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RESUMO

ORENHA, H. P. Sintese de novos derivados triazolicos do eugenol de interesse
medicinal. 2022. 139f. Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeiréo Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

Atualmente, uma das mais importantes doencas tropicais negligenciadas € a
Leishmaniose. Essa parasitose atinge varios paises, com cerca de milhares de pessoas
infectadas. Entretanto, o tratamento da Leishmaniose existente apresenta algumas falhas,
como toxicidade, periodo do tratamento e vias parenterais de administracdo prolongados,
além do desenvolvimento de resisténcia das cepas do parasita. E descrito na literatura que
0 eugenol e seus derivados possuem potencial como candidatos a leishmanicidas. Assim,
este trabalho tem como objetivo a sintese de um novo padrdo de derivados de eugenol
contendo um anel de 1,2,3-triazol visando a avaliagdo de sua atividade farmacoldgica. Para
tanto, reacGes de cicloadicdo 1,3-dipolar envolvendo uma azida derivada do eugenol e
propargilas funcionalizadas foram utilizadas. Com isso, 0 projeto contribuiu com bons
candidatos a leishmanicidas analisados usando ensaios in vitro.

Palavras-chave: eugenol, triazol, leishmaniose.



ABSTRACT

ORENHA, H. P. Synthesis of new eugenol triazolic derivatives of medicinal
interest. 2022. 139p. Dissertation (Master). Faculty of Pharmaceutical Sciences of
Ribeirdo Preto — University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

Currently, one of the most important neglected tropical diseases is Leishmaniasis.
This parasitosis occurs in about many countries, with around thousands of people infected.
However, the treatment of existing Leishmaniasis has some flaws, such as toxicity,
treatment period and prolonged parenteral routes of administration, in addition to the
development of resistance of the strains of the parasite. It is known in the literature that
eugenol and its derivatives have potential as candidates for leishmanicidal drugs. Thus,
this work aims to synthesize a new pattern of eugenol derivatives containing a 1,2,3-
triazole ring in order to evaluate its pharmacological activity. Therefore, 1,3-dipolar
cycloaddition reactions involving an azide derived from eugenol and functionalized
propargyls were used. Thus, the project contributed with good candidates for leishmanicidal
drugs analyzed using in vitro assays.

Keywords: eugenol, triazole, leishmaniasis.



INTRODUCAO
Leishmaniose

Atualmente, uma das mais importantes doencas tropicais negligenciadas é a
Leishmaniose, causada pelo protozoario de género Leishmania.(CALDAS et al., 2019;
TEIXEIRA et al., 2018) Seu ciclo de vida tem inicio quando a fémea do flebotomineo (que é
hematdfaga), pica o hospedeiro para se alimentar. E nesse momento que o parasita entra na
corrente sanguinea na forma de vida promastigota, onde as células fagociticas mononucleares
(macrofagos, por exemplo) o fagocitam. J& no interior dessa célula, o promastigota se
transforma em amastigota, e ele faz fissdo binaria até romper o macrofago para entdo infectar
outras células do sistema fagocitario mononuclear. Assim, quando mais células sdo destruidas,
a infeccdo torna-se sintomatica por meio de diferentes manifestacoes clinicas,(CENTERS FOR
DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2019) tais como visceral,(VAN GRIENSVEN et
al., 2019) cutanea(HANDLER et al.,, 2015) e muco-cutanea.(SCHWING et al., 2019;
TEIXEIRA et al., 2018; HANDLER et al., 2015)

Dados epidemioldgicos em 2020 mostraram cerca de 220 mil novos casos de
Leishmaniose no mundo, em maior parte presente em paises na area do Mediterraneo
Oriental, alguns da Africa e outros da América, como o Brasil.(WHO, 2020) No mesmo
ano, o Brasil continha aproximadamente 16 mil casos de Leishmaniose cutanea, e em torno
de 1,9 mil de Leishmaniose visceral.(BRASIL, 2022)

Com o objetivo de combater essa enfermidade, antimoniais pentavalentes ainda sdo 0s
farmacos de escolha no tratamento contra alguns tipos de Leishmaniose.(DUTRA et al., 2016)
Dentre eles, hd o Estibogluconato de sodio,(PASA et al.,, 2005) o Antimoniato de
meglumina,(SALEEM et al., 2018; IFTIKHAR et al., 2017) entre outros (Figura 1). Ha
também outros farmacos leishmanicidas comumente indicados, tais como a
Miltefosina,(CALDAS et al., 2019) Anfotericina B,(MOSIMANN et al., 2018) Pentamidina e
Paromomicina.(KAPIL et al., 2018; VARIKUTI et al., 2018; WHO, 2017)



Figura 1 — Farmacos utilizados no controle da Leishmaniose.
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Entretanto, a terapia para tratamento da Leishmaniose existente apresenta algumas
falhas associadas ao comprometimento da eficacia, como a toxicidade, periodo do tratamento e
vias parenterais de administracdo prolongados,(ISLAMUDDIN et al., 2016) além do
desenvolvimento de resisténcia das cepas do parasita a esses tratamentos.(TEIXEIRA et al.,
2018) Desta forma, a busca por novos candidatos a farmacos leishmanicidas € uma atividade
necessaria.(VARIKUTI et al., 2018)



Eugenol

Metabolitos secundarios de plantas podem desempenhar um papel importante no
processo de descobrimento de farmacos, principalmente visando o tratamento de doencas
negligenciadas.(SCHMIDT et al., 2012) Neste contexto, o 6leo essencial rico em eugenol
(Figura 2), um fenilpropandide, apresenta diversos efeitos bioldgicos de interesse, tais como
atividade bactericida, antifingica, anti-inflamatoria,(EL-KADY et al., 2019; SANTOS et al.,
2019; TEIXEIRA et al., 2018) além de leishmanicida.(EL-KADY et al., 2019; SANTOS et al.,
2019; TEIXEIRA et al., 2018; RAJA, et al., 2017; DUTRA et al., 2016) Sua principal fonte
natural é o Cravo-da-india, ou Eugenia caryophyllata.(TEIXEIRA et al., 2018)

Figura 2 — Eugenol.
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Ja é descrito na literatura que o eugenol pode promover no organismo humano um
aumento da concentracdo de dxido nitrico, através do estimulo do sistema imunologico, para
combater o parasita.(KAR et al., 2021; NISAR et al., 2021; VARIKUTI et al., 2018;
ISLAMUDDIN et al., 2016) Outros dados mostram que esse derivado de fenol poderia causar
morte celular em ambas as formas de vida do protozoéario causador da Leishmaniose.(NEJAD
et al., 2017) Complementar a isso, estudos mostraram a estrutura desse fenilpropanoide
analisada por meio de Docagem Molecular, tendo como alvo o sitio de ligacdo da enzima
diidroorotato desidrogenase de L. braziliensis com uma interacdo energeticamente favoravel,
inibindo-a, 0 que desfavorece o funcionamento da mitocdndria do protozoario(CLEMENTE et
al., 2022)

O eugenol pode também ser usado em combinagdo com medicamentos para aumentar a
eficacia do referido tratamento, especialmente contra cepas resistentes a medicamentos.(EL-
KADY etal., 2019)

Em humanos, esse produto natural € metabolizado principalmente através da formacéo
de conjugados com sulfato e com glicuronideo pelo figado.(FISCHER et al., 1990) A sua
dosagem em excesso pode levar & saturacdo dessas vias de sulfato e de glicuronideo, e a



conjugacdo de eugenol com glutationa, levando a uma deplecdo de glutationa intracelular, o
que resulta em morte hepatocelular.(VASILIADOU, 2018; THOMPSON et al., 1991) Além
disso, esse fenilpropanodide pode apresentar, quando em excesso no organismo, efeitos
genotoxicos em fibroblastos humanos VH10 e em células Caco-2 do c6lon, assim como efeitos
ndo-prejudiciais ao DNA em celulas de hepatocarcinoma humano.(NISAR et al., 2021,
SLAMENOVA et al., 2009)

A partir do eugenol, alguns derivados sintéticos ja foram preparados e apresentam
atividade leishmanicida mais acentuada que o precursor para a forma amastigota de L. donovani
(Figura 3).(TEIXEIRA et al., 2018; RAJA, et al., 2017; DUTRA et al., 2016)

Figura 3 — Derivados do eugenol com atividade leishmanicida para a forma amastigota de L. donovani. CEso:
concentragdo responsavel por 50% do efeito maximo.
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A literatura também descreve que, além da acilacdo da hidroxila fendlica do eugenol
aumentar a atividade leishmanicida por interacdo com a membrana celular do protozoéario, ela
diminui a toxicidade em macrofagos.(DE MORAIS et al., 2014) Alguns derivados do eugenol
contendo enxofre (Figura 4) descritos na literatura foram sintetizados, e mostraram um maior

grau de atividade antioxidante (para acido ascorbico oxidado por ferro catidnico, e oxidacao



lipidica do &cido linoleico induzida por SNP) em comparagdo com o eugenol.(ABDOU et al.,

2021)

Figura 4 — Eugenol e derivados tioeugendlicos. Clso: concentracéo responsavel por inibir 50% dos individuos
testados.
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Em termos de toxicidade da cadeia alilica, a epoxidacao através de enzimas da familia
P450, seguida da possivel formacdo de adutos de DNA ou de conjugados com glutationa ou
com N-acetil cisteina, é responsavel por genotoxicidade e por morte hepatocelular. (CLEWELL
et al., 2011) Presente em alquenilbenzenos, estudos relataram a possibilidade do grupo alila de
apresentar carcinogenicidade, pois enzimas hepaticas podem promover uma hidroxilagédo
seguida de sulfatacdo via enzima sulfatase, o que gera um intermediario carbocation capaz de
se ligar covalentemente a base nitrogenada de adenina ou de guanina para, assim, formar adutos

de DNA (Figura 5).(WANG et al., 2021)

Figura 5 — Metabolismo de alquenilbenzenos responséavel por carcinogenicidade.
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1,2,3-triazbis

Substancias contento unidades heterociclicas tais como o 1H-1,2,3-triazol e/ou 0 1H-
1,2,4-triazol (Figura 6) sdo de grande interesse medicinal.(BONANDI et al., 2017; DHEER, et
al., 2017; AGALAVE, et al.,, 2011) Ambos se encontram em uma classe privilegiada de
sistemas heterociclicos contendo nitrogénio de cinco membros, com possiveis aplicacfes
sintéticas e com potencial biologico.(E MELLO et al., 2020; KUMAR et al., 2014) Esses
heterociclos sdo altamente estaveis sob as condic@es alcalinas, &cidas, redutivas e oxidativas
devido & alta aromatizacdo. Além disso, apresentam um alto momento dipolar, rigidez,
estabilidade e capacidade de formar ligacdes de hidrogénio sob condigdes in vivo, 0 que
favorece a formacao de interacdes com alvos biolégicos.(BONANDI et al., 2017; DHEER, et
al., 2017; KUMAR et al., 2014; AGALAVE, et al., 2011)

Figura 6 — Estruturas de, respectivamente, 1H-1,2,3-triazol e de 1H-1,2,4-triazol.
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Varios estudos tém mostrado que moléculas hibridas contendo o 1H-1,2,3-triazol na
estrutura podem ser utilizadas para interagir com alguns tipos de parasitas de algumas
patologias, atuando como agentes anti-tumorais, anti-microbianos, tuberculostaticos, anti-
virais, anti-diabéticos, anti-malaricos e leishmanicidas.(BOZOROQV et al., 2019; BONANDI et
al., 2017; DHEER et al., 2017; AGALAVE et al., 2011)

Derivados triazolicos do eugenol ja existentes

Dentre esses tipos de heterociclos, ha os derivados do eugenol contendo na estrutura um
anel 1,2,3-triaz6lico (Figura 7), os quais também mostraram ser mais eficazes no combate da
forma promastigota de L. amazonensis, de modo que néo interferissem na viabilidade da célula
do hospedeiro.(TEIXEIRA et al., 2018)



Figura 7 — Derivados triazdlicos do eugenol dotados de atividade leishmanicida contra a forma promastigota de

L. amazonensis.
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Fonte — TEIXEIRA, et al. (2018).

Além da protecédo da hidroxila fenélica do eugenol aumentar a atividade leishmanicida
e diminuir a toxicidade,(DE MORAIS et al., 2014) outros compostos portando o 1,2,3-triazol
também apresentaram a atividade bioldgica de interesse.(RODRIGUEZ-HERNANDEZ et al.,
2016; FERREIRA et al., 2007) Com isso, reacdes de alquilacdo da hidroxila fendlica do
eugenol, seguidas das de cicloadicdo de azida-alcino catalisada por cobre(l) com benzilazidas
funcionalizadas, foram a abordagem na obtencéo dos produtos da figura 7,(TEIXEIRA et al.,
2018) gracas a acdo do catalisador de cobre(l) em permitir a seletividade para a formagéo dos
1,2,3-triazdis 1,4-dissubstituidos, diferentemente com o que ocorreria com o uso de alguns tipos
de catalisadores de ruténio, os quais possibilitam a formacdo de 1,2,3-triazdis 1,5-
dissubstituidos.(GOMES et al., 2019)



CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

De acordo com o planejamento e com a metodologia utilizados, o projeto ofereceu
resultados satisfatorios, pois uma série nova de 21 compostos foi sintetizada e caracterizada,
através de técnicas como Espectroscopia de Absor¢cdo de Luz no Infravermelho,
Ressonancia Magnética Nuclear (*H, 3C, DEPT-135, e HSQC), e Espectrometria de
Massas. As reagOes de diazotizacdo, azidagéo, e de cicloadicdo 1,3-dipolar estabelecidas
foram determinantes para a obtencao das substancias de interesse, sendo as de obtencdo
dos derivados propargilicos importante no estabelecimento da variabilidade estrutural.
Além disso, alguns dos produtos obtidos apresentaram um melhor efeito leishmanicida em
comparacdo com moléculas semelhantes da literatura. Dentre as substancias mais potentes
obtidas, a escolha do éster como o ponto de conexdo estrutural em 10f (Clso= 6,94 % 3,0
uM) por exemplo, em conjunto com a presenca de um carbono metilénico na regido de
variacao estrutural representada como em 12b (Clso= 6,75 + 0,45 uM), foram favoraveis
na busca de um farmaco leishmanicida em potencial.

Os resultados de ensaios de atividade bioldgica dos produtos finais obtidos através de
estratégias metodoldgicas in vitro e andlises in silico de parametros fisico-quimicos pela
IOC/Fiocruz, e de acordo com o protocolo TopLiss Batchwise, contribuiram para determinacgéo
de estruturas potencialmente efetivas no tratamento da Leishmaniose, os quais indicaram que o
eugenol com a modificacdo estrutural apresentada pode atuar como um bom conector estrutural

com o 1,2,3-triazol para, assim, eliminar o alvo parasita do hospedeiro.
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