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RESUMO

OLIVEIRA, Fabricio Marques de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
dezembro de 2008. Sintese e avaliacdo da atividade inseticida de novos
fosforamidatos. Orientador: Luiz Claudio de Almeida Barbosa.
Coorientadores: Rébson Ricardo Teixeira e Marcelo Coutinho Picango.

Os fosforamidatos sdo uma classe de compostos que apresentam pelo
menos um grupo —-NR1R, (R1 e Ry = alquila, arila) em suas estruturas.
Relatos na literatura evidenciam a atividade inseticida dessa classe de
compostos. O presente trabalho teve por objetivo sintetizar novos
fosforamidatos, visando a avaliagcdo de suas atividades biologicas. Além
disso, outros fosforamidatos, previamente descritos na literatura, tiveram
suas atividades biolégicas avaliadas mais detalhadamente. A sintese de
novos fosforamidatos usou como material de partida a lactona furan-2(5H)-
ona, um composto facilmente obtido a partir do furfuraldeido. O tratamento
desta lactona com cloreto de fosforila na presenca de trietilamina forneceu o
composto furan-2-il dicloridrato de fésforo, que n&o foi isolado. A
subsequente reacdo deste furano com aminas pertinentes na presenca de
quantidades cataliticas de DMAP resultou na formacao do furan-2-il N,N-
diisopropilamidoclorofosfato, furan-2-il N,N'-dicicloexilamidofosfato, furan-2-il
dipiperidin-1-ilfosfinato e difuran-2-il piperidin-1-ilfosfonato. A toxicidade dos
organofosfatos foi avaliada por aplicagdo topica em quatro espécies de
importancia econdmica [Diaphania nitidalis (L.) e Diaphania hyalinata (L.)
(Lepidoptera: Crambidae), Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera: Plutellidae) e
Ascia monuste orseis (Latr.) (Lepidoptera: Pieridae)], bem como sobre um
predador [Solenopsis saevissima (F. Smith) (Hymenoptera: Formicidae)] e
sobre um agente polinizador [Tetragonisca angustula (Latr.) (Hymenoptera:

Apidae: Meliponinae)]. Todos os ensaios bioldgicos foram conduzidos com



dose de 1 ug de composto/mg de inseto. Entre os compostos avaliados, os
melhores resultados foram obtidos com os quatro novos organofosfatos
sintetizados. Os compostos furan-2-il N,N-diisopropilamidoclorofosfato e
difuran-2-il piperidin-1-ilfosfonato apresentaram atividade contra A. monuste
(intervalo de mortalidade superior a 87,50%) comparavel com a de

metilcloropirifés, utilizado como padrao de eficiéncia.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Fabricio Marques de, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
december, 2008. Synthesis and insecticidal activity of new
phosphoramidates. Adviser: Luiz Claudio de Almeida Barbosa. Co-
advisers: Rébson Ricardo Teixeira and Marcelo Coutinho Picanco.

The compounds known as phosphoramidates are characterized for
possessing at least one —NR{R; group (R{ and R, = alkyl, aryl) in their
structures. Several reports in the literature have described the insecticidal
activity of this class of organophosphates. In the present investigation, a
series of four phosphoramidates were synthesized and biologically
evaluated with regard to their potential insecticidal activity. In addition, other
fifteen phosphoramidates, previously described in the literature, had their
insecticidal activity profile re-evaluated in further details. The synthesis of
the new phosphoramidates used as the starting material the lactone furan-
2(5H)-one, a compound readily available from furfuraldehyde. Treatment of
this lactone with phosphorylchoride in the presence of triethyl amine
afforded the compound furan-2-yl phosphorodichloridrate, which was not
isolated. Subsequent reaction of this furane with pertinent amines in the
presence of catalytic amounts of DMAP resulted in the formation of furan-2-
yl N,N-diisopropylamidochlorophosphate, furan-2-yl N,N"-dicyclohexylamido-
phosphate, furan-2-yl dipiperidin-1-ylphosphinate, and difuran-2-yl piperidin-
1-ylphosphonate. The contact toxicity of the organophosphates was
evaluated on four insect species of economic importance [Diaphania nitidalis
(L.) (Lepidoptera: Crambidae), Diaphania hyalinata (L.) (Lepidoptera:
Crambidae), Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera: Plutellidae) e Ascia
monuste orseis (Latr.) (Lepidoptera: Pieridae)] as well as on a predator
[Solenopsis saevissima (F. Smith) (Hymenoptera: Formicidae)] and on a

polinizator agent [Tetragonisca angustula (Latr.) (Hymenoptera: Apidae:

Xi



Meliponinae)]. All the biological assays were conducted at a dose of 1ug of
compound/mg of insect. Among the evaluated compounds, the best results
were achieved with the four new organophosphates synthesized. In this
case, the compounds furan-2-yl N,N-diisopropylamidochlorophosphate and
difuran-2-yl piperidin-1-ylphosphonate displayed activity against A. monuste
(mortality range higher than 87.50%) comparable with methylchlorpiriphos

used as control.

Xii



Introducéo Geral

1. INTRODUCAO GERAL

Segundo a FAO (Food and Agriculture Organization), estima-se que a
populacdo mundial devera dobrar até 2040. Dessa forma, ha necessidade de
aumentar a producao de alimentos a fim de se atender a demanda sem que,
entretanto, esse fato implique aumento da area cultivada, uma vez que em
muitos paises as areas agricultaveis ainda ndo ocupadas s&o praticamente
inexistentes (FAO, 2006). Por essa razdo, o desafio global é garantir a alta
qualidade e produtividade, e a melhoria nas estratégias de controle de pragas
representa um meétodo para gerar maior qualidade e quantidade de produtos
agricolas (NICHOLSON, 2007).

Diante das perdas de produtividade provocadas pelo ataque de pragas,
os insetos e acaros fitbfagos sdo uma grande ameacga para a produgéo
alimentar destinada ao consumo humano. Somente em 2001, um total de 7,56
bilhbes de ddélares foi gasto para proteger as culturas contra danos por
espécies de pragas de invertebrados fitofagos (NICHOLSON, 2007). Assim, o
produtor agricola depara-se com a necessidade de recorrer a diferentes
meétodos de controle, como o0 quimico, genético, biolégico ou mecanico
(NORDBLOM, 2003; SKOURAS, 2007).

O controle quimico de insetos, feito com utilizagdo de agroquimicos,
apresenta como vantagens eficiéncia, baixo custo e facilidade de uso
(BARBOSA, 2004). Todavia, o continuo uso de agroquimicos nao-seletivos,
sem a rotacdo de produtos, pode causar desequilibrios devido a eliminacido de
insetos benéficos, explosbes populacionais de pragas e, principalmente, a
perda de eficacia de inseticidas mediante a selegdo natural de linhagens de
insetos resistentes a esses compostos quimicos (KHALIQ, 2007).

Acrescentem-se ainda aspectos negativos relativos a contaminagdo do meio
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ambiente (solo, agua, atmosfera e seres vivos) e danos acidentais ocasionados
pela ma utilizagdo de agroquimicos (GASPARIN, 2005).

As vendas de defensivos agricolas no Brasil em 2007 totalizaram
R$10,069 bilhdes, de acordo com dados do Sindicato Nacional da Industria de
Produtos para Defesa Agricola (SINDAG). Os segmentos lideres foram os

herbicidas, com 43% das vendas, e os inseticidas, com 30% (Figura 1).

Outros

Acaricidas
s (10 2885 (3%)

Inseticidas
3.045,6 (30%)

Herbicidas
4.263,0 (43%)

Fungicidas
2.327,6 (23%)

Figura 1 - Vendas de defensivos agricolas em 2007 (em milhdes de reais).

1.1. Historico dos Inseticidas

O uso de substancias quimicas organicas ou inorganicas no controle dos
problemas decorrentes dos ataques de insetos na agricultura remontam a
antiguidade classica. Escritos de romanos e gregos mencionavam o0 uso de
certos produtos, como o arsénico e o enxofre, para controle de insetos nos
primordios da agricultura (BARBOSA, 2004; WARE, 2000).

Compostos organicos naturais, como a piretrina, obtida das flores de
crisantemos (Chrysanthemum sp.), eram utilizados como inseticidas na regido
do Céaucaso e norte do Ird ainda no século XVII (CORREA, 2007). Ha relatos
de que o piretro era utilizado desde 1800, na Pérsia e na antiga lugoslavia, e a
partir de 1828 passou a ser processado comercialmente para controle de
insetos. Em 1939, os EUA chegaram a importar cerca de 7 mil toneladas de
piretro por ano, o qual contém aproximadamente 50% de piretrinas, que sao os
componentes inseticidas do extrato (Figura 2) (CHEN, 1996; JUNIOR, 2003;
CORREA, 2007).
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Piretrina | R1=CHj; R, = CH=CH,
Jasmolinal R4 = CHs; R2 = CH2>-CH3
Cinerina | Ry=R;=CH; Ry=CHj
Piretrina Il R4=C0O,CH; R,=CH=CH,
Jasmolinall Rq=COsCHsz Ry=CH>CHs;
Cinerina ll R1 = COch3 R2 = CH3

Figura 2 - Piretrinas presentes no extrato das flores de Chrysanthemum sp.

Outros compostos orgéanicos oriundos de plantas, como a nicotina,
derivada do tabaco, e a rotenona, extraida de raizes do timbo (Derris
chinensis), ha muito ja sdo conhecidos por suas propriedades inseticidas. Em
1690, na Franca, extratos aquosos de tabaco eram usados para matar insetos
sugadores de plantas de jardim, mas a identificagdo do principio ativo sé
ocorreu em 1890. A partir de entdo, a nicotina, alcaloide extraido por processos
quimicos das folhas de Nicotiana tabacum e Nicotiana rustica (Solanaceae),
passou a ser usada na forma de sulfato de nicotina como inseticida agricola.
Os rotenoides, compostos estruturalmente relacionados com a rotenona,
também tém sido usados como inseticidas desde 1848, quando foram
aplicados no controle de lagartas fitéfagas (Figura 3); no entanto, eles tém sido
utilizados ha séculos (desde 1649) na América do Sul para paralisar peixes,
levando-os & superficie (WARE, 2000; MORRIS, 2004; CORREA, 2007).

OCH,4
+2
Z | +
N
>+ /\ 2-
N" H,c H 504
H

Sulfato de nicotina

Rotenona

Figura 3 - Compostos organicos de origem vegetal usados como inseticidas.

Com relagdo aos compostos inorganicos, que predominaram do século
XVI até fins do século XIX, os mais utilizados foram os arseniatos de calcio e

chumbo (verde Paris), cupratos (calda bordalesa), enxofre em po, varios
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sulfatos, cal, fluorosilicato de bario, aminosselenossulfito de potassio (criolite) e
Oleos minerais. Esses compostos vieram compor a chamada “primeira geragéo
de agrotoxicos”. A maioria dessas substancias ndo € mais utilizada, dada sua
toxicidade para os animais € o meio ambiente, principalmente no caso dos
arseniatos, além da baixa seletividade apresentada por eles (BARBOSA, 2004;
NARDI, 2006; NICHOLSON, 2007; JUNIOR, 2003).

Durante a Segunda Guerra Mundial (1939-1945), a primeira geragao de
inseticidas foi suplantada pelos inseticidas sintéticos, com a descoberta do
extraordinario poder inseticida do composto organoclorado DDT
(diclorodifeniltricloroetano) e do organofosfato Sharadam. Este ultimo foi
utilizado como arma quimica durante a segunda grande guerra, dando inicio a
grande disseminacdo do uso dessas substancias na agricultura. Com a
introdugdo de novos organofosfatos e carbamatos (Figura 4) na década de
1960, deu-se um grande incentivo a ampla producdo de pesticidas para
controle de insetos (BARBOSA, 2004; NARDI, 2006; NICHOLSON, 2007).
Essas duas classes de inseticidas sdo inibidoras das colinesterases, sendo

absorvidas pela pele, por ingestéo ou por inalagao (SUNGUR, 2001).

Cl
Cl Cl '\\j (H) (H) '\\j 0
S ST S
P P
O O PR gl
Cl Cl ‘
DDT Scharadan Aldicarb

Figura 4 - Exemplos de inseticidas organoclorados, organofosfatos e

carbamatos.

Os inseticidas organofosfatos séo a classe de maior interesse comercial
e toxicoldgico (SINGH, 2006). Eles s&o ésteres ou tiois derivados de acidos
fosforico, fosfonico, fosfinico ou fosforamidico e possuem a estrutura geral
descrita na Figura 5 (SANTOS, 2007).
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Rl
™SP—L
Ry~
X=0,SeSe

R4; R, = alquila, SR’, OR" ou NHR’
L = halogénios, alquila, arila ou heterociclicos

Figura 5 - Estrutura quimica basica de inseticidas organofosfatos.

A principal razdo para o sucesso dos compostos organofosfatos (OFs)
como inseticidas é sua forte atividade biolégica, aliada a sua relativa
instabilidade na biosfera, a facilidade de sintese de novos derivados, a
possibilidade de sintese de pré-inseticidas, que sofrem ativagao preferencial
em insetos e ndo em mamiferos, e a maior biodegradabilidade em comparagéo
com os organoclorados (SANTOS, 2007).

Embora menos agressivos ao ambiente que os inseticidas
organoclorados, os OFs demonstraram ser tdxicos a humanos e animais
(vertebrados e invertebrados), sendo rapidamente absorvidos pela pele e pelas
mucosas do trato gastrintestinal e do trato respiratorio (VALE, 1998). Seus
principais efeitos téxicos sdo causados pela inibicdio da enzima
acetilcolinesterase (AChE). A funcdo da AChE é hidrolisar a acetilcolina (ACh),
liberada na fenda sinaptica do sistema nervoso auténomo, central e na juncao
neuromuscular, em acido acético e colina. Dessa forma, ha uma interrupcéo da
transmissao dos impulsos nervosos nas sinapses dos neurdnios colinérgicos
dos sistemas nervoso central e periférico. A acetilcolina € um mediador
quimico, necessario para transmissdo dos impulsos nervosos, presente nos
mamiferos e insetos; quando a AChE é inibida, ocorre paralisia e morte dos
insetos (SANTOS, 2007; NARDI, 2006).

1.2. Justificativa e proposta de trabalho

Barbosa et al. (2006) descreveram, recentemente, a sintese de alguns
compostos analogos aos produtos naturais nostoclideos a partir do furan-2-il
N,N,N",N’-tetrametildiamidofosfato [1]. A metodologia sintética empregada
fornecia o intermediario 2 (Esquema 1) apds o tratamento de 1 com buitilitio e

brometo de benzila.
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B i) n-BuLi, THF,
_7Q 0
O-P—NMe, —18C

O
ii) CgH5CH4Br, / \ i
NMeZ -78°C— ta. e (@] FI) NMeg

[1] NMe,
(2]

Esquema 1 - Intermediario 2 obtido na rota sintética descrita por Barbosa et al.
(2006).

A literatura relata a atividade inseticida de compostos que contém anéis
heterociclicos e ligagbes P-N (WARE, 2000). Com base nessas informagdes e
considerando a estrutura do intermediario 2, acreditava-se na possibilidade de
derivados estruturalmente similares a esse furano também apresentarem
atividade inseticida. Nesse contexto, Paula et al. (2008) sintetizaram e
avaliaram, do ponto de vista bioldgico, varios organofosfatos similares a
substancia 2. Entre uma série de substancias avaliadas, os compostos 3,4 e 5
(Figura 6) causaram 90, 100 e 97,5% de mortalidade, respectivamente, sobre
Ascia monuste orseis (uma praga-chave de brassicas) apos 72h de exposicao,
comparados ao inseticida comercial metilcloropirifés, usado como controle
positivo (100% de mortalidade).

(0] (0] @)
UY ol e ) ol vemy, (N0l od )
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N(CzHs), Cl N(C2Hs),

[3] [4] [5]

Figura 6 - Compostos organofosfatos com atividade inseticida descritos por

Paula et al.

Esses compostos pertencem a classe dos fosforamidatos e
caracterizam-se por apresentarem pelo menos um grupo —-NR¢R; (R1 e Ry =
alquila, arila) na estrutura. Na verdade, em 1937, Schrader e seus
colaboradores ja haviam descrito a atividade inseticida de alguns compostos
pertencentes a classe dos fosforamidatos, de formula geral mostrada na Figura
7 (SANTOS, 2007):



Introducéo Geral

Acil—, ~ N~
R3O |
R,

X=0o0u$S
R1, Ry, Rz = alquila, arila

Figura 7 - Férmula geral de alguns inseticidas pertencentes a classe dos

fosforamidatos.

Embora esses estudos sejam importantes no tocante a exploragao da
potencial atividade biolégica desses fosforamidatos, muito ainda pode ser feito
para melhor entendimento da atividade inseticida desses compostos. No
presente trabalho, ensaios biolégicos foram realizados com os compostos
descritos por Paula et al. (2008) sobre outras espécies de inseto que atacam
culturas de interesse econd6mico. Diante dos bons resultados encontrados,
novos fosforamidatos foram sintetizados, conforme analise retrossintética

mostrada no Esquema 2.

@CHO — & — QOP(NR R,),

Furfural 6 Fosforamidatos

Esquema 2 - Metodologia sintética empregada na sintese dos fosforamidatos.

Os compostos foram caracterizados do ponto de vista quimico e,

subsequentemente, avaliados com respeito a potencial atividade inseticida.
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CAPITULO 2

2. SINTESE E CARACTERIZACAO DE FOSFORAMIDATOS

2.1. MATERIAL E METODOS
2.1.1. Generalidades Metodoldgicas

Os solventes utilizados nas reagdes foram de grau P.A., devidamente
secos. De modo geral, foram secos por refluxo sobre um agente secante,
destilados e armazenados sobre peneira molecular, sendo mantidos sob
atmosfera de nitrogénio, de acordo com os procedimentos descritos por Perrin
e Armarego (1994).

Foram utilizadas placas de silica-gel com 0,25 mm de espessura, para
cromatografia em camada delgada (CCD), preparadas com uma mistura de
silica e agua destilada 1:2 m/v (silica-gel 60 G — F254 contendo indicador de
fluorescéncia). Os solventes utilizados como eluente foram previamente
destilados.

As placas CCD foram reveladas com solugdo alcodlica de acido
fosfomolibdico (12 g de 2H3P04.20M003.H20/250 mL de etanol) e, ou, solugao
aquosa de KMnOy4 (3 g de KMnOy4, 20 g de K,CO3, 5 mL de NaOH 5%/300 mL
de agua) (CASEY et al., 1990), apds terem sido observadas sob lampada
ultravioleta (1 = 254 e 365 nm).

As separagbes cromatograficas em coluna foram feitas utilizando-se
silica-gel (70-230 mesh ou 230-400 mesh) como fase estacionaria.

As temperaturas de fusao foram determinadas em aparelho MQAPF-301

e nao foram corrigidas.
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Os espectros no infravermelho (IV) foram obtidos em espectrofotdmetro
PERKIM ELMER SPECTRUM 1000 na faixa de 500 a 4.000 cm™. As amostras
solidas foram analisadas em pastilhas de KBr, e as oleosas, em células de KBr,
NaCl ou Csl.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de
'H, 300 e 400 MHz) e de carbono (RMN de "*C, 75 e 100 MHz) foram obtidos
em espectrometros VARIAN MERCURY 300 (Departamento de Quimica —
UFV) e BRUKER AVANCE DRX 400 (Departamento de Quimica — UFMG).
Utilizou-se como solvente cloroférmio deuterado (CDCl3) e o cloreto de
tetrametilsilano (o4 0) ou o sinal do CHCI3 (64 7,26) como padrao de referéncia
interna. As constantes de acoplamento escalar (J) foram expressas em Hertz
(Hz).

Os espectros de massas, por impacto eletrénico, foram registrados em
equipamento CG-EM SHIMADZU GCMS-QP5050A.

Nas purificacbes por recristalizacdo utilizaram-se os métodos
convencional, descrito por Shriner et al. (1980), e por pares de solventes,
descrito por Gongalves et al. (1988). Por este método, solubiliza-se o composto
em um solvente no qual ele seja soluvel a frio, adicionando-se a seguir, a
quente, um outro no qual ele seja muito pouco soluvel. A mistura € entéo
resfriada até a recristalizacédo e, por filtragdo ou decantacdo, separam-se os
cristais da agua-mae.

Os monocristais empregados nas analises por difragdo de raios X foram
obtidos segundo metodologia descrita por Cunha (2008), que se baseia na
evaporacgao lenta do solvente da solugdo do sdlido em estudo, com saturagéo
lenta desta solucéo.

Os dados cristalograficos foram coletados a 293 K, em um difratdmetro
Enraf-Nonius Kappa-CCD, utilizando-se como fonte de radiacdo um tubo
selado de Mo Ko = 0,71073 A (monocromador de grafite). Os experimentos
foram realizados no Instituto de Fisica da Universidade de Sio Paulo, em Sao
Carlos (IFSC). Os parametros finais das celas unitarias foram baseados em
todas as reflexbes. Os dados foram coletados empregando-se o programa

COLLECT'. O tratamento dos dados foi conduzido empregando-se o pacote de

' Enraf-Nonius COLLECT. Nonius BV, Delft, The Netherlands, 1997-2000.

9
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programas da WinGX (FARRUGIA, 1999) e enClFer (ALLEN et al., 2004). As
estruturas foram resolvidas por métodos diretos, usando o programa SHELXS-
97 (SHELDERICK, 1997b), e os refinamentos das estruturas cristalinas foram
feitos empregando o método dos minimos quadrados de matriz completa em
F2, com o programa SHELXL-97 (SHELDERICK, 1997a). O programa
MERCURY (BRUNO et al., 2002) foi utilizado para gerar a representagao
grafica para a substancia 7.

2.1.2. Procedimentos sintéticos

2.1.2.1. Sintese da lactona furan-2(5H)-ona [6]

L2
O @]

1

A um balado bitubulado de 500 mL, adaptado a um condensador e a um
funil de adigéo, adicionaram-se 33,0 g (343 mmol) de 2-furaldeido (furfural),
previamente purificado conforme descrito por Perrin e Armarego (1994),
juntamente com 140 mL de DCM. A adigao de 14,7 g de sulfato de sddio foi
seguida, imediatamente, da adicdo de 10,3 g (0,091 mol) de N,N-
dietiletanolamina. Em seguida, 31,6 g de acido férmico foram adicionados a
mistura, cuidadosamente, por dois minutos. Apds esse tempo, 6,9 mL de
peréxido de hidrogénio 30% v/v foram adicionados a mistura, que foi entdo
vigorosamente agitada, e 55 mL de peroxido de hidrogénio 30% v/v foram
adicionados gota a gota por cinco horas. Ao final da adicdao, a mistura foi
mantida sob agitagdo e refluxo por 18 horas. A fase organica foi separada e a
fase aquosa, extraida com DCM (3 x 15 mL). Os extratos organicos foram
combinados, e a fase organica resultante foi lavada com solugédo saturada de
tiossulfato de sodio (2 x 10 mL). Em seguida, a fase organica foi seca com
MgSO, e filirada. A fase organica resultante desse procedimento foi testada,
para verificar a possivel presenga de peréxido de hidrogénio. Dois tubos de

ensaio foram empregados na realizagao do teste. Em cada tubo adicionaram-

10
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se 5 mL de solugao de sulfato ferroso amoniacal (1% m/v), 0,5 mL de solugao
de H,SO, (0,5 mol L") e 0,5 mL de uma solucdo aquosa 0,1 mol L™ de
tiocianato de potassio. A um dos tubos adicionaram-se 5 mL de fase orgénica.
Este tubo foi agitado vigorosamente. A auséncia de peroxido foi evidenciada
pelo nao-aparecimento de uma coloragdo marrom-avermelhada. Apos a
realizacédo do teste, a fase orgénica foi concentrada sob presséo reduzida e o
liguido amarelado resultante foi fracionado em coluna de silica-gel eluida com
hexano-EtOAc 1:1 v/v. Esse procedimento resultou na obtencdo de 14,04 g

(0,167 mol) da lactona 6 com 49% de rendimento.
Caracteristica: 6leo amarelado.
CCD: Rf= 0,35 (hexano-EtOAc 1:1 v/v).

IV (filme, NaCl, ¥ na/cm™): 3099; 2935; 1775; 1741; 1590; 1446; 883; 811.
RMN de 'H (300 MHz, CDCIs) & (multiplicidade, J/Hz, nimero de hidrogénios,
atribuicéo): 4,89 (dd, Js3=2,3; J54=1,7; 2H; H-5); 6,18 (dt, J34 = 5,8; J35 = 2,3;

1H; H-3); 7,58 (dt, Jas = 5,8; Jus = 1,7; 1H; H-4).

RMN de C (75 MHz, CDCls) & 72,07 (C-5); 121,37 (C-3); 152,89 (C-4);
173,64 (C-2).

EM, m/z (%): 84, C4Hs0, [M*], (32); 55 (100); 39 (31); 29 (25,7).

2.1.2.2. Sintese do furan-2-il N,N,N’,N’-tetraetildiamido fosfato [3]

[l
5/ Y2 O—P—N(Cat);
o)
1 N(C2Hs),

A um baldo de fundo redondo bitubulado (25 mL), conectado a um tubo
de cloreto de caélcio, adicionaram-se furan-2(5H)-ona [6] (2,0 g; 23,8 mmol) e
5,0 mL de DCM anidro. Em seguida, cloreto de fosforila (POCIs) (2,2 mL; 24

11
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mmol) foi adicionado a mistura de uma sé vez. Trietilamina (4,8 mL; 36 mmol)
dissolvida em 4,0 mL de DCM anidro foi adicionada a mistura reagente, gota a
gota, ao longo de um periodo de uma hora. Apds essa adigdo, a mistura
resultante foi agitada por 18 horas. Decorrido esse periodo, adicionou-se mais
0,8 mL (6,0 mmol) de trietilamina. Agitou-se a mistura por mais 24 horas. O
solvente foi, entdo, removido num evaporador rotatério. Ao residuo resultante
adicionaram-se, cuidadosamente, 12 mL de éter dietilico anidro seguido de 6,0
mL de pentano. O frasco foi selado e a mistura foi agitada por dois minutos a
temperatura ambiente. O precipitado formado foi removido por filtracdo a
vacuo. O filtrado foi imediatamente lavado com 6 mL de éter dietilico e 12 mL
de pentano. O frasco contendo o filtrado foi hermeticamente fechado e a
mistura foi mantida num refrigerador por 12 horas. Apds esse tempo, a solugéo
sobrenadante foi transferida para um bal&o tritubulado de 100 mL. O solvente
foi cuidadosamente removido sob pressao reduzida. O material resultante nao
foi purificado. Adicionaram-se 10 mL de éter dietilico anidro a esse material. Ao
baldo tritubulado adaptou-se um tubo de cloreto de calcio e um funil de adigao.
O baldo contendo a mistura reagente foi resfriado numa mistura de gelo e sal.
Carregou-se o funil de adicdo com dietilamina (18 mL; 180 mmol), que foi
adicionada lentamente a mistura reagente por um periodo de uma hora.
Terminada a adigéo, permitiu-se que a temperatura da mistura se igualasse a
temperatura ambiente e fosse elevada a 35 °C. A agitagdo da mistura, a esta
temperatura, foi continuada por 24 horas. O precipitado formado na reacao foi
removido por filtragdo a vacuo, sendo lavado varias vezes com éter dietilico
anidro. O filtrado foi concentrado sob pressdo reduzida, resultando num
material de coloracdo marrom. O material foi fracionado em coluna de silica-gel
eluida com hexano-EtOAc 3:1; 2:1; 1:1 v/v, resultando no isolamento da
substancia 5 com rendimento de 6,2% (0,37 g; 1,3 mmol) e do composto 3 com
rendimento de 46% (3,01 g; 11,0 mmol).

- Dados referentes ao composto 3

4 3 ﬁ
5/ 2 O—T—N(CZHs)z
O
N(CzHs),

1
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Caracteristica: 6leo amarelado.
CCD: Rf= 0,29 (hexano-EtOAc 1:1 v/v).

IV (filme, NaCl, ¥ na/cm™): 3145; 3117; 2974; 2935; 2876; 1605; 1516; 1466;
1248; 1213; 1199; 1171; 1102; 1066; 1029; 962; 847; 792.

RMN de *H (300 MHz, CDCls) & (multiplicidade, J/Hz, nimero de hidrogénios,
atribuicdo): 1,11 (t, J = 7,0; 12H; CHs); 3,06-3,19 (m, 8H; NCH); 5,86 (sinal
largo, 1H; H-3); 6,27-6,29 (m, 1H; H-4); 6,94 (sinal largo, 1H; H-5).

RMN de ¥C (75 MHz, CDCls) & (multiplicidade, J/Hz, atribuicdo): 13,71 (s;
CHs); 39,76 (d, Jcp = 4,5; NCH,); 88,78 (d, 2Jcp = 3,2; C-3); 111,13 (d, “Jcp =

1,2; C-4); 134,02 (s; C-5); 152,58 (d, Jcp = 3,8; C-2).

EM, m/z (%): 274 (C1oH23N205P [M*], (3,1); 191 (100); 163 (7,5); 83 (7,7); 72
(51,3); 44 (29).

- Dados referentes ao composto 5

4 3 o)
i
5@2— P—N(CaHs),
O
1 2

Caracteristica: 6leo amarelado.
CCD: Rf= 0,17 (hexano-EtOAc 6:1 v/v).

IV (filme, NaCl, ¥ ma/cm™): 3140; 2978; 2937; 2895; 1604; 1511, 1467; 1385;
1287; 1238; 1212; 1173; 1102; 1064; 1040; 965.

RMN de *H (400 MHz, CDCls) & (multiplicidade, J/Hz, nimero de hidrogénios,

atribuicado): 1,10 (t, J = 3,4; 6H; CHs); 3,19-3,39 (m, 4H; NCH>); 5,75 (m, 2H; H-
3); 6,30-6,33 (m, 2H; H-4); 6,98 (sinal largo, 2H; H-5 ).

13



Sintese e Caracterizacdo de Fosforamidatos

RMN de *3C (100 MHz, CDCls) § (multiplicidade, J/Hz, atribuicdo): 13,64 (s;
CHs); 40,14 (d, Jcp = 4,6; CHy); 89,76 (d, *Jcp = 3,7; C-3); 111,28 (s; C-4);
135,10 (s; C-5); 150,35 (d, Jcp = 4,6; C-2).

EM, m/z (%): 285 (C12H1sNOsP [M*], (<1); 202 (4,8); 174 (40,3); 150 (73,8);
120 (20,4); 83 (100): 55 (42,7); 39 (23,6)

2.1.2.3. Sintese do furan-2-il N,N'-dicicloexilamidofosfato [7]

NH
2 |
5 /o\ 0~-P=0
1 NH
11 7
10 8

A um baldo de fundo redondo de 25 mL, conectado a um tubo de cloreto
de calcio, adicionaram-se furan-2(5H)-ona [6] (501 mg; 6,0 mmol) e 4,0 mL de
DCM anidro. Em seguida, cloreto de fosforila (POCI3) (0,6 mL; 6,6 mmol) foi
adicionado a mistura de uma sé6 vez. Trietilamina (1,2 mL; 9,0 mmol) dissolvida
em 2,0 mL de DCM anidro foi adicionada a mistura reagente, gota a gota, ao
longo de um periodo de 15 minutos. Apos essa adigao, a mistura resultante foi
agitada por 24 horas a temperatura ambiente. Decorrido esse periodo,
adicionou-se 0,2 mL (2,2 mmol) de cloreto de fosforila (POCI3) seguido de 0,2
mL (1,5 mmol) de trietilamina. Agitou-se a mistura por mais 24 horas a
temperatura ambiente. O solvente foi, entdo, removido num evaporador
rotatério. Ao residuo resultante adicionaram-se, cuidadosamente, 6 mL de éter
dietilico anidro seguido de 3 mL de pentano. O frasco foi selado e a mistura
agitada por dois minutos a temperatura ambiente. O precipitado formado foi
cuidadosamente removido (filtracdo a vacuo). O filtrado foi imediatamente
lavado com 3 mL de éter dietilico e 6 mL de pentano. O frasco contendo o
filtrado foi hermeticamente fechado, e a mistura foi mantida num refrigerador
por 18 horas. Apds esse tempo, a solugao sobrenadante foi decantada, sendo

recolhida num baldo bitubulado de 25 mL. O solvente foi cuidadosamente
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removido sob pressao reduzida. O material resultante n&do foi posteriormente
purificado. Adicionaram-se 5 mol % de DMAP (36,7 mg; 0,3 mmol) dissolvido
em 3 mL de éter dietilico anidro a esse material. Ao baldo bitubulado adaptou-
se um tubo de cloreto de calcio. O baldo contendo a mistura reagente foi
resfriado numa mistura de gelo e sal. Posteriormente, trietilamina (1,6 mL; 12
mmol) foi gotejada lentamente a mistura por um periodo de 15 minutos. Na
sequéncia, cicloexilamina (1,7 mL; 18 mmol) foi gotejada lentamente a mistura
reagente por um periodo de 10 minutos. Terminada a adi¢do, permitiu-se que a
temperatura da mistura se igualasse a temperatura ambiente. A agitagdo da
mistura, a esta temperatura, foi continuada por 18 horas. O precipitado formado
na reacgao foi cuidadosamente removido por filtracdo a vacuo, sendo lavado
varias vezes com éter dietilico anidro. O filtrado foi concentrado sob presséao
reduzida, resultando num material de coloracdo marrom. A analise desse
material por cromatografia em camada delgada revelou a presenga de varios
produtos, de dificil separacéo. A substaéncia furan-2-il  N,N'-
dicicloexilamidofosfato [7] foi separada por cromatografia em coluna de silica-
gel, empregando-se um gradiente de eluicdo de hexano-EtOAc 8:1; 6:1; 4:1;
2:1; 1:1 v/v. O composto 7 foi obtido em 10,3% de rendimento (202 mg; 0,61

mmol).

Caracteristica: sélido branco cristalino.

Ts: 133,2 — 134,3 °C.

CCD: R = 0,32 (hexano-EtOAc 1:1 v/v).

IV (filme, KBr, ¥ nagcm™): 3444; 3294; 3221; 2931; 2850; 1603; 1514; 1455;
1445; 1428; 1385; 1243; 1219; 1187; 1150; 1114; 1083; 1004; 956; 920; 884;
823; 718; 688; 604; 546; 501.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & (multiplicidade, J/Hz, nimero de hidrogénios,

atribuiggo): 1,05-1,96 (m, 20H; H-7/ H-7°/H-8/ H-8/H-9/H-9°/H-10/H-10"/H-
11/H-11); 2,64 (t, Ingp ~ Inps ~ 10,0; 2H; -NH); 3,03-3,18 (m, 2H; H-6); 5,66
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(ddd, Jz4 = 3,3; Jap = 2,2; J35 = 1,2; 1H; H-3); 6,27 (ddd, Js3 = 3,3; Ja5 = 2,2;
Jap = 0,6 1H; H-4); 6,94 (ddd, Jss = 2,2; Jss = 1,2; Jsp = 0,6; 1H; H-5).

RMN de *3C (75 MHz, CDCls) & (multiplicidade, J/Hz, atribuigao): 25,26 (C-9/C-
9)*; 25,58 (C-8 e C-8'/C-10 e C-10")*; 35,99 (d, J = 5,70; C-11/C-11")**; 36,07
(d, J = 5,17; C-7/C-7")**; 50,97 (C-6); 89,13 (d, 3Jcp = 3,45; C-3); 111,44 (d,
*Jop = 1,43; C-4); 134,63 (d, °Jcp = 1,2; C-5); 152,03 (d, Jcp = 5,2; C-2)

* Essas atribuigdes podem estar invertidas.

** Essas atribuicdes podem estar invertidas.

EM, m/z (%): 326 (IM]", C1sH27N203P, 7); 244 (13); 243 (92); 162 (7); 161
(100); 144 (9); 98 (7); 84 (6); 83 (13); 81 (29); 79 (51); 64 (7); 56 (15); 55 (48);
54 (6).

2.1.2.4. Sintese do furan-2-il dipiperidin-1-ilfosfinato [8]

A sintese do composto 8 ocorreu segundo as mesmas condi¢coes
descritas em 2.1.2.3, razéo pela qual ndo serdo descritas novamente. A analise
da mistura por cromatografia em camada delgada revelou a presenga de varios
produtos; a substancia furan-2-il dipiperidin-1-ilfosfinato [8] foi separada por
cromatografia em coluna de silica-gel, empregando-se um gradiente de eluigdo
de hexano-EtOAc 6:1; 4:1; 2:1; 1:1 v/v. O composto 8 foi obtido na forma de
mistura (403 mg) com parte do material de partida (composto 6) que nao foi
completamente consumido durante a reagdo. Por meio dos valores de
integracdo no espectro de RMN de 'H, notou-se que os compostos 6 e 8
encontram-se na proporgao de 1:3. Logo, estima-se que aproximadamente 300
mg corresponde ao produto 8, o que forneceria um rendimento de 21,1% (300

mg; 1,01 mmol). Durante a coluna cromatografica foi possivel isolar ainda o
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composto difuran-2-il piperidin-1-ilfosfonato [9] em 6,37% de rendimento (45

mg; 0,15 mmol).

- Dados referentes ao composto 8

Caracteristica: 6leo amarelado.
CCD: Rf = 0,40 (hexano-EtOAc 1:1 v/v).

IV (filme, KBr, ¥ magcm™): 2934; 2851; 1603; 1513; 1465; 1451; 1443; 1380;
1341; 1245; 1206; 1165; 1113; 1077; 1028; 959; 884; 846; 735; 561; 499; 479. *

* Bandas relativas a lactona 6 também foram observadas.

RMN de 'H (300 MHz, CDCIs) & (multiplicidade, J/Hz, nimero de hidrogénios,
atribui¢do): 1,50-1,59 (m, 10H, H-7/H-8/H-9); 3,09-3,15 (m, 8H, H-6/H-10); 5,66
(ddd, J34 = 3,3; J3p = 2,1; J35 = 1,2; 1H; H-3); 6,27 (ddd, Js3 = 3,3; Ja5 = 2,1;
Jap =0,6; 1H; H-4); 6,94 (ddd, J54 = 2,1; J53 = 1,2; Js5p = 0,6; 1H; H-5).*

* Foram ainda observados alguns sinais extras no espectro, que sé&o
correspondentes a lactona 6 que nao foi completamente consumida durante a

reacao.

RMN de *C (75 MHz, CDCls) & (multiplicidade, J/Hz, atribuicdo): 24,67 (C-8);
26,17 (d, Jcp = 5,10; C-7/C-9); 45,79 (d, Jcp = 2,25; C-6/C-10); 89,08 (d, *Jcp =
3,23; C-3); 111,46 (d, “Jcp = 1,13; C-4); 134,48 (s, C-5); 152,07 (d, Jcp = 4,13;
C-2)*

* Foram ainda observados alguns sinais extras no espectro, que séao
correspondentes a lactona 6 que nao foi completamente consumida durante a

reacao.
EM, m/z (%): 298 ([M]", C14H23No03P, 10); 216 (24); 215 (100); 159 (3); 151

(3); 132 (9); 130 (5); 86 (3); 85 (5); 84 (73); 83 (5); 82 (9); 76 (6); 70 (3); 67 (4);
56 (23); 55 (38); 54 (7); 53 (3); 51 (4).
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- Dados referentes ao composto 9

4 3
0]
I
5 / \2 O—P—Oﬂ
01 l\ll O
O
9 7
8

Caracteristica: 6leo amarelado.
CCD: R¢= 0,64 (hexano-EtOAc 1:1 v/v).

IV (filme, Csl, ¥ navcm™): 3137; 2939; 2858; 1603; 1510; 1453; 1382; 1347;
1288; 1252; 1238; 1168; 1113; 1081; 1063; 1010; 967; 893; 867; 790; 718; 670;
599; 544.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & (multiplicidade, J/Hz, nimero de hidrogénios,
atribuigao): 1,42-1,61 (m, 5H, H-7/H-8/H-9); 3,20-3,27 (m, 4H, H-6/H-10); 5,75
(ddd, J34 = 3,3; J3p = 2,1; J35 = 0,9; 2H; H-3); 6,31 (ddd, Js3 = 3,3; Ja5 = 2,1;
Jap = 0,6; 2H; H-4); 6,99 (ddd, J54 = 2,1; Jsp = 1,2; J53 = 0,9; 2H; H-5)*.

* Estes valores de J sdo aproximados, uma vez que o sinal era de baixa

resolugao.

RMN de *C (75 MHz, CDCls) & (multiplicidade, J/Hz, nimero de hidrogénios,
atribuicio): 24,24 (C-8); 25,77 (d, 3Jcp = 3,98; C-7/C-9); 45,90 (d, Jcp = 2,25
C-6/C-10); 89,95 (d, 3Jcp = 3,38: C-3); 111,53 (d, “Jep = 1,73; C-4); 135,37 (d,
53cp = 1,13; C-5): 150,50 (d, Jcp = 4,6; C-2)

EM, m/z (%): 297 (IM]"", C13H16NOsP, 2); 214 (4): 187 (4); 186 (4); 168 (3); 158

(3); 150 (61); 132 (18); 122 (7); 94 (4); 88 (4); 86 (23); 84 (54); 83 (100); 78 (8);
76 (4); 63 (9); 56 (6); 55 (34); 51 (27); 50 (4).
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2.1.2.5. Sintese do furan-2-il N,N-diisopropilamidoclorofosfato [10]

/\2 9>¥

OPN
CI

7

6 7

A sintese do composto 10 ocorreu segundo as mesmas condigdes
descritas em 2.1.2.3, de forma que nio serdo descritas novamente. A analise
da mistura por cromatografia em camada delgada revelou a presenga de varios
produtos, de dificli separagdo. A substancia furan-2-il  N,N-
diisopropilamidoclorofosfato [10] foi isolada por cromatografia em coluna de
silica-gel, empregando-se um gradiente de eluicdo de hexano-EtOAc 7:1; 6:1;
4:1; 2:1; 1:1 v/v. O composto 10 foi obtido em 14% de rendimento (222 mg;
0,84 mmol)

Caracteristica: sélido branco cristalino.

Tt: 50,6 - 51,3 °C

CCD: Rf= 0,54 (hexano-EtOAc 4:1 v/v).

IV (filme, KBr, ¥ nagcm™): 2971; 2939; 2834; 2808; 2755; 2737; 2676; 2600;

2490; 2475; 2414, 2080; 1579; 1474; 1433; 1398; 1383; 1170; 1151; 1035; 849;
804.

RMN de 'H (300 MHz, CDCIs) & (multiplicidade, J/Hz, nimero de hidrogénios,
atribuicdo): 1,31 (dd, J7p = 19,2; J76 = 6,9; 12 H; H-7/H-7"); 3,55-3,76 (m, 2H,
H-6/H-6"); 5,85 (ddd, J34 = 3,3; J3p = 2,4; J35 = 0,9; 1H; H-3); 6,33 (ddd, Js3 =
3,3; J45=2,4; Jap = 0,6; 1H; H-4); 7,01 (ddd, Js54 = 2,4; J53 = 1,2; Js5p = 0,6; 1H;
H-5).

RMN de *3C (75 MHz, CDCl3) & (multiplicidade, J/Hz, atribuigao): 21,35 (d, *Jcp
=1,43; C-7 ou C-7°); 22,50 (d, %Jcp = 2,93; C-7 ou C-7°); 48,13 (d, Jcp = 4,58;
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C-6/C-6"); 91,26 (d, 3Jcp = 3,98; C-3): 111,61 (d, “Jcp = 2,33; C-4); 135,68 (d,
5Jcp = 1,73; C-5); 149,67 (d, Jcp = 6,3; C-2)

EM, m/z (%):267 ([M+2]"", C1oH17CINO3P, 6); 265 ([M]*", C1oH17CINOsP, 17);
208 (6); 184 (13); 182 (39); 146 (8); 142 (19); 140 (56); 124 (9); 110 (10); 104
(12); 98 (11); 86 (46); 85 (5); 84 (79); 83 (20): 82 (7); 70 (4); 58 (36); 56 (13); 55
(27); 51 (100); 50 (14).

2.2. RESULTADOS E DISCUSSAO
2.2.1. Sintese da lactona furan-2(5H)-ona [6]
A sintese da lactona 6 foi realizada empregando-se como material de

partida 2-furfuraldeido (furfural), segundo as condigbes mostradas no Esquema
1.

H,0, HCOOH —
@\ N ,N-dietiletanolamina &
o CHO CH,Cl, 49% o °
Furfuraldeido (6]

Esquema 1 - Sintese da furan-2(5H)ona [6] a partir do furfuraldeido.

A reagdo de oxidacdo de Bayer Villiger do furfuraldeido com acido
perférmico, gerado in situ pela reacdo do perdéxido de hidrogénio com acido
férmico, produziu o éster 11, que, sob as condi¢cdes de reacgao, sofreu hidrélise,
originando o enol 12 (Esquema 2). Este, por sua vez, sofreu tautomerizagao,
resultando na formagao das substancias 6 e, possivelmente, 13. Embora esse
ultimo composto nao tenha sido isolado, a formacdo dele ndo pode ser
desconsiderada (DE SOUZA, 2005). Nas condigbes de reacdo, a lactona 13
pode sofrer isomerizacdo, na presenca da base N,N-dietiletanolamina,
originando a lactona furan-2(5H)-ona [6]. A utilizacdo desse procedimento
resultou na obtengdo desta lactona com rendimento de 49%, similar aquele
documentado na literatura (NASMAN, 1990).
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\ —
}2-—0%”
H

R /_\ H/\SO
A\ 27 Y Q8w 0 :
QC\H _e, QC{\ @?/%\O/C\H—»

OH

1l H H
I\ 5% :c _,@ 7 [ o
0—C 4 Hidrolise,

O H*
H [11]

[13] (6]
B = Et,NCH,CH,OH
Esquema 2 - Proposta mecanistica para a formagao da lactona 6 (TEIXEIRA,
2008).

Os dados espectroscopicos da lactona 6 encontram-se descritos na
literatura (TEIXEIRA, 2008). Os espectros no infravermelho, de RMN de 'H e

de ®*C, bem como o espectro de massas, encontram-se em anexo.
2.2.2 Sintese do furan-2-il N,N,N’,N’-tetraetildiamidofosfato [3]

A sequéncia de etapas empregada no preparo do composto 3 (Esquema
3) consistiu numa adaptagdo da rota sintética descrita por Nasman (1990),

conforme Esquema 3.

— o) o
[y oo [y 0 f e [
o O—P—cCl — % "*°» O —P(NEty),

O CH2C|2, t.a.

|
[6] © Cl o 3], (46%)
[14]
+
0
o Lo )
o NEt, o
[5], (6,2 %)

Esquema 3 - Reacgao para a sintese do composto 3, a partir da lactona 6.
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Empregando a lactona 6 como material de partida, obteve-se o
composto 3 com rendimento de 46%. O intermediario 14 n&o foi isolado apds o
tratamento de 6 com cloreto de fosforila (POCI3), sendo imediatamente
submetido a reacao de substituicao nucleofilica com N,N-dietilamina. Depois do
fracionamento em coluna de silica-gel, usando-se como eluente hexano-EtOAc
em gradiente de concentracdo (3:1; 2:1; 1:1 v/v), foram isolados os compostos
3eb.

Os dados espectroscopicos correspondentes aos compostos 3 e 5 estao
de acordo com a literatura (TEIXEIRA, 2008). Os espectros no infravermelho,
de RMN de 'H e de *C, bem como o espectro de massas, encontram-se em

anexo.

2.2.3. Sintese do furan-2-il N,N'-dicicloexilamidofosfato [7]

A utilizacdo da rota sintética para obtencao de 7, a partir da lactona 6,
seguindo as mesmas condigdes descritas em 2.1.2.2, forneceu uma mistura
complexa de produtos de dificil purificagcdo. O composto 7 foi isolado, apds
sucessivas separagdes cromatograficas em coluna, em 6% de rendimento.

Em razao dos resultados encontrados na primeira tentativa de sintese do
composto furan-2-il N,N'-dicicloexilamidofosfato [7], decidiu-se alterar as
quantidades dos reagentes na tentativa de otimizar as condi¢gdes da reagéo.

Os resultados dos diferentes experimentos realizados para otimizacao

das condicdes de reacao estdo descritos sucintamente na Tabela 1.

Tabela 1 - Resultados experimentais obtidos na tentativa de sintese do
composto 7

Experimento Condicbes Resultado

(i) lactona 6 (2,4 mmol; 1,0 equiv.), Mistura complexa de dificil

POCI; (2,6 mmol; 1,1 equiv.), EtN purificagdo. O composto 7 foi obtido

(3,75 mmol; 1,6 equiv); (i) em 6% de rendimento. Os demais

Cicloexilamina (2,6 mmol; 1,1 equiv.) produtos ndo foram isolados,
permanecendo adsorvidos a silica
da coluna™*.
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(i) lactona 6 (3,6 mmol; 1,0 equiv.), Mistura complexa de dificil
POCI; (3,9 mmol; 1,1 equiv.), EsN purificagdo. Nenhum produto foi

2* (6,9 mmol; 1,9 equiv); (ii) isolado do fracionamento em coluna
Cicloexilamina (15,3 mmol; 4,25 de silica-gel, uma vez que ficaram
equiv.) adsorvidos a silica da coluna**.

(i) lactona 6 (2,4 mmol; 1,0 equiv.), Mistura complexa de dificil
POCI; (3,6 mmol; 1,5 equiv.), EtsN purificagdo. Nenhum produto foi

3* (3,1 mmol; 1,3 equiv); (i) isolado do fracionamento em coluna
Cicloexilamina (10,0 mmol; 4,2 de silica-gel, uma vez que ficaram
equiv.) adsorvidos a silica da coluna**.

* Adicao de 0,3 equiv. de Et;N ocorreu 24h apés a primeira adigéo.
** Metanol foi usado como eluente ao final da coluna e, mesmo assim, a massa de material
recuperado foi inferior (< 50%) @ massa do material adicionado a coluna.

Uma vez que os resultados encontrados n&o foram satisfatérios, buscou-
se na literatura informagdes que pudessem auxiliar na otimizagcdao da
metodologia para o preparo de 7.

Timperley (2005) mostrou que a sintese dos compostos dialquil N-
fluoroalquilfosforamidatos 15 e 16 foi possivel somente quando submetidos as
condicbes descritas no Esquema 4 na presenca do catalisador 4-

dimetilaminopiridina (DMAP) e, mesmo assim, com rendimentos moderados.

RO, ,O HyNCH,CF3; ~ RO.__,0

7 7

’ VAR
RO 'l EtN, Et,0 RO NHCH,CF,4
cat. DMAP
R =n-Pr [15] 49%
i-Pr [16] 25%

Esquema 4 - Sintese dos dialquil N-fluoroalquilfosforamidatos 15 e 16.

Assim, optou-se pela utilizagdo desse catalisador na tentativa de obter
melhores resultados na preparacdo da substancia 7. A lactona 6 foi entado

submetida as condigdes descritas no Esquema 5.

1) POCl;5 (1,5 eq.),
o Yo 2)DMAP (03 eq.), o 9RO
EtsN (2,0 eq.), NH
[6] Cicloexilamina (3,0 eq.)

[7],10,3%
Esquema 5 - Condigbes reacionais para sintese do composto 7.
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Como pode ser observado no esquema anterior, foi utilizada maior
quantidade de cloreto de fosforila (POCI3), visto que a etapa de formagao do
intermediario 14 corresponde a um equilibrio (Esquema 6), e, pelo incremento
desse reagente, esperava-se deslocar o equilibrio para a formagdo do
intermediario 14 desejado. Por esse procedimento, tentou-se aumentar o
rendimento dessa etapa de formagéo do composto 14, uma vez que Nasman
(1990) isolou esse intermediario com rendimento de 60-65%.

<:\A\ _POCI; EtN /I _9_
o O CH,Cl,, 25°C 0 © (F'; ¢!
(6] [14]

Esquema 6 - Etapa de formacao do intermediario 14.

A adicao do catalisador DMAP (5 mol%) ocorreu via seringa, dissolvido
em DCM. Na sequéncia, dois equivalentes de ftrietilamina foram entédo
adicionados de forma a promover o ataque nucleofilico a ligagdo P=0 e,
consequente deslocamento dos atomos de cloro, conforme descrito por
Timperley (2005). Sé entdo procedeu-se a adicdo da cicloexilamina, em
excesso (trés equivalentes). Observou-se, por meio da analise da mistura
reagente por CCD, a formagéo de varios compostos. Apos o fracionamento em
coluna de silica-gel, usando-se como eluente hexano-EtOAc em gradiente de
concentracéo (3:1; 2:1; 1:1 v/v), o composto 7 foi isolado em 10,3% de
rendimento. Os demais produtos nao foram isolados, uma vez que
permaneceram adsorvidos na coluna.

Situacdo semelhante a descrita foi observada por Timperley (2005) ao
tratar varios dicloretos fosforados com dois equivalentes de 2,2,2-
trifluoroetilamina e trietilamina, levando a obtencao de misturas de produtos de
dificil purificacdo. Além disso, as instabilidades dos compostos formados
dificultaram ainda mais a etapa de purificagao.

Essa substancia teve sua estrutura confirmada utilizando-se as analises
espectroscopicas no infravermelho, RMN de 'H e de *C e espectrometria de
massas.

A auséncia das bandas em 1775 cm™ e 1741 cm™ no espectro no IV do
composto 7 (Figura 1), correspondentes aos estiramentos do grupo carbonila

de lactona «,f-insaturada, confirmou o consumo do material de partida da
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reagdo. A banda de estiramento de —NH apresentou-se alargada em 3444 cm’™

devido a formagdo de ligagdes de hidrogénio intermoleculares. Segundo
Pretsch (1989), o estiramento de ligagdo P-N-C pode aparecer como duas
bandas em 1110-930 e 770-680 cm™, de modo que é razoavel atribuir as

bandas em 1083 e 718 cm™ a esse estiramento.

110

100

90 +

80+

>
© 704
° < N s
c
S 3 &8 N ? 3
T 60 ® 2 VIS 3
2 & S ) o I:I)_O 8
S 1 NH g -
= 504 - Eg
» 11 7 )
& g 8
-~ [}
407 10 8 L
| 9 3 &
~ ™
304 @

20 . , . , . , . , . , , .
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

11219

Numero de ondas (cm™)

Figura 1 - Espectro no IV (filme, KBr) do composto 7.

No espectro de RMN de 'H (Figura 2) o multipleto em & 1,05-1,96,
integrado para 20 hidrogénios, € referente aos atomos de hidrogénio
metilénicos dos anéis do grupo cicloexila. O sinal em &y 2,64, um tripleto
integrado para dois atomos de hidrogénio, refere-se aos atomos de hidrogénio
do grupo amino (-NH), e o sinal em &4 3,03-3,18, multipleto integrado para dois
atomos de hidrogénio, corresponde aos atomos de hidrogénio —CH dos anéis
cicloexila. Observaram-se ainda sinais em &y 5,66, o4 6,27 e &4 6,94, referentes
aos hidrogénios (H-3), (H-4) e (H-5), respectivamente, do anel furanico.
Experimentos de dupla radiagao auxiliaram nas atribuigcdes dos valores de J.

Similarmente ao que foi descrito para os compostos 3 e 5, alguns sinais

no espectro de RMN de *C (Figura 3) encontraram-se desdobrados devido aos
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acoplamentos C-P. Os carbonos C-8/C-8/C-9/C-9°/C-10/C-10" apresentaram-
se como simpletos em o&¢c 25,26 e 25,58, o0 que esta de acordo com os valores
de deslocamento quimico descritos na literatura para um grupo cicloexila ligado
ao atomo de nitrogénio (PRETSCH, 1989). Em razdo da proximidade dos
deslocamentos quimicos, as atribuicbes referentes a esses carbonos podem
estar invertidas. Os sinais em oc 35,99 e 36,07 s&o referentes aos atomos de
carbono metilénicos C-7/C-7°/C-11/C-11". Estes sinais apresentaram-se como
um aparente tripleto, provavelmente devido a sobreposicdo dos sinais
referentes a dois dupletos. Pelo fato de a substancia possuir dois anéis de seis
membros, embora exista aparente simetria entre eles, pode haver algum
arranjo diferenciando-os ligeiramente, o que justificaria a formagdo desses
dupletos. Os sinais em & 25,26, 25,58 e 36,11 foram confirmados como sendo
grupos -CH, por meio do experimento DEPT (Figura 4). Observaram-se ainda
sinais em & 89,13, referente ao atomo de carbono C-3 (d, *Jc.p = 3,45 Hz); em
& 111,44, referente ao C-4 (d; *Jc.p = 1,43 Hz); em & 134,63, referente ao
atomo C-5 (d; °Jc.p = 1,2 Hz); e em & 152,03 referente ao atomo C-2 (d, Je.p =
5,2 Hz). No caso do atomo de carbono C-6, este foi observado como um
simpleto alargado em o&¢c 50,97 (C-6), fato este que pode estar relacionado ao
momento de quadrupolo do N-15, que alarga o sinal dos nucleos ligados a ele
e pode ter mascarado o acoplamento com o atomo de fésforo. Apenas os
principais sinais foram ampliados no espectro da Figura 3, a fim de garantir

melhor visualizagao.
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L
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Figura 2 - Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) do composto 7.
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Figura 3 - Espectro de RMN de *C (75 MHz, CDCl3) do composto 7.

28



Sintese e Caracterizacdo de Fosforamidatos
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Figura 4 - Espectro DEPT do composto 7.
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Ainda com relagdo ao composto 7, isolado em 10,3% de rendimento,
observou-se em seu espectro de massas a presenga de um pequeno pico de
valor m/z 326, que corresponde ao pico do ion molecular. Foram observados
ainda picos de valor m/z 243 (92) e 161 (100), cujas propostas de

fragmentacao sao descritas na Figura 5.

100 161
243
i 9’
10° 8
< 80 " ;
~ ] 4 3
NH
2 /AR\V IS
T 60 5 o] O0-P=0
[0} 79 NH
% {55
3 11 7
= 40 10 8
2 | 81 9
9
C
= 204
l 98 144 298 26
0 H‘\ “H‘H\ \wH“\H‘w‘\IH | \‘n | . | . i I . | I‘\
50 100 150 200 250 300
m/z
0
T H
sty -y
(0] t/ | f\ +A_
NH
m/z 243
]\ 5 z
° !
Ort-t5-0)
N—P=N
H
(0] (0] o)
O—P—N O—P—N pP—
0 | o) | Y |

Figura 5 - Espectro de massas e processos de fragmentagcdo mais importantes
do composto 7.
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Por fim, a estrutura do composto 7 foi confirmada por meio de

experimentos de difragdo de raios X. A representacdo ORTEP do composto 7 é

mostrada na Figura 6, e os dados cristalograficos estdo descritos na Tabela 2.

O
QA c1
I A Pos
-4 0)

Q 0
C4 @ (6'; C5
C3ZY /1
fb‘ Wos
Y C2
.‘| ) 02
U
’l/)

P~ )<
J C8

ceY &
[/
C11 ‘
010(50 EN

Figura 6 - Representacao ORTEP da estrutura da substancia 7.

Tabela 2 - Dados cristalograficos do composto 7

@)

0oty
N

Férmula Empirica
Massa Molecular
Sistema Cristalino

Dimensodes da cela unitaria

Volume da cela unitaria (A%
Z

Densidade calculada
Coeficiente de absorgao

F (000)

Tamanho do cristal

C1sH27N205P
326,27
Ortorrémbico
a=11.8810(5) A
b=8.9415(3)A
c=32.8469(14)A
(X.=[3=’Y=900
3489.5(2)

8

1,242 mg/m

0.171 mm’"

1408

0,19 x 0,23 x 0,26 mm”®
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0-Maximo 3,02 a 25,00°
Reflexdes coletadas 3493
Reflexdes independentes 15738 / 3041 [R(int) = 0.0892]
Integralidade até 0,.x 98,6
Dados/restrigdes/parametros 3041/0/199
Qualidade do ajuste em F? 1,088
. . R1 =0,0489,
Indices R Finais [I>2c(l)] WR2 = 0,1212
indices R (todos os dados) R;; 0881%367
_ -3 wR2 =0,
Apmax @ Apmin (&-A) 0.231e-0.216

Ligacdes de hidrogénio intermoleculares, conforme mostrado na Figura

7, sdo importantes para a estabilizacdo da rede cristalina.

Figura 7 - Ligacdes de hidrogénio intermoleculares para o composto 7.

2.2.4. Sintese do furan-2-il dipiperidin-1-ilfosfinato [8]

Na tentativa de sintetizar o composto 8, empregaram inicialmente as
mesmas condi¢cdes descritas em 2.1.2.2, correspondente a adaptacao da rota
sintética proposta por Nasman (1990). Entretanto, essa metodologia mostrou-
se nao-satisfatoria, fornecendo uma mistura complexa de produtos de dificil
purificacdo; a substancia 8 nao foi isolada a partir desta mistura. Diante da
similaridade com a situacéo descrita para sintese do composto 7, optou-se por
empregar a metodologia descrita por Timperley (2005), utilizando-se 5 mol% do

catalisador DMAP, conforme mostrado na Tabela 3.
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Tabela 3 - Experimentos realizados para sintese do composto 8

Experimento

Condicbes

1*

(i) lactona 6 (3,6 mmol; 1,0 equiv.),
POCI; (5,4 mmol; 1,5 equiv.), EtzN
(5,4 mmol; 1,5 equiv); (ii) Piperidina
(15,0 mmol; 4,2 equiv.)

Resultado
Mistura  complexa de  dificil
purificagdo. Nenhum produto foi

isolado do fracionamento em coluna
de silica-gel, uma vez que ficaram
aderidos ao material de
preenchimento.

2*

(i) lactona 6 (6,0 mmol; 1,0 equiv.),
POCI; (6,6 mmol; 1,1 equiv.), Et;N
(9,0 mmol; 1,5 equiv); (ii) POCl; (2,2
mmol; 0,4 equiv.), EtzN (1,5 mmol;
0,25 equiv); (iii) DMAP (0,3 mmol; 5
mol%); EtzN (12 mmol; 2,0 equiv.),

O composto 8 foi obtido em 21,1%
de rendimento na forma de mistura
(contaminada com parte da lactona
6 que ndo foi consumida). O
subproduto 9 foi isolado em 5,1%
de rendimento.

piperidina (18,0 mmol; 3,0 equiv.)

* Adicao de 0,4 equiv. de Et;N ocorreu 24h apés a primeira adigéo.

Observou-se, via analise por CCD uma mistura de varios compostos, e,
apo6s o fracionamento em coluna de silica-gel, usando como eluente hexano-
EtOAc em gradiente de concentragcédo (6:1; 4:1; 2:1; 1:1 v/v), uma fracdo
contendo dois produtos foi isolada. Devido a proximidade dos valores de Rs (Rt
= 0,40 e 0,36, tendo como eluente hexano-EtOAc 1:1 v/v), os pontos referentes
a esses compostos foram observados como uma mancha um pouco estendida.
Tentativas de separacdo desses compostos por CCD, usando diferentes
misturas de eluentes (hexano-EtOAc 3:1; hexano-Et,O 1:1, hexano-Et,O 1:3;
hexano-DCM 1:1; hexano-DCM 1:3 v/v), foram infrutiferas. Concluiu-se que néo
seria possivel separar os compostos assim mencionados por cromatografia em
coluna. Durante a identificagdo dos compostos da mistura, concluiu-se que o
primeiro deles correspondia ao produto 8 desejado, contaminado com uma
quantidade da lactona 6 de partida, que, neste caso, ndo foi completamente
consumida. Para efeito do calculo do rendimento, consideraram-se os valores
das curvas de integragdo no espectro de RMN de 'H, que mostrou a lactona 6
e o furano 8 presentes na mistura na razdo de 1:3. Assim, estimou-se que
aproximadamente 100 mg da lactona ndo foram consumidos. O subproduto 9
foi ainda isolado, na forma de um 6leo amarelado, com rendimento de 5,1%. A
completa caracterizagdo dos compostos foi feita utilizando-se as analises
espectroscopicas no infravermelho, de RMN de 'H e de *C e espectrometria

de massas.
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No espectro no infravermelho da mistura contendo o composto 8 (Figura

8), observaram-se duas bandas correspondentes ao estiramento do grupo
carbonila da lactona 6, em 1773 cm™ e 1743 cm™, assim como no espectro da
lactona, evidenciando a presenca de parte da lactona que nao foi consumida.
Entretanto, as bandas intensas observadas em 1245 e 1200 cm’” podem ser
atribuidas ao estiramento da ligacdo P = O, e as bandas em 1077 e 958 cm™,

as vibragdes do grupo P-N, evidenciando a formagéo do produto.
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Figura 8 - Espectro no IV (filme, KBr) do composto 8 (contaminado com a

lactona 6).

No espectro de RMN de 'H (Figura 9) foram observados dois multipletos:
em oy 1,50-1,59, integrado para 10 hidrogénios, e em &4 3,09-3,15, integrado
para oito hidrogénios. Estes multipletos sdo referentes aos hidrogénios
metilénicos H-7/H-8/H-9 e H-6/H-10, respectivamente. Os sinais em &, 5,66, o4
6,27 e o4 6,94 correspondem aos hidrogénios (H-3), (H-4) e (H-5),
respectivamente, do anel furénico. Cabe ainda destacar a presenga no
espectro dos sinais em o4 4,91, &4 6,17 e &4 7,56, referentes aos hidrogénios

H-5, H-3 e H-4, respectivamente, da lactona 6.
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No espectro de RMN de "*C (Figura 10), os atomos de carbono C-8 e C-
5 do composto 8 apresentaram-se como simpletos em o&c 24,67 e 134,48,
respectivamente. Os demais sinais apresentaram-se desdobrados devido aos
acoplamentos C-P: & 26,17 (d, Jc.p = 5,10; C-7/C-10); & 45,79 (d, Jc.p = 2,25;
C-6/C10). Os demais carbonos do anel furanico foram observados em ¢ 89,08,
referente a C-3 (d, *Jcp = 3,23); em & 111,46, referente a C-4 (d; *Jc.p= 1,13);
e em o&c 152,07, referente a C-2 (d, Jc.p = 4,13). Conforme mostrado na Figura
21, ainda ha sinais em & 72,32, 121,86 e 152,93, referentes aos atomos de
carbono C-5, C-3 e C-4, respectivamente, da lactona 6. O sinal correspondente
ao carbono C-2 da lactona nao foi observado. Isso se deve ao fato de ser um
carbono nao-hidrogenado, apresentando maior tempo de relaxag&do. Apenas os

principais sinais foram ampliados no espectro.
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Figura 9 - Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) do composto 8.
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Figura 10 - Espectro de RMN de "*C (75 MHz, CDCls) do composto 8.
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Ainda com relagao ao composto 8, obtido na forma de mistura com a
lactona 6 de partida, pdde-se observar em seu espectro de massas (Figura 11)
a presenca de um pequeno pico em m/z 298, correspondente ao pico do ion
molecular. Além disso, picos em m/z 215 (100%) e 84 (73%) foram observados.

Propostas de fragmentagdes que procuram explicar esses picos sdo descritas

na Figura 11.
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Figura 11 - Espectro de massas e processos de fragmentacdo mais
importantes do composto 8.

O subproduto 9, isolado na forma de um o6leo amarelado, com
rendimento de 5,1%, também teve sua completa caracterizagcao realizada
utilizando-se as analises espectroscopicas no infravermelho, RMN de 'H e de

3C e espectrometria de massas.
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Bandas correspondentes ao estiramento da ligagdo P=0 foram

observadas em 1238 e 1168 cm'1, bem como as bandas em 1081 e 967 cm'1,
atribuidas as vibrag¢des do grupo P-N (Figura 12).
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Figura 12 - Espectro no IV (filme, Csl) do composto 9.

Os espectros de RMN de 'H (Figura 13) e de RMN de *C (Figura 14)
apresentaram-se muito semelhantes aos demais compostos, de forma que as

atribuicdes nao serao discutidas, embora estejam descritas em 2.1.2.4.
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Figura 13 - Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) do composto 9.

40



Sintese e Caracterizacdo de Fosforamidatos

4 3 9
0, lll O
O
9 7
T T ‘ T T ‘ T 8
150.50 150.00 N
ppm 26.00 25.50
ppm
- C-6/C-10
C-5 C+4
C-3 C-7/C-9
C-8
C-2
. . . . s
‘ T ‘ T ‘ 1 T
150 100 50

Figura 14 - Espectro de RMN de "C (75 MHz, CDCls) do composto 9.
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Ainda com relagédo ao composto 9, pdde-se observar em seu espectro
de massas (Figura 15) a presenga de um pequeno pico de valor m/z 297,
correspondente ao pico do ion molecular. Notou-se, ainda, que o pico de valor
m/z 83 apresentou intensidade igual a 100%, o que é justificado, uma vez que
ha dois anéis furanicos na estrutura do composto, e o valor m/z 83 poderia ser

atribuido a um anel furénico mais um atomo de oxigénio.
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Figura 15 - Espectro de massas do composto 9.

2.2.5. Sintese do furan-2-il N,N-diisopropilamidoclorofosfato [10]

A sintese do composto 10 foi realizada empregando-se a metodologia
descrita por Timperley (2005), utilizando 5 mol% do catalisador DMAP. A

lactona 6 foi entdo submetida as seguintes condi¢cdes de reagcédo (Esquema 7).

1) POCI5 (1,1 eq.) J\ J\
@ EtoN (1,5eq.); 180 _ O—o

o "O 2)POCI3(0,4eq.)
EtsN (0,3 eq.); 24h

[6] 3) DMAP (0,3 eq.), [10], 14,0%
EtsN (2,0 eq.),
Diisopropilamina (3,0 eq.)

Esquema 7 - Condicdes reacionais para sintese do composto 10.
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Observou-se via analise por CCD uma mistura de varios compostos, e,
apos o fracionamento em coluna de silica-gel, usando como eluente hexano-
EtOAc em gradiente de concentracéo (7:1; 6:1; 4:1; 2:1; 1:1 v/v) o composto 10
foi isolado em 14,0% de rendimento (0,84 mmol). A completa caracterizagao do
composto foi realizada utilizando-se as analises espectroscopicas no
infravermelho, de RMN de 'H e de °C e espectrometria de massas.

No espectro no infravermelho do composto 9 (Figura 16) observou-se a
auséncia das bandas correspondentes ao estiramento do grupo carbonila da
lactona 6, em 1773 cm™ e 1743 cm™, e a presenca de uma banda desdobrada
em 1151 cm™ e 1170 cm'1, correspondentes aos estiramentos de -CHj; dos

grupos isopropila, o que esta de acordo com a literatura (PRETSCH, 1989).
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Figura 16 - Espectro no IV (filme, KBr) do composto 10.

No espectro de RMN de 'H (Figura 17) foi observado um duplo dupleto
em o4 1,31, integrado para 12 hidrogénios, referente aos hidrogénios—CH3 dos
grupos isopropila. Observou-se um multipleto em &4 3,55-3,76, integrado para
dois hidrogénios, referente aos hidrogénios H-6, e sinais em &y 5,85, &4 6,33 €
on 7,01, referentes aos hidrogénios (H-3), (H-4) e (H-5), respectivamente, do

anel furanico.
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No espectro de RMN de "*C (Figura 18) do produto 10, os sinais dos
atomos de carbono C-7 e C-7° apresentaram deslocamentos quimicos
ligeiramente diferentes. Esse fato pode ser explicado levando-se em conta a
deslocalizagédo de elétrons entre o par de elétrons nao ligantes do nitrogénio e
o atomo de fosforo (Esquema 8). Assim, a ligacao P-N apresentaria um carater
parcial de dupla ligagdo, e isso faz com que os sinais de —CH; do grupo

isopropila sejam observados com frequéncias de ressonancia diferentes.

@OE('F?EN)\ -~ @o:(ﬁ?%)\
° a ) ° a )

Esquema 8 - Deslocalizagao dos elétrons no composto 10.

Fato similar é descrito na literatura para a dimetilformamida
(SILVERSTEIN, 2006), conforme o esquema 9.

1Q, M. CH; O +,CHj;
C™N, ~ C°N

H  CHs H  CHs

Esquema 9 - Deslocalizacado dos elétrons na dimetilformamida.

O sinal em & 48,13 é referente ao carbono C-6, que, pelo fato de estar
ligado a um elemento eletronegativo (N), encontra-se mais desblindado. Os
sinais observados em & 91,26 (d, 2Jc.p = 3,98; C-3), & 111,61 (d, *Jc.p = 2,33;
C-4), & 135,68 (d, °Jcp = 1,73; C-5) e & 149,67 (d, Jcp = 6,3; C-2)
apresentaram-se desdobrados devido ao acoplamento com o fosforo. Apenas

os principais sinais foram ampliados no espectro.
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Figura 17 - Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) do composto 10.
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Figura 18 - Espectro de RMN de "*C (75 MHz, CDCls) do composto 10.
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A analise do espectro de massas (Figura 19) do composto 10 confirmou
a presenca do atomo de cloro na estrutura. Observou-se a presenga do pico
m/z 265, correspondente ao pico do ion molecular, € um outro em m/z 267,
com intensidade relativa igual a um terco do valor do ion molecular,
confirmando a presenga do atomo de cloro (SILVERSTEIN, 2006). Foram
observados ainda picos com m/z 51 (100), 84 (79), 140 (56) e 182 (39), cujas

fragmentacgdes estao representadas na Figura 19.
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Figura 19 - Espectro de massas e processos de fragmentacdo mais
importantes do composto 10.
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2.3. CONCLUSOES

A sequéncia sintética empregada neste trabalho permitiu a sintese de
quatro fosforamidatos inéditos em trés etapas. A partir da oxidagcado de Bayer
Villiger do furfuraldeido com acido perférmico, gerado in situ pela reagao do
peroxido de hidrogénio com acido férmico, obteve-se a lactona furan-2(5H)-ona
[6]. O tratamento do composto 6 com cloreto de fosforila (POCIs) levou a
obtencdo do intermediario diclorado 14, ndo-isolado, que foi imediatamente
submetido a reagdo de substituicdo nucleofilica com diferentes aminas,
segundo condi¢cdes adaptadas de Tymperley (2005), resultando nos produtos
desejados.

Um trabalho de otimizacdo deve ser realizado a fim de melhorar os
rendimentos das reagdes (6,4 a 46,0%), embora esses valores sejam bastante

similares aos descritos na literatura.
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CAPITULO 3

3. AVALIACAO DA ATIVIDADE INSETICIDA

3.1. INTRODUCAO
3.1.1. Compostos Organofosfatos

Quimicamente, inseticidas organofosfatos sao ésteres ou tidis derivados
de acidos fosforicos, fosfénico, fosfinico ou fosforamidico (SANTOS, 2007),
podendo ser subdivididos em diferentes classes: fosfatos, fosfonatos,
fosforotioatos, fosforoditioatos, fosforotiolatos e fosforoamidatos (Figura 1)
(WARE, 2000).

\CI) \9 AN

/P_O /P_O /P_O
(0] C (0]
Fosfato Fosfonato Fosforotioato
AN AN \9

,P—S P—S P-O
(@) (0] N
Fosforotiolato Fosforoditioato Fosforoamidato

Figura 1 - Classes de inseticidas organofosfatos.

Os compostos conhecidos como organofosfatos surgiram da tecnologia
quimica utilizada para produzir os “gases de nervos” durante a Segunda Guerra
Mundial; esta denominacao € genérica, referindo-se a todos os inseticidas que

contém fosforo em sua estrutura (WARE, 2000).
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Embora diversos organofosfatos tenham sido sintetizados no século XIX,
o desenvolvimento desta classe de compostos como inseticidas iniciou-se no
final dos anos 1930 e inicio dos anos 1940 (GASPARIN, 2005). O primeiro
inseticida organofosfato comercializado foi o Bladan, que continha como
principio ativo o tetraetilpirofosfato (TEPP), sintetizado na Alemanha em 1944
pelo quimico Gerhard Scharder. Atribui-se a Scharder, ainda, a sintese do
inseticida octametilpirofosforamida, que foi chamado de Scharadan (SANTOS,
2007).

O O | |
\/o\'FI, 5/0\/ /N\ﬁ ﬁ,N\
PN - PN PN
o0 o\ =N~ 07 N
| |
TEPP Octametilpirofosforamida

Figura 2 - Estrutura dos principios ativos dos inseticidas Bladan e Scharadan.

Desde entdo, uma grande variedade de organofosfatos tem sido
sintetizada e comercializada. Alguns deles sao mostrados na Figura 3
(SANTOS, 2007).
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Figura 3 - Inseticidas organofosfatos que possuem um grupo tioéster.
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Os compostos organofosfatados foram a primeira classe de compostos a
substituir os representantes do grupo dos organoclorados, devido a problemas
causados por estes, sobretudo de bioacumulacdo, biomagnificagdo, e efeitos
carcinogénico e teratogénico. De modo geral os organofosfatos sdo mais
téxicos do que os inseticidas organoclorados; entretanto, sdo mais instaveis
quimicamente, degradando-se rapidamente e ndo se acumulando nos tecidos
gordurosos. Essa é a principal caracteristica que levou a sua utilizagdo
generalizada na agricultura, em substituicdo aos organoclorados (GASPARIN,
2005).

Na busca por compostos com maior atividade biolégica e menor toxidez
aos mamiferos, um grande numero de compostos da classe dos fosforamidatos
tem sido sintetizado (Figura 4). Na verdade, Schrader e colaboradores ja
haviam observado a atividade inseticida de alguns compostos dessa classe em
1937 (SANTOS, 2007).

H3CO\'SI H2N\ISI
P~ .P-0 Cl
H5CO NHCH, CH;30
O=COCH(CH3),
Metamidofos Isoscarofos
H3CO\ISI 9 H3CO\(')I (':') C2H5HN\SI
.P~N—C—-OCH(CH3), .P~N—C—-OCH(CH3), .P—0O SCHs
H3;CS I H5CO I CH;30
H CHs
Cl
Acefato Demifés Amidotioato

Figura 4 - Alguns inseticidas fosforamidatos.

Tendo em vista todo esse conhecimento no tocante a acéo inseticida
dos organofosfatos, decidiu-se avaliar a toxicidade dos compostos 3-6 e 17-27,
previamente descritos por Paula et al. (2008), sobre outras espécies de inseto
que atacam culturas de interesse econdmico: Diaphania nitidalis (L.) e
Diaphania hyalinata (L.) (Lepidoptera: Crambidae), Plutella xylostella (L.)
(Lepidoptera: Plutellidae) e Ascia monuste orseis (Latr.) (Lepidoptera: Pieridae).
Essa avaliacédo é importante, uma vez que a industria agroquimica busca
compostos que sejam seletivos, apresentando-se ativos sobre espécies
especificas (CORREA, 2007). Além da atividade sobre as pragas agricolas, é
interessante avaliar ainda a toxicidade dos compostos sobre predadores e

polinizadores, de forma que as atividades possam ser comparadas. Assim,
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optou-se por realizar os ensaios sobre o predador Solenopsis saevissima (F.
Smith) (Hymenoptera: Formicidae) e o polinizador Tetragonisca angustula
(Latr.) (Hymenoptera: Apidae: Meliponinae). A potencial atividade inseticida dos
compostos furan-2-il N,N'-dicicloexilamidofosfato [7], furan-2-il dipiperidin-1-
ilfosfinato [8], difuran-2-il piperidin-1-ilfosfonato [9] e furan-2-il N,N-

diisopropilamidoclorofosfato [10] também foi avaliada (Tabela 1).

Tabela 1 - Compostos avaliados neste trabalho
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3.1.2. Espécies de Interesse Econémico

A demanda por novos produtos para o manejo de pragas em hortalicas é
especialmente importante pelo fato de essas culturas serem frequentemente
atacadas por diversas pragas em densidades que causam danos econdmicos.

Entre essas pragas, as brocas-das-cucurbitaceas D. nitidalis (BRITO et al.,
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2004) e D. hyalinata (MELO et al., 2007), a traca-das-cruciferas P. xylostella
(ATTIQUE, 2006; SILVA et al.,, 2003) e o curuqueré-da-couve A. monuste
orseis (PEREIRA et al., 2003; PRATISSOLI et al., 2007; PICANCO et al., 2000)
sdo pragas-chave de cucurbitaceas, cruciferas e brassicas, respectivamente.

D. nitidalis e D. hyalinata (Figura 5) estdo entre as principais pragas que
atacam abdbora (Curcubita pepo), pepino (Cucumis sativus), meldo (Cucumis
melo), morango (Fragaria vesca) e melancia (Citrullus vulgaris). As larvas
atacam folhas, brotos novos, ramos e, principalmente, frutos. Os brotos novos
atacados secam e os ramos ficam com as folhas secas. Contudo, os maiores
danos ocorrem na fase reprodutiva da cultura, quando as larvas penetram nos
frutos, alimentando-se da polpa e tornando-os impréprios para o consumo,
podendo promover perdas de até 100% da producdo (BRITO et al., 2004;
MELO et al., 2007; GONRING, 2007).

R

Fonte: A e B - http://creatures.ifas.ufl.edu/;
C - http://mothphotographersgroup.msstate.edu/Files/Live/BP/BP5204.jpg

D - http://creatures.ifas.ufl.edu/veg/leaf/melonworm03.htm

Figura 5 - Broca-das-cucurbitaceas. A — adulto de D. nitidalis. B — danos de D.
nitidalis no fruto. C — adulto de D. hyalinata. D — danos de D.

hyalinata no fruto.
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P. xylostella (Figura 6) € uma praga cosmopolita. Ela é encontrada em
mais de 80 paises, causadora de elevados prejuizos em cultivos de cruciferas
como repolho, couve, couve-flor, brécolis e mostarda, uma vez que se
alimentam das folhas (ATTIQUE, 2006; SILVA et al., 2003). Algumas das
dificuldades observadas no controle dessa praga se devem ao fato de as areas
de cultivo coexistirem durante o ano todo, proporcionando a praga quantidade
abundante e continua de alimento; o uso indiscriminado de inseticidas em
multiplas geragdes de P. xylostella por ano e o alto potencial migratério desta
espécie resultando no desenvolvimento de resisténcia a grupos de inseticidas
(ATTIQUE, 2006).

Fonte: A - http://www.gen.unimaas.nl/ ; B - http://www.geocities.com/jarmoholopainen/

Figura 6 - Traga-das-cruciferas. A — adulto de P. xylostella. B — larva de P.

Xylostella.

A. monuste orseis (Figura 7) constitui praga-chave de brassicas,
podendo ocasionar prejuizos de até 100% na produgdo devido a intensa
desfolha que provoca na cultura (PEREIRA et al., 2003). E uma praga que
ocorre no Brasil e em diversos paises, desfolhando ndo apenas couve, mas
também outras cruciferas, como repolho, couve-flor, couve-chinesa, brdocolis,
mostarda e agrido (PEREIRA et al., 2003; PRATISSOLI et al., 2007; PICANCO
et al., 2000).
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R

Fonte: A - http://www.dallasbutterflies.com/ ; B - http://www.westford.com

Figura 7 - Lagarta-da-couve. A — adulto de A. monuste orseis. B — larva de A.

monuste orseis.

3.1.3. Espécies Predadoras e Polinizadores

Além da eficiéncia contra insetos-praga, € desejavel que os compostos
com atividade inseticida apresentem seletividade em favor de inimigos naturais
e polinizadores. Nos agroecossistemas formados por hortaligas,
frequentemente se observa a acgdo benéfica do predador Solenopsis
saevissima (F. Smith) (Hymenoptera: Formicidae) e do polinizador
Tetragonisca angustula (Latr.) (Hymenoptera: Apidae: Meliponinae).

As formigas (Figura 8) estdo entre os insetos mais bem adaptados,
ocupando, além dos ambientes naturais, aqueles modificados pela acéo
antropica. Essa dominancia deve-se a forma com que esses organismos tém
colonizado o meio terrestre, ocupando os nichos disponiveis, exercendo
diversas fungbes ecolégicas e mantendo estreitas associagbes com outros
organismos (BATTIROLA et al., 2005). Entre as fungbes desempenhadas
pelas formigas dentro das comunidades de artropodes, destaca-se a sua
atividade como predadores (FLOREN et al., 2002), sendo sua manutengao

fundamental em programas de manejo integrado de pragas.
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sidini/22438
Figura 8 - Formiga-lava-pés (Solenopsis saevissima).

Fonte: http://tolweb.org/Solenop

A abelha Tetragonisca angustula (Figura 9), conhecida como abelha
sem ferrdo ou abelha “jatai”, € encontrada em regides tropicais e subtropicais e
exerce significativa importancia para os ecossistemas devido a eficiéncia como
agente polinizador (PRONI, 2004; SAWAYA, 2006). O processo de polinizacao
realizado pelas abelhas diminui o isolamento reprodutivo vegetal, resultando
em aumento da biodiversidade (PRONI, 2004).

Fonte: http://www.myrmecos.net/insects/Tetragonisca2.html

Figura 9 - Abelha sem ferrdo (Tetragonisca angustula).

3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1. Obtencéao dos Insetos

Nos bioensaios foram utilizadas lagartas de segundo instar de D.

nitidalis, D. hyalinata, P. xylostella e A. monuste orseris e adultos de S.
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saevissima e T. angustula. Todas as lagartas foram obtidas de criacbes do
Laboratério de Manejo Integrado de Pragas da UFV, conforme metodologia
adaptada de Miranda et al. (1998).

Na realizacdo dos bioensaios com S. saevissima, adultos foram
coletados em ninhos localizados no campus da UFV. Com o auxilio de uma pa-
de-corte, parte do formigueiro, juntamente com o solo, foi retirado e
transportado para o laboratério em potes plasticos, onde foi mantida até a

realizagcao dos ensaios.
Os adultos de T. angustula foram coletados em ninhos mantidos no

Apiario da UFV. As coletas foram realizadas com o auxilio de um frasco
plastico, de boca larga, posicionado em frente a entrada da colmeia, de modo
que as operarias que sairam da colbnia passaram diretamente para o interior

do referido frasco.

3.2.2. Toxicidade dos Compostos Sintetizados

Os bioensaios de determinagdo da toxicidade dos compostos
sintetizados foram conduzidos no Laboratério de Manejo de Pragas do
Departamento de Biologia Animal da UFV.

Inicialmente, os bioensaios foram realizados considerando-se um tempo
de exposicao aos compostos de 12, 24, 48 e 72 horas para a espécie D.
nitidalis, na concentracédo de 10 ug de composto/mg de inseto. Observou-se
que os niveis de mortalidade apresentaram pequena variagcdo ao longo do
tempo. Por questbes praticas, a fim de facilitar os periodos de avaliagao, optou-
se por desconsiderar entdo o periodo de 12 horas. A mortalidade na
testemunha foi aceitavel até o periodo de 72 horas (10,00%), o que viabilizou a
realizacdo do experimento no periodo de tempo citado. Assim, nos ensaios
posteriores, as avaliacbes foram feitas considerando-se os tempos de
exposicao de 24, 48 e 72 horas. A mortalidade, para a maioria dos compostos,
foi elevada, de tal modo que se resolveu padronizar a concentragcédo no valor de
1 ug de composto/mg de inseto para os demais testes.

Grupos de 20 insetos foram transferidos para placas de Petri de vidro, e
a massa desses 20 insetos foi medida através de balancga analitica, a fim de

determinar a massa média de cada inseto. Os compostos sintetizados foram
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aplicados topicamente sobre os insetos individualmente, via microsseringa
Hamilton, 0,5 x4l da solugcdo do composto, dissolvido em acetona,
correspondendo a uma dose de 1 xg de composto por mg do inseto. Como
controle positivo foi empregado metilcloropirifés (96% de pureza, adquirido da
Dow AgrowSciences). Antes da aplicagdo dos tratamentos, os adultos de T.
angustula foram mantidos sob refrigeragdo por aproximadamente um minuto,
tempo suficiente para anestesia-los, para facilitar a aplicagao tépica.

Apos a aplicagdo das substancias, grupos de 10 insetos foram
acondicionados em placas de Petri de vidro (9 cm de didmetro por 2 cm de
altura), e alimento apropriado foi fornecido a cada uma das espécies: discos de
folna de chuchu para D. hyalinata e D. nitidalis; discos de couve para A.
monuste orseis e P. xylostella; uma mistura de agucar (85%) e mel (15%)
colocada em um frasco de plastico para S. saevissima e T. angustula. Agua foi
fornecida aos insetos adultos para garantir a sua sobrevivéncia durante o
tempo decorrido dos experimentos (Figura 10). Em todos os testes foram
utilizados grupos controles, nos quais foi aplicado unicamente o diluente (0,5
uL de acetona sobre cada inseto). As placas de Petri foram mantidas em uma
incubadora a 25+0,5 °C, 7515% de umidade relativa, com fotoperiodo de 12
horas, exceto no caso de S. saevissima, a qual permaneceu no escuro durante
todo o experimento. Avaliaram-se as mortalidades dos insetos 12, 24, 48 e 72

horas apds a aplicagao dos experimentos.

Mel

Agua /

I

Figura 10 - Experimento realizado com S. saevissima.
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O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro
repeticoes. Os dados de mortalidade observados foram submetidos a analise
de variancia, e as médias dos tratamentos foram comparados pelo teste de
Scott-Knott a p < 0,05. Em todas as avaliagdes, os insetos foram considerados

mortos quando se apresentaram imoveis.

3.2.3. Curvas de Dose-mortalidade

Para as substancias que apresentaram as maiores mortalidades as
espécies-praga foram estimadas curvas de concentragdo-mortalidade. A
metodologia utilizada foi aplicagdo tépica, segundo as mesmas condigcdes
descritas no item 3.2.2. Foram estabelecidas seis concentracbes de cada
composto selecionado para cada espécie-praga para determinagdo de curvas
de dose-mortalidade.

Os resultados foram corrigidos em relagdo a mortalidade ocorrida na
testemunha, onde somente foi aplicado o diluente, usando-se a férmula de
Abbott (1925). As curvas de dose-mortalidade para os compostos 4 e 5 foram
submetidas a analise de probite, cuja probabilidade de aceitacdo da hipotese
de nulidade (de que os dados possuem distribuicdo de Probite) pelo teste %2 foi
maior que 0,05 (YOUNG, 1998). As concentracbes (ug da substancia/ mg de
inseto) utilizadas na determinagdo da curva de dose-mortalidade contra A.
monuste foram: 0,05; 0,10; 0,30; 0,60; 1,00; e 2,00.

Por meio dessas curvas, foram estimadas as doses letais para 50%
(DLso) e 90% das populagdes (DLgo). A DLso foi estimada por proporcionar alta
confiabilidade nas comparagdes, e a DLgy, por representar uma dose cuja

mortalidade obtida € desejavel em termos de controle dos insetos-praga.

3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1. Toxicidade dos Compostos Sintetizados
As mortalidades causadas pelos compostos que tiveram suas atividades
bioldgicas avaliadas inicialmente sobre D. nitidalis na concentragéo de 10 xg de

composto/mg de inseto estdo mostradas na Tabela 2.
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Tabela 2 - Mortalidade média de lagartas de Diaphania nitidalis na

concentracao de 10 ©g de composto/mg de inseto

Mortalidade (%)*

Compostos
12h 24h 48h 72h
3 92,50 A 92,50 A 92,50 A 92,50 A
4 85,00 A 85,00 A 85,00 A 87,50 A
5 100,00 A 100,00 A 100,00 A 100,00 A
6 92,50 A 95,00 A 95,00 A 95,00 A
17 85,00 A 90,00 A 92,50 A 92,50 A
18 65,00 B 67,50 B 70,00 B 70,00 B
19 87,50 A 92,50 A 92,50 A 92,50 A
20 77,50 B 77,50 B 77,50 B 77,50 B
21 65,00 B 67,50 B 72,50 B 75,00 B
22 90,00 A 95,00 A 95,00 A 95,00 A
23 62,50 B 67,50 B 75,00 B 75,00 B
25 82,50 A 85,00 A 85,00 A 87,50 A
26 62,50 B 62,50 B 65,00 B 65,00 B
27 90,00 A 90,00 A 90,00 A 90,00 A
Testemunha 500C 7,50 C 7,50 C 10,00 C
Metilcloropirifés 100,00 A 100,00 A 100,00 A 100,00 A

' As médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas ndo diferem entre si
pelo teste de Scott-Knott a p<0,05.

N&o se observou variagdo na mortalidade ao longo do tempo; assim,
passou-se a avaliar os experimentos nos periodos de 24, 48 e 72 horas. Como
os valores de mortalidade foram elevados (acima de 80% para diversos
compostos), a dose foi reduzida em 10 vezes, sendo padronizada a
concentragdo no valor de 1 ug de composto/mg de inseto, que foi entéo

empregada nos demais testes, conforme apresentado na Tabela 3.

61



Avaliacdo da Atividade Inseticida

Tabela 3 - Mortalidade média' de lagartas de Diaphania nitidalis, Ascia monuste, Plutella xylostella e Diaphania hyalinata na

concentragéo de 1 pg de composto/mg de inseto

Ascia monuste

Diaphania hyalinata

Diaphania nitidalis

Plutella xylostella

Compostos
24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h

3 2,50aE 10,00aD 12,50 aD - - - 50,00 aC 55,00aB 62,50 aB 7,50aC 10,00 aC 22,50 aC
4 65,00aC 72,50aB 77,50 aB - - - 85,00aB 85,00 aA 87,50 aA 12,50aC 22,50aC 30,00aC
5 62,50 aC 65,00aB 67,50 aB - - - 47,50 aC 47,50aB 50,00 aB 17,50 bB 20,00 bC 30,00 aC
6 12,50aD 22,50aC 25,00aC - - - 5,00ae 7,50aD 10,00 aD 27,50aB 27,50aB 32,50aC

7 70,00aC 70,00aB 70,00 aB 0,00aB 12,50aB 12,50 aB - - - - - -

6+8 70,00aC 75,00aB 75,00 aB 7,50 aB 7,50aB 10,00 aB - - - - - -

9 87,50aB 87,50aA 90,00 aA 2,50 aB 5,00aB 10,00 aB - - - - - -

10 85,00aB 95,00 aA 95,00 aA 750aB 17,50aB 17,50 aB - - - - - -
17 500aE 15,00aD 17,50 aD - - - 30,00aD 37,50aC 45,00 aC 7,50aC 20,00aC 32,50aC
18 750aE 12,50aD 12,50 aD - - - 15,00 bE 35,00aC 42,50 aC 22,50bB 40,00aB 45,00 aB
19 22,50aD 27,50aC 25,00aC - - - 500bE 17,50aD 20,00 aD 25,00bB 30,00 bB 45,00 aB
20 2,50 aE 7,50aD 10,00 aD - - - 0,00 aE 750aD 17,50 aD 27,50aB 32,50aB 47,50 aB
21 5,00aE 5,00aD 5,00aD - - - 750aE 12,50aD 22,50 aD 20,00bB 32,50bB 45,00 aB
22 500aE 12,50aD 17,50 aD - - - 500bE 17,50bD 37,50 aC 12,50cC 17,50aC 25,00 aC
23 5,00aE 17,50aC 15,00 aD - - - 15,00cE 35,00 bC 52,50 aB 30,00 bB 42,50aB 52,50 aB
24 22,50aD 27,50aC 32,50aC - - - 55,00 aC 60,00 aB 62,50 aB 12,50 bC 22,50bC 35,00 aC
25 0,00ae 7,50aD 12,50aD - - - 32,50aD 35,00aC 35,00aC 500aC 22,50aC 37,50 aB
26 250aE 5,00aD 7,50aD - - - 0,00bE 2,50bD 15,00 aD 20,00 aB 25,00aC 32,50aC
27 500aE 15,00aD 20,00 aC - - - 25,00aD 30,00 aC 40,00 aC 5,00bC 20,00 bC 37,50 aB

Testemunha 2,50 aE 7,50 aD 7,50 aD 2,50 aB 7,50 aB 7,50 aB 2,50 aE 5,00 aD 5,00 aD 2,50 aC 5,00aC 5,00aD

Metilcloropirifos 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA

' As médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas na coluna, ou mintsculas na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott a p < 0,05.
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Produtos que proporcionem controle rapido dos insetos-praga sao
desejaveis pela industria agroquimica (WARE, 2000). Os compostos que se
apresentaram mais ativos expressaram sua atividade logo no periodo inicial de
24 horas. Os compostos menos ativos mostraram variacdo da atividade em
funcao do tempo (Tabela 3).

Observou-se que os compostos apresentaram maior atividade sobre D.
nitidalis. No perido de 24 e 48 horas, o composto 4 foi o Unico que mostrou
atividade semelhante a do composto comercial utilizado como padréo de
eficiéncia (metilcloropirifés, 96% de pureza). Este composto, até mesmo no
periodo de avaliagao igual a 24 horas, apresentou mortalidade superior a 80%,
valor este exigido para registro no Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA, 2008). Os compostos 3, 5 e 24 apresentaram
atividades biolégicas semelhantes entre si nos trés periodos de tempo
avaliados, variando de 47,5 a 55,0% (Tabela 3).

Para A. monuste, os compostos 9 e 10, sintetizados neste trabalho,
apresentaram atividade inseticida comparada a do composto empregado como
padrao de eficiéncia (metilcloropirifés) para os periodos de 48 e 72 horas. Até
mesmo no periodo de 24 horas, os compostos 9 e 10 mostraram atividade
superior a 80%. Os compostos 4, 5 e 7 destacaram-se também, apresentando
atividades variando entre 62,5 e 75,0% nesse mesmo periodo. Estudos mais
avancados devem ser ainda realizados com relagao ao efeito sinergistico que
pode estar ocorrendo na mistura de compostos 6+8. Os compostos 3 e 24,
ativos para D. nitidalis, apresentaram baixo potencial inseticida sobre A.
monuste (2,5 a 32,5%) (Tabela 3).

P. xylostella apresentou menos sensibilidade aos compostos. As
maiores mortalidades foram observadas nos compostos 18, 19, 20, 21, 23 e 25
(37,5 a 52,5%) no periodo de 72 horas. Entretanto, estes valores de
mortalidade sdo baixos quando comparados aos do composto comercial,
metilcloropirifés, que causou 100% de mortalidade na mesma concentragdo em
um periodo de tempo trés vezes menor: 24 horas. Nesse periodo de avaliagao,
os compostos 3, 4, 17, 22, 24, 25 e 27 apresentaram mortalidade semelhante a
da testemunha.

Com relagéo a D. hyalinata, apenas os compostos 7, 6+8, 9 e 10 foram

testados (Tabela 3). Paula et al. (2008) descrevem a atividade inseticida dos
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demais compostos sobre essa espécie na concentragdo de 10 ug de
composto/mg de inseto. Os compostos 5 e 18 apresentaram, naquele
experimento, eficiéncia comparada a do composto comercial (mortalidade de
90,0 e 82,5%, respectivamente, no periodo de 24 horas). Entretanto,
comparando este trabalho com o de Paula et al. (2008), percebe-se que em
uma concentragdo 10 vezes menor o composto comercial ainda provoca
mortalidade de 100% das espécies. Logo, a eficiéncia dos compostos testados
naquele trabalho, na concentragédo de 10 ug de composto/mg de inseto, néo
pode ser comparada a do composto comercial. O experimento na concentragao
de 1 ug de composto/mg de inseto, para comprovar esse fato, ndo foi realizado

neste trabalho, uma vez que houve limitagdo quanto ao numero de insetos.

3.3.2. Curva de dose-mortalidade

3.3.2.1. Espécie-praga

Uma vez realizado o experimento para determinacao das curvas de
dose-mortalidade para os compostos 4 e 5 sobre A. monuste, pdde-se

determinar os valores de DLsg € DLgg, conforme mostrado na Tabela 4.

Tabela 4 - Equacgdes, DLsy e DLgo, qui-quadrado (x2), graus de liberdade (GL) e
probabilidade das curvas de dose-mortalidade em 48 horas apds a
aplicacao topica das substancias 4 e 5 em lagartas de A. monuste.
25+0,5 °C, UR= 75+£5% fotoperiodo de 12 horas

Composto 4 Composto 5

N (@ 240 240
Equaces @ A 0,714 0,732

b (Média + EPM) 0,569 + 0,059 0,524 + 0,050
DLso (ug/g) © 0,609 (0,503 - 0,715) 0,487 (0,361 - 0,612)
DLoo (ng/g) © 1,318 (1,072 - 1,854) 1,463 (1,134 - 2,127)
y2 6,899 1,553
GL 5 5
Probabilidade 0,141 0,817

'N = nimero de insetos usados no testes. ?’ Y = mortalidade (proporgao); X =
logaritmo da dose (ug de substancia/mg de massa do inseto); EPM = erro-
padrao da média. ®) Os valores entre parénteses correspondem aos intervalos
de confianga a 95% de probabilidade.
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Verificou-se que as curvas de dose-mortalidade para A. monuste das
substancias 4 e 5 apresentaram inclinagdes semelhantes, de forma que erros
nas doses durante a aplicagdo desses compostos refletem de forma

praticamente igual na mortalidade da praga (Figura 11).

1 -

Mortalidade (prébite)

(]

-1 0,5 0 0,5

Logaritmo da dose (mg/g de peso vivo)

—e— Composto 4 —a— Composto 5

Figura 11 - Mortalidade em fungdo do logaritmo da dose para os compostos.

Os compostos 22, 23, 24 e 25, que apresentaram excelente toxicidade
sobre A. monuste, nao tiveram seus valores de DLsg ainda determinados, mas
novos experimentos encontram-se em andamento.

Os compostos 3, 4, 5 e 24 terdo suas DLsy e DLgy determinadas para a

espécie D. nitidalis, visto que apresentaram potencial atividade inseticida.

3.3.1.2. Predador e Polinizador

A metodologia de aplicagdo tépica seguiu as mesmas condigoes
descritas no item 3.2.2. Adicionaram-se as doses correspondentes as DLsg de
cada composto para A. monuste no tempo de 48 horas apds a aplicagéo sobre
o predador e o polinizador.

A toxicidade dos compostos 4 e 5 para S. saevissima foi avaliada nos
periodos de 24, 48 e 72 horas (Tabela 5). Nao houve diferenga de mortalidade
ao longo do tempo para os compostos pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.
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Tabela 5 - Mortalidade média de adultos de S. saevissima, nas concentragdes
de 0,61 e 0,49 ng de composto/mg de inseto, para os compostos 4
e 5, respectivamente

Mortalidade (%)*

Compostos
24h 48h 72h
4 7,50 aA 10,00 aB 10,00 aB
5 12,50 aA 20,00 aA 25,00 aA
Testemunha 2,50 aA 5,00 aB 5,00 aB

' As médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas na coluna, ou

minusculas na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a p<0,05.

As mortalidades causadas pelas substancias 4 (t =7,35e p =0,026) e 5
(t=9,80 e p=0,011) 48 horas apds a exposicao ao predador S. saevissima
foram menores do que 50% (mortalidade causada por essas doses a A.
monuste), fato este que indica que essas duas substancias sdo seletivas em
favor do predador.

Quando se realizou o experimento com T. angustula, a testemunha
apresentou elevada mortalidade (acima de 30%), o que obrigou a descartar os
resultados, uma vez que os dados tornaram-se nao-confidveis. Antes da
aplicacdo dos tratamentos, os adultos de T. angustula foram mantidos sob
refrigeragao por aproximadamente um minuto, para facilitar a aplicagao topica.
Embora essa metodologia ja esteja descrita na literatura (MORENO, 2007),
acredita-se que este tenha sido o principal motivo responsavel pela mortalidade
dos polinizadores. Assim, novos experimentos precisam ser delineados e a
metodologia otimizada, caso necessario, a fim de verificar a toxicidade desses

compostos para esse polinizador.
3.4. CONCLUSOES

Os compostos 3, 4, 5, 6, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26 e 27,
descritos na literatura (PAULA et al., 2008), bem como os compostos 7, 8, 9 e

10, sintetizados neste trabalho, foram avaliados com respeito a sua potencial

atividade inseticida sobre quatro espécies de interesse econémico: A. monuste,
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D. hyalinata, D. nitidalis e P. xylostella. Foram tragcadas as curvas de dose-

mortalidade para as substancias mais ativas (4 e 5) contra A. monuste, sendo
os valores de DLsp (ng/g) iguais a 0,609 (0,503 - 0,715) e 0,487 (0,361 - 0,612),
respectivamente.

Os fosforamidatos 9 e 10 apresentam atividade biologica comparavel a
do composto utilizado como padrdao de eficiéncia (metilcloropirifés) na
concentragcdo de 1 pug de composto/mg de inseto contra A. monuste. Os

compostos 4 e 5 sao seletivos em favor do predador S. saevissima.
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CONCLUSOES GERAIS

Os resultados obtidos neste estudo certamente contribuirdo para a
compilacédo de dados sobre a atividade bioldgica de compostos fosforamidatos,
uma vez que 19 compostos tiveram suas atividades inseticidas avaliadas sobre
espécies de interesse econdmico; quatro desses fosforamidatos ndo haviam
sido previamente sintetizados.

Os compostos apresentados sdo uma rica fonte de informacdes para o
desenvolvimento de novos compostos com potencial atividade bioldgica.

A metodologia sintética utilizada na sintese dos fosforamidatos necessita
de otimizagdo, uma vez que os rendimentos obtidos na sintese desses
compostos foram baixos (6,4 a 46,0%).

As substancias sintetizadas neste trabalho (7, 8, 9 e 10) destacam-se
entre os fosforamidatos avaliados no tocante a espécie A. monuste. A
substancia 19, cuja sintese foi descrita por Paula et al.,, também apresenta
elevada atividade inseticida; os compostos 9 e 10 apresentam atividade
biolégica comparavel a do inseticida comercial metilcloropirifés. As substéncias

4 e 5 sao, ainda, seletivas em favor do predador S. saevissima.
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