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RESUMO

SOUZA, Laura Irthes Gongalves de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
fevereiro de 2024. Sintese de ésteres derivados do eugenol e avaliacao de suas

atividades leishmanicida e fungicida. Orientador: Rébson Ricardo Teixeira.

O eugenol é uma substancia de origem natural que possui diversas atividades
bioldgicas, incluindo propriedades fungicida e leishmanicida. Este estudo descreve a
sintese de ésteres derivados do eugenol e a avaliagdo de suas atividades fungicida
e leishmanicida. A reacédo de esterificacdo de Steglich entre o eugenol e diferentes
acidos carboxilicos foi empregada na preparacdao de vinte e dois ésteres. Os
derivados foram obtidos com rendimentos variando entre 36% e 97% e
caracterizados por meio das espectroscopias no infravermelho e de ressonancia
magneética nuclear de hidrogénio-1 e carbono-13. A atividade fungicida dos ésteres
sintetizados foi avaliada em relagdo a espécie fitopatogénica Fusarium oxysporum,
causadora da fusariose. Entre os vinte e dois ésteres sintetizados, nove
demonstraram significativa capacidade de inibir o crescimento micelial da espécie
fungica. Dentre os ésteres apresentaram atividade fungicida, destacam-se os
compostos 4-metilbenzoato de 4-alil-2-metoxifenila (3k) e 2-fluorobenzoato de 4-alil-
2-metoxifenila (3p) como os mais eficazes em inibir o crescimento micelial,
superando o proprio eugenol. A atividade leishmanicida dos ésteres foi avaliada
contra as espécies Leishmania amazonensis, Leishmania braziliensis (causadoras
da leishmaniose cutdnea) e Leishmania infantum (causadora da leishmaniose
visceral). Dezoito ésteres apresentaram atividade leishmanicida contra o parasito L.
amazonensis, sendo que treze demonstraram atividade superior a apresentada pelo
eugenol, e quatro superiores a anfotericina B, farmaco utilizado para o tratamento da
leishmaniose. No que diz respeito a espécie L. braziliensis, dezoito ésteres foram
ativos contra o parasito, e dezessete apresentaram atividade inibitéria superior a do
eugenol. Dentre esses compostos, doze tiveram atividade inibitéria duas vezes
superior aquela exibida pelo eugenol. Todos os ésteres foram eficazes em inibir o
crescimento dos parasitos da espécie L. infantum. Dezessete dos vinte e dois
compostos avaliados apresentaram atividade inibitoria superior a 50%, e treze foram

mais eficazes que o eugenol.



Os compostos 2-metilbenzoato de 4-alil-2-metoxifenila (3j) e 2-metoxibenzoato de 4-
alil-2-metoxifenila (3r) foram os mais efetivos contra as trés espécies de parasitos
avaliadas. Os resultados encontrados neste trabalho apontam para a utilidade dos
ésteres derivados do eugenol como substancias promissoras no desenvolvimento e
pesquisa de novos agentes bioativos para o controle de fungos, bem como para o

tratamento das leishmanioses.

Palavras-chave: Eugenol. Esteres. Fungicida. Leishmanicida. Esterificacdo de
Steglich.



ABSTRACT

SOUZA, Laura Irthes Gongalves de, M.Sc., Federal University of Vigosa, February,
2024. Synthesis of esters derived from eugenol and evaluation of their

leishmanicidal and fungicidal activities. Adviser: Rébson Ricardo Teixeira.

Eugenol is a naturally occurring substance with diverse biological activities, including
fungicidal and leishmanicidal properties. This study describes the synthesis of esters
derived from eugenol and the evaluation of their fungicidal and leishmanicidal
activities. The Steglich esterification reaction between eugenol and different
carboxylic acids was employed in the preparation of twenty-two esters. The
derivatives were obtained with vyields ranging from 36% to 97% and were
characterized through infrared spectroscopy and nuclear magnetic resonance of
hydrogen-1 and carbon-13. The fungicidal activity of the synthesized esters was
assessed against the phytopathogenic species Fusarium oxysporum, the causative
agent of fusariosis. Among the twenty-two synthesized esters, nine demonstrated a
significant capacity to inhibit the mycelial growth of the fungal species. Among the
esters that showed fungicidal activity, the compounds 4-allyl-2-methoxyphenyl 4-
methylbenzoate (3k) 4-allyl-2-methoxyphenyl 2-fluorobenzoate (3p) standing out as
the most effective in inhibiting mycelial growth, surpassing eugenol itself. The
leishmanicidal activity of the esters was evaluated against the species Leishmania
amazonensis, Leishmania braziliensis (causative agents of cutaneous
leishmaniasis), and Leishmania infantum (causative agent of visceral leishmaniasis).
Eighteen esters exhibited leishmanicidal activity against the parasite L. amazonensis,
with thirteen showing activity superior to that of eugenol and four surpassing
amphotericin B, a drug used in the treatment of leishmaniasis. Concerning the
species L. braziliensis, eighteen esters were active against the parasite, and
seventeen exhibited inhibitory activity superior to that of eugenol. Among these
compounds, twelve had inhibitory activity twice as high as that exhibited by eugenol.
All esters were effective in inhibiting the growth of parasites of the L. infantum
species. Seventeen out of the twenty-two evaluated compounds showed inhibitory
activity exceeding 50%, with thirteen being more effective than eugenol. The results
of the leishmanicidal activity assays indicated that the compounds 4-allyl-2-
methoxyphenyl  2-methylbenzoate  (3j) and  4-allyl-2-methoxyphenyl  2-



methoxybenzoate (3r) were the most effective against the three evaluated parasite
species. The findings in this study point to the utility of eugenol-derived esters as
promising substances in the development and research of new bioactive agents for

fungal control, as well as for the treatment of leishmaniases.

Keywords: Eugenol. Esters. Fungicide. Leishmanicide. Steglich esterification.
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1 INTRODUCAO

A pesquisa e desenvolvimento de farmacos e agroquimicos € um processo
longo, envolve varias etapas e possui custo elevado. Este laborioso processo tem
inicio com a descoberta de uma substancia bioativa. A estrutura molecular desta
substancia pode ser quimicamente modificada de modo a potencializar sua atividade
bem como suas caracteristicas fisico-quimicas. Considerando o desenvolvimento de
farmacos, testes in vitro sdo conduzidos para avaliar as propriedades biolégicas das
substancias. Os ensaios in vivo estudam a metabolizagcdo da substancia bioativa
bem como investigam a farmacocinética e farmacodinamica nos animais, sendo
considerado o estudo pré-clinico. Na ultima fase do processo, denominada de
estudo clinico, sdo desenvolvidos estudos em humanos, divididos em varias etapas.
Com respeito aos agroquimicos, além dos estudos in vitro, testes sao realizados no
campo com o objetivo de serem obtidas informacdes sobre: os efeitos da substancia
sobre os organismos alvo, comparando com outros tratamentos e produtos ja
existentes no mercado; os estudos toxicolégicos, com a avaliagdo dos aspectos de
seguranca do produto e de seus residuos, visando ao bem-estar dos usuarios do
produto e dos consumidores de alimentos e a reducéo dos impactos ambientais, que
envolvem estudos dos efeitos fisicos e metabdlicos do produto e seus residuos, ao
longo do tempo no solo, agua, flora, fauna e ar (Singh et al, 2023; Sparks e
Lorsbach, 2017; Umetsu e Shirai, 2020; Lamberth et al., 2013; Calixto e Siqueira Jr.,
2008; de Oliveira e Silva e da Costa, 2012 ; Capanema e Palmeira Filho, 2007).

As substancias encontradas em plantas, animais e outros microorganismos,
denominados coletivamente de produtos naturais, sdo uma formidavel fonte de
substancias apresentando uma miriade de bioatividades e que vém sendo
exploradas para o desenvolvimento tanto de farmacos quanto agroquimicos. Os
produtos naturais podem ser utilizados diretamente como farmacos ou agroquimicos
bem como podem ter suas estruturas quimicas modificadas para obtencdo de
substancias bioativas (Calixto, 2019; Newman e Crag, 2020; Atanasov et al., 2021;
Newman, 2023; Duke et al., 2010; Zhang et al., 2023; Loiseleur e Clough, 2017).

O eugenol, 4-alil-2-metoxifenol, € um produto natural que foi isolado pela
primeira vez em 1929 a partir da espécie vegetal Eugenia caryophyllata (=Syzygium
aromaticum) (Zari et al., 2021). Este fenol é encontrado em diversas espécies
vegetais e em diferentes concentragdes sendo a espécie S. aromaticum, comumente
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conhecida como cravo-da-india, aquela na qual o eugenol é encontrado em maior
quantidade (Ulanowska e Olas, 2021). O eugenol € o principal componente (45-90%)
do éleo essencial do botao floral seco do cravo-da-india (Kamatou et al., 2012;
Abdou et al.,2021).

Figura 1 - Estrutura quimica do eugenol.

OH

Eugenol (1)

Fonte - Elaborada pela propria autora.

O eugenol € um importante bloco construtor em sintese organica (Kaufman,
2015) e possui diferentes atividades bioldgicas: antioxidante, anticancer,
antimicrobiana, analgésica, antiinflamatéria, antiviral, leishmanicida e fungicida
(Kamatou et al., 2012; Ulanowska e Olas, 2021; Nisar et al, 2021). Devido as suas
multiplas bioatividades, o eugenol vem sendo explorado na busca de moléculas
bioativas para diversas finalidades, incluindo para o tratamento das leishmanioses e
infecgdes fungicas.

As leishmanioses sdo um grupo de doencas causadas por mais de 20
espécies de protozoarios pertencentes ao género Leishmania. Elas ocorrem em
regides tropicais e subtropicais e caracterizam um dos principais problemas de
saude publica nas Américas, Africa, Oeste e Sudeste da Asia (Burza et al, 2018).
Até o momento, ndo ha vacinas disponiveis para humanos e o tratamento das
leishmanioses € realizado via quimioterapia. Porém, nenhum dos farmacos
disponiveis apresenta resultados totalmente satisfatérios e h& problemas
relacionadas aos seus usos: possuem baixa seletividade, sdo utilizados em
dosagem elevada e por via parenteral, sdao hepatotdxicos, nefrotdxicos e
cardiotéxicos (Blanco e Nascimento-dunior, 2017; Rath et al., 2003; Bastos et al.,
2016). Todos estes problemas mostram a necessidade de se buscar alternativas

para o tratamento das leishmanioses.
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As infeccdes provocadas por fungos em humanos, animais e espécies
vegetais sdo um importante problema a ser enfrentado pela sociedade humana.
Conforme descrito por Rokas (2022), dados recentes sugerem que o 6nus global
anual das doencgas fungicas é enorme; infecgbes superficiais (por exemplo, na pele,
cabelo, unhas e olhos) afetam cerca de um bilhdo de pessoas, infecgcdes mucosas
(por exemplo, oral e vaginal) afetam aproximadamente 135 milhdes, infeccoes
alérgicas afetam cerca de 23,3 milhGes, e infec¢des invasivas crénicas severas e
agudas afetam varios milhdes adicionais de pessoas e tém taxas de mortalidade
extremamente altas. As taxas de mortalidade em certos grupos de pacientes
severamente imunocomprometidos com aspergilose invasiva podem ser tao altas
quanto 50%. As doencgas fungicas sao responsaveis por mais de 1,7 milhdo de
mortes anualmente, uma taxa comparavel a da tuberculose e mais de trés vezes
maior do que a da malaria (Kainz et al., 2020).

Na agricultura os fungos também representam um importante problema.
Stukenbrock e Gurr (2023) descrevem que centenas de doengas fungicas afetam os
168 cultivos listados como importantes na nutricdo humana pela Organizacdo das
Nacdes Unidas para Alimentagcdo e Agricultura (FAO). Apesar da pulverizacédo
generalizada de fungicidas e do plantio de cultivares criados para serem mais
resilientes a doencas, os agricultores em todo o mundo perdem entre 10% e 23% de
suas safras para doengas fungicas a cada ano, com mais 10—20% de perdas pos-
colheita. Na verdade, os cinco cultivos de calorias mais importantes - arroz, trigo,
milho, soja e batata - podem ser afetados pelo fungo do arroz, ferrugem do trigo,
carvao do milho, ferrugem da soja e a doenca da batata conhecida como mildio
tardio (causada por um oomiceto), respectivamente. As perdas causadas por esses
fungos equivalem a alimentos suficientes para fornecer de 600 milhdes a 4 bilhdes
de pessoas com 2.000 calorias todos os dias por um ano. Tais perdas
provavelmente aumentardo em um mundo em aquecimento.

Outro aspecto a ser considerado é que os fungos, sejam aqueles que
acometem humanos e animais, sejam aqueles que acometem plantas, podem
adquirir resisténcia aos fungicidas disponiveis comercialmente. Os problemas
descritos mostram a necessidade de pesquisas e desenvolvimento de principios
ativos para o tratamento de infeccbes devido aos fungos (Stukenbrock e Gurr, 2023).
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Considerando as premissas e a demanda por novos candidatos a
medicamentos para o tratamento de leishmaniose e novos fungicidas para o controle
de microorganismos fitopatogénicos, este trabalho teve como finalidade sintetizar
uma série de ésteres derivados de eugenol e avaliar a atividade bioldgica
desempenhada por estes compostos frente a espécies de parasitos do género
Leishmania bem como frente a espécies fitopatogénicas Fusarium oxysporum.

17



2 OBJETIVOS
2.1 Geral

Sintetizar uma série de ésteres derivados do eugenol e avaliar suas

atividades fungicida e leishmanicida.

2.2 Especificos

Sintetizar, purificar e caracterizar por meio das técnicas espectroscopia no
infravermelho e espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) de
'H e 3C uma série de ésteres derivados de eugenol;

Avaliar a atividade leishmanicida dos ésteres derivados do eugenol
sintetizados frente formas promastigota das espécies Leishmania
amazonensis, Leishmanaia braziliensis e Leishmania infantum.

Avaliar a atividade fungicida dos ésteres derivados do eugenol sintetizados
frente a espécie fitopatogénica Fusarium oxysporum causadora da fusariose

em cultivares de bananeira.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Doencas negligenciadas

Sao conhecidas como doengas negligenciadas o grupo de doengas
infecciosas tropicais, que engloba infec¢cdes causadas por protozoarios, virus,
bactérias ou helmintos (Beyrer et al., 2007), bem como infecgcdes respiratdrias
agudas e diarreia que acometem criangcas (Molyneux, 2004). Essas doencas
manifestam-se em regides tropicais e subtropicais do planeta Terra, afetando
principalmente pessoas em condigbes de vulnerabilidade social (Anversa et al.,
2018).

As doencas negligenciadas constituem um grave problema de saude publica
global, afetadas por multiplos fatores que sustentam sua prevaléncia. Entre eles,
destacam-se a dificuldade no acesso a medicamentos adequados e obstaculos
politicos. Tais condicdes afetam predominantemente nacdes subdesenvolvidas,
enquanto em paises desenvolvidos, 0s casos sao raros, contribuindo para um menor
interesse da comunidade cientifica na investigacdo de tratamentos eficazes para
essas enfermidades (Beyer et al., 2007).

Dados da Organizacdo Mundial da Saude e do Ministério de Saude do Brasil
indicam que as doengas negligenciadas de maior relevancia em territorio nacional
sdo as leishmanioses, a doenga de Chagas, esquistossomose, raiva, hanseniase,
dengue, filariose linfatica, oncocercose e tracoma. Essas enfermidades predominam
em regides mais pobres e com condicdes precarias de saneamento basico (Anversa
et al., 2018).

3.2 Leishmaniose

As leishmanioses constituem um grupo de doencas infecciosas nao
contagiosas causadas por mais de 20 protozoarios do género Leishmania,
transmitidos pela picada de um vetor contaminado (Anversa et al, 2018; Burza;
Croft; Boelaert, 2018; De Almeida et al., 2016; Fiocruz, 2022; Sasidharn e Saudagar,
2021).

Os vetores da doenca sdo as fémeas infectadas de insetos hematéfagos
flebotomineos, popularmente conhecidos como mosquito-palha, birigui, entre outros,
dependendo da localidade (Fiocruz, 2022).
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A transmissao do parasito (Figura 2) ocorre pela picada do vetor infectado. O
inseto, portador da forma promastigota do protozoario, deposita-o na pele do
mamifero hospedeiro. A forma promastigota do protozoario é entdo fagocitada pelos
macréfagos do hospedeiro, transformando-se na forma amastigota, multiplicando-se
até a ruptura do macroéfago. Quando a fémea do vetor pica um hospedeiro infectado,
ela ingere macréfagos contaminados com a forma amastigota, que se rompem no
organismo do inseto e transformando-se na forma promastigota no intestino do vetor
(de Almeida, 2016).

Figura 2 - Ciclo de transmissao das leishmanioses.
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As leishmanioses podem afetar tanto humanos quanto outros animais,
apresentando uma variedade de sintomas que dependem da espécie do protozoario
causador da doenca (Anversa et al., 2018; Burza, Croft, Boelaert, 2018; de Almeida
et al., 2016; Fiocruz, 2022; Sasidharn e Saudagar, 2021).

Estas patologias podem se manifestar clinicamente de diversas formas,
incluindo a leishmaniose cutanea (LC), que afeta a pele e mucosas, a leishmaniose
visceral (LV), também conhecida como calazar, manifestada nos 6rgaos internos, e
a leishmaniose mucocutanea (LMC), que atinge as mucosas. Embora seja passivel
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de cura, quando nao tratada, a leishmaniose visceral pode ser fatal (Anversa et al.,
2018; Burza, Croft, Boelaert, 2018; Fiocruz, 2022).

As leishmanioses representam um dos importantes problemas de saude
publica nas Américas, Africa e Oeste e Sudeste Asiatico. De acordo com a
Organizagdo Mundial da Saude (OMS), em 2018, mais de 80 paises foram
considerados endémicos ou ja haviam registrado casos de leishmaniose cutanea (92
paises) e leishmaniose visceral (83 paises). Atualmente, mais de um bilh&o de
pessoas residem em areas endémicas para as doengas, estando suscetiveis a
infeccdo. Estima-se que entre 700 mil e 1 milhdo de novos casos de leishmaniose
surjam a cada ano. (OMS, 2023). A distribuicao geografica dos paises endémicos de

leishmaniose visceral e cutanea é apresentada na Figura 3.

Figura 3 - Distribuicdo geogréfica da LV e LC no mundo.
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O Brasil destaca-se como um ponto critico epidemiolégico da leishmaniose
visceral no continente americano, respondendo por 16% do total de novos casos da
doenca registrados pela OMS (Fiocruz, 2022; OMS, 2022).

A leishmaniose visceral € endémica em mais de dezenove estados brasileiros
com a incidéncia de casos confirmados concentrando-se principalmente na regiao
nordeste (de Azevedo, Lorenz, Chiaravalloti-Neto, 2019). Diversos fatores sao
apontados como responsaveis pelos elevados indices da doenga no pais, incluindo
urbanizagdo e mudangas ambientais (de Lima et al., 2021). Conforme evidenciado
na Figura 4, as regides destacadas em vermelho apresentam maior incidéncia de
leishmaniose, sendo possivel relacionar essas marcagdes com regides que

apresentam temperaturas mais elevadas.

Figura 4 — Incidéncia da LV no Brasil de 2001 a 2017.
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As leishmanioses estédo presentes em todos os estados brasileiros e existe o
tratamento oferecido pelo Sistema Unico de Salde (SUS). Porém, é comum o
diagnéstico tardio da leishmaniose, o que torna o tratamento da enfermidade mais
dificil (Fiocruz, 2022; OMS, 2022).

Atualmente, ndo ha vacinas disponiveis para prevenir as leishmanioses em
humanos (Fiocruz, 2022). O tratamento da doenca baseia-se em medicamentos
desenvolvidos ha mais de oitenta anos. Dentre eles, o antimonial pentavalente,
como o antimoniato de meglumina (Glucantime) (Figura 5-a), tem sido empregado
como agente quimioterapico desde a década de 1940. No entanto, seu uso pode
acarretar efeitos adversos significativos, incluindo hepatotoxicidade e
cardiotoxicidade. Além disso, observou-se um aumento nos casos de resisténcia a
este medicamento e outros da mesma classe (de Almeida, 2016). Outros
medicamentos que podem ser empregados no tratamento sdo a anfotericina B
(Figura 5-b) e a pentamidina (Figura 5-c). Todos estes medicamentos apresentam
alta toxicidade (Bekhit et al., 2018; de Almeida, 2016; Fiocruz, 2022; Pradhan et al.,
2022).

Figura 5 - Medicamentos utilizados no tratamento das leishmanioses.

N
NH HO
o.t.0
O'Sb‘O
HO OH
OH HO
OH HN
AN
Glucantime NH,
(a) anfotericina B
(b)
O~ O
HZN\'(©/ \©\H/NH2
NH NH
Pentamidina
(c)

Fonte - Elaborada pela propria autora.

23



3.3 Fungos

Fungos sdo microorganismos eucariéticos, incapazes de realizar fotossintese,
pertencentes ao reino Fungi (Sidrim e Rocha, 2004). Exemplos de fungos incluem
leveduras, bolores e cogumelos (Burton e Engelkirk, 2005).

Os fungos desempenham funcdes importantes, tanto ecologicamente quanto
em processos industriais, biomédicos e alimenticios. Contudo, algumas espécies
podem ser nocivas aos seres humanos, desencadeando infecgbes (Romani, 2011;
Sun, Hoy, Heitman, 2020). Além disso, esses microorganismos podem também
infectar e causar doengas em outros seres vivos, como animais e plantas (Pinto,
2006).

3.3.1 Infeccoes fungicas em humanos

As infec¢cbes causadas por fungos caracterizam um grande problema de
saude global, afetando cerca de um bilh&o de individuos por ano (Carvalho e Van De
Veerdonk, 2020). Anualmente, ocorrem mais de 150 milhdes de casos graves de
infecgdes fungicas em todo o mundo, resultando em aproximadamente 1,7 milhdo de
mortes por ano. A maioria dessas mortes estad associada a pacientes
imunossuprimidos, ou seja, individuos que passaram por tratamento
quimioterapicos, fazem uso de corticoides, realizaram transplante de érgdos ou sao
soropositivos (Kainz et al.,, 2020; Quilez-Melero, Garcia-Rodriguez, 2021; Rokas,
2022). Além disso, a aplicacao terapéutica de longo prazo e o uso profilatico de
medicamentos antifingicos em pacientes de alto risco promoveram o surgimento de
fungos resistentes a (multiplos) medicamentos, incluindo a cepa extremamente
virulenta Candida auris. Portanto, as infeccdes fungicas ja representam uma ameaca
global que esta se tornando cada vez mais grave.

As infeccbes fungicas mais graves sao causadas por patégenos dos géneros
Candida ssp., Aspergillus ssp. e Cryptococcus ssp. (Lee, et al., 2021; Quilez-Melero,
Garcia-Rodriguez, 2021; Robbins, Wright, Cowen, 2016), sendo responsaveis por
mais de 90% das mortes causadas por infeccdes destes microorganismos (Lee et
al., 2021).

As infecgbes fungicas sistémicas representam um grande problema de saude
em todo o mundo, e o tratamento é limitado a quatro classes de drogas com
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administracao oral ou intravenosa: polienos, os azois, equinocandinas e analogos da
pirimidina (Sun, Hoy, Heitman, 2020; Quilez-Melero e Garcia-Rodriguez, 2021).

A resisténcia crescente a antifungicos torna a descoberta de novas moléculas
com atividade fungicida uma necessidade urgente (Sardi et al., 2016; Silva, Ruiz-
Camps, Aguado, 2021).

3.3.2 Fungos na agricultura

Estima-se que ocorram perdas anuais entre 10% e 15% das principais
culturas no mundo devido a doencas em plantas, resultando em danos econémicos
que podem atingir milhdes de ddlares (Peng et al, 2021). A diminuicdo de
produtividade das culturas € um importante problema pois ameaga a seguranca
alimentar global (Asad, 2022).

Dentre as patologias em plantas, 70%-80% sao causadas por fungos
fitopatogenos (Peng et al., 2021). Mais de 5000 espécies pertencentes ao reino
Fungi afetam uma diversidade de espécies vegetais (Pinto, 2006).

Nos ultimos anos, fitopatologias causadas por fungos tornam-se cada vez
mais agressivas as plantagdes e representam um importante obstaculo no
desenvolvimento da agricultura (Peng et al, 2021). Os fungos fitopatogénicos
atacam diferentes culturas de grande importancia comercial, como: trigo, arroz,
milho, tomate, batata, pepino, soja, entre outras, sendo os principais géneros
prejudiciais Rhizoctonia, Fusarium, Botrytis e Pythium (Asad, 2022).

3.3.2.1 Fungicidas

Conforme descrito anteriormente, os fungos podem ocasionar prejuizos
econdmicos em diversas culturas agricolas. Portanto, o controle desses patdgenos,
dentre outros aspectos, € crucial para alcancar niveis elevados de produtividade.
Dentre os diversos métodos para o controle de fungos fitopatogénicos (El-Backy e
Amara, 2021) destaca-se o uso de fungicidas. Os fungicidas sao produtos quimicos
capazes de prevenir infecgcdes nos tecidos das plantas causadas por fungos
fitopatogénicos, sendo também eficazes contra bactérias ou algas. Esses
agroquimicos podem atuar temporariamente inibindo a germinacao dos esporos dos
fungos ou eliminando estes patégenos (Garcia, 1999). O uso de agroquimicos da
classe dos fungicidas € uma das principais estratégias para o manejo de doencas
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fungicas, garantindo produtos saudaveis, bons rendimentos e alta qualidade em
diversas culturas utilizadas na alimentagao, tornando-se essencial na agricultura
moderna (Ghini e Kimati, 2002; Mcgrath, 2009, Yin et al., 2023).

Normalmente, nas populagdes de microorganismos patdgenos, ocorre uma
pequena recorréncia de individuos resistentes aos pesticidas, incapazes de interferir
no controle da infecg¢édo fungica em campo aberto. O manejo das fitopatologias torna-
se desafiador quando os individuos resistentes se tornarm predominantes sobre os
sensiveis aos agroquimicos. A evolugcdo da resisténcia aos fungicidas em uma
populacao esta relacionada a diferentes fatores, como o modo de acéao e utilizagéo
do agroquimico, a biologia e epidemiologia do patégeno e as praticas agricolas
realizadas no campo (Massi et al., 2021).

O uso frequente e indiscriminado de fungicidas pode resultar na selecédo
natural de fitopatégenos resistentes. Isso torna o uso do pesticida ineficaz contra
esses fitopatdégenos. Devido ao desenvolvimento de resisténcia, torna-se necessario
a pesquisa por novos fungicidas capazes de mitigar fungos fitopatogénicos e
controlar a disseminacao de doengas que afetam as culturas (Ghini e Kimati, 2002;
Asad, 2022).

A resisténcia dos fungos aos fungicidas atualmente disponiveis impacta
negativamente a sociedade, incluindo os agricultores, os consumidores, a economia

e a industria agroquimica (Ghini e Kimati, 2002).

3.3.2.2 Os fungos Fusarium oxysporum

Um dos representantes do reino Fungi € o género Fusarium, composto por
mais de 300 espécies de fungos. Os microorganismos desse género agrupam-se em
22 conjuntos denominados complexos de espécie, de acordo com similaridades
morfoldgicas, fisioldgicas e ecoldgicas (Nikitin et al., 2023; Paziani, 2021).

Fungos patogénicos pertencentes ao género Fusarium, principalmente os
complexos de espécies F. solani, F. oxysporum, F. fujikuroi, F. incarnatum-equiseti,
F. clamydosporum, F. dimerum, F. sambucinum, F. concolor e F. lateritium podem
afetar plantas, animais e até mesmo seres humanos, causando a doenca infecciosa
denominada fusariose (Batista et al., 2020).

As espécies pertencentes ao género Fusarium sdao amplamente distribuidas
geograficamente e sdo facilmente encontradas em diferentes localidades ao redor
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do mundo (Nikitin et al., 2023). Apesar da presenca significativa desses fungos em
diferentes biomas, a fusariose € endémica em regides tropicais e subtropicais
(Batista et al., 2020).

Dentre as cinco espécies de fungos fitopatdgenos que mais afetam plantas,
destacam-se F. graminearum e F. oxysporum. As infec¢des por fitopatogenos
Fusarium ssp. (Figura 6) causam grandes perdas no setor agricola e os danos
decorrentes dessas infestagcdes levam a perdas econdmicas em todo o mundo,
podendo ultrapassar a casa dos milhdes de dolares anualmente (Nikitin et al, 2023;
Zuriegat et al., 2021). Dentre fungos pertencentes a este género, os do complexo F.
oxysporum sao detentores do maior interesse na agricultura. Estes microorganismos
estao entre os cinco maiores fitopatégenos de importancia econémica e cientifica na
atualidade (Nikitin et al., 2023).

Figura 6 - Cultivos de milho e trigo infectados por Fusarium ssp.

2 3

Fonte - Duan et al., 2016; Embrapa, 2016.

Infestagbes por fungos Fusarium oxysporum causam o apodrecimento das
raizes, resultando em necrose e murcha em diversas culturas cruciais no setor
agricola, como soja, algodao, tomate e banana (Figura 7 pagina 28) (Nikitin et al,
2023; Zuriegat et al., 2021).
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Figura 7 - Plantacdes de banana e tomate afetadas pelo patégeno Fusarium

oxysporum.
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Fonte - Maymon et al., 2020; Srinivas et al., 2019.

3.4 Plantas medicinais

Sao conhecidas como plantas medicinais as espécies vegetais que possuem
propriedades farmacolégicas e exercem efeitos terapéuticos benéficos para seres
humanos e animais (Nameo, 2018).

A relagdo do homem com a natureza é antiga, e estudos multidisciplinares
confirmam o uso milenar de plantas medicinais pelo ser humano. Embora néo se
saiba ao certo como se originou o conhecimento sobre os beneficios do uso de
plantas, supde-se que tenha ocorido em tempos primitivos, quando o homem, de
forma empirica, fazia o uso de plantas medicinais para se remediar (Almeida, 2011;
Santos Filho, 2010). Desde entdo, o ser humano utiliza plantas inteiras ou partes
delas, em diferentes formas de preparo, para tratar e prevenir doencgas (Singh e
Geetanjali, 2018).
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Plantas, animais, fungos e organismos marinhos possuem uma grande
variedade de constituintes quimicos. Essas substancias, denominadas produtos
naturais, podem possuir grande potencial terapéutico (Simoes et al., 2010).

Os produtos naturais podem ser divididos em dois principais grupos:
metabdlitos primarios e secundarios. Os metabdlitos primarios sdo essenciais para o
desenvolvimento das espécies. Eles possuem funcdo estrutural, plastica e de
armazenamento de energia. Proteinas, carboidratos e acidos nucleicos séo
exemplos de metabdlitos priméarios. Os produtos do metabolismo secundario,
comumente chamados de metabdlitos secundarios ndo exercem uma funcao
especifica no metabolismo das espécies, mas sao produzidos para permitirem que
as espécies sobrevivam em determinado ambiente (Simdes et al., 2010).

Dentre todas as espécies portadoras de compostos bioativos, as plantas
medicinais sao principal fonte dos produtos naturais que podem ser utilizados com
fins terapéuticos, geralmente sendo produtos do metabolismo secundario (Gusain,
Uniyal, Joga, 2021).

Algumas das atividades bioldgicas desempenhadas por espécies vegetais
incluem atividade analgésica, hipoglicemiante, anti-inflamatéria, antiespasmaodica,
antiviral, antialérgica, antifungica, antitumoral, entre outras. Isto ocorre devido a
presenca de diversos fitoquimicos presentes nessas espécies, que sao utilizadas por
grande parte da populacdo como tratamento alternativo de doencas (Simdes et al.,
2010). Na Figura 8 (pagina 30) sédo apresentadas as estruturas quimicas de alguns
produtos naturais que apresentam atividade biolégica e que foram ou séao
comumente utilizadas pelo homem como medicina natural ou convencional.

A morfina (Figura 8-a pagina 30), produto natural pertencente a classe dos
alcaloides, é encontrada na papoula (Papaver somniferum) e é uma das drogas
mais antigas conhecidas pelo homem. Devido ao efeito sedativo e analgésico
desempenhado por esta substancia e seus derivados, estes opidides sdo prescritos
para o tratamento de dor em pacientes terminais. Seu uso também é relatado no
tratamento de dores crénicas ou ocasionadas por procedimentos cirurgicos (Book,
Bennett, Desai, 2017; Duarte, 2005; Simdes et al., 2010).

A curcumina (Figura 8-b pagina 30), polifenol extraido de rizomas de
curcuma (Curcuma longa), possui acao antioxidante, anti-inflamatéria, antitumoral e

imunoestimulante e seu uso pode auxiliar na prevencao de varias enfermidades que
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vao desde cancer até doencas autoimunes, neuroldgicas, doencas cardiovasculares
e diabetes (Kocaadam e Sanlier, 2017). A curcuma é utilizada como alimento
funcional devido aos beneficios que seu uso proporciona a saude (Victorio et al.,
2021).

Figura 8 - Produtos naturais que apresentam atividade bioldgica.
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A cafeina (Figura 8-c), substancia pertencente a classe dos alcaloides, €
encontrada em diversas plantas, especialmente em espécies de café (Coffea ssp.).
E estimulante de ativagdo direta do sistema nervoso central. Devido & tal
propriedade, a substancia é encontrada em bebidas com a finalidade de aumentar o
foco. A cafeina também possui acdo termogénica e pode ser encontrada em
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produtos destinados ao aumento do metabolismo e perda de peso (Benjamin et al.,
2020; de Aguiar et al., 2012).

O fenilpropanoide eugenol (Figura 8-d pagina 30), constituinte majoritario do
6leo do cravo da india (Syzygium aromaticum) e também encontrado em outras
especiarias, possui diversas propriedades biolégicas, entre elas: atividade
analgésica, anestésica, anti-inflamatéria, antibacteriana. Atualmente é utilizado na
odontologia na preparacao de resinas para restauracao de cavidades cariadas (Lima
et al., 2019; Simdes et al., 2010).

O resveratrol (Figura 8-e pagina 30), composto fendlico da classe dos
polifendis presente na uva (Vitis ssp.) e seus derivados, possui propriedades
antioxidante, anti-inflamatéria e cardioprotetora. A uva e seus derivados séo
utilizados como alimento funcional, assim como suplementos fitoterapicos contendo
o extrato seco de Vitis vinifera (Leal et al., 2017).

A lovastatina (Figura 8-f pagina 30), lactona isolada dos fungos Aspergillus
terreus e Monascus ruber, possui propriedade hipolipémica e pode atuar como um
pré-farmaco, auxiliando na reducao dos niveis de colesterol no sangue. Devido a
importancia do produto natural no tratamento de hiperlipidemias, a FDA (Food and
Drug Administration), érgao responsavel pela regulamentacdo de medicamentos nos
Estados Unidos da América (EUA), aprovou seu uso terapéutico em 1987 (Campo e
Carvalho, 2007; Viegas Jr. e Bolzani, 2006; Simbes et al., 2010).

A vimblastina (Figura 8-g pagina 30), substancia pertencente a classe dos
alcaloides, é extraida da planta ornamental popularmente conhecida como vinca ou
beijo (Catharrantus roseus), e utilizada em tratamento quimioterapico em casos de
cancer (Viegas Jr. e Bolzani, 2006; Simdes et al., 2010).

Quando os produtos naturais desempenham efeitos bioldgicos, tais estruturas
podem ser utilizadas como uma estrutura modelo (Singh e Geetanjali, 2018) no

planejamento de novos medicamentos.

3.4.1 Derivados de produtos naturais

A maioria dos ingredientes ativos utilizados pela industria farmacéutica sao
produtos naturais ou substancias inspiradas por estes. Dos medicamentos
aprovados até o ano de 1994, quase metade foi baseada em produtos naturais
(Harvey, 2008). No final do ano de 2014, constatou-se que aproximadamente 58%
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dos medicamentos utilizados como antibacterianos, antifUngicos, antiparasitarios e
antivirais foram obtidos da natureza ou derivaram de produtos naturais (da Silva et
al., 2018).

Uma das principais estratégias adotadas para aprimorar o efeito terapéutico
de produtos naturais e reduzir possiveis efeitos colaterais € a modificacdo da
estrutura dessas substancias (da Silva et al., 2018).

A colaboracdo entre a quimica de produtos naturais, a quimica orgéanica
sintética e a quimica medicinal possibilita a modificacdo de estruturas orgéanicas
provenientes de produtos naturais, visando obter produtos com superior atividade
biolégica, maior seletividade e, ao mesmo tempo, com menos efeitos colaterais ao
serem utilizados no tratamento de enfermidades que necessitem de farmacos mais

elaborados (Nascimento Junior, 2016).

3.5 Eugenol

Um exemplo de produto natural amplamente utilizado na busca por
substancias bioativas € o eugenol (Figura 1 pagina 13), um composto fendlico que é
o componente majoritario do éleo essencial do cravo da india (Syzygium aromaticum
(L.) Merr. e L. M. Perry) (Barboza et al., 2018). A substancia é também encontrada
na canela, no manjericéo, louro e outras plantas (Nisar et al., 2021).

O eugenol & um liquido de cor amarelo claro e de aroma agradavel.
Apresenta fraca acidez, baixa solubilidade em agua e alta solubilidade em solventes
organicos (Kamatou; Vermaak; Viljoen, 2012; Nisar et al., 2021).

Este produto natural exibe diversas propriedades biologicas: acao
antiinflamatoria, antioxidante, antibacteriana, anestésica, neuroprotetora,
anticonvulsivante, antidiabética, anticancer, antiviral, antiparasitaria e antifungica
(Barboza et al., 2018; Kamatou; Vermaak; Viljoen, 2012; Kaufman, 2015; Nisar et al.,
2021; Taleuzzaman et al. 2021; Tavvabi-Kashani et al., 2024; Ulanowska; Olas,
2021).

3.5.1 Rota biossintética do eugenol

O eugenol é um produto natural pertencente a classe dos fenilpropandides e é
biossintetizado através da via do acido chiquimico (Simées et al., 2010). O &acido
chiquimico (Figura 9-a pagina 33) é formado a partir das unidades formadoras 4-
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fosfato eritrose (Figura 9-b) e do fosfoenolpiruvato (Figura 9-c) (Dewick, 2009;

Mann, 1987).

Figura 9 - Acido chiquimico (a) e os percursores 4-fosfato eritrose (b) e

fosfoenolpiruvato (c).
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Fonte - Elaborada pela prépria autora

Apés a obtengéo do acido chiquimico, uma série de rea¢des quimicas resulta
na biossintese de diferentes metabdlitos secundarios (Simdes et al., 2010, Dewick,
2009, Mann, 1987), dentre eles o eugenol. A rota biossintética do eugenol tendo

como ponto de partida o &cido chiquimico é mostrada no Esquema 1 (pagina 34).
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Esquema 1 - Rota biossintética de producao do eugenol (1) em plantas.
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€O P HO,C
- O, |
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OH OH
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/ — C NADPH C —
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OMe OMe
OMe OMe oH OH
OH
CoH Eugenol

Fonte - Elaborado pela autora

3.5.2 Derivados de eugenol

O eugenol é uma molécula multifacetada com diversas propriedades. Devido
a todas as atividades bioldgicas apresentadas por essa substancia, ela tem sido
objeto de diversos estudos, incluindo em sintese organica, visando a obtencdo de

analogos bioativos (Lima et al., 2019). A seguir, destacam-se algumas pesquisas a
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respeito da sintese de diversos derivados do eugenol e avaliacdo de atividade
biolégica exercida pelos analogos obtidos por cada grupo de pesquisa.

Na pesquisa conduzida por Coelho e colaboradores (2018), foram
sintetizados ésteres derivados do eugenol (Figura 10). O estudo incluiu avaliagdes
bioldgicas, com foco na possivel atuacdo desses ésteres como agentes
leishmanicidas. O produto precursor foi modificado com morfolina, tendo por
finalidade incrementar a afinidade dos analogos do produto natural com a enzima
cisteina proteinase B (rCPB 2.8) da Leishmania, por meio do carater basico dos
compostos obtidos. Posteriormente, foram realizadas reacdes de esterificacdo com
diferentes cloretos de acila, resultando na obtencado de nove ésteres derivados do

eugenol.

Figura 10 - Esteres sintetizados por Coelho e colaboradores.

R =H; NO,; CHj3; OCHg; Br; CFj; tert-butil; F; NH,

Fonte - Elaborada pela proépria autora.

Dos compostos sintetizados, o éster contendo o substituinte nitro (NO3) foi o
unico que mostrou satisfatéria atividade inibitéria frente a enzima rCPB 2.8.

Da Silva e colaboradores (2018) sintetizaram analogos do eugenol por meio
esterificacao do grupo —OH do produto natural com uma série de acidos carboxilicos
e anidridos (Figura 11 pagina 36). Também foram sintetizados derivados do produto
natural por reacdes de adi¢cdo na dupla instauracao do grupo alila (Figura 12 pagina
36). Ao todo, foram obtidos dezenove compostos.
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Figura 11 - Derivados do eugenol sintetizados por esterificacao e descritos
por da Silva et al (2018).
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Fonte - Elaborada pela prépria autora.

Figura 12 - Derivados do eugenol sintetizados por meio de rea¢des de adi¢ao

a dupla ligacao e descritos por Silva et al (2018).
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Fonte - Elaborada pela propria autora.

Os derivados eugenol h (Figura 11), o, p (Figura 12) demonstraram potencial

atividade antibacteriana. Os produtos i, j (Figura 11), I, m, n, o, p, q, r (Figura 12)

apresentaram atividade contra as cepas Escherichia coli e Staphylococcus aureus,
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diferentemente do eugenol que foi inativo contra estas espécies de bactéria. A

avaliacao da atividade antioxidante tanto do eugenol quanto dos ésteres revelou que

os analogos (Figura 11 pagina 36) apresentaram atividade superior ao do produto

natural precursor. Por outro lado, os compostos resultantes das reagdes de adicéo a

dupla ligacdo da porcao alilica (Figura 12 pagina 36) apresentaram acao

antioxidante inferior a do eugenol.

A variedade de atividades biol6gicas apresentadas pelo eugenol vem sendo

explorada também no campo da agroquimica. No trabalho realizado por Lima e

colaboradores (2022),

foram sintetizados onze triazdis fluorados derivados do

eugenol (Figura 13) tendo como etapa chave a reagao de cicloadicao 1,3-dipolar

entre um alcino terminal e uma azida organica catalisada por cobre (Cu(l))

Figura 13 — Compostos triazélicos derivados do eugenol e sintetizados por

Lima e colaboradores (2022).
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Fonte - Elaborada pela prépria autora.
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A atividade fungicida dos compostos foi avaliada in vitro frente ao fungo
Colletotrichum sp., patégeno causador da antracnose do mamoeiro. As substancias
d e g (Figura 13 pagina 37) apresentaram os menores valores de Concentracao
Inibitéria 90% (ICg0), sendo iguais a 1,50 mg mL™" e 1,02 mg mL™, respectivamente.
Os valores da Concentracao Inibitéria Minima (MIC) dos compostos d e g (Figura 13
pagina 37) foram determinados e situaram-se no intervalo de 1,00 a 2,50 mg mL™".
Adicionalmente, constatou-se que estas duas substancias exercem efeito inibitério

na germinagao de conidios.

Coelho e colaboradores (2022) sintetizaram quatro derivados do eugenol
(Figura 14, compostos a—d) utilizando reagbes de acilagdo com cloretos de

benzoila, esterificacdo de Steglich e epoxidacao

Figura 14 - Esteres derivados de eugenol sintetizados por Coelho e
colaboradores (2022).

Fonte - Elaborada pela prépria autora.

Foi avaliada a atividade inseticida dos ésteres sintetizados e observou-se que
os trés ésteres com o grupo nitro (NO) presente na estrutura desempenharam
promissora atividade inseticida. Os autores sugerem que tais estruturas podem ser
empregadas como repelentes de insetos.

Na busca por novos principios ativos Uteis para tratamento de leishmaniose,

Teixeira e colaboradores (2018) conduziram uma pesquisa que envolveu a sintese
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de vinte e sete derivados de eugenol com fragmentos 1,2,3 triazélicos em sua
composigado. Desses, quatorze apresentaram uma carbonica mais curta conectando
o fragmento eugenol a porgao triazélica (Figura 15) e treze com a cadeia carbonica
mais longa (Figura 16 pagina 40).

Figura 15 - Derivados do eugenol de cadeia mais curta sintetizados por

Teixeira e colaboradores (2018).
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Fonte - Elaborada pela propria autora.
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Figura 16 - Derivados do eugenol de cadeia mais longa sintetizados por

Teixeira e colaboradores (2018).
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Fonte - Elaborada pela propria autora.

Os compostos mostrados nas Figuras 15 (pagina 39) e

causadora da leishmaniose tegumentar.

16 tiveram seus

efeitos leishmanicida avaliados in vitro contra a espécie Leishmania amazonensis,
Os derivados apresentaram diferentes
graus de eficacia contra a forma promastigota, sendo o composto k da Figura 16
aquele que apresentou melhor efeito (concentracao inibitéria 50%, ICsg, igual a 7,4
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pumol L"), Este composto exibiu baixa citotoxicidade em relacdo aos macréfagos
(concentragéo citotoxica 50%, CCso, igual a 211,9 umol L) e apresentou atividade
significativa contra as formas amastigota intracelular (ICsp = 1,6 pumol L™). O indice
de Seletividade (IS), calculado pela razdo CCsy/ICs, foi determinado como sendo
igual a 132,5 para a forma amastigota. Além disso, o composto k da Figura 16
(pagina 40) demonstrou maior eficacia em comparacdo com a pentamidina e o
glucantime, farmacos usualmente empregados no tratamento da leishmaniose
(Teixeira et al., 2018).

Quando avaliado in vivo e administrado por via oral, o derivado k da Figura
16 (pagina 39) se comportou de forma semelhante ao glucantime na redugéo da
lesdo de camundongos infectados com leishmaniose cutdnea, com efeito toéxico
inferior ao do medicamento utilizado para o tratamento da doenca (Teixeira et al.,
2022).

O recente trabalho conduzido por Evangelista e colaboradores (2023)
consistiu na sintese de compostos triazdlicos andlogos ao eugenol (Figura 17
pagina 42). Partindo-se do guaiacol, obteve-se o orto-eugenol, o qual foi
posteriormente submetido a processos de alquilacdo. A subsequente reacdo de
cicloadicdo 1,3-dipolar entre os alcinos terminais obtidos nos processos de
alquilagao e diferentes benzil azidas resultou na obtencdo de vinte e dois analogos

1,2,3-triazblicos do eugenol.
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Fonte - Elaborada pela propria autora.

Figura 17 - Compostos sintetizados por Evangelista e colaboradores (2023).

Os compostos sintetizados tiveram seus efeitos leishmanicida avaliados frente

a forma intracelular amastigota de Leishmania braziliensis na concentragédo de 10

umol L, o que resultou na identificagdo dos compostos apresentandos na Tabela 1

com significativos efeitos leishmanicida. Para estes dois andlogos triazdlicos ao

eugenol foram determinados os valores |Csp, CCsp € IS.

Tabela 1 — Valores de ICs9, CCsp € IS para os compostos mais ativos sintetizados

por Evangelista e colaboradores (2023) e avaliados contra a forma intracelular

amastigota de Leishmania braziliensis.

Estrutura do composto ICso (umol L")  CCso (umol L) IS
OCH,
O MN=N V@“ 28,09 2745 9,7
\_N
A\
OCH,
> 300 > 5,7

O MsN OCFs 52,03
SVG A
\

IS = CCso/ICs0
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Os compostos mais ativos mostrados na Tabela 1 (pagina 42) foram
considerados promissores como alternativas para o desenvolvimento de novos
tratamentos da leishmaniose cutanea (EVANGELISTA et al., 2023).

3.6 Esterificacao de Steglich

A sintese organica desempenha um papel crucial no ambito da quimica. Por
meio da aplicagdo de fundamentos tedricos e do meticuloso planejamento e
implementacao de diversos procedimentos sintéticos, torna-se possivel a obtengéao
de substéancias relevantes para areas como medicina, catdlise, quimica verde,
agroquimica, entre outras (Correia e Oliveira, 2011).

Uma das estratégias atualmente empregadas em sintese organica para a
obtencao de ésteres é o método proposto por Steglich e Neises (1978), conhecido
como esterificacdo de Steglich (Esquema 2). Este método consiste na preparacao
de ésteres a partir da reagao entre acidos carboxilicos e alcoois ou fendis, utilizando
o agente de acoplamento N,N-diciclo-hexilcarbodiimida (DCC) (Figura 18-a pagina
44) e o organocatalisador 4-dimetilaminopiridina (DMAP) (Figura 18-b pagina 44).

Esquema 2 - Esterificacao de Steglich.
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Fonte - Elaborado pela propria autora.
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Figura 18 — Estruturas da N,N-diciclo-hexilcarbodiimida (DCC) e 4-
dimetilaminopiridina (DMAP).

DCC DMAP
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Fonte - Elaborada pela propria autora.

Na auséncia do organocatalisador DMAP, a esterificacdo tende a ocorrer com
baixos rendimentos, além de favorecer a formacao de N-acilureia como subproduto
de reagdo. Além disso, ha um consideravel aumento da velocidade do processo de
esterificacdo com o uso catalisador DMAP (Steglich e Neises, 1978). Tal fato pode
ser explicado devido a nucleofilicidade da DMAP ser muito maior que a do alcool (ou
fenol) e o intermediario contendo o fragmento DMAP formado in situ (ver Esquema
4 pagina 75) atuar como um excelente nucledfilo (Jordan et al., 2021; Steglich e
Neises, 1978).

A reacao de esterificagdo de Esteglich utilizando o DCC leva a formacao da
N,N"-diciclo-hexilureia (DCU), que é insoluvel em agua, nao é totalmente sollvel em
muitos solventes organicos e é de dificil remogdo, mesmo em processos de
purificacdo por coluna cromatografica. Uma alternativa para contornar estas
dificuldades relacionadas ao uso do reagente DCC €& a utilizaggdo da N,N-
diisopropilcarbodiimida (DIC) (Figura 19) (Jordan et al., 2021).

Figura 19 — Estrutura da N,N'-diisopropilcarbodiimida.
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Fonte - Elaborada pela prépria autora.
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O processo de esterificagdo de Steglich conduzido com DIC resulta na formacao da
diisopropil ureia como subproduto que € facilmente removido em processos de
elaboracao utilizando o solvente diclorometano (Montalbetti e Falque, 2005).

A esterificacdo de Steglich ocorre a temperatura ambiente, pH neutro e pode-
se utilizar nesta transformacdo uma grande variedade de acidos carboxilicos, até
mesmo 0s que possuem substituintes volumosos e que nao reagiriam por meio de
outras metodologias de preparagcdo de ésteres, como a esterificagdo de Fisher,
devido ao impedimento estérico (Jordan et al., 2021).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Generalidades metodolégicas

Foram utilizados reagentes de grau P.A. para a sintese dos compostos. As
substancias eugenol; os acidos o-toluico, m-toluico, p-toluico, 2-clorobenzoico, 3-
clorobenzoico, 4-clorobenzoico, 2-fluorobenzoico, 3-fluorobenzoico, 4-
fluorobenzoico, 2-bromobenzoico, 3-bromobenzoico, 4-bromobenzoico, 2-
nitrobenzoico, 3-nitrobenzoico, 4-nitrobenzoico, oleico, 2-iodobenzoico, 3-
iodobenzoico, 4-iodobenzoico, 2-metoxibenzoico, 3-metoxibenzoico e 4-
metoxibenzoico; 4-N,N- dimetilaminopiridina (DMAP); N,N’-diisopropilcarbodiimida
(DIC) foram adquiridos da Sigma Aldrich (St. Louis, MO, Estados Unidos) e utilizados
sem prévia purificacdo. Os solventes acetona, hexano e tetraidrofurano foram
adquiridos da Quimica Moderna (Barueri, SP, Brasil). Os reagentes acetato de etila,
diclorometano foram adquiridos da Labsynth Produtos para Laboratérios Ltda
(Diadema, SP, Brasil). O sulfato de sddio anidro foi adquirido da Dinamica Quimica
Contemporanea Ltda (Indaiatuba, SP, Brasil).

As andlises por cromatografia em camada delgada (CCD) foram realizadas
com a utilizacdo de placas cromatograficas de silica gel impregnadas sobre
aluminio. Apos a elui¢do, as placas de CCD foram observadas na camera de luz
ultravioleta (UV) (A = 254 nm) e reveladas em solugédo de permanganato de potéssio
(3 g de KMnOy, 20 g de K2CO3, 5 mL de NaOH 5% m v, 300 mL de agua destilada).

Para as separagdes em coluna cromatografica, utilizou-se como fase
estacionaria silica-gel (70-230 mesh). Os eluentes utilizados na fase movel foram
preparados com solventes previamente destilados.

As temperaturas de fusdo foram determinadas em aparelho MQAPF-302 e
nao foram corrigidas.

Os espectros no infravermelho (IV) foram obtidos com o uso da técnica de
reflectancia total atenuada (ATR) em equipamento Varian 660-IR com acessorio
GladiATR.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de 'H,
300 MHz) e carbono (RMN de '3C, 75 MHz) foram obtidos em espectrdmetro
VARIAN MERCURY 300. Foi utilizado como solvente cloroférmio deuterado (CDCls),
adquirido da Sigma Aldrich.
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4.1.2 Procedimento sintético geral para a preparacao dos ésteres derivados do
eugenol

A metodologia descrita por Xu e colaboradores (2009) foi utilizada, com
adaptacoes, para a preparacao dos ésteres 3a-3v (Tabela 2 paginas 48 e 49
Esquema 3 pagina 75).

A um baldo de fundo redondo (50 mL) foram adicionados 150 uL de eugenol
(1) (0,970 mmol, 1,00 equivalente), 1,50 mmol do &cido carboxilico (compostos
2a-2v, Tabela 2 paginas 48 e 49 e Esquema 3 pagina 75), 230 uL (1,50 mmol, 1,50
equivalente) do agente de acoplamento DIC, 0,0610 mg (0,500 mmol, 50 mol%) do
catalisador DMAP e 3 mL de solvente. A mistura dos reagente foi mantida sob
agitacdo magnética a temperatura ambiente. O desenvolvimento da reacdo foi
monitorado por CCD. Apés o término da reag&o, a mistura foi transferida para um
funil de separacao utilizando diclorometano. A fase organica foi lavada com agua
destilada (3 x 10 mL). A fase orgéanica foi seca com sulfato de sodio anidro, filtrada e
concentrada sob pressdo reduzida. A purificagdo da maioria dos compostos foi
realizada por meio da cromatografia em coluna, tendo como fase estacionaria silica-
gel e fase mével a mistura de solventes hexano e acetato de etila em proporcdes
variadas.

Os compostos 3e, 3p, 3t e 3v (Tabela 2 paginas 48 e 49 e Esquema 3
pagina 75) foram purificados por meio da Cromatografia em Camada Delgada
Preparativa (CCDP) devido a proximidade dos Rfs dos ésteres sintetizados e do
eugenol, o que dificultou a purificacdo dos ésteres mencionados por meio da
cromatografia em coluna.

Na Tabela 2 (paginas 48 e 49) estdo apresentadas informacgbes sobre

as reacoes envolvidas na preparacao dos ésteres 3a—3v.
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Tabela 2 — Informagdes relativas as reac¢des envolvidas na preparagcao dos compostos 3a—v.

0
OH OJ\R
e O.__OH o
Y DIC, DMAP
R >
Solvente, t.a.
| (2a-v) |
(1 (3a-v)
. - Tempo de Massa de produto ) ,
Produto Acido carboxilico/Massa (g) Solvente . . Rendimento (%)
reacao (horas) obtida (g)
3a Acido m-toluico (2a)/0,204 Diclorometano 2 0,249 91
3b Acido 4-clorobenzoico (2b)/0,234 Diclorometano 2 0,293 97
3c Acido 4-fluorobenzoico (2¢)/0,210 Diclorometano 1 0,269 93
3d Acido 2-bromobenzoico (2d)/0,301 Diclorometano 1 0,259 75
3e Acido 4-nitrobenzoico (2e)/0,251 Diclorometano 1 0,185 59
3f Acido oleico (2f)/0,282 Diclorometano 2 0,153 36
39 Acido 2-iodobenzoico (2g)/0,372 Tetraidrofurano 1 0,369 94
3h Acido 3-iodobenzoico (2h)/0,372 Tetraidrofurano 22 0,376 95
3i Acido 4-iodobenzoico (2i)/0,372 Tetraidrofurano 2 0,245 62
3j Acido o-toluico (2j)/0,204 Diclorometano 2 0,244 87
3k Acido p-toluico (2k)/0,204 g Diclorometano 1 0,248 88
3l Acido 2-clorobenzoico (21)/0,234 g Diclorometano 3 0,233 76
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Tabela 2 - Continuacgao

] Tempo de Massa de produto .
Produto Acido carboxilico/Massa (g) Solvente . . Rendimento* (%)
reacao (horas) obtida (g)
3m Acido 3-clorobenzoico (2m)/0,234 Diclorometano 3 0,279 92
3n Acido 4-bromobenzoico (2n)/0,301 Diclorometano 3 0,327 94
30 Acido 3-bromobenzoico (20)/0,301 Diclorometano 2 0,326 94
3p Acido 2-fluorobenzoico (2p)/0,210 Diclorometano 2 0,162 57
3q Acido 3-fluorobenzoico (2q)/0,210 Diclorometano 2 0,254 89
3r Acido 2-metoxibenzoico (2r)/0,228 Diclorometano 2 0,285 96
3s Acido 3-metoxibenzoico (2s)/0,228 Diclorometano 2 0,185 62
3t Acido 4-metoxibenzoico (2t)/0,228 Diclorometano 2 0,227 76
3u Acido 2-nitrobenzoico (2u)/0,250 Diclorometano 24 0,277 88
3v Acido 3-nitrobenzoico (2v)/0,250 Diclorometano 24 0,288 92

*Os rendimentos das reagdes foram calculados em fungédo do eugenol (1) utilizado como reagente limitante nestas reagdes.
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Sintese do 3-metilbenzoato de 4-alil-2-metoxifenila (3a)

15

Caracteristica: sélido branco.

CCD: R;= 0,39 (hexano-acetato de etila 20:1 v v 7).

Temperatura de fusdo: 51,5—52,3 °C [Literatura: 58-59 °C, Chen et al., 2022; 51-52
°C, Sadeghian et al., 2008].

IV (ATR) ¥max (cm™): 3062, 3004, 2936, 2840, 1734, 1603, 1508, 1463, 1419, 1266,
1180, 1061, 1033, 841, 736. O espectro é apresentado na Figura A1 do Anexo
pagina 113.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 2,45 (s, 3H, H-18); 3,42 (d, 2H,J = 6,8 Hz, H-3);
3,81 (s, 3H, OCHj3); 5,08—5,18 (m, 2H, H-1); 6,00 (ddtsp, J = 16,8; J =10,2; J = 6,8
Hz, 1H, H-2); 6,80—6,84 (m, 2H, H5, H9); 7,07 (d, J = 8,1 Hz, 1H, H-6), 7,36—7,50
(m, 2H, H-14, H-15); 8,00—8,05 (m, 2H, H-12, H-16).
Figura A2 do Anexo pagina 114.

RMN de '3C (75 MHz, CDCls) &: 21,4 (C-18); 40,2 (C-3); 55,9 (C-17); 113,0 (C-9);
116,2 (C-1); 120,8 (C-6); 122,3 (C-5); 127,5 (C-16); 128,5 (C-11); 129,5 (C-15);
130,9 (C-12); 134,7 (C-14); 137,2 (C-2); 138,3 (C-13); 138,4 (C-3); 139,1 (C-7);
151,2 (C-8); 165,1 (C-10). O espectro é apresentado na Figura A3 do Anexo pagina
115.

O espectro é apresentado na

"As multiplicidades dos sinais da espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
(RMN) de 'H sdo descritas neste trabalho como: s (simpleto), d (dupleto), t (tripleto),
m (multipleto), dd (duplo dupleto), dt (duplo tripleto), ddd (duplo duplo dupleto), td
(tripleto duplo), tdd (tripleto duplo duplo), ta (tripleto aparente), ddt,, (duplo duplo
tripleto aparente), tdp (tripleto duplo aparente).
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Sintese do 4-clorobenzoato de 4-alil-2-metoxifenila (3b)

Caracteristica: sélido branco.

CCD: R;= 0,48 (hexano-acetato de etila 7:1 vv ).

Temperatura de fusao: 80,5-81,8 °C [Literatura: 81-82 °C; Chen et al., 2022,
82—83 °C, Sadeghian et al., 2008].

IV (ATR) vmax (cm™): 3076, 3005, 2935, 2846, 1738, 1593, 1507, 1261, 1199, 1068,
1014, 847, 752. O espectro € apresentado na Figura A4 do Anexo pagina 116.
RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 3,41 (d, 2H, J = 6,6 Hz, H-3); 3.80 (s, 3H, OCHa);
5,09-5,16 (m, 2H, H-1); 5,90 (ddtae, J = 16,9 Hz, 10,1 Hz, 6,6 Hz, 1H, H-2);
6,80—6.84 (m, 2H, H-5, H-9); 7,07 (d, J = 7,8 Hz, 1H, H-6), 7,48 (d, 2H, J = 8,7 Hz,
H-13/H-15); 8,15 (d, 2H, J = 8,7 Hz, H-12/H-16). O espectro é apresentado na
Figura A5 do Anexo pagina 117.

RMN de '*C (75 MHz, CDCl;) &: 40,2 (C-3); 55,8 (C-17); 113,1 (C-9); 116,3 (C-1);
120,7 (C-6); 122,7 (C-5); 128,1 (C-11); 129,1 (C-13, C-15); 131,6 (C-12, C-16);
137,0 (C-2); 138,2 (C-14); 139,4 (C-4); 140,0 (C-7); 150,6 (C-8); 162,3 (C-10), O
espectro é apresentado na Figura A6 do Anexo pagina 118.

51



Sintese do 4-fluorobenzoato de 4-alil-2-metoxifenila (3c)

Caracteristica: sélido branco.

CCD: R;= 0,55 (hexano-acetato de etila 6:1 vv ).

Temperatura de fusdo: 64,0-64,9 °C [Literatura: 68-70 °C, Raja et al., 2017; 56-57
°C, Sadeghian et al., 2008; 59-60 °C, d"Avila Farias et al., 2013].

IV (ATR) ¥max (cm™): 3077, 3000, 2935, 2834, 1731, 1602, 1506, 1261, 1197, 1066,
1012, 852, 758. O espectro € apresentado na Figura A7 do Anexo pagina 119.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 3,41 (d, 2H, J = 6,3 Hz, H-3); 3,81 (s, 3H, OCHy);
5,09-5,17 (m, 2H, H-1); 5,99 (ddts, J = 16,8 Hz, 10,1 Hz, 6,3 Hz, 1H, H-2); 6,80—
6,85 (m, 2H, H-5, H-9); 7,06 (d, J = 7,8 Hz, 1H, H-6), 7,14-7,20 (ta, J = 8,7 Hz, 2H,
H-13, H-15); 8,21-8,25 (m, 2H, H-12, H-16). O espectro € apresentado na Figura
A8 do Anexo péagina 120.

RMN de '3C (75 MHz, CDCls) &: 40,1 (C-3); 57,1 (C-17); 113,5 (C-9); 115,6 (d, Jo.r =
21,9 Hz, C-13, C-15); 116,2 (C-1); 120,7 (C-6); 122,6 (C-5); 125,8 (d, Jo-r = 3,2 Hz,
C-11); 132,9 (d, Jor = 9,3 Hz C-12, C-16); 137,0 (C-2); 138,1 (C-4); 139,2 (C-7);
151,2 (C-8); 164,4 (C-10); 165,8 (d, Jor = 287,9 Hz, C-14). O espectro é

apresentado na Figura A9 do Anexo pagina 121.

‘Devido ao acoplamento C-F, alguns sinais observados no espectro de RMN de '3C
foram observados como dupletos (d).
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Sintese do 2-bromobenzoato de 4-alil-2-metoxifenila (3d)

(0] Br

U~ 1

14

Caracteristica: s6lido amarelo claro.

CCD: R; = 0,38 (hexano-acetato de etila 8:1 vv )

Temperatura de fusao: 49,9-51,2 °C.

IV (ATR) ¥max (cm™): 3072, 3004, 2937, 2835, 1750, 1603, 1506, 1265, 1195, 1120,
1021, 850, 740. O espectro € apresentado na Figura A10 do Anexo pagina 122.
RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 3,41 (d, 2H, J = 6,9 Hz, H-3); 3,84 (s, 3H, OCHa);
5.08-5.16 (m, 2H, H-1); 5.99 (ddts, J = 16,8 Hz, 10,2 Hz, 6,7 Hz, 1H, H-2); 6.81-
6.84 (m, 2H, H5, H-9); 7.11 (d, J = 7,8 Hz, 1H, H-6), 7,35-7,46 (m, 2H, H-14, H-15);
7.70-7.74 (m, 1H, H-13); 8.05-8.10 (m, 1H, H-16). O espectro é apresentado na
Figura A11 do Anexo pagina 123.

RMN de C (75 MHz, CDCl;) &: 40,1 (C-3); 57,1 (C-17); 112,9 (C-9); 115.7 (C-1);
120,8 (C-6); 122,4 (C-12); 122.5 (C-5); 126,3 (C-15); 131.3 (C-11); 132,0 (C-16);
133,0 (C-13); 134,6 (C-14); 137,1 (C-2); 137, 9 (C-4); 139,3 (C-7); 151,0 (C-8); 163,6
(C-10). O espectro é apresentado na Figura A12 do Anexo pagina 124.
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Sintese do 4-nitrobenzoato de 4-alil-2-metoxifenila (3e)

Caracteristica: solido amarelo.

CCD: R;= 0,60 (hexano-acetato de etila 7:1 vv )

Temperatura de fusao: 74,4-75,6 °C [Literatura: 76-77 °C, Chen et al., 2022; 75-77
°C, d"Avila Farias 2013; 82-84 °C, Raja et al., 2017].

IV (ATR) ¥max (cm™): 3075, 3002, 2936, 2851, 1743, 1600, 1528, 1505, 1262, 1196,
1120, 1029, 847, 711. O espectro é apresentado na Figura A13 do Anexo pagina
125.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 3,42 ( d, 2H, J = 6,9 Hz, H-3); 3,81 (s, 3H, OCHy);
5,09-5,17 (m, 2H, H-1); 5,99 (ddtsp, J = 16,9 Hz, J = 10,2 Hz, J = 6,9 Hz, 1H, H-2);
6,80-6,86 (m, H-5, H-9); 7,08 (d, J = 7,8 Hz, 1H, H-6); 8,32-8,40 (m, 4H, H-15, H-13,
H-12, H-16). O espectro é apresentado na Figura A14 do Anexo pagina 126.

RMN de '*C (75 MHz, CDCls) &: 38,8 (C-3); 54,5 (C-17); 113,8 (C-9); 116,8 (C-1);
120,9 (C-6); 122,5 (C-5); 123,8 (C-13, C-15); 131,6 (C-12, C-16); 135,1 (C-11), 137,1
(C-2); 137,8 (C-4); 139,8 (C-7); 150,9 (C-14); 151,0 (C-8); 164,1 (C-10). O espectro &
apresentado na Figura A15 do Anexo pagina 127.
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Sintese do oleato de 4-alil-2-metoxifenila (3f)

(3f)
Caracteristica: 6leo incolor.
CCD: R;= 0,68 (hexano-acetato de etila 6:1 v v ).
IV (ATR) vmax (cm™): 3004, 2922, 2852, 1762, 1604, 1508, 1463, 1418, 1266, 1199,
1121, 1036, 993, 912, 849, 823, 721. O espectro é apresentado na Figura A16 do
Anexo pagina 128.
RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 0,89—0,95 (m, 4H, H-28); 1,15—1,46 (m, 20 H, H-
15, H-16, H-17, H-22, H-23, H-24, H-25, H-26, H-27); 1,71—181 (m, 2H, H-14);
1,93—2,09 (m, 4H, H-18, H-21); 2,56 (t, 2H, H-12) ;3,37 (d, J = 6,6 Hz, 2H, H-3); 3,80
(s, 3H, H-17); 5,06—5,13 (m, 2H, H-1); 5,30—5,44 (m, 2H, H-19, H-20); 5,95 (ddtsp, J
=16,9 Hz, J = 10,2 Hz, 6,6 Hz, 1H, H-2); 6,71—6,82 (m, 2H, H-5, H-9); 6,93 (dd, J =
7,8 Hz, J = 0,4 Hz; 1H, H-6), O espectro é apresentado na Figura A17 do Anexo
pagina 129.
RMN de '*C (75 MHz, CDCl;) &: 10,4 (C-28); 22,8 (C-27); 25,6 (C-13); 27,3 (C-18);
27,4 (C-21); 27,7 (C-15); 28,3 (C-16); 29,2 (C-25); 29,3 (C-14); 29,5 (C-23); 29,6 (C-
17); 29,9 (C-24); 29,9 (C-22); 40,2 (C-3); 56,1 (C-17); 112,7 (C-9); 116,2 (C-1); 119,4
(C-6); 122,1 (C-5); 129,8 (C-19); 130,0 (C-20); 137,3 (C-2); 138,2 (C-4); 139,0 (C-7);
150,9 (C-14); 151,0 (C-8); 172,2 (C-10), O espectro € apresentado na Figura A18 do
Anexo péagina 130.
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Sintese do 2-iodobenzoato de 4-alil-2-metoxifenila (3g)

Caracteristica: sélido branco.

CCD: R;= 0,50 (hexano-acetato de etila 6:1 v v ).

Temperatura de fusao: 65,2-66,5 °C.

IV (ATR) ¥max (cm™): 3070, 2998, 2970, 2937, 1752, 1604, 1507, 1459, 1421, 1249,
1196, 1185, 1120, 1078, 1033, 908, 801, 746.0 espectro € apresentado na Figura
A19 do Anexo pégina 131.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 3,40 (d, 2H, J = 7,1 Hz, H-3); 3,83 (s, 3H, OCHa);
5,08-5,16 (m, 2H, H-1); 5,98 (ddts, J = 16,9 Hz, J = 10,1 Hz, J = 7,1 Hz, 1H, H-2);
6,80-6,85 (m, 2H, H-5, H-9); 7,11 (d, J = 8,4 Hz, 1H, H-6), 7,18-7,24 (m, 1H, H-14);
7,47 (1d, J=7,5Hz, J=1,2 Hz, H-15); 8,06 (dd, J = 7,8 Hz, J = 1,2 Hz, H-13); 8,10
(dd, J = 7,8 Hz, J = 1,8 Hz, H-16). O espectro é apresentado na Figura A20 do
Anexo pagina 132.

RMN de '*C (75 MHz, CDCl,) &: 41,8 (C-3); 57,9 (C-17); 94,9 (C-12); 113,0 (C-9);
116,3 (C-1); 120,9 (C-6); 122,7 (C-5); 128,1 (C-15); 131,8 (C-16); 133,2 (C-14);
134,3 (C-11); 137,2 (C-2); 138,1 (C-13); 139,4 (C-4); 141,7 (C-7); 152,7 (C-8); 165,5
(C-10). O espectro é apresentado na Figura A21 do Anexo pagina 133.
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Sintese do 3-iodobenzoato de 4-alil-2-metoxifenila (3h)

Caracteristica: 6leo amarelo claro.

CCD: Ri= 0,73 (hexano-acetato de etila 6:1 vv ™).

IV (ATR) ¥max (cm™): 3074, 3003, 2960, 2933, 1740, 1603, 1508, 1463, 1418, 1244,
1198, 1122, 1083, 1034, 914, 805, 737. O espectro é apresentado na Figura A22 do
Anexo pagina 134.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 3,41 (d, 2H, J = 6,6 Hz, H-3); 3,80 (s, 3H, OCH3
5,09-5,17 (m, 2H, H-1); 5.99 (ddta,, J = 16,9 Hz, J = 10,1 Hz, J = 6,6 Hz, 1H, H-2
6,77-6,86 (m, 2H, H-5, H-9); 7,05 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H-6), 7,21-7,27 (m, 1H, H-15
7,96 (dt, J=7,8 Hz, J=1,5Hz,1H, H-14); 8,17 (dt, J=7,8 Hz, J= 1,2 Hz, 1H, H-16);
8,55 (t, J = 1,5 Hz, 1H, H-12). O espectro é apresentado na Figura A23 do Anexo
pagina 135.

RMN de '*C (75 MHz, CDCls) &: 39,3 (C-3); 56,8 (C-17); 94,0 (C-13); 112,9 (C-9);
115,3 (C-1); 120,9 (C-6); 122,6 (C-5); 129,6 (C-15); 130,3; 131,6 (C-11); 137,2 (C-2);
138,1 (C-12); 139,2 (C-4); 139,4 (C-14); 142,4 (C-7); 151,1(C-8); 163,5 (C-10). O

espectro é apresentado na Figura A24 do Anexo pagina 136.
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Sintese do 4-iodobenzoato de 4-alil-2-metoxifenila (3i)

15

Caracteristica: sélido branco.

CCD: Ri=0,625 (hexano-acetato de etila 5:1 vv 7).

Temperatura de fusao: 83.4-84.8 °C.

IV (ATR) ¥max (cm™): 3071, 3006, 2957, 2924, 2852, 1734, 1604, 1584, 1507, 1462,
1419, 1391, 1261, 1196, 1120, 1069, 1032, 1006, 913, 797, 746. O espectro é
apresentado na Figura A25 do Anexo pagina 137.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 3,41 (d, 2H, J = 6,6 Hz, H-3); 3,79 (s, 3H, OCHa);
5,08-5,16 (m, 2H, H-1); 5,98 (ddts, J = 16,9 Hz, 10,1 Hz, 6,6 Hz, 1H, H-2);
6,77-6,84 (m, 2H, H-5, H-9); 7,05 (d, J = 7,8 Hz, 1H, H-6); 7,90 (d, 2H, J = 8,7 Hz, H-
12, H-16); 7,91 (d, 2H, J = 8,7 Hz, H-13, H-15). O espectro é apresentado na Figura
A26 do Anexo pagina 138.

RMN de 3*C (75 MHz, CDCls) &: 39,7 (C-3); 57,2 (C-17); 100,8 (C-14); 112,1 (C-9);
117,2 (C-1); 120,9 (C-6); 122,7 (C-5); 129,0 (C-11); 131,7 (C-12, C-16); 137,2 (C-4);
137,8 (C-13, C-15); 137,9 (C-2); 139,4 (C-7); 153,5 (C-8); 167,4 (C-10), O espectro é
apresentado na Figura A27 do Anexo pagina 139.

58



Sintese do 2-metilbenzoato de 4-alil-2-metoxifenila (3j)

Caracteristica: 6leo transparente.

CCD: Ri=0,65 (hexano-acetato de etila 6:1 vv ™)

IV (ATR) ¥max (cm™): 3075, 3003, 2974, 2934, 2838, 1738, 1603, 1508, 1459, 1419,
1289, 1266, 1242, 1198, 1149, 1121, 1035, 994, 914, 801, 735. O espectro &
apresentado na Figura A28 do Anexo pagina 140.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 2,68 (s, 3H, H-18); 3,42 (d, J = 6,6 Hz, 2H, H-3);
3,83 (s, 3H, OCHg); 5,10-5,17 (m, 2H, H-1); 6,00 (ddta,, J= 16,8 Hz, J= 10,1 Hz, J =
6,6 Hz, 1H, H-2); 6,80-6,86 (m, 2H, H-5, H-9); 7,08 (d, J = 8,1 Hz, 1H, H-6),
7,29-7,35 (m, 2H, H-13, H-14); 7,44-7,50 (m, 1H, H-15) 8,17 (dd, J = 8,2 Hz, 1,6 Hz,
1H, H-16). O espectro € apresentado na Figura A29 do Anexo pagina 141.

RMN de *C (75 MHz, CDCl;) &: 22,4 (C-18); 38,9 (C-3); 54,0 (C-17); 94,9 (C-12);
113,0 (C-9); 116,9 (C-1); 120,9 (C-6); 122,8 (C-5); 125,9 (C-15); 129,0 (C-11); 131,4
(C-16); 131,8 (C-13); 132,6 (C-14); 137,3 (C-2); 138,5 (C-4); 139,1 (C-12); 141,2 (C-
7); 151,83 (C-8); 165,9 (C-10), O espectro é apresentado na Figura A30 do Anexo
pagina 142.
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Sintese do 4-metilbenzoato de 4-alil-2-metoxifenila (3k)

Caracteristica: cristal transparente.

CCD: R;= 0,58 (hexano-acetato de etila 6:1 v v ).

Temperatura de fusao: 105.2-106.5 °C [Literatura: 109-110 °C, Chen et al., 2022,
93-95 °C, d’Avila Farias et al., 2013; 92-93 °C, Sadeghian et al., 2008].

IV (ATR) vmax (cm™): 3066, 2957, 2923, 2853, 1728, 1607, 1506, 1464, 1419, 1284,
1266, 1202, 1147, 1115, 1031, 996, 919, 859,798, 747, 687. O espectro é
apresentado na Figura A31 do Anexo pagina 143.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl,) &: 2,44 (s, 3H, H-18); 3,40 (d, J = 6,6 Hz, 2H, H-3);
3,79 (s, 3H, OCHj3); 5,05-5,20 (m, 2H, H-1); 5,98 (ddta,, J= 16,8 Hz, 10,1 Hz, 6,8 Hz,
1H, H-2); 6,76-6,89 (m, 2H, H-9); 7,06 (d, J= 7,9 Hz, 1H, H-6), 7,29 (d, J = 8,4 Hz,
2H, H-13, H-15); 8,10 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H-12, H-16). O espectro é apresentado na
Figura A32 do Anexo pagina 144.

RMN de '*C (75 MHz, CDCls) &: 23,2 (C-18); 38,6 (C-3); 56,0 (C-17); 111,4 (C-9);
117,2 (C-1); 120,8 (C-6); 122,8 (C-5); 126,9 (C-11); 129,3 (C-13, C-15); 130,5 (C-12,
C-16); 137,2 (C-2); 138,4 (C-4); 139,0 (C-7); 146,7 (C-14); 151,3 (C-8); 163,67 (C-
10). O espectro € apresentado na Figura A33 do Anexo pagina 145.
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Sintese do 2-clorobenzoato de 4-alil-2-metoxifenila (3I)

o dl
12

Caracteristica: 6leo incolor.

CCD: R;= 0,49 (hexano-acetato de etila 6:1 v v ).

IV (ATR) ¥max (cm™): 3066, 3001, 2964, 2938, 2837, 1751, 1602, 1509, 1461, 1419,
1286, 1269, 1198, 1149, 1122, 1033, 994, 916, 852, 802, 749, 694. O espectro &
apresentado na Figura A34 do Anexo pagina 146.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 3,41 (d, J = 6,6 Hz, 2H, H-3); 3,83 (s, 3H, OCHa);
5,09-5,16 (m, 2H, H-1); 5,99 (ddta,, J = 16,9 Hz, J = 10,1 Hz, J = 6,6 Hz, 1H, H-2);
6,79-6,87 (m, 2H, H-5, H-9); 7,10 (d, J = 7,8 Hz, 1H, H-6), 7,38 (tdap, J=7,5 Hz, J =
1,8 Hz, 1H, H-15); 7,44-7 54 (m, 2H, H-13, H-14); 8,11 (dd, 1H, J=7,5Hz, J=1,8
Hz H-16). O espectro é apresentado na Figura A35 do Anexo pagina 147.

RMN de '*C (75 MHz, CDCl,) &: 38,9 (C-3); 55,1 (C-17); 113,0 (C-9); 116,3 (C-1)
121,4 (C-5); 123,5 (C-6); 126,1 (C-15); 131,4 (C-13); 132,2 (C-16); 133,1 (C-14)
134,6 (C-12); 137,2 (C-2); 138,1 (C-4); 139,4 (C-7); 152,8 (C-8); 166,7 (C-10). O
espectro é apresentado na Figura A36 do Anexo pagina 148.

bl
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Sintese do 3-clorobenzoato de 4-alil-2-metoxifenila (3m)
0

]
13.Cl
o 10
0 14 14
177 6

(3m)
Caracteristica: sélido branco.
CCD: R; = 0,53 (hexano-acetato de etila 6:1 vv )
Temperatura de fusao: 48,7-49,9 °C [Literatura: 48-49 °C, Sadeghian et al, 2008].
IV (ATR) vmax (cm™): 3094, 3016, 2960, 2935, 1738, 1599, 1572, 1507, 1466, 1417,
1275, 1198, 1145, 1122, 1033, 996, 904, 844, 796, 740, 706. O espectro é
apresentado na Figura A37 do Anexo pagina 149.
RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 3,41 (d, 2H, J = 6,6 Hz, H-3); 3,80 (s, 3H, OCH3
5,09-5,17 (m, 2H, H-1); 5,99 (ddta,, J = 16,8 Hz, J = 10,1 Hz, J = 6,6 Hz, 1H, H-2
6,77-6,85 (m, 2H, H-5, H-9); 7,06 (d, J = 8,1 Hz, 1H, H-6), 7,44 (t, J = 8,1 Hz, H-15);
7,59 (ddd, J=8,1 Hz, J=2,1 Hz, J=1,2 Hz, 1H, H-16); 8,09 (tda, J=7,8 Hz, J=1,4
Hz, H-15, H-12); 8,19 (id, J = 7,8 Hz, J = 1,4 Hz, 1H, H-14). O espectro é
apresentado na Figura A38 do Anexo pagina 150.
RMN de '*C (75 MHz, CDCls) &: 39,7 (C-3); 55,1 (C-17); 112,9 (C-9); 116,3 (C-1)
120,2 (C-6); 122,6 (C-5); 128,6 (C-16); 130,0 (C-11); 130,4 (C-15); 133,5 (C-14)
134,8 (C-13); 137,1 (C-2); 138,1 (C-4); 139,4 (C-7); 151,1 (C-8); 163,8 (C-10). O
espectro é apresentado na Figura A39 do Anexo pagina 151.
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Sintese do 4-bromobenzoato de 4-alil-2-metoxifenila (3n)

Caracteristica: s6lido amarelo claro.

CCD: R;= 0,50 (hexano-acetato de etila 6:1 v v ).

Temperatura de fusao: 84,8-86,5 °C [Literatura: 87-88 °C, Chen et al., 2022].

IV (ATR) ¥max (cm™): 3075, 3007, 2969, 2935, 1736, 1588, 1506, 1463, 1419, 1398,
1198, 1150, 1117, 1030, 1009, 920, 844, 801, 747, 678. O espectro é apresentado
na Figura 20 pagina 80.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 3,40 (d, J = 6,6 Hz, 2H, H-3); 3,79 (s, 3H, OCHa);
5,08—5,16 (m, 2H, H-1); 5,98 (ddta, J = 16,8 Hz, J= 10,2 Hz e J = 6,6 Hz, 1H, H-2);
6,75—6,85 (m, 2H, H-5/H-9); 7,05 (d, J = 8,4 Hz, 1H, H-6); 7,64 (d, J = 8,9 Hz, H-
13/H-15); 8,06 (d, J = 8,9 Hz, H-12/H-16). O espectro é apresentado na Figura 22
pagina 83.

RMN de '3C (75 MHz, CDCls) &: 40,2 (C-3); 54,4 (C-17); 112, 9 (C-9); 116,3 (C-1);
120,8 (C-5); 122,6 (C-6); 128,5 (C-14); 128,7 (C-11); 131,9 (C-13, C-15); 131,9 (C-
12, C-16); 137,1 (C-2); 138,1 (C-4); 139,3 (C-7); 151,6 (C-8); 164,3 (C-10). O
espectro é apresentado na Figura 24 pagina 86.
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Sintese do 3-bromobenzoato de 4-alil-2-metoxifenila (30)
o)

1.4 13 Br

14

Caracteristica: sélido branco.

CCD: R;= 0,63 (hexano-acetato de etila 6:1 vv 7).

Temperatura de fusao: 52,9-54,0 °C.

IV (ATR) ¥max (cm™): 3069, 3017, 2960, 2935, 1737, 1598, 1506, 1466, 1422, 1277,
1247, 1200, 1122, 1145, 1122, 1033, 997, 927, 904, 844, 796, 698, 670. O espectro
€ apresentado na Figura A40 do anexo pagina 152.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 3,41 (d, J = 6,6 Hz, 2H, H-3); 3,81 (s, 3H, OCHa);
5,09—5,17 (m, 2H, H-1); 5,99 (ddts, J = 16,8 Hz, J = 10,1 Hz, J = 6,6 Hz, 1H, H-2);
6,80—6,86 (m, 2H, H-5, H-9); 7,06 (d, J= 7,8 Hz, 1H, H-6), 7,38 (t, J= 7,8 Hz, 1H, H-
15); 7,75 (ddd, J=7,8 Hz, J=2,1 Hz, J= 1,1 Hz, 1H, H-14); 8,14 (1dgp, J=7,8 Hz, J
= 1,4 Hz, 1H, H-16); 8,36 (tap, J =1,8 Hz, 1H, H-12). O espectro é apresentado na
Figura A41 do anexo pagina 153.

RMN de '*C (75 MHz, CDCIs) &: 38,6 (C-3); 56,0 (C-17); 94,0 (C-13); 113,6 (C-9);
118,0 (C-1); 120,9 (C-6); 122,6 (C-5); 122,7 (C-13); 129,0 (C-16); 130,9 (C-11);
131,6 (C-15); 133,3 (C-12); 136,5 (C-14); 137,5 (C-2); 138,1 (C-4); 139,5 (C-7);
152,8 (C-8); 163,7 (C-10). O espectro & apresentado na Figura A42 do anexo
pagina 154.
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Sintese do 2-fluorobenzoato de 4-alil-2-metoxifenila (3p)
O F

Caracteristica: solido amarelo.

CCD: R;= 0,50 (hexano-acetato de etila 6:1 v.v ).

Temperatura de fusdo: 56,7-58,0 °C [Literatura: 55-56 °C, Sadeghian et al., 2008;
59-60 °C, d"Avila Farias et al., 2013].

IV (ATR) vmax (cm™): 3073, 3011, 2964, 2917, 2834 1745, 1723, 1612, 1585, 1508,
1466, 1421, 1283, 1244, 1201, 1120, 1146, 1124, 1037, 910, 842, 794, 708, 685. O
espectro € apresentado na Figura A43 do Anexo pagina 155.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 3,41 (d, J = 6,6 Hz, 2H, H-3); 3,82 (s, 3H, OCHa);
5,08-5,16 (m, 2H, H-1); 5,98 (ddta,, J = 16,8 Hz, J = 10,1 Hz, J = 6,6 Hz, 1H, H-2);
6,78-6,85 (m, 2H, H-5, H-9); 7,08 (d, J = 7,9 Hz, 1H, H-6), 7,15-7,30 (m, 2H, H-13,
H-15); 8,12 (id, J = 7,5 Hz, J = 1,8 Hz, 1H, H-16). O espectro é apresentado na
Figura A44 do Anexo pagina 156.

RMN de **C (75 MHz, CDCls) &: 40,1 (C-3); 56,0 (C-17); 113,1 (C-9); 116,1 (C-1);
117,1 (d, Jor = 22,1 Hz, C-13); 118,1 (d, Jc.r = 9,6 Hz, C-11); 120,1 (C-6); 124,0 (C-
5), 122,6 (C-6), 124,0 (d, Jc.r = 3,9 Hz, C-15); 132,6 (C-14); 134,9 (d, Jcr = 9 Hz, C-
16), 137,0 (C-2); 138 (C-4); 139,2 (C-7); 162,3 (d, Jc.r = 259,7 Hz, C-12); 162,3 (d,
Jo.r = 4,00 Hz, C-10)". O espectro é apresentado na Figura A45 do Anexo pagina
157.

‘Devido ao acoplamento C-F, alguns sinais observados no espectro de RMN de '3C
foram observados como dupletos (d).
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Sintese do 3-fluorobenzoato de 4-alil-2-metoxifenila (3q)

(3a)

Caracteristica: sélido branco.

CCD: R;= 0,523 (hexano-acetato de etila 4:1 vv 7).

Temperatura de fusao: 54,3-55,1 °C [Literatura: 61-62 °C, Sadeghian et al., 2008].
IV (ATR) ¥max (cm™): 3067, 3016, 2957, 2915, 2833, 1739, 1591, 1506, 1440, 1265,
1187, 1145, 1121, 1071, 1033, 914, 896, 841, 796, 747, 713, 674. O espectro é
apresentado na Figura A46 do Anexo pagina. 158.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 3,41 (d, J = 6,6 Hz, 2H, H-3); 3,80 (s, 3H, OCHa);
5,08-5,18 (m, 2H, H-1); 5,99 (ddts, J = 16,8 Hz, J = 10,1 Hz, J = 6,8 Hz, 1H, H-2);
6,79-6,86 (m, 2H, H-5, H-9); 7,07 (d, J = 8,1 Hz, 1H, H-6), 7,32 (tdd, J= 8,3 Hz, J =
2,7 Hz, J = 1,1 Hz, 1H, H-14); 7,44-7,53 (m, 1H, H-15); 7,85-7,92 (m, 1H, H-12);
8,01 (dt, J=7,7 Hz, J=1,3 Hz, 1H, H-16). O espectro € apresentado na Figura A47
do Anexo pagina 159.

RMN de *C (75 MHz, CDCl;) &: 42,3 (C-3); 57,0 (C-17); 112,6 (C-9); 116,3 (C-1);
117,1 (d, Jor = 23,0 Hz, C-12); 120,5 (d, Jor = 21,2 Hz, C-14); 120,7 (C-6); 122,5
(C-5); 120,88 (C-6); 126,00 (d, Jc-r = 3,1 Hz, C-16); 130,11 (d, Jo.r = 7,8 Hz, C-15);
131,7 (d, Jer = 7,4 Hz, C-11); 137,0 (C-2); 138,0 (C-4); 139,3 (C-7); 151,1 (C-8);
162,6 (d, Jor = 2457, C-13); 163,7 (d, Jcr =3,08 Hz, C-10).
apresentado na Figura A48 do Anexo pagina 160.

O espectro é

‘Devido ao acoplamento C-F, alguns sinais observados no espectro de RMN de '3C
foram observados como dupletos (d).
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Sintese do 2-metilbenzoato de 4-alil-2-metoxifenila (3r)

Caracteristica: 6leo amarelo claro.

CCD: R;= 0,34 (hexano-acetato de etila 4:1 vv ).

IV (ATR) ¥max (cm™): 3076, 3004, 2963, 2916, 2839, 1747, 1599, 1508, 1490, 1463,
1435, 1285, 1235, 1196, 1121, 1029, 914, 852, 753, 699, 665. O espectro é
apresentado na Figura A49 do Anexo pagina 161.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 3,40 (d, J = 6,6 Hz, 2H, H-3); 3,83 (s, 3H, OCHa);
3,92 (s, 3H, OCHj3); 5,07-5,16 (m, 2H, H-1); 5,99 (ddta,, J= 16,8 Hz, 10,1 Hz, 6,6 Hz,
1H, H-2); 6,78-6,84 (m, 2H, H-5, H-9); 7,00-7,10 (m, 3H, H-6, H-13, H-15); 7,50-
7,56 (m, 1H, H-14); 8,09-8,05 (m, 1H, H-16). O espectro é apresentado na Figura
A50 do Anexo pagina 162.

RMN de '*C (75 MHz, CDCls) &: 37,5 (C-3); 56,0 (C-18); 56,2 (C-17); 112,3 (C-9);
113,0 (C-13); 116,2 (C-1); 118,8 (C-11); 120,3 (C-6); 120,8 (C-15); 123,0 (C-5);
132,6 (C-16); 134,2 (C-14); 137,3 (C-2); 138,4 (C-4); 138,9 (C-7); 150,2 (C-8); 160,7
(C-12); 165,5 (C-10). O espectro é apresentado na Figura A51 do Anexo pagina
163.
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Sintese do 3-metoxibenzoato de 4-alil-2-metoxifenila (3s)

(3s)
Caracteristica: solido amarelo, com aspecto de parafina.
CCD: R; = 0,63 (hexano-acetato de etila 4:1 vv ™).
Temperatura de fusao: 52,5-54,7 °C [Literatura: 59-60 °C; Sadeghian et al., 2008].
IV (ATR) vmax (cm™): 3076, 3004, 2959, 2923, 2837, 1737, 1601, 1508, 1487, 1464,
1430, 1269, 1216, 1198, 1122, 1034, 907, 841, 746, 681. O espectro € apresentado
na Figura A52 do Anexo pagina 164.
RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 3,41 (d, J = 6,6 Hz, 2H, H-3); 3,80 (s, 3H, OCHy);
3,88 (s, 3H, OCHg); 5,08-5,16 (m, 2H, H-1); 5,99 (ddts,, J= 16,8 Hz, J= 10,1 Hz, J =
6,6 Hz, 1H, H-2); 6,80-6,84 (m, 2H, H-5, H-9); 7,06 (d, J = 8,1 Hz, 1H, H-6); 7,16
(ddd, J = 8,3 Hz, J = 2,7 Hz, J = 1,0 Hz, 1H, H-14); 7,40 (t, J = 8,1 Hz, 1H, H-15);
7,70-7,73 (m, 1H, H-12); 7,80-7,85 (m, 1H, H-16). O espectro é apresentado na
Figura A53 do Anexo pagina 165.
RMN de '*C (75 MHz, CDCl,) &: 42,0 (C-3); 55,6 (C-18); 56,0 (C-17); 113,0 (C-9);
114,6 (C-12); 116,3 (C-1); 120,2 (C-14); 120,9 (C-6); 122,7 (C-5); 122,9 (C-16);
129,6 (C-15); 130,9 (C-11); 137,2 (C-2); 138,3 (C-4); 139,2 (C-7); 151,2 (C-8); 159,8
(C-13); 166,2 (C-10), O espectro é apresentado na Figura A54 do Anexo pagina
166.
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Sintese do 4-metoxibenzoato de 4-alil-2-metoxifenila (3t)

(3t)

Caracteristica: cristal transparente.

CCD: R; = 0,53 (hexano-acetato de etila 4:1 vv )

Temperatura de fusdo: 100,2-101,1 °C [Literatura: 93-94 °C; Sadeghian et al.,
2008].

IV (ATR) ¥max (cm™): 3075, 3010, 2973, 2918, 2846, 1725, 1604, 1511, 1465, 1420,
1262, 1198, 1163, 1117, 1067, 1028, 910, 841, 764, 695, 613. O espectro é
apresentado na Figura A55 do Anexo pagina 167.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 3.41 (d, J = 6,9 Hz, 2H, H-3); 3,80 (s, 3H, OCHa);
3,88 (s, 3H, OCHg); 5,08-5,18 (m, 2H, H-1); 5,99 (ddta,, J= 16,8 Hz, J= 10,0 Hz, J =
6,9 Hz, 1H, H-2); 6,79-6,84 (m, 2H, H-5, H-9); 6,98 (d, J = 9,0 Hz, 2H, H-13, H-15);
7,06 (d, J = 7,8 Hz, 1H, H-6), 8,17 (d, J = 9,0 Hz, 2H, H-12, H-16). O espectro &
apresentado na Figura A56 do Anexo pagina 168.

RMN de '*C (75 MHz, CDCls) &: 43,5 (C-3); 55,6 (C-18); 55,9 (C-17); 112,9 (C-9);
113,9 (C-13, C-15); 116,2 (C-1); 120,0 (C-6); 121,9 (C-11); 122,9 (C-5); 132,5 (C-12,
C-16); 137,3 (C-2); 138,3 (C-4); 139,0 (C-7); 151,3 (C-8); 163,9 (C-14); 164,8 (C-10).

O espectro é apresentado na Figura A57 do Anexo pagina 169.

69



Sintese do 2-nitrobenzoato de 4-alil-2-metoxifenila (3u)

0 NO,
1 12

Caracteristica: sélido amarelo claro.

CCD: R; = 0,38 (hexano-acetato de etila 4:1 vv )

Temperatura de fusdo: 57,3-58,6 °C [Literatura: 57-58 °C; d’Avila Farias et al.,
2013].

IV (ATR) vmax (cm™): 3078, 3005, 2975, 2938, 2917, 2847, 1751, 1604, 1507, 1464,
1419, 1349, 1265, 1195, 1148, 1122, 1056, 1033, 995, 916, 852, 787, 732, 695. O
espectro é apresentado na Figura A58 do Anexo pagina 170.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 3,40 (d, J = 6,6 Hz, 2H, H-3); 3,85 (s, 3H, OCHg);
5,08-5,16 (m, 2H, H-1); 5,97 (ddty, J = 16,8, J = 10,2 Hz, J = 6,6 Hz, 1H, H-2);
6,81-6,85 (m, 2H, H-5, H-9); 7,16 (d, J = 8,4 Hz, 1H, H-6), 7,60-7,79 (m, 2H, H-14,
H-15); 7,90-8,03 (m, 2H, H-13, H-16), O espectro é apresentado na Figura A59 do
Anexo pagina 171.

RMN de **C (75 MHz, CDCls) &: 40,2 (C-3); 56,1 (C-17); 112,8 (C-9); 116,2 (C-1);
120,9 (C-6); 122,3 (C-5); 124,1 (C-13); 127,4 (C-11); 130,3 (C-16); 132,0 (C-14);
133,1 (C-15); 137,0 (C-2); 137,5 (C-4); 139,7 (C-7); 148,3 (C-12); 151,7 (C-8); 162,1
(C-10). O espectro é apresentado na Figura A60 do Anexo pagina 172.
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Sintese do 3-nitrobenzoato de 4-alil-2-metoxifenila (3v)

0]

1.4 13 NO,

16 14

(3v)
Caracteristica: solido ambar.
CCD: R; = 0,55 (hexano-acetato de etila 4:1 vv ™).
Temperatura de fusao: 58,9-60,4 °C [Literatura: 68-69 °C, Chen et al., 2022].
IV (ATR) vmax (cm™): 3092, 3008, 2964, 2938, 2916, 1741, 1609, 1527, 1466, 1421,
1346, 1289, 1248, 1199, 1145, 1121, 1059, 1033, 1001, 917, 796, 716. O espectro é
apresentado na Figura A61 do Anexo pagina 173.
RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 3,41 (d, 2H, J = 6,6 Hz, H-3); 3,80 (s, 3H, OCH3);
5,09-5,16 (m, 2H, H-1); 5,99 (ddts,, J = 16,9 Hz, 10,1 Hz, 6,6 Hz, 1H, H-2);
6,77-6,85 (m, 2H, H-5, H-9); 7,08 (d, J= 7,9 Hz, 1H, H-6), 7,71 (t, J= 8,0 Hz, 1H, H-
15); 8,43-8,56 (m, 2H, H-14); 9,08 (s, 1H, H-12). O espectro é apresentado na
Figura A62 do Anexo pagina 174.
RMN de '*C (75 MHz, CDCl,) &: 40,2 (C-3); 57,4 (C-17); 113,0 (C-9); 116,4 (C-1);
120,9 (C-6); 122,5 (C-5); 125,3 (C-12); 127,9 (C-14); 129,9 (C-11); 131,5 (C-15);
136,0 (C-16); 137,1 (C-2); 137,8 (C-4); 139,8 (C-7); 149,6 (C-13); 150,9 (C-8); 164,6
(C-10), O espectro é apresentado na Figura A63 do Anexo pagina 175.
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4.2 Investigacao sobre a atividade antifungica dos derivados de eugenol

4.2.1 Avaliacao da atividade antifungica dos derivados de eugenol

Solucbes estoque de eugenol e seus derivados em dimetilsulféxido (DMSO)
(50 mg mL™"), foram diluidos em solugdo Tween 80 a 0,05% até uma concentracdo
final de 10 mg mL™. Como controle negativo foi utilizada a mesma solugédo aquosa,
assim como o DMSO.

No ensaio de biocontrole foi utilizado o fungo patogénico Fusarium
oxysporum, causador de fusarisose em cultivares de bananeiras. Para ativagdo do
estoque flngico o mesmo foi cultivado em meio Agar Batata Dextrose (BDA) durante
7 dias a 28 °C.

Para o teste de difusdo, um disco de 5 mm de crescimento micelial foi
transferido para uma placa de Petri de 50 mm. Em lados opostos a inoculacdo do
fungo foram feitos pocos de 6 mm contendo 30 pL de cada derivado de eugenol na
concentragdo de 10 mg mL™", assim como os controles. As placas foram incubadas
a 28 °C, tendo o didametro de crescimento micelial medido todos os dias com auxilio
de um paquimetro até que algum dos tratamentos atingisse a borda das placas.

4.2.2 Analises estatisticas

Os dados coletados foram submetidos a analise de variancia apds
confirmagédo da normalidade dos dados através do teste Shapiro-Wilk seguido do
teste de comparagbes multiplas de Scott-Knott. As analises foram realizadas no
software R e RStudio.

O percentual de crescimento para o experimento apresentou distribuicdo
normal dos dados pelo teste Shapiro-Wilk e a analise de varidncia apresentou
diferencga estatistica entre os tratamentos utilizados (p<0,05) (Grafico 2).

O percentual de crescimento foi calculado de acordo com a seguinte equacao:

PC = 100 - (Controle—Tratamento) x 100

Controle
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4.3 Avaliacao da atividade leishmanicida dos derivados de eugenol

4.3.1 Atividade leishmanicida

Em uma placa de cultura celular de 96 pocos, 1 x 10° formas promastigotas
estacionarias de Leishmania amazonensis, Leishmania brasiliensis e Leishmania
infantum foram incubadas com o eugenol (1) e os derivados (3a—3v) na
concentragdo de 200 pg mL™, bem como com anfotericina B (1,0 ug mL™) para
controle positivo.

As substancias foram diluidas em meio RPMI-PR, em um volume final de 100
ML e incubadas por 48 horas a 24 °C. Logo apos, 10 yL do reagente [brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazélio)] na concentracdo de 5 mg mL" foram
adicionados e, em seguida, a placa foi incubada por mais 4 horas a 24 °C.

As células foram analisadas em microscopio 6tico composto para verificar a
formacdao de cristais de formazan. Posteriormente, 60 pL de uma solugdo de
dodecilsulfato de sédio a 10% de acido cloridrico (SDS 10% / HCL 0,1 mol L") foram
acrescentados para solubilizagéo dos cristais de formazan e, novamente, a placa foi
incubada por 18 horas. As leituras das absorbancias foram realizadas em
espectrofotdmetro de microplacas a 570 nm.

Para determinacdo dos valores de concentracao inibitéria 50% (ICsg), 0s
compostos mais ativos foram incubados com os parasitos em concentragdes
variando de 0—50 ug mL™". Os valores de ICso foram determinados por anélise de
regressao sigmoidal das curvas dose-resposta por meio do software Microsoft Excel
(versao 10.0).

4.3.2 Citotoxicidade celular

Este ensaio foi realizado para avaliacao da citotoxicidade de determinado
composto sobre células de mamiferos, especificamente, macréfagos murinos. Dessa
forma, camundongos BALB/c foram inoculados, via peritoneal, com 3 mL de uma
solucdo de tioglicolato 3% m v''. Apés quatro dias, os animais foram eutanasiados e
0s macrofagos extraidos por lavagem peritoneal com 5 mL de PBS estéril e gelado
para posterior centrifugacao a 1.000 x g por 10 minutos. Em seguida, os macréfagos
foram ressuspendidos em 1 mL de meio de cultura RPMI 1640. Deste modo, 5 x 10°
células foram incubadas em placas de cultura de 96 pocos, em meio RPMI 1640,
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juntamente com 10% de SFB e antibiéticos, por 24 horas a 37 °C em estufa sob
tensdo de 5% CO..

Posteriormente, diferentes concentracdes dos compostos (0 ug mL™ a 100 pg
mL™") ou da anfotericina B (0 ug mL™" a 10 pg mL™") foram adicionados e, novamente,
incubadas em estufa sob tensdo de 5% CO, por 48 horas a 37 °C. Logo apds, foram
acrescentados 50 yL de MTT para incubagdo por 4 horas a 37 °C. Os cristais de
formazam foram solubilizadas por SDS 10% m v"' / HCI 0,1 mol L™ por 16 horas e as
absorbancias determinadas a 570 nm em espectrofotometro.

A concentracdo minima necessaria para inviabilizar 50% dos macroéfagos
(concentragdo citotoxica 50%, CCsp) foi determinada por analise de regressao
sigmoidal das curvas dose-resposta através do software Microsoft Excel (versao
10.0).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Sintese e caracterizacao dos ésteres derivados do eugenol

Os ésteres derivados do eugenol foram sintetizados adaptando-se a
metodologia descrita por Xu e colaboradores (2009) para a sintese de ésteres
aromaticos por meio da esterificacao de Steglich (Esquema 3).

Esquema 3 - Preparacao dos ésteres derivados do eugenol por meio da
esterificacdo de Steglich.

o]
OH OJ\R
0 . OxOH DIC, DMAP 0
R Solvente, t.a.
| acido
carboxilico 2a-2v
eugenol ésteres derivados do eugenol
(1) 3a-3v
CH3
Cl
(2a/3a) (2b/3b) (2¢/3c) (2d/3d) (2e/3e)
(2f/3f) 2i/3i
(2f/3g) (2h/3h) ( ) (2i13i)
)\i : : i\/ !
2"’3") (21/31) (2m/3m) (2n/3n) (20/30) @
(2p/3p)
F H;CO
0 0T O i
OCH
2q/3q 3 @
( ) (2r/3r) (2s/3s) (2t/3t) (2u/3u) (2v/3v)

Fonte - Elaborado pela propria autora.

A proposta mecanistica para a preparacao dos ésteres esta representada no
Esquema 4 (pagina 77).
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Conforme mostrado no Esquema 4 (pagina 77), inicialmente o par de
elétrons de um dos atomos de nitrogénio do agente de acoplamento DIC captura o
préton do acido carboxilico, formando o intermediario (i) e o anion carboxilato. A
protonagdo resulta no aumento da eletrofilicidade do atomo de carbono de
hibridizacao sp do reagente DIC. O anion carboxilato ataca o carbono eletrofilico de
(i) e, desta forma, ha conversdo do que antes era um grupo de saida ruim (a
hidroxila contida no acido carboxilico) em um bom grupo abandonador, o que
permitira posteriormente a ocorréncia de uma reagao de substituicdo nucleofilica em
carbono acilico. Apdés uma nova protonagao de (ii), o intermediario resultante (iii)
sofre um ataque nucleofilico a carbonila promovido pelo catalisador DMAP, mais
nucleofilico que o eugenol, obtendo-se o intermediario (iv). A recomposi¢cao da
carbonila a partir de (iv) resulta na formagdo de uma amida reativa (v) e na
eliminacao do subproduto diisopropilureia. Posteriormente, o eugenol adiciona-se ao
carbono carbonilico de (v), formando o intermediario tetraédrico (vi). Apds a
recomposicdo do grupamento carbonila, o catalisador DMAP é regenerado e o
produto de reacao, um éster derivado do eugenol, é formado.
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Esquema 4 - Proposta mecanistica para a sintese dos ésteres derivados do
eugenol por meio da reacao de esterificacdo de Steglich.
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Por meio da esterificacao de Steglich, foram sintetizados vinte e dois ésteres
derivados de eugenol em condi¢cbes brandas. Apos purificacdo por cromatografia, os
derivados obtidos apresentaram rendimentos variando entre 36% a 97% (Tabela 2
paginas 48 e 49).

Os acidos carboxilicos utilizados para a esterificacdo sdo, em sua maioria,
aromaticos e possuem como grupos substituintes halogénios (F, Cl, Br, I), metoxila
(OCHg3), metila (CH3) e nitro (NOy). Optou-se pela escolha de acidos contendo tais
substituintes devido aos relatos na literatura de diversas substancias bioativas
aromaticas contendo estes substituintes, inclusive desempenhando agéo antifungica
e antiparasitaria (Yang et al., 2017; Noriega et al., 2022; Tiz et al., 2022). Um
aspecto que merece comentario é que diversas estruturas contendo os substituintes
utilizados, como halogénios, tiveram o seu uso medicinal aprovado pela Food and
Drug Administration (FDA) nos ultimos anos (Tiz et al., 2022).

Na presente investigagcao, o eugenol (1) também foi convertido no oleato de 4-
alil-2-metoxifenila (3f) (Esquema 3 pagina 75). A obtengcdo deste composto foi
planejada com base na investigacao de Raja et al. (2017) que preparam uma série
de ésteres derivados do eugenol (1) e identificou o composto (3f) como sendo o
mais ativo frente a formas amastigota e promastigota de L. infatum, que é o agente
etiolégico da LV. No entanto, no trabalho de Raja et al. (2017), os autores nao
investigaram o efeito do éster 3f frente a espécies que causam a LT. Deste modo, o
composto 3f foi preparado para que seus efeitos pudessem ser avaliados frente as
espécies L. amazonensis e L. braziliensis que sao os agentes etioldgicos da LT.

Apbs a sintese, os derivados de eugenol obtidos foram caracterizados
utilizando a espectroscopia no infravermelho e a espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear de 'H e 'C. A temperatura de fusdo dos compostos sélidos foi
determinada.

A seguir seréa discutida de maneira pormenorizada a caracterizacao estrutural
do composto 4-bromobenzoato de 4-alil-2-metoxifenila (3n). Os dados experimentais
de caracterizagdo das demais substancias sintetizadas é descrito na Secao 4.1.2
(paginas 50-71). Os espectros no infravermelho e de ressonancia magnética nuclear
obtidos para os demais ésteres derivados do eugenol (1) contidos neste trabalho
encontram-se no Anexo (paginas 113—175).
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Analisando o espectro no infravermelho do produto 3n (Figura 20, pagina 80),
observa-se uma banda de forte intensidade em 1736 cm™. Aril ésteres possuem uma
banda intensa devido ao estiramente do grupo carbonila entre 1740 cm™ e 1705 cm™
(Barbosa, 2008a). A banda presente em 1261 c¢cm™” no espectro do produto 3n
corresponde ao estiramento da ligacdo C-O do grupo éster. Para ésteres
aromaticos, como o composto 3n, esta banda ocorre entre 1310 e 1250 cm™
(Barbosa, 2008b).

Comparando o espectro no infravermelho de 3n com o espectro no
infravermelho obtido para o eugenol (1) (Figura 21, pagina 81), produto natural
utilizado como material de partida na preparacédo de 3n, ndo sdo observadas no
espectro do primeiro as bandas mencionadas anteriormente, indicando que o éster
3n foi obtido.

Em contrapartida, no espectro do eugenol (1) (Figura 21, pagina 81) é
observada uma banda larga na regido de 3512 cm™ a 3437 cm™, caracteristica de
grupos hidroxila de alcoois e fenois (Barbosa et al., 2008c). Tal banda esta ausente
no espectro do composto 3n (Figura 20 pagina 80), o que confirma a ocorréncia da
esterificacdo do eugenol (1) com o acido p-bromobenzoico.

Ainda com relacao aos espectros no infravermelho do eugenol (1) (Figura 21
pagina 81) e do composto 3n (Figura 20 pagina 80), bandas na regiao
compreendida entre 3076 cm™ a 2836 cm™' estdo presentes em ambos os espectros.
Absorcdes na regido de 3300 a 2800 associam-se estiramentos de ligacdes
carbono-hidrogénio (Barbosa, 2008c).

As bandas em 1506 cm™ e 1509 cm™ nos espectros de 3n (Figura 20 pagina
80) e do eugenol (1) (Figura 21 pagina 81), respectivamente, referem-se a presenca
de ligacoes C=C presentes em compostos aromaticos (Barbosa, 2008c).

Por fim, analisando a area de impressao digital do composto 3n (Figura 20
pagina 80), a absorcdo em 600 cm™ indica a ligagdo entre um carbono e um
halogénio (Barbosa, 2008d), mais especificamente o bromo, mesmo halogénio
presente no acido carboxilico p-bromo benzbico utilizado na preparacao do éster 3n.
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Figura 20 - Espectro no infravermelho (ATR) do composto 3n.
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Transmitincia (%)

Figura 21 - Espectro no infravermelho (ATR) do eugenol (1).
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Fonte - Elaborada pela prépria autora.
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Analisando o espectro de RMN de 'H do composto 3n (Figura 22, pagina 83),
o dupleto observado em &y 3,40 (J = 6,6 Hz), integrado para dois hidrogénios,
refere-se aos atomos de hidrogénio H-3 presentes no grupo alila. Um sinal
semelhante € observado no espectro do eugenol (1) (Figura 23 pagina 84). O
multipleto em 6 5.08-5.15 no espectro de 3n (Figura 22 pagina 83), integrado para
dois hidrogénios, refere-se aos atomos H-1 do grupo alila. O sinal observado em 6y
5,98 (um tripleto duplo duplo aparente, J = 16,8 Hz, J = 10,2 Hz ¢ J = 6,6 Hz)
corresponde ao atomo de hidrogénio H-2. Observa-se a presenca de um multipleto
em Oy 6,75-6,85 que se refere aos atomos de hidrogénio H-5 e H-9 do anel
aromatico. Ja o dupleto presente em 6y 7,05 (J = 8,4 Hz), integrado para um atomo
de hidrogénio, corresponde ao hidrogénio H-6. Os dupletos em &y 7,64 (J = 8,9 Hz)
e On 8,06 (J = 8,9 Hz), cada um deles integrado para dois atomos de hidrogénio, sdo
referentes, respectivamente, aos atomos H-13/H15 e H-12/H-16 (Pavia et al., 2010).

Comparando os espectros de RMN de 'H do composto 3n (Figura 22 pagina
83) e do eugenol (1) (Figura 23 pagina 84), observa-se no espectro de 1 um sinal
alargado 6y 5,73, relativo ao grupo hidroxila do eugenol (1) e que esta ausente no
espectro do éster 3n. Esta observacdo confirma a formacéo do éster a partir do
eugenol (1). Deve ser mencionado a similaridade do espectro de 1 com o espectro
de 3n com respeito aos deslocamentos quimicos e multiplicidades dos sinais
observados para os hidrogénios H-1, H-2, H-3, H-5, H-6, H-9 e H-10.
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Figura 22 - Espectro de RMN 'H (CDCl3, 300 MHz) do composto 3n.
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Figura 23 - Espectro de RMN 'H (CDCl3, 300 MHz) do eugenol (1).
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No espectro de RMN de '*C do composto 3n (Figura 24 pagina 86), o nlimero
de sinais observados é compativel com a estrutura. O sinal em ¢ 40,2 refere-se ao
C-3 do e o sinal em 6¢ 54,4 € atribuido ao carbono da metoxila (C-17). O sinal
observado em 6¢ 112,9 refere-se ao atomo C-9. Ja em 6¢ 116,3 é observado o sinal
correspondente ao atomo C-1. O sinal em 6¢c 120,8 associa-se ao atomo C-6,
presente no anel aromatico, e em 6¢ 122,6 encontra-se o sinal referente ao atomo C-
5 também aromatico. O sinal presente em &¢ 128,5 refere-se ao atomo C-14. O sinal
observado em &¢ 131,9 é atribuido a C-13 e C-15. O sinal em 6¢ 131,9 associa-se
aos atomos C-12 e C-16. Os sinais observados em 6¢ 137,1 e 6¢c 138,1 referem-se
aos atomos C-2 e C-4, respectivamente. Em 6¢c 139,3 encontra-se o sinal referente
ao C-7, carbono ligado ao oxigénio do grupo éster. O carbono atribuido ao sinal
observado em &6¢ 151,6 refere-se ao C-8, ligado ao oxigénio do grupo metoxila e, por
fim, o sinal presente em &¢ 164.31 associa-se ao carbono carbonilico C-10.

Analisando o espectro de RMN de "*C do eugenol (1) (Figura 25 pagina 87),
nota-se grande similaridade quanto ao deslocamento de varios sinais. Neste
espectro ndo esta presente, porém, o sinal mais desblindado observado no espectro
do composto 3n (Figura 24 pagina 86) que se refere ao carbono do grupo carbonila.
Esta € mais uma informacdo que confirmacao a obtencdo do composto 3n a partir
do eugenol.

Uma vez sintetizados, os ésteres derivados do eugenol (3a-3v) foram

avaliados com relacdo as suas atividades fungicida e leishmanicida.
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Figura 24 - Espectro de RMN de *C (CDCls, 75 MHz) do composto 3n.
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Figura 25 - Espectro de RMN '*C (CDCls, 75 MHz) do eugenol (1).

Fonte - Elaborada pela propria autora.
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5.2 Atividade antifungica dos derivados do eugenol

Para a avaliagdo da atividade fungicida dos ésteres 3a-3v (Esquema 4
pagina 77) frente a culturas do fungo fitopatogénico Fusarium oxysporum, foi
realizado o teste de difusdo (Figura 26), conforme descrito na Secao 4.2 (pagina
72). O diametro do crescimento micelial foi medido diariamente com um paquimetro,
até algum tratamento atingir a borda das placas de Petri.

Figura 26 - Teste de difusdo de derivados de eugenol frente a Fusarium

oxysporum.
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Fonte — Elaborada pela propria autora.

Nas andlises estatisticas obtidas com os dados coletados referentes aos
derivados do eugenol (Figura 27 pagina 90), o teste de comparacées multiplas de
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Scott-Knott dividiu os derivados em duas classes distintas com diferenga estatistica
significativa através dos dados obtidos pela Analise de Variancia (p<0,05). Para
estes dados o controle negativo, juntamente com os controles para os solventes
DMSO e TWEEN foram agrupados com os derivados de eugenol 3i, 3m, 3h, 3u, 30,
3r, 3n, 3t, 3g, 3s, 3j, 3v e 3a, sendo todos eles considerados iguais para as médias
de percentual de crescimento micelial de F. oxysporum.

O tratamento realizado com eugenol (1), entretanto, apresentou eficiéncia no
controle do fitopatdgeno maior do que o grupo supracitado que envolve os controles
de solventes e negativo. Juntamente com este tratamento, seus derivados 3c, 3e,
3d, 3b, 3q, 3f, 3l, 3p e 3k se agruparam, sendo diferentes estatisticamente (p<0,05)
do grupo a (Figura 27 pagina 90). Para este grupo, entretanto, se considerarmos
que estes compostos sdo derivados do eugenol (1), dois compostos apresentaram
valores médios de percentual de crescimento menor que seu composto original,
indicando uma possivel melhora de eficiéncia no controle do fitopatégeno: o
derivado 3p apresenta média de crescimento micelial de 94.31% e 3k média de
crescimento micelial de 93.23% contra os 100% de crescimento do controle negativo
(Figura 27 pagina 90). Um menor percentual de crescimento micelial da cultura
fungica indica maior potencial fungicida da substancia analisada.

Observando a estrutura dos compostos que apresentaram eficiéncia no
controle do crescimento de F. oxysporum (Figura 28 pagina 91), nota-se que quatro
dos derivados do eugenol possuem substituicbes na posicao para do anel aromatico
da porcdo acilica. Dois dos derivados apresentam substituicdo na posi¢do orto.
Apenas um derivado meta-substituido apresentou significativa eficacia frente a
inibicdo do crescimento do fitopatdégeno. Os halogénios foram os substiuintes de
maior frequéncia entre os compostos mais ativos: trés derivados possuem o
substituinte fluoro em dua estrutura (3p, 3q € 3¢ com substituicbes nas posicoes
orto, meta e para, respectivamente); dois com o substiuinte cloro (3, na posicao orto
e 3b, na posicao para) e um possui bromo (3d, posicao orto). Um dos derivados
mais ativos, 0 composto 3e possui 0 grupo nitro em posicao para. Um dos analogos
apresenta em sua estrutura uma cadeia de hidrocarbonetos longa e insaturada (3f),
sendo esta substancia sintetizada a partir de um &acido graxo. Por fim, o derivado
3k, contendo o grupo metila em posigéo para do anel aromatico da porgao acilica,
também demonstrou eficacia frente a cepa do fungo F. oxysporum e, dentre
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compostos avaliados, foi 0 que apresentou maior taxa de inibicdo do crescimento do
fitopatégeno. Com excecao de 3k e 3f, todos os derivados do eugenol que tiveram
atividade fungicida possuem grupos retiradores de elétrons em sua estrutura ligados
ao anel aromatico da porg¢ao acilica.

Figura 27 - Teste de comparacdes multiplas de Scott-Knott para os derivados de
eugenol em Fusarium oxysporum. Anova (p<0,05). Letras minusculas iguais indicam
que os tratamentos nao diferem entre si. Letras mindsculas diferentes indicam

diferencga estatistica entre os tratamentos.
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Figura 28 - Compostos ativos contra Fusarium oxysporum.
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5.3 Atividade leishmanicida dos derivados do eugenol

Para a avaliagdo da atividade leishmanicida dos ésteres derivados do
eugenol, seguiu-se a metodologia descrita na Secao 4.3 (pagina 73). As
absorbancias dos tratamentos, relacionadas a formagao do formazan nas placas de
cultura, estao listadas na Tabela 3, juntamente com o percentual de inibicao
calculado para cada composto com base na comparacdo da absorbancia do
derivado do eugenol e a absorbancia verificada para o controle negativo (CC). Os
valores de absorbancia e percentual de inibicdo também sdo apresentados para a
substancia percursora dos ésteres (Eugenol) e para anfotericina B (Anfo), farmaco
utilizado no tratamento da leishmaniose. A anfotericina B correspondeu ao controle

positivo nos ensaios de avaliagdo de atividade antileishmanial.

Tabela 3 - Valores de absorbancia e percentual de inibicdo obtidos para os
derivados do eugenol (3a—3v), eugenol e anfotericina B frente a formas
promastigota de diferentes espécies de parasitos do género Leishmania.

L. amazonensis L. braziliensis L. infantum
Composto % de % de % de
Absorbancia Absorbancia Absorbancia
inibicao inibicao inibicao

3a 0,118 89% 0,39 66,7% 0,145 87%
3b 0,164 84,7% 0,318 72,9% 0,323 71,1%
3c 0,16 85,1% 0,336 71,3% 0,183 83,6%
3d 0,291 72,9% 0,645 45% 0,22 80,3%
3e 0,549 48,9% 0,323 72,4% 0,384 65,6%
3f 1,129 0% 1,437 0% 0,705 36,8%
39 1,023 4,8% 0,911 22,3% 0,558 50%
3h 0,134 87,5% 0,382 67,4% 0,151 86,5%
3i 1,132 0% 1,215 0% 0,625 44%

3j 0,131 87,8% 0,302 74,2% 0,163 85,4%
3k 1,17 0% 0,666 43,2% 0,902 19,2%
3l 0,177 83,5% 0,455 61,1% 0,219 80,4%
3m 1,056 1,7% 1,237 0% 0,226 79,7%
3n 1,153 0% 1,414 0% 0,64 42,7%
30 0,117 89,1% 0,67 42,8% 0,194 82,6%
3p 0,665 38,1% 0,419 64,2% 0,232 79,2%
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Tabela 3 - Continuacao

3q 0,147 86,3% 0,808 31% 0,368 67%
3r 0,14 87% 0,153 86,9% 0,112 90%
3s 0,125 88,4% 0,151 87,1% 0,168 84,9%
3t 0,643 40,2% 0,425 60,5% 0,582 47,8%
3u 0,325 69,8% 0,745 36,4% 0,162 85,5%
3v 0,176 83,6% 0,515 56% 0,137 87,7%
Eugenol 0,537 50% 0,897 23,4% 0,28 74,9%
Anfo 0,139 87,1% 0,138 88,2% 0,155 86,1%
cC 1,075 0% 1,172 0% 1,116 0%

Fonte - Elaborada pela propria autora

Dentre os vinte e dois ésteres avaliados, apenas quatro ndo exibiram efeito
inibitério frente aos parasitos da espécie L. amazonensis. Entre os quatro derivados
que nao apresentaram inibicdo, trés sao para-substituidos no anel aromatico da
porcdo acilica (3i - substituinte iodo, 3k - substituinte metila e 3n - substituinte
bromo) e um foi preparado utilizando-se o &acido oleico (3f). Dois compostos
apresentaram atividade inibitéria inferior a 5%: 3m (substituido com cloro na posicao
meta) e 3¢ (substituido com iodo na posi¢ao orto).

Ainda com relacao a espécie L. amazonensis, treze dos vinte e dois ésteres
(Figura 29 pagina 94) apresentaram percentuais de inibicdo superiores ao eugenol.
Dentre estes treze ésteres, seis possuem substituintes em posicdo meta, cinco em
posicao orto e apenas dois sdo para substituidos no anel aromatico da porcao
acilica dos ésteres.
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Figura 29 - Compostos com taxa de inibigdo superior a 50% frente a forma

promastigota de L. amazonensis.
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Dentre estas substancias, cinco delas, 3a, 3h, 3j, 30 e 3s, se destacaram por
apresentar percentual de inibicdo superior ao controle positivo Anfotericina B
(87,1%), farmaco utilizado no tratamento das leishmanioses. O maior percentual de
inibicdo foi observado para composto 30 (89,1%), que possui um substituinte bromo
na posicdo meta. Os substituintes presentes nas demais moléculas com superior
atividade biologica sdo: metila (presente na posicao meta para 3a e na posicao orto

para 3j), iodo (3h, na posicdo meta) e metoxila (3s, na posicdo meta). Dentre os
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cinco compostos com maior atividade antileishmanial, apenas o produto 3j nédo é
meta substituido.

O eugenol apresentou percentual de inibicdo de 23,4% frente a espécie L.
braziliensis. Neste caso, dezessete ésteres (Figura 30) apresentaram efeitos

inibitérios superiores ao eugenol, sendo que doze derivados exibiram atividade

inibitéria superior a 50%, sendo duas vezes mais potentes que o eugenol.

Figura 30 - Compostos com taxa de inibicdo superior a 50% frente ao

parasito L. braziliensis
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Fonte — Elaborada pela autora.

Trés destes compostos possuem o substituinte metoxila (3r na posicao orto,

3s na posicdo meta e 3t na posicdo para). Cinco dos compostos possuem

substituintes pertencentes ao grupo dos halogénios nas posi¢des orto (3l, cloro e 3p,

fluoro), meta (3h, iodo) e para (3b, cloro e 3¢, fluoro). O grupo substituinte metila faz

parte das estruturas de dois compostos (3a na posicdo meta e 3j na posicao orto). O

grupo substituinte nitro € observado em dois compostos (3e na posicao para e 3v na
posicao meta).

95



O éster que apresentou melhor atividade antileishmanial frente ao L.
brasiliensis foi 0 3s (87,1% de inibicdo), que possui um grupo metoxila na posi¢ao
meta do anel aromatico da porcao acila. A segunda melhor atividade antileishmanial
foi observada para o composto 3r (86,9% de inibicdo), que possui 0 substituinte
metoxila em posicdo orto. Ambos os compostos possuem a atividade inibitoria
proxima a desempenhada pelo farmaco anfotericina B (88,2% de inibi¢édo).

A espécie L. infantum foi a mais susceptivel frente aos ésteres derivados do
eugenol investigados neste trabalho. Conforme pode ser observado na Tabela 3
(paginas 92-93), todos os compostos foram efetivos em inibir o crescimento do
parasito. Dezessete dos vinte e dois compostos avaliados apresentaram atividade
inibitéria superior a 50% (Figura 31 pagina 97). Dentre estes, treze tiveram eficacia
superior ao eugenol (74,9% de inibicdo): 3a, 3c, 3d, 3h, 3j, 3I, 3m, 30, 3p, 3r, 3s, 3u
e 3v. Dentre os ésteres com inibicao superior a 50%, 0s quatro que apresentaram
atividade inibitéria inferior ao eugenol possuem os seguintes grupos substituintes:
cloro (3b, para substituido), nitro (3e, para substituido), iodo (39, orto substituido) e
fluoro (3q, meta substituido).
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Figura 31 - Compostos com taxa de inibicdo superior a 50% frente ao

parasito L. infantum
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Fonte — Elaborada pela prépria autora

Os derivados 3a, 3h, 3r e 3v apresentaram os melhores resultados, com
atividade inibitéria superior aquela apresentada pela anfotericina B (86,5%). O
composto 3r foi o que demonstrou maior percentual de inibicdo (90%). Este
composto possui um grupo metoxila na posi¢cdo orto do anel aromatico da porcéo

acilica. Os outros trés ésteres que exibiram inibicdo superior a da anfotericina B
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possuem um substituinte na posigdo meta (3a — grupo substituinte metila, 3h — grupo
substituinte iodo e 3v — grupo substituinte nitro).

Os ésteres sintetizados que obtiveram resultados mais efetivos frente as trés
espécies de parasitos do género Leishmania foram os derivado 3j e 3r (Figura 33).
Eles possuem como caracteristica estrutural comum o fato de possuirem
substituintes doadores de elétrons (grupo metila no analogo 3j e grupo metoxila no
analogo 3r) ligados a posicao orto do anel aromatico da porcao acilica.

Figura 33 - Esteres derivados do eugenol que foram mais efetivos frente aos
parasitos do género Leishmania.

G e

Fonte: Elaborada pela autora

Para a determinagcédo dos valores de concentracdo inibitéria 50% (ICsp) dos
derivados de eugenol mais ativos, os compostos foram incubados com os parasitos
em concentragdes variando de 0—50 pg mL”'. Os valores de ICs, foram
determinados por analise de regressdo sigmoidal das curvas dose-resposta. Os
valores de ICso obtidos e a coeficiente de determinacdo (R?) da regressdo séao
apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 - Valores de ICs (g mL™') e R2 determinados para os ésteres
derivados do eugenol mais efetivos frente aos parasitos do género Leishmania.

Composto L. amazonensis L. braziliensis L. infantum
ICs0 R? ICs0 R? ICs0 R?

3j 49,6 0,915 7,3 0,906 24,35 0,893

3r 56,36 0,850 20,09 0,883 13,13 0,9403

Fonte - Elaborada pela autora
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Os valores dos coeficientes de determinagdo (R?) obtidos, proximos a 1,
indicam consisténcia na analise dos dados.

O composto 3j frente ao parasito L. braziliensis apresentou o menor valor de
concentragdo inibitéria (ICso = 7,3 pg mL™"), o que indica que é necessaria uma
menor concentracdo do composto para inibir 50% da populacdo do parasito. O
composto 3r apresentou maior eficacia frente ao parasito L. infantum (ICso= 13,13
ug mL7),

O ensaio para verificagao de citotoxicidade celular provocada pelos derivados
de eugenol mais bioativos foi realizado frente a macréfagos. O procedimento
metodoldgico é descrito na Secao 4.3.2 (pagina 73). O percentual de viabilidade

celular dos macréfagos analisados € apresentado na Tabela 5.

Tabela 5 - Viabilidade celular observada nos macréfagos

Viabilidade Celular %

Composto

L. amazonensis L. braziliensis L. infantum
3j 87,81 74,23 85,39
3r 86,98 86,95 89,96

Fonte - Elaborada pela autora

A Tabela 5 mostra que os compostos apresentam baixa citotoxicidade frente
aos macréfagos. Este fato € importante uma vez que os macréfagos sao células de
defesa dos mamiferos e que fagocitam as formas promastigota dos parasitos
durante o processo de infeccdo dos humanos e animais por parasitos do género
Leishmania. Compostos que possuem baixa citotoxicidade contra células sadias dos
mamiferos sdo atrativos do ponto de vista de pesquisa e desenvolvimento de novos

compostos antileishmaniais pois tendem a apresentar menores efeitos colaterais.
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho descreveu a sintese e avaliacdo das atividades
fungicida e leishmanicida de vinte e dois ésteres derivados do eugenol. Os
ésteres foram preparados, de maneira geral com bons rendimentos, variando
de 36% a 97%, por meio da reacao de esterificacao de Steglich.

No ensaio frente ao fungo Fusarium oxysporum, nove ésteres
apresentaram atividade fungicida e dois foram mais eficazes que o eugenol (3p
e 3k). O composto de maior eficacia para inibicdo do crescimento micelial do
fitopatogeno foi o derivado 3k.

No ensaio leishmanicida frente ao parasito L. amazonensis, dezoito
analogos foram ativos. Destes, treze apresentaram resultado superior ao do
eugenol e cinco (3a, 3h, 3j, 30 e 3s) mostraram-se mais eficazes na inibigdo do
parasito que o farmaco anfotericina B, usado no tratamento da leishmaniose.
Neste estudo, o composto 30 mostrou-se mais eficaz entre os ésteres
analisados.

Os compostos 3j e 3r apresentaram resultados mais promissores contra
as trés espécies de Leishmania estudadas, além de apresentaram baixa
citotoxicidade frente a macréfagos.

A avalicdo da atividade leishmanicida dos ésteres derivados do eugenol
revelou que os compostos possuem diferentes graus de eficacia sobre as
espécies de Leishmania avaliadas. A espécies L. infantum foi a que apresentou
maior susceptibilidade frente aos compostos avaliados. Varios derivados
apresentaram eficacia superior ao eugenol, demonstrando que a abordagem de
esterificar o eugenol com diferentes acidos carboxilicos foi exitosa no sentido
de obtengdo de compostos com superior bioatividade comparada ao eugenol
que foi a substdncia modelo empregada neste trabalho. Além disso, varios
derivados apresentam atividade leishmanicida comparavel ou superior ao
farmaco anfotericina B.

Os resultados demonstraram que substancias sintéticas inspiradas na
natureza podem ser Uteis tanto na area medicinal e na agricultura.

Sao perspectivas deste trabalho a realizacdo estudos adicionais
envolvendo os ésteres sintetizados frente aos parasitos avaliados, como
ensaios de atividade antileishmanial contra formas amastigotas dos parasitos L.
amazonensis, L.braziliensis e L. infantum e ensaios in vivo empregando 0s
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derivados do eugenol que demonstraram melhor eficacia frente a estas
espécies. Buscar-se-a também avaliar a atividade fungicida dos ésteres
sintetizados frente a outras espécies de fungos fitopatogénicas.
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ANEXO — ESPECTROS
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Transmistancia (%)

Figura A1 - Espectro no infravermelho (ATR) do composto 3a.
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Figura A2 - Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) do composto 3a.
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Figura A3 - Espectro de RMN de '3C (75 MHz, CDCls) do composto 3a.
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Transmitancia (%)

Figura A4 - Espectro no infravermelho (ATR) do composto 3b.
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Figura A5 - Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) do composto 3b.
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Figura A6 - Espectro de RMN de '3C (75 MHz, CDCl3) do composto 3b.
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Figura A7 - Espectro no infravermelho (ATR) do composto 3c.
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Figura A8 - Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) do composto 3c.
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Figura A9 - Espectro de RMN de '3C (75 MHz, CDCls) do composto 3c.
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Transmitancia (%)

Figura A10 - Espectro no infravermelho (ATR) do composto 3d.
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Figura A11 — Espectro de '"H RMN (CDCls, 300 MHz) do composto 3d.
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Figura A12 — Espectro de '*C RMN (CDCls, 75 MHz) do composto 3d.
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Figura A13 - Espectro no infravermelho (ATR) do composto 3e.
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Figura A14 — Espectro de '"H RMN (CDCls, 75 MHz) do composto 3e.
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Figura A15 — Espectro de '*C RMN (CDCls, 75 MHz) do composto 3e.
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Figura A16 - Espectro no infravermelho (ATR) do composto 3f.
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Figura A18 - Espectro de RMN '*C (75 MHz, CDCls) do composto 3f.
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Figura A19 - Espectro no infravermelho (ATR) do composto 3g.
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Figura A20 — Espectro de 'H NMR (300 MHz, CDCl3) do composto 3g.
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Figura A22 - Espectro no infravermelho (ATR) do composto 3h.
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Figura A23 — Espectro de 'H NMR (300 MHz, CDCl3) do composto 3h.
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Figura A24 — Espectro de *C NMR (75 MHz, CDCls) do composto 3h.
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Figura A25 - Espectro no infravermelho (ATR) do composto 3i.
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Figura A26 — Espectro de 'H NMR (300 MHz, CDCl3) do composto 3i.
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Figura A27 — Espectro de *C NMR (75 MHz, CDCl3) do composto 3i.
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Figura A28 - Espectro no infravermelho (ATR) do composto 3;j.
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Figura A29 — Espectro de '"H NMR (300 MHz, CDCls) do composto 3j.
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Figura A30 — Espectro de *C NMR (75 MHz, CDCl3) do composto 3j.
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Figura A31 - Espectro no infravermelho (ATR) do composto 3k.
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Figura A32 — Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) do composto 3k.
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Figura A34 - Espectro no infravermelho (ATR) do composto 3l.
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Figura A35 — Espectro de 'H NMR (300 MHz, CDCl3) do composto 3.
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Figura A36 — Espectro de *C NMR (75 MHz, CDCl3) do composto 3l.
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Figura A37 - Espectro no infravermelho (ATR) do composto 3m.
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Figura A38 - Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) do composto 3m.
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Figura A39 - Espectro de RMN de '3C (75 MHz, CDCls) do composto 3m.
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Figura A40 — Espectro no infravermelho (ATR) do composto 30.
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Figura A41 - Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) do composto 3o0.
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Figura A42 - Espectro de RMN de '3C (75 MHz, CDCls) do composto 3o.
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Figura A43 - Espectro no infravermelho (ATR) do composto 3p.

CESRD
G BOL
LETEL

SEPGL

[rpe

200G

LE LEOT

0T LT
B OpI1
0ET0ET
[ |
MTERTT

LAl
BT 001
1T BOST
G GBS
LETIT
BOECLL
GECRLT

9L RERT
0 L1 6E
ET hOGT
ETT0E
09 E LOE

Mamero de onda (cm-1)

(%) e1puenwsuer|

Fonte: Elaborada pela prépria autora.

155



Figura A44 - Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) do composto 3p.
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Figura A45 - Espectro de RMN de '3C (75 MHz, CDCl3) do composto 3p.
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Figura A46 — Espectro no infravermelho (ATR) do composto 3q.
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Figura A47 - Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) do composto 3q.
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Figura A48 - Espectro de RMN de '3C (75 MHz, CDCl3) do composto 3q.
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Figura A49 — Espectro no infravermelho (ATR) do composto 3r.
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Figura A50 - Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) do composto 3r.
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Figura A51 - Espectro de RMN de '3C (75 MHz, CDCl3) do composto 3r.
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Figura A52 — Espectro no infravermelho (ATR) do composto 3s.
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Figura A53 - Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) do composto 3s.
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Figura A54 - Espectro de RMN de '3C (75 MHz, CDCl3) do composto 3s.
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Figura A55 — Espectro no infravermelho (ATR) do composto 3t.
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Figura A56 - Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) do composto 3t.
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Figura A57 - Espectro de RMN de '3C (75 MHz, CDCl3) do composto 3t.
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Figura A58 — Espectro no infravermelho (ATR) do composto 3u.
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Figura A59 - Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) do composto 3u.
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Figura A60 - Espectro de RMN de '3C (75 MHz, CDCl3) do composto 3u.
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Figura A61 — Espectro no infravermelho (ATR) do composto 3v.
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Figura A62 - Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) do composto 3v.
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Figura A63 - Espectro de RMN de '3C (75 MHz, CDCl3) do composto 3v.
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