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RESUMO

Na busca constante por novos compostos farmacoldgicos, a hibridizagdo molecular é
uma ferramenta consagrada na quimica medicinal pela qual dois ou mais grupos
farmacoféricos sdo combinados para criar um composto denominado de hibrido.
Espera-se que este hibrido mantenha as caracteristicas dos compostos originais,
demonstrando melhorias em sua ag¢ao farmacologica. Nesse sentido, nesse trabalho
relatamos a sintese de um hibrido molecular inédito formado pelo eugenol e o nucleo
1,2,4-oxadiazol e a avaliagdo da sua atividade antibacteriana. O eugenol tem sido
aplicado ha bastante tempo como um agente antimicrobiano de base natural,
enquanto o nucleo 1,2,4-oxadiazol € um composto que possui propriedades
biolégicas e estda presente em diversos farmacos comercialmente disponiveis.
Assim, inicialmente foram sintetizados diferentes arilamidoximas com rendimentos
que variaram de 78 a 87%. A submissdo da benzoamidoxima a reacao de O-acilagao
com o 2-clorocloreto de acetila seguido da ciclodesidratagdo térmica levou ao 5-
(clorometil)-3-fenil-1,2,4-oxadiazol (4) em um rendimento de 80%. A partir da
estratégia sintética desenvolvida foi possivel obter o composto hibrido desejado em
um rendimento de 70% por meio da reagao de substituicao nucleofilica entre o eugenol
(1), fragmento A, e o 5-(clorometil)-3-fenil-1,2,4-oxadiazol (4), fragmento B. As
estruturas dos compostos sintetizados foram confirmadas através de ressonancia
magnética e espectrometria de massas. Apds a realizagédo da sintese do hibrido
molecular, o0 mesmo foi submetido a avaliagdo antibacteriana frente duas bactérias
gram-positivas e apresentou uma moderada atividade contra as bactérias S. aureus e
S. Pyogenese com CIM de 1000 pg/mL. Portanto, os resultados obtidos demonstram
que a nova estrutura sintetizada é auspiciosa quanto ao desenvolvimento de novos
hibridos com potencial terapéutico.

Palavras-chave: sintese; eugenol; 1,2,4-oxadiazol; antimicrobiano; hibrido.
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ABSTRACT

In the constant search for new pharmacological compounds, molecular hybridization
is a consecrated tool in medicinal chemistry for which two or more pharmacophoric
groups are combined to create a new compound called hybrid. It is expected that this
hybrid maintains the characteristics of the original compounds, showing improvements
in its pharmacological action. In this sense, in this work we report the synthesis of an
unprecedented molecular hybrid formed by eugenol and the 1,2,4-oxadiazole nucleus
and the evaluation of its antibacterial activity. Eugenol has been applied for quite some
time as a natural-based antimicrobial agent, while the 1,2,4-oxadiazole nucleus is a
compound that possesses biological properties and is present in various commercially
available drugs. Thus, initially they synthesized different arylamidoximes with yields
that varied from 78 to 87%. Submission of benzamidoxime to the reaction of O-
acylation with acetyl 2-chlorochloride followed by thermal cyclodehydration raised 5-
(chloromethyl)-3-phenyl-1,2,4-oxadiazole (4) in a yield of 80%. From the synthetic
strategy developed, it was possible to obtain the desired hybrid compound with a yield
of 70% by means of the nucleophilic substitution reaction between eugenol (1),
fragment A, and 5-(chloromethyl)-3-phenyl-1,2 ,4-oxadiazole (4), fragment B. As
structures two synthesized compounds were confirmed by magnetic resonance and
mass spectrometry. After the synthesis of the molecular hybrid, it was subjected to
antibacterial evaluation against two gram-positive bacteria and showed moderate
activity against the S. aureus and S. Pyogenese bacteria with a MIC of 1000 pg/mL.
Therefore, the results obtained show that the new synthesized structure is auspicious
for the development of new hybrids with therapeutic potential.

Keywords: synthesis; eugenol; 1,2,4-oxadiazole; antimicrobial; hybrid.

1 INTRODUCAO

As doencgas causadas por agentes infecciosos sdo uma das principais causas
de morte no mundo (FERREIRA et al., 2021). A evolugdo dos microrganismos
ultrapassou a descoberta de novas substancias ativas, concomitante com o aumento
no uso indevido de compostos antimicrobianos acarretou o surgimento e a
propagacao da resisténcia antimicrobiana (GALLAGHER; BAKER, 2020; AZEVEDO-
BARBOSA et al., 2021).

Ao longo da historia as infecgcbes microbianas tém causado temor na
sociedade. Apesar dos casos terem diminuido no decorrer do tempo, sua resisténcia
a antibioticos vem se desenvolvendo cada vez mais. Nos ultimos tempos a bactéria
Staphylococcus aureusum ja se revelavaresistente a penicilina, a qual era sensivel a
esse antibiotico e considerada de facil tratamento na maior parte dos casos. (BRAS
et al., 2007). Na década de 70 manifestaram-se dois novos modelos de bactérias, a
Gram-positiva e a Gram-negativa, que apresentam tipos distintos de resisténcia.
Atualmente, esta sendo possivel notar o surgimento de microrganismos
extremamente resistentes ou com exiguas op¢des terapéuticas para tratamento com
medicamentos ja disponiveis.

Levando em consideracdo que o quadro de doencgas infecciosas tem
aumentado exponencialmente, tornando-se um dos grandes problemas para saude
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publica em todo mundo e a imensa necessidade na descoberta de novos agentes
antimicrobianos para o tratamento de doengas acarretadas por microrganismos
resistentes, neste trabalho, descrevemos a sintese, caracterizacdo e avaliacéo
antimicrobiana de novos hibridos moleculares formados pela combinagcdo das
propriedades bioldgicas do eugenol e do nucleo 1,2,4-oxadiazol, destinada a descobrir
novos agentes antimicrobianos.

A pesquisa destinada a descobrir novos agentes antimicrobianos é uma das
grandes necessidades atuais (AZEVEDO-BARBOSA et al., 2021), tendo em vista que
as doencgas infecciosas sdo uma das principais causas de morte no mundo
(FERREIRA et al., 2021). A evolugédo dos microrganismos ultrapassou a descoberta
de novas substancias ativas, ao mesmo tempo que o aumento da utilizacao indevida
de compostos antibacterianos conduziu ao surgimento e disseminagao da resisténcia
microbiana (GALLAGHER; BAKER, 2020; AZEVEDO-BARBOSA et al., 2021).

Estima-se que as infecgcbes causadas por bactérias multirresistentes causam
pelo menos 700.000 mortes de pessoas a cada ano em todo o mundo, um numero
que deve aumentar para 10 milhdes em 2050 (BASSETTI et al., 2021). O numero
previsto de mortes causadas por infecgdes resistentes a medicamentos nas préoximas
décadas pode ser comparado com a taxa global de fatalidade da atual pandemia de
SARS-CoV-2 (COVID-19). Um aspecto, muitas vezes deixado em segundo plano, no
combate a pandemia de COVID-19 é o alto numero de infec¢gdes secundarias,
frequentemente associadas a bactérias multirresistentes, que s&o observadas
especialmente em pacientes hospitalizados e naqueles com o sistema imunoldgico ja
comprometido (MIETHKE et al., 2021). Além disso, 0 uso massivo de antibiéticos para
o (co)tratamento de pacientes contaminados com COVID-19 (VAUGHN et al., 2020)
pode acarretar um efeito devastador na disseminacgao da resisténcia bacteriana (HSU,
2020; RAWSON et al., 2020) e provavelmente outras consequéncias clinicas,
econbmicas e sociais negativas poderao ser observadas em breve (MIETHKE et al.,
2021).

Apesar da disponibilidade de quimioterapicos e antibioticos, o surgimento de
cepas bacterianas resistentes caracteriza uma necessidade significativa para a
sintese de antibidticos mais seguros e potentes. Nesse sentido, a hibridizagcéo
molecular surge como uma alternativa eficiente no desenvolvimento de compostos
protétipos por meio da conjugacado de unidades farmacoldgicas distintas em uma
unica molécula. De forma concisa pode-se considerar hibridizacdo molecular como
uma adjecao de fragmentos bioativos distintos em uma unica estrutura molecular.

O eugenol e o 1,2,4-oxadiazol exibem um amplo escopo de aplicagbes
medicinais, o que tem gerado um crescente interesse nos ultimos anos. A preparagao
dos compostos sera realizada de acordo com uma abordagem racional envolvendo
métodos computacionais que predizem os compostos com maiores potenciais
bioativos, reduzindo tempo e custos. Os compostos sintetizados que exibirem
atividade bioldgica promissora poderao ser patenteados.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 1,2,4-Oxadiazdis: Aspectos gerais, Métodos de Preparacao e Aplicagoes
Bioldgicas

Os oxadiazois sdo compostos heterociclicos de cinco membros contendo trés
heteroatomos no anel, sendo dois atomos de nitrogénio e um atomo de oxigénio, dois
atomos de carbono, além de duas ligagdes duplas, propiciando um carater aromatico.
Existem quatro isbmeros constitucionais descritos na literatura para esta classe de
compostos, os quais se diferem pela posicao dos heteroatomos. Destes, os que mais
se destacam sdo o 1,3,4-oxadiazol e o 1,2,4-oxadiazol (PATEL et al., 2014). E
importante ressaltar que o 1,2,3-oxadiazol ndo apresenta utilidade pratica, visto que é
instavel e se decompde com facilidade (CUNHA et al., 2015).

Como mostrado na (Figura 1), os atomos do ciclo sdo numerados comegando
pelo oxigénio (posi¢cao 1) e os demais na diregdo dos atomos de nitrogénio que leve
aos menores numeros possiveis.

Figura 1 - Estrutura do 1,2,4-oxadiazol e seus isbmeros
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Fonte: o autor (2023)

Os 1,2,4-oxadiazois vém adquirindo bastante destaque nas ultimas décadas,
pois estes compostos apresentam muitas aplicagdes na industria farmacéutica para a
descoberta de medicamentos, materiais cintilantes e industria de corantes (TEJAS et
al., 2022). No gréfico obtido através da plataforma Web Of Science, empregando a
palavra-chave 1,2,4-oxadiazole, é possivel observar um grande numero de artigos e
citacbes sobre os 1,2,4-oxadiazdis, demonstrando que a pesquisa sobre esses
compostos tem se expandindo exponencialmente ano a ano. Cabe salientar que
apenas nos cinco meses iniciais do primeiro semestre de 2023 foram verificados 758
citacoes e 24 publicacbes sobre o tema (Figura 2).
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Figura 2 - Numero de citagdes e publicagdes sobre os 1,2,4-oxadiazois até 2023
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Fonte: Web of Science (2023)

Ha diversas variagdes quanto aos meétodos para a obtencdo dos 1,2,4-
oxadiazéis, a maioria delas sdo baseadas na heterociclizacdo de derivados de O-
aciloamidoximas ou cicloadicao 1,3-dipolar de N-6xidos de nitrilas. A primeira
obtencao sintética do 1,2,4-oxadiazol foi relatada por Tiemann e Krtiger em 1884, que
nomearam estes heterociclicos originalmente como furo[ab1]diazéis, devido a sua
semelhanga com o anel furano. Nessa proposta inicial, Tiemann e Kriger
empregaram amidoximas e cloretos de acila como reagentes de partida, resultando
na producédo de dois produtos, como mostrado no (Figura 3). Esta reagdo sofreu
modificagdes devido o longo tempo reacional, baixo rendimento, formagdo de
subprodutos e dificuldade de purificagdo (BIERNACKI et al., 2020).

Figura 3 - Primeira sintese dos 1,2,4-oxadiazéis relatado por Tiemann e Kruger
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Fonte: o autor (2023)

A necessidade de aquecimento na etapa de ciclizacdo, normalmente, requer
altas temperaturas (até 140 °C) por longos periodos e consiste em uma das principais
limitagdes da quimica dos 1,2,4-oxadiazois. O emprego de um catalisador para essa
reacdo, como por exemplo a piridina, melhora a eficacia da sintese e permite que a
reacao seja realizada a temperatura ambiente (BAYKOV et al., 2023). O primeiro
método desenvolvido para sintese dos 1,2,4-oxadiazéis em temperatura ambiente foi
descrito por Gangloff e colaboradores em 2001. Apds tratamento com fluoreto de
tetrabutilaménio (TBAF), as O-aciloamidoximas foram convertidas nos 1,24-
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oxadiazois correspondentes com facilidade e sem a necessidade de aquecimento. O
TBAF atua como uma base forte em tetrahidrofurano (THF) anidro (Figura 4).

Figura 4 - Sintese dos 1,2,4-oxadiazéis via ciclizagdo de O-aciloamidoximaem
temperatura ambiente
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Fonte: o autor (2023)

Além disso, reagdes assistidas por micro-ondas de amidoximas com cloretos
de acila/ésteres de acidos carboxilicos na presenga de um catalisador
(NH4F/Al 203 ou K2COs3) também foi descrita (FREITAS et al., 2007; KABOUDIN;
SAADATI, 2005). Existem diversos beneficios do uso da irradiagédo de micro-ondas
quando comparado as metodologias sintéticas classicas, a citar: diminuigao
consideravel do tempo reacional, altos rendimentos e purificagdo simples.
Adicionalmente, os volumes de solventes organicos volateis s&o reduzidos
drasticamente, o que €& atualmente desejado em uma abordagem sintética
ambientalmente correta (BAYKOV et al., 2023).

Em 2017 houve relatos de novas abordagens sintéticas na obtengao de 1,2,4-
oxadiazois. Baykov e colabradores relataram um estudo sobre o primeiro
procedimento sintético para a sintese do 1,2,4-oxadiazdis a partir de amidoximas e
ésteres metilicos ou etilicos na presenca de uma superbase NaOH/DMSO (Figura 5).

Figura 5 - Sintese de 1,2,4-oxadiaz6is promovida por superbase

R1
_OH
N i NaOH, DMSO

| + /E \
N Ry” Cl rt RZ N N

R NH,

Fonte: o autor (2023)

Em outro procedimento sintético, Zarei (2018) relatou a preparagéo de 1,2,4-
oxadiazbis 3,5-disubstituidos- por meio da reagcdo de amidoximas com acidos
carboxilicos via ativacdo do grupo -COOH através empregando o reagente de
Vilsmeier (Figura 6).
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Figura 6 - Uso do reagente de Vilsmeier para a sintese de 1,2,4-oxadiazéis
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Fonte: o autor (2023)

Em contrapartida aos diversos relatos da literatura referente as varias maneiras
sintéticas para a obtencao dos 1,2,4-oxadiazéis, Carbone e colaboradores, em 2011,
descreveram o isolamento de dois 1,2,4-oxadiazéis de base natural obtidos a partir
da espécie de molusco marinho Phidiana militaris. Os organismos marinhos tém uma
grande representatividade quanto a descoberta de moléculas bioativas, ele tem
acarretado bastante interesse por suas diversas atividades farmacologicas (MUNRO
et al., 2010). Os produtos naturais foram denominados de Finianidinas A e B. A
estrutura desses compostos € caracterizada pela presenca de um anel 1,24-
oxadiazol que faz ligagdo com o sistema indol através de uma ponte de metileno, além
de um grupo de aminoalquilguanidina ligado em C-30 (Figura 7). As Finianidinas A e
B e seus derivados tém atraido bastante interesse desde a sua descoberta, uma vez
que essas moléculas exibem atividades antitumoral (CARBONE et al., 2011),
analgésica (BUCHANAN; PETERSEN; CHAMBERLAND, 2013), neuroprotetora
(JIANG et al., 2015) e anti-inflamatoria (XU et al., 2022).

Figura 7 - Estrutura dos produtos naturais Fidianidinas A e B
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Fonte: o autor (2023)

Recentemente, Ticona e colaboradores (2022), isolaram trés novos 1,2,4-
oxadiazois (Figura 8) a partir de tubérculos da planta Neowerdermannia vorwerkii, 0s
quais apresentaram citotoxicidade para duas linhagens de células tumorais (SK-HEP-
1 e Caco-2).

Figura 8 - 1,2,4-Oxadiazéis isolados da espécie Neowerdermannia vorwerkii
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Fonte: o autor (2023)
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Os primeiros estudos sobre a atividade biolégica dos 1,2,4-oxadiazéis foram
publicados apenas no inicio de 1940, no esteiro do aumento do interesse por esse
heterociclico devido a descoberta da sua capacidade de se rearranjar para outros
sistemas heterociclicos por via fotoquimica (BIERNACKI et al., 2020), e 20 anos
depois, a oxolamina (Figura 5), um supressor de tosse, foi fornecida ao mercado
farmacéutico como o primeiro medicamento comercial da classe contendo um anel
1,2,4-oxadiazolico. Nas ultimas quatro décadas, o nucleo 1,2,4-oxadiazol foi
extensivamente explorado, produzindo uma grande variedade de moléculas com
fungdes bioldgicas variadas. Azilsartan (um anti-hipertensivo), fasiplon (um ansiolitico
nao benzodiazepinico), prenoxdiazina (um supressor da tosse), butalamina (um
vasodilatador), atalureno (um medicamento para tratamento da distrofia muscular de
Duchenne), proxazol (um medicamento usado para disturbios gastrointestinais
funcionais) e o pleconaril (um medicamento antiviral) (Figura 9) s&o alguns dos
medicamentos disponibilizados comercialmente tendo em sua estrutura o
heterociclico 1,2,4-oxadiazol (HENDAWY, 2022).

Figura 9 - Estruturas de alguns farmacos contendo o nucleo 1,2,4-oxadiazolico
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Fonte: o autor (2023)

Além disso, na literatura tem sido reportada diversas aplicagdes dos 1,2,4-
oxadiazois, como por exemplo podemos citar as atividades antiviral contra o virus da
dengue, anti-infeccioso, antileishmania (TEJAS et al, 2022), antimalarica
(BIERNACKI2020), anti-inflamatorio, antitumoral (ATMARAM et al., 2022), anti-
Alzheimer (TICONA et al., 2022), antimicrobiano, antiasmatico, antidiabético, entre
outras (CUNHA 2015).
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Com um multiplo conjunto de derivados 1,2,4-ozadiazélicos diretamente
associados a diferentes acgdes terapéuticas, ha relatos do emprego de derivados do
1,2,4-oxadiazol com propriedade antiasmatica (ICs0=0,0025uM), que agiu como
inibidores da enzima humana triptase, de modo que esta concatenada aos efeitos
imediatos e a longo prazo da asma (Figura 10) (CUNHA et al., 2015).

Figura 10 - Derivado de 1,2,4-oxadiazol com atividade antiasmatica
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Fonte: o autor (2023)

Ja para o tratamento da diabetes, Cunha e colaboradores (2015) descreveram
a sintese do 3-B-D-glicopiranosil-1,2,4-oxadiazéis com substituintes em C-3, no qual,
um dos diversos derivados do 1,2,4-ozadiaxol utilizado no estudo apresentou a
capacidade de inibir a enzima glicogénio fosforilase com ICso = 12 yM (Figura 11).

Figura 11 - Composto com atividade antidiabética
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Fonte: o autor (2023)

A utilizacao de derivados do 1,2,4-oxadiazois com enfoque nas propriedades
anti-inflamatdrias tem sido explorada por uma quantidade maior de pesquisadores
(Figura 12). Cunha relatou atividade dos compostos sintetizados que foi observada a
medicamentos anti-inflamatdrios conhecidos, como ibuprofeno e aspirina, referente a
sintese de 1,2,4-ozadiazol derivado de acido graxo contendo hidrocarboneto linear
ligado ao C-5, que funcionou como inibidor da enzima hidrolase de amida de acido
graxo (FAAH) .
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Figura 12 - Exemplo de oxadiazol com atividade antiinflamatdéria

Fonte: o autor (2023)

O cancer é uma doencga caracterizado por um crescimento e espalhamento
descontrolado de células anormais que possuem centenas de manifestacoes
diferentes. Em concordancia com Cunha (2015), Zhang e colaboradores sintetizaram
derivados de 3,5-diaril-1,2,4-oxadiazol com capacidade de induzir apoptose
caracterizado pela autodestruigao da célula (Figura 13).

Figura 13 - Exemplo de derivado com propriedade antitumoral sintetizado por
Zhang

Fonte: o autor (2023)

Com uma variante no produto sintetizado, Koryakova e colaboradores
obtiveram o derivado 1,2,4-oxadiazéis-5-carboxamida e avaliaram a capacidade de
inibicdo da enzima glicogénio sintase quinase 3 (GSK 3) (Figura 14) (CUNHA et al.,
2015).
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Figura 14 - Derivados de 1,2,4-oxadiazol-5-carboxamida sintetizados por
Koryakova
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Fonte: o Autor (2023)

Um outro destaque diante das propriedades biolégicas do 1,2,4-ozadiazol s&o
asrelacionadas as atividades antimicrobiana. Pois, de modo geral, os antibi6ticos
sao compostos que agem diretamente com 0s micro-organismos que causam
infeccbes. Normalmente as moléculas do composto sintetizado interferem no
metabolismo e na reprodugdo do microrganismo, através da inibicdo de alguma
proteina que seja indispensavel para manter o microrganismo vivo. Kumar e
colaboradores sintetizaram novos derivados do 1,2,4-oxadiazol e realizou testes
frente a bactéria Mycobacterium tuberculosis (Figura 15), aplicando etambutol e
ciprofloxacina (Figura 15), que logo apresentaram uma concentragdo minima
inibitéria mais eficiente em relagdo aos padrbes utilizados (AGUIAR et al., 2015).
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Figura 15 - Oxadiazdis bioativos contra Mycobacterium tuberculosis
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Fonte: o autor (2023)

Com o intuito de destacar ainda mais a relevancia dos compostos 1,2,4-
oxadiazolicos foi realizado um levantamento sobre os depédsitos de patentes utilizando
a palavra-chave “1,2,4-oxadiazoles” no banco de dados Patentinspiration. Desde a
primeira patente depositada, que apresentava um método novo para a obtencao dos
1,2,4-oxadiazdis com autoria de Donald W. Kaiser na década de 40 (COSTA;
FREITAS; FREITAS, 2018), numero de patentes sobre os 1,2,4-oxadiazbis vem
aumentado bastante, e isso pode ser comprovado pelos 5405 depdsitos registrados
até o momento sobre esse heterociclico, dos quais, 1235 foram desenvolvidas nos
ultimos cinco anos, demonstrando o quanto tem avangado tecnologicamente a
quimica dos 1,2,4-oxadiazéis (Figura 16).
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Figura 16 - Numero de patentes publicadas sobre os 1,2,4-oxadiazéis até
2023

Fonte: PatentInspiration (2023)

2.2 O Eugenol e suas Aplicagoes

O eugenol cuja férmula molecular quimica é C1oH1202 (4-alil-2-metoxifenol)
(Figura17) é um composto bioativo fendlico que apresenta coloragdo amarelada e
baixa solubilidade em agua (2,46 g/L em 25°C), mas € bem soluvel em solventes
organicos. Este produto natural pode ser encontrado no éleo essencial de diversas
plantas aromaticas, como por exemplo na Cinnamomum verum J. Pres| (Caneleira-
verdadeira), C. loureirii Ness. (Canela Saigon), Myristica fragrans Houtt. (Noz-
moscada), Ocimum gratissimum forssk. (Manjericdo), Cinnamomum Camphora
(Cénfora) e Ocimum basilicum L. (Manjericao doce). O eugenol € produzido pelas
plantas como parte de sua estratégia de defesa contra microorganismos e animais, e
como atrativo floral de insetos polinizadores (KAUFMAN et al., 2015).

Figura 17 - Estrutura do eugenol

OH

0

Fonte: o autor (2023)

A principal fonte natural do eugenol &€ a espécie Syzygium aromaticum
(Cravo-da-india), uma arvore pertencente a familia Myrtaceae. Até agora, o eugenol
foi encontradoem 33 espécies de plantas. (BEGUM et al., 2022). Haja vista que a
arvore do cravo- da-india é muito explorada pelo setor industrial por motivo
caracteristico do seu O6leo essencial manifestar diversas propriedades
farmacolégicas e compor a classe de Oleos essenciais do GRAS (Generally
recognized as safe). A maior produgao do 6leo do cravo-da-india esta localizada na
Indonésia, enquanto no Brasil a maior produgao ocorre no estado da Bahia (LIMA et
al., 2019). O eugenol constitui cerca de 45% a 90% do 6bleo total do cravo-da-india e
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€ responsavel pelo seu aroma caracteristico (ABDOU; ULANOWSKA et al., 2021).

O eugenol pode ser obtido sinteticamente a partir da reagéo de alilagado do
guaicol (2-metoxifenol) com o brometo de alila. Como mostrado na figura 18, o
produto majoritario da reagdo € o o-eugenol (2) (MORAES et al., 2020). O eugenol
também pode ser obtido pela despolimerizagéo da lignina (KEROSENEWALA et al.,
2013)

Figura 18 - Sintese do eugenol e do-eugenol a partir do guaicol

OH o‘

Br /w
K,CO3 acetona 0 min

refluxo, 8 h, 85%

Guaicol 1(10%) 2 (84%)
Fonte: o autor (2023)

Muitos estudos tém relatado o potencial terapéutico do eugenol, evidenciando
suaimportancia como um dos principais componentes bioativos de origem natural
para promog¢ao da saude humana. Na figura 19 é apresentado um grafico obtido
apos pesquisa na base de dados Web of Science utilizando a palavra “Eugenol”, no
qual épossivel observar um crescimento bem consideravel de artigos publicados e
citagcdes nos ultimos anos.

Figura 19 - Evolugdo do numero de artigos publicados e citagdes sobre o eugenol
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Fonte: Web of Science (2023)
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O eugenol tem uma vasta utilidade nas industrias alimenticia, farmacéutica,
cosmeéticas, entre outras. No meio alimenticio, o eugenol € um importante aditivo que
dar sabor aos alimentos (SOUZA et al.,, 2022). Além disso, 0 eugenol e seus
derivados possuem uma agao multidirecional exibindo uma grande multiplicidade de
propriedades biolégicas e farmacoldgicas, que incluem as atividades anti-
inflamatoria (BITTENCOURT-MERNAK et al., 2021), antioxidante (PONTES et al.,
2021), analgésica (HWANG et al., 2020), anti-hiperglicémica (FAWZY et al., 2021),
antiplaquetaria (MA et al., 2015), antitumoral (ABDULLAH et al., 2021), entre outras
(BAROT; SAXENA, 2021).

Padhy et al., (2022) relatou que o eugenol tem uma funcionalidade diferente
frente a doengas cancerigenas, agindo por meio de vias diferentes, torna-o um
antineoplasico promissor. A acgado analgésica do eugenol da-se por sua agéo
moduladora em canais idnicos divergentes, os quais medem a sinalizagao nociceptiva
em neurdnios (LIMA) et al., 2019). Frente aos fungos o eugenol causa alteragdo na
morfologia, o eugenol perturba a fungdo da membrana celular, inibe os fatores de
viruléncia e previne a formagao de biofiime fungico (ULANOWSKA; OLAS, 2021),
ruptura da membrana citoplasmatica e inibicdo de algumas enzimas, em alguns
fungos, o eugenol, atua ndo s6 como fungicida, mas também atua como alfatoxigénio,
inibindo a produgao de aflatoxina (SOUZA et al., 2022).

Paidi et al. (2021) relatou que o eugenol foi capaz de inibir a ligagao entre a
proteina Spike S1 e a Enzima Conversora de Angiotensina 2 (ACE2). A proteina Spike
€ uma glicoproteina transmembranar presente na superficie do SARS-COV-2 que
reconhece e se liga ao receptor da ACE2 nas células humanas, desencadeando a
COVID-19 (HUANG et al., 2020), o que corrobora um possivel emprego do eugenol
no tratamento do novo coronavirus.

Além disso, o eugenol apresenta uma exibigdo antimicrobiana contra diversos
patdgenos humanos, incluindo um amplo grupo de bactérias e fungos Gram-positivos
e Gram-negativos e uma série de parasitas (ULANOWSKA; OLAS, 2021).
Investigagbes sobre o mecanismo antibacteriano do eugenol tem demonstrado que
este composto atua danificando a membrana e a parede celular de bactérias,
resultando no vazamento de componentes intracelulares (JEYAKUMAR;
LAWRENCE, 2021). O eugenol também pode inibir a atividade da ATPase ligada a
membrana da Escherichia coli e Listeria monocytogenes (GILL; HOLLEY, 2006) e é
capaz de produzir espécies reativas de oxigénio intracelular (ROS) que podem causar
a morte celular (HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012).

O interesse da comunidade cientifica pelo eugenol é ainda justificado pelo fato
deste composto ser um importante material de partida empregado na sintese de
diversos produtos naturais e bioativos como, por exemplo, na obtencdo do 6-
Gingerol21, CimiracemateB22, IMPERANENE23, OBOVATOL24 e XH-1425 (Figura
20). (LIMA et al., 2019; ULANOWSKA et al., 2021).
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Figura 20 -Exemplos de produtos naturais e compostos bioativos obtidos a
partirdo eugenol
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Fonte: o autor (2023)

2.3 Hibridizagao Molecular

A hibridizagdo molecular (HM) surge como uma das mais importantes
ferramentas empregadas por quimicos medicinais para o planejamento e
desenvolvimento de novos compostos bioativos (KONIDALA et al., 2021). A HM é uma
estratégia classica de conjugacao de estruturas de compostos bioativos distintos em
uma unica molécula, tendo em vista uma abordagem de modificagdo molecular para
obter multiplos ligantes/compostos com vantagens farmacocinéticas. (ARAUJO et al.,
2015, BOSQUESI et al., 2011). A partir a hibridagdo molecular é exequivel a formagéao
de hibridos moleculares a partir de duas ou mais moléculas de caracteristicas
distintas, sendo elas de origem sintética ou natural. (SUNIL et al., 2019).

O composto hibrido molecular, também denominada de droga hibrida, droga
conjugada, codroga (HALMUTHUR et al., 2020), biterapia covalente, amalgama
molecular, cruzamento molecular, fusdo molecular etc. (SUNIL et al., 2019), tém sido
usados com frequéncia na literatura (HALMUTHUR et al., 2020). A hibridizagao
molecular surge através da associagdo de dois principios ativos distintos. Essa
abordagem é realizada com o intuito de obter i) sinergismo da agao farmacoldgica; ii)
terapia de dupla agdo farmacoldgica; ou ii) modulagdo de efeitos secundarios
indesejaveis. Além disso, os hibridos produzidos sao estruturas rigidas que podem ter
interacdes mais eficazes com os alvos moleculares (ARAUJO et al., 2015).
Promissoriamente exibem maior eficacia que os compostos de origem, a
hibridizagdo molecular surgiu como uma ferramenta promissora para desenvolver
novas geragdes de candidatos a medicamentos seguros e altamente eficientes contra
varias doencgas, incluindo infeccbes microbianas, infeccbes virais e cancer.
(HALMUTHUR et al., 2020).
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Atualmente pode-se analisar o aumento de caso de doencgas infecciosas,
Halmuthur e colaboradores relataram o aumento do caso de mortalidade relacionado
a resisténcia antimicrobiana (RAM), chegando a uma estatistica de um milh&do de
pessoas mortas anualmente em todo o mundo. A hibridizagdo molecular faz uma
analogia entre a evolugao biolégica proposta por Darwin e a evolugdo quimica das
moléculas. Assim, moléculas-mae dao origem a uma geragao de moléculas-filha
hibridas, resultantes de combinacdes de subunidades estruturais. (ARAUJO et al.,
2015). A HM surge como uma ferramenta util na concepg¢ao de novos protétipos de
drogas. Esses farmacoforos combinados interagem com o local ativo de diferentes
alvos e oferecem a possibilidade de superar a resisténcia aos medicamentos (SUNIL
et al., 2019).

Tendo em vista que surgimento de cepas bacterianas multirresistentes estao
crescendo involuntariamente, a hibridizagdo molecular, dentre varias ferramentas de
quimica medicinal para combater a ameacga, oferecem uma estratégia promissora
para lidar com o problema da resisténcia as drogas (HALMUTHUR et al., 2020).

3 METODOLOGIA
3.1 Reagentes, materiais e equipamentos

Os reagentes e solventes utilizados foram obtidos dos fornecedores Sigma
Aldrich, Cinética e Vetec, geralmente usados na sua forma comercial (P.A.). Nos
casos em que houve a necessidade de purificacdo, assim, o hexano e o acetato de
etila (AcOEt) foram destilados utilizando coluna de Vigreux antes do uso. Nas
colunas cromatograficas para purificagdo dos compostos obtidos foi utilizando silica
gel 60 (Merck, 70-230 mesh) como fase estacionaria e diferentes combinacdes de
propor¢gdes de Hexano:Acetato como fase mével. O acompanhamento das reagbes
foi realizado através de cromatografia em camada delgada (CCD), onde foi utlizado
placas prontas de silica- gel contendo indicador fluorescente F2s4. Para revelagao
dos compostos foi utilizada luz UV, solucdo de KMnOs e solugcido etandlica acida
[(EtOH/H2S0O4) (9,5:0,5)] sob aquecimento.

Os espectros de RMN TH e 13C foram realizados utilizando como solvente
CDClz ou DMSO-ds e foram registados em um espectrébmetro Varian Unity Plus 300
MHz ou em um espectrometro Varian VRMNS 400 MHz. Para os espectros de RMN
'H, os deslocamentos quimicos foram expressos em ppm (partes por milhdo) em
relagéo ao pico do CDCIs (7,27) ou ao pico central do DMSO-d6 (2,50 ppm) e para o
espectro de RMN '3C, os deslocamentos foram obtidos em relagéo aos picos centrais
do CDCls (77) e DMSO-d6 (39,51 ppm). Todas as constantes de acoplamento (J)
foram descritas em Hertz (Hz).

3.2 Procedimentos experimentais
3.2.1 Obtencéo do Eugenol

O eugenol (1) foi obtido a partir da extragdo do cravo-da-india. O método
empregado foi o de hidrodestilagdo. Em um baldo de fundo redondo, contendo 25 g
de cravo-da-india, foi adicionado 100 mL de agua. Uma mistura de 6leo essencial e
agua foi obtida a partir da destilagdo da amostra. Em seguida foi adicionada 20 mL de
diclorometano a mistura e a fase organica € separada. O eugenol, com alto grau de
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pureza, foi isolado através de uma extragdo acido-base, no qual, a fase organica foi
tratada com 20 mL de uma solugdo de NaOH (5%) e na sequéncia a solugdo aquosa
foi acidulada com uma solugéo de HCI diluido até atingir um pH = 2,0 e extraida com
diclorometano (20 mL). A fase organica foi seca com Na2SO4 anidro e o solvente foi
removido sob pressao reduzida.

Eugenol

3.2.2 Sinteses das Amidoximas

A sintese das arilamidoximas foi baseada na metodologia desenvolvida por
Srivastava et al. (2009), com algumas modifica¢des. Deste modo, em um baldo de
fundo redondo com capacidade de 50 mL foram dissolvidos o cloridrato de
hidroxilamina (208,47 mg; 3 mmol) e carbonato de sédio (158,98 mg; 1,5 mmol) em
10 mL de agua destilada a temperatura ambiente, em seguida foi adicionado 1,0 mmol
da benzonitrila em 10 mL de etanol. A mistura reacional foi agitada em temperatura
ambiente. O término da reacao foi comprovado por CCD, utilizando como sistema de
eluicdo hexano:acetato de etila (7:3), até observar-se o consumo total da nitrila. Apos
o término da reagao, o etanol foi evaporado, formando duas fases, a fase aquosa e o
produto insoluvel em agua. Os produtos obtidos em forma de 6leo foram extraidos do
meio aquoso com acetato de etila (3 x 15mL). A fase organica foi separada e seca
com Na2S0q4, agente secante. Em seguida a fase organica foi filtrada e o solvente
removido sob pressao reduzida, sendo a amostra obtida por cristalizagdo em
cloroférmio:hexano (4:6), fornecendo a benzoamindoxima.

Figura 21 — Sintese das arilamidoximas
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Fonte: o autor (2023)
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3.2.3 Sinteses do 5-(Chlorometil) -3-fenil-1,2,4-oxadiazol

Em um baldo de fundo redondo a benzoamindoxima (5 mmol) foi dissolvida
em diclorometano (25 mL) Apds isso, a trietilamina (Et3N) foi adicionada (1,2
equiv/emmol) e a reagdo permaneceu em agitagcdo por 5 min, entdo o sistema
reacional foi resfriado a 0° C e o cloreto de acido (C2H2CI20) (1,5 equiv / 7,5 mmol)
foi adicionado gota a gota. A mistura reacional permaneceu em agitagdo por
aproximadamente 6h até a confirmagdo da formagao do intermediario por CCD,
entdo o solvente foi removido sob pressao reduzida. Em seguida, no mesmo baléo
foi adicionado tolueno (10 mL) e a mistura reacional foi refluxada por 12h. Apds esse
tempo a mistura reacional foi resfriada até a temperatura ambiente, lavada com agua
(15 mL) e extraida com diclorometano (3 x 15 mL). A fase orgéanica foi seca com
MgSO4, o solvente foi evaporado sob pressdo reduzida e o residuo formado foi
purificado por coluna cromatografica hexano/acetato de etila (95:5). Obtendo o
produto final desejado (figura 22).

Figura 22 - Sintese do 1,2,4-oxadiazol

N’OH o o N-0 cl
I trietilamina |
NH, + M DCM. ta, N
’ Tolueno, refluxo
14h
3a 4 80%

Fragmento B

Fonte: o autor (2023)

3.2.4 Atividade Antibacteriana

As linhagens de bactérias foram obtidas da Colegdo de Microrganismos do
Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPEDA).
Para este ensaio foram utilizadas quatro bactérias Gram-positivas: Staphylococcus
aureus (UFPEDA 01), Enterococcus faecalis (UFPEDA 138) e E. coli (UFPEDA 224),
bem como, uma bactéria Gram-negativa: K. Pneumoniae (figura 23).

Figura 23 — Bactérias repicadas Staphylococcus Aureus e Streptococcus
Pyogenes.

Staphylococcus aureus Streptococcus Pyogenes
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O ensaio de susceptibilidade sera realizado pela metodologia da microdiluicao
em caldo para determinacdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) segundo o
National Committe for Clinical Laboratory Standards — NCCLS (2002;2003). A
determinacao da CIM foi feita em placas de 96 pogos estéreis (figura 24), proprias
para microdiluicdo. Todos os ensaios serao realizados em triplicata e os mesmos
repetidos duas vezes.

Figura 24 — Placa de 96 pocos

Fonte: o autor (2023)

Inicialmente foi adicionado em cada poco 90 yL do meio Caldo Muller Hinton
(CMH) e posteriormente, a partir da terceira coluna (A3), adiciona-se 90 uL do
extrato na concentracdo de 8 mg/mL. Esta aliquota sera homogeneizada e
transferida para a quarta coluna (A4) e assim por diante até a décima segunda
coluna (A12), que recebe o extrato na concentragdo de 0,015 mg/mL. Esta ultima
aliquota (90 pL) depois de homogeneizada é descartada. Por ultimo, seréo
adicionados 10 uL da suspensédo do microrganismo-teste na concentragao de 1,5 x
108 UFC/mL para bactérias e 1,5 x 105 UFC/mL para leveduras, esta concentracao
sera determinada através da comparacao visual com o padrdo na concentracido de
0,5 na escala de Mc Farland conforme o NCCLS (2002). Logo, cada pogo recebera
um com volume final de 100 pL (90 pyL de meio e extrato e 10 yL do microrganismo).
As placas com o meio, extrato e microrganismo seréao incubadas por 24 horas (37
°C) para bactérias e 48 horas (28 °C) para leveduras. Posteriormente serdo
adicionados 30 pL de rezasurina (0,1 mg/mL) para analise quantitativa do
crescimento microbiano nos pocos e determinacdo da atividade antimicrobiana
relativa de cada diluicdo das amostras (figura 25). Para a determinagdao da CMM
repica-se uma aliquota de 5 pL, das concentracdes que apresentarem atividade na
placa do CIM, em placas de Petri contendo AMH. Estas placas serao incubadas a 37
°C por 24 horas para bactérias e 28 °C por 48 horas para leveduras. A CMM é
considerada a menor concentragao do extrato onde nao ha crescimento celular
sobre a superficie do AMH.
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Figura 25 — Revelagao da placa de 96 pogos
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Fonte: o autor (2023)

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A sintese dos novos compostos hibridos foi planejada de acordo com a analise
retrossintética apresentada na figura. A desconexdo na ligagdo C-O do produto
desejado levou aos fragmentos A e B. O fragmento. A é o eugenol, um produto
natural comercialmente disponivel, e o fragmento B é um 1,2,4-oxadiazol 3,5-
dissubstituido, que pode ser obtido sinteticamente. Como mostrado na figura 26, o
1,2,4-oxadiazol 3,5-dissubstituido é possivel de ser preparado a partir de uma
reagcao entre a amidoxima com o cloreto de 2-clorocetila, enquanto o eugenol é
obtido através da extragao do cravo da india.

Figura 26 - Analise retrossintética dos novos hibridos moleculares
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Assim, inicialmente foi realizado a extracédo do eugenol a partir do cravo da
india por meio do método de hidrodestilagdo seguindo o protocolo de Guan et al.
(2007) com algumas modificagbes. Na hidrodestilacédo, o cravo da india a ser
destilado fica em contato direto com a agua, e quando esta entra em ebulicao,
arrasta os compostos volateis consigo inclusive o 6leo, e quando condensa, forma
uma mistura heterogénea, com duas fases, devido a diferengca de polaridade e
densidade entre a agua e o 6leo (SILVA; LIMA; COSTA, 2010). O eugenol foi obtido
na forma de um éleo viscoso incolor em um rendimento de 5% a partir de 20g de
cravo da india. Tais resultados estdo de acordo com os dados da literatura (KHALIL
etal., 2017).

A caracterizacdo do composto foi realizada a partir de RMN de 1H e 13C. No
espectro de RMN 1H (Figura 27) foram observados todos os sinais do composto, o
que comprovou a sua obtencdo. Analisando o espectro, verifica-se que a soma das
integrais é igual a 12 que corresponde ao numero de hidrogénios da molécula. Vale
destacar o sinal em @ 3,33 ppm com multiplicidade dupleto (J7,8 = 6,8 Hz) referente
aos hidrogénios H7, o simpleto em @ 3,88 ppm referente aos hidrogénios do grupo
OCH3 e o sinal em @ 5,51 ppm com multiplicidade simpleto que corresponde ao
hidrogénio da hidroxila. Os demais sinais aparecem como multipleto nas regides
entre em ©5,04 — 5,11 ppm (H9 e HY’), ®5,91- 6,01 ppm (H8), ®6,68 — 6,70 ppm
(aromatico) e @ 6,84 — 6,86 ppm (aromatico). Os resultados apresentados
corroboram os dados relatados na literatura (KAR MAHAPATRA et al., 2009).

Figura 27 - Espectro de RMN "H (CDCls, 400 MHz) do eugenol
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Figura 28 - Espectro de RMN "*C (CDCls, 100 MHz) do eugenol

5
3 Ome

9/7612Ome

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 a0 80 70 60 50 40 30 20 10 0
f1 (ppm})

Fonte: autor (2023)

O espectro de RMN '3C (Figura 28) do composto tornou a caracterizagao
do fragmento B inequivoca, pois foi possivel observar a partir do espectro todos
os sinais correspondentes dos atomos de carbono da molécula. Nesse espectro,
verifica-se a presenga de 10 sinais que refletem o numero de carbonos
quimicamente diferente da molécula. A atribuigdo dos sinais do RMN '3C foi
realizada com base nos dados descritos na literatura (ELGENDY; KHAYYAT,
2008).

Na tabela 1, estdo sumarizados os dados espectroscopicos do eugenol.

Tabela 1 - Dados espectroscépicos do eugenol

Estrutura RMN 'H (400 MHz, CDCls) RMN "3C (100 MHz,
CDCl)
96,84-6,86(m, 1H, J= | @146,4 (C-3); 143,9 (C-2);
8,4

oH Hz, Haromatico), 6,68 — 6,70 | 137,8 (C-6); 131,9 (C-4);
A/@ (M, 2H, Haromatico), 5,91-6,01 | 121,1 (C-1); 115,5 (C-5);
= OMe (m, 1H, H-8), 5,51 (s, 1H, | 114,2 (C-9): 111,1 (C-8);
OH), 5,04 — 5,11 (m, 2H, H- | 55,8 (OMe); 39,9 (C-7).

9 e HY"), 3,88 (s, 3H, OMe),
3,33 (d, 2H, J = 6,8 Hz, H-7).

Fonte: o autor (202
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Paralelamente a extragdo do eugenol foi realizado a sintese de diferentes
1,2,4- oxadiazois. A sintese de 1,2,4-oxadiazois estd amplamente descrita na
literatura (QIUet al., 2022; TU et al., 2022, BODA; NUKALA, MANCHAL, 2022). A
maior parte dos métodos passam pela sintese de uma amindoxima. Nesse
sentido, inicialmente foi realizada a sintese de diferentes arilamindoximas a partir
da reacao de diferentes arilnitrilas com cloridrato de hidroxilamina em meio
basico de acordo com o procedimento descrito por Srivastava et al. (2009)
(Figura 29).

Figura 29 - Sintese de diferentes arilamindoximas

_OH
\
o CN NH,OH-HCI N ONH,
— R
- Na,COs, H,0, EtOH L
s 25°C, 24 h .
= a
_OH _OH OH OH
! ! v v
@NHz @NHZ @NHZ @NHZ
Cl Br O,N
3a, 78% 3b, 85% 3¢, 83% 3d, 87%

Fonte: o autor (2023)

Os compostos 3a-c foram obtidos em 24 h e em rendimentos que variaram
de 78% a 87%. Estes compostos foram purificados por recristalizacdo e
caracterizados por RMN 'H e RMN '3C. De tal modo, o espectro de RMN 'H do
composto 3a reveloua presenca de quatro sinais que condiz com a quantidade de
hidrogénios quimicamente diferentes na estrutura do composto 3a. Além disso, o
somatodrio das integrais é igual a oito, que corresponde ao total de hidrogénio da
estrutura analisada.Em 9,63 ppm é observado a presenca de um simpleto atribuido
ao hidrogénio acido (H-1) pertencente ao grupo isonitroso (NOH). Na regido entre
7,70 a 7,66 ppm revelaum multipleto entre com integral igual a dois, enquanto que
na regiao entre 7,39-7,35ppm ha outro multipleto com integral igual a trés, sendo
estes sinais atribuidos aos hidrogénios aromaticos. Um outro sinal que merece
destaque é um simpleto que aparece em 5,81 ppm, atribuido aos hidrogénios H-2
do grupo NH2 (Figura 30).
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Figura 30 - Espectro de RMN "H (DMSO-ds, 400 MHz) benzoamidoxima 3a
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Fonte: o autor (2023)

Na figura 31 é apresentado o espectro de RMN "*C do composto 3a e nela
nota-se cinco sinais de carbonos quimicamente diferentes. O sinal em 150,8 ppm
foi atribuido ao carbono C-1, por estar diretamente ligado a dois atomos de
nitrogénios que o deslindam e desloca seu sinal para uma regido de campo baixo.
O sinal em 133,3 ppm refere-se ao carbono C-2 devido o mesmo sofrer
desblindagem em virtudeda sua proximidade com a fungdo amidoximica que retira
densidade eletrbnica e também por se tratar de um carbono n&o hidrogenado, que
€ caracterizado por uma menor intensidade do sinal. O sinal em 128,9 ppm foi
atribuido ao carbono C-5 devidoao efeito de ressbéncia da fungcdo amidoximica que
retira elétrons nas posicdes para eorto. Os sinais em 128,1 e 125,4 ppm foram
atribuidos aos carbonos C-4 e C-3, respectivamente. Os sinais de C-3 quanto o
de C-4 é gerado por dois carbonos quimicamente equivalentes, que aumentam a
intensidade do sinal.
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Figura 31 - Espectro de RMN "*C (DMSO-ds, 400 MHz) benzoamidoxima 3a
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Fonte: o autor (2023)

Os dados espectroscopicos das demais amidoximas estdo sumarizados na
tabela 2.

Tabela 2 - Dados espectroscopicos dos compostos 3a-d

Composto [Estrutura RMN "H (400 MHz, CDCls) RMN ™C (100 MHz,
CDCls)
y-OH 59,63 (s, 1H, OH); 7,70-7,66 (m, 5 150,8; 133,3;
3a ©)I\NH2 2H, Haromético); 7,39-7,35 (m, 3H, 129,0, 128,9,
Haromético); 5,81 (S, 2H, NH2) 128,1
\-oH 59,73 (s, 1H, OH); 7,69 (d, 2H, J = 5 147,9; 133/4;
3b | " 8,4 Hz, Haromatico); 7,43 (d, 2H, J = 8,4 [132,2; 128,1;
s z Hz, Haromatico); 5,86 (s, 2H, NH2). 127 1.
O 59,74 (s, 1H, OH); 7,63 (d, 2H, J = 5 150,0; 132,5;
3c @/lNH 8,6 Hz, Haromatico); 7,57 (d, 2H, J = 8,6 [131,0; 127.4;
N ? Hz, Haromatico); 5,86 (s, 2H, NH2). 122,1.
§-OH 510,16 (s, 1H, OH); 8,25 (d,2H,J 149,4; 147,5;
3d ©)I\NH2 = 9,0 HZ, Haromético); 7,97 (d, 2H, J= 139,5, 126,4,
N 9,0 HZ, Haromético); 6,08 (S, 2H, NH2) 123,4

Fonte: o autor (2023)
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Tendo preparado o composto 2, na sequéncia foi realizada a sintese 1,2,4-
oxadiazol, fragmento B (4), seguindo a metodologia de Leal et al. (2017), na qual o
composto 2 foi submetido a uma reagao de substituicdo a carbonila com um cloreto
de acido seguido da ciclizagédo do intermediario formado (Figura 32).

Figura 32 - Sintese do oxadiazol (composto 3)

NI/OH o trietilamina N-Q Cl
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14h
3a 4, 80%

Fragmento B

Fonte: o autor (2023)

O composto 4 (fragmento B) foi entdo obtido em um bom rendimento a partir
dametodologia utilizada. A confirmacéo da sintese do produto foi realizada utilizando
RMN 'H e 3C. Tais espectros foram elucidativos para a comprovacao da sintese do
composto. Os dados espectroscopicos podem ser encontrados na tabela 3.

Tabela 3 - Dados espectroscopicos do composto 4.

Estrutura RMN "H (400 MHz, CDCls) RMN *3C (100 MHz,
CDCls)
NO g @ 3807 - 810 (m, 2H, @ 174,3; 168,8; 131,5;
L/ Haromatico), 7,53 - 7,47 (m, 3H, [128,9; 121,1; 127.5; 1;
©/L Haromatico), 4,75 (s, 2H, H-9). [126,1; 33,3.

Fonte: o autor (2023)

No espectro de RMN TH ¢ possivel observar que estido presentes os
sinais de todos os hidrogénios da molécula. O multipleto com integral igual a
dois entre 8,10 a 8,07 ppm correspondem aos prétons H1 e H5 da molécula. Os
sinais com integral 3 entre 7,53 - 7,47 ppm correspondem aos prétons H2, H3 e
H4. O sinal com integral 2e multiplicidade simpleto em 4,75 ppm corresponde
aos protons metilénicos H9 (Figura 33).
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Figura 33 - Espectro de RMN "H (CDCls, 400 MHz) do composto 4
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Fonte: o autor (2023)

Figura 34 - Espectro de RMN "*C (CDCls, 100 MHz) do fragmento A
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Fonte: o autor (2023)
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O espectro de RMN 13¢ do composto 4 é apresentado na figura 28 e
observa-se a presenca de sete sinais que corresponde exatamente a quantidade
de carbonos quimicamente diferente da molécula. Além disso, verifica-se a
presenca dos sinais caracteristicos dos compostos 4, como é o caso dos sinais em
174,3 e 168,8 ppm referentes aos carbonos do anel 1,2,4-oxadiazélico.

A sintese do novo composto hibrido (Figura 35) foi realizada baseada na
metodologia de Anaissi-Afonso et al. (2018),porém com algumas modificagcdes. A
reagcao foi realizada empregando o dimetilsulfoxido (DMSO) no lugar do
dimetilformamida (DMF), visto que o rendimento foi superior quando o DMSO foi
usado como solvente. Além disso, foram testadas outras bases para avaliar a
mudanca do rendimento da reacdo, porém o carbonato de potassio foi a base que
levou ao melhor resultado.

Figura 35 - Sintese do composto hibrido
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| />\/ OH Y
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3 Fragmento B 24h 5
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Fonte: o autor (2023)

O novo hibrido molecular formado pelo eugenol e o nucleo 1,2,4-oxadiazol foi
obtido em 24 h e com um rendimento de 70% A caracterizagdo do hibrido final foi
realizada por diferentes técnicas espectrométricas: espectrometria de massas e por
RMN 1H e 13C.

O espectrébmetro usado na caracterizagdo € acoplado a um cromatograma
gasoso, nesse sentido foi possivel comprovar a pureza da amostra. Na figura 36 é
apresentado o cromatograma do hibrido, o qual apresentou tempo de retengao de
27,68 min e uma elevada pureza.

Figura 36 - Cromatograma do hibrido molecular
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Fonte: o autor (2023)
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No espectro de massas (Figura 37) € possivel observar os picos do ion
molecular (m/z = 322) e também o pico base do composto, que é a fragdo do
eugenol da molécula (m/z = 163).

Figura 37 - Espectro de massas do hibrido molecular obtido
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Fonte: o autor (2023)

O espectro de RMN 1H do hibrido corroborou a formagado do produto. No
espectro (figura 38) é possivel observar as integrais dos sinais, que somam 18
prétons, o que coincide com o numero de hidrogénios da molécula.

Figura 38 - Espectro do RMN "H do composto hibrido
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Fonte: o autor (2023)

No espectro se observa os sinais dos fragmentos A e B, o0 que comprova a
obengao do hibrido. Em 3,88 ppm se observa o sinal dos protons da metila (H10)
presente no fragmento A e em 5,43 ppm se observa o sinal do metileno (H11) do
fragmento B. Além disso também estdo presentes os sinais dos protons aromaticos
dos dois fragmentos, entre 8,17 — 6,76, que sao caracteristicos para esse tipo de
hidrogénio. Os demais sinais da molécula estdo descritos na figura 39.

Instituto Federal de Pernambuco. Campus Barreiros. Curso de Licenciatura em Quimica.
4 de junho de 2023.



31

Figura 39 - Espectro de RMN "3C do composto hibrido
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Fonte: o autor (2023)

O espectro de RMN 13C (Figura 39) do hibrido apresentou todos os sinais
dos 19 carbonos da molécula. Os sinais do carbono C3 em 39,8 ppm e do carbono
C11 em 63,0 sao elucidativos para a sintese do hibrido, visto que o primeiro esta
presente na por¢ao do fragmento A e o segundo sinal esta presente na porgao do
fragmento B. Além disso, o sinal em 55,8 ppm originado pelo carbono 10 vem da
porcao do fragmento A, enquanto os sinais em 175,2 ppm e 168,4 dos carbonos C13
e C12, respectivamente, advindos da por¢cao do fragmento B corroboram para a
confirmacéo da obtencao do hibrido.

Concluidas as etapas sintéticas e com o composto hibrido molecular 5
purificado e caracterizado, deu-se inicio ao estudo das atividades antibacterianas,
utilizando as bactérias S. aureus (UFPEDA 01) e S. Pyogenese (ATCC 19615). O
método empregado para avaliagdo da atividade antibacteriana foi o de microdilui¢ao
em caldo e determinou-se a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM). A CIM é a
concentragdo mais baixa possivel para que um agente antibacteriano impeca
completamente o desenvolvimento do microrganismo (FERREIRA et al., 2020).

Os resultados obtidos nos ensaios estéo expressos em CIM (ug/mL) e podem
ser analisados na tabela 7.

Tabela 7 - Avaliacido da atividade antibacteriana do novo hibrido molecular
2 pormeio da determinagao do CIM (ug/mL)

Bactéria
Composto
S. aureus  S. Pyogenese
2 1000 1000

Fonte: o autor (2023)

Instituto Federal de Pernambuco. Campus Barreiros. Curso de Licenciatura em Quimica.
4 de junho de 2023.



32

Segundo os dados apresentados na tabela 7, observa-se que o novo hibrido
molecular exibiu um CIM de 1000 pyg/mL frente as bactérias S. aureus (UFPEDA 01)
e S. Pyogenese (ATCC 19615), o que consiste em uma atividade moderada, de
acordo com a escala de Morales et al., (2008). A atividade do novo hibrido molecular
contra S. aureus e S. Pyogenese sao de grande relevancia, uma vez que a S.
aureus esta associada a diversas doengas como pneumonia, meningite, endocardite,
sindrome do choque toxico e septicemia (SANTOS et al., 2007), enquanto que a S.
Pyogenese é responsavel por infecgdes na faringe e amigdalas (SCALABRIN et al.,
2003).

Lima et al. (2022) relataram resultados semelhantes aos descritos neste
trabalho ao avaliar a atividade antimicrobiana de 1,2,4-oxadiazéis contra diferentes
cepas fungicas e bacterianas. Todavia, recentemente, baixos valores de CIM foram
relatados recentemente por hibridos moleculares contendo o eugenol ou o nucleo
1,2,4-oxadiazol (OLIVEIRA et al., 2023; SHAIKH et al., 2023).

5 CONSIDERAGOES FINAIS

A sintese de avaliagdo antimicrobiana de novos hibridos contendo o eugenol
e 0 nucleo 1,2,4-oxadiazol € uma disquisicao voltada para o campo da quimica
organica e farmacologia, que tem a pretensédo de desenvolver novos compostos com
potencial antimicrobiano. A sintese de novos hibridos moleculares pode ser
realizada por meio de diversos métodos quimicos, visando garantir eficiéncia e um
rendimento positivo nas obtencdes de seus produtos. Nesta perspectiva, foi obtido
um novo hibrido molecular formados por dois materiais de partida de bases distintas,
um € o eugenol que € um composto natural obtido a partir do 6leo do cravo-da-india,
que tem um destaque positivo quando se refere a seu papel como agente
antimicrobiano, enquanto o outro é o nucleo 1,2,4-oxadiazol que € uma estrutura
quimica que é incessantemente associada a diversas propriedades bioldgicas,
incluindo a atividade antimicrobiana. A estratégia sintética adotada levou a
preparacdo do novo hibrido molecular em um bom rendimento e sua estrutura foi
caracterizado por espectroscopia de massas e por RMN 1H e 13C que comprovaram
a sintese do mesmo. O hibrido molecular sintetizado foi avaliado quanto ao seu
potencial antimicrobiano e os resultados demonstraram uma atividade antibacteriana
moderada. Os resultados finais da avaliagdo antimicrobiana permitem que seja
possivel determinar o potencial terapéutico e a seletividade - refere-se a capacidade
que o composto tera de “atacar’ especificamente os microrganismos, sem afetar de
maneira negativa a saude humana, desses novos hibridos contendo o eugenol e o
nucleo 1,2,4-oxadiazol, como também sua possivel aplicagdo em tratamentos
médicos.
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