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Resumo

Derivados de compostos naturais com potencial aplicacdo como biopesticidas

A necessidade de reducao ou até substituicao dos pesticidas sintéticos, que desenvolvem resisténcia
e ameacam a saude humana e o meio ambiente, tém motivado estudos de atividade pesticida de
produtos a base de plantas. Os biopesticidas botanicos sdo uma das alternativas verdes ao uso dos
pesticidas sintéticos.

Os oleos essenciais sdo metabolitos secundarios de composicao complexa produzidos pelas plantas,
com propriedades interessantes devido ao seu amplo espetro de acao, podendo ser isolados e
purificados, através de técnicas de extracdo habitualmente utilizadas, e, posteriormente, analisados.

A investigacdo ao nivel dos pesticidas alternativos aos pesticidas sintéticos tem incidido
particularmente na modificacdo molecular de substancias naturais biologicamente ativas, de forma a
otimizar a atividade biolégica dos compostos e reduzir eventuais impactos negativos. A atividade
inseticida esta, maioritariamente, relacionada com a posicao e natureza de grupos funcionais e/ou
substituintes introduzidos na estrutura do composto.

Neste trabalho sintetizaram-se dezasseis derivados de compostos naturais, nomeadamente sete
derivados de carvacrol, seis derivados de timol, um derivado de mentol e dois derivados da 6-
hidroxiflavanona. Os derivados de carvacrol e timol obtidos por Galquilacdo possuem um grupo éter com
cadeias carbonadas alifaticas de diferentes tamanhos, variando entre trés e vinte atomos de carbono ou
cadeias propilicas com um &tomo de cloro ou um grupo hidroxilo como terminais. Como precursor
analogo ao timol, mas completamente saturado, foi usado o mentol e obtido o derivado correspondente
com uma ligacdo éter a cloropropilo. No caso da 6-hidroxiflavanona foram sintetizados os derivados &
alquilados contendo o grupo propilo e cloropropilo. Na caracterizacao estrutural recorreu-se as técnicas
analiticas habituais. Todos os compostos obtidos foram alvo de estudos de atividade biolégica na linha
celular de insetos S79, Spodoptera frugiperda, de forma a avaliar o seu potencial como biopesticidas.
Foram também efetuados estudos em queratinocitos de modo a verificar a eventual toxicidade dos
compostos que revelaram maior atividade em Sf9. Os resultados promissores obtidos contribuem para

o0 estabelecimento de uma relacéo estrutura-atividade que permitira direcionar estudos futuros.

Palavras-Chave: bioinseticidas, biopesticidas, compostos naturais, oleos essenciais, Spodoptera

frugiperda



Abstract

Derivatives of natural compounds with potential application as biopesticides

The necessity of reducing or even replace synthetic pesticides, which develop resistance and
threathen human health and the environment, has motivated studies of pesticide activity of natural
products based on plants. Botanical biopesticides are one of the green alternatives to the use of synthetic
pesticides.

Essential oils are secondary metabolites of complex composition synthesized by plants, with
interesting properties due to their broad spectrum of action which can be isolated and purified through
extraction techniques commonly used and, subsequently, analyzed.

The investigation on alternative pesticides to synthetic pesticides has been focused on the molecular
modification of biologically active natural substances, in order to optimize the biological activity of the
compounds and reduce negative impacts. The insecticidal activity is mainly related to the position and
nature of functional groups and/or substituents introduced in the structure of the compound.

In the present work, sixteen derivatives of natural compounds were synthesized, namely seven
derivatives of carvacrol, six derivatives of thymol, one derivative of menthol and two derivatives of 6-
hydroxyflavanone. The carvacrol and thymol derivatives synthesized by CGtalkylation have an ether group
with aliphatic carbon chains of different sizes, between three and twenty carbon atoms or propyl chains
with a chlorine atom or a hydroxyl group as terminal. As a precursor analogous to thymol but completely
saturated, menthol was used and the corresponding derivative with and ether and chloropropyl bond was
obtained. In structural characterization, usual analytical techniques were used. All the compounds
obtained were the target of studies of biological activity in Sf9 (Spodoptera frugiperda) insect cell line, in
order to evaluate their potential as biopesticides. Studies were also carried out on keratinocytes in order
to assess the toxicity of the compounds that revealed greater activity in S79. The promising results seek

to contribute to establishment of a structure-activity relationship that allows directing future studies.

Keywords: bioinsecticides, biopesticides, natural products, essential oil, Spodoptera frugiperda
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Nota introdutdria

A numeracao dos compostos do Capitulo 1 ¢ independente da numeracdo dos compostos dos
restantes capitulos. A numeracéo das figuras, tabelas e esquemas é continua ao longo da dissertacao.

Alguns dos resultados do trabalho experimental desta dissertacao constam de atas e comunicacdes
em encontros cientificos internacionais. Encontra-se também em preparacdo um artigo cientifico para

submissdo numa revista internacional.

Atas em encontros cientificos internacionais

C. M. Natal, D. M. Pereira, R. B. Pereira, M. J. G. Fernandes, A. G. Fortes, E. M. S. Castanheira, M. S. T.
Goncalves, “Carvacrol derivatives with potential insecticidal activity”, Proccedings of the 24th
International Electronic Conference on Synthetic Organic Chemistry, Sciforum Electronic Conference
Series, MDPI AG, J. A. Seijas, M. P. V. Tato (Eds), Chemistry Proceedings 2020, doi:10.3390/ecsoc-24-
08334; https://sciforum.net/paper/view/conference/8334, in press.

Comunicacdes em encontros cientificos internacionais

C. M. Natal, D. M. Pereira, R. B. Pereira, M. J. G. Fernandes, A. G. Fortes, E. M. S. Castanheira, M. S. T.
Goncalves, “Carvacrol derivatives with potential insecticidal activity”, comunicacdo eletrdnica, 24th
International Electronic Conference on Synthetic Organic Chemistry (ECSOC 24), 15 novembro-15
dezembro 2020, https://ecsoc-24.sciforum.net/; https://sciforum.net/paper/view/conference/8334.

Artigos cientificos em preparacao
C. M. Natal, M. J. G. Fernandes, R. B. Pereira, D. M. Pereira, S. Sousa, A. G. Fortes, E. M. S. Castanheira,
M. S. T. Goncalves, “New carvacrol and thymol derivatives: synthesis, insecticidal activity and

nanoencapsulation”, em preparacao.
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Capitulo 1 — Introducao Tedrica




Capitulo 1 - Introdugéo Teodrica

1.1 Introducéo

Nas ultimas décadas, os agricultores e muitas empresas do setor alimentar utilizaram produtos
quimicos sintéticos para produzir, processar e preservar os alimentos, assim como para melhorar a
producao agricola.!

Nos préximos 20 anos é estimado que a producao agricola aumente de forma a acompanhar as
necessidades da populacdo mundial. As atividades destrutivas de inimeras pragas, como fungos,
bactérias, insetos e ervas daninhas tém levado a uma drastica diminuicdo dos rendimentos da
agricultura, podendo também comprometer a seguranca alimentar.2** Acresce a necessidade da
monitorizacao de pragas, devido a crescente pressao sobre a agricultura para produzir mais com menos
terra e de forma a aumentar a seguranca alimentar.s¢

As perdas na producao das principais culturas mundiais sao cerca de 27 a 42%, enquanto, sem a
protecdo de culturas, os numeros aumentariam para 48 a 83%.¢” A monitorizacdo de pragas permite
reduzir perdas conduzindo assim a um aumento da disponibilidade alimentar, através do uso intensivo
de pesticidas quimicos sintéticos.®

Os pesticidas sintéticos estdo associados a problemas no meio ambiente e na satide humana, como
doencas pulmonares, da prostata, pele e garganta, cancro, leucemia e hipertensao.' A legislacao mais
restritiva sobre o uso de pesticidas sintéticos e o aumento da resisténcia nas populacdes das pragas tém
resultado num declinio do seu uso.2 Assim, & imperativo a substituicao deste tipo de produtos nocivos
por compostos mais sustentaveis e cuja acao continue a ser a protecao das colheitas.ss

Atualmente, assiste-se a um crescente interesse e avaliacdo de inseticidas boténicos como
alternativa no controlo de pragas, devido ao facto de estes compostos nao possuirem efeitos adversos
significativos nos organismos nao-alvo, ecossistemas e saude humana.s®

Na presente dissertacao sintetizaram-se e estudaram-se novos derivados de compostos naturais de
origem botanica com potencial aplicacdo como biopesticidas, designadamente inseticidas
semissintéticos. A correlacdo entre a estrutura dos compostos sintetizados e a sua atividade como
potenciais principios ativos em biopesticidas é fundamental, de forma a direcionar a investigacao e

permitir avancos futuros nesta area.

1.2 Plantas como fontes de fitoquimicos

Desde tempos antigos, as plantas aromaticas tém sido utilizadas pelas suas propriedades
conservantes e medicinais, para além de serem agentes aromatizantes alimentares. As plantas

produzem uma vasta gama de metabolitos secundarios - substancias que nao estdo envolvidas no
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metabolismo primario, mas que desempenham um papel fundamental em estratégias de defesa contra
outros organismos.™ Muitos dos metabolitos secundarios presentes nas plantas contribuem para odores,
sabores e cores, para além de possuirem um papel importante na defensa contra herbivoros, pestes e
patogenos.2 Estas propriedades sao, em parte, atribuidas aos 6leos essenciais, que serdao abordados
mais a frente na presente dissertacao. Estes compostos quimicos ou componentes bioativos das plantas
sao frequentemente referidos como fitoquimicos (“fito” do grego que significa planta) ou fitoconstituintes
e sdo responsaveis por proteger a planta contra infecées microbianas ou pragas. O estudo de produtos
naturais, por outro lado, é designado de fitoquimica.*

Os metabolitos secundarios sdo derivados de metabolitos primarios, quer por vias sintéticas
modificadas a partir do metabolito primario quer através da partilha de substratos de origem do
metabolito primario. Estes compostos sdo produzidos na planta induzidos por fatores bidticos (por
exemplo, patogenos) ou abidticos (por exemplo, condi¢des climaticas).* Os metabolitos secundarios sdo
moléculas geralmente de baixa massa molecular e podem ser lipossoluveis, soluveis em agua e/ou
volateis.®

A composicao dos metabolitos secundarios varia de acordo com os 6rgaos vegetais e com o tempo
de maturacao da planta e a sua sintese pode nao ser realizada por todas as células vegetais ou
consistentemente ao longo do tempo. A maioria das plantas concentra este tipo de compostos em certos
orgaos ou partes da planta, sendo que os locais de acumulacdo maxima de metabolitos nao séo
necessariamente os locais da sua sintese.’s"

Ap6s a extracao dos fitoquimicos, cuja abordagem se encontra desenvolvida mais adiante, este grupo
de compostos pode ser analisado de forma qualitativa e quantitativa através de técnicas de cromatografia
como o HPLC (cromatografia liquida de alta eficiéncia) e GC (cromatografia gasosa).k**Os fitoquimicos
sao moléculas organicas complexas que, normalmente, sao identificadas por espetrometria de massa e
espetroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN). A identidade dos fitoquimicos deve ser realizada

por comparacao dos espetros de massa e/ou RMN com os espetros de padroes da literatura.»

1.3 Classificacao dos fitoquimicos

Os fitoquimicos podem ser classificados com base na sua estrutura quimica, origem botanica,
biossintese ou propriedades biologicas. A presenca de grupos caracteristicos ou funcdes quimicas
determina a sua classe especifica. Para além disso, estes compostos tém diferentes efeitos bioquimicos

e fisiologicos associados.
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E importante referir que alguns fitoquimicos podem ser classificados em multiplas categorias. Por
exemplo, alguns terpenos fenolicos podem ser classificados como terpenos ou compostos fenolicos, pois
contém substruturas para as duas classes diferentes. Alternativamente, fitoquimicos estruturalmente
diferentes podem ser classificados na mesma categoria.»

Na presente dissertacdo, os metabolitos secundarios sao classificados em trés grupos principais:

alcaloides, compostos fendlicos e terpendides (Esquema 1).

Classificacéo dos fitoquimicos
Alcaloides Compostos fendlicos Terpendides
Flavonoides A classificacdo varia de
Acidos fenolicos acordo com 0 numero de
Polimeros fenolicos atomos de carbono.
Estilbenos

Esquema 1 - Classificacdo dos fitoquimicos: alcaloides, compostos fendlicos e terpendides.

1.3.1 Alcaloides

Os alcaloides sdo o grupo de constituintes quimicos que contém atomos de nitrogénio na sua
estrutura e sdo derivados de aminoacidos.2 Os compostos desta classe, além de serem constituidos por
atomos de carbono, hidrogénio e nitrogénio, sao também constituidos por elementos de oxigénio, enxofre
e, raramente, podem apresentar na sua estrutura cloro, bromo e fosforo.> Uma definicao simples de
alcaloides foi sugerida por Pelletier: “um alcaloide ¢ um composto ciclico contendo atomos de nitrogénio
num estado de oxidacéo negativo, com distribuicdo limitada em organismos vivos”, podendo os atomos
de nitrogénio serem ou nao parte integrante do anel heterociclico.z

Os alcaloides sado produzidos em varios organismos, como bactérias, fungos e animais mas,
maioritariamente, estes compostos sao produzidos por plantas na forma de metabolitos secundarios.’ A

acao destes compostos nas plantas esta relacionada com a polonizacdo, desempenhando um papel
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importante nas interacdes das plantas com os animais. Além disso, estes compostos sao parte integrante
de um sistema de defesa quimico em plantas.z

Estes compostos nitrogenados sao frequentemente encontrados no interior do vacuolo e existem
mecanismos complexos para a sua captacao e subsequente sequestro. Estes mecanismos permitem
qgue niveis potencialmente toxicos de alcaloides sejam armazenados em seguranca, longe do
citoplasma.z

A maioria dos alcaloides é facilmente sollivel em alcool e moderadamente em agua, sendo as suas
solucdes intensamente amargas. Estes compostos intervém na defesa das plantas contra herbivoros e
patogenos e sao amplamente explorados como produtos farmacéuticos, estimulantes, narcoticos e
venenos devido as suas potentes atividades bioldgicas.* Na Figura 1 encontram-se alguns exemplos de

alcaloides 14.
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Figura 1 - Estruturas quimicas de alguns alcaloides: morfina 1, nicotina 2, cafeina 3 e cocaina 4.

1.3.2 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo uma ampla familia de metabolitos secundarios. Atualmente, sao
conhecidas mais de 8000 moléculas, sendo que estao envolvidas nas respostas a fatores bidticos e
abioticos.’s Alguns compostos fenolicos sdao amplamente distribuidos, enquanto outros sao especificos
de determinadas familias de plantas, localizados em certos orgéaos ou estagios de desenvolvimento da
planta.

Os polifendis desempenham fungdes importantes no crescimento das plantas, polonizacdo e
protecédo contra a luz UV, assim como contra patogenos. Além disso, estao presentes na formacao de
pigmentos, determinando a cor, e nas caracteristicas sensoriais e nutricionais dos frutos e vegetais. Estes
compostos possuem varios beneficios como anti-inflamatérios, anticancerigenos, atuam na eliminacéo

de radicais livres e apresentam atividade antimicrobiana.=#



Capitulo 1 - Introdugéo Teodrica

Os compostos fendlicos sao estruturalmente constituidos por um anel aromatico com um ou mais
grupos hidroxilo, sendo o fenol (C:HsOH) o composto mais simples (Figura 2).17
0 termo polifenol &, frequentemente, utilizado como sindénimo de composto fenolico, mas deve ser

restrito a moléculas com, pelo menos, dois anéis fendlicos.

OH

5

Figura 2 - Estrutura quimica do fenol 5.

Na presente dissertacao, os compostos fenolicos sao divididos nos seguintes grupos fundamentais:
flavondides, acidos fendlicos, polimeros fendlicos e estilbenos. Os flavondides sdo o maior grupo de
compostos fendlicos e 0s mais estudados. Os &cidos fendlicos incluem compostos derivados do acido
hidroxibenzoico e hidroxicinamico. Os polimeros fendlicos, comummente conhecidos como taninos, sao
compostos de elevada massa molecular, que se dividem em duas classes: taninos hidrolisaveis e

condensados.” Apresentam-se, na Tabela 1, as principais classes de compostos fenolicos nas plantas.

Tabela 1 - Principais classes de compostos fenolicos nas plantas.

Classe Numero de atomos de carbono Esqueleto carbonado
Fendis simples, Benzoquinonas 6 Cs
Acidos fenclicos 7 C+C.
Acetofenonas, Derivados tirosina 8 CeC.
Acido hidroxicinamico, Cumarinas 9 CeCs
Naftoquinonas 10 CsCe
Xantonas 13 Ce-Ci-Cs
Estilbenos 14 Ce-CCo
Flavonoides 15 Ce-C+Co
Lignanos 18 (CsCs3)-
Bioflavondides 30 (Cs-C5Co)2
Taninos n (Ce-C5-Co)»
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Flavondides
Os flavondides sao compostos polifendlicos que contém na estrutura quinze atomos de carbono (Ce-
C+Cs), na qual dois anéis aromaticos A e B estdo interligados por uma ponte de trés carbonos na forma

de anel central de pirano (C) (Figura 3).z2z

Figura 3 - Estrutura basica de um flavondide.

Na literatura estao descritos mais de 4000 flavonoides.* Estudos realizados indicam o seu uso como
antioxidantes, sequestradores de radicais livres, anti-inflamatorios, reguladores de enzimas e
antimutagénicos.2 Os flavondides sdo subdivididos em seis subclasses: flavondis, flavonas, flavanonas,
isoflavonas, flavandis e antocianinas.

Os flavondis possuem um grupo hidroxilo na posicdo 3 (R:) do anel C e contém um grupo cetdnico.
Os flavondis mais estudados sdo a quercetina 6, miricetina, rutina, morina, fisetina, galangina, entre
outros. Estes compostos possuem acao anti-inflamatdria, antioxidante e interferem em importantes vias
de sinalizacéo, prevenindo doencas.z

As flavonas sao caracterizadas pela presenca de uma ligacdo dupla entre as posicoes 2 e 3 do anel
C e por um grupo cetdnico na posicao 4. Geralmente, esta localizado um grupo hidroxilo na posicdo 5
do anel A (Rs) e a hidroxilacdo noutras posicdes pode ser distinta. Os compostos comuns neste grupo
sa0 a apigenina 7, tangeretina, baicaléina, crisina, diosmina, entre outros. As flavonas provocam danos
no DNA e interferem no ciclo celular, induzindo a apoptose.z

As flavanonas sao estruturalmente semelhantes as flavonas, com a diferenca de que a ligacdo dupla
entre as posicdes 2 e 3 do anel C é saturada em flavanonas. Estes compostos estdo, geralmente,
presentes em frutas citricas e 0s mais comuns sao a hesperetina 8, naringina, naringenina, eriodictiol.
As flavanonas tém importante acédo na eliminacao de radicais livres.»

As isoflavonas sao um subgrupo grande e muito distinto de flavondides. Estes compostos diferem

das flavonas devido a localizacao do grupo fenilo e tm acédo semelhante as hormonas de estrogénio,
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sendo também designados de fitoestrogénios. Este subgrupo inclui compostos como genisteina 9,
gliciteina, irilona, luteona, prinetina, entre outros.z

Os flavandis sao derivados 3-hidroxi das flavanonas, nos quais existe um grupo hidroxilo na posicao
3 do anel C e nao possuem ligacdo dupla entre as posicdes 2 e 3. Estes compostos tém elevada acéo
anti-inflamatdria. Os flavandis comummente conhecidos sdo a catequina 10, galocatequina,
epicatequina, epigalocatequina, entre outros.z

As antocianinas apresentam uma estrutura quimica especifica, uma vez que possuem um défice de
eletrdes, tornando-se extremamente reativas a radicais livres. Estes compostos apresentam uma unidade
heterociclica de benzopirano e um componente fenilo (B). # As antocianinas sdo pigmentos vegetais
bioativos que a pH acido possuem cor, enquanto que a pH alcalino sao incolores, possuindo atividade
antioxidante, antimicrobiana e eficacia no tratamento de varias doencas, nomeadamente né&o
transmissiveis. Cianidina 11, malvidina, peoidina, apigeninidina sdo alguns compostos pertencentes a
esta subclasse.z

Na Tabela 2 encontram-se as estruturas quimicas de exemplos representativos das subclasses

flavonais, flavonas, flavanonas, isoflavonas, flavanois e antocianinas.

Tabela 2 - Exemplos de flavondis, flavonas, flavanonas, isoflavonas, flavandis e antocianinas e as

respetivas estruturas quimicas.

Classificagao quimica Estrutura quimica

Flavondis
6
Flavonas
Apigenina
7
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Flavanonas
OH O
Hesperetina
8
HO o
| RN
OH O
Isoflavonas Zon
Genisteina
9
OH
HO o) ‘
O OH
Flavanois CH
OH
Catequina
10
OH
®
HO 0
A OH
. Z OH
Antocianinas
OH
Cianidina

11

Outros tipos de flavonoides encontrados em pequenas quantidades incluem cumarinas, auronas e
chalconas (Tabela 3).

As cumarinas sao constituidas por um anel de benzeno fundido com um anel a-pirano, apresentando
um sistema conjugado rico em eletrdes e propriedade de transporte de carga. A bioatividade destes
compostos esta relacionada com mecanismos de defesa contra herbivoros e microorganismos.®

As auronas sao flavonoides triciclicos com um nucleo de benzofurano e um grupo fenilo ligado por
uma ligacdo dupla carbono-carbono exociclica.® Estes compostos apresentam protecao vegetal eficiente

contra a podridao e insetos.»
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As chalconas sao flavondides de cadeia aberta, nos quais dois anéis aromaticos se encontram ligados
por um sistema carbonilico a, B-insaturado de trés carbonos. Estes compostos foram estudados em
ensaios clinicos para o tratamento do cancro, doencas virais e cardiovasculares, assim como em

preparacdes cosméticas.®

Tabela 3 - Estruturas quimicas basicas das cumarinas, auronas e chalconas.

Classificagao quimica Estrutura quimica basica
o} (o}
Cumarinas 7
12
o ()
—~—
Auronas
0
13
O
Chalconas
0
14

Acidos fendlicos

Os 4cidos fendlicos sao, em geral, fendis que possuem um grupo funcional acido carboxilico. Estes
compostos estdo amplamente distribuidos na natureza e consistem, principalmente, em dois subgrupos:
acido hidroxibenzoico (derivados do acido benzoico) e acido hidroxicinamico (derivados do acido

cinamico) (Figura 4).2

OH

15 16

Figura 4 - Estruturas do &cido benzoico 15 e &cido cinamico 16.

10
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Na Tabela 4 encontram-se exemplos de acidos fenolicos derivados do acido phidroxibenzoico e acido

hidroxicinamico e respetivas estruturas quimicas.»

Tabela 4 - Estruturas quimicas de exemplos de acidos fenolicos derivados do acido phidroxibenzéico e

acido hidroxicinamico.

Classificagao quimica Estrutura quimica

0
Acido phidroxibenzéico 5

17

OH
OH
o) OH
Derivado do acido hidroxibenzoico HO OH
OH

Acido galico

18

o) OH
Derivado do acido hidroxibenzoico 0]
OH

Acido vanilico

19

0 OH
. L . . .. ~ /ES\ ~
Derivado do acido hidroxibenzoico ) 0]
OH

Acido siringico

20

11
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Acido hidroxicinamico

Derivado do acido hidroxicinamico

Derivado do acido hidroxicinamico

Derivado do acido hidroxicinamico

\O \O
%/ z/

OH

%

HO
Acido pcumarico
21

HO

HO

Acido caféico

OH

HO

Acido ferulico

OH

HO

0
Acido sinapico

24

Polimeros fendlicos

Os taninos sdo polimeros polifenolicos, geralmente de massa molecular elevada, e encontram-se

divididos em dois subgrupos: taninos hidrolisaveis e taninos condensados.'s#* Estes compostos podem

formar complexos reversiveis e irreversiveis com proteinas, polissacaridos, alcaloides, acidos nucleicos

€ minerais.”

Os taninos hidrolisaveis sao polifenois complexos que podem ser degradados em aclcares e acidos

fenolicos através da alteracao de pH, hidrolise enzimatica ou nao-enzimatica.* Estes compostos estéo

essencialmente presentes nas folhas das arvores e demonstraram ser antagonistas eficazes contra virus,
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bactérias e microorganismos eucariotas.’ Os ésteres do acido galico 18 sdo um exemplo de taninos
hidrolisaveis.»

As proantocianidinas, também designadas como taninos condensados, sao dimeros, oligomeros ou
polimeros de catequinas 10.® Os taninos condensados sdo frequentemente encontrados em folhas e
sementes, por exemplo nas folhas dos legumes, e estdo confinados a vacuolos intracelulares, sendo
compostos nao reativos até serem libertados pela rutura celular, resultando em ligacbes extensivas as
proteinas, protegendo-as de possiveis degradacoes por microbios e producao de NHs.x

No sistema biologico, os taninos sdo os principais agentes quelantes dos ides metalicos e sao
responsaveis pela precipitacdo de proteinas.» Os taninos sdo sollveis em dgua e alcool e sdo encontradas

maioritariamente na raiz, casca, caule e camadas externas do tecido da planta.x

Estilbenos

Moléculas isoméricas com formulas e sequéncias moleculares semelhantes, variando nas
orientacdes tridimensionais, sdo denominadas estereoisdomeros. Os estilbenos possuem dois
estereoisdmeros, o isomero frans Festilbeno e o0 isomero cis Zestilbeno. A estabilidade do Zestilbeno é
menor do que a do Festilbeno e o Zestilbeno é soluvel em solventes organicos, sendo possivel a
conversao fotoquimica da forma frans para a cis.z

Os derivados hidroxilados de estilbeno sao estilbendides, com uma estrutura quimica C<C-Cs. Os
estilbenoides sdo encontrados em plantas e bactérias, sendo o resveratrol 25 (Figura 5) uma fonte rica

em estilbenoides.

OH

HO X

OH
25

Figura 5 - Estrutura quimica do resveratrol 25.

1.3.3 Terpenoides
Os terpendides compreendem uma vasta familia de produtos naturais sendo 0s mais abundantes e
amplamente distribuidos na natureza, existindo em quase todos os organismos e exercendo importantes

funcdes fisiologicas, metabdlicas, de comunicacao e defesa. Os terpendides sdo compostos quimicos

13
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modificados dos terpenos ((C:Hs),), cuja unidade basica de terpeno, o isopreno (CsHs), foi adicionada a
moléculas de oxigénio ou removido um grupo metilo, formando derivados terpendides incluindo alcoois,
ésteres, aldeidos, cetonas, éteres, fendis e epdxidos. Os terpenos podem ser classificados, de acordo
com o numero de atomos de carbono (Tabela 5), em hemi- (Cs), mono- (Cw), sesqui- (Cis), di- (Cx), sester-

(Cas), tri- (Cx), tetra- (Cx) € politerpenos (C-x), dependendo do numero de unidades de isopreno. =

Tabela 5 - Classificacao dos terpenos de acordo com o nimero de atomos de carbono.

Numero de carbonos Designacao
Cs Hemiterpeno
Cuo Monoterpeno
Cis Sesquiterpeno
Ca Diterpeno
Ces Sesterterpenos
(o Triterpenos
Cuwo Tetraterpeno
Con Politerpenos

Os monoterpenos (Cv) tém um papel fundamental na defesa das plantas contra patégenos,
apresentando atividade inseticida para muitos insetos, tais como abelhas, vespas, besouros e borboletas.
Este tipo de compostos é empregue em varios inseticidas comerciais por apresentarem baixa toxicidade
para os mamiferos.z Os sesquiterpenos (Ci) estdo presentes em odleos essenciais e atuam como
fitoalexinas, compostos antibidticos produzidos durante o ataque microbiano.? Varios compostos
biologicamente ativos como saponinas, esterois, acidos biliares, hormonas sexuais, glicosidos
cardioativos e corticosteroides resultam de modificacoes esqueléticas de cadeias laterais de triterpenos
(Cao).28

Nas Figuras 6 e 7 apresentam-se exemplos tipicos de monoterpendides e sesquiterpenoides,

respetivamente.*

14
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HO
OH
OH OH |
26 27 28 29
)\/\)\/\OH
30
Figura 6 — Exemplos tipicos de monoterpendides: carvacrol 26, timol 27, mentol 28, linalol 29 e
geraniol 30.
NS NS NS OH
31 32

Figura 7 — Exemplos tipicos de sesquiterpenoides: artemisinina 31 e farnesol 32.

Os monoterpendides presentes em 6leos essenciais e tipicamente lipofilicos apresentam elevado
potencial de interferéncia toxica em processos bioquimicos basicos, com consequéncias fisiologicas e

comportamentais nos insetos.”

1.4 Oleos Essenciais

Nas ultimas décadas, os 6leos essenciais (OEs) tém sido muito estudados devido as suas diversas
atividades biologicas interessantes e caracteristicas fisico-quimicas, que os tornam potencialmente Uteis
em variadas aplicacoes.®* Estes compostos estdo presentes nas plantas aromaticas na forma de
misturas de compostos volateis, sintetizados como metabolitos secundarios.

De acordo com a 72 Edicao de Farmacopeia Europeia, um 6leo essencial é definido como: “Produto
odorante, geralmente de composicao complexa, obtido a partir de uma matéria-prima vegetal definida,
seja por destilacdo a vapor ou agua ou por um método mecanico adequado sem aquecimento. Um 6leo

essencial é geralmente separado da fase aquosa por um método fisico que nao induz alteracdes

15
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significativas na sua composicao quimica”. Os OEs podem ser submetidos a um tratamento adicional
apropriado.® Devido a sua natureza hidrofébica e a sua densidade geralmente menor do que a da agua,
estes compostos sao normalmente lipofilicos, soliveis em solventes organicos e imisciveis com a agua,
sendo facilmente separaveis da fase aquosa por decantacao.>

Os OEs sao particularmente interessantes devido ao seu amplo espetro de acdo e, geralmente, sdo
constituidos por duas fracdes: os hidrocarbonetos, nomeadamente monoterpenos (CuHi) e
sesquiterpenos (CisHz), € 0s componentes oxigenados como alcoois, aldeidos alifaticos e ésteres.*+4 Qs
monoterpenos representam 90% dos 6leos essenciais € tém uma estrutura quimica variavel,
relacionando-se entre si por possuirem dez carbonos na sua composicao. Estas estruturas quimicas
podem ser divididas em: (1) alcoois aciclicos, como o linalol, geraniol e citronelol; (2) alcoois ciclicos,
como o mentol, isopulegol e terpeniol; (3) alcoois biciclicos, como o borneol e verbenol; (4) compostos
fendlicos, como o timol e carvacrol; (5) cetonas, como a carvona, mentona e tujona; (6) aldeidos, como
o citronelal e citral; (7) acidos, como acido crisantémico e (8) éteres, como o cineol.>*

Na Tabela 6 encontram-se os constituintes principais de alguns 6leos essenciais de plantas comuns.®

Tabela 6 - Principais constituintes de alguns 6leos essenciais de plantas comuns.

Plantas Constituinte(s) principal(is) dos OEs

Alecrim 1,8-cineol, a-pineno, canfora, B-pineno
Hortela-pimenta Mentol, mentona
Cravo-da-india Eugenol

Canela Cinamaldeido

Tomilho Timol, pcimeno, y-terpineno

Erva principe Geranial, neral
Eucalipto 1,8-Cineol
Laranja [B-Limoneno

Apesar de os 6leos essenciais serem constituidos por varias centenas de compostos organicos
volateis aromaticos, os compostos principais dos OEs estdo presentes em concentracdes elevadas (20-
85%), enquanto os outros compostos estdo presentes em quantidades vestigiais.’»# 0 facto de a sua
composicdo quimica ser complexa, permite que os OEs possuam um amplo espetro de atividade
bioldgica e antimicrobiana (antibacteriano, antiflingico, antimofo, antiviral, controlo de pragas, repelentes

de insetos, etc.). Por exemplo, estes compostos sdo utilizados em ambiente medicinal devido as suas
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propriedades biocidas (bactericidas, virucidas e fungicidas) e medicinais. Numerosos estudos
destacaram o efeito antimicrobiano dos OEs mesmo contra bactérias multirresistentes. Além disso, o
uso destes compostos como conservantes de alimentos também foi descrito.® Recentemente, mostraram
um potencial particular como inseticidas, sendo promissor o seu uso no controlo de insetos na
agricultura.2®%# Dado que ocorrem na natureza como misturas complexas €, por isso, menos provavel
gue a resisténcia aos microorganismos se torne um problema, como acontece em compostos sintéticos.”

Os OEs podem ser sintetizados em diferentes dérgaos vegetais como metabolitos secundarios,
designadamente em flores, ervas, brotos, folhas, frutas, galhos, casca, raspas, sementes, raizes, etc.12»
Apos serem sintetizados, os OEs séo libertados na forma de aroma através das células epidérmicas das
pétalas ou acumulados e armazenados em diferentes partes anatomicas da planta como por exemplo,
células secretoras intracelulares, tricomas glandulares ou canais secretores.? Estudos realizados
comprovaram que existe uma variacao quimica natural na composicao dos 6leos essenciais que pode
ser consequéncia de influéncias genéticas, geograficas, sazonais, climaticas ou outras.=*

Os OEs possuem pontos de ebulicdo relativamente baixos e a diversidade quimica dos seus
constituintes influéncia a sua estabilidade oxidativa.* Podem ser facilmente degradados, por oxidacéo,
aquecimento e luz se ndo estiverem protegidos de fatores externos.# A protecdo dos OEs a estes fatores
pode ser efetuada recorrendo ao encapsulamento, o que prolonga a sua acao e possibilita uma libertacao
controlada.®®

A industria alimentar apresenta uma crescente procura de OEs devido as suas potenciais aplicacdes
como conservantes alimentares, incluindo ao nivel de embalagens inovadoras de alimentos e combate a
patdgenos que geram intoxicacao alimentar perigosa.®+ As propriedades antioxidantes dos oleos
essenciais resultam principalmente da capacidade inerente de alguns dos seus componentes,
nomeadamente dos fenois em interromperem ou retardarem a oxidacao aerdbica da matéria organica.*
Fendis como timol e carvacrol, hidrocarbonetos monociclicos como terpinoleno e y-terpineno, estao entre
os antioxidantes naturais mais ativos encontrados nos oleos essenciais.*

A literatura disponivel indica que as substancias naturais tém efeito positivo na reducédo da ocorréncia
de pragas; muitos sao os estudos que comprovam a eficiéncia destes compostos biologicamente ativos.
Os OEs podem afetar parametros bioldgicos como a mortalidade, taxa de crescimento, expetativa de vida
e fertilidade dos insetos.* Devido a atividade inseticida, bactericida e fungicida dos 6leos essenciais, estes

compostos tém sido objeto de estudo no desenvolvimento de novos produtos.

17



Capitulo 1 - Introdugéo Teodrica

1.4.1 Carvacrol

0 carvacrol 26 (Figura 8), designado pelo nome IUPAC 5-isopropil-2-metilfenol, € um fenol constituido
por uma cadeia com dez carbonos e formula molecular CwHu.0O.5%2 Este composto é o principal
constituinte do o6leo de orégédo e é encontrado na forma liquida.=s Relativamente a toxicidade nos

humanos, nao exitem relatos de possiveis efeitos toxicos, sendo consumido na dieta alimentar humana.=

OH

26

Figura 8 - Estrutura quimica do carvacrol 26.

O carvacrol 26 ¢ um composto incolor e confere aos orégaos um sabor levemente picante. Este
composto exibe excelentes propriedades antibacterianas, Uteis na formulacdo de cosméticos e
conservantes de alimentos, assim como no tratamento de doencas.® Para além da atividade
antibacteriana, foi descrita para o composto atividade antifungicida, anti-inflamatdria, inseticida e
antioxidante.sssse

Estudos realizados demonstraram a eficiéncia do carvacrol no controlo de varias pragas de origens
diversas.“#= Por conseguinte, a investigacdo em novos derivados de carvacrol tornou-se util no sentido de
avaliar a sua potencial utilizacdo numa ampla variedade de pragas agricolas, sendo o estudo destes

compostos promissor como um agente inseticida.®==

1.4.2 Timol

O timol 27 (Figura 9), designado pelo nome IUPAC 2-isopropil-5-metilfenol, ¢ um composto
monoterpenoide fendlico e ocorre naturalmente sob a forma cristalina e incolor com um odor
caracteristico.ss Este composto é um isomero do carvacrol e o principal ingrediente ativo do 6leo extraido
da espécie Thymus vulgaris, comummente designada por tomilho. A utilizacao do tomilho remonta a
milhares de anos, na Roma Antiga, onde se acreditava que esta planta era um antidoto: comer tomilho
antes ou durante as refeicdes protegia do veneno. Esta crenca tornou o tomilho uma das ervas preferidas

dos imperadores.®
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OH

27

Figura 9 - Estrutura quimica do timol 27.

Atualmente, o timol tem sido reportado a nivel bioldgico, como gastroprotetor, anti-hipertensivo, anti-
-inflamatorio, antioxidante, anti-bacteriano e analgésico.** A atividade inseticida foi, também,

demonstrada.ssee

1.4.3 Mentol

0 mentol 28 (Figura 10), designado pelo nome IUPAC 2-isopropil-5-metilcicloexanol, € um alcool
monoterpénico ciclico e esta presente nos oleos essenciais da Mentha canadensis L. e Mentha x piperita
L., comummente designadas de hortela e hortela-pimenta, respetivamente. Este composto é o
responsavel pelo sabor e cheiro mentolado refrescante das plantas e apresenta atividade antimicrobiana,

anti-inflamatdria, analgésica e inseticida. s

OH

28

Figura 10 - Estrutura quimica do mentol 28.

1.4.4 6-Hidroxiflavanona

A 6-hidroxiflavanona 33 (Figura 11), designada pelo nome IUPAC 6-hidroxi-2-fenilcroman-4-ona, é
uma monoidroxiflavanona pertencente a subclasse das flavanonas, substituida por um grupo hidroxilo
na posicao 6.5%5 As flavanonas pertencem a classe dos flavondides e sao frequentemente encontradas
em plantas citricas.®®Estes compostos possuem atividade antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatéria

e inseticida.™
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Figura 11 - Estrutura quimica da 6-hidroxiflavanona 33.

1.5 Métodos de isolamento e caracterizacdo de compostos naturais

Os constituintes das plantas sdo, na sua maioria, misturas complexas de varios compostos quimicos,
pelo que a avaliacao biolégica de um componente especifico, requer processos de extracao, purificacao,
isolamento, identificacdo e caracterizacao do mesmo.*

O processo de extracdo de compostos bioativos de varias espécies de plantas é um processo
complicado que envolve varias etapas. A primeira etapa é a selecao de uma espécie de planta relevante,
com base na literatura disponivel, o tipo particular de metabolitos secundarios e os seus usos
tradicionais. O segundo procedimento é a recolha e a identificacdo do material vegetal.”

Dependendo da primeira etapa, € selecionada uma planta especifica ou as suas partes, como folhas,
caule, casca, flores, sementes ou raizes e sdo recolhidas para posterior andlise e identificacdo. O
processo de recolha ¢ influenciado por varios fatores, incluindo a idade da planta, condicdes ambientais,
hora do dia da recolha (por exemplo, se € diurna ou noturna) e a estacdo do ano.”

Ap6s a recolha e a identificacao dos extratos das plantas, estes sdo submetidos a um processo de
secagem e moagem.” A reducdo do tamanho das particulas aumenta a superficie de contacto entre as
amostras e 0s solventes de extracdo, uma vez que a capacidade de homogeneizacao é superior.”

Segue-se 0 processo de extracdo e este é o primeiro passo critico, sendo um processo fundamental,
uma vez que envolve a remocao e a obtencdo dos compostos bioativos das plantas na forma de misturas
de composicao variada, podendo ser mais ricas num ou mais componentes, seguida da identificacao
desses componentes, geralmente através de técnicas cromatograficas, juntamente com a espetrometria

de massa e espetroscopia de ressonancia magnética nuclear.>”

1.5.1 Processos de extracao

A extracao consiste na separacao de fracdes de compostos ativos da planta utilizando para o efeito

solventes seletivos através de procedimentos padrdo. O objetivo da extracdo é separar os metabolitos
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soluveis da planta dos insoluveis (residuos).”2 Assim, os componentes desejados do material vegetal sdo
isolados e, posteriormente, caracterizados.”

0 processo de extracao é critico e determinante para a bioatividade dos fitoquimicos pelo facto das
plantas possuirem uma mistura complexa de numerosos compostos. A qualidade e a quantidade dos
compostos ativos sao influenciadas pela técnica de extracéo, a parte da planta utilizada, os solventes e
o tipo de equipamento utilizado.”

De forma a dissolver completamente o soluto de interesse durante o processo de extracao, os
solventes utilizados devem de ter uma polaridade semelhante a do soluto, sendo que as suas
caracteristicas quimicas podem variar de nao polares a polares. Por exemplo, os compostos bioativos
hidrofilicos exigem solventes polares como o metanol, etanol ou acetato de etilo; de modo semelhante,
0 isolamento de compostos fenolicos, assim como de metabolitos secundarios das plantas exige a
selecao de solventes polares com pontos de ebulicao baixos como o metanol, etanol, acetona pura ou
mistura de acetona/agua.”

0 conceito verde incorpora a criacdo e pesquisa de novas formas modernas de extrair compostos, a
fim de apoiar o crescimento sustentavel. Deste modo, os principios da extracdo verde incluem: (1)
escolha adequada da fonte; (2) minimizacdo do uso de solventes organicos; (3) reducdo do consumo de
energia; (4) obtencdo de subprodutos em vez de residuos de alto valor agregado; (5) reducdo dos tempos
de extracdo; (6) recuperacdo e seguranca do extrato natural. Estudos demonstraram que, em escala
industrial, a aplicacao destes principios verdes contribui para uma producao mais sustentavel, reduzindo
0 consumo de agua, solventes e energia fossil.”

Os processos de extracdo podem ser classificados em duas categorias: métodos
convencionais/classicos e métodos avancados/inovadores. Nas ultimas décadas, a investigacdo de
novas tecnologias (ultrassom, micro-ondas, entre outras) induziu o aparecimento de processos de
extracao inovadores e mais eficientes, reduzindo o tempo de extracdo e consumo de energia,
aumentando o rendimento de extracao e a qualidade dos dleos essenciais.®

A selecao do método de extracao a usar é fundamental para a composicao do extrato obtido, que
posteriormente € sujeito a elucidacao estrutural e estudos de atividade bioldgica. A diversidade estrutural
e as propriedades fisico-quimicas dos compostos bioativos sdo fatores que podem determinar a técnica

de extracdo adequada.”
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1.5.1.1 Processos de extracao convencionais/ classicos

As técnicas basicas de extracao incluem procedimentos simples e comuns de extracdo.” Nestes
métodos, os solventes desempenham um papel fundamental. No entanto, os solventes organicos
constituem um problema, uma vez que sao usados em elevadas quantidades e é necessario proceder a
sua eliminacao de forma adequada.”

Em comparacao com os processos de extracao inovadores, 0s processos de extracao classicos sao
métodos de baixo custo, no qual sao utilizadas fontes de calor e/ou agitacao e, que geralmente,
pretendem aumentar a solubilidade dos compostos alvo, melhorando a transferéncia de massa. A
extracdo por Soxhlet, a destilacdo a vapor e a hidrodestilacdo sdo as técnicas mais utilizadas para a

extracao de 6leos essenciais das plantas.”

Maceracdo

A técnica de maceracéo envolve a imersao de materiais vegetais, em pedacos ou pd, num recipiente
fechado com solvente que é deixado em repouso por um longo periodo de tempo (minimo trés dias), a
temperatura ambiente, com agitacao.”

O objetivo do processo é amolecer e romper a parede celular da planta de forma a libertar os
fitoquimicos soltveis. Apos esse periodo, a mistura € decantada ou filtrada. Neste método, o calor é
transferido por conveccdo e conducdo, e a escolha do solvente determina o tipo de composto(s)

extraido(s) da matéria vegetal.””

Decoccdo e infusdo

Ambos os processos sao baseados no mesmo principio da maceracdo, em que o solvente utilizado
¢ a agua fria ou fervida. O periodo de imers&o na infusdo é mais curto e a amostra é fervida num volume
especifico de agua. A decoccao tem exatamente o mesmo principio, mas com um periodo de tempo
definido.”72

A decoccao € adequada para extrair compostos estaveis ao calor, como por exemplo materiais duros
(raizes e cascas) de plantas e, geralmente, resulta em compostos mais soltveis em éleo em comparacao

com a maceracao e a infusdo.”
Dijgestao

E um processo semelhante a maceracéo, embora a extracdo das amostras ocorra fervendo a matéria

vegetal a temperaturas mais elevadas.”
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Percolacdo

E utilizado um percolador no qual a amostra é introduzida e ¢ adicionada agua a ferver, durante 2
horas. O processo de percolacdo &, geralmente, efetuado a uma velocidade moderada, por exemplo, 6
gotas/min, até que a extracao seja concluida antes da evaporacao para obter extratos concentrados.””

E um procedimento de extracdo eficaz, uma vez que envolve a substituicdo constante dos solventes

saturados por solventes “frescos” .7

Extracdo por Soxhlet

Neste método, a amostra € colocada num cartucho poroso ou de celulose, dentro do aparelho de
Soxhlet. O solvente de extracdo é aquecido no baldo inferior, que estd em contacto com uma manta de
aquecimento, vaporiza, condensa no condensador e quando atinge o braco do sifao € novamente
introduzido no baldo e o procedimento volta-se a repetir. Apds varias passagens pelo material solido, a
mistura/composto é concentrado no balao e o solvente é posteriormente evaporado. A porcdo nao soltvel
mantém-se no cartucho poroso e ¢ descartada.”” A representacdo da extracdo por Soxhlet encontra-se

na Figura 12.

Saco

Solvente de
Extracdo

-

Figura 12 - Esquema da extracao por Soxhlet, adaptado da referéncia 76.

Este método requer uma quantidade menor de solvente em comparacdo com a maceracao. No
entanto, a extracdo por Soxhlet apresenta desvantagens, como a exposicdo a solventes organicos,
liguidos perigosos e inflamaveis, com potenciais emissdes tdxicas durante a extracdo. Os solventes

utilizados no sistema de extracao devem ser de elevado grau de pureza, o que pode aumentar os custos.
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A amostra ideal para a extracdo em Soxhlet é limitada a um sdlido seco e finamente dividido, e fatores

como a temperatura e velocidade de agitacao devem ser considerados neste método.””

Hidrodestilacdo

A hidrodestilacdo é o método mais simples e antigo utilizado para a extracdo de oleos essenciais. O
material vegetal é imerso diretamente em agua, dentro de um baldo e é levado a ebulicdo. O dispositivo
de extracao inclui uma fonte de aquecimento, seguida de um baldo onde é colocada a agua e o material

vegetal, um condensador e um recipiente para coletar os OEs.>* A representacdo da hidrodestilacao

n
Funil de
separacao
Entrada de L

Recipiente
” coletor

encontra-se na Figura 13A.

: Termometro

Saida de agua

Manta de
aquecimento

Figura 13 - Esquema representativo da hidrodestilacao (A) e extracédo liquido-liquido (B), adaptado da

referéncia 77.

O principio da extracao centra-se na destilacdo azeotropica, na qual a pressao atmosférica e durante
0 aquecimento, as moléculas de agua e 6leo essencial formam uma mistura heterogénea que atinge o
seu ponto de ebulicdo préximo de 100 °C, permitindo desta forma a obtencdo dos OEs, cujos
componentes tém ponto de ebulicdo mais elevados. A vantagem da utilizacdo de agua como solvente
deve-se ao facto de ser imiscivel com a maioria das moléculas terpénicas dos OEs e, portanto, apos a
condensacao, os o6leos essenciais podem ser facilmente separados da agua por extracao liquido-iquido

(Figura 13B).*
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No entanto, a hidrodestilacdo tem algumas desvantagens, como longos tempos de extracao, possivel
alteracdo quimica das moléculas terpénicas por contacto prolongado com &agua a ebulicdo (hidrdlise,
ciclizacdo, entre outras), superaquecimento e perda de algumas moléculas polares na separacdo da

agua.»

Destilacdo a vapor

E um dos métodos convencionais para a obtencao de dleos essenciais e é amplamente utilizado. O
principio subjacente é idéntico ao da hidrodestilacdo, com a diferenca de que nao ha contacto direto
entre a matéria vegetal e a adgua. O tempo de extracdo é curto, reduzindo deste modo as possiveis
alteracdes quimicas. Os OEs s&o mais ou menos densos que a agua e formam duas fases imisciveis,
podendo ser facilmente separados.” Na Figura 14 encontra-se a representacao esquematica de uma

destilacao a vapor de 6leos essenciais.

(D)
(&Y
1: Aquecimento Condensador
2: Evaporacéo >
3: Separacao
4: Refluxo = 4
Amostra [~ | . : :
| | ' &S Oleo .
‘h“T Essencial
@ Oleo Essencial Alambique _ N
} 1
o | Fase aquosa & S
| -
Fonte de Energia L —— :

Figura 14 - Representacao esquematica da destilacdo a vapor de dleos essenciais, adaptado da

referéncia 78.

Existem variantes deste método de extracao: a hidrodestilacao por vapor, a destilacdo a vapor e a
hidrodifusdo. Na hidrodestilacdo por vapor, o equipamento usado mantém a matéria vegetal suspensa
acima do nivel da agua, nao permitindo o contacto direto com a agua. A extracao é feita por injecéo de
vapores de agua que atravessam a matéria vegetal de baixo para cima e que arrastam os compostos
volateis. O tempo de extracdo é reduzido, assim como a perda de moléculas polares. A destilacdo a vapor
POSSUi 0S mesmos principios e vantagens da hidrodestilacdo por vapor, mas a geracao de vapores ocorre
no exterior do equipamento de destilacdo. A hidrodifusao é um caso particular da destilacéo a vapor, no

qual o fluxo de vapores ocorre para baixo.®
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Sob certas condicdes de destilacdo, podem ocorrer reacdes indesejadas, incluindo isomerizacao,

saponificacdo e outras que induzem alteracdes na composicdo do(s) composto(s) bioativo(s) isolado(s).?

1.5.1.2 Processos de extracao avancados/inovadores

Uma das desvantagens das técnicas convencionais de extracao esta relacionada com o facto dos
oleos essenciais de um determinado composto serem termolabeis, sofrendo alteracdes quimicas
(hidrolise, isomerizacdo, oxidacdo) devido as elevadas temperaturas aplicadas. A qualidade dos OEs
extraidos &, portanto, afetada, principalmente se o periodo de extracéo for longo.®

E importante que os métodos de extracdo possam preservar a composicdo quimica dos oleos
essenciais no seu estado natural. Novas técnicas de extracao devem possibilitar o uso de menores

tempos de extracao, consumos de energia mais baixos e uso de solventes verdes.”

Extracdo com fluidos supercriticos (SFE)

0 estado supercritico de um fluido é atingido em condicdes muito bem definidas de pressao critica
(Pc) e temperatura critica (Tc). O fluido supercritico ou também denominado de gas denso apresenta
propriedades fisicas intermédias dos estados fisicos gasoso e liquido, tais como baixa viscosidade,
densidade proxima dos liquidos e elevado poder de difusao.™

A extracao com fluidos supercriticos é rapida e eficaz, requerendo para o efeito temperaturas
moderadas, eliminando etapas de limpeza e evitando o uso de solventes organicos prejudiciais. O didxido
de carbono é um solvente ideal para extrair e isolar OEs de plantas, pois ndo ¢ explosivo, ndo é agressivo
para moléculas termolabeis, nao é tdxico, esta disponivel num elevado grau de pureza, a um custo
relativamente baixo e é facilmente eliminado dos produtos extraidos.®

A extracdo supercritica é caracterizada por mudancas de temperatura e pressao, pelo uso e
reciclagem de fluidos em etapas repetidas de compressao/descompressao. Sob elevada compressao e
aquecimento, o CO. atinge o seu estado supercritico e transporta a matéria volatil, os 6leos essenciais.
Na etapa de descompressdo, o extrato ¢ encaminhado para um ou mais separadores onde o CO. é
gradualmente descomprimido, perdendo assim o poder de solvente. A desvantagem da utilizacao deste

método reside nos custos elevados do equipamento, instalacdes e operacdes de manutencao.»”

Sonicacdo
A sonicacdo é também denominada por extracao assistida por ultrassom (UAE) e envolve o uso de

ultrassom na gama dos 20 a 2000 kHz.”72 A matéria-prima vegetal é imersa em agua ou outro solvente
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e, a0 mesmo tempo, é submetida a acdo do ultrassom. O efeito mecénico da cavitacdo acustica do
ultrassom aumenta a superficie de contacto solvente/amostra e a permeabilidade das paredes celulares.
As propriedades fisicas e quimicas dos materiais submetidos ao ultrassom sao alteradas e perturbam a
parede celular, facilitando a libertacao de compostos bioativos no solvente circundante.”” Este processo
permite uma reducao no tempo de extracéo e consumo de solvente, sendo considerada uma técnica de

extracao verde.®

Extracdo assistida por microonaas (MAE)

As microondas sao ondas eletromagnéticas com frequéncias entre 300 e 300000 MHz e
comprimento de onda entre 1 cm e 1 m. A frequéncia comummente usada é 2450 MHz, o que
corresponde a um comprimento de onda de 12,2 cm. O uso de MAE intensificou-se com o
desenvolvimento do conceito de extracao verde e a necessidade de novos métodos de extracdo com
economia de energia.®”

A extracdo assistida por microondas tornou-se rapidamente num dos métodos de extracdo dos OEs
mais potentes, sendo uma das técnicas de vanguarda promissoras, uma vez que apresenta elevada
reprodutibilidade em tempos mais curtos, manipulacdo simplificada, consumo reduzido de solvente e
energia.®

Existem variantes deste método de extracao: a hidrodestilacao assistida por microondas, extracao
por microondas sem solvente (SFME), destilacdo a vapor acelerada por microondas (MASD), hidrodifusao

por microondas, entre outras.®

1.6 Biopesticidas

Segundo a EPA (Agéncia de protecdo ambiental dos Estados Unidos), biopesticidas sdo “certos tipos
de pesticidas derivados de materiais naturais como animais, plantas, bactérias e certos minerais” .

Os biopesticidas abrangem uma ampla gama de organismos vivos e ndo-vivos que diferem nas
propriedades basicas como, por exemplo, a composicao, 0 modo de acao e a influéncia no meio
ambiente. A sua acdo é reconhecida pelo controlo de pragas, conferindo, desta forma, protecao as
plantas, sendo uma alternativa sustentavel aos pesticidas quimicos sintéticos usualmente utilizados.sw0#

De acordo com a EPA, os biopesticidas podem ser divididos em trés categorias principais.®#

e Pesticidas bioquimicos — sao substancias naturais que controlam pragas por mecanismos
nao toxicos. Ao contrario dos pesticidas sintéticos que matam ou inativam diretamente a

praga, os pesticidas bioquimicos interferem na reproducao das pragas. Por vezes, torna-se
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dificil avaliar se um pesticida natural pode controlar a praga por um modo de acao néo
toxico. A EPA estabeleceu um comité para determinar se um pesticida atende os critérios
especificos de pesticida bioquimico.2102
e Pesticidas microbianos - consistem em microorganismos (por exemplo bactérias, fungos,
virus ou protozoarios) que atuam como componentes ativos. Os pesticidas microbianos
permitem controlar diferentes tipos de pragas, sendo que cada componente ativo é
especifico para uma determinada praga. Por exemplo, existem fungos que controlam certas
ervas daninhas e outros que matam insetos.z1#
Protetores incorporados as plantas (PIPs) — sdo plantas geneticamente modificadas. Pela
modificacao do genoma, os produtos naturais agem como espécies resistentes a insetos.
Por exemplo, o gene da proteina Bt, naturalmente produzida pela bactéria Bacillus
thuringiensis, introduzido no material genético da planta, induz na planta a producdo da
substancia. A Bt nao é toxica, & ambientalmente aceitavel e dirigida apenas a espécies

especificas de pragas.®

Os biopesticidas sdo, geralmente, menos tdxicos que os pesticidas convencionais e apenas afetam
a praga alvo e organismos intimamente relacionados, em contraste com o amplo espetro de acédo dos
pesticidas convencionais que podem afetar organismos tao diferentes como passaros, insetos e
mamiferos.® Além da seletividade, os biopesticidas, na sua grande maioria, sao eficazes em quantidades
muito pequenas e decompdems-se rapidamente, resultando em menores tempos de exposicao, evitando
assim problemas de poluicdo.# Os custos associados ao desenvolvimento de biopesticidas sédo
significativamente mais baixos quando comparados com os dos pesticidas quimicos sintéticos e podem
ser aplicados com os equipamentos de pulverizacao usualmente utilizados pelos agricultores.2s

Os biopesticidas apresentam, contudo, algumas desvantagens, como por exemplo o facto de
exigirem uma identificacao exata da praga, uma vez que a sua especificidade é elevada. Devido a lenta
velocidade de acao, os biopesticidas geralmente ndo sao adequados para tratar de forma imediata um
surto de praga e a taxa de morte das pragas € menor quando comparada com a taxa de morte observada
com os pesticidas quimicos convencionais.2® Alguns biopesticidas sao eficazes apenas em estagios
especificos de pragas, de forma a reduzir a sua populacdo.? Por vezes, a suscetibilidade a condicdes
ambientais desfavoraveis ¢ um impedimento a aplicacao de biopesticidas.?s Estes compostos devem ser
usados apenas conforme indicado no rotulo, que fornece informacdes criticas acerca do seu

manuseamento e seguranca.®
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Na presente dissertacao, dar-se-a énfase aos biopesticidas de origem botanica, uma vez que a
investigacao decorrente da dissertacao incidiu sobre a sintese e a avaliacdo da atividade de derivados de

compostos naturais.

1.7 Biopesticidas botanicos

A designacédo pesticidas botanicos refere-se aos pesticidas desenvolvidos com base em recursos
vegetais, sendo referidos como uma das alternativas verdes mais atraentes para substituicao de
pesticidas sintéticos.» O uso de pesticidas botanicos em atividades agricolas, em vez de pesticidas
sintéticos, & geralmente considerada uma opc¢ado ecoldgica, devido as caracteristicas inerentes dos
materiais botanicos, que normalmente se degradam e, potencialmente, t8m um impacto negativo inferior
a longo prazo no meio ambiente e nos organismos nao-alvo.® Embora, nos dias de hoje, os pesticidas
botanicos nao substituam completamente os pesticidas sintéticos, estes contribuem significativamente
para a reducao de muitos problemas causados pelo uso excessivo de pesticidas sintéticos.™

0 desenvolvimento de biopesticidas botanicos baseia-se, principalmente, na utilizacdo de metabolitos
secundarios de plantas, como flavondides, alcaloides, entre outros compostos.” Os extratos boténicos
induzem atividade inseticida, repeléncia e toxicidade a pragas, efeitos que impedem a alimentacao e
crescimento de insetos, propriedades antifingicas, antivirais e anti-bacterianas.*

As formulacbes de pesticidas de origem botanica podem incluir misturas de compostos ativos
permitindo, deste modo, controlar as pragas por diferentes mecanismos de acao. Devido a sua origem
natural e rapida degradacdo, estes compostos geralmente apresentam baixa toxicidade para os
mamiferos. Outra vantagem da sua utilizacdo reside no facto de serem, na sua maioria, biodegradaveis,
ou seja, nao persistem no meio ambiente durante longos periodos.* A mesma planta pode ter varias
aplicacoes e o facto de existir uma vasta gama de plantas e metabolitos promissores resulta na obtencao
de uma variedade de compostos.™

Contudo, o uso de pesticidas botanicos apresenta determinadas limitacdes entre elas o facto de
estes compostos naturais poderem ser facilmente degradados por fatores ambientais, como a luz solar
e temperatura; apds aplicacao, pode ter um impacto negativo em organismos nao-alvo, particularmente
em predadores e parasitas encontrados no local de aplicacao; a quantidade e qualidade dos compostos
ativos podem variar de acordo com a regiao e fatores abiéticos; a baixa estabilidade e o curto prazo de
validade das formulacdes podem criar limitacoes ao seu armazenamento; 0s processos de extracao sao

geralmente caros.”
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Na Tabela 7 encontram-se compiladas as principais vantagens e desvantagens do uso de pesticidas

botanicos.

Tabela 7 - Vantagens e desvantagens do uso de pesticidas botanicos.

Vantagens

Desvantagens

Mistura de compostos ativos que podem controlar

as pragas por diferentes modos de acao.

Apresentam baixa toxicidade para os mamiferos

devido a sua origem natural e rapida degradacao.

Na sua maioria, sao biodegradaveis, nao

persistindo no meio ambiente.

Abundancia de uma vasta gama de plantas e
metabolitos  promissores como  pesticidas

botanicos.

A mesma planta pode ter varias aplicacdes.

Podem ser faciimente degradados por fatores

ambientais, como a luz solar, temperatura, etc.

Toxicidade em organismos nao-alvo.

A quantidade de composto ativo pode variar

conforme a regiao e fatores abioticos.

A baixa estabilidade e o curto prazo de validade
das formulacdes podem criar limitacdes no seu

armazenamento.

Os processos de extracdo sao geralmente caros.

A formulacao de um biopesticida deve possuir as caracteristicas seguintes: elevada eficiéncia, baixa

toxicidade para os organismos nao-alvo, nao contaminacao dos solos nem agua, minimo

desenvolvimento de resisténcia a pragas, facil armazenamento, baixo custo e viabilidade econoémica.”

Por outro lado, os critérios de selecdo de plantas como fonte para biopesticidas devem ter em

consideracao os aspetos seguintes:*

® Ser perene;

e ter uma ampla distribuicéo e estar presente em elevado numero na natureza, caso contrario

deve ser possivel o cultivo por procedimentos agricolas como culturas de tecidos e

engenharia genética;

e serem usadas partes removiveis da planta: folhas, flores ou frutos;

e a colheita ndo deve significar destruicdo da planta (evitar o uso de raizes ou cascas);

e as plantas devem exigir um pequeno espaco, gestdo reduzida, pouca agua e fertilizacao;

e as plantas podem ter usos adicionais, por exemplo, uso medicinal;
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e as plantas utilizadas ndo devem ter um elevado valor econoémico;

e 0s ingredientes ativos devem ser preferencialmente eficazes em baixas concentracoes.

No que respeita a qualidade torna-se dificil a padronizacao de biopesticidas, uma vez que a
quantidade de metabolitos secundarios das plantas pode diferir de acordo com a localizacao geografica
e a estacao do ano.™

Embora seja conhecido, desde ha muitos anos, que os 6leos essenciais possuem acoes inseticidas,
a comercializacao de pesticidas com base em 6leos essenciais comuns em plantas remonta a menos de

duas décadas.=

1.8 Biopesticidas botanicos comerciais

A industria de pesticidas botanicos tem vindo a crescer nos ultimos anos. Este facto deve-se
principalmente a preocupacdes crescentes com a contaminacao de alimentos com residuos de pesticidas
sintéticos juntamente com controlos de importacdo/exportacao mais rigorosos, mudando o foco para
novas alternativas mais seguras.™

Varios compostos derivados de plantas e utilizados tradicionalmente na agricultura séo
comercializados como pesticidas botanicos. A investigacao cientifica nesta area tem permitido a
identificacao e isolamento de substancias ativas especificas, algumas das quais tém sido usadas na
producao de pesticidas botanicos.”* Um exemplo é o dleo de Nim, amplamente utilizado na india para
o controlo de pragas agricolas e, atualmente, um dos pesticidas botanicos mais vendidos em todo o
mundo. O o6leo das sementes e outras partes da arvore do Nim contém varios metabolitos bioativos,
incluindo a azadiractina, usada em varios produtos botanicos para controlo de pragas.’

A comercializacao de pesticidas botanicos ja & uma realidade, embora estes pesticidas nao sejam
ainda substitutos completos de pesticidas sintéticos. No entanto, o setor agricola ja esta a beneficiar da
coexisténcia desses produtos, embora os produtos botanicos sejam produzidos numa escala
relativamente menor.”

Na Tabela 8 encontram-se exemplos de pesticidas botanicos comerciais, classificados de acordo

com o principio ativo, designacdo comercial e aplicacao.

31



Capitulo 1 - Introdugéo Teodrica

Tabela 8 — Exemplos de pesticidas botanicos comerciais classificados de acordo com o principio ativo,

designacao comercial e aplicacdo, adaptado das referéncias 74 e 96.

Principio ativo

Designacao comercial

Aplicagao

Oleo de Nim Azadirachta  BioNeem, DalNeem, OzoNeem

indica Juss. (Meleaceae)

Oleo de alho

sativum L. (Liliaceae)

Oleo essencial de

Chenopodium

ambrosioides

Rotenona

Oleo essencial de tomilho

Oleo de cravo-da-india

Oleo de jojoba

Allium

Oil, Margasom, Triact/70EC,
Molt-X, Neemix 4.5

EcoAZ, [ 'EcoMix, CapsiAlll,

Garlic Barrier, Biorepel

Requiem EC

5% Rotenone ME, Rotenone
Dust

EcoViaWD

Ant Out

Eco E-Rase
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Amplo espetro de acao contra mais de
300 espécies de insetos, incluindo os
efeitos:

seguintes inibicado  da

alimentacao, regulador de
crescimento de insetos, inibicao da
reproducao, repelente de insetos e

outros efeitos fisioldgicos.

Repelente natural de passaros, acaros

e varias pragas de insetos.

Inseticida aplicado na zona foliar para
0 uso numa variedade de frutas e

vegetais cultivados.

Inseticida de amplo espetro com acao

nao seletiva.

Inseticida de amplo espetro contra
formigas, besouros, pulgas, moscas,

aranhas e outros insetos.

Pesticida para formigas; mata todos
os tipos de formigas e controla todos
os estagios da vida (ovo, larva, pupa e
adulto); também ¢ eficaz contra
aranhas, grilos e outras pragas de

insetos comuns.

Eficaz contra mosca branca.
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Limoneno

Alecrim, tomilho e

cravo da-india

Oleo de cravo-da-india,

alecrim e hortela-pimenta

Tomilho,  cravo-da-india,
canela, hortela-pimenta e

oleos de alho

Hortela-pimenta, canela e

oleo de sésamo

Oleo de alecrim,

hortela-pimenta e geraniol

Oleo de lavandina e

geraniol

Demize EC, Prev-Am

Sporatec

EF400

BacStop

Flying Insect Killer

Essentria IC-3

Swine Clear

Atividade inseticida e fungicida.

Controlo de acaros e insetos.

Atividade fungicida de amplo espetro
contra mofo, bolores, podriddes e

ferrugem.

Atividade bactericida/fungicida.

Eficaz contra moscas, mosquitos e

outras pragas.

Eficaz contra formigas, baratas,
pulgas, moscas, mosquitos, aranhas,

vespas e mais 30 outras pragas.

Eficaz contra todas as pragas
voadoras, incluindo  mosquitos,
moscas, piolhos e todos os tipos de

acaros.

Um pesticida com baixo impacto ambiental e na saude, ou qualquer outra caracteristica desejavel -

biopesticida, nao tera sucesso no mercado se nao for competitivo em termos de custos com outros

pesticidas disponiveis para o utilizador. Este &, especialmente, o caso dos pesticidas utilizados na

agricultura ou por profissionais de controlo de pragas, onde os volumes utilizados sao elevados e os

custos de aplicacdo significativos. O que faz com que os custos dos dleos essenciais sejam baixos o

suficiente para serem atraentes para o seu uso em biopesticidas € o comércio internacional em larga

escala desses 6leos como mercadorias para o uso na industria de aromas e fragrancias. Estas industrias

determinam os precos; até agora, 0 uso de biopesticidas tem sido um mercado alternativo pequeno para

produtores, sendo que ainda precisa de crescer o suficiente para influenciar os precos. Os precos dos
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principais 6leos essenciais tendem a ser relativamente estaveis. A maior fonte de perturbacdes no preco
sao as falhas ocasionais das culturas numa regiao de fornecimento principal, como resultado de eventos
climaticos anormais.*

Além das questdes obvias de custo e disponibilidade, ha varios desafios para os produtores de
biopesticidas com base em 6leos essenciais de plantas. O primeiro é a estabilidade a longo prazo no
armazenamento e transporte de uma formulacao contendo 6leos essenciais. Normalmente, & esperado
que um produto destes permaneca estavel até dois anos em condicdes de armazenamento adequadas.
Embora relativamente estaveis, alguns 6leos essenciais sao suscetiveis a oxidacdo na auséncia de
antioxidantes, mesmo que tenham sido relatados como possuindo propriedades antioxidantes. Outro
fator é a volatilidade de muitos constituintes dos dleos essenciais e, por isso, 0 material de embalagem

usado deve manter a estabilidade quimica do produto e deve ser quimicamente inerte.*

1.9 Mecanismos de atuacdo dos biopesticidas botanicos

A aplicacao inadequada de pesticidas geralmente desencadeia alteracées moleculares nas culturas,
0 que inadvertidamente perturba os metabolitos e afeta a qualidade das culturas. Portanto, entender o
mecanismo dos pesticidas nas culturas é essencial para avaliar o potencial impacto ambiental.”

A atividade bioldgica dos OEs e seus componentes ativos tém sido investigadas. Estes compostos
podem perturbar a fisiologia dos insetos de diversas formas, sendo que a sua atividade principal parece
ocorrer no sistema nervoso do inseto.=s» Este efeito inclui a acdo neurotoxica dos EOs pela inibicdo da
acetilcolinesterase (AChE) ou blogueio dos recetoes de octopamina e/ou recetores GABA (acido y-
aminobutirico).=™ Por exemplo, alguns monoterpenos como a tujona podem induzir efeitos neurotoxicos
afetando os recetores GABA em insetos. Além do modo de acdo descrito anteriormente, foram relatados
alguns efeitos nas hormonas, feromonas e monooxigenase do citocromo P450.° Na Figura 15 encontram-

-se as estruturas quimicas de neurotransmissores presentes nos insetos.

OH
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H
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< )]\ W OH
~ \/\O ')
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Figura 15 - Estruturas quimicas da octopamina 34, acetilcolina 35 e acido y-aminobutirico 36.
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Os recetores de octopamina sdo um dos alvos dos componentes dos OEs.® A octopamina é um
neurotransmissor, neuro-hormona e neuromodulador, cuja interrupcao resulta num défice no sistema
nervoso do inseto. O recetor de octopamina n&o esta presente em vertebrados, pelo que os OEs com
acdo bioinseticida apresentam toxicidade seletiva no caso dos mamiferos. O mecanismo de acédo
envolvido na inibicdo da acetilcolinesterase (AChE) por parte dos OEs é semelhante aos induzidos por
inseticidas organofosfatados e carbamatos. Os sintomas manifestam-se através da hiperatividade,
convulsdes e paralisia. Estudos efetuados descrevem que os OEs e monoterpendides induzem a
mortalidade através da inibicdo da atividade da AChE em insetos. Para além do referido, outros estudos
também relataram que os monoterpenos podem afetar varios alvos em insetos, resultando em diferentes
mecanismos de toxicidade.®

Em sintese, o mecanismo proposto anteriormente da toxicidade induzida por OEs nos insetos

encontra-se ilustrado no Esquema 2.

OEs e/ou componentes bioativos

Toxicidade indireta Toxicidade direta
| !
‘ | ] !
Inibicdo da AChE
s Hormonas Feromonas IGR Citocromo P450
3 Recetor de octopamina | | | !
O
S
@ Recetores GABA Disfuncao bioquimica e fisiologica

Sintomas
!

Hiperatividade

I l

Convulsdes Tremores Paralisia

Esquema 2 - Mecanismos propostos dos OEs na inducdo de toxicidade nos insetos, adaptado da

referéncia 9; IGR — Regulador de crescimento de insetos.

Os pesticidas botanicos inibem o crescimento de patogenos, modificam as suas estruturas e

morfologia celulares e exibem neurotoxicidade em insetos. Além disso, podem suprimir a oviposicao e a

alimentacao dos insetos.
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1.10 Pesticidas semissintéticos

A utilizacdo de dleos essenciais brutos como pesticidas constitui um enigma para as autoridades
reguladoras devido a sua potencial variacao quimica, a probabilidade da toxicidade nao poder ser
atribuida a um unico constituinte principal e ao facto de, pelo menos, para uso como ingredientes ativos
de pesticidas nao existir definicdo quimica rigorosa de um 6leo essencial especifico.”

Geralmente, as preparacdes brutas que contém misturas de acidos gordos, dleos essenciais e
extratos apresentam problemas relacionados com o efeito combinado das propriedades bioldgicas dos
seus constituintes, que apenas sao revelados apds a sua separacao.=

A modificacao molecular de substancias biologicamente ativas que ocorre naturalmente é uma das
principais estratégias para melhorar os efeitos biologicos bem como para reduzir eventuais efeitos
prejudiciais. >+ Contudo, existem inconvenientes que limitam a aplicacdo de pesticidas semissintéticos
como, por exemplo, a complexidade da sintese ou a facil decomposicao de ingredientes ativos.®

As alteracdes na estrutura molecular podem induzir modificacdes na atividade biolégica do composto
em estudo. A atividade dos OEs e seus constituintes sdo dependentes do grupo funcional presente
(natureza e posicado) e propriedades fisico-quimicas como a volatilidade e massa molecular.

Estudos realizados no composto bioativo carvacrol 26 sugeriram que a atividade bioldgica esta
relacionada com o grupo funcional, sendo a posicao do grupo hidroxilo e a configuracao molecular
determinantes. A auséncia da atividade antimicrobiana no composto pcimeno 37 e éter metilico 38 do
carvacrol, nos quais o grupo hidroxilo nao estd presente ou foi substituido por um grupo éter,

respetivamente, demonstra a importancia do grupo OH no anel fendlico (Figura 16).%

37 38

Figura 16 - Estruturas quimicas do pcimeno 37 e éter metilico 38 do carvacrol.

A investigacdo de possiveis compostos promissores baseados no carvacrol 26 com acdo inseticida
passa pela sintese de derivados e analogos através de procedimentos sintéticos simples e pelo
estabelecimento de relacdes estrutura-atividade. O carvacrol 26, tal como ocorre na natureza, pode sofrer

modificacbes estruturais de forma a potenciar a atividade inseticida inerente, obtendo-se assim
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compostos especificos e vidveis para o alvo em estudo, sendo uma estratégia biorracional para o controlo
de pragas.®
Estudos reportaram que o bloqueio do grupo fenodlico do timol 27 e consequente formacéo de éter

retém a atividade antimicrobiana e inseticida.*

OH
28
i I
N A
39 40
op OWK\Q
(0] (0]
41 42

Figura 17 - Estruturas quimicas do mentol 28 e derivados (propionato de mentilo 39, formato de

mentilo 40, benzoato de mentilo 41 e cinamato de mentilo 42).

Estudos reportados com o mentol 28 e o derivado propionato de mentilo 39 mostraram elevada
atividade inseticida, sendo que o derivado 39 possuia atividade superior ao mentol 28 (Figura 17). O
aumento da atividade no propionato de mentilo 39 pode estar relacionada com a introducdo de uma
cadeia carbonada que provoca uma diminuicao da carga positiva e consequente aumento da carga
negativa no atomo de carbono do grupo carbonilo.» Por exemplo, a baixa atividade inseticida do
derivado de formato 40 (Figura 17) foi motivada pela auséncia da cadeia carbonada. No benzoato de
mentilo 41 (Figura 17) foi observada fraca atividade inseticida, uma vez que o anel de benzeno esta

diretamente ligado ao carbono do grupo carbonilo e ha auséncia de uma cadeia carbonada. Contudo, no
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cinamato de mentilo 42 (Figura 17) verificou-se atividade inseticida moderada; o anel de benzeno nédo
se encontra diretamente ligado ao atomo de carbono do grupo funcional e possui uma ligacao dupla.°
Globalmente, a cadeia carbonada ligada diretamente ao grupo carbonilo parece ser significativa na

atividade observada nos derivados, em comparacdo com o mentol.

A sintese quimica parcial ou total de um derivado de origem natural pode ser complexa. A obtencéo
da estrutura base do composto, a introducéo de grupos funcionais em certas posicoes e a estereoquimica
das moléculas sdo os principais desafios da investigacdo nesta area em estudo. No entanto, é
relativamente simples gerar uma “biblioteca” de estruturas quimicas semelhantes, usando as vias
quimicas e bioquimicas. A avaliacao da atividade bioldgica desses compostos permitira estabelecer uma
relacdo estrutura-atividade (SAR). O estudo da SAR permite uma comparacao qualitativa das estruturas
guimicas semelhantes e baseia-se no conhecimento de que essas moléculas podem ter atividades
bioldgicas semelhantes. Os potenciais efeitos toxicos de compostos desconhecidos com estruturas
guimicas semelhantes sao previstos utilizando esta abordagem, sendo que é importante compreender
de que forma é que as alteracdes na estrutura quimica afetam a magnitude e o tipo de efeito biologico.

Futuramente, é expetavel que o controlo sustentavel de pragas agricolas seja efetuado recorrendo a
produtos isolados de origem boténica e aos seus derivados semissintéticos, com base em estudos de

relacédo estrutura-atividade.

1.11 Formulagao dos biopesticidas

Na maior parte dos casos, os ingredientes ativos dos biopesticidas sdo formulados como os
pesticidas sintéticos, de modo a que os agricultores utilizem os mesmos equipamentos de aplicacao.
Dependendo do estado fisico da formulacdo do biopesticida, aos ingredientes ativos sao adicionados
estabilizadores, dispersantes, adesivos, surfactantes, corantes, anticongelantes, nutrientes, dispersantes
e agentes de fusao. Em geral, os biopesticidas sao preparados como formulacdes secas para aplicacoes
diretas ou formulacdes liquidas.?

A volatilidade, solubilidade em agua e oxidacdo dos OEs desempenham um papel importante na
atividade biopesticida, sendo fundamental a sua resolucdo de forma a permitirem a aplicacdo de
biopesticidas como uma alternativa aos pesticidas sintéticos no controlo de pragas.® O uso da
nanotecnologia na formulacao de biopesticidas permite incrementos na biodisponibilidade, estabilidade,
protecado contra a rapida degradacéo e solubilidade.z27s Além disso, permite a protecao dos principios

ativos contra a degradacao enzimatica, a acdo do pH e temperatura, ou a sua libertacdo apenas em
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condicbes especificas de pH, temperatura, enzimas, etc. Assim, as nanoformulaces possibilitam
também uma maior estabilidade do composto ativo durante o seu armazenamento.”

0 uso de formulacdes nanoencapsuladas, embora permita um aumento da eficiéncia, pode reduzir
substancialmente a quantidade de composto ativo presente e o efeito tdxico pela limitacao a sua

exposicao.™

1.12 Conservantes alimentares a base de plantas

A seguranca alimentar € uma preocupacao importante para a industria alimentar. Apesar de todos
0s avancos tecnoldgicos de producédo alimentar, os casos de intoxicacao alimentar em todo o mundo
continuam a crescer. Além disso, podem ocorrer reacées quimicas no proprio alimento e induzir a sua
degradacao.®

Os microorganismos, nomeadamente espécies de Salmonellae Campylobacter, sdo a principal fonte
de intoxicacado alimentar. De forma a combater este problema, varios antimicrobianos sintéticos, como
nitratos, benzoatos, acido sorbico, sulfitos, lactato de potassio e acido citrico séo utilizados como
conservantes de alimentos. Contudo, a sua utilizacdo apresenta um risco toxico para a satde humana e
animal, havendo uma necessidade urgente da sua substituicdo por conservantes naturais de alimentos,
gue nao comprometam a seguranca alimentar dos consumidores. Estudos efetuados demonstraram que
os terpenoides e os polifenois, extraidos das plantas, apresentam elevada atividade antimicrobiana.s

A ocorréncia de reacdes quimicas nas proteinas pode provocar a degradacéo dos alimentos. Durante
a producado, processamento e armazenamento, os alimentos entram em contacto com o oxigénio
molecular na forma gasosa ou dissolvido na fase liquida dos alimentos. O oxigénio molecular ndo ¢ muito
reativo com os constituintes alimentares, no entanto pode ser convertido em espécies mais reativas
designadas de espécies reativas de oxigénio (ROS). As espécies reativas podem ser de natureza radicalar,
como o radical hidroxilo (HO ), o ani&o radicalar superdxido (O:) e o radical hidroperoxilo (HOO ); ou de
natureza nao radicalar como o perdxido de hidrogénio (H.O:) e o oxigénio singleto (:0.). Estas espécies
sao formadas nos alimentos por irradiacao, foto-oxidacao, reacoes enzimaticas e catalise através de ides
de metais de transicdo.’

No estudo de compostos naturais, é pratica comum identificar os antioxidantes como moléculas
capazes de reagir com radicais ou moléculas com poder redutor de forma a neutralizar o stress oxidativo
causado pelos radicais.” Os antioxidantes sdo frequentemente adicionados aos alimentos como forma
de prevenir a formacao de radicais nas reacoes de oxidacao, atuando como inibidores nas etapas de

iniciacao e propagacao, induzindo a reacao de terminacao e retardando o processo de oxidacao. Por
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questdes de seguranca dos compostos sintéticos, a industria alimentar tem-se focado essencialmente
na procura de antioxidantes naturais de forma a substituir os antioxidantes sintéticos. Além disso, ha
uma preferéncia crescente dos consumidores por antioxidantes naturais, impulsionando assim a
exploracao de fontes de antioxidantes naturais.*

Os compostos que interferem com a reacéo de oxidacdo sdo denominados de antioxidantes diretos
e sao divididos em dois grupos principais, designadamente antioxidantes preventivos e antioxidantes de
rutura de cadeia, dependendo do mecanismo de interferéncia. Os antioxidantes preventivos interferem
no processo de iniciacdo, isto é, retardam a formacao inicial de espécies de radicais. Os antioxidantes
de rutura de cadeia diminuem a oxidacao, competindo com as reacdes de propagacao, ou seja, estes
antioxidantes reagem mais rapidamente que o substrato oxidavel com radicais peroxilo para formarem
espécies que ndo propagam a cadeia de oxidacdo. Os antioxidantes preventivos sdo completamente
ineficazes apos o inicio do processo, sendo os antioxidantes de rutura de cadeia os antioxidantes diretos
mais importantes, dado que a sua eficacia se relaciona principalmente com a cinética da reacdo com os
radicais peroxilo.*

0 facto de um composto poder reagir com algumas espécies de radicais ndo significa que seja um
antioxidante, a menos que: (i) a espécie radicalar esteja envolvida no transporte da cadeia oxidativa, ou
seja, um radical peroxilo; (i) a reacdo seja muito mais rapida que a reacdo do radical com o alimento a
proteger; (iii) os produtos da reacdo sejam espécies incapazes de propagar a reacdo em cadeia. Os fenois
sao exemplos de antioxidantes tipicos de rutura de cadeia.”

0 Esquema 3 apresenta o processo referido anteriormente. A reacdo é iniciada por algumas espécies
que, independentemente da sua estrutura e origem, sao capaz de reagir com o substrato alimentar para
produzir um radical alquilo (R") que reagira a uma taxa controlada por difusdo com o oxigénio para
formar um radical peroxilo (ROO"). Ciclicamente, o ROO "ataca outra molécula do substrato para produzir
um hidroperoxido (ROOH) e outro radical. A reacdo em cadeia prossegue por varios ciclos até que as

duas espécies radicalares se extinguem numa etapa final.*
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Esquema 3 - Oxidacdo e protecdo antioxidante por antioxidantes preventivos e antioxidantes de rutura

de cadeia, adaptado da referéncia 41.

1.12.1 Mecanismos de acao de terpendides e polifendis contra micoorganismos

0Os mecanismos de acao de terpendides e polifenois contra microorganismos (Figura 18) ainda nao
sao totalmente conhecidos, sendo que existem alguns mecanismos fundamentais amplamente aceites:
(1) destabilizacdo da membrana citoplasmatica e da mitocondria devido a natureza lipofilica do esqueleto
hidrocarbonatado e consequentemente saida de ides, (2) colapso da forca motriz dos protdes, diminuicao
do poo/ de ATP e perda de macromoléculas, causada pela presenca de grupos hidroxilo e eletroes

deslocalizados e (3) inibicdo do metabolismo energético, da sintese de DNA e atividade enzimatica.»
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Figura 18 - Representacdo esquematica dos mecanismos de acao antimicrobianos de terpendides e

polifendis, adaptado da referéncia 36.

A natureza lipofilica do esqueleto de hidrocarbonetos dos terpenoides e polifenois desempenha um
papel importante nas suas propriedades antimicrobianas, pois interfere com a estrutura das membranas
biologicas, destabilizando-as e permitindo a saida de ides importantes no mecanismo celular. Além da
natureza lipofilica do esqueleto de hidrocarbonetos, os grupos funcionais especificos influenciam também
as propriedades antimicrobianas, sendo os compostos fenolicos 0s que apresentam maior atividade,

seguidos por aldeidos, cetonas e alcoois, éteres e hidrocarbonetos.*

Estrutura  fendlica (incluindo  terpendides fendlicos e polifendis). Os compostos quimicos
representativos mais comuns sao o carvacrol, timol e eugenol. A estrutura hidrofobica de hidrocarbonetos
ciclicos, assim como um anel de benzeno destabiliza a membrana biolégica. Além disso, estes
compostos agem como transportares de catides monovalentes, transportando ides H- para o citoplasma
e ibes K- para o meio extracelular. Isto induz uma reducao no gradiente de pH através da membrana
citoplasmatica, devido a presenca do grupo hidroxilo e aos eletroes deslocalizados. A atividade celular é
comprometida devido ao colapso da forca motriz dos protoes, diminuicdo do poo/ de ATP e perda de
macromoléculas, podendo induzir a morte celular.® A combinacdo de um grupo hidroxilo e eletrdes
deslocalizados é importante neste mecanismo antimicrobiano. A comparacdo do mentol e carvacrol é
um exemplo desse mesmo facto.*

0 mentol ndo possui na sua estrutura eletrdes deslocalizados (ligacdes duplas) e o grupo hidroxilo

nao tem a capacidade de libertar o seu protao. Devido a este facto, 0 mentol possui menor atividade
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antimicrobiana que o carvacrol. Além disso, a posicao relativa do grupo OH no anel de benzeno também

influéncia a atividade antimicrobiana dos composto fendlicos.

Grupos aldeldo, especialmente aldeidos insaturados (-C=C-CHO) (citral, linalol). Um grupo aldeido
interfere com as proteinas associadas a membrana ou integradas, interrompendo a sua producao ou
atividade. Estudos de atividade antifungica de componentes de 6leos essenciais mostraram que 0s

grupos CHO em conjugacdo com uma ligacdo dupla tém maior efeito antiflingico.

Grupos cetona, especialmente cetonas insaturadas (-CO-C=C-). A presenca de um grupo cetona na
estrutura dos terpendides aumenta as propriedades antimicrobianas. O mecanismo dos grupos cetona

na inibicao de microorganismos ainda nao é conhecido.*

Grupos acetato ou dlcool. A presenca de grupos acetato ou alcool na estrutura quimica pode
aumentar a atividade antimicrobiana. Por exemplo, no caso do geraniol, a substituicdo do grupo OH por
COOH conduz a um aumento na atividade do acetato de geraniol; enquanto os terpendides alcool exibem
maior atividade antimicrobiana que os alquilo terpendides, agindo como agentes desnaturantes de

proteinas ou desidratantes.

1.13 Planos e objetivos

Com o objetivo de desenvolver e estudar novos derivados de compostos naturais com potencial
aplicacao como biopesticidas, sintetizaram-se novas moléculas usando como percursores compostos
naturais, nomeadamente carvacrol, timol, mentol e 6-hidroxiflavanona. Todos os derivados foram
sintetizados através de reacdes de alquilacdo do grupo hidroxilo, no qual se introduziram cadeias
carbonadas com diferentes tamanhos, ou seja, variando o numero de carbonos e, também, com
diferentes grupos terminais. Os compostos obtidos foram usados em ensaios de atividade bioldgica, no
ambito de uma colaboracdo com a REQUIMTE, Universidade do Porto e os resultados sao discutidos. O
potencial inseticida foi avaliado usando linhas celulares de insetos Sf9. A toxicidade em mamiferos dos
compostos que revelaram maior atividade em 579 foram efetuados em queratinocitos humanos.

Com esta metodologia, pretendeu-se verificar o efeito da variacdo do nimero de carbonos da cadeia
alquilica e/ou terminais na atividade biolégica dos compostos, e contribuir para o estabelecimento de
uma relacéo estrutura-atividade dos compostos de forma a conduzir futuras atividades de investigacao

nesta area.

43



Capitulo 2 - Resultados e Discussao




Capitulo 2 - Resultados e Discussao

2.1 Sintese dos derivados G-alquilados do carvacrol 2a-g

Os compostos 2a-g foram obtidos através da reacdo de alquilacdo do carvacrol 1, designacédo
convencional de b-isopropil-2-metilfenol, em meio basico, com diferentes reagentes alquilantes,
possuindo cadeias alquilicas de diferentes tamanhos, desde trés a vinte atomos de carbono, ou trés
atomos de carbono com terminais contendo o atomo de cloro ou o grupo hidroxilo. Por reacéo do 5-
isopropil-2-metilfenol 1 com 1-bromopropano, na presenca de carbonato de césio, em acetonitrilo, com
aquecimento a 65°C, durante 24 horas obteve-se o 4-isopropil-1-metil-2-propoxibenzeno 2a. Partindo
novamente do composto 1, em condicdes reacionais idénticas (tempos de aquecimento entre 5 e 6
horas) e usando 1-bromoctano, 1-bromododecano, 1-bromoexadecano, 1-bromoeicosano, 1-bromo-3-
cloropropano ou 3-bromo-1-propanol foram obtidos os derivados (Calquilados correspondentes,
designadamente 4-isopropil-1-metil-2-(octiloxi)benzeno 2b, 2-(dodeciloxi)-4-isopropil-1-metilbenzeno 2c,
2-(hexadecicloxi)-4-isopropil-1-metilbenzeno  2d,  2-(icosiloxi)-4-isopropil-1-metilbenzeno  2e, 2-(3-
cloropropoxi)-4-isopropil-1-metilbenzeno 2f ou 3-(5-isopropil-2-metilfenoxi)propan-1-ol 2g, respetivamente.
As reacdes foram monitorizadas por TLC e, em determinados compostos (2c, 2f e 2g), foi necessario
realizar purificacdo por cromatografia em coluna. Estes derivados de carvacrol foram obtidos como 6leos

ou solidos e com rendimentos compreendidos entre 8 e 62% (Esquema 4).
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Esquema 4 - Sintese dos derivados Gtalquilados do carvacrol 2a-g.

A estrutura dos compostos 2a-g foi confirmada por RMN de 'H e =C. Nos espetros correspondentes

de 'H surgem os sinais dos protdes aromaticos, para os compostos 2a-g, H-3 (H-6 para o composto 2g),

H-5 (H-4 para o composto 2g) e H-6 (H-3 para o composto 2g) como dupleto ou duplo-dupleto (H-5 ou
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H-4 para o composto 2g) (6 6,69-6,78 ppm, H-3; 6§ 6,73-6,82 ppm, H-5; § 7,06-7,15 ppm, H-6). Os
protdes do grupo metilo ligados diretamente ao anel aromatico surgem na forma de singletos (6 2,20-
2,29 ppm) ou integrado num multipleto (& 2,15-2,22 ppm; 2g), os protdes do grupo isopropilo, CHCH:).
e CH(CH). surgem na forma de multipleto (6 2,81-3,00 ppm) e dupleto (6 1,23-1,35 ppm),
respetivamente. Os grupos metilo terminais das cadeias alquilicas da ligacdo éter introduzidas nas
reacdes de CGralquilacdo surgem como tripletos (6 0,90-1,14 ppm) ou multipleto (8 0,90-0,95 ppm, 2c),
para 0s compostos 2a-e. Os protdes metilénicos, designadamente OC 4, OCH.C A e OCH.CH.C A: surgem
na forma de tripleto (6 3,98-4,07 ppm), multipleto (6 1,79-1,94 ppm) e outro multipleto (6 1,49-1,62
ppm), respetivamente, para os compostos 2a-e. No caso dos compostos 2f,g, os protdes metilénicos,
designadamente OC#;, OCH.CH e OCH.CH.CH: surgem na forma de tripleto (8 4,13-4,40 ppm),
multipleto (6 2,15-2,31 ppm) e tripleto (& 3,78-4,10 ppm), respetivamente. Os restantes grupos
metilénicos presentes nas moléculas surgem como multipletos (& 1,29-1,53 ppm).

Nos espetros de =C dos compostos 2a-g surgem os sinais dos carbonos aromaticos (6 109,32-
157,19 ppm); o grupo metilo ligado diretamente ao anel aromatico (6 15,76-15,82 ppm); os carbonos
do grupo isopropilo, CH(CH:). e CH(CH:). (& 34,12-34,16 e 6 24,11-24,14 ppm, respetivamente); os
grupos metilo terminais das cadeias alquilicas da ligacdo éter introduzidas nas reacdes de Galquilacao
(6 10,68-14,11 ppm); os carbonos metilénicos, designadamente OCH:. (6 64,16-69,36 ppm); 0s
restantes carbonos metilénicos (22,68-32,56 ppm). Para os compostos 2f e 2g, o carbono metilénico

OCH:CH.CH. surgem a 6 41,70 e 63,77 ppm, respetivamente.

2.2 Sintese dos derivados G-alquilados do timol 4a-f

Os compostos 4af foram obtidos através da reacdo de alquilacdo do timol 3, designacédo
convencional de 2-isopropil-b-metilfenol, em meio basico, usando carbonato de césio, em acetonitrilo.
Assim, por reacdo do timol 3 com 1-bromopropano, 1-bromoctano, 1-bromododecano, 1-bromoeicosano,
1-bromo-3-cloropropano e 3-bromo-1-propanol, tal como anteriormente referido para o caso dos
derivados de carvacrol, resultaram o l-isopropil-4-metil-2-propoxibenzeno 4a, 4-isopropil-4-metil-2-
(octiloxi)benzeno 4b, 2-(dodeciloxi)-1-isopropil-4-metilbenzeno 4c, 2-(icosiloxi)-1-isopropil-4-metilbenzeno
4d, 2-(3-cloropropoxi)-1-isopropil-4-metilbenzeno 4e e 3-(2-isopropil-5-metilfenoxi)propan-1-ol  4f,
respetivamente. As reacdes foram monitorizadas por TLC e, em determinados compostos (4d, 4e e 4f),
foi necessario realizar purificacdo por cromatografia em coluna. Estes derivados do timol foram obtidos

como 6leos ou solidos, com rendimentos compreendidos entre 13 e 93% (Esquema 5).
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Esquema 5 - Sintese dos derivados Calquilados do timol 4a-.

A estrutura dos compostos 4a-f foi confirmada por RMN de 'H e =C. Nos espetros correspondentes
de 'H surgem os sinais aromaticos, para os compostos 4a-e, H-3 (H-6 para o composto 4f), H-5 (H-4
para o composto 4f) e H-6 (H-3 para o composto 4f) como dupletos ou duplo-dupleto (H-5 ou H-4 para o
composto 4f) (§ 6,67-6,83 ppm, H-3; § 6,76-6,91 ppm, H-5; 6 7,10-7,27 ppm, H-6). Os protdes do
grupo metilo ligados diretamente ao anel aromatico surgem na forma de singleto (6 2,33-2,50 ppm), 0s
protdes do grupo isopropilo CHCH:). e CH(CH:).surgemna forma de multipleto (6 3,23-3,54 ppm) e
dupleto (8 1,20-1,41 ppm), respetivamente. Os protdes metilénicos, designadamente OC#, OCH.CH; e
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OCH:CH.CA surgem na forma de tripleto (6 3,97-4,13 ppm), multipleto (6 1,82-2,01 ppm) e outro
multipleto (& 1,50-1,68 ppm) ou quinteto (6 1,67 ppm, 4b), respetivamente, para os compostos 4a-e.
No caso dos compostos 4f,g, os protdes metilénicos, designadamente OCAH, OCH.CA e OCH.CH.C+:
surgem na forma de tripleto (6 4,16-4,40 ppm), quinteto (6 2,30-2,36 ppm, 4e) ou multipleto (6 2,16-
2,23 ppm, 4f) e tripleto (6 3,83-4,09 ppm), respetivamente. Os restantes grupos metilénicos presentes
nos compostos 4b-e surgem como multipletos (6 1,32-1,59 ppm).

Nos espetros de *C dos compostos 4a-f surgem os sinais dos carbonos aromaticos (6 112,01-156,23
ppm); o grupo metilo ligado diretamente ao anel aromatico (6 21,20-21,34 ppm); os carbonos do grupo
isopropilo, CH(CH:). e CH(CH:). (6 26,48-26,67 e § 22,54-22,75 ppm, respetivamente); os grupos metilo
terminais das cadeias alquilicas da ligacdo éter introduzidas nas reacoes de Calquilacao (6 10,60-14,12
ppm); os carbonos metilénicos, designadamente OCH. (8 64,11-69,19 ppm) e os restantes carbonos
metilénicos (22,65-32,39 ppm). Para os compostos 4e e 4f, os carbonos metilénicos OCH.CH.CH.

surgem a ¢ 41,67 e 63,80 ppm, respetivamente.

2.3 Sintese do derivado G-alquilado do mentol 6

0 2-(3-cloropropoxi)-1-isopropil-4-metilcicloexano 6 foi obtido através da reacdo de alquilacdo do
mentol 5, designacao convencional de 2-isopropil-b-metilcicloexanol, em meio basico, usando carbonato
de césio, em acetonitrilo, com 1-bromo-3-cloropropano como reagente alquilante. Apos purificacao por

cromatografia em coluna, obteve-se o composto 6 como um dleo, com baixo rendimento (Esquema 6).

082003 / BF’Q%Cl

>
/\/\
OH ACN / 65 °C O Cl

5 6

Esquema 6 - Sintese do derivado Gtalquilado do mentol 6.

A confirmacao da estrutura do composto 6 obtido foi efetuada por RMN de 'H e =C. No espetro de
'H RMN surgem os protdes relativos ao grupo metilo como dupleto (§ 0,80 ppm) e os protdes dos grupos
metilénicos da cadeia alquilica da ligacdo éter ao cicloexano, designadamente OCH:;, OCH.CH: e
OCH:CH.C A, na forma de tripleto (6 3,64 ppm), quinteto (& 2,14 ppm) e multipleto (6 4,24-4,33 ppm),

respetivamente.
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No espetro de =C de RMN surge o carbono do grupo metilo (6 16,25 ppm), os sinais dos carbonos
dos grupos metilénicos da cadeia alquilica da ligacao éter ao cicloexano, designadamente O CH: (6 64,27

ppm), OCH.CH: (6 31,67 ppm) e OCH.CH.CH. (& 40,74 ppm).

2.4 Sintese dos derivados (G-alquilados da 6-hidroxiflavanona 8a,b

Os compostos 2-fenil-6-propoxicroman-4-ona 8a e 6-(3-cloropropoxi)-2-fenilcroman-4-ona 8b foram
obtidos através da reacédo de alquilacao da 6-hidroxiflavanona 7, designacao convencional de 6-hidroxi-
2-fenilcroman-4-ona, em meio basico e temperatura ambiente (t.a.), usando hidroxido de césio e iodeto
de tetrabutilamdnio (TBAI), em acetonitrilo, contendo peneiros moleculares (PMs), com dois reagentes
alquilantes, nomeadamente 1-bromopropano e 1-bromo-3-cloropropano, respetivamente. Destaca-se o
facto da reacdo de (alquilacdo da 6-hidroxiflavanona 7 nao ter ocorrido na presenca de carbonato de
césio e nas condicdes reacionais anteriormente descritas para a sintese dos derivados de carvacrol 2a-
g, timol 4af e mentol 6, provavelmente devido ao efeito eletroretirador resultante da deslocalizacdo
eletrdnica com o grupo carbonilo do anel de piranona. As reacdes foram monitorizadas por TLC e realizou-
-se purificacdo por cromatografia em coluna. Estes derivados da 6-hidroxiflavanona 8a,b foram obtidos

como solidos e com rendimentos de 15 e 19%, respetivamente (Esquema 7).
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Esquema 7 - Sintese dos derivados (alquilados da 6-hidroxiflavanona 8a,b.

A estrutura dos compostos 8a e 8b foi confirmada por RMN de 'H e =C. Nos espetros
correspondentes de 'H surgem os sinais aromaticos dos cinco protdes do fenilo e H-b na forma de
multipleto (6 7,39-7,47 ppm) e dupleto (6 7,36 ppm), respetivamente, no caso do composto 8a, ou
juntos num multipleto (8 7,38-7,50 ppm), no caso do 8b. Os protées H-3, H-2, H-8 e H-7 surgem como
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multipletos (6 2,86-3,12 ppm, H-3; 6 5,30-5,47 ppm, H-2), dupletos (6 6,99-7,02 ppm, H-8) e duplos-
dupletos (6 7,12-7,15 ppm, H-7). Os grupos metilénicos da cadeia alquilica com ligacao éter,
designadamente OC#;, OCH.CH: e OCH.CH.C/: (composto 8b) surgem na forma de tripletos (8 3,92-
4,15 ppm), multipleto (6 1,77-1,86 ppm, 8a e & 2,23-2,28 ppm, 8b) e tripleto (6 3,75 ppm, 8b),
respetivamente. No composto 8a, os protdes do grupo metilo da extremidade da cadeia alquilica surgem
na forma de tripleto (& 1,05 ppm).

Nos espetros de C dos compostos 8a,b surgem os carbonos C-6, C-8a, C-4 (6 153,30-192,11 ppm),
o carbono C-2 (6 79,68-79,69 ppm), e 0 C-3 (6 44,53-44,61 ppm); os carbonos dos grupos metilénicos
da cadeia alquilica com ligacao éter, designadamente OCH: (6 64,93-70,17 ppm), OCH.CH: (& 22,50-
32,15 ppm) e OCH.CH.CH. (8 41,37 ppm, 8b); no caso do composto 8a, surge o carbono do grupo

metilo da extremidade da cadeia alquilica (6 10,47 ppm).

2.5 Ensaios de atividade biolégica dos compostos 2a-d, 2f,g, 4a-c, 4e,f, 6 e 8a,b

Os ensaios da atividade bioldgica dos compostos 2a-d, 2f,g, 4a<, 4e,f, 6 e 8a,b, realizados em
células Spodoptera frugiperda (59 e queratindcitos foram efetuados na REQUIMTE da Faculdade de
Farmacia da Universidade do Porto, no ambito do projeto BioP&FoodP - Biopesticides and Food
Preservatives from Nanoencapsulated Plant Extracts: Biological Evaluation, Molecular Modelling and
Synthesis, no qual a presente dissertacdo esta integrada. Todos os estudos foram realizados com a
mesma concentracao de composto (100 pug/mL), de forma a ser possivel a comparacéo direta de todos
0s resultados. Esses resultados sao apresentados com base na perda de viabilidade celular, em
percentagem (%).

Os ensaios de viabilidade celular permitem analisar a proliferacdo celular, determinar as células
metabolicamente ativas numa cultura celular e séo frequentemente realizados para identificar moléculas
que possuem efeitos na proliferacao celular ou efeitos toxicos que, eventualmente, podem induzir a morte
celular.»s

Em ambos os estudos, os resultados dos compostos 2e e 4d, que, estruturalmente, sdo semelhantes
por possuirem como substituinte éter um esqueleto carbonado com vinte atomos de carbono, nao sao
apresentados devido a dificuldades de solubilizacao nas condicdes experimentais dos ensaios efetuados.
Desta forma, ndo surgem os valores correspondentes na discussdo dos resultados em 579 e

queratindcitos.
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2.5.1 Ensaios em Sf9

0 estudo da atividade inseticida dos compostos sintetizados 2ad, 2f,g, 4ac, 4ef, 6 e 8a,b foi
realizado em culturas bidimensionais (2D) de células Sf9, que sdo derivadas de células de ovarios de
Spodoptera frugiperda, uma peste comum. Nestes ensaios é expetavel que o composto apresente uma
percentagem baixa para a viabilidade celular, ou seja, quanto menor for a percentagem de viabilidade
associada maior a perda de viabilidade, sendo o composto mais toxico, possuindo maior atividade

inseticida.

Compostos 2ad e 2fg

0 reagente de partida deste grupo de compostos, carvacrol 1, apresenta uma percentagem de perda
de viabilidade celular de cerca de 40%, em S79. Quando comparado com os seus derivados sintetizados
2ad e 2f,g, os derivados apresentam menor atividade, refletindo-se numa percentagem de perda de
viabilidade celular menor, entre 0 e 30%. Na Figura 19 surge o grafico de viabilidade celular, em
percentagem, do carvacrol 1 e dos seus derivados 2a-d e 2f,g em estudo.

De entre todos os derivados de carvacrol sintetizados, o composto 2f, cuja estrutura da cadeia
alquilica inclui trés grupos metilénicos e como terminal um atomo de cloro, é o composto que apresenta
maior toxicidade em Sf9, ou seja, uma percentagem de perda de viabilidade celular maior
(aproximadamente 30%), quando comparado com a viabilidade celular dos restantes derivados.

Com base nos estudos realizados aos compostos 2a-d para aferir o tamanho mais adequado da
cadeia carbonada presente no substituinte éter para a melhor atividade biologica, o composto 2b, cuja
cadeia alquilica é composta por oito atomos de carbono, é aquele que apresenta maior toxicidade em
579, ou seja, perda de viabilidade celular superior, de cerca de 20%. Os restantes compostos apresentam
perda de viabilidade celular entre 0 e 10%, ou seja, a toxicidade em S/9é praticamente inexistente.

0 composto 2g, cuja estrutura da cadeia alquilica inclui trés grupos metilénicos e um grupo hidroxilo
terminal, ndo apresenta perda de viabilidade significativa.

Os resultados deste estudo sugerem que compostos cuja cadeia alquilica do substituinte éter é
préxima de oito carbonos e, principalmente possuem o atomo de cloro como grupo terminal de uma

cadeia de trés carbonos, sdo propicios a obtencado de melhores resultados de atividade em S79.
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Figura 19 - Viabilidade celular, em percentagem, do carvacrol 1 e derivados 2a-d e 2f,g; C - controlo. Os

resultados correspondem a média + DP de pelo menos trés ensaios independentes.

Compostos 4a-c e 4e.f

O percursor para a sintese deste grupo de compostos foi o timol 3, apresentando atividade em S79
correspondente a uma perda de viabilidade celular de cerca de 60%. Quando comparado com os seus
derivados sintetizados 4a-c e 4e,f, os derivados apresentam menor atividade, refletindo-se numa perda
de viabilidade celular menor, entre 0 e 40%. Na Figura 20 surge o grafico de viabilidade celular, em
percentagem, do timol 3 e dos seus derivados 4a-c e 4e,f.

De entre todos os derivados de timol sintetizados, o composto 4e, estruturalmente constituido por
uma cadeia alquilica com trés grupos metilénicos e como terminal o atomo de cloro, & o composto que,
quando comparado com os restantes, apresenta maior toxicidade em Sf9, ou seja, uma perda de
viabilidade celular de aproximadamente 40%.

Com base nos estudos realizados aos compostos 4a-c, de forma a aferir o tamanho mais adequado
da cadeia carbonada para conferir a melhor atividade bioldgica, nao foi possivel verificar uma diferenca
significativa nas correspondentes perdas de viabilidade celular dos compostos, sendo esta praticamente

inexistente, ou seja, estes compostos nao apresentam atividade bioldgica em S79.
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0 composto 4f, que possui uma cadeia alquilica constituida por trés grupos metilénicos e um grupo
hidroxilo terminal, ndo apresenta perda de viabilidade significativa.
Assim, desta série é possivel destacar o composto 4e como o mais relevante em termos de atividade

biologica em S79.
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Figura 20 - Viabilidade celular, em percentagem, do timol 3 e derivados 4a-c e 4ef; C - controlo. Os

resultados correspondem a média + DP de pelo menos trés ensaios independentes.

Composto 6

0 mentol 5 apresenta uma atividade em S/9 correspondente a perda de viabilidade celular de cerca
de 20%. O derivado 6 nao apresenta perda de viabilidade celular (0%), ou seja, a toxicidade em Sf9¢é
inexistente.

Na Figura 21 surge o grafico de viabilidade celular, em percentagem, do mentol 5 e derivado 6

correspondente.
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Figura 21 - Viabilidade celular, em percentagem, do mentol 5 e derivado 6; C - controlo. Os resultados

correspondem a média + DP de pelo menos trés ensaios independentes.

Compostos 8a,b

O percursor para a sintese deste grupo de compostos foi a 6-hidroxiflavanona 7, apresentando
atividade em Sf9correspondente a uma perda de viabilidade celular ligeiramente inferior a 20%. Quando
comparada com 0s seus derivados sintetizados 8a,b, os derivados nao diferem muito da atividade do
percursor (7), apresentando, contudo, maior atividade, refletindo-se numa perda de viabilidade celular
ligeiramente superior a 20%.

Na Figura 22 surge o grafico de viabilidade celular, em percentagem, da 6-hidroxiflavanona 7 e dos

derivados correspondentes 8a,b.
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Figura 22 - Viabilidade celular, em percentagem, da 6-hidroxiflavanona 7 e derivados 8a,b; C - controlo.

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

2.5.2 Ensaios em queratindcitos

No desenvolvimento de novos compostos para atuarem como principios ativos em (bio)pesticidas ¢
fundamental que estes sejam tdxicos para o organismo alvo, neste contexto em estudo os insetos, mas
& importante atender ao facto de que estes compostos devem ser caracterizados por apresentarem um
perfil toxicoldgico seguro para os mamiferos. Assim, foram realizados ensaios em queratindcitos
humanos, especificamente da pele, uma vez que esta é a via de contacto mais frequente com os
pesticidas.

A toxicidade em queratindcitos, usando a linha celular HaCaT, foi testada para todos os compostos,
mas neste trabalho decidiu-se apresentar apenas a toxicidade dos compostos cuja atividade biologica
em S/9foi interessante. Nos ensaios em queratindcitos quanto menor for a perda de viabilidade celular,

menor a toxicidade para os mamiferos.
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Compostos 2ad e 2fg

Os compostos anteriormente apresentados com atividade biologica em S/9foram 2b e 2f, com uma
perda de viabilidade celular de aproximadamente 20 e 30%, respetivamente. Os ensaios de toxicidade
com estes compostos em queratinocitos mostraram uma perda de viabilidade celular de 40 e 50%.

A andlise conjunta dos resultados em S79 e queratindcitos mostra que os compostos 2b e 2f
apresentam valores de atividade em S79 consideravel, mas, simultaneamente, toxicidade em

queratinocitos num valor ligeiramente superior.

Compostos 4a-c e 4e,f

O composto 4e, que apresentou atividade bioldgica em Sf9, aproximadamente 40% de perda de
viabilidade celular, foi usado nos ensaios em queratindcitos e revelou uma perda de viabilidade celular
superior a 40%.

A analise conjunta dos resultados em Sf9e queratindcitos no composto 4e revela atividade em S79,

mas também toxicidade em mamiferos.

Composto 6

Como nao ocorreu perda de viabilidade celular em Sf9 com este composto, nado é discutido o

resultado de atividade bioldgica em queratindcitos.

Compostos 8a,b

Os compostos 8a e 8b apresentam atividade bioldgica em S79, aproximadamente 20% de perda de
viabilidade celular, e em queratindcitos revelaram perda de viabilidade celular de 60 e 35%,
respetivamente.

Tal como nos compostos anteriormente referidos, os compostos 8a e 8b revelaram atividade

bioldgica em Sf9e também em queratinocitos.
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Com a realizacdo do trabalho experimental conducente a esta dissertacdo, sintetizaram-se varios
derivados de compostos de origem natural, nomeadamente, carvacrol, timol, mentol e 6-
hidroxiflavanona, possuindo o grupo hidroxilo transformado em éter com diferentes tamanhos de cadeia
carbonada alifatica ou uma cadeia propilica com um atomo de cloro ou grupo hidroxilo como terminais.
Todos os compostos sintetizados foram submetidos a ensaios da atividade bioldégica em S/9, em
comparagdo com os precursores correspondentes, de forma a avaliar a sua aplicacdo como potenciais
(bio)inseticidas.

Os resultados sugerem gue nos isomeros carvacrol 1 e timol 3 a posicao relativa dos grupos hidroxilo
é relevante. O timol 3 apresenta melhor atividade em S79, com uma perda de viabilidade celular de
aproximadamente 60%.

Relativamente aos derivados de carvacrol (2a-d e 2f,g) e timol (4a-c e 4ef) obtidos, o tamanho da
cadeia alquilica no substituinte éter parece afetar a atividade em 579, mas deverdo ser estudados
derivados possuindo tamanhos de cadeia entre cinco e onze atomos de carbono de modo a aferir-se este
feito.

A presenca do atomo de cloro como terminal da cadeia alquilica de trés carbonos (2f e 4e) é muito
significativa dado que confere atividade, em comparacao com os derivados correspondentes com uma
cadeia alquilica de trés carbonos (2a e 4a), com uma perda de viabilidade celular de 30% (2f) ou 40%
(4e), sendo os derivados com melhor atividade em S79. Atendendo a este aspeto, seria interessante, com
o tamanho da cadeia alquilica mais adequado, testar-se o efeito conjunto da presenca de um atomo de
cloro terminal.

Os estudos envolvendo o mentol 5 confirmam a importancia da conjugacéo, ou seja, da presenca
do benzeno em vez do anel saturado de cicloexano na atividade em S79, dado que o mentol 5 é o analogo
insaturado do timol 3 e a atividade deste ¢ muito menor (timol 3 60% de perda de viabilidade celular,
mentol 5 20% de perda de viabilidade celular). A presenca da cadeia de cloropropilo no éter substituinte
(composto 6) suprimiu a atividade (aproximadamente 0% de perda de viabilidade). Este facto demonstra
a importancia da presenca do grupo OH livre, em comparacdo com a sua substituicdo por um grupo
éter.

0 trabalho efetuado com a 6-hidroxiflavanona 7 permitiu verificar que a presenca do substituinte éter
na cadeia lateral de trés carbonos (composto 8a) aumenta ligeiramente a atividade em S79, sendo que
a presenca do atomo de cloro terminal (composto 8b) é pouco pronunciada. Estes resultados sugerem
a realizacao de outros estudos com a 6-hidroxiflavanona 7, mas também com outros isémeros nos quais

0 grupo hidroxilo esteja noutras posicdes na molécula ou exista mais do que um grupo hidroxilo que
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permita alteracdes sintéticas com vista ao aumento da sua atividade em S/ e possivel utilizacdo como
biopesticidas.

Os ensaios efetuados em queratindcitos com os compostos que apresentaram melhores resultados
em S79 permitiram avaliar a toxicidade destes em mamiferos. Os resultados mostraram que estes
derivados apresentam toxicidade podendo, posteriormente, ser mitigada com o nanoencapsulamento e
consequente libertacéo controlada.

Globalmente, prevé-se, num futuro préximo, prosseguir com o design e sintese de novos derivados
com estruturas direcionadas pela combinacdo dos resultados experimentais de atividade em Sf9 e
queratinocitos com estudos computacionais em curso, assim como efetuar os ensaios de
nanoencapsulamento e libertacao controlada correspondentes.

Deste modo, pretende-se contribuir para o desenvolvimento de derivados de compostos de origem
botanica que funcionem como alternativas promissoras aos inseticidas sintéticos atualmente disponiveis.

Paralelamente, serdo prosseguidos os estudos recentemente iniciados relativos a avaliacdo do
potencial de compostos de origem natural, como carvacrol, timol, mentol, 6-hidroxiflavanona, e seus

derivados, obtidos no ambito desta dissertacdo, como conservantes alimentares.
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4.1 Procedimentos Gerais

Os espetros de ressonancia magnética nuclear de 'H e =C foram obtidos no aparelho Bruker Avance
Il 400 numa frequéncia de 400 MHz para *H e 100,6 MHz para =C, usando como padréo interno o
tetrametilsilano (TMS), a 25°C. Os desvios quimicos (8) sdo referidos em partes por milhdo (ppm),
utilizando como referéncia o valor 6« Me.Si=0 ppm, e as constantes de acoplamento () surgem em Hertz
(Hz). A atribuicao dos sinais de *H e =C foi efetuada por comparacdo dos desvios quimicos, multiplicidade
dos picos e valores de J. A atribuicdo dos sinais dos atomos de carbono primarios, secundarios e
terciarios foi feita utilizando a sequéncia de DEPT (aumento sem distorcdo por transferéncia de
polarizacdo) com um pulso de 135°. A atribuicdo completa dos sinais de protao e carbono foi efetuada
usando técnicas de correlacdo espetroscopica heteronuclear bidimensional, nomeadamente HMQC
(correlacdo heteronuclear quantica multipla) e HMBC (correlacdo heteronuclear através de multiplas
ligacdes). O solvente deuterado usado foi o cloroformio da Euriso-tope.

As cromatografias em camada fina (TLC) foram realizadas em placas silica de gel 60 com indicador
de fluorescéncia Fz (Merck) e reveladas pela incidéncia de radiacdo UV/Vis (Amax 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).

Todo o material de vidro e metalico foi seco na estufa, a temperatura de, aproximadamente, 50°C.

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

Fisher Chemical e Panreac).
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4.2. Sintese dos derivados G-alquilados do carvacrol 2a-g

[2a] 4-Isopropil-1-metil-2-propoxibenzeno

A uma solucdo de carvacrol 1, 5-isopropil-2-metilfenol, (105 uL; 0,7 mmol; 1 equiv) em acetonitrilo
(4 mL) adicionou-se carbonato de césio (1,09 g; 3,3 mmol; 5 equiv) e 1-bromopropano (67 uL; 0,7
mmol; 1,1 equiv). A mistura reacional foi agitada, a temperatura de 65°C, durante 24 horas, sendo a
reacdo monitorizada por TLC em éter de petroleo. Apos esse periodo, filtrou-se a mistura reacional, lavou-
-se 0 solido com acetonitrilo e evaporou-se o solvente a pressao reduzida. O composto 2a foi obtido como

um ¢6leo alaranjado.

n = 54% (0,069¢g)
R7= 0,56 (éter de petroleo)

6+ (CDCls, 400 MHz): 1,12 (t, /= 7,2 Hz, 3H, OCH.CH.CA), 1,30 (d, /= 6,8 Hz, 6H, CH(CH).),
1,84-1,93 (m, 2H, OCH.CHCH), 2,26 (s, 3H, PhCH), 2,88-2,95 (m, 1H, CHCH:).), 3,99 (t, /= 6,4 Hz,
2H, OCHCH:CH:), 6,75 (d, /= 1,2 Hz, 1H, H-3), 6,78 (dd, /= 7,6 e 1,6 Hz, 1H, H-5), 7,11 (d, /= 7,2
Hz, 1H, H-6) ppm.

6. (CDCl, 100,6 MHz): 10,68 (OCH.CH.CHs), 15,77 (Ph(Hs:), 22,80 (OCH.CH.CH:), 24,13
(CH(CH:).), 34,14 (CH(CHs).), 69,36 (OCH.CH.CH:), 109,45 (C-3), 117,76 (C-5), 124,13 (C-1), 130,32
(C-6), 147,79 (C-4), 157,15 (C-2) ppm.

m/z (ESI-TOF) Valor obtido: [M+ +1] 193,1592. Valor calculado para Ci:H20: 193,1587.
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[2b] 4-Isopropil-1-metil-2-(octiloxi)benzeno

A uma solucdo de carvacrol 1, 5-isopropil-2-metilfenol, (105 uL; 0,7 mmol; 1 equiv) em acetonitrilo
(4 mL) adicionou-se carbonato de césio (1,09 g; 3,3 mmol; 5 equiv) e 1-bromoctano (120 uL; 0,7 mmol;
1,1 equiv). A mistura reacional foi agitada, a temperatura de 65°C, durante 6 horas, sendo a reacéo
monitorizada por TLC em éter de petroleo. Apds esse periodo, filtrou-se a mistura reacional, lavou-se o
sélido com acetonitrilo e evaporou-se o solvente a pressao reduzida. O composto 2b foi obtido como um

oleo amarelo claro.

n =57% (0,099g)
R7= 0,83 (éter de petroleo)

6+ (CDCl;, 400 MHz): 1,00 (t, /= 7,2 Hz, 3H, OCH.CH.CH.(CH.).CH), 1,34 (d, /= 6,8 Hz, 6H,
CH(CH)2), 1,39-1,49 (m, 8H, OCH.CH.CH:(C+):CHs,), 1,55-1,62 (m, 2H, OCH.CH.C#(CH:).CHs), 1,86-
1,94 (m, 2H, OCH.C4CH:(CH:).CHs), 2,29 (s, 3H, PhCH), 2,90-3,01 (m, 1H, CHCH:).), 4,06 (t, /= 6,4
Hz, 2H, OCHCH.CH:(CH.).CH:), 6,78 (d, /= 1,2 Hz, 1H, H-3), 6,81 (dd, /= 7,6 e 1,6 Hz, 1H, H-5),
7,14 (d, /= 7,2 Hz, 1H, H-6) ppm.

6 (CDCl;, 100,6 MHz): 14,09 (O(CH.)-CHs), 15,80 (PhCH:), 22,68 (CH.), 24,13 (CH(CH:).), 26,19
(CH:), 29,29 (CH:), 29,39 (CH.), 29,46 (CH.), 31,85 (CH.), 34,16 (CH(CH),), 67,83 (O CH:(CH.)sCHs),
109,39 (C-3), 117,73 (C-5), 124,10 (C-1), 130,31 (C-6), 147,75 (C-4), 157,19 (C-2) ppm.

[2c] 2-(Dodeciloxi)-4-isopropil-1-metilbenzeno
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A uma solucdo de carvacrol 1, 5-isopropil-2-metilfenol, (105 uL; 0,7 mmol; 1 equiv) em acetonitrilo
(4 mL) adicionou-se carbonato de césio (1,09 g; 3,3 mmol; 5 equiv) e 1-bromododecano (175 uL; 0,7
mmol; 1,1 equiv). A mistura reacional foi agitada, a temperatura de 65°C, durante 6 horas, sendo a
reacdo monitorizada por TLC em éter de petroleo. Apos esse periodo, filtrou-se a mistura reacional, lavou-
-se 0 solido com acetonitrilo, evaporou-se o solvente a pressao reduzida e com o residuo obtido efetuou-
-se cromatografia em coluna, usando éter de petréleo e DCM, misturas de polaridade crescente, como

eluente. O composto 2¢ foi obtido como um o6leo incolor.

n=62% (0,131g)
R7= 0,78 (éter de petroleo)

6+ (CDCls, 400 MHz): 0,90-0,95 (m, 3H, OCH.CH-CH.(CH.)sC#), 1,29 (d, 6H, /= 6,8 Hz, CH(CH).),
1,35-1,42 (m, 16H, OCH.CH.CH:(C#)sCH:), 1,49-1,56 (m, 2H, OCH.CH.C#(CH.):CH), 1,80-1,87 (m,
2H, OCH:CHCH.(CH:)sCH:), 2,23 (s, 3H, PhCH), 2,85-2,95 (m, 1H, CHCH:).), 4,00 (t, /= 6,8 Hz, 2H,
OCHCH.CH.(CH:)sCH:), 6,73 (d, /= 1,6 Hz, 1H, H-3), 6,76 (dd, /= 7,6 e 1,6 Hz, 1H, H-5), 7,09 (d, /=
7,6 Hz, 1H, H-6) ppm.

6¢c (CDCls, 100,6 MHz): 14,11 (O(CH:)uCHs), 15,81 (Ph(CHs), 22,69 (CH:), 24,13 (CH(CH:).), 26,18
(CH:), 29,36 (CH.), 29,42 (CH.), 29,45 (CH:), 29,62 (2xCH:), 29,66 (CH.), 29,69 (CH.), 31,93 (CH.),
34,15 (CH(CH:).), 67,86 (OCH:(CH-)1CH:), 109,43 (C-3), 117,73 (C-5), 124,12 (C-1), 130,30 (C-6)
147,77 (C-4), 157,18 (C-2) ppm.

[2d] 2-(Hexadecicloxi)-4-isopropil-1-metilbenzeno

A uma solucdo de carvacrol 1, 5-isopropil-2-metilfenol, (105 uL; 0,7 mmol; 1 equiv) em acetonitrilo
(5 mL) adicionou-se carbonato de césio (1,07 g; 3,3 mmol; 5 equiv) e 1-bromoexadecano (230 uL; 0,7
mmol; 1,1 equiv). A mistura reacional foi agitada, a temperatura de 65°C, durante 6 horas, sendo a

reacdo monitorizada por TLC em DCM/éter de petrdleo (1:1). Apds esse periodo, filtrou-se a mistura
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reacional, lavou-se o solido com acetonitrilo e evaporou-se o solvente a pressdo reduzida. O composto

2d foi obtido como um sdlido branco.

n=43%(0,111g)
R7=10,91 (DCM/éter de petrdleo 1:1)

6+ (CDCls, 400 MHz): 0,95 (t, /= 6,4 Hz, 3H, OCH.CH.CH:(CH.)..CH), 1,31 (d, /= 6,8 Hz, 6H,
CH(CH)2), 1,33-1,46 (m, 24H, OCH.CH.CH.(C#):-:CH:), 1,51-1,58 (m, 2H, OCH.CH.C #(CH:)..CH:) 1,82-
1,89 (m, 2H, OCH.CHCH.(CH:).CHs), 2,25 (s, 3H, PhCH), 2,87-2,97 (m, 1H, CHCH:).), 4,02 (t, /=
6,4 Hz, 2H, OCHCH.CH.(CH:).CHs), 6,75 (d, /= 1,6 Hz, 1H, H-3), 6,78 (dd, /= 7,6 e 1,6 Hz, 1H, H-
5), 7,11 (d, /= 7,6 Hz, 1H, H-6) ppm.

6 (CDCl;, 100,6 MHz): 14,11 (O(CH:):sCHs), 15,81 (PhCH:), 22,71 (CH:), 24,14 (CH(CH1).), 26,19
(CH:), 29,39 (CH.), 29,44 (CH.), 29,47 (CH.), 29,64 (CH:), 29,69 (CH:), 29,72 (6xCH.), 31,95 (CH),
34,16 (CH(CHs),), 67,84 (OCH.(CH:)..CHs), 109,41 (C-3), 117,73 (C-5), 124,11 (C-1), 130,31 (C-6),
147,75 (C-4), 157,19 (C-2) ppm.

[2e] 2-(Icosiloxi)-4-isopropil-1-metilbenzeno

A uma solucdo de carvacrol 1, 5-isopropil-2-metilfenol, (105 uL; 0,7 mmol; 1 equiv) em acetonitrilo
(4 mL) adicionou-se carbonato de césio (1,09 g; 3,3 mmol; 5 equiv) e 1-bromoeicosano (0,265 g; 0,7
mmol; 1,1 equiv). A mistura reacional foi agitada, a temperatura de 65°C, durante 5 horas, sendo a
reacdo monitorizada por TLC em éter de petroleo. Apos esse periodo, filtrou-se a mistura reacional, lavou-
-se 0 s6lido com acetonitrilo e evaporou-se o solvente a pressao reduzida. O composto 2e foi obtido como

um soélido amarelo.

n = 25% (0,070g)
R7= 0,70 (éter de petroleo)
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6+ (CDCl;, 400 MHz): 0,91 (t, /= 6,4 Hz, 3H, OCH.CH:(CH:),CH), 1,27 (d, /= 7,2 Hz, 6H, CH(CH).),
1,29-1,53 (m, 34H, OCH.CH:(CH)»CH:), 1,79-1,86 (m, 2H, OCH.C(CH.).,CHs), 2,22 (s, 3H, PhCH),
2,83-2,94 (m, 1H, CHCHa).), 3,99 (t, /= 6,4 Hz, 2H, OCHCH:(CH.).,CHs), 6,71 (d, /= 1,6 Hz, 1H, H-
3),6,74 (dd, /=7,6 e 1,6 Hz, 1H, H-5), 7,07 (d, /= 7,6 Hz, 1H, H-6) ppm.

6. (CDCls, 100,6 MHz): 14,11 ((CH.)wCH:), 15,82 (PhCH:), 22,70 (CH.), 24,14 (CH(CH:).), 26,18
(CH:), 29,38 (CH:), 29,43 (CH:), 29,46 (CH.), 29,63 (CH:), 29,67 (CH:), 29,71 (10xCH.), 31,94 (CH.),
34,15 (CH(CHs).), 67,87 (OCH:(CH):sCHs), 109,44 (C-3), 117,73 (C-5), 124,12 (C-4), 130,30 (C-6),
147,77 (C-2), 157,18 (C-1) ppm.

[2f] 2-(3-Cloropropoxi)-4-isopropil-1-metilbenzeno

1
5 2 O\/\/Cl

5 3
4

A uma solucdo de carvacrol 1, 5-isopropil-2-metilfenol, (210 uL; 1,3 mmol; 1 equiv) em acetonitrilo
(5 mL) adicionou-se carbonato de césio (2,13 g; 6,5 mmol; 5 equiv) e 1-bromo-3-cloropropano (140 uL;
1,4 mmol; 1,1 equiv). A mistura reacional foi agitada, a temperatura de 65°C, durante 5 horas, sendo a
reacdo monitorizada por TLC em éter de petroleo. Apos esse periodo, filtrou-se a mistura reacional, lavou-
-se 0 solido com acetonitrilo, evaporou-se o solvente a pressao reduzida e com o residuo obtido efetuou-
-se cromatografia em coluna, usando éter de petréleo e DCM, misturas de polaridade crescente, como

eluente. O composto 2f foi obtido como um oéleo incolor.

n=57%(0,175g)
R7= 10,29 (éter de petroleo)

6+ (CDCls, 400 MHz): 1,26 (d, /= 6,8 Hz, 6H, CH(CH).), 2,20 (s, 3H, PhCH), 2,25-2,31 (m, 2H,
OCH.CHCH.CI), 2,83-2,94 (m, 1H, CHCH:).), 3,80 (t, /= 6,4 Hz, 2H, OCH.CH.CHCl), 4,14 (t, /= 6,0
Hz, 2H, OCHCH.CH.CI), 6,73 (d, /= 1,6 Hz, 1H, H-3), 6,77 (dd, /= 7,6 e 1,6 Hz, 1H, H-5), 7,08 (d, /
= 7,6 Hz, 1H, H-6) ppm.
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6¢ (CDCls, 100,6 MHz): 15,76 (PhCH:), 24,11 (CH(CH:).), 32,56 (OCH.CH.CH-Cl), 34,13 (CH(CH).),
41,70 (OCH.CH.CH.Cl), 64,16 (OCH.CH.CH:CI), 109,49 (C-3), 118,27 (C-5), 124,07 (C-4), 130,46 (C-
6), 147,96 (C-2), 156,66 (C-1) ppm.

m/z (ESI-TOF) Valor obtido: [M- +1] 227,1198. Valor calculado para Ci:Hx*ClO: 227,1197.

m/z (ESI-TOF) Valor obtido: [M- +1] 229,1170. Valor calculado para Ci:HxClO: 229,1171.

[2g] 3-(5-isopropil-2-metilfenoxi)propano-1-ol

A uma solucdo de carvacrol 1, 5-isopropil-2-metilfenol, (105 uL; 0,7 mmol; 1 equiv) em acetonitrilo
(3 mL) adicionou-se carbonato de césio (1,04 g; 3,2 mmol; 5 equiv) e 3-bromo-1-propanol (65 uL; 0,7
mmol; 1,1 equiv). A mistura reacional foi agitada, a temperatura de 65°C, durante 6 horas, sendo a
reacdo monitorizada por TLC em DCM. Apos esse periodo, filtrou-se a mistura reacional, lavou-se o sélido
com acetonitrilo, evaporou-se o solvente a pressao reduzida e com o residuo obtido efetuou-se
cromatografia em coluna, usando éter de petroleo e DCM, misturas de polaridade crescente, como

eluente. O composto 2g foi obtido como um 6leo incolor.

n=8%(0,011g)
R7= 0,40 (DCM/éter de petrdleo 1:1)

6+ (CDCls, 400 MHz): 1,24 (d, /= 6,8 Hz, 6H, CH(CH).), 2,15-2,22 (m, 5H, OCH.CHCH.0H e
PhCH), 2,81-2,91 (m, 1H, CH(CH:).), 4,09 (t, /= 6 Hz, 2H, OCH.CH.CA0H), 4,38 (t, /= 6 Hz, 2H,
OCHCH.CH.0H), 6,69 (d, /= 1,6 Hz, 1H, H-6), 6,74 (dd, /=7,6 e 1,6 Hz, 1H, H-4), 7,06 (d, /= 7,6
Hz, 1H, H-3) ppm.

6¢ (CDCls, 100,6 MHz): 15,76 (PhCH:), 24,11 (CH(CH:).), 28,85 (OCH.CH.CH-0H), 34,12 (CH(CH).),
63,77 (OCH.CH.CH.0H), 64,93 (O CH.CH.CH-0OH), 109,32 (C-6), 118,18 (C-4), 124,08 (C-2), 130,43 (C-
3), 147,89 (C-5), 156,68 (C-1) ppm.

m/z (ESI-TOF) Valor obtido: [M+ +1] 209,1539. Valor calculado para Ci:H20.: 209,1536.
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4.3. Sintese dos derivados (-alquilados do timol 4a-f

[4a] 1-Isopropil-4-metil-2-propoxibenzeno

A uma solucdo de timol 3, 2-isopropil-5-metilfenol, (0,105 g; 0,7 mmol; 1 equiv) em acetonitrilo (5
mL) adicionou-se carbonato de césio (1,08 g; 3,3 mmol; 5 equiv) e 1-bromopropano (122 uL; 0,7 mmol;
1,1 equiv). A mistura reacional foi agitada, a temperatura de 65°C, durante 4,5 horas, sendo a reacédo
monitorizada por TLC em éter de petroleo. Apds esse periodo, filtrou-se a mistura reacional, lavou-se o
sélido com acetonitrilo e evaporou-se o solvente a pressédo reduzida. O composto 4a foi obtido como um

oleo amarelo claro.

n =73% (0,098g)
Rf=0,78 (éter de petrdleo)

6+ (CDCls, 400 MHz): 1,14 (t, /= 7,2 Hz, 3H, OCH.CH.CA), 1,29 (d, /= 7,2 Hz, 6H, CH(CH).),
1,83-1,96 (m, 2H, OCH.CHCH), 2,39 (s, 3H, PhCH), 3,33-3,44 (m, 1H, CHCH:).), 3,99 (t, /= 6,4 Hz,
2H, OCHCH.CH:), 6,74 (d, /= 1,6 Hz, 1H, H-3), 6,80 (dd, /=7,6 e 1,6 Hz, 1H, H-5), 7,16 (d, /= 7,6
Hz, 1H, H-6) ppm.

6. (CDCl;, 100,6 MHz): 10,60 (OCH.CH.CH:), 21,20 (PhCH:), 22,54 (CH(CH:).), 22,65
(OCH.CH:CHs), 26,48 (CH(CH:).), 69,19 (OCH.CH.CH:), 112,01 (C-3), 120,67 (C-5), 125,60 (C-6),
133,82 (C-1), 135,99 (C-4), 156,02 (C-2) ppm.

m/z (ESI-TOF) Valor obtido: [M+ +1] 193,1586. Valor calculado para Ci:H20: 193,1587.

[4b] 1-Isopropil-4-metil-2-(octiloxi)benzeno
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A uma solucdo de timol 3, 2-isopropil-5-metilfenol, (0,120 g; 0,8 mmol; 1 equiv) em acetonitrilo (4
mL) adicionou-se carbonato de césio (1,15 g; 3,5 mmol; 5 equiv) e 1-bromoctano (170 uL; 0,7 mmol;
1,1 equiv). A mistura reacional foi agitada, a temperatura de 65°C, durante 5 horas, sendo a reacéo
monitorizada por TLC em éter de petroleo. Apds esse periodo, filtrou-se a mistura reacional, lavou-se o
sélido com acetonitrilo e evaporou-se o solvente a pressao reduzida. O composto 4b foi obtido como um

oleo amarelo claro.

n = 90% (0,190g)
R7= 0,84 (éter de petrdleo)

6+ (CDCl;, 400 MHz): 1,09 (t, /= 7,2 Hz, 3H, OCH.CH.CH.(CH.).CH), 1,40 (d, /= 6,8 Hz, 6H,
CH(CH)), 1,481,559 (m, 8H, OCH.CH.CH.(CH).CHs), 1,67 (quint, J = 7,2 Hz, 2H,
OCH.CHC #(CH:).CH:), 1,94-2,01 (m, 2H, OCH.CHCH-(CH:).CH), 2,49 (s, 3H, PhCH,), 3,44-3,54 (m,
1H, CH(CHs)), 4,11 (t, /= 6,4 Hz, 2H, OCHCH.CH.(CH:).CH:), 6,83 (d, /= 1,6 Hz, 1H, H-3), 6,90 (dd,
J=7,6¢€1,6Hz 1H, H-5), 7,26 (d, /= 7,6 Hz, 1H, H-6) ppm.

6¢ (CDCl;, 100,6 MHz): 14,09 (O(CH.)-CHs), 21,31 (Ph(CHs), 22,69 (CH.), 22,73 (CH(CH:).), 26,24
(CH.), 26,66 (CH(CH:).), 29,30 (CH.), 29,35 (CH.), 29,48 (CH:), 31,86 (CH:), 67,76 (OCH:(CH.)CH),
112,11 (C-3), 120,83 (C-5), 125,75 (C-6), 134,02 (C-1), 136,10 (C-4), 156,22 (C-2) ppm.

[4c] 2-(Dodeciloxi)-1-isopropil-4-metilbenzeno

A uma solucdo de timol 3, 2-isopropil-5-metilfenol, (0,100 g; 0,7 mmol; 1 equiv) em acetonitrilo (4
mL) adicionou-se carbonato de césio (1,08 g; 0,7 mmol; 5 equiv) e 1-bromododecano (175 uL; 0,7
mmol; 1,1 equiv). A mistura reacional foi agitada, a temperatura de 65°C, durante 5 horas, sendo a
reacdo monitorizada por TLC em éter de petroleo. Apos esse periodo, filtrou-se a mistura reacional, lavou-
-se 0 s6lido com acetonitrilo e evaporou-se o solvente a pressdo reduzida. O composto 4¢ foi obtido como

um 6leo amarelo claro.
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n =93% (0,197g)
R7= 10,82 (éter de petroleo)

6+ (CDCls, 400 MHz): 1,05 (t, /= 6,8 Hz, 3H, OCH.CH.CH.(CH.)sC#), 1,37 (d, /= 6,0 Hz, 6H,
CH(CH)), 1,41-1,56 (m, 16H, OCH.CH.CH:(C #):CH:), 1,61-1,68 (m, 2H, OCH.CH.C #(CH:)sCH:), 1,92-
1,99 (m, 2H, OCH.C #CH.(CH.)sCH:), 2,50 (s, 3H, PhC#), 3,41-3,51 (m, 1H, CHCH:).), 4,09 (t, /= 6,4
Hz, 2H, OCAHCH.CH.(CH:):CHs), 6,80 (d, /= 1,6 Hz, 1H, H-3), 6,87 (dd, /= 7,6 Hz, /= 1,6 Hz, 1H, H-
5), 7,23 (d, /= 7,6 Hz, 1H, H-6) ppm.

6¢c (CDCls, 100,6 MHz): 14,11 (O(CH:)uCHs), 21,32 (Ph(CHs), 22,73 (CH:), 22,75 (CH(CH:).), 26,25
(CH:), 26,67 (CH(CH:).), 29,41 (2xCH.), 29,49 (CH:), 29,66 (2xCH.), 29,70 (CH.), 29,73(CH.), 31,97
(CH:), 67,78 (OCH.(CH:)CHs), 112,12 (C-3), 120,84 (C-5), 125,76 (C-6), 134,03 (C-4), 136,11 (C-1),
156,23 (C-2) ppm.

[4d] 2-(Icosiloxi)-1-isopropil-4-metilbenzeno

A uma solucdo de timol 3, 2-isopropil-5-metilfenol, (0,103 g; 0,7 mmol; 1 equiv) em acetonitrilo (4
mL) adicionou-se carbonato de césio (1,07 g; 3,3 mmol; 5 equiv) e 1-bromoeicosano (0,250 g; 0,7 mmol;
1,1 equiv). A mistura reacional foi agitada, a temperatura de 65°C, durante 5 horas, sendo a reacéo
monitorizada por TLC em éter de petroleo. Apds esse periodo, filtrou-se a mistura reacional, lavou-se o
solido com acetonitrilo, evaporou-se o solvente a pressao reduzida e com o residuo obtido efetuou-se
cromatografia em coluna, usando éter de petroleo e DCM, misturas de polaridade crescente, como

eluente. O composto 4d foi obtido como um sélido branco.

n =23% (0,068 g)
R7= 10,91 (éter de petroleo)

6+ (CDCls, 400 MHz): 0,95 (t, /= 6,4 Hz, 3H, O(CH.)«CH), 1,26 (d, /= 6,8 Hz, 6H, CH(CH)).), 1,32-
1,46 (m, 32H, OCH.CH.CH.(C):«CHs), 1,50-1,58 (m, 2H, OCH.CH.C(CH.):CH:), 1,82-1,89 (m, 2H,
OCH.CHCH.(CH:)xCH), 2,37 (s, 3H, PhCH), 3,30-3,40 (m, 1H, CHCH:).), 4,00 (t, /= 6,4 Hz, 2H,
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OCH(CH,)CHs), 6,71 (d, /= 1,6 Hz, 1H, H-3), 6,78 (dd, /= 7,6 e 1,6 Hz, 1H H-5), 7,14 (d, /= 7,6 Hz,
1H, H-6) ppm.

6c (CDCls, 100,6 MHz): 14,12 (OCH.(CH:)sCH:), 21,34 (PhCH:), 22,71 (CH:), 22,75 (CH(CH:).),
26,23 (CH(CHs).), 26,65 (CH:), 29,39 (CH.), 29,47 (CH.), 29,63 (CH:), 29,73 (12xCH:), 31,95 (CH.),
67,81 (OCH:(CH:).sCH:), 112,15 (C-3), 120,81 (C-5), 125,77 (C-6), 134,05 (C-1), 136,15 (C-4), 156,22
(C-2) ppm.

[4e] 2-(3-Cloropropoxi)-1-isopropil-4-metilbenzeno

A uma solucdo de timol 3, 2-isopropil-5-metilfenol, (0,254 g; 1,7 mmol; 1 equiv) em acetonitrilo (5
mL) adicionou-se carbonato de césio (2,75 g; 8,3 mmol; 5 equiv) e 1-bromo-3-cloropropano (180 uL; 1,8
mmol; 1,1 equiv). A mistura reacional foi agitada, a temperatura de 65°C, durante 24 horas, sendo a
reacdo monitorizada por TLC em éter de petroleo. Apos esse periodo, filtrou-se a mistura reacional, lavou-
-se 0 solido com acetonitrilo, evaporou-se o solvente a pressao reduzida e com o residuo obtido efetuou-
-se cromatografia em coluna, usando éter de petréleo e DCM, misturas de polaridade crescente, como

eluente. O composto 4e foi obtido como um 6leo incolor.

n =30% (0,116 g
R7= 0,28 (éter de petroleo)

6+ (CDCls, 400 MHz): 1,29 (d, /= 7,2 Hz, 6H, CH(CH)-), 2,33 (quint, /= 6,4 Hz, 2H, OCH.C #4CH-Cl),
2,40 (s, 3H, PhCH), 3,30-3,40 (m, 1H, CHCH:).), 3,84 (t, /= 6,4 Hz, 2H, OCH.CH.CHCl), 4,18 (t, /=
6 Hz, 2H, OCHCH.CHCI), 6,76 (d, /= 1,6 Hz, 1H, H-3), 6,83 (dd, /= 7,6 e 1,6 Hz, 1H, H-5), 7,18 (d,
J=17,6 Hz, 1H, H-6) ppm.

6 (CDCls, 100,6 MHz): 21,27 (Ph(CHs), 22,72 (CH(CH)), 26,57 (CH(CHs):), 32,49 (OCH.CH.CH-CI),
41,67 (OCH.CH.CH:Cl), 64,11 (OCH.CH.CH:CI), 112,19 (C-3), 121,31 (C-5), 125,86 (C-6), 133,93 (C-
1), 136,29 (C-4), 155,63 (C-2) ppm.
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m/z (ESI-TOF) Valor obtido: [M- +1] 227,1196. Valor calculado para Ci:Hx*ClO: 227,1197.
m/z (ESI-TOF) Valor obtido: [M- +1] 229,1164. Valor calculado para Ci:HxClO: 229,1171.

[4f] 3-(2-Isopropil-5-metilfenoxi)propan-1-ol

A uma solucdo de timol 3, 2-isopropil-5-metilfenol, (0,106 g; 0,7 mmol; 1 equiv) em acetonitrilo (3
mL) adicionou-se carbonato de césio (1,07 g; 3,3 mmol; 5 equiv) e 3-bromo-1-propanol (65 uL; 0,7
mmol; 1,1 equiv). A mistura reacional foi agitada, a temperatura de 65°C, durante 6 horas, sendo a
reacdo monitorizada por TLC em DCM. Apos esse periodo, filtrou-se a mistura reacional, lavou-se o sélido
com acetonitrilo, evaporou-se o solvente a pressao reduzida e com o residuo obtido efetuou-se
cromatografia em coluna, usando éter de petroleo e DCM, misturas de polaridade crescente, como

eluente. O composto 4f foi obtido como um éleo amarelo claro.

n =13% (0,019 g)
R7= 0,47 (DCM/éter de petrdleo 1:1)

64 (CDCls, 400 MHz): 1,21 (d, /= 7,2 Hz, 6H, CH(CH).), 2,16-2,23 (m, 2H, OCH.CH#CH.0H), 2,33
(s, 3H, PhCH), 3,23-3,33 (m, 1H, CHCH:).), 4,07 (t, /= 6,0 Hz, 2H, OCH.CH.C+0H), 4,38 (t, /= 6,4
Hz, 2H, OCHCH.CH.0H), 6,67 (d, /= 1,6 Hz, 1H, H-6), 6,76 (dd, /= 8,0 e 1,6 Hz, 1H, H-4), 7,10 (d,
J=8,0 Hz, 1H, H-3) ppm.

6¢ (CDCls, 100,6 MHz): 21,30 (PhCH:), 22,73 (CH(CH:).), 26,54 (CH(CH:).), 28,87 (OCH.CH.CH-0OH),
63,80 (OCH.CH.(CH.0H), 64,94 (O CH.CH.CH-OH), 112,11 (C-6), 121,24 (C-4), 125,87 (C-3), 134,00 (C-
2), 136,28 (C-5), 155,67 (C-1) ppm.

m/z (ESI-TOF) Valor obtido: [M+ +1] 209,1530. Valor calculado para Ci:H20.: 209,1536.
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4.4 Sintese do derivado G-alquilado do mentol 6

[6] 2-(3-Cloropropoxi)-1-isopropril-4-metilcicloexano

A uma solucdo de mentol 5, 2-isopropil-5-metilcicloexanol, (0,192 g; 1,2 mmol; 1 equiv) em
acetonitrilo (5 mL) adicionou-se carbonato de césio (2,09 g; 6,4 mmol; 5 equiv) e 1-bromo-3-cloropropano
(140 pL; 1,4 mmol; 1,1 equiv). A mistura reacional foi agitada, a temperatura de 65°C, durante 7 dias,
sendo a reacdo monitorizada por *H RMN (CDCl:). Apos esse periodo, filtrou-se a mistura reacional, lavou-
-se 0 solido com acetonitrilo, evaporou-se o solvente a pressao reduzida e com o residuo obtido efetuou-
-se cromatografia em coluna, usando éter de petréleo e DCM, misturas com polaridade crescente, como

eluente. O composto 6 foi obtido como um 6leo incolor.

N =5% (0,015 g)

8 (CDCl,, 400 MHz): 0,80 (d, / = 7,2 Hz, 3H, CH), 0,92 (t, / = 7,2 Hz, 6H, CH(CH):), 1,01-1,10
(m, 2H, CH), 1,38-1,55 (m, 3H, CH:-e CH), 1,66-1,72 (m, 2H, CH), 1,90-2,01 (m, 1H, CH), 2,06-
2,11 (m, 1H, CH), 2,14 (quint, / = 6,4 Hz, 2H, OCH.CHCH.CI), 3,64 (t, J/ = 6,4 Hz, 2H, OCHCH.CH.CI),
4,24-4.33 (m, 2H, OCH.CH.CHCI), 4,50-4,56 (m, 1H, CA2) ppm.

8 (CDCL, 100,6 MHz): 16,25 (CH:), 20,69 (CH(CH), 21,95 (CH(CH:), 23,31 (C-6), 26,08
(CH(CH).), 31,39 (C-4), 31,67 (OCH.CH.CH:CI), 34,05 (C-5), 40,74 (OCH.CH.CH.CI), 40,98 (C-3), 46,99
(C-1), 64,27 (OCH.CH.CHCI), 78,55 (C-2) ppm.
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4.5, Sintese dos derivados G-alquilados da 6-hidroxiflavanona 8a,b

[8a] 2-Fenil-6-propoxicroman-4-ona

A uma solucdo de 6-hidroxiflavanona 7, 6-hidroxi-2-fenilcroman-4-ona, (0,100 g; 0,4 mmol; 1 equiv)
em acetonitrilo (4 mL) adicionou-se hidréxido de césio (0,129 g; 0,9 mmol; 2 equiv), TBAI (0,165 g; 0,4
mmol; 1,1 equiv) e 1-bromopropano (45 uL; 0,5 mmol; 1,1 equiv), na presenca de peneiros moleculares
(6). A mistura reacional foi agitada, a temperatura ambiente, durante 3 dias, sendo a reacdo monitorizada
por TLC em DCM. Apos esse periodo, filtrou-se a mistura reacional, lavou-se o sélido com acetonitrilo,
evaporou-se o solvente a pressao reduzida e com o residuo obtido efetuou-se cromatografia em coluna,
usando éter de petrdleo e DCM, misturas de polaridade crescente, como eluente. O composto 8a foi

obtido como sélido castanho.

n = 15% (0,018 g)
Rf= 0,36 (DCM)

6+ (CDCls, 400 MHz): 1,05 (t, /= 7,6 Hz, 3H, OCH.CH.CH), 1,77-1,86 (m, 2H, OCH.CACH:), 2,87-
2,92 (m, 1H, H-3), 3,04-3,12 (m, 1H, H-3), 3,94 (t, /= 6,8 Hz, 2H, OCHCH.CH:), 5,30-5,47 (m, 1H, H-
2), 7,00 (d, /= 8,8 Hz, 1H, H-8), 7,14 (dd, /= 9,2 e 3,2 Hz, 1H, H-7), 7,36 (d, /= 3,2 Hz, 1H, H-5),
7,39-7,47 (m, 5H, H-Ph) ppm.

6. (CDCl, 100,6 MHz): 10,47 (OCH.CH.CH:), 22,50 (OCH.CH.CH:), 44,61 (C-3), 70,17
(OCH.CH:CHs), 79,68 (C-2), 108,25 (C-5), 119,32 (C-8), 120,75 (C-4a), 125,78 (C-7), 126,12 (Ph-C2 e
Ph-C6), 128,70 (Ph-C4), 128,81 (Ph-C3 e Ph-C5), 138,88 (Ph-C1), 153,75 (C-6), 156,12 (C-8a), 192,11
(C-4) ppm.
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[8b] 6-(3-Cloropropoxi)-2-fenilcroman-4-ona

A uma solucdo de 6-hidroxiflavanona 7, 6-hidroxi-2-fenilcroman-4-ona, (0,050 g; 0,2 mmol; 1 equiv)
em acetonitrilo (3 mL) adicionou-se hidréxido de césio (0,066 g; 0,4 mmol; 2 equiv), TBAI (0,082 g; 0,2
mmol; 1,1 equiv.) e 1-bromo-3-cloropropano (23 uL; 0,2 mmol; 1,1 equiv), na presenca de peneiros
moleculares (6). A mistura reacional foi agitada, a temperatura ambiente, durante 24 horas, sendo a
reacdo monitorizada por TLC em DCM). Apos esse periodo, filtrou-se a mistura reacional, lavou-se o
solido com acetonitrilo, evaporou-se 0 solvente a pressao reduzida e com o residuo obtido efetuou-se
cromatografia em coluna, usando éter de petroleo e DCM, misturas de polaridade crescente, como

eluente. O composto 8b foi obtido como um sélido castanho claro.

n=19% (0,012g)
Rf= 0,85 (DCM)

64 (CDCls, 400 MHz): 2,23-2,28 (m, 2H, OCH.CH4CH.CI), 2,86-2,91 (m, 1H, H-3), 3,04-3,11 (m, 1H,
H-3), 3,75 (t, /= 8 Hz, 2H, OCH.CH.CHCl), 4,14 (t, /= 8 Hz, 2H, OCHCH.CH:CI), 5,43-5,47 (m, 1H,
H-2), 7,01 (d, /= 8,8 Hz, 1H, H-8), 7,13 (dd, /= 8,8 e 3,2 Hz, 1H, H-7), 7,38-7,50 (m, 6H, Ph e H-5)
ppm.

6. (CDCls, 100,6 MHz): 32,15 (OCH.CH.CH.CI), 41,37 (OCH.CH.CH.Cl), 44,53 (C-3), 64,93
(OCH.CH:CH:CI), 79,69 (C-2), 108,46 (C-5), 119,45 (C-8), 120,78 (C-4a), 125,58 (C-7), 126,11 (C-2 Ph
e C-6 Ph), 128,72 (C-4 Ph), 128,81 (C-5 Ph e C-3 Ph), 138,78 (C-1 Ph), 153,30 (C-6), 156,34 (C-8a),
191,96 (C-4) ppm.
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