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RESUMO

Nos ultimos anos tem sido observado um grande aumento da incidéncia de infecgdes causadas
por fungos oportunistas, especialmente entre pacientes cujo sistema imunoldgico encontra-se
comprometido. Em vista do espectro de agdo cada vez mais reduzido dos farmacos antifiungicos
disponiveis, principalmente devido a problemas de resisténcia e aos efeitos adversos
relacionados a grande parte dessas substancias, o planejamento e sintese de novos candidatos a
farmacos antifungicos tem se tornado cada vez mais necessario e urgente. No ambito das
substancias naturais ativas biologicamente, o eugenol, um alilfenol natural, tem atraido bastante
atencao de varios pesquisadores, uma vez que, na literatura, sdo descritos varios efeitos
biologicos relacionados a este como antitumoral, antiparasitirio e antimicrobiano. Nesse
sentido, o presente trabalho propds a sintese e avalia¢ao bioldgica de novos azodis (imidazdis e
1,2,4-triazois) derivados do eugenol e di-hidroeugenol, andlogas do miconazol, e posterior
avaliacdo de sua atividade contra diferentes cepas fingicas. 12 substancias azolicas inéditas
propostas nesse trabalho (5-16) foram obtidas, purificadas e devidamente caracterizadas por
espectroscopia na regido do infravermelho e de Ressonincia Magnética Nuclear de 'H e 1*C. O
potencial antifingico destes azois foi avaliado frente as cepas de Candida spp., € a
citotoxicidade avaliada contra células sadias H9c2. O derivado imidazdlico do eugenol 13
apresentou os melhores resultados dentre todas as substancias, sendo ativo contra todas as cepas
de leveduras testadas, com destaque a C. albicans, apresentado um valor de Clso de 4,6 uM, o

que conferiu a este composto um indice de seletividade maior que 28.

Palavras-chave: eugenol, di-hidroeugenol, azois, atividade citotoxica, atividade antifungica.



ABSTRACT

In the last years it’s been observed a great increase in the incidence of infections caused by
opportunistic fungal species, especially among immunocompromised patients. In view of the
increasingly reduced spectrum of action of available antifungal agents, mainly due emerging
resistance and adverse effects associated to those drugs, the planning and synthesis of new
antifungal drug candidates has become increasingly necessary and urgent. In the field of
bioactive natural substances, eugenol, a natural allyl phenol, has attracted a lot of researcher’s
attention since, in the literature, several biological effects are attributed to then such as
antitumor, antiparasitic and antimicrobial. In this line of thought, the present work proposed the
synthesis and biological evaluation of new azoles (imidazoles and 1,2,4-triazoles) derived from
eugenol and di-hydroeugenol analogues of miconazole, and afterwards, evaluation of its
activity against different yeast strains. 12 unpublished substances proposed in the present work
(5-16) were synthesized, purified and characterized by spectroscopy in the infrared region and
Nuclear Magnetic Resonance of 'H e '*C. The potential antifungal activity of thouse azoles
were evaluated against Candida spp. strains, and its cytotoxicity obtained in healthy cell line
H9c2. The imidazole of eugenol derivative 13 showed the best results among all others
compounds, been active against all tested strains, with emphasis to its activity against C.

albicans showing value of ICso of 4,6 uM, which grants a selective index greater than 28.

Key-words: eugenol, di-hydroeugenol, azoles, cytotoxicity activity, antifungal activity.
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1. INTRODUCAO

As infecc¢des fingicas, apesar de serem frequentemente negligenciadas pelas agéncias de saude,
tém demonstrado nos ltimos anos uma consideravel tendéncia de aumento em sua incidéncia
(KAINZ et al., 2020). Os nimeros de pessoas infectadas globalmente chegam na casa de 1
bilhao, com casos de 6bitos de aproximadamente 1,6 milhdes de pessoas anualmente, numero
este comparavel com as fatalidades decorridas da tuberculose (1,5 milhdes) (BONGOMIN et
al., 2017; KAINZ et al., 2020).

O crescente namero de casos se deve, em parte, ao aumento da populagao imunocomprometida,
como pacientes submetidos a transplantes de 6rgdo, em tratamento de cancer e pessoas
portadoras do virus HIV (FRIEDMAN; SCHWARTZ, 2019). Além destes grupos, a crescente
populacdo idosa e as coinfecgdes com o virus SARS-COV-2 acrescentam novas preocupagdes

no combate aos fungos patogénicos (BHATT et al., 2021).

As opgdes de tratamento dessas doencas se resumem a trés principais classes de farmacos:
polienos, equinocandinas e azdis (BERMAN; KRYSAN, 2020), que atuam por diferentes
mecanismos de acgdo. Estas classes apresentam limitagdes quanto a suas formas de
administracdo, toxicidade e restricdo quanto ao seu espectro de agdo, e, recentemente, sao

crescentes os desafios associados ao surgimento de cepas resistentes (FISHER et al., 2022).

Entre as classes de antifungicos, destaca-se os azo6is por compreenderem o grupo com maior
diversidade estrutural. Estes atuam através da inibi¢cdo da enzima lanosterol 14-a—desmetilase,
pertencente ao grupo de enzimatico Citocromo P450 Oxidase (CYP) (HARGROVE et al.,
2012). Ao interferir na atividade dessa enzima, os farmacos azoélicos levam a deplecdo do
ergosterol, esteroide essencial para a manutengdo das membranas flngicas, levando a

consequente acao fungicida ou fungistatica (KANAFANI; PERFECT, 2008).

No contexto da busca ¢ desenvolvimento de novos farmacos azolicos, o meio cientifico tem
adotado diversas estratégias quimico-farmacéuticas. A utilizagdo dos nticleos farmacoféricos
tetrazol e 1,2,3-triazol em diferentes estruturas quimicas tem sido empregada com o objetivo
de se obter maior seletividade pela 14-a—desmetilase fungica, sendo uma estratégia
recorrentemente descrita na literatura, assim como a hibridizacdo de um nucleo azélico com
moléculas naturais biologicamente ativas (SHAFIEI et al., 2020; SOBEL; NYIRJESY, 2021).
Considerando a ultima estratégia citada, a utilizagdo do eugenol, um alil fenol natural principal

presente no O6leo essencial do cravo da india (Eugenia caryophyllata) tem chamado atencao



dos quimicos medicinais, especialmente por apresentar diversos efeitos bioldgicos tais como
antioxidante (HIDALGO et al.,, 2009), antitumoral (MANIKANDAN et al.,, 2010),
antiparasitario (MACHADO et al., 2011) e antimicrobiano (DE SOUZA et al., 2016).
Recentemente, nosso grupo de pesquisa publicou um trabalho envolvendo a sintese de uma
série de 1,2,3-triazois derivados do eugenol, que apresentaram uma interessante atividade
antifungica, sendo algumas substancias ativas contra as cepas C. tropicalis (26,1 uM), C. krusei

(26,1 uM), e C. glabrata (52,1 pM) (MAGALHAES et al., 2021).

Nesse sentido, o presente trabalho propos a sintese e avaliacdo bioldgica de novos azois
(imidazéis e 1,2,4-triaz6is) derivados do eugenol e de seu analogo di-hidroeugenol, e posterior

avaliagdo de sua atividade contra diferentes cepas fungicas.



2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Infeccdes fungicas
2.1.1 Epidemiologia

O surgimento de doencas infecciosas causadas por microrganismos acompanha o
desenvolvimento da sociedade humana desde seus primérdios. A domesticagdo de animais
selvagens no periodo neolitico, assim como o surgimento de cidades com maior densidade
populacional, possibilitou a introdu¢ao de virus como o sarampo e a variola nas diferentes
populacdes humanas. J4 no antropoceno, as pressdes ambientais causadas pela expansdo da
sociedade humana levaram ao aumento da ocorréncia de novas doencas em decorréncia da
maior interagdo entre microrganismos selvagens e o homem. Nos tltimos 50 anos mais de 400
novos microrganismos como virus, bactérias e fungos foram registrados como causadores de
doencas em humanos, dentre eles 0 SARS-COv-2 (causador da COVID-19), HIV (causador
daAIDS) e HINI (causador da gripe suina), que causaram grandes pandemias (IPBES, 2020).

Apesar de receberem menos atencao pelas autoridades em saude, as infec¢des fungicas tém
apresentado, nos ultimos anos, um aumento consideravel de sua incidéncia (KAINZ et al.,
2020). Estima-se que, globalmente, cerca de 1 bilhdo de pessoas sejam acometidas por doencas
fingicas, variando de quadros assintomdticos mucocutineos a situagdes mais graves, como
infecgOes sistémicas. O custo de vidas atribuido a essas doencas ¢ calculado em cerca de 1,6
milhdes anualmente, nimero comparavel a fatalidades decorridas da tuberculose (1,5 milhdes)

e trés vezes maior que a malaria (BONGOMIN et al., 2017; KAINZ et al., 2020).

O avanc¢o do niimero de casos de infec¢des fungicas reflete, em parte, o aumento do numero de
pessoas convivendo com algum tipo de imunossupressao, como pacientes submetidos a
transplantes de drgaos, tratamento de cancer e pessoas portadoras do virus HIV (FRIEDMAN;
SCHWARTZ, 2019). Soma-se a esses grupos a crescente populacdo idosa, mais susceptivel a
essas infecgdes, que geralmente apresentam alguma comorbidade que pode agravar o quadro
clinico dessas doengas (KAINZ et al., 2020). Por fim, a atual pandemia de COVID-19
acrescenta uma nova preocupacdo no combate as infec¢des flngicas, ja que pacientes
hospitalizados com esta doenga podem apresentar um quadro inflamatério das vias aéreas que
favorece a instalacao de fungos e leveduras (BHATT et al., 2021). Diversos relatos na literatura
acusam a gravidade da coinfeccao, principalmente casos de mucormicose (SINGH et al., 2021),
candidiase invasiva (AL-HATMI et al., 2021) e aspergilose pulmonar (MACHADO et al.,
2021).



Atualmente, no Brasil, nenhuma das doencas flingicas faz parte da lista de notificacao
compulsdria, o que para um pais de dimensdes continentais com uma populacao superior a 200
milhdes de habitantes, impossibilita medir o real impacto dessas doengas para o sistema de
saude (GIACOMAZZI et al., 2016). Apesar disso, ¢ possivel observar que a populagdo
brasileira de risco vem aumentando nos ultimos anos e tal fato deve ser um ponto de
preocupacio das autoridades em satde. E o caso do crescente nimero de pessoas vivendo com
HIV/AIDS, s6 nos ultimos 6 anos quase 200 mil novos casos foram notificados no Sistema de
Informagdo de Agravos de Notificagio (Sinan) (SECRETARIA DE VIGILANCIA EM
SAUDE, 2021).

2.1.2 Microrganismos patogénicos e oportunistas

Estima-se que existam cerca de 6 milhdes de espécies de fungos globalmente, e deste nimero
apenas uma pequena porcentagem, nao mais que 600 espécies, ¢ conhecida por causar doengas
em humanos. Entre as espécies de maior ocorréncia estdo o Cryptococcus spp., Aspergillus spp.
e Candida spp. (STRICKLAND; SHI, 2021). O potencial dessas espécies de causar doencas
em humanos estd embasado em 4 fatores fundamentais: capacidade de crescer em temperaturas
fisiologicas humanas; habilidade de penetrar ou evadir barreiras fisiologicas, atingindo os
orgdos internos; disposi¢do de ferramentas para lisar tecidos e absorver seus nutrientes;

existéncia de mecanismos de evasdo do sistema imune (FIRACATIVE, 2020).

Os fungos do género Cryptococcus sao leveduras de distribuigdo mundial e seus representantes
patogénicos sao o C. neoformans e C. gattii, ambos capazes de infectar humanos através da
inalacdo de leveduras secas. Uma vez instalados, podem levar ao desenvolvimento de
pneumonia em individuos imunocomprometidos com a possivel disseminagao sistémica. Esses
microrganismos tém predilecdo pelo sistema nervoso central, podendo causar
meningoencefalite subaguda e evoluir a dbito se ndo tratado. O numero de casos e fatalidades
dessas infecgoes esta diretamente relacionado ao surgimento e disseminagao do virus HIV, uma
vez que pessoas acometidas por essa doenca representam a vasta maioria dos casos (KOHLER;

CASADEVALL; PERFECT, 2015).

As infecgdes causadas pelo género Aspergillus sdo decorrentes, em sua maioria, da espécie A.
fugimatus. O contagio ocorre através da inalacao de conidios carregados pelo ar, e em condi¢des

normais, centenas dessas células sdo inaladas diariamente por uma pessoa sem que se



desenvolva qualquer doenca. Em individuos imunocomprometidos, o contato com esse fungo
pode ocasionar em pneumonia severa, abscessos cerebrais e reagdes alérgicas. Essas infec¢des
possuem como agravante a resisténcia desta espécie a varios farmacos disponiveis na clinica

médica (KOHLER; CASADEVALL; PERFECT, 2015).

Por fim, os fungos pertencentes ao género Candida estdo comumente presentes em sua forma
leveduriforme na pele, trato gastrointestinal e no trato vaginal, como parte da microbiota
saudavel em humanos. Frente a um quadro de imunossupressdao, podem sofrer alteragdes
morfologicas para a forma de hifas que levam a patogenia (ROMO; KUMAMOTO, 2020). As
candidiases podem ser causadas por diversas espécies de Candida, dentre elas C. albicans, C.
glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. lusitaniae, C. krusei e C. auris (KOHLER;
CASADEVALL; PERFECT, 2015). Entre as espécies que causam enfermidades em humanos,
a C. albicans € responsavel pela maioria dos casos, cerca de 46%. Todavia, nos Ultimos anos ¢
possivel observar uma mudanga na epidemiologia das candidiases com um aumento de
infecgdes por outras espécies, principalmente C. glabrata e o surgimento da espécie

multirresistente C. auris (FRIEDMAN; SCHWARTZ, 2019).

2.1.3 Tratamento

As opgoes terapéuticas para o tratamento de infec¢des fungicas invasivas estao limitadas a trés
classes principais de farmacos: polienos, equinocandinas e azdis (BERMAN; KRYSAN, 2020).
Estas classes possuem mecanismos de acdo, formas de administracdo e efeitos colaterais
distintos. Adicionalmente, a griseofluvina e a flucitosina sdo farmacos que também sdo
utilizados na terapéutica das doengas fingicas, porém com menor protagonismo (BRUNTON;

DANDAN-HILAL; KNOLLMANN, 2017).

Os polienos sdo um grupo diverso de aproximadamente 200 estruturas que possuem
caracteristicas quimicas em comum, como 4-7 ligagdes duplas conjugadas, um éster ciclico,
pouca hidrossolubilidade e toxicidade considerada (BRUNTON; DANDAN-HILAL;
KNOLLMANN, 2017). Desse grupo, apenas a Anfotericina B (Figura 1), isolada da bactéria
Streptomyces noduos, € utilizada na clinica médica devido a alta toxicidade dos outros
representantes dessa classe. Essa substdncia tem como alvo de acdo a membrana celular
fingica. Sua por¢do hidrofobica poliénica interage com o ergosterol, esterol presente na
membrana dos fungos, enquanto sua porcao hidrofilica contendo hidroxilas interage com outras
moléculas de Anfotericina B permitindo assim a forma¢do de um canal hidrofilico, por onde

substancias presentes no interior da célula fiingica escapam para o meio extracelular, levando a



morte do microrganismo (KATZUNG; TREVOR, 2012). A Anfotericina B ¢ o fArmaco com
maior espectro de acao dentre todas as classes e seu uso ¢ exclusivamente hospitalar. Devido a
sua baixa hidrossolubilidade, as formulacdes disponiveis no mercado sdo para infusdo
intravenosa na forma de pos liofilizados, uma vez que ndo apresenta biodisponibilidade
adequada quando administrada por via oral (BRUNTON; DANDAN-HILAL; KNOLLMANN,
2017; KATZUNG; TREVOR, 2012). A utilizagdo da Anfotericina B causa dois tipos principais
de toxicidade: de infusdo e cumulativa. Durante a infusdo os pacientes podem desenvolver
febre, calafrios, espasmos musculares, vomitos, cefaleia e hipotensao (SAU et al., 2003), ja os
efeitos cumulativos sdo decorrentes do aumento de moléculas nitrogenadas no sangue levando
a azotemia que pode danificar os néfrons de forma irreversivel em casos extremos (MORALES-

ALVAREZ, 2020).

Figura 1: estrutura quimica da Anfotericina B

Anfotericina B

As equinocandinas sdo a classe mais nova de antifingicos disponibilizados no mercado. Trata-
se de lipopeptideos ciclicos semissintéticos contendo um ntcleo hexapeptidico. Apenas 3
representantes dessa classe estao disponiveis no mercado atualmente: Caspofungina (Figura 2),
Micafungina e Anidulafungina. Estes farmacos atuam na sintese de 1,3-f-D-glucana, um
importante componente da parede celular fungica, através da inibicdo ndo competitiva da
enzima UDP-glucose (1,3)-D-glucana-B-(3)-D-glucosiltransferase. O bloqueio dessa via
bioquimica leva a perda da integridade da parede celular provocando desbalango osmético
podendo levar a morte celular ou inibi¢ao do crescimento (MORALES-ALVAREZ, 2020). As
equinocandinas estdo disponiveis apenas em formas farmacéuticas de uso intravenoso, sendo
seu uso exclusivamente hospitalar. Apresentam poucos efeitos colaterais e sdo muito bem
toleradas, motivo pelo qual vem substituindo a Anfotericina B no cotidiano médico. Todavia,
seu espectro de agdo ¢ limitado em comparagao com esta ultima, ndo sendo ativo contra as

espécies C. neoformans e em zigomicose ¢ na mucormicose (KATZUNG; TREVOR, 2012).



Figura 2: estrutura quimica da Caspofungina
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Os azdis, por sua vez, representam a principal classe de antifingicos com o maior nimero de
representantes disponiveis na clinica médica, entre eles 0 Miconazol e o Fluconazol (Figura 3).
Esses farmacos podem ser divididos entre imidazoéis e triazois, dependendo da natureza de seu
anel azolico (KATZUNG; TREVOR, 2012; ODDS; BROWN; GOW, 2003). Os az6is atuam
inibindo a via metabdlica da sintese do ergosterol, mais especificamente a enzima 14-a-
desmetilase. A inibi¢do dessa enzima resulta na paralisacdo da biossintese do ergosterol
fingico, o que gera uma instabilidade da membrana fingica, assim como acumulo de 14-a-
metil-3,6-diol, intermediario toxico para o microrganismo (KANAFANI; PERFECT, 2008). De
forma geral, os azdis sdo bem tolerado e associados a poucos efeitos colaterais, sendo o mais
preocupante a inibi¢do de enzimas hepaticas da familia CYP-450. Os imidazois apresentam
maior toxicidade quando administrados de forma sistémica em comparacdo com os triazois,
podendo causar arritimia e parada cardiaca dependendo da dose, razdo pela qual nao sao

comumente administrados dessa forma no cotidiano médico (ALLEN et al., 2015).

Figura 3: estruturas quimicas do Miconazol e Fluconazol
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2.1.4 Resisténcia

A resisténcia aos farmacos antifingicos ¢ uma preocupacao crescente nos ultimos anos em uma
escala global. Tal alarme ndo se d4 apenas pelo surgimento de cepas resistentes de espécies
previamente susceptiveis, como casos de C. albicans resistentes ao fluconazol, mas também do
aparecimento de novas espécies multirresistentes como a C. auris (FISHER et al., 2022;

FORSBERG et al., 2019).

Resisténcia microbiana pode ser definida como a ndo suscetibilidade de uma espécie de fungo
a um determinado agente antifingico, determinado por teste in vitro, no qual a concentracao
inibitoria minima ultrapassa o limite para aquele organismo. A resisténcia ¢ intrinseca
(primaria) quando a espécie a possui sem exposi¢cdo previa ao farmaco (resisténcia de C.
neoformans as equinocandinas), ja a resisténcia adquirida (secundaria) ¢ desenvolvida apos o
contato de cepas susceptiveis a um agente antifingico e normalmente envolvem mudangas

genéticas (KANAFANI; PERFECT, 2008).

A falta de diversidade de mecanismos de acdo entre os antiflingicos agrava o quadro de
resisténcia a estes farmacos. Esta falta de variedade obriga que a mesma classe seja usada na
clinica médica e na agricultura, o que favorece a selegdo de cepas resistentes (FISHER et al.,
2022). O uso profilatico e prolongado desses farmacos em pacientes imunocomprometidos
favorece o aparecimento de resisténcia in vivo, levando a falha do tratamento, como ja relatado
para C. albicans resistente ao fluconazol em pacientes portadores do virus HIV (FISHER et al.,
2022; JOHNSON et al., 1995). Ja a utilizagdo em larga escala de antifingicos na produgao de
alimentos leva a pressdo seletiva exercida pelo tratamento quimico das plantagoes,
principalmente por fArmacos azolicos, permitido a evolugdo de resisténcia em fungos selvagens,

alguns possivelmente patogénicos para o homem (FISHER et al., 2018).

Os principais mecanismos de resisténcia aos farmacos antifungicos podem envolver tanto uma
superexpressao de genes do alvo de acao e de bombas de efluxo, sendo necessario uma maior
concentracdo do farmaco para se obter o efeito esperado, quanto uma modificagdo genética do
alvo de agdo, que leva a uma reducdo da afinidade farmaco-receptor e consequente perda da

efetividade do farmaco (KANAFANI; PERFECT, 2008).



2.2 Lanosterol 14-o—desmetilase e os farmacos azolicos

A enzima lanosteral 14-a—desmetilase pertence a um grande grupo de enzimas conhecido como
Citocromo P450 Oxidase (CYP). Os integrantes deste grupo sdo hemoproteinas coordenadas
por cisteina capazes de oxidar substancias xenobioticas ou de vias bioquimicas (HARGROVE
et al., 2012). Mais especificamente, essa enzima pertence a familia citocromo P450 isoenzima
51 (CYPS51). Trata-se de um grupo geneticamente conservado presente em fungos, parasitas,
plantas e mamiferos que catalisa a retirada de um grupo metila do lanosterol em 3 etapas de
oxidacao (Figura 4) catalisadas pelo ferro protoporfirinico em seu sitio ativo (ODDS; BROWN;
GOW, 2003; TROSKEN et al., 2006).

Figura 4: atuacdo da enzima CYP51 na biossintese do ergosterol

Ergosterol

O grupo metila ligado ao carbono 14 ¢ subsequentemente convertido a alcool, aldeido e liberado
como acido formico, apds o ultimo ciclo de oxidagao, sendo formada uma nova ligagdao dupla

na estrutura do esterol (MONK et al., 2020).

O primeiro relato da atividade antifingica de azéis foi publicado em 1944 por Woolley,
demonstrando a atividade do nucleo benzoimidazolico (WOOLLEY, 1944). Varias pesquisas
deram continuidade a esse achado até que em 1958 o primeiro farmaco azdlico foi aprovado
para o uso clinico, o Clormidazol (Figura 5). Desde entdo, o interesse nessa classe aumentou
entre os pesquisadores e atualmente existem cerca de 40 farmacos contendo os nucleos azolicos

disponiveis no mercado ou em fase de desenvolvimento (SHAFIEI et al., 2020).



Figura 5: estrutura quimica do Clormidazol

Clormidazol

O mecanismo de acao dos farmacos azolicos disponiveis atualmente se baseia na interagao de
um atomo de nitrogénio azolico com o atomo de ferro protoporfirinico que compde o sitio ativo
da CYP51, conforme ilustrado pela Figura 6 abaixo. Os firmacos agem como o sexto grupo
coordenado ao ferro, impedindo a ativa¢do da enzima por uma molécula de dgua, assim como
a entrada do lanosterol no sitio ativo. Trata-se de uma inibicdo competitiva reversivel

(MARTINEZ-MATIAS; RODRIGUEZ-MEDINA, 2018)

Figura 6: representacao da interacao dos farmacos azolicos com a enzima fungica CYPS51
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Apesar de todos os farmacos da classe compartilharem da interacdo de seus nucleos azodlicos
com o ferro, a variagdo de afinidade e espectro de acao existente dentro do grupo se da devido
a relagdo de suas cadeias laterais, uma geralmente contendo um substituinte aromatico
halogenado e outra mais diversa estruturalmente entre os farmacos, explorando diferentes

interagdes com a enzima (SHAFIEI et al., 2020).

Quanto a toxicidade dos farmacos azolicos, ¢ importante fazer a distingao entre aqueles que
possuem o nucleo imidazoélico daqueles que possuem o triazolico. Esse primeiro ja ndo € mais
utilizado em terapias sistémicas no cotidiano médico devido a sua conhecida hepatotoxicidade
e cardiotoxicidade (ALLEN et al., 2015; MUNKBOEL et al., 2019). J4 este tltimo, apesar de
geralmente apresentar alta tolerabilidade, pode ocasionar eventos adversos relacionados a

inibicao de enzimas da familia CYP450, uma vez que sua seletividade para a CYP51 nao ¢ de



100%. Em sua maioria, a toxicidade ¢ gerada devido a interagdo dos farmacos com CYP’s do
sistema endocrino e relacionadas com o metabolismo de farmacos (MARTINEZ-MATIAS;

RODRIGUEZ-MEDINA, 2018; MUNKBOEL et al., 2019).

Todos os azdis inibem a sintese de esteroides em humanos via inibi¢do da enzima 14-a-
desmetilase humana (CYP51A1) (BENITEZ; CARVER, 2019). Em humanos o produto final
da cascata bioquimica a qual a CYP51A1 pertence leva a sintese de colesterol, que por sua vez
¢ substrato para a sintese de mineralocorticoides, glicocorticoides e esteroides sexuais. Além
disso, o produto direto da CYPS51A1 € o follicular fluid-meiosis activating steroid (FF-MAS),
que age como um ativador de meiose para ovarios e testiculos (TROSKEN et al., 2006). Dessa
forma, os azo6is podem causar efeitos adversos no sistema endocrino como ginecomastia,

insuficiéncia adrenal, hipocalemia, hipertensdo e hiponatremia (BENITEZ; CARVER, 2019).

Os farmacos azodlicos sao comumente administrados em pacientes imunocomprometidos como
forma de profilaxia ou tratamento de infecgdes fungicas. Esses, geralmente, sdo tratados em um
sistema de polifarmécia com multiplos farmacos sendo administrados em conjunto. Estes
farmacos muitas vezes sao substratos para enzimas CYP’s relacionadas com o metabolismo de
farmacos como a CYP3 A4, importante enzima para o metabolismo oxidativo de xenobioticos.
Os farmacos azolicos apresentam conhecida capacidade de inibir a agdo da CYP3A4, podendo
causar o acumulo de outros firmacos dependentes do metabolismo desta enzima, com
consequente efeitos toxicos relacionados as altas concentragdes destes (GUBBINS; AMSDEN,

2005; NIVOIX et al., 2008).

O surgimento de cepas fingicas resistentes aos azois esta baseada em 4 mecanismos principais:
diminuicdo da concentracdo citoplasmatica do farmaco; mutacdo do alvo de ac¢do; aumento da
producdo do alvo de agdo; desenvolvimento de rotas bioquimicas paralelas (KANAFANI;

PERFECT, 2008).

O desenvolvimento de bombas de efluxo em cepas resistentes promove a remog¢ao do farmaco
do meio intracelular resultando em concentracdes subterapéuticas e consequente falha no
tratamento. Nas espécies de Candida essa remogao ¢ feita por dois tipos de transportadores de
membrana: ATP-binding cassette transporters (ABC-T) e Major facilitator transporters (MFS-
T). O aumento da producdo destes transportadores foi observado em cepas resistentes a

farmacos azolicos (BHATTACHARYA; SAE-TIA; FRIES, 2020).



Mutagdes no gene ERG11, responsavel pela sintese da CYP51, estdo associadas a perda de
afinidade dos farmacos a enzima lanosterol 14-o-desmetilase. Multiplas mutagdes foram
observadas nesse gene, podendo essas coexistirem causando perda ainda maior de afinidade
farmaco-receptor. Além disso, ERG11 pode ter sua expressdao aumentada com consequente
aumento na concentracdo da CYP51. Com um maior nimero de enzimas a serem inibidas, a
concentragdo de farmaco geralmente empregada na clinica médica se torna insuficiente,

levando a falha terapéutica (KANAFANI; PERFECT, 2008).

Uma das consequéncias do mecanismo de ag¢dao dos farmacos azdlicos ¢ o acumulo do
intermediario toxico 14-a-metil-3,6-diol. Foi observado em algumas cepas resistentes mutagdes
no gene ERG3 que impede a formacao desse intermediario e leva ao acumulo de seu precursor
14-a-metilfecoesterol. Este ¢ utilizado pela célula fungica como substituto funcional do
ergosterol na manutengao de sua membrana, contornando assim o efeito dos farmacos azoélicos

(KANAFANI; PERFECT, 2008).

Ap6s 20 anos sem a aprovagao de novos antifungicos no mercado, a aprovagao do oteseconazol
(Figura 7), primeiro antifiingico tetrazolico, representa um importante marco no tratamento das
doencas fungicas. A menor avidez de ligacdo entre o tetrazol e a por¢cao heme das CYP’s
humanas aliada a cadeias laterais desenhadas para melhor interagirem com outros sitios da
CYPS51, resultou em uma maior seletividade do farmaco pela enzima 14-a-desmetilase fungica.
O emprego dessa estratégia auxilia a contornar os efeitos adversos relacionados a inibigao da

CYP3A4 pelo demais farmacos azolicos.

Figura 7: estrutura quimica do Oteseconazol

Oteseconazol

O anel 1,2,3-triazdlico tem sido explorado no desenvolvimento de fArmacos antifingicos, sendo
empregado tanto como uma ponte entre estruturas hibridizadas quanto como grupo
farmacoforico para interagdo direta com a por¢ao heme da CYP51 (SHAFIEI et al., 2020;
SOBEL; NYIRJESY, 2021).



Outra estratégia que ganha destaque no desenvolvimento de novos farmacos antiflingicos ¢ a
hibridizacdo molecular. Moléculas hibridas sdo o resultado da combinagdo de duas ou mais
estruturas quimicas biologicamente ativas que agem por mecanismos distintos, € tem como
objetivo a obtencdo de substidncias com maior poténcia e seletividade. Neste quesito, o
fluconazol tem atraido aten¢do dos quimicos medicinais como ponto de partida devido a suas
boas propriedades farmacocinéticas e farmacodindmicas no tratamento das doengas fungicas.
Por outro lado, os produtos naturais bioativos sao recorrentemente utilizados nesta estratégia, e
uma vez acoplados ao esqueleto de farmacos azélicos podem levar a obtencao de substancias

potentes e seletivas contra fungos (SHAFIEI et al., 2020).

2.3 Eugenol

Dentre as substancias naturais biologicamente ativas, o eugenol (Figura 8), fenilpropanoide
encontrado em varias espécies vegetais e principal componente do 6leo essencial do cravo da
india (Eugenia caryophyllata) (KAMATOU; VERMAAK; VILJOEN, 2012), possui diversos
efeitos bioldgicos descritos na literatura. Entre eles pode-se ressaltar as acdes anti-inflamatdria
(BEZERRA et al., 2017), anestésica (GUENETTE et al., 2006), hipotensiva (LAHLOU et al.,
2004), antioxidante (HIDALGO et al., 2009), antitumoral (MANIKANDAN et al., 2010),
antiparasitaria (MACHADO et al., 2011) e antimicrobiana (DE SOUZA et al., 2016). Junto de
seu derivado reduzido, o di-hidroeugenol (Figura 8), estes fendis tém atraido atencdo dos
quimicos medicinais e empregados como ponto de partida no desenvolvimento de novas

substancias semissintéticas biologicamente ativas.
Figura 8: estruturas quimicas do eugenol e di-hidroeugenol
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Nosso grupo de pesquisa relatou recentemente a sintese e avaliacdo bioldgica de novos
glicosideos 1,2,3-triazolicos derivados do eugenol e anilogos com interessante atividade
antifingica. A hibridizag¢ao entre os fenilpropanoides e o anel 1,2,3-triazélico, este atuando
também como ligagao entre a porcao sacaridica e o fenol, resultou na obtencao das estruturas

promissoras I e I (Figura 9). O triazol I apresentou atividade contra as cepas C. tropicalis (26,1



uM), C. krusei (26,1 uM), e C. glabrata (52,1 uM), sendo quatro vezes mais potente in vitro
contra C. krusei quando comparado ao fluconazol (104,4 uM). J4 o derivado II apresentou um
espectro de acao mais amplo sendo ativo também contra C. albicans (173,2 uM), apresentando

uma atividade similar a I frente a C. tropicalis e C. krusei (MAGALHAES et al., 2021).

Figura 9: estruturas quimicas dos glicosideos 1,2,3-triazélicos derivados do eugenol e di-

hidroeugenol ativos contra cepas fungicas.

OAc

0 f:(\ o o— [\(\ O—
AcO AcO
AcO N, N AcO

OAc N
1

Considerando o potencial antifungico demonstrado pelos derivados 1,2,3-triazélicos do eugenol
e di-hidroeugenol descritos acima, propde-se neste trabalho a sintese de novos hibridos
moleculares imidazolicos e 1,2,4-triazolicos derivados destes dois fendis (eugenol e di-
hidroeugenol), andlogos estruturalmente ao miconazol (Figura 10). A presenca dos anéis
azolicos farmacoforicos (imidazol e 1,2,4-triazol) confere as substidncias propostas um
potencial de inibir a CYP51, de acordo com o mecanismo de inibi¢ao ja apresentado na Figura
6. Ja a presenca dos fenilpropanoides representam a possibilidade de outros mecanismos de
acdo e outras formas de interacdo com a enzima alvo. Objetiva-se, dessa forma, a obtencao de
moléculas ativas contra cepas fungicas de forma seletiva e a baixas concentragdes, que possam

ser uteis no tratamento das infec¢des fungicas.

Figura 10: Estrutura quimica do miconazol e estrutura geral dos novos azois propostos
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivos gerais

Este trabalho teve como objetivos a sintese, caracterizacdo quimica e a avaliacao da atividade

antifingica de andlogos do miconazol, sintetizados a partir do eugenol e seu andlogo reduzido

di-hidroeugenol, conforme padrao estrutural geral apresentado na Figura 10.

3.2 Objetivos especificos

Sintese e purificagdo dos azois (imidazoéis e 1,2,4-triazdis) a partir dos fendis 2-metoxi-
4-alilfenol (eugenol), 2-metoxi-4-propilfenol (di-hidroeugenol);

Caracterizagao quimica das substancias obtidas por ressonancia magnética nuclear
(RMN) de 'H e '*C e por espectroscopia na regido do infravermelho;

Avaliagao do potencial antifingico das substancias sintetizadas contra Candida spp.;
Avaliagao da citotoxicidade das substancias contra células H9¢2 (ATCC: CRL 1446);

Determinacao do indice de seletividade das substancias ativas.



4. MATERIAL E METODOS
4.1 Sintese e caracterizaciao das substincias propostas

4.1.1 Procedimentos gerais

As faixas de fusdo das substancias sintetizadas foram determinadas no Laboratério de Quimica
Medicinal e Bioensaios da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP-MG), em aparelho
Reichert Austria.

As analises de ressonincia magnética nuclear (RMN) de 'H e '*C foram realizadas no
Laboratério Multiusudrio de Caracterizagdo de Moléculas da UFOP-MG, obtidas em
espectrometro Bruker AC-400 MHz. Foi utilizado como padrdo interno o tetrametilsilano
(TMS) e como solventes cloroféormio deuterado (CDClz) ou dimetilsufoxido deuterado

(DMSO-d6), e os sinais foram descritos em deslocamento quimico (d, ppm).

As analises de espectroscopia na regido do infravermelho (IV) foram realizadas no Laboratorio
de Analise Quimica de Farmacos da UNIFAL-MG, e obtidas em espectrometros Thermo
Scientific Nicolet-1S50, com dispositivo ATR, e os valores foram descritos em niimero de onda

(vmax, cm-1).

4.1.2 Sintese das substancias propostas

A sintese das substancias propostas foi realizada no Laboratério de Quimica Medicinal e
Bioensaios da UFOP-MG, conforme a rota sintética apresentada na Figura 11 a seguir. Foram

empregadas técnicas classicas de quimica organica ou adaptagdes dessas nas etapas de sintese.



Figura 11: rota sintética utilizada para a sintese das substancias propostas
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4.1.2.1 Procedimento geral para a sintese dos derivados oxiranos do eugenol (3) e diidroeugenol

(4)
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A um baldo de fundo redondo contendo 1 equivalente (eq.) do fenol correspondente (6,1 mmol
de 1; 6,01 mmol de 2) foram adicionados 1,5 equivalentes (eq.) de KOH solubilizados em 5 mL
de dgua destilada (0,515 g para 1; 0,505 g para 2), a mistura permaneceu sob agitagdo magnética
por 5 minutos (min), a temperatura ambiente, quando 10 mL de etanol foram vertidos ao baldo
de reacdo. Apds 15 min, 6 eq. de epicloridrina foram adicionados a mistura reacional. Esta
mistura permaneceu a temperatura de 25°C e agitacdo magnética constante por 20 h, quando,
por meio de cromatografia em camada delgada (CCD) de silica gel foi possivel observar o fim
da reacdo (eluente: hexano/acetato de etila (1:1) e revelador: molibdato cérico amoniacal
(CAM)). O etanol presente na mistura reacional foi removido em evaporador rotatério e a fase

aquosa resultante foi extraida com acetato de etila (3 x 30 mL). As fragdes organicas resultantes



foram reunidas e secas com sulfato de sodio anidro. Por fim, o solvente foi retirado em
evaporador rotatdrio, resultando em um 6leo amarronzado referente ao derivado 3 (massa bruta
igual a 1,57 g) e um 6leo amarelado referente ao derivado 4 (massa bruta igual a 1,78 g). Ambos
os produtos foram purificados por coluna cromatografica de silica, utilizando como fase movel
uma mistura de hexano e acetato de etila na propor¢do de 9:1 v/v, levando a obten¢do de 0,8 g

do produto 3 (62%) e 1,07 g do produto 4 (80%), ambos com o aspecto oleoso incolor.

Dados de caracteriza¢do de 2-((4-alil-2-metoxifenoxi)metil)oxirano (3).

(@] jSo
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Massa obtida: 0,8 g (3,57 mmol; 62%; Oleo incolor)

F.M.: Ci3H603 M.M.: 220,2780 g/mol

RMN de 'H (6; CDCl3; 400 MHz): 6,88 (d; 1H; H-9 °J= 7,8 Hz); 6,73-6,71 (m; 2H; H-5 e H-
8); 6,02-5,91 (m; 1H; H-2); 5,12-5,06 (m; 2 H; H-1); 4,23 (dd; 1H; H-10’; °J= 11,3 Hz; /=77
Hz); 4,03 (dd; 1H; H-10"’; °J= 11,4 Hz; 3J= 5,8 Hz); 3,87 (s; 3H; OCH3); 3,42-3,38 (m; 1H;
H-11); 3,35 (d; 2H; H-3; °J= 6,7 Hz); 2,91 (t; 1H; H-12’; °>J= 4,5 Hz); 2,75 (dd; 1H; H-12"*; °J=
4,9 Hz; °J=2,2 Hz).

RMN de 3C (65 CDCl3; 100 MHz): 149,5 (1C; C-6); 146,3 (1C; C-7); 137,6 (1C; C-2); 133,9
(1C; C-4); 120,5 (1C; C-9); 115.7 (1C; C-1); 114,4 (1C; C-5); 112,4 (1C; C-8); 70,5 (1C; C-10);
55,9 (1C; OCH3); 50,3 (1C; C-11); 45,0 (1C; C-12); 39,8 (1C; C-3).

Dados de caracterizagdo de 2-((2-metoxi-4-propilfenoxi)metil)oxirano (4).

~
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Massa obtida: 1,07 g (4,80 mmol; 80%; Oleo incolor)

F.M.: Ci3H503 M.M.: 222,2840 g/mol

RMN de 'H (6; CDCl3; 400 MHz): 6,86 (d; 1H; H-8; °J= 8,0 Hz); 6,73 (d; 1H; H-5; “J= 1,8 Hz);
6,71 (dd; 1H; H-9; °J= 8,0 Hz; “J= 2,0 Hz); 4,22 (dd; 1H; H-10’; °’J= 11,3 Hz; °J= 3,6 Hz); 4,03



(dd; 1H; H-10""; °J= 11,3 Hz; °J= 5,5 Hz); 3,88 (s; 3H; OCH3); 3,42- 3,88 (m; 1H; H-11); 2,90 (t;
1H; H-127; °J= 4,8 Hz); 2,75 (dd; 1H; H-12"; °J= 4,9 Hz; 3J= 2,6 Hz); 2,54 (t; 2H; H-3; 3J= 7.4
Hz); 1,63 (sext; 2H; H-2; °J= 7,4 Hz); 0,95 (t; 3H; H-1; °J= 7,3 Hz)

RMN de 3C (65 CDCl3; 100 MHz): 149,5 (1C; C-6); 146,3 (1C; C-7); 137,6 (1C; C-2); 133,9
(1C; C-4); 120,5 (1C; C-9); 115.7 (1C; C-1); 114,4 (1C; C-5); 112,4 (1C; C-8); 70,5 (1C; C-10);
55,9 (1C; OCH3); 50,3 (1C; C-11); 45,0 (1C; C-12); 39,8 (1C; C-3).

4.1.2.2 Procedimento geral para a obtencao dos alcoois azolicos 5-8.

>0 o e OH X=\

SN O\)\/N\//N

imidazol ou 1,2,4-triazol,
24 h, DMF, 80°C

3:R=alila 5: R=alila; X=CH
4: R = propila 6: R = propila; X = CH
7:R=alila; X=N
8: R = propila; X =N
A um baldo de fundo redondo contendo 1 eq. do derivado oxirano 3 ou 4, solubilizados em 2
mL de dimetilformamida (DMF) anidro, foram adicionados 3 eq. do heterociclico
correspondente (imidazol ou 1,2,4-triazol). O baldo contendo a mistura reacional foi entdo
submetido a aquecimento de 80° C acoplado a um condensador, sob agitacdo magnética
constante por 20 h, quando, por meio de CCD em que se utilizou alumina como fase estacionaria
(eluente: acetato de etila 100% e revelador: iodo), foi possivel observar o fim da reagdo. O
contetdo do baldo foi vertido em um béquer e o DMF foi removido por jato de ar. O dleo
amarelado resultante foi solubilizado com acetato de etila e a fase organica lavada com agua
destilada (5 x 20 mL) até total remoc¢ao do heterociclico em excesso. A fase organica resultante
foi seca com sulfato de s6dio anidro e concentrada em evaporador rotatdrio. Os produtos 5 e 6
foram purificados utilizando coluna cromatografica de alumina e como eluente, uma mistura
de acetato de etila/metanol (MeOH) na propor¢ao 100 mL + 0,250 mL; ja os produtos 7 ¢ 8
foram purificados utilizando-se como eluente, uma mistura de acetato de etila/MeOH na
propor¢ao 100 mL+ 0,500 mL, também em coluna cromatografica de alumina. Todos os

produtos foram obtidos como 6leos amarelados.

As quantidades de reagentes utilizados e massas dos produtos obtidos, assim como os

rendimentos das reagdes, estao descritos na tabela 1.



Tabela 1: massas dos materiais de partida, produtos e rendimentos das reagdes de sintese dos

derivados 5-8

Derivado oxirano

(3oud) Heterociclico Massa do produto obtido | Rendimento
imidazol:
3: 1,15 g (5,17 mmol) 5: 759 mg (2,63 mmol) 50%
1,05 g (15,5 mmol)
imidazol:
4: 500 mg (2,25 mmol) 6: 300 mg (1,03 mmol) 46%
460 mg (6,75 mmol)

1,2,4-triazol:
3: 800 mg (3,62 mmol) 7: 230 mg (0,80 mmol) 22%
751 mg (10,9 mmol)

1,2,4-triazol:
4: 500 mg (2,25 mmol) 8: 182 mg (0,62 mmol) 28%
464 mg (7,02 mmol)

4.1.2.2.1 Dados de caracterizagdo de 1-(4-alil-2-metoxifenoxi)-3-(1H-imidazol- 1-il)propan-2-
ol (5).

(@] OH =
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Massa obtida: 759 mg (2,63 mmol; 50%; Oleo amarelado)
F.M.: C1sH20N203  M.M.: 288,3470 g/mol

IV-ATR (cm™): 3310 (deformagdo axial de OH), 3116 (deformagdo axial de C-H aromatico),
2939 (deformacgao axial de C-H alifatico), 1594, 1512 (deforamagdo axial de C=C aromaético),
1464 (deformacao angular de C-H alifatico).

RMN de 'H (6; CDCl3; 400 MHz): 7,62 (s; 1H; H-13); 6,99 — 6,96 (m; 2H; H-15 ¢ H-14);
6,82 (d; 1H; = 7,9 Hz; H-8); 6,71 — 6,68 (m; 2H; H-9 e H-5); 5,98 — 5,88 (m; 1H; H-2); 5,09
— 5,05 (m; 2H; H-1); 429 — 4,21 (m; 2H; H-11 e H-10); 4,12 (dd; 1H; J°= 13,3 Hz e /= 6,1



Hz; H-10); 3,96 (dd; 1H; /*=9,7 Hz e J’= 5,2 Hz; H-12); 3,89 - 3,85 (m; 1H; H-12"); 3,378 (s;
3H; OCHa); 3,32 (d; 2H; = 6,7 Hz; H-3).

RMN de '3C (0; CDCls; 100 MHz): 149.8 (1C; C-6); 146,0 (1C; C-7); 137,6 (1C; C-13); 137,4
(1C; C-2); 134,7 (1C; C-4); 127,8 (1C; C-14); 120,8 (1C; C-9); 120,2 (1C; C-15); 115,9 (1C;
C-1); 115,6 (1C; C-5); 112,4 (1C; C-8); 71,2 (1C; C-10); 69,0(1C; C-11); 55,8 (1C; OCHs);
50,1 (1C; C-12); 39,9 (1C; C-3).

4.1.2.2.2 Dados de caracterizagdo de 1-(1H-imidazol-1-il)-3-(2-metoxi-4-propilfenoxi)propan-
2-0l (6).
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Massa obtida: 300 mg (1,03 mmol; 46%; Solido amarelado)
F.F:38-42°C
F.M.: CisH22N203  M.M.: 290,3630 g/mol

IV-ATR (ecm™): 3271 (deformacdo axial de OH), 3122 (deformagio axial de C-H aromatico),
2930 (deformagao axial de C-H alifatico), 1591, 1512 (deformagao axial de C=C aromatico),
1464 (deformacao angular de C-H alifatico).

RMN de 'H (6; CDCl3; 400 MHz): 7,69 (s; 1H; H-13); 7,00 — 6,98 (m; 2H; H-15 e H-14);
6,77 (d; 1H; = 8,0 Hz; H-8); 6,68 (d; 1H; J*= 1,8 Hz; H-5); 6,65 (dd; 1H; = 8,1 Hze J*= 1,9
Hz; H-9); 4,26 (dd; 1H; J*=13,4 Hz e J°=3,5 Hz; H-10); 4,23 — 4,18 (m; 1H; H-11); 4,13 (dd;
1H; /°=13,3 Hz e J’=6,3 Hz; H-10"); 3,92 (dd; 1H; /°=9,8 Hz e J°=5,2 Hz; H-12); 3,85 — 3,82
(m; 1H; H-12); 3,18 (s; 3H; OCH3); 2,49 (t; 2H; J=7.4 Hz; H-3); 1,57 (sest; 2H; J=8,4 Hz;
H-2); 0,89 (t; 3H; J/°=7,3 Hz; H-1).

RMN de *C (65 CDCl3; 100 MHz): 149,6 (1C; C-6); 145,6 (1C; C-7); 137,6 (1C; C-13); 137,4
(1C; C-4); 127,5 (1C; C-14); 120,6 (1C; C-9); 120,3 (1C; C-15); 115,5 (1C; C-8); 112,34 (1C;



C-5); 71,1 (1C; C-10); 69,0 (1C; C-11); 55,7 (1C; OCHs); 50,1 (1C; C-12); 37,7 (1C; C-3); 24,7
(1C; C-2) ; 14,0 (1C; C-1).

4.1.2.2.3 Dados de caracterizagio de [-(4-alil-2-metoxifenoxi)-3-(1H-1,2,4-triazol-1-
il)propan-2-ol (7).

\O ?H 13 /N>
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Massa obtida: 230 mg (0,800 mmol; 22%; Oleo amarelado)
F.M.: C1sH19N3O3  M.M.: 289,3350 g/mol

IV-ATR (ecm™): 3210 (deformacdo axial de OH), 3128 (deformagdo axial de C-H aromatico),
2945 (deformacao axial de C-H alifatico), 1664 (deformagdo axial C=C de alceno), 1591, 1509

(deformagdo axial de C=C aromatico), 1467 (deformacao angular de C-H aliféatico).

RMN de 'H (6; CDCls; 400 MHz): 8,30 (s; 1H; H-14); 7,98 (s; 1H; H-13); 6,84 (d; 1H; /=8,3
Hz; H-8); 6,72 (m; 2H; H-9 e H-5); 6,73 — 6,71 (m; 2H; H-9 e H-5); 6,00 — 5,90 (m; 2H; H-2);
4,49 (dd; 1H; J*=13,4 Hz e J’=3,3 Hz; H-10); 4,44 — 4,34 (m; 2H; H-11 e H-10"); 4,00 — 3,92
(m; 2H; H-12); 3,85 (s; 3H; OCH3); 3,34 (d; 2H; J°=6,7 Hz; H-3).

RMN de 1*C (0; CDCls; 100 MHz): 151,5 (1C; C-14; 149,7 (1C; C-6); 145,9 (1C; C-7); 144,3
(1C; C-13); 137,4 (1C; C-2); 134,8 (1C; C-4); 120,8 (1C; C-9); 115,9 (1C; C-1); 115,8 (1C; C-
5); 112,4 (1C; C-8); 71,4 (1C; C-10); 68,5 (1C; C-11); 55,7 (1C; OCHs); 52,1 (1C; C-12); 39,9
(1C; C-3).

4.1.2.2.4 Dados de caracterizagdo de I-(2-metoxi-4-propilfenoxi)-3-(1H-1,2,4-triazol-1-
il)propan-2-ol (8).

~o oH P
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Massa obtida: 182 mg (0,620 mmol; 28%; S6lido amorfo bege)
F.F: 55-58 °C
F.M.: CisH21N303; M.M.: 291,3510 g/mol

IV-ATR (cm™): 3204 (deformacdo axial de OH), 3149 (deformagio axial de C-H aromatico),
2930 (deformagdo axial de C-H alifatico), 1597, 1515 (deformagdo axial de C=C aromatico),
1470 (deformacao angular de C-H aliféatico).

RMN de 'H (6; CDCl3; 400 MHz): 8,38 (s; 1H; H-14); 8,01 (s; 1H; H-13); 6,84 (d; 1H; /=7,9
Hz; H-8); 6,73 — 6,71 (m; 2H; H-9 ¢ H-5); 4,51 (dd; 1H; J°=13,5 Hz e J°=2,9 Hz; H-10); 4,45
— 4,38 (m; 2H; H-11 e H-10"); 3,97 (d; 2H; J°=4,3 Hz; H-12); 3,86 (s; 3H; OCH3); 2,55 (t; 2H;
JF=7,4 Hz; H-3); 1,63 (sest; 2H; J=7,6 Hz; H-2); 0,96 (t; 3H; J°=7,3 Hz; H-1).

RMN de '3C (0; CDCl3; 100 MHz): 151,2 (1C; C-14); 149,7 (1C; C-6); 145,5 (1C; C-7); 137,7
(1C; C-4); 120,7 (1C; C-9); 116,0 (1C; C-8); 112,4 (1C; C-5); 71,6 (1C; C-10); 68,5 (1C; C-
11); 55,7 (1C; OCHs); 52,2 (1C; C-12); 37,7 (1C; C-3); 24,7 (1C; C-2); 13,8 (1C; C-1).

4.1.2.3 Procedimento geral para a alquilagdo dos alcoois azolicos (5-8) e obtencdo dos éteres

correspondentes (9-12)

Cl

e OH X=\ "o 0 X=\
/@/O\)\/ N N O\/é\/ N N
NaH, cloreto de 4-clorobenzila »
R 24 h, DMF, 4, 25°C, atm N, R

5: R =alila; X=CH 9: R=alila; X=CH

6: R = propila; X =CH 10: R = propila; X =CH
7:R =alila; X =N 11: R=alila; X =N

8: R = propila; X =N 12: R =propila; X=N

A um baldo de fundo redondo contendo 1 eq. do alcool secundério correspondente e 1 mL de
DMF anidro foram adicionados 2 eq. de hidreto de s6dio (NaH). Com o fim da emissao de gas
o meio reacional foi vedado e prosseguiu-se com a troca de atmosfera por nitrogénio. Apos 20
min, foram adicionados, com o auxilio de uma agulha, 1,5 eq. de cloreto de 4-clorobenzila
solubilizados em 1 mL de DMF anidro. A reagdo permaneceu sob agitagao magnética constante,
atmosfera de nitrogénio e a 25°C por 24 h, quando por meio de CCD em que se utilizou alumina

como fase estacionaria (eluente: acetato de etila 100% e revelador: iodo), foi possivel observar



o fim da reacdo. Sendo assim, a mistura foi vertida para um funil de separa¢ao contendo 20 mL
de salmoura e a fase aquosa resultante foi extraida com acetato de etila (3 x 15 mL). A fase
organica resultante foi seca com sulfato de so6dio anidro e o solvente evaporado com o auxilio
de um evaporador rotatério. Os produtos brutos 9 e 11 foram obtidos como 6leos amarelados

enquanto os derivados 10 e 12 foram obtidos como 6leos alaranjados.

Os produtos foram purificados em coluna de alumina: para os derivados 9 e 10 foi utilizada
uma mistura hexano/acetato de etila na propor¢ao de 6:4 como fase movel e para os derivados
11 e 12 foi utilizada uma mistura de hexano/acetato de etila na propor¢ao de 7:3 como fase
movel. As massas dos reagentes utilizados e dos produtos obtidos nas reagdes, assim como 0s

seus rendimentos estdo descritos na tabela 2.

Tabela 2: massas dos materiais de partida, produtos e rendimentos das reagdes de sintese dos

éteres 9-12.

Cloreto de 4- Hidreto de Massa do produto
Alcool clorobenzila Sodio obtido Rendimento
5: 50 mg 42 mg 17 mg
9: 24 mg (0,058 mmol) 23%
(0,173 mmol) (0,259 mmol) (0,346 mmol)
6: 180 mg 150 mg 50 mg
10: 95 mg (0,228 mmol) 37%
(0,620 mmol (0,930 mmol) (1,240 mmol)
7: 100 mg 82 mg 17 mg
11: 68 mg (0,164 mmol) 48%
(0,340 mmol) (0,510 mmol) (0,700 mmol)
8: 120 mg 98 mg 20 mg
12: 68 mg (0,163 mmol) 40%
(0,410 mmol) (0,610 mmol) (0,820 mmol)




4.1.2.3.1 Dados de caracteriza¢do de 1-(3-(4-alil-2-metoxifenoxi)-2-((4-
clorobenzil)oxi)propil)- 1 H-imidazol (9).
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Massa obtida: 24 mg (0,058 mmol; 23%; Oleo amarelado)
F.M.: C23H25CIN203 M.M.: 412,9140 g/mol

IV-ATR (¢cm™): 3116 (deformagdo axial de C-H aromatico), 2936 (deformagdo axial de C-H
alifatico), 1677 (deformagdo axial C=C de alceno), 1594, 1510 (deformagao axial de C=C

aromatico), 1464 (deformacao angular de C-H alifatico).

RMN de 'H (6; CDCl3; 400 MHz): 8,16 (sl; 1H; H-13); 7,28 (d; 2H; J/°=7,9 Hz; H-18); 7,15—
7,05 (m; 4H; H-19, H-15 e H-14); 6,75 - 6,67 (m; 3H; H-9, H-8 ¢ H-5); 5,97 — 5,87 (m; 1H; H-
2); 5,08 — 5,04 (m; 2H; H-1); 4,58 (d; 1H; J/°=11,8 Hz; H-16); 4,49 (d; 1H; J’=11,8 Hz; H-16);
4,42 (d; 1H; J=15,2 Hz; H-10); 4,32 (dd; 1H; J=14,2 Hz e J°*=5,3 Hz; H-10"); 4,03 (d; 2H;
J=17.3 Hz; H-12); 3,86 — 3,75 (m; 4H; OCH3 e H-11); 3,32 (d; 2H; J°=6,4 Hz; H-3).

RMN de *C (0; CDCls; 100 MHz): 149,7 (1C; C-6); 145.,6 (1C; C-7); 137,4 (1C; C-2); 135,5
(1C; C-17); 134,8 (1C; C-20); 134,1 (1C; C-4); 129,3 (2C; C-18); 128,8 (2C; C-19); 120,7 (1C;
C-9); 116,0 (1C; C-1); 115,0 (1C; C-5); 112,5 (1C; C-8);75,6 (1C; C-11); 71,8 (1C; C-16); 67,7
(1C; C-10); 55,8 (1C; OCHs); 49,4 (1C; C-12); 39,9 (1C; C-3).

4.1.2.3.2 Dados de caracterizagdo de  1-(2-((4-clorobenzil)oxi)-3-(2-metoxi-4-
propilfenoxi)propil)-1 H-imidazol (10).



Massa obtida: 95 mg (0,228 mmol; 37%; Oleo amarelado)
F.M.: C23H27CIN203 M.M.: 414,9300 g/mol

IV-ATR (cm™): 3119 (deformagdo axial de C-H aromatico), 2933 (deformagio axial de C-H
alifatico), 1591, 1512 (deformagao axial de C=C aromatico), 1464 (deformagdo angular de C-
H alifatico).

RMN de 'H (6; CDCls; 400 MHz): 8,07 (s; 1H; H-13); 7,28 (d; 2H; J°=7,5 Hz; H-18); 7,15 —
7,03 (m; 4H; H-19, H-15 e H-14); 6,74 — 6,65 (m, 3H; H-9, H-8 e H-5); 4,58 (d; 1H; J*=11,8
Hz; H-16); 4,48 (d; 1H; //=12,0 Hz; H-16); 4,41 (d; 1H; J=13,3 Hz; H-10); 4,29 (dd; 1H;
JS=14,1 Hz e J’=5,7 Hz; H-10"); 4,05 — 4,01 (m; 2H; H-12); 3,84 (s, 3H; OCH3); 3,79 — 3,75
(m; 1H; H-11); 2,51 (t; 2H; /*=7,6 Hz; H-3); 1,60 (sest; 2H; J°=7,4 Hz; H-2); 0,92 (t; 3H; /*=7.6
Hz; H-1).

RMN de 3C (8; CDCls; 100 MHz): 149,6 (1C; C-6); 145,3 (1C; C-7); 137,5 (1C; C-17) 135,6
(1C; C-4); 134,0 (1C; C-20); 130,9 (1C; C-13); 129,3 (2C; C-18); 129,0 (2C; C-19); 125,5 (1C;
C-14); 120,8 (1C; C-15); 120,5 (1C; C-9); 115,0 (1C; C-8); 112,5 (1C; C-5); 75,8 (1C; C-11);
71,7 (1C; C-16); 67,8 (1C; C-10); 55,8 (1C; OCHs); 49,2 (1C; C-12); 37,72 (1C; C-3); 24,7
(1C;C-2); 13,8 (1C; C-1).

4.1.2.3.3 Dados de caracteriza¢do de 1-(3-(4-alil-2-metoxifenoxi)-2-((4-
clorobenzil)oxi)propil)-1H-1,2,4-triazol (11).



Massa obtida: 68 mg (0,164 mmol; 48%; Oleo amarelado)
F.M.: C22H24CIN303 M.M.: 413,9020 g/mol

IV-ATR (cm™): 3119 (deformagéo axial de C-H aromatico), 2936 (deformagio axial de C-H
alifatico), 1673 (deformagdo axial C=C de alceno), 1594, 1509 (deformac¢ao axial de C=C

aromatico).

RMN de 'H (6; CDCls; 400 MHz): 8,51 (s; 1H; H-14); 8,03 (s; 1H; H-13); 7,25 (d; 2H; /=9,4
Hz; H-17); 7,09 (d; 2H; J/*=7,8 Hz; H-18); 6,77 (d; 1H; J°=8,0 Hz; H-8); 6,71 (s; 1H; H-5); 6,68
(d; 1H; F=8,2 Hz; H-9); 5,98 — 5,88 (m; 1H; H-2); 5,08 — 5,04 (m; 2H; H-1); 4,61 — 4,55 (m;
2H; H-16 e H-10); 4,48 — 4,42 (m; 2H; H-16’ ¢ H-10’); 4,16 — 4,12 (m; 1H; H-11); 4,06 — 3,98
(m; 2H; H-12); 3,84 (s; 3H; OCH3); 3,32 (d; 2H; J°=6,6 Hz; H-3).

RMN de 1*C (65 CDCls; 100 MHz): 149,8 (1C; C-6); 145,9 (1C; C-7); 137,4 (1C; C-2); 135,6
(1C; C-16); 134,6 (1C; C-19); 133,9 (1C; C-4); 129,3 (2C; C-17); 128,7 (2C; C-18); 120,6 (1C;
C-9); 115,9 (1C; C-1); 115,0 (1C; C-5); 112,5 (1C; C-8); 75,0 (1C; C-11); 71,7 (1C; C-15);
68,8 (1C; C-10); 55,8 (1C; OCHs); 51,6 (1C; C-12); 39,9 (1C; C-3).

4.1.2.3.4 Dados de caracterizagio de  1-(2-((4-clorobenzil)oxi)-3-(2-metoxi-4-
propilfenoxi)propil)-1H-1,2,4-triazol (12).



Massa obtida: 63 mg (0,163 mmol; 40%; Oleo incolor)
F.M.: C22H26CIN3O3 M.M.: 415,9180 g/mol

IV-ATR (¢cm™): 2957 (deformagdo axial de C-H alifatico), 1594, 1509 (deformagio axial de

C=C aromatico).

RMN de 'H (6; CDCl3; 400 MHz): 8,43 (s; 1H; H-14); 8,01 (s; 1H; H-13); 7,25 (d; 2H; J=
8,6 Hz; H-17); 7,09 (d; 2H; /°=8,0 Hz; H-18); 6,75 (d; 1H; J/°=8,0 Hz; H-8); 6,70 (s; 1H; H-5);
6,67 (d; 1H; J=8,4 Hz; H-8); 4,60 — 4,55 (m; 2H; H-15 e H-10); 4,47 — 4,41 (m; 2H; H-15" ¢
H-10); 4,06 — 3,97 (m; 2H; H-12); 3,84 (s; 3H; OCH3); 2,51 (t; 2H; J=7,6 Hz; H-3); 1,60 (sest;
2H; F=7,5 Hz; H-2); 0,92 (t; 3H; J’=7.4 Hz; H-1).

RMN de 1*C (6; CDCls; 100 MHz): 150,2 (1C; C-14); 149,7 (1C; C-6); 145,6 (1C; C-7); 143,9
(1C; C-13); 137,4 (1C; C-16); 135,7 (1C; C-4); 133,9 (1C; C-19); 129,3 (2C; C-17); 128,7 (2C;
C-18); 120,4 (1C; C-9); 115,0 (1C; C-8); 112,5 (1C; C-5); 75,2 (1C; C-11); 71,7 (1C; C-15);
68,9 (1C; C-10); 55,8 (1C; OCHs); 51,5 (1C; C-12); 37,7 (1C; C-3); 24,7 (1C; C-2); 12,8 (1C;
C-1).

4.1.2.4 Procedimento geral para a acilacao dos alcoois azolicos (5-8) e obtengao dos ésteres
correspondentes (13-16)

Cl
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0] OH ),(ﬁ\N O 070 )I(ﬁ\N
Y
O\)\/N\/ acido 4-clorobenzdico, EDAC, DMAP O\/é\/N\//
3 h, DCM, 25°C.
R R
5: R =alila; X=CH 13: R = alila; X = CH
6: R = propila; X = CH 14: R = propila; X = CH
7: R =alila; X =N 15: R =alila; X =N
8: R = propila; X =N 16: R = propila; X =N

Em um baldo de fundo redondo contendo 1,2 eq. do 4cido 4-clorobenzodico solubilizados em
diclorometano (DCM) foram adicionados 2 eq. de cloridrato de N-etil-N'-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (EDAC). Apds a completa solubilizagdo dos reagentes, foi
vertido ao meio reacional 1 eq. do dlcool correspondente, solubilizado em DCM, e em seguida,
adicionou-se a mistura quantidade catalitica de 4-dimetilaminopiridina (DMAP; 15 mg). A

reacdo permaneceu sob agitacdo magnética constante por 3 h a 25°C, quando por meio de CCD



em que se utilizou alumina como fase estaciondria, foi observado o fim da reag¢do (eluente:
acetato de etila 100%; revelador: i0do). A mistura reacional foi entdo vertida para um funil de
separacao ¢ lavada com solugao aquosa de HC1 1M (3 x 25 mL) e 4gua destilada (2 x 50 mL).
A fase organica resultante foi seca com sulfato de sodio anidro e evaporada com o auxilio de
um evaporador rotatorio. Os produtos brutos foram obtidos como s6lidos brancos ou levemente

amarelados.

Os produtos 13 ¢ 14 foram purificados em coluna de alumina utilizando com eluente uma
mistura de hexano/acetato de etila na proporcao 1:1, ja para os derivados 15 e 16, o eluente foi
hexano/acetato de etila na propor¢do 7:3. As massas dos reagentes utilizados e dos produtos

obtidos nas reacdes, assim como os seus rendimentos, estao descritos na tabela 3.

Tabela 3: massas dos materiais de partida, produtos e rendimentos das reacdes de sintese dos

ésteres 13-16

Acido Massa do produto
Alcool 4-clorobenzoico EDAC obtido Rendimento
5: 100 mg 130 mg
65 mg (0,415 mmol) 13: 29 mg (0,067 mmol) 20%
(0,346 mmol) (0,678 mmol)
6: 100 mg 130 mg
64 mg (0,408 mmol) 14: 34 mg (0,079 mmol) 45%
(0,344 mmol) (0,678 mmol)
7: 150 mg 200 mg
99 mg (0,632 mmol) 15: 45 mg (0,105 mmol) 20%
(0,518 mmol) (1,043 mmol)
8: 80 mg 103 mg
50 mg (0,319 mmol) 16: 38 mg (0,088 mmol) 32%
(0,274 mmol) (0,537 mmol)




4.1.2.4.1 Dados de caracterizagdo de 1-(4-alil-2-metoxifenoxi)-3-(1 H-imidazol- 1-il)propan-2-
il 4-clorobenzoato (13).
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Massa obtida: 29 mg (0,067 mmol; 20%; Oleo amarelado)
F.M.: C23H23CIN204 M.M.: 426,8970 g/mol

IV-ATR (ecm™): 2933 (deformagio axial de C-H alifatico), 1716 (deformagio axial de C=0 de
éster), 1591, 1512 (deformacao axial de C=C aromaético).

RMN de 'H (6; CDCl3; 400 MHz): 8,23 (s; 1H; H-13); 7,89 (d; 2H; J/°=8,2 Hz; H-18); 7,41
(d; 2H; J/=8,3 Hz; H-19); 7,24 (s; 1H; H-14) 7,11 (s; 1H; H-15); 6,83 (d; 1H; J/’=8,1 Hz; H-9);
5,97 — 5,87 (m; 1H; H-2); 5,59 (quint; 1H; J°=5,3 Hz; H-11); 5,08 (d; 1H; J°=6,7 Hz; H-1);
5,041 (s; 1H; H-1°); 4,64 (d; 2H; J°=4,6 Hz; H-12) 4,18 (dd; 1H; J’=10,4 Hz e J’=4,6 Hz; H-
10); 3,99 (dd; 1H; /°=10,3 Hz e J*=6,62 Hz; H-10"); 3,85 (s; 3H; OCHa); 3,32 (d; 2H; J/°=6,6
Hz; H-3).

RMN de 13C (65 CDCls; 100 MHz): 164,6 (1C; C-16); 149,9 (1C; C-6); 145,4 (1C; C-7); 140,4
(1C; C-1); 137,3 (1C; C-2); 135,3 (1C; C-4); 131,2 (2C; C-18); 129,1 (2C; C-19); 127,2 (1C;
C-17); 120,7 (1C; C-9); 116,0 (1C; C-1); 115,9 (1C; C-5); 112,6 (1C; C-8); 70,9 (1C; C-11);
67,2 (1C; C-10); 55,8 (1C; OCH3); 47,8 (1C; C-12); 39,9 (1C; C-3).



4.1.2.4.2 Dados de caracterizagdo de 1-(1H-imidazol-1-il)-3-(2-metoxi-4-propilfenoxi)propan-
2-il 4-clorobenzoato (14).
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Massa obtida: 34 mg (0,079 mmol; 45%; Oleo amarelado)

F.M.: C23H25CIN204 M.M.: 428,9130 g/mol

IV-ATR (cm™): 3125 (deformagio axial de C-H aromatico), 2961, 2930 (deformagio axial de
C-H alifatico), 1716 (deformacao axial de C=0 de éster), 1591, 1515 (deformacao axial de C=C

aromatico).

RMN de 'H (6; CDCls; 400 MHz): 8,04 (s; 1H; H-13); 7,89 (d; 2H; J*=7,8 Hz; H-18); 7,41
(d; 2H; F=7,9 Hz; H-19); 7,14 (s; 1H; H-14); 7,08 (s; 1H; H-14); 7,08 (s; 1H; H-15); 6,81 (d;
1H; /=8,0 Hz; H-9); 6,71 (s; 1H; H-5); 6,66 (d; 1H; J°=8,0 Hz; H-9); 5,57 (quint; 1H; =52
Hz; H-11); 4,60 (d; 2H; J°=4,8 Hz; H-10); 4,51 (dd; 1H; /”=10,4 Hz e J*=4,4 Hz; H-12); 3,99
(dd; 1H; /”=10,3 Hz e J*=6,6 Hz; H-12"); 3,85 (s; 3H; OCH3); 2,52 (t; 2H; J°=7,6 Hz; H-3);
1,59 (sext; 2H; J°=7,5 Hz; H-2); 0,91 (t; 3H; /=7,3 Hz; H-1).

RMN de 3C (6; CDCls; 100 MHz): 164,6 (1C; C-16); 149,8 (1C; C-6); 145,1 (1C; C-7); 140,4
(1C; C-20); 138,0 (1C; C-4); 137,4 (1C; C-13); 131,2 (2C; C-18); 129,0 (2C; C-19); 127,4 (1C;
C-17); 126,7 (1C; C-14); 120,6 (1C; C-9); 115,8 (1C; C-8); 112,6 (1C; C-5); 71,0 (1C; C-11);



67,2 (1C; C-10); 55,8 (1C; OCHs); 47,4 (1C; C-12); 37,7 (1C; C-3); 24,7 (1C; C-2); 13,8 (1C;
C-1).

4.1.2.4.3 Dados de caracterizagio de 1-(4-alil-2-metoxifenoxi)-3-(1H-1,2,4-triazol-1-
il)propan-2-il 4-clorobenzoato (15).

Massa obtida: 45 mg (0,105 mmol; 20%; Sélido amorfo branco)
F.F:47-50°C
F.M.: C22H22CIN304 M.M.: 427,8850 g/mol

IV-ATR (em™): 3125 (deformagdo axial de C-H aromatico), 2927 (deformagdo axial de C-H
alifatico), 1719 (deformacao axial de C=0 de éster), 1591, 1512 (deformagdo axial de C=C

aromatico).

RMN de 'H (6; CDCls; 400 MHz): 8,51 (s; 1H; H-14); 8,01 (s; 1H; H-13) 7,87 (d; 2H; J/°=8,5
Hz; H-17); 7,38 (d; 2H; J’=8.5 Hz; H-18); 6,83 (d; 1H; //=8,1 Hz; H-8); 6,70 (d; 1H; /=1,8
Hz; H-5); 6,67 (dd; 1H; J/°=8,2 Hz e J*=1,8 Hz; H-9); 5,96 — 5,86 (m; 1H; H-2); 5,69 (quint;
1H; =5,1 Hz; H-11); 5,08 — 5,03 (m; 2H; H-1); 4,84 — 4,75 (m; 2H; H-12 ¢ H-10); 4,22 — 4,14
(m; 2H; H-12’ ¢ H-10); 3,82 (s; 3H; OCHa); 3,31 (d; 2H; J=6,8 Hz; H-3).

RMN de 3C (8; CDCl3; 100 MHz): 164,7 (1C; C-15); 150,7 (1C; C-13); 150,0 (1C; C-6);
145;7 (1C; C-7); 144,0 (1C; C-14); 140,1 (1C; C-19); 137,3 (1C; C-2); 135,1 (1C; C-4); 131,2
(2C; C-17); 128,9 (2C; C-18); 127,5 (1C; C-16); 120,7 (1C; C-9); 116,1 (1C; C-1); 115,9 (1C;



C-5); 112,7 (1C; C-8); 70,8 (1C; C-11); 68,2 (1C; C-10); 55,8 (1C; OCH3); 49,6 (1C; C-12);
39,9 (1C; C-3).

4.1.2.4.4 Dados de caracterizagdo de 1-(2-metoxi-4-propilfenoxi)-3-(1H-1,2,4-triazol-1-
il)propan-2-il 4-clorobenzoato (16).

Massa obtida: 38 mg (0,088 mmol; 32%; Sélido amorfo branco)
F.F: 68 -70°C
F.M.: C2oH24CIN304 M.M.: 429,9010 g/mol

IV-ATR (em™): 2957 deformagdo axial de C-H alifético, 1719 (deformagdo axial de C=0 de
éster), 1591, 1509 (deformacgao axial de C=C aromatico).

RMN de 'H (6; CDCl3; 400 MHz): 8,47 (s; 1H; H-14); 8,00 (s; 1H; H-13); 7,87 (d; 2H; J*=8,5
Hz; H-17); 7,38 (d; 2H; J’=8.5 Hz; H-18); 6,81 (d; 1H; /°=8,0 Hz; H-8); 6,70 (d; 1H; /=1,8
Hz; H-5); 6,65 (dd; 1H; /=8,1 e Hz J/°=1,7 Hz; H-9); 5,69 (quint; 1H; J/°=5,0 Hz; H-11); 4,84
— 4,75 (m; 2H; H-12 ¢ H-10); 4,22 — 4,13 (m; 2H; H-12’ ¢ H-10"); 3,82 (s; 3H; OCHa); 2,50 (t;
2H; F=7,4 Hz; H-3); 1,58 (sest; 2H; J’=7,6 Hz; H-2); 0,90 (t; 3H; J°=7,3 Hz; H-1).

RMN de 3C (8; CDCl3; 100 MHz): 164,7 (1C; C-15); 150,8 (1C; C-13); 149,8 (1C; C-6);
145,3 (1C; C-7); 144,0 (1C; C-14); 140,1 (1C; C-19); 137,9 (1C; C-4); 131,2 (2C; C-17); 128.9
(2C; C-18); 127.5 (1C; C-16); 120,5 (1C; C-9); 116,0 (1C; C-8); 112.6 (1C; C-5); 70,8 (1C; C-
11); 68,2 (1C; C-10); 55,8 (1C; OCHs); 49,6 (1C; C-12); 37,7 (1C; C-3); 24,7 (1C; C-2); 13,8
(1C; C-1).



4.2 Avaliacao da atividade antifingica das substincias sintetizadas

Para a avalia¢do da atividade antifiingica das substancias azolicas sintetizadas (5-16) foram
utilizadas as cepas C. albicans SC5314, C. tropicalis ATCC 750, C. auris COLO 01 A, C.
parapsilosis ATCC 22019, C. krusei ATCC20298 e C. glabrata ATCC 2001. O ensaio foi
realizado seguindo as diretrizes CLSI M27-A3 em meio de cultura MMcM. Fluconazol foi
incluido como controle antifingico positivo. Solugdes estoque da amostra em dimetilsulfoxido
(DMSO) foram preparadas e aplicadas em esquema de dilui¢do seriada seguindo as orientagdes
CLSI documento M 27-A3. A leitura foi medida apos 15 dias de incubagdo a 37°C e obtida a
partir da reducao do 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoliobrometo (MTT), usado para
medicdo da sobrevida celular e proliferacdo. A leitura foi realizada utilizado leitor de
microplaca VersaMax pelo programa Softmax®Pro 5 com absorbancia de 570nm. Os dados
representativos forma obtidos de trés experimentos independentes realizados em duplicata (DE

MORAES, 2022).
4.3 Avaliacao da atividade citotoxica das substancias sintetizadas

Os azo6is 5-16 foram avaliados quanto a sua citotoxicidade frente as células H9¢2. Células H9c2
(American Type Culture Collection, ATCC: CRL 1446) provenientes de cardiomioblastos de
ratos neonatais foram cultivadas em meio de cultura DMEM (suplementado com 10% de soro
bovino fetal (FBS), 1% de glutamina 2nMe 0,2% de gentamicina 200 pg/mL). 1 x 10° células
HO9c2 foram plantadas e incubadas a 37 °C, 5% COz por 24 h. O meio de cultura foi trocado
para a analise da citotoxicidade. A concentragdo maxima foi de 200 pg/mL para cada
substancia, e um perfil de sete pontos com diluicao seriada foi utilizado em triplicata por 72 h.
Ap6s incubagdo, resazurina (1mM) foi adicionado e realizado leitura espectrofotométrica nos
comprimentos de onda de 570nm e 600nm apods 12 h. Os valores de inibi¢do CCso das

substancias foram calculadas usando o programa Graph Pad Prism 5 (DE SOUZA et al., 2019).



5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Planejamento estrutural e sintético dos novos azois

Baseado na estrutura quimica do miconazol, foi proposto um novo padrdo estrutural para a
obtencdo de substancias inéditas hibridas entre o eugenol/di-hidroeugenol e os nucleos
farmacoforicos presentes nos farmacos antifungicos azolicos: imidazol e 1,2,4-triazol,
conforme apresentado na Figura 12 a seguir. Um dos anéis 2,4-diclorobenzénicos do miconazol
foi substituido pelos fenois eugenol e di-hidroeugenol e o outro anel di-clorado do farmaco foi
substituido por um grupo 4-clorobenzila ou 4-clorobenzoila. Além disso, a distancia de 5
ligagdes sigma entre o anel imidazélico e um dos anéis di-halogenados do fArmaco foi mantida
nas nossas substancias propostas, a fim de que a interagdo destes novos az6is com a enzima

alvo pudesse ser mantido

Figura 12: planejamento dos novos azois hibridizados com o eugenol/di-hidroeugenol

Cl
Cl eugenol ou Y=CHz ouC=0
di-hidroeugenol X=CHouN
""""""" Y\ TT T T T T
1 N 1 \
! o 0 x=
cl cl A y OL)V:N\//N l
N\//N : E ] 1
o : 1 I
Ry T ' |
Ci | hibridacao molecular |
Miconazol L DR EaR IR -

ANALOGOS PROPOSTOS

Uma vez planejado o padrao estrutural, o préximo passo consistiu no planejamento sintético
das substancias a serem obtidas. Conforme a retrossintese ilustrada na figura 13 abaixo, os
analogos éteres (9-12) foram obtidos a partir da alquilacdo dos alcoois secundarios (5-8)
enquanto os andlogos ésteres (13-16) foram sintetizados a partir da acilagdo destes mesmos
precursores. Para a obtengdo dos alcoois secundarios (5-8), os derivados oxiranicos (3-4)
tiveram seu nucleo epdxido aberto pelo ataque nucleofilico dos heterociclicos imidazol ou
1,2,4-triazol. J& as substancias (3-4) foram obtidas a partir da reag@o entre a epicloridrina e os

fendis propostos, em meio basico.



Figura 13: esquema de retrossintese das substincias propostas.
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5.2 Sintese das substancias planejadas

5.2.1 Sintese dos derivados oxiuranos 3 € 4.

o o o
OH KOH(aq.), epicloridrina. OW
24h, EtOH, 25°C
R R
1: R=alila 3: R=alila
2: R = propila 4: R = propila

Os derivados oxiranos 3 e¢ 4 foram obtidos em um meio basico contendo os ions fendxido
(gerados a partir da desprotonacio dos fendis correspondentes) ¢ a epicloridrina (RAMIREZ-
VILLALVA etal., 2015). O acoplamento a um nucleo de 6xido de etileno apresenta vantagens
sintéticas uma vez que confere a estrutura sitios reativos eletrofilicos com consequente
formacao de um centro nucleofilico representado pelo 4lcool secundario formado a partir da

abertura do anel.

Os fendis devem ser desprotonados em meio basico previamente a adigdo da epicloridrina, uma
vez que anions "OH poderiam promover ataques nucleofilicos a epicloridrina, reduzindo assim

o rendimento da reagao.

O mecanismo quimico da reagdo trata-se de uma substituicao nucleofilica bimolecular (Sn2)
em que, primeiramente, o ion fenoxido ataca o carbono eletrofilico menos impedido
estericamente do anel de trés membros da epicloridrina. O ataque ocorre seletivamente nesta
posi¢do em detrimento ao carbono ligado ao haleto uma vez que a tensdo do anel de trés
membros contribui para uma maior reatividade deste carbono. Com isso, a ligagdo carbono —
oxigénio ¢ quebrada com a formagdo de uma carga negativa no oxigénio, este, por sua vez,
ataca (intramolecularmente) o carbono eletrofilico ligado ao cloro, expulsando-o e regenerando

o anel de trés membros (CLAYDEN; GREEVES; WARREN, 2012).



Figura 14: proposta de mecanismo para formacao dos derivados oxiuranos
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Os derivados 3 e 4 foram obtidos na forma de produtos oleosos e incolores, com rendimentos

de 62% (0,80 g) e 80 % (1,07 g), respectivamente.

5.2.2 Obtengao dos alcoois secundarios 5-8.
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imidazol ou 1,2,4-triazol,
24 h, DMF, 80°C

R R
. 5:R =alila; X=CH
3: R=allla_ 6: R = propila; X = CH
4: R = propila 7:R=alila; X=N
8: R = propila; X =N

A abertura do grupo epoxido presente nos oxiranos 3 e 4 foi realizada na presenga de DMF
anidra ¢ um nucledfilo representado pelos heterociclicos imidazol ou 1,2,4-triazol, sob
aquecimento (KAUR, 2018). Nessas condi¢des, a abertura ocorre majoritariamente a partir do
carbono menos impedido estericamente do anel de trés membros, levando a formagao do alcool
secundario desejado (CLAYDEN; GREEVES; WARREN, 2012). A utilizacao do solvente
anidro reduz subprodutos provenientes da abertura do anel por moléculas de agua, melhorando

o rendimento da reagao.

Trata-se de uma reacdo de substitui¢do nucleofilica bimolecular (Sx2) em que um dos
nitrogénios sp? dos heterociclicos ataca o carbono eletrofilico do epodxido, altamente reativo
devido a tensdo do anel de trés membros. Este ataque leva a quebra da ligagdo C—O com a
formacdo de uma carga negativa no oxigénio € uma carga positiva no nitrogénio. Em seguida,
o oxigénio carregado negativamente abstrai o proton ligado ao nitrogénio positivo

neutralizando as cargas da molécula (CLAYDEN; GREEVES; WARREN, 2012).



Os derivados 5-8 foram obtidos como sélidos ou 6leos amarelados, com rendimentos entre 20-

50%.

Figura 15: proposta de mecanismo para a abertura do anel oxirano.
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5.2.3 Sintese dos éteres 9—12.

oA

@] OH )I(f\ 0] )I(ﬁ\N
OVK/N\//N N/
NaH, cloreto de 4-clorobenzila »
R 24 h, DMF 4, 25°C, atm N, R

5: R =alila; X =CH 9: R =alila; X =CH

6: R = propila; X=CH 10: R = propila; X =CH
7:R=alila; X=N 11: R =alila; X =N

8: R = propila; X=N 12: R = propila; X =N

Para a obteng¢ao dos éteres 9-12, foi utilizado DMF anidro, sob atmosfera de nitrogénio, em que
os alcoois 5-8, hidreto de sodio e cloreto de 4-clorobenzila foram solubilizados (DE SOUZA et
al., 2019). De acordo com o mecanismo proposto para esta reacao, o alcool secundario €
desprotonado pelo hidreto presente no meio, que foi utilizado por ser uma base forte e nao
nucleofilica, como forma a evitar a utilizagdo de anions hidroxila, que poderiam agir como
nucleéfilos no meio reacional, consumindo o haleto de benzila e prejudicando o rendimento da

reacdo. O hidreto ndo atua como nucleofilo frente ao carbono eletrofilico ja que seus elétrons



estio localizados no orbital s e ndo interagem com o orbital sp’> do carbono. E de suma
importancia que o meio seja anidro e a atmosfera inerte para que moléculas de 4gua ndo atuem
como nucleofilos ou acidos, comprometendo o rendimento da reagao (CLAYDEN; GREEVES;

WARREN, 2012).

O mecanismo quimico ¢ de uma reagao de substitui¢ao nucleofilica bimolecular (Sn2) em que,
primeiramente, o hidreto abstrai o proton do éalcool secundério levando a formacdo do ion
alcoxido. A maior reatividade do oxigénio negativo favorece o ataque nucleofilico ao carbono

eletrofilico do haleto de benzila, desfazendo a ligacao C-Cl e levando a formagao do éter.

Os derivados de 9-12 foram obtidos como 6leos amareclados ou incolores, com rendimentos

entre 20-50%.

Figura 16: proposta de mecanismo para a sintese dos éteres propostos.
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5.2.4 Sintese dos ésteres 13-16.

cl
o OH X=\ ~0 oio
\/E\/ I _ O\/é\/

acido 4-clorobenzdico, EDAC, DMAP
3 h, DCM, 25°C.

X=\
N
Ny

13: R =alila; X =CH
14: R = propila; X =CH
15: R =alila; X =N

16: R = propila; X =N

5: R =alila; X = CH

6: R = propila; X = CH
7:R=alila; X=N

8: R =propila; X =N

Para a sintese dos ésteres, foi utilizado o método de esterificagdo de Steglich, utilizando o

EDAC como reagente de acoplamento ¢ o DMAP como catalizador (GILLES et al., 2015;



NEISES; STEGLICH, 1978). Este método foi escolhido por apresentar condi¢cdes reacionais

mais amenas e evitar a utiliza¢do de solventes mais téxicos como a piridina.

Esta reacdo ocorre em duas etapas. Em um primeiro momento, conforme demonstrado na
Figura 16, o DMAP desprotona o acido carboxilico formando um carboxilato, que por sua vez
promove um ataque nucleofilico ao carbono eletrofilico da carbodiimida, desfazendo a ligagao
n C-N. Em seguida, os elétrons ndo ligantes do nitrogénio aromético do DMAP atacam o
carbono carbonilico eletrofilico do intermediario formado, deslocando a ligagdo m ¢ formando
um intermediario tetraédrico. O oxigénio carregado negativamente regenera a carbonila
possibilitando a saida do reagente de acoplamento na forma de uma ureia e formac¢do de uma

amida muito reativa (NEISES; STEGLICH, 1978).

Figura 17: mecanismo proposto para a primeira etapa da sintese dos estéres por esterificagao

de Steglich.
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Na segunda etapa da reagao, ilustrada na Figura 18 abaixo, o dlcool secundario dos azois ataca
o carbono carbonilico eletrofilico da amida, deslocando a ligacao © e formando o intermediario

tetrahédrico. O oxigénio carregado negativamente regenera a carbonila expulsando o DMAP



como grupo abandonador e formando a ligacao éster. O DMAP abstrai o proton do oxigénio

carregado positivamente neutralizando a molécula (NEISES; STEGLICH, 1978).

Figura 18: mecanismo proposto para a segunda etapa da esterificacdo de Steglich.
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Os derivados 13 e 14 foram obtidos como 6leos amarelados enquanto 15 e 16 resultaram em

solidos amorfos brancos. O rendimento para essas reagdes variou entre 20-45%.

5.3 Caracterizagao quimica das substiancias sintetizadas

Todas as substancias sintetizadas foram caracterizadas por espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear de 'H e '*C e na regido do infravermelho, e os espectros estio apresentados

no ANEXO 1.

~
(@) .éo
6
5 O%%m
2, 7 10
= 8
1 3 9

Nos espectros de RMN de 'H das substancias 3 e 4, os sinais correspondentes aos hidrogénios
aromaticos foram registrados de 7,01 a 6,71 ppm. Os hidrogénios diasterotdpicos H-10" e H-
10°° foram registrados entre 4,20-4,27 ppm e 4,02-4,07 ppm, respectivamente, como dupletos
duplos e integral igual a 1. J& os hidrogénios diasterotdpicos do anel de 3 membros foram
observados em 2,9 ppm para H-12"’ e entre 2,73-2,75 ppm para H-12’. Este ultimo foi
registrado com multiplicidade de dupleto duplo, o que era esperado levando em consideracao
sua vizinhanga quimica. J& os sinais correspondentes a H-12’ foram registrados como tripletos

com constante de acoplamento igual a 4,5 Hz (3) e 4,8 Hz (4), e acredita-se que devido as



caracteristicas espaciais e de tensdo angular do anel de 3 membros as constantes de acoplamento
entre os hidrogénios vicinais e geminais tenham sido equivalentes desdobrando o sinal em um
tripleto, diferentemente dos demais hidrogénios diasterotopicos. Nos espectros de RMN de 3C,
cuja analise foi auxiliadapelos sub espectros DEPT-135, foram observados os sinais referentes
aos carbonos aromaticos entre 149,65 e 111,96 ppm. Além disso, o registro dos sinais referentes

a C-10 (70 ppm), C-11 (50 ppm) e C-12 (45 ppm) confirmam a obten¢do dos derivados

oxiranos.
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Nos espectros de RMN de 'H dos alcoois azolicos foi possivel observar os sinais dos
hidrogénios pertencentes aos heterociclicos como os mais desblindados dos espectros. Os sinais
referentes a estes hidrogénios dos derivados imidazolicos foram encontrados na faixa de 7,69-
6,97 ppm, para H-15 e H-14, e foram observados como sinais alargados, enquanto para H-13
foi observado um simpleto de integral igual a 1. Para os derivados 1,2,4-triazolicos os sinais
referentes a H-13 foram observados na faixa de 8,38-7,98 ppm como simpletos de integral igual

al.

Os hidrogénios provenientes do anel benzénico (H-5, H-8 e H-9) foram registrados na faixa de
6,84-6,50 ppm. O sinal referente a H-8 foi observado como dupleto em todos os espectros com
constantes de acoplamento proximas a 8,0 Hz, caracteristica de acoplamento entre hidrogénios
orto-posicionados. Ja H-9 e H-5 foram observados como mutipletos de integral igual a 2, porém
em alguns espectros foi possivel observar o desdobramento de H-5 como um dupleto de
constante de acoplamento na faixa de 1,8-2,0 Hz (condizente com o acoplamento entre
hidrogénios meta-posicionados) e de H-9 como um duplo dupleto de constantes de acoplamento
entre 7,8-8,5 Hz (acoplamento em orto com H-8) e entre 1,8-2,0 Hz (acoplamento em meta com

H-5).

Os hidrogénios da cadeia alilica dos derivados do eugenol foram observados como multipleto
de integral 1 na regido de 6,0 a 5,8 ppm para H-2, multipleto de integral 2 na regido 5,11a 5,00
ppm para H-1 e um dupleto de constante de acoplamento 6,7 Hz e integral 2 na regido de 3,40a

3,30 ppm. Para os derivados do diidroeugenol os hidrogénios da cadeia propilica foram



encontrados na faixa de 2,60,50 ppm na sequéncia tripleto-sexteto-tripleto com integrais 2-2-3,
respectivamente. Ja os hidrogénios da metoxila foram observados como simpletos de integral

3 préximos a 3,9 ppm.

Os hidrogénios H-10, H-11, H-12 foram encontrados na regido entre 4,50 ppm e 3,20 ppm. H-
11 esté4 ligado a um carbono quiral e devido a isso ambos H-10 e H-12 possuem caracteristica
de hidrogénios diasterotopicos. Apesar de ndo ser constante para todos os espectros, foi possivel
observar dupletos duplos em alguns casos para esses hidrogénios diasterotopicos. Como
exemplo, para o espectro da substancia 6 (alcool imidazolico do di-hidroeugenol) o hidrogénio
H-10 pode ser observado como um dupleto duplo de constantes de acoplamento iguais a /=134

Hz e /°=3,5 Hz e H-10’ como um duplo-dupleto de constantes iguais a J>=13,3 Hz e ’=6,3 Hz.

No que se refere aos espectros de RMN de "*C destes derivados, foram observados sinais
referentes aos carbonos aromadticos na faixa de 150-110 ppm. Os carbonos pertencentes ao
heterociclico geraram sinais de menor intensidade, provavelmente por apresentarem maior
tempo de relaxacdo. Para os derivados do eugenol, os carbonos C-1 e C-2 pertencentes ao
grupo alila também foram encontrados na regido dos aromaticos, o que esta de acordo com a
desblindagem causada pelo efeito anisotrépico em alcenos. Os demais carbonos foram
observados em deslocamentos quimicos menores que 70 ppm, e com o auxilio do sub espectro
DEPT-135 foi possivel atribuir os sinais de C-10 e C-12, registrados em fase inversa, assim

como C-3 para os derivados do eugenol e C-2 e C-3 para os derivados do di-hidroeugenol.
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Nos espectros de RMN de 'H dos éteres foi possivel observar dois dupletos de integral 2 na
regido de aromaticos, representando os hidrogénios provenientes do grupo 4-clorobenzila. Na
regido entre 4,5-3,0 ppm foram registrados simpletos com integrais iguais a 2, referentes aos
hidrogénios metilénicos H-16 (para os derivados imidazolicos) e H-15 (para os derivados 1,2,4-
triazolicos), evidenciando a obtencdo dos produtos. J4 nos espectros de RMN de *C foram

registrados 4 novos sinais de carbono na regido dos carbonos aromaticos, sendo dois desses de



intensidade equivalente a dois carbonos hidrogenados, condizente com anéis benzénicos p-
dissubstituidos. Além disso, o sinal do carbono benzilico foi registrado em 71 ppm, confirmado

pelo sinal de fase inversa registrado no subespectro DEPT-135.

Cl Cl
20 19
19 19 18 18
18 18 17 17
17 1 16
14 15
15
\O ; /N \O 0 ? 13 /N>
6 6 ) 14
7 / 7 <
O\/11\/N\/ O\/11\/N N
2 4 10 12 13 2, 10 12
= 8 13 = 8
1 3 9 1 3 9 15

Nos espectros de RMN de 'H dos derivados acilados, além do registro dos sinais dos
hidrogénios aromaticos descritos para os derivados benzilados, também foi possivel observar
um maior deslocamento quimico (em torno de 5,5 ppm) para o sinal do H-11 em comparagao
com os precursores alcoois, devido ao efeito eletrorretirador do grupo carbonila, agora presentes
nesta série de substincias. Além disso, no espectro de RMN de '*C foi registrado o sinal
caracteristico do carbono carbonilico destes derivados em 164 ppm, confirmando a obtencao

dos ésteres.

Nos espectros na regido do infravermelho das substancias hidroxiladas 5 a 8 foi possivel
observar a banda da hidroxila alcodlica na regido entre 3310 a 3204 cm’!, confirmando a
abertura do grupo epoxido pelos nucledfilos imidazol e 1,2,4-triazol. Esta mesma banda nao ¢
mais observada nos espectros das substancias 9 a 16, conforme esperado, apos as reagdes de
benzilacao e acilagdo do grupo hidroxila dos precursores sintéticos 5-8. Ja especificamente nos
espectros dos derivados acilados 13 a 16 a banda referente a carbonila do éster formado pode
ser observada na regido de 1716 a 1719 cm™!, confirmando o sucesso da reagdo de acilagdo. Em
todos os espectros foram registradas bandas referentes as deformagdes axiais das ligagcdes C=C

dos anéis aromaticos entre 1509-1597 cm™!.

5.4 Avaliacgdo in vitro da atividade antiflingica e da citotoxicidade das substancias azélicas

sintetizadas

Todos os azois 5-16 sintetizados foram avaliados quanto ao seu potencial antifingico frente as

cepas de leveduras C. albicans SC5314, C. tropicalis ATCC 750, C. auris COLO 01 A, C.



parapsilosis ATCC 22019, C. krusei ATCC20298 e C. glabrata ATCC 2001. Além disso, a
citotoxicidades das substancias foi avaliada contra células sadias H9c2 (cardiomioblastos de

ratos neonatais). Estes resultados estdo apresentados na Tabela 4 a seguir.



Tabela 4: resultados da atividade antifungica dos azbis 5-16 frente as cepas C. albicans , C. tropicalis, C.auris, C. parapsilosis, C. krusei e C.

glabrata e da citotoxicidade contra as células H9c2

C. albicans C. tropicalis C. auris C. parapsilosis C. krusei C. glabrata
SUBSTANCIA | H9C2 SC5314 ATCC 750 COLOO01 A ATCC 22019 ATCC 20298 ATCC 2001
(;Lg/io Clso uM IS ClsopM IS ClsopM IS ClsopM IS ClsopM IS Clso pM IS
5 643,5 >1734,0 0,4 >867 0,7 >433,5 0,6 >433,5 1,5 >433,5 0,6 >433,5 1,5
6 453,4 >1722,0 0,3 >861 0,5 >430,5 0,4 >430,5 1,1 >430,5 0,4 >430,5 1,1
7 541,1 >1728,1 0,3 >1728,1 0,3 >432,1 1,2 >432,0 1,3 >432 1,2 >432,0 1,3
8 552,6 >1716,1 0,3 >1716,1 0,3 >429.,0 0,8 >429,0 1,3 >429 0,8 >429,0 1,3
9 33,6 >302,7 0,1 >302,7 0,1 >302,7 0,2 >302,7 0,1 >302,7 0,2 36,8 0,9
10 44,2 18,8 2,3 75,3 0,6 75,3 1,0 75,3 0,6 >301,3 0,2 37,6 1,2
11 52,9 >300,5 0,2 >300,5 0,2 >300,5 0,6 >300,5 0,4 >300,5 1,5 >300,5 0,4
12 40,1 >302,0 0,1 >302,0 0,1 >302,0 0,3 >302,0 0,3 >302 0,7 >302,0 0,3
13 1289 4,6 28,2 73,2 1,8 - - 73,2 1,8 >292,8 0,7 36,5 3,5
14 35,3 >291,4 0,1 >291,4 0,1 364 1,7 145,7 0,2 >291,4 0,2 36,4 1,0
15 96,2 >292,1 0,3 >292,1 0,3 - - >292,1 0,3 >292,1 0,6 >292,1 0,8
16 354 >290,8 0,1 >290,8 0,1 - - >290,8 0,1 >290,8 0,5 >290,8 0,3
Fluconazol - 1,6 - 0,8 - 209.0 - 33 - 104,5 - 13,1 -

CCso: concentragao da substancia que € toxica para 50% das células; Clso: concentragdo que inibe 50% do crescimento do microrganismo; IS: indice de seletividade (CCso/Clso)




A partir dos resultados obtidos e apresentados na tabela acima foi possivel observar que a
presenga do grupo 4-clorobenzila ou 4-clorobenzoila foi crucial para a atividade antifingica da
nova série de azois sintetizados. As substancias de 5 a 8 que ndo possuem tal substituinte nao
apresentaram atividade contra nenhuma das cepas avaliadas. A importancia desse grupo para a
atividade antifingica pode ser explicada a partir de interagdes m-stacking realizadas com
diversos residuos do bolso hidrofébico onde se acomodaria a por¢ao 17-alquilica do lanosterol
(SHAFIEI et al., 2020). Vale ressaltar que foram essas as substancias que apresentaram menor
citotoxicidade contra células sadias, indicando que este mesmo substituinte possa estar

relacionado uma maior citotoxicidade considerando as células H9c2.

Considerando a natureza do nucleo azolico presente na estrutura (imidazol ou 1,2,4-triazol)
pode-se observar que nenhum dos derivados triazolicos (11, 12, 15 e 16) apresentou atividade
contra as cepas de Candida. Neste quesito, o anel imidazdlico se mostrou essencial para a
atividade dos novos derivados, uma vez que todos os imidazois (9, 10, 13 ¢ 14) apresentaram

atividade antifingica contra uma ou mais leveduras.

Nota-se que a substitui¢do da hidroxila alcodlica em combinac¢ao com anel imidazodlico geraram
substancias biologicamente promissoras frente as cepas de leveduras testadas. Dentre essas
estruturas, o imidazol acilado derivado do eugenol (13), apresentou os melhores resultados,
sendo ativo contra um amplo espectro de cepas fungicas: C. albicans (Clso = 4,6 uM), C.
tropicalis (Clso= 73,2 pM), C. parapsilosis (Clso= 73,2 uM) e C. glabrata (Clso= 36,5 uM).
Além disso, esta mesma substancia apresentou a maior concentragdo citotoxica contras células
HO9c2 entre todos os azdis testados, induzindo uma menor toxicidade nas células saudaveis e
apresentando melhor seletividade. Considerando a espécie de C. albicans, este derivado foi 28
vezes mais ativo contra o fungo em relagao as células H9¢2. Ja o derivado obtido a partir do di-
hidroeugenol tento o mesmo grupo 4-clorobenzila como substituinte (14) destaca-se por ser
ativo frente a cepa multirresistente C. auris (Clso = 36,4 uM), apresentando um indice de
seletividade de 1,7. O derivado imidazdlico benzoilado do di-hidroeugenol (10) também foi
ativo contra esta mesma cepa (C. auris: Clso= 75,3 uM), porém nao demonstrou seletividade.
Ambas as substancias ativas contra C. auris apresentaram atividade superior ao fluconazol
frente a esta levedura (10: 2,8 vezes mais ativa ¢ 14: 5,8 vezes mais ativa). Além disso, o
derivado 10 apresentou um amplo espectro de agdo demonstrando atividade frente as cepas C.
albicans (Clso= 18,8 uM), C. tropicalis (Clso= 75,3 uM) C. parapsilosis (Clso= 73,2 pM) e C.
glabrata (Clso= 36,5 uM), e o maior indice de seletividade determinado para esta substancia

foi para C. albicans (2,3).



6 CONCLUSAO

Foram sintetizadas nesse trabalho 12 substancias azolicas inéditas (5-16) derivadas do
eugenol/di-hidroeugenol e andlogas do miconazol, contendo o ntcleo farmacoférico dos
farmacos antifingicos azolicos (imidazol ou 1,2,4-triazol). Todas as substancias obtidas foram
purificadas e devidamente caracterizadas por espectroscopia na regiao do infravermelho e de
Ressonincia Magnética Nuclear de 'H e '*C. O potencial antifiingico destes azdis foi avaliado
frente as cepas de C. albicans, C. tropicalis, C. auris, C. parapsilosis, C. krusei e C. glabrata,
e a citotoxicidade destas substancias foi avaliada contra células sadias H9c2. O derivado
imidazolico do eugenol 13 apresentou os melhores resultados dentre todas as substancias,
sendo ativo contra todas as cepas de leveduras testadas, com destaque frente a C. albicans,
apresentado um valor de Clso de 4,6 uM, o que conferiu a este composto um indice de

seletividade maior que 28.
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Substancia 4:

espectro de 'H (CDCl3, 400 MHz)
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Substancia 5:
5.1: espectro de 'H (CDCl;, 400 MHz)
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5.3: subespectro de DEPT-135 (CDCls, 100 MHz)
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Substancia 6:
6.1: espectro de 'H (CDCl3, 400 MHz)
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6.3: subespectro de DEPT-135 (CDCls, 100 MHz)
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Substancia 7:
7.1: espectro de 'H (CDCls, 400 MHz)
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7.3: subespectro de DEPT-135 (CDCls, 100 MHz)
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7.4: Espectro no infravermelho
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Substancia 8:
8.1: espectro de 'H (CDCl;, 400 MHz)
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8.2: espectro de °C (CDCl3, 100 MHz)
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8.3: subespectro de DEPT-135 (CDCls, 100 MHz)
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8.4: Espectro no infravermelho
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Substancia 9:
9.1: espectro de 'H (CDCl3, 400 MHz)
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9.2: espectro de 3C (CDCl3, 100 MHz)
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9.3: subespectro de DEPT-135 (CDCls, 100 MHz)
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9.4: Espectro no infravermelho
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Substancia 10:
10.1: espectro de 'H (CDCl;, 400 MHz)
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10.3: subespectro de DEPT-135 (CDCl3, 100 MHz)
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Substancia 11:
11.1: espectro de 'H (CDCl;, 400 MHz)
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11.2: espectro de 3C (CDCl;, 100 MHz)
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11.3: subespectro de DEPT-135 (CDCl3, 100 MHz)

11.4: Espectro no infravermelho
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Substancia 12:
12.1: espectro de 'H (CDCl;, 400 MHz)
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12.2: espectro de 3C (CDCl;, 100 MHz)
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12.3: subespectro de DEPT-135 (CDCl3, 100 MHz)
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12.4: Espectro no infravermelho
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