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RESUMO

SILVA, Silma Francielle da, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2021.
Sintese de novos derivados do eugenol contendo fragmentos 1,2,3 triazodlicos
e avaliacao de suas atividades fungicida e antiviral Orientador: Rébson Ricardo
Teixeira. Coorientador: Adilson Vidal Costa.

O eugenol (C10H1202, 4-alil-2-metoxifenol) € uma substancia fendlica natural, que
apresenta diferentes bioatividades e possibilidades de aplicagdo, e que vem atraindo
a atencdo de diversos grupos de pesquisa. Outro aspecto que o torna atrativo € o
fato de que ele pode ser utilizado como material de partida para a sintese de
produtos naturais e substancias bioativas. Outra classe de compostos que vém
atraindo a atencao de pesquisadores sao os 1,2,3-triaz6is por apresentarem
diversas bioatividades, dentre elas fungicida e antiviral. O presente trabalho teve por
objetivo sintetizar uma série de derivados resultantes da unido do eugenol a
Fragmentos 1,2,3-triazdlicas e avaliar seus efeitos fungicida e antiviral. A preparac¢ao
das substancias envolveu trés etapas. Na primeira, o eugenol (1) foi tratado com a
epicloridina resultando na obtencdo do (t)-2-((4-alil-2-metoxifenoxi)metiloxirano) (2)
com 92% de rendimento. A aziddlise de 2 com azida de sédio resultou no preparo do
(¥)-1-(4-alil-2-metoxifenoxi)-3-azidopropan-2-ol (3) em 95% de rendimento. A terceira
e ultima etapa correspondeu a reacdo CuAAC (reacgao click) entre a substancia 3 e
diferentes alquinos terminais. Os derivados do eugenol com fragmentos 1,2,3-
triazolicos foram obtidos com rendimentos variando de 41% a 87%. Todos os
compostos sintetizados foram caracterizados via espectroscopia no IV e de RMN de
'H e de '3C. A série de 26 compostos triazélicos 5a-5z derivados do eugenol foi
submetida a ensaios de avaliacdo de atividades fungicida e antiviral. A avaliacdo da
atividade fungicida mostrou que o efeito de inibicdo do crescimento micelial pelas
substancias avaliadas na concentragdo de 1 mg mL™" foi pouco pronunciado quando
comparado com o fungicida comercial tebuconazol utilizado como controle positivo.
Ja a utilizagao da concentragido de 10 mg mL" dos derivados triazoélicos do eugenol
resultou em maiores halos de inibicdo de coldnias de Colletotrichum sp para alguns
tratamentos, com destaque para os tratamentos realizados com 5x e 5e. A avaliacao
da atividade antiviral contra os virus Zika e Chikungunya mostrou que apenas o
derivado 5a foi ativo contra o virus Chikungunya, apresentando concentracao efetiva
(CEso) de 135,69 + 15,67 umol L', porém indice de seletividade (IS) abaixo de 1. No



entanto, sete dos compostos sintetizados, a saber, 5a, 5b, 5e, 5f, 5v, 5x e 5y,
apresentaram atividade contra o virus Zika, sendo que compostos 5x (CEso = 63,52
+2,67 pmol L") e 5y (CEso = 84,29 + 2,88 umol L) foram os mais ativos e

apresentaram valores de IS iguais a 5,40 e 5,11, respectivamente.

Palavras-chave: Sintese organica. Bioatividade. Virus Chikungunya. Virus Zika
Antracnose. Colletotrichum.



ABSTRACT

SILVA, Silma Francielle da, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July 2021.
Synthesis of new eugenol derivatives bearing 1,2,3-triazole fragments and
evaluation of their fungicide and antiviral activities. Adviser: Rébson Ricardo
Teixeira. Co-adviser: Adilson Vidal Costa.

Eugenol (C10H1202, 4-allyl-2-methoxyphenol) is a phenolic natural product that has
several biological activities and possibilities of applications. In addition, it can be used
as a starting material for the synthesis of natural products and bioactive compounds.
For these reasons, eugenol has attracted the attention of several research groups.
Another class of attractive compounds is the 1,2,3-triazoles that also display several
biological activities including fungicide and antiviral. The present investigation aimed
to synthesize a series of compounds derived from the connection of eugenol and
1,2,3-triazole fragments. The syntheses of the compounds were achieved in three
steps. In the first step, eugenol (1) was treated with epichlorohydrin affording (%)-2-
((4-allyl-2-methoxyphenoxy)methyl)oxirane (2) in 92% yield. Then, the azidolysis
of 2 with sodium azide gave the azido-alcohol (*)-1-(4-allyl-2-methoxyphenoxy)-3-
azidopropan-2-ol (3) in 95% vyield. Finally, the CuAAc reaction (click reaction)
between compound 3 and different terminal alkynes afforded a series of twenty-six
derivatives. The eugenol derivatives 5a-5z bearing 1,2,3-triazole fragments were
obtained with yields ranging from 41% to 87%. All the synthesized compounds were
characterized by IR and NMR ('H and '3C) spectroscopies. Once prepared, the
compounds were submitted to biological assays to assess their fungicide and
antiviral activities. When evaluated against Colletotrichumsp at 1 mg mL"
concentration, the compounds did not significantly inhibit mycelial growth. However,
when the concentration was increased to 10 mg mL™', mycelial growth inhibition was
noticed for some treatments and the best results were observed with
compounds 5x and 5e, although their effects were lower than the commercial
fungicide tebuconazole used as positive control . The compounds were also
evaluated for their antiviral effects against Chikungunya and Zika virus. Regarding
the first species, the only derivative which presented activity against it was 5a with
ECso = 135.69 + 15.67 umol L' and selective index (Sl) below 1. On the contrary,
compounds 5a, 5b, 5f, 5v, 5x, and 5y presented significant activity on the Zika virus.
In this regard, compounds 5x (ECso = 63.52 + 2.67 umol L') and 5y (ECso = 84.29 +



2,88 umol L) were the most active ones and presented Sl equal to 5.40 and 5.11,
respectively.

Keywords: Organic synthesis. Bioactivity. Chikungunya virus. Zika virus.
Anthracnose. Colletotrichum.
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CAPITULO 1

APRESENTACAO

1.1. INTRODUCAO

O eugenol (CioH1202, 4-alil-2-metoxifenol), cuja estrutura € mostrada na
Figura 1.1, é uma substancia natural encontrada em varias espécies de plantas tais
como canela (Cinnamomum sp.), noz-moscada (Myristica fragrans Houtt) e craveiro

da india (Syzygium aromaticum [L] Merr. et Perry).

Figura 1.1- Estrutura do eugenol.

Fonte: Elaborada pela prépria autora.

O principal constituinte do 6leo essencial do cravo-da-india é o eugenol
(CRAVEIRO e QUEIROZ, 1993). O craveiro-da-india (Figura 1.2, (A), p. 21)
corresponde a uma planta arbérea, possuindo folhas largas e que pode atingir o
tamanho de 8 a 10 m de altura. Esta espécie vegetal produz um fruto de cor
avermelhada. O termo cravo-da-india refere-se ao botéo floral seco do craveiro-da-

india (Figura 1.2, (D), p. 21).
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Figura 1.2. O craveiro-da-india. Arvore (A), folhas (B), frutos (C) e o cravo-da-india

(D).

Fonte: Affonso et al., 2012.

O cravo-da-india é muito conhecido desde a antiguidade. Originario das llhas
Molucas (atualmente pertencente a Indonésia), ele foi uma das primeiras especiarias
a circular no mercado no inicio do século XVI como condimento alimentar. Nos
séculos XVI e XVII, durante a peste negra, os médicos usavam dentro da mascara
uma solucdo de vinagre com plantas aromaticas ricas em 6leos essenciais, como

canela, louro, cravo-da-india, entre outros, para evitar contrair a doencga. Essa
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mistura ficou conhecida como “sinergia dos quatro ladrdes”, uma vez, que ela era
usada por assaltantes para entrar nas casas dos pessoas para saquea-las, sem
contrairem a doenca. Esta especiaria foi muito disputada entre os paises europeus
como Holanda e Frangca (KAMATOU et al., 2012).

No comecgo do século XIX, plantagdes de foram introduzidas nos paises
tropicais, dentre eles o Brasil (MANON, 2002). No Brasil, o cravo-da-india é
produzido no estado da Bahia, principalmente nas cidades de Valenga, ltuber3,
Taperoa, Camamu e Nilo Pecanha (AFFONSO et al., 2012).

O eugenol é o principal constituinte do 6leo essencial do cravo-da-india. Do
botdo do cravo-da-india pode-se extrair até 17% de 6leo essencial e do talo que o
acompanha de 4,5 a 6%. O 6leo pode conter até 90% de eugenol, tendo como
segundo maior constituinte o B-cariofileno (Figura 1.3) (CRAVEIRO e QUEIROZ,

1993; AFONSO et al., 2012).

Figura 1.3. Estrutura do B-cariofileno.

Fonte: Elaborada pela prépria autora.

Varias sdo as propriedades e atividades biolégicas relacionadas ao eugenol.
Por exemplo, ha mais de 2000 anos a industria alimenticia vem utilizando as
propriedades antioxidante, antibacteriana e antifungica do eugenol. Comparado aos
antioxidantes sintéticos, o eugenol apresenta a importante vantagem de apresentar
menor toxicidade. O eugenol é conhecido por inibir radicais livres envolvidos na

peroxidacdo lipidica (GUHA e PRIYADARSINI, 1999).
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Pesquisas evidenciaram o uso do eugenol como conservante de paes,
vegetais, frutas, produtos a base de carne, além de sua comprovada eficacia como
repelente e inseticida contra pragas de alimentos estocados. Porém, a volatilidade
apresentada por este composto gera dificuldades na sua utilizacdo. Dessa forma,
estudos estdo sendo realizados para o uso do eugenol nas embalagens de
alimentos, resultando na obtencdo de embalagens ativas que nao sé exercem
protecao fisica para o alimento, mas também conservacdo do mesmo (MURATORE
et al., 2019).

Uma das muitas utilidades do eugenol é no alivio da dor de origem dentaria,
uma vez que ele é um bloqueador da condugdo nervosa, capaz de diminuir a
transmissdo singptica neuromuscular. Estudos conduzidos com o eugenol
mostraram também sua capacidade de inibir a sintese das prostaglandinas, fato este
que esta relacionado ao seu o efeito analgésico e anestésico (ESCOBAR, 2002).
Recentemente, pesquisadores prepararam nanocapsulas carregadas de eugenol
para serem testadas contra infeccdes periodontais. Os resultados obtidos mostraram
que as nanocapsulas podem ser Uteis nos tratamentos destas infecgcdées (PRAMOD
et al., 2016).

Investigacbes tém demonstrado que o eugenol pode ser utilizado para
diminuir riscos relacionados a alguns tipos de canceres. Este composto, juntamente
com outras substancias de origem natural presentes em frutas e vegetais,
demonstra eficiéncia em reduzir tanto a proliferagdo de células cancerigenas como
fatores de crescimento destas células (DORAI e AGGARWAL, 2004).

Estudos preliminares recentes demonstraram, a eficiéncia do eugenol contra
Klebsiella pneumoniae carbapenemase, também conhecida como superbactéria,

sendo esta um tipo de bactéria resistente a maioria dos antibidticos disponiveis no
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mercado, que ao entrar no organismo € capaz de gerar infeccées graves, como, por
exemplo, pneumonia ou meningite. O mecanismo de acdao do eugenol contra
Klebsiella pneumoniae carbapenemase ainda ndao € conhecido. O objetivo dos
pesquisadores nesse estudo foi de obter maiores informacdes sobre o efeito
antibacteriano do eugenol contra Klebsiella pneumoniae carbapenemase e 0
possivel modo de acao. Nesse estudo, o eugenol danificou a membrana celular do
CRKP, conforme evidenciado pela diminuicdo da concentracao intracelular de ATP,
reducdo da pHina e hiperpolarizacdo da membrana celular, juntamente com
aumento da permeabilidade da membrana. O eugenol comprometeu a estrutura
celular e induziu a perda de componentes intracelulares de CRKP. Além disso, ele
inibiu a formacao de biofilme e inativou as células CRKP do biofilme. Tem-se que o
eugenol apresentou fortes efeitos inibitérios na formagao de biofilme e na expressao
génica associada ao biofilme (QIAN et al., 2020).

Faria e colaboradores avaliaram a atividade antifangica de amostras de 6leos
esséncias obtidos de Ocimum gratissimum L. Nestes O6leos, o componente
majoritario correspondeu ao eugenol. Determinou-se que estes 6leos possuem
significativa atividade frente a Alternaria isolada de tomate e Penicillium
chrysogenum (FARIA et al., 2006).

Um numero variado de atividades biologicas relacionadas ao eugenol esta
descrita na literatura, a saber: inseticida (MACIEL et al., 2010); antifungica (FARIA et
al., 2006); anti-inflamatéria (KIM et al., 2003); espasmolitica, antisséptica, antipirética
(FENG e LIPTON, 1987); antioxidante (GUHA e PRIYADARSINI, 1999; ABRAHAM,
2001); neuroprotetora (KABUTO et al., 2007); analgésica, anestésica (ESCOBAR,

2002); leishmanicida (BOZOROV et al, 2019; RAZZAGHI-ASL et al., 2019;
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TEIXEIRA et al., 2018), tripanocida (TEIXEIRA et al., 2019), antimalarica (TEIXEIRA
et al., 2019), antibacteriana (ZHANG, 2019).

Devido as diferentes bioatividades e possibilidades de aplicacdo, o eugenol
vem atraindo a atencao de diversos grupos de pesquisa. Outro aspecto que torna o
eugenol atrativo é o fato de que ele pode ser utilizado como material de partida para
a sintese de produtos naturais e substancias bioativas (KAUFMAN, 2015), conforme

exemplificado na Figura 1.4.

O OH

H;CO Ho
(CH2)4CH3 _ OCH;
HO 6-Gingerol HyCO O
OH

(produto natural) \ HO
_fo / Iperaneno

OH (produto natural)

OCH,

HSCO:‘/\/\‘” / Eugenol \ 300m
OCH3
/i Anticancer m

Tripanocida

Figura 1.4. Alguns exemplos de substancias naturais e compostos bioativos obtidos,
via sintese organica, a partir do eugenol (KAUFMAN, 2015).

Fonte: Elaborada pela prépria autora.

A classe de substancias conhecida como 1,2,3-triaz6is corresponde a
compostos aromaticos heterociclicos de cinco membros que podem ou néao
apresentar substituintes no atomo de nitrogénio (RODRIGUES, 2015). Similarmente
ao que foi descrito para o eugenol, os 1,2,3-triaz6is vem atraindo a atengcdo de
diferentes grupos de pesquisa e tém sido amplamente investigados. Na Figura 1.5

(p. 26) esta representada a estrutura geral dos 1,2,3- triazélicos-1,4-dissubstituidos.
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Figura 1.5. Estrutura geral dos compostos 1,2,3-triazélicos 1,4-dissubstituidos. R' e

R2 s&o diferentes substituintes.

Fonte: Elaborada pela prépria autora.

O eugenol tém sido funcionalizado com fragmentos 1,2,3-triazélicos visando a
obtencao de compostos bioativos pelo nosso grupo de pesquisa (Grupo de Sintese e
Pesquisa de Compostos Bioativos — GSPCB). Nos trabalhos descritos a seguir, a
funcionalizacao do eugenol com nucleos 1,2,3-triazéis resultou na obtencado de uma
série de vinte e seis derivados cujos efeitos sobre as formas promastigotas e
amastigotas de Leishmania amazonensis foram avaliados (GAZOLLA, 2015;
TEIXEIRA et al., 2018). Os derivados apresentaram atividade sobre as formas
promastigotas de L. amazonensis com diferentes graus de eficiéncia. O composto
mais ativo, a saber, 4-(3-(4-alil-2-metoxifenoxi)propil)-1-(4-metillbenzil)-1H-1,2,3-
triazol (I) (Figura 1.6, p. 27), foi o mais efetivo em inibir o crescimento das formas
promastigotas, com ICso igual a 7,4 umol L. Quando testado contra as formas
amastigotas, este derivado apresentou ICso igual a 1,6 umol L. Além disso, o
composto | também foi testado contra macréfagos. Este tipo de célula € utilizado em
ensaios de avaliagdo de atividade leishmanicida frente as formas amastigotas de
parasitos do género Leishmania. O valor de ICso correspondente a inibicdo do
crescimento celular de macréfagos quando tratados com o derivado | foi igual a
221,9 umol L. Com base nos valores de ICso de | obtidos durante a avaliagdo de
seus efeitos frente aos macréfagos e contra as formas amastigotas, o indice de

seletividade para | foi igual a 132,5. Deve ser destacado que o derivado | foi mais

ativo frente a L. amazonensis do que o glucantime que € o farmaco de primeira linha



27

utilizado no tratamento da leishmaniose. Os dados brevemente descritos mostram o
potencial da utilizacdo do eugenol em combinacao com fragmentos 1,2,3-triazélicos

para a obtencédo de compostos com importantes atividades leishmanicida.

U]
Figura 1.6. Estrutura do derivado | do eugenol que apresentou os melhores
resultados em testes de avaliacdo de atividade leishmanicida frente a Leishmania
amazonensis (GAZOLLA, 2015; TEIXEIRA et al., 2018).

Fonte: Elaborada pela prépria autora.

A conversao do eugenol em derivados contendo fragmentos 1,2,3-triazélicos
sintetizados pelo nosso grupo de pesquisa (GSPCB) e posterior avaliacdo da
citotoxicidade destes, resultou na identificacdo de cinco derivados que
significativamente reduziram a viabilidade da linhagem leucémica mieloide HL60. A
subsequente avaliacdo destes derivados mais ativos mostrou que trés deles
apresentaram atividade contra a linhagem leucémica linfoide Nalm6, enquanto que
apenas um derivado apresentou citotoxicidade contra a linhagem de melanoma
metastatico murino B16F10 (GAZOLLA et al., 2018).

Uma discussao detalhada a respeito dos 1,2,3-triazéis sera apresentada no
Capitulo 2. No entanto, neste ponto, & importante mencionar que compostos
contendo este tipo de fragmento estrutural (o anel 1,2,3-triazol) apresentam diversas
bioatividades, dentre elas, antiviral (ABUDUAINI et al., 2021) e fungicida (SHALINI et

al., 2011).
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Oliveira e colaboradores (2019) avaliaram estruturas derivadas da uniao entre
o eugenol e fragmentos 1,2,3-triazélicos contra a protease NS2B-NS3 do West Nile
Virus (WNV) sintetizadas pelo nosso grupo de pesquisa (GSPCB). O composto 4-(3-
(4-alil-2-metoxifenoxi)propil)-1-(2-bromobenzil)-1 H-1,2,3-triazol. (ll) (Figura 1.7, p.28)
correspondeu ao mais promissor apresentando ICso = 6,86 umol L'. Além da
atividade biol6gica, estudos de docking molecular sugeriram que o mecanismo de
inibicdo depende das interacbes do composto Il com os residuos de aminoacido
His51, Thr134, Ser135 e Tyr161. Além disso, este composto ocupa o pocket S1 do
sitio catalitico da protease NS2B-NS3. A substancia Il foi avaliada contra os
sorotipos do virus da Dengue DENV-1-4 e demonstrou-se apresentar efeito sobre
todos os sorotipos, com valores de ICso variando de 14,17 — 46,57 umol L. Esse
trabalho resultou em importantes informagdes para o desenvolvimento de inibidores
de protease de flavivirus por meio do desenho racional de novos inibidores

(OLIVEIRA et al., 2019).

OCH,

(I
Figura 1.7. Estrutura do derivado Il do eugenol que apresentou os melhores
resultados em testes de avaliagdo de atividade antiviral frente a protease NS2B-NS3
(WNV) (OLIVEIRA et al., 2019) e contra os sorotipos DENV 1-4.

Fonte: Elaborada pela prépria autora.

O reino Fungi corresponde a um grande grupo de organismos eucariotas,
cujos membros sdo chamados fungos, que inclui micro-organismos tais como as

leveduras e bolores, bem como os mais familiares cogumelos. Uma grande
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variedade de fungos causam diversos problemas a saude do homem, de animais e
de plantas. Como consequéncia deste fato, € necessario o controle destas espécies
de fungos patogénicas e fitopatogénicas. Tipicamente, o controle de fungos é
realizado por meio de substancias quimicas denominadas de fungicidas. Dentre as
classes de fungicidas conhecidas, mencionam-se os fungicidas triazélicos. Estes se
caracterizam pela presenca de anéis triazdis em suas estruturas, como mostrado a
seqguir (Figura 1.8) para as estruturas dos principais membros pertencentes a esta

classe (SHALINI et al., 2011).

N
4\\\
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Figura 1.8. Estruturas de fungicidas triazois.

Fonte: Elaborada pela prépria autora.
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Conforme pode ser observado na Figura 1.8 (p.29), as estruturas dos
principios ativos triazélicos que veem sendo amplamente utilizados no controle de
espécies fungicas apresentam o fragmento 1,2,4-triazol.

Uma vez que substancias triazélicas vém sendo utilizadas para o controle de
doencas fungicas, uma ideia natural a ser implementada em programas de pesquisa
que buscam novos compostos para o controle de fungos seria avaliar o efeito
fungicida de compostos com fragmentos 1,2,3-triazélicos. Estudos desta natureza
podem resultar na obtencdo de novos principios ativos que sejam ainda mais
eficientes que os atuais triazdis empregados para o controle de fungos. Esforcos
neste sentido tém sido descritos na literatura. Por exemplo, Costa e colaboradores
(2020) descreveram recentemente a preparacao de uma série de 1,2,3-triazbis

derivados do glicerol (estrutura geral mostrada na Figura 1.9).

o

o X= diferentes substituintes aromaticos

{N/yx
N=N

Figura 1.9. Estrutura geral dos 1,2,3-triaz6is derivados do glicerol preparados por

Costa e colaboradores (2020).

Fonte: Elaborada pela prépria autora.

A avaliagdo dos compostos sintetizados frente ao fungo Colletotrichum
gloeosporioides (causador da antracnose do mamao) revelou que os compostos
possuem eficiéncia similar ao fungicida tebuconazol (usado como controle positivo
nos ensaios) em inibir a esporulacao da espécie fungica (COSTA et al., 2020).

Outro exemplo corresponde a preparacao de derivados da fenil hidrazona

com fragmentos 1,2,3-triazélicos. A atividade antifUngica dos compostos sintetizados
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foi avaliada frente as espécies fitopatogénicas Rhizoctonia solani, Sclerotinia
sclerotiorum, Fusarium graminearum e Phytophthora capsici. Dentre vinte e seis
compostos sintetizados, a substancia Ill mostrada na Figura 1.10 (p. 31) foi aquela
que apresentou os melhores resultados de atividade antifungica (valores de ECso
iguais a 0,18; 2.28; 1.01 e 1,85 ug mL" frente, respectivamente a Rhizoctonia solani,
Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium graminearum e Phytophthora capsici). Os
compostos avaliados apresentaram menor eficiéncia que o fungicida comercial

carbendazin empregado como controle positivo (DAl et al., 2015).

_N|t|\N—<: :>—F
a
N/\N

Br\© ()

Figura 1.10. Estrutura do derivado lll da fenil hidrazona mais ativo contra as
espécies Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium graminearum e

Phytophthora capsici conforme descrito por Dai e colaboradores (2015).

Fonte: Elaborada pela prépria autora.

Como um ultimo exemplo, menciona-se o trabalho reportado por Aher e
colaboradores (2009) que sintetizaram analogos ao fluconazol, mas contendo
nucleos 1,2,3-triazéis. Na Figura 1.11 (p. 32) estdao apresentadas as estruturas IV, V
e VI dos compostos que contra Candida foram mais ativos que os controles positivos
fluconazole e anfotericina B. Experimentos in vivo realizados com camundongos
linhagem swiss demonstraram ainda que o composto VI foi capaz de diminuir em

97,4% a carga fungica nos animais.
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Figura 1.11 — Estruturas dos compostos IV, V e VI sintetizados por Aher e
colaboradores (2009).

Fonte: Elaborada pela prépria autora.

Os exemplos descritos anteriormente mostram a viabilidade de se utilizar
compostos com fragmentos 1,2,3-triazdis na pesquisa por novos agentes

antifangicos.

1.2. JUSTIFICATIVA E MOTIVACAO DO TRABALHO

Diversos estudos ja evidenciaram a gama de atividades biolégicas
apresentadas pelo eugenol, assim como sua importancia como material de partida
em sintese organica. Pesquisadores buscam fazer modificagdes nas estruturas de
substancias bioativas, como o eugenol, com vistas a obtencdo de novos compostos
com potencializacao das bioatividades ja observadas.

Conforme apresentado anteriormente, estudos recentes mostraram que a
associacao entre o eugenol e fragmentos 1,2,3-triazolicos resultou em substancias
apresentando atividades antivirais contra a protease NS2B-NS3 do West Nile Virus
(WNV). Os resultados deste trabalho mostram potencialidade da unido dos
fragmentos eugenol e 1,2,3-triazol na prospeccdo de novos compostos

apresentando atividades antivirais. Conforme também destacado, compostos
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contendo fragmentos 1,2,3-triaz6licos vém sendo avaliados do ponto de vista de
atividade antifungica com importantes resultados sendo obtidos. Dentro deste
contexto, o presente trabalho objetivou a sintese e avaliacdo das atividades
antivirais e fungicida de novos compostos resultantes da unido do eugenol a
fragmentos 1,2,3-triazélicos. A estrutura geral dos compostos que foram sintetizados

e avaliados com respeito as atividades mencionadas € mostrada na Figura 1.12.

OH

o N
/\/@i N\\ ]\
= ocH,N R

Figura 1.12. Estrutura geral dos compostos derivados do eugenol que foram

sintetizados. R= diferentes substituintes.

Fonte: Elaborada pela prépria autora.
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CAPITULO 2

SINTESE DE NOVOS DERIVADOS DO EUGENOL CONTENDO
FRAGMENTOS 1,2,3 - TRIAZOLICOS

2.1 INTRODUCAO

As substancias heterociclicas sdo compostos que possuem um anel, do qual
fazem parte pelo menos dois tipos diferentes de atomos (IUPAC, 2006), estao entre
as mais abundantes substancias organicas e desempenham papel importante em
diferentes areas da quimica (ARORA et al., 2012; QUIN e TYRREL, 2010). Os
chamados heterodtomos mais comuns que fazem parte da composicdo dos
heterociclos sdo enxofre, oxigénio e nitrogénio. As estruturas de diferentes

heterociclos estao representadas na Figura 2.1 (p. 39).
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Figura 2.1 — Exemplos de heterociclos. Espécies heterociclicas aromaticas e nao
aromaticas estao apresentadas. Os heteroatomos estdo mostrados em azul e o
1,2,3-triazol encontra-se destacado.

Fonte: Elaborada pela prépria autora.

Os 1,2,3-triaz6is (destacados na Figura 2.1) sdo substancias heterociclicas
aromaticas de cinco membros e possuem trés atomos de nitrogénio em suas
estruturas. Sdo compostos que vém sendo estudados por varios anos e continuam
atraindo a atencao de pesquisadores devido as possibilidades de aplicacao destas

substancias como, por exemplo, organocatalisadores (YAN et al, 2006;
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CHANDRASEKAR et al., 2010; ZHAO et al., 2008; ZAMITT e WILLS, 2013) liquidos
idnicos (YOSHIDA et al., 2012), na quimica supramolecular (SCHULZE e SHUBERT,
2014) e como blocos construtores para obtencao de moléculas mais complexas (BAI
et al., 2010; DONDONI, 2007). Os compostos contendo fragmentos 1,2,3-triaz6licos
possuem um numero variado de atividades biolégicas (BOZOROV et al., 2019;
DHEER et al., 2017), dentre elas citotéxica (GAZOLLA et al, 2018), leishmanicida
(RAZZAGHI-ASL et al., 2019; TEIXEIRA et al., 2019), tripanocida (TEIXEIRA et al.,
2019), antimalarica (TEIXEIRA et al, 2019), bactericida (ZHANG, 2019),
antituberculosa (FERNANDES et. al., 2019) e antivitiligo (NIU et. al., 2019). Ha 1,2,3-
triazbis aprovados para uso clinico e outros que sado candidatos a farmacos (JIANG

et al., 2019), Figura 2.2 (p. 41).
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Figura 2.2 — Farmacos e exemplos de candidatos a farmacos contendo o anel 1,2,3-
triazol. Os a&tomos de nitrogénio que fazem parte do fragmento 1,2,3-triazol estao

destacados em azul.
Fonte: Adaptado de JIANG et al., 2019.

Os compostos triazélicos sdo de origem exclusivamente sintética. A reacao de
cicloadicao (C) 1,3-dipolar entre um alcino (A) e uma azida organica (A) catalisada
por cobre (Cu(l)), também chamada reacdo CuAAC, tem sido a metodologia

usualmente empregada para a preparacao de 1,2,3-triaz6is (HUSGEIN, 1963). Na
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literatura, a reacdo CuAAC é também conhecida como reacgao “click” (BARRY et al.,
2001).

O termo quimica “click” foi proposto por Barry Sharpless e colaboradores em
2001. De acordo com estes pesquisadores, processos “click” sdo reagdes favoraveis
do ponto de vista termodinamico, de grande aplicabilidade e que sdo capazes de
conectar duas moléculas sem grandes esforcos e com altos rendimentos. Ainda de
acordo com o conceito de quimica click, as rea¢cdes devem: ser de facil condugéao,
apresentar alta seletividade, ocorrer de maneira rapida, gerar produtos secundarios
inofensivos (e que possam ser facilmente removidos e se possivel sem o uso de
cromatografia), ser realizadas sem solvente ou empregando solventes atéxicos
(SING et al., 2016; RAMAPANICKER e CHAUHAN, 2016; FREITAS et al., 2011).

Reacbes como cicloadicdo, substituicdo nucleofilica e adicdo a dupla
carbono-carbono (Figura 2.3, p. 43) sdo exemplos de reagdes “click” (MOSES e
MOORHOUSE, 2007). Dentre as reacbes categorizadas como processos “click”, a
reacdo CUuAAC que resulta na formacdo regioespecifica de 1,2,3-triazbis-1,4-

dissubstituidos (Figura 2.3, a, p. 43) € uma das mais relevantes.
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Figura 2.3 — Exemplos de reagdes “click”.
Fonte: Adaptado de HEIN et al.,2008.

X=0, NR, "SR, *NR,

43

Considerando a reacdao CuAAC, diversos sdao os exemplos descritos na

literatura de aplicacao desta transformacao (SING et al., 2016), incluindo na sintese

de compostos bioativos. Conforme descrito no Capitulo 1, um dos objetivos deste



44

trabalho foi sintetizar novos compostos a partir da associacao entre o eugenol e
fragmentos 1,2,3-triazois 1,4-dissubstituidos. Dentro deste contexto, descrevem-se
neste capitulo as etapas que culminaram na sintese de novos derivados do eugenol
funcionalizados com Fragmentos 1,2,3-triaz6licos. A etapa chave envolvida na
sintese dos compostos correspondeu a reagcdo CuAAC. As estruturas dos

compostos que foram sintetizados é mostrada na Figura 2.4.

OH

o N
/\/@i NS ]\
= ocH,¥ R

H
R=< NOH;%OH;&/\/OH:& ;;{Tﬁ;MOH

U<« NWicali<W

OCH,

OCHj,4
. Dot s Ao

Figura 2.4 — Novos 1,2,3-triazéis derivados do eugenol.

Fonte: Elaborada pela prépria autora.



45

No Esquema 2.1 esta representada a analise retrossintética para a obtengao

dos compostos 5a-5z, contendo fragmentos 1,2,3-triazdlicos e derivados do eugenol

(1).

) A

o N Reacéo "Click"
N\\]\ /\/(ji T
N~ "R
=
OCH OCH, (4)
(5a-5z)
OH
O N S.2
/\/@E /\/@E NaN3
= OCH, OCH,
(3)
3
s g N@ A
~ OCH;, OCHj

Esquema 2.1 — Andlise retrossintética para a sintese dos compostos 5a-5z.

Fonte: Elaborada pela prépria autora.

Para a sintese dos compostos 5a-5z, planejou-se a utilizacdo de reacgdes
“click” (reagbes CUAAC) entre a azida 3 e diferentes alquinos terminais 4 (GAZOLLA,
2015). A obtencéo da azida 3 foi idealizada a partir da reacdo Sn2 entre o epoxido 2
e azida de sodio. A reagao entre o eugenol (1) e a epicloridrina foi a transformacao
planejada para a obtencéo do epdxido 2.

Com base na analise retrossintética, foi desenvolvida a sequéncia sintética

mostrada no Esquema 2.2 (p. 46) para preparar as substancias de estrutura 5a-5z.
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Esquema 2.2 — Sequéncia sintética proposta para a sintese dos compostos 5a-5z.

Fonte: Elaborada pela prépria autora.

Salienta-se que os alquinos terminais 4a-4x foram adquiridos comercialmente

enquanto que 4y e 4z foram preparados conforme descrito na segao 2.3.3 (p. 51).
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Nas secOes subsequentes serdo apresentados os detalhes referentes as

etapas que resultaram na obtencao dos compostos 5a-5z.

2.2 MATERIAL E METODOS
2.2.1 Generalidades Metodoldgicas

Os reagentes utilizados para a sintese dos compostos foram de grau P.A. e
foram utilizados sem nenhuma prévia purificacdo, exceto o eugenol (1) que foi
purificado por meio de coluna cromatografica de silica-gel (70-230 mesh) utilizando o
eluente hexano-acetato de etila na proporgéo 3:1 v v'.

As substancias azida de sodio, epicloridrina, sulfato de cobre pentaidratado,
ascorbato de so6dio, brometo de tetrabutilaménio, hidroxido de potassio, cloreto de
amdnio, fenilacetileno, hex-1-ino, hept-1-ino, oct-1-ino, non-1-ino, dec-1-ino, dodec-
1-ino, 5-cloropent-1-ino, 6-cloroex-1-ino, 1-etinil-1-cicloexanol, 1-metil-1-pentin-3-ol,
alcool propargilico, but-3-in-2-ol, pent-4-in-1-ol, pent-4-in-2-ol, 2-metilbut-3-in-2-ol,
but-3-in-1-ol, 2-etiniltolueno, 3-etiniltolueno, 4-etiniltolueno, 4-etinilanisol, 3-
etinilanisol, 2-etinilanilina, 3-etinilanilina, fenol e alcool 4-metilbenzilico foram
adquiridas comercialmente da Sigma Aldrich (St. Louis, MO, Estados Unidos). Os
solventes diclorometano, metanol, acetona, hexano, acetato de etila foram
adquiridos da Exodo Cientifica (Sumaré, Sao Paulo, Brasil), sendo que os dois
ultimos citados foram utilizados apds destilagéo.

As anadlises por cromatografia em camada delgada (CCD) foram realizadas
utilizando-se placas cromatograficas de silica-gel impregnadas sobre aluminio. Apés
eluicao, as placas de CCD foram observadas sob luz ultravioleta (A = 254 nm), e

também sendo realizada revelagdo por agente quimico por meio da solugdo de
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permanganato de potassio (20 g de K2COs, 3 g de KMnQO4, 5 mL de NaOH 5% m v',
300 mL de H20 destilada).

Os espectros no infravermelho (IV) foram obtidos empregando-se a técnica
reflectancia total atenuada (ATR) em equipamento Varian 660 (Palo Alto, Califérnia,
Estados Unidos da América) com acessério GladiATr.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e de carbono
(RMN de 'H e de '3C) foram obtidos em espectrometro Bruker Avance 400 MHz e
300 MHz NMR (Billerica, Massachusetts, Estados Unidos da América). Foram
utilizados como solvente deuterado cloroférmio (CDCI3) e dimetilsulfoxido (DMSO-
ds). As constantes de acoplamento escalar (J) foram expressas em Hertz (Hz).
Atribuicoes dos sinais presentes nos espectros de RMN de 'H e '3C foram
realizadas com base na literatura bem como baseado nos dados de simulagdo de
espectros realizados empregando o software MestreNova. De modo geral, a
numeragao das estruturas de todos os compostos sintetizados nao corresponde
aquela recomendada pela International Union of Pure and Applied Chemistry
(IUPAC).

As temperaturas de fusdao foram determinadas em aparelho MQAPF-302

e nao foram corrigidas.

2.3PROCEDIMENTOS SINTETICOS

2.3.1 Sintese do (t)-1-((4-alil-2-metoxifenoxi)metiloxirano) (2)
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A um balao de fundo redondo (100 mL) foram adicionados o eugenol (1) (1,00
g; 6,09 mmol), a epicloridrina (5,65 g; 61,1 mmol), o hidréxido de potassio (1,73 g;
30,5 mmol) e o brometo de tetrabutilaménio (0,390 g; 1,22 mmol). A mistura
reacional foi mantida sob agitacdo magnética por 24 horas a temperatura ambiente e
monitorada por CCD. Terminada a reagdo, adicionaram-se 10,0 mL de &gua
destilada. A fase aquosa foi extraida com diclorometano (3x30 mL) e os extratos
organicos foram combinados. A fase organica resultante foi lavada com solucao
saturada de NaCl, seca com sulfato de sédio anidro, filtrada e concentrada sobre
pressdo reduzida. O composto 2 foi purificado, a partir do residuo obtido, por
cromatografia em coluna de silica gel eluida com hexano-acetato de etila (2:1 vv'') e
obtido com 92% de rendimento (1,26 g; 2,12 mmol).
Caracteristica: 6leo incolor.

CCD: Rt = 0,79 (acetato de etila-hexano 2:1 v v').

IV (ATR) v max: 3075, 3060, 3001, 2932, 2832, 1638, 1590, 1509, 1418, 1259, 1225,
1139, 1028, 910, 850, 799, 747, 651, 600, 546, 450. O espectro & apresentado na
Figura 2.5 (p. 89).

RMN de 'H (400 MHz, CDCIs) o: 2,65 (dd, 1H, J1 = 5,0 Hz, J2 = 2,6 Hz, H-9a); 2,80-
2,83 (m, 1H, H-9b); 3,26 (d, 2H, J = 6,8 Hz, H-10); 3,29-3,33 (m, 1H, H-8); 3,79 (s,
3H, OCHs); 3,95 (dd, 1H, J1 = 11,4 Hz, J2= 5,6 Hz, H-7b); 4,14 (dd, 1H, J1 = 11,4 Hz,
J2 = 3,6 Hz, H-7a); 4,97-5,04 (m, 2H, H-12); 5,88 (ddtap, 1H, J1 = 16,8 Hz, J2= 10,0
Hz, Js = 6,8 Hz, H-11); 6,62-6,66 (m, 2H, H-3/H-5); 6,80 (d, 1H, J = 8,0 Hz, H-2). O
espectro € apresentado na Figura 2.6 (p. 90).

RMN de 3C (100 MHz, CDCls) &: 40,0 (C-10); 45,0 (C-9); 50,4 (C-8); 56,0 (OCHa);
70,4 (C-7); 112,4 (C-5); 114,4 (C-2); 115,7 (C-12); 120,5 (C-3); 134,0 (C-4); 137,7

(C-11); 146,5 (C-1); 149,7 (C-6). O espectro é apresentado na Figura 2.7 (p. 91)



50

2.3.2 Sintese do (t)-1-(4-alil-2-metoxifenoxi)-3-azidopropan-2-ol (3)

OH

A um baldo de fundo redondo (100 mL) foram adicionados 10,0 mL de
solucdo de metanol e agua destilada na proporgéo 4:1 v v'. Em seguida foram
acrescidos cloreto de amoénio (0,607 g; 11,4 mmol), o composto 2 (1,00 g; 4,54
mmol) e também a azida de sbédio (1,48 g; 22,7 mmol). A mistura reacional foi
mantida sob agitacdo magnética a temperatura de 60 °C por 8 horas e monitorada
por CCD. Terminada a reacgéo, adicionaram-se 10,0 mL de agua destilada. A fase
aquosa foi extraida com diclorometano (3x30mL) e os extratos organicos foram
combinados. A fase organica resultante foi lavada com solucdo saturada de NaCl,
seca com sulfato de s6dio anidro, filtrada e concentrada sobre pressao reduzida
para a obtengdo da azida 3 que n&o foi submetida a nenhum processo subsequente
de purificacdo. O composto 3 foi obtido com 95% de rendimento. (1,13 g; 4,30
mmol).

Caracteristica: 6leo amarelado.

CCD: R¢= 0,65 (acetato de etila-hexano 2:1 v v').

IV (ATR) v max: 3355, 3076, 2961, 2934, 2874, 2097, 2028, 1638, 1590, 1510, 1461,
1259, 1227, 1138, 1028, 915, 800, 745, 653, 599, 553, 458. O espectro é

apresentado na Figura 2.8 (p. 95).
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RMN de 'H (400 MHz, CDCls) o: 3,34 (d, 2H, J = 6,4 Hz, H-10); 3,45 (ddap, 1H, Ji =
12,7 Hz, J2 = 6,0 Hz, H-9a); 3,50 (ddap, 1H, J1 = 12,7 Hz, J2 = 4,6 Hz, H-9b); 3,85 (s,
3H, OCHs); 3,99 (dd, 1H, J1 = 10,0 Hz, J2 = 6,4 Hz, H-7b); 4,03 (dd, 1H, J1 = 10,0 Hz,
Jo = 4,0 Hz, H-7a); 4,08-4,16 (m, 1H, H-8); 5,05-5,11 (m, 2H, H-12); 5,95 (ddtap, 1H,
Ji = 16,8 Hz, J» = 10,4 Hz, J3 = 6,4 Hz, H-11); 6,70-6,74 (m, 2H, H-3/H-5); 6,86 (d,
1H, J = 8,4 Hz, H-2). O espectro é apresentado na Figura 2.9 (p. 96).

RMN de '3C (100 MHz, CDCls) &: 40,0 (C-10); 53,4 (C-9); 55,8 (OCHz); 69,4 (C-8);
72,1 (C-7); 112,4 (C-5); 115,8 (C-2); 115,9 (C-12); 121,1 (C-3); 134,9 (C-4); 137,5

(C-11); 146,3 (C-1); 150,1 (C-6). O espectro é apresentado na Figura 2.10 (p. 97).

2.3.3 Sintese dos alquinos terminais 4y e 4z

(prop-2-in-1-iloxi)benzeno (4y)

//9
778

2
3 ©1/O
6
h (4y)

5

A um baldo de fundo redondo (25 mL) foram adicionados fenol (0,430 g,
4,56 mmol), brometo de tetrabutilaménio (0,147 g, 0,456 mmol), 2,00 mL de
solugcdo de hidroxido de sédio 35% (m v') e 2,00 mL de tolueno. A mistura foi
resfriada em banho de gelo e mantida sob agitacdo magnética durante uma hora.
Em seguida foi adicionado brometo de propargila (0,480 mL, 5,48 mmol). A mistura
de reacdo foi mantida sob agitacdo a temperatura ambiente por mais
quatro horas. Apds esse periodo, seu volume foi reduzido em evaporador rotativo e
adicionaram-se a mistura de reacdo 10,0 mL de solucdo saturada de cloreto de
sédio. A mistura resultante foi transferida para um funil de separacao e extraida com

éter etilico (3x20,00 mL). Os extratos organicos foram reunidos e a fase organica
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resultante foi seca com sulfato de sddio anidro, filtrada e concentrada sob presséo
reduzida. O composto 4y foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel
eluida com hexano-cloroférmio (20:13 v v'') e obtido com 76% de rendimento (0,458
g,3,48 mmol).

Caracteristica: Oleo amarelo.

CCD: Ri= 0,73 (hexano-cloroférmio 20:13 v v').

IV (ATR) V max 3291, 3098, 3065, 3042, 2924, 2871, 2121, 1597, 1493, 1211,
1036, 750, 687, 635, 594. O espectro é apresentado na Figura 2.12 (p. 102).

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 2,53 (t, 1H, J = 2,4 Hz, H-9); 4,71 (d, 2H, J =
2,4 Hz, H-7); 6,98-7,05 (m, 3H, H-2/H-6/H-4); 7,29-7,36 (m, 2H, H-3/H-5). O espectro
€ apresentado na Figura 2.13 (p. 103).

RMN de '3C (75 MHz, CDCls) &: 55,7 (C-7); 75,4 (C-9); 78,6 (C-8); 114,8 (C-2/C-6);
121,5 (C-4); 129,4 (C-3/C-5); 157,5 (C-1). O espectro € apresentado na Figura 2.14

(p. 104).

4-alil-2-metoxi-1-(prop-2-in-1-iloxi)benzeno (4z)
O composto 4z foi sintetizado empregando-se a mesma metodologia descrita
para o preparo do composto 4y. Na Tabela 2.1 (p. 53) estdo apresentadas as

informacodes relativas a reacao realizada para o preparo do composto 4z.



Tabela 2.1 — Informacdes referentes a reacao realizada para a sintese do composto 4z.

(Bu)4NBr Ar-O
A-OH  + BT Oy g N
NaOH 35% (m v'"), (42)
tolueno
Quantidade Quantidade de Volume de Tempo de Quantidade de Rendimento
Composto Ar de Ar-OH (g)/ (Bu)sNBr (g)/ brometo de reacao produto obtida (%)?
(mmol) (mmol) propargila (mL) (horas) (g)/(mmol)

4z /\/©:E(/)CH3 0,501/3,01 0,097/0,30 0,32 3 0,526/2,60 85

2 O rendimento foi calculado a partir da massa do produto obtida ap6s separagdao em coluna cromatogréfica de silica gel. Os volumes da
solucédo de NaOH 35% (m v'") e tolueno utilizados na reacéo foi de 2,0 mL cada

Fonte: Elaborada pela prépria autora.
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A estrutura do composto 4z é suportada pelos dados apresentados a seguir.

/9

8

2

3 10
11 6

12/ 10 4 5 OCH3

(42)

Caracteristica: 6leo amarelo.

CCD: Rs= 0,51 (hexano-acetato de etila 6:1 v v').

IV (ATR) vmax 3288, 3080, 3002, 2935, 2909, 2868, 2121, 1638, 1594, 1508,
1259, 1214, 1136, 1021, 635. O espectro é apresentado na Figura 1 p. 184 do
anexo.

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) &: 2,51 (t, 1H, J = 1,6 Hz, H-9); 3,37 (d, 2H, J =
4,4 Hz, H-10); 3,88 (s, 3H, OCHs); 4,75 (m, 2H, H-7); 5,08-5,13 (m, 2H, H-12);
5,96 (ddtap, 1H, J1= 11,2 Hz, J2=6,4 Hz, 3= 4,4 Hz, H-11); 6,74-6,77 (m, 2H, H-3/H-
5); 6,99 (d, 1H, J = 6,4 Hz, H-2). O espectro é apresentado na Figura 2 p. 185 do
anexo.

RMN de 3C (100 MHz, CDCls) &: 39,8 (C-10); 55,8 (OCHs); 56,9 (C-7); 75,6 (C-9);
78,8 (C-8); 112,3 (C-5); 114,8 (C-2); 115,7 (C-12); 120,3 (C-3); 134,2 (C-4); 137.,5
(C-11); 145,1 (C-1); 149,7 (C-6). O espectro é apresentado na Figura 3 p. 186 do

anexo.
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2.3.4 Sintese dos derivados triazélicos do eugenol 5a-5z

Sintese do (1)-1-(4-alil-2-metoxifenoxi)-3-(4-fenil-1H-1,2,3-triazol-1-il)propan-2-ol

(5a)

3

127 045 OCH; N

(5a) 7

A um baléo de fundo redondo (25 mL) foram adicionados, respectivamente, o
fenilacetileno (78,2 mg; 0,760 mmol), a azida 3 (0,200 g; 0,760 mmol), o ascorbato
de sddio (60,2 mg; 0,304 mmol) 2,00 mL da mistura etanol-adgua na proporg¢éao 1:1 v
v' e o sulfato de cobre(ll) pentaidratado (CuSQ4-5H20, 37,9 mg; 0,152 mmol). A
mistura resultante foi mantida sob agitacdo magnética por 30 minutos e monitorada
por CCD. Apéds o término da reacao, adicionaram-se 10,0 mL de agua destilada. A
fase aquosa foi extraida com diclorometano (3x30 mL). Os extratos organicos foram
reunidos e a fase organica resultante foi lavada com solucao saturada de NaCl, seca
com sulfato de sédio anidro, filtrada e concentrada sobre pressdo reduzida. O
composto 5a foi purificado, a partir do residuo obtido, por cromatografia em coluna
de silica gel eluida com hexano-acetato de etila-diclorometano (3:1:3 v v'') e obtido
com rendimento de 85% (0,236 g; 0,650 mmol).

Caracteristica: solido branco.
Tf = 93,7-94,2 °C.

CCD: Rt = 0,35 (hexano-acetato de etila-diclorometano 3:1:3 v v').
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IV (ATR) 1;max: 3407, 3141, 3066, 2934, 2832, 2100, 1707, 1638, 1589, 1513, 1464,
1365, 1263, 1225, 1139, 1028, 914, 764, 693, 652, 597, 509. O espectro é
apresentado na Figura 2.16 (p. 116).
RMN de 'H (400 MHz, CDCls) 6: 2,10 (s, 1H, OH); 3,26 (d, 2H, J = 6,4 Hz, H-10);
3,77 (s, 3H, OCHa); 3,86 (dd, 1H, Ji = 10,0 Hz, J2 = 6,4 Hz, H-9a); 4,00 (dd, 1H, Ji =
10,0 Hz, Jo = 4,4 Hz, H-9b); 4,33-4,40 (m, 1H, H-8); 4,57 (dd, 1H, Ji = 14,0 Hz, Jo =
6,8 Hz, H-7b); 4,63 (dd, 1H, Ji = 14,0 Hz, J» = 3,8 Hz, H-7a); 4,98-5,05 (m, 2H, H-12);
5,95 (ddtap, 1H, J1 = 17,0 Hz, J-= 10,6 Hz, J3= 6,4 Hz, H-11); 6,63-6,66 (m, 2H, H-
3/H-5); 6,78 (d, 1H, J = 8,4 Hz, H-2); 7,25 (t, 1H, J= 7,3 Hz, H-6"); 7,33 (t, 2H, J= 7,3
Hz, H-5'/H-7'); 7,71 (d, 2H, J = 7,3 Hz, H-4'/H-8'); 7,88 (s, 1H, H-1'). O espectro é
apresentado na Figura 2.17 (p. 117).
RMN de 3C (100 MHz, CDCls) &: 39,9 (C-10); 52,9 (C-9); 55,7 (OCHas); 69,0 (C-8);
71,8 (C-7); 112,6 (C-5); 115,9 (C-2); 116,0 (C-12); 121,1 (C-3); 121,4 (C-1’); 125,7
(C-4'/C-8’); 128,1 (C-6’); 128,8 (C-5'/C-7’); 130,6 (C-3); 135,0 (C-4); 137,5 (C-11);
145,9 (C-1); 147,8 (C-2’); 149,8 (C-6). O espectro é apresentado na Figura 2.18 (p.
118).

Os compostos 5b-5z foram sintetizados empregando-se a mesma
metodologia descrita para o preparo do composto 5a. Na Tabela 2.2 (p. 57) estéao
apresentadas as informacoes relativas as reagdes realizadas para o preparo dos

compostos 5b-5z.



Tabela 2.2 — Informacdes referentes as reacdes realizadas para a sintese dos compostos 5b-5z

OH OH

o — . &

O N o N
/\/@i 0,200 mmol de CuS0,.5H,0 /\/@: N\\N]\
= OCH;,4 = OCHj3 R

0,400 mmol de ascorbato de sodio

(3) 2,00 mL de EtOH/H,0 (1:1 v v") (5b-5z)
30 minutos
Quantidade de Eluente utilizado na pu_rlflcagao do Quantidade _de Rendimento
Composto —R alquino (4) (g)? produto por cromatografia em coluna produto obtida (%)P

q 97 de silica gel (v v (g)/(mmol) °
5b N e 0,062 Hexano/acetato de etila (3:2) 0,185/0,536 71
5¢ 6 OH 0,094 Acetato de etila 0,190/0,491 65
5d —@—% 0,088 Hexano/acetato de etila (2:1) 0,160/0,422 56
5e NN 0,073 Hexano/acetato de etila (3:2) 0,152/0,423 56
5f NS 0,083 Hexano/acetato de etila (3:2) 0,195/0,523 69
59 RN PN 0,094 Hexano/acetato de etila (3:2) 0,162/0,419 55
5h s~~~ 0,104 Hexano/acetato de etila (3:1) 0,233/0,581 77
5 Yo 0,126 g(?;(%r;o/acetato de etila/diclorometano 0,229/0.534 20
5j L _~_Cl 0,077 z—clsg;(%r;o/acetato de etila/diclorometano 0,235/0,644 85

aAs reacOes foram realizadas utilizando-se quantidade de alquino (4) equivalente a 0,200 g (0,760 mmol) de azida (3); ° Os rendimentos foram calculados a

partir das massas dos produtos obtidas apds separagdo em coluna cromatografica de silica gel.
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Tabela 2.2 — Continuacgao

Eluente utilizado na purificacao do

Quantidade de Massa de produto Rendimento

Composto —R . a produto por cromatografia em coluna . o/\b
alquino (4) (9) de silica gel (v v) obtida (g) (mmol) (%)
5k g 0,088 Acetato de etila/hexano (2:1) 0,218/0,575 78
51 ﬂ/\ 0,074 Acetato de etila 0,162/0,449 59
HO

5m ®_-OH 0,043 Acetato de etila 0,130/0,407 54
OH

5n ﬁ( 0,053 Acetato de etila 0,115/0,345 45

50 wo~_OH 0,064 Acetato de etila 0,157/0,452 61
OH

5p M 0,064 Acetato de etila 0,137/0,395 60

OH

5q ?i‘/ 0,064 Hexano/acetato de etila (1:1) 0,158/0,455 52

5r "0oH 0,053 Hexano/acetato de etila (1:1) 0,220/0,661 87

5s Q 0,088 Hexano/acetato de etila (2:1) 0,120/0,316 42

5t Q 0,088 Hexano/acetato de etila (2:1) 0,202/0,606 70

aAs reacOes foram realizadas utilizando-se quantidade de alquino (4) equivalente a 0,200 g (0,760 mmol) de azida (3); ° Os rendimentos foram calculados a

partir das massas dos produtos obtidas apds separagao em coluna cromatografica de silica gel.
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Tabela 2.2 — Continuagao

Quantidade de

Eluente utilizado na purificacao do

Massa de produto

Rendimento

Composto —R . a produto por cromatografia em coluna . o/\b
alquino (4) (9) de silica gel (v v*') obtida (g)/(mmol) (%)

5u H3004©—§~ 0,100 Hexano/acetato de etila (2:1) 0,170/0,430 57

5v @ 0,100 Hexano/acetato de etila (3:1) 0,178/0,451 59
H5CO

5w @ 0,089 Hexano/acetato de etila (3:1) 0,130/0,342 45

NH,

5x @ 0,089 Hexano/acetato de etila (1:1) 0,120/0,316 42
H,N

5y {;yo/?fi 0,100 Hexano/acetato de etila (1:1) 0,115/0,315 41

OCHg
5z o— 0,141 Hexano/acetato de etila (1:1) 0,210/0,452 59

=

aAs reacgdes foram realizadas utilizando-se quantidade de alquino (4) equivalente a 0,200 g (0,760 mmol) de azida (3); ° Os rendimentos foram calculados a

partir das massas dos produtos obtidas ap6s separagdo em coluna cromatografica de silica gel.

Fonte: Elaborada pela prépria autora.

59



60

As estruturas dos compostos 5b-5z sdo suportadas pelos dados
apresentados a seguir.

(+)-1-(4-alil-2-metoxifenoxi)-3-(4-butil-1H-1,2,3-triazol-1-il)propan-2-ol (5b)

Caracteristica: 6leo amarelo.

CCD: Rt= 0,20 (hexano-acetato de etila 3:2 v v').

IV (ATR) v max: 3357, 3143, 3076, 3001, 2955, 2930, 2870, 1736, 1637, 1590, 1510,
1461, 1432, 1420, 1260, 1227, 1138, 1030, 913, 849, 747, 653, 601, 546, 458. O
espectro € apresentado na Figura 2.19 (p. 122).

RMN de 'H (400 MHz, CDCIs) o: 0,84 (t, 3H, J = 7,4 Hz, H-6’); 1,29 (sext, 2H, J=7,4
Hz, H-5'); 1,56 (quint, 2H, J = 7,6 Hz, H-4’); 2,62 (t, 2H, J = 7,6 Hz, H-3’); 3,26 (d, 2H,
J = 6,8 Hz, H-10); 3,77 (s, 3H, OCHa); 3,81 (dd, 1H, J1 = 10,0 Hz, J2 = 6,0 Hz, H-9a);
3,83 (s, 1H, OH); 3,92 (dd, 1H, J7= 10,0 Hz, J2= 4,4 Hz, H-9b); 4,27-4,33 (m, 1H, H-
8); 4,42 (dd, 1H, J1= 14,0 Hz, J>= 6,4 Hz, H-7b); 4,54 (dd, 1H, J1= 14,0 Hz, J>= 4,0
Hz, H-7a); 4,79-5,03 (m, 2H, H-12); 5,87 (ddtap, 1H, J1= 17,0 Hz, J2= 10,4 Hz, J3=
6,8 Hz, H-11); 6,63-6,65 (m, 2H, H-3/H-5); 6,77 (d, 1H, J = 8,0 Hz, H-2); 7,37 (s, 1H,
H-1"). O espectro € apresentado na Figura 2.20 (p. 123).

RMN de '3C (100 MHz, CDCls) 6: 13,8 (C-6’); 22,3 (C-5'); 25,3 (C-3’); 31,5 (C-4");
39,9 (C-10); 52,4 (C-9); 55,8 (OCHs3); 68,9 (C-8); 71,7 (C-7); 112,4 (C-5); 115,9 (C-
12/C-2); 121,0 (C-3); 122,3 (C-1’); 134,8 (C-4); 137,4 (C-11); 146,0 (C-1); 148,3 (C-

2’); 149,7 (C-6). O espectro € apresentado na Figura 2.21 (p. 124).
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(£)-1-(1-(3-(4-alil-2-metoxifenoxi)-2-hidroxipropil)-1H-1,2,3-triazol-4-4-

il)cicloexan-1-ol (5¢)

3 1.0 NI

/

11 6 N, || oH

Caracteristica: soélido branco.
Tf =73,8-74,0 °C.

CCD: Ri= 0,86 (acetato de etila).

IV (ATR) v max: 3546, 3352, 3142, 3077, 3002, 2926, 2851, 1638, 1592, 1512, 1468,
1420, 1337, 1260, 1227, 1139, 1027, 911, 796, 748, 666, 595. O espectro é
apresentado na Figura 2.22 (p. 128).

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds) &: 1,34-1,90 (m, 10H, H-4'/H-8%); 3,27 (d, 2H, J =
6,9 Hz, H-10); 3,74 (s, 3H, OCHs); 3,78-3,89 (m, 2H, H-9a/H-9b); 4,11-4,20 (m, 1H,
H-8); 4,35 (dd, 1H, Js = 14,0 Hz, J2= 9,0 Hz, H-7b); 4,52 (dd, 1H, Js= 14,0 Hz, J2=
3,9 Hz, H-7a); 4,82 (s, 1H, OH’); 4,98-5,09 (m, 2H, H-12); 5,49 (d, 1H, J = 5,7 Hz,
OH) 5,92 (ddtap, 1H, J1= 16,9 Hz, J>= 10,0 Hz, J3= 6,9 Hz, H-11); 6,6 (dd, 1H, J; =
8,3 Hz, J2= 1,9 Hz, H-3); 6,79 (d, 1H, J = 1,9 Hz, H-5); 6,86 (d, 1H, J = 8,3 Hz, H-2);
7,81 (s, 1H, H-1’). O espectro é apresentado na Figura 2.28 (p. 129).

RMN de 13C (75 MHz, DMSO-ds) &: 22,1 (C-5'/C-T’): 25,7 (C-6'); 38,2 (C-4’): 38,3 (C-
8’); 39,5 (C-10); 52,9 (C-9); 56,0 (OCHs); 68,4 (C-8/C-3’); 71,2 (C-7); 113,2 (C-5);
114,7 (C-2); 116,0 (C-12); 120,7 (C-3); 122,3 (C-1"); 133,5 (C-4); 138,3 (C-11); 146,5

(C-1); 149,6 (C-6); 156,0 (C-2’). O espectro € apresentado na Figura 2.29 (p. 130).
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(£)-1-(4-alil-2-metoxifenoxi)-3-(4-(p-tolil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)propan-2-ol (5d)

Caracteristica: Oleo amarelo.

CCD: Rs= 0,58 (hexano-acetato de etila 2:1 v v).

IV (ATR) V max’ 3366, 3142, 3076, 2975, 2932, 2102, 1638, 1591, 1510, 1463, 1419,
1260, 1224, 1139, 1028, 996, 892, 803, 745, 652, 599, 456. O espectro é
apresentado na Figura 2.25 (p. 133).

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) &: 2,26 (s, 3H, CHa); 3,23 (d, 2H, J = 6,8 Hz, H-
10); 3,70 (s, 3H, OCHa); 3,80-3,92 (m, 2H, H-9a/H-9b); 4,15-4,21 (m, 1H, H-8); 4,34-
4,41 (m, 1H, H-7b); 4,56 (dd, 1H, Ji = 13,6 Hz, J2= 3,6 Hz, H-7a); 4,94-5,03 (m, 2H,
H-12); 5,50 (d, 1H, J = 5,6 Hz, OH); 5,88 (ddtap, 1H, J1 = 17,2 Hz, J2= 10,0 Hz, J5 =
6,8 Hz, H-11); 6,62 (dd, 1H, J1 = 8,0 Hz, 2= 1,8 Hz, H-3); 6,75 (d, 1H, J= 1,8 Hz, H-
5); 6,85 (d, 1H, J = 8,0 Hz, H-2); 7,18 (d, 2H, J = 8,0 Hz, H-5"/H-7’); 7,67 (d, 2H, J =
8,0 Hz, H-4’/H-8’); 8,40 (s, 1H, H-1’). O espectro é apresentado na Figura 2.26 (p.
134).

RMN de 3C (100 MHz, DMSO-ds) &: 21,3 (CHs); 39,8 (C-10); 53,4 (C-9); 56,0
(OCHs); 68,4 (C-8); 71,3 (C-7); 113,2 (C-5); 114,8 (C-2); 116,0 (C-12); 120,8 (C-3);
122,4 (C-1'); 125,5 (C-4’/C-8’); 128,6 (C-3); 129,9 (C-5'/C-7’); 133,6 (C-4); 137,5 (C-
6’); 138,4 (C-11); 146,6 (C-1); 146,6 (C-2'); 149,7 (C-6). O espectro é apresentado

na Figura 2.27 (p. 135).
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(x)-1-(4-alil-2-metoxifenoxi)-3-(4-pentil-1H-1,2,3-triazol-1-il)propan-2-ol (5e)

Caracteristica: 6leo amarelo.

CCD: Rs= 0,20 (hexano-acetato de etila 3:2 v v').

IV (ATR) v max: 3370, 3147, 3078, 2933, 2858, 1709, 1671, 1594, 1508, 1461, 1419,
1257, 1224, 1135, 1028, 912, 799, 746, 653, 600, 526, 459. O espectro é
apresentado na Figura 4 p. 187 do anexo.

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) 6: 0,88-0,90 (m, 3H, H-7’); 1,27-1,36 (m, 4H, H-5"/H-
6’); 1,64-1,68 (m, 2H, H-4’); 2,19 (s, 1H, OH); 2,70 (t, 2H, J = 7,6 Hz, H-3’); 3,35 (d,
2H, J=6,4 Hz, H-10); 3,86 (s, 3H, OCHs); 3,88-3,93 (m, 1H, H-9a); 4,01 (dd, 1H, J;=
10,0 Hz, J2= 4,4 Hz, H-9b); 4,36-4,41 (m, 1H, H-8); 4,51 (dd, 1H, J1= 14,0 Hz, J2=
6,4 Hz, H-7b); 4,63 (dd, 1H, J1= 14,0 Hz, J2= 3,6 Hz, H-7a); 5,07-5,11 (m, 2H, H-12);
5,96 (ddtap, 1H, J1= 16,8 Hz, J2= 10,4 Hz, J3= 6,8 Hz, H-11); 6,72-6,74 (m, 2H, H-
3/H-5); 6,85 (d, 1H, J = 8,0 Hz, H-2); 7,46 (s, 1H, H-1’). O espectro é apresentado na
Figura 5 p. 188 anexo.

RMN de '3C (100 MHz, CDCls) 6: 14,0 (C-7’); 22,4 (C-6’); 25,6 (C-4’); 29,0 (C-3");
31,4 (C-5); 39,8 (C-10); 52,4 (C-9); 55,8 (OCHa); 69,0 (C-8); 71,7 (C-7); 112,5 (C-5);
115,9 (C-12); 116,0 (C-2); 121,0 (C-3); 122,3 (C-1’); 134,8 (C-4); 137,3 (C-11); 146,0
(C-1); 148,3 (C-2°); 149,8 (C-6). O espectro é apresentado na Figura 6 p. 189 do

anexo.
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(x)-1-(4-alil-2-metoxifenoxi)-3-(4-hexil-1 H-1,2,3-triazol-1-il)propan-2-ol (5f)

Caracteristica: 6leo amarelo.

CCD: Rt = 0,25 (hexano-acetato de etila 3:2 v v').

IV (ATR) v max: 3359, 3143, 3079, 3004, 2953, 2926, 2861, 1702, 1589, 1511, 1463,
1421, 1261, 1222, 1138, 1030, 912, 801, 744, 726, 653, 597, 544, 455. O espectro é
apresentado na Figura 7 p. 190 do anexo.

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) 6: 0,87 (t, 3H, J = 6,8 Hz, H-8"); 1,25-1,37 (m, 6H, H-
5'/H-6'/H-7’); 1,63 (quint, 2H, J = 7,5 Hz, H-4"); 2,68 (t, 2H, J = 7,6 Hz, H-3’); 3,33 (d,
2H, J= 6,8 Hz, H-10); 3,84 (s, 3H, OCHs3); 3,86-3,92 (m, 2H, H-9a/OH); 3,99 (dd, 1H,
J1=10,0 Hz, J2= 4,4 Hz, H-9b); 4,34-4,40 (m, 1H, H-8); 4,29 (dd, 1H, J;= 14,2 Hz, J>
= 6,8 Hz, H-7b); 4,61 (dd, 1H, J1= 14,4 Hz, J>= 3,8 Hz, H-7a); 5,05-5,11 (m, 2H, H-
12); 5,94 (ddtap, 1H, J7= 17,0 Hz, J>= 10,4 Hz, J3= 6,8 Hz, H-11); 6,70-6,72 (m, 2H,
H-3/H-5); 6,83 (d, 1H, J = 8,0 Hz, H-2); 7,44 (s, 1H, H-1’). O espectro é apresentado
na Figura 8 p. 191 do anexo.

RMN de *C (100 MHz, CDCls) &: 14,1 (C-8’); 22,6 (C-7’); 25,6 (C-4’); 28,9 (C-3");
29,3 (C-5"); 31,6 (C-6’); 39,8 (C-10); 52,4 (C-9); 55,8 (OCHs); 69,0 (C-8); 71,7 (C-7);
112,4 (C-5); 115,9 (C-12); 116,0 (C-2); 120,9 (C-3); 122,3 (C-1"); 134,8 (C-4); 137,4
(C-11); 145,9 (C-1); 148,4 (C-2’); 149,8 (C-6). O espectro € apresentado na Figura 9

p. 192 do anexo.
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(£)-1-(4-alil-2-metoxifenoxi)-3-(4-heptil-1H-1,2,3-triazol-1-il)propan-2-ol (59)

Caracteristica: 6leo amarelo.

CCD: Rs= 0,26 (hexano-acetato de etila 3:2 v v').

IV (ATR) v max: 3348, 3144, 3078, 3001, 2992, 2854, 1638, 1591, 1510, 1461,1420,
1260, 1227, 1138, 1030, 912, 799, 746, 653, 599, 546, 477. O espectro é
apresentado na Figura 10 p. 193 do anexo.

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) &: 0,89 (t, 3H, J = 6,8 Hz, H-9’); 1,27-1,35 (m, 8H, H-
5'/H-6'/H-7'/H-8); 1,66 (quint, 2H, J = 7,4 Hz, H-4’); 2,19 (s, 1H, OH); 2,70 (t, 2H, J =
7,6 Hz, H-3%); 3,35 (d, 2H, J = 6,8 Hz, H-10); 3,86 (s, 3H, OCHs); 3,90-3,93 (m, 1H,
H-9a); 4,01 (dd, 1H, Js = 10,0 Hz, J2 = 4,4 Hz, H-9b); 4,35-4,41 (m, 1H, H-8); 4,51
(dd, 1H, Js = 14,0 Hz, J2= 6,4 Hz, H-7b); 4,63 (dd, 1H, Js = 14,0 Hz, J2 = 4,0 Hz, H-
7a); 5,08-5,12 (m, 2H, H-12); 5,94 (ddtap, 1H, J1= 17,0 Hz, J>= 10,4 Hz, J3= 6,8 Hz,
H-11); 6,72-6,74 (m, 2H, H-3/H-5); 6,85 (d, 1H, J = 8,0 Hz, H-2); 7,46 (s, 1H, H-1"). O
espectro é apresentado na Figura 11 p. 194 do anexo.

RMN de 3C (100 MHz, CDCls) &: 14,1 (C-9’); 22,6 (C-8'); 25,6 (C-4’); 29,0 (C-3");
29,2 (C-5'); 29,4 (C-6’); 31,8 (C-7’); 39,8 (C-10); 52,4 (C-9); 55,8 (OCHs); 69,0 (C-8);
71,8 (C-7); 12,5 (C-5); 115,9 (C-12); 116,1 (C-2); 120,9 (C-3); 122,2 (C-1'); 135,0
(C-4); 137,3 (C-11); 146,0 (C-1); 148,4 (C-2’); 149,9 (C-6). O espectro é apresentado

na Figura 12 p. 195 do anexo.
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(+)-1-(4-alil-2-metoxifenoxi)-3-(4-octil-1H-1,2,3-triazol-1-il)propan-2-ol (5h)

Caracteristica: 6leo amarelo.

CCD: Rs= 0,20 (hexano-acetato de etila 3:1 v v').

IV (ATR) v max:3332, 3144, 3081, 3004, 2924, 2852, 1635, 1591, 1508, 1420, 1263,
1224, 1141, 1037, 914, 799, 746, 649, 595, 551, 476. O espectro é apresentado na
Figura 13 p. 196 do anexo.

RMN de 'H (400 MHz, CDCIs) o: 0,90 (t, 3H, J = 6,8 Hz, H-10’); 1,28-1,33 (m, 10H,
H-5'/H-6’/H-7’/H-8'/H-9); 1,66 (quint, 2H, J = 7,4 Hz, H-4’); 2,71 (t, 2H, J = 7,8 Hz, H-
3); 3,35 (d, 2H, J = 6,8 Hz, H-10); 3,86 (s, 3H, OCHa); 3,91 (dd, 1H, J1= 10,4 Hz, J-
= 6,4 Hz, H-9a); 4,01 (dd, 1H, J1= 10,4 Hz, J>= 4,4 Hz, H-9b); 4,35-4,41 (m, 1H, H-
8); 4,51 (dd, 1H, J1= 14,2 Hz, J>= 6,6 Hz, H-7b); 4,63 (dd, 1H, J1= 14,2 Hz, J>= 3,8
Hz, H-7a); 5,07-5,12 (m, 2H, H-12); 5,96 (ddtap, 1H, J1= 17,0 Hz, J2= 10,2 Hz, J3=
6,8 Hz, H-11); 6,72-6,74 (m, 2H, H-3/H-5); 6,85 (d, 1H, J = 7,6 Hz, H-2); 7,45 (s, 1H,
H-1"). O espectro € apresentado na Figura 14 p. 197 do anexo.

RMN de 3C (100 MHz, CDCls) &: 14,1 (C-10’); 22,7 (C-9’); 25,6 (C-4’); 29,2 (C-3");
29,3 (C-5'); 29,3 (C-6'); 29,4(C-7’); 31,9 (C-8); 39,9 (C-10); 52,4 (C-9); 55,8 (OCHBa);
69,0 (C-8); 71,8 (C-7); 112,5 (C-5); 115,9 (C-12); 116,2 (C-2); 121,0 (C-3); 122,3 (C-
1’); 135,0 (C-4); 137,3 (C-11); 146,0 (C-1); 148,4 (C-2’); 149,9 (C-6). O espectro é

apresentado na Figura 15 p. 198 do anexo.
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(£)-1-(4-alil-2-metoxifenoxi)-3-(4-decil-1H-1,2,3-triazol-1-il)propan-2-ol (5i)

Caracteristica: 6leo amarelo.

CCD: Rt = 0,45 (hexano-acetato de etila-diclometano 3:1:3 v v'').

IV (ATR) v max: 3496, 3376, 3141, 3078, 2920, 2856, 1683, 1590, 1512, 1464, 1259,
1228, 1138, 1025, 910, 847, 798, 744, 655, 590, 491. O espectro é apresentado na
Figura 16 p. 199 do anexo.

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) 6: 0,80 (t, 3H, J = 6,8 Hz, H-12’); 1,17-1,22 (m, 14H,
H-5'/H-6’/H-7'/H-8'/H-9°/H-10°/H-11"); 1,56 (quint, 2H, J = 7,4 Hz, H-4’); 2,60 (t, 2H, J
= 7,8 Hz, H-3’); 3,26 (d, 2H, J = 6,4 Hz, H-10); 3,76 (s, 3H, OCHs); 3,78-3,84 (m, 1H,
H-9a/OH); 3,92 (dd, 1H, J1= 10,2 Hz, J2= 4,6 Hz, H-9b); 4,27-4,33 (m, 1H, H-8); 4,42
(dd, 1H, J1= 14,0 Hz, J>= 6,8 Hz, H-7b); 4,54 (dd, 1H, J; = 14,0 Hz, J>= 3,8 Hz, H-
7a); 4,97-5,03 (m, 2H, H-12); 5,86 (ddtap, 1H, J1= 17,0 Hz, J2= 10,4 Hz, J3= 6,4 Hz,
H-11); 6,62-6,65 (m, 2H, H-3/H-5); 6,75 (d, 1H, J = 8,0 Hz, H-2); 7,37 (s, 1H, H-1"). O
espectro é apresentado na Figura 17 p. 200 do anexo.

RMN de 3C (100 MHz, CDCls) o: 14,1 (C-12’); 22,7 (C-11’); 25,6 (C-4’); 29,2 (C-3");
29,3 (C-5); 29,4 (C-6/C-T’); 29,5 (C-8'); 29,6 (C-9'); 31,9 (C-10’); 39,8 (C-10); 52,5

(C-9); 55,8 (OCHs); 68,9 (C-8); 71,6 (C-7); 112,4 (C-5); 115,7 (C-12); 115,9 (C-2);
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121,0 (C-3); 122,3 (C-1°); 134,7 (C-4); 137,4 (C-11); 145,9 (C-1); 148,3 (C-2’); 149,7
(C-6). O espectro é apresentado na Figura 18 p. 201 do anexo.
(£)-1-(4-alil-2-metoxifenoxi)-3-(4-(3-cloropropil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)propan-2-ol

(i)

Caracteristica: sélido amarelado.
CCD: R¢= 0,51 (hexano-acetato de etila-diclometano 3:1:3 v v').

Tf = 54,8 — 55,3 °C.

IV (ATR) v max: 3147, 3006, 2936, 2889, 1709, 1589, 1508, 1446, 1257, 1227, 1137,
1031, 966, 912, 801, 747, 646, 541, 503. O espectro é apresentado O espectro é
apresentado na Figura 19 p. 202 do anexo.

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) o: 2,13 (t, 2H, J = 7,2 Hz, H-4"); 2,17 (s, 1H, OH); 2,86
(t, 2H, J = 7,4 Hz, H-3’); 3,33 (d, 2H, J = 6,8 Hz, H-10); 3,54 (t, 2H, J = 6,4 Hz, H-5");
3,84 (s, 3H, OCHs3); 3,89 (dd, 1H, J;= 10,0 Hz, J2= 6,4 Hz, H-9a); 4,00 (dd, 1H, J;=
10,0 Hz, J2= 4,8 Hz, H-9b); 4,35-4,40 (m, 1H, H-8); 4,50 (dd, 1H, J1= 14,4 Hz, J2=
6,8 Hz, H-7b); 4,62 (dd, 1H, J1= 14,4 Hz, J2= 3,8 Hz, H-7a); 5,05-5,10 (m, 2H, H-12);
5,94 (ddtap, 1H, J1= 17,0 Hz, J-= 10,4 Hz, J3= 6,8 Hz, H-11); 6,69-6,72 (m, 2H, H-
3/H-5); 6,83 (d, 1H, J = 8,0 Hz, H-2); 7,53 (s, 1H, H-1’). O espectro é apresentado na
Figura 20 p. 203 do anexo.

RMN de 3C (100 MHz, CDCls) &: 22,7 (C-3’); 31,8 (C-4’); 39,8 (C-10); 44,2 (C-5);

52,5 (C-9); 55,8 (OCHs); 68,9 (C-8); 71,6 (C-7); 112,4 (C-5); 115,7 (C-2) 115,9 (C-
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12); 120,9 (C-3); 122,9 (C-1’); 134,8 (C-4); 137,4 (C-11); 145,9 (C-1); 146,2 (C-2);
149,7 (C-6). O espectro é apresentado na Figura 21 p. 204 do anexo.
(+)-1-(4-alil-2-metoxifenoxi)-3-(4-(4-clorobutil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)propan-2-ol

(5k)

Caracteristica: 6leo amarelo.

CCD: Rt= 0,56 (hexano-acetato de etila 2:1 v v').

IV (ATR) v max: 3390, 3145, 3079, 3001, 2936, 2870, 1707, 1638, 1591, 1511, 1460,
1420, 1260, 1221, 1139, 1029, 952. 915, 852, 799, 746, 647, 601, 529, 456. O
espectro € apresentado na Figura 22 p. 205 do anexo.

RMN de 'H (400 MHz, CDCIs) &: 1,18 (s, 1H, OH); 1,72-1,77 (m, 4H, H-4'/H-5'); 2,66
(t, 2H, J= 7,0 Hz, H-3); 3,26 (d, 2H, J = 6,4 Hz, H-10); 3,47 (t, 2H, J = 6,0 Hz, H-6’);
3,77 (s, 3H, OCHs); 3,78-3,83 (m, 1H, H-9a); 3,92 (dd, 1H, Jr= 10,0 Hz, J2= 4,4 Hz,
H-9b); 4,26-4,33 (m, 1H, H-8); 4,43 (dd, 1H, J; = 14,0 Hz, Jo = 6,8 Hz, H-7b); 4,54
(dd, 1H, J1= 14,0 Hz, J>= 3,6 Hz, H-7a); 4,98-5,03 (m, 2H, H-12); 5,87 (ddtap, 1H, J;
= 17,0 Hz, J= 10,4 Hz, J3= 6,4 Hz, H-11); 6,62-6,65 (m, 2H, H-3/H-5); 6,76 (d, 1H, J
= 7,6 Hz, H-2); 7,41 (s, 1H, H-1’). O espectro € apresentado na Figura 23 p. 206 do
anexo.

RMN de '3C (100 MHz, CDCls) &: 24,8 (C-3’); 26,6 (C-4’); 31,9 (C-5'); 39,8 (C-10);

44,7 (C-6); 52,4 (C-9); 55,8 (OCHBs); 68,9 (C-8); 71,6 (C-7); 112,4 (C-5); 115,8 (C-2)
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115,9 (C-12); 120,9 (C-3); 122,5 (C-1’); 134,8 (C-4); 137,3 (C-11); 145,9 (C-1); 147,4
(C-2); 149,7 (C-6). O espectro é apresentado na Figura 24 p. 207 do anexo.
(£)-2-(1-(3-(4-alil-2-metoxifenoxi)-2-hidroxipropil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)butan-2-ol

(31)

Caracteristica: 6leo amarelo.

CCD: Rt= 0,63 (acetato de etila).

IV (ATR) v max: 3370, 3078, 2972, 2934, 1638, 1591, 1511, 1371, 1331, 1260, 1226,
1138, 1030, 914, 853, 801, 670, 596, 536, 455. O espectro € apresentado na Figura
25 p. 208 do anexo.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds) 4: 0,67-0,74 (m, 3H, H-5’); 1,39 (s, 3H, H-3"); 1,67-
1,73 (m, 2H, H-4’); 3,27 (d, 2H, J = 6,9 Hz, H-10); 3,74 (s, 3H, OCHa); 3,80-385 (m,
1H, H-9b); 3,94-4,00 (m, 1H, H-9a); 4,12-4,20 (m, 1H, H-8); 4,35 (dd, 1H, J;= 13,9
Hz, J>= 7,3 Hz, H-7b); 4,52 (dd, 1H, J; = 13,8 Hz, J>= 4,2 Hz, H-7a); 4,89 (s, 1H,
OH); 4,98-5,09 (m, 2H, H-12); 5,47 (d, 1H, J = 4,8 Hz, OH); 5,92 (ddtap, 1H, J/= 16,8
Hz, J>= 10,0 Hz, J3= 6,9 Hz, H-11); 6,66 (dd, 1H, J1= 8,2 Hz, J>= 1,9 Hz H-3); 6,79
(d, 1H, J = 1,9 Hz, H-5); 6,85-6,87 (m, 1H, H-2); 7,78 (s, 1H, H-1"). O espectro é
apresentado na Figura 26 p. 209 do anexo.

RMN de '3C (75 MHz, DMSO-ds) : 8,7 (C-5'); 28,6 (C-3”); 35,9 (C-4'); 39,5 (C-10);
53,0 (C-9); 56,0 (OCHs); 68,4 (C-8); 70,2 (C-3’); 71,2 (C-7); 13,2 (C-5); 114,8 (C-2);
116,0 (C-12); 120,7 (C-3); 122,6 (C-1’); 133,6 (C-4); 138,3 (C-11); 146,6 (C-1); 149,7

(C-6); 155,0 (C-2’). O espectro é apresentado na Figura 27 p. 210 do anexo.
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(£)-1-(4-alil-2-metoxifenoxi)-3-(4-(hidroximetil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)propan-2-ol

(5m)
OH
7 9
5 8
3 1.0 N-"
11 6 N, |2
127 0 4% OCHs N °
OH'
(5m)

Caracteristica: 6leo amarelo.

CCD: Rt= 0,76 (acetato de etila).

IV (ATR) v max: 3337, 3010, 2934, 2875, 1637, 1590, 1510, 1374, 1337, 1260, 1225,
1138, 1028, 914, 850, 799, 746, 652, 599, 547, 456. O espectro é apresentado na
Figura 28 p. 211 do anexo.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) 6: 3,23 (d, 2H, J = 6,8 Hz, H-10); 3,69 (s, 3H,
OCHa); 3,80 (dd, 1H, J1= 12,4 Hz, J2= 5,6 Hz, H-9b); 3,83- 3,94 (m, 1H, H-9a); 4,06-
4,16 (m, 1H, H-8); 4,33 (dd, 1H, J1= 13,8 Hz, J>= 7,4 Hz, H-7b); 4,45 (s, 2H, H-3");
4,50 (dd, 1H, Jr = 13,8 Hz, J2= 3,8 Hz, H-7a); 4,94-5,02 (m, 2H, H-12); 5,10 (s, 1H,
OH’); 5,45 (s, 1H, OH); 5,87 (ddtap, 1H, J1= 16,8 Hz, J>= 10,0 Hz, J3= 6,8 Hz, H-11);
6,62 (dd, 1H, J1= 8,4 Hz, J>= 1,8 Hz, H-3); 6,74 (d, 1H, J = 1,8 Hz, H-5); 6,82 (d, 1H,
J=8,4 Hz, H-2); 7,85 (s, 1H, H-1’). O espectro é apresentado na Figura 29 p. 212 do
anexo.

RMN de '3C (100 MHz, DMSO-ds) &: 39,8 (C-10); 53,0 (C-9); 55,5 (OCHBa); 56,0 (C-
3); 68,4 (C-8); 71,3 (C-7); 113,2 (C-5); 114,8 (C-2); 116,0 (C-12); 120,8 (C-3); 124,1
(C-1"); 133,6 (C-4); 138,4 (C-11); 146,6 (C-2'); 148,1 (C-1) 149,7 (C-6). O espectro é

apresentado na Figura 30 p. 213 do anexo.



72

(£)-1-(4-alil-2-metoxifenoxi)-3-(4-(1-hidroxietil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)propan-2-ol

(5n)
OH
7 9
2 8
3 1.0 N \1'
11 6 N\\ 2' OH'
127 354 OCH;, Nj?(
4
(5n)

Caracteristica: 6leo amarelo.

CCD: Rt= 0,64 (acetato de etila).

IV (ATR) v max: 3367, 3139, 3076, 3002, 2937, 1638, 1590, 1510, 1463, 1419, 1336,
1260, 1225, 1138, 1028, 913, 851, 799, 746, 653, 544, 458. O espectro é
apresentado na Figura 31 p. 214 do anexo.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) &: 1,33 (d, 3H, J = 7,6 Hz, H-4’); 3,23 (d, 2H, J =
6,8 Hz, H-10); 3,69 (s, 3H, OCHs); 3,76- 3,83 (m, 1H, H-9b); 3,83-3,93 (m, 1H, H-9a);
4,07-4,13 (m, 1H, H-8); 4,28-4,35 (m, 1H, H-7b); 4,46- 4,51 (m, 1H, H-7a); 4,75
(quint, 1H, J = 6,1 Hz, H-3’); 4,94-5,03 (m, 2H, H-12); 5,16 (d, 1H, J = 4,8 Hz, OH’);
5,44 (d, 1H, J= 5,2 Hz, OH); 5,87 (ddtap, 1H, J7= 16,8 Hz, J2= 10,0 Hz, J3= 6,8 Hz,
H-11); 6,62 (dd, 1H, Js= 8,0 Hz, J>= 2,0 Hz, H-3); 6,74 (d, 1H, J = 2,0 Hz, H-5); 6,82
(d, 1H, J= 8,0 Hz, H-2); 7,79 (s, 1H, H-1"). O espectro € apresentado na Figura 32 p.
215 do anexo.

RMN de 3C (100 MHz, DMSO-ds) 6: 24,2 (C-4°), 39,8 (C-10); 53,0 (C-9); 56,0
(OCHa); 62,1 (C-3'); 68,9 (C-8); 71,3 (C-7); 113,2 (C-5); 114,8 (C-2); 116,0 (C-12);
120,8 (C-3); 122,7 (C-1°); 133,6 (C-4); 138,4 (C-11); 145,6 (C-2’); 149,7 (C-1); 152,8

(C-6). O espectro é apresentado na Figura 33 p. 216 do anexo.



73

(£)-3-(1-(3-(4-alil-2-metoxifenoxi)-2-hidroxipropil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)propan-1-

ol (50)

Caracteristica: 6leo amarelo.

CCD: Ri= 0,65 (acetato de etila).

IV (ATR) v max: 3351, 3076, 3010, 2938, 2871, 1638, 1590, 1510, 1463, 1375, 1336,
1260, 1224, 1138, 1028, 913, 851, 799, 747, 653, 600, 543, 458. O espectro é
apresentado na Figura 34 p. 217 do anexo.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 1,83 (quint, 2H, J = 6,8 Hz, H-4"); 2,72 (t, 2H, J =
7,3 Hz, H-3%); 3,30 (d, 2H, J = 6,6 Hz, H-10); 3,60 (t, 2H, J = 6,2 Hz, H-5); 3,80 (s,
3H, OCHs); 3,89 (dd, 1H, J:= 10,0 Hz, J2= 5,9 Hz, H-9b); 3,97 (dd, 1H, J:= 10,0 Hz,
Jo= 4,8 Hz, H-9a); 4,31-4,38 (m, 1H, H-8); 4,44 (dd, 1H, J;= 13,8 Hz, J>= 7,3 Hz, H-
7b); 4,59 (dd, 1H, Js = 13,8 Hz, J2 = 3,6 Hz, H-7a); 5,02-5,09 (m, 2H, H-12); 5,91
(ddtap, 1H, J1= 17,4 Hz, Jo= 12,1 Hz, J3= 6,6 Hz, H-11); 6,65-6,69 (m, 1H, H-3/H-5);
6,78 (d, J = 8,1 Hz, 1H, H-2); 7,52 (s, 1H, H-1’). O espectro é apresentado na Figura
35 p. 218 do anexo.

RMN de 3C (75 MHz, CDCls) o: 21,8 (C-3'); 31,8 (C-4’); 39,7 (C-10); 52,8 (C-9); 55,8
(OCHs); 61,4 (C-5'); 68,8 (C-8); 71,2 (C-7); 112,4 (C-5); 114,7 (C-2); 115,8 (C-12);
120,9 (C-3); 122,9 (C-1°); 134,3 (C-4); 137,4 (C-11); 146,0 (C-1); 147,2 (C-2’); 149,3

(C-6). O espectro é apresentado na Figura 36 p. 219 do anexo.
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(£)-1-(4-alil-2-metoxifenoxi)-3-(4-(2-hidroxipropil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)propan-2-

ol (5p)
OH
7 9
2 8
3 10 N-"
11 6 N I| 2
N 3
12/ 10 4 5 OCH3 "
H'O 5
(5p)

Caracteristica: 6leo amarelo.

CCD: Rt= 0,76 (acetato de etila).

IV (ATR) v max: 3372, 3140, 3077, 2970, 2927, 2102, 1638, 1590, 1510, 1463, 1420,
1373, 1260, 1225, 1138, 1028, 937, 849, 800, 745, 653, 600, 545, 468. O espectro é
apresentado na Figura 37 p. 220 do anexo.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) 6: 1,22 (d, 3H, J = 6,3 Hz, H-5’); 2,65-2,80 (m, 2H, H-
3); 3,31 (d, 2H, J = 6,6 Hz, H-10); 3,82 (s, 3H, OCHa3); 3,87-3,93 (m, 1H, H-9b); 3,97-
4,02 (m, 2H, H-9a/OH’); 4,04-4,12 (m, 1H, H-4"); 4,30-4,36 (m, 1H, H-8); 4,42-4,51
(m, 1H, H-7b); 4,58-4,65 (m, 1H, H-7a); 5,03-5,10 (m, 2H, H-12); 5,85-5,98 (m, 1H,
H-11); 6,68-6,71 (m, 1H, H-3/H-5); 6,79-6,82 (m, 1H, H-2); 7,57 (s, 1H, H-1"). O
espectro € apresentado na Figura 38 p. 221 do anexo.

RMN de 3C (75 MHz, CDCls) &: 22,9 (C-5'); 34,8 (C-3’); 39,8 (C-10); 52,8 (C-9); 55,8
(OCHs); 67,1 (C-4’); 68,8 (C-8); 71,3 (C-7); 112,4 (C-5); 115,0 (C-2); 115,9 (C-12);
120,9 (C-3/C-1’); 134,5 (C-4); 137,4 (C-11); 145,9 (C-2'/C-1); 149,4 (C-6). O espectro

€ apresentado na Figura 39 p. 222 do anexo.
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(£)-1-(4-alil-2-metoxifenoxi)-3-(4-(2-hidroxipropan-2-il)-1 H-1,2,3-triazol-1-

il)propan-2-ol (5q)

OH
7 9
5 8
3 —0 N,
11 6 N, ll2 4
127 374 TocH; NT 3
OH'
(5q)

Caracteristica: 6leo amarelo.

CCD: Rt = 0,92 (hexano-acetato de etila 1:1 v v').

IV (ATR) v max: 3351, 2976, 2934, 2872, 2832, 1638, 1591, 1510, 1463, 1419, 1377,
1260, 1138, 1031, 916, 800, 747, 669, 599, 544, 457. O espectro é apresentado na
Figura 40 p. 223 do anexo.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 1,58 (s, 3H, H-4"); 1,59 (s, 3H, H-4’); 3,31 (d, 2H, J
= 6,6 Hz, H-10); 3,82 (s, 3H, OCHa); 3,90 (dd, 1H, Jr = 9,9 Hz, J> = 6,0 Hz, H-9b);
4,00 (dd, 1H, J; = 10,0 Hz, J2= 4,6 Hz, H-9a); 4,31-4,39 (m, 1H, H-8); 4,46 (dd, 1H,
Ji= 14,1 Hz, J2= 7,2 Hz, H-7b); 4,61 (dd, 1H, J; = 14,1 Hz, J>= 3,3 Hz, H-7a); 5,03-
5,09 (m, 2H, H-12); 5,92 (ddtap, 1H, J7 = 17,7 Hz, J2= 10,9 Hz, J3= 6,6 Hz, H-11);
6,67-6,71 (m, 1H, H-3/H-5); 6,81 (d, 1H, J = 8,4 Hz, H-2); 7,63 (s, 1H, H-1°). O
espectro é apresentado na Figura 41 p. 224 do anexo.

RMN de '3C (75 MHz, CDCIs) &: 30,1 (C-4”); 30,2 (C-4’); 39,8 (C-10); 52,8 (C-9);
55,8 (OCHa); 68,3 (C-3’); 68,4 (C-8); 71,4 (C-7); 112,4 (C-5); 115,3 (C-2); 115,8 (C-
12); 120,9 (C-3); 121,2 (C-1’); 134,5 (C-4); 137,3 (C-11); 146,0 (C-1); 149,5 (C-6);

155,3 (C-2’). O espectro € apresentado na Figura 42 p. 225 do anexo.



76

(£)-1-(4-alil-2-metoxifenoxi)-3-(4-(2-hidroxietil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)propan-2-ol

(5r)

OH

7 9
Y
3 1.0 N 1
11 6 N, Il
3
12/ 10 4 5 OCHS N
Y >Son

(5r)

Caracteristica: 6leo amarelo.

CCD: Rt = 0,93 (hexano-acetato de etila 1:1 v v').

IV (ATR) v max: 3359, 3073, 2934, 2877, 2827, 1638, 1590, 1515, 1463, 1420, 1261,
1225, 1138, 1031, 920, 801, 746, 654, 603, 468. O espectro é apresentado na Figura
43 p. 226 do anexo.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) o: 2,88 (t, 2H, J = 5,9 Hz, H-3); 3,31 (d, 2H, J= 6,6
Hz, H-10); 3,82 (s, 3H, OCHs); 3,86 (t, 2H, J = 6,0 Hz, H-4’); 3,91 (dd, 1H, J1= 10,0
Hz, J> = 5,9 Hz, H-9b); 3,99 (dd, 1H, J;= 10,0 Hz, J>= 4,6 Hz, H-9a); 4,29- 4,37 (m,
1H, H-8); 4,45 (dd, 1H, J1= 13,9 Hz, J2= 7,3 Hz, H-7b); 4,61 (dd, 1H, J;= 13,9 Hz, J
= 3,5 Hz, H-7a); 5,02-5,10 (m, 2H, H-12); 5,94 (ddtap, 1H, J1= 17,3 Hz, J>= 10,6 Hz,
Jz= 6,6 Hz, H-11); 6,67-6,71 (m, 1H, H-3/H-5); 6,78- 6,82 (m, 1H, H-2); 7,57 (s, 1H,
H-1"). O espectro € apresentado na Figura 44 p. 227 do anexo.

RMN de 3C (75 MHz, CDCIs) 6: 28,7 (C-3'); 39,8 (C-10); 52,9 (C-9); 55,8 (OCHs3);
61,3 (C-4’); 68,8 (C-8); 71,3 (C-7); 112,4 (C-5); 115,1 (C-2); 115,8 (C-12); 120,9 (C-
3); 128,5 (C-1°); 134,4 (C-4); 137,4 (C-11); 145,2 (C-1); 146,0 (C-2'); 149,4 (C-6). O

espectro é apresentado na Figura 45 p. 228 do anexo.
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(£)-1-(4-alil-2-metoxifenoxi)-3-(4-(m-tolil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)propan-2-ol (5s)

OH
78 9
3 1.0 N—1
11 6 N 2, A
3 5 CH3
12/ 10 4 5 OCH3 N
8 6
(5s) 7

Caracteristica: 6leo incolor.

CCD: Ri= 0,60 (hexano-acetato de etila 2:1 v v').

IV (ATR) V max 3364, 3140, 3076, 2921, 2867, 2101, 1700, 1638, 1591, 1510, 1460,
1365, 1260, 1137, 1030, 914, 799, 662, 599, 516, 462. O espectro é apresentado na
Figura 46 p. 229 do anexo.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) o: 2,28 (s, 3H, CHa); 3,23 (d, 2H, J = 6,8 Hz, H-
10); 3,69 (s, 3H, OCHa); 3,81-3,89 (m, 2H, H-9a/H-9b); 4,14-4,22 (m, 1H, H-8); 4,33-
4,41 (m, 1H, H-7b); 4,57 (dd, 1H, J1 = 13,6 Hz, J> = 3,6 Hz, H-7a); 4,93-5,03 (m, 2H,
H-12); 5,52 (d, 1H, J = 5,2 Hz, OH); 5,87 (ddtap, 1H, J1= 17,2 Hz, Jo= 10,0 Hz, J5 =
6,8 Hz, H-11); 6,62 (dd, 1H, J1 = 8,0 Hz, J2= 2,0 Hz, H-3); 6,75 (d, 1H, J = 2,0 Hz, H-
5); 6,85 (d, 1H, J = 8,0 Hz, H-2); 7,07 (d, 2H, J = 7,8 Hz, H-6’); 7,25 (t, 1H, J= 7,8
Hz, H-7’); 7,57 (d, 1H, J = 7,8 Hz, H-8’); 7,61 (s, 1H, H-4’); 8,43 (s, 1H, H-1"). O
espectro é apresentado na Figura 47 p. 230 do anexo.

RMN de 3C (100 MHz, DMSO-ds) &: 21,3 (CHs); 39,7 (C-10); 53,4 (C-9); 56,0
(OCHs); 68,4 (C-8); 71,3 (C-7); 113,2 (C-5); 114,8 (C-2); 116,0 (C-12); 120,8 (C-3);
122,7 (C-8); 122,8 (C-1’); 126,1 (C-4’); 128,9 (C-6'); 129,2 (C-7’); 131,2 (C-3’); 133,6
(C-4); 138,4 (C-11/C-5’); 146,6 (C-1); 146,6 (C-2’); 149,7 (C-6). O espectro é

apresentado na Figura 48 p. 231 do anexo.
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(£)-1-(4-alil-2-metoxifenoxi)-3-(4-(o-tolil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)propan-2-ol (5t)

OH
78 9
30 N=T cH,
11 6 N, 2. T4
5
1277 39 4% OCH; N
8 6
(5t) 7

Caracteristica: 6leo amarelo.

CCD: Rt = 0,58 (hexano-acetato de etila 2:1 v v').

IV (ATR) V max 3371, 3145, 3073, 2974, 2934, 2102, 1638, 1590, 1511, 1469, 1420,
1261, 1225, 1138, 1035, 920, 805, 765, 726, 674, 599, 547, 452. O espectro é
apresentado na Figura 49 p. 232 do anexo.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) 6: 2,35 (s, 3H, CHas); 3,23 (d, 2H, J = 6,8 Hz, H-
10); 3,69 (s, 3H, OCHa); 3,81-3,91 (m, 2H, H-9a/H-9b); 4,20-4,25 (m, 1H, H-8); 4,39-
4,45 (m, 2H, H-7b/OH); 4,60 (dd, 1H, Ji = 13,8 Hz, J2= 3,8 Hz, H-7a); 4,96-5,03 (m,
2H, H-12); 5,87 (ddtap, 1H, J1 = 16,8 Hz, J2= 10,0 Hz, J3 = 6,8 Hz, H-11); 6,62 (dd,
1H, J1 = 8,0 Hz, J2 = 2,0 Hz, H-3); 6,75 (d, 1H, J = 2,0 Hz, H-5); 6,85 (d, 1H, J = 8,0
Hz, H-2); 7,18-7,24 (m, 3H, H-5'/H-6'/H-7"); 7,67 (d, 1H, J= 7,2 Hz, H-8’); 8,25 (s, 1H,
H-1"). O espectro € apresentado na Figura 50 p. 233 do anexo.

RMN de '3C (100 MHz, DMSO-ds) &: 21,6 (CHs); 39,8 (C-10); 53,2 (C-9); 56,0
(OCHs); 68,4 (C-8); 71,3 (C-7); 113,2 (C-5); 114,8 (C-2); 116,0 (C-12); 120,8 (C-3);
124,7 (C-1"); 126,5 (C-7’); 128,2 (C-8’); 128,6 (C-6’); 130,6 (C-3’); 131,3 (C-5'); 133,6
(C-4); 135,3 (C-4’); 138,4 (C-11); 145,8 (C-1); 146,6 (C-2’); 149,7 (C-6 O espectro é

apresentado na Figura 51 p. 234 do anexo.
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(£)-1-(4-alil-2-metoxifenoxi)-3-(4-(-4-metoxifenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)propan-2-ol

(5u)

Caracteristica: sélido amarelado.
Tf = 104,2-104,5 °C.

CCD: Ri= 0,17 (hexano-acetato de etila 2:1 v v').

IV (ATR) V max 3371, 3145, 3073, 2974, 2934, 2102, 1638, 1590, 1511, 1459, 1420,
1261, 1225, 1138, 1005, 920, 805, 766, 726, 674, 599, 547, 452. O espectro é
apresentado na Figura 52 p. 235 do anexo.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds) 6: 3,28 (d, 2H, J = 6,9 Hz, H-10); 3,74 (s, 3H,
OCHs3); 3,76 (s, 3H, OCHs); 3,86-3,93 (m, 2H, H-9a/H-9b); 4,17-4,25 (m, 1H, H-8);
4,39-4,45 (m, 2H, H-7b); 4,61 (dd, 1H, J1 = 13,8 Hz, J2 = 3,6 Hz, H-7a); 4,98-5,09 (m,
2H, H-12); 5,54 (d, 1H, J = 5,4 Hz, OH); 5,92 (ddtap, 1H, J1 = 16,8 Hz, J2= 10,0 Hz, J3
= 6,9 Hz, H-11); 6,67 (dd, 1H, J1 = 8,1 Hz, J2= 2,1 Hz, H-3); 6,79 (d, 1H, J = 2,1 Hz,
H-5); 6,90 (d, 1H, J = 8,1 Hz, H-2); 6,96-7,01 (m, 2H, H-5'/H-7’); 7,73-7,78 (m, 2H, H-
4’/H-8); 8,40 (s, 1H, H-1"). O espectro é apresentado na Figura 53 p. 236 do anexo.
RMN de *C (75 MHz, DMSO-ds) &: 39,5 (C-10); 53,4 (C-9); 55,6 (OCHz’); 56,0
(OCHs); 68,4 (C-8); 71,3 (C-7); 113,2 (C-5); 114,7 (C-7'/C-5’); 114,8 (C-2); 116,0 (C-
12); 120,8 (C-3); 121,9 (C-1’); 124,0 (C-3’); 126,9 (C-8/C-4’); 133,6 (C-4); 138,4 (C-
11); 146,6 (C-1); 146,7 (C-2’); 149,6 (C-6); 159,3 (C-6’). O espectro é apresentado

na Figura 54 p. 237 do anexo.
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(£)-1-(4-alil-2-metoxifenoxi)-3-(4-(-3-metoxifenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)propan-2-ol

(5v)
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Caracteristica: 6leo amarelo.

CCD: Rt = 0,35 (hexano-acetato de etila 3:2 v v').

IV (ATR) V max: 3383, 3137, 3075, 3003, 2937, 2835, 1733, 1638, 1590, 1511, 1463,

1420, 1233, 1139, 1090, 1032, 992, 916, 849, 781, 746, 694, 655, 561, 458. O

espectro é apresentado na Figura 55 p. 238 do anexo.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-de) &: 3,23 (d, 2H, J = 6,8 Hz, H-10); 3,70 (s, 3H,

OCHs); 3,74 (s, 3H, OCHa); 3,84-3,90 (m, 2H, H-9a/H-9b); 4,14-4,22 (m, 1H, H-8);

4,38 (dd, 1H, J1= 13,8 Hz, J= 7,8 Hz, H-7b); 4,57 (dd, 1H, Ji1 = 14,0 Hz, J2 = 3,6 Hz,

H-7a); 4,95-5,03 (m, 2H, H-12); 5,51 (d, 1H, J = 5,6 Hz, OH); 5,88 (ddtap, 1H, J1 =

17,0 Hz, Jo= 10,2 Hz, Js= 6,8 Hz, H-11); 6,62 (dd, 1H, J1 = 8,0 Hz, Jz2= 1,6 Hz, H-3);

6,75 (d, 1H, J = 2,0 Hz, H-5); 6,82 - 6,86 (M, 2H, H-2/H-6"); 7,28 (t, 1H, J = 7,8 Hz, H-

7); 7,35-7,37 (m, 2H, H-4'/H-8’); 8,49 (s, 1H, H-1’). O espectro é apresentado na

Figura 56 p. 239 do anexo.

RMN de '3C (100 MHz, DMSO-de) &: 39,7 (C-10); 53,5 (C-9); 55,6 (OCHz'); 56,0

(OCHs); 68,4 (C-8); 71,3 (C-7); 110,8 (C-4’); 113,2 (C-5); 114,0 (C-6); 114,8 (C-2);

116,0 (C-12); 117,9 (C-8); 120,8 (C-3); 123,1 (C-1"); 130,5 (C-7); 132,6 (C-3"); 133,6

(C-4); 138,4 (C-11); 146,4 (C-1); 146,6 (C-2"); 149,7 (C-6); 160,1 (C-5'). O espectro &

apresentado na Figura 57 p. 240 do anexo.
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(x)-1-(4-alil-2-metoxifenoxi)-3-(4-(-2-aminofenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)propan-2-ol

(5w)
OH
7 9
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Caracteristica: sélido marrom.
Tf = 95,8-96,3 °C.

CCD: Rt = 0,35 (hexano-acetato de etila 3:2 v v').

IV (ATR) V max 3386, 3136, 3076, 3001, 2942, 2834, 1732, 1638, 1586, 1511, 1463,
1420, 1227, 1139, 1090, 1032, 992, 915, 853, 781, 690, 654, 565, 456. O espectro é
apresentado na Figura 58 p. 241 do anexo.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) 6: 3,28 (d, 2H, J = 6,6 Hz, H-10); 3,74 (s, 3H,
OCHs); 3,87-3,94 (m, 2H, H-9a/H-9b); 4,22-4,29 (m, 1H, H-8) 4,42-4,48 (m, 1H, H-
7b); 4,63 (dd, 1H, J1 = 13,8 Hz, J2 = 3,9 Hz, H-7a); 4,98-5,08 (m, 2H, H-12); 5,56 (d,
1H, J = 5,7 Hz, OH); 5,92 (ddtap, 1H, J1 = 16,8 Hz, J.= 10,0 Hz, J3= 6,6 Hz, H-11);
6,15 (s, 2H, NH2); 6,53-6,59 (m, 1H, H-3); 6,67 (dd, 1H, J1 = 8,2 Hz, J>= 1,9 Hz, H-5);
6,74 (dd, 1H, Ji = 8,1 Hz, J-= 0,9 Hz, H-5); 6,79 (d, 1H, J = 1,9 Hz, H-2); 6,90 (d,
1H, J = 8,1 Hz, H-8’); 6,97-7,03 (m, 1H, H-7’); 7,41-7,46 (m, 1H, H-6’); 8,45 (s, 1H, H-
1’). O espectro é apresentado na Figura 59 p. 242 do anexo.

RMN de '3C (100 MHz, DMSO-ds) &: 39,5 (C-10); 53,4 (C-9); 56,0 (OCHa); 68,3 (C-
8); 71,2 (C-7); 113,1 (C-5); 113,2 (C-5’); 114,7 (C-2); 116,0 (C-12); 116,2 (C-3);
116,3 (C-7°); 120,7 (C-3); 122,7 (C-1’); 128,0 (C-8’); 128,8 (C-6’); 133,5 (C-4); 138,2
(C-11); 146,0 (C-1); 146,6 (C-2'); 1475 (C-4’); 149,6 (C-6). O espectro é

apresentado na Figura 60 p. 243 do anexo.



82

(£)-1-(4-alil-2-metoxifenoxi)-3-(4-(-3-aminofenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)propan-2-ol

(5x)

Caracteristica: 6leo marrom.

CCD: Rt = 0,65 (hexano-acetato de etila 1:1 v v').

IV (ATR) V max 3454, 3347, 3232, 3133, 2923, 2875, 2102, 1705, 1637, 1590, 1515,
1463, 1420, 1364, 1261, 1229, 1138, 1031, 872, 781, 694, 456. O espectro é
apresentado na Figura 61 p. 244 do anexo.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) 6: 3,23 (d, 2H, J = 6,8 Hz, H-10); 3,70 (s, 3H,
OCHa); 3,81-3,95 (m, 2H, H-9a/H-9b); 4,15-4,21 (m, 1H, H-8); 4,34-4,40 (m, 1H, H-
7b); 4,55 (dd, 1H, J1 = 13,6 Hz, J2 = 3,6 Hz, H-7a); 4,94-5,02 (m, 2H, H-12); 5,09 (s,
2H, NH2); 5,49 (d, 1H, J = 5,6 Hz, OH); 5,88 (ddtap, 1H, J1 = 16,8 Hz, J2= 10,2 Hz, J3
= 6,8 Hz, H-11); 6,44-6,47 (m, 2H, H-3/H-5); 6,60-6,63 (m, 1H, H-2); 6,83-7,04 (m,
4H, H-4'/H-6’/H-7’'/H-8); 8,27 (s, 1H, H-1"). O espectro é apresentado na Figura 62 p.
245 do anexo.

RMN de '3C (100 MHz, DMSO-ds) o: 39,8 (C-10); 53,3 (C-9); 56,0 (OCHa); 68,4 (C-
8); 71,3 (C-7); 110,9 (C-4’); 113,2 (C-5); 113,5 (C-8’); 114,0 (C-6’); 114,8 (C-2); 116,0
(C-12); 120,8 (C-3); 122,4 (C-1"); 129,8 (C-3’); 131,8 (C-7’); 133,6 (C-4); 138,4 (C-
11); 146,6 (C-1); 147,2 (C-2’); 149,5 (C-5'); 149,7 (C-6). O espectro é apresentado

na Figura 63 p. 246 do anexo.
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(£)-1-(4-alil-2-metoxifenoxi)-3-(4-(fenoximetil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)propan-2-ol

(5y)

Caracteristica: 6leo amarelo.

CCD: Rs= 0,43 (hexano-acetato de etila 1:1 v v').

IV (ATR) V max’ 3297, 3152, 3073, 3014, 2926, 2873, 2102, 1638, 1597, 1513, 1462,
1261, 1224, 1136, 1026, 916, 757, 694, 650, 607, 547, 460. O espectro é
apresentado na Figura 64 p. 247 do anexo.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) 6: 3,23 (d, 2H, J = 6,8 Hz, H-10); 3,69 (s, 3H,
OCHs); 3,76-3,93 (m, 2H, H-9a/H-9b); 4,07-4,17 (m, 1H, H-8); 4,34-4,41 (m, 1H, H-
7b); 4,55 (dd, 1H, J1 = 14,0 Hz, J2 = 3,6 Hz, H-7a); 4,94-5,03 (m, 2H, H-12); 5,06 (s,
2H, H-3’); 5,47 (d, 1H, J = 5,6 Hz, OH); 5,88 (ddtap, 1H, Ji = 17,0 Hz, Jo= 10,2 Hz, J3
= 6,8 Hz, H-11); 6,62 (dd, 1H, J1 = 8,0 Hz, J2= 2,0 Hz, H-3); 6,74 (d, 1H, J = 2,0 Hz,
H-5); 6,81-6,88 (m, 1H, H-2); 6,97 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H-5'/H-9’); 7,20-7,25 (m, 3H, H-
6'/H-7’/H-8’); 8,12 (s, 1H, H-1’). O espectro é apresentado na Figura 65 p. 248 do
anexo.

RMN de '3C (100 MHz, DMSO-ds) &: 39,8 (C-10); 53,2 (C-9); 56,0 (OCHa); 61,4 (C-
3’); 68,4 (C-8); 71,3 (C-7); 113,2 (C-5); 114,9 (C-2); 115,1 (C-5/C-9’); 116,0 (C-12);
120,8 (C-3); 121,3 (C-1’); 126,0 (C-7’); 130,0 (C-6/C-8’); 133,6 (C-4); 138,4 (C-11);
142,9 (C-2°); 146,6 (C-1); 149,7 (C-6); 158,6 (C-4’). O espectro é apresentado na

Figura 66 p. 249 do anexo.
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(x)-1-(4-alil-2-metoxifenoxi)-3-(4-((4-alil-2-metoxifenoxi)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-

il)propan-2-ol (5z)

OH
7 9
2 8 ‘
3TN0 N OCHy
11 6 N, ]{/O 5
127 1045 OCHs 3 4 ® 11
o' h
(52) 8 "o Nz

Caracteristica: 6leo amarelo.

CCD: Rt= 0,57 (hexano-acetato de etila 1:1 v v').

IV (ATR) V max: 3388, 3145, 3075, 3003, 2935, 2830, 2102, 1638, 1511, 1465, 1337,
1258, 1229, 1138, 996, 909, 849, 800, 746, 644, 597, 460. O espectro é apresentado
na Figura 67 p. 250 do anexo.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) &: 3,23 (d, 4H, J = 6,4 Hz, H-10/ H-10'); 3,65 (s,
6H, OCHs/OCHS3"): 3,69 (s, 2H, H-3'); 3,77-3,93 (m, 2H, H-9a/H-9b); 4,10-4,16 (m,
1H, H-8); 4,36 (dd, 1H, J1=14,0 Hz, J-= 7,3 Hz, H-7b); 4,54 (dd, 1H, J1= 14,0 Hz, J>
- 3,6 Hz, H-7a); 4,94-5,03 (m, 4H, H-12"); 5,47 (d, 1H, J = 5,6 Hz, OH); 5,82-593 (m,
2H, H-11/H-11"); 6,59-6,63 (m, 2H, H-3/H-8'); 6,72-6,75 (m, 2H, H-5/H-6"); 6,83 (d,
1H, J = 8,0 Hz, H-2); 6,97 (d, 1H, J = 8,4 Hz, H-9'); 8,08 (s, 1H, H-1). O espectro é
apresentado na Figura 68 p. 251 do anexo.

RMN de 3C (100 MHz, DMSO-de) &: 39,8 (C-10/C-10'); 53,1 (C-9); 55,8 (OCHz');
56,0 (OCHa); 62,3 (C-3'); 68,4 (C-8); 71,3 (C-7); 113,0 (C-6'); 113,2 (C-5); 114,4 (C-
9'); 114,9 (C-2); 115,9 (C-12/C-12'); 120,6 (C-8'); 120,8 (C-3); 126,0 (C-1’); 133,3 (C-
7); 133,6 (C-4); 138,4 (C-11/C-11°); 143,1 (C-2'); 146,3 (C-4); 146,6 (C-1); 149,5 (C-

5’); 149,7 (C-6). O espectro € apresentado na Figura 69 p. 252 do anexo.
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2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme mostrado no Esquema 2.2 (p. 46), a primeira etapa da rota sintética
proposta para a obtencdo dos novos 1,2,3-triazbéis derivados do eugenol (1)
correspondeu a preparacao do epdxido 2. A obtencao de 2 foi possivel via reacéo de
substituicdo nucleofilica bimolecular (Sn2), na presenca de hidréxido de potassio,
entre eugenol (1) e a epicloridrina, utilizando o brometo de tetrabutilamonio para
auxiliar na miscibilizacdo dos reagentes (DIAS et al., 2013). O mecanismo da reagao

do eugenol (1) com a epicloridrina pode ser visto no Esquema 2.3.

0. .0 @

.Q.; /\@ Q: K
/\/@ H + K eoH Brometo de tetrabutilaménio /\/@ + H,0
~ = OCH,4

) (Vin)

®,.-0
K :O:
OCH3 = OCHj3
(Vi) eplclondrma (Vi)
®,..0
O . o
= OCH, w = OCHs
(Vi) 2)
KCI
Esquema 2.3 - Proposta mecanistica para a sintese do (t)-1-((4-alil-2-

metoxifenoxi)metiloxirano) (2).

Fonte: Elaborada pela prépria autora

De acordo com esta proposta mecanistica, inicialmente ocorre a
desprotonacgao do eugenol (1) resultando na formacgao do fendxido VII. Este, por sua

vez, ataca o carbono menos substituido do anel de epdxido da epicloridrina,
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produzindo um segundo alcéxido VIII. O processo de substituicdo nucleofilica
intramolecular no alcoxido VIII leva a obtencdo do composto 2, produzido na forma
de uma mistura racémica.

O composto 2 teve sua identidade confirmada por meio das espectroscopias
no infravermelho e de ressonancia magnética nuclear (RMN de '3C e H).

O espectro no infravermelho do composto 2 € mostrado na Figura 2.5 (p. 88).
As bandas em 3075, 3060, 3001 cm' foram atribuidas aos estiramentos de ligagéo
C-H de carbonos com hibridizagdo sp?. As bandas referentes aos estiramentos da
ligacdo C-H de carbonos com hibridizagcdo sp® podem ser observadas em 2932 e
2832 cm'; bandas relativas aos estiramentos da ligagdo C=C ocorrem em 1509 e
1418 cm'. As bandas em 1259 e 1227 cm foram atribuidas aos estiramentos
simétrico e assimétrico da ligacdo C-O-C do anel de epdxido. Outra banda
caracteristica deste composto é referente aos estiramentos da ligagcdo C-O, que
aparecem em 1139 e 1028 cm™' (BARBOSA, 2008).

No espectro de RMN de 'H do composto 2 (Figura 2.6, p. 89), o duplo dupleto
em OH 2,65 e integrado para um atomo de hidrogénio (J1 = 5,0 Hz e J2 = 2,6 Hz) foi
atribuido ao hidrogénio H-9a e o multipleto em &n 2,80-2,83, integrado para um
atomo de hidrogénio foi relacionado a H-9b. O dupleto em 61 3,26 e integrado para
dois 4&tomos de hidrogénio (J = 6,8 Hz) foi relacionado aos hidrogénios metilénicos
H-10. O multipleto em &1 3,29-3,33 e integrado para um atomo de hidrogénio foi
atribuido ao hidrogénio H-8. O simpleto observado em &n 3,79 e integrado para trés
atomos corresponde aos atomos de hidrogénio do grupo metoxila (OCHs). O duplo
dupleto observado em 61 3,95 e integrado para um atomo de hidrogénio (J1 = 11,4
Hz e J2 = 5,6 Hz) foi atribuido ao hidrogénio H-7b, enquanto o duplo dupleto em &u

4,14 e integrado para um atomo de hidrogénio (J1 = 11,4 Hz e J, = 3,6 Hz)
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corresponde ao hidrogénio H-7a. O multipleto observado em &u 4,97-5,04 e
integrado para dois 4&tomos de hidrogénio foi relacionado aos hidrogénios vinilicos H-
12. A multiplicidade esperada para o sinal referente ao hidrogénio H-11 em & 5,88
seria um duplo duplo tripleto, o qual apresentaria seis picos em cada metade do
multipleto simétrico. Porém, devido a sobreposicao de sinais 0 que se observa é um
sinal que se assemelha a quintetos sobrepostos (PAVIA et al., 2010). Apesar dessa
sobreposicao de sinais, foi possivel calcular as constantes de acoplamento Jians =
16,8 Hz, Jeis = 10,0 Hz (acoplamentos de H-11 com os hidrogénios H-12), além da
constante de acoplamento J = 6,8 Hz referente ao acoplamento de H-11 com os
hidrogénios vizinhos H-10. Na regidao caracteristica de deslocamento quimico de
hidrogénios aromaticos foi observado o multipleto em én 6,62-6,66 correspondente
aos hidrogénios H-3 e H-5 e o dupleto em &x 6,80 e integrado para um atomo de
hidrogénio (J = 8,0 Hz) atribuido ao hidrogénio H-2.

No espectro de RMN de '3C (Figura 2.7, p. 90) observa-se que o nimero de
sinais presentes no espectro é compativel com a estrutura do composto 2. Assim, o
sinal observado em &c 40,0 foi associado ao carbono metilénico (C-10). Os sinais
em oc 45,0 e 6¢c 50,4 correspondem aos carbonos C-9 e C-8, respectivamente. O
sinal referente ao grupo metoxila (OCHs) ocorre em &¢ 56,0. O sinal em oc 70,4 foi
relacionado ao carbono C-7, vizinho ao anel de epdxido. Os sinais em &¢c 115,7 e &¢
137,7 correspondem aos carbonos sp? C-12 e C-11, respectivamente. Os demais

sinais correspondem aos carbonos do anel aromatico (PRETSCH et. al., 1989).
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A preparacao do azido-alcool 3 ocorreu via azidélise de 2 com azida de sédio
na presenca de cloreto de aménio. Como pode ser observado na proposta de
mecanismo para a reagdo mostrada no Esquema 2.4, inicialmente ocorre a
coordenacao do oxigénio do anel de epdxido com o ion aménio. Em seguida, o
anion azido ataca o carbono menos impedido do anel resultando na formacao de 3

(FRINGUELLI et al.,1999; AMANTINI et al., 2002).

<

HENH; CI
o 0 ) ‘OH
/\/@O\% NH4C| /\/©:O\} ﬁa@N?) /\/@O\}\
= OCH; = OCH; ¥ = OCHjs Ns
NH; , NaCl
Esquema 2.4 - Proposta mecanistica para a aziddlise do (¥)-1-((4-alil-2-

metoxifenoxi)metiloxirano) (2) para a formacéao de 3.

Fonte: Elaborada pela prépria autora.

O composto 3 teve sua identidade confirmada por meio das espectroscopias
no infravermelho e de ressonancia magnética nuclear (RMN de 3C e 'H).

O espectro no infravermelho de 3 é mostrado na Figura 2.8 (p. 94) e a banda
larga em 3355 cm', atribuida ao estiramento da ligagdo do grupo OH, correspondeu
a uma evidéncia de que a reagdo de aziddlise de 2 para obtengao de 3 havia sido
bem sucedida. Esta banda ndo esta presente no infravermelho do composto 2,
conforme pode ser notado comparando-se os espectros das Figuras 2.5 (p. 88 ) e
2.8 (p. 94). Outra evidéncia de que a referida reagdo ocorreu € a presenga no
espectro no infravermelho de 3 (Figura 2.8, p. 94) da banda intensa em 2097 cm’’
referente ao estiramento do grupo azido. A banda em 3076 cm foi atribuida ao
estiramento da ligagdo C-H para carbonos com hibridizacdo sp?. As bandas

referentes aos estiramentos da ligacdo C-H de carbono com hibridizagdo sp® podem



92

ser observadas em 2961, 2934 e 2874 cm’. As bandas correspondentes aos
estiramentos da ligagdo C=C foram observadas em 1510 e 1461 cm™ (BARBOSA,
2008).

No espectro de RMN de 'H do composto 3 (Figura 2.9, p. 95), o dupleto
observado em 6+ 3,34 e integrado para dois atomos de hidrogénio (J = 6,4 Hz) foi
atribuido aos hidrogénios metilénicos H-10. A multiplicidade esperada para os sinais
referentes aos hidrogénios H-9a e H-9b em &1 3,35 e 61 3,50, respectivamente, seria
um duplo dupleto; porém foi observado uma sobreposicdo dos sinais. Entretanto foi
possivel calcular os valores das constantes de acoplamento geminais entre H-9a e
H-9b (J = 12,7 Hz) e vicinais entre H-9a e H-8 (6 Hz) e H-9b e H-8 (4,6 Hz). O
simpleto observado em 6n 3,85 e integrado para trés atomos de hidrogénio
corresponde aos atomos de hidrogénio do grupo metoxila (OCHs). O duplo dupleto
em OH 3,99 e integrado para um atomo de hidrogénio (J1 = 10,0 Hz e J2 = 6,4 Hz) foi
atribuido ao hidrogénio H-7b. O duplo dupleto em &1 4,03 e integrado para um atomo
de hidrogénio (Ji1 = 10,0 Hz e J2 = 4,0 Hz) foi atribuido ao hidrogénio H-7a. O
multipleto em 61 4,08-4,16 e integrado para um atomo de hidrogénio foi relacionado
ao hidrogénio H-8. Em én 5,05-511, o multipleto integrado para dois atomos de
hidrogénios foi atribuido aos hidrogénios vinilicos H-12. De modo similar ao que foi
mencionado para o composto 2, para o hidrogénio H-11 do composto 3, em 61 5,95,
foi possivel calcular as constantes de acoplamento Jians = 16,8 Hz, Jeis = 10,4 Hz
(acomplamento de H-11 com H-12), além da constante de acoplamento J = 6,4 Hz
(acoplamento de H-11 com os hidrogénios vizinhos H-10). Na regido caracteristica
de deslocamento quimico de hidrogénios aromaticos foi observado o multipleto em
oH 6,70-6,74 correspondente aos hidrogénios Hz e Hs e o dupleto em 61 6,86 e

integrado para um atomo de hidrogénio (J = 8,4 Hz) atribuido ao hidrogénio H-2. Nao
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foi observado no espectro de 'H de RMN o sinal relativo ao grupo hidroxila (OH) que
aparece normalmente entre 0,5 e 5,0 ppm, a variabilidade dessa absorcdo depende
da quantidade de troca de prétons, logo € comum o sinal de OH nao aparecer em
alguns compostos (PAVIA et al., 2010).

No espectro de RMN de 3C (Figura 2.10, p. 96) observa-se que o nimero de
sinais presentes no espectro é compativel com a estrutura do composto 3. Assim, o
sinal observado em &c 40,0 foi associado ao carbono metilénico (C-10). Os sinais
em oc 53,4 e 6c 69,4 correspondem aos carbonos C-9 e C-8, respectivamente. O
sinal observado em 6c 55,8 foi atribuido ao carbono do grupo metoxila (OCHs). O
sinal em oc 72,1 foi relacionado ao carbono C-7. Os sinais em 6c 115,8 e 6¢c 137,5
correspondem aos carbonos sp? C-12 e C-11, respectivamente. Os demais sinais

correspondem aos carbonos do anel aromatico (PRETSCH et. al., 1989).
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Conforme mostrado no plano sintético (Esquema 2.2 p. 46), os derivados do
eugenol contendo o anel triazélico seriam obtidos via reagao “click” entre a azida 3 e
diferentes alquinos terminais 4. Enquanto a maioria dos alquinos utilizados foram
adquiridos comercialmente, procedeu-se a sintese dos alquinos 4y e 4z. O primeiro
destes alquinos sintetizados correspondeu ao (prop-2-in-1-iloxi)benzeno (4y). Para
sua sintese, foi utilizando o método de catalise de transferéncia de fase (Esquema

2.5) (LIMA, 2018).

(Bu),NBr
OH NaOH 35% (m v, o ///
© N Br/\\ tolueno _ ©/
N -
0°C — ta. (4y)
2h 76%
Esquema 2.5 — Método para a sintese do (prop-2-in-1-iloxi)benzeno (4y).

Fonte: Elaborado pela prépria autora.

A catdlise de transferéncia de fase (CTF) se tornou um método bastante
popular e aplicado em reacoes de sintese organica. Desde o final dos anos 1960
esse método foi adotado e tem sido muito Util promovendo reagdes em sistemas
imisciveis de duas fases (SCHETTIN et. al., 2018). A CTF por nao requerer o uso de
solventes anidros, fornece produtos com altos rendimentos e com elevado grau de
pureza, ndo € utilizada altas temperaturas, possui custo baixo e poder ser utilizada
para os mais diversos tipos de reacdes, inclusive na sintese organica assimétrica
(PATEL et. al., 2018). Muitas substancias podem atuar como catalisadores nos
processos CTF, dentre elas pode-se citar, como por exemplo, sais de aménio
quaternarios, sais de fosfonio quaternarios, poliéteres macrociclicos (éteres de coroa
e criptandos), polimeros, dentre outros (LUCCHESE & MARZORATI, 2000).

Neste trabalho, o catalisador utilizado na sintese dos alquinos

terminais foi o brometo de tetrabutilaménio, (Bu)sNBr. Os sais de amobnio
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quaternarios sao os catalisadores mais utilizados e adequados uma vez que
possuem eficacia elevada, apresenta baixo custo e sdo relativamente
estaveis (SCHETTIN et. al., 2018; PATEL et. al., 2018). Em termos de mecanismo para
esta transformacgao, uma proposta é apresentada no Esquema 2.6. Inicialmente ocorre
a desprotonacéo do fenol pela base hidroxido de sédio, formando assim o fendxido
de sddio. Posteriormente ocorre uma troca ibnica entre esse fendxido e o brometo
de tetrabutilaménio, formando o sal quaternario, nesse caso, o fenéxido de amdnio
quaternario na interface do sistema. Este, por sua vez, transfere-se para a fase
organica, reage com o brometo de propargila fornecendo o alquino 4y com
simultanea regeneracdo do catalisador (MAKOSZA & WAWRZYNIEWICZ (1969);

LIMA, 2018).

Fase Organica

L o F
o

©)
—> (BuiuN pBr

/Br

+

Bu)N O@/_\

4y
H Interface
H O ®
© ®0 O Na
+  Na OH ©/ + RO
H l Fase aquosa
®O ®0O
Na OH Na Br

Esquema 2.6 — Proposta de mecanistica para a CTF envolvida na preparacao do
alquino 4y.

Fonte: Elaborado pela prépria autora.
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A partir da utilizagdo da CTF, os alquinos 4y e 4z foram sintetizados com

rendimentos de 76 e 85%, respectivamente (Figura 2.11).

s
0 0
©/ /\/@E)CHS
(4y) (42)

Figura 2.11 — Estruturas dos alquinos 4y e 4z sintetizados via CTF.

Fonte: Elaborada pela prépria autora

Uma vez sintetizado, o alquino 4y foi caracterizado pelas espectroscopias no
IV e de RMN. No espectro no infravermelho do composto 4y (Figura 2.12, p.101),
observa-se uma banda em 3291 cm referente ao estiramento da ligacdo C-H de
carbono com hibridizagédo sp. Em 3098, 3065, 3042 cm', ha bandas de estiramento
da ligacdo C-H de carbono com hibridizagdo spz e em 2924 e 2871 cm', bandas
referentes aos estiramentos da ligagdo C-H de carbono com hibridizagdo sp~. A
banda em 2121 cm™ é devida ao estiramento da ligagao tripla carbono-carbono e as
bandas em 1597 e 1493 cm™, foram atribuidas aos estiramentos da ligacdo C=C

(BARBOSA, 2008). No espectro de RMN de 'H do composto 4y (Figura 2.13, p.
102), o tripleto observado em 6+ 2,53 e integrado para um atomo de hidrogénio (J =
2,4 Hz) foi atribuido ao hidrogénio acetilénico H-9. O dupleto em 6+ 4,71 e integrado
para dois atomos de hidrogénio (J = 2,4 Hz) relaciona-se aos hidrogénios H-7. O
multipleto observado em o+ 6,98-7,05 e integrado para trés atomos de hidrogénio
corresponde aos hidrogénios H-2, H-6 e H-4. O outro multipleto em o+ 7,29-7,36,

integrado para dois atomos de hidrogénio, foi atribuido aos hidrogénios H-3 e H-5.

Os valores das constantes de acoplamento estdo em acordo com a literatura, uma
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vez que seus valores estdo dentro da faixa de valores tipica para acoplamentos de
hidrogénios acetilénicos com hidrogénios a caracteristicos em alquinos terminais (+J
= 2-3 Hz) (PAVIA et. al., 2010).

No espectro de RMN de C do composto 4y (Figura 2.14, p. 103), observa-se
gue o numero de sinais esta compativel com a estrutura do composto. O sinal em oc
55,7 foi atribuido ao carbono C-7, enquanto que os sinais em oc 75,4 e 78,6 foram

atribuidos aos carbonos da tripla ligacao C-9 e C-8, respectivamente. Os demais

sinais foram atribuidos aos outros carbonos que constituem o anel aromatico, sendo,

portanto, o sinal em oc 114,8 relacionado aos carbonos C-2 e C-6; em oc 121,5 o
sinal correspondente a C-4; em o6c 129,4 o sinal dos carbonos C-3 e C-5; e por fim, o

sinal em oc 157,5 atribuido ao carbono C-1 (PRETSCH et. al., 1989).
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Considerando ainda a proposta sintética apresenta no Esquema 2.2 (p. 46), a
ultima etapa envolvida na sintese dos derivados 1,2,3-triazbis do eugenol
correspondeu a reagao “click”. Foi realizada uma otimizacdo das condi¢cdes de
reacao para conducao deste processo. Para tal, empregou-se a reacao entre a azida

3 e o fenilacetileno (Esquema 2.7).

O N , o N
/\/@[ sistema solvente /\/@[ N |
+ . 3
= OCH3 CUSO4 5H20, = OCH3 N

3) fenilacetileno ascorbato de sodio (5a)

Esquema 2.7 — Reacédo escolhida para estudo de otimizagdo das condigbes da
reacdo CuAAC.

Fonte: Elaborada pela prépria autora.

A escolha do alquino fenilacetilieno se deveu ao fato de sua maior
disponibilidade no laboratério.

O processo de cicloadicao 1,3-dipolar entre uma azida organica e um alcino
terminal foi pioneiramente investigado por Rolf Husgein (HUSGEIN, 1963). Porém,
as primeiras reac¢des desta natureza descrita por este pesquisador apresentavam as
seguintes desvantagens: necessitavam de elevadas temperaturas para sua
ocorréncia; os tempos de reacdo eram longos; as reagdes produziam uma mistura

de 1,2,3-triazéis-1,4 e 1,5-dissubstituidos (Esquema 2.8, p. 105).
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1
i s R
. ’ 5 1N 2
RLN,  + R2_— Aquecimento 5 N, ]\ P ]5/
. N4> p2 N
azida anU|_no 3 R ’; 4
organica terminal

Esquema 2.8 — Equacéao geral para a reacdo de cicloadiagdo 1,3-dipolar investigada
por Husgein. O processo resulta na formacado dos 1,2,3-triaz6is-1,4 e 1,5-
dissubstituidos.

Fonte: Elaborada pela propria autora.

Investigacbes conduzidas concomitantemente pelos grupos de Sharpless e
Meldal mostraram que a reagdo de cicloadicdo 1,3-dipolar é acelerada pela
presenca de ions Cu(l); o aumento na taxa de velocidade € da ordem de 7 vezes
(MELDAL e TORNgE, 2008; ROSTOVTSEV et al., 2002). Outro aspecto importante
€ que os processos catalisados por Cu(l) resultam na formacao exclusiva do 1,2,3-
triazol-1,4-dissubstituido.

Diferentes sdo as fontes de cobre(l) que podem ser utilizadas como
catalisadores nas reagcdes CUAAC (SING et al., 2016; FREITAS et al., 2011). Para o
processo de otimizagdo da reacdao mostrada no Esquema 2.8, optou-se pela
utilizacdo do sistema CuSOu/ascorbato de sbédio. Neste caso, o ascorbato de sédio
reduz Cu(ll) a Cu(l), gerando a espécie catalitica in situ. Este sistema tem sido
utilizado com sucesso pelo Grupo de Sintese e Pesquisa de Compostos Bioativos
(GSPCB) em investigacdes voltadas para a sintese de 1,2,3-triazbis bioativos
(GAZOLLA et al., 2018; TEIXEIRA et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2019).

Assim como diferentes fontes de Cu(l) sédo utilizadas em processos click, o
mesmo ocorre com relacdo aos solventes (FRETAIS et al.,, 2011). Dentro dessa

perspectiva, foram avaliados os parametros solvente e temperatura com relacéo a
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eficiéncia da reacdo entre a azida 3 e o fenilacetileno. Na Tabela 2.3 estdo

apresentados os resultados alcancados ao longo do processo de otimizacéo.

Tabela 2.3 — Otimizacdo das condi¢cdes de reacdo entre a azida 3 e o alquino

fenilacetileno.

OH OH

O N _ O N
/\/@[ S /\/C[ Nl \

+ CuS0,'5H,0, D

% OCHs 4" o2 = OCH3N

ascorbato de sédio

3) (5a)
Entrada’ Solvente™ Tempt(eor(a:;ura Terr:;z;é((i)e Ren?oi/:;lento
1 DCM/H20 t.a. 3,5h 65
2 DCM ta 24 h -
3 Alcool tert-butilico t.a 24 h -
4 Alcool tert-butilico/H20  t.a 3h 48
5 Etanol/H20 t.a 30 min 85
6 H-0 t.a 20 min 75
7 H-0 50 20 min 78

t.a.: temperatura ambiente; DCM = diclorometano; h = horas; min = minutos; (-): ndo houve reacgéo.

‘Procedimento geral utilizado para conduzir as reagbes: a um baldo de fundo redondo foram
adicionados o alquino (fenilacetileno), a azida (3), o ascorbato de s6dio, o solvente e o0 CuSQO4-5H:0,
respectivamente. A mistura resultante foi mantida sob agitacdo. A reacédo foi monitorada por CCD.
Apos o término da reacao (exceto para Entrada 2 e 3, que ndo houve formagao de produto), foram
adicionados diclorometano e agua a mistura. A fase aquosa foi extraida com diclorometano. Os
extratos orgéanicos foram combinados e a fase organica resultante foi lavada com solugao saturada de
NaCl, seca com sulfato de sédio anidro, filirada e concentrada sobre pressao reduzida. O composto
5a foi purificado, a partir do residuo, via coluna cromatogréfica de silica gel.

" Para sistemas constituidos por dois solventes, a proporgéo foi de 1:1 v v
Fonte: Elaborada pela prépria autora.

Para o processo de otimizacao, realizou-se inicialmente a reacdo entre a
azida 3 e o fenilacetileno, utilizando como solvente a mistura agua e DCM

(diclorometano) (Tabela 2.3, entrada 1). O composto 5a, apés 3,5 h de reagéo e
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purificacdo por cromatografia em coluna de silica gel, foi obtido com 65% de
rendimento. Conduzindo a reacdo na presenca de DCM apenas e a temperatura
ambiente, ndo foi observada formacao do produto 5a (entrada 2) apds 24 h de
reacdo. Conforme observado na entrada 3, a utilizagdo de alcool tert-butilico como
solvente também nao resultou na formacao do produto 5a apds 24 h de reacéo. Para
0 processo realizado na presenca de alcool tert-butilico e agua (entrada 4), o
composto 5a foi obtido com 48% de rendimento e tempo de reacéao igual a 3 h.

Considerando as entradas 5-7, os processos foram realizados utilizando
etanol e 4gua como solvente para entrada 5 e agua como solvente para as entradas
6 e 7. As reacbes correspondentes as entradas 5 e 6 foram conduzidas a
temperatura ambiente e apdés 30 e 20 minutos, respectivamente, obteve-se 85%
(entrada 5) e 75% (entrada 6) de rendimento. Com respeito a entrada 7, conduzindo
a reacao a temperatura de 50 °C e ap6s 20 minutos, o produto 5a foi obtido com
78% de rendimento. Cumpre ressaltar que logo apds os reagentes entrarem em
contato ja ocorria mudanca de coloracao visual do meio reacional.

Considerando os experimentos descritos na Tabela 2.3 (p106) as condigdes
de reacao correspondentes as entradas 5-7 foram as mais interessantes, devido ao
tempo de reacdo, os solventes utilizados e os rendimentos. A metodologia escolhida
para a preparagcdo dos produtos 1,2,3-triazol derivados do eugenol foi aquela da
entrada 5, que levou a formagdo do produto com maior rendimento. Embora as
reacbes conduzidas apenas em agua apresentassem menores tempos de reagao
gue as demais e rendimentos satisfatérios, estas metodologias com agua néo foram
escolhidas pois observou-se a adesdao de quantidade consideravel de solido a

superficie do baldo, sendo a remocdo deste sélido dificil, o que, provavelmente,
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resultou em diminuicdo de rendimento das reagbes conduzidas com &gua
comparada a reacao realizada com etanol/agua.

Ainda com respeito a otimizacdo de reacdes, deve ser ressaltado que para
que epdxido 2 bem como a azida 3 pudessem ser obtidos com rendimentos e
purezas adequados foi necessaria a purificacdo do eugenol (1) adquirido da Sigma
Aldrich. O composto 1 foi purificado a partir do reagente comercial via cromatografia
em coluna de silica gel.

Outro problema a ser relatado refere-se ao aumento das escalas das reagdes
de preparacdo do epo6xido 2 e da azida 3. Quando estas reacdes foram realizadas
em escalas superiores a um grama de material de partida, os rendimentos
diminuiram consideravelmente. Assim, optou-se por preparar os compostos 2 e 3 por
meio de reacdes que utilizavam no maximo um grama de material de partida.

As condicOes otimizadas de reacdo puderam ser aplicadas para a sintese de
derivados do eugenol contendo fragmentos 1,2,3-triazélicos contendo diferentes
grupos (aromatico, alifaticos, ciclico e alifaticos com o substituintes cloro e hidroxila)
ligados ao anel 1,2,3-triazol (Figura 2.15, p. 109). Conforme apresentado na Tabela
2.2 (p. 57), os compostos foram sintetizados com rendimentos que variaram de 41 a

87% e tempos de reacao de 30 minutos.
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OH OH

(5i) o (31)

Figura 2.15 — Estruturas dos derivados do eugenol contendo fragmentos 1,2,3-
triazélicos sintetizados.

Fonte: Elaborada pela prépria autora.
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Continuacao — Figura 2.15

OH OH OH
/\/©:OCH3 j\ /\/©:OCH3 jW/ /\/©:OCH3 j\l\‘
(5m) (5n) (50)
OH OH OH
/\/@[OCHS jj\ /\/@[OCHS j\{/ /\/©:OCH3 ji
(5p) (50) (51)
OH OH
OH
/\/©:OCH3 /\/©:oCH3 j\©\
(55) (5t) (5u)
OH OH OH
5
(5v) (5w) (5x)
OH OH
L OCH;
/ OCHs j\ OCH N \©\/\
O N
(5) (52)

Figura 2.15 — Estruturas dos derivados do eugenol contendo fragmentos 1,2,3-

triazodlicos sintetizados.

Fonte: Elaborada pela prépria autora.
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No Esquema 2.9 tem-se uma proposta para o ciclo catalitico da reagao
CuAAC para a formacao dos composto 5a-5z a partir da azida 3 e de alcinos

terminais.

NN OH R————H @
\N\}\/o
R |
H  H,co
(5) = o
R—'—H
H+
H+
NN OH

_N_A_O :
R | R—=I=——
HsCO

fi&% on :

@)

Esquema 2.9 — Proposta do ciclo catalitico da reacdo de cicloadicdo 1,3-dipolar
catalisada por cobre (CuAAC). R corresponde a diferentes grupos aromatico,

alifaticos e alifaticos contendo o substitutinte cloro.

Fonte: Elaborada pela prépria autora.

Na primeira etapa do ciclo catalitico tem-se a complexacéo entre o Cu(l) e o
alcino terminal (4). Com a formacédo deste complexo, o pKa do alcino terminal é
reduzido possibilitando a sua desprotonacdo em meio aquoso e posterior
complexacao com a segunda espécie de Cu(l), formando o complexo acetileto de
cobre. Na etapa seguinte, ocorre a complexacao do acetileto de cobre com a azida

organica, gerando o complexo azida-acetileto. Neste intermediario, o cobre possui
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efeito sinérgico pois torna o nitrogénio terminal da azida mais eletrofilico e o carbono
B-vinilidénico do alcino mais nucleofilico, favorecendo a formagéao do intermediario
ciclico conhecido como metalociclo. Esta etapa € endotérmica e define a
regiosseletividade da reacao, pois possui energia de ativagao menor que a energia
de ativacdo para a reacdo nao catalisada. (MELDAL e TORN®E, 2008). Na etapa
subsequente, ocorre a contracao do anel através de uma associagao transanular do
par de elétrons nao ligantes do nitrogénio terminal da azida com o orbital antiligante
do carbono ligado aos atomos de cobre, levando a formacao da segunda ligacao
efetiva entre estes atomos e a obtengédo do triazoila de cobre (FREITAS et al,
2011). Na ultima etapa do ciclo-catalitico ocorre a protonacédo desse intermediario
triazolidio com a formacdo do produto 1,2,3-triazol 1,4-dissubstituido e a
regeneracao do catalisador.

Todos os produtos 1,2,3-triazolicos 1,4-dissubstituido 5a-5z tiveram suas
identidades confirmadas por meio das espectroscopias no infravermelho e de
ressonancia magnética nuclear (RMN de '3C e 'H). Para exemplificar como foi feita a
caracterizagdo estrutural dos compostos 5a-5z, foram escolhidos os derivados 5a,
5b, 5¢c e 5d visto que a porgdo oriunda do alquino no derivado 5a € aromética, no
derivado 5b é alifatica, no derivado 5c¢ é ciclica, e por fim no derivado 5d € aromatica
contendo um substituinte.

No espectro no infravermelho do composto 5a € mostrado na Figura 2.16 (p.
115), a banda larga em 3407 cm foi atribuida ao estiramento da ligagdo OH. As
bandas compreendidas entre 3141 e 2832 cm' foram atribuidas ao estiramento de
ligacdo C-H para carbonos com hibridizagdo sp? e sp®. A banda em 1638 cm!
corresponde ao estiramento da ligacdo C=N do anel triazdlico. Bandas referentes ao

estiramento da ligagdo C=C foram observadas em 1513 e 1464 cm™. A banda em
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1225 cm™ corresponde ao estiramento assimétrico da ligacdo =C-O-C (BARBOSA,
2008).

No espectro de RMN de 'H do composto 5a (Figura 2.17 p. 116) os tripletos
observados em o1 7,25 e on 7,33 e o dupleto em o1 7,71 referente aos sinais da
pocao aromatica ligado ao triazol, assim como o simpleto em én 7,88, ausentes no
espectro de RMN de 'H da molécula precursora 3 (Figura 2.8 p. 94), confirmaram a
obtencao desta substancia.

O simpleto em 6n 2,10 e integrado para um atomo de hidrogénio corresponde
ao atomo de hidrogénio do grupo hidroxila que nesta molécula apareceu na regiao
esperada entre 0,5 e 5,0 ppm. O dupleto em 61 3,26 e integrado para dois atomos
de hidrogénio (J = 6,4 Hz) foi relacionado aos hidrogénios metilénicos H-10. O
simpleto em 61 3,77 e integrado para trés atomos de hidrogénio corresponde aos
atomos de hidrogénios do grupo metoxila (OCHa). O duplo dupleto observado em 6H
3,86 e integrado para um atomo de hidrogénio (Js = 10,0 Hz e J> = 6,4 Hz) foi
atribuido ao hidrogénio H-9a. O duplo dupleto em &1 4,00 e integrado para um atomo
de hidrogénio (Ji1 = 10,0 Hz e J2 = 4,0 Hz) foi atribuido ao hidrogénio H-9b. O
multipleto observado em 6H 4,33-4,40 e integrado para um atomo de hidrogénio foi
relacionado ao hidrogénio H-8. O duplo dupleto em 6n 4,57 e integrado para um
atomo de hidrogénio (J1 = 14,0 Hz e J> = 6,8 Hz) foi atribuido ao hidrogénio H-7b.
Outro duplo dupleto em 6+ 4,63 e integrado para um atomo de hidrogénio (J1 = 14,0
Hz e J2 = 3,6 Hz) foi atribuido ao hidrogénio H-7a. Em &n 4,98-5,05, o multipleto
integrado para dois atomos de hidrogénio foi atribuido aos hidrogénios vinilicos H-
12. O duplo duplo tripleto aparente em em 6+ 5,95 e apresentando as constantes de
acoplamento Jyans = 17,0 Hz, Jois = 10,6 Hz (acoplamentos de H-11 com os

hidrogénios H-12), além da constante de acoplamento J = 6,4 Hz (acoplamento de
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H-10 e H-11) refere-se ao hidrogénio H-11, Na regido caracteristica de
deslocamento quimico de hidrogénios aromaticos foi observado o multipleto em oH
6,63-6,66 correspondente aos hidrogénios H-3 e H-5. J&4 o dupleto em 6n 6,78 e
integrado para um atomo de hidrogénio (J = 8,4 Hz) foi atribuido ao hidrogénio H-2.
Os sinais referentes aos hidrogénios do grupo fenila foram observados como: tripleto
em OH 7,25, integrado para um atomo de hidrogénio (J = 7,3 Hz) e relacionado ao
hidrogénio H-6’; tripleto em 6 7,33, integrado para dois atomos de hidrogénio (J =
7,3 Hz) e atribuidos aos hidrogénios H-5" e H-7’; dupleto em &n 7,71, integrado para
dois atomos de hidrogénio (J = 7,3 Hz) e associado aos hidrogénio H-4’ e H-8'. E por
fim, o simpleto observado em 6+ 7,88 e integrado para um atomo de hidrogénio foi
atribuido ao hidrogénio H-1’ do anel 1,2,3-triazdlico.

No espectro de RMN de '3C (Figura 2.18, p. 117), o nimero de sinais
presentes no espectro € compativel com a estrutura do composto 5a. Assim, o sinal
em oOc 39,9 foi associado ao carbono metilénico (C-10). Os sinais em oc 52,9 e 6c
69,0 correspondem aos carbonos C-9 e C-8, respectivamente. O sinal observado em
Oc 55,7 foi atribuido ao carbono do grupo metoxila (OCHs). O sinal em &¢ 71,8 foi
relacionado ao carbono C-7. Os sinais em 6¢c 116,0 e éc 137,5 correspondem aos
carbonos sp? C-12 e C-11, respectivamente. Os sinais em dc 121,4 e 147,8 foram
atribuidos aos carbonos C-1’ e C-2’, respectivamente, referentes aos carbonos do
anel triazdlico. Os sinais em &c 125,7 e 6c 128,8 correspondem aos carbonos do
grupo fenila C-4’/C-8’ e C-5'/C-7’, respectivamente. O sinal em &¢c 128,1 foi atribuido
ao carbono C-6'. O sinal em &c 130,6 foi relacionado ao carbono C-3’. Os demais
sinais correspondem aos carbonos do anel aromatico da por¢gdo da molécula

referente ao eugenol (PRETSCH et. al., 1989).
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O espectro no infravermelho do composto 5b (Figura 2.19, p. 121) é bastante
similar ao composto 5a (Figura 2.16, p. 115). A banda larga em 3357 foi atribuida ao
estiramento da ligacdo do grupo OH. As bandas compreendidas entre 3143 e 2870
cm' foram atribuidas ao estiramento de ligagbes C-H para carbonos com
hibridizacdo sp? e sp®. A banda em 1637 cm™ corresponde ao estiramento da
ligacdo C=N do anel triaz6lico. Bandas referentes ao estiramento da ligagdo C=C
foram observadas em 1510 e 1461 cm™'. A banda em 1227 cm™ corresponde ao
estiramento assimétrico da ligacao =C-O-C. (BARBOSA, 2008).

No espectro de RMN de 'H do composto 5b (Figura 2.20 p. 122) os tripletos
observados em 64 0,84 e o1 2,62, 0 sexteto em oH 1,29, 0 quinteto em 6 1,56 € 0
simpleto em &4 7,37, ausentes no espectro de RMN de 'H da molécula precursora 3
(Figura 2.9 p. 95), confirmaram a obtengéo desta substancia.

O tripleto observado em 6H 0,84 e integrado para trés atomos de hidrogénio
(J = 7,4 Hz) corresponde aos de hidrogénios H-6'. O sexteto observado em 61 1,29 e
integrado para dois atomos de hidrogénio (J = 7,4 Hz) foi relacionado aos
hidrogénios H-5". O quinteto observado em 61 1,56 e integrado para dois atomos de
hidrogénio (J = 7,6 Hz) foi atribuido aos hidrogénios H-4'. O tripleto observado em &n
2,62 e integrado para trés atomos de hidrogénio (J = 7,6 Hz) corresponde aos
hidrogénios H-3’. O dupleto observado em 6H 3,26 e integrado para dois atomos de
hidrogénio (J = 6,8 Hz) foi relacionado aos hidrogénios metilénicos H-10. O simpleto
observado em 6x 3,77 e integrado para trés atomos de hidrogénio corresponde aos
atomos de hidrogénio do grupo metoxila (OCHs). O duplo dupleto observado em dH
3,81 e integrado para um atomo de hidrogénio (J1 = 10,0 Hz e J2 = 6,0 Hz) foi
atribuido ao hidrogénio H-9a. O simpleto observado em &+ 3,82 e integrado para um

atomo de hidrogénio foi atribuido ao hidrogénio do grupo hidroxila. O duplo dupleto
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em OH 3,92 e integrado para um atomo de hidrogénio (Ji = 10,0 Hz e J2 = 4,4 Hz) foi
atribuido ao hidrogénio H-9b. O multipleto observado em &H 4,27-4,33 e integrado
para um atomo de hidrogénio, relaciona-se ao hidrogénio H-8. O duplo dupleto
observado em &n 4,42 e integrado para um atomo de hidrogénio (Ji= 14,0 Hz e J2 =
6,4 Hz) foi atribuido ao hidrogénio H-7b. o duplo dupleto em 61 4,54 e integrado para
um atomo de hidrogénio (J1 = 14,0 Hz e J2= 4,0 Hz) foi atribuido ao hidrogénio H-7a.
Em o1 4,79-5,03, o multipleto integrado para dois atomos de hidrogénios, foi
atribuido aos hidrogénios H-12. Como ja citado para anteriormente, a multiplicidade
esperada para o sinal referente ao hidrogénio H-11 em &n 5,87 seria um duplo duplo
tripleto, o qual apresentaria seis picos em cada metade do multipleto simétrico.
Porém, devido a sobreposicdo de sinais 0 que se observa € um sinal que se
assemelha a quintetos sobrepostos (PAVIA et al., 2010). Apesar dessa sobreposicao
de sinais, foi possivel calcular as constantes de acoplamento alilico Jirans = 17,0 Hz,
Jis = 10,4 Hz, além da constante de acoplamento J = 6,8 Hz, referente ao
acoplamento de H-11 com os hidrogénios vizinhos H-10. Na regido caracteristica de
deslocamento quimico de hidrogénios aromaticos foi observado o multipleto em on
6,63-6,65 correspondente aos hidrogénios H-3 e H-5 e o dupleto em on 6,77 e
integrado para um atomo de hidrogénio (J = 8,0 Hz) atribuido ao hidrogénio H-2. E
por fim, o simpleto observado em én 7,37 e integrado para um atomo de hidrogénio
foi atribuido ao hidrogénio H-1".

No espectro de RMN de '°C (Figura 2.21, p. 123) observa-se que o nimero
de sinais presentes no espectro é compativel com a estrutura do composto 5b.
Assim, os sinais em oc 13,8 e oc 22,3 foram associadas aos carbono C-6’ e C-5’,
respectivamente. Os sinais em ¢ 25,3 e 6c 31,5 foram relacionados aos carbonos

C-3 e C-4’, respectivamente. O sinal em 6c 39,9 relaciona-se ao carbono metilénico
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C-10. Os sinais em 6c 52,4 e 6c 68,9 correspondem aos carbonos C-9 e C-8,
respectivamente. O sinal em 6c 55,8 foi atribuido ao carbono do grupo metoxila
(OCHz). O em &¢ 71,7 foi relacionado ao carbono C-7. O sinal em 6c 115,9, que
possui maior intensidade, foi atribuido aos atomos C-12 e C-2. A simulacdo do
espectro de RMN de "®C do composto 5b no software MestReNova revela que estes
carbonos possuem valores de frequéncia de ressonancia muito préximos (éc 115,7
para C-12 e 6c 116,1 para C-2). O sinal em é¢c 137,4 corresponde ao atomo C-11. O
sinal em 6c 122,3 foi atribuido ao carbono C-1'. O sinal em &6c 148,3 foi atribuido ao
carbono C-2'. Os demais sinais correspondem aos carbonos do anel aromatico da

do fragmento eugenol do composto 5b (PRETSCH et. al., 1989).
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O espectro no infravermelho do composto 5¢ (Figura 2.22, p. 127) é bastante
similar ao composto 5a e 5b (Figura 2.16 e 2.19, p. 115 e 121, respectivamente). A
banda larga em 3352 foi atribuida ao estiramento da ligacdo do grupo OH. As
bandas compreendidas entre 3142 e 2851 cm' foram atribuidas ao estiramento de
ligacdes C-H para carbonos com hibridizagdo sp? e sp®. A banda em 1638 cm!
corresponde ao estiramento da ligacdo C=N do anel triazélico. Bandas referentes ao
estiramento da ligagdo C=C foram observadas em 1512 e 1468 cm™. A banda em
1227 cm™ corresponde ao estiramento assimétrico da ligagdo =C-O-C. (BARBOSA,
2008).

No espectro de RMN de 'H do composto 5¢ (Figura 2.23 p. 128), o multipleto
observado em 61 1,34-190 foi relacionado aos hidrogénios H-6’, H-5'/H-7" e H-4'/H-
8. Este multipleto ndo é observado no espectro de RMN de 'H da molécula
precursora 3 (Figura 2.9 p. 95), fato este que forneceu evidéncia para a formagao de
5c.

O dupleto observado em 6H 3,27 e integrado para dois &tomos de hidrogénio
(J = 6,9 Hz) foi relacionado aos hidrogénios metilénicos H-10. O simpleto observado
em OH 3,74 e integrado para trés atomos de hidrogénio corresponde aos atomos de
hidrogénio do grupo metoxila (OCHs). O multipleto observado em 6H 3,78-3,89 e
integrado para dois atomos de hidrogénio, foi atribuido aos hidrogénios H-9a/H-9b.
O multipleto em 61 4,11-4,20 e integrado para um atomo de hidrogénio, relacionado
ao hidrogénio H-8. Os duplos dupletos em &1 4,35 (J1 = 14,0 Hz e J2 = 9,0) e em JH
4,52 (J1=14,0 Hz e J2 = 3,9), ambos integrados para um atomo de hidrogénio, foram
atribuidos aos hidrogénios diastereotdpicos H-7. O simpleto o+ 4,82 e integrado para
um atomo de hidrogénio corresponde ao hidrogénio do grupo hidroxila OH’. Em &n

4,98-5,09, o multipleto integrado para dois atomos de hidrogénios, foi atribuido aos
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hidrogénios terminais H-12. O dupleto observado em én 5,49 e integrado para um
atomo de hidrogénio (J = 5,7 Hz) foi relacionado ao hidrogénio do grupo hidroxila
OH. Em 6 5,92 observa-se o sinal correspondente a H-11 (Jirans = 16,9 Hz e Jis =
10,0 Hz correspondentes ao acoplamento entre H-11 e os hidrogénios H-12; J = 6,9
Hz para o acoplamento entre H-11 e H-10). Na regido caracteristica de
deslocamento quimico de hidrogénios aromaticos foi observado o duplo dupleto em
OH 6,66 e integrado para um atomo de hidrogénio (J1 = 8,3 Hz e J2 = 1,9 Hz), que foi
atribuido ao hidrogénio H-3. O dupleto em 6x 6,79 e integrado para um atomo de
hidrogénio (J = 1,9 Hz) relaciona-se ao hidrogénio H-5 e o dupleto em &H 6,86 €
integrado para um atomo de hidrogénio (J = 8,3 Hz) foi atribuido ao hidrogénio H-2.
E por fim, o simpleto observado em 61 7,81 e integrado para um atomo de
hidrogénio foi atribuido ao hidrogénio H-1' do anel triazdlico.

No espectro de RMN de '3C (Figura 2.24, p. 129) observa-se que o niimero
de sinais presentes no espectro é compativel com a estrutura do composto 5c.
Assim, em oc 22,1 e 6¢c 25,7 observam-se 0s sinais para os atomos de carbono C-
5/C-7’ e C-6’, respectivamente. Os sinais em 6c 38,2 e 6¢c 38,3 foram relacionados
aos carbonos C-4’ e C-8, respectivamente. O sinal em &6c 39,5 relaciona-se ao
carbono metilénico C-10. Os sinais em o6c 52,9 e &6c 68,4 correspondem aos
carbonos C-9 e C-8/C-3’, respectivamente. O sinal em &c 56,0 foi atribuido ao
carbono do grupo metoxila (OCHa). O sinal em 6¢c 71,2 foi relacionado a C-7. Os
sinais em &c 113,2, 6c 114,7 e 6¢c 116,0 correspondem aos carbonos C-5, C-2 e C-
12, respectivamente. Os sinais em &c 120,7 e 6c 122,3 foram atribuidos aos
carbonos C-3 e C-1’, respectivamente. O sinal em &¢c 133,5 corresponde ao atomo

C-4. O sinal em oc 138,3 foi atribuido ao atomo de carbono C-11. O sinal em oc
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146,5 foi atribuido ao carbono C-1’. Os sinais em 6c 149.6 e o6c 156,0 foram

atribuidos aos carbonos C-6 e C-2’, respectivamente (PRETSCH et. al., 1989).
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No espectro no infravermelho do composto 5d, mostrado na Figura 2.25 (p.
132), a banda larga em 3366 cm foi atribuida ao estiramento da ligagido do grupo
OH. As bandas compreendidas entre 3142 e 2932 cm foram atribuidas aos
estiramentos de ligagoes C-H para carbonos com hibridizagédo sp? e sp®. A banda em
1638 cm™' corresponde ao estiramento da ligagdo C=N do anel triazdlico. Bandas
referentes ao estiramento da ligagdo C=C foram observadas em 1510 e 1463 cm™'. A
banda em 1224 cm™ corresponde ao estiramento assimétrico da ligagdo =C-O-C
(BARBOSA, 2008).

No espectro de RMN de 'H do composto 5d (Figura 2.26 p. 133), o sinal para
0 grupo metila € observado como um simpleto em &1 2,26. Os dupletos observados
em 61 7,18 e Ou 7,67, relacionados aos hidrogénios H-5/H-77 e H-4'/H-8,
respectivamente, estdo ausentes no espectro de RMN de 'H da molécula precursora
3 (Figura 2.9 p. 95), o que corresponde a uma evidéncia para a obtencao de 5d.

O dupleto em 6n 3,23 e integrado para dois atomos de hidrogénio (J = 6,8 Hz)
foi relacionado aos hidrogénios metilénicos H-10. O simpleto em &1 3,70 e integrado
para trés atomos de hidrogénio corresponde aos atomos de hidrogénios do grupo
metoxila (OCHs). O multipleto observado em oén 3,80-3,92 e integrado para dois
atomos de hidrogénio, foi atribuido aos hidrogénios H-9a/H-9b. O multipleto
observado em 6H 4,15-4,21 e integrado para um atomo de hidrogénio foi relacionado
ao hidrogénio H-8. O multipleto observado em dn 4,34-4,41 e integrado para um
atomo de hidrogénio, foi atribuido ao hidrogénio H-7b. O duplo dupleto em 61 4,56 e
integrado para um atomo de hidrogénio (Ji1 = 13,6 Hz e J2 = 3,6 Hz) relaciona-se ao
hidrogénio H-7a. Em &u 4,94-5,03, o multipleto integrado para dois atomos de
hidrogénios foi atribuido aos hidrogénios H-12. O dupleto em &1 5,50 e integrado

para um atomo de hidrogénio (J = 5,6 Hz), corresponde ao atomo de hidrogénio do
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grupo hidroxila. O duplo duplo tripleto aparente em em éu 5,88 e apresentando as
constantes de acoplamento Juans = 17,2 Hz, Jeis = 10,0 Hz (acoplamentos de H-11
com os hidrogénios H-12), além da constante de acoplamento J = 6,8 Hz
(acoplamento de H-10 e H-11) refere-se ao hidrogénio H-11. Na regido caracteristica
de deslocamento quimico de hidrogénios aromaticos foi observado o duplo dupleto
em OH 6,62 e integrado para um atomo de hidrogénio (J= 8,0 Hz e J>= 1,8 Hz),
sendo este sinal relacionado a H-3. O dupleto em 61 6,75 e integrado para um atomo
de hidrogénio (J = 1,8 Hz) foi associado ao hidrogénio H-5 e o dupleto em én em
6,85 e integrado para um atomo de hidrogénio (J = 8,0 Hz) foi atribuido ao
hidrogénio H-2. E por fim, o simpleto observado em 61 8,40 e integrado para um
atomo de hidrogénio foi atribuido ao hidrogénio H-1’ do anel 1,2,3-triazdlico.

No espectro de RMN de '3C (Figura 2.27, p. 134), o nimero de sinais
presentes no espectro € compativel com a estrutura do composto 5d. Assim, o sinal
em &c 21,3 foi associado ao carbono do grupo metila (CHs). O sinal em 6c 39,8 foi
associado ao carbono metilénico (C-10). Os sinais em &6c 53,4 e o6c 68,4
correspondem aos carbonos C-9 e C-8, respectivamente. O sinal observado em éc
56,0 foi atribuido ao carbono do grupo metoxila (OCHs). O sinal em &¢c 71,3 foi
relacionado ao carbono C-7. Os sinais em 6c 116,0 e 6c 138,4 correspondem aos
carbonos sp? C-12 e C-11, respectivamente. O sinal em &c 122,4 foi atribuido ao
carbono C-1’. Os sinais em 6c 125,5 e 6c 129,9 correspondem aos carbonos do
grupo p-metilfenila C-8/C-4’ e C-7°/C-5, respectivamente. O sinal em &¢c 128,6 foi
atribuido ao carbono C-3'. O sinal em dc 146,6 foi associado ao carbono C-2'. Os
demais sinais correspondem aos carbonos do anel aromatico da por¢do da molécula

referente ao fragmento eugenol (PRETSCH et. al., 1989).
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CAPITULO 3

AVALIACAO DA ATIVIDADE FUNGICIDA DOS DERIVADOS
TRIAZOLICOS DO EUGENOL CONTRA

Colletotrichum sp.

3.1. INTRODUCAO

O mamoeiro, também conhecido como Carica papaya L. € uma espécie de
relevancia no contexto econémico e social de diversos paises, sendo cultivada em
praticamente todos os paises da América tropical (PAIXAO et al., 2012).
Mundialmente, o maméao representa 10% da producdo mundial de frutas, valor que
corresponde a aproximadamente 11 milhdes de toneladas. O Brasil no ano de 2019
foi o segundo maior produtor mundial produzindo aproximadamente 1,2 milhdo de
toneladas/ano, produzidos principalmente nos Estados do Espirito Santo, Bahia,
Ceara e Rio Grande do Norte (FAOSTAT, 2021; IBGE, 2019). Na Figura 3.1 (p. 143)
sdo apresentados dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE)

referentes aos principais estados produtores de mamao no Brasil em 2019.
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Figura 3.1 — Principais estados produtores de mamao no Brasil em 2019.
Fonte: IBGE - Produgao Agricola Municipal, 2019. Consultado em 27/10/2020.

O fruto é consumido principalmente in natura por seu sabor atraente, pelos
beneficios nutricionais, assim como pelas propriedades farmacoldgicas tais como a
laxativa. O mamao é uma fruta bastante perecivel, uma vez que amadurece
rapidamente apds a colheita. Dessa forma, estender o periodo de durabilidade,
assim com diminuir perdas pés-colheitas geralmente causadas por doengas, séo
aspectos importantes a serem considerados para aumentar a sua producéo (LI et al.,
2013;).

O avancgo na cultura do mamao ocorreu a partir da década de 1970, com a
implantagdo da variedade havai, conhecida como mamao papaya ou mamao
Amazobnia (SERRANO; CATTANEO, 2010). O cultivo do mamao no Brasil teve

mudancas consideraveis na qualidade dos frutos produzidos, devido a investimentos
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em pesquisas voltadas para melhorar a cultura elevando a producdo do fruto
(TEIXEIRA JUNIOR et al. 2019). H4 uma tendéncia de crescimento das exportacdes
de mamao pelo Brasil, atividade esta que conferird estabilidade e lucratividade
dessa cultura ao mercado internacional (RUGGIERO et al., 2011).

O maméao desenvolve-se no decorrer de aproximadamente cinco a seis
meses, sendo que, na maior parte desse periodo, esta vulneravel a fungos do
género Colletotrichum pertencentes a diferentes complexos filogenéticos de
espécies, sendo o mais comum, o complexo Colletotrichum gloeosporioides (Penz)
(Dickman & Alvarez, 1983; Duran et al., 1999). Esse fungo causa a antracnose do
mamao que é um dos principais fatores limitantes na exportacdo do mesmo e se
trata de uma doenga po6s-colheita, que causa perdas relevantes de frutos, uma vez
que pode haver perdas de 10 a 40% em transportes terrestres, de 5 a 30% nos
embarques aéreos, além de perdas que podem variar de 1 a 93%, dependendo de
como é o manejo e armazenamento pos-colheita do mamao (RIBEIRO et al., 2016;
VENTURA et al., 2016; AMORIM et al., 2016).

O Colletotrichum gloeosporioides pode contaminar frutos ainda bastante
imaturos e permanecer no estado adormecido até o fruto atingir a fase pds-colheita.
Dificilmente a infecgdo € identificada até a colheita, uma vez que os sinais da
antracnose frequentemente sao percebidos durante ou apés o transporte do mamao
para os mercados consumidores (VENTURA et al., 2016; FISHER et al., 2017;
VILAPLANA et.al;; 2019). Em geral, os sinais da antracnose (Figura 3.2, p.145)
comegcam pela formagdo de lesdes escuras circulares, podendo apresentar um
didmetro de até 13 mm. As lesbes aumentam atingindo parte do fruto ou
necrosando-o completamente. As necroses atravessam a casca e alcangam a polpa

do fruto. Dessa forma, no interior do fruto, o fungo leva ao escurecimento da polpa.
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Logo, as medidas de controle buscando diminuir a ocorréncia da antracnose no
mamao precisam ser iniciadas durante o cultivo, sendo considerada como a mais
efetiva a pulverizagéo periddica com fungicidas, sendo os triazbis bastante utilizados

nesta pratica (VENTURA et al., 2016; MARTINS et al., 2016; FISCHER et al., 2017).

Figura 3.2 — Sinais e sintomas de antracnose em frutos de mamao causando lesées

escuras circulares.

Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

Na procura por novas substancias para o controle de fungos, um bom
caminho é o emprego de metabdlitos secundarios que sao produzidos por plantas ou
outros organismos. Tais metabdlitos podem ser usados diretamente como fungicidas
ou como estruturas-modelo para o desenvolvimento de novas classes de fungicidas
(LORSBACH et al., 2019; MARRONE, 2019).

Na presente investigagao, escolheu-se o eugenol como estrutura modelo para
a obtencdo de novos derivados 1,2,3-triazélicos que possam ser utilizados como

uma alternativa para o controle da antracnose do maméao. O eugenol foi selecionado
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como material de partida uma vez que este composto aromatico € de origem natural,
presente na composicao quimica de éleos essenciais obtidos de plantas como a
Eugenia caryophyllus, o “cravo-da-india” e pelo fato de apresentar uma gama de
atividades bioldgicas, dentre elas podendo ser destacadas: inseticida (MACIEL et al.,
2010); antifangica (FARIA et al., 2006); anti-inflamatéria (KIM et al., 2003);
espasmolitica, antisséptica, antipirética (FENG e LIPTON, 1987); antioxidante
(GUHA e PRIYADARSINI, 1999; ABRAHAM, 2001); neuroprotetora (KABUTO et al.,
2007); analgésica, anestésica (ESCOBAR, 2002); leishmanicida (TEIXEIRA et al.,
2018), tripanocida (TEIXEIRA et al., 2019), antimalarica (TEIXEIRA et al., 2019),
antibacteriana (ZHANG, 2019).

Dentro deste contexto, os novos triazéis 5a-5z obtidos a partir do eugenol
foram avaliados quanto a atividade fungicida objetivando encontrar novos principios
ativos para o controle da antracnose do mamoeiro, uma importante cultura no Brasil,
levando em conta que os fungicidas utilizados atualmente no pais nao controlam

adequadamente esse fungo (LOPES et al., 2015).

3.2. MATERIAL E METODOS

O ensaio de avaliagdo da atividade fungicida dos derivados triazdlicos do
eugenol 5a-5z foram realizados na Unidade de Controle Biolégico de Vigosa (UCBV)
do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Vigosa, em
colaboracdo com a doutoranda Iris Carolina Henrique de Lima Leite e o professor

Lucas Magalhdes de Abreu.
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3.2.1. Isolamento e cultivo do fungo

Para realizagdo do ensaio foi utilizado o isolado CMO01 do complexo
Colletotrichum sp. obtido a partir do fruto de maméao papaya com sintomas tipicos de
antracnose. O isolado CM01 do complexo Colletotrichum sp. foi cultivado em meio

batata-dextrose-agar por 7 dias a temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12 horas.

3.2.2. Ensaio de Avaliacao Fungicida

Inicialmente, vinte e seis amostras das substancias 5a-5z foram diluidas em
200 pL de dimetilsulfoxido (DMSO) e agitadas no vértex, obtendo-se solugdes dos
compostos (10 e 1 mg mL™") em agua destilada esterilizada. As amostras diluidas
foram armazenadas em um freezer a temperatura de 4 °C. Para o controle, utilizou-
se uma amostra de DMSO diluida em agua destilada esterilizada na mesma
proporgdo que as amostras testadas. O fungicida comercial Tebuconazol (Folicur®
200EC-200 g L' i.a., Bayer) foi usado como controle positivo na dose recomendada
pelo fabricante para o controle da antracnose na cultura do maméo (0,03 mL mL™" /33,00
mg mL") e também na concentracdo de 10 mg mL" de ingrediente ativo.

Posteriormente ao cultivo do fungo, fragmentos de micélio de 5 mm foram
retirados das bordas das colénias e transferidos para uma extremidade de placas de
Petri de 50 mm contendo 5 mL de meio batata-dextrose-agar. No lado oposto aos
plugs de micélio foram feitos pocos de 5 mm no meio de cultura, que receberam 30
uL das amostras teste diluidas a 1 mg mL™" (Ensaio 1), 10 mg mL™" (Ensaio 2), ou
das amostras controle (fungicida comercial e amostra de DMSQO). As placas foram
incubadas a 25 °C, fotoperiodo de 12 horas durante 6 dias. Cada placa representou
uma repeticéo, contabilizando 3 repeticdes por amostra. O experimento foi repetido

para cada ensaio.
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Com auxilio de um paquimetro digital avaliou-se o halo de inibicado em
milimetros (mm), o qual correspondeu a distancia medida entre o centro do pogo e a

borda da col6nia.

3.2.3. Analises Estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas no programa estatistico R. Os dados
foram submetidos ao teste de Bartlett para avaliar a homocedasticidade das
variancias, e em seguida ajustados ao modelo de regressao linear utilizando-se a
funcdo ‘/m() do pacote do R Ime4 (BATES et al., 2015; R core team, 2019). Para
comparagao entre os tratamentos, o teste de Tukey foi realizado com 5% de
probabilidade (P<0.05). Para isso, as fungbes ‘emmeans()’ e ‘cld()’ dos pacotes
emmeans e multcomp do R foram utilizadas, respectivamente.

O teste de Scott-knott (REPOSITORIO CRAN, 2021), foi utilizado por ser um
teste estatistico recomendado para agrupamentos em grandes grupos a serem
avaliados, evitando assim, a classificacdo de um tratamento em diferentes grupos ao

mesmo tempo (overlapping), o que pode dificultar a distin¢gdo entre grupos reais.

3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O efeito de inibigdo do crescimento micelial pelas substancias avaliadas 5a-5z
na concentracdo de 1 mg mL™' foi pouco pronunciado quando comparado com o
controle positivo tebuconazol (Figura 3.3 p. 149). Os resultados foram consistentes
nas duas repeticoes do experimento. A Figura 3.4 (p.149) traz uma visao geral do
experimento, e por dos dados de inibicdo (mm), ficou claro que, na concentracao

testada, o efeito foi pouco pronunciado.
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Figura 3.3 — Estrutura do fungicida Tebuconazol.

Fonte: Elaborada pelo proprio autor.
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Figura 3.4 — Coldnias de Colletotrichum sp. apds 6 dias de exposicao aos diferentes
compostos 5a-5z, na concentragdo de 1 mg mL™', e os controles DMSO diluido em

agua (Controle) e o fungicida tebuconazol (Fungicida).

Fonte: Elaborada pelo préprio autor. As fotografias foram gentilmente fornecidas pela Unidade de
Controle Biolégico de Vigosa (UCBV) do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de
Vigosa.

Frente ao resultado anterior, optou-se por realizar o experimento utilizando a
concentracdo de 10 mg mL" (Ensaio 2) dos derivados triazélicos do eugenol 5a-5z.
A Figura 3.5 (p. 150) mostra a visao geral dos resultados do Ensaio 2. O aumento da
concentragao resultou em maiores halos de inibicdo para alguns tratamentos, com

destaque para o tratamento realizado com 5x e 5e. Os dados foram tabulados e

mostrados de forma grafica em um boxplot, apresentado na Figura 3.6 (p. 150).
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Figura 3.5 — Colbnias de Colletotrichum sp. apds 6 dias de exposi¢do a diferentes

moléculas (5a-5z), na concentragdo de 10 mg mL™", e os controles com DMSO

diluido em agua (Controle) e o fungicida tebuconazol (Fungicida).
Fonte: Elaborada pelo préprio autor. As fotografias foram gentilmente fornecidas pela Unidade de
Controle Biolégico de Vigosa (UCBV) do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de

Vigosa.
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Figura 3.6 — Boxplot do halo de inibicao (mm) das colénias de Colletotrichum sp.
expostas aos compostos 5a-5z na concentragdo de 10 mg mL™" em comparagéo aos
controles DMSO diluido em agua (controle) e o fungicida tebuconazol (Fung).

Fonte: Elaborada pelo préprio autor. A imagem do grafico foi gentilmente fornecidas pela Unidade de

Controle Biolégico de Vigosa (UCBV) do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de

Vigosa.
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Na Tabela 3.1 (p. 152), encontram-se os valores médios comparados por
meio do método de Tukey do halo de inibicdo (mm) de colénias de Colletotrichum
sp. obtidos a partir da realizacdo do Ensaio 2. Os compostos acompanhados da letra
“a” associada a eles estdo mais proximos dos resultados do controle, ja compostos
como 5x e 5e (Figura 3.7, p.153) que possuem as classificagbes “d” e “cd’,
respectivamente, mostram resultados mais préximos do fungicida comercial
tebuconazol. Esse método faz uma comparacdo global entre as substancias
testadas no experimento. Percebe-se que a grande maioria dos compostos tem a
letra “a@”, apesar de alguns também serem classificados em “d”, como é o caso do
composto 5m (“abcd”). A sobreposicdo de letras indica uma maior dispersdo dos

dados e que esse composto ndo tem efeito fungicida relevante.
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Tabela 3.1 — Valores médios comparados por meio do método de Tukey do halo de

inibicao de Colletotrichum sp. expostas aos compostos 5a-5z e ao fungicida.

Tratamento Médias'
Controle 0,00a

5q 0,36ab
5f 0,93ab
5w 1,06ab
51 1,40abc
5s 1,60abc
5i 2,15abcd
5j 2,15abcd
5p 2,18abcd
5r 2,31abcd
5z 2,35abcd
5k 2,46abcd
5h 2,58abcd
5c 2,68abcd
5n 2,73abcd
50 2,76abcd
5b 2,88abcd
5y 3,06abcd
59 3,30abcd
5a 3,31abcd
5u 3,36abcd
5d 3,45abcd
5t 3,66abcd
5m 3,73abcd
5v 4,40bcd
5e 5,26¢d
5x 6,15d
Fungicida comercial 17,71

'Médias seguidas pela mesma letra em comum na coluna nzo diferem entre si, pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.
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Figura 3.7 — Estruturas dos compostos triazélicos 5x e 5e que apresentaram melhor
efeito fungicida contra o Colletotrichum sp.

Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

As estruturas dos compostos 5e (Figura 3.7) e dos compostos 5b, 5f, 5g, 5h e
5i (Figura 2.15, p. 109) diferem entre si somente pelo tamanho da cadeia carbénica
ligada ao anel triazdlico. Porém, estas substancias apresentaram resultados
bastante distintos no que tange a atividade fungicida (Tabela 3.1, p. 152). Logo,
percebe-se que o tamanho da cadeia carbdnica influéncia diretamente na atividade
biolégica dos derivados do eugenol sintetizados na presente investigagao.

O composto 5x (Figura 3.7) possui em sua estrutura um anel benzénico ligado
a porcao triazdlica e apresentando um grupamento amino ligado a posicao meta
deste anel. Outros sete derivados sintetizados também apresentam um anel benzénico
com substituintes —NHz, -OCH3s e -CHs em diferentes posigcdes bem como compostos
com anel benzénico ndo substituido (Figura 2.15, p. 109). A andlise dos resultados
da Tabela 3.1 (p. 152) revela que o padrdo de substituicdo do anel benzénio ligado
ao anel triazdlico influencia a atividade fungicida uma vez que apenas o derivado 5x,
gue contém um grupamento amino na posicao meta, apresentou efeito fungicida

relevante.
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A fim de comparar as substancias 5a-5z com o fungicida tebuconazol, utilizou-
se o teste de Scott-knott, cujos resultados estdo apresentados na Figura 3.8 e na

Tabela 3.2 (p.155).
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Figura 3.8 — Grafico com as médias dos grupos por cores, gerado pelo método de
Scott-knott a 5% de probabilidade.
Fonte: Elaborada pelo préprio autor. A imagem do grafico foi gentiimente fornecidas pela Unidade de

Controle Biolégico de Vigosa (UCBV) do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de
Vigosa.
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Tabela 3.2 — Valores médios obtidos pelo método de Scott-knott do halo de inibicao

(mm) de Colletotrichum sp. expostas ao fungicida e aos compostos 5a-5z.

Compostos Médias' SK (5%)'
Fung 17.7000000 a
5x 6.1500000 b
5e 5.2666667 b
5v 4.4000000 C
5m 3.7333333 C
5t 3.6666667 C
5d 3.4500000 C
5u 3,3666667 C
5a 3,3166667 C
59 3.3000000 C
5y 3.0666667 C
5b 2.8833333 d
50 2.7666667 d
5n 2.7333333 d
5c 2.6833333 d
5h 2.5833333 d
5k 2.4666667 d
5z 2.3500000 d
5r 2.3166667 d
5p 2.1833333 d
5i 2.1500000 d
5j 2.1500000 d
5s 1.6000000 d
51 1.4000000 d
5w 1.0666667 d
5f 0.9333333 d
5q 0.3666667 d
Control 0.0000000 d

'Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si, pelo método de Scott-knott a 5%
de probabilidade.
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O teste de Scott-knott leva a resultados semelhantes ao teste de Tukey,
porém o primeiro compara os tratamentos com o fungicida comercial, enquanto o
segundo compara de uma forma global todos os tratamentos e também o fungicida
comercial. A Figura 3.8 (p. 154) destaca em vermelho os compostos 5x e 5e que
apresentaram os melhores efeitos contra o Colletotrichum sp.

A partir dos resultados da atividade fungicida dos compostos 5a-5z nao foi
possivel estabelecer uma clara correlacdo entre a estrutura quimica e a atividade
dos compostos contra o Colletotrichum sp, uma vez que muitos fatores podem
impossibilitar que o fungicida atinja o alvo.

Kretschmer e colaboradores (2009), empregando o fungo Botrytis cinerea que
€ conhecido como o fungo do mofo cinzento dos vegetais, demonstraram que o0s
mecanismos principais que esse fungo se vale em resposta a aplicacao de fungicida
foram a desintoxicacdo do mesmo, alteracdo do local alvo, a superexpressado da
proteina alvo proporcionada pelo concentracdo do fungicida na célula. Os triazois
interagem com enzima lanosterol 14a-desmetilase (CYP51), logo alteracdes nessa
enzima poderiam diminuir a afinidade entre os triazéis e o seu local alvo com
respeito a atividade fungicida.

Outra hipétese que pode explicar as diferencas na eficacia entre o fungicida
tebuconazol e os triazdis sintetizados nesse trabalho € a conexao entre o anel triazol
e o restante da molécula, uma vez que no tebuconazol a porcao triazélica esta
ligada ao restante da molécula por apenas um ponto e, portanto, esta substancia
apresenta-se menos impedida para interagir no sitio ativo do CYP51. Nas moléculas
5a-5z, a porgéao triazolica apresenta dois pontos de conexao, o que pode dificultar a

interacao com o sitio alvo da CYP51.
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CAPITULO 4

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIVIRAL DOS DERIVADOS
TRIAZOLICOS DO EUGENOL CONTRA OS VIiRUS ZIKA E
CHIKUNGUNYA

4.1. INTRODUCAO

A familia Flaviviridae é constituida por virus envelopados, de polaridade
positiva e material genético RNA de fita simples. As espécies do género Flavivirus
caracterizam-se por terem tamanho pequeno, com didmetro entre 40 a 60 nm
(SIMON et al., 2018). Grande parte desses virus contaminam aves e mamiferos, e
nas ultimas décadas tem acarretado doencas em humanos (ICTV, 2019; SOUZA et.
al., 2021). Segundo o Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV), a familia
Flaviviridae é composta pelos géneros Flavivirus, Pestivirus, Hepacivirus e Pegivirus,
qgue se dividem em 89 espécies. O género Flavivirus é 0 mais expressivo, uma vez
gue engloba 53 espécies de virus reconhecidas (ICTV, 2019). Dentre as espécies
gue possuem o maior numero de informacdes a respeito estdo Virus da Dengue 1,
2, 3 e 4 (DENV 1-4), Virus do Oeste do Nilo (WNV), Virus da Febre Amarela (YFV),
Zika virus (ZIKV), Virus da Encefalite de Saint Louis (SLEV) e virus de encefalites
transmitidas por carrapato (DIOSA-TORO et al., 2020).

Os virus transmitidos por artropodes sao denominados arbovirus e eles fazem
parte do género Flavivirus. Tais virus podem causar infeccbes com sintomas leves a
graves, que variam de sintomas febris a encefalite. Dessa forma, os Flavivirus

configuram uma grande preocupacdo para a saude publica mundial devido a alta
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taxa de transmissdo e pelos elevados indices de morbidade e mortalidade (DIOSA-
TORO et al., 2020).

O ZIKV, um arbovirus, foi isolado pela primeira vez em 1947 de macacos do
género Rhesus, na floresta Zika nas proximidades de Entebbe, em Uganda. O
primeiro relato de infecgdo em humanos por ZIKV ocorreu na Nigéria, na década de
1950. Por muitos anos o ZIKV ficou restrito aos paises dos continentes africano e
asiatico. Em 2007 ocorreu o primeiro surto de ZIKV na pequena ilha de Yap, na
Micronésia, no Pacifico. Aproximadamente trés quartos da populacao local foi
infectada (BROGUEIRA & MIRANDA, 2017; HASSAN et. al., 2019).

Um novo surto foi observado em 2013 na Polinésia Francesa e outros
territérios do Pacifico. Ap6s este surto, comegcaram ocorréncias de manifestacoes
neurolégicas pés-infecgdo, como a sindrome de Guillain-Barré (SGB), gerando uma
maior preocupagao com ZIKV, uma vez que até aquele momento ndo havia relatos
de manifestagcées mais graves ocasionadas por este virus (HEANG et al., 2012). No
Brasil, o primeiro caso foi diagnosticado em 2015 (FIOCRUZ, 2021), e embora a
maioria dos casos de infecgdes pelo ZIKV seja assintomatica, sintomas como dores
de cabeca, febre leve, mialgia, artralgia, hiperemia conjuntival e erupcdes cutaneas
sdo relatados por pacientes, podem ocorrer também distlirbios neuroldgicos
debilitantes como a microcefalia em recém-nascidos com infeccdo pré-natal
podendo levar em alguns casos a Obitos (HEANG et al.,, 2012; HASSAN et. al.,
2019).

O Chikungunya virus (CHIKV) foi inicialmente isolado na Tanzénia por volta
de 1952 (LIU et. al., 2017; MINISTERIO DA SAUDE, 2017) e deste entdo ha relatos

de surtos em diversos paises ao redor do mundo. Em outubro de 2013, no
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continente Americano, ocorreu uma grande epidemia do virus em diversas ilhas do
Caribe.

No Brasil, a circulacdo do virus foi identificada pela primeira vez em 2014
(FIOCRUZ, 2020). E um virus que pertence ao género Alphavirus, da familia
Togaviridae. Os principais sintomas da febre chykungunya, nome atribuido as
infec¢cdes provocadas pelo CHIKV, sdo febre de inicio agudo, dores articulares e
musculares, cefaleia, nausea, fadiga e exantema. A principal manifestagcdo sao as
fortes dores nas articulacdes, que muitas vezes podem estar acompanhadas de
edema. Apds a fase inicial a doenca pode evoluir em duas etapas subsequentes:
fase subaguda e crbnica. As infec¢bes pelo CHIKV tem carater epidémico com
elevada taxa de morbidade associada a artralgia persistente, tendo como
consequéncia a reducdo da produtividade e da qualidade de vida (MINISTERIO DA
SAUDE, 2017). H4 informacgdes de que a artralgia acomete em torno de 80% dos
pacientes e pode persistir durante meses ou até mesmo anos (HONORIO et. al.,
2015; CHOWDHURY et. al., 2020). O termo chikungunya deriva de uma palavra em
Makonde, lingua falada por um grupo que vive no sudeste da Tanzania e norte de
Mocambique. Significa “aqueles que se dobram”, descrevendo a aparéncia
encurvada de pessoas que sofrem com a artralgia caracteristica (MINISTERIO DA
SAUDE, 2017).

O Zika virus e o Chikungunya virus possuem algumas semelhancgas, como a
genética, tendo RNA de fita simples de sentido positivo e o tamanho de seus
genomas bem similares (HITAKARUN et. al., 2020). Na Figura 4.1 (p. 164), pode-se
observar como eles sdo transmitidos por meio dos mesmos vetores, qual seja pela
picada de mosquitos contaminados Aedes ssp (LIU et. al., 2017). Existem também

outras vias de transmissdo ja descritas para o Zika virus, como a transmissao
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vertical (de mae para filho) e por via sexual. Neste Ultimo caso observou-se a
presenca do ZIKV nas secrecdes vaginais € sémen por meses (HASSAN et. al,

2019).
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Figura 4.1. Ciclo de transmisséo por vetores Zika virus e Chikungunya virus.

Fonte: http://www.cofen.gov.br/cofen-apoia-programa-de-capacitacao-em-arboviroses-para-

profissionais-de-saude 50432.html

O Cenario brasileiro € bastante propicio para a ampla disseminagéo dos virus,
devido ao tamanho da populacional e seu crescimento, ter grande extensao
territorial, mudangas climaticas ao longo do ano, urbanizagdo, as viagens
internacionais e o comércio (HONORIO et. al., 2015; LIU et. al., 2017).

Atualmente ainda ndo ha vacinas ou antiviral especificos para serem
utilizados no tratamento das infeccées provocadas pelo ZIKV e CHIKV. A terapia

utilizada é de suporte sintomético, hidratacdo e repouso. Além disso, a manutengao
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da limpeza dos espacos publicos e residéncias, para acabar com os focos de
mosquitos transmissores, € uma medida preventiva de fundamental importancia
(FIOCRUZ, 2020).

Considerando os recentes surtos de infeccbes provocados pelo ZIKV e
CHIKV bem como os casos de complicacbes associados, estas doencas se
tornaram importantes preocupacdes no contexto de saude publica. Além disso, estes
virus continuam circulando e o risco de evolucao de novas epidemias é um aspecto
a ser considerado (FIOCRUZ, 2020).

A busca de compostos antivirais de amplo espectro, capazes de diminuir a
viremia ou controlar a resposta do hospedeiro a infeccdo € uma demanda de
interesse da saude publica. Conforme destacado no Capitulo 1, estudos conduzidos
no Grupo de Pesquisa e Sintese de Compostos Bioativos (GSPCB) demonstraram
atividade antiviral para derivados triaz6licos do eugenol. Dentro deste cenario, neste
capitulo descrevem-se os resultados de ensaios de avaliagdo da atividade antiviral
realizado com os compostos triazolicos derivados do eugenol 5a-5z contra os virus

Zika e Chikungunya.

4.2. MATERIAL E METODOS

Os ensaios de avaliagédo da atividade antiviral do eugenol e dos derivados 5a-
5z foram realizados no Laboratério de Biologia e Tecnologia de Microrganismos
(LBTM) da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP) em colaboracdo com as
doutorandas Ariane Coelho Ferraz e Marilia Bueno da Silva Menegatto e a

professora Cintia Lopes de Brito Magalhaes.
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4.2.1 Células vivas

Para os ensaios in vitro foram utilizadas células de linhagem continua de rim
de macaco verde africano, Vero (ATCC CCL-81). Estas células foram cultivadas em
meio Minimo Essencial de Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado
com 5% de soro fetal bovino, 100 ug mL"' de estreptomicina, 100 U mL"' de
penicilina potassica e 2,5 ug mL" de anfotericina B. As culturas foram mantidas em
estufa de atmosfera umidificada, a 5% de CO:2 e 37 °C, sendo repicadas trés vezes
por semana. As amostras virais utilizadas nos experimentos foram ZIKV cepa
PE243/15 isolado de paciente com febre Zika sem complicacdes e CHIKV cepa S27-
african (protétipo africano) isolado de um paciente febril. Todos os virus ja se
encontravam multiplicados e titulados previamente no LBTM/UFOP e foram

mantidos em freezer -80 °C até o momento de uso.

4.2.2. Ensaio de avaliacao de citotoxicidade

Para avaliar se os compostos sintetizados 5a-5z e o eugenol alteravam a
viabilidade celular, inicialmente estes foram submetidos ao ensaio de avaliacdo de
citotoxicidade, na qual é possivel conhecer a concentracdo capaz de inibir a
viabilidade celular das células em 50% (CCso). Inicialmente, foram distribuidas
células Vero em microplacas de 96 pogos (5x10* células/pogo). Em seguida, 100
uL/poco de meio DMEM foram completados com 2,5% de soro fetal bovino (SFB) e
100 pL/pogo de diferentes concentragdes dos compostos (1000-15,6 umol L) foram
adicionados as células, em triplicata. As placas foram incubadas a 37 °C por um
periodo de 48 horas. A atividade citotéxica do eugenol, utilizado como controle, bem
como dos derivados 5a-5z foi avaliada segundo o método MTT. O ensaio consiste

em uma analise colorimétrica baseada na conversdo do sal amarelo brometo de 3-
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(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT) para o produto de cor azul formazan,
pela atividade da enzima succinato desidrogenase presente na mitocéndria € no
citoplasma da célula viavel, permitindo dessa maneira quantificar a porcentagem de
células metabolicamente ativas (MOSMANN, 1983; BERNAS E DOBRUCKI, 2002).
Apo6s o periodo de incubagao, foram adicionados 20 yL da solugéo do brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol (MTT) (1 mg mL"' em PBS), seguido de nova
incubacdo a 37 °C por 90 minutos. Finalmente, 100 uL/poco do solvente
dimetilsulféxido (DMSQO) foram adicionados para solubilizagdo dos cristais de
formazan. A viabilidade celular foi medida de maneira indireta, uma vez que somente
células viaveis sao capazes de metabolizar o MTT (amarelo) a formazan (azul).
Dessa forma, a absorbancia foi determinada em 490 nm no espectrofotdmetro. A
citotoxicidade foi expressa em termos da CCso, em que a conversao da absorbancia

em porcentagem de células viaveis foi calculada como descrito na equagéo 1

% célulasvidveis= 2100

(Equacgaol),

em que A e B sdo as absorbancias a 490 nm das cavidades com células nao
tratadas (A) e células tratadas (B), respectivamente (FERRAZ et al., 2019). A partir
dos valores encontrados, realizou-se analise de regressao usando o software Excel

para determinagao dos valores de CCso.

4.2.3. Ensaio de avaliacao de atividade antiviral global

A partir dos resultados dos valores da CCso, 0 eugenol e os compostos
triazdlicos 5a-5z foram testados quanto a atividade antiviral frente ao ZIKV e CHIKV.
Novamente, foram distribuidas células Vero em microplacas de 96 pocos

(5x10* células/pogo) que posteriormente foram incubadas por 24 horas. O meio foi
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entdo removido e 100 uL das diluicdes dos compostos candidatos foram
adicionados, em triplicatas, juntamente com 100 uL de suspenséo viral, sendo Zika
ou Chikungunya, com multiplicidade de infeccédo igual a 1(moi 1) que significa a
quantidade de virus para infectar cada célula, nesse caso um virus para cada célula.
Ap6s 48 horas da infecgao (hpi), o experimento foi revelado, utilizando a mesma
técnica do MTT ja descrita no item anterior. A concentracao eficaz com 50% de
efeito antiviral, ou seja, concentracdo efetiva/protetiva para 50% das células
infectadas (CEso) foi expressa como a concentracao responsavel pela protecédo de
50% das células infectadas, também calculada por meio de analise de regressao
pelo software Excel, no qual a porcentagem de células viaveis foi determinada como

descrito na equacao 2

A-B

% célulasvidves= ( ] x100 Equacdo(2),

onde A, B e C representam as absorbancias a 490 nm das cavidades nas quais
estdo presentes células tratadas e infectadas (A), nao tratadas e infectadas (B) e

nao tratadas e nao infectadas (C), respectivamente (FERRAZ et al., 2019).

4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O ensaio de avaliacao de citotoxicidade foi realizado em células Vero a fim de
determinar a concentracdo dos compostos que nao fosse toxica para 50% das
células (CCso). O eugenol e os compostos triazolicos derivados 5a-5z (Figura 2.15,
p. 109) foram diluidos, sem a presenca de precipitado, em DMSO puro em uma
concentragdo de 50 mmol L'. A concentragdo maxima utilizada nos ensaios de
avaliacdo de citotoxicidade foi de 1000 xmol L', em triplicata, no minimo duas vezes

independentes. A Tabela 4.1 (p. 169) apresenta os valores da CCso obtidos no
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Tabela 4.1 — Valores de CCso para o eugenol e os compostos 5a-5z obtidos por meio

do ensaio de avaliacdo de citotoxicidade em células Vero empregando o método

MTT.
Composto Concentraglaill(r)n gllttzoxwa (CCso)
5a > 1000
5b 117,04 + 12,11
5c 366,13 + 37,48
5d 246,96 + 2,74
5e 137,45 + 13,56
5f 205,61 + 22,04
59 134,54 + 43,17
5h 64,53 = 15,46
5i 47,61 £ 2,46
5 20,94 + 1,24
5k 253,45+ 1,30
51 244,70 + 29,89
5m 975,90 + 24,10
5n 965,38 + 6,02
50 > 1000
5p 854,55 + 37,13
5q > 1000
5r > 1000
5s 858,86 + 2,03
5t 68,48 + 11,29
5u 61,04 £ 11,97
5v 112,15+ 1,32
5w 132,55 + 28,30
5x 58,17 + 6,03
5y 342,92 + 26,13
5z 431,10 + 42,95

Os resultados da Tabela 4.1 mostram que o eugenol, molécula que serviu de

inspiragdo para o desenvolvimento da presente investigagdo e utilizado como

controle, ndo possui efeito citotoxico (CC>1000 umol L") em células Vero. Outros

compostos que possuem efeito similar ao eugenol sdo os compostos 5I-5r (Figura

2.15, p. 109), que apresentam como caracteristica estrutural comum uma porcao
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alifatica substituida com um grupo hidroxila. A partir dos dados de citotoxicidade,
nao foi possivel estabelecer uma clara correlacdo entre estrutura quimica dos
compostos 5a-5z versus sua atividade biolégica. Foi possivel, no entanto, dividir os
compostos nos seguintes grupos:

- compostos apresentando CCso > 300 umol L' (8 derivados);

- compostos apresentando 100 < CCso < 300 pmol L' (10 derivados);

- compostos apresentando CCso < 100 umol L' (7 derivados).

Uma vez obtido os dados de citotoxicidade, procedeu-se a avaliacao do efeito
antiviral do eugenol e dos compostos 5a-5z em ZIKV e o CHIKV. O eugenol e a
grande maioria dos derivados foram considerados inativos em termos de atividade
antiviral, uma vez que nao conseguiram proteger mais que 30% das células, nao
sendo possivel calcular a concentracado que protege 50% das células da infecgéao
viral (CEso).

Com respeito aos resultados dos ensaios contra ZIKV, sete compostos
(Tabela 4.2, p. 171) protegeram pelo menos 50% das células, mas ndo houve uma
concentragéo testada na qual a viabilidade celular atingisse 100%. Este fato pode
ser devido ao valor da concentracao efetiva de alguns dos compostos (CEso) (Tabela
4.2, p.171) estarem proximas ao valor da concentragao citotdéxica (CCso), como

aconteceu para os compostos 5a, 5b, 5e, 5f e 5v.
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Tabela 4.2 — Valores de CCsp (concentracao citotoxica), CEso (concentracéo efetiva)
e IS (indice de seletividade) para os compostos que apresentaram atividade antiviral

contra o ZIKV.

Composto CCso (umol L) CEso (umol L) IS

5a 117,04 £ 12,11 143,93 + 3,23 0,81
5b 366,13 + 37,48 225,87 + 52,47 1,62
5e 205,61 + 22,04 131,99 + 7,96 1,56
5f 134,54 £43,17 144,72 + 2,20 0,93
5v 132,55 + 28,30 64,08 +1,58 2,07
5x 342,92 +26,13 63,52 +2,67 5,40
5y 431,10 + 42,95 84,29 + 2,88 5,11

A obtencdo do indice de Seletividade (IS) é importante para assegurar que,
de fato, a inibicdo de um composto esteja ocorrendo sobre o virus € ndo decorrente
de uma toxicidade sobre as células. Este indice representa a janela entre a
citotoxicidade e a atividade antiviral (COS et al., 2006; PASQUEREAU et. al., 2021).
O valor do IS é também utilizado para estimar a seguranca das substancias que
venham a se tornar medicamentos, tanto para a administracdo em humanos, quanto
para animais. Quanto maior o valor do IS (valores acima de 1), maior a diferenga
entre a dose de antiviral que diminui em 50% a replicacdo do virus medida entre a
concentracao efetiva (CEso) e a dose citotéxica (CCso). Logo, maior a seguranca dos
compostos para uso nos tratamentos das infeccées (COEN; RICHMAN, 2007).
Dessa forma, um valor de IS superior a 4 para uma substancia com efeito antiviral
apresentando aponta que o efeito observado ocorre em concentragdo duas vezes

menor que aquela que causa toxicidade a célula, indicando que valores inferiores a
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4 podem resultar em antivirais falsamente positivos devido a possiveis efeitos
toxicos do composto sobre as células (TSUCHIYA et al., 1985; AMOROS et al.,
1992).

As estruturas dos compostos 5b, 5e e 5f (Figura 4.2) s&do bastante
semelhantes e diferem uma da outra pelo tamanho da cadeia carbbnica da porcao
triazélica. Conforme pode ser observado na Tabela 4.2 (p. 171), esses compostos
apresentaram IS menor que 2, sugerindo que eles podem ter uma toxicidade sobre
as células que levou ao efeito inibitério observado. E importante destacar que o
aumento da cadeia carbdnica resultou em diminuicdo do valor do IS, e como uma
consequéncia deste fato, compostos com cadeias carbbnicas maiores como 5¢g, 5h

e 5i (Figura 2.15, p. 109) nao apresentaram atividade inibitéria contra o ZIKV.

OH OH OH

(5b) (5¢)

Figura 4.2 — Estruturas dos compostos triazélicos 5b, 5e e 5f com atividade antiviral

contra o virus ZIKV.

Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

Os compostos 5a, 5v, 5x e 5y (Figura 4.3, p. 173) apresentaram IS acima de
2, exceto 5a que teve IS menor que 1. Estes derivados apresentam como
caracteristica estrutural comum a presenca de um anel benzénico conectado a
porcao triazdlica. A posicao do substituinte ligado a este anel benzénico interfere na
atividade biolégica dos compostos, uma vez que se comparando 5u e 5v, assim

como 5w e 5z (Figura 2.15, p. 109), que s6 diferem na posi¢cdo do substituinte
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presente no anel benzénico, tiveram resultados distintos; apenas os derivados com
substituinte em meta apresentaram atividade contra o ZIKV.

O valor do IS para os compostos 5x e 5y, foi de 5,40 e 5,11, respectivamente,
e como descrito anteriormente valores do IS acima de 4 sugerem real agao antiviral
do composto, uma vez que a dose ativa foi aproximadamente 5 vezes menor que a

dose téxica como pode ser observado na Tabela 4.2 (p. 171).

OH
z A
m -
/ N
N, | /\/@[ o o.
/\/C[ N 7 ocH;" CHs
= OCHs
(52) (5v)

OH

A o
SN | /\)i:[o N/Nk
N s
; NH
/\/@EOCHij\Q/ 2 7 ocH,N 1
(Sy) /:/

Figura 4.3 — Estruturas dos compostos triazélicos 5a, 5v, 5x e 5y com atividade

(5x)

antiviral contra o virus ZIKV.

Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

Na Figura 4.4 (p. 174) sao apresentadas fotografias das condicbes de
tratamento para demonstrar alguns resultados obtidos nos ensaios de avaliacdo de

atividade contra o ZIKV.
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Eugenol
(ZIKV/CHIKV)

Tratamento com Se (ZIKV Tratamento com 5y (ZIKV)

Figura 4.4 - Controle de células: células ndo infectadas e nao tratadas. Controle de
virus: células infectadas com ZIKV ou CHIKV e ndo tratadas. ZIKV ou CHIKV -
Tratamento com eugenol: células infectadas com ZIKV ou CHIKV e tratadas com o
eugenol. ZIKV — tratamento com 5e: células infectadas com ZIKV e tratadas com o
composto 5e. ZIKV — tratamento com 5y: células infectadas com ZIKV e tratadas

com o composto 5y. Aumento: 200x.

Fonte: Elaborada pelo proprio autor. As fotografias foram gentilmente fornecidas pelo Laboratério de
Biologia e Tecnologia de Microrganismos (LBTM) da Universidade Federal de Ouro Preto.

Com respeito ao CHIKV, apenas o composto 5a foi capaz de aumentar a
viabilidade das células infectadas apds o tratamento. Os outros compostos testados
resultaram em 30% de viabilidade celular na grande maioria dos ensaios, sendo sua
acado muito baixa e ndo relevante. O composto 5a (Figura 4.5, p. 175) apresentou
atividade inibitéria eficiente contra CHIKV, mas nenhuma concentracado testada
permitiu que a viabilidade celular chegasse a 100%. Conforme anteriormente

descrito, este aspecto pode estar relacionado ao fato do valor da concentracao
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efetiva, CEso de 135,69 + 15,67 umol L' (Tabela 4.3) estar préximo ao valor da
concentragéo citotéxica, CCso (117,04 + 12,11 umol L™).

Tabela 4.3 — Valores de CCso (concentracao citotoxica), CEso (concentracao efetiva)
e IS (indice de seletividade) para o composto 5a que apresentou atividade antiviral

contra o CHIKV.

Composto CCso (umol L) CEso (umol L) IS
ba 117,04 £ 12,11 135,69 + 15,67 0,86
OH

o N
/\/@ N\\ \
7 OCH,

(5a)

Figura 4.5 — Estrutura do composto triazélico 5a derivado do eugenol com atividade
antiviral em CHIKV.

Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

Na Figura 4.6 (p. 176) sédo apresentas fotografias das condicbes de
tratamento para demonstrar alguns resultados obtidos nos ensaios de avaliacédo de

atividade do composto 5a contra o CHIKV.
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N

Controle células

| Tratamento com Eugenol
(ZIKV/CHIKV)

Tratamento com5a (CHIKV)

Figura 4.6 - Controle de células: células nao infectadas e nao tratadas. Controle de
virus: células infectadas com ZIKV ou e nao tratadas. ZIKV ou CHIKV -Tratamento
com Eugenol: células infectadas com ZIKV ou CHIKV e tratadas com o composto
eugenol. CHIKV- tratamento com 5a: células infectadas com CHIKV e tratadas com
o composto 5a. Aumento 200x.

Fonte: Elaborada pelo préprio autor. As fotografias foram gentilmente fornecidas pelo Laboratério de
Biologia e Tecnologia de Microrganismos (LBTM) da Universidade Federal de Ouro Preto.
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CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Neste trabalho foram descritas as sinteses de uma série de compostos,
dentre eles, um epo6xido, uma azida organica, dois alquinos e vinte e seis derivados
triazdlicos do eugenol. Salienta-se que os vinte e seis derivados triazélicos do
eugenol, a azida e o epdxido sao substancias inéditas. No preparo dos compostos
foram empregadas reacao de substituicdo nucleofilica bimolecular (Sn2), reacéo de
aziddlise, reacdes de alquilacao via catalise de transferéncia de fases e como etapa
chave a reacao “click” entre alquinos terminais e uma azida organica. De modo
geral, as substancias preparadas tiveram rendimentos satisfatérios. Todas as
substancias sintetizadas foram caracterizadas por meio das espectroscopias no IV e

RMN de 'H e 13C.

A avaliacdo da atividade fungicida mostrou que o efeito de inibicdo do
crescimento micelial pelas substancias avaliadas 5a-5z, na concentracdo de 1 mg
mL~" foi pouco pronunciado quando comparado com o controle positivo tebuconazol.
O aumento da concentracdo para 10 mg mL" resultou em efeitos mais pronunciados
(maiores halos de inibicdo (mm)) de colénias de Colletotrichum sp para alguns
tratamentos, com destaque para o tratamento realizado com 5x e 5e. A avaliacao da
atividade antiviral contra os virus Zika e Chikungunya mostrou que apenas um dos
derivados foi ativo contra os virus Chikungunya com uma concentracdo efetiva
(CEso) de 135,69 + 15,67 pmol L', porém com indice de seletividade (IS) abaixo de
1. No entanto, sete dos compostos sintetizados, a saber, 5a, 5b, 5e, 5f, 5v, 5x e 5y,
apresentaram atividade contra o virus Zika (ZIKV), sendo que 5x e 5y apresentaram
valores de IS superiores a 4. Os resultados obtidos com os compostos 5x e 5y sao

importantes uma vez que demonstraram significativo efeito antiviral das substancias.
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Como perspectivas, destaca-se que os compostos sintetizados podem ser testados
contra outras espécies de virus e que estudos mais aprofundados sejam realizados
com 5x e 5y sobre sua atividade antiviral contra o virus Zika (ZIKV). Com relacao ao
teste fungicida, ensaios in vivo do fungo Colletotrichum gloeosporioides serao
realizados posteriormente para avaliar se os compostos mais ativos sao capazes de
diminuir ou até mesmo impedir a ocorréncia de antracnose no mamao. Vislumbra-se
que subsequentes modificacdes estruturais com respeito aos derivados do eugenol,
como por exemplo, a utilizacdo de outros grupos aromaticos ligados a porgao
triazdlica, podem resultar em compostos com melhoria da atividade antiviral e

antifngica. Planeja-se ainda a divulgagao dos resultados obtidos neste trabalho por

meio de artigos cientificos e apresentacao de trabalhos em congressos
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ABSTRACT

Parasitic  diseases, such as leishmaniasis, malaria, and
trypanosomiasis, affect millions of people annually and are thus a major
health concern. Currently, there are several investigations focused on
finding alternative drugs for the treatment of parasitic diseases, and the
exploitation of natural products is a viable approach. In this regard,
compounds obtained from nature can be used directly as a pharmaceutical

* Corresponding Author’s E-mail: robsonr.teixeira(@ufv.br.
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or can be chemically modified to afford derivatives with improved
pharmacological activity. Eugenol is a natural compound which has been
identified in several aromatic plants and that presents a number of
biological activities, including antiprotozoal. In this book chapter, it will
be covered the advances concerning the antiprotozoal activity of eugenol
as well as natural and synthetic derivatives of it. It is going to be
demonstrated that chemical modifications of eugenol can afford
promising antiprotozoal compounds.

Keywords: antimalarial, eugenol, parasitic diseases, antiprotozoal activity,
leishmanicidal, trypanocidal

INTRODUCTION

Parasitic diseases affect millions of hundreds of people annually and
constitute an important global health problem. They are a serious threat
mainly to the poorest population around the world and represent a
significant issue in terms of human health and well-being [1]. Malaria,
trypanosomiasis, and leishmaniasis are some examples of parasitic
diseases.

The term parasitic disease is related to the infections caused by
protozoa and helminth worm species. Humans can harbor around 300
helminth worms and nearly 100 protozoa. Not all of them are pathogenic to
human beings; however, some of them are responsible for approximately
20 human diseases or disease complexes which are among the most
relevant diseases around the world, mainly in the tropics [2].

From the historical standpoint, until the end of the nineteenth century,
parasitologists were concerned with the discovery of parasites, their host
and their life cycles. However, this focus changed with the perception of
the involvement of parasites with human diseases. As a result, the
approach to the subject significantly altered from zoologist point of view to
medicinal [2].

Currently, there are several investigations focused on finding drugs for
the treatments of parasitic diseases. In the search for new drugs for the
treatment of diseases, the exploitation of natural products is a viable

Complimentary Contributor Copy

256



Antiprotozoal Activity of Eugenol and Derivatives 51

approach. In this regard, compounds obtained from nature can be used
directly as a pharmaceutical or can be chemically modified to afford
derivatives with improved pharmacological activity [3-12].

Eugenol is a natural phenylpropanoid compound, which has been
identified in several aromatic plants such as Myristica fragrans Houtt.
(nutmeg), Cinnamomum verum J. Presl (true cinnamon), C. loureirii Nees.
(Saigon cinnamon), Ocimum gratissimum Forssk. (basil) and Ocimum
basilicum L. (sweet basil). However, Eugenia carvophyllata (=Syzygium
aromaticum) can be considered the principal natural source of this
compound as it represents between 45% and 90% of the composition of the
essential oil derived from this species. Eugenol is a versatile starting
material and building block for organic and bio-organic synthesis [13]. In
addition, several biological activities have been reported for eugenol,
including antiprotozoal [14].

In this book chapter, it will be covered the advances concerning the
antiprotozoal activity of eugenol [14] as well as natural and synthetic
derivatives of it. It will not be covered studies related to the antiprotozoal
activity of formulations containing eugenol or derivatives of it.

LEISHMANICIDAL ACTIVITY OF EUGENOL
AND ITS DERIVATIVES

Among the parasitic diseases, Leishmaniasis is one of the most
important. It corresponds to a complex of diseases caused by the protozoan
Leishmania. It affects 350 million people in 98 countries, with a global
incidence of 0.9 — 1.6 million cases per year [15]. Leishmania parasites are
transmitted via the bites of infected female phlebotomine sandflies. Three
main clinical manifestations of leishmaniasis, depending on the parasite
species and the host-parasite relationship, are known: visceral (often
known as Kalazar and the most serious form of the disease), cutaneous (the
most common), and mucocutaneous [16]. Visceral leishmaniasis is
responsible for 20,000 - 40,000 deaths annually [15].
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Tradionally, chemotherapy for leishmaniasis has relied on the use of
pentavalent antimonial drugs, such as N-methylglucamine antimoniate
(Figure 1), which is one of the most widely used drugs [17]. However, this
drug has limited clinical potential due to the occurrence of serious side
effects and a high incidence of disease recurrence [18]. Pentamidine [19],
amphotericin B [19], paromomycin [20], and miltefosine [21, 22] are other
drugs that have been used for the treatment of leishmaniasis (Figure 1).
The drugs used in the therapy, however, have limitations in common: (i)
they are toxic and their long-time administration causes various
undesirable side effects; (ii) they are costly; (iii) they show low efficacy in
endemic areas due to the observed resistance of various parasite species
[23]. The aforementioned problems illustrate the need to develop new
antileishmanial drugs. As a consequence, several investigations have been
conducted to find alternative treatments for leishmaniasis [24].

Ocimum gratissimum L. is an aromatic subshrub species that belongs
to the Lamiaceae family and is considered an important producer of
essential oil, widely used in folk medicine [24]. An investigation
conducted with this species revealed that its eugenol-rich essential oil
presents leishmanicidal activity. The ICs; values of the essential oil against
promastigote and amastigote forms of Leishmania amazonensis were,
respectively, 135 pg mL"' and 100 pg mL"’. Eugenol alone was also
evaluated and the activity against promastigote form was even more
pronounced (ICso value of 80 pug mL’') [25]. Other reports on the
leishmanicidal effect of eugenol-rich essential oils are also described in the
literature [26-27] and they are possibly associated with the high content of
eugenol in these essential oils.

Considering the antileishmanial activity of eugenol, researchers have
chemically modified its structure directed to find novel, less toxic, and
more effective antileishmanial drugs. Thus, Teixeira’s research group
converted eugenol (1) into a series of triazole derivatives [28]. The
preparation of the derivatives started with the extraction of eugenol (1)
from cloves. Subsequently, this compound was converted, via alkylation
procedures, into alkynes (2) and (4) (Figure 2). Compound (3) was
prepared by treating pent-4-yn-1-ol with methanesulfonyl chloride [28].
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N-methylglucamine antimoniate
amphotericin b
O~ A°
| = oS ®
HN NH- -
2 Z z O,P\o A~ MCH,
NH NH
CH
pentamidine o
miltefosine
OH
HN, OH
OH o' o
o i ,NH; OH
"*N—: plgedin
i o - - .
HOI- w0 Gy HO
/ NH;
HO  NH,
paromomycin

Figure 1. Structures of compounds used in the chemotherapy of leishmaniasis.
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via hydrodistilation
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78% yield " . B7% yiols
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Figure 2. Preparation of alkylated derivatives (2) and (4) from eugenol (1). The
reactions conditions were as followed: (1) NaOH, CH;OH, 40°C; then acetonitrile, r.t.;
(i1) NaOH, CH;OH, 40°C; then acetonitrile, 70°C [28].

Then, compounds (2) and (4) were submitted to the Copper(l)-
catalyzed Azide-Alkyne Cycloaddition (CuAAC), also known as click
reaction [29-34], with a series of benzyl azides (Figure 3).
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7 N CHN
N
Wi

OCH; OCHy \—Ar
(2): n=1 (5a-5n): n=1
(3):n=3 (6a-6m): n=3

OCH;4 \—Ar OCHy \—Ar
(5a): Ar = phenyl (6a). Ar = phenyl
(5b): Ar = 4-fluorophenyl (6b): Ar = d-fluorophenyl
(5¢): Ar = d-clororophenyl (6¢): Ar = 4-clororophenyl
(5d): Ar = d4-bromophenyl (6d): Ar = 4-bromophenyl
(5e): Ar = 4-iodophenyl (6e): Ar = 4-iodophenyl
(5f); Ar = 4-nitrophenyl (6f): Ar = 4-nitrophenyl
(5g): Ar = 4-methoxyphenyl (6g). Ar = 4-methoxyphenyl
(5h): Ar = 4-trifluoromethoxyphenyl (6h): Ar = 4-trifluoromethoxyphenyl
(Si): Ar = 4-trifluoromethylphenyl (6i): Ar = 4-trifluoromethylpheny!
(5)): Ar = 3 4-diflucrophenyl (6j): Ar = 3 4-difluorophenyl
(5k): Ar = 2 5-dichlorophenyl (6k): Ar = 4-methylphenyl
(51):  Ar = 4-methylphenyl (61). Ar = 2-bromopheny!
(5m): Ar = 2-bromophenyl (6m); Ar = 3-bromophenyl

(5n): Ar = 3-bromophenyl

Figure 3. Preparation of a series of eugenol derivatives bearing triazole portions.
Reagents and conditions: (ii1) Sodium ascorbate (40 mol%), CuSO45H;0 (20 mol%),
EtOH/H-0 (1:1 v/v) [28].

The evaluation of the leishmanicidal activity of the compounds (5a-5n)
and (6a-6m) against the promastigote form of Leishmania amazonensis,
which causes cutaneous leishmaniasis, showed that the compounds present
activity with different degrees of potency (Table 1). The triazole
derivatives of eugenol (1) were less potent than the pentamidine and
amphotericin B used as positive controls in the bioassays. The most active
derivative (6k) was used in subsequent assays [28].

The intracellular amastigote form of L. amazonensis is responsible for
the infection in mammalians. The most potent eugenol triazole derivative
(6k) was also evaluated against macrophages infected with amastigote
form. Macrophages are the main host cells used in the evaluation of in
vitro infection assays with L. amazonensis.

Complimentary Contributor Copy

260



Antiprotozoal Activity of Eugenol and Derivatives 55

Table 1. Effect of eugenol derivatives 5a-5n and 6a-6m
on promastigote form of L. amazonensis

Compound Promastigote 1Cso (pmol L")
Sa 302+ 1.5
5b 594+1.7
S¢ 1780 £ 3.0
5d 993 + 3.0
S¢ 2013 3.0
5f 130.2+2.1
5g 4249+2.6
5h 322125
5i 2013 £3.0
5§ 969 + 3.0
Sk 492+ 1.7
51 106.2 +2.1
5m 159.6 +22
5n 1558 +2.1
6a 379+1.5
6b 322%1.5
6¢ 817=3.0
6d 286.7+2.5
6e 2789+24
6f 1733423
| 6g 1195420
6h 1459+ 2.1
61 2952425
6] 177.5+23
6k 7.4+ 0.80
6l 913.3+29
6m 980.2+29
pentamidine 42+03
amphotericin B 04+0.1

It was found that compound (6k) was able to target the Leishmania
parasites inside of mouse peritoneal macrophages (ICso = 1.6 umol L),
without interfering with host cell viability (Table 2). At similar conditions,
pentamidine and glucantime exhibited ICso values of 1.8 pmol L' and 45.5
pg mL"' (124.3 umol L) respectively.
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Table 2. In vitro antileishmanial activity of (6k) against promastigote,
intracellular amastigote of L. amazonensis after 72 h of treatment,
and its cytotoxicity against macrophages

Compound Promastigote Amastigote* Macrophages® Selectivity
1Csy (pmol L) ICso (pmol L) CCsy (pmol L) Index* (SI)
6k 74+08 1.6+02 2119+23 132.5
glucantime® Nd? 45516 755+26 1.6
pentamidine 42+04 1.8+02 8.5+0.6 4.7

Arithmetic means £ Standard deviation (n = 3).
* Intracellular amastigotes.

" Murine peritoneal macrophages.

€SI = CC/IC intracellular amastigotes.

9 Nd: not determined.

¢ glucantime [pug mL"].

Compound (6k) was assayed against uninfected murine intraperitoneal
macrophages to evaluate its cytotoxicity: it was found CCsg of 211.9 pmol
L. Thus, the selectivity index (SI = CCsy/ICso intracellular amastigotes)
value for compound (6k) was 132.5, whereas SI = 4.7 for pentamidine and
SI = 1.6 for glucantime. Therefore, the derivative (6k) presents lower
toxicity when compared to drugs currently used in the treatment of
leishmaniasis [28]. Compound (6K) was also evaluated with respect to the
nitric oxide (NO) production. This experiment was conducted in order to
determine whether anti-amastigote activity resulted from activation of the
macrophage antileishmanial mechanism. It was noticed that (6k) did not
significantly stimulate the production of nitric oxide, suggesting a direct
and selective action of this derivative on the intracellular amastigote (data
not shown) [28].

The DNDi (Drugs for Neglected Disease initiative) has reported
limited requirements to be reached in order to proceed with the next stage
of development towards a drug for visceral leishmaniasis caused by
Leishmania donovani [35]. According to the criteria, ICso of the activity
against L. donovani amastigotes in macrophages should be < 10 pmol L'
and the selective index should be > 10 fold more active against the parasite
versus the mammalian cell line. Even though compound (6k) was not
evaluated against L. donovani, it is possible to state that, base on the
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selection criteria of DNDi, the triazole derivative (6k) is a promising
compound for the treatment of leishmaniasis.

Straightforward acylation procedures were used to synthesize the
eugenol derivatives (7) and (8) (Figure 4). The authors did not report yields
of these reactions.

The obtained esters had their leishmanicidal activity evaluated against
Leishmania infantum chagasi, which is also a causative agent of visceral
leishmaniasis (Table 3). It was found that the derivatives (7) and (8) were
more efficient than eugenol (1) against both forms of L. infantum chagasi
and they had similar effects on amastigote form. Moreover, these eugenol
derivatives did not present toxicity against the murine RAW 264.7
macrophage-like cell line at 100 pg mL"'". It deserves comment the fact that
the evaluated eugenol derivatives are equipotent to amphotericin B used as
positive control [36].

0

M

OH O O 0" "CH,

H4CO P& HaCO

HyC” 07 “CHy

pyridine
| () | ™

i) NaOH (aq) 5% m/v
ii) benzoyl chioride

(20-25 min)

o]

0
H,CO

(8)

Figure 4. Preparation of O-acetyl and O-benzoyl eugenol denvatives.

In a recent publication, Coelho and collaborators also synthesized a
series of esters from eugenol (1) presenting the general structure (9) shown
in Figure 5.
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Table 3. Leishmanicidal effect of compounds (1), (7) and (8) against
L. infantum chagasi

Compound Promastigote Amastigote Toxicity% RAW 264.7 cells
ICs (ug mL™") | ICso (ngmL™") | survival at 100 pg mL"’

1 56.13 +2.09 20.81 + 1.59 29+ 1.30

7 23.21 £ 346 18.53 £ 4.79 97.7 £ 5.60

8 10.58 + 0.18 14.93 +4.50 > 100

amphotericin B Nd 20.44 + 098 36.5+0.50

pentamidine 5.30 £ 0.81 Nd 85.6 +6.90

Nd: not determined.
(+): Standard deviation,

R O,N
o)
\©\( OCH4 \©\f OCHg4

9) (10)

R = H; NOy; CHy; OCHgy; Br, CF4; F, NH; ¢-butyl

Figure 5. General structure of esters (9) and the most active derivative (10) prepared by
Coelho and co-authors [37].

In this study, the esters were evaluated against the cysteine protease
rCPB 2.8. This enzyme was chosen because cysteine proteases are
important targets since they are involved in: 1) the infectivity of the parasite
during its interaction with the host; ii) the invasion of macrophages by
promastigote forms; iii) the evasion of the immune system, degrading
components of the host’s extracellular matrix; iv) the transformation of the
vector promastigote form to the intracellular amastigote one and in their
nutrition. A total of nine eugenol ester derivatives were prepared and the
most active derivative (10) (Figure 5) was capable of inhibiting the
enzymatic activity by 88.2% at 100 umol L™ (ICso = 30 = 1 pumol L") [37].
Even though it would be interesting to evaluate the compounds directly
against the Leishmania parasite, this was not made in this investigation.
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The eugenol derivatives (11), (12), and (13) were prepared as depicted
in Figure 6.

OH HyCO_ ]/\/ HCO
¥ NN HLCO._ PN
HyCO. : NH,(aq) \II/Y\ f‘ﬁ

=
A 5
I /] KaiFe{CN)) TKAFeONN] j\ _Mel. K,LOs | HyCO 1/ . HCOT
H,0, acetone (1:1) \l\/\ OME ”O\I/-;j HiCO. AL
ANF | [ ]
| H,COo - Hy GO~ N Xy HiGO” P
112) (13)

Figure 6. Preparation of neolignans (11), (12) and (13).

Thus, the oxidative coupling of eugenol (1) afforded the neolignan
dehydrodieugenol (11) in 70% yield. Subsequently, the treatment of one
equivalent of (11) with one equivalent of methyl iodide gave the
dehydrodieugenol monomethyl ether (12) as the major product (48.5%
yield) along with the dimethyl ether (13) (14.1%) [38]. The synthesized
compounds were evaluated against the promastigote form of Leishmania
amazonensis and the results are shown in Table 4.

Compared to the positive controls meglumine antimoniate and
amphotericin B, the compounds (11), (12), and (13) presented much lower
efficiency. The monomethyl ether (12) corresponded to the most active
derivative [38]. As previously mentioned, eugenol (1) presented ICso = 85
ug mL' as evaluate against L. amazonensis [25]. Based on this result, the
compounds (11), (12), and (13) are more potent than eugenol (1).

Table 4. Leishmanicidal activity of compounds (11), (12),
and (13) against L. amazonenesis

Compound Leishmanicidal activity (ICsg in pg mL™")
11 42.20

12 13.68

13 47.75

meglumine antimoniate > 4.00

amphotericin B 0.13

The Baylis-Morita Hillman reaction [39-42] was utilized as the key
process for the preparation of the eugenol adducts (14-16) as shown in
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Figure 7 [43]. Thus, eugenol was initially converted to an ester via reaction
with acrylic acid. Subsequent treatment of the ester with different
aldehydes in the presence of DABCO afforded the corresponding Baylis-
Hilman adducts (14-16) [43].

0
OH OJJ\//"
HiCO_ \)Lon H,co _ AacHo HiCO
z DCC. DMAP, "CHACN, DABCO,
CH,Cl, 48h, 0 °C 3h, 25 °C
m | |
. (14-16)
| . ~
SUEESH
Ar = » 4
Ao, Z
NO,
(14) (15) (16)

Figure 7. Steps involved in the preparation of adducts (14-16).

As can be seen in Table 5, the leishmanicidal activity of adducts against L.
amazonensis depends on the position of the nitro group (-NO:). Moreover,
all of them are more active than eugenol (1) (reference compound) and
glucantime (positive control) [43]. The most potent compound (16)
presents the nitro group at the ortho position of the aromatic ring.

Table 5. Leishmanicidal activity of eugenol (1) and Baylis-Hillman
adducts (14-16) against L. amazonensis promastigote form

Compound Promastigote Red blood cell Selective Index
1Cs (umol L) CCs (pmol L) (S1)

1 77.15=1.77 > 400 >5.18

14 875+ 044 > 400 >4571

15 1049 £ 0.52 > 400 >38.13

16 4.71 +£0.24 > 400 84,92

glucantime 1633 +437.29 1175.02 1.39

amphotericin B 0.52 £ 0.03 11.61 22.34

= CCw/ICy promastigotes,
(£): Standard deviation.

Even though the compounds were not evaluated against the amastigote
form of L. amazonensis, the authors reported the selective index (SI) based
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on the activity of the compounds on promastigote form and on red blood
cells. Considering that, the most active compound (16) also presented the
best selective index [43].

Debnath, Mapathra, and co-workers [44] prepared three sets of
compounds derived from eugenol (1) (Figure 8). All of these derivatives
were tested on promastigote and amastigote forms of Leishmania
donovani. Eugenol (1) and 4-allyl-1,2-dimethoxybenzene (53) were used
as reference substances in the bioassays; miltefosine and amphotericin B
were utilized as positive controls [44].

Considering the anti promastigote activity (Table 6), it can be noticed
that derivatives (17-30) were more potent than eugenol (1) and compound
(53). As a general trend, the potency of substances (17-30) increased with
the size of chain length and the best activity was observed for compound
27. Therefore, the C10 chain length is the best in terms of anti
promastigote activity of derivatives (17-30). In terms of the second set (31-
49) of eugenol derivatives, they also presented superior activity against
promastigote form than the reference compounds eugenol (1) and (53)
(Table 6). The 1Csy varied from 20.13 + 0.91 pmol L to 162.00 + 4,92
umol L™ and the most potent was derivative (49).

Regarding the third series (50-52) of eugenol derivatives, once again
they were most active than eugenol (1) and (53), and compound (52)
presented best activity (ICso = 52.97 + 1.57 umol L™, Table 6).

The results of anti amastigote activity are presented in Table 7. For the
set of compounds (17-30), the ICsy values of derivatives (17-21) were
comparable to eugenol (1) and (53), while substances (22-30) were more
potent than the reference compounds. The best activity was observed for
compound (29), which has a C16 chain length. Although compound (29)
was less active than the positive controls miltefosine and amphotericin B,
its selective index was superior.

For the compounds containing aromatic groups in the second set of
substances, while for compounds (31-33) the anti amastigote activity was
comparable to the anti promastigote effect, the anti amastigote activity for
derivatives (34-38) was significantly enhanced. As a general trend, the anti
amastigote activity increased with the chain length. The most active
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compound (34) was more efficient than miltefosine and presented better
selective index (SI) than the positive controls.

In terms of the third set o compounds, the anti amastigote activity was
moderate, with compound (52) being the most effective.

Eirst Set
OH o®
H,COTJ»: _R-OH orR-X _ o
U]
| |
1) (17.30)
Compound R Compound R
17 CiHs 24 C7Hs
I8 CsHo 25 CsHyr
19 CaHs 26 CoHyo
20 CiH; 27 CioHa
21 CsHy 28 CizHas
22 C<Hu 29 CiaHss
23 CeHia 30 CisHis (cys only)
Second Sel
Q
N
OH oR
HCO._A  (R'COLOOrR'COM HiCO_A
\TZ ke P —— i W
& ) ~NF
l\ :\
I I
i) (32-50)
Compound R! Compound R!
31 CH;s 41 CiHe
32 I Ar 42 CsHu
33 KD 43 CeHia
34 o, 44 CHis
35 : Y 45 C:zHyy
36 7. Y 46 CsHio
P
N
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Compound R’ Compound R'
37 = 47 CsHas
38 N Y 48 CisHz
39 C2Hs 49 Ci7Has (cys only)
40 C3H,
Third Set
o
OH o’lLRZ
e ] NIN,-Boo-R%-COH Fh0
i () W)
| 1
" (50-52)
Compound R?
50 2,

HN
51 4 CN”
NH

2

Figure 8. Synthesis of eugenol derivatives described by Debnath, Mapathra, and co-
workers [44]. Reagents and conditions: (i) DIAD/PPh;, THF, 7-8 h, rt (for R-OH) or
NaH, DMF, 34 h, rt (for R-X); (ii) Pyridine/CHCl;, 6 h, rt (for R,CO)0) or
DCC/DMAP (for RyCO;H); (iii) DCC/DMAP, DMF, 6-8 h, rt; (iv) HCI gas (dry),
MeOH, 3 h, rt.

It is also presented in Table 7 the results of nitric oxide (NO)
production. The clearance of intracellular amastigotes within the
macrophages is solely mediated by NO generation [45]. As can be seen in
Table 7, in addition of being the most active derivative, compound (34)
was one of the best in inducing NO generation. In fact, further bioassays
revealed that (34) induces NO generation in BALB/c derived peritoneal
macrophages in a concentration dependent manner [44]. Compound 34
also stimulated iINOS2 mRNA expression and decreased the arginase-1-
activity in L. donovani infected peritoneal macrophages.
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Table 6. Results of L. donovani anti promastigote evaluation of
eugenol (1) and derivatives (17-53)

Compound Promastigote RAW 264.7 cell Selective Index
1Cq (umol L) CCa (umol L) (SI)
1 441.66 + 1328 527.04 £ 1462 1.19 4+ 0.01
17 237.58 £ 13.51 384,78 + 16.74 1.64 +0.15
18 242,08 4+ 547 358.51 + 8.65 1.48 £ 0.07
19 71.67 +5.83 101.79 + 5,05 1.43 £ 0.08
20 133.07 £ 9.02 110.04 £ 6,98 0.83 = 0.066
21 308.93 + 20.65 328.67 +4.04 1.07 = 0.05
22 90.81 = 5.55 178.37 + 7.04 1.96 + 0.04
23 80.28 + 6,28 291.63 +23.31 3.63+0.11
24 61.32 + 8.65 197.79 + 20.06 328+0.14
25 62,30+ 6,98 357.14£22.14 5.85+039
26 81.94 + 881 332,07 £ 23.69 4274073
27 49,92 4 7.06 411,73 +2224 8.61+095
28 52.51 +4.87 299.34 + 16.00 5.76 £ 0.23
29 58.05 = 1.62 291.69 + 7.90 5.02+0.02
30 6024 +3.16 423.80 + 30.89 7.04 £ 042
31 165.92 £10.57 356.09 + 20.32 2.15+0.06
32 61.26=1.71 36385+ 17.32 5.93+0.12
33 64.48 +297 251,10 £4.36 391+0.13
34 82,38 +6.19 260.57 + 7.63 3.18+0.15
35 76.86 £4.15 25515+ 632 333+0.12
36 60,45 + 475 484.76 £ 5.76 8.11+0.51
37 33.36 £ 2,05 391.30 + 5,63 11.8+0.68
38 28.86 = 1.14 395.66 +7.11 13.73+0.30
39 145.82 = 8.81 44840 + 12.44 3.1 +£0.20
40 64.45+542 232.91 £24.97 3.61+022
41 106.31 = 8,78 368.27 £ 19.37 349+0.12
42 162.00 + 4,92 516,72 +£26.11 321£0.25
43 103.27 = 8.03 511.69+4092 495008
44 68.32 = 8.57 580.09 = 13.67 R95+1.24
45 93.62 +£5.52 31692 + 28.78 337+0.14
46 67.45+ 6,94 373.05 + 19.48 5.66 +0.53
47 56.16 +4.24 528.76 + 53.53 9.36 + (.38
48 4327 1.44 37427 £6.23 8.56+0.19
49 20,13 +0.91 30546 £ 238 15.2+0.62
50 97.35+3.90 27843 £6.31 2.87+0.08
51 89.01 £5.92 26134 £545 296 +0.16
52 52,97+ 1.57 450.56 +5.82 R.6+0.09
53 47545 £ 19.08 517.42 +6.51 1.09 £ 0.05
miltefosine 10.38 + 0,32 4478 + 0.98 43021
amphotericin B 1.36 = 0.16 10.02 £ 0.45 7.4 +0.58

S1=CC/1Cs promastigotes. (£): Standard deviation.
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Table 7. Results of L. donovani anti amastigote evaluation of eugenol
(1) and derivatives (17-53)

Compound Amastigote Macrophages Selective Index NO generation
1Csy (umol L) (CCs pmol L") | (SD (pumol L")
1 173.26 +7.37 47576 = 13.52 2.75=0.07 745+£032
17 120.28 + 5,34 353.56 = 15.76 295=0.12 13.86 = 0.68
18 157.20 +7.36 371.94 + 4.69 238 = 0.08 8.37+0.85
19 162.13 + 12.69 90.50 = 9.31 0.55=0.05 1043+ 1.03
20 155.71 +9.26 110.72 = 6.40 0.71 =0.03 10.64 £ 0.59
21 147,15 +4.90 345.06 = 10.71 235007 14,23 +0.92
22 83.38 +6.14 163.87 £9.17 1.97 = 0.04 12,95 £ 1.56
23 36.40=4.15 27226 = 18.16 7.60 =041 20.81 = 1.70
24 41.08 + 537 197.15 4 20.66 488+ 034 2243 4+ 1.82
25 48.69 = 6.26 392.66 = 30.86 8.30 = 0.81 26.01 =221
26 51.78+6.13 326.29 + 15.18 647+ 048 25.19 + 1.01
27 28.97 £ 3.48 27237 % 23.15 9.67 £ 091 26.17 £ 145
28 2598 +2.74 29243 +23.19 11.41 £0.74 28.12 & 1.55
29 17.06 + 1.57 25093 + 6.51 1447 + 091 29.1 £ 1.26
30 2551294 393.66 + 23.00 1594 £1.79 28.94 + 1.95
3l 99.11 + 538 35221 + 6.64 359+0.21 1244 + 1.84
32 7841 +£9.78 400.00 £+ 5.13 524045 14.56 + 1.01
33 5794 +3.14 27501 £ 426 479+029 1458 + 1.14
34 26.68 = 1.69 244.26 = 8.75 921+ 0.69 2728 +2.69
35 26.24 = 1.34 217.64 +3.54 836+043 2458 +2.62
36 25.31 £ 1,07 496.11 +8.20 19.7 £ 0.83 26.24 £1.97
37 9.28 = 0.46 385.39 £ 9,63 41.77£1.92 3645+ 1,78
38 7.17+0.50 390.90 = 4.35 55.14 £3.34 39.02 £2.49
39 111.77 + 6.90 429,20 + 14,30 3.86+0.14 12,19+ 0.84
40 72.09 + 598 190.70 + 10,33 271034 23.08+ 1,34
41 65.56 + 3.54 352,85+ 10,75 541+£0.17 24.39 + 1,08
42 101.20 + 9.30 476,85 + 33,73 476+ 029 18.29 + 1.22
43 59.56 + 13.88 491,14 + 4223 83+£074 2584 £2.62
e 53.27 £ 5.65 565.28 4 21 .45 10.96 +1.23 2423+ 1.34
45 5292+£322 34336+ 1738 6.52=0.36 27.14+£225
46 33.10=2.79 404.26 = 19.50 12.38 = 0.83 27.31 £228
47 19.60 = 1.36 497.88 £ 26.12 25.87 = 2.69 3428 +£2.45
48 8.54 = 0.67 356.84 £5.39 42,17 £2.60 3945+ 1.85
49 4.25=0.26 346.20 £ 6,02 82.24 =3.77 38.83+2.11
50 72.90=3.18 325.54 £5.28 449 +0.25 21.87+1.37
51 66.32 + 2.87 306,74 £ 541 4.66 029 21.55+1.22
52 21.55+1.23 471.12 £ 10.10 22.06 = 1.27 28,78 = 1.28
53 203.28 £9.03 485,05 = 18.46 2.39 £ 0.08 10.82 £ 0.78
miltefosine 6.40 =042 40.66 = 2.18 6.34 = 0.45 26.01 = 2.85
amphotenicin B 1.18=0.13 9.18 = 0.85 7.78 £ 0.59 Nd

SI=CCs/1Cs amastigotes. (+): Standard deviation. Nd: not determined.,
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Figure 9. Preparation of molecular hybrids (55-60).

Moreover, this derivative increased IL-12 and decreased the IL-10
mRNA expression and release in vitro. Experiments in vivo with BALB/c
mice were also carried and it was found that (34) cleared the hepatic and
splenic parasite burden and enhances Thl response.

The molecular hybridization is a strategy that has been explored in
drug discovery and medicinal chemistry. In this case, two pharmacological
agents are combined into a single molecule [46].

The quinolinic moiety is found in a variety of compounds possessing
several biological activities, including leishmanicidal. In this regard, the
quinolinic derivative 2-methylquinolin-8-ol (55) and eugenol (1) were
combined, as shown in Figure 9, and the leishmanicidal profile of the
hybrids was investigated on Leishmania panamensis [47].

The preparation of compounds (55-60) was achieved via Williamson
ether synthesis followed by alkylation reactions of eugenol (1).

Complimentary Contributor Copy

272



Antiprotozoal Activity of Eugenol and Derivatives

Table 8. Leishmanicidal activity of compounds 1, 55-61

on L. panamensis

67

Compound Cytotoxicity Leishmanicidal | Selective Classification
U937 cells activity Index (SI)
CCqy (ng mL™") ICs (ug mL™)
1 14216 21441 0.7 Cytotoxic. moderate
activity
54 76=02 2603 29 Cytotoxic, active
55 68+03 6.9 +05 1.0 Cytotoxic, active
56 31.3=0.1 389+58 0.5 Cytotoxic, moderate
activity
57 10521 95£0.7 1.0 Cytoxic, active
58 147+ 18 206413 0.5 Cytotoxic, moderate
activity
59 141 =28 21.1£22 0.7 Cytotoxic. moderate
activity
60 829+£54 > 100 >0.81 Cytotoxic, not active
amphotericin B 38822 0,05 £0.01 776 Cytotoxic, active
glucantime > 1,000.0 > 1,000.0 > 1.0 No cytotoxic, not
active

SI= CC_u,’lC_q..

Table 8 presents the results of the leishmanicidal evaluation of
compounds (55-60) on the axenic amastigotes of L. panamensis. The
compounds was classified as active (compounds presenting 1Csp < 20 pg
mL'), moderate active (compounds with ICso ranging from 21 pg mL" to
39 pug mL") and inactive (compounds presenting ICsg > 100 ug mL™'). In
this regard, the compounds 54 and 55 were very against L. panamensis. All
the hybrid compounds were considered cytotoxic against the U937 cell line

and presented low selective index [47].

TRYPANOCIDAL ACTIVITY OF EUGENOL
AND DERIVATIVES

Chagas disease (CD), also termed American trypanosomiasis, is a
potentially life-threatening illness caused by the flagellate protozoan
parasite Trypanosoma cruzi. It was discovered in 1909 by the Brazilian

doctor Carlos Justino Chagas and the disease was named after him [48].
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According to the World Health Organization (WHO), 6 million to 7
million people are infected with the parasite worldwide. CD is mainly
found in endemic areas of 21 Latin America countries. It is mainly
transmitted by triatomine bugs (vectors that carry the parasite), also known
as kissing bugs [48].

To date, there is no approved vaccine against CD and vector control
remains the most useful method to prevent infection. Benznidazole (61)
and nifurtimox (62) (Figure 10) are the first- and second line drugs,
respectively, for infection treatment. They were made available in the
market in the "70s, and they are the only two drugs available for the
treatment of this illness. However, the therapeutic use of these compounds
is limited and there is a necessity to find new alternatives to treat CD [49-
51]. Within this context, eugenol (1) and derivatives have been evaluated
for their activity against CD,

Qi A ()"
0 N
e a TS ¥ e

\/

(61) (62)

3

Figure 10. Drugs used in the treatment of Chagas Disease.

Soares and collaborators investigated the trypanocidal activity of clove
(Syzygium aromaticum L.), basil (Ocimum basilicum L.) and yarrow
(Achillea millefolium L.) essential oils against Trypanosoma cruzi
epimastigote  and  bloodstream  trypomastigote  forms.  Gas
chromatography/mass spectrometry (GC/MS) analyses revealed that the
main components of the essential oils were eugenol (1) (86.34%), linalool
(46.97%) and chamazulene (48.32%), respectively. Eugenol (1) had its
trypanocidal activity evaluated against 7. cruzi, resulting in ICsy values of
246 pg mL! for epimastigote and 76 pg mL™"' for trypomastigote, after 24 h
of incubation. Clove essential oil trypanocidal activity, however, was
superior (ICso of 99.5 pg mL" for epimastigote and 57.5 pg mL"' for
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bloodstream trypomastigote). These results suggest a synergistic effect
between eugenol (1) and other components of the essential oil [52].
Dehydrodieugenol (11) was isolated from the hexane extract of
Nectandra leucantha (Nees & Mart.) (Lauraceae) leaves. The dimethylated
derivative (13) was prepared from compound (11). The structures of these
compounds were already shown in Figure 6. They were evaluated in vitro
against 7. cruzi (trypomastigote and amastigote forms) and analyzed for
the potential effect in host cells through the production of nitric oxide (NO)
and reactive oxygen species [53]. In Table 9 are presented the results of the
biological evaluation of (11) and (13) against amastigote and
trypomastigote forms of 7. cruzi as well as their cytotoxicity.

Table 9. Results of trypanocidal activity of compounds (11) and (13)

Compound Amastigote Trypomastigote NCTC Selective
(IC<s pmol L") | (ICs pmol L) (CCsy pmol L) Index (SI)

11 15.1 11.5 582 3.9
(13.3-17.1)" (9.3-14.2)

13 >100 55.6 >200

(40.6-79.0)

61 5.5 164 > 200 > 36

(3.5-8.6) (13.7-19.6)

The values between parentheses represent confidence interval (95%).
SI = CCw/1C5 amastigotes.

While compound (13) and benznidazole (61) did not present
cytotoxicity on NCTC cell line, the isolated natural compound (11) was
significantly cytotoxic (ICsy = 58.2 umol L'). Concerning the trypanocidal
activity, dehydroeugenol (11) presented superior activity than the
dimethylated counterpart (13) and both compounds were less active than
benznidazole (61) used as positive control. Taking the activities against
amastigote form and NCTC cell line, it was possible to calculate the
selective index (3.9 for compound (12) versus >36 for benznidazole (61)).
It was found that the production of nitric oxide (NO) and reactive oxygen
species (ROS) of host cells were unaltered, suggesting an antiparasitic
activity other than host cell activation.

Complimentary Contributor Copy

275



70 Robson R. Teixeira, Poliana A. R. Gazolla, Silma F. da Silva et al.

ANTIMALARIAL ACTIVITY OF
4-ALLYL-1,2-DIMETHOXYBENZENE

Malaria is another import parasitic disease caused by protozoa species
of the Plasmodium genus. It is transmitted to people by the bites of
infected female of Anopheles mosquitoes. According to the World Health
Organization (WHQO), in 2017 there were an estimated 219 million cases of
malaria in 90 countries and deaths reached 435,000 [54].

Malaria is caused by four different species of protozoan parasites.
Plasmodium falciparum is the most dangerous and responsible for the
lethal form of the disease. P. falciparum is also the most resistant species
to the currently employed treatments [55]. There are several available
drugs for the treatment of malaria [56]. However, the development of
resistance by some Plasmodium strains makes necessary the search for new
antimalarial agents.

To date, it was found only one report concerning the antimalarial
activity of one eugenol derivative, namely 4-allyl-1,2-dimethoxybenzene
(53) [57]. This compound was evaluated against P. falciparum strains
TM4/8.2 and the observed antimalarial activity was weak (ICso > 17.8
pug mL") as compared to the positive control chloroquine (ICso = 0.01 pg
mL").

CONCLUSION

The exploitation of eugenol and its derivatives as antiprotozoal agents
has disclosed compounds with interesting activities, especially against
leishmaniasis. In this regard, simple structural modifications have afforded
compounds with remarkable leishmanicidal activity and low toxicity
against mammalian cells. Moreover, the synthetic modifications on
eugenol have provided substances with important immunomodulatory
activity compared to the available antileishmanial drugs. Even though
evaluation of eugenol and derivatives as trypanocidal and antimalarial has
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been less rewarding, it can be stated that they may represent interesting
targets that can be optimized towards the development of new
chemotherapeutic compounds to be used in the treatment of malaria and
Chagas disease. Finally, it can be predicted that new studies exploring the
antiprotozoal potential of eugenol and derivatives will be published in the
future.
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