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Introducéo:

A enzima oxidase alternativa (AOX) esta presente na cadeia de respiracdo de alguns organismos
vivos. A AOX é capaz de manter o organismo vivo em ambiente de estresse oxidativo, pois desvia o fluxo
eletrénico da cadeia de respiracdo principal diretamente para o oxigénio.

Seria de grande valia moléculas que s&o capazes de inibir seletivamente a oxidase alternativa,pois
ela estd presente nos alguns patégenos humanos: o Tripanosoma brucei, responsavel por causar
Tripanossomiase Humana Africana; o Paracoccidioides brasiliensis, responsavel por causar a
paracoccidioidomicose; o Cryptosporidium parvum uma das espécies responsaveis por causar a
criptosporidiose; o Blastocystis hominis parasita intestinal causador da blastocistose humana e o fungo
Candida albicans. Este fato evidencia um interesse em inibidores da AOX como um método alternativo
de tratamento destas doengas.Além do mais, ha um fungo: a Moniliophthora perniciosa, responsavel por
infectar Theobroma cacao (cacaueiro) causando a doenca denominada de vassoura-de-bruxa a qual pode
levar o cacaueiro a morte, acarretando também em prejuizos econdmicos aos produtores de cacau.

Como ndo existem fungicidas, os quais inibem a via principal de respiracdo celular, capazes de
matar o causador da vassoura de bruxa devido a presenca da AOX, resolveu-se por sintetizar compostos
que inibam a AOX possibilitando a morte do M. perniciosa e um possivel controle da doenca.

Objetivo:

A sintese, caracterizacdo e obtencdo de dados da atividade bioldgica de compostos cujas
estruturas sdo baseadas em alqui/arilamino-metilenocicloexano-1,3-dionas (AMCDs) ou 2-(1-
hidroxialquilideno)-5,5-dimetilcicloexano-1,3-dionas (HCDs) a partir de diferentes combinagfes entre
1,3-ciclodionas, acidos carboxilicos e aminas, feitas em uma ou duas etapas reacionais dependendo da
estrutura final.
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Metodologia:

As AMCDs séo sintetizadas em uma ou duas etapas reacionais. Quando o grupo “R”, na Figura
1, é difenete do hidrogénio faz-se necessario uma primeira etapa sintetiza-se as 2-(1-
hidroxialquilideno)-5,5-dimetilcicloexano-1,3-dionas (HCDs) a partir da dimedona e de algum &cido
carboxilico, catalisado com N,N'-dicicloexilcarbodiimida (DCC), 4-dimetilaminopiridina (DMAP) e
trietilamina, tendo diclorometano como solvente. Apos purificado, o HCD é colocado em um novo balao
reacional com ortoformiato de trimetila e acido trifluoracético tendo metanol como solvente, O sistema é
submetido a um aquecimento de 75 °C para que a rea¢do ocorra em um periodo overnight. Apds isso, o
sistema é esfriado a temperatura ambiente e ha a adi¢cdo da amina e a Ultima etapa rea¢do ocorre também
overnight. Quando o grupo “R”, na Figura 1, é o hidrogénio a AMCD ¢é preparada em uma Unica etapa a
partir de um ortoformiato, da dimedona e de uma amina ou anilina.

Para que a reacdo ocorra de forma adequada todos os baldes usados para diluicdo dos compostos
e para reacdo, agulhas e seringas devem estar devidamente secos e para tal sdo colocados em estufas
anidras por tempo suficiente para que toda dgua seja evaporada. De igual forma os reagentes devem estar
anidros, sempre que necessario os solventes utilizados sdo destilados. Para evitar a entrada de 4gua no
sistema reacional usa-se de septos e de atmosfera de hidrogénio. Antes de seguirmos para a segunda etapa
de reacao obtemos purificamos 0 HCD sintetizado por cromatografia em coluna e o submetemos a uma
analise de RMN !H para garantirmos que de fato se trata do HCD sintetizado. O produto final, a
AMCD, é purificado por cromatografia em coluna e submetido a anéalise de RMN *H. Ap6s a confirmagéo
estrutural do composto, a molécula é encaminhada para os ensaios bioldgicos.

As reagdes podem ser representadas pelos seguintes esbogos reacionais:
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Figura 1. Condicdes de preparo das HCDs e AMCDs com o grupo R distinto do hidrogénio.

As AMCDs s&o nomeadas neste trabalho de acordo com a variagdo da 1,3-ciclodiona e do acido
utilizados paraproduzir o HCD e com a alteracdo da amina utilizada na etapa final, de acordo com a
figura e a tabela a seguir.
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Tabela 1. Cédigos empregados para a classificagdo das HCDs e AMCDs preparadas neste trabalho.
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Assim a AMCD recebe o nome no formato “AMCD XYZ”, em que X se refere a natureza das 1,3-
diciclodionas, Y a do acido e Z a da amina utilizados no processo. Como exemplo: se a molécula de
AMCD ¢ produzida a partir da dimedona, do HCD feito com o acido butanoico (HCD 03) e com 4-cloro
anilina nomea-la AMCD 03K (figura abaixo).

Cl

Figura 2. Exemplo da aplicagdo do codigo AMCD 03K para a
5-(1-((4-clorofenil)amino)butilidene)-2,2-dimetilcicloexano-1,3-diona.

Resultados e discussodes:

Os ensaios bioldgicos foram realizados in vitro no grupo de leveduras Pichia pastoris, esta
levedura também possui a AOX. A levedura foi cultivada em YPG. As AMCDs foram misturadas ao
fungicida comercial Azoxistrobina (AZQO) para serem aplicadas ao meio de cultivo.
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E possivel observar que de fato, somente a AMCD néo reduz o crescimento exponencial do fungo, mas
combinada com AZO que inibe uma das proteinas da cadeia respiratdria principal tem-se que ha uma diminuicao
da fase de crescimento exponencial e até mesmo a inibicdo total do fungo.

As AMCDs que possuem maior grupo “R” em geral apresentam resultados satisfatorios, visto que a
AMCD 06E, AMCD 07J a uma concentracdo de 0,5 mM quando junta com Azoxistrobina a uma concentracao de
0,5 mg/L impedem o desenvolvimento do fungo. Também a HCD 07 foi capaz de inibir o crescimento da P.
pastoris.
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