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RESUMO 

 

 

GRILLO, Danniel Cosme Neves. Avaliação do potencial antioxidante de 
derivados triazólicos inibidores da acetilcolinesterase em células de 
Saccharomyces cerevisiae. 2022. 89p. Dissertação de mestrado (Mestrado em 
Química, Química Medicinal e Biológica). Instituto de Química. Universidade 
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2022.  

 

A Doença de Alzheimer (DA) é uma doença neurodegenerativa progressiva 
conhecida pela perda de memória e dificuldade com a linguagem. Ela é formada 
por um conjunto de fatores patológicos e dentre eles destacam-se o déficit 
colinérgico e o estresse oxidativo. O estresse oxidativo é caracterizado pelo 
desequilíbrio entre a geração de radicais livres e/ou espécies reativas não 
radicalares e a atuação dos sistemas de defesa antioxidante. Atualmente, o 
principal tratamento da doença de Alzheimer consiste no uso de inibidores das 
enzimas colinesterásicas. Entretanto, devido à natureza multifatorial da doença 
e de muitos candidatos a fármacos não terem sido bem-sucedidos, uma nova 
abordagem tem se destacado, os chamados compostos “multialvos”. Portanto, 
este trabalho avaliou a proteção antioxidante de quatro compostos novos 
contendo o núcleo 3-amino-1,2,4-triazol-N-1,5-trissubstituídos inibidores de 
colinesterases em duas cepas de Saccharomyces cerevisiae (BY4741 e ∆gsh1) 
com estresse oxidativo induzido por peróxido de hidrogênio. Analisou-se 
inicialmente a toxicidade dos compostos através do ensaio semi-qualitativo com 
resazurina e de curvas de crescimento celular. Os ensaios antioxidantes foram 
TBARS e oxidação intracelular por 2,7’-diclorofluoresceína. No ensaio da 
resazurina não houve toxicidade dos compostos nas duas cepas em 
concentrações inferiores a 250 µM. As curvas de crescimento confirmaram essa 
não toxicidade na concentração de 20 µM dos compostos por 24h. Na cepa 
BY4741 todos os compostos reduziram os níveis de MDA entre 30-40%, 
entretanto na cepa ∆gsh1 apenas os compostos contendo substituintes fenólicos 
foram ativos (25%). Na avaliação de proteção ao ambiente intracelular, apenas 
na cepa ∆gsh1 em fase fermentativa do crescimento houve redução significativa 
de espécies oxidantes promovidas pelos compostos, com destaque ao composto 
com substituinte nitro (27%). No ensaio de consumo de oxigênio não foi possível 
concluir a capacidade de proteção mitocondrial das substâncias, pois não houve 
diferença estatística entre os tratamentos, em ambas as cepas. Os resultados 
demonstraram que os triazóis não foram tóxicos e forneceram proteção 
antioxidante mesmo com ausência de glutationa em células de S. cerevisiae. 

 

 

Palavras-chave: Doença de Alzheimer, antioxidante, Saccharomyces 
cerevisiae, derivados triazóis, estresse oxidativo 



 
 

 
 

 
 
 

ABSTRACT 

 

GRILLO, Danniel Cosme Neves. Evaluation of the antioxidant potential of 
acetylcholinesterase inhibitory triazole derivatives in Saccharomyces 
cerevisiae cells. 2022. 89p. Dissertation (Master of Science in Chemistry, 
Medicinal and Biological Chemistry). Chemistry Institute. Federal Rural University 
of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2022. 

 

Alzheimer's Disease (AD) is a progressive neurodegenerative disease known for 
memory loss and difficulty with language. It is formed by pathological factors, 
among which the cholinergic deficit and oxidative stress stand out. Oxidative 
stress is characterized by the imbalance between the generation of free radicals 
and/or non-radical reactive species and the action of antioxidant defense 
systems. Currently, the primary treatment for Alzheimer's disease is the use of 
inhibitors of cholinesterase enzymes. However, due to the multifactorial nature of 
the disease and the fact that many drug candidates have not been successful, a 
new approach has emerged, the so-called “multi-target” compounds. Therefore, 
this work evaluated the antioxidant protection of four new compounds containing 
the core 3-amino-1,2,4-triazole-N-1,5-trisubstituted cholinesterase inhibitors in 
two strains of Saccharomyces cerevisiae (BY4741 and ∆gsh1) with oxidative 
stress induced by hydrogen peroxide. The toxicity of the compounds was initially 
analyzed through the semi-qualitative assay with resazurin and cell growth 
curves. Antioxidant assays were TBARS and intracellular oxidation by 2,7'-
dichlorofluorescein. In the resazurin assay, there was no toxicity of the 
compounds in the two strains at concentrations below 250 µM. The growth curves 
confirmed this non-toxicity in the concentration of 20 µM of the compounds for 
24h. In strain BY4741 all compounds reduced MDA levels between 30-40%, 
however in strain ∆gsh1 only compounds containing phenolic substituents were 
active (25%). In the evaluation of protection to the intracellular environment, only 
in the ∆gsh1 strain in the fermentative phase of growth, there was a significant 
reduction of oxidant species promoted by the compounds, with emphasis on the 
compound with nitro substituent (27%). In the oxygen consumption test, it was 
not possible to conclude the mitochondrial protection capacity of the substances, 
as there was no statistical difference between treatments, in both strains. The 
results demonstrated that triazoles were not toxic and provided antioxidant 
protection even in the absence of glutathione in S. cerevisiae cells. 

 

 

Keywords: Alzheimer’s disease, antioxidant, Saccharomyces cerevisiae, 
triazole derivatives, oxidative stress. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

A Doença de Alzheimer (DA) é uma doença neurodegenerativa progressiva 
conhecida pela perda de memória, dificuldade com a linguagem e alterações no 
comportamento e personalidade. O principal fator de risco é a idade. Projeções 
apontam que até 2060 o número de idosos com Alzheimer nos Estados Unidos pode 
dobrar em relação ao total de pacientes atualmente com esta demência 
(ALZHEIMER'S ASSOCIATION et al., 2021). A origem exata da doença de Alzheimer 
permanece desconhecida, contudo, é sabido que a doença é formada por um conjunto 
de patologias celulares que dentre as mais estudadas destacam-se o déficit 
colinérgico, a agregação de peptídeos β-amiloide (Aβ), hiperfosforilação da proteína 
tau e o estresse oxidativo (BRIGGS; KENNELLY; O'NEILL, 2016). 

 
O estresse oxidativo é caracterizado pelo desequilíbrio entre a geração de 

radicais livres e/ou espécies reativas não radicais resultantes do metabolismo celular 
e a atuação dos sistemas de defesa antioxidante (BARBOSA et al., 2010). O estresse 
oxidativo associado à perda da função mitocondrial, acumulação de metais e redução 
da efetividade das defesas antioxidantes, que combatem a ação dos radicais livres, 
afetam diretamente a atividade sináptica, levando à disfunção cognitiva. Além disso, 
alvos moleculares afetados pelas espécies reativas de oxigênio (EROs) incluem DNA 
nuclear e mitocondrial, lipídios e proteínas, resultando na produção e acúmulo de β-
amiloide (Aβ) e proteína tau hiperfosforilada, que poderiam aumentar a disfunção 
mitocondrial e a produção de EROs, contribuindo assim para progressão da doença 
(TÖNNIES; TRUSHINA, 2017). 

 
Atualmente, o principal tratamento da doença de Alzheimer consiste no uso de 

inibidores das enzimas colinesterásicas (acetilcolinesterase e butirilcolinesterase) 
como, por exemplo, donepezil, rivastigmina e galantamina. O objetivo desses 
inibidores baseia-se em bloquear as enzimas colinesterásicas impedindo a hidrólise 
da acetilcolina ou da butirilcolina, aumentando a concentração desses 
neurotransmissores na fenda sináptica, permitindo uma maior probabilidade de 
ocorrência das transmissões colinérgicas (VAZ; SILVESTRE, 2020). Entretanto, 
devido à natureza multifatorial da doença e pelo fato de muitos candidatos a fármacos 
visarem a diminuição dos sintomas relacionados à DA e ao seu efetivo tratamento não 
terem sido bem-sucedidos, uma nova abordagem tem ganhado mais atenção em 
estudos recentes que é o desenvolvimento dos chamados “fármacos multialvos”. O 
princípio aliado a essa estratégia consiste no uso de compostos híbridos sintéticos 
que apresentam pelo menos duas subunidades farmacofóricas diferentes, tendo 
dessa maneira a capacidade de atuar em mais de um quadro patológico e 
consequentemente aumentar sua eficácia (MATOS, 2021).  

 
Na busca por desenvolver multialvos eficientes para o tratamento da doença 

de Alzheimer, compostos contendo núcleos triazólicos (anéis de cinco membros, que 
contêm dois átomos de carbono e três átomos de nitrogênio) têm se tornado cada vez 
mais objetos de estudo devido sua ampla diversidade de atividades biológicas que 
abrangem propriedades antimicrobiana, anti-inflamatória, analgésica, antiepiléptica, 
antiviral, anti-hipertensiva, antimalárica, antidepressiva, anti-histamínica, 
antituberculose, anti-Parkinson, antidiabéticas, antiobesidade, assim como, 
antiacetilcolinesterases e antioxidantes (KHARB; SHARMA; YAR, 2010), em especial 
sua isoforma 1-2-4 triazol (CETIN; GEÇIBESLER, 2015; BULUT et al., 2018; 
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GULTEKIN et al., 2018; PENG et al., 2021). Diante disso, compostos inéditos 
contendo o núcleo 3-amino-1,2,4-triazol-N-1,5-trissubstituídos foram planejados e 
avaliados como inibidores de colinesterases apresentando bons resultados. Esses 
compostos tiveram sua atividade antioxidante in vitro avaliadas e também 
apresentaram bons resultados (FRANCO, 2020). 

 
Entretanto, os métodos in vitro desconsideram fatores, como interações 

metabólicas e condições fisiológicas, que podem influenciar na capacidade 
antioxidante das substâncias testadas. Uma alternativa muito utilizada que permite a 
obtenção de resultados mais precisos para ensaios de avaliação antioxidante é o uso 
das células da levedura Saccharomyces cerevisiae como modelo biológico. Estes 
seres unicelulares e eucarióticos possuem organelas e enzimas do sistema de defesa 
antioxidante semelhantes às células de mamíferos superiores, permitindo a 
extrapolação dos resultados. Além disso, o fato de o genoma dessa levedura ter sido 
completamente sequenciado admite a formação de cepas mutantes, grupos de células 
com modificações genéticas como, por exemplo, a ausência de algum componente 
antioxidante, simulando uma célula teoricamente mais sensível a danos celulares 
(GOFFEAU et al., 1996; SOARES; ANDREAZZA; SALVADOR, 2005; DUINA; 
MILLER; KEENEY, 2014). 

 
Nesse contexto, foram selecionados quatro compostos contendo o núcleo 3-

amino-1,2,4-triazol-N-1,5-trissubstituídos inibidores de colinesterases para a avaliar 
suas potenciais ações antioxidantes, discriminados por compostos 90B (fenólico na 
orientação para); 90C (fenólico na orientação orto); 90N (nitro) e 90R (pirimidina) em 
células de Saccharomyces cerevisiae. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 
 

2.1 Doença de Alzheimer 
 

A doença de Alzheimer (DA) é uma doença neurodegenerativa progressiva 
caracterizada pela manifestação da perda de memória, linguagem prejudicada, 
desorientação espacial, mudanças drásticas no comportamento e a dificuldade na 
execução de tarefas práticas do dia a dia; o que pode levar a pessoa ao afastamento 
do trabalho e das atividades sociais, e até mesmo a uma situação de total 
dependência de familiares e/ou cuidadores (TANZI; BERTRAM, 2005). É muito 
comum a confusão relacionada à caracterização e denominação sobre a Doença de 
Alzheimer e a demência. Demência é um termo usado para generalizar um conjunto 
de sintomas que caracterizam o declínio das funções cognitivas, compreendendo 
todos os citados acima; portanto, o Alzheimer é um exemplo de causa de demência, 
representando cerca de 60–80% dos casos, o que o classifica como a causa mais 
comum. Dentre outras causas de demência encontra-se a demência dos corpos de 
Lewy, doença cerebrovascular, degeneração lobar frontotemporal, doença de 
Parkinson e esclerose hipocampal (ALZHEIMER’S ASSOCIATION et al., 2021). 

 
A DA foi descrita pela primeira vez pelo psiquiatra alemão Alois Alzheimer em 

1907, quando relatou o caso de Auguste Deter, que apresentava memória 
prejudicada, dificuldade de se expressar, incapacidade em reter conhecimento, além 
de distúrbios comportamentais. Após o falecimento da paciente, uma avaliação 
histopatológica do cérebro foi realizada e constatou-se atrofia cerebral e alterações 
específicas nas células corticais, como a formação de placas neuríticas e 
emaranhados neurofibrilares (MAURER; VOLK; GERBALDO, 1997). Na época, os 
resultados contribuíram para a conclusão de que essas alterações encontradas no 
cérebro de Auguste Deter representavam uma condição patológica particular. 

 
A doença de Alzheimer apresenta um quadro característico representado por 

uma série de alterações cerebrais, que dentre as mais relevantes estão o acúmulo de 
fragmentos da proteína β-amiloide (Aβ) formando as conhecidas placas β-amiloide 
presentes fora dos neurônios; o acúmulo da forma hiperfosforilada da proteína tau 
presente dentro dos neurônios; perda sináptica; neuroinflamação; estresse oxidativo 
e atrofia (diminuição do volume cerebral) marcada pela perda significativa de 
neurônios. Essas anomalias, embora descritas por Alzheimer, começaram a ser 
identificadas somente em meados da década de 1980 (BRION et al., 1985; 
GRUNDKE-IQBAL et al., 1986), adquirindo a partir daquele momento um papel 
importante no diagnóstico da DA atuando como biomarcadores da doença. 

 
Em 1984, o National Institute of Neurological and Communicative Disorders and 

Stroke (NINCDS) e a Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association 
(ADRDA) uniram-se para estabelecer critérios de diagnóstico clínico para a doença 
de Alzheimer. Entre esses critérios destacava-se a importância de testes 
neuropsicológicos visando a observação de sintomas, como a perda de memória, a 
atuação em atividades rotineiras prejudicadas, desempenho na comunicação e 
percepção; assim como que a doença só seria confirmada histopatologicamente por 
uma biópsia ou autópsia (MCKHANN et al., 1984). 
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Em 2011, o National Institute on Aging fez várias mudanças e atualizou os 
critérios de 1984 (Alzheimer’s Association et al., 2021). Os novos critérios propostos 
incluíam a importância da detecção dos biomarcadores, dividindo-os em duas 
categorias: (a) marcadores de amiloide cerebral, como tomografia por emissão de 
pósitrons (PET) e líquido cefalorraquidiano (LCR); e (b) marcadores de lesão neuronal 
como tau do líquido cefalorraquidiano, fluorodesoxiglicose (FDG) para atividade neural 
e ressonância magnética (MRI) para medição de atrofia (NEUGROSCHL; WANG, 
2011). No entanto, essas metodologias ainda geram debates e discussões devido a 
resultados não compatíveis entre o conteúdo de Aβ em LCR e em PET (TIWARI et 
al., 2019). 

 
Com o passar do tempo a DA foi tornando-se cada vez mais conhecida e 

gerando inúmeros impactos sociais e econômicos, relacionado com custos com 
assistência médica, assistência social e cuidados informais. Com o aumento da 
expectativa de vida da população mundial é evidente o crescimento no número de 
casos de DA, onde cerca de 44 milhões de pessoas vivem com a doença 
(ALZHEIMER NEWS TODAY, 2021). A situação ainda é mais preocupante quando 
observamos as projeções para os anos de 2030 e 2050 (Figura 1) com crescimentos 
significativos, podendo alcançar 74,7 e 131,5 milhões, respectivamente, de pessoas 
com demência no mundo, formado majoritariamente por pacientes de DA. É também 
interessante observar a predominância de casos no continente asiático, englobando 
metade dos casos mundiais; e o avanço da doença nos próximos anos no continente 
americano (SAWYER II, 2018). 

 

 
Figura 1. Projeção mundial de portadores de demência. (SAWYER II, 2018, adaptado). 

 

Naturalmente, o aumento no número de pacientes impacta diretamente nos 
custos com a doença. O custo global já está estimado em US$ 605 bilhões, 
equivalente a um por cento do PIB mundial. Só nos Estados Unidos (Figura 2), estima-
se que em 2050 os custos totais com a DA podem alcançar até US$ 1,1 trilhão 
(ALZHEIMER NEWS TODAY, 2021). 
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Figura 2. Projeção dos custos da demência causada pelo Alzheimer nos Estados Unidos 

(ALZHEIMER’S ASSOCIATION et al., 2021). 
 
O principal fator de risco que caracteriza o Alzheimer é o envelhecimento, 

evidenciado pela alta incidência na população idosa. Nos EUA, estima-se que cerca 
de 96% das pessoas que tenham a DA têm 65 anos ou mais. A porcentagem de 
pessoas com demência por Alzheimer aumenta drasticamente com a idade: 5,3% das 
pessoas de 65 a 74 anos, 13,8% de 75 a 84 anos e 34,6% com 85 anos ou mais têm 
demência por Alzheimer (RAJAN et al., 2021). No Brasil, as internações por doença 
de Alzheimer aumentaram 87,7% de 2010 a 2019, apresentando o maior crescimento 
em número absoluto comparada com outras doenças crônicas não transmissíveis; 
representando um maior aumento entre homens (97,4%), pardos (224%), 80 anos ou 
mais velhos (115,1%), e nas regiões Nordeste (172,1%) e Centro-Oeste (144,2%) 
(FETER et al., 2021). 

 
Outro fator de risco que também desempenha um papel importante no 

Alzheimer é a genética. A apolipoproteína E (ApoE) participa do transporte de lipídios 
relacionado ao seu metabolismo (BELLOY; NAPOLIONI; GREICIUS, 2019). ApoE tem 
três alelos identificados, E2, E3 e E4, que se diferem pela estrutura e função da 
proteína. Localizado no cromossomo 19, o alelo APOE E4 foi encontrado em 50 a 
60% dos pacientes com DA (comparado em 20 a 25% dos idosos saudáveis), 
independentemente de terem ou não histórico familiar de demência. Um alelo E4, 
portanto, não é determinístico, mas aumenta o risco ao longo da vida em 2 a 4 vezes, 
enquanto ser homozigoto para o alelo eleva o risco de 8 a 12 vezes (STRITTMATTER 
et al., 1993; KATZMAN, 1994; ROSES, 1996). 

 
Alguns estudos apontam uma relação mais estreita entre alguns fatores de 

risco comumente associados a doenças cardiovasculares a maiores probabilidades 
de apresentar os sintomas da DA (SAMIERI et al., 2018). Podem-se destacar 
tabagismo (OHARA et al., 2015; CHOI; CHOI; PARK, 2018), diabetes (BAGLIETTO-
VARGAS et al., 2016; SHIEH; HUANG; LIN 2020), obesidade (principalmente na 
meia-idade) (HU et al., 2013; PICONE; DI CARLO; NUZZO, 2020), hipertensão 
(CARNEVALE et al., 2016; LENNON; KONCZ; SACHDEV, 2021) e colesterol elevado 
(LOERA-VALENCIA et al., 2019; SONG et al., 2021). Essa relação pode ser explicada 
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pela oxigenação e fornecimento de nutrientes aos neurônios ser suprida pelo 
batimento cardíaco de um coração saudável, portanto um coração doente pode 
comprometer o funcionamento cerebral. 

 
Consequentemente essa relação também reflete em fatores de proteção, 

resultando em redução nos riscos de desenvolver a doença de Alzheimer. Dentre os 
fatores conhecidos de proteção podemos destacar a atividade física (STEPHEN et al., 
2017; KOŠČAK TIVADAR, 2017) e uma dieta rica em frutas, nozes, vegetais, grãos, 
peixe, frango e leguminosas, além de evitar o consumo de alimentos gordurosos 
(MORRIS et al., 2015; HARDMAN et al., 2016). 

 
2.2 Cascata Amiloide  

 
A proteína precursora do amiloide (APP) é uma proteína transmembrana que 

ainda não possui sua função fisiológica bem conhecida, porém alguns estudos 
apontaram a relação da superexpressão da APP com o crescimento neuronal em 
ratos (OH et al., 2009); e em linhagens celulares transfectadas transitoriamente, a 
APP atua no crescimento de neuritos, assim como no crescimento e sobrevivência 
celulares. Essas funções estariam relacionadas aos ectodomínios liberados oriundos 
das clivagens da APP no seu estado “normal” (THINAKARAN; KOO, 2008). Existem 
duas vias de clivagens: a via não amiloidogênica (estado normal ou saudável) e a via 
amiloidogênica (estado patológico). 

 
Na via não amiloidogênica a APP é clivada pela enzima α-secretase entre os 

resíduos dos aminoácidos 16-17, resultando em precursores solúveis e não 
patogênicos conhecidos como p3 (Figura 3). Dentre esses precursores encontra-se o 
ectodomínio solúvel APPsα, que atua na neuroproteção, na plasticidade sináptica 
adequada, aprendizado, memória, comportamento emocional e sobrevivência 
neuronal (TIWARI et al., 2019; GALANIS et al., 2021). 

 
Na via amiloidogênica (Figura 3) a APP é clivada por β-secretases (BACE1) e 

γ-secretases resultando em fragmentos β-amiloides insolúveis e neurotóxicos, que se 
oligomerizam e se depositam em fendas sinápticas formando as placas amiloides 
comprometendo a sinalização sináptica (CHEN; YAN, 2010). Esses fragmentos 
originados na via amiloidogênica, diretamente relacionados à formação de placas, são 
encontrados em duas formas de polímeros β-amiloides, Aβ40 e Aβ42. O comprimento 
do peptídeo Aβ depende de onde a γ-secretase cliva a APP. Destaque para o Aβ42 
que por ser mais insolúvel que o Aβ40 possui mais facilidade em formar placas 
potencializando sua neurotoxicidade (SELKOE; HARDY, 2016; MAKIN, 2018). 

 
 

. 
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Figura 3. Processamento da Proteína Percursora Amiloide (APP). BACE-1: β-secretase; APP: 
proteína precursora amiloide; β-CTF: fragmento do terminal C (DELANOGARE et al., 2009). 

 

 Compreendendo os impactos causados pelo acúmulo de placas amiloides 
como a principal causa da neurodegeneração na DA, muitos pesquisadores 
procuraram desenvolver tratamentos de combate à doença visando a redução dos 
níveis de β-amiloides e sua consequente deposição. A partir desse objetivo, três 
estratégias emergiram: I) inibidores de BACE1 (verubecestat, lanabecestat) e γ-
secretases (Semagacestat, Avagacestat) de modo a reduzirem a produção de Aβ; II) 
anti-agregadores de Aβ (cilo-inositol e tramiprosato); e III) promoção da depuração de 
Aβ podendo ser por meio da imunoterapia ativa (vacinas como o UB-311) e a 
imunoterapia passiva (anticorpos monoclonais como bapineuzumab e solanezumab) 
(VAZ; SILVESTRE, 2020). No entanto, todas as tentativas de tratamento anti-amiloide 
mostraram-se ineficazes em alguma fase dos testes clínicos. 

 

2.3 Proteína Tau 
 

Tau é uma proteína encontrada abundantemente em neurônios, exercendo a 
função de conferir estabilização e polimerização aos microtúbulos. Por possuir em sua 
estrutura uma abundância de resíduos aceitadores de fosfato, resultando em um alto 
número de sítios de fosforilação, a proteína tau torna-se altamente suscetível a ação 
de diferentes tipos de quinases (CLEVELAND; HWO; KIRSCHNER, 1977; ŠERÝ et 
al., 2013). 

 
Como decorrência de uma hiperfosforilação, a proteína tau perde afinidade com 

o microtúbulo, resultando no desprendimento da proteína, comprometendo sua função 
e ocasionando a desintegração do microtúbulo. Além disso, filamentos helicoidais 
insolúveis são produzidos e acabam por agregar-se, constituindo os emaranhados 
neurofibrilares (NFT) (Figura 4). Os NFT aumentam a neurotoxicidade estando 
diretamente relacionados com a neurodegeneração na DA (MOHANDAS; 
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RAJMOHAN; RAGHUNATH, 2009; MEDEIROS; BAGLIETTO-VARGAS; LAFERLA 
2011). 

 
Figura 4. Processo de hiperfosforilação da proteína tau (CÂMARA, 2018). 

No entanto, alguns estudos apontaram que a formação dos NFT não é condição 
necessária para a neurodegeneração encontrada na DA, e que o principal agente 
causador da neurotoxicidade seria a tau solúvel hiperfosforilada. As evidências que 
corroboram essa hipótese podem ser observadas nos estudos feitos com 
camundongos que tiveram a expressão de tau inibidas, e mesmo na presença de NFT 
apresentaram melhoras na memória (SANTACRUZ et al., 2005; VAN DER JEUGD et 
al., 2012). Contudo, ainda falta compreender o mecanismo pelo qual a tau solúvel 
aumentaria a neurotoxicidade e quais espécies estariam envolvidas (GAO et al., 
2018). 

 
Reconhecendo a contribuição da hiperfosforilação da proteína tau na DA, 

estratégias terapêuticas visando a diminuição dos efeitos neurotóxicos provocados 
por ela foram desenvolvidas, tais como: (1) inibir a hiperfosforilação anormal da tau 
através da modulação de proteínas quinases (GSK-3ß, CDK5, caseína quinase-1 (CK-
1), (2) induzir a desmontagem de agregados de tau (azul de metileno e 
antraquinonas), (3) estimular a estabilização de microtúbulos (docetaxel e paclitaxel), 
(4) imunoterapia com tau (vacina) e (5) terapia anti-inflamatória (PMX205 e 
atorvastatin) (VAZ; SILVESTRE, 2020). Contudo, apesar de apresentarem resultados 
promissores em estudos, nenhum candidato anti-hiperfosforilação demonstrou 
eficácia em testes clínicos. 
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2.4 Sistema Colinérgico 
 
Os neurônios colinérgicos estão presentes em diversas regiões do cérebro, 

explicando a participação do sistema colinérgico em importantes funções fisiológicas, 
como a regulação do sono, aprendizagem, atenção e memória. A acetilcolina (ACh) é 
o principal neurotransmissor do sistema colinérgico, portanto responsável pela 
neurotransmissão colinérgica.  

 
A síntese da acetilcolina (Figura 5) ocorre no citoplasma dos neurônios 

colinérgicos por uma enzima chamada colina acetiltransferase (ChAT), a partir de 
colina e acetil-coenzima A (acetil-CoA), esta última originada pelo metabolismo 
mitocondrial. Após a sua formação, a ACh é transportada, por meio do transportador 
vesicular de acetilcolina (VAChT), para as vesículas sinápticas, que envolvem o 
neurotransmissor e o transporta pelo neurônio. Como resultado do influxo de íons 
cálcio e a despolarização do neurônio colinérgico, a ACh é exocitada das vesículas 
sinápticas e liberada na fenda sináptica, onde é responsável pela ativação dos 
receptores muscarínicos e nicotínicos, concretizando a neurotransmissão colinérgica. 
Em seguida, entra em ação a enzima acetilcolinesterase (AChE) que hidrolisa a ACh 
resultando na liberação dos compostos moleculares colina e acetato. A colina é 
recaptada pelo neurônio pré-sináptico, onde será reutilizada gerando um ciclo 
(FERREIRA-VIEIRA et al., 2016). 

 

 
Figura 5. Síntese e reciclagem da acetilcolina na sinapse (Disponível em: < 

https://escolaeducacao.com.br/acetilcolina/>. Acesso em: 20/04/2022). 

 
Desde os anos 70 até agora, a relação entre o comprometimento do sistema 

colinérgico e a neurodegeneração na DA vem se estabelecendo; seja através da 
conexão entre a destruição dos neurônios colinérgicos presentes no núcleo basal de 
Meynert e a perda de memória dos pacientes com Alzheimer (HAMPEL et al., 2018); 
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ou pela associação entre as alterações nos receptores muscarínicos e nicotínicos, o 
aumento da hiperfosforilação de tau, formação de NFT, metabolismo alterado de APP 
e aumento da produção de Aβ, possivelmente levando à DA (BABIC, 1999; 
SIVAPRAKASAM, 2006). 

 
Com base nessas descobertas, estratégias visando o aumento na função 

colinérgica foram desenvolvidas usando agonistas de receptores colinérgicos e, com 
maior sucesso, usando inibidores de AChE (AChEIs). 

 
2.5 Inibidores da Acetilcolinesterase 
 

As colinesterases são uma família de enzimas do tipo serina hidrolases que 
atuam na degradação do neurotransmissor acetilcolina, processo fundamental que 
possibilita um neurônio colinérgico, após a sua ativação, retornar ao seu estado de 
repouso. A colinesterase é encontrada em duas formas diferentes: a 
acetilcolinesterase e a butirilcolinesterase (também conhecida como “pseudo” 
colinesterase) (BuChE, EC 3.1.1.8) (MASSOULIÉ et al., 1993). 

 
A enzima acetilcolinesterase hidrolisa predominantemente a acetilcolina, 

encontrada em altas concentrações principalmente nas hemácias, nas junções 
neuromusculares e nas sinapses colinérgicas do cérebro. Em contrapartida, a enzima 
BuChE hidrolisa diferentes tipos de ésteres de colina e existe proporcionalmente no 
fígado humano, soro sanguíneo, pâncreas, sistema nervoso central e está fortemente 
associada a células gliais e endoteliais do cérebro (MUSHTAQ et al., 2014). 

 
Em pacientes portadores de DA, as células que usam ou produzem acetilcolina 

são danificadas, ou destruídas, comprometendo diretamente o transporte de 
mensagens entre neurônios; portanto, os fármacos inibidores da colinesterase surgem 
na tentativa de manter os níveis de acetilcolina através da diminuição da sua taxa de 
degradação e, dessa maneira, recuperar a neurotransmissão colinérgica (Figura 6) 
(COLOVIC et al., 2013). 

 

 
Figura 6. Sinapse colinérgica na presença de um inibidor colinesterásico (FRANCO, 2020). 



 

11 
 

Em 1993, o primeiro inibidor de colinesterase aprovado para o tratamento de 
DA foi a tacrina, mas devido aos diversos efeitos colaterais, incluindo 
hepatotoxicidade, seu uso foi descontinuado (WATKINS et al., 1994). Atualmente 
existem três fármacos inibidores de colinesterases aprovados pelas agências 
reguladoras como a US Food and Drug Administration (FDA) e a European Medicines 
Agency (EMA): donepezil, rivastigmina e galantamina (WALCZAK-NOWICKA; 
HERBET, 2021). 

 
O donepezil é um inibidor seletivo reversível da AChE e sua indicação é para 

os casos de demência leve, moderada e grave na DA melhorando a capacidade 
cognitiva de pacientes. A principal vantagem deste fármaco deve-se ao fato de sua 
farmacocinética ser mantida em interações com outros medicamentos e com refeições 
(ADLIMOGHADDAM et al., 2018). Em pacientes com DA, o donepezil mostrou-se 
eficiente na redução da atrofia hipocampal (DUBOIS et al., 2015) e dos sintomas 
neuropsiquiátricos; e algumas pesquisas também apontaram potencial inibição da 
agregação da proteína tau e de Aβ (MA et al., 2018; NAJAR-AHMADI et al., 2021). 

 
A rivastigmina pertence aos inibidores de carbamato que inibem 

temporariamente tanto AChE quanto BChE, formando um complexo através de uma 
ligação covalente nas regiões aniônicas e esteráticas do sítio ativo (CASTILLO-
ORDOÑEZ; CAJAS-SALAZAR, 2020). O seu uso é indicado para casos de demência 
leve a intermediária em pacientes com DA. No entanto, também mostrou-se eficaz na 
DA grave, mas na forma de adesivo transdérmico, melhorando a capacidade cognitiva 
dos pacientes. Além disso, a rivastigmina foi eficiente na redução dos níveis de Aβ 
(BIRKS; EVANS, 2015; SADEGHI et al., 2016; RAY et al., 2020). 

  
A galantamina é um alcaloide originado de plantas da família Amaryllidaceae e 

inibidor seletivo da AChE. Este medicamento é recomendado para uso em pacientes 
com casos leves a moderadas de DA. A galantamina conseguiu atrasar o declínio 
cognitivo e reduziu significativamente a mortalidade em pacientes com DA leve a 
moderada (LOY; SCHNEIDER, 2006; ARONSON et al., 2009; LIN et al., 2019). 

 
Apesar de todos os benefícios abordados dos atuais inibidores de 

colinesterases, os diversos efeitos colaterais que englobam distúrbios 
gastrointestinais, vasculares e psiquiátricos, perda de peso, reações alérgicas na pele, 
arritmias cardíacas (WALCZAK-NOWICKA; HERBET, 2021), somados a 
incapacidade de interromper completamente a progressão da DA, gera a necessidade 
do surgimento de novos fármacos. Além disso, pelo fato de muitos medicamentos de 
alvos únicos não serem tão eficazes em tratar a DA, o desenvolvimento de fármacos 
multialvos que consigam diminuir os níveis de ACh, reduzir a agregação Aβ associada, 
a hiperfosforilação da proteína tau e o estresse oxidativo vem se tornando cada vez 
mais interessante (REIS et al., 2018). 
 
2.6 Fármacos Multi-alvos  

 
Busca-se aumentar a eficácia e/ou melhorar a segurança nos tratamentos de 

doenças multifatoriais, como no caso da DA, por compostos conhecidos como ligantes 
direcionados a múltiplos alvos (MTDLs) projetados para atuar em mais de um quadro 
patológico relevante a uma doença. Essa estratégia é conhecida como 
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“polifarmacologia” (MORPHY; KAY; RANKOVIC., 2004). Apesar de nenhum fármaco 
multialvo ter sido aprovado em testes clínicos, muitos estudos vêm demonstrando a 
superioridade da eficácia da “polifarmacologia” (BOLOGNESI, 2019; ZHANG et al., 
2019). 

 
Além de preservar os mesmos benefícios em relação aos demais tratamentos, 

entre as principais vantagens na utilização dos multialvos destacam-se os menores 
riscos de interação com outros medicamentos e a maior aceitação dos pacientes 
devido ao menor número de dosagens, simplificando o tratamento (BOLOGNESI, 
2013). Por outro lado, equilibrar as afinidades de uma molécula de um fármaco em 
relação a diversos alvos e simultaneamente obter propriedades físico-químicas e 
farmacocinéticas consistentes é a principal barreira para o desenvolvimento da 
polifarmacologia (MORPHY; RANKOVIC, 2009). 

 
Estes estudos iniciam-se com a escolha dos fatores fisiopatológicos que serão 

alvo do fármaco. A combinação de alvos é uma etapa desafiadora, pois nem sempre 
o efeito sinérgico desejado é alcançado. Tendo os alvos escolhidos, a etapa seguinte 
é a de selecionar as estruturas farmacofóricas previamente conhecidas por serem 
eficazes no combate aos alvos específicos. Portanto, cada domínio estrutural interage 
com determinado alvo (BENEK; KORABECNY; SOUKUP, 2020). Esta estratégia se 
faz presente na síntese de diversos compostos candidatos anti-Alzheimer utilizando 
principalmente inibidores colinesterásicos estabelecidos, como, por exemplo, os 
híbridos de donepezil-tacrina (CAMPS et al., 2008), ácido tacrino-ferúlico (PI et al., 
2012) e tacrina-8-hidroxiquinolina (FERNÁNDEZ-BACHILLER et al., 2010); todos 
compostos inibidores de colinesterases e da agregação de Aβ mais eficientes que os 
compostos originais. 

 
De acordo com alguns estudos, as características das estruturas dos 

compostos possuem relação com seu potencial de inibição multialvo. Dentre as 
características elenca-se a presença de um átomo de nitrogênio com carga positiva 
(XIE et al., 2013) de um átomo de oxigênio capaz de formar ligações hidrogênio 
(KHOOBI et al., 2013); de grupos doadores de elétrons (ALI et al., 2009); e de cadeias 
alquílicas pequenas ligadas ao átomo de nitrogênio (CATTO et al., 2013). 

 
Apesar de promissores, nenhum fármaco até o momento passou em todos os 

testes clínicos, sendo que o ladostigil, um inibidor de AChE e monoamina oxidase B 
(MAO-B), atingiu os ensaios clínicos de Fase II (SCHNEIDER et al., 2019). No entanto, 
a tendência de fármacos multialvos continuarem sendo planejados e estudados para 
o tratamento da DA é alta; e a busca continua crescente por diferentes estruturas 
farmacologicamente ativas na inibição da doença como evidenciado pela exploração 
de cumarinas (STEFANACHI et al., 2018), flavonoides (ESTRADA-VALENCIA et al., 
2019), ácido ferúlico (BARONE; CALABRESE; MANCUSO, 2009.), ácido cafeico 
(OBOH et al., 2013) e os mais relevantes para este estudo, os triazóis. 

 

2.7 Triazol 
 

Os triazóis são anéis de cinco membros, que contêm dois átomos de carbono 
e três átomos de nitrogênio, possuindo alta densidade eletrônica. Devido à 
importância biológica relacionada à eficiência desses derivados sintéticos, os mesmos 
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têm sido objeto de diversos estudos farmacológicos, resultando em bons efeitos 
curativos, baixa toxicidade, prevenção à resistência ao fármaco e propriedades 
farmacocinéticas no tratamento da doença de Alzheimer (XU et al., 2019). Conforme 
a posição dos átomos de nitrogênio, os triazóis existem em duas formas isostéricas, 
o 1,2,3-triazol e o 1,2,4-triazol. Cada um destes possui dois tautômeros que diferem 
pela posição em que o hidrogênio encontra - se ligado ao nitrogênio (Figura 7) 
(FERREIRA et al., 2013; SILVA, 2013). 

 

 
Figura 7. Estrutura química dos 1,2,3-triazóis e 1,2,4-triazóis e respectivos tautômeros (SILVA, 2013). 

 

Os compostos 1,2,4-triazóis são conhecidos por conferir melhorias nas 
propriedades farmacocinéticas como absorção, distribuição, metabolismo e excreção 
de drogas (LAVERDIERE et al., 2014), fornecendo uma ampla diversidade de 
atividades biológicas evidenciado pelo grande número de medicamentos à base de 
triazol presentes na literatura. A ribavirina ®, por exemplo, é um agente antiviral de 
amplo espectro utilizado principalmente no combate do vírus da hepatite C (TAN et 
al., 2002), enquanto o rizatriptano é um analgésico indicado para o tratamento agudo 
de enxaquecas (MACHADO; BARROS; PALMEIRA, 2006). O fluconazol é um 
antifúngico indicado para o tratamento de candidíase vaginal aguda e para pacientes 
com transplante alogênico de células-tronco (TROKE et al., 1985; SUN et al., 2020). 
O ravuconazol demonstrou potencial no tratamento da doença de Chagas, exibindo 
potente atividade in vivo e in vitro contra o Trypanosoma cruzi, agente etiológico da 
doença (BERN, 2011). Anastrozol é um fármaco indicado para o tratamento do câncer 
de mama em mulheres na pós-menopausa, pois foi demonstrado que este composto 
conseguiu reduzir os níveis de estradiol circulante resultando em um efeito benéfico 
nas pacientes (MEHTA et al., 2012); e o miratapide que é um medicamento 
hipolipemiante, ou seja, capaz de controlar o colesterol, usado em casos de obesidade 
canina (PEÑA et al., 2014).  

 
Diante de tantos casos bem-sucedidos, muitos estudos envolvendo síntese e 

avaliação biológica de compostos derivados de 1,2,4-triazólicos visando o tratamento 
de diversas doenças têm se tornado cada vez mais comum. Em seguida algumas 
abordagens de alguns casos com potencial para o tratamento da doença de Alzheimer 
e com potencial antioxidante, ambas propriedades relevantes para o presente estudo.  

 
2.7.1 Derivados 1,2,4-triazólicos no tratamento de Alzheimer 

 
Uma nova classe de triazolotiadiazol e triazolotiadiazina foi avaliada quanto à 

sua atividade inibitória in vitro contra acetilcolinesterase de enguia-elétrica (EeAChE) 
e butirilcolinesterase de soro de cavalo (hBChE). Dentre os híbridos avaliados, o 
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composto 5b (fenil na orientação para) foi mais ativo contra EeAChE, em comparação 
a neostigmina e donepezil como compostos padrão. Comparando-se os resultados do 
5b e do 5d (metil na orientação para) frente a EeAChE os pesquisadores 
argumentaram que o forte poder inibitório do primeiro pode ser atribuído ao grupo 
doador de elétrons hidroxila na posição para do anel ariloxila, tendo em vista que a 
substituição pelo grupo metila na mesma posição mostrou uma pequena queda na 
atividade. No entanto, a inibição do 5d foi mais eficiente que a neostigmina (KHAN et 
al., 2014). 

 
Cinco novos compostos de piridina contendo híbridos bis-1,2,4-

triazol/tiossemicarbazida foram avaliados por sua atividade inibitória de AChE e 
antioxidante in vitro. Todos os compostos sintetizados demonstraram inibição 
significativa da AChE em comparação com os inibidores conhecidos, como a tacrina. 
Dentre os compostos triazólicos o composto 4c (radical 3-metóxifenil) mostrou 
excelente atividade inibidora de AChE, bem inferior ao controle. Na avaliação 
antioxidante, o composto 4a (radical fenil) mostrou eficiente eliminação de radicais 
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil). O estudo concluiu que todos os compostos 
apresentavam potencial para o tratamento de DA (BULUT et al., 2018). 

 
Uma classe de novos derivados de 1,2,4-triazol trissubstituídos foi avaliada 

frente a várias bioatividades, incluindo atividade inibitória de AChE e antioxidante por 
três métodos diferentes, como FRAP (capacidade redutora férrica do plasma) (μmol 
Trolox/g), DPPH (mg/mL) e CUPRAC (íon cúprico reduzindo a capacidade 
antioxidante) (μmol Trolox/g). Todos os derivados mostraram uma inibição promissora 
da AChE; no entanto, o composto que mostrou a melhor combinação de resultados 
unindo os três testes antioxidantes e a inibição da AChE foram os compostos 4 
(acetohidrazida) e 5b (tiossemicarbazida). O estudo concluiu, portanto, que os 
compostos apresentaram resultados satisfatórios em relação à atividade antioxidante 
e moderadas em relação à atividade anti-AChE (GULTEKIN et al., 2018). 

 
 Outro estudo onde os pesquisadores desenvolveram uma série de fenol-triazol 

multialvos para abordar várias propriedades da doença, abrangendo a capacidade 
antioxidante, afinidade de ligação ao Cu, interação com o peptídeo Aβ e modulação 
da agregação do peptídeo Aβ, e a capacidade de limitar a neurotoxicidade induzida 
por Aβ1-42 (JONES et al., 2017). Dentre os três compostos sintetizados, o 2-(1-(3-
hidroxipropil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)fenol (POH) exibiu um número maior de interações 
distribuídas ao longo do comprimento do peptídeo Aβ, alterando o perfil de agregação 
do peptídeo Aβ e consequentemente limitando a formação das placas, resultando em 
um efeito protetor contra a neurotoxicidade induzida por Aβ1-42 em cultura neuronal 
humana. Ademais, foi demonstrado através do ensaio de capacidade antioxidante 
equivalente de trolox (TEAC) a capacidade antioxidante eficiente do POH, por outro 
lado, o mesmo não conseguiu limitar a ciclagem redox Cu2+/+ e impedir a formação de 
radicais livres gerados pelo cobre. Portanto, esses resultados foram considerados 
promissores e sugeriram que o núcleo fenol-triazol tem capacidades multifuncionais 
apropriadas contra a doença de Alzheimer. 
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2.7.2 Derivados 1,2,4-triazólicos com atividade antioxidante 
 
Uma série de hidrazonas de 1,2,4-triazol foram sintetizadas e suas atividades 

antioxidantes avaliadas através de um ensaio de eliminação de radicais livres (PENG 
et al., 2021). Todos os compostos testados possuíam uma potente atividade de 
eliminação de radicais DPPH em comparação com o ácido ascórbico, utilizado como 
controle positivo. O estudo destacou que a presença dos grupos -SH, -OH e -NH2 em 
1,2,4-triazóis poderia melhorar a atividade antioxidante dos compostos. Esses 
resultados foram condizentes com outro estudo envolvendo a avaliação antioxidante 
de derivados triazólicos substituídos por grupos fenol e piridina sintetizados e testados 
contra vários parâmetros de atividade antioxidante. Dentre estes, o composto G(2-(5-
mercapto-4H-1,2,4-triazol-3-il) fenol), que contém os grupos -SH e -OH na sua 
estrutura, apresentou alto potencial de atividade antioxidante total; atividade de 
eliminação de radical catiônico 2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS) 
e radical DPPH razoavelmente boas. Portanto, concluíram que grupos doadores de 
elétrons tendem a aumentar a atividade antioxidante de triazóis (CETIN; 
GEÇIBESLER, 2015). Essa mesma conclusão foi observada em um estudo de relação 
estrutura atividade (SAR) de 1,2,4-triazol onde a introdução de substituintes metil 
como grupos doadores de elétrons na posição para do anel aromático pode aumentar 
a atividade antioxidante (KUMARI et al., 2021). 

 
2.7.3 1,5-diaril-3-amino 1-2-4-triazóis 

 
Na literatura, a síntese do núcleo 1,5-diaril-3-amino-1-2-4-triazóis não é muito 

explorada. A primeira metodologia adaptada à síntese em fase sólida por Houghten 
(YU; OSTRESH; HOUGHTEN, 2003) descreve a obtenção de compostos 1,5-diaril-3-
amino-1,2,4-triazóis por uma reação de ciclização entre uma espécie eletrofílica (N-
acilguanidinas derivadas do benzotriazol ou N-acil carbamidotioato) e outra 
nucleofílica (alquil ou aril hidrazinas substituídas) (Figura 8A) (KATRITZKY et al., 
2001). A segunda metodologia lança mão da reação entre o núcleo 1,3,4-oxadiazólium 
perclorato e cianamida (Figura 8B) (BOZO; SZILÁGYI; JANÁKY, 1989). O terceiro 
procedimento descreve a arilação do carbono na posição 1 de amino-triazóis por um 
acoplamento Negish (Figura 8C) (SHEN; WONG; ZHANG, 2015). E por último a 
síntese regiosseletiva para obtenção de 1,5-diaril-3-amino-1,2,4-triazoles N-
protegidos ou desprotegidos, através da otimização do procedimento de Katritzky 
usando N-acil-N-Boc-carbamidotioatos sob radiação de micro-ondas (Figura 8D) 
(SANTOS et al., 2019). 
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Figura 8. Estratégias sintéticas descritas para a síntese de 3-amino-1,2,4-triazóis-N-1,5-

trissubstituídos (FRANCO, 2020). 

Portanto, foram desenvolvidos uma série de compostos 3-amino-1,2,4-triazóis-
N-1,5-trissubstituídos (89a-d), que consistiu na troca isostérica do núcleo triazínico 
(53) pelo 1,2,4-triazol, utilizando a estratégia de bioisosterimo (LIMA; BARREIRO, 
2005); e utilizando a estratégia de hibridização molecular (BARREIRO; FRAGA, 
2014), na união entre a subunidade benzilpiperazina (roxo) (5), mimetizado do 
medicamento donepezil, e o grupamento diaril vicinal (azul) (53), descrito como capaz 
de interagir com a AChE (Figura 9). Os compostos (89a-d) mostraram-se capazes de 
inibir as colinesterases com bons valores de IC50 de até 1,0 μM (FRANCO, 2020). 

 
Figura 9. Planejamento da série dos 3-amino-1,2,4-triazóis-N-1,5-trissubstituídos (89a-d) (SANTOS et 

al., 2019; FRANCO, 2020). 
 

Mediante o sucesso do estudo anterior, os compostos avaliados no presente 
estudo foram desenvolvidos visando continuar o estudo de relação estrutura atividade 
(SAR) dos 3-amino-1,2,4-triazóis-N-1,5-trissubstituídos. O planejamento da nova série 
baseou-se na manutenção do núcleo 1,5-diaril-3-amino-1,2,4-triazol ligado a 
subunidade benzilpirerazina por grupo alquil (Figura 10). O aromático substituído 90N 
(Figura 11) foi planejado de modo a explorar as propriedades físico-químicas deste 
substituinte: grupo retirador de elétrons, aceptor de ligação hidrogênio e lipofílicos; os 
compostos 90B, 90C e 90R (Figura 11) foram planejados em decorrência da 

8C 

8A 8B 
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capacidade de formação de um provável sítio de complexação com metais e, 
consequentemente, a possibilidade de serem empregados no tratamento da DA com 
a finalidade de restabelecer a homeostase metálica. Ademais, os compostos 90B e 
90C também pertencem aos grupos dos fenóis aos quais são frequentemente 
relacionados a atividades antioxidantes, podendo assim desempenhar um importante 
papel na neutralização de espécies reativas de oxigênio, atuando na redução do 
estresse oxidativo, um dos aspectos patológicos envolvidos na DA.  

 
 

 

 
Figura 10. Planejamento estrutural da nova série dos 3-amino-1,2,4-triazóis-N-1,5-trissubstituídos 

(90a-aa) (SANTOS et al., 2019; FRANCO, 2020). 

 

 

 

 
Figura 11. Compostos avaliados no presente estudo: 90B (superior esquerdo); 90C (superior direito); 

90N (inferior esquerdo) e 90R (inferior direito) (FRANCO, 2020). 
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2.8 Estresse Oxidativo 
 
Os radicais livres podem ser definidos como moléculas ou fragmentos 

moleculares contendo um, ou mais elétrons desemparelhados, o que geralmente 
confere um grau considerável de reatividade a um radical livre (VALKO et al., 2007). 
Entretanto, radical livre é um termo que não abrange todo o conjunto dos agentes 
reativos patogênicos, pois alguns deles não apresentam elétrons desemparelhados 
em sua última camada, embora participem das reações de oxirredução. Assim, esses 
agentes podem ser divididos em dois subgrupos: as espécies reativas de oxigênio 
(EROs) que incluem oxigênio singlete, radical ânion superóxido (•O2−), peróxido de 
hidrogênio (H2O2), radical peroxil (ROO•) e hidroxil (•OH) e as espécies reativas de 
nitrogênio (ERN) que incluem óxido nítrico (NO•) e ânion peroxinitrito (ONOO-) 
(DRÖGE, 2002; VICTOR; ROCHA; DE LA FUENTE, 2004; VAN DEN ENDE; 
PESHEV; DE GARA, 2011). Essas espécies possuem origens exógenas à célula 
como radiação, drogas, xenobióticos, toxinas e origens endógenas (VAN DEN ENDE; 
PESHEV; DE GARA, 2011). 

 
As mitocôndrias são a principal fonte de produção endógena de EROs. Durante 

o processo do transporte de elétrons da cadeia respiratória, o oxigênio molecular é 
reduzido a duas moléculas de água. No entanto, alguns elétrons “escapam” 
precocemente, resultando na conversão de cerca de 1 – 2% do oxigênio molecular 
em radical ânion superóxido. A reatividade do radical superóxido é relativamente fraca 
tendo em vista sua incapacidade de atravessar a membrana lipídica e pela sua 
conversão, devido à ação da enzima superóxido dismutase (SOD), em peróxido de 
hidrogênio. Contudo, o H2O2 produzido pode reagir com cobre ou ferro livres, ou 
fracamente ligados. Eles podem ser reduzidos a Cu(I) ou Fe(II) por redutores 
fisiológicos como glutationa ou ascorbato e reagirem com oxigênio molecular ou 
peróxido de hidrogênio formando radicais superóxido e hidroxila, respectivamente 
(Figura 12) (DRÖGE, 2002; VICTOR; ROCHA; DE LA FUENTE, 2004; HALLIWELL, 
2006). 

 
Figura 12. Esquematização da produção de espécies reativas de oxigênio pela cadeia de transporte 

(LAMBERTUCCI, 2009). 
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Além da mitocôndria, o radical ânion superóxido pode ser gerado pela ação de 
enzimas oxidases, como, por exemplo, a NAD(P)H oxidase (família NOX) e a xantina 
oxidase (XO). As enzimas NOX são encontradas nos linfócitos, fibroblastos, células 
endoteliais, miócitos e condrócitos e quando ativadas a respiração celular é acelerada 
resultando no aumento do consumo de oxigênio, na utilização de glicose e aumento 
da produção de nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato reduzido (NADPH) pela 
via das pentoses-fosfato, aumentando a probabilidade de formação de EROs. Por 
outro lado, XO encontrada no citosol, especialmente durante condições hipóxicas, 
apresenta a capacidade de produzir diretamente superóxido e peróxido de hidrogênio 
usando oxigênio como aceptor de elétrons (DRÖGE, 2002; RAY; SHAH, 2005). 

 
Os efeitos benéficos das EROs englobam a fosforilação de proteínas, ativação 

de vários fatores de transcrição, apoptose, imunidade e processos de diferenciação 
celular.  Entretanto, quando um aumento na concentração de espécies reativas é 
causado pela ativação de fatores endógenos e exógenos e/ou a inativação, ou 
diminuição da produção de enzimas antioxidantes, um desequilíbrio entre substâncias 
pró-oxidantes e o sistema de defesa antioxidante é gerado resultando em danos às 
estruturas celulares, incluindo lipídios e membranas, proteínas e ácidos nucleicos; 
interrupção da sinalização e controle redox (BARBOSA et al., 2010). Esse 
desequilíbrio é chamado estresse oxidativo, que muitos estudos apontam estar 
associado a diversas doenças como câncer, diabetes mellitus, doenças arteriais, 
renais e neurodegenerativas como a DA (PISOSCHI et al., 2021). 

 
As cadeias laterais dos resíduos de aminoácidos das proteínas são suscetíveis 

à oxidação pela ação do radical hidroxila e por metais de transição associados ao 
peróxido de hidrogênio ou de oxidantes mais simples. O radical hidroxila reage 
diretamente com resíduos de aminoácidos promovendo a retirada de um átomo de 
hidrogênio da cadeia polipeptídica da proteína formando um radical centrado no 
carbono. Na sequência, esse radical, em condições aeróbicas, reage com o oxigênio 
molecular para formar radicais peroxila, convertidos em peróxidos de alquila por 
reações com a forma protonada do superóxido (HO2•). O dano catalisado por metal 
às proteínas envolve cisão oxidativa, perda de resíduos de histidina, introdução de 
grupos carbonil (um dos mais importantes marcadores da oxidação proteica) e a 
formação de radicais alquil (R•), alcoxil (RO•) e alquilperoxil (ROO•) centrados em 
proteínas. Acredita-se que a oxidação mediada por metais redox pode ser um 
processo específico do local de uma proteína pelo fato de resíduos como prolina, 
histidina, arginina, lisina e cisteína serem altamente sensíveis à oxidação 
(STADTMAN, 2004; VALKO et al., 2006). 

 
 O dano ao DNA induzido por EROs envolve quebras das fitas duplas, 

modificações de purina, pirimidina ou desoxirribose e ligações cruzadas de DNA 
resultando em interrupção ou indução da transcrição, indução de vias de transdução 
de sinal, erros de replicação e instabilidade genômica. O principal marcador de dano 
oxidativo ao DNA é a formação do composto 8-hidróxidesoxiguanosina (8-OHdG) 
(COOKE et al., 2003). 

 
As membranas celulares, assim como as mitocondriais e peroxissomais, são 

ricas em ácidos graxos poli-insaturados suscetíveis a oxidação. A peroxidação 
lipídica, portanto, é o processo de deterioração oxidativa dos lipídios poli-insaturados 
em peróxidos (NIKI et al., 2005). O processo global de peroxidação lipídica consiste 
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em três etapas: iniciação, propagação e terminação. Uma vez formados, os radicais 
peroxil (ROO•) podem ser rearranjados através de uma reação de ciclização para 
endoperóxidos com os produtos do processo de peroxidação sendo o 
malonaldialdeído (MDA) e o 4-hidróxi-2-nonenal (HNE). O HNE é fracamente 
mutagênico comparado ao MDA, mas parece ser o principal produto tóxico da 
peroxidação lipídica.  A peroxidação de lipídios é um processo autocatalítico que é 
encerrado, por exemplo, pela recombinação de radicais (R•+R•→produto não radical) 
ou depleção do substrato (MARNETT, 1999; KOHEN; NYSKA, 2002). 
 
2.8.1 Estresse oxidativo e o Alzheimer 

 
 A hipótese da cascata amiloide foi o primeiro fator patológico da DA a ser 

abordado e dominou o campo da pesquisa da doença por muitos anos. Na busca por 
mecanismos alternativos, diversos estudos demonstraram conexões entre a disfunção 
mitocondrial e o aumento da produção de EROs ao desenvolvimento da DA (KELLER 
et al., 2005; LOVELL; MARKESBERY, 2007). Estabeleceu-se que a atividade das 
enzimas antioxidantes é alterada durante o desenvolvimento da doença, contribuindo 
assim para o acúmulo irrestrito de danos oxidativos (KIM et al., 2006), o que fica 
evidenciado pela identificação de diferentes marcadores do estresse oxidativo em 
pacientes com DA amplamente demonstrado nos últimos anos. Os produtos da 
oxidação de lipídios, proteínas e ácidos nucléicos já são considerados biomarcadores 
sanguíneos para o diagnóstico precoce da DA (SKOUMALOVÁ; HORT, 2012). 

O aumento do nível de proteína carbonilada, um marcador de dano oxidativo 
às proteínas, foi demonstrado no cérebro com DA (KELLER et al., 2005). As reações 
de várias espécies reativas de oxigênio e nitrogênio com tirosina resultam na produção 
de 3-nitrotirosina e ditirosina. Além disso, a nitração de proteínas é um evento precoce 
na patogênese da DA. Por exemplo, os níveis de nitração proteica total no lóbulo 
parietal inferior e no hipocampo de pacientes com comprometimento cognitivo leve 
(MCL) são muito mais elevados do que os de indivíduos controle saudáveis 
(BUTTERFIELD et al., 2007; CENINI et al., 2008). 

 
O nível de 8-OHdG no DNA mitocondrial isolado do córtex parietal de pacientes 

com DA está significativamente aumentado (três vezes) em comparação com 
indivíduos controle (MECOCCI; MACGARVEY; BEAL, 1994). Outra maneira de medir 
a oxidação do DNA é determinar a quebra da fita de DNA. Foi relatado que o nível de 
quebra de DNA no córtex cerebral de pacientes com DA é duas vezes maior do que 
nos controles (MULLAART et al., 1990). Vários estudos confirmaram um aumento dos 
níveis de MDA e 4-HNE no cérebro de pacientes com DA e comprometimento 
cognitivo leve (CCL) (CHEN; ZHONG, 2014). A produção de isoprostano (F2-IsoPs) é 
outro resultado da peroxidação lipídica que é produzido a partir de ácido araquidônico 
via esterificação. Na DA, níveis aumentados de F2-IsoPs foram detectados no líquido 
cefalorraquidiano (LCR) (PRATICÒ et al., 2000).  

 
Portanto, a hipótese da cascata mitocondrial não só se estabeleceu como um 

mecanismo associado à DA como ainda evidências apontam a sua relação com outros 
fatores. Na DA esporádica de início tardio, a perda da função mitocondrial somada à 
idade afeta a expressão e o processamento de APP iniciando o acúmulo de Aβ 
(SWERDLOW; BURNS; KHAN, 2014). Ademais, acredita-se que a homeostase 
alterada de metais bioativos envolvida na produção de radicais livres e estresse 
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oxidativo influencia a agregação de Aβ e tau (GREENOUGH; CAMAKARIS; BUSH, 
2013). 

 
 Regiões do cérebro de pacientes com DA como o hipocampo e a amígdala 

apresentam níveis anormais de cobre, zinco e ferro (DEIBEL; EHMANN; 
MARKESBERY, 1996) estabelecendo um quadro de vulnerabilidade ao estresse 
oxidativo, tendo em vista o fato de metais conseguirem interagir com Aβ. Placas Aβ 
ligam-se ao Cu2+ com alta afinidade, formando um complexo tipo cuproenzima. 
Durante este processo, o elétron é transferido de Aβ para Cu2+, convertendo Cu2+ em 
Cu+ e formando o radical Aβ (Aβ+•). Além disso, Cu+ pode doar dois elétrons para o 
oxigênio, gerando H2O2 e produzindo radicais hidroxila (reação do tipo Fenton) 
(HUANG, 2002). Utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae como modelo 
biológico, França e colaboradores concluíram que o estresse oxidativo é 
consequência da indução amiloide. Aβ aumenta a produção de EROs por afetar os 
complexos III e IV da cadeia transportadora de elétrons (FRANÇA; LIMA; 
ELEUTHERIO, 2017). 

 
Existe uma relação direta entre o estresse oxidativo induzido por Aβs e a 

diminuição das sinapses colinérgicas. Os Aβs danificam e matam os neurônios, 
possivelmente por um efeito na peroxidação lipídica da membrana, tornando as 
células nervosas vulneráveis aos efeitos excitotóxicos do glutamato (PEDERSEN et 
al., 1998). A correlação entre o estresse oxidativo e a perda da subunidade α4 de 
receptores nicotínicos da acetilcolina (nAChR) foi investigada no córtex temporal de 
pacientes com DA, e mostraram que o aumento dos níveis de peroxidação lipídica e 
diminuição do número de proteínas da subunidade α4 nAChR em cérebros com DA 
estão de fato relacionados (YU et al., 2003); sugerindo que a peroxidação lipídica 
induzida por Aβ pode desencadear a perda de nAChR na DA (GUAN et al., 2001). 

 
Evidências acumuladas sugerem que o estresse oxidativo também contribui 

para a patologia da proteína Tau na DA. A oxidação dos ácidos graxos acelera a 
polimerização da Tau, portanto, serve como uma possível ligação entre o estresse 
oxidativo e o desenvolvimento de patologia fibrilar na DA (GAMBLIN et al., 2000). A 
proteína quinase ativada por mitógeno p38, uma quinase responsável pela 
fosforilação da tau, é ativada pelo estresse oxidativo in vitro (GOEDERT et al., 1997).  

 
2.9 Sistema Antioxidante 

 
Contra as espécies reativas, os organismos vivos desenvolveram vários 

mecanismos efetivos para combater os efeitos deletérios causados por oxidantes. 
Todos os compostos que conseguem retardar ou inibir a ação de EROs, evitando o 
início ou propagação, agindo pela eliminação de espécies reativas, convertendo-as 
em espécies mais estáveis ou em não radicais são chamados antioxidantes 
(DEGÁSPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004). Antioxidantes podem ser divididos em 
enzimáticos e não enzimáticos (MANSON, 2003; LUBERDA, 2005; MACHADO et al., 
2008; POWERS; JACKSON, 2008). 

 
Antioxidantes enzimáticos incluem enzimas como a superóxido dismutase 

(SOD), glutationa peroxidase (GPX) e catalase (CAT); enquanto os antioxidantes não 
enzimáticos incluem o tripeptídeo glutationa, ácido úrico, ácido alfa-lipoico, 
ubiquinonas, bilirrubina, quelantes de metais (como ferritina, lactoferrina), vitamina C, 
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carotenoides, tocoferóis e compostos fenólicos (flavonoides e não flavonoides) 
(PISOSCHI et al., 2021). 

 
2.9.1 Sistema antioxidante enzimático 
 

         2.9.1.1 Superóxido dismutase (SOD) 
 
A superóxido dismutase (EC 1.15.1.1) é uma metaloproteína que catalisa a 

dismutação do radical ânion superóxido em oxigênio molecular e peróxido de 
hidrogênio. Em mamíferos, o termo superóxido dismutase engloba três isoformas: 
SOD citosólico, SOD extracelular (ambos contendo cobre e zinco) e SOD mitocondrial 
contendo manganês. As enzimas CuZnSOD desempenham um papel fundamental na 
primeira linha de defesa antioxidante, ou seja, atua prevenindo processos oxidativos, 
suprimindo a formação de espécies radicais. Principalmente a SOD extracelular 
confere proteção contra a inativação do NO pelo superóxido, evitando assim a 
disfunção endotelial (PISOSCHI et al., 2021). 

 
 

2O2
-•

 + 2 H+ → O2 + H2O2                                                            (1) 

 
           2.9.1.2 Catalase (CAT) 
 

Catalase (E.C. 1.11.1.6) é uma das enzimas antioxidantes mais importantes 
presente e na maioria dos organismos aeróbicos. A catalase quebra duas moléculas 
de peróxido de hidrogênio em uma molécula de oxigênio e duas moléculas de água 
em uma reação de duas etapas. A primeira etapa do mecanismo de reação envolve a 
formação de um composto intermediário que é uma espécie covalente de oxiferril 
(FeIVO) com um radical, porfirina π-cátion, através da redução de uma molécula de 
peróxido de hidrogênio. Na segunda etapa da reação, o composto é reduzido por 
reações redox por uma transferência de dois elétrons de um doador de elétrons (a 
segunda molécula de peróxido de hidrogênio) para produzir a enzima livre, oxigênio e 
água (DEISSEROTH; DOUNCE, 1970; VON OSSOWSKI; HAUSNER; LOEWEN, 
1993; NANDI et al., 2019). 

 
Enzima[porfirina Fe(III)] + H2O2    →  Enzima[porfirina Fe(IV)-O] + H2O              (2)                            

           (composto) 
 

Enzima[porfirina Fe(IV)-O] + H2O2  →  Enzima[porfirina Fe(III)] + H2O + O2         (3) 
                                                                      (enzima livre) 
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2.9.2 Sistema antioxidante não-enzimático 
 
          2.9.2.1 Glutationa (GSH) 
 

O antioxidante glutationa (GSH) é um tripeptídeo tiol resultado de uma 
combinação de três aminoácidos – glutamina, cisteína e glicina. Conferido pela 
presença do grupamento sulfidrila (SH), este tiol desempenha um papel de destaque 
na desintoxicação; atuando na manutenção do estado redox intracelular, bem como 
na proteção e prevenção dos danos oxidativos. A glutationa existe em duas formas: a 
forma reduzida (GSH) e a forma oxidada (GSSG). GSH reage diretamente com 
radicais hidroxila (•OH) e superóxido (•O2

-), e também atua como doador de elétrons 
para a redução de H2O2 e peróxidos orgânicos em uma reação mediada pelas 
enzimas glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR). A GPx catalisa a 
redução do peróxido de hidrogênio e do peróxido lipídico na presença de GSH, 
convertida em GSSG, enquanto GSSG é reduzida pela GR na presença de NAD(P)H. 
A razão GSH/GSSG fornece uma medida extremamente sensível do estado redox 
celular (ADEOYE et al., 2018). 

  
2GSH + H2O2 → GSSG + H2O                                         (4) 

 

 GSSG + NADPH + H+ → 2GSH + NADP+                                               (5) 

 

A primeira etapa de formação da glutationa é formada pela enzima glutamato 
cisteína ligase (GCL) responsável pela catálise da condensação de cisteína e 
glutamato para formar o dipeptídeo γ-glutamilcisteína (γGluCys) (FARINA; ASCHNER, 
2019). A deleção desta enzima em células de Saccharomyces cerevisiae resulta em 
uma cepa que não possui a expressão de GSH1 (∆gsh1). Foi demonstrado que cepas 
com ausência de glutationa são sensíveis ao estresse oxidativo induzido por peróxidos 
e ânion superóxido, bem como aos produtos tóxicos da peroxidação lipídica, indicando 
a GSH como uma molécula antioxidante essencial em levedura necessária para 
manter a homeostase redox intracelular (GRANT; PERRONE; DAWES, 1998). 
 
2.9.2.2 Flavonoides 

Os flavonoides são antioxidantes naturais derivados de plantas e comumente 
encontrados em alimentos, como frutas e vegetais. O potencial antioxidante dos 
flavonoides está associado à localização e ao número total dos grupos –OH, assim 
como aos efeitos de conjugação, ressonância e ao mecanismo antioxidante particular 
para um composto (ZHENG et al., 2019). O potencial antioxidante de muitos 
flavonoides é maior que a vitamina C e a vitamina E, os antioxidantes suplementados 
mais utilizados (PROCHÁZKOVÁ; BOUŠOVÁ; WILHELMOVÁ, 2011), evidenciando a 
importância da ingestão de alimentos ricos em flavonoides na dieta.  

 
A quercetina, um importante representante da subclasse de flavonóis, 

representa 60-75% da ingestão de flavonoides (BOUKTAIB; ATMANI; ROLANDO, 
2002). A quercetina aumenta a capacidade antioxidante do corpo induzindo e 
regulando os níveis de GSH. Essa molécula é considerada um forte antioxidante 
devido à sua capacidade de eliminar radicais livres, inclusive sendo muito utilizada 
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como um padrão do potencial antioxidante. Seu mecanismo (Figura 13) consiste na 
doação de um próton tornando-se um radical, contudo o elétron desemparelhado 
resultante é deslocalizado por ressonância, tornando o radical quercetina pouco 
reativo. Além disso, os grupos funcionais podem doar elétrons aos anéis, aumentando 
o número de formas de ressonância disponíveis além daquelas fornecidas pela 
estrutura do benzeno (MARIANI et al., 2008; BENTZ, 2017). 

 
 
 

 
Figura 13. Ação antioxidante da quercetina (KATZ; DOUGHTY; ALI, 2011). 

 

2.10 Saccharomyces cerevisiae 
 
Apesar de indícios de sua utilização datarem de 10.000 anos a.c. para o 

processo de crescimento de pães, as leveduras foram isoladas pela primeira vez no 
século XIX pelo pesquisador dinamarquês Emil Christian Hansen, trabalhando no 
Laboratório da cervejaria Carlsberg, permitindo na época uma melhora significativa na 
qualidade de produção da cerveja. Impulsionado pelo trabalho do pesquisador francês 
Louis Pasteur, que demonstrou que a formação de álcool na produção de cerveja e 
vinho não era um processo de conversão química espontânea, mas sim um processo 
que demandava células vivas; a abordagem para o isolamento de espécies de 
leveduras, desenvolvida por Hansen, resultou tanto no estabelecimento da levedura 
como modelo biológico para o estudo de células eucarióticas quanto no isolamento de 
Saccharomyces cerevisiae (NIELSEN, 2019). 

 
Saccharomyces cerevisiae é uma levedura pertencente ao reino Fungi, filo 

Ascomycota, e unicelular que, em 1996, foi o primeiro organismo a ter seu genoma 
eucariótico totalmente sequenciado (GOFFEAU et al., 1996), fornecendo informações 
sobre vários aspectos da organização e evolução do genoma. Suas células 
apresentam semelhanças com células de mamíferos (DUINA; MILLER; KEENEY, 
2014); afinal, 47% dos 414 genes essenciais dessa levedura com um ortólogo humano 
1:1 podem ser substituídos por seus ortólogos humanos (KACHROO et al., 2015). 
Essa conservação gênica pode refletir o alto grau de similaridade entre muitos 
processos celulares chave que ocorrem tanto nestas células de S. cerevisiae quanto 
em células humanas, por exemplo, autofagia, translocação e secreção de proteínas, 
degradação de proteínas associada ao retículo endoplasmático, choque térmico e 
dobramento de proteínas. Dessa maneira, os resultados obtidos podem ser mais 
facilmente extrapolados para o homem, em comparação aos obtidos por testes in vitro, 
tendo em vista que os métodos in vitro desconsideram as interações metabólicas e 
condições fisiológicas, que podem influenciar na capacidade antioxidante das 
substâncias testadas. O sequenciamento genético também permitiu a exploração de 
cepas mutantes (grupos de células que sofreram modificações genéticas) de modo a 
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abordar diferentes cenários de suscetibilidade ao estresse oxidativo, assim como 
melhor compreender a contribuição do papel dos agentes antioxidantes. Ademais, os 
ensaios com S. cerevisiae são realizados de modo mais rápido, econômico e 
reprodutível comparado a ensaios com animais e culturas celulares animais, tornando-
a uma opção bastante vantajosa (SOARES; ANDREAZZA; SALVADOR, 2005; 
NIELSEN, 2019). Diversos estudos utilizam a levedura como modelo biológico em 
estudos de avaliação de capacidade antioxidante, seja de produtos naturais 
(BRACESCO et al., 2003; PIOVEZAN-BORGES et al., 2016; SUBHASWARAJ et al., 
2017; ĐORĐEVIĆ et al., 2018) ou sintéticos (KRASOWSKA; SIGLER, 2007; ROSA et 
al., 2007 PÉREZ DE VEGA, 2020). 

 
A Saccharomyces cerevisiae é classificada como uma levedura anaeróbica 

facultativa, portanto, ela possui a capacidade de realizar o processo fermentativo e o 
processo respiratório mediante a disponibilidade de hexoses no ambiente extracelular. 
Num primeiro momento, quando as células são colocadas em contato com um novo 
ambiente nutritivo, a levedura encontra-se num estado letárgico adaptativo chamado 
de fase Lag (Figura 14). Na sequência a divisão celular se inicia e o crescimento passa 
a ser acelerado numa etapa chamada fase exponencial. Nesta etapa, a fonte de 
energia principal é consumida por meio do processo fermentativo, ou seja, através da 
conversão da hexose abundante no meio em etanol. Quando a concentração de 
hexoses atinge valores inferiores a 0,2%, a levedura passa por um processo de 
estagnação de crescimento (fase diáuxica) e simultaneamente mecanismos 
metabólicos são ativados para iniciar a via aeróbica. Após a transição, o crescimento 
volta a ocorrer, porém, em velocidade menor que na fase fermentativa, consumindo 
lentamente o etanol acumulado no meio (fase pós-diáuxica). Quando o etanol esgota-
se, as células param de se dividir e entram em um estado conhecido como fase 
estacionária (figura 14) (HERMAN, 2002; BUSTI et al., 2010). 

 

 
Figura 14. Fases de crescimento da levedura Saccharomyces cerevisiae (BUSTI et al., 2010, 

adaptado). 
 

É exatamente na fase respiratória que a Saccharomyces cerevisiae estará mais 
exposta à geração de espécies oxidantes, atentando para o fato de a cadeia 
transportadora de elétrons da mitocôndria ser uma das principais fontes de origem 
dessas espécies, e consequentemente aos danos resultantes da ação dos EROs. Por 
outro lado, a S. cerevisiae possui sistemas de defesa enzimático e não-enzimático, 
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homólogos ao de células humanas, que exercem o papel de proteger e neutralizar as 
espécies reativas de oxigênio. As células de levedura na fase respiratória são mais 
resistentes a H2O2 e ânions superóxido do que na fase exponencial fermentativa 
(JAMIESON, 1998). Embora a explicação para isso não esteja completamente 
esclarecida, acredita-se que devido ao fato dos genes correspondentes a expressão 
de catalases, superóxido dismutases, glutationa peroxidase e citocromo c peroxidase 
serem reprimidos pela concentração elevada de glicose e sob condições respiratórias, 
a expressão destes mesmos genes tornam-se elevadas, sugerindo assim uma maior 
capacidade antioxidante intracelular nessas condições (KREMS; CHARIZANIS; 
ENTIAN, 1995; MORADAS-FERREIRA et al., 1996; JAMIESON, 1998). 
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3 OBJETIVO 
 
Avaliar o potencial antioxidante in vivo de quatro compostos 3-amino-1,2,4-

triazol-N-1,5-trissubstituídos inibidores de colinesterases utilizando células de 
Saccharomyces cerevisiae.  

 
Objetivos Específicos  

 
 Verificar e comparar a eficiência antioxidante in vivo dos compostos 3-amino-

1,2,4-triazol-N-1,5-trissubstituído em diferentes fases de crescimento da 
levedura; 
 

 Verificar a relação entre a ação antioxidante dos compostos 3-amino-1,2,4-
triazol-N-1,5-trissubstituídos e a influência do sistema de defesa endógeno 
através da ausência da glutationa em células de S. cerevisiae; 

 
 Relacionar a capacidade antioxidante dos compostos 3-amino-1,2,4-triazol-N-

1,5-trissubstituído com a funcionalidade mitocondrial; 
 

 Comparar a eficiência antioxidante in vivo desses compostos com o flavonoide 
antioxidante quercetina. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS  
 

4.1  Material 
 

4.1.1 Meios de cultura  
 

Neste trabalho foram utilizadas duas formulações de meios de cultivo: meio 
YPD 2% líquido, composto de 1% de extrato de levedura (Difco/USA), 2% de peptona 
(Difco/USA) e 2% de glicose (Sigma); YPD 2% sólido, composto de 1% de extrato de 
levedura (Difco/USA), 2% de peptona (Difco/USA), 2% de glicose (Sigma) e 2% de 
ágar (Kasvi) para solidificar o meio. 

 
Os frascos erlenmeyers contendo meio YPD 2% líquido foram preparados 

obedecendo à proporção de 20% de volume do frasco/volume de meio de cultura 
líquido. Os meios foram esterilizados em autoclave a 121 °C por 15 minutos. O meio 
sólido era vertido em placas estéreis em ambiente estéril proporcionado por uma 
cabine de fluxo laminar (com filtro HEPA, Marca Esco®). 

 

4.1.2 Microrganismos e condições de cultivo 
 

Foram utilizadas duas cepas de Saccharomyces cerevisiae (Tabela 1), sendo 
uma portadora e outra não de deficiência no sistema de defesa antioxidante do 
tripeptídeo glutationa.  

 
Tabela 1. Cepas de Saccharomyces cerevisiae utilizadas no trabalho. 

Cepas Genótipo Fenótipo 

BY4741 
MATa; his3Δ1; leu2Δ0; 

met15Δ0; ura3Δ0 
Controle 

Δgsh1 
Isogênica da BY4741, 

exceto YJL101c::kanMX4 

Cepa deficiente no tripeptídeo 

glutationa  

 

As cepas foram adquiridas da companhia Euroscarf (http://www.euroscarf.de/), 
localizada em Frankfurt, na Alemanha; e armazenadas em meio sólido YPD 2% a 4 
°C. No meio de armazenamento das cepas mutantes houve adição de geneticina 
(0,02%), uma vez que a deleção confere resistência a este antimicótico. 
 
4.1.3 Preparação de repique e inóculo 
 

Os repiques, uma técnica laboratorial baseada na transferência de um 
microrganismo de um meio de cultura para outro com a finalidade de manter as células 
utilizadas nutridas e metabolicamente ativas, foram preparados através da 
transferência de alçada de cultura para superfície de ágar contendo YPD 2% sólido 
em um tubo viale. Este tubo era incubado a 28 °C por 24 horas em estufa incubadora 
refrigerada (BOD, Marca SOLAB®). 
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Para o preparo do inóculo a fim de se trabalhar com as células na fase de 
crescimento respiratório (segunda fase de crescimento celular, com concentrações da 
suspensão celular acima de 2,8 mg/mL), uma massa de células do repique fresco foi 
transferida diretamente para o erlenmeyer contendo meio YPD líquido. O inóculo 
consiste em uma técnica laboratorial baseada na transferência de um microrganismo 
para um ambiente rico em nutrientes necessários para promover o crescimento 
celular, resultando em uma maior disponibilidade de células para a realização dos 
experimentos. 

 
Visando trabalhar com as células no início do crescimento exponencial 

(primeira fase de crescimento celular, com concentrações da suspensão celular entre 
0,5 e 1,0 mg/mL), para o preparo do inóculo uma alíquota com células do repique 
fresco foi transferida para um tubo de ensaio contendo 10 mL de água destilada estéril. 
Um volume dessa suspensão correspondente a 20 µg de células foi transferido para 
um erlenmeyer contendo 100 mL de meio YPD líquido.  

 
Em ambos os casos, o inóculo foi incubado a 28 °C por 22 horas sob agitação 

de 160 rpm em incubadora tipo shaker (Incubadora orbital refrigerada, Marca 
NOVATECNICA®). Após o crescimento das células, a concentração das mesmas foi 
determinada através da medida da absorvância em espectrofotômetro (UV/Vis, Marca 
Biospectro®) a 570 nm.  
 
4.1.4 Preparo das substâncias testadas e do padrão 
 

As substâncias analisadas neste trabalho foram escolhidas dentre uma série 
de compostos inéditos derivados da série contendo o núcleo 3-amino-1,2,4-triazol-N-
1,5-trissubstituídos, planejados como inibidores de colinesterases e sintetizados pela 
doutoranda Daiana de Fatima Portella Franco, orientada pelo Professor Dr. Arthur 
Eugen Kümmerle no Laboratório de Diversidade Molecular e Química Medicinal – 
LaDMol-QM da UFRRJ.   

 
Dentre os 29 compostos sintetizados, 4 foram selecionados (90B, 90C, 90N e 

90R). Os compostos 90B e 90C foram escolhidos por possuírem um núcleo fenólico, 
portanto, fortes candidatos a apresentarem atividade antioxidante. O composto 90N 
destacou-se como um dos mais eficazes inibidores no ensaio da atividade 
anticolinesterásica e, por último, o composto 90R foi selecionado por apresentar a 
melhor ação antioxidante em um ensaio in vitro. 

 
Os compostos 90B, 90N e 90R foram solubilizados em mistura de DMSO e 

água destilada na proporção 1:1. O composto 90C foi solubilizado em mistura de 
DMSO e água destilada na proporção 2:1. Preparou-se uma solução estoque na 
concentração de 2000 µM. É importante ressaltar que a concentração não-tóxica de 
DMSO às leveduras é de 3% (SADOWSKA-BARTOSZ et al., 2013), e que nestes 
ensaios a concentração atingida nas culturas celulares durante os tratamentos foi de 
no máximo 0,7% de DMSO. 

 
A quercetina foi solubilizada em uma mistura de água destilada e DMSO na 

proporção 4:1, e preparou-se uma solução estoque na concentração de 5000 µM. 
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4.2 Métodos  
 
4.2.1Teste da resazurina 
 

Inicialmente foram distribuídos 50 µL de meio YPD livre de células nos poços 
da placa de 96 cavidades (estéril), de fundo chato, com tampa. Em seguida adicionou-
se 50 µL da solução das substâncias a serem analisadas no primeiro poço de uma 
mesma linha, com uma concentração inicial das substâncias de 1000 µM. Diluições 
seriadas foram realizadas a partir da retirada de 50 µL da cavidade mais concentrada 
para a cavidade sucessora. Após a diluição, adicionou-se em cada poço 10 µL da 
suspensão celular (inóculo) das cepas da levedura S. cerevisiae, para obter uma 
leitura da absorvância de 0,04 em cada poço. 

 
Como controle negativo, foi adicionado num poço 50 µL do meio de cultura livre 

de células, e como controle positivo 50 µL de meio com 10 µL da suspensão celular 
(inóculo). Após 24 horas de contato com as leveduras, a citotoxicidade das diversas 
concentrações das substâncias foi avaliada por meio do ensaio de capacidade 
metabólica, baseado no metabolismo celular capaz de reduzir a substância resazurina 
em resorufina. Adicionou-se 10 µL de solução aquosa de resazurina 0,01% (p/v) em 
cada um dos poços e após 30 minutos o surgimento de uma coloração rosa é 
indicativo da presença de atividade metabólica (Figura 15), enquanto a violeta ou 
azulada indica sua ausência. Todo o procedimento neste ensaio foi realizado na 
capela de fluxo laminar em ambiente estéril. 

 

 
Figura 15. Representação esquemática da conversão por oxirredução do corante resazurina 

para resorufina por células metabolicamente ativas (CANABARRO, 2017). 
 

 
4.2.2 Curva de crescimento 
 

Para as curvas de crescimento foram preparados dois meios YPD (100 mL), 
onde um passou pelo procedimento do inóculo e o outro manteve-se como meio livre 
(sem células). Após o crescimento celular foi verificada a concentração e retirada uma 
alíquota de suspensão celular correspondente a 0,1 mg/mL, transferindo-a para 
erlenmeyers de 100 mL contendo 9,0 mL de meio YPD livre. Em seguida, completava-
se este volume com meio livre até o total de 10,0 mL, acrescentando também 0,1 mL 
das soluções das substâncias, de modo que a concentração final das sustâncias em 
contato com as células fosse de 20 µM. 
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Imediatamente uma amostra de cada erlenmeyer era coletada e sua 
concentração conferida, constituindo a absorvância relativa ao tempo zero da curva 
de crescimento. Os erlenmeyers permaneceram incubados a 28 °C/160 rpm e 
alíquotas foram recolhidas nos respectivos intervalos de tempo de 3, 5, 7, 22 e 24 
horas. 

 
4.2.3 Pré-tratamento com as substâncias e peróxido de hidrogênio 
 

Após 22 horas de incubação do inóculo, determinou-se a concentração da 
suspensão celular e transferiu-se para tubos tipo falcon estéreis um volume de 
suspensão celular correspondente a uma quantidade específica demandada para 
cada ensaio. A suspensão celular foi centrifugada e lavada com água destilada estéril 
gelada, centrifugando novamente após a lavagem. Adicionou-se, em cada tubo, um 
volume, também específico para cada ensaio, de solução de tampão fosfato de 
potássio 0,5 M pH 6,0 e transferiu-se para erlenmeyers de volume que obedecessem 
à proporção de 20% de volume do frasco/volume de suspensão celular no frasco. Em 
seguida, adicionou-se alíquotas das soluções das substâncias de modo que a 
concentração nesses erlenmeyers ficasse em 20 µM, mantendo-os por 2 horas sob 
agitação a 28 °C/160 rpm. 

 
Em seguida, a suspensão celular foi recolhida mais uma vez nos tubos tipo 

falcon estéreis e lavada duas vezes com água destilada estéril gelada, centrifugando 
após cada lavagem. Adicionou-se, novamente, o mesmo volume anterior de solução 
de tampão fosfato de potássio 0,5 M pH 6,0 e transferiu-se a suspensão para os 
mesmos erlenmeyers. Acrescentou-se solução de peróxido de hidrogênio (Merck) em 
todos os erlenmeyers, exceto um (células sem incubação com as substâncias de 
análise), na concentração de 1,0 mM ou 2,0 mM, dependendo do ensaio, e deixados 
por 1 hora sob agitação a 28 °C/160 rpm. 

 
4.2.4 Peroxidação lipídica 
 

Após o período de contato com o peróxido de hidrogênio, o volume total da 
suspensão celular, correspondente a 50 mg de células, foi coletado em tubos tipo 
falcon (não estéreis) e centrifugado a 4000 rpm/5 min. Centrifugou-se e lavou-se 
essas células por duas vezes com 10 mL de água destilada estéril gelada, 
centrifugando novamente após cada lavagem. Após esta etapa, as células foram 
ressuspensas em 5,0 mL de água destilada, e retirou-se uma alíquota de 0,1 mL, 
completada com 9,9 mL de água e verificada a concentração celular a 570 nm. O 
restante da suspensão foi centrifugado, ressuspendido em 0,5 mL de TCA 10% (ácido 
tricloroacético diluído em solução tampão fosfato de potássio 0,5 M pH 6,0) e 
transferido para tubos de parede grossa contendo 1,5 g de pérolas de vidro. 

 
Realizou-se um extrato promovendo a lise das células por meio de 6 ciclos de 

agitação de 20 segundos no vórtex (agitador de tubos, Marca Gehaka®) em 
velocidade máxima com 20 segundos de repouso no gelo. Em seguida o extrato foi 
recolhido em tubos tipo eppendorf e centrifugados a 4000 rpm/4 min. Em outro 
eppendorf foi adicionado 150 µL do sobrenadante do extrato, 150 µL de H2O, 100 µL 
de EDTA (Vetec) 0,1 M e 600 µL de ácido tiobarbitúrico (Merck) 1% em NaOH 0,05 
M. Também foi preparado um branco reacional, contendo 0,3 mL de H2O sem o extrato 
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celular, e uma duplicata reacional contendo o dobro de sobrenadante obtido do 
extrato. A mistura reacional foi incubada a 100 °C por 15 minutos. Os tubos foram 
resfriados e a absorvância medida espectrofotometricamente a 532 nm (Figura 16). 
Os resultados foram expressos em picomoles de malonaldialdeído (MDA – produto da 
peroxidação lipídica) por miligrama de células (pmoles MDA/mg cel.) (STEELS; 
LEARMONTH; WATSON, 1994).  

 

 
Figura 16. Reação entre malonaldialdeído (MDA) e o ácido tiobarbitúrico (TBA) formando o complexo 

MDA-TBA detectável no espectrofotômetro a 532 nm (DESAI FARRIS; RAY, 2014). 

 
 
4.2.5 Oxidação Intracelular 
 

Um volume correspondente a 3,0 mg da suspensão celular foi tratado com as 
substâncias analisadas neste estudo em tubos tipo eppendorfs. Após lavagem com 
água destilada estéril duas vezes, seguidas de centrifugação, as células foram 
ressuspensas em 1,0 mL de tampão fosfato de potássio 0,5 M pH 7,8. Em seguida, 
foi adicionado 20 µL de solução de 2’,7’-diclorodihidrofluoresceína diacetato 
(H2DCFDA) (Sigma/EUA), a partir de uma solução estoque em etanol 1,0 mM, 
mantendo-se uma concentração de 20 µM em contato com as células. Passados 15 
minutos foi adicionado 20 µL de solução de peróxido de hidrogênio, mantendo-se a 
concentração de 2,0 mM desse agente estressante. 

 
Após 1 hora de incubação a 28 °C e 200 rpm, as suspensões celulares foram 

centrifugadas e transferiu-se alíquotas dos sobrenadantes para uma placa de 96 
poços. A fluorescência dos sobrenadantes foi medida (Figura 17) usando um leitor de 
microplacas (HIDEX, Turku, Finlândia) nos comprimentos de onda de excitação e 
emissão de 488 e 520 nm, respectivamente (SUBHASWARAJ et al., 2017). 
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Figura 17. Reação geral da formação da diclorofluoresceína (DCF) detectável através do fluorímetro 

(NG; OOI, 2021, adaptado). 
 

4.2.7 Consumo de oxigênio 
 

Um volume correspondente a 3,0 mg da suspensão celular foi tratado com as 
substâncias analisadas neste estudo em tubos tipo eppendorfs. Após o período de 
contato com o peróxido de hidrogênio (2,0 mM) as células foram lavadas duas vezes 
com água destilada estéril e ressuspensas em 1,0 mL de tampão fosfato de potássio 
(0,05 M, pH 6,0). Um volume correspondente a 2,5 mg de células de suspensão celular 
foi utilizado na câmara do oxígrafo. 

 
O consumo de oxigênio foi medido em um oxígrafo, onde é formado um gráfico 

que expressa a quantidade de oxigênio residual consumido pela mitocôndria das 
células em função do tempo (Figura 18), utilizando um eletrodo do tipo Clark 
(Oxytherm, Hansatech Instrument®) inserido em uma câmara com capacidade de 2,0 
mL com um agitador magnético incluso. Após calibrar o eletrodo a 28 °C entre 0 e 
100% de saturação com o oxigênio atmosférico, foi transferido para a câmara 2,0 mL 
do mesmo tampão fosfato em que as células foram ressuspensas. Após 
aproximadamente 45 segundos, retirou-se da cubeta uma alíquota de tampão de 
mesmo valor do volume correspondente a 2,5 mg de células de suspensão celular 
adicionado em seguida.  

 
Com a finalidade de ativar o metabolismo celular adicionou-se 4 μL de uma 

solução de glicose (0,5 mg/mL). Após a adição da glicose na câmara, a respiração 
basal foi registrada representando o consumo de oxigênio das células de levedura. 
Com o interesse em avaliar a capacidade máxima da cadeia transportadora de 
elétrons e a diferença entre o consumo de oxigênio na respiração basal e o consumo 
máximo foi adicionado 10 μL (em duas adições de 5 μL) do cianeto de carbonila 4-
(trifluorometoxi)fenil-hidrazona (FCCP) (1,0 mM em etanol), chegando a uma 
concentração de 5 μM do ionóforo. FCCP é uma molécula capaz de captar os prótons 
do espaço intermembranar à matriz mitocondrial, desacoplando o consumo de 
oxigênio da síntese de ATP (FONSECA, 2021). 

H2DCFDA H2DCF DCF 

Esterases EROS 
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Figura 18. Exemplo de gráfico de consumo de oxigênio obtido neste trabalho. Ensaio com células da 
cepa BY4741 (Autoria prória). 

 
4.3 Análise estatística  
 

Os resultados foram apresentados na forma de uma média e desvio padrão de 
três experimentos independentes, no mínimo. Por meio do PRISMA 8 foi aplicado o 
teste de análise de variância ANOVA seguido do teste de Tuckey para a comparação 
entre os resultados gerados das diversas médias. A diferença foi considerada 
estatisticamente significativa quando p < 0,05. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Célula  4 μLGlicose 
5 μL FCCP 

5 μL FCCP 

Tempo (minutos) 

C
on

ce
nt

ra
çã

o 
de

 o
xi

gê
ni

o 
 

(n
m

ol
 O

2/m
L)

 



 

35 
 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO  
 

5.1 Teste da Resazurina 
 

Como abordado ao longo deste estudo, compostos triazólicos são conhecidos 
pela abrangência em atividades biológicas, dentre essas a atividade antifúngica 
poderia significar uma restrição nas análises de capacidade antioxidante utilizando 
células de levedura como modelo biológico. Visando verificar quais concentrações dos 
4 compostos 3-amino-1,2,4-triazol-N-1,5-trissubstituídos selecionados não seriam 
tóxicas às células de S. cerevisiae, determinando assim as concentrações mais 
adequadas para se trabalhar, evitando possíveis erros de interpretação nas 
avaliações subsequentes, foi realizado o ensaio com o composto resazurina. O ensaio 
é baseado na redução intracelular de resazurina (coloração azul) a resorufina 
(coloração rosa) por células viáveis, metabolicamente ativas, que utilizam NADH e 
NADPH como fonte de elétrons. A resazurina é muito estável, não tóxica para células 
e usuários, solúvel em água, fácil de manusear e os resultados são determinados 
rapidamente (PETTIT et al., 2005); e já foi demonstrado que a sensibilidade de S. 
cerevisiae a uma ampla gama de fungicidas é comparável à de muitas espécies de 
leveduras recomendando seu uso para testes de toxicidade (FAI; GRANT, 2009). 

 
A partir das colorações obtidas para os tratamentos nos poços da placa de 96 

poços pôde-se analisar a toxicidade dos compostos 90B presente na linha A; 90C na 
linha B; 90N na linha C e o composto 90R na linha D. Comparando com o poço 
controle pode-se identificar a coloração apresentada para células sob condições 
normais (F12). Podemos observar a seguir os resultados apresentados frente às 
cepas BY4741 (Figura 19) e Δgsh1 (Figura 20). Para melhor visualização dos 
resultados deste teste, foi construída uma tabela relacionando a concentração dos 
compostos triazólicos com a toxicidade observada (Tabela 2). 

 
 

 
Figura 19. Teste de toxicidade com a resazurina utilizando a cepa BY4741. Diferentes concentrações 

em micromolar na parte superior da imagem dos compostos 90B (A); 90C (B) 90N (C) e 90R (D). 
Poço controle com células com metabolismo ativo (F12). 
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Figura 20. Teste de toxicidade com a resazurina utilizando a cepa Δgsh1. Diferentes concentrações 

em micromolar na parte superior da imagem dos compostos 90B (A); 90C (B) 90N (C) e 90R (D).  
Poço controle com células com metabolismo ativo (F12).  

 

Tabela 2. Resultado do ensaio de toxicidade das amostras no ensaio da resazurina nas cepas 
BY4741 e Δgsh1: (+) toxicidade significativa e (-) toxicidade baixa ou inexistente. 

 
Concentração 

(μM)  
 

Toxicidade  
90B 

 
 (Linha A) 

 
BY/ Δgsh1 

Toxicidade  
90C 

 (Linha B) 
BY/ Δgsh1 

Toxicidade  
90N 

 (Linha C) 
BY/ Δgsh1 

Toxicidade  
90R 

(Linha D) 
BY/ Δgsh1 

1000 +/+ +/+ +/+ +/+ 
500 +/+ +/+ +/+ +/+ 
250 -/- -/- -/- -/- 
125 -/- -/- -/- -/- 
62,5 -/- -/- -/- -/- 

31,25 -/- -/- -/- -/- 
15,625 -/- -/- -/- -/- 
7,81 -/- -/- -/- -/- 
3,91 -/- -/- -/- -/- 
1,95 -/- -/- -/- -/- 

0,975 -/- -/- -/- -/- 
0,4875 -/- -/- -/- -/- 
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Os ensaios sugerem que abaixo de 250 μM nenhuma das quatro substâncias 
apresenta toxicidade às células de S. cerevisiae em ambas as cepas, sugerindo que 
a ausência de glutationa não concedeu maior sensibilidade a célula da levedura frente 
aos compostos triazólicos testados. Na literatura encontramos alguns casos de 
derivados triazólicos que tiveram sua toxicidade frente a células de diferentes 
espécies de levedura através do ensaio da resazurina, como no caso dos compostos 
derivados N1-[1-aril-2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)-etilideno]-piridina-2-carboxamidrazona. 
Os compostos apresentaram MIC90 (menor concentração capaz de inibir o 
crescimento de cerca de 90% da população celular) de 64 mg/L para Candida albicans 
e Candida glabrata, independente dos substituintes presentes em cada substância (H, 
Br, Cl, CH3, Ph). Convertendo para a unidade de concentração utilizada neste trabalho 
de modo a estabelecer uma melhor comparação, obtemos os valores de 209,6 μM 
(H); 166,5 μM (Br); 188,5 μM (Cl); 200,4 μM (CH3) e 166,8 μM, valores esses 
considerados pelos autores como insatisfatórios em atividade antifúngica (BANFI et 
al., 2006). Em outro estudo, dessa vez utilizando o itraconazol, um derivado triazólico 
amplamente conhecido como um potente antifúngico, teve sua toxicidade testada por 
meio do ensaio da resazurina frente aos fungos Paracoccidioides brasiliensis e 
Paracoccidioides lutzii. Os resultados mostraram que concentrações de 0,21 e 0,11 
μM para o fungo P. brasiliensis e concentrações de 0,42 e 0,11 μM para o fungo P. 
lutzii já demonstravam toxicidade significante (DE PAULA E SILVA et al., 2013). 

 
Esses resultados nos permitem concluir que os quatro compostos triazólicos 

avaliados não possuem uma atividade antifúngica relevante, tendo em vista que as 
concentrações tóxicas apresentadas por essas substâncias frente a células de 
levedura (1,0 mM e 500 μM) são muito superiores as apresentadas por compostos 
classificados como antifúngicos de referência (DE PAULA E SILVA et al., 2013). Essa 
análise possibilitou maiores opções de concentrações seguras para explorar a 
possível atividade antioxidante das substâncias. 

 
A partir de estudos publicados buscou-se compostos que apresentassem 

semelhanças estruturais e com propriedades biológicas avaliadas semelhantes ao 
nosso estudo para servir de base na escolha das concentrações a serem utilizadas 
nos ensaios a seguir. Um estudo que avaliou a capacidade antioxidante em ratos de 
uma série de novos derivados de bifenil-3-oxo-1,2,4-triazina ligados com piperazina 
foi selecionado como referência (TRIPATHI et al., 2019). A concentração utilizada foi 
de 10 mg/Kg ou 10 ppm que convertendo para μM encontramos as concentrações de 
21,34 μM para os compostos 90B e 90C; 20,11 μM para o 90N e 22,047 μM para o 
90R.  

 
De modo que todos tivessem a mesma concentração para melhor comparação 

de resultados, decidiu-se normalizar em 20 μM, uma concentração não tóxica como 
demonstrada no ensaio da resazurina localizada entre as colunas 6 e 7 das placas de 
96 poços.   
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5.2 Curvas de Crescimento  
 

A curva de crescimento foi construída de modo a complementar os resultados 
obtidos no ensaio da resazurina e fornecer de forma quantitativa e detalhada a 
influência dos compostos triazólicos sobre a proliferação das células de S. cerevisiae. 
Após as suspensões celulares serem submetidas ao contato das substâncias 
avaliadas, foi efetuada a leitura das absorvâncias transformadas em concentrações 
celulares com auxílio do espectrofotômetro no comprimento de onda de 570 nm após 
0, 3, 5, 7, 22 e 24 horas. Os resultados obtidos para as cepas BY4741 e Δgsh1 foram 
descritos e apresentados abaixo (Figura 21). 
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Figura 21. Curvas de crescimento utilizando as cepas BY4741 e Δgsh1. Concentrações celulares 

obtidas após a exposição das células aos compostos 90B, 90C, 90N e 90R na concentração de 20 
μM durante 24 horas. Os resultados representam a média de pelo menos três experimentos 
independentes, com p < 0,05 na análise de ANOVA one way seguida de pós teste de Tukey.  

 
As curvas de crescimento de ambas as cepas confirmaram os resultados vistos 

no ensaio da resazurina, ou seja, nenhum composto triazólico na concentração de 20 
μM apresentou toxicidade às células de levedura, observável pela proximidade nos 
valores das concentrações celulares ao longo de todo o experimento em comparação 
com a amostra controle que contém apenas células de S. cerevisiae, evidenciando 
assim que não houve nenhuma interferência para o crescimento das células. Além 
disso, outra semelhança ao ensaio da resazurina é a similaridade no perfil dos 
resultados apresentados nas duas cepas, confirmando mais uma vez que a ausência 
de glutationa não concedeu vulnerabilidade frente aos triazóis. 

    
Na cepa BY4741, após 24 horas, período máximo de duração do ensaio, a 

amostra controle apresentou uma concentração celular de 3,77 ± 0,25 mg/mL; sem 
diferenças estatísticas significantes com as concentrações 3,67 ± 0,22 mg/mL, 3,61 ± 
0,14 mg/mL, 3,75 ± 0,20 mg/mL e 3,63 ± 0,07 mg/mL dos compostos 90B, 90C, 90N 
e 90R, respectivamente. Na cepa Δgsh1, após as mesmas 24 horas, o mesmo foi 
observado na comparação com o ensaio controle, onde a concentração celular de 
3,84 ± 0,34 mg/mL foi estatisticamente semelhante às concentrações 3,93 ± 0,30 
mg/mL, 3,81 ± 0,17 mg/mL, 3,70 ± 0,19 mg/mL e 3,77 ± 0,19 mg/mL na presença 
compostos 90B, 90C, 90N e 90R, respectivamente. 

 
O estudo realizado com o composto 3-amino-1,2,4-triazol, parte do esqueleto 

carbônico presente na estrutura das substâncias usadas neste trabalho, demonstrou 
que as concentrações de 1,0 mM e 10,0 mM não foram tóxicas em células de S. 
cerevisiae ao não inibirem o seu crescimento ao longo de 80 horas (BAYLIAK et al., 
2008). Os compostos avaliados neste trabalho, como mostrado no teste da resazurina, 
foram tóxicos na concentração de 1,0 mM. Essa diferença observada pode estar 
atrelada a combinação dos substituintes e da subunidade benzilpirerazina presentes 
na estrutura das substâncias avaliadas. 

  
Diversos estudos demonstraram a toxicidade de derivados triazólicos frente às 

células de S. cerevisiae, como no caso dos derivados de cumarina triazol. Neste 
estudo a avaliação antibacteriana e antifúngica mostrou que a introdução do anel 
triazol, que resultou nos compostos monotriazol cumarínicos, contribuiu para um 
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aumento da eficiência antimicrobiana quando comparado com os compostos contendo 
apenas os núcleos cumarínicos. A importância da fração triazólica ficou ainda mais 
evidente com a introdução de mais um triazol, formando a série bis-triazol cumarínico, 
que apresentou excelentes atividades antimicrobianas em contraste com seu controle 
positivo. Levando-se em consideração os ensaios especificamente com S. cerevisiae, 
o bis-triazol contendo um ligante (CH2)4 apresentou a inibição mais potente com 
concentração inibitória mínima (CIM) aproximada de 4,5 μM entre todas as 
substâncias testadas, incluindo o medicamento padrão fluconazol, indicando que o 
tipo de ligante e os comprimentos das cadeias alifáticas influenciaram a eficácia 
antimicrobiana, onde as atividades biológicas inibitórias diminuíram com o aumento 
do comprimento da cadeia alifática (SHI; ZHOU, 2011). 

 
A presença de dois núcleos triazólicos e a maior toxicidade em células de S. 

cerevisiae também foi observada no trabalho que sintetizou uma nova série de 
derivados bis-(1,2,3 e 1,2,4)-triazóis. Os resultados sugeriram que entre todos os 
compostos sintetizados, dois compostos que possuíam os radicais Cl-Ph, mas que se 
diferenciavam pela presença de radicais PhCOCH2 e PhCO, e outros dois compostos 
com radicais p-BrPhCOCH2-S- e m-BrPhCOCH2-S foram os principais compostos que 
exibiram toxicidade aumentada em S. cerevisiae (BITLA et al., 2021).  

 
Esses estudos sugerem que a presença de dois núcleos triazóis, mesmo que 

de formas isostéricas distintas, estão diretamente relacionados à sua toxicidade em 
fungos. Essa relação fica ainda mais forte ao observarmos os bis-triazóis antifúngicos 
padrões como fluconazol, itraconazol e posaconazol. Além disso, como também 
demonstrado nos derivados bis-(1,2,3 e 1,2,4) -triazol, a presença de halogênios como 
substituintes vem sendo também relacionada a uma maior toxicidade em células de 
levedura inclusive em casos de monotriazóis. 

 
Em um estudo com 3-(1,2,4-triazol-1-il)flavanonas utilizando S. cerevisiae 

(NCYC 694), os resultados revelaram que as flavanonas 4’-halogenadas e 3’- 
halogenadas mostraram-se mais potentes como agentes antifúngicos que o 
fluconazol, apresentando atividades entre 8 e 16 vezes melhores (EMAMI et al., 2013). 
Entre os halobenzil sulfonamidas 1,2,4-triazóis com ausência de halogênios, houve 
baixa atividade na inibição do crescimento de todas as cepas fúngicas testadas. Já os 
derivados de sulfonamida com átomo de cloro apresentaram atividade antifúngica 
relativamente melhor do que os fluorados (HE et al., 2018). 

  
Em resumo, compostos derivados 1,2,4-triazol são extensamente retratados na 

literatura pela propriedade antifúngica, onde fatores como a presença de dois núcleos 
triazólicos e de substituintes halogênicos na estrutura dessas substâncias têm sido 
apontados por estudos como relevantes no aumento de suas toxicidades em células 
de levedura. Observando a estrutura dos quatro compostos 3-amino-1,2,4-triazol-N-
1,5-trissubstituídos avaliados neste trabalho, constata-se a ausência de tais fatores, o 
que pode explicar a baixa toxicidade apresentada dessas substâncias frente às 
células de S. cerevisiae. 
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5.3 Ação dos triazóis sobre os níveis de peroxidação lipídica 
 

A peroxidação lipídica pode ser definida como uma série de reações em cadeia 
iniciada pela ação dos radicais livres sobre os lipídios insaturados das membranas 
celulares, resultando principalmente na formação de radicais lipídicos que possibilitam 
a propagação dos danos celulares causando rompimento de sua estrutura e, numa 
condição extrema, morte celular. Muitos aldeídos são produzidos durante a 
peroxidação lipídica, dentre eles destaca-se o malonaldialdeído (MDA), determinado 
com grande eficiência pelo ensaio de “substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico” 
(TBARS) com medidas feitas por espectrofotometria. Este ensaio, portanto, visa 
caracterizar o dano oxidativo refletido nos níveis do complexo MDA-TBA formado no 
teste (REPETTO; SEMPRINE; BOVERIS, 2012). 

 
As leveduras mutantes geneticamente modificadas permitem verificar a 

importância dos genes deletados em diferentes situações de estresse. A ausência de 
um componente da defesa antioxidante gera uma cepa teoricamente mais sensível a 
danos oxidativos comparados a sua cepa controle (BY4741), que apresenta seu 
genoma completo, com todos os genes relacionados às defesas antioxidantes nestas 
células. A cepa Δgsh1 é deficiente na produção do tripeptídeo glutationa, pela 
ausência de uma das enzimas responsáveis pela sua síntese. Utilizando duas cepas 
permite desta forma uma melhor observação da capacidade de proteção das 
substâncias analisadas frente aos danos oxidativos gerados pelo peróxido de 
hidrogênio. 

 
Após o tratamento com as substâncias, realizada a lise celular e promovida a 

reação entre o malonaldialdeído presente no extrato celular com o ácido tiobarbitúrico, 
obteve-se, após leitura no espectrofotômetro em 532 nm, o perfil de peroxidação nas 
cepas controle e Δgsh1 em metabolismo respiratório (Figura 22). 
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Figura 22. Quantificação da peroxidação lipídica nas cepas BY4741 e Δgsh1 em metabolismo 
respiratório. Os compostos 90B, 90C, 90N, 90R e quercetina nas concentrações de 20 μM 

permaneceram em contato com as células de S. cerevisiae por 2 horas antes de um estresse 
oxidativo por peróxido de hidrogênio (1,0 mM) por mais 1 hora. Tratamento controle são células não 

estressadas encubadas em solução tampão fosfato. Os resultados representam a média de pelo 
menos três experimentos independentes e foram expressos em porcentagem em função do 

tratamento com H2O2 (células estressadas sem tratamento com os compostos). Hashtags iguais 
mostram resultados estatisticamente semelhantes (p < 0,05) na análise de ANOVA one way seguida 

de pós teste de Tukey. 

 

Os resultados em metabolismo respiratório demonstraram que todos os 
tratamentos em ambas as cepas foram semelhantes estatisticamente entre si, porém 
inclusive entre os ensaios controle e na presença de peróxido de hidrogênio. Essa 
semelhança indicou que mesmo com a adição de peróxido de hidrogênio as células 
não estavam sofrendo o estresse oxidativo esperado, o que impossibilitou a realização 
de uma análise antioxidante apropriada. Esses resultados indicaram que em 
metabolismo respiratório as células de S. cerevisiae mostraram-se naturalmente 
resistentes à peroxidação lipídica. Diante disso, para que as células fossem de fato 
estressadas neste ensaio foi necessário trabalhar em metabolismo fermentativo, 
tendo em vista que nesta fase as células de Saccharomyces encontrar-se mais 
sensíveis ao peróxido de hidrogênio (JAMIESON, 1998).  

 
Após o tratamento com as substâncias na cepa controle obteve-se o perfil de 

peroxidação em metabolismo fermentativo apresentado abaixo (Figura 23). 
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Figura 23. Quantificação da peroxidação lipídica na cepa BY4741 em metabolismo fermentativo. Os 
compostos 90B, 90C, 90N, 90R e quercetina nas concentrações de 20 μM permaneceram em contato 

com as células de S. cerevisiae por 2 horas antes de um estresse oxidativo por peróxido de 
hidrogênio (1,0 mM) por mais 1 hora. Tratamento controle são células não estressadas encubadas 
em solução tampão fosfato. Os resultados representam a média de pelo menos três experimentos 
independentes e foram expressos em porcentagem em função do tratamento com H2O2 (células 

estressadas sem tratamento com os compostos). Hashtags iguais mostram resultados 
estatisticamente semelhantes (p < 0,05) na análise de ANOVA one way seguida de pós teste de 

Tukey. 

 

Este ensaio mostrou que as células tratadas com todos os compostos 
triazólicos avaliados apresentaram redução significativa nos níveis de peroxidação 
lipídica, com destaque para os compostos 90N e 90R, com reduções em torno de 34% 
e 40%, respectivamente, em relação às células estressadas (peróxido); inclusive 
sendo estatisticamente semelhantes às células que não sofreram estresse oxidativo 
(controle). Os compostos 90B e 90C obtiveram reduções semelhantes, em torno de 
30%; porém não foram estatisticamente semelhantes às células do ensaio controle. 
Estes resultados também mostram que todos os compostos triazólicos testados foram 
potencialmente antioxidantes, protegendo os lipídios de membrana das células de 
levedura contra a formação dos produtos da peroxidação lipídica. 

 
Após o tratamento com as substâncias na cepa Δgsh1 obteve-se o perfil de 

peroxidação em metabolismo fermentativo apresentado abaixo (Figura 24). 
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Figura 24. Quantificação da peroxidação lipídica na cepa Δgsh1 em metabolismo fermentativo. Os 

compostos 90B, 90C, 90N, 90R e quercetina nas concentrações de 20 μM permaneceram em contato 
com as células de S. cerevisiae por 2 horas antes de um estresse oxidativo por peróxido de 

hidrogênio (1,0 mM) por mais 1 hora. Tratamento controle são células não estressadas encubadas 
em solução tampão fosfato. Os resultados representam a média de pelo menos três experimentos 
independentes e foram expressos em porcentagem em função do tratamento com H2O2 (células 

estressadas sem tratamento com os compostos). Hashtags iguais mostram resultados 
estatisticamente semelhantes (p < 0,05) na análise de ANOVA one way seguida de pós teste de 

Tukey. 

 

Este ensaio mostrou que na ausência da glutationa os compostos 90N e 90R, 
que haviam apresentado um alto potencial antioxidante na cepa BY4741, não foram 
eficientes na redução da peroxidação lipídica, inclusive apresentaram resultados 
estatisticamente semelhantes às células tratadas apenas com o peróxido de 
hidrogênio, assim como o padrão antioxidante quercetina. No entanto, os tratamentos 
realizados com os compostos 90B e 90C (substituintes fenólicos) foram efetivos na 
redução da peroxidação lipídica, apresentando-se estatisticamente semelhantes ao 
controle não estressado, com reduções em torno de 22% e 24%, respectivamente. 

  
A quercetina já foi demonstrada na literatura capaz de reduzir a peroxidação 

lipídica causada por peróxido de hidrogênio em células de S. cerevisiae nas cepas 
BY4741 (BELINHA et al., 2007). O desempenho da quercetina na cepa BY4741 no 
atual trabalho foi condizente com a literatura, apresentando uma redução de 35% nos 
níveis de MDA produzido, sendo estatisticamente semelhante ao controle não 
estressado. Na cepa Δgsh1, um estudo utilizando uma concentração de 20 mg/L 
(aproximadamente 43 μM) do composto hiperosídeo (quercetina-3-O-galactosídeo) 
revelou uma redução de peroxidação lipídica de cerca de 50% (GAO et al., 2019), o 
que não foi condizente com os resultados apresentados neste trabalho, pois a análise 
estatística demonstrou que o tratamento com a quercetina não foi significativamente 
diferente do tratamento com peróxido de hidrogênio nesta cepa. 
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Um estudo avaliando a atividade antioxidante de compostos triazólicos 
derivados de tiazolidinona através do método TBARS in vitro demonstrou que o forte 
efeito inibitório de lipoperoxidação está diretamente atrelado a capacidade destes 
compostos em deslocalizar seus elétrons livres produzindo estruturas bastante 
estáveis, promovida principalmente pela presença de átomos de oxigênio e nitrogênio 
nos substituintes (DJUKIC et al., 2018). Essa capacidade de deslocalização de 
elétrons conferida pelos substituintes fenólicos, nitro e pirimidínico presentes na 
estrutura dos compostos avaliados poderia explicar os resultados apresentados na 
cepa BY4741. 

 
Observamos, portanto, uma total ineficácia no caso das substâncias 90N e 90R 

quando comparamos os resultados obtidos na cepa Δgsh1 com os apresentados na 
cepa BY4741 (Figura 23). Essas diferenças reforçam a importância da glutationa no 
combate aos danos oxidativos causados por H2O2, como já demonstrado na literatura, 
onde a glutationa exerce uma defesa de amplo espectro comparado com as enzimas 
catalase e superóxido dismutase (BRIGELIUS-FLOHÉ; MAIORINO, 2013); indicando 
que a presença da glutationa desempenha um papel fundamental na proteção 
exercida pelos compostos 90N, 90R e pela quercetina observada nos resultados na 
cepa BY4741. Por outro lado, os compostos 90B e 90C foram efetivos 
independentemente da cepa e com ação antioxidante maior até do que o padrão 
também fenólico, indicando um potencial antioxidante promissor protegendo os 
lipídios de membrana das células de levedura, inclusive para situações de maior 
vulnerabilidade ao estresse oxidativo.   

 
O núcleo 3-amino-1,2,4-triazol presente na estrutura dos nossos compostos é 

conhecido na literatura por ser um inibidor da enzima catalase. Vários estudos 
relataram alterações nos marcadores de estresse oxidativo e defesas antioxidantes 
após o tratamento com aminotriazóis em vários modelos animais (ALLEN; FARMER; 
SOHAL, 1983; BAGNYUKOVA et al., 2005) e em culturas de células (DOUIRI et al., 
2016; RUIZ-OJEDA et al., 2016). Demonstrou-se que a inibição da catalase pode 
gerar um mecanismo compensatório e aumentar a atuação das outras defesas 
endógenas do sistema antioxidante, conferindo proteção celular em queratinócitos 
displásicos humanos (DOK) (NECHIFOR; DINU, 2017). Isto poderia explicar a 
diferença dos perfis de resposta entre as cepas BY4741 e a sua mutante. Na cepa 
BY4741, a inibição parcial da catalase poderia aumentar a quantidade e o espectro 
de atuação antioxidante da glutationa; enquanto na cepa Δgsh1 isto não seria 
possível. Essa possibilidade indicaria que o mecanismo de ação dos compostos 90N 
e 90R poderiam estar atrelados a esse mecanismo compensatório, por outro lado, 
indicaria que 90B e 90C utilizariam uma forma de ação mais direta sem tanta 
dependência da glutationa. 

 
No entanto, outro estudo realizado com células de Saccharomyces cerevisiae 

mostrou que em concentrações inferiores a 1,0 mM como no caso deste trabalho o 3-
amino-1,2,4-triazol não consegue inibir significativamente a catalase, portanto, não 
consegue induzir esse mecanismo compensatório, indicando assim que este núcleo 
presente na estrutura das substâncias avaliadas não está exercendo o papel inibidor 
de catalase neste estudo. Em resumo, caso algum mecanismo compensatório esteja 
atuando na defesa antioxidante retratada neste ensaio, isso não estaria atrelado ao 
papel de inibidor da catalase comum ao 3-amino-1,2,4-triazol devido à concentração 
dos compostos avaliados (BAYLIAK et al., 2008). 
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Outra possibilidade para o desempenho dos triazóis com substituintes fenólicos 

pode ser explicada pela composição da membrana celular da levedura. A parede 
celular de S. cerevisiae é composta por uma camada interna de polissacarídeos 
1,3/1,6-β-glicanos (até 55%) (KLIS et al., 2002); onde grande parte das proteínas 
associadas às moléculas de β-1,3-glicana apresentam várias ligações fosfodiéster, 
resultando em excesso de cargas negativas que conferem propriedades hidrofílicas à 
parede celular. Grupos funcionais como carboxil, hidroxil, sulfidril, fosforil e amino, 
presentes na membrana, podem estar envolvidos na retenção de grupamentos fenol 
(VON STASZEWSKI et al., 2012). Esse comportamento foi observado em um estudo 
com polifenóis extraídos de linhaça, demonstrando que a atividade direta de 
substâncias fenólicas na membrana está diretamente relacionada a afinidade entre 
fenóis e os lipídios de membrana, resultando na redução da formação de radicais 
lipídicos (SOCRIER et al., 2019). 

 
Portanto, os compostos contendo substituintes fenólicos (90B e 90C) poderiam 

agir diretamente nos lipídios da membrana e não somente por meio de mecanismos 
de indução dos sistemas de defesa antioxidante, o que explicaria a eficiência na 
redução da peroxidação lipídica dessas substâncias, inclusive na ausência de 
glutationa.  Ao observarmos o fato da quercetina que, mesmo sendo um polifenol, não 
apresentou resultados de proteção lipídica na cepa Δgsh1, há a possibilidade de a 
retenção desse composto na membrana ser menor que a retenção das substâncias 
90B e 90C. Comparando a estrutura dos triazóis, observamos a presença de 
espaçadores hidrocarbônicos que podem conferir uma afinidade à porção apolar da 
membrana plasmática, e dessa maneira tornando-os mais propensos a interações 
apolares à bicamada lipídica do que a quercetina.  
 
5.4 Avaliação do ambiente redox intracelular 
 

Este ensaio permite uma melhor avaliação do estado redox intracelular, uma 
vez que quantifica o ambiente gerado pelo aumento do estresse oxidativo. A oxidação 
intracelular foi estimada usando-se a substância diacetato de 2’,7’-diclorofluoresceína 
(H2DCFDA), que penetra facilmente na membrana plasmática e é desacetilada no 
interior das células por enzimas esterases. No ambiente intracelular a 2’,7’-
diclorofluoresceína não fluorescente (H2DCF) é oxidada a 2’,7’-diclorofluorescência 
(DCF) fluorescente, sendo então determinada fluorimetricamente em comprimento de 
onda específico (JAKUBOWSKI; BARTOSZ, 1997). Estudos já estabeleceram que a 
quantificação da fluorescência extracelular da DCF é válida para detecção do 
ambiente oxidante no interior das células, como um índice geral de estresse oxidativo 
(LEBEL; ISCHIROPOULOS; BONDY, 1992). 

 
Como demonstrado na literatura, as células de levedura em metabolismo 

respiratório são intrinsecamente mais resistentes a H2O2. Os níveis de superóxido 
dismutase e catalase encontram-se aumentados nessa fase. No entanto, mutantes 
deficientes em glutationa na fase respiratória também foram hipersensíveis a H2O2 
(JAMIESON, 1998). Diante desse cenário buscou-se avaliar a contribuição dos 
derivados triazólicos na redução da oxidação intracelular em diferentes situações de 
vulnerabilidade ao estresse oxidativo, portanto, esse ensaio foi realizado nas fases 
fermentativa e respiratória nas cepas BY4741 e Δgsh1.  
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Após o tratamento com as substâncias na cepa controle obteve-se o perfil de 
oxidação intracelular (Figura 25). 

 

 
Figura 25. Níveis de oxidação intracelular avaliados na cepa BY4741 em metabolismos fermentativo e 

respiratório. Os compostos 90B, 90C, 90N, 90R e quercetina nas concentrações de 20 μM 
permaneceram em contato com as células de S. cerevisiae por 2 horas antes de um estresse 

oxidativo por peróxido de hidrogênio (2,0 mM) por mais 1 hora. Tratamento controle são células não 
estressadas encubadas em solução tampão fosfato. Os resultados representam a média de pelo 

menos três experimentos independentes e foram expressos em porcentagem em função do 
tratamento com H2O2 (células estressadas sem tratamento com os compostos). Hashtags diferentes 
mostram resultados estatisticamente distintos (p < 0,05) na análise de ANOVA one way seguida de 

pós teste de Tukey. 

 

Os resultados mostraram que não houve redução significativa nos níveis de 
espécies oxidantes no ambiente intracelular em ambas as fases de crescimento para 
a cepa BY4741. A análise estatística demonstrou que os tratamentos de todos os 
compostos foram semelhantes ao tratamento com o peróxido de hidrogênio e 
diferentes ao tratamento das células não estressadas e ao padrão antioxidante 
quercetina. O tratamento com quercetina conseguiu reduzir o nível de oxidação em 
ambas as fases, com destaque para a fase respiratória, onde apresentou redução 
superior a 50%, semelhante estatisticamente ao ensaio controle. 
 

Após o tratamento com as substâncias na cepa Δgsh1 obteve-se o perfil de 
oxidação intracelular apresentado abaixo (Figura 26).  
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Figura 26. Níveis de oxidação intracelular avaliados na cepa Δgsh1 em metabolismos fermentativo e 

respiratório. Os compostos 90B, 90C, 90N, 90R e quercetina nas concentrações de 20 μM 
permaneceram em contato com as células de S. cerevisiae por 2 horas antes de um estresse 

oxidativo por peróxido de hidrogênio (2,0 mM) por mais 1 hora. Tratamento controle são células não 
estressadas encubadas em solução tampão fosfato. Os resultados representam a média de pelo 

menos três experimentos independentes e foram expressos em porcentagem em função do 
tratamento com H2O2 (células estressadas sem tratamento com os compostos). Hashtags diferentes 
mostram resultados estatisticamente distintos (p < 0,05) na análise de ANOVA one way seguida de 

pós teste de Tukey. 

Na fase respiratória, assim como nos resultados obtidos na cepa BY4741, 
nenhum tratamento conseguiu reduzir significativamente os níveis de oxidação 
intracelular, sendo todos semelhantes ao tratamento com o peróxido de hidrogênio. 
No entanto, na fase fermentativa todos os compostos foram eficazes na redução dos 
níveis de oxidação intracelular, apresentando diferenças estatísticas em relação ao 
tratamento com peróxido de hidrogênio. Dentre os compostos utilizados, destaque 
para foi o 90N com uma redução de cerca de 27%, na sequência o 90B com 20% e 
os compostos 90C e 90R com 18% cada. O padrão quercetina foi novamente capaz 
de promover redução na oxidação com cerca de 36% na fase respiratória e 55% na 
fase fermentativa.  

 
Interessante observar que nas duas cepas e nas duas fases de crescimento a 

proporção do nível de oxidação entre as células do controle e as células estressadas 
foi a mesma. Em todos os ensaios, as células estressadas apresentaram 4 vezes mais 
oxidação no ambiente intracelular do que nas células não estressadas com peróxido 
de hidrogênio, indicando que, em termos proporcionais, a hipersensibilidade ao 
peróxido de hidrogênio pela cepa Δgsh1 relatada na literatura (JAMIESON, 1998) não 
foi observada neste trabalho. Entretanto, estudos sobre estresse oxidativo já relataram 
níveis de espécies reativas de oxigênio (EROs) menores em cepas mutantes, sem 
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nenhum tipo de tratamento protetor, em comparação a cepas controle (GAO et al., 
2019), indicando haver mecanismos compensatórios na ausência de componentes do 
sistema antioxidante, o que parece ter sido o caso neste estudo, em especial na fase 
fermentativa.   

 
Os resultados apresentados pela quercetina foram condizentes com a literatura 

que já demonstrou capacidade de reduzir os níveis de espécies reativas de oxigênio 
na cepa BY4741, porém utilizando dihidrorodamina 123 (DHR) como agente oxidante 
(BELINHA et al., 2007); e na cepa Δgsh1, onde o composto hiperosídeo (quercetina-
3-O-galactosídeo) revelou uma redução na oxidação intracelular em cerca de 75% 
(GAO et al., 2019). Apesar da redução promovida pela quercetina neste trabalho não 
ter sido no mesmo nível que o estudo citado, ainda assim foi significativa e exerceu 
proteção celular com reduções de cerca de 36% na fase respiratória e 55% na fase 
fermentativa. 

 
Não foram encontrados outros trabalhos na literatura que tenham avaliado a 

redução da oxidação intracelular por derivados triazólicos em Saccharomyces 
cerevisiae, mas estudos in vitro apontam que o potencial antioxidante dos compostos 
está associado aos substituintes nos anéis 1,2,4-triazóis. A presença de substituintes 
fenólicos ou nitrogenados, como a pirimidina, nos compostos 1,2,4-triazóis, podem 
desempenhar um papel importante como doadores de elétrons, o que pode aumentar 
a capacidade do poder redutor dos compostos ativos (CETIN; GEÇIBESLER, 2015). 
Como os substituintes citados estão presentes nas substâncias avaliadas, era de se 
esperar uma redução na oxidação intracelular mais eficiente; diferentemente dos 
resultados obtidos nas cepas BY4741 e Δgsh1 no metabolismo respiratório.  

 
É importante ressaltar que os ensaios in vitro desconsideram as interações 

metabólicas que podem influenciar nas capacidades antioxidantes de compostos 
exógenos; e diferenças nos perfis de resposta podem ser observadas, como 
demonstrado por Kaproń e colaboradores. Três derivados do composto 1,2,4-triazol-
3-tiona foram avaliados in vitro quanto à atividade antioxidante de eliminação de EROs 
pelos métodos baseados em transferência de um único elétron (DPPH e CUPRAC), e 
in vivo por meio da análise de citometria de fluxo da atividade total de EROs em células 
isoladas de gliomas malignos de um paciente, provavelmente, com glioblastoma. 
Curiosamente, embora a capacidade antioxidante dos derivados testados tenha sido 
confirmada in vitro e in vivo, seu potencial observado pelos métodos DPPH e CUPRAC 
foi o oposto ao observado nas análises por citometria. O composto derivado arila foi o 
mais eficiente in vitro, à medida que os compostos derivados alquilas foram melhores 
antioxidantes in vivo (KAPROŃ et al., 2020); indicando que diferentes estruturas 
químicas podem conferir características antioxidantes distintas conforme o método de 
ensaio utilizado. 

 
Observando os resultados, constatamos que os compostos avaliados neste 

estudo provavelmente não exerceram nas cepas BY4741 e Δgsh1 durante o 
metabolismo respiratório nenhum mecanismo de ação antioxidante diretamente no 
interior da célula da levedura; bem como nenhum mecanismo de indução do sistema 
de defesa antioxidante, como possivelmente observado no ensaio para a 
determinação dos níveis de peroxidação lipídica. No entanto, na cepa Δgsh1 no 
metabolismo fermentativo, curiosamente em um quadro de maior vulnerabilidade 
celular pela ausência de glutationa e de defesas enzimáticas ainda não 
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completamente desenvolvidas, foi revelado que todos os tratamentos promoveram 
uma redução significativa na oxidação. Organismos unicelulares quando submetidos 
a mudanças drásticas no ambiente conseguem desenvolver mecanismos próprios de 
adaptação. A Saccharomyces cerevisiae pode ajustar seu programa de expressão 
genômica rapidamente frente a presença de substâncias tóxicas, como o peróxido de 
hidrogênio ou agentes redutores como ditiotreitol (DTT), e alguns genes em cepas 
mutantes são mais induzidos nessas situações do que comparados com cepas 
selvagens (GASCH et al., 2000).  

 
Portanto, a redução da oxidação intracelular observada na cepa Δgsh1 no 

metabolismo fermentativo pode ser mais um reflexo do mecanismo de defesa da 
célula em uma situação de vulnerabilidade ao estresse oxidativo, estimulada pela 
presença dos compostos triazólicos, do que a atuação de um mecanismo direto de 
ação antioxidante por esses compostos.  

 
5.5 Impacto dos compostos sobre a respiração celular 
 

A mitocôndria é uma organela encontrada em células eucarióticas onde ocorre 
a respiração celular, onde energia é liberada e armazenada na forma de adenosina 
trifosfato (ATP) por meio da fosforilação oxidativa, sendo esta responsável pela 
acepção final de elétrons pelo oxigênio. Este processo é dependente da cadeia de 
transporte de elétrons, composta pelos complexos I, II, III e IV, e ATP-sintase. Nessa 
organela são formados os ânions superóxido (•O2

-) pelo vazamento de elétrons, 
especificamente nos complexos I e III, para a matriz mitocondrial e para o espaço 
mitocondrial intermembranar, tornando-se um ponto crítico da formação de espécies 
reativas de oxigênio (RIGOTTI, 2018).  

 
Além disso, evidências sugerem que um desequilíbrio nas funções 

mitocondriais pode estar envolvido na fisiopatologia de diversas doenças 
neurodegenerativas; seja em razão de seu papel na regulação da morte celular, 
incluindo a liberação de citocromo c; pelo fato de mutações no DNA mitocondrial 
contribuírem para o envelhecimento, sendo o maior fator de risco para doenças 
neurodegenerativas (GEMELLI et al., 2013) ou por fatores mais específicos e diretos 
como alguns estudos  sugerem que muitas das proteínas implicadas na patogênese 
da DA têm envolvimento direto com as mitocôndrias ou proteínas mitocondriais. Neste 
quesito, destaque para a já citada neste trabalho, a APP (proteína precursora de 
amiloide) (LIN; BEAL, 2006).  

 
Um estudo descobriu que em camundongos transgênicos que superexpressam 

APP, a maquinaria de importação de proteínas mitocondriais foi obstruída, causando 
disfunção mitocondrial e metabolismo energético prejudicado 
(ANANDATHEERTHAVARADA et al., 2003). Aβ liga-se a uma proteína de matriz 
mitocondrial denominada álcool desidrogenase de ligação Aβ (ABAD) e o bloqueio 
dessa interação suprime a apoptose induzida por Aβ e a geração de radicais livres em 
neurônios (LUSTBADER et al., 2004) Também foi relatado que a interação entre Aβ 
e mitocôndria, consegue inibir a atividade da citocromo oxidase e aumenta a geração 
de radicais livres (CROUCH et al., 2005). 

 
Portanto, é de extrema importância a investigação da disfunção mitocondrial 

em estudos que avaliam a capacidade antioxidante de compostos que visam a ação 
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intracelular sobre mecanismos envolvidos no surgimento e na evolução de doenças 
neurodegenerativas. A fim de averiguar a influência destes compostos sobre uma das 
principais funções desta organela, avaliou-se o consumo de oxigênio mitocondrial nas 
células de Saccharomyces cerevisiae; com o propósito de analisar variações na 
respiração celular provocadas nas células previamente tratadas com os compostos e 
sob estresse oxidativo. 

 
A cadeia respiratória mitocondrial em S. cerevisiae possui diferenças em 

relação a de mamíferos. A mitocôndria de S. cerevisiae não possui o complexo I 
formado por múltiplas subunidades. Em troca, essa região é constituída por três 
isoformas da NADH desidrogenase. Duas localizadas na membrana mitocondrial 
interna voltadas para o espaço intermembranar chamadas de NADH desidrogenase 
externa 1 (Nde1) e 2 (Nde2) responsáveis pela oxidação do NADH gerado no citosol. 
Por outro lado, a NADH desidrogenase interna 1 (Ndi1) é voltada para a matriz 
mitocondrial, que oxida o NADH da matriz (Figura 27) (MONTEIRO, 2017). O 
complexo II (succinato: ubiquinona redutase), promove a oxidação do succinato a 
fumarato. Os elétrons provenientes das etapas anteriores sendo transferidos à 
Coenzima Q. Esta transfere os elétrons para o complexo III (ubiquinol-citocromo c 
redutase), que os transfere para a proteína citocromo c. A partir do citocromo c os 
elétrons fluem para o complexo IV (citocromo c oxidase), e finalmente para o oxigênio, 
a etapa final da cadeia de transporte de elétrons. O bombeamento de prótons (H+) 
para espaço intermembranar ocorre nos complexos III e IV (BELEVICH; 
VERKHOSVKY, 2008; MONTEIRO, 2017). 

 
 

 
Figura 27. Cadeia transportadora de elétrons da levedura S. cerevisiae (MONTEIRO, 2017). 

Ao colocar as células na câmara do oxígrafo percebe-se um consumo 
acentuado de oxigênio, o que é de se esperar visto que as leveduras adicionadas, que 
estão em metabolismo respiratório, consomem o oxigênio presente. Depois que o 
consumo de O2 é normalizado, adiciona-se glicose de modo que dentro do oxígrafo a 
concentração do glicídio seja inferior a 0,2%. Nesta condição espera-se que o 
metabolismo das células se encontre mais ativo que em comparação a um meio que 
contenha apenas solução tampão fosfato, e simultaneamente seja garantido que as 
mitocôndrias sejam acionadas para a melhor avaliação do seu funcionamento. 
Portanto, na Figura 28 avaliou-se a consumo de oxigênio após a adição de glicose, 
função mitocondrial relacionada ao metabolismo celular respiratório. 
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Figura 28. Consumo de oxigênio expresso em nmol O2 x min-1 x mg-1 nas células das cepas BY4741 

e Δgsh1 após adição de glicose.  Os compostos 90B, 90C, 90N, 90R e quercetina nas concentrações 
de 20 μM permaneceram em contato com as células de S. cerevisiae por 2 horas antes de um 

estresse oxidativo por peróxido de hidrogênio (2,0 mM) por mais 1 hora. Tratamento controle são 
células não estressadas encubadas em solução tampão fosfato .Os resultados representam a média 

de pelo menos três experimentos independentes. Hashtags iguais mostram resultados 
estatisticamente semelhantes (p < 0,05) na análise de ANOVA one way seguida de pós teste de 

Tukey. 

Neste ensaio, assim como observado no teste da peroxidação lipídica realizada 
na fase respiratória (Figura 22), todos os tratamentos, em ambas as cepas, não 
demonstraram diferença estatística, refletindo assim a mesma resistência das células 
de S. cerevisiae no metabolismo respiratório quando tratadas com peróxido de 
hidrogênio. Desta maneira não foi possível avaliar a proteção mitocondrial após adição 
de glicose dos compostos triazólicos.  

 
Este ensaio também procurou avaliar o funcionamento mitocondrial após a 

adição do FCCP (carbonil cianeto-p-trifluorometoxifenilhidrazona), um desacoplador 
da fosforilação oxidativa. Os prótons localizados no espaço intermembranar 
bombeados pela cadeia transportadora de elétrons retornam à matriz mitocondrial, e 
a utilização do transporte de prótons pela enzima ATP sintase é responsável 
diretamente pela síntese de ATP. Quando o transporte de prótons é realizado por 
outras moléculas presentes na membrana interna ao invés da ATP sintase ocorre o 
que denomina de desacoplamento entre o fluxo de elétrons pela cadeia respiratória e 
a síntese de ATP. O desacoplamento causado por agentes desacopladores, portanto, 
resulta no aumento do consumo de oxigênio ao máximo durante o funcionamento da 
cadeia transportadora de elétrons como um mecanismo compensatório estimulado 
pela diminuição da produção de ATP (PEREIRA DA SILVA, 2008). No entanto, o perfil 
de resposta observado após adição de FCCP (Figura 29) foi o mesmo observado após 
a adição de glicose. 
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Figura 29. Consumo de oxigênio em nmol O2 x min-1 x mg-1 nas células das cepas BY4741 e Δgsh1 
após adição de FCCP. Os compostos 90B, 90C, 90N, 90R e quercetina nas concentrações de 20 μM 

permaneceram em contato com as células de S. cerevisiae por 2 horas antes de um estresse 
oxidativo por peróxido de hidrogênio (2,0 mM) por mais 1 hora. Tratamento controle são células não 

estressadas encubadas em solução tampão fosfato. Os resultados representam a média de pelo 
menos três experimentos independentes. Hashtags iguais mostram resultados estatisticamente 

semelhantes (p < 0,05) na análise de ANOVA one way seguida de pós teste de Tukey. 

Novamente os ensaios controle e com o peróxido de hidrogênio em ambas as 
cepas foram estatisticamente semelhantes, portanto, assim como após a adição de 
glicose, não foi possível avaliar a proteção mitocondrial relativa aos compostos 
avaliados. No entanto, tendo em vista as respostas observadas nos ensaios 
anteriores, é possível afirmar que na concentração de 20 µM nenhuma substância 
afetou diretamente o funcionamento mitocondrial. Um resultado coerente com os 
ensaios da resazurina e a curva de crescimento. 

 
Um estudo demonstrou que utilizando uma massa de 2,62 mg de células de S. 

cerevisiae da cepa BY4741 em contato com 2,0 mM de H2O2 por duas horas foi 
suficiente em afetar o consumo de oxigênio em aproximadamente 50%, tanto na 
respiração basal quanto na respiração máxima (FONSECA, 2021). Outro estudo 
utilizando mitocôndrias isoladas de S. cerevisiae demonstrou que a exposição a 0,5 
mM de H2O2 resultou na inibição do consumo de oxigênio no estado desacoplado em 
69% (CORTÉS-ROJO et al., 2007). Inclusive, o mesmo estudo aponta uma forma de 
ação do H2O2 na diminuição da frequência respiratória, associando esse efeito com 
uma inibição das atividades do complexo II da cadeia transportadora de elétrons. 
Portanto, essa resistência em não reduzir o consumo de oxigênio após o tratamento 
com H2O2 visto neste trabalho não foi condizente com a literatura. Com isso, uma 
variação das condições e dos parâmetros utilizados neste ensaio como perspectivas 
futuras é crucial para uma melhor compreensão da atuação dos derivados triazólicos 
sobre a respiração celular das leveduras sobre estresse oxidativo. 
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6 CONCLUSÕES 
 

 Os quatro compostos 3-amino-1,2,4-triazol-N-1,5-trissubstituídos avaliados 
neste trabalho (90B, 90C, 90N e 90R) mostraram-se não tóxicos às células de S. 
cerevisiae, através dos ensaios da resazurina e curva de crescimento, tanto na cepa 
controle (BY4741) quanto na cepa deficiente em glutationa (Δgsh1).  

 
No ensaio de peroxidação lipídica frente a cepa BY4741, todos os compostos 

revelaram capacidade antioxidante. Por outro lado, no ensaio realizado na cepa Δgsh1 
apenas as substâncias 90B e 90C (substituintes fenólicos) apresentaram proteção 
antioxidante. No ensaio da oxidação intracelular foi observada capacidade de todos 
os compostos em reduzir o ambiente oxidante na cepa Δgsh1 na fase fermentativa. 

 
No entanto, no ensaio de consumo de oxigênio não foi possível avaliar 

adequadamente a proteção mitocondrial dos compostos estudados, pois todos os 
tratamentos não apresentaram diferenças estatisticamente significativas. 

 
Com isso conclui-se que os quatro compostos triazólicos apresentaram 

capacidade antioxidante, inclusive na ausência de glutationa. No entanto, os 
resultados indicam que essa capacidade está mais atrelada aos substituintes do anel 
aromático do que ao núcleo triazólico, tendo em vista a diferença de desempenho no 
ensaio da peroxidação lipídica. Dessa forma percebemos que os compostos fenólicos 
se mostraram mais eficientes corroborando a ação de substâncias fenólicas da 
literatura, permitindo levantarmos a hipótese se a adição de mais substituintes 
fenólicos conseguiriam potencializar essa capacidade observada neste trabalho. 

 
Além disso, esses compostos haviam apresentado eficiente inibição da enzima 

acetilcolinesterase in vitro. Com os resultados apresentados neste estudo podemos 
classificá-los como promissores multialvos, sendo indicado a continuidade de estudos 
com essas substâncias em modelos biológicos superiores.   

.  
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS 
 

A partir do atual trabalho e as atividades antioxidantes apresentadas pelos 
quatro compostos 3-amino-1,2,4-triazol-N-1,5-trissubstituídos seria desejável a 
continuidade da exploração de suas capacidades protetoras frente as células de 
Saccharomyces cerevisiae e de outros modelos biológicos. A realização do ensaio de 
consumo de oxigênio que não foi possível ser concluído, provavelmente por questões 
metodológicas, acompanhado por um ensaio de viabilidade celular em meio YPGly. 
Um meio contendo glicerol com fonte de carbono não fermentável forçando as 
mitocôndrias das leveduras a serem ativadas. Por meio desses ensaios avaliar a 
proteção mitocondrial que faltou ao neste estudo. 

 
Além disso, seria interessante a realização de uma cromatografia líquida de 

alta eficiência (HPLC) visando responder o questionamento levantado durante os 
ensaios antioxidantes se os compostos triazólicos penetram ou não a membrana 
celular e assim, melhor compreender as respostas observadas neste trabalho. 

 
A fim de prosseguir com a avaliação do caráter multialvo dos derivados 

triazólicos presentes, seria interessante a avaliação de uma possível capacidade de 
inibição da agregação de β-amiloides através da utilização de cepa transformada que 
expressam esse peptídeo fundamental na doença de Alzheimer. Por meio do ensaio 
da Tioflavina T e da utilização de microscopia de fluorescência é possível identificar 
se os compostos conseguem impedir a forma tóxica do β-amiloide. Juntamente a 
realização de ensaios antioxidantes com essas cepas é possível correlacionar a 
capacidade antioxidante vista no atual trabalho com a possível capacidade 
antiagregante. 
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