/2018-7) pelo apoio
financeiro. L.d.S.-S. e J.P.A.T. agradecer também as bolsas de pesquisa concedidas pela
Universidade Federal da Paraiba (PIBIC/UFPB).

REFERENCIAS

1. Ahmed, N.; Mahmood, M. S.; Ullah, M. A.; Araf, Y.; Rahaman, T. I.; Moin, A. T.; Hosen,
M. J. COVID-19-Associated Candidiasis: Possible Patho-Mechanism, Predisposing Factors,
and Prevention Strategies. Curr. Microbiol. 2022, 79 (5), 127. DOI: 10.1007/s00284-022-
02824-6

2. Lionakis, M. S.; Drummond, R. A.; Hohl, T. M. Immune responses to human fungal
pathogens and therapeutic prospects. Nat Rev Immunol 2023, 23, 433-452. DOI:
10.1038/s41577-022-00826-w.

3. Raposa, J.; Vazquez, J. A. New pharmacotherapeutic strategies for drug-
resistant Candida infections: a review. Expert Opin. Pharmacother. 2025, 2, 1-11.
DOI: 10.1080/14656566.2024.2433605

4. Robbins, N.; Cowen, L. E. Candida. Curr. Biol. 2025, 35 (11), R522-R526.
DOI: 10.1016/j.cub.2025.01.063

5. Farhan, M. S.; Abdullah, B. A.; Mamdwooh, A. E.; Numan, R. S. Review of Virulence
Factors in Candida. J. Res. Appl. Sci. Biotechnol. 2024, 3 (2), 75-82. DOI:
10.55544/jrasb.3.2.15

6. Harpf, V.; Rambach, G.; Wirzner, R.; Lass-Florl, C.; Speth, C. Candida and Complement:
New Aspects in an Old Battle. Front. Immunol. 2020, 11,
1471. DOI: 10.3389/fimmu.2020.01471

7. Ahmady, L.; Gothwal, M.; Mukkoli, M. M.; Bari, V. K. Antifungal drug resistance in
Candida: a special emphasis on amphotericin B. APMIS. 2024, 132 (5), 291-316.
DOI: 10.1111/apm.13389

8. Kaur, J.; Nobile, C. J. Antifungal drug-resistance mechanisms in Candida biofilms. Curr.
Opin. Microbiol. 2023, 71, 102237. DOI: 10.1016/j.mib.2022.102237

9. Hetta, H. F.; Melhem, T.; Aljohani, H. M.; Salama, A.; Ahmed, R.; Elfadil, H.; Alanazi, F.
E.; Ramadan, Y. N.; Battah, B.; Rottura, M.; Donadu, M. G. Beyond Conventional
Antifungals: Combating Resistance Through Novel Therapeutic

Pathways. Pharmaceuticals 2025, 18 (3), 364. DOI: 10.3390/ph18030364

58

Produgdo Cientifica


https://doi.org/10.1007/s00284-022-02824-6
https://doi.org/10.1007/s00284-022-02824-6
https://doi.org/10.1038/s41577-022-00826-w
https://doi.org/10.1080/14656566.2024.2433605
https://doi.org/10.1016/j.cub.2025.01.063
https://doi.org/10.55544/jrasb.3.2.15
https://doi.org/10.3389/fimmu.2020.01471
https://doi.org/10.1111/apm.13389
https://doi.org/10.1016/j.mib.2022.102237
https://doi.org/10.3390/ph18030364

10. Siqueira, A. C.; Bernardi, G. A.; Arend, L. N. V. S.; Cordeiro, G. T.; Rosolen, D.; Berti,
F. C. B.; Ferreira, A. M. M.; Vasconcelos, T. M.; Neves, B. C.; Rodrigues, L. S.; Dalla-Costa,
L. M. Azole Resistance and ERG11 Mutation in Clinical Isolates of Candida tropicalis. J.
Fungi 2025, 11 (1), 24. DOI: 10.3390/jof11010024

11. Paul, S.; Singh, S.; Sharma. D.; Chakrabarti, A.; Rudramurthy, S. M.; Ghosh, A. K.
Dynamics of in vitro development of azole resistance in Candida tropicalis. J. Global
Antimicrob. Resist. 2020, 22, 553-561. DOI: 10.1016/j.jgar.2020.04.018

12. Assress, H. A.; Selvarajan, R.; Nyoni, H.; Mamba, B. B.; Msagati, T. A. M. Antifungal
Azoles and Azole Resistance in the Environment: Current Status and Future Perspectives — A
Review. Rev. Environ. Sci. Biotechnol. 2021, 20, 1011-1041. DOI: 10.1007/s11157-021-
09594-w

13. Jangir, P.; Kalra, S.; Tanwar, S.; Bari, V. K. Azole resistance in Candida auris:
mechanisms and combinatorial therapy. APMIS. 2023, 131 (8), 442-
462. DOI: 10.1111/apm.13336

14. Heard, S. C.; Wu, G.; Winter, J. M. Antifungal natural products. Curr. Opin. Biotechnol.
2021, 69, 232-241. DOI: 10.1016/j.copbio.2021.02.001

15. Freitas, T. S.; Xavier, J. D. C.; Pereira, R. L. S.; Rocha, J. E.; Muniz, D. F.; da Silva, P.
T.; da Hora, J. P.; Dos Santos, H. S.; Bandeira, P. N.; Nogueira, C. E. S.; Teixeira, A. M. R;
Coutinho, H. D. M. Direct antibacterial and antibiotic resistance modulatory activity of
chalcones synthesized from the natural product 2-hydroxy-3,4,6-trimethoxyacetophenone.
FEMS Microbiol. Lett. 2020, 367 (15), fnaal24. DOI: 10.1093/femsle/fnaal24

16. Fernandes, C. M.; Dasilva, D.; Haranahalli, K.; McCarthy, J. B.; Mallamo, J.; Ojima, 1.;
Poeta, M. D. The Future of Antifungal Drug Therapy: Novel Compounds and Targets.
Antimicrob. Agents Chemother. 2021, 65 (2), e01719-20. DOI: 10.1128/AAC.01719-20

17. Feng, Y.-X.; Wang, Y.; Chen, Z.-Y.; Guo, S. S.; You, C.-X; Du, S.-S. Efficacy of bornyl
acetate and camphene from Valeriana officinalis essential oil against two storage insects.
Environ. Sci. Pollut. Res. 2019, 26 (16), 16157-16165. DOI: 10.1007/s11356-019-05035-y

18. Hachlafi, N. E.; Aanniz, T.; Menyiy, N. E.; Baaboua, A. E.; Omari, N. E.; Balahbib, A;
Shariati, M. A.; Zengin, G.; Fikri-Benbrahim, K.; Bouyahya, A. In Vitro and in Vivo
Biological Investigations of Camphene and Its Mechanism Insights: A Review. Food Rev. Int.
2021, 39 (4), 1799-1826. DOI: 10.1080/87559129.2021.1936007

19. Okhale, S. E.; Ugbabe, G. E.; Nwanosike, E. M.; Okoro, I. Comparative study on the
essential oils of Curcuma longa L., Zingiber officinale Roscoe and Xylopia aethiopica
(Dunal) A. Rich. J. Pharmacognosy Phytother. 2021, 13 (1), 1-6.

20. de Freitas, B. C.; Queiroz, P. A.; Baldin, V. P.; do Amaral, P. H.; Rodrigues, L. L. F;
Vandresen, F.; Caleffi-Ferracioli, K. R.; Scodro, R. B. L.; Cardoso, R. F.; Siqueira, V. L. (-)-
Camphene-based derivatives as potential antibacterial agents against Staphylococcus

aureus and Enterococcus spp. Future Microbiol. 2020, 15, 1527-1534. DOI: 10.2217/fmb-
2020-0131

59

Produgdo Cientifica


https://doi.org/10.3390/jof11010024
https://doi.org/10.1016/j.jgar.2020.04.018
http://dx.doi.org/10.1007/s11157-021-09594-w
http://dx.doi.org/10.1007/s11157-021-09594-w
https://doi.org/10.1111/apm.13336
https://doi.org/10.1016/j.copbio.2021.02.001
https://doi.org/10.1093/femsle/fnaa124
https://doi.org/10.1128/AAC.01719-20
https://doi.org/10.1007/s11356-019-05035-y
https://doi.org/10.1080/87559129.2021.1936007
https://doi.org/10.2217/fmb-2020-0131
https://doi.org/10.2217/fmb-2020-0131

21. Stamatiou, R.; Anagnostopoulou, M.; loannidou-Kabouri, K.; Rapti, C.; Lazou, A.
Camphene as a Protective Agent in Myocardial Ischemia/Reperfusion
Injury. Antioxidants 2024, 13, 405. DOI: 10.3390/antiox13040405

22. Gadotti, V. M.; Huang, S.; Zamponi, G. W. The terpenes camphene and alpha-bisabolol
inhibit inflammatory and neuropathic pain via Cav3.2 T-type calcium channels. Mol. Brain.
2021, 14 (1), 166. DOI: 10.1186/s13041-021-00876-6

23. Girola, N.; Figueiredo, C. R.; Farias, C. F.; Azevedo, R. A.; Ferreira, A. K.; Teixeira, S.
F.; Capello, T. M.; Martins, E. G.; Matsuo, A. L.; Travassos, L. R.; Lago, J. H. Camphene
isolated from essential oil of Piper cernuum (Piperaceae) induces intrinsic apoptosis in
melanoma cells and displays antitumor activity in vivo. Biochem. Biophys. Res. Commun.
2015, 467 (4), 928-934. DOI: 10.1016/j.bbrc.2015.10.041

24. De Carvalho, H. C.; leque, A. L.; Valverde, T. L.; Baldin, V. P.; Meneguello, J. E.;
Campanerut-Sa, P. A. Z.; Vandresen, F.; Lopes, L. D. G.; Souza, M. R. P.; Santos, N. C. S;
Siqueira, V. L. D.; Caleffi-Ferracioli, K. R.; Scodro, R. B. L.; Cardoso, R. F. Activity of (-)-
Camphene Derivatives Against Mycobacterium tuberculosis in Acidic pH. Med. Chem. 2021,
17 (5), 485-492. DOI: 10.2174/1573406415666191106124016

25. Souza, M. R. P.; Coelho, N. P.; Baldin, V. P.; Scodro, R. B. L.; Cardoso, R. F.; da Silva,
C. C.; Vandresen, F. Synthesis of novel (-)-Camphene-based thiosemicarbazones and
evaluation of anti-Mycobacterium tuberculosis activity. Nat. Prod. Res. 2018, 33 (23), 3372-
3377. DOI: 10.1080/14786419.2018.1478829

26. Yong, W.; Yi, P.; Zhuangyu, Z.; Hongwen, H. Arylation of Camphene with
Arenediazonium Salts Catalyzed by Palladium Acetate. Synthesis 1991, 1991 (11), 967-9609.
DOI: 10.1055/s-1991-26619

27. de Souza-Ferrari, J.; Silva-Junior, EA.; Vale, J. A.; Simdes, L. A. A.; de Moraes-Junior,
MO.; Dantas, B. B.; de Aradjo, D. A. M. A late-stage diversification via Heck-Matsuda
arylation: Straightforward synthesis and cytotoxic/antiproliferative profiling of novel aryl-
labdane-type derivatives. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2021, 52,

128393. DOI: 10.1016/j.bmcl.2021.128393

28. Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Reference Method for Broth
Dilution Antifungal Susceptibility Testing of Yeasts. Approved Standard, 4th ed.; CLSI
Document M27-A4; Clinical and Laboratory Standards Institute: Wayne, PA, 2017.

29. Morais-Braga, M. F. B.; Sales, D. L.; Carneiro, J. N. P.; Machado, A. J. T.; Dos Santos,
A.T. L. de Freitas, M. A.; Martins, G. M. A. B.; Leite, N. F.; de Matos, Y. M. L. S.; Tintino,
S. R.; Souza, D. S. L.; Menezes, I. R. A.; Ribeiro-Filho, J.; Costa, J. G. M.; Coutinho, H. D.
M. Psidium guajava L. and Psidium brownianum Mart ex DC.: Chemical composition and
anti - Candida effect in association with fluconazole. Microb. Pathog. 2016, 95, 200-207.
DOI: 10.1016/j.micpath.2016.04.013

30. Fonseca, V. J. A.; Braga, A. L.; de Almeida, R. S.; da Silva, T. G.; da Silva, J. C. P.; de
Lima, L. F.; Dos Santos, M. H. C.; Silva, R. R. D. S.; Teixeira, C. S.; Coutinho, H. D. M.;
Morais-Braga, M. F. B. Lectins ConA and ConM extracted from Canavalia ensiformis (L.)

60

Produgdo Cientifica


https://doi.org/10.3390/antiox13040405
https://doi.org/10.1186/s13041-021-00876-6
https://doi.org/10.1016/j.bbrc.2015.10.041
http://dx.doi.org/10.2174/1573406415666191106124016
https://doi.org/10.1080/14786419.2018.1478829
https://doi.org/10.1055/s-1991-26619
https://doi.org/10.1016/j.bmcl.2021.128393
https://doi.org/10.1016/j.micpath.2016.04.013

DC and Canavalia rosea (Sw.) DC inhibit planktonic Candida albicans and Candida
tropicalis. Arch. Microbiol. 2022, 204 (6), 346. DOI: 10.1007/s00203-022-02959-x

31. Coutinho, H. D. M.; Costa, J. G. M.; Lima, E. O.; Falcdo-Silva, V. S.; Siqueira-Junior, J.
P. Enhancement of the antibiotic activity against a multiresistant Escherichia coli by Mentha
arvensis L. and chlorpromazine. Chemotherapy 2008, 54 (4), 328-330.

DOI: 10.1159/000151267

32. Carneiro, J. N. P.; da Cruz, R. P.; Campina, F. F.; Costa, M. D. S.; Dos Santos, A. T. L.;
Sales, D. L.; Bezerra, C. F.; da Silva, L. E.; de Araujo J. P.; do Amaral, W.; Rebelo, R. A.;
Begnini, I. M.; de Lima, L. F.; Coutinho, H. D. M.; Morais-Braga, M. F. B. GC/MS analysis
and antimicrobial activity of the Piper mikanianum (Kunth) Steud. essential oil. Food Chem.
Toxicol. 2020, 135, 110987. DOI: 10.1016/j.fct.2019.110987

33. Orhan, I. E.; Ozgelik, B.; Kartal, M.; Kan, Y. Antimicrobial and Antiviral Effects of
Essential Oils from Selected Umbelliferae and Labiatae Plants and Individual Essential Oil
Components. Turk. J. Biol. 2012, 36 (3), 239-246. DOI:10.3906/biy-0912-30

34. Cutillas, A.-B.; Carrasco, A.; Martinez-Gutierrez, R.; Tomas, V.; Tudela, J. Composition
and Antioxidant, Antienzymatic and Antimicrobial Activities of VVolatile Molecules from
Spanish Salvia lavandulifolia (\VVahl) Essential Oils. Molecules 2017, 22, 1382.

DOI: 10.3390/molecules22081382

35. World Health Organization (WHO). WHO Fungal Priority Pathogens List to Guide
Research, Development and Public Health Action; World Health Organization: Geneva, 2022.
36. Houghton, P. J.; Howes, M. J.; Lee, C. C.; Steventon, G. Uses and abuses of in vitro tests
in ethnopharmacology: visualizing an elephant. J. Ethnopharmacol. 2007, 110 (3), 391-400.
DOI: 10.1016/j.jep.2007.01.032

37. Alves M.; Gongalves, M. J.; Zuzarte, M.; Alves-Silva, J. M.; Cavaleiro, C.; Cruz, M. T;
Salgueiro, L. Unveiling the Antifungal Potential of Two Iberian Thyme Essential Oils: Effect
on C. albicans Germ Tube and Preformed Biofilms. Front Pharmacol. 2019, 10,

446. DOI: 10.3389/fphar.2019.00446

38. Lu, H.; Shrivastava, M.; Whiteway, M.; Jiang, Y. Candida albicans targets that
potentially synergize with fluconazole. Crit. Rev. Microbiol. 2021, 47 (3), 323-337.
DOI: 10.1080/1040841X.2021.1884641

39. Jamiu, A. T.; Albertyn, J.; Sebolai, O. M.; Pohl, C. H. Update on Candida krusei, a
potential multidrug-resistant pathogen. Med. Mycol. 2021, 59 (1),14-30.
DOI: 10.1093/mmy/myaa031

40. Xie, F.; Hao, Y.; Liu, J.; Bao, J.; Ni, T.; Liu, Y.; Chi, X.; Wang, T.; Yu, S.; Jin, Y.; Li, L,;
Zhang, D.; Yan, L. Discovery of Novel Thiosemicarbazides Containing 1,3,5-Triazines
Derivatives as Potential Synergists against Fluconazole-Resistant Candida

albicans. Pharmaceutics 2022, 14, 2334. DOI: 10.3390/pharmaceutics14112334

41.Yin, S.; Li, L.; Su, L.; Li, H.; Zhao, Y.; Wu, Y.; Liu, R.; Zou, F.; Ni, G. Synthesis and in
vitro synergistic antifungal activity of analogues of Panax stipulcanatus saponin against

61

Produgdo Cientifica


https://doi.org/10.1007/s00203-022-02959-x
https://doi.org/10.1159/000151267
https://doi.org/10.1016/j.fct.2019.110987
http://dx.doi.org/10.3906/biy-0912-30
https://doi.org/10.3390/molecules22081382
https://doi.org/10.1016/j.jep.2007.01.032
https://doi.org/10.3389/fphar.2019.00446
https://doi.org/10.1080/1040841x.2021.1884641
https://doi.org/10.1093/mmy/myaa031
https://doi.org/10.3390/pharmaceutics14112334

fluconazole-resistant Candida albicans. Carbohydr. Res. 2022, 517,
108575. DOI: 10.1016/j.carres.2022.108575

42. Thakre, A. D.; Mulange, S. V.; Kodgire, S. S.; Zore, G. B.; Karuppayil, S. M. Effects of
Cinnamaldehyde, Ocimene, Camphene, Curcumin and Farnesene on Candida albicans. Av.
Microbiol. 2016, 6, 627-643. DOI: 10.4236/aim.2016.69062.

43. Satala, D.; Juszczak. M.; Wronowska, E.; Surowiec, M.; Kulig, K.; Kozik, A.; Rapala-
Kozik, M.; Karkowska-Kuleta, J. Similarities and differences among species closely related to
Candida albicans: C. tropicalis, C. dubliniensis, and C. auris. Cell. Microbiol. 2022, 2022,
2599136. DOI: doi.org/10.1155/2022/2599136

44, Bing, J.; Guan, Z.; Zheng, T.; Ennis, C. L.; Nobile, C. J.; Chen, C.; Chu, H.; Huang, G.
Rapid Evolution of an Adaptive Multicellular Morphology of Candida auris during Systemic
Infection. Nat. Commun. 2024, 15, 2381. DOI:10.1038/s41467-024-46786-8

45. Khan, F.; Bamunuarachchi, N. I.; Tabassum, N.; Jo, D. M.; Khan, M. M.; Kim, Y. M.
Suppression of hyphal formation and virulence of Candida albicans by natural and synthetic
compounds. Biofouling 2021, 37 (6), 626-655. DOI: 10.1080/08927014.2021.1948538

46. Villa, S.; Hamideh, M.; Weinstock, A.; Qasim, M. N.; Hazbun, T. R.; Sellam, A,;
Hernday, A. D.; Thangamani, S. Transcriptional control of hyphal morphogenesis in Candida
albicans. FEMS Yeast Res. 2020, 20 (1), foaa005. DOI: 10.1093/femsyr/foaa005

47.Yang, S.; Peng, X.; Ren, B.; Luo, Y.; Xu, X. Small molecule I1-6s synergises with
fluconazole against Candida albicans. Int. J. Antimicrob. Agents. 2023, 62 (1),
106820. DOI: 10.1016/].ijantimicag.2023.106820

48. Fattouh, N.; Hdayed, D.; Geukgeuzian, G.; Tokajian, S.; Khalaf, R. A. Molecular
mechanism of fluconazole resistance and pathogenicity attributes of Lebanese Candida
albicans hospital isolates. Fungal Genet. Biol. 2021, 153, 103575.

DOI: 10.1016/j.fgh.2021.103575

49. Huang, M.; Song, D.; Zhou, L.; Jiao, Z.; Yang, L.; Yang, Y.; Peng, J.; Guo, G. Unveiling
the roles of CaSDH8 in Candida albicans: Implications for virulence and azole resistance.
Virulence. 2024, 15 (1), 2405000. DOI:10.1080/21505594.2024.2405000

50. Zhu, X.; Jin, F.; Yang, G.; Zhuang, T.; Zhang, C.; Zhou, H.; Niu, X.; Wang, H.; Wu, D.
Mitochondrial Protease Octlp Regulates Mitochondrial Homeostasis and Influences
Pathogenicity through Affecting Hyphal Growth and Biofilm Formation Activities in Candida
albicans. J. Fungi 2024, 10 (6), 391. DOI: 10.3390/j0of10060391

51. Soliman, S.; Alnajdy, D.; El-Keblawy. A. A.; Mosa, K. A.; Khoder, G.; Noreddin, A. M.
Plants' Natural Products as Alternative Promising Anti-Candida Drugs. Pharmacogn. Rev.
2017, 11 (22), 104-122. DOI: 10.4103/phrev.phrev_8 17

52. Ke, C-L.; Lew, S. Q.; Hsieh, Y.; Chang, S.-C.; Lin, C.-H. Convergent and divergent roles
of the glucose-responsive kinase SNF4 in Candida tropicalis. Virulence. 2023, 14 (1),
2175914. DOI: 10.1080/21505594.2023.2175914

62

Produgdo Cientifica


https://doi.org/10.1016/j.carres.2022.108575
http://dx.doi.org/10.4236/aim.2016.69062
https://doi.org/10.1155/2022/2599136
http://dx.doi.org/10.1038/s41467-024-46786-8
https://doi.org/10.1080/08927014.2021.1948538
https://doi.org/10.1093/femsyr/foaa005
https://doi.org/10.1016/j.ijantimicag.2023.106820
https://doi.org/10.1016/j.fgb.2021.103575
https://doi.org/10.1080/21505594.2024.2405000
https://doi.org/10.3390/jof10060391
https://doi.org/10.4103/phrev.phrev_8_17
https://doi.org/10.1080/21505594.2023.2175914

53. Pereira, R.; Fontenelle, R. O. S.; de Brito, E. H. S.; de Morais, S. M. Biofilm of Candida
albicans: formation, regulation and resistance. J. Appl. Microbiol. 2021, 131 (1):11-
22.DOI: 10.1111/jam.14949

54. Barros, D. B.; Nascimento, N.S.; Souza, A. P.; Barros, A.V.; Borges, Y. W. B; Silva, W.
M. N.; Motta, A. B.S.; Pinto, J. E. L.; Sampaio, M. G. V.; Barbosa, M. F. S.; Fonseca, M. C.;
Silva, L. A.; Lima, L. O.; Borges, M. G. S. A,; Oliveira, M. B. M.; Correia, M.T.S,;
Castellano, L. R. C.; Guerra, F. Q. S.; Silva, M.V. Antifungal Activity of Terpenes Isolated
from the Brazilian Caatinga: A Review. Braz. J. Biol. 2023, 83, €270966. DOI: 10.1590/1519-
6984.270966

55. Vasconcelos, P. G. S.; Lee, K. M.; Abuna, G. F.; Costa, E. M. M. B.; Murata, R. M.
Monoterpene Antifungal Activities: Evaluating Geraniol, Citronellal, and Linalool on
Candida Biofilm, Host Inflammatory Responses, and Structure—Activity Relationships. Front.
Pharmacol. 2024, 15, 1394053. DOI: 10.3389/fphar.2024.1394053

56. Raj, N.; Fakhri, K. U.; Pathak, P.; Ahmedi, S.; Manzoor, N. Monoterpenes as Potential
Antifungal Molecules against Candida Cell Membranes: In-Vitro and In-Silico Studies. J.
Biomol. Struct. Dyn. 2023, 43 (6), 2703-2718. DOI: 10.1080/07391102.2023.2294183

57. Bouchal, B.; Abrigach, F.; Takfaoui, A.; Errahhali, M. E.; Errahhali, M. E.; Dixneuf, P.
H.; Doucet, H.; Touzani, R.; Bellaoui, M. Identification of Novel Antifungal Agents:
Antimicrobial Evaluation, SAR, ADME-Tox and Molecular Docking Studies of a Series of
Imidazole Derivatives. BMC Chem. 2019, 13 (1), 100. DOI: 10.1186/s13065-019-0623-6

58. Zapadka, M.; Laczkowski, K. Z.; Budzynska, A.; Maciejewski, M.; Dekowski, P.;
Kupcewicz, B. Interpretable Quantitative Structure—Activity Relationship (QSAR) for
Identification of Potent Antifungal Activity Agents towards Candida albicans ATCC 2091.
Mol Divers. 2025, 29. DOI: 10.1007/s11030-025-11404-2

59. Korol, N.; Molnar-Babilya, D.; Slivka, M.; Onysko, M. A Brief Review of Heterocyclic
Compounds with Promising Antifungal Activity against Candida Species. Org. Commun.
2022, 15 (4), 304-323. DOI: 10.25135/acg.0c.141.2210.2609

60. Duarte, A. B. S.; Perez-Castillo, Y.; Andrade, P. N.; de Castro, R. D.; de Sousa, D. P. 3,5-
Dinitrobenzoate and 3,5-Dinitrobenzamide Derivatives: Mechanistic, Antifungal, and In
Silico Studies. J. Chem. 2022, 2022, 2336175. DOI: 10.1155/2022/2336175

61. Emami, L.; Faghih, Z.; Ataollahi, E.; Sadeghian, S.; Rezaei, Z.; Khabnadideh, S. Azole
Derivatives: Recent Advances as Potent Antibacterial and Antifungal Agents. Curr. Med.
Chem. 2023, 30 (2), 220-249. DOI: 10.2174/0929867329666220407094430

63

Produgdo Cientifica


https://doi.org/10.1111/jam.14949
https://doi.org/10.1590/1519-6984.270966
https://doi.org/10.1590/1519-6984.270966
https://doi.org/10.3389/fphar.2024.1394053
https://doi.org/10.1080/07391102.2023.2294183
https://doi.org/10.1186/s13065-019-0623-6
https://doi.org/10.1007/s11030-025-11404-2
http://doi.org/10.25135/acg.oc.141.2210.2609
https://doi.org/10.1155/2022/2336175
https://doi.org/10.2174/0929867329666220407094430

5. CONSIDERACOES FINAIS

5.1. ASPECTOS GERAIS DA PRODUCAO CIENTIFICA

O crescente numero de infeccOes fungicas em humanos representa um fardo significativo para
a saude global e é favorecido pelo aumento de pessoas imunossuprimidas, resisténcia aos antifingicos
e mudancas climaticas. Espécies do género Candida sédo responsaveis por uma ampla gama dessas
infeccOes. Resisténcia aos antifungicos aliada a opgdes terapéuticas limitadas e as semelhancas
existentes entre a células fangicas e a célula humana evidenciam a complexidade desse problema.
Nesse sentido, é urgente a busca por novas abordagens terapéuticas capazes de combates infec¢oes,
e o canfeno, molécula de partida para a sintese de novos compostos utilizados nesse trabalho,
apresenta na literatura diversas atividades bioldgicas, dentre elas, atividade antimicrobiana.

O canfeno, adquirido comercialmente, deu origem a varios derivados com bons rendimentos,
por diversificacdo em estagio final através da reacdo de arilacao de Heck-Matsuda. As estruturas
desses derivados foram analisadas por espectro RMN e FTIR e apenas o0s dois derivados com maior
rendimento foram selecionados para analise da atividade antifingica. Nos ensaios antifingicos,
verificou-se efeitos distintos. Na atividade intriseca, o canfeno apresentou acdo superior a do
fluconazol contra C. albicans, e seus derivados apresentaram efeitos inferiores. Contra C. tropicalis
nenhum dos compostos apresentou acdo superior a do fluconazol. No entanto, os valores de
concentragéo obtidos por todos os compostos séo considerados clinicamente relevantes. Os resultados
distintos, podem ser explicados pelas caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas intrinsecas de cada
espécie, o que pode influenciar e determinar respostas diferentes aos mecanismos de acdo dos
compostos avaliados.

Ao avaliar a agdo dos compostos em combinagdo com o fluconazol, na tentativa de melhorar
o efeito desse medicamento e reverter a resisténcia das espécies estudadas, verificou-se que o HM 3a
e 0 canfeno aumentaram significativamente a eficacia do fluconazol, reduzindo a ICso do farmaco.
Na andlise de inibi¢do da transicdo morfoldgica, o canfeno foi capaz de inibir esse mecanismo em C.
albicans na maior concentragéo avaliada, no entanto, os derivados ndo apresentaram efeito inibitorio.
Ja contra C. tropicalis houve inibicao total da transicdo morfologica, por acdo de todos os compostos.

Dessa forma, os resultados encontrados nesta investigacdo sugerem que a adi¢ao de um grupo
aril conjugado com olefina na posicdo C-8 da estrutura do canfeno é prejudicial a sua eficacia
antifungica contra as cepas de Candida spp. avaliadas. A inser¢do do grupo aril na estrutura do
canfeno pode ter causado varios efeitos, incluindo aumento do tamanho molecular, maior
impedimento estérico, alteracdo da estabilidade metabdlica em um ambiente flngico e mudancgas na
solubilidade e permeabilidade devido aos grupos aril-hidrofébicos. Esses efeitos, isolados ou em
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conjunto, provavelmente contribuiram para a reducéo da atividade antifingica observada nos adutos
HM 3a-b. No entanto, tanto o canfeno, quanto seus derivados, avaliados intrinsicamente ou em
combinacdo com o farmaco fluconazol, apresentaram potencial antifingico frente a C. albicans e C.

tropicalis, com efeito em concentragdes significativamente relevantes.
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5.2.

CONCLUSOES GERAIS

Considerando os objetivos e questionamentos que direcionaram esta pesquisa, conclui-se que:

A diversificacdo em estdgio final do canfeno por meio da arilagdo Heck-Matsuda
forneceu sete derivados do tipo aril-canfeno com regioquimica controlada e alta
estereosseletividade, usando Pd(OAc). como catalisador, EtOH como solvente,
ZnCO3 como base e condigdes aerdbicas e sem ligantes.

Os adutos HM do canfeno obtiveram rendimentos que variaram entre 48 e 98 %, tendo as
suas estruturas analisadas e confirmadas por espectro RMN e FTIR.

O canfeno, apresentou efeito antifngico intrinseco superior ao dos seus derivados,
tanto contra C. albicans, quanto contra C. tropicalis.

Apesar de exibirem efeito antifingico dependente do aumento de concentracdo, 0s
derivados aril-canfeno, demonstraram acdo em concentragdes clinicamente relevantes.
O canfeno e derivados HM 3a e 3b potencializaram o efeito do fluconazol contra C.
tropicalis. Contra C. albicans, apenas o canfeno e o HM 3a foram capazes de
potencializar o efeito desse farmaco.

A transicdo morfologica (pleomorfismo) de C. tropicalis foi totalmente inibida pela
acdo dos compostos. Ja contra C. albicans apenas o canfeno, na maior concentracao
avaliada, foi capaz de inibir o pleomorfismo.

De modo geral, o canfeno apresentou efeito antifungico superior aos derivados aril-
canfeno. No entanto, os derivados também demonstraram efeito relevante quando
combinados com fluconazol, indicando que as modificacBes estruturais néo

comprometeram totalmente o potencial antifungico em associacdo ao farmaco.
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5.3. PERSPECTIVAS DE INVESTIGACOES FUTURAS

Estudos adicionais sdo essenciais para complementar essa investigacdo e entdo poder
considerar ou ndo 0 uso terapéutico dos compostos avaliados. Como perspectivas futuras, seria
relevante realizar ensaios como a metodologia de Checkerboard para verificar o tipo de interagéo
com o fluconazol e, de permeabilidade da membrana, visando verificar a acdo desses compostos na
membrana fangica. Além disso, também seria pertinente ensaios para averiguar a citotoxicidade
desses compostos. Dependente dos resultados obtidos nessas e outras possiveis investigacfes, como
ADMET e dockagem molecular, seria interessante considerar analises in vivo do potencial adjuvante
do canfeno e derivados frente a reversao dos mecanismos de resisténcia aos antifungicos utilizados

na pratica clinica.
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7. ANEXOS E APENDICES

APENDICES

Apéndice 1- Material suplementar

INFORMACOES DE SUPORTE
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1. Informacoes gerais

Todos os reagentes e solventes foram adquiridos comercialmente; eram de pureza analitica e
utilizados sem purificacdo adicional. A temperatura ambiente (TA) refere-se a um valor padrdo de 25
°C. Todas as reagdes foram agitada com barras magnéticas revestidas de teflon e monitoradas por
cromatografia em camada fina (CCF). Todas as reacdes foram realizadas em recipientes de 10 mL a luz
do ar (recipientes abertos).Os ensaios analiticos por cromatografia em coluna de silica (TLC) foram
realizados em placas de aluminio pré-revestidas com gel de silica Macherey-Nagel (ALUGRAM Xtra
Sil G/UV254) (0,20 mm de espessura) e visualizados sob luz UV (A = 254 nm). As composic¢des do
eluente ou do solvente sdo expressas em (v/v). Todas as evaporacOes foram realizadas sob pressao
reduzida em evaporadores rotativos, com temperaturas do banho nao superiores a 45 °C. A purificacdo
dos compostos foi realizada por cromatografia em coluna de fluxo rapido (CC), utilizando gel de silica
Neon (230-400 mesh) e utilizando o procedimento cromatografico descrito na literatura por Still e
colaboradores[1]. Os compostos purificados foram submetidos a uma secagem adicional sob alto vacuo
(0,010-0,005 mbar). Os rendimentos referem-se a compostos purificados por cromatografia e
espectroscopia (RMN de H1 e 13C). As temperaturas acima da temperatura ambiente foram mantidas
por meio de um banho de éleo mineral em uma placa de aquecimento.

Todos os sais de arildiazonio empregados nesta pesquisa sao bem conhecidos e sintetizados de
acordo com protocolos estabelecidos na literatura por diazotizacdo de anilina e outras aminas aromaticas
apropriadas [2-3].

Os pontos de fusdo foram registados utilizando um aparelho GEHAK 1.01 PF1500 e ndo estdo
corrigidos. As analises elementares de combustdo foram realizadas utilizando um instrumento Perkin-
Elmer modelo CHN 2400.

A espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) foi realizada em um
espectrofotdbmetro IR Prestige-21 FTIR (Shimadzu) utilizando a técnica de refletancia total atenuada
(ATR), e os espectros sdo apresentados em cm™'. As analises por espectrometria de massa de alta
resolucdo (HRMS) foram realizadas em um espectrometro de massa microTOFII ESI-TOF (Bruker) ou
no LCMS-9050 APCI-TOF (Shimadzu). Os espectros de RMN (ressonancia magnética nuclear)
unidimensional e bidimensional utilizados para determinar a identidade e a pureza dos compostos
sintetizados foram obtidos em espectrometros Bruker AVANCE 111 Hb (400 ou 500 MHz para H e 101
ou 126 MHz para *3C). Os deslocamentos quimicos sdo expressos em partes por milhdo (ppm) a partir
do TMS (0 ppm) e referenciados ao protio residual no solvente de RMN (CHCls =8 7,28 para RMN de
'H e 77,16 ppm para RMN de *C) como padr&o interno. As constantes de acoplamento (J) s40 expressas
com uma precisdo de 0,1 Hertz (Hz). As descri¢fes dos padrdes de acoplamento dos sinais de RMN de
'H baseiam-se na aparéncia 6ptica dos sinais e ndo refletem necessariamente a interpretacéo fisicamente
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correta. Em geral, as informagdes sobre o desvio quimico referem-se ao centro do sinal. No caso de
multipletos, sdo fornecidos intervalos. As abreviagdes utilizadas para indicar a multiplicidade de um
determinado sinal sdo s (singuleto), d (duplet), t (triplet), g (quarteto), dd (duplo duplet), m (multiplet) e
sl (sinal grande).

Os compostos sintetizados 3a-g apresentaram pureza de pelo menos 95%, conforme determinado
por analises elementares por combustdo CHN (resultados com desvio de até 0,4% em relacéo aos valores

teoricos).
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Otimizacéo das condicdes da reacéo de Heck-Matsuda

Tabela S1 — Estudos de otimizagéo da reacdo de Heck-Matsuda do canfeno (1)

3a, G = 4-OMe
K\/i G@/MBF“ 3b, G = 4-NO,
i P> 3c, G =4-Me
= 3d, G = 4-Br
Diazonium salts (2a-g) 3e G = 4-Cl
Olefin (1) = 3f, G=4F !
. Parameters: olefin/diazonium ratio; | lj?;ﬁi ?i‘j"ﬁ?[’?fli,;
! base; catalyst load [Pd(OAc)z] x mol%; !
( solvent; and temperature. :
Entrada Olefina: Diazonina Bas.e Pd(OAc). Solvente T(2C) t(h) rendimento
(equiv.) (equiv.) (mol%) (%)
1 1.5:1.0 - 0.9 EtOH(95%) 40 3 - (3a)
2 1.5:1.0 - 0.9 EtOH 40 3 - (3a)
3 1.2:1.0 NaOAc (1.0) 5 MeOH rt 3 - (3a)
4 1.2:1.0 ZnCO0s3 (1.0) 5 MeOH rt 3 5 (3a)
5 1.2:1.0 Zn(Ac0)2 (1.0) 5 MeOH rt 3 - (3a)
6 1.0 15 NaOAc (1.5) 10 MeOH rt 1 35 (3a)
7 1.0:15 NaOAc (1.5) 10 EtOH rt 1 62 (3a)
8 1.0:1.5 ZnCOs (1.5) 10 EtOH rt 1 65 (3a)
9 1.0:15 Zn(AcO)2 (1.5) 10 EtOH rt 1 4 (3a)
10 1.0:15 NaOAc (1.5) 10 EtOH 40 1 23 (3a)
11 1.0:1.5 CaCOs (1.5) 10 EtOH 40 1 37 (3a)
12 1.0:15 K2CO3 (1.5) 10 EtOH 40 1 48 (3a)
13 1.0:1.5 ZnCOs3 (1.5) 10 EtOH 40 1 95 (3a)
14 1.0:15 ZnCOs (1.5) 5 EtOH 40 1 53 (3a)
15 1.0:1.2 ZnCOs (1.5) 10 EtOH 40 1 73 (3a)
16 1.0:1.5 ZnCO3 (1.5) 10 EtOH 40 1 98 (3b)
17 1.0:1.5 ZnCOs3 (1.5) 5 EtOH 40 1 85 (3b)
18 1.0:1.5 ZnCOs3 (1.5) 2.5 EtOH 40 1 92 (3b)
19 1.0:15 ZnCOs (1.5) 10 EtOH 40 1 48 (3c)
20 1.0:1.5 ZnCOs3 (1.5) 5 EtOH 40 1 62 (3c)
21 1.0:15 ZnCOs (1.5) 10 EtOH 40 1 89 (3d)
22 1.0:15 ZnCOs (1.5) 5 EtOH 40 1 90 (3d)
23 1.0:1.5 ZnCO3 (1.5) 10 EtOH 40 1 85 (3e)
24 1.0:1.5 ZnCOs (1.5) 5 EtOH 40 1 80 (3e)
25 1.0:1.5 ZnCO0s (1.5) 10 EtOH 40 1 83 (3f)
26 1.0:1.5 ZnCO03 (1.5) 5 EtOH 40 1 66 (3f)
27 1.0:1.5 ZnCO03 (1.5) 10 EtOH 40 1 80 (3g)
28 1.0:1.5 ZnCO03 (1.5) 5 EtOH 40 1 62 (3g)
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3. Dados de RMN em 1D e 2D para o aduto HM 3a em CDCls

OMe15

E-3a

1.24-1.27
1.69-1.73 <« - -

3.22-3.23
1.39-1.47 3
1.77-1.85
28.01 W
RS

5
1.50-1.53 4
1.77-1.83

1.94-1.95 1.1

OMe 380
6.84-6.87

7.18-7.21

Tabela S2. Dados de RMN de H (400 MHz) e 13C (101 MHz) para o aduto HM 3a em CDCls

No.  &c, mult* 8w, mult  H,H-COSY HMBC (H—C) NOESY

1 4253,CH 322323,m pg,784) C3.4 H-4, 6, 12

2 157.49, C

3 433L,C

4  47.72,CH 194-1.95m H-5,7 C-6,2 H-5, 9

Ba  24.00,CH; 150-153,m H-4,6

5h 1.77-1.83,m H-4,6

6a  28.01,CH; 139-147,m H-1,5

6b 1.77-1.85,m H-1,5

7a  38.14,CH, 124-1.27,m H-1,4

7b 1.69-1.73,m H-1,4

8 115.74,CH 5.95, s H-1 (4) C-3,10,11,12  H-10,12

9  2654,CH; 1.11,s C-2,3,4

10 29.23,CHs 1123 C-2,3,4 H-8

11 13191,C

12 129.17,CH 7.18721,m H-13,13°  C-13,13",14 H-8,13,13"
12”7 129.17,CH 7.18721,m H-13,13°  C-13,13",14 H-8,13,13"
13 11375,CH 6.84-6.87,m H-12,12°  C-8,12,127,14 H-12',127,15
13°  113.75,CH 6.84-6.87,m H-12,12°  C-8,12',12",14 H-12',12",15
14 157.9,C

15  55.43,0CH; 3.80, s C-14

* Utilizou-se a HSQC para confirmar as atribui¢des de hidrogénio aos &tomos de hidrogénio ligados
aos atomos de carbono.
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4. Dados analiticos e espectrais dos derivados do tipo aril-canfeno

Aduto HM 3a, (z)-3-((E)-4-metoxibencilideno)-2,2-dimetilbiciclo[2.2.1]heptano. Preparado de
acordo com o procedimento geral para a arilagdo HM de canfeno e purificado por cromatografia flash
em coluna (hexano/éter dietilico 98:2, v/v) para gerar 0 3a como um soélido branco amorfo.
Rendimento 95% (114.9 mg); mp 88-91 °C; TLC: Rf = 0.60 (hexano/éter dietilico — 98:2); IR (ATR)
v/em' 3010, 2952, 1888, 1509, 1462, 1358, 1243, 823; 'H RMN (400 MHz, CDCls) § 7.18-7.21
(2H, m); 6.84-6.87 (2H, m); 5.95 (1 H, s); 3.80 (3H, s); 3.22-3.23 (1H, m); 1.94-1.95 (1H, m); 1.69-
1.85 (3H, m); 1.39-1.53 (2H, m); 1.24-1.27 (1H, m); 1.12 (3H, s); 1.11 (3H, s); *C RMN (101 MHz,
CDCls) 6157.69; 157.49; 131.91; 129.17; 115.74; 113.75; 55.43; 47.72; 43.31; 42.53; 38.14; 29.23;
28.01; 26.54; 24.00; HRMS (ESI-TOF) m/z, calcd. para C17H20 [M + H]*: 242.1671, encontrado:
243.1743. Analise elementar calculada para C17H220: C, 84.25; H, 9.15%, encontrado: C, 84.27;

H, 9.13%. Os dados de caracterizacdo estdo de acordo com os relatados na literatura [4].

_ s "

NO, |

|
|
|
|
|
> 3b |

aduto HM 3b, (£)-2,2-dimetil-3-((E)-4-metilbencilideno)biciclo[2.2.1]heptano. Preparado de acordo
com o procedimento geral para a arilagdo HM do canfeno e purificado por cromatografia em coluna
de flash (hexano/éter dietilico 98:2, v/v), obtendo-se 3b na forma de um sélido amorfo amarelado.
Rendimento 96% (126.2 mg); mp 90-92 °C; TLC: Rf = 0.43 (hexano/éter dietilico — 98:2); IR (ATR)
v/ em™ 3382, 1650, 1589, 1512, 1340, 1081, 875; *H RMN (400 MHz, CDCls) § 8.15-8.17 (2H,
m); 7.34-7.37 (2H, m); 6.06 (1H, s); 3.23-3.24 (1H, m); 2.00-2.01(1H, m); 1.83-1.91 (1H, m); 1.72-

1.81 (2H,m); 1.49-1.57 (3H, m); 1.39-1.46 (1H, m); 1.30-1.34 (1H, m); 1.14-1.15 (6H, s); 3C RMN
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(101 MHz, CDCls) 6 164.95; 146.08; 145.52; 128.50; 123.78; 115.23; 47.49; 44.15; 42.97; 38.23;
29.04; 27.80; 26.24; 23.82; HRMS (ESI-TOF) m/z, calc. para C1sH19NO2 [M + H]*: 257.1416,
encontrado: 258.1488. Andlise elementar calculada para CisHisNO2: C, 74.86; H, 7.44; N, 5.44%,
encontrado: C, 74.89; H, 7.42; N, 5.41%. Os dados de caracterizacdo estdo de acordo com os relatados

na literatura [4].

aduto HM 3c, (%)-2,2-dimetil-3-((E)-4-metilbenzilideno)biciclico[2.2.1]heptano. Preparado de
acordo com o procedimento geral para a arilagdo HM do canfeno e purificado por cromatografia em
coluna de flash (hexano), obtendo-se o composto 3c na forma de um liquido viscoso incolor a
temperatura ambiente e de um sélido quando refrigerado (abaixo de 20 °C). Rendimento 62% (54.0
mg); TLC: Rf = 0.70 (hexano/éter dietilico 98:2, v/v); IR (ATR) v/ cm™ 3021, 2957, 2862, 1660,
1512, 1459, 1359, 803; 'H RMN (400 MHz, CDCls) & 7.15-7.23 (4H, m). 6.04 (1H, s). 3.29-3.31 (1H,
m). 2.38 (3H, s). 2.00-2.01 (1H, m). 1.74-1.90 (3H, m). 1.45-1.58 (2H, m). 1.29-1.32 (1H, m). 1.18 (6H,
s); 3C RMN (101 MHz. CDCls) & 158.40. 136.28.135.18. 128.97. 128.02. 116.26. 47.73. 43.33. 42.63.
38.12. 29.25. 28.03. 26.48. 24.00. 21.22; HRMS (APCI-TOF) m/z, calcd. para Ci7H22 [M + H]™:
226.3630, encontrado: 227.1783. Anélise elementar calculada para Ci7H22: C, 90.20; H, 9.80%,

encontrado: C, 90.23; H, 9.78%. Os dados de caracterizacdo estdo de acordo com os relatados na literatura [4].

_ s "

aduto HM 3d, (%)-3-((E)-4-bromobenzilideno)-2,2-dimetilbiciclo[2.2.1]heptano. Preparado de
acordo com o procedimento geral para a arilagdo HM do canfeno e purificado por cromatografia em
coluna de flash (hexano) e, posteriormente, por recristalizacdo fracionada a partir de hexano/etanol

(4:1, viv), resultando no composto 3d na forma de um solido branco amorfo. Rendimento 90%
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(131.05 mg); mp 89-90 °C; TLC: Rf = 0.62 (hexano); IR (ATR) v/ cm™ 3028, 2964, 2857, 1684,
1653, 1620, 1483, 1465, 1357, 1065, 860, 807; 'H RMN (400 MHz, CDCls) § 7.39-7.42 (2H, m);
7.09-7.13 (2H, m); 5.93 (1H, s); 3.17-3.19 (1H, m); 1.96-1.97 (1H, m); 2.69-1.95 (3H, m); 1.36-1.56
(3H, m); 1.25-1.29 (1H, m); 1.11-1.12 (6H,s); *C RMN (101 MHz, CDCls) & 161.33; 138.98;
132.21; 130.65; 120.17; 116.29; 48.53; 44.46; 43.51; 39.04; 30.05; 28.81; 27.28; 24.83; HRMS
(APCI-TOF) m/z, calcd. CigHioBr [M + H]": 290.0670, encontrado: 291.0729. Analise elementar
calculada para CisHioBr: C, 65.99; H, 6.58%, encontrado: C, 65.97; H, 9.80%. Os dados de
caracterizacdo estdo de acordo com os relatados na literatura [4].

aduto HM 3e, (£)-3-((E)-4-clorobenzilideno)-2,2-dimetilbiciclo[2.2.1]heptano. Preparado de acordo
com o procedimento geral para a arilacdo HM do canfeno e purificado por cromatografia em coluna
de flash (hexano) e, posteriormente, por recristalizacdo fracionada a partir de hexano/metanol (4:1,
v/Vv), resultando no composto 3e na forma de um sélido branco amorfo. Rendimento 85% (105.30
mg); mp 94-95 °C; TLC: Rf = 0.50 (hexano); IR (ATR) v/ cm™ 3039, 2951, 2863, 1683, 1660, 1487,
1464, 1382, 1085, 806; *H RMN (500 MHz, CDCls) § 7.32-7.36 (2H, m); 7.24-7.28 (2H, m); 6.04 (1H,
s); 3.27-3.28 (1H, d); 2.04-2.06 (1H, m); 1.78-1.93 (3H, m); 1.55-1.64 (2H, m); 1.46-1.53 (1H, m);
1.34-1.37 (1H, m); 1.19- 1.21 (5H, s); **C RMN (126 MHz, CDCls) § 160.25, 137.62, 131.19, 129.36,
128.36, 115.35, 47.63, 43.52, 42.59, 38.13, 29.16, 27.92, 26.40, 23.92; HRMS (APCI-TOF) m/z,
calcd. para CisH19Cl [M + H]™: 246.1175, encontrado: 247.1235. Andlise elementar calculada para
C16HwoCl: C, 77.87; H, 7.76%, encontrado: C, 77.89; H, 7.75%. Os dados de caracterizagédo estdo de

acordo com os relatados na literatura [4].
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aduto HM 3f, (%)-3-((E)-4-fluorobenzilideno)-2,2-dimetilbiciclo[2.2.1]heptano. Preparado de
acordo com o procedimento geral para a arilagdo HM do canfeno e purificado por cromatografia em
coluna de flash (hexano), obtendo-se o 3f na forma de 6leo incolor. Rendimento 83% (132.30 mg);
TLC: Rf=0.55 (hexano); IR (ATR) v/cm™ 3039, 2956, 2866, 1883, 1603, 1508, 1459, 1361, 1228,
822; 'H RMN (400 MHz, CDCls) & 7.18-7.24 (2H, m), 6.97-7.03 (2H, m), 5.98 (1H, s), 3.19-3.21
(1H, m), 1.97-1.99 (1H, m), 1.71-1.86 (3H, m), 1.39-1.57 (3H, m), 1.27-1.30 (3H, m), 1.27-1.30 (1H,
m), 1.13-1.14 (6H, s); 3C RMN (101 MHz, CDCls) § 162.30; 159.50 (d, J = 74 Hz); 135.19 (d, J =
3 Hz); 129.51 (d, J =7 Hz); 115.24 (d, J = 18 Hz); 114.94; 47.56; 43.26; 42.3; 38.01; 29.08; 27.85;
26.33; 23.84; Analise elementar calculada para C1sHioF: C, 83.44; H, 8.32%, encontrado: C, 83.46; H,

8.31%. Os dados de caracterizacdo estdo de acordo com os relatados na literatura.

aduto HM 3g, (%)-3-((E)-3,4-clorobenzilideno)-2,2-dimetilbiciclo[2.2.1]heptano. Preparado de
acordo com o procedimento geral para a arilagio HM do canfeno e purificado por cromatografia em
coluna rapida (hexano), obtendo-se o 3g na forma de liquido incolor. Rendimento 80% (112.48mg);
TLC: Rf=0.60 (hexano); IR (ATR) v / cm™ 3052, 2956, 1892, 1580, 1546, 1461, 1378, 1026, 903,
885; 'H RMN (500 MHz, CDCls) & 7.30-7.37 (2H, m), 7.04-7.09 (1H, m), 5.90 (1H, s), 3.15-3.20
(1H, m), 1.95-1.99 (1H, m), 1,67-1.88 (4H, m), 1.36-1.60 (3H, m), 1.22-1.33 (1H, m), 1.12 (6H, s);
13C RMN (126 MHz, CDCl3) § 161.66, 139.17, 132.04, 129.96, 129.70, 129.07, 127.30, 114.31, 47.43,
43.53, 42.46, 38.00, 28.99, 27.71, 26.19, 23.74; HRMS (APCI-TOF) m/z, calc. para C1H1sCl> [M +
H]*: 281.0786, encontrado: 281.0845. Os dados fisico-quimicos e analiticos do 3g séo aqui descritos pela

primeira vez.
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5. Copias dos espectros de RMN em 1D e 2D e do HRMS

Intens. - +MS, 0.2min #13|
x104’j

1 C17H230, [M+H]
4.

] 1+
3 243.1742
21 1+

] 239.2363
1: 1+

1 1+ 2441771

240.2404

] 246.2389 254.2471

ol g g U swges| | MOPR, weam g
232.5 235.0 237.5 240.0 242.5 245.0 247.5 250.0 252.5 m/z
Figure S1. Espectro de massa do composto 3a.
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Figura S2. Espectro de RMN H (400 MHz, CDCl3) do composto 3a
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Figura S3. Espectro RMN **C(101 MHz, CDCls) do composto 3a
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Figura S4. Espectro de RMN H,H-COSY do composto 3a em CDCls.
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Figura S6. Espectro HMQC RMN do composto 3a em CDCl3
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