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RESUMO

O presente trabalho envolveu a sintese de N-metilcarbamatos, incluindo a
preparagao de compostos dessa classe a partir dos acidos anacardicos (7), um dos
principais constituintes do Liquido da Castanha de Caju (LCC). Os carbamatos
sintetizados e os intermediarios de sintese tiveram seu potencial anticolinesterasico
e moluscicida avaliados. Desta maneira, esta tese tem inicio com uma revisao
bibliografica que aborda o LCC, em seguida sao discutidas algumas metodologias
relacionadas com a sintese de carbamatos. A fase preliminar do trabalho
compreendeu o estudo experimental da rota sintética para a preparagdo do amino N-
metilcarbamato (152) a partir do m-cresol (151). A obtencdo do primeiro
intermediario de sintese (9) foi iniciada pela carbamatagdo do m-cresol (151). O
intermediario obtido teve entdo sua posicdo benzilica bromada para produzir o
bromocomposto (176), o qual foi posteriormente aminado para finalizar a sintese do
amino N-metilcarbamato (152) almejado. Dando sequéncia ao trabalho, e ja
conhecendo as condigdes reacionais para a sintese de amino N-metilcarbamatos a
partir de fendis, foram iniciados os experimentos para obtengdo do amino
N-metilcarbamato (8) a partir dos acidos anacardicos (7), constituinte do LCC. A
principio, os cardandis (12) foram preparados a partir da descarboxilacdo dos acidos
anacardicos (7) e em seguida este foi hidrogenado para obter um fenol, o cardanol
hidrogenado (18). O cardanol hidrogenado (18) foi submetido a carbamatacéo
utilizando isocianato de metila (173), o carbamato obtido (177) teve sua posi¢cao
benzilica bromada e o bromocomposto (178) gerado foi finalmente aminado com
dimetilamina (159). Apds as 4 etapas sintéticas sucessivas, o produto almejado foi
obtido com 17% de rendimento global. Visto o sucesso na preparagcdo do 1'-
dimetilamino  N-metil-hidrocardanilcarbamato (8), foram sintetizados outros
carbamatos utilizando isocianato de metila (173). Dentre estes estdo o carbaril (2) e
metolcarbe (9), pesticidas comerciais, e seus respectivos analogos (10) e (11). Os N-
metilcarbamatos (177) e (181) derivados do LCC, também foram preparados
utilizando a mesma metodologia. A capacidade de inibir a AChE e a atividade
moluscicida dos carbamatos preparados foram entdo avaliadas, sendo que 0 amino
N-metilcarbamato (8) revelou uma Clsp de 0,17 mM, atividade anticolinesterasica
ligeiramente superior que a do metolcarbe (9), cujo valor de Clsg € igual a 0,90 mM.
O amino N-metilcarbamato (8) também apresentou potencial moderado em eliminar
o molusco da espécie B. glabrata, sendo suas concentragdes letais, CL1y, ClLsp €
CLgo de 7,22 ppm (0,0178 mmol/L), 12,81 ppm (0,0317 mmol/L) e 22,73 ppm (0,0562
mmol/L), respectivamente.

Palavras-chave: LCC, N-metilcarbamatos, anticolinesterasicos.
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ABSTRACT

This work involved the synthesis of N-methylcarbamates, including preparation of this
class of compounds from the anacardic acids (7), a main constituent of cashew nut
shell liquid (CNSL). The carbamates synthesized and their synthetic intermediates
were anticholinesterase and molluscicidal potential evaluated. Thus, this work begins
with a literature review that addresses the LCC in then was discuss some
methodologies related to the synthesis of carbamates. The preliminary phase of work
included the study experimental synthetic route for the preparation of amino N-
methylcarbamates (152) from m-cresol (151). Obtaining the first synthesis
intermediates (9) was initiated by carbamatation of the m-cresol (151). The
intermediary then had obtained his position benzylic bromine to produce alkyl halide
(176), which was subsequently amine to complete the synthesis of amino N-
methylcarbamates (152) sought. Giving following the work, and already knowing the
reaction conditions for synthesis of amino N-methylcarbamates from phenols, were
initiated experiments to obtain the amino N-methylcarbamates (8) from anacardic
acids (7), a constituent of CNSL. At first, the cardanols (12) were prepared from the
decarboxylation of anacardic acids (7) and then it was hydrogenated to obtain a
phenol, the cardanol hydrogenated (18). The cardanol hydrogenated (18) underwent
carbamatation using methyl isocyanate (173), carbamate obtained (177) had its
benzylic position bromine and the alkyl halide (178) generated was finally amine with
dimethylamine (159). After the four steps synthetic succession, the desired product
was obtained with 17% vyield overall. Since the successful preparation of 1'-
dimethylamino N-methyl hidrocardanilcarbamate (8), were synthesized other
carbamates using methyl isocyanate (173). Among these are carbaryl (2) and
metolcarbe (9), commercial pesticides and their analogues (10) and (11). N-
methylcarbamates (177) and (181) derived from the CNSL, were also prepared using
the same methodology. The ability to inhibit AChE and molluscicidal activity of
carbamates were then prepared evaluated, and the amino N-methylcarbamates (8)
showed an IC5y of 0.17 mM, slightly higher than acetylcholinesterase activity
than the metolcarbe (9), whose I[Cs, value is equal to 0.90 mM. The amino
N - methylcarbamates (8) also showed moderate potential to eliminate the mollusk
species B. glabrata, and its lethal concentration, LC4p, LCs¢p and LCgp of 7.22 ppm
(0.0178 mmol / L), 12.81 ppm (0.0317 mmol / L) and 22.73 ppm (0.0562 mmol / L),
respectively.

Keywords: CNSL, N-methylcarbamate and inhibitor of acetylcholinesterase.
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CONSIDERAGOES GERAIS
Clebnia Roberta M. Araujo

O liquido da casca da castanha de caju (LCC) € um subproduto da industria
de beneficiamento da castanha de caju. Anualmente sdo produzidos cerca de
19.000 toneladas de LCC, sendo este produto exportado ao valor médio de
US$ 0,25/kg. O LCC é constituido por lipideos fendlicos com atividade moluscicida,
antioxidante, antibacteriana, antiinflamatdria, larvicida e anticolinesterasica (DAS P.
et al, 2004), (CORREIA S. DE J. et al, 2006), (GEDAM, P. H. e
SAMPATHKUMARAN, P. S., 1986) e (MAZZETTO S. E. e LOMONACO D., 2009).

O LCC atualmente é exportado para ser utilizado como matéria-prima na
producdo de resinas e derivados poliméricos (LCC MERCADO INTERNACIONAL,
2010). No ambito das ciéncias bioldgicas este biomaterial vem sendo empregado na
preparagcao de novas moléculas bioativas. Os anticolinesterasicos fazem parte de
um grupo de moléculas bioativas que despertam o interesse da comunidade
cientifica, em razao da sua ampla aplicabilidade.

Os anticolinesterasicos sao substéncias capazes de inibir a AChE (IAChE),
sendo empregados na clinica meédica para o tratamento de algumas patologias, tais
como: miastenia gravis, glaucoma e reversao de sintomas da Doenga de Alzheimer.
Na agricultura, os IAChE sao utilizados como defensivos agricolas, sendo os
organofosforados e os carbamatos, as duas principais classes de pesticidas com
esta atividade. Os carbamatos, ésteres do acido carbamico (H,NCOOH), sé&o
substancias com elevado potencial de inibicio da AChE. Nesta classe de
substancias estdo os N-metilcarbamatos, como a fisostigmina (1), que se destaca na
terapéutica médica, e o carbaril (2), que é vastamente empregado no controle de
pragas (PATRICK,1995) e (WILLIAMS D. A. et al., 2002), figura 1.

N-metilcarbamato

N-metilcarbamato

Fisostigmina (1) Carbaril (2)

Figura 1. Estrutura molecular da Fisostigmina (1) e do Carbaril (2).

Em 1960, Wilson e colaboradores relacionaram a presenga de substituintes

N-alquila em carbamatos a velocidade de inibicdo da AChE apresentadas por esses
1
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compostos. Seu trabalho concluiu que os carbamatos ndo alquilados reagem mais
rapidamente que os dimetilados e que estes, por sua vez, sdao IAChE mais eficientes
que os dietilados, colocando assim, os N-metilcarbamatos em situagao intermediaria
(WILSON I. B. et al., 1960), figura 2.

N&o-alquilado Dimetilcarbamato Dietilcarbamato
1 1 1

OJ\N/H > O)J\N/ S o NN
- - : L

Figura 2. Velocidade de inibicdo da AChE pelos carbamatos.

Dentre as aplicagdes dos carbamatos como defensivo agricola estar o
controle da populacdo de moluscos em plantagdes, os pesticidas que apresentam
esta atividade sdo denominados moluscicidas. O carbaril (2), o mexacarbato (3), o
aldicarbe (4) e o isolan (5) sdo moluscicidas do tipo carbamato (CORREA M. C. R.,
2006), figura 3.

o
Ay
S ¢ ok
A N__O N,
SN s 7 N
H
AN
Mexacarbato (3) Aldicarbe (4) Isolan (5)

Figura 3. Estrutura molecular do mexacarbato (3), aldicarbe (4) e isolan (5).

A busca por novos moluscicidas é motivada pelos prejuizos agricolas
promovidos pelos moluscos, além disto, estes animais podem atuar como
intermediario para parasitas humanos e animais. O Biomphalaria glabrata é o
molusco portador intermediario do Schistosoma mansoni, o trematédeo causador da
esquistossomose, uma doenga largamente disseminada no mundo e considerada a
segunda maior doenga tropical (PASSOS A. D. C., 1998). Em razado disto, uma das
formas de controle da esquitossomose é através do combate do B. glabrata.
Atualmente, a niclosamida & a unica substancia aprovada pela Organizagao Mundial
de Saude para ser utilizada com esta finalidade, entretanto, este composto exibe

elevada toxicidade.
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A Rivastigmina (6) € um farmaco anticolinesterasico do tipo carbamato que é
largamente utilizado no controle da Doenca de Alzheimer, em sua estrutura
molecular é possivel perceber a presenga da fungdo amina, além do carbamato.
Entdo, frente aos relatos mencionados até o presente momento e, visando a
reducao de custos na producdo de novas moléculas bioativas, a agregacao de valor
a uma matéria-prima oriunda da Regido Nordeste brasileira e o combate a
esquistossomose. Este projeto propde o uso dos acidos anacardicos (7),
componentes majoritarios do LCC, como produto de partida para a preparagao do
N-metilcarbamato (8), analogo da Rivastigmina (6), um candidato a inibidor da AChE

e a um agente moluscicida com atividade contra o B. glabrata, esquema 1.

Rivastigmina (6)

O 4 o \
OH O OJ\rIl/ O)I\N/\
oH — H |
—_—
c15H31-n 12 o
Acidos Anacardicos (7) N (8) N
L PN

=} =}
1] 1]
N o
A /
g N%

s
1
=Y
o

4|.

Esquema 1. N-metilcarbamato (8) derivado do acido anacardico (7).
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OBJETIVOS
Clebnia Roberta M. Araujo

Objetivos Gerais

Considerando as vantagens em utilizar os componentes do LCC como
material de partida para a preparacdo de novos compostos bioativos e a
comprovada atividade anticolinesterasica apresentada pelos N-metilcarbamatos, o
presente trabalho tem por objetivo a sintese do amino N-metilcarbamato (8) a partir
dos acidos anacardicos (7). Em seguida, sera avaliada a capacidade que esse
carbamato exibe em inibir a AChE, bem como, sua atividade moluscicida contra o B.

glabrata.

Objetivos Especificos

. Estudar as etapas de sintese para a preparacdo do amino N-metilcarbamato
(8) utilizando como matéria-prima os acidos anacardicos (7), principal

constituinte do LCC natural.

OH O O 'il
NG H
H —_—
—_—
CisH31.n A
Acidos Anacardicos (7) N (8)

n=0 ?{(\1)7/\/\/\/\
g 9
ne2 Fopr =~
7
g 9 "oz
n=4 — —
?ém

g 14 15

8' 9' 11" 12
n=6 W_
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Il. Sintetizar N-metilcarbamatos comercialmente disponiveis: carbaril (2) e

metolcarbe (9) e os seus respectivos analogos (10) e (11).

O

‘é/@ oot (5

(10) (1)

lll.  Avaliar a atividade anticolinesterasica dos N-metilcarbamatos (8), (2), (9), (10)

e (11) preparados e dos intermediarios da rota sintética para a obtencao de

(8).

IV. Avaliar a atividade moluscicida, contra B. glabrata, dos N-metilcarbamatos (8),

(2), (9), (10) e (11) preparados e dos intermediarios da rota sintética para a
obtencéo de (8).
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LiQUIDO DA CASCA DA CASTANHA DE CAJU - LCC
Clebnia Roberta M. Araujo

O liquido da casca da castanha de caju (LCC) € um liquido viscoso, escuro,
caustico e inflamavel, encontrado no mesocarpo do fruto do cajueiro, Anacardium
occidentale Linn. O mesmo representa cerca de 25% em peso da massa total da
castanha e esta presente na casca do fruto do cajueiro num teor de 30 a 35% (DAS
P. et al., 2004). Além disso, o LCC é uma das fontes mais abundantes de lipideos
fendlicos ndo-isoprendides de origem natural.

O LCC é constituido principalmente por 16 lipideos fendlicos nao-isoprendides
com cadeia lateral linear de 15 carbonos, onde esta pode ser mono, di ou
trinsaturada nas posi¢cbes A8', A11' e A14'. Neste contexto, os componentes
majoritarios deste biomaterial sdo denominados: acidos anacardicos (7), cardanois
(12), cardois (13) e 2-metilcardois (14) (TREVISAN, M. T. S. et al., 2006), figura 4.

OH O OH OH OH
C1sH31n CqsHz.n H CisH31.n,  HO C45H31.n

Acido Anacardico (7) Cardanol (12) Cardol (13) 2-metilcardol (14)

Figura 4. Principais constituintes fendlicos ndo-isoprendides do LCC.

Basicamente, o LCC pode ser obtido a partir de duas técnicas; na primeira,
extragdo a frio, o LCC é removido da castanha de caju por prensagem ou por
extracdo com solvente organico, neste caso, ele é denominado de LCC natural e
seus constituintes majoritarios sdo os acidos anacardicos (7). No segundo processo,
o liquido é obtido através do cozimento da castanha de caju no préprio LCC,
originando o LCC técnico. Neste caso, o fato do LCC ser submetido a altas
temperaturas (180°C), faz com que os acidos anacardicos (7) sofra reagéo de
descarboxilagdo e converta-se a cardandis (12) (GEDAM, P. H. e
SAMPATHKUMARAN, P. S., 1986), esquema 2.



LiQUIDO DA CASCA DA CASTANHA DE CAJU - LCC
Clebnia Roberta M. Araujo

OH O OH
OH A
—_—
CysHay €02 CisH31n

(7) (12)

Esquema 2. Reacdo de descarboxilagdo dos acidos anacardicos (7) durante a produgédo do LCC
técnico.

Além da forma de producgao, outra diferenga fundamental entre o LCC natural
e o técnico é a propor¢cdo de seus constituintes fendlicos. Assim, os acidos
anacardicos (7) representa de 72 a 80% no primeiro, ao passo que no segundo, ha
um alto percentual de cardandis (12), variando entre 68 e 95% (GEDAM, P. H. e
SAMPATHKUMARAN, P. S., 1986).

A industria de beneficiamento da castanha de caju visa principalmente a
producao das améndoas, sendo o LCC técnico um subproduto do processo. Apesar
do menor interesse comercial pelo LCC, ainda assim, este biomaterial € atualmente
um produto de exportagao brasileira (CORREIA S. DE J. et al., 2006). Para fins de
comparagao, a exportacdo anual média de améndoas e LCC no Brasil, no periodo
entre 2001 e 2007, atingiu pouco mais de 40 mil toneladas / ano e
21 mil toneladas / ano para os respectivos produtos (MAZZETTO S. E. e
LOMONACO D., 2009).

O parque industrial do agronegécio do caju no Brasil é capaz de processar até
360 mil toneladas/ano de castanha, e com isso, gerar cerca de 70 mil toneladas de
améndoas e 45 mil toneladas de LCC. Nos anos de 2006 e 2007 foram exportados
pouco mais de 19 mil toneladas / ano de LCC ao valor médio de US$ 0,25/kg,
quando se considera as potencialidades do LCC este se torna um valor irrisério
(MAZZETTO S. E. e LOMONACO D., 2009).

No mercado internacional, o LCC tem sido adquirido atualmente para o
processamento do 6leo, e posterior revenda a pregos elevados, bem como, para a
producao de resinas e derivados poliméricos (LCC MERCADO INTERNACIONAL,
2010). Entre outras aplicagdes industriais deste biomaterial pode-se citar seu
emprego como aditivo de fluido de freio e embreagem e componente de vernizes,
esmaltes, tintas, colas e plasticos (GEORGE J. e KUTTAN R., 1997).

Nos ultimos anos, os lipideos fendlicos de origem natural tém atraido atengao
consideravel em razdo de algumas propriedades biolégicas importantes

apresentadas por esta classe de compostos. Dentre as caracteristicas que estas
7
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moléculas vém demonstrando estdo a atividade antibacteriana, antiviral,
anticarcinogénica, anti-inflamatoria, antioxidante e a vasodilatadora (JENNY A. J. e
FEREIDOON S., 2010). Visto que o liquido encontrado na casca da castanha de
caju é rico em lipideos fendlicos, este material se tornou uma nova fonte natural para
obtencdo de moléculas bioativas e, desta forma, se intensificaram as pesquisas com
o LCC visando avaliar as propriedades biolégicas de seus constituintes quimicos e

de novas moléculas sintetizadas a partir de seus lipideos fendlicos.

3.1.1. Atividades Biologicas do LCC e de Derivados Sintéticos

A atividade bioldgica dos constituintes do LCC ja vem sendo investigada ha
algumas décadas. Trabalhos, nas mais diversas areas, obtiveram bons resultados, o
que evidencia a versatilidade e potencialidade destas substancias.

Kubo se mostrou um pesquisador bastante interessado na bioatividade dos
lipideos fendlicos presentes no LCC e varios de seus trabalhos foram publicados nos
ultimos 30 anos. Bons resultados foram obtidos em 1986 por Kubo e colaboradores,
neste estudo a atividade moluscicida, contra o caramujo Biophlaria glabrata, dos
lipideos fendlicos do LCC foram avaliadas. Os acidos anacardicos (6), os cardois (9)
e os metilcardois (10) apresentaram DLs; < 20 ppm, assim, estas moléculas
mostraram-se promissoras no combate a esquistossomose, uma doenca
negligenciada (KUBO |I. et al., 1986).

Em outros trabalhos Kubo e colaboradores demonstraram que os
constituintes do LCC apresentam atividades antimicrobianas, contra Streptococcus
mutans e a Propionibacterium acnes, citotoxicidade moderada contra células de
carcinoma de mama e utero, bem como, atividade inibitéria da lipoxigenase, enzima
responsavel pela produgdo de substancias envolvidas no processo inflamatorio
HIMEJIMA M. e KUBO I., 1991; A - KUBO I. et al., 1993), (B - KUBO I. et al., 1993) e
(KUBO I. e JOUNG HA T., 2005).

Em 1999, Santos e Magalhdes perceberam as potencialidades do liquido
extraido da casca da castanha de caju e, com o intuito de agregar valor a este

subproduto da industria cajueira, os pesquisadores sintetizaram a lasiodiplodina
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(15), um potente antileucémico, utilizando carddis (13) como material de partida
(DOS SANTOS M. L. e MAGALHAES G. C., 1999), esquema 3.

OH OMe O

HO C15H31.n H

(13) (15)
Esquema 3. Lasiodiplodina (15).

Saladino e colaboradores, em 2000, prepararam orto (16) e para (17)
benzoquinonas derivadas do cardanol hidrogenado (18). A sintese destes derivados
do LCC foi realizada utilizando o sistema catalitico H,O,—MeReO3, Apds obtencéo
das moléculas almejadas, seus potenciais antitumoral foram avaliados em linhagens
de fibroblastos de ratos e, a orto-benzoquinona (16), apresentou resultado
satisfatorio com Clso de 9 uL/mL, (SALADINO R. et al., 2000), esquema 4.

(o]
o OH o
E—
OH
MeReO; H,0, (35%),
©\ EtOH ou AcS:OHZ, EztOH—HBF‘L C15"'31_ (16) C1sH34
B} . o
OH
C15H31
(18)
C1sHa C15Ha

(17)

Esquema 4. Sintese da orto (16) e para (17) benzoquinonas a partir do cardanol hidrogenado (18).

Em 2002, o acido anacardico hidrogenado (19) foi utilizado como matéria-
prima na preparacdo de analogos do sildenafil (20) (Viagra®), um potente inibidor da
fosfodiesterase-5 (PDE-5) utilizado por via oral no tratamento da disfungéo erétil. O
trabalho teve por objetivo avaliar o efeito da cadeia lateral (C1sH3¢) na inibicao da
PDE-5. Assim foi observado que os analogos (21) e (22) apresentaram atividade
ligeiramente inferior ao sildenafil (20), visto que a Clso das moléculas (21), (22) e do
farmaco (20) foram, respectivamente, 145, 125 e 38 uM (PARAMASHIVAPPA R. et
al., 2002), esquema 5.
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'd N\
OH O o CH
N
OH Y
C,cH %
157131
O  cH, 't CH;
! Sildenafil (20
OI:JEI\N INN (20)
\N / \\ J
CH,CH,CH, CH,CH,CH;3
C45H34

(21)

Esquema 5. Preparagéo dos analogos (21) e (22) do Sildenafil (20).

O acido anacardico hidrogenado (19) foi utilizado por Paramashivappa e
colaboradores, em 2003, na preparacao de derivados benzimidazol (23), benzotiazol
(24) e benzoxazol (25), candidatos a inibidores da cicloxigenase (COX), enzima
responsavel pela conversao do acido araquiddénico em prostaglandinas e tromboxanas.
A sintese das moléculas desejadas foi iniciada pela protegdo do acido anacardico (19)
utilizando um dialquilsulfato (26) em meio basico. O éster (27) obtido foi entdo reduzido
ao alcool (28), a ultima etapa sintética, introdu¢cao de um dos anéis biciclicos (29), (30)
e (31) a funcdo alcool (28), ocorreu via reagdo de substituicdo utilizando cloreto de
tionila em meio basico e brometo de tetrabutilamdnio como catalisador de fase
(PARAMASHIVAPPA R. et al., 2003), esquema 6.
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OR a

oH KoCOs acetona 4THF THF OH H, R

L e
H R=Me/Et CysH C1sH34

(19) CH @n, o (28) |Hs (

C

T B S L
C1sH3q C45H34 CqsH3q o
(23) (24) (25) HS—<\Nj©

R =Me, Hou Et (31)
R4 =Me ou Et
R, = H, OMe, OCHF, NO, Me

Esquema 6. Benzimidazol (23), benzotiazol (24) e benzoxazol (25) preparados a partir do acido
anacardico hidrogenado (19).

O benzotiazol (24), onde R = H e R, = OMe, e o benzimidazol (23), onde R = Me
e R; = H, foram as moléculas que apresentaram os resultados mais promissores, com
Clso para COX tipo 2 de 1 uM para ambos. Além disso, estes derivados se mostraram
cerca de 350 vezes mais seletivos para COX-2, enzima responsavel diretamente pela
resposta inflamatéria, em comparacdo com a COX-1, enzima fisiolégica
(PARAMASHIVAPPA R. et al., 2003).

A atividade inibitéria da AChE dos constituintes do LCC foi investigada por
Stasiuk e colaboradores em 2008. Neste experimento, foi utilizada a enzima da
membrana de eritrocitos, ja que a presencga de regides hidrofilica e hidrofébica nas
estruturas das moléculas dos lipidios fendlicos confere um carater anfipatico,
responsavel pela elevada afinidade entre estes e as bicamadas lipidicas e
membranas bioldgicas. O grupo também propds as seguintes estruturas derivadas
dos constituintes do LCC: (32), (33), (34), (35) e (36). A Pharmaceutical Research
Institute, em Varsodvia (Polbnia), preparou as moléculas e, em seguida, suas
atividades anticolinesterasicas foram avaliadas. Dentre os lipideos fendlicos
analisados, o acido anacardico hidrogenado (19) e o cardol hidrogenado (37)
mostraram os melhores resultados, com Clsy de 22 e 15 uM, respectivamente.
Entretanto, os outros constituintes do LCC: o cardanol hidrogenado (18) e o

metilcardol (14), ndo inibiram a enzima de forma significativa na escala de

11
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micromolar, de forma que os autores do trabalho ndo demonstraram os valores de
Clso para estes compostos (STASIUK M. et al., 2008), figura 5.

OH
OH o® @ o
1
0/\n/ o/\n/ (H3C)3N\/\OH (0] o
@0 CLO CL
H
C1sH34 C1sH3q C1sH3q
(32) (33) (34)
o o e o ot OH
C,eH
" " OJ\CL C/CL
C15H31 C15H31 H C15H31
(35) (36) (37)

Figura 5. Possiveis inibidores da AChE derivados do LCC.

Estudo realizado em 2009 e publicado na revista Green Chemistry revelou
resultados sobre a atividade larvicida, contra o Aedes aegypti, do LCC técnico
(mistura), carddis (13), cardandis (12) e dos analogos hidrogenados (37) e (18). A
CLso destes compostos foram: 51, 14, 33, 500 e 68 ppm, respectivamente. Os
autores sugerem inclusive que os cardodis (13) poderao vir a ser considerado o

“larvicida verde” mais recente no combate a dengue (LOMONACO, D. et al., 2009).

3.1.2. Modificagbes Quimicas do LCC e Aplicagbes como

Materiais

Do ponto de vista sintético, o LCC configura-se como uma matéria-prima
versatil para uma série de transformagdes quimicas, em razao da natureza dualistica
de seus lipideos fendlicos constituintes: carater aromatico, associado a existéncia de
diversos grupos funcionais no anel e, presenga de multiplas insaturagcdes na cadeia
aciclica. Em funcéo destas caracteristicas quimicas, o LCC tem sido utilizado como
matéria-prima para a fabricagao de diversos produtos, bem como, para a sintese de

moléculas bioativas.

12
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Dentre os constituintes do LCC, os cardandis (12) ocupam lugar de destaque, ja
que este é o principal constituinte do LCC técnico. Além disto, este fenol apresenta
caracteristicas desejaveis, tais como: baixa toxicidade, biodegradabilidade
(configurando-se como uma substancia ecologicamente correta) e estabilidade quimica
(fotodegradacéo irrelevante em fungao de sua baixa pressao de vapor) (EPA, 2009).

Nas ultimas décadas, os estudos com o LCC se concentraram na utilizacdo de
seus constituintes, e de compostos derivados destes, para a produgao de polimeros e
resinas, destacando inclusive, seu potencial como possivel substituto de alguns
derivados do petréleo. Os polimeros dos constituintes do LCC podem ser obtidos a
partir da policondensagdo com eletréfilos (formaldeido), polimerizagdo das
insaturagcdes da cadeia lateral (catalisadores acidos) ou, a partir de reagdes do
grupamento hidroxila seguido de oligomerizagao, processo no qual pode-se obter pré-

polimeros funcionalizados.
Varias técnicas de polimerizagédo fendlica do LCC ja foram desenvolvidas, visto que as resinas

obtidas adquiriram grande importancia comercial, em razdo de estarem sendo largamente aplicadas na
industria. Diferente das resinas comuns, normalmente rigidas, as obtidas a partir do LCC
sdo mais maleaveis e demonstram maior solubilidade em solventes orgéanicos. Outro
aspecto interessante é o seu carater hidrofébico, o que lhe confere resisténcia a bases
e acidos, propriedades decorrentes da presenca da cadeia alifatica de 15 carbonos na
posicao meta do anel fendlico. Em 2000, Lubi e Thachil prepararam resinas fendlicas
através da reacdo de substituicdo aromatica eletrofilica dos cardandis (12) com
aldeidos, como o formaldeido (LUBI M. C. e THACHIL E. T., 2000), esquema 7.

OH
HC/\CL
OH C1sH31.n
1) HCO,H, H* (38)
—_— +
C45H31.n OH
(12)
CisH31n
H
(39) o (40)
OH

Esquema 7. Polimerizagao dos cardandis (12) com formaldeido.
Bhunia e  colaboradores obtiveram o  HPPDP, (4-[(4-hidroxi-2-
pentadecenilfenil)diazenil] fenol) (41), a partir de uma reacéo de substituigdo eletrofilica

aromatica do cardanol hidrogenado (18) com o sal de diazbnio (42). O diazeno (43)
13



LiQUIDO DA CASCA DA CASTANHA DE CAJU - LCC
Clebnia Roberta M. Araujo

inicialmente formado foi entdo polimerizado, utilizando cloreto de tereftaloila (44) e 1,4-

butanodiol (45), para fornecer a resina (BHUMIA, H. P. et al., 1999), esquema 8.

® O
OH HO—@—NEN cl
ol -
C

N OH
> HO N

) 15H31 (43) C4sH34
0 0
>—©—{ HO._OH
4
cl cl
(44) (45)
(o} o}
(o} 0o
i:) N\\ O, ,O
N ‘(\%’4

(41) CqsH3q

Esquema 8. Reacdo do cardanol hidrogenado (18) com sal de diazbénio (42) seguida de
polimerizagdo com cloreto de tereftaloila (44) e 1,4-butanodiol (45).

Outra area em ascensdo sdo os surfactantes derivados do LCC. Uma

importante familia de surfactantes nao idnicos sao os polietoxilatos, como o nonilfenol

polietoxilado (46). Estes compostos apresentam alto poder tensoativo e possuem uso

industrial e doméstico. Tyman e Bruce obtiveram um polietoxilado do cardanol (47)

utilizando o6xido de etileno (48). O novo surfactante apresentou detergéncia similar ao

nonilfenol polietoxilado (46) com a vantagem de possuir biodegradabilidade superior
(TYMAN, J. H. P. e BRUCE, I. E, 2003), esquema 9.

©
OH /\/o
©\ /\(48)
C45H31n C15H31 -n
(12) (49)

n - 13,4 em média
m - 0-20

<
,é\/O)\ o(/\/o%H O(/\/O%#
C15"'31 -n C1sH3q
(50) (47) oH19
Nonilfenol
polietoxilado (46)
_

Esquema 9. Sintese do surfactante polietoxilado do cardanol (47).

Em 2006, Kubo e colaboradores demonstraram a atividade antioxidante

preventiva, por inibicdo da formacao de radicais livres, dos acidos anacardicos (7)

(KUBO I. et al., 2006) e, em 2008, De Lima mostrou que os lipideos fendlicos nao-



LiQUIDO DA CASCA DA CASTANHA DE CAJU - LCC
Clebnia Roberta M. Araujo

isoprendides também possuem um outro mecanismo antioxidante, a inibicdo das
espécies reativas de oxigénio (DE LIMA S.G. et al., 2008).

Varios trabalhos prepararam derivados dos cardandis (12) com o intuito de
incrementar sua atividade antioxidante para que estes pudessem ser utilizados como
aditivos. Alquilfosforado e tiofosforado foram sintetizados a partir de uma reacao de
substituicdo nucleofilica entre o cardanol hidrogenado (18) e o cloreto de O,0 -
dietilfosforotioato. Lima demonstrou neste trabalho que os derivados fosforilados
obtidos (51) e (52) aumentou a estabilidade termo-oxidativa dos 6leos nafténicos
NH10 e NH20, sendo estes aplicados como base para 6leos isolantes e lubrificantes,
respectivamente (LOPES, A. A. S. et al., 2008), figura 6.

S o]
" obo d T odbd

C1sH3q C4s5H3q
(51) (52)

Figura 6. Derivados tiofosforado (51) e alquilfosforilado (52) do cardanol hidrogenado (18).

Dantase colaboradores sintetizaram antioxidantes fenélicos mono (53), di (54)
e trialquilados (55), a partir do cardanol hidrogenado (18), via reacéo de Friedel-
Crafts, esquema 10. Os resultados, apds a preparagao dos derivados alquilados do
cardanol, mostraram-se satisfatorios quando a eficiéncia dos mesmos foi comparada
com a do aditivo comercial para-fenilenodiamina (PDE), substancia largamente
empregada nas refinarias de petroleo (DANTAS, T. N. C. et al., 2003).

OH
OH
(CH3);CCl, AIC, (CHs)sc (CH3)3C (CH3)3 c C(CH3)3
_—
C15H3, 15H31 C15H31 C45H31
(CH3)3 (CH3);
(18) (53) (54) (55)

Esquema 10. Sintese de derivados mono (53), di (54) e trialquilados (55) do cardanol hidrogenado
(18).

Com o intuito de obter um antioxidante potente e proveniente de fonte
renovavel, Amorati e colaboradores utilizaram o cardanol hidrogenado (18) para
preparar lactonas. As lactonas (56) e (57) foram facilmente sintetizadas através de

reacoes de ciclocarbonilagao, neste experimento utilizou-se acetato de paladio e 1,4-
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bis(difenilfosfina)butano (DPPB) como sistema catalitico de carbonilagdo (AMORATI,
R. et al., 2002), esquema 11.

OH

Br =
OH >~ o C15H31 Pd(AcO),

Rearranjo 59
K,CO3;, acetona de Claisen (59) . DPPB, CO/H2

OH
C15H31 C15H31 c15H31

C,sH
15H31 \ (56) (57)

(18) (58)

c15|'|31
(60)
Esquema 11. Sintese das lactonas (56) e (57) a partir do cardanol hidrogenado (18).

Usufruindo da capacidade que os fendis possuem em sofrer reacdo de
alquilacao no anel aromatico e substituicado nucleofilica, Atanassi e colaboradores
prepararam meso-tetraarilporfirinas (61) utilizando o cardanol hidrogenado (18) como
material de partida. Estas macromoléculas tém extensas aplicagdes em diferentes
areas, tais como: novos materiais, tecnologia quimica, medicina e eletrénicos. Neste
trabalho, o cardanol hidrogenado (18) foi inicialmente alquilado, utilizando cloreto de
ter-butila e, em seguida, o fenol (62) obtido sofreu uma substituicdo nucleofilica com
o 1,2 dibromo etano (63). O éter formado (64) reagiu com o 4-hidroxibenzaldeido
(65), em presenca de carbonato de potassio, e por fim, a meso-tetraarilporfirinas
almejada (61) foi obtida pela reagdo entre o produto (66) com o pirrol (67)
(ATTANASI, O. A. et al., 2004), esquema 12.
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B
OH OH B"\/\ o "
tBuCl ‘Bu\©\ (63) \©\
_—
C1sH3q CisH3q C1sH3q
(18) (62) (64)

0
HO—@—/{(%)
H

K,CO3 acetona

1) BF;.OEt,/CHCl5 |;| ‘B o}
2) Et;N N u
3) DDQ )t N
C15H34
(67) (66)

Esquema 12. Sintese da meso-tetraarilporfirinas (61) utilizando cardanol hidrogenado (18).

Bons resultados foram obtidos nas pesquisas que avaliaram as atividades
biolégicas e as aplicagbes, como materiais, dos lipideos fendlicos do LCC e de
alguns de seus derivados sintéticos. Estas observacgdes reforcam e tornam os
estudos com estas biomoléculas cada vez mais atraentes e promissores. Desta
forma, sdo crescentes os esforgos para o desenvolvimento de novas moléculas
bioativas e materiais derivados do LCC, ja que esta seria uma alternativa
ecologicamente correta e economicamente viavel, por se tratar da utilizacdo de um
subproduto industrial de baixo custo, biodegradavel e de fonte renovavel e

abundante.
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Os carbamatos (68), compostos também denominados uretanos, sdo ésteres
derivados do acido carbamico (69), sendo este ultimo obtido a partir do acido
carbonico (70). Estes compostos constituem o grupo de substancias organicas que
possuem como estrutura geral RR’-N(CO)O-R”, na qual, grupos alquilas ou arilas

podem ser substituintes ligados ao nitrogénio e oxigénio, esquema 13.

o (o) (0]
—_— —_—
A H\,FJKOH H\h‘lJKOR..

HO™ "OH
) H H
Acido carbonico Acido carbamico Carbamato
(70) (69) (68)

Esquema 13 — Acido carbénico (70), 4cido carbamico (69) e carbamato (68).

Os carbamatos possuem propriedades biologicas de interesse farmacoldgico
e agroquimico, sendo utilizados como pesticidas, fungicidas e herbicidas (KATO T.
et al., 1984, PICARDI, P., 1986 e TAI-THE W. et al., 1987). Na industria, estes
compostos sao utilizados na producdo de poliuretanos, na sintese quimica de
polipeptideos e como grupos de protegdo de aminas (A - GREENE, T. W. e WUTS,
P.G. M., 1991 e B- GREENE, T. W. e WUTS, P. G. M.,1999).

A importancia dos carbamatos na sintese organica e, em razao das
bioatividade normalmente apresentadas por estes compostos, desperta o interesse
da comunidade cientifica pela preparacdo de compostos com este grupo funcional.
Diante destes motivos, o estudo de estratégias de sintese para obtencédo de
carbamatos tornou-se relevante.

Existem varias metodologias sintéticas descritas na literatura para obtencao
de carbamatos. Neste contexto, o presente capitulo tem por objetivo reunir varias
rotas de sintese deste grupo funcional. Para fins didaticos, as metodologias que
serdo apresentadas para a obtencdo de carbamatos estardo organizadas
considerando que estes compostos podem ser preparados de trés maneiras: a partir
de isocianatos, de compostos derivados do acido carbbénico, e a partir da
carbonilacdo de aminas e alcodis utilizando CO e metais de transicdo. Vale salientar
que, apesar dos isocianatos possam ser preparados a partir de fosgénio, um
derivado do acido carbbdnico, os métodos sintéticos associados com o emprego
desta substancia serdo abordados em se¢ao independente, esquema 14.
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IS §
X)J\ X HO™ "OH
Derivados do Acido Acido Carbénico
Carbénico
/l(])\ CO + Metal de Transigao X = Cl, NRRs, ORy
R—N=C=0 <{—— R,O N/Rz — R,R;NH R, = Alquila ou Arila
3 R,OH R, e R3 = H, Alquila e Arila

Esquema 14. Retrossintese para a preparagao de carbamatos.
3.2.1. Preparagao de Carbamatos a partir de Isocianatos

Os isocianatos organicos sdo compostos estratégicos para obtengdo de
carbamatos, e por isso, possuem grande importancia comercial na fabricacdo de
poliuretanos e carbamatos de interesse para a industria farmacéutica e agricola. Os
isocianatos comerciais (71) sdo convenientemente produzidos através de reagoes
de substituicdo nucleofilica entre aminas primarias (72) e fosgénio (73), contudo,
esta reacdo possui algumas desvantagens, tais como: liberacdo de HCI durante o
processo reacional e utilizacdo de reagente extremamente toxico, o fosgénio (73)
(CAIRES A. C. F. et al., 2006), esquema 15.

NH
(73) Ny,
2 COCIZ R 2 HCI CQO
NH, - 2 HCI

NHcocClI NCO
(72) (74) (71)

Esquema 15. Obtencgao industrial de isocianatos (71).

Os isocianatos também podem ser obtidos por outros métodos:
1 - Alquilagéo de cianato inorganico (KNCO) com éster fosforico (75) (76). Este € um
método apropriado para preparacdo de isocianato de etila com rendimentos
moderados a uma temperatura de 200°C. Os isocianatos de etila (77) e de butila (78)
foram preparados com rendimentos de 63 e 29%, respectivamente, apds purificagao
por destilacdo (BIEBER T. U., 1952), esquema 16.
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(o) R (0]
o
ROP-OR + o=c=N kK®——>  WN=c=0 + ROP—0K
R R
R = Et (75) R = Et (77), rendimento de 63%
R = Bu (76) R = Bu (78), rendimento de 29%

Esquema 16. Obtencdo dos isocianatos (77) e (78) a partir de cianato inorganico e ésteres fosféricos
(75) e (76).

2 — Alquilacdo de cianato inorganico (KNCO) com halogeneto de alquila (79)
(HIMMELL C. M., 1958), esquema 17.

R
R-X + 0=c=N°K — »  N=c=0
(79) (80)

.Esquhema 17. Preparacgéo de isocianato de alquila (80) a partir de halogeneto de alquila (79) e cianato
Inorganico.

3 — Rearranjo de Curtius de azidas de acila (81). As azidas de acila podem ser
preparadas a partir de uma substituicdo nucleofilica entre azida de sédio e cloretos
de acidos (82), anidridos (83) e ésteres (84), esquema 18 (LINKE S. et al., 1967;
LEMMENS J. M. et al.,1984; A - SMITH M. B. e MARCH J., 2001).

fo) o® o
)I\ N=N=N Na
R™ CI
(82)
O O o® o ® o eRearrar_1jo de
RJI\OJJ\R N=N=N Na /U\ ®_N Curtius R\
> R N4N/ <o N=C=0
(83)
(81) (80)
fo) o® 6o ©®
)I\ N=N=N Na
R™~ "OR,
(84)

Esquema 18. Preparagéo de isocianato de alquila (80) via rearranjo de Curtius de azidas de acila
(81).

Os carbamatos podem ser obtidos a partir de uma reagcdo de adicao
nucleofilica de alcodis aos isocianatos. Diversos trabalhos estudaram esta reacao
observando aspectos como: velocidade, solventes e catalisadores utilizados (DYER,
E., 1949; SIVAKAMASUNDARI S. e GANESAN R., 1984; BURKUS J., 1961; BAILEY

W. J., 1978). Davis e Farnum realizaram experimentos para obtencdo de
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carbamatos, na auséncia de catalisador, utilizando isocianato de fenila (85) e alcodis
primarios, secundarios e terciarios. Neste trabalho, os autores mostraram que a
velocidade de formacado dos carbamatos depende do tipo de alcool utilizado. As
reacdes empregando alcodis primarios ocorrem mais rapidamente, que nas reagdes
onde os alcodis eram secundarios e terciarios. Em um dos experimentos realizados
neste trabalho, o butanol (86), sec-butanol (87) e ter-butanol (88) foram colocados
para reagir com o isocianato de fenila (85) e, ao comparar os resultados obtidos, foi
observado que as razdes relativas de formacao dos carbamatos (89), (90) e (91)
foram, respectivamente de 100 : 33 : 1, esquema 19 (DAVIS T. L. e FARNUM J. M.,
1934).

(86) (83) (89)
Ny
\/LOH + O/ CQO - ©/N\n/0\sBu
(87) (85) o (00)
)
Ny N___O<
w N ‘Bu
o+ (T ™ — (Y
(88) (85) (91)

Proporcao de formacéo de carbamatos derivados de alcéol primario
(86), secundario (87) e terciario (88) 100:33:1.

Esquema 19. Preparagdo dos carbamatos (89), (90) e (91) a partir de isocianato de fenila (85) e
alcoois.

Catalisadores podem ser utilizados para acelerar a reagao entre isocianatos e
alcodis, sendo as aminas terciarias extensivamente empregadas com este proposito.
O possivel mecanismo de catalise basica inclui inicialmente a ativagdo do isocianato,
formando o complexo base-isocianato (92), e a posterior ativagdo do alcool,

produzindo o complexo base-alcool (93), esquema 20 (BURKUS J., 1961).

R! R\
O
RN + N=C=O —>  N=C-O R;N + R"—OH —— R"—O—H-----NR;
(80) (92) ®NR; (93)

Esquema 20. Formacao dos complexos isocianato e alcool com aminas terciarias.

21



METODOS PARA A PREPARAGAO DE CARBAMATOS
Clebnia Roberta M. Araujo

Em 1962, Burkus testou a capacidade catalitica de varias aminas terciarias
frente a sintese do carbamato (89) a partir do isocianato de fenila (85) e 1-butanol
(86). Neste trabalho, a capacidade catalitica das aminas terciarias foi determinada
considerando a N-metilmorfolina (94) como referéncia. Os melhores resultados
foram apresentados pelos seguintes compostos: 1,4-diazobiciclo(2,2,2)octano (95),
1,2 dimetilimidazol (96) e quinina (97). Estas aminas terciarias apresentaram
atividade catalitica 24, 14 e 11 vezes maior, respectivamente, que a da N-
metilmorfolina (94), esquema 19 e figura 7 (BURKUS J., 1961).

-~

1,4-diazobiciclo(2,2,2)octano

N-metilmorfolina (94) DABCO (95)

1,2-dimetilimidazol (96)

Quinina (97)

\S

» A e ‘
)

Figura 7. Estrutura molecular de aminas terciarias utilizadas como catalisadores.

Catalisadores de estanho, como diacetato de dibutil estanho, e litio também ja
foram utilizados para catalisar a reacao de preparacdo de N-fenilcarbamatos a partir
da reagao do isocianato de fenila (85) com um alcool primario. Estes catalisadores
apresentaram desempenho superior ao comparar com o0s rendimentos obtidos
quando a trimetilamina foi empregada (COX E. F., 1959) e (BAILEY W. J., 1978).

Além de atuarem como matéria-prima em algumas metodologias para
obtencdo de carbamatos, os isocianatos ainda podem estar presentes como
intermediarios. A sintese de uretanos a partir de halogenetos de alquila, cianato
inorganico e alcool foi primeiramente demonstrada por Kaiser, apresentando baixos
rendimentos (KAISER D. W., 1954). Em 1965, Argabright e colaboradores
estudaram a cinética da reagao para obtencédo do N-benziletilcarbamato (98), a partir
de cloreto de benzila (99), cianato de potassio e etanol. Neste experimento, o
isocianato organico (100) aparece como intermediario, resultando da substituicdo
nucleofilica entre o ion isocianato e o cloreto de benzila (99), esquema 21
(ARGABRIGHT P. A. et al., 1965).
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(o]

o

v/

cl  KNCO N°C  EtOH N/u\OEt
. ki H

(99) (100) (98)

Esquema 21. Sintese do N-benziletiicarbamato (98) a partir de cloreto de benzila (99), cianato de
potassio e etanol.

Os carbamatos também podem ser obtidos a partir de amidas. Neste caso, a
amida sofre rearranjo oxidativo de Hoffman para originar o isocianato como
intermediario da reagdo. Quando os reagentes utilizados sdo amida (101) e
hipohalogenito em solug¢ao alcodlica, 0 mecanismo envolve inicialmente a formagao
de uma halogenamida (102) que, em presenca do ion hidroxido, da origem ao
dianion (103). Em seguida, o intermediario (103) sofre rearranjo oxidativo de
Hoffman produzindo o isocianato organico (80). Por fim, o carbamato (104) é
alcangado por ataque nucleofilico de um alcool ao isocianato (80) esquema 22
(1946, A - LOUDON G. M., et al., 1984 e B - LOUDON G. M. e BOUTIN R. H., 1984).

o o) o o) R

// // //
R—G BroH _ R _OH R <> , N=c=0
NH; -H,0 NHBr _gr’.H,0 N: (80)
(101) (102) (103) R'—OH l
Y
R
0~ N
By (104)

Esquema 22. Preparagédo de carbamatos (104) a partir de amidas (101) via rearranjo oxidativo de
Hoffman.

O acetato de chumbo [Pb(OAc)4] pode ser usado como catalisador, para a
preparacao de carbamatos a partir de amidas, via rearranjo oxidativo de Hoffman.
Neste tipo de reagdo, amidas primarias (101) sdo convertidas em isocianatos (80). O
mecanismo de preparacao destes isocianatos ainda ndo esta totalmente elucidado,
existindo trés possibilidades para explicar sua formagao. Inicialmente, o chumbo
liga-se ao nitrogénio, oxigénio ou a ambos, como no caso dos intermediarios (105),
(106) e (107). O isocianato (80) & obtido apds rearranjo do grupo alquila ou arila
ligados diretamente a carbonila das amidas (108) e (109) seguido de eliminagao

redutiva do chumbo. Este é entdo tratado in situ com alcool para preparar o
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carbamato (104) convenientemente, esquema 23 (BAUMGARTEN H. E. et al,
1975).

J\ _ )J\@ Pb(OAc) .
(101) He= ) RO

“ N

Pb(OAc), \ o)

v R R'OH
R”NH (106) N=C=0 ——> O)J\N/R
/ (80) R (104)
\
0O Pb(g{«\:)s /I:b(OAc)z
R/J\ﬁqz R)\\e,\]) )\ - /J\,Do )\ (109)
(107) W "L/ (107)

Esquema 23 — Provaveis mecanismos de formacgao do isocianato (80) a partir de amida (101) e
Pb(OAC), seguido de rearranjo de Hoffman.

Os melhores rendimentos sdo alcangados quando o alcool é usado como
solvente em presenga de um acido ou base de Lewis como catalisador, sendo a
ordem de reatividade a seguinte: EtzN << SnCl, < "Bu,Sn(OCOC11H23), esquema 23
(BAUMGARTEN H. E. et al., 1975).

Jew e colaboradores, em 1990, desenvolveram uma condi¢gdo reacional, via
rearranjo oxidativo do tipo Hoffman, para conversdo de amidas alifaticas primarias e
aromaticas (110) nos respectivos carbamatos (111) com 6timos rendimentos (90% a
100%). Nestes experimentos, foram usados N-bromosucinimida (NBS) e Hg(OAc),,
SnBr, e Hg(OAc),, NBS e AgOAc ou SnBr; e AQOAC na presenca de metanol e em
dimetilformamida (DMF). O mecanismo desta reacdo envolve inicialmente a
bromagado da amida (112) via radical livre, seguido de rearranjo oxidativo do tipo
Hoffman, para a geragédo do isocianato (113) que, por sua vez, sofre adigdo do
alcool para produzir o carbamato (111), esquema 24 (JEW S.-S. et al., 1990).
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HgBrOAc

H -
Hg(OAc), Ar \,N S\} AcOH A
)J\ )J\ H - N=C=0

NH, o (113)
(110) (112) 6Ac

MeOH l

(o}
eo)l\,]rAr
(111) H

Esquema 24. Preparacdo de carbamatos aromaticos (111) a partir de amidas aromaticas (110) via
rearranjo oxidativo de Hoffman.

Em 1997, Huang e colaboradores, demonstraram que o rearranjo oxidativo de
Hoffman é um método eficiente para a preparagdao de metilcarbamatos com
elevados rendimentos a partr de amidas primarias (101) e metanol.
Nestes experimentos foram utiizados NBS e NaOMe ou NBS e
1,8-diazobiciclo[5.4.0]lundeceno (DBU) (114). O mecanismo desta reagdo envolve
inicialmente a formagao da halogenamida (102) e, em seguida, o NaOMe ou o DBU
promovem o rearranjo de Hoffman, gerando o isocianato (80) que reage com o
alcool para formar o carbamato (104), esquema 25 (A - HUANG X., SEID M.,
KEILLOR J. W., 1997; B - HUANG X., SEID M., KEILLOR J. W., 1997).

o
O  NBS o MeOouDBU Q@  g° R R'—OH j\
2.2 X SO LS
R” “NH, R” N—H RN i ”104
(101) (102) Qér (80) ' (104)
NN

1,8-diazobiciclo[5.4.0]undeceno - DBU (114)
Esquema 25. Preparagéo de carbamato (104) a partir de amida (101) utilizando NBS ou DBU.

Os carbamatos (115) também podem ser preparados a partir de acido
carboxilico (116), anidrido (Boc,O (117)) e azida inorganica. O mecanismo desta
reagao envolve inicialmente a formagao do azidoformiato de ter-butila (BocN3) (118),
intermediario que dificilmente é isolado. Visto que, as azidas organicas quando
puras tornam-se sensiveis as altas temperaturas e ao choque, podendo ocorrer
detonacgdo. A adigdo do acido carboxilico (116) a solugdo contendo BocN3 (118)
provoca a formacédo da azida (119), que sofre rearranjo de Curtius a 80°C, para

originar o isocianato (80). Finalmente, o carbamato (115) é preparado apds adigéao
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do alcool ter-butilico (88) ao isocianato (80). Esta etapa pode ocorrer sob a influéncia
de alguns catalisadores como: trifluorato de zinco, cloreto de zinco ou brometo de
zinco, esquema 26 (LABEL H., 2005 e LABEL H., 2006).

Q °)
0O o (o} (116) (o}
@ /N )]\ @ V/
t t O ® O t N” R~ OH N~
Bu. OJJ\O)J\ O/Bu + N=N=N Na@ BU\OJ\N// R /

(117) (118) (119)

THF, 80°C
H 'Nz?

R,lll O.tg,, 'Bu—OH (128) N
- —C=
/
(115)\g/

Esquema 26. Preparagdo de carbamato a partir de acido carboxilico (116), azida inorganica e
anidrido (117) via rearranjo de Curtius.

3.2.2. Preparacao de Carbamatos a partir de Derivados do

Acido Carbénico

Os carbamatos podem ser obtidos a partir de moléculas derivadas do acido
carbonico (70). Dentre estes compostos estdo os cloroformiatos, o CO, e os
carbonatos. Os dialquilcarbonatos, como o dimetilcarbonato (DMC), reagem com
aminas para formar os carbamatos. Porta e colaboradores reportaram em 1985 que
a reacao entre dietilcarbonato (120) e propilamina (121) visando a obtencao do etil
N-propilcarbamato (122) ocorre em presenga de catalisadores metalicos como AICl3
e FeCls;, esquema 27 (PORTAF. et al., 1985).

(o) (0]
AICI; ou FeCl
/\o)l\o/\ + A~ NH2 ? 3: /\o)]\N/\/
H
(120) (121) (122)
Esquema 27. Preparagédo do etil N-propilcarbamato (122) a partir do DMC (120) e n-propilamina
(121).

Carbamatos aromaticos também sao sintetizados através da reagao entre

aminas aromaticas e DMC (123), utilizando como catalisador compostos de zinco
como o0 ZnCly, 0 ZnCO3°2Zn(0OH),'4H,0 e Zn(OAc), (BABA T. et al., 2002) e (FU Y.
et al., 2001).
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Compostos de chumbo também podem catalisar a sintese de carbamatos
alifaticos através da carbonilagdo de aminas com DMC (123). Fu e Ono reportaram
que compostos de chumbo, como PbO, catalisa a metoxicarbonilagdo da anilina
(124) com DMC (123) para produzir eficientemente a metil N-fenil-carbamato (125),
esquema 28 (FU Z., 1994).

(o}
NH, o HNJ\OMe
© e PbO, 160°C, 4h ©
+ MeO~ "OMe >
97%
(124) (123) (125)

Esquema 28. Preparagdo do metil N-fenil-carbamato (125) a partir de anilina (124) e DMC (123)
utilizando Pb, como catalisador.

Em 2002, Baba e colaboradores obtiveram bons rendimentos ao utilizar sais
de chumbo para catalisar a reagao entre aminas alifaticas e DMC. Dentre os sais
testados, em ordem decrescente de eficiéncia, estavam o Pb(NOs3),, o Pb(OAc),, o
Pb(OAc),*Pb(OH),, o PbO (amarelo), o PbO (vermelho) e o PbCO3; (BABA T., et al.,
2002.).

Carbamatos podem ser obtidos a partir da condensacdo de aminas
secundarias com dioxido de carbono (CO), seguida de adi¢do nucleofilica com um
halogeneto de alquila. Estas condi¢cées reacionais evita 0 uso de reagentes tao
perigosos e toxicos como fosgénio e isocianatos (YOSHIDA Y., et al.,1984).

Bons rendimentos foram alcancados por Gomez-Parra e colaboradores
usando aminas secundarias, halogeneto de alquila, K,CO3; (como fonte de CO,) e
hidrogenosulfato de tetrabutilaménio. Nestas condi¢cdes, foram isolados dois
produtos: um carbamato e uma amina terciaria, sendo a seletividade dependente da
proporcao do K,COs e o catalisador de fase utilizado. Os melhores rendimentos para
a formagao do éster do acido carbamico ocorreram quando um excesso maior que 4
equivalentes de K,CO3 para 0,8 equivalente de catalisador de fase e 1 equivalente
de amina foram utilizados. Neste experimento, o butil carbamato de pirrolidina (126)
foi obtido com 83% de rendimento a partir de pirrolidina (127) e cloreto de n-butila
(128), esquema 29 (GOMEZ-PARRA V. et al., 1984).
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(n-C4Ho)aN 15O 7
n-C4hg)y 4
CN_H + g€ KOs N \_/:NJ\O/*\%\

(127) (128) 83% (126)

Esquema 29. Preparagao de carbamato utilizando amina, halogeneto de alquila e K,COs.

Yoshida e colaboradores obtiveram carbamatos (129) a partir da adicdo de
aminas secundarias (130) ao CO,, sob alta pressao, seguido de reacédo de
substituigdo nucleofilica com halogeneto de alquila (131). Esta reacdo envolve
inicialmente a formagéo do anion carbamato e posterior ataque ao brometo organico
(131), esquema 30 (YOSHIDAY. et al., 1984).

o
Et,;NH + CO, EtzNJj\O@ + H®
(130)
(0] Br (o] J\ ©)]
+ - - + Br
EtzNj\O@ )\ 43% EtzNJ\O
(131) (129)

Esquema 30. Preparagéo de carbamato a partir de amina, CO, e halogeneto de alquila.

Em 2000, Feroci e colaboradores utilizaram carbonato de tetraetilamonio
(TEAC) e peroxodicarbonato de tetraetilaménio (TEAPC) na sintese de carbamatos
(132) a partir de amina secundaria (133), halogeneto de alquila (134) e CO,. Este
grupo obteve rendimentos que variaram de entre 70 e 90%, esquema 31 (FEROCI
M. et al., 2000 e FEROCI M. et al., 2003).

1) CO, Etl (134), o . .
, = = % R=HR,;=CgHOCH; (p) 89%
R\NH TEAC ou TEAPC R\N/u\ _Et R = H R, = cicloexil 80% 1= CgHy 3 (p) 89%
1 > R =H R, = PhCH, 75% R = CH;3 R, = PhCH, 73%
1(132) R=HR1=Ph70%

(133)

Esquema 31. Preparacédo de carbamatos (134) a partir de amina secundaria (133) , halogeneto de
alquila (134) e CO, e TEAC ou TEAPC.

Carbamatos foram sintetizados em 2001 a partir de aminas primarias (135),
halogenetos de alquila (136) e CO, utilizando base de césio como promotor da
carbonilacdo. Neste experimento, a reacéo foi realizada em uma mistura de DMF,

Cs,CO; e iodeto de tetrabutilaménio (TBAI) saturada com CO,. Altos rendimentos
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foram alcangados utilizando cloreto de n-butila e 2-bromoetilbenzeno, aminas
alifaticas ou aromaticas, esquema 32, (A - SALVATORE R. N. et al., 2001 e B -
SALVATORE R. N. et al., 2001).

Rendi
mento
R= P » RX= "¢ 9%
CO, Cs,CO; TBAI o) R = O\% RX= -~ 88
RNH,+ R'X - o %
DMF, 23°C HN™ "OR'
(135) (136) ; iy o4y R= Cois RX= 2 Y

%

_ R'X = 93
R Ptht P "Br X

Esquema 32 — Preparagéo de carbamatos a partir de amina, halogeneto de alquila, CO,, Cs,CO; e
TBAI.

Cloroformiatos, compostos derivados do acido carbénico, também podem ser
usados para preparar ésteres do acido carbamico (104) com bons rendimentos. Para
que ocorra a reacao, além do cloroformiato também é necessario uma azida
organica (137) e MesP. O mecanismo desta reagcdo envolve a formacdo de um
intermediario de fésforo carregado positivamente, a trimetilfosfazina (138), esquema
33. Ariza e colaboradores prepararam varios carbamatos, com rendimentos que
variaram de 84 a 97%, utilizando azidas organicas, cloroformiatos comercialmente
disponiveis e Me3P (ARIZA X. et al., 1999).

1) Me;P, THF [ R__COOR' o
R—N, _2) CICOOR' E/ of MO O)J\N/R
(137) -NzT ©PMes R B (104)
(138)

Esquema 33. Preparagéo de carbamatos (104) a partir de azidas organicas (137).

3.2.3. Preparagcdo de Carbamatos a partir da Carbonilagao

Utilizando CO e Metais de Transicao

Em 1987, Alper e colaboradores descreveram reagdes de aminas aromaticas
primarias com mondéxido de carbono (CO), oxigénio (O;), alcool, acido cloridrico e

cloreto de cobre e paladio, como catalisadores, para obter carbamatos com
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rendimentos que variaram de 16 a 99%. Os melhores resultados foram obtidos
usando dodecilamina (139), CO, O, etanol, HCI, CuCl, e PdCl,. O etil
dodecilcarbamato (140) foi obtido com 99% de rendimento, esquema 34 (ALPER H.
et al., 1987).

o)
CuCl,/PdClI
NH b hlbends"
Uiy 2 + CO +0,+EtOH 99% /(”h,ﬂJ\o/\
(139) H (140

Esquema 34. Preparacdo do etil dodecilcarbamato (140) a partir da dodecilamina (139) e usando
como catalisador CuCl,/PdCls.

Embora a reacdo ocorra a temperatura ambiente e elevada pressao, a mesma
€ pouco viavel comercialmente, j4 que o uso de uma mistura de O, e CO sob
pressao elevada é naturalmente explosiva. Com o intuito de melhorar as condigdes
reacionais foi realizado um esforgo para utilizar um substituinte para o oxigénio. O
uso de peroéxido de di-t-butila [(CH3)3CO]J, para a carbamatacao oxidativa mostrou-se
efetiva com catalisadores de paladio (PdCl,) e cobre (CuCl;) e um dos seguintes
acidos: HCI, BF; ou HBF4;. Um dos melhores rendimentos, 87%, foi alcancado
utilizando a cicloexilamina (141), PdCl,, CuCl; e [(CH3)3CO]. em metanol e HCI.
Diante disso, o peroxido foi utilizado eficientemente como substituinte do O, na
conversdo de aminas alifaticas e aromaticas em carbamatos, esquema 35 (ALPER
H. et al., 1987).

PdCl, CuCl, HCI

H
O/NHz MeOH, [(CH5);CO], O/N\Eome
87%

(141) (142)

Esquema 35. Preparacdo do N-cicloexil metilcarbamato (142) a partir de cicloexilamina (141),
peroxido de di-t-butila, PdCl,, CuCl, em solugdo de metanol e HCI.

A sintese de carbamatos via carbonilagao catalitica oxidativa de aminas com
metanol, utilizando um catalisador de metal nobre, tem sido um dos processos mais
atrativos devido a alta seletividade, estabilidade dos carbamatos formados e da néao
utilizacdo de derivados de fosgénio, esquema 36 (ALPER H. et al., 1987). Um
importante exemplo de interesse pratico para a preparagao de carbamatos é a
converséao de anilina (124) e etanol em etilfenil carbamato (143) por uma rota livre de
fosgénio, esquema 36 (ALPER H. et al., 1987).
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1.
NH, HN” S0
©+EtOH+CO+1/202—>© + H0
(124) (143)

Esquema 36. Preparagao de carbamato via carbamatagao oxidativa.

Fukuka e Chono reportaram o uso do catalisador Pd/C e Nal na sintese do
etilfenil carbamato com 90% de conversdo da anilina e 95% de seletividade. Outros
catalisadores como Rh, Ru, e Pt também foram reportados (FUKUOKA S. et al,,
1984). O mecanismo provavelmente envolve a formacédo de intermediarios
resultantes da interagdo da amina (135) com o metal (144), seguida de oxidagao
com o CO e o posterior ataque nucleofilico do alcool (145), para produzir o
carbamato (104). Entretanto, esta reacdo apresenta quatro grandes problemas:
dificuldade de recuperacéo do catalisador, uso de altas pressodes, rapida desativagao
do complexo catalitico por um processo de excursao e limitada solubilidade do CO e
O, em aminas e alcodis. Entretanto, a limitada solubilidade dos gases diminui a

medida que a reagao se processa, esquema 37 (FUKUOKA S., et al., 1984).

H,0
M___RNH,
(135)
R\

|H—M—H] N-M-H
R H (144)
N—C—O-R'
H

(104) NeC M co
RoH| NF
(145

Esquema 37. Mecanismo de reagéo para obtengédo de carbamato (104) utilizando amina (135), metal,
CO e élcool (145).

Fukuoka e colaboradores, em 2004, propuseram 0 mecanismo para a sintese
do metil-N-fenilcarbamato (125) utilizando Nal-Pd/C. Inicialmente (i) ha a formacgao
de espécies ativas Pd’I; (ii) seguida de metalagédo da anilina (124); (iii) insergéo do
CO a ligacdo Pd—NHAr para gerar a espécie carbamoila (146); (iv) reagdo da
espécie carbamoila (146) com metanol para produzir o carbamato (125) e a (v)
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reoxidagdo do Pd para a regeneragdo das espécies iniciais Pd'l", esquema 38 (LI,

Q.-F, 2006).
H OCH
o o ST
@ >
I- NH2 1/202
e

l |HHNI I

@ - —>
(i) (i) (|||) (|v)

Pd cristalino V)

Carbono

Esquema 38. Mecanismo proposto para a preparagdo de carbamato por carboxilagdo oxidativa
utilizando Nal — Pd/C.

Uréias podem ser obtidas a partir de aminas aromaticas primarias, nitro
compostos aromaticos, atmosfera de CO e em presenca de catalisadores como sais
de paladio lll, fosfinas organicas, aminas terciarias e cloreto de tetraetilamonio
(WEIGERT F. J., 1973 e DIECK H. A. et al., 1974). Partindo do mesmo principio, 0s
carbamatos também podem ser obtidos a partir de uma solugdo de nitrobenzeno
(147), anilina (124), metanol, sob atmosfera de CO e na presenca de catalisadores
de ruténio ([Ru3(CO)q2 0u Ru(CO)3(PPhs);]) e de um sal de tetralquilamdnio como co-
catalisador, esquema 39 (CENINI S. et al., 1988 e RAGAINI F. e CENINI S., 2000).

(0]
HNJ\OMe
SNC)
+ CO +MeOH Ru(CO)12 NEt4 Cl
93%
(124) (147) (125)

Esquema 39. Preparagcdo do metil-N-fenilcarbamato (125) usando nitrobenzeno (147) e Ru(CO),,
como catalisador.

Nestes experimentos, o Ru(CO)s, a forma ativa do catalisador, promove a
formacao de difeniluréias (148) a partir de nitrobenzeno (147), anilina (124) e CO.
Posteriormente, a uréia (148) sofre um ataque nucleofilico do MeOH, sob a agao

catalitica da trietilamina, esquema 40.
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X
NO, NH, H H Seon. £ HN" “OMe
Ru(CO)s N._N eOH, EtN;
Qe O
(147) (124) (148) (125)

Esquema 40. Preparagédo do metil-N-fenilcarbamato (125) via intermediario de uréia (148).

A revisao bibliografica apresentada ao longo deste capitulo deixa evidente o
interesse da comunidade cientifica para obtencdo de condigdes reacionais que
visem a preparacédo de carbamatos. Em razdo destes estudos, atualmente existem
varias metodologias disponiveis para a sintese de ésteres derivados do acido
carbamico, sendo a escolha de uma delas em particular dependente do reagente de
partida, das condi¢gbes estruturais que o laboratério disponibiliza e dos recursos

financeiros disponiveis para a realizagao da sintese.
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4.1.1. Rota Sintética Proposta

Sendo o LCC natural uma mistura complexa de lipideos fendlicos saturados e
insaturados pretende-se iniciar o trabalho com a simplificagdo desta solugao viscosa,
figura 4 (p. 6). Entdo a mistura de fendis sera convertida a cardandis (12) através da
descarboxilagdo dos acidos anacardicos (7), via aquecimento do LCC natural

seguido de destilacdo a presséao reduzida, esquema 41.

n=0 W
OH a-co, N e o
s 2 COZH n=2 ?\A\M/=\/\/\/
— 7
_ 4 ?f 8 9 11 12
CisH31. CisHz1n N=2 ="~
(12) 15H31.n (7) 7 e

n=6 fﬁf%:
Esquema 41. Rota retrossintética para a preparagdo dos cardandis (12) a partir dos acidos
anacardicos (7).

A rota retrossintética inicialmente proposta para a preparagao do amino N-
metilcarbamato (8), sera iniciada pela hidrogenacédo dos cardandis (12) para obter o
fenol saturado (18). Em seguida, a posigdo benzilica de sua cadeia lateral sera
ativada através de uma bromacdo, usando N-bromossuccinimida (NBS) em
presenga de um iniciador de radical livre (ANZOLONE et al., 1985; GILBERT et al.,
1985; DUBEY et al., 1986; TASHIRO et al., 1985). O bromofenol (149) sera entao
convertido diretamente no aminofenol (150), via reacdao com N,N-dimetilidrazina
(LANDINI et al., 1976; SOAI et al., 1982). A sintese sera finalizada com a introdugao
do grupo carbamato no aminofenol (150), usando fosgénio e metilamina, para
obtencao do produto final (8) (WEINSTOCK R. M. et al., 1986), esquema 42.

o
O/u\lﬂ/ OH OH OH OH
H
= Q= Q=00
p 13 1 3 CisHa1n
N @ PON (149) Br (18) (12)

Esquema 42. Rota retrosintética inicialmente proposta para a sintese do amino N-metilcarbamato (8)
usando como matéria-prima o cardanol (12).
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Os estudos serao iniciados pela determinacdo das condi¢gdes reacionais
capazes de concretizar as etapas sintéticas expostas anteriormente. Com este
proposito, uma molécula mais simples sera utilizada como modelo experimental.
Assim, o m-cresol (151) foi a molécula selecionada para substituir o cardanol
hidrogenado (18) nestes estudos iniciais. Dentre os motivos que levaram a escolha
desta molécula pode-se citar: sua semelhancga estrutural com cardanol hidrogenado
(18), a baixa complexidade dos espectros de RMN 'H, *C e IV e seu baixo valor

comercial, figura 8.

m_cresol Cal‘danol
hidrogenado
OH OH
XCH. 1'Cq5H31:

________

Figura 8. Comparagao entre o cardanol hidrogenado (18) e o m-cresol (151).

A mesma proposta para preparar o amino N-metilcarbamato (8), a partir do
LCC foi adotada para sintetizar o amino N-metilcarbamato (152) a partir do m-cresol
(151). Depois de estabelecer as condi¢des reacionais de cada etapa da rota
retrossintética, utilizando como matéria-prima o m-cresol (151), estas deverdo ser
aplicadas, usando o cardanol hidrogenado (18), para a sintese do carbamato

proposto (8), esquema 43.

(o)
H
Q — @ — —
(152) N_ (154) N_ (153) Br (151)

Esquema 43. Primeira rota retrossintética proposta para a sintese do amino N-metilcarbamato (152)
a partir do m-cresol (151).

Considerando experiéncias adquiridas no desenvolvimento da dissertagao de
mestrado, onde foram encontradas dificuldades na preparagdo de um orfo —
aminofenol derivado do m-cresol (151), obstaculo superado apdés a protecédo da
hidroxila do m-cresol (151) na forma de éter. Modificagbes na rota sintética inicial
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foram realizadas e a partir deste ponto, duas novas etapas foram incluidas: a
protecao do grupo hidroxila do m-cresol (151), antes da reagdo de bromagéao, e a

desprotecao, antes da carbamatagao, esquema 44.

o Desprotecao
O)I\FII/ O/H o/
H

o~ o~ oM
DPT PT
—) — [ — —> —>

(152) N__ (154) N (157) N (156) Br (155) (151)

J

Protecao

PT - Protecao
DPT - Desprotecao

Esquema 44. Segunda rota retrossintética proposta para a sintese do amino N-metilcarbamato (152)
a partir do m-cresol (151).

4.1.2. Sintese do 1-Metoxi-3-metil-benzeno (155)

De acordo com a rota de reacdes proposta no esquema 44 a primeira etapa
para a sintese do aminocarbamato (152) € a protecao da hidroxila do m-cresol (151)
para obtencdo do 1-metoxi-3-metil-benzeno (155). Nesta etapa reacional, o
dimetilsulfato foi empregado como agente alquilante e o0 NaOH como base em meio
aquoso. Sob estas condi¢des, o produto 1-metoxi-3-metil-benzeno (155) foi obtido
com 82% de rendimento apds purificagdo, via destilagdo a 70 °C e 0,1 mmHg,

utilizando um sistema de Kugelhor, esquema 45.

OH o~
@:)NaOH,HZO, Me,SO, @\
82%

(151) (155)

Esquema 45. Sintese do 1-metoxi-3-metil-benzeno (155).
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4.1.3. Sintese do Brometo de 3-metoxibenzila (156)

Dando continuidade a rota sintética do esquema 44, a proéxima reagao visou
obter o bromocomposto (156) a partir da bromacédo do 1-metoxi-3-metil-benzeno
(155) utilizando NBS, como fonte de bromo, e um iniciador de radical livre, a
azobisisobutironitrila (AIBN). Varias propor¢cdes de NBS e metoxicomposto (155)
foram testadas com o intuito de alcangar os melhores rendimentos na preparagéao do
bromocomposto (156). Nesta reacéo, o solvente utilizado foi o CCls sob refluxo. O
aquecimento prosseguiu até o consumo do NBS e a geragéo da succinimida (NHS),
fato observado pelo desaparecimento do sdélido decantado (NBS) e o surgimento do
NHS em suspensao. Apds o término da reagao, o NHS formado e o excesso de NBS
foram separados da mistura reacional por filtracdo e cristalizagao.

Nas primeiras tentativas de bromacdo do 1-metoxi-3-metil-benzeno (155),
duas proporcoes de NBS e metoxicomposto (155) foram testadas: 1:1 e 1:1,2. Em
ambas as condigbes, o produto bromado (156) foi obtido, em média, com 50% de

rendimento, restando ainda matéria-prima (155) em solucdo, esquema 46.

_
o~ o
NBS, AIBN,
CCl, A
©\ g ©\/Br
50%
(155) (156)

Esquema 46. Sintese inicial do brometo de 3-metoxibenzila (156).

A presenga do éter metilico (155) ao final da reacdo fica claramente
evidenciada ao analisar o espectro de RMN '"H da mistura reacional bruta. Os
simpletos, com deslocamentos quimicos de & 2,38 ppm e & 3,8 ppm, correspondem
aos hidrogénios benzilicos e os da metoxila, respectivamente, os quais, encontram-
se numa propor¢ao de 1 : 1, o que sugere a presencga do éter metilico (155) que nao
reagiu na mistura. A presenca do bromocomposto (156) no RMN 'H é confirmada
pelos simpletos, na propor¢ao de 1:1,5 e com deslocamentos quimicos de
d 4,48 ppm e & 3,83 ppm, que correspondem, respectivamente, aos hidrogénios

ligados ao carbono bromado e aos da metoxila, figura 9.
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O/CH363,80p
i CH3523
(155)
Y v ) L
R A T A A A L A R T A A

e 1 s
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PPM 7.2 6.8 6.4 6.0 5.6 52 4.8 4.4 4.0 3.6 3.2 28 24 20

Figura 9. RMN 'H da mistura reacional da bromagao do 1-metoxi-3-metil-benzeno (155).

Com o intuito de melhorar os rendimentos da reacdo, um excesso de 100%
de NBS foi utilizado. Ao analisar o espectro de RMN "H da reac&o nestas condicdes
experimentais, foi observada a formacao do produto de dibromacgao (158), contudo,
restando ainda matéria-prima (155) em solugcdo. O evento observado deve-se ao
fato de que o radical livre do bromocomposto (156a) € mais rapidamente formado,
visto que esta espécie é mais estavel que o radical livre do 1-metoxi-3-metil-benzeno
(155a). Apdés a formagao do radical (156a) este € bromado dando origem ao

dibromocomposto (158), esquema 47.

_~ - _~ ~
o7 eqNBS,AIBN, ©@ o %) o
CCl, A
- +
Br Br Br

(155) (156) (158) (155a)

Espécie radicalar
mais estavel (156a)

\

Esquema 47. Sintese inicial do brometo de 3-metoxibenzila (156).

Visto a marcante influéncia que a propor¢ao de NBS na mistura reacional tem
no rendimento do produto desejado, o 1-bromometil-3-metoxibenzeno (156), e do
eter dibromado (158), outras proporgdes entre NBS e o 1-metoxi-3-metil-benzeno
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(155) foram testadas. Apds avaliar algumas condi¢des reacionais, a mais promissora
delas foi utilizando um excesso de 43% de NBS. Neste experimento, o produto
monobromado (156) foi alcangado com rendimentos de 85% apos remocao NHS e

NBS via cristalizagao, esquema 48.

o /
1,43eqNBS, O
CCl, AIBN, A
—_—
85% Br

(155) (156)

Esquema 48. Reacgéo de preparagéo do 1-bromometil-3-metoxibenzeno (156).

Com o bromocomposto (156) preparado, a etapa seguinte consistiu em sua
aminagcdo. Segundo o esquema 44, rota sintética proposta, a aminagdao do 1-
bromometil-3-metoxibenzeno (156) seria realizada utilizando a N,N-dimetilidrazina
(LANDINI et al., 1976; SOAI et al., 1982). Nesta ocasido, entretanto, a N,N-
dimetilidrazina ndo estava disponivel no laboratério, entdo, uma pesquisa
bibliografica foi realizada com intuito de encontrar um método alternativo para
aminacao do bromocomposto (156), a metodologia escolhida teria que ser passivel
de realizar no laboratério.

Véarias sdo as metodologias encontradas para a preparagdo de aminas
primarias e secundarias e, dentre estas, estdo a sintese de Gabriel, a aminagao
alilica, a reacdo de aminacao de carbonos terciarios usando NCIl; e AICl3;, e a
aminagcao aromatica. Reagdes de redugao de nitrocompostos, amidas, nitrilas,
oximas e hidroxilaminas também levam a formacdo de aminas. Contudo, as
metodologias que visam a preparagdo de aminas terciarias sdo mais restritas, sendo
a aminacao redutiva de compostos carbonilicos e a substituicdo nucleofilica de
halogenetos de alquila as mais comuns, esquema 49 (SMITH M. B. e MARCH J.,
2001).
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R—X R'eR"=H

Sintese
de Gabiriel

P
Substituigao Aminagdo RJI\H R OH
nucleofilica R R' Redutiva

R—Xx < \E/ —> j)\ jl)\
) R”>NH, R™ R
Redugy X’
R_N02 R3CH
R—CN R'e R" = H
R'eR"=H

Esquema 49. Retrossintese para a preparagao de aminas.

4.1.4. Sintese da Dimetilamina (159)

ApoOs avaliar tanto as metodologias de preparagcdo de aminas terciarias
quanto as matérias-primas disponiveis no laboratério, a aminagao atravées de uma
substituicdo nucleofilica utilizando dimetilamina (159) se mostrou a maneira mais
viavel de sintetizar o aminoéter (157) almejado (SMITH M. B. e MARCH J., 2001).
Porém, para que a reacao pudesse ser testada, foi necessaria inicialmente a sintese
da dimetilamina (159). Entdo, o agente de aminacdo (159) foi continuamente
destilado de uma solucdo de N,N-dimetilformamida (160) e NaOH, esquema 50.
Esta reagdo apresenta uma grande dificuldade na etapa de isolamento do produto,
ja que a dimetilamina (159) é bastante volatil e extremamente irritante (ponto de
ebulicdo 7°C). Este problema foi solucionado empregando um sistema composto
por: baldo, coluna de refluxo e aparato de destilacdo, sendo os dois ultimos
resfriados por agua gelada, e o baldo de recolhimento mergulhado em um banho de
etanol a -60°C. A agua utilizada no refluxo foi resfriada ao atravessar uma serpentina
de cobre colocada em uma caixa de isopor com gelo, figura 10.
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Aparato de destilagao 1,
2,3,4e5

Serpentina de cobre em
uma caixa de isopor
com gelo

Figura 10. Sistema utilizado para a sintese da dimetilamina (159).

(o] NaOH, |
H,0, A
H N/ [ H/N\
(160) (159)

Esquema 50. Sintese da dimetilamina (159).

4.1.5. Sintese do 3-Metoxi-N,N-dimetilbenzilamina (157)

A sintese do aminoéter (157) ocorreu via substituicdo nucleofilica do
1-bromometil-3-metoxibenzeno (156) pela dimetilamina (159). Esta foi uma escolha
perspicaz, pois a reacao que concorre com as substituicdes sdo as eliminacdes e,
neste caso, a desidroalogenagao € impossivel, visto que a molécula (156) nao
apresenta hidrogénios p. Este experimento foi iniciado a baixa temperatura (-5 °C) e,
em seguida, esta foi aumentando aos poucos até atingir a temperatura ambiente
(25 °C). Neste processo, a prépria amina (159) foi utilizada como solvente. Com o
intuito de realizar uma purificagdo prévia, a mistura reacional foi submetida a uma
separagao acido-base. Inicialmente, a dimetilamina (159) foi evaporada e a mistura
obtida foi lavada com uma solugdo aquosa de HCIl. Em seguida, as fases aquosas

tiveram seu pH elevado até 12 com auxilio de uma solugdo saturada de NaOH. A
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etapa seguinte foi a extragdo do amino éter (157) com éter etilico. Ao final da
sintese, o composto (157) foi obtido com 83% de rendimento. A manipulacédo da
dimetilamina (159) foi a maior dificuldade encontrada na realizagdo do experimento,

ja que se trata de uma substancia extremamente volatil e irritante, esquema 51.

HN(CH3), (159),
- 5° 3 25°C |
Br 83% N\
(156) (157)

Esquema 51. Sintese do 3-metoxi-N,N-dimetilbenzilamina (157).

Apos o tratamento acido-base descrito acima, o solvente foi evaporado da
amostra para obter um liquido transparente que, por meio de RMN 'H foi provado
ser o aminoéter (157). O espectro apresentou trés simpletos com deslocamentos
quimicos de 6 2,25 ppm, 4 3,40 ppm e & 3,80 ppm, nas propor¢cées de 3:1:1,5, que
correspondem, respectivamente, aos hidrogénios das metilas ligadas a amina, aos

do carbono benzilico e aos da metoxila, figura 11.

T T T I T I T I T I T T T I T T T I T I T I T I T T
PPM 6.8 6.4 6.0 5.6 52 4.8 4.4 4.0 3.6 3.2 2.8 24 20

Figura 11. RMN H' do 3-metoxi-N, N-dimetilbenzilamina (157).
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4.1.6. Sintese do N-Dimetilaminometil-fenol (154)

Dando continuidade a rota proposta (esquema 44 p. 36), o proximo passo € a
carbamatacao. Contudo, para que esta etapa pudesse ser realizada, a hidroxila do
3-metoxi-N,N-dimetilbenzilamina (157) deveria ser previamente desprotegida. A
desprotecao do aminoéter (157) foi realizada por hidrélise acida, empregando HBr
48% sob refluxo por 12 horas, o aminofenol (154) foi entdo obtido com 50% de
rendimento (A - GREENE, T. W., WUTS, P. G. M., 1991), esquema 52.

o OH
HBIr/H,0 48% A
|| > l
N 50% N
(157) (154)

Esquema 52. Sintese do N-dimetilaminometil-fenol (154).

Neste estagio do trabalho, a rota sintética para obtengdo do amino
N-metilcarbamato (152) estava quase definida, restando apenas a ultima etapa
reacional a ser estudada, a carbamatagdo. Contudo, para realizar este estudo
seguindo a metodologia inicialmente proposta (esquemas 44, p. 36), seria
necessario adquirir o fosgénio (73), mas infelizmente, ndo se obteve éxito na
aquisicao do reagente. O insucesso na compra do cloreto de carbonila (73)
provavelmente ocorreu devido as exigéncias que o exército brasileiro impde para a
sua fabricagdo, utilizacdo, importagdo, exportacdo e comercializacdo (EXERCITO
BRASILEIRO, 1994). O fosgénio (73) tem um controle criterioso por ser considerado
uma “arma quimica”, sendo inclusive utilizado com esta finalidade na 22 Guerra
Mundial. O fosgénio (73) apresenta elevada periculosidade quando inalado ou apés
o contato com a pele, a exposigao a esta substancia acarreta queimaduras graves e
até a morte do individuo (FOSGENIO SEGURANCA, 2009).

Uma revisdo bibliografica foi realizada com o intuito de encontrar uma
metodologia alternativa para prosseguir a sintese do amino N-metilcarbamato (152)
sem que fosse necessaria a utilizagao do fosgénio (73). Ao analisar a estrutura da
molécula desejada (152), bem como, os reagentes disponiveis no laboratério e
algumas vias de preparagao de carbamatos, concluiu-se que a melhor forma de dar
continuidade ao projeto era empregando o isocianato para preparar os carbamatos.
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Diversos pesquisadores ja publicaram trabalhos onde os isocianatos foram
utilizados para sintetizar carbamatos a partir de alcoois e um numero mais restrito de
publicagdes empregam fendis em substituicdo aos alcodis, esquema 53 (DAVIS T.
L. e FARNUM J. M., 1934) e (BURKUS J., 1961).

Literatura
R (0]
\
R—OH + N=C=0 — » OJ\ _R
(145) (80) & 1y (104)

Trabalho
OH
+ \N=C=o —_— )I\ /R
|
(161) (162) H

Esquema 53. Preparacdo de carbamatos utilizando isocianatos.

A sintese de isociantos organicos era um requisito fundamental para dar inicio
aos experimentos de preparagdo dos carbamatos. As trés principais vias de
obtencao de isocianatos sdo: alquilagdo de halogenetos de alquila (79) ou ésteres
fosforicos (163) com cianatos inorganicos (KOCN) (BIEBER T. U., 1952; HIMMELL
C. M., 1958) e via rearranjo de Curtius de azidas de acila (81) (LINKE S. et al., 1967;
LEMMENS J. M. e BLOMMERD W. W. J. M.,1984). Ao analisar as metodologias de
obtencdo dos isocianatos orgéanicos, optou-se por iniciar os estudos preparando
tioisocianatos (164) a partir de KSCN, ao invés dos isocianatos (80) propriamente
adequados ja que, naquele momento, o cianato de potassio (KOCN) ndo estava

disponivel, esquema 54.
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R

o, N=C—
R—X + O=C=N —> N=C=0 °® R
\
(79) (80) R—X + S=C=N"K —> N=C=S
o R (79) (164)
! P \
RO—P—OR+ O=C=N K — > N=C=0
R (80)
(163)
Rearranjo de
(o) 0 © " Curtius R
@ _N
o® 6 ©® “ NeC—
R)J\Y + N=N=N Na —— R/u\NéN N=C=0
(81) (80)

[Y - Cl (82), OCOR (83), OR, (84) ]

Esquema 54. Métodos de preparagéo de isocianatos (80) e tioisocianatos (164).

4.1.7. Sintese do Tioisocianato de n-butila (165)

As primeiras tentativas de preparagao de tioisocianatos tinham como objetivo
sintético o tioisocianato de n-butila (165). O tioisocianato (165) seria obtido através
de uma reacédo de substituigdo do cloreto de n-butila (128) com KSCN. Nesta
reagao, a mistura heterogénea de agua e benzeno foi utilizada como solvente e o
brometo de tetrabutilamonio (BrNBu4) como catalisador de fase. A mistura reacional
permaneceu sob agitacdo por 12 horas a temperatura ambiente (25° C), esquema
55.

Agua/Benzeno,
10% BrNBuy 12 h

~C! +KSCN
(128) (165)

Esquema 55. Tentativa de sintese do tioisocianato de n-butila (128) utilizando como solvente
H,O/Benzeno e BrNBu,4, como catalisador de fase.

O espectro de IV da mistura reacional poderia determinar se o experimento foi
bem sucedido. A presenca da banda entre 2280 e 2000 cm™, caracteristica da
ligacdo dupla acumulada, no espectro de IV indicaria a presencga do tioisocianato de
n-butila (165) na mistura. Contudo, no periodo em que estas reagdes estavam sendo
estudadas, a realizacdo de um experimento de IV era inviavel, haja vista, que o
Instituto de Quimica e Biotecnologia da UFAL n&o tinha disponivel um espectrémetro

de IV em pleno funcionamento e o envio da amostra para outros centros seria
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demorado (B - SILVERSTEIN R. M. et al., 2005). Entdo, para contornar este
inconveniente, foi realizado um espectro de RMN 'H da mistura reacional desta
tentativa de preparagao do tioisocianato de n-butila (165). Este espectro néo foi
conclusivo, pois o tripleto com deslocamento quimico em & 3,67 ppm pode ser
referente tanto aos hidrogénios do tioisocianato (165) quanto aos do cloreto de n-
butila (128), figura 12.

W .

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
PPM 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 28 26 24 22 20 1.8 1.6 1.4 1.2 1.0

Figura 12. RMN 'H da tentativa de preparacao do tioisocianato de n-butila (165).

Visto que o sucesso da reagao nao poderia ser confirmado via espectro de
RMN "H e o espectro de IV ndo poderia ser realizado, um método no aparelho de
cromatografia gasosa (CG) foi especialmente desenvolvido para que pudesse se
distinguir a matéria-prima, o cloreto de n-butila (128), do produto, o ticisocianato de
n-butila (165). Usando a CG foi possivel perceber que os experimentos de
preparagao do tioisocianato de n-butila (165), utilizando a mistura heterogénea de
agua/bezeno e catalisador de fase, ndo obtiveram éxito, pois a mistura reacional
demonstrava apenas cloreto de n-butila (128).

Como as reagdes na mistura de solventes anteriormente citadas ndo foram
bem sucedidas foi realizado outro experimento utilizando apenas solvente organico,
o hexametilfosforamida (HMPA), sob refluxo. Neste caso, foi observado por CG na
mistura reacional tanto matéria-prima (128) quanto tioisocianato de n-butila (165), o

produto almejado. Com o intuito de obter melhores rendimentos, outros solventes
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organicos foram testados e as respectivas reagdes foram acompanhadas por CG.
Amostras em diferentes fases das respectivas reagdes foram analisadas por CG e
as percentagens de cloreto de n-butila (128) e tioisocianato de n-butila (165)
calculadas com o intuito de identificar as melhores condi¢gdes reacionais.

Os seguintes solventes organicos aproticos: HMPA, dimetilformamida (DMF),
1,3-dimetil-3,4,5,6-tetrahidro-2-dipiridinona (DMPU) e dimetilsuféxido (DMSO) foram
os escolhidos para realizar os experimentos. Os resultados foram expostos em um
grafico que mostra a percentagem de tioisocianato de n-butila (165) no decorrer de
cada reacdo. O solvente que mostrou o melhor desempenho foi o HMPA o qual,
apdés 19,5 horas de aquecimento, favoreceu a conversdo praticamente de todo o

reagente em produto, grafico 1.

Percentagem de tioisocianato de n-butila (165)

100%

100% 7

/o

=

S 0w

'§ s0% 41% = HMPA
2 o DMPU
~

2 = DMF
2 | AL

E e 7 1%1%0%0% 1%2%1%1% __ 2%372%2% = DMSO
c - —— AN

5hB5°C 6.5 hBS°C B5hBES°C+10h100 B5hE5°C +10h100
°c °C+3h175°C

Porcentagem do ticisocianatoe de n-butila

Tempo dereagio e temperatura

Grafico 1. Representacéo grafica da percentagem de tioisocianato de n-butila (165) no decorrer da
reacao utilizando HMPA, DMPU, DMF e DMSO, como solventes.

Com as condigdes reacionais de sintese do tioisocianato de n-butila (165)
determinadas, o proximo passo seria obté-lo puro e em quantidade suficiente para
testar a sintese de tiocarbamatos. Contudo, a metodologia desenvolvida para a
preparacao do tioisocianato se mostrou inviavel, devido a grande quantidade de
HMPA empregada no experimento que, além de tornar a sintese financeiramente
custosa (500 mL de HMPA custa R$ 1.600,00), ainda expde de forma excessiva os
manipuladores aos riscos toxicoldégicos do HMPA (HMPA, 2010).
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4.1.8. Sintese do Tioisocianato de Benzila (166) a partir de

Benzilamina (167)

Diante dos resultados observados na sintese do tioisocianato de n-butila
(165), investigar uma maneira menos dispendiosa para obter isocianatos tornou-se
uma atitude necessaria. Em 1970, Johar e colaboradores prepararam tioisocianatos
(168) utilizando aminas primarias (169), dissulfeto de carbono e peréxido de
hidrogénio. O aperfeicoamento desta metodologia foi descrito em 1972, numa
patente germanica, e em um trabalho publicado em 1997 por Li e colaboradores,
esquema 56 (Li G. et al., 1997).

1)Et;N, CS, C//S
R”NH, 2)H0; RN
—_—
(169) (168)

Esquema 56. Sintese de tioisocianato (168) a partir de aminas primarias (169), CS, e H,0..

Nesta reacgao inicialmente ocorre a formacao do sal de trietilaménio (170), em
seguida o anion (170) é oxidado ao dimero (171) pelo peréxido de hidrogénio. O
dimero de enxofre (171) é novamente oxidado o que leva a geracdo do tiosiocianato
(168) e enxofre, o que confere a mistura reacional a coloracdo amarela. A coloragéo
amarela funciona como um indicador do fim da reacédo, esquema 57 (Li G. et al.,
1997).

S
A~ Et:N, CS H,0 H
R NH, FEi3N, Lo; )J\ ® 2U2
I — . R/\H Se Et;NH —— R/\H)J\S/S\Q/N\/R+ 2 Et;N
(169) (170) (171) + 2H,0
Hzozl
S
7
2 R/\Néc/ +2S+2H,0
(168)

Esquema 57. Sequéncia de reagbes que levam a formagao do tioisocianato (168) utilizando amina
(169), dissulfeto de carbono, trietilamina e peréxido de hidrogénio.
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O tioisocianato de benzila (166) foi entdo preparado a partir da benzilamina
(167) e sulfeto de carbono (CS;) em presenga de trietilamina e peroxido de
hidrogénio (H202). O CS, foi adicionado lentamente a uma mistura contendo
benzilamina (167) e trietilamina em THF a -5 °C. A temperatura da solugao variou de
-5° a 3 °C durante a adicdo do CS,, sendo a mesma posteriormente mantida durante
1,5 horas a 0 °C. Passado este periodo, o H,O foi lentamente adicionado a mistura
reacional para produzir o tioisocianato de benzila (166). Este experimento
apresentou um rendimento de 90% apods purificagdo do produto por destilagéo,

esquema 58.

1) CS,, Et;N, THF s
(-5 °C) - 3°C yod
O/\N H2 2) H202 ©/\N/
90%
(167) (166)

Esquema 58. Preparacéao do tioisocianto de benzila (166).

4.1.9. Sintese do Benzil N-(m-toluil)tiocarbamato (172)

Com o tioisocianato de benzila (166) pronto, o préximo passo foi testar a
tiocarbamatacdo de um composto fendlico para obter o tiocarbamato. Neste estudo,
o m-cresol (151) foi o fenol escolhido para avaliar a viabilidade da reacdo. Trés
condi¢cbes reacionais para a preparagao do N-bezil-m-toluiltiocarbamato (172) foram
testadas. Na primeira tentativa, o CH,ClI, foi utilizado como solvente e o SnCl, como
catalisador. Na mistura reacional obtida neste experimento foi observada por CG a
formagdo de varios compostos, nenhum deles majoritario, sendo que o produto
desejado (172) nao foi obtido. Na segunda tentativa de preparagao do tiocarbamato
(172) uma base foi utilizada, o NaH. O uso da base tem o intuito de aumentar a
nucleofilicidade do oxigénio do m-cresol (151) via preparagéo do fendxido, contudo,
esta reacdo nao foi bem sucedida. A ultima condi¢cdo reacional testada para a
preparagao do N-metil-m-toluiltiocarbamato (172) foi utilizando como catalisador o
AICl3. Neste experimento, o tiocarbamato (172) foi obtido com 5% de rendimento,

esquema 59.

49



PREPARAGAO DOS N-METILCARBAMATOS E AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTICOLINESTERASICA E MOLUSCICIDA
Clebnia Roberta M. Araujo

(172)

s ]

¢’
o L0
Q=

(151)

CONDICAO

REACIONAL CATALISADOR BASE SOLVENTE |RENDIMENTO
13 SnC|4 —_ CH20|2’ 0%
2 —_— NaH Tolueno 0%
32 AICl5 — CH,ClI,, 5%

Esquema 59. Tentativas de preparacdo do N-bezil-m-toluilcarbamato (172).

Visto que as tentativas de tiocarbamatagcdo foram mal sucedidas, a
preparagdo de tioisocianatos ndo se mostrou mais necessaria. Diante desta
situacdo, escolher uma metodologia para a sintese de isocianatos organicos se
mostrou a atitude mais coerente. Como a reacao de substituicdo nucleofilica ndo se
demonstrou satisfatéria nos estudos de sintese do tioisocianato de n-butila (165),
outra metodologia de obtencédo de isocianatos a ser testada seria via rearranjo de
Curtius de azidas de acila, esquema 54 (p. 45).

O mecanismo do rearranjo de Curtius de azidas de acila (81) € um processo
coordenado e estereoespecifico ndo alterando a configuragdo do carbono que migra
para o nitrogénio deficiente de elétrons, conforme esquema 60 (CAREY F. A
SUNDBERG R. J., 2001).

o ™
R R
3 (81) R4
70°C Ry }
——> R;N=c=0 Nz
(80)

Esquema 60. Mecanismo do rearranjo de Curtius.
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4.1.10. Sintese do Isocianato Metila (173)

As azidas de acila (81) podem ser sintetizadas a partir de azidas inorganicas
e cloreto de acido (82), esquema 54 (p. 45). Diante disto, uma alternativa foi
preparar o isocianato de metila (173), composto com baixo ponto de ebulicdo (37
°C), a partir de cloreto de acetila (174) e azida de sédio (NaN3). Na primeira tentativa
de preparar o isocianato de metila (173), tolueno e agua foram utilizados como
solventes na presenga do catalisador de fase o BrNBu,s. Segundo esta metodologia,
inicialmente ocorre a formagdo da azida orgéanica (175), quase que imediatamente
apo6s a adicao do cloreto de acetila (174) a solugcao e, em seguida, o isocianato de
metila (173) é formado apods rearranjo de Curtius. Neste experimento, o cloreto de
acetila (174) foi adicionado a uma solugdo de NaNs;, tolueno, agua e BrNBus. Em
seguida, o sistema foi aquecido a 70 °C durante uma hora, momento a partir do qual
houve grande evolugdo de gas nitrogénio e, posteriormente, a medida que o
isocianato de metila (173) era formado, 0 mesmo foi continuamente destilado até o

final da reacao, a qual conferiu um rendimento de 60%, esquema 61.

o Tolueno/agua, BrNBu 0 o S 70°C O
+ NaN bty AN c”
)kCI 3 : . )J\NéN > ~\N* + sz
(174) 60% (175) (173)

Esquema 61. Sintese do isocianato de metila (173).

Em outra condicdo reacional testada para a preparacdo do isocianato de
metila (173), apenas o tolueno foi utilizado como solvente. Neste experimento, o
cloreto de acetila (174) foi adicionado a uma mistura de NaNj3 e tolueno. Em seguida,
o isocianato de metila (173) foi continuamente destilado da mistura reacional a
medida que ia sendo formado. Infelizmente, este procedimento ndo proporcionou
rendimentos satisfatérios (15-30%).

Como o cloreto de acetila (174), matéria prima da presente reagao, tem ponto
de ebulicdo de 41 °C e, a sintese do produto almejado ocorreu a 70 °C, surgiu a
necessidade de utilizar um aparato capaz de evitar a destilacdo do cloreto de acetila
(174) juntamente com o isocianato de metila (173). Para contornar este problema, o

mesmo sistema usado na preparagao da dimetilamina (159) foi aplicado para a
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realizacédo desta reagéo, entdo o rendimento passou de 15% para 60%, figura 10 (p.
41).

4.1.11. Sintese do N-Metil-m-toluilcarbamato (Metolcarbe) (9)

Com o isocianato de metila (173) preparado, foi possivel testar a sintese do
N-metilcarbamato usando um composto fendlico, o m-cresol (151). Na primeira
tentativa de obtencdo do N-metil-m-toluilcarbamato (9) utilizando isocianato de
metila (173) adotou-se o NaH para desprotonar o m-cresol (151) e tetrahidrofurano
(THF) a 40 °C como solvente. Neste experimento, provavelmente houve formagao

do carbamato (9), fato observado por cromatografia gasosa, esquema 62.

o
OH 1) NaH, THF O/U\N/

|
2) N=C=0 (173) @\“
40 °C -

(151) 9)

Esquema 62. Sintese do N-metil-m-toluilcarbamato (9) utilizando isocianato de metila (173), THF e
NaH.

A reacdo de obtengdo do N-metil-m-toluilcarbamato (9) também foi realizada
utilizando diclorometano (CH»Cl,) como solvente, na auséncia de base, e em
presenca de um acido de Lewis, o AICl3. O isocianato de metila (173) foi inicialmente
adicionado a uma solugcdo de m-cresol (151) e AICI3; em CH,Cl,. O N-metil-m-
toluilcarbamato (9) foi preparado com 75% e 50% de rendimento, respectivamente,

via CG e apos purificagao por cromatografia em silica gel, esquema 63.

o]
on 1 CHyCl, AICI OJJ\,;,/
H

@\2) \N=c=o (173) N @\
50%

(151) 9)

Esquema 63. Preparacao do N-metil-m-toluilcarbamato (9) utilizando isocianato de metila (173) em
CHCl,.
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No espectro de RMN 'H obtido apds purificagdo da mistura reacional foi
possivel observar sinais com deslocamentos quimicos em: 2,36 ppm, é 2,02 - 2,88
ppm, & 4.64 - 5,05 ppm e 66,88 — 7,32 ppm na propor¢cdo de 3 : 3 : 1 : 4. Estes
sinais sao referentes, respectivamente, aos hidrogénios benzilicos, aos hidrogénios
da metila do carbamato, ao hidrogénio ligado ao nitrogénio e aos hidrogénios do

anel aromatico, figura 13.

N
:
| £

T T T T T T T T T
PPM 72 6.8 6.4 6.0 5.6 5.2 4.8 4.4 4.0 3.6 32 2.8 24

Figura 13. RMN 'H do N-metil-m-toluilcarbamato (9).

Neste espectro de RMN 'H os sinais relativos aos hidrogénios préximos ao
nitrogénio merecem uma analise mais detalhada, visto que, pode ocorrer o
acoplamento do "*N com outros nucleos. Sendo o "N um ntcleo de spin / igual a 1
onde, de acordo com a formula 2/ + 1, o hidrogénio ligado diretamente a este nucleo
aparece como um conjunto de trés picos de igual intensidade. Contudo o sinal
referente ao NH na molécula (9) aparece como um pico largo, este fendbmeno é
resultado da lenta velocidade de troca do hidrogénio ligado ao nitrogénio, devido a
relaxacdo moderadamente eficiente induzida pelo momento elétrico de quadrupolo
do nucleo de nitrogénio e ao consequente aumento da meia-vida dos estados de

spin deste nucleo. O hidrogénio sofre, assim, o efeito dos trés estados de spin do
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nucleo de nitrogénio, que estdo mudando a uma velocidade moderada, e responde
produzindo um pico largo (A - SILVERSTEIN R. M. et al., 2005).

Outra particularidade deste espectro de RMN 'H estar no sinal referente aos
hidrogénios da metila do carbamato que sao equivalentes e se apresentam como
dois dupletos de intensidade diferentes. A presenca do dupleto é decorrente do
acoplamento H-N-C-H através das ligagdes C-H, C-N e N-H. O par de dupleto
observado é consequéncia da baixa velocidade de rotagdo da ligacdo C-N
provocada pela contribuicdo das formas canénicas (9a) e (9b), desta forma, o
deslocamento quimico dos hidrogénios a e b nas formas candnicas (9a) e (9b) séo
diferentes, esquema 64 (A - SILVERSTEIN R. M. et al., 2005).

S (Ha

o 0
O/U\N/CH3 )§ CH3 )§

N~
|

ST

9 (9a) (9b)

Hb

Esquema 64. Formas candnicas do N-metil-m-toluilcarbamato (9).

Em outro experimento, o N-metil-m-toluilcarbamato (9) foi obtido quando 2
equivalentes de isocianato de metila (173) foi adicionado a uma solucao de tolueno e
m-cresol (151) a -10 °C. Em seguida, a temperatura da solugcéo foi elevada
lentamente até atingir a temperatura ambiente, onde permaneceu por 12 horas.
Neste processo, o carbamato (9) foi obtido com 40% de rendimento apds purificagao

por coluna cromatografica em silica gel, esquema 65.
-10°
on 1) Tolueno, -10°C o)LN

@\2) N=c=0 (173)
40%

(151) 9)

Esquema 65. Preparacdo do N-metil-m-toluilcarbamato (9) utilizando isocianato de metila (173) em
tolueno.

O grande inconveniente da sintese do N-metil-m-toluilcarbamato (9) estar na
preparagao e manipulagdo da matéria-prima, o isocianato de metila (173). A sintese
deste composto (9) apresenta baixo rendimento (60%) e, além disto, existe uma
grande dificuldade em manipular este isocianato, ja que seu ponto de ebulicdo é de
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7 °C e a substancia € um irritante acentuado das vias aéreas, pele e mucosas.
Diante destas dificuldades, surgiu a necessidade de evitar ao maximo a manipulagao
do isocianato de metila (173). Uma alternativa atraente encontrada nesta ocasiao foi
a preparagado deste isocianato in situ, ou seja, juntamente com a etapa de
carbamatacao. O sucesso neste processo elevaria o rendimento da reagao e evitaria
a manipulacao deste agente nocivo.

O N-metil-m-toluilcarbamato (9) foi preparado utilizando a metodologia citada
anteriormente. Neste experimento, o cloreto de acetila (174) foi adicionado a uma
solugdo de NaN3 em tolueno e, em seguida, a solugdo foi aquecida a 70 °C e
mantida nesta temperatura por 2 horas. Passado este periodo, o m-cresol (151) foi
introduzido na solucéo, a qual permaneceu por mais 3 horas a 70 °C. O N-metil-m-
toluilcarbamato (9) foi obtido, apds purificacdo por coluna cromatografica em silica

gel seguida de cristalizagdo, com 86% de rendimento, esquema 66.

1) NaN; Tolueno, 70°C, 2h (0]

oH . oAy
o 2 @\(151),70 C, 3h \
)k > "
c. {5}
86%

(174) (9)

Esquema 66. Sintese do N-metil-m-toluilcarbamato (9) apds preparacdo in situ do isocianato de
metila (173).

4.1.12. Tentativa de Sintese do m-Dimetilaminometil fenil N-

metilcarbamato (152)

As condicbes reacionais para obtencao de carbamatos foram determinadas,
com isso, dando continuidade a rota sintética proposta para a sintese do
aminocarbamato (152), a proxima etapa a ser realizada seria a carbamatagéo do
aminofenol (154), esquema 44 (p. 36). O m-dimetilaminometil fenol (154) foi
adicionado a mistura reacional contendo o isocianato de metila (173) que havia sido
previamente gerado in situ. A reagao foi entdo aquecida a 70 °C e mantida por 3
horas. Apos elaboragao, foi observada uma mistura complexa de produtos. Este
resultado provavelmente foi consequéncia da presenca de dois sitios nucleofilicos

na molécula de partida (154): a hidroxila e a amina, esquema 67.
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2) N=B=0 (173) H
[ j | — N > |
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(154) ’ (152)

Esquema 67. Tentativa de sintese do m-dimetilaminometil fenil N-metilcarbamato (152) a partir do
m-dimetilaminometil fenol (154).

4.1.13. Modificagdo na Rota Sintética Proposta

Apos testar as cinco etapas da rota sintética proposta para obtencdo do
aminocarbamato (152) a partir do m-cresol (151), foi verificado que a ultima etapa, a

carbamatacgao, nao foi bem sucedida, esquema 68.

o
|
@:aﬁgsgio IBNNBsCCI4 @\p:(cm)z @\Hm/mo @: Q
(151) (155) (156) (157)_N_ (154 N (152) N_

Esquema 68. Reacgdes realizadas para a preparagao do m-dimetilaminometil fenil N-metilcarbamato
(152) seguindo a segunda rota sintética proposta.

Desta maneira, com o intuito de transpor este contratempo, foi proposta uma
alteracdo na sequéncia de reagdes da rota sintética para a preparacdo do amino N-
metilcarbamato (152) derivado do m-cresol (151). Nesta terceira metodologia, a
primeira etapa reacional passou a ser a carbamatagdo do m-cresol (151), processo
que inclusive, protege a hidroxila fendlica para as etapas posteriores. Em seguida, a
posicdo benzilica do carbamato (9) sera ativada através de uma bromagéao
(ANZOLONE et al., 1985; GILBERT et al., 1985; DUBEY et al., 1986; TASHIRO et
al., 1985). A sintese sera finalizada com a aminagdao do bromocomposto (176)
através de uma substituicdo nucleofilica com dimetilamina (159) (SMITH M. B. e
MARCH J., 2001), esquema 69.
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Esquema 69. Terceira proposta retrossintética para a sintese do amino N-metilcarbamato (152)
derivado do m-cresol (151).

4.1.14. Sintese do m-bromometil fenil N-metilcarbamato (176)

A terceira série de reacbes proposta para a preparagdao do
m-dimetilaminometil fenil N-metilcarbamato (152) foi iniciada pela sintese do
N-metil-m-toluilcarbamato (9), etapa ja determinada, esquema 66 (p. 55). Em
seguida, a halogenagao do N-metil-m-toluilcarbamato (9) ocorreu por mecanismo
radicalar, onde o NBS e o AIBN foram utilizados, respectivamente, como fonte de
bromo e iniciador de radical livre. O solvente empregado neste experimento foi o
CCly4 sob refluxo (77°C). Ao término da reacéo, foi observado o consumo de NBS e o
surgimento do NHS em suspensao. O sdlido foi entao filtrado da mistura reacional e
o solvente evaporado. O bromocarbamato (176) foi obtido com 70% de rendimento
apos purificagao via cristalizagdo em uma mistura de acetato de etila e hexano (1:3),

esquema 70.

o]
OJJ\ )1\ _
N 1,43 eq NBS, |
H CCly, AIBN, A @VH
70%
(9) (176)

Esquema 70. Sintese do bromocarbamato (176) do m-cresol (151).

4.1.15. Sintese do m-Dimetilaminometil fenil N-metilcarbamato
(152)

Dando sequéncia a terceira rota proposta, esquema 69, o bromocarbamato

(176) obtido na etapa anterior foi aminado através de uma reacdo de substituigdo
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nucleofilica. O nucledfilo utilizado foi a dimetilamina (159), a qual foi previamente
sintetizada através da hidrolise da N, N-dimetilformamida (160), esquema 50 (p. 41).
A dimetilamina (159) foi adicionada a uma solugdo do bromocarbamato (176) em
THF a -10 °C, sendo a reacdo mantida nesta temperatura e sob agitacdo por
8 horas. Ao final da reacdo, a amina (159) remanescente e o solvente foram
evaporados sob pressdo reduzida e a temperatura ambiente. Uma aliquota da
mistura reacional foi submetida a analise de RMN 'H, que indicou que o produto

almejado, o N-metilcarbamato (152), foi sintetizado, figura 14, esquema 71.

(o)
.

N

| NH(CH3), (159), |

H THF, -10 °C H |
Br B No_

(176) (152)

Esquema 71. Sintese do aminocarbamato (152).

Ao analisar o espectro de RMN 'H obtido da mistura reacional bruta,
esquema 71, foi possivel observar sinais que indicam a presenga do amino N-
metilcarbamato (152). O espectro apresentou quatro sinais com deslocamentos
quimicos de 6 2,31 ppm, & 2,92 ppm, & 3,55 ppm e & 7,98 ppm, nas proporg¢oes de 6 :
3 :2:1, que correspondem respectivamente aos hidrogénios das metilas ligadas ao
nitrogénio, da metila do carbamato, do carbono benzilico e do hidrogénio ligado

diretamente ao nitrogénio do grupo carbamato, figura 14.
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Figura 14. RMN "H do produto bruto da reagdo de preparagdo do m-dimetilaminometil fenil N-
metilcarbamato (152).

O sucesso obtido na preparagao do amino N-metilcarbamato (152), a partir do
m-cresol (151), seguindo a terceira rota sintética proposta, esquema 69 (p. 57),
torna esta sequéncia de reagbes promissora para a sintese do amino
N-metilcarbamato (8) derivado do LCC. Dentro deste contexto, a nova rota sintética
para a preparagdo do amino N-metilcarbamato (8) sera iniciada pela
descarboxilagdo do acido anacardico (7). A mistura de fendis insaturados (12) obtida
sera entdo hidrogenada para produzir apenas um fenol saturado, o cardanol
hidrogenado (18). A etapa seguinte trata-se da carbamatagdo do cardanol
hidrogenado (18) para obtencdo do carbamato (177) derivado do LCC. Esta
molécula tera a posicdo benzilica de sua cadeia lateral ativada através de uma
bromagdo. O produto final, o amino N-metilcarbamato (8) sera entdo preparado
através de uma substituicdo nucleofilica do produto bromado (178) utilizando

dimetilamina (159), esquema 72.

(0] o (0]
A

(0] N O OH OH OH O
| |
H H H OH
= — = — —
3 1 1 3 CisH31n C45H31n
(8 N (178) Br (177) (18) (12) (7)

Esquema 72. Nova proposta retrossintética para a sintese do amino N-metilcarbamato (8) usando
como matéria-prima os acidos anacardicos (7).
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4.1.16. Sintese do Cardanol Hidrogenado (18)

A preparacdao da mistura de fendis insaturados (12) a partir dos acidos
anacardicos (7) foi realizada através do aquecimento (280°C), seguido de destilagéo
a pressao reduzida (0,1 mmHg), do LCC natural. A descarboxilagdo dos acidos
anacardicos (7) é favorecida pela presenca do grupo hidroxila orto a fungdo acido
carboxilico. Nesta reacdo inicialmente os acidos anacardicos (7) sofrem
tautomerizagdo para seus isbmeros (7a) e em seguida ocorre a descarboxilagéo,
onde a hidroxila da fungcdo acido doa o préton para a cetona de acordo com o

esquema 73.

H
(5’ )0 o/;\ OH
OH

A N M o,
—_—— H —_—
C4sH31.n CisH31n C1sH31n

Y (7a) (12)

Esquema 73. Reacdo de descarboxilagado dos acidos anacardicos (7).

A etapa de hidrogenagdo dos cardandis (12) foi realizada em solugao
etandlica, utilizando Nickel Raney ativado como catalisador, e em atmosfera de
hidrogénio. A mistura reacional permaneceu sob agitacdo a temperatura ambiente
até que nao fosse mais observado o consumo de gas hidrogénio. A reacao levou a
transformacao da mistura de fendis meta-alquila substituidos em um unico produto,
o cardanol hidrogenado (18). As etapas de descarboxilagdo e hidrogenacao
apresentaram rendimento global de 72% apds a destilagdo do ultimo produto,

esquema 74.

OH O OH Raney Nickel/H, OH
-CO,y, A -
OH 72%
C15H31.n C15H31.n c

(7) (12) (18)

15H34

Esquema 74. Preparagéo do cardanol hidrogenado (18) a partir dos acidos anacardicos (7).

60



PREPARAGAO DOS N-METILCARBAMATOS E AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTICOLINESTERASICA E MOLUSCICIDA
Clebnia Roberta M. Araujo

4.1.17. Sintese do N-Metil-hidrocardanilcarbamato (177)

Com o cardanol hidrogenado (18) preparado, a etapa seguinte foi a
introdugdo do grupo N-metilcarbamato no lipideo fendlico. A sintese do N-metil-
hidrocardanilcarbamato (177) foi iniciada pela preparagado do isocianato de metila
(173) in situ, a partir de cloreto de acetila (174) e NaN3; em tolueno. Esta mistura
permaneceu sob agitacdo a 70 °C por 2 horas e, em seguida, foi adicionado a
solugao o cardanol hidrogenado (18), a mistura foi mantida a 70 °C por mais 4 horas.
O N-metil-hidrocardanilcarbamato (177) foi produzido com 50% de rendimento apos

purificacao via cristalizacdo, esquema 75.

1) NaN; Tolueno, 70°C, 2h

o)

2) ,70°C,4h O N
¢ MO :
)J\ C15H31
Cl > C.H
o,
(274) 50% (177) 15M31

Esquema 75. Sintese do N-metil-hidrocardanilcarbamato (177) apés preparacao in situ do isocianato
de metila (173).

No espectro de RMN "H do N-metil-hidrocardanilcarbamato (177) foi possivel
observar um dupleto (J = 4,92 Hz) com deslocamento quimico em & 2,88 ppm, sinal
caracteristico de N-metilcarbamatos. Este dupleto € originado do acoplamento
quimico dos hidrogénios metilicos com o hidrogénio ligado ao nitrogénio. O sinal
largo em & 2,95 ppm também € correspondente aos hidrogénios metilicos, em razéo
da baixa velocidade de rotagédo da ligacédo C-N, contribuicdo das formas candnicas
da molécula (177a) e (177b). O sinal do hidrogénio diretamente ligado ao nitrogénio
se apresenta como uma banda larga com deslocamento quimico em & 5,09 ppm, em
razao do acoplamento deste hidrogénio com o nucleo de nitrogénio, que tem numero

de spin /igual a 1, figura 15.
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Figura 15. RMN 'H do N-metil-hidrocardanilcarbamato (177).

4.1.18. Sintese do 1'-Bromo N-metil-hidrocardanilcarbamato
(178)

Seguindo a rota sintética proposta para a preparagdo do 1'-dimetilamino
N-metil-hidrocardanilcarbamato (8), esquema 72 (p. 60), a proxima etapa consistiu
na halogenagdo da posicdo benzilica da cadeia lateral do N-metil-
hidrocardanilcarbamato (177). A bromagédo do carbamato (177) ocorreu via reagao
de radical livre, utilizando AIBN como iniciador e NBS como fonte de bromo. A
reacao aconteceu sob refluxo de CCl, (77 °C), sendo a mistura racémica do bromo
carbamato (178) obtida com 65% de rendimento apds purificagdo por cristalizagao,

esquema 76.

(177) (178) Br
Esquema 76. Sintese do 1'-bromo N-metil-hidrocardanilcarbamato (178).
A identificagdo do bromo carbamato (178) foi realizada através da analise do
espectro de RMN 'H do produto purificado. Os hidrogénios localizados na posigao 2
da cadeia alquilica do N-meticarbamato (177) ddo origem a apenas um sinal em

d 1,60 ppm, visto que estes hidrogénios possuem relagdo enantiomérica, figura 15.
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Os sinais referentes aos mesmos protons no bromo carbamato (178), Ha e Hb,
possuem deslocamentos quimicos em & 2,12 e 6 2,24 ppm, respectivamente, ja que
a introdugcao do halogénio na posi¢céo benzilica promoveu a formagéo de um centro
quiral, e assim, a relagdo entre Ha e Hb passou a ser diastereoisomérica. O duplo
dupleto (J = 6,74 Hz) encontrado em & 4,92 ppm é referente ao hidrogénio benzilico,
e resulta do acoplamento deste com os vizinhos Ha e Hb, figura 16.

Ao analisar e comparar os deslocamentos quimicos dos hidrogénios
benzilicos, Ha e Hb do N-metil-hidrocardanilcarbamato (177) (benzilico 6 2,60 ppm e
Ha

Hb = & 1,60 ppm) e do 1'-bromo N-metil-hidrocardanilcarbamato (178)
(benzilico = & 4,92 ppm, Ha =8 2,12 ppm e Hb = & 2,24 ppm) € possivel verificar que
os sinais referentes a estes nucleos estdo em campo mais baixo no
bromocarbamato (178). Esta mudanca no deslocamento quimico do sinal para
campo mais baixo é resultado da propriedade eletroretiradora do bromo que provoca

desblidagem nestes nucleos de hidrogénio, figura 16.

VAR Y/

T T T T
PPM 7.2 6.8 6.4 6.0 5.6 52 4.8 4.4 4.0 3.6 3.2

Figura 16. RMN 'H do 1'-bromo N-metil-hidrocardanilcarbamato (178).
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4.1.19. Sintese do 1'-Dimetilamino N-metil-

hidrocardanilcarbamato (8)

ApOs preparar e identificar o bromo carbamato (178) a préxima etapa, de
acordo com o esquema 72 (p. 60), é a obtengdo do 1'-dimetilamino N-metil-
hidrocardanilcarbamato (8) através de uma reagdo de substituicdo nucleofilica
utilizando dimetilamina (159). O mecanismo desta reagédo provavelmente envolve a
formacao inicial do carbocation secundario e em seguida este reage com o
nucledfilo, a dimetilamina (159), entdo € uma substituicdo nucleofilica unimolecular
(SN1). A reacdo que concorre com a substituicdo é a eliminagdo e para que esta
ultima ocorra € necessario que o hidrogénio p e o halogénio estejam em posi¢cao
antiperiplanar.

A sintese do bromo carbamato (178) levou a formagcdo de uma mistura
racémica, entdo estdo presentes tanto o isbmero R (178R) quanto o S (178S),
esquema 76. Ao observar os conférmeros dos isbmeros (178R) e (178S) é possivel
perceber que as formas mais estaveis destes, o (178Rb) e o (178Sc), apresentam
hidrogénios B na posi¢gado antiperiplanar em relagdo ao bromo. Com esta analise
torna-se evidente que tanto o isbmero R (178R) quanto o S (178S) s&o susceptiveis

a sofrer p-eliminacdo, esquema 77.

'd N\
/ Conférmeros do Isbmero S
Br ) Br (_Br
H@@J}’H27 H H C13H2;\@H
H Ar H Ar H Ar
=
o H ;I\ H
)J\ 13M27
o N~ (1788Sa) (178Sh) Conférmero mais estavel

H L (178Sc)

c < e N
14H29 Conférmeros do Isbmero R
(0]
(178) Br Ar_) Ar (_Ar
O)I\N/ H 613H27 H@H C13H;@H
|1| — . -
H Br H \Br H >~ "Br
® c4H H é H
7 1429 1;|_\|27

Br H (178R) (178Ra) Conférmero mais estavel (178Rc)

\ L (178Rb) )

Esquema 77. Isdbmeros do 1'-bromo N-metil-hidrocardanilcarbamato (178) e seus conférmeros
(178Ra), (178Rb), (178Rc), (178Sa), (178Sb) e (178Sc).
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Visto a possibilidade de ocorrer reagdo de eliminagado, durante a substituicao
nucleofilica do 1'-bromo  N-metil-hidrocardanilcarbamato  (178)  utilizando
dimetilamaina (159), as condi¢des reacionais escolhidas teve como intuito favorecer
a substituicdo e evitar a desidroalogenagao. Entédo, a reagao foi conduzida a baixa
temperatura em THF, um solvente polar aprético. Neste experimento, a amina (159)
previamente sintetizada foi adicionada a uma solucdo do bromo composto
(178) em THF a -10 °C. A mistura reacional permaneceu nesta temperatura e sob
agitacdo por 24 horas. Em seguida, a amina remanescente e o solvente foram
evaporados, a baixa pressdo e sob temperatura ambiente, e o amino N-
metilcarbamato (8) foi obtido com 70% de rendimento apds purificagdo por

cromatografia em silica gel, esquema 78.

0" N NH(CHy), (159, ¢ N
H THF, -10°C H

h
>

70%
13 13

(178) Br /N\ (8)

Esquema 78. Sintese do 1'-dimetilamino N-metil-hidrocardanilcarbamato (8).

O amino N-metilcarbamato (8) foi identificado por RMN 'H, o duplo dupleto
(J = 4,85 Hz) em 6 3,18 ppm e o simpleto em & 2,18 ppm correspondem,
respectivamente, ao hidrogénio benzilico e aos metilicos da amina, numa relagcéo de
1:6, mostrando assim que a reacado de substituicdo foi bem sucedida. O sinal do
hidrogénio benzilico se apresenta como um duplo dupleto em razdo do acoplamento
deste com os hidrogénios Ha e Hb, que possuem relagao diastereoisoméricas. Outro
fato que merece mencgao neste espectro de RMN 'H se refere aos deslocamentos
quimicos dos sinais dos hidrogénios benzilico, Ha e Hb (benzilico = 6 3,18 ppm, Ha
=6 1,86 ppm e Hb = 6 1,72 ppm) que agora estdo em campo mais alto se
comparado com o espectro do 1'-bromo N-metil-hidrocardanilcarbamato (178)
(benzilico = 6 4,92 ppm, Ha = & 2,12 ppm e Hb = & 2,24 ppm). A mudanga no
deslocamento quimico dos sinais destes nucleos é resultado da influéncia do grupo
dimetilamino, que provoca uma desblindagem menos efetiva que a do atomo de

bromo, figura 17.
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Figura 17. RMN 'H do 1'-dimetilamino N-metil-hidrocardanilcarbamato (8).

4.1.20. Sintese do metil N-fenilcarbamato (11), metil

N-o-nafitillcarbamato (2) e metil N-p-naftilcarbamato (10)

ApoOs a sintese do amino N-metilcarbamato (8) derivado do LCC outros
N-metilcarbamatos foram preparados. A sintese destes ultimos carbamatos teve
como objetivo a sua utilizacdo como referéncia para comparar as atividades
anticolinesterasicas e moluscicidas destas moléculas com as das substancias
inéditas, derivadas do LCC, que foram preparadas neste trabalho.

Os carbamatos escolhidos para serem sintetizados foram o
N-metil-a-naftilcarbamato (carbaril) (2) e o N-metil-m-toluilcarbamato (metolcarbe)
(9), ambos pesticidas comerciais, bem como seus respectivos analogos, o N-metil-a-
naftilcarbamato (10) e o N-metil-fenilcarbamato (11). A sintese do metolcarbe (9) ja
foi relatada anteriormente neste trabalho, também sendo realizada utilizando o
isocianato de metila (173) gerado in situ, esquema 66 (p. 55).

Os carbamatos (11), (10) e (2) foram preparados utilizando duas
metodologias distintas. Na primeira delas, dois equivalentes de isocianato de metila
(173) purificado foram adicionados a uma solugao de tolueno e fenol (161) a -10 °C.
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Em seguida, a temperatura foi elevada lentamente até atingir a temperatura
ambiente, onde permaneceu por 12 horas. Neste processo, o N-metil-fenilcarbamato
(11) foi obtido com 45% de rendimento apds purificagdo por coluna cromatografica

em silica gel, esquema 79.

_10°
on 1) Tolueno, -10°C 0)]\N

2)\N—C—0 (173)
45%

(161) (11)

Esquema 79. Preparagdo do N-metil-fenilcarbamato (11) utilizando isocianato de metila (173)
purificado.

Utilizando a mesma metodologia, o N-metil-B-naftilicarbamato (10) e o N-metil-
a-naftilcarbamato (2) foram preparados a partir do p-naftol (179) e do a-naftol (180),

respectivamente, sendo que as reacdes nestes casos apresentaram rendimentos de

60% e 55% apos purificagao através de cristalizagao, esquema 80.

1) Tolueno, -10°C

H
|
OH 2) \N=C=0 (173) OIN\
60%

(179) (10)

J\/

OH 1) Tolueno, -10°C
“OO 2) N=c=0 (173) “OO
55%
(180)

Esquema 80. Preparacdo do N-metil-B-naftiicarbamato (10) e do N-metil-o-naftiicarbamato (2)
utilizando isocianato de metila (173) purificado.

Na segunda metodologia empregada para obtengdo dos carbamatos (11),
(10) e (2), o isocianato de metila foi gerado in situ. Inicialmente, o cloreto de acetila
(174) foi adicionado a uma mistura de azida de s6dio em tolueno e, em seguida, o
sistema foi aquecido a 70 °C, permanecendo nesta condicdo por 2 horas. O fenol
(161) foi entdo adicionado a mistura reacional, a qual foi mantida a 70 °C por mais 2

horas para obtengdo do N-metil-fenilcarbamato (11). A reagdo apresentou um
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rendimento de 51% apo6s purificagdo por coluna cromatografica em silica gel,

esquema 81.

1) NaN; Tolueno, 70°C, 2h (o]

oH A
o 2 ©(161),70°c, 2h o~ N
)k > i
Cl B
(174) 51% (11)

Esquema 81. Preparagcido do N-metil-fenilcarbamato (11) utilizando isocianato de metila (173) gerado
in situ.

A sintese do N-metil-B-naftilcarbamato (10) e do N-metil-a-naftilcarbamato (2)
foi realizada empregando a mesma metodologia. Neste caso, ambas as reagoes
apresentaram 50% de rendimento apds purificacdo dos compostos por
cromatografia em silica gel, seguida de cristalizagdo em hexano. Contudo, as
misturas reacionais contendo o B-naftol (179) e o «-naftol (180) permaneceram a
70 °C por 4 horas, contadas a partir da adicdo dos respectivos naftdis a solugao

contendo o isocianato de metila, esquema 82.

1) NaN; Tolueno, 70°C, 2h

o 2 (1):9),70°c, 4h o E\
X, - T

0,
(174) 50% (10)
1) NaNj, Tolueno, 70°C, 2h j’\
OH o N/
(¢
o 2 (180y 70°C. 4n )
e g OO
(174) 50%

(2

Esquema 82. Preparacdo do N-metil-B-naftiicarbamato (10) e do N-metil-o-naftiicarbamato (2)
utilizando isocianato de metila (173) gerado in situ.
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4.1.21. Sintese da mistura de N-metil-cardanilcarbamatos (181)

Visto que o N-metil-hidrocardanilcarbamato (177), esquema 75 (p.61), havia
sido preparado, surgiu a necessidade de sintetizar os N-metil-cardanilcarbamatos
(181), a mistura de seus analogos saturados e insaturados, para que a bioatividade
destes carbamatos pudessem ser comparadas. A preparagdo dos N-metil-
cardanilcarbamato (181) a partir dos cardandis (12) foi iniciada pela preparagao in
situ do isocianato de metila (173) empregando cloreto de acetila (174) e NaN3; em
tolueno, a reacao permaneceu a 70 °C por 2 horas. Passado este periodo, a mistura
de cardandis (12) foi adicionada a solugao, a reagao permaneceu por mais 4 horas a
70 °C. Ao término, a mistura de N-metil-cardanilcarbamatos (181) foi obtida com
31% de rendimento apds purificacdo por coluna cromatografica em silica gel,

esquema 83.

1) NaN; Tolueno, 70°C, 2h o] N=0 ¥y SN
O’I" )J\ 78‘ 9
n=2 ‘fm

o 2 @\ (12) , 70°C, 4h
/U\CI C15H31-n ©\ n=4 fm

31% CisH31tn n=6 fm
(174) (181)

Esquema 83. Preparacdo dos N-metil-cardanilcarbamatos (181) apds geracgéo in situ do isocianato
de metila (173).

4.1.22. Ensaios Anticolinesterasicos

A acetilcolinesterase (AChE) € a enzima responsavel por acelerar a hidrolise
da acetilcolina (ACh) (182), molécula responsavel por transmitir o impulso nervoso
de um neurdnio a outro na fenda sinaptica colinérgica. A ACh (182) é uma molécula
simples, que possui um grupo éster e uma amina quaternaria. Ela é sintetizada nos
neurbnios pré-sinapticos a partir de colina e coenzima A, sob catalise da colina
acetiltransferase, esquema 84. Apos sua formacéo, ela é armazenada em vesiculas,
onde fica depositada até que haja um estimulo que resulte em sua liberagdo na
fenda sinaptica. A partir deste ponto, a ACh (182) liga-se ao receptor pds-sinaptico

propagando o impulso. Apds transmitir a mensagem, a molécula de ACh (182)
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desliga-se do receptor pos-sinaptico e volta a fenda sinaptica, onde sofre hidrolise
catalisada pela AChE. A degradac&o enzimatica da ACh (182) pela AChE da origem
ao acido acético (183) e colina (184), esquema 84 (SILVA P., 2002) (WILLIAMS D.
A. et al., 2002).

o ® o ®
)ko/\/mcus)s AChE )I\OH + o~ N(CH)s

ACh (182) < Coli Acido Acético (183) Colina (184)
olina
Acetiltransferase

Esquema 84 — Sintese e hidrélise da ACh (182).

Algumas moléculas, os inibidores da acetilcolinesterase (IAChE), s&o capazes
de bloquear a agdo da AChE, retardando a degradagédo da ACh (182) na fenda
sinaptica. Assim, com a hidrdlise inibida, uma mesma molécula de ACh (182) sera
capaz de estimular mais de um receptor, intensificando desta forma a transmissao
colinérgica. Os IAChE(s) tém importancia principalmente como farmacos ou
pesticidas.

Em situacdes clinicas em que ocorre uma diminuicdo da ACh (182) no
sistema nervoso, o uso de um IAChE é terapeuticamente indicado, ja que esta
medida proporciona um aumento do tempo de meia-vida da ACh (182) e por fim,
minimiza o déficit colinérgico (RANG et al.,, 2003). Os anticolinesterasicos sao
terapeuticamente utilizados no tratamento farmacoldgico de algumas patologias, tais
como: miastenia gravis (aumentando a forca muscular), glaucoma (reduzindo a
pressao ocular) e na reversao de sintomas da Doencga de Alzheimer (A - PATRICK,
G. L., 1995).

Os IAChE(s) sao usados na agricultura principalmente para combater insetos
e outros artrépodes, sendo que sua agao praguicida baseia-se na superestimulagao
do sistema colinérgico do inseto. Os organofosforados foram os primeiros inseticidas
anticolinesterasicos utilizados, sendo o tetraetilpirofosfato (TEPP) (185) sintetizado
por Clermont em 1854 o primeiro representante. Mas foi Schrader, em 1952, que
apods sintetizar mais de 2.000 compostos desta classe, visando desenvolver agentes
quimicos bélicos, quem definiu as exigéncias estruturais para a atividade inibitéria da
AChE. Dentre as primeiras substancias desenvolvidas pode-se destacar o paration

(186), um inseticida anticolinesterasico amplamente utilizado, o sarin (187), o soman
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(188) e o tabun (189), que por serem extremamente téxicos, ja foram inclusive
utilizados como armas quimicas, figura 18 (HARDMAN J. G. e LIMBIRD L. E,,
2005).

(o) (o]
/\O/#\O/H\ RS /\o/

o ~ /©/ 2 ,ﬁ\ J\ ﬁ /\N/E\CN
) o 0N EAS b
T 5 o

Paration Sarin Soman Tabun
T(E1Fi;|;) (186) (187) (188) (189)

oO—u=0n

Figura 18 — Estrutura molecular do tetraetilpirofosfato (TEPP) (185), paration (186), sarin (187),
soman (188) e tabun (189).

Os inseticidas carbamatos também sao IAChE(s) que possuem em comum a
estrutura fundamental de ésteres do acido N-metilcarbamico (190). Os principais
compostos desta classe de defensivos organossintéticos sdo: carbaril (2) (p. 1),
isolan (5) (p. 2), pirolan (191), carbofuran (192) e metolcarbe (9) (p. 55), figura 19.

T
| O/é\N/
Ho/é\NHCH:, E/ \(—/Q

Acido N-metilcarbamico Pirolan Carbofuran
(190) (191) (192)

Figura 19 — Estrutura molecular do acido N-metilcarbamico (190), pirolan (191), carbofuran (192).

Avaliar a habilidade de uma molécula, de origem natural ou sintética, em inibir
a AChE é de grande interesse para a comunidade cientifica atualmente, ja que o uso
de um IAChE mostra-se util tanto na area da farmacologia como também na
agricultura. A capacidade que determinada molécula tem de inibir a AChE pode ser
verificada através da atividade enzimatica de uma solucdo onde estao presentes a
AChE e a molécula que esta sendo estudada. A atividade enzimatica da AChE é
experimentalmente definida pela quantidade de produtos de hidrolise da ACh (182),
esquema 84 (p.70). Varias metodologias foram desenvolvidas para quantificar o
acido acético (183) ou a colina (184), visando determinar a atividade catalitica da
AChE.

Em 1961, Ellman e colaboradores criaram um procedimento colorimétrico

para avaliacdo da atividade catalitica da AChE em varios tipos de amostras. Este
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procedimento foi desenvolvido pela combinagdo dos conhecimentos divulgados por
Koelle (1951) e Ellman (1951), onde neste ultimo é exposto o emprego do acido 5,5'-
ditiobis(2-nitrobenzdéico) (DTNB) (193), reagente de Ellman, na quantificacdo de
compostos de enxofre em tecidos celulares (ELLMAN G. L., 1959).

O método de Ellman é baseado na hidrdlise da acetiltiocolina (ACTI) (194),
pela AChE, dando origem a tiocolina (195), que reage com o carboxilato do DTNB
(193), formando o 2-nitrobenzoato 5-mercaptotiocolina (196) e um anion de
coloragdo amarela, o 5-tio-2-nitrobenzoato (197), o qual é quantificado
espectrofotometricamente no comprimento de onda de 412 nm, esquema 85
(ELLMAN G. L., et al., 1961).

o) 0 @
@ AChE N(CH
)J\S/\/N(CH3)3 —_— OH + HS/\/ (CH3);
Acetiltiocolina (194) Acido Acético (183) Tiocolina (195)

Reagente de Ellman
s NO,
O,N s
COO-
“‘00C
fon 5,5'-ditiobis-2-nitrobezoato (193)

Y
@®
(H3c)3N\/\S/S es No2
+
NO, oo
(o]0

. ) i 5-tio-2-nitrobenzoato (197)
2-nitrobenzoato-5-mercaptotiocolina (196) Anion amarelo

Esquema 85 — Formacgao do anion amarelo do 5-tio-2-nitrobenzoato (197), resultado da reagéo entre
a tiocolina (195) e o ion 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoato (193).

A atividade enzimatica € experimentalmente calculada a partir da inclinagao
(coeficiente angular) da regido linear da curva de cinética obtida por
espectrofotometria de absor¢do molecular, a qual corresponde, numericamente, a
variagdo de absorbancia no decorrer do tempo (AA/At), equagao 1 (RAZZINO,
2007).

_AA . Vx 1000
Z/m = AtX8XdXVXp Eq. 1
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Na equagao 1, a atividade catalitica enzimatica Z/m é dada em Ug'1; AA, a

variagdo de absorbancia; V, o volume total do ensaio em (L); €, coeficiente de
absorgdo do anion 5-tio-2-nitrobenzoato (197) (1,36 mmol'mm™); d, o caminho
optico da cubeta (mm); At, a variagdo do tempo do ensaio cinético (min); v, volume
da amostra utilizada no ensaio (L) e p, a concentragdo da enzima utilizada no ensaio
(gL™).

Rhee, em 2001, desenvolveu uma adaptacdo do ensaio de Ellman, onde ao
invés de utilizar cubetas com volumes que variam de 1,5 mL a 3,0 mL foram
utilizados microplacas. Cada microplaca possui 96 pogos, onde cada pogo suporta
aproximadamente 0,5 mL. Diante disto, aproximadamente 95 amostras podem ser
avaliadas de uma unica vez e, um volume reduzido de solugdo é necessario para
realizar o ensaio (RHEE K. et al., 2001).

Atualmente, o ensaio de Ellman é o método mais extensivamente utilizado
para se determinar a atividade inibitéria da AChE de compostos tanto de origem
natural quanto sintética. O grande numero de adeptos desta metodologia esta
relacionado a sua praticidade, sensibilidade e reprodutibilidade.

A atividade anticolinesterasica dos N-metilcarbamatos sintetizados (2), (8),
(9), (10), (11) (177), (178) e (181) e de suas matérias-primas (12) e (18) foram
determinadas empregando a adaptagdo de Rhee do ensaio de Ellman. A capacidade
em inibir a AChE foi expressa em percentagem de inibicdo da enzima, que séao
determinadas por comparagao da atividade da enzima frente a um branco positivo e

a uma solucao contendo a amostra a ser analisada, figura 20.
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Carbamatos derivados do LCC

o

I A AL J.

N
©\ @\X\)\ H
CisH31n A

(181) (177) Br (173) _N__(8)

Carbamatos comerciais
o o (o}

d A A

" N ! |
I i H H O\EN\ H

(2) (9) (10) (1)

Materias-primas

Figura 20. Carbamatos sintetizados cujas atividades anticolinesterasicas foram avaliadas.

A atividade catalitica da AChE foi determinada pelo método
espectrofotométrico proposto por Ellman e colaboradores (ELLMAN G.L. et al.,
1961). Ao invés de utilizar cubetas com volumes que variam de 1,5 mL a 3,0 mL
foram utilizadas microplacas de 96 pocgos, uma adaptacéo realizada por Rhee e
colaboradores (2001), onde cada pogo suporta aproximadamente 0,3 mL. Nesta
metodologia, um volume reduzido de reagentes é empregado e as leituras das
amostras ocorrem ao mesmo tempo, o que torna o experimento mais rapido,
confiavel e econémico (RHEE K. et al., 2001).

Cada amostra teve seu potencial inibitério da AChE avaliado em diferentes
concentragbes. A escolha destas concentragdes seguiu o seguinte critério: uma
delas deveria apresentar inibicdo da AChE proxima de 100%, outra perto de 0% e
pelo menos em uma concentragdo, a percentagem de inibicdo da enzima deveria

ficar entre estes dois extremos. Este critério foi adotado para que fosse possivel se
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determinar a concentragdo dos compostos capaz de inibir 50% da AChE, ou seja, a
Clso.

Os primeiros carbamatos a ter sua atividade anticolinesterasica determinada
foram os pesticidas comerciais carbaril (2) e metolcarbe (9). O carbaril (2) inibiu 93%
da AChE em uma concentragdo de 0,1 mM. Outras concentragbes também foram
avaliadas: 0,05, 0,01 e 0,001 mM, onde as percentagens de inibicdo foram,
respectivamente, 88%, 49% e 11%. O carbaril (2) apresentou Clsy de 0,012 mM,
sendo este valor calculado a partir dos dados obtidos experimentalmente e utilizando

o software Graph Pad Prism 5.0, grafico 2.

Carbaril (2)
e
o 1004
o~ 2
N P4
7 -
h g ™
oL
O 504
2
Clsp-0,012ml £
— % 25-
X 11%
0,001 mM
0 T T T
0.00 0.05 0.10

Concentragao (mM)

Grafico 2. Percentagem de inibicdo da AChE apresentada pelo carbaril (2) em diferentes
concentracoes.

Na concentragdo de 0,5 mM, o metolcarbe (9) inibiu 95% da AChE. Além
desta, o carbamato foi avaliado em outras molaridades: 0,1, 0,05 e 0,01 mM, onde
as percentagens de inibigdo foram, respectivamente, 59%, 31% e 4%. A Cls

apresentada pelo carbamato (9) foi de 0,090 mM, grafico 3.
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Metolcarbe (9)

95%

% de inibicao da AChE

0.0 0.2 0.4 0.6
Concentragado (mM)

Grafico 3. Percentagem de inibicdo da AChE apresentada pelo metolcarbe (9) em diferentes
concentracoes.

ApOs avaliar a atividade anticolinesterasica do N-metil-B-naftilcarbamato (10)
foi notado que este carbamato apresenta um potencial consideravelmente menor, de
inibir a AChE, que o seu analogo carbaril (2). Na concentragdo de 5,0 mM, apenas
65% da enzima foi inibida. Esta foi a concentracdo mais alta em que o ensaio
utilizando o N-metil-B-naftilcarbamato (10) pode ser realizado, isso decorreu da baixa
solubilidade deste composto em agua. A Clsy calculada a partir dos dados
experimentais foi de 0,26 mM. Este dado deixa evidente a importancia da posicao do
grupo carbamato em relagdo ao sistema de anéis aromaticos. No caso do
carbaril (2), o N-metilcarbamato encontra-se na posigdo 1, enquanto que o seu

analogo (10) apresenta o mesmo na posicao 2, grafico 4.

N-metil-B-naftilcarbamato (10)

w 100+
-
(&)
<
© 65%
o —3
( S 50- 5 mM
Carbaril )
o} £ 35%
Q
°
S

H 0
OO (@ o 1 2 3 4 5 6

Concentragao (mM)
C|50 - 0,012 ml
—

Grafico 4. Percentagem de inibigdo da AChE apresentada pelo N-metil-3-naftilcarbamato (10) em
diferentes concentragdes.
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A capacidade que o N-metil-fenilcarbamato (11) tem de inibir a AChE é
inferior a atividade de seu analogo, o pesticida metolcarbe (9), visto que sua Cls foi
de 0,77 mM, dado calculado a partir dos resultados experimentais. O N-metil-
fenilcarbamato (11) inibiu 84%, 63%, 30% e 11% da AChE nas concentragbes de

5,0, 1,0, 0,5 e 0,1 mM, respectivamente, grafico 5.

N-metil-fenilcarbamato (11)

100- 84“/0

% de inibicao da AChE

o T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6

Concentragao (mM)

Grafico 5. Percentagem de inibicdo da AChE apresentada pelo N-metil-fenilcarbamato (11) em
diferentes concentragoes.

O resultado acima exposto, grafico 5, mostra que o grupo alquila meta a
funcao carbamato incrementa a atividade anticolinesterasica. Este aumento ocorre
provavelmente devido a uma maior afinidade do metolcarbe (9) pela AChE,
resultado de uma interacédo hidrofobica entre um “bolso” hidrofébico da enzima e o
grupo metila em posicdo meta presente na molécula. Esta hipotese é embasada
pela existéncia de uma série de inseticidas do tipo carbamato que possuem grupos
alquila meta a fungdo carbamato, como o mexacarbato (198), o metiocarbe (199), o

pirimicarbe (200) e o promecarbe (201), figura 21.
(o)
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o)J\r]l O)J\FII
H H | SN H H
N)\N/
/N\ pd |

Mexacarbato (198) Metiocarbe (199) Pirimicarbe (200) Promecarbe (201)

e
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v )I\N e O)I\N/
| |

Figura 21. Estrutura molecular de inseticidas do tipo carbamato.
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O primeiro derivado do LCC a ter sua atividade anticolinesterasica avaliada foi
o N-metil-hidrocardanilcarbamato (177) (p. 60). Infelizmente, em razdo de sua baixa
solubilidade em meio aquoso, nado foi possivel realizar os experimentos em
concentracbes maiores, e assim, obter os dados necessarios para calcular a sua
Clso. Desta forma, o experimento foi realizado em duas concentragdes: 1,0 e
0,5 mM, onde as percentagens de inibigao foram, respectivamente, 25% e 13%,
grafico 6.

Para verificar se a fungdo carbamato do N-metil-hidrocardanilcarbamato (177)
exerce alguma influéncia na atividade anticolinesterasica, foi realizado um ensaio
comparativo com o cardanol hidrogenado (18) (p. 34). Neste experimento, as
concentracbes avaliadas de ambas as substancias também foram iguais a 1,0 e
0,5 mM. Assim, para o cardanol hidrogenado (18), as percentagens de inibicao
correspondentes foram iguais a 34% e 25%. De posse dos resultados, decidiu-se
aplicar o teste estatistico t de Student, o qual permitiu concluir que nao houve
diferenga significativa entre a atividade inibitéria frente a AChE de ambas as

moléculas nas concentragdes testadas, grafico 6.

401 34% B2 Cardanol Hidrogenado (18)
(]
EZE N-metil-hidrocadanilcarbamato (177)

e

=
=

30+

20+
13%

% de inibicdo da AChE

1.00 0.50
Concentragao (mM)

Grafico 6. Percentagem de inibicdo da AChE apresentada pelo cardanol hidrogenado (18) e N-metil-
hidrocardanilcarbamato (177) nas concentragdes de 0,5 e 1,0 mM.

E intrigante verificar que a introdugdo do grupo N-metilcarbamato no cardanol
hidrogenado (18) ndo provocou incremento da atividade anticolinesterasica, visto
que, a capacidade que os carbamatos apresentam em inibir a AChE é uma
propriedade caracteristica deste grupo funcional (A - PATRICK, G. L., 1995). Diante
destas observagdes pode-se acreditar que o grupo N-metilcarbamato do N-metil-
hidrocardanilcarbamato (177) provavelmente ndo alcangou o sitio catalitico da

AChE.
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A capacidade em inibir a AChE da mistura dos N-metil-cardanilcarbamatos
(181) e dos cardandis (12) também foram avaliadas e comparadas. Neste estudo, as
concentracbes avaliadas de ambas as misturas foram: 0,5, 0,25 e 0,1 mM.
Analisando o grafico da grafico 7, é possivel perceber que a fungdo carbamato na
molécula levou a um aumento na taxa de inibicio da AChE apresentada pelo
cardanol (12). Em termos numéricos, as percentagens de inibicdo do N-metil-
cardanilcarbamato (181) e do cardanol (12), considerando as concentragdes
testadas, foram, respectivamente, 70%, 62% e 46% e 33%, 10% e 7%.

100- EZA Cardanol (12)
' EZA N-metil-cardanilcarbamato (181)
2 70%
©
-

o
S
3 50+
£
(]
-
2
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0.50 0.25 0.10
Concentragao (mM)

Grafico 7. Percentagem de inibicdio da AChE apresentada pelo cardanol (12) e N-metil-
cardanilcarbamato (181) nas concentragdes de 0,5, 0,25 e 0,1 mM.

Ao confrontar os resultados apresentados pela mistura de cardandis (12),
cardanol hidrogenado (18), mistura de N-metil-cardanilcarbamato (181) e N-metil-
hidrocardanilcarbamato (177), na concentracdo de 0,5 mM, fica evidente que a
cadeia lateral insaturada intensifica bastante o potencial de inibicdo da AChE,
grafico 8. Este resultado deve ser consequéncia de sitios hidrofébicos na enzima,
onde as insaturagdes produzem interagdes mais efetivas que a cadeia saturada (B -
PATRICK, G. L., 1995).
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Grafico 8. Percentagem de inibicdo da AChE apresentada pelo cardanol (12), cardanol hidrogenado
(18), N-metil-cardanilcarbamato (181) e N-metil-hidrocardanilcarbamato (177) na concentragéo de 0,5
mM.

A atividade anticolinesterasica do 1'-bromo N-metil-hidrocardanilcarbamato
(178), intermediario da sintese do 1'-dimetilamino N-metil-hidrocardanilcarbamato
(8), também foi determinada. As concentra¢cdes estudadas foram de 2,0, 1,0 e
0,5 mM, onde as percentagens de inibicdo observadas foram, respectivamente,
36%, 16% e 11%, grafico 9.

1'-bromo N-metil-hidrocardanilcarbamato (178)
40+ 36%

30+
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0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25
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Grafico 9. Percentagem de inibicio da AChE apresentada pelo 1'-bromo N-metil-
hidrocardanilcarbamato (178) nas concentragdes de 0,5, 1,0 e 2,0 mM.

O ultimo composto avaliado quanto a capacidade de inibicdo da AChE foi o

1’-dimetilamino N-metil-hidrocardanilcarbamato (8), o amino N-metilcarbamato
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derivado do LCC almejado. Na concentragdo mais alta, 2,0 mM, o composto inibiu
92% da AChE e, quando presente em solugdo nas concentracdes molares de 1,0,
0,5 0,25, 0,1 e 0,05 mM, as percentagens de inibicdo enzimatica apresentadas
foram: 78%, 68%, 63%, 48% e 27%, respectivamente. A partir destes dados, a Clsp

do composto pdde ser determinada, sendo equivalente a 0,17 mM, grafico 10.

1'-dimetilamino N-metil-hidrocardanilcarbamato (8)

92%

1004

50+

27%

% de inibicao da AChE

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5
Concentragao (mM)

Grafico 10. Percentagem de inibicdo da AChE apresentada pelo 1'-dimetilamino N-metil-
hidrocardanilcarbamato (8) em diferentes concentragdes.

Ao confrontar as atividades inibitérias nas concentragées de 1,0 e 0,5 mM do
cardanol hidrogenado (18), de seu derivado carbamato (177), do bromo carbamato
(178) e do amino carbamato (8) foi possivel verificar que a atividade
anticolinesterasica do cardanol hidrogenado (18) foi significativamente incrementada
quando, além da fungao carbamato, estava também presente na molécula o

grupamento dimetilamino, grafico 11.
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Grafico 11. Percentagem de inibicdo da AChE apresentada pelo 1'-dimetilamino N-metil-
hidrocardanilcarbamato  (8), 1'-bromo  N-metil-hidrocardanilcarbamato  (178), N-metil-
hidrocardanilcarbamato (177) e cardanol hidrogenado (18) nas concentragdes de 0,5 e 1,0 mM.

Em razdo de sua basicidade (pKa = 10) o grupo dimetilamino do
aminocarbamato (8) quando em meio aquoso tamponado pH = 8, condigcbes
utilizadas nos ensaios, torna-se protonado, gerando um centro carregado
positivamente. Este centro positivo provavelmente estar interagindo com sitio
aniénico presente na cavidade catalitica da AChE, o que provoca um aumento da
afinidade do 1’-dimetil N-metil-hidrocardonilcarbamato (8) pela enzima, e
consequente incremento da atividade anticolinesterasica. Entao, tanto o grupo N-
metilcarbamato quanto o dimetilamino, sdo responsaveis pela capacidade que a
molécula tem em inibir a enzima AChE (WILLIAMS D. A. et al., 2002).

O 71’-dimetil N-metil-hidrocardonilcarbamato (8), derivado do LCC almejado,
mostrou atividade anticolinesterasica comparavel a do metolcarbe (9), ja que suas
Clso foram, respectivamente, 0,14 e 0,090 mM. Ao realizar o teste t para confrontar
os dados obtidos com o amino carbamato (8) e o metolcarbe (9) foi constado que o
potencial de inibir a AChE destas moléculas n&do sao significativamente diferentes.
Contudo, o carbaril (2) se mostrou um anticolinesterasico mais eficaz, com Clso de
0,012 mM. Ao comparar a percentagem de inibicdo da AChE do 1’-dimetil
N-metilhidrocardonilcarbamato (8), do metolcarbe (9) e do carbaril (2), nas
concentracbes de 0,1 e 0,05 mM, esses resultados tornam-se mais evidentes,

grafico 12.
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Grafico 12. Percentagem de inibicdo da AChE apresentada pelo 1'-dimetilamino N-metil-
hidrocardanilcarbamato (8), metolcarbe (9) e carbaril (2) nas concentragées de 0,1 e 0,05 mM.

4.1.23. Ensaios Moluscicidas

A esquistossomose caracteriza-se como uma doenga parasitaria transmissivel
e endémica provocada pelo trematédeo Schistosoma mansoni (Sambon, 1907). A
enfermidade pode-se apresentar na forma assintomatica e evoluir gradativamente
até quadros clinicos extremamente graves. A parasitose tornou-se alvo de estudos
devido a seu alto grau de prevaléncia e infeccdo em areas endémicas de regides
tropicais e subtropicais, onde milhdes de pessoas estdo expostas ao risco de
contaminagdo (WHO 2010). Em adigdo, a esquistossomose € considerada a
segunda maior doencga tropical devido a sua repercussao econdémica e de saude
publica, sendo superada apenas pela malaria, (PASSOS A. D. C., 1998).

A esquistossomose afeta mais de 200 milhdes de pessoas na Africa, Asia e
Ameérica Latina. Além disso, mais de 600 milhdes de pessoas encontra-se em area
considerada de risco a enfermidade, distribuidas em mais de 76 paises com casos
registrados desta parasitose (KATZ N., 1997). No Brasil, no ano de 2007, foram
confirmados cerca de 114 mil novos casos de esquistossomose. Destes, 83 mil
estdo no nordeste brasileiro, sendo esta a regido do pais mais acometida pela
parasitose. Em segundo lugar encontra-se a regido sudeste, que apresentou, no
mesmo ano, aproximadamente 30 mil novos pacientes com a doenga (MINISTERIO
DA SAUDE, 2010).
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No Brasil, os hospedeiros intermediarios do helminto Schistosoma mansoni
sdo moluscos do género Biomphalaria (Planorbidae). Das trés espécies brasileiras
hospedeiras intermediarias do S. mansoni (B. glabrata, B. tenagophila e B.
straminea), a B. glabrata (Say, 1818) é a mais importante, sendo os moluscos desta
ultima espécie os principais responsaveis pela vasta distribuicdo e alta morbidade da
esquistossomose mansaénica no Brasil. O molusco, hospedeiro intermediario, tem um
papel crucial no desenvolvimento desta parasitose, pois € um membro obrigatorio no
ciclo do helminto. A presenga deste molusco ja foi notificada em 16 estados
brasileiros, além do Distrito Federal, e em 799 municipios da regido sul, sudeste,
centro-oeste e nordeste do Brasil (SILVAN. F. S. et al., 2008).

O Biomphalaria glabrata, também conhecido popularmente no Brasil como
corondé, € um caramujo de agua-doce pertencente ao filo Mollusca, classe
Gastropoda, familia Planorbidae. Este molusco habita aguas rasas, estagnadas ou
de fluxo lento, com quantidades moderadas de matéria organica e com incidéncia de
luz. Também pode estar presente em pogas d agua distantes de rios, bem como, em
represas para producao de energia e canais de irrigagado destinados a agricultura
(CORREA M. C. R., 2006). Os criadouros de B. glabrata podem ainda estar situados
em areas de ocupacido humana, tais como: cidades, vilas e assentamentos urbanos
e rurais. As maiores concentracbes de criadouros estdo em locais onde as
condi¢cdes de higiene da populagdo séo precarias e nao ha rede de tratamento de
esgoto, ou, que este seja lancado diretamente em rios préximos as cidades. Em
areas rurais, geralmente, este caramujo habita locais destinados a agricultura
irrigada e ao cultivo de hortaligas.

Além do tratamento das pessoas infectadas, uma das maneiras mais eficiente
e rapida de reducgao da transmissao da esquistossomose € a interrupgcao do ciclo de
vida do parasito por meio do combate aos moluscos com moluscicidas. Os
moluscicidas sdo substancias utilizadas para controlar popula¢des de moluscos, seja
os considerados vetores de parasitos ou apenas 0s caramujos que vivem e se
alimentam de folhagens em estufas, jardins, lavouras e campos.

A aplicagao de moluscicidas no sentido de combater ou controlar a populacéo
do caramujo transmissor da esquistossomose data muitos anos (ALCANFOR J. D.
X. et al., 2001). Inicialmente, empregava-se o sulfato de cobre no combate a este

molusco, mas, ja ha algumas décadas, varios grupos de pesquisa investigam a
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capacidade moluscicida de uma grande variedade de produtos naturais, com intuito
de que estes possam ser usados na prevengao da esquistossomose. Atualmente
apenas uma substancia sintética, a niclosamida (202) (Bayluscide®), é recomendada
pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS) como moluscicida para o controle do B.
glabrata, figura 22 (CORREA M. C. R., 2006).

|

N
H

|
Niclosamida (202)

Figura 22. Niclosamida (202), substancia utilizada no controle da populagéo de B. glabrata.

A niclosamida (202) destaca-se por sua alta toxicidade para os moluscos,
tendo atividade letal de 100% na concentragao de 1,0 ppm. Os inconvenientes deste
praguicida sdo o custo elevado e a toxicidade para peixes e outros pequenos
animais (MENDES N. V. et al.,, 1999). Em razao disto, este moluscicida é mais
indicado para emprego em canais de irrigagdo, onde ndo haja criagédo de peixes,
nem que estes sejam empregados concomitantemente como bebedouros de animais
(GASPAROTTO A. Jr. et al., 2005).

O uso de compostos sintéticos no controle da populagao de caramujos € uma
pratica comum, sendo os principais moluscicidas sintéticos o metaldeido (203), a
niclosamida (202) e alguns organofosforados e carbamatos. Os moluscicidas
organofosforados inibidores irreversiveis da AChE mais utilizados no controle da
populagéo de caramujos sao o triclorfon (204), o formation (205) e o forate (206). Ja
dentre os moluscicidas carbamatos, que sao inibidores reversiveis da AChE, os mais
empregados séo o carbaril (2) (p.1), o mexacarbato (3) (p.2), o aldicarbe (4) (p.2) e 0
isolan (5) (p.2), figura 23 (SINGH S. K. et al., 2010).
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Figura 23. Estrutura de alguns moluscicidas.

Em 1992, a atividade moluscicida contra Theba pisana dos carbamatos
aldicarbe (4) (p.2), aldoxicarbe (207), oxamil (208), metomil (209) e tiofanox (210)
foram avaliadas, bem como, seus respectivos potencial de inibicdo da AChE. Os
resultados mostraram que metomil (209) foi a substancia mais potente, enquanto
que o tiofanox (210) foi a menos eficaz contra os caramujos. O tempo letal médio
(TLsg) do aldicarbe (4), aldoxicarbe (207), oxamil (208), metomil (209) e tiofanox
(210) foram 5,8, 4,7, 2,3, 4,0 e 6,7 dias, respectivamente. O metomil (209), o
moluscicida mais potente, também foi o que exibiu a melhor atividade
anticolinesterasica dentre os pesticidas testados, figura 24 (RADWAN M. A. et al.,
1992).

(0] 0 o] o (o)
o] N N
\N)J\O/N%S< \N)J\O/ \f‘\rr/ \N)J\O/ *S\ \NJJ\O/N\T\S/
H H
H © ~ H (CHa)s
Aldoxicarbe (207) Oxamil (208) Metomil (209) Tiofanox (210)

Figura 24. Estrutura de carbamatos moluscicida.

O Eobania vermiculata, caramujo terrestre tipico ou caracol verdadeiro,
também mostrou-se susceptivel ao metomil (209) e metiocarbe (199) (p. 78), tanto
através de aplicacdo tépica quanto por meio de armadilhas impregnadas com
pesticidas. As DLsg dos carbamatos (209) e (199) aplicados por via topica foram de
90 e 413 pg/caramujo e, quando armadilhas de farelo contendo os moluscicidas
foram utilizadas, as substancias apresentaram DLsg nas concentracées de 0,3 e
0,9% (m/m), respectivamente (RADWAN M.A. et al., 2008).

Em 2009, foram avaliadas o potencial de inibicdo da AChE presente no
Eobania vermiculata do metomil (209) e do metiocarbe (199). Neste estudo, o
caramujo foi exposto a Y2 da DLsy dos pesticidas tanto por via tépica, quanto
utilizando armadilhas toxicas. A maior percentagem de inibicdo da enzima foi

observada ap6s 5 horas, sendo que o metomil (209) e o metiocarbe (199) foram
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capazes de inibir cerca de 80 e 70% da AChE, respectivamente, quando aplicados
por via topica. Ao utilizar armadilhas contendo os carbamatos (209) e (199), ambos
inibiram aproximadamente 82% da AChE do molusco (ESSAWY A. E. et al., 2009).

Visto as atividades moluscicidas apresentadas por algumas substancias da
classe dos carbamatos, outros compostos contendo esta fun¢do organica foram
sintetizados e suas atividades pesticidas avaliadas. Em 2008, Radwan e
colaboradores avaliaram a atividade moluscicida de N-metilcarbamatos derivados de
monoterpendides naturais contra o Biomphalaria alexandrina, hospedeiro
intermediario do S. mansoni no Egito. Neste trabalho foram preparados os derivados
carbamatos do borneol (211), timol (212), carvacrol (213), eugenol (214), geraniol
(215), mentol (216), carveol (217) e B-citronelol (218). Dentre estes, o derivado que
obteve o melhor desempenho contra o B. alexandrina foram (212), (213), (214) e
(215), com DLsy de 14,0, 21,0, 22,0 e 24,0 ppm, respectivamente, figura 25
(RADWAN M.A. et al., 2008).
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Figura 25. N-metilcarbamatos derivados de monoterpendides naturais.

Os sucessos obtidos na utilizagao de carbamatos no controle de populagao
de caramujos despertou o interesse em avaliar o potencial moluscicida dos N-
metilcarbamatos preparados: (2), (9), (10), (11), (177), (178), (181) e (8); contra o B.
glabrata. Para este teste foram utilizados caramujos criados no Laboratério de
Pesquisa em Recursos Naturais (LPqRN) da Universidade Federal de Alagoas.

Os ensaios foram realizados utilizando adultos de caramujos da espécie B.

glabrata. Nos testes preliminares o potencial moluscicida dos N-metilcarbamatos foi
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avaliado numa concentragédo de 20 ppm. O N-metil-g-naftilcarbamato (10), o N-metil-
fenilcarbamatos (11) e o N-metil-hidrocardanilcarbamato (177) ndo apresentaram
atividade moluscicida nesta concentragcdo. O carbaril (2), o N-metil-
cardanilcarbamato (181) e o 1’-bromo N-metil-hidrocardanilcarbamato (178) mataram
50% dos moluscos utilizados no ensaio. Ja o metolcarbe (9) e o 1’-dimetilamino N-
metil-hidrocardanilcarbamato (8) eliminaram respectivamente, 17% e 85% dos

gastrépodes, grafico 13.

Mortalidade do B. glabrata na Concentragao de 20 ppm

N -metil- g -naftilcarbamato (10) :,
N -metil-fenilcarbamato (11) |

0%
0%

0%
Metolcarbe (9) | 179

Carbaril (2) |
N -metil-cardanilcarbamato (181) |

N-metil-hidrocardanilcarbamato (177) |

50%
50%

1’-bromoN-metil-hidrocardanilcarbamato (178) 50%
1’-dimetilamino N-metil-hidrocardanilcarbamato (8) m_%
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Porcentagem de morte do B. glabrata

Grafico 13. Percentagem de morte do B. glabrata apresentada pelo N-metil-B-naftilcarbamato (10), N-
metil-fenilcarbamato (11), N-metil-hidrocardanilcarbamato (177), metolcarbe (9), carbaril (2), N-metil-
cardanilcarbamato (181), 1’-bromo N-metil-hidrocardanilcarbamato (178) e 1’-dimetilamino N-metil-
hidrocardanilcarbamato (8) na concentragdo de 20 ppm.

Os resultados do teste preliminar foram utilizados para avaliar quais as
moléculas com atividade moluscicida, contra o B. glabrata, mais promissoras. Haja
vista, que apenas uma molécula, o 1’-dimetilamino N-metil-hidrocardanilcarbamato
(8), eliminou mais que 50% dos moluscos na concentragéo de 20 ppm, ensaios com
outras concentragdes deste carbamato foram realizados para que fosse possivel
calcular as concentragbes letais em 10 (CL1g), 50 (CLso) € 90% (CLgo) dos
caramujos. Os dados obtidos de concentragdo do amino N-metilcarbamato (8)
versus mortalidade dos moluscos foram submetidos a tratamentos estatisticos
utiizando o programa Probit para determinacdo da CLgg, ClLsp € CL4o. Nas
concentragbes de 7,22 ppm (0,0178 mmol/L), 12,81 ppm (0,0317 mmol/L) e 22,73
ppm (0,0562 mmol/L), o 1’-dimetilamino N-metil-hidrocardanilcarbamato (8) eliminou
10, 50 e 90% dos caramujos utilizados nos ensaios.
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Ao comparar a atividade moluscicida do amino carbamato (8), do cardanol
hidrogenado (18) (LAURENS A. et al., 1997) e do bromo carbamato (178). Torna-se
evidente que a presenga dos grupos carbamato e amina incrementam o potencial

destas moléculas eliminarem o B. glabrata, tabela 1.

. Mortalidade na
Molécula

concentragao de 20 ppm

@\ > 100 ppm Nao calculado
c

Nao calculado 50%

12,8 ppm 85%

Tabela 1. Atividade moluscicida contra o B. glabrata do cardanol hidrogenado (18), do 1’-bromo N-
metil-hidrocardanilcarbamato (178) e do 1’-dimetilamino N-metil-hidrocardanilcarbamato (8).

O 71’-dimetilamino N-metil-hidrocardanilcarbamato (8) apresentou potencial
moluscicida, como também inibiu de forma significativa a enzima AChE. Desta
forma, acredita-se que a morte dos B. glabrata causada por este N-metilcarbamato é
consequéncia do bloqueio da AChE do molusco.

A niclosamida (202), substancia recomendado pela OMS para controlar as
populagdes de B. glabrata, apresenta CLsy € CLgo de 0,077 ppm (0,000235 mmol/L)
e 0,175 ppm (0,000535 mmol/L), respectivamente (GIOVANELLI A. et al., 2002;
RIBEIRO K. A. L. et al., 2009). Ao confrontar a atividade moluscicida do amino N-
metilcarbamato (8) e da niclosamida (202) é possivel perceber que esta ultima
substancia (202) tem capacidade superior em eliminar o B. glabrata, hospedeiro
intermediario do Schistosoma mansoni. Apesar de possuir atividade moluscicida

inferior a apresentada pela niclosamida (202) o 1’-dimetilamino N-metil-
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hidrocardanilcarbamato (8) ainda se enquadra como uma substancia alternativa para
ser utilizada no controle da esquistossomose, uma vez que se trata de um derivado

do LCC, um composto de origem vegetal, de baixo custo, biodegradavel e com baixa

toxicidade, tabela 2.

Molécula CLso mmol/L | CLgy mmol/L

H 12.81 2273 0,0317 0,0562
13
(8) N
OH oC'UNOz
N
H 0,077 0,175 2,35x10™ 5,35x 10

Niclosamida (202)

Tabela 2. Atividade moluscicida contra o B. glabrata do 1-dimetilamino N-metil-
hidrocardanilcarbamato (8) e da niclosamida (202).

Os resultados apresentados torna o 1’-dimetil N-metil-hidrocardonilcarbamato
(8), amino carbamato derivado do LCC, uma molécula promissora para ser
empregada como praguicida anticolinesterasico semi-sintético derivado de um

produto de origem vegetal de baixo custo.
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Apos a apresentacdo e discussdo dos resultados e, tendo como parametros os
objetivos propostos para o desenvolvimento deste trabalho, € possivel concluir que:
¢ A rota de sintese para a preparagao do amino N-metilcarbamato (152) foi

estudada e definida;

o o o}
NaN (174) ~
~
OH el o N nBs,ccl, O ';‘ NH(CH3), (159) 9~ N
Tolueno, 70 °C, 2h H AIBN, A, 1h H THF, -10°C, 8h H
- - - . |
86% 70% Br N

(151) (9) (176) (152)

¢ As etapas sintéticas para a preparagdao do amino N-metilcarbamato (8) foram

realizadas e aperfeigoadas. O 1'-dimetilamino N-metil-hidrocardanilcarbamato
(8), derivado do LCC, foi obtido por meio de uma sintese linear em 5 etapas,

com rendimento global de aproximadamente 17%;

&

15H31

(o)
NaN; )j\ (174) o)j\N/

Raney |
-CO, @\ Nickel/H, Tolueno, 70 °C, 2h H
c 72% 50%

15H31
(12) (18) (177)

NBS,CCl, |
AIBN, A, 1h | 65%
o) o)
N o)kN/
) NH(CHj), (159), .
H THF, -10 °C, 24h H
13 70% ,
(8 _N_ (178) &,

¢ Os N-metilcarbamatos comerciais: carbaril (2) e metolcarbe (9), bem como
seus analogos (11) e (10), foram sintetizados com rendimentos bons e
moderados. A metodologia utilizada foi a mesma empregada na
carbamatagao dos compostos (151) e (18), ou seja, por meio da geragéao do

isocianato de metila in situ;

91



CONCLUSOES E PERSPECTIVAS
Clebnia Roberta M. Araujo

O

By

v w“ Qo O

(180) Carbaril (2) (151) Metolcarbe (9)

o

'II OH O ril

OH o N H
- ¥ -
60% 51%

(179) (10) (161) (11)

~

¢ Os carbamatos, N-metil-hidrocardanilcarbamato  (177) e  N-metil-
cardanilcarbamato (181), ambos derivados do LCC, foram preparados com

31% e 36% de rendimento, respectivamente;

o
O/U\N/

OH \
H
_—
CisHzqn  31% CisH31n
(12) (181)
0
OH l
72% 00/
CisH31n °

(12) (18) (177)

¢ As atividades anticolinesterasicas dos carbamatos preparados foram
avaliadas e comparadas. Os carbamatos comerciais, carbaril (2), metolcarbe
(9), e seus analogos, o N-metil-B-nafticarbamato (10) e o N-metil-
fenilcarbamato (11) apresentaram Clsy de, respectivamente, 0,012, 0,090,
0,26 e 0,77 mM. A Clsg do 1’-dimetilamino N-metil-hidrocardanilcarbamato (8)
foi de 0,17 mM, dessa forma, o amino N-metilcarbamato derivado do LCC
mostrou atividade anticolinesterasica comparavel a do metolcarbe (9) e

superior a dos analogos (10) e (11);
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Concentragao Inibitoria de 50% da AChE (Clso)

N -metil-fenilcarbamato (11)
| — 0,77
N -metil- g -naftilcarbamato (10)
| 0,26
1’-dimetilaminoN-metil-hidrocardanilcarbamato (8)
| 0,17
Metolcarbe (9)
| 0,00
Carbaril (2)
Jooiz . - .
0 0,25 0,5 0,75 1

Concentragao em (mM)

¢ A atividade moluscicida, contra o B. glabrata, dos metilcarbamatos
preparados foi avaliada. O 1’-dimetil N-metil-hidrocardonilcarbamato (8) se
mostrou a molécula mais promissora, apresentando CL+g, CLsg € CLgy de 7,22
ppm (0,0178 mmol/L), 12,81 ppm (0,0317 mmol/L) e 22,73 ppm (0,0562
mmol/L), respectivamente;

+ Os resultados obtidos com a determinacgéo da atividade anticolinesterasica do
1’-dimetil N-metil-hidrocardonilcarbamato (8), torna o emprego deste amino N-
metilcarbamato para o controle de pragas uma alternativa atraente, visto que
a substancia semi-sintética € derivada de um produto de origem vegetal de
baixo custo. A utilizagado do LCC para a sintese de um pesticida agregaria
valor a esta comodite, 0 que produziria beneficios econémicos e sociais, visto
que a utilizagdo deste biomaterial para a sintese de um pesticida agregaria
valor a este subproduto do agronegdcio do caju, um dos mais importantes
setores da agroindustria nordestina. Além disto, o uso de matérias-primas de
origem vegetal, uma fonte renovavel e biodegradavel, torna a sintese
ecologicamente correta e de acordo com alguns preceitos da Quimica Verde,
a qual incentiva e privilegia a busca e aplicagao de processos ecologicamente
corretos.
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E necessario continuar investigando a bioatividade do 1’-dimetilamino N-
metil-hidrocardanilcarbamato (8) frente a outros alvos biolégicos. Dentre os testes
que podem ser realizados estado a avaliagao de sua toxicidade, atividade larvicida e

ensaios que possibilitem identificar quais sdo as pragas susceptiveis ao composto.
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EXPERIMENTAL - SINTESES
Clebnia Roberta M. Aratjo

A seguir, serdo descritos, detalhadamente, todos os procedimentos realizados
para sintetizar as moléculas deste trabalho. Antes de iniciar cada experimento, todas
as vidrarias que seriam utilizadas foram previamente lavadas com alcool etilico,
secas em estufa a 150 °C por 2 horas e resfriadas em atmosfera ambiente ou em
dessecador. Os solventes tetraidrofurano e tolueno foram secos sob sédio metalico
na presenca de benzofenona. O NBS utilizado nos experimentos foi purificado por
cristalizagdo em agua destilada. Todos os demais reagentes empregados nas
sinteses foram devidamente purificados previamente aos experimentos
(ARMAREGO W. L. F e CHAI C. L. L., 2002). As colunas cromatograficas foram
preparadas utilizando silica gel, Merck Keisegel 60 (mesh 70-230).

As reagdes ocorreram sob agitacdo magneética, em placa de agitagdo, sendo
aquecidas, quando necessario, em banho de 6leo mineral. Os resfriamentos das
misturas reacionais, quando necessario, foram realizadas em banho de gelo e sal.
As solucdes de produtos elaborados foram concentradas em evaporador rotatério e
os residuos de solventes e reagentes volateis removidos em sistema de alto vacuo.

O andamento das reagbes foi acompanhado, prioritariamente, por
cromatografia em camada delgada utilizando folhas de aluminio recobertas de silica
gel 60 F 254 (Aldrich®). A visualizagdo dos compostos foi realizada, de acordo com
cada caso, usando-se um dos seguintes reveladores: iodo, solugdo etandlica de
acido fosfomolibdico ou luz ultravioleta. Em algumas reacgbes, empregou-se a
cromatografia gasosa para seu acompanhamento. As analises de cromatografia
gasosa foram realizadas no CG-17A (Shimadzu®), ultilizando coluna DB-Wax, com
30 m, 0,25 mm de espessura e um filme de 0,25 um.

A confirmacdo da estrutura quimica dos compostos sintetizados foi realizada
mediante analise dos espectros de IV, RMN de 'H e "*C. Os espectros de RMN
foram registrados no espectrémetro Brunker 400 UltraShield®, utilizando o préprio
solvente deuterado como padrao interno. Os espectros na regido do IV foram
registrados no espectrémetro Perkin-Elmer 1600 Série FT IR ou FT/IR Bomen
Hartmann & Braun Micxelson MB-100. O ponto de fusdo foi registrado em um
aparelho digital, modelo MQAPF — 302.
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6.1.1. Sintese do 1-Metoxi-3-metilbenzeno (155)

OH
NaOH, H,0, o”
@\Me2804 20 min.
82%
(151) (155)

A uma solu¢do de NaOH (60,0 g; 1500,0 mmol) em agua (200,0 mL) foram
adicionados lentamente m-cresol (52,5 mL; 500,0 mmol) seguido de dimetilsulfato
(162,0 mL; 1500,0 mmol). A solugao foi agitada durante 20 minutos. A mistura
reacional foi entdo diluida em 100,0 mL de agua e extraida com acetato de etila
(3 x 50,0 mL). As fases organicas foram reunidas e lavadas com solu¢do saturada
de NaCl (3 x 50,0 mL), secas sob Na,SO,4 e o solvente evaporado. O produto bruto
da reacgao foi destilado a 70 °C no sistema de Kugelhor, sob vacuo de 0,1 mmHg,
obtendo um liquido transparente, o 1-metoxi-3-metil-benzeno (50,0 g; 0,41 mmol),
com 82% de rendimento. Dado: RMN 'H (400 MHz, CDCI3): 6 2,41 (s, 3H, ArCHy);
3,85 (s, 3H, ArOCH3); 6,76 — 6,88 (m, 3H); 7,29 — 7,30 (m, 1H). Anexo 1.

96



EXPERIMENTAL - SINTESES
Clebnia Roberta M. Aratjo

6.1.2. Sintese do brometo de 3-metoxibenzila (156)

/7

o
ccl, AIBN, :
_ Ath 8 2
85% 5 ~Br

4 8

(155) (156)

A uma mistura de N-bromosuccinimida (2,54 g; 14,3 mmol) em CCl4 (75,0 mL) foram
adicionados o0 1-metoxi-3-metilbenzeno (1,26 mL; 10,0 mmol) e o
azobisisobutironitrila (28,6 mg). A mistura reacional permaneceu sob agitacdo e
aquecimento em refluxo de CCl, (77 °C) por, aproximadamente, 1 hora. A mistura
reacional foi resfriada até atingir a temperatura ambiente, a NHS sdlida foi filtrada e
o solvente evaporado. O liquido amarelo escuro obtido foi diluido em hexano (30,0
mL) e colocado a 10 °C por 2 horas. O precipitado formado foi filtrado e o solvente
evaporado até produzir um liquido amarelo palido. O material bruto foi destilado a
uma temperatura de 70 °C e 0,1 mmHg para gerar um liquido transparente, o
brometo de 3-metoxibenzila (1,7 g; 8,5 mmol), com 85% de rendimento. Dados:
RMN "H (400 MHz, CDCls): & 3,83 (s, 3H, H7); 4,49 (s, 2H, H8); 6,87 (dd J=2,54 Hz,
1H, H4); 6,95-7,02 (m, 2H, H6 e H2); 7,28 (t, J = 7,94 Hz, 1H, H5). RMN **C (100
MHz, CDCI3): 8 55,3 (C8); 114,2 (C2); 114,4 (C6); 121,3 (C4); 129,8 (C5); 139,2
(C3); 159,8 (C1). Anexos 2 e 3.
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6.1.3. Sintese da Dimetilamina (159)

j\ NaOH, H,0, |
H N/ A, 5h H/N\

(160|) 18% (159)

Uma mistura de dimetilformamida (200,0 mL; 2,5 mmol) e NaOH (50,0 g; 1,25 mmol)
foi aquecida até refluxo durante 5 horas. O produto formado foi destilado
continuamente e coletado em recipiente imerso em banho de etanol a -60 °C. A
dimetilamina (20,45 g; 0,45 mmol) foi obtida como um liquido incolor, de odor

caracteristico, com apenas 18% de rendimento.
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6.1.4. Sintese do 3-metoxi-N,N-dimetilbenzilamina (157)

0/ o/7
HN(CHs), (159), 1
THF - 5° - 25°C 6 2 |9
Br 83% 5 3 N\ 10
4 8
(156) (157)

A uma solugao de brometo de 3-metoxibenzila (1,6 g; 6,95 mmol) em THF a -5 °C foi
adicionada dimetilamina (5,0 mL; 75,0 mmol). A temperatura da mistura reacional foi
lentamente elevada até atingir a temperatura ambiente. Passado este periodo, o
THF e a dimetilamina foram evaporados e um liquido amarelo escuro foi obtido. O
liquido foi diluido em 75,0 mL de agua destilada e acido cloridrico concentrado para
obter uma solugdo com pH 1. A solugdo acida foi entdo extraida com éter etilico
(3 x 50,0 mL), e a solugao aquosa teve seu pH elevado a 14 com solugao saturada
de NaOH. A solugao alcalina foi extraida com éter etilico (3 x 50,0 mL) e as fases
organicas reunidas, lavada com solugéo saturada de NaCl (3 x 50,0 mL), seca sob
Na,SO,, filtrada e o solvente evaporado até produzir um liquido transparente, o
3-metoxi-N,N-dimetilbenzilamina (0,95 g; 5,75 mmol), com 83% de rendimento.
Dados: IV (filme) vmax 2940, 2854, 2814, 2773, 1601, 1586, 1488, 1455, 1361, 1266,
1150, 1043, 780, 745, 693 cm™. RMN 'H (400 MHz, CDCls): § 2,24 (s, 6H, H9 e
H10); 3,40 (s, 2H, H8); 3,80 (s, 3H, H7); 6,78-6,82 (m, 2H, H6 e H4); 6,87-6,91 (m,
2H, H2); 7,22 (t, J = 8,00 Hz, 1H, 5H). RMN "*C (100 MHz, CDCls): & 45,3 (C9 e
C10); 55,1 (C7); 64,3 (C8); 112,7 (C6); 114,3 (C2); 121,4 (C4); 129,19 (C5); 140,49
(C3); 159,69 (C1). Anexos 4, 5 e 6.
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6.1.5. Sintese m-dimetilaminometil-fenol (154)

o OH
HBr/H,0 48% 1
| A, 12h 6 2 |9
AN 50% s 7 NS
(157) (154)

Uma mistura de 3-metoxi-N,N-dimetilbenzilamina (0,59 g; 3,6 mmol) e HBr 48%
(1,0 mL) foi refluxada por 12 horas. A solu¢do castanha escura foi concentrada e o
residuo diluido em agua (5,0 mL) e extraido com acetato de etila (3 x 25,0 mL). A
fase aquosa teve seu pH elevado a 12, usando solugao saturada de carbonato de
sbédio, e extraida com acetato de etila (3 x 25,0 mL). As fases organicas foram
reunidas, lavada com solugao saturada de NaCl (2 x 25,0 mL), seca sob Na;SO4 e o
solvente removido até gerar um liquido castanho escuro, o m-dimetilaminometil-fenol
(0,272 g; 1,8 mmol), com 50% de rendimento. Dados: RMN 'H (400 MHz, CDCls): §
2,25 (s, 6H, H8 e H9); 3,43 (s, 2H, H7); 6,69-6,79 (m, 3H, H2, H4 e H6); 7,11 (t, J =
8,00 Hz, 1H, H5). RMN *C (100 MHz, CDCl;): & 44,6 (C8 e C9); 63,7 (C7); 115,3
(C6); 117,3 (C2); 121,1 (C4); 129,5 (C5); 138,0 (C3); 157,3 (C1). Anexos 7 e 8.
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6.1.6. Sintese do Tioisocianato de Benzila (166) a partir da
Benzilamina (167)

1) CS,, Et;N, THF

-5°.3°C 2 . 7
NHZ 2) H202 3 N§ 8
90% 5
(167) (166)

A uma solugédo de benzilamina (0,33 mL; 3,0 mmol) e trietilamina (0,42 mL; 3,0
mmol) em THF (5,0 mL) a -5 °C foi adicionado CS, (0,9 mL; 15,0 mmol). A mistura
reacional permaneceu sob agitagao a -5 °C por 1,5 hora e, em seguida, o H,0, (0,81
mL; 9,0 mmol) foi adicionado a solugdo. O solvente da mistura reacional foi
evaporado até formar um liquido amarelado. O produto bruto da reagao foi diluido
em agua (10,0 mL) e extraido com acetato de etila (3 x 25,0 mL). As fases organicas
foram reunidas, lavada com solugcdo saturada de NaCl (3 x 25,0 mL), seca sob
Na,SO4 e o solvente removido para produzir um liquido transparente. A matéria bruta
obtida foi entdo destilada a 115 °C e 0,1 mmHg para gerar um liquido transparente, o
tioisocianato de benzila (0,40 g; 2,7 mmol), com 90% de rendimento. Dados: IV
(flme) vmax 3065, 3032, 2922, 2863, 2177, 2089, 1800, 1604, 1495, 1454, 1347,
1200, 1028 cm™. RMN 'H (400 MHz, CDCls): § 4,72 (s, 2H, H7); 7,32-7,45 (m, 5H,
H1, H2, H3, H4 e H5). RMN 'C (100 MHz, CDCls): & 48,7 (C7); 126,9 (C8); 127,0
(C4); 128,4 (C2 e C6); 129,0 (C3 e C5); 134,3 (C1). Anexos 9, 10 e 11.
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6.1.7. Sintese do Isocianato de Metila (173)

Tolueno/H,0, BrNBu,,

+ NaN, 70°C, 2h . N
Cl , -
(174) 60% (173)

O cloreto de etila (6,0 mL; 70,3 mmol) foi adicionado a uma suspensao composta por
azida de sodio (5,5 g; 85,0 mmol), tolueno (50,0 mL), agua destilada (50,0 mL) e
BrNBu, (2,74 g; 8,5 mmol). A temperatura da mistura reacional foi elevada até 70 °C
e mantida nesta condicdo por 2 horas. O isocianato de metila (2,4 g; 42,2 mmol) foi
destilado com 60% de rendimento. Em razdo do baixo ponto de ebulicgdo do
isocianato de metila, 7 °C, ndo foi possivel obter seus espectros de IV, RMN 'He
13
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6.1.8. Sintese do metil N-(m-toluil)carbamato (9)

)
1) Tolueno, 10°C e
]
3

OH N
2)—N=C=0(q73) ,H
40% 5 ,

4
(151) ©)

9

A uma solugcado de m-cresol (0,52 mL; 5,0 mmol) em tolueno (10,0 mL) a -10 °C foi
adicionado isocianato de metila (0,6 mL; 10,0 mmol). A temperatura da mistura
reacional foi elevada lentamente até atingir 25 °C, onde permaneceu por 12 horas.
Em seguida, o solvente foi evaporado e o produto bruto diluido em agua destilada
(10,0 mL) e extraido com éter etilico (3 x 10,0 mL). As fases organicas foram
reunidas, lavada com solugéo saturada de NaCl (3 x 10,0 mL), seca sob Na,;SO4 e o
solvente evaporado para produzir um sélido amarelado. O produto bruto foi
purificado por cromatografia em silica gel para gerar um solido branco, o metil N-(m-
toluil)carbamato (0,33 g; 2,0 mmol), com 40% de rendimento. Dados: Ponto de
fusao: 73,5-74,3 °C. IV (filme) vmax 3350, 2924, 2852, 2734, 2327, 2158, 2075, 1960,
1901, 1879, 1821, 1747, 1455, 1376, 1154, 1001, 920, 876, 801 cm™. RMN 'H (400
MHz, CDCl3): 6 2,36 (s, 3H, H7); 2,84 (d, J = 4,84 Hz, 3H, H9); 6,91- 7,07 (m, 3H,
H2, H4 e HB6); 7,25 (t, J = 7,73 Hz, 1H, H5). RMN "3C (100M Hz, CDCl5): & 21,4 (C7);
29,7 (C9); 118,7 (C6); 122,4 (C2); 126,1 (C4); 129,0 (C5); 139,4 (C3); 151,2 (C1);
155,6 (C8). Anexos 12, 13 e 14.
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6.1.9. Sintese do metil N-(m-toluillcarbamato (9) com o

isocianato de metila (173) preparado in situ

1) NaN; Tolueno, 70°C, 2h o
o By
o 2) (151) , 70°C, 3h 1 |l|
)J\ - ° ’
Cl T
86% 73NT
(174) (9)

Em uma suspensao de azida de sodio (0,975 g; 15,0 mmol) em tolueno (25,0 mL) foi
acrescentado cloreto de acetila (0,71 mL; 10,0 mmol). A temperatura da mistura foi
elevada até 70 °C, sendo mantida nesta condigdo por 2 horas. Em seguida, o
sistema foi resfriado a 25 °C e o m-cresol (0,52 mL; 5,0 mmol) adicionado. A mistura
reacional permaneceu sob agitacdo a 70 °C por 3 horas. O precipitado formado foi
filtrado e lavado com éter etilico (3 x 25,0 mL), as fases organicas reunidas, lavada
com solugdo saturada de NaCl (3 x 25,0 mL), seca sob Na,SO, e o solvente
evaporado para obter um solido amarelado. O produto bruto da reacéao foi purificado
por cromatografia em silica gel, seguido de cristalizagdo em hexano, para originar
um sélido branco, o metil N-(m-toluil)carbamato (0,71 g; 4,3 mmol), com 86% de
rendimento. Dados: Ponto de fusdo: 73,5-74,3 °C. IV (filme) vmax 3350, 2924, 2852,
2734, 2327, 2158, 2075, 1960, 1901, 1879, 1821, 1747, 1455, 1376, 1154, 1001,
920, 876, 801 cm™. RMN 'H (400 MHz, CDCls): & 2,36 (s, 3H, H7); 2,84 (d, J = 4,84
Hz, 3H, NCH3); 6,91- 7,07 (m, 3H, H2, H4 e H6); 7,25 (t, J = 7,73 Hz, 1H, H5). RMN
3C (100MHz, CDCls): 821,4 (ArCHs); 29,7 (NCHs); 118,7 (C6); 122,4 (C2); 126,1
(C4); 129,0 (C5); 139,4 (C3); 151,2 (C1); 155,6 (C=0). Anexos 12, 13 e 14.
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6.1.10. Sintese do m-Bromometil fenil N-metilcarbamato (176)

_ SN
O)kN 0 ccl, AIBN, N

1 |
Ill A, 1h 6 >H
+ —Br ————— >
70% 5 N\ A~ Br

4
9) © (176)

A uma mistura de N-bromosuccinimida (2,54 g; 14,3 mmol) em CCl4 (75,0 mL) foram
adicionados metil N-(m-toluil)carbamato (1,65 g; 10,0 mmol) e azobisisobutironitrila
(28,6 mg). A mistura reacional permaneceu sob agitacdo, e em refluxo de CCly
(77 °C), por aproximadamente 1 hora. A mistura reacional foi resfriada até atingir a
temperatura ambiente, sendo a NHS sdlida filtrada e o solvente evaporado. O
material bruto foi cristalizado em hexano para gerar um sélido branco, o m-
bromometil fenil N-metilcarbamato (1,15 g; 7,0 mmol), com 70% de rendimento.
Dados: RMN "H (400 MHz, CDCls): & 2,86 (d, J = 4,92 Hz, 3H, NCHs); 4,47, (s, 2H,
CH,); 7,04-7,24 (m, 3H, H2, H4 e H6), 7,32 (t, J = 7,91 Hz, 1H, H5). RMN "*C (100M
Hz, CDCl3): 8 27,7 (NCH3); 32,8 (CH3); 121,7 (C2); 122,2 (C6); 125,9 (C4); 129,6
(C5); 139,0 (C3); 151,1 (C1); 155,0 (C=0). Anexos 15 e 16.
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6.1.11. Sintese do Cardanol (12)

OH OH n=0 }f\@,){\/\/\/\
1
CO,H A, -CO g 9
2 2 > 6 2 n=2 fﬂw
5 3 g 9 112
c15H31-n 4 c15H31-n n=4 m

(7) (12) g 9 a2 @15

O LCC natural foi aquecido a 280 °C, em banho de éleo mineral e sob vacuo de
bomba de tropa d’agua, até que ndo houvesse mais evolugcao de gas. Em seguida, a
solugao foi destilada a 300 °C e 0,1 mmHg para produzir um liquido viscoso e
amarelo palido. Dados: IV (filme) vmax 3008, 2924, 2852, 2360, 1736, 1589, 1454,
1261, 1153, 989, 910, 872, 779, 692 cm™. RMN "'H (400 MHz, CDCls): & 0,84-0,97
(m, CH3); 1,23-1,46 (m, CHy); 1,55-1,66 (m, CHy); 1,98-2,11 (m, CHy), 2,57 (t, J =
7,70 Hz, H3), 2,77-2,88 (m, H1), 4,97-5,11 (m, C=CH,); 5,31-5,51 (m, HC=CH), 5,78-
5,90 (m, HC=CHy); 6,63-6,79 (m, 3H, H2, H4 e H6), 7,15 (t, J = 7,60 Hz, 1H, H5).
RMN *3C (100M Hz, CDCl3): & 13,8 (CH3); 14,1 (CHa); 25,3-32,2 (CH.); 35,8 (ArCHy);
112,4 (C6); 114,7 (C=CH,); 115,34 (C1); 120,9 (C4); 126-130 (CH=CH); 136,8
(C=CHy); 144,9 (C3); 155,5 (C1). Anexos 17, 18 e 19.
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EXPERIMENTAL - SINTESES
Clebnia Roberta M. Aratjo

6.1.12. Sintese do Hidrocardanol (18)

OH Ni- Raney, H, 1OH
— » 2
C15H31.n 12

4
(12) (18)

Em uma suspensdo de Raney Nickel ativado (50,0 g) em etanol absoluto
(1000,0 mL), ap6s purga com gas hidrogénio, foi adicionado o cardanol (100,0 g;
333,3 mmol). A mistura permaneceu sob agitagdo e em atmosfera de H; até que o
consumo deste gas cessou. Em seguida, a suspensdo foi filtrada e o solvente
evaporado para originar um sélido amarelado, o hidrocardanol (72,84 g;
239,6 mmol), com 72% de rendimento. Dados: Ponto de fusao: 44,5-46,5 °C. IV
(filme) vmax 3356, 2914, 2846, 1585, 1477, 1363, 1253, 1147, 1074, 941, 866, 785,
696 cm™. RMN 'H (400M Hz, CDCls): & 0,87-0,97 (m, 3H, CHs); 1,22-1,40 (m, 24H,
CH»); 1,56-1,66 (m, 2H, H1); 2,52-2,62 (m, 2H, ArCH.); 6,65-6,80 (m, 3H, H2, H4 e
H6); 7,15 (t, J = 7,67 Hz, 1H, H5). RMN *C (100M Hz, CDCl5): & 14,3 (CHs); 22,8
(CH,CH3); 29,2-29,9 (CHy); 31,7 (CHy); 31,9 (CHy); 35,9 (ArCHy,); 112,5 (C6); 115,3
(C2), 120,9 (C4); 129,3 (C5); 144,9 (C3); 155,5 (C1). Anexos 20, 21 e 22.
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EXPERIMENTAL - SINTESES
Clebnia Roberta M. Aratjo

6.1.13. Sintese do N-metil-hidrocardanilcarbamato (177) com o

isocianato de metila (173) preparado in situ

1) NaN; Tolueno, 70°C, 2h
e S

2 , 70°C, 4h |

o ) @\(18) ] 1 ,H
)J\ C15Ha4 - 5

Cl 5
50% 4 12

(174) (177)

Em uma suspensao de azida de sodio (0,975 g; 15,0 mmol) em tolueno (25,0 mL) foi
acrescentado cloreto de acetila (0,71 mL; 10,0 mmol). A temperatura da mistura foi
elevada até 70 °C, permanecendo nesta condicdo por 2 horas. Em seguida, o
sistema foi resfriado até 25 °C e uma solugcdo de cardanol hidrogenado (1,52 g;
5,0 mmol) em tolueno (5,0 mL) foi adicionada. A temperatura do sistema foi elevada
a 70 °C, sendo mantida por 4 horas. Em seguida, o precipitado formado na mistura
reacional foi filtrado e lavado com éter etilico (3 x 25,0 mL), as solu¢des organicas
reunidas, lavada com solugao saturada de NaCl (3 x 25,0 mL), seca sob Na,;SO,4 e o
solvente evaporado até produzir um sélido amarelado. O produto bruto da reacéao foi
purificado por cristalizagcdo em hexano para gerar um solido branco, o N-metil-
hidrocardanilcarbamato (0,90 g; 2,5 mmol), com 50% de rendimento. Dados: Ponto
de fusdo: 73,9-75,17 °C. IV (filme) vmax 3346, 2919, 2850, 1706, 1613, 1537, 1469,
1412, 1376, 1258, 1242, 1228, 1159, 1081, 1001, 959, 929, 866, 793, 772, 759, 718,
683 cm™. RMN "H (400 MHz, CDCls): & 0,86-0,93 (m, 3H, CHs); 1,20-1,38 (m, 24H,
CHy); 1,56-1,66 (m 2H, H1); 2,57-2,64 (m, 2H, ArCH>); 2,87 (d, J = 4,79 Hz, 3H,
NCHs); 6,92-7,31 (m, 4H, H2). RMN "*C (100 MHz, CDCls): & 14,2 (CHs); 22,7
(CHy); 27,7 (NCH3); 29,3 (CHy); 29,3 (CHy); 29,5-29,7 (CHy); 31,2 (CHy); 31,9 (CHy);
35,8 (ArCHy); 118,7 (C6); 121,4 (C2); 125,3 (C4); 128,9 (C5); 144,5 (C3); 151,0 (C1);
155,4 (C=0). Anexos 23, 24 e 25.
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EXPERIMENTAL - SINTESES
Clebnia Roberta M. Aratjo

6.1.14. Sintese do 1'-bromo N-metil-hidrocardanilcarbamato

(178)
(0]
O)J\N/ 0
SV fé
+
(177) 0 (1478) Br b

A uma mistura de N-bromosuccinimida (2,54 g; 14,3 mmol) em CCl4 (75,0 mL) foram
adicionados o N-metil-hidrocardanilcarbamato (3,61 g; 10,0 mmol) e o
azobisisobutironitrila (28,6 mg). A mistura reacional permaneceu sob agitacdo, e em
refluxo de CCly (77 °C), por aproximadamente 1 hora. A mistura reacional foi
resfriada até atingir a temperatura ambiente e entdo a NHS sdlida foi filtrada e o
solvente evaporado até gerar um solido amarelo. O material bruto foi cristalizado, em
hexano/acetato de etila, para originar um sélido branco, o 1'-bromo N-metil-
hidrocardanilcarbamato (2,86 g; 6,5 mmol), com 65% de rendimento. Dados: Ponto
de fusao: 50,2 - 52,0 °C. IV (filme) vmax 3350, 2916, 2848, 1711, 1543, 1487, 1466,
1230, 1155, 1103, 951, 800, 700 cm™. RMN "H (400 MHz, CDCls): § 0,85-0,93 (m,
3H, CHs); 1,22-1,38 (m, 24H, CH,); 2,05-2,18 (m, 1H, H1’); 2,18-2,31 (m, 1H, H1);
2,9 (d, J = 4,89 Hz, 3H, NCH3); 4,92 (dd, J = 4,66 Hz, 1H, ArCHBr); 7,04-7,26 (m,
3H, H2, H4 e H6); 7,32 (t, J = 7,90 Hz, 1H, H5). RMN **C (100 MHz, CDCls): & 14,1
(CHs); 22,7 (CHz); 27,7 (NCH3), 28,2 (CHy); 28,9 (CH2); 29,5-29,7 (CH2); 31,9 (CHy);
39,9 (C1’); 55.0 (ArCBr); 120,5 (C6); 121,4 (C2); 124,1 (C4); 129,5 (C5); 143,8 (C3);
151,1 (C1); 155,0 (C=0). Anexos 26, 27 e 28.
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EXPERIMENTAL - SINTESES
Clebnia Roberta M. Aratjo

6.1.15. Sintese do 1'-dimetilamino N-metil-

hidrocardanilcarbamato (8)

~
I NH(CHj;), (159),
H THF, -10 °C, 24h _

70%

13

(178) Br AN ®)

A uma solugcdo de brometo de 1'-bromo N-metil-hidrocardanilcarbamato (4,40 g;
10,0 mmol) em THF a -10 °C foi adicionada dimetilamina (5,0 mL; 75,0 mmol), onde
permaneceu sob agitagdo por 24 horas. A temperatura da mistura reacional foi
lentamente elevada até atingir a temperatura ambiente e, em seguida, o THF e a
dimetilamina foram evaporados gerando um liquido viscoso amarelo. O
1'-dimetilamino N-metil-hidrocardanilcarbamato (2,83 g; 7,0 mmol) foi obtido como
um sélido amarelo palido com 70% de rendimento, apds purificacdo por
cromatografia em silica gel. Dados: IV (flme) vmax 3332, 2912, 2848, 2360, 1709,
1531, 1469, 1226, 1149, 1111, 1001, 931, 876, 783, 702, 650 cm™. RMN 'H (400
MHz, CDCl3): 6 0,85-0,91 (m, 3H, CHj3); 1,16-1,35 (m, 24H, CHy); 1,65-1,77 (m, 1H,
H1’); 1,80-1,92 (m, 1H, H1’); 1,18 (s, 6H, N(CH3),); 2,89 (d, J = 4,92 Hz, 3H, NCHy);
3,17 (dd, J = 4,86 Hz, 1H, ArCHN(CH3),); 6,97-7,09 (m, 3H, H2, H4 e H6); 7,30 (t, J
= 7,80 Hz, 1H, H5). RMN *C (100 MHz, CDCls): & 14,1 (CHs); 22,7 (CH,); 26,4
(CHy); 27,7 (NCH3); 29,2-28,8 (CHy); 31,9 (CHy); 33,6 (C1°); 42,6 (N(CHs),); 70,4
(CHN(CHs)2); 120,1 (C6); 121,6 (C2); 125,4 (C4); 128,7 (C5); 142,0 (C3); 150,9 (C1);
155,2 (C=0). Anexos 29, 31 e 31.
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EXPERIMENTAL - SINTESES
Ma. Clebénia Roberta M. Aratjo

6.1.16. Sintese do metil N-fenilcarbamato (11)

o
- (o]
OH 1) Tolueno, -10°C OJI\N/

—c— )
2)~N=C=0(473) =, H
45% 5 3

4
(161) (11)

O isocianato de metila (0,6 mL; 10,0 mmol) foi adicionado a uma solugéo de fenol
(0,47 g; 5,0 mmol) em tolueno (10,0 mL) a -10 °C. A temperatura da mistura
reacional foi elevada lentamente até alcancgar 25 °C, permanecendo sob agitacdo a
temperatura ambiente por 12 horas. Em seguida, o solvente foi evaporado e o
produto bruto diluido em agua destilada (10,0 mL) e extraido com éter etilico
(3 x 10,0 mL). As fases organicas foram reunidas, lavada com solugéo saturada de
NaCl (3 x 10,0 mL), seca sob Na,SO4 e o solvente removido até produzir um sélido
amarelado. O produto bruto foi purificado por cromatografia em silica gel onde se
obteve um sdlido branco, o metil N-fenilcarbamato (0,34 g; 2,25 mmol), com 45% de
rendimento. Dados: Ponto de Fusao: 83,23-84,1 °C. IV (filme) vmax 3350, 2922,
2853, 2358, 2352, 2235, 2202, 2037, 1954, 1871, 17361456, 1376, 942, 904 cm™.
RMN 'H (400 MHz, CDCls): & 2,82 (d, J = 4,92 Hz, 3H, NCH3); 7,12- 7,23 (m, 3H, H2,
H4 e H6); 7,36 (t, J = 7,67 Hz, 2H, H3 e H5). RMN "C (100 MHz, CDCls): & 27,7
(NCH3); 121,7 (C2 e C6); 125,3 (C4); 129,3 (C3 e C5); 151,2 (C1); 155,6 (C=0).
Anexos 32, 33 e 34.



EXPERIMENTAL - SINTESES
Clebnia Roberta M. Aratjo

6.1.17. Sintese do metil N-p-nafilcarbamato (10)

1) Tolueno, -10°C H
8 10 N
9 1 0 ~
0H 2) —N=C=0 (173) 7 \I
-~ L s
60% ZaY

(179) (10)

O isocianato de metila (0,6 mL; 10,0 mmol) foi adicionado a uma solu¢ao de B-naftol
(0,72 g; 5,0 mmol) em tolueno (10 mL) a -10 °C. A temperatura da mistura reacional
foi elevada lentamente até alcangar 25 °C, permanecendo sob agitagcdo a
temperatura ambiente por 24 horas. Passado este periodo, o solvente foi evaporado
e o produto bruto diluido em agua destilada (10,0 mL) e extraido com éter etilico
(3 x 10,0 mL). As fases organicas foram reunidas, lavada com solugéo saturada de
NaCl (3 x 10,0 mL), seca sob Na,SO4 e o solvente evaporado até gerar um sélido
marron. O produto bruto foi purificado por cristalizacdo em hexano onde se obteve
um solido amarelado, o metil N-p-nafilcarbamato (0,60 g; 3,0 mmol), com 60% de
rendimento. Dados: Ponto de Fusédo: 114-115,5 °C. IV (filme) vmax 3322, 2951,
2926, 2854, 1752, 1459, 1376, 1212, 1157, 1094, 903, 860, 830, 754, 722 cm™.
RMN 'H (400 MHz, CDCls): & 2,89 (d, J = 4,93 Hz 3H, NCHz); 7,79- 7,89 (m, 3H, H3,
H5 e H8); 7,28-7,65 (m, 4H, H2, H6, H7 e H10). RMN "3C (100 MHz, CDCls): § 27,7
(NCHs); 118,3 (C10); 121,4 (C2); 125,4 (C6); 126,4 (C8); 127,6 (C7); 127,7 (C5);
129,2 (C4); 131,2 (C3); 133,8 (C9); 148,8 (C1); 155,5 (C=0). Anexos 35, 36 e 37.
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EXPERIMENTAL - SINTESES
Clebnia Roberta M. Aratjo

6.1.18. Sintese do metil N-a-nafilcarbamato (2)

o)
OH 1) Tolueno, -10°C OJ\N/
9 1 I
10 H
7 3
55% 75
(180) (2)

O isocianato de metila (0,6 mL; 10,0 mmol) foi adicionado a uma solugao de a-naftol
(0,72 g; 5,0 mmol) em tolueno (10,0 mL) a -10 °C. A temperatura da mistura
reacional foi elevada lentamente até atingir 25 °C, onde permaneceu agitando por 24
horas. Passado este periodo, o solvente foi evaporado e o produto bruto diluido em
agua destilada (10,0 mL) e extraido com éter etilico (3 x 10,0 mL). As fases
organicas foram reunidas, lavada com solugéo saturada de NaCl (3 x 10,0 mL), seca
sob Na,SO4 e o solvente removido até originar um solido marron. O produto bruto foi
purificado por cristalizagdo em hexano onde se obteve um sélido amarelado, o metil
N-a-nafilcarbamato (0,55 g; 2,75 mmol), com 55% de rendimento. Dados: Ponto de
Fusao: 142,8 - 143,9 °C. IV (filme) vmax 3326, 2953, 2923, 2853, 1711, 1458, 1376,
1252, 1225, 1113, 1011, 933, 805, 773, 722 cm™. RMN "H (400 MHz, CDCls): & 2,94
(d, J = 4,86 Hz, 3H, NCHs); 7,27- 7,36 (m 1H, H2); 7,44-7,57 (m, 3H, H3, H7 e
H8); 7,71-7,77 (d, J = 7,73 Hz, 1H, H6); 7,85-7,91 (m, 1H, H4); 7,94-8,00 (m, 1H,
H9). RMN *C (100 MHz, CDCls): § 27,8 (NCHa); 121,2 (C2); 125,5 (C4); 125,6 (C3);
126,3 (C9); 126,3 (C10); 127,7 (C8); 127,5 (C7); 127,9 (C6); 134,6 (C5); 146,7 (C1);
155,4 (C=0). Anexos 38, 39 e 40.
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EXPERIMENTAL - SINTESES
Clebnia Roberta M. Aratjo

6.1.19. Sintese do metil N-fenilcarbamato (11) com o

isocianato de metila (173) preparado in situ

(o)
1) NaN; Tolueno, 70°C, 2h )l\

OH . O N

o 2 ©(161),7o C, 2h 1
)J\ ) 2
Cl - 3

5
51% 4
(174) (11)

—~

A uma suspensao de azida de sdédio (0,975 g; 15,0 mmol) em tolueno (25,0 mL) foi
acrescentado cloreto de acetila (0,71 mL; 10,0 mmol). A temperatura da mistura foi
elevada até 70 °C, permanecendo nesta condicdo por 2 horas. Em seguida, o
sistema foi resfriado até alcancgar 25 °C e o fenol (0,47 g; 5,0 mmol) adicionado. A
temperatura do sistema foi novamente elevada até 70 °C, onde permaneceu por
2 horas. Em seguida, o precipitado formado na mistura reacional foi filtrado e lavado
com éter etilico (3 x 25,0 mL). As solugbes organicas foram reunidas, lavada com
solugdo saturada de NaCl (3 x 25,0 mL), seca sob Na,SO4 e o solvente evaporado
até gerar um solido amarelado. O produto bruto da reagdo foi purificado por
cromatografia em silica gel para produzir um sélido branco, o metil N-fenilcarbamato
(0,38 g; 2,55 mmol), com 51% de rendimento. Dados: Ponto de Fusao: 83,2 - 84,1 °
C. IV (filme) vmax 3350, 2922, 2853, 2358, 2352, 2235, 2202, 2037, 1954, 1871,
17361456, 1376, 942, 904 cm™. RMN "H (400 MHz, CDCls): § 2,82 (d, J = 4,92 Hz,
3H, NCHj3); 7,12- 7,23 (m, 3H, H2, H4 e H6); 7,36 (t, J = 7,67 Hz, 2H, H3 e H5). RMN
3C (100 MHz, CDCls): 8 27,7 (NCHs); 121,7 (C2 e C6); 125,3 (C4); 129,3 (C3 e C5);
151,2 (C1); 155,6 (C=0). Anexos 32, 33 e 34.

114



EXPERIMENTAL - SINTESES
Clebnia Roberta M. Aratjo

6.1.20. Sintese do metil N-p-nafilcarbamato (10) com o

isocianato de metila (173) preparado in situ

1) NaN; Tolueno, 70°C, 2h

H
OH |
2 ,70°C,4h 8 10
o 2 (179) , TN O\KN\
/U\CI =62
50% 5 3
(174) (10)

A uma suspensao de azida de sdédio (0,975 g; 15,0 mmol) em tolueno (25,0 mL) foi
acrescentado cloreto de acetila (0,71 mL; 10,0 mmol). A temperatura da mistura foi
elevada até 70 °C, onde permaneceu sob agitagdo por 2 horas. Em seguida, o
sistema foi resfriado a 25 °C, e uma solugéo de B-naftol (0,72 g; 5,0 mmol) em
tolueno (5,0 mL) foi adicionada. A temperatura do sistema foi novamente elevada até
70 °C, onde permaneceu por 4 horas. Passado este periodo, o precipitado formado
na mistura reacional foi filtrado e lavado com éter etilico (3 x 25,0 mL). As solugdes
organicas foram reunidas, lavada com solugéo saturada de NaCl (3 x 25,0 mL), seca
sob Na,SO, e o solvente evaporado até produzir um sélido marron. O produto bruto
da reacao foi purificado por cromatografia em silica gel seguida de cristalizacdo em
solugao 40% (v/v) de hexano/acetato de etila para gerar um sélido amarelado, o
metil N-p-nafilcarbamato (0,5 g; 2,5 mmol), com 50% de rendimento. Dados: Ponto
de Fusao: 114-115,5 °C. IV (filme) vmax 3322, 2951, 2926, 2854, 1752, 1459, 1376,
1212, 1157, 1094, 903, 860, 830, 754, 722 cm™. RMN 'H (400 MHz, CDCls): § 2,89
(d, J = 4,93 Hz 3H, NCHy); 7,79- 7,89 (m, 3H, H3, H5 e H8); 7,28-7,65 (m, 4H, H2,
H6, H7 e H10). RMN "C (100 MHz, CDCl3): & 27,7 (NCH3); 118,3 (C10); 121,4 (C2);
125,4 (C6); 126,4 (C8); 127,6 (C7); 127,7 (C5); 129,2 (C4); 131,2 (C3); 133,8 (C9);
148,8 (C1); 155,5 (C=0). Anexos 35, 36 e 37.

115



EXPERIMENTAL - SINTESES
Clebnia Roberta M. Aratjo

6.1.21. Sintese do metil N-a-nafilcarbamato (2) com o

isocianato de metila (173) preparado in situ

1) NaNj, Tolueno, 70°C, 2h j\
OH o N/
2) ,70°C,4h 9 T4
/I(J)\ (180) " A
o] K : 3
0,
50% S
(174) 2)

A uma suspensao de azida de sdédio (0,975 g; 15,0 mmol) em tolueno (25,0 mL) foi
acrescentado cloreto de acetila (0,71 mL; 10,0 mmol). A temperatura da mistura foi
elevada até 70 °C, onde permaneceu sob agitagdo por 2 horas. Em seguida, o
sistema foi resfriado a 25 °C, e uma solugdo de a-naftol (0,72 g; 5,0 mmol) em
tolueno (5,0 mL) foi adicionada. A temperatura do sistema foi elevada a 70 °C, onde
permaneceu agitando por mais 4 horas. Passado este periodo, o precipitado
formado na mistura reacional foi filtrado e lavado com éter etilico (3 x 25,0 mL). As
solugdes organicas foram reunidas, lavada com solugdo saturada de NaCl
(3 x 25,0 mL), seca sob Na;SO4 e o solvente evaporado até originar um solido
marron. O produto bruto da reacgdo foi purificado por cromatografia em silica gel
seguida de cristalizagcdo em solugdo 40% (v/v) de hexano/acetato de etila para
produzir um sélido amarelado, o metil N-a-nafilcarbamato (0,50 g; 2,5 mmol), com
50% de rendimento. Dados: Ponto de Fusao: 142,8-143,9 °C. IV (filme) vmax 3326,
2953, 2923, 2853, 1711, 1458, 1376, 1252, 1225, 1113, 1011, 933, 805, 773, 722
cm™. RMN "H (400 MHz, CDCls): & 2,94 (d, J = 4,86 Hz, 3H, NCHa); 7,27- 7,36 (m
1H, H2); 7,44-7,57 (m, 3H, H3, H7 e H8); 7,71-7,77 (d, J = 7,73 Hz, 1H, H6); 7,85-
7,91 (m, 1H, H4); 7,94-8,00 (m, 1H, H9). RMN "*C (100 MHz, CDCls): § 27,8 (NCHs);
121,2 (C2); 125,5 (C4); 125,6 (C3); 126,3 (C9); 126,3 (C10); 127,7 (C8); 127,5
(C7); 127,9 (C6); 134,6 (C5); 146,7 (C1); 155,4 (C=0). Anexos 38, 39 e 40.
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EXPERIMENTAL - SINTESES
Clebnia Roberta M. Aratjo

6.1.22. Sintese do N-metil-cardanilcarbamato (181) a partir do
Cardanol (12)

1) NaN; Tolueno, 70°C, 2h

o
OH N=0 ¥y
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| — =
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n=4 — —
31% C15H31-n \M;W
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4 g 9 112
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A uma suspensao de azida de sodio (0,975 g; 15,0 mmol) em tolueno (25,0 mL) foi
acrescentado cloreto de acetila (0,71 mL; 10,0 mmol). A temperatura da mistura foi
elevada até 70 °C, onde permaneceu agitando por 2 horas. Em seguida, o sistema
foi resfriado até 25 °C e o cardanol (1,5 g; 5,0 mmol) adicionado. A temperatura do
sistema foi novamente elevada a 70 °C, onde permaneceu sob agitagdo por mais
2 horas. Passado este periodo, o precipitado formado na mistura reacional foi filtrado
e lavado com éter etilico (3 x 25,0 mL). As solugdes organicas foram reunidas,
lavada com soluc¢do saturada de NaCl (3 x 25,0 mL), seca sob Na,SO4 e o solvente
evaporado até produzir um liquido amarelado. O produto bruto da reacido foi
purificado por cromatografia em silica gel para originar um liquido transparente, o N-
metil-cardanilcarbamato (0,55 g; 1,55 mmol), com 31% de rendimento. Dados: IV
(filme) vmax 3342, 3008, 2925, 2854, 2360, 1718, 1610, 1522, 1485, 1444, 1348,
1226, 1153, 1097, 951, 769, 692 cm™. RMN 'H (400 MHz, CDCls): § 0,87-0,95 (m,
CHs3); 1,26-1,44 (m, CH»); 1,72 (s, CH»); 1,56-166 (m, H1); 1,95-2,21 (m, H2); 2,61 (t,
J = 7,56 Hz, H3);2,88 (d, J = 4,87 Hz, 3H); 4,97-5,1 (m, =CH); 5,31-5,50 (m,
=CH); 5,77-5,90 (m, =CH); 6,91-7,3 (m, 4H). RMN "3*C (100 MHz, CDCls): & 13,8
(CH3); 14,1 (CHg3); 22,7 (CHy); 22,8 (CHy); 25,6-31,8 (CHy); 35,7 (ArCHy); 1147
(C=CHy); 118,7 (C4); 121,5 (C2); 125,3 (C4); 126,8-130,4 (CH=CH); 136,8 (C=CH,);
144,4 (C3); 151 (C1); 155,5 (C=0). Anexos 41, 42 e 43.
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EXPERIMENTAL — ENSAIOS BIOLOGICOS
Clebnia Roberta M. Araujo

6.2.1. Reagentes

Os reagentes solidos utilizados nesses ensaios foram: acetilcolinesterase de
eritrocito bovino 349 Umg™ liofilizada (Sigma®); iodeto de acetiltiocolina 98% (Sigma
®); acido 5,5 ditiobis(2-nitrobenzéico) (DTNB) 99% (Sigma®); albumina bovina 99%

(Sigma®); tris(hidroximetil)aminometano 99% (Sigma®).

6.2.2. Instrumentos

Os reagentes solidos foram pesados utilizando a balanga analitica modelo
Mark 210A (Bel engineering®). Para realizar os ensaios foram usadas micropipetas
de volumes variaveis da Labmater® e microcubetas de plastico com 96 pogos de
fundo chato, cada um com capacidade de 0,3 mL de volume e 1,0 cm de percurso
optico. As leituras foram realizadas no leitor de microplacas Multiskan Spectrum
(Thermo Scientific®) e o software utilizado pelo aparelho foi o Thermo Scientific
Skanlt.

6.2.3. Solugbes

Todas as solugdes foram preparadas utilizando como solvente agua ultrapura
(resistividade: 18 mQcm) de um sistema de purificacdo Milli-Q (Millipore Inc®).
Todas as vidrarias utilizadas durante os experimentos foram adequadamente limpas

previamente aos ensaios.

Solugao A: tampéo Tris/HCI pH 8,0

A solucao tampao foi preparada partindo de uma solug¢ao de Tris 50 mM cujo
pH foi ajustado para 8,0, com auxilio de um pHmetro Quimi® modelo Q400A, usando
uma solucao 1,0 M de acido cloridrico, sendo o volume final da solugado completada
para 250 mL em baldo volumétrico.

Solugao B: albumina bovina 1,0% (m/v) em tampao Tris/HCI pH 8,0
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A solugéo de albumina bovina 1,0% (m/v) foi preparada dissolvendo 1,00 g da
proteina em tampao Tris/HCI pH 8,0 até o volume final ser ajustado para 100 mL em

balao volumétrico.

Solugao C: iodeto de acetiltiocolina 15,0 mM
A solugdo de iodeto de acetilcolina 15,0 mM foi preparada dissolvendo
0,043 g do reagente em agua ultrapura até o volume final de 10,0 mL ajustado em

balao volumétrico.

Solugao D: DTNB 3,0 mM

A solucao de DTNB 3,0 mM foi preparada dissolvendo 0,119 g da substancia
em solugao tampao Tris/HCI pH 8,0 até o volume final de 100,0 mL ajustado com
baldo volumétrico. Para a completa dissolugdo do reagente, empregou-se o

sonicador Ultracleaner 1400A (Unique®).

Solugao E: acetilcolinesterase 0,22 UmL™’

A solugao de Acetilcolinesterase 0,22 UmL™ foi preparada a partir de diluicdes
sucessivas adequadas de uma solugdo estoque 1000,0 UmL™", previamente
preparada utilizando solugéao de albumina bovina 1,0% (m/v) em tampéao Tris/HCI pH
8,0. Essas solugcdes foram mantidas sob refrigeracao até o momento da realizagao

dos testes.

6.2.4. Determinacgao da atividade anticolinesterasica

A atividade anticolinesterasica dos compostos foi determinada por
comparagao com a atividade catalitica da AChE através de duas solugdes: o branco
positivo e a amostra teste. O branco positivo foi a solugdo sem o inibidor da AChE,
onde teoricamente a enzima exibe 100% de atividade. J& a amostra teste foi a
solugdo contendo a substancia cuja atividade anticolinesterasica estava sendo
avaliada. Cada analise foi realizada em triplicata para permitir o calculo da média e

da estimativa do desvio padrao.
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Para analise da atividade anticolinesterasica de cada substancia sintetizada
utilizou-se o procedimento a seguir. Em cada pog¢o da microplaca foram adicionados,
nessa sequéncia, 150 uL da solucdo D (DTNB), 50 uL da solugdo B (albumina),
25 ulL da solugédo da amostra teste (substéncia sintetizada) e 25 pL da solugdo E
(AChE). No pog¢o do branco positivo, os 25 puL da solugdo da amostra teste foi
substituido unicamente pelo solvente empregado para a dissolugdo da respectiva
substéancia sintetizada em estudo.

As solugbes foram agitadas por 10 segundos e, em seguida, foram
registradas 10 leituras consecutivas de absorbancia (412 nm) em intervalos de 13
segundos. Esse procedimento inicial serve para a realizagdo do branco de cada
ponto da curva cinética. A microplaca foi entdo retirada do aparelho e cada poco
recebeu 25 uL da solugédo C (acetiltiocolina). A placa foi novamente agitada por 10
segundos e 10 leituras sucessivas registradas em intervalos de 13 segundos.

A atividade catalitica da AChE foi calculada a partir da inclinagao (coeficiente
angular) da regido linear da curva de cinética obtida por espectrofotometria de
absorcdo molecular, a qual corresponde a variagao de absorbancia no decorrer do
tempo (AA/At), equagao 1 (RAZZINO, 2007).

AA V x 1000
= Eq. 1
Z/m AtXSXdXVXp g

Na equacdo 1, a atividade catalitica enzimatica Z/m é dada em Ug™; AA a
variagcado de absorbancia; V o volume do ensaio em (L); € coeficiente de absorgao do
anion 5-tio-2-nitrobenzoato (89) (1,36 mmol'mm™); d o caminho 6tico (mm);
At variagado do tempo (minutos); v volume da amostra utilizada no ensaio (L) e p a

concentragdo da amostra utilizada no ensaio (gL™).
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6.2.5. Determinacao da Atividade Anticolinesterasica

Os ensaios moluscicidas foram realizados segundo o protocolo da
Organizacdo Mundial de saude, utilizando caramujos da espécie Biomphalaria
glabrata na fase adulta (WHO, 1965 e 1983). Os animais foram criados no
Laboratério de Pesquisa de Recursos Naturais (LPgRN) da Universidade Federal de
Alagoas.

O teste moluscicida consiste basicamente em emergir o caramujo em uma
solugdo aquosa da substéncia sob investigacdo nas concentragdes apropriadas.
Inicialmente foi realizado um ensaio preliminar em duplicata, onde 5 caramujos
foram usados para cada concentragao da substancia estudada. No experimento final
foram utilizados 10 caramujos, mantendo sempre a relagéo de 25 mL de solugéo por
animal, nesse caso, cada substancia foi testada em triplicata.

As amostras que nos ensaios preliminares mataram mais que 50% dos
caramujos na concentracdo de 20 ppm tiveram sua concentragao letal de 50%
calculada. Para cada experimento um controle negativo foi realizado, onde os

moluscos foram imersos em soulagao contendo DMSO 1%.

6.2.6. Analises Estatisticas

Para realizar o calculo da concentracao inibitéria de 50% da enzima (Clsp) foi
utilizado o software Graph Pad Prism 5.0. O software Microsoft Excel foi empregado
para obter as estimativas dos desvios padroes e a quantificagcdo enzimatica. As
analises estatisticas foram realizadas através do teste t de Student (p < 0,05)
usando o programa Microcal Origin 6.0. Os dados de concentracdo versus
mortalidade dos moluscos foram submetidos a tratamentos estatisticos utilizando o
programa Probit para a determinagao das concentragdes letais (CLgp, CLsp € CL1o).
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