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RESUMO

DOS SANTOS, Viviane Martins Rebello. Sintese, caracterizagdo, modelagem molecular e
estudo da atividade biol 6gica de novos bisfosforoamidatos e bisfosforoditioatos. Seropédica,

UFRRJ, 2003. (Tese de doutorado, Doutor em Ciéncias, Quimica Organica).

Uma série de novos N,N'-bis(dialquilfosforil)diaminas e S,S'-bis(dialquilfosforil)-1,3-
propanoditiol foram sintetizados pela reacdo de Todd-Atherton modificada, onde fosfitos de
dialquila reagem com diaminas simétricas ou com 1,3-propanoditiol num sistemabifasico.
Os compostos foram caracterizados por espectrometria de IV, RM N-lH, RM N-13C,
RMN-31P e massa. Os compostos com 0s grupos butdxido, isobutéxido e isopropoxido,
ligados ao &tomo de fdsforo, apresentam menores valores de DLSO’ quando testados contra
Artemia salina, Musca domestica e Stomoxys calcitrans. Todos 0s outros compostos
apresentam valores muito maiores e foram considerados ndo téxicos. Avaliou-se o efeito
farmacologico e toxicolégico de N,N'-bis(disobutilfosforil)-1,3-propilenodiamina e S,S'-
bis(diisobutilfosforil)-1,3-propanoditiol em camundongos, e estes ndo apresentam atividade
toxica até a concentracdo de 200 mg/Kg. Os resultados de modelagem molecular sugerem
que as atividades biolégicas dos compostos podem estar relacionadas com a inbicdo da
acetilcolinesterase, ja que os inseticidas organofosforados atuam como inibidores classicos
da ACHE. As estruturas sintetizadas neste trabalho ndo apresentam um bom grupo de saida
ligado ao &tomo P, sugerindo uma atuacdo apenas como inibidores reversiveis da enzima.
Foram observados os efeitos de inibi¢cdo da germinacdo e do crescimento das sementes de

alface (Lactuca sativa) nos ensaios com bisfosforoamidatos



ABSTRACT

DOS SANTOS, Viviane Martins Rebello. Synthesis, characterization, molecular modeling
and study of new bisphosphoramidates and bisphosphorodithiolates. Seropédica, UFRRJ,
2003. (Tese de doutorado, Doctor in Science, Organic Chemistry).

A series of new compounds, N, N'-bis(dialkylphosphoryl)diamines and S, S'-
bis(dialkylphosphoryl)l,3-propanedithiols were prepared by a Todd-Atherton reaction of
dialkylphosphites with symmetrical diamines or 1,3-propanedithiols in a biphasic system.
They were characterized by IR, 1H-NMR, 13C-NMR, 31p-NMR and mass spectrometry.
Compounds with butoxy, isobutoxy and isopropoxy groups on the phosphorus atom showed
the lowest LDSOvaJ ues when tested against Artemia salina, Musca domestica and Slomoxys
calcitrans. All the other compounds which showed high LD50vaI ues were considered non
toxic. The pharmacological and toxicological evaluation of N,N'-bis(diisobutylphosphoril)-
1,3-propylenediamine and S,S'-bis(diisobutylphosforil)-1,3-propanedithio| showed them be
inactive against mice in a concentration of 200 mg/Kg The effect on the germinationand on
the growth of lettuce seeds were observed in an assay with bisphosphoroamidates. The
results of a molecular modeling study suggest that the biological activity of the compounds
may be related to AChE inhibition. Contrary to classical organophophorus AChE inhibitors,
the compounds synthetized in this study do not possess a good leaving group, which
suggests that they may act only as reversibleinhibitors.

Key words: Bisphosphoramidates, Bishosphorodithiolates, biological activity
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CAPITULO 1

1. INTRODUCAO

Os compostos de fosforo sfio uns dos precursores necessarios a vida e assim estdo
presentes na natureza ha muito tempo. No entanto, o estudo de sua quimica ¢ relativamente
recente.

Alguns compostos organofosforados foram preparados por alquimistas na idade
média, mas o estudo sistemdtico teve inicio no século XIX por Lassaigne em 1820, com a
esterificagiio de acido fosférico. Vinte cinco anos mais farde uma série de derivados de
fosfinas foi preparada por Thinard e colaboradores e a partir destes trabalhos o progresso da
investigagio dos compostos de fésforo foi rdpido. O seu desenvolvimento, a partir da
segunda metade do século XIX, foi dominado por Michaelis, sendo sucedido por A. E.
Arbuzov e mais tarde pelo seu filho B. A. Arbuzov, além de pesquisadores britdnicos ¢
alemies (TOY, 1976).

Entre as diversas aplicagdes industriais pode ser citado o seu uso como reagente de
flotagdio, matéria prima na sintese de plasticos ndo inflamaveis, antioxidantes, plastificantes,
aditivo para éleos lubrificantes e combustiveis hidrocarbdnicos, solventes aplicados em
extragOes seletivas e principalniente como inseticidas.

A aplicagdo dos compostos de fosforo na agricultura e o seu uso comercial iniciou-se
com o trabalho descrito por Scharader em 1942 ¢ 1943. Em 1944, o parathion foi
introduzido como o primeiro produto comercial deste grdpo de novos inseticidas
revolucionarios €, desde entdio, novos compostos tem sido utilizados com esta finalidade.

A principal razio para o sucesso dos compostos organofosforados como inseticidas ¢
a sua forte atividade acoplada com a sua relativa instabilidade na biosfera e que se traduz em
uma meia-vida em plantas da ordem de dois até dez dias.

Durante os tltimos 30 anos, ins..icidas organofosforados tém sido amplamente
usados como alternativa para substituir compostos organoclorados, no controle de insetos.
Os organoclorados estio nos primeiros lugares em véarias listas de poluentes na Europa,
devido a sua grande persisténcia no meio ambiente e facil acumulagio (LAURINI, 1979;
SAKKAS et al., 2002).

Os compostos organofosforados fazem parte de uma classe importante de inseticidas

comerciais ¢ sua descoberta foi um exemplo excelente de aplicagio da quimica para a
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investigagiio da dependéncia da atividade bioldgica sobre a estrutura (NATH & KUMAR,
1999).

Dando continuidade aos trabalhos que vém sendo realizados na area de sintese de
compostos organofosforados (LIN et al, 1995; RODRIGUES et al, 2002) com potencial
atividade inseticida, decidiu-se sintetizar e investigar a atividade biologica de analogos dos

inseticidas comerciais, metamidophos ¢ ethion, Figura 1, que agem como poderosos agentes
inseticidas.

0 i i
H3CO'/P\ NH C2H5O7P\ T PQ' 0OC,H;
H;CS 2 C,HsO S S 0C,Hs

(1) Metamidophos {2) Ethion

Figura 1: Compostos inseticidas Metamidophos e Ethion.

Assim, um total de 22 compostos, sendo 20 inéditos e 2 registrados na literatura (3 e

8), Figura 2, foram preparados através da reagdo de Todd Atherton modificada (XUE ef i,
1988).

@) R=R; R=itn=2

(13) R=R, R=Hn=3
4) R=Pr, R=H;n=2 (14 R=Pr;, R=H:n=3
(® R=Bx R=H, n=2 (15 R=Bu R=Hn=3
6) R=iPLR=Hn=2 0  (16) R=iPr;, R=Hn=3 0 0
M R=BeR=H r2 1 I (7 R=iBg R=Hn=3 g,Aﬂ\ b
LN S N /
'ﬁ%’ II\I/(/\)n\ll\I \O?B l:z?; S mS \0?9:l
B R (e . : (B)R=By n=3
®R=F R=-CHn-2 R R (®R=B; R=1tn=4  (4)R=iByg n=3
OR=Pr, R=-CHy;n=2 (I9R=Pr, R =H,n=4
(I0R=By R=-CHyr;n=2 (200R=Bux, R=H;n=4
(11)R=i-Pr; R =-Cth-;n=2 @1)R=i-Pr; R=H;n=4
(12)R=i-By, R=-Cth-;n=2 (@)R=i-BrR=Hn=4

Figura 2: Bisfosforoamidatos e bisfosforoditioatos sintetizados.

Além de terem sido caracterizados pelas técnicas usuais de espectroscopia, estes

compostos organofosforados foram testados quanto A sua atividade contra Artemia salina,
Musca domestica, Stomoxys calcitrans e Mus musculus. Foi também realizado um estudo da

influéncia destes compostos sobre a germinagiio de plantulas de alface (Lactuca sativa).
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Finalmente, foi realizado um estudo de modelagem molecular em busca de um melhor

entendimento do mecanismo de inibigio da enzima AChE pelos compostos sintetizados.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Compostos Organofosforados

Os compostos orgénicos de fosforo sdo os constituintes essenciais do protoplasma e
possuem um papel importante para a manutengio da vida, por exemplo, como acidos
nucléicos, coenzimas nucleotideos, intermediarios metabolicos ¢ fosfatideos. Muitos
compostos organofosforados sio produzidos artificialmente para usos praticos como
lubrificantes, oleos aditivos, plastificantes, e pesticidas (FISHER, 1897). Os pesticidas
organofosforados ndo incluem somente inseticidas, mas também fungicidas, herbicidas, e
outros. As diferentes atividades dos compostos organofosforados estdio relacionadas,
evidentemente, com caracteristicas estruturais, tais como o tipo de heteroatomo ou grupo
funcional ligado ao 4tomo de fosforo e seu estado de oxidag@io. Destacam-se os substituintes
oxigenados ¢ os estados de oxidag#o mais comuns deste elemento, P¥ e P

O grande avango da quimica do fosforo esta na variedade de compostos que este
pode formar (CADOGAN et al.,1979), principalmente no que diz respeito aos compostos
orgénicos, que tém sido alvo de muita pesquisa basica e de aplicagio industrial. Isto deve-se
as caracteristicas industriais e reacionais conferidas a estes compostos, devido & presenga do
atomo de fésforo, que possui uma estrutura eletronica com orbitais d acessiveis, além de ser
um atomo polarizavel e eletropositivo.

O fundador da quimica dos compostos organofosforados foi A. Michaelis, que no
final do século passado explorou a nucleofilicidade do fosforo (MICHAELIS & KAEHNE,
1898), que foi estudada em detalhes por Arbuzov (ARBUZOV, 1906) e vérios outros
cientistas subsequientes (HARVEY & DESOMBRE, 1964).

Uma das mais valiosas contribuigdes de Arbuzov e Michaelis para o estudo de
compostos organofosforados ¢ a reagio de Michaelis-Arbuzov, comumente conhecida como
transformagdo de Arbuzov ou rearranjo de Arbuzov. E um dos caminhos mais versateis para
a formagdo da ligagiio carbono-fosforo, que envolve a reagdo de um fosfito de trialquila com

um halogeneto de alquila, conforme mostra o Esquema 1 (FORD-MOORE & PERRY,
1963, CADOGAN, 1979),
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Q)
i

R, — P“‘*OR+ R-X
OR

(RO)3P + Ry-X AN [(RO}P- R} X
R = alquila, arila, etc.

R;= alquila, acila, etc.

X=Cl Brel

Esquema 1: Reacio do fosfito de trialquila com um halogeneto de alquila.

Esse rearranjo ¢ um dos mais investigados dentre as reagbes de compostos
organofosforados e ¢ amplamente empregado para a sintese de fosfonatos, fosfinatos e
oxidos de fosfinas (BATTACHARYA & THYAGARAIJAN, 1981).

Durante a transformagio, o fésforo trivalente (P") é convertido em fosforo
pentavalente (P'). Em geral, o grupo alquila do halogeneto liga-se ao fosforo € um grupo

alquila do fésforo é combinado com o halogénio para formar um novo halogeneto de alquila,
conforme ¢ mostrado no Esquema 2.

]
. A i
RO//P\OR t RX RO/P\R + RX
RO RO
{Fosfonato)
1
Ty A
RO N, RX o tORX
RO R/ Ry
2
(Fosfinato)
i
.. A
RO’/P\R +  RX —_— R3/P\ + RX
1 / "Ry
R2 RZ
(Oxido de Fosfina)
R, Ry, R; € R3 = alquila, arila
X=ClBrel

Esquema 2: Obtenciio do fosfonato, fosfinato e 6xido de fosfina.
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A literatura registra que a conversdo de P-O-C para P(=0)-C (Pm—> Pv) envolve um
ganho liquido de energia em torno de 32-65 kcal/mol na estabilizagio total da ligagdo e,
portanto, age como forga diretora do rearranjo (MARK, 1969).

A reaglio de Michaelis-Arbuzov ndio é empregada com sucesso na sintese de -
cetofosfonatos provenientes de compostos carbonilados, aldeidos e cetonas, a-halogenados.
Neste caso, o que ocorre € a reagdo de Perkow (PERKOW et al., 1952), obtendo-se como
produto da reagéo o fosfato de dialquilvinila, pois a ligagio P-O ¢ formada em detrimento a

ligagdo P-C (PERKOW, 1954; RAMIREZ ef al, 1966, BOROWITZ et al, 1971), como pode

ser observado no Esquema 3.

i
P
K 0= O (Prodito de Artraov)
O " F
OFt
OEt O
) - @v @ %)
100°C BO” Me BO"5 5

O CH _/Et()\@(:)ﬂ Cth
BO_ 1| Cl ~p
P -§—— EdaN ’
BO” \o)J\Me -(BCy EO Me
(Produto de Perkow)
Esquema 3: Formacio do produto de Perkow.

Outra rea¢do comumente utilizada na quimica de compostos organofosforados é a
reagdo de Michaelis-Becker (MICHAELIS & BECKER, 1897), a qual envolve a sintese de
fosfonatos de dialquila, através do deslocamento nucleofilico entre o anion formado pela

reagdio de fosfito de dialquila em presenga de base forte com um halogeneto de dialquila,
como pode ser visto no Esquema 4.
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EL] O
P .e |I
RYIOH 2, po T NPNE ¢ 2 BOBX o IR+ Nax
1% RO RO |
b RO
X = Halogénio
O R=Alquila e arlla
'1') 9%
RO/ H
RO

Esquema 4: Reacdo de Michaelis-Becker.

Os reagenies de P (II1) podem ser usados para a sintese de uma grande variedade de
compostos. Estes reagentes possuem formula geral (PR;3), onde R pode ser o grupamento
alquil, aril, alcoxil, ariloxil, halogeneto, tioalquil, amino, alquilamino, ou arilamino. Nesles
compostos o atomo de fosforo possui um par de elétrons livres, o qual confere carater basico
e nucleofilico s respectivas moléculas. Quando R é o grupamento alquil ou aril tém-se as
fosfinas, que se comparadas as aminas, sdo bases mais fracas, porém sio nucleofilos mais
fortes (CADOGAN, 1979).

Dentre os compostos de fosforo, o tricloreto de fosforo, PCls, utilizado como o
reagente principal neste trabalho de tese € o reagente mais utilizado na sintese de compostos
organofosforados e demais compostos, por ser extremamente reativo, possuindo diversas
aplicagdes sintéticas, que sdo mostradas no Esquema 5.

O manuseio de PCI; deve ser extremamente cuidadoso, pois 0 mesmo € instavel, uma
vez que ¢ facilmente hidrolisado. Isto é devido ao poder eletrofilico do atomo de fésforo,

que esta ligado a trés atomos de cloro (COTTON, 1988).
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CLP=NPCLO RMgX
’ 2 /—b R;P=0
H0 N,O ROH
HCL HyPOs, HiP,0s « 2 70

> C]_';P:O R (RO)3P:0
1/2 HO
/—~S—+chps \2HQ CLP(OYOP(O)CY,

P(NCO);, PINCS); < ANCO ASCN [ ] ZuFy, AsFpete e

X; (halogéni
O Kababgine)

3N2

3 RCOC1+ HyPO; IRCOH \

RH+ 120,

PRy, PR,CL, PRCh QRP‘M7

RPOCH + HCl < e
NH: R=dquila
~ RCI+ AL 3 - * PHO

[RPCL]" [AICY] a2 N{(C —=N(PCh), (ROn

Y
H,0 P(NH)
(amonélise)
RPOCL + 2 HC1+ AICK

Esquema 5: Diferentes aplica¢des sintéticas do PCl;.

Os fosfitos de trialquila sdio agentes nucleofilicos ativos e realizam substituigiio em
atomo de enxofre bivalente ligado a um bom grupo de saida. Os fosfitos de dialquila sdo
muito menos ativos, devido ds suas caracteristicas como fosfonatos pentavalentes. Contudo,
seus sais comportam-se como compostos de fosforo trivalente e sdo bastante ativos para
reagir com certos compostos de enxofte. Os fosfitos de trialquila reagem com cloretos de
alquila ou sulfenil arila para fornecer os correspondentes fosforoticatos com bons
rendimentos (MORRISON, 1955), provavelmente, através de um mecanismo analogo ao de

Michaelis-Arbuzov, conforme mostra o Esquema 6.

NS 7
(RO}P: + S—R, —S o R()—ll’t—S—Rl — > (RORP—SR, * RCI
OR

Esquema 6: Reacdo de fosfito de trialquila com compostos de enxofre.

A reaglio de fosforocloridatos com mercaptans, conforme mostrado o Esquema 7, é
raramente aplicada a preparagio direta de fosforotioatos, pois a fosforilagio direta por
compostos tiois, ndo € adequada uma vez que a base (fon mercaptan) prefere atacar o 4tomo

de carbono do grupo alquil éster em vez do atomo de fésforo (ETO, 1974).
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W
O @ RO’P + HCI
/ RO "SR,
(RO)zPCl + HSR, o
(b) B
O/
IO CI + RSR
(b) Rota sintética preferencial

Esquema 7: Reacéo de cloridrato de dialquila com mercaptas.

A reagio entre fosfitos de tnalquila , tiis,

tiofenois e CCly ou CCLI3Br conduz a
formagdo de 0O,0,S-trialquil ou dialquil-S-aril fosforotioatos (ATKINSON et al.,

1969;

BUNYAN & CADOGAN, 1962; CADOGAN & FOSTER, 1961, CADOGAN, 1967)

conforme o Esquema 8.

(RO)sP + RySH CCly ou CC13Br;

- CHCHL

(ROY,P(OXSR), + R-Hal

Esquema 8: Preparacdo de fosforotioatos de 0,0,S-trialquil ou dialquil-S-aril.

As fosfinas, assim como os fosfitos estdo envolvidas numa ampla gama de reagoes,

porque o par de elétrons no ligantes, presente nestes compostos, age como nucleofilo,

atacando o atomo de carbono saturado ou insaturado, os atomos de oxigénio, enxoftre,

halogénio, ou nitrogénic produzindo intermediarios que originam diferentes tipos de

compostos organicos, como por exemplo, as olefinas, A obtengdo de olefinas através da

reagdo de ilideos de fosforo com aldeidos ou cetonas, foi uma das mais importantes

descobertas da historia da quimica, sendo comumente conhecida como reagido de Wittig
(WITTIG & GEISSLER, 1953). O ilideo de Wittig, como também ¢ chamado o ilideo de

fosforo, ¢ obtido através da reacio de uma fosfina, geralmente fosfina de trifenila, com um

haleto de alquila, conforme mostra 0 Esquema 9.
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@
QP+ CHl ——> @3P@CH3 [© Base B’;;P——CH? — (P;P:CI%

N
J' Seo

N
_ P=
e+ O

Esquema 9: Obtenciio de olefinas através da reacdio de Wittig.

Uma modificagdo da reagdo de Wittig é a reagfio de Horner-Emmons, Esquema 10,
onde um ilideo é breparado a partir de um fosfonato, o qual deve possuir um grupo retirador
de elétrons ligado ao carbono metilénico. (HORNER ef al., 1958; 1959, EMMONS &
WADSWORTH, 1961). Esta reagdo se torna interessantc por possibilitar a sintese de

olefinas importantes em reagdes que envolvem adi¢8es de Michael.

O O ~0-
] . base ] ? /C-O I - N
(CH;CH0),P—CH;CN = (CHyCH,0,P—CHON /o (CHiCH,0),P—0 + "C=CHCN

Esquema 10: Obtencio de olefinas através da reacio de Horner-Emmons.

A ligagdo P-N ¢é geralmente formada por reagdes de cloretos de fésforo (PCl3) ou
compostos trivalentes de fosforo com diferentes aminas. As amidas de acido de fosforo sdo
preparadas, muitas vezes, pela reagdo de cloretos de fosforo com aminas ou amonia
(MICHAELIS, 1903), conforme o Esquema 11.

4

+RNHHCl X+ RNH,HCI X

PXCh ~——— RNHPCL, — (RNH),PCI
~2HCI -2HCI Cloreto fosforamidico

Esquema 11: Reac#o de cloretos de f6sforo com aminas.

A partir de cloretos fosforamidicos, uma variedade de pesticidas ésteres amido pode

ser produzida, como por exemplo, a preparagdo do pesticida crufomato, mostrado no

Esquema 12,
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C
Nt C(CHy); O
0 o 1
CH NHll’I'Cl *CHoH H“CHN“‘P/’ HCHN’IP N
——
3 L H,CO” ~c —_— . 3 H,CO O—Q—C(CHg;)a
i
Criformato

Esquema 12: Preparag¢do do inseticida crufomato.

Os fosforilcloridretos de dialquila reagem com aminas a fim de se preparar os
correspondentes amidetos, conforme ¢ mostrado no esquema 13, na prepara¢iio do gis de

nervo, tabun, que foi sintetizado por SAUNDERS (1957).

HN(CHs), ICN (Ci;pN O
(CaHs0O)PCl — (C;Hs0)pPN(CH3); —— = P
/N
- CoHsl C,H;O" CN
tabun

Esquema 13: Reagdo do fosforilcloridretos de dialquila com compostos de nitrogénio.

Os métodos de sintese de fosforamidas foram descritos a partir de 1945 com uma
série de trabalhos realizados por ATHERTON er al. (1945). Nas publicagfes iniciais eram
usados fosforilcloridatos de dialquila como agentes de fosforilagio, em meio anidro,

conforme mostra o Esquema 14,

(KENER, 1952)

0 / 0 0
I 1
ROPP—HA{— 502k ROYP C1 JNRIRACCh . ROPP—NRIR,
\(ATHERTON, 1948) -10°C R R, = H, alquila, aril
.Ch

.
-

(COMBIE, 1945)
R = sopropila; benzla.

Esquema 14: Sintese de fosforoamidas a partir de fosfito de dialquila.
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Posteriormente, descobriram que fosfitos de dialquila reagiam diretamente com
aminas e tetracloreto de carbono em meio basico, de modo mais brando e com resultados
igualmente satisfatorios (ATHERTON, ef al., 1945), conforme mostra o Esquema 15.

Os fosfitos de dialquila reagem suavemente com aminas primarias, secundarias ou
amoénia em tetracloreto de carbono para fornecer fosforoamidatos de dialquila em excelentes
rendimentos (ATHERTON et al., 1945)

0O 0O
Il CCly / NEf3 I
(ROpP—H + HNR R, W (RO);P—NR|R;
R = isopropila; benzila o R}, Ry =H, alquila, arila.

Esquema 15: Reagdes de fosfitos de dialquila com aminas.

Com pequenas medificagdes dos métodos de ATHERTON et al. (1945) ¢ ZHAO ef
al. (1984; 1988) foi desenvolvida uma nova reagdo de fosforilagio de aminas, que utiliza
meio aquoso em reagdo bifasica com fosfito de diisopropila e tetracloreto de carbono
(ZHAO, 1984; 1988), Esquema 16. Estas modificagdes melhoram principalmente os

rendimentos das reagdes com aminoacidos e com aminas insoliveis em tetracloreto de

carbono.
O NaOH ou NEt3 / ”20
(RO Ill H HNR, R CCL/ i RO IIL NR;R
JE. + —
)2 1Ry —m (RO), iR, |
R = isopropika. Ry, Ry = H, akquila, arila.

Esquema 16: Fosforilacio de aminas em sistemas bifasicos com fosfito de diisopropila ¢
tetracloreto de carbono.

Nos sistemas biologicos destaca-se a importincia dos fosfatos, que apresentam
variadas fungdes, desde o fornecimento de energia, como nos pirofosfatos, e no caso do ATP
(trifosfato de adenosina) onde ¢ o carreador mével de energia metabolicamente disponivel
mais importante nas células vivas, até a composicio do material genético do Acido

desoxirribonucléico (DNA), onde realizam a conexfio entre os nucleosideos (MICHELSON,
1963). '
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2.2. Inseticidas

() mercado de produtos quimicos para defesa agricola ¢ avaliado em US$ 2.5 bilhdes
no Brasil, segundo levantamento do Sindicato Nacional da Industria de Produtos para Defesa
Agricola (SINDAG). Os segmentos-lideres s&0 os herbicidas, com 52% das vendas, e os

inseticidas, com 27,5%, conforme a Figura 3.

EVOLUCAD DAS VENDAS DO SETOR e uss mu

1996 19¢7 1991 1999 00
TOTAL 1.792.6N 218000 2557849 2.309.047 2.499.958
HERBICIDAS 1.005.112 12408 1368713 L1759 1.300.515
FUNGICIDAS 7630 356304 436235 447 w0418
INSETICIDAS 75548 4479 S1én 596.051 689.953
ACARICIDAS 7 8T 105419 TI% &5.560
DUTRE T LRE L] Y BN b33 L)) [ &1}
(*} sntibrotantes, regulederes de cresciments, fitshormonios o espalbontes odesivos. Foate: Sindeg

Figura 3: Evolugiio de vendas das classes de pesticidas.

Apesar dos niimeros expressivos, que colocam o Brasil como terceiro mercado do
mundo para defensivos, ao lado do Jap8o ¢ atras dos Estados Unidos ¢ da comunidade
Européia, eles encobrem um potencial ainda maior em 2000. Em termos de aplicagdo de
produtos por hectare cultivado, o Brasil estd na décima posi¢éo, com 3,2 kg/ha, uma vez que
a produgio anual de 100 milhSes de toneladas de grios é irrisoria para o potencial das terras

brasileiras.
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50
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Fonte: Sindog

Figura 4: Consumo mundial de defensives agricolas em 2000.
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A descoberta, isolamento, sintese, avaliagio toxicologica e de impacto armbiental um
vasto topico de pesquisas no mundo inteiro ¢ que tem se desenvolvido bastante nas ultimas
décadas (ADDOR, 1994; CORBETT et al, 1984; KLOCKER et al, 1991; HARBORNE,
1996; LARINI, 1979; MARICONI, 1963; MARICONI, 1981; VIEIRA ef al., 1999).

A toxidez de uma substincia quimica em inseto ndo a qualifica necessariamente
como um inseticida. Diversas propriedades devem estar associadas a atividade, tais como;
eficicia mesmo em baixas concentragdes, auséncia de toxidez frente a mamiferos e animais
superiores, auséncia de fitotoxicidade, facil obtengdo, manipulagdo e aplicagfio, viabilidade
econdmica € nio ser cumulativo no tecido adiposo de seres humanos e de animais
domésticos. Fica evidente que as caracteristicas citadas referem-se aquele inseticida tido
como ideal o que raramente sera o caso. Dentro da classificagiio de inseticidas s3o incluidas,
também, substincias que repelem e que atraem insctos ( MARICONI, 1963;
MARICONI, 1981; CORBETT et al, 1984, ADDOR, 1994).

O uso de inseticidas consome mundialmente, valores da ordem de bilhdes de délares.
Os produtos naturais inseticidas foram muitos utilizados até a década de 40, quando os
produtos sintéticos passaram a ganhar espago a partir da Il Guerra Mundial, devido as
pesquisas em produtos biocidas. Estes mostraram-se muito mais potentes e menos
especificos que os naturais, até entdo utilizados no controle de pragas agricolas, e foram
quase totalmente substituidos pelos inseticidas sintéticos. |

A utilizagio de inseticidas pode ser vista de forma bastante genérica no século XX.
Durante os primeiros 50 anos predominaram os produtos naturais de origem orgdnica e
inorgénica.

Os inseticidas inorgdnicos mais utilizados foram os arseniatos de célcio e chumbo
(verde Paris), cupratos (calda bordalesa), enxofre em pé, vérios sulfatos, cal, fluorsilicato, de
bario, aminosselenossulfito de potassio (criolite) e 6leos minerais. Entre estes, os arseniatos
mostravam-se extremamente t6xicos ao homem, animais superiores e ao meio ambiente
como um todo.

Dentre os inseticidas orginicos de origem natural os alcaldides foram muito
utilizados, como a nicotina (25), nor-nicotina (26) e anabasina (27), os piretroides como a
piretrina (28) ¢ aletrina (29), os rotenéides como a rotenona (30) e em menor escala alguns
quassingides como a quassina (31), mostrados na Figura 5. Um inseticida conhecido desde
0 primeiro século da era cristd, era o piretro, extraido das folhas do Chrisanthemum
cinerariaefolium. At a Il Guerra Mundial, o piretro, a rotenona (28), e a nicotina (29) eram

os principais produtos orgénicos de origem vegetal mais utilizados no controle de insetos.
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Figura 5: Inseticidas organicos de origem vegetal.

Nas décadas de 50 a 70, ocorreu uma explosiio no desenvolvimento da sintese
orginica, inclusive de produtos com atividade inseticida. Passaram a ser utilizados 0 DDT
({1,1-bis-(4- clorofenil)-2,2,2- tricloroetano]) (32), HCH (hexacloroexano, 33), aldrin (34),
dieldrin (35) e clordano (36), Figura 6. As descobertas do inseticida DDT em 1939, (WEST
et al, 1949) ¢ do herbicida 2,4-D (acido 2,4 diclorofenoxiacético) (37) em 1942,
(ZIMMERMAN & HITCHOCK, 1942) mostrados na Figura 6, causaram uma revolugio na
agricultura, exemplificando para 0 homem a possibilidade de se sintetizar compostos para o
controle de pragas. Realmente, menos de uma década apos essas descobertas, um notavel

desenvolvimento no campo dos pesticidas sintéticos permitiu a substituigdo dos inseticidas

naturais.
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Figura 6: Primeiros inseticidas sintéticos.

2.3. Inseticidas Organofosforados

As principais classes de substincias quimicas usadas no controle de pragas tém sido
os organofosforados, os organoclorados, os ciclodienos e os piretréides. Todas estas classes
quimicas apresentam como alvo em comum o sistema nervose dos insetos: oS
organofosforados e os carbamatos atuam como inibidores da acetilcolinesterase AChE; os
ciclodienos tém como alvo os canais de cloreto dependentes do 4cido y-aminobutirico
(GABA); ¢ os piretroides e os organoclorados t8m como alvo os canais de sodio dependentes
de voltagem (HOLLINWORTH, 1976; CHAMBERS & CARR, 1995), F igura 7.

M SE TICIDAS
3 lonaanorosronand

_.___,/

PIRE TRGIDES

Figura 7: Regides de atuagiio dos inscticidas.
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Atualmente, os inseticidas mais desenvolvidos s3o os compostos organofosforados,
carbamatos e piretrdides. Essas classes de compostos s3o biodegradaveis. O baixo risco que
estes inseticidas causam para os mamiferos ¢ baseado, principalmente, em sua
biodegradagiio. Compostos destas trés familias so espontaneamente hidrolisados,
especialmente em pH alto e sofrem degradagdo por hidrolases. As enzimas com capacidade
para hidrolisar estes compostos nfio siio bem caracterizadas, e ainda ndo estd claro se as
enzimas que degradam os inseticidas destas trés familias est3o interrelacionadas (SOGORB,
2002).

A aplicagdo intensiva de inseticidas de largo espectro no controle de insetos-praga
tem causado impacto negativo nos agroecossistemas (KAY & COLLINS, 1987, DANIEL,
2001), além do crescente aumento de casos de resisténcia a pesticidas (BRATTSTEN et al,
1986; GEORGHIOU, 1986, GUEDES, 1999). Estudos de impactos ou efeitos de inseticidas
sobre inimigos naturais de pragas sdo de grande importincia econdémica e ambiental. O uso
de inseticidas seletivos é um fator preponderante dentro do manejo integrado de praga.

Apoés o uso intensivo de inseticidas no controle de pragas, muitas espécies de insetos
tém se desenvolvido resisténcia a inseticidas através de uma variedade de mecanismos
(CLAUDIANOS ef al, 1999). Espécies de insetos utilizam diferentes mecanismos de
resisténcia para se adaptarem a pressdo seletiva imposta pelo mesmo inseticida (CHEN et al,
2001). Um dos mecanismos de resisténcia desenvolvidos por insetos € a modificagéo da
proteina alvo do inseticida (MORTON, 1993; FOURNIER & MUTERO, 1994).

Novas substdncias s3o necessarias, para o efetivo controle de pragas, oferecendo
maior seguranga, scletividade, biodegradabilidade, viabilidade econdmica e aplicabilidade
em programas integrados de controle de insetos e baixo impacto ambiental.

Os pesticidas organofosforados surgiram na década de 30, mas os principais
representantes desta classe foram introduzidos na década de 60. Novos representantes desta
classe surgiram na década de 80, e mesmo com a implantag3o de outras classes de pesticidas
¢ de novas metodologias de controle de pragas, 40% do mercado mundial de pesticidas em
1999 era representado por organofosforados.

A continuidade do interesse por esta classe se deve 4 facilidade de sintese de novos
derivados, a possibilidadé de sintese de pro-inseticidas, que sofrem ativagdo preferencial em
insetos € niio em mamiferos ¢ a4 maior biodegradabilidade em comparagio com os
organoclorados. Os organofosforados apresentam baixa acfio residual, com pouca

estabilidade no meio ambiente € acumulagdo limitada em organismos vivos, sendo que 80 a
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90% dos compostos sdio eliminados apés 48 horas do contato. Os inseticidas
organofosforados sio importantes nfio somente pela protegio agricola que oferecem, mas,
também, pelos seus propositos industriais, domiciliares e ambientais

Os inscticidas organofosforados sio a classe dc maior interesse comercial e
toxicolégico. Sdo ésteres ou tidis derivados de é4cidos fosforicos, fosfonico, fosfinico ou
fosforamidico. A estrutura basica dos OFs estd mostrada na Figura 8. Usualmente, R, ¢ R,
sdo grupos arilas ou alquilas que s3o ligados diretamente ao &tomo de fosforo, formando
fosfinatos, ou através de um atomo de oxigénio ou de enxofre, formando fosfatos e
fosforotioatos. Em outros casos, R, esta diretamente ligado ao &tomo de fosforo, € R; esta
ligado por um atomo de oxigénio ou de enxofre, formando fosfonatos ou tiofosfonatos. Os
fosforamidatos apresentam no minimo um grupo -NH; na molécula. O grupo amino dos
fosforamidatos podem ser ndo substituido, mono ou disubstituido. Os atomos que podem
formar ligagdo dupla com o fosforo pode ser oxigénio, enxofre ou selénio. Finalmemte, o
grupo L pode pertencer a uma variedade de grupos tais como: halogénios, alquil, aril ou
heterociclicos. O grupo —L, ligado através de um oxigénio ou atomo de enxofre ligados ao
atomo de fésforo é chamado de grupo de saida, que ¢ liberado pelo atomo de fosforo quando
0 mesmo ¢ hidrolisado pela fosfotriesterase (PTE), ou pela interagiio com o sitio da proteina
(AChE).(JOKANOVIC, 2001; SOGORB & VILANOVA, 2002).

X

Ri~p_p
R,”
X=0,8eSe

Figura 8: Estrutura quimica bdsica de inseticidas organofosforados.

SCHRADER et al, descobtiram em 1941, o inseticida octametilpirofosforamida (38),
Figura 9, que foi chamado de Schradan. Depois de sua descoberta um grande niimero de
inseticidas ésteres organofosforados também foram descobertos, incluindo o primeiro com
praticas inseticidas chamado de Bladan, que continha tetraeti!pirofosfato (39), mostrado na
Figura 9, que foi preparado na Alemanha em 1944, A sintese do tetraetilpirofosfato foi

realizada pela primeira vez por MOSCHINE, e entio por DE CLEMONT (1854) e foi
repetida ﬁor varios autores, incluindo NYLEN (1930).
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Figura 9: Os primeiros inseticidas organofosforados sintetizados.

0 grande avango dos inseticidas organofosforados na agricultura ¢ de seu
conhecimento cientifico na relagfo estrutura-atividade deu-se pela descoberta do composto
parathion (40) por SCHRADER em 1944, Embora o parathion seja extremamente t6xico
para mamiferos, bem como para insetos, muitos inseticidas menos toxicos tinham sido
desenvolvidos com poucas modificagdes estruturais, por exemplo, fenthion (41), clorthion
(42) ¢ fenitrothion (43) (NISHIZAWA, 1960), que s3o mostrados na Figura 10.

S S
H,co !l
H5C20*/P\0 NO >Peg NO,
H,C,0 2 H;CO
; cl . Cl
(40) Parathion (42) Chlorthion
cl
S N7 S
S o
H;CO— P |~y ~P~5 2
Heo © H,CO
Cl
, CH
(41) Fenthion (43) Fenitrothion

Figura 10: Inseticidas organofosforados responsiveis pelo grande avango de pesticidas
na agricultura.

Foram desenvolvidos outros compostos importantes com baixa toxidez como € o
caso do malation (44), que tem o grupo éster carboxilico e o demeton-S (45), conforme
mostra a Figura 11. Estes dois compostos, por possuirem um grupo tioéter, apresentam alta

atividade inseticida.
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Figura 11: Inseticidas organofosforados com baixa toxidez.

SCHRADER e seus colaboradores observaram em 1937, atividade inseticida em
alguns organofosforados da classe fosforamidato da férmula geral mostrada na Figura 12.
(|3|(S)

Acit— P~ N” R;
R30 |
R;

Ry, Ry, Ry =alquila, arila

Figura 12: Férmula geral de alguns inseticidas organofosforados da classe
fosforamidatos.

Embora os derivados de acido fosforoamidico terem sido ativamente investigados
desde o inicio do desenvolvimento da quimica dos compostos organofosforados inclusive
como pesticidas, somente um pequeno nimero de compostos desta classe foi desenvolvido
com praticas inseticidas, provavelmente devido & dificuldade na sintese desses compostos ¢
pela sua forte toxidez para mamiferos. Pesquisas, no entanto tém superado alguns destes
problemas e revelado uma grande possibilidade de utilizagdio dos fosforamidatos para o uso
como pesticidas (ETO, 1974). Os fosforamidatos derivados de aminas secundirias e
terciarias sio geralmente menos ativos como inseticidas do que os derivados a partir de

aminas primdrias ¢ amonia, alguns exemplos de inseticidas do tipo fosforoamidatos estfo

mostrados na Figura 13.
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Figura 13: Alguns inseticidas fosforamidatos.

Visando uma melhora da qualidade de vida, é crescente o numero de pesquisas
buscando a obtengiio de novos agentes pesticidas, que sejam cada vez mais fracos inibidores
da acetilcolinesterase( AChE) para mamiferos, como ¢ o caso de fosforamidatos sintetizados

por HUDSON ef al.,(1995), que séio mostrados na Figura 14,
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HyC
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Figura 14: Pesticidas fracos inibidores da acetilcolinesterase para mamiferos.

Os organofosforotioatcs sdo os compostos mais usados dentro da classe de
inseticidas organofosforados para o controle de pragas presentes em produgio agricola,

higiene municipal e no controle de vetores de docngas (CLOTHIER er /., 1981; KAIHUA



54

et al, 1995, LAIL et al., 1995). Muitos destes inseticidas sdo foésforo tioésteres, com
limitada solubilidade aquosa, em que o grupo de saida esta preso ao atomo de fosforo através

de um atomo de enxofre. Alguns exemplos de organofosforotioatos sdo mostrados na Figura
15.
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Figura 15: Compostos inseticidas tiofosfosforados.

Os inseticidas fosforotioatos geralmente sdo potentes agentes fosforilantes e
inibidores da enzima acetilcolinesterase (AChE) por bioativagio oxidativa. Estudos com
peracidos oxidantes sugefem que os fosforotioatos sulféxidos podem ser a espécie reativa
(SEGALL & CASIDA,1982; YOFFI & CASIDA, 1982; WHU ef al., 1991). Em geral, os

¢steres fosforotioatos sdio mais ativos quimicamente e bioquimicamente do que seus

correspondentes ésteres de fosfato.
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Os organofosforados, como os carbamatos, s¥o largamentes usados como inseticidas
inibindo a enzima acetilcolinesterase nos sistemas nervosos de vertebrados e de
invertebrados (HOLMSTED et al, 1963, SMITH, 1997, WARE, 1989; MUTERO et al,,
1994; EYER, 1995; STEELAND, 1996; ASPELIN, 1999).

O principal sitio de ag¢lio dos inseticidas organofosforados (MURDOCK &
HOPINKINS, 1968; SILVER, 1974, GALLO & LAWRYK, 1991; CHAMBERS &
CHAMBERS, 1989, FORSYTH & CHAMBERS, 1989, MARRS, 1993) é o sistema
nervoso na jungdo neuromuscular, interagindo com a acetilcolinesterase, cuja fungdo ¢é
catalisar a hidrdlise da acetilcolina (ACh) em acido acético e colina, Esquema 17,
interrompendo a transmissfo dos impulsos nervosos nas sinapses dos neurdnios colinérgicos
dos sistemas nervosos central e periférico (ALDRIDGE & REINER, 1972; O’BRIEN, 1961,
PADILHA et al, 1994, KARCZMAR, 1997; MILESON e¢f al., 1998, LIU ef al., 1999). A
acetilcolina ¢ um mediador quimico necessario para a transmissdo dos impulsos nervosos
presente nos mamiferos e insetos € quando a AChE ¢ inibida, acontece paralisia ¢ morte dos

insetos. (ROSENBERRY, 1975; QUIAN & KOVACH, 1993; FOURNIER & MUTEREO,
1994).

H3C\ + /C H3

0 O
N i ACHE H3C\+ /CH3
H;C (CH)»—0O0—C—CH; —— SN OH
H;C” (CH,),—OH
Acetilcolina Colina Acido acético

Esquema 17: Reacéio de hidrélise da acctilcolina.

O mecanismo de hidrélise catalisado pela AChE depende da adigdo de um residuo de
serina 4 carbonila do substrato ACh, Esquema 18, Na presenca de organofosforados, este
residuo ¢ prontamente fosforilado (QUIAN & KOVACH, 1993), Esquema 19. Ao contrario
da enzima acetilada, a enzima fosforilada reage lentamente com agua, 0 que permite a
desalquilagio do substituinte alcoxila ligado ao atomo de P (processo conhectdo como
“envelhecimento”). Os compostos organofosforados inativam a acetilcolinesterase pela
fosforilagdo no sitio ativb da enzima (SULTATOS, 1994). O resultado ¢ o surgimento de
uma forfe ligagdo entre um residuo da histidina protonada do sitio catalitico ¢ o atomo de
oxigénio negativamente carregado do inibidor. A histidina protonada nfo pode funcionar

como um catalisador basico geral para a hidrdlise da enzima fosforilada, necessaria para a
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reativagdo da AChE. Evidéncias experimentais para a inser¢do da ligagdio P-O " no sitio ativo
de adutos “envelhecidos” entre AChE e organofosforados foram obtidos por espectroscopia
de RMN*'P (SEGALL er al., 1983).

Unidades da AChE
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Esquema 18: Mecanismo de hidrélise da Acetilcolina

O processo de inibigio da AChE depende muito da estrutura quimica do
organofosforado inibidor (LOTTI, 1992; ECOBICHON,1996). A interacdo entre a
acetilcolinesterase e seu inibidor organofosforado parece envolver somente o sitio esterasico,
formando um complexo bastante estiavel, sendo esta estabilidade relacionada
fundamentalmente, com a estrutura quimica do inibidor. A inibi¢o da acetilcolinesterase ¢
irreversivel, desta forma a acetilcolina é impedida de reagir com o sitio esterasico, ocorrendo
um acumulo da mesma onde ¢ normalmente liberada, resultando em conseqiiéncia, toda a
sintomatologia da intoxicagio por acetilcolina ocasionada por compostos organofosforados
(SENANAYAKE & KARALIEDDE, 1987, SAVAGE et al, 1988; ROSENSTOCK ef
al., 1991; STORM, 2000; JAMAL, 2002; KEY, 2002).
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Unidades da AChE
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Esquema 19: Mecanismo cldssico de inibi¢Ao da acetilcolinesterase por inseticidas
organofosforados.

2.4. Estudos Bioldgicos

2.4.1. Pragas

Desde os primérdios da civilizag@io os insetos tém-se constituido em um dos mais
serios problemas para o homem. O countrole quimico para combater os agentes biologicos
prejudiciais 4 agropecudria e salide publica foi um dos primeiros a ser utilizado e continua
até os dias de hoje (HIRATA, 1995).

Um pais como o Brasil, com uma pluralidade climditica e geografica, abriga uma
diversidade enorme de insetos e plantas. Durante muitas décadas o Brasil teve sua economia

baseada no setor primario de produgdio €, ainda hoje, ocupa uma posi¢io de destaque no
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abastecimento mundial de cereais, frutas e outros produtos de origem vegetal sendo,
portanto, o controle de pragas nativas ou exéticas um desafio que persiste e tem se agravado
ano apos ano (VIEGAS, 2003).

Antes do descobrimento do Brasil, os insetos endémicos desse territorio limitavam-se
a se alimentar de plantas silvestres, situagio que se modificou com o processo de
colonizagdo, quando parte dos insetos nativos passou a tirar alimento das novas plantas e
como estas normaimente apresentavam-se concentradas, houve multiplicacdo rapida e
desequilibrada de insetos. O desmatamento ¢ a caga indiscriminada de passaros insetivoros
colaboraram para um desequilibrio ainda maior que, aliado ao crescimento populacional
rapido e continuo, tem aumentado em muito a competicio homem inseto pelo mesmo tipo de
alimentago e territ6rio, dificultando o controle de infecgdes hospitalares e doengas que tém
nos insetos os vetores de transmissdo. Todos estes fatores tém levado A busca continua por
novos agentes inseticidas eficientes, que representem maior seguranga para o homem e para
o meio ambiente (LARINI, 1979; MARICONI, 1963, MARICONI,1981; ADDOR, 1994;
VIEIRA et ai., 1999).

A identificagid% de um organismo biologico denominado como praga esta
intimamente ligada a um conceito construido. O termo praga ndo encontra variedade
biolégica e ndo se refere a qualquer linha taxonémica.

As pragas podem ser simplesmente definidas como qualquer organismo que surge em
algum ambiente onde ndio é bem vindo. Tal denominagio se dé a partir da constatagdio de
algum tipo de agdo direta ou indireta desse organismo que passa a interferir na atividade
humana, em geral competindo por alimentos ou disseminando doencas (ALVES, 2002).

Os insetos sdo considerados pragas somente quando infestam e se alimentam das
culturas ou de seu hospedeiro de forma intensa. E ¢ nesse ponto que os agricultores sdo
cblocados diante do desafio de preservar sua produgo com aplicagio dec produtos de
protegdio. Este desajeito exige conhecimento extensivo sobre as pragas, com a finalidade de
evitar prejuizos, bem como entender o modo de agio e da aplicagiio destes produtos.

Fatores diversos e complexos influenciam a distribuicio e a freqiéncia do
aparecimento de tais pragas e doengas. Variagdes nas condigdes ecologicas, agrocliméticas e
socioecondmicas de determinada 4rea de cultivo podem definir o quadro de ocorréncia das
populagdes de pragas e de agentes fitopatogénicos.

O aparecimento de pragas na natureza pode ser explicado por fatores econdmicos,
histdricos e ambientais. Os fatores econdmicos estio ligados ao desenvolvimento de

atividades agricolas e florestais, principalmente baseadas em sistemas de monoculturas, onde
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o processo de simplificagdo a que sdo submetidos esses agroecossistemas leva a uma
situagio de instabilidade do equilibrio ecologico, o que faz com que algumas espécies
venham a assumir a categoria de pragas. Os fatores histdricos estiio relacionados a atividade
humana na pratica da agricultura dando origem a situagdes que propiciam o surgimento de
pragas tais como: introdugdio de espécies exdticas em locais mais favoraveis aos seus
denvolvimentos, devido & auséneia de inimigos naturais; plantas exoticas favorecendo o
aumento populacional de espécies nativas que se tornam pragas quando essas plantas sio
economicamente exploradas; técnicas de melhoramento genético para aumento da produgdo
que trazem como consequéncia a maior sensibilidade ao ataque de espécies que se
convertem em pragas, praticas culturais ¢ de armazenamento inadequadas, favorecendo o
crescimento populacional de alguma espécie. As mudangas climaticas constituem fatores
ambientais realacionados ao surgimento das pragas. Tais mudangas podem criar condigdes
favoraveis a determinadas espécies, quer pelo aumento da quantidade de alimento disponivel
ou pela dispersio das espécies, ou ainda pela auséncia de competidores, predadores,
parasitas e patogenos.

Os inseticidas sdo inicialmente desenvolvidos para controlar o maior espectro
possivel de insetos-pragas. As pragas s3o as maiores causadoras de perdas fisicas, além de
serem responsaveis pela perda na qualidade dos grios e dos subprodutos numa produgio
agricola, no momento em que sio destinados & comercializagio e a0 consumo.

Os agrotoxicos € o manejo quimico dos problemas fitossanitarios constituem técnicas
adotadas de forma mais presente nos padrées de agricultura praticados nos principais centros
mundiais de produgfio de alimentos, nos ultimos 40 anos. Alguns pesquisadores sustentam
que as perdas globais decorrentes dos ataques de pragas ¢ doengas nas culturas poderiam
sofrer insustentavels elevagdes de seu nivel estimado em 42% atingindo cerca de 70% de
perdas na auséncia das praticas de controle quimico(ALVES, 2002).

Outras avaliagdes d%o conta ainda dos aspectos lucrativos decorrentes do uso de
agrotoxicos. Uma destas estimativas sugere que no EUA, no ano de 1997, para cada dolar
investido em agrotoxicos os retormos auferidos foram da ordem de quatro dolares, desta
forma os US$ 6,5 bilhdes destinados ao uso de agrotoxicos podem ter representado uma
economia cerca de US$ 26 bithdes em perdas culturais.

Os inseticidas modémos estdo sendo concebidos para prevenir a infestagiio excessiva
de pragas e, conseqiicntemente, elevar o rendimento da produgdo agricola ou pecudria ¢ a
qualidade das colheitas. Os produtos modernos sio menos toxicos e em doses menores tém

efeito mais seletivo sobre certas pragas.
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As pragas conhecidas como Musca domestica e Stomoxys calcitrans (ambas Diptera
Muscidae), trazem grandes prejuizos para a agropecudria e a saide publica, pois também séo

consideradas transmissores de diversas doengas.

2.4.1.1. Musca domestica

A mosca doméstica (Musca domestica), Figuras 16 € 17, € o inseto mais comum € o
mais familiar do mundo, estando em associagio muito estreita com o homem e seu alimento,
bebidas e lixo. Pelo seu habito de regurgitar e depositar suas fezes no alimento, ela é a
responsavel pela transmisséio de uma variedade de doengas (GEDEN et af, 1990; TWASA ef
al, 1999). |

Figura 16: Musca domestica (adulto)  Figura 17: Ciclo de vida da Musca domestica

Musca domestica ¢ uma mosca abundante, cosmopolita ¢ ndo hematdfoga, que vive
habitualmente no domicilio € peridomicilio humanos (ADEYEMI & DIPEOLU, 1984).

O principal problema causado pelas moscas € a veiculagdo de agentes causadores de
doengas, come os virus, as bactérias, os protozoarios e os ovos destes parasitas (JACKSON,
1989). As moscas podem carregar os agentes causadores das feridas purulentas, das diarréias
(como a diarréia dos leitdes, da cllera humana ¢ de outras disenterias bacterianas ¢ as
causadas por protozoarios) € também, os causadores das viroses (como o virus da doenga de
Aujeszky), verminoses ¢ transportam ovos da mosca do beme. Ainda entre os
microorganismos, as moscas transmitem o virus causador da meningite estreptocdcica dos
suinos (Streptococcus suis) que também pode infectar humanos (KHIN, 1989). Estes agentes
sdo transportados nos corpos das moscas, grudados nos pélos do corpo, nas patas, nas fezes,

nas pegas bucais e, principalmente, no regurgitar da mosca (MARICON! er al, 1998).
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As moscas caseiras s0 conseguem se alimentar de liquidos, por isso precisam
regurgitar sobre o alimento para dissolvé-lo e poder sugé-lo. O liquido regurgitado contém
restos da ultima comida € com isso, se a mosca come esterco, deixard um pouco deste
esterco ao tentar comer outro alimento contaminando o alimento no qual ela se encontra.
Esta € a maior fonte de transmissdo de doengas pelas moscas, pois clas se alimentam de todo
tipo de restos como esterco, vomitos, escarros, lixo, mas também de doces ¢ salgados
(SCHULLER, 2000). Ao se entrar num ambiente, ja se pode ver nas paredes, vidros e
lampadas, se ha ou ndo moscas. Estes insetos sujam com as fezes e vomitos os lugares onde
pousam, o que pode até diminuir a vida util de equipamentos de metal que enferrujam mais
facilmente (SCOTT, 1989).

Estes fatores negativos justificam a adogio de medidas de controle destes insetos
(WEELOCK & SCOTT, 1990). O controle integrado de moscas compreende o uso de todas
as formas de combate a este inseto, que causa prejuizos ¢ se torna tio incomodo para
qualquer criagdo de animais. Fazem parte do controle integrado medidas de controle
permanente, como o controle mecénico, ¢ as formas de controle temporario, como o controle
quimico ¢ o biologico.

Neste trabalho ¢ ressaltado o controle quimico, que se refere ao uso de inseticidas,
principalmente inseticidas organofosforados. Este tipo de controle ¢ feito através de

aplicagdo de substincias quimicas, com efeito mortal para moscas adultas e jovens
(NAKANGO et al, 1977, KOSAKI et ul., 2001; SHI ¢f al., 2001).

2.4.1.2. Stomoxys calcitrans

A mosca do estibulo, Stomoxys calcitrans, Figuras 18 e 19, ¢ uma das mais
importantes pragas de inseto que atacam o gado dos Estados Unidos, Europa e al guns paises
da América do Sul, dentre esses o Brasil. E um parasita que se alimenta de animais de
sangue quente, podendo atacar, diariamente, bovinos, eqiiinos, caprinos, suinos, caninos e
at¢ mesmo o homem (BRUCE & DECKER 1958; BERRY e¢f al., 1983; CAMPBELL er al.,
1987 MARCON, ¢f al., 1997).
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Figura 18: Stomoxys calcitrans  Figura 19: Stomoxys calcitrans e Musca domestica

E certamente um dos dipteros que causam sérios prejuizos para a pecudria nacional
pelo seu papel como transmissor de graves enfermidades ao gado. A picada dolorosa destas
moscas interfere no comportamento alimentar de uma cnagdo, principalmente de bovinos,
seu principal hospedeiro. Geralmente, tém sido consideradas as responsaveis pela
diminuigdo na eficiéncia alimentar e decréscimo de peso ganho do gado (CILECK &
GREENE, 1994). Quando atacam em grande quantidade, especialmente no verdo, perturbam
os animais a tal ponto que estes permanecem em continua atividade, movendo violentamente
a cabeca, patas ¢ sacudindo a caulda sem cessar. Como conseqiiéncia dessa atividade, os
animais se cansam, diminuem a ingesto de alimentos e emagrecem consideravelmente,
havendo uma queda da resisténcia imunologica, o que os tornam predispostos as doengas. As
vacas diminuem a produgdo de leite e chegam a se ferir durante os movimentos de defesa
(STEELMAN, 1976; GUIMARAES, 1984).

CAMPBELL et af., (1987) relataram que a presenga de 50 moscas dos estabulos por
animal resultou em redugfo do peso na ordem de 0,09 Kg/d de bezerros em crescimento, ao
passo que 100 moscas por animal resultaram em redugdo de peso na ordem de 0,22 Kg/d em
bezerros.

Historicamente, o controle de mosca dos estabulos tem sido direcionado para a
populagdo adulta e que depende, principalmente, do uso de inseticidas. No entanto, pouca
informacdo ¢ avaliada a respeito da susceptibilidade de popula¢iio de mosca dos estabulos
por inseticidas no campo, quando comparado com Musca domestica e outras especies de
artrépodes.

A resisténcia em mosca dos estabulos foi relatada para os inseticidas DDT (32,
Figura 6, pag. 48), HCH (33, Figura 6, pag. 48) e chlordane (36, Figura 6, pig. 48),
dieldrin t35, Figura 6, pag. 48) (MCDUFFIE, 1960, DRUMMOND, 1977). MOUNT et af
(1965) nos Estados Unidos ¢ HARRIS et a/ (1972) detectaram resisténcia de populagbes de
mosca dos estabulos da Africa do Sul para HCH (33, Figura 6, pag. 48). Mais recentemente,
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CLIECK & GREENE (1994) encontraram resisténcia para dichlorvos (66) (Figura 20) ¢

permethrin (67) (Figura 20) em populagdes de mosca dos estabulos do sudoeste de Kansas.
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Figura 20: Estrutura do inseticida organofosforado dichlorvos e o natural permethrin.

HARRIS (1964), realizou teste de atividade com diversos inseticidas em moscas dos
estabulos, onde estas apresentaram susceptibilidade para os inseticidas organofosforados
coumaphos (68), diazinon (69) ¢ dimethoate (70), mostrados na Figura 21. Elas
apresentaram, também, resisténcia para os inseticidas organoclorados HCH (33, Figura 6,

pag. 48), DDT (32, Figura 6, pig. 48) e carbamatos. O inseticida malathion (49) ndo

provocou efeito significante.
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Figura 21: Estrutura dos inseticidas organofosforados coumaphos, diazinon e
dimethoate.
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O maior problema enfrentado por especialistas no combate a Stomoxys calcitrans,
assim como oufros insctos considerados “pragas”, tem sido a resisténcia que estes
organismos desenvolvem aos inseticidas empregados. As moscas possuem a capacidade de
se tornarem resistentes aos inseticidas de longo efeito residual, obrigando assim os
pesquisadores a uma busca incessante por novos inscticidas, que sejam de curto efeito

residual, toxicos para pragas e ndo toxicos para mamiferos e peixes (SRIVASTAVA, 1988,
CLIECK & GREENE (1994).

2.4.2. Artemia salina Leach

A avaliagio da bioatividade de compostos orginicos secjam eles naturais ou sintéticos,
tem sido pouco vidvel em laboratdrios tradicionais de quimica. Geralmente, a ndo ser que
existam programas de colaboragdo com bidlogos ou farmacologos, os laboratorios de
quimica ndo estdo adequadamente equipados para a realizagio de bioensaios de rotina
utilizando animais ou tecidos e orgios isolados. A necessidade de realizar ensaios com
procedimentos simples ¢ rapidos levaram a busca de novos testes (MEYER, er al, 1982;
CAVALCANTE et al., 2000).

O estudo de letalidade de organismos simples tem sido utilizado para um rapido e
relativamente simples monitoramente da resposta biolégica, onde existe apenas um
pardmetro envolvido: sobrevivéncia. Os resultados podem ser facilmente tratados
estatisticamente. O ensaio de letalidade permite a avaliagio da toxidez geral ¢, portanto, ¢
considerado essencial como bioensaio preliminar no estudo de compostos com potencial
atividade biologica. Dentre esses ensaios, encontra-se a loxicidade sobre Artemia salina
Leach, que se caracteriza por ser de baixo custo, rapido ¢ ndo exigir técnicas assépticas
(SOLIS, et ¢l 1992; SIQUEIRA, ef al.,1998).

Artemia salina € um microscutaceo de agua salgada que € utilizado como alimento
vivo para peixes, sendo seus ovos facilmente encontrados em lojas de aquanstas. A
simplicidade do bioensaio TAS (teste de Artemia salina) favorece sua utilizagdo rotineira,
podendo ser desenvolvido no proprio laboratério (FONTENELLE,1982).

O bioensaio com larvas de Arfemia salina Leach tem sido empregado com sucesso na
descoberta de novos agentes pesticidas, o que motivou como um ensaio preliminar na analise

da toxidez dos novos compostos bisfosforoamidatos e bisfosforoditioatos sintetizados neste
trabatho.
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2.4.3. Efeito dos compostos organofosforados na germina¢io ¢ no
desenvolvimento de plintulas de alface ( Lactuca sativa)

Uma vez que os compostos sintetizados se apresentam como potenciais inseticidas,
resolveu-se estudar o efeito t0xico na germinagdo e no desenvolvimento de plantulas de
alface, pois ¢ desejavel, a principio, que esses compostos ndo apresente qualquer tipo de
atividade que seja prejudicial ao desenvolvimento da planta.

Diversos ensaios s3o citados na literatura visando a avaliagio de substincias
quimicas na germinagiio de sementes, na elongagio de raizes ¢ no crescimento de plantulas e
avaliacdo da biomassa da parte a¢rea (KELSEY & LOCKEN, 19382).

Estes bioensaios sdo muito praticos, de baixo custo, além de utilizar em pequenas
quantidades de matenal e baseiam-se na premissa de que a letalidade num organismo
simples pode ser usado para monitoramento de atividades direcionando futuros estudos
(NASCIMENTO et af.,2001).

Sementes de alface (Lacruca sativa), disponiveis comercialmente, vém sendo
utilizadas para avaliagdo de germinagfo frente a substincias ativas. O teste ¢ simples € ndo

necessita de muitos aparatos especiais para realizagio.

2.4.4. Ensaio de letalidade sobre camundongos (Mus musculus)

Este ensaio avalia a toxidez aguda em camundongo, que serve como uma avaliagdo e
preliminar das propriedades toxicas de uma substincia quimica com potencial atividade
pesticida, fornecendo informagdes acerca dos riscos para a sadde humana (LEHMAN,
1088).

A toxidez aguda é o efeito nefasto que se produz dentro de um curto periodo de
tempo ¢ que resulta da administragdo de uma dose unica ou de véarias doses de uma
substdncia em um periodo de 24 horas. Neste bioensaio ¢ possivel obter informagdes iniciais
a respeito do modo de agfo toxica da substincia ativa (LITCHFIELD &
WILCOXON, 1949). Como neste trabalho sintetizou-se compostos com agdo inscticida, &

interessante através deste teste avaliar a toxidez aguda destes compostos em mamiferos.
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2.5. Modelagem Molecular

Um dos paradigmas envolvidos no uso de modelagem molecular no planejamento de
farmacos ¢ a compreensfio das interagdes envolvidas nos complexos entre o ligante bioativo
e a biomacromolécula. Para tanto, sdo necessarios programas sofisticados que avaliam as
mudangas estruturais ¢ as energiai de interagio que resultam do encaixe entre o ligante ¢ a
biomacromolécula e equipamentos de alto desempenho que possam operar estes programas.

Nos ultimos anos, tem se buscado técnicas que permitem a construgfo de modelos de
interago mais simples, que ndo necessitem levar em consideragdo todos os atomos do
sistema e que podem ser operadas em equipamentos de menor custo (VEDANI ef al., 1995,
SANT ANNA et al., 1997; 1998; 1999). Uma dessas técnicas, chamada modelagem de
pseudo-recepotores, baseia-se no conceito de que apenas uma regido relativamente pequena
da biomacromolécula ¢ responsdvel pela interagio efetiva com o ligante, o sitio ativo
{(VEDANI et al.,1995)

Neste trabalho foi utilizado o método semi-empirico e a principal caracteristica deste
método € basea-se em aproximagdes ¢ uso de alguns parimetros empiricos (MURREL &
HARGET, 1972). A base comum entre estas aproximagdes estad no fato de que somente os
elétrons das camadas de valéncia sio considerados no calculo de energia, enquanto que os
elétrons das camadas internas s&o tratados por meio de um potencial efetivo ndo polarizado.
Os elétrons de valéncia sdo representados por uma base minima (CLARCK, 1985), muitas
integrais sdo desprezadas durante os calculos de energia e alguns dos termos dos
hamiltonianos sdo parametrizados a partir de dados experimentais.

Os principais métodos semi-empiricos disponiveis vém sendo modificados ao longo

do tempo, fazendo com que aumente cada vez mais o seu campo de aplicag3o.
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CAPITULO 11

3. OBJETIVOS

> Sintetizar e caracterizar novos bisfosforamidatos e bisfosforoditioatos, visando a

descoberta de novos inseticidas.

> Avaliar a atividade bioldgica dos compostos sintetizados frente a Artemia saling, Musca

domestica, Stomoxys Calcitrans € Mus musculus (camundongos).

> Verificar o efeito dos bisfosforamidatos na germinagio ¢ no desenvolvimento de

sementes de alface (Lactuca sativa).

P Avaliar por métodos teéricos a interaglo entre 0 composto mais ativo ¢ um modelo do

sitio ativo enzimatico (AChE).
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CAPITULO 111

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Consideragées Gerais

Todos os solventes utilizados nas reagles e nos métodos de purificagio foram
previamente destilados e, quando necessario, tratados e secados de acordo com os métodos
usuais descritos na literatura (VOGEL, 1981).

Os pontos de fusio, ndo corrigidos, foram determinados em aparelho Bucchi 510.

A técnica de cromatografia em camada fina foi feita utilizando-se placas de aluminio
Kiesel Gel F 254 com 0,2 mm de espessura, sendo visualizadas sob lampada ultravioleta
com comprimento de onda de 254 nm.

Para cromatografia em coluna utilizou-se como adsorvente silica gel 60, Merck, com
tamanho de particula de 35-70 mesh.

Os aparelhos utilizados para a caracterizagdo dos compostos foram:

P Espectrémetro de infravermelho Perkin-Elmer modelo 1600 FT.

P Espectrdmetro de massas acoplado a cromatografo de fase gasosa CGAR-EM modelo HP-
5890, quadrupolo, 70 eV.

» Espectrometro de ressondncia magnética nuclear de 'H (200 MHz) ¢ “C (50 MHz)
Bruker, modelo AC-200.

» Espectrometro de ressondncia magnética nuclear de *'P(162 MHz) — Jeol.

Os espectros de infravermelho para as amostras liquidas foram obtidos usando-se um
filme sobre ce¢lula de NaCl. Para as amostras sélidas utilizou-se pastilhas de KBr ¢ as
absorgdes foram medidas em cm reciprocos (cm ).

Os cspectros de ressondncia magnética nuclear foram obtidos utilizando-se
tetrametilsilano (TMS), ou o préprio solvente como referéncia para os niicleos de 'He "Ce
acido fosforico 85% como referéncia para os espectros de *'P. Os solventes deuterados sdo

especificados em cada caso, sendo os deslocamentos quimicos medidos em ppm ¢ as

constantes de acoplamento em Hertz (Hz).
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Para o estudo de modelagem molecular, utilizou-se um computador Pentium
200MHz com 32MB de memoria RAM. O pacote utilizado para os calculos foi o MOPAC,

de dominio piblico, fazendo-se uso do hamiltoniano PM3.

4.2, Sintese dos fosfitos de dialquila simétricos

A sintese foi realizada de acordo com o Esquema 20.

0
_ 50 I
IROH + PCR — 1 230%C Ro-F~y * RCL + 2HCI
RO
oy B6)R=iPr
BHR=PL - g R = By
(85)R = By,

Esquema 20: Sintese dos fosfitos de dialquila.

» Procedimento geral

Em um baldo bitubulado de 250 mL, equipado com um funil de adi¢do continua de
50mL, condensador de refluxo munido de um borbulhador (capaz de impedir a entrada de
umidade e ao mesmo tempo permitir a saida de dcido cloridrico, liberado na reagdo), foi
adicionado o &lcool destilado correspondente e em seguida, através do funil da adigdo, foi
adiconado, cuidadosamente, sob agitagdo magnética o triclorcto de fosforo recém destilado,
mantendo-se a mistura reacional a uma temperatura em torno de 0°C. A medida que o
tricloreto de fosforo € adicionado observa-se desprendimento de acido cloridrico. Ao
término da adigfio, submeteu-se o contetdo do baldo a um ligeiro aquecimento (50 °C) por
aproximadamente 2 horas. Passado este tempo, a mistura reacional foi transferida para um
baldo simples ¢ posta sob vacuo através de um evaporador rotatorio por aproximadamente 4

horas a 50°C, a fim de retirar, todo o acido cloridrico e cloreto de alquila.
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4.2.1. Sintese do fosfito de dietila (83)

Foram utilizados 27,0 mL ( 21,5 g - 4,7x10" mol) de élcool etilico e 13,5 mL ( 21,3
g — 1,6 x10” mol) de tricloreto de fésforo. Apds a retirada dos subprodutos, 15,0 g do

produto puro foram obtidos, correspondendo a um rendimento de 65%.

Caracterizacio:

P> Aspecto: liquido incolor

> 1V (Ceélula de NaCl): 3459 (vOH), 2987, 2937, 2913 (vCH,CH3), 2431 (vP-H); 1480
(vC-0), 1395 (8asCHj3) 1252 (vP=0); 1046 (vP-0O), 982 (dasP-H).

» RMN 'H (CDCly): 6,8 [d(P-H, Jpi = 692 Hz, 1H)]; 4,2 {d/q(CH;CH,0-, Jigs = 7,6 Hz,
Jup = 7,6 Hz, 4H)]; 1,4 [{(CH;CH,0-, Jyin = 7,1 Hz, 6H)].

» RMN "C (CDClL): 602 [d(CHyCH,O-, lpc = 6,1z, 2C)]; 14,8 [d(CH:CH,0-,
.]pc = 6,“’[2, 2C)}

4.2.2. Sintese do fosfito de di n-propila (84)

Foram utilizados 34,8 mL (279 g - 4.7x10" mol) de alcool propilico € 13,5 mL
(21,3 g— 1,6 x10™" mol) de tricloreto de fosforo. Apos a retirada dos subprodutos, 20,4 g do

produto puro foram obtidos, correspondendo a um rendimento de 80%.

Caracterizagio:

P Aspecto: liguido incolor

P IV (Célula de NaCl): 3486 (vOH); 2970, 2886 (v CH,,Ci1x); 2426 (vP-H); 1465 (vC-0),
1390 (5asCH,); 1260 (vP=0Y); 1068 (vP-O); 976 (SasP-H).

» RMN 'H (CDCLy): 6,8 [d(P-H, Jpy = 694 Hz, 1H)}; 4,1 [d/t(CH;CH,CH,O-, Iy = 6,9 Hz,
Jur = 6,9Hz, 4H)]; 1,6 [m(CH;CH,CH,O-, iz = 6,9 Hz, 4H)]; 1,2 [(CH;CH,CH,O-,
Jun = 6,9 Hz, 6H)].

» RMN C (CDCls): 60,5 [d(CH;CH,CH,0-, Jpe = 4,9Hz, 2C)]; 18,2 [d(CH;CH,CH,0-,
Jpe = 6,1Hz, 2C)}; 15,2 [d(CH;CH,CH,0-, 2C)].
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4.2.3. Sintese do fosfito de di #n-butila (85)

Foram utilizados 42,6 mL (34,5 g - 4,7x10"! mol) de alcool butilico € 13,5 mL ( 21,3
g - 1,6 x10" mol) de tricloreto de fosforo. Apbs a retirada dos subprodutos, 29,9 g do

produto puro, foram obtidos correspondendo a um rendimento de 97%.

Caracterizacio:

» Aspecto: liquido incolor

» 1V (Célula de NaCl): 3419 (VOH); 2961, 2875 (v CH,,CH;); 2423 (vP-H); 1465 (vC-O);
1385 (8asCHa); 1261 (vP=0); 1072 (vP-O); 981 (BasP-H).

» RMN 'H (CDChL): 6,7 [d(P-H, Jpu = 697 Hz, 1H)]; 4,0 [d/t(CH;CHCH,CH,0-,
Yt = 6,6 Hz, Jyp = 7,9Hz, 4H)); 1,6 [m(CH;CH;CH;CH,0-, Juy = 6,0 Hz; 8H)); 1,4
[m(CH;CH,CH,CH,0-, Jy = 7,2 Hz; 8H)J; 0,9 [{CH CHCH,CH,0-, Jipa = 6,6 Hz, 6H))
> RMN "*C (CDChL): 64,1 [d(CH;CH,CH;O-, Jpc = 4,6 Hz, 2C)); 318
[d(CH,CHCH,CH,0-, JPC = 6,1Hz, 20)]; 18,7 [d(CH;CH,CH;CH,0-, Jpe = 6,1Hz; 20)];
12,2 [d(CH;CH,CH;CH0-, Jpe = 6,1Hz; 2C)]

4.2.4. Sintese do fosfito de diisopropila (86)

Foram utilizados 35,6 mL (27,9 g — 4,7x10-1 mol} de 4lcool isopropilico € 13,6 mL
(21,3g — 1,6 x10-1 mol) de tricloreto de fosforo. Apos a retirada dos subprodutos, 18,6 g do

produto puro, foram obtidos correspondendo a um rendimento de 72%.

Caractetizagdo:

> Aspecto: liquido incolor

» IV (Célula de NaCl): 3486 (vOH); 2892, 2936 (v CH,,CH;); 2427 (vP-H); 1463 (vC-O);
1383 (5asCH3); 1253 (vP=Q), 1110 (vP-O); 975 (dasP-H).

» RMN 'H (CDCh): 6,7 [d(P-H, Jpi = 693 Hz, 1H)]; 4,6 [d/h(CH3);,CHO-, Jpyy = 6,1 Hz |
Jun = 6,1 Hz, 2H)}; 1,2 [d(CH;),CHO-, Jyir = 5,7 Hz, 12H)}.

» RMN “C (CDCly): 70,6 [d((CH;3),CHO-, Jpc = 6,1Hz, 2C)}; 23,4 [d((CH;).CHO-,
Jee = 6,1Hz, 4C)).
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4.2.5. Sintese do fosfito de diisobutila (87)

Foram utilizados 47,6 mL (38,2 g - 5.2x10" mol) de 4lcool isobutilico ¢ 15,0 mL
(236 - 1,7 x10 mol) de tricloreto de fosforo. Apos a retirada dos subprodutos, 30,2g do

produto puro, foram obtidos correspondendo a um rendimento de 90%.

Caracterizacio:

» Aspecto: liquido incolor

» [V (Célula de NaCl): 3446 (VOH); 2964, 2881 (v CH,,CH,); 2428 (vP-H); 1470 (vC-0);
1396 (5asCH,); 1255 (VP=0); 1039 (vP-0); 983 (.5asP-H).

» RMN 'H (CDChL): 7,2 [d(P-H, Jei = 695 Hz, 1I)]; 4,2 [d/d(CH;),CHCH,O-,
Jun = 6,6Hz, Jyp = 74Hz, 41}, 2,4 [m(CI),CHCHO-, Jin = 6,8 Hz, 2H)]; 1,3
[m(CH; ) CHCH,O-, Jim = 6,5 Hz, 121H)};

» RMN "C (CDChL): 69,7 [d(CH3):;CHCH,O-, Joc = 4,6 Hz, 2C). 28,6 [d
(CH3);CHCH,0-, Jyc = 6,1Hz, 2C)]; 17,8 [d(CH3)2CHCH;0-, Jpc = 6,1 Hz 4C)].

4.3. Sintese das N,N’-Bis(dialquilfosforil)diaminas

A sintese foi realizada de acordo com o Esquema 21.

, 2 CCl/ 2 NaOH i "
! Ly oAl P P—
Ro-Peyy T RANTRNHR, ey RO/ N S OR
RO | |
R’ R’
(3) R=Et;, R= H;, n=2 (13) R=Et; R'=H; n=3
4) R=Pr;, R= H;, =2 (14) R=Pr, R=H; =3
(5) R=Buy, R= H;, nm2 (15) R=Bu, R=H; =3
(6) R=F-Pr, R= H; n=2 (16) R=i-Pr; R'=H; n=3
(7) R=i-By;, R= H;, n=2 (17) R=i-By; R'=H; n=3
(8) R=Et; R'=-CHp-; n=2 (18) R=Ft, R=H, =4
9) R=Pr, R=-CH;-; m2 (19) R=Pr;, R'=H, n=4
(10)R=By;, R'=-CH,-; n=2 (20) R=Bu;, R'=H, =4
(1) R=i-Pr; R=-CHp-; m2 (21) R=i-Pr; R'=H; nr=4
(12) R=i-Bu; R'=-CH,-; n=2 {22) R=i-Bu; R=H, n=4

Esquema 21: Sintese das N,N' bis(dialquilfosforil}diaminas.
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» Procedimento geral

Em um baldo de 200 mL, equipado com um funil de adi¢@o, foram adicionados
quantidades estequiométricamente calculadas das diaminas: etilenodiamina, piperazina, 1,3-
propilenodiamina ou 1,4-butilenodiamina, e hidroxido de sodio(NaOH) dissolvido em 1guais
volumes de agua destilada e alcool etilico destilado. A quantidade de NaOH utilizada para a
reagiio com as diaminas € na proporgdo del 2.

No funil de adig&o foram adicionados o respectivo fosfito de dialquila e o tetracloreto
de carbono, com excesso de 20%, para garantir a completa clora¢do do fosfito de dialquila.
Com o baldo imerso em banho de gelo e sob agitagio magnética, for adicionado gota a gota
todo o conteudo do funil. Ao final da adigdo, a mistura reacional ficou sob agitagiio
magnética em temperatura ambiente por 5 horas.

Ao término da reagdo, todo o conteido do baldo foi transferido para um funil de
separa¢do. A fase organica foi separada da fase aquosa e tavada trés vezes com CH,Cl,.
Finalmente, a fase orginica foi secada com sulfato de magnésio(MgSQ,) anidro, filtrada e o

solvente removido, através de um rotavapor.

4.3.1. Sintese da N,N’-bis(dietilfosforil)etilenodiamina (3)

Ao baldo foram adicionados 0,6 mL (0,5 g — 9%10™mol) de etilenodiamina e uma
solugdo contendo 0,7g (1.8 x 10”mol) de NaOH em 5.0 ml. de 4lcool etilico e 5,0 mL de
dgua. No funil de adigio, utilizou-se 2,3 mL (2,5 g 1.8 x 10”mo!) de fosfito de dietilae 1,9
mL de CCls. Ao término da reagio foram isolados 2,5g de um sélido branco, que

recristalizado em hexano forneceu 2,0 g do produto puro, correspondendo a um redimenio
de 72%.

Caracterizacio:

P Aspecto: sélido branco

» P.F.35-37°C.

» IV (Pastitha de KBr): 3187 (vNH), 2985, 2907 (v CH,,CHj), 1474 (vC-O), 1397
(8e:CHy); 1243 (vP=0), 1123 (vC-N), 1037 (vP-O), 971 (vP-N).

» RMN "H (DMSO): 4.9 [s(N-H, 2H)]; 3,9 [d/q(CH3CH,0O-, Juy = 7,0 Hz, Jpp = 7,01z,
3HD; 1,2 [{CH3CHYO-, Ji= 7,0 Hz, Jpiy = 0,9Hz, 12H)]; 2,8 {m(-CH,NH-, 4H)].
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> RMN “C (CDCL): 61,5 [d(CH;CH,O0-, Jyc = 4.,6Hz, 4C)); 16,3 [d(CH;CH,0-,
Jpc = 6,1Hz, 4C)]; 42,4 [m(-CH,;NH-, 2C)}.

> mie (%): 44 (10); 58 (10); 81 (5) 110 (85); 123 (20); 138 (100); 166 (83); 179 (50); 203
(13):231 (6); 259 (8); 290 (11); 333 (12).

4.3.2. Sintese da N,N’-bis(dipropilfesforil)etilenodiamina (4)

Ao baliio foram adicionados 0,5 mL (0,5 g — 7,6x10™ mol) de etilenodiamina e uma
solugdo contendo 0,6 g (1.6 x 107 mol) de NaOH em 5,0 mL de 4lcool etilico e 5,0 mL de
dgua. No funil de adigdo, utilizou-se 2,5 mL (2,6g —1.5 x 10 mol) de fosfito de dipropila e
1.8 mL de CCly. Ao término da reagdio foram isolados 2,0 g de sélido branco pastoso,

correspondendo a um rendimento de 67%.
Caracterizacio:

P> Aspecto: solido branco pastoso

» IV (Pastilha de KBr): 3191 (vNH);, 2968, 2889 (v CH;,CHs), 1471 (vC-O), 1391
(8asCH3); 1240 (vP=0); 1127 (vC-N); 1064 (vP-Q); 1003 (vP-N).

» RMN 1H (CDCl;): 3,5 [s(N-H, 2H)]; 3,9 [d/t(CH;CH,CH,0-, Jiy; = 6,8 Hz, Jiy; = 6,7Hz,
8H)|; 1,7 [m(CHyCH,CH,0-, Jiyy = 7,1 Hz, 8H)]; 0,9 {t(CH;CH,CH,0-, Jiyy = 7.4 Hz,
12H)]; 3,0 [m(-CH;NH-, 4H)].

» RMN 13C (CDCl3): 66,9 [d(CH:CH,O-, Jpe = 6,1Hz, 4C)]; 23,0 [d(CH:CH,CH,0-,
Jpc = 6,7Hz, 4C)),; 9,4 [s(CH3;CH,;CH,0-, 4C)]; 42,1 [d(-CH;NH-, 2C)).

> m/e (%). 44 (8), 81 (5), 110 (18); 124 (23), 138 (13);152 (25); 180 (74); 193 (8);217 (5);
245 (3); 273 (2), 301 (5) 347 (100).

4.3.3. Sintese da N,N’-bis(dibutilfosforil)etilenodiamina (5)

Ao baldo foram adicionados 0,6 mL (0,5 g — 9x10” mol) de etilenodiamina e uma
solugdo contendo 0,7 g (1.8 x lO'Zmol) de NaOH em 5,0 ml. de alcool etilico € 5,0 mL de
4gua. No. funil de adigiio, utilizou-se 3,5 mL (3,5 g —1.8 x 10 mol) de fosfito de dibutila e
2,0 mL de CCly. Ao término da reagiio foram isolados 1,7 g de um 6leo incolor,

correspondendo a um rendimento de 43%.
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Caracterizacio:

P Aspecto: 6leo incolor

» 1V (Célula de NaCl). 3243 (vNH), 2959, 2874 (v CH,,CH,), 1461 (vC-O), 1385
(6asCHs); 1234 (vP=0); 1066 (vC-N); 1028 (vP-0); 984 (vP-N).

» RMN 1H (CDCly): 4,1 [s(N-H, 2H)]; 3,8 [dA(CH;CH,CH,CH,0-, Ty = 6,9 Hz,
Jon = 6,4 H2)1; 1,5 [m{(CH;CH,CH,CH;0-, Jjju = 7,7 Hz, 81)]; 1,3 [m(CH;CH,CH,CH;0-,
Jim = 7,3 Hz, 8H})]; 0,8 [t(CH;CH,CH,CHLO-, iy = 7,0 Hz, 12H)]; 2,8 [m(-CH;NH-, 4H)].
» RMN 13C (CDChL): 654 [d{CHiCH;CH,CH,O-, Jpe = 49Hz, 4C); 319
[d(CH;CH,CH,)CH0-, Jpe = 7,6Hz, 4C)];, 184 [s(CiLCH,CH,CH,O-, 4C)]; 13,2
[s(CH:CH,CH,CH,0-, 4C)] 42,3 [d(-CH;NH-, 2C)].

P m/e (%): 56 (18); 110 (100); 180 (60), 203 (30); 222 (28); 253 (8); 290 (5); 315 (8), 333
(8, 371 (5); 389 (15); 428 (3); 445 (10)..

4.3.4. Sintese da N,N’-bis(diisopropilfosforil)etilenodiamina (6)

Ao baldo foram adicionados 0,3 mL (0,3 g - 5.2x10" mol) de etilenodiamina € uma
solugdio contendo 0,4g (1.0 x 107mol) de NaOH em 5,0 ml. de lcool etilico e 5.0 mL de
4gua. No funil de adigdio, utilizou-se 1,7 g (1.0 x 10 mol) de fosfito de diisopropila ¢ 2,0 mL
de CCly. Ao término da reagdo foram isolados 1,6 g de um solido branco, correspondendo a

um rendimento de 79%.
Caracterizacio:

» Aspecto: solido branco

» PF..53-55C

» IV (Pastilha de KBr): 3242 (vNH), 2981, 2934 (v CI,,CH;); 1466 (vC-O); 1383
(8asCH,); 1236 (vP=0); 1196 (vC-N); 1110 (vP-Q); 991 (vP-N).

» RMN 1H (DMSO): 4,8 [s(N-H, 2H)]; 4,4 [d/h((CH;3);CHO-, Juu = 6,3Hz, Jpy = 7,5 Hz,
41)}; 1,2 [d((CH3);CHO-, Jij = 6,2 Hz, 24H)}; 2,8 [d(-CH:NH-, 4H)].

» RMN 13C (CDCl;): 70,9 [d({CH;),CHO-, Jpc = 4,6Hz, 4C)); 23,4 [d((CHz);CHO-,
Jpc = 3,0 Hz, 8C)); 42,2 [d(-CH,;NH-, 2C)].

» RMN 31P (CDCl;): 8,06 (desacoplado)
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> mie (%): 44 (5); 65 (3); 82 (3); 110 (100); 138 (2):152 (5): 166 (6); 185 (5); 203 (40); 221
(2): 251 (2); 287 (2); 305 (1); 331 (1), 347 (2); 373 (1); 389 (38).

4.3.5. Sintese da N,N’-bis(diisobutilfosforil)etilenodiamina (7)

Ao baldo foram adicionados 0,2 mL (0,3 g — 4,5x10™ mol) de etilenodiamina ¢ uma
solugdo contendo 0,2 g (4,6 x 10-3mol) de NaOH em 5.0 ml, de alcool etilico e 5,0 mL de
agua. No funil de adigdo, utilizou-se 0,91 g (4,7 x 10 motl) de fosfito de diisobutila € 0,5 mL
de CCla. Ao término da reagiio foram isolados 0,88g de um éleo incolor, correspondendo a

um rendimento de 85%.
Caracterizacio:

» Aspecto: dleo incolor

» IV (Pastilha de NaCl): 3408 (VNH), 2961, 2881 (v CH,CH;), 1467 (vC-O); 1396
(8asCHj); 1238 (vP=0); 1119 {vC-N); 1020(vP-O}; 870 (vP-N).

» RMN IH (DMSO): 4,9 [s(N-H, 2H)]; 3,6 [d/d((Cl1;),CHCH;O-, Jyy = 6,3 Hg,
dpiv = 6,3z, 8HH]; 1,8 [m({CH;),CHCH,0-, Jimy = 6,5 Hz, 4H)]; 0.9 [d({(CH;),CHCH,0-,
Jim = 6,7 Hz, 241H)}; 2,8 [d(-CH,NH-, 4H)].

» RMN 13C (CDCL): 713 [d(CH;),CHCH,O, Jpc = 6,1Hz, 4C); 282
[d((CH:),CHCH,O-, Jpc: = 7,5Hz, 8H)]; 17,9 [s((CH3);CHCH,0-, 4C)); 41,9 [d(-CH,NH-,
20

» RMN 31P (CDCI3): 9,94 (desacoplado)
P m/e (%) 44 (5);110 (100); 180 (45); 203 (35); 259 (3); 277 (15); 315 (3); 333 (18)
389(30); 445 (23).

4.3.6. Sintese da N,N’-bis(dietilfosforil)piperazina (8)

Ao balfo foram adicionados 0,7g (8,4 x 107 mol) de piperazina e uma solugdo
contendo 0,7g (1,7 x iO'zmoI) de NaOH em 5,0 mL de alcool etilico € 5,0 mL de agua. No
funil de adigdo, utilizou-se 2,2 mL ( 2,3 g ~ 1,7 x 10”2 mol) de fosfito de dietila ¢ 1.9 mL de
CCly. Ao'término da reagdo, foram isolados 2,4g de um 6leo amarelo, correspondendo a um
rendimento de 82%.
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Caracterizagiio:

P Aspecto: oleo amarelo

P IV (Pastilha de NaCl): 2983, 2911 (v CH,,CHj); 1448 (vC-O); 1375 (5asCHs); 1248
(vP=0); 1160 (VC-N); 1031 (vP-O); 974 (vP-N).

> RMN 1H (CDCly): 4,0 [d/q(CH;CHO-, iy = 6,9 Hz, Jpy = 7,2Hz, 8H)]; 1,3
[{CHLZCH,O-, iy = 6,9 Hz, 12H)]; 3,8 {m(-CH,Ni1-, 8H)].

» RMN 13C (CDCl3): 61,4 [d(CH:CH,O-, Jpe = 6,11z, 4C)}; 15,1 [d(CH:CH,0-,
Jpe = 6,1Hz, 4C)]; 43,6 [m(-CH,;NH-, 4C)].

P m/e (%): 56 (8), 85 (10); 110 (10);138 (13); 178 (30); 205 (8):229 (5); 257 (2); 290 (6);
316 (1); 343 (1); 359 (100).

4.3.7. Sintese da N,N’-bis(dipropilfosforil)piperazina (9)

Ao baldo foram adicionados 0,4 g (4.8 x 107°mol) de piperazina ¢ uma solugio
contendo 0,4g (9,8 x 10'3mol) de NaOH em 5,0 mL de élcool etilico e 5,0 mL de 4gua. No
funil de adigdo, utilizou-se 1,6 mL ( 1,60 g — 9,6 x 10”mol) de fosfito de dipropilae 1,1 mL
de CCly. Ao término da reagio foram isolados 1,0 g de um dleo amarelo, correspondendo a

um rendimento de 50%.
Caracterizacgiio:

» Aspecto: oleo amarelo

» IV (Pastilha de NaCl): 2969, 2890 (v CH,,CH;); 1459 (vC-O); 1380 (8asCHs); 1250
(VP=0); 1114 (vC-N); 1062 (vP-O); 989 (VP-N).

» RMN IH (CDCl): 3,8 [d/(CH;CH,CH,O-, iy = 6.8 Hz, Jou = 6,8Hz, 8H)]; 1,6
[m(CH;CH,CH,0-, Jun = 6,8 Hz, 8H)]; 0,9 [{(CH,CH,CH,0-, Iy = 6,8 Hz, 12H)]; 3.0 [m
(-CH,;NH-, 8H)].

» RMN 13C (CDCI3): 66,9 [d(CH3CH,CH,O-, Jpc = 6,1Hz, 4C)]; 22,6 [d(CH:CH,CH,0-,
JPC = 6,1Hz, 4C)]; 9,0 [s(CH;CH,CH,0-, 4C)]; 43,6 [d(-CH;NH-, 4C)].

> m/e (%):56 (25); 85 (35); 110 (45),124 (25); 166 (25); 192 (100);208 (25); 229 (20}, 249
(5), 272(2); 313 (2); 414 (5),
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4.3.8. Sintese da N,N’-bis(dibutilfosforil)piperazina (10)

Ao baldo foram adicionados 0,5 g (6,3 x 10" mol) de piperazina ¢ uma solugio
contendo 0,5g (1,3 x 10”mol) de NaOH em 5.0 ml. de alcool etilico ¢ 5,0 mL de agua. No
funil de adigdo, utilizou-se 2,5 ml (2,5g — 1,3 x 10 mol) de fosfito de dibutila e 1,5 mL de
CCly. Ao término da reagiio foram isolados 1,2 g de um 6leo incolor correspondendo a um

rendimento de 40%.
Caracterizaciio:

» Aspecto: oleo incolor

> IV (Célula de NaCl): 2960, 2872 (v CH,,CH;); 1461 (vC-Q); 1379 (8asCll;); 1249
(vP=0), 1120 (vC-N) ;1026 (vP-O); 978 (vP-N).

P RMN 1H (CDCh): 3.9 [d/4(CH;CH,CH,CH,0-, hiyp = 7.2 Hz, Jpy = 7,2 Hz, 8H)]: 1.6
{m(CH,CH,CH,CHLO-, Jiyy = 7,2 Hz, 8H)); 1,3 Im(CHACH,,CH,CH,O-, Fiyy = 7,2 Hz, 8H)];
0,9 [t(CH:CHCHL,CH,O-, Jy = 7,2 Hz, 12H)]; 3,0 [m(-CH;NH-, 811)].

» RMN 13C (CDCl). 65,5 [d(CH:CH,CH,CH,O-, Jpe = 6,1Hz, 4C)]; 32,1
[d(CH:CHCH,CH 0~ Jpe = 6,1Hz, 4C)); 18,6 [s(CHCH,CH,CH,0-, 4C)]; 13.5
[s(CHACH,CH,CH,0-, 12C)] 45,1 [d(-CH;NH-, 4C)].

» m/e (%): 56 (3); 85 (5), 124 (5); 180 (3); 206 (10); 229 (3), 247 (5); 278 (1), 403 (1); 472
(100).

4.3.9. Sintese da N,N’-bis(diisopropilfosforil)piperazina (11)

Ao balio foram adicionados 0,4 g (4,9 x 10”mol) de piperazina e uma solugio
contendo 0,4g (1,3 x 10”7mol) de NaOH em 5,0 mL de élcool etilico e 5,0 ml. de dgua. No
funil de adigdo, utilizou-se 1,60g (9.6 x 10 *mol) de fosfito de diisopropilae 1,2 mL de CCl,.

Ao término da reagio foram isolados 1,6 g de um solido branco pastoso, correspondendo a

um rendimento de 78%.
Caracterizagio:

» Aspecto: solido branco pastoso
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» IV (Pastilha de KBr): 2979, 2931 (v CH,,CHy); 1453 (vC-O); 1382 (8asCHy); 1250
(vP=0); 1137 (vC-N); 1106 (vP-O); 977 (vP-N).

» RMN IH (CDClL): 4,5 [d/h((CH;)CHO-, Ji = 6,3 Hz, Jpy = 7,1 Hz, 4H)]; 12
[d((CH3),CHO-, Jyn( = 6,2 Tz, 24H)]; 3,0 [d(-CH,NH-, 811)].

» RMN 13C (CDCh). 70,6 [d((CH3),CHO-, I = 6,1Hz, 4C)); 24,1 [d((CH;),CHO-,
Ipe = 4,6 Hz, 8C)}; 44,8 {d(-CH,NH-, 8C)].

> m/e (%): 56 (10); 85 (20); 110 (20);149 (25); 164 (10); 191 (15); 207 (5); 229 (20); 273
(1); 287 (1), 315 (1); 332 (1); 357 (2); 373 (2); 399 (5); 415 (100).

4.3.10. Sintese da N,N’-bis(diisobutilfosforil)piperazina (12)

Ao baldo foram adicionados 0,9 g (1,1 x 107mol) de piperazina ¢ uma solugdo
contendo 0.8g (2,1 x 10?mol) de NaOH em 5,0 mL de lcool etilico e 5,0 mL de agua. No
funil de adigdo, utilizou-se 4,1g ( 2,1 x 10”mol) dc fosfito de diisobutila ¢ 2,5 mL de CCl,.

Ao término da reagdo foram isolados 2,9 g de um sélido branco, correspondendo a um

rendimento de 58,5%.
Caracterizacio:

» Aspecto: solido branco

P PF.:43-45°C

P IV (Pastilha de KBr): 3244 (VNH); 2964, 2881 (v CI;,Ci1h); 1631 (z NH) 1470 (vC-O);
1376 (8asCH3), 1252 (vP=0); 1130 (vC-N); 1052(vP-0); 980 (vP-N).

» RMN TH (CDChL): 3,7 [d/d((CH;3),CHCH,0-, Jiy; = 6.3 Hz, Ju = 6,3Hz, 8H)]; 1,9
[M((CH3),CHCH,0-, Jiy = 6,8 Hz, 4H)]; 0,9 [d((CH;),CHCH,0-, Jiy; = 6.8 Hz, 24H)];
3,1(-CH;NH-, 8)].

» RMN 13C (CDCIy): 72,0 [((CH:),CHCH,O, Jp¢ = 4,6Hz, 4C)]; 29,2 d((CH:),CHCH,0-,
Jec = 6,1Hz, 8ID]. 19,1 [s((CH;3),CHCH,0-, 4C)]; 44,8 [d (-CH,NH-, 4C)].

» RMN 3P (CDCl;): 8,70 (desacoplado)

P m/e (%). 56 (12).85 (20); 150 (70);, 180 (15); 206 (100); 229 (30); 261 (5); 279 (15),
359(3), 415 ( 15); 471 (35).
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4.3.11. Sintese da N,N’-bis(dietillfosforil)1,3-propilenodiamina (13)

Ao balfo foram adicionados 1,4 mL (1,3 g — 1,7 x 10"'mol) de 1,3-propilenodiamina
e uma solugdo contendo 1,4 g (3,5 x 10 mol) de NaOH em 5,0 ml de 4lcool etilico e 5,0ml
de agua. No funil de adigdio, utilizou-se 4,5mL ( 4,8 g — 3,5 x 10?mol) de fosfito de dietila e
4,0 mL de CCly. Ao término da reagdo foram isolados 2,2 g de um dleo amarelo,

correspondendo a um rendimento de 36%.
Caracterizacio:

P Aspecto: 6leo amarelo

P IV (Pastilha de NaCl). 3240 (vNH); 2982, 2937 (v CH,,CH,), 1446 (vC-0), 1394
(8asCHy); 1232 (vP=0); 1164 (vC-N); 1033 (vP-O); 966 (vP-N).

» RMN 1H (CDCl;): 3,3 [s(N-H, 2H)] 4,0 [d/q(CH;CH,O-, Juy = 6,3 Hz, Ji; = 6,3Hz,
8HD]; 1,3 [{CH,CIL0-, Jini = 6,3 Hz, Joy = 6,3Hz, 12H)}; 2,9 [m(-CH,CH,NH-, 4H)); 1.6
[m (-CHCH;NH-, 2H)] .

> RMN 13C (CDCL): 61,9 [d(CH;CH,O0-, Jpe = 4,5 Hz, 4C); 15,8 {d(CH:CH,0-,
Jec = 0,11z, 4C)]; 37,6 [d(-CH,CH,;NH-, 2C)]; 32,5 [d (-C11L,CH,NH-, 10)] .

» RMN 31P (CDCI3): 10,28 (desacoplado)

P mie (%). 44 (8); 81 (5); 110 (15); 124 (23);138 (13); 152 (25); 180 (75); 193 (10) 217
(8),245 (3); 273 (3); 301 (4); 347 (100).

4.3.12. Sintese da N,N’-bis(dipropilfosforil)1,3-propilenodiamina (14)

Ao baldo foram adicionados 0,6mL (0,6g — 7,4 x 107 mol) de 1,3-propilenodiamina e
uma solugdio contendo 0,6g (1,5 x 107mol) de NaOH em 5.0 mL de alcool etilico e 5,0 mL
de agua. No funil de adigdo, utilizou-se 2,4mL (25g— 1,5 x IO'zmol) de fosfito de dipropila
e 1,7 mL de CCl,.. Ao término da reagio foram isolados 1.8 g de um oleo incolor,

correspondendo a um rendimento de 60%.
Caracterizagio:

P Aspecto: 6leo incolor
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» IV (Pastilha de NaCl): 3239 (VNH); 2979, 2877 (v Cli,.CHy), 1459 (vC-0); 1381
(8asCl;); 1234 (vP=-0); 1180 (vC-N); 1108(vP-0); 990 (vP-N).

» RMN 1H (DMSO): 4.8 [s(N-H, 2H)]; 3.8 [d4(CI,CH,CH;0-, Jpy = 6,8 Hz,
Jori = 6,8 Hz, 8H)]; 1,6 [m(CH;CH,CH,O-, Jiur = 6,8 Hz, 4H)]; 0,9 [d(CH;CHCH,0-,
Tt = 7.2 Hz, 121D]; 2,8 [d(-CHNF-, 4H)]; 1.6 [d(-CH,CH,NIT-, 21D)].

» RMN 13C (CDCly): 66,5 [&(CH:CHCH,0-, Jpe = 4,.6Hz, 403, 23,2 [d(CH;CHCH,0-,
Joe = 6,1Hz, 4O)};, 9.9 {s(CH;CHCH,O0-, 4C)1; 38,1 [d (-CH,CH,NH-, 2C)]; 33,2 [d
(~CH,CH;NH-, 1O)].

> mic (%): 44 (10), 110 (50); 124 (100); 166 (65); 208 (95); 239 (8); 259 (1); 302 (1); 320
(2), 402 (15).

4.3.13. Sintese da N,N’-bis(dibutilfosforil)1,3-propilenodiamina (15)

Ao baldo foram adicionados 0,6 mL (0,5 g — 6,5x107 mol) de 1,3-propilenodiamina e
uma solugdo contendo 0,5 g (1,3 x IO'zmol) de NaOH em 5,0 mL. de alcool etilico e 5,0 mL
de 4gua. No funil de adigdo, utilizou-se 2,6ml (2,5 g—- 1,3 x 10 mol) de fosfito de dibutila e
1,5 mL de CCly. Ao término da reagio foram isolados 0,9 g de um éleo puro,

correspondendo a um rendimento de 30%.

Caracterizaciio:

P Aspecto: oleo incolor

» IV (Célula de NaCl): 3243 (vNH); 2959, 2875 (v CH,CHs); 1462 (vC-O), 1386

» RMN IH (CDCh): 3,5 [s(N-H, 2H)}; 3.8 [dt(CH;CH,CH,CHLO-, Ty = 7,2 1z,
Jy = 6,6 Hz, 8H); 1.4 [m(CH:CH,CH,CH,O-, Jhas = 7,2 Hz, 8H). 1.3
[m(CH;CH,CH,CH,O-, Jiy = 7,2 Hz, 8H)]; 0,8 [t(CHCH,CH,CH,O-, Ty = 7.2 Hz, 12H)];
2,9 [m(-CH,CH,NH-, 4H)}; 1,5 [m(-CH,CH,NH-, 2H)].

» RMN 13C (CDCly): 65,7 [d(CHiCH,CH,CH,O-, Jpe = 4,6 Hz, 4C), 185
[d(CH;CH,CH,CH;0-, Jie = 6,1 Hz, 4C); 18,5 [s(CH;CH,CH,CH,O-, 4C)]; 12,7
[s(CH;CH,CH,CH,0-, 12C)] 37,7 [d(-CH,NH-, 2C); 32,1 [m(-CH,CH,NH-, 1C)).

P RMN 31P (CDCls): 10,24 (desacoplado)
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P m/e (%): 56 (10); 124 (60); 180 (32); 217 (30); 236 (100); 267 (8); 291 (8); 329 (4): 347
(18); 385 (2); 403 (35); 429 (2); 459 (50).

4.3.14. Sintese da N,N’-bis(diisopropilfosforil)1,3-propilenodiamina (16)

Ao baldo foram adicionados 0,6 mL (0,6 g 7.4 x 107 mol) de 1,3-propilenodiamina
¢ uma soluglo contendo 0,6 g (1,5 x lO'zmols) de NaOH em 5,0 ml. de alcool etilico ¢ 5,0
mL de agua. No funil de adigdo, utilizou-se 2,4 mL (2,52 1,5 x 107 mol) de fosfito de
diisopropila e 1,7 mlL, de CCly. Ao término da reagdo foram isolados 2,6 g de um dleo que
purificado através de uma coluna de silica-gel como eluente hexano, forneceu 2,0 g do 6leo

incolor, correspondendo a um rendimento de 70%,
Caracterizacio:

P Aspecto: 6leo incolor

» IV (Pastilha de NaCl): 3238 (VNH); 2966, 2886 (v CH,CH3); 1652 (1 NH); 1460  (vC-
0); 1391 (8asCHy); 1233 (vP=0); 1122 (vC-N); 1064 (vP-0); 1000 (vP-N).

» RMN 1H (CDCl3): 3.2 [s(N-H, 2H)]; 4,5 [WA((CH;),CHO-, Jyy; = 6,2 Hz, Iy = 6,211z,
4H)}, 1,3 {d((CH3),CHO-, Ty = 6,2 Hz, 24H)l; 3,0 [m(-CH,CH,NH-, 4H)]; 1,6 [m
(-CH,CH;NH-, 2I1)].

> RMN 13C (CDChL). 70,5 [d((CH;)CHO-, Jp¢ = 6,1Hz, 4C)]; 23,7 [d((CH;),CHO-,
Jrc = 6,1 Hz, 8C)]; 38,0 {d(-CI1,CH,NI1-, 2C)]; 32,6 [d(-CH,CH,NH-, 10)).

> m/e (%): 56 (10); 75 (3); 124 (98); 180 (45), 217 (35), 236 (55); 268 (5); 291 (8), 332 (2);
348 (45); 388 (5), 404 (100).

4.3.15. Sintese da N,N’-bis(diisobutilfosforil)1,3-propilenodiamina (17)

Ao baldo foram adicionados 0,9 mL (0,8 g - 1.1 x 10?2 mol) de 1,3-propilenodiamina
¢ uma solugio contendo 0.9 g (2,2 x IO'Zmol) de NaOH em 5,0 mL de alcool etilico e 5.0ml.
de agua. No funil de adigdo, utilizou-se 4.6 ml. (42 g — 2,2 x 107 mol) de fosfato de
diisobutila ¢ 2,5 mL (20% de excesso) de CCls. Ao término da rea¢do foram isolados 4,7 g

de um 6leo, correspondendo um rendimento de 87%.
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Caracterizacfo:

» Aspecto: 6leo incolor

P IV (Pastilha de NaCl): 3237 (vNH);, 2960, 2880 (v CH,;,CHs); 1467 (vC-0), 1396
(6asCH3); 1235 (vP=0); 1124 (vC-N); 1019(vP-0); 960 (vP-N).

» RMN IH (DMSO): 4,8 [s(N-H, 2H)]; 3,6 [d/d((CI1:),CHCILO-, Jiu = 6,2 Ilz,
Jew = 6,2Hz, 8H)]; 1,8 [m((CH3)CHCH,O-, Jyy; = 6,6 Hz, 4H)]; 0,9 [d((CH;),CHCH,0-,
Jii= 6,6 1z, 2411)]; 2,8 [d( - CH,CH,NH-, 4H)]; 1.5 [d(-CH,CI;NI-, 211)].

» RMN 13C (CDCL): 72,0 [d((CH:),CHCH;O, Jx: = 4,6 Hz, 4C)]; 289
[VA(CH;)CHCIL0-, Jpe = 7,6 Hez, 8C)}; 18,6 [d(CH3),CHCH,0-, Jic = 6,8 Hz, 4C)]; 37,8
[d (-CH,CH;NH-, 2C)]; 32,8 [d(-CH,CH,NH-, 1C)].

P m/e (%): 56 (5),124 (95); 180 (45); 236 (50); 267 (5); 291 (25); 347 (45); 403 (95); 459
(100).

4.3.16. Sintese da N,N’-bis(dietilfosforil)1,4-butilenodiamina (18)

Ao baldo foram adicionados 0,4 mL (0,3 g - 3.9 x 10" mol) de 1,4-butilenodiamina ¢
uma solugio contendo 0,3g (7,8 x 107 mol) de NaOH em 5.0 mL de dlcool etilico ¢ 5.0 mL
de dgua. No funil de adigo, utilizou-se 1,0 mL ( 1,0g - 7.8 x 10™ mol) de fosfito de dietila e
0,9 mL de CCl;. Ao término da reagio foram isolados 0,4 g de um odleo amarelo,

correspondendo a um rendimento de 28%.
Caracterizacio:

P Aspecto: Olco amarelo

» IV (Pastilha de NaCl): 3260 (vNH); 2982, 2920 (v CH,,CHs), 1442 (vC-0); 1394
(5asCHy); 1228 (vP=0); 1166 (vC-N); 1033 (vP-Q); 967 (vP-N).

» RMN IH (CDCL): 3,2 [s(N-H, 2H)] 4,0 [d/q(CH:CH,0-, Jig = 7,3 Hz, Jpy = 7.0Hz,
8H)]; 1,2 [t(CH;3CH,O-, Jyy = 7,3 Hz, Jen = 7,3 Hz, 12H)]; 2,8 [m(-CH,CH,NH-, 4H)]; 1,4
[m (-CH,CH,NH-, 411)] .

» RMN 13C (CDChL): 61,6 [d(CH;CH,O-, Jpe = 6,1Hz, 40)]; 15.6 [d(CH,CH,0-,
Joc = 6,1Hz, 4C)]; 40,4 [d(-CH,NH-, 2C)]; 28,1 [d (-CH,CH,NH-, 2C)] .
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B mie (%): 44 (65); 81 (20); 98 (25); 110 (100); 126 (40); 138 (75); 150 (70); 166 (60); 180
(100Y; 206 (90); 259 (20); 287 (20); 361 (80).

4.3.17. Sintese da N,N’-bis(dipropilfosforil)1,4-butilenodiamina (19)

Ao baldo foram adicionados 0,4 mL (0,4 g - 4,7 x 10" mol) de 1,4-butilenodiamina e
uma solugdo contendo 0,4 g (9,5 x 10”mo}) de NaOH em 5,0 mL de alcool etilico ¢ 5,0 mL
de agua. No funil de adi¢do, utilizou-se 1,6 mL (1,6 g — 9,5 x 107 mol) de fosfito de
dipropila e 1,1 mL de CCls. Ao término da reagdo foram isolados 0,5 g de um éleo amarelo,

correspondendo a um rendimento de 25,5%.
Caracterizacio:

» Aspecto: 6leo amarelo

P IV (Pastitha de NaCl). 3447 (vNH); 2982, 2954 (v CH;,CH,), 1442 (vC-0); 1394
(6asCH;); 1245 (vP=0); 1115 (vC-N), 1061 (vP-0O), 982 (vP-N).

» RMN 1H (CDCl;): 3,3 [s(N-H, 2H)] 3,9 [d/t (CH,CH,O-, Jii = 6,6 Hz, Jpiy = 6,9 Hz,
8H)], 1,7 [m(CHCHO-, Jiyr = 6,6 Hz, Jw; = 6,6 Hz, 12H)]; 0,9 [m(CH;CH,CH,0-,
Jim = 6,6 Hz, 12H)]; 2,9 [m(-CHCH;NH-, 4H)]; 1,5 [m (-CH,CH,;NH-, 4H)] .

> RMN 13C (CDCl3): 67,0 [d(CH,CH,0-, Jpe = 4,6Hz, 4O)). 23,1 [d(CH,CH,O-,
e = 6,1Hz, 4C)); 9,6 [d(CH;CH,CH,O-, 4Q)]; 40,4 [d(-CH,CH,NH-, 2C)};, 281
[d (-CH,CHyNH-, 2C)] .

> m/e (%): 44 (30); 110 (100); 126 (75); 150 (45), 168 (40); 182 (10); 235 (30); 294 (30);
416 (60).

4.3.18. Sintese da N,N’-bis(dibutilfosforil)1,4-butilenodiamina (20)

Ag baido foram adicionados 0,9 mL (0,8 g — 8,5 x 10™ moi) de 1 4-butilenodiamina e
uma solugfio contendo 0,7 g (1,7 x 102 mol) de NaOH em 5.0 mL de alcool etilico € 5,0 mL
de agua. No funil de adigdo, utilizou-se 3,3 mL ( 3,3 g — 1,7 x 107 mol) de fosfito de dibutila
e 2,0 mL de CCl;. Ao término da reagio foram isolados 32 g de um oleo incolor,

correspondendo a um rendimento de 57%.
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Caracterizacio:

» Aspecto: dleo incolor

» IV (Célula de NaCl). 3242 (vNH), 2959, 2874 (v CH,,CH;);, 1461 (vC-O), 1386
(86asCH3); 1232 (vP=0); 1068 (vC-N); 1028 (vP-0), 984 (vP-N).

» RMN JH (CDCHh): 3,2 [s(N-H, 2H)], 3.9 [dW(CH;CH,CH,CH,O-, Jiny = 6,7 Hz,
Jpou = 6,7 Hz, 8H)]; 1,5 [m(CH;CH,CH,CH,O-, Jyy = 64 Hz, 8H)], 1,3
[m(CH3sCH,CH,CH,0-, Jiys = 7,6 Hz, 8H)}; 0,9 [{{CH,CH,CH,CH,0-, Jipy = 7.5 Hz, 12H)];
2,8 Im(-CI,CH,NH-, 41D}; 1,4 [m(-CH,CH,NH-, 411)].

» RMN 13C (CDCl3):. 653 [d(CH;CH,CH,CH,O-, lpc = 4,6 Hz, 4C); 282
{d(CH;CHCH,;CH,;0O-, Jpc = 6,1 Hz, 4C)], 18,4 [d(CH;CH,CH,CH,O-, 4C)]; 13,2
[s(CH:ClH,CH,CH,O-, 12C)] 40,5 [m(-CH;CH;NH-, 2C)]; 32,0 [m(-CH,CH,;NH-, 2C)].

> m/e (%): 56 (10);, 124 (60); 180 (32); 217 (30); 236 (100); 267 (8); 291 (8); 329 (4); 347
{18, 385 (2); 403 (35); 429 (2); 459 (50).

4.3.19. Sintese da N,N’-bis(diisopropilfosforil)1,4-butilenodiamina (21)

Ao baldo foram adicionados 1,0 mL (09 g - 9.6 x I()'jmol) de 1. 4-butilenodiamina e
uma solugdo contendo 0,8 g (1,9 x lO’zmol) de NaOIl em 5,0 ml. de alcool etilico e 5,0 mlL.
de agua. No funil de adiglio, utilizou-se 2 g (1,9 x 10%mol) de fosfito de diisopropila e
2,2 mL de CCls. Ao térmmo da reagiio foram isolados 3.6 g de um solido branco,

correspondendo a um rendimento de 90%.
Caracterizacio;

» Aspecto: solido branco

P PF. 55 -57°C

» IV (Pastilha de KBr): 3227 (vNH); 2979, 2932 (v CH,,CH;); 1637 (1 NH); 1453 (vC-0);
1386 (5asCH;); 1234 (vP=0); 1126 (vC-N); 1107 (vP-O); 1007 (vP-N).

» RMN 1H (CDCly): 2,5 [s(N-H, 2H)]; 4,6 [&/h({(CH:),CHO-, Iy = 6,2 Hz, Jpy; = 6,21z,

4H); 1,3 [d((CI3),CHO-, Ty = 6,2 Hz, 24D}, 2.9 [d(-CH,CH,NH-, 4}, 1.5 [d
(-CH,CH,NH-, 4H)].
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» RMN 13C (CDCl3): 70,2 [d((CH;),CHO-, Jpc = 6,1 Hz, 4C)]; 23,6 [d((CH3),CHO-,
Joc =4,5 Hz, 8C)]; 40,8 [m(-CH,NH-, 2C)]; 28,4 [m(-CH,CH,NH-, 2C)}.

» RMN 31P (CDCHL): 7,92 {desacoplado)

» m/e (%) 44 (5); 70 (8); 110 (58); 150 (78); 192 (25); 208 (20); 231 (43); 273 (5); 290 (8);
332 (10); 374 (10); 417 (100),

4.3.20. Sintese das N,N’-bis(diisobutilfosforil)1,4-butilenodiamina (22)

Ao baldo foram adicionados 1,ImL (0,9 g— 1,1 x 10 mol) de 1,4-butilenodiamina ¢
uma solugdo contendo 0,9 g (2,1 x 10”mol} de NaOH em 5,0 mL de 4icool etilico e 5.0 mi.
de 4gua. No funil de adigdo, utilizou-se 4,1 g (2,1 x 107 mol) de fosfito de diisobutila e 2,5
mL de CCl,. Ao término da reagdo foram isolados 2,9 g de um o6leo amarelo,

correspondendo a um rendimento de 58%.
Caracterizacio:

» Aspecto: 6leo amarelo

» IV (Pastilha de NaCl). 3428 (VNH), 2960, 2873 (v CH,,CH;); 1453 (vC-0); 1385
(§asCHs), 1249 (vP=0); 1118 (vC-N); 1028 (VP-O); 979 (vP-N).

» RMN 1H (DMSQO): 4,8 [s(N-H, 2H)]; 3,6 [d/d((CH:):,CIICH,0-, Iy = 6,0 Hz, Jpy =
6,4Hz, 8H)]; 1.8 [m((CH3);CHCH,O-, Jiyy = 6,5 Hz, 4H)1, 0.9 [d((CH3),CHCH,O-, Jiyyy =
6,5 Hz, 24H)T, 2,7 [d (-CH,CH,NII-, 4H)]; 1.4 [m(-CH,CH;NII-, 4H)].

» RMN 13C (CDCL): 712 [d((CH;(CHCH;O, Jwe = 4,6 Hz, 4C); 289
[d((CH3),CHCH,O-, Jpe = 6,1 Hz, 4C)]; 19,2 [d((CH:),CHCH,O-, 8C)); 41,1 [d(-
CH,CH;NH-, 2C)]; 29,2 [d(-CH,CH,;NH-, 2C)}.

» m/e (%): 56 (10);,110 (50); 126 (65); 150 (48); 180 (13); 206 (23); 231 (40); 249 (45);
279 (8); 305 (45).345 (5); 361 (70); 389 (5), 417 (100);457 (10); 473 (20).
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4.4. Sintese das S,S’-Bis(dialquilfosforil)ditiol

As sinteses foram realizadas de acordo com o Esquema 22.

O
0 NaOH It 9
2 Lo+ s e sacoy —— RO’/P\‘S/(A)n\S/lIL‘“OR
RO\ H,0 /EtOH \
rRo H RO OR
TENTATIVAS

R=Et, n=2 R= K, n=3 (23) R=Bu, n=3
R=Pr, n=2 R= Pr, n=3 (24) R = i-By; =3
R=iPr, n=2 R =i-Prn=3
R= Bu, n=2
R=iBu, n=2

Esquema 22: Sintese das S,S’ bis(dialquilfosforil)ditiois.

» Procedimento geral

Em um baldo de 200 mlL, equipado com um funil de adi¢io, foram adicionadas
quantidades estequiométricas de 1,2 etanoditiol ou 1,3-propanoditiol e hidroxido de
sodio(NaOH) dissolvido em igual volume de agua destilada e alcool etilico destilado. No
funil de adigio coloca-se o respectivo fosfito de dialquila e o tetracloreto de carbono em
excesso de 20% para garantir a completa cloragio do fosfito de dialquila. Com o baldo
imerso em banho de gelo e sob agitagdio magnética, o contetido do funil foi adicionado gota
a gota. Ao final da adiglo, deixou-se a mistura reacional sob agitacdo magnética a
temperatura ambiente por 12 horas. Ao término da reagfio foram adicionados iguais volumes
de CH,Cl; e agua. O conteitdo do baldo foi transferido para um funil de separagéio e a fase
orginica separada da fase aquosa. Este procedimento de extragdo com CH,;Cl; foi repetido
por mais trés vezes. Finalmente, foi adicionado sulfato de magnésio(MgSQO,) anidro, foi

adicionado e a fasc orgénica filtrada e o solvente foi removido sob pressdo reduzida,

4.4.1. Sintese da S,S’Qbis(dibutilfosforil)-l,3-propanoditiol (23)

Ao baldo foram adicionados 0,6 mL (0,6 g - 6,3 x 10 mol) de 1,3-propanoditiol €

uma solugdo contendo 0,5g (1,3 x 10 mol) de NaOH em 5.0 mL de alcool etilico e 5.0 mL
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de dgua. No funil de adicdo, utilizou-se 2,5 mL de fosfito de dibutila (24 g- 1,2 x 107 mol)
e 1,5 mL de CCls. Ao término da reagdio foram isolados 1,8 g de um séiido branco pastoso,

correspondendo a um rendimento de 80%.
Caracterizacio:

P> Aspecto: solido branco pastoso

> IV (Célula de NaCl): ; 2961, 2874 (v CH,,CH;); 1464 (vC-0); 1392 (vC-S); 1266
(vP=0); 1031 (vP-OY; 813 (VP-S).

» RMN 1H (CDCl): 4,0 [d/t(CH;CH,CH,CH,0-, 1y = 6.5 Hz, Iy = 6,5 Hz, 8H)]; 1,5
[M(CH:CHCHCHO-, Jy = 6,2, 8H)]; 1,3 [m(CIL,CH,CH,CH,0-, J]-m = 6,2 Hz, 8H)], 0,9
[t(CH;CH,CH,CILO-, Jiy = 6,2 Hz, 12H)]; 4,1 [m(-CH,CH,S-, 4H)]; 1,3 [m (-CH,CH,S-,
2H)].

» RMN 13C (CDCly): 66,6 [d(CH;CHCHCH,S-, Joe = 6,1, 4C0) 17,9
[d(CH;CHCH,CH,S-, JPC = 6,1 Hz, 4C)]; 154 [d(CICH,CH,CH,S-, 4C)), 12,8
[S(CH;CH,CH,CH,S-, 12€)] 62,9 [d( -CHCH,S-, 20)]; 31,5 [m(-CH,CH;S-, 10)].

> m/e (%): 55 (1); 81 (1); 99 (20); 127 (20); 183 (5); 239 (100),

4.4.2. Sintese da S,S’-bis(diisobutilfosforil)-1,3-propanoditiol (24)

Ao baldo foram adicionados 0,8 mL(0,9 g — 8,5 x 107 mol) de 1,3-propanoditiol ¢
uma solugdo contendo 0,7 (1,8 x 107 mol) g de NaOH em 5,0 mL de dlcool etilicoe 5,0 mL
de agua. No funil de adigdo, utilizou-se 3,2 g (1.6 x 107 mol) de fosfito de diisobutila e

1.8 mL de CCly. Ao término da reagdio foram isolados 3,6 g de sélido branco pastoso,

correspondende a um rendimento de 90% .
Caracterizacao:

> Aspecto: solido branco pastoso
» IV (Pastilha de NaCl): 2962, 2880 (v CH,,CH3); 1470 (vC-O); 1396 (vC-S); 1242
(vP=0); 1031(vP-O), 874 (vP-S).
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» RMN 1H (DMSO): 3,7 [&/d((CH3),CHCH,S-, Jiy = 6,3 Hz, Jpy = 6,3, 8H)}, 1,9
[m((CH3);CHCH,S-, Jim = 6,3, 4ID]; 0,9 [d((CH;),CHCI,S-, 24H)}; 3,8 [t(-CH,CH,S-,
MDY, 1.4 [m(-CHLCILS-, 21D),

» RMN 13C (CDCl): 72,5 [d((CH;)CHCH,S, JPC = 6,1 Hz, 4C); 287
[/d((CH3),CHCH,S-, Ji = 6,1 Hz, JPC = ? Hz, 8H)]; 18,5 [d(CH,),CHCH,S, 4C)]; 73,6
[d(-CH,CH,S-, 2C)); 28.9 [d(-CH,CH,S-, 1C)].

> m/c (%) 57 (10); 82 (10): 99 ( 60) 127 (100); 183 (15); 239 (30).

4.4.3. Tentativa de sintese de S,S’-bis(dietilfosforil)-1,3-propaneoditiol

Ao baldo foram adicionados 0,4 mL (0,5 g — 4,2 x 10” mol) de 1,3-propanoditiol ¢
uma solugo contendo 0,31g (0.9 g - 7,8 x 10” mol) de NaOIl em 5,0 mL de alcoo! etilico e
5,0 mL de agua. No funil de adi¢io foram utilizados 1,0 mL (1,1g - 7.8 x 107 mol)) de
fosfito de dietila e 1,5 mL de CCls. Ao término da reagdo, foram isolados 0,1 g de uma

mistura de 1,3-propanoditiol e do fosfito de dietila, confirmado por RMN-'H e

cromatografia de camada fina.

4.4.4. Tentativa de sintese de S,S’-bis(dipropillfosforil)-1,3-propanoditiol

Ao balido foram adicionados 0,9 mL (1,0 g — 9,2 x 10" mol) de 1,3-propanoditiol e
uma solugfo contendo 0,73 g (1,8 x 102 mol} de NaOH em 5,0 mL de 4lcool etilico ¢ 5,0
mL de agua. No funil de adigdo, foram utilizados 3,0 mL (3,0 g - 1,8 x 10” mol)) de fosfito
de dipropila e 2,0 mL de CCly. Ao término da reagdo foram isolados 0,1 g de uma mistura de

1,3-propanaditiol, do fosfito de dipropila e alcool propilico verificado por cromatografia em

camada fina.

4.4.5. Tentativa de sintese dos compostos S,S’-bis(diisopropilfosforil)-1,3-

propanoditiol

Ao baldo foram adicionados 0,6 mL (0,7g — 6,5 x 10" mol) de 1,3-propanoditiol e
uma soluglio contendo 0,5g (1,3 x 107 mol) de NaOH em 5.0 mL de alcool etilico e 5.0 mL
de agua. No funil de adicﬁb, utilizou-se 2,0 g (1,2 x 107 mol) de fosfito de diisopropila e 1,3
ml. de CCl;. Ao término da reagdo foram isolados 0,3 g de um sélido branco insolavel em

agua ¢ nos solventes orginicos com ponto de fusdo igual a 55°C, correspondendo a um

rendimento de 30%.
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4.4.6. Tentativa de sintese de S,S’-bis(dietilfosforil)-1,2-etanoditiol

Ao baldo foram adicionados 0,7 mL (0,8 g - 8,2 x 10 mol) de 1,2-etanoditiol ¢ uma
solugdo contendo 0,7 g (1,6 x 107 mol) de NaOH em 5,0 ml, de élcool etilico e 5,0mL de
agua. No funil de adigHo, utilizou-se 2,1 mL (2,3 g (0,9 g - 1,1x107 mol)) de fosfito de
dietila ¢ 1,6 mL de CCl,. Ao término da reagdo foram isolados 0,1g de uma mistura

contendo 1,2-etanoditiol e fosfito de dietila verificado por cromatografia em camada fina.

4.4.7. Tentativa de sintese de S,S’-bis(dipropillfosforil)-1,2-etanoditiol

Ao baldo foram adicionados 0,4 mL (0,5 g—48x 107 mol) de 1,2- etanoditiol e uma
solugo contendo 0,38 g (9,5 x 10™ mo!) de NaOH em 5,0 mL. de 4lcool etilico e 5,0 mL de
agua. No funil de adig3o, utilizou-se 1,5 mL (1,6g—- 1,7 x 107 mol)) de fosfito de dipropila e
1,2 mL de CCly. Ao término da reagio foram isolados 0,1 g de um dleo amarelo contendo a

presenga do reagente 1,3-propanoditiol, do fosfito de dipropila e alcool propilico confirmado

por RMN-'H e cromatografia em camada fina.

4.4.8 Tentativa da sintese de 8,5’-bis(dibutilfosforil)-1,2-etanoditiol

Ao baldo foram adicionados 0,5 mL (0,6 g — 6,3 x 107 mol) de 1,2-etanoditiol € uma
solugdo contendo 0,5 g (1,3 x 107 mol) de NaOH em 5,0 mL de alcool etilico ¢ 5,0 mL de
agua. No funil de adigfio, utilizou-se 2,5 mL (2,4 g— 1,2 x 107 mol) de fosfito de dibutila e
15 mL de CCl,. Ao término da reago foram isolados 0,5 g dc um oleo amarelo contendo a

presenga do reagente 1,2-etanoditiol e do fosfito de dibutila verificado por cromatografia em

camada fina.

4.4.9 Tentativa de sintese de S,S’-bis{diisopropilfosforil)-1,2-etanoditiol

Ao baldo foram adicionados 0,6 mL (0,7 g— 7.3 x 10" mol) de 1,2-etanoditiol ¢ uma
solugdo contendo 0,6 g (1,5 x 10 mol) de NaOH em 5,0 mL de 4lcool etilico e 5,0 mL de
agua. No funil de adigdo, utilizou-se 2,3 g (1.4 x 107 mol) de fosfito de ditsopropila e 1,5

mL de CCly. Ao término da reagfo, foram isolados 0,15 g de um 6leo amarelo contendo o
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reagente 1,2-etanoditiol ¢ o fosfito de diisopropila verificado por cromatografia em camada

fina.

4.4.10 Tentativa da sintese de S,S’-bis(diisobutilfosforil)-1,3-etanoditiol

Ao baldo foram adicionados 0,7 mL (0,7 g — 7,7 x 107 mol) de 1,2-etanoditiol e
uma solugdo contendo 0,6 g (1,6 x 107 mol) de NaOH em 5,0 mL de 4lcool etilico € 5,0mL
de agua. No funil de adigfio, utilizou-se 3,0g (1,5 x 107 mol) de fosfito de diisobutila e 1.8
mL (2,5g) de CCl,. Ao término da reagfio foram isolados 0,8 g de um oleo amarelo contendo

reagente 1,2-etanoditol e o fosfito de diisobutila verificado por cromatografia em camada

fina.

4.5. Ensaio de letalidade sobre larvas de Artemia Salina L.each

Procedimento geral:

As ovas de Artemia salina foram deixadas por 48 horas para eclodirern em agua do
mar artificial, que se constitui de uma solugfo salina (48,0 g de NaCl, 3,0 g de CaCl,.2H,0,
0,2 g de KBr, 1,4 g de KCl, 8,0 g de Na,S04, 0,4 g de NatICO; e 22,0 g de MgCl3.6H,0).
As larvas foram coletadas com uma pipeta Pasteur e, assim, em torno de 10 larvas foram
colocadas em cada tubo de teste contendo S ml. de solugfo salina. As solugdes estoques
foram preparadas a partir de 20 mg para as N,N’-bis(dialquilfosforil)diaminas e 10 mg para
os 5,8 -bis(dialquilfosforil)ditiois e foram dissolvidas em 2 ml de DMSO e o volume foi
completado para 10 mi. com agua destilada. Cada ensaio foi realizado em quadruplicata pela
adigio de volumes de 50, 100, 200, 300 ¢ 500ul. da solugdo estoque das N N’-
bis(dialquilfosforil)diaminas e S,S’-bis(dialquilfosforil)1 3-propanoditiol, para os tubos
testes. '

Os ensaios em branco foram realizados, somente com solugo salina ¢ 10 larvas para
0s bisfosforoamidatos e solugdo salina com DMSO e 10 larvas para os bisfosforoditioatos.
Os tubos foram deixados sob luz e a contagem de organismos vivos e mortos foi realizada

apds 24h. O Esquema 23 mostra como € realizado o teste.
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Composigdo: 20 mg de composto

= + 5,0 mL de DMSO +5,0 mL de
solugao salina para os
- N s ) fosforoditioatos e 10,0ml de
i 8 solugéo salina para 0s
{ gj_ g fosforamidatos

Eclosdo dos ovos(48h) e
em solugéo salina e
-~ ;
-~ ' i

Solugdo marinha artificial

Ap6s 24h contagem de
vivos € mortos

NaCl30g,CaS0O4 2g,MgSO4 3g,MgCl2 8,5g,
KCl 0,8geMgBr2 0,1g

Utilizando o programa Origin 6.0, os valores das DLsy dos diferentes
bisfosforoamidatos e bisfosforoditioatos foram determinadas com o auxilio do grafico de
percentual de animais vivos contra o log da dose.

A DLso dos compostos com os grupos butii, isopropil ¢ isobutil encontram-se na
faixa de concentragdo de 11-160 ppm, enquanto que os demais mostraram valores de DL,
sdo maiores do que 360 ppm. Um novo ensaio com os compostos mais ativos foi realizado
com volumes da solugdo estoque (10, 20, 50, 100, e 200uL), para calcular os valores de
DLsy mais precisamente. Compostos com valores de DLsp igual ou acima de 360 ppm foram

considerados néio tdxicos para Artemia salina.

4.6. Ensaio de letalidade sobre Musca domestica e Stomoxys calcitrans

4.6.1. Criaciio de Musca domestica

Os especimens de Musca domestica foram criados no laboratério de entomologia do
Instituto de Biologia da Umversidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRuralRJ). Para o
estabelecimento da colonia de moscas, os adultos foram capturados no Campus da
Universidade, com o auxilio de rede entomologica. Estes dipteros foram acondicionados em

gaiolas de madeiras (30x30x30cm) revestidas por tela de nailon e seu interior forrado com
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papel toalha. A alimentagio foi realizada diariamente, com leite em poé ¢ aglicar na
proporgio de 1:1 colocado numa placa de Petri (5 cm de diametro) e algoddo embebido em
agua, que foram colocados no interior da gaiola. Utilizou-se como substrato de oviposigio e
desenvolvimento larval, uma mistura de farinha de carne e farelo de trigo umedecidas com
agua na propor¢do de 1:1, colocada em uma placa de Petri e introduzido no interior da
gaiola. Os ovos contidos neste meio foram introduzidos em recipientes de vidro (12 cm de
altura x 7 cm de didmetro) contendo o mesmo substrato utilizado para oviposigdio, que serviu
de dieta basica na proporgdo de 2g de substrato por larva, para o desenvolvimento larval.
Apos o desenvolvimento larval, as pupas foram retiradas com auxilio de uma pinga
entomologica e introduzidas em gaiolas de madeira telada, como citadas anteriormente, para

aguardar-se a emergéncia dos adultos.

4.6.2. Criacdio de Stomoxys calcitrans

As moscas foram criadas no laboratorio de entomologia do Instituto de Biologia da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Para o estabelecimento da colénia de S
calcitrans em laboratérios, os adultos foram capturados na estacdo para pesquisas
Parasitologicas, no Campus da UFRuralRJ com o auxilio de rede entomologica, utilizando-
s¢ bovinos e eqilinos como iscas. Os dipteros foram acondicionados em gaiolas de madeira
(30x30x30cm) revestidas por tela de nailon e levados ao laboratorio. A alimentacdo dos
adultos foi realizada diariamente, através de gaze embebida com sangue bovino citrado
levemente aquecido, colocado na parte superior da gaiola e coberta com placa de Petri. A
oviposi¢io foi realizada nas gases, que eram utilizadas na alimentagio. Os ovos eram
retirados das gazes através do método de decantagio e colocados posteriormente em
recipiente de vidro (12 cm de altura x 7 em de didmetro) contendo dieta basica para o
desenvolvimento larval, que consistia de bagago de cana-de-agticar moida (330 g), farelo de
trigo (125 g), farinha de carne (40 g), bicarbonato de sodio (5 g) ¢ 4gua destilada (125 mL),
dieta larval proposta por CHRISTMAS (1970) na proporgio de 2g de dieta para cada larva.
Apds o desenvolvimento larval, as pupas foram retiradas com auxilio de uma pinga
entomolégica, colocadas em uma placa de Petri e introduzidas em gaiolas de madeira

teladas, para aguardou-se a emergéncia dos adultos.
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4.6.3. Aplicacio topica dos compostos

A “solu¢do mie” foi preparada numa faixa de 130 a 160 mg dos bisfosforamidatos
com os grupos butil, isopropil ¢ isobutil, 170 a 200 mg para os demais bisfosforamidatos e
30 mg para os bisfosforoditoatos, para o teste com Musca domestica, e 54 a 65mg dos
bisfosforamidatos com os grupos butil, 1sopropil e i1sobutil, 160 a 200 mg para os demais
bisfosforamidatos e 2 a 8 mg para os bisfosforoditoatos com Stomoxys calcitrans. Os
respectivos compostos foram dissolvidos em 5,0 mL de uma solugio de 70% de etanol e
30% de agua. Uma vez preparada a “solugdio mide”, foram feitas as devidas diluigdes,
obtendo-se 7 concentragdes distintas para cada composto. As moscas foram tratadas com
Inl. das solugdes preparadas, utilizando-se quatro repetigdes por dose com 20 moscas por
repetigdes. Foram utilizados machos ¢ fémeas, com 3 a 6 dias de idade para Musca
domestica pertencentes 4 terceira geraglio (F3) e 3 a 10 dias para as Stomoxys calcitrans da
quarta e quinta geragdes (F4 e F5). As moscas utilizadas nos testes foram retiradas das
gaiolas dc criagdo, Figura 22, através de um aspirador de p6 do tipo industrial da marca
New Japan, no qual foi colocado na mangueira de succdo um tecido tule, onde as moscas
ficavam retidas até serem colocadas nos copos do sistema de imobilizagio por CO,,
Figura 23, onde foi realizada a aplicagio e contagem. A imobilizagio das moscas era
conseguida usando-se o CO; pelo tempo maximo de 50 minutos. A manipulagio dos insetos
¢ a aplicagdio topica de 1ul das diluiges sobre o dorso do torax foram realizadas utilizando-
se uma pinga fina ¢ microseringa do tipo Hamilton, Figura 24. A seguir, as moscas foram
colocadas em frascos de vidro de boca larga (6,5 x 5,0 ¢cm) e alimentadas com solugio de
mel e dgua para (Musca domestica) e sangue citrado (Stomoxys calcitrans) Figura 25.

Em todos os testes foram usados como controle, grupos de moscas em que foram
aplicados somente o diluente.

A observagdo da mortalidade dos insetos foi feita 24 horas apos a aplicagio do
produto.

As doses letais (DLsy) foram calculadas pelo método de regressdo-probito,

utilizando-se o programa computacional Polo-PC.
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Figura 22: Coleta com auxilio de um aspirador Figura 23: Sistema de anestesia

Figura 24: Moscas tratadas sio alimentadas Figura 25: Aplicacio das substiincias

4.7. Ensaio de germinacdo e desenvolvimento de sementes de alface

O experimento foi conduzido no Laboratério de Quimica da Rizosfera do
Departamento de Fitotecnia-UFRuralRJ, em sala climatizada a temperatura de 20°C+ 2°C e
com 8 horas diarias, de luz artificial (}ampadas fluorescente), Figura 26, sendo testados

30mg de cada composto dissolvido em agua.
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Figura 26: Local de experimento para o estudo de germinac¢éio em sementes de alface

O experimento foi realizado com cinco concentragdes (0, 100, 200, 400 e 800 ppm) ¢
quatro repetigdes com 25 sementes. Foram adicionados 6 mL das solugdes sobre papel de
filtro, no interior da caixa de plastico, tipo gerbox, onde posteriormente, foram distribuidas
as 25 sementes de alface do cultivar Regina 7.1, Figura 27. As caixas foram mantidas em
sacos plasticos fechados, com o objetivo de evitar a perda de agua para o meto e deixadas

em presenga de luz diaria, como citado anteriormente.

Figura 27: Germinacfo de plintulas de alface em caixas Gerbox

A avaliagiio foi realizada apos setes dias, computando-se a porcentagem de plantulas
normais (BRASIL, 1992), assim como o comprimenio da raiz primaria e da parte aérea.
Foram consideradas como normais, as plantulas que apresentaram todas as estruturas
essenciais bem desenvolvidas e proporcionais, apresentando comprimento de raiz primaria

acima de 3,0 cm e, da parte aérea, acima de 1,5 cm.
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4.8. Ensaio de letalidade sobre camundongos (Mus musculus)

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) SW-55 adultos, machos ¢ fémeas
pesando entre 20 e 30 gramas. Os animais que receberam tratamento por via oral estiveram
em jejum de no minimo 8 horas antes dos experimentos, que foram realizados nos horarios
de 8:00 as 12:00 horas ¢, apds o término, foram sacrificados por anestesia inalatonia com éter
etilico. Todos os experimentos foram realizados seguindo normas ¢ticas para uso em testes
envolvendo dor (ZIMMERMANN, 1983; 1986, PORTER, 1992). As drogas ¢ reagentes
utilizados foram: salina fisioldgica (NaCl 0,9%), DMSO 2% (veiculo da droga), N,N’-bis-
(diisobutil fosforil)-1,3-propilenodiamina, S,S’-bis-(diisobutil fosforil)-1,3-propanoditiol.

A DLsp aguda foi obtida através do “screening” da toxicidade aguda segundo
YAMANAKA & COLS (1990). Este método utiliza apenas trés camundongos de cada sexo
para cada dosagem de substincia. Os animais, em jejum de 12 horas, foram tratados com
uma dose de 200 mg/Kg, logo apos s3o observados atentamente para seus possiveis efeitos,
como morbidade ¢ mortatidade. Se nenhum dos animais morrerem nesta dosagem os testes
sfio suspensos, podendo se considerar a substdncia em estudo com DLsy acima de
200 mg/Kg. Foram usados camundongos com peso entre 25 ¢ 35 gramas, em jejum de 12
horas e seringas de insulina com cnulas de gavagem para acessar a via oral sendo testados
doses de 200 mg/Kg.

Os testes de atividade farmacoldgica geral foram realizados simultancamente com os
mesmos animais usados para estimar a DLs;. Esses testes consistem na observagiio de
possiveis acgdes no sistcema nervoso central (SNC), além de outros sistemas, através da
avaliagdo de alguns parimetros como os descritos abaixo. Foram feitas observagdes em
diferentes tempos, aos 0, 5, 10, 15, 30 e 60 minutos, ds 4, 8, 24 ¢ 48 horas , ¢ 4 e 7 dias.Os
pardmetros avaliados sdo descritos a seguir:

a) Agdo estimulante do SNC: aumento de motilidade, taquipn€ia, piloeregio, exoftalmia,
movimentos estereolipados, lamber as patas, cogar focinho, morder a cauda, convulsdo
cronica, convulsdo toxica, tremores finos, tremores grosseiros, sialorréia, fasciculagdes,
midriase, eregdo da cauda ¢ tremor da cauda.

b) Acfo depressora: diminuigdo da motilidade, bradicardia, catatonia, ptose palpebra,
analgesia, anestesia, perda de reflexo corneano, ataxia, dispnéia, alienagio ao ambiente,
exoftalmia, paralisia de trem posterior, sedagio e miose.

¢) A¢do no sistema circulatorio (observagfio da orelha): palidea, cianose e hiperemia.

d) A¢do no sistema urindrio (ohservagdo da mic¢do): aumentada, diminuida ¢ coloragéo.
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e) Outras Ag¢des: diarréia, contorglio, reagdo de fuga, passividade, agressividade ¢ ganidos.

4.9. Estudo de modelagem molecular do composto mais ativo N,N'-

bis(dibutilfosforil)etilenodiamina

O modclo usado neste ¢studo (DmAChE) foi construido sclecionando-se 16 residuos
de amino acidos, além de 5 moléculas de agua, do sitio ativo da unica estrutura cnistalina da
AChE de um artropode, Drosophila melanogaster, disponivel na Protein Data Bank (PDB)
(STEWART, 1989; 1992). Os atomos de H e todos os atomos das cadeias laterais foram
mantidos livres durante as otimizagbes estruturais, enquanto que os atomos das ligagies
peptidicas foram fixados no espago para evitar flutuagdes dos residuos durante o processo de
otimizagdo. Supomos que apenas um dos grupos hisfosforamidatos de NN’-
bis(dibutilfosforil)etilenodiamina poderia reagir com a scrina do sitio ativo, Ser238
(correspondente a Ser200 na AchlE de Torpedo californica), enquanto que o outro
permaneceria inalterado. Deste modo, os substituintes butila associados com este segundo
grupo foram substituidos por metilas para simplificagdo do sistema calculado. Todos os
calculos foram feitos com o Hamiltoniano PM3 do programa Mopac 6.0 em computadores

Pentium I 333MHz e Pentium 111 1,1 GHz.
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CAPITULO 1V

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Consideragdes Gerais

Este capitulo esta dividido em cinco topicos; o primeiro topico refere-se a sintese de
novos bisfosforamidatos e bisfoforoditioatos e suas caracterizagdes através dos métodos
espectroscopicos de infravermelho, massas e ressonincia magnética de 'H, PCe P

O segundo topico descreve a analise da toxidez dos bisfosforamidatos e
bisfosforoditioatos simétricos sobre larvas de Artemia salina Leach, bioensaio preliminar
considerado essencial no estudo de compostos com potencial atividade biologica.

O terceiro topico diz respeito aos estudos de atividade inseticida realizados com o
objetivo de se verificar a possivel agio inseticida destes compostos sobre Musca domestica,
Stomoxys calcitrans e Mus musculus.

O quarto topico consiste na andlise do efeito toxico destes compostos na germinagio
e no desenvolvimento de sementes de alface (Lactuca sativa).

Por altimo, o quinto tdpico descreve o uso da modeclagem molecular de modo a
avaliar a possibiltdade do composto mais ativo da classe bisfosforoamidatos e da classe

bisfosforoditioatos estarem atuando como intbidores da enzima AchE.
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3.2, Sintese dos fosfitos de dialquila

Um dos principais reagentes para a sintese das N,N’-bis(alquiifosforil)diaminas e os
S,5’-bis{dialquilfosforil)ditiois é o fosfito de dialquila.

A matéria prima principal para esta sintese € o tricloreto de fosforo (PCly), o qual
reage com trés mols do alcool correspondente, para formar o fosfito de tnalquila com a
liberagiio de dois mols de acido cloridrico € um mol de cloreto de alquila, que ¢ eliminado
através de destilagio a pressdo reduzida ou em evaporador rotatdrio. Como o meio reacional
¢ acido ocorre a protonagdo do fosfito de trialquila, através dos pares de elétrons do
oxigéni.o, formando-sec um cétion trivalente que em seguida ¢ atacado pelo ion cloreto no
carbono do grupo alquila, formando 1 mol do fosfito de dialquila e I mol do cloreto de
alquila correspondente. A formag3o dos fosfitos de dialquila envolve um sistema de reagdcs
do tipo SN, (TODD-ATHERTON et al., 1945; 1948) como ¢ mostrado no Esquema 24.

Os fosfitos de dialquila foram utilizados sem a necessidade de destilagio, pois
apresentaram grau de pureza satisfatorio para seu uso subseqiiente. A destilagio desses
fosfttos s0 € necessaria quando a cadeia alquilica lateral é maior que 3 atomos de carbono,
pois o respectivo cloreto de alquila formado ndo ¢ facilmente retirado por evaporagio a
pressdo reduzida. Neste caso a destilagdo a pressdo reduzida deve ser conduzida com
cuidado de forma a se evitar a2 formagiio de polifosfatos que é observado pelo aumento
gradativo da viscosidade do conteido do baldo levando a redugio do rendimento da reagio.

Conforme ¢ mostrado no Esquema 24, os fosfitos de dialquila apresentam-se sob
duas formas em equilibrio, sendo que a forma na qual o dtomo de fosforo estd no estado
tetracoordenado € a preferencial (COOK et al., 1949; KOSALOPOFF & MAIER, 1973).

A Tabela 1 mostra os rendimentos dos fosfitos de dialquila simétricos apds 4 horas

no evaporador rotatorio.



Tabela 1: Rendimentos dos fosfitos de dialquilas obtidos
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Esquema 24: Mecar® no de obtencio dos fosfitos de dialquila.
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5.3.Determinagdo estrutural dos fosfitos de dialquila obtidos

Os espectros de 1V, RMN'H ¢ RMN"C dos fosfitos de dialquila se encontram no
apéndice A,

5.3.1. Anilise por espectrometria de infravermelho

Os fosfitos de dialquila apresentam bandas de absor¢ses caracteristicas nas seguintes
faixas 2423-2431 cm™, 1252-1261 ecm™ e 1039-1110 cm’', que sdo, tespectivamente,
vibragdes de deformagdes axiais das ligagdes P-H, P=0 e P-O (THOMAS, 1974). E também
possivel observar uma banda de absor¢do fraca em torno de 3400 em™', que ¢ atribuida a
hidroxila, evidenciando o equilibrio entre as duas formas de equilibrio dos fosfitos, ja

mostrado no Esquema 24.

A Tabela 2 mostra as principais bandas de absor¢do dos fosfitos de dialquila

sintetizados,

Tabela 2: Dados de IV das principais bandas de absorc¢ao dos fosfitos de dialquilas.

Absorcdes expresssas em em?

Comp. N° v(OH)  v(P-H) v (C-0) v (P=0) v (P-0)
83 3459 2431 1480 1252 1046
84 3486 2426 1465 1260 1068
85 3419 2423 1465 1261 1072
86 3486 2427 1463 1253 1110
87 3446 2428 1470 1255 1039

5.3.2. Anilise por espectrometria de RMN-"H

Nos espectros de RMN-'H dos fosfitos de dialquila, observa-se sempre sinais em
duas regides bem caracteristicas, uma em torno de 4,0 ppm, que corresponde aos hidrogénios
do carbono ligado aos oxigénios do grupo fosforila ¢ a outra, um dubleto referente ao H
ligado diretamente ao atomo de fosforo centrado em, aproximadamente, 7,0 ppm com uma
constante de acoplamento P-H elevada, em torno de 690 1z, Pode-se também encontrar
acoplamento de fosforo-hidrogénio a uma distincia de até 4 ligacdes. A Tabela 3 mostra os
valores dos deslocamentos quimicos ¢ as multiplicidades para todos os hidrogénios presentes

nos fosfitos de dialquila, assim como os valores para das constantes de acoplamento P-H.
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5.3.3. Anilise por espectrometria de RMN-"C

Os valores de deslocamentos quimicos de "’C e as respectivas multiplicidades, estio
apresentados na Tabela 4 pag. 105, podendo ser observado o acopiamento dos carbonos
com o fosforo a até 3 ligagdes estando estes acoplamentos mais acentuados para os carbonos
POCHn ¢ POCHCHn.

Apesar dos carbonos POCHCHn estarem mais distantes do atomo de fosforo em
relagio ao carbono POCHn, pode-se observar que, em alguns casos, as constantes de
acoplamento desses carbonos com o fosforo podem ser maiores e este comportamento ¢
comum em diferentes tipos de compostos (KALINOWSKI e al., 1988)

5.4. Sintese das N,N’-bis(dialquilfosforil)diaminas e dos S.5’-
bis(dialquilfosforil)ditidis.

5.4.1. Condicbes gerais

As sinteses destes compostos, Figura 28 pag.107 envolvem um sistema bifasico
onde sdo utilizados tetracloreto de carbono, agua e etanol em meio alcalino segundo a reagéo
de Todd-Atherton modificada, conforme os Esquemas 21 e 22, mostrados nas pégs. 72 ¢ 87.
A agua e o etanol funcionam como solventes, ja que as diaminas e os ditidis sdo soliveis
nestes solventes e o tetracloreto de carbono ¢ o reagente eletrofilico.

Apesar do equilibrio, mostrado no Esquema 24 pag. 101, estar somente um por
cento deslocado para a forma trivalente do fosfito de dialquila, o par de elétrons do fosforo
ataca o atomo de cloro da molécula de CCl4 levando ao correspondente cétion tetravalente
de fosforo, que por sua vez, ¢ atacado ou pela diamina, ou pelo ditiol, com a perda de uma
molécula de HCI, que ¢ neutralizado pela base presente no meio reacional. O mecanismo

provavel ¢ mostrado no Esquema 25 pag. 106.
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Esquema 25: Mccanismo provivel para obten¢do de N,N'-bis(dialquilfosforil)diaminas
¢ S,5’-bis(dialquilfosforil)ditiois.
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5.5. Sintese das N,N’-bis(dialquilfosforil)diaminas

As sinteses das diferentes N, N’-bis(dialquilfosforil)diaminas, forneceram produtos
com rendimentos razodveis, Tabela 5 pag. 110, provavelmente devido ao fato do produto
ser solivel em agua, pois na etapa de separagiio da fase orginica da aquosa, parte deste é
perdido, mesmo repetindo-se a extragio com diclorometano por diversas vezes. Na obtengdo
das N,N’-bis(dietilfosforil)diaminas e N,N’-bis(dipropilfosforil)diaminas encontrou-se
maiores dificuldades no isolamento destes produtos com melhores rendimentos, em virtude
dos mesmos serem mais facilmente soluveis em 4dgua do que os demais compostos
sintetizados.

As N,N’-bis(diisobutilfosforil)diaminas e as N,N’-bis(diisopropilfosforil)diaminas
foram obtidas com 2 horas de reagdio, enquanto que os demais compostos foram obtidos
somente apés Sh ou mais de reagiio. O tempo de reagfio ¢ determinado através do
monitoramento por cromatografia em camada fina com cloroférmio ¢ gotas de metanol.

A N,N’-bis(dialquilfosforil)piperazina, necessitou de um tempo maior de reagio com
os fosfitos de dialquila e foi obtida em menor rendimento, em virtude, talvez, do ataque
nucleofilico do nitrogénio piperazinico ao 4tomo de fosforo ser impedido estericamente.

As reages foram realizadas, inicialmente, em banho de gelo. Em alguns casos, ndo
houve a necessidade de purificagdio dos produtos, j4 que ndo se observou a presenca de

impurezas, verificadas por cromatografia de camada fina e pelas técnicas espectrométricas
de [V, RMN'H e RMN''C.

5.6. Determinacdo estrutural das N,N’-(dialquilfosforil)diaminas

Todos os compostos foram caracterizados por espectroscopia de infravermelho,
massas e ressondncia magnética nuclear de hidrogénio, carbono-13 e fosforo-31 e os

espectros referentes as substancias sintetizadas se encontram no apéndice A.

5.6.1. Analise por espectrometria de infravermelho

Os espectros de infravermelho das N’,N’-(dialquilfosforil)diaminas confirmam a
presenga do grupo N-H com absor¢des na faixa de 3187-3400 cm™' somente para os

compostos N’,N’(dialquilfosforil )etilenodiamina, N’,N’«(dialquilfosforil)-1,3-
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propilenodiamina e N’,N’-(dialquilfosforil)1,4-butilenodiamina. O grupo P=0 também esta
presente com absorgdo caracteristica na faixa de 1232-1250 cm’'. As absorgdes dos grupos
P-O (alquila) também sdo obscrvadas, em freqiéncias que variam entre 1019-1110 cm’. A
Tabela 5§ na pag. 111 mostra algumas das absorgGes caracteristicas das N°,N’-

(dialquilfosforil)diaminas e as demais estfio descritas na parte experimental da tese.

5.6.2. Anilise por espectrometria de RMN-'H

Os espectrds de RMN-'H destas substincias apresentam sinais caracteristicos de
hidrogénios dos grupos alcoxidos ligados diretamente ao 4tomo de fosforo numa regido bem
caracteristica com deslocamentos quimicos em tormmo de 4ppm e com constantes de
acoplamento hidrogénio-hidogénio (Jj5.h) vicinais e hidrogénio-fosforo (1), que sdo
correspondentes aos hidrogénios metilénicos e metinicos ligados ao atomo de oxigénio. Os
padrdes de multiplicidade desses hidrogénios apresentam-se de diferentes maneiras,
dependendo da cadeia carbénica, ja que estes acoplam com os hidrogénios vizinhos e com o
atomo de fosforo. Os espectros no Apéndice A mostram, claramente, o acoplamento H-P.

Os hidrogénios do grupamento alquila, da cadeia alcoxidica, acoplam vicinalmente
entre si e com o fosforo, com valores de aproximadamente 7,0 H. A literatura registra
acoplamento em uma ampla faixa que vat de 3,0 a 32 Hz para o acoplamento RCHCH,OP ¢
(CH1),CHOP a quatro ligagGes, a faixa vai de 0,5 a 2,0 Hz. DA COSTA (1996), em sistema
stmilar, encontrou valores em torno de 7,0Hz (acoplamento RCHCH,OP, (CH3),CHOP) ¢
0,9 Hz (para acoplamento RCHCH,OP e (CH;),CHOP). A multiplicidade do sinal para os
acoplamentos: CH;CH,OP ¢ de duplo quarteto, enquanto que para CHCH,;CH,CH,OP ¢ de
duplo tripleto, ¢ (CH;);CHCH,OP sdo de duplo dubieto.

Os valores dos deslocamentos quimicos, das constantes de acoplamento e as
multiplicidades de todos os sinais referentes aos compostos sintetizados estido nas Tabelas 6
e7.

Os sinais dos hidrogénios do grupo RNH sofrem influéncia da mudanga de solvente.
Assim, nos espectros feitos com CDCly os hidrogénios do grupo amino aparecem em torno
de 3,0 ppm e nos espectros obtidos com DMSO, aparecem em campo mais baixo na faixa de
5,0 ppm, devido, principalmente, as ligagdes intermoleculares entre os mdrogénios do grupo

NH e os oxigénios do solvente (DMSO). Os hidrogénios metilénicos ligados ao alomo de
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nitrogénio dos compostos sintetizados apresentam-se com deslocamentos quimicos em torno

de 3,0 ppm.

5.6.3. Anilise por espectrometria de RMN-"°C

Os espectros de '*C mostram acoplamento dos carbonos com o dtomo de fosforo até
3 ligagdes. Duas regides do espectro sdo bem caracteristicas: a primeira em torno de 60 ppm,
referente aos carbonos metilénicos e metinicos ligados aos oxigénios dos grupos alcéxidos ¢
a segunda em torno de 40 ppm dos carbonos tigados aos atomos de nitrogénio.

Os dados referentes as constantes de acoplamento e aos deslocamentos guimicos dos

carbonos presentes nos bisfosforamidatos sintetizados estdo na Tabela 8.

5.6.4. Anilise por espectrometria de RMN-"'P

Nos espectros de RMN-*'P dos compostos sintetizados neste trabalho, verificou-se
gue somente um sinal & registrado para cada composto, com deslocamento quimico na faixa
de 7-10 ppm, indicando que ambos os atomos de fosforo presentes em cada composto estdo
num mesmo ambiente quimico, evidenciando assim a simetria do composto.

Foram feitos, somente, os espectros dc RMN-*'P totalmente desacoplado para os
compostos 6,7, 12, 13, 15e 21.

Na Tabela 9 estdo apresentados os valores de deslocamento gquimico dos dtomos de

fosforo para o espectro totalmente desacoplado dos compostos 6,7, 12,13, 15 e 21,

Tabela 9: Deslocamentos quimicos para *'P.

RMN-'p
N° do composto 5 (ppm)
6 8,06 o
7 9,94
12 8,70
13 10,28
15 10,24

21 7.92
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3.6.5. Anédlise por espectrometria de massas

S#o  discutidos os picos principais do derivado obtido N’ N’-
(dietilfosforil)etilenodiamina, uma vez que estes podem também, representar todos os outros
compostos, pois as fragmentagdes principais podem ser extendidas para os diferentes grupos
alcoxidos.

Em todos os espectros, o pico do fon molecular nio foi detectado. Na maioria dos
casos o pico base representa a metade da molécula, onde o fragmento formado pode ser
referente a cisdo da ligagdo C-N.

Os espectros de massa dos compostos sintetizados apresentam alguns picos
caracteristicos, como os referentes a perda de C,Hs e CH;0H que ocorre em quases todas as
etapas de fragmentagdo. Para que isto ocorra é necessirio que a molécula apresente
conformagio adequada a estas clivagens e, em quase todos os casos, observou-se ruptura
homolitica, através de uma quebra do tipo MacLafferty, gerando o correspondente cation-
radical conforme mostra o FEsquema 26 para o composto  N’,N’-
(dietidfosforil)etilenodiamina.

Todos os compostos com o grupo etéxido apresentam um pico em m / z = 44 | que
pode ser atribuido ao fragmento acetaldeido formado pela perda de etanol seguido de perda

de uma molécula de H;, durante as framentagdes da molécula.
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Esquema 26: A formacgio de acetaldeido é a fragmentacio mais comum das N,N’-
bis(dialquilfosforil)diaminas.

A maioria das substincias apresenta um pico atribuido ao fragmento que se refere a
metade da molécula, como ¢ o caso da N°,N’-(dietilfosforil) etilenodiamina em que o pico de
m / z =166 representa a metade da molécula, devido a cisio da ligagio C-N que divide a
molécula em dois lados iguais. O pico base, em quase todos os compostos, apresenta a
relagio m / z = 138 e ¢ obtido através da ruptura homolitica entre o oxigénio de um dos
grupos alcoxidos ¢ o carbono da cadeia alquilica, proveniente do rearranjo McLafTerty
gerando o cation correspondente e a liberagio de uma molécuta neutra (C,H,).

Nos espectros de quase todos os derivados, ocorre a formagédo de um pico com m/z =
110, que € resultante da cisdio da ligagdo C-O do outro grupo alcoxido, presente no
fragmento com m / z = 138, gerado a partir do pico com m / z =166. As obtencdes destes

fragmentos estfio apresentadas no Esquema 27.
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Esquema 27: Fragmentacdes dos picos com maiores abundincias das N,N’-

bis(dialquitfosforil)diaminas.

Os derivados das séries N,N’-bis(dialquitfosforil) diaminas, apresentam um pico de

quase mesma intensidade que o pico base com relagdo m / z = 180, 179 ou 178, ¢ para

alguns ele € o préprio pico base e pode ser obtido através do rearranjo 1.4 de um dos

hidrogénios da porgdo diamina, como mostra o Esquema 28.
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Esquema 28: Fragmentacdes dos picos com maiores abundancias das N,N°-
bis(dialquilfosforil)diaminas.

5.7. Sintese dos S,S’-bis{(dialquilfosforil) ditidis

Todos os S.S’-bis(dialquilfosforil)-1,3-propanoditiors e S,S’-bis(dialquilfosforil)-12-
etanoditiois foram sintetizados através da reagio de 2,0 mols dos fosfitos de dialquila com
1,0 mol de 1,3-propanoditiol ou 1,0 mol de 1,2-etanoditiol. A reagio se processa através de
uma substituigio nucleofilica ao atomo de fosforo, que ¢ extremamente reativo.

Foram obtidos somente S, -bis(dibutiifosforil)-1,3-propanoditiol e §,S'-
bis(diisobutilfosforil)-1,3-propanoditiol, que sdo solidos brancos com ponto de fusdo baixo,
¢ com rendimentos de 80 e 90%, respectivamente, conforme mostrado na Tabela 10. Nao
houve a necessidade de purificagio dos produtos obtidos, j4 que ndo se observou a presenga
de impurezas, através de cromatografia de camada fina e de técnicas espectrométricas de IV,
RMN'H e RMN''C.

Os demais compostos foram obtidos com rendimentos baixos, na faixa de 8%, porém
em todos 0s casos ou os reagentes de partida foram isolados, ou obteve-se uns poucos
miligramas de um 6leo amarelo que correspondia & mistura do reagente 1 3-propanoditiot ou
1,2- etanoditiol e o produto desejado. Em alguns casos, obteve-se um sélido branco com
ponto de-fusdo na faixa de 51 a 55°C, insolivel em varios solventes orginicos a frio e a

quente, apresentando pouca solubilidade em piridina a quente. Através de espectrometria de
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RMN'H e utilizando a piridina deuterada como solvente foi possivel obter um espectro de
RMN'H, que apresentou apenas o sinal do solvente e pequenos sinais do produto desejado.

A preparagdo de fosforotioatos a partir de compostos tidis com fosfitos de dictila e
dipropiia, ndo ¢ favorecida, provavelmente em virtude de que o dtomo de enxofre prefere
atacar o carbono do grupo alquil ¢éster, em vez do dtomo de fosforo, no caso do fosfito de
dibutila e diisobutila esse ataque ¢ desfavorecido, devido o impedimento estérico, o que

favorece € uma direta fosforilag@o no atomo de fosforo.

Tabela 10: Rendimentos e aspecto das S,5’-bis(dialquilfosforil)-1,3- propanoditiol.

O O
RO} h-OR
/ \S/\/\S/ “OR
RO
—Comp. Ne© - R Rendimento (T%)— o Aspecto
23 -CH,(CH;);CH, 80 Sélido pastoso
24 -CH,CH{CH3), 90 Sétido pastoso

3.8. Determinacgdo Estrutural dos S,S’-(dialquilfosforil)-1,3-propanoditidis
Os espectros referentes a todos os compostos se encontram no apéndice B

5.8.1. Analise por espectrometria de 1V

Segunde a literatura, as bandas de absorgio referentes aos compostos
organofosforados sdo bem caracteristicas. Para os fosforoditicatos, as bandas mais intensas
s3o na faixa de 1260- 1240 cm™, que diz respeito ao estiramento da ligagio P=0, ¢ na faixa
de 1050-950 cm™, que ¢ referente ao estiramento assimétrico da ligagio P-O, ¢ ambas sdo
relatadas como de grande intensidade. Observa-se também, duas bandas de absor¢do em

1392-1396 ¢ 813-874 c¢cm’' que sdo relativa ao estiramento da ligagio C-S e P-S,

respectivamente.
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Nos espectros de 1V dos compostos sintetizados, as bandas de absor¢do referentes ao
grupamento fosforoditioato e o grupamento tiol estido claramente visiveis ¢ os seus valores

estdo na Tabela 11.

Tabela 11: Absorg¢des no IV dos compostos S,S’-bis(dialquilfosforil)-1,3- propanoditiol.

Absorgdes expressas em cm”’

Comp. N° v (P=0) v (P-0) v (C-S) v (P-S)
23 1266 1030 1392 813
24 1242 1030 1396 874

5.8.2. Anilise por espectrometria de RMN'H

Nos espectros de RMN-'H destes compostos ¢ possivel observar o acoplamento dos
hidrogénios com o fosforo até trés ligagdes, sendo este referente ao acoplamento PO-CH,.

Os hidrogénios de carbonos metilénicos ligados aos dtomos de enxofre aprecem com
mesmo deslocamento quimico que a dos hidrogénios dos carbonos ligados ao oxigénio do
grupo alcoxido.

Na tabela 12 estdo os valores dos deslocamentos quimicos dos compostos 23 e 24,

assim como as constantes de acoplamento e as sua multiplicidades.

Tabela 12: Dados de RMN-'H dos compostos S,S’-bis(dialquilfosforil)-1,3-
propanoditiol

RMN-'H
Comp. Sppm (multiplicidade) / J (Hz)
N°® S-CH, SCH.,CH, CH,OP CH,CH,OP CHA(CH,OP  CH,C,H;0P
23 4m) 13m)  40(d)  1,5/L3(m) 09(v I2H -
41H 2H 8H/Jp];=:6,5 I]=2', 16H/ 1[11126,2
Jiu=6,5 J176,2
24  38m) 14(m)  37(d)  1,9(m)n=I; - 0,9 (d) 24H
4H 2H 8H/Jp[.1=6,3 4H JH] 1':6,3 J[{[Fﬁ,:;
JH}]:6,3

Espectros em CDCl,
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5.8.3. Analisc por espectrometria de RMNPC

Nos espectros de 3¢, o sinal mais caracteristico, que confirma a obtengiio do
composto, ¢ o dubleto centrado em 60 ppm, referente aos carbonos metilénicos do grupo
alcoxido ligado ao fosforo e outro ligado ao enxofre.

Os valores de deslocamentos quimicos, assim como as constantes de acoplamento
com o fosforo estdio apresentados na Tabela 13.

Tabela 13: Dados de Dados de RMN-"C dos compostos S,S’-bis(dialquilfosforil)-1,3-
propanoditiol

RMN-"C
Comp. dppm (multiplicidae) / J (Hz)
N° S-CH, SCH,CH, CH,OP CH,CH,OP CH5(CH,),OP  CH,C,H;0P
23 62,9(d) 31,5(d) 66,6 (d) 17,9 (d) n=2; 12,8 (1) -
2C 1C 4C/pe=6,1 8C/p=6,1 12H/Jpe=6,1
24 73,6(d) 28,9(d) 72,5 (d) 28,7 (d) n=1; - 18,5 (d)
2C 1C 4C/Jpce=6,1 4C/Jp=06,1 4C/Jpc=6,1

Espectros em CDCl;

5.8.4. Analise por espectrometria de Massa

Na analise por espectrometria de massas dos compostos 23 ¢ 24 nio foi possivel
detectar o pico do ion molecular, o que ¢ provavelmente devido a pouca estabilidade desses
compostos nas condigdes empregadas.

Para o composto 23, o pico base apresenta uma relagdo (m / z) igual a 239 e este pico
também aparece em menor abundéincia no espectro do composto 24, podendo o fragmento
ser obtido através da ruptura homolitica entre o atomo de enxofre ¢ o carbono metilénico,

obtendo-se um fragmento que pode ser estabilizado por ressonincia, como pode ser

observado no Esquema 29.
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Esquema 29: Fragmentacio referente ao pico base do composto 23.

O espectro do composto 24 apresenta um pico base com uma relagio (m / z) igual a
127, e este pico se apresenta, em menor abundéncia, no espectro do composto 23, que pode
ser gerado através de uma quebra tipo McLafferty do fragmento com m / z = 183, o qual ¢
resultante de um outro rearranjo do emsmo tipo do fon cation com m / z = 239, conforme

mostra 0 Esquema 30.

m/z=239 0
)-\ (35%) )-\

( Rearmanjo tipo McLafferty)

CH,=C(CH3), l

H
0o
@ CE)\( ® (u)
—S8-—-P ® ||/? J— —S§—P_

\ OH —=§-—P TOH
oH \NO 0

OH
m/z=127
(100%) CH;=C(CH3) m/z=183
(15%)

Esquema 30: Fragmentacdes referentes ao pico hase do composto 24.



5.9. Testes Bioldgicos

5.9.1. Ensaio de letalidade sobre larvas de Artemia Salina 1.cach

Os compostos sintetizados foram testados quanto a toxidez geral utilizande o
bioensaio de letalidade frente a Artemia salina.

A toxidez em Artemia salina foi determinada através da dose letal de 50% (DLso)
para os microcrusticeos. No ensaio de letalidade de Artemia salina, foram observadas
diferengas significativas entre as substincias testadas. Os bisfosforoamidatos que apresentam
os grupos butoxido, isopropoxido e isobutdxido, e principalmente, os bisfosforoditioatos
com os grupos butoxido e isobutdxido apresentam a dose letal de 50%(DLso) dentro da faixa
de concentragdo estudada, porém os demais apresentaam DL, iguais ou superior a 363 ppm
e acima da concentragdo maxima analisada para cada composto. Os valores de DUs, foram
determinados a partir das equagdes das retas obtidas por regressdio linear do grafico de
percentual de animais vivos versus o logaritmo das concentragdes utilizadas, conforme as
Tabelas e as Figuras mostradas no Apéndice B.

As equagdes das retas para os compostos bisfosforoamidatos e bisfosforoditioatos
sdo representadas pela equagdio y = ax + b, que sdo obtidas a partir dos pontos obtidos,
fornecendo os respectivos coeficientes de correlagio linear (b) e angular (a), onde: y = % de
animais vivos e X = log ([composto]). Desta forma quando o valor do percentual de animais
vivos for igual a 50%, e substituindo este valor na equagio para os respectivos compostos,
tem-se o valor do logaritmo da concentragio desejada em 50% de animais vivos. O anti-
logaritmo destes valores sfo correspondentes as concentragdes dos compostos, assim,
determina-se os valores das DI 50, para cada composto, conforme mostra a Tabela 14.

Foi realizado, também, o bioensaio com o inseticida Crufomato, mostrado no
Esquema 12 pag. 43, disponivel no laboratorio, come padrio de comparagio da toxidez

geral com os novos compostos sintéticos.
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Tabela 14: Valores de DL50 obtidos no bicensaio de letalidade contra Arfemia salina
Leach para os compostos sintetizados.

Compostes  "DLsy  Compostos “DLs

3 >363 14 >363
4 >363 15 79,7
5 37,6 16 112,6
6 107.8 17 100,0
7 55,3 18 >363
8 >363 19 >363
9 >363 20 130,8
10 49,7 21 >363
11 110,6 22 159,6
12 85,0 23 35,9

13 >363 24 11,6

* DLsg em ppm;
Inseticida “Crufomato” DLs, igual a 18,4 ppm.

Comparando-se os valores de DLso, figura 29, podemos observar uma maior toxidez,
ou seja, um menor valor de DLs, para os compostos com os grupos butoxido ( 5,11, 15,20 ¢
23), 1sobutoxido (7, 12, 17, 22 e 24) e isopropoxido (6, 11, 16). Os compostos com DL;g
igual ou superior a este valor sdo considerados ndo toxicos. Os bisfosforoditioatos (23 e 24}
30 mais ativos contra Arfemia sulina do que os bisfosforoamidatos ¢ o composto 24 € o que
apresenta uma maior toxidez, apresentando um valor de D15, menor do que o obtido com o
inseticida crufomato. Essa maior atividade toxica pode ser atribuida a uma maior
Iipofilicidade deste composto se comparado aos demais, o que lhe permite uma interacio
melhor com o organismo estudado.

O maior potencial lipofilico é devido, principalmente, as cadeias butilicas,
isopropilica e isobutilicas nas extremidades dos compostos, que favorece uma melhor
penetragdo da substincia no organismo da espécie estudada. J4 os demais possuem cadeias
etilicas e propilicas que conferem menor lipofilicidade.

Dentre os bisfosforoamidatos testados, os provenientes da série 1,4-butilenodiamina
foram os menos toxicos, em virtude talvez do tamanho da molécula que pode dificultar a
interagdio com o sito alivo, enquanto que os das séries etilenodiamina e piperazina, que sio

relativamente mais ativos, esta interagiio se torna mais facilitada.
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Figura 29: Comparacio dos valores das DL, (ppm) dos compostos sintetizados com
Artemia salina.

5.9.2. Ensaio de letalidade com adultos de Musca domestica ¢ Stomoxys

calcitrans

Os bisfosforoamidatos e os bisfosfosforoditioatos foram testados em adultos de
Musca domestica e Stomoxys calcitrans em 5 concentragdes diferentes, expressas em
molaridade (M).

No bioensaio com Musca domestica os bisfosforamidatos contendo o grupo etdxido e
propoxido (3, 4, 8, 9, 13, 14, 18 ¢ 19) apresentaram atividade inseticida nas seguintes
concentragdes: 1,0 x 107M; 5,6 x 10°M; 3,2 x 10°M; 1,8 x 10°M e 1,0 x 10°M ¢ 0s com o
grupo butéxido, isopropdxido e isobutéxido foram ativos em concentragdes de 2,1 x 1072M;
6,8 x 10°M; 2,1 x 10°M; 6,8 x 10"M ¢ 3.8 x 10™"M (5, 6, 7, 10, 11 ¢ 12) ¢ para os
compostos 15, 16, 17, 20, 21 e 22 as concentragdes foram 6,8 x 10'2M; 2.1 x IO'ZM; 2,1 x
10°M; 6,8 x 107*M e 3.8 x 10™*M. Os bisfosforoditioatos foram mais ativos como inseticidas
do que os bisfosforamidatossendo que o composto 23 for ativo nas concentragdes de 1,2 x
102M; 4,5 x 10°M; 1,7 x 10°M; 6,0 x 10*M e 2,0 x 10*M e o composto 24 foi o mais
ativo de todos os compostos testados, que apresentou atividade inseticida nas concentragdes
de 1,0 x 10°M; 3,7 x 10"M; 1,4 x 10*M; 5,1 x 10°M € 2,7 x 10°M.

A Stomoxys calcitrans € mais susceptivel aos compostos testados do que Musca
dosme.s-ti.ca, pois as concentragbes utilizadas no ensaio com as Stomoxys calcitrans foram
menores. As concentragdes dos bisfosforoamidatos aplicadas neste bioensaio foram

6,0 x 10°M; 1,9 x 10°M; 6,0 x 10°M; 1,9 x 10°M e 6,0 x 10™M para os compostos 3, 4, 8,
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9,13,14,18¢ 19,12 x 10°M; 3,8 x 10°M; 1,2x 10°M;3,8x 10°M e 1,2 x 10™M para os
compostos §, 6, 7, 10, 11 ¢ 12 ¢ os compostos 15, 16, 17, 20, 21 ¢ 22 apresentaram as
seguintes concentrag¢des: 3,0 x 10'2M; 95x 10“3M; 3,0 x 107°M; 9,5x 10"'™M e 3,0 x 10°*M.
Pode-se observar que os compostos 3, 4, 8, 9, 13, 14, 18 e 19 foram os menos ativos como
inseticidas, apresentando atividadé inseticida em concentragdes mais altas € 0s 5, 6, 7, 10, 11
e 12 foram mais toxicos dos bisfosforoamidatos testados, estes resultados sdo semelhantes
aos obtidos com as musca dosmestica, pois 0 mais ativo em Stomoxys calcitrans foi também
0 mais ativo para musca dosmestica € Artemia salina.

As concentragdes utilizadas dos bisfosforoditioatos foram as mesmas utilizadas no
bioensaﬁo com Musca dosmestica, sendo que as duas espécies apresentaram comportamentos
diferentes, pois as Stomoxys calcitrans apresentam indice de mortalidade relativamente
maior.

Neste bioensaio foi utilizado como padriio o inseticida crufomato nas concentragdes
de 1,2 x 107M; 4,5 x 10°M; 1,7 x 10°M, 6,0 x 10*M € 2,0 x 10°*M para Musca domestica e
2,0 x 10°M; 1,5 x 10°M; 4,1 x 10°M; 4,0 x 10°M e 2,0 x 10°°M .

As concentragdes testadas, o nimero de mortalidade, o nimero de testemunhas para
as espécies testadas estdo apresentados nas Tabelas mostradas no APENDICE C.

Os valores de DLso foram calculados através de andlises de regressdo-probito (D1.so)
utilizando o programa POLO-PC, que executou os calculos de DLsy a partir  das
concentragdes aplicadas, das médias de moscas mortas e médias de testemunhas. Ag DLsg
dos vinte ¢ dois compostos sintetizados sobre adultos de Musca domestica estio
apresentados Tabelas 15 ¢ 16, com valores expressos em molaridade(M).

Os valores de DLs; obtidos com Stomoxys calcitrans foram menores do que com as
musce domestica, podendo assim ressaltar uma maior susceptibilidade de Stomoxys
calcifrans para os compostos aplicados. Em ambas as espécies, os compostos 5, 23 ¢ 24
foram bastante toxicos com valores de DLs baixos, inclusive o composto 24 foi o mais ativo
como inseticida, pois apresentou uma maior atividade inseticida do que o crufomato
(inseticida comercial). Isto é um indicativo possivel de um novo composto com potencial
atividade inseticida despertando, assim, o interesse para outros testes da referida amostra. Os
compostos 3, 4, 8, 9, 13, 14, 18 ¢ 19 foram os menos téxicos, apresentando valores de DLs,

na ordem de 107 para Musca domestica e 107 para Stomoxys calcitrans.
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Tabela 15: Valores de DLs, obtidos no ensaio contra Musca domestica

N°  DLsp(x10 M) N°  DLgo(x10 *M)

3 2,62 14 3,50
4 224 15 0.40
5 0.25 16 0.80
6 0,38 17 047
7 0,29 18 4,70
8 3,56 19 3.97
9 2.84 20 0,95
10 0,31 21 1,62
11 0,49 22 1,22
12 0,32 23 0,19
13 416 24 0,07

" Inseticida “Crufomato” DL, iguat a 0,216x10”M

Tabela 16: Valores de DL, obtidos no ensaio contra Stomoxys calcitrans.

N DLs(x10 *M) N°  DLso(x10 M)

3 0,80 14 0,76
4 0,63 15 0,27
5 0,08 16 0,49
6 0,20 17 0,29
7 0,14 18 0,15
8 0,84 19 0,12
9 0,71 20 0,52
10 0,17 21 0,70
11 0,26 22 0,61
12 0,19 23 0,07
13 0,90 24 0,02

Inseticida “Crufomato” DLs, igual a 0,10x10°M

Comparando-se os valores de DLsy, conforme é mostrado na Figura 30 para Musca
domestica ¢ a Figura 31 para Stomoxys calcitrans , os compostos 3, 4, 8, 9, 13, 14, 18, 19
ndo sfo ativos como inseticidas contra as espécies testadas, quando comparados com o
inseticida crufomato e com os demais compostos. Ndo houve diferenga significativa de
atividade inseticida entre os compostos com o grupo ctoxido ¢ propoxido para AMusca
domestica e Stomoxys calcifrans | todos 0s compostos com esses grupos apresentam valores
de DLsg relativamente altos e proximos. Houve, no entanto, diferenga de susceptibilidade
entre as espécies, sendo que as moscas das espécies Stomoxys calcitrans ¢ mais sensivel a
todos os compostos testados. Dentre os bisfosforoamidatos, testados os com o grupo
butéxido (5, 10, 15 e 20) foram os mais toxicos em ambas as espécies com valores de DLsg
mais proximos ao valor de DLsy do inseticida crufomato, seguido dos isobutoxidos (7, 12,

17 e 22) e isopropoxidos (6, 11, 16 € 21).
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Observou-se que os bisfosforoditioatos (23 e 24) testados em Stamoxys calcitrans €
em Musca domestica sdo bem mais ativos que os bisfosforoamidatos e apresentam valores
significativos de DLsp, na ordem de 107 (23) e 10™ (24) para Musca domestica ¢ 10" para

Stomoxys calcitrans,

Comparagio das DI,50
5
A5
4
35
g a
~t
g
w 2.5
2.
=}
3
1
1] -t - o - -1 T R . T e l T T - rlw"- r-l = - -y g - . . k]
3 4 5 6 7 8 9 W 1 1 3 14 15 1% 1T 8 W om 1 12 23 24
C'omipostos

Figura 30: Comparacio dos valores das D15 obtidos no bioensaio de letalidade contra
Musca domestica para os compostos sintetizados.
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Figura 31: Comparacio dos valores das DLs obtidos no bioensaio de Ietalidade contra
Stomoxys calcitrans para os compostos sintetizados.
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Observa-se através das Figuras 30 e 31, que as espécies apresentaram
susceptibilidade ao mesmos compostos, 0 mais ative contra Musca foi o mais ativo contra
Stomoxyscaleitrans, sendo a série 1,3-propanoditiol a mais ativa como inseticida do que a
série 1,4-butilenodiamina. As espécies testadas sdo mais susceptiveis aos bisfosforoditioatos
do que os bisfosforoamidatos, e o composto 24 é o mais ativo de todos os compostos
testados.

A maior atividade inseticida do composto 24 pode estar relacionada com a inibigio
da enzima acetilcolinesterase, uma vez que os inseticidas organofosforados sdo inibidores
classicos da enzima AChE.

Baseando-se no mecanismo de inibi¢dio da AChE, mostrado no Esquema 19 pig. 57,
os bisfosforoditioatos apresentam um bom grupo de saida, que por sua vez sio nccessarios
para favorecer a fosforilagdo do sitio enzimatico da AChE e consegiientemente a inibigdo da
enzima.

Os bisfosforoamidatos ndo apresentam bom grupo de saida na molécula, o que
dificulta assim a interago do composto com as unidades enzimaficas da AChE, pois a
primeira etapa de interagdio do composto com as unidades ativas enzimaticas ¢ a adi¢io do
residuo serina na molécula, seguido da quebra da ligagdo entre o atomo de fosforo € o grupo
de saida.

Dentre os bisfosforoditioatos, testados o composto 24 foi mais ativo que o composto
23, em virtude, talvez, de possuir em suas extremidades cadeias isobutilicas, o que favorece
a cisdo da ligagdo C-O do grupo isobutoxido, resultando na formagio de um carbocation
estavel por migragdo de hidrogénio do carbono metinico, que reage com a agua presente no
sitio enzimatico formando um alcool correspondente. O oxigénio carregado negativamente
se liga, irreversivelmente, ao sitio ativo da enzima, causando ¢ envelhevimento da
acetilcolinesterase, que ndo ira catalisar a reagiio de hidrélise da acetilcolina e o actmulo de
acetilcolina no sistema nervoso do inseto, causa a sua morte. Fiste processo ocorre na tltima
etapa de desativagfio da enzima e compostos que ndo formam carbocations estaveis, terfio
csta etapa dificultada e se ainda ndo possuir um bom grupo de saida ligado ao dtomo de P,
ndo ira interferir na inibicio da enzima.

Comparando-se os valores obtidos de DLs, dos bisfosforoamidatos e
bisfosforoditioatos contra Musca domesticas € Stomoxys calcitrans com os valores obtidos
da literatura de DLsp dos inseticidas comerciais, mostrados na Tabela 17, o composto 24 é o
que mais se identifica como inscticida, apresentando valoves de DLsy proximos a alguns

inseticidas comerciais.
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Tabela 17. Valores de DL de inseticidas comerciais obtidos da literatura.

Inseticidas DLM(MXIOJ) Musca Inseticidas DLS.,(MXIO“’) Stomoxys

Deltametrina 1,87 Ronel 0,023
Permetrina 0,097 Fanfur 0,034
Ronel 1,25 Crufomato 1,64
Malaoxon 0,60 Triclorfon 4,75
Composto 23 1,90 Cemposto 23 0,70
Composto 24 0,76 Composto 24 0,20

5.9.3 Ensaio de germinagiio e desenvolvimento de sementes de alface

A germinagfo das sementes usando os bisfoforoamidatos, o controle (testemunha:
agua + sementes) ¢ o herbicida “Podium” foi pouco afetada, a partir das concentragses
estudadas, uma vez que em alguns casos houve somente 5% de sementes sem germinar.
Tanto os bisfosforoamidatos como o controle € o herbicida apresentam poucos efeitos
significativos na inibigio da germinacio das sementes de alface, porém os
bisfosforoamidatos apresentam--se estatisticamente diferentes do controle, do herbicida e
diferentes entre si em relagdio ao desenvolvimento de plantulas normais, ao crescimento
radicular (crescimento da raiz) e ao crescimento da parte aérea (desenvolvimento das
folhas). A maioria dos bisfosforoamidatos apresenta estes efcitos nas concentragdes de 75,
150, 300 e 600 ppm, para os compostos 3,6, 7, 8,9, 10, 11, 12,13, 14,15,16,17, 18,19 ¢
20, Estes compostos apresentam os menores valores de concentragio para os
bisfosforoamidatos testados neste bioensaio de germinagdo de sementes de alface, enquanto
que os compostos 5, e 22 apresentam influéncia no crescimento e no desenvolvimento das
plantulas somente nas concentragdes de 100, 200, 400 ¢ 800 ppm. Os compostos 4 ¢ 21
foram os menos ativos apresentando somente atividade inibitdria em concentragdes muito
elevadas, que correspondem a 375, 750, 1500 e 3000 ppm.

Esses ensaios ndo foram realizados com os bisfosforoditioatos, devido a baixa
solubilidade em agua que esses compostos apresentam e solventes orgdnicos inibem a
germinagio.

E.interessamc ter como resultado a baixa interferéncia dos bisfosforoamidatos em
sementes de alface, jA que o objetivo é a sintese de compostos que apresentcm somente

atividade inseticida, sendo seletivos para insetos ¢ que ndo afctem o meio ambicnte.
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A inibigio da germinagiio e do desenvolvimento das plantulas pelo herbicida Podium

sdo mostradas nas Figuras 32.
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Figura 32: Efeito do herbicida “Podium” na germinagio de plantulas de alface.

Como pode ser observado, o herbicida influenciou, significativamente, o
desenvolvimento de plantulas normais, o crescimento radicular (crescimento da raiz) ¢ o
crescimento da parte aérea, que s3o responsaveis pelo processo de fotossintese da planta. Foi
observado, que em todas as concentragdes estudadas, houve redugéo no desenvolvimento da
parte aérea em comparagio com ¢ controle, mas em relagdio ao crescimento radicular
podemos dizer que somente na concentragio de 40 ppm houve um efeito inibitorio
significante do crescimento radicular. Neste bioensaio utilizando o herbicida, 99% das
sementes que germinaram geraram plantas deformadas, seja na parte aérea ou no
crescimento radicular. Os dados obtidos podem ser observados na Tabela 18 ¢ na Figura
32.

Tabe'a 18: Dados médios de 4 repeti¢des do comprimento (cm) da raiz primaria (CR),
da parte aérea (CPA), percentagem (%) de plintulas normais (PN), plintulas
deformadas (PD) e sem germinar (SG) de plintulas de alface, apés a aplicacdio do
herbicida.

Concentraciio Herbicida “PODIUM”
(ppm) PN(%) PD(%) SG(%) CR(cm) CPA (cm)
Testemunha 98 | 1 596 2,94
25 92 8 0 4,56 2,71
30 88 13 0 4 46 2,63
35 61 39 1 431 2,04
40 0 929 1 0,75 1,32

Uma vez obtidos esses dados de plantulas normais, crescimento radicular ¢ parte

aérea foram elaborados os graficos mostrados nas Figuras 33e 34.
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Figura 33: Efeito na germinacd&o pelo herbicida podium.
Podemos observar, claramente, através do grafico apresentado na Figura 34 uma

diminui¢o significativa na porcentagem de plantulas normais em 40 ppm.
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Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P=< 0,05).

Figura 34: Efeito no comprimento radicular e na parte aérea pelo herbicida podium

O grafico mostrado na Figura 34 informa que o comprimento radicular foi
significativamente influenciado pela variagdo de concentragéo. A medida que se aumentava

a concentracio do herbicida, o crescimento da raiz reduzia-se em comparagio com o
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controle. Em todas as concentragdes o desenvolvimento da partc aérea permaneceu
basicamente constante, diferenciando-se somente do controle.

Com os compostos 3, 6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,16, 17, 18, 19 e 20 foram
utilizados os mesmos valores ‘de concentragdes, mas mesmo estes apresentaram resultados
diferentes para o desenvolvimento das pldntulas, para o crescimento radicular e para a parte
acrea, podendo ser observado nas Figuras mostradas no apéndice D. Os compostos nio
inibiram a germinagdo das sementes, onde 96% das sementes testadas germinaram.

Analisando as Figuras mostradas no apéndice D, os valores encontrados nas
Tabelas 19 e 20, pode-se perceber que estes bisfoforoamidatos apresentam comportamentos
diferentes neste bioensaio. Os compostos 3, 6,7, 9, 12 ¢ 19 interferem significativamente na
porcentagem de plintulas normais, no crescimento radicular e o da parte aérea na
concentragio de 600 ppm. Nesta mesma concentragdo, 0 composto 18 apresenta 94% de
plantulas normais e, sendo mais seletivo, inibi somente o crescimento da parte aérea. Os
compostos 8, 11, 14, 15, 16, 17 ¢ 20 s3o bem mais ativos que os compostos citados acima,
pois numa menor concentrag#o, 300 ppm, interferem no desenvolvimento de plintulas
normais, no crescimento radicular e no da parte aérea, porém os compostos 11, 17 e 20
impediram o crescimento da parte aérea mais significativamente, numa concentragio mais
baixa, 150 ppm. O composto 13, na concentragdo de 150 ppm, inibi o desenvolvimento de
pléntulas normais, gerando 100% de plantulas deformadas. Dentre os compostos testados
nas concentragdes de 75, 150, 300 ¢ 600 ppm, observou-se que o composto 10 é o mais
ativo, pois obteve-se 0% de plantulas normais em 75 ppm, no qual todas as plintulas que se
desenvolveram apresentaram-se 100% deformadas. Scus resultados de atividade toxica
foram o que mais se aproxima com os obtidos do herbicida “Podium”, que reduz

gradativamente a obtengio de plintulas normais em 40 ppm e o composto 10 em 75 ppm.
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Tabela 19: Dados médios de 4 repeticies do comprimento (cm) da raiz primiria (CR),
da parte aérea (CPA), percentagem (%) de pliantulas normais (PN), plintulas
deformadas (PD) e sem germinar (SG) de plantulas de alface, apos a aplicacio dos
compostos 3,6,7,8,9,10e 11.

Compostos | Concentracao(ppm) | PN (%) | PD (%) | SG(%) | CR (cm) CPA (cm)
3 96,00 3,00 1,00 3,50 2,82
6 92,00 8,00 0,00 6,45 298
7 87.00 13,00 0,00 5,41 2,63
8 75 90,00 5,00 5,00 5,48 2,52
9 92,00 2,00 6,00 5,00 2,26

10 0,00 99,00 1,00 4,56 1,41
11 96,00 4,00 0,00 7,00 2,93
3 90,00 9,00 1,00 5,46 2,69
6 92.00 8,00 0,00 6,26 297
7 72,00 28,00 0,00 5,05 2,1
8 150 72,00 24,00 4,00 5,17 2,05
9 80,00 16,00 4,00 4,49 1,90
10 0,00 98,00 2,00 2,58 1,19
117 58,00 42,00 0,00 6,59 1,86
3 80,00 17,00 3,00 4,50 2,59
6 76,00 23,00 1,00 6,04 2,54
7 50,00 49,00 1,00 4,85 2,02
8 300 21,00 76,00 3,00 1,39 1,96
9 42,00 54,00 4,00 4,09 1,21
10 0,00 99,00 1,00 0,69 0,90
11 7,00 93,00 0,00 5,92 1,63
3 50,00 47,00 3,00 3,33 2,11
6 56,00 42,00 2,00 5,34 2,34
7 0,00 95,00 5,00 461 1,21
8 600 0,00 94,00 6,00 0,54 1,03
9 14,00 79,00 7,00 3,74 0,31
10 0,00 160,00 0,00 0,35 0,73
11 2,00 97,00 1,00 1,31 0,95
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Tabela 20: Dados médios de 4 repeti¢des do comprimento (cm) da raiz primdria (CR),
da parte aérea (CPA), percentagem (%) de plintulas normais (PN), plintulas
deformadas (PD) e sem germinar (SG) de plantulas de alface, apés a aplicacio dos
compostos 12, 14, 15, 16,17, 18, 19 ¢ 20.

Compostos Concentragio(ppm) PN (%) PD(%) SG(%) CR(cm) CPA (cm)
12 ‘ 96,00 2.00 2,00 498 2,65
13 80,00 19,00 1,00 5,05 2,51
14 93,00 5,00 2,00 5,10 2,86
15 86,00 13,00 1,00 5,60 2,24
16 75 96,00 3,00 1,00 5,14 2,69
17 93,00 2,00 5,00 497 2,53
18 96,00 0,00 3,00 5,04 2,82
19 93,00 3,00 4,00 5.06 2,76
20 83,00 15,00 2,00 548 2,52
12 86,00 13,00 1,00 497 2,84
13 0,00 93,00 7,00 3,18 0,43
14 89,00 10,00 1,00 4,15 2,53
15 34,00 65,00 1,00 5,24 2,06
16 150 97,00 3,00 0,00 5,18 2,30
17 18,00 75,00 7,00 322 1,73
18 97,00 0,00 4,00 5,02 2,82
19 88,00 10,00 2,00 425 2,73
20 73,00 23,00 4,00 5,04 1,88
12 7300 26,00 1,00 4,34 2,11
13 0,00 90,00 10,00 3,18 0,43
14 84,00 15,00 1,00 2,56 2,53
15 2,00 96,00 2,00 4,78 1,95
16 300 5,00 94,00 1,00 2,49 1,76
17 0,00 96,00 4,00 1,64 1,58
18 95,00 2,00 3,00 5,03 2,81
19 61,00 35,00 4.00 281 2,58
20 19,00 77,00 4,00 1,58 1,52
12 39,00 59,00 2,00 3,00 1,18
13 0,00 22,00 22,00 2,77 0,38
14 5400 44,00 2,00 227 2,01
5 0,00 99,00 1,00 1,43 1,53
16 600 0,00 99,00 1,00 2.06 1,36
17 0,00 94,00 6,00 129 1,30
18 94,00 3,00 3,00 5,02 2,82
19 41,00 55,00 4,00 2,12 2,55
20 3,00 92,00 5,00 0,57 0,93

De acordo com os dados obtidos das médias de 4 repetigSes de percentagem de

plantulas normais, crescimento da parte aérea e¢ da raiz, construiu-se os graficos dos

compostos mostrados nas Figuras 35 - 37.

Comparando-se a interferéncia dos composto 3, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,

17, 18, 19 ¢ 20 no desenvolvimento de plantulas normais, como pode-se observar pela
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Figura 35, o composto 10 ¢ o mais ativo de todos os compostos testados em sementes de
alface, pois na concentragdo de 75 ppm todas as plantulas estavam deformadas, como
podemos observar pelo grafico, mostrado na Figura 35. Este composto € 0 que mais se
aproximou dos dados obtidos pelos testes com o herbicida comercial para o desenvolvimento
de plantulas normais. O composto 13 ¢ o segundo mais ativo, seguido do composto 10 nestas
concentragdes, uma vez que na concentragioc de 150 ppm apresenta 100% de pldntulas
deformadas. Os compostos 15, 16 e 17 na concentragdo de 300 ppm apresentam,
praticamente, 0% de plantulas normais e os demais passaram a interferir no desenvolvimento
das plantulas a partic de 600 ppm. O composto 18 foi o menos ativo, pois apresenta
resultados semelhantes ao do controle (0 ppm), onde ndo inibi ¢ nem estimula o
desenvolvimento da plantula de alface. O composto 18 apresenta os mesmos resultados nas
diferentes concentragdes, ou seja, as sementes de alface ndo sofrem interferéncia com o

composto 18.
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Figura 35: Comparagio do efeito dos compostos 3, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17, 18, 19 e 20 no desenvolvimentodas plintulas de alface.

De acordo com o grafico das Figuras 36 e 37, o composto 10 foi também o mais

ativo, pois inibiu gradativamente o crescimento da parte aérea e radicular a partir de 75 ppm,
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podendo-se observar que na concentragdo de 300 ppm o crescimento da parte aérea era de
0,69, enquanto do controle era de 6,0 cm e o radicular 0,90 cm € o do controle de 3,0 cm.

O composto 16 ¢ 18 foram os menos ativos, pois interferiram muito pouco no
crescimento radicular, Os resultados obtidos com as diferentes concentragdes foram
praticamente os mesmos. Os demais compostos passaram a inibir o crescimento radicular a
partir de 150 ppm e, na concentragio de 600 ppm, o crescimento estava bem mais reduzido
em relagio ao controle, como pode ser visto, claramente, pelos resultados obtidos dos

compostos 8 ¢ 13.
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Figura 36: Comparacio do efeito dos compostos 3, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17, 18, 19 e 20 no crescimento radicular.

O composto 13 foi 0 mais ativo ¢ mais seltivo dos compostos testados nestas
concentragdes, pois inibiu gradativamente somente o crescimento da parte aérea, como pode
ser visto pelo grafico na Figura 37, a partir de 150 ppm. O composto 10 foi o mais ativo
reduzindo, praticamente, o crescimento radicular e o desenvolvimento das plantulas, mas em
relagio ao crescimento da parte aérea foi menos ativo que o composto 13. A maioria dos

compostos passaram a reduzir o crescimento da parte aérea a partir de 150 ppm .
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O composto 18 € o menos ativo nos trés pardmetros analisados, as sementes ndo

sofreram influéncias na presenga deste composto nas concentragdes avaliadas.
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Figura 37: Comparacio do efeito dos compostos 3, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,

17,18, 19 e 20 no crescimento da parte aérea.

Os compostos 5§ e 22 interferem no desenvolvimento de plintulas de alface e no

crescimento da parte aérea e radicular nas concentragfes correspondentes a 100, 200, 400 e

800 ppm, como mostra a Tabela 21 ¢ as Figuras no Apéndice D. Os compostos

apresentam comportamentos diferentes nestas concentragdes estudadas.
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Tabela 21: Dados médios de 4 repeticdes do comprimento (cm) da raiz primaria (CR),
da parte aérea (CPA), percentagem (%) de plantulas normais (PN), plantulas
deformadas (PD) e sem germinar (SG) de plintulas de alface, apés a aplicaciio dos

compostos 5 e 22,

Compostos Concentragio(ppm) PN (%) PD(%) SG(%) CR(em) CPA (cm)

Testemuha 77,00 17,00 5,00 3,59 2,42

5 100 70,00 24,00 4,00 3,46 1,71

22 46,00 40,00 12,00 2,36 1,60

5 200 66,00 26,00 4,00 3,28 1,56

22 1,00 93,00 1,00 1,85 1,39

5 400 29,00 69,00 1,00 3,16 1,38

22 0,00 90,00 5,00 1,06 1,01

5 200 0,00 95,00 4,00 1,32 0,93

22 0,00 51,00 2,00 0,18 0,92

Conforme o grafico na Figura 38, o composto 5 ¢ menos ativo que o composto 22 ¢

tem somente agdo inibitoria a partir de 400 ppm, obtendo 29% de plantulas normais e 81%

de deformadas € em 800 ppm apresenta 100% de plantulas deformadas, porém o composto

22 ¢ mais ativo reduzindo o desenvolvimento de plantulas normais a 0% em 200 pppm.
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Figura 38: Comparaciio do efeito dos compostos 5 e 22 no desenvolvimento das

plintulas de alface.
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De acordo com o grafico na Figura 39, os compostos 5 e 22 pouco influenciam no
crescimento radicular. O composto 22 na concentragdio de 800 ppm reduz significativamente

o crescimento radicular.
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Figura 39: Comparacao do efeito dos compostos 5 e 22 no crescimento radicular

Ambos os compostos passam a reduzir o crescimento da parte aérea a partir de 100
ppm ¢ na concentragio de 800 ppm ndo ha crescimento da parte aérea, poi o controle

apresenta um-crescimento de 2,42 cm e os compostos 5 e 22 apresentam 0,93 e 0,92 cm,

respectivamente.
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Figura 40. Comparagcio do efeito dos compostos 5 e 22 no crescimento da parte aérea.

Os compostos 4 e 21 sdo os que pouco influenciam no crescimento da parte radicular
¢ aérea, em 1500 ppm e 3000 ppm, porém em 375 ppm reduzem significativamente, na
germinagdo de plantulas normais, como mostra as Figuras 41-43 ¢ a Tabela 22.

Tabela 22: Dados médios de 4 repeticdes do comprimento (cm) da raiz primdria (CR),
da parte aérea (CPA), percentagem (%) de plintulas normais (PN), plintulas

deformadas (PD) e sem germinar (SG) de plantulas de alface, apés a aplicacio dos
compostos 4 e 21.

Compostos Concentracio(ppm) PN (%) PD (%) SG(%) CR{em)} CPA (cm)

Testemuha 78,00 20,00 2,00 407 2,98

4 375 21,00 70,00 4,00 4,35 1,87

21 15,00 80,00 1,00 4,45 1,58

4 750 4,00 95,00 1,00 4,27 1,60

21 0,00 97,00 0,00 3,77 1,21

4 1500 0,00 93,00 3,00 2,82 0,99

21 0,00 91,00 4,00 2,80 0,96

4 3000 0,00 94,00 3,00 1,24 0,81

21 0,00 88,00 1,00 1,38 0,83
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De acordo com a Figura 41, os compostos 4 e 21 apresentam resultados semelhantes

nas concentragbes estudadas, ambos reduzem o desenvolvimento das plintulas a partir de

375 ppm e em 1500 ppm apresentaram 0% de pldntulas normais, todas se desenvolvem

deformadas nesta concentragdo.
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Figura 41: Comparacfo do efeito dos compostos 4 ¢ 21 no desenvolvimento das

plantulas de alface.

Conforme os graficos das Figuras 42 e 43, os compostos 4 e 21 apresentam agio

inibitoria no crescimento da parte radicular, somente a partir de 1500 ppm e em 3000 pppm,

concentragio relativamente alta ¢ que ha uma redugio significativa no crescimento radicular.

Estes compostos também influenciaram no crescimento da parte aérea a partir da

concentragio de 1500 ppm e em 3000 ppm ndo ha crescimento da parte aérea, quando

comparado com o crescimento obtido no tratamento com o controle.
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Figura 42: Comparagiio do efeito dos compostos 4 e 21 no crescimento radicular,
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Figura 43: Comparaciio do efeito dos compostos 4 e 21 no crescimento da parte aérea.
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O mecanismo de inibigio por herbicidas organofosforados ou reguladores de
crescimento de plantas ndo ¢ muito conhecido, porém os herbicidas de um modo geral agem
em regides distintas no sistema celular de uma planta. Eles podem inibir diversas enzimas
importantes. Existem os inibidores da enzima ACCase, ALS, EPSP, auxinas sintéticas,
inibidores do FSI, FS2, inibidores de Protox, de caroteno, de parte aérea e de mitose. Os
bisfosforoamidatos testados influenciaram no desenvolvimento das plantulas de alface,
principalmente no crescimento da parte aérea e radicular nas concentragdes estudadas. das
dessas enzimas citadas acima. Talvez estes compostos sintetizados possam agir somente no
crescimento da parte aérea, pois eles apresentaram valores significativos de inibig3o da parte
acrea, mas eles ndo podem ser considerados toxicos para as plantas, pois eles apresentaram

atividade somente em concentragio muito alta.

5.9.4. Ensaio de letalidade sobre camundongos (Mus musculus)

Os compostos N,N”-bis-(diisobutilfosforil)-1,3propilenodiamina (17) e N,N”-bis-
(diisobutilfosforil)-1,3propilenoditiol (24) foram testados contra camundongos com intuito
de avaliar a toxidez aguda desses compostos frente a mamiftros, uma vez que o composto 24
¢ bastante ativo contra Musca domestica, Artemia salina e Stomoxys calcitrans,
apresentando valores de DL 5o menores que os obtidos com o inseticida crufomato.

No bioensaio com camundongos os dois compostos testados foram considerados ndo
toxicos, pois até uma dose de 200 mg/Kg ndo houve mortalidade dos camundongos e
nenhum efeito colateral (pag. 97) foi observado, pela agio dos compostos. Este resultado ¢
muito satisfatdrio, pois é interessante que os compostos sintctizados apresentem somente
atividade tdxica para pragas e ndio para mamiferos, j4 que muitos inseticidas comerciais sfo
relativamente toxicos para mamiferos com valores de DLso em ratos muito baixos, conforme

mostra a Tabela 23.

Tabela 23: Dados de valores de DLsp em ratos de inseticidas téxicos para mamiferos.

Inseticidas Parathion Ethion Metamidophos Dichlorvos

DLso mgke) 3,6 27" ¢ 65" 25" e 27" 56" ¢ 80°

1]
*fémea e ‘macho



5.10. Estudo de modelagem molecular no Composto mais ativo da série

Bisfosforoamidatos N, N’-bis(dibutilfosforil)etilenodiamina

De modo a se avaliar a possibilidade dos bisfosforamidatos sintetizados estarem
atuando como inibidores da enzima AChE, ja que os inseticidas organofosforados atuam
como inidores classicos da enzima AChE, determinamos por meio de métodos tedricos a
entalpia de interagdo entre o mais ativo dos compostos avaliados, e um modelo do sitio ativo
enzimatico. A aproximagéio escolhida foi a modelagem molecular com o modelo semi-
empirico do aduto formado entre a substincia e o0 modelo do sitio ativo (STEWART, 1989;
QIAN & KOVACH, 1993). A escolha deste método esta relacionada com o fato de permitir
a avaliagfio de sistemas formados por um numero elevado de dtomos, da ordem de algumas
centenas, dentro da aproximagio quintica.

Através da modelagem molecular podemos compreender melhor 2 maior toxidez
atribuida ao composto 5 da série bisfosforoamidatos. De acordo com o mecanismo proposto
na literatura (QIAN & KOVACH, 1993) consideramos que o hidrogénio da hidroxila de
Ser238 ¢ transferido para um dos atomos de N da cadeia lateral de His480 (correspondente a
His440 na AChE de 7. californica), de modo a aumentar a nucleofilicidade da serina. A
geometria inicial do aduto foi construida colocando-se o atomo de P do grupo fosforamidato
com os substituintes butilas nas proximidades do dtomo de O negativamente carregado de
Ser238. Apos a otimizagdo, a estrutura do aduto apresentou-se 20,03 kcal/mol mais estavel
em relagdo as estruturas de 5 e do sitio ativo separadas e também otimizadas, Tabela 24,

mostrando que, do ponto de vista da entalpia, esse bisfosforamidato pode efetivamente ligar-

se ao sitio ativo enzimatico.

Tabela 24: . Dados de AH; calculados (método PM3) para as estruturas envolvidas na
inibi¢fio proposta da AchE de D. Melanogaster pelo bisfosforamidatos, 5

Estrutura AH,*

5 -401,96
DmAChHE -961,06
Aduto DmAChOE/ 5 -1383,05

Jim keal / mol

A avaliagdio da estrutura do aduto otimizado mostrou que o atomo de O de Ser2338
ficou bastante proximo ao atomo de P (1,79 A), com este atomo assumido geometria
aproximadamente bipiramidal trigonal, Figura 44. Ao mesmo tempo, a distdncia da ligagio

entre o atomo de P e o atomo de O da fosforila aumentou de 1,45 A no sitio ativo para
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1,55 A no aduto. Este 4tomo de O encontra-se a 1,73, 1,88 ¢ 2,61 A de distincia dos atomos
de H das ligagdes peptidicas de Gly150, Gly151 e Ala239, respectivamente. Estes residuos
correspodem a Glyl18, Glyl19 e Ala201 na AChE de I. californica, sugenndo a
participagio dos residuos da chamada cavidade do oxidnion na estabilizagdo da carga
negativa deslocada para atomo de O da fosforila, apés a formagfo do aduto. Em
contrapartida, o 4tomo N do grupo NH de Gly150 também forma uma ligagdo hidrogénio
(2,80 A) com o grupamento NH ligado ao atomo de P de 5. Além disso, os grupamentos
butilas de 5 estiio proximos de cadeias laterais de amino 4cidos hidrofébicos, possivelmente
auxiliando na estabilidade do aduto por meio do estabelecimento de forgas de disperséo

entre eles.

Figura 44: Estrutura calculada (método PM3) para o aduto formado entre 5 ¢ 0 modelo

do sitio ativo da AchE de Drosophila Melanogaster.
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CAPITULO V

6. CONCLUSOES

A obtengdo dos fosfitos de dialquila é relativamente simples até quatro dtomos de
carbonos nos grupos alquilas. A partir dai, sempre encontra-se dificuldades na separa¢do dos
produtos porque com o aumento na temperatura na destilagdio ou no evaporador rotatorio,
ocorre provavelmente a formagdo de polifosfatos.

A reaglo do fosfito de dialquila com a diamina e ditiol ocorre através de uma
metodologia eficiente, ndo complexa, num sistema bifasico, a temperatura ambiente € com
rendimentos razoaveis.

Os valores de DLso obtidos dos bioensaios com Artemia salina, Musca domestica e
Stomoxy calcitrans mostraram que os bisfosforoditioatos sdo mais ativos, principalmente o
composto bis(diisobutilfosforil)-1,3-propanoditiol apresentando inclusive valores de DLsg
mais baixos do que os valores obtidos com o inseticida comercial crufomato. Em geral, os
resultados sdo interessantes para os compostos ensaiados, remetendo-nos a posteriores testes,
principalmente para os compostos com menores DLso. Os compostos testados nio
apresentaram toxidez frente a mamiferos, quando testados contra camundongos até uma dose
de 2000mg/Kg,

No bioensaio de inibigio da germinagdo ¢ desenvolvimento das sementes de alface os
compostos testados inibiram o crescimento, a germinagio e o desenvolvimento das plantulas
de alface, somente em concentragdes reclativamente altas, enquanto que o herbicida
comercial “Podium”, foi bem mais ativo em concentragdes baixas. Este resu Itado é muito
interessante uma vez que 0 nosso interesse € a sintese de novos inseticidas organofosforados
com baixa toxidez para plantas e animais.

Os resultados obtidos por modelagem molecular sugerem a possibilidade da toxidez
do composto 5, o mais ativo da série bisfosforoamidatos, estar relacionada a inibigdo da
AChE. Ao contrario dos organofosforados que atuam como inibidores classicos da AChE,
contudo, as estruturas avaliadas neste trabalho nfio apresentam um bom grupo de saida
associado ao atomo P, indicando que possam atuar apenas como inibidores reversiveis da
enzima. -

A DLy, observada para 5 contra Artemia salina, Musca domestica e Stomoxys

calcitrans, sugere, entretanto, que este derivado possa permanecer ligado ao sitio ativo
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enzimatico por mais tempo, atuando como um inibidor que se dissocia lentamente da AChE,
ainda que reversivelmente. Além da participagiio esperada dos residuos da cavidade do
oxidnion, devem contribuir para este perfil as interagdes hidrofdbicas no interior do sitio
ativo da enzima com os grupos butilas do derivado 5, e a ligagio hidrogénio que se
estabelece entre o atomo de N de Glyl50, da cavidade do oxidnion, € o NH do grupo
fosforamidato que sofre adicdo da Ser238 da triade catalitica,. Os resultados obtidos por
modelagem molecular sugerem a possibilidade da toxidez dos compostos ativos estarem

relacionadas com a inibigio da AChE.



APENDICE A

Espectros de infravermelho, RMN-'H, RMN-""C, RMN?*'P e massas
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Espectro de IV do composto 3 (Pastilha KBr)

Figura 47
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Figura 70. Espectro de IV do composto 9 (Pastilha de NaCl).
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Figura 118. Espectro de IV do composto 16 (Pastilha de NaCl).
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Figura 131: Espectro de RMN-"H do composto 7 — 200MHz - DMSO.
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APENDICE B

Tabelas com dados e Graficas de Artemia salina
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Fabela 25: Dados do bioensaio sobre larvas de Artemia salina Leach para o Crufomato

comercial,
% de animais vivos Concentragio (ppm) log da ([Crufomato})
100,00 9,90 1,00
72,00 14,78 1,17
35,00 19,61 1,29
10,00 2913 1,46
0,97 38,46 1,59

DL50= 18,43 ppm

oo s AD275,00554025,06063
B-177,88444119,00639
R =-0,9833

SD> = 8,84726, N » §

30 P = 000258

60 —

% DE ANIMAIS VIVOS
=
!

0 —

T T T T T ! T T T T 1 T T
[Rts 1l 1.2 i3 1,4 L5 1.6

LOG ([CRUFOMATO])

Figura 152: Diagrama resultante do bioensaio do inseticida “crufomato” sobre larvas de

Artemia salina Leach.
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Tabela 26: Dados do bioensaio sobre larvas de Artemia salina Leach para o composto §

% de animais vivos Concentrag¢io (ppm) log de [5]
95,21 19,80 1,30
75,84 29,56 1,47
47,80 39,22 1,59
13,25 58,25 1,77

2,50 76,92 1,89
Dl.sp= 37,6 ppm
e ﬂ - A0315,768690119,668
BO-167,6114012,15836
R-os: o
i o reemman
g %4
% N
L]
o - .
T T T i T " T v T v T T T
1,3 14 s 1.6 17 18 19
LOG(sh

Figura 153: Diagrama resultante do bioensaio do composto 5 sobre larvas de Artemia

salina Leach.
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Tabela 27: Dados do bioensaio sobre larvas de Artemia salina Leach para o composto 6.

% de animais vivos Concentracgio (ppm) log da ([6])
100,00 15,68 1,19
96,75 31,87 1,50
80,50 79,20 1,89
31,95 156,86 2,19
9,00 307,68 2,48

Dl.se= 107,8 ppm

AL1201,77247(335,29601
10 P BO-76,232051118,92685
° J
R =-0,91866
SD - 1865884, R =5
B=00275
80 - L
“
Q
E &
:
%
R
a
IEER R
[ ]
20 o
T T ¥ T T T T T T
12 14 1,6 1,8 200 2,2 24
OGS (16))

Figura 154: Diagrama resultante do bioensaio do composto 6 sobre larvas de Artemia

salina Leach.
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Tabela 28: Dados do bioensaio sobre larvas de Artemtia salina Leach para o composto 7.

% de animais vivos Concentrac¢io (ppm) log da ([7))
100,00 19,80 1,30
99,95 29,56 1,47
80,50 39,22 1,59
48,40 58,25 1,77
19,80 76,92 1,89

DLsp= 55,3 ppm

AD197,45759042,7d168
100 - M ™ ED-141,07481026,42204
R =-095178
SD = 12,30078, N =§
P =091262
80 — .
o
e
o
'g 60~
g
2] -
Ed
a0
79 ™
T Y T T T ¥ T i T T T T T
13 14 1.5 16 17 18 )
LOG (71

Figura 155: Diagrama resultante do bioensaio do composto 7 sobre larvas de Artemia

salina Leach,
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Tabela 29: Dados do bioensaio sobre larvas de Artemia salina Leach para o composto
10.

% de animais vivos Concentragfio (ppm) log da ([10])
100,00 19,80 1,30
96,90 29,56 1.47
70,30 39,22 1,59
40,20 58,25 1,77
13,55 76,92 1,89

DL50 = 49,7 ppm

ALY, 24483048,53353
BO-150,H0276030,00244
100 — L . .

R = -0,54497
8D =14,06953, N = 5
P = 0,01537

B0 — *

%o DE ANIMAIS VIVOS

20 ~

I T i T T ! { T I T i ! ¥
1.3 14 L5 L& 1,7 L8 19

LG ((1a))

Figura 156: Diagrama resultante do bioensaio do composto 10 sobre larvas de Artemia

salina Leach.
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Tabela 30: Dados do bioensaio sobre larvas de Artemia salina Leach para o composto

11.

% de animais vivos Concentraciio (ppm) log da ([11])
86,10 39,92 1,60
64,35 78,43 1,89
38,50 153,85 2,18
21,70 226,42 2,35
9,80 363,64 2,56

DLsy = 110,6 ppm

. AL217,343606,91802
L3 BO-$2,114180322831
80 R = £,99169
SD=2,44441, N =5
P = 1,3327E4
e
50 .
v
=
%
2 40 -
=] »
20 ~ .
.
T T T T ; T T T T T ¥
16 1.8 20 22 24 2.6
LOGTID

Figura 157: Diagrama resultante do bioensaio do composto 11 sobre larvas de Artemia

salina Leach.



Tabela 31. Dados do bioensaio sobre larvas de Artemia salina Leach para o composto

12.
% de animais vivos Concentraciio (ppm) -log da ([12))
100,00 15,68 1,19
94,21 31,87 1,50
66,22 79,20 1,89
22,74 156,86 2,19
1,20 307,69 2,48
DLss = 85,0 ppm
wd o Boe 2100 12
0191653, 3=5
F = 0,0054
" L J
20 - .‘
L I 1 1 | v I ! 7 |
1,2 1.4 1.6 1,8 2,0 22 24
LOG {[12])

Figura 158: Diagrama resultante do bioensaio do composto 12 sobre larvas de Artemia

salina Leach,




Tabela 32: Dados do bioensaio sobre larvas de Artemia salina Leach para o compesto

15.
% de animais vivos Concentracéo (ppm) log da ([15))
100,00 15,68 1,19
90,00 31,87 1,50
62,80 79,20 1,89
18,50 156,86 2,19
0,00 307,69 248
DLS() = 79,7 ppm
N
o
g 60 ~
% 40 —

! T T T T T T
Le 1.8 20 22

LOG {[35]»

24

Figura 159: Diagrama resultante do bioensaio do composto 15 sobre larvas de Artemia

salina Leach.
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Tabela 33: Dados do bioensaio sobre larvas de Artemia salina Leach para o composto
16.

% de animais vivos Concentracio (ppm) log da (]16])
8,05 39,92 1,60
2435 78,43 1,89
37,90 153,85 2,18
66,66 226,42 2,35
87,00 363,64 2,56

DLso= 112,6 ppm

AT22290722005 B4894
B[-84,1754302,72542
. e
R =-0,99843
20 - SD = 206666, 9 = §
P = 7,4507E-5
.
&) -—
wy
E
w
% 40 -
i L
.
20 H
L]
T T T T T T
16 18 28 22 24 26
LOG{[16])

Figura 160: Diagrama resultante do bioensaio do compesto 16 sobre larvas de Artemia

salina Leach.
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Tabela 34. Dados do bioensaio sobre larvas de Artemia salina Yeach para o composto

17.

Y% de animais vivos Concentragiio (ppm) feg da ([17])
100,00 15,68 1,19
92,85 31,87 1,50
77,85 79,20 1,89
28,65 156,86 2,19
7,26 307,69 2,48

DLz = 100,0 ppm

Ai]201,l9991!]26,55692
BO-75,60968012,92546
160 - e
R =-0,9527
- . 8D = 14,4194, N =35
P ~0,01226
RO — °
g
> 60
g
<
[£3]
5w
.
26 -
.
05 T T T T T T T T 1 T T T T
1.2 14 16 L8 20 22 24
LOG{[17]

Figura 161: Diagrama resultante do bioensaio do composto 17 sobre larvas de Artemia

salina Leach,
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Tabela 35: Dados do bioensaio sobre larvas de Artemia salina Leach para o composto

20.
% de animais vivos Concentracgio (ppm) log da (]20])

0 39,92 1,60
15,00 78,43 1,89
49,00 153,85 2,18
87,97 226,42 2,35
08,30 363,64 2,56

DLsy=153,8 ppm
100 =4 P
o Bonissmsolasen
0 R-omse
SD = 11,03953, N =35
P~ 0,00464
.
3
Z o
5
0 - L
T T ' [ I I
1.6 2,0 2.2 24 2,6

LOG ([20])

Figura 162: Diagrama resultante do bioensaio do composto 20 sobre larvas de Artemia

salina Leach.
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Tabela 36: Dados do bioensaio sobre larvas de Artemia salina Leach para o composto

22.

% de animais vivos Concentragio (ppm) log da ([25))
100,00 42,26 1,62
96,35 82,13 1,91
73,10 156,89 2,20
17,65 235,26 2,37
1,56 375,00 2,57

DLso= 159,6 ppm

AL297.0651 05691102
BO-112,15234026,3414
10— L] N — _—
. R =~ -9,92627
SD=1979385, N =5
P=002376
80~
*
g %
s
g
g
g w-
2]
£
20 4
*
0 — L]
1 T { ! I T T i 1 ' I
16 1,8 20 22 2.4 26
L0 (22

Figura 163: Diagrama resultante do bioensaio do composto 22 sobre larvas de Artemia

salina Leach
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Tabela 37: Dados do bioensaie sobre larvas de Artemia salina Leach para o composto
23.

% de animais vivos Concentragfio (ppm) log da ([28])
92,22 19,80 1,30
66,67 29,56 1,47
39,00 39,22 1,59
12,50 58,25 1,77
0 76,92 1,89

DLso = 35,9 pPpm

AD300,559330 15, 78838
L} BO-161,1479609,76006
R =.0,90454
8¢ = 8D =4,57704, N = §
P = 4,8355TE4
..
0 —
%2}
:
I .
% 40 — ™
543
&
"
20 -
.
0 .
T T T T T T T T T T T T T
11 14 1,5 1,6 1.7 1.8 19
LOG (1230)

Figura 164: Diagrama resultante do bioensaio do composto 23 sobre larvas de Artemia

salina Leach
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Tabela 38, Dados do bioensaio sobre larvas de Artemia salina Leach para o composto
24.

% de animais vivos Concentracao (ppm) log da (]30])
80,22 5,48 0,78
54,67 9,95 1,00
25,84 19,80 1,30
2,50 29,56 1,47
0,00 39,22 1,59

DLsy= 11,6 ppm

Al1159,6146907,31395
BO-103 566630 5,79826
Hi} —~y [ ] -
R = -0,99533
8D = 384755 N =5
1 P = 332671 B-4
&) -
.
4
7]
<]
2 40 -
-
g
g
w .
o
&£ 20 -
[ ]
0 — [ ]
T Y T T Y T ; T T
0 1.0 12 14 16
LOG ([24])

Figura 165, Diagrama resultante do bioensaio do composto 24 sobre larvas de Artemia

salina I.each



APENDICE C

Tabelas com dados do experimento com Musca domestica e Stomoxys
calcitrans
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Tabela 39: Dados do bioensaio em adultos de Musca domestica para o inseticida

crufomato.

N° de testemunhos  N° de moscas mortas

Concentragio (x 10°M Composto Composto
Crufomato Crufomato
0,02 20 0
0,06 20 7
0,17 20 15
0,45 20 18
1,20 20 20

(24) DLso= 1,0 X 10> M ou 36,70 pg/g de mosca

Tabela 40: Dados do bioensaio em adultos de Musca domestica para os compostos 3 e 4.

N? de testemunhos

N? de moscas mortas

Concentragdo (x 107 M) Compostos Compostos
3 4 3 4
0,10 20 20 2 1
0,18 20 20 7 8
0,32 20 20 12 15
0,56 20 20 5 18
1,00 20 20 20 20

(3) DLsp = 2,62 X 10> M ou 689,11 pg/g de mosca
(4) DLso= 2,24 X 10 M ou 688,55 pg/g de mosca
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Tabela 41. Dados do bioensaio em adultos de Musca domestica para os composto 5, 6 ¢

7.
N’ de testemunhos N° de moscas mortas
Concentragio (x 10°M) Compostos Compostos

5 6 7 5 6 7
0,038 20 20 20 0 0 0
0,068 20 20 20 4 4 4
0,21 20 20 20 9 7 8
0,68 20 20 20 15 12 13
2,14 20 20 20 20 18 20

(5) DLso= 2,48 X 10”° M ou 87,23 jig/g de mosca
(6) DLgo = 3,83 X 10° M ou 117,72 pg/g de mosca
(7) DLsp= 2,93 X 10° M ou 103,06 pg/g de mosca

'Tabela 42: Dados do bioensaio em adultos de Musca domestica para os composto 8 e 9.

N° de testemunhos N° de moscas mortas

Concentragio (x 107 M) Compostos Compostos
8 9 8 9
0,10 20 20 i
0,18 20 20 5 6
0,32 20 20 7 13
0,56 20 20 15 15
1,00 20 20 18 20

(8) DLso= 3,56 X 10”2 M ou 1009,6 pg/g de mosca
(9) DLso= 2,84 X 102 M ou 931,48 pg/g de mosca
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Tabela 43: Dados do bioensaio em adultos de Musca domestica para os composto 10, 11
el2,

N* de testemunhos N? de moscas mortas
Concentracdo (x 10'2M) Compostos Compostos
10 11 12 10 11 12
0,038 20 20 20 i 0 0
0,068 20 20 20 3 1 b}
0,21 20 20 20 7 5 7
0,68 20 20 20 14 12 14
2,14 20 20 20 19 18 18

{(10) DLg= 3,14 X 10° M ou 116,91 pg/g de mosca
(11) DLsg= 4,92 X 10° M ou 161,37 pg/g de mosca
(12) DLgo= 3,24 X 10° M ou 120,64 pg/g de mosca

Tabela 44: Dados do bicensaio em adultos de Musca domestica para os composto 13 e
14,

N’ de testemunhos N de moscas mortas

Concentracio (x 10 M) Compostos Compostos
13 14 13 14
0,10 20 20 0 1
0,18 20 20 1 3
0,32 20 20 8 8
0,56 20 20 14 14
1,00 20 20 18 20

(13) DLso= 4,16 X 10> M ou 1140,0 pg/g de mosca
(14) DL5 = 3,50 X 107 M ou 1114,7 pg/g de mosca
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Tabela 45: Dados do bioensaio em adultos de Musca domestica para os composto 15, 1¢
el7.

N de testemunhos N de moscas mortas
Concentragéio (x 107M) Compostos Compostos

15 16 1715 16 11
0,038 20 20 20 0 1 0
0,068 20 20 20 4 5
0,21 20 20 20 7 8 7
2,14 20 20 20 16 14 15
6,76 20 20 20 20 19 20

(15) DLso= 4,00 X 10° M ou 145,39 pg/p de mosca
(16) DLso= 8,03 X 10> M ou 255,74 pg/g de mosca
(17) DLso= 4,70 X 10° M ou 170,84 pg/g de mosca

Tabela 46: Dados do bioensaio em adultos de Musca domestica para os composto 18 e
9.

N* de testemunhos N® de moscas mortas

Concentragio (x 10™ M) Compostos Compostos
18 19 18 19
0,10 20 20 0 0
0,18 20 20 2 3
0,32 20 20 6 6
0,56 20 20 12 14
1,00 20 20 17 19

(18) DLso= 4,69 X 10> M ou 1336,7 pg/g de mosca
(19) DLse= 3,97 X 107 M ou 1308,0 sg/y de mosca
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Tabela 47: Dados do bioensaio em adultos de Musca domestica para os composto 20, 21
e 22,

N° de testemunhos N° de moscas mortas
Concentragio (x 107M) Compostos Compostos
20 21 22 20 21 22
0,038 20 20 20 i 0 0
0,068 20 20 20 2 1
0,2t 20 20 20 7 4 6
2,14 20 20 20 15 12 13
6,76 20 20 20 19 18 18

(20) DLsp=9,50 X 10°M ou 353,74 ug/g de mosca
(21) DLge= 1,62 X 10 M ou 533,90 pg/g de mosca
(22) DLse= 1,22 X 10> M ou 456,20 pg/g de mosca

Tabela 48: Dados do bioensaio em adultos de Musca domestica para os composto 23.

N" de testemunhos N’ de moscas mortas

Concentracdo (x 10°M Composto Composto
23 28
0,023 20 0
0,062 20 4
0,17 20 8
0,45 20 15
1,20 20 20

(23) DLgy= 1,90 X 10~ M ou 75,22 pg/g de mosca
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Tabela 49: Dados do bioensaio em adultos de Musca domestica para os composto 24.

N? de testemunhos  N° de moscas morias

3 Composto Composto
Concentraciio (x 107M) .

u 24

0,0027 20 0

0,051 20 2

0,140 20 7

0,374 20 13

1,00 20 19

(24) DLso= 2,0 X 10 M ou 12,41 pg/g de mosca

Tabela 50: Dados do biceusaio em adultos de Stomoxys calcitrans para o inseticida

crufomato.
N° de testemunhos  N° de moscas mortas

Concentracio (x 107) Composto Composto
Crufomato Crufomato

0,02 20 0

0,04 20 5

0,41 20 7

1,49 20 14

2,01 20 19

DLso= 2,16 X 10° M ou 52,35 pg/g de mosca
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Tabela 51: Dados do bioensaio em adultos de Stomoxys calcitrans para os composto 3 ¢
4l

N° de testemunhos N° de moscas mortas

Concentragio (x 107 M) Compostos Compostos
3 3 3 s
0,06 20 20 0 l
0,19 20 20 4 5
0,60 20 20 7 8
1,89 20 20 15 16
6,00 20 20 19 19

(3) DLso= 8,02 X 10° M ou 320,02 pg/g de mosca
{4) DLso = 6,30 X 10°° M ou 293,80 pg/g de mosca

Tabela 52: Dados do bioensaio em adultos de Stomoxys calcitrans para os coamposto 5, 6
el

N® de testemunhos N° de moscas mortas
Concentracdo (x 10‘2M) Compostos Compostos
5 6 7 5 6 7
0,012 20 20 20 1 0 1
0,038 20 20 20 8 5 6
0,12 20 20 20 12 7 8
0,38 20 20 20 15 12 13
1,2 20 20 20 20 18 19

(5) DLso = 8,40 X 10 M ou 44,83 pg/g de mosca
(6) DLsy= 2,00 X 10° M ou 91,40 pg/g de mosca
(7) DLsy= 1,40 X 10” M ou 76,31 pg/g de mosca
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Tabela 53: Dados do bioensaio em adultos de Stomoxys calcitrans para os compaosto 8 e
9‘

N de testemunhos N" de moscas mortas

Concentragiio (x 10 M) Compostos Compostos
8 9 8 9
0,06 20 20 0 0
0,19 20 20 2 5
0,60 20 20 8 9
1,89 20 20 14 13
6,00 20 20 20 20

(8) DLso= 8,39 X 10° M ou 361,01 ug/g de mosca
(9) DLso= 7,10 X 10° M ou 353,29 ug/g de mosca

Tabela 54: Dados do bioensaio em adultos de Stomoxys calcitrans para os composto 10,
11e12.

N’ de testemunhos N°® de moscas mortas
Concentraciio (x 107M) Compostos Compostos
10 11 12 10 I 12
0,012 20 20 20 0 0 0
0,038 20 20 20 3 2
0,12 20 20 20 8 5 6
0,38 20 20 20 13 12 14
1,2 20 20 20 20 18 19

(10) DLso= 1,68 X 10 M ou 94,90 pg/g de mosca
(11) DLsy= 2,57 X 10° M ou 127,88 pg/g de mosca
(12) DLsy= 1,90 X 10”° M ou 107,33 pg/g de mosca
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Tabela 55: Dados do bioensaio em adultos de Stomoxys calcitrans para os composto 13
e 14.

N°® de testemunhos N’ de moscas mortas

Concentracio (x 107 M) Compostos Compostos
13 14 13 14
0,06 20 20 0 0
0,19 20 20
0,60 20 20 6 8
1,89 20 20 15 14
6,00 20 20 20 19

(13) DLsp= 9,00 X 10° M ou 374,28 pg/g de mosca
(14) DLso= 7,61 X 10 M ou 367,69 pg/g de mosca

Fabela 56: Dados do bioensaio em adultos de Stomoxys calcitrans para os composto 15,
16e17.

N° de testemunhos N* de moscas mortas
Concentragciio (x 107M) Compostos Compostos
i5 16 17 15 16 17
0,030 20 20 20 0 0 0
0,095 20 20 20 3 2 4
0,30 20 20 20 12 8 7
0,95 20 20 20 16 14 15
3,0 20 20 20 20 18 20

(15) DLsp= 2,70 X 10° M ou 150,83 pg/g de mosca
(16) DLsg= 4,89 X 10° M ou 236,27 ug/g de mosca
(17) DLsyp = 2,90 X 10° M ou 158,54 pg/g de mosca
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Tabela 57: Dados do bioenszio em adultos de Stomoxys calcitrans para os composto 18
e19.

N° de testemunhos N° de moscas mortas

Concentracio (x 10”7 M) Compostos Compostos
18 19 18 19
0,06 20 20 0 0
0,19 20 20 1 2
0,60 20 20 5 6
1,89 20 20 12 13
6,00 20 20 17 18

(18) DLsp = 1,47 X 10 M ou 636,06 pg/g de mosca
(19) DLgo= 1,15 X 10”° M ou 575,00 pg/g de mosca

Tabela 58: Dados do bioensaio em adultos de Stomoxys calcitrans para os composto 20,
21e22

N° de testemunhos N° de moscas mortas
Concentraciio (x lO’zM) Compostos Compostos
20 21 22 20 21 22
0,030 20 20 20 0 0 0
0,095 20 20 20
0,30 20 20 20 7 6 5
0,95 20 20 20 11 12 I
3,0 20 20 20 18 18 17

(20) DLso= 5,20 X 10”° M ou 296,00 pg/g de mosca
(21) DLso= 7,10 X 10° M ou 353,00 pg/g de mosca
(22) DLso = 6,11 X 10 M ou 345,16 pg/z de mosca
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Fabela 59: Dados do bioensaio em adultos de Stomoxys calcitrans para os composto 23,

N* de testemunhos

N® de moscas mortas

Concentragio (x 107 M Composto Composto
23 23
0,02 20 3
0,06 20 9
0,17 20 15
0,45 20 19
1,2 20 20

{23) DLgy= 7,0 X 10™* M ou 43,76 pg/g de mosca

Tabela 60: Dados do bioensaio em adultos de Stomoxys calcitrans para os composto 24,

N* de testemunhos

N de moscas mortas

Concentracio (x 10°M) Composto Composto
24 24
0,003 20 1
0,051 20 7
0,14 20 15
0,37 20 19
1,00 20 20

(24) DLsy= 7,0 X 10™ M ou 26,89 pg/g de mosca




APENDICE D

Fotos dos efeitosdos bisfosloroamidatos na germinagfo e no desenvolvimento de sementes
de alface
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Figura 166: Efeito do composto 3 na germinacio de plantulas de alface

Figura 167: Efeito do composto 6 na germinacio de plantulas de alface

Figura 168: Efeito do composto 7 na germinaciio de plantulas de alface

Figura 169: Efeito do composto 8 na germinaciio de plintulas de alface
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Figura 170: Efeito do composto 9 na germinacio de plintulas de alface

Figura 171: Efeito do composto 11 na germinacio de plantulas de alface

Figura 172: Efeito do composte 12 na germinacio de plintulas de alface
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Figura 173: Efeito do composto 10 na germinacéo de plantulas de alface

Figura 174: Efeito do composto 14 na germinacio de plantulas de alface

Figura 175: Efeito do composte 15 na germinacdo de plantulas de alface
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Figura 176: Efeito do composto 16 na germinacdo de plantulas de alface

Figura 177: Efeito do composto 17 na germinacio de plantulas de alface

Figura 178: Efeito do composto 18 na germinacio de plintulas de alface
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Figura 179: Efeito do composto 19 na germinaciio de plantulas de alface

Figura 180: Efeito do composto 20 na germinaciio de ﬁiﬁntulas de alface

Figura 181: Efeito do composto 13 na germinacio de plantulas de alface
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Figura 182: Efeito do composto 5 na germinacio de plintulas de alface

Figura 183: Efeito do composto 22 na germinaciio de plantulas de alface

Figura 184: Efeito do compesto 4 na germinacio de plantulas de aiface
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Figura 185: Efeito do composto 21 na germinacio de plintulas de alface
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