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Este trabalho descreve a sintese e atividade antifungica de derivados do eugenol e o docking molecular do
eugenol contendo uma unidade 1,2,3-triaz6lica. Os derivados de eugenol foram obtidos por modificacGes
fendlicas na hidroxila, enquanto a concentracdo inibitéria minima foi determinada pelo método de
microdiluicdo em caldo. O docking molecular do derivado de eugenol com funcionalidade 1,2,3-triazol foi
realizado com a enzima esterol 14-alfa desmetilase (CYP51) e demonstrou que este composto ndo interage
favoravelmente com esta enzima, diferentemente do posaconazol. Os derivados do eugenol foram obtidos
com bons rendimentos e a avaliagdo antifingica mostrou que, apds modificagdes, a atividade antiflingica foi
mantida em alguns exemplos. O resultado do docking molecular nos permitiu vislumbrar alguns motivos que
justificam a auséncia de atividade antiflingica do derivado de eugenol com funcionalidade 1,2,3-triazol. Em
resumo, o artigo fornece informagdes importantes que ajudardo na realizacéo de pesquisas futuras envolvendo
este produto natural.
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This work describes the synthesis and antifungal activity of eugenol derivatives and the molecular docking
of eugenol containing a 1,2,3-triazole unit. Eugenol derivatives were obtained by phenolic hydroxyl
modifications, while the minimum inhibitory concentration was determined by the broth microdilution
method. Molecular docking of the eugenol derivative bearing 1,2,3-triazole functionality was performed with
the enzyme sterol 14-alpha demethylase (CYP51) and demonstrated that this compound did not interact
favorably with this enzyme, unlike posaconazole. Eugenol derivatives were obtained in good yields and
antifungal evaluation showed that, after modifications, antifungal activity was maintained in some examples.
The result of molecular docking allowed us to glimpse some reasons that justify the absence of antifungal
activity of the eugenol derivative bearing 1,2,3-triazole functionality. In short, the paper provides important
information that will help in conducting future research involving this natural product.
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1. INTRODUCAO

As infecgdes fangicas vém preocupando os 6rgdos de satide do mundo devido suas elevadas
taxas de morbimortalidade nas Ultimas décadas [1]. Por exemplo, dados epidemioldgicos indicam
uma taxa de 40% de mortalidade em pacientes infectados por Candida spp. [2], sendo isto
justificado devido essa levedura est& presente na microbiota humana, podendo causar doengas em
diferentes locais da anatomia humana e com diferentes graus de severidade [3, 4].

Dentre as espécies de Candida spp., a Candida albicans é a mais prevalente tanto em pacientes
sadios quanto em individuos morbidos [5], em que, apenas em 2015 acometeu entre 9,5 a 14,4
individuos para cada 100.000 habitantes norte-americanos [6].

Vale ressaltar que a literatura enfatiza a resisténcia de varias espécies de Candida spp. aos
antifangicos comerciais [4, 7-10], sendo isto um dos desafios para a medicina moderna [11], uma
vez que limita as opcdes de tratamento [12]. Desta forma, o desenvolvimento de novos antifngicos
tem sido constantemente necessario no tratamento clinico das infecgdes fangicas [13].
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Neste tocante, os produtos naturais apresentam-se como uma boa alternativa no desenvolvimento
de novos farmacos, uma vez que muitas moléculas oriundas de fonte naturais exibem interessantes
atividades bioldgicas, a citar o eugenol, pertencente a classe dos fenilpropanoéides, o qual atua como
antibacteriano e antifungico [14, 15]. Além disso, o eugenol atua como analgésico, antioxidante,
anti-inflamatdrio, antiespasmaédico, antidepressivo e anticarcinogénico [16, 17]. Adicionalmente, o
eugenol vem sendo amplamente utilizado no setor alimenticio, cosmético [18, 19] e odontoldgico
[20, 21].

Estas aplicagdes tornam o eugenol uma estrutura interessante para modificagdes estruturais a fim
de produzir novas substancias com propriedades terapéuticas que possam vir a ser (teis no
desenvolvimento de novos farmacos [22]. Entretanto, a trajetdria desde a descoberta de uma
molécula promissora até a sua aplicagcdo como produto farmacéutico é bastante longa e conta com
alguns entraves, o que tem fomentado uma intensa busca por métodos alternativos que contornem
estas dificuldades, destacando-se os métodos in silico [23, 24]. No geral, um método in silico
bastante empregado para esta finalidade é o docking molecular [25], uma vez que permite
conjecturar sobre as possiveis interagdes que podem ser estabelecidas entre o candidato a farmaco
e a biomolécula em questdo, possibilitando uma melhor compreensdo de suas propriedades
farmacodinamicas e fornecendo informages Uteis para a conducdo de modificagdes estruturais
futuras [26, 27].

Vale ressaltar que diversos trabalhos avaliam as propriedades antifingicas do eugenol e seus
derivados [28, 29], apontando a enzima esterol 14a-desmetilase (CYP51) como um potencial alvo
molecular para o desenvolvimento de suas atividades antimicrobianas frente cepas flngicas de
importancia médica [30, 31].

Diante do exposto, o trabalho visou realizar a sintese e caracterizagdo estrutural de derivados do
eugenol, avaliar a atividade antifungica desses compostos frente a diferentes espécies de Candida
e realizar estudos de docking molecular para um melhor entendimento da interagdo do derivado
triazblico do eugenol frente a enzima esterol 14o-desmetilase (CYP51).

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Reagentes e equipamentos

Os reagentes e os solventes utilizados foram obtidas na forma comercial da Merck e Sigma-
Aldrich, o hexano e o acetato de etila foram purificados através da destilacdo em coluna de
Vigreaux. As reacGes foram monitoradas através da cromatografia em camada delgada (CCD)
utilizando placas de silica-gel contendo indicador fluorescente F254. As placas de CCD foram
visualizadas por meio da utilizagdo uma lampada de ultravioleta (UV) de comprimentos de onda
entre 254 e 365 nm.

A etapa de purificacdo dos derivados do eugenol sintetizados foi realizada através da
cromatografia liquida em coluna de vidro utilizando silica-gel 60 Merck (70-230 mesh) como fase
estacionaria e como fase mdvel os solventes hexano e acetato de etila em diferentes proporcdes de
sistemas. As misturas reacionais foram evaporadas em um evaporador rotativo da Biichi Rotavapor
modelo R-114 conectado a uma bomba de vacuo modelo KNF Neuberger.

O infravermelho (IV) foi realizado em um espectrofotdbmetro de infravermelho com
transformada de Fourier Spectrum 400 FT-IR/FT-NIR Spectrometer modelo Perkin Elmer. O
espectro 1V de transmissdo foram obtidos com resolucdo 4 cm, ganho 1, regido espectral 4000 a
400 cm™ e 40 varreduras. A amostra foi submetida a andlise de IV preparada como pastilhas de
KBr. Os teores de carbono, hidrogénio e nitrogénio dos compostos foram determinados pela técnica
Dynamic Flash Combustion, em um analisador elementar CHNS-O, CE Instruments, modelo EA
1110.

A caracterizagdo das estruturas dos compostos foi realizada através da técnica de ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio (RMN *H) e carbono (RMN C) em um espectrometro Varian
Unity Plus, cuja frequéncia para o nucleo de hidrogénio foi 400 ou 300 MHz e para o nucleo de
carbono foi de 100 ou 75 MHz. As andlises foram realizadas utilizando como solvente o CDCls.
Os deslocamentos quimicos foram expressos em & (ppm) e as constantes de acoplamentos (J) em
hertz (Hz) em relagéo ao pico central do CDCl; (7,27) para o espectro de RMN H e para o espectro
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de RMN *3C os deslocamentos foram obtidos em relagéo aos picos centrais do CDCl; (77,0). O
aparelho foi calibrado usando Si(CHs)4 (0,0 ppm) como referéncia externa no caso do RMN H e
lSC.

2.2 Procedimento Experimental para Sintese dos Derivados do Eugenol (2-6)

Sintese 4-alil-2-metoxifenil acetato (2): Em um bal&o de fundo redondo adicionou-se o eugenol
(164,2 mg; 1 mmol), acetato de sodio (184,6 mg; 2,25 mmol) e anidrido acético (1 mL; 10 mmol).
A mistura reacional ficou sob agitacdo e temperatura ambiente por 8 h. O término da reacdo foi
comprovado por cromatografia de camada delgada (CCD) utilizando o sistema eluente
hexano:acetato de etila, na proporcao 90:10. Apds a comprovacgdo do término da reacdo, a mistura
reacional foi transferida para um funil de separacgéo, no qual foi adicionado 50 mL de solu¢éo salina
e 0 produto extraido com acetato de etila (3 x 50 mL). A fase orgéanica foi separada e seca com
sulfato de sodio anidro. Em seguida, a fase organica foi filtrada e o solvente removido sob pressao
reduzida. O produto bruto foi purificado através de cromatografia liquida em coluna, utilizando
silica-gel 60 como fase estacionaria e sistemas de hexano:acetato de etila (95:05, v:v) como fase
movel numa coluna de vidro segundo a metodologia descrita por Bem Arfa et al. (2006) [32].

Oleo incolor; 90% de rendimento; 185,6 mg; RMN *H (300 MHz, CDCl3) § 6,94 (d, J = 7.5 Hz,
1H), 6,73-6,78 (m, 2 H), 5,91-6,00 (m, 1H), 5,05-5,15 (m, 2 H), 3,80 (s, 3H), 3.37 (d, J = 6,6 Hz,
2 H), 2,29 (s, 3H); RMN 3C (75 MHz, CDCl3) & 169,1; 150,8; 138,94; 137,9; 136,9; 122,4; 120,6;
116,0; 112,6; 55,7; 40,0; 20,6.

Sintese do 4-alil-1-(benziloxi)-2-metoxibenzeno (3): Em um baldo de fundo redondo adicionou-
se 5,0 mL de acetonitrila, eugenol (164,2 mg, 1 mmol), carbonato de potassio anidro (414,6 mg, 3
mmol) e brometo de benzila (34,4 mg, 0,2 mmol). A mistura reacional ficou sob agitag&o e refluxo
por 4,3 h. O término da reagdo foi comprovado por cromatografia de camada delgada (CCD)
utilizando o sistema eluente hexano: acetato de etila, na proporc¢do 90:10. Ap6s a comprovacgéo do
término da reacdo a mistura reacional foi transferida para um funil de separagdo, no qual foi
adicionado 50 mL de solugdo salina e o produto extraido com acetato de etila (3 x 50 mL). A fase
organica foi separada e seca com sulfato de s6dio anidro. Em seguida, a fase organica foi filtrada e
o solvente removido sob presséo reduzida. O produto bruto foi purificado através de cromatografia
liquida em coluna, utilizando silica-gel 60 como fase estaciondria e sistemas de hexano:acetato de
etila (90:10, v:v) como fase mével numa coluna de vidro conforme a metodologia descrita por
Kumar et al. (2012) [33].

Oleo incolor, 92% de rendimento; 233,9 mg; RMN 'H (300 MHz, CDCls) & 7,44-7,47 (m, 2H),
7,26-7,40 (m, 3H), 6,82 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 6,75 (d, J = 2,4 Hz, 1H), 6,66 (d, J = 2,4 Hz, 1H), 5,90-
6,04 (m, 1H), 5,14 (s, 2H), 5,12-5,08 (m, 2H), 3,89 (s, 3H), 3,34 (d, J = 6,3 Hz, 2H). RMN C (75
MHz, CDCls) & 146,5; 137,5; 137,3; 133,2; 128,4; 127,6; 127,2; 120,3; 115,5; 114,2; 112,4; 71,1,
55,9; 39,7.

Sintese do 4-alil-2-metoxi-1-(prop-2-in-1-iloxi)benzeno (4): Em um baldo de fundo redondo
adicionou-se o eugenol (164,2 mg, 1 mmol), o carbonato de potassio anidro (207,3 mg, 1,5 mmol)
e 10 mL de acetona a temperatura ambiente. Em seguida foi adicionado lentamente o brometo de
propargila (178 mg, 1,5 mmol) e a mistura reacional ficou sob agitac&o e refluxo por 6 h. O término
da reacdo foi comprovado por cromatografia de camada delgada (CCD) utilizando o sistema eluente
hexano:acetato de etila, na proporcéo 70:30. Apds a comprovagao do término da reagdo a mistura
reacional foi transferida para um funil de separagéo, no qual foi adicionado 50 mL de solugéo salina
e 0 produto extraido com acetato de etila (3 x 50 mL). A fase organica foi separada e seca com
sulfato de sodio anidro. Em seguida, a fase orgéanica foi filtrada e o solvente removido sob presséo
reduzida. O produto bruto foi purificado através de cromatografia liquida em coluna, utilizando
silica-gel 60 como fase estacionaria e sistemas de hexano:acetato de etila (propor¢édo 95:05) como
fase mével numa coluna de vidro conforme a metodologia descrita por He et al. (2012) [34].

Oleo amarelo, 88% de rendimento; 177,9 mg; RMN H; (400 MHz, CDCls) 6 6,97 (m, 1H), 6,73-
6,71 (m, 2H), 5,9-6,0 (m, 1H), 5,12-5,06 (m, 2H), 4,73(d, J = 2,4 Hz, 2H), 3,86 (s, 3H), 3,34 (d, J
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= 6,8 Hz, 2H), 2,49(t, J = 2,4 Hz, 1H); RMN *3C (100 MHz, CDCls) § 149,5; 145,0; 137,4; 134,1;
120,2; 115,6; 114,6; 112,2; 78,7; 75,5; 56,8; 55,7; 39,7.

Acido 2-(4-alil-2-metoxifenoxi)acético (5): A obtencio do derivado 5 se deu em duas etapas. A
primeira etapa formou o produto intermediario 3-(4-alil-2-metoxifenoxi)etanoato de etila e na
segunda etapa obtemos o composto 5. Dessa forma, foi adicionado (1mmol) do 3-(4-alil-2-
metoxifenoxi)etanoato de etila a um baldo de fundo redondo que foi solubilizado em 10mL
diclorometano/metanol (9:1, v/v), seguido da adi¢cdo uma solucdo metandlica de NaOH 2N (4 eq)
e a mistura reacional ficou sob agitacdo e temperatura ambiente por 3 h. apds confirmado o termino
da reacdo por meio da CCD. O solvente foi removido sob pressdo reduzida, o residuo foi diluido
com agua e adicionado ao funil de separagdo e o produto foi extraido com acetato de etila (3 x 50
mL). A camada aquosa foi entdo resfriada a 0°C, acidificado a pH 2-3 com uma solucdo de HCI
2N, levando a um sélido branco que foi filtrado e seco segundo a metodologia descrita por Buckler
et al. (2017) [35].

Sélido branco: P. F. 100,5°C; 95% de rendimento; 211,1 mg; RMN *H; (400 MHz, CDCls) &
6,85 (d, J= 8,4 Hz, 1H); 6,74-6,71 (m, 2H); 5,99-5,89 (m, 1H); 5,10-5,06 (m, 2H); 4,66 (s, 2H);
3,87 (s, 3H); 3,34 (d, J = 6,8 Hz, 2H) (o sinal do grupo acido carboxilico ndo foi observado devido
ao préton acido). RMN C (100 MHz, CDCls) $173,09; 149,62; 145,38; 137,16; 135,67; 120,82;
116,28; 115,95; 112,57; 67,70; 55,84; 39,81.

Sintese do 3-(4-((4-alil-2-metoxifenoxi)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)etanoato de etila (6): Emum
baldo de fundo redondo adicionou-se o composto 4 (202,2 mg; 1,0 mmol), etil 2-azidoacetato (142
mg; 1,1 mmol) e o ascorbato de sodio (79,2 mg; 0,4 mmol) 1,5 mL de etanol e 1,5 mL de 4gua
destilada. Por ultimo foi adicionado o sulfato de cobre | (CuSO..5H,0: 49,8mg, 0,202 mmol). A
mistura reacional ficou sob agitacdo a temperatura ambiente por 30 min. O término da reacao foi
comprovado por cromatografia de camada delgada (CCD) utilizando o sistema eluente
hexano:acetato de etila, na proporcéo 50:50. Apds a comprovacdo do término da reagdo a mistura
reacional foi transferida para um funil de separagéo, no qual foi adicionado 50 mL de solu¢éo salina
e 0 produto extraido com acetato de etila (3 x 20 mL). A fase organica foi separada e seca com
sulfato de s6dio anidro. Em seguida, a fase organica foi filtrada e o solvente removido sob pressao
reduzida. O produto bruto foi purificado através de cromatografia liquida em coluna, utilizando
silica-gel 60 como fase estacionaria e sistemas de hexano: acetato de etila (propor¢do 50:50) como
fase mével numa coluna de vidro conforme a metodologia descrita por Teixeira et al. (2017) [36].

Sélido branco: P.F. 93°C; 80% de rendimento; 265,0 mg; IV (Pastilha de KBr): A max 3138,
3079, 2996, 1753, 1638, 1518, 1209, 1038 cm™*; RMN *H (400 MHz, CDCls) § 7,75 (s, 1H), 6,95
(d,J=7,6 Hz, 1H), 6,71-6,67 (m, 2H), 5,88- 5,98 (m, 1H), 5,27 (s, 2H), 5,11 (s, 2H), 5,08-5,03 (m,
2H); 4,21-4,26 (q, J = 7,3 Hz, 2H), 3,83 (s, 3H), 3,30 (d, J = 6,8 Hz, 2H), 1,28 (t, J = 7,3 Hz, 3H);
RMN 3C (100 MHz, CDCls) 6 166,0; 149,4; 145,8; 144,8; 137,4; 133,7; 124,2; 120,4; 115,6; 114,4;
112,2; 63,2; 62,3; 55,7; 50,8; 39,7; 13,9. Anal. C, 61,73%; H, 6,37 %; N, 12,80%. calcd for
C17H21N304: C, 61,62%; H, 6,39%; N, 12,68%.

2.3 Avaliagdo da Atividade Antifungica

A avaliagdo da atividade antifungica foi realizada por meio de técnica da microdilui¢cdo em caldo
[27] em que foi utilizado como meio o caldo Sabouraud dextrose. Foram utilizadas cepas de
levedura padrdo da American Type Culture Collection (ATCC) (Candida tropicalis ATCC-13803,
Candida albicans ATCC-76615, Candida parapsilosis ATCC-22019 e Candida glabrata ATCC-
90030). A concentracdo inibitoria minima foi considerada a menor concentracéo capaz de inibir o
crescimento visivel do microrganismo [37]. O indculo para cada um dos microrganismos foi
preparado de acordo com o tubo 0,5 da escala de McFarland onde contém aproximadamente 1-
5x10° UFC (unidades formadoras de col6nia/mL). Os experimentos foram conduzidos com
aproximadamente 1-5 x 10° UFC/mL em cada cavidade. As solugdes do eugenol (1) e derivados
(2-6) foram preparadas no momento da realiza¢do dos testes, em que se utilizou o dimetilsulféxido
(DMSO, na concentracdo inferior a 0,5%) para solubilizar os compostos 1-6. Cada um dos
compostos 1-6 foi testado nas concentragdes 512-8 ug/mL em dilui¢Bes seriadas 1:2. Inicialmente
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100 pL do meio de cultura foi adicionado em cada uma das cavidades de uma placa. Logo em
seguida 100 pL da solucdo dos compostos 1-6 (concentragdo final 512 pg/mL) foi adicionado na
primeira linha da placa e foi feita a diluicdo seriada 1:2 até a concentracdo 8 jug/mL. Por ultimo, 10
pL do indculo foi adicionado em cada cavidade da placa. A placa foi incubada a 35 °C por 24-48
horas. Os experimentos foram realizados em triplicata e foram utilizados como controle positivo e
negativo a anfotericina B e o solvente DMSO, respectivamente.

2.4 Modelagem molecular

Os estudos de docking molecular foram realizados utilizando o programa AutoDock 4.2.6. As
estruturas tridimensionais do composto 6 e do posaconazol foram construidas usando o software
Avogadro 1.2.0 [38] e totalmente otimizadas pelo método semi-empirico PM6 [39] implementado
no MOPAC2016 [40]. Os ligantes no formato “.pdb” foram preparados para o docking fundindo-
se os hidrogénios nao polares com o carbono correspondente, calculando a carga parcial dos &tomos
usando o procedimento de Gasteiger e definindo as ligagGes rotaveis dos ligantes a partir do pacote
AutoDockTools-1.5.6.

A enzima esterol 14a-desmetilase (CYP51) foi escolhida como alvo farmacoldgico para os
estudos de docking molecular devido a sua relevancia como alvo antifangico de uma ampla gama
de farmacos usados clinicamente. Sua estrutura cristalizada foi recuperada no RCSB Protein Data
Bank com ID: 5FSA. O posaconazol foi escolhido como o farmaco de referéncia para estudos de
docking molecular por se mostra como o inibidor mais potente da CYP51 [31]. Foi utilizado o
algoritmo genético Lamarckiano no AutoDock 4.2.6 para a determinagdo das melhores
conformagdes e orientagGes dos ligantes.

Através do grid box, foi definido o local de ancoragem na enzima CYP51 para os calculos de
docking molecular, utilizando-se como centro da caixa o ligante co-cristalizado desta enzima no
RCSB Protein Data Bank, o posaconazol, com dimensdo suficiente para alcangar os aminoécidos
pertencentes ao sitio ativo [41]. As poses de acoplamento resultantes, bem como imagens
mostrando interacfes enzima-ligantes, foram geradas e analisadas usando o AutoDockTools e o
BIOVIA Discovery Studio Visualizer [42]. A validacdo dos parametros utilizados no docking
molecular foi realizada através do estudo de re-docking realizado com o ligante co-cristalizado da
enzima em questdo, o posaconazol, sendo considerados efetivos os pardmetros capazes de
reproduzir satisfatoriamente (expressar valores de Root Mean Standard Deviation - RMSD <2 A)
a conformacéo desse ligante constante no complexo obtido por cristalografia.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A estratégia geral para a sintese dos derivados do eugenol (2-6) esta descrita na Figura 1, em que
as mudancas estruturais aconteceram na hidroxila fendlica. Assim, o eugenol foi submetido as
seguintes reagdes: Acetilacdo, O-Benzilagdo, O-Propagilacdo, Cicloadicdo, Alquilacdo seguida de
hidrolise e Reagdo 1,3-dipolar catalisada por cobre.

O 4-alil-2-metoxifenil acetato (2), 4-alil-1-(benziloxi)-2-metoxibenzeno (3), 4-alil-2-metoxi-1-
(prop-2-in-1-iloxi)benzeno (4), acido 2-(4-alil-2-metoxifenoxi)acético (5) e o 3-(4-((4-alil-2-
metoxifenoxi)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)etanoato de etila (6) foram obtidos em rendimentos de
90, 92, 88, 95 e 80%, respectivamente. Esses rendimentos sdo semelhantes aos valores descritos
por Barbosa et al. (2012) [43], Hamri et al. (2009) [44], Teixeira et al. (2018) [36] e Buckler et al.
(2017) [35]. No entanto, a literatura ndo descreve a sintese do composto 6.
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Figura 1: Estrutura do eugenol e Derivados sintetizados.

O composto 6 foi obtido em curto tempo reacional (30 minutos) e com rendimento de 80%. Sua
estrutura foi confirmada através de diferentes técnicas espectrométricas. Especificamente, no
espectro de infravermelho desse composto, foi observada uma banda fraca em 3137 cm™ referente
ao estiramento da ligacdo C-H do anel triazolico, sendo esta banda a principal evidencia da
formacéo do anel triazdlico conforme descrito por Kaushik et al. (2016) [45]. Além disso, é possivel
observar as bandas em 3138 cm referente ao estiramento da ligagdo C-H de carbono sp?, e em
2996 cm* referente ao estiramento da ligagdo C-H de carbono sp®. Em 1753 cm* uma banda intensa
atribuida ao grupo carbonila de éster e em 1638 cm™ uma banda fraca atribuida ao estiramento da
ligacdo C=C da porcdo alilica.

No espectro de RMN *H do composto 6 foi observado um sinal em 7,75 ppm, na forma de
simpleto e integral 1, o qual foi atribuido ao hidrogénio do anel triazolico, sendo isto outra evidéncia
da formacdo do anel triazélico. Adicionalmente, Irfan et al. (2015) [46] e Santos et al. (2019) [47]
relataram que o hidrogénio do anel 1,2,3-triazélico geralmente apresenta deslocamento quimico
entre 7,18 a 7,70 ppm. Os demais sinais presentes no espectro de RMN *H confirmam a estrutura
do composto 6. Por fim, no espectro de RMN 3C do composto 6 foi observado dezessete sinais,
valor este correspondente ao nimero de carbonos quimicamente diferentes presentes na estrutura
deste composto.

A avaliacdo antifingica do eugenol e seus derivados (2-6) foi realizada através do método de
microdiluicdo em caldo [27] frente a quatro espécies do género Candida spp. a citar, Candida
albicans, Candida glabrata, Candida parapsilosis e Candida tropicalis. A sele¢do desse género de
fungo foi devido a sua prevaléncia na epidemiologia de infeccGes fungicas [48]. Além disso, nos
altimos 30 anos, 95% das infecgdes fungicas foram provocadas pelas espécies Candida albicans,
C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. krusei [49].

Deste modo, a Concentracao Inibitéria Minima (CIM), em que representa a menor concentracéo
capaz de inibir visualmente 100% do crescimento fangico [37], foi determinada. Os resultados
estdo descritos na Tabela 1.
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Tabela 1: Concentracéo inibitdria minima CIM (mM) para o eugenol e seus derivados (1-6).

Concentracdo inibitéria minima CIM (mM)

Fungos Eugenol 2 3 4 5 6 Anfotericina
Candida albicans
0,78 >2,48 >2,01 >253 >2,3  >154 0,001
ATCC 76615
Candida glabrate
3,12 >2,48 >2,01 >253 >23 >154 0,001
ATCC 90030
Candida
tropicalis ATCC 3,12 2,48 >2,01 2,53 >23 >154 0,003
13803
Candida
parapsilosis 1,56 2,48 >2,01 2,53 >2.3 >1,54 0,005
ATCC 22019

(>) Auséncia de inibi¢do na concentragdo de 512 pg/mL.

Constatou-se que o eugenol apresentou inibigdo para todas as cepas de fungos avaliadas com os
seguintes valores de CIM de 0,78 a 3,12 mM. Este resultado estd de acordo com os trabalhos
descritos na literatura [50-52], os quais enfatizam a a¢do antifungica do eugenol e sua atua¢do como
inibidor da biossintese do ergosterol, constituinte essencial da membrana fungicas [50].

Os derivados 2 e 4 apresentaram valores de CIM equiparaveis ao do eugenol (Tabela 1) para a
espécie de Candida tropicalis. Em contrapartida os derivados 3, 5 e 6, ndo apresentaram inibicdo
do crescimento flngico na concentracdo maxima testada de 512 pg/mL, 0 que indica que a
incorporacdo de um anel aromatico, heteroaromatico ou grupo alquilico ndo favoreceu a acao
antifangica desses derivados. Adicionalmente, os compostos 2-6 apresentam nenhuma ou pouca
atividade microbiana quando comparado ao padrao anfotericina.

Diante dos valores de CIM do eugenol e do composto 6, buscou-se compreender os fatores que
poderiam justificar a auséncia da atividade antifungica do composto 6 na concentragdo maxima
testada, uma vez gque este composto apresenta em sua estrutura um anel triazélico, unidade bastante
relatada pois esta presente em diversos farmacos amplamente aplicados no tratamento dos quadros
infecciosos, a citar o fluconazol, o voriconazol, itraconazol e posaconazol [53, 54].

Nesse sentido, foi realizado o estudo de docking molecular envolvendo o composto 6 e a enzima
esterol 14 a-desmetilase (CYP51). Esta enzima foi escolhida devido atuar como alvo antifingico
de varios farmacos, em especial os triazois [55, 56].

A validagdo dos pardmetros utilizados nos estudos de docking molecular foi realizada através da
avaliagdo do redocking para o posaconazol, obtendo-se um valor de RMSD de 1,39 A, atestando a
eficiéncia dos pardmetros utilizados. Como mostrado na Tabela 2, o docking molecular apresentou
uma energia livre de ligagdo para o composto 6 superior quando comparada com o farmaco
posaconazol, indicando que este composto ndo interage com a enzima CYP51 com caracteristicas
termodinamicas semelhante ao posaconazol.

A analise do docking dos compostos 6 e do posacanazol com a enzima CYP51 demonstra que
ambos sdo capazes de interagir com o sitio ativo desse alvo molecular (Figura 2), entretanto o
composto 6 apresenta particularmente uma interacdo desfavoravel do tipo Unfavorable Conflict of
Acceptors (Conflito Desfavoravel de Aceptores), a qual é estabelecida entre o grupo carbonila do
composto 6 e o grupo carbonila presente no aminodcido serina 378 (SER:378) (Figura 3). Esta
interacdo desfavoravel é devido a aproximacao entre os 4tomos de oxigénio dos grupos carbonilas
desses compostos a uma distancia de 2,80 A (uma distancia menor que a soma dos raios de van der
Walls desses atomos =3,04 A), em que as cargas negativas parciais se repelem forcando uma
repulséo desta por¢do do composto 6 parte para fora do sitio ativo da enzima, dando origem a uma
conformacdo energeticamente desfavoravel [57].
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Tabela 2: Energias livres de ligacio encontradas para composto 6 e para o posaconazol frente a enzima

CYP51.
Composto Energia Livre de Ligacdo AG (kcal/mol)
0}
OCHg N=N, }o/\
O\A/ N
| -8,43

-14,30

Posaconazol

Figura 2: Modos de ligacdo dos compostos ancorados (em amarelo) a enzima CYP51. A) Interacgéo entre o
composto 6 e a enzima CYP51. B) Interacéo entre posaconazol e a enzima CYP51.

Vale ressaltar que o composto 6 também estabelece interagdes favordveis com a enzima CYP51
a citar: ligagBes de hidrogénios com os residuos de HIS:377 e TYR:118 e interacdes hidrofobicas
do tipo Pi-Sigma, Pi-Alquil, Alquil e Pi-Pi empilhada (Figura 3). Os residuos de aminoacidos da
enzima CYP51 que interagem com o composto 6 e 0 posaconazol estdo descritas na Tabela 3.
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l,ﬂ:ILE:379

A:ILE:304

h:PRO:BO

é:M ET:508

Interacdes

[::.I Ligacio de Hidrogénio Convencional [:j Pi-Pi Empilhado
[ ] Ligagao Hidrogénio Carbono [ Alqui
Aceptor-Aceptor Desfavoravel [ pi-Alquil
Pi-Sigma

Figura 3: Representagdo 2D das interac@es intermoleculares entre o composto 6 e a enzima CYP51.

Tabela 3: Aminoacidos da enzima CYP51 envolvidos na interagdo com o composto 6 e 0 posaconazol.

Composto Residuos de aminoacidos

TYR:118, PRO:230, PHE:233, ILE:304, LEU:376,
HIS:377, SER:378, ILE:379, MET:508

PHE:58, ALA:61, ALA:62, TYR:64, GLY:65,
LEU:88, TYR:118, LEU:121, THR:122, PHE:126,
ILE:131, TYR:132, PHE:228, PRO:230, PHE:233,
Posaconazol? GLY:303, ILE:304, GLY:307, GLY:308, THR:311,
LEU:376, HIS:377, SER:378, PHE:380, TYR:505,
SER:506, SER:507, MET:508

@Fonte: Hargrove et al. (2017) [41].

Conforme apresentado na Tabela 3, boa parte dos residuos previstos para 0 composto 6 também
estdo envolvidos na interacdo com o posaconazol. Entretanto, cabe ressaltar que o composto 6
apresentou uma menor quantidade de interacdo com a enzima CYP51, quando comprado com 0
posacanazol, conforme apresentado na Tabela 3. Desta forma, 0 menor nimero de interacGes e a
presenca de interacdes desfavoraveis relatadas nos resultados de docking molecular permitem
vislumbrar alguns motivos que justificam a auséncia da atividade antifungica do composto 6. Por
fim, tais resultados s@o o primeiro passo no desenvolvimento de novos medicamentos, fornecendo
informacdes importantes que ajudardo na conducdo de pesquisas futuras envolvendo estes
compostos e seus derivados.
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4. CONCLUSAO

De modo geral, foram sintetizados cinco derivado do eugenol com bons rendimentos que
variaram de 80-95% por meio de modificacBes na hidroxila fendlica. A avaliacdo da atividade
antifungica demonstrou que alguns derivados do eugenol apresentaram atividade (2 e 4) enquanto,
outras modificacbes levaram a auséncia da mesma (3, 5 e 6). Através do docking molecular foi
possivel sugerir fatores moleculares que possam ter colaborado para a auséncia da atividade
antifungica notada no derivado do eugenol 1,2,3-triaz6lico, o qual ndo interage com a enzima
CYP51 com caracteristicas termodinamicas semelhante ao posaconazol. Esses resultados séo
estudos preliminares que trazem informacdes importantes que ajudardo na conducdo de pesquisas
futuras envolvendo estes compostos e seus derivados.
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Figura 1S: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3) do composto 2.
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Figura 2S: Espectro de RMN *3C (75 MHz, CDCls3) do composto 2.
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Figura 7S: Espectro de RMN *H (400 MHz, CDCl3) do composto 5.
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Figura 10S: Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls) do composto 6.
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Figura 11S: Espectro de RMN *C (100 MHz, CDCls) do composto 6.
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Figura 12S: Espectro de COSY (CDCls) do composto 6.
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Figura 13S: Espectro de HSQC (CDClIs) do composto 6.
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Figura 14S: Modo de ancoragem do composto 6 (em amarelo) na enzima CYP51.
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Figura 15S: Representac¢éo 2D das interagdes intermoleculares entre o composto 6 e a enzima CYP51.

Figura 16S: Ancoragem do composto 6 (em amarelo) no sitio ativo da enzima CYP51.
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Figura 17S: Modo de ancoragem do posaconazol (em amarelo) na enzima CYP51.
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Figura 18S: Representacéo 2D das interagdes intermoleculares entre o posaconazol e a enzima CYP51.
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Figura 19S: Ancoragem do posaconazol (em amarelo) no sitio ativo da enzima CYP51.

22



