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RESUMO

NAIN PEREZ, Amalyn, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de 2014. Sintese
de 2,5-bis-(alquilamino)-1,4-benzoquinonas e avaliacdo das atividades
inseticida e fitotéxica. Orientador: Luiz Claudio de Almeida Barbosa.
Coorientadores: Célia Regina Alvares Maltha e Marcelo Coutinho Picanco.

As quinonas constituem uma classe de compostos de produtos naturais e apresentam
ampla gama de propriedades bioloégicas. Varias aminoquinonas tém aplicagcdo nos
setores farmacéutico e agricola. Neste trabalho, uma série de 2,5-diamino-1,4-
benzoquinonas foi sintetizada e avaliada em termos de suas atividades inseticidas e
fitotoxicas. Os produtos foram preparados por uma reacédo de adicao de Michael a
partir da hidroquinona e das aminas desejadas. Treze compostos foram sintetizados:
2,5-bis-(metilamina)-1,4-benzoquinona 13  (54%), 2,5-bis-(propilamina)-1,4-
benzoquinona 14 (56%), 2,5-bis-(isébutilamina)-1,4-benzoquinona 15 (43%), 2,5-bis-
(pentilamina)-1,4-benzoquinona 16 (62%), 2,5-bis-(hexilamina)-1,4-benzoquinona 17
(38%), 2,5-bis-(benzylamina)-1,4-benzoquinona 18 (25%), 2,5-bis-(p-metilanilina)-1,4-
benzoquinona 19 (27%), 2,5-bis-(aminoacetofenona)-1,4-benzoquinona 20 (24%),
2,5-bis-(2’-aminobenzil-alcool)-1,4-benzoquinona 21 (17%), 2,5-bis-(3’-aminobenzil-
alcool)-1,4-benzoquinona 22 (25%), 2,5-bis-(L-alanina)-1,4-benzoquinona 23 (13%),
2,5-bis-(L-isoleucina)-1,4-benzoquinona 24 (12%) e 2,5-bis-(L-fenilalanina)-1,4-
benzoquinona 25 (17%). A atividade inseticida estudada para os compostos 13-19 ndo
se mostrou muito eficiente nos insetos, causando mortalidades menores que 10% aos
insetos-praga Rhyzopertha Dominica (Fabr.) (Coleoptera: Bostrychidae) e Solenopsis
saevissima Smith (Hymenoptera: Formicidae). O composto 16 foi o que causou maior
porcentagem de mortalidade (38,5%) ao inseto-praga Tuta absoluta (Meyrick)
(Lepidoptera: Gelechiidae) no periodo de 24 h, sem alteragéo apds 48 h. Os resultados
da avaliacdo da deterréncia ao inseto desfolhador Ascia monuste (L.) (Lepidoptera:
Pieridae) indicaram que os compostos avaliados 13-19 nao geraram atividade, pois
as porcentagens de desfolha foram muito elevadas num periodo menor que 48 h.
Também foram realizados estudos sobre cada um dos compostos sintetizados 13-25,
através da analise de crescimento de sementes das espécies Cucumis sativus
(dicotiledénea) e Sorghum bicolor (monocotiledénea), diante do herbicida comercial
Dual. O composto 13 foi o que apresentou maior atividade, mostrando alto potencial

como herbicida.



ABSTRACT

NAIN PEREZ, Amalyn, M.Sc, Universidade Federal de Vigosa, July 2014. Synthesis
of 2,5-bis-(alkylamino)-1,4-benzoquinone and evaluation of insecticidal activity
and phytotoxicity. Adviser: Luiz Claudio de Almeida Barbosa. Co-Advisers: Célia
Regina Alvares Maltha and Marcelo Coutinho Picanco.

Quinones are a class of compounds which belong to natural products. Have a wide
range of biological properties. Several aminoquinones have application in the
pharmaceutical industry and the agricultural sector. In the present work, a series of
2,5-bis-(alkylamino)-1,4-benzoquinones were synthesized and evaluated for their
insecticidal and phytotoxic activities. The 2,5-bis-(alkylamino)-1,4-benzoquinone were
prepared by Michael addition reaction from hydroquinone and the desired amines.
Thirteen compounds were synthesized: 2,5-bis-(methylamino)-1,4-benzoquinone 13
(54%), 2,5-bis-(propylamino)-1,4-benzoquinone 14 (56%), 2,5-bis-(isobutylamino)-1,4-
benzoquinone 15 (43%), 2,5-bis-(pentylamino)-1,4-benzoquinone 16 (62%), 2,5-bis-
(hexylamino)-1,4-benzoquinone 17 (38%), 2,5-bis-(benzylamino)-1,4-benzoquinone
18 (25%), 2,5-bis-(p-methylanilino)-1,4-benzoquinone 19 (27%), 2,5-bis-[2-

(acetyl)phenylamino]-1,4-benzoquinone 20 (24%), 2,5-bis-
[2(methylhydroxy)phenylamino]-1,4-benzoquinone 21 (17%), 2,5-bis-
[3(methylhydroxy)phenylamino]-1,4-benzoquinone 22 (25%)

2,5[1(carboxy)ethylamino]-1,4-benzoquinone 23 (13%), 2,5-bis-[(1-carboxy-2-
methylbutylamino]-1,4-benzoquinone 24 (12%), 2,5-bis-[1(carboxy)phenyethylamino]-
1,4-benzoquinone 25 (17%). Insecticidal activity studied for compounds 13-19 proved
to be not very efficient activity, and smaller percentages of the mortality to 10% for the
species Solenopsis Rhyzopertha dominica and Solenopsis saevissima. Compound 16
was causing a higher mortality rate (38.5%) for Tuta absolute species within 24 h, with
no change after 48 h. The results for the evaluation of deterrence show that the
compounds 13-19 do not generate activity because of too high a peeling percentages
were less than 48 h period. Studies for each of the synthesized compounds 13-25 were
also performed by analyzing the growth of Cucumis sativus seed species
(dicotyledonous) and Sorghum bicolor (monocot), compared to the commercial
herbicide Dual. Compound 13 showed the highest activity, showing high potential as
herbicide.

Xi



1. Introdugao

Alguns produtos naturais importantes conhecidos como quinonas séao
representados por compostos di-carbonilicos (dionas) caracterizados por um padrao
estrutural de substitui¢cao orto e para. Estao presentes em nucleos aromaticos simples,
como as benzoquinonas 1 e 2, ou em sistemas policiclicos aromaticos condensados,
como a naftoquinona (3), antraquinona (4) e hidroxiantraquinona (5) (Figura 1) (ATTA-
UR-RAHMAN, 2005). Essa classe de compostos esta amplamente distribuida na
natureza, e mais de 1.200 tipos de quinonas ja foram descritos apresentando ampla
gama de propriedades biolégicas (EL-NAJJAR et al., 2011).

o] (0] O (0] (0] OH
sleg
O 0] (0] O
1 2 3 4 5
Figura 1: Estruturas de quinonas.

As quinonas sao metabdlitos secundarios que podem ser formados pelas vias
metabdlicas do acido chiquimico, ou a partir de acetil coenzima A (MANN, 2005).
Podem ser encontradas em extensa variedade de familias de plantas, como
Ranunculaceae (SALEM, 2005), Aphodelaceae (BRINGMANN et al., 2008), Fabaceae
(BAKASSO et al., 2008), Ebenaceae (McGAW et al., 2008) e Rhamnaceae (WEI et
al., 2008). Estao presentes também em fungos e bactérias (THOMSON, 1991;
CARRASCO et al., 2008). No reino animal, podem-se encontrar quinonas em
equinodermos, a exemplo de ourigos-do-mar (NISHIDA et al., 1999) e em artropodes,
como € o caso da cochonilha (YEZERSKI et al., 2000; MALLAKIN et al., 2000).

Devido a sua ampla distribuicdo na natureza, juntamente com a participagao
numa série de processos quimicos e bioldgicos essenciais, as quinonas sao bastante
estudadas, sendo de fundamental importancia no processo fotossintético envolvendo
plantas e bactérias (BRETON et al., 1996). A coenzima Q10(6) (Figura 2) € um potente
antioxidante e estabilizador da membrana celular e impede danos a membrana
durante os processos metabdlicos (NAGESWARA et al., 2008). Além disso, possui

acao protetora sobre as células contra mal de Parkinson e doencgas cardiovasculares
1



(CLEREN et al., 2008; PEPE et al., 2007). A vitamina K (7) é essencial para o
metabolismo dos seres humanos, atuando nos processos de coagulagado do sangue
(BENZAKOUR, 2008) e também na prevencdo e tratamento da osteoporose
(LANHAM-NEW, 2008). Outras atividades descritas para as quinonas sao:
antioxidantes (CLARKE et al., 2008), anti-inflamatérias (RIZZO RIZZO, 2008),
laxantes (AKAO et al., 1996), antimicrobianas (LENTA et al., 2007), antitumorais
(GALI-MUHTASIB et al., 2008), anticarcinogénicas (SHAO et al., 2013) e antifungico
(AGARWAL et al., 2000; CANTRELL et al., 2012). Estudos recentes apontaram que

quinonas sao substancias com potencial atividade fitotoxica (BARBOSA et al., 2010).

(@]
/O
\o \ *
n
0 n: 6-10
6
(@]
OH
MeO T T T
0 8
(@]
(@] OH

Figura 2: Estruturas da coenzima Q (6), vitamina K (7), sorgoleona (8) e
plumbagina (9).

Uma interacdo de grande importancia na agricultura é a alelopatia, que envolve
metabdlitos secundarios produzidos por plantas, algas, bactérias e fungos que
influenciam no crescimento de outras espécies, por meio da interferéncia no seu
metabolismo (BASTIDAS, 2008). A descoberta de atividade alelopatica em algumas
moléculas permite planejar a sintese de novos produtos, através de transformagdes
quimicas das quinonas naturais, aumentando suas caracteristicas para serem

consideradas como potentes herbicidas.



Entre as quinonas com atividade alelopatica, encontra-se a sorgoleona (8)
(Figura 3), uma p-benzoquinona substituida, isolada dos exsudados da raiz de
Sorghum bicolor (CHANG et al., 1986). A sorgoleona é fitotdxica para diversas plantas
daninhas e age, principalmente, como regulador do crescimento de plantas (NETZLY
et al., 1988).

Nos ultimos anos tem havido interesse em estudar esse tipo de produtos
naturais, visando a sintese de novos herbicidas para controlar plantas daninhas em
razdo do aumento da resisténcia dessas plantas a varios herbicidas comerciais (DUKE
et al., 2011; TRANEL et al., 2002).

A plumbagina (9) (Figura 3) isolada de Drosophyllum lusitanicu e Plumbago
aurcuta é capaz de inibir a germinagdo de sementes de alface e trigo (JUNG-SUP et
al., 2012). Varias classes de compostos naturais contendo benzoquinonas,
naftoquinonas e antraquinonas foram relatadas como inibidores de hidroxifenilpiruvato
dioxigenase (HPPD) (MEAZZA et al., 2002).

1.1. Aspectos Quimicos

As quinonas possuem diferentes tipos de ac¢des que sdo essenciais para a
compreensao de seus efeitos bioldgicos. Podem sofrer reagcbes de oxidorreducao
reversiveis, sdo capazes de inibir enzimas topoisomerases | e || e podem sofrer ataque
nucleofilico de proteinas devido as suas caracteristicas eletrofilicas (EL-NAJJAR et
al., 2011; SILVA et al., 2003).

Oxido-redugao:

O mecanismo de citotoxicidade das quinonas € atribuido, principalmente, a sua
facilidade de reducao e, consequentemente, a sua capacidade de atuar como agente
oxidante. Em sistemas bioldgicos, podem participar em redugdes por redutases
celulares (EL-NAJJAR et al., 2011; SONG et al., 2003; ABREU et al., 2005).

Na Figura 3, observa-se que a reducédo de quinonas pode ser catalisada por
uma série de enzimas, como NADPH microssomal, citocromo P450, redutase
(P450R), microssomal de NADH citocromo b5 redutase (b5R) e mitocondrial NADH

ubiquinona oxidorredutase (HOLTZ et al., 2003; MONKS et al., 2002; WANG et al.,
3



2010; YAN et al., 2008). A semiquinona (ll) radicalar é formada pela adicdo de um
atomo de hidrogénio a quinona (I) ena sequéncia; e reduz o oxigénio ao anion
superoxido (O27), levando a formacgao da hidroquinona (lll). Quinonas também podem
sofrer reagdes catalisadas por metais de transicdo, como ferro, e reagir com peréxido
de hidrogeno (H202) para formar radical hidroxila (HO"), sendo a principal espécie
responsavel pelo estresse oxidativo celular (ASCHE, 2005; KAPPUS, 1986).

+ - + -
+H,e +H,e
—— ——

Y Y
o 0% o 020, OH
()] () ()

Figura 3: Benzoquinona, redugao por um elétron.

Inibicdo da topoisomerase |l e Il:

Como mencionado anteriormente, outra acdo importante das quinonas esta
relacionada com a atividade biolégica que ocorre por inibicdo das enzimas
topoisomerases. Essas enzimas sdo essenciais para o funcionamento normal de
qualquer célula atuando nas fungdes de reparagao, transcricdo, replicacdo e
estruturagcdo dos cromossomos. Atuam sobre o DNA, alterando sua topologia e
promovendo a quebra e desenrolamento das fitas do DNA para que essas fungdes
ocorram. As enzimas do tipo | quebram apenas uma das fitas, enquanto as do tipo Il,
ambas as fitas. Por sua participacdo fundamental no ciclo de vida celular, as
alteracdes no funcionamento dessas enzimas sao suficientes para induzir apoptoses
(autodestruigao celular) (SILVA et al., 2003).

Adicao nucleofilica:

O carater eletrofilico das quinonas permite que estas reajam com substancias
nucleofilicas contendo grupos amino, hidroxila e tiol, resultando em compostos com
diferentes graus de toxicidade (LI et al., 2005; SONG et al.,, 2010). Em sistemas



bioldgicos, esses grupos nucleofilicos podem ser encontrados, por exemplo, em
aminoacidos, como: lisina, serina e cisteina. Adicionalmente, o grupo tiol da glutationa

(GSH) participa na adi¢gao nucleofilica com as quinonas (Figura 4).

OH OH
Nu Nu Nu
Nu Nu
~ 9 =7 Nu Nu
OH OH
OH Nu Nu OH
Nu ~~ 0 N Nu
Nu Nu Nu
OH OH

Figura 4: Reagdes de adigdo nucleofilica em quinonas, Nu: Aminoacidos (EL-NAJJAR et al.
2011).

1.2. Aminoquinonas

Aminoquinonas podem ser formadas por reagdes entre quinonas e aminas. Por
exemplo, a reagao de 1,4-benzoquinona com aminas primarias resulta em 2,5-
diamino-1,4-benzoquinonas, e reagdes semelhantes podem ocorrer no caso de
naftoquinonas (MARJIT et al., 2007). Varias aminoquinonas tém aplicagdo no setor

farmacéutico e no setor agricola devido a suas atividades bioldgicas.

Uma nova familia de polimeros, poliaminoquinona (PAQ), tem sido
desenvolvida nos ultimos anos como anticorrosivos de revestimentos. Esses
polimeros tém alta afinidade aos metais, suficientemente forte para deslocar a agua
de superficies de ago inoxidavel, mostrando impacto na forga e resisténcia a corrosao.
Esses compostos sao preparados, principalmente, pela reacédo de aminas em excesso
da quinona (NITHIANANDAM et al., 1998).

Estudos visando a busca de substancias no combate a toxoplasmose
identificaram a quinona 10 (Figura §) como substancia ativa contra Toxoplasmosis
gondii. Ainda, ndo é conhecido o mecanismo de agado contra T. gondii, mas esses
compostos sao potentes inibidores dos processos redox da cadeia respiratoria do
parasita. Foi mostrado que varios compostos, naturais e sintéticos, tém atividade

antiprotozoaria para a geragcao de espécies reativas do oxigénio, como o radical



hidroxido e o anion superdxido, causando a inibicdo respiratéria do parasita
(FERREIRA et al., 2012). Produtos naturais marinhos da classe das quinonas também
sdo promissores para a descoberta de compostos com propriedades farmacoldgicas
(DELGADO et al., 2012).

Nos ultimos anos, tem-se estudado uma variedade de inibidores de urease.
Entre os mais ativos estao as 1,4-benzoquinonas e seus derivados 2,5-diamino-1,4-
benzoquinonas. A urease (amidoidrolase de ureia; EC3.5.1.5) catalisa a hidrdlise da
ureia, resultando na producdo espontanea do amoniaco e diéxido de carbono e na
elevagao do pH. Até agora nao foram relatados na literatura estudos biolégicos da
relacdo estrutura-atividade. O composto bis-morfolina 11 (Figura 5) apresenta alto
potencial inibidor de urease. Esses estudos também indicaram que o tamanho
adequado e a flexibilidade dos grupos substituintes do anel da benzoquinona séo

fatores importantes para esses inibidores (ZHONG-LU et al., 2012).

10 11

Figura 5: Estruturas da aminonaftoquinona 10, benzoquinona 11 e produto natural 12.

Aminoquinonas também sao destaques no campo da busca por substancias de
acao herbicida e citotoxica. Alguns derivados de 2,5-diamino-1,4-benzoquinonas
mostraram inibigdo sobre o crescimento radicular sobre Cucumis sativus, alcangando
até 74% de inibicdo (BARBOSA et al., 2010). Também, apresentaram atividade
inibitéria sobre a sintese de ATP em cloroplastos isolados de espinafre. Um dos

derivados mostrou citotoxicidade contra linhagem de células tumorais (leucemia,
6



mama, colon). Também foi observada baixa toxicidade para as células normais. Esses
resultados sédo bastante promissores para o desenvolvimento de novos antitumorais
(BARBOSA et al., 2010).

O produto natural 12 (Figura 5), isolado da esponja marinha Dysidea avara,
com o grupo amino substituinte (monoaminoquinona), apresentou, no entanto, baixa
atividade inseticida diante da espécie de Spodoptera littoralis (HAMED et al., 2013).
Sao poucos os estudos inseticidas com compostos analogos as aminobenzoquinonas,
embora os nucleos de benzoquinonas tenham relatado atividade na reducédo de
alimentacao nas espécies Spodoptera littoralis, Leptinotarsa decemlineata, Myzus
persicae e alta mortalidade diante de uma espécie de acaro (Tyrophagus
putrescentiae) (BURGUENO-TAPIA et al., 2008; AKHTAR et al., 2012; JEON et al.,
2012).



2. Justificativa

O amplo espectro de atividades biolégicas apresentado por analogos de
quinonas gera interesse da continua pesquisa com compostos derivados da
benzoquinona. O grupo de pesquisa do Laboratorio de Analises e Sinteses de
Agroquimicos (LASA) tem estudado a linha de analogos das diaminoquinonas perante
a atividade fitotoxica, no entanto ndo existem muitos relatos nas atividades herbicidas
e inseticidas dos derivados 2,5-bis-(alquilamino)-1,4-benzoquinonas. Portanto, neste
trabalho a sintese de novos compostos com diferentes grupos amino como
substituintes do anel da benzoquinona foi estudada com o intuito de avaliar seus

efeitos sobre as atividades bioldgicas.

3. Objetivo

Tendo em vista os resultados positivos ja descritos na literatura com a sintese
de compostos analogos as aminoquinonas, este estudo teve por objetivo sintetizar
novas diaminoquinonas com diferentes aminas primarias, como substituintes visando
a obtencao de produtos que possam apresentar potencial atividade inseticida e

fitotoxica.

4. Materiais e métodos

As sementes de sorgo e pepino empregadas nos ensaios de fitotoxicidade
foram adquiridas no comércio local da cidade de Vigosa (Dow AgroSciences e
Topseed Garden) para 0 sorgo e pepino, respectivamente.

As temperaturas de fusdo dos compostos foram determinadas em aparelho
MQAPF-301. Todos os compostos foram purificados e caracterizados pelas seguintes

técnicas detalhadas a seguir.

Cromatografia em camada delgada — Para a cromatografia em camada
delgada (CCD), foram utilizadas placas de silica-gel com 0,25 mm de espessura

(silica-gel 60 G-F254) e com indicador de fluorescéncia. As placas cromatograficas
8



foram reveladas com solugdo alcodlica de acido fosfomolibdico (12,0 g de
2H3P04.20M003.48H20 em 250 mL de etanol), solugdo de vanilina (500 mg de
vanilina em 50 mL EtOH/2 mL H2S0O4) ou solug¢ao de ninidrina (1,0 g de ninidrina em
50 mL de EtOH 95% v/v), apds a visualizagdo em camara de luz ultravioleta (A=365

nm).

Cromatografia em coluna — Para as purificagdes por cromatografia em coluna,
foi utilizada silica-gel 60 (70-230 mesh ou 230-400 mesh, ASTM, Merck), como fase

estacionaria.

Infravermelho — Os espectros no infravermelho (IV) foram obtidos em
espectrometro Perkin Elmer Spectrum 1000 (Departamento de Quimica da UFV),

preparando-se pastilhas de KBr contendo 1% (m/m) do composto.

Ressonancia Magnética Nuclear — Os espectros de ressonancia magnética
nuclear de hidrogénio (RMN de 'H, 300 MHz) e de carbono (RMN de '3C, 75 MHz)
foram obtidos em aparelho Varian Mercury 300 MHz, do Departamento de Quimica
da UFV. Foram utilizados como solventes deuterados cloroférmio e dimetilsulféxido.
Também, foram adquiridos espectros com adigao de 6xido de deutério. As constantes

de acoplamento escalar (J) foram expressas em Hertz (Hz).

Espectrometria de massas — Os espectros de massas foram obtidos em um
equipamento Shimadzu GCMS-QP5050A, do Laboratério de Analise e Sintese de
Agroquimicos (LASA) do Departamento de Quimica da UFV. As andlises de massas
de alta resolugao foram realizadas num equipamento ESI-QTOF (maXisETD, Bruker),

no Centro de Pesquisa René Rachou — Fiocruz, Minas Gerais.



5. Procedimentos Experimentais

5.1. Procedimento geral para a sintese de 2,5-bis-(alquilamino)-1,4-

benzoquinonas 13-19

A um bal&o bitubulado de fundo redondo (25 mL), adicionou-se hidroquinona
(1,0 mmol) dissolvida em metanol (10 mL). Apos a solubilizag&o, adicionou-se a amina
desejada (2,5 mmol). A mistura foi colocada sob agitagdo magnética e sob atmosfera
de oxigénio. O sistema foi mantido na temperatura ambiente (algumas reagdes foram
feitas sob refluxo) por 2 h. Inicialmente, observou-se mudanga de cor na solugao, de
incolor a colorida. A reagao foi monitorada por CCD e interrompida apds 2 h, com a
formacgao de um precipitado colorido. O sdélido foi isolado por filtragdo a vacuo, lavado
com éter dietilico e purificado por cromatografia em coluna de silica-gel, utilizando-se

como eluente a mistura Hex/AcOEt 2:1 v/v.

Na Tabela 1 sdo apresentadas as quantidades e aminas empregadas na

sintese de cada um dos produtos (13-19).
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Tabela 1. Aminas e quantidades para o preparo dos produtos 13-19.

OH Mistura de
Tempo de
Amina Temperatura eluente Rendimento
reagao Produto
g; n (mmol) OH (°C) h) (cromatografia g; mmol; %
g; n (mmol) em coluna)
CHsNH:2 Hex/AcOEt 2
0,11; (1,11) 25 4 N 0,156; 0,90; 54
0,109; (2,50) (2:1 viv) ~
Hog 13
o NH Hex/ACOEt 2
0,12; (1,12) 25 2 S 0,134; 0,60; 56
(3:1 viv) ~ 14
0,132; (2,24) N
Hex/AcOEt f
)\/NHZ 1,11; (1,11) 25 2 NJ\ 0,116; 0,46; 43
(3:1 viv) N
0,162; (2,22) bl 115
NH Hex/AcOEt LK
T2 0,42;(1,12) 25 2 o ¢ 7 0,192;0,69; 62
0,195; (2,24) (3:1 Viv) T 18
S~~~ NH2 Hex/AcOEt i
0,13; (1,14) 25 2 /¢/ S 0,129;0,42; 38
0,231; (2,28) (3:1 viv) I o7
NH, CHCIa/ACOE S o Q)
0,11; (1,11) 25 2 (11w ﬁ:;( 0,085; 0,26; 25
1 viv
0,235; (2,20) DRRE"
O
@NHQ Hex/CHCls N
0,12; (1,12 55 4 0,0918; 0,23; 27
(112) 24 v \Q/¢/ TL
0,235; (2,20) H 0 19
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Dados referentes ao composto 2,5-bis-(metilamino)-1,4-benzoquinona 13:

Caracteristica: sélido rosa.
Tr = 246-248 °C, (283-286 °C, CAMERON 1964).
CCD Rs= 0,48 (Hex/AcOEt, 2:1 v/v).

IV (filme KBr, vmax/cm™): 3284; 3002 ; 2929; 1642; 1568; 1500; 1410; 1360; 1290;
1234; 1062; 706.

RMN de "H (300 MHz, DMSO-ds) &: 2,75 (d, 6H, H1’, Jy:nu=5,37): 5,15 (s, 2H, H3,H6);
7,60 (sl, 2H, NH).

RMN de 3C (75 MHz, DMSO-ds), &: 28,61 (C1’); 91,76 (C3, C6); 152,25 (C2, C5);
177,12 (C1, C4).

IES-EM (CsH11N202): m/z= 167,0816 [M+H]*. Calculado para (CsH11N202) m/z=
167,0776 [M+H]*

12



Dados referentes ao composto 2,5-bis-(propilamino)-1,4-benzoquinona 14:

Caracteristica: solido violeta.

Ts = 164-165 °C, (163-164 °C, COVEY 1962).

CCD Rs= 0,48 (Hex:AcOEt, 3:1 v/v).

IV (filme KBr, vmax/cm™'): 3280; 2962; 2929; 2869; 1644; 1584; 1492; 1362; 1246.

RMN de "H (300 MHz, CDCls) &: 0,97 (t, 6H, H3', J3.2= 7,4); 1,61-1,73 (m, 4H, H2));
3,07-3,14 (g, 4H, H1’, J1.2= 7,2; Jrnw = 6,5); 5,29 (s, 2H, H3,H6); 6,65 (s/, 2H, NH).

RMN de *3C (75 MHz, CDCl3) &: 11,60 (C3'); 21,71 (C2’); 44,39 (C1’); 92,79 (C3, CB);
151,50 (C2, C5); 178,25 (C1, C4).

IES-EM (C12H19N202): m/z= 223,1445 [M+H]*. Calculado para (C12H19N202) m/z=
223,1402 [M+H]*

13



Dados referentes ao composto 2,5-bis-(isobutilamino)-1,4-benzoquinona 15:

Caracteristica: solido vermelho.

Tr=190-192 °C, (197 °C, GARREAU 1950).

CCD R = 0,50 (Hex:AcOEt, 3:1 v/v).

IV (filme KBr, vmax/cm™): 3272; 2953; 2920; 2868; 1648; 1556; 1489; 1358; 1258.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) &: 0,96 (d, 12H, H3', H4', J3.2 = 6,6); 1,88-2,02 (m, 2H,
H2'); 2,97 (¢, 4H, H1’, J1,2 = 6,5); 5,30 (s, 2H, H3,H6); 6,71 (s, 2H, NH).

RMN de '3C (75 MHz, CDCls) &: 20,52 (C3', C4’); 27,98 (C2'); 50,31 (C1’); 92,88 (C3,
C6); 151,73 (C2, C5); 178,30 (C1, C4).

IES-EM (C14H23N202): m/z= 251,1756 [M+H]". Calculado para (C14H23N202) m/z=
251,1715 [M+H]*

14



Dados referentes ao composto 2,5-bis-(pentilamino)-1,4-benzoquinona 16:

Caracteristica: sélido vermelho.
Tr = 139-140 °C, (134-137 °C, BARBOSA 2010).
CCD Rs= 0,46 (Hex:AcOEt, 3:1 v/v).

IV (filme KBr, vmax/cm™): 3264; 2962; 2924; 2855; 1652; 1560; 1488; 1358; 1269;
726.

RMN de "H (300 MHz, CDCl3) &: 0,88-0,93 (m, 6H, H5'); 1,25-1,35 (m, 6H, H3',H4");
1,60-1,67 (m, 4H, H2)); 3,10-3,17 (g, 4H, H1’, J1.2 = 6,6; Jrnw = 6,9): 5,29 (s, 2H,
H3,H6); 6,61 (s/, 2H, NH).

RMN de *3C (75 MHz, CDCl3) &: 14,15 (C5); 22,52 (C4’); 28,14 (C3); 29,31 (C2));
42,79 (C1’); 92,82 (C3, C6); 151,59 (C2, C5); 178,30 (C1, C4).

IES-EM (C16H27N202): m/z= 279,2027 [M+H]*. Calculado para (C16H27N202) m/z=
279,2028 [M+H]*

15



Dados referentes ao composto 2,5-bis-(hexilamino)-1,4-benzoquinona 17:

Caracteristica: solido vermelho.

Ts=134-135 °C, (114-116 °C, WELLINGTON 2010).

CCD R = 0,66 (Hex:AcOEt, 3:1 v/v).

IV (filme KBr, vmax/cm™1): 3264; 2958; 2918; 2852; 1648; 1556; 1500; 1288; 674.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) &: 0,86-0,89 (t, 6H, H6’, Jo,s = 6,8); 1,30-1,31 (m, 12H,
H3', H4’, H5'); 1,64-1,67 (m, 4H, H2); 3,10-3,17 (g, 4H, H1’, Jr.2 = 7,0; Jrnw = 6,1);
5,29 (s, 2H, H3,H6); 6,61 (s/, 2H, NH).

RMN de 13C (75 MHz, CDCls) &: 13,93 (C6'); 22,45 (C5'); 26,61 (C4’); 28,16 (C3');
31,33 (C2'); 42,57 (C1°); 92,58 (C3, C6); 151,34 (C2, C5); 178,06 (C1, C4).

IES-EM (C1sH31N202): m/z= 307,2384 [M+H]". Calculado para (C1sH31N202) m/z=
307,2341 [M+H]*

16



Dados referentes ao composto 2,5-bis-(benzilamino)-1,4-benzoquinona 18:

Caracteristica: solido laranja escura.

Ts = 261-262 °C, (259 °C, GILLIS 1956).

CCD Rf = 0,50 (CHCI3:AcOEt, 1:1 v/v)

IV (filme KBr, vmax/cm-): 3275; 3026; 3002; 1643; 1551; 1492; 1254; 706.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &: 4,02 (d, 4H, H1’, Ji vy = 5,9); 5,38 (s, 2H, H3,H6);
6,81 (sl, 2H, NH); 7,28-7,39 (m, 10H, H2”,6").

RMN de 13C (75 MHz, CDCl3) &: 46,96 (C1’); 93,93 (C3, C6); 127,84; 128,31; 129,15;
135,70 (8, C1”,6”); 150,82 (C2, C5); 178,78 (C1, C4).

IES-EM (C20H19N202): m/z= 319,1445 [M+H]*. Calculado para (C20H19N202) m/z=
319,1402 [M+H]*

17



Dados referentes ao composto 2,5-bis-(p-toluenamino)-1,4-benzoquinona 19:

5 H '
1 s 6 loN 2
3
¥ N5 6 1"
H 5
@)

Caracteristica: solido, amarelo escuro.

Tt = 300 °C, (decomposicao).

CCD Rs = 0,44 (Hex:CHCls, 2:1 v/v).

IV (filme KBr, vmax/cm™1): 3236; 2916; 1634; 1556; 1480; 1288; 828.

RMN de "H (300 MHz, CDCl3) &: 2,36 (s, 6H, H1"); 6,01 (s, 2H, H3, H6): 7,13 (d, 4H,
H3", H5', J3,2 = 8,5); 7,20 (d, 4H, H2", HE’, Js,5 = 8,5): 8,08 (s/, 2H, NH).

IES-EM (C20H1sN202Na): m/z= 341,2633 [M+Na]*. Calculado para (C20H1sN202Na)
m/z= 341,1266 [M+Na]*

18



5.2. Sintese da benzoquinona 1

A um baldo de fundo redondo conectado a um funil de adicido foi adicionada
hidroquinona (4 g, 0,036 mol) dissolvida em 15 mL de metanol e 6xido de prata (0,83
g, 0,0036 mol). A mistura foi mantida em agitagcao por 5 min, na temperatura ambiente,
na qual, em seguida, se adicionou solucao de perdxido de hidrogénio (8,6 mL em 10
mL de MeOH). A adig&o foi feita sequencialmente (1 mL por minuto) durante 10 min.
A reacao foi mantida sob agitagdo magnética por 20 min. Apés o consumo total do
material de partida monitorado por CCD, a mistura de reacéo foi extraida com éter
dietilico (3 x 15 mL). Os extratos organicos foram combinados, e a fase organica
resultante foi lavada com agua destilada (3 x 10 mL), seca com MgSO4 e concentrada
sob pressdo reduzida, obtendo-se 76% de rendimento (2,99 g; 0,028 mol) de

benzoquinona.

5.3. Procedimento geral para a sintese dos inéditos 2,5-bis-(arilamino)-1,4-

benzoquinonas 20-22

A um baldo bitubulado de fundo redondo (25 mL), adicionou-se benzoquinona
(1,0 mmol) dissolvida em metanol (10 mL), adicionando também, apdés a total
solubilizacdo, a amina desejada (2,5 mmol). A mistura foi colocada sob agitacédo
magnética e sob atmosfera de oxigénio. O sistema foi mantido em temperatura
ambiente. Inicialmente, observou-se mudancga de coloragao da solucédo, de amarela
para marrom-escura. A reacao foi monitorada por CCD e interrompida apés 2 h, com
a formacao do precipitado. O sdlido foi filtrado a vacuo e lavado com MeOH, sendo
purificado por cromatografia em coluna de silica-gel, utilizando-se como eluente a
mistura de Hex/CHCIs 1:3 v/v.

Na Tabela 2 sdo apresentadas as quantidades e aminas empregadas na

sintese de cada um dos produtos (20-22).
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Tabela 2. Aminas e quantidades para o preparo dos produtos 20-22.

o Mistura de
. Tempo de .
Amina Temperatura eluente Rendimento
reacao . Produto
g; n (mmol) J (°C) h) (cromatografia g; mmol; %
g; n (mmol) em coluna)
NH, O
Hex/CHCls o ,°
1,10; (1,01) 25 2 N 0,091; 0,24; 24
(1:3 vIv) g\
N 20
0,297; (2,20) o o
NH, o OH
AcOEYEt0 N
OH 1,10; (1,01) 25 2 0,064; 0,18; 17
(1:1 viv) N 21
o
0,271; (2,20) Ho
NH, O u
AcOEY/Et0 N oH
1,10; (1,01) 25 2 ? HOVQNQ;/ T 0.090: 0,25: 25
OH (3:2 viv) Hoo 29
0,246; (2,00)
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Dados referentes ao composto 2,5-bis-[2-(acetil)fenilamino]-1,4-benzoquinona
20:

Caracteristica: solido marrom escuro.

Ts = 267-268 °C.

CCD R¢= 0,21 (Hex/CHCls, 1:3 v/v).

IV (filme KBr, vmax/cm™): 3206; 2922; 2980; 1652; 1642; 1604; 1566; 1454; 129; 770.

RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) &: 2,67 (s, 6H, H2"); 6,42 (s, 2H, H3, H6); 7,16-7,95 (m,
8H, H3-6’); 11,21 (s, 2H, NH).

RMN de 3C (75 MHz, CDCl3) &: 28,65 (C2”); 100,11 (C3, C6); 121,33; 123,48; 126,32;
134,20; 139,89 (C1’-C6’); 144,77 (C2, C5); 181,89 (C1, C4); 201,22 (C1).

IES-EM (C22H19N204): m/z: 375,1238 [M+H]*. Calculado para (C22H19N204) m/z=
375,1402 [M+H]*
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Dados referentes ao composto 2,5-bis-[2-(hidroximetil)fenilamino]-1,4-

benzoquinona 21:

Caracteristica: so6lido marrom.

Tr=211-212 °C.

CCD Rf = 0,43 (AcOEt/Et20, 1:1 v/v)

IV (filme KBr, vmax/cm™): 3383; 3180; 2872; 1632; 1576; 1484; 1286; 904; 822; 738.

RMN de "H (300 MHz, DMSO-ds) &: 4,47 (d, 4H, H1’, Jor,+ = 5,0 Hz); 5,49 (t, 2H, OH,
Jor1' = 5,2); 5,53 (s, 2H, H3, HB); 7,24-7,48 (m, 8H, H2'-6"); 9,36 (s, 2H, NH).

RMN de 13C (75 MHz, DMSO-ds) &: 60,58 (C1’); 95,02 (C3, C6); 124,18; 126,17;
128,07; 128,70; 135,82; 136,25 (C1-C6’); 147,92 (C2, C5); 179,38 (C1, C4).

IES-EM (C20H18N204Na): m/z: 373,1149 [M+Na]*. Calculada para (C20H1sN204Na)
m/z=373,1164 [M+Na]*
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Dados referentes ao composto 2,5-bis-[3-(hidroximetil)fenilamino]-1,4-

benzoquinona 22:

5 L
. N1 2 3
a7 N6 8 \1©3V\0H
1 4
HO -
w3y N5 >0 5
o

Caracteristica: so6lido marrom.

Ts = 244-245 °C.

CCD R¢= 0,36 (AcOEYEt20, 3:2 v/v)

IV (filme KBr, vmax/cm™): 3426; 3240; 2908; 1638; 1568; 1428; 1288; 934; 876; 690.

RMN de 'H (75 MHz, DMSO-de) &: 4,51 (d, 4H, H1’, Jor,1 = 5,2); 5,32 (t, 2H, OH, Jox,1
= 5,2): 5,81 (s, 2H, H3, H6); 7,16-7,41 (m, 8H, H2’, H4", H5", HE'); 9,34 (s, 2H, NH).

RMN de 3C (75 MHz, DMSO-ds) &: 63,19 (C1’); 95,95 (C3, C6); 121,98; 122,85;
124,28; 129,68; 138,29; 144,60 (C1-6'); 148,03 (C2, C5); 180,39 (C1, C4).

IES-EM (C20H1sN204aNa): m/z: 373,1158 [M+Na]*. Calculada para (C20H1sN204Na)
m/z= 373,1164 [M+Na]*
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5.4. Procedimento geral para a sintese de 2,5-bis-(alquilamino)-1,4-

benzoquinonas 23-25

A um baldo bitubulado de fundo redondo (250 mL), adicionou-se hidroquinona
(5,0 mmol) dissolvida em etanol (80 mL). Apds a total solubilizagao, adicionaram-se o
aminoacido desejado (10,0 mmol) e o bicarbonato de sédio (20,0 mmol). A mistura foi
colocada sob agitacdo magnética e sob atmosfera de oxigénio. O sistema foi mantido
em aquecimento (55 °C). Inicialmente, observou-se mudanga de coloragao da solugéo
de incolor para marrom-escura. A reagao foi monitorada por CCD e interrompida apés
24 h. A mistura de reacao foi filtrada para separar o sal de bicarbonato de sédio e o
aminoacido sem reagir, sendo lavado com etanol. Consequentemente, a solugao
resultante foi concentrada sob pressao reduzida. O sélido obtido foi acidificado com
2,0 mL de acido cloridrico concentrado e dissolvido com 5,0 mL de agua destilada. A
mistura foi transferida para um funil de separagao e extraida com AcOEt (3 x 25 mL).
Os extratos organicos foram combinados, e a fase organica resultante foi seca com
MgSOs, filtrada e concentrada sob presséo reduzida. O residuo obtido foi purificado
por cromatografia em coluna de silica-gel, utilizando-se como eluente a mistura de
(CH3)2CO/MeOH 2,5:1,5 viv.

Na Tabela 3 sdo apresentadas as quantidades e aminoacidos empregados na

sintese de cada um dos produtos (23-25).
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Tabela 3. Aminoacidos e quantidades para o preparo dos produtos 23-25.

OH
Mistura de eluente .
Aminoacido Temperatura Tempo de reacido . Rendimento
(cromatografia em Produto
g; n (mmol) (°C) (h) g; mmol; %
OH coluna)
g; n (mmol)

ZT

(6] (e}
HO
CHa)2CO/MeOH
TH\NHZ 0,55; (5,00) 55 24 (CHs)2 %OH 0,182: 0,64: 13
(0] (2,5:1,5 viv) Hoj(LN
H 23

(0] (6]
0,899; (10,0)
O H O
(CH3)2CO/MeOH OH
HO 0,55; (5,00) 55 24 HO 0,216; 0,58; 12
NH, (2,5:1,5 vIv) N
O ¢} O
24
1,312; (10,0)
O H (0]
(CHs3)2CO/MeOH OH
HO 0,55; (5,00) 55 24 HO 0,357; 0,82; 17
NH, (2,5:1,5 vIv) N
0 0 O 25

1,331; (10,0)



Dados referentes ao composto 2,5-bis-[1-(carboxi)etilamino]-1,4-benzoquinona
23:

Caracteristica: solido vermelho.

Ts = 269 °C, (decomposicao).

CCD Rf = 0,39 ((CHs)2CO/MeOH, 2,5:1,5 v/v)

IV (filme KBr, vmax/cm™1): 3444; 3318; 2992; 2934; 1636; 1594; 1308; 780.

RMN de "H (300 MHz, DMSO-ds) &: 1,19 (d, 6H, H3’, Js,1 = 6,6); 3,56-3,61 (m, 2H,
H1’); 5,13 (s, 2H, H3,H6); 7,75 (d, 2H, NH, JnH,1- = 6,6).

RMN de 13C (75 MHz, DMSO-ds) &: 17,91 (C3'); 52,08 (C1’); 92,13 (C3, C6); 150,03
(C2, C5); 174,08 (C1, C4); 177,18 (C2)

IES-EM (C20H18N204Na): 303,0597 [M-2H+Na]". Calculado para (C20H1sN204Na) m/z=
303,0593 [M-2H+Na]
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Dados referentes ao composto 2,5-bis-[(1-carboxi-2-metil)butilamino]-1,4-

benzoquinona 24:

(0]
1 H
HO._0O 6 N1 5
43,2 3 9 4
5 TN 07 OH
(0]

Caracteristica: soélido marrom.
Ts => 300 °C (decomposigéo)
CCD Rs= 0,39 ( (CH3)2CO/MeOH, 2,5:1,5 v/v)

IV (filme KBr, vmax/cm™): 3418; 3320; 2966; 2934; 2876; 1574; 1494; 1404; 1352;
816; 708.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-de/D20) &: 0,78 (sl, 12H, H5', H6'); 1,05-1,76 (m, 6H,
H3’, H4); 3,63 (s/, 2H, H1’): 5,21 (s, 2H, H3, H6).

RMN de 13C (75 MHz, DMSO-de) 5/: 12,68 (C5’, C6'); 16,68 (C4’); 26,23 (C3'); 62,52
(C1); 92,88 (C3, CB); 152,12 (C2, C5); 174,27 (C1, C4); 177,85 (C2).
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Dados referentes ao composto 2,5-bis-[1-(carboxi)feniletanoamino]-1,4-

benzoquinona 25:

Caracteristica: sélido marrom.
Tt = >300 °C (decomposicao)
CCD R = 0,38 ((CH3)2CO/MeOH, 2,5:1,5 v/v)

IV (filme KBr, vmax/cm™): 3418; 3332; 3074; 3030; 1596; 1568; 1492; 1404; 1348;
818; 700.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-de/D20) &: 2,86-3,18 (m, 4H, H3'); 3,85 (t, 2H, H1’, J13
=5,1; Jywn = 5,1); 5,01 (s, 2H, H3,H6); 7,01-7,25 (m, 10H, H2"-6").

RMN de *3C (75 MHz, DMSO) &: 37,07 (C3'); 57,90 (C1’); 92,30 (C3, C8); 126,41;
126,73; 128,18; 128,62; 129,54; 138,08 (C17-6”) 150,16 (C2, C5); 172,49 (C2));
177,19 (C1, C4).
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6. Avaliagao das atividades biolégicas

6.1. Bioensaios de toxicidade Inseticida

Os compostos 13-19 foram submetidos a bioensaios para avaliagdo da
atividade inseticida. Os estudos foram realizados no Laboratério de Manejo Integrado
de Pragas (MIP-UFV), do Departamento de Entomologia da UFV.

As espécies de insetos-praga empregadas nos bioensaios foram: Rhyzopertha
Dominica (Fabr.) (Coleoptera: Bostrychidae), Solenopsis saevissima Smith
(Hymenoptera: Formicidae) e Tuta absoluta Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae).
Essas espécies de insetos foram selecionadas pelo fato de R. Dominica ser importante
praga de produtos armazenados no mundo inteiro (MOREIRA et al., 2007); de S.
saevissima ser importante praga domissanitaria (LOFGREN et al., 1975); e de T.
absoluta ser importante praga em cultivos de tomate na América do Sul, Europa e
Africa (GONTIJO et al., 2013).

Os bioensaios foram realizados considerando um tempo de exposi¢cao aos
compostos de 24 e 48 h para cada espécie, na concentragado de 30 mg de composto/g
de inseto. Portanto, as solu¢des foram preparadas pesando 5,0 mg de cada composto
dissolvido em 150 uL de acetona.

Os compostos foram dissolvidos em acetona e, através de uma microsseringa
de 10 pL, foi aplicado 0,5 pL de substancia/inseto. No caso do controle, os insetos
foram tratados topicamente com igual volume da acetona pura.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com trés
repeticoes. Os experimentos foram conduzidos em potes plasticos de poliestireno
(120 mL) contendo 10 insetos. Os potes foram revestidos com tela de organzim, para
evitar a saida dos insetos, bem como permitir a entrada de oxigénio.

Apos a aplicagdo das solucbes preparadas para os insetos, estes foram
mantidos dentro dos potes contendo alimento, sendo eles: foliolos de tomate cultivar
Santa Clara para T. absoluta; trigo em grao para R. dominica; e candi (85% de agucar
e 15% de mel) para S. saevissima. Para a formiga S. saevissima, também foi fornecida
agua, por meio de um pedacgo de algodao umedecido. Os recipientes plasticos foram

de 1,5 cm de didmetro por 1,0 cm de altura.
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Os potes plasticos com os insetos foram acondicionados e mantidos a
temperatura de 25+0,5 °C, umidade relativa de 75t5% e fotofase de 12 h, com
excecao da formiga, que permaneceu durante o acondicionamento em auséncia de
luz. Foram realizadas avaliagbes em 24 e 48 h apds a submissao aos tratamentos,
quantificando o numero de insetos vivos e mortos. Consideraram-se insetos mortos

aqueles que se apresentaram imoveis.

6.2. Bioensaio de deterréncia

Os bioensaios de determinagcédo da deterréncia das 2,5-bis(alquilamino)-1,4-
benzoquinonas 13-19 foram realizados no Laboratério de Manejo Integrado de Pragas
do Departamento de Entomologia da Universidade Federal de Vigosa. O delineamento
experimental utilizado foi o inteiramente casualizado. Os compostos dissolvidos foram
aplicados em discos de couve (Brassica oleraceae var. acephala) acondicionados em
placas de Petri (10 cm de diametro; 78,54 cm? de area). Os discos de couve, por sua
vez, cobriam toda a superficie da placa. Os tratamentos foram constituidos de sete
compostos mais a testemunha (sé solvente). Os compostos foram solubilizados em
acetona e imediatamente pulverizados sobre os discos de couve, usando torre de
Potter calibrada a pressdo de 10Ib.pol?. A concentracdo aplicada de cada composto
sintetizado foi de 50 pyg/cm?. Ao branco, aplicou-se apenas o volume de acetona
utilizado para diluir cada composto (1 mL). Apds a evaporagao da acetona nos discos
de couve, transferiram-se, cuidadosamente, 10 lagartas de Ascia monustes (L.)
(Lepidoptera: Pieridae) de quarto instar, fazendo uso de um pincel de cerdas macias.
A unidade experimental foi constituida pela placa com o disco de couve tratado
contendo as 10 lagartas. Foram montadas trés repeticdes por tratamento. Esse inseto
foi selecionado para este ensaio, por ele ser importante praga desfolhadora de
brassicas, nas Américas do Sul, Central e do Norte (PICANCO et al., 2010).

As placas de Petri foram fotografadas (Canon EOSDigital Rebel XS) apods 1, 4,
8, 10, 17, 24, 32 e 48 h de exposi¢cao as solu¢cdes dos compostos preparados.
Posteriormente, essas fotos foram editadas utilizando o programa Paint. NET 3.5.11
(dot PDN, 2013). Apds a edigao das fotos, empregou-se o programa Image Tools 3.6

(Union D, 2013), para a mensuragao da area foliar consumida.
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Andlises estatisticas — Nos bioensaios de toxicidade para verificar a
diferenga entre os tratamentos em relacdo a testemunha, foi utilizado o procedimento
PROC GLM com MANOVA, do programa System of Statistical Analyses — SAS (SAS
INSTITUTE, 2000).

No caso dos bioensaios de deterréncia para verificar a diferenca entre os
tratamentos em relagéo a testemunha, bem como a diferenga ao longo do tempo em
um mesmo tratamento, também foi utilizado o programa PROC GLM com MANOVA,
do programa System of Statistical Analyses — SAS (SAS INSTITUTE, 2002).

6.3. Bioensaios fitotoxicos

A atividade fitotéxica das 2,5-diamino-1,4-benzoquinonas 13-25 foi avaliada
preliminarmente como a capacidade desses compostos em interferir tanto no
crescimento radicular quanto no crescimento da parte aérea das espécies Sorghum

bicolor e Cucumis sativus.

Teste preliminar para Sorghum bicolore Cucumis sativus — Para o preparo
das solugbes dos compostos 13-25, 1,5 mg de cada composto foi dissolvido numa
mistura de Tween 80 (5,0 uL) e dimetilsulféxido (150 uL). A suspensao resultante foi
agitada por 1 min e transferida para um baldo volumétrico de 15 mL. O volume foi
completo com agua destilada, para obter uma concentracao final de 100 ppm dos

compostos. A solucao resultante foi sonicada por 5 min.

O experimento foi realizado com os compostos 13-25, controle negativo e
herbicida Dual. O composto 20 nao foi avaliado nesse ensaio devido a pequena

quantidade de material disponivel.

Cada tratamento foi composto por trés placas de Petri (8,0 cm de didmetro por
1,0 cm de altura), contendo papel de germinagéo tratado com 5,0 mL da solugéo

correspondente e 20 sementes de cada espécie.

O controle negativo corresponde a solugdo contendo apenas Tween 80 e
dimetilsulféxido na mesma concentracdo em que foram utilizados no preparo das

solugdes, mas em auséncia das 2,5-bis-(alquilamino)-1,4-benzoquinonas.
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As placas de Petri foram fechadas e levadas a camara para germinacao a
25+0,5 °C, em que permaneceram por sete dias. Apds esse periodo, contaram-se as
sementes que germinaram, e mediu-se o comportamento das raizes e das partes
aéreas das plantulas, utilizando o programa Photomed 1.0. Foi calculada a média do
crescimento radicular e da parte aérea, bem como as suas porcentagens de inibigado

em relag&o ao tratamento controle negativo.

Perfil de atividade para a espécie Cucumis sativus — Utilizaram-se a mesma
metodologia do ensaio anterior, para avaliar a atividade fitotoxica dos compostos 13,
19, 20, 21 e 25, diante do herbicida Dual; e o controle negativo sobre o crescimento
radicular e da parte aérea da espécie C. sativus, nas concentracées de 1,0 mM, 0,5
mM, 0,25 mM e 0,12 mM.

Analise Estatistica — Os dados foram analisados estatisticamente pelo teste
Welch, com significancia de 0,01 e 0,05. Os resultados sao expressos como
diferengas percentuais do controle. Zero representa o controle, os valores positivos a
estimulacéo e os negativos a inibicdo (BASTIDAS et al., 2011). Depois que os dados
de crescimento foram adquiridos, a analise de cluster foi empregada para agrupar os
compostos com comportamento fitotoxico semelhante. A analise de acoplamento foi
utilizada como regra de fusao, e a distancia medida é baseada na distancia euclidiana

ao quadrado, dada pela equacéo (1).

d(x,y) = ¥ (xi— yi)? (1)

em que d(x,y) € a disténcia euclidiana ao quadrado (i-dimensional), i representa o

numero de variaveis e x e y sao os valores observados.

A analise de cluster foi obtida utilizando o programa Statistica ® v 5.0 e foi feita

na base dos parametros de crescimento.

Os valores de ECso foram obtidos ap6ds ajuste dos dados de concentracao para

escala logaritmica, uma curva de dose-resposta, conforme definido pela equacao (2).

Y = Ymin + Ymax - Ymin (2)

1 + 1(Qlog EC50-X
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em que X representa o logaritmo da concentragao, Ya € a resposta (fitotoxicidade) e
Ymax e Ymin sdo os valores maximos e minimos da resposta, respectivamente. O

ajuste r? foi obtido empregando Graph Pad Prism ® software v 6.00.
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7. Resultados e Discussao

Inicialmente, a sintese das 2,5-bis-(alquilamino)-1,4-benzoquinonas(13-19) foi
realizada empregando o procedimento descrito na literatura (ZHONG-LU et al., 2012).
Entretanto, os rendimentos foram bastante inferiores aos reportados na literatura no
intervalo de 87-95% (ZHONG-LU et al., 2012).

Diante desses resultados, foi feita uma modificacdo no procedimento-padrao,
visando a otimizagao de condi¢cdes de reacao para a sintese das 2,5-diamino-1,4-
benzoquinonas. As reagdes foram feitas utilizando a propilamina como reagente-teste.
De acordo com as condigdes estabelecidas (Tabela 4), observou-se que o melhor
rendimento foi obtido empregando atmosfera de oxigénio e metanol como solvente
(Entrada 2).

Tabela 4. Otimizacao das condicdes de reacao para a sintese da 2,5-bis-(propilamino)-1,4-

benzoquinona (14).

Rendimento
Entrada Solv:)zze;ﬁ&ente Te(rrr‘l)po Tem?%';atura Atmosfera )
1 — 3 25 ar 28
2 MeOH 2 25 02 56
3 MeOH 24 25 02 33
4 MeOH 2 25 ar 30
5 MeOH/NaNO3/NaHSO4 2 25 02 38
6 MeOH/ETsN 2 25 02 50
7 MeOH/H20/NalO4 4 60 ar 23
8 CHsCN 2 25 02 25
9 THF 2 50 02 25
10 THF 2 50 N2 22

Assim, as 2,5-bis-(alquilamino)-1,4-benzoquinonas (13-19) foram sintetizadas
pela reagdo da hidroquinona com diferentes aminas, seguindo as condi¢oes

determinadas no estudo de otimizacao da reacéo (Tabela 4).

A Figura 6 apresenta as condigdes de reagao e as estruturas obtidas para cada

um dos produtos:
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Figura 6: Sintese das 2,5-bis-(alquilamino)-1,4-benzoquinonas.

O composto 13 foi escolhido para descrever sua confirmacao estrutural por
meio das analises no IV, RMN-'"H de'3C e EM. Os espectros dos compostos
sintetizados apresentaram grande semelhanca; as unicas variagdes observadas se
referiam aos substituintes de cada amina inicialmente utilizada nas reacdes de adicao.
Portanto, a discussdo a seguir € baseada nos dados do composto 13, mas estes

podem ser estendidos aos demais produtos sintetizados.
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Composto 2,5-bis-(metilamino)-1,4-benzoquinona 13:

No espectro do infravermelho (Figura 7), observou-se a banda caracteristica do
estiramento da ligagdo N-H na regido de 3.284 cm-!, seguida dos estiramentos C-H
em 3.002 e 2.929 cm-'. Também, observou-se banda carbonila (C=0) de um sistema
a,B-insaturado em 1.642 cm™!, bem como banda de estiramento da dupla ligagédo
conjugada C=C em 1.568 cm-' e de estiramento da ligagdo C-N em 1.512 cm™'
(BARBOSA, 2007).

No espectro RMN de "H (Figura 8), observam-se trés sinais correspondentes a
10 hidrogénios. O dupleto em & = 2,75, correspondente aos hidrogénios metilicos H1’,
se deve ao acoplamento com o hidrogénio do grupo amina, com constante de
acoplamento vicinal Jynw = 5,37 Hz. O simpleto em & = 5,15 corresponde aos
hidrogénios vinilicos H3 e H6. O simpleto largo em & = 7,60 foi atribuido ao hidrogénio
N-H (SILVERSTEIN, 2005).

No espectro RMN de 'C (Figura 9), observam-se quatro sinais
correspondentes a oito carbonos. O primeiro sinal em & = 28,60 corresponde aos
grupos CH3(C1’). O sinal em & = 91,75 é atribuido aos carbonos C3 e C6. Na
sequéncia, o sinal em & = 152,25 ¢é caracteristico dos carbonos C2 e C5. Finalmente,
no sinal da carbonila, que confirma a formacdo do produto 13, observa-se em & =
177,12 (C1 e C4) (SILVERSTEIN, 2005).

Com relagao ao espectro de massas do composto 13 (Figura 10), observa-se
o pico m/z = 167,08, correspondente ao ion [M+H]*, e o pico em 189,06 corresponde
ao ion [M+Na]*. Dessa forma, as anadlises dos espectros de IV RMN e massas

confirmam a formagao do produto 2,5-bis-(metilamino)-1,4-benzoquinona 13.
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Figura 7. Espectro no Infravermelho (IV) do composto 13
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Figura 8. Espectro de RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds), do composto 13.
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Figura 9. Espectro de RMN de *C (75 MHz, DMSO-dg), para o composto 13.
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Figura 10. Espectro de massas obtido por ionizagé&o por spray de elétrons do composto 13.
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A reacdo da hidroquinona com aminas nucleofilicas € considerada
extremamente seletiva, pois fornece apenas um produto (BAYEN et al., 2007) e ocorre
em duas etapas. Na primeira etapa, a hidroquinona (1) sofre a transferéncia de elétrons
entre oxigénio e hidroquinona, favorecendo a formagao da semiquinona radicalar (ll),
que € o intermediario na formacdo da oxidagdo para formar a correspondente
benzoquinona (lll) (EL-NAJJAR et al., 2011) (Figura 11).

" e (0H ~ 0
0=0 N.5-6H
<\ N
+ HO-OH
J
0 ((ll)i\_/'é'é' m (o am o

Figura 11: Mecanismo de oxidagao da hidroquinona.

Na segunda etapa, a benzoquinona formada reage com a amina por adigcao
nucleofilica ou adigcdo de Michael, pelo ataque dos pares de elétrons do atomo de N,
na ligacao dupla conjugada da benzoquinona. Nessas reagdes, a propor¢ao de amina
é dois equivalentes ou até excesso (BARBOSA et al., 2010; TANDON et al., 2012).

Pode-se verificar que o composto de partida hidroquinona nao é
completamente consumido nas reacdes. As reagdes foram monitoradas no periodo
de 1 h até 24 ou 48 h, sendo observada ainda quantidade de material de partida.
Portanto, os produtos 2,5-bis-(alquil/arilamino)-1,4-benzoquinonas também foram
purificados por coluna de silica-gel; na maioria das reag¢des, as misturas de eluentes

constituiram a relacao Hex/AcOEt (3:1 v/v).

Na Figura 12 é apresentado o mecanismo para a formacado das 2,5-bis-
(alquilamino)-1,4-benzoquinonas. A formacdo do intermediario com sé uma
substituicdo de amina (ll) € parte de um equilibrio pouco favorecido nesta etapa. A
presenca da hidroquinona € parte do equilibrio oxidorreducdo, levando ao
intermediario (lll). Na sequéncia, o ataque da amina leva ao produto di-substituido
(IV), que vai ser oxidado, consequentemente, no produto final (V).

Diante do estudo do mecanismo proposto, pode-se observar que a presenga

de hidroquinona poderia ser obrigatoria para favorecer a formagao do produto oxidado
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(V), o qual seria a razdo para nao ter o consumo total de hidroquinona na reagéo,

levando a rendimentos baixos na reagdo com 54% do composto 13.

0 /\ OH 0 OH 0

ZT

() Adicgo (L) — (I
CO OH o)
0 OH RNH, | Adigao
0 q o} OH OH H
R. .
N . R
H o6 M) H 4y (V)

Figura 12: Mecanismo de formagéao do produto 2,5-bis-(alquilamino)-1,4-benzoquinona
(BARBOSA et al, 2010).

Para a sintese dos compostos 20, 21 e 22, utilizou-se a benzoquinona como
material de partida, pois, quando essas reacbes foram realizadas a partir da
hidroquinona em condi¢cdes de temperatura ambiente ou refluxo por varias horas, a

reacao sempre apresentava rendimentos baixos.

Embora os rendimentos obtidos ao se empregar a benzoquinona como material
de partida ndo tenham sido muito satisfatérios, foram uteis para o estudo e

caracterizagdo de cada um deles (Figura 13).

42



H
MeOH N\R
2 R-NH, +
o)) R.
2h, t.a. ”
(0] (0]
HO
Sl O Ql 0y o L, O O
N
% % 22, 25%
O 20, 24% oy O 21 17%

Figura 13: Preparacao das 2,5-bis-(arilamino)-1,4-benzoquinonas 20-22.

Para a sintese dos compostos 20-22, empregou-se a benzoquinona como
material de partida, que foi sintetizada com 98% de rendimento, adotando a
metodologia de Derikvand et al. (2010). A reagao € catalisada por 6xido de prata Ag20,
e o peroxido de hidrogénio atua como o reagente oxidante. Segundo esses autores, 0
mecanismo do ciclo catalitico do éxido de prata é reduzido a 2 Ag e depois reoxidado
para Ag20, sendo o agente oxidante o peréxido de hidrogénio. Na Figura 14, observa-

se a formagao da benzoquinona e da agua.

OH
H,O Ag,0
OH
(0]
H,0, 2 Ag . Ho
o)

Figura 14: Ciclo catalitico da oxidagao de hidroquinona para benzoquinona.

A seguir esta detalhada a confirmacgao estrutural dos compostos 20, 21 e 22, através
das andlises dos espectros IV, RMN de 'H, de'3C e EM, sendo estes produtos inéditos

na literatura.

43



Composto 2,5-bis-[2-(acetil)fenilamino]-1,4-benzoquinona 20:

No espectro no infravermelho (Figura 15), observam-se as bandas de
estiramento da ligagdo N-H na regido de 3.204 cm™' e as de C-H em 3.084 e 2.980cm"
. Observam-se, também, duas bandas de absorgdo em 1. 658 cm™' e 1.642 cm™,
correspondentes ao grupo carbonila da cetona e a outra C=0, ao grupo da quinona,
respectivamente. Notou-se também a banda de estiramento conjugado de ligagao
C=C em 1.558 cm™! e o estiramento da ligagdo C-N, em 1.528 cm'. Finalmente, na
faixa de 960-770 cm', observaram-se trés bandas relativas as deformagdes angulares

fora do plano dos hidrogénios do anel aromatico (BARBOSA, 2007).

No espectro de RMN de 'H (Figura 16), observam-se seis sinais. Em & = 2,67,
o simpleto corresponde aos hidrogénios metilicos H2”, o qual esta desblindado pela
ligacdo alfa a carbonila da cetona. Observa-se, também, o simpleto em & = 6,42
caracteristicos dos hidrogénios vinilicos H3 e H6. O padrédo de substituicdo orto no
anel aromatico confirmado a partir do numero e multiplicidade dos sinais dos
hidrogénios aromaticos na faixa de 6 = 7,16-7,95. As constantes de acoplamento dos
hidrogénios H5' Js'¢' = 8,5 Hz; H4’ Js60 = 2,1 Hz; J45 = 6,6 Hz; H3' J3:5° = 3,0 Hz; e
J3:4'= 7,5 Hz confirmaram a substituicdo orfo (SILVERSTEIN, 2005).

No espectro RMN de '3C (Figura 17), observam-se 11 sinais: & = 28,65
corresponde ao carbono metilico C2”, o qual esta desblindado pela ligacao alfa a
carbonila C1”; & = 100,11 relativo aos carbonos vinilicos C3 e C6; os seis sinais
restantes na regido de 6 =121,33-139,89 foram atribuidos aos carbonos aromaticos.
Finalmente, os sinais referentes as carbonilas que confirmam a formacao do produto
20, em 0 = 181,89 para a carbonila da quinona C1 e C4; e em & = 201,22 relativo as
carbonilas da cetona C1”(SILVERSTEIN, 2005).

No espetro de massas do composto 20 (Figura 18), observa-se o pico m/z =

375,1349, correspondente ao ion molecular [M+H]*, o pico m/z = 397,1163
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corresponde ao ion [M+Na]*, e o pico m/z = 398,1198 corresponde ao ion [M+Na+1]".
Esse pico ocorresponde ao composto contendo um atomo de carbono com massa 13
("3C), ou seja, a formula’C21'*CH1sN204Na. Dessa forma, a analises dos espectros

confirmam a formagao do produto 2,5-bis-[(2-(acetil)fenilamino]-1,4-benzoquinona 20.
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Figura 15. Espectro no Infravermelho (IV) do composto 20
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Figura 16. Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3), do composto 20.
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Composto 2,5-bis-[2-(hidroximetil)fenilamino]-1,4-benzoquinona 21:

o H
5 s, Ny
4 613' ﬁ
3 36
2 N 574
on  ©

No espectro no infravermelho (Figura 19), as bandas devidas ao estiramento

da ligagdo O-H e N-H sdo sobrepostas e observadas na faixa de 3.455-3.180 cm-'.
Também, pode-se confirmar a presenca do grupo carbonila devido a banda de
estiramento em 1.632 cm™'. Além disso, apresentam as bandas de estiramento de
C=C em 1.576 cm™ e C-N em 1.286 cm™'. As ligagdes carbono-hidrogénio do anel em
posigdo orto é a responsavel da banda intensa em aproximadamente 700 cm-', devido
a absorgao angular fora do plano de —CH (BARBOSA, 2007).

No espectro de RMN de 'H (Figura 20), observam-se cinco sinais. Em & = 4,48,
verifica-se o dupleto correspondente aos hidrogénios do metileno C1”, apresentando
constante de acoplamento vicinal com o grupo OH (Jow,1°=5,0 Hz). Na faixa 6 = 5,48 -
5,52 sao notados dois sinais superpostos. Em & = 5,49, o tripleto do —OH apresenta
acoplamento vicinal com H1”(Jon,7» = 5,0 Hz), e tal desdobramento indica que o alcool
€ primario (SILVERSTEIN, 2005). O segundo sinal em & = 5,52 refere-se aos
hidrogénios vinilicos H3 e H6. Na faixa de & = 7,48, vé-se o multipleto correspondente
do anel aromatico, onde as constantes vicinais dos hidrogénios H5" Js6'= 9,0 Hz; Js5 4

=6,0 Hz; e H4’ J4 3 = 7,6 Hz confirmam a substituicdo orto.

No espectro RMN de'3C (Figura 21), observam-se 10 sinais. O deslocamento
quimico apresentado pelo metileno C1” em & = 60,58 é devido a desblindagem
ocasionada pelo grupo OH. Em & = 95,02, um sinal corresponde aos carbonos vinilicos
C3 e C6, seguidos dos carbonos aromaticos na faixa de & = 124,18-136,24. Além
disso, o sinal do carbono n&o hidrogenado da benzoquinona em & = 147,92 e,
finalmente, em & = 179,37 correspondente a carbonila C=0 da benzoquinona
(SILVERSTEIN, 2005).

A formula molecular do composto 21 foi confirmada pelas analises do espectro
de massas (Figura 22), apresentando o sinal do ion molecular [M+Na]* em m/z =

373,1149, enquanto o ion em m/z = 374,1186 corresponde ao ion [M+Na+1]*.
50



Esse pico ocorresponde ao composto contendo um atomo de carbono com
massa 13 (3C), ou seja, a formula’?C19'3CH1sN204Na. Dessa forma, os andlises
espectroscopicos confirmam a formacéao do produto 2,5-bis-[2-

(hidroximetil)fenilamino]-1,4-benzoquinona 21.
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Figura 19. Espectro Infravermelho (IV) do composto 21.
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Figura 21. Espectro RMN de *C (75 MHz, DMSO-ds), do composto 21.
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Composto 2,5-bis-[3-(hidroximetil)fenilamino]-1,4-benzoquinona 22:
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No espectro no infravermelho (Figura 23), a superposi¢cdo das bandas devida
ao estiramento da ligagdo O-H e N-H sdo observados na faixa de 3.426-3.240 cm-".
Também se pode observar, nessa figura, a presenca da banda do grupo carbonila
1.638 cm™', correspondente ao C=0 da benzoquinona, estando ainda, entretanto,
presentes as bandas de C=C 1.568 cm™' e C-N 1.288 cm'. Nota-se que as ligagdes
carbono-hidrogénio do anel s&o responsaveis por trés bandas de absorg¢ao angular
fora do plano de -CH, na regido de 900-690 cm™' (BARBOSA, 2007).

No espectro RMN de 'H (Figura 24), observam-se cinco sinais. Em & = 4,52,
verifica-se um sinal dupleto correspondente aos hidrogénios metilénicos H1” com
constante de acoplamento vicinal (Jon,1» = 5,2 Hz); em & = 5,32, um tripleto que
corresponde ao grupo OH, seguido do simpleto em 5,81 ppm, atribuido aos
hidrogénios vinilicos H3 e H6. Na regido de 6 = 7,15-7,38, os hidrogénios do sistema
aromatico e as constantes de acoplamento do H4’ J45=7,2 Hz e H5’ Js:6' = 7,6 Hz
confirmaram a metassubstituicdo. Finalmente, em & = 9,33 esta o simpleto referente
a N-H (SILVERSTEIN, 2005).

No espectro RMN de '3C (Figura 25), observam-se 10 sinais. O deslocamento
quimico apresentado pelo metileno C1” em &c 63,19 é devido a desblindagem
ocasionada pelo grupo OH. Em & = 95,94, o sinal corresponde aos carbonos vinilicos
C3 e C6, seguidos de seis sinais dos carbonos aromaticos na faixa de & = 121,98-
144,60. Mais a frente, encontram-se os carbonos quaternarios C2 e C5 em & = 148,02
ppm; e, finalmente, em & = 180,38 o sinal correspondente ao C=0 da benzoquinona
(SILVERSTEIN, 2005).

A férmula molecular do composto 22 foi confirmada no espectro de massas
(Figura 26), apresentando o sinal do ion molecular [M+Na]*em m/z = 373,1158 e o
sinal em m/z = 374,1197, que corresponde ao ion [M+Na+1]*. Esse pico compreende

o composto contendo um atomo de carbono com massa 13 ('3C), ou seja, a
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formula’2C19'3CH1gN204Na. Dessa forma, as analises espectroscopicas confirmam a

formagao do produto 2,5-bis-[3-(hidroximetil)fenilamino]-1,4-benzoquinona 22.
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Os produtos sintetizados a partir de aminoacidos, entretanto, foram obtidos
utilizando a hidroquinona como o material de partida. Na tentativa de obter os produtos
23-25, empregou-se a metodologia de Stahl et al. (2001), na presenga de bicarbonato
de sddio, uma vez que o aminoacido tem a particularidade de se apresentar em sua
forma zwitterionica (ion dipolar). Quando a base remove o atomo de hidrogénio do
grupo *NHs do composto (I), a molécula (ll) com o par de elétrons disponivel do

nitrogénio pode atacar a hidroquinona, como € observado na Figura 27.
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Figura 27. Sintese das 2,5-bis-(alquilamino)-1,4-benzoquinonas 23-25.

Os espectros obtidos dos compostos sintetizados apresentaram grande
semelhanga. As unicas variagdes observadas se referem aos substituintes de cada
aminoacido inicialmente utilizado nas reagdes de adigdo. Portanto, a discusséo feita
a seguir é baseada nos dados do composto 23, mas pode ser estendida aos demais
produtos sintetizados. A confirmacéao estrutural do composto 23 foi feita com base nas

analises de seus espectros no IV, RMN de 'H, de '°C e EM.
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Composto 2,5-bis-[1-(carboxi)etilamino]-1,4-benzoquinona 23:

j)z'kOH
3

3l

No espectro no infravermelho (Figura 28), observa-se uma banda larga em
raz&o do estiramento da ligagdo O-H do acido carboxilico em 3.444 cm-', seguido do
estiramento em 3.318 cm-'relativo @ N-H. A superposicdo das bandas devida ao
estiramento da ligagdo C=0 (-COOH) e C=0 (quinona) & observada na faixa de 1.700-
1.636 cm'. Note-se a banda de estiramento em 1.594 cm-' da dupla ligagao conjugada
C=C e, em 1.308 cm', o estiramento da ligagdo C-N (BARBOSA, 2007).

No espectro RMN de "H (Figura 29), observam-se cinco sinais. O dupleto em &
= 1,21 correspondente ao grupo metilico H3' se deve ao acoplamento com o
hidrogénio do metino H1’, com constante vicinal J1:3 = 6,6 Hz. O quarteto em 6 = 3,61
correspondente ao hidrogénio do metino H1’, acoplado a metila. O metino também
apresenta acoplamento com N-H e tem desdobramento Jy+,1'= 6,6 Hz. Os hidrogénios
vinilicos H3 e H6 aparecem em & = 5,13. Finalmente, o dupleto em & = 7,77, que
pertence a N-H. Dessa forma, o espectro confirma tratar-se do produto 23.

No espectro RMN de "3C (Figura 30), observam-se seis sinais. Em & = 17,91,
corresponde ao metila C3’. Em & = 52,08, ha um sinal para os carbonos C1’. Na
sequéncia, um sinal caracteristico de carbonos vinilicos C3 e C6 em 6 = 92,13 e os
carbonos quaternarios C2 e C5 em 150,03. Finalmente, os sinais das carbonilas que
confirmam a formacao do produto 23 em & = 174,08, para a carboxila do acido C2’ e
em ® = 177,18, a carbonila da quinona C1 e C4.

Com relagao ao espetro de massas do composto 23 (Figura 31), observa-se o
pico m/z = 303,0597, correspondente ao ion negativo [M-2H+Na]. Dessa forma, as

analises espectroscopicas confirmam a formagao do produto 23.
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Os espectros IV, RMN de 'H, de '3C e massas, para os compostos 14-19, 24
e 25 sio apresentados no anexo.

7.1.Reagdes nao alcangadas

Outras reacgdes foram realizadas na tentativa de obter uma gama de produtos
com diferentes substituintes no anel da benzoquinona. Embora fossem realizadas com
as metodologias anteriormente descritas, as reagbes infelizmente n&o deram o
resultado esperado, sendo a situagdo das aminas apresentada na Tabela 5. Na
tentativa de obtencédo desses produtos, as reagdes foram feitas empregando tanto

hidroquinona quanto benzoquinona, no entanto os resultados ndo foram satisfatorios.

Nos diferentes casos, a monitoragcédo através de CCD indicava o material de
partida. Isso poderia ser devido ao impedimento estérico apresentado pelas aminas
de partida ou a pouca disponibilidade dos elétrons, em razao dos grupos removedores
na posi¢cao alfa na amina, para fazer o ataque nucleofilico a hidroquinona ou

benzoquinona. Na Tabela 5, pode-se notar o que ocorreu em cada caso..
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Tabela 5. Produtos nao alcangados seguindo a metodologia de ZHONG-LU et al. 2012.
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7.2.Ensaios biolégicos

7.2.1. Atividade inseticida

Embora a atividade inseticida de quinonas seja reconhecida ha décadas,
poucos trabalhos tém sido realizados visando a um maior desenvolvimento (TAHER
et al., 1983). Edrada et al. (1996) isolaram o composto 26 (Figura 32) da esponja
marinha X Estospongia, que apresentou elevada atividade inseticida contra larvas
recém-nascidas de Spodoptera littoralis. Outros estudos tém reportado que os
produtos naturais Plumbagina (9), Juglona (27) e Menadiona (28) foram testados nas
quinonas 29, 30 e 31, apresentando a seguinte ordem de toxicidade contra
Spodoptera littoralis: (9) < (31) < (29) < (27) < (28) < (30) (BANERJEE et al., 2001)
(Figura 32).

(0]
(0] OH
9
(0] 0] (0]
| X
\O N
(0] (@] OH 0]
26 27 28
(0] (0] OH
(0] (0] OH
29 30 31

Figura 32. Quinonas com atividade inseticida.
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Considerando o potencial inseticida de quinonas e a escassez de estudos sobre
a relacdo estrutura-atividade bioldgica, objetivou-se, neste trabalho, avaliar a atividade

inseticida das 2,5-bis-(alquilamino)-1,4-benzoquinonas sintetizadas 13-19.

Os insetos utilizados nos experimentos foram o besouro Rhyzopertha Dominica
(conhecido como besourinho dos cereais, principal praga do trigo armazenado) e as
lagartas Tuta absoluta (conhecidas por infestarem as folhas do tomateiro) e
Asciamonuste orseis (curuqueré-da-couve) (Figura 33). Todos os insetos foram
obtidos no Laboratério de Manejo Integrado de Pragas (MIP-UFV) do Departamento
de Entomologia da Universidade Federal de Vigosa, em Vigosa, MG.

Os besouros R. dominica foram mantidos em condi¢cdes controladas a 2512 °C,
umidade relativa de 70 + 10% e fotofase de 14 h. As lagartas T. absoluta foram
alimentadas com folhas de tomate do cultivar Santa Clara cultivado em casa de
vegetacdo, sem uso de pesticidas. As lagartas de A. monuste foram oriundas da
criagao do Laboratoério de Entomologia da UFV.

Ja as formiga S. saevissima adultas foram coletadas em ninhos localizados no
campus da UFV. Com o auxilio de uma pa-de-corte, parte do formigueiro, juntamente
com o solo, foi retirada e transportada para o laboratério em bandejas plasticas, onde

foram mantidas até a realizacdo dos ensaios.

Rhyzopertha Tuta absoluta Ascia monuste Solenopsis
dominica saevissima

Figura 33. Insetos empregados nos bioensaios.
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7.2.2. Avaliacao da atividade inseticida

Inicialmente, foram realizados bioensaios para verificar se os diferentes
compostos sintetizados 13-19 apresentaram toxicidade as espécies de insetos
selecionados. Os bioensaios foram feitos no Laboratorio de Manejo Integrado de
Pragas do Departamento de Entomologia da UFV.

O besouro R. dominica, a lagarta T. absoluta e a formiga S. saevissima foram
submetidos a bioensaios de toxicidade por aplicagdo tépica, no dorso, da
concentracdo de 5 mg/150 pL. Os experimentos foram realizados com os sete
compostos que estavam sintetizados até o momento da realizagdo dos bioensaios

(13-19) e do controle, cujos resultados sdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Avaliacao do efeito inseticida dos compostos 13-19, (30mg/ginseto), SOb

Rhyzopertha dominica, Solenopsis saevissima e Tuta absoluta.

Porcentagem de Mortalidade (%)

R. dominica S. saevissima T. absoluta

Compostos 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h
13 0,0 0,0 0,0 3,3 18,3 22,5

14 3,3 6,6 3,3 6,6 8,4 8,4

15 0,0 0,0 6,6 6,6 25,0 29,1

16 0,0 0,0 0,0 0,0 38,5 38,5

17 6,6 6,6 0,0 10,0 20,8 20,8

18 3,3 3,3 0,0 3,3 23,7 23,7

19 0,0 0,0 0,0 3,3 11,6 11,6
Controle 0,0 0,0 3,3 3,3 12,5 12,5

Os dados indicam que os compostos 13-19 causaram baixa mortalidade nos insetos,
sendo as porcentagens de mortalidade menores que 10% nas espécies R. dominicae
e S. saevissima. No caso da espécie T. absoluta, o composto 16 foi 0 que causou
maior porcentagem de mortalidade (38,5%) no periodo de 24 h, sem alteragao apés
48 h. Embora benzoquinonas tenham apresentado atividade inseticida, os resultados
desses ensaios indicaram que a presenca de grupos n-alquil e o n-aril ligado ao anel

benzoquinona n&o potencializam a atividade inseticida dessa classe de compostos.
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7.2.3. Avaliacao de deterréncia

Dando prosseguimento ao estudo de avaliagcdo da atividade inseticida das 2,5-
bis-(alquilamino)-1,4-benzoquinonas, buscou-se avaliar a atividade de deterréncia de
tais compostos. Nesse caso, o experimento consiste em avaliar a capacidade das

substancias em impedir a alimentagao do inseto, levando-o a morte.

Estudou-se a atividade antialimentar da espécie Asciamonuste orseis, larvas
que causam danos as folhas formando minas e alimentando-se no interior destas. No
experimento, foi observada a diminuigdo no tamanho da folha em razdo do consumo

pela larva. Os dados sao apresentados como porcentagem de desfolha na Figura 34.

Avaliacdo dos compostos 13-19, (30mg/g;,..1o); SOb a espécie Ascia
monuste orseis.

|
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Figura 34. Avaliagdo dos compostos 13-19, (30mg/ginseto), SOb a espécie Ascia monuste

orseis.

Os resultados apresentados na Figura 34 evidenciam que os compostos nao
apresentam atividade de deterréncia, pois as porcentagens de desfolha sdo muito

elevadas num periodo menor que 48 h. As barras no grafico manifestam a quantidade
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ou a margem de erro em cada um dos dados. Na Figura 35 sdo apresentadas as

fotografias do composto 13, nas determinadas horas do experimento.

13-17h

Figura 35. Atividade de deterréncia do composto 13 frente a espécie Ascia monuste orseis.

7.3. Avaliacao da atividade fitotoxica

Os ensaios para avaliacdo da atividade fitotdxica comumente sao
desenvolvidos para dois tipos de resultados, podendo-se obter a resposta total sobre
a planta ou em suas partes especificas. Esse fato permite avaliar a atividade fitotoxica
de moléculas ativas mediante a inibigdo ou elongagéo da parte aérea e, ou, das raizes,
alteracdes decorrentes de imperfeicdes no processo de divisdo celular, necrose e
outras variagdes morfolégicas (BASTIDAS et al., 2008).

A avaliagao do potencial fitotoxico das 2,5-bis-(alquilamino)-1,4-benzoquinonas
sintetizadas foi realizada visando observar seu efeito sobre o crescimento radicular e

sobre a parte aérea das plantas-teste.

Para os compostos sintetizados 13-25, foram realizados os estudos de inibicdo
no crescimento radicular e na parte aérea das espécies comumente empregadas nos
ensaios de fitotoxicidade: Cucumis sativus e Sorghum bicolor. E recomendado
selecionar plantas de diferentes familias e espécies, que sejam de facil germinagéo e

rapido crescimento inicial. Assim, neste trabalho a escolha das espécies C. sativus
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(pepino) e S. bicolor (sorgo) como indicadoras de atividade fitotoxica foi devida ao fato
de elas apresentarem altas suscetibilidades aos herbicidas tradicionais e, também, de
serem de facil germinacdo. Além disso, as duas espécies sao diferentes do pepino,
que é uma dicotiledénea; e do sorgo, que € uma monocotiledénea, o qual daria indicio

quanto a seletividade.

O tempo de incubacado de cada espécie foi de sete dias, suficientes para que
as respostas de atuacado dos compostos fossem visiveis e para que as raizes e a parte

aérea estivessem no tamanho ideal para a medi¢cao de acordo com trabalhos prévios.

Para cada réplica, o comprimento da parte aérea e da raiz de cada plantula foi
medido e a média, calculada como a porcentagem de inibigdo (% de crescimento)

sobre o controle através da seguinte férmula:

Ccompostos — Ccontrole

%inibicao =
¢ Ccontrole
em que Ccompostos = crescimento dos compostos e Ccontrole = crescimento do

controle.

Nos bioensaios, os compostos 13-25 na concentragdo de 100 ppm diante da
espécie S. bicolor causaram inibicdo na germinagdo das sementes, em que os
compostos 13 (60% de raiz e 60% de parte aérea), 15 (57% de raiz e 54% de parte
aérea) e 22 (66% de raiz e 59% de parte aérea) foram os que causaram maior inibigéo

de crescimento perante a espécie monocotiledénea (Figura 36).

60 60
o 40 ° 40
2 i i E 2 i
E 0 “ E 0 i1
£ TTIEE |1 |
g -40 g -40
o 60 o 60
S 80 S 80
= 100 = 100

-120 -120
NN 2N R '\Q"b"'i"'f"bb"f’o\@ IR N N N I AR L o “fboo"}
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Figura 36. Efeito de crescimento de raiz (A) e parte aérea (B) da espécie Sorghum bicolor,

na concentracéo de 100 ppm.
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No caso de C. sativus, os compostos 13, 19, 21 e 25 causaram porcentagem

maior de 50% de inibicdo na raiz e na parte aérea, no estudo preliminar (Figura 37).

20 20
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o O . = .
i - ‘N g . -y
dé -20 S -20 ‘
' -40 “ % -40 ‘ ‘ ‘
o @ ‘
5 60 S 60
S 80 3 80
(]

3 100 = 100

-120 -120

13 17 19 21 22 23 24 25 Dual 13 17 19 21 22 23 24 25 Dual

A) Compostos B) Compostos

Figura 37. Efeito de crescimento de raiz (A) e parte aérea (B) da espécie Cucumis

sativus, na concentragao de 100 ppm.

A espécie C. sativus foi escolhida para estudar o efeito no crescimento da raiz
e da parte aérea, por meio do perfil de atividade, empregando diferentes
concentragdes dos compostos 13, 19, 20 (foi sintetizado para o estudo devido ao fato
de que nao contava com mais quantidade para o estudo anterior), 21 e 25, os quais
ocasionaram maior inibigdo, como apresentado na Figura 37. Os dados do estudo da

germinagao das sementes sao mostrados na Figura 38.
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Raiz Parte aérea

Figura 38. Efeito dos produtos no crescimento de raiz e parte aérea na espécie Cucumis

sativus.

No grafico apresentado no desenvolvimento de C. sativus, pode-se observar
que os compostos que causaram maior inibicao radicular e na parte aérea foram 13 e

76



20, os quais exibiram porcentagens de inibi¢do acima de 55%. No caso do composto
13, ha maior inibicdo do crescimento da parte aérea na concentragdo de 1,0 mM,
sendo de 86%; e na raiz, de 78%. No entanto, o composto 20 na mesma concentragéo
revelou 54% de inibicao na raiz e 35% na parte aérea. No bioensaio com o pepino, foi
estudado o perfil de atividade dos compostos 13, 19, 20, 21 e 25, portanto os dados
foram analisados pelo programa Graph Pad Prism® v: 6.00, em que foi possivel
comparar os valores de ECso (concentracdo maxima efetiva) dos compostos que
causaram maior inibigao diante do herbicida. Notou-se que os valores de ECso, assim
como o r2, para o composto 13 indicaram para raiz ECso: 0,1318 mM; r2: 0,9964.
Entretanto, o herbicida Dual apresentou ECso: 0,5253 mM; e r?: 0,9496. No caso da
parte aérea, o composto 13 exibiu ECso: 0,1999 mM e r2: 0,9401; e o herbicida Dual:
ECso: 0,8779 mM; e r%: 0,9771.

Finalmente, foi realizada a analise de agrupamento dos compostos com perfil
de atividade da espécie C. sativus e dos compostos com maior similaridade no efeito
de crescimento raiz/parte aérea. Podem-se observar, na Figura 39, dois grupos, em
que G1 contém os compostos com maior atividade inibitéria, como o herbicida e o
composto 13, que confere se tratar do composto com maior potencial herbicida. Na
sequéncia, o grupo G2 foi subdividido em G2.1 e G2.2, e o ultimo contém o composto
25, que apresenta menor inibicdo (sendo o composto que gerou mais crescimento
tanto na raiz quanto na parte aérea). O grupo G2.1 divide-se em dois grupos, em que
€ observado que os compostos 19 e 21 mostraram 0 mesmo comportamento, no

entanto o composto 20 é separado daqueles.

G1

13 :

Dual 3

19 £ G2.1.1

1 i G2.1 2|

20 — G2.1.2 : :

. G2.2

0 50 100 150 200 250

Figura 39. Andlise da inibicdo do crescimento na espécie C. sativus, efeito em longitudes da

parte aérea e da radicula.
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8. Conclusoes

A reacdo de adicao de Michael entre hidroquinona ou benzoquinonas e aminas

levou a obtencao de 13 produtos.

Os compostos 13-19 e 23-25 foram sintetizados, partindo-se da hidroquinona,
que ocorre de maneira rapida e simples e deixa claro que a reacdo com aminas menos
reativas, como as aromaticas com grupos receptores de elétrons, tem que ser
realizada partindo da benzoquinona, ja que é mais reativa devido a seus centros

eletrofilicos nas posicdes 2 e 5, pois foi 0 caso dos produtos 20, 21 e 22.

Sintetizaram-se trés novos compostos, 20, 21 e 22, que foram caracterizados
por técnicas espectroscopicas, como Infravermelho, Ressonancia magnética nuclear

de 'H e 3C, Espectrometria de massas e Temperatura de fus3o.

Os compostos 13-19 foram testados diante da atividade inseticida e da
deterréncia, dando resultados pouco satisfatorios, ja que nao apresentaram maior
mortalidade em nenhumas das espécies de insetos estudados no periodo de 24-48 h

e baixa atividade de deterréncia, como observado na pouca porcentagem de desfolha.

As avaliacOes fitotdxicas realizadas para Cucumis sativus (monocotiledonea)
foram interessantes, ja que foi observada alta atividade do composto 13, ECsoraiz):
0,13 mM (ECsoraiz): 0,52 mM, Dual) e ECsocaute): 0,1999 mM (ECso(caute): 0,87 mM,
Dual), concluindo que esse composto tem potencial herbicida quando comparado com
o herbicida de referéncia Dual. No entanto, os produtos provenientes dos aminoacidos
como os compostos 23, 24 e 25 estimulam o crescimento das sementes em

comparagao com o controle.

Uma particularidade interessante do composto 13, que apresentou a maior
atividade fitotoxica da espécie Cucumis sativus, € que em todos os compostos
sintetizados ele foi o produto com menor numero de atomos de carbono na cadeia do
nitrogénio e, no caso dos compostos menos ativos, o que teve maior complexidade

na substituicdo do nitrogénio, como foi o caso dos aminoacidos.
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Os compostos que apresentaram maior inibicdo na germinagéo do pepino nao
tém relagao estrutural, pois o composto 13 s6 tem o grupo metila como substituinte,

enquanto o composto 20 contém o anel aromatico e o grupo carbonila.
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10. Anexos

Figura 40. Espectro no Infravermelho (1V) (filme KBr, bmax/cm™), do composto 14:
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Figura 41. Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3), do composto 14:
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Figura 42. Espectro RMN de "*C (75 MHz CDCl;), do composto 14:

C3/C6
C

N

-92.7!

C1

-21.71

-44.39

11.60

= 76.74

C1/C4

N

[ee]

~

! ~

h o

|
l iy .

0 :

C2/C5

.50

T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10

Figura 43. Espectro de massas obtido por ionizag&o por spray de elétrons do composto 14:
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Figura 44. Espectro no Infravermelho (1V) (filme KBr, bmax/cm™), do composto 15:
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Figura 45. Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3), do composto 15:
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Figura 46. Espectro RMN de "*C (75 MHz CDCl;), do composto 15:
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Figura 47. Espectro de massas obtido por ionizagdo por spray de elétrons do composto 15:
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Figura 48. Espectro no Infravermelho (1V) (filme KBr, bmax/cm™), do composto 16:
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Figura 49. Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3), do composto 16:
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Figura 50. Espectro RMN de "*C (75 MHz CDCl;), do composto 16:
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Figura 51. Espectro de massas obtido por ionizag&o por spray de elétrons do composto 16:
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Figura 52. Espectro no Infravermelho (1V) (filme KBr, bmax/cm™), do composto 17:
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Figura 53. Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3), do composto 17:
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Figura 54. Espectro RMN de "*C (75 MHz CDCl3), do composto 17:
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Figura 55. Espectro de massas obtido por ionizagéo por spray de elétrons do composto 17:
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Figura 56. Espectro no Infravermelho (1V) (filme KBr, bmax/cm™), do composto 18:

96
88 E
80
72 E
64 &
E =
T
£ %
5 48
§__
ks 740 :
32 Q H
N 4,
24 S
16 |
E § H
8 E i O
0 _Ll
S
53
4OIOO I 35|00 I 30|00 I 25|00 I 20|00 I 1 5IOO I 1 OIOO I 5(|)0
Wavenumber (cm-1)
Figura 57. Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3), do composto 18:
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Figura 58. Espectro RMN de "*C (75 MHz CDCl;), do composto 18:
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Figura 59. Espectro de massas obtido por ionizag&o por spray de elétrons do composto 18:
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Figura 60. Espectro no Infravermelho (1V) (filme KBr, bmax/cm™), do composto 19:
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Figura 61. Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3), do composto 19:
0O
) 1,04, 2
! 6 © NEN3
4 1 4
3 N 36 "
2' H 5 51 1
O
H-aromaticos
wn ’T ‘ (=2}
o <
7.30 7.25 7.20 7.15 7.10
H1"
H- H3/H6 %
N-H 2 ‘
2 aromaticos ¢
1 . k
% E3 % g
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5

96



Figura 62. Espectro de massas obtido por ionizagao por spray de elétrons do composto 19:
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Figura 63. Espectro no Infravermelho (1V) (filme KBr, bmax/cm™), do composto 24:
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Figura 64. Espectro de RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds/D20), do composto 24:
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Figura 65. Espectro RMN de "*C (75 MHz DMSO-ds/D20), do composto 24:
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Figura 66. Espectro de massas obtido por ionizagao por spray de elétrons do composto 24:
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Figura 67. Espectro no Infravermelho (1V) (filme KBr, bmax/cm™), do composto 25:
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Figura 68. Espectro de RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds/D20), do composto 25:
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