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RESUMO

CAIXEIRO, Janaina Marques Rodrigues. Dialquilfosforilidrazonas e N,N’-
bis(diisobutilfosforiltioamida)diaminas: Sintese, Caracterizacdo, Modelagem
Molecular e Estudo da Atividade Biologica. 2007. Tese (Doutorado em Quimica
Organica, Sintese Organica). Instituto de Ciéncias Exatas, Departamento de Quimica,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2007.

Uma série de 22 dialquilfosforilidrazonas (4cido fosforoidrazidico, N’-[(1E)-
(Rifenil)metileno]-, éster de dialquila), sendo 20 inéditas, e 3 novas N,N’-bis
(diisobutilfosforiltioamida)diaminas (bis-[(dcido fosforamidico, éster de diisobutila), N-
tioxometileno]-, diamina) foram sintetizadas e caracterizadas pelas técnicas de espectrometria
de IV, RMN de IH, RMN de 13C, RMN de *'P e massas. As anélises de RMN de lH,
RMN de " C, RMN de 3P ¢ NOE confirmaram a obtencdo de somente o
diastereoisdmero E na sintese das dialquilfosforilidrazonas. Os resultados do estudo de
modelagem molecular realizado para avaliar o mecanismo da reagdo de sintese das
dialquilfosforilidrazonas foram compativeis com os resultados experimentais, uma vez
que demonstraram o favorecimento da formagdo do diastereoisdmero E em relagdo ao
Z. Todos os compostos sintetizados foram avaliados quanto a capacidade inibitéria da
acdo difenolase da enzima tirosinase, sendo que os compostos 5, 8 e 13 foram os que
apresentaram os maiores efeitos inibitérios, sendo as ICsy correspondentes a 102,58 UM,
191,44 uM e 210,81 pM, respectivamente. Estas dialquilfosforilidrazonas também tiveram a
acdo antinociceptiva, farmacoldgica geral e tdéxica avaliada através de testes em
camundongos, ndo sendo observada qualquer atividade até a concentracdo maxima de 100
mg/kg. Todos os compostos sintetizados também tiveram a acdo inseticida avaliada frente
a espécie de mosca Musca domestica, porém ndo apresentaram qualquer efeito
inseticida. A inabilidade destes compostos em agirem como inseticidas foi confirmada
pelos estudos de modelagem molecular, que demonstraram que a interacdo destes
compostos com a enzima acetilcolinesterase (AChE) ocorre somente de forma
reversivel, ndo prosseguindo a reacdo para a etapa de envelhecimento, que ¢é
irreversivel.

Palavras chave: Dialquilfosforilidrazonas, N,N’-bis (diisobutilfosforiltioamida)diaminas,
atividade bioldgica.
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ABSTRACT

CAIXEIRO, Janaina Marques Rodrigues. Dialkylphosphorylydrazones e N,N’-
bis(diisobutylphosphorylthioamide)diamines: Synthesis, Characterization,
Molecular Modeling and Biological Activity Study. Thesis (Doctor Science in
Organic Chemistry, Organic Synthesis), Instituto de Ciéncias Exatas, Departamento de
Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2007.

A series of 22 dialkylphosphorylydrazones (Dialkyl esther, N-[(1E)-(R;
phenyl)methylene [phosphorohydrazidic acid), 20 of them new along with 3 new N,N’-bis
(diisobutylphosphorylthioamide)diamines (Bis-[Diisobutyl esther), N-thioxomethylene]-,
diamine)phosphoramidic acid were prepared and characterized by IR, 1H—NMR, 13 C-NMR,
*'P.NMR and mass spectrometry. The analysis of 'H-NMR, "C-NMR, *'P-NMR and
NOE spectra confirmed the obtention of the single diastereoisomer E in the synthesis of
dialkylphosphorylydrazones. The results of a molecular modeling study performed in
order to investigate the mechanism of the synthesis of dialkylphosphorylydrazones are
in agreement with the experimental results, i.e., the favoured formation of
diastereoisomer E over Z. All compounds were evaluated for their capacity to inhibit
diphenolase activity of the tyrosinase enzyme. Compounds 5, 8 and 13 show major
inhibitory effects, with ICsy values of 102.58 pM, 191.44 uM and 210.81 uM, respectively.
These dialkylphosphorylydrazones were also evaluated for their antinociceptive,
pharmacological and toxicological effects in tests with mice. None of them showed any
activity up to a concentration of 100 mg/kg. All compounds were tested against Musca
domestica and showed no activity. The molecular modeling study confirmed the
inefficiency of these compounds to act as insecticides, since their interaction with AChE
is reversible and does not reach the aging (irreversible) step.

Key words: Dialkylphosphorylydrazones, N,N’-bis(diisobutylphosphorylthioamide)
diamines, biological activity.
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1 INTRODUCAO

O inicio da quimica dos compostos organofosforados e das hidrazonas remonta
ao final do século XIX. O fundador da quimica dos organofosforados foi A. Michaelis,
que explorou a nucleofilicidade do dtomo de fésforo em fosfonatos de dialquila e
fosfitos de trialquila, descobrindo duas importantes reagdes, que se constituem até os
dias atuais nas rotas de sintese para a obten¢do de fosfonatos de dialquila. Estas reag¢des
sdo, respectivamente, a reacdo de Michaelis-Becker, que data de 1897 e a reacdo de
Michaelis-Arbuzov, estudada entre 1898 e 1906 (CADOGAN & HODGSON, 1987). Ja
as hidrazonas foram descobertas por Emil Fischer em 1883, quando este estava
sintetizando um derivado inddlico a partir da reacdo de fenil hidrazina com propanona.
Inicialmente, Fischer atribui ao intermedidrio da reacdo, a hidrazona, uma estrutura
ciclica, formada por um anel de trés 4&tomos envolvendo os dois 4tomos de nitrogé€nio e
0 atomo de carbono, porém em 1888 a estrutura correta das hidrazonas foi elucidada
(COSTA et al., 2003; www.rsc.org, 2005).

Desde o inicio da quimica dos organofosforados e das hidrazonas h4 mais de 100
anos, até os dias de hoje, uma ampla gama de compostos com diferentes substituintes,
compreendendo as mais diversas estruturas, foram sintetizados. Apesar de
quimicamente distintos, os organofosforados e as hidrazonas possuem um amplo e
semelhante espectro de aplicagdes. Esta afirmativa pode ser atribuida ao fato de ambos
serem utilizados em dreas variadas, compreendendo desde o ramo agricola, como
pesticidas, passando pelo setor industrial, como, por exemplo, antioxidantes, até a
aplica¢do na medicina (TOY, 1977; KITAEV et al., 1970). Na 4rea medicinal, tanto os
compostos organofosforados quanto as hidrazonas t€m sido destaque nas ultimas
décadas, apresentando acd@o contra as mais variadas patologias. Como exemplo, pode-se
citar os bisfosfonatos, que t€ém sido utilizados com sucesso no tratamento de doencas
O0sseas (NUGENT et al, 1994; LANCAS et al, 2005), assim como alguns
fosforamidatos e fosfatos, que t€m apresentado agdo eficaz como antiretrovirais (DE
CLERCQ, 2001; UCKUN et al., 2005). Ja as hidrazonas tém sido relatadas como
substancias com potencial atividade analgésica, antimicrobiana, antitumoral, dentre
outras (BARREIRO et al., 2000; BARREIRO et al., 2002). No que se refere a interagao
destes compostos com enzimas, em especial a enzima tirosinase, ainda hda poucos
trabalhos relatados na literatura, seja associados aos organofosforados ou as hidrazonas.
A enzima tirosinase é essencial na rota sintética das melaninas, e problemas atribuidos a
acdo desta enzima t€m sido relatados tanto no setor industrial, principalmente no ramo
alimenticio, associada a perda da qualidade de frutas; como na drea medicinal, associada
a casos de hiperpigmentagdo e até mesmo melanomas (UYAMA & KIM, 2005).

Em virtude da ampla versatilidade e aplicabilidade dos compostos
organofosforados e das hidrazonas, no vasto campo ainda a ser explorado no que
concerne a acdo destes compostos sobre a enzima tirosinase, e em seqii€ncia ao trabalho
realizado no Laboratério de Sintese Organica da UFRRJ (RODRIGUES & DaCOSTA,
2002; DaCOSTA et al., 2007, DOS SANTOS et al., 2007), buscou-se a sintese de
derivados  alquilfosforilidrazénicos, que sdo compostos que congregam
concomitantemente em sua estrutura o grupamento organofosforado e a fung¢do hidrazona,
estando o dtomo de fésforo e um dtomo de nitrogénio da fun¢@o hidrazona diretamente
ligados, formando um fosforamidato. Sendo assim, através da sintese de uma série de
compostos com caracteristicas hibridas, objetiva-se a obtencdo de substidncias com
atividades bioldgicas potencializadas. No ambito deste trabalho foram sintetizados 22



compostos dialquilfosforilidrazonicos, sendo que, excetuando-se os compostos 16 e 18,
todos sdo inéditos. Os compostos sintetizados estdo apresentados na Figura 1.
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(1) R =propil, R; = 0-NO, (12) R = isopropil, R; = OCH,0
(2) R =propil, R = m-NO, (13) R =1isopropil, Ry =H
(3) R = propil, R; = p-NO, (14) R = isopropil, R; = m-OCHj;
(4) R =propil, R; = p-CN (15) R =isopropil, R; = p-OCHj;
(5) R = propil, R; = p-COOH (16) R = isopropil, R; = p-N(CHs),
(6) R = propil, R; = OCH,O (17) R = isopropil, R = m-OH
(7) R = isopropil, R; = 0-NO, (18) R = isopropil, R; = p-OH
(8) R =isopropil, R; = m-NO, (19) R = isopropil, R; = m-OH e p-OCHj3
(9) R = isopropil, R; = p-NO, (20) R = isopropil, R; = p-OH e m-OCH,CH3
(10) R = isopropil, R; = p-CN (21) R = propil, R; = m-OH e p-OCHj

(11) R = isopropil, R; = p-COOH (22) R = propil, R; = p-OH e m-OCH,CH3

Figura 1: Compostos dialquilfosforilidrazonicos sintetizados neste trabalho.

Adicionalmente a esta série, como parte de um projeto anterior ao projeto central
deste trabalho, trés fosforamidatos inéditos com o esqueleto base N,N’-
bis(diisobutilfosforiltioamida)diamina, foram sintetizados. Estes fosforamidatos sido
apresentados na Figura 2.
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(24) R' = -CH,CH,CH,-
(25) R' = -CH,CH,CH,CH,-

Figura 2: Fosforamidatos inéditos sintetizados neste trabalho.

Em vista da grande variedade de atividades bioldgicas dos compostos
organofosforados e das hidrazonas, os compostos sintetizados neste trabalho foram
avaliados quanto a diferentes tipos de atividade. Os compostos 1 a 25 foram avaliados
quanto a agdo inibidora sobre a enzima tirosinase e quanto a acdo inseticida frente a
espécie de mosca Musca domestica. Os compostos 5, 8, 13 e 16 foram também
avaliados quanto a possibilidade de apresentarem acdo antinociceptiva, atividade
toxicoldgica aguda e atividade farmacoldgica geral.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Compostos organofosforados

O grande avango da quimica do fésforo estd na variedade de compostos
organicos e inorganicos que este pode formar, o que € devido, principalmente, a sua
distribuicdo eletronica com orbitais d acessiveis e também por ser um dtomo polarizavel
e eletropositivo (CADOGAN & HODGSON, 1987).

Dentre os derivados fosforados estdo compostos tri, tetra, penta e
hexacoordenados, como os exemplificados na Figura 3 .
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Figura 3: Compostos fosforados tri, tetra, penta e hexacoordenados, respectivamente.

Estas muiltiplas coordenagdes do dtomo de fésforo sdo devidas a alguns fatores,
tais como, a alta nucleofilicidade dos compostos de fosforo trivalente, alquilfosfitos e
arilfosfinas, a forte ligacdo formada entre o d&tomo de fésforo e heterodtomos como O,
S, N e halogénios, a capacidade do atomo de fésforo em estabilizar anions adjacentes, o
que possibilita a formagdo de vdrios ilideos de fosforo, e também a sua capacidade de
atuar como eletréfilo, o que confere elevada versatilidade aos compostos de fésforo, em
especial aos organofosforados (CADOGAN, 1979).

Os compostos organofosforados possuem uma vasta gama de aplica¢des, dentre
as quais pode ser destacada a acdo como pesticidas (inseticidas, acaricidas, herbicidas,
nematicidas e fungicidas), (FEST & SCHMIDT, 1973), como retardadores de chama
(WALSH et al., 1992), como aditivos de 6leos lubrificantes e fluidos hidraulicos
(WALSH et al., 1992), nas atividades de enriquecimento de urdnio e tério e extracao
seletiva de hafnio em minérios que contém zircénio (WALSH et al., 1992; TOY, 1977),
como agentes de flotacio de minério, aditivos para combustiveis, plastificantes,
estabilizantes, antioxidantes e fertilizantes, dentre outras (KIRK-OTHMER, 1951) e
como constituintes do sistema bioldgico, como por exemplo o ATP (trifosfato de
adenosina) (MICHELSON, 1963; SOLOMONS, 2000). No entanto, além deste
universo de aplicacdes, aquela que t€m despertado nos dltimos anos um interesse maior
na quimica dos compostos de fésforo é a acdo farmacoldgica. YUDELEVICH e
colaboradores classificam, dentre os compostos de fésforo, especificamente os
compostos organofosforados em diferentes categorias, dentre as quais se t&€m os
compostos com atividade anticolinesterdsica; compostos com atividade antiglaucoma;
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compostos para o tratamento e profilaxia de doencas cardiovasculares; compostos com
atividade fungicida; compostos com atividade antiblastoma; compostos com atividade
neurotropica; compostos com atividade anti-helmintica; compostos com atividade
antiviral; compostos com atividade antiartereoesclerose; compostos com atividade
antibacteriana; compostos com atividade analgésica; compostos com atividade
antiartrite; compostos com atividade anti-hipoglicémica; compostos com atividade
antialérgica; compostos com a¢@o contra anemias, € ainda hd os compostos de fésforo
que sdo classificados como vitaminas e andlogos a estas (YUDELEVICH et al., 1986;
LANCAS et al., 2005; DOS SANTOS et al., 2007). A Figura 4 apresenta alguns
exemplos de compostos organofosforados com atividade farmacolégica.
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Figura 4: Exemplos de organofosforados com atividade farmacoldgica.

Compostos organofosforados derivados do acido fosférico, do 4cido fosfonico,
do acido bisfosfonico, de sais organicos de fésforo e de 6xidos de fosfina e tiodxidos
sdo relatados como possuidores de atividade antiinflamatéria e analgésica. Alguns
destes compostos sdo apresentados na Figura 5 (TSVETKOV et al., 1992).
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Figura 5: Organofosforados com atividade analgésica e antiinflamatdria.

Os derivados do 4cido bisfosfonico também exercem efeito potencializador na
atividade de alguns medicamentos antiinflamatérios quando presentes na composi¢ao
destes. A atividade do acido acetilsalicilico e seus derivados € potencializada quando
utilizados em combinagdo com o acido(hidroximetilmetileno)bisfosfonico (35) ou com
o acido(diclorometileno)bisfosfonico (36), e seus sais (Figura 6). O mesmo efeito é
observado quando os sais dissddicos dos compostos 35 e 36 sdo administrados em
conjunto com farmacos esteroidais antiinflamatérias, como a cortisona (TSVETKOV et
al., 1992).
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Figura 6: Derivados do dcido bisfosfonico com potencial atividade antiinflamatéria.

A capacidade de complexacdo dos bisfosfonatos (derivados do 4dcido
bisfosfonico) com o fon célcio contribui acentuadamente para a sua agdo farmacoldgica.
Estes compostos possuem acdo eficaz na prevengdo, no diagndstico e no tratamento de
vdrias doencas ligadas a funcdo reguladora de célcio no organismo, sendo muitos
empregados comercialmente, como o composto 36, conhecido como clodronate. Este
composto também ¢é aplicado no tratamento de tumores de ossos e hipercalcemia
(RASANEN et al., 1997).

Na literatura recente hd uma variedade de artigos relatando a aplicacdo de
compostos organofosforados, especificamente os bisfosfonatos, no tratamento de
doencas dsseas, como a doenca de Paget, a hipercalcemia maligna, a osteoporose,



doencas metastdticas e osteoliticas. Os organofosforados pamidronato (37), alendronato
(38) e risedronato (39), Figura 7, sdo exemplos de bisfosfonatos com atividade contra
doencas dsseas (MARSHALL et al., 1993; BLAIR et al., 1990; RUSSEL et al., 1997;
LANCAS et al., 2005).
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Figura 7: Bisfosfonatos utilizados no tratamento de doencas 6sseas.

Os bisfosfonatos 40, 41 e 42 (Figura 8) apresentam eficicia no tratamento da
artrite remautdide, diminuindo as inflamacdes associadas ao granuloma cutineo e
inibindo a erosdo dssea nas articulagdes (NUGENT ez al., 1993; NUGENT et al., 1994;
LANCAS et al., 2005).
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\OCH C2H 3 (42) R= 3-F-C¢H,
2 3

Figura 8: Bisfosfonatos com ag@o contra a artrite reumatoide.

Os bisfosfonatos apresentados na Figura 7 e uma série de bisfosfonatos
recentemente sintetizados (Figura 9) apresentaram a¢f@o inibitéria sobre o crescimento
do protozodrio Trypanosoma cruzi, in vivo e in vitro. Esta a¢do € devida a inibi¢do da
enzima farnesil pirofosfato sintase, envolvida na rota sintética de esterdis essenciais a
vida do protozodrio, dentre eles o ergosterol (RODRIGUEZ et al., 2001; LANCAS et
al., 2005).

H,05P. PO3H,
’ \c< 43)n=2
OH (44)n=5
(CHyn  @S)n=7
| 46)n=12
CH;
Figura 9: Bisfosfonatos que apresentam ac¢fo inibitéria promissora frente a forma
amastigota do protozodrio Trypanosoma cruzi.

Compostos organofosforados da classe dos fosforamidatos também t€m se
destacado como compostos com elevado potencial para o tratamento e diagndstico de



diferentes tipos de doengas, ressaltando-se principalmente aqueles que fazem parte da
estrutura de oligonucleotideos. Estes compostos, dentre outros, sdo frutos de uma
estratégia denominada “oligonucleotideo antisense”, que consiste na modificacdo
quimica de oligonucleotideos, obtendo-se andlogos com caracteristicas como
hibridizacdo, resisténcia a nuclease, seletividade, e Otimas propriedades
farmacocinéticas e farmacodinadmicas em relacdo aos oligonucleotideos originais
(IRIBARREN et al., 2003). Apesar do mecanismo de acdo dos compostos
“oligonucleotideo antisense” ndo estar completamente elucidado, eles se revelam como
agentes terapéuticos promissores frente a diferentes tipos de doencas, como, por
exemplo, a AIDS, o cancer e processos inflamatdrios em geral (HALLER et al., 1998;
SKORSKI et al., 1997). Os fosforamidatos estdo sendo cada vez mais investigados
como substratos para a estratégia “oligonucleotideo antisense” por formarem complexos
estaveis com sequéncias especificas, tanto com o DNA quanto com o RNA (HALLER
et al., 1998).

Os fosforamidatos também estdo sendo empregados em uma nova estratégia
denominada fosforamidato pré-nucleotideo (“Phosphoramidate ProTide” no inglés).
Esta estratégia consiste na modificacdo quimica de andlogos de nucleosideos através da
introducdo de um grupamento fosforamidato na estrutura destes compostos. Os
analogos de nucleosideos sdo, atualmente, os compostos de maior importancia nos
tratamentos antivirais, além de estarem proporcionando significativos avang¢os no
tratamento quimioterapico do cincer. No entanto, para que os andlogos de nucleosideos,
que sdo considerados pro-farmacos, apresentem atividade antiviral e antitumoral, hé a
necessidade de que estes compostos sofram fosforilagdo in vivo, através de trifosfatos,
convertendo-os na sua forma ativa, denominada nucleotideos. A conversdo dos andlogos
de nucleosideos em nucleotideos ocorre através da interacdo com quinases. A ineficicia
no processo de fosforilagdo acarreta na menor atividade dos andlogos de nucleosideos e
se constitui numa limitagdo do uso de muitos destes compostos como pro-fairmacos.
Sendo assim, a introdu¢@o de um grupamento fosforamidato na estrutura de analogos de
nucleosideos, confere um maior cariter fosforilado a molécula, contribuindo para o
processo total de conversao dos nucleosideos em nucleotideos, uma vez que elimina
etapas iniciais do processo de fosforilacdo (GILBERT et al., 2000; McGUIGAN et al.,
p- 452, 2006; McGUIGAN et al., p. 7215, 2006).

A Figura 10 apresenta exemplos de fosforamidatos pré-nucleotideos. Dentre
estes estdo os compostos 47 (GILBERT et al., 2000; DE CLERCQ, 2001) e 48
(UCKUN et al., 2005) que sdo derivados do andlogo de nucleosideo d4T e os
compostos 49 e 50 (PERIGAUD er al., 2003) que sio derivados do andlogo de
nucleosideo AZT. Estes fosforamidatos pré-nucleotideos t€m apresentado atividade
anti-HIV superior ao d4T e ao AZT. O composto 51 é um andlogo carbociclico de
nucleosideo que possui atividade contra os virus HBV (virus da hepatite B) e HIV
(McGUIGAN et al., p. 7215, 2006).
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Figura 10: Fosforamidatos pro-nucleotideos com atividade antiviral.

Os fosforamidatos pro-nucleotideos apresentados na Figura 11 possuem
atividade anticancerigena. O composto 52 apresenta acio contra o cincer de mama. Os
compostos 53 e 54 tém atividade contra o cincer de prdstata e o composto 55 tem acédo
contra o cancer de bexiga (McGUIGAN et al., p. 452, 2006).
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Figura 11: Fosforamidatos pré-nucleotideos com atividade anticancerigena.



A agdo dos compostos organofosforados nos sistemas bioldgicos estd muito
relacionada a interacdo destes compostos com enzimas. Neste campo de aplicagdo, entre
1970 e 1985 foram publicados mais de 70 artigos cientificos relatando a interacdo de
amino fosfonatos com enzimas, sendo que muitas destas enzimas estavam envolvidas no
metabolismo de aminoécidos. Uma vez que a maioria dos amino fosfonatos estudados
era andloga a aminodcidos, a interacdo com as enzimas era facilitada. Os compostos
amino fosfonatos que apresentam a¢@o inibitdria, se diferenciam do substrato original
somente por terem um grupamento dcido fosfonico ou 4cido fosfinico no lugar do
grupamento carboxila (KAFARSKI er al, 1987). Com base neste retrospecto, a
interacdo dos compostos amino fosfonatos 56, 57 e 58 com a enzima tirosinase foi
estudada por WOJTASEK e colaboradores (WOJTASEK et al., 2002). Dentre estes
compostos, o que demonstrou a maior atividade, seja o substrato sendo L-tirosina ou L-
dopa, foi o 4cido (3,4-diidroxifenil)metil amino fosfénico (56). Os compostos 57 e 58
ndo apresentaram atividade inibitéria sobre a enzima tirosinase. A estrutura destes
amino fosfonatos esta apresentada na Figura 12.

0 i i
OH OH OH
HO OH
OH OH
(56) (57) (58)

Figura 12: Amino fosfonatos cuja interagdo com a enzima tirosinase foi estudada.

A importancia da enzima tirosinase, assim como seu mecanismo de acdo, a sua
participacdo nos organismos vivos, € a a¢do de diferentes compostos no que tange a sua
inibigdo, estd apresentada em detalhes no tépico 2.3.

2.2 Hidrazonas

Na literatura quimica, as hidrazonas nao sdo usualmente reconhecidas como
formadoras de uma classe diferenciada de compostos orgénicos, sendo freqiientemente
consideradas como substincias derivadas de compostos carbonilicos. Sdo considerados
hidrazonas, todos os compostos cujas moléculas possuem em sua estrutura uma por¢ao
triatdbmica conforme a apresentada na Figura 13, considerando que esta ndo pertenca a
um heterociclo (KITAEV & BUZYKIN, 1972).

Figura 13: Fragmento triatdmico que caracteriza as hidrazonas.



Apesar da limitagdo de que a funcdo C=N-N ndo pertenca a um heterociclo, um
dos atomos de nitrogénio ou o atomo de carbono podem fazer parte de um anel ndo
aromdtico (KITAEV & BUZYKIN, 1972).

As hidrazonas sdo substancias faceis de serem sintetizadas, sendo provenientes
da reacdo de hidrazinas com compostos carbonilicos, em especial aldeidos ou cetonas.
Aliado a este fato, soma-se a elevada reatividade, o que confere as hidrazonas uma
ampla aplicabilidade na quimica sintética, onde sdo utilizadas como intermedidrios na
sintese de compostos com estruturas diversas, tendo também aplicacdo na quimica
analitica, onde s3o empregadas na identificacdo e no isolamento de compostos
carbonilicos, além da deteccdo de varios cations metdlicos. Na inddstria, as hidrazonas
tém sido relatadas como agentes de plastificacdo, como estabilizantes de polimeros,
como iniciadores de polimerizagdo, como antioxidantes, dentre outros (KITAEV et al.,
1970). No entanto, dentre todas as propriedades inerentes as hidrazonas, a de maior
valor é aquela correspondente a elevada atividade fisiologica. Neste sentido, as
hidrazonas sdo relatadas como pesticidas, possuindo acdo inseticida, herbicida,
nematicida, dentre outras e, principalmente, sdo descritas como detentoras de acdo
farmacoldgica, tendo acdo hipotensiva, antiinflamatdria e atividade contra neoplasmas
malignos, como leucemia e sarcomas (KITAEV et al., 1970).

As hidrazonas também possuem propriedades quelantes, e seus complexos
formados com cdations metdlicos t€ém demonstrado relevante atividade fisioldgica
(AINSCOUGH et al., 1998). Os compostos 59 e 60 (Figura 14) sdo relatados como
tendo atividade antimalarial e antimicrobiana, j4 o composto 61 apresenta atividade
contra leucemia (ZELENIN et al., 1992).

R,

_N
SN ?‘Rl
AN N“‘-éu—s NH,
Cl
(59) R; = NH,, Ry = C¢Hs
(60)R; = C¢Hs, R, =H (61)

Figura 14: Complexos de hidrazonas com atividade fisioldgica.

A literatura recente relata uma variedade de estudos cientificos sobre a acdo
farmacoldgica diversificada das hidrazonas. Algumas hidrazonas com atividade
analgésica foram sintetizadas por BARREIRO e colaboradores (BARREIRO et al.,
1996), destacando-se uma série de novas N-acilarilidrazonas derivadas do safrol
(BARREIRO ez al., 2000). Este mesmo grupo de pesquisa sintetizou também diferentes
N-acilidrazonas com potencial atividade analgésica, antiinflamatdria e antitrombdtica
(BARREIRO et al., 2002). Dentre estas hidrazonas estdo os compostos 62, 63, 64 e 65,
apresentados na Figura 15.
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Figura 15: Hidrazonas com atividade analgésica, antiinflamatdria e antitrombdtica.

Hidrazonas derivadas de isatinas apresentam atividade antibacteriana. Dentre os
derivados sintetizados, destacam-se os compostos 66, 67 e 68 (Figura 16). As
hidrazonas 66 e 67 mostraram ter maior atividade do que o antibidtico amoxicilina
contra a bactéria Escherichia coli. Ja a hidrazona 68 também apresenta maior atividade
do que a amoxicilina frente as bactérias Pseudomenas aeruginosa, Proteus vulgaris e
Salmonella typhimurium (RAMESH et al., 2001). As hidrazonas 66 e 67, assim como a
hidrazona 69, também apresentam propriedades anticonvulsivas (RAMESH er al.,
2002).

R,
~
17 (66) Ry = H, R, = tiosemicarbazino, Ry = H
R; (67) R; = CHs, R, = tiosemicarbazino, Ry = H
O (68) R; = Cl, R, = tiosemicarbazino, R3 = H

ITI (69) R; = CH3, Ry = 2,4-dinitro fenilidrazina, Ry = H
R3

Figura 16: Hidrazonas com atividade antibactericida e anticonvulsiva.

Uma série de arilidrazonas substituidas foram sintetizadas e avaliadas quanto ao
potencial de clivagem do DNA. O tamanho e a forma destas arilidrazonas em relagio ao
encaixe no DNA, aliados a estabilidade e ao tempo de meia vida dos radicais
intermedidrios gerados fotoquimicamente, sdo essenciais para a capacidade de
clivagem. Dentre as arilidrazonas testadas, o composto 70 (Figura 17) apresentou a
maior atividade de clivagem do DNA (HWU et al., 2004).
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Figura 17: Arilidrazona que atua como agente de clivagem do DNA.

A atividade antitumoral de derivados hidrazonicos tem sido relatada
freqiientemente na literatura cientifica. Uma série de novos derivados
hidrazinopirimidina-5-carbonitrilas foi sintetizada e testada contra diferentes linhagens
celulares dos seguintes tipos de cancer: leucemia, pulmonar, melanoma, renal e ainda,
cancer de prostata, de célon, de mama, de ovario e no sistema nervoso central. Dentre
os derivados testados, as hidrazonas 71, 72, 73, 74 e 75 demonstraram a atividade
inibitéria mais significativa, em relacdo a um ou mais tipos de cancer. A Figura 18
apresenta a estrutura destes derivados e o tipo de cancer que sofreu agdo inibitdria
(ONNIS et al., 2006).

(71) R=H, R; =4-CcH,4-OCHj, X = pirrolidinil
Cancer: renal e de prostata.
(72) R=H, R; = 2,4-C¢H;3-Ch, X = pirrolidinil

H\ N - NY Cancer: pulmonar, no sistema nervoso c'entr'al3 r'enal e de mama.
(73) R=H, Ry = 2,6-C¢H3-Cb, X = pirrolidinil
NC NN R Cancer: leucemia, de célon, de ovario, melanoma, renal e de mama.
J\ (74) R =H, R = 4-CcHy-Cl, X = morfolinil
N Cancer: leucemia.

(75) R=H, Ry =2,6-C¢H3-Cl,, X = morfolinil
Cancer: leucemia e de célon.

Figura 18: Hidrazonas que apresentam atividade inibitdria frente a uma variedade de
tipos de cancer.

O efeito antiproliferativo de novas benzo[d]isotiaz6is hidrazonas foi avaliado
contra diferentes linhagens de células de leucemias e de tumores sélidos de melanomas,
cancer de mama, de pulmao, de prdstata e carcinoma hepatocelular. Dentre todos os
compostos testados, a hidrazona 76 (Figura 19) é a que possui a maior atividade frente a
todos os tipos de cancer avaliados, apresentando ICsg na faixa de 0,5 a 8,0 uM. A maior
atividade da hidrazona 76 (ICso = 0,5uM) € frente a leucemia (COLLA et al., 2006).

H
© N/ OH
N
%
N\ N
N
g (76)

Figura 19: Benzo[d]isotiazol hidrazona com potencial atividade anticancer.
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Em relacdo a acfo sobre a enzima tirosinase, HUSZTI e colaboradores estudaram
o efeito inibidor de uma série de piridazinil hidrazonas e sua relacdo com os niveis de
noradrenalina. A enzima tirosinase estd presente, dentre outros locais, no cérebro, nos
nervos noradrenérgicos periféricos e na medula adrenal. Nestes locais, a tirosinase atua na
biossintese da noradrenalina, de forma que a inibicdo desta enzima leva,
conseqiientemente, a diminuicdo da sintese e dos niveis de noradrenalina, ocasionando
um efeito anti-hipertensivo. Dentre as hidrazonas estudadas, o composto 77 (Figura 20)
apresentou a maior a¢do inibitéria, com concentragdo inibitéria de 6E-05M, e elevado
efeito hipotensivo (HUSZTI et al., 1983).

0] N N
\__/ v \
H
R = (1-tercidrio-butoxi-carbonil)- 2- propilideno

(77)
Figura 20: Hidrazona com acdo inibitdria sobre a tirosinase e efeito hipotensivo.

2.3 Tirosinase

A tirosinase (monofenol, diidroxifenilalanina:oxigénio oxiredutase, EC
1.14.18.1), também denominada polifenol oxidase, ¢ uma enzima amplamente
distribuida na escala filogenética, estando presente em animais, plantas e
microorganismos, sendo essencial na biossintese das melaninas, onde atua na etapa
limitante da velocidade da reacdo (KUBO & KINST-HORI, 1998; KONDO et al.,
2000; ESPIN & WICHERS, 2001; TAKEKOSHI ez al., 2003). As melaninas sio
pigmentos vastamente distribuidos na natureza, sendo, assim como a tirosinase,
encontrados em bactérias, fungos, plantas e animais. A estrutura das melaninas é
composta de biopolimeros heterogéneos, formados por polifendis, cuja coloracio varia
do amarelo ao negro (UYAMA & KIM, 2005). Nos mamiferos, estes biopolimeros sdo
denominados eumelanina, feomelanina e neuromelanina, havendo ainda aqueles que sao
formados pela mistura dos pigmentos eumelanina e feomelanina (WORTSMAN et al.,
2004).

As melaninas sdo produzidas em células denominadas melandcitos. A
distribuicdo dos melandcitos e o grau de pigmentagdo sdo o que determina a cor da pele
e dos pélos nos animais. Nos mamiferos hd basicamente dois tipos de melaninas
associadas a pigmentacdo da pele e dos cabelos, a eumelanina, que possui coloracdo
marrom avermelhada, e a feomelanina, que varia do amarelo ao marrom avermelhado
(GARCIA-CARMONA er al., 1995; UYAMA & KIM, 2005). Estes pigmentos sdo
formados por uma série de reagdes quimicas e enzimadticas, que foram primeiramente
descritas por RAPER (RAPER, 1928) e confirmadas por MASON (MASON, 1965,
GARCIA-CARMONA et al., 1995). A biossintese das melaninas descrita por Raper e
Mason (rota de Raper-Mason) é apresentada na Figura 21.
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Figura 21: Rota da biossintese das melaninas descrita por Raper e Mason.

A formagdo das melaninas (Figura 21) envolve uma série de reacdes de oxidacdo
na presenca da tirosinase. Esta enzima, pertencente a classe das oxigenases, possui um
sitio ativo com dois atomos de cobre. Na formacdo das melaninas, trés tipos de
tirosinase (met, oxi e deoxitirosinase), com diferentes sitios ativos envolvendo
estruturas binucleares com atomos de cobre, estdo presentes. A acdo da tirosinase nos
organismos vivos, conforme apresenta a Figura 21, consiste na hidroxilacdo do
aminodcido tirosina, através da acdo monofenolase, formando a substincia 3,4-
diidroxifenilalanina (L-DOPA), seguido da oxidagdo desta a o-dopaquinona, pela acdo
difenolase da tirosinase. A reacdo de oxidagdo da tirosina € a etapa lenta e, portanto, a
etapa limitante da acdo da tirosinase (GARCIA-CARMONA et al., 1995; UYAMA &
KIM, 2005). A Figura 22 apresenta o ciclo catalitico da tirosinase.

14



N /
x >Cll1(H) \CL(H)< R
i 2H+jiN \O/ N%/
N ® o 2H,0 + 2H+
) (\ &\H
. S H,0 OH
X ®
j:,N N\é\ OHZ % %Hz
N
\Cu(II) Cu(II)/ SO IN
/ \ / AN CudI) Cu(II)
4N 0 N-% 7N\ AN .
,\¢ Mettirosinase 71‘" R / N N

)
@ .
/@/ H0 + HE Oxitirosinase
0 @ ,+, 2 H,0

N
2N ~ /1N | Vs e 0,
CuI) Cu(Il) OH

R N ¢+» ,+r

b N/ % N N

(¢} > N . N N
4\’ % /Cu(I) Cu(I)\
HO Ciclo catalitico N o N-%

OH JH+ H,O da atividade ,+\, Deoxitirosinase %A

monofenolase
O
(0]

Figura 22: Ciclo catalitico de acdo da tirosinase.

"
0 o T
SN VA
u(Il) Cu(Il)
+n7 N x
1 ¥

A tirosinase atua também, em mamiferos, na sintese das catecolaminas,
dopamina, norepinefrina e epinefrina. Estas catecolaminas agem, principalmente, como
neurotransmissores, possuindo também fungdes na regulacdo do sistema organico,
incluindo aquelas associadas a pele. A biossintese das catecolaminas ocorre, conforme é
apresentado na Figura 23, a partir da conversdo da tirosina em L-DOPA, catalisada pela
tirosinase, seguido da descarboxilagdo da L-DOPA formando a dopamina, que é entio
hidroxilada formando a norepinefrina, que sofre metilacdo gerando a epinefrina. In
vitro, todas estas catecolaminas podem ser convertidas em neuromelaninas, através de
uma série de reagdes de oxi-reducdo, porém, in vivo, somente a dopamina pode gerar
este pigmento (WORTSMAN et al., 2004).
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Figura 23: Biossintese das catecolaminas.

Se inicialmente na natureza a tirosinase catalisa as etapas iniciais na formagéo
das melaninas a partir da tirosina, nas plantas, a tirosinase atua também oxidando
substratos fisiologicos, que correspondem a uma variedade de compostos fendlicos. A
tirosinase oxida estes substratos num mecanismo de escurecimento observado quando
os tecidos destas plantas sdo danificados, contudo, o propésito desta acdo ainda ndo esta
claro. Uma possivel proposta é a prote¢do da parte danificada de patégenos ou insetos
(UYAMA & KIM, 2005).

Nos insetos, a tirosinase também apresenta um papel fundamental, pois atua no
desenvolvimento e na fungdo defensiva. Nestes animais a tirosinase age na
melanogénese, na cicatrizagdo, no encapsulamento de parasitas e na esclerotizagio
(UYAMA & KIM, 2005; SUGUMARAN, 1991).

Se, por um lado, a tirosinase apresenta func¢des vitais no metabolismo de
animais, plantas e microorganismos, por outro, algumas alteracdes e distirbios sdo
decorrentes ou estdo associados a acdo desta enzima. As alteracdes oriundas do grau e
da distribui¢do das melaninas ocasionam uma série de distirbios demartoldgicos, dentre
os quais hd aqueles resultantes da acumulag@o excessiva de pigmentacdo na epiderme,
como os melasmas (Figura 24), as marcas associadas a idade e os danos actinicos.
Estudos estdo sendo realizados para investigar a associagdo da biossintese das
melaninas com melanomas malignos, assim como a deficiéncia de pigmentacdo nos
casos de albinismo oculocutaneo (Figura 25) é correlacionada a variedade de mutagdes
no gene da tirosinase humana (UYAMA & KIM, 2005; ZAHED, et al., 2005).
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Figura 24: Marcas de melasma em um rosto feminino.

Figura 25: Mulher e filhote de ledo com albinismo oculocutaneo.

O actimulo excessivo de dopamina, a qual € produzida na etapa inicial pela a¢do
da tirosinase (Figura 23), leva a formacdo de espécies reativas de oxigénio, como as o-
quinonas, que possuem ag¢do toxica, provocando a morte de células (WORTSMAN et
al., 2004). A neurodegeneragdo associada & doenca de Parkinson pode estar relacionada
a este efeito, aliada ao nimero excessivo de neurdnios ndo pigmentados, ou seja que nio
possuem neuromelaninas, que por sua vez deixaram de ser produzidas devido a
oxidacdo da dopamina em espécies reativas de oxigénio (WORTSMAN et al., 2004;
KUBO et al., 2004; VRANA et al., 1997). A dopamina e os metabdlitos oriundos da
sua oxidacdo, também sdo associados aos distirbios que ocasionam o vitiligo
(WORTSMAN et al., 2004).

Na inddstria alimenticia, a ag¢do da tirosinase tem impacto no controle da
qualidade e na economia. Em frutas e vegetais, a tirosinase catalisa a oxidagdo de
compostos fendlicos a quinonas, sendo responsdvel pelo escurecimento destes
alimentos. Este escurecimento é facilmente observado ao se cortar uma magd, por
exemplo, e se deixar a superficie cortada exposta ao ar (GARCIA-CARMONA et al.,
1995; UYAMA & KIM, 2005). Em adicéo a ac@o de escurecimento de alimentos, que
ocasiona cor e sabor desagraddveis, as quinonas formadas podem reagir
irreversivelmente com os grupamentos amino e sulfidrila das proteinas, reduzindo a
digestabilidade destas e a biodisponibilidade de aminodcidos essenciais, como a lisina e
a cisteina (UYAMA & KIM, 2005; FRIEDMAN, 1996).
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Em virtude dos efeitos indesejaveis causados ou associados a agdo da tirosinase,
a busca de compostos que sejam inibidores desta enzima tem sido de interesse crescente
por parte dos grupos de pesquisa e da inddstria de medicamentos, que t€m interesse em
agentes eficazes nos distirbios de pigmenta¢do; da industria de cosméticos, que tem por
objetivo, em especial, os produtos clareadores da pele; da inddstria alimenticia, que
busca inibir o escurecimento dos alimentos e seus efeitos; e ainda da industria de
defensivos agricolas, que estd buscando nos compostos inibidores da tirosinase, uma
alternativa para o controle das infesta¢des por insetos (KONDO et al., 2000; UYAMA
& KIM, 2005).

Dentre os compostos que possuem atividade inibitdria frente a tirosinase, ha
aqueles de origem natural e sintética. No grupo dos compostos de origem natural hé os
flavondides, que por serem compostos polifendlicos, possuem grupos hidroxilas livres,
apresentando em partes das moléculas similaridade com a tirosina e a L-DOPA. Alguns
flavondides contendo um o-ceto grupo apresentam acentuada inibicdo sobre a
tirosinase. Este efeito inibidor é atribuido a similaridade entre o grupo diidroxifenil na
L-DOPA e o «a-ceto grupo nos flavondides. Dentre os flavondides, os flavondis com a
porcdo 3-hidroxi-4-ceto, como o caemferol (78) e o quercetim (79) apresentados na
Figura 26, inibem competitivamente a atividade da tirosinase, através da habilidade que
possuem de complexar os dtomos de cobre presentes no sitio ativo da enzima,
conduzindo a inativacdo irreversivel da tirosinase (KUBO & KINST-HORI, p. 4121,
1999; KUBO et al., p. 1749, 2000; UYAMA & KIM, 2005).

OH O OH O

(78) 79)
Atividade difenolase Atividade difenolase
Inibi¢do competitiva Inibicdo competitiva
ICs50 = 0,230 mM IC50 = 0,070 mM

Figura 26: Flavonoéides inibidores da tirosinase.

Os compostos com o esqueleto resorcinol com o substituinte na posi¢do 4
(Figura 27), também se apresentam como inibidores da tirosinase. Para estes derivados
do resorcinol, o maior potencial de inibi¢do ocorre quanto maior for a interacdo
hidrofébica entre o substituinte e a enzima, de forma que os compostos 4-
hexilresorcinol (80) e 4-dodecilresorcinol (81) apresentam elevada atividade inibitdria,
tanto sobre a atividade monofenolase, quanto sobre a atividade difenolase da tirosinase
(CHEN et al., p. 135, 2004; UYAMA & KIM, 2005).
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OH Atividade monofenolase OH Atividade monofenolase

InibigAo competitiva Inibigo competitiva
IC50= 1,24 uM IC5p = 1,15 uM
OH Atividade difenolase OH ?Fli)"_idf‘de difen(t)i]te'lse
Inibi¢do competitiva nbigao compettiva
CH,(CH,)4CH3 IC50§= 0 8;H£M CH,(CH,),0CH; 1C53 = 0,80 uM
(80) (81)

Figura 27: Atividade dos compostos 4-hexilresorcinol e 4-dodecilresorcinol sobre a
tirosinase.

Compostos com a fungdo aldeido também sdo relatados como inibidores da
tirosinase. Esta atividade € supostamente atribuida a habilidade dos aldeidos em formar
uma base de Schiff com um grupamento amino primdrio presente na tirosinase, o que
ocasiona 0 rompimento de uma estrutura terciaria presente na enzima. No caso do
benzaldeido (82), apresentado na Figura 28, a atividade inibitéria € acrescida quando
grupamentos doadores de elétrons estdo na posicdo para no anel aromdtico, o que
provavelmente ocorre devido a estabilizacdo da base de Schiff formada. Para
exemplificar este fato, tem-se o anisaldeido (83) e o cuminaldeido (84), que possuem,
respectivamente, atividade inibitéria 2,5 e 16 vezes superior ao benzaldeido (Figura 28).
No caso do cuminaldeido (4-isopropilbenzaldeido), a atividade inibitéria é acrescida
pelo fato do grupamento isopropil, além de contribuir para a estabilizagdo da base de
Schiff formada através do efeito indutivo, também interagir com a tirosinase através da
porcdo hidrofébica da enzima, estabilizando ainda mais a ligacdo entre o cuminaldeido
e a tirosinase (KUBO & KINST-HORI, p. 5338, 1998; KUBO & KINST-HORI, p.
4574, 1999). Em relacdo ao anisaldeido, estudos recentes sugerem que a atividade
inibitdria deste aldeido nao é somente atribuida a formacdo da base de Schiff, mas
também a uma ligacdo hidrogénio com a enzima. Esta ligacdo hidrogénio também leva
ao rompimento de uma estrutura terciaria presente na enzima. No entanto, tanto a
formacdo da base de Schiff, quanto a interagdo da ligagcdo hidrogénio sio reversiveis, de
forma que a enzima recompde a sua estrutura terciaria, demonstrando que a inibi¢do da
tirosinase pelo anisaldeido é dependente do tempo de interagdo entre ambos (KUBO et
al., 2005).

Os aldeidos aromaticos 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93 e 94, que possuem
variados grupos substituintes no anel e em diferentes posi¢des, foram testados quanto a
acdo inibitdria sobre a tirosinase. Com base na Figura 28, observa-se que o maior efeito
inibidor ocorre para os aldeidos aromadticos que possuem grupamentos doadores de
elétrons que possam vir a estabilizar a base de Schiff oriunda da interacio com a
tirosinase e, principalmente, para aqueles que possuem grupamentos hidrofébicos que
interajam com a enzima. Quando estas duas caracteristicas estdo reunidas num sé
composto, tem-se um potente inibidor da tirosinase como, por exemplo, o 2-hidroxi-4-
isopropilbenzaldeido (85) que possui elevada atividade inibitéria (KUBO & KINST-
HORI, p. 1268, 1998; KUBO & KINST-HORI, p. 5338, 1998; KUBO & KINST-HORI,
p. 4574, 1999; CHEN et al., p. 491, 2003; CHEN et al., p. 607, 2003; KUBO et al.,
2004; CHEN et al., 2005).
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CHO CHO CHO CHO
OH
(82) (83) (84) (85)
Inibigao ndo conpetiiva O
IC509= 820 UM P Atividade difenolase At.i\{i({ade~difen01as<e. . Atividade difenolase
Inibicdo ndo competitiva  Inibi¢do ndo competitiva  fnibicio mista
IC50=320uM IC50=30uM IC50=2,3 uM
CHO
(HO CHO
OH CHO
OH
(86) (87) (89)
(88)
OH
Ot _ CN
Atividade difenolase Atividade difenolase Atividade difenolase
Inibicdo mista Inibicdo competitiva IC50 = 3300 uM . )
Atividade difenolase
IC50=30 IC50 = 1200 uM
50=30uM 50 u IC50 =720 uM
CHO CHO Atividade monofenolase
CHO IC50 =620 uM
CH Inibicdo mista
3 91) (92) Inibicdo reversivel
90)
Atividade difenolase CH; CH,(CH,)4CH;

Inibicio mista Atividade difenolase Atividade difenolase
1C50 = 2600 uM Inibi¢do ndo competitiva Inibi¢do ndo competitiva
1C50=120uM IC50=8,0uM
CHO CHO
Atividade difenolase
= IC50=23 uM
(94)  Atividade monofenolase
IC50=93 uM
(93) Inibicdo mista
< Inibicdo reversivel
Atividade difenolase CH,
Inibi¢do ndo competitiva
IC50 =980 uM

" O anisaldeido, que ¢ comumentemente descrito como inibidor ndo competitivo, foi citado num
estudo de GARCIA-CARMONA et al. como um inibidor competitivo (GARCIA-CARMONA
et al., 2001).

Figura 28: Aldeidos aromaticos inibidores da tirosinase.

A forma de inibi¢do mista sobre a tirosinase exercida pelos compostos 85, 86 e
90 ¢ atribuida a habilidade destes compostos em interagir com a enzima através de dois
mecanismos distintos, que compreendem a formacgdo da base de Schiff e a complexacao
com os dtomos de cobre presentes no sitio ativo da tirosinase (KUBO & KINST-HORI,
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p- 4574, 1999; KUBO et al., 2004; CHEN et al., 2005). Ja o p-hidroxibenzaldeido
apresenta inibicdo competitiva, porque interage com a tirosinase ligando-se
preferencialmente, através do grupamento hidroxila, aos dtomos de cobre do sitio ativo,
ou seja da mesma forma que o substrato L-DOPA (KUBO & KINST-HORI, p. 5338,
1998).

Similarmente aos aldeidos aromdticos, os aldeidos alifaticos também exercem
efeito inibidor sobre a atividade difenolase da tirosinase. A forma de inibicdo é também
atribuida, preferencialmente, a formagao da base de Schiff e/ou a interag¢@o hidrofébica
entre o aldeido e a enzima em relacdo a interag@o binuclear com os dtomos de cobre do
sitio ativo. A interacdo hidrofébica exerce um efeito importante sobre a atividade
inibitéria, uma vez que conforme aumenta a cadeia alquilica em (2E)-alquenais, maior é
o potencial inibidor do aldeido, conforme pode ser verificado nos compostos 95 e 96 na
Figura 29(KUBO & KINST-HORI, p. 4574, 1999; UYAMA & KIM, 2005).

H

95) (96)
ICso = 3,6 MM ICso = 0,64 mM

Figura 29: Aldeidos alifaticos inibidores da tirosinase.

Acidos e ésteres também apresentam atividade inibit6ria sobre a tirosinase. Estes
compostos inibem a tirosinase através dos mesmos mecanismos que os aldeidos, ou seja,
através da formagao de uma base de Schiff, de ligacdo hidrogénio e/ou através da interagido
hidrofébica com a enzima, ou ainda através da complexag¢@o com os dtomos de cobre no
sitio ativo. Em geral, quando ocorre a inibi¢do através da complexag@o no sitio ativo da
tirosinase, a inibicdo enzimadtica é do tipo mista, pois ocorre em conjunto com pelo menos
uma das outras trés formas de inibicdo. O 4cido gilico (97) e seus ésteres, como o galato de
dodecila (98), o 4cido 4-vinilbenzobico (99), o acido ascérbico (100), o dcido kdjico (101),
acidos derivados do acido cindmico, como o dcido 4-hidroxi-3-metoxicindmico (102), o
acido 4-cianobenzéico (103), o acido (S)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico
(104), derivado da vitamina E, e os acidos 4-halobenzéicos (105), (106) e (107) sao
exemplos de compostos testados quanto a inibi¢do da tirosinase, conforme apresenta a
Figura 30 (KUBO et al., p. 1393, 2000; LEE, 2002; KUBO et al., 2003; Yu, 2003; CHEN
et al., p. 607, 2003; TAKEKOSHI et al., 2003; CHEN et al., p. 303, 2004; CHEN et al.,
2005).
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. . OH Ca . Inibigdo mista e reversivel
(97) Atividade difenolase Inibi¢do ndo competitiva N ICso = 0,33 mM
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OH o
HO 0 Atividade monofenolase OH Atividade monofenolase
—0 1Csy= 033 mM | ICsp = 0,053 mM
— Atividade difenolase HO Atividade difenolase
HO OH ICso= 0,73 mM o @aon IC50 = 0,055 mM
(100)
0 COOH  Agivi
Atividade monofenolase HO
CH;0 OH Inibicdo mista e reversivel
IC59= 2,45 mM
H;C
HO Atividade difenolase Atividade difenolase
(102) Inibigio ndo competitiva ON Inibicdo mista e reversivel CH,
IC5p = 0,33 mM IC5p= 1,40 mM (104) Atividade difenolase
(103) Inibigao competitiva
ICso = 1,84 mM
COOH Atividade monofenolase COOH Atividade monofenolase COOH Atividade monofenolase
Inibicdo ndo competitiva Inibicdo ndo competitiva Inibicdo ndo competitiva
e reversivel e reversivel e reversivel
IC5p= 1,03 mM ICso= 0,75 mM ICso = 0,60 mM
Atividade difenolase Atividade difenolase Atividade difenolase
F Inibigdo nfio competitiva Al Inibigdo ndo competitiva Br Inibigio ndo competitiva
e reversivel e reversivel e reversivel
105
(105 1o, = 026 mM 106 yo. = 020 mM 0D 1c5= 0,18 MM

Figura 30: Acidos e ésteres testados quanto a atividade inibitdria sobre a tirosinase.

O écido ascérbico (100) e o acido kdjico (101) também inibem a acdo da tirosinase
através da reducdo da o-dopaquinona formada a um o-difenol (L-DOPA), impedindo a
formag@o de dopacromona. A Figura 31 ilustra esta reacdo para o 4cido ascdrbico.

HO COOH . . o COOH
tirosmase
m2 L—> mz
HO O

L-DOPA Dopaquinona
OH
OD/\(COOH L-dcidoascorbico O COOH HO\)\;iZéO
o . N - Hgmz ’ o o
Popaguinona Dopahidroquinona Dehidro-L-4cido ascérbico

Figura 31: Mecanismo de inibi¢@o da tirosinase pelo dcido ascérbico.
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Dentre as substincias de origem sintética que possuem efeito inibidor sobre a
tirosinase estdo o captropil [(2S)-N-(3-mercapto-2-metil-propionil)-L-prolina] (108) e o
metimazol (1-metil-2-mercaptoimidazol) (109), Figura 32, os quais possuem um
grupamento tiol livre e inibem a atividade da enzima tirosinase através do mesmo
processo, ou seja, pela interagdo do grupamento tiol com a o-dopacromona proveniente
da oxida¢do da L-DOPA, inibindo o processo de pigmentacdo. Estas substincias
também promovem a inibi¢do da tirosinase através da complexacdo com os dtomos de
cobre presentes no sitio ativo da enzima. O captropil, utilizado no tratamento de
hipertensdo e doencas cardiacas, apresenta inibicdo irreversivel e ndo competitiva sobre
a atividade monofenolase da tirosinase, enquanto que sobre a atividade difenolase
exerce inibicdo irreversivel e competitiva. J4 o metimazol, utilizado em tratamentos do
hipertiroidismo, inibe as atividades monofenolase e difenolase da tirosinase com uma
caracteristica mista de inibicio (ANDRAWIS & KANH, 1986; ESPIN & WICHERS,
2001; UYAMA & KIM, 2005).

( 108) (109)

Figura 32: Captropil e metimazol: compostos inibidores da tirosinase.

Uma série de compostos com o esqueleto N-substituinte N-nitrosoidroxilamina
foi testada em relacdo ao potencial inibitério sobre a atividade difenolase da tirosinase.
Nestes compostos, o fator que afeta o potencial de inibicdo € o volume do substituinte
ligado ao dtomo de nitrogénio o qual, possivelmente, dificulta a interacdo do composto
com os dtomos de cobre presentes no sitio ativo da enzima, através de impedimento
estérico. O composto N-ciclopentil-N-nitrosoidroxilamina (110), Figura 33, apresenta a
maior atividade inibitdria entre os derivados testados (SHIINO et al., 2001; UYAMA &
KIM, 2005).

N=O

/ Atividade difenolase
N\ Inibicdo ndo competitiva
IC50 = 0,60 uM

OH
(110)

Figura 33: Composto N-ciclopentil-N-nitrosoidroxilamina.

Uma vez que a enzima tirosinase também estd presente em células de
melanomas, compostos que sejam substratos da tirosinase estdo sendo avaliados no
tratamento do melanoma maligno. O objetivo da acdo destes compostos € que eles
sejam pro-farmacos, ou seja, eles devem conter uma por¢do ativa contra o tumor que
seja liberada somente no sitio do tumor. As caracteristicas principais que estes
compostos devem ter sdo a presenca de um grupo catecol ou fenol e a estabilidade da
porcdo ativa até o momento correto da sua liberagdo. A Figura 34 apresenta o
mecanismo proposto de liberagdo da porcdo ativa dos pré-farmacos. Nesta figura, a
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porcdo ativa estd representada pela sigla PA (OSBORN et al., 1999; OSBORN et al.,
2001; GESSON et al., 2002).

HO 0
Tirosinase N
N OPA ? 1)
HO H/ 02 (\/ /N OPA o
0O H - N
\([)]/ A\/ \ﬂ/ © H / H
o 0
l OPA

AFA

T
HO 1j>* on

(0]
Figura 34: Mecanismo proposto de a¢do dos pro-formacos.

Dentre os compostos estudados por OSBORN e colaboradores, os compostos
111 e 112 (Figura 35) sdo os que apresentam as melhores caracteristicas para atuarem
como substratos da tirosinase e, conseqiientemente, serem pré-firmacos no tratamento
do melanoma maligno. E importante ressaltar que, para o caso do composto 111, o
mecanismo apresentado na Figura 34 possui uma etapa anterior de hidroxilagdo do anel
aromdtico, a qual € realizada através da acdo da tirosinase (OSBORN et al., 2001;
GESSON et al., 2002).

0 cl
HO N
(111)R=H K/
(112)R = OH Cl

Figura 35: Compostos que sd@o substratos da tirosinase e tém caracteristicas de
pré-farmacos.

Em relacdo a interagdo dos compostos organofosforados com a enzima
tirosinase, ha poucos resultados relatados na literatura. As investigacdes cientificas
realizadas neste sentido, apresentam estudos de inibicdo dos compostos do tipo amino
fosfonatos, conforme foi apresentado no tépico 2.1. Dentre os bisfosfonatos estudados,
o 4cido (3,4-diidroxifenil)metil amino fosfonico (56), Figura 12, foi o que apresentou o
maior potencial inibitério (KAFARSKI et al., 1987; WOITASEK et al., 2002). O
mecanismo de acdo estudado in vitro e proposto para este composto ndo estd na acio
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direta sobre a enzima tirosinase, mas sim na sua interacdo com a o-dopaquinona,
reduzindo esta a L-DOPA (Figura 36), o que diminui e retarda a formacdo de
dopacromona e, conseqiientemente, a sintese das melaninas. A oxidacdo do composto
56 pela o-dopaquinona, leva a formacdo da o-quinona do derivado organofosforado, que
se decompdem rapidamente formando o composto 3,4-diidroxibenzaldeido. A formagado
deste aldeido foi confirmada por andlise de RMN de 'H (WOIJTASEK et al., 2002).

H O
=

3,4-diidroxibenzaldeido

HO
POsH, PO;H,
tlrosmase
———————————— (56)
lenta

COOH

COOH
tirosinase
ida
HO NH, rapi
dopaqulnona

L popA /‘\,,_< l

HO
0
COOH
COOH
= HO N

dopacromona
leucodopacromona

H,N PO3H, T~ H,N PO3H,

(56)
HO

o

OH O

Figura 36: Reacdes que ocorrem numa mistura de dcido (3,4-diidroxifenil)metil amino
fosfonico e L-DOPA na presenca de tirosinase.
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A interacdo das hidrazonas com a enzima tirosinase também é descrita na
literatura através da substincia hidrocloreto de 2-benzotiazolinoneidrazona, também
conhecida como hidrazona de Besthorn, ou MBTH, a qual é utilizada em ensaios que
avaliam a atividade difenolase da tirosinase. O ensaio in vitro mais comumentemente
empregado na literatura para avaliar a oxidacdo da L-DOPA pela tirosinase ¢ o método
da dopacromona, onde a formacdo desta substincia, que possui absorcio maxima de
475 nm, é acompanhada espectrofotometricamente. No entanto, este método ndo mede
os produtos diretos da oxidagcdo da L-DOPA, que seriam a o-dopaquinona, que se oxida
muito rapidamente e, seqilencialmente, a leucodopacromona que, por sua vez, assim
como a o-dopaquinona, ndo absorve em 475 nm. Assim, o método da dopacromona
admite que toda a o-dopaquinona formada é convertida em dopacromona, o que muito
provavelmente nao reflete a realidade, pois tanto a o-dopaquinona quanto a
leucodopacromona s@o encontradas em melaninas. No método que envolve a hidrazona
de Besthorn, a o-dopaquinona, oriunda da oxida¢do da L-DOPA, reage através de
adicdo de Michael (Figura 37) com esta hidrazona, formando um produto de coloracdo
rosa intensa. A formagdo deste produto é acompanhada espectrofotometricamente na
absor¢do de 505 nm (WINDER E HARRIS, 1991).

COO@ COO@
@ N
CH3 NH3 CH3 3
/ /
@ NasPO, NQ
/C_N—NH3 + 0 — m— /C=N—N 0
S N,N '-dimetiformamida S
MBTH 0 OH
Dopaquinona )
na forma idnica COO
®
NH;

CH
o/
N
@E \}C— N=N
S/
Pigmento rosa escuro ~ OH

Figura 37: Reacdo da o-dopaquinona com a hidrazona de Besthorn.

Sendo assim, com base no que estd relatado na literatura sobre a ampla
versatilidade e aplicabilidade dos compostos organofosforados e das hidrazonas, e em
seqiiéncia ao trabalho realizado no Laboratério de Sintese Orginica da UFRRIJ
(RODRIGUES & DaCOSTA, 2002; DaCOSTA et al., 2007; DOS SANTOS et al., 2007),
este trabalho de tese teve como objetivo:

a) A sintese de derivados dialquilfosforilidrazonicos, que sdo compostos que
congregam concomitantemente em sua estrutura o grupamento organofosforado e a
funcdo hidrazona, estando o dtomo de fésforo e um dtomo de nitrogénio da funcdo
hidrazona diretamente ligados, formando um fosforamidato;

b) A sintese de derivados com o esqueleto base N,N’-
bis(diisobutilfosforiltioamida)diamina;.
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c) A avaliacio da atividade biolégica dos compostos sintetizados quanto a acio
inibidora sobre a enzima tirosinase, quanto a acao inseticida frente a espécie de mosca
Musca domestica e, ainda, quanto a possibilidade destes compostos apresentarem agdo
antinociceptiva, atividade toxicoldgica aguda e atividade farmacoldgica geral.

d) O estudo de modelagem molecular, especificamente para a sintese das
dialquilfosforilidrazonas e a avaliag¢@o de sua atividade inseticida, visando a comparagdo
dos resultados obtidos experimentalmente com aqueles previstos nos modelos tedricos
propostos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Consideracdes Gerais

Todos os solventes utilizados nas reacdes foram previamente destilados.
Os pontos de fusdo, ndo corrigidos, foram determinados em aparelho Laboratory
Devices, modelo MEL-TEMP 1I.
Os aparelhos utilizados para a caracteriza¢do dos compostos foram:
= Espectrometro de infravermelho Perkin-Elmer modelo 1600 FT.
= Cromatégrafo gasoso acoplado a espectrdmetro de massas Varian, fon trap, modelo
Saturn 200.
= Espectrometro de Ressonincia Magnética Nuclear de 'H (200 MHz), *C (50
MHz), 3p (80 MHz) Bruker, modelo Avance II 200.
= Espectrometro de UV-visivel Shimadzu.

Os espectros de infravermelho foram obtidos utilizando-se um filme sobre
células de NaCl, no caso das amostras liquidas, e uma pastilha de KBr, sendo as
amostras sélidas. As absorcdes foram medidas, em termos de niimero de onda, em cm™

Os espectros de ressonancia magnética nuclear foram obtidos utilizando-se
tetrametilsilano (TMS) ou o préprio solvente como referéncia para os niicleos de 'H e
BC e dcido fosférico 85 % como referéncia para o nucleo de 3P, Os solventes
deuterados sdo especificados em cada caso, sendo os deslocamentos quimicos medidos
em ppm e as constantes de acoplamento em Hertz (Hz).

3.2 Sintese dos fosfonatos de dialquila (KOSALOPOFF & MAIER, 1973)

= Procedimento geral

Em um baléo bitubulado de 125 mL, equipado com um funil de adi¢do continua,
condensador de refluxo munido de um borbulhador (capaz de impedir a entrada de
umidade e ao mesmo tempo permitir a saida de cloreto de hidrogénio, liberado na
reacdo), adicionou-se o dlcool correspondente. Em seguida, através do funil de adigao,
gotejou-se cuidadosamente o tricloreto de fdésforo recém destilado, sob agitacdo
magnética, mantendo-se a mistura reacional a uma temperatura em torno de 0°C.
Quando cerca da metade do tricloreto de fésforo foi adicionada, observou-se forte
desprendimento de cloreto de hidrogénio.

Ao término da adi¢do, submeteu-se o conteido do baldo a um ligeiro
aquecimento (50°C) por aproximadamente 2 horas. Passado este tempo, colocou-se a
mistura reacional sob vicuo, a fim de que fosse retirado todo o cloreto de hidrogénio
residual. A seguir, o cloreto de alquila gerado como subproduto da reacio foi removido
em evaporador rotatorio.

3.2.1 Sintese do fosfonato de dipropila (113)

Utilizou-se 52 mL (42,12 g — 0,702 mol) de élcool propilico e 20,5 mL (32,23 g — 0,234 mol)
de tricloreto de fosforo. Obteve-se 35,41 g do produto, correspondendo ao rendimento de 91 %.
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Caracterizacao:

¢ Aspecto: liquido incolor.

e [V (Célula de NaCl): 2424,6 (st P-H); 1234,9 (st P=0); 987.,4 (st P-O-C).

e RMN de 'H (CDCL): 6,74 [d, (P-H), Jup = 696 Hz, 1H]; 3,97 [dt, (CH,OP), Juu = 7 Hz,
Jup = 8 Hz, 4H]; 1,66 [sex, (CH,CH,OP), Juy = 7 Hz, 4H]; 0,91 [t, (CH3(CH,),0OP),
JHH =7 HZ, 6H]

3.2.2 Sintese do fosfonato de diisopropila (114)

Utilizou-se 54 mL (42,12 g — 0,702 mol) de élcool isopropilico e 20,5 mL (32,23 g
— 0,234 mol) de tricloreto de fésforo. Obteve-se 36,58 g do produto, correspondendo ao
rendimento de 94 %.

Caracterizacao:
e Aspecto: liquido incolor.
e [V (Célula de NaCl): 2433,6 (st P-H); 1222,6 (st P=0); 988.2 (st P-O-C).

e RMN de 'H (CDCL): 6,54 [d, (P-H), Jup = 695 Hz, 1H]; 4,68 [hd, (CHOP), Juy = 6 Hz,
Jur = 8 Hz, 2H]; 1,30 [d, ((CH3).CHOP), Jyn=6Hz, 12H].

3.2.3 Sintese do fosfonato de dibutila (115)

Utilizou-se 50 mL (40,63 g — 0,549 mol) de 4lcool butilico e 16 mL (25,18 g —
0,183 mol) de tricloreto de fésforo. Obteve-se 30,20 g do produto, correspondendo ao
rendimento de 85 %.

Caracterizacao:

e Aspecto: liquido incolor.

e [V (Célula de NaCl): 2428,3 (st P-H); 1228,8 (st P=0); 994,5 (st P-O-C).

e RMN de 'H (CDCl): 6,76 [d, (P-H), Jup = 698 Hz, 1H]; 4,03 [dt, (CH,OP), Juy = 6 Hz,
Jup = 8 Hz, 4H]; 1,64 [m, (CH,CH,OP), Jun = 6 Hz, 4H]; 1,38 [m, (CH»(CH, ),OP),
Jun = 6 Hz, 4H]; 0,91 [t, (CH3(CH,);0P), Jun = 6 Hz, 6H].

3.2.4 Sintese do fosfonato de diisobutila (116)

Utilizou-se 127 mL (101,68 g — 1,374 mol) de alcool isobutilico e 40 mL (62,96 g —
0,458 mol) de tricloreto de fosforo. Obteve-se 30,20 g do produto, correspondendo ao
rendimento de 79 %. Para esta reagdo utilizou-se um baldo de 200 mL.

Caracterizacio:
e Aspecto: liquido incolor.

e IV (Célula de NaCl): 2431,7 (st P-H); 1245,2 (st P=0); 985,3 (st P-O-C).

e RMN de 'H (CDCL): 6,79 [d, (P-H), Jup = 697 Hz, 1H]; 3,81 [m, (CH,OP), 2H]; 3,38 [dd,
(CHOP), Jun = 6 Hz, Jup = 8 Hz, 2H]; 1,94 [h, (CHCH,OP), Juu = 6 Hz, 1H]; 1,76 [h,
(CHCH,OP), Ji; = 6 Hz, 1HJ; 0,98 [m, (CH3),CHCH,OP), 6H]; 0,89 [m, (CH3),CHCH,OP),
6H].
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3.3 Sintese das dialquilfosforilidrazinas (ZHAO et al., 1988)

= Procedimento geral

Em um baldo bitubulado de 125 mL, equipado com um funil de adi¢do continua,
condensador de refluxo munido de um borbulhador, adicionou-se a hidrazina
monohidratada e uma solu¢do de hidréxido de sédio dissolvido em uma mistura
etanol:dgua destilada na proporcdo 1:1 em volume. Em seguida, estando a solugdo do
baldo sob agitacdo magnética, gotejou-se, através do funil de adi¢do, uma solucdo
formada pelo fosfonato de dialquila e o tetracloreto de carbono, estando o tetracloreto
em excesso de 40 %. A mistura reacional foi mantida durante a adi¢cdo do conteido do
funil a uma temperatura em torno de 0 °C. Apds a adicdo se completar, a mistura
reacional foi mantida sob refluxo por 3 h 30 min.

Ao término da reacdo, a solugdo resultante foi filtrada, e a fase liquida foi
extraida com 5x15 mL de diclorometano, sendo seca com sulfato de magnésio anidro.
Apés a secagem, o solvente foi evaporado em evaporador rotatério, obtendo-se um 6leo
Viscoso.

3.3.1 Sintese da dipropilfosforilidrazina (117)

Utilizou-se 8,78 g (0,0529 mol) do fosfonato de dipropila, 2,56 mL (2,64 g —0,0529
mol) da hidrazina, 2,12 g (0,0529 mol) de hidréxido de sddio, 10 mL (8,16 g — 0,177 mol)
de etanol, 10 mL (10 g — 0,556 mol) de agua, 7,15 mL (11,40 g — 0,0740 mol) de
tetracloreto de carbono. Obteve-se 4,84 g do produto puro, correspondendo ao rendimento
de 47 %.

Caracterizacao:

¢ Aspecto: 6leo incolor.

e IV (Célula de NaCl): 3349,3 (st NH); 1633,6 (8 NH); 1215,3 (st P=0); 1062,2 (st P-N);
1004,9 (st P-O-C).

e RMN de 'H (CDCls): 3,96 [dt, (CH,OP), Juu = 6 Hz, Jup = 8 Hz, 4H]; 3,59 [s, (NH),
3H]; 1,68 [sex, (CH,CH,OP), Juu = 6 Hz, 4H]; 0,92 [t, (CH3(CH,),OP), Juu = 6 Hz,
6H].

e RMN de °C (CDCly): 68,12 [d, (CH,OP), Jep = 6,5 Hz, 2C]; 23,45 [d, (CH,CH,OP),
Jer = 6,5 Hz, 2CJ; 9,8 [(CH3(CH,),0P), 2C].

* m/z (%): 81 (55 %), 111 (100 %), 123 (8 %), 135 (58 %), 152 (73 %), 153 (58 %), 165
(8 %), 195 (13 %).

3.3.2 Sintese da diisopropilfosforilidrazina (118)

Utilizou-se 11,57 g (0,0697 mol) do fosfonato de diisopropila, 3,38 mL (3,48 g —
0,0697 mol) da hidrazina, 2,80 g (0,070 mol) de hidréxido de sédio, 10 mL (8,16 g — 0,177
mol) de etanol, 10 mL (10 g — 0,556 mol) de 4dgua, 10 mL (15,94 g — 0,103 mol) de
tetracloreto de carbono. Obteve-se 5,34 g do produto puro, correspondendo ao rendimento
de 39 %.

Caracterizacao:
¢ Aspecto: 6leo incolor.
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e TV (Célula de NaCl): 3352,6 (st NH); 1634,8 (5 NH); 1226,5 (st P=0); 996,0 (st P-O-C).

e RMN de 'H (CDCls): 4,61 [hd, (CHOP), Juy = 6 Hz, Jup = 8 Hz, 2H]; 3,67 [s, (NH),
3H]; 1,30 [d, ((CH3),CHOP), Juu = 6 Hz, 12H].

e RMN de “C (CDCls): 71,12 [d, (CHOP), Jcp = 6 Hz, 2C]; 23,46 [d, ((CH3),CHOP),
JCP =5 HZ, 4C]

e m/z (%): 72 (33 %), 81 (70 %), 111 (100 %), 123 (3 %), 135 (18 %), 152 (35 %), 153
(20 %), 195 (98 %).

3.4 Sintese das dialquilfosforilidrazonas (acido fosforoidrazidico, N’-[(1E)-
(R;fenil)metileno]-, éster de dialquila) (BARREIRO et al.,2005)

= Procedimento geral

Em um baldo monotubulado de 50 mL adicionou-se diretamente o aldeido, etanol,
a dialquilfosforilidrazina (com excesso de 5 %) e 3 gotas de 4cido cloridrico 37 %. A
mistura reacional foi mantida sob agitacdo, a temperatura ambiente (= 25 °C), pelo
tempo determinado em cada caso. Apds a reacdo se completar foram adicionadas 10
gotas de solucdo de bicarbonato de sédio a 10 % (a adi¢do de bicarbonato de s6dio ndo
ocorreu para os compostos 5 e 11). A solugdo resultante foi vertida em um becker com
10 mL de 4gua destilada gelada, sendo observada a formagdo imediata de precipitado.
Este becker foi mantido em banho de gelo por cerca de 30 min. Apds este periodo, o
meio foi filtrado e o sélido resultante foi seco em pistola por cerca de 1 h. Apds este
tempo obteve-se, para todas as reacdes, um produto sélido.

3.4.1 Sintese do acido fosforoidrazidico, N’-[(1E)-(o-nitrofenil)metileno]-, éster de
dipropila (1)

Utilizou-se 0,53 g (0,00270 mol) da dipropilfosforilidrazina, 0,38 g (0,00252 mol)
de o-nitrobenzaldeido, 8 mL de etanol e 3 gotas de dcido cloridrico 37 %. O tempo da
reacdo foi de 2 h. Obteve-se 0,69 g do produto puro, correspondendo ao rendimento de
82 %.

Caracterizacio:
e Aspecto: sélido amarelo.

e Ponto de fusdo: 56-58 °C.

e [V (Pastilha de KBr): 3116,5 (st NH); 1585,6 (st C=N); 1521,4 (st as NO,); 1345,9 (st
si NO»); 1237,7 (st P=0); 1014,9 (st P-O-C).

e RMN de 'H (CDCls): 8,48 [d, (NH), Jup = 28 Hz, 1H]; 8,35 [s, N=CH), 1H]; 8,04 [d,
(H3), Jun = 8 Hz, 1H]; 7,97 [d, (H6), Juy = 8 Hz, 1H]; 7,59 [dd, (H5), Jun = 8 Hz,
Jun = 8 Hz, 1H]; 7,46 [dd, (H4), Jun = 8 Hz, Juy = 8 Hz, 1H]; 4,09 [m, (CH,OP),
4H]; 1,74 [sex, (CH,CH,OP), Jun = 7 Hz, 4H]; 0,95 [t, (CH5(CH,),OP), Juy = 7 Hz,
6H].

e RMN de ">C (CDCly): 147,66 (C2); 140,03 [d, (N=CH), Jcp = 20 Hz, 1C]; 133,01 (C5):
129,40 (C1); 129,28 (C4); 128,22 (C3); 124,46 (C6); 68,90 [d, (CH,OP), Jcp = 6 Hz,
2C]; 23,51 [d, (CH,CH,OP), Jcp = 6 Hz, 2C]; 9,95 [(CH3(CH,),OP), 2C].
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e RMN de *'P (CDCls): 2,46. Espectro desacoplado.
e m/z (%): 98 (32 %), 123 (28 %), 140 (7 %), 246 (3 %), 288 (5 %), 330 (100 %).

3.4.2 Sintese do acido fosforoidrazidico, N’-[(1E)-(m-nitrofenil)metileno]-, éster de
dipropila (2)

Utilizou-se 0,53 g (0,00270 mol) da dipropilfosforilidrazina, 0,38 g (0,00252 mol)
de m-nitrobenzaldeido, 8 mL de etanol e 3 gotas de 4cido cloridrico 37 %. O tempo da
reacdo foi de 2 h. Obteve-se 0,69 g do produto puro, correspondendo ao rendimento de
82 %.

Caracterizacao:
® Aspecto: sélido amarelo.

e Ponto de fusdo: 100-102 °C.

e [V (Pastilha de KBr): 3117,0 (st NH); 1602,1 (st C=N); 1530,8 (st as NO,); 1350,5 (st
si NO,); 1232.4 (st P=0); 1020,5 (st P-O-C).

e RMN de 'H (CDCL): 8,96 [d, (NH), Jup = 28 Hz, 1H]; 8,42 [s, (H2), 1H]; 8,16 [d,
(H4), Jun = 8 Hz, 1H]; 7,92 [s, N=CH), 1H]; 7,90 [d, (H6), Jun = 8 Hz, 1H]; 7,52
[dd7 (H_s)’ JHH = 8 HZ’ JHH = 8 sz IH]; 4’09 [m7 (CH2OP)’ 4H]; 1774 [SCX,
(CH,CH,OP), Juu =7 Hz, 4H]; 0,96 [t, (CH3(CH),0OP), Jun = 7 Hz, 6H].

e RMN de "*C (CDCl3): 148,54 (C3); 142,01 [d, (N=CH), Jcp = 19,5 Hz, 1C]; 136,53
(C1); 132,04 (C6); 129,49 (C5); 123,46 (C4); 121,09 (C2); 69,09 [d, (CH,0P), Jcp = 6,5
Hz, 2C]; 23,56 [d, (CH,CH,OP), Jcp = 7,5 Hz, 2C]; 10,04 [(CH3(CH,),0OP), 2C].

e RMN de *'P (CDCls): 2,82. Espectro desacoplado.

* m/z (%): 98 (100 %), 140 (27 %), 246 (5 %), 288 (8 %), 330 (95 %).

3.4.3 Sintese do acido fosforoidrazidico, N’-[(1E)-(p-nitrofenil)metileno]-, éster de
dipropila (3)

Utilizou-se 0,53 g (0,00270 mol) da dipropilfosforilidrazina, 0,38 g (0,00252 mol)
de p-nitrobenzaldeido, 8 mL de etanol e 3 gotas de acido cloridrico 37 %. O tempo da

reacdo foi de 2 h. Obteve-se 0,62 g do produto puro, correspondendo ao rendimento de
74 %.

Caracterizacao:
e Aspecto: s6lido amarelo.

e Ponto de fusdo: 73-75 °C.

e [V (Pastilha de KBr): 3096,2 (st NH); 1578,4 (st C=N); 1518,0 (st as NO,); 1343 (st
si NO,); 1246,8 (st P=0); 1021,5 (st P-O-C).

e RMN de 'H (CDCls): 9,06 [d, (NH), Jup = 28 Hz, 1H]; 8,20 [d, (H3), Jun = 8 Hz, 1H];
8,20 [d, (H5), Jun = 8 Hz, 1H]; 7,90 [s, N=CH), 1H]; 7,73 [d, (H2), Jun = 8 Hz, 1H];
7,73 [d, (H6), Juu = 8 Hz, 1H]; 4,08 [m, (CH,OP), 4H]; 1,73 [sex, (CH,CH,OP), Jun
=7 Hz, 4H]; 0,95 [t, (CH5(CH,),0P), Juu = 7 Hz, 6H].

e RMN de C (CDCly): 147,69 (C4); 142,07 [d, (N=CH), Jcp = 19,5 Hz, 1C]; 140,77
(C1); 126,92 (C2); 126,92 (C6); 123,85 (C3); 123,85 (C5); 69,09 [d, (CH,OP), Jp = 6,5
Hz, 2C]; 23,51 [d, (CH,CH,OP), Jcp = 6 Hz, 2CJ; 9,98 [(CH3(CH,),OP), 2C].
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e RMN de *'P (CDCl): 2,53. Espectro desacoplado.
o m/z (%): 98 (83 %), 140 (23 %), 246 (2 %), 288 (3 %), 330 (100 %).

3.4.4 Sintese do acido fosforoidrazidico, N’-[(1E)-(p-cianofenil)metileno]-, éster de
dipropila (4)

Utilizou-se 0,53 g (0,00270 mol) da dipropilfosforilidrazina, 0,33 g (0,00252 mol)
de p-cianobenzaldeido, 8 mL de etanol e 3 gotas de dcido cloridrico 37 %. O tempo da
reacdo foi de 2 h. Obteve-se 0,48 g do produto puro, correspondendo ao rendimento de
61 %.

Caracterizacao:

® Aspecto: sélido amarelo.

e Ponto de fusdo: 167-169 °C.

e [V (Pastilha de KBr): 3137,2 (st NH); 2224,1 (st C=N); 1596,9 (st C=N); 1231,4 (st
P=0); 1013,9 (st P-O-C).

e RMN de 'H (CDCl): 9,11 [d, (NH), Jup = 30 Hz, 1H]; 7,86 [s, (N=CH), 1H]; 7,68 [d,
(H3), Juu = 10 Hz, 1H]; 7,68 [d, (HS), Juu = 10 Hz, 1H]; 7,61 [d, (H2), Jun = 10 Hz,
1H]; 7,61 [d, (H6), Jun = 10 Hz, 1H]; 4,06 [m, (CH,OP), 4H]; 1,72 [sex,
(CH,CH,OP), Jun =7 Hz, 4H]; 0,94 [t, (CH3(CH,),OP), Jun = 7 Hz, 6H].

e RMN de "°C (CDCls): 142,52 [d, (N=CH), Jcp = 20 Hz, 1C]; 138,89 (C1); 132,28 (C3);
132,28 (C5); 126,79 (C2); 126,79 (C6H); 118,64 (C=N); 112,12 (C4); 69,06 [d, (CH,OP),
Jep = 6,5 Hz, 2CJ; 23,49 [d, (CH,CH,OP), Jcp = 8 Hz, 2C]; 9,98 [(CH3(CH,),0P), 2C].

e RMN de *'P (CDCls): 2,59. Espectro desacoplado.

* m/z (%): 98 (68 %), 140 (23 %), 226 (3 %), 268 (3 %), 310 (100 %).

3.4.5 Sintese do acido fosforoidrazidico, N’-[(1E)-(p-carboxifenil), metileno]- éster
de dipropila (5)

Utilizou-se 0,53 g (0,00270 mol) da dipropilfosforilidrazina, 0,38 g (0,00253 mol)
de p-carboxibenzaldeido, 8 mL de etanol e 3 gotas de 4cido cloridrico 37 %. O tempo da
reacdo foi de 2 h. Obteve-se 0,64 g do produto puro, correspondendo ao rendimento de
76 %.

Caracterizacao:
e Agspecto: sdlido branco.

e Ponto de fusdo: 167-169 °C.

e [V (Pastilha de KBr): 3423,1 (st OH); 3105,4 (st NH); 1690,5 (st C=0); 1600,5 (st
C=N); 1231,0 (st P=0); 1022,9 (st P-O-C).

e RMN de 'H (CDCL): 8,78 [d, (NH), Jup = 28 Hz, 1H]; 8,38 [s, (COOH), 1H]; 8,10 [d,
(H3), Juu = 8 Hz, 1H]; 8,10 [d, (HS), Juu = 8 Hz, 1H]; 7,91 [s, (N=CH), 1H]; 7,70 [d,
(H2), Juun = 8 Hz, 1H]; 7,70 [d, (H6), Juu = 8 Hz, 1H]; 4,12 [m, (CH,OP), 4H]; 1,75
[sex, (CH,CH,OP), Juy = 8 Hz, 4H]; 0,97 [t, (CH3(CH,),OP), Jun = 8 Hz, 6H].

e RMN de "*C (CDCLy): 170,16 (COOH); 143,92 [d, (N=CH), Jcp = 19,5 Hz, 1C]; 139,08
(C4); 130,31 (Cl); 130,40 (C3); 130,40 (C5); 126,46 (C2); 126,46 (C6); 69,30 [d,
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(CH,0OP), Jep = 6 Hz, 2C]; 23,53 [d, (CH,CH,OP), Jcp = 7,5 Hz, 2C]; 10,01
[(CH3(CH>),0OP), 2C].

e RMN de *'P (CDCl): 2,90. Espectro desacoplado.

e m/z (%): 98 (100 %), 140 (40 %), 234 (8 %), 286 (5 %), 328 (3 %).

3.4.6 Sintese do acido fosforoidrazidico, N’-[(1E)-(1,3-benzodioxol-5-ylmetileno)]-,
éster de dipropila (6)

Utilizou-se 0,74 g (0,00378 mol) da dipropilfosforilidrazina, 0,54 g (0,00360 mol)
de piperonal, 8 mL de etanol e 3 gotas de 4cido cloridrico 37 %. O tempo da reacdo foi de
6 h. Obteve-se 0,79 g do produto puro, correspondendo ao rendimento de 68 %.

Caracterizacao:

® Aspecto: sélido amarelo.

e Ponto de fusdo: 85-87 °C.

e [V (Pastilha de KBr): 3146,8 (st NH); 1624,3 (st C=N); 1233,8 (st P=0); 1015,4 (st P-O-
C); 938,4 (st O-CH,-0).

e RMN de 'H (CDCl): 8,09 [d, (NH), Jup = 26 Hz, 1H]; 7,71 [s, N=CH), 1H]; 7,22 [s,
(Ho), 1H]; 6,93 [d, (H3), Juu = 8 Hz, 1H]; 6,76 [d, (H2), Jun = 8 Hz, 1H]; 5,96 [s,
(OCH:0), 2H]; 4,06 [m, (CH,OP), 4H]; 1,72 [sex, (CH.CH,OP), Juu = 8 Hz, 4H]J;
0,94 [t, (CH3(CH2),0P), Juu = 8 Hz, 6H].

e RMN de "C (CDCly): 148,57 (C5); 148,02 (C4); 144,34 [d, (N=CH), Jcp = 19,5 Hz,
1C]; 129,22 (C1); 122,28 (C2); 107,96 (C6); 105,17 (C3); 101,17 (O-CH,-0); 68,75
[d, (CH,0OP), Jcp = 6 Hz, 2C]; 23,51 [d, (CH,CH,OP), Jcp = 6 Hz, 2C]; 9,98
[(CH3(CH>),0P), 2C].

e RMN de *'P (CDCl): 3,40. Espectro desacoplado.

e m/z (%): 98 (68 %), 140 (25 %), 329 (100 %).

3.4.7 Sintese do acido fosforoidrazidico, N’-[(1E)-(o-nitrofenil)metileno]-, éster de
diisopropila (7)

Utilizou-se 0,53 g (0,00270 mol) da diisopropilfosforilidrazina, 0,38 g (0,00252
mol) de o-nitrobenzaldeido, 8 mL de etanol e 3 gotas de acido cloridrico 37 %. O tempo da
reacdo foi de 2 h. Obteve-se 0,67 g do produto puro, correspondendo ao rendimento de
80 %.

Caracterizacao:

e Aspecto: s6lido amarelo.

¢ Ponto de fusdo: 102-104 °C.

e [V (Pastilha de KBr): 3143,6 (st NH); 1526,0 (st C=N); 1526,0 (st as NO,); 1350,6 (st
si NO,); 1237,5 (st P=0); 1000,3 (st P-O-C).

e RMN de 'H (CDCl): 8,34 [d, (NH), Jup = 30 Hz, 1H]; 8,34 [s, (N=CH), 1H]; 8,06 [d,
(H3), Jun = 8 Hz, 1H]; 7,97 [d, (H6), Juu = 8 Hz, 1H]; 7,59 [t, (HS5), Jun = 8 Hz, 1H];
7,45 [t, (H4), Juu = 8 Hz, 1H]; 4,73 [hd, (CHOP), Jyuy = 6 Hz, Jyp = 8 Hz, 2H]; 1,39
[d, (CH3).CHOP), Jun = 6 Hz, 6H]; 1,33 [d, (CH3),CHOP), Juu = 6 Hz, 6H].
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e RMN de "C (CDCls): 147,63 (C2); 139,55 [d, (N=CH), Jcp = 19,5 Hz, 1C]; 133,13
(C5); 129,52 (Cl); 129,25 (C4); 128,19 (C3); 124,55 (C6); 72,29 [d, (CHOP), Jep =
4,5 Hz, 2CJ; 23,80 [d, ((CH3),CHOP), Jcp = 4,5 Hz, 2CJ; 23,57 [d, ((CH3),CHOP),
JCP =6 HZ, 2C]

e RMN de *'P (CDCl): 0,47. Espectro desacoplado.

o m/z(%): 98 (26 %), 123 (25 %), 246 (100 %), 288 (20 %).

3.4.8 Sintese do acido fosforoidrazidico, N’-[(1E)-(m-nitrofenil)metileno]-, éster de
diisopropila (8)

Utilizou-se 0,53 g (0,00270 mol) da diisopropilfosforilidrazina, 0,38 g (0,00252
mol) de m-nitrobenzaldeido, 8 mL de etanol e 3 gotas de acido cloridrico 37 %. O tempo da

reacdo foi de 2 h. Obteve-se 0,79 g do produto puro, correspondendo ao rendimento de
94 %.

Caracterizacao:

e Aspecto: s6lido amarelo.

e Ponto de fusdo: 151-152 °C.

e [V (Pastilha de KBr): 3099,9 (st NH); 1566,7 (st C=N); 1530,4 (st as NO,); 1350,5 (st
si NO»); 1244,5 (st P=0); 1023,4 (st P-O-C).

e RMN de 'H (CDCl): 8,63 [d, (NH), Jup = 28 Hz, 1H]; 8,41 [s, (H2), 1H]; 8,15 [d,
(H4), Jun = 8 Hz, 1H]; 7,92 [d, (H6), Jun = 8 Hz, 1H]; 7,89 [s, (N=CH), 1H]; 7,52 [t
(HS), Jun = 8 Hz, 1H]; 4,73 [sex, (CHOP), Jun = 6 Hz, 2H]; 1,39 [d, (CH;)CHOP),
Jun = 6 Hz, 6H]; 1,33 [d, (CH3),CHOP), Jyu = 6 Hz, 6H].

e RMN de °C (CDCls): 148,48 (C3); 141,61 [d, (N=CH), Jcp = 20 Hz, 1CJ; 136,65 (C1);
131,89 (C6); 129,49 (C5); 123,34 (C4); 121,00 (C2); 72,36 [d, (CHOP), Jcp = 5 Hz,
2CJ; 23,74 [d, ((CH3),CHOP), Jcp = 4,5 Hz, 2CJ; 23,53 [d, ((CH3).CHOP), Jcp = 4,5
Hz, 2C].

e RMNde’'P (CDCl3): 0,86. Espectro desacoplado.

* m/z (%): 98 (58 %), 246 (100 %), 288 (5 %), 330 (3 %).

3.4.9 Sintese do acido fosforoidrazidico, N’-[(1E)-(p-nitrofenil)metileno]-, éster de
diisopropila (9)

Utilizou-se 0,32 g (0,00163 mol) da diisopropilfosforilidrazina, 0,23 g (0,00152
mol) de p-nitrobenzaldeido, 8 mL de etanol e 3 gotas de 4cido cloridrico 37 %. O tempo da
reacdo foi de 2 h. Obteve-se 0,42 g do produto puro, correspondendo ao rendimento de
84 %.

Caracterizacio:
e Aspecto: sélido amarelo.

e Ponto de fusdo: 150-152 °C.

e [V (Pastilha de KBr): 3097,8 (st NH); 1578,1 (st C=N); 1515,0 (st as NO,); 1342,1 (st
si NOy); 1247,4 (st P=0); 1024,5 (st P-O-C).

e RMN de 'H (DMSO): 9,91 [d, (NH), Jup = 28 Hz, 1H]; 8,24 [d, (H3), Jun = 8 Hz,
1H]; 8,24 [d, (HS), Jun = 8 Hz, 1H]; 8,01 [s, (N=CH), 1H]; 7.80 [d, (H6), Jun = 8 Hz,
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1H]; 7,80 [d, (H2), Juu = 8 Hz, 1H]; 4,55 [sex, (CHOP), Jyu = 8 Hz, 2H]; 1,27 [d,
(CH3),CHOP), Juu = 8 Hz, 6H]; 1,23 [d, (CH3),CHOP), Juu = 8 Hz, 6H].

e RMN de *C (CDCLy): 147,72 (C4); 141,58 [d, (N=CH), Jcp = 20 Hz, 1C); 140,90 (C1);
126,86 (C2); 126,86 (C6); 123,94 (C3); 123,94 (C5); 72,47 [d, (CHOP), Jcp = 4,5 Hz,
2CJ; 23,77 [d, ((CH3),CHOP), Jcp = 4,5 Hz, 2C]; 23,56 [d, ((CH3),CHOP), Jcp = 4,5
Hz, 2C].

e RMN de *'P (CDCls): 0,53. Espectro desacoplado.
o m/z (%): 98 (100 %), 140 (18 %), 246 (93 %), 288 (25 %), 330 (45 %).

3.4.10 Sintese do acido fosforoidrazidico, N’-[(1E)-(p-cianofenil) metileno]-, éster
de diisopropila (10)

Utilizou-se 0,53 g (0,00270 mol) da diisopropilfosforilidrazina, 0,33 g (0,00252
mol) de p-cianobenzaldeido, 8 mL de etanol e 3 gotas de dcido cloridrico 37 %. O tempo da
reacdo foi de 2 h. Obteve-se 0,69 g do produto puro, correspondendo ao rendimento de
87 %.

Caracterizacao:
e Aspecto: sélido amarelo.

e Ponto de fusdo: 107-109 °C.

e IV (Pastilha de KBr): 3144,0 (st NH); 2226,7 (st C=N); 1597,1 (st C=N); 1245,4 (st
P=0); 1006,8 (st P-O-C).

e RMN de 'H (CDCls): 9,82 [d, (NH), Jup = 30 Hz, 1H]; 7,94 [s, (N=CH), 1H]; 7,83 [d,
(H3), Jun = 9 Hz, 1H]; 7,83 [d, (H5), Juu = 9 Hz, 1H]; 7,71 [d, (H6), Jun = 9 Hz,
1H]; 7,71 [d, (H2), Juu = 9 Hz, 1H]; 4,55 [hd, (CHOP), Juus = 6 Hz, Jyup = 8 Hz, 2H];
1,26 [d, (CH3),CHOP), Jun = 6 Hz, 6H]; 1,22 [d, (CH3)>CHOP), Juu = 6 Hz, 6H].

e RMN de 'H (DMSO): 8,83 [d, (NH), Jup = 30 Hz, 1H]; 7,83 [s, (N=CH), 1H]; 7,68 [d,
(H3), Jun = 8 Hz, 1H]; 7,68 [d, (H5), Juu = 8 Hz, 1H]; 7,61 [d, (H6), Jun = 8 Hz,
1H]; 7,61 [d, (H2), Juy = 8 Hz, 1H]; 4,70 [hd, (CHOP), Juus = 6 Hz, Jyp = 8 Hz, 2H];
1,37 [d, (CH3),CHOP), Jun = 6 Hz, 6H]; 1,31 [d, (CH3)>CHOP), Juu = 6 Hz, 6H].

e RMN de *C (CDCly): 142,07 [d, (N=CH), Jcp = 19,5 Hz, 1C]; 139,08 (Cl); 132,28
(C3); 132,28 (C5); 126,70 (C2); 126,70 (C6); 118,64 (C=N); 111,97 (C4); 72,33 [d,
(CHOP), Jcp = 6 Hz, 2C]; 23,71 [d, ((CH;),CHOP), Jp = 4,5 Hz, 2C]; 23,50 [d,
((CH3),CHOP), Jcp = 4,5 Hz, 2C].

e RMN de *'P (CDClLy): 0,62. Espectro desacoplado.
e m/z (%): 98 (100 %), 140 (15 %), 226 (60 %), 268 (18 %), 310 (43 %).

3.4.11 Sintese do acido fosforoidrazidico, N’-[(1E)-(p-carboxifenil) metileno]-, éster
de diisopropila (11)

Utilizou-se 0,53 g (0,00270 mol) da diisopropilfosforilidrazina, 0,38 g (0,00253
mol) de p-carboxibenzaldeido, 8 mL de etanol e 3 gotas de 4cido cloridrico 37 %. O tempo
da reacdo foi de 2 h. Obteve-se 0,48 g do produto puro, correspondendo ao rendimento
de 57 %.
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Caracterizacao:
® Agspecto: sdlido creme.

e Ponto de fusdo: 192-194 °C.

e IV (Pastilha de KBr): 3446,3 (st OH); 3196,3 (st NH); 1684,3 (st C=0); 1603,8 (st
C=N); 1274.2 (st P=0); 1011,0 (st P-O-C).

e RMN de 'H (DMSO): 13,02 [s, (COOH), 1H]; 9,68 [d, (NH), Jup = 28 Hz, 1H]; 7,96
[s, (N=CH), 1H]; 7,94 [d, (H3), Jun = 8 Hz, 1H]; 7,94 [d, (HS), Juu = 8 Hz, 1H]; 7,64
[d, (H6), Jun = 8 Hz, 1H]; 7,64 [d, (H2), Jun = 8 Hz, 1H]; 4,54 [sex, (CHOP), Juu =
7 Hz, 2H]; 1,25 [d, (CH3),CHOP), Jun = 7 Hz, 6H]; 1,22 [d, (CH3),CHOP), Jun = 7 Hz,
6H].

e RMN de 'H (CDCly): 8,53 [d, (NH), Jup = 28 Hz, 1H]; 8,10 [d, (H3), Juu = 8 Hz, 1H];
8,10 [d, (HS), Jun = 8 Hz, 1H]; 7,87 [s, N=CH), 1H]; 7,70 [d, (H6), Jun = 8 Hz, 1H];
7,70 [d, (H2), Jun = 8 Hz, 1H]; 4,75 [hd, (CHOP), Jun = 6 Hz, Jup = 8 Hz, 2H]; 1,41
[d, (CH3),CHOP), Jun = 6 Hz, 6H]; 1,38 [d, (CH3),CHOP), Jun = 6 Hz, 6H].

e RMN de °C (DMSO): 166,99 (COOH); 142,59 [d, (N=CH), Jcp = 20 Hz, 1C]; 142,05
[d, N=CH), Jcp = 19,5 Hz, 1C]; 138,94 (C4); 130,78 (C3); 130,78 (C5); 129,75 (Cl);
126,05 (C2); 126,05 (C6); 70,86 [d, (CHOP), Jcp = 6 Hz, 2C]; 23,63 [d,
((CH3),CHOP), Jcp = 4,5 Hz, 2C]; 23,42 [d, ((CH3),CHOP), Jcp = 4,5 Hz, 2C].

e RMN de *'P (CDCls): 0,93. Espectro desacoplado.

e m/z (%): 98 (100 %), 148 (18 %), 287 (13 %), 329 (10 %).

3.4.12 Sintese do acido fosforoidrazidico, N’-[(1E)-(1,3-benzodioxol-5-ylmetileno)]-,
éster de diisopropila (12)

Utilizou-se 0,53 g (0,00270 mol) da diisopropilfosforilidrazina, 0,33 g (0,00252
mol) de piperonal, 8 mL de etanol e 3 gotas de 4cido cloridrico 37 %. O tempo da reacdo
foi de 6 h. Obteve-se 0,75 g do produto puro, correspondendo ao rendimento de 95 %.

Caracterizacio:

e Aspecto: s6lido amarelo.

e Ponto de fusdo: 112-114 °C.

IV (Pastilha de KBr): 3112,9 (st NH); 2980,7 e 2930,2 (st CH); 1624,8 (st C=N);

1244,2 (st P=0); 1008,3 (st P-O-C); 928.8 (st O-CH,-0).

e RMN de 'H (CDCl): 8,63 [d, (NH), Jup = 28 Hz, 1H]; 8,19 [s, N=CH), 1H]; 7,71 [d,
(H3), Jun = 8 Hz, 1H]; 7,40 [d, (H2), Jun = 8 Hz, 1H]; 7,21 [s, (H6), 1H]; 6,43 [s,
(OCH;0), 1H]; 5,17 [hd, (CHOP), Juy = 6 Hz, Jup = 8 Hz, 2H]; 1,84 [d,
(CH3)2CHOP), JHH =6 HZ, 6H], 1,78 [d, (CH3)2CHOP), JHH =6 HZ, 6H]

e RMN de C (CDCls): 148,57 (C5); 148,08 (C4); 143,86 [d, (N=CH), Jcp = 19,5 Hz,
1C]; 129,37 (C1); 122,25 (C2); 108,02 (C6); 105,14 (C3); 101,20 (O-CH,-0O); 71,92
[d, (CHOP), Jcp = 5 Hz, 2CJ; 23,80 [d, ((CH3)CHOP), Jcp = 4,5 Hz, 2C]; 23,56 [d,
((CH3),CHOP), Jcp = 4,5 Hz, 2C].

e RMN de *'P (CDCls): 1,49. Espectro desacoplado.

* m/z (%): 98 (50 %), 147 (10 %), 245 (3 %), 287 (10 %), 329 (100 %).
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3.4.13 Sintese do acido fosforoidrazidico, N’-[(1E)-(fenil)metileno]-, éster de
diisopropila (13)

Utilizou-se 0,74 g (0,00378 mol) da diisopropilfosforilidrazina, 0,38 g (0,00358
mol) de benzaldeido, 8 mL de etanol e 3 gotas de 4cido cloridrico 37 %. O tempo da reacio
foi de 2 h. Obteve-se 0,85 g do produto puro, correspondendo ao rendimento de 84 %.

Caracterizacao:

e Aspecto: sélido branco.

e Ponto de fusdo: 76-78 °C.

e [V (Pastilha de KBr): 3177,0 (st NH); 1609,8 (st C=N); 1238,1 (st P=0); 1004,1 (st
P-O-C).

e RMN de 'H (DMSO): 9,46 [d, (NH), Jup = 28 Hz, 1H]; 7,90 [s, N=CH), 1H]; 7,54
[m, (H3), 1H]; 7,54 [m, (HS), 1H]; 7,37 [m, (H2), 1H]; 7,37 [m, (H4), 1H]; 7,37 [m,
(H6), 1H]; 4,54 [hd, (CHOP), Jun = 6 Hz, Jup = 8 Hz, 2H]; 1,26 [d, (CH;),CHOP), Juyu =
6 Hz, 6H]J; 1,23 [d, (CH3),CHOP), Juy = 6 Hz, 6H].

e RMN de "*C (DMSO): 143,63 [d, (N=CH), Jcp = 20,40 Hz, 1C]; 143,22 [d, (N=CH), Jcp
= 20,15 Hz, 1CJ; 134,92 (C1); 129,01 (C4); 128,76 (C3); 128,76 (C5); 126,06 (C2);
126,06 (C6); 70,79 [d, (CHOP), Jcp = 5,15 Hz, 2CJ; 23,64 [d, ((CH3),CHOP), Jcp =
3,5 Hz, 2C]; 23,42 [d, ((CH3),CHOP), Jcp = 4,75 Hz, 2C].

e RMN de *'P (CDCls): 1,32. Espectro desacoplado.

* m/z (%): 98 (25 %), 140 (5 %), 201 (3 %), 243 (23 %), 285 (100 %).

3.4.14 Sintese do acido fosforoidrazidico, N’-[(1E)-(m-metoxifenil) metileno]-, éster
de diisopropila (14)

Utilizou-se 0,53 g (0,00270 mol) da diisopropilfosforilidrazina, 0,35 g (0,00257
mol) de m-metoxibenzaldeido, 8 mL de etanol e 3 gotas de 4cido cloridrico 37 %. Esta
reacgdo foi realizada em duas condigdes:

a) Tempo de 2 h: Obteve-se 0,18 g do produto puro, correspondendo ao

rendimento de 22 %.

b) Tempo de 6 h: Obteve-se 0,54 g do produto puro, correspondendo ao

rendimento de 67 %.

Caracterizacao:
e Aspecto: sélido branco.

e Ponto de fusdo: 84-85 °C.

IV (Pastilha de KBr): 3119,6 (st NH); 1606,9 (st C=N); 1266,7 (st as C-O-C); 1238,0 (st
P=0); 1084,4 (st si C-O-C); 1010,7 (st P-O-C).

RMN de 'H (DMSO): 9,49 [d, (NH), Jup = 28 Hz, 1H]; 7,86 [s, N=CH), 1H]; 7,30
[m, (HS), 1H]; 7,11 [m, (H4), 1H]; 7,09 [s, (H2), 1H]; 6,92 [m, (H6), 1H]; 4,53 [hd,
(CHOP), Jiy = 6 Hz, Jup = 8 Hz, 2H]; 3,75 [s, (OCH3), 3H]; 1,26 [d, (CH3),CHOP), Juy
= 6 Hz, 6H]; 1,23 [d, (CH3),CHOP), Jun = 6 Hz, 6H].

e RMN de C (DMSO): 159,50 (C3); 143,38 [d, (N=CH), Jcp = 20 Hz, 1C]; 142,91 [d,
(N=CH), Jcp = 21 Hz, IC]; 136,36 (Cl); 129,84 (CS5); 118,71 (C4); 110,73 (C2);
114,80 (C6); 70,74 [d, (CHOP), Jcp = 6,5 Hz, 2C]; 55,03 (O-CHj3); 23,60 [d,
((CH3),CHOP), Jcp = 4,5 Hz, 2C]J; 23,39 [d, ((CH3),CHOP), Jcp = 4,5 Hz, 2C].
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e RMN de *'P (DMSO): 1,21. Espectro desacoplado.
e m/z (%): 98 (100 %), 133 (43 %), 140 (28 %), 231 (13 %), 273 (38 %), 315 (88 %).

3.4.15 Sintese do acido fosforoidrazidico, N’-[(1E)-(p-metoxifenil) metileno]-, éster
de diisopropila (15)

Utilizou-se 0,53 g (0,00270 mol) da diisopropilfosforilidrazina, 0,35 g (0,00257
mol) de p-metoxibenzaldeido, 8 mL de etanol e 3 gotas de acido cloridrico 37 %. Esta
reacgdo foi realizada em duas condigdes:

a) Tempo de 2 h: Obteve-se 0,32 g do produto puro, correspondendo ao

rendimento de 40 %.

b) Tempo de 6 h: Obteve-se 0,57 g do produto puro, correspondendo ao

rendimento de 71 %.

Caracterizacao:
e Aspecto: sélido branco.

e Ponto de fusido: 79-80 °C.

e IV (Pastilha de KBr): 3114,4 (st NH); 2836,4 (st OCH;); 1609,8 (st C=N); 12348 (st
P=0); 1083,0 (st si C-O-C); 1008,1 (st P-O-C).

e RMN de 'H (CDCl): 7,89 [d, (NH), Jup = 28 Hz, 1H]; 7,75 [s, (N=CH), 1H]; 7,53 [d,
(H2), Jun =9 Hz, 1H]; 7,53 [d, (H6), Jun =9 Hz, 1H]; 6,87 [d, (H3), Jun =9 Hz, 1H];
6,87 [d, (HS), Jun =9 Hz, 1H]; 4,71 [hd, (CHOP), Jun = 6 Hz, Jup = 8 Hz, 2H]; 3,80 [s,
(OCHs), 3H]; 1,37 [d, (CH3),CHOP), Jun = 6 Hz, 6H]; 1,31 [d, (CH3),CHOP), Jyu =
6 Hz, 6H].

e RMN de “C (CDCl): 160,33 (C4); 143,92 [d, (N=CH), Jcp = 19,5 Hz, 1C]; 127,89
(C2); 127,89 (C6); 127,58 (C1); 113,91 (C3); 113,91 (CS); 71,80 [d, (CHOP), Jcp =
4,5 Hz, 2CJ; 55,23 (O-CH3); 23,80 [d, ((CH3),CHOP), Jcp = 4,5 Hz, 2CJ; 23,53 [d,
((CH3),CHOP), Jcp = 4,5 Hz, 2C].

¢ RMN de *'P (CDCls): 1,69. Espectro desacoplado.

o m/z(%): 98 (58 %), 133 (40 %), 140 (13 %), 231 (2 %), 273 (13 %), 315 (100 %).

3.416 Sintese do acido fosforoidrazidico, N’-[(1E)-[4-(dimetilamino)
fenillmetileno]-, éster de diisopropila (16)

Utilizou-se 0,57 g (0,00291 mol) da diisopropilfosforilidrazina, 0,41 g (0,00275
mol) de 4-(dimetilamino)benzaldeido, 8 mL de etanol e 3 gotas de dcido cloridrico 37 %.
Esta reacgdo foi realizada em duas condicoes:

a) Tempo de 2 h: Obteve-se 0,13 g do produto puro, correspondendo ao

rendimento de 14 %.

b) Tempo de 6 h: Obteve-se 0,44 g do produto puro, correspondendo ao

rendimento de 49 %.

Caracterizacio:

e Aspecto: sélido laranja.

¢ Ponto de fusdo: 128-130 °C.

e [V (Pastilha de KBr): 3194,3 (st NH); 1609,0 (st C=N); 1228,2 (st P=0); 1076,2 (st C-
N); 991,2 (st P-O-C).
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e RMN de 'H (DMSO): 9,09 [d, (NH), Jup = 28 Hz, 1H]; 7,77 [s, (N=CH), 1H]; 7,35 [d,
(H2), Juu = 8 Hz, 1H]; 7,35 [d, (H6), Jun = 8 Hz, 1H]; 6,69 [d, (H3), Juu = 8 Hz, 1H];
6,69 [d, (HS), Jun = 8 Hz, 1H]; 4,52 [hd, (CHOP), Jun = 6 Hz, Jup = 8 Hz, 2H]; 2,91 [s,
(NCHs3), 6H]; 1,25 [d, (CH3).CHOP), Juu = 6 Hz, 6H]; 1,22 [d, (CH3),CHOP), Jun =
6 Hz, 6H].

e RMN de "°C (DMSO): 150,76 (C4); 144,25 [d, (N=CH), Jcp = 18,5 Hz, 1C]; 143,88 [d,
(N=CH), Jep = 18 Hz, 1C]; 127,17 (C2); 127,17 (C6); 122,71 (Cl); 112,01 (C3);
112,01 (C5); 70,39 [d, (CHOP), Jcp = 4,5 Hz, 2C]; 39,86 (N-(CH3),); 23,63 [d,
((CH;3),CHOP), Jep = 4,5 Hz, 2C]; 23,40 [d, ((CH3),CHOP), Jcp = 6 Hz, 2C].

e RMN de *'P (DMSO): 2,14. Espectro desacoplado.

* m/z (%): 98 (12 %), 163 (28 %), 243 (15 %), 286 (10 %), 328 (100 %).

3.4.17 Sintese do acido fosforoidrazidico, N’-[(1E)-(m-hidroxifenil) metileno]-, éster
de diisopropila (17)

Utilizou-se 0,30 g (0,00153 mol) da diisopropilfosforilidrazina, 0,19 g (0,00156
mol) de m-hidroxibenzaldeido, 8 mL de etanol e 3 gotas de acido cloridrico 37 %. O tempo

da reacao foi de 6 h. Obteve-se 0,28 g do produto puro, correspondendo ao rendimento
de 61 %.

Caracterizacao:

® Agspecto: sdlido creme.

¢ Ponto de fusdo: 170-172 °C.

e [V (Pastilha de KBr): 3321,6 (st NH); 3183,6 (st OH); 1613,9 (st C=N); 1225,2 (st P=0);
1198,5 (st C-0); 1009,0 (st P-O-C).

e RMN de 'H (DMSO): 9,39 [d, (NH), Jup = 28 Hz, 1H]; 7,82 [s, (N=CH), 1H]; 7,16 [t,
(HS), Jun = 8 Hz, 1H]; 7,01 [s, (H2), 1H]; 6,91 [d, (H4), Juu = 8 Hz, 1H]; 6,73 [d,
(H6), Jun = 8 Hz, 1H]; 4,52 [hd, (CHOP), Juy = 6 Hz, Jup = 8 Hz, 2H]; 1,24 [d,
(CH3),CHOP), Jyy = 6 Hz, 6H]; 1,21 [d, (CH3),CHOP), Juy = 6 Hz, 6H].

e RMN de *C (DMSO): 157,74 (C3); 143,93 [d, (N=CH), Jcp = 22,5 Hz, 1C]; 143,52 [d,
(N=CH), Jep = 18,5 Hz, 1C]; 136,27 (C1); 129,87 (CS); 117,89 (C4); 116,50 (C6);
111,92 (C2); 70,89 [d, (CHOP), Jcp = 6 Hz, 2C]; 23,72 [d, ((CH3),CHOP), Jcp = 4,5
Hz, 2C]J; 23,51 [d, ((CH3),CHOP), Jcp = 4,5 Hz, 2C].

e RMN de *'P (DMSO): 0,35 [dt, Jup = 8 Hz, Jyp = 27,2 Hz, 1P]. Espectro acoplado.

e m/z (%): 98 (100 %), 140 (10 %), 217 (7 %), 259 (10 %), 301 (5 %).

3.4.18 Sintese do acido fosforoidrazidico, N’-[(1E)-(p-hidroxifenil) metileno]-, éster
de diisopropila (18)

Utilizou-se 0,30 g (0,00153 mol) da diisopropilfosforilidrazina, 0,19 g (0,00156
mol) de p-hidroxibenzaldeido, 8 mL de etanol e 3 gotas de acido cloridrico 37 %. O tempo

da reacao foi de 6 h. Obteve-se 0,32 g do produto puro, correspondendo ao rendimento
de 70 %.

Caracterizacao:
¢ Aspecto: s6lido amarelo.

e Ponto de fusdo: 156-158 °C.
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e TV (Pastilha de KBr): 3297,7 (st NH); 3180,6 (st OH); 1607,0 (st C=N); 1220,4 (st P=O);
11648 (st C-0); 9742 (st P-O-C).

e RMN de 'H (DMSO): 9,74 [s, (OH), 1H]; 9,20 [d, (NH), Jup = 26 Hz, 1H]; 7,80 [s,
(N=CH), 1H]; 7,36 [d, (H2), Jun = 8 Hz, 1H]; 7,36 [d, (H6), Jun = 8 Hz, 1H]; 6,76 [d,
(H3), Jun = 8 Hz, 1H]; 6,76 [d, (HS), Jun = 8 Hz, 1H]; 4,53 [hd, (CHOP), Juu = 6 Hz,
Jup =8 Hz, 2H]; 1,25 [d, (CH3),CHOP), Jun = 6 Hz, 6H]; 1,21 [d, (CH3);CHOP), Jun
=6 Hz, 6H].

e RMN de °C (DMSO): 158,62 (C4); 144,11 [d, N=CH), Jcp = 19,5 Hz, 1C]; 143,70 [d,
(N=CH), Jcp = 21 Hz, 1C]; 127,72 (C2); 127,72 (C6); 126,08 (Cl); 115,68 (C3);
115,68 (C5); 70,74 [d, (CHOP), Jcp = 6,5 Hz, 2C]; 23,69 [d, ((CH3),CHOP), Jcp =
4,5 Hz, 2CJ; 23,48 [d, ((CH3),CHOP), Jcp = 4,5 Hz, 2C].

e RMN de’'P (DMSO): 0,79 [dt, Jyp = 8 Hz, Jyp = 27,2 Hz, 1P]. Espectro acoplado.

e m/z (%): 98 (100 %), 119 (23 %), 140 (13 %), 241 (10 %), 258 (5 %), 301 (13%).

3.4.19 Sintese do acido fosforoidrazidico, N’-[(1E)-(m-hidroxi-p-
metoxifenil)metileno]-, éster de diisopropila (19)

Utilizou-se 0,39 g (0,00199 mol) da diisopropilfosforilidrazina, 0,30 g (0,00197
mol) de m-hidroxi-p-metoxibenzaldeido, 8 mL de etanol e 3 gotas de 4cido cloridrico 37 %.
O tempo da reag@o foi de 6 h. Obteve-se 0,51 g do produto puro, correspondendo ao
rendimento de 79 %.

Caracterizacao:
e Aspecto: s6lido amarelo.

e Ponto de fusdo: 155-157 °C.

e [V (Pastilha de KBr): 3180,6 (st OH); 3178,9 (st NH); 2839,5 (st OCH3); 1613,9 (st
C=N); 1278,8 (st P=0); 1253,2 (st as C-O-C); 1197,2 (st C-O); 1025,0 (st si C-O-C);
1004,4 (st P-O-C).

e RMN de 'H (CDCL): 7,65 [s, (N=CH), 1H]; 7,46 [d, (NH), Jup = 28 Hz, 1H]; 7,26 [d,
(H2), Jun =2 Hz, 1H]; 7,02 [dd, (H6), Jun = 8 Hz, Jun =2 Hz, 1H]; 6,81 [d, (HS), Jun =
8 Hz, 1H]; 5,79 [s, (OH), 1H]; 4,72 [hd, (CHOP), Jun = 6 Hz, Jup = 8 Hz, 2H]; 3,89 [s,
(OCH3), 3H]; 1,37 [d, (CH3),CHOP), Jun = 6 Hz, 6H]; 1,31 [d, (CH3);CHOP), Jun =
6 Hz, 6H).

e RMN de C (DMSO): 149,01 (C4); 146,88 (C3); 143,93 [d, (N=CH), Jcp = 19,5 Hz,
1C); 143,52 [d, (N=CH), Jcp = 21,5 Hz, 1C]; 127,99 (C1); 119,01 (C6); 111,98 (C5);
111,70 (C2); 70,71 [d, (CHOP), Jcp = 6,5 Hz, 2C]; 23,72 [d, ((CH;),CHOP), Jcp =
4,5 Hz, 2CJ; 23,51 [d, ((CH3),CHOP), Jcp = 4,5 Hz, 2C).

e RMN de *'P (CDCls): 0,72 [dt, Jup = 7,2 Hz, Jyp = 26,4 Hz, 1P). Espectro acoplado.

e m/z (%): 98 (100 %), 140 (15 %), 149 (50 %), 165 (28 %), 246 (5 %), 289 (18 %), 331
(50 %).

3.4.20 Sintese do acido fosforoidrazidico, N’-[(1E)-(m-etoxi-p-
hidroxifenil)metileno]-, éster de diisopropila (20)

Utilizou-se 0,42 g (0,00214 mol) da diisopropilfosforilidrazina, 0,36 g (0,00217
mol) de m-etoxi-p-hidroxibenzaldeido, 8 mL de etanol e 3 gotas de é4cido cloridrico 37 %.
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O tempo da reagdo foi de 6 h. Obteve-se 0,45 g do produto puro, correspondendo ao
rendimento de 60 %.

Caracterizacao:
e Agspecto: sdlido bege.

e Ponto de fusdo: 186-188 °C.

IV (Pastilha de KBr): 3285,6 (st OH); 3178,4 (st NH); 1604,8 (st C=N); 1279,8 (st P=0);
1221,8 (st as C-O-C); 1184,5 (st C-O); 1036,4 (st si C-O-C); 1007,8 (st P-O-C).

RMN de 'H (CDCl): 8,11 [d, (NH), Jup = 28 Hz, 1H]; 7,72 [s, N=CH), 1H]; 7,20 [d,
(H2), Jun =2 Hz, 1H]; 6,98 [dd, (H6), Jun = 8 Hz, Jun =2 Hz, 1H]; 6,87 [d, (HS), Jun =
8 Hz, 1H]; 6,10 [s, (OH), 1H]; 4,69 [hd, (CHOP), Jun = 6 Hz, Jup = 8 Hz, 2H]; 4,10 [q,

(OCH,CH3), Jun = 8 Hz, 2H]; 142 [t, (OCH,CHs), Jun = 8 Hz, 3H]; 1,37 [d,

(CH3),CHOP), Jyy = 6 Hz, 6H]; 1,31 [d, (CH3),CHOP), Juy = 6 Hz, 6H].

e RMN de “*C (DMSO): 148,34 (C3); 147,09 (C4); 144,23 [d, (N=CH), Jcp = 20 Hz,
1C]; 143,84 [d, (N=CH), Jcp = 19,5 Hz, 1C]; 126,59 (C1); 120,29 (C6); 115,71 (C5);
110,34 (C2); 70,83 [d, (CHOP), Jcp = 6 Hz, 2C]; 23,72 [d, ((CH3),CHOP), Jcp = 4,5
Hz, 2C]; 23,48 [d, ((CH3),CHOP), Jcp = 4,5 Hz, 2C].

e RMN de’'P (CDCls): 0,75 [dt, Jyp = 8 Hz, Jyp = 26,4 Hz, 1P]. Espectro acoplado.

e m/z (%): 98 (100 %), 135 (33 %), 140 (10 %), 163 (28 %), 179 (38 %), 243 (13 %), 260

(13 %), 287 (5 %).

3.4.21 Sintese do acido fosforoidrazidico, N’-[(1E)-(m-hidroxi-p-
metoxifenil)metileno]-, éster de dipropila (21)

Utilizou-se 0,51 g (0,00260 mol) da dipropilfosforilidrazina, 0,40 g (0,00263 mol)
de m-hidroxi-p-metoxibenzaldeido, 8 mL de etanol e 3 gotas de cido cloridrico 37 %. O
tempo da reagdo foi de 6 h. Obteve-se 0,49 g do produto puro, correspondendo ao
rendimento de 56 %.

Caracterizacao:
e Aspecto: sdlido bege.

e Ponto de fusdo: 154-156 °C.

e [V (Pastilha de KBr): 3285,6 (st OH); 3168,0 (st NH); 2841,4 (st OCHs3); 1615,8 (st
C=N); 1276,9 (st P=0); 1243,8 (st as C-O-C); 1213,2 (st C-0); 1060,2 (st si C-O-C);
1015,8 (st P-O-C).

e RMN de 'H (DMSO): 9,30 [d, (NH), Jup = 28 Hz, 1H]; 9,19 [s, (N=CH), 1H]; 7,76 [s,
(OH), 1H]; 7,07 [s, (H2), 1H]; 6,88 [s, (H6), 1H]; 6,88 [s, (HS), 1H]; 3,91 [m,
(CH,OP), 4H]; 3,75 [s, (OCHj3), 3H]; 1,61 [sex, (CH,CH,OP), Juy = 7 Hz, 4H]; 0,87
[t, (CH3(CH,),0P), Juy = 7 Hz, 6H].

e RMN de ®C (DMSO): 148,94 (C4); 146,77 (C3); 143,93 [d, N=CH), Jcp = 19,5 Hz,
1CJ; 127,76 (C1); 118,95 (C6); 111,84 (C5); 111,66 (C2); 67,69 [d, (CH,OP), Jcp = 5,5
Hz, 2C]; 55,55 (O-CHj); 23,23 [d, (CH,CH,OP), Jep = 6,5 Hz, 2C]; 10,07
[(CH3(CH,),0P), 2C].

e RMN de *'P (DMSO): 2,67 [dt, Jup = 8,1 Hz, Jyp = 27,5 Hz, 1P). Espectro acoplado.

* m/z (%): 98 (100 %), 140 (25 %), 330 (13 %).
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3.4.22 Sintese do acido fosforoidrazidico, N’-[(1E)-(m-etoxi-p-
hidroxifenil)metileno]-, éster de dipropila (22)

Utilizou-se 0,47 g (0,00240 mol) da dipropilfosforilidrazina, 0,40 g (0,00241 mol)
de m-etoxi-p-hidroxibenzaldeido, 8 mL de etanol e 3 gotas de 4cido cloridrico 37 %. O
tempo da reagdo foi de 6 h. Obteve-se 0,64 g do produto puro, correspondendo ao
rendimento de 77 %.

Caracterizacao:
e Aspecto: sélido amarelo.

e Ponto de fusdo: 167-169 °C.

e [V (Pastilha de KBr): 3285,6 (st OH); 3169,3 (st NH); 2898,6 (st OCH,); 1605,2 (st
C=N); 1280,8 (st P=0); 1226,1 (st as C-O-C); 1180,5 (st C-O); 1060,7 (st si C-O-C);
1015,9 (st P-O-C).

e RMN de 'H (DMSO): 9,28 [d, (NH), Jup = 28 Hz, 1H]; 9,29 [s, N=CH), 1H]; 7,77 [s,
(OH), 1H]; 7,10 [s, (H2), 1H]; 6,92 [d, (H6), Juy = 8 Hz, 1H]; 6,77 [d, (HS), Juu = 8
Hz, 1H]; 3,95 [m, (CH,OP), 4H]; 3,95 [m, (OCH,CHs;), 2H]; 1,61 [sex, (CH,CH,OP),
Juu = 7 Hz, 4H]; 1,31 [t, (OCH,CHs), 3H]; 0,88 [t, (CH3(CH,),0P), Juy = 7 Hz, 6H].

e RMN de °C (DMSO): 148,22 (C3); 146,98 (C4); 144,11 [d, N=CH), Jcp = 19 Hz, 1C];
126,31 (C1); 120,28 (C6); 115,53 (C5); 110,07 (C2); 67,71 [d, (CH,OP), Jcp = 6 Hz,
2C]; 63,74 (O-CH,CHj); 23,21 [d, (CH,CH,0OP), Jcp = 6,5 Hz, 2C]; 14,70 (O-
CH,CH3); 10,05 [(CH3(CH»),0P), 2C].

e RMN de *'P (DMSO): 2,62 [dt, Jyp = 7,29 Hz, Jyp = 28,4 Hz, 1P]. Espectro acoplado.

o m/z(%): 98 (100 %), 140 (24 %), 344 (21 %).

3.5 Tentativas de sintese de algumas dialquilfosforilidrazonas

3.51 Tentativa de sintese do acido fosforoidrazidico N’-[(1E)-(m-
metoxifenil)metileno]- éster de dipropila

Seguindo o procedimento geral descrito no tépico 3.4, utilizou-se 0,74 g (0,00378
mol) da dipropilfosforilidrazina, 0,49 g (0,00360 mol) de m-metoxibenzaldeido e 3 gotas de
acido cloridrico 37 %. O tempo de reagdo foi de 24 h. Esta reac@o foi realizada em duas
condi¢des:

a) Solvente: 8 mL de etanol. Ao término da reagdo adicionou-se 10 gotas de
solug@o de bicarbonato de sddio 10%. Parte da solucdo resultante foi vertida em
dgua gelada, que estava imersa em banho de gelo. Como nenhuma precipitacio
ocorreu, a outra parte da solugdo foi posta no freezer por 2 dias. Ao final deste
periodo, ndo ocorreu qualquer precipitacdo, somente a formacdo de uma fase
oleosa na solucdo. Através de um funil de separacdo, a fase liquida e a fase
oleosa foram separadas. Ap6s a concentragdo da fase liquida, obteve-se uma
solugdo amarela. Sobre esta solucdo, adicionou-se éter etilico. Apds nova
separacdo de fases, as solu¢des foram evaporadas em evaporador rotatério e
colocadas em repouso no freezer. Como ndo ocorreu qualquer precipitagdo,
ocorreu nova evaporacdo, sendo obtidos, da fase etérea, 150 mg de um dleo
amarelo, cuja andlise de RMN de 'H, deste produto e do 6leo obtido na primeira
separacao, revelou ndo ser o produto desejado.
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b) Solvente: 8 mL de acetona. Ao término da reacdo seguiu-se O mesmo
procedimento para a reagdo feita com 8 mL de etanol, sendo que ao final
obteve-se 330 mg de um 6leo marrom, cuja andlise de RMN de IH, deste
produto e do dleo obtido na primeira separagdo, revelou ndo ser o produto
desejado.

3.5.2 Tentativa de sintese do acido fosforoidrazidico N’-[(1E)-(p-
metoxifenil)metileno]- éster de dipropila

Seguindo o procedimento geral descrito no tépico 3.4, utilizou-se 0,74 g (0,00378
mol) da dipropilfosforilidrazina, 0,49 g (0,00360 mol) de p-metoxibenzaldeido e 3 gotas de
acido cloridrico 37 %. O tempo de reagdo foi de 24 h. Esta reac@o foi realizada em duas
condicdes:

a) Solvente: 8 mL de etanol. Seguiu-se 0 mesmo procedimento apresentado no
topico 3.5.1. Obtiveram-se, da fase etérea, 450 mg de um dleo amarelo, cuja
andlise de RMN de 'H revelou ndo ser o produto desejado.

b) Solvente: 8 mL de acetona. Seguiu-se 0 mesmo procedimento apresentado no
topico 3.5.1. Obtiveram-se, da fase etérea, 230 mg de um 6leo marrom e, da
fase liquida, 180 mg também de um 6leo marrom (mais escuro que o anterior).
A anilise de RMN de 'H de ambos os 6leos revelou ndo ser o produto
desejado.

c) Solvente: 8 mL de acetona. Ao término da reag¢do adicionou-se 10 gotas de
solu¢do de bicarbonato de sédio 10%. Em seguida, adicionou-se acetona e
sulfato de magnésio anidro. O meio foi filtrado, e a fase liquida foi evaporada
em evaporador rotatdrio, sem aquecimento. Obteve-se 560 mg de um odleo
vermelho, cuja andlise de RMN de 'H revelou nio ser o produto desejado.

3.5.3 Tentativa de sintese do acido fosforoidrazidico N’-[(1E)-(p-N,N-
dimetilaminofenil)metileno]- éster de dipropila

Seguindo o procedimento geral descrito no topico 3.4, utilizou-se 0,74 g (0,00378
mol) da dipropilfosforilidrazina, 0,53 g (0,00356 mol) de p-N,N-dimetilaminobenzaldeido
e 3 gotas de dcido cloridrico 37 %. O tempo de reacdo foi de 24 h. Esta reag@o foi realizada
em duas condi¢des:

a) Solvente: 8 mL de etanol. Ao término da reacdo adicionou-se 10 gotas de
solugd@o de bicarbonato de sddio 10%. A solugdo resultante foi vertida em dgua
gelada, que estava imersa em banho de gelo. Como nenhuma precipitacido
ocorreu, a solucdo foi posta no freezer por 2 dias. Ao final deste periodo
observou-se a formacgéo de sélido. Apds filtragdo, obteve-se uma fase liquida de
coloragdo laranja e 55 mg de um sélido bege, cuja andlise por RMN de 'H
revelou ndo ser o produto desejado. A fase liquida de coloragdo laranja foi
evaporada em evaporador rotatério. O 6leo resultante foi dividido em duas
partes. Sobre uma parte adicionou-se éter etilico e sobre a outra etanol. Em
ambos 0s casos ndo ocorreu qualquer precipitagdo. Apds evaporacdo obteve-se
para a fase etérea, 180 mg de um dleo marrom muito viscoso, que foi
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descartado. Para a fase etilica, obteve-se 300 mg de um 6leo preto, cuja andlise
de RMN de 'H revelou ndo ser o produto desejado.

b) Solvente: 8 mL de acetona. Ao término da reacdo adicionou-se 10 gotas de
solugd@o de bicarbonato de sddio 10%. A solugdo resultante foi vertida em dgua
gelada, que estava imersa em banho de gelo. Nenhum precipitado foi obtido,
porém, obteve-se uma solu¢do com duas fases. Apds a separagdo das fases,
ambas foram extraidas com acetona, uma vez que as dialquilfosforilidrazonas
sdo soliveis em acetona. Apds tratamento com sulfato de magnésio anidro,
ambas as fases foram evaporadas em evaporador rotatério. Da fase
originalmente aquosa, ndo se obteve qualquer produto. J4 da outra fase, obteve-
se 1,1 g de um Sleo marrom, cuja andlise de RMN de 'H revelou nio ser o
produto desejado.

3.54 Tentativa de sintese do acido fosforoidrazidico N’-[(1E)-(m-
hidroxifenil)metileno]- éster de dipropila

Seguindo o procedimento geral descrito no tdpico 3.4, utilizou-se 0,64 g (0,00327
mol) da dipropilfosforilidrazina, 0,40 g (0,00328 mol) de m-hidroxibenzaldeido e 3 gotas de
acido cloridrico 37 %. O tempo de reacgdo foi de 6 h. Ao término da reagéo adicionou-se 10
gotas de solucio de bicarbonato de sédio 10%. A solucdo resultante foi vertida em dgua
gelada, que estava imersa em banho de gelo. Como nenhuma precipitacdo ocorreu, a
solugdo foi evaporada em evaporador rotatdrio, obtendo-se um dleo marrom, cuja andlise de
RMN de 'H revelou nio ser o produto desejado.

3.5.5 Tentativa de sintese do acido fosforoidrazidico N’-[(1E)-(p-
hidroxifenil)metileno]- éster de dipropila

Seguindo o procedimento geral descrito no tdpico 3.4, utilizou-se 0,64 g (0,00327
mol) da dipropilfosforilidrazina, 0,40 g (0,00328 mol) de p-hidroxibenzaldeido e 3 gotas de
4cido cloridrico 37 %. O tempo de reacdo foi de 6 h. Ao término da reagdo adicionou-se 10
gotas de solucdo de bicarbonato de s6dio 10%. A solucdo resultante foi vertida em dgua
gelada, que estava imersa em banho de gelo. Como nenhuma precipitacdo ocorreu, a
solu¢do foi evaporada em evaporador rotatdrio, obtendo-se um dleo marrom, cuja andlise de
RMN de 'H revelou nio ser o produto desejado.

3.6 Tentativas de sintese das dialquilfosforilidrazonas via rota alternativa

3.6.1 Sintese das R;fenilidrazonas

= Procedimento geral

Em um baldo monotubulado de 50 mL adicionou-se diretamente o aldeido, etanol,
a hidrazina (com excesso de 1 %) e 3 gotas de 4cido cloridrico 37 %. A mistura reacional
foi mantida sob agitacdo, a temperatura ambiente (= 25 °C), por 4 h. Apds a reacdo se
completar foram adicionadas 10 gotas de solu¢cdo de bicarbonato de sédio a 10 % . A
solugdo resultante foi vertida em um becker com 10 mL de 4dgua destilada gelada, sendo
observada a formacdo imediata de precipitado. Este becker foi mantido em banho de
gelo por cerca de 30 min. Apds este periodo, o meio foi filtrado e o s6lido resultante foi
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seco em pistola por cerca de 1 h. Apds este tempo obteve-se, para todas as reagdes, um
produto sélido.

3.6.1.1 Sintese da p-nitrofenilidrazona

Utilizou-se 0,50 mL (0,51 g - 0,0102 mol) da hidrazina monohidratada, 1,51 g
(0,0100 mol) de p-nitrobenzaldeido, 8 mL de etanol e 3 gotas de 4cido cloridrico 37 %.
Obteve-se 1,40 g do produto puro, correspondendo ao rendimento de 85 %.

Caracterizacao:
e Aspecto: sélido amarelo.

e Ponto de fusdo: 134-135 °C.

3.6.1.2 Sintese da p-metoxifenilidrazona

Utilizou-se 0,18 mL (0,19 g - 0,0038 mol) da hidrazina monohidratada, 0,50 g
(0,00368 mol) de p-metoxibenzaldeido, 8 mL de etanol e 3 gotas de 4cido cloridrico 37 %.
Obteve-se 0,22 g do produto puro, correspondendo ao rendimento de 40 %.

Caracterizacao:
e Aspecto: sélido branco.

e Ponto de fusdo: 171-172 °C.

3.6.2 Sintese das dialquilfosforilidrazonas (rota alternativa)

= Procedimento geral

Em um baléo bitubulado de 125 mL, equipado com um funil de adi¢do continua,
condensador de refluxo munido de um borbulhador, adicionou-se a R, fenilidrazona e
uma solucéo de hidréxido de sédio dissolvido em uma mistura etanol:dgua destilada na
proporcdo 1:1 em volume. Em seguida, estando a solucdo do baldo sob agitacdo
magnética, gotejou-se, através do funil de adicdo, uma solucdo formada pelo fosfonato
de dialquila e o tetracloreto de carbono, estando o tetracloreto em excesso de 40 %. A
mistura reacional foi mantida durante a adi¢do do contetido do funil a uma temperatura
em torno de 0 °C. Apds a adicdo se completar, a mistura reacional foi mantida sob
refluxo por 10 h.

3.6.2.1 Tentativa de sintese do acido fosforoidrazidico N’-[(1E)-(p-
nitrofenil)metileno]- éster de diisopropila (9)

Utilizou-se 0,50 g (0,00301 mol) do fosfonato de diisopropila, 0,50 g (0,00303 mol)
da p-nitrofenilidrazona, 0,12 g (0,003 mol) de hidréxido de sédio, 5 mL de etanol, 5 mL de
dgua, 0,41 mL (0,65 g — 0,00422 mol) de tetracloreto de carbono. O acompanhamento da
reacdo foi feito por cromatografia em camada fina, que indicou que a reacdo ndo evoluiu.

46



3.6.2.2 Tentativa de sintese do acido fosforoidrazidico N’-[(1E)-(p-
metoxifenil)metileno]- éster de diisopropila (15)

Utilizou-se 0,25 g (0,00151 mol) do fosfonato de diisopropila, 0,22 g (0,00147
mol) da p-metoxifenilidrazona, 0,07 g (0,00175 mol) de hidréxido de sédio, 4 mL de
etanol, 4 mL de agua, 0,20 mL (0,32 g — 0,00208 mol) de tetracloreto de carbono. O
acompanhamento da reacdo foi feito por cromatografia em camada fina, que indicou
que a reacdo ndo evoluiu.

3.7 Sintese dos fosforocloridatos de dialquila (MC COMBIE et al., 1945)

= Procedimento geral

Esta sintese foi realizada em aparelhagem apropriada, a qual consiste de 5
borbulhadores, sendo o primeiro com aproximadamente 200 mL de acido sulftrico
98%, o segundo € um trape de seguranga, o terceiro € o reator, o quarto € um trape de
seguranga, e o quinto possui cerca de 200 mL de solugéo de hidréxido de sédio.

No reator, sob banho de gelo, adicionou-se o fosfonato de dialquila. Sobre este, em
agitacdo magnética, borbulhou-se cloro gasoso por cerca de 35 min, quando o meio
reacional estava completamente esverdeado, cessou-se o borbulhamento. Uma vez que
se verificou que o meio reacional permaneceu esverdeado, indicando excesso de cloro,
confirmou-se o término da reagcdo. Passou-se entdo nitrogénio gasoso sobre o meio
reacional para retirar o excesso de cloro. O produto resultante foi entdo submetido a
evaporacdo no evaporador rotatério por 1 h, sem aquecimento, sendo entdo armazenado
no freezer.

3.7.1 Sintese do fosforocloridato de dipropila (125)

Utilizou-se 11,65 g (0,0702 mol) de fosfonato de dipropila e 4,98 g (0,0702 mol) de
cloro gasoso. Obteve-se 13,92 g do produto puro, correspondendo ao rendimento de 99 %.

Caracterizaciao:
e Aspecto: liquido incolor.

e [V (Célula de NaCl): 1251,7 (st P=0); 1024,7 (st P-O-C).

e RMN de 'H (CDCl3): 4,15 [m, (CH,OP), 4H]; 1,78 [m, (CH,CH,OP), 4H]; 0,99 [m,
(CH3(CH,),0OP), 6H].

e RMN de "*C (CDCLy): 71,41 [d, (CH,OP), Jcp = 7,5 Hz, 1C]; 70,77 [d, (CH,OP), Jcp =
7,5 HZ, IC], 23,29 [d, (QHZCHQOP), Jcp = 7,5 HZ, IC], 23,11 [d, (QHQCHQOP), JCP =
4,5 Hz, 1CJ; 9,81 [(CH;3(CH,),0P), 2C].

* m/z (%): 117 (100 %), 159 (20 %), 201 (80 %).
3.7.2 Sintese do fosforocloridato de diisopropila (126)

Utilizou-se 11,65 g (0,0702 mol) de fosfonato de diisopropila e 4,98 g (0,0702 mol)
de cloro gasoso. Obteve-se 12,65 g do produto puro, correspondendo ao rendimento de 90 %.
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Caracterizacao:
¢ Aspecto: liquido incolor.

e IV (Célula de NaCl): 1249,3 (st P=0); 1017,8 (st P-O-C).
e RMN de 'H (CDCLy): 4,77 [m, (CHOP), 2H]; 1,35 [m, ((CHz) .CHOP), 12H].
o m/z(%): 117 (100 %), 143 (88 %), 159 (25 %).

3.7.3 Sintese do fosforocloridato de dibutila (127)

Utilizou-se 30,20 g (0,156 mol) de fosfonato de dibutila e 11,05 g (0,156 mol) de
cloro gasoso. Obteve-se 35,21 g do produto puro, correspondendo ao rendimento de 99 %.

Caracterizacao:
e Aspecto: liquido incolor.

e IV (Célula de NaCl): 1260,0 (st P=O); 1029,5 (st P-O-C).
o m/z(%): 117 (100 %), 173 (2 %), 228 (2 %).

3.7.4 Sintese do fosforocloridato de diisobutila (128)

Utilizou-se 30,20 g (0,156 mol) de fosfonato de diisobutila e 11,05 g (0,156 mol) de
cloro gasoso. Obteve-se 34,15 g do produto puro, correspondendo ao rendimento de 96 %.

Caracterizacao:
e Aspecto: liquido incolor.

e IV (Célula de NaCl): 1297,5 (st P=O); 1022,0 (st P-O-C).

e RMN de 'H (CDCly): 3,94 [m, (CH,OP), 4H]; 1,97 [m, (CHCH,OP), 2H]; 0,95 [d,
((CH) ,CHCH,OP), Jyy = 6 Hz, 12H].

e m/z (%): 117 (100 %), 173 (3 %), 229 (1 %).

3.8 Sintese dos fosforoisotiocianatidatos de dialquila (KULKA, 1959)

= Procedimento geral

Em um baldo monotubulado de 125 mL, adicionou-se o fosforocloridato de
dialquila e 15 — 20 mL de solvente seco e destilado', o meio foi mantido em agitagdo
sob banho de gelo. Sobre o meio reacional adicionou-se rapidamente, com um
adaptador de vidro, tiocianato de amdnio’. A mistura reacional foi entdo agitada por 20
h a temperatura ambiente (= 25 °C), sendo o sistema mantido com uma saida para um
bolhémetro. Apds a reacdo, o meio estava composto de duas fases, uma sélida (NH4CI)
e uma liquida (solvente + produto). O meio reacional foi filtrado a vacuo, o sélido foi
descartado apds ser lavado com o solvente, e o filtrado foi submetido a evaporacdo no
evaporador rotatério. Procurou-se ndo elevar a temperatura do banho a mais de 80 °C,
pois o produto é passivel de degradacdo. Apds a evaporagdo de todo o solvente, o
produto, que € higroscdpico, foi guardado no freezer.

! . -
O solvente comumente utilizado nesta reacdo é o benzeno. No entanto, alguns testes
com acetonitrila foram realizados. A mudanca no solvente teve por objetivo aumentar a
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solubilidade do tiocianato de amodnio no solvente e minimizar, ou até evitar, a
degradacdo do produto quando da filtragdo a vacuo.

% O tiocianato de aménio encontra-se frequentemente com muita dgua residual, sendo
necesséria uma eficiente secagem. Esta secagem foi realizada em aparelhagem Dean-
stark com refluxo de tolueno (seco e destilado), até serem obtidos cristais brancos e
soltos de NH4SCN e até ndo ser mais observada a decantacdo de 4gua no tubo
recolhedor. Apds filtracdo do contetido do baldo, o NH4SCN foi lavado por 2 vezes com
benzeno e seco sob vacuo.

3.8.1 Sintese do fosforoisotiocianatidato de diisopropila (129)
3.8.1.1 Sendo benzeno o solvente da reacao

Utilizou-se 40,94 g (0,204 mol) de fosforocloridato de diisopropila e 16,22 g
(0,213 mol) de tiocianato de amodnio, estando este com um excesso de 5 %. Apés a
evaporacdo do solvente no evaporador rotatdrio, obteve-se 29,37 g do produto,
correspondendo ao rendimento de 66 %.

Caracterizacao:
e Aspecto: liquido laranja.

e IV (Célula de NaCl): 1246,2 (st P=O); 1015,4 (st P-O-C); 20000 (st as N=C=S).
e RMN de 'H (CDCly): 4,63 [m, (CHOP), 2H]; 1,29 [m, ((CHz) .CHOP), 12H].
o m/z (%): 140 (10 %), 182 (38 %), 224 (100 %).

3.8.1.2 Sendo acetonitrila o solvente da reacao

Utilizou-se 6,36 g (0,0317 mol) de fosforocloridato de diisopropila e 2,65 g
(0,0349 mol) de tiocianato de amdnio, estando este com um excesso de 10 %. Apds a
evaporacdo do solvente no evaporador rotatério, obteve-se 3,03 g do produto,
correspondendo ao rendimento de 43 %. O baldo utilizado nesta reacdo foi de 50 mL.

3.8.2 Sintese do fosforoisotiocianatidato de dibutila (130)

Utilizou-se 43 g (0,188 mol) de fosforocloridato de dibutila e 14,30 g (0,188
mol) de tiocianato de amdnio, sendo benzeno o solvente da reagdo. Apds a evaporacio
do solvente no evaporador rotatério, obteve-se 33,02 g do produto, correspondendo ao
rendimento de 70%.

Caracterizacio:
e Aspecto: liquido amarelo.

e [V (Célula de NaCl): 1229,8 (st P=0); 1035,7 (st P-O-C); 2027,1 (st as N=C=S).
* m/z (%): 140 (58 %), 196 (18 %), 252 (100 %).

3.8.3 Sintese do fosforoisotiocianatidato de diisobutila (131)

Utilizou-se 35,30 g (0,154 mol) de fosforocloridato de diisobutila e 13,27 g
(0,175 mol) de tiocianato de amonio, estando este com um excesso de 13 %. Apds a
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evaporacgdo do benzeno (solvente da reacdo) no evaporador rotatério, obteve-se 20 g do
produto, correspondendo ao rendimento de 52 %.

Caracterizacao:
¢ Agspecto: liquido amarelo.

e [V (Célula de NaCl): 1279,2 (st P=0); 1031,9 (st P-O-C); 2002,8 (st as N=C=S).

e RMN de 'H (CDCly): 3,87 [m, (CH,OP), 4H]; 1,96 [m, (CHCH,OP), 2H]; 0,96 [d,
((CHz) ,CHCH,OP), Jy = 6 Hz, 6H]; 0,93 [d, ((CH3) ,CHCH,OP), Juy = 6 Hz, 6H].

* m/z (%): 140 (100 %), 196 (18 %), 251 (5 %).

3.8.4 Tentativa de sintese do fosforoisotiocianatidato de dipropila

Utilizou-se 30,34 g (0,151 mol) de fosforocloridato de dipropila e 11,50 g (0,151
mol) de tiocianato de amdnio, sendo benzeno o solvente da reagdo. Apds a evaporacio
do solvente no evaporador rotatério, obteve-se 18,3 g de um liquido com coloragdo
amarelo intenso. A andlise de RMN de 'H revelou ndo ser o produto desejado. Esta
reacdo também foi realizada com excesso de 10 % de tiocianato de amonio, ndo sendo
também obtido o produto.

3.9 Sintese das  N,N’-bis(diisobutilfosforiltioamida)diaminas  (bis-[(dcido
Josforamidico, éster de diisobutila), N-tioxometileno |-, diamina) (SOUZA, 1995)

= Procedimento geral

Em um baldo bitubulado de 50 mL equipado com um funil de adi¢do continua e
um borbulhador, adicionou-se a diamina correspondente e cerca de 25 mL de benzeno
seco e destilado. Sobre esta mistura, que estava sob agitacdo, adicionou-se, gota a gota,
através de um funil de adig¢do, o fosforoisotiocianatidato de diisobutila em 5 ml de
benzeno. A mistura reacional foi mantida sob agitacdo magnética por 24 h. Apds a
reacdo, adicionou-se éter etilico gelado para promover uma maior precipitagdo do
produto e filtrou-se o meio a vacuo. A fase solida, que é o produto, foi lavada com éter
etilico gelado, sendo a fase liquida evaporada para tentar a recuperagdo de alguma
porcdo produto que tenha passado na filtragdo. A massa solida obtida foi seca, sob
vacuo, em pistola.

3.9.1 Sintese da N,N’-bis(diisobutilfosforiltioamida)1,2-etilenodiamina (23)

Utilizou-se 3 g (0,012 mol) de fosforoisotiocianatidato de diisobutila e 0,36 g
(0,006 mol) de etilenodiamina. Obteve-se, apds filtracdo, 0,59 g do produto,
correspondendo ao rendimento de 18 %.

Caracterizacao:
e Agspecto: sdlido branco.

e Ponto de fusdo: 145-147 °C.

e IV (Pastilha de KBr): 32753 (st NH); 3132,2 (st NH): 1519,6 (3 NH); 1343,6 (st N-
C(S)-N); 1232,8 (st P=0); 1027,0 (st P-O-C).
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RMN de 'H (CDCls): 9,12 [s, (H-NCH,), 2H]; 6,94 [d, (HN-P=0), Jyp = 8 Hz, 2H];
3,86 [m, (CHOP), 8H]; 3,86 [m, (NCH,), 4H]; 1,95 [m, (CHCHOP), 4H]; 0,94 [d,
((CH3) ,CHCH,OP), Jun = 7 Hz, 24H].

RMN de "C (CDCls): 182,78 [(C=S), 2C]; 73,97 [d, (CH,OP), Jcp = 6 Hz, 4C]; 44,01
[(N-CH>), 2C]; 28,92 [d, (CHCH,OP), Jcp = 7,5 Hz, 4CJ; 18,53 [((CH3),CHCH,OP), 8C].

RMN de *'P (CDCl5): 1,20 e —4,13. Espectro desacoplado.
m/z (%): 140 (100 %); 196 (18 %); 252 (8 %).

3.9.2 Sintese da N,N’-bis(diisobutilfosforiltioamida)1,3-propilenodiamina (24)

Utilizou-se 3 g (0,012 mol) de fosforoisotiocianatidato de diisobutila e 0,44 g

(0,006 mol) de propilenodiamina. Obteve-se, apds filtragdo, 0,90 g do produto,
correspondendo ao rendimento de 26%.

Caracterizacao:

Aspecto: sélido branco.

Ponto de fusdo: 133-135 °C.

IV (Pastilha de KBr): 3276,8 (st NH); 3143,1 (st NH); 1532,0 (6 NH); 1328,6 (st N-
C(S)-N); 1233,8 (st P=0); 1022,0 (st P-O-C).

RMN de 'H (CDCls): 8,99 [s, (H-NCH,), 2H]; 6,54 [d, (HN-P=0), Jyp = 8 Hz, 2H];
3,86 [m, (CH,OP), 8H]; 3,70 [m, (NCH,), 4H]; 1,96 [m, (CHCH,OP), 4H]; 1,96 [m,
NCH,CH,), 2H]; 0,94 [d, ((CH3) ,CHCH,OP), Jyu = 7 Hz, 24H].

RMN de C (CDCl): 182,05 [(C=S), 2C]; 73,99 [d, (CH,OP), Jcp = 4,5 Hz, 4C]; 43,16
[(N-CH>), 2C]; 28,93 [d, (CHCH,OP), Jcp = 6 Hz, 4C]; 27,72 [(N- CH.CH,), I1C];
18,56 [((CH3),CHCH,OP), 8CI.

RMN de *'P (CDCls): — 3,93. Espectro desacoplado.

m/z (%): 140 (100 %); 196 (43 %); 252 (33 %).

3.9.3 Sintese da N,N’-bis(diisobutilfosforiltioamida)1,4-butilenodiamina (25)

Utilizou-se 3 g (0,012 mol) de fosforoisotiocianatidato de diisobutila e 0,53 g

(0,006 mol) de butilenodiamina. Obteve-se, apds filtracdo, 0,93 g do produto,
correspondendo ao rendimento de 26%.

Caracterizacao:

Aspecto: solido branco.
Ponto de fusdo: 158-160 °C.

IV (Pastilha de KBr): 3265,8 (st NH); 3132,3 (st NH); 1534,2 (6 NH); 1342,0 (st N-
C(S)-N); 1233,8 (st P=0); 1022,0 (st P-O-C).

RMN de 'H (CDCls): 8,96 [s, (H-NCH,), 2H]; 6,53 [d, (HN-P=0), Jyp = 2 Hz, 2H];
3,83 [m, (CHOP), 8H]; 3,63 [m, (NCHy), 4H]; 1,70 [m, (CHCH,OP), 4H]; 1,96 [m,
NCH,CH»), 4H]; 0,94 [d, ((CHs) ,CHCH,OP), Juu = 7 Hz, 24H].

RMN de "C (CDCly): 181,80 [(C=S), 2C]; 73,99 [d, (CH,OP), Jcp = 6 Hz, 4C]; 45,58
[(N-CH>), 2C]; 28,95 [d, (CHCH,OP), Jcp = 7.6 Hz, 4C]; 25,84 [(N- CH.CHy), 2C];
18,53 [((CH3),CHCH,OP), 8CI.

RMN de *'P (CDCl5): - 3,95. Espectro desacoplado.
m/z (%): 140 (100 %); 196 (58 %); 252 (63 %).
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3.10 Tentativas de sintese de algumas N,N’-bis(dialquilfosforiltioamida)diaminas
(AGRE et al., 1980; SOUZA, 1995)
N,N’-bis(diisopropilfosforiltioamida)1,2-

3.10.1 Tentativa de sintese da

etilenodiamina

= Procedimento geral

Em um baldo bitubulado de 25 mL equipado com um funil de adicdo continua e
um borbulhador, adicionou-se a etilenodiamina e cerca de 2,5 mL de solvente seco e
destilado. Sobre esta mistura, que estava sob agitacdo, adicionou-se, gota a gota, através
de um funil de adicdo o fosforoisotiocianatidato de diisopropila em 2,5 mL de solvente.
Ap6s a adi¢do o meio reacional foi condicionado com N, (g) por cerca de 15 min. Esta
reacdo foi realizada sob diferentes condi¢des de tempo, temperatura, solvente e base
adicionada, sempre buscando a melhor condicdo de reagdo para um melhor rendimento.
Nas reagdes que ocorreram sob condicdo de refluxo do solvente também foi utilizado
um condensador de refluxo.

As diferentes condi¢des de reacdo que foram testadas estdo apresentadas
naTabela 1.

Tabela 1: Condi¢des de reacdo para a obtencdo da N,N’-
bis(diisopropilfosforiltioamida)1,2-etilenodiamina.

Base Adicionada

Condigdo Solvente Temperatura Temp(i de (excessq ou fel'a 640
Reacgdo estequiométrica
para a etilenodiamina).
1 isopropanol 30°C 4h etilenodiamina (0 %)
2 isopropanol 30°C 4h etilenodiamina (50 %)
3 isopropanol 30°C 4h etilenodiamina (100 %)
4 isopropanol 0°C-5°C 4h etilenodiamina (0 %)
5 isopropanol 0°C-5°C 4h etilenodiamina (50 %)
6 isopropanol 0°C-5°C 4h etilenodiamina (100 %)
7 isopropanol 0°C-5°C 4h trietilamina (1 mol)
8 isopropanol 0°C-5°C 4h trietilamina (2 mol)
9 isopropanol 82°C 4 h 30 min trietilamina (2 mol)
10 diclorometano 40 °C 4 h 30 min trietilamina (2 mol)
11 cloroférmio 61 °C 4 h 30 min trietilamina (2 mol)
12 tolueno 110 °C 4 h 30 min trietilamina (2 mol)
13 cloroférmio 61 °C 19h trietilamina (2 mol)
14 isopropanol 25°C 24 h etilenodiamina (0 %)
15 benzeno 25°C 24 h etilenodiamina (0 %)

Apds o tratamento das fases resultantes da reacdo (frequentemente um sdlido
branco e um 6leo marrom, ou somente um 6leo marrom) a andlise por RMN de 'H
demonstrou que nenhuma das 15 tentativas resultou no produto desejado.
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3.10.2 Tentativa de sintese da N,N’-bis(dibutilfosforiltioamida)1,4-butilenodiamina

Em um baldo bitubulado de 50 mL equipado com um funil de adicdo continua e
um borbulhador, adicionou-se a diamina correspondente e cerca de 15 mL de benzeno
seco e destilado. Sobre esta mistura, que estava sob agitacdo, adicionou-se, gota a gota,
através de um funil de adi¢do o fosforoisotiocianatidato de dibutila em 5 mL de
benzeno.

Esta reacdo foi feita em duas condicdes diferentes:

a) a reacdo ocorreu no tempo de 41 h a temperatura ambiente (= 25 °C).
Utilizou-se 3g (0,0119 mol) de fosforoisotiocianatidato de dibutila e 0,53g
(0,00602 mol) de 1,4-butilenodiamina. Apds a reacdo o meio foi filtrado,
obtendo-se 0,310 g de um sélido branco (Ponto de fusdo: 95-100 °C). A fase
liquida foi evaporada no evaporador rotatdrio, sendo entdo adicionado éter
etilico gelado para promover alguma precipitagdo. Ap6s a filtragdo do meio e a
evaporacdo do éter obteve-se 70 mg de um so6lido branco (Ponto de fusdo: 125-
130 °C).

b) a reagdo procedeu primeiramente por 2 h em refluxo de benzeno (80 °C).
Utilizou-se 3 g (0,0119 mol) de fosforoisotiocianatidato de dibutila e 0,53 g
(0,00602 mol) de 1,4-butilenodiamina. Como o pH do meio era igual a zero,
resfriou-se a reacdo até a temperatura ambiente, sendo entdo adicionado
trietilamina até se obter o pH igual a 7. Uma vez que a diamina adicionada
inicialmente muito provavelmente estaria protonada, adicionou-se mais 0,25
g (0,00284 mol) de 1,4-butilenodiamina. Continuou-se a reaco por mais 14 h
em refluxo de benzeno (80°C). Apds a reacdo o meio foi filtrado, obtendo-se
pouca quantidade de um sélido pastoso.

A andlise por RMN de 'H demonstrou que nenhuma das 2 tentativas resultou no
produto desejado.

3.10.3 Tentativa de sintese da N,N’-bis(diisobutilfosforiltioamida)piperazina

Seguindo o procedimento geral apresentado no item 3.9, utilizou-se 3,5 g (0,014
mol) de fosforoisotiocianatidato de diisobutila e 0,60 g (0,007 mol) de piperazina.
Obteve-se ap6s filtragdo 3,2 g de um sélido branco, cuja andlise por RMN de 'H revelou
ser uma mistura de reagente (piperazina) e possivelmente o produto.

3.10.4 Tentativa de sintese da diisobutilfosforiltioamidatiosemicarbazida e da
diisobutilfosforiltioamidatiouréia

= Procedimento geral

Em um baldo bitubulado de 125 mL equipado com um funil de adi¢do continua e
um borbulhador, adicionou-se a tiosemicarbazida ou a tiouréia e cerca de 25 mL de
benzeno seco e destilado. Sobre esta mistura, que estava sob agitagdo, adicionou-se,
gota a gota, através de um funil de adig@o o fosforoisotiocianatidato de diisobutila em 5
mL de benzeno. A mistura reacional foi mantida sob agitacdo magnética por 24 h. Apds
a reacdo adicionou-se éter etilico gelado, visando promover uma maior precipitacido de
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solido e filtrou-se 0 meio a vicuo. A fase sdlida foi lavada com éter etilico gelado,
sendo a fase liquida evaporada. A massa s6lida obtida foi seca em pistola.

3.10.4.1 Tentativa de sintese da diisobutilfosforiltioamidatiosemicarbazida

Utilizou-se 3,5 g (0,014 mol) de fosforoisotiocianatidato de diisobutila e 1,09 g
(0,012 mol) de tiosemicarbazida. Obteve-se ap0s filtragdo 2,8 g de um sélido branco,
cuja andlise por RMN de 'H revelou ser uma mistura de reagente (tiosemicarbazida) e
possivelmente o produto.

3.10.4.2 Tentativa de sintese da diisobutilfosforiltioamidatiouréia

Utilizou-se 3 g (0,012 mol) de fosforoisotiocianatidato de diisobutila e 0,91 g
(0,012 mol) de tiouréia. Obteve-se ap6s filtracdo 0,64 g de um sélido branco, cuja
andlise por RMN de 'H revelou ser uma mistura de reagente (tiouréia) e possivelmente
o produto.

3.10.5 Tentativa de sintese dos bisfosforoditioatos de diisobutila derivados do
fosforoisotiocianatidato de diisobutila

= Procedimento geral

Em um baldo bitubulado de 125 mL equipado com um funil de adi¢do continua e
um condensador de refluxo munido de um borbulhador, adicionou-se o ditiol
correspondente e cerca de 25 mL de benzeno seco e destilado. Sobre esta mistura, que
estava sob agitagdo, adicionou-se, gota a gota, através de um funil de adicdo o
fosforoisotiocianatidato de diisobutila em 5 mL de benzeno.

3.10.5.1 Tentativa de sintese do bis(diisobutilfosforiltioamida)1,2-etilenoditiol

Utilizou-se 4 g (0,016 mol) de fosforoisotiocianatidato de diisobutila e 0,67 mL
(0,75 g - 0,008 mol) de etilenoditiol. A mistura reacional foi inicialmente mantida a
temperatura ambiente (= 25 °C) por 24 h, apéds este periodo a andlise por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas indicava que a relacdo entre o reagente
fosforoisotiocianatidato de diisobutila e o bis(diisobutilfosforiltioamida)1,2-etilenoditiol
era de 1:1. A reacdo foi entdo mantida sob refluxo (80 °C) por 14 h, sem que a relacdo
estequiométrica se alterasse.

3.10.5.2 Tentativa de sintese do bis(diisobutilfosforiltioamida)1,3-propilenoditiol

Utilizou-se 4 g (0,016 mol) de fosforoisotiocianatidato de diisobutila e 0,80 mL
(0,86 g - 0,008 mol) de propilenoditiol. A mistura reacional foi mantida sob refluxo (80
°C) por 14 h. Apés este periodo, a andlise por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas indicava que a relacdo entre o reagente
fosforoisotiocianatidato de diisobutila e o bis(diisobutilfosforiltioamida)l,3-
propilenoditiol era de 1:1.
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3.11 Ensaios sobre a enzima tirosinase

Os testes de atividade frente a enzima tirosinase foram realizados tendo como
substrato a L-DOPA (Aldrich, 99 %). A mistura de teste, que possuia volume total de
1,5 mL, era formada por tampao fosfato (50 mM, pH = 6,8), 50 uL. de L-DOPA (0,17
mM), 50 uL. de EDTA (0,022 mM), 50 pL de tirosinase (50-100 unidades) e 50 puL do
composto a ser testado, em concentragdes variadas, sendo a concentracio inicial de teste
0,66 mM. Para a observacdo do efeito sobre a enzima, foram feitas leituras, da mistura
de teste, no UV-visivel a 475 nm, no tempo inicial t = 0 (logo apds a adi¢do da enzima)
e ap6s 10, 20 e 30 min. Como inibidor padrao foi utilizado dcido ascérbico (0,33 mM).

3.12 Ensaios sobre camundongos (Mus musculus) para avaliacdo da atividade
toxicologica aguda, atividade farmacologica geral e acdo antinociceptiva

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) SW-55 adultos, machos e
fémeas, que pesavam entre 20 e 30 g. Os animais que receberam tratamento via oral,
estiveram sob jejum de no minimo 8 h antes dos experimentos. Ao término do
experimento, os animais foram sacrificados por anestesia inalatéria com éter etilico.
Todos os experimentos foram realizados seguindo normas éticas para uso em testes
envolvendo dor (ZIMMERNANN, 1983; ZIMMERNANN, 1986; PORTER, 1992).

No teste de atividade toxicoldgica aguda foram utilizados 3 camundongos de
cada sexo, para cada dosagem de substincia avaliada. Os animais, em jejum de 12 h,
foram tratados, por via oral, sendo DMSO a 20 % o veiculo de administracdo, com as
dialquilfosforilidrazonas 5, 8, 13 e 16 nas concentracdes de 2, 20 e 100 mg/kg, passando
a serem observados os possiveis efeitos destes compostos, como morbidade e
mortalidade. Se nenhum dos animais morrerem nestas concentragdes, 0s testes sdo
suspensos, podendo ser consideradas estas dialquilfosforilidrazonas como tendo DLs
superior a 100 mg/kg (YAMANAKA, 1990).

Os testes de atividade farmacoldgica geral foram realizados simultaneamente aos
de atividade toxicoldgica, com os mesmos animais. Este teste consiste na observagéo de
possiveis acdes no sistema nervoso central (SNC), além de outros sistemas, através da
visualizag¢do dos animais nos seguintes intervalos de tempo: 0, 5, 10, 15, 30 e 60 min; 4,
8,24 e 48 h; 4 e 7 dias. As agdes avaliadas sdo as seguintes:

e Acdo estimulante do SNC: aumento de motilidade, taquipnéia, piloerecdo,
exoftalmia, movimentos estereolipados, lamber as patas, cogar o focinho, morder a
cauda, convulsdo crdnica, convulsdo téxica, tremores finos, tremores agressivos,
sialorréia, fasciculacdes, midriase, erecdo da cauda e tremor da cauda.

e Acdo depressora do SNC: diminui¢cdo da motilidade, bradicardia, catatonia, ptose
palpebra, analgesia, anestesia, perda de reflexo corneano, ataxia, dispnéia,
alienagdo ao ambiente, exoftalmia, paralisia de trem posterior, sedacio e miose.

® Acdo no sistema circulatério (observagdo da orelha): palidez, cianose e hiperemia.

e Ac¢do no sistema urindrio (observacdo da mic¢do): aumento, diminuicdo e
coloragdo.

e Qutras agdes: diarréia, contor¢do, reacdo de fuga, passividade, agressividade e
ganidos.
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A avaliagdo da atividade antinociceptiva foi feita através do método das contor¢des
abdominais induzidas pelo acido acético. Neste método, os animais (seis machos) foram
pré-tratados por via oral, sendo DMSO a 20 % o veiculo de administracdo, com as
dialquilfosforilidrazonas 5, 8, 13 e 16 nas doses de 2, 20 e 100 mg/kg, sendo apés 60
min administrado 4cido acético 1% por via intraperitoneal (estimulo nociceptivo de
natureza quimica). O 4cido acético apds ser administrado possui um tempo de laténcia
de aproximadamente 3 min, quando entdo provoca nos ratos uma reacdo
comportamental caracterizada por distencdo do abdome, com posterior distengdo de
pelo menos uma das patas posteriores (contor¢do abdominal). Estas contor¢des sdo
entdo contabilizadas de modo acumulativo pelos 30 min seguintes a administra¢do das
doses dos compostos. A substancia indometacina, na concentracdo de 10 mg/kg, foi
utilizada como substancia padrdo, e uma solucdo de salina fisiolégica (NaCl 0,9 %),
juntamente com outra solu¢do de DMSO a 20 %, foram utilizadas como controles
negativos.

3.13 Ensaios de letalidade sobre Musca domestica

3.13.1 Criacao de Musca domestica

Inicialmente foram coletadas moscas no campus da UFRRIJ e na Estacdo para
Pesquisas Paratolégicas Willian Otto Neitz. Para atrair as moscas foram utilizadas iscas
compostas de carne eqiiina em inicio de decomposicdo. As moscas coletadas foram
criadas no Laboratério de Mifases Tropicais do Departamento de Parasitologia do
Instituto de Veterinaria da UFRRIJ. A criacdo foi feita em gaiolas de madeira (30 cm x
30 cm x 30 cm) revestidas com tela de nylon. O acesso ao interior das gaiolas era
realizado através de uma manga de tecido. As moscas coletadas foram alimentadas
diariamente com 4gua e uma mistura de leite em pé integral e agucar, estando estes
ingredientes na propor¢@o de 1:1. A mistura era colocada dentro da gaiola sobre uma
placa de Petri (10 cm de didmetro x 1,5 cm de altura), coberta com uma tela para
anteparo de pouso e facilitagdo da alimentagdo. Para o auxilio a matura¢do dos ovérios
e o estimulo a oviposi¢ao, foi introduzida, também em placa de Petri, uma mistura de
racdo concentrada contendo 23% de proteina bruta, farelo de trigo e &dgua, em
propor¢des iguais. Apds a oviposi¢do, os ovos contidos no meio foram introduzidos em
recipientes de pldstico, contendo o mesmo substrato utilizado para a oviposicao, o qual
serviu de dieta basica para o desenvolvimento larval. Apds o desenvolvimento larval,
foram obtidas as pupas, que foram selecionadas, com o objetivo de se obter
uniformidade, e acondicionadas em potes de vidro com dimensdes de 15 cm x 6 cm. Os
potes foram cobertos com tela fina, presa por eldstico. Apds a emersdo das moscas
adultas, estas foram transferidas para gaiolas de madeira (30 cm x 30 cm x 30 cm).
Através deste procedimento estabeleceu-se uma coldnia de Musca domestica, sendo
utilizada a segunda geracdo para os ensaios bioldgicos.

3.13.2 Aplicacao topica dos compostos

Para a realizacdo dos ensaios (Figura 38), as moscas foram retiradas das gaiolas
com o auxilio de um aspirador de pd, contendo um pano preso a boca de succio. As
moscas coletadas foram transferidas para um um copo do sistema e anestesiadas com
CO,. Ap6s a anestesia dos insetos foi feita a identificacdo entre machos e fémeas. Em
seguida, estando os insetos ainda anestesiados, foi aplicado, com o auxilio de uma
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micro-seringa, 0,5 pL da solu¢do do composto sobre a regido tordcica das moscas
(aplicacdo topica). Cada composto foi aplicado na concentracdo de 70 mg/mL, sendo
acetona o solvente. Para o ensaio com cada composto, foram utilizadas quatro
repeti¢des, contendo cada uma 25 moscas, perfazendo o total de 100 moscas. Estas 100
moscas estavam divididas igualmente (50 %) entre machos e fémeas. Em cada ensaio
realizado, também foram utilizadas como controle amostras denominadas de branco,
onde foi aplicado somente o solvente (acetona). Os ensaios com as amostras controle
também foram realizados com 100 moscas, estando estas igualmente divididas em
machos e fémeas. As moscas adultas utilizadas nos testes tinham até 72 h de emergidas.
Ap6s a aplicagdo tépica dos compostos, as moscas foram acondicionadas em recipientes
de vidro (10 cm de altura x 3 cm de didmetro), sendo o fundo forrado com disco de
papel de filtro, com a parte superior fechada com gaze estéril, presa por eldstico. Estas
moscas foram alimentadas com solucdo aquosa de glicose a 20 %. Apds 24 h foi
verificado o nimero de insetos mortos presentes nos recipientes de vidro.

Retirada das moscas da gaiola

Sistema de anestesia

Aplicacdo dos compostos Acondicionamento das moscas

Figura 38: Aplicacdo topica dos compostos nas moscas.
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3.14 Estudos de modelagem molecular (DA SILVA, 2007)

Os calculos foram efetuados em computadores Pentium III 1.1 GHz e Pentium
IV 3.2 GHz, utilizando os programas MOPAC 6.0 (STEWART, 1989) e PC Spartan Pro
(Wavefunction, Inc.).

3.14.1 Modelo reacional de sintese e modelo reacional para avaliacao da atividade
inseticida

Através do programa PC Spartan Pro foram construidas as geometrias das
dialquilfosforilidrazinas, dos aldeidos protonados e dos intermedidrios envolvidos na
sintese das dialquilfosforilidrazonas.

Ap6s a construcao de cada molécula em formato de arquivo pdb, os arquivos
foram transformados de pdb para mop, com o programa Babel 1.6 (WALTERS &
STAHL, 1996) em arquivos de entrada (mop) para cdlculos com o programa MOPAC
6.0. O arquivo pdb mostra o sistema em coordenadas cartesianas e o arquivo do tipo
mop mostra o sistema em coordenadas internas. O formato do comando, no ambiente
DOS, utilizado para transformar os arquivos pdb em arquivos mop foi:

babel —ipdb [nome do arquivo].pdb —omopint [nome do arquivo].mop

Todos os calculos de otimizacdo de energia feitos no MOPAC 6.0 foram
antecedidos por cdlculos envolvendo somente um ciclo de auto-consisténcia de campo.
Isto foi feito para verificar se haviam erros simples que poderiam levar a resultados
incorretos quando da realizagdo do calculo com muitos ciclos.

As palavras-chave utilizadas no MOPAC para a realizag@o dos cdlculos foram as
seguintes:

PM3 GRAD NOINTER NOLOG PRECISE CHARGE=n T=nH XYZ

A palavra-chave CHARGE=n foi alterada, em cada caso, de acordo com a carga
total de cada estrutura.

No caso do modelo reacional para avaliacdo da atividade inseticida, a adi¢do da
molécula de serina no sitema foi feita pelo programa PC Spartan Pro.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Este capitulo esta estruturado em seis tépicos. O primeiro topico descreve todas
as etapas necessarias para a sintese das dialquilfosforilidrazonas, apresentando a
determinacdo estrutural de todos os compostos sintetizados.

O segundo tdpico relata a sintese e a determinacdo estrutural dos compostos com
o esqueleto base N, N’-bis(dialquilfosforiltioamida)diamina.

O terceiro topico apresenta o estudo da atividade das dialquilfosforilidrazonas e
das N,N’-bis(dialquilfosforiltioamida)diaminas sobre a enzima tirosinase, avaliando o
potencial inibitério dos compostos.

O quarto topico descreve os testes realizados para avaliar a atividade
toxicoldgica aguda, a atividade farmacolédgica geral e a ag¢do antinociceptiva de algumas
das dialquilfosforilidrazonas.

O quinto tépico apresenta os estudos de avaliacdo da atividade inseticida das
dialquilfosforilidrazonas e das N,N’-bis(dialquilfosforiltioamida)diaminas sobre a
espécie Musca domestica.

Finalmente, o sexto topico relata os estudos de modelagem molecular realizados
visando a comparacgdo dos resultados obtidos experimentalmente com aqueles previstos
nos modelos tedricos propostos, especificamente para a sintese das
dialquilfosforilidrazonas e a avaliagdo de sua atividade inseticida.

4.1 Dialquilfosforilidrazonas

As dialquilfosforilidrazonas foram obtidas a partir da rota sintética apresentada
no Esquema 1.

O
Ry
NH,NH,, CCl H [l .
_— _—

P

_P NH,
PCl; + 3ROH—> RO~ /'Sy ———— RO/~ P
RO NaOH, EtOH, H,0 RO T EtOH, HCI Rgo/ IT] \H
Fosfonato de H H
dialquila Dialquilfosforilidrazina Dialquilfosforilidrazona

Esquema 1: Rota de sintese das dialquilfosforilidrazonas.

Estas reacdes serdao apresentadas em detalhes nos proximos topicos.

4.1.1 Sintese dos fosfonatos de dialquila

A matéria prima principal para esta sintese € o tricloreto de fésforo, que reage
com tré€s mols do dlcool correspondente, para formar o fosfonato com a liberacdo de
dois mols de acido cloridrico e um mol do cloreto de alquila, o qual € eliminado através
de evaporacdo a pressdo reduzida em evaporador rotatério. O Esquema 2 mostra a
reacdo de obtencdo dos fosfonatos de dialquila.
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0]

1)0°C, 15 min |
3ROH + PCh _ > Ro—P~_.. + 2HCI + RCl
2)50°C,2h / "H

RO
(113) R = propil; (114) R = isopropil; (115) R =butile (116) R = isobutil.
Esquema 2: Esquema de reacdo dos fosfonatos de dialquila.

A formagdo dos fosfonatos de dialquila envolve um sistema de reagdes do tipo
SN, (KOSALOPOFF & MAIER, 1973), conforme é mostrado no Esquema 3.

Nesta reacdo, o ataque do dlcool ao tricloreto de fosforo gera o fosfito de
trialquila; estando 4cido o meio reacional, ocorre a protonacdo do fosfito de trialquila,
através dos pares de elétrons do oxigénio, formando um cétion trivalente, que é entéo
atacado pelo cloreto no carbono do grupo alquila, formando o fosfonato de dialquila e o
cloreto de alquila correspondente.

. B R ©
c-F .t RO — S+ d
Cl/ (]Cl -\ CI .
H b

P e R+ /cl P_.. + Ha
N\ - —

cr e o OR
H
P : Pl w2 Hal
—N —_— R
Cél/ \OR + 2 ROH (0] / (,),R
ot ~ >
Fosfito de trialquila
P_ .. (N P o R S
RO// No__Rr * H-Cl 5 RO// N5 o+
RO . RO |
H
RO/P\@/R + Cle — > RO/P\ + RCI
/S0 / “OH
RO |
H Fosfito de dialquila
.
P
RO// \OH - _P Fosfonato de dialquila
RO RO™/ “y
RO
(1 %) (99 %)

Esquema 3: Mecanismo de obtencdo dos fosfonatos de dialquila.

60



Conforme também € mostrado no Esquema 3, os fosfonatos de dialquila
apresentam-se em duas formas em equilibrio, sendo que a forma na qual o dtomo de
fosforo estd no estado tetracoordenado € a preferencial (CARBRIDGE, 1974).

A Tabela 2 apresenta os rendimentos obtidos na sintese dos fosfonatos de dialquila.

Tabela 2: Rendimentos dos fosfonatos de dialquila.

(RO);P(O)H
R Rendimento (%)
propil 91
isopropil 94
butil 85
isobutil 79

Normalmente, os fosfonatos de dialquila sdo purificados através de destilagdo a
pressdo reduzida, com o objetivo de se remover todo o cloreto de alquila e o cloreto de
hidrogénio remanescente. Durante este processo, deve-se ter o cuidado de ndo
superaquecer 0o meio reacional, pois o superaquecimento leva a provédvel formacdo de
polifosfatos, a qual é verificada pelo aumento continuo da viscosidade do conteido do
baldo, ocasionando a reducdo do rendimento da reacio.

Nas primeiras tentativas de sintese destes compostos, foi utilizada a destilagdo
sob pressdo reduzida para purificacdo, porém obtinha-se pouquissima quantidade de
liquido no baldo recolhedor, e em contrapartida recolhia-se grande quantidade de
liquido no trap, sendo observado continuo aumento da viscosidade do conteido do
baldo destilado. A andlise de todas as fracdes por RMN de 'H, inclusive a do trap,
indicou que ndo havia a presenca de fosfonato de dialquila. Atribuiu-se o problema a
polimerizacdo do fosfonato, originando a formagdo de polifosfatos, quando da
destilacdo, de forma que s6 o cloreto de alquila estava sendo destilado. Desta forma, os
fosfonatos de dialquila sintetizados foram tratados sob condi¢des mais brandas de
vdcuo, em evaporador rotatorio, para a eliminacio do cloreto de alquila e do cloreto de
hidrogénio residual, os quais sdo subprodutos da reagdo. Apds este tratamento, oS
fosfonatos de dialquila apresentam grau de pureza adequado para serem utilizados.

Os fosfonatos de dipropila e de diisopropila sintetizados foram utilizados para a
obtencdo das dialquilfosforilidrazonas e na tentativa de sintese das N,N’-
bis(dialquilfosforiltioamida) diaminas. O fosfonato de dibutila foi utilizado somente na
tentativa de sintese das N,N’-bis(dibutilfosforiltioamida) diaminas. J4 o fosfonato de
diisobutila foi utilizado na sintese das N,N’-bis(diisobutilfosforiltioamida) diaminas, e
na tentativa de sintese da diisobutilfosforiltioamida tiosemicarbazida, da
diisobutilfosforiltioamida tiouréia e dos bis(diisobutilfosforiltioamida) ditidis.

4.1.2 Determinacao estrutural dos fosfonatos de dialquila

Os espectros de IV e RMN de 'H dos fosfonatos de dialquila estio no anexo A.
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4.1.2.1 Analise por espectrometria de infravermelho

A principal banda de absor¢ao que caracteriza os fosfonatos de dialquila € referente ao
estiramento da ligacdo P-H. Esta banda ocorre na faixa de freqiiéncia de 2222 a 2505 cm’,
que € uma regido onde geralmente ndo hd bandas de absorcio de outros grupos funcionais, o
que permite a fécil identificacio dos fosfonatos de dialquila por infravermelho (THOMAS, p.
73, 1974). Outras bandas de absorc¢ao caracteristicas dos fosfonatos de dialquila sio referentes
ao estiramento das ligagdes P=0 e P-O-C (alifatico), que ocorrem, respectivamente, na faixa
de 12102 1261 cm™ € 950 a 1018 cm™ (THOMAS, 1974).

A Tabela 3 apresenta os estiramentos das principais bandas de absor¢do dos
fosfonatos de dialquila sintetizados.

Tabela 3: Dados de infravermelho das principais bandas de absor¢do dos fosfonatos de
dialquila sintetizados. )

(RO),P(O)H
R P-H P=0 P-0-C
propil 2424.6 (st) 1234,9 (st) 987,4 (st)

isopropil 2433,6 (st) 12226 (st) 988.2 (st)
butil 24283 (st)  1228,8 (st) 994.5 (st)
isobutil 2431,7 (st) 12452 (st) 985,3 (st)

# ~ ~ -1
As absorgoes estao expressas em cm .

4.1.2.2 Analise por espectrometria de RMN de 'H

Nos espectros de RMN de 'H dos fosfonatos de dialquila sintetizados, o sinal
caracteristico, que comprova a obten¢do destes compostos, € um dupleto referente ao
hidrogénio ligado diretamente ao dtomo de fésforo, centrado em aproximadamente 6,77 ppm,
com constante de acoplamento P-H elevada, em torno de 697 Hz. Em geral, nos
fosfonatos de dialquila, a constante de acoplamento entre o dtomo de fésforo e o 4tomo
de hidrogénio na ligacdo P-H varia de 660 a 750 Hz (THOMAS, p. 79, 1974).

A Tabela 4 mostra os valores dos deslocamentos quimicos (8) e as
multiplicidades para todos os hidrogénios presentes nos fosfonatos de dialquila, assim
como os valores para as constantes do acoplamento P-H e dos acoplamentos H-H.

Como pode ser visto em alguns dos dados da Tabela 4, os hidrogénios da
cadeia alquilica dos fosfonatos de dialquila acoplam vicinalmente entre si e com o
fosforo. O acoplamento vicinal é descrito na literatura com valor de
aproximadamente 6,0 Hz (CAMPS & CASTELLS, 1980). J4 para o acoplamento
CH,O-P (n =1, 2 ou 3), a trés ligacdes, a literatura registra uma ampla faixa que vai
de 2,0 a 32 Hz. Para o acoplamento CH,,CH,;O-P (nl =1ou2en2=1,2,0u3), a
quatro ligacdes, a faixa varia de 0,5 a 2,0 Hz (THOMAS, 1974).
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4.1.3 Sintese das dialquilfosforilidrazinas

A sintese das dialquilfosforilidrazinas, também denominadas 4cido
fosforoidrazidico éster de dialquila, ocorreu segundo a reacdo de Todd-Atherton
modificada (TODD & ATHERTON, 1945; TODD & ATHERTON, 1947; TODD &
ATHERTON, 1948; ZHAO et al., 1984; ZHAQO et al., 1988), a qual envolve um
sistema bifdsico composto por tetracloreto de carbono, solucdo aquosa de hidréxido de
sodio e ainda etanol, que atua como solvente na reacdo, conforme apresenta o Esquema 4 .

o)
I

RO//P\H + NH,NH, + CCl + NaOH

RO o
1)0°C, 10 min
ETOH/H,O o
2)60°C,2h
i
NH, + NaCl + HCCk + H,O
RO//P\N/ 2 a 3 2

RO |
H

Esquema 4: Reacdo de obtencdo das dialquilfosforilidrazinas.

O mecanismo desta reacdo, apresentado no Esquema 5, tem inicio a partir de um ataque
nucleofilico sobre o tetracloreto de carbono, que, neste sistema, é um reagente que age como eletrofilo.
Este ataque nucleofilico € realizado pelo par de elétrons presente na forma trivalente do fosfonato de
dialquila, gerando um cétion tetravalente de fésforo, que por sua vez, através da abstraciio de um
atomo de hidrogénio, € convertido num fosforocloridato de dialquila, o qual é atacado pela hidrazina
formando, apds a agfo bdsica do hidroxido de sédio, a dialquilfosforilidrazina. Esta reacfo é,
atualmente, a forma usual de sintese de fosforamidatos a partir de fosfonatos de dialquila.

o T

I % Cl Cl
RO ~= RO/ o+ |\DCI — /le . %
RO A %) Cl \ R(lgo \OH 3
99 %) a1 Cl
/1l369 + CC —> lf\’ + HCCIL
RO”/ ij)H ’ ROR; e ’

0
A RO_| RO_ |

.. -
RO//P\ + NHNH, ——>  >P 9 _NH, —> /P\N _NH,
g rO”/ rO”/
c /N c |
=5H‘/\ 0
RO&IL NH, + N§ OH —> lll NH, + NaCl + H,O
2 2 a 2
Ro//SII‘T/ RO/ S
cl H RO I|-I (117) R = propil; (118) R = isopropil.

Esquema 5: Mecanismo de sintese das dialquilfosforilidrazinas.

64



A dipropilfosforilidrazina (117) e a diisopropilfosforilidrazina (118) foram
sintetizadas, respectivamente, com os rendimentos de 47% e 39%.

4.1.4 Determinacao estrutural das dialquilfosforilidrazinas

Os espectros de IV, RMN de 'H, RMN de "C e massas da
dipropilfosforilidrazina (117) e da diisopropilfosforilidrazina (118) estdo no anexo A.

4.1.4.1 Analise por espectrometria de infravermelho

A formacdo da ligacdo P-N € a evidéncia da reagdo entre os fosfonatos de
dialquila e a hidrazina. No entanto, conforme afirma THOMAS, L. C. (THOMAS, p.
65, 1974), ha uma grande dificuldade em se assinalar a freqii€ncia de vibracdo da
ligacdo P-N. Em geral, a vibracdo P-N ¢ caracterizada por uma banda de intensidade de
média a forte na regido entre 789 e 1102 cm-1. Para as dialquilfosforilidrazinas
sintetizadas, esta banda somente se apresenta para o composto 117, ndo sendo possivel
identificd-la para o composto 118, uma vez que somente aparece uma banda de
absorcdo na regido citada, a qual pode ser atribuida ao estiramento da ligagdo P-O-C,
que € extremamente caracteristica dos compostos de fosforo que apresentam esta
ligacdo (THOMAS, p. 38, 1974). Os estiramentos das ligacdes P-O-C e P=0O foram

discutidos com maiores detalhes no tépico 4.1.2.1.

A Tabela 5 apresenta as principais bandas de absorcdo das
dialquifosforilidrazinas sintetizadas.

Tabela 5: Principais bandas de absor¢io das dialquifosforilidrazinas.”

(RO),P(O)N(H)NH;
Composto P=0 P-O-C P-N N-H
117 1215,3 (st) 10049 (st) 1062,2 (st) 3349,3 (st)
1633,6 ()
118 1226,5 (st)  996,0 (st) - 3352,6 (st)
1634,8 ()

* ~ ~ -1
As absorgoes estao expressas em cm .

Nos espectros de IV dos compostos 117 e 118, ndo foi verificada a presenga de
bandas de absorcio na regiio de 2425 cm™, o que evidencia a auséncia de ligacio P-H,
caracteristica dos fosfonatos de dialquila.

4.1.4.2 Analise por espectrometria de RMN de 'H
O sinal caracteristico, observado na espectrometria de RMN de IH, da obtengdo
dos compostos 117 e 118, é um simpleto largo em aproximadamente 3,6 ppm, com

integracdo para trés hidrogénios, que s@o aqueles correspondentes aos hidrogénios
ligados aos dtomos de nitrogénio.
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A evidéncia de que todo o fosfonato de dialquila reagiu, € o desaparecimento do
dupleto centrado em aproximadamente 6,70 ppm.

A Tabela 6 apresenta os deslocamentos quimicos (0) e as multiplicidades de
todos os hidrogénios presentes nas dialquifosforilidrazinas 117 e 118.

Tabela 6: Dados de RMN de 'H das Dialquilfosforilidrazinas.

& em ppm (multiplicidade)”

Composto CH; CHO CH,CH,0O CH,O N-H
117 0,92 (t)/6H - 1,68 (sex)/4H 3,96 (dt)/4AH 3,59 (s)/3H
Jm =60 Jm =60 Jun =60
Jr=80
118 1,30 (d)/12H 4,61 (hd)/2H - - 3,67 (s)/3H
JHH = 6,0 JHH = 6,0
JHP = 8,0

* Os valores das constantes de acoplamento estdo em Hz.

4.1.4.3 Anilise por espectrometria de RMN de *C

Os carbonos da cadeia alquilica nas dialquilfosforilidrazinas, acoplam com o
atomo de fésforo até trés ligacdes, apresentando constantes de acoplamento que variam
de 5,05 6,5 Hz.

A Tabela 7 apresenta as constantes de acoplamento, os deslocamentos quimicos
(0) e as multiplicidades dos carbonos presentes nos compostos 117 ¢ 118.

Tabela 7: Dados de RMN de °C das dialquilfosforilidrazinas.
8 em ppm (multiplicidade)”

Composto CH; CH CH,CH;O CH,O
117 9,80 - 23,45 (d) 68,12 (d)
-]CP = 6,5 Jcp = 6,5
118 23,46 (d) 71,12 (d) - -

JCP = 5,0 JCP = 6,0

* Os valores das constantes de acoplamento estdo em Hz.

4.1.4.4 Analise por espectrometria de massas

Na andlise por espectrometria de massas dos compostos 117 e 118, o fragmento
que corresponde ao pico base é o m/z = 111. Um segundo fragmento caracteristico de
ambos os compostos € o m/z = 81. As propostas de fragmentagdo que originam estes
dois fragmentos sdo apresentadas no Esquema 6.
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Esquema 6: Propostas de fragmentacdo do composto 118.

4.1.5 Sintese das dialquilfosforilidrazonas

Uma vez que as dialquilfosforilidrazinas foram obtidas, partiu-se para a dltima etapa
da sintese das dialquilfosforilidrazonas, que consiste na rea¢do de condensagdo, catalisada
por meio 4cido, entre a dialquilfosforilidrazina e o respectivo aldeido aromatico substituido,
formando os compostos acido fosforoidrazidico, N’-[(1E)-(Rfenil)metileno]-, éster de
dialquila, ou seja, as dialquilfosforilidrazonas, conforme apresenta o Esquema 7.

0 H. 0O
_P NH 0
RO/ IS HCI, 25°C I . Ry
RO + — P N=C + HO0
| CH;CH,OH RO/ AN 2
H RO l H
R H

1
Esquema 7: Reacdo de obtencao das dialquilfosforilidrazonas.

A reacdo de formacdo das dialquilfosforilidrazonas ocorre a partir do ataque
nucleofilico do nitrogénio hidrazidico a carbonila do aldeido aromatico, de forma que quanto
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menor a densidade eletrbnica sobre o carbono carbonilico, mais favorecida serd a reacdo e,
conseqiientemente, a formacdo dos produtos. Experimentalmente este efeito foi observado,
visto que para os substituintes R; retiradores de elétrons a reagdo ocorreu com bons
rendimentos, num tempo de 2 h, enquanto que para os substituintes R; doadores de elétrons,
rendimentos satisfatérios somente foram obtidos num tempo de reacido equivalente a 6 h.
Algumas das dialquilfosforilidrazonas com substituintes R; doadores de elétrons também foram
sintetizadas num tempo de reacdo de 24 h, ndo sendo observadas alteracdes nos rendimentos
das reacdes se comparados ao tempo de reagdo de 6 h. Este efeito foi também observado em um
estudo de modelagem molecular, que esti descrito em maiores detalhes no t6pico 4.6.

A Tabela 8 apresenta os rendimentos obtidos e o tempo da reacdo para a sintese
das dialquilfosforilidrazonas. Além das dialquilfosforilidrazonas monossubstituidas,
também foram sintetizadas quatro dialquilfosforilidrazonas dissubstituidas, as quais
compreendem os compostos 19 a 22 da Tabela 8.

Tabela 8: Rendimentos e tempos de reacdo da sintese das dialquilfosforilidrazonas.

Composto R R, Rendimento (%) Tempo de reacao
1 propil 0-NO, 82 2h
2 propil m-NO, 82 2h
3 propil p-NO, 74 2h
4 propil p-CN 61 2h
5 propil p-COOH 76 2h
6 propil OCH,0 68 6 h
7 isopropil 0-NO, 80 2h
8 isopropil m-NO, 94 2h
9 isopropil p-NO, 84 2h
10 isopropil p-CN 87 2h
11 isopropil p-COOH 57 2h
12 isopropil OCH,0 95 6 h
13 isopropil H 84 2h
14 isopropil m-OCHj 22 2h

67 6 h
15 isopropil p-OCH3; 40 2h

71 6h
16 isopropil p-N(CHs), 14 2h

49 6h
17 isopropil m-OH 61 6 h
18 isopropil p-OH 70 6 h
19 isopropil m-OH e p-OCHj; 79 6 h
20 isopropil  p-OH e m-OCH,CHj3; 60 6h
21 propil m-OH e p-OCHj; 56 6 h
22 propil p-OH e m-OCH,CHj; 77 6 h
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Em geral, a reaco de hidrazinas com aldeidos e cetonas ocorre através da precipitagdo da
hidrazona correspondente no meio reacional (COSTA et al., 2003). No entanto, para o sistema
estudado, ndo ocorreu a reagdo entre o intermedidrio dialquilfosforilidrazina, quando o
grupamento alquila R era o grupo propil, e os substituintes R; do anel aromético eram grupos
doadores de elétrons do tipo p-OCH3, m-OCHj3, p-N(CHs),, p-OH, m-OH. Diferentes condicGes
de reacao, incluindo tempo de reacio e solvente utilizado foram testadas, sem sucesso. Embora se
tenha o conhecimento de que cetonas reagem com hidrazinas formando hidrazonas, testou-se este
solvente como alternativa, buscando-se uma alterac@o da polaridade do meio reacional e a maior
solubilidade dos reagentes e do produto. Com o objetivo de investigar os fatores que possam estar
contribuindo para a pouca reatividade do sistema, realizou-se um estudo de modelagem
molecular, o qual estd descrito no tépico 4.6.

Apesar dos aldeidos tenderem a formar, preferencialmente, hidrazonas com configuragdo
E, que é termodinamicamente a mais estdvel (COSTA et al., 2003), em geral o isdmero Z também
¢ formado, como um produto minoritirio. No entanto, dentre as 22 dialquilfosforilidrazonas
sintetizadas foi observada somente a formagfo do diastereoisomero E, indicando que a reagio foi
100% diastereoseletiva. A confirmacfo da configuracio diastereoisomérica E foi obtida a partir
das analises dos espectros de RMN de 'H, NOE, RMN de *'P e pelo padrio de fragmentacdo
obtido nos espectros de massas. A contribuicio de cada andlise espectrométrica para a
confirmagio da diastereoseletividade da reacfo, serd discutida em detalhes no topico 4.1.6.

Em relagiio ao mecanismo de reagiio envolvido na sintese destas dialquilfosforilidrazonas
ha duas propostas. A primeira proposta (proposta 1 - Esquema 8) compreende o mecanismo
convencional que envolve a sintese de hidrazonas; ja a segunda proposta (proposta 2 - Esquema
9), é uma proposta alternativa, embasada em um estudo de RMN de 'H reportado na literatura
(CARRE et al., 1995). As propostas 1 e 2 sdo discutidas em detalhes a seguir.

® Proposta 1 (COSTA et al., 2003): Neste mecanismo, apresentado no Esquema 8,
inicialmente ocorre a protonagdo do respectivo aldeido levando a formagdo do fon oxo6nio
correspondente (119). A segunda etapa consiste no ataque nucleofilico da dialquilfosforilidrazina
a carbonila do aldeido gerando os intermedirios hemiaminais N-protonados (120a e 120b). Este
ataque ocorre por ambas as faces do aldeido. Esta etapa é um processo bimolecular,
entropicamente desfavoravel (AS°<0), e que entalpicamente também nao favorece a formagio
espontanea dos produtos. Conseqiientemente, a reacio inversa (retroadicdo nucleofilica) ocorre
em velocidade competitiva com a adi¢cio nucleofilica, pois nesta etapa uma molécula neutra (no
caso a propria dialquilfosforilidrazina) funciona como grupo abandonador. Contudo, a
transferéncia rdpida de um préton do nitrogénio para o oxigénio, chamada de prototropismo,
embora termodinamicamente desfavordvel, pois o nitrogénio € mais bésico, permite a eliminacio
subseqiiente de uma molécula de 4gua, deslocando o equilibrio na direcio da formacio das
dialquilfosforilidrazonas.

Nesta proposta mecanistica, hd dois fatores que favorecem a formagdo do
diastereoisomero E, que sdo a posicao antiperiplanar entre a molécula de dgua (grupo de saida) e o
par de elétrons do atomo de nitrogénio, € o menor impedimento estérico na rota de formacfo deste
diastereoisomero, uma vez que os grupamentos fenila e fosforamidato estdo em lados opostos.

e Proposta 2 (CARRE er al., 1995): A proposta 2 é baseada na possibilidade da
ocorréncia de coordenagio intramolecular envolvendo o dtomo de f6sforo e o 4tomo de oxigénio
advindo do grupamento carbonila, formando uma estrutura ciclica. O dtomo de fésforo estaria
presente portanto, em duas estruturas isoméricas, ambas em equilibrio, correspondendo as formas
tetracoordenadas (122at e 122bt) e as formas pentacoordenadas (122ap e 122bp), conforme
apresenta 0 Esquema 9. Com o intuito de investigar este mecanismo proposto, assim como
avaliar, através de um modelo tedrico, a formagao preferencial do diastereoisomero £ em relagdo
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ao diatereoisdmero Z, foi realizado um estudo de modelagem molecular, que est4 apresentado no
t6pico 4.6.
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Esquema 8: Mecanismo convencional de obtencao das dialquilfosforilidrazonas (1 a 22).
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Esquema 9: Proposta mecanistica de obtencao das dialquilfosforilidrazonas (1 a 22).
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4.1.6 Determinacio estrutural das dialquilfosforilidrazonas

Os espectros de IV, RMN de 1H, RMN de 13C, RMN de *'P e massas das
dialquilfosforilidrazonas, compostos 1 a 22, estdo no anexo A.

4.1.6.1 Analise por espectrometria de infravermelho

Os espectros de infravermelho dos compostos 1 a 22 apresentam as bandas de
absor¢do caracteristicas das dialquilfosforilidrazonas sintetizadas. As principais bandas de
absor¢do sdo correspondentes as freqiiéncias de estiramento das ligagdes P=0O, P-O-C e
C=N. Nos compostos de fésforo pentavalentes, onde o d&tomo de fésforo estd ligado a um
atomo de nitrogénio e a dos grupamentos alcoxidos, a faixa de freqii€ncia de estiramento
da ligacdo P=0 &, geralmente, de 1198 a 1274 cm™ (THOMAS, p. 28, 1974). J4 a ligacio
P-O-C, como j4 citado, absorve na faixa de 950 a 1018 cm™, enquanto que a ligagio C=N
possui freqiiéncia de estiramento na faixa de 1580 a 1690 cm” (CAMPS & CASTELLS,
1980). A presenca da ligacdo C=N confirma a reacdo entre as dialquilfosforilidrazinas e
os aldeidos aromaticos, formando as dialquilfosforilidrazonas.

A Tabela 9 apresenta as principais bandas de absor¢do presentes nos espectros
de IV dos compostos 1 a 22, incluindo as absor¢des dos grupos substituintes (R;) no
anel aromatico.

Tabela 9: Principais bandas de absor¢do das dialquilfosforilidrazonas sintetizadas.”

(continua)
Comp. P=0 P-O-C C=N N-H Substituinte Ry
1 1237,7 (st)  1014,9 (st) 1585,6 (st)  3116,5(st)  NO, (stas) — 1521,4

NO, (st si) — 1345,9

2 1232,4 (st)  1020,5 (st) 1602,1 (st) 3117,0 (st) NO, (st as) — 1530,8
NO, (st si) — 1350,5

3 1246,8 (st)  1021,5 (st) 1578,4 (st) 3096,2 (st) NO, (stas) — 1518.,0
NO, (st si) — 1343

4 1231,4 (st)  1013,9(st) 1596,9 (st) 3137,2 (st) C=N (st) = 2224,1

5 1231,0 sty 1022,9 (st)  1600,5 (st) 31054 (st)y  OH (st) — 3423,1
C=0 (st) — 1690,5

6 1233,8 (st)  1015,4 (st) 1624,3 (st) 3146,8 (st) O-CH,-O (st) — 938,4
CH (st) = 2967,6

7 1237,5(st)  1000,3 (st) 1526,0 (st) 3143,6 (st) NO, (st as) — 1526,0
NO, (st si) — 1350,6

8 12445 (st) 10234 (st) 1566,7 (st) 3099,9 (st}  NO, (st as) — 1530,4
NO, (st si) — 1350,5
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Tabela 9: Continuacio

9 12474 (st)

10 1245,4 (st)

11 1274,2 (st)

12 1244,2 (st)

13 1238,1 (st)

14 1238,0 (st)

15 1234,8 (st)

16 12282 (st)

17 12252 (st)

18 1220,4 (st)

19 1278,8 (st)

20 1279,8 (st)

1024,5 (st)

1006,8 (st)

1011,0 (st)

1008,3 (st)

1004,1 (st)

1010,7 (st)

1008,1 (st)

991.,2 (st)

1009,0 (st)

974,2 (st)

1004,4 (st)

1007,8 (st)

1578,1 (st)

1597,1 (st)

1603,8 (st)

1624,8 (st)

1609,8 (st)

1606,9 (st)

1609,8 (st)

1609,0 (st)

1613,9 (st)

1607,0 (st)

1613,9 (st)

1604,8 (st)

3097,8 (st)

3144,0 (st)

3196,3 (st)

3112,9 (st)

3177,0 (st)

3119,6 (st)

3114,4 (st)

3194,3 (st)

3321,6 (st)

3297,7 (st)

3178,9 (st)

3178,4 (st)

NO, (st as) — 1515,0
NO, (st si) — 1342,1

C=N (st) — 2226,7

OH (st) —> 3446,3
C=0 (st) > 1684,3

O-CH,-O (st) = 928,8
CH (st) = 2980,7 e
2930,2

OCHj3; (C-O-C st as) —
1266,7

OCHj; (C-O-C st si) —
1084,4

OCH; (st) - 2836,4
OCH; (C-O-C st si) —
1083,0

C-N (st) — 1076,2

OH (st) = 3183.,6
COH (C-O st) =
1198,5

OH (st) = 3180.,6
COH (C-O st) =
1164,8

OH (st) —» 3180,6
COH (C-O st) —
1197,2
OCHj5; (st) — 2839,5
OCHj3; (C-O-C st as) —
1253,2
OCHj; (C-O-C st si) —
1025,0

OH (st) = 3285,6
COH (C-O st) —
1184,5
OCH; (C-O-C st as) =
1221,8
OCH; (C-O-C st si) =
1036,4
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Tabela 9: Continuacio

21 1276,9 (st) 1015,8 (st) 1615,8 (st) 3168,0 (st) OH (st) —» 3285,6
COH (C-O st) >
1213,2
OCHj; (st) —» 28414
OCHj3; (C-O-C st as) —
1243,8
OCHj; (C-O-C st si) —
1060,2

22 1280,8 (st)  1015,9 (st) 1605,2 (st) 3169,3 (st) OH (st) = 3285,6
COH (C-O st) —
1180,5
OCH; (st) — 2898,6
OCH; (C-O-C st as) =
1226,1
OCH, (C-O-C st si) =
1060,7

¥ ~ ~ -1
As absorgoes estao expressas em cm .

4.1.6.2 Analise por espectrometria de RMN de 'H

Na andlise por RMN de 'H hd dois sinais caracteristicos que confirmam a
obtencdo das dialquilfosforilidrazonas. Estes sinais sdo correspondentes ao hidrogénio
iminico com deslocamento quimico (8) na faixa de 7,75 a 8,42 ppm e ao hidrogénio
fosforamidico, que é aquele ligado ao 4tomo de nitrogé€nio em posi¢do O ao dtomo de
fosforo, que apresenta deslocamento quimico na faixa de 7,89 a 9,91 ppm. Este
hidrogénio apresenta a multiplicidade de dupleto, pois acopla com o dtomo de fosforo a
duas ligacdes com constante de acoplamento (J) que varia de 26 a 30 Hz. A literatura
registra que este acoplamento ocorre na faixa de 23 a 53 Hz (THOMAS, 1974).

Além do hidrogénio fosforamidico, os hidrogénios metinicos das cadeias
isopropilicas das diisopropilfosforilidrazonas, também acoplam com o dtomo de fésforo
e com os hidrogénios metilicos, com constante de acoplamento (J) de 8 Hz para o
acoplamento Jype de 6,0 a 8,0 Hz para o acoplamento Jy. A Figura 39, tendo como
base o composto 13, ilustra um padrdo de acoplamento para estes compostos.
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Figura 39: Padrio de acoplamento dos hidrogénios metinicos das
diisopropilfosforilidrazonas.

Os  hidrogénios metilénicos (CH,O) das cadeias propilicas das
dipropilfosforilidrazonas, também acoplam com o &dtomo de fdésforo e com os
hidrogénios metilénicos (CH,CH,0O) que estdo em posi¢cdo o a eles. No entanto, devido
ao sinal destes hidrogénios metilénicos aparecer como um multipleto no espectro de
RMN de lH, nao foi possivel obter os valores das constantes dos acoplamentos Jype Juy.

A Tabela 10 apresenta os deslocamentos quimicos (8), as multiplicidades e as
constantes de acoplamento para os compostos do tipo dipropilfosforilidrazonas. J4 a Tabela
11 apresenta as mesmas informagdes, sendo que referentes as diisopropilfosforilidrazonas.

No anexo A hi dois espectros de RMN de 'H para o composto 10, os quais sdo
representados pela Figura 113 e pela Figura 114. A Figura 113 apresenta o espectro de
RMN de 'H feito em CDCls, onde o sinal para HDO aparece com o deslocamento quimico
em 1,94 ppm. Algumas das dialquilfosforilidazonas apresentam o sinal para HDO na faixa
de 1,83 a 1,94 ppm, enquanto que o sinal para HDO tabelado quando o espectro ¢ feito em
CDCl; € 1,5 ppm (CIL-Data Chart). Com o intuito de confirmar se este sinal era realmente
HDO, o espectro de RMN de 'H do composto 10 foi repetido em DMSO, estando
representado pela Figura 114, onde se observa que ndo ha qualquer sinal na regido de 1,80 a
2,0 ppm, assim como ndo ha quaisquer outros sinais que nio sejam aqueles referentes aos
hidrogénios do composto, a0 DMSO e a HDO, confirmando portanto, que nos espectros
feitos em CDCls, o sinal que aparece na faixa de 1,83 a 1,94 ppm € HDO.

O anexo A também apresenta dois espectros de RMN de 'H para o composto 11, os
quais sdo representados pela Figura 119 e pela Figura 120. A Figura 119 apresenta o espectro de
RMN de 'H feito em DMSO, onde o sinal para o hidrogénio carboxilico aparece desblindado
com deslocamento quimico em 13,02 ppm. Isto ocorre porque este hidrogénio faz ligacio
hidrogénio com o 4tomo de oxigénio do grupamento sulféxido do DMSO, ficando, portanto em
campo mais baixo. O mesmo efeito é observado para o hidrogénio fosforamidico que, em
virtude da ligacdo hidrogénio com o DMSO, também se apresenta desblindado, com
deslocamento quimico em 9,68 ppm. Ja no espectro feito em CDCl; (Figura 120), onde ndo
ocorrem as ligacdes hidrogénios entre composto e solvente, estes sinais estdo mais blindados,
sendo que o sinal para o hidrogénio carboxilico nio aparece no espectro, ou por estar relaxado,
ou por estar trocando com hidrogénios &cidos oriundos de impureza do solvente.
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Conforme relatado no tépico 4.1.5, foi observada somente a formagdo do
diastereoisdmero E, indicando que a reacdo foi 100% diastereoseletiva. A formacdo de
somente um diastereoisdmero é confirmada em todos os espectros de RMN de 'H das
dialquilfosforilidrazonas sintetizadas, pois somente ha um sinal simples (simpleto)
correspondente ao hidrogénio iminico (8 = 7,65 a 9,29 ppm), o que indica a presenga de
somente um diastereoisomero. Para se determinar qual configuragdo estd presente nos
compostos sintetizados, ou seja, se o diastereoisdmero € E ou Z, foi realizado um estudo
através da técnica de NOE (NEUHAUS & WILLIAMSON, 1989), com o objetivo de
correlacionar o hidrogénio iminico (Hb) tanto com o hidrogénio fosforamidico (Ha),
como com o hidrogénio do anel aromético da posi¢do orto (Hc). A Figura 40 apresenta
os hidrogénios alvos do estudo por NOE, ressaltando a distdncia existente entre os
mesmos.

0
RO—, P e N > Ri
T
RO
Ha Hp He

Figura 40: Hidrogénios alvos do estudo por NOE.

O espectro de NOE (Figura 41) confirmou a configuragdo diastereoisomérica £
como a presente para todas as dialquilfosforilidrazonas sintetizadas. O composto
estudado (composto 13, onde R; = H) foi irradiado em dois pontos diferentes.
Primeiramente, irradiou-se o hidrogénio fosforamidico (Ha) em 100%, gerando-se NOE
no hidrogénio iminico (Hb) em 42%. Uma segunda irradia¢do consistiu na incidéncia
sobre o hidrogénio iminico em 100%, gerando-se NOE no hidrogénio fosforamidico em
19% e no hidrogénio do anel aromdtico da posi¢do orto (Hc) em 35%. O padrio de
resposta obtida através da técnica de NOE s6 € possivel para as dialquilfosforilidrazonas
com a configuracdo diastereoisomérica E, confirmando-se, portanto, a obtencdo de
somente este diastereoisdmero.
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Figura 41: Espectro de NOE do composto 13.

Vale ressaltar, que a obtencdo de NOE somente € possivel para os hidrogé€nios
que estdo a uma distancia maxima de 4 A entre si (NEUHAUS & WILLIAMSON,
1989). Este efeito foi confirmado experimentalmente, uma vez que ndo se obteve NOE
no hidrogénio Hc quando se irradiou o hidrogénio Ha, os quais sdo distantes entre si em
4,68 A. Os cilculos da distancia entre os hidrogénios foram feitos através do programa
PC Spartan Pro program (Wavefunction Inc.).

4.1.6.3 Analise por espectrometria de RMN de B¢

No espectro de RMN de BC das dialquilfosforilidrazonas, o sinal caracteristico
da obtenc¢do destes compostos € referente ao carbono iminico, que possui deslocamento
quimico na faixa de 139 a 144 ppm e se apresenta na forma de dupleto, uma vez que

acopla com o atomo de fésforo a trés ligacdes com constante de acoplamento na faixa
de 18 a 22,5 Hz.
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A Tabela 12 apresenta os deslocamentos quimicos (8), as multiplicidades e as
constantes de acoplamento referentes as dipropilfosforilidrazonas, enquanto que a
Tabela 13 apresenta as mesmas informagdes para as diisopropilfosforilidrazonas. Nestas
tabelas também sdo descritos 0s acoplamentos, a duas e trés ligacdes, entre os carbonos
da cadeia alquilica do alcéxido e o 4tomo de fosforo.

Para todos os compostos da Tabela 13 ha dois sinais referentes aos carbonos
metilicos, que se encontram em ambientes quimicos diferentes, devido ao impedimento
estérico do grupamento isopropila.

Dentre as 22 dialquilfosforilidrazonas sintetizadas, algumas possuem carbonos
que estdo, a principio, num ambiente eletrénico equivalente, como por exemplo, os
carbonos em posicdo orto ao grupo nitro no composto 8; porém no espectro de RMN de
13C estes carbonos apresentam deslocamentos quimicos diferentes. Com o objetivo de se
assinalar corretamente o deslocamento quimico destes carbonos, foram realizados
espectros bidimensionais de HETCOSY para os compostos 7, 8, 11, 12, 14, 17, 21 e 22.
Os espectros de HETCOSY estdo no anexo A.
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4.1.6.4 Analise por espectrometria de RMN de p

Para os compostos 1 a 16 os espectros de RMN de 3P estdo totalmente
desacoplados. Nestes espectros s6 hd um sinal de fésforo, o que indica a presenca de
somente um composto fosforado, confirmando que hd somente uma forma
diastereoisomérica. J4 os espectros dos compostos 17 a 22 foram obtidos no modo
acoplado. Nestes espectros é possivel observar os acoplamentos do dtomo de fésforo
com o hidrogénio fosforamidico, na faixa de 26,4 a 28,4 Hz, e com os hidrogénios da
cadeia do alcoxido, na faixa de 7,2 a 8,1 Hz.

A Tabela 14 apresenta os deslocamentos quimicos (8) obtidos na anélise de RMN
de *'P.

Tabela 14: Dados de RMN de *'P (continua).

é em ppm
Composto (multiplicidade)”

1 2,46

2 2,82

3 2,53

4 2,59

5 2,90

6 3,40

7 0,47

8 0,86

9 0,53

10 0,62

11 0,93

12 1,49

13 1,32

14 1,21

15 1,69

16 2,14

17 0,35 (dt)
JHP = 8,0
Jup =272

18 0,79 (dt)
JHP = 8,0
JHP = 27,2

19 0,72 (dt)
JHP = 7,2
JHP = 26,4
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Tabela 14: Continuagéo
20 0,75 (dt)
Jwr = 8,0
Jwp = 26,4

21 2,67 (dt)
JHP = 8,1
Juwp =275

22 2,62 (dt)
Juwr =729
Jup =284

* Os valores das constantes de acoplamento estdo em Hz.

Com base nos dados da Tabela 14, verifica-se que o grupamento isopropil exerce
um efeito de blindagem sobre o dtomo de fésforo se comparado ao grupamento propil.
Este efeito pode ser atribuido ao volume maior do grupamento isopropil em relacdo ao
grupo propil, o que ocasiona uma protegio estérica sobre o dtomo de fésforo.

Os dados da Tabela 14 também indicam uma tendéncia do dtomo de fésforo
estar em campo mais alto (mais protegido) quando da presenca de substituintes R,
retiradores de elétrons no anel aromdtico. Este efeito é claramente observado nas
diisopropilfosforilidrazonas monossubstituidas (compostos 7 a 16), que quando R,
exerce efeito doador de elétrons (compostos 12, 14, 15 e 16), o deslocamento quimico
do atomo de fosforo varia de 1,21 a 2,14 ppm, sendo maior para os compostos 15 e 16
que ttm R; em posicdo para. Ja quando R; exerce efeito retirador de elétrons
(compostos 7 a 11), o deslocamento quimico varia de 0,47 a 0,93 ppm, sendo os
menores valores para R; = 0-NO; e p-NO,, que exercem o maior efeito retirador dentre
os substituintes. O Esquema 10 explica o porqué de este efeito ocorrer. Quando um
grupo retirador de elétrons € um substituinte do anel aromético, os elétrons presentes ao
longo da cadeia nas dialquilfoforilidrazonas se deslocam, a partir do par de elétrons do
nirogénio fosforamidico, no sentido do grupo retirador de elétrons, de forma que o
nirogénio fosforamidico fica com uma densidade eletrénica menor. Com o objetivo de
compensar a deficiéncia eletrdnica de sua vizinhanga, o dtomo de fésforo, que possui,
quando na forma pentavalente e tetracoordenado como nas dialquilfoforilidrazonas,
cardter eletropositivo, “puxa” elétrons do dtomo de oxigénio, que tem pares de elétrons
livres, ficando desta forma blindado. DA SILVA e colaboradores estudou a capacidade
do atomo de fésforo pentacoordenado “puxar” elétrons de heterodtomos ligados a si
quando da presencga de grupos retiradores de elétrons (DA SILVA et al., 1997).

0 o°
~ N
e @O 00 7= N2
“@ o v oo
N B N
R //P\I-S‘/ e <> RO—P 9~ \C/
| RO
RO | H H H

Esquema 10: Estruturas em equilibrio no composto diisopropilfosforil p-
nitrofenilidrazona.
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4.1.6.5 Analise por espectrometria de massas

No espectro de massas das dialquilfoforilidrazonas sintetizadas, ha a presenca do
fragmento (m/z)+1 correspondente a m/z = 98, sendo que em muitos casos este fragmento é
correspondente ao pico base. Na proposta de fragmentagdo apresentada no Esquema 11, este
fragmento € obtido a partir de trés rearranjos analogos ao rearranjo de McLafferty. Inicialmente,
o0 hidrogénio iminico se rearranja, ligando-se ao oxigénio fosforamidico, ocorrendo a liberacdo
de uma molécula aromadtica neutra e a formacio do fragmento m/z = 181. Na seqiiéncia,
ocorrem dois rearranjos analogos ao rearranjo de McLafferty, envolvendo os hidrogé€nios das
duas cadeias alquilicas do alcdxido, levando a formacao do fragmento m/z = 97.

T ]
B Y ¢ -

C
I 17 b P
RO g SN RO R0y
RO | / N RO RO
H RO | H
H m/z= 181
m/z= 181

H _\ +e H(\{ —‘ +e _\ +e o _‘ +e
Hal/ / OH H
C (0]
\Ed LII H J(Q CEII H O—P//N/ Ho/lpl\ Ve
O/P\N/ O/ \ - \ \ / 1TI
/o ) or H HO g

o
N H \( H PN re 140 X miz=97

Esquema 11: Proposta de fragmentacdo para a obtencio do fragmento m/z = 97.

Nos espectros de massas das dialquilfosforilidrazonas, também se observa a presenca
de fragmentos que sdo oriundos dos mesmos rearranjos andlogos ao de McLafferty
apresentados no Esquema 11, porém nestes casos estes rearranjos ocorrem em uma
sequéncia diferente, gerando, além do fragmento m/z = 97, outros fragmentos, conforme
apresenta o Esquema 12, que exemplifica a proposta de fragmentacdo para a
dialquilfosforilidrazona 8.

@Tg Sl

/kﬁ (H N

O/\

PN / If
H

+ e /\ —‘ + e
+e
(0}
H\CQ\NO Ho /©\ Il H

OH I 2 j@//»c NO, Ho— P
HO—_ | s ||/,7 A o /
//P\ N/ f— HO//P\N/ HO H
0 I‘—I m/z =245 HO I|—I H]/Z = 245 mz =97

Esquema 12: Proposta de fragmentacdo para a dialquilfosforilidrazona 8.
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As propostas de fragmentag@o apresentadas no Esquema 11 e no Esquema 12,
originam o fragmento m/z = 97, porém o que se observa nos espectros de massas das
dialquilfosforilidrazonas sintetizadas € o fragmento m/z = 98. Acredita-se, que isto
ocorra devido aos espectros de massas terem sido realizados num espectrometro de
massas do tipo “fon trap”, onde os fons gerados pela fragmentacdo ficam acumulando
no trap (“armadilha”), local onde ocorrem vérias colisdes entre as moléculas presentes
(WATSON, 1997). Sendo assim, foi observado que para o fragmento m/z = 97, ocorreu
a transferéncia de um préton (HY), que gerou o fragmento m/z = 98. Este mesmo efeito
ocorre para o pico do fon molecular de vdrias dialquilfosforilidrazonas e para os
fragmentos apresentados no

Esquema 12, onde o que se observa no espectro de massas sdo os fragmentos
m/z = 330, m/z = 288, m/z = 246 (pico base) e o m/z = 98.

4.1.7 Tentativa de uma rota alternativa para a sintese das dialquilfosforilidrazonas

Com o objetivo de se avaliar a melhor rota de sintese para a obtencdo das
dialquilfosforilidrazonas, no inicio do desenvolvimento deste projeto, foi testada uma
rota sintética alternativa a apresentada no tépico 4.1.5. Esta rota sintética envolveu duas
etapas, sendo a primeira correspondente a reagdo dos aldeidos aromadticos com a
hidrazina monohidratada, formando uma hidrazona, seguido da rea¢do desta hidrazona
com o fosfonato de dialquila correspondente. Esta rota de sintese foi testada com o
fosfonato de diisopropila e com os aldeidos p-nitrobenzaldeido e p-metoxibenzaldeido,
conforme apresenta o Esquema 13.

Ry

H O
74
HC], 25°C
—_— T + H,O
NHNH;  + CH;CH,0H ?
312 H,NN=C (123)
AN
H
Ry

H Y H

__P_ HNN=C NaOH, ETOH/H,0, CCly ‘\rO\ﬁ/ \N’:c/

(0] + >
o/ H 1) 0°C, 10 min; 2) vide o texto
; 0
)\ a seguir (124)
(123) R,
+ NaCl + CHCl + H,0 R

Rl = -N02 ou -OCH3

Esquema 13: Rota alternativa de sintese das dialquilfosforilidrazonas.

A primeira etapa levou, apds 4 h, a sintese do composto 123. Os rendimentos
obtidos foram de 85% para R; = p-NO, e 58,5% para R; = p-OCHj3. Ja a sintese do
composto 124, tanto para R; = p-NO,, quanto para R; = p-OCHj3, gerou uma mistura do
reagente e o correspondente produto, verificada por cromatografia em camada fina e por
RMN de 'H, mostrando uma quantidade muito superior do reagente em relagio ao
produto. A tentativa de sintese do composto 124 para R; = p-NO, ocorreu com o
sistema sendo aquecido a 80°C por 10h. Ja a tentativa de sintese do composto 124 para
R; = p- OCHj; ocorreu durante 10h a 80°C, com posterior adi¢do de acetona, numa
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tentativa de aumentar a solubilidade do meio reacional, sendo portanto o meio aquecido
por mais 8h. Uma vez que esta rota sintética alternativa mostrou-se insatisfatoria nas
condicdes reacionais testadas, decidiu-se sintetizar as dialquilfosforilidrazonas através
da rota de sintese apresentada no tépico 4.1.5.

4.2 N,N’-bis(dialquilfosforiltioamida)diaminas

A sintese das N,N’-bis(dialquilfosforiltioamida)diaminas ocorre conforme a rota
de sintese apresentada no Esquema 14.

O O O

I Cl I I
P b P NH,NCS P
RO\ —> RO~ "N —————= RO— N
RO RO RO °C

Xs

[l
H,N—R'—-NH
2 RO//P\N 2 2; RO/P\ )K /lk /P\OR

N N R—
Cag
h H H

= -CH2CH2-; -CH2CH2CH2-; -CHz(CH2)2CH2-.
Esquema 14: Rota de sintese das N,N’-bis(dialquilfosforiltioamida)diaminas.

4.2.1 Sintese dos fosforocloridatos de dialquila

A substitui¢cdo de um dtomo de hidrogénio por um 4tomo de cloro, aumenta o
potencial eletrofilico do dtomo de fésforo, gerando os fosforocloridatos de dialquila,
que sdo derivados mais reativos que os fosfonatos de dialquila. O Esquema 15 apresenta

trés formas distintas para a obten¢éo de fosforocloridatos de dialquila.
Cl

o (KENER, 1952) o

!I\) SO,Ch |
RO~/ ™ - RO~/ ™~

/ H (ATHERTON, 1948) RO/ Cl

Cl,

o—

>
>

(MC COMBIE, 1945)
Esquema 15: Formas distintas de obtencdo de fosforocloridatos de dialquila.

Em virtude da facilidade e eficiéncia da reacdo com cloro gasoso, aliada a
disponibilidade deste reagente no laboratdrio, a rota de sintese envolvendo a reacdo de 1
mol de fosfonato de dialquila com 1 mol de cloro gasoso (Esquema 16), foi a forma
escolhida para a obtencdo dos fosforocloridatos de dialquila.
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0 0
Il 1) 0 °C, 40 min I
_P + Ch 5 > P + HCl
RO/ Ny 2)25°C.15mn N2 RO/ N
RO RO

(125) R = propil; (126) R = isopropil; (127) R = butil; (128) R = isobutil.

Esquema 16: Reagdo de obteng@o dos fosforocloridatos de dialquila.

Os fosforocloridatos de dialquila sdo extremamente higroscépicos, devendo ser
manuseados rapidamente. O mecanismo de obtencdo dos fosforocloridatos de dialquila
¢ apresentado no Esquema 17.

0
Il 99 % s
RO~ Pl — RO—, OH
RO H 1% RO
a
P c-c — > +
RO\ + P
R —
ro’ OH 1(1)0/ SoH
cl 0

S
ey + ay — I + HCI
RO7 \6— H RO// P\

(125) R = propil; (126) R = isopropil; (127) R = butil; (128) R =

Esquema 17: Mecanismo de sintese dos fosforocloridatos de dialquila.
Os rendimentos obtidos na sintese destes compostos sdo apresentados na Tabela 15.

Tabela 15: Rendimento de sintese dos fosforocloridatos de dialquila.

(RO),P(O)C1
R Rendimento (%)
propil 99
isopropil 90
butil 99
isobutil 96
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4.2.2 Determinacao estrutural dos fosforocloridatos de dialquila

Os espectros de IV, RMN de '"H ¢ RMN de C dos fosforocloridatos de
dialquila estdo no anexo A.

4.2.2.1 Analise por espectrometria de infravermelho

O principal indicativo da ocorréncia da reacdo dos fosfonatos de dialquila com o cloro
gasoso é o desaparecimento da banda de absorcdo, em aproximadamente 2425 cm’,
caracteristica de deformac@o axial da ligacdo P-H. Excetuando-se a presenca desta banda e da
banda referente ao estiramento da ligacdo OH, ja discutida no t6pico 4.1.2.1, todas as demais
bandas presentes no espectro de infravermelho dos fosforocloridatos de dialquila sdo
equivalentes aquelas presentes no espectro de infravermelho dos fosfonatos de dialquila.

A Tabela 16 apresenta os valores das bandas de absor¢do dos fosforocloridatos
de dialquila sintetizados.

Tabela 16: Principais bandas de absorcio do fosforocloridatos de dialquila.”

(RO),P(0)Cl
R P=0 P-O-C
Propil 1251,7 (st) ~ 1024,7 (st)
Isopropil 12493 (st)  1017,8 (st)
Butil 1260,0 (st)  1029,5 (st)

Isobutil 1297,5 (st) ~ 1022,0 (st)

¥ ~ ~ -1
As absorgoes €stao expressas em cm .

4.2.2.2 Analise por espectrometria de RMN de '"H

O espectro de RMN de 'H dos fosforocloridatos de dialquila é similar ao dos
fosfonatos de dialquila, a diferenca existente é a auséncia do dupleto referente ao 4tomo
de hidrogénio ligado ao d4tomo de fésforo.

A Tabela 17 apresenta os valores dos deslocamentos quimicos e as multiplicidades
para todos os hidrogénios presentes nos fosforocloridatos de dialquila.

Tabela 17: Dados de RMN de 'H dos fosforocloridatos de dialquila sintetizados.

3 em ppm (multiplicidade)”

Comp. CH, 0P CH,CH,OP CH,(CH,),;OP (CH;),CHOP (CH3), CHCH,OP
125 n=2 n=2 nl=2,n=3 - -
4,15 (m)/4H 1,78 (m)/4H 0,99 (m)/6H
126 n=1 - - 1,35 (m)/12H -
4,77 (m)/2H
128 n=2 n=1 - - 0,95 (d)/12H
3,94 (m)y/4H 1,97 (m)/2H Ju= 6,0

* Os valores das constantes de acoplamento estdo em Hz.
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4.2.2.3 Anilise por espectrometria de RMN de *C

Os espectros de RMN de "C dos fosforocloridatos de dialquila apresentam os
sinais caracteristicos dos carbonos da cadeia alquilica do alcéxido, que acoplam com o
atomo de fosforo a duas e trés ligacdoes em 7,5 Hz. A Tabela 18 apresenta os sinais de
carbono caracteristicos do fosforocloridato de dipropila.

Tabela 18: Dados de RMN de "*C do fosforocloridato de dipropila.

8 em ppm (multiplicidade)”

Composto CH; CH,CH;O CH,0
125 9,81 23,11 (d) 70,77 (d)
JCP = 4,5 JCP = 7,5
23,29 (d) 71,41 (d)
JCP = 7,5 JCP = 7,5

* Os valores das constantes de acoplamento estdo em Hz.

4.2.2.4 Analise por espectrometria de massas

No espectro de massas de todos os fosforocloridatos de dialquila sintetizados, o
pico base possui relacio massa/carga (m/z) correspondente a 117. Na proposta de
fragment¢do apresentada no Esquema 18, este fragmento é proveniente do rearranjo
andlogo ao de McLafferty, envolvendo os hidrogénios metinicos presentes nas duas
cadeias alquilicas dos compostos. O Esquema 18 apresenta a obtencdo deste fragmento
tendo como exemplo o fosforocloridato de diisobutila.

0) +e H'§C H +e o “ OH—\ +e
O \3\{ Rearranjo andlogo N p—
/ N\

—_— P " O
07/ HC 1 '%\ ao de McLafferty
0) — 0— P\ - o Cl
/ al w
0)
- mz=1725
m/z=228,5 m/z = 228,5
+e
(0] +e
\\P/ OH Rearranjo andlogo OH
/ ao de McLafferty l OH
(@) Cl > O;P

>W .
miz=172,5 - m/'z=116,5 (m/z=117)

Esquema 18: Proposta de formagado do fragmento m/z = 117.

Para todos os fosforocloridatos de dialquila obtidos é possivel observar o pico do
ion molecular em seus respectivos espectros de massas.
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4.2.3 Sintese dos fosforoisotiocianatidatos de dialquila

Os fosforoisotiocianatidatos de dialquila sdo obtidos a partir da reacdo de 1 mol
de fosforocloridato de dialquila com 1 mol de tiocianato de amdnio, em meio anidro,
conforme apresenta o Esquema 19 (KULKA, 1959).

0 0
|| NH,NCS Benzeno ||
P + 5 , > P + NH,CI
~ 1 1 N “7\
RO/ N )07C, 10min, Ny RO/ g
RO 2)25°C, 24 h, N, RO

Esquema 19: Reagdo de obtengdo dos fosforoisotiocianatidatos de dialquila.

O mecanismo de obtencdo dos fosforoisotiocianatidatos de dialquila ¢é
apresentado no Esquema 20.

O o
]l o

RO— P @

® Yy © RO b N
_ —P—N=C=S$
Cl + NLZN=C-S — > + NH,
< \/ Ro” i

© (0]
@)
< e

RO—P_N=C=$ + NH; —> RO— /""=N__ + NH,CI

~I

ROZ\CI RO S
(129) R = isopropil; (130) R = butil; (131) R = isobutil.

Esquema 20: Mecanismo de sintese dos fosforoisotiocianatidatos de dialquila.

Apesar do elevado potencial eletrofilico do dtomo de fésforo, o que torna
propicia a reagdo, a obten¢do dos fosforoisotiocianatidatos de dialquila é complicada,
pois o produto formado é extremamente instivel. Em todos os casos em que a reacdo foi
utilizada, tendo benzeno com solvente (SOUZA, 1995), obteve-se ao término da reacio
o precipitado de cloreto de amdnio e uma solugdo amarela, a qual continha
majoritariamente o produto e o solvente. Durante o tratamento do filtrado (solucdo
amarela), a coloragdo deste evoluia rapidamente para laranja intenso, indicando uma
possivel degradacao do meio. Com o objetivo de se tentar contornar este problema e
também visando uma maior solubilidade do tiocianato de amonio no solvente, realizou-
se um teste tendo acetonitrila como solvente, na sintese do fosforoisotiocianatidato de
diisopropila. Na reacdo com acetonitrila, durante todo o tempo, incluindo a etapa de
filtracdo, a fase liquida ficou com coloracdo amarela, ndo escurecendo durante a
manipulagdo.

Em todas as rea¢des o pH dos fosforoisotiocianatidatos de dialquila obtidos foi
igual a zero.

O tiocianato de amdnio utilizado em todas as reacdes foi seco em aparelhagem
Dean-stark através de uma destilagdo azeotrépica com tolueno. Esta secagem € realizada
para remover a agua residual deste sal, sendo o procedimento com Dean-stark mais
eficiente que o método convencional de secagem em estufa (SOUZA, 1995).
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Os  fosforoisotiocianatidatos  de  dialquila  sintetizados  foram o
fosforoisotiocianatidato de diisopropila, o fosforoisotiocianatidato de dibutila e o
fosforoisotiocianatidato de diisobutila. Apesar de vdrias tentativas de sintese, o
composto fosforoisotiocianatidato de dipropila ndo foi obtido.

Os rendimentos obtidos na sintese dos fosforoisotiocianatidatos de dialquila sio
apresentados na Tabela 19.

Tabela 19: Rendimento da sintese dos fosforoisotiocianatidatos de dialquila.

(RO),P(O)NCS
R Rendimento (%)
isopropifk 66
isopropil 43
butil 70
isobutil 52

* ~
Sendo benzeno o solvente da reacéo.

ok . . =
Sendo acetonitrila o solvente da reacdo.

Com base nos rendimentos de sintese apresentados na Tabela 19, conclui-se que
a reacdo tendo acetonitrila como solvente, ndo ocasiona qualquer vantagem em relacdo
a reacdo com benzeno.

4.2.4 Determinacao estrutural dos fosforoisotiocianatidatos de dialquila

Os fosforoisotiocianatidatos de dialquila foram caracterizados através das
espectrometrias de infravermelho, ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e
espectrometria de massas. Os espectros referentes a estas andlises estdo no anexo A.

4.2.4.1 Analise por espectrometria de infravermelho

Os fosforoisotiocianatidatos de dialquila possuem uma absor¢do caracteristica na
regido do infravermelho referente ao estiramento assimétrico do grupo isotiocianato
(N=C=S) ligado ao atomo de fosforo (CAMPS et al., 1980). Este estiramento reflete-se
como uma banda de absor¢do intensa em aproximadamente 2000 cm™.

A Tabela 20 apresenta os valores das principais bandas de absor¢do das ligagdes
dos fosforoisotiocianatidatos de dialquila sintetizados.

Tabela 20: Principais bandas de absorcio dos fosforoisotiocianatidatos de dialquila.”

(RO),P(O)NCS
R P=0 P-0O-C N=C=$
isopropil 12462 (st) 10154 (st)  2000,0 (st as)
butil 1229,8 (st) 10357 (st)  2027,1 (st as)

isobutil 1279,2 (st) ~ 1031,9(st)  2002,8 (st as)

E3 = = -1
As absorgoes estao expressas em cm .
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O espectro de infravermelho do composto fosforoisotiocianatidato de dibutila
apresenta uma banda de absorcdo intensa em 3421,8 cm™, que é caracteristica do
grupamento OH, o que indica uma possivel hidrélise de parte do composto.

4.2.4.2. Analise por espectrometria de RMN de '"H

O espectro de RMN de 'H dos fosforoisotiocianatidatos de dialquila é similar ao dos
fosforocloridatos de dialquila, uma vez que em ambos os Unicos hidrogénios existentes sao
aqueles da cadeia alquilica.

A Tabela 21 mostra os valores dos deslocamentos quimicos e as multiplicidades
para o fosforoisotiocianatidato de diisopropila (129) e o fosforoisotiocianatidato de
diisobutila (131).

Tabela 21: Dados de RMN de 'H dos fosforoisotiocianatidatos de dialquila.

8 em ppm (multiplicidade)”

Comp. CH,OP CH,CH,OP (CH3),CHOP  (CHs), CHCH,OP
129 n=1 - 1,29 (m)/12H -
4,63 (m)/2H
131 n=2 n=1 - 0,93 (d)/6H
3,87 (m)y/4H 1,96 (m)/2H Ju= 6,0
0,96 (d)/6H
JHH= 6,0

* Os valores das constantes de acoplamento estdo em Hz.

4.2.4.3 Analise por espectrometria de massas

No espectro de massas do composto fosforoisotiocianatidato de diisobutila
(131), o pico base é correspondente ao fragmento m/z = 140. Assim como no caso das
dialquilfosforilidrazonas, este fragmento é devido a transferéncia de um proéton, para a
molécula de um fragmento, no caso o fragmento m/z = 139, originando o fragmento
(m/z)+1 = 140. Conforme a proposta de fragmentacido apresentada no Esquema 21, o
fragmento m/z = 139 ¢é oriundo de dois rearranjos andlogos ao rearranjo de Mc Lafferty
dos hidrogé€nios metinicos nas cadeias isobutilicas. J& no caso dos compostos
fosforoisotiocianatidato de diisopropila (129) e fosforoisotiocianatidato de dibutila
(130), o pico base é o pico do ion molecular mais um préton, sendo equivalente a,
respectivamente, (m/z)+1 =224 e (m/z)+1 = 252. O fragmento m/z = 140 também esta
presente no espectro de massas dos compostos 129 e 130. O Esquema 21 mostra a
obtencdo do fragmento m/z = 139 para o composto fosforoisotiocianatidato de
diisobutila.
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Esquema 21: Proposta de obtengdo do fragmento m/z = 139 para o composto
fosforoisotiocianatidato de diisobutila.

4.2.5 Sintese das N,N’-bis(diisobutilfosforiltioamida)diaminas

A sintese dos compostos bis-[(dcido fosforamidico, éster de diisobutila), N-
tioxometileno]-, diamina, também denominados neste trabalho de N,N’-
bis(diisobutilfosforiltioamida)diaminas, ocorre a partir da reacéo de adi¢do de 2 mol do
fosforoisotiocianatidato de diisobutila com 1 mol da diamina correspondente (DAVID
etal., 1978; SOUZA, 1995), conforme apresenta o Esquema 22.

/P
[6)
benzeno 25°C
24 h
Y\O/P )k )k / :
N—R'

‘(\ H H }
(23) R' = -CH,CH,-
(24)R' = -CH,CH,CH,-

(25) R = -CH,(CH,),CH,-

Esquema 22: Sintese das N,N’-bis(diisobutilfosforiltioamida)diaminas.
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O mecanismo desta reagdo (Esquema 23) envolve o ataque nucleofilico do nitrogénio
da diamina ao carbono do grupamento isotiocianato, que possui carater eletrofilico.

H R—NH
NEV4 2

O (0] N
|1l ,/wL\H N-R-NH, —> L
Y07 N : : YO7P\N4C\ )

NS
o Tl S

H_ /R'—I\‘IH2 H_ /R'—NHQ

0 .

I — .

o—F~ __C o—F~ _C

Y O/ NF \S@ O/ NZ \SH

; H R—NH, H R—NH,

\_ AN

o N (0] N:

| — | |’

C

Esquema 23: Mecanismo de obten¢do das N,N’-bis(diisobutilfosforiltioamida)diaminas.

Os compostos NN -bis(diisobutilfosforiltioamida)l,2-etilenodiamina ~ (23), N,N’-
bis(diisobutilfosforiltioamida)1,3-propilenodiamina (24) e N,N -bis(diisobutilfosforiltioamida)1,4-
butilenodiamina (25) foram sintetizados, respectivamente, com os rendimentos de 18,26 e 26 %.

Apesar das vdrias tentativas, ndo se conseguiu sintetizar os compostos com o esqueleto
base N,N’-bis(diisopropilfosforiltioamida)diaminas e N,N’-bis(dibutilfosforiltioamida)diaminas.
As tentativas de sintese envolveram a realizacdo das reacdes em diferentes condigdes de
temperatura, tempo de reagdo e solvente. Com o objetivo de se garantir a
nucleofilicidade dos dtomos de nitrogénio presentes nas diaminas, estas foram utilizadas
em excesso, em conjunto com outras alteragdes no meio reacional. Em outras tentativas
a base utilizada foi a trietilamina. AGRE e colaboradores estudaram a reagdo de
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diaminas com isotiocianatos e isocianatos, dentre as diferentes condi¢des estudadas esta
o uso de diferentes solventes, como alcool isopropilico e cloroférmio (AGRE et al,
1980). Outros compostos que também foram alvo de tentativas de sintese sem sucesso, foram
a N,N -bis(diisobutilfosforiltioamida)piperazina, a diisobutilfosforiltioamidatiosemicarbazida,
a diisobutilfosforiltioamidatiouréia, o bis(diisobutilfosforiltioamida)l,2-etilenoditiol e o
bis(diisobutilfosforiltioamida)1,3-propilenoditiol.

4.2.6 Determinacio estrutural dos compostos N,N’-bis(diisobutilfosforiltioamida)
diaminas

As N,N’-bis(diisobutilfosforiltioamida)diaminas sintetizadas foram
caracterizadas através das espectrometrias de infravermelho, ressonincia magnética
nuclear de hidrogénio, ressonincia magnética nuclear de carbono 13, ressonancia
magnética nuclear de fésforo e espectrometria de massas. Os espectros referentes a estas
analises estdo no anexo A.

4.2.6.1 Analise por espectrometria de infravermelho

As absor¢des caracteristicas das N,N’-bis(diisobutilfosforiltioamida)diaminas
sdo aquelas referentes ao estiramento de N-C(S)-N, na regido de 1325-1345 cm'l,
aquelas referentes ao estiramento de P=0 na regido em torno de 1230 cm™, aquelas na
faixa de 980-1040 cm™ para o estiramento de P-O-C e ainda, as absor¢des referentes
ao estiramento da ligagdo N-H na faixa de 3130 a 3280 cm’ e a deformacdo de N-H
em 1520-1535 cm™.

As principais bandas de absor¢do das N,N’-bis(diisobutilfosforiltioamida)diaminas
23, 24 e 25 estdo na Tabela 22.

Tabela 22: Principais bandas de absor¢io das N,N’-bis(diisobutilfosforiltioamida)diaminas.”

Composto N-H N-H N-C(S)-N P=0 P-O-C
23 2?;;; E:g 1519,6 (8) 1343,6 (st) 12328 (st)  1027,0 (st)
24 gﬁg? E:g 1532,0 () 1328,6 (st) 1233,8 (st) 1022,0 (st)
25 g?g;i E:g 1534,2 (8) 1342,0 (st) 1234,0 (st) 1031,2 (st)

ES ~ ~ -1
As absorgoes estao expressas em cm .

4.2.6.2 Analise por espectrometria de RMN de '"H

Analisando os espectros de RMN de 'H das N,N’-bis(diisobutilfosforiltioamida)
diaminas obtidas, observa-se todos os sinais, com as respectivas integracdes, referentes
aos hidrogénios das moléculas, sendo o mais caracteristico aquele referente ao N-H
ligado ao atomo de fosforo, que possui constante de acoplamento na faixa de 2 a 8 Hz.

A Tabela 23 apresenta os valores dos deslocamentos quimicos e as multiplicidades
para todos os hidrogénios presentes nas N,N’-bis(diisobutilfosforiltioamida)diaminas
obtidas.
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Tabela 23: Dados de RMN de 'H das N,N’-bis(diisobutilfosforiltioamida)diaminas sintetizadas.

3 em ppm (multiplicidade)”

Comp. HN-P=0 H-NCH, CH,OP N-CH, N-CH,CH, CHCH,OP (CH;), CHCH,OP
23 6,94 (d)/2H 9,12 (s)/2H 3,86 (m)/8H 3,86 (m)/4H - 1,95 (m)/4H 0,94 (d)/24H
Jup =380 J="7,0
24 6,54 (d)/2H 8,99 (s)2H 3,86 (m)/SH 3,70 (m)/4H 1,96 (m)/2H 1,96 (m)/4H 0,94 (d)/24H
Jup=8,0 Jm=17,0
25 6,53 (d)/2H 8,96 (s))2H 3,83 (m)/SH 3,63 (m)/4H 1,70 (m)/4H 1,96 (m)/4H 0,94 (d)/24H
‘]HP = 2,0 ‘]HH:7sO

* Os valores das constantes de acoplamento estdo em Hz.

4.2.6.3 Analise por espectrometria de RMN de B¢

Os espectros de RMN de BC das N,N’-bis(diisobutilfosforiltioamida)diaminas
apresentam todos os sinais caracteristicos correspondentes aos compostos sintetizados.

A Tabela 24 apresenta os valores dos deslocamentos quimicos e as multiplicidades
para todos os carbonos presentes nas N,N’-bis(diisobutilfosforiltioamida)diaminas obtidas.

Tabela 24: Dados de RMN de "*C dos compostos N,V -bis(diisobutilfosforiltioamida)diaminas.

3 em ppm (multiplicidade)”

Composto C=S __ CH,OP  N-CH, N-CH,CH, CHCH,OP (CH,),CHCH,0P
23 182,78 Jc7p3;967,0 44,01 i Jcigfi 5 18,53
24 182,05 Jc7p3;92, SENPERT 27,72 chpgfg”o 18,56
25 181,80 JC7P3;969,0 4558 25,84 chpgfi ; 18,53

* Os valores das constantes de acoplamento estdo em Hz.

Nos espectros de RMN de C dos compostos sintetizados, verifica-se a presenca
do acoplamento dos carbonos da cadeia isobutilica com o dtomo de foésforo a 2 e a 3
ligacdes. Estes acoplamentos (Tabela 24) sdo, respectivamente, referentes ao carbono
metilénico em 74 ppm, com Jcp na faixa de 4,5 a 6,0 Hz, e ao carbono tercidrio, em
torno de 29 ppm, com Jcp entre 6,0 e 7,6 Hz.

4.2.6.4 Analise por espectrometria de RMN de p

Os espectros de RMN de 3lp para os compostos 23, 24 e 25 estdo totalmente
desacoplados. A Tabela 25 apresenta os deslocamentos quimicos (8) obtidos na anélise
de RMN de *'P.

Tabela 25: Dados de RMN de *'P para os compostos 23, 24 e 25.

Composto 3 (ppm)
23 -3,47
24 - 3,93
25 -395
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4.2.6.5 Analise por espectrometria de massas

Nos espectros de massas das N,N’-bis(diisobutilfosforiltioamida)diaminas o
pico base, cuja relacdo massa carga (m/z) corresponde a 140 é, segundo a proposta de
fragmentacgdo apresentada no Esquema 24, proveniente de dois rearranjos andlogos ao
rearranjo de McLafferty, envolvendo, cada um, um atomo de hidrogénio das cadeias
isobutilicas presentes na estrutura molecular. Os fragmentos m/z = 252 e m/z = 196,
gerados nesta seqiiéncia de fragamentacdo, também sdo dois sinais intensos nos
espectros de massas.

b A

N—R—

{HHH \ﬁ

SG-) Rearranjo andlogo \\P/ OH ®
cZ>  aode McLafferty A=
w |
>~ H
o m/z= 196
O\\P _OH Rearranjo andlogo ICI) P (g)
de McLaff 7
/ \N/CZS ao de McLafferty g HO//P\ /C/
0 | w HO |
H > H
m/z = 196
m/z= 140

Esquema 24: Proposta de obtencdo dos fragmentos m/z = 252, m/z = 196 e
m/z = 140 dos compostos N,N’-bis(diisobutilfosforiltioamida)diaminas.
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4.3 Ensaios sobre a enzima tirosinase

Os compostos sintetizados neste trabalho foram avaliados quanto a agdo sobre a
atividade difenolase da enzima tirosinase, ou seja, quanto a capacidade de inibirem a
conversio da L-DOPA em dopacromona (Figura 21). A substincia dopacromona
absorve em 475 nm e, neste comprimento de onda, a absorvancia da mistura composta
por L-DOPA e tirosinase aumenta a medida que a dopacromona é formada. Sendo
assim, compostos que inibem a formagao da dopacromona promovem, quando presentes
no meio L-DOPA e tirosinase, uma redug@o no valor da absorvancia da mistura.

Como triagem inicial, os compostos foram testados na concentragdo de 660 WM.
Os resultados obtidos estdo na Tabela 26.

Tabela 26: Acdo dos compostos sobre a atividade difenolase da enzima tirosinase.

Composto % de inibicao
1 19
2 22
3 0
4 25
5 90
6 7
7 14
8 64
9 0

10 21
11 g
12 37,5
13 74
14 14
15 7
16 kg
17 kg
18 33
21 kg
22 ek
23

24

25

* Compostos insoldveis.
** Compostos que aumentaram a absorvancia da solucgdo testada.

Os compostos 11, 23, 24 e 25 foram insoliiveis quando misturados a solucdo de
teste, de forma que nao foram realizados os ensaios com estes compostos.

Os compostos 5, 8 e 13 apresentaram na concentragdo de 660 M um percentual
inibitério superior a 50%, sendo considerados como potenciais candidatos a inibirem a
tirosinase. Desta forma, estes compostos foram ensaiados de forma mais detalhada, com
o objetivo de se encontrar a concentracdo que inibe 50 % da atividade difenolase da
tirosinase (ICsp). Os demais compostos apresentaram percentual de inibicdo inferior a
50%, niao sendo  portanto, alvo de estudos  mais detalhados.
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O percentual de inibi¢do dos compostos 5, 8 e 13, para cada concentracio
testada, foi calculado a partir da Equacio 1.

% de 1n1b1g?10 = {[(B30 - Bo) - (A30 - Ao)]/ (B30 - Bo)}XlOO Equagﬁo 1

Onde:
By = valor da absorvancia da solucdo contendo L-DOPA + tirosinase no tempo t = 0 min;
B3y = valor da absorvancia da solugéo contendo L-DOPA + tirosinase no tempo t = 30 min;
Ap = valor da absorvancia da solucdo contendo L-DOPA + tirosinase + composto no tempo
t =0 min;
Asy = valor da absorvancia da solu¢do contendo L-DOPA + tirosinase + composto no
tempo t = 30 min.

Os valores de absorvancia para cada uma das medicdes sdo apresentados no
anexo B.

O tempo de 30 min é o tempo de formacdo da dopacromona, de forma que o
ensaio € realizado neste tempo total.

A Tabela 27 apresenta o percentual de inibi¢do obtido para os compostos 5, 8 e
13, a partir da Equacéo 1.

Tabela 27: Percentual de inibi¢do dos compostos 5, 8 e 13 em diferentes concentragdes.

Composto 5
Concentracao (uUM) % de inibicao
266,67 71,43
133,33 57,14
66,67 35,71
33,33 28,57
Composto 8
Concentracao (UM) % de inibicao
1000 71,43
666,67 64,29
333,33 57,14
166,67 50
66,67 35,71
Composto 13
Concentracao (UM) % de inibicao
666,67 73,68
333,33 63,16
166,67 47,37
66,67 21,05

A partir dos dados da Tabela 27 foram construidas as curvas de % de inibicdo x
concentracdo e, conseqilentemente, foram obtidas as equacdes correspondentes ao
melhor modelo matemdtico que expressa a relacdo entre o percentual de inibicdo e a
concentracdo. Através da aplicagdo do valor de 50 % para o percentual de inibicdo,
encontrou-se o valor da ICso. A Figura 42 apresenta a variacdo do % de inibicdo em
relacio a concentragdo e o valor da ICsy para os compostos 5, 8 e 13.
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Figura 42: Valores de ICsy dos compostos 5, 8 e 13.
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Os valores de ICsy obtidos para os compostos 5, 8 e 13 indicam estas
dialquilfosforilidrazonas como inibidoras da atividade difenolase da enzima tirosinase,
sendo o composto 5 aquele com o maior efeito inibitério. Comparando a ICsy do
composto 5, com a ICsy dos compostos acidos apresentados na Figura 30, verifica-se
que este composto somente possui efeito inibitdrio inferior ao do dcido kéjico (ICsy =
55 uM), que é um inibidor da tirosinase empregado comercialmente. Em relacdo ao
também inibidor 4cido ascérbico, que foi utilizado como substancia padrio neste
trabalho, as dialquilfosforilidrazonas 5, 8 e 13, apresentam efeito inibitério de trés
(composto 13) a sete (composto 5) vezes superior a este composto, cuja ICsy €
equivalente a 730 uM (TAKEKOSHI et al., 2003). Portanto, os resultados apresentados
pelas dialquilfosforilidrazonas 5, 8 e 13 podem ser considerados como extremamente
promissores.

Uma vez que o composto 5 foi o mais ativo, decidiu-se por avaliar, ao longo do
tempo, o comportamento da varia¢do da absorvancia da solug¢do contendo o composto 5,
a L-DOPA e a tirosinase. Para tanto, foram realizadas leituras da absorvancia desta
solugdo a cada 10 min, até o tempo total de 30 min. Os resultados obtidos foram
comparados com aqueles da solu¢do que continha somente a L-DOPA e a tirosinase.
Esta avaliacdo permitiu acompanhar a evolucdo da inibicdo da tirosinase pela
dialquilfosforilidrazona 5, estando esta em diferentes concentragdes. Através da Figura
43 observa-se que, apos 30 min, para todas as concentragdes testadas, a absorvancia da
solugd@o contendo o composto 5, a L-DOPA e a tirosinase, ¢ menor do que a absorvancia
da solucdo contendo somente a L-DOPA e a tirosinase e ainda, que quanto maior a
concentacao do composto 5, menor € a absorvancia da solucdo. Este resultado evidencia
um efeito inibidor da dialquilfosforilidrazona 5 sobre a tirosinase dependente da
concentracao.

0,02
0,018 A
0,016 / Composto 5

0,014 X

-§ 0012 / / —o— 266,67 UM
S 001 //7\. —=— 133,33 uM
§ 0,006 - - 66,67 UM
& 0006 ——3333uM
0,004 F% —— |-DOPA 170 uM
0,002
0 T T T |
0 10 20 30 40

tempo (min)

Figura 43: Avaliacio da variacdo da absorvancia ao longo do tempo para o composto 5.

Com o objetivo de avaliar, na auséncia de L-DOPA, a interagdo das
dialquilfosforilidrazonas 5, 8 e 13 com a enzima tirosinase, foi realizada a comparacao
do perfil da variacdo da absorvancia em fun¢do do comprimento de onda, quando se tem
uma solucdo composta somente pela dialquilfosforilidrazona, e outra solu¢io, composta
pela dialquilfosforilidrazona e a tirosinase. A Figura 44 apresenta as curvas obtidas para
cada composto e também para o experimento realizado com a L-DOPA.

104



3 - 4 1
| 3,5 L
g — LDOPA ERl Composto’
(g 2 1 — L-DOPA +tirosinase (E 2,3 : — O)mpOSt05+tirOSinase
£ ! S 151
(77} s
‘2 1 A o) 1
[+
0,5 A 0,5
0 0 . = —
200 275 350 425 500 575 200 275 350 425 500 575
A (nm) A (nm)
4 A
3;‘ —— Composto8 35 - — Composto 13
g 3 —— Composto8+tirosinase £ 3 1 — Composto 13 +tirosinase
& 25 = 2.5
] «
£ 2 g )]
=) St
2 15 2 151
CI! cANE
0,5
0 - T T T T 1 0,5 T
200 275 350 425 500 575 0 —
200 275 350 425 500 575
A (nm)

A (nm)
Figura 44: Variacdo da absorvancia dos compostos em funcio do comprimento de onda.

Avaliando a Figura 44 observa-se, como esperado, que a L-DOPA interage com
a enzima tirosinase, uma vez que a absorvancia da solucdo composta pela L-DOPA e a
enzima € maior se comparada a solu¢do que contém somente L-DOPA, evidenciando
um efeito hipercromico. Em relagdo aos compostos 5, 8 e 13, verifica-se que estas
dialquilfosforilidrazonas interagem com a enzima, na regido de comprimento de onda
inferior a 230 nm, no caso do composto 5, e inferior a 240 nm no caso de 8 e 13. Para o
composto 5, esta interacdo deve, provavelmente, envolver ou uma ligacdo covalente
com o fosforo, ou uma ligagdo hidrogénio, entre a fosforila presente na
dialquilfosforilidrazona e um grupo croméforo presente na tirosinase, uma vez que este
mesmo comportamento foi observado no ensaio realizado com a dipropilfosforilidrazina
(117), precursora do composto 5, que também apresentou interagdo com a enzima em
comprimentos de onda inferiores a 230 nm (Figura 45). A dialquilfosforilidrazina 117
também possui um pico de absorvancia em 280 nm, o que provavelmente deve resultar
de alguma interacdo entre o grupamento —NH, presente neste composto e a tirosinase.
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_ —— Composto 117

N
N W
1

—— Composto 117 + tirosinase

absorvancia
p—
— W

e
W
1

o

200 275 350 425 500 575
A (nm)

Figura 45: Variacdo de absorvancia em fun¢do do comprimento de onda para a
dipropilfosforilidrazina.

105



Analisando a Figura 44, observa-se que entre os compostos 5, 8 e 13, somente a
dialquilfosforilidrazona 5 provoca um efeito hipercromico na solugdo composta por
composto e tirosinase, em comprimentos de onda superiores a 240 nm, indicando que
esta dialquilfosforilidrazona apresenta uma interacdo adicional com a enzima,
provavelmente envolvendo o grupamento carboxila. Esta interacdo adicional pode ser a
responsédvel pelo maior efeito inibidor deste composto sobre a atividade difenolase da
tirosinase.

Conforme indicado na Tabela 26, os compostos 16, 17, 21 e 22 promoveram um
aumento no valor da absorvancia da solugdo testada (composto, L-DOPA e tirosinase)
quando comparada a solucdo que contém somente L-DOPA e tirosinase. O percentual
de absor¢do destes compostos na concentragdo de 660 uM foi calculado através da
Equacio 1, sendo obtidos, respectivamente, os valores de 59, 22, 32 e 75 % (valores em
modulo).

A fim de investigar o comportamento apresentado por estas
dialquilfosforilidrazonas, considerou-se como hipétese inicial, que estas teriam
interagido com a tirosinase formando espécies com grupos cromoféricos que possuam
elevada absorvancia. Se esta hipotese fosse verdadeira, a acdo difenolase da tirosinase
estaria sendo inibida pois, neste caso, esta enzima ndo estaria interagindo somente com
a L-DOPA, mas também com estas dialquilfosforilidrazonas. Com o intuito de avaliar
esta hipdtese, foram selecionados 3 compostos da série acima, 17, 21 e 22,
determinando-se a variacdo da absorvancia em relacdo ao comprimento de onda da
solug@o contendo o composto e a tirosinase, que foi comparada a da solugdo contendo
somente o composto. Este resultado estd apresentado na Figura 46.
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Figura 46: Interacdo das dialquilfosforilidrazonas 17, 21 e 22 com a tirosinase.
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Ao contréario do que ocorreu para as dialquilfosforilidrazonas 5, 8, 13, o perfil
das curvas de absorvancia versus comprimento de onda (A) apresentado na Figura 46,
indica que os compostos 17, 21 e 22 ndo interagem com a enzima tirosinase, uma vez
que ndo hd qualquer modificagdo na curva da solu¢do contendo o composto e a
tirosinase em relacdo aquela que contém somente o composto. Sendo assim, a hipdtese
de que o composto e a enzima estdo interagindo ndo deve ser verdadeira. De qualquer
forma, quando da realizagdo dos testes de avaliacdo de inibi¢ao, foi evidenciado, para o
mesmo periodo de tempo de 30 min, um aumento da absorvancia da solucio contendo o
composto, a L-DOPA e a tirosinase, se comparado a solucdo contendo a L-DOPA e a
tirosinase. Outras duas hipéteses, que ainda requerem uma investigacdo mais
aprofundada, podem também ser consideradas, como os compostos estarem interagindo
com a L-DOPA formando croméforos, o que indicaria uma agfo inibitéria sobre a acéo
difenolase da tirosinase, ou ainda, que a formagdo de dopacromona esteja sendo de
alguma forma potencializada, neste caso hd uma agdo de ativacdo da enzima por parte
destas dialquilfosforilidrazonas.

Com o objetivo de verificar se a introducio da por¢do R;-fenilidrazona provoca
alguma acéo sobre a atividade difenolase da enzima tirosinase, as dialquilfosforilidrazinas
117 e 118, precursoras das dialquilfosforilidrazonas, também foram avaliadas quanto a
atividade inibitdria sobre a tirosinase. Ambas as dialquilfosforilidrazinas foram testadas
inicialmente na concentracio maxima de 660 uM. Nesta concentracdo, a
dialquilfosforilidrazina 118 (diisopropilfosforilidrazina) apresentou percentual de
inibi¢do de 21 %, ja a dialquilfosforilidrazina 117 (dipropilfosforilidrazina) apresentou
percentual de inibicdo de 65 %. Para se determinar a ICsy da dialquilfosforilidrazina
117, esta foi ensaiada em diferentes concentragdes. O percentual de inibi¢ado, calculado
através da Equac@o 1, para cada concentracgdo testada é apresentado na Tabela 28.

Tabela 28: Percentual de inibi¢do do composto 117 em diferentes concentragdes.
Composto 117

Concentracao (uM) % de inibicao
1000 85,71
460 57,14
200 35,71
6 0

A Figura 47 apresenta, para o composto 117, a variacdo do % de inibi¢do em
relacdo a concentracdo, o modelo matemdtico que melhor se ajusta a curva obtida e o
valor da ICsy, calculado através deste modelo. O valor mais elevado da ICsy da
dialquilfosforilidrazina 117, comparado com o dos compostos 5, 8 e 13 indica a
importincia das respectivas porcdes Rj-fenilidrazona para a atividade inibitoria.

107



90 1
go | | Composto 117

70 A
60 -
50 A

40 -
y =-8E-05x2+0,165x + 1,167

R2=0,990
ICsy= 358,15 uM

% de inibicao

30 A

20 A
10 -

0 T T T T T T T T 1
—1OI 120 240 360 480 600 720 840 960 1080

Concentracao (uM)

Figura 47: Valor de ICsy do composto 117.

Os resultados obtidos na avaliagdo da acdo das dialquilfosforilidrazonas e
dialquilfosforilidrazinas sobre a enzima tirosinase, ndo permitem uma conclusio quanto
a melhor relacdo estrutura versus atividade, uma vez que ndo ocorreu um favorecimento
preferencial dos compostos quanto o grupamento alquila R era propil ou isopropil,
assim como em relacdo a posi¢do do substituinte R; no anel aromdtico. No entanto,
dentre os 19 compostos testados, aqueles que apresentaram um percentual inibitdrio
significativo, tem o seguinte ponto em comum, ou ndo possuem substituintes R; no anel
aromatico (dialquilfosforilidrazona 13), ou possuem substituintes que apresentam acao
retiradora de elétrons do anel por ressonancia, de fraca (dialquilfosforilidrazona 8) a
moderada (dialquilfosforilidrazona 5). Os compostos 1 e 7, que possuem o substituinte
NO,; (forte retirador de elétrons do anel) em posicdo orto, apresentaram percentual de
inibicdo de 19 e 14 % respectivamente. J4 os compostos 3 e 9, que possuem o
substituinte NO, em posi¢do para, na concentragdo de 660 UM, ndo apresentaram
qualquer efeito inibitério. Este resultado indica que as dialquilfosforilidrazonas que
possuem substituintes que retiram fortemente elétrons do anel aromético por
ressonancia, apresentam fraca acfo inibitoria sobre a tirosinase. Em relacdo aos
compostos que possuem substituintes R; doadores de elétrons para o anel aromdtico por
ressonancia, o comportamento foi diverso. Os compostos 14 e 15, que possuem o
substituinte metoxi, respectivamente nas posi¢des meta e para, € o composto 18, que
possui o substituinte hidroxi em posi¢ao para, apresentaram fraca acdo inibitdria sobre a
tirosinase. J4 em relacdo as demais dialquilfosforilidrazonas com substituintes R;
doadores de elétrons, ndo se chegou a uma posi¢do conclusiva quanto a acdo destes
compostos sobre a enzima, se inibitdria ou ativadora, no entanto, pode-se afirmar que
eles “perturbam” o sistema formado pelo composto, a L-DOPA e a tirosinase.
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4.4 Ensaios para avaliacdo da atividade toxicologica aguda, atividade farmacologica
geral e agdo antinociceptiva

Os testes para avaliacdo da atividade toxicoldgica aguda, atividade farmacolégica
geral e acdo antinociceptiva foram realizados com os compostos 5, 8, 13 e 16. A excec¢do da
avaliacdo da atividade antinociceptiva, todos os ensaios foram realizados com 3 ratos machos
e 3 fémeas. No teste da acfio antinociceptiva, foram utilizados 6 ratos machos, pois o ciclo
hormonal das fémeas pode mascarar o resultado do ensaio.

Em todos os ensaios os compostos foram testados nas concentragdes de 2, 20 e 100
mg/kg. A Tabela 29 apresenta, para cada composto, estas concentragdes expressas em pmol/kg.

Tabela 29: Concentragdes de teste em mg/kg e em umol/kg.

Dose (mg/kg)/ 2 20 100
Compostos
5 6,10 umol/kg 60,98 umol/kg 304,88 pmol/kg
8 6,08 umol/kg 60,79 umol/kg 303,95 umol/kg
13 7,04 umol/kg 70,42 umol/kg 352,11 pumol/kg
16 6,12 umol/kg 61,16 umol/kg 305,81 pmol/kg

4.4.1 Atividade farmacoldgica geral e atividade toxicologica aguda

A avaliacdo da atividade farmacoldgica geral e da atividade toxicoldgica aguda visa
avaliar, visualmente, os efeitos decorrentes da estimulacdo ou depressdo do sistema nervoso
central, sistema circulatério e sistema urindrio dos ratos. Para todas as concentracdes testadas
(2, 20 e 100 mg/kg), ndo foram observados, durante os 7 dias de acompanhamento, efeitos
estimulantes ou depressores agudos, ndo sendo verificados também sinais de toxidez aguda na
faixa de doses utilizada. Os efeitos estimulantes esperados seriam, por exemplo, o aumento da
mobilidade do animal, o ericamento de pélos e convulsdes. Ja dentre os efeitos caracteristicos
de depressao do sistema nervoso central, podem ser citadas a sonoléncia, a diminui¢do da
mobilidade e a falta de coordenag@o motora.

Depois de completados os 7 dias, os animais foram sacrificados por inalagao
etérea, e a seguir necropsiados, ndo se observando alteragdes macroscdpicas nos rins,
figado, coragdo, pulmdes e bago. Estes resultados sugerem que a curto prazo, as
dialquilfosforilidrazonas estudadas, ndo ocasionam qualquer toxidez ao organismo dos
roedores, e ainda que a DLsy destes compostos é superior aos valores de dosagem
estudados (DLsp > 100 mg/kg).

4.4.2 Atividade antinociceptiva

A avaliacdo da atividade antinociceptiva visa observar se os compostos testados
possuem acdo analgésica. No ensaio realizado, o nimero de contor¢des abdominais
apresentadas pelos animais é contabilizado, ap6s estes serem tratados inicialmente com
os compostos de estudo, nas concentracdes de 2, 20 e 100 mg/kg, seguido, apds 60 min,
de administracdo de 4cido acético 1 %. Apdés 3 min, foram monitoradas as contor¢des
abdominais apresentadas pelos animais durante 30 min. Os resultados obtidos estdo
apresentados na Tabela 30.
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Tabela 30: Contor¢des abdominais induzidas pelo dcido acético.”

N°de contor¢oes abdominais acumuladas

Dose (mg/kg)/ 2 20 100
Compostos
5 15.67 £5.26 40.67 £ 6.13 48.83 £9.75
8 41,67 £5.67 23.00 + 4,60 36,17 £8.25
13 46.83 +£5.97 19.83 + 3.65 23.67 £4.84
16 53.00 £5.59 56.50 £ 8.18 25.83 +4.45
Controles N°de contor¢oes abdominais acumuladas
Solucio salina 36,93 £4,53
DMSO 20 % 39,00 £ 6,91
ComlgosFo N°de contor¢oes abdominais acumuladas
referéncia
Indometacina
10 mg/ke 21,60 + 2,63

E3 , . ~ ’ 1
Resultados expressos como média + erro padrdo da média.

A Figura 48 apresenta graficamente os resultados obtidos neste ensaio. Os
numeros dentro de cada barra sdo as concentragdes testadas dos compostos em mg/kg.

8 75-
" e *P < 0,01
Q 3 T
o £
g 3 %o
c 1
O wn
O =
d)g 0 x I
T = 25F ) “ 8 o~
o g 8 o 8‘-
Z'c = S S
< ° "
O_ — —
16 13
5 8
mg/kg

Figura 48: Contor¢des abdominais induzidas pelo dcido acético.

Com base nos dados da Tabela 30 e da Figura 48 observa-se que as
dialquilfosforilidrazonas ndo apresentaram uma tendéncia uniforme de acdo, ou seja,
ndo ocorreu, a exce¢do do composto 5, uma relagdo clara entre o aumento da
concentracdo do composto e o nimero de contor¢des apresentadas pelos animais. Se
comparadas ao composto de referéncia (indometacina), as dialquilfosforilidrazonas
estudadas ndo diminuiram a percep¢do da nocicep¢do (estimulo nocivo), ndo
apresentando portanto, atividade antinociceptiva dentro da faixa de doses utilizada.
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4.5 Ensaios para avaliacdo da atividade inseticida

A avaliagio da atividade inseticida dos compostos sintetizados foi feita sobre a
espécie de mosca denominada Musca domestica, popularmente conhedica como mosca
doméstica. A Musca domestica ¢ um inseto abundante, sendo o mais comum e mais
familiar do mundo. Por viver habitualmente no domicilio e peridomicilio humano, esta
mosca estd em associacdo muito estreita com o homem, seu alimento, bebida e lixo
(GEDEN et al., 1990; IWASA et al., 1999; ADEYEMI & DIPEOLU, 1984).

A Musca domestica pode ser responsdvel pela transmissdo de uma variedade de
doencas, uma vez que € um veiculo de transporte de agentes como virus, bactérias,
protozodrios e ovos de parasitos. Estes agentes sdo transportados pelas moscas em suas
patas, pélos, nas pecas bucais, nas fezes, sendo também transmitidos através da
regurgitacdo (JACKSON, 1989).

Em virtude dos maleficios causados pela espécie Musca domestica e com o
objetivo de se continuar os trabalhos iniciados por DOS SANTOS em sua tese de
doutorado (DOS SANTOS, 2003; DOS SANTOS, 2007), as dialquilfosforilidrazonas e as
N,N’-bis(diisobutilfosforiltioamida)diaminas sintetizadas neste trabalho, tiveram a
atividade inseticida avaliada.

Os compostos foram testados em adultos de Musca domestica na concentracio
de 70 mg/mL, sendo acetona o solvente. Para cada composto foram feitas quatro
repeti¢des, utilizando-se 25 moscas em cada repeticdo, perfazendo o total de 100
moscas. Estas 100 moscas estavam divididas igualmente (50 %) entre machos e fémeas.
Em cada ensaio realizado, também foram utilizadas como controle amostras
denominadas de branco, onde foi aplicado somente o solvente (acetona). Os ensaios
com as amostras controle também foram realizados com 100 moscas, estando estas
igualmente divididas em machos e fémeas. Os ensaios na concentracdo de 70 mg/mL
funcionariam como uma triagem dos compostos, visando identificar aqueles que
possuiriam potencial atividade inseticida, para um posterior teste, em diferentes
concentragdes, com o objetivo de se determinar a DLsp. Contudo, nenhum dos
compostos apresentou atividade significativa na concentragdo estudada, sinalizando a
inatividade, quanto ao potencial inseticida, e conduzindo a ndo realizacdo de testes
adicionais.

Como pardmetro de comparacio, tem-se que a concentracdo de 70 mg/mL dos
compostos testados, quando expressa em mol/L, varia na faixa de 1,2 x 10" mol/L a 2,5
x 10" mol/L. DOS SANTOS em sua tese de doutorado sintetizou bisfosforamidatos e
bisfoforotioatos que, testados sobre Musca domestica, apresentaram DLsy na faixa de
7,0 x 10® mol/L a 4,7 x 10 mol/L, assim como realizou os mesmos testes com o
inseticida comercial crufomato, o qual apresentou DLsy de 2,2 x 10 mol/L (DOS
SANTOS, 2003). Sendo assim, conclui-se que as dialquilfosforilidrazonas e as N,N’-
bis(diisobutilfosforiltioamida)diaminas sintetizadas neste trabalho, apresentam DLs
muito elevada para serem consideradas como detentoras de atividade inseticida.

Os estudos de modelagem molecular (topico 4.6.3) realizados com algumas das
dialquilfosforilidrazonas sintetizadas, apontam para a ineficiéncia de compostos com
esta estrutura em agirem como agentes inseticidas.
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4.6 Estudos de modelagem molecular

4.6.1 Avaliacio da viabilidade da reacao e sua relacio com o substituinte do anel R;

A avaliagdo da viabilidade da sintese das dialquilfosforilidrazonas a partir da
reacdo das dialquilfosforilidrazinas com aldeidos aromadticos, em meio &cido, foi
realizada, através do modelo reacional apresentado no Esquema 25.
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Esquema 25: Modelo utilizado no estudo de viabilidade reacional.

Este modelo considera como sendo a etapa lenta e portanto, a determinante da
velocidade da reacdo, aquela em que a dialquilfosforilidrazina se adiciona a carbonila
dos aldeidos aromaticos protonados. A entalpia de reagdo (AH,) desta etapa da sintese
foi calculada pelo método PM3. A Tabela 31 apresenta os valores de AH, para as
dialquilfosforilidrazonas que foram objeto deste estudo.

Tabela 31: Entalpia da etapa lenta da reacdo de formacao das dialquifosforilidrazonas.

Substituinte R; R = ilérHr (kcal/m(il{) — Pr
m-OCHj3; -204,26 -206,21
p-OCH; -197,86 -200,94

H -202,34 -206,55
CH,0, -200,47 -203,75
p-CN -204,63 -208,51
p-COOH -202,79 -209,08
0-NO, -204,94 -206,00
m-NO, -207,49 -210,37
p-NO, -209,55 -212,66

Os valores de AH, apresentados na Tabela 31 mostram que a etapa de sintese
estudada é um processo favordvel, e que os substituintes retiradores de elétrons
favorecem a reag@o se comparados aos substituintes doadores de elétrons, uma vez que
a entalpia da reacdo quando R; é retirador de elétron é mais favoravel. Este resultado
estd de acordo com o que foi observado experimentalmente, uma vez que a reagio se
processou em menor tempo com maiores rendimentos quando o substituinte R; é
retirador de elétron.

Em relagdio ao grupamento alquila presente na cadeia do alcéxido das
dialquilfosforilidrazonas (R = isopropil ou propil), os resultados deste estudo indicam
que a etapa de sintese estudada € mais favorecida quando R = propil, possivelmente
pelo menor congestionamento causado por esse grupo menor quando ocorre formagdo
do produto desta etapa. No entanto, o resultado observado experimentalmente foi o
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oposto, sendo a reagdo mais favorecida quando R = isopropil. Talvez esse resultado seja
conseqiiéncia de algum fator cinético e no modelo estudado apenas foi considerada a
estabilidade relativa entre o produto e os reagentes.

4.6.2 Avaliacao do mecanismo da reacao

A avaliagdo do mecanismo de reagcdo apresentado no Esquema 9 é baseada na
ocorréncia de coordenacdo intramolecular do dtomo de fésforo (CARRE er al., 1995).
Para a reagdo de formacgdo das dialquilfosforilidrazonas é proposto que o intermedidrio
122 exista como dois isdmeros, sendo um com o dtomo de foésforo na configuracao
tetracoordenada (122t) e o outro com o atomo de fésforo na configuracdo
pentacoordenada (122p), conforme ilustra o Esquema 26.
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Esquema 26: Configuracdes tetracoordenada e pentacoordenada do dtomo de fésforo
nas dialquilfosforilidrazonas.

Considerando-se que a etapa final na formagdo das dialquilfosforilidrazonas
envolve a eliminacdo de uma molécula de dgua (Esquema 9), assumiu-se neste estudo
um mecanismo E2 para a etapa de desidratagdo, a qual é favorecida quando o par de
elétrons do dtomo de nitrogénio e o grupo hidroxila ligado ao dtomo de carbono quiral
estdo em uma conformacao anti-periplanar. Na temperatura ambiente (= 25 °C), conforme
apresenta o Esquema 27, a inversdo piramidal do 4tomo de nitrogénio (estruturas a e b)
deve ocorrer rapidamente, podendo se obter a conformagdo anti-periplanar para ambas
as configuracdes do adtomo de nitrogénio (estruturas a e c), através de uma simples
rotacdo da ligacdo C-N. Estas duas conformagdes (estruturas a e c) produzirdo dois
produtos diastereoisoméricos (Z e E) apds a etapa de desidratacio.

O Esquema 27 apresenta a etapa de desidratacio das configuragdes
pentacoordenadas do atomo de fésforo (122ap e 122bp), com a conseqiiente formacao
dos diastereoisomeros Ee Z .
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Esquema 27: Aspectos estereoquimicos considerados no estudo para avaliagdo do
mecanismo de reagdo.

O estudo desenvolvido teve como base na avaliacdo dois pardmetros: a energia E
envolvida na reagc@o e o nimero de moléculas presentes na mistura reacional.

Considerando-se que as conformacdes apresentadas no Esquema 27 estdo
presentes em equilibrio na mistura reacional, os resultados da Tabela 32 sdo relativos, ou
seja, sdo referentes a comparagdo da energia relativa (expressa como AE) e do nimero
relativo de moléculas da estrutura da rota de formacdo do diastereoisomero E, em
relacdo a estrutura correspondente na rota de formagdo do diastereoisdmero Z (expresso
como a razao N/N;).

Tabela 32: Dados obtidos na avaliagdo das conformacdes presentes na mistura reacional.

Estrutura___ AE (3-21G*/6-31+G*)* Ni/N;"
122bt 0,0 -
122at -0,0042359 89,1
122bp 0,0 -
122ap -0,0051457 234

z 0,0 -
E -0,0054888 336

* Em Hartree.
b . 2 . -

Niimero de moléculas do componente presente na mistura em relacdo ao componente
anterior, a 25 °C.
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Com base nos dados da Tabela 32, observa-se que todos os valores de AE sdo
negativos, o que significa que a formag@o das estruturas presentes na rota de formacéo
do diastereoisomero E é preferencial em relagdo a estrutura correspondente na rota de
formacdo do diastereoisomero Z, ou seja, a formacgado de 122at é preferencial em relacio
a formacdo de 122bt, assim como as formacdes de 122ap e E sdo, respectivamente,
preferenciais a formacgao de 122bp e Z. O mesmo efeito é observado para a razao N;/N;,
que é sempre favordvel (fragdo maior do que a unidade) na rota de formacgdo do
diastereoisdmero E. Em relacdo aos valores de N;/N;, também é importante observar
que o numero relativo de moléculas aumenta no sentido da formacgao de E, indicando o
favorecimento da reagdo de formacio da dialquilfosforilidrazona.

Todos os resultados obtidos neste estudo estdo de acordo com o que foi
observado experimentalmente, ou seja, a formacao preferencial do diastereoisomero E
provavelmente se deve a uma entalpia mais favoravel.

4.6.3 Avaliacao da atividade inseticida

O estudo de modelagem molecular para a avaliagdo da atividade inseticida das
dialquilfosforilidrazonas baseou-se no fato dos compostos organofosforados atuarem nos
insetos no sentido de inibir irreversivelmente a enzima acetilcolinesterase (AChE). A AChE é
responsdvel pela hidrdlise do neurotransmissor acetilcolina (ACh), em colina e dcido acético,
nas fibras colinérgicas do sistema nervoso. As fibras colinérgicas sdo responsdveis pela
estimulacdo de varios 6rgdos do corpo e dos miusculos voluntirios, ocorrendo no sistema
nervoso central e nos sistemas periféricos simpdtico e parassimpatico. Neste tipo de fibra
nervosa, a acetilcolina € responsavel pela transmissdo do impulso nervoso, através da sinapse,
até receptores especificos. A terminacdo do impulso nervoso ocorre através da hidrlise da
acetilcolina, realizada pela AChE. Desta forma, a inibi¢do da AChE resulta no acimulo de
acetilcolina em todos os sitios de transmissao colinérgica, com conseguinte superestimulacdo
das estruturas enervadas por aquelas fibras (KOROLKOVAS & BURCKHALTER, 1988;
STORM et al., 2000).

O mecanismo de inibicio da enzima acetilcolinesterase pelos compostos
organofosforados (Esquema 28), ocorre através da reagio destes com um residuo da serina da
enzima, seguida da saida de um grupamento do organofosforado (grupo de saida), deixando a
enzima com o residuo da serina fosforilado. Na seqiiéncia, pode ocorrer a etapa de
envelhecimento, onde h4 a saida de um grupamento alquila, na forma de um carbocation
(convertido logo a um alceno, por exemplo), que leva a formagdo de uma ligacdo
hidrogénio entre o oxigénio, agora com carga negativa, e o nitrogénio protonado do anel
imidazol de um residuo de histidina. Nesta condi¢do, o residuo de histidina ndo pode ser
desprotonado pela acdo de moléculas de agua, bloqueando irreversivelmente o sitio
ativo da enzima. Como resultado, tem-se o acimulo de acetilcolina, causando a interrupgao
da atividade nervosa, com conseqiiente perda de coordenagdo muscular, convulsdes, podendo
chegar a morte (KOROLKOVAS & BURCKHALTER, 1988; STORM et al., 2000).
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Esquema 28: Esquema geral de inibicdo da enzima acetilcolinesterase por
organofosforados.

Neste trabalho, estudou-se o mecanismo de inibicio da AChE pelas
dialquilfosforilidrazonas sintetizadas, com base na reag¢do apresentada no Esquema 29,
onde foi utilizado um residuo de serina desprotonado como um modelo simples para o
sitio ativo enzimdtico. O objetivo do estudo através deste modelo € avaliar que fatores
favorecem as etapas A e B, através do célculo da entalpia de formacdo dos compostos
formados.
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Esquema 29: Etapas reacionais modeladas para a avaliacdo da acdo das
dialquilfosforilidrazonas sobre a AChE.
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A Tabela 33 apresenta os resultados obtidos para a entalpia de reacdo (AH;) das
etapas A e B. Os resultados mostram que somente a etapa A € favordvel, pois apresenta
valores de AH, negativos. Ja a etapa B ¢ entalpicamente desfavordvel, uma vez que
apresenta, para a maioria dos compostos estudados, valores de AH, positivos. Este
resultado indica que para as dialquilfosforilidrazonas sintetizadas neste trabalho, a
interacdo com a AChE ocorre somente de forma reversivel, ndo prosseguindo para a
posterior etapa de envelhecimento (inibicao irreversivel). Estes resultados sugerem uma
explicacdo para os obtidos em laboratério, uma vez que nenhuma das
dialquilfosforilidrazonas apresentou atividade inseticida frente a espécie de mosca
Musca domestica.

Tabela 33: Dados de entalpia de formagdo das reacdes modeladas para as
dialquilfosforilidrazonas estudadas.

Etapa A Etapa B
Substituinte R; AH, (kcal/mol) AH, (kcal/mol)

R =iPr R =iPr
p-OCHj; -25,79 6,64
H -26,02 7,85
CH,0, -27,63 5,71
p-CN -32,60 -3,42
p-COOH -41,98 2,03
p-NO, -38.33 -3,54

Com base nos valores de AH; apresentados na Tabela 33, observa-se que, para
ambas as etapas, a reacdo € mais favoravel quando se tem substituintes R; retiradores de
elétrons. Para o produto formado na etapa A, este efeito pode ser atribuido ao fato de
que os substituintes retiradores de elétrons, se comparados aos doadores, diminuem a
densidade eletronica sobre o nitrogénio fosforamidico e, conseqiientemente, estabilizam
por efeito indutivo e de campo, a carga negativa do oxigénio. Ja na etapa B, o produto
formado possui uma carga negativa livre sobre o 4tomo de nitrogénio, que ¢é
estabilizada, por ressonincia, pela presenca de substituintes retiradores de elétrons no
anel aromdtico. A presencga de substituintes R; doadores de elétrons ndo estabiliza esta
carga negativa.
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

As dialquilfosforilidrazonas foram obtidas com bons rendimentos, numa faixa que
variou de 49 a 95 % na condicio Gtima de reagdo. E importante ressaltar que, nesta
condicdo, 64 % das dialquilfosforilidrazonas foram sintetizadas com rendimento superior a
70 %. A sintese das dialquilfosforilidrazonas é favorecida quando se t€m substituintes
retiradores de elétrons no anel aromatico. Esta afirmagido é refor¢ada pelo estudo de
modelagem molecular realizado, que indica uma entalpia de reagcdo mais favoravel quando
estes substituintes estdo presentes. Para a obteng@o destes compostos com rendimentos
superiores a 50 %, sendo o substiuinte do anel aromatico um grupo doador de elétrons, €
necessdria a realizacao da reacdo num tempo minimo de 6 h.

A etapa de otimizacdo do processo de sintese das dialquilfosforilidrazonas
indicou que a rota que envolve inicialmente a formagao das dialquilfosforilidrazinas,
seguida da reacdo destas com os aldeidos aromadticos, € preferencial em relagdo a rota de
sintese onde a primeira etapa é a reacdo dos aldeidos aromdticos com a hidrazina,
seguida da reacdo das hidrazonas formadas com os fosfonatos de dialquila.

As N,N’-bis(diisobutilfosforiltioamida)diaminas, 23, 24 e 25, foram obtidas com
baixos rendimentos, 18, 26 e 26 % respectivamente. A sintese destes compostos é
extremamente complexa, principalmente na etapa de sintese do fosforoisotiocianatidato
de diisobutila, que ¢é instdvel. Apesar das vdrias tentativas, os compostos com O
esqueleto base  N,N’-bis(diisopropilfosforiltioamida) diamina e  NN’-
bis(dibutilfosforiltioamida)diamina ndo foram obtidos.

Os ensaios sobre a enzima tirosinase revelaram que os compostos 5, 8 e 13 t€m um
efeito inibitério superior ao dcido ascorbico, que foi o padrio utilizado neste trabalho. Os
testes realizados também indicaram que os compostos 5, 8 e 13 interagem com a enzima
tirosinase, sugerindo que os mecanismos de acdo inibitéria passam pela ligacdo com a
enzima. Como um trabalho futuro € importante a realizagdo de estudos de cinética, com o
objetivo de se determinar o mecanismo de inibi¢do dos compostos, e se este envolve uma
inibi¢do do tipo competitiva, ndo competitiva ou mista e ainda, se a inibi¢do € ou ndo
reversivel.

Outro estudo que podera vir a ser realizado ¢ a avaliacdo do potencial inibitério
sobre a enzima tirosinase de compostos do tipo dibutilfosforilidrazona e
diisobutilfosforilidrazona. Uma vez que um dos mecanismos de inibi¢do relatados na
literatura € a interacdo hidrofébica com a enzima, a presenca de cadeias apolares nos
compostos deve favorecer esta interacdo e promover a inibigao.

O estudo para a avaliagdo da atividade inseticida contra a espécie Musca
domestica demonstrou que nenhum dos compostos sintetizados neste trabalho possui
acdo inseticida. Segundo o estudo de modelagem molecular realizado com algumas das
dialquilfosforilidrazonas sintetizadas, esta inativadade € devido, possivelmente, ao fato
de que a interagdo destes compostos com a AChE ocorre somente de forma reversivel,
ndo prosseguindo a reacdo para a etapa de envelhecimento, que € irreversivel.

A avaliacdo da atividade farmacoldgica geral e da atividade toxicoldgica aguda
realizada com os compostos 5, 8, 13 e 16 revelou que, nas concentracdes testadas, estes
compostos ndo promovem efeitos estimulantes ou depressores agudos, assim como nio
foram evidenciados qualquel sinal de toxidez aguda. Estes resultados sdo satisfatérios,
uma vez que indicam, preliminarmente, que estas dialquilfosforilidrazonas podem ser
utilizadas em mamiferos sem causar maleficios ao sistema nervoso central. Em relagdo a
atividade antinociceptiva, os ensaios realizados demonstraram que os compostos 5, 8, 13
e 16 ndo apresentam, na faixa de doses utilizada, acdo analgésica em mamiferos.
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ANEXOS

Anexo A: Espectros de infravermelho, RMN de '"H, RMN de “C, RMN de *'P,
HETCOSY e espectrometria de massas.

Anexo B: Dados de absorvancia dos ensaios com a tirosinase.
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espectrometria de massas.
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ANEXO B

Dados de absorvincia dos ensaios com a tirosinase
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Tabela 34: Dados de absorvancia para o composto 5.

Composto 5
Tempo (min) 0 30 Concentracao (uM)
0,004 0,008 266,67
Absorvincia 0,004 0,010 133,33
0,004 0,013 66,67
0,005 0,015 33,33
L-DOPA
Tempo (min) 0 30 Concentracao (uM)
0,005 0,019 170

Tabela 35: Dados de absorvancia para o composto 8.

Composto 8
Tempo (min) 0 30 Concentracao (uM)
0,025 0,029 1000
0,023 0,028 666,67
Absorvancia 0,020 0,026 333,33
0,017 0,024 166,67
0,007 0,016 66,67
L-DOPA
Tempo (min) 0 30 Concentracao (uUM)
0,005 0,019 170

Tabela 36: Dados de absorvancia para o composto 13.

Composto 13

Tempo (min) 0 30 Concentracao (uM)
0,003 0,008 666,67
Absorvancia 0,004 0,011 333,33
0,004 0,014 166,67
0,003 0,018 66,67
L-DOPA
Tempo (min) 0 30 Concentracao (uM)
0,003 0,022 170

Tabela 37: Dados de absorvancia para o composto 117.

Composto 117

Tempo (min) 0 30 Concentracao (uM)
0,01 0,012 1000
Absorvancia 0,006 0,012 460
0,005 0,014 200
0,003 0,017 6
L-DOPA
Tempo (min) 0 30 Concentracao (uM)
0,005 0,019 170
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