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RESUMO

Baseado na vasta literatura sobre as propriedades terapéuticas dos monoterpenos carvacrol e timol,
utilizou-se desses compostos para a obtencdo de derivados, bem como a avaliagdo farmacologica
dos mesmos. Foram realizadas modificagdes no grupo hidroxila do C-1, com a obteng¢do de dezoito
derivados, do carvacrol (1a-1i) e do timol (2a-2i), com rendimentos satisfatorios. A confirmacao
das estruturas foi feita utilizando métodos espectroscopicos, tais como CG/EM, IV, RMN de 'H e
13C. As substancias obtidas e seus precursores foram submetidas a ensaio de inibi¢do da enzima
acetilcolinesterase, pelo método colorimétrico em que os derivados 1b e 2b apresentaram
resultados positivos frente a enzima. Foram submetidas a avaliag¢do da atividade citotdxica in vitro,
pelo método do MTT, frente as linhagens de células SF295 (glioblastoma), HCT116 (célon —
humano) e PC3 (proéstata), apresentando atividade fraca, e também, atividade larvicida que foi
realizada frente as larvas de Aedes aegypti no terceiro estagio, tendo apresentado resultados

significativos para os derivados 1a, 1b, 1c, 1h, 2a, 2b, 2¢ ¢ 2h.

Palavras-chave: Derivados. Carvacrol. Timol. Citotoxica. Acetilcolinesterase. Larvicida



ABSTRACT

Based on the vast literature on the therapeutic properties of the monoterpenes carvacrol and
thymol, these compounds were used to obtain derivatives and the pharmacological activities of
them were evaluated. Modifications were made to the hydroxyl group of C-1, obtaining eighteen
derivatives of carvacrol (1a-1i) and thymol (2a-2i), with satisfactory yields. The structures were
confirmed by spectroscopic methods, such as GC/MS, IR, 'H and *C NMR. The compounds
obtained and their precursors were submitted to an inhibition test of the acetylcholinesterase
enzyme using the colorimetric method in which derivatives 1b and 2b showed positive results
against the enzyme. Their cytotoxic activity in vitro were evaluated against SF295 (glioblastoma),
HCT116 (colon - human) and PC3 (prostate) cells by the MTT method. Results showed weak
cytoxiticy activity and also larvicidal activity to larvae of Aedes aegypti in the third stage,

presenting significant results for derivatives 1a, 1b, 1c, 1h, 2a, 2b, 2¢ and 2h.

Keywords: Derivatives. Carvacrol. Thymol. Cytotoxic. Acetylcholinesterase. Larvicidal
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1 INTRODUCAO

As plantas constituem uma importante fonte de moléculas biologicamente ativas,
que apresentam um grande papel no desenvolvimento de novos derivados com potencial
farmacologico, com grande influéncia na Quimica Medicinal. Dentre as diversas substancias
conhecidas pelas suas atividades, destacam-se o carvacrol e o timol (Figura 1), com distribui¢ao
ampla no reino vegetal, representando um alvo frequente de estudos em razdo das diversas
atividades terapé€uticas tais como antioxidante, larvicida, antimicrobiana, anti-inflamatoria,
citotoxica, entre outras (COCCIMIGLIO et al, 2016; GHOLIJANI et al., 2016;
GOVINDARAJAN et al., 2016; ZHANG et al., 2016).

Figura 1 - Estrutura do carvacrol e timol

e

OH

OH

\Carvacrol Timol

Fonte: Elaborado pelo autor

A despeito do grande interesse na sintese de novas moléculas derivadas de produtos
naturais, o carvacrol e o timol apresentam-se como moléculas que reunem grandes
possibilidades de modificacdo estrutural, realizadas pela introducdo de grupos que conferem
novas propriedades quimico-farmacolégicas.

Dessa forma, ¢ notavel que produtos naturais tenham grande potencial no
desenvolvimento de novos medicamentos, por isso a sintese de derivados do carvacrol e do
timol sdo bastante exploradas e aplicadas nas mais diversas avaliagdes biologicas. Entre elas
sdo relatadas atividades antibacteriana, leishmanicida, antinociceptiva, anti-inflamatoria, entre
outras (ALOKAM et al., 2014; DAMASCENO et al., 2014; MATHELA; SINGH; GUPTA,
2010; MORALIS et al., 2014; NIKUMBH; TARE; MAHULIKAR, 2003).

Entre diversas possibilidades, a reacdo de acilagao ¢ uma metodologia que pode ser
facilmente empregada, utilizando reagentes variados e ¢ de facil acesso, o que fornece inimeras
possibilidades de compostos. Utilizando diferentes anidridos de acido carboxilico ou derivados
do 4cido benzoico, este trabalho explora a obtencdo de derivados acilados dos monoterpenos
carvacrol e timol, para avaliacdo de suas atividades biologicas, bem como suas caracterizagdes

através das técnicas de IV, CG/EM, RMN de 'H e RMN de '3C. Dentre as atividades biologicas



17

avaliadas, destacam-se a atividade antiacetilcolinesterasica, atividade citotoxica in vitro e

atividade larvicida.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Utilizar os monoterpenos carvacrol e timol como precursores para obtengao de

derivados e avaliar o potencial farmacoldgico dos derivados obtidos.

2.2 Objetivos Especificos

e Obter derivados do carvacrol e do timol por meio de reagdes de acilagdo, onde as
modificagdes serdo realizadas na hidroxila do C-1;

e (aracterizar os derivados obtidos através dos métodos espectroscopicos CG/EM, IV, RMN
de '"H e RMN de '°C;

e Avaliar as atividades citotoxica in vitro, antiacetilcolinesterasica e larvicida do carvacrol,

timol e seus derivados.
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3 LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

3.1 Carvacrol e timol

Terpenos sdo compostos formados por um conjunto de unidades de isopreno
(Figura 2), distribuida em toda a natureza. Sdo classificados de acordo com o numero de atomos
de carbono na molécula: monoterpenos (Cio), sesquiterpenos (Cis), diterpenos, (Coo),
triterpenos (Cszo) e tetraterpenos (Cio). Os monoterpenos sao formados por duas unidades de

isopreno e sdo os expressivos desta classe de compostos (BAKKALI et al., 2008).

Figura 2 - Estrutura do isopreno

CH,

/C /CH2
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Fonte: Elaborado pelo autor

O carvacrol e timol (Figura 1, p. 16) s3o monoterpenos de formula molecular
Ci10H140, massa molecular de 150 g/mol, possuem estruturas similares, diferindo apenas na
posicdo do grupo hidroxila no anel aromatico (LLANA-RUIZ-CABELLO, 2014). Descoberto
por Caspar Newman em 1779 e sintetizado por Von M. Lallemand em 1842 através de analise
quimica elementar (MUNOZ; DAVILA, 2016; OLIVEIRA, 2010), o timol (5-metil-2-(1-
metiletil)- fenol) € um s6lido branco cristalino, isomérico do carvacrol (2-metil-5-(1-metiletil)-
fenol) que ¢ um liquido amarelo em temperatura ambiente. O carvacrol e o timol sdo
biossintetizados em plantas a partir do [J[]terpineno e p-cimeno (FRIEDMAN, 2014;
NOSTRO; PAPALIA, 2012).

Sao muito comuns em plantas aromaticas, sendo encontrados principalmente no
0leo essencial de diversos géneros, tais como Thymus, Ocimum, Satureja, Thymbra, Monarda,
Origanum, Acalypha, Lippia, entre outros (MARCHESE et al., 2016; NOSTRO; PAPALIA,
2012; PEIXOTO-NEVES et al., 2010). Diversos estudos relatam que muitas espécies de plantas
possuem inumeras atividades bioldgicas em seu 6leo essencial, que sdo atribuidas a presenca
de carvacrol e timol na mistura (BAKKALI ef al., 2008).

A Tabela 1 mostra algumas das atividades descritas mais recentemente na literatura

para carvacrol e timol.
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Tabela 1 - Atividades farmacoldgicas relatadas para carvacrol e timol
Atividade Referéncia

AHMAD et al., 2011
CASTRO et al., 2015
Antifingica CHAVAN; TUPE, 2014
KHAN et al., 2015
ZHANG et al., 2016
BOTELHO et al., 2007
COCCIMIGLIO et al., 2016
Antibacteriana DUNN; DAVIDSON; CRITZER, 2016
GARCIA-GARCIA; LOPEZ-MALO; PALOU, 2011
GAVARIC et al., 2015
COCCIMIGLIO et al., 2016
GAVARIC et al., 2015
GHOLIJANI et al., 2016
Anti-inflamatoria GUIMARAES et al., 2012
LIMA et al., 2013
AYDIN; TURKEZ, 2014
COCCIMIGLIO et al., 2016
GOVINDARAJAN et al., 2016
SEO, S.-M. et al., 2015

Antioxidante

Citotoxica

Larvicida

Fonte: Elaborado pelo autor

3.2 Derivados do carvacrol e do timol

No intuito de desenvolver novas moléculas biologicamente ativas, inimeros
estudos tém relatado a obtencao de novos derivados do carvacrol e do timol, ¢ avaliagao de
atividades antibacteriana, leishmanicida, antinociceptiva, anti-inflamatéria, entre outras
(ALOKAM et al., 2014; DAMASCENO et al., 2014; MATHELA; SINGH; GUPTA, 2010;
MORALIS et al., 2014; NIKUMBH; TARE; MAHULIKAR, 2003). A Tabela 2 (p. 21) mostra
alguns derivados descritos neste trabalho relatados anteriormente em artigos cientificos.

A pesquisa dos artigos cientificos com registro dos derivados foi realizada na base
de pesquisa SciFinder®, e dentre os derivados obtidos descritos neste trabalho, seis substancias

foram relatadas apenas como produtos comerciais, sem nenhum artigo cientifico relacionado, e



trés substincias sdo inéditas.

Tabela 2 - Derivados do carvacrol e timol relatados na literatura - Continua

Substancia Referéncia

ALOKAM et al., 2014
MATHELA; SINGH; GUPTA, 2010
O\[( MENSAH; REYES; STANDIFORD, 2016
MORALIS et al., 2014
PIRES el al., 2014
SCOTTI, L. et al., 2014

Op MATHELA; SINGH; GUPTA, 2010
MORE, et al. 2007

SCOTTI, L. et al., 2014

NO,
LE FEVRE, 1933

MATHELA; SINGH; GUPTA, 2010
0 MORAIS et al., 2014
0)k SARRAZIN, et al., 2015
SCOTTI, L. et al., 2014

PN ANGELES-LOPEZ et al., 2010
0)

CHAKRABORTY et al., 2015

o MATHELA; SINGH; GUPTA, 2010
MORE, D. H. et al., 2006
(0]
SCOTTL L. et al., 2014

TAYEBEE, R. et al., 2010
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Tabela 2 - Derivados do carvacrol e timol relatados na literatura - Conclusao
Substancia Referéncia

(@)
?LO J\Q KUMAR; SINGH; CHHOKAR, 2008
NO,

O
?O J\Q ORTAR et al., 2012
O/
O
)A\©\ ORTAR et al., 2012
@)

Fonte: Elaborado pelo autor

3.3 Atividade antiacetilcolinesterasica e Alzheimer

A doenca de Alzheimer ¢ uma doenga degenerativa que afeta mais comumente
pessoas com idade acima de 65 anos e ¢ responsavel por 50 a 60% dos casos de deméncia
(TREVISAN et al.,2003; VIEGAS JR, C. et al., 2004). De acordo com Viegas Jr. et al. (2004),
o processo degenerativo da doenga de Alzheimer foi relatado por Alois Alzheimer, em 1907, e
resulta em danos nas fung¢des neuronais e dano sinaptico. Afeta a memoria, coordenagao
motora, raciocinio, e causa perda da capacidade cognitiva e deméncia. Esta relacionada a perda
de alguns neurotransmissores como a noradrenalina, serotonina, dopamina, glutamato e
acetilcolina (TREVISAN et al., 2003; VIEGAS JR, C. et al., 2004). A acetilcolina (ACh) ¢
responsavel por impulsos nervosos essenciais a manutengdo das atividades do organismo. E
biossintetizada (Figura 3, p. 23) através de uma reacao entre a acetil-coenzima A (acetil-CoA)
e colina, catalisada pela enzima colina acetiltransferase (ChAT) (SZYMANSKI;
MARKOWICZ; MIKICIUK-OLASIK, 2011; VIEGAS JR. et al., 2004).

Portadores da doenga de Alzheimer possuem taxas reduzidas de ACh, devido a uma
deficiéncia no ciclo de produgcdo de ACh, que causa uma baixa producdo da ChAT,

prejudicando a transmissdo de ACh para as areas sindpticas. Nas areas sinapticas ha uma alta
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Figura 3 - Biossintese de ACh

| - Colina-Acetiltransferase 0 |
- > _
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acetil-CoA

Fonte: VIEGAS JR. et al., 2004

concentracdo de acetilcolinesterase (AChE), que hidrolisa a ACh formando colina e éacido
acético (Figura 4). A inibicdo da AChE reduziria a degradacdo da ACh, melhorando a
neurotransmissdo, que ¢ essencial no tratamento de Alzheimer (SERENIKI; VITAL, 2008;
ZAITER, et al., 2016)

Figura 4 - Reacdo de hidrolise da acetilcolina
(0] | (0]
)J\O/\/lr\ acetilcolinesterase )J\OH + Ho/\/lTI*\

acetilcolina acido acético colina

Fonte: Elaborado pelo autor

Diversos farmacos sdo aplicados no tratamento dos sintomas da doenca de
Alzheimer, e baseiam-se na hipotese colinérgica, que esta relacionada com o potencial dos
farmacos em recuperar a capacidade cognitiva (VIEGAS JR et al., 2004). Esta hipotese sugere
que os neurdnios colinérgicos sao profundamente prejudicados no decorrer da doenga, que
podem ser detectados histopatologicamente, pela perda de neurdnios, ou neuroquimicamente,
pela perda das enzimas que sintetizam ou degradam a ACh (PINTO; LANCTOT;
HERRMANN, 2011). Atualmente, alguns medicamentos sdo comercializados indicados para o
tratamento da doenc¢a de Alzheimer e sao conhecidos como inibidores da acetilcolinesterase,
como tacrina, galantamina, donepezil e rivastigmina. As estruturas dos farmacos estdo

representadas na Figura 5.

Figura 5 - Estrutura dos farmacos utilizados contra a doenga de Alzheimer
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tacrina galantamina donepezil rivastigmina

Fonte: Elaborado pelo autor
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3.4 Atividade citotoxica e o cancer

O cancer ¢ considerado uma das doencas que mais causam mortes em todo o mundo
e ¢ caracterizada pela producdo exagerada de células anormais que nao respondem
adequadamente aos mecanismos tipicos (JAIN et al., 2017). Essas células em proliferacao se
transformam em células malignas e invadem outros tecidos do corpo, resultando na metéstase
(SAHA E KHUDA-BUKHSH, 2013).

Estudos envolvendo novos farmacos contra o cancer sao avaliados quanto a sua
citotoxicidade, que esta relacionada com a capacidade de determinada substancia causar danos
em uma célula viva, afetando suas caracteristicas funcionais ¢ estruturais (VINKEN;
BLAAUBOER, 2016). A maioria dos testes de citotoxicidade baseiam-se em alteragcdes na
membrana celular, que ¢ caracterizada pela entrada de um corante, que geralmente ¢
impermeavel. Assim, o corante ¢ utilizado para distinguir as células vivas das células mortas
(RUAS, 2010). O teste com MTT indica mudanca colorimétrica que ocorre devido a conversao
do MTT em azul de formazan (Figura 171, p. 143), formado a partir de enzimas mitocondriais
presentes somente em células metabolicamente ativas.

Dessa forma, o efeito citotoxico de determinadas substancias, se relaciona com o
efeito anticancer de determinados compostos devido a citotoxicidade frente a algumas

linhagens de células tumorais.

3.5 Atividade larvicida

Os mosquitos s30 os principais responsaveis pela transmissdo de inumeras doengas,
como a malaria, dengue, febre amarela, Chikungunya e zika (ALI, et al., 2014; SCHULER-
FACCINI et al., 2017). As principais espécies que transmitem parasitoses € arboviroses sao as
do género Aedes, Anopheles e Culex (Diptera, Culicidae). Em regides em que a disponibilidade
de vacinas ¢ pequena, o principal meio de prevencao utilizado ¢ o controle do mosquito
(TOURE, S. et al., 2016).

Aedes aegypti esta presente nos continentes Asia, Africa, América Central e do Sul,
e ¢ o transmissor da febre amarela e da dengue, para esta tltima nao ha vacina. A dengue ¢ uma
doencga encontrada em regides tropicais e sub-tropicais, principalmente em zonas urbana e semi-
urbana. Estima-se que cerca de 390 milhdes de infecgdao por ano, sendo 96 milhdes de casos
que se manifestam clinicamente (WORLD HEALTH ORGANIZATION, [2016]). A dengue

pode ser causada por quatro diferentes tipos de arbovirus e ocorre nas formas assintomatica,
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classica, hemorréagica e outras formas mais graves (EL-SHEIKH; AL-FIFI; ALABBOUD,
2012).

O controle da dengue esta condicionado ao uso de inseticidas, € o uso continuo tem
ocasionado uma maior resisténcia dos mosquitos, resultando em uma menor eficacia, além do
que alguns produtos foram removidos do mercado devido sua toxicidade para o meio ambiente
(TOURE, S. et al., 2016).

Alguns inseticidas bastante conhecidos sao difeniltricloroetano (DDT), hexacloreto

de benzeno (BHC), Aldrin, Dieldrin e Clordano (Figura 6).

Figura 6 - Estrutura de alguns inseticidas
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Fonte: Elaborado pelo autor

Com a crescente resisténcia dos mosquitos frente aos inseticidas comuns, torna-se
frequente a busca por novas alternativas no combate do Aedes aegypti, que sejam menos

agressivas ao meio ambiente € menos toxicos aos seres humanos.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidos 18 derivados dos monoterpenos carvacrol e timol, sendo 9

provenientes do carvacrol e 9 do timol. Os derivados do carvacrol e timol foram identificados

como 1 e 2, respectivamente, acompanhados de uma letra de a a i (Figura 7)

Figura 7 - Esquema de reagdo de obtengao dos derivados do carvacrol e do timol
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As estruturas dos derivados foram confirmadas através de técnicas de
Espectrometria de Massas (EM), Espectroscopia de Infravermelho (IV) e Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) de 'H [300 MHz, CDCl;3], de *C-BB [75 MHz, CDCls] e 1*C-DEPT

135°, e seus dados espectroscopicos foram utilizados para comparacdo com os dados do

Fonte: Elaborado pelo autor
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carvacrol e do timol, possibilitando confirmar as transformacdes quimicas através das
diferengas entre o material de partida e os derivados obtidos. As reagdes foram realizadas
através de modificacdes na hidroxila do C-1 das estruturas dos compostos precursores, € optou-
se pela reacao de acilagao utilizando diferentes anidridos de acido e diferentes acidos derivados
do 4cido benzoico como agentes acilantes, sendo obtidos dezoito ésteres no total.

As metodologias adotadas para as rea¢des de acilagdo do carvacrol e do timol estao
descritas nos itens 5.4.7 ¢ 5.4.2 e segue a metodologia utilizada por Fonseca et al. (2015) e por
Narender et al. (2009), com modifica¢des. Para a obtengdo de 1a-c e 2a-c, foram empregados
trés diferentes anidridos de acido como doador de acila nas reagdes, anidrido acético, anidrido

hexanoico e anidrido benzoico, das quais o mecanismo geral ¢ descrito na Figura 8.

Figura 8 - Mecanismo geral da reacao para obtencao dos derivados 1a-c ¢ 2a-c
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Fonte: XU et al., 2005

Narea¢ao, o DMAP atua com um catalisador nucleofilico. Por ser mais nucleofilico
que o alcool (ou fenol), o DMAP ataca a carbonila formando um intermediario tetraédrico,
aumentando a reatividade da carbonila frente a OH, facilitando a formagao do éster (CAREY;
SUNDBERG, 2007).

Para a obten¢ao dos derivados 1d-i ¢ 2d-i, foram utilizados seis diferentes acidos
derivados do 4cido benzoico, que sdo o acido 4-clorobenzoico, acido 4-bromobenzoico, acido
4-fluorobenzoico, 4cido 4-nitrobenzoico, acido 4-metoxibenzoico e 4acido p-toluico. A
metodologia de esterificacao que utiliza de DCC e DMAP ¢ largamente empregada em sintese

organica devido sua alta eficacia. De acordo com Carey e Sundberg (2007), o mecanismo da
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reacdo (Figura 9) sugere que o DCC tem o papel de aumentar a eletrofilicidade do grupo
carbonilico do acido carboxilico utilizado, como resultado da adicdo do anion do acido
carboxilico ao carbono do grupo N=C=N do DCC. O derivado da ureia O-acilado formado nesta
etapa, ¢ um produto bastante reativo devido a grande tendéncia do grupo diciclohexil-ureia
(DHU) ser eliminado devido a estabilidade.

O DMAP ¢ mais nucleofilico que o fenol nas rea¢des consideradas, e reage primeiro
com o intermedidrio O-acilado derivado da ureia. Uma amida bastante reativa ¢ formada e em
seguida sofre um ataque nucleofilico do grupo OH do fenol na carbonila. (NEISES;

STEGLICH, 1978 apud WESTPHAL, 2006)

Figura 9 - Mecanismo de esterificacdo utilizando DMAP ¢ DCC

e ) N
S D O
o ¢ T = / =/R'G+
HN R'OH ‘ + .
\O o ON-C-NH
R R 0
O 6 Q Q
R©_< + L) o+ HN-C-NH
O—-R N I
- 0
DHU

Fonte: WESTPHAL, 2006



4.1 Carvacrol
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O carvacrol tem um aspecto oleoso, com coloragdo amarelada e ¢ soliivel em

diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), metanol (MeOH), entre outros solventes.

Foram realizadas analises dos métodos espectroscopicos, como Espectrometria de Massas

(EM), Espectroscopia de Infravermelho (IV) e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H
[300 MHz, CDCIl;], de '3C-BB [75 MHz, CDCI3] e 3C-DEPT 135°, com os respectivos
espectros relacionados nas Figuras 11 (p. 30), 12 (p. 31), 13 (p. 31), 14 (p. 32) e 15 (p. 32), para

comparar com os dados dos derivados obtidos. A Tabela 3 mostra os dados espectroscopicos

de RMN de 'H e *C-BB.

Tabela 3 - Dados espectroscopicos de RMN de 'H e '*C-BB do carvacrol

C  &c(ppm) Su (ppm) dc* (ppm) o™ (ppm)

1 153,8 - 153,6 -

2 121,1 - 121,3 -

3 131,0  7,07(d, 1H,J=7,6Hz)  131,1 7,06 (d,1H, J=7,6 Hz)

4 118,9  6,75(dl, 1H,J=7,6Hz)  119,1 6,74 (dd, 1H, J=7,6 Hz, 1,4 Hz)

5 148,6 - 148,6 ]

6 113,2 6,68 (s, 1H) 113,3 6,68 (s, 1H)

7 15,5 2,24 (s, 3H) 15,5 2,23 (s, 3H)

8 33,9 2,85 (m, 1H, J= 6,9 Hz) 33,8 2,85 (m, 1H, J= 6,91 Hz)
9/10 242  124(d, 6H,J=6,9 Hz) 24,1 1,24 (d, 6H, J = 6,9 Hz)
OH - 4,87 (s, 1H) - 4,66 (s, 1H)

*GOZZI; CONVARD; HUSSET, 2009



Figura 10 - Cromatograma CG/EM do carvacrol

30

Intensity .
:23,284,329 3‘
20000000—-
15000000: OH
IOOOOOOO——
5000000:
TIC*1.00

Y ) T ' LLF T T ' ™ J T 1 T T ' I ' T T T

3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 12.0 13.0 14.0
Figura 11 - Espectro de massas do carvacrol
100 2

;
3 AN OH
. 4 6
150 3g
9 10
91
107
77 115
51 65 |
b R L Ly ! | LS AL S B LA S Lk A B
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300




Figura 12 - Espectro na regido de IV (KBr) do carvacrol
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Figura 14 - Espectro de RMN de '*C-BB (75 MHz, CDCls) do carvacrol
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4.2 Transformacées quimicas do carvacrol

Os derivados do carvacrol la-c apresentados neste trabalho foram obtidos
utilizando a reagdo de acilagdo com diferentes anidridos de acido, € os derivados 1d-i foram
obtidos utilizando diferentes acidos derivados do acido benzoico. Foram realizadas analises de
CG/EM, IV e RMN de 'H e '3C para todos os compostos. O carvacrol e seus derivados foram
analisados em CCD para comparagdo e exibiram uma mancha na cor lilds em diferentes Rf,
quando reveladas com solucdo de vanilina em &acido perclorico e etanol. Os resultados de

rendimentos e tempo reacional da obtencdo de cada composto estdo descritos na Tabela 4.

Tabela 4 - Estrutura, tempo reacional e rendimento dos derivados do carvacrol (1a-i)

O_R
bl
0
Substancia R Tempo (h) Rendimento (%)
1a CHs 24 59
1b (CH2);CH3 24 91

le \(Q 24 46
Cl

1d \)3 4 67
Br

le @ 4 64
F

1f \{Q/ 1 96

1g 4 55

OCH;

1h \<©/ 4 45
CH;

1i \(@ 4 41

Fonte: Elaborado pelo autor
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4.3 Caracterizacao estrutural dos derivados 1a-i
4.3.1 Acetato de 2-metil-5-(1-metiletil)-fenol (1a)

O composto 1a apresentou-se na forma de um 6leo amarelado, com rendimento de
59% e soluvel em DCM. A andlise em CG/EM do 1a forneceu um cromatograma (Figura 18,
p. 36) com um pico em Tr = 5,28 min e um espectro de massas mostrado na Figura 19 (p. 36)
em que foram identificados os fragmentos mais relevantes como sendo m/z 192 [M™], que esta
de acordo com a férmula molecular Ci2H1602, m/z 150 e m/z 135 e mostra fragmentacdes

condizentes com a estrutura proposta para la (Figura 16).

Figura 16 — Proposta de fragmentacao do 1a

et — et

oJﬁﬂ 0=C=cH OH|  CH, OH
. 2
0O _L> +

M 192 m/z 150 m/z 135

Fonte: Elaborado pelo autor

No espectro de absor¢ao na regido do infravermelho (IV) (Figura 20, p. 37) observa-
se uma banda em 2955 cm™! que é caracteristica de estiramento C-H sp’; o surgimento de uma
banda em 1762 cm!, que ¢ tipica de C=0 de éster em que ha conjugagio com o oxigénio da
ligacdo simples (PAVIA et al. 2010), e o desaparecimento da banda em 3408 cm™! caracteristica
de O-H, que indica a formacao do éster (MATHELA; SINGH; GUPTA, 2010).

O espectro de RMN de 'H [300 MHz, CDCI;] (Figura 21, p. 37) em comparagio
com o espectro do carvacrol, apresenta o surgimento de um simpleto em ou 2,15 (3H, H-12)
que foi atribuido a metila do grupo acetato introduzido na molécula. A estrutura proposta do
composto produzido ¢ reforcada pelo espectro de RMN de '*C-BB [75 MHz, CDCl3] (Figura
22, p. 38), onde ¢ observado o surgimento de dois sinais em 6c 169,5 (C-11) e 21,0 (C-12), que
sao referentes, respectivamente, aos carbonos carbonilico e metilico do grupo acetato (PIRES
el al., 2014) e também pelo espectro de RMN de '*C-DEPT 135° (Figura 23, p. 38), que indica
que o sinal em 6c 169,5 nao ¢ hidrogenado.

A partir da avaliacdo dos dados de RMN de 'H e '3C obtidos e a comparac¢io com

os dados relatados na literatura (ALOKAM et al., 2014; MATHELA; SINGH; GUPTA, 2010;



35

PIRES el al.,2014) (Tabela 5), foi possivel caracterizar a estrutura do composto 1a como sendo

o acetato de 2-metil-5-(1-metiletil)-fenol (Figura 17).

Figura 17 - Estrutura do acetato de 2-metil-5-(1-metiletil)-fenol (1a)

12

Fonte: Elaborado pelo autor

Tabela 5 - Dados espectroscopicos de RMN de 'H e *C-BB de 1a

C  dc (ppm) 6u (ppm) oc* (ppm) 6u™ (ppm)

1 149,5 - 147,8 -

2 127,3 - 129,4 -

3 131,1 7,15 (d, 1H, J= 7,8 Hz) 125,7 7,13 (d, 1H, J= 8,0 Hz)

A 1243 7,02 (dd, 1H, J = 7,7 Hz; 1,5 1227 7,00 (dd, 1H, J = 1,5 Hz,

Hz) 7,5 Hz)

5 148,3 - 146,6 -

6 119,9 6,87 (d, 1H, J= 1,4 Hz) 118,3 6,85 (d, 1H, J= 1,5 Hz)

7 15,9 2,32 (s, 3H) 14,3 2,29 (s, 3H)

8 33,7 2,89 (m, 1H, J = 6,9 Hz) 32,1 2,85-2,87 (m, 1H)
9/10 24,0 1,24 (d, 6H, J= 6,9 Hz) 22,4 1,21 (d, 6H, J= 7,0 Hz)

11 169,5 - 167,8 -

12 21,0 2,15 (s, 3H) 19,3 2,12 (s, 3H)

* MATHELA,; SINGH; GUPTA, 2010



Figura 18 - Cromatograma CG/EM do 1a
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Figura 20 - Espectro na regido do IV (KBr) do 1a
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Figura 22 - Espectro de RMN de '*C-BB (75 MHz, CDCl3) do 1a
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4.3.2 Hexanoato de 2-metil-5-(1-metiletil)-fenol (1b)

O composto 1b possui um aspecto oleoso, de coloragdo amarelada, soltvel em
DCM e foi obtido com um rendimento de 91%. A anélise do composto por CG/EM forneceu o
cromatograma (Figura 26, p. 41) com Tr = 7,30 min, e o espectro de massas (Figura 27, p. 41),
com um pico do ion molecular em m/z 248 [M"*], que esta de acordo com a formula molecular
Ci6H2402, e outros picos em m/z 150 e m/z 135, que indicam fragmentagdes que atestam a

estrutura proposta para 1b (Figura 24).

Figura 24 — Proposta de fragmentagdo do 1b
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Fonte: Elaborado pelo autor

O espectro de absorc¢ao na regido do infravermelho (IV) (Figura 28, p. 42) do 1b
confirma a estrutura do composto, onde ¢ possivel perceber o desaparecimento da banda
associada a ligacdo O-H em 3408 cm!' e o surgimento de uma banda em 1760 cm’!, que é
caracteristica de carbonila de éster. No espectro de RMN de 'H [300 MHz, CDCl3] (Figura 29,
p. 42) de 1b, em relagiio ao espectro de RMN de 'H do carvacrol, observou-se o aparecimento
de sinais na regido de hidrogénios ligados a carbonos sp’ em 8n 2,58 (t, 2H, H-12, J = 7,5 Hz),
atribuido aos hidrogénios a a carbonila (PAVIA et al., 2010); em on 1,80 (m, 2H, H-13, /=74
Hz), ou 1,43 (m, 4H, H-14/ H15) e 61 0,95 (t, 3H, H-16, J = 6,9 Hz).

A estrutura de 1b também foi confirmada pelo espectro de RMN de '*C-BB [75
MHz, CDCls] (Figura 30, p. 43) que apresenta 6 sinais diferentes em relagdao ao espectro do
carvacrol, sendo atribuido a carbonila o sinal em 6c 172,3 (C-11) e os outros cinco na regido de
carbonos sp°, [6¢ 34,5 (C-12), 8¢ 31,6 (C-14), 5¢ 24,9 (C-15), 8¢ 22,5 (C-13) e 8¢ 14,1 (C-16)].
O espectro de RMN de *C-DEPT 135° (Figura 31, p. 43) confirma a estrutura proposta,
indicando que ha 4 sinais de carbonos metilénicos (C-12, C-13, C-14 e C-15). O sinal de
carbono em Oc 14,1 foi atribuido a um carbono metilico terminal. A correlagdo dos sinais de

RMN de 'H e '3C-BB estio descritos na Tabela 6 (p. 40).
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Baseado na exposicdo dos dados espectroscopicos discutidos acima, chegou-se a
conclusdo de que o composto 1b trata-se do hexanoato de 2-metil-5-(1-metiletil)-fenol (Figura

25), do qual nao foram encontrados relatos na literatura.

Figura 25 - Estrutura do hexanoato de 2-metil-5-(1-metiletil)-fenol (1b)

Fonte: Elaborado pelo autor

Tabela 6 - Dados espectroscopicos de RMN de 'H e '*C-BB de 1b

C dc (ppm) 6u (ppm)

1 149,5 -

2 127,3 -

3 131,0 7,15 (d, 1H, J= 7,8 Hz)

4 124,2 7,03 (dd, 1H, J=1,3 Hz, 7,8 Hz)

5 148,2 -

6 120,0 6,86 (d, 1H, J=1,3 Hz)

7 16,0 2,14 (s, 3H)

8 33,8 2,87 (m, 1H, J = 6,9 Hz)
9/10 24,1 1,24 (d, 6H, J = 6,9 Hz)

11 172,3 -

12 34,5 2,58 (t, 2H, J=17,5 Hz)

13 22,5 1,80 (m, 2H, J = 7,4 Hz)

14 31,6 1,43 (m, 2H)

15 24.9 1,43 (m, 2H)

16 14,1 0,95 (t, 3H, J= 6,9 Hz)
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Figura 26 - Cromatograma CG/EM do 1b
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Figura 28 - Espectro na regido do IV (KBr) do 1b
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Figura 30 - Espectro de RMN de '*C-BB (75 MHz, CDCls) do 1b
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4.3.3 Benzoato de 2-metil-5-(1-metiletil)-fenol (1c)

O composto 1¢ tem aparéncia oleosa, com coloracao amarelada, soluvel em DCM
e foi obtido com um rendimento de 46%. O cromatograma do 1c¢ (Figura 34, p. 46) mostra um
pico com o Tr em 8,35 min e em seu espectro de massas (Figura 35, p. 46) ¢ possivel identificar
os fragmentos mais significativos, que sdo m/z 254 [M""], condizente com a formula molecular
de Ci17H1802, m/z 105 e m/z 77. A fragmentagao de 1c, representada na Figura 32, justifica a

estrutura atribuida ao composto.

Figura 32 — Proposta de fragmentacao do 1¢
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Fonte: Elaborado pelo autor

O espectro de absor¢ao na regido do infravermelho (IV) (Figura 36, p. 47) também
confirma a formagdo do produto, que ¢ caracterizado pelo desaparecimento da banda de
estiramento O-H em 3408 cm™! presente no espectro de IV do carvacrol, e o surgimento de uma
banda caracteristica de C=0 em 1737 cm™' (MATHELA; SINGH; GUPTA, 2010), que foi
deslocado para uma frequéncia menor devido ao efeito da conjugacdo do sistema aromatico
introduzido na molécula (PAVIA et al., 2010).

No espectro de RMN de 'H [300 MHz, CDCl;] (Figura 37, p. 47) de 1¢, é possivel
observar trés sinais a mais em relacdo ao espectro de RMN de 'H de carvacrol. Os sinais
aparecem na regido de sistemas aromaticos [ou 8,24 (d, 2H, H-13/H-17, J= 7,4 Hz), du 7,67 (1,
1H, H-15, J = 7,6 Hz) e 6u 7,53 (t, 2H, H-14/H-16, J = 7.4 Hz)] ¢ foram atribuidos ao
hidrogénios no anel aromdtico que possui simetria e que confere equivaléncia entre os H-13 e
H-17, e entre os H-14 e H-16. O espectro de RMN de *C-BB [75 MHz, CDCIs] (Figura 38, p.
48) confirma a estrutura proposta para o derivado 1c, sendo que o espectro de 1¢ apresenta uma
diferenga de 5 linhas espectrais em relagdo ao carvacrol. O sinal em d¢ 165,1 (C-11) refere-se

ao carbono do grupo carbonilico e os outros 4 sinais sdo do sistema aromatico [6c 133,7 (C-
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15), dc 130,4 (C-13/C-17) 6¢ 129,8 (C-12) e oc 128,8 (C-14/C-16), sendo os carbonos C-13/C-
17 e C-14/C-16 equivalentes. O espectro de RMN de '3C-DEPT 135° (Figura 40, p. 49) define
o padrao de hidrogenacao da molécula, corroborando com a discussdo exposta e confirmando
a estrutura do composto. A correlacdo dos sinais d¢ RMN de 'H e '3C-BB estio descritos na
Tabela 7.

A discussdao dos dados espectroscopicos de 1¢ e a comparagdo com os dados
relatados na literatura (MATHELA; SINGH; GUPTA, 2010), permitiram identificar o produto

como sendo o benzoato de 2-metil-5-(1-metiletil)-fenol (Figura 33).

Figura 33 - Estrutura de benzoato de 2-metil-5-(1-metiletil)-fenol (1¢)

Fonte: Elaborado pelo autor

Tabela 7 - Dados espectroscopicos de RMN de 'H e '*C-BB do 1¢

C dc (ppm) Su (ppm) dc* (ppm) du™ (ppm)
1 149,7 — 149,2 -
2 127,6 - 127,2 -
3 131,1 7,20 (d, 1H, J = 7,8 Hz) 130,7 7,20 (d, 1H, J = 8,0 Hz)
4 124,4 7,10 (dL, 1H, J = 7.8 Hz) 124,0 7,06 (d, 1H, J = 8,0 Hz)
5 148,3 - 148,0 -
6 120,1 7,02 (sl, 1H) 119,7 7,00 (s, 1H)
7 16,0 2,22 (s, 3H) 15,7 2,19 (s, 3H)
8 33,8 2,92 (m, 1H, J=6,9 Hz) 33,4 2,89-2,92 (m, 1H)
9/10 24,1 1,27 (d, 6H, J = 6,9 Hz) 23,8 1,25 (d, 6H, J=7,0 Hz)
11 165,1 - 164,7 -
12 129,38 - 129,4 -
13/17 130,4 8,24 (d, 2H, J= 7,4 Hz) 130,7 8,23 (d, 2H, J = 8,0 Hz)

14/16 128,8 7,53 (t, 2H, J=7,6 Hz) 128,4 7,52 (t,2H, J="17,5 Hz)



Tabela 7 - Dados espectroscopicos de RMN de 'H e '*C-BB do 1¢ - Conclusio
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C 8¢ (ppm) on (ppm) oc* (ppm)

ou™ (ppm)

15 133,7 7,67 (t, 1H, J=7,4 Hz) 133,3

7,65 (t, 1H, J= 17,5 Hz)

* MATHELA; SINGH; GUPTA, 2010

Figura 34 - Cromatograma CG/EM do 1¢
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Figura 36 - Espectro na regido do IV (KBr) do 1¢

70
60 M
50
S
5 M
Q
& 40 |
k= 2868 1600
§ 14 /
& 30 2961/ 7 13 15 1503
3 OJLL AN A 16 1451
1 17
4 6 O U
5
20 8
9 10 | 10|62
1
737 1260 707
10
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm'l)
Figura 37 - Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) do 1¢
28 E88ZR85ZI24EY 238z 2 2 23
39 BEESoSANNESE ety 3 % AS
VNN e N | |V
iz §3888% 3588G&E
\/ ATRVZE VAN,

7 13 15
5 0JLss 16
1 17
NP6 O
El IEREI N g
g T d 9 10

T T T T T T T T T T T T T
83 82 81 80 79 78 7.7 76 75 74 73 72 7.1 ppm

=
o
—

B e =R o El

T T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.




48

Figura 38 - Espectro de RMN de '*C-BB (75 MHz, CDCl3) do 1¢
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Figura 39 - Expansio do espectro de RMN de *C-BB (75 MHz, CDCI3) do 1¢
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Figura 40 - Espectro de RMN de '*C-DEPT 135° (CDCls) do 1¢
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4.3.4 4-clorobenzoato de 2-metil-5-(1-metiletil)-fenol (1d)

A substancia 1d apresenta-se como um material oleoso, de cor amarelada, soluvel
em DCM e obtido através da reacdo descrita (p. 28) com o rendimento de 67%. Através da
analise de CG/EM, foi obtido um cromatograma (Figura 43, p. 52) onde apresenta um pico
unico referente ao composto no Tr de 9,28 min e foi obtido o espectro de massas (Figura 44, p.
52), em que se observa os fragmentos caracteristicos para o composto, que sdo o m/z 288 [M"'],
que ¢ condizente com a formula molecular de Ci7H1702Cl, m/z 139/141 e m/z 111/113. A
presenga do cloro na substancia ¢ confirmada pelo pico M + 2 (m/z 290) referente ao is6topo

37CI. A fragmentagio proposta para o composto 1d esta na Figura 41.

Figura 41 — Proposta de fragmentagao do 1d
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Fonte: Elaborado pelo autor

O espectro na regido do infravermelho do composto 1d (Figura 45, p. 53) sugere a
efetividade da reagdo, justificando a estrutura proposta baseado nas diferengas em relacdo ao
espectro de IV do carvacrol, como o desaparecimento da banda larga referente a ligacdo O-H,
em 3408 cm™!, e o aparecimento da banda de estiramento em 1732 cm™!, caracteristico de C=O.
As bandas referentes a ligacao C-Cl, assim como as bandas referentes as ligacdes C-Br e C-F,
sdo dificeis de serem determinadas no espectro de IV devido a presenca de outras bandas na
mesma regiao.

Em relacdo ao espectro do carvacrol, o espectro de RMN de 'H [300 MHz, CDCl;]
(Figura 46, p. 53) de 1d apresenta mais dois sinais na regiao de compostos aromaticos, cada um
atribuido a dois hidrogénios equivalentes [6u 8,17 (d, 2H, H-13/H-17,J= 7,7 Hz) e 6u 7,51 (d,
2H, H14/H-16, J = 7,7 Hz)]. O espectro de RMN de '3C-BB [75 MHz, CDCI3] (Figura 47, p.
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54) contribui para a atestar a estrutura proposta para 1d, devido a presenca de mais 5 sinais no
espectro em relagio ao espectro de RMN de *C do carvacrol. Um sinal em &¢ 164,2 (C-11)
atribuido a carbonila de éster, e mais 4 sinais na regido de compostos aromaticos [oc 140,3 (C-
15), 6c 131,7 (C-13/C-17), éc 129,2 (C-14/C-16) e d¢c 128,5 (C-12)]. O espectro de RMN de
BC-DEPT 135° (Figura 48, p. 54) indica que os sinais atribuidos a C-13/C-17 e C-14/C16 sdo
hidrogenados, enquanto C-11, C-12 e C-15 ndo sdo hidrogenados.

Nota-se que os hidrogénios e carbonos do anel aromatico inserido na molécula
possuem maiores deslocamentos quimicos, que ¢ justificado pela presenca de um atomo de
cloro ligado ao anel. O cloro, como os outros halogénios, ¢ um grupo retirador de elétrons, o
que promove um efeito de desblindagem, levando os sinais a campos mais baixos. Os dados de
RMN de 'H e 3C-BB referentes a 1d estdo detalhados na Tabela 8.

A partir dos dados obtidos, ¢ possivel determinar a estrutura do composto 1d que ¢

denominado de 4-clorobenzoato de 2-metil-5-(1-metiletil)-fenol (Figura 42).

Figura 42 - Estrutura do 4-clorobenzoato de 2-metil-5-(1-metiletil)-fenol (1d)

14
15.Cl

Fonte: Elaborado pelo autor

Tabela 8 - Dados espectroscopicos de RMN de 'H e '*C-BB do 1d - Continua

C d¢ (ppm) du (ppm)

1 149,5 —

2 127,5 —

3 131,2 721 (d, 1H, J=7,7 Hz)
4 124,5 7,08 (d, 1H, J= 7,8 Hz)
5 148,4 —

6 120,0 7,01 (s, 1H)

7 16,0 2,20 (s, 3H)

8 33,8 2,92 (m, 1H, J=6,9 Hz)
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Tabela 8 - Dados espectroscopicos de RMN de 'H e '*C-BB do 1d - Conclusio

C dc (ppm) ou (ppm)
9/10 24,1 1,27 (d, 6H, J= 6,9 Hz)
11 164,2 -
12 128,5 -
13/17 131,7 8,17 (d, 2H, J=7,7 Hz)
14/16 129,2 7,51 (d, 2H, J= 7,7 Hz)
15 140,3 -

Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 43 - Cromatograma CG/EM do 1d
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Figura 45 - Espectro na regido do IV (KBr) do 1d
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Figura 46 - Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) do 1d
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Figura 47 - Espectro de RM

13C-BB (75 MHz, CDCl3) do 1d
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4.3.5 4-bromobenzoato de 2-metil-5-(1-metiletil)-fenol (1e)

O composto 1e foi obtido na forma de um 6leo amarelo, solivel em DCM e com
rendimento de 64%. A analise do CG/EM gerou um cromatograma (Figura 51, p. 57) com um
pico com o Tr em 10,0 min. Também foi obtido o espectro de massas (Figura 52, p. 57) que
mostra os principais fragmentos da molécula, como o m/z 332 [M™"], que é o pico de ion
molecular de acordo com a formula C17H1702Br; apresenta o M + 2 (m/z 334), que confirma a
presenca do Br devido ao is6topo ®'Br. H4 ainda outros fragmentos significativos como m/z

183/185 e m/z 155/157, que s@o mostrados na fragmentagdo do 1e na Figura 49.

Figura 49 — Proposta de fragmentagdo do 1e
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Fonte: Elaborado pelo autor

O espectro de absorc¢ao na regido de IV do 1e (Figura 53, p. 58) confirma a formagao
do produto através do surgimento de um estiramento em 1738 cm’!, que indica a presenca da
ligagio C=0, e o desaparecimento da banda caracteristica de ligagdo O-H (3408 cm™), presente
no espectro de IV do carvacrol (PAVIA et al., 2010).

No espectro de RMN de 'H [300 MHz, CDCls] (Figura 54, p. 58) ha dois sinais que
diferem do espectro de RMN de 'H do carvacrol. Um sinal em & 8,09 (d, 2H, J = 8,4 Hz)
referente aos dois hidrogénios equivalentes H-13 e H-17, e outro sinal em 6n 7,68 (d, 2H, J =
8,4 Hz) atribuido aos hidrogénios H-14 e H-16. O espectro de RMN de '*C-BB [75 MHz,
CDCI3] (Figura 55, p. 59) apresenta um sinal em ¢ 164,4 (C-11) referente ao carbono da
carbonila, e quatro sinais referentes a carbonos do anel aromatico [d¢c 132,1 (C-13/C-17), oc
131,8 (C-14/C-16), 8¢ 128,8 (C-12) e 8¢ 127,4 (C-15)]. O espectro de RMN de '*C-DEPT 135°

(Figura 56, p. 59) confirma a estrutura sugerida indicando que os carbonos C-13/C-17 e C-
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14/C-16 sdo carbonos metinicos e que C-11, C-12 e C-15 ndo sdo hidrogenados, pois nao
aparecem no espectro. A Tabela 9 apresenta outros dados de RMN de 'H e '3C para o composto
le.

Através da exposi¢ao do dados espectroscopicos obtidos para o composto le, ¢
possivel identificar o produto como 4-bromobenzoato de 2-metil-5-(1-metiletil)-fenol (Figura

50), do qual ndo foram encontrados trabalhos na literatura.

Figura 50 - Estrutura do 4-bromobenzoato de 2-metil-5-(1-metiletil)-fenol (1e)

14
15 Br

Fonte: Elaborado pelo autor

Tabela 9 - Dados espectroscopicos de RMN de 'H e *C-BB do 1e

C dc (ppm) ou (ppm)

1 149,5 -

2 128,9 -

3 131,2 721 (d, 1H, J="7,7 Hz)

4 124,5 7,08 (d, 1H, J=7,7 Hz)

5 148.,4 —

6 120,0 7,00 (s, 1H)

7 16,0 2,19 (s, 3H)

8 33,8 2,92 (m, 1H, J = 6,8 Hz)
9/10 24,1 1,27 (d, 6H, J= 6,9 Hz)

11 164,4 —

12 128,8 -
13/17 132,1 8,09 (d, 2H, J = 8,4 Hz)
14/16 131,8 7,68 (d, 2H, J = 8,4 Hz)

15 1274 —

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 51 - Cromatograma CG/EM do le
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Figura 53 - Espectro na regido do IV (KBr) do 1e
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Figura 55 - Espectro de RMN de 13C BB (75 MHz, CDCI3) do 1e
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4.3.6 4-fluorobenzoato de 2-metil-5-(1-metiletil)-fenol (1f)

O composto 1f ¢ um material oleoso, de cor verde e soluvel em DCM. Foi obtido
com um rendimento de cerca de 96%. A analise por CG/EM forneceu um cromatograma (Figura
59, p. 62), onde observa-se um pico referente a 1f com Tr em 8,15 min. O espectro de massas
(Figura 60, p. 62) obtido apresenta picos referentes a fragmentos caracteristicos da molécula,
como m/z 272 [M"'], que esta coerente com a formula molecular Ci7H;70F. Os fragmentos m/z

123 e m/z 95 podem ser explicados pela fragmentacao na Figura 57.

Figura 57 — Proposta de fragmentagdo do 1f
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Fonte: Elaborado pelo autor

O espectro de absor¢do na regido de IV (Figura 61, p. 63) confirma a estrutura de
1f através do aparecimento de estiramento referente a C=0 em 1739 cm’! e a auséncia de
estiramento referente a ligagdo O-H, que indica a formagdo do éster. O espectro de RMN de 'H
[300 MHz, CDCIs] (Figura 62, p. 63) ¢ caracterizado pela presenga de mais dois sinais na regido
de aromaticos diferentes do espectro de RMN de 'H do carvacrol. Dois dupletos de dupletos
em on 8,25 (2H, H-13/H-17, J = 5,5 Hz; 7,8 Hz) e 6u 7,20 (2H, H-14/H-16), sendo que este
ultimo aparece sobreposto. A presenca do atomo de fluor provoca o desdobramento dos sinais
de hidrogénios proximos, o que justifica os dupletos de dupletos. O atomo de '°F possui spin
!/, e acopla com o 'H, o que ndio ocorre para os demais halogénios (PAVIA et al., 2010).

O espectro de RMN de '*C-BB [75 MHz, CDCl;] (Figura 63, p. 64) apresenta um
sinal em oc 164,1 (C-11) correspondente ao grupo carbonilico, € quatro sinais do anel aromatico
em oc 166,5 (d, C-15,J =253 Hz), 6c 132,9 (d, C-13/C-17,J = 9,40 Hz), dc 126,1 (C-12) e é¢
116,0 (d, C-14/C-16, J = 21,9 Hz). Os dupletos no espectro indicam o acoplamento com o "°F.
O espectro de RMN de '*C-DEPT 135° (Figura 64, p. 64) confirma o padrio de hidrogenacio.
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Na Tabela 10 s3o detalhados os dados de RMN de 'H e '*C para o composto 1f.
A andlise dos dados espectroscopicos exposta permite identificar a estrutura do

produto esterificado 1f como o 4-fluorobenzoato de 2-metil-5-(1-metiletil)-fenol (Figura 58).

Figura 58 - Estrutura do 4-fluorobenzoato de 2-metil-5-(1-metiletil)-fenol (1f)

Fonte: Elaborado pelo autor

Tabela 10 - Dados espectroscopicos de RMN de 'H e 1*C-BB do 1f

C dc (ppm) ou (ppm)
1 149,6 -
2 127,5 -
3 131,2 7,18 (m, 1H) #
. 1245 7,06 (dd, 1H, J=1,5 Hz; 9,3
Hz)
5 148.4 _
6 120,0 7,01 (d, 1H, J= 1,3 Hz)
7 16,0 2,20 (s, 3H)
8 33,8 2,92 (m, 1H, J = 6,9 Hz)
9/10 24,1 1,27 (d, 6H, J = 6,9 Hz)
11 164,1 -
12 126,1 -
13/17 132,9 (d, J = 9,40 Hz) 5,25 (dd, 20, /= 3,5 Hz; 7.8
Hz)
14/16 116,0 (d, J=21,9 Hz) 7,20 (dd, 2H) #
15 166,5 (d, J =253 Hz) —

Fonte: Elaborado pelo autor (# Sinais sobrepostos)



Figura 59 - Cromatograma CG/EM do 1f
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Figura 61 - Espectro na regido do IV (KBr) do 1f
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4.3.7 4-nitrobenzoato de 2-metil-5-(1-metiletil)-fenol (1g)

O composto 1g foi obtido como um solido branco, com rendimento de 55%, soluvel
em DCM e ponto de fusdo na faixa de 52,0 — 52,9 °C (lit. p.f. = 50 °C) (LE FEVRE, 1933).
Através do CG/EM foi obtido um cromatograma (Figura 67, p. 67), onde observa-se um pico
com Tr em 10,7 min. O espectro de massas (Figura 68, p. 67) obtido mostra o pico do ion
molecular m/z 299 [M™], que confirma a presenc¢a de um niimero impar de nitrogénio (PAVIA
et al., 2010), além de concordar com a formula molecular Ci7H17NO4. Outros picos

caracteristicos, como m/z 150 e m/z 104, sdo mostrados na fragmentagao de 1g (Figura 65)

Figura 65 — Proposta de fragmentacgdo do 1g

NO7 o+

da T2

m/z 150 m/z 104
M 299

Fonte: Elaborado pelo autor

No espectro de absor¢do na regido do infravermelho (IV) (Figura 69, p. 68), a
estrutura do 1g ¢ caracterizada pela presenga de uma banda tipica de estiramento C=0 em 1736
cm’!, atribuida a carbonila de éster; duas bandas caracteristicas do grupo NO2 em compostos
aromaticos, em 1524 cm™ e 1348 cm’!, e o desaparecimento do estiramento tipico de ligacio
O-H (PAVIA et al., 2010).

No espectro de RMN de 'H [300 MHz, CDCI;] (Erro! Fonte de referéncia nio
encontrada., p. 68) ha dois dupletos muito préximos na regido de sistemas aromaticos, que
foram atribuidos aos hidrogénios H-13/H-17 [on 8,40 (d, 2H, J=9,1 Hz)] e H-14/H-16 [o1 8,37
(d, 2H, J = 8,6 Hz)]. Estes sinais aparecem bastante deslocados devido ao forte efeito retirador
de elétrons do NOz. No espectro de RMN de '*C-BB [75 MHz, CDCIs] (Figura 71, p. 68) ha
mais cinco linhas espectrais diferentes do espectro de RMN de *C do carvacrol. O sinal em 8¢
163,2 (C-11) ¢ referente ao grupo carbonilico, e os quatro sinais foram atribuidos aos C-12 (6c
135,2), C-13/C-17 (dc 131,4), C-14/C-16 (6c 123,9) e C-15 (6c 151,1). O espectro de RMN de
BC-DEPT 135° (Figura 72, p. 69) também afirma a estrutura identificando o padrio de



66

hidrogenagdo dos carbonos. Na Tabela 11 (p. 66) estdo descritos os dados de RMN de 'H e '*C
detalhados para o composto 1g.
De acordo com a descri¢cao dos dados espectroscopicos discutidos acima, € possivel

identificar a substancia 1g como o 4-nitrobenzoato de 2-metil-5-(1-metiletil)-fenol (Figura 66).

Figura 66 - Estrutura do 4-nitrobenzoato de 2-metil-5-(1-metiletil)-fenol (1g)
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Fonte: Elaborado pelo autor

Tabela 11 - Dados espectroscopicos de RMN de 'H e '*C-BB do 1g

C dc (ppm) ou (ppm)

1 149,3 -

2 127,2 -

3 131,3 7,23 (d, 1H, J=7,8 Hz)

A 1249 7,11 (dd, 1H, J= 1,4 Hz; 6,5

Hz)

5 148,6 -

6 119,8 7,02 (s, 1H)

7 16,0 2,21 (s, 3H)

8 33,8 2,93 (m, 1H, J = 6,9 Hz)
9/10 24,1 1,27 (d, 6H, J= 1,6 Hz)

11 163,2 -

12 135,2 -
13/17 131,4 8,40 (d, 2H, J=9,1 Hz)
14/16 123,9 8,37 (d, 2H, J = 8,6 Hz)

15 151,1 -

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 67 - Cromatograma CG/EM do 1g
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Figura 69 - Espectro na regido do IV (KBr) do 1g
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Figura 71 - Espectro de RMN de '*C-BB (75 MHz, CDCl3) do 1g
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4.3.8 4-metoxibenzoato de 2-metil-5-(1-metiletil)-fenol (1h)

O composto 1h apresenta-se na forma de um liquido incolor, soliavel em DCM e
com rendimento de 45%. A andlise em CG/EM mostra um cromatograma (Figura 75, p. 72)
com pico unico com Tr em 10,1 min. O espectro de massas (Figura 76, p. 72) fornecido exibe
um pico m/z 284 [M''] referente ao ion molecular, o que confirma a formula molecular de
Ci18H2003. Outros fragmentos, como m/z 135 e m/z 107, que justificam a estrutura da molécula

sdo apresentados na Figura 73.

Figura 73 - Proposta de fragmentagdo do 1h
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Fonte: Elaborado pelo autor

O espectro de infravermelho (Figura 77, p. 72) de 1h confirma a estrutura proposta
por meio do surgimento de uma banda em 1731 cm™! referente a ligagio C=0, confirmando a
formacao do éster, ¢ a auséncia do estiramento caracteristico de O-H. H4 também uma banda
intensa referente a ligagdo C-H sp’, em 2957 cm™! (PAVIA et al., 2010).

O espectro de RMN de 'H [300 MHz, CDCls] (Figura 78, p. 73) de 1h apresentou,
como principal diferen¢a em relacdo ao espectro do carvacrol, um simpleto intenso em 6u 3,92
(s, 3H, OCH3), além dos sinais na regiao de aromaticos, em ox 8,20 (d, 2H, H-13/H-17, J= 8,8
Hz) e 6u 7,02 (d, 2H, H-14/H-16, J = 8,8 Hz). Nota-se que os H-14/H-16 estdo mais protegidos,
devido ao efeito doador de elétrons do grupo metoxila na posi¢do orto, que fornece uma maior
blindagem, movendo os sinais para campos mais altos (PAVIA et al., 2010; SOLOMONS;
FRYHLE, 2012). No espectro de RMN '*C-BB [75 MHz, CDCls] (Figura 79, p. 74), os sinais
em Oc 55,7 (C-18) e em oc 164,1 (C-11) correspondem, respectivamente, aos carbonos dos

grupos metoxila e carbonila, e os sinais em 6c 164,8 (C-15), ¢ 132,4 (C-13/-17), dc 122,2 e dc
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114,1 (C-14/C-16), confirmaram a formacao do derivado esterificado. O espectro de RMN de
3C-DEPT 135° (Figura 80, p. 74) indica a presenca de mais um sinal hidrogenado caracteristico
de carbono sp’, que foi atribuido ao C-18, contribuindo para a proposi¢do da estrutura.
Através da andlise dos dados espectroscopicos discutidos acima e na Tabela 12, foi
possivel determinar o composto esterificado 1h como o 4-metoxibenzoato de 2-metil-5-(1-

metiletil)-fenol (Figura 74).

Figura 74 - Estrutura do 4-metoxibenzoato de 2-metil-5-(1-metiletil)-fenol (1h)

14
7 3 15 O\18

Fonte: Elaborado pelo autor

Tabela 12 - Dados espectroscopicos de RMN de 'H e '*C-BB do 1h

C dc (ppm) ou (ppm)

1 149,8 -

2 127,7 -

3 131,1 721 (d, 1H, J="7,7 Hz)

4 124,2 7,07 (d, 1H, J= 7,8 Hz)

5 148,3 —

6 120,2 7,02 (s, 1H)

7 16,0 2,21 (s, 3H)

8 33,8 2,93 (m, 1H, J = 6,9 Hz)
9/10 24,1 1,28 (d, 6H, J= 6,9 Hz)

11 164,8 -

12 122,2 -
13/17 132,4 8,20 (d, 2H, J = 8,8 Hz)
14/16 114,1 7,02 (d, 2H, J = 8,8 Hz)

15 164,1 —

18 55,7 3,92 (s, 3H)

Fonte: Elaborado pelo autor



Figura 75 - Cromatograma CG/EM do 1h
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Figura 77 - Espectro na regido do IV (KBr) do 1h
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4.3.9 4-metilbenzoato de 2-metil-5-(1-metiletil)-fenol (1i)

O composto 1i apresentou-se como um o6leo incolor, solivel em DCM e obtido com
41% de rendimento. A analise do CG/EM gerou um cromatograma (Figura 83, p. 77) com um
pico em 9, 03 min (Tr). O espectro de massas (Figura 84, p. 77) de 1i mostra um pico referente
ao m/z 268 [M""], que caracteriza a formagdo do produto pela coeréncia com a formula
molecular C1gH200,. A fragmentagdo para alguns picos, como m/z 119 e m/z 91¢ sugerida na

Figura 81.

Figura 81 - Proposta de fragmentacgao do 1i
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Fonte: Elaborado pelo autor

A formagdo do produto foi confirmada pelo espectro de absor¢dao na regido do
infravermelho (Figura 85, p. 78), onde observa-se o desaparecimento da banda referente a
ligagio O-H, em 3408 cm™!, e o aparecimento de uma banda em 1736 cm™'. No espectro de
RMN de 'H [300 MHz, CDCI;] (Figura 86, p. 78), destaca-se a presenca de um simpleto em du
2,48 (s, 3H, H-18) atribuido aos hidrogénios do C-18. Também sdo observados dois sinais na
regido de aromaticos em oy 8,14 (d, 2H, H-13/H-17,J = 8,1 Hz) e 6u 7,34 (d, 2H, H-14/H-16J
= 7,9 Hz), que condiz com a estrutura proposta para 1i. A forma¢ao do produto é confirmada
também pelo espectro de RMN 3C-BB [75 MHz, CDCls] (Figura 87, p. 79), no qual ha um
sinal em &c 165,1 (C-11), que ¢ caracteristico de carbonila de éster, um sinal oc 21,9 (C-18),
atribuido ao C-18, e quatro sinais na regido de aromaticos [dc 144,5 (C-15), d¢ 130,4 (C-13/C-
17), 8¢ 129,5 (C-14/C-16) e d¢c 127,1 (C-12). O espectro de RMN de *C-DEPT 135° (Figura
88, p. 79) confirma a estrutura proposta evidenciando que os carbonos C-13/C-17 e C-14/C-16

sdo carbonos hidrogenados na regido de aromaticos, e o C-18 na regido de C-sp>. Os carbonos
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C-11, C-12 e C-15 ndo aparecem no espectro, confirmando que sdao nao hidrogenados. Os dados
detalhados de RMN de 'H e '3C sdo descritos na Tabela 13 (p. 76).
A analise dos dados espectroscopicos descritos acima permitiu identificar o produto

reacional esterificado denominado 1i como o 4-metilbenzoato de 2-metil-5-(1-metiletil)-fenol

(Figura 82).

Figura 82 - Estrutura do 4-metilbenzoato de 2-metil-5-(1-metiletil)-fenol (1i)

7 3 15

2 0 12 16

Fonte: Elaborado pelo autor

Tabela 13 - Dados espectroscopicos de RMN de 'H e '*C-BB do 1i

C dc (ppm) ou (ppm)

1 149,8 -

2 127,6 -

3 131,1 721 (d, 1H, J=7,7 Hz)

4 124,3 7,07 (d, 1H, J=7,8 Hz)

5 148,3 —

6 120,2 7,02 (s, 1H)

7 16,0 2,21 (s, 3H)

8 33,8 2,93 (m, 1H, J = 6,9 Hz)
9/10 24,1 1,28 (d, 6H, J= 6,9 Hz)

11 165,1 -

12 127,1 -
13/17 130,4 8,14 (d, 2H, J=8,1 Hz)
14/16 129,5 7,34 (d, 2H, J=7,9 Hz)

15 144,5 -

18 21,9 2,48 (s, 3H)

Fonte: Elaborado pelo autor



Figura 83 - Cromatograma CG/EM do 1i
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Figura 85 - Espectro na regido do IV (KBr) do 1i
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Figura 87 - Espectro de RMN de *C-BB (75 MHz, CDCls) do 1i
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Os valores listados nas Tabelas 14 (p. 80), 15 (p. 81), 16 (p. 82) e 17 (p. 84)

resumem os dados espectroscopicos atribuidos as substancias 1a-i, derivados do carvacrol.

Tabela 14 - Dados de CG/EM dos derivados 1a-i

Substancia M (m/z) Pico base (m/7)

Carvacrol 150 135
la 192 135
1b 248 150
1c 254 105
1d 288 139
le 332 183
1f 272 123
1g 299 150
1h 284 135
1i 268 119

Fonte: Elaborado pelo autor



Tabela 15 - Dados de infravermelho do carvacrol e dos derivados 1a-i
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Principais absor¢ées no I'V (cm™)

Tipo de
Carvacrol la 1b 1c 1d le 1f 1g 1h 1i
Vibracoes
v C-H 2959 2955 2959 2961 2959 2960 2962 2965 2957 2960
v C=C 1588/1523 1618/1508 1578/1507 1600/1503 1593/1503 1589/1503 1605/1508 1602 # 1607/1513 1611/1510
v O-H 3408 - - - - - - - - -
v C=0 - 1762 1760 1737 1732 1738 1739 1736 1731 1736
v C-O 1251 1203 1145 1260 1261 1262 1263 1273 1256 1264
v C-Cl - - - - 785-540 # - - - - -
1075-
v C-Br - - - - - - - - -
1030 #
1250-
v C-F - - - - - - - - -
1230 #
v NO; - - - - - - - 1524/1348 - -

Fonte: Elaborado pelo autor (# Estiramentos sobrepostos por outras bandas)



Tabela 16 - Dados de RMN de 'H dos derivados 1a-i - Continua

Deslocamentos quimicos (ppm)

N° H3 H4 H6 H7 HS8 H9/H10 HI12 H13/H17 H14/H16 HI15 HI18
6,87
" 7,15 (d) 7,02 (dd) @ 2,32 2,89 (m) 1,24 (d) 2,15
J=1728 J=1,5;77 (s) J=69 J=69 (s)
J=14
6,86 2,58 1,43 (m) #/ 0,95
1 7,15 (d) 7,03 (dd) @ 2,14 2,87 (m) 1,24 (d) © 1,80 (m) © 1,43 (m)
t t -
J=178 J=13;728 (s) J=69 J=69 J=174 #
J=13 J=1,5 J=6,9
| 7,20 (d) 7,10 (dl) 7,02 2,22 2,92 (m) 1,27 (d) 8,24 (d) 7,53 (t) 7,67 (1)
¢ _ _
J=1728 J=1728 (s (s) J=69 J=69 J=174 J=17,6 J=174
7,21 (d) 7,08 (d) 2,20 2,92 (m) 1,27 (d) 8,32 (d) 7,51 (d)
1d 7,01 (s) - - -
J=1,7 J=178 (s) J=69 J=69 J=1,7 J=1,7
7,21 (d) 7,08 (d) 2,19 2,92 (m) 1,27 (d) 8,09 (d) 7,68 (d)
le 7,00 (s) - - -
J=1,7 J=1,7 (s) J=6,8 J=69 J=8,4 J=8,4
7,01 8,25 (dd)
7,18 (d) 7,06 (dd) 2,20 292 (m)J= 1,27 (d)
1f (d) - J=17.8; 7,20 (dd) # - -
# J=1,5;9,3 (s) 6,9 J=69
J=13 5,5
723 (d) 7,11 (dd)J=1,4; 2,21 2,93 (m) 1,27 (d) 8,40 (d) 8,37 (d)
1g 7,02 (s) - - -
J=1728 6,5 (s) J=69 J=1,6 J=9,1 J=28,6



Tabela 16 - Dados de RMN de 'H dos derivados 1a-i - Conclusio
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Deslocamentos quimicos (ppm)

N° H3 H4 H6 H7 H8 H9/H10  HI12 H13/H17 H14/H16 H15 H18
7,21 (d) 7,07 (d) 2,21 2,93 (m) 1,28 (d) 8,20 (d) 7,02 (d) 3,92
1h 7,02 (s) — —
J=1, J=178 (s) J=6,9 J=6,9 J=8,8 J=8,8 (s)
i 7,21 (d) 7,07 (d) 7.029) 2,21 2,93 (m) 1,28 (d) 8,14 (d) 7,34 (d) 2,48
i ,02 (s - -
J=1,7 J=17,8 (s) J=6,9 J=69 J=381 J=19 (s)
Fonte: Elaborado pelo autor (# Sinais sobrepostos; J = Hz)




Tabela 17 - Dados espectroscopicos de RMN de '*C-BB dos derivados 1a-i
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Deslocamentos quimicos (ppm)

N° C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9/C10 Cl11 Cl2 C13/C17 Cl4/16 CI15 CI18
1a 149,5 127,3 131,1 1243 1483 1199 15,9 33,7 24,0 169,5 21,0 - - - -
1b 149,5 127,3 131,0 1242 1482 120,0 16,0 33,8 24,1 172,3 34,5 22,5 31,6/14,1 249 -
lc 149,7 127,6 131,1 1244 1483 120,1 16,0 33,8 24,1 165,1 129,8 130,4 128,8 133,7 -
1d 149,5 129,2 131,2 124,5 1484 120,0 16,0 33,8 24,1 164,2 1285 137,1 129,2 140,3 -
le 149,5 1289 131,2 124,5 1484 120,0 16,0 33,8 24,1 1644 128,8 132,1 131,8 127,4 -
1f 149,6 127,5 131,2 124,5 1484 120,0 16,0 33,8 24,1 164,1 126,1 1329 He.0 166 -
J=9,40  J=21,9 J=253
1g 149,3 127,2 131,3 1249 148,6 119,8 16,0 33,8 24,1 163,2  135,2 131,4 123,9 151,1 -
1h 149,8 127,7 131,1 1242 1483 120,2 16,0 33,8 24,1 164,1 1222 132,4 114,1 164,8 55,7
1i 149,8 127,6 131,1 1243 1483 120,2 16,0 33,8 24,1 165,1 127,1 130,4 129,5 144,5 21,9

Fonte: Elaborado pelo autor
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4.4 Timol

O timol € um solido cristalino incolor, com ponto de fusdo de 48-51 °C, soluvel em
diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt), metanol (MeOH), entre outros solventes, e
quando analisado em CCD, com solugdo de vanilina em acido perclorico e etanol, observou-se
uma mancha de cor rosa. Sua estrutura foi confirmada por meio de métodos espectroscopicos,
como Espectrometria de Massas (EM), Espectroscopia de Infravermelho (IV) e Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) de 'H [300 MHz, CDCl;3], de *C-BB [75 MHz, CDCl3] e 1*C-DEPT
135° com os espectros relacionados nas Figuras 90 (p. 86), 91 (p. 87), 92 (p. 87), 93 (p. 88) e
94 (p. 88) e os dados foram utilizados para comparac¢ao com os dados dos derivados. A Tabela

18 apresenta os dados espectroscopicos de RMN de 'H e *C-BB obtidos.

Tabela 18 - Dados espectroscopicos de RMN de 'H e '*C-BB do timol

C dc (ppm) 6u (ppm) 6c* (ppm) ou* (ppm)
1 152,7 - 152,52 -
2 136,8 - 131,34 -
3 126,4 7,11 (d, 1H, J=7,7 Hz) 126,23 7,07 (d, 1H)
4 121,9 6,76 (d, 1H, J=7,7 Hz) 121,68 6,72
5 131,6 - 136,58 -
6 116,2 6,60 (sl, 1H) 116,03 6,56 (d, 1H)
7 21,0 2,30 (s, 3H) 20,79 2,26 (s, 3H)
8 26,9 319 m, 1H, /=6, 26,73 3,16 (m, 1H)
Hz)
9/10 22,8 1,27 (d, 6H, J= 6,9 Hz) 22,65 1,23 (d, 6H)
OH - 4,75 (s, 1H) - 4,65 (s, 1H)

* MIURA; INAGAKI; NAKATANI, 1989
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Figura 89 - Cromatograma CG/EM do timol
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Figura 90 - Espectro de massas do timol
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Figura 9] ; Espectro na regido do IV (KBr) do timol
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Figura 93 - Espectro de RMN de '*C-BB (75 MHz, CDCl;3) do timol
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4.5 Transformacées quimica do timol

Os derivados do timol 2a-¢ apresentados neste trabalho foram obtidos utilizando a
rea¢ao de acilacdo com diferentes anidridos de acido, e os derivados 2d-i foram obtidos
utilizando deferentes acidos derivados do acido benzoico. Foram realizadas analises de CG/EM,
IV e RMN de 'H e '*C para todos os compostos. O timol e seus derivados foram analisados em
CCD para comparagdo e exibiram uma mancha na cor rosa em diferentes Rf, quando reveladas
com solucdo de vanilina em 4cido perclorico e etanol. Os resultados de rendimentos e tempo

reacional da obtencdo de cada composto estdo descritos na Tabela 19.

Tabela 19 - Estrutura, tempo reacional e rendimento dos derivados do timol (2a-i)

0]

OJ\R
Substancia R Tempo (h) Rendimento (%)
2a CHs 24 55
2b (CH2);CH3 24 74

2 YQ 24 38
Cl

2d ‘(C( 4 77
Br

2e \\/@ 4 89
F

2f Y@ 1 84

2g 4 61

OCH;

2h \/Q/ 4 52
CH,

2i \{Q/ 4 45

Fonte: Elaborado pelo autor
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4.6 Caracterizacao estrutural dos derivados 2a-i

4.6.1 Acetato de 5-metil-2-(1-metiletil)-fenol (2a)

O composto tem aspecto de um 6leo amarelo-esverdeado, com um rendimento de
55% e solivel em DCM. O cromatograma (Figura 97, p. 92) fornecido pela analise de CG/EM,
expressa um pico em Tr = 5,16 min e no espectro de massas (Figura 98, p. 92) foram
identificados os fragmentos mais importantes com o pico do ion molecular m/z 192 [M"]. A

rfragmentacao proposta para 2a ¢ descrita na Figura 95.

Figura 95 - Proposta de fragmentacao do 2a

o+ o+

o 0=C=CH, CH,
o%é'q - “OH | oH
"H

M 192 m/z 150 m/z 135

Fonte: Elaborado pelo autor

No espectro de absor¢cdo na regidao do infravermelho (IV) (Figura 99, p. 93) do
composto, em relagdo ao espectro do timol, € possivel observar o surgimento de uma banda em
1762 cm’!, que indica a presenca do grupo C=0 na molécula, que contribui para confirmar a
estrutura, juntamente com o desaparecimento da banda caracteristica de estiramento de O-H em
3229 cm™! (MATHELA; SINGH; GUPTA, 2010).

No espectro de RMN de 'H [300 MHz, CDCl3] (Figura 100, p. 93), o que difere do
espectro de RMN de 'H do timol ¢ um simpleto intenso, em Su 2,33, que corresponde a 6
hidrogénios, referentes aos H-7 ¢ H-12, indicando a formagao do 2a. O espectro de RMN de
3C-BB [75 MHz, CDCl3] (Figura 101, p. 94) também confirma a formagio do produto, no qual
os sinais em dc 170,0 (C-11) e oc 21,1 (C-12) foram atribuidos, respectivamente, a presenca
dos carbonos carbonilico e metilico do grupo acetato (MORALIS et al., 2014). O espectro de
RMN de 3C-DEPT 135° (Figura 102, p. 94) define o padrio de hidrogenagio e confirma a
estrutura de 2a. Os dados de RMN de 'H e '*C-BB estdo descritos na Tabela 20 (p. 91).

A discussdo dos dados do composto denominado 2a acima e com base nas

informacodes relatadas na literatura (MATHELA; SINGH; GUPTA, 2010; MORAIS et al.,
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2014), foi possivel identificar o composto como sendo o acetato de 5-metil-2-(1-metiletil)-fenol
(Figura 96).

Figura 96 - Estrutura do acetato de 5-metil-2-(1-metiletil)-fenol (2a)
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L9 10 )

Fonte: Elaborado pelo autor

Tabela 20 - Dados espectroscopicos de RMN de 'H e '*C-BB de 2a

C  8c(ppm) du (ppm) dc™* (ppm) o™ (ppm)

1 148,1 - 147,8 —

2 137,2 - 136,0 -

3 127,3 7,21 (d, 1H, J= 17,9 Hz) 127,0 7,18 (d, 1H, J = 8,0 Hz)

4 126,6 7,04 (dl, 1H, J=7,9 Hz) 126,4 7,01 (d, 1H, J= 7,5 Hz)

5 136,7 - 136,3 —

6 122,9 6,82 (sl, 1H) 122,6 6,80 (s, 1H)

7 21,0 2,33 (s, 3H) 20,8 2,30 (s, 3H)

8 27,4 2,98 (m, 1H, J=6,9 Hz) 27,0 2,93-3,00 (m, 1H)
9/10 23,2 1,23 (d, 6H, J= 6,9 Hz) 22,9 1,18 (d, 6H, J=7,0 Hz)

11 170,0 - 169,7 —

12 21,1 2,33 (s, 3H) 25,4 2,30 (s, 3H)

* MATHELA,; SINGH; GUPTA, 2010



Figura 97 - Cromatograma CG/EM do 2a
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Figura 99 - Espectro na regido de IV (KBr) de 2a
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Figura 101 - Espectro de RMN de '*C-BB (75 MHz, CDCl;) do 2a
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4.6.2 Hexanoato de 5-metil-2-(1-metiletil)-fenol (2b)

O composto formado apresentou-se como um O6leo, de cor amarela, soluvel em
DCM e foi obtido com rendimento de 74%. O cromatograma do 2b (Figura 105, p. 97)
apresenta um pico com o Tr em 7,14 min e em seu espectro de massas (Figura 106, p. 97)
observa-se os fragmentos principais em m/z 248 [M''], que estd de acordo com a féormula
molecular C16H2402, m/z 150 e m/z 135, indicando uma fragmentagdo que justifica a estrutura

atribuida ao composto 2b (Figura 103).

Figura 103 - Proposta de fragmentacao do 2b

-+ 04\/\/\ +
o CH,
o R el
0 OH “SOH
L |

1.\2248 m/z 150 m/z 135

Fonte: Elaborado pelo autor

No espectro de absorc¢ao na regido do infravermelho (IV) (Figura 107, p. 98) do 2b,
comparado ao espectro de IV do timol, destaca-se o desaparecimento da banda caracteristica de
estiramento de O-H em 3329 cm™! e o surgimento de uma banda em 1760 cm™, indicando a
presenga de um grupo C=0 de éster em que ha conjugacdo com o oxigénio da ligagdo simples
(PAVIA et al., 2010), confirmando a formagao do produto.

O espectro de RMN de 'H [300 MHz, CDCls] (Figura 108, p. 98) de 2b, comparado
ao espectro de RMN de 'H do timol, apresentou novos sinais na regido de hidrogénios ligados
carbonos sp® em 852,58 (t, 2H, H-12, J = 7,4 Hz), correspondente aos hidrogénios a a carbonila
(PAVIA et al., 2010); em du 1,80 (m, 2H, H-13, J= 7,4 Hz), 6u 1,43 (m, 4H, H-14/ H-15) e dou
0,95 (t, 3H, H-16, J= 7,0 Hz).

O espectro de RMN de '3C-BB [75 MHz, CDCl3] de 2b (Figura 109, p. 99) também
confirma a estrutura do composto, no qual hé seis sinais a mais em relacdo ao espectro de RMN
de *C do timol, onde o sinal em 8¢ 172,7 (C-11) corresponde & carbonila e os outros cinco
correspondem aos carbonos sp’ [8¢ 34,6 (C-12), 8¢ 31,5 (C-14), ¢ 24,9 (C-15), 5¢ 22,5 (C-13)
e 8¢ 14,1 (C-16)] introduzidos na molécula. O espectro de RMN de '3C-DEPT 135° (Figura
110, p. 99) concorda com o espectro de RMN de '*C-BB, confirmando que ha 4 sinais
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metilénicos (C-12, C-13, C-14 e C-15) e o sinal de carbono em d¢ 14,1 foi associado a um grupo
CH; no final da cadeia. A correlagio dos sinais de RMN de 'H e *C-BB estdo descritos na
Tabela 21.

A partir da avaliagdo dos dados espectroscopicos obtidos e a comparagao com 0s
dados relatados na literatura (ANGELES-LOPEZ et al., 2010), foi possivel identificar o

composto como sendo o hexanoato de 5-metil-2-(1-metiletil)-fenol (Figura 104).

Figura 104 - Estrutura do hexanoato de 5-metil-2-(1-metiletil)-fenol (2b)

14 16

Fonte: Elaborado pelo autor

Tabela 21 - Dados espectroscopicos de RMN de 'H e '*C-BB de 2b

C  dc(ppm) du (ppm) dc™* (ppm) éu™ (ppm)

1 148,2 - 148.1 -

2 137,3 — 137,2 -

3 126,5 7,20 (d, 1H, J = 7,8 Hz) 126,5 7,17 (d, 1H, J = 8,0 Hz)

4 127,2 7,03 (dl, 1H, J= 7.8 Hz) 127,2 7,0 (dl, 1H, J = 8,0 Hz)

5 136,7 — 136,7 -

6 123,0 6,81 (s, 1H) 122,9 6,78 (d, 1H, J= 0,8 Hz)

7 21,0 2,32 (s, 3H) 21,0 2,30 (s, 3H)

8 27,3 2,97 (m, 1H, J= 6,9 Hz) 27,2 2,95 (hept., 1H, J = 6,8 Hz)
9/10 23,2 1,20 (d, 6H, J= 1,2 Hz) 23,2 1,17 (d, 6H, J = 6,8 Hz)

11 172,7 - 172,7 -

12 34,6 2,58 (t, 2H, J= 7,4 Hz) 34,6 2,5 (t, 2H, J=7.6 Hz)

13 22,5 1,80 (m, 2H) 24,9 1,78 (m, 2H)

14 31,5 1,43 (m, 2H) 31,5 1,38 (m, 2H)

15 24.9 1,43 (m, 2H) 22,5 1,38 (m, 2H)

16 14,1 0,95 (t, 3H, J = 7,0 Hz) 14,1 0,92 (t, 3H, J = 7,2 Hz)




* ANGELES-LOPEZ et al., 2010
Figura 105 - Cromatograma CG/EM do 2b
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Figura 107 - Espectro na regido de IV (KBr) do 2b
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Figura 109 - Espectro de RMN de '*C-BB (75 MHz, CDCl;) do 2b
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4.6.3 Benzoato de 5-metil-2-(1-metiletil)-fenol (2c)

O composto tem aspecto oleoso, de cor verde-amarelada, soluvel em DCM, e foi
obtido com um rendimento de 38%. O cromatograma (Figura 113, p. 102) mostra um pico com
Tr= 8,15 min e o espectro de massas (Figura 114, p. 102) revela os principais fragmentos, com
o pico do ion molecular em m/z 254 [M"*], corroborando com a formula molecular de C17H 302,

e os demais picos m/z 149, 105 e 77, sugerem a fragmentac¢ao descrita na Figura 111.

Figura 111 — Proposta de fragmentacao do 2¢
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Fonte: Elaborado pelo autor

No espectro de absor¢@o na regido do infravermelho (IV) (Figura 115, p. 103)
observa-se o desaparecimento da banda de estiramento O-H em 3229 cm’!, em relagdo ao
espectro de IV do timol e a presenga de uma banda caracteristica de C=0 em 1733 cm™!
(MATHELA; SINGH; GUPTA, 2010), caracterizando a formac¢ao do derivado 2c.

No espectro de RMN de 'H [300 MHz, CDCl;] (Figura 116, p. 103) de 2¢, ha 3
sinais que diferem do espectro de RMN de 'H do timol. Os sinais aparecem na regido de
sistemas aromaticos [ou 8,24 (d, 2H, H-13/H-17, J= 7,5 Hz), du 7,66 (t, 1H, H-15, J= 7,5 Hz)
e on 7,54 (t, 2H, H-14/H-16, J = 7,6 Hz)] e foram atribuidos aos hidrogénios no anel aromatico
simétrico introduzido na molécula e que confere equivaléncia entre os H-13 e H-17, e entre os
H-14 e H-16.

O espectro de RMN de '*C-BB [75 MHz, CDCI3] (Figura 117, p. 104) confirma a
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estrutura proposta para o derivado 2¢, que apresenta uma diferenca de 5 sinais em relagdo ao
espectro de RMN de !*C do timol. O sinal em 8¢ 165,5 (C-11) foi atribuido ao carbono do grupo
C=0, os outros 4 sinais sao do sistema aromatico introduzido na molécula [dc 133,7 (C-15), oc
130,3 (C-13/C-17), d¢ 129,9 (C-12) e oc 128,8 (C-14/C-16), sendo os carbonos C-13/-C-17 e
C-14/C-16 equivalentes. O espectro de RMN de '*C-DEPT 135° (Figura 118, p. 104) confirma
o padrdo de hidrogena¢do da molécula, que estd de acordo com a discussdo exposta. Os dados
de RMN de 'H e *C-BB estio descritos na Tabela 22.

Com base na discussao dos dados espectroscopicos obtidos para 2¢ e nos dados
relatados na literatura (ANGELES-LOPEZ etal.,2010; MATHELA; SINGH; GUPTA, 2010),
foi possivel identificar o produto como sendo o benzoato de 5-metil-2-(1-metiletil)-fenol

(Figura 112).

Figura 112 - Estrutura de benzoato de 5-metil-2-(1-metiletil)-fenol (2¢)

Fonte: Elaborado pelo autor

Tabela 22 - Dados espectroscopicos de RMN de 'H e *C-BB de 2¢

C dc¢ (ppm) o (ppm) dc* (ppm) ou™* (ppm)

1 148.4 —~ 148,1 -

2 137.,4 - 137,2 —

3 126,7 7,27 (d, 1H, J= 7,9 Hz) 126,5 7,29 (d, 1H, J = 8,0 Hz)
7,08 (dl, 1H, J=7.,9

4 127.3 127,2 7,12 (d, 1H, J=7,5 Hz)

Hz)

5 136,8 - 136,7 -

6 1230 6,97 (s, 1H) 122,9 6,99 (s, 1H)

7 21,0 2,36 (s, 3H) 20,9 2,39 (s, 3H)
3,08 (m, 1H, J=6,9

8 27,5 27.3 3,07-3,15 (m, 1H)

Hz)
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Tabela 22 - Dados espectroscopicos de RMN de 'H e '*C-BB do 2¢ - Conclusio

C Sc (ppm) du (ppm)
9/10 23,2 1,23 (d, 6H, J= 6,9 Hz) 23,1 1,26 (d, 6H, J= 6,5 Hz)
11 165,5 - 165,4 -
12 129,9 - 129,6 -
13/17 130,3 8,24 (d, 2H, J= 17,4 Hz) 130,1 8,27 (d, 2H, J= 17,5 Hz)
14/16 128,8 7,54 (t, 2H, J=7,6 Hz) 128,6 7,57 (t, 2H, J= 8,0 Hz)
15 133,7 7,66 (t, 1H, J=7,4 Hz) 133,5 7,69 (t, 1H, J=7,5 Hz)
* MATHELA; SINGH; GUPTA, 2010
Figura 113 - Cromatograma CG/EM do 2¢
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Figura 115 - Espectro na regido do IV (KBr) do 2¢
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Figura 117 - Espectro de RMN de '*C-BB (75 MHz, CDCls) do 2¢
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Figura 118 - Espectro de RMN de *C-DEPT 135° (CDCl;3) do 2¢
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4.6.4 4-clorobenzoato de 5-metil-2-(1-metiletil)-fenol (2d)

O composto foi obtido como um liquido amarelo, solivel em DCM e com
rendimento de 77%. Através de CG/EM foram obtidos um cromatograma (Figura 121, p. 107),
onde observa-se um pico com Tr em 9,01 min, e um espectro de massas (Figura 122, p. 107)
onde mostra o pico do ion molecular m/z 288 [M"'], que esta de acordo com a formula molecular
de C17H1702Cl. Outros picos caracteristicos, como m/z 139/141 e m/z 111/113 confirmam a
estrutura, com a fragmentacao apresentada na Figura 119 (p. 105). O pico M + 2 (m/z 290)

confirma a presenca do cloro, devido ao is6topo *’Cl.

Figura 119 - Proposta de fragmentacao do 2d
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Fonte: Elaborado pelo autor

O espectro de absor¢do na regido de IV do 2d (Figura 123, p. 108) confirma a
formagio do produto através do surgimento de um estiramento em 1738 cm’!, sugerindo a
presenca da ligagio C=0, e a auséncia da banda caracteristica de ligacdo O-H (3329 cm™),
presente no espectro de IV do timol (PAVIA et al., 2010). No espectro de RMN de 'H [300
MHz, CDCIs] (Figura 124, p. 108) de 2d, ¢ possivel observar dois sinais a mais em relagdo ao
espectro de RMN de 'H de timol. Os sinais aparecem na regido de sistemas aromaticos [ou 8,17
(d, 2H, H-13/H-17, J = 8,6 Hz) e 6u 7,52 (d, 2H, H-14/H-16, J = 8,6 Hz)] e foram atribuidos
aos hidrogénios no anel aromatico introduzido na molécula, que é simétrico e que confere o
mesmo ambiente quimico aos H-13 e H-17, e aos H-14 e H-16.

O espectro de RMN de '*C-BB [75 MHz, CDCI3] de 2d (Figura 125, p. 109)
também confirma a estrutura do composto, no qual ha cinco sinais diferentes do espectro de
RMN de *C do timol, onde o sinal em ¢ 164,7 (C-11) corresponde ao grupo carbonilico (C=0)

e os outros quatro correspondem a carbonos aromaticos [oc 137,3 (C-15), 6c 131,7 (C-13/C-
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17), 8¢ 129,2 (C-14/C-16) e 8¢ 128,3 (C-12)]. O espectro de RMN de *C-DEPT 135° (Figura
126, p. 109) corrobora com a discussdo exposta e confirma a estrutura sugerida. A Tabela 23
exibe dados mais completos de RMN de 'H e '*C do composto 2d.

Através da discussdao dos dados espectroscopicos do composto denominado 2d
acima foi possivel identificar o composto como sendo 4-clorobenzoato de 5-metil-2-(1-

metiletil)-fenol (Figura 120)

Figura 120 - Estrutura do 4-clorobenzoato de 5-metil-2-(1-metiletil)-fenol (2d)

Fonte: Elaborado pelo autor

Tabela 23 - Dados espectroscopicos de RMN de 'H e '*C-BB do 2d

C dc (ppm) ou (ppm)

1 148,2 —

2 140,3 -

3 127,5 7,26 (d, 1H, J=7,9 Hz)

4 126,7 7,09 (d, 1H, J=7,9 Hz)

5 136,9 -

6 123,0 6,95 (s, 1H)

7 21,0 2,36 (s, 3H)

8 27,5 3,04 (m, 1H, J= 6,9 Hz)
9/10 232 1,23 (d, 6H, J= 6,9 Hz)

11 164,7 -

12 128,3 -
13/17 131,7 8,17 (d, 2H, J = 8,6 Hz)
14/16 129,2 7,52 (d, 2H, J = 8,6 Hz)

15 137,3 -

Fonte: Elaborado pelo autor



Figura 121 - Cromatograma CG/EM do 2d
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Figura 123 - Espectro na regido de IV (KBr) do 2d
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Figura 125 - Espectro de RMN de '*C-BB (75 MHz, CDCls) do 2d
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4.6.5 4-bromobenzoato de 5-metil-2-(1-metiletil)-fenol (2e)

O composto 2e tem aspecto oleoso, com coloragao amarela, soluvel em DCM,
obtido com um rendimento de 89%. O cromatograma do 2e (Figura 129, p. 112) apresenta um
pico com o Tr em 9,68 min e em seu espectro de massas (Figura 130, p. 112) é possivel
identificar o pico do ion molecular em m/z 332 [M""], condizente com a formula molecular de
C17H170:Br, e outros picos caracteristicos, como m/z 183 e m/z 149, sdo descritos na Figura
127. O espectro também apresenta um pico M + 2 (m/z 334), que corresponde a porcentagem

de moléculas com o isotopo 8'Br (PAVIA et al., 2010).

Figura 127 - Proposta de fragmentacao do 2e
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Fonte: Elaborado pelo autor

O espectro de absor¢dao na regido do infravermelho (IV) (Figura 131, p. 113)
também sugere a formagao do produto, que ¢ caracterizado pelo desaparecimento da banda de
estiramento O-H em 3329 cm’!, presente no espectro de IV do timol, e o surgimento de uma
banda tipica de ligagio C=0 em 1738 cm’!. No espectro de RMN de 'H [300 MHz, CDCl3]
(Figura 132, p. 113) de 2e, ha dois sinais que diferem do espectro de RMN de 'H do timol. Os
sinais aparecem na regiao de sistemas aromaticos [0 8,09 (d, 2H, H-13/H-17, J= 8,3 Hz) e on
7,38 (d, 2H, H-14/H-16, J = 8,3 Hz)]. A estrutura é refor¢ada pelo espectro de RMN de '*C-BB
[75 MHz, CDCl3] (Figura 133, p. 114), onde ¢ observado o surgimento de cinco sinais em dc
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164,8 (C-11), atribuido ao grupo C=0, 6c 132,2 (C-13/C-17), &c 131,1 (C-14/C-16), 6c 128,9
(C-12) e 8¢ 128,8 (C-15). O de RMN de *C-DEPT 135° (Figura 134, p. 114) indica que os C-
11, C-12 e C-15 ndo sao hidrogenados, e os C-13/C-17 e C-14/C-16 sdao hidrogenados,
confirmando a estrutura de 2e. Os dados de RMN para o 2e estdo descritos na Tabela 24.
Através dos dados espectroscopicos exposto acima, foi possivel identificar o
composto 2e como o 4-bromobenzoato de 5-metil-2-(1-metiletil)-fenol (Figura 128), nao

relatados na literatura.

Figura 128 - Estrutura do 4-bromobenzoato de 5-metil-2-(1-metiletil)-fenol (2e)

Fonte: Elaborado pelo autor

Tabela 24 - Dados espectroscopicos de RMN de 'H e '>C-BB de 2e

C dc (ppm) du (ppm)

1 148,2 -

2 137,3 -

3 127,5 7,26 (d, 1H, J= 7,8 Hz)

4 126,7 7,09 (d, 1H, J= 7,8 Hz)

5 136,9 -

6 122,9 6,95 (s, 1H)

7 21,0 2,30 (s, 3H)

8 27,5 3,04 (m, 1H, J = 6,7 Hz)
9/10 232 1,23 (d, 6H, J= 6,9 Hz)

11 164,8 -

12 128,9 -
13/17 132,2 8,09 (d, 2H, J = 8,3 Hz)
14/16 131,1 7,38 (d, 2H, 8,3 Hz)

15 128,8 -

Fonte: Elaborado pelo autor



Figura 129 - Cromatograma CG/EM do 2e
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Figura 131 - Espectro na regido de IV (KBr) do 2e
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Figura 133 - Espectro de RMN de '*C-BB (75 MHz, CDCls) do 2e
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4.6.6 4-fluorobenzoato de 5-metil-2-(1-metiletil)-fenol (2f)

O composto 2f apresentou-se como um solido branco, com rendimento de 84% e
soluvel em DCM e ponto de fusdo na faixa de 54,7 — 55,0 °C. A analise em CG/EM do 2f
forneceu um cromatograma (Figura 137, p. 117) com um pico em Tr = 7,96 min e um espectro
de massas mostrado na Figura 138 (p. 117), em que foram identificados os fragmentos mais
caracteristicos, como o m/z 272 [M™*], que esta de acordo com a férmula molecular C17H;70,F.

As fragmentagdes condizentes com outros fragmentos sdo propostas na Figura 135 (p. 115).

Figura 135 - Proposta de fragmentacao do 2f
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Fonte: Elaborado pelo autor

No espectro na regiao do infravermelho (IV) (Figura 139, p. 118) do 2f observou-
se a uma banda de absor¢do em 1738 cm’!, tipica de estiramento de ligagdo C=0 de éster.
Também ¢ observada a auséncia de uma banda de estiramento de ligagio O-H, 3329 cm’. O
espectro de RMN de 'H [300 MHz, CDCls] (Figura 140, p. 118) de 2f apresentou como
principal diferenca em relagdo ao do timol, a presenga dois sinais na regido de sistemas
aromaticos [ou 8,25 (dd, 2H, J= 5,4 Hz; 7,8 Hz), ou 7,23 (dd, 2H)].

O espectro de RMN de '*C-BB [75 MHz, CDCl;] (Figura 141, p. 119) apresentou
cinco sinais diferentes do espectro de RMN de '*C do timol. O sinal em 8C 164,6 (C-11)
corresponde a carbonila, os demais sinais [6C 166,3 (d, C-15, J = 253 Hz), 6C 132,9 (d, C-
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13/C-17,J=9,4 Hz) e 6C 116,0 (d, C-14/C-16, J = 21,9 Hz) correspondem aos carbonos no
anel aromético. Os dupletos presentes no espectro confirmam a presenga do '°F na molécula. A
comparacdo entre os espectros de RMN de '*C-BB e RMN de '*C-DEPT 135° (Figura 142, p.
119) permitiu identificar o padrdo de hidrogenagao da molécula. Os dados detalhados de RMN
da molécula do 2f estdo descritos na Tabela 25. De acordo com os dados espectroscOpicos
expostos acima, foi possivel identificar o composto 2f como o 4-fluorobenzoato de 5-metil-2-

(1-metiletil)-fenol (Figura 136).

Figura 136 — Estrutura do 4-fluorobenzoato de 5-metil-2-(1-metiletil)-fenol (2f)

Fonte: Elaborado pelo autor

Tabela 25 - Dados espectroscopicos de RMN de 'H e '*C do 2f - Continua

C dc (ppm) ou (ppm)

1 148,3 —

2 137,4 -

3 127,5 7,23 (d, 1H) #

4 126,7 7,09 (d, 1H, J=7,9 Hz)

5 136,9 —

6 123,0 6,95 (s, 1H)

7 21,0 2,36 (s, 3H)

8 27,5 3,06 (m, 1H, J = 6,9 Hz)
9/10 232 1,23 (d, 6H, J= 6,9 Hz)

11 164,6 —

12 126,1 —

8,25 (dd, 2H,J=5,4 Hz; 7,8
Hz)
14/16 116,0 (d, J=21,9 Hz) 7,23 (dd, 2H) #

13/17 132,9 (d, J = 9,4 Hz)
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Tabela 25 - Dados espectroscopicos de RMN de 'H e !*C do 2f - Conclusio
C Sc (ppm) ou (ppm)

15 166,3 (d, J =253 Hz) -

Fonte: Elaborado pelo autor (# Sinais sobrepostos)

Figura 137 - Cromatograma CG/EM do 2f
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Figura 139 - Espectro na regido de IV (KBr) do 2f
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Figura 141 - Espectro de RMN de '*C-BB (75 MHz, CDCl;) do 2f
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4.6.7 4-nitrobenzoato de 5-metil-2-(1-metiletil)-fenol (2g)

O composto 2g foi obtido como um solido branco, com rendimento de 61%, soluvel
em DCM e ponto de fusdo na faixa de 68,9 — 69,5 °C. Por meio da anélise do CG/EM foi obtido
um cromatograma (Figura 145, p. 122), onde observa-se um pico com Tr em 10,4 min, e o
espectro de massas (Figura 146, p. 122), que mostra o pico do ion molecular m/z 299 [M'1],
confirmando a presenca de nitrogénio (PAVIA et al., 2010), em acordo com a formula
molecular C17H17NO4. Demais picos que caracterizam a estrutura, como m/z 150, m/z 120 e m/z

104, sao mostrados na Figura 143.

Figura 143 - Proposta de fragmentac¢ao do 2g
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Fonte: Elaborado pelo autor

A identificacdo de 2g como produto da reacao foi confirmada no espectro na regido
de IV (Figura 147, p. 123) pelo surgimento de banda caracteristica de C=0 em 1746 cm™ e
duas bandas caracteristicas do grupo NO2 em compostos aromaticos, em 1528 cm™ e 1349 cm’
!, além do desaparecimento do estiramento caracteristico de ligagdo O-H (PAVIA et al., 2010).
O espectro de RMN de 'H [300 MHz, CDCI3] (Figura 148, p. 123) obtido para 2g apresentou
como principal diferenca em relagdo ao timol, a presenca de dois dupletos muito proximos
referentes aos hidrogénios do anel aromatico on 8,48 [(d, 2H, H-13/H-17,J=9,9 Hz) e 6u 8,44
(d, 2H, H-14/H-16, J= 9,5 Hz)].

No espectro de RMN de '*C-BB [75 MHz, CDCI3] (Figura 149, p. 124) h4 treze
linhas espectrais. O sinal em dc 163,7 (C-11) ¢ referente ao grupo carbonilico, e outros quatro
sinais foram atribuidos aos C-12 (&¢ 135,2), C-13/C-17 (6c 131,4), C-14/C-16 (d¢ 124,0) e C-
15 (oc 151,1). Para atribuir os sinais referentes aos C-2 e C-5, fez-se necessaria a analise do
espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear 'H, 3*C-HMBC [300 MHz, CDCI;] (Figura
151, p. 125), em que foi possivel se estabelecer a correlagio a duas (3Jcu) € a trés ligagdes (*Jcn)

entre o sinal em d¢ 137,1 com os hidrogénios ou 1,30 (H-9/H-10), on 2,44 (H-7), o1 3,10 (H-8),
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ou 7,07 (H-6), 6u 7,18 (H-4) e du 7,35 (H-3), concluindo que o sinais dos C-2 e C-5 aparecem
sobrepostos em oc 137,1.

O espectro de RMN de '*C-DEPT 135° (Figura 150, p. 124) confirma a estrutura
identificando o padrao de hidrogenacao dos carbonos. Na Tabela 26 estao descritos os dados
de RMN de 'H e *C para o composto 2g.

Através da exposicao dos dados espectroscopicos da produto obtido 2g, foi possivel
identificar o composto como o 4-nitrobenzoato de 5-metil-2-(1-metiletil)-fenol (Figura 144), o

qual ja foi relatada sua obten¢ao por Kumar, Singh e Chhokar (2008).

Figura 144 - Estrutura do 4-nitrobenzoato de 5-metil-2-(1-metiletil)-fenol (2g)

Fonte: Elaborado pelo autor

Tabela 26 - Dados espectroscopicos de RMN de 'H e '°C do 2g - Continua

C dc (ppm) du (ppm)
1 148,0 —
2 137,1 —
3 127,9 7,35 (d, 1H, J= 8,1 Hz)
4 126,9 7,18 (d, 1H, J= 17,9 Hz)
5 137,1 —~
6 122,7 7,03 (s, 1H)
7 21,0 2,44 (s, 3H)
8 27,6 3,10 (m, 1H, J = 6,9 Hz)
9/10 23,2 1,30 (d, 6H, J = 6,9 Hz)
11 163,7 —
12 135,2 —
13/17 131,4 8,48 (d, 2H, J= 9,9 Hz)

14/16 124,0 8,44 (d, 2H, J=9,5 Hz)



Tabela 26 - Dados espectroscopicos de RMN de 'H e *C do 2g - Conclusio

122

C dc (ppm) du (ppm)
15 151,1 -
Fonte: Elaborado pelo autor
Figura 145 - Cromatograma CG/EM do 2g
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Figura 147 - Espectro na regido do IV (KBr) do 2g
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Figura 149 - Espectro de RMN
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Figura 151 - Espectro de RMN-HMBC (300 MHz, CDCI3) do 2g
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Figura 152 - Expansao do espectro de RMN-HMBC (300 MHz, CDCls) do 2g
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Figura 153 - Expansao do espectro de RMN-HMBC (300 MHz, CDCls) do 2g
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4.6.8 4-metoxibenzoato de 5-metil-2-(1-metiletil)-fenol (2h)

O composto obtido apresenta-se como um liquido amarelo, soltivel em DCM e com
rendimento de 52%. A andlise em CG/EM mostra um cromatograma (Figura 156, p. 129) com
pico unico e Tr em 9,85 min e o espectro de massas (Figura 157, p. 129) que exibe um pico m/z
284 [M™] referente ao ion molecular, condizente com a férmula molecular de CisH200s3.

Demais fragmentos sao justificados na Figura 154.

Figura 154 - Proposta de fragmentacao do 2h
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Fonte: Elaborado pelo autor

No espectro de absor¢@o na regido do infravermelho (IV) (Figura 158, p. 130)
observa-se a auséncia da banda de estiramento O-H em 3229 cm’!, presente no espectro de IV
do timol e surgimento de uma banda caracteristica de C=0 em 1729 cm™ (PAVIA et al., 2010).

O espectro de RMN de 'H [300 MHz, CDCls] (Figura 159, p. 130) de 2h difere
principalmente do espectro do timol, devido a um simpleto intenso em ou 3,93 (s, 3H, H-18),
tribuidos aos hidrogénios da metoxila, além da presenca de dois dupletos em don 8,22 (d, 2H, H-
13/H-17,J = 8,9 Hz) e 6n 7,04 (d, 2H, H-14/H-16, J = 8,9 Hz). O espectro de RMN de '*C-BB
[75 MHz, CDCI3] de 2h (Figura 160, p. 131) ajuda a propor a estrutura do composto, no qual
h4 seis sinais diferentes do espectro de RMN de *C do timol, onde o sinal em 8¢ 164,1 (C-11)
¢ referente a carbonila (C=0), em ¢ 55,7 (C-18) corresponde ao carbono da metoxila, e os
outros quatro correspondem a carbonos aromaticos [0c 165,2 (C-12), ¢ 132,4 (C-13/C-17), oc
122,3 (C-15) e ¢ 114,1 (C-14/C-16)]. O espectro de RMN de '*C-DEPT 135° (Figura 161, p.
131) aponta a presenca de mais um sinal hidrogenado especifico de carbono sp3, que refere-se
ao C-18, corroborando com a estrutura sugerida.

A analise dos dados espectroscopicos dispostos acima e em comparagao com dados
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de RMN de 'H e '*C descritos por Ortar et al. (2012) (Tabela 27), permitiram identificar o

produto 2h, como 4-metoxibenzoato de 5-metil-2-(1-metiletil)-fenol (Figura 155).

Figura 155 — Estrutura do 4-metoxibenzoato de 5-metil-2-(1-metiletil)-fenol (2h)

Fonte: Elaborado pelo autor

Tabela 27 - Dados espectroscopicos de RMN de 'H e '°C do 2h

C  &c(ppm) ou (ppm) 6c* (ppm) 6u™ (ppm)

1 148,5 — 148,25 —

2 137,5 - 137,24 -

3 127,2 7,28 (d, 1H, J=8,1 Hz) 127,00 7,23 (d, 1H, J=8,1 Hz)

4 126,6 7,09 (d, 1H, J = 8,2 Hz) 126,40 7,05 (d, 1H, J=7,8 Hz)

5 136,8 - 136,54 -

6 123,2 6,98 (s, 1H) 123,00 6,93 (s, 1H)

7 21,0 2,38 (s, 3H) 20,86 2,33 (s, 3H)

8 27,5 3,10 (m, 1H, J = 6,9 Hz) 27,30 3,05 (hept., 1H, J = 6,9 Hz)
9/10 232 1,25 (d, 6H, J= 6,9 Hz) 23,04 1,21 (d, 6H, J= 6,9 Hz)

11 164,1 - 163,86 -

12 165,2 - 165,05 -

1317 1324 8,22 (d, 2H, J = 8,9 Hz) 132,23 8,17 (d, 2H, J = 8,1 Hz)
14/16 1141 7,04 (d, 2H, J = 8,9 Hz) 113,88 6,99 (d, 2H, J= 8,7 Hz)
15 122,3 - 121,98 -
18 55,7 3,93 (s, 3H) 55,48 3,88 (s, 3H)

*ORTAR et al., 2012




Figura 156 - Cromatograma CG/EM do 2h
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Figura 158 - Espectro na regido do IV (KBr) do 2h
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Figura 160 - Espectro de RMN de '*C-BB (75 MHz, CDCl3) do 2h
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4.6.9 4-metilbenzoato de 5-metil-2-(1-metiletil)-fenol (2i)

O composto 2i foi obtido como um o6leo incolor, soluvel em DCM, com 45% de
rendimento. A andlise do CG/EM forneceu um cromatograma (Figura 164, p. 134) com um
pico em 8,68 min (Tr). O espectro de massas (Figura 165, p. 134) de 2i apresenta um pico
referente ao m/z 268 [M""], que mostra coeréncia com a formula molecular CisH2002, 0 que
confirma a formagao do produto. A fragmentacao de 2i mostra alguns picos caracteristicos

como m/z 119 e m/z 91 (Figura 162).

Figura 162 - Proposta de fragmentacao do 2i
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Fonte: Elaborado pelo autor

O espectro de absorcao na regido do infravermelho (Figura 166, p. 135) obtido para
2i apresentou uma banda referente a ligagio C=0, em 1735 cm™!, e comparado ao espectro de
IV do timol, pode-se verificar o desaparecimento da banda atribuida a ligacao O-H em 3329
cm’. O espectro de RMN de 'H [300 MHz, CDCls] (Figura 167, p. 135) do 2i, quando
comparado ao espectro do timol, ¢ caracterizado pela presenca de mais dois dupletos na regido
de aromaticos [on 8,14 (d, 2H, J= 8,0 Hz) e 61 7,35 (d, 2H, J = 8,0 Hz)], e um simpleto em ou
2,48 (s, 3H, H-18).

A formagao do produto 2i também foi confirmada através dos dados obtidos do
espectro de RMN de '*C-BB [75 MHz, CDCI3] (Figura 168, p. 136), que mostra um sinal em
dc 165,6 (C-11), que ¢ correspondente a carbonila, um sinal dc 21,9 (C-18), atribuido ao do C-
18, e quatro sinais na regido de aromaticos [oc 144,5 (C-15), d¢c 130,4 (C-13/C-17), 6c 129,5
(C-14/C-16) e 8¢ 127,2 (C-12). O espectro de RMN de '*C-DEPT 135° (Figura 169, p. 136)
indica a presenca de um sinal hidrogenado diferente do espectro do timol, atribuido ao C-18,
contribuindo para a confirmacdo da estrutura.

Por meio da exposicao dos dados espectroscopicos obtidos para 2i, e da comparagao
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com os dados da literatura (ORTAR et al, 2012) (Tabela 28), foi possivel identificar o

composto como o 4-metilbenzoato de 5-metil-2-(1-metiletil)-fenol (Figura 163).

Figura 163 - Estrutura do 4-metilbenzoato de 5-metil-2-(1-metiletil)-fenol (2i)

Fonte: Elaborado pelo autor

Tabela 28 - Dados espectroscopicos de RMN de 'H e '*C-BB do 2i

C  &c(ppm) 6u (ppm) 6c* (ppm) ou™ (ppm)

1 148,5 - 148,28 -

2 137,4 - 137,25 -

3 1273 727(d,1H,J=79Hz) 127,08 7,23 (d, 1H, J= 7,8 Hz)

4 126,6  7,08(d, 1H,J=78Hz) 126,45 7,05 (d, 1H, J= 7,8 Hz)

5 136,8 - 136,59 -

6 123,2 6,97 (s, 1H) 122,98 6,94 (s, 1H)

7 21,0 2,37 (s, 3H) 20,85 2,33 (s, 3H)

8 27,5  3,09(m, 1H,J=69Hz) 27,34 3,05 (hepteto, 1H, J= 6,9 Hz)
9/10 232 1,24 (d, 6H, J = 6,9 Hz) 23,05 1,21 (d, 6H, J = 6,9 Hz)

11 165,6 - 165,39 -

12 127,2 - 127,02 -
13/17  130,4  8,14(d,2H,J=80Hz) 130,21 8,11 (d, 2H, J = 8,1 Hz)
14/16  129,5  7,35(d,2H,J=8,0Hz) 129,34 7,31 (d, 2H, J=8,1 Hz)

15 144,5 - 144,30 -

18 21,9 2,48 (s, 3H) 21,73 2,45 (s, 3H)

*ORTAR et al., 2012



Figura 164 - Cromatograma CG/EM do 2i
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Figura 166 - Espectro na regido do IV (KBr) do 2i
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Figura 168 - Espectro de RMN de '*C-BB (75 MHz, CDCl;) do 2i
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Os valores listados nas Tabela 29, 30 (p. 138), 31 (p. 145) e 32 (p. 141) resumem

os dados espectroscopicos atribuidos as substancias 2a-i, derivados do timol.

Tabela 29 - Dados de CG/EM dos derivados 2a-i

Substancia M (m/z) Pico base (m/7)
2a 192 135
2b 248 135
2c 254 105
2d 288 139
2e 332 183
2f 272 123
2g 299 150
2h 284 135
2i 268 119

Fonte: Elaborado pelo autor



Tabela 30 - Dados de infravermelho do timol e dos derivados 2a-i
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Principais absor¢ées no I'V (cm™)

Tipo de
Timol 2a 2b 2¢ 2d 2e 2f 2g 2h 2i
Vibracoes
v C-H 2957 2962 2959 2962 2962 2964 2965 2970 2962 2962
v C=C 1621/1459 1623/1508 1621/1505 1600/1451 1594/1508 # 1605/1508 # 1607/1508 1612/1506
v O-H 3229 - - - - - - - - -
v C=0 - 1762 1760 1733 1738 1738 1738 1746 1729 1735
v C-0 1243 1209 1151 1236 1266 1233 1238 1232 1234 1236
v C-Cl - - - - 785-540 # - - - - -
1075-
v C-Br - - - - - - - - -
1030 #
1250-
v C-F - - - - - - - - -
1230 #
v NO; - - - - - - - 1528/1349 - -

Fonte: Elaborado pelo autor



Tabela 31 - Dados de RMN de 'H dos derivados 2a-i - Continua
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Deslocamentos quimicos (ppm)

N°  H3 H4 H6 H7 HS HO/H10 HI2 H13/H17 H14/H16 HI5  HIS
b, L@ 7oAy 682 233 298 (m) 1,23 (d) 2,33
a _ _ _ _
J=179  J=19 (s]) (s) J=69 J=69 (s)
2,58
1,43 (m)/ 0,95
720(d) 7,03 681 232  2,97(m) 1,20 (d) (t) 1,43
2b 1,80 (m) (t) —
J=78  J=18 (s]) (s) J=69 J=1,24 J= (m)
J=17,0
7.4
727() 7,08 (dl 697 236  3,08(m 1,23 (d 7,54 (t 7,66 (t
L. T27@ (dl) (m) O e (® ©
J=79  J=19 (sl) (s) J=6.9 J=6.9 J=176 J=174
726()  7,09(d) 695 236 3,04 (m) 1,23 (d) 7,52 (d)
2d - 8,17 (d) J= 8.6 - -
J=79  J=19 (s) (s) J=6.9 J=69 J=8,6
726() 7,09 (d 6,95 230  3,04(m 1,23 (d 7,38 (d
L, 260 (d) (m) O e—ss (d) o
J=78  J=18 (s) (s) J=6,7 J=6.9 J=83
723 7,09(d) 695 236 3,06 (m) 1,23 (d) 8,25 (dd) J = 5.4;
2f - 7,23 (dd) # — -
# J=179 (s) (s) J=69 J=69 7,8
735() 7,18(d)J= 7,03 244 3,10(m)J= 1,30(d)J= 8,44 (d
o 1BO 1O (m) (d) C sas@s—99 (d) -
J=8.1 7,9 (s) (s) 6,9 6,9 J=95



Tabela 31 - Dados de RMN de 'H dos derivados 2a-i - Conclusio
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Deslocamentos quimicos (ppm)

N° H3 H4

HI18

728 (d) 7,09 (d)
J=81  J=82
727(d) 7,08 (d)
J=7,9 J=7,8

2i

HS HOHIO  HI2 HI3/H17
300 (m) 125 (d)J - 3.22 ()
J=69 6,9 B J=89
3,09 (m) 1,24 (d) 8,14 (d)
J=69 J=69 B J=8,0

3,93
(s)
2,48
(s)

Fonte: Elaborado pelo autor



Tabela 32 - Dados espectroscopicos de RMN de '*C-BB dos derivados 2a-i
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Deslocamentos quimicos (ppm)

N° ClI C2 €3 C4 C5 C6 C7 C8 C9Cl0 Cll Cl2 CI3/C17  Cl4/Cl6 Cl15 C18
2a 1481 1372 1273 1273 1367 1229 21,0 274 232 1700 21,1 - - - -
2b 1482 1373 1265 1272 136,7 123,0 21,0 273 232 172,7 34,6 22,5 31,5/14,1 24,9 -
2¢ 1484 1374 1267 1273 1368 123,0 21,0 27,5 232 1655 1299 1303 128,8 133,7 -
2d 1482 1403 127,5 126,7 1369 123,0 21,0 27,5 232 1647 1283 1317 129,2 137,3 -
2e 1482 1373 1275 1267 1369 1229 21,0 27,5 232 1648 1289 1322 131,1 128,8 -
2f 1483 1374 127,5 126,7 1369 123,0 21,0 27,5 232 164,6 126,1 1329 He.0 106, -
(d,J=94) (d,J=21,9) (d,J=253)
2¢ 1480 137,1 1279 1269 137,1 122,7 21,0 27,6 232 163,7 1352 1240 131,4 151,1 -
2h 1485 137,5 1272 1266 1368 1232 21,0 275 232 1641 1652 1324 114,1 1223 55,7
2i 1485 1374 1273 1266 1368 1232 21,0 27,5 232 1656 1272 1304 129,5 129,5 21,9

Fonte: Elaborado pelo autor
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4.7 Avaliacao farmacologica

ApOs a obtengao e caracterizacao dos derivados do carvacrol e do timol, os mesmos
foram submetidos avaliacao das atividades citotoxica in vitro, acetilcolinesterasica e larvicida.
A atividade acetilcolinesterasica mediu a capacidade de inibi¢ao da enzima acetilcolinesterase.
Para a atividade citotoxica, os derivados foram avaliados quanto a capacidade de inibicao de
crescimento de trés linhagens de células tumorais, e a atividade larvicida avaliou a letalidade

dos derivados frente as larvas de Aedes aegypti.

4.7.1 Atividade antiacetilcolinesterdsica

O método utilizado foi descrito por Ellman et al. (1961), e adaptado por Rhee et al.
(2001) para aplicagdo em CCD. O método fundamenta-se na formacao de tiocolina através da
hidrolise da acetiltiocolina, catalisada pela acetilcolinesterase (Figura 170). A tiocolina formada
reage com o reagente de Ellman (&cido 5,5-ditiobis[2-nitrobenzdico]) para formar um anion
amarelo que absorvem em 412 nm. Compostos que inibem a acetilcolinesterase, diminuem a

produg¢do do anion, formando um halo branco (ELLMAN et al., 1961; ANJOS et al., 2015).

Figura 170 - Reagao de Ellman catalisada pela acetilcolinesterase
(0] ‘ 0 |
AS /\/ITI*\ acetilcolinesterase AOH + HS /\/lTﬁ\

acetiltiocolina acido acético tiocolina

NO, NO, | NO,
.
Ilj+ + S\S 0 - > S/Qfo + /ITI\/S\S Y
HS > OH 0
0,N OH

H

tiocolina 5-tio-2-nitrobenzoato 2-nitrobenzoato-5-mercaptotiocolina

HO™ ~O

acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoico

Fonte: Elaborado pelo autor

Na avaliagdo da atividade inibidora da enzima acetilcolinesterase, baseada na
formacao de halos brancos em CCD, foram obtidos resultados positivos para o carvacrol, € os
derivados 1b e 2b. Vale destacar que os compostos 1b e 2b apresentaram halo de inibi¢ao (HI)

proximos ao HI do controle positivo sal de Eserina (Tabela 33, p. 143).
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Tabela 33 - Resultado do teste de inibicdo da enzima acetilcolinesterase

Substancia HI (cm) Resultado Substancia HI (cm) Resultado
Sal de Eserina 1,4 Positivo Metanol - Negativo
Carvacrol 0,8 Positivo Timol - Negativo
la - Negativo 2a - Negativo

1b 1,4 Positivo 2b 1,2 Positivo

1c - Negativo 2¢ - Negativo

1d - Negativo 2d - Negativo

le - Negativo 2e - Negativo

1f - Negativo 2f - Negativo

1g - Negativo 2g - Negativo

1h - Negativo 2h - Negativo

1i - Negativo 2i - Negativo

Fonte: Elaborado pelo autor (HI — halo de inibigio)

Os derivados 1b e 2b possuem estruturas semelhantes, apresentando uma cadeia
alifatica de seis carbonos. O resultado positivo dos compostos como inibidores da
acetilcolinesterase podem ser atribuidas a uma possivel relagdo com a estrutura dos compostos,

que podem atuar no sitio ativo da enzima, impedindo sua agao.

4.7.2 Atividade citotoxica in vitro

A avaliacdo da atividade citotdxica do carvacrol, timol e os derivados 1a-i ¢ 2a-i
pelo método do MTT, foi realizada utilizando as trés linhagens de células tumorais, SF295

(glioblastoma), HCT116 (c6lon — humano) e PC3 (prostata).

Figura 171 - Estrutura quimica do MTT e sua transformagdo em formazan

Br'/© /@
N: N+ /I\I\ N
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- T
MTT Formazan
Fonte: STOCKERT et al., 2012
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A metodologia adotada foi adaptada do modelo de Mosmann (1983) e permite
avaliar a viabilidade e o estado metabdlico da célula. O processo ¢ descrito pela mudanga
colorimétrica que ocorre devido a conversao do MTT em azul de formazan (Figura 171, p. 143),
formado a partir de enzimas mitocondriais presentes somente em células metabolicamente
ativas. A analise do potencial citotoxico pelo método do MTT ¢ capaz de determinar a
citotoxicidade, mas nao define o mecanismo de a¢do (BERRIDGE et al., 1996).

Uma escala de intensidade foi utilizada para avaliar o potencial citotdoxico das
amostras testadas. As amostras com percentual de inibi¢do <1% sdo consideradas sem atividade
(SA), com inibicdo de crescimento celular variando de 1 a 50% tem pouca atividade (PA), de
50 a 75% sao consideradas com atividade moderada (MO) ¢ inibigao de crescimento entre 75 ¢
100% apresentam muita atividade (MA).

Seguindo essa escala, podemos ver na Tabela 34, que as amostras avaliadas

apresentaram nenhum ou pouco efeito inibitorio de proliferacao celular.

Tabela 34 - Média do percentual de inibi¢do de crescimento celular para carvacrol, timol e
seus derivados na concentracao de 25 ug/mL

Substancia SF295 HCTI116 PC3 || Substancia SF295 HCT116 PC3

Carvacrol 21,30 3,38 10,30 Timol 34,38 9,07 17,12
1a 22,50 -0,90 8,29 2a 40,22 8,62 14,82
1b 25,16 4,84 7,78 2b 41,06 12,99 18,90
lc 22,14 7,34 11,58 2c 25,89 5,48 9,91
1d 45,30 40,20 22,30 2d 48,30 30,90 29,40
le 4,80 13,80 10,42 2e 0,00 10,20 13,40
1f 0,00 0,00 3,26 2f 12,13 11,20 23,19
1g 3,93 14,87 21,39 2g 12,53 17,33 23,40
1h 17,00 21,33 12,64 2h 27,73 22,27 30,00
1i 43,67 36,73 38,82 2i 18,40 11,67 21,39

Fonte: Elaborado pelo autor

Avaliando os resultados para a linhagem de células SF295 (glioblastoma), o timol
apresenta maior potencial citotoxico em relacdo ao carvacrol, e os derivados do carvacrol 1d e

1i, e os derivados do timol 2a, 2b e 2d apresentam os maiores potenciais, destacando que as
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substancias 1d e 2d exibem os maiores valores de inibigdo e tem em comum a presenca um
atomo de cloro na estrutura.

As analises com a linhagem de células HCT116 (colon) apresentaram melhores
resultados para 1d e 1i, dos derivados do carvacrol, e para 2d, dos derivados do timol. Os
derivados 1i e 2i apresentam uma metila na posi¢ao para a carbonila da estrutura.

Referindo-se a linhagem PC3 (prostata), os maiores potenciais citotoxicos sdo das
amostras 1i, 2d e 2h, que apresentam uma metila, um atomo de cloro e um grupo nitro,
respectivamente, na posicao para a carbonila.

Todas as substancias testadas apresentaram percentual de inibi¢do menor que 50%,
exibindo pouca ou nenhuma atividade. Como somente amostras que apresentam percentual de
inibi¢do de crescimento acima de 75% sdo consideradas ativas, e assim sdo encaminhadas para

determinagdo de Clso, ndo foi possivel obter os valores de Clso para as substancias.

4.7.3 Atividade larvicida

De acordo com a metodologia descrita no item 5.5.3, foram realizados testes
larvicidas para determinacdo da concentragdo letal para 50% das larvas (CLso) de Aedes

aegypti. Os resultados obtidos foram listados na Tabela 35.

Tabela 35 - Resultados da CLso frente as larvas de Aedes aegypti

Substancia CLso (ppm) Substancia CLso (ppm)
Carvacrol 50,12+ 0,20 Timol 35,71 £ 0,12
la 100,70 + 0,83 2a 69,84 + 0,67
1b 104,20 + 0,74 2b 109,86 + 0,66
lc 126,52 + 1,54 2¢ 94,40 + 1,44
1d > 500 2d > 500
le > 500 2e > 500
1f > 500 2f > 500
1g > 500 2g > 500
1h 94,58 + 1,68 2h 23,60 £ 0,87
1i > 500 2i > 500

Fonte: Elaborado pelo autor
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Para Cheng et al. (2003), compostos que apresentam valores de CLso de até 100
ppm sdo considerados 6timos agentes larvicidas. Neste estudo, observa-se que além do
carvacrol e do timol, os derivados 1a, 1b, 1c, 1h, 2a, 2b, 2¢ ¢ 2h apresentam grande potencial
para o uso no controle de larvas do Aedes aegypti, com valores menores ou préximos de 100
ppm, destacando 1h, 2a, 2¢ ¢ 2h, com valores de CLso igual a 95,58 &= 1,68 ppm, 69,84 + 0,67
ppm, 94,40 + 1,44 ppm e 23,60 + 0,87 ppm, respectivamente. Os demais compostos avaliados
apresentaram valores de CLso acima de 500 ppm, nao apresentando nenhum atividade larvicida.
Dentre os derivados que apresentaram valores de CLso acima de 500 ppm, apresentam em suas
estruturas halogénios (Cl, F, Br), grupo nitro (NO2) e uma metila (CH3) na posi¢do para a
carbonila. O composto 2h, que apresentou o melhor resultado (23,60 ppm), tem na estrutura

uma metoxila na posi¢ao para a carbonila.
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5 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

5.1 Materiais utilizados

Os materiais de partida das reagdes, timol e carvacrol, foram adquiridos da Sigma-
Aldrich®, assim como anidrido hexanoico, anidrido benzoico e a 4,4-dimetilaminopiridina
(DMAP). Anidrido acético, trietilamina (Et;N) e sulfato de s6dio anidro (Na>2SO4) sdo da marca
Vetec®. Os solventes hexano e diclorometano (DCM) sao da marca Synth®. Os solventes
utilizados na dissolugdo das substancias para RMN foram adquiridos na Tedia®. Os acidos 4-
clorobenzoico, 4-bromobenzoico, 4-fluorobenzoico, 4-nitrobenzoico, 4-metoxibenzoico e p-
toluico sdo da marca Aldrich®. A N, N’-diciclohexilcarbodiimida (DCC) foi comprada da
Fluka®.

5.2 Métodos cromatograficos

Para a cromatografia em coluna (CC) foi utilizado gel de silica 60 com
granulometria de 70-230 mesh e gel de silica 60 A° para cromatografia sob média pressao
(“flash”) da marca Vetec®, como fase estacionaria. Para a eluicdo das colunas foram utilizados
solventes de grau P.A., como hexano e DCM. O gradiente de polaridade foi variado em ordem
crescente, utilizando o solvente puro ou misturas. As dimensdes das colunas, como
comprimento e diametro, foram variadas de acordo com a quantidade de material disponivel.

A cromatografia em camada delgada (CCD), utilizada para acompanhar o
desenvolvimento das reacdes e para acompanhar a purificacdo dos compostos por meio da CC,
foi realizada em gel de silica 60, 2-25 pum, com indicador de fluorescéncia Fas4 sobre
cromatoplacas de poliéster ou aluminio da Merck®. As cromatoplacas foram eluidas com
solventes apropriados e as substancias foram reveladas sob luz ultra-violeta (254 nm) em
aparelho da marca Vilber Lourmat® e submersas em solucao de vanilina (CsHgO3, 5,0 g) em
acido perclorico (HCIO4, 0,75 mol/L, 100 mL) e etanol (C2HsO, 100 mL), e em seguida

submetidas a aquecimento com soprador térmico.

5.3 Métodos espectrométricos e espectroscopicos

Os espectros apresentados neste trabalho foram obtidos em equipamentos do De-
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partamento de Quimica Organica e Inorganica (DQOI) e no Centro Nordestino de Aplicacao
e Uso da Ressonancia Magnética Nuclear (CENAUREMN), na Universidade Federal do Ceara
- UFC.

5.3.1 Cromatdgrafo Gasoso acoplado ao Espectrometro de Massas (CG/EM)

Os cromatogramas e espectros de massas das substancias foram obtidos em um
aparelho SHIMADZU® GC-2010 Plus acoplado a um espectrometro de massas GCMS-
QP2010SE, utilizando coluna capilar RTX-5MS de 30 m de comprimento, 0,25 mm de
diametro interno e 0,25 um de espessura do filme da fase fixa, com uma vazao de 1,46 mL/min
utilizando o hélio como gés de arraste. A temperatura do injetor foi de 280 °C. A programagao
da temperatura iniciou com a temperatura de 80 °C e se manteve por 1 min. Em seguida, a
temperatura cresceu a uma taxa de aquecimento de 25 °C/min até 250 °C, que foi mantida por
2 min, em seguida a temperatura foi elevada até 300 °C a uma taxa de 20 °C/min, que foi
mantida durante 2 min.

A analise com o detector de massas foi realizada no modo scan, na qual o tempo de
analise foi de 14 min; a obtengdo dos espectros de massas foi realizada em uma faixa de 40 a

500 Da por impacto de elétrons, com energia de ionizagdo de 70 eV e fonte de ions a 260 °C.

5.3.2 Espectroscopia de Infravermelho (IV)

Os espectros de absor¢ao na regido de infravermelho (IV) foram obtidos em
espectrometro Perkin-Elmer®, modelo Spectrum 100 FT-IR, na regido de 400 a 4000 cm™
usando o aparelho UATR (Universal Attenuated Total Reflectance). Foram utilizadas pastilhas

de KBr como suporte para as amostras.

5.3.3 Ressondncia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de 'H) e
ressonancia magnética nuclear de carbono-13 (RMN de '*C) foram obtidos no espectrometro
Bruker®, modelo Avance DPX-300, utilizando frequéncia de 300 MHz para 'H e 75 MHz para
13C. As andlises foram realizadas utilizando cloroféormio deuterado (CDCl3) como solvente e o
pico do hidrogénio da fragcdo ndo deuterada em dn 7,27 foi usado como referéncia interna para

RMN de 'H. Para RMN de '3C-BB a referéncia utilizada foi o tripleto do CDCls em 8¢ 77,0.
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Os deslocamentos quimicos (d) sdo dados em partes por milhdo (ppm) e as constantes de
acoplamento (/) em Hertz. As multiplicidades sdo assinaladas como: s (simpleto), sl (simpleto
largo), d (dupleto), dl (dupleto largo), dd (dupleto de dupleto), t (tripleto), q (quarteto) € m
(multipleto).

O padrdo de hidrogenagdo dos carbonos foi determinado pela técnica de DEPT
(Distortionless Enhancement by Polarization Transfer) 135°, na qual os sinais CH e CHj
aparecem opostos aos sinais de CH» e os sinais de carbonos ndo hidrogenados nao sdo
observados, sendo identificados por comparac¢do com o espectro de RMN de '*C-BB (Broad

Band).
5.4 Obtencao dos derivados de carvacrol e timol
As reagdes foram realizadas de acordo com a metodologia empregada por Fonseca

et al. (2015) e por Narender et al. (2009), com modifica¢des. Os derivados do carvacrol foram

identificados por 1, e os derivados do timol por 2.

5.4.1 Obtencao dos derivados 1a-c e 2a-c

Figura 172 - Estrutura quimica do carvacrol, timol e seus derivados 1a-c e 2a-c
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Fonte: Elaborado pelo autor

Foram dissolvidos 0,67 mmol (100 mg) de carvacrol/timol em 20 mL de
diclorometano em diferentes baldes de 50 mL, e adicionados 1,2 mmol de diferentes anidridos
de acido carboxilico (114 pL de anidrido acético, 277 pL de anidrido hexanoico e 272 mg de

anidrido benzoico, respectivamente) e 0,8 mmol (111 pL) de trietilamina em cada um. Em
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seguida adicionou-se 4,4-dimetilaminopiridina (DMAP) em quantidade catalitica a cada balao.
As diferentes solugdes foram mantidas sob agitagdo magnética por um periodo de 24h, a
temperatura ambiente, para as reacoes de 1a-b e 2a-b, e a 50 °C e sob refluxo para as reagdes
de 1c¢ e 2c. (Figura 172). Decorrido o tempo da reagao, as solugdes foram lavadas com agua
destilada (20 mL). A fase organica foi extraida com diclorometano (3 x 20 mL), seca com
sulfato de sddio anidro (Na;SOs) e concentrada sob pressao reduzida. Os produtos reacionais
obtidos foram submetidos a cromatografia em coluna de gel de silica, empregando como eluente

diclorometano, para purificacao de 1a e 2a, e hexano para purificagao de 1b, 1¢, 2b ¢ 2c¢.
5.4.2 Obtencao dos derivados 1d-i e 2d-i

Figura 173 - Estrutura quimica do carvacrol, timol e seus derivados 1d-i e 2d-i
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Fonte: Elaborado pelo autor

Foram dissolvidos 1 mmol (150 mg) de carvacrol/timol em 20 mL de diclorometano
em diferentes baldes de 50 mL, e adicionados 2 mmol dos diferentes derivados do acido
benzoico (313 mg de acido 4-clorobenzoico, 402 mg de acido 4-bromobenzoico, 280 mg de
acido, 4-fluorobenzoico, 334 mg de acido 4-nitrobenzoico, 242 mg de acido 4-metoxibenzoico
e 272 mg de 4acido p-toluico, respectivamente), 2 mmol (412 mg) de N, N’-
diciclohexilcarbodiimida (DCC) e 2 mmol (244 mg) de DMAP (Figura 173, p. 150). Em
seguida as diferentes solu¢des foram mantidas sob agitagdo magnética por um periodo de 4h
(as reacdes com o acido 4-fluorobenzoico foram deixadas apenas 1h), a temperatura ambiente.
Decorrido o tempo da reagdo, as misturas reacionais foram filtradas a vacuo e o filtrado foi
concentrado sob pressdo reduzida. Os produtos formados foram submetidos a cromatografia
em coluna de gel de silica, empregando como eluente hexano/diclorometano 1:1, para

purificacao de 1d-i e 2d-i.
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5.5 Avaliacao farmacologica

5.5.1 Atividade antiacetilcolinesterasica

Os ensaios de atividade antiacetilcolinesterdsica foram realizados no Laboratorio
de Produtos Naturais e Biotecnologia (LPNBio), do Departamento de Quimica Organica e
Inorganica da UFC. O método foi descrito primeiramente por Ellman (1961), e uma adaptagao
feita por Rhee et al. (2001) para aplicacao em CCD.

O procedimento ¢ considerado um método colorimétrico, que avalia a atividade de
forma rapida e eficiente a capacidade de inibi¢do da enzima acetilcolinesterease para diferentes
amostras. O ensaio ¢ um método tanto qualitativo quanto quantitativo, porém neste trabalho
foram realizados apenas os ensaios qualitativos.

Para a execugdo dos testes, uma aliquota de SuL das solugdes das amostras de
carvacrol, timol e os seus derivados 1a-i e 2a-i, nas concentragdes de 2 mg/mL, foram aplicadas
em uma CCD. Apos a evaporagdo do solvente, uma mistura (1:1) de iodeto de acetilcolina
(ATCI) 1 mmol/L e reagente de Ellman (&cido 5,5’-ditiobis-(2-nitrobenzdico) (DTNB) 1
mmol/L foi borrifada na placa e deixada em repouso por 10 min para secagem. Ao final desse
intervalo, foi borrifado na placa a enzima acetilcolinesterase na concentra¢do de 20 U/mL. Apds
mais um periodo de 10 min, foi observado o aparecimento de uma coloragdo amarela na placa
e onde ha a inibi¢do da enzima se formou-se um halo branco ao redor dos “spots” das amostras
aplicadas. Em 20 a 30 min a coloragdo da placa desapareceu.

A solucdo de sal de Eserina foi utilizado como controle positivo e o controle
negativo foi solvente utilizado nas solugdes, no caso o metanol. Todas as andlises foram

realizadas em triplicata.

5.5.2 Atividade citotoxica in vitro

Os ensaios de analise de citotoxicidade in vitro foram realizados no Laboratdrio
Nacional de Oncologia Experimental (LOE), do Nucleo de Pesquisas e Desenvolvimento de
Medicamentos da UFC (NPDM). A avaliagdo do potencial citotdxico foi realizada através do
ensaio do sal de brometo de 3-(4,5-dimetl-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT), comumente
utilizada em grandes centros de referéncia de estudos do cancer, como o programa de screening

do National Cancer Institute (NCI), que analisa mais de 10.000 substancias por ano (SKEHAN
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et al., 1990).

5.5.2.1 Montagem do ensaio

Foram utilizados trés tipos de célula, sendo das linhagens tumorais HCT-116 (colon
- humano), SF295 (glioblastoma) e PC3 (prostata) que foram cedidas pelo Instituto Nacional
do Cancer (EUA). As células foram cultivadas em meio RPMI 1640, suplementados com 10%
de soro fetal bovino e 1% de antibidticos. Foram plaqueadas nas concentragdes de 0,7 x 10°,
0,1 x 10%¢ 0,3 x 10° células/mL para HCT-116, SF295 e PC3, respectivamente. As placas foram
incubadas com solugdes de carvacrol, timol e seus derivados 1a-i e 2a-i em dimetilsulféxido
(DMSO) puro e estéril, na concentragdo de 25 pg/mL. As placas foram mantidas em estufa por
72h, a temperatura de 37 °C e atmosfera contendo 5% de CO.. Ao final desse periodo, as
amostras foram submetidas a centrifugacdo e o sobrenadante foi removido, seguido da adi¢ao
de 150 pL de uma solugdo de MTT e incubagdo por mais 3h. Ao final de 3h, as amostras foram
novamente centrifugadas para a remocao da solugdo de MTT. O precipitado formado formazan
foi dissolvido em 150 uL de DMSO puro e medida a absorbancia em espectrofotometro de

placa a 595 nm.

5.5.2.2 Andlise estatistica

Os experimentos foram analisados calculando-se a média + o desvio padrao da
média (DPM) da porcentagem de inibicao do crescimento celular. As anélises estatisticas foram

realizadas utilizando o programa GraphPad Prism®.

5.5.3 Atividade larvicida

Os ensaios de atividade larvicida contra Aedes aegypti foram realizados no
Laboratério de Sintese Organica (LSO), do Departamento de Quimica Organica e Inorganica
da UFC. Os ensaios foram realizados de acordo com a metodologia empregada por Gadelha e
Toda (1985).

Foram utilizadas aliquotas de 1 mg, 2 mg, 5 mg e 10 mg, em triplicata, do carvacrol,
timol e seus derivados 1a-i e 2a-i. As aliquotas foram primeiramente dissolvidas em 0,3 mL de

DMSO, em seguida transferidas para béqueres de 50 mL.
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Posteriormente, 50 larvas de terceiro estagio foram adicionadas a cada solugdo, e
adicionados com 19,7 mL de agua. Os testes em branco foram realizados utilizando apenas
solugdo de 4gua e DMSO a 1,5%. A contagem de larvas mortas foi realizada ap6s o periodo de
24h e calculada a CLso. Como controle positivo, foi utilizado o inseticida organofosforado

Temephos® (Figura 174), que apresentou um valor de CLso igual a 1,4 + 0,20 ppm.

Figura 174 - Estrutura quimica do Temephos®
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Fonte: Elaborado pelo autor
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Mesmo com todos os estudos sobre sintese de derivados através de esterificacao,
foram realizadas neste trabalho a sintese de dezoito derivados do carvacrol (9) e do timol (9),
com rendimentos satisfatorios, através da inser¢do de grupos na hidroxila (OH) do C-1. Dentre
os derivados obtidos, 1b, le e 2e estdo sendo relatados pela primeira vez na literatura. Os
derivados foram caracterizados por IV, RMN de 'H e *C e espectrometria de massas.

O carvacrol, timol e seus derivados foram submetidos a analise do potencial de
inibicdo da enzima acetilcolinesterase, citotoxico e larvicida. Poucos derivados apresentaram
potencial de inibicdo da enzima acetilcolinesterase. Em relag@o ao teste citotdxico in vitro, os
derivados apresentaram baixa capacidade de inibicao celular. Para a atividade larvicida, alguns
derivados mostraram grande potencial contra as larvas de Aedes aegypti. Vale ressaltar que,
mesmo com bons resultados para alguns derivados, ha uma redugdo da atividade larvicida
quando hé modifica¢des no grupo hidroxila de carvacrol e do timol.

Desta forma, este trabalho apresenta uma metodologia para obtengao de compostos
com potencial bioativo e contribui para o conhecimento farmacoldgico de novos derivados de

carvacrol e timol.
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