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RESUMO

As infec¢bes fungicas representam um grave desafio de saude publica em todo o
mundo, mas ainda séo tratadas como doencas negligenciadas. Estima-se que
mais de 1 bilhdo de pessoas sejam afetadas globalmente, com 6,5 milhdes de
casos de infecgBes fungicas invasivas anualmente, resultando em cerca de 2,5
milhbes de mortes. Dentre as mais de 6 milhdes de espécies de fungos
conhecidas, cerca de 600 estéo relacionadas a doencas humanas, sendo aquelas
dos géneros Cryptococcus, Aspergillus e Candida as mais comuns. Estudos
recentes demonstraram a importante atividade antifangica de novos imidazoéis e
1,2,4-triaz6is analogos do farmaco miconazol e derivados do eugenol e di-
hidroeugenol contra Candida spp. e Cryptococcus gattii. Nesse contexto, neste
trabalho foi proposta a sintese de novos analogos do miconazol derivados do
eugenol, di-hidroeugenol ou guaiacol, com um padrao estrutural semelhante a
esses primeiros azois bioativos, com um nucleo bioisostérico 1,2,3-triazol. As 9
substancias azolicas sintetizadas (10-18) foram caracterizadas por Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) de 'H e 13C, por espectroscopia na regido do
infravermelho e por espectrometria de massas. O potencial antifingico dos novos
triazois foi avaliado contra Candida spp., Cryptococcus spp. e Sporothrix spp.,

sendo o derivado 13 ativo contra Sporothrix schenckii a 125 pg.m~L™.

Palavras-chave: eugenol, di-hidroeugenol, guaiacol, caracterizacdo estrutural,

avaliacdo antifangica.



ABSTRACT

Fungal infections represent a serious global public health challenge but are still
considered neglected diseases. It is estimated that over 1 billion people are
affected worldwide, with 6.5 million cases of invasive fungal infections annually,
resulting in approximately 2.5 million deaths. Among the more than 6 million known
fungal species, about 600 are associated with human diseases, with the most
common being Cryptococcus, Aspergillus, and Candida. Recent studies have
demonstrated the significant antifungal activity of new imidazoles and 1,2,4-
triazoles, analogs of the drug miconazole, and derivatives of eugenol and
dihydroeugenol against Candida spp. and Cryptococcus gattii. In this context, this
work proposed the synthesis of new miconazole-based analogs derived from
eugenol, dihydroeugenol, or guaiacol, featuring a structural pattern similar to these
initial bioactive azoles, with a 1,2,3-triazole bioisosteric core. The 9 synthesized
azole substances (10-18) were characterized by *H and 3C Nuclear Magnetic
Resonance (NMR), infrared spectroscopy, and mass spectrometry. The antifungal
potential of the new triazoles was evaluated against Candida spp., Cryptococcus
spp., and Sporothrix spp., with compound 13 showing activity against Sporothrix

schenckii at 125 pg.mL™.

Key-words: eugenol, dihydroeugenol, guaiacol, structural characterization,

antifungal evaluation.
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1. INTRODUCAO

As infec¢des causadas por fungos representam um grave problema de saude
publica global, e as candidiases, infec¢cbes causadas por diferentes espécies
de Candida, figuram atualmente como as principais causas de infeccbes
nosocomiais (SULEYMAN et. al., 2021). Estima-se que anualmente 6,5 milhdes
de pessoas sejam acometidas por infecgbes fungicas invasivas, resultando em
cerca de 2,5 milhdes de mortes, 0 que representa mais de seis vezes 0 numero
de mortes por malaria e quase trés vezes o numero de mortes por tuberculose
em todo o mundo (DENNING, 2024).

A populacdo mais afetada e suceptivel a complicacdes por infeccbes fungicas
sistémicas sdo, entre outros, os imunocomprometidos, os transplantados,
portadores do virus da imunodeficiencia humana (HIV), pessoas com doencas
pulmonares cronicas e pacientes em internacdes hospitalares de longa duracao
(CDC, 2024). Durante a pandemia da COVID-19 também foram relatados
inimeros casos de coinfecgcéo entre o virus SARS-CoV-2 e fungos dos géneros
Aspergillus e Candida e da ordem Mucorales, com desfechos quase sempre
fatais (SONI et. al., 2021), o que despertou um maior alerta sobre a ameaca de
patdgenos fungicos a saude humana. Além disso, tém-se observado nos
ultimos anos o surgimento dos chamados superfungos, como a Candida auris,
gue apresentam resisténcia aos farmacos comercialmente disponiveis e alta
taxa de mortalidade associada (MISHRA et. al., 2023).

O arsenal terapéutico antifingico atual ainda € escasso e se resume em trés
principais classes de farmacos, sendo eles os azois, os polienos e as
equinocandinas, que estdo associados a graves problemas de resisténcia
fangica, alta toxicidade e problemas farmacocinéticos (HOUST et. al., 2020).
Além disso, entre 0os anos de 2006 e 2021 nenhum novo farmaco antifungico foi
aprovado pelas agéncias reguladoras, o que mudou apenas recentemente com
a aprovacao do Oteseconazol em 2022 (U.S. FDA, 2022) e da Rezafugina em
2023 (U.S. FDA, 2023) pela agéncia reguladora Norte Americana FDA (U.S.
Food and Drug Administration).

Nesse contexto, torna-se cada vez mais necessaria a busca por novos

candidatos a farmacos antifungicos livres de problemas farmacocinéticos e
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eficazes contra cepas multirresistentes, como a de Candida auris. Diante da
necessidade e urgéncia quanto ao desenvolvimento de novos farmacos
antifingicos, e considerando este mesmo potencial biolégico descoberto para
diferentes derivados do eugenol (PERET et. al., 2023), propds-se neste
trabalho a sintese de 1,2,3-triazdis inéditos analogos do farmaco miconazol. As
novas substancias 1,2,3-triazélicas propostas sdo derivadas do eugenol, di-
hidroeugenol e guaiacol.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 InfeccBes Fungicas

2.1.1 Epidemiologia

Estudos demonstram que mais de 1 bilhdo de pessoas convivem com algum
tipo de infeccdo fungica no mundo (BONGOMIN et. al., 2017). Esta alta
prevaléncia demonstra como os fungos sdo versateis em causar doencas de
carater cronico ndo invasivo, como as micoses superficiais, que podem
acompanhar uma pessoa por anos ou por toda a vida. Entretanto, esses
microorganismos também tém grande potencial em provocar infeccbes
invasivas graves com alto grau de mortalidade, sobretudo na populacéo
imunocomprometida. Estimativas recentes apontam que, anualmente, 6,5
milhdes de individuos sdo acometidos por infec¢cbes fungicas sistémicas,
resultando em 2,5 milhdes de mortes no planeta (DENNING, 2024).

Em relacéo as infecc¢des fungicas invasivas alguns fatores de risco devem ser
levados em consideracdo para avaliar tanto a suceptibilidade quanto o
prognostico. Pessoas imunocomprometidas estdo mais suceptiveis a
contrairem essas infec¢cdes oportunistas e apresentarem desfecho de 6bito.
Nesse aspecto, individuos em tratamento contra canceres, portadores do virus
HIV, pessoas com doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC),
transplantados, pacientes em tratamento com antibiéticos e corticoides, e
aqueles em internacdes hospitalares de longa duracdo precisam de atencéo
redobrada, por representarem um publico com probabilidade aumentada de
acometimento (CDC, 2024).

A pandemia de COVID-19 revelou um cenario preocupante em relacdo as
infeccbes fungicas, especialmente em pacientes hospitalizados. O uso
prolongado de ventilagdo mecanica, corticosteroides e outros tratamentos
imunossupressores aumentou significativamente o risco de infeccdes
oportunistas por fungos, principalmente os dos géneros Aspergillus e Candida
e da ordem Mucorales, com desfechos quase sempre fatais (SONI et. al.,
2021). Esse contexto de emergéncia na saude global sublinhou a necessidade

urgente de desenvolvimento de novas substancias antifingicas e estratégias
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de manejo para lidar com essas infeccoes em ambientes hospitalares.

Para além desses determinantes de risco, outros fatores socioecondémicos e
geoclimaticos sdo importantes para explicar a propagacao de determinadas
micoses. Fungos patogénicos, anteriormente restritos a certas regioes, estdo
sendo detectados em novas areas geograficas devido a globalizacdo das
atividades humanas e ao aumento do diagndéstico e conscientizacdo
(SENGUPTA, 2024). Além disso, tém-se observado a mudanca do nicho
ecologico de determinadas fungos, como a Candida auris, que anteriormente
existia como espécie saprdfita de plantas em areas tropicais e que, devido a
mudancas climéticas, adquiriu caracteristicas favoraveis a infeccdo em
humanos (CASADEVALL et. al., 2019), tornando-se hoje um superfungo
resistente aos farmacos disponiveis e com alta taxa de mortalidade associada
(MISHRA et. al., 2023).

No Brasil, os dados epidemioldgicos sobre infeccfes fungicas ainda sé&o
subestimados (GIACOMAZZI, 2015), isso porque, no pais, doencas fangicas
nao tém notificacdo compulséria, isto €, os profissionais da saude ndo séo
obrigados a notifica-las as autoridades governamentais (MINISTERIO DA
SAUDE, 2024). Essa situacéo impede a compreens&o da real situacéo do pais
e compromete futuras medidas emergenciais, 0 que é um risco, ja que se tem
observado no Brasil um cenario preocupante, em que o pais tem apresentado
altas taxas de incidéncia de criptococose (SILVA, 2020) e ainda, desde 2020,

vem registrando casos do superfungo Candida auris (SBMT, 2023).

2.1.2 Fatores de viruléncia e patogenicidade de fungos

Os fungos sdo microorganismos eucariontes que possuem importantes papéis
no meio ambiente, como a decomposicdo de matéria organica e a interacao
simbidtica com diferentes espécies de animais, plantas e algas. Estima-se que
existam mais de 6 milhGes de espécies diferentes de fungos no mundo, mas
menos de 1% delas causam infeccfes nos seres humanos (STRICKLAND;
SHI, 2021). Cerca de 600 espécies de fungos sao patogénicas para 0 homem
sendo que entre elas ha uma caracteristica evolutiva em comum relacionada a
sua capacidade de viruléncia: a termotolerancia (BROWN et. al., 2024). Além

de precisarem se adaptar as diferentes temperaturas dos compartimentos
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teciduais, outros fatores importantes para a viruléncia dos fungos incluem a
capacidade de propagacao para/e através do corpo humano e a presenca de
enzimas digestivas apropriadas para degradacdo do tecido infectado e nutricao
do fungo; a exemplo, a Candida albicans, um importante patégeno humano,
possui 10 diferentes tipos de proteinases acidas destinadas a esse fim
(KOHLER et. al., 2017).

Entre as diferentes espécies de fungos patogénicas para o ser humano,
destacam-se aquelas pertencentes aos géneros Candida, Aspergillus e
Cryptococcus. Algumas caracteristicas desses patégenos explicam a maior
sucetibilidade a infeccdo em humanos, como a capacidade das Candida spp.
em formar biofilmes em mucosas e dispositivos médicos (SKVORTSOVA;
SPAN, 2020); a resisténcia dos Aspergillus spp. ao extresse oxidativo induzido
pelo sistema imune do hospedeiro (ZHAI et. al., 2021); e a presenca de
capsulas celulares polissacaridicas que impedem a fagocitose dos
Cryptococcus spp. (CHUNG et. al., 2014).

Os fungos do género Candida estdo associados a uma variedade de doencas
no homem, desde afeccdes da pele e das mucosas oral e genital, até infec¢cdes
sisttmicas (YANG; RAO, 2018). Normalmente presentes como parte
constituinte da microbiota humana em até 60% dos individuos saudaveis
(KULLBERG; ARENDRUP, 2015), estes fungos podem desenvolver viruléncia
em situacbes de comprometimento da imunidade. Dentre as espécies de
Candida patogénicas para humanos, destacam-se: C. albicans, C. glabrata, C.
tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei (PFALLER et. al., 2019). A espécie com
maior incidéncia patoldgica, C. albicans, que coloniza normalmente os tratos
gastrointestinal e vaginal, além da pele de pessoas saudaveis, esta associada
a disturbios mucocutaneos e a doencas sistémicas graves que acometem
diversos orgaos, com taxa de mortalidade elevada (TALAPKO et. al., 2021).
Outra espécie de Candida de grande interesse atual € a C. auris, superfungo
resisténte a diversos antifungicos comerciais (MISHRA et. al., 2023).

As espécies do género Aspergillus sdo saprébias e ndo fazem parte da
microbiota humana normal, sendo o principal mecanismo de infeccdo a
inalacdo de esporos fungicos (BARAC et. al.,, 2024). Das espécies de
Aspergillus conhecidas, 34 sdo consideradas patogénicas para o homem,

sendo as mais importantes A. fumigatus, A. flavus, A. niger e A. terreu (QI et.
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al., 2024). Dentre elas, A. fumigatus é a principal causadora da aspergilose,
doenca que apresenta manifestacdes clinicas pulmonares e, sobretudo em
pacientes imunocomprometidos, pode evoluir para a Aspergilose Pulmonar
Invasiva (API), quando o fungo se dissemina para outros érgaos do corpo, com
alta taxa de mortalidade associada (CDC, 2024).

As espécies do género Cryptococcus sdo amplamente distribuidos no ambiente
e, assim como Aspergillus spp., ndo constituem parte da microbiota humana
saudavel, sendo o principal meio de infec¢cdo a inalacdo de esporos (CDC,
2024). A criptococose pode se manifestar pela infeccao pulmonar, meningica
ou disseminada, sendo as espécies associadas a patogenicidade em humanos
C. neoformans e C. gattii. A populacdo mais afetada por essas doencas séo,
novamente, os imunocomprometidos. Estima-se que, anualmente, cerca de
250.000 pessoas desenvolvem meningite criptocdcica e 180.000 evoluem a
6bito (FIRACATIVE et. al., 2022).

2.2 Farmacos antifungicos, mecanismos de acao e desafios

Os farmacos antifangicos atualmente disponiveis para o tratamento de
infeccdes fungicas sistémicas se dividem em apenas trés classes: polienos,
equinocandinas e azois. Problemas de resisténcia fungica contra os farmacos
azoélicos, alta toxicidade apresentada pelos farmacos poliénicos e problemas
farmacocinéticos apresentados pelas equinocandinas sdo as principais
limitacbes associadas aos farmacos antifungicos disponiveis clinicamente
(HOUST et. al., 2020).

Os farmacos poliénicos sdo provenientes de um grupo de mais de 200
moléculas que vém sendo descobertas desde 1950, embora apenas uma
delas, a Anfotericina B (Figura 1), seja utilizada para tratamento de micosess
sisttmicas (HOUST et. al., 2020). Essas substancias apresentam
caracteristicas organicas particulares, como a presenca de um sistema de
carbonos com 3 a 8 ligacbes duplas alternadas dentro de um anel
macrolacténico. Sdo moléculas com regides predominantemente hidrofébicas,
mas, na regido proxima do grupo hemiacetal, possuem grupos polares
ionizaveis como a carboxila, e, ao lado, um aminoagucar, grupos importantes

para as interacdes intra e intermoleculares relacionadas aos seus mecanismos
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de acao (ZOTCHEV, 2003).

Figura 1: Estrutura quimica da Anfotericina B.

A Anfotericina B é produzida pela bactéria gram-positiva Streptomyces nodosus
e sua acao antifungica esta relacionada a dois diferentes mecanismos. No
primeiro, essa substancia bioativa interage com o ergosterol presente na
camada lipidica da célula fungica, levando a formacéo de poros hidrofilicos que
permitem a saida de ions e glicose, causando a morte do fungo. O outro
mecanismo relaciona-se a capacidade dessa substancia em induzir espécies
reativas de oxigénio (ROS) no interior da célula fungica, o que acarreta danos
irreversiveis de estruturas como o DNA, proteinas, mitocondrias e membranas
celulares (HOUST et. al., 2020).

A Anfotericina B, um dos farmacos de primeira escolha no tratamento de
infeccdes fungicas sistémicas, também €& capaz de interagir com o colesterol
das membranas das ceulas humanas e esse fato explica seu alto grau de
toxicidade. Estima-se que cerca de 80% dos pacientes em tratamento com
esse antifungico desenvolvem problemas relacionados a infusdo celular, como
hipocalemia e hipomagnesemia, além de nefrotoxicidade (NOOR; PREUSS,
2024).

As equinocandinas correspondem a uma classe de antiflngicos semissintéticos
derivados das pneumocandinas, substancias estas produzidas por diferentes
microorganismos, muitos deles fungos, como o Aspergillus nidulans, a Glarea
lozoyensis e o Coleophoma empetri. Atualmente trés farmacos dessa classe
sao utilizados clinicamente, sendo eles a Anidulafungina, a Caspofungina e a

Micafungina (Figura 2). Essas substancias sao lipopeptideos com estrutura de
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hexapeptideos ciclicos conectados a uma cadeia lateral de acido graxo
(MARTINEZ, 2006).

Figura 2: Estruturas quimicas da Anidulafungina, Caspofungina e Micafungina.
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O mecanismo de acdo das equinocandinas baseia-se na inibicao da enzima [3-
D-(1,3)-glucana sintase, responsavel pela sintese a 3-D-1,3-glucana, importante
polissacarideo constitutivo da parede celular de diversos géneros de fungos. As
glucanas, incluindo a B-D-1,3-glucana constituem cerca de 50 a 60% da parede
celular fangica, garantindo sua integridade. Logo, a inibicdo da sintese dessa
glucana leva a anormalidades estruturais na célula fungica, resultando na
inibicdo do seu crescimento ou na sua morte devido a desequilibrios na
osmolaridade (SZYMANSKI et. al., 2022).

Esses antifungicos, no entanto, apresentam problemas farmacocinéticos
importantes, como a baixa absor¢do oral devido a sua alta hidrofilicidade,
sendo, por isso, administrados apenas intravenosamente; tém alta capacidade

de se ligarem a proteinas plasméaticas, o que diminui sua fragdo livre ativa,
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além de afetar sua distribuicdo, metabolismo e excre¢do; devido ao seu alto
peso molecular e hidrofilicidade, as equinocandinas ndo conseguem penetrar
as barreiras hematoencefélica e ocular, o que as torna pouco eficazes quanto a
infeccBes fungicas nesses tecidos (SHEPPARD; LAMPIRIS, 2012).

Finalmente, os farmacos azdlicos representam uma classe amplamente
utilizada na prética clinica. O primeiro composto azoélico foi descoberto em
1944, mas s6 em 1958 foi desenvolvido um medicamento azolico, o clormidazol
(Figura 3). Esses farmacos tém em comum a presenca de um anel azélico, que
€ um heterociclo de cinco membros contendo 2 ou 3 atomos de nitrogénio
(imidazol e triazol, respectivamente). Dois importantes antifingicos utilizados
atualmente sdo o miconazol (que contém um nucleo imidazélico) e o fluconazol
(que contém dois nadcleos 1,2,4-triazélicos), representados na Figura 3
(SHAFIEI et. al., 2020).

Figura 3: Estruturas quimicas dos farmacos Clormidazol, Miconazol e Fluconazol.
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O mecanismo de acdo dos azdbis consiste na inibicdo da producdo do
ergosterol, substancia essencial para a estabilidade das membranas fangicas.
Esse efeito é alcancado pela inibicdo da enzima microssomal 14-a-lanosterol
desmetilase (CYP51) do fungo, cuja principal interagcdo se da entre um
nitrogénio do anel azodlico do farmaco com um atomo de ferro do grupo
prostético heme da enzima, conforme ilustrado na Figura 4 (SHAFIEI et. al.,
2020).
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Figura 4: Interacéo dos azdis com a enzima fangica CYP51.
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As enzimas do citocromo P450 (CYP, em abreviacdo), constituem uma
superfamilia de hemeases que desempenham papéis metabdlicos importantes
em diversos organismos vivos, como animais, plantas, fungos e em alguns
protozoarios e bactérias. A proteina 14-o-lanosterol desmetilase (CYP51)
pertence a essa superfamilia (CYP) e participa de processos de catélise de
substratos como o lanosterol, precursor do ergosterol. A CYP51 esta
amplamente distribuida entre as diferentes espécies de fungos, apresentando
variacfes quanto a seus tipos e subtipos. Invariavelmente, todas as CYP51s
participam da biossintese do ergosterol, esterol vital aos fungos por garantir
fluidez e permeabilidade as suas membranas celulares (ZHANG et. al., 2019).
As vias metabdlicas de sintese do ergosterol sdo muitas e envolvem cerca de
20 etapas. A CYP51 participa especificamente da etapa de desmetilacdo do
lanosterol por mecanismos de oxidacdo. Esse processo envolve trés oxidacdes
sucessivas da metila na posicdo 14 com posterior eliminacdo de um aldeido
protonado e formacdo de uma ligacdo dupla (Figura 5) (HARGROVE et.al.,
2017).
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Figura 5: Mecanismo de desmetilagéo do Lanosterol.
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Quando comparados as demais classes de antifungicos, os azois podem ser
considerados os farmacos com melhor perfil terapéutico por apresentarem
menor espectro de efeitos adversos e melhores parametros farmacocinéticos.
Entretanto, ndo se pode desconsiderar seus efeitos potencialmente téxicos,
haja vista a sua interacdo com enzimas como a CYP-450, que esta relacionada
a toxicidade hepatica potencialmente fatal com o uso prolongado desses
medicamentos (DIXON; WALSH, 2012; ALLEN et. al., 2015). Devido a ampla
utilizacdo dos azodis, muitos casos de resisténcia fungica vém sendo relatados,
a exemplo, até 5% dos pacientes com candicemia causada por C. albicans e
tratados com Fluconazol apresentam complicacdes devido a resisténcia a esse
farmaco (WHARLEY et. al., 2016).

2.3 Resiténcia fungica e seus mecanismos

A resisténcia microbiana deriva da capacidade intrinseca da adaptacdo dos
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seres vivos as adversidades do ambiente que os circunda. Atualmente, muito
se discute sobre a resisténcia bacteriana aos antibioticos e como esse cenario
representa uma ameacga a saude publica mundial. Embora essa seja uma
verdade, a ameaca da resiténcia fungica aos antifangicos comerciais € também
um quadro preocupante e que possui agravantes importantes, ja que as
infecgdes fungicas permaneceram por muitos anos e ainda permanecem como
doencas negligenciadas, e em parte por causa disso, seu arsenal terapéutico é
escasso comparativamente aos farmacos antibacterianos (RODRIGUES;
NOSANCHUK, 2020). Nesse cenario, 0 surgimento de fungos resistentes aos
farmacos comerciais acende o alerta da urgéncia de se desenvolver novos
antifungicos.

Os farmacos azdlicos sdo a classe de antifangicos com maior indice de
resisténcia fungica e diversos sdo 0s mecanismos bioquimicos que explicam a
adaptacdo desses microorganismos a essa classe de medicamentos. A
exemplo, a mutacdo de genes ERG11, responsaveis pela codificacdo da
enzima 14-a-lanosterol desmetilase (CYP51), pode levar a substiticdo de
aminoacidos dessa proteina, ocasionando menor afinidade ao farmaco
antifangico. Outro mecanismo bastante comum € o0 aumento da expressao dos
genes ERGI11, o que promove maior biosintese da CYP51 e,
consequentemente, maior producdo de ergosterol, o que permite ao fungo
manter a integridade de sua membrana celular, compensado os danos
causados pelo farmaco azdlico. Essas alteracfes ja foram observadas em
cepas de C. albicans, justificando sua resisténcia ao Fluconazol (WHARLEY et.
al., 2016).

A resisténcia fungica a Anfotericina B é rara, mas existe e esta relacionada, por
exemplo, as respostas ao estresse mediadas pela proteina HSP90. Esta
proteina auxilia na estabilizacdo de diversas proteinas constituintes do fungo,
como aquelas que regulam os danos estruturais causados pelo farmaco (LEE;
COWEN, 2023). Em relacao as equinocandinas, um mecanismo de resiténcia
importante ocorre quando da mutacdo de genes FK, responsaveis pela
codificagdo das subunidades da B-(1,3)-D-glucano sintase, causando
alteracdes estruturais nessa enzima e, consequentemente, diminuindo a sua
afinidade com o farmaco (PERLING, 2015).

A resisténcia de fungos emergentes e multiresistentes como a Candida auris
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envolve a soma de multiplos mecanismos de adaptacdo desses patégenos.
Além disso, esses microorganismos apresentam grande plasticidade genética,
isto €, sdo capazes de adquirir mutagcées pontuais, rearranjos cromossomais

como a aneuploidia e mudancas epigenéticas (LEE et. al., 2023).

2.4 Eugenol

O eugenol é um composto aromatico fendlico constituinte do 6leo essencial do
cravo-da-india (Syzygium aromaticum). Essa substancia volatil foi isolada pela
primeira vez em 1929 e comegou a ser comercializada em 1940 nos Estados
Unidos. Desde entdo, suas propriedades antibacterianas, antivirais,
antifingicas, anticancerigenas, anti-inflamatérias e antioxidantes vém sendo
amplamente estudadas a aplicadas. Analogos do eugenol como o di-
hidroeugenol e guaiacol (Figura 6) apresentam propriedades semelhantes e
aplicacdo no desenvolvimento de novos farmacos (ULANOWSKA; OLAS,
2021).

Figura 6: Estruturas quimicas do eugenol, di-hidroeugenol e guaiacol.
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Em estudo recente publicado por nosso grupo de pesquisa, foram sintetizados
novos imidazois e 1,2,4-triazois baseados no miconazol e derivados dos fendis
eugenol e di-hidroeugenol, tendo sido observada a atividade de alguns dos
compostos imidazdlicos contra Candida spp. e Cryptococcus gattii na faixa de
4,6-75,3 uUM. Essas substancias ativas possuiam, além do nucleo azdlico,
unidades 4-clorobenzila ou 4-clorobenzoila que se demonstraram essenciais na
interagdo m-stacking com residuos de aminoéacidos do bolso hidrofébico da
CYP51, o que contribuiu para a atividade antifUngica dessas moléculas, de

acordo com estudos de docking molecular realizados. (PERET et al., 2023).
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Em relagdo aos nacleos farmacoforicos azolicos dessas substancias, observou-
se que apenas aquelas que possuiam o0 nucleo imidazdlico apresentaram
atividade antifangica, (Figura 7), enquanto as substancias com o ndcleo 1,2,4-
triazélico foram inativas. Esses resultados sugeriram maior afinidade relativa do
imidazol com o grupo heme da CYP51 comparativamente a afinidade dos
1,2 4-triazois. (PERET et al., 2023).

Figura 7: Imidazéis ativos recentemente descobertos por nosso grupo de pesquisa.
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Nesse contexto, buscando avaliar a importancia de diferentes tipos de anéis
azélicos, como imidazol, 1,2,4-triazol e 1,2,3-triazol para a atividade
antifangica, propods-se neste trabalho a sintese de substancias também
analogas ao miconazol e derivadas do eugenol, di-hidroeugenol e guaiaocol
com a substituicdo do heterociclo azélico por um anel 1,2,3-triazélico (Figura 8),
j& que nédo existe até o momento nenhum farmaco azélico aprovado contendo

este tipo de anel azélico.
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Figura 8: Estrutura geral dos novos 1,2,3-triazéis propostos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais
Este trabalho teve como objetivos a sintese e a avaliacdo da atividade
antifingica de 1,2,3-triazéis inéditos, analogos do miconazol, derivados do

eugenol, di-hidroeugenol e guaiacol.

3.2 Objetivos especificos

+ Sintese de novos 1,2,3-triazdis derivados do eugenol e seus analogos di-
hidroeugenol e guaiacol;

» Purificacdo das substancias sintetizadas por técnicas de cromatografia em
camada de silica;

» Caracterizacao da estrutura quimica das substancias sintetizadas por meio
de ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H e 3C, espectroscopia na
regido do infravermelho e espectometria de massas de alta resolucdo (HRMS);
 Investigacdo do potencial antifingico das substancias sintetizadas contra

Candida spp.;
» Determinacao do indice de seletividade das substancias ativas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Sintese e caracterizacdo das substancias propostas

4.1.1 Procedimentos gerais

Os pontos de fusdo dos azéis sdlidos foram determinados em um aparelho
Reichert Austria no laboratério de Quimica Medicinal e Bioensaios da
Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP-MG).

As analises de espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) foram realizadas no Laboratério Multiusuario do departamento de
Quimica da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP-MG), utilizando o
espectrometro ABB Bomenn MB 3000 FTIR, com dispositivo ATR, na faixa de
400 a 4000 cm-1.

Os espectros de RMN de *H e RMN de 13C das substancias sintetizadas foram
obtidos em um espectrémetro Bruker AC-400 (400 MHz para *H-RMN e 100
MHz para os espectros de 13C) em cloroférmio deuterado (CDCls) no
Laboratério Multiusuario de Caracterizacdo de Moléculas da UFOP-MG. Os
deslocamentos quimicos (6) foram relatados em partes por milhdo (ppm) com
referéncia ao tetrametilsilano (TMS) como padrdo interno e as constantes de
acoplamento (J) foram relatadas em Hertz (Hz).

Os espectros de massa de alta resolucdo (HRMS) foram adquiridos usando um
espectrometro de massa LCMS-Q-ORBITRAP e as amostras foram
solubilizadas em MeOH 50%, seguidas de injecdo manual.

O andamento das reacdes e as misturas dos produtos foram monitorados por
cromatografia em camada delgada (CCD) em placas comerciais de alumina ou
gel de silica 60. Para a cromatografia, gel de silica de grau coluna (tamanho de

malha de 0,040-0,063 mm) ou alumina foram empregados.

4.1.2 Sintese das substancias propostas

As substancias 1,2,3-triazélicas propostas foram sintetizados no Laborat6rio de
Quimica Medicinal e Bioensaios da Escola de Farmacia da Universidade
Federal de Ouro Preto (UFOP-MG), entre setembro de 2021 e setembro de
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2022, conforme a rota sintética apresentada na Figura 9 abaixo.

Figura 9: Rota sintética para a sintese dos derivados 1,2,3-triaz6licos propostos.

o o o o OH
/@/OH i /@/O\/Q ii /@/O\}\/NS
- - .
R R R
1: R = alila 4: R = alila 7:R = alila
2: R = propila 5: R = propila 8: R = propila
3R=H 6:R=H 9:R=H
Cl Cl
iii
~ ~ ~
(0] (0] (0] /4\ (0] OH /4\ (0} (0] /4\
. N N iv ,N
O e Oyt ey
R R R
16: R = alila 10: R = alila 13: R = alila
17: R = propila 11: R = propila 14: R = propila
18:R=H 12:R=H 15:R=H

i: KOH, epicloridrina, EtOH, 25°C; ii: NaN3 acetonitrila/agua, 60°C; iii: a) TMS-acetileno, ascorbato de sodio, CuOAc, THF/H,0,
25°C; b) TBAF, CH,Cly, 25°C; iv: NaH, cloreto de 4-clorobenzila, DMF, 25°C; v: acido 4-clorobenzoéico, EDAC, DMAP,
diclorometano, 25°C.

4.1.2.1 Procedimento geral para a sintese dos derivados oxiranos do eugenol

(4), di-hidroeugenol (5) e guaiacol (6)

AN ~
o) 0 0
OH 0 O\/Q
KOH
+ c EtOH, t.a
R R
1: R=alila 4: R=alila
2: R=propila 5: R= propila
3:R=H 6:R=H

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL contendo 1 equivalente (eq.) do fenol
correspondente (9,13 mmol de 1; 9,02 mmol de 2; 12,1 mmol de 3), foi
adicionado 1,05 eq. de KOH solubilizado em 10 mL de agua destilada (0,538 g
para 1; 0,532 g para 2; 0,712 g para 3). A mistura foi agitada por 5 minutos a
temperatura ambiente e entdo 20 mL de etanol foram adicionados ao baldo de

reagdo. Apos 15 minutos, foram adicionados 6 eq. de R,S-epicroloridrina a
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mistura reacional. Esta mistura foi mantida a temperatura ambiente sob
agitacdo magnética constante por 24 horas, quando se observou o fim da
reacdo por cromatografia em camada delgada (CCD) utilizando silica gel como
fase estacionaria (eluente: hexano/acetato de etila (8:2) e revelador: molibdato
cérico amoniacal (CAM). O volume de etanol foi reduzido usando um
evaporador rotatorio e a fase aquosa resultante foi extraida com acetato de
etila (3 x 30 mL). A fase orgéanica resultante foi seca com sulfato de sodio
anidro e concentrada para obter os produtos, que foram purificados por
cromatografia em coluna de silica (hexano/acetato de etila 9:1 v/v), resultando
em 1,5 g do derivado 4 (75%), 1,6 g do derivado 5 (80%) e 1,9 g do derivado 6
(87%), todos eles caracterizados como 6leos incolores.

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

como os rendimentos das reacdes estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1: Quantidades dos materiais de partida, produtos e rendimentos das
reacoes de sintese dos derivados 4-6.

Fenol KOH Epicloridrina Produto [Rendimento
1: 1,59 (9,13 0,5382g 4,923 mL 4:1,486 g

mmol) (9,59 mmol) | (54,8 mmol) | (6,75 mmol) 75%
2: 1,59 (9,02 0,5316 g 4,863 mL 5:1,639 g

mmol) (9,47 mmol) | (54,2 mmol) | (7,37 mmol) 80%
3:1,5g (12,1 0,7116 g 6,511 mL 6:1,872¢g

mmol) (22,7 mmol) | (72,5 mmol) | (10,3 mmol) 87%

4.1.2.2 Procedimento geral para a obtencao das alquilazidas 6-9
o Q o OH

/©/O\/ﬂ + NaNg
R

4: R=
5. R=
6: R=

propila

K,COj

acetonitrila 10 %,

60°C

7:R
8: R
9:R

alila

propila
H

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL contendo 1 eq. do derivado oxirano
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(6,74 mmol de 4; 7,37 mmol de 5; 10,4 mmol de 6), foi adicionado 1 eq. de
carbonato de potassio e 1 eq. de uma solucao aquosa de acetonitrila a 10%. A
mistura reacional foi agitada por 2 minutos, adicionando-se entdo 5 eq. de
azida de soédio. A reacdo foi aquecida a 60°C com agitacdo magnética
constante por 24 horas, momento em que se observou o fim da reagéo por
CCD, utilizando silica gel como fase estacionaria (eluente: hexano/acetato de
etila (7:3 v/v) revelador: molibdato cérico amoniacal (CAM). Em seguida, foram
adicionados 25 mL de &gua destilada ao baldo de reacdo e o produto foi
extraido com acetato de etila (3 x 30 mL). A fase organica resultante foi seca
com sulfato de sédio anidro e concentrada utilizando um evaporador rotatorio.
As substéancias 7, 8 e 9 foram purificados por cromatografia em coluna de silica
(hexano/acetato de etila 8:2 v/v), resultando em 0,9 g do derivado 7 (51%), 1,7
g do derivado 8 (87%) e 1,2 g do derivado 9 (52%), todos eles na forma de
Oleos amarelados.

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

como os rendimentos das reacdes estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2: Quantidades dos materiais de partida, produtos e rendimentos das

reacdes de sintese dos derivados 7-9.

Derivado Oxirano NaN3 K2CO3 Acetonitrila Rzrr?ddilrjr:gneto
4: 1,4869 2193g | 0,9322¢ 450 mL (;: 2%%?50%
(6,74 mmol) (33,7 mmol) | (6,7 mmol) ’ ’ 5204
8:1,724 g
5.1,6399 2,399 1,019¢ '
(7,37 mmol) (36,8 mmol) | (7,37 mmol) 5,05 mL (6’586T/om0|)
9: 1,268 g
6: 1,872 g 3,377¢g 1,436 g ’
(10,4 mmol) (51,9 mmol) | (10,4 mmol) 5,78 mL (5’625%“0')
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4.1.2.3 Procedimento geral para a obtencdo dos 1,2,3-triaz6is hidroxilados
(10-12)

~o OH K,CO;, CuOAc, Si(CHs)s
a01d0 ascorbico
o N | N\ //N
/@/ \/3\/ 5o+ CH;——Si— THF, HZO ta. \;\/
|
R

7: R=alila 7.1: R=alila
8: R=propila 8.1: R=propila
9: R=H 9.1: R=H

~o OH =\
~o oH /____(S'(CH3)3 TBAF i O\/s\/N\N,N
>
/©/O\/§\/N\N/’N THF, ta. R
R

10: R=alila;
7.1: R=alila 11: R=propila;
8.1: R=propila 12: R=H.
9.1: R=H

Em um baldo de fundo redondo de 25 mL, foram adicionados 1,6 eq. de
carbonato de potassio e 0,4 eqg. de acido ascorbico. A mistura foi solubilizada
em guantidade minima de agua destilada e mantida sob agitacdo magnética.
A mistura, foi adicionado 1 eq. da azida correspondente (0,75 mmol de 7; 0,75
mmol de 8; 0,79 mmol de 9) solubilizadas em 1 mL de uma mistura de
agua/metanol (1:1 v/v) e 0,2 eq. de acetato de cobre. Em seguida, foram
adicionados 1,6 eq. de TMS-acetileno e a reacédo foi agitada a temperatura
ambiente por 3 dias, quando se observou o fim da reacdo por CCD em que se
utilizou silica gel como fase estacionaria (eluente: hexano/acetato de etila (6:4
v/v) revelador: molibdato cérico amoniacal (CAM). Depois, foram adicionados
20 mL de agua destilada ao baldo de reacdo e o produto foi extraido com
acetato de etila (3 x 25 mL). A fase organica foi lavada com uma solucéo
aquosa de EDTA a 2% (2 x 25 mL) e agua destilada (1 x 25 mL), seca com
sulfato de sddio anidro e concentrada usando um evaporador rotatorio. Os
intermedidrios trimetilsililados obtidos foram posteriormente solubilizados em
guantidade minima de THF e transferidos para outro baldo de fundo redondo
de 25 mL. Foram adicionados 1,5 eq. de fluoreto de tetra-n-butilaménio
(TBAF) ao baldo de reacéo e a reacao foi submetida a agitacdo magnética a

temperatura ambiente por 3 dias, quando se observou o fim da reacao por
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CCD em que se utlizou silica gel como fase estacionaria (eluente:
hexano/acetato de etila (6:4 v/v) eluindo 2 vezes; revelador: molibdato cérico
amoniacal (CAM). Em seguida, o THF foi evaporado usando um evaporador
rotatério e 20 mL de cloroférmio foram adicionados ao baldo reacional. Esta
solucéo foi lavada com agua destilada (3 x 23 mL) e a fase organica resultante
foi seca com sulfato de sddio anidro e concentrada usando um evaporador
rotatorio. Os compostos 10, 11 e 12 foram purificados por cromatografia em
coluna de silica, utilizando como fase mével uma mistura de hexano e acetato
de etila na proporgéao de 6:4 v/v, resultando em 0,14 g do derivado 10 (64%),
0,12 g do derivado 11 (55%) e 0,050 g do derivado 12 (25%), todos eles na
forma de 6leos amarelados, exceto o derivado 11, que se caracterizou como
um solido amarelo.

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

como os rendimentos das reacgdes estdo descritos na Tabela 3.

Tabela 3: Quantidades dos materiais de partida, produtos e rendimentos das

reacoes de sintese dos triazois 10-12.

. Acido Acetato TMS- L Produto
Azida | KzCOs | sc6rbico | de cobre | acetileno | Mermediario | TBAF rendir?wento

7 0.8388 10:
0,200 |0,0361 | 0,1593 g |0,1370 g| 208,8 uL 7.1: ’mL 0,1431 g

g 849 (0,908 (0,75 (0,015 0,2033 g (0,84 (0,49
(0,75 | (0,90 mmol) mmol) mmol) | (0,56 mmol) ’ mmol)

mmol)

mmol) | mmol) 76%

8: 0,06845 0,0063| . 1t
0,200 |0,0180 |0,07966¢g| ' 8.1: ’ 0,1214 g

g 104,4 uL mL

g 99 (0,45 (0.38 (00073 0,2220 g (0,90 (0,42
(0,75 | (0,45 mmol) mrﬁol) rr;mol) (0,60 mmol) mrﬁol) mmol)
mmol) | mmol) 55%

9: 12:
0,100 | 0,099 | 0,0338g |0,0174g| 99,3 uL 9.1: 0,4269 | 0,05018 g
g g (0,72| (0,19 (0,096 | (0,0070 0,0932 g mL (0,20
(0,79 | mmol) | mmol) mmol) mmol) | (0,28 mmol) | (0,42 mmol)
mmol) mmol) 25%
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4.1.2.3.1 Dados de caracterizagao de 1-[2-metoxi-4-(prop-2-
en-1-il)fenoxi]-3-(1H-1,2,3-triazol-1-il)propan-2-ol (10)

5 11 10
o OH =\
2 N
3 10\/5\/N\N/
13 4 7 9
= 6
14 12 5

Massa obtida: 143 mg (0,4945 mmol; 76%; Oleo amarelo claro)

F.M.: C1sH19N3O3  M.M.: 289,33 g/mol

IV-ATR (cm™): 3210 (OH), 3132 (C-H sp?), 2939 (C-H sp?), 1679 (C=C
alceno), 1594, 1510, 1464 (C=C aromatico), 1259 (C-N), 1230 (C-H sp?®), 1027
(C-0).

HRMS-ESI (m/z): Calculada para CisH19N3O3 (M+Na)*: 312,1318; Encontrada:
312, 1317.

RMN de 'H (&; CDCls; 400 MHz): 7,73-7,68 (m; 2H; H-10 e H-11); 6,82-6,80
(m; 1H; H-6); 6,70-6,68 (m; 2H; H-3 e H-5); 5,97- 5,87 (m; 1H; H-13); 5,08-5,06
(m; 2H; H-14); 4,69-4,64 (dd; 1H; 2J= 14,14 Hz e 3J= 3,92 Hz; H-9); 4,58-4,52
(dd; 1H; 2J= 14,12 Hz e 3J= 6,56 Hz; H-9'); 4,38-4,33 (m; 1H; H-8); 4,01-3,97
(dd; 1H; 2J= 10,06 Hz e 3J= 4,36 Hz; H-7); 3,88-3,84 (dd; 1H; 2J= 10,88 Hz e
3J= 3,64 Hz; H-7°); 3,82 (s; 3H; H-15); 3,32-3,30 (d; 2H; 3J= 6,72 Hz; H-12).

RMN de 13C (&; CDCls: 100 MHz): 149,83 (1C; C-2); 145,84 (1C; C-1); 137,32
(1C; C-13); 135,01 (1C; C-4); 133,76 (1C; C-11); 125,11 (1C; C-10); 120,92
(1C; C-5); 116,22 (1C; C-14); 115,93 (1C; C-3); 112,42 (1C; C-6); 71,79 (1C; C-
7); 68,91 (1C; C-8); 55,77 (1C; C-15); 52,35 (1C; C-9); 39,86 (1C; C-12).
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4.1.2.3.2 Dados de caracterizacéo de 1-(2-metoxi-4-
propilfenoxi)-3-(1H-1,2,3-triazol-1-il)propan-2-ol (11)

15\ 1 10
O OH /4\
2 ,N
3 10\/53\/N\N’
13 4 7 9
6
14 12 5

Massa obtida: 121 mg (0,4169 mmol; 55%; solido amarelo claro)

F.M.: Ci5sH21N3O3  M.M.: 291,35 g/mol

F.F: 89-92°C

IV-ATR (cm™): 3201 (OH), 3136 (C-H sp?), 2927 (C-H sp?), 1591, 1515, 1467
(C=C aromatico), 1257 (C-N), 1234 (C-H sp?), 1027 (C-0O).

HRMS-ESI (m/z): Calculada para CisH2:N303 (M+Na)*: 314,1475; Encontrada:
314,1464.

RMN de 'H (&; CDCl3; 400 MHz): 7,76-7,70 (m; 2H; H-10; H-11); 6,82-6,80 (d;
1H; 3J=7,92 Hz; H-6); 6,71 (m; 1H; H-5); 6,68-6,68 (d; 1H; 4J=1,88 Hz; H-3);
4,71-4,66 (dd; 1H; 2J= 14,12 Hz e 3J= 3,80 Hz; H-9); 4,59-4,54 (dd; 1H; 2J=
14,06 Hz and 3J= 6,60 Hz; H-9'); 4,40-4,34 (m; 1H; H-8); 4,02-3,97 (dd; 1H; 2J=
10,06 Hz e 3J= 4,40 Hz; H-7); 3,90-3,86 (dd; 1H; 2J= 11,18 Hz e 3J= 3,72Hz; H-
7’); 3,84 (s; 3H; H-15); 2,54-2,50 (t; 2H; 3J= 7,88 Hz; H-12); 1,65-1,56 (sext; 3J=
7,60 Hz 2H; H-13); 0,94-0,91 (t; 3H; 3J=7,32 Hz; H-14).

RMN de 3C (&; CDCl3; 100 MHz): 149,6 (1C; C-2); 145,7 (1C; C-1); 137,7 (1C;
C-4); 133,8 (1C; C-11); 125,1 (1C; C-10); 120,7 (1C; C-5); 116,0 (1C; C-6);
112,3 (1C; C-3); 71,8 (1C; C-7): 68,9 (1C: C-8); 55,7 (1C; C-15); 52,4 (1C; C-9);
37,7 (1C; C-12); 24,7 (1C; C-13); 13,8 (1C; C-14).



35

4.1.2.3.3 Dados de caracterizagao de 1-(2-metoxi-4-
propilfenoxi)-3-(1H-1,2,3-triazol-1-il)propan-2-ol (12)

Massa obtida: 50 mg (0,2007 mmol; 25%; Oleo amarelo claro)

F.M.: C12H1sN3O3  M.M.: 249,27 g/mol

IV-ATR (cm™): 3305 (OH), 2931 (C-H sp®), 1595, 1504, 1456 (C=C
aromatico), 1249 (C-N), 1222 (C-H sp?), 1026 (C-0).

HRMS-ESI (m/z): Calculada para Ci2H1sN3O3 (M+Na)*: 272,1005; Encontrada:
272,1005.

RMN de 'H (&; CDCls; 400 MHz): 7,88 (s; 1H; H-11); 7,80 (s; 1H; H-10); 7,03-
6,99 (m; 1H; 3-H); 6,94-6,89 (m; 3H; 1-H, 2-H e 4-H); 4,79-4,74 (dd; 1H; 2J=
14,06 Hz, 3J= 3,72 Hz; H-9); 4,66-4,61 (dd; 1H; 2J= 14,04 Hz, 3J= 6,88 Hz; H-
9’) 4,47-4,42 (m; 1H; H-8); 4,01-4,03 (dd; 1H; 4J = 9,98 Hz, 3J= 4,8 Hz; H-7);
3,97-3,95 (dd; 1H; 4J= 9,98 Hz, 3J= 6,00 Hz; H-7’); 3,87 (s; 3H; H-12).

RMN de 13C (&; CDCls; 100 MHz): 149,85 (1C; C-1); 147,58 (1C; C-2); 133,03
(1C; C-11); 125,85 (1C; C-10); 122,80 (1C; C-5); 121,21 (1C; C-4); 115,75 (1C;
C-6); 112,05 (1C; C-3); 71,25 (1C; C-7); 68,71 (1C; C-8); 55,80 (1C; C-12);
53,01 (1C; C-9).
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4.1.2.4 Procedimento geral para a obtencao dos éteres (13-15)

Cl

\O OH —\ “
-
O\)\/N\ N NaH o o -
N + B N} \N
R Nz’ t.a. /@/O\)\/ \N//
Cl R

10:R=alila; 13: R=alila;

12: R=propila; 14f Riproplla;

13: R=H. 15: R=H.

A um baldo de fundo redondo de 50 mL contendo 1 eq. do alcool
correspondente (0,38 mmol de 10; 0,17 mmol de 11; 0,40 mmol de 12)
solubilizado em 3 mL de N,N-dimetilformamida (DMF) anidra, foram
adicionados 2 eq. de hidreto de soédio (NaH). Apos o término da liberacdo de
gas Hz, o meio reacional foi selado com rolha de borracha e a atmosfera foi
substituida por gas nitrogénio. Apos 20 minutos da adicdo do NaH, 1,5 eq. de
cloreto de 4-clorobenzila solubilizados em 1 mL de DMF anidra foram
adicionados com o auxilio de uma agulha. A reacdo prosseguiu sob agitacao
magnética e atmosfera de nitrogénio a temperatura ambiente por 7 horas,
guando o seu término foi observado por CCD, em que se utilizou alumina como
fase estacionaria (eluente: acetato de etila (100%) e reveladores: iodo e
molibdato cérico amoniacal (CAM). Em seguida, foram adicionados 20 mL de
salmoura ao baldo de reacéo e o produto foi extraido com acetato de etila (3 x
25 mL). A fase organica resultante foi seca com sulfato de sodio anidro e o
solvente foi evaporado usando um evaporador rotatorio. O DMF persistente foi
removido usando uma corrente de ar. O produto bruto foi purificado por
cromatografia em coluna de silica, utilizando-se como fase moével uma mistura
de hexano e acetato de etila na proporcéo de 7:3 v/v., resultando em 0,1 g do
derivado 13 (64%), 0,05 g do derivado 14 (71%) e 0,1 g do derivado 15 (67%),
como 6leos esverdeado (13), amarelado (14) ou bege (15).

As quantidades de reagentes utilizados, massas dos produtos obtidos, assim

como os rendimentos das reagdes estdo descritos na Tabela 4.
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Tabela 4: Quantidades dos materiais de partida, produtos e rendimentos das

reacOes de sintese dos éteres 13-15.

Azol Cloreto de 4- NaH Produto obtido | Rendimento
clorobenzila
10: 0,1123 g| 0,09310 g (0,58 | 2030820 | 13. 0 09885 g
(1,28 64%
(0,38 mmol) mmol) (0,24 mmol)
mmol)
11: 0,059 | 0041459 (0,26 | 9913729 | 14: 00531
(0,57 74%
(0,27 mmol) mmol) (0,22 mmol)
mmol)
12:0,100g | 0,099g (0,72 | %93389 | 15 0 100g
(0,19 67%
(0,79 mmol) mmol) mmol) (0,26 mmol)

4.1.2.4.1 Dados de caracterizacdo de 1-[2-metoxi-4-(prop-2-en-1-il)fenoxi]-3-
(1H-1,2,3-triazol-1-il) 1-cloro-4-{[(propan-2-il)oxijmetil}benzeno (13)

15 11

10
S0 %o —\
2 . N
3 10\/3\/N\N/

13 4 7 9

6
14?7 12 5

Massa obtida: 98 mg (0,24 mmol; 64,0%; Oleo esverdeado)

F.M.: C22H24CIN3O3 M.M.: 413,90 g/mol

IV-ATR (cm-1): 2933 (C-H sp?), 1670 (C=C alceno); 1593, 1490, 1463 (C=C
aromatico), 1261 (C-N), 1222 (C-H sp?), 1031 (C-0), 798 (C-Cl).

HRMS-ESI (m/z): Calculada para C22H24CIN3O3z (M+Na)™: 436,1398;
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Encontrada: 436,1396.

RMN de H (&; CDCls; 400 MHz): 7,75-7,73 (m; 2H; H-10 e H-11); 7,29-7,26
(dta; 2H; H-19); 7,14-7,12 (dta ; 2H; H-18); 6,80-6,78 (d; 3J= 8,04 Hz; H-6);
6,73-6,73 (d, 1H; 4J= 8,04 Hz; H-3); 6,71-6,69 (dd; 1H; 4J= 8,06 Hz; 3J=1,92 Hz;
H-5); 6,00-5,90 (m; 1H; H-13); 5,11-5,06 (m; 2H; H-14); 4,86-4,82 (dd; 1H;
2J=14,13 Hz 3J= 4,05 Hz; H-9); 4,68-4,64 (dd; 1H; 2J=11,70 Hz, 3J= 7, 31Hz; H-
9'); 4,61-4,58 (d; 1H; 4J=14,20 Hz, 3J= 6,91 Hz; H-7'); 4,51-4,44 (dd; 1H;
2J=14,20 Hz, 3)= 3,84Hz; H-7); 4,22-4,17 (m; 1H; H-8); 4,07-4,00 (m; 2H; H-16);
3,84 (s; 3H; H-15); 3,35-3,33 (d; 2H; 3J=7,26 Hz; H-12).

RMN de C (&; CDCIls; 100 MHz): 149,82 (1C; C-2); 145,91 (1C; C-1); 137,38
(1C; C-13); 135,73 (1C; C-17); 134,61 (1C; C-20); 133,83 (1C; C-4); 129,25
(2C; C-18); 129,04 (2C; C-19, C-10); 128,65 (1C; C-11); 120,58 (1C; C-5);
115,83 (1C; C-14); 115,14 (1C; C-3); 112,54 (1C; C-6); 76,08 (1C; C-8); 71,75

(1C; C-16); 68,88 (1C; C-7); 55,74 (1C; C-15); 51,69 (1C; C-9); 39,82 (1C; C-
12).

4.1.2.4.2 Dados de caracterizacdo de (2-metoxi-4-propilfenoxi)-3-(1H-1,2,3-
triazol-1-il) 1-cloro-4-{[(propan-2-il)oxijmetil}benzeno (14)

"~o 1o 10/4<1
X O\/E\/N N
3 8 ~N
13 4 7 9
6
14 12 5

Massa obtida: 53 mg (0,12 mmol; 74%; Oleo amarelado)
F.M.: C22H26CIN303 M.M.: 415,91 g/mol

IV-ATR (cm1): 3130 (C-H sp?), 2929 (C-H sp?), 1591, 1512, 1490, 1463 (C=C
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aromatico), 1263 (C-N), 1222 (C-H (sp®), 1031 (C-0), 794 (C-Cl).

HRMS-ESI (m/z): Calculada para C2H2CIN3Os (M+Na)™: 438,1555;
Encontrada: 438,1555.

RMN de 'H (&, CDCls; 400 MHz): 7,77-7,75 (m; 2H; H-10 e H-11); 7,31-7,28
(dta; 2H; H-19); 7,16-7,14 (dta; 2H; H-18); 6,81-6,79 (d; 1H; 3J=8,04Hz; H-6);
6,75-6,75 (d; 1H; 4J=1,88Hz; H-3); 6,72-6,70 (dd; 1H; 3J =8,06Hz e 4J=1,92 Hz;
H-5); 4,89-4,85 (dd; 1H; 2J=14,12Hz; 3J=3,4Hz; H-9); 4,69-4,61 (m; 2H; H-9" e
H-7); 4,50-9,47 (m; 1H; H-7’); 4,23-4,21 (m; 1H; H-8); 4,10-4,02 (m; 2H; H-16);
3,87 (s; 3H; H-15); 2,58-2,54 (t; 2H; 3J=7,88 Hz; H-12); 1,69-1,60 (sext; 2H,
3)=7,28 Hz; H-13); 0,98-0,94 (t; 3H; 3J=7,36 Hz; H-14).

RMN de C (&; CDCIs; 100 MHz): 149,72 (1C; C-2); 145,59 (1C; C-1); 137,42
(1C; C-17); 135,81 (1C; C-4); 133,85 (1C; C-20); 133,11 (2C; C-11); 129,29
(2C; C-18); 128,68 (2C; C-19, C-10); 120,44 (1C; C-5); 115,13 (1C; C-6);
112,53 (1C; C-3); 76,16 (1C; C-8); 71,77 (1C; C-16); 68,96 (1C; C-7); 55,78
(1C; C-15); 51,72 (1C; C-9); 37,73 (1C; C-12); 24,72 (1C; C-13); 13,83 (1C; C-
14).

4.1.2.4.3 Dados de caracterizacdo de 1-(2-metoxifenoxi)-3-(1H-1,2,3-triazol-

1-il) 1-cloro-4-{[(propan-2-il)oximetil}benzeno (15)

Cl
17
16 16
15 15
14
12 11
~ 10
0 139 __
2 N
O\/S\/N\
3 1 A N
7 9
4 6

Massa obtida: 100 mg (0,2675 mmol, 67%, 6leo bege)

F.M.: C19H20CIN3O3 M.M.: 373,83 g/mol
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IV-ATR (cm): 3128 (C-H sp?), 2931 (C-H sp®), 1593, 1504, 1454 (C=C
aromatico), 1253 (C-N), 1220 (C-H sp?®), 1026 (C-0), 742 (C-Cl).

HRMS-ESI (m/z): Calculada para Ci9H20CIN3O3z (M+Na)*: 369,1085;
Encontrada: 396,1085.

RMN de !H (&; CDClz; 400 MHz): 7,75-7,73 (m; 2H; H-10 e H-11); 7,29-7,26
(dta; 2H; H-16); 7,15-7,13 (dta; 2H; H-15); 7,02-6,98 (m; 1H; H-3); 6,93-6,86 (m;
3H; H-4, H-5 e H-6); 4,88-4,83 (dd; 1H; 4J=14,16 Hz, 3J= 3,68 Hz; H-9); 4,68-
4,60 (m; 2H; H-9' e H-7); 4,49-4,46 (m; 1H; H-7’); 4,25-4,19 (m; 1H; H-8) 4,10-
4,02 (m; 2H; H-13); 3,86 (s; 3H; H-12).

RMN de C (&; CDCIs; 100 MHz): 149,97 (1C; C-1); 147,65 (1C; C-2); 135,76
(1C; C-14); 133,89 (1C; C-17); 129,29 (2C; C-15); 128,70 (2C; C-16 e C-10);
125,55 (2C; C-11); 122,62 (2C; C-5); 120,96 (1C; C-4); 115,06 (1C; C-6);
112,16 (1C; C-3); 76,08 (1C; C-8); 71,82 (1C; C-13); 68,73 (1C; C-7); 55,80
(1C; C-12); 51,73 (1C; C-9).

4.1.2.5 Procedimento geral para a obtencéo dos ésteres (16-18)

Cl

- Os_ _OH
o] OH /\
O AN 2N EDAC ~o 0”0 —
N
+ — 0 SN
s CH,Cl,, AN
Cl DMAP, t.a.
R

10: R=alila; 16: R=alila;

11: R=propila; 17: R=propila;

12: R=H. 18: R=H.

Em um baldo de fundo redondo contendo 1,2 eq. de acido 4-clorobenzéico
solubilizados em uma 10 mL de diclorometano, foram adicionados 2 eq. de N-
(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (EDAC) e a reacdo foi mantida sob
agitacdo magnética a temperatura ambiente. Apds a completa solubilizacdo
dos reagentes, 1 eq. do alcool azélico correspondente (0,34 mmol de 10; 0,34

mmol de 11; 0,39 mmol de 12), solubilizado em 5 mL de diclorometano, foi
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adicionado a mistura reacional. Subsequentemente, uma quantidade catalitica
(15 mg) de 4-N,N-dimetilaminopiridina (DMAP) foi adicionada e a reacao foi
mantida sob agitacdo magnética constante a temperatura ambiente, por 24
horas, quando sua conclusédo foi observada por CCD, utilizando-se silica gel
como fase estacionéria (acetato de etila (100%); revelador: iodo). Em seguida,
a mistura foi lavada com solucédo aquosa de HCI 1 M (3 x 25 mL) e agua
destilada (2 x 50 mL) e a fase orgéanica resultante foi seca com sulfato de sédio
anidro e concentrada usando um evaporador rotatério. Os produtos foram
purificados por cromatografia em camada de silica, utilizando-se como fase
movel uma mistura de hexano e acetato de etila na proporcao de 6:4 viv. Os
produtos de interesse foram obtidos como Oleos viscosos levemente
amarelados, sendo 0,0200 g do derivado 16 (14%), 0,100 g do derivado 17
(68%) e como um solido branco 0,0736 g do derivado 18 (46%).

As quantidades de reagentes utilizados, massas dos produtos obtidos, assim

como os rendimentos das reacdes estao descritos na Tabela 5.

Tabela 5: Quantidades dos materiais de partida, produtos e rendimentos das

reacoes de sintese dos ésteres 16-18.

) Acido 4-
Alcool Azdlico | clorobenzoico EDAC Produto Rendimento
10: 0,100 g 0,06513 g 0,1066 g 16:
(0,34 mmol) (0,42 mmol) (0,69 mmol) 0,0200 g 12%
(0,46 mmol)
11: 0,100 g 0,06513 g 0, 1066 g 17
(0,34 mmol) (0,42 mmol) (0,69 mmol) 0,1000 g 68%
(0,23 mmol)
12: 0,100 g 0,075¢ 0,124 ¢ 18:
(0,39 mmol) (0,48 mmol) (0,79 mmol) 0,0736 g 47%
(0,18 mmol)
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41.25.1 Dados de caracterizagdo de 1-[2-metoxi-4-(prop-2-en-1-
ifenoxi]-3-(1H-1,2,3-triazol-1-il)propan-2-il 4-clorobenzoato (16)

Cl
20
19 19
18 18
1 N 16
5 10
~ 11
(@) O (0] —
2 N
0 _A_N<
3 ! 8 N
13 4 7 9 13
/ 6
14 12 5

Massa obtida: 20 mg (0,46 mmol; 57%; Oleo amarelo)

F.M.: C22H22CIN3Os M.M.: 427,88 g/mol

IV-ATR (cm): 3130 (C-H sp?), 2939 (C-H sp®), 1720 (C=0), 1670 (C=C
alceno), 1593, 1510, 1488 (C=C aromatico), 1263 (C-N), 1216 (C-H sp?3), 1087
(C-0), 756 (C-ClI).

HRMS-ESI (m/z): Calculada para C2H22CIN3Os4 (M+Na)*: 450,1191,
Encontrada: 450,1188.

RMN de 'H (&, CDCls; 400 MHz): *H NMR (d; CDCls; 400 MHz): 7,93-7,88 (m;
4-H; H-10, H-11 e H-18); 7,42-7,40 (dta; 2-H; H-19); 6,87-6,85 (d; 1-H; 4J=8,04
Hz; H-6); 6,74-6,70 (m; 2-H; H-3 e H-5); 5,98-5,88 (m; 1-H; H-13); 5,73 (m; 1-H;
H-8); 5,10-5,06 (m; 4-H; H-14, H-9 e H-9’); 4,25-4,21 (dd; 1-H; 2J=9,84 Hz, 3J =
4 Hz; H-7); 4,16-4,12 (dd; 1-H; 23 =10,44 Hz, 3] = 5,4 Hz; H-7’); 3,84 (s; 3-H; H-
15); 3,34-3,32 (d; 2-H; 3J = 6,68 Hz; H-12).

RMN de 3C (&; CDCls; 100 MHz): 164,66 (1C; C-16); 149,99 (1C; C-2): 145,62
(1C; C-1); 140,27 (1C; C-20); 137,30 (1C; C-13); 135,25 (1C; C-4); 131,23 (3C;
C-18 e C-11); 128,99 (3C; C-19 e C-10); 127,39 (1C; C-17); 120,79 (1C; C-5);
116,12 (1C; C-3); 115,96 (1C; C-14); 112,70 (1C; C-6); 70,84 (1C; C-8); 67,98
(1C; C-7); 55,81 (1C; C-15); 50,60 (1C; C-9); 39,85 (1C; C-12).
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4.1.2.5.2 Dados de caracterizacdo de 1-(2-metoxi-4-propilfenoxi)-3-(1H-1,2,3-

triazol-1-il)propan-2-il 4-clorobenzoato (17)

Cl
20
19 19
18 18
1 N 16
5 10
~ 11
(@) O (@] —
2 N
0 _A_N<
3 ! 8 N
13 4 7 9 13
6
14 12 5

Massa obtida: 100 mg (0,23 mmol; 68%; Oleo amarelo claro)

F.M.: C22H24CINsO4 M.M.: 429,90 g/mol

IV-ATR (cm™1): 3128 (C-H sp?), 2956 (C-H sp3), 1722 (C=0), 1591, 1512,
1488, 1463 (C=C aromatico), 1259 (C-N), 1220 (C-H sp?), 1091 (C-O), 756 (C-
Cl).

HRMS-ESI (m/z): Calculada para C22H24CIN3Os (M+Na)*: 452,1347,
Encontrada: 452,1332.

RMN de 'H (&; CDCls; 400 MHz): 7,92-7,89 (dta; 2H; H-18); 7,72 (s; 2H; H-10
e H-11); 7,42-7,39 (dta; 2H; H-19); 6,85-6,83 (d; 1H; 3J =8,08 Hz; H-6); 6,72-
6,71 (d; 1H; 4J= 1,84 Hz; H-3); 6,69-6,67 (dd; 1H; 3J= 8,08 Hz, 4J= 1,94 Hz; H-
5); 5,74-5,68 (m; 1H; H-8); 5,00-4,98 (m; 2H; H-9 e H-9’); 4,18-4,17 (m; 2H; H-
7 e H-7’); 3,83 (s; 3H; H-15); 2,54-2,50 (t; 2H; 3J=7,64 Hz; H-12); 1,65-1,56
(sext; 2H; 3J=7,60 Hz; H-13); 0,95-0,91 (t; 2H; 3J=7,32 Hz; H-14).

RMN de 3C (&8; CDCls; 100 MHz): 164,63 (1C; C-16); 149,79 (1C; C-2): 145,31
(1C; C-1); 140,09 (1C; C-20); 137,85 (1C; C-4); 131,43-127,46 (5C; C-11, C10,
C-17, C-18 e C-19); 120,52 (1C; C-5); 115,94 (1C; C-6); 112,59 (1C; C-3);
70,96 (1C; C-8): 68,00 (1C; C-7): 55,70 (1C; C-15); 37,65 (1C; C-9); 37,65 (1C;
C-12); 24,61 (1C; C-13), 13,74 (1C; C-14).
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4.1.2.5.3 Dados de caracterizagdo de 1-(2-metoxifenoxi)-3-(1H-1,2,3-triazol-

1-il)propan-2-il 4-clorobenzoato (18)

Cl
17
16 16
15 15
12 " 13
~ 11 10
(0] (@) (0] —
2 N
O\/g\/N\
3 1 A N
7 9 13
4 6

Massa obtida: 74 mg (0,18 mmol; 47%; Solido amorfo branco)
F.M.: C19H18CIN3Os M.M.: 387,82 g/mol

F.F: 98 -101 °C

IV-ATR (cm™1): 3103 (C-H sp?), 2943 (C-H sp3), 1716 (C=0), 1593, 1508,
1488, 1465 (C=C aromatico), 1253 (C-N), 1222 (C-H sp?), 1105 (C-O), 730 (C-
o)}

HRMS-ESI (m/z): Calculada para C22H24CIN3Os4 (M+Na)*: 410,0878;
Encontrada: 410,0871.

RMN de !H (&; CDCls; 400 MHz): 7,91-7,89 (dta; 2H; H-15); 7,80-7,784 (d;
3J=6,8 Hz; 2H; H-10 e H-11) 7,42-7,40 (dta; 2H; H-16); 7,03-6,87 (m; 4H; H-3,
H-4, H-5 e H-6); 5,76-5,71 (quint.; 1H; 3J=5,36 Hz; H-8); 5,04-5,02 (d; 2H;
3J=5,2 Hz; H-9 e H-9'); 4,25-4,16 (m; 2H; H-7 H-7’); 3,85 (s; 1H; H-12).

RMN de 3C (&; CDCls; 100 MHz): 164.68 (1C; C-13); 150.14 (1C; C-1); 147.40
(1C; C-2); 145,69 (1C; C-7); 140,24 (1C; C-17); 133,19 (1C; C-15); 131,22 (1C;
C-11); 128,96 (1C; C-16, C-10); 127,45 (2C; C-14); 125,32 (2C; C-4); 127,50
(1C; C-16); 120, 71 (1C; C-9); 123,13 (1C; C-1); 121,09 (1C; C-5); 116,02 (1C;
C-6); 112,36 (1C; C-3); 70,91 (1C; C-8); 67,82 (1C; C-7); 55,82 (1C; C-12);
50,25 (1C; C-9).
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4.2 Avaliacdo da atividade antifangica das substancias sintetizadas

Para avaliar o potencial antifangico os triaz6is sintetizados, (10-18), foram
utilizadas as seguintes leveduras: Candida albicans SC5314, Candida tropicalis
ATCC 750, Candida auris COLO 01A, Candida parapsilosis ATCC 22019,
Candida krusei ATCC 20298, Candida glabrata ATCC 2001, Cryptococcus gattii
ATCC 24065, Cryptococcus neoformans ATCC 24067, Sporothrix brasiliensis
189 e Sporothrix schenckii ATCC 32286. Os compostos e o farmaco Fluconazol
foram avaliados em concentracbes de 0,125-250 pg.mL-1. As placas foram
incubadas a 35°C por 48 h. Ap6s a montagem das placas, cada cepa de
levedura foi inoculada e as placas foram incubadas a 35°C por 24 ou 48 h. Os
testes foram realizados em triplicata. Os pontos de término foram determinados
visualmente por comparacdo com o poco de controle de crescimento sem a
substancia; O valor da concentracao inibitoria minima (CIM) foi definido como a
menor concentracdo da substancia na qual o poco estava opticamente claro, e
foi expressa em pM.

A avaliacédo da atividade antifiUngica das substancias sintetizadas foi realizada
em colaboracdo com a Prof* Dr2 Susana Johann e seu aluno de mestrando
Luiz Felipe de Andrade Santana na Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Planejamento estrutural e sintético dos novos triazéis

O padrdo estrutural dos novos triazéis foi planejado a partir da estrutura
guimica do miconazol, importante farmaco antifangico inibidor da enzima
CYP51. As substancias propostas, cujo padrdo estrutural é apresentado na
Figura 10, carregam em uma Unica estrutura o nucleo proveniente do eugenol
(assim como outros analogos desse fenol: di-hidroeugenol e guaiacol) além de
um anel 1,2,3-triaz6lico, um possivel bioisGstero dos anéis imidazélico e 1,2,4-
triazodlico presentes nos farmacos azolicos, e farmacoforicamente reconhecidos
por se ligarem ao grupo heme da enzima CYP51 de fungos. Por fim, o anel 4-
clorobenzénico mimetizaria o anel diclorado do miconazol, e seria rsponsavel

pela interacdo com um bolso hidrofébico desta enzima.

Figura 10: Planejamento dos novos 1,2,3-triazéis, analogos estruturais do farmaco

Miconazol.
Miconazol Novos Triazéis Propostos
cl
cl

o R0 X= CH,

—_.armaco orico ou C=0
cl e RN ¢
! N ' R o v 0 S =\
N~/ — | : //\N;
o . R4 ! (o I v N\N’/ K

Cl

Eugenol (Rq=alila)
Di-hidroeugenol (R{=propila)
Guaiacol (R1=H)

Quanto ao planejamento sintético das substancias propostas, como ilustrado
na retrosintese da Figura 11, os ésteres (16-18) e os éteres (13-15) foram
obtidos, respectivamente, a partir da acilacdo e alquilagdo dos alcoois 1,2,3-
triazolicos (10-12). Por sua vez, estes alcoois foram sintetizados em duas
etapas sendo a primeira uma cicloadicdo entre as azidas (7-9) com TMS-

acetileno seguida da remocéao do grupo trimetilsilano ligado ao heterociclo. As
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azidas (7-9) foram obtidas através da abertura do anel epdxido das
substancias 4-6, que por sua vez foram sintetizados através da reacéo entre o
eugenol, di-hidroeugenol ou guaiacol com epicloridrina.

Figura 11: Esquema de retrossintese das substancias propostas.
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5.2 Sintese das substancias planejadas

5.2.1 Sintese dos derivados oxiranos 4-6

jj A fj’ﬂ

1: R=alila; 4: R=alila;
2: R=propila; 5:R= proplla
3:R=H. 6: R=H

Os derivados oxiranos 4, 5 e 6 foram obtidos em meio basico, necessario para
desprotonacdo da hidroxila dos fendis utilizados (1-3), na presenca de
epicloridrina (RAMIREZ-VILLALVA et al., 2015). O acoplamento a um ntcleo
de oxido de etileno possui uma vantagem sintética, ja que confere a estrutura
sitios reativos eletrofilicos e, consequentemente, potencializam a capacidade
de sua reacdo com um centro nucleofilico, como a azida de sddio, empregada
na proxima etapa sintética.

Inicialmente, os fendis (1-3) sdo desprotonados na presenca de KOH antes da
adicdo da epicloridrina. Isso se justifica pelo fato de anions hidroxila poderem
promover atagues nucleofilicos a epicloridrina, prejudicando o rendimento da
reacao. A desprotonacao da hidroxila fendlica € necessaria para a formacéao do
ion fendxido, que é melhor nucledfilo que a hidroxila.

Esta reacdo trata-se de uma substituicdo nucleofilica bimolecular (Sn2) que
ocorre em duas etapas, conforme ilustrado na Figura 12. Em um primeiro
momento, o carbono eletrofilico menos impedido estericamente do anel do
oxido de etileno é atacado pelo ion fendxido. Dessa forma, a ligacdo C-O é
clivada com consequente formacdo de uma carga negativa no oxigénio e este,
por sua vez, ataca intramolecularmente o carbono eletrofilico ligado ao cloro,
expulsando-o e restituindo o anel de trés membros (CLAYDEN; GREEVES;
WARREN, 2012).
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Figura 12: Proposta de mecanismo para formagé&o dos derivados oxiranos 4 a 6.
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As substancias 4, 5 e 6 foram obtidas na forma de 6leos incolores, com

=@
Qw

rendimentos de 75% para o derivado 4, 80% para o derivado 5 e 87% para o
derivado 6.

5.2.2 Obtencéao das alquilazidas 7-9

~
0 0 o OH
O\/SSA K,CO O AN
+ NaN;, — 23 ®
acetonitrila 10 %,
R 60°C R
4: R=alila; 7: R=alila;
5: R=propila; 8:R= roplla;
6: R=H. 9: R=H

A obtencdo das alquilazidas ocorreu, também, através de uma reacdo de
substituicdo nucleofilica bimolecular (Sn2) entre os epoxidos 4-6 com azida de
sédio, em solucédo aquosa de acetonitrila a 10% (CARVALHO et al., 2010). Em
um primeiro momento, o carbono eletrofilico menos impedido estericamente do
epoxido sofre um ataque do nitrogénio nucleofilico da azida de sddio. Isso leva
a clivagem da ligacdo sigma entre carbono e oxigénio, gerando um alcodéxido,
gue, entdo, é neutralizado pela agua presente no meio, de acordo com a

proposta de mecanismo abaixo apresentada (Figura 13).
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Figura 13: Proposta de mecanismo para a sintese das alquilazidas.

~o OH
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Os derivados 7, 8 e 9 foram obtidos na forma de produtos oleosos amarelados,
com rendimentos (apoés purificacéo) de 51% para 7, 87% para 8 e 52% para 9.

5.2.3 Sintese dos triaz6is 10-12

Primeira Etapa
Si(CH
~o OH K,CO;, 1cetato de ~o oH /= (CHs)s
cobre
o) N | > o] N_ N
/©/ \/g\/ ® 4+ CHy——si— THF, H,0, t.a. A N
|
R R
7: R=alila; 7.1: R=alila;
8: R=propila; 8.1: R=propila;
9: R=H. 9.1:R=H.
Segunda Etapa
Si(CH
~o0 OH /= (CHs)s ~o oH  —
/©/O\/S\/N~N,,N TBAF /©/O\/S\/N\N,,N
.
R THF, ta. R
7.1: R=alila; 10: R=alila;
8.1: R=propila; 11: R=propila;

9.1: R=H. 12: R=H.
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Os derivados 1,2,3-triazélicos propostos foram sintetizados por meio de uma
reacdo de cicloadicdo conhecida como reacao “click’, onde se utilizou o
etiniltrimetilsilano (TMS-acetileno) para promover a adicdo do anel 1,2,3-
triazélico as alquilazidas (7-9) previamente sintetizadas, com auxilio do Cu (I)
como catalizador da reacdo. O Cu (I) é formado através de uma reagdo entre
acetato de cobre Il e ascorbato de potassio. Apds sua formacdo, o Cu (I) se
complexa ao atomo de carbono terminal do TMS-acetileno, formando um
acetileto de cobre. Entdo, o nitrogénio nucleofilico da azida ataca o atomo de
Cu, complexando-se a ele e os elétrons da ligacdo n C-C do nucleo acetilénico
atacam o nitrogénio eletrofilico terminal da azida, formando um intermediario
instavel do heterociclo. Esse intermediario tensionado sofre um processo de
contragéo para se estabilizar, levando a formagao do triazol com um atomo de
Cu ligado. A saida desse metal ocorre através de um processo de protondlise,
gerando o triazol ainda ligado ao grupo trimetilsilano, o qual € removido na
presenca de fluoreto de tetrabutilaménio (TBAF). A remocao do grupo ligado ao
anel triazodlico ocorre porque a ligacdo C-Si € mais fraca que a ligacédo F-Si e,
com isso, o silicio tem maior afinidade pelo flor do que pelo carbono, gerando
os derivados (13-15), o que pode ser demonstrado na proposta de mecanismo
apresentado na Figura 14 (DE SOUZA et al., 2019; REIS et. al., 2023).

Figura 14: Proposta de mecanismo para a obtencéo dos triazois 10 a 12.
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Os derivados 10 e 12 foram obtidos como 6leos de aspecto amarelo, com
rendimentos de 64% para 10 e 25 % para 12 (25%) e o derivado 11 foi obtido
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como um sélido amarelo claro com rendimento de 55%.

5.2.4 Sintese dos éteres 13-15

Cl

Cl

(0] OH /=\
O\;\/N\ 4N NaH o o —
N " . /—-\N
R N, t.a O\;\/N\N/
Cl
R
10: R=alila; 13: R=alila;
11: R=propila; 143 Riproplla;
12: R=H. 15: R=H.

Para a obtencéo dos éteres 13-15 a partir dos alcoois (10-12) foi utilizado DMF
anidro em atmosfera de nitrogénio, na presenca de hidreto de sédio e cloreto
de 4-clorobenzila (DE SOUZA et al., 2019).

Trata-se, novamente, de uma reacdo de substituicdo nucleofilica bimolecular
(Sn2) na qual, inicialmente, o hidreto abstrai o proton do alcool secundario
levando a formacédo do ion alcooxido. O oxigénio carregado negativamente,
mais reativo, ataca o carbono eletrofilico do haleto de benzila, clivando a

ligacdo C—ClI e levando a formacao do éter, conforme observado na Figura 15.

Figura 15: Proposta de mecanismo para a sintese dos éteres propostos.

Cl

As substancias 13-15 foram obtidas como 6leos de cores diferentes, sendo a
substancia 13 um 6leo esverdeado com 67% de rendimento, a substancia 14
um Oleo amarelo com 71% de rendimento e a substancia 15 um éleo bege com

67% de rendimento.
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5.2.5 Sintese dos ésteres 16-18

Cl

~N OH
0 OH —\ O,
o N N EDAC ~ 0 =
/©/ \)\/ A N// + 0 °
R

.
CH,Cl,, o AN N
DMAP, ta.
Cl R

10: R=alila; 16: R=alila;
11: R=propila; 173 Riproplla;
12: R=H. 18: R=H.

Para a sintese dos ésteres, foi utilizado o método de esterificacdo de Steglich,
onde o EDAC age como reagente de acoplamento entreo alcool e o acido
carboxilico e o DMAP como catalizador da reacdo (GILLES et al.,, 2015;
NEISES; STEGLICH, 1978).

Esta reacdo ocorre em duas etapas. Em um primeiro momento o DMAP
desprotona o &cido carboxilico do &acido 4-clorobenzoico formando um
carboxilato, que por sua vez promove um atague nucleofilico ao carbono
eletrofilico da carbodiimida desfazendo a ligacgdo n N-C. Em seguida, 0s
elétrons nado ligantes do nitrogénio aromatico do DMAP atacam o carbono
carbonilico eletrofilico deslocando a ligacdo n e formando um intermediario
tetraédrico. O oxigénio carregado negativamente regenera a carbonila com a
consequente saida do reagente de acoplamento na forma de uma ureia e
formacdo de uma amida muito reativa, como pode ser observado na Figura 16
a seguir (NEISES; STEGLICH, 1978).
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Figura 16: Mecanismo proposto para a primeira etapa de sintese dos ésteres.

), Ve YL

~N = cl

Na segunda etapa, representada pela Figura 17, o alcool secundéario ataca o
carbono carbonilico eletrofilico da amida, deslocando a ligacédo n e formando o
intermediario tetraédrico. O oxigénio carregado negativamente regenera a
carbonila expulsando o DMAP como grupo abandonador e formando a ligacao
ester. O DMAP abstrai o préton do oxigénio carregado positivamente
neutralizando a molécula (NEISES; STEGLICH, 1978).

Figura 17: Mecanismo proposto para a segunda etapa da reacao para obtencao dos

ésteres propostos.
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Os produtos 16 e 17 foram obtidos como 6leos viscosos levemente amarelados
com rendimentos de, respectivamente, 14% e 68%, enquanto o produto 18 foi

obtido como um sélido branco com 46% de rendimento.

5.3 Caracterizacdo quimica das substancias triazélicas sintetizadas

As substancias sintetizadas foram caracterizadas por ressonancia magnética
nuclear de 'H e 3C, por espectrometria na regido do infravermelho e por
espectrometria de massas de alta resolugcdo e todos 0s espectros estao
apresentados no ANEXO.

15 15 10 12\0 OH 11//<0
~ 11 10 \O OH 11/ —
O2 on /4,\N 2 O\/S\/FN 3 O\/E,\/N‘N"N
3 O\/i\/N\N' 8 1 8 “N 1 7 9
13 4 o7 T 13 4 oo 4 6
= 6 14 ° 5
14 2 5 12 5

10 11 2
Nos espectros de RMN de *H dos éalcoois triazélicos (10, 11 e 12) foi possivel
observar os sinais dos hidrogénios pertencentes aos N-heterociclicos como os
mais desblindados do espectro. Estes sinais foram encontrados na faixa de
7,88 ppm a 7,68 ppm, para H-10 e H-11 e foram observados como multipletos
de integral 2 para os derivados 10 e 11 e como dois simpletos separados de
integral 1 para o derivado 12, sendo o simpleto registrado em 7,88 ppm
referente ao H-11 (mais desblindado que o sinal de H-10 possivelmente devido
a maior proximidade de H-11 com a hidroxila), e o simpleto registrado em 7,80
ppm referente ao H-10. Os hidrogénios provenientes do anel benzénico (H-3,
H-5 e H-6 das substancias 10 e 11 e H-3, H-4, H-5 e H-6 da substancia 12)
foram registrados na faixa de 7,03 ppm a 6,68 ppm. Para a substancia 10, o H-
6 foi o hidrogénio aromatico mais desblindado, sendo caracterizado como um
multipleto de integral 1 na faixa de 6,82 a 6,80 ppm; os H-3 e H-5 tiveram seu
sinal caracterizado como um multipleto de integral 2 na faixa de 6,70 a 6,68
ppm. Em relacdo a substancia 11, o H-6 também apresentou o sinal mais
desblindado no intervalo de 6,82 a 6,80, sendo ele um dupleto de integral 1 e
constante de acoplamento 3J=7,92 Hz; o sinal do H-5 aparece logo em seguida

como um multipleto de integral 1 em 6,71 ppm, enquanto o sinal de H-3, menos
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desblindado, foi caracterizado como um dupleto de integral 1 entre 4,71 a 4,66
ppm com constante de acoplamento 4J =1,88 Hz.

Os hidrogénios da cadeia alilica da substancia 10 e da cadeia propilica da
substancia 11 foram encontrados entre 5,97 e 0,91 ppm. Para o derivado
alilico, H-13 foi o sinal mais desblindado, caracterizado como um multipleto de
integral 1, seguido do sinal referente a H-12, também um multipleto de integral
2 e, por ultimo, H-14 caracterizado como um dupleto entre 3,32 e 3,30 ppm de
integral 2 e 3J =6,72 Hz. J& para o derivado propilico, H-12 foi o sinal mais
desblindado, caracterizado como um tripleto de integral 2 com 3J =7,88 Hz, H-
13 como um multipleto de integral 2 e H-14 também como um tripleto de
integral 3 e constante de acoplamento 3J =7,32 Hz.

Os hidrogénios do carbono metoxilico foram observados em todos os espectros
como simpletos de integral 3, proximos a 3,8 ppm.

Os hidrogénios alilicos diasterotépicos H-7, H-7', H-9 e H-9' e o hidrogénio
ligado ao carbono quiral, H-8, foram encontrados no intervalo de 4,69 a 3,84
ppm. Em relacdo aos hidrogénios diasterotopicos, comprovou-se por analise
de ressonancia magnética nuclear bidimensional que os hidrogénios H-9 e H-9’
sdo mais desblindados que os hidrogénios H-7 e H-7'. Esse fato inicialmente
parece ndo corroborar a ideia de maior influéncia eletrorretiradora do oxigénio
frente ao nitrogénio, entretanto outros fatores relacionados a estrutura das
substancias sintetizadas bem como a influéncia das interacfes entre os orbitais
moleculares de suas ligacfes podem talvez explicar essa diferenca em relacao
a predicdo tedrica. Para praticamente todas as substancias, os sinais dos
hidrogénios diasterotopicos foram observados como dupletos duplos de integral
1 com constantes de acoplamento 2J préximas a 14 Hz para H-9 e H-9' e
constantes 3J préximas a 3,8 Hz para o H-9 e préoximas a 6,8 Hz para os H-9'.
Ja para os hidrogénios H-7, as constantes 2J foram proximas a 10 Hz e as
constantes 2J apresentaram valores préoximos a 4,8 Hz para H-7 e préximas a 6
Hz para H-7’. Os desdobramentos de H-8 caracterizaram-se como multipletos
de integral 1 nos espectros de praticamente todas as substancias.

Quanto aos espectros de RMN de 13C dos alcoois triazolicos, foram observados
sinais referentes aos carbonos aromaticos entre 149,85 e 112,05 ppm. Para os
derivados do eugenol, os carbonos C-13 e C-14 pertencentes ao grupo alila

também foram encontrados na regido dos aromaticos, o que se explica tanto
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pela desblindagem causada pelo efeito anisotropico do anel benzénico quanto
pela desblindagem causada pela anisotropia do alceno, que ocorrem devido a
presenca dos orbitais nm conjugados que alteram a organizagdo das nuvens
eletrénicas afetando o modo como o campo magnético externo interage com
elas, levando a alteracdes no deslocamento quimico observado. Os demais
carbonos foram observados em deslocamentos quimicos menores que 72 ppm.
Com o auxilio do sub espectro DEPT-135 foi possivel observar os sinais de C-7
e C-9 registrados em fase inversa, assim como C-12 para os derivados do
eugenol e C-13 e C-12 para os derivados do di-hidroeugenol.
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Nos espectros de RMN de 'H de cada um dos éteres sintetizados, foi possivel
observar dois sinais caracteristicos de anéis aromaticos para-dissubstituidos,
caracterizados como duplos tripletos aparentes correspondentes aos
desdobramentos dos hidrogénios H-18 e H-19 para os derivados 13 e 14 e H-
15 e H-16 para o derivado 15. Estes sinais puderam ser observados nos
intervalos de 7,31 a 7,12 ppm com integral 2 cada um. O sinal dos hidrogénios
H-19 foram mais desblindados que os de H-18 nos derivados 13 e 14 e o sinal
dos hidrogénios H-16 foram mais desblindados que os de H-15 para o derivado
15 devido a maior proximidade com o atomo de cloro. Outro sinal que
comprovou a formacéo dos éteres foi o sinal do H-16 para os derivados 13 e 14
e H-13 para o derivado 15 que se caracterizou, em todos 0s espectros
analizados, como um multipleto de integral 2 proximo a 4 ppm. A ocorréncia
desses multipletos pode estar associada a proximidade desses hidrogénios ao
carbono quiral, o qual causa alteracbes do ambiente quimico adjacente,
levando a diferenciacdes de conformacdo estereoquimica e padrdes distintos
de acoplamento entre hidrogénios mais afastados entre si. Além disso, os H-16

ou H-13 nos éteres podem também acoplar a longo alcance com os H-18 dos
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derivados 13 e 14 ou H-15 do derivado 15. Por ultimo, um acoplamento
geminal também pode ocorrer entre os H-16 ou H-13. Todas essas
possibilidades somadas explicam a ocorrencia dos multipletos observados.

Ja nos espectros de RMN de 3C foram registrados 4 novos sinais de carbono
na regido dos carbonos aroméaticos, sendo dois desses de intensidade
equivalente a dois carbonos hidrogenados (C-18 e C-19 nos derivados 13 e 14
e C-15 e C-16 no derivado 15), condizente com o ambiente quimico de simetria
do anel para-dissubstituido. Além disso, o sinal do carbono benzilico, C-16, foi
registrado préximo a 71 ppm, confirmado pelo sinal de fase inversa registrado
no sub espectro de DEPT-135.
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Nos espectros de RMN de 'H dos ésteres sintetizados também foi possivel
observar a presenca de dois duplos tripletos aparentes correspondentes aos
desdobramentos de H-18 e H-19 para as substancias 16 e 17 e de H-15 e H-16
para a substancia 18, mas em deslocamentos quimicos maiores, entre 7,92 a
7,39 ppm devido ao efeito de desblindagem do grupo carbonila ndo presente
nos éteres. Outra diferenca de atribuicdo também pbde ser estabelecida uma
vez que, devido a presenca da carbonila, os sinais de H-18 tornaram-se mais
desblindados que os de H-19 ja que a carbonila exerce efeito retirador de
densidade por ressonancia, o qual é mais forte que o efeito eletroretirador do
atomo de cloro.

Além disso, nos espectros de RMN de '3C dos ésteres foi registrado o sinal
caracteristico do carbono carbonilico préximo a 164 ppm, confirmando a
formacédo da ligacdo éster.

Nos espectros na regido do infravermelho dos alcoois secundarios sintetizados,
pbde-se observar as bandas da hidroxila em 3210 cm™* para a substancia 10,

3201 cmtparaa 11 e 3305 cm* para a 12. Outra banda observada que sugeriu
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a formacéo destes éalcoois triazolicos foi a da deformacéo da ligagdo C-N, que
foi registrada em 1259 cm para a substancia 10, 1257 cm* para a substancia
11 e 1249 cm para a 12.

Quanto aos espectros dos éteres sintetizados, ndo foram observadas as
bandas correspondentes ao grupo hidroxila, sugerindo a ocorréncia da
benzilagéo.

Em relacdo aos espectros dos ésteres sintetizados, além do desaparecimento
das bandas da hidroxila do &lcool precursor, também foi possivel observar a
banda da deformacéo da ligacdo C=0 préxima a 1720 cm, indicando, assim a
ocorréncia da acilacdo. As bandas caracteristicas de deformacdes C=0 de
ésteres costumam ser encontradas na regido entre 1730 a 1750 cm™ No caso
das substancias sintetizadas, essas bandas foram encontradas com valores um
pouco menores devido ao fato de o grupo éster estar ligado ao anel aromatico
e, por isso, estar envolvido em ressonancia. O anel aromatico estabiliza a
carga parcial negativa sobre o oxigénio do éster, diminuindo a polaridade da
ligacdo C=0. Essa deslocalizacédo eletronica reduz a forcada ligagdo C=0,
resultando em uma absorcdo em menor comprimento de onda.

Por ultimo, em todos os espectros de massas obtidos para as substancias
sintetizadas os valores entre a relacdo massa/carga (m/z) predita e a relacéo
m/z obtida (na forma de adutos com o ion Na*) foram muito proximas entre si
com acuracia menor que 5 ppm. Essa andlise comprova inequivocamente a

obtencao das substancias finais propostas neste trabalho.

5.4 Avaliacdo in vitro da atividade antifUngica das substancias azollicas

sintetizadas

Os 1,2,3-triaz0is sintetizados foram avaliados contra diferentes cepas de
Candida (C. albicans, C. tropicalis, C. auris, C. parapsilosis, C. krusei e C.
glabrata), cepas de Cryptococcus (C. gattii e C. neoformans) e cepas de
Sporothrix (S. brasiliensis e S. schenkii) através das concentracfes inibitérias
minimas (CIMs), com miconazol como controle. O derivado 13 foi ativo contra
S. schenkii a 125 pg.mL-1 e nenhum outro composto foi ativo contra as cepas

mencionadas na maior concentragéo avaliada (250 pg.mL-1).
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Essa falta de atividade antifungica relatada pode estar relacionada ao anel
1,2,3-triazélico das substancias sintetizadas. Em estudo ja publicado (PERET
et. al., 2023), substancias com padrfes estruturais parecidos com 0s
sintetizados neste trabalho (com a presenca de um anel imidazélico no lugar do
1,2,3-triazol) demonstraram potenciais antifGngicos superiores aos farmacos
Miconazol e Fluconazol, os quais ja sdo amplamente utilizados no mercado
(Figura 18).

Figura 18: Comparagéo entre as estruturas das substancias imidazdlicas ativas de

PERET et.al., e as substancias 1,2,3-triazélicas deste trabalho.
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Os grupos 4-clorobenzila ou 4-clorobenzoila provavelmente ndo contribuiram
com a falta de atividade antifungica dos 1,2,3-triaz0is sintetizados neste
trabalho, haja vista que suas interacdes n-staking com subunidades de
aminoacidos do bolso hidrofébico da CYP51 ja foram relatadas (PERET et al.,
2023). A nédo atividade das substancias sintetizadas neste trabalho parece
estar relacionada a natureza do proprio nucleo 1,2,3-triazélico, assim como as
substancias 1,2,4-triazélicas ndo apresentaram atividade antifangica no artigo
publicado por nosso grupo de pesquisa. Esses resultados sugerem uma

maior afinidade relativa de imidazéis com o grupo heme da CYP51
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comparativamente a afinidade dos 1,2,3-triaz6is ou 1,2,4-triaz6is para 0s

padrdes estruturais das substancias sintetizadas nestes dois trabalhos.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho foram sintetizadas uma série de 9 substancias 1,2,3-triaz6licas
inéditas (10-18) analogas do farmaco miconazol e derivadas do eugenol, di-
hidroeugenol ou guaiacol. Esses novos compostos foram purificados e
devidamente caracterizados por andlises espectroscopicas/espectrométricas e
sua atividade antifangica foi avaliada contra Candida spp., Cryptococcus spp. e
Sporothrix spp. O composto 1,2,3-triazol 13 apresentou atividade contra S.
schenckii a 125 pg/mL, enquanto os demais compostos foram inativos contra

todas as cepas avaliadas.
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Espectros de Massas
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Espectros na regiao de infravermelho
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