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Oliveira, F.A.A. de. Sintese e avaliagao antibacteriana de derivados do carvacrol.
2020. Dissertagdo (Mestrado em Quimica) - Universidade Estadual de Londrina,
Londrina. 2020.

RESUMO

A tuberculose, causada pela micobactéria aerébica Mycobacterium tuberculosis, € a
principal doenca infecciosa de origem bacteriana no mundo. Somente em 2018, cerca
de 10 milhdes de pessoas foram acometidas pela TB em todo o mundo, ocasionando
aproximadamente 1,5 milhdes de obitos, sendo 251 mil desses em pessoas
portadoras do virus da imunodeficiéncia humana (HIV). Além da saude publica, outro
setor afetado pela acdo de micro-organismos é o do agronegdcio. Nesse contexto,
pode-se citar o cancro citrico, causado pela bactéria Gram-negativa Xanthomonas
axonopodis pv. citri, que vem alertando pesquisadores e entidades governamentais,
principalmente no Brasil, maior produtor mundial de laranja, além da mancha
bacteriana em leguminosas como feijao e soja, causada por cepas de Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli e a Xanthomonas axonopodis pv. eucalyptorum que causa
grande prejuizo em plantagdes de eucalipto devido a mancha bacteriana. Diante
desse contexto socioeconémico, a busca por substancias com atividade bioldgica
frente a esses patdogenos faz-se necessaria e urgente. Dados recentes da literatura
relatam uma importante atividade antimicrobiana do monoterpeno fendélico conhecido
como carvacrol. Nesse sentido, este trabalho propbde a sintese de ésteres do
carvacrol, que apresentam substituintes na porcao acilica com caracteristicas
estereoeletrdnicas diversas, visando a realizagao de um estudo da relagao estrutura-
atividade. Esses derivados foram sintetizados usando diferentes metodologias para
as reacgdes de esterificacdo. Sendo assim, foram obtidos doze ésteres do carvacrol
em rendimentos que variaram de 14 a 87%, sendo nove derivados benzoilados, dentre
0S quais seis sdo inéditos na literatura, um derivado acetilado e um derivado hibrido
com o acido trans-cinamico. Todos os derivados obtidos foram devidamente
caracterizados por ressonancia magnética nuclear e espectrometria de massas. Com
relagdo a atividade antimicobacteriana, todos os derivados foram avaliados pelo
método de microdiluicdo em caldo, usando o corante vital Alamar Blue. Os resultados
mostraram que o derivado que contém o grupo metoxila na posigdo 2 do grupo
benzoila apresentou uma concentragao inibitéria minima (CIM) igual a 50 yg mL-", o
que pode ser considerado um importante ponto de partida para o planejamento de
novos derivados ainda mais ativos frente ao M. tuberculosis. Todas as substancias
sintetizadas ainda serdo avaliadas frente as diferentes cepas de Xanthomonas
axonopodis.

Palavras-chave: Carvacrol, tuberculose, agentes antibacterianos, fitopatdégenos,
agricultura.



OLIVEIRA, F.ALA. DE. Synthesis and antibacterial evaluation of carvacrol
derivatives. 2020. Dissertation (master's degree in chemistry) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina. 2020.

ABSTRACT

Tuberculosis, caused by the aerobic mycobacterium Mycobacterium tuberculosis, is
the main infectious disease of bacterial origin in the world. In 2018, around 10 million
people were affected by TB worldwide, causing approximately 1.5 million deaths,
among that 251 thousand in people with the human immunodeficiency virus (HIV). In
addition to public health, another sector affected by the action of microorganisms is
that of agribusiness. In this context, it can be mentioned the citric cancer, caused by
the gram-negative bacteria Xanthomonas axonopodis pv. citri, which has been alerting
researchers and government entities, mainly in Brazil, the world's largest orange
producer. Other important phytopathogens are Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli,
which causes the bacterial stain in vegetable such as beans and soybeans, and
Xanthomonas axonopodis pv. eucalyptorum that causes great damage in eucalyptus
plantations. Given this socioeconomic context, the search for substances with
biological activity against these pathogens is necessary and urgent. Recent data from
the literature report an important antimicrobial activity of the phenolic monoterpene
known as carvacrol. In this sense, this work proposes the synthesis of carvacrol esters,
which have substituents in the acyl portion with different stereoelectronic
characteristics, aiming to carry out a structure-activity relationship study. These
derivatives were synthesized by different methodologies for the esterification reactions.
Thus, twelve carvacrol esters were synthesized in a range of yields from 14 to 87%,
among that nine benzoyl derivatives, one acetylated derivative and a hybrid derivative
with trans-cinnamic acid. All derivatives obtained were properly characterized by
nuclear magnetic resonance and mass spectrometry. Regarding antimycobacterial
activity, all derivatives were evaluated by the broth microdilution method, using the vital
dye Alamar Blue. The results showed that the derivative containing the methoxyl group
at 2 position of the benzoyl group showed a minimum inhibitory concentration (MIC) of
50 ug mL-', which can be considered an important starting point for planning more
active derivatives against M. tuberculosis. All synthesized substances will still be
evaluated against the different strains of Xanthomonas axonopodis.

Key-words: Carvacrol, tuberculosis, antibacterial agents, phytopathogens,
agriculture.
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1 INTRODUGAO

Bactérias sdao micro-organismos unicelulares que foram
observados pela primeira vez na década de 1670 por Van Leeuwenhoek em seu
microscopio rudimentar, o qual Ihe permitia observar bactérias de 1 a 2 um
(BARDELL, 1983). A célula bacteriana é classificada como procarionte, ndo
possui nucleo e o acido desoxirribonucleico (DNA, do inglés deoxyribonucleic
acid) se encontra livre no citoplasma. Esse tipo de célula possui apenas uma
organela citoplasmatica, os ribossomos, que s&o constituidos de proteina e de
acido ribonucleico (RNA, do inglés ribonucleic acid). As demais organelas, assim
como a membrana nuclear (carioteca), que forma o nucleo e protege o material
genético, estdo presentes apenas nas células eucariontes, como os fungos,
protozoarios, plantas e animais. (CALLAWAY, 2008).

A parede celular presente tanto em bactérias quanto em seres
eucariontes, em células vegetais, alguns fungos e protozoarios, é responsavel
pela forma, rigidez e manutencdo osmoética da célula. Nas bactérias, a parede
celular apresenta uma espessura de aproximadamente 10 a 20 ym, sendo
constituida, principalmente, por um complexo macromolecular denominado
peptidoglicano ou mureina, que tem importancia pratica na taxonomia
bacteriana, uma vez que a composicdo quimica da parede celular permite
diferenciar os tipos de bactérias (NOGUEIRA; MIGUEL, 2013).

Nas bactérias chamadas Gram-negativas (Figura 1A), este
complexo representa uma fragcdo menor do total da parede celular em relagao as
Gram-positivas (Figura 1B), as quais apresentam uma espessa camada de
peptidoglicano contendo acidos teicoicos, que regulam transporte de cations e
impedem a ruptura da parede durante o crescimento celular. A parede celular
nas bactérias Gram-negativas € mais complexa, apresentando uma fina camada
de pepitideoglicano revestida por uma membrana externa, que por sua vez, €
composta por lipoproteinas, fosfolipideos e lipopolissacarideos, os quais sao
importantes para toxigenicidade e antigenicidade dessas bactérias (NOGUEIRA;
MIGUEL, 2013).
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Algumas bactérias possuem paredes estruturalmente
semelhantes as Gram-positivas, mas possuem uma modificagdo importante que
pode ser utilizada na taxonomia. Nessas bactérias, os lipidios, estdo em maior
quantidade (cerca de 60% do peso seco da parede), sendo os lipideos
hidrofébicos denominados acidos micdlicos, os principais responsaveis pela
inibicdo da entrada de corantes utilizados na coloragédo de Gram. Esses micro-
organismos, chamados de micobatérias (Figura 1C), pertencem ao género
Mycobacterium, e sdo o exemplo mais importante de bactérias onde ocorre esta
modificagao, devido ao carater hidrofobico de sua parede celular (NOGUEIRA;
MIGUEL, 2013).

Figura 1. Parede celular de bactérias: A) Gram-negativas; B) Gram-positivas; C)

Micobactérias.

A) Gram-negativa B) Gram-positiva
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Fontes: <https://www.editorasanar.com.br/blog/penicilinas-artigo-farmacia-tudo-que-voce-

precisa-saber> (figuras A e B); <https://slideplayer.com.br/slide/14134614/>figura C.
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Embora a grande maioria das bactérias seja inofensiva, ou até
mesmo importante para a vida em nosso planeta, uma pequena porcentagem
pode ser considerada patogénica, ou seja, sdo capazes de causar enfermidades
severas em plantas, animais e no homem, causando um impacto socio-
econdmico muito grande. No entanto, a ideia de que bactérias e outros micro-
organismos poderiam causar doencas foi definida apenas no inicio do século
XIX, quando por meio de experimentos, Louis Pasteur e Robert Koch
estabeleceram a teoria dos germes ou teoria microbiana das doencas.
(NATIONAL RESEARCH COUNCIL (US), 2004).

Além dessa importante contribuicao cientifica, em 24 de margo
de 1882, Robert Koch também descobriu o bacilo causador da tuberculose,
o Mycobacterium tuberculosis (MTB), que em sua homenagem é denominado
como bacilo de Koch. O Dia Mundial da Tuberculose foi lancado cem anos
depois, em 1982, pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS) e pela Uni&do
Internacional Contra Tuberculose e Doengas Pulmonares, para celebrar essa
descoberta, que foi um grande passo na luta pelo controle e a eliminagao da
doencga, tanto que Koch ganhou o prémio Nobel de Medicina em 1905
(GONCALVES, 2000).

1.1 TUBERCULOSE

A tuberculose (TB), causada pela micobactéria aerdbica
Mycobacterium tuberculosis (MTB), é a principal doenga infecciosa de origem
bacteriana no mundo (BRANCO; PINTO; BOECHAT, 2012). Segundo a
Organizagao Mundial da Saude (OMS), cerca de um tergo da populagdo mundial
esta infectada com o MTB (Figura 2), e estima-se que um em cada dez individuos
infectados pode vir a desenvolver a TB em algum estagio de vida. Ainda de
acordo com a OMS, somente em 2018, cerca de 10 milhdes de pessoas foram
acometidas pela TB ao redor do planeta. No mesmo ano, essa enfermidade
ocasionou aproximadamente 1,5 milhdes de ébitos, sendo 251 mil desses em

pessoas portadoras do virus da imunodeficiéncia humana (HIV). As principais
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regides do mundo afetadas sdo o Sudeste Asiatico (44%), a Africa (24%) e o
Pacifico Ocidental (18%), com porcentagens menores no Mediterraneo Oriental
(8%), nas Américas (3%) e na Europa (3%). Apesar da incidéncia nas Américas
ser baixa comparada a outra regides, no Brasil a situagdo epidemiolégica da TB
€ preocupante, uma vez que é o Unico pais do continente a estar na lista dos 30
paises que concentram cerca de 80% de novos casos de TB no mundo (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2019).

Figura 2. Deteccao fluorescente quantitativa do Mycobacterium tuberculosis.

Fonte: <https://www.rbcbioscienceusa.com/>

A forma pulmonar da doenca é a mais prevalente, pois o tecido
pulmonar, por ser rico em oxigénio, € bastante propicio para o desenvolvimento
do MTB. Sendo assim, esse micro-organismo € disseminado através da
exteriorizacdo de material biolégico contaminado, em especial aqueles de
origem pulmonar, por meio de aerossois provenientes de espirros ou tosses,
liberados por individuos que manifestam os sintomas da doenca, que sao
comumente: tosse seca por mais de duas semanas, febre, sudorese noturna,
cansaco, dor no peito, falta de apetite e emagrecimento. No entanto, o MTB ¢é
capaz de se manter em estado de baixo metabolismo (laténcia) mesmo em
tecidos com baixa concentragdo de oxigénio, ndo respondendo adequadamente
ao tratamento anti-TB e propiciando recidiva da doenga, quando acontece
alguma depresséao no sistema imune (BRANCO; PINTO; BOECHAT, 2012).
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Quanto ao tratamento quimioteraptico antituberculose, na
década de 1940, foi iniciada no Brasil a Campanha Nacional Contra a
Tuberculose e, naquele periodo, dois medicamentos eram utilizados: a
estreptomicina e o acido para-aminossalicilico (Figura 3a). Na década de 1950,
o Brasil optou por utilizar o esquema isoniazida e estreptomicina, duas vezes por
semana. Nos anos 1960, diante da resisténcia bacteriana e da piora da
mortalidade por tuberculose, foram iniciadas as padronizagbes de esquema
terapéutico e foi adotado o uso de isoniazida, estreptomicina e pirazinamida
(Figura 3b) por 18 meses. Em meados dos anos 1970, desenvolveu-se a
quimioterapia antituberculose de curta duracdo, com rifampicina (Figura 3c),

isoniazida e pirazinamida por 6 meses (RABAHI et al., 2017).

Vale ressaltar que o Brasil foi o primeiro pais do mundo a
padronizar o esquema de 6 meses na rede publica de saude, com todos os
farmacos administrados via oral e distribuidos gratuitamente. Durante os anos
de 1980, as capsulas com a combinagdo rifampicina/isoniazida foram
implementadas, ja com o objetivo de evitar resisténcia bacteriana adquirida. Em
2009, o Brasil introduziu o uso de comprimidos com dose fixa combinada (DFC)
e adicionou o etambutol (Figura 3c) ao esquema anteriormente utilizado, pois
segundo o Programa Nacional de Controle da tuberculose, foi reportado um
aumento da resisténcia primaria a isoniazida (de 4,4% para 6,0%).
Adicionalmente, além da mudanca da apresentacao para DFC, as dosagens de
isoniazida e pirazinamida dos comprimidos foram reduzidas na mudanca do
tratamento (de 400 mg para 300 mg e de 2,0 g para 1,6 g, respectivamente)
(RABAHI et al., 2017).

Portanto, o esquema basico atualmente utilizado no Brasil para
o tratamento de adultos com tuberculose sem suspeita clinica de resisténcia
consiste de uma fase intensiva de 2 meses com administracdo de uma
politerapia (isoniazida, rifampicina, pirazinamida e etambutol — Figura 3b e 3c),
seguido por uma fase de manutencdo de 4 meses, onde apenas isoniazida e
rifampicina sao utilizados (RABAHI et al., 2017).
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Figura 3. Estruturas de farmacos utilizados no tratamento anti-TB: a)
Estreptomicina e acido para-aminossalicilico; b) Isoniazida e Pirazinamida e c)

Rifampicina e Etambutol.
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As reacdes adversas mais frequentes do esquema terapéutico
de primeira escolha s&o: a mudanga da coloragdo da urina (ocorre
universalmente), intolerancia gastrica (em 40% dos pacientes), alteracbes
cuténeas (em 20%), ictericia (em 15%) e dores articulares (em 4%). Os principais
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fatores associados a manifestagdo desses efeitos sdo idade (a partir da quarta
década de vida), dependéncia quimica ao alcool (ingestao diaria de alcool > 80
g), desnutricdo (perda de mais de 15% do peso corporal), histéria de doenga

hepatica prévia e coinfecgao pelo HIV (RABAHI et al., 2017).

Além desses efeitos adversos, a longa duragdo do tratamento
contribui para baixa adesdo dos pacientes ao tratamento. O abandono do
tratamento pode entdo levar ao aparecimento de cepas resistentes a esses
farmacos de primeira escolha. Nesse contexto, a Organizagdo Mundial de Saude
(OMS) classifica a resisténcia micobacteriana em dois niveis: cepas de MTB
multirresistentes (MDR-TB), resistentes a rifampicina e isoniazida, ou
extensivamente resistentes (XDR-TB), resistentes a esses dois farmacos de
primeira linha e também a um farmaco injetavel de segunda escolha, como a
capreomicina (Figura 4a) ou amicacina (Figura 4b), e a uma fluorquinolona, como

a levofloxacina (Figura 4b).

Segundo a OMS, globalmente em 2018, cerca de 484 mil
pessoas desenvolveram TB que era resistente a rifampicina (RR-TB), o
medicamento de primeira escolha mais eficaz, dentre os quais 78% eram TB
multirresistente (MDR-TB). Cerca de 8,5% dos casos de MDR-TB apresentavam
resisténcia extensiva a medicamentos TB (XDR-TB). Dados preocupantes
apontam que apenas 55% dos pacientes com MDR/RR-TB que iniciaram o
tratamento em 2015 foram tratados com sucesso, enquanto 15% dos pacientes
morreram e o tratamento falhou em 8% dos pacientes, enquanto que o éxito de
tratamento em pacientes com XDR-TB foi de apenas 34% (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2019b).

O tratamento da tuberculose resistente € menos eficiente, com
graves efeitos adversos aos individuos infectados (BRANCO; PINTO;
BOECHAT, 2012) e depende do tipo de resisténcia apresentada. Para o
tratamento de MDR-TB ¢é indicado o uso da capreomicina (Figura 4a), como
medicagao injetavel, a etionamida (Figura 4a) e a fluorquinolona levofloxacina
(figura 4b), conforme recomendagbes da OMS. Em pacientes que ja usaram a
capreomicina, utiliza-se amicacina (Figura 4b) como segunda opg¢do. Em

pacientes que nao apresentem resisténcia a estreptomicina (Figura 3a) ao teste
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de sensibilidade e que n&do a tenham usado, ela também pode ser considerada
para uso (RABAHI et al., 2017).

Figura 4. Estruturas dos farmacos de segunda escolha mais comumente

utilizados no tratamento anti-TB: a) Capreomicina e etionamida; b) Levofloxacina

e Amicacina.
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Além da TB pulmonar, as formas extrapulmonares da doencga
ocorrem principalmente em individuos com imunodeficiéncia, isto €, com o
sistema imunolégico com baixo potencial combativo. Esse quadro acomete, em
especial, pacientes que possuem a sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(SIDA ou AIDS, do inglés acquired immunodeficiency syndrome) causada pelo
retrovirus chamado de virus da imunodeficiéncia humana (HIV, do inglés Human
Immunodeficiency Virus) (YANG et al., 2011). A coinfeccdo MTB-HIV é a
principal causa de morte em pacientes portadores do HIV. Isso se deve ao fato

dos dois micro-organismos atuarem de forma sinérgica para a debilitagcdo do
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individuo. Além disso, um fator que agrava este quadro é a interacdo
medicamentosa entre os farmacos mencionados utilizados no tratamento anti-
TB com alguns empregados na quimioterapia antirretroviral, pois a mesma
enzima do citocromo P450 (CYP 3A4) é responsavel pela metabolizagéo destes
farmacos (BRANCO, S. C. F; PINTO A. C. E BOECHAT, 2012).

1.2 BACTERIAS E A AGRICULTURA

O setor do agronegécio pode ser considerado, atualmente, o
mais competitivo e eficiente do Brasil no cenario econdmico. Para efeito
comparativo, o Produto Interno Bruto (PIB) do agronegdcio brasileiro, calculado
pelo Centro de Estudos Avangados em Economia Aplicada (CEPEA), da
ESALQ/USP, em parceria com a Confederagcdo da Agricultura e Pecuaria do
Brasil (CNA), apresentou alta de 0,65% em maio de 2019, acumulando alta de
0,68% nos 5 primeiros meses desse ano (CNA, 2019), enquanto que o setor da
construcéo civil, apresentou uma alta no PIB de 0,8% no ano todo, frustrando as
expectativas que previam um crescimento de 2% para esse setor (FGV IBRE,
2019).

Entretanto, o agronegocio pode ser diretamente afetado por
doencgas causadas por micro-organismos nas plantagcbes. Estima-se que as
perdas ocasionadas por pragas introduzidas nas culturas em virtude da
intensificagdo do fluxo comercial, cheguem a US$ 250 bilhdes. (EDUARDO;
RANGEL, 2015). Nesse contexto, destacam-se as bactérias do género
Xanthomonas que podem causar infecgcdes em pelo menos 124 espécies de
plantas monocotiledoneas e 208 dicotiledéneas e é responsavel por doencas tao
prejudiciais como o cancro citrico (Figura 5a), causado por cepas de
Xanthomonas axonopodis pv. citri; a mancha bacteriana (Figura 5b) que atinge
plantacdes de leguminosas, como o feijdo (Phaseuolos vulgaris) e a soja
(Glycine max), causada por cepas de Xanthomonas axonopodis pv. phaseolis e

a mancha bacteriana (figura 5c) em plantagbes de eucalipto (Eucalyptus),
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causada por cepas de Xanthomonas axonopodis pv. eucalyptorum
(HARBORNE, 1994).

Figura 5. a) sintomas do cancro citrico b) mancha bacteriana em leguminosa c)

mancha bacteriana na folha de eucalipto.

Fontes: <http://www.isaaa.org/kc>; < https://www.futurecobioscience.com>;
<shttp://www.clonareucalipto.com.br>.

No caso do canco citrico, ha uma grande relevancia econdmica
no cenario nacional, pois o Brasil € o maior produtor de laranja do mundo,
responsavel por cerca de 30% da producao da fruta e 53% de suco produzido
mundialmente. Tal doencga reduz a produtividade do pomar, provoca desfolha
das plantas contaminadas e a queda prematura nos frutos, além de restringir o
uso dos cultivares altamente suscetiveis a doenga, sendo que a principal forma
de controle, em areas ainda indenes ou com baixissimas incidéncias da doenca,
€ a prevengcdao da sua entrada no pomar e a erradicagdo das plantas

contaminadas ap6s sua introducado (SANCHES et al., 2014).

No Parana, foi implementado um programa de manejo
integrado da doenga envolvendo medidas como o uso de cultivares resistentes,
quebra-ventos e pulverizacdes preventivas com bactericidas cupricos como
controle quimico do cancro citrico. Entretanto, o uso de cobre apresenta
eficiéncia parcial, o que favorece o desenvolvimento epidémico da doenga,
ademais, o uso prolongado de cupricos pode levar a selecdo de populagdes de
Xanthomonas resistentes ao cobre. Além disso, 0 acumulo desse metal pesado
no solo pode causar fitotoxicidade e a contaminagdo ambiental (SILVA;
CANTERI; LEITE JUNIOR, 2012).

A mancha bacteriana, causada por Xanthomonas axonopodis

pv. phaseoli (Xap), € uma doenga que acomete plantagdes de leguminosas como
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o feijao (Phaseolus vulgaris L.), podendo ocorrer em qualquer estagio do
desenvolvimento da planta, resultando em perdas de rendimento de 20 a 60%.
O controle quimico tem sido insatisfatorio, principalmente em anos ou locais
onde ocorrem condigdes favoraveis ao desenvolvimento da doencga, além de ser
muito oneroso ao produtor e nocivo ao meio ambiente (ZAPATA; BEAVER,;
PORCH, 2011)

No caso do eucalipto, o impacto também €& grande, pois a
demanda mundial por produtos derivados dessa planta, como celulose, papel,
madeira utilizada na construgéo civil e ainda dleos essenciais € muito grande. O
Brasil possui a maior area de plantacao de eucalipto do mundo, com 5,1 milhdes
de hectares e como consequéncia, a maior produtividade, com 40,1 m3/ha/ano e
apesar da alta produtividade, o setor vem sido afetado por doengas como a
mancha bacteriana, causada pela Xanthomonas axonopodis pv eucalyptorum
que ocasionou um prejuizo de aproximadamente US$ 8 milhdes entre os anos
de 2003 e 2008 no Brasil (NEVES et al., 2014).

1.3 CARVACROL

Terpenos/terpenoides, como o carvacrol, sdo basicamente
estruturados em blocos de cinco carbonos, unidades de isopreno (CsHs),
normalmente ligadas entre si pela ordem “cabecga-a-cauda” (ligacéo 1-4), o que
caracteriza a chamada regra do isopreno. Quimicamente, os terpenos podem ser
definidos como alcenos naturais, ou até mesmo sintéticos, que apresentam uma
dupla ligagado carbono-carbono, sendo caracterizados como hidrocarbonetos
insaturados. Entretanto, se um terpeno contém oxigénio, o0 mesmo é
denominado de terpenoide, podendo apresentar diferentes fungdes quimicas,
como: acidos carboxilicos, alcoois, aldeidos, cetonas, éteres, fendis ou epdxidos
terpénicos (O. FELIPE; L. BICAS, 2017).

De modo geral, a biossintese dos terpenoides a partir do mais
simples metabdlito primario pode ser basicamente dividida em 4 etapas: (i)

sintese dos precursores fundamentais IPP (pirofosfato de isopentinila) e DMAPP
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(difosfato de dimetil-alila), que sdo produzidos por vias distintas, a via
dependente do mevalonato, que opera no citosol das plantas e a via dependente
do 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato, encontrado nos plastideos; (ii) oligomerizagéo
das unidades de IPP para formacdo de séries homodlogas de prenilas
difosfatadas, por meio de adi¢cbes eletrofilicas; (iii) ciclizagdo destes
prenildifosfatos alilicos resultando na formagcdo dos esqueletos de
sesquiterpenos e; (iv) modificagbes enzimaticas secundarias (majoritariamente
reagcdes redox) que fazem surgir as fungbes organicas das moléculas e a
quimiodiversidade desta familia de produtos naturais (PAVARINI; LOPES, 2016).

Esquema 1. Biossintese de terpenoides: a) Rota do mevalonato; b) Rota do

metileritritolfosfato.
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Fonte: TAIZ, ZEIGER, 2004.
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Os oleos essenciais, contendo diferentes
terpenos/terpenoides, tém sido amplamente utilizados como agentes
antimicrobianos tanto na medicina humana quanto veterinaria. Santurio e
colaboradores, concluiram que os Oleos essenciais de orégano, orégano
mexicano, tomilho e canela apresentaram atividade bactericida frente a cepas
de Escherichia coli isoladas de aves e bovinos; sendo que o 6leo essencial de
orégano apresentou atividade antimicrobiana superior aos 6leos essenciais de

orégano mexicano, tomilho e canela (SANTURIO et al., 2011).

O monoterpeno carvacrol (5-isopropil-2-metilfenol, Tabela 1),
objeto de estudo nesse trabalho, esta presente em grandes quantidades em
espécies vegetais como orégano (Origanum vulgare L.) e tomilho (Thymus
vulgaris L.). A concentragdo de carvacrol nessas plantas pode variar
dependendo de algumas condi¢des, como por exemplo as técnicas de
isolamento e purificacdo (solventes organicos, destilagdo ou procedimentos
mecanicos) (SANTURIO et al., 2011).

O cavacrol se apresenta como um liquido amarelo palido
caracterizado por forte odor, sabor pungente, alta lipofilicidade, conforme
observada experimentalmente com LogP = 3,64, baixa solubilidade em agua
(0,11 mg mL-") e completamente sollvel em solventes organicos (MARINELLI;
DI STEFANO; CACCIATORE, 2018). Outras propriedades fisico-quimicas,

desse monoterpeno estao listadas na Tabela 1.

Tabela 1. Formula estrutural e propriedades fisico-quimicas do carvacrol.

Propriedades Estrutura/Valores

OH
Férmula estrutural

Massa molar (g mol) 150,2
Solubilidade em agua (mg mL-") 0,11
Ponto de ebuligéao (°C) 237-238
pKa 10,3
logP 3,64
Densidade (20 °C) 0,976 g mL""

Fonte: (KG, 2015).
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1.3.1 CARVACROL COMO SUBSTANCIA-PROTOTIPO PARA A DESCOBERTA DE NOVOS

FARMACOS

Os terpenos, presentes em 6leos essenciais, podem ser vistos
como estruturas privilegiadas e servem como plataformas importantes e
biologicamente pré-validadas para o projeto de quimiotecas de compostos na
busca por novos candidatos a farmacos (DAVISON; BRIMBLE, 2019). Tendo em
vista o surgimento de micobactérias resistentes aos farmacos existentes no
mercado para o tratamento da tuberculose, bem como a auséncia de agentes
antimicrobianos eficazes contra fitopatologias como o cancro citrico e a mancha
bacteriana, faz-se necessario a busca por substancias que sejam capazes de

atuar no combate a cepas de M. tuberculosis e/ou a cepas de Xanthomonas.

Nesse contexto, o carvacrol tem se destacado no ambito da
quimica medicinal, uma vez que apresenta uma vasta gama de atividades
bioldgicas, tais como: antimicrobiano, antioxidante, antitumoral, anti-inflamatério,
antidepressivo e até mesmo modulador imunologico (SILVA et al.,, 2018).
Portanto, foi relatado que o carvacrol age como agente antioxidante diminuindo
os niveis de oxidacdo do DNA, prevenindo a peroxidacao lipidica e a eliminacéo
do 6xido nitroso (NO), respectivamente (GUIMARAES et al., 2010). Além disso,
Aydin et al. também mostraram seu potencial anticancerigeno e efeito dose-
dependente e n&o-citotoxico em células humanas (AYDIN; TURKEZ; KELES,
2014). A agao anti-inflamatéria, assim como a inibicao da enzima ciclo-oxigenase
2 (COX-2), foi evidenciada por HOTTA et al. (2010). O mecanismo de agao do
carvacrol como antidepressivo foi demonstrado no estudo de Jukic et al., em que
o monoterpeno apresentou atividade inibitéria na enzima acetilcolinesterase
(AchE) (JUKIC et al., 2007).

Com relacdo a sua atividade antimicrobiana, o carvacrol
apresenta um grande potencial frente a uma grande variedade de espécies de
bactérias, tanto bactérias Gram-positivas dos géneros Staphylococcus e
Streptococcus, como Gram-negativas do género Salmonella, sendo amplamente

documentado na literatura, como pode ser exemplificado na Tabela 2.
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Tabela 2. Atividades antibacterianas do carvacrol relatadas na literatura.

Espécies Atividade antimicrobiana  Referéncia
Staphylococcus aureus CIB?=303 -1220 yg mL*  (NOSTRO et
S.epidermidis ATCC 35984 CEB® = 1220 - 4885ug mL"" al., 2007)
Streptococcus mitis, CIMe = 2500 ug mL"’ (BOTELHO
S. sanguis, S. salivarius e CBM¢ = 5000 yg mL""’ et al., 2007)
S. mutans
Salmonella typhimurium CIMe¢ = 250 pg mL"" (KIM et al.,
ATCC 6539 CBM¢d = 250 ug mL"’ 1995)
S. typhimurium ATCC 13311 CIMe = 150 pug mL"’ (HELANDER
E. coli ATCC 35150 (O157: H7) CIMe = 450 ug mL"" et al., 1998)

aCIB = concentracgdo de inibicdo de biofilme; PCEB = concentracio de erradicacdo de biofilme;
¢CIM = Concentragao inibitéria minima; ¢CBM = concentragdo bactericida minima.

Além de efeitos frente a bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, o potencial antimicrobiano do Carvacrol também tem sido avaliado
frente as micobactérias, sobretudo frente ao Mycobacterium tuberculosis. Nesse
contexto, Andrade-Ochoa et al. (2015) avaliaram o papel do carvacrol e outros
constituintes terpénicos e fenilpropanicos de 6leos essenciais contra duas cepas
diferentes de Mycobacterium. O bioensaio com o corante vital Alamar Blue®
mostrou atividade antimicobacteriana proeminente do carvacrol com valores de
CIM de 2,02 e 5,20 yg mL™" contra M. tuberculosis H37Rv e M. Bovis ANS5,
respectivamente. Além disso, eles também demonstraram que a citotoxicidade
do carvacrol na linha celular J774A de macréfagos é baixa (CCso: 900 ug mL"' e
CCo0: 1950 ug mL™"), sugerindo seu perfil de seguranga quando usado como
agente anti-micobacteriano (ANDRADE-OCHOA et al., 2015).

Portanto, é sabido que o carvacrol pode ser eficaz no controle
de doencas infecciosas, porém os mecanismos moleculares envolvidos em sua
acao antimicrobiana ainda nao estdo completamente elucidados. Algumas
hipéteses estdo sendo estudadas na tentativa de se compreender os

mecanismos de agédo desse monoterpeno (Figura 6).
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Figura 6. Possiveis mecanismos de acgao do carvacrol: a) entrada do carvacrol
em uma célula microbiana promove efeitos no citoplasma; b) alteracbes na
membrana externa, composi¢ao quimica e desequilibrio na hidrélise e sintese

de ATP; c) desintegragdo da membrana externa em bactérias Gram-negativas.
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Fonte: (MARINELLI; DI STEFANO; CACCIATORE, 2018) adaptado.
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Nesse sentido, o envelope externo e a membrana
citoplasmatica interna das bactérias sao considerados os principais locais de
acao do carvacrol. Ao entrar em uma célula, o carvacrol, além de promover a
coagulagdo do citoplasma, ocasiona também, o vazamento de componentes
importantes como ions K* e adenosina trifosfato (ATP) (Figura 6a). Muitos
estudos sugerem que o carvacrol, e compostos fendlicos em geral, podem
exercer uma atividade inibitdria no crescimento bacteriano, devido a sua
capacidade, garantida por uma hidrofobicidade, de interagir com as cadeias acila
relacionadas aos fosfolipidios de membrana. O acumulo dessa molécula,
impactando no arranjo intimo e na estabilidade da bicamada fosfolipidica, cria
uma expansao da membrana que se torna mais permeavel (Figura 6b) (ALOKAM
et al., 2014).

Outra hipétese relatada € que o grupo hidroxila (-OH) poderia
ser considerado um grupo farmacoférico, pois permite ao carvacrol atuar como
um trocador de ions trans-membranas, promovendo uma perturbacdo dos
cations nas células bacterianas. De fato, esse monoterpeno em sua forma nao
carregada, apos interagir e atravessar a membrana, atinge o citoplasma, onde
perde o proton acido. Neste compartimento, para substituir o H* perdido, o
carvacrol se liga a um ion K* da bomba intracelular, permitindo atravessar
novamente a membrana e retornar ao compartimento extracelular. Fora da célula
bacteriana, o préton é restaurado no lugar do ion potassio. Este mecanismo
contribui fortemente para a acumulagdo de ions K* no compartimento
extracelular em detrimento ao intracelular, conforme pode-se vizualizar na Figura
6b (ALOKAM et al., 2014).

Em relagao as bactérias Gram-negativas (Figura 6¢), Helander
e colaboradores demonstraram os efeitos deletérios do carvacrol na membrana
externa. Caracteristicamente, os eventos que indicam um dano a membrana
externa sdao a inibicdo do crescimento, altos niveis de captagdo de 1-N-
fenilnaftilamina (NPN), liberagcdo de lipopolissacarideo (LPS), aumento da
permeabilidade da membrana citoplasmatica ao ATP e aumento da atividade do
dodecil sulfato de sodio (DSS) e Triton-X detergentes (HELANDER et al., 1998).
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Com relagdo ao M. tuberculosis, Vasconcelos e colaboradores
(2018) relatam que as alteragdes morfolégicas em M. tuberculosis H37Rv
expostas ao carvacrol a uma concetragdo de 50% da concentragao inibitoria
minima (1/2 CIM) podem ser claramente observadas por microscopia eletronica
de varredura nos trés tempos estudados (24, 48 e 72 h). O bacilo mudou de
forma para aspero e também foi observada a tendéncia de criar aglomerados de
bacilos. Os autores ressaltam que esses resultados sao consistentes com as
mudancgas causadas por carvacrol em outras bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas e que, de modo geral, os terpenos naturais podem causar alteragdes
na bicamada lipidica da membrana celular, desestabilizagdo dos acidos graxos,
interferéncia nas vias metabdlicas essenciais, alteragdo do fluxo eletrolitico e
transporte ativo, inativacao das bombas de sddio e potassio, inibicdo da atividade
enzimatica e coagulagdo do conteudo do citoplasma (NAKAMURA DE
VASCONCELOS et al., 2018).

1.3.2 SINTESE DE DERIVADOS DO CARVACROL COM POTENCIAL ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA

As estratégias de modificagcbes estruturais ou sintese de novos
derivados do carvacrol foram adotadas em muitos campos para superar varias
dificuldades, como as barreiras fisiolégicas, bem como o aprimoramento de
propriedades fisico-quimicas e organolépticas, além da diminuicdo da
citotoxicidade, uma vez que o carvacrol, por ser um composto fendlico, apresenta
certa toxicidade (MARINELLI; DI STEFANO; CACCIATORE, 2018).

Nesse contexto, Alokan e colaboradores ressaltam a
importancia da biossintese de aminoacidos como sendo um processo essencial
para a vida das células, pois fornece os blocos de constru¢ao de polipeptideos
e importantes metabdlitos primarios e secundarios. A via do chiquimato € uma
via anabdlica empregada por bactérias, fungos e plantas para sintetizar os
aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina e triptofano. Nesse sentido, a
enzima Corismato mutase (CM; EC 5.4.99.5) exerce um papel importante, pois

catalisa a conversdo do corismato em prefenato, conforme o esquema 2. A
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reacdo em si € um rearranjo de Claisen, que prossegue por um estado de
transicdo endo-oxabiciclo com uma geometria semelhante a uma cadeira
(ALOKAM et al., 2014).

Esquema 2. Rearranjo de Claisen do corismato em prefenato que ocorre pela

acao da enzima Corismato mutase.

COOH
COOH HOOC HOOC,,
\\ X
J\ Q—,__COOH
- o — -

Y (0] COOH Y
OH OH OH

Corismato - - Prefenato

Estado de transicao
endo-oxabiciclo
inibidor CM-MTB

Fonte: (ALOKAM et al., 2014).

Como os vertebrados nao possuem a via do chiquimato para a
biossintese de compostos aromaticos e, portanto, ndo possuem atividade de
CM, essa enzima representa um alvo importante para o desenvolvimento de
farmacos que possam ser utilizados no tratamento anti-TB (ALOKAM et al.,
2014). Nesse sentido, os autores destacam que atualmente os melhores
inibidores da CM mimetizam o acido dicarboxilico endo-oxabiciclo, formado no

estado de transigao da conversao do chiquimato em prefenato.

Esse fato corrobora a hipétese de que o processo enzimatico
prossegue por meio de uma estrutura de transi¢ao periciclica. Com base nisso,
os autores sintetizaram os derivados I-V do carvacrol (Esquema 3) e avaliaram
in vitro a capacidade desses compostos de inibirem a corismato mutase do MTB
bem como sua atividade antimicobacteriana e, com isso, realizaram um estudo
da relacédo estrututa-atividade (ALOKAM et al., 2014).



35

Esquema 3. Atividade biologica dos derivados I-V do carvacrol sintetizados por
Alokam e colaboradores (2014) frente ao M. tuberculosis (H37Rv).

1]
Br Inativo

OH
OH OaN OH
cl
v

. C
Inativo : d /" ICs=2,53 +1,9 pg mL"’
CIM = 12,5 ug mL"™

0] OH (ONQ
(@)
Vv

Carvacrol
ICs0=0,16 + 0,4 ug mL™"
CIM = 6,25 pyg mL""

Inativo Inativo

Reagentes e condi¢des: a) CH3COCI, TEA, CH2Cl2; b) Brz, AcOH; c) HNOs,
AcOH; d) SOCI2; CCls; e) CHsl, K2COs, Acetona, Refluxo.

Todos os compostos foram testados quanto a sua atividade
antimicobacteriana in vitro contra o MTB H37Rv pelo bioensaio de Alamar Blue®.
O composto-lider carvacrol, que mostrou excelente atividade de inibicdo
enzimatica, apresentou pouca atividade frente ao M. tuberculosis, com uma CIM
de 6,25 uyg mL", fato esse que difere dos resultados demonstrado por Andrade-
Ochoa et al (2015) citado anteriormente, mostrando a dificuldade da
reprodutibilidade desses ensaios, muito provavelmente devido a volatilidade de

terpendides como o carvacrol.

Entretanto, verificou-se que todos os derivados do carvacrol
obtidos nesse estudo foram menos potentes que o carvacrol como compostos
anti-tuberculose, exceto o timol, que é equipotente ao carvacrol. O derivado |
mostrou ser inativo, assim como o resultado obtido para esse mesmo composto
(derivado 2), também sintetizado nesse trabalho, conforme demonstrado mais

adiante. Os autores ressaltam que quando comparados aos medicamentos
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contra a tuberculose de primeira escolha como isoniazida (CIM: 0,26 ug mL™"),
rifampicina (CIM: 0,19 yg mL-') e etambutol (CIM: 3,13 ug mL"), todos os
compostos foram menos ativos. A falta de correlagdo entre a forte poténcia de
inibicdo enzimatica para a atividade antitubercular pode, provavelmente, ser
atribuida a incapacidade dessas moléculas de penetrar a parede celular
micobacteriana (ALOKAM et al., 2014).

Em um outro trabalho, Patil et al. (2010) propuseram a
obtencao de derivados de carvacrol VI-XI por meio de ligagdes éter, que foram
obtidos pela reagdo do carvacrol com varias a-cloro acetanilidas substituidas,
previamente sintetizadas. Com a ajuda de técnicas de irradiagao por microondas
(MW), os produtos foram obtidos em bons rendimentos (90-94%), pureza

adequada e em condigdes de reacdo moderadas (Esquema 4).

Esquema 4. Obtencgao de derivados éteres do carvacrol VI-XI relatada por Patil

e colaboradores (2010).

Etapa 1:
o) a o)
aty ¢+ o I ——— a M ar Ne| Ar
H
VI | Ph
Etapa 2: VIl | 4-CH3-Ph

O
Vil | 3-NO,-Ph
C|\)OL a0 b O%NIAF IX | 3-CI-Ph
N+ B H X | 3,4-CI-Ph
H Xl | CqoH7

Reagentes e condigdes: a) K2COs, Acetona, DMF; b) NaOH, Acetona, MW, 1-
3h, 90-94%.

Os autores realizaram estudos antimicrobianos comparativos
entre os éteres carvacroélicos obtidos e o préprio carvacrol contra quatro
microorganismos Gram-positivos e Gram-negativos (Bacillus subtilis,
Escherichia coli, Proteus vulgaris e Staphylococcus aureus). Entre os derivados
obtidos, os analogos 3-cloro-fenil IX e 3,4-dicloro-fenil X foram os mais ativos,
com zonas de inibigdo de 21 e 18 mm respectivamente, frente ao Bacillus subtilis,

resultado semelhante ao obtido em outro estudo com uma solugao de clorexidina
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(40000 pg mL-"), uma clorofenil biguanida que possui atividade antimicrobiana
baseada na capacidade de produzir alteragbes e danos irreversiveis na
membrana microbiana (SILVA; JUNIOR, 2008). Entretanto, frente a Escherichia
coli, ambos os compostos retém a mesma inatividade verificada também no
composto original. A atividade antimicrobiana entre o analogo naftil-substituido

Xl e o carvacrol mostrou ser semelhante (PATIL et al., 2010).

Outros derivados éteres XII-XVII (Esquema 5a) e ésteres XVIII-
XX (Esquema 5b) foram sintetizados por Nikumbh et al. (2003) usando cadeias
laterais alifaticas saturadas e ndo saturadas ou unidades aromaticas. Ambas as
classes de compostos, testadas contra cepas bacterianas Gram-positivas e
Gram-negativas (Bacillus megaterium, Bradyrhizobium japonic, Bacillus
polymyxa e Bacillus subtilis ) permitiram apreciar uma resposta antimicrobiana
maior em relacdo ao carvacrol, uma vez que todos os derivados apresentaram
uma zona de inibicdo maior. (NIKUMBH; TARE; MAHULIKAR, 2003).

Esquema 5. Obtencao dos derivados éteres XlI-XVII (rota a) e de derivados

ésteres XVIII-XX (rota b) conforme descrito por Nikumbh e colaboradores (2003).

a)
OH ] 0. N | R
X1 | Me
- _— >
+RCl xm | Et
XIV | Bu
XV | CH,CHCH,

Carvacrol XVI Bn
XVl CH,COOH

0]
e S ST e G S
+ R Cl o)
XV Me
XIX -CH=CH-Ph
XX Bn

Carvacrol

Reagentes e condigbes: a) NaOH 40%, refluxo, 4-5h, 83-90%; b) NaOH 40%,
t.a., 2-3h, 85-92%.

Em um trabalho publicado por Bassanetti e colaboradores
(2017), os derivados sulfénico XXI, sal sulfonico de potassio XXIlI (Esquema 6a)
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e o derivado éster laurato XXIIl (Esquema 6b) do carvacrol foram apresentados
como uma serie de moléculas hibridas desenvolvidas com o duplo objetivo de
superar os conhecidos perfis fisico-quimicos desvantajosos dos constituintes de

Oleos essenciais e, a0 mesmo tempo, reter sua atividade antimicrobiana.

Esquema 6. a) Sintese dos derivados sulfénico XXI, do sal sulfénico XXII e b)
sintese do éster laurato XXIIl a partir do carvacrol realizada por Bassanetti e
colaboradores (2017).

a) OH OH OH
a b
_ _—
HO5S KO3S

Carvacrol XXI XX
b)
OH c OY(CH2)1OCH3
+ HOOC(CH,)1(CH; ——— o)
Carvacrol XX

Reagentes e condi¢des: a) H2SO4 96% (m/v), 30 °C; 2h, 100%; b) MeOH, KOH
(sol. Sat.), t.a. 95%; c) HsPOu4 cat.; 150 °C, 12h, 51%.

Os autores testaram os compostos contra as estirpes de
Clostridium perfringens, Salmonella typhimurium, Salmonella enteritidis e
Escherichia coli. Além do carvacrol que apresentou melhor perfil antimicrobiano
(CIM e CBM com valores de < 0,09 a 0,75% (v/v)), os respectivos derivados
exibiram atividade antimicrobiana reduzida, diminuindo na seguinte ordem: XXI
com valores de CIM e CBM de 0,37 a 0,75% (v/v); XXII com valores de CIM e
CBM de 0,37 a 5% (v/v) e o derivado XXIIl com valores de CIM e CBM > 10%
(v/v). Esses dados enfatizaram ainda mais a correlagéo entre o grupo hidroxila
livre no anel fendlico e a poténcia antimicrobiana. Por outro lado, esses
resultados foram apoiados por estudos de citotoxicidade, realizados em células
humanas HT-29, revelando a maior seguranca dessas novas entidades
moleculares em relagdo ao carvacrol (BASSANETTI et al., 2017).
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Mathela e colaboradores (2016) obtiveram derivados ésteres
XXIV-XXX através da introducdo dos grupos propionato, isobutirato, 3-
metilbutanoato e but-2-enoato no lugar do grupo hidroxila, conforme o esquema
7. Entretanto, os dados destacaram que a insergao desses grupos estruturais no
anel aromatico do carvacrol resulta em uma diminuicdo da atividade
antimicrobiana frente as seguintes cepas bacterianas avaliadas: Streptococcus
mutans (MTCC 890), Staphylococcus aureus (MTCC 96), Bacillus subtilis (MTCC
121), Staphylococcus epidermidis (MTCC 435) e a bactéria Gram negativa
Escherichia coli (MTCC 723). Dentre esses, o derivado XXVII apresentou o
melhor resultado com uma CIM de 23,4 ug mL", frente a Bacillus subtilis (MTCC
121), entretanto, o valor € muito acima quando se comparado ao carvacrol (CIM
= 11,7 ug mL") e também a ampicilina (CIM = 4,0 uyg mL-') (MATHELA; SINGH;
GUPTA, 2016).

Esquema 7. Sintese dos derivados ésteres XXIV-XXX realizada por Mathela e
colaboradores (2017).

N° | R

P a hig XXV | CH,CH,
+ R ——— o) XXVI | CH(CHs),
XXVII| CH,CH(CH3),

XVIIl | CHCHCH,

Cc I XX | Ph
arvacro XXX | CH,Ph

Reagentes e condig¢des: a) EtsN, CH2Cl2 anidro, 0 °C/t.a., 10h, 75-85%.

A sintese de cofarmacos permite obter novos derivados
quiméricos com eficacia potencializada, proporcionando uma acgao sinérgica
entre as duas moléculas ligadas que, ao mesmo tempo, sdo capazes de exercer
sua acao com diferentes mecanismos. Nesse campo, Cacciatore et al. (2015)
sintetizaram dez derivados de carvacrol XXXI-XL, conjugando por meio de uma
ligacdo éster o grupo hidroxila do carvacrol com a porgdo carboxila dos
aminoacidos que contém enxofre. A sintese dos cofarmacos de carvacrol XXXI-

XL foi realizada com sucesso usando N,N'-diciclo-hexilcarbodiimida (DCC), que
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se mostrou um catalisador eficaz para a conversdo de acidos carboxilicos em

ésteres e amidas conforme os esquemas 8, 9 e 10. (CACCIATORE et al., 2015).

As propriedades farmacocinéticas como solubilidade,
lipofilicidade, cinética da hidrélise quimica, cinética da hidrélise enzimatica, bem
como as propriedades antimicrobianas dos derivados ésteres foram avaliadas in
vitro frente a duas cepas de bactérias Gram-positivas (S. aureus ATCC 29213 e
S. epidermidis ATCC 35984) e duas cepas de bactérias Gram- negativas (E. coli
ATCC 8739 e P. aeruginosa ATCC 9027), e também uma cepa de fungo (C.
albicans ATCC 10231).

Todos os compostos testados exibiram baixa solubilidade em
agua, boa estabilidade em ambiente acido, no plasma humano e de rato e uma
boa permeabilidade verificada pelo PAMPA-GI (ensaio de permeabilidade da
membrana gastrointestinal artificial paralela). Com relacdo a atividade
antimicrobiana, o derivado XXXIIl, em comparagdo com os outros derivados,
mostrou maior capacidade com valor de CIM e CBM correspondentes a 2,5 mg
mL-", exceto frente & Pseudomonas aeruginosa, onde o mesmo apresentou

valores de CIM e CBM de 5,0 e 10,0 mg mL™" respectivamente.

Enquanto isso, os outros derivados apresentaram valores de
CIM e CBM de 5,0 e 10,0 mg mL"", respectivamente, na grande maioria dos
casos, exceto o derivado XXXIX que apresentou um valor de CIM de 2,5 mg mL-
' frente a S. epidermidis ATCC 35984 e um valor de CBM de 5,0 mg.mL"" frente
a mesma cepa. Embora a atividade antibacteriana desse derivado nao seja
particularmente boa, quando comparada ao carvacrol, que apresentou valores
de CIM e CBM bem menores, entre 0,3 e 1,25 mg mL-' com relagdo as cepas
testadas; os dados farmacocinéticos evidenciaram uma boa estabilidade em pH
1,3 em relagao ao pH 7,4 na presenca de pepsina e pancreatina, sugerindo que,
apos a absorcao, seja possivel liberar carvacrol e Ac-Cys(Alil)-OH devido a
atividade enzimatica (CACCIATORE et al., 2015).
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Esquema 8. Rota sintética para obtencdo dos derivados ésteres XXXI-XXXV,
obtidos por CACCIATORE et al., 2015.

R R HO
|
S a S b
- -
NH COOH ACHN” “cooH

1 )
S S
b (@] c
. AcHN . AcHN o
o) o)
Ne | R

XXXI | CH, XXXV
XXXIl | CH,CHj

XXXIIl | CH,CHCH,

XXXIv| CH,CCH

Reagentes e condig¢des: a) Ac20, AcOH, t.a.,4 h, 59-99%% para XXXI, XXXII,
XXXIII e XXXV; KOH, Brometo de propargila, MeOH anidro, 60 °C, 1 h, 99% ,
para XXXIV; b) N,N'-diciclo-hexilcarbodiimida (DCC) em DMF/CH2Clz, t.a., 1 h,
carvacrol; 4 -Dimetilaminopiridina (DMAP), t.a.,15 h; 30-42%; c) triisopropilsilano
(TIPS), acido trifluoracético (TFA) em CH2Clz, t.a.,48 h, 88%.

Esquema 9. Rota sintética para obtengao dos derivados ésteres XXXVI e XXXVII
realizada por CACCIATORE et al., 2015.

R/
R/ R/
OH J— OH —  » AcHN
H,N AcHN * e}
(0] 0]
XXXVI: R =S;
XXXVII: R = Se

Reagentes e condigdes: a) Ac20, AcOH, ta., 4h; b) N,N'-diciclo-
hexilcarbodiimida (DCC) em DMF/CH2Cl2, ta., 1h, carvacrol, 4-
dimetilaminopiridina (DMAP), t.a., 15h, 47% para X= S, 35% para X = Se.



42

Esquema 10. Rota sintética para obtencdo dos derivados ésteres XXXVIII,
XXXIX e XL realizada por CACCIATORE et al., 2015.

HO
S e GO
S COOH * S
o)
XXXV
< S
a+b <
COOH — o)
H
o)
XXXIX
S HO S
o)
4 j\ a O
N™>cooH + N ©
H H
o)
XL

Reagentes e condigdes: a) N,N'-diciclo-hexilcarbodiimida (DCC) em
DMF/CH2CI2, 1 h, t.a., carvacrol, 4 -Dimetilaminopiridina (DMAP), t.a.,15 h,
XXXV (38%), XXXIX (100%), XL (33%); b) acido trifluoracético (TFA), 2 h, t.a.

De Oliveira et al. (2016) relataram a sintese e o perfil
antimicrobiano in vitro de nove derivados de carvacrol XLI-XLIX obtidos pela
insercao de aminas ao grupamento (ChS) ligado ao anel aromatico do carvacrol
previamente tratado com acido clorossulfénico. A sintese dessas sulfonamidas
XLI-XLIX foi realizada em duas etapas: primeiramente, a sintese do cloreto de
4-hidroxi-2-isopropil-5-metilbenzeno-1-sulfonil (ChS); posteriormente, o ChS foi
usado em reagdes com varias aminas, conforme o esquema 11 (DE OLIVEIRA
et al,, 2016).

Os resultados mostraram alta atividade antibacteriana frente a
Staphylococccus aureus (ATCC 25913), bem como a 8 cepas de
Staphylococccus aureus, (S.a1; S.a2; S.a3; S.a4; S.a5; S.a6; S.a7 e S.a8)
resistentes a meticilina, obtidos de material clinico coletado em um hospital,
como parte de um estudo realizado em 2005 e 2006 (dados n&o publicados), em

Itajai, Santa Catarina, Brasil. Os derivados XLI, XLIlIl e XLVIIl, contendo como
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substituintes 4-tolueno, 4-fluorobenzeno e 4-amino-N-(tiazol-2-il)
benzenossulfonamida, respectivamente, exibiram valores de CIM de 3,90 a 62,5
ug mL-', o menor entre os compostos testados. Entretanto, quando comparados
com o antibiético de referéncia (vancomicina), possuem valores de CIM mais
elevados, conforme a Tabela 3 (DE OLIVEIRA et al., 2016).

Esquema 11. Derivados sulfonamidas XLI-XLIX obtidos por De Oliveira et al.,

2016.
OH
O\\S//O ; OH+ NH.R _ b R o
+
HO™~>Cl O 2 HN.
o* o o° %
Carvacrol Intermediario Derivados sulfonamidas
ChSs XLI-XLIX
N° R N° R
—N
XLl | 4-CHs-Ph XLVII E—@
XLII | 4-NO,-Ph N
XLl | 4-F-Ph Q0N \
XLIV | 2-OH-Ph XLVIII }—@s: o
XLV | 4-OMe H S
w | T
XLIX RZN NO,

Reagentes e condig¢des: a) 0 °C, instantanea; b) CH2Clz, t.a., 3-6h, 76-92%.

Tabela 3. Concentragdo inibitéria minima (CIM) em upg mL"' para as
sulfonamidas com melhores resultados frente a diferentes cepas resistentes de
S. aureus.

Compostos S.aureus S.a1l S.a2 S.a3 S.a5 S.ab S.a8

Carvacrol 390,62 1562 1562,5 3125 7812 1562,5 781,2

XLI 15,62 3,90 7,81 3,90 7,81 7,81 15,62
XL 31,25 7,81 6250 7,81 3125 7,81 31,25
XLV 31,25 7,81 31,25 31,25 62,50 1562 62,50

Vancomicina 1,00 0,5 1,00 1,00 1,00 0,5 1,00
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No combate a infec¢cdes anaerdbicas e parasitarias, Bkhaitan e
colaboradores (2018) relatam que o metronidazol 2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-
1-il)etanol € um agente antimicrobiano bem conhecido e amplamente utilizado,
sendo considerado o medicamento de escolha para infecgdes causadas por
Helicobacter pylori. No entanto, pode ocorrer resisténcia bacteriana e ainda
outros efeitos colaterais indesejados (BKHAITAN et al., 2018). Portanto, foram
varios os esforcos para desenvolver novos compostos nitroimidazéis que
possuem atividade bioldgica melhorada. Nesse sentido, os autores sintetizaram
um derivado de éster L e um derivado éter LI reagindo o metronidazol ou o seu
acido carboxilico correspondente, com carvacrol, conforme o esquema 12.
(BKHAITAN et al., 2018)

Esquema 12. Obtencéo do derivado éster L e do derivado éter LI obtidos por
BKHAITAN et al., 2018.

N N
|\ I\ HO b N
OzN/(N)\ — OzN/(N)\ * - &7,/ 0

L_oH H(OH N
Metronidazol o N

| N
ON /[;’\\l)\ + Ho\? d OZN/[N;)\
pVe

<
O

6]

b O

Reagentes e condigbes: a) Ka2Cr207/H2SO4, H20, t.a. overnight, 66% b)
DCC/DMAP, 0 °C, 10 min, 40%; c) acido para-tolueno sulfénico (APTS), CH2Clz,
TEA, 0 °C, 5h, 51%; d) DMF, refluxo (80 °C), 14-16h, 51%.

Ambos os compostos obtidos foram testados in vitro contra
duas cepas de H. pylori (ATCC 26695 e P12) e uma de Clostridium perfringens
(BKHAITAN et al., 2018). Os testes biolégicos mostraram atividades apreciaveis

para ambos os derivados, em especial para o derivado éter LI. Este composto
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demonstrou excelentes atividades, atingindo 1,1 yM de atividade contra o H.
pylori P12; 4900 uM frente a cepa ATCC 26695 e uma CIM de 2,7 uM frente a
Clostridium perfringens. O composto LI, sendo o derivado mais promissor, foi
testado quanto a sua seletividade contra fibroblastos fetais normais do pulméo
humano e foi considerado seguro com um ICso de 50 pM, ainda mais seguro que
o composto de referéncia (metronidazol) que apresentou toxicidade de 49400
MM (BKHAITAN et al., 2018).

1.4 PLANEJAMENTO ESTRUTURAL

Conforme visto no item anterior, ha uma grande variedade de
estudos envolvendo derivados do carvacrol na busca por substancias bioativas,
sobretudo as que possuem atividade antimicrobiana. Diante desse cenario,
pretende-se nesse trabalho explorar o potencial antimicrobiano desse terpendide
como substancia-protétipo para a obtengdo de analogos com propriedades

fisico-quimicas e farmacoldgicas aprimoradas.

Sendo assim, o planejamento estrutural adotado com o intuito
de se obter derivados do carvacrol com potencial atividade frente ao
Mycobacterium tuberculosis e/ou a cepas de Xanthomonas foi baseado em duas
estratégias bem conhecidas em Quimica Medicinal, conforme ilustrado na Figura
6.

A primeira estratégia (Figura 7, a direita) consiste na
elaboragcao de um estudo de relacado estrutura-atividade (REA) por meio da
sintese de uma quimioteca de ésteres do carvacrol contendo em suas estruturas
grupos alifaticos e aromaticos com diferentes caracteristicas estereoeletronicas
a fim de se avaliar a influéncia desses grupos na atividade antimicrobiana. A
funcionalizacéo da hidroxila fendlica do carvacrol foi prosposta com o intuito de
se obter derivados com lipossolubilidade elevada, uma vez que conforme
relatado pela literatura, seu mecanismo de acido envolve interagcdo e
desestabilizacdo das membranas bacterianas, elementos celulares
conhecidamente lipofilicos (MARINELLI; DI STEFANO; CACCIATORE, 2018).
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A segunda estratégia (Figura 7, a esquerda) € denominada
hibridizagdo molecular, que consiste na unidao de duas ou mais unidades
farmacoféricas presentes em determinadas substancias bioativas, de modo a
formar uma estrutura molecular hibrida que potencialize as atividades biologicas
desejadas (VIEGAS-JUNIOR et al., 2007). Desse modo, a utilizagdo dos
grupamentos farmacoféricos trans-cinamoila e 3-carboxi-cumarimico, que séo
reconhecidamente importantes para a atividade antimicrobiana (LI et al., 2012;
RASTOGI et al., 1998) foi proposta nesse trabalho para se obter hibridos ainda

mais eficazes frente aos patogenos-alvo.

Figura 7. Planejamento estrutural dos derivados do carvacrol com potencial

atividade antimicrobiana frente ao Mycobacterium tuberculosis e/ou as cepas de

Xanthomonas.
A o}
X"YoH Acido trans-cinamico
1 ; Atividade sinérgica com farmacos anti-TB
1 1 (Rastogi et al, 1998)
NN |
o) :
777777777777777 ONg# 1a: Ph
3 Hibridizagao —REA, \g 1b-d: 2/3/4-CI-Ph
molecular 1e-g: 2/3/4-OMe-Ph
1h-j: 2/3/4-NO,-Ph
0.0 2: Me
0 Carvacrol
X (M. tuberculosis H37Rv)
0 CIM = 6,25 ug mL™" (Alokam et al, 2014)
CIM = 2,02 ug mL™" (Andrade-Ochoa et al, 2015)
4
Ar Cumarilamidas
N Atividade frente a bactérias
H " .
Gram-positivas e Gram-negativas
(Salar et al, 2018)

Legenda: Em azul: nacleo carvacrélico (Farmacoférico) mantido em todos os derivados
propostos. Em Vermelho: grupos farmacoféricos utilizados para hibridizagdo molecular,
sendo o pontilhado trans-cinamoila e o solido 3-carboxicumarimico. Em verde: Grupos
com diferentes caracteristicas estereo-eletrénicas para construcdo da quimioteca

visando realizar um estudo de relagéo estrutura-atividade (REA).



47

Embora saia do escopo desse trabalho por necessitar de
ensaios in vivo, a produgao de ésteres do carvacrol também pode ser justificada
para diminuir a volatilidade e melhorar as propriedades organolépticas, tais como
0 odor e sabor pungentes do carvacrol através do processo de latenciagdo, que
€ a transformacdo do farmaco em forma de transporte inativo que, in vivo,
mediante reagao quimica ou enzimatica, libera a porgao ativa no local de agao
ou préoximo dele. Uma das formas latentes obtidas mediante este processo
denomina-se pro-farmaco. Os pro-farmacos classicos promovem a melhoria da
atividade terapéutica por aumento de biodisponibilidade, diminuicdo da
toxicidade, prolongamento da acdo, aumento da seletividade, mediante a
escolha de transportador adequado, geralmente de carater lipofilico. Estes proé-
farmacos sdo menos ativos quando comparados a molécula matriz e devem
sofrer reagdo de hidrdlise (quimica ou enzimatica) para liberar a por¢ao ativa
(CHUNG et al., 2005).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

» Sintetizar ésteres do carvacrol e avaliar suas possiveis atividades
antimicrobianas frente ao Mycobacterium tuberculosis e espécies do

género Xanthomonas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Sintese de derivados do carvacrol através de metodologias eficientes de
esterificagcdes, seguras e de baixo custo;

» Avaliacao in vitro do potencial antimicrobiano dessas substancias frente
ao M. tuberculosis, bem como frente as cepas de Xanthomonas
axonopodis pv. citri; Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli e
Xanthomonas axonopodis pv. eucalyptorum, fitopatdégenos causadores
do cancro citrico, doenga da mancha bacteriana em leguminosas e a
mancha bacteriana no eucalipto, respectivamente.

» Realizagao de um estudo de relagao estrutura-atividade visando mapear

os pontos-chave para a atividade antimicrobiana.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 SINTESE DOS DERIVADOS ESTERES 1B; 1C; 1E-I E 2.

A rota sintética para a obtencgéo dos derivados do carvacrol foi
baseada em uma reacdo de esterificacdo, onde essa substancia reagiu com os
cloretos de acido correspondentes, disponiveis comercialmente, em

diclorometano como solvente e trietilamina (EtsN) como base (Esquema 13).

Esquema 13. Rota sintética para a obtengao dos ésteres do carvacrol 1b-c; 1e-

ie2.

N°| R
1b | 2-CI-Ph
o 1c | 3-CI-Ph
R (—— Oy e |2
+ ¢l R o Ve

1g |4-OMe-Ph
1h | 2-NO,-Ph
1i | 3-NO,-Ph
2 Me

Reagentes e condigdes: CH2Cl2, EtsN, 0 °C, 4-5h, 61-87%.

Essa reacdo se processa por meio de uma substituicdo
nucleofilica acilica, conforme proposto no esquema 14. O mecanismo se inicia
com o ataque nucleofilico do par de elétrons do oxigénio da hidroxila fendlica do
carvacrol a carbonila do cloreto de acila, formando um intermediario tetraédrico
protonado (A). Posteriormente, tal intermediario sofre uma desprotonagao pela
base EtsN, formando o intermediario (B), que entdo colapsa, promovendo a
saida do ion cloreto e regenerando a ligacado dupla, o que leva a formacgao dos
ésteres desejados (1b-c; 1e-i e 2).
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Esquema 14. Proposta mecanistica para a formagao dos derivados ésteres 1b-

c; le-ie 2.
H H
('): CO ®(')> R ..
T Ko + EtN
+ —_— Cl.0:
e
A
o. R
2o ® e ® o
CIto: +EtNH — 5 +EGNHCI
B 1b; 1c; 1e-ie 2

Classicamente, a obtencao de ésteres ocorre por meio de uma
metodologia conhecida como esterificacdo de Fischer, que consiste no
aquecimento de um acido carboxilico e um alcool, ou um composto fendlico, na

presenca de um catalisador acido, geralmente acido sulfurico (OLIVEIRA et al.,

2014), conforme o mecanismo proposto (Esquema 15).

Esquema 15. Mecanismo proposto para esterificacdo de Fischer.

TS0 JRes )
..O. /S\\ <O|?/_\-'O" J H’ \H HO _'OH
H-O O + H R >< R'
RJkOH S B B RAOH RTOH  —— RXO,
o
[©
70S
P/H/\.- -
' 0 ®o WO HED K
@ n —
HSO, + HO + RJ\O’R H0  + R)\O’R RX%/R‘

Segundo o principio da reversibilidade microscépica, o
mecanismo proposto para a formagao do éster deve ser igual ao que ocorre na
diregao inversa, que € a hidrélise do éster formado. Entdo, como ocorre a

formacgao de agua durante o curso da reagao e como o0 meio reacional esta acido,
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fatalmente ocorre uma reacédo de hidrélise do éster recém-formado. Portanto,
para minimizar as perdas e aumentar os rendimentos dessa reagao, uma
estratégia utilizada é a remogéao da agua formada, o que pode ser feito por meio
da utilizacdo de agentes dessecantes, peneira molecular ou de um vidraria
especial conhecida como Dean-Stark, a qual retira a agua por destilacdo
azeotrépica e, assim, favorece a formacgao do éster (OLIVEIRA et al., 2014).
Além disso, outras estratégias como utilizar excesso do nucledfilo e o uso de
elevadas temperaturas também podem auxiliar na obtengcédo dos ésteres, pois

favorecem o deslocamento do equilibrio no sentido da formacao dos produtos.

Diante disso, optou-se pela rota sintética mencionada
anteriormente (Esquema 13), que ocorre em condi¢gdes mais brandas (em banho
de gelo) e o nucledfilo é utilizado em quantidades estequiométricas, sendo
inclusive o reagente limitante, e ndo mais o solvente da rea¢do. Outro fato que
contribuiu com essa escolha foi a alta reatividade dos cloretos de acila quando
comparados aos acidos correspondentes, o que permite a realizagdo dessas
reacdes sem a necessidade do uso de acido como catalisador. A necessidade
de um eletrofilo mais forte, também se faz necessario pois os fendis sdo menos
nucleofilicos do que um alcool secundario ou primario, que sdo normalmente os
substratos tipicos usados em esterificacdes de Fischer. Além disso, fendis sao
excelentes grupos de saida, se comparados aos alcoois, o que favoreceria a

hidrdlise do éster nas condi¢gdes de Fischer.

Por meio dessa metodologia (Sessdao 5.3, p. 82), as
substancias (1b-c; 1e-i e 2) foram devidamente preparadas e purificadas por
cromatografia em coluna, onde utilizou-se como eluente um gradiente de
polaridade de hexano/acetato de etila, iniciando-se com hexano 100%, seguido
do aumento da polaridade com adicao de acetato de etila 2%; 5%; 10 e 20%,

sendo devidamente monitorada por cromatografia em camada delgada.

Obteve-se entdao os produtos descritos acima, apresentando
estes um aspecto oleoso, em rendimentos que variaram de moderados a 6timos

(61 a 87%), conforme observado na Tabela 4.
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Tabela 4. Identificagao e rendimentos dos derivados 1b-c; 1e-i e 2 sintetizados.

O\H/R
Substancias o Cara<’:t.er|'sticas Rendimento

fisicas (%)

Onde R:

1b 2-Cl-Ph Liquido incolor 63

1c 3-Cl-Ph Oleo amarelo 87

1e 2-OMe-Ph Oleo amarelo 61

1f 3-OMe-Ph Liquido incolor 73

19 4-OMe-Ph Liquido incolor 77

1h 2-NO2-Ph Oleo amarelo 63

1i 3-NO2-Ph Solido branco 70

2 Me Oleo amarelo 70

3.2 SINTESE DOS DERIVADOS 1A; 1D; 1J; 3E4

Para a obtencao dos derivados 1a; 1d; 1j; 3 e 4 foi necessario
utilizar uma rota sintética com mais uma etapa reacional, pois os cloretos de acila
correspondentes nao estavam disponiveis e, portanto, precisaram ser
preparados previamente. Inicialmente, reagiu-se o0 acido carboxilico
correspondente com cloreto de tionila para a formacéao do cloreto de acila, onde
utilizou-se diclorometano como solvente e N,N’- dimetilformamida (DMF) como
catalisador, sendo a mistura reacional mantida sob agitacdo magnética e
atmosfera inerte (N2) por uma hora. Com a formacédo do cloreto de acila
correspondente, ocorre entdo a reacao deste intermediario com o carvacrol para

a obtencao do éster desejado (Esquema 16).
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Esquema 16. Rota sintética para a obtencéo dos derivados 1a, 1d, 1j, 3 e 4.

o
o —— Jo .0 —=—— OO e
R™ “OH R Cl + o 1a| Ph
1d| 4-CI-Ph
1j | 4-NO,-Ph
3 CH=CH-Ph

4
=

0~ O

Reagentes e condi¢des: a) SOCI2 (3 eq) CH2Cl2, DMF, N2, t.a. 1h. b) CH2Clz,
EtsN, 39 °C, 3-4h, 21-67%.

A metodologia empregada para a obtengao do cloreto de acila
utiliza DMF como catalisador, que por meio da reagdo com cloreto de tionila
forma um intermediario, altamente reativo, analogo ao intermediario formado na
reacédo de Vielsmeier-Haack (Esquema 17, etapa 1) (SINGH et al., 2005). Na
sequéncia, acontece o ataque nucleofilico do acido carboxilico ao atomo de
carbono extremamente eletrofilico do intermediario previamente formado. Logo
apds, o ion cloreto volta ao centro reacional, formando um intermediario
tetraédrico, que sofre um colapso com a volta do par de elétrons da hidroxila,
regenerando assim o catalisador. Na sequéncia, o ion cloreto captura um préton,
formando assim o cloreto de acila correspondente, juntamente com acido
cloridrico, conforme o esquema 17. A partir disso, para a formacéo do derivado
éster desejado, a reacdo prossegue exatamente como no mecanismo proposto

no Esquema 14 (p. 50).

Além de se utilizar uma quantidade bem menor de cloreto de
tionila (3 eq), em comparagao com a metodologia classica (DE VITA et al., 2016)
para a obtencao de cloretos de acido, que utiliza grande excesso de SOCI2 (20
eq), a reagdao é muito mais rapida, ocorrendo em apenas uma hora e em
atmosfera inerte, enquanto que na metodologia classica, ha a necessidade de

aquecimento e refluxo por no minimo 2,5 horas.
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Esquema 17. Proposta mecanistica para formacdo dos cloretos de acila

correspondentes aos derivados 1a; 1d; 1j; 3 e 4.

Etapa 1
j@@ 55 e (o o
H N + CI/S\CI |w) @/ /S\ LN + :Cl
I _S._—=N oL O RVAN
Clq1 -0 \
@6
0 Cl
H H
L0 | \_Y ™ &~
SO, + :(CI >—N\ CI/S\OXN/
Cl |
intermediario
Vielsmeier-Haack
Etapa 2
©) .. ©) N
o/_\\‘JNz/ \N/(OH o N'c| { OH
.. + —_— +:Cl
RJ\O H”>Cl H/I\OJ\R 8 DO R
~ Cl v
H.M\
L., 1 1 (g
. . |
HCl + H T/ + CI)J\R H T/ A Cl)\R

Sendo assim, por meio dessa rota sintética (Sessao 5.4, p. 86),

as substancias (1a; 1j e 3) foram devidamente preparadas e purificadas por

cromatografia em coluna, onde utilizou-se como eluente uma mistura de

hexano/acetato de etila, assim como descrito anteriormente, e obtidas como 6leo

ou sélidos, em rendimentos que variaram de 21 a 67%, conforme observado na

Tabela 5. Entretanto, os derivados 1d e 4 ndo foram obtidos por meio dessa

estratégia.
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Tabela 5. Identificac&do e rendimentos dos derivados 1a, 1d, 1j, 3 e 4.

Estruturas
O\H/R o
Substancias o) Carafc’:tgrlstlcas Rendimento*
isicas o
(%)
Onde R:

1a Ph oleo incolor 21
1d 4-Cl-kh e -—
1j 4-NO2-Ph Salido branco 34
3 -CH=CH-Ph Solido branco 67

(@) (0}
4 S« I

* em 2 etapas

3. 3 TENTATIVAS DE SINTESE DOS DERIVADOS 1d E 4.

Conforme mencionado na sessdo anterior, os derivados 1d e 4 ndo
puderam ser obtidos por meio da metodologia descrita no Esquema 18. Portanto,
visando obtencdo das substancias de interesse, realizaram-se algumas
modificagdes na estequiometria da reagao e na temperatura do meio reacional,
principalmente, para que todo material de partida fosse consumido, e assim os
produtos obtidos pudessem ser purificados via coluna cromatografica ou

recristalizacéo (Tabela 6).
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Tabela 6. Condi¢cbdes experimentais utilizadas nas tentativas de obtencao dos
derivados 1d e 4.

O a
R)J\OH

Reagentes e condigdes: a) SOCIz2, CH2Cl2, DMF, N2, t.a. 1h. b) CH2Cl2, EtsN, 39 °C, 3-4h, 21-
67%.

N° Equivalentes

Entrada (4cido: SOCl,: Carvacrol) Condicées Tempo (h) Resultado*
1 Atmosfera 12 Ca;véaé:rol
3:9:1 inerte, t.a. .
consumido
Atmosfera Carvacrol
2 3:18:1 . 12 nao
inerte, t.a. .
consumido
Carvacrol
3 6:9:1 Atmosfera 12 ndo
inerte, t.a. )
consumido
Consumo
4 3:9:1 refluxo 3 total de
carvacrol

* Resultado observado por CCD, comparando-se uma aliquota do meio reacional
com um padrao de carvacrol.

Como pode ser observado na tabela 6, nas entradas 1-3
manteve-se a rea¢ao sob atmosfera inerte por um periodo de 12 horas, variando-
se apenas as propor¢des acido/SOCIz/carvacrol. Na entrada 2, duplicou-se a
quantidade de SOCIz2 em relacéo a entrada 1, enquanto na entrada 3, o numero
de equivalentes de acido foi duplicado. Entretanto, ndo houve um consumo total
de material de partida nessas trés tentativas, o que indica que as mudancgas na
estequiometria ndo foram eficazes para promover o término da reag¢ao. Assim,
optou-se por mudar a condigdo reacional (Entrada 4), que antes era em
atmosfera inerte a temperatura ambiente (Entrada 1) para aquecimento sob

refluxo por 3 horas, onde observou-se o consumo total de carvacrol.
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Entretanto, mesmo com o consumo total da matéria-prima sendo
observado por CCD (cromatografia em camada delgada), ndo se obteve os
compostos desejados apds a purificagdo. No caso do derivado 1d, mesmo apds
separagdo por coluna cromatografica, onde utilizou-se como eluente
hexano/acetato de etila (95:5) e 3 gotas de EtsN, observou-se que o0 mesmo se
encontrava impuro. Conforme pode-se notar na expansao da regidao dos
hidrogénios ligados a anéis aromaticos entre 6,5-8,0 ppm do espectro de RMN
de 'H (figura 8), ha muitos sinais sobrepostos e indefinidos com integrais que

ultrapassam o numero de hidrogénios da molécula.

Figura 8. Expansao do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) da regido de
baixo campo do derivado 1d impuro.

8.3167
—~8.1674
~—8.1459
——8.0483
~—8.0270
_~7.5074
7.4860
~7.4659
7.4445
2
"-5.0837
—6.8969
—6.8437

Além disso, expandindo-se o espectro de RMN de 'H (figura 9) foi
possivel observar que, na regiao entre 2,80-3,00 ppm, além do hepteto

caracteristico do hidrogénio metinico do grupo isopropila, estado presentes sinais
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que indicam que o produto ainda esta contaminado com carvacrol. E possivel
observar também, proximo ao simpleto em 2,09 ppm referente aos hidrogénios
do grupo metila ligado ao anel aromatico do carvacrol, a presenga de sinais
relativos a impurezas e por fim, um multipleto em 1,25-1,10 ppm com integral
referente a 12 atomos de hidrogénio, corroborando ainda mais a hipotese de
hidrdlise do produto, pois era de se esperar, nessa regiao, apenas um dupleto,
com integral igual a 6, referente as metilas do grupamento isopropila. Essas
evidéncias sugerem que pode ter ocorrido a hidrélise do éster, favorecida devido
ao pH acido, tanto do meio reacional apos o isolamento do produto, como da
silica, utilizada como fase estacionaria da cromatografia realizada na tentativa

de purificagao de 1d.

Figura 9. Expansao do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) da regido de
alto campo do derivado 1d impuro.
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Com relagdo ao derivado 4, mesmo variando-se as condigdes

reacionais, nao foi possivel a obtencdo do produto desejado, pois devido a
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acidez do meio reacional, uma das possiveis hipéteses, seria a de que o produto

provavelmente havia sofrido hidrélise durante o isolamento do produto, como

proposto no esquema 18.

Esquema 18. Proposta mecanistica da hidrélise do derivado 4 em meio acido.

g}ﬂ; Y nOy
o
Xi H. __H

OH

Entretanto, o espectro de RMN de 'H (figura 10) sugere uma

possivel hidrélise do cloreto de acila formado na primeira etapa da reacao,

gerando o acido 3-carboxi-cumarinico, pois nota-se a presenga de sinais

caracteristicos do nucleo cumarinico e a auséncia de sinais referentes ao

carvacrol.
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Figura 10. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) do produto obtido na
tentativa de sintese do derivado 4.
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Devido ao insucesso nas tentativas de obtencao dos derivados
1d e 4, optou-se como alternativa para a obtencdo desses derivados, a
esterificacdo de Steglich, na qual ocorre um acoplamento de carbodiimida. Essa
rota sintética tem sido utilizada para facilitar a esterificacdo de acidos e varios
alcoois e/ou fendis, sem a necessidade de altas temperaturas ou intermediarios

reativos como cloretos de acila (LUTJEN et al., 2018).

A esterificacdo de Steglich (esquema 19) utiliza uma
carbodiimida juntamente com N-(dimetilamino) piridina (DMAP) para ativar um
acido e permitir a formacao de éster. Nesta reacdo, o acido € ativado pela
carbodiimida, no caso 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC), que
permite uma extragao aquosa eficiente, elimina a necessidade de uma etapa de
purificagdo por cromatografia e gera um subproduto de uréia que ndo apresenta
riscos a saude ou ao meio ambiente, para formar um intermediario O-acilisoureia.

Para a sintese de éster, a adicdo de N-(dimetilamino)piridina (DMAP) é
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necessaria para minimizar a formagédo do subproduto da migragao acil, que
compete com o ataque nucleofilico do alcool no intermediario O-acilisoureia. A
formacdo de subprodutos de migracdo acil intramolecular é lenta em
comparagao com o ataque nucleofilico dos grupos amino. Sob condi¢gbes que
utilizam um excesso de DMAP, forma-se um intermediario acilpiridinio, que reage
com o alcool para regenerar o DMAP e formar o produto éster (LUTJEN et al.,
2018).

Esquema 19. Proposta mecanistica geral para reagcdo de esterificagao de
Steglich.
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Fonte: Adaptado de (LUTJEN et al., 2018).

Utilizando-se dessa metodologia, foi possivel a obtencdo do
derivado 1d, onde o acido 4-clorobenzdico (0,31 mmol, 1,2 eq), EDC (0,39 mmol,
1,5 eq), carvacrol (0,26 mmol, 1,0 eq) e DMAP (0,78 mmol, 3,0 eq) foram

solubilizados em acetonitrila, previamente tratada. Apés o consumo total do
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carvacrol, detectado por CCD, o produto foi devidamente isolado,conforme
descrito no item 5.5 (pg. 88) produzindo o éster correspondente em 14% de

rendimento (esquema 20).

Esquema 20. Rota sintética para obtenc¢ao do derivado 1d.

Cl
(@] HO O\[(©/
a
OH + - = (o]
Cl

Reagentes e condicdes: a) EDC, DMAP, MeCN, Nz, t.a, 3h, 14%.

Devido ao baixo rendimento na obtencdo do derivado 1d, bem
como ao alto custo da carbodiimida (EDC), optou-se por ndo seguir essa

metodologia para obteng¢ao do derivado 4.

3.4 CARACTERIZACAO DOS DERIVADOS SINTETIZADOS

Os derivados obtidos 1a-j, 2 e 3 foram devidamente
caracterizados por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) de
'H e '3C, DEPT-135, DEPT-90 e HSQC, bem como por espectrometria de
massas, cujo espectros encontram-se no apéndice A (pag. 98 a 128). De modo
geral, os espectros de RMN de 'H evidenciaram a formag&do dos produtos
almejados, uma vez que os mesmos apresentaram sinais caracteristicos do
nucleo carvacrolico, tais como: um dupleto em 7,20 ppm (H3), um duplo dupleto
em 7,06 ppm (H4) e outro dupleto em 7,00 ppm (H6), contendo 1 hidrogénio
cada, que correspondem aos hidrogénios aromaticos; outro sinal caracteristico
€ o hepteto entre 3,07-2,84 pm, correspondente ao hidrogénio metinico (H7), um

simpleto em 2,25 ppm, com integral igual a 3, referente aos hidrogénios do
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grupamento metila ligado ao anel aromatico (H10) e, por fim, um dupleto em 1,25
ppm, com integral igual a 6, referente ao hidrogénios dos carbonos metilicos (H8

e H9), ambos do grupo isopropila.

Além desses sinais, os derivados 1a-j e 3 apresentaram outros
sinais com diferentes multiplicidades na regido compreendida entre 7,30 a 8,0
ppm referentes aos hidrogénios ligados ao grupo benzoila, dependendo do
substituinte e da sua posi¢gao no anel aromatico. Para o derivado acetilado 2,
observou-se a presenga de um simpleto em 2,32 ppm, contendo 3 hidrogénios,
relativo aos hidrogénios metilicos ligados a carbonila (H12). Para o hibrido com
0 acido trans-cinamico, derivado 3, observou-se ainda dois dupletos, um em 7,90
ppm e outro entre 6,55 ppm, ambos com constantes de acoplamento J = 15,9
Hz, caracteristicos de hidrogénios que se acoplam em configuragdo trans,

pertencentes a carbonos com hibridizagao sp?.

Quanto aos espectros de RMN de '3C, todos exibem com
clareza os sinais referentes aos produtos esperados. Um sinal caracteristico,
cujo deslocamento quimico esta por volta de 160 ppm, pode ser atribuido a
carbonila do éster formado. Entre 120 e 140 ppm, se encontram o0s sinais
relacionados aos carbonos aromaticos. Além desses, sinais na regido entre 25
e 35 ppm se referem aos carbonos do grupo isopropila, enquanto que o sinal em
torno de 15 ppm corresponde a metila ligada diretamente ao nucleo carvacrolico.
Ademais, os derivados 1e (pag. 83), 1f (pag. 84) e 1g (pag. 84) apresentam um
sinal entre 55,7-55,6 ppm caracteristico do grupamento metoxila ligado ao grupo

benzoila.

Os espectros de massas reforcam a obtencédo dos derivados,
uma vez que apresentam os picos dos ions moleculares com razdo/massa carga
(m/z) variando de 299 a 192, que sdo condizentes as massas moleculares

esperadas para os derivados obtidos.

E valido ressaltar que os derivados 1b-c; 1e-f e 1h-i sdo
inéditos na literatura, sendo que 1e apresentou atividade frente ao
Mycobacterium tuberculosis, como detalhado mais adiante (Sesséo 3.5) (pag.
72).
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Sendo assim, apenas a titulo de exemplificacdo, o derivado 1f
sera utilizado para mostrar como ocorreu a caracterizagdo espectroscopica das
substancias sintetizadas.

O espectro de RMN de 'H do derivado 1f (Figura 11)
apresentou um duplo tripleto em 7,83 ppm (J =7,8 e 1,7 Hz), com integragao de
1H, referente ao H17, pois o mesmo, além de acoplar com H16, cujo sinal
apresenta-se como tripleto em 7,43 ppm (J = 8,0 Hz) também acopla com o
tripleto em 7,73 ppm (J = 2,5 e 1,7 Hz ), referente ao H13. Esse hidrogénio, por
sua vez, além de acoplar com H17, também acopla com H15 (duplo dupleto em

7,06 ppm, J=7,8 e 1,7 Hz), que por sua vez, acopla com H16 e H13.

Outros sinais presentes no espectro, caracteristicos de hidrogénios
ligados a anéis aromaticos sdo: o multipleto com deslocamento quimico entre
7,21-7,17 ppm e integral de 2H, referente aos hidrogénios H3 e H4 e um dupleto
em 7,00 ppm (J = 1,6 Hz) com integral de 1H, referente ao H6.

Figura 11. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCIs3) do derivado 1f.
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Além desses sinais, observa-se um simpleto em 3,89 ppm e
integral de 3H, referente aos hidrogénios H18 do grupo metoxila; um outro sinal
caracteristico em todos os derivados, € um hepteto com deslocamento quimico
entre 2,96-2,86 ppm (J = 6,9 Hz), com integral de 1H, referente ao H7, pois o
mesmo acopla com os hidrogénios dos carbonos metilicos do grupamento
isopropila ligados ao anel aromatico do carvacrol. O proximo sinal, um simpleto
com deslocamento quimico de 3,00 ppm, com integral de 3H, referente aos
hidrogénios H10 do grupo metila ligado ao anel aromatico carvacrolico. Por fim,
um dupleto com constante de acoplamento J = 6,9 Hz e deslocamento quimico
em 1,25 ppm, com integral de 6H, referente aos hidrogénios H8 e H9 do
grupamento isopropila ligado também ao anel aromatico carvacrolico, totalizando
assim os 20 atomos de hidrogénio pertencentes a molécula. Com todos esses
dados, finaliza-se o assinalamento de todos os sinais presentes no espectro de

RMN de 'H do composto 1f, que estéo resumidos na Tabela 7, na sequéncia.

Tabela 7. Deslocamentos quimicos do RMN de 'H (400 MHz, CDCI3), em ppm,
relativos ao tetrametilsilano (TMS) em 0,00 ppm, da substancia 1f.

N°do H OH (nH, m, J em Hz)
H17 7,83 (1H,dt,J=7,8¢e 1,7 Hz)
H13 7,73 (1H,dd, J=2,5e 1,7 Hz)
H16 7,43 (1H,t, 3= 8,0 Hz)

H3 e H4 7,21-7,17 (2H, m)
H15 7,06 (1H,dd, J=7,8e 1,7 Hz)
H6 7,00 (1H, d, J=1,6 Hz)
H18 3,89 (3H, s)
H7 2,91 (1H, hept, J = 6,9 Hz)
H10 2,19 (3H, s)

H8 e H9 1,25 (6H, d, J = 6,9 Hz)

Quanto ao espectro de RMN de '3C (figura 12), observa-se um

sinal com maior deslocamento quimico em 164,8 ppm, referente ao carbono da



66

carbonila do éster C11. Além desse, outros carbonos estdo bastante
desblindados por estarem ligados diretamente a atomos de oxigénio, que sdo os
sinais em 159,7 ppm referente ao C1 e em 149,4 ppm, referente a C14. Um outro
carbono um pouco menos desblindado é aquele com deslocamento quimico em
148,2 ppm, que pode ser atribuido a C12, pois 0 mesmo se encontra adjacente

a carbonila, sofrendo o efeito anisotrépico exercido por esse grupo funcional.

Quanto aos sinais referente aos carbonos C2 e C5,em 130,9 e
127,3 ppm, respectivamente, é possivel diferencia-los, haja visto que o carbono
C2 encontra-se mais blindado que o carbono C5 devido as estruturas de
ressonancia de compostos fendlicos, onde observa-se uma maior densidade de
carga negativa nas posicdes orto e para, portanto, € possivel afirmar que o
carbono C2, na posi¢ao orto em relagdo ao atomo de oxigénio, encontra-se mais

blindado que o carbono C5, na posicdo meta em relagado ao atomo de oxigénio.

Figura 12. Espectro de RMN de '3C (100 MHz, CDCI3) do derivado 1f.
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Pelo mesmo principio, é possivel diferenciar os sinais
referentes aos carbonos C3 e C4. Nesse caso, o carbono C4, com sinal em 130,9

ppm, por estar na posi¢cao para em relagdo ao atomo de oxigénio, encontra-se



67

mais blindado, ou seja, com maior densidade eletrénica, enquanto que o carbono
C3, na posi¢ao meta em relagao ao atomo de oxigénio, com sinal em 120,1 ppm,
encontra-se menos blindado em relagdo ao C4. O experimento de DEPT-135
(Figura 15), confirma que de fato os sinais em 130,9 e 127,3 ppm pertencem aos
carbonos C2 e C5 respectivamente, uma vez que esses sinais estdo ausentes

nesse espectro, o que indica também, que se tratam de carbonos quaternarios.

Os demais sinais com deslocamento quimico entre 130,9 e
120,1 ppm, referem-se aos demais atomos de carbono pertencentes aos anéis
aromaticos, ou seja, C6; C13; C15; C16 e C17. Entretanto, a atribuigdo precisa
desses foi realizada apds uma analise do espectro do experimento de HSQC (do
inglés, Heteronuclear Single Quantum Coherence). Nesse experimento é
possivel observar as correlagdes entre os sinais presentes nos espectros de

RMN de 'H e '3C, respectivamente, conforme as figuras 13 e 14.

Figura 13. Espectro de HSQC ampliado da regido dos aromaticos do derivado
1f.
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Figura 14. Espectro de HSQC ampliado da regido de alto campo do derivado
1f.
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Ao analisar os espectros de HSQC é possivel estabelecer, na
figura 13a as seguintes correlagdes: a) o dupleto em 7,00 ppm referente ao
hidrogénio H6 com o sinal em 119,8 ppm; b) o duplo dupleto em 7,73 ppm
referente ao hidrogénio H13 com o sinal em 114,5 ppm; c) o duplo dupleto em
7,06 ppm referente ao H15 com o sinal em 124,5 ppm; d) o tripleto em 7,43 ppm
referente ao H16 com o sinal em 129,6 ppm referente, por fim, e) o duplo tripleto
em 7,83 ppm referente ao H17 com o sinal em 122,5 ppm. Além dessas, pode-
se correlacionar na figura 13b, os seguintes sinais: a) o simpleto em 3,89 ppm
referente ao H18 com o sinal em 55,7 ppm; b) o hepteto em 2,91 ppm referente
ao hidrogénio metinico H7 com o sinal em 33,7 ppm; c) o simpleto em 2,19 ppm
referente aos hidrogénios metilicos H10 com o sinal em 16 ppm e d) o dupleto

em 1,25 ppm referente aos hidrogénios metilicos H8 e H9 com o sinal em 23,9

ppm.

Realizou-se também um experimento de DEPT-135 (figura 15),
como mencionado, bem como o experimento de DEPT-90 (figura 16) para uma
melhor caracterizacdo e consequentemente, uma melhor atribuicdo dos sinais

obtidos, uma vez que com esse experimento € possivel observar os
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deslocamentos quimicos referentes aos carbonos metinicos, metilénicos (que

nao é o caso de nenhum dos derivados), bem como os carbonos metilicos.

Figura 15. Espectro de DEPT-135 de derivado 1f.
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Figura 16. Espectro de DEPT-90 de derivado 1f.
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Nesses experimentos, observam-se os sete sinais entre 130,9
a 114,5 ppm, que se referem aos sete atomos de carbono metinicos dos anéis
aromaticos. Outro ponto interessante nesses experimentos, foi a auséncia dos

sinais referentes aos carbonos C1; C2; C5; C11; C12 e C14, ja que 0os mesmos
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sao referentes a carbonos quarternarios, o que também comprova a obtencao
do produto desejado. Deste modo, os deslocamentos quimicos dos sinais

desses experimentos, bem como suas atribuigdes sédo dispostas na Tabela 8.

Tabela 8. Deslocamentos quimicos do RMN de '3C (100 MHz, CDCIz), DEPT-
135 e DEPT-90, em ppm, relativos ao TMS em 0,00 ppm, da substancia 1f.

N°do C 5C DEPT-135 DEPT-90
C11 164,8 Co -
C1 159,7 Co -
C14 149,4 Co -
C12 148,2 Co -
C3 130,9 CH CH
C5 130,9 Co -
C16 129,6 CH CH
C2 127,3 Co -
C15 124,2 CH CH
C17 122,5 CH CH
C4 120,1 CH CH
C6 119,8 CH CH
C13 114,5 CH CH
C18 55,7 CHs -
C7 33,6 CH CH

C8eC9 23,9 CHs -
C10 15,9 CHs -

Todos esses dados confirmam a obtencdo da substancia 1f, que
foram resumidos em uma soé tabela (Tabela 9), onde € possivel observar a
estrutura desse derivado com os atomos de carbono devidamente numerados,

bem como seus deslocamentos quimicos no espectro de RMN de '3C e ainda o
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deslocamento quimico dos atomos de hidrogénios no espectro de RMN de 'H,
bem como a multiplicidade de cada atomo de hidrogénio e suas respectivas
constantes de acoplamento.

Tabela 9. Deslocamentos quimicos (8C) de RMN de '"H (400 MHz) e '3C (100

MHz) em ppm, relativos ao TMS, em 0,00 ppm, numero de atomos de hidrogénio
(nH), multiplicidade (m) e constante de acoplamento (J) da substancia 1f.

N° C/H oC OH (nH, m, J em Hz)
C11 164,8 -
C1 159,7 -
C14 149,4 -
C12 148,2 -
C3 130,9 7,21-7,17 (2H, m)
C5 130,9 -
C16 129,6 7,43 (1H,t, 3 =8,0)
C2 127,3 -
C15 124,2 7,06 (1H,dd,J=7,8e 1,7)
C17 122,5 7,83 (1H,dt,J=7,8¢e1,7)
C4 120,1 7,21-7,17 (2H, m)
C6 119,8 7,00 (1H, d, J =1,6)
C13 114,5 7,73(1H,dd,J=2,5¢e 1,7)
C18 55,7 3,89 (3H, s)
C7 33,6 2,91 (1H, hept, J = 6,9)
C8eC9 23,9 1,25 (1H,d, J =6,9)
C10 15,8 2,19 (3H, s)

Outra técnica utilizada na caracterizacado dos derivados obtidos
foi a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). Com
relacdo ao derivado 1f, o espectro de massas (figura 17) obtido exibe alguns

picos relevantes, como o pico do ion molecular m/z = 284, condizente com a
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massa molecular da substancia, e o pico base com m/z = 135, muito comum em

fragmentag¢des a de compostos carbonilados.

Figura 17. Espectro de massas do derivado 1f por espectrometro de massas

acoplado a cromatografia gasosa (CG-EM).
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3.5 ATIVIDADE ANTIMICOBACTERIANA DOS DERIVADOS SINTETIZADOS.

Para a avaliagédo da atividade biolégica do carvacrol, bem como
dos derivados sintetizados frente a cepa H37Rv do Mycobacterium tuberculosis
(M. tuberculosis ATCC 27294) utilizou-se o método MABA (do inglés Microplate
Alamar Blue Assay). O Alamar Blue® é um indicador fluorescente/colorimétrico
com a propriedade redox. A forma oxidada € azul (ndo fluorescente/ célula ndo
viavel) e a forma reduzida é résea (fluorescente/célula viavel), conforme a figura
18 na sequéncia (RIBEIRO et al.,, 2004). Apdés o periodo de incubagao
necessario, a concentragao inibitéria minima CIM (ug mL-') é determinada e
definida como a menor concentragcao do farmaco capaz de impedir a mudanca
de cor, indicando que houve inibicdo do crescimento celular. Os resultados
obtidos para os derivados testados, bem como o resultado do carvacrol, estéo
disponiveis na tabela 10.
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Figura 18. Reacdo de oxirreducdo do sal de resazurina promovida por células

NS

de Mycobacterium tuberculosis que ocorre durante o método de Alamar blue.
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Fonte: Adaptado de <http://www.abpbio.com/product/cell-viability-assay-based-onmetabolic-
activity/>.

Tabela 10. Atividades in vitro dos ésteres do carvacrol (1a-j; 2 e 3) e do carvacrol
frente a cepa padrdo (H37Rv) de M. tuberculosis (ATCC 27294), susceptivel
tanto a Rifampicina como a Isoniazida.

O__R

Substancias I CIM (ug mL")
Onde R:

1a Ph >100
1b 2-Cl-Ph >100
1c 3-CI-Ph >100
1d 4-Cl-Ph n.r.2
1e 2-OMe-Ph 50
1f 3-OMe-Ph >100
19 4-OMe-Ph >100
1h 2-NO2-Ph >100
1i 3-NO2-Ph >100
1j 4-NO2-Ph >100
2 Me >100
3 -CH=CH-Ph >100

Carvacrol _ >100

Etambutol 12,5

an.r. = ndo realizado.
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Até o momento, apenas o derivado 1e, que apresenta em sua
estrutura um grupo doador de életrons (-OMe) localizado na posi¢ao orto do
grupo benzoila, apresentou atividade antimicobacteriana (CIM = 50 ug mL-"),
sendo quatro vezes menos ativo do que o farmaco de primeira escolha
Etambutol. Esse resultado pode ser considerado um bom ponto de partida para
a obtengao de derivados mais ativos, uma vez que observou-se que a presenga
de um grupo fortemente doador de elétrons nessa posi¢cao € essencial para a
atividade antimicobacteriana. Isso nos permite avaliar futuramente a influéncia
do poder de doagéao de elétrons, comparando-se com os grupos hidroxila (-OH)
e metila (-CHs), que sao doadores forte e fraco, respectivamente. A sintese
desses derivados também permitira avaliar o efeito estérico e de lipofilicidade
sobre a atividade antimicobacteriana. Além disso, pode-se sintetizar derivados
dissubstituidos com grupos doadores de elétrons na porgéo benzoila, com o
intuito de se verificar se 0 aumento da quantidade de grupos desse tipo pode

modular positivamente a atividade.

Um ponto importante, que contradiz com dados da literatura,
como a CIM = 6,25 yg mL-' (ALOKAM et al., 2014) e a CIM = 2,02 ug mL""
(ANDRADE-OCHOA et al., 2015) é que o carvacrol ndo apresentou atividade no
teste realizado em nosso trabalho, onde utilizou-se a mesma cepa do
Mycobacterium tuberculosis (H37Rv), bem como o mesmo teste mencionado
acima (MABA) com o corante vital Alamar Blue. Esse resultado experimental
pode ser atribuido a alta volatilidade do carvacrol, o que acaba alterando a sua
concentracédo durante o periodo de incubacao e reflete diretamente no valor de
CIM observado (> 100 ug mL™"). Essa hipdtese pode ser corroborada quando as
condi¢cdes experimentais do teste realizado em nosso trabalho sdo comparadas
aquelas realizadas por Andrade-Ochoa e colaboradores (2015). Foi possivel
notar que os referidos autores tomaram certos cuidados para prevengao da
volatilizacdo as substancias durante o periodo de incubacio, tais como a
disposicao de agua deionizada estéril nos pocos mais periféricos da placa de 96
pogos, bem como a acomodagao das placas em embalagens plasticas seladas
durante os 7 dias de incubagao a 37°C. Esses cuidados certamente previniram
a volativizagao do carvacrol, o que refetiu diretamente no valor de CIM observado
naquele trabalho (2,02 yg mL"") em relagdo ao nosso (> 100 yg mL™").
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Outro ponto que evidencia o efeito da nao-volatilidade sobre atividades
antimicobacterianas é que o derivado 2 apresentou uma CIM > 100 pug mL",
sendo o mesmo valor obtido por Alokam e colaboradores (2014), indicando que
a substancia em questdo por ser menos volatil, ndo sofre influéncia das
variagdes experimentais utilizadas durante os ensaios de Alamar Blue.
(ALOKAM et al., 2014).

Essa dificuldade com a alta volatilidade do carvacrol s6 reforca
a necessidade de se realizarem modificagdes estruturais que sejam capazes de
otimizar essa propriedade indesejada, produzindo substancias com melhores
perfis farmacodinamicos e farmacocinéticos. Nesse contexto, um fator a ser
levado em consideracdo para o desenvolvimento de moléculas bioativas como
agentes terapéuticos € a biodisponibilidade oral. Assim, as regras de Lipinski tem
sido o principal guia para correlacionar propriedades fisico-quimicas com um
perfil de biodisponibilidade oral adequados (LIPINSKI et al., 2012).

As Regras de Lipinski, ou a regra dos 5 como também é
conhecida, estima a solubilidade e a permeabilidade de um composto, quando
administrado por via oral, de acordo com sua estrutura quimica, ao descrever as
caracteristicas comuns de ma absorgdo ou permeagao de uma substancia.
Assim, uma substadncia para ser considerada um candidato com perfil
farmacocinético adequado nido deve apresentar mais do que uma violacao entre
as seguintes regras: massa molar (MM) acima de 500 g mol-'; clog P acima de
5; mais de 10 aceptores de hidrogénio (N+O); mais de 5 grupos doadores de
hidrogénio (NH+OH). Extensdes as regras de Lipinski foram desenvolvidas e a
mais significativa € a extensado de Veber, que sugere que uma molécula tera
melhor biodisponibilidade oral se apresentar uma area superficial topoldgica
(TPSA) nao superior a 140 A e menos de 10 ligacdes rotacionaveis (NLR) (LI;
HOLSWORTH; HU, 2003).

Assim, a fim de verificar se as substancias sintetizadas poderiam
apresentar bom perfil de permeabilidade e, consequentemente, boa
biodisponibilidade oral, as propriedades fisico-quimicas das mesmas foram

calculadas in silico através da Molinspiration® (Tabela 11).



Tabela 11. Propriedades

fisico-quimicas
Molinspiration® para o carvacrol e seus derivados.

calculadas*

76

na plataforma

Substéancias ojorR clogP MM DLH ALH TPSA NLR
Onde R:
1a Ph 569 25433 O 2 2630 4
1b 2-CI-Ph 599 288,77 O 2 2630 4
1c 3-CI-Ph 6,35 288,77 O 2 2630 4
1d 4-Cl-Ph 6,37 288,77 O 2 2630 4
1e 2-OMe-Ph 579 28436 O 3 3554 5
1f 3-OMe-Ph 573 28436 O 3 3554 5
19 4-OMe-Ph 575 28436 O 3 3554 5
1h 2-NO2-Ph 579 29933 O 5 7213 5
1i 3-NO2-Ph 563 29933 O 5 7213 5
1j 4-NO2-Ph 565 29933 O 5 7213 5
2 Me 3,38 19226 O 2 2630 3
3 -CH=CH-Ph 552 180,37 O 2 2630 5
Carvacrol 3,81 150,2 1 1 20,23 1

* calculado em: <http://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties>.

Como pode ser observado na tabela acima, os derivados

apresentam maior lipofilicidade quando comparados ao carvacrol, pois, todos os

derivados apresentam um valor de clog P maior que 5,00 violando assim, nesse

quesito a regra de Lipinski, exceto o derivado 2 que apresentou clog P = 3,38,

sendo portanto menos lipofilico que o carvacrol.

Com relagédo a massa molar (MM), os derivados se enquadram nas

regras de Lipinski, pois todos apresentam uma massa molar menor que 500 g

mol-!, uma vez que variam de 180,37 a 299,33 g mol-'. Pode-se observar que a

MM dos derivados obtidos também é maior do que a do carvacrol, o que garante

uma menor volatilidade a esses compostos, propriedade essa indesejavel nesse

contexto de candidatos a farmacos.
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Todos os derivados também apresentam uma maior quantidade
de grupos aceptores de ligacdo de hidrigénio (ALH) do que o carvacrol,
entretanto ndo extrapolam a regra de Lipinski nesse quesito, pois o valor maximo

permitido é 10.

Uma extensdo a regra de Lipinski, e a mais significativa, é a
extensdo de Veber, que sugere que uma molécula tera melhor biodisponibilidade
oral se apresentar uma area de superficie topoldgica ndo superior a 140 A e
menos de dez ligagdes rotacionaveis. Todos os derivados se encaixam
perfeitamente em ambos os quesitos, pois apresentam valores de TPSA que
variam de 26,30 a 72,13 A e possuem no maximo cinco ligagbes rotacionaveis,
0 que sugere que esses derivados devem possuir propriedades farmacocinéticas

adequadas.

3.6 ATIVIDADE BIOLOGICA FRENTE AS CEPAS DE XANTHOMONAS

Para a avaliagéo da atividade biolégica do carvacrol, bem como
dos derivados sintetizados frente as cepas de Xanthomonas testadas, sera
utilizado o método de microdiluicdo em placa para a determinagao do CIM

(concentragao inibitéria minima), por meio de diluigdo em série das substancias.

N&o foram obtidos, até o momento, os resultados das
atividades bioldgicas, expressas em concentracdo inibitoria minima (CIM), frente

as cepas de Xanthomonas.

Os relatos na literatura quanto a atividade biolégica de
substancias organicas frente as cepas de Xanthomonas axonopodis pv. citri,
Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae e Xanthomonas axonopodis pv.
eucalyptorum utilizadas nesse estudo, sdo recentes (artigo in press) sendo que,
os relatos adicionais sao voltados a estudos genéticos, como caracterizagéo
morfoldgica, bioquimica e genética dessas estirpes de micro-organismos
(KUMAR et al., 2020).



78

Entretanto, Silva e colaboradores relatam a atividade biologica
de derivados ésteres do acido galico frente a uma cepa de Xanthomonas citri
subsp. citri (IBSBF 1594), onde a concentragao inibitéria minima (CIM) dos
derivados obtidos variou de 1,00 ug mL"" para o derivado mais potente a 500 ug
mL-' para o acido galico, sendo esse o menos potente. Nesse estudo utilizou-se
como controle o antimicrobiano Canamicina, que apresentou concentragao
inibitéria minima (CIM) de 15,6 ug mL-' (SILVA et al., 2013).
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4. Conclusoes

Adotando-se as metodologias descritas nesse trabalho, foram
sintetizados 12 ésteres do carvacrol em rendimentos que variaram de 14 a 87%.
Com relacao a tais metodologia, os melhores resultados em termos de
rendimento foi na obtencdo dos derivados 1b-c; 1e-i € 2, onde reagiu-se o
carvacrol diretamente com o cloreto de acila correspondente em condi¢cdes mais
brandas, quando se comparada a metodologia utilizada na obtengdo dos
derivados 1a e 1j, na qual foram utilizados reagentes toxicos como o cloreto de
tionila, além do uso de refluxo por varias horas. A esterificacdo de Steglich
utilizada na obtencdo do derivado 1d mostrou-se inviavel devido ao baixo
rendimento e ao alto custo do processo, gerado pela aquisi¢do da carbodiimida.
No entanto, uma vantagem dessa metodologia € que a mesma forneceu o
derivado desejado em pureza satisfatéria, sem a necessidade de purificacéo

cromatografica apos o isolamento do produto.

E valido ressaltar que dentre os derivados aqui descritos, seis
deles, 1b-c; 1e-f; 1h-i sdo inéditos na literatura, sendo que todos foram
devidamente caracterizadas por técnicas espectroscépicas como RMN de 'H e
13C, além do DEPT-135, DEPT-90 e HSQC que comprovaram a obtengdo das
substancias planejadas em um grau de pureza adequado para a realizagao dos
bioensaios. Entretanto, as metodologias para a obtencao de 1d (esterificacéo de
Steglich) obtido com baixissimo rendimento e o derivado 4 ainda nao obtido,

precisam ser otimizadas.

Quanto a atividade antimicobacteriana, os derivados 1a-c; 1f; 1g-j;
2 e 3 mostraram ser inativos, sendo que apenas o derivado 1e apresentou
atividade (CIM = 50 ug mL™"). Apesar de nao ter sido possivel realizar um estudo
completo de relagao estrutura-atividade, esse resultado pode ser considerado
um bom ponto de partida para o planejamento e sintese de novos derivados com
o intuito de aprimorar a atividade antimicobacteriana observada com relagao ao

derivado 1e.
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Desde o estabelecimento da Equacao de Hansch, em 1964, muitos
trabalhos tém reconhecido que os efeitos eletrénicos transmitidos por grupos
substituintes, influenciam a atividade biolégica de farmacos. O entendimento da
natureza destes efeitos bem como o seu dimensionamento s&o de importancia
fundamental para a compreensao das relagdes quantitativas entre a estrutura

quimica e a atividade de compostos bioativos (TAVARES, 2004).

Nesse sentido, evidenciou-se a importancia da presenga de grupos
doadores de elétrons como a metoxila (-OCHs) na posigao 2 da porgéo benzolila,
portanto, como perspectivas desse trabalho, sugere-se a sintese de novos
derivados, onde poderiam ser avaliados a forca de doacao de elétrons, efeito
estérico e lipofilicidade. Propbem-se a sintese de derivados onde a metoxila (-
OCHs) da posicao 2 sera substituida pelos grupos hidroxila (-OH) e metila (-CH3),
bem como a sintese de derivados dissubstituidos com grupos doadores de
elétrons na porgao benzoila, com o intuito de se verificar se o aumento da

quantidade de grupos desse tipo pode modular positivamente a atividade.

Além disso, como perspectivas, espera-se ainda realizar os
ensaios dessas substancias frente a frente as cepas de Xanthomonas de

interesse agricola.
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5. Metodologia

5.1 PROCEDIMENTOS GERAIS

Os solventes de grau analitico foram utilizados sem nenhum
tratamento prévio. Os solventes e reagentes, para fins sintéticos, foram tratados,
destilados e secos, conforme necessidades requeridas nas metodologias
adotadas e de acordo com os processos descritos por Armarego e Chai (2002)
(ARMAREGO; LI; CHAI, 2002).

O processo de monitoramento das reacodes foi realizado através da
cromatografia em camada delgada (CCD), em cromatofolhas de aluminio de
silica gel 60 F-254 com espessura de 0,25 mm com indicador para UV (254 nm),
marca Merck. Os eluentes foram preparados volume a volume (v/v) e arevelagcao
das substéncias em CCD foi realizada em lampada de UV (254-366 nm) ou em
vanilina sulfurica. Para a purificagdo de substancias por cromatografia em coluna
aberta foi utilizada silica gel 60 (63-200 pym, Merck) e silica gel (35-75 pym, Sigma-
Aldrich).

5.2 METODOS DE CARACTERIZACAO

Os espectros de massas foram obtidos no cromatdgrafo a gas
acoplado ao espectrometro de massas (CG-EM) Shimadzu modelo GCMS-
QP5000, 99604 do Laboratério de Propriedades e Sintese de Substancias
Orgénicas (LAPSSO) da Universidade Estadual de Londrina (UEL), os pontos de

fusao foram determinados em um aparelho Microquimica MQAPF-302.

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foram
obtidos em um espectrometro Bruker modelo Avance lll, operando a 400 MHz
para 'H e 100 MHz para '3C, equipado com sondas multinucleares de 5 mm.
Utilizou-se cloroférmio deuterado (CDCl3) como solvente e tetrametilsilano

(TMS) como padrao interno. O software utilizado para o processamento dos
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espectros de RMN foi o MestReNova (Verséo 6.0), exceto para os espectros de
HSQC, onde utilizou-se o Top Spin (Versao 6.3.1). Para calibragéo do espectro
de RMN de 'H foram adotados os valores de 0,00 ppm para TMS e 7,26 ppm
para CDCIs. As areas dos sinais foram obtidas por integragédo eletrénica, por
meio do proprio software e suas multiplicidades foram descritas da seguinte
forma: simpleto (s), dupleto (d), duplo-dupleto (dd), tripleto (t), duplo-tripleto (dt),
triplo-dupleto (td), duplo duplo-dupleto (ddd) e multipleto (m). As constantes de

acoplamento (J) foram relatadas em Hz.

5.3 METODO GERAL PARA OBTENCAO DOS DERIVADOS ESTERES DO CARVACROL 1B-C;
1E-I1 E 2.

Em um balado de fundo redondo de 50 mL, solubilizou-se 0,20 g de
carvacrol (Sigma-Aldrich, CAS 499-75-2) (1,33 mmol, 1eq.) em 8 mL de
diclorometano. A mistura reacional foi resfriada a 0 °C e, sob agitagdo magnética,
adicionou-se trietilamina (1,99 mmol, 1,5 eq.), seguido da adigédo dos cloretos de
acila correspondentes (1,60 mmol, 1,2 eq). Ap6s a adicdo, a mistura foi
lentamente aquecida até a temperatura ambiente e o progresso da reacao foi
monitorado por CCD (elutente hexano/ acetato de etila 9:1, revelador: vanilina
sulfurica). Ao término da reacao, verteu-se a mistura reacional em gelo triturado
e, em seguida, realizou-se extragées com diclorometano (3 x 15 mL). As fases
organicas foram reunidas, lavadas com 15 mL de solugdo aquosa saturada de
NaHCOs (1 x 15 mL), agua destilada (1 x 15 mL), solugéo saturada de NaCl (1 x
15 mL) e seca com Na2SO4 anidro. Por fim, a fase orgénica foi evaporada a
pressdao reduzida. Os produtos obtidos foram devidamente purificados por
cromatografia em coluna com sistema de eluicao de gradiente hexano/acetato
de etila (ALOKAM et al., 2014).
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2-Clorobenzoato de 5-lIsopropil-2-metilfenila (1b):
liquido incolor; 63%. EM (m/z). 288 (21%), 141 (42%),
139 (100%). RMN de 'H [CDCIs, 400 MHz] &: 8,08 (1H,
dd, J =7,7; 1,7 Hz, H17); 7,54 (1H, dd, J = 8,0; 1,7 Hz,
H14); 7,50 (1H,td, J=7,1; 1,7, H15), 7,40 (1H, td, J =7,5;
1,7 Hz, H16); 7,20 (1H, d, J = 7,8 Hz, H3); 7,07 (1H, dd,
J=7,8;1,6 Hz, H4), 7,01 (1H, d, J = 1,5, H6); 2,91 (1H,
hept, J = 6,9 Hz, H7); 2,23 (3H, s, H10); 1,26 (6H, d, J = 6,9 Hz, H8 e H9); Lit.:
RMN de 'H [CDCI3, 300 MHz] &: Molécula inédita. RMN de '3C [CDCIs, 100
MHz] &: 163,9 (C11), 149,2 (C1), 148,2 (C13), 134,4 (C12); 133,1 (C15); 131,9
(C17); 131,4 (C14); 131,0 (C3); 129,5 (C5); 127,3 (C2); 126,7 (C16); 124,4 (C4);
119,8 (C6); 33,5 (C7); 24,0 (C8 e C9); 16,2 (C10); Lit.: RMN de 3C [CDCIs, 100
MHz] &: Molécula inédita.

3-Clorobenzoato de 5-lsopropil-2-metilfenila (1c):
Oleo amarelo; 87%. EM (m/z): 288 (25%), 139 (100%).
RMN de 'H [CDClI3, 400 MHZz] &: 8,21 (1H,t,J=1,8 Hz
H13); 8,11 (1H, dt, J = 5,1; 1,3 Hz, H17); 7,62 (1H,ddd,
J=28,0;2,1; 1,1 Hz, H15); 7,47 (1H, t, J = 7,9 Hz, H16);
7,21 (1H,d, J =7,8 Hz, H3), 7,07 (1H, dd, J = 7,8; 1,7 Hz, H4); 6,99 (1H, d, J =
1,5 Hz, H6); 2,91 (1H, hept, J = 6,9 Hz, H7); 2,19 (3H, s, H10); 1,26 (6H, d, J =
6,9 Hz, H8 e HY); Lit.: RMN de 'H [CDCIs, 500 MHz] &: Molécula inédita. RMN
de '3C [CDCI3, 100 MHz] &: 163,8 (C11), 149,2 (C1), 148,3 (C14), 134,8 (C12);
133,5 (C15); 131,3 (C5); 131,0 (C3); 130,2 (C13); 129,9 (C16); 128,2 (C17);
127,2 (C2); 124,4 (C4); 119,7 (C6); 33,8 (C7); 24,0 (C8 e C9); 15,8 (C10); Lit.:
RMN de '3C [CDCIs, 125 MHz] &: Molécula inédita.

2-Metoxibenzoato de 5-lsopropil-2-metilfenila (1e):
Oleo amarelo; 61%. EM (m/z): 284 (8%), 135 (100%), 77
(37%). RMN de 'H [CDCls, 400 MHZz] &: 8,04 (1H, dd, J
=7,9;17 Hz, H17); 7,54 (1H, td, J = 7,9; 1,7 Hz, H16);
7,17 (1H, d, J =7,9 Hz, H14); 7,04-7,00 (4H, m, H15,
H3, H4 eH6); 3,93 (3H, s, H18), 2,89 (1H,hept, J = 7,9 Hz, H7); 2,22 (3H, s, H10),
1,24 (6H, d, J = 6,9 Hz, H8 e H9). Lit.: RMN de 'H [CDClIs, 500 MHz] &: Molécula
inédita. RMN de '3C [CDCls, 100 MHZz] &: 164,2(C11), 159,8 (C1), 149,6 (C13),
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148,0 (C12); 134,07(C16); 132,2 (C17); 130,8 (C14); 127,4 (C5); 124,0 (C6);
120,4 (C4): 120,1 (C15): 119,3 (C2); 112,2 (C3); 56,0 (C18); 33,4 (C7); 23,9 (C8
e C9): 16,2 (C10) ; Lit.: RMN de 13C [CDCl3, 125 MHz] &: Molécula inédita.

3-Metoxibenzoato de 5-lsopropil-2-metilfenila
g (1f): liquido incolor; 73%. EM (m/z): 288 (23%), 135

(100%). RMN de 'H [CDCIs, 400 MHz] &: 7,84 (1H,

dt,J=7,8e1,7Hz, H17); 7,73 (1H,dd,J=25e1,7

Hz, H13); 7,43 (1H, t, J = 8,0 Hz, H16); 7,21-7,17
(2H, m, H3 e H4); 7,06 (1H, dd, J = 7,8; 1,3 Hz, H15); 7,00 (1H, d, J = 1,6 Hz,
H6); 3,89 (3H, s, H18); 2,91 (1H, hept, J = 6,9 Hz, H7); 2,19 (3H, s, H10); 1,25
(6H, d, J = 6,9 Hz, H8 e H9). Lit.: RMN de 'H [CDClIs, 500 MHz] &: Molécula
comercialmente disponivel, porém sem dados espectroscopicos disponiveis e
sem nenhuma referéncia na literatura. RMN de '3C [CDCIs3, 100 MHz] &: 164,8
(C11),159,7 (C14), 149,5 (C1), 148,2 (C12); 130,9 (C3); 130,9 (C5); 129,6 (C16);
127,3 (C2); 124,2 (C15); 122,6 (C17); 120,1 (C4); 119,8 (C6); 114,5 (C13); 55,7
(C18); 33,7 (C7); 23,9 (C8 e C9); 16,0 (C10).

1

4-Metoxibenzoato de 5-Isopropil-2-metilfenila
(1g): liquido incolor; 77%. EM (m/z): 284 (14%),
135 (100%), 77 (36%). RMN de 'H [CDCIs, 400
MHz] &: 8,18 (2H, dt, J = 8,8; 2,8 Hz, H13 e H17);
7,19 (1H,d, J =7,8 Hz, H2); 7,05 (1H, dd, J = 7,8;
1,6 Hz H4); 7,00 (3H, m, H6, H14 e H16); 3,90 (1H,
s, H18); 2,90 (1H, hept, J = 6,9 Hz, H7); 2,18 (3H, s, H10); 1,25 (6H, d, J = 6,9
Hz, H8 e H9). Lit.: RMN de 'H [CDCIs, 300 MHZz] &: 8.20 (2H, d, J = 8.8Hz), 7.21
(1H, d, J = 7.7Hz), 7.07 (1H, d, J = 7.8Hz), 7.02, (3H, t), 3.92 (3H, s), 2.93 (1H,
m), 2.21 (3H, s), 1.28 (6H, d, J = 6.9Hz) (MESQUITA et al., 2018). RMN de '3C
[CDCIs, 100 MHZz] &: 164,6 (C11), 163,8 (C1), 149,5 (C15), 148,1 (C-12); 132,2
(C13 e C17); 130,8 (C3); 127,4 (C5); 124,0 (C4); 122,0 (C2); 120,0 (C6); 113,8
(C14 e C16); 55,7 (C18); 33,7 (C7); 24,2 (C8 e C9); 16,00 (C10) ; Lit.: RMN de
13C [CDCIs, 75 MHZz] &: 164,8; 164,1; 149,8; 148,3; 132,4; 131,1; 127,7; 124,2;
122,2; 120,2; 114,1; 55,7; 33,8; 24,1; 16,0 (MESQUITA et al., 2018).
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‘0 - 16 ) 2-Nitrobenzoato de 5-Isopropil-2-metilfenila (1h): dleo
A Oﬁ%’c@” amarelo; 63%. EM (m/z): 299 (17%), 165 (19%), 150
) 6 b Ngz (100%). RMN de 'H [CDCIs, 400 MHz] &: 8,00 (1H,dd, J
° =7,9; 1,2 Hz, H17); 7,91 (1H,dd, J = 7,5; 1,5 Hz, H14);
fe " 7,75 (1H, td, J = 7,5; 1,5 Hz, H16); 7,70 (1H, td, J = 7,7;
1,5 Hz, H15); 7,18 (1H, d, J = 8,3 Hz, H3); 7,09-7,05 (2H, m, H4 e H6); 2,91 (1H,
hept, J = 6,9 Hz, H7); 2,18 (3H, s, H10); 1,26 (6H, d, J = 6,9 Hz, H8 e H9); Lit.:
RMN de 'H [CDCIs, 300 MHz] &: Molécula inédita. RMN de '3C [CDCIls, 125
MHz] &: 163,7 (C11), 148,9 (C1), 148,4 (C12), 148,2 (C13); 133,1 (C16); 132,1
(C15); 131,0 (C3); 130,1 (C14); 127,4 (C5); 127,2 (C2); 124,6 (C4); 124,2 (C17);
119,4 (CB); 33,6 (C7); 24,2 (C8 e C9); 16,0 (C10); Lit.: RMN de '3C [CDCls,
75.12 MHz] &: Molécula inédita.

8

o - 16 . 3-Nitrobenzoato de 5-Isopropil-2-metilfenila (1i):

1 O\H/@ sélido branco; 70%. Pf: 58-59°C EM (m/z): 299 (43%),

j o I N9 984 (13%), 150 (100%). RMN de 'H [CDCls, 400 MHz]

8 | . 5:9,05 (1H, t, J = 1,9 Hz, H13); 8,54 (1H, d, J = 8,0 Hz,

H15): 8,51 (1H, ddd, J = 8,0; 1,9 Hz, H17); 7.74 (1H, t,

J=8,0 Hz, H16); 7,22 (1H, d, J = 7,8 Hz, H3); 7,10 (1H, dd, J = 7,8; 1,6 Hz, H4);

7.00 (1H, d, J = 1,6 Hz, H6); 2,97-2,86 (1H, hept, J = 6,9 Hz, H7); 2,20 (3H, s,

H10); 1,26 (6H, d, J = 6,9 Hz, H8 e H9); Lit.: RMN de "H [CDCls, 300 MHz] 5:

Molécula inédita. RMN de 13C [CDCls, 125 MHz] &: 162,8 (C11), 149,1 (C1),

148,4 (C12); 1357 (C15); 1314 (C3); 131,1 (C16); 129,9 (C5); 127,9 (C17);

127,1 (C2); 125,1 (C13); 124,8 (C4); 119,5 (C6); 33,7 (C7); 23,9 (C8 e C9); 16,0
(C10); Lit.: RMN de *C [CDCls, 75.12 MHz] &: Molécula inédita.

Acetato de 5-Isopropil-2-metilfenila (2): 6leo amarelo; 70%.

, ) 0\1[]1/12 EM (m/z): 192 (31%), 150 (60%), 135 (100%). RMN de 'H
. 6 O [CDCIs, 400 MHz] &: 7,15 (1H, d, J = 7,8 Hz, H3); 7,02 (1H, dd,
° J=178; 1,7 Hz, H4); 6,86 (1H, d, J = 1,7 Hz, H6); 2,88 (1H,

; ’ hept, J =6,9 Hz, H7); 2,32 (3H, s, H12); 2,15 (3H, s, H10); 1,24
(6H, d, J = 6,9 Hz, H8 e HY9); Lit.: RMN de 'H [CDCls, 300 MHz] &: 7,11 (1H, d,
J=17,5Hz); 6,83 (1H, d, J = 7,5 Hz); 6,74 (1H, s); 2,89-2,91 (1H, m); 2,32 (3H,
s); 2,23 (3H, s); 1,24 (6H, d, J = 7,1 Hz) (ALOKAM et al., 2014). RMN de 3C
[CDCI3, 125 MHZz] &: 169,3 (C11), 149,3 (C1), 148,1 (C5), 130,9 (C2), 127.4 (CH-

10

8
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Ar), 127,3 (CH-Ar), 119,8 (CH-Ar), 33,7 (C-7), 24,2 (C8 eC9), 20.7 (C12), 15,6
(C10); Lit.: RMN de 3C [CDCls, 75.12 MHz] &: 169,7 (C11), 147,8 (C1), 136,9
(C5), 136,3 (C2), 127,0 (CH-Ar), 126,4 (CH-Ar), 122,6 (CH-Ar), 27,0 (C7), 25,4
(C12), 22,9 (C8 e C9), 20,8 (C10), (MYANGAR; PATEL, 2014).

5.4 METODO GERAL PARA OBTENGCAO DOS DERIVADOS 1A; 1J E 3.

Em um baldo de 25 mL de fundo redondo, sob atmosfera inerte,
suspendeu-se 0,15 g do acido carboxilico correspondente (3,0 eq) em 2,5 mL de
diclorometano. Entdo, adicionou-se ao meio, o cloreto de tionila (9,0 eq), e 3
gotas de N,N’-dimetilformamida (DMF). Essa mistura reacional foi mantida sob
atmosfera inerte e agitacdo magnética constante por uma hora. Apds esse
periodo, o excesso de solvente foi removido em um evaporador rotatério (BISPO
et al.,, 2012). Entdo, ressolubilizou-se o material formado em 2,5 mL de
diclorometano e, em seguida, adicionou-se 0,039 g de carvacrol (0,263 mmol,
1,0 eq) e 0,15 mL de trietilamina (1,08 mmol, 4 eq). A mistura reacional foi
mantida sob refluxo e agitagcdo magnética por 3 horas, sendo o término da reacao
foi monitorado por CCD (elutente acetato de etila/hexano 8:2, revelador: uv e
vanilina sulfurica). Apdés o término da reagao, evaporou-se o0 solvente em um
evaporador rotatoério. Em seguida, neutralizou-se o meio reacional por meio da
adicdo de 10 mL de uma solugcdo de NaHCOs a 1% (p/v), entado, realizou-se
extragdes com diclorometano (3 x 15 mL). As fases organicas foram reunidas,
secas com sulfato de sédio anidro e evaporadas a pressao reduzida. Os produtos
obtidos foram devidamente purificados por cromatografia em coluna com

sistema de eluicdo de gradiente hexano/acetato de etila (ALOKAM et al., 2014).

Benzoato de 5-lsopropil-2-metilfenila (1a): liquido
incolor; 21%. EM (m/z):N&o foi realizado até o momento.
RMN de 'H [CDCls, 400 MHz] &: 8,22 (2H, d, J = 7,4 Hz
H13 e H17); 7,63 (1H, t, J = 7,4 Hz, H15); 7,51 (2H, t, J =
7,7 Hz, H14 e H16); 7,19 (1H, d, J = 7,8 Hz, H3); 7,05 (1H,
d, J=7,8Hz, H4), 7,00 (1H, s, H6); 2,90 (1H, hept, J = 6,9 Hz, H7); 2,19 (3H, s,
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H10); 1,25 (6H, d, J = 6,9 Hz, H8 e H9): Lit.: RMN de 'H [CDCls, 500 MHz] 5:
8,23 (2H, d, J = 7,4 HzH13 e H17); 7,65 (1H, t, J = 7,5 Hz, H15); 7,52 (2H, t, J =
7,5 Hz, H14 e H16); 7,20 (1H, d, J = 8,0 Hz, H3); 7,06 (1H, d, J = 8,0 Hz, H4),
7,0 (1H, s, H6): 2,89-2,92 (1H, m, H7); 2,19 (3H, s, H10); 1,26 (6H, d, J = 6,9 Hz,
H8 e H9), (MYANGAR; PATEL, 2014). RMN de '3C [CDCls, 100 MHz] &:
164,9(C=0), 149,5 (C-Ar), 148,2 (C-Ar), 136,5 (C-Ar), 130,9 (C-Ar), 130,2 (C-Ar),
129,7 (C-Ar), 128,6 (C-Ar), 127,4 (C-Ar), 124,2 (C-Ar), 119,9 (C-Ar), 33,7 (CH),
23,9 (2xCHa), 16,0 (CH3); Lit.: RMN de *3C [CDCls, 125 MHz] 5:165,4 (C=0),
148,1 (C-Ar), 137,2 (C-Ar), 136,7 (C-Ar), 133,5 (C-Ar), 130,1 (2 x CH-Ar), 129,6
(CH-Ar), 128,6 (2 x CH-Ar), 127,2 (CH-Ar), 126,5 (CH-Ar), 122,9 (CH-Ar), 27,3
(CH), 23,1 (2xCHs), 20,9 (CH3) (MYANGAR; PATEL, 2014).

16 4-Nitrobenzoato de 5-lsopropil-2-metilfenila (1j):

10 5 NO»

o @ solido branco; 34%. Pf: 50-51°C; EM (m/z): no

j ] 012 13 realizado até o momento. RMN de 'H [CDCls, 400
5 y MHz] &: 8,40-8,34 (4H, m, H13, H17; H14 e H16); 7,20
"o (1H, d, J = 7,8 Hz, H3); 7,08 (1H, dd, J = 7,8; 1,6 Hz,
H4): 6,99 (1H, d, J = 1,6 Hz, H6); 2,89 (1H, hept, J = 6,9 Hz, H7); 2,17 (3H, s,
H10): 1,24 (6H, d, J = 6,9 Hz, H8 e H9); Lit.: RMN de 'H [CDCls, 300 MHz] &:
8.40 (2H, d, J = 9.1Hz), 8.37 (2H, d, J = 8.6Hz), 7.23 (1H, d, J = 7.8Hz), 7.11 (1H,
dd, J=6.5; 1,4Hz), 2.93 (1H, m), 7.02 (1H, s), 2.21 (3H, s), 1.27 (6H, d, J = 1.6Hz)
(MESQUITA et al., 2018). RMN de '3C [CDCls, 75 MHz] &: 163,0 (C11), 150,9
(C15), 149,1 (C1), 148,4 (C12); 135,0 (C5); 131,3 (C13 e C17); 131,1 (C3); 127,0
(C2); 124,7 (C4); 123,7 (C14 e C16); 119,5 (C6); 33,7 (C7); 23,9 (C8 e C9); 15,8
(C10); Lit.: RMN de '3C [CDCls, 75.12 MHz] &: 163,2; 151,1; 149,3; 148,6; 135,2;
131,4; 131,3; 127,2; 124,9; 123,9; 119,8; 33,8; 24,1; 16,0 (MESQUITA et al.,

2018).

8

18 Cinamato de 5-isopropil-2-metilfenila (3): solido

10
) 12 """ branco; 67% Pf: 64-65°C; Lit: ndo caracterizado no

1 Ol X 16

1315 artigo (NIKUMBH; TARE; MAHULIKAR, 2003). EM
(m/z): Nao foi realizado até o momento. RMN de 'H
[CDCIs, 400 MHZz] &: 7,88 (1H, d, J = 16,0 Hz, H12);

7,62-7,57 (2H, m, H15 e H19); 7,44-7,40 (3H, m, H16, H18 e HB); 7,16 (1H, d, J
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=7,8 Hz, H3); 7,02 (1H, dd, J = 7,8; 1,8 Hz, H17); 6,93 (1H, d, J = 1,7 Hz, H4);
6,65 (1H,d, J= 16,0 Hz, H13); 2,88 (1H,hept, J = 6,9 Hz, H7); 2,16 (3H, s, H10);
1,23 (6H, d, J = 6,9 Hz, H8 e H9). Lit.: RMN de 'H [CDClIs, 300 MHz] &: ndo
caracterizado no artigo (NIKUMBH; TARE; MAHULIKAR, 2003). RMN de '3C
[CDCI3, 125 MHZz] &: 165,2 (C11); 149,3 (C1); 148,2 (C14); 146,4 (C12); 134,2
(C5); 130,9 (C3); 130,6 (C6); 129,0 (C18 e C16); 128,3 (C15 e C19); 127,3 (C2);
124,1 (C17); 119,9 (C4); 117,3 (C13); 33,7 (C7); 23,9 (C8 e C9); 16,0 (C10). Lit.:
RMN de 3C [CDCIs, 75.12 MHz] &: ndo caracterizado no artigo (NIKUMBH;
TARE; MAHULIKAR, 2003).

5.5 METODO GERAL PARA OBTENCAO DO DERIVADO ESTER DO CARVACROL 1D.

Em um baldo de fundo redondo de 25 mL, solubilizou-se o acido 4-
clorobenzéico (49 mg, 1,2 eq), EDC (75 mg, 1,5 eq), carvacrol (39 mg, 1 eq) e
DMAP (95,5 mg, 1,5 eq) em 5,0 mL de acetonitrila, previamente tratada. A
mistura de reacdo permaneceu sob constante agitacdo magnética e refluxo,
sendo acompanhada por CCD, onde utilizou-se como eluente a mistura
hexano/acetato de etila 8:2. Logo apds, o solvente foi removido sob pressao
reduzida. O residuo foi dissolvido em éter dietilico (10 mL) e a solugao foi lavada
com uma solugdo de HCI 3M (2 x 10 mL), seguida de solugdo saturada de
bicarbonato de sddio (2 x 10 mL) e de uma solucao saturada de cloreto de sédio
(10 mL). A camada organica foi seca com MgSOa4 anidro e filtrada, sendo o
solvente removido sob pressao reduzida para produzir o éster correspondente
(LUTJEN et al., 2018).

4-Clorobenzoato de 5-lsopropil-2-metilfenila (1d):
6leo incolor; 6%. RMN de 'H [CDCIs, 400 MHZz] &: 8,21
(2H, dt, J =8,6; 18 HzH13 e H17); 7,42 (2H, dt, J = 8,6;
18 Hz H14 e H16); 7,12 (1H, d, J = 7,8 Hz, H3); 6,99
(1H,dd, J=7,8;1,7 Hz, H4); 6,91 (1H, d, J = 1,7 Hz, H6);
2,83 (1H, hept, J = 6,9 Hz, H7); 2,10 (3H, s, H10); 1,18 (6H,d, J =6,9 Hz, H8 e
H9); Lit.: RMN de 'H [CDCls, 300 MHZz] &: 8.32 (2H, d, J = 7.7Hz), 7.51 (2H, d,
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J=7.7Hz), 7.21 (1H, d, J = 7.7Hz), 7.08 (1H, d, J = 7.8Hz), 7.01 (1H, s), 2.92
(1H, s), 2.20 (3H, s), 1.27 (6H, d, J = 6.9Hz) (MESQUITA et al., 2018). RMN de
13C [CDCls, 100 MHz] &: 140,1 (C11), 149,3 (C1), 148,2 (C15), 140,0 (C12);
131,5 (C13 e C17); 131,0 (C3); 128,9 (C14 e C16); 128,0 (C5); 127,2 (C2); 124,4
(C4); 119,7 (C6); 33,7 (C7); 23,9 (C8 e C9); 16,0 (C10); Lit.: RMN de 13C [CDCls,
75 MHz] 5: 164,2; 149,5; 131,7; 131,2; 129,2; 128,5; 127,5; 124,5; 120,0; 33,8;
24.1; 16,0 (MESQUITA et al., 2018).

5.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICOBATERIANA (FRANZBLAU et al.,
1998)

Os testes de atividade antimicobacteriana foram realizados sob
responsabilidade da pesquisadora Maria Cristina da Silva Lourengo no
Departamento de Bacteriologia do Instituto Nacional de Infectologia Evandro
Chagas (INI/FIOCRUZ - Rio de Janeiro).

A cepa de Mycobacterium tuberculosis H37Rv ATCC 27294
(American Type Culture Collection, Rockville, Md.) foi subcultivada no agar
Middlebrook 7H10 (Becton Dickinson Microbiology Systems, Cockeysville, Md.).
A suspenséo foi preparada em 0,02% (v/v) de Tween 80 e 0,2% de albumina de
soro bovino (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo.) e ajustada a uma turbidez
correspondente a 1,0 da escala de McFarland. Posteriormente, a mistura foi
diluida 1:25 em caldo 7H9GC (base de caldo Middlebrook 7H9) e casitona (Difco,
Detroit, Michigan). As solugdes dos compostos foram diluidas em meio 7H9GC
até duas vezes o maximo da concentragao final desejada no teste, antes da
adicdo as microplacas. Subsequentemente, foram adicionados 200 pyL de agua
deionizada e esterilizada em todo o perimetro exterior das placas de micropogos
esterilizados (Nunclon™; Nunc A/S, Roskilde, Denmark), a fim de minimizar a
evaporacgao do meio durante o periodo de incubacgao dos testes. As microplacas
contendo 96 pocos foram organizadas pelas linhas B a G, com colunas
numeradas de 2 a 11, para receber 100 yL de meio 7H9GC. Em seguida, 100
ML de solugao dos compostos teste foram adicionados nos pogos das linhas B a
G, nas colunas 2 e 3, utilizando uma pipeta de multicanal, sendo o conteudo de
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cada pogco homogeneizado posteriormente. As diluicées idénticas de 1:2 em
série foram realizadas através das colunas restantes (exceto a coluna 11). Os

intervalos de concentragéo final de composto foram de 100 a 3,2 ug mL-".

A inoculagao do M. tuberculosis foi realizada através da adicao de
100 uL de inéculo aos pogos nas filas B a G nas colunas 2 a 11 utilizando uma
pipeta de repeticédo, originando um volume final de 200 uL por pogo. As placas
(realizadas em triplicata) foram na sequéncia seladas com Parafim® e
incubadas a 37 °C durante 5 dias. O reagente de Alamar Blue e 10% de Tween
80 foram adicionados a coluna B11 (controle de viabilidade celular) e as placas
reincubadas a 37 °C por 24h. Se o po¢o B11 adquiriu a coloragao rosa, a mistura
do reagente foi adicionada a todos os pogos restantes das microplacas, sendo
novamente vedadas com Parafilm® e incubadas durante mais 24 ha 37° C. Apos
este periodo, as cores de todos os pogos foram registradas. A concentragéo
inibitéria minima (CIM) foi definida como a menor concentracéo de substancia-

teste que impediu uma mudancga de cor de azul para rosa.
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APENDICES

APENDICE A: Espectros de massas e RMN de 'H (400 MHz, CDClz), '3C (100
MHz, CDCIs), DEPT-135, DEPT-90 e HSQC dos derivados 1a-j; 2 e 3.

Figura A1. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCI3) da substancia 1a.
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ancia 1b.

~

Figura A3. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCI3) da subst
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Figura A4. Espectro de RMN de '3C (100 MHz, CDCIz) da subst
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Figura A5. Espectro de DEPT135 da substéancia 1b.
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Figura A6. Espectro de DEPT-90 da substancia 1b.
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Figura A7. Espectro de HSQC da substéancia 1b.
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Figura A8. Espectro de massas do composto 1b por espectrémetro de massas

acoplado a cromatografia gasosa (CG-EM).
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Figura A9. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCI3) da subst
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Figura A11. Espectro de DEPT-135 da substancia 1c.
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Figura A13. Espectro de HSQC da substéancia 1c.
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Figura A14. Espectro de massas da substancia 1¢ por espectrometro de massas

acoplado a cromatografia gasosa (CG-EM).

LE "
&
=
0
a0 M m/z = 288 m/z = 139
b 2

h 13
D' I".1?9"'"'"'I""""''I""""'I""""'

100 il 00 400 il




105

Figura A16. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) da substancia 1d.
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Figura A18. Espectro de DEPT-135 da substancia 1d.
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Figura A19. Espectro de DEPT-90 da substancia 1d.
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Figura A20. Espectro de HSQC da substancia 1d.
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Figura A22. Espectro de RMN de '3C (100 MHz, CDCI3) da substancia 1e.
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Figura A23. Espectro de DEPT-90 da substancia 1e.
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Figura A26 . Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) da substancia 1f.
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Figura A27. Espectro de RMN de '3C (100 MHz, CDCI3) da substancia 1f.

s v mm wAmEmT@AmO
[ o+ — G D g 04— oA @ o n —
+ g ov o OO0 M T 0 oo =t s a o
@ T T MMl A m m m w0
- - — = v—<v—<v—<v—<v—<v—<v—<__U L m ™ —
[ N N | | |

o o m ™ = o [ - o

@& © 3 & i o

co o = - oi Sa =

m m N %] ol ~ o~ —

a8 4 o o 84 bt

— —130.96
—130.91

LY S

| T T
131.1  131.0 130.9 130.8 130.7 130.6 130.5
| i 1 (ppm)
L )
T T T T T T T T T T T T T T T T
132 130 128 126 124 122 120 118 116 114
f1 (ppm)
| |
| ]
|
|
1 |
’ ‘
—Y— T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 a0 70 60 50 40 30 20 10 0 -10
f1 (ppm)

Figura A28. Espectro de DEPT-135 da substancia 1f.
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Figura A29. Espectro de DEPT-90 da substancia 1f.
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Figura A30. Espectro de HSQC da substancia 1f.

ik

N

novid MFB_peav08
HSOC_COCIG_ 288k BAD
1/ Cn Fabneio

[l
i

l..l..
F1 [ppm]

.
40

LI B s e
100 B0

T
120

L
140

0 F2 [ppm]




113

m/z =135

ot
_ |
(@] (@]
m/z = 284
3

(0]

oo -

o

500

400

200

15

[E 17
3
g

B3

ol | ,‘l 1 ‘

Figura A31. Espectro de massas da substéancia 1f por espectrémetro de massas

acoplado a cromatografia gasosa (CG-EM).

Figura A32. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) da substancia 1g.
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Figura A33. Espectro de RMN de 3C (100 MHz, CDCIs3) da substancia 1g.
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Figura A34. Espectro de DEPT-135 da substancia 1g.
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Figura A35. Espectro de DEPT-90 da substancia 1g.

115

ﬂﬂﬂﬂﬂ

|

33.75

—r 77—
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60

R T

50 40 30 20 10 0 10
f1 (ppm)
Figura A36. Espectro de HSQC da substancia 1g.
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Figura A37. Espectro de massas da substancia 1g por espectrometro de massas

acoplado a cromatografia gasosa (CG-EM).
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Figura A38. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) da substancia 1h.
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Figura A39. Espectro de RMN de 3C (100 MHz, CDCIs3) da substancia 1h.
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Figura A40. Espectro de DEPT-135 da substancia 1h.
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Figura A41. Espectro de DEPT-90 da substancia 1h.
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Figura A42. Espectro de HSQC da substancia 1h.
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Figura A43. Espectro de massas da substancia 1h por espectrdbmetro de massas

acoplado a cromatografia gasosa (CG-EM).

Figura A44. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCI3) da substancia 1i.
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Figura A45. Espectro de RMN de '3C (100 MHz, CDCI3) da substancia 1i.
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Figura A46. Espectro de DEPT-135 da substancia 1i.
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Figura A47. Espectro de DEPT-90 da substancia 1i.
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Figura A49. Espectro de massas da substancia 1i por espectrémetro de massas

acoplado a cromatografia gasosa (CG-EM).
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Figura A50. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCIz) da substancia 1j.
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Figura A51. Espectro de RMN de '3C (100 MHz, CDCI3) da substancia 1j.

cIpE'sT—
POCE'EC—

BEEL'EE—

9855'6TT
mmhh,mmﬂ/
FEEL PTT~:
SLS0'E2T—
SEST'TET
mmhm,ﬂmﬂw

£ 00'SET
ST8F 8P,

TZOT 6bT—
voﬂm,omﬂ.\

T9LO'E3T —

9855 61T — -
4

ESLLETT— -

PEEL PET— —

SL50°LET— —

SEST'TET~, _ _

98Lz TET

bb00"SET— —
3

ST8b"8HT— ——

TZaT 6P

FOTE 0ST~ -

T90°€9T— ]

10

130 125 120
60 50 40 30 20

70

140 135
f1 (ppm)
110 100 90

f1 (ppm)

145
120

160 155 150
180 170 160 150 140 130

190

165

200

210

Figura A52. Espectro de DEPT-135 da substancia 1j.
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Figura A53. Espectro de DEPT-90 da substancia 1j.
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Figura A54. Espectro de HSQC da substancia 1j.
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Figura A55. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) da substancia 2.
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Figura A56. Espectro de RMN de '3C (100 MHz, CDCl3) da subst
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Figura A57. Espectro de DEPT-135 da substancia 2.
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Figura A58. Espectro de massas da substancia 2 por espectrdbmetro de massas

acoplado a cromatografia gasosa (CG-EM).
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Figura A59. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) da subst
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Figura A60. Espectro de RMN de '3C (100 MHz, CDCl3) da subst
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Figura A61. Espectro de DEPT-135 da substancia 3.
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Figura A62. Espectro de DEPT-90 da substancia 3.
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