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Resumo

Derivados fitoquimicos com potencial atividade pesticida

Os pesticidas sao amplamente utilizados para controlar ervas daninhas e insetos em terrenos agricolas
e varias pragas transmissoras de doencas. A resisténcia a inseticidas € um problema antigo que afeta a
eficacia e a utilidade dos compostos de protecdo contra pragas. A resisténcia aos agroguimicos ¢ um
fator importante para o desenvolvimento de novas op¢des de controlo de pragas, principalmente aquelas
com novos mecanismos de acado. Os derivados do acido aminobenzéico sao de fundamental interesse,
pois diferentes posicoes relativas dos grupos funcionais no anel aromatico (orfo, meta e para) podem
produzir diferencas significativas nas suas propriedades quimicas e biolégicas. Por exemplo, derivados
do acido oaminobenzoico, trivialmente denominado &cido antranilico exibem propriedades
antimicrobianas, antivirais e inseticidas significativas.

Os fendis naturais, sobretudo os de origem vegetal, presentes em extratos de plantas e/ou 6leos
essenciais, tém recebido cada vez mais atencdo dadas as suas propriedades antimicrobianas,
antibacterianas, antioxidantes, farmacoldgicas, nutricionais, entre outras. Os fenois podem ser
modificados sinteticamente para a obtencao de derivados que apresentam atividade pesticida, mas
também como reagentes de partida para a obtencao de precursores de principios ativos de pesticidas.
Neste trabalho, sintetizou-se uma série de ésteres e/derivados Malquilados de acidos aminobenzdicos,
designadamente do acido 3-aminobenzoico, acido 2-aminobenzdico, acido 2-amino-5-bromobenzoico e
acido 4-(metilamino)benzoico por reacdo com 1-bromo-3-cloropropano, 1-bromopropano e 1-
bromoeptano em diferentes condicdes reacionais. Foram também sintetizados varios derivados mono- e
dialquilados do 3-aminofenol, usando os reagentes acima referidos e também e 1-bromododecano. Na
caracterizacao estrutural recorreu-se as técnicas analiticas habituais. Alguns ésteres derivados dos
acidos aminobenzoicos obtidos foram alvo de estudos de atividade biolégica na linha celular de insetos
S79, Spodoptera frugiperda, de forma a avaliar o seu potencial como inseticidas. Os resultados mostraram
que o composto mais relevante ¢ o 2-aminobenzoato de 3-cloropropilo, que se apresenta bastante
promissor como inseticida alternativo. Assim, este composto foi o selecionado para a realizacdo dos
estudos de nanoencapsulamento em lipossomas pela técnica de injecao etandlica, sendo que a elevada
eficiéncia de encapsulacao obtida foi de 97,1%.

Palavras-Chave: bioinseticidas, biopesticidas, compostos naturais, o¢leos essenciais, Spodoptera

frugiperda



Abstract

Phytochemical derivatives with potential application as biopesticides

Pesticides are widely used to control weeds and insects on agricultural land and various disease-
carrying pests. Insecticide resistance is an age-old problem that affects the effectiveness and utility of
pest protection compounds. Resistance to agrochemicals is an important factor for the development of
new pest control options, especially those with new mechanisms of action.

Aminobenzoic acid derivatives are of fundamental interest, as different relative positions of the
functional groups on the aromatic ring (ortho, meta and para) can produce significant differences in their
chemical and biological properties. For example, derivatives of oaminobenzoic acid, trivially named
anthranilic acid, exhibit significant antimicrobial, antiviral and insecticidal properties.

Natural phenols, especially those of plant origin, present in plant extracts and/or essential oils, have
received increasing attention due to their antimicrobial, antibacterial, antioxidant, pharmacological and
nutritional properties, among others. Phenols can be synthetically modified to obtain derivatives that have
pesticidal activity, but also be used as starting reagents to obtain precursors of pesticide active principles.
In this work, a series of esters and/or Malkylated derivatives of aminobenzoic acids, namely 3-
aminobenzoic acid, 2-aminobenzoic acid, 2-amino-5-bromobenzoic acid and 4-(methylamino)benzoic
acid, were synthesized by using 1-bromo-3-chloropropane, 1-bromopropane and 1-bromoheptane under
different reaction conditions. Various mono- and dialkylated derivatives of 3-aminophenol were also
synthesized using the above reagents and 1-bromododecane. In the structural characterization, the usual
analytical techniques were used.

Some esters derived from aminobenzoic acids obtained were the subject of biological activity studies
in the SA9insect cell line, Spodoptera frugiperda, in order to assess their potential as insecticides. The
results showed that the most relevant compound is 3-chloropropyl 2-aminobenzoate, which is very
promising as an alternative insecticide. Thus, this compound was selected for carrying out studies of
nanoencapsulation in liposomes by the ethanolic injection technique, and the high encapsulation

efficiency obtained was 97.1%.

Keywords: bioinsecticides, biopesticides, natural products, essential oil, Spodopfera frugiperda
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Nota introdutodria

A numeracao dos compostos do Capitulo 1 é independente da numeracdo dos compostos dos
restantes capitulos. A numeracao das figuras, tabelas e esquemas ¢é continua ao longo da dissertacéo.
Alguns dos resultados do trabalho experimental desta dissertacdo constam de atas e comunicacdes

em encontros cientificos internacionais.

Atas em encontros cientificos internacionais

R. G. G. Coelho, R. B. Pereira, A. R. O. Rodrigues, D. M. Pereira, E. M. S. Castanheira, A. G. Fortes, M.
J. G. Fernandes, M. S. T. Goncalves, “Nanoencapsulation of 3-chloropropylaminobenzoate derivatives
with potential insecticidal activity”, Proceedings of 26th International Electronic Conference on Synthetic
Organic Chemistry, Sciforum Electronic Conference Series, MDPI AG, J. A. Seijas, M. P. V. Tato (Eds),
aceite em 24 outubro 2022.

Comunicacdes em encontros cientificos internacionais

R. G. G. Coelho, R. B. Pereira, A. R. O. Rodrigues, D. M. Pereira, E. M. S. Castanheira, A. G. Fortes, M.
J. G. Fernandes, M. S. T. Goncalves, “Nanoencapsulation of 3-chloropropylaminobenzoate derivatives
with potential insecticidal activity”, comunicacédo electronica (ID:sciforum-066842), 26th International
Electronic Conference on Synthetic Organic Chemistry, Sciforum Electronic Conference Series (ECSOC

26), 15-30 novembro 2022, https://ecsoc-26.sciforum.net/, aceite em 30 setembro 2022.
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Capitulo 1 - Introducéo Tedrica

1. Pesticidas sintéticos

Os pesticidas convencionais sdo substancias produzidas quimicamente para matar insetos, fungos,
ervas daninhas ou roedores. Geralmente, os pesticidas sintéticos sdo toxicos para os humanos e
prejudiciais para o meio ambiente, sendo, portanto, potencialmente perigosos, razao pela qual se deve
fazer o maximo cuidado aquando do seu uso, armazenamento e descarte [1-3].

A classificacdo dos pesticidas baseia-se nos organismos alvo mortos pela sua acao, conforme resumido
na Tabela 1 [4], embora possa também basear-se nos seus modos de acdo [5], como neurotoxicidade
(inibicao da acetilcolinesterase), danos a clorofila, comprometimento do metabolismo e reducao do

crescimento [6].

Tabela 1. Classificacdo dos pesticidas baseada nos organismos alvo mortos pela sua acéo.

Classificacao de Organismos alvo  Nome quimico dos pesticidas
pesticidas
Inseticidas Insetos Organofosfatos, Carbamatos, Piretroides,

Organoclorados, Espirotetramato
Fungicidas Fungos Tiocarbamatos, Ditiocarbamatos, Tiabendazoles,

Dicarboximidas, Dinitrofenoles

Herbicidas Ervas daninhas Bipiridilos, Acido clofibrico, Glifosatos, Acetanilidas,
Triazinas

Bactericidas Bactérias Cloro, lodo, Peroxido, Alcool, Antibidticos

Algicidas Algas Cibutrino, Diclorofeno, Pentaclorofenilo,

Quinoclamina, Quinonamida, Terbutrin, Cloreto de

Tioddnio
Rodenticidas Roedores Varfarina, Indanodionas
Miticidas Acaros Abamectina, Bifenazato, Clofentezina, Dicofol,

Etoxazole, Fenazaquina, Hexitiazox, Imidacloprida

Para aumentar a produtividade agricola séo usados pesticidas em quantidades, por vezes, superiores
ao recomendado para eliminar determinada praga. Os residuos toxicos resultantes sao libertados para a

atmosfera, agua, solo e alimentos, e a exposicdo aos mesmos por parte dos humanos provoca efeitos
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agudos e cronicos na sua saude, tais como irritacado da pele e/ou dos olhos, doencas
neurodegenerativas, anomalias reprodutivas e até mesmo cancro.

No sentido de proteger os consumidores dos efeitos prejudiciais dos pesticidas, a Organizacdo Mundial
da Saude (OMS) e a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (US EPA) prescreveram um
limite maximo de residuos de pesticidas em alimentos e agua potavel. Alguns foram até ja excluidos do
mercado, como é o caso do inseticida fenitrotion. O diazinon, por exemplo, encontra se restrito para uso
em pastagens até 2028 [6,7]. Outros relatérios publicados reforcam a ideia de que os pesticidas
convencionais ndo sao, de facto, a opcdo mais viavel, devido ao facto de os mesmos, supostamente
produzidos para proteger as plantas e matar as pragas, poderem reduzir de forma adversa a producdo
agricola. O fungicida Thiram, por exemplo, quando usado de forma excessiva, prejudica as plantacdes
de tomate (Lycopersicum esculentum), assim como o fungicida Moncut reduz a microbiota responsavel
por manter as terras saudaveis. Os polinizadores e a atividade destes podem também ser comprometidos
aquando da aplicacdo de pesticidas, dado que promovem falhas na coordenacao, paralisia e até mesmo
morte, diminuindo assim as suas populacdes. Os organismos ndo alvo, como artropodes e minhocas,
envolvidos na manutencao do solo agricola, sdo afetados de forma negativa, tendo sido ja comprovado
que 45 tipos diferentes de pesticidas tém toxicidade aguda para minhocas crucias na manutencdo da
qualidade do solo [4,8], da mesma forma que as aguas subterraneas podem também ser contaminadas.
Em resumo, o ataque a organismos ndo alvo benéficos ao solo e/ou a plantas, a proliferacao rapida de
pragas secundarias, a libertacao de metabolitos secundarios que constituem moléculas toxicas
contaminantes, o desenvolvimento de resisténcia a pesticidas e a contaminacao ambiental constituem

cinco fatores que tornam os pesticidas sintéticos convencionais uma opc¢édo pouco viavel [4,6,9-12].

2. Biopesticidas

O crescimento continuo da populacdo humana mundial juntamente com uma ameaca constante de
um conjunto de fatores de stress bidtico e abiotico e a perda progressiva de solos férteis ressalta a
necessidade de se adotarem alternativas que, sob o ponto de vista ecoldgico, causem menos danos,
sobretudo para garantir uma maior seguranca alimentar [7,13]. Nesse sentido, surgem os biopesticidas,
produtos naturais envolvidos no controlo de pragas [14-17], geralmente considerados de risco reduzido,
podendo ser de origem microbiana, botanica, mineral ou sintética. Por outras palavras, os biopesticidas

relnem caracteristicas dos pesticidas convencionais, promovendo o controlo das pragas, com a diferenca
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de que sao produtos naturais, derivando de plantas, animais, bactérias e certos minerais, ao invés dos
pesticidas sintéticos [9,18].

A US EPA reconhece trés categorias de biopesticidas: biopesticidas bioquimicos (moléculas de
ocorréncia natural usadas no controlo de pragas) [19-26]; protetores incorporados em plantas (PIPs),
que sdo o resultado de transgenes cuja informacao genética codifica e promove a sintese de compostos
naturais envolvidos no controlo de pragas em plantacoes (por exemplo, a toxina transgénica da espécie
bacteriana Bacillus thuringiensis) e, por fim, os organismos de controlo bioldgico (por exemplo fungos
microbianos) [27-30]. As autoridades reguladoras da maioria dos outros paises ndo incluem, no entanto,
PIPs na sua definicao de biopesticida e, como tal, o termo biopesticida e a sua definicdo precisa é ainda
tema de debate nos dias de hoje, embora todos eles, independentemente da definicdo atribuida pela
respetiva entidade, incluem as seguintes caracteristicas e qualidades desejaveis de tal forma que possam
ser identificados como tal: uso irrestrito; ocorréncia natural; toxicidade reduzida ou nula para organismos
nao alvo (especificidade de alvo); auséncia de residuos no meio ambiente (baixa persisténcia ambiental);
tecnologia verde; baixa toxicidade em mamiferos; seguro para agricultores e residentes préximos do local
de aplicacao e poder ser usado na agricultura organica.

Os biopesticidas incluem desde moléculas pequenas a estruturas complexas, como espinosinas,
avermectinas e toxinas da espécie Bacillus thuringiensis [31-33], resultando, geralmente, da biossintese
microbiana ou vegetal [34]. Uma classe de microrganismos que reline uma série de caracteristicas
vantajosas sdo, por exemplo, as microalgas [35]. Estas possuem compostos valiosos, como aminoacidos
essenciais, hidratos de carbono, minerais, oligoelementos (micronutrientes essenciais), fito-hormonas,
entre outros, que lhes conferem a capacidade de promover a germinacado de sementes, o crescimento
da planta e a formacéo de flores e de frutos, assim como de expandir a tolerancia a um conjunto de
fatores de stress abidticos (alta salinidade, seca e geada, por exemplo) e bidticos (agentes patogénicos,
pragas e insetos, por exemplo), o que é extremamente benéfico para os agricultores [11,36,37].

No entanto, nao s6 ao nivel dos microrganismos como um todo nos podemos referir a biopesticidas,
isto &, sabe-se que determinadas moléculas e 0s mecanismos a elas associados podem também
apresentar atividade pesticida e, portanto, atuar como biopesticidas [38]. Um exemplo é o RNA de
interferéncia (RNAI) crucial para proteger as plantacdes de pragas em que pequenas moléculas de RNA
vao promover a degradacdo do RNA mensageiro (RNAm) ao nivel intracelular. Assim, este silenciamento
pos-transcricional de genes especificos invalida a sintese proteica. Quando este mecanismo se processa

no interior das células das pragas, observa-se uma reducao do seu crescimento e/ou a um aumento da
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mortalidade da sua populacdo. As pequenas moléculas de RNA acima mencionadas que vao promover
a degradacdo do RNA mensageiro sdo ribonucleoproteinas uma vez que apresentam associadas
pequenas proteinas. Tais moléculas apresentam, portanto, atividade biopesticida, e foram ja varias as
descritas, com as mais variadas sequéncias genomicas, concebidas para suprimir a sintese de proteinas
essenciais em diversas pragas, incluindo insetos, nematoides, virus e fungos [39]. Outro exemplo de
molécula que apresenta atividade biopesticida é a Romidepsina, um depsipéptido ciclico de 16 membros.
E um produto natural obtido da bactéria Chromobacterium violaceum e atua como bioherbicida,

blogueando determinadas enzimas e induzindo, assim, apoptose [40].

3. Estrutura molecular, aplicag¢ao e fontes naturais de biopesticidas

Um conjunto de novos biopesticidas promissores foi alvo de debate no simposio “Biopesticidas: Estado
da Arte e Oportunidades Futuras”, realizado no Encontro Nacional Outono 2013 da American Chemical
Society (ACS) na respetiva Divisdo Agroquimica. A estrutura quimica dos mesmos encontra-se
representada na Tabela 2, assim como a respetiva aplicacdo bioldgica enquanto biopesticidas e as fontes

naturais [34].

Tabela 2. Exemplos de biopesticidas bioguimicos registados pela US EPA.

Estrutura Nome do Aplicacéo Fonte natural
composto biolégica

OCHj, o (9-Metopreno Inseticida Regulador  do
PP N

crescimento de

insetos
/©/\/ 4-Alianisol Inseticida Oleo de
H;CO manjericao
O L-Carvona Inseticida Oleo de

semente de

cominho

WOH Citronelol Inseticida Oleo essencial

de citronela,

geranio e outros
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Tabela 2. Exemplos de biopesticidas bioguimicos registados pela US EPA (continuacéo).

Estrutura Nome do Aplicacéo Fonte natural
composto biolégica
OH Monocarpato de  Fungicida, Gordura animal
@) OH . _
glicerol Miticida ou vegetal

Taxtomina A Herbicida Streptomyces
spp.
Verbenona Inseticida Oleo essencial
de varias
0O plantas

Um outro conjunto de pesticidas de origem natural provém da espécie vegetal Asarum heterotropoides
com forte atividade antibacteriana contra bactérias fitopatogénicas causadoras de doencas em plantas.
Atualmente, poucos sao ja os bactericidas comerciais (estreptomicina, mesomicina e tiodiazol de cobre,
por exemplo) usados para controlar essas doencas bacterianas de plantas, cujo uso prolongado e
excessivo aumentou a resisténcia das bactérias fitopatogénicas, tendo também levado a graves
problemas ambientais e toxicoldgicos. Tornou-se, portanto, de extrema importancia encontrar novos tipos
de bactericidas verdes com elevada eficiéncia e toxicidade reduzida. Nesse sentido, isolaram se
compostos de A. heterotropoides, planta perene amplamente plantada na China. Lignanas, derivados de
benzeno, amidas, derivados de fenantreno, terpenos e flavonas sao alguns exemplos de fitoquimicos
isolados da planta em questdo e exibem diferentes tipos de atividade biologica, incluindo antifungica,
antibacteriana, antioxidante e anti-inflamatoria. Na Figura 1 ilustram-se alguns exemplos de estruturas

moleculares dos compostos isolados [41].
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Figura 1. Estruturas dos compostos 1-17 isolados de A. heterotropoides.

4. Pesticidas semissintéticos

Atualmente, dependemos de pesticidas sintéticos convencionais para controlar os danos causados por
pragas. No entanto, como ja visto anteriormente, 0 desenvolvimento de resisténcia aos mesmos, o
ressurgimento de pragas e efeitos negativos dos seus residuos na saude humana e no ambiente sao
consequéncias diretas e adversas, razdo pela qual tém sido procuradas outras alternativas, como

produtos naturais extraidos de plantas [42,43], animais e/ou microrganismos [44-46]. As ligacdes C-P
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contidas em produtos naturais sdo um exemplo ilustrativo disso mesmo, pois oferecem a possibilidade
de descobrir novos herbicidas com novos mecanismos de acao [47]. A sua atividade pesticida ¢, todavia,
baixa comparativamente com a dos agroquimicos convencionais. Assim, alterar a estrutura de produtos
naturais, promovendo modificacdes em determinados grupos funcionais, guiados por estudos de SAR
apresenta-se como uma potencial abordagem para desenvolver novos pesticidas que maximizem a
respetiva atividade pesticida e ultrapassem as limitacées das moléculas naturais de partida ou usadas
como inspiracao para o design [48-54].

Nos ultimos anos, compostos heterociclicos, considerados importantes sintdes organicos, tém
despertado o interesse dos quimicos devido a sua diversidade de estruturas e de aplicacdes nos mais
variados campos [55,56]. Os heterociclos nitrogenados, sobretudo os derivados da piperidina, tém tido
grande destaque devido a um conjunto de propriedades biologicas que possuem, como antiviral,
anticancerigena, analgésica, anti-inflamatéria, antimicrobiana, bactericida, fungicida, herbicida e
inseticida. O anel de piperidina, por exemplo, faz parte da estrutura molecular de varios pesticidas
convencionais e naturais promissores.

Os esteroides, uma classe importante de compostos multiciclicos, exibem diversas atividades
biologicas, cujas propriedades dependem das caracteristicas estruturais do sistema de anéis e das
cadeias laterais. Derivados de esteroides com substituintes heterociclicos que contém nitrogénio no anel
D demonstraram ter propriedades anticancerigenas, antifungicas, antivirais e inseticidas. A 2-piperidona
foi usada para substituir o anel D para formar as moléculas 18 e 19, levando a subsequente sintese de
esteroides derivados de piperidona (moléculas 20 e 21, respetivamente) com a introducdo de diferentes
cadeias laterias (grupos R) (Esquema 1). A atividade pesticida destes derivados foi avaliada contra as
espécies Myzus persicae, Aphis citricola, Brevicoryne brassicae Linn. e Bemisia tabaci (Gennadius), tendo
os resultados demonstrado que a atividade inseticida dos mesmos foi superior comparativamente a do

composto que lhes deu origem, observando-se uma taxa de mortalidade significativamente maior [57].
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Esquema 1. Alteracdes quimicas na estrutura de derivados de esteroides.

Monoterpenos, metabolitos secundarios de plantas, constituem um grupo de compostos naturais de
origem botanica com elevada atividade biologica contra diversas pragas, estando também envolvidos em
processos de sinalizacao [58-63]. O carvacrol e o timol, monoterpenos fendlicos obtidos a partir do 6leo
essencial de alguns membros da familia botanica Lamiaceae atuam como mecanismo de defesa quimica
contra microrganismos fitopatogénicos [64]. Estes compostos podem sofrer alteracdes na sua estrutura
qguimica (nomeadamente no grupo hidroxilo) de modo a aumentar a sua atividade bioldgica [65-68],
melhorar as suas propriedades fisico-quimicas e contornar eventuais problemas de estabilidade em
virtude de condicGes ambientais (temperatura, luz, oxigénio) que possam levar a libertacao de radicais
fendxido que, uma vez na sua forma livre, prosseguem para reacdes oxidativas e de polimerizacao que
levam a diminuicdo da eficacia inseticida. Nesse sentido, recentemente o nosso grupo de investigacdo

efetuou alteracdes quimicas indicadas no Esquema 2 nas moléculas de carvacrol 22 e timol 23.
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Esquema 2. Alteracbes quimicas na estrutura do carvacrol 22 e do timol 23.

A atividade inseticida dos compostos obtidos por alquilacdo dos grupos hidroxilo, resultando em
derivados éter O-alquilados, foi testada em células de inseto S79 (Spodoptera frugiperda), tendo o estudo
demonstrado que a presenca do atomo de cloro na cadeia lateral (nos compostos 24¢ e 25¢) aumenta
significativamente a respetiva toxicidade [58].

Plutella xylostella ¢ uma espécie de insetos lepiddpteros, mais especificamente de tracas, que, nos
ultimos anos, tem causado inumeros estragos na producao de alimentos como brécolos, repolho e couve
flor. O timol e o eugenol, produtos naturais encontrados em oleos essenciais de diferentes plantas,
surgem como alternativa a utilizacéo de inseticidas comerciais usados e aos quais a planta desenvolve
populacoes resistentes. Testes de atividade bioldgica de ambos os compostos naturais mostraram

atividade inseticida contra a espécie P. xylostella, assim como a acao repelente contra determinadas
11
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pragas agricolas e larvicida contra mosquitos. Assim, alteracdes nas suas estruturas quimicas, no sentido
de maximizar as respetivas atividades biologicas, tornou-se numa via promissora, além do facto de serem
baratos e se encontrarem ja disponiveis comercialmente. Pandiyan et a/. [69] procederam, entdo, a
alquilacao e acilacao do timol e eugenol, tendo sido observado que a maioria dos derivados alquilados e
acilados (Figura 2) apresentaram maior atividade larvicida e ovicida contra F£. xylostella,

comparativamente a dos inseticidas comerciais, como deltametrina e azadiractina, cujas eficacias sdo

reduzidas.
A X ZR =
o o)
R _(CHo)y—
o o (CHh—q O)J\(CH2)4JJ\O
OCH3 OCH3 OCH3 OCH3 OCH3
Eugenol: R=H 33:n=4 35
30: R=C4H, 34:n=8
31: R=C10H21
32: R=C16H33
X
0 j\ @) 0
_R
OJ\(CHz)sCHs o 0" “(CHy)gCHs o (CH2)4JJ\O
OCHj 37
36 38 39
Timol: R=H
37: R=C4H9

Figura 2. Estruturas quimicas do timol, eugenol e derivados.

0 derivado de eugenol 34 foi aquele que apresentou maior atividade larvicida, ao passo que o derivado

de timol 37 foi o que apresentou maior atividade ovicida [70].

5. Acidos aminobenzdicos em pesticidas

Colletotrichum fructicola ¢ uma espécie fungica patogénica que causa podriddo amarga em peras,
tendo ja causado enormes perdas economicas e de colheita. Um grupo de investigadores descobriu que
0 acido paminobenzoico (PABA, Figura 3), metabolito encontrado nas secrecdes da rizobactéria do
género Lysobacter [71], mostrou um amplo espetro de atividade antifungica ao interferir no ciclo celular
de C. fructicola, tendo sido também estudada a sua estabilidade e difusdo na pele e no mesocarpo da
pera, onde se degrada ao fim de 15 dias. Os estudos /n7 vivo comprovaram que o PABA é responsavel

por combater a infecdo promovida pela espécie fungica C. fructicola em peras [72].
12
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COOH

NH,

Figura 3. Estrutura quimica do acido paminobenzoico (PABA, ou acido 4-aminobenzoico).

0 acido antranilico (Figura 4) € um aminoacido com propriedades anti-inflamatérias, antineoplasicas e
antimalaricas que tem a capacidade de se ligar a metais de transicao devido a presenca de grupos
quelantes carboxilo e amino, dando assim origem a complexos de metais organicos com diversas
aplicacées na quimica medicinal, uma vez que podem ser utilizados no diagnostico e tratamento de
diversas doencas como artrite e cancro, assim como apresentam propriedades antimicrobianas,
antifungicas e antiparasitarias. Estes complexos metalicos de acido antranilico apresentam também
atividade catalitica na reducéo do 4-nitrofenol a 4-aminofenol, da mesma forma que combatem agentes
patogénicos de plantas como bactérias, fungos e nematdides. Também derivados do acido antranilico
exibem atividade antibacteriana e anti-inflamatéria. O acido Adenilantranilico, por exemplo, é um

precursor farmacolégico na sintese de inibidores antineoplasicos, anti-inflamatorios e antimalaricos [73].

@[COOH
NH,
Figura 4. Estrutura quimica do acido antranilico (ou acido 2-aminobenzdico).

6. Aminoalcoois usados como pesticidas

Os fenois naturais, sobretudo os de origem vegetal, presentes em plantas e/ou 6leos essenciais, tém
recebido cada vez mais atencdo dadas as suas propriedades antimicrobianas, antibacterianas,
antioxidantes, farmacologicas, nutricionais, entre outras [74]. Os fendis sdo modificados sinteticamente
para a obtencéo de derivados que apresentam atividade pesticida, assim como reagentes de partida para
a obtencao de percursores de principios ativos de pesticidas.

A fosalona (Figura 5) € um composto quimico organofosforado frequentemente usado como inseticida
e acaricida, tendo sido sintetizado pela primeira vez em 1960 por Rhéne Poulenc, e € um exemplo de
um pesticida com origem numa reacao onde o reagente de partida € um aminoalcool: o 2-aminofenol

em reacdo com a ureia da origem a benzoxazolona e a duas moléculas de amoniaco (Esquema 3).
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Esquema 3. Reacéo do 2-aminofenol com a ureia com vista a formacédo de um intermediario da sintese

da fosalona.

0 amoniaco é posteriormente sujeito a um processo onde se vai formar sob a forma de solucao aquosa.
Esta é usada na sintese do sal de amoniaco do acido O, O-dietilfosforico, que constitui um intermediario
na producao da fosalona. Os resultados alcancados mostraram que usando o sal de amoniaco ao invés

dos sais de sodio a atividade pesticida & aumentada [75].

Cl
0
N
%
0-R=S
—/ 0

Figura 5. Estrutura quimica da fosalona.

7. Formulacdes de biopesticidas

Biopesticidas provenientes da espécie bacteriana Bacillus thuringiensis (Bt) representam atualmente
97% do mercado mundial de biopesticidas. Um grupo de pesquisa promoveu a sua formacao e para tal
usou aguas residuais da industria de amido como substrato uma vez serem ricos em carbono e nitrogénio

[76,77]. No entanto, esta formulacao de biopesticidas a base de Bfnao se comprovou eficaz devido a
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nao garantir resisténcia a chuva e aos raios UV, de tal forma que foram adicionados ao meio um conjunto
de compostos quimicos de modo a que a nova formulacdo pudesse, portanto, adquirir a resisténcia
pretendida. Assim, foram adicionados acetato de sodio com silicato de potassio (atua como tampéao);
melaco (protege contra os raios UV, promove a adesao e é fagoestimulante); goma xantana (promove a
adesdo a folha); sorbitol (atua como agente aromatizante); carboximetilcelulose (atua como agente
estabilizador e emulsificante); acido sérbico, acido acético e acido propidnico (atuam como
antimicrobianos) [78]. O longo tempo de vida util e a ineficacia constituem dois obstaculos a
comercializacdo de biopesticidas, sendo ambos afetados pela disponibilidade de humidade. Trés
sistemas de entrega de biopesticidas (TRE-G, PEC-G e PESTA) foram analisados com o auxilio de um
analisador de sorcao dinamico de vapor de agua, cujo objetivo consistiu em observar a variacao de sorcao
de humidade de cada um dos sistemas no ar a 25°C e da humidade relativa, isto é, estudar o
comportamento de absorcao/perda de agua das mesmas e assim avaliar a utilidade desta tecnologia na
pesquisa e no desenvolvimento de biopesticidas. Estas formulacdes foram preparadas com os seguintes
aditivos: Satintone 5HB, uma argila de caulim calcinada, ¢ usada como um transportador nas
formulacdes de granulos de TRE-G e PEC-G; carboximetilcelulose de sédio e trealose atuam como ligantes
para a formulacdo de TRE-G; e ainda a pectina, com utilidade como aglutinante na formulacao de PEC-
G. A composicdo dos ingredientes secos na formulacao de TRE-G, neste estudo, foi de 76% de Satintone
5HB, 4% de carboximetilcelulose de sodio e 20% de trealose, ao passo que a composicdo da formulacao
de PEC-G foi de 85% de Satintone 5HB e 15% de pectina, constituindo uma formulacéo alternativa a do
TRE-G. As interacdes da agua com formulacdes farmacéuticas ou alimenticias sdo bem conhecidas [79].
Além de influenciar a atividade microbiana, a agua facilita as reacdes quimicas atuando como solvente
e/ou reagente, sobretudo em reacdes de hidrolise. Em produtos alimenticios, os niveis de humidade
medidos como atividade de dgua afetam as reacdes quimicas, como auto-oxidacao lipidica e degradacao
de vitaminas, assim como a estabilidade de proteinas e atividade enzimatica, promovendo, dessa forma,
mudancas conformacionais nas mesmas. Como a maioria das formulacdes de biopesticidas é constituida
por ingredientes e materiais alimentares comuns, deduz se que as mudancas induzidas pela humidade
dentro das mesmas sejam idénticas as referidas anteriormente. Em sintese, as formulacdes podem ser
diferenciadas pelas propriedades de sorcdo, ou seja, pela capacidade de absorcdo de agua e taxas de

reidratacdo/desidratacéo [80].

8. Outras formulacdes de pesticidas
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0 desenvolvimento de formulacdes de pesticidas de libertacdo controlada é uma ampla area de estudo
que nos ultimos anos tem despertado enorme interesse devido ao seu potencial em melhorar a eficacia
dos pesticidas [81-85]. Baseiam se em nanomateriais e nanotecnologia para conjugar o ingrediente ativo
(pesticida), o transportador e o(s) adjuvante(s) com eficiéncia [86-88]. Foram ja varias as vantagens
descritas, tais como menor toxicidade para organismos nao alvo e a capacidade de manter uma
concentracdo especifica por um determinado periodo de tempo de acordo com os requisitos de diferentes
cenarios de aplicacédo [89-91]. As formulacdes de pesticidas de libertacdo controlada séo classificadas
de acordo com a sua estrutura ou de acordo com o material de transporte. De acordo com a sua
estrutura, podem ser classificadas como particulas, filmes, capsulas, emulsdes, sistemas em camadas,
hidrogéis, granulos porosos e fibras. Exemplo de formulacdes em capsula sdo as primeiras formulacdes
em p6é de Metarhizium anisopliae (M. anisopliae), atualmente usado como inseticida bioldgico que
exigiam muitos transportadores ou meios de cultura, o que as tornam grandes em volume,
inconvenientes para transporte e uso e dificeis de preservar. Nesse sentido, M. anisopliae foi submetida
a um microencapsulamento usando gelatina e goma arabica, o que resultou no aumento da resisténcia
a degradacao UV e da estabilidade em armazenamento. A preparacao resultante constituiu um agente
eficaz contra a espécie de formigas Solenopsis invicta [92].

Além das capsulas, algumas formulacdes incluem sistemas que incorporam os ingredientes
ativos num polimero ou matriz elastica para criar uma estrutura espacial tridimensional através de
interacdes intermoleculares. Xiang et a/. [93] desenvolveram um hidrogel de alginato-lentinano-amino-
oligossacarido (hidrogel ALA) polimerizado com um pesticida de dupla acdo, com capacidade de
promover a resisténcia nas plantas contra a infecao pelo virus do mosaico do tabaco e o crescimento
das plantas através de interacdes eletrostaticas. Comparado com plantas tratadas apenas com agua, o
hidrogel de ALA induziu o aumento da resisténcia das plantas contra a infecao pelo virus do mosaico do
tabaco, tendo ainda promovido o aumento da libertacdo de ides de calcio que contribuiu para o
crescimento de Nicotiana benthamiana. A classificacdo com base nos materiais transportadores leva as

formulacdes nanoencapsuladas a serem classificadas de acordo com o indicado na Tabela 3 [92].

Tabela 3. Classificacoes de encapsulamento de pesticidas de libertacao controlada.

Classificacdo do Material de suporte Ingredientes ativos Efeito bioldgico Ref.

encapsulamento
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Encapsulamento
baseado em

polimeros

Polidopamina Imidacloprida

Libertacao
sustentada de

imidacloprida

[94]

Amido Carbofurano

Taxa lenta de
libertacao, elevada
taxa de mortalidade
larval e reducao
significativa na

eclosao dos ovos

[95]

Quitosano PONNEEM

Maior estabilidade

[96]

[-ciclodextrina Cianazina

Melhor estabilidade
térmica e melhor
atividade

antifungica do que a

Cianazina livre

[97]

Dialdeido Avermectina

carboximetilcelulose

Resisténcia uv,
atividade inseticida
aprimorada e maior
molhabilidade
comparativamente
com a avermectina

nao encapsulada

[98]

Zeina Oleo essencial de

citronela

Elevada eficiéncia
de encapsulamento
(>90%) e protecao
eficaz dos
repelentes contra a

degradacao UV

[99]

Encapsulamento
baseado em

lipidos

Lipossomas Imidacloprida, A-

cialotrina

Elevada  poténcia
pesticida contra os

pulgdes das plantas

[100]
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e persisténcia
apropriada em

condicdes de estufa

Argila organica Acido 2,4- Propriedades  de [101]
diclorofenoxiacético  libertacao lenta na
Encapsulamento agua e reducdo da
a base de argila lixiviacao de
herbicida através da
coluna de solo
Encapsulamento  Estruturas metal- A-Cialotrina Elevada carga de [102]
baseado em organicas farmaco, libertacdo
material metalico sustentada e maior
atividade inseticida
em comparacao
com outras
formulacoes
comerciais de
microcapsulas
Encapsulamento  Silica mesoporosa Citriodiol Eficiéncia [103]
poroso de base aprimorada e
inorganica efeitos  colaterais
reduzidos
Encapsulamento  Compostos de nitreto  Avermectina Elevada capacidade [104]

baseado em

nanocompositos

de retencao,
dispersibilidade

eficiente em agua,
libertacao
controlada, maior
protecao contra a
degradacao UV e

maior capacidade
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em aderir  as
superficies das

plantas

A nanotecnologia é vista como uma ferramenta promissora no setor agricola, desighadamente ao nivel
do melhoramento de formulacdes de pesticidas [105-108]. Os materiais nanoporosos podem ter
estruturas porosas de tamanho micro (0-2 nm), meso (2-50 nm) ou macro (>50 nm) e, como exemplos,
podem mencionar-se o carbono, as argilas, os polimeros, os alginatos e/ou o quitosano. Estes sao
usados em formulacdes de pesticidas através da adsorcdo, fixacdo de superficie, armadilha e
encapsulamento dos ingredientes ativos (IAs). Por fim, da-se a entrega controlada e especifica dos IAs a
pragas que impedem o crescimento das culturas. Na Tabela 4 estao indicados alguns exemplos de

pesticidas e os respetivos métodos de formulacdo [109].

Tabela 4. Exemplos de diferentes tipos de pesticidas, respetivos métodos de formulacéo e aplicacao e

efeitos nas espécies nao-alvo.

Tipos de Pesticida Grupo Formulacdes Testes de Efeitos em
pesticidas destino/aplicativ espécies  nao-
0 alvo
Herbicida  Glifosato Organofosforad  Em xarope de Testes de A exposicado oral
0s sacarose/agu laboratorio e de afeta a
a campo microbiota
baseados em intestinal e
abelhas resulta em
aumento da
mortalidade

Herbicida  Oxifluorfeno Eter aromatico  Em rhexano  Solos (argilo-  Possivel
argiloso e carcinogenicidad
franco-argiloso) e com

bioacumulacao

a longo prazo
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Inseticida  Malathion Organofosforad ~ Formulacdo Testes de Necrose
0S de emulsao toxicidade aguda branquial e
para espécies de aumento do
peixes oncogene ras
Inseticida  Clorpirifos Organofosforad  Em Solos horticolas  Reducao da
0S ciclohexano matéria organica
do solo
Rodenticid Fosfeto  de FGAR Comprimidos  Conservacao de A inalacao de
a aluminio sélidos graos fosfina é fatal em
humanos
Rodenticid Coumatetralil  FGAR Em dleo de Controlo de Transferéncia
a milho com 5% roedores, em ratos para o
DMSO administrado feto
por viaorala 0,5
mg/kg
Bactericid  Nanoparticula Nanoparticulas  Dissolvido em  Verificacdo de Toxicidade para
a s de prata agua toxicidade para microalgas de
microalgas de agua
agua doce e doce/marinha
marinhas
Bactericid  Nanoparticula Nanoparticulas  Solugao e Crescimento Inibicdo do
a s de Ag-TiO, suspensao radicular e crescimento
germinacao de radicular
sementes
Fungicida Mancozeb Ditiocarbamato  Pulverizacdo  Em plantacdes Infecdes do trato
aérea de banana urinario
Fungicida  Tributilestanh  Organoestanho  Administracd  Biocida em Altera os niveis
0 o oral tintas anti-  séricos de TSH
incrustantes
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Larvicida S-Metopreno  Larvicida Pulverizacdo  Controlo de Reducao no
microbiano larvas de numero de
mosquito adultos e

declinio de ovos

depositados de

mosquitos
Larvicida Piriproxifeno  Eter aromatico Controlo de Organismos nao
espécies de alvo nos
insetos ecossistemas
aquaticos
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2.1 Sintese dos derivados do acido aminobenzoéico

A sintese de derivados do acido aminobenzoéico iniciou-se com a reacao de alquilacdo do isémero meta,
ou seja do acido 3-aminobenzdico 1 com 1-bromo-3-cloropropano, em etanol, por aquecimento a refluxo
durante 49 h. Apés purificacdo da mistura reacional por cromatografia em coluna, obteve-se o acido 3-
((3-cloropropil)amino)benzoico 2 na forma de um 6leo incolor com um rendimento de 7% (Esquema 4).

Partindo novamente do acido 3-aminobenzéico 1 e usando igualmente 1-bromo-3-cloropropano, na
presenca de uma base, o carbonato de césio, como solvente acetonitrilo, com aquecimento a 65°C,
durante 20 horas, seguindo-se a purificacdo por cromatografia em coluna, obteve-se o éster
correspondente, o 3-aminobenzoate de 3-cloropropilo 3 na forma de um o6leo amarelo, com rendimento

de 41%.

Q
C\
EtOH _ OH
refluxo, 49h
E;') HN _~_ Cl
“OH
+ Br " — 2
m="7%)
NH, o
1 Cs,CO; Coo ™"
ACN, 65°C
NH,
3
(M =41%)

Esquema 4. Sintese dos derivados do acido 3-aminobenzéico 2 e 3.

A estrutura dos compostos 2 e 3 foi confirmada por RMN de H e =C (no caso do composto 3). Nos
espetros correspondentes de 'H surgem os sinais dos protdes aromaticos, designadamente H-2 (& 7,34-
7,35 ppm), H-4 (6 6,85-6,88 ppm), H-5 (6 7,21-7,28 ppm) e H-6 (6 7,40-7,46 ppm), como tripletos,
tanto para H-2 como H-5, duplos dupletos e multipletos para H-4 e H-6, respetivamente. Destacam-se
0s protdes alifaticos correspondentes aos protdes metilénicos, que no derivado Malquilado 2 surgem
como tripletos e um quinteto (8 2,13-3,68 ppm) e no derivado éster 3 surgem também tripletos e um

quinteto (6 2,12-4,44 ppm).
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No espetro de =C do composto 3 surgem os sinais dos carbonos aromaticos (6 115,64-146,48 ppm)
e dos carbonos metilénicos do grupo éster, CO,CH, (6 61,51 ppm), CO,CH,CH. (6 31,65 ppm) e
CO,CH.,CH,CH, (& 41,24 ppm). A presenca do sinal (§ 166,54 ppm) confirma a formacao da ligacao

éster.

No sentido de se obterem derivados do isomero orfo do acido aminobenzoico, ou seja, do acido 2-
aminobenzoico 4 (convencionalmente designado por acido antranilico), a semelhanca do anteriormente
referido, efetuou-se a reacao deste composto com 1-bromo-3-cloropropano, usando carbonato de césio
como base, acetonitrilo como solvente e aquecimento a 65°C, durante 25 horas. Apos purificacao por
cromatografia em coluna, obteve-se o éster correspondente, o 2-aminobenzoato de 3-cloropropilo 5 na
forma de um o6leo castanho, com rendimento de 32% (Esquema 5).

A Malquilacao do acido 2-aminobenzoico 4 foi também efetuada por reacdo com o 1-bromo-octano,
em etanol, por aquecimento a refluxo, durante 55 h. Apos purificacao por cromatografia em coluna,
obteve-se 0 acido 2-(octilamino)benzoico 6 na forma de um oleo incolor com rendimento de 22%

(Esquema b).

(@]
I
Br(CH2)3C| . @[C\O/\/\Cl
Cs,CO
0 S2--3 NH,
&': ACN, 65°C
~OH 5
(n =32%)
NH>
4 Q
Br(CHp),CHs ©:C\OH
EtOH N N2 N
refluxo, 49h 6 H
(n=22%)

Esquema 5. Sintese dos derivados do acido 2-aminobenzdico 5 e 6.

A estrutura dos compostos 5 e 6 foi confirmada por RMN de H e =C. Nos espetros de *H dos dois
compostos surgem os sinais dos protdes aromaticos, designadamente H-3 como multipleto ou duplo
dupleto (6 6,68-6,70 ppm) e H-5 como multipleto ou duplo tripleto (& 6,61-6,68 ppm), H-4 como duplos
tripletos (6 7,28-7,41 ppm) e H-6 como dupleto ou duplo dupleto (6 7,85-8,00 ppm). Destacam-se os
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protdes alifaticos correspondentes aos protdes metilénicos do éster 5, CO,CH, CO,CH.CH, e
CO,CH,CH,CH, que surgem como um quinteto ou tripletos (& 2,22-4,35 ppm). No derivado Malquilado
6, destacam-se os protdes dos grupos metilénicos NHC A,, NHCH,C 4., NHCH,CH,C H.que surgem como
um tripleto, multipleto ou quinteto (6 1,31-3,22 ppm), assim como do grupo metilo que surge como um
tripleto (6 0,92 ppm).

Nos espetros de =C dos compostos b e 6 surgem os sinais dos carbonos aromaticos (6 108,36-151,89
ppm). No caso do composto b surgem também os carbonos metilénicos do grupo éster, designadamente
CO.CH, (6 60,86 ppm), CO,CH,CH. (6 31,65 ppm) e CO,CH,CH,CH. (6 41,31 ppm). No composto 6
destacam-se os carbonos dos grupos metilénicos do grupo amina, NHCH,, NHCH,CH,, NHCH,CH,CH, (6
22,63-42,87 ppm), assim como o sinal do grupo metilo (6 14,06 ppm). A presenca do sinal do grupo
carbonilo (6 167,75 ppm) confirma a formacéo da ligacao éster no composto 5 e o sinal a (6 173,91

ppm) confirma a permanéncia do grupo acido carboxilico no composto 6.

Atendendo ao potencial interesse da presenca de atomos de halogénio como substituintes do anel
aromatico ao nivel dos pesticidas, decidiu-se usar o acido 5-bromo-2-aminobenzdico 7 e efetuar a sintese
de alguns derivados. Assim, efetuou-se a reacado do acido 5-bromo-2-aminobenzoico 7 com 1-bromo-3-
cloropropano, carbonato de césio, em acetonitrilo e aquecimento a 65°C, durante 12 horas. Apos
purificacdo por cromatografia em coluna, obteve-se o éster correspondente, 2-amino-5-bromobenzoato
de 3-cloropropilo 8a na forma de um oleo castanho, com rendimento de 26% e também o derivado
correspondente Malquilado, 5-bromo-2-((3-cloropropil)amino)benzoato de 3-cloropropilo 8b como um
oleo castanho, em 1% (Esquema 6).

Partindo novamente do acido 5-bromo-2-aminobenzoico 7, mas usando o 1-bromopropano e as
condicdes anteriormente descritas, obtiveram-se os compostos 2-amino-5-bromobenzoato de propilo 9a
e 5-bromo-2-(propilamino)benzoato de propilo 9b, na forma de oleos castanhos e com rendimentos de

31% e 1%, respetivamente.
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Esquema 6. Sintese dos derivados do acido 5-bromo-2-aminobenzéico 8 e 9.

A estrutura dos compostos 8a,b e 9a,b foi confirmada por RMN de 'H e =C. Nos espetros de 'H dos
quatro compostos surgem os sinais dos protdes aromaticos, designadamente H-3 e H-6 como dupletos
(6 6,57-8,00 ppm) e H-4 como duplo dupleto (& 7,33-7,49 ppm). Destacam-se os protdes alifaticos
correspondentes aos protdes metilénicos do éster 8a e 9a, CO,CH., CO,CH,CH. e CO,CH,CH,CH, surgem
como tripletos, quintetos ou sextetos (8 1,79-4,44 ppm) assim como do grupo metilo que surge como
um tripleto aparente (6 1,03 ppm) no composto 9a. Nos derivados Malquilados 8b e 9b, destacam-se
os protdes dos grupos metilénicos NHCH, NHCH,CH, NHCH,CH,CH.que surgem como um tripleto,
quarteto, quinteto ou sexteto (6 1,71-3,70 ppm).

Nos espetros de =C dos compostos 8a,b e 9a,b surgem os sinais dos carbonos aromaticos (6 106,20-
150,10 ppm). No caso do composto 8a e 9a surgem também os carbonos metilénicos do grupo éster,
designadamente CO,CH. (6 61,39-66,29 ppm), CO,CH,CH. (6 31,63-22,03 ppm) e CO,CH.,CH,CH. (6
41,28 ppm) para o composto 8a, assim como do grupo metilo que surge como um tripleto (6 10,52
ppm) no composto 9a. No composto 8b destacam-se os carbonos dos grupos metilénicos do grupo
amina, NHCH,, NHCH,CH., NHCH,CH,CH.(6 31,92-42,26 ppm). A presenca do sinal do grupo carbonilo

(6 166,80-167,39 ppm) confirma a formacao da ligacdo éster no composto 8a,b e 9a.
No sentido de se obter um derivado do isémero para do acido aminobenzdico, partiu-se do acido 4-

(metilamino)benzoico 10 e efetuou-se a reacdo com 1-bromo-3-cloropropano, carbonato de césio, em

acetonitrilo e aquecimento a 65°C, durante 38 horas. Apds purificacdo por cromatografia em coluna,
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obteve-se o éster correspondente, 4-(metilamino)benzoato de 3-cloropropilo 11 na forma de um oleo

incolor com rendimento de 2% (Esquema 7).

o Q
I

C
C~oH Cs,CO; ~07 "

., B " -
HN ACN, 65°C HN
| 10 | 11
(M =2%)

Esquema 7. Sintese do 4-(metilamino)benzoato de 3-cloropropilo 11.

No espetro de 'H do composto 11 surgem os sinais dos protdes aromaticos, designadamente H-2 e
H6, H-3 e H5 como dupletos (6 7,97-8,20 ppm). Destacam-se os protdes alifaticos correspondentes aos
protdes metilénicos do grupo éster, CO,CH,, CO,CH,LH, e CO,CH,CH,CH. que surgem como um quinteto
e tripletos (6 2,28-4,54 ppm).

No espetro de =C do composto 11 surgem os sinais dos carbonos aromaticos (6 125,01-139,24 ppm)
e dos carbonos metilénicos do grupo éster, CO,CH, (6 63,33 ppm), CO,CH,CH. (6 31,58 ppm) e
CO,CH,CH,CH, (6 41.12 ppm), assim como a presenca do grupo metilo (6 29,69 ppm). A presenca do

sinal (6 165,39 ppm) confirma a formacao da ligacao éster.

2.2 Sintese dos derivados do 3-aminofenol

A sintese de compostos fendlicos, derivados do 3-aminofenol, foi efetuada por reacao de alquilacao do
grupo amina com brometos de alquilo com numero variavel de atomos de carbono e num dos casos
com o atomo de cloro como terminal [110,111]. Foi possivel verificar a formacao dos derivados mono-
e dialquilados correspondentes, tal como referido, em seguida.

A reacdo do 3-aminofenol 12 com 1-bromopropano, em etanol e sob refluxo, durante 4,5 horas,
seguida de purificacdo por cromatografia em coluna originou o 3-(propilamino)fenol 13a e o 3-
(dipropilamino)fenol 13b na forma de 6leo e solido castanhos, com rendimentos de 51 e 20%,
respetivamente. Por reacdo do 3-aminofenol 12 com 1-bromo-3-cloropropano, em condicdes idénticas

as referidas anteriormente, durante 5 horas, apds purificacdo, isolaram-se os compostos 3-((3-
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cloropropil)amino)fenol 14a, 3-(bis(3-cloropropil)amino)fenol 14b em 29 e 7%, respetivamente, como
oleos castanhos.

No sentido da obtencao de derivados com cadeias carbonadas mais longas, efetuou-se a Malquilacédo
usando o 1-bromoeptano e 1-bromododecano, nas condicdes referidas acima e apds 18,5 e 10 horas de
reacao, obtiveram-se 0s compostos correspondentes, designadamente o 3-(octilamino)fenol 15a e 3-
(dioctilamino)fenol 15b, como dleos castanhos, assim como o 3-(dodecilamino)fenol 16a e 3-

(didodecilamino)fenol 16b como solidos castanho e roxo, em rendimentos de 20 a 58% (Esquema 8).

OH OH
Tl QL
45h N T N
4 13b {
(n=51%) (n=20%)
OH OH
Br” >""cl @\ @\
5h N~ N

H
14a 14b

EtOH M =29%) M =7%) i
refluxo Cl
NH,

OH OH
Br(CH2)7CH3
L o +
18,5h NN
H N/\/\/\/\
15a 15b
(n=50%) (n=23%)

OH

BT(CH2)1 1CH3 @\ @\
10 h N/\/\/\/\/\/\

WM

(T] 58%) (N =20%)

Esquema 8. Sintese dos derivados Nalquilados do 3-aminofenol 13a,b-16a,b.

A estrutura dos compostos 13a,b-16a,b foi confirmada por RMN de H. Nos espetros correspondentes,
surgiram os sinais aromaticos caracteristicos do 3-aminofenol (6 6,14-7,83 ppm), assim como o0s sinais
alifaticos dos grupos metilénicos, designadamente N(H) CH.CH.CH, na forma de tripletos (6 3,26-3,35
ppm), N(H)CH,CHLCH, na forma de multipletos (6 1,75-2,00 ppm) e N(H)CH.CH.CH. na forma de
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multipletos (6 1,10-3,64 ppm). Os protdes metilicos (compostos 13a,b, 15a,b e 16a,b) surgiram como
tripletos (6 0,84-1,05 ppm).

Os derivados di e monoalquilados foram distinguidos pela integracao dos sinais alifaticos e pela
presenca do protdo do NH como um singleto alargado a (6 4,25-8,40 ppm) no caso dos compostos 14a,

15a e 16a.

2.3. Ensaios de atividade bioldgica em Sf9dos compostos 3, 5, 8a e 8b

Foi apenas possivel efetuar o estudo de atividade bioldgica com alguns derivados do acido
aminobenzoico, pelo que apenas os valores correspondentes sao referidos. Estudos com os restantes
compostos sintetizados serdo efetuados em breve.

Os estudos indicados foram efetuados na REQUIMTE da Faculdade de Farmacia da Universidade do
Porto, no @mbito do projeto BioP&FoodP - Biopesticides and Food Preservatives from Nanoencapsulated
Plant Extracts. Biological Evaluation, Molecular Modelling and Synthesis, no qual a presente dissertacéo
esta integrada.

A atividade inseticida dos compostos 3, 5, 8a e 8b, foi determinada com base em ensaios efetuados
em culturas bidimensionais (2D) de células derivadas de ovarios de Spodoptera frugiperda (59. Com
base nos resultados de viabilidade celular é possivel verificar a proliferacdo celular, determinar as células
metabolicamente ativas numa cultura celular e identificar compostos que apresentam efeitos na
proliferacdo celular ou efeitos toxicos que, poderao até induzir a morte celular [112]. Nestes ensaios, a
percentagem mais baixa de viabilidade celular significa que o composto é mais toxico em S79, pelo que
possui maior atividade inseticida.

O efeito dos derivados do acido aminobenzdico 3, b, 8a e 8b na viabilidade das células Sf9foi avaliado
a 100 pg/mL, apos 24h de exposicdo. Conforme mostrado na Figura 6, o composto 8a contendo,
simultaneamente, um atomo de bromo, o éster de 3-cloropropilo e o grupo amina livre nao apresentou
qualquer toxicidade. Por outro lado, os derivados 3, 5 e 8b, provocaram uma reducéo significativa na
viabilidade, sendo o composto 5 o mais potente, provocando cerca de 40% de morte celular. Por esta
razao, o composto 5 foi escolhido para os ensaios de encapsulamento, tendo em consideracdo uma

futura aplicacdo como inseticida.
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Figura 6. Viabilidade celular, em percentagem, dos compostos 3, 5, 8a e 8b (100 ug/mL) durante 24 h;

C - controlo. Os resultados correspondem a média + DP de pelo menos trés ensaios independentes.

2.4. Estudos de nanoencapsulamento

Tal como referido anteriormente, o 2-aminobenzoato de 3-cloropropilo 5 foi selecionado para os
estudos de nanoencapsulamento. Foi efetuado um estudo preliminar das suas propriedades fotofisicas,
tracando-se os espetros de absorcdo e emissdo de fluorescéncia correspondentes em solucdo. Este
estudo foi necessario para determinar a eficiéncia de encapsulamento e a cinética de libertacéo, e os
resultados obtidos surgem na Figura 7. O espetro de absorcdo mostra dois picos, o primeiro a 250 nm
e 0 outro a 340 nm. O espetro de fluorescéncia, por excitacdo a 340 nm, revela a presenca de uma

banda entre 360 e 500 nm, com maximo por volta dos 410 nm.

30



Capitulo 2 — Resultados e Discussao

2.0x10°

0

0.06 - o

@

-1.5x10° ©

(7]

L g
2 004 =
- F1.0x10° U= @
B Q0 =
8 T -~

= =

<< (.02- . ®

5.0x10° O

wn

c

@

L

=

0.00 . A . . ; - 0.0

2&0 360 3;0 460 4&0 560 5;0 600
Comprimento de onda (nm)

Figura 7. Espetros de absorvancia e fluorescéncia (excitacdo a 340 nm) do composto 5 em etanol (1x10-

M para absorcdo e 1x10-6 M para emissao).

O composto 5 foi encapsulado em nanolipossomas de lecitina/colesterol de ovo (EggPC:Ch 7:3),
visando permitir uma libertacéo efetiva do composto carregado. A eficiéncia de encapsulamento obtida
foi de 97,1%, mostrando que o derivado 5 pode ser encapsulado eficientemente nos nanolipossomas. A
caracterizacao estrutural dos nanolipossomas carregados obtidos foi realizada por difusao dindmica de
luz (DLS), medindo o seu diametro hidrodinamico, indice de polidispersidade e potencial zeta. Como
esperado, foram obtidos lipossomas com tamanho de 82,4 + 1,3 nm, PDI de 0,16 + 0,02 e potencial
zeta de -4,75 + 1,28 mV, similarmente aos resultados anteriores obtidos para a mesma formulacéo
carregada com outros compostos [113].

O perfil cinético de liberacdo do composto 5 dos nanolipossomas foi determinado durante 24 h e os
dados experimentais obtidos sdo exibidos na Figura 8. Os dados do perfil de liberacdo foram ajustados
a dois modelos cinéticos, o modelo Weibull e 0 modelo de primeira ordem, e 0s parametros obtidos estao

resumidos na Tabela 5.

31



Capitulo 2 — Resultados e Discussao

(=2}
o

N
o
|

0'IIIIIIII(I'IIIIllllll'llllllllll

0 10 20 30
Tempo (horas)

Libertagao cumulativa (%)
*

Figura 8. Libertacdo cumulativa do composto 5 a partir de nanolipossomas de EggPC:Ch, de acordo

com o modelo de Weibull.

Tabela 5. Parametros obtidos pelo ajuste do perfil de liberacdo ao modelo cinético de primeira ordem e

modelo Weibull, e respetivos coeficientes de determinacao (Re).

Primeira ordem Weibull
K (sY) R b a R
0,38 0,97 0,41 0,67 0,99

A percentagem de libertacao alcancada foi de 54%, apos 26 h, indicando que a formulacdo EggPC:Ch
¢ adequada para a libertacao eficiente do composto 5. O modelo Weibull ajustou-se melhor aos resultados
experimentais, apresentando um coeficiente de determinacdo mais elevado (Tabela 1). A partir do ajuste
do modelo Weibull, espera-se uma difusdo Fickiana, pois o valor de b esta abaixo de 0,75. Apesar de
nao ser tdo bom, o modelo de primeira ordem também se ajusta bem aos dados, permitindo a

determinacao de uma constante de velocidade de 0,38 s.
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No ambito do trabalho experimental conducente a esta dissertacdo foi possivel sintetizar varios de
ésteres e/ou derivados Malquilados de &cidos aminobenzoicos, designadamente do acido 3-
aminobenzoico, acido 2-aminobenzoico, acido 2-amino-5-bromobenzdico e acido 4-(metilamino)benzoico
por reacdo com 1-bromo-3-cloropropano, 1-bromopropano e 1-bromoeptano em diferentes condicdes
reacionais. Foram também sintetizados varios derivados mono- e dialquilados do 3-aminofenol, usando
0s reagentes acima referidos e também e 1-bromododecano. Alguns ésteres obtidos a partir de acidos
aminobenzoicos foram submetidos a ensaios da atividade biolégica em S/ com uma concentracao de
composto de 100 pg/mL e 24h de exposicao, de forma a avaliar a sua aplicacdo como potenciais
inseticidas.

Os resultados sugerem que a posicdo relativa dos grupos acido carboxilico e amina é importante, dado
que para o mesmo substituinte na funcdo éster, a posicdo orfo se mostrou mais promissora e que a
presenca do atomo de bromo no anel aromatico em posicao para relativamente ao grupo amina suprimia
completamente a toxicidade. O 2-aminobenzoato de 3-cloropropilo 5 foi o derivado que apresentou a
melhor atividade em 579, com uma perda de viabilidade celular de aproximadamente 40%.

Estudos de nanoencapsulamento com o 2-aminobenzoato de 3-cloropropilo 5 usando nanolipossomas
de lecitina de ovo/colesterol (EggPC:Ch 7:3) mostraram uma elevada eficiéncia de encapsulamento de
97,1%. Foi também determinado o perfil cinético de liberacdo desse composto a partir dos
nanolipossomas durante 24 h. Os dados do perfil de liberacéo foram ajustados a dois modelos cinéticos,
0 modelo Weibull e 0 modelo de primeira ordem.

Os resultados mostraram que libertacao alcancada foi de 54%, apos 26 h, indicando que a formulacao
EggPC:Ch é adequada para a libertacdo eficiente do composto 5. O modelo Weibull ajustou-se melhor
aos resultados experimentais, apresentando um coeficiente de determinacdo mais elevado. A partir do
ajuste do modelo Weibull, espera-se uma difusdo Fickiana, pois o valor de b esta abaixo de 0,75. Apesar
de nao ser tao bom, o modelo de primeira ordem também se ajusta bem aos dados e permitiu a
determinacao de uma constante de velocidade de 0,38 s.

Estes estudos permitiram verificar que o composto mais ativo dos que foram estudados em S79 pode
ser eficientemente encapsulado em nanolipossomas. No entanto, tal como é pretendido, a sua libertacao
pode ocorrer a partir desse sistema e, em aproximadamente um dia, cerca de metade do composto ativo
encapsulado foi libertado.

Num futuro préximo, pretende-se efetuar os estudos de atividade biologica em Sf9 dos restantes

compostos ja sintetizados e dos quais nao foi possivel obter esses resultados por limitaces de tempo.
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Prosseguir com o design e sintese de novos derivados de acidos aminobenzoéicos, 3-aminofenol e seus
isomeros com estruturas direcionadas pela combinacdo dos resultados experimentais de atividade em
S79 com estudos computacionais em curso, assim como efetuar os ensaios de nanoencapsulamento e
libertacao controlada correspondentes. Os processos de sintese dos compostos com melhor atividade
inseticida serao otimizados no sentido da obtencao de melhores rendimentos.

Assim, pretende-se contribuir para o desenvolvimento compostos ativos contendo estruturas quimicas
relativamente simples que funcionem como alternativas promissoras aos inseticidas sintéticos

atualmente disponiveis.
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4.1 Procedimentos Gerais

As cromatografias em camada fina (TLC) foram realizadas em placas silica de gel 60 com indicador
de fluorescéncia F., (Merck) e reveladas pela incidéncia de radiacdo UV/Vis (A...254 e 365 nm) numa
camara CN-6 (Vilber-Lourmart). Nas cromatografias em coluna utilizou-se silica gel 60 (0,035-0,070 mm)
(Acros Organics).

Os espectros de infravermelho foram registados num espectrofotometro BOMEM MB 104. As amostras
foram preparadas em pastilhas de KBr 1%.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear foram determinados no aparelho Bruker Avance IlI
400 numa frequéncia de 400 MHz para '*H e 100,6 MHz para ©=C, usando o pico de solvente como
referéncia interna, a 25°C. Os desvios quimicos sdo referidos em ppm, utilizando como referéncia o valor
6« Me,Si = 0 ppm, e as constantes de acoplamento (J) surgem em Hz. A atribuicao dos sinais de 'H e =C
foi efetuada por comparacao dos desvios quimicos, multiplicidade dos picos e valores de J. foram ainda
usadas técnicas de correlacao espetroscopica heteronuclear bidimensional, nomeadamente HMQC
(correlacao heteronuclear quantica multipla) e HMBC (correlacdo heteronuclear através de multiplas
ligacoes). O solvente deuterado usado foi o cloroférmio da Euriso-tope.

Os espectros de ultravioleta/visivel foram obtidos num espectrofotometro Shimadzu UV-3600 Plus UV-
Vis-NIR. Os espectros de fluorescéncia foram registados num espetrofluorimetro Fluorolog 3.

Os reagentes e solventes utilizados foram adquiridos comercialmente (Sigma-Aldrich, Acros Organics,

Fisher Chemical e Panreac).

4.2. Derivados do acido aminobenzdico

[1] Acido 3-((3-cloropropil)amino)benzoico 2

0]

I
C.
OH

HN. _~_Cl

A uma solucao de acido 3-aminobenzoico 1 (0,200 g; 1,46 x 10 mol; 1 equiv) em etanol (5 mL)

adicionou-se 1-bromo-3-cloropropano (0,20 mL; 2,05 x 10 mol; 1,4 equiv) e colocou-se a mistura
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reacional sob refluxo durante 49 horas. Efetuou-se uma cromatografia em coluna (silica:

diclorometano/metanol de polaridade crescente) tendo-se obtido 0 composto 2 como um 6leo incolor.

n=7%(0,023g)

R = 0,42 (silica: diclorometano/metanol 90:10)

'H NMR 6, (CDCl;, 400 MHz): 2,13 (quint, /= 6,4 Hz, 2H, NHCH,CH,CH,), 3,40 (t, /= 6,4 Hz, 2H,
NHCH.CH.CH,), 3,68 (t, /= 6,0 Hz, 2H, NHCA,CH.CH,), 6,86 (dd, /= 8,8 e 2,4 Hz, 1H, H-4), 7,27 (t, J
= 6,0 Hz, 1H, NH), 7,28 (t, /= 8,0 Hz, 1H, H-5), 7,35 (t, /= 1,6 Hz, H-2), 7,46 (dd, /= 7,6 e 1,2 Hz,
1H, H-6) ppm.

[2] 3-Aminobenzoato de 3-cloropropilo 3

©/C\O/\/\CI

NH,

A uma solucao de acido 3-aminobenzoico 1 (0,200 g; 1,46 x 10 mol; 1 equiv) em acetonitrilo (4mL)
adicionou-se carbonato de césio (2,38 g; 7,30 x 10® mol; 5 equiv) e 1-bromo-3-cloropropano (0,173
mL; 2,56 x 10® mmol; 2,56 equiv). A mistura reacional foi agitada, a temperatura de 65°C, durante 20
h, sendo a reacao monitorizada por TLC (silica: diclorometano/éter de petroleo 9:1). Apos esse
periodo, filtrou-se a mistura reacional, lavou-se o solido com acetonitrilo e evaporou-se o solvente a

pressao reduzida. O composto 3 foi obtido como um 6leo amarelo.

n=41%(0,127 g)

R = 0,35 (silica: diclorometano/éter de petrdleo 1:1)

'H NMR &, (CDCl,, 400 MHz): 2,12 (quint, /= 6,0 Hz, 2H, OCH,CHCH,), 3,69 (t, /= 6,4 Hz, 2H,
OCH.CH.CH,), 4,44 (t, /= 6,0 Hz, 2H, OCH,CH.CH,), 6,85 - 6,88 (m, 1H, H-4), 7,21 (t, /= 7,6 Hz, 1H,
H-5), 7,34 (t, /= 1,6 Hz, 1H, H-2), 7,40 - 7,42 (m, 1H, H-6) ppm.

5C NMR &, (CDCl,, 100,6 MHz): 31,65 (OCH.CH.CH,), 41,24 (OCH,CH.(H,), 61,51 (OCH,CH,CH,),
115,64 (C-2), 119,49 (C-4), 119,56 (C-6), 129,20 (C-5), 130,87 (C-1), 146,48 (C-3), 166,54 (C=0) ppm.
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[3] 2-Aminobenzoato de 3-cloropropilo 5

A uma solucao de acido 2-aminobenzoéico 4 (0,200 g; 1,46 x 102 mol; 1 equiv) em acetonitrilo (5mL),
adicionou-se carbonato de césio (2,38 g; 7,30 x 10® mol; 5 equiv) e 1-bromo-3-cloropropano (0,173
mL; 2,56 x 10% mol; 2,56 equiv). A mistura reacional foi agitada, a temperatura de 65°C, durante 25 h,
sendo a reacao monitorizada por TLC (silica: diclorometano/éter de petroleo de polaridade crescente).
Apos esse periodo, filtrou-se a mistura reacional, lavou-se o s6lido com acetonitrilo e evaporou-se 0

solvente a pressao reduzida. O composto 5 foi obtido como um éleo castanho.

n = 32% (0,098 g)

R, = 0,74 (silica: diclorometano)

'H NMR 8. (CDCI,, 400 MHz): 2,22 (quint, /= 6,0 Hz, 2H, OCH.CHCH,), 3,70 (t, /= 6,4 Hz, 2H,
OCH.CH.CH,), 4,35 (t, /= 6,4 Hz, 2H, OCH,CH.CH.), 5,76 (s largo, 2H, NA), 6,63 - 6,68 (m, 2H, H-3
and H-5), 7,28 (dt, /= 8,8 e 1,6 Hz, 1H, H-4), 7,85 (d, /= 8,0 e 1,6 Hz, 1H, H-6) ppm.

5C NMR 8. (CDCl,, 100,6 MHz): 31,65 (OCH.CH.CH.), 41,31 (OCH.CH.CH.), 60,86 (OCH.CH.CH.),
110,36 (C-1), 116,10 (C-3), 116,61 (C-5), 130,95 (C-6), 134,11 (C-4), 150,52 (C-2), 167,75 (C=0) ppm.

[4] Acido 2-(octilamino)benzoico 6

@COOH
NN
H
A uma solucao de acido 2-aminobenzoico 4 (0,200 g; 1,46 x 10® mol; 1 equiv) em etanol (5 mL)
adicionou-se 1-bromooctano (0,202 mL, 1,16 x 10-*mol, 1,2 equiv) e colocou-se a mistura reacional sob

refluxo durante 55 horas. Efetuou-se uma cromatografia em coluna (silica: diclorometano/éter de

petréleo de polaridade crescente) tendo-se obtido o composto 6 como um o6leo incolor.
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n =22% (0,049 g)

R = 0,34 (silica: diclorometano/éter de petréleo 1:5)

'H NMR &, (CDCl, 400 MHz): 0,92 (t, / = 6,0 Hz, 3H, NH(CH,),CH), 1,31-1,45 (m, 10H,
NHCH.CH,(CH,),CH.), 1,71 (quint, / = 7,2 Hz, 2H, NHCH,CH(CH,).CH.), 3,22 (t, / = 7,2 Hz 2H,
NHCH,CH,(CH.).CH.), 6,61 (dt, /=7,2 e 1,2 Hz, H-5), 6,70 (dd, /= 8,0 e 0,8 Hz, 1H, H-3), 7,41 (dt, J
=6,8 e 1,6 Hz, H-4), 8,00 (dd, /= 8,0 e 1,6 Hz, 1H, H-6) ppm.

5C NMR &. (CDCl,, 100,6 MHz): 14,06 (NH(CH,),CH.), 22,63 (CH,), 27,14 (CH,), 29,10 (CH,), 29,20
(CH.), 29,31 (CH,), 31,78 (NHCH,CH,(CH,).CH,), 42,87 NHCH,CH,(CH,);CH.), 108,36 (C-1), 108,36 (C-
3), 114,29 (C-5), 132,63 (C-6), 135,52 (C-4), 151,89 (C-2), 173,91 (C=0) ppm.

[5] 2-Amino-5-bromobenzoato de 3-cloropropilo 8a

A uma solucao de acido 2-amino-5-bromobenzoico 7 (0,200 g; 7,89 x 10+ mol; 1 equiv) em acetonitrilo
(5 mL) adicionou-se carbonato de césio (1,51 g; 4,28 x 102 mol; 5,4 equiv) e 1-bromo-3-cloropropano
(0,101 mL; 1,02 x 10= mol; 1,3 equiv). A mistura reacional foi agitada, a temperatura de 65°C, durante
12 h, sendo a reacdo monitorizada por TLC (silica: diclorometano/éter de petroleo 1:1). Apds esse
periodo, filtrou-se a mistura reacional, lavou-se o solido com acetonitrilo e evaporou-se o solvente a

pressao reduzida. O composto 8a foi obtido como um 6leo castanho.

n =26% (0,061 g)

R = 0,49 (silica: diclorometano/éter de petréleo 1:1)

'H NMR &, (CDCl;, 400 MHz): 2,24 (quint, /= 6,0 Hz, 2H, OCH,CHCH,), 3,70 (t, /= 6,4 Hz, 2H,
OCH.CH.CH,), 4,44 (t, /= 6,0 Hz, 2H, OCH,CH.CH,), 5,78 (s largo, 2H, NH,), 6,57 (d, /= 8,8 Hz, 1H,
H-3), 7,34 (dd, /= 8,8 € 2,4 Hz, 1H, H-4), 7,93 (d, /= 2,4 Hz, 1H, H-6) ppm.

5C NMR 6. (CDCI,, 100,6 MHz): 31,63 (OCH,CH.CH,), 41,28 (OCH.CH,CH,), 61,39 (OCH,CH,CH,),
107,28 (C-1), 111,78 (C-5), 118,41 (C-3), 133,14 (C-6), 136,87 (C-4), 149,47 (C-2), 166,80 (C=0) ppm.
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[6] 5-Bromo-2-((3-cloropropil)amino)benzoato de 3-cloropropilo 8b

B C.

Na reacéo anterior foi também isolado o composto 8b, sob a forma de um o¢leo castanho.

n=1,0% (0,003 g

R = 0,67 (silica: diclorometano/éter de petréleo 1:1)

'H NMR &, (CDCI,, 400 MHz): 2,14 (quint, /= 6,4 Hz, 2H, OCH,CH,CH,), 2,24 (quint, /= 6,0 Hz, 2H,
NHCH.CHCH.), 3,41 (t, /= 6,8 Hz, 2H, NHCH,CH.CH.), 3,67 (t, /= 6,4 Hz, 2H, OCH.,CH.CA.), 3,70 (t,
J=6,4 Hz, 2H, NHCH,CH.,CH)), 4,44 (t, /= 6,4 Hz, 2H, OCH,CH.CH,), 6,68 (d, /= 7,6 Hz, 1H, H-3),
7,45 (dd, /= 6,8 € 2,4 Hz, 1H, H-4), 7,98 (d, /= 2,4 Hz, 1H, H-6) ppm.

=C NMR 8. (CDCl;, 100,6 MHz): 31,63 (OCH,CH,CH,), 31,92 (NHCH,CH.CH,), 39,87 (NHCH,CH,CH,),
41,27 (OCH,CH,CH,), 42,26 (NHCH,CH,(H,), 61,43 (OCH,CH,CH,), 106,20 (C-1), 111,35 (C-5), 113,17
(C-3), 133,70 (C-6), 137,43 (C-4), 150,10 (C-2), 167,39 (C=0) ppm.

[7] 2-Amino-5-bromobenzoato de propilo 9a

(0]
Br\(:fj\ N
(0]
NH,

A uma solucao do acido 2-amino-5-bromobenzoico 7 (0,150 g; 5,92 x 10+ mol; 1 equiv) em acetonitrilo
(5 mL) adicionou-se carbonato de césio (1,13 g; 3,47 x 102 mol; 5,9 equiv) e 1-bromopropano (0,069
mL; 7,57 x 104 1,3 equiv). A mistura reacional foi agitada, a temperatura de 65°C, durante 14 h, sendo
a reacao monitorizada por TLC (silica: diclorometano/éter de petréleo 1:1). Apos esse periodo, filtrou-
se a mistura reacional, lavou-se o solido com acetonitrilo e evaporou-se o solvente a pressao

reduzida, O composto 9a foi obtido como um o6leo castanho.
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n=31,0%(0,0474 g)

R.= 0,71 (silica: diclorometano/éter de petréleo 1:1)

'H NMR &, (CDCl,, 400 MHz): 1,03 (t, /= 7,6 Hz, 3H, OCH,CH.CH), 1,79 (sext, /= 6,8 Hz, 2H,
OCH,CHCH.), 4,24 (t, /= 6,8 Hz, 2H, OCH,CH.CH,), 6,57 (d, /= 8,0 Hz 1H, H-3), 7,33 (dd, /= 8,8 Hz,
1H, H-4), 7,97 (d, /= 2,4 Hz, 1H, H-6) ppm.

3C NMR 6. (CDCI,, 100,6 MHz): 10,52 (OCH.CH,CH.), 22,03 (OCH,CH.CH.), 66,29 (OCH,CH.CH,),
107,36 (C-1), 112,43 (C-5), 118,39 (C-3), 133,31 (C-6), 136,60 (C-4), 149,23 (C-2), 167,10 (C=0) ppm.

[8] 5-Bromo-2-(propilamino)benzoato de propilo 9b
O

Br\(:fj\o/\/
AN

N
H
Na reacao anterior foi também isolado o composto 9b, sob a forma de um 6leo castanho.

n =1,0% (0,0016 g)

R = 0,54 (silica: diclorometano/éter de petréleo 1:1)

'H NMR &, (CDCl;, 400 MHz): 1,03 (t, /= 7,6 Hz, 6H, 2 x CH.), 1,71 (sext, J = 7,2 Hz, 2H,
NHCH.CH,CH:), 1,79 (sext, /= 6,8 Hz, 2H, OCH.CH,CH.), 3,14 (q, /= 6,8 Hz, 2H, NHCH,CH.CH,), 4,22
(t, /= 6,8 Hz, 2H, OCH,CH.CH,), 6,57 (d, /= 9,2 Hz, 1H, H-3), 7,39 (dd, /= 9,2 e 2,8 Hz, 1H, H-4),
7,73 (s largo, 1H, NH), 8,00 (d, /= 2,4 Hz, 1H, H-6) ppm.

[9] 4-(Metilamino)benzoato de 3-cloropropilo 11

/@)J\o/\/\m
HN

A uma solucao de acido 4-(metilamino)benzoico 10 (0,200 g; 1,32 x 10:mol; 1 equiv) em acetonitrilo

(5 mL) adicionou-se carbonato de césio (2,12 g; 6,51 x 10® mol; 5 equiv) e 1-bromo-3-cloropropano
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(0,141 mL; 1,42 x 10°mol; 1,1 equiv). A mistura reacional foi agitada, a temperatura de 65°C, durante
38 h, sendo a reacdo monitorizada por TLC (silica: diclorometano/éter de petréleo de polaridade
crescente). Apds esse periodo, filtrou-se a mistura reacional, lavou-se o solido com acetonitrilo e

evaporou-se o solvente a pressao reduzida. O composto 11 foi obtido como um 6leo incolor.

n =2% (0,0053 g)

R = 0,56 (silica: diclorometano/éter de petréleo 3:7)

'H NMR &, (CDCl,, 400 MHz): 1,69 (s, 3H, CH.), 2,28 (quint, /= 6,0 Hz, 2H, OCH.,CHCH,), 3,72 (t, /=
6,4 Hz, 2H, OCH.CH,CH,), 4,54 (t, /= 6,0 Hz, 2H, OCH,CH.CH,), 7,97 (d, /= 8,0 Hz, 2H, H-3 e H-5),
8,20 (d, /= 8,0 Hz, 2H, H2 e H-5) ppm.

5C NMR 6. (CDCI,, 100,6 MHz): 29,69 (CH.), 31,58 (OCH.CH.CH.), 41,12 (OCH.CH.CH,), 62,33
(OCH.CH,CH,), 125,01 (C-1), 129,54 (C-3 e C-5), 130,29 (C-2 e C-6), 139,24 (C-5), 165,39 (C=0) ppm.

4.3. Derivados do 3-aminofenol

[10] 3-(Propilamino)fenol 13a

Oy

H

A uma solucao de 3-aminofenol 12 (2,0 g; 18,3 x 10-* mol; 1 equiv) em etanol (8 mL) adicionou-se 1-
bromopropano (2,50 mL; 27,5x 10-mol; 1,5 equiv) e colocou-se a mistura reacional sob refluxo durante
4,5 horas. Efetuou-se uma cromatografia em coluna (silica: diclorometano/metanol de polaridade

crescente) tendo-se obtido o composto 13a como um 6leo castanho.

n=51% (1,410 g

R=0,17 (silica: diclorometano)

IV (KBr): 3250, 2642, 2500, 2415, 1619, 1577, 1487, 1426, 1316, 1288, 1244, 1219, 1154, 1121,
1083, 1041, 1000, 975, 862, 782, 756, 688, 666 cm-.
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'H NMR &, (400MHz, CD.OD): 1,05 (t, J = 7,2Hz, 3H, NHCH.CH.CH), 1,75-1,86 (m, 2H,
NHCH,CH.CH.), 3,35 (m, 2H, NHCH.CH.CH.), 6,92-7,01 (m, 3H, H-4, H-6, H-2), 7,35-7,42 (m, 1H, H-
5) ppm.

1C NMR 8. (100,6 MHz, CD,0D): 11,14 (NHCH.CH,CH), 20,37 (NHCH,CHCH.), 54,75 (NHCHCH.CH.),
110,58 (C-2), 114,09 (C-6), 117,63 (C-4), 132,03 (C-5), 137,52 (C-3), 160,19 (C-1) ppm.

[11] 3-(Dipropilamino)fenol 13b
OH

N/\/

Na reacdo anterior foi também isolado o composto 13b, sob a forma de um sélido castanho.

n= 20%(0,715g)

p.f.=[98,7 - 101,1] °C

R = 0,22 (silica: diclorometano)

IV (KBr): 3208, 3188, 3053, 2966, 2880, 2711, 2672, 2636, 2508, 1613, 1508, 1488, 1471, 1456,
1431, 1417, 1386, 1340, 1318, 1276, 1227, 1204, 1169, 1147, 1126, 1116, 1086, 1037, 1012,
999, 991, 965, 890 cm-.

'H NMR &, (400MHz, CDCI): 0,84 (t, /= 7,6 Hz, 6H, 2 x NCH,CH,CH), 1,59 (s largo, 4H, 2 x
NCH.CHLCH.), 3,30 (t, /= 8,0 Hz, 4H, 2 x NCHLH.CH;), 6,87 (s largo, 2H, H-4 e H-6), 7,05 (s largo,
1H, H-2) 7,17 (t, /= 8,0 Hz, 1H, H-5) ppm.

5C NMR 6. (100,6 MHz, CDCl,): 10,85 (2 x NCH.CH,CH), 18,86 (2 x NCH,CHLCH.), 58,17 (2 x
NCHCH.CH.), 107,61 (C-2), 113,60 (C-4 e C-6), 130,63 (C-5), 158,22 (C-1) ppm.

[12] 3-((3-Cloropropil)amino)fenol 14a

OH

i ‘;\H/\/\CI
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A uma solucéo de 3-aminofenol 12 (1,4 g, 1,28x10-2mol; 1 equiv) in etanol (2 mL) adicionou-se 1-
bromo-3-cloropropano (1,27 mL; 1,28x10-2 mol; 1 equiv) e colocou-se a mistura reacional sob refluxo
durante 5h. Monitorizou-se a reacéo por TLC (diclorometano/metanol, 9,5:0,5), evaporou se o solvente
e a mistura foi purificada por cromatografia em coluna usando como solvente uma mistura de

diclorometano/metanol, de polaridade crescente. O composto 14a foi obtido como um o6leo castanho.

n =29% (0,688 g)

R = 0,54 (silica: diclorometano/metanol 9,5:0,5)

IR (KBr 1%, cm-): v = 3198, 2947, 2587, 1615, 1505, 1488, 1470, 1372, 1316, 1284, 1233, 1172,
1084, 1020, 1000, 859, 828, 780, 735, 693, 655 cm-.

'H NMR 6. (CDCI,,400 MHz): 2,00-2,10 (m, 2H, NHCH,CHCH.I), 3,31 (t, /= 6,4 Hz, 2H,
NHCH.LCH,CH.CI), 3,64 (t, /= 6,3 Hz, 2H, NHCH.CH.CHCI), 4,25 (s largo, 2H, NH and OH), 6,14 (t, /=
2,1 Hz, 1H, H-2), 6,18-6,26 (m, 2H, H-4 e H-6), 7,03 (t, /= 8,0 Hz, 1H, H-5) ppm.

sC NMR é. (CDCl, 100,6 MHz): 31,77 (NHCH,CHCH.CI), 41,02 (NHCHCH,CHCI), 42,57
(NHCH,CH.CHLCI), 99,86 (C-2), 104,81 (C-6), 106,06 (C-4), 130,29 (C-5), 149,25 (C-3), 156,73 (C-1)
ppm.

[13] 3-(Bis(3-cloropropil)amino)fenol 14b

OH

Cl

Na reacéo anterior foi também isolado o composto 14b, sob a forma de um 6leo castanho.

n =7% (0,222 g)
R =0,71 (silica: diclorometano/metanol, 9,5:0,5)
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IV (KBr 1%, cm-): v = 3189, 2956, 2653, 2552, 1615, 1578, 1505, 1488, 1464, 1451, 1360, 1316,
1288, 1235, 1169, 1117, 1082, 1055, 1011, 998, 945, 928, 879, 828, 785, 733, 698 cm".

'H NMR &, (CDCL,400 MHz): 1,93-1,99 (m, 4H, N(CH.CHCHCI).), 3,38 (t, J=7,2 Hz, 4H,
N(CH.CH.CH.CI).), 3,49 (t, /= 6,0 Hz, 4H, N(CH,CH,CHCI).), 5,40 (s, 1H, OH), 6,14-6,26 (m, 3H, 2-H,
H-4 e H-6), 7,00 (t, /= 8,4 Hz, 1H, H-5) ppm.

sC NMR & (CDCL, 100,6 MHz):29,79 (N(CH.CHCH.CI)), 42,94 (N(CHCH.CH.CI).), 49,59
(N(CH.CH,CHCl).), 100,01 (C-2), 102,58 (C-6), 105,53 (C-4), 130,34 (C-5), 148,68 (C-3), 156,81 (C-1)
ppm.

[14] 3-(Octilamino)fenol 15a

Oy

H

A uma solucao de 3-aminofenol 12 ((1,0 g; 9,1 x 10~ mol; 1 equiv) em etanol (6 mL) adicionou-se 1-
bromooctano (1,86 mL; 10,8 x 10-mol; 1,2 equiv) e colocou-se a mistura reacional sob refluxo durante
18,5 horas. Efetuou-se uma cromatografia em coluna (silica: diclorometano/metanol de polaridade

crescente) tendo-se obtido o composto 15a como um 6leo castanho.

n =50% (1,018g)

R=0,21 (silica: diclorometano)

IV: 3261, 2956, 2927, 2857, 2778, 2467, 1621, 1601, 1576, 1503, 1485, 1468, 1427, 1378, 1316,
1289, 1223, 1152, 1082, 1000, 959, 861, 782, 737, 688, 666 cm-.

'H NMR 6, (400 MHz, CDCL): 0,84 (t, / = 7,2Hz, 3H, NH(CH,),CH), 1,10-1,22 (s, 10H,
NHCH.CH,(CH.)CH), 1,72-1,85 (m, 2H, NHCH,CH{CH.).CH.), 3,26 (t, / = 84 Hz, 2H,
NHCH.CH,(CH.),.CH.), 6,84 (dd, /= 8,2 e J= 2,0Hz, 1H, H-4), 6,99 (dd, /= 8,2 e J= 1,2Hz, 1H, H-6),
7,14 (t, /= 8,4Hz, 1H, H-5), 7,20 (t, /= 2,0Hz, 1H, H-2) 7,83 (s largo, 2H, NH, OH) ppm.

C NMR &. (100,6 MHz, CDCL): 14,00 (NH(CH.),CH), 22,50 (CH), 25,46 (NHCH.CHACH.);CH;), 26,50
(CH.), 28,88 (CH,), 29,00 (CH,), 31,60 (CH,), 52,60 (NHCHLH,(CH,).CH;), 109,77 (C-2), 113,79 (C-6),
116,99 (C-4), 130,98 (C-5), 135,54 (C-3), 157,61 (C-1) ppm.
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[15] 3-(Dioctilamino)fenol 15b

S WU

W

Na reacao anterior foi também isolado o composto 15b, sob a forma de um éleo castanho.

n =23% (0,712g)

R= 0,56 (silica: diclorometano)

IV: 3299, 2955, 2926, 2855, 2726, 1619, 1579, 1504, 1467, 1400, 1370, 1276, 1241, 1221, 1167,
1142, 1114, 1013, 999, 832, 821, 753, 723, 688 cm-.

'H NMR &, (300 MHz, CDCL): 0,90 (t, / = 6,9 Hz, 6H, 2xN(CH.),CH), 1,28 (s largo, 20H,
2xNCH.CH,(CH)LH.), 1,58 (s largo, 4H, 2xNCH,CH.(CH.):CH.), 3,24 (t, J = 7,8 Hz, 4H,
2xNCHLCH,(CH,).CH.), 6,38 (s largo, 3H, 2-H, H-4 e H-6), 7,09 (t, /= 7,8 Hz, 1H, H-5) ppm,

5C NMR & (100,6 MHz, CDCL,): 14,04 (2xCH,), 22,58 (2xCH,), 26,75 (2xNCH,CH,), 27,00 (2xCH,),
29,24 (2xCH,), 29,35 (2xCH,), 31,75 (2xCH,), 52,30 (2xNCHLCH,), 100,82 (C-2), 105,93 (C-6, C-4),
130,15 (C-5), 148,18 (C-3), 157,01 (C-1) ppm.

[16] 3-(Dodecilamino)fenol 16a

©\N/\/\/\/\/\/\
H

A uma solucao de 3-aminofenol 12 (2,0 g; 18,3 x 10-* mol, 1 equiv) em etanol (6 mL) adicionou-se 1-
bromododecano (6,5 mL; 27,3x 10-=mol; 1,5 equiv) e colocou-se a mistura reacional sob refluxo durante
10 horas. Efetuou-se uma cromatografia em coluna (silica: cloroférmio/metanol de polaridade crescente)

tendo-se obtido o composto 16a como um sélido castanho.

N = 58% (2,931g)
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p.f.=[54,7 - 57,11 °C

R = 0,17 (silica: diclorometano)

IV (KBr): 3282, 2918, 2851, 2730, 2630, 2600, 2414, 1619, 1571, 1499, 1484, 1468, 1417, 1382,
1338, 1318, 1288, 1250, 1237, 1216, 1176, 1153, 1133, 1087 cm".

'H NMR 6, (400 MHz, CDCL): 0,87 (t, J = 7,2Hz, 3H, NH(CH.)..CH), 1,10-1,35 (m, 18H,
NHCH.CH.(CH)LH.), 1,78 (quint, / = 7,6 Hz, 2H, NHCH.CHACH,),CH.), 3,26 (t, / = 8,4 Hz,
NHCHLH,(CH.),.CH;), 6,82 (dd, /= 8,4 e 1,6 Hz, 1H, H-4), 6,98 (dd, /= 8,0 e 1,2Hz, 1H, H-6), 7,14 {t,
J =8,0Hz, 1H, H-B), 7,22 (s largo, 1H, H-2), 8,40 (s largo, 2H, NH, OH) ppm.

C NMR &. (100,6 MHz, CDCI:): 14,07 (NH(CH.)..CH), 22,64 (CH.), 25,55 (NHCH.CHACH.),.CH:), 26,57
(CH,), 29,00 (CH,), 29,31 (CH,), 29,43 (CH,), 29,49 (CH.), 29,58 (CH.), 29,59 (CH,), 31,87 (CH,), 52,54
(NHCHLCH,(CH,),CH.), 109,69 (C-2), 113,72 (C-6), 116,92 (C-4), 130,97 (C-5), 135,67 (C-3), 157,65
(C-1) ppm.

[17] 3-(Didodecilamino)fenol 16b

Dy

W

Na reacao anterior foi também isolado o composto 16b, sob a forma de um sélido roxo.

n = 20% (1,598g)

p.f.=[93,2 - 95,1] °C

R = 0,53 (silica: diclorometano)

IV (KBr): 3175, 3046, 2916, 2850, 2636, 2605, 2537, 1613, 1511, 1490, 1471, 1446, 1418, 1406,
1373, 1355, 1318, 1284, 1226, 1212, 1204, 1181, 1141, 1126, 1091, 1044 cm-.

'H NMR &, (400 MHz, CDCL): 0,85 (t, J = 7,2Hz, 6H, 2xN(CH.,)..CH), 1,10-1,40 (m, 36H,
2xNCH.CH.(CH.)CH:), 1,92 (s largo, 4H, NCH.CH.(CH.);.CH:), 3,29 (s largo, 2H, NCH.LH,(CH.);.CH,),
3,47 (s largo, 2H, NCHCH,(CH,),CH,), 7,16 (s largo, 2H, 4-H, H-6), 7,28 (t, /= 8,0Hz, 1H, H-5), 7,45
(s largo, 1H, H-2), 8,68 (s largo, 1H, OH) ppm.
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5C NMR &. (100,6 MHz, CDCL): 14,03 (2xN(CH.)..CH), 22,59 (2xCH.), 24,77 (2xNCH,CH.(CH,);.CH,),
26,46 (2xCH,), 28,93 (2xCH.), 29,24 (2xCH.), 29,34 (2xCH.), 29,38 (2xCH.), 29,49 (2xCH.), 29,52
(2xCH,), 31,82 (2xCH,), 59,11 (2xNCHLH.(CH.),.CH;), 108,91 (C-2), 113,21 (C-6), 118,19 (C-4), 130,96
(C-5), 138,05 (C-3), 158,89 (C-1) ppm.

4.4 Estudos de nanoencapsulamento

Para os estudos de nanoencapsulamento, foi utilizado 2-aminobenzoato de 3-cloropropilo 5. Os
lipossomas foram preparados utilizando uma mistura lipidica comercial utilizada na industria alimentar,
EggPC (fosfatidilcolina do ovo): colesterol (7:3) [114] e a técnica utilizada foi o método de injecao
etanolica [115], onde foi realizada injecdo simultanea do extrato e do lipidio, sob vortex vigoroso, numa

solucdo tampéao aquosa.

4.4.1. Eficiéncia de encapsulamento

Para determinar uma curva de calibracao (absorvancia vs. concentracéo), foram realizadas diluicdes
de concentracdo de 1x10<- 1x10® mg/mL. Os lipossomas carregados foram submetidos a centrifugacao
a 3000 rpm durante 10 minutos usando unidades de filtro centrifugo Amicon® Ultra 100 kDa. Em
seguida, o filtrado (contendo o composto nao encapsulado) foi pipetado, a agua foi evaporada e a mesma
quantidade de etanol foi adicionada. Apos agitacao vigorosa, foi medida a absorvancia, permitindo
determinar a concentracao do composto utilizando uma curva de calibracdo previamente obtida no
mesmo solvente. Trés medicoes independentes foram realizadas para cada sistema. A eficiéncia de

encapsulamento, EE (%), foi obtida através da equacéo 1:

Amostra total— Amostra do extrato nanoencapsulado

EE(%) = x 100 (Equacdo 1)

Amostra total
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