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m multipleto
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RESUMO

Nogueira, Andréa Janaina Macedo. Novas dietoxifosfonil-N-acilarilidrazonas e
dialquilfosforilidrazonas com potencial atividade bioldgica. Seropédica, UFRRJ, 2007.
(Dissertagao de Mestrado, Mestre em Ciéncias, Quimica Organica).

Duas classes diferentes de compostos organofosforados foram sintetizadas neste
trabalho. A primeira trata de 6 novas dietoxifofonil-N-acilarilidrazonas (2a-f) que foram
obtidas através de 3 etapas de reacdo. A primeira etapa se da através da reacdo de Michaelis-
Arbuzov onde o fosfito de trietila reage com bromo acetato de etila, obtendo-se o
fosfonoacetato de trietila com rendimento de 95%. A segunda etapa, o fosfonacetato de trietila
obtido € colocado a reagir com hidrazina monoidratada levando a uma fosfonacilidrazina que,
posteriormente, por meio de uma condensacdo catalisada por acido reage com diferentes
aldeidos aromadticos substituidos (2a-2e) levando aos respectivos produtos, exceto no compoto
2f que nesta dltima etapa condensa com a B-lapachona. A andlise dos espectros RMN de
hidrogénio permitiu evidenciar uma mistura dos dois possiveis diastereoisomeros (E/Z) para
0s cinco primeiros compostos (2a-2e).

Da segunda classe foram sintetizadas 13 novas dialquilfosforilidrazonas (4a-e e 6a-h),
também em trés etapas de reagdo. A primeira etapa consiste da sintese de diferentes fosfitos
de dialquila que sdo obtidos através da reacdo do tricloreto de fosforo (PCl3) com trés mols do
correspondente dlcool. Na segunda etapa, a reagdo dos fosfitos de dialquila com a hidrazina,
em um sistema bifdsico, leva a formacdo das dialquilfosforilidrazinas. A tdltima etapa € a
condensacao destas dialquilfosforilidrazinas com diferentes aldeidos aromadticos substituidos.
A andlise dos espectros de RMN-'H permitiu evidenciar apenas um dnico estereoisomero com
provavel estereoquimica E. Todos os compostos obtidos foram caracterizados por RMN de H-
1 e C-13 e P-31, IV e massas.

Dos compostos sintetizados, oito (4a, 4b, 6a, 6b, 6d, 6e, 6f.e 6g) foram avaliados
frente a Artemia salina Leach mostrando-se pouco téxicos, cinco (4e, 6b, 6d, 6g ¢ 6g) foram
avaliados quanto ao potencial inibitério de germinacdo em sementes de tomate, sendo o 4e
muito ativo e seis (2b, 2¢, 2d, 2e, 6b e 6d) avaliados preliminarmente quanto ao potencial
inibitério de proliferacao de dois protozodrios (Gidrdia lamblia e Leishmania amazonensis), €
nos dois casos o composto 6b mostrou-se ativo sendo a maior atividade observada contra a
Leishmania amazonensis.
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Figura 1: Hidrazonas organofosforadas sintetizadas.
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Abstract

Nogueira, Andréa Janaina Macedo. New diethoxiphosphonyl-N-acylarylidrazones and
dialkylphosphorylidrazones with biological activity potential. Seropédica, UFRRIJ, 2007.
(Master thesis, Master in Science, Organic Chemistry).

Two series of different organophosphorus compounds were synthesized in this work.
The first one deals with 6 new diethoxiphosphonyl-N-acylarylhydrazones (2a-f) that were
obtained through 3 reaction steps. The first step takes place through a Michaelis-Arbuzov
reaction where the triethyl phosphite reacts with bromine ethyl acetate, giving the triethyl
phosphono acetate with a 95% yield. The second step, involves reaction of triethyl
phosphonacetate with monohydrated hidrazine to give a phosphonacyl hydrazine, through an
acid-catalyzed condensation. The phosphonacyl hydrazine obtained then reacts with different
substituted aromatic aldehydes to give the respective products (2a-2e) except in the case of
compound 2f where in the last step it reacts with 3-lapachone. The analysis of the 'H NMR
spectra allowed to observe a mixture of the two possible diastereomers (E/Z) for the first five
compounds (2a-2e).

The second series with 13 new dialkylphosphorylhydrazones (4a-e and 6a-h) was
synthesized, also in three reaction steps. The first one consists of the synthesis of different
dialkyl phosphites which are obtained through the reaction of phosphorus tricloride (PCl3)
with three mols of the corresponding alcohol. In the second step, the reaction of the dialkyl
phosphites ~ with hydrazine, in a two-phase system, gives the respective
dialkylphosphorylhydrazines. The last step is the condensation reaction of these
dialkylphosphorylhydranines with different substituted aromatic aldehydes. The analysis of
the: '"H NMR spectra allowed to observe a single stereoisomer with probable E
stereochemistry. All the compounds were characterized by 'H, BC and *'P NMR, IR and
mass spectroscopy.

Eight of the synthesized compounds (4a, 4b, 6a, 6b, 6d, 6e, 6f,e 6g) were evaluated
against Artemia salina Leach showing low toxicity, five of them (4e, 6b, 6d, 6e and 6g) were
evaluated for their ability to inhibit germination of tomato seeds and compound 4e was found
to be very active. Six of the compounds (2b, 2¢, 2d, 2e, 6b and 6d) were evaluated for their
potential in inhibiting proliferation of two protozoa (Giardia lamblia and Leishmania
amazonensis), and in both cases, compound 6b showed the strongest activity.
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Figure 1: Organophosphorus hydrazones synthesized.
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1. Introducao

1.1. Revisao da Literatura
1.1.1. Compostos Organofosforados

Os compostos de fosforos sao um dos precursores necessarios a vida e assim estdo
presentes na natureza desde os primérdios. No entanto, o estudo de sua quimica ¢é
relativamente recente.

A descoberta do foésforo em 1669 por Henning Brandt, ¢ uma das muitas contribui¢des
a quimica sistemdtica proveniente da denominada “Era Alquimica”. Os alquimistas
contribuiram, substancialmente, para o avanco da ciéncia, embora muitas das descobertas
fossem acidentalmente, enquanto tentavam a transmutacdo de metais ou a obtencdo do
medicamento universal (Toy, 1976).

Os compostos organicos de foésforo sdo os constituintes essenciais do protoplasma,
tecidos nervosos e 0ssos, € sdo de fundamental importancia para a manutencao da vida, como
por exemplo, &cidos nucléicos, coenzimas nucleotideos, intermedidrios metabdlicos e
fosfatideos. Muitos compostos organofosforados sdo produzidos artificialmente para usos
praticos como lubrificantes, plastificantes, estabilizantes, aditivos para combustiveis,
antioxidantes, agentes de flotacdo de minério, fertilizantes, e pesticidas (FISHER & VAN
WAZER, 1961; KIRK-OTHMER, 1951).

A pesquisa no campo da quimica organica de fosforo foi primeiramente iniciada por
Lassaige em 1820, para preparar ésteres fosfatos (FEST & SCHMIDT, 1973). A quimica dos
compostos organofosforados foi desenvolvida extensivamente por Michaelis na Alemanha,
durante o século XIX e o inicio do século XX (KOSALOPOFF, 1950), conhecido como o
fundador da quimica dos compostos organofosforados, explorou a nucleofilicidade do fésforo
(MICHAELIS & KAEHNE, 1898), que foi estudada em detalhes por Arbuzov (1906) e varios
outros cientistas subseqiientes (HARVEY & DESOMBRE, 1964). Michaelis executou muitos
trabalhos e forneceu um alicerce para este campo, particularmente para a quimica de
compostos contendo a ligagao P-N (MICHAELIS, 1903). Coincidindo com o tultimo estigio de
Michaelis, um quimico Russo, A. E. Arbuzov, conduziu extensiva pesquisa, especialmente na
quimica de compostos trivalentes, incluindo a famosa reacao Michaelis-Arbuzov para formar
a ligacdo P-C (ARBUZOV, 1906).

A reacdo de Michaelis-Arbuzov € uns dos caminhos mais versateis para a formacdo da
ligacdo carbono-fosforo que envolve a reagdo de um fosfito de trialquila com um halogeneto
de alquila (CADOGAN, 1979). Um dos mais importantes exemplos da transformacdo dos
compostos de fésforo pentavalente € a conversdao de fosfitos de trialquila para fosfonatos,
mais estaveis termodinamicamente Esquema 1.
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1 A ' -
(RO3)P + R-X —=—» [(RO);P! R1 X —>p—P-or* RX

R = Alquila, arila, etc. OR
R' = Alquila, acila, etc.
X=Cl Brel

Esquema 1: Reacao de Michaelis-Arbuzov



Esta reacdo € uma das mais investigadas dentre as reacdes de compostos
organofosforados e é amplamente empregada para a sintese de fosfonatos, fosfinatos e 6xidos
de fosfinas (BATTACHARYA & THYAGARAIJAN, 1981), conforme € mostrado no Esquema 2.

O
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P
ROR/C; SOR + R; X —>A RO//P\RI + RX
RO
Fosfonato

O
I

p
PN P
ROTI TR+ Rx A RO SR, + RX
2

Fosfinato

RO//P\R —= >
RS I+ R3X R3// \Rl RX

Oxido de fosfina
R, Ry, Ry = alquila, arila, etc.
Rj, Ry, Rz (halogeneto) = alquila, acila, etc.
X=Cl Brel

Esquema 2: Obtencao de fosfonatos, fosfinatos e 6xidos de fosfina

A utilidade de reagentes organofosforados, em sintese organica geral, baseia-se na
facilidade com que € possivel progredir de um mais baixo, para um mais elevado niimero de
coordenacgdo [P(III) — P(IV) — P(V) — P(VI)] e, ocasionalmente, retornar [P(V) — P(VI)].
Isto se deve a alguns fatores: (a) a elevada nucleofilicidade de compostos contendo fésforo
trivalente para uma ampla classe de eletréfilos; (b) as fortes ligacdes que o dtomo de fésforo
forma com o oxigénio (particularmente P=0 e P-O), enxofre, nitrogénio halogénio e carbono;
(c) e a capacidade do d&tomo de fésforo estabilizar anions adjacentes (CADOGAN, 1979).

A reacdo de Michaelis-Arbuzov ndo é empregada com sucesso na sintese de [3-
cetofosfonatos provenientes de aldeidos e cetonas, o-halogenados. Durante o tratamento
destes compostos com fosfito de trialquila, Arbuzov e Razumov observaram a liberacdo de
haleto de alquila, mas eram incapazes de preparar o sal de sédio do suposto fosfonato de acil
dialquila (ARBUZOV & RAZUMOV, 1934). Perkow foi o primeiro a descobrir que 0os compostos
a-halogenados com fosfitos de trialquila ndo dao produtos derivados da Reacdo de Arbuzov,
mas um novo tipo de composto, os fosfatos de dialquilvinila (PERKOW et al., 1952), onde a
ligacdo P-O € formada em detrimento a ligagdo P-C (RAMIREZ et al., 1966; BOROWITZ et al,
1971), como pode ser visto no Esquema 3 a seguir.
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fosfato de dialquilvinila

Esquema 3: Formacao do produto de Perkow.

A literatura registra que a conversao de P-O-C para P(=0)-C (PIIl — PV) envolve
uma quantidade de energia em torno de 32-65 Kcal/mol na estabilizacdo total da ligagao e,
portanto, age como forg¢a diretora do rearranjo (MARK, 1969).

Assim, B-cetofosfonatos sdao convenientemente obtidos pela acilacdo do alquil

carbanio correspondente, formado pela reacdo do fosfonato com uma base forte em presenca
de haleto cuproso, segundo Esquema 4.

< X 0
X - ) !
a1 (o]
RO//P\CH3 1. n-butillitio/THF/-60 C= RO//P\/Cu RICO)CI — p— '~ R,
RO 2. CuHal-35°C RO
X=0ouS

R = alquila ou arila
R, = alquila ou arila
Hal=ClouBr

Esquema 4: Obtencao de f-cetofosfonatos.

Uma outra variagdo, conhecida como reacdo de Michaelis-Becker (MICHAELIS &
BECKER, 1897), envolve a sintese de fosfonato de dialquilalquila, através do deslocamento
nucleofilico entre o anion formado pela reagdo de fosfito de dialquila em presenca de base
forte, com um halogeneto de alquila, conforme mostrado no Esquema 5.
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RO//P\H . —> RORC; SOH * Na —> RORO/ OeNa + CH3CH,l

0 (|3H2CH3

P
RO”/ “CH,CH; <—— RO: / <A
RO
Esquema 5: Reaciao de Michaelis-Becker.

Outra importante descoberta na histéria da quimica preparativa de compostos
organofosforados foi a observacdo por G. Wittig de que ilideos de fosforo reagem com
cetonas ou aldeidos formando olefinas (WITTIG, 1953), conforme apresenta o Esquema 6.

- | B T @ o
PhsP + CH3Br —» LPh3P-CH3 B —— > | phyp—CH, <—> Ph3P:CH2:l
0

N

C=CH, + PmP=0
84%

Esquema 6: Obtencao de olefinas através reacao de Wittig.

z

Uma modificagdo da reacdo de Wittig é conhecida como “Reacdo de Horner-
Emmons”, onde um ilideo € preparado a partir de um fosfonato, o qual deve possuir um grupo
retirador de elétrons ligado ao carbono metilénico (WADSWORTH, 1957; 1961; HORNER et al.,
1958). Esta reagdo se torna interessante por possibilitar a sintese de olefinas importantes em
reacoes que envolvem adi¢des de Michel, Esquema 7.

O (0] (0]
Bas 1o \C=O l o <«

C
(CH%CH20)2PCH2CN ——— (CH;CH,0),PCHCN 5 (CH;CH,0),P—O + C=CHCN

/
Esquema 7: Obtencao de olefinas através da reacao de Horner-Emmons

Dentre os compostos de fésforo, o tricloreto de fosforo (PCl3) se apresenta como o
reagente fosforado mais utilizado na sintese de compostos organofosforados e demais
compostos, por ser extremamente reativo, possuindo diversas aplicacoes sintéticas (COTTON,
1988), as quais sdo mostradas no Esquema 8.
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Esquema 8: Aplicacdes sintéticas do PCl;

A ligagdo P-N, que caracteriza as fosforamidas, € geralmente formada por reacdes de
cloretos de fésforo (PCls), cloreto de fosforila ou compostos trivalentes de fosforo com
diferentes aminas ou amodnia (TOY, 1976; FISHER & VAN WAZER, 1961), Esquema 9.

X X
I I
PXCls RIjHZ'HCI RNHPCl, L, —RURHC - RE),PCI
-2HC Cloreto fosforamidico
X=0o0usS

Esquema 9: Reacio de cloretos de fosforo com aminas

A partir de cloretos fosforamidicos, uma variedade de pesticidas do tipo fésforo-alcoxi
e fosforo-amido-ésteres podem ser produzidas, como por exemplo, a preparagdo do crufomato
(RADISKI & WILLIAMS, 1998), Esquema 10.

0
0 H;CHN._ /O Nao—@*acm% HiCHN

CH3NI‘IPC 12 C]
Cl H3CO crufomato
Cl

Esquema 10: Preparacao do inseticida crufomato.

Os fosforamidocloridatos de dialquila reagem com aminas para preparagdao dos
correspondentes amidetos, como na prepara¢do do tabun, conhecido como gids do nervo,
utilizado na II Guerra Mundial, por agir no sistema nervoso e, assim, interagir com a AchE de
vertebrados e invetebrados, como € mostrado no Esquema 11 (SAUNDERS, 1957).
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Esquema 11: Sintese do tabun a partir de fosforamidocloridato e dimetilamina.

Os métodos de sintese de fosforamidas foram descritos a partir de 1945 com uma série
de trabalhos realizados por Atherton et al. (ATHERTON & OPENSHAW, 1945). Nos trabalhos
iniciais, fosforilcloridratos de dialquila formados como intermedidrio de reacdo eram usados
como agentes de fosforilagcdo, em meio anidro, conforme mostrado no Esquema 12.

ICl
O\ N /O
O U 0 (I?
I / I HNR,R,/CCl
(RO),P—H SO,Ch o RO),P—CI LRI RO),P—NR/R,
Ch -10°C R,,R, =H, alquila, arila

R =isopropila; benzila

Esquema 12: Sintese de fosforamidas a partir de fosfonatos de dialquila.

Posteriormente, foi descoberto que fosfonatos de dialquila reagem diretamente com
aminas e tetracloreto de carbono em meio basico, de modo mais brando € com resultados
igualmente satisfatérios. Os fosfonatos de dialquila reagem suavemente com aminas
primdrias, secunddrias ou amonia em tetracloreto de carbono para fornecer fosforamidatos de
dialquila em excelentes rendimentos, Esquema 13 (ATHERTON & OPENSHAW, 1945).

O O

I CCL/NEt I
(RO)P—H + HNR,R, % (RO),P—NR;R,
.a.

R = isopropila; benzila Ry.Ry =H, alquila, arila

Esquema 13: Reacio de fosfonatos de dialquila com aminas.

Com pequenas modificacdes dos métodos de Atherton, Zhao et al. (ZHAO et al., 1984
e 1988) desenvolveram uma nova reacdo de fosforilacdo de aminas, que utiliza meio aquoso
em reacgdo bifdsica com fosfito de diisopropila e tetracloreto de carbono, Esquema 14. Estas
modificagdes melhoram, principalmente, os rendimentos das reacdes com aminodcidos e com
aminas insoldveis em tetracloreto de carbono.

0 NaOH ou NEt; / HyO
(RO),P—H + HNR,R, CCA/EOH (RO),P—NR;R,
ta./4-16h R,R, = H, alquila, arila

R =isopropila; benzila

Esquema 14: Fosforilacao de aminas em sistema bifasico com fosfonato de dialquila e
CCl,.



Os compostos de fésforo pentavalente que possuem em sua estrutura 0os grupamentos
funcionais P-O, P-S ou P-N funcionam como eficazes agentes de coordenacdo (COTTON &
SCHUNN, 1963; HAUPT & ToMm DICK, 1986), pois possuem, ligados ao dtomo de fésforo,
atomos que sao eletrodoadores, o que propicia a coordenagdo com ions metélicos.

Os compostos organofosforados também se destacam na bioquimica e medicina, como
o ciclofosfamida (Endoxan) mostrado na Figura 2, ativo como agente antitumoral (ARNOLD

etal., 1961).
O
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Cl
Figura 2: Endoxan, utilizado como agente antitumoral.

Dentre os compostos organofosforados os fosfonatos sdo os que mais tem despertado o
interesse de pesquisadores voltados para as dreas de bioquimica e medicina. Os fosfonatos
possuem atividade antibacterial, antiviral e antitumoral e s3o também usados como
retardantes de chama. Eles contém uma ligacdo direta carbono-fésforo, quimicamente e
termicamente muito estdvel e confere a molécula muito mais resisténcia a degradacao ndo-
biol6gica no ambiente do que seus andlogos com ligacao N-P, S-P ou O-P.

O fosfonato mais difundido € a N-fosfonometilglicina, mais conhecido como glifosato,
designado pelo nome comercial de Roundup, utilizado como herbicida (Figura 3) (KERTZ et
al., 1994).
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HO—P N \)k
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Figura 3: Glifosato (Roundup).

Os bisfosfonatos (BP’s) formam uma classe de substancias quimicas que apresenta um
grupo P-C-P em sua estrutura, como mostra a Figura 4, e agem como inibidores da
reabsorcdo 0ssea, mediada pelos osteoclastos. Estes compostos sdo extensivamente utilizados
no tratamento de varias doencas dsseas, destacando-se a doenca de Paget, a hipercalcemia
maligna, a osteoporose e a doenca metastatica e osteolitica (FERNANDES et al., 2005).

TR
Ho—1|> 1|>—0H
OHR, OH

Figura 4: Estrutura quimica geral dos BP’s.

Estudos recentes mostram que os BP’s inibem o crescimento do protozoario 7. cruzi in
vitro € in vivo, por meio da competicdo com o pirofosfato em sua via metabdlica, sem causar
toxicidade nas células hospedeiras (SZAINMAN, et al., 2001). Foi verificada a acdo dos BP’s
que possuem nitrogénio na cadeia lateral, sobre o crescimento dos parasitos Trypanosoma



brucei, Trypanosoma cruzi, Leishmania donovani, Toxoplasma gondii e Plasmodium
falciparum. O mecanismo de a¢do dos BP’s consiste, basicamente, na inibi¢do da formagao de
proteinas de importancia vital para os parasitos (MARTIN, ef al., 2001). A Figura 5 (URBINA
& DocAMPO, 2003) mostra algumas estruturas de bisfofonatos com atividade anti-7.cruzi.

HO_ O HO_ O HO_ ,
“poH P—OH H3(|3 P—OH
OH OH
Ho/g\OH Ho/g OH Me HO/O OH
N (risedronate) (pamidronate) (ibandronate)

Figura 5: Bisfosfonatos com atividade anti-T.cruzi.

Devido a sua capacidade quelante, os bisfosfonatos também t€m sido estudados para
elaboragdo de novos medicamentos capazes de controlar a quantidade de ions ferro e aluminio
no organismo humano (KONTECKA et al., 2002).

1.1.2. Hidrazonas

Compostos cujas moléculas contém a funcdo hidrazona pertencem a classe das
azometinas, na qual também estdo as iminas e oximas, e se diferenciam destas pela presenca
de dois atomos de nitrogénio interligados. Na literatura as hidrazonas ndo sdo discutidas
separadamente, mas citadas como derivados de compostos carbonilicos, ou como
identificador de aldeidos e cetonas. (KITAEV &. BUZYKIN, 1972; KITAEV et al., 1970). Sao
consideradas hidrazonas todas as moléculas contendo o fragmento triatdbmico N-N=C,
podendo o nitrogénio aminico e ou o carbono estarem formando um heterociclo ndo
aromadtico, como especificado no Esquema 15.

R R'
Sc=N—N’
/ N
X Y
R e R'=H, alquila, arila, acila, heterociclo;
Y = H, alquila, arila, heterociclo, acila, -P(O)(OR),;
X = H, alquila, arila, acila, heterociclo, halogénio, OR", SR, CN,
SO,R, NO,, NHNR"R", NHNHR", N=NR", COOR", CONR"R".

Esquema 15: Fragmento triatomico minimo que caracteriza as hidrazonas.

As hidrazonas t€ém uma larga aplicacdo na sintese de moléculas com as mais variadas
estruturas, isolamento de compostos carbonilicos, ligantes para um grande nimero de cations
metalicos. Sao aplicadas como plastificantes e estabilizadores para polimeros, iniciadores de
polimerizacdo, antioxidantes, etc. Porém, a mais valiosa propriedade das hidrazonas € a sua
grande atividade fisioldgica, entre elas, reguladores de crescimento de plantas, como atividade
farmacofdrica podemos citar acdo antiinflamatdria, antitrombdética, analgésica (BARREIRO et
al., 2002), hipotensiva, antileucemia, antisarcomas e outros neoplasmas malignos. Sao



investigadas as agdes farmacoférica para tratamento de esquizofrenia, hanseniase e outras
doencas (KITAEV & BUZYKIN, 1972).

Uma importante aplicacdo das hidrazonas € a sintese de heterociclos, como pirazdis
sintetizados a partir de hidrazonas monosubstituidas e nitroolefinas (DENG & MANI, 2006) e
oxazdis a partir de acilidrazonas e isocianatos (AWADALLAH, 2006), como mostrado no
Esquema 16.

R’ H NO R N R
N="" 2 MeOHH,0 N~
1 >—< —_— >
R/NH R" R 02, 1-2 dHS —
R” RIH
Sintese regioseletiva de pirazdis substituidos a partir de nitroolefinas e hidrazonas

(0]
)< &
N-N + N=(C=0 — » / (0] R
H N
X=H,MeeCl ©\ /L\
R=He Me. X N0
H

Sintese de oxazdis a partir de acilidrazonas e isocianatos

Esquema 16: Sinteses de heterociclos a partir de hidrazonas.

A Figura 6 mostra a Gyromitrin, uma hidrazona de ocorréncia natural, extraida do
falso cogumelo Gyromitra esculenta.

Figura 6: Gyromitrin, uma hidrazona de ocorréncia natural.
1.1.3. Pesticidas

A qualidade da producdo agricola sempre foi intensamente afetada pelo aparecimento
de formas de vida indesejdveis, tais como insetos e ervas daninhas. Desta forma, tornou-se
necessdria a utilizacdo de agrotoxicos ou pesticidas de diversas classes quimicas. Os primeiros
grupos quimicos utilizados como pesticidas foram substancias téxicas de origem natural, tais
como a rotenona, a nicotina e o piretro (DECIS®), um inseticida extraido das flores do
Chrysanthemum cinerariaefolium (HIRATA, 1995), conhecido desde o primeiro século da era
cristd, como atesta o célebre livro chinés “CHOU LI”,além de elementos inorganicos como o
mercurio e o enxofre (JONATAN, 1989).

Os agrotoxicos tém como fungdes basicas na agricultura o aumento da produtividade,
a melhoria da qualidade dos produtos e a reducdo do trabalho e dos gastos com energia. Sem
divida esses objetivos foram alcancados nas ultimas décadas. No entanto, o uso
indiscriminado e pouco criterioso de agrotéxicos trouxe e continuam trazendo problemas
muitos sérios para o ambiente e para a saidde humana. Dados estatisticos da Associagcdo



Nacional de Defensivos Agricolas (ANDEF) mostram que o uso de pesticidas dobrou de
volume na década de 90, sendo que os herbicidas representam cerca de 85% desse aumento
(S1ILVA, 1999).

Pesticidas organofosforados incluem ndo somente inseticidas, mas fungicidas,
herbicidas, acaricida, nematicida, anti-helminticos e apresentam uma variedade de atividades
biolégicas, como mostra a Figura 7. E surpreendente saber que deste modo, as propriedades
quimica, fisica e bioldgica sdo governadas pela selecdo de grupos ligados ao 4tomo de
fosforo.
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Figura 7: Compostos organofosforados com variadas atividades.

A venda total de agrotoxicos, em 2004, atingiu US$ 4,495 bilhdes, 43,3% a mais em
faturamento do que em 2003 de acordo com o Sindicato Nacional da Industria de Produtos
para Defesa Agricola (Sindag) (COUTINHO et al., 2005).

1.1.3.1. Atividade Inseticida de Organofosforados

Atualmente, os inseticidas mais desenvolvidos sdo os compostos organofosforados,
carbamatos e piretroides. Essas classes de compostos sdo biodegradaveis. O baixo risco que
estes inseticidas causam para os mamiferos € baseado, principalmente, em sua biodegradacao,
que se traduz em uma meia vida em plantas da ordem de 2 até 10 dias. Compostos destas trés
familias sao espontaneamente hidrolisados, especialmente em pH alto e sofrem degradagao
por hidrolases. As enzimas com capacidade para hidrolisar estes compostos ndo sdo bem
caracterizadas, e ainda nao estd claro se as enzimas que degradam os inseticidas destas trés
familias estdo interrelacionadas (SOGORB, 2002).

Cerca de 140 compostos de fésforo sdo ou foram usados como pesticidas praticos
(incluindo reguladores de crescimento de plantas) no mundo. Mais de 60.000 toneladas de
pesticidas organofosforados sao produzidas por ano somente nos Estados Unidos (ETO, 1974).

Os inseticidas organofosforados sdo derivados das seguintes estruturas fundamentais:
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Pesticidas organofosfatos geralmente sdo altamente toxicos. Eles sdo caracterizados
pela féormula geral mostrada na Figura 8, onde L. € um grupo de saida, que € liberado pelo
atomo de fésforo quando o mesmo € hidrolisado pela fosfotriesterase (PTE), ou pela interacao
com o sitio da proteina (AChE) (CHAMBERS, 1992).
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Figura 8: Estrutura quimica basica de inseticidas organofosforados.

A aplicagcdo industrial e comercial de compostos organofosforados na agricultura
comecou com Schrader e colaboradores, que descobriram, em 1941, o inseticida
octametilpirofosforamida (Scharadan), Figura 9. Depois deste, um grande niimero de
inseticidas ésteres organofosforados também foram descobertos, incluindo o Bladan, primeiro
com préticas inseticidas, que continha tetraetilpirofosfato, o TEEP, Figura 9, preparado na
Alemanha em 1944. Mas o grande avanco nesta drea se deu pela descoberta do composto
chamado paration, fosforotionato dietil p-nitrofenila, por Schrader em 1944. Inseticidas
menos téxicos que o paration foram desenvolvidos com pequenas modificagdes estruturais,
como por exemplo, clortion (SCHRADER, 1963), fention (SCHRADER, 1961) e fenitrotion
(N1sSHIZAWA, 1960). Foram desenvolvidos outros compostos com alta atividade inseticida e
com toxidez baixa, como € o caso do malation, e o demeton-S, Figura 9.
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Figura 9: Inseticidas organofosforados responsaveis pelo grande avanco de pesticidas na
agricultura.

Os inseticidas organofosforados da classe dos fosforamidatos derivados de aminas
secunddrias e tercidrias sdo geralmente menos ativos como inseticidas que os derivados de
aminas primdrias e amoOnia. Alguns exemplos de inseticidas do tipo fosforamidatos estdo

mostrados na Figura 10.
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Figura 10: Alguns inseticidas fosforamidatos.

Visando a menor toxidez, é crescente o nimero de pesquisas buscando a obtencao de
novos agentes pesticidas, que sejam cada vez inibidores mais fracos da acetilcolinesterase
(AChE) para mamiferos, como € o caso de fosforamidatos sintetizados por Hudson em 1995
(HUDSON et al.,1995), Figura 11.
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Figura 11: Pesticidas fracos inibidores da acetilcolinesterase para mamiferos.

Os organofosforados, os organoclorados, os ciclodienos e os piretrdides t€ém como
alvo comum o sistema nervoso dos insetos: os organofosforados e os carbamatos atuam como
inibidores da acetilcolinesterase AChE; os ciclodienos tém como alvo os canais de cloreto
dependentes do dcido y-aminobutirico (GABA); e os piretréides e os organoclorados tém
como alvo os canais de sédio dependentes de voltagem (Hollinworth, 1976; Chambers &
Carr, 1995).

Os inseticidas organofosforados atuam no sistema nervoso (MURDOCK & HOPINKINS,
1968; SILVER, 1974; GALLO & LAWRYK, 1991; CHAMBERS & CHAMBERS, 1989; FORSYTH &
CHAMBERS, 1989; MARRS, 1993) na juncdo neuromuscular, interagindo com a
acetilcolinesterase, cuja funcdo € catalisar a hidrélise da acetilcolina (AChE) em &cido acético
e colina, Esquema 17, interrompendo a transmissdo dos impulsos nervosos nas sinapses dos



neuronios colinérgicos dos sistemas nervosos central e periférico (ALDRIDGE & REINER, 1972;
O’BRIEN, 1961; PADILHA et al., 1994; KACZMAR, 1997; MILESON et al.,1998, LIU et al., 1999).
A acetilcolina € um mediador quimico necessdrio para a transmissao dos impulsos nervosos
presente nos mamiferos e insetos e quando a AChE € inibida, acontece paralisia e morte.
(ROSENBERRY, 1975; QUIAN & KOVACH, 1993; FOURNIER & MUTEREO, 1994).
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Esquema 17: Reacao de hidrélise da acetilcolina.

O mecanismo de hidrélise catalisado pela AChE depende da adi¢do de um residuo de
serina a carbonila do substrato ACh, Esquema 18. Na presenca de organofosforados, este
residuo é prontamente fosforilado (QUIAN & KOVACH, 1993), Esquema 19. Ao contrério da
enzima acetilada, a enzima fosforilada reage lentamente com d4gua, o que permite a
desalquilacdo do substituinte alcoxila ligado ao dtomo de fésforo (processo conhecido como
“envelhecimento”). Os compostos organofosforados inativam a acetilcolinesterase pela
fosforilagdo no sitio ativo da enzima (SULTATOS, 1994). O resultado € o surgimento de uma
forte ligacdo entre um residuo da histidina protonada do sitio catalitico e o 4&tomo de oxigénio
negativamente carregado do inibidor. A histidina protonada nao pode funcionar como um
catalisador basico geral para a hidrélise da enzima fosforilada, necessdria para a reativacao da
AChE. Evidéncias experimentais para a insercdo da ligacdo P-O- no sitio ativo de adutos
“envelhecidos” entre AChE e organofosforados foram obtidos por espectroscopia de RMN-
P (SEGALL et al.,1983).

Unidades da AChE
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Esquema 18: Mecanismo de hidrdélise da Acetilcolina.



O processo de inibicdo da AChE depende muito da estrutura quimica do
organofosforado inibidor (LOTTI, 1992; ECOBICHON,1996). A interacdo entre a
acetilcolinesterase e seu inibidor organofosforado parece envolver somente o sitio esterasico,
formando um complexo Dbastante estidvel, sendo esta estabilidade relacionada
fundamentalmente, com a estrutura quimica do inibidor. A inibicdo da acetilcolinesterase €
irreversivel, desta forma a acetilcolina € impedida de reagir com o sitio esterdsico, ocorrendo
um acimulo da mesma onde € normalmente liberada, resultando em conseqiiéncia, toda a
sintomatologia da intoxicagdo por acetilcolina ocasionada por compostos organofosforados
(SENANAYAKE & KARALIEDDE, 1987; SAVAGE et al., 1988; ROSENSTOCK et al.,1991; STORM,
2000; JAMAL, 2002; KEY, 2002).

Unidades da AChE
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Esquema 19: Mecanismo classico de inibicao da acetilcolinesterase por inseticidas
organofosforados.

1.2. Estudos Biolégicos

1.2.1. Ensaios sobre larvas de Artemia salina Leach

A avaliacdo da bioatividade de compostos organicos, sejam eles de origem natural ou
sintética, tem sido pouco explorada em laboratérios tradicionais de quimica. Geralmente, a
ndo ser que existam programas de colaboragdo com bidlogos ou farmacé6logos, os laboratdrios
de quimica ndo estdo adequadamente equipados para a realizacdo de bioensaios de rotina,
utilizando animais, tecidos ou o6rgdos isolados. A necessidade de realizar ensaios com
procedimentos simples e rdpidos levou os quimicos a busca de screenings mais simples
(Meyer, et al., 1982; Cavalcante et al., 2000).

O estudo da letalidade em organismos simples tem sido utilizado para um rdpido e
simples monitoramento da resposta biolégica, onde existe apenas um parametro envolvido:
morte ou vida. Os resultados podem ser facilmente tratados estatisticamente. O ensaio de



letalidade permite a avaliacdo da toxidez geral e, portanto é considerado essencial como
bioensaio preliminar no estudo de compostos com potencial atividade biolégica. Dentre esses
ensaios encontra-se a toxicidade sobre Artemia salina, que se caracteriza por ser de baixo
custo, rapido e ndo exigir técnicas assépticas (Solis, et al., 1992; Siqueira, et al.,1998).

Artemia salina € um microcrusticeo de dgua salgada que é utilizado como alimento
vivo para peixe, sendo seus ovos facilmente encontrados em lojas de aquaristas. A
simplicidade do bioensaio favorece sua utilizacdo rotineira (FONTENELLE, 1982).

O bioensaio com larvas de Artemia salina Leach, foi empregado como uma avaliacao
preliminar da toxidez dos compostos sintetizados neste trabalho. Uma vez que esses
compostos estdo sendo avaliados como antiparasitdrios € importante que nao venham a
apresentar alta toxidez sobre outros organismos.

1.2.2. Ensaios sobre sementes de tomate.

Como alguns compostos organofosforados descritos na literatura sao utilizados como
herbicida, como por exemplo, o glifosato, comercialmente conhecido como Roundup (Figura
3) e o Prefar (Figura 7), resolveu-se estudar o efeito inibitério na germinacdo de sementes de
tomates, pelo fato de algumas moléculas sintetizadas apresentarem alguma similiridade com
esses compostos.

Diversos ensaios sdo citados na literatura visando a avaliacdo de substancias quimicas
na germinacdo de sementes, na elongacdo de raizes e no crescimento de plantulas e avaliagao
da biomassa da parte aérea (KELSEY & LOCKEN, 1982).

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

Sementes de tomate, disponiveis comercialmente, vém sendo utilizadas para avaliacdo
de germinacdo frente a substincias ativas. O teste é simples e ndo necessita de muitos
aparatos especiais para realizacdo.

1.2.3. Parasitoses

Chama-se parasitismo a associacdo entre duas espécies onde uma (a parasita), vive as
custas da outra (o hospedeiro), prejudicando a sua vida. Os parasitos que vivem sobre o corpo
do hospedeiro (piolho, pulga, etc.) sdo os ectoparasitas e os que vivem dentro (lombrigas,
virus, bactérias, protozodrios, etc.) sdo endoparasitas.

O parasitismo € inerente a vida. Os parasitos sdo encontrados em cada ser vivo de
todas as espécies existentes na Terra (POULIN & MORAND, 2000) e, desde o inicio da vida, o
parasitismo foi utilizado por proto-organismos para multiplicarem-se. Provavelmente o
parasitismo deve ter ocorrido em um estigio primitivo da evolucdo (BREMERMANN, 1983),
pois a uniformidade bioquimica dos seres vivos atuais aponta para uma origem comum em
um antepassado que vivia ha bilhdes de anos (NASMITH, 1995; ORGEL, 1998). A vida na Terra
somente foi possivel em razdo do parasitismo ainda no nivel molecular, e as formas de vida
atuais, demonstram ainda restos dessas associacdes antigas em seus genomas (GALTIER et al.,
1999; CAVALIER-SMITH, 2001).

Os parasitos conhecidos que vivem as custas do homem sdo:

® Protozodrios, organismos unicelulares que causam no homem a amebiase, a doenca de
Chagas, a leishmaniose e a maldria, entre outras doencas.
¢ Helmintos responsaveis pelas verminoses em geral (lombrigoses, teniases, etc.).



e Bactérias, organismos unicelulares primitivos, simples e flexiveis, que crescem e se
reproduzem muito rapidamente, responsaveis por inimeras doencgas tais como a coqueluche, a
difteria, o tétano, a meningite, a sifilis, a febre tiféide, a tuberculose e a hanseniase, entre
outras.

e Os virus sdo simplesmente um 4cido nucléico, DNA ou RNA, com uma capa de
proteina, sdo causadores de caxumba, de hepatite, de poliomielite, de raiva, de rubéola, de
sarampo, de variola, de febre amarela, de dengue, da AIDS e de febre hemorragica do Ebola,
entre outras graves doencas.

e Rickéttsias sdao transmitidas ao ser humano pela mordida do carrapato, causando
febres importantes, as vezes mortiferas.

e QOs prions ndo tém nicleo, sdo apenas proteinas infectantes, responsaveis pelo mal-da-
vaca-louca no gado e nas pessoas (wWww.correcotia.com/vermes/pesquisa/capitulol).

1.2.3.1. Algumas protozooses ‘“tropicais”.

Diversas doencgas infecciosas graves t€m como agente etiolgico protozodrios. Muitas
destas enfermidades estdo associadas aos baixos niveis de sanitarismo e a condicdo de vida
precéria de populagdes que vivem em bolsdes de probreza em diversas partes do mundo e
mesmo no Brasil. Na tabela abaixo descrevemos as protozooses de maior impacto,
associando-as aos seus respectivos agentes etioldgicos, bem como relatando as dreas em que
as mesmas siao endémicas.

Tabela 1: Protozooses de maior impacto mundial.

Asgente Principal
Doenca . & L. forma de Area geografica afetada
etiologico .~
transmissao
Oral, via
. .. . limen e e o .
Giardiase Giardia lamblia a ézutaos © Distribui¢ao mundial
contaminados
. , Tricomona e .
Tricomoniase teomor Contato sexual Distribui¢ao mundial
vaginalis
Oral, via
Entamoeba . e ) .
. . alimentos e Distribui¢cdo mundial, principalmente
Amebiase hystolitica ) .
agua em dreas pobres.
contaminados
Plasmodium Vetorial
Malaria vivax ovale ( Osilu tos do América Latina, Asia e Africa
falciparum e género
malariae Anopheles)
Doenca de Trypanosoma Vetorial . .
¢ P . . Cone sul do continente americano
Chagas cruzi (barbeiro)
Doenca do Trypanosoma  Vetorial (mosca o
: Africa
SOno gambiense Tse-Tse)
Distribui¢ao mundial, com &nfase
Leishmanioses Leishmania s Vetorial nas Américas Central e do Sul,
P- (fleb6tomo) Africa Central, partes do sul e do

centro da Asia, Europa Mediterranea.




Um fator de importancia em relacdo as doengas parasitdrias, notadamente as
protozooses, reside na excasses de farmacos aplicdveis ao tratamento destas enfermidades.
Em sua maioria, estes apresentam elevada toxicidez e importantes efeitos colaterais. Além
disso, a grande maioria ja estd no mercado hd vdrias décadas. Na Figura 12 vemos as
estruturas de alguns farmacos com atividade antiparasitaria
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Figura 12: Estrutura quimica de alguns farmacos de a¢ao antiprotozoaria.

1.2.1.2. Doencas negligenciadas.

H4 uma falta de farmacos efetivos, seguros, e disponiveis para controlar doencas
infecciosas que causam alta mortalidade entre pessoas pobres nos paises em desenvolvimento.

Para a industria farmacéutica investir em pesquisa e desenvolvimento de novos
farmacos para as doengas negligenciadas, € muito caro e o retorno € baixo uma vez que essas
doencas sdao associadas a pobreza e as mas condi¢des de vida acometendo uma parcela da
populacdo, seja local ou mundial, de pouco poder aquisitivo (TROUILLER et al., 2002).



Como podemos observar na Tabela 1 dos 1393 novos farmacos que entraram no
mercado entre 1075 e 1999 menos de 1% (11 farmacos novos e 2 reformulacdes) eram para as
doencas “tropicais” (TROUILLER et al., 2002).

Tabela 2: Numero de Farmacos desenvolvidos nos altimos 25 anos.

Areas terapéuticas

Novos farmacos aprovados (1975-1999)

Sistema nervoso central
cardiovascular
neoplamas
Respiratdrias (nfo infecciosas)
Antiinfectivas / antiparasitoses

211 (15,1%)
179 (12,8%)
111 (8,0%)
89 (6,4%)
224 (16,1%)

HIV 26 (1,9%)
tuberculose 3(0,2%)
Doencas tropicais 13 (0,9%)
Malaria 4 (0,3%)
Outras categorias terapéuticas 579 (41,6%)
total 1393 (100%)

A iniciativa privada e o setor publico tentam superar esta limitacdo de mercado. Pouco
tem sido o progresso feito no conhecimento bésico, no desenvolvimento e na descoberta de
novos farmacos para as doencas infecciosas tropicais como maldria, leishmaniose, filariose
linfatica, doenca de Chagas e schistossomose que continuam causando significante
mortalidade, principalmente nos paises em desenvolvimento como mostra a Tabela 2
(WATKINS, 2003).

Tabela 3: Dados estatisticos mundiais das doencas “tropicais”.

Doencas Populacao e6m risco Casog Mortalitgade
X10") X10") X107
Maléria >2100 70-400 120
Doenca de Chagas 120 17 13
Tripanossomiase africana > 60 0,3-0,5 49
Leishmaniose 350 12 57
Protozodrios intestinais 3500 450 65

O nosso grupo de sintese do PPGQO-UFRRJ, realizou através de uma parceria com a
Fundagdao Oswaldo Cruz (Salvador-Bahia), e no ambito do Projeto “Quimioterapia
Antiparasitdria” (PROCAD-CAPES), ensaios biolégicos dos compostos sintetizados neste
trabalho em dois protozodios (Leishmania L. amazonensis e Gidrdia lamblia).



2.0bjetivos

> Sintetizar e caracterizar novas dietoxifosfonil-N-acilarilidrazonas e
dialquilfosforilidrazonas, visando a descoberta de potenciais inseticidas utilizando-se, como
teste preliminar, o bioensaio contra Artemia salina Leach.

> Avaliar as atividades inibitérias dos compostos sintetizados na germinacdo de
sementes de tomate.

> Avaliar a atividade antiprotozoose frente a Leishmania amazonensis e Giardia
lamblia.



3. Materiais e Métodos
3.1. Consideracoes Gerais

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

Os pontos de fusdo, ndo corrigidos, foram determinados em aparelho Buchi 510.

A técnica de cromatografia em camada fina foi realizada utilizando-se placas de
aluminio Kiessel Gel 60 F 254, com 0,2 mm de espessura, sendo reveladas em lampada
ultravioleta com comprimento de onda em 254 nm.

Na técnica de cromatografia em coluna aberta utilizou-se como adsorvente gel silica
60, Merck, com particulas de 35-70 mesh.

A remocao dos solventes foi feita em evaporador rotatério Fisatom modelo 820.

Os aparelhos utilizados para a caracterizacdo dos compostos foram; (a) espectrometro
de infravermelho Perkin-Elmer modelo 1600 FT, e os espectros foram obtidos utilizando-se
um filme sobre células de NaCl, nas amostras liquidas e pastilhas de KBr nas amostras
sOlidas. As absor¢des foram medidas em centimetros reciprocos (cm'l); (b) cromatégrafo de
fase gasosa acoplado a espectrometro de massas, modelo Saturn 2000-Varian. As condi¢des
de andlise foram: coluna VF-5ms (30 x 0,25 x 0,25mm); temperatura 150-180°C/1°-10°C/min
— 290°C/10’; injetor 270°C; EM trap 220°C, manifold 60°C trxline 250°C ionizagdo EI
(70eV); (c) espectrometro de ressonancia magnética nuclear de 'H (200MHz), B (50MHz) e
3p (162MHz) Bruker modelo AC-200 e Avance, e os espectros foram obtidos utilizando-se
tetrametilsilano (TMS), ou o préprio solvente como referéncia para os niicleos de 'H e "°C.
Para o nicleo de *'P, foi utilizado o dcido fosférico 85% como referéncia externa. 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 do fosfonoacetato de trietila e fosfonoacetato de dimetil etila.

> Procedimento Geral

Em um baldo monotubulado de 50 mL, equipado com condensador de refluxo munido
de um borbulhador, adiciona-se o a-bromoacetato de etila e o fosfito de trietila ou trimetila
em pequeno excesso, de forma a garantir o total consumo de a-bromoacetato de etila. A
mistura reacional permanece sob refluxo e com agitacdo magnética, durante 6 horas a
temperatura de 100°C. Ao término da reagdo a solucdo é submetida a vdacuo no evaporador
rotarério por 5 horas na temperatura de 80°C a fim de se remover o excesso do reagente
remanescente.

3.2.1. Sintese do fosfonoacetato de trietila (1).

Utilizou-se 10 g (5,98 x 10 mol) de a-bromoacetato de etila e 10 g (6,02 x 10 mol)
do fosfito de trietila. Obteve-se, apds evaporacdo a pressdo reduzida, 12,75 g do produto
relativamente puro, correspondendo ao rendimento de 95%.

Caracterizacao:
Aspecto: liquido incolor.
IV (NaCl): 1736 (vC=0); 1211 (vC-0-C); 1272 (vP=0); 1025 (VvP-O-C); 656 (vP-C).



RMN 'H (CDCly): 1,29 [t (C-O-CH,CH3), puJ = 7,19 Hz, 3H]; 1,36 [t (P-O-CH,CH3), puJ =
7,06 Hz, 6H]; 2,97 [d (P(O)-H,C-C(0)), puJ = 21,57 Hz, 2H]; 4,18 [d/q (-O-CH,-CH3), pulJ =
7,06 Hz, 6H].

RMN “C (CDCly): 164,68 [d (C=0), 1C]; 61,64 [d (P-O-CH,CH3), 1C]; 60,38 [s (C-O-
CH,CH3), 1CJ; 33,13 [d (P(O)-H,C-C(O)), pcJ = 133,88 Hz, 1C]; 15,22 [d (P-O-CH,CH3),
2CJ; 13,00 [s (C-O-CH,CHy), 1C].

m/Z (%) : 225 (100), 197(55), 179(35), 169(35), 151(58), 141(10), 123(75), 109(20),
97(12,5), 81(11), 65(7,5), 47(3).

3.2.2. Sintese do fosfonoacetato de dimetil etila (1a).

Utilizou-se 7 g (4,2 x 102 mol) de a-bromoacetato de etila e 5,40 g (4,3 x 102 mol) do
fosfito de trimetila. ApOs evaporacdo a pressdo reduzida, foram obtidos 82% do produto
bruto.

Caracterizacao:

Aspecto: liquido incolor.

IV (NaCl): 1727 (vC=0); 1236 (vP=0); 1035 (vP-O-C); 601(vO-C-0); 692 (vP-C) .

RMN 'H (CDCl): 1,19 [t (C-O-CH,CH3), puJ = 7,19 Hz, 3H]; 2,92 [d (P(O)-H,C-C(O)),
puJ= 19,92 Hz, 2H]; 3,73 [d (P-O-CHs), piJ = 11,23 Hz, 2H]. 4,10 [q (C-O-CH,-CHj3), 2H].
m/Z (%): 197(100), 169(10), 151(66), 137(2,5), 124(15), 109(22), 94(30), 79(22), 63(2,5),
47(7,5).

3.3. Sintese da dietoxifosfonilidrazida acético (2).
> Procedimento Geral

Em um balao monotubulado de 50 mL, acoplado ao evaporador rotatdrio adiciona-se o
fosfonoacetato de trietila e a hidrazina monoidratada (99%). A mistura reacional fica sob
vécuo a temperatura de 50°C por cerca de 3 horas.

3.3.1. Sintese do dietoxifosfonilidrazida acético (2).

Utilizou-se 6,5 g (2,9 x 10 mol) de fosfonoacetato de trietila e 1,8 g(3.,5x 10 mol)
da hidrazina monoidratada. Obteve-se 5,3 g do produto com pureza adequada para as sinteses
subseqiientes, correspondendo ao rendimento bruto de 87%. Apds este procedimento deixa-se
o produto descansar em baixa temperatura a fim de que solidifique.

Caracterizacao:

Aspecto: liquido incolor.

IV (NaCl): 3439 (VNH,); 3325 (vNH); 1680 (vC=0); 1242 (vP=0); 1024 (vP-O-C).

RMN 'H (CDCl3): 1,27 [dt (P-O-CH,CH3), puJ =7,06 Hz, 6H]; 2,85 [d (P(0)-H,C-C(0)), pyJ
= 21,18 Hz, 2H]; 4,13 [dq (P-O-CH,CH3), 4H]; 5,66 [s (largo) (NH-NH,), 3H].

RMN C (CDCl3): 162,97 [d (C=0), 1C]; 62,17 [d (P-O-CH,CH3), 2C]; 32,78 [d (P(O)-
H,C-C(0)), pcJ = 132,78 Hz, 1C]; 16,58 [d (P-O-CH,CHj3), 2C].

m/Z (%): 211 (100), 179(1), 164(1), 151(1), 137(1), 123(1), 109(1), 91(1), 81(1), 65(1),
47(1).



3.3.2. Tentativa de sintese da dimetoxifosfonilidrazida acético.

Utilizou-se 5,5 g (2,8 x 10 mol) de fosfonoacetato de dimetil etilae 1,6 g (3,2 x 10
mol) da hidrazina monoidratada. Obteve-se 5,9 g da mistura do produto impuro.

3.4. Sintese das dietoxifosfonil-N-acilarilidrazonas (2a-2f).
> Procedimento Geral

Em um baldo monotubulado de 50 mL adiciona-se a fosfonilacilidrazina solubilizada
em 3 mL de EtOH, o aldeido correspondente, previamente dissolvido em 3 mL de EtOH
seguidos de 2 gotas de HCl 37%. Mantem-se a mistura reacional sob agitacdo a temperatura
ambiente. Terminado o tempo de reacdo (24 horas) o conteido do meio reacional € vertido em
gelo, apds meia hora o precipitado formado € filtrado a vdcuo e seco ao ar. Os tratamentos
posteriores estdo descritos em cada caso.

3.4.1. Sintese da dietoxifosfonil-N-acil-fenilidrazona (2a).

Utilizou-se 0,50 g (4,72 x 107 mol) de benzaldeido e 1 g (4,76 x 107 mol) da
dietoxifosfonil hidrazida acético. Obteve-se um sélido branco, correspondendo a um
rendimento bruto de 75%.

Caracterizacao:

Aspecto: sélido branco.

p.f.: 100-103 °C.

IV (KBr): 3430 e 3197 (vNH); 1670 (vC=0); 1255 (vP=0); 1022 (vP-O-C); 1648 (vC=N);
644 (vP-C).

RMN 'H (CDCl): 1,28 e 1,34 [t (P-O-CH,CHa), puJ = 7,06 ¢ 7,31 Hz, 6H]; 3,05 ¢ 3,52 [d
(P(O)-H,C-C(0)), pud = 21,19 e 22,07 Hz, 2H]; 4,17 [m (P-O-CH,-CHs), 4H]; 7,92 ¢ 8,08 [s
(N=CH), 1H]; 7,35 ¢ 7,64 [m (aromaticos), 3 e 2H]; 10,50 e 10,75 [s (NHN=C), 1H].

RMN BC (CDCL): 16,32 [d (P-O-CH,CHj3), 2C); 32,05 e 34,38 [d (P(O)-H,C-C(0)), pcJ =
134,62 e 130,95 Hz, 1C]; 62,65 e 63,29 [d (P-O-CH,CH3), 2CJ; 145,15 e 148,71 [s (N=CH),
1C]; 168,11 e 160,68 [d (C=0), 1C]; [133,67 (CCH=N); 128,34 e 128,74 (CH); 127,25 ¢
127,81 (CH); 130,29 (CH); aromaticos].

RMN *'P (CDCls): 21,29 e 22,35 (t/t) (acoplado).

m/Z (%): 299 (100), 253(1), 225(1), 209(1), 195(1), 179(3), 168(4), 151(6), 140(2), 125(9),
109(2), 97(7), 65(4).

3.4.2. Sintese da dietoxifosfonil-N-acil-p-nitrofenilidrazona (2b).

Utilizou-se 0,70 g (4,63 x 10™ mol) de p-nitrobenzaldeido e 1 g (4,76 x 10~ mol) da
dietoxifosfonil hidrazida acético. Obteve-se apds tratamento e recristalizacdo em etanol, um
s6lido amarelo, correspondendo a um rendimento de 40%.

Caracterizacao:
Aspecto: sélido amarelo.
p.f.: 140-145 °C.



IV (KBr): 3207 e 3056 (vNH); 1693 (vC=0); 1224 (vP=0); 1033 (vP-O-C); 1556 (vC=N);
850 (6C-N ArNO»); 694 (vP-C).

RMN 'H (CDCls): 1,31 e 1,37 [t (P-O-CH,CH3), pyJ = 7,06 e 6,93 Hz, 6H]; 3,11 ¢ 3,53 [d
(P(O)-H,C-C(0)), pud = 21,06 € 21,94 Hz, 2H]; 4,19 [m (P-O-CH,CHs;), 4H]; 8,12 ¢ 8,16 [s
(N =CH), 1H]; 7,77 e 8,15 [m (aromaticos), 2 € 2H]; 11,09 ¢ 11,27 [s (NHN=C), 1H].

RMN *C (CDCl3): 16,29 [d (P-O-CH,CHs), 2C]; 62,79 e 63,60 [d (P-O-CH,CH3), 2C];
32,34 [d (P(O)-H,C-C(0)), pc] = 134,09 Hz, 1C]J; [123,65 e 123,99 (CH); 128,18 e 128,72
(CH); 139,66 (N=C-C); 148,40 (C-NO,); aromaticos]; 142,49 e 145,86 [s (N=CH), 1C];
160,96 e 168,18 [s (C=0), 1C].

RMN 3'p (CDCl3): 23,80 e 24,05 (s) (desacoplado).

m/Z (%): 344 (100), 326(2), 298(2,5), 286(1), 270(2,5), 246(1), 228(2), 195(7,5), 179(25),
151(35), 123(40), 109(15), 97(17), 63(7,5).

3.4.3. Sintese da dietoxifosfonil-N-acil-o-nitrofenilidrazona (2c).

Utilizou-se 0,70 g (4,63 x 10” mol) de o-nitrobenzaldeido e 1 g (4,76 x 10~ mol) da
dietoxifosfonil hidrazida acético. Obteve-se apds tratamento e recristalizacdo em etanol, um
s6lido amarelo, correspondendo a um rendimento de 38%.

Caracterizacao:

Aspecto: sélido amarelo.

p.f.: 70-75°C

IV (KBr): 3418 e 3207 (vNH); 1693 (vC=0); 1225 (vP=0); 1032 (vP-O-C); 1557 (vC=N);
845 (6C-N ArNO,); 693 (vP-C).

RMN 'H (acetona-d6): 1,27 e 1,31 [t (P-O-CH,CH3), puJ = 7,30 e 6,97 Hz, 6H]; 3,05 ¢ 3,49
[d (P(O)-H,C-C(0O)), puJ = 21,23 e 22,22 Hz, 2H]; 4,14 [m (P-O-CH,CHs), 4H]; 8,56 e 8,57
[s N=CH), 1H]; 7,77-8,58 [m (aromaticos), 4H]; 10,74 ¢ 11,00 [s (NH), 1H].

RMN *'P (CDCl3): 23,90 e 24,13 (s) (desacoplado).

m/Z (%): 344 (100), 326(1), 314(1), 298(5), 286(1), 270(4), 246(1), 228(1), 195(7,5),
179(17), 168(17), 151(32), 123(40), 109(15), 97(17), 63(7,5).

3.4.4. Sintese da dietoxifosfonil-N-acil-m-nitrofenilidrazona (2d).

Utilizou-se 0,70 g (4,63 x 107 mol) de m-nitrobenzaldeido e 1 g (4,76 x 107 mol) da
dietoxifosfonil hidrazida acético. Obteve-se apds tratamento e recristalizacdo em etanol, um
s6lido amarelo, correspondendo a um rendimento de 48%.

Caracterizacao:

Aspecto: solido amarelo.

p.f.: 120-125°C

IV (KBr): 3422 e 3193 (vNH); 1686 (vC=0); 1260 (vP=0); 1024 (vP-O-C); 1642 (vC=N);
832 (0C-N ArNOy,); 676 (VP-C).

RMN 'H (CDCL): 1,34 e 1,38 [t (P-O-CH,CHa), puJ = 7,06 e 7,31 Hz, 6H]; 3,12 e 3,56 [d
(P(O)-H,C-C(0O)), pul = 21,43 e 22,07 Hz, 2H]; 4,21 [m (P-O-CH,CH3), 4H]; 8,35 e 8,41 [s
(N=CH), 1H]; 7,43-8,17 [m (aromaticos), 4H]; 11,08 ¢ 11,28 [s (NH), 1H].

RMN "C (CDCL): 16,41 [d (P-O-CH,CH3), 2C); 62,92 e 63,53 [d (P-O-CH,CH3), 2CJ;
32,29 e 34,50 [d (P(O)-H,C-C(0)), pcJ = 133,88 e 130,95 Hz, 1C]; [121,61 a 133,75 [s (CH),
4C]J; 135,79 e 135,72 [s (C-C=N), 1C]J; 142,52 e 146,05 [s (C-NO,), 1C]; aromaticos]; 148,58
e 148,38 [s N=CH), 1C]; 168,18 e 161,16 [s (C=0), 1C].



RMN *'P (CDCls): 23,90 e 24,14 (s) (desacoplado).
m/Z (%): 344 (100), 329(2), 314(1), 298(2,5), 270(2), 246(1), 228(1), 195(5), 179(15),
168(15), 151(17), 123(30), 109(12), 97(12), 63(5).

3.4.5. Sintese da dietoxifosfonil-N-acil-p-carboxifenilidrazona (2e).

Utilizou-se 0,5 g (3,31 x 10~ mol) de p-carboxibenzaldeido e 0,70 g (3,33 x 10™ mol)
da dietoxifosfonil hidrazida acético. Obteve-se apds tratamento e recristalizagdo em etanol um
s6lido branco, correspondendo a um rendimento de 60%.

Caracterizacao:

Aspecto: sélido branco.

p.f.: 200-205°C

IV (KBr): 3425 e 3206 (vNH); 1686 (vC=0); 1272 (vP=0); 1027 (vP-O-C); 1601 (vC=N);
2986 (vOH); 910 (vC-OH); 643 (vP-C).

RMN 'H (MeOD): 1,28 ¢ 1,34 [t (P-O-CH,CH3), pul = 6,94 Hz, 6H]; 3,02 e 3,55 [d (P(O)-
H,C-C(0)), pud = 21,69 e 22,19 Hz, 2H]; 4,19 [m (P-O-CH,CH3), 4H]; 7,86 e 8,13 [s
(N=CH), 1H]; 7,76-8,06 [m (arométicos), 4H].

RMN 'H (DMSO-D6): 1,18 ¢ 1,23 [t (P-O-CH,CH3), ppJ = 7,34 ¢ 6,94 Hz, 6H]; 2,99 [d
(P(O)-H,C-C(0)), pud = 21,25 Hz, 2H]; 4,02 [m (P-O-CH,CH3), 4H]; 8,05 e 8,20 [s (N=CH),
1H]; 7,81-7,96 [m (aromaticos), 4H]; 11,68 [s (NH), 1H].

RMN “C (DMSO-D6): 16,24 [t (P-O-CH,CHs), 2C); 61,76 e 62,00 [d (P-O-CH,CH3), 2C];
31,40 e 33,86 [d (P(O)-H,C-C(0)), pcJ =131,24 e 131,25 Hz, 1C]; [126,96 e 129,69 [d (CH),
4CJ; 145,24 e 145,85 [s (C-C=N), 1C]; 141,94 e 142,52 [s (C-CO,H), 1C]; arométicos];
138,18 [s (N=CH), 1C]; 160,90 [s (C=0), 1C]; 168,87 e 166,99 [s (CO,H), 1C].

RMN *'P (CDCls): 23,93 e 24,20 (s) (desacoplado).

3.4.6. Sintese da dietoxifosfonil-N-acil-(2,2-dimetil-5-0x0-3,4-diidro-2H-
benzo[h]cromem-6(5H)-ilideno)hidrazina (2f).

Utilizou-se 0,146 g (5 x 10™ mol) de B-lapachona e 0,110g (5,23 x 10 mol) da
dietoxifosfonil hidrazida acético. Apds tratamento e purificagio em coluna (50%
hexano/acetato de etila), obteve-se um sélido laranja, correspondendo ao rendimento de 68%.

Caracterizacao:

Aspecto: solido laranja.

p.f.: 103-108°C

IV (KBr): 3440 e 3089 (vNH); 1691 (vC=0); 1253 (vP=0); 1033 (vP-O-C); 1600 (vC=N);
663 (VP-C).

RMN 'H (CDCl3): 1,30 [m (P-O-CH,CH3), 6H]; 1,46 [s (C(CHs),), 6H]; 1,86 [t (CH,CHy),
2H]; 2,58 [t (CH,CH,), 2H]; 3,67 [d (P(O)-H,C-C(0)), pul = 22,19 Hz, 2H]; 4,19 [m (P-O-
CH,CHs), 4H]; 7,46-8,24 [m (aromaéticos), 4H]; 14,76 [s (NH), 1H].

RMN “C (CDCLy): 15,73 [s (C(CHs),), 2C]; 16,09 [t (P-O-CH,CH3), 2C]; 26,52 [t
(CH,CH,), 1CJ; 31,38 [t (CH,CHy), 1C]; 31,37 [d (P(O)-H,C-C(O)), pcJ = 134,25 Hz, 1CJ;
62,52 [d (P-O-CH,CHj3), 2C]; 78,46 [s (C(CHas)y), 1C]; 111,11 [s (C=C),1C]; 131,74 [s
(HNN=C), 1C]J; 168,83 [s (C=C), 1C]; 123,09 a 131,17 (Carom.); 162,06 (C=0 amida) e
181,13 (C=0 cetona).

RMN 3'p (CDCly): 16,14 (s) (desacoplado)



3.5. Sintese dos fosfonatos de dialquila simétricos.

> Procedimento Geral

Em um baldo bitubulado de 200 mL, equipado com um funil de adicdo continua,
condensador de refluxo e munido de um borbulhador, capaz de impedir a entrada de umidade
€ a0 mesmo tempo permitir a saida do 4cido cloridrico (HCI) liberado na reacdo, adiciona-se o
alcool correspondente. Em seguida, através de funil de adi¢do, goteja-se cuidadosamente o
tricloreto de foésforo (PCl;) recém destilado, sob agitagdo magnética, mantendo-se a mistura
reacional a uma temperatura em torno de 0°C. Quando cerca da metade do PCl; tiver sido
adicionado, observa-se forte desprendimento de HCI.

Ao término da adigdo, submete-se o contetdido do baldo a um aquecimento (50°C) por
aproximadamente 1 hora.

Finalmente, coloca-se a mistura reacional sob vicuo a fim de que seja retirado todo o
HCl residual.

O manuseio de PCl; deve ser extremamente cuidadoso, pois 0 mesmo € instavel por
ser facilmente hidrolisado, através de uma reacdo altamente exotérmica. Isto € devido ao
poder eletrofilico do 4tomo de fdsforo, que estd ligado a trés dtomos de cloro (COTTON, 1988).

3.5.1. Sintese do fosfonato de di(n-butila) (3).

Utilizou-se 25,43 g (3,34 x 10" mol) de n-butanol e 15,75 g (1,14 x 10" mol) de
tricloreto de fésforo. Obteve-se, apds evaporacdo a pressao reduzida, 17,5 g do produto com
pureza satisfatdria para as sinteses subseqiientes. O rendimento do fosfonato de di n-butila foi
de 78%.

Caracterizacao:

Aspecto: liquido incolor.

p.e.: 67-69°C (3mmHyg).

IV (NaCl): 3410 (vOH); 2963, 2876 (vVCH, e CHj); 2434 (vP-H); 1468 (das.CH, e CH3);
1381 (8sim.CHj3); 1216 (vP=0); 1006 (VP-O-C); 970 (das.P-H).

RMN 'H (CDCl): 0,91 [t (CH;CH,CH,CH,0-), 6H]; 1,38 [m (CH;CH,CH,CH,O-), 4H];
1,65 [m (CH3;CH,CH,CH,0-), 4H]; 4,03 [m (-CH;CH,CH,CH,O-), 4H]; 6,72 [d (P-H), puJ =
699 Hz, 1H].

m/Z (%): 195(50), 167(1), 157(1), 147(1), 139(12), 123(5), 109(10), 97(5), 83(100), 65(12),
57(7,5), 47(5).

3.5.2. Sintese do fosfonato de diisobutila (5).

Utilizou-se 12,7 g (1,76 x 107! mol) de isobutanol e 7,87 g (5,72 x 10 mol) de
tricloreto de fosforo. Obteve-se, apds evaporagdo a pressao reduzida, 10 g do produto puro. O
rendimento do fosfonato de diisobutila foi de 90%.

Caracterizacao:

Aspecto: liquido incolor.

p.e.: 56-57°C (2mmHyg).

IV (NaCl): 3445 (vOH); 2964, 2881 (VCH, e CHj); 2426 (vP-H); 1469 (das.CH, CH, e
CHj3); 1395 e 1372 (8sim. CH, CH, e CHj3); 1255 (vP=0); 1039 (vP-0); 983 (das.P-H).



RMN 'H (CDCls): 0,95 [d ((CH3),CHCH,O-), 12H]; 1,93 [m ((CH3),CHCH,0-), 2H]; 3,84
[m ((CH3),CHCH,O-), 4H]; 6,81 [d(P-H), puJ = 692,3Hz, 1H].
m/Z (%): 195(51), 139(12), 123(5), 109(11), 97(5), 83(100), 65(12), 57(8), 47(5).

3.6. Sintese das dialquilfosforilidrazinas.
> Procedimento Geral

Em um baldo bitubulado de 100 mL, munido de condensador de refluxo e funil de
adicdo continua, adiciona-se quantidades estequiometricamente calculadas de hidrazina e
hidréxido de sddio dissolvida em volumes iguais de dgua destilada e dlcool etilico.

No funil de adicdo é colocado o respectivo fosfito de dialquila e tetracloreto de
carbono com excesso de 40%. Com o balio imerso em banho de gelo e sob agitacdo
magnética, comega-se a adi¢do, gota a gota, do contetido do funil. Ao funil da adi¢do, deixa-
se a mistura reacional sob agitacdo até que o banho atinja a temperatura ambiente e em
seguida por mais 1 hora a 50°C.

Ao término da reacdo, adiciona-se ao baldo cloreto de metileno (CH,Cl,) e igual
volume de dgua destilada. Transfere-se todo o contetido do baldo para um funil de separagcao
de tamanho adequado. A fase orgénica € entdo separada da fase aquosa. Este procedimento de
extracdo é repetido por mais duas vezes. Finalmente, adiciona-se a fase orgénica sulfato de
magnésio (MgSQ,) anidro, agita-se por alguns segundos, filtra-se e evapora-se, através de um
rotavapor, todo o solvente.

3.6.1. Sintese da dibutilfosforilidrazina (4).

Utilizou-se 10 g (5,15 x 10 mol) do fosfonato de dibutila, 11,10 g (7,21 x 10 mol)
de tetra cloreto de carbono, 2,60 g (5,20 x 107 mol) de hidrazina monoidratada, 2,06 g (5,15 x
102 mol) de hidréxido de sédio, 10mL de dgua destilada e 10 mL de etanol. Obteve-se, apés

evaporacdo a pressdo reduzida, 8,65 g do produto puro. O rendimento da
dibutilfosforilidrazina foi de 75%.

Caracterizacao:

Aspecto: Liquido viscoso incolor.

IV (NaCl): 3351 (vNH); 2960 e 2878 (vCH, e CHj3); 1225 (vP=0); 1027 (vP-O-C); 1067
(VP-N); 1460 (das.CH, e CHj3); 1381(3sim.CH3).

RMN 'H (CDCL): 081 [t (CH;CH,CH,CH,0O-), puJ = 3,28, 6H]; 128 [m
(CH;CH,CH,CH,0O-), 4H]; 1,52 [m (CH;CH,CH,CH,O-), 4H]; 390 [m (-
CH;CH,CH,CH,0-), 4H]; 5,23 [s (NHNH,), 3H].

RMN C (CDCl): 13,17 [d (CH3;CH,CH,CH,0-), 2C]; 18,36 [m (CH;CH,CH,CH,O-),
2CJ; 32,05 [m (CH3CH,CH,CH,0-), 2C]; 65,55 [m (-CH3CH,CH,CH,0-), 2C].

m/Z (%): 225(100), 211(2), 195(1), 183(1), 169(7,5), 155(2), 139(2,5), 125(2), 112(60),
99(12), 82(5), 65(4), 57(2), 47(1).



3.6.2. Sintese da diisobutilfosforilidrazina (6).

Utilizou-se 10 g (5,15 x 10 mol) do fosfonato de diisobutila, 11,10 g (7,21 x 102
mol) de tetracloreto de carbono, 2,60 g (5,20 x 10 mol) de hidrazina monoidratada, 2,06
5,15x 10 mol) de hidréxido de sédio, 10mL de dgua destilada e 10 mL de etanol. Obteve-
se, apés evaporacdo a pressdo reduzida, 10,22 g do produto com pureza adequada a sua
utilizacdo posterior. O rendimento da diisobutilfosforilidrazina foi de 92%.

Caracterizacao:

Aspecto: Liquido viscoso incolor.

IV (NaCl): 3351 (vNH); 2961, 2878 e (vCH,, CHs e CH); 1230 (vP=0); 1023 (vP-O-C);
1166 (VP-N); 1468 (das.CH, e CH3); 1395 (8sim.CH3).

RMN 'H (CDCL): 0,90 [dd ((CH3),CHCH,0-), puJ =2,02, 12H]; 1,89 [m ((CH3),CHCH,O-
), pd =1,89, 2H]; 3,75 [m ((CH3)CHCH,O-), puJ =2,27, 4H]; 4,82 [(NHNH,), 1H]; 3,98
[(NHNH,), 2H].

RMN C (CDCl3): 13,81 [s(CH3(CH,);0-), 2C]; 18,64 [s (CH;CH,(CH,),0-), 2C]; 32,18
[d(CH3CH2CH2CH20-), ch = 6,23 HZ, 2C], 66,54 [d (-CHg(CHz)zCHzO-), ch = 5,87 HZ, 2C]
m/Z : 225(60), 1931), 169(17), 153(3), 139(2,5), 125(2,5), 112(100), 98(2,5), 82(5), 73(2.5),
65(5), 57(5), 47(2,5).

3.7. Sintese das dialquilfosforilidrazonas.

> Procedimento Geral

Em um baldo monotubulado de 50 mL adiciona-se a fosforilidrazina solubilizada em 3
mL de EtOH, o aldeido correspondente previamente dissolvido em 3 mL de EtOH seguidos
de duas 2 gotas de HCI 37%. Mantem-se a mistura reacional sob agitacdo a temperatura
ambiente. Terminado o tempo de reacdo (3 horas para as reacdes em que o aldeido tem
substituintes retiradores de elétrons na posicao para do anel aromético e 24 horas quando o
substituinte ¢ doador de elétrons), o meio reacional € vertido em 4gua destilada gelada e
deixada em banho de gelo por meia hora, depois filtrado a vicuo e seco ao ar.

3.7.1. Sintese da dibutilfosforilfenilidrazona (4a).

Utilizou-se 0,74 g (6,98 x 10'3m01) de benzaldeido e 1,56 g (6,96 x 107 mol) de
dibutilfosforilidrazina. Ap6s recristalizagdo em etanol foi obtido

Caracterizacao:

Aspecto: sélido amarelo claro.

p.f.: 55-58°C

IV (KBr): 3398 e 3168 (VNH); 2960 e 2873 (VCH;, e CHj3); 1240 (vP=0); 1064 (vP-N);1029
(VP-0-C); 1606 (vC=N); 1477 (das.CH, e CHj3); 1380 (8sim.CH3); 698 e 763 (aromatico).
RMN 'H (DMSO): 0,84 [t (CH;CH,CH,CH,0-), 6H]; 1,36 [m (CH;CH,CH,CH,0-), 4H];
1,58 [m (CH3CH,CH,CH,0-), 4H]; 3,97 [m (-CH;CH,CH,CH,O-), 4H]; 7,91 [s (-N=CH),
1H]; 9,60 [d (P-NH-), pxuJ = 28,12 Hz, 1H]; 7,53 ¢ 7,91 [m (arom.), 3H e 2H].



RMN C (CDCl): 13,43 [s (CH3(CH,);0-), 2C]; 18,26 [s (CH3;CH,(CH,),0-), 2CJ; 31,80
[d (CH3CH2CH2CH20—), ch = 6,23 HZ, 2C], 65,95 [d (—CH3(CH2)2CH20-), ch = 5,87 HZ,
2C]; 143,77 [d (-N=CH), pcJ = 19,44 Hz, 1C]; [129,15 ((N=CC), 1C arom.); 128,76; 126,52;
134,78 (CH), 5C arom.].

RMN 3'p (CDCl3): 2,33 dq (acoplado).

m/Z (%) : 313(97), 285(1), 269(1), 257(5), 241(1), 227(1), 213(1), 201(6), 183(5), 183(4),
165(5), 154(25), 137(1), 124(5), 98(100), 80(10), 65(10).

3.7.2. Sintese da dibutilfosforil-p-nitrofenilidrazona (4b).

Utilizou-se 0,67 g (4,43 x 10'3m01) de p-nitrobenzaldeido e 1 g (6,96 x 107 mol) de
dibutilfosforilidrazina. O sélido obtido foi recristalizado em etanol, obtendo-se 80% de
rendimento.

Caracterizacao:

Aspecto: sélido amarelo

p.f.: 225-228°C

IV (KBr): 3434 e 3085 (VNH); 2958 e 2933 (vCH; e CHs3); 1240 (vP=0); 1076 (VP-N); 1035
(VP-O-C); 1515 e 1346 (VNOxarom,)); 1596 (vC=N); 850 (aromatico).

RMN 'H (Piridina): 0,83 [t (CH;CH,CH,CH,0-), 6H]; 1,40 [m (CH;CH,CH,CH,0-), 4H];
1,71 [m (CH3CH,CH,CH,0-), 4H]; 4,36 [m (-CH3;CH,CH,CH,O-), 4H]; 8,37 [s (-N=CH),
1H]; 11,32 [d (P-NH-), pnid = 28,63 Hz, 1H], 7,92 € 8,26 [d (arom.), 2H e 2H].

RMN "*C (Piridina): 13,61 [s (CH3(CH,);0-), 2C]; 18,97 [s (CH;CH,(CH,),0-), 2C]; 32,61
[d (CH3CH2CH2CH20—), ch = 6,97 HZ, 2C], 67,06 [d (—CH3(CH2)2CH20-), ch = 5,87 HZ,
2CJ; 141,85 [d (-N=CH), pcJ = 19,81 Hz, 1C]; [141,79 ((N=CC), 1C); 148,79 ((C-NO,), 1C);
124,22; 127,26 ((CH), 4C); arom.].

RMN *'P (Piridina): 2,12 dq (acoplado)

m/Z (%): 358(100), 329(1), 302(1), 273(1), 246(1), 228(1), 205(1), 182(1), 154(7), 118(1),
98(20), 63(1).

3.7.3. Sintese da dibutilfosforil-o-nitrofenilidrazona (4c).

Utilizou-se 0,67 g (4,43 x 10"3mol) de o-nitrobenzaldeido e 1 g (6,96 x 107 mol) de
dibutilfosforilidrazina. O sélido obtido foi recristalizado em etanol, obtendo-se 70% de
rendimento.

Caracterizacao:

Aspecto: sélido amarelo

p.f.: 58-61°C

RMN 'H (DMSO): 0,84 [t (CH;CH,CH,CH,0-), 6H]; 1,32 [m (CH;CH,CH,CH,O-), 4H];
1,59 [m (CH3CH,CH,CH,0-), 4H]; 3,97 [m (-CH3;CH,CH,CH,O-), 4H]; 8,29 [s (-N=CH),
1H]; 9,97 [d (P-NH-), pngJ = 28,88 Hz, 1H]; 7,58-8,01 [m (arom.), 4H].

RMN "C (DMSO): 13,37 [s (CH3(CH,);0-), 2CJ; 18,20 [s (CH;CH,(CH,),0-), 2C]; 31,75
[d (CH3CH2CH2CH20—), ch = 6,60 HZ, 2C], 66,07 [d (—CH3(CH2)2CH20-), ch = 5,87 HZ,
2C]; 138,97 [d (-N=CH), pcJ = 20,54 Hz, 1C]; [147,58 ((C-NO,); 124,51-133,44 (CH), 5C
arom.].

RMN *'P (DMSO): 1,25 dq (acoplado).

m/Z (%): 358(100), 329(1), 302(3), 268(1), 154(1), 137(7), 119 (5), 98(10), 57(5).



3.7.4. Sintese da dibutilfosforil-p-cianofenilidrazona (4d).

Utilizou-se 0,58 g (4,43 x 10”mol) de p-cianobenzaldeido e 1 g (6,96 x 10~ mol) de
dibutilfosforilidrazina. O sélido obtido foi recristalizado em etanol, obtendo-se 49% de
rendimento.

Caracterizacao:

Aspecto: sélido amarelo.

p.f.: 265-270°C

IV (KBr): 3434 e 3085 (VNH); 2960 e 2927 (VCH,, CHs); 2227 (VCNrom,)); 1241 (VP=0);
1066 (vP-N); 1033 (VP-O-C); 1594 (vC=N); 835 (aromatico).

RMN 'H (DMSO): 0,84 [t (CH;CH,CH,CH,0-), 6H]; 1,34 [m (CH;CH,CH,CH,0-), 4H];
1,58 [m (CH3CH,CH,CH,0-), 4H]; 3,97 [m (-CH3;CH,CH,CH,O-), 4H]; 7,95 [s (-N=CH),
1H]; 9,89 [d (P-NH-), pnud = 28,37 Hz, 1H], 7,62 ¢ 7,85 [d (arom.), 2H e 2H].

m/Z (%): 358(100), 283(1), 260(1), 230(1), 211(1), 185(1), 156(2), 114(1), 98(3), 63(1).

3.7.5. Sintese da dibutilfosforil-p-carboxifenilidrazona (4e).

Utilizou-se 0,66 g (4,40 x 10~ mol) de p-carboxibenzaldeido e 1 g (6,96 x 10™ mol) de
dibutilfosforilidrazina. O sélido obtido foi recristalizado em etanol, obtendo-se 58% de
rendimento.

Caracterizacao:

Aspecto: sélido branco.

pf.: 115-118°C

IV (KBr): 3436 e 3089 (VNH); 2960 e 2930 (vCH,, CH3); 1679 (vC=0); 1245 (vP=0); 1064
(VP-N); 1033 (vP-O-C); 1598 (vC=N); 848 (aromético).

RMN 'H (DMSO): 0,83 [t (CH;CH,CH,CH,0-), 6H]; 1,34 [m (CH;CH,CH,CH,0-), 4H];
1,58 [m (CH;CH,CH,CH,0-), 4H]; 3,98 [m (-CH;CH,CH,CH,O-), 4H]; 7,96 [s (-N=CH),
1H]; 9,81 [d (P-NH-), pxiJ = 28,63 Hz, 1H]; 7,65 e 7,94 [d (arom.), 2H e 2H]; 12,94 [s (OH),
1C].

RMN “C (DMSO0): 13,79 [s (CH3(CH,);0-), 2C]; 18,63 [s (CH;CH,(CH,),0-), 2C]; 32,20
[d (CH3CH2CH2CH20—), ch = 6,23 HZ, 2C], 66,42 [d (—CH3(CH2)2CH20-), ch = 5,87 HZ,
2CJ; 142,66 [d (-N=CH), pcJ = 19,81 Hz, 1C]; 139,23 [s (=CC, arom.), 1C]; 126,49; 131,26 [s
(CH, arom.), 4C]; 130,14 [s (CCO,H), 1C]; 166,97 [s (CO,H), 1C] .

RMN *'P (DMSO): 1,85 dq (acoplado).

m/Z (%): 357(7), 340(8), 301(1), 283(1), 260(2), 243(1), 227(5), 204(1), 183(1), 154(35),
130(5), 98(100), 80(7), 57(6).

3.7.6. Sintese da diisobutilfosforilfenilidrazona (6a).

Utilizou-se 0,47 g (4,43x 107 mol) de benzaldeido e 1 g (4,46 x 107 mol) de
diisobutilfosforilidrazina.

Caracterizacao:
Aspecto: sélido branco.
p.f.: 101-105°C



IV (KBr): 3409 e 3178 (VNH); 2960 (vCH,, CH3); 1236 (VP=0); 1060 (VP-N); 1018 (VP-O-
C); 1606 (vC=N); 1471 (8as.CH); 1396 e 1369 (8sim.CH); 700 e 765 (aromatico).

RMN 'H (DMSO): 0,87 [d ((CH3),CHCH,0-), 12H]; 1,89 [m ((CH3),CHCH,0-), 2H]; 3,75
[m ((CH3),CHCH,0-), 4H]; 7,91 [s (-N=CH), 1H]; 9,56 [d (P-NH-), pxuJ = 28,38 Hz, 1H],
7,53 ¢ 7,36 [m (arom.), SH].

RMN C (DMSO): 18,96 [d ((CH3),CHCH,0-), 4C]; 28,96 [d ((CH3),CHCH,0-), pcJ =
6,97 Hz, 2C]; 72,50 [d ((CH3),CHCH,O-), pcJ = 5,87 Hz, 2C]; 143,73 [d (-N=CH), pcJ =
19,44 Hz, 1CJ; 129,48 [s (=CC, arom.), 1C]; 128,91 a 134,76 [s (CH, arom.), 5C].

RMN *'P (DMSO): 1,93 dq (acoplado).

m/Z (%): 313(70), 288(1), 277(1), 257(25), 241(5), 213(1), 201(10), 183(6), 165(6), 154(8),
138(7), 98(100), 80(8), 65(8).

3.7.7. Sintese da diisobutilfosforil-p-nitrofenilidrazona (6b).

Utilizou-se 1 g (6,62 x 10° mol) de p-nitrobenzaldeido e 1,48 g (6,60 x 10° mol) de
diisobutilfosforilidrazina.

Caracterizacao:

Aspecto: Solido amarelo.

p.f.: 132-135°C

IV (KBr): 3446 e 3091 (VNH); 2932 e 2834 (vCH,, CH3); 1243 (vP=0); 1090 (vP-N); 1033
(VP-O-C); 1580 (vC=N); 1480 (das.CH); 1516 e 1343 (VNOz(srom,)); 863 (aromatico).

RMN 'H (CDCl3): 0,94 [d ((CH3),CHCH,0-), 12H]; 2,00 [m ((CH3),CHCH,O-), 2H]; 3,88
[m ((CH3)CHCH,O-), 4H]; 7,92 [s (=CH), 1H]; 9,35 [d (P-NH-), pxid = 29,75 Hz, 1H], 7,72
e 8,20 [d (arom.), 2H e 2H].

RMN "C (CDCls): 18,68 [d ((CH3),CHCH,0-), 4CJ; 29,03 [d ((CH3),CHCH,0-), pcJ = 6,97
Hz, 2CJ; 73,53 [d ((CH3),CHCH,0-), pcJ = 5,87 Hz, 2C]; 142,04 [d (-N=CH), pcJ = 19,81
Hz, 1C]; 147,81 [s (=CC, arom.), 1C]; 123,97; 126,94 [s (CH, arom.), 4C]; 140,85 [s (CNO,
arom), 1C].

RMN ¥'P(CDCl): 1,55 dq (acoplado).

m/Z (%): 358(35), 328(10), 302(17), 286(5), 272(1), 246(60), 228(5), 205(1), 182(1), 165(6),
154(7), 138(6), 118(6), 98(100), 80(7), 57(7).

3.7.8. Sintese da diisobutilfosforil-p-metoxifenilidrazona (6c).

Utilizou-se 0,60 g (4,41 x 107 mol) de p-metoxibenzaldeido e 1 g (6,96 x 107 mol) de
diisobutilfosforilidrazina.

Caracterizacao:

Aspecto: 6leo amarelo denso.

IV (KBr): 3410 e 3150 (vNH); 2961 e 2840 (vCH,, CHj3); 1270 (vP=0); 1172 (vP-N); 1024
(VP-O-C); 1607 (vC=N); 1467 (das.CH); 1395 € 1370 (8sim.CH); 866 (aromatico).

RMN 'H (CDCl3): 0,95 [d ((CH3),CHCH,O-), 12H]; 2,00 [m ((CH3),CHCH,O-), 2H]; 3,81
[s (-OCH3), 3H]; 3,88 [m ((CH3),CHCH,0-), 4H]; 7,83 [s (=CH), 1H]; 8,64 [d (P-NH-), pnuJ
= 28,44 Hz, 1H]; 6,88 ¢ 7,54 [d (arom.), 2H e 2H].

RMN "C (CDCls): 18,56 [d ((CH3),CHCH,0-), 4CJ; 28,85 [d ((CH3),CHCH,0-), pcJ = 7,63
Hz, 2CJ; 55,10 [s (OCH3;), 1C]; 73,03 [d ((CH3),CHCH,O-), pcJ = 6,11 Hz, 2C]; 144,27 [d (-



N=CH), pcJ = 19,83 Hz, 1C]; 129,95 [s (=CC, arom.), 1C]; 113,82; 127,83 [s (CH, arom.),
4C]; 160,30 [s (C OCHj; arom), 1C].

m/Z (%) : 343 (100), 307 (1), 287 (10), 271 (2), 231 (2), 213 (2), 195(1), 154 (7), 133 (8),
120 (1), 98 (45).

3.7.9. Sintese da diisobutilfosforil-p-carboxifenilidrazona (6d).

Utilizou-se 0,67g (4,46 x 10'3m01) de p-carboxibenzaldeido e 1g (6,96 x 10° mol) de
diisobutilfosforilidrazina.

Caracterizacao:

Aspecto: sélido branco.

p.f.: 179-181°C

IV (KBr): 3788 e 3663 (VOH); 3432 e 3123 (vNH); 2961 (vCH,, CHs3); 1243 (vP=0); 1089
(VP-N); 1029 (vP-O-C); 1600 (vC=N); 1691 (vC=0); 1471 (das.CH); 1422 e 1313
(6sim.CH); 858 (aromaético).

RMN 'H (CDCl3): 0,98 [d ((CH3),CHCH,0-), 12H]; 2,03 [m ((CH3),CHCH,0-), 2H]; 3,92
[m ((CH3),CHCH,O-), 4H]; 7,94 [s (=CH), 1H]; 8,97 [d (P-NH-), pxuJ = 28,75 Hz, 1H],
7,71e 8,12 [d (arom.), 2H e 2H]; 9,53 [s (-OH), 1H].

RMN “C (CDClL): 18,70 [s ((CH3),CHCH,0-), 4CJ; 29,02 [s ((CH3),CHCH,O-), pcJ = 6,97
Hz, 2CJ; 73,66 [d ((CH3),CHCH,0-), pcJ = 6,23 Hz, 2C]; 144,66 [d (-N=CH), pcJ = 19,44
Hz, 1CJ]; 126,49; 130,43 [s (CH, arom.), 4C]; 139,14 [s (CCO,H arom), 1C]; 170,27 [s
(COzH), 1C].

RMN *'P (CDCl): 1,88 dq (acoplado).

m/Z (%): 357 (17), 339 (18), 326 (1), 301 (15), 283 (1), 260 (1), 245 (1), 227 (7), 209 (1),
183 (1), 154 (8), 130 (7), 98 (100), 80 (7), 57 (7).

3.7.10. Sintese da diisobutilfosforil-p-clorofenilidrazona (6e).

Utilizou-se 0,62 g (4,42 x 10” mol) de p-clorobenzaldeido e 1 g (6,96 x 10~ mol) de
diisobutilfosforilidrazina.

Caracterizacao:

Aspecto: sélido amarelo claro.

p.f.: 83-86°C

IV (KBr): 3376 e 3160 (vVNH); 2961 (vCH,, CHs); 1234 (vP=0); 1087 (VP-N); 1029 (vP-O-
C); 1604 (vC=N); 1484 (das.CH); 1471 (8sim.CH); 692 (VC-Cl(yom,)); 854 (aromatico).
RMN 'H (CDCls): 0,94 [d ((CH5),CHCH,0-), 12H]; 2,00 [m ((CH3),CHCH,O-), 2H]; 3,88
[m ((CH3),CHCH,0-), 4H]; 7,82 [s (-N=CH), 1H]; 8,69 [d (P-NH-), pxuJ = 27,24 Hz, 1H],
7,32 ¢ 7,53 [d (arom.), 2H e 2H].

RMN C (DMSO): 18,73 [d ((CH3),CHCH,0-), 4C]; 29,02 [d ((CH3),CHCH,0-), pcJ =
6,97 Hz, 2C]; 73,34 [d ((CH3),CHCH;O-), pc] = 6,23 Hz, 2CJ; 143,52 [d (-N=CH), pcJ =
19,81 Hz, 1C]; 133,23 [s (=CC, arom.), 1C]; 127,72; 128,80 [s (CH, arom.), 4C]; 134,92 [s
(CCl arom), 1C].

RMN *'p (CDCl3): 1,97 dq (acoplado)

m/Z (%): 347(100), 291(35), 275(1), 262(1), 235(18), 217(2), 194(1), 179(1), 154 (10), 138
(7), 118 (2), 98(72), 57(5).



3.7.11. Sintese da diisobutilfosforil-p-dimetilaminafenilidrazona (6f).

Utilizou-se 0,62 g (4,42 x 107 mol) de p-dimetilaminabenzaldeido e 1 g (6,96 x 107
mol) de diisobutilfosforilidrazina.

Caracterizacao:

Aspecto: sélido vermelho

p.f.: 58-61°C

IV (KBr): 3394 e 3167 (VNH); 2959 e 2893 (vCH,, CH3); 1236 (vP=0); 1172 (vP-N); 1025
(VP-O-C); 1610 (vC=N); 1473 (das.CH); 1361 e 1184 (VC-N(CHj3)2(arom.)); 871 (aromaético).
RMN 'H (DMSO): 0,87 [d ((CH3),CHCH,0-), 12H]; 1,87 [m ((CH3),CHCH,0-), 2H]; 3,75
[m ((CH3),CHCH,O-), 4H]; 7,78 [s (=CH), 1H]; 9,17 [d (P-NH-), pxud = 27,49 Hz, 1H], 6,68
e 7,35 [d (arom.), 2H e 2H].

RMN "C (CDCls): 18,47 [d ((CH3),CHCH,0-), 4CJ; 28,62 [d ((CH3),CHCH,0-), pcJ = 6,61
Hz, 2C]J; 39,84 [d N(CH3),, 2C]; 71,94 [d ((CH3),CHCH,O0-), pcJ = 5,87 Hz, 2C]; 144,38 [d (-
N=CH), pcJ = 19,80 Hz, 1C]; 111,04 [s (=CC, arom.), 1C]; 127,21; 111,93 [s (CH, arom.),
4C]; 122,59 [s (CN(CHj3), arom.), 1C].

RMN *'P: 2,61 dt (acoplado).

m/Z (%): 355(100), 320(1), 299(12), 284(1), 243(10), 226(3), 196(2), 162(22), 146(28),
132(7), 118(8), 98(37). 57(5).

3.7.12. Sintese da diisobutilfosforil-p-cianofenilidrazona (6g).

Utilizou-se 0,62 g (4,42 x 10~ mol) de p-cianobenzaldeido e 1 g (6,96 x 10~ mol) de
diisobutilfosforilidrazina.

Caracterizacao:

Aspecto: sélido amarelo

p.f.: 81-85°C

IV (KBr): 3359 e 3156 (VNH); 2958 (VCH,, CHs); 2227 (VCNarom)); 1243 (vP=0); 1091
(VP-N); 1025 (VP-O-C); 1596 (vC=N); 1471 (das.CH); 854 (aromaético).

RMN 'H (CDCl3): 0,94 [d ((CH3),CHCH,0-), 12H]; 2,00 [m ((CH3),CHCH,O-), 2H]; 3,87
[m ((CH3)CHCH,O0-), 4H]; 7,87 [s (=CH), 1H]; 9,14 [d (P-NH-), pxid = 29,76 Hz, 1H], 7,62
e 7,69 [d (arom.), 2H e 2H].

RMN "C (CDCl3): 18,70 [d ((CH3),CHCH,0-), 4CJ; 29,52 [d ((CH3),CHCH,0-), pcJ = 6,97
Hz, 2C]; 73, 74 [d ((CH3),CHCH,0O-), pcJ = 6,24 Hz, 2C]; 143,52 [d (-N=CH), pcJ = 19,81
Hz, 1C]; 139,01 [s (=CC, arom.), 1C]; 126,83; 132,39 [s (CH, arom.), 4C]; 112,20 [s (CCN
arom), 1C]; 118,72 [s (CN)].

RMN *'P: 1,17 dt (acoplado).

m/Z (%): 338(80), 315(3), 296(1), 282(35), 266(7), 226(56), 208(2), 185(1), 154(5), 138(5),
117(4), 98(100), 80(8), 57(7).

3.7.13. Sintese da diisobutilfosforil-dioximetilenofenilidrazona (6h).

Utilizou-se 0,62 g (4,42 x 107 mol) de piperonal e 1 g (6,96 x 107 mol) de
diisobutilfosforilidrazina.

Caracterizacao:
Aspecto: sélido branco.



p.f.: ta.

IV (KBr): 3359 e 3156 (vNH); 2958 (vCH,, CH3); 1243 (vP=0); 1129 (vP-N); 1017 (vP-O-
C); 1608 (vC=N); 1477 (das.CH); 1450 € 1396 (6sim.CH); 872 (aromatico).

RMN 'H (CDCls): 0,94 [d ((CH3),CHCH,O-), 12H]; 2,00 [m ((CH3),CHCH,0-), 2H]; 3,90
[m ((CH;3),CHCH,0-), 4H]; 6,03 [d (-OCH,O-), 2H]; 7,77 [s (=CH), 1H]; 8,41 [d (P-NH-),
pnud = 26,33 Hz, 1H]; 6,78, 6,93 ¢ 7,23 [d,d e s (arom.), 1H,1H e 1H].

RMN 2C (CDClL): 18,71 [d ((CH3),CHCH,0-), 4C]; 28,53 [d ((CH3),CHCH,0-), pcJ = 6,10
Hz, 2C]; 73,21 [d ((CH3),CHCH,0-), pcJ = 6,10 Hz, 2C]; 144,29 [d (-N=CH), pcJ = 18,31
Hz, 1CJ; 129,19 [s (=CC, arom.), 1C]; 105,20; 108,02; 122,40 [s (CH, arom.), 3C]; 148,08 e
148,66 [s (COC arom), 2C]; 101,20 [s (OCH,0)].

m/Z (%): 357(100), 302(1), 283(1), 268(1), 245(1), 203(1), 188(1), 155(1), 134(1), 134(1),
98(10), 80(1), 57(1).

3.8. Ensaio de letalidade sobre larvas de Artemia salina Leach
Procedimento Geral

As ovas de Artemia salina foram deixadas por 48 horas para eclodirem em dgua do
mar artificial, que se constitui de uma solucao salina (48,0 g de NaCl, 3,0 g de CaCl,.2H,0,
0,2 g de KBr, 1,4 g de KCl, 8,0 g de Na,SOy, 0,4 g de NaHCOs e 22,0 g de MgCls.6H,0). As
larvas foram coletadas com o auxilio de uma pipeta Pasteur e, assim, em torno de 10 larvas
foram colocadas em cada tubo de teste contendo 5 mL de solucdo salina. As solucdes
estoques foram preparadas a partir de 40 mg para as dialquilfosforilidrazonas e foram
dissolvidas em 500 pL. de Tween 80 e o volume foi completado para 25 mL com 4gua
destilada. Foram realizados 5 ensaios com 5 diferentes volumes das solugdes estoques sendo
todos os ensaios realizados em quadruplicata. Os ensaios em branco, para as
dialquilfosforilidrazona, foram realizados utilizando o Tween 80, a solucdo salina e cerca de
10 larvas. Os tubos testes foram deixados sob luz e a contagem de organismos vivos € mortos
foi realizada ap6s 24h. O Esquema 20 mostra como € realizado o teste.

]

Eclosdo dc'n's um:!smsh} e
em solugao salina r3

Solucéo )

¥

Apos 24h contagem de
vivos e mortos

Solugdo marinha artificial

HacCl 30 g, Ca504 2g9,MgS04 3 g,MgCI?2 85 g,
KCl 0,8 geMgBr2 0,19

Esquema 20: Experimento com Artemia salina.



4. Resultados e Discussao
4.1. Consideracoes Gerais

Este capitulo estd dividido em quatro topicos; no primeiro a sintese dos compostos, e
suas caracterizacOes através dos métodos espectroscopicos no infravermelho, massas e
ressondncia magnética nuclear de 'H, °C e *'P.

O segundo tépico descreve a andlise da toxidez de oito dialquilfosforilidrazonas (4a,
4b, 6a, 6b, 6d, 6e, 6g.c 6g) sobre larvas de Artemia salina Leach, bioensaio preliminar
considerado essencial no estudo de compostos com potencial atividade bioldgica.

O terceiro topico diz respeito aos estudos de atividade antiprotozoose realizados
através de colaboracdo do nosso grupo com a Funda¢do Oswaldo Cruz de Salvador onde
foram testados seis compostos (2b, 2¢, 2d, 2e, 6b e 6d) sobre Leishmania L. amazonensis e
Gidrdia lamblia.

O quarto tépico consiste na andlise do efeito de trés dialquilfosforilidrazinonas (4e, 6b
e 6d) na germinacdo e no desenvolvimento de sementes de tomate.

4.2. Sintese do fosfonoacetato de trietila (1) e de dimetil etila (1a).

Os fosfonoacetatos de trietila (1) e de dimetil etila (1a) sdo os reagentes de partida
para a sintese das dietoxifosfonil-N-acilarilidrazonas e dimetoxifosfonil-N-acilarilidrazonas,
porém essa segunda série ndo chegou a ser sintetizada.

A sintese foi realizada de acordo com o Esquema 21.

0 Q@ Q

+ PRO); —0C, po—P
Br\)kOEt I}QOO/ OEt

R= metila (1) ou etila (1a).

Esquema 21: Sintese dos fosfonoacetatos (1 e 1a).

A sintese dos fosfonoacetatos se passa através da reacdo de Arbuzov em quantidades
equimolares do fosfonato e do a-bromoacetato de etila, havendo a liberacdo de brometo de
alquila, o qual, por possuir baixo ponto de ebuli¢do, é eliminado a medida que a reacdo vai
ocorrendo. A reagdo se processa durante aproximadamente 6 horas a temperatura de 100°C, e
ao seu término basta colocar o produto da reagio sob vacuo a temperatura de cerca de 80°C de
forma a se obter o composto puro com rendimento de 95%.

O Esquema 22 mostra as etapas envolvidas no mecanismo de sintese dos
fosfonoacetatos.
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Esquema 22: Mecanismo de sintese dos fosfonoacetatos (1 e 1a).

4.2.1. Determinacao estrutural do fosfonoacetado de trietila (1) e fosfonoacetato de
dimetil etila (1a).

4.2.1.1. Analise por espectrometria de infravermelho

No espectro de infravermelho destes compostos uma banda de absor¢do importante
que caracteriza a formagdo do produto é a referente ao estiramento de P-C em 656-692 cm™,
outras bandas importantes sdo as referentes as absor¢des de estiramento de C=0 e C-O-C de
éster, P=0, P-O-C, P-O em 1736-1727, 1211-1120, 1272-1236, 1025-1027 ¢ em 973 cm’,
respectivamente, como mostra a Figura 13.

-1
; 1272 an’! 01236cm 4
1025¢cm J 0 i 0 1120cm
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I 1211 cm
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> 1736 cm 1 L
973 cm’! 1025cm 692cm

056 cm’’
Figura 13: Absorcoes do fosfonoacetato de trietila (1) e de dimetil etila (1a) no IV.

4.2.1.2. Anilise por espectrometria de RVMIN-'H

No espectro de RMN-'H dos fosfonoacetatos de trietila (1) e do fosfonoacetato de
dimetil etila (1a) € observado um dupleto caracteristico cuja constante de acoplamento é em
torno de 19,0-21,0 Hz, referente aos hidrogénios metilénicos com o fésforo, com
deslocamento quimico em torno de 3,0 ppm.

No fosfonoacetato de trietila, os hidrogénios da cadeia etilica, da por¢cdo éster
carboxilica apresentam deslocamento quimico na mesma regido dos hidrogénios da cadeia
etilica da porcdo fosfonato, com deslocamento quimico de aproximadamente 4,0 ppm para o
sinal com multiplicidade duplo quarteto.

Na Figura 14 estio apresentados os dados referentes aos deslocamentos quimicos e as
multiplicidades dos hidrogénios dos fosfonoacetatos de trietila e de dimetil etila.
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Figura 14: Dados de RMN -'H do fosfonoacetato de trietila (1) e do fosfonoacetato de
dimetil etila (1a).

4.2.1.3. Analise por espectrometria de RMN-"C.

No espectro de RMN-"’C do fosfonoacetato de trietila (1) é possivel observar o
acoplamento do fésforo com o carbono metilénico em torno de 33 ppm, com uma constante
de acoplamento de aproximadamente 133 Hz que € caracteristico deste composto. Outro sinal
importante € o dupleto da carbonila do éster centrado em 164,86 ppm.

A Figura 15 apresenta os valores dos deslocamentos quimicos e as multiplicidades
dos carbonos do composto sintetizado.

61,64 ppm o) 0 60,38 ppm
(d) lll ( (d)
=07 \/{k
0 C O/\U&OO ppm
A 152 ppm 3313ppm@) 16486 ppm
(d) Jp.cH2=13388 (d)

Figura 15: Dados de RMN-"C do fosfonoacetato de trietila .

4.3. Sintese da dietoxifosfonilidrazida acético (2).

A sintese da dietoxifosfonilidrazida acético (2) se passa sob vicuo em temperatura de
cerca de 40°C onde reagem quantidades equimolares de fosfonoacetato de trietila e hidrazina
monoidratada (99%), havendo a liberacdao de etanol, que vai sendo eliminado durante a
reacdo, deslocando assim o equilibrio na direcio dos produtos, segundo principio de
Le’Chattelier. A reacdo se processa durante aproximadamente 3 horas.

A sintese foi realizada de acordo com o Esquema 23.

ﬂ O O O
EtO—P + NH,NH, _Ydcwo B
/ OEt 40C  EO NHNH, * EtOH

Esquema 23: Sintese da dietoxifosfonilidrazida acético (2).

O Esquema 24 mostra simplificadamente as etapas envolvidas na sintese do
dietoxifosfonilidrazida acético.
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Esquema 24: Mecanismo de sintese da dietoxifosfonilidrazida acético (2).

4.3.1. Determinacao estrutural da dietoxifosfonilidrazida acético (2).
4.3.1.1. Anadlise por espectrometria de infravermelho.

No espectro de infravermelho deste composto as principais absor¢des sdo referentes a
banda de estiramento de C=0O da carbonila de amida em aproximadamente 1680 cm™ que
evidencia a formagao da ligacdo C-N e bandas de estiramento axial de ligacdo N-H em 3325 e
3439 cm™' confirmando a formagio da fosforilacilidrazina.

A Figura 16 mostra as principais bandas de absor¢ao referentes a esta substancia.

]242 Cm_l 1680 Cm’l
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Figura 16: Dados de infravermelho da dietoxifosfonilidrazida acético (2).

4.3.1.2. Anilise por espectrometria de RVMIN-'H

Podemos observar no espectro de RMN -'H da dietoxifosfonilidrazida acético (2) um
dupleto de tripleto referentes aos hidrogénios metilicos, em 1,27 ppm um dupleto de quarteto
referentes ao hidrogénios metilénicos ligados a oxigénio e outro sinal importante que
confirma a estrutura do produto € o dupleto em 2,85 ppm com constante de acoplamento dos
hidrogénios com o fésforo de 21,18 Hz. Também ¢é caracteristico deste composto um simpleto
largo em 5,66 ppm referente aos hidrogénios hidrazinicos. Podemos observar o acoplamento
hidrogénio-fésforo a uma distancia de até quatro ligacoes.

Na Figura 17 estao apresentados os dados referentes aos deslocamentos quimicos e as
multiplicidades do composto sintetizado.
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Figura 17: Dados de RMN-"H da dietoxifosfonilidrazida acético (2).

4.3.1.3. Anilise por espectrometria de RMN-"C

A Figura 18 apresenta os valores dos deslocamentos quimicos e as multiplicidades
dos carbonos do composto sintetizado, podendo ser observado o deslocamento do carbono
metilénico localizado entre a fosforila e a carbonila em 34,25 ppm com constante de
acoplamento de 133 Hz que € caracteristico desse composto.

(o b M Nm

/ NH
—0 1
L 32 ppm 165,75 ppm

16,20 ppm Jp_cppp =1 3340
Figura 18: Dados de RMN-"C da dietoxifosfonilidrazida acético 2).

4.3.1.4. Analise por espectrometria de massas.

No espetro de massas da dietoxifosfonilidrazida acético (2) o pico base apresenta uma
relacdo m / Z igual a 211 referente ao M + 1. O aparecimento no espectro de massas do pico
doM + 1 (ou M + H) em detrimento do M (ion molecular) ocorre usualmente com moléculas
que t€m heterodtomos em sua estrutura devido a protonacdo. Estes fons M + 1 obtidos por
ionizagdo quimica tém freqiientemente alta intensidade (SILVERSTEIN et al., 1994; WATSON,
1997).

Em sua maioria as fragmentagdes que ddo origem aos picos deste composto sdo
referentes a perda de C,Hy, resultante da quebra homolitica do tipo McLafferty.

O fragmento m / Z 179 foi obtido a partir do ion molecular pela perda de hidrazina.

O Esquema 25 apresenta a proposta de fragmentacdo para a dietoxifosfonilidrazida
acético.
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Esquema 25: Proposta de fragmentacio para a dietoxifosfonilidrazida acético (2)

4.4. Sintese das dietoxifosfonil-N-acilarilidrazonas (2a-f).

A partir do intermedidrio chave (dietoxifosfonilidrazida acético (2)) os derivados
fosforilacilidrazonicos foram obtidos explorando a classica condensagao catalisada por dcido
com os respectivos aldeidos benzdicos orto, meta e para-substituidos (2a-2e), em temperatura
ambiente (Esquema 26), exceto no composto 2f no qual a fosfonilidrazina foi condensada
com a B-lapachona (substancia derivada do lapachol que € extraido do Ipé€). O esquema
mecanistico simplificado desta sintese, bem como sua discussao estd ilustrado no Esquema
33 (pag. 54 ). (FreITAS, A. C.C., 1991).

Na Tabela 4 estdao os rendimentos, as massas moleculares, os pontos de fusdo e
aspectos fisicos da mistura diastereisomérica das dietoxifosfonil-N-acilarilidrazonas (2a-2e)
sintetizadas e do composto 2f.



Tabela 4: Dietoxifosfonil-N-acilarilidrazonas sintetizadas.

H

O
X
O O
! EO— P\)J\
EtO~ PJJ\ NHNH, X B0~
EtO 2 HCl ) TA. 2a-e H H
N° X MM P.£.(°C) Rend. % Aspecto
2a H 298 100-103 75 Sélido branco
2b p-NO, 343 140-145 40 Sélido amarelo
2c 0-NO, 343 70-75 38 Sélido amarelo
2d m-NO, 343 120-125 48 Sélido amarelo
2e p-COH 342 200-205 60 Sélido branco
I(l) (0]
51 O
e
]tEO// NHNH2 (0) O HCI (cat.)T'A' HO Zf I
Sélido laranja (68%
B-lapachona MM =434
P.f. = 103-108°C

4.4.1. Determinacao estrutural das dietoxifosfonil-N-acilarilidrazonas (2a-f).

4.4.1.1. Analise por espectrometria de infravermelho

As dietoxifosfonil-N-acilarilidrazonas (2a-f) tém bandas caracteristicas nas seguintes
faixas 3422 — 3111 cm™, 1686 - 1601 cm™, 1686 cm™, 1280 — 1272 cm™', 924 — 1027 cm’',
correspondentes as vibragdes axiais das ligagdes N-H, N=O, C=0, P=0, P-O,
respectivamente. Também se observa, nos espectros, as bandas em torno de 860 — 736 cm!
correspondente as vibragdes das ligagdes C-H do anel aromatico.

A Tabela S mostra as principais bandas de absor¢do referentes a estas substancias.



Tabela 5: Dados de infravermelho das dietoxifosfonil-N-acilarilidrazonas (2a-f)

Absorcoes expressas em cm’”
0
Il

(CH;CH,0),-P-CH,-C-NH-N=CH

X
N° X N-H N=C C=0 P-O P=0 P-C
3430
2a H 3197 1648 1670 1022 1255 644
p-NO, 3207
2b 850 (3C-N AfNO,) 056 1956 1693 1033 1224 694
0-NO, 3418
2¢ g4s (3C-N AINO,) o7 1557 1693 1032 1225 693
m-NO, 3422
24 oo (3C-N AINO,) 3193 1642 1686 1024 1260 676
p—COzH
2e 3425 (OH) 33(2)2 1601 1686 1027 17 o3
910 (OH)
/ 3440
2f ! 1600 1691 1033 1253 663
o 9 3089

4.4.1.2. Anilise por espectrometria de RVMIN-'H

A anilise dos espectros de RMN-'H das dietoxifosfonil-N-acilarilidrazonas permitiu
evidenciar a presenca dos dois diastereoisomero (E/Z), (exceto a 2f) devido a presenca de dois
dupletos por volta de 3,1 e 3,5 ppm ambos com cerca de 22 Hz referentes ao acoplamento dos
hidrogénios metilénicos com o fésforo. Sdo caracteristicos destes compostos dois simpletos
referentes aos hidrogénios imidicos na regido de aromaticos (7,90-8,40 ppm) e dois simpletos
referentes aos hidrogénios amidicos 10,5-11,30 ppm, o que evidencia os diastereoisdmeros.

A relacdo entre os diastereoisomeros (E/Z) é de 1/0,83 para o composto 2b, 1/0,87
para o 2a e 2d, 1/0,56 para o 2¢ e 1/0,90 para o 2e. Essas propor¢des foram calculadas sobre a
integracdo dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios metilénicos localizados entre a
carbonila e a fosforila. Ainda nao podemos afirmar qual a conformac¢ido dos compostos em
maior propor¢ao na mistura.

Virias tentativas de separacdo desses diastereoisomeros foram efetuadas sem sucesso,
como por exemplo, recristalizagdes, colunas cromatogréficas e cromatografias de camada fina
preparativa, com diferentes solventes e misturas de solventes em diferentes propor¢des.

Os sinais dos hidrogénios dos grupos NH e OH da dietoxifosfonil-N-acil-p-
carboxifenilidrazona ndo aparecem no espectro feito usando o metanol-D como solvente, mas
em DMSO o simpleto referente ao NH (amidico) aparece em 11,68 ppm e o H da hidroxila
continuou sem aparecer.

Na Tabela 6 estdo apresentados os dados referentes aos deslocamentos quimicos, as
multiplicidades e as constantes de acoplamento das dietoxifosfonil-N-acilarilidrazonas
sintetizadas.



Tabela 6: Dados de RMN-'H das dietoxifosfonil-N-acilarilidrazonas

RMN-"H o6, (multiplicidade)

0 0 6 7
T N 5@
(CH;CH,0),-P-CH,-C-NH-N=CH 8
10 9 X
N° X H, H, Hs/ J (Hz) H,y Hs He.10
H 1,28 (1), 7,06 3,05 (d), 21,19 10,50 (s) 7,92 (s) 7,35 (m) He/1o
2a 4,17 (m)
1,34 (1), 7,31 3,52 (d), 22,07 10,75 (s) 8,08 (s) 7,64 (m) H7
p-NO, 1,31 (t), 7,06 3,11 (d), 21,06 11,09 (s) 8,12 (s) 7,77 (m) H7
2b 4,19 (m)
1,37 (t), 6,93 3,53 (d), 21,94 11,27 (s) 8,16 (s) 8,15 (m) He 10
0-NO, * 1,27 (t), 7,30 3,05 (d), 21,23 10, 74 (s) 8,56 (s)
2c 4,14 (m) 7,77 2 8,58 (m) Hg9
1,31 (t), 6,97 3,49 (d), 22,22 11,00 (s) 8,57 (s)
m-NO, 1,34 (t), 7,06 3,12 (d), 21,43 11,08 (s) 8,35 (s)
2d 4,21 (m) 7,43 2 8,17 (m)
1,38 (t), 7,31 3,56 (d), 22,07 11,28 (s) 8,41 (s)
p—COzH** 1,31 (t), 7,06 3,08 (d), 21,6 9 7,86 (s) 7,80 (m) Hg/1o
2e 4,19 (m) ---
1,36 (1), 6,94 3,57 (d), 22,19 8,13 (s) 8,06 (m) Hy9
4,19 o o 7,46-8,24 (m)
(m) Y aromaticos
O—P N—
/\ O/ \)J\Il\]/
2f / H
1,30 14,76 (s) ©
(®) 3,65 (d) 46
P-HJ = 22’19 ( ) 1,86 (’S)
®

Solvente: Cloroférmio-D, exceto; *acetona-D; **metanol-D.

43



4.4.1.3. Analise por espectrometria de RMN-"C

Um sinal que caracteriza esses compostos € dupleto em 31-34,5 ppm com contante de

acoplamento de 131-135 Hz, referente ao carbono metilénico que estd entre a fosforila e a
carbonila.

A Tabela 7 apresenta os valores dos deslocamentos quimicos e as multiplicidades dos

carbonos dos compostos sintetizados.

Tabela 7: Dados de RMN-"*C das dietoxifosfonil-N-acilarilidrazonas

RMN-"C 6, (multiplicidade),

|l 1
_P- -C-NH-N= 9
(CH3CH,0),-P-GH-C-NH-N=CH—
11 10 X
N° X Ci(d) Cyd) Csi(d)/pcJ (Hz) Cy(s) Cs(s) aromaticos
62,65 32,05/134,62 168,11 145,15 127,25 a 130,29 C7_q4
2a H 16,32
63,29 34,38/130,95 160,68 148,71 133,6 Cq
62,79 160,96 142,49 139,66 Cq; 123,65 Cy11;
2b p-NO, 16,29 32,34 /134,09
63,60 168,18 145,86 128,72 Cg10; 148,40 Co
121,61 a 133,75 C7’8’10,11;
62,92 32,29/133,88 168,18 148,58
2d m-NO, 16,41 135,79 € 135,72 Cs¢
63,53 34,50/130,95 161,16 148,38
142,52 ¢ 146,05 Co
145,24 ¢ 145,85 Cg;
p-CO,H* 31,40/ 131,24
61,76 129,69 C7/11;
2¢ 168,87 (s) 16,24 33,86/131,25 160,90 138,18
62,00 126,96 Cg/lo;
166,99 (s)
141,94 € 142,52 Cy
131,74
1%2’06 v o ©) 123,092 131,74
62,52 (d) N \ aromaticos
/\O—P /N
/—0/ 74 I|\I /\168,83
2f 16.09(d 3137 (d) H (s)
09 (d) pd = 13425 Hz o @
78,46 (s)
181,13 C 1573 (s)
s) 2652 (
11,11 (s) 31,38
(s) (s)

Solvente: cloroférmio, exceto * DMSO.



4.4.1.4. Analise por espectrometria de RMN-'P.

Nos espectros de 3P sd0 observados dois sinais de deslocamentos de fésforo na regiao
de 16,14 a 24,20 ppm o que confirma a coexisténcia dos diastereoisdmeros (E/Z) nos
compostos 2a a 2e e um Unico diastereoisdmero 2f.

A tabela 8 apresenta os deslocamentos quimicos referentes aos sinais de fésforo das
dietoxfosfonil-N-acilarilidrazonas sintetizadas. Como se pode notar, somente o espectro do
composto 2a, mostra o acoplamento do dtomo de fésforo com os hidrogénios metilénicos
adjacentes, e com os hidrogénios da cadeia do et6xido, nos demais espectros os fosforos estao
desacoplados.

Tabela 8: Dados de RMN->'P das dietoxfosfonil-N-acilarilidrazonas.

RMN-*'P
Composto P=0 (6 ppm)

2a 21,29 e 22,35 (t/t)
2b 23,80 e 24,05 (s)
2c 23,90 e 24,13 (s)
2d 23,90 e 24,14 (s)
2e 23,93 € 24,20 (s)
2f 16,14 (s)

4.4.1.5. Analise por espectrometria de massas.

No espectro de massas da dietoxifosfonil-N-acilaril-p-nitrofenilidrazona ha um sinal
relativamente intenso correspondente a relacio massa/carga (m/Z) 179 obtido da quebra da
ligacdo C-N, com formagao do fon acilio tal como a quebra mostrada no esquema Esquema
25, outros dois fragmentos (m/Z 298 e m/Z 270) foram obtidos através da quebra homolitica
do tipo McLafferty, outros fragmentos deste espectro comuns aos fragmentos dos espectros
de massa dos outros derivados do 4cido dietoxifosfonilidrazida acético podem ser observados
no esquema de fragmentacdo do acido dietoxifosfonilidrazida acético, (pag. 39).

O Esquema 26 apresenta a proposta de fragmentacdo para dietoxifosfonil-N-acil-p-
nitrofenilidrazona.
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Esquema 26: Proposta de fragmentacio para a dietoxifosfonil-V-acil-p-
nitrofenilidrazona

4.5. Sintese dos fosfonatos de dialquila

Um dos principais reagentes para a sintese das dialquilfosforilidrazonas é o fosfito de
dialquila e sua sintese foi realizada de acordo com o Esquema 27.

O

0 . I
PCl + 3ROH DOC 10min. RO—P__+ RCl + 2HCI
2)50°C, 2h RO/ H

R = butil ou isobutil

Esquema 27: Sintese dos fosfonatos de dialquila.

Esta sintese tem como matéria prima principal o tricloreto de fésforo (PCls), o qual
reage com trés mols do dlcool correspondente, para formar o fosfonato de trialquila liberando
dois mols de 4cido cloridrico e um mol de cloreto de alquila, eliminado através de pressao
reduzida ou evaporador rotatério. Devido ao fato de o meio reacional encontrar-se dcido,
ocorre a protonac¢do do fosfito de trialquila, através dos pares de elétrons do f6sforo, levando a
formacao de um cdtion trivalente que posteriormente € atacado pelo anion cloreto no carbono
do grupo alquila, formando 1 mol do fosfito de dialquila e 1 mol do cloreto de alquila
correspondente. A sintese dos fosfonatos de dialquila envolve reagdes do tipo SN, (TODD-
ATHERTON et al., 1945; 1948), conforme o Esquema 28.
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Esquema 28: Mecanismo para obtencao dos fosfonatos de dialquila

Os fosfitos de dialquila apresentam-se sob duas formas de equilibrio, porém a forma
na qual o dtomo de fosforo estd no estado tetracoordenado € a preferencial (COOK et al.,
1949; KOSALOPOFF & MAIER, 1973).

Os fosfitos de dialquila foram utilizados sem a necessidade de destilacdo, pois
apresentaram grau de pureza satisfatorio para seu uso subseqiiente.

4.5.1. Determinacao estrutural dos fosfonatos de dialquila
4.5.1.1. Analise por espectrometria de infravermelho

Os fosfonatos de dialquila apresentam bandas de absor¢cdes caracteristicas nas
seguintes faixas 2423-2431 cm™, 1252-1261 cm’ e 1039-1110 cm’, que sdo,
respectivamente, vibracdes de deformacgdes axiais das ligagdes P-H, P=0O e P-O (THOMAS,
1974). E também possivel observar, no espectro, uma banda de absor¢do fraca em torno de
3400 cm'l, que € atribuida a hidroxila, evidenciando o equilibrio entre as duas formas de
equilibrio dos fosfonatos, mostrado no Esquema 28.

A Figura 19 mostra as principais bandas de absorcdo referentes a estas substancias.
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Figura 19: Principais absorc¢oes dos fosfonatos de dialquila no infravermelho.
4.5.1.2. Anilise por espectrometria de RVMIN-'H

Nos espectros de RMN-"H dos fosfonatos de dialquila, observa-se sempre sinais em
duas regides caracteristicas, uma em torno de 4,0 ppm, correspondente aos hidrogénios do
carbono ligado aos oxigénios do grupo fosforila e a outra, um dupleto referente ao hidrogénio
ligado diretamente ao dtomo de fésforo em, aproximadamente, 7,0 ppm com uma constante
de acoplamento P-H elevada, em torno de 690 Hz. Pode-se também encontrar acoplamento de
fésforo-hidrogénio a uma distancia de até 4 ligacdes.

Na Figura 20 estdo apresentados os dados referentes aos deslocamentos quimicos, as
multiplicidades para todos os hidrogénios presentes nos fosfitos de dialquila, assim como os
valores para das constantes de acoplamento P-H.
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p
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Figura 20: Dados de RMN-"H dos fosfonatos de dialquila

4.5. Sintese das dialquilfosforilidrazinas.

As sinteses destes compostos envolvem um sistema bifdsico onde sdo utilizados
tetracloreto de carbono, dgua e etanol em meio alcalino segundo a rea¢do de Todd-Atherton
modificada, conforme o Esquema 29. A 4gua e o etanol funcionam como solventes, ja que a
hidrazina € solivel neste solvente e o tetracloreto de carbono € o eletréfilo.
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Esquema 29: Sintese das dialquilfosforilidrazina.

Apesar do equilibrio, mostrado no Esquema 28, estar somente 1% deslocado para a
forma trivalente do fosfonato de dialquila, o par de elétrons do fésforo ataca o atomo de cloro
da molécula de CCl, levando ao correspondente cétion tetravalente de fosforo, que por sua, é
atacado ou pela hidrazina ou pela base presente no meio reacional. O mecanismo simplificado
provavel € mostrado no Esquema 30.
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Esquema 30: Provavel mecanismo da reacao de sintese das dialquilfosforilidrazinas.

4.5.1. Determinacao estrutural das dialquilfosforilidrazinas.
4.5.1.1. Analise por espectrometria de infravermelho

Uma absor¢ao importante na confirmagao da obtencao das dialquilfosforilidrazinas € a
referente ao estiramento P-N, em 1067 e 1166 cm'l, também sdo caracteristicas as bandas em
3351 cm referentes as bandas de estiramento axial N-H.

A Figura 21 mostra as principais bandas de absorcdo referentes a estas substancias.
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Figura 21: Principais absorcoes das dialquilfosforilidrazinas no IV.

4.5.1.2. Anilise por espectrometria de RVMIN-'H.

No espectro de ressondncia magnética nuclear de hidrogénio da dibutilfosforilidrazina
podemos observar a presenca de um simpleto largo referente aos trés hidrogénios hidrazinicos
e no espectro da diisobutilfosforilidrazina dois simpletos largos referentes também aos
hidrogénios hidrazinicos e nos dois espectros os hidrogénios metilénicos e metilicos da cadeia
alcoxidica.

Compostos contendo hidrogénio ligado a nitrogénio as vezes, devido a troca dos
hidrogénios com o solvente, sdo totalmente ou parcialmente desacoplados, logo, ndo se
observa o acoplamento desses com hidrogénios adjacentes, assim o sinal € um simpleto. O
simpleto estreito e alto indica que a velocidade da troca € rdpida, o largo que a troca é
moderada e o bem relaxado indica troca lenta, no caso das dialquilfosforilidrazonas temos os
dois tultimos casos.

Na Figura 22 estio apresentados os dados referentes aos deslocamentos quimicos, as
multiplicidades e as constantes de acoplamento das dialquilfosforilidrazinas sintetizadas.
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Figura 22: Dados de RMN-'H das dialquilfosforilidrazinas.
4.5.1.3. Anadlise por espectrometria de RMN-"C.

Os espectros de RMN-"°C das dialquilfosforilidrazinas sio extremamente simples
uma vez que estes compostos sO possuem os carbonos da cadeia alcoxidica que sdo
simétricas, logo o espectro da dibutilfosforilidrazinas tem 4 sinais de deslocamento quimico e
o da diisobutilfosforilidrazina tem 3 sinais de deslocamento quimico de carbono.



Na Figura 23 estio apresentados os dados referentes aos deslocamentos quimicos, as
multiplicidades e as constantes de acoplamento das dialquilfosforilidrazinas sintetizadas.
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Figura 23: Dados de RMN-"C das dialquilfosforilidrazinas.

4.5.1.4. Anadlise por espectrometria de massas.

No espectro de massas da dibutilfosforilidrazina temos como pico base o M + 1 =225
e o segundo pico de maior abundancia é o m/Z 112 e no massas da diisobutilfosforilidrazina
temos como pico base o pico m/Z 112 e o segundo de maior abundanciao M + 1.

O Esquema 31 apresenta a proposta de fragmentagdo para diisobutilfosforilidrazina
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Esquema 31: Proposta de fragmentacio dos principais picos da
diisobutilfosforilidrazina

4.6. Sintese das dialquilfosforilidrazonas.

A partir do intermedidrio chave (dialquilfosforilidrazinas) os derivados
fosforilidrazonicos foram obtidos explorando a cldssica condensacao catalisada por dcido com
os respectivos aldeidos benzodicos orto ou para-substituidos, a temperatura ambiente.

Na Tabela 9 estao os rendimentos, as massas moleculares, os pontos de fusdo e
aspectos fisicos das dialquilfosforilidrazonas (4a-e e 6a-h) sintetizadas neste trabalho.



Tabela 9: Dados dos compostos sintetizados.

RO _/P\ HCl (cat.) RO— P\ . N%
—_— /N

NHNH, + C
RO 2 TA. RO | |
R = butil ou isobutil H H

X
R =butile X =H (4a); p-NO, (4b); 0-NO, (4¢); p-CN (4d) e p-CO,H (4e)
R =isobutile X = H (6a); p-NO, (6b); p-OMe (6¢); p-CO,H (6d); p-Cl(6e);
p-N(CH;), (6f); p-CN(6g); OCH,O (6h).

No massa Rend. (%) P.F.(°C) Aspecto fisico
4a 312 81 55-58 Sélido branco
4b 357 80 225-228 Sélido amarelo
4c 357 75 58-61 Sélido branco
4d 356 49 265-270 Sélido amarelo
4e 337 58 115-118 Sélido branco
6a 312 82 101-105 Sélido branco
6b 357 85 132-135 Sélido amarelo
6¢ 342 48 -- Oleo amarelo
6d 356 78 179-181 Sélido branco
6e 346 85 83-86 Sélido branco
6f 354 80 58-61 Sélido vermelho
6g 337 87 81-85 Sélido amarelo
6h 356 75 - Sélido branco

A andlise dos espectros de RMN das dietoxifosfonil-N-acilarilidrazonas mostram a
coexisténcia dos dois possiveis diastereoisomeros E e Z, exceto para o composto 2f derivado
da pB-lapachona, enquanto que para as dialquilfosforilidrazonas apenas um dos dois
diastereoisomeros € observado.

A diferenca na seletividade dos produtos obtidos, nos dois sistemas sintetizados, pode
ser avaliada levando-se em consideracao um possivel impedimento estérico que o grupo fenila
pode causar em virtude da disposicdo conformacional antiperiplanar, que favorece a saida do
grupo abandonador. Esta diferenga entre os dois sistemas pode ser observada através dos
esquemas mecanisticos 32 e 33, apresentados abaixo.

No sistema para obten¢ao das dialquilfosforilidrazonas (Esquema 32) o ataque do par
de elétrons do nitrogénio da fosforilidrazina se da pelas duas faces da carbonila aldeidica,
levando, a principio, a um par de enantiomeros, que por sua vez, em cada estereoisomero,
elimina dgua para gerar a hidrazona correspondente. Neste caso existem duas possibilidades
de eliminacdo, como pode ser observado no Esquema 32, na etapa 3a a fenila encontra-se
entre um hidrogénio e o par de elétrons livre do nitrogénio ao passo que na etapa 3b, a fenila
estd entre a fosforila, que é um grupo volumoso (sp”) e o par de elétrons livre, resultando em
um acentuado impedimento estérico. Assim, o ataque pelo caminho a é preferencial e apenas
o diastereoisdomero E é formado.



Na tentativa de comprovar esta hipétese foi realizado experimento de RMN de 'H
NOESY, que ndo mostrou correlacio espacial alguma com o hidrogénio iminico. No entanto,
como € sabido, a auséncia de efeito Overhauser nuclear ndo elimina, necessariamente, a
possibilidade dos hidrogénios estarem préximos ou distantes.

Para verificar essa hipétese, foi feito um estudo de modelagem molecular de ambos os
diastereoisomeros. Os cdlculos foram realizados com estruturas tendo metilas como
substituintes, para simpificacdo. Utilizou-se previamente o Halmitoniano PM3 para
otimizacdo da estrutura, seguido de cdlculo ab initio, com o Programa PC Spartan Pro
(Wavefunction Inc.). As estruturas foram completamente otimizadas no nivel HF/3-21G*
seguida do cédlculo HF/6-31+G* no ponto de minimo para cada estrutura. Foi observado que,
nos dois diastereoisomeros, a distdncia entre o hidrogénio iminico e os hidrogénios dos
substituintes metila é bastante semelhante (3,824 A no diastereoisdbmero Z e 3,361 A no
diastereoisomero E, Figura 24), mostrando que, de fato, os experimentos de RMN de 'H
NOESY nao poderiam comprovar a configuracio da dupla.

Figura 24: Configuracao dos possiveis estereisomeros

No caso dos derivados da fosfonilacilidrazina observa-se uma mistura
diastereoisomérica dos dois possiveis estereoisdmeros em cinco dos seis compostos
sintetizados (2a-e).

Analisando o Esquema 33, na etapa 3a a fenila estd entre o hidrogénio e o par de
elétrons livre do nitrogénio ao passo que em 3b estd entre o par de elétrons livre do nitrogénio
e a carbonila. Neste caso, como a carbonila é plana (sp?), esta oferece menor impedimento
estérico, logo nao h4 significativa diferanca de energia nas etapas 3a e 3b, levando a uma
possibilidade equivalente dos dois ataques a e b resultarem nos produtos E e Z.

No composto 2f hd uma ligagc@o hidrogénio intramolecular entre o hidrogénio amidico
e a cabonila da B-lapachona que favorece a configuracdo Z, como podemos observar na
Figura 25 abaixo e é confirmado no espectro de RMN-"H, onde o sinal de deslocamento
quimico do hidrogénio amidico que nos demais compostos (2a-2e) ocorre em 10,50 a
11,50ppm para este composto ocorre em 14,76 ppm, que € caracteristico de hidrogénio em
ponte.

Figura 25: Provavel estrutura do composto (2f).
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Esquema 33: Esquema provavel da sintese das dietoxifosfonil-N-acilarilidrazonas.



4.6.1. Determinacao estrutural das dialquilfosforilidrazonas.

4.6.1.1. Analise por espectrometria de infravermelho

As absorcdes referentes as fungdes das dialquilfosforilidrazonas sintetizadas sao bem

definidas e podem ser observadas nos espectros analisados, como mostrado resumidamente na
Tabela 10.

Tabela 10: Principais absorc¢oes das dialquilfosforilidrazonas no IV.

Absorcoes expressas em cm™

No X P=0 P-O-C C=N NH P-N
4a H 1240 1029 1606 3398 1064
p—N02
4b 1515 e 1346 1240 1035 1596 3434 1076
(VNOZ(arom.))
4d p-CN 1241 1033 1594 3434 1066
2227 (VCN(arom,))
p-COH
4e 1679 (vC=0) 1245 1033 1598 3436 1064
6a H 1236 1018 1606 3409 1060
p-NO; 1243
6b 1516 e 1343 1033 1580 3446 1090
(VNOZ(arom.))
p-OMe
6c¢ 2840 O-C 1247 1024 1607 3410 1172
p—COzH
6d 3788 e 3663 (VOH) 1243 1029 1600 3432 1089
1691 C=0
p-Cl
6e 692 1234 1029 1604 3376 1087
(VC'Cl(arom.))
p-CN
of 2227 (VCNom)) 1243 1025 1596 3359 1091
p-N(CH3),
6g 1361 e 1184 1236 1025 1610 3394 1172
(VC'N(CH3)2(arom.))
OCH,0
6h 1129 C-O-C 1236 1017 1608 3394 1129

4.6.1.2. Anilise por espectrometria de RMN-'H.

Essa série de compostos sintetizados tem como caracteristico um dupleto com

deslocamento quimico centrado em 8,41 a 9,56 pm referente ao hidrogénio ligado ao



nitrogénio, com constante de acoplamento com o fésforo de 27,49 a 29,75 Hz e um simpleto
com deslocamento quimico em 7,77 a 7,94 referente ao hidrogénio imidico.

Na tabela 11 estdo apresentados os dados referentes aos deslocamentos quimicos, as
multiplicidades e as constantes de acoplamento das dialquilfosforilidrazinas sintetizadas.

4.6.1.3. Anilise por espectrometria de RMN-"C.

Sa@o caracteristicos desses compostos um dupleto com deslocamento quimico em
aproximadamente 143 pm relativo ao carbono imidico com constante de acoplamento de 19 a
20 Hz.

Na Tabela 12 estdo apresentados os dados referentes aos deslocamentos quimicos, as
multiplicidades e as constantes de acoplamento das dialquilfosforilidrazinas sintetizadas.



Tabela 11: Dados de RMN-1H das dialquilfosforilidrazonas.

0 7 8
I
(Clllg-C}ﬁ-cﬁz-cyﬁ-O)z-P-Nﬁ-Nzcr?4®9
1 10X

No X H; H, H; H, Hs/J" H; Aromaticos
H 9,60 (d) 7,53 (d) Hyiy
4a 0,84 () 1,36 (m) 1,58 (m) 3,97 (m) 7,91 (s)
28,12 7,38 (m) Hg.1o
11,32 (d) 7,92 (d) Hy11
4b p-NO* 0,83(t) 1,40(m) 1,71 (m) 4,36 (m) 8,37 (s)
28,63 8,26 (d) Hg1o
9,97 (d) 7,90 (d) Hy 7,99 (d) Hyp
4c o-NO, 0,84(t) 1,32(m) 1,59 (m) 3,97 (m) 8,29 (s)
28,88 7,74 (t) Ho 7,59 (t) Hg
9,60 (d) 7,62 (d) Hy1y
4d p-CN 0,84(t) 134(m) 1,58 (m) 3,97 (m) 7,95 (s)
28,12 7,85 (d) Hg/io
9,81 (d) 7,65 (d) Hy1y
4e p-COH 083t 134(m) 158(m) 398 (m) 7,96 (s) 12.94 (s) CO.H
28,63 7,94 (d) Hg/1o

Solvente : DMSO, exceto*(piridina); p.gJ em Hz.
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0 6 7
I
(c1113)2-Cﬁ-CﬁZ-O)Z-P-Nﬁ-N=Cﬁ@

10 9 X
No X Hy/J Hy/J Hs/J H4/J Hs aromaticos
087(d) 1,89(m) 3,75(m) 9,56 (d) 7,53 (d) He/10
p e 7,91 (s)
a 6.68 6.68 4,42 28.38 7,36 (t) Hyo
0,94 (d) 2,00 (m) 355 (m) 9,35 (d) 1926 7,72 (d) He/io pisJ - 8,88
_ . m , S
6b  PNO: 6.57 6.57 29.75 8,20 (d) Hyjo puiJ - 8,50
0,95 (d) 8,64 (d) 7,54 (d) 6,88 (d) 3,81 (s)
p »-OMe 2,00 (m) 3,88 (m) 7,83 (s)
c 6.56 28.44 pr) _8.67 puJ_9.02 OCHj;
0,98 (d) 203 (m) 392 (m) 8,97 (d) 7.94(s) 7,71 (d) He/1o p-uJ =8,33 0,53 (s) CO.H
_ , m s m , S s S
6d  p-COH 6,68 28.75 8,12 (d) Hyo puJ-8,32 ?
0,94 (d) 2,00(m) 3,98(m) 9,56 (d) 7,32 (d) He/1o puiJ = 8,45
6 p-Cl 7,91 (s)
e 6.68 6.68 28.38 7,53 (d) Hyo pysJ - 8,45
087() 1,87(m) 3,75(m) 9,17 (d) 178 7,75 (d) Heio puJ-8,83 2,91 (s) N(CHL)
- * , S
6f P-N(CH) 6,68 6,68 27.49 6.68 (d) Hoo pJ-8.95  3.02(s) ¥2
7,62 (d)
0,94
2,00 (m) 387(m) 9,14 (d) He/10
(d 7,87 (s)
6.68 29,51 7,69 (d)
6.81
Hypo
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0,94 (d) 2,00 (m) 3,90 (m) 8,41 (d) 777 5) 6,93 (d) Ho 723 (9 H 6,03 (s)
7 (s 23 (s
6h  OCH:0 6,79 6,78 27,49 6,78 (d) Hyo ° OCH,0
Solvente: CDCl;, exceto *(DMSO); p.gJ em Hz
Tabela 12: Dados de RMN-"*C das dialquilfosforilidrazonas.
o 7 8
1 2 3 4 1 5 6
(CH3-CH,-CH,-CH;-0),-P-NH-N=CH 9
11 10X
N° X C; C, Ci/J Cy4/) Cs/J aromaticos
31,80 (d) 65,95 (d) 143,50 (d) 128,76 (s)
4a H 13,43 (s) 18,26 (s) 129,15 (s) Cs 134,78 (s)
6,23 5,87 19,44 126,52 (s)
N 32,66 (d) 67,06 (d) 141,85 (d) 123,99 (s)
4b p-NO; 13,67 (s) 19,03 (s) 137,96 (s) Cq 147,96 (s) Co
6,97 5,87 19,81 127,03 (s)
138,97
31,75 66,07 (d >
o- NO, 13,37 (s) 18,20 (s) @ @ (d) 124,51-133,44 Ce.10 147,58
6,60 5,87 (s) Cny
20,54
0@ oo % e © o 130,14 (5) C
13,79 (s) 16,63 (s) 20(d) - 6642(d) () 23 () w10 ’ ?
6,23 5,87 131,26 166,97 (s) COH
19,81
(s) Gy

Solvente : DMSO, exceto*(piridina); p.cJ] em Hz.
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N° X C Cy/) Cs/J Cy arom
28,96 72,50 143,73 128,91 (s)
" 134,76 (s) C
6a S B U o e ® G
6,97 5,87 19,44 : 126,84 (s) Cypo
18.68 29,03 73,53 142,04 140.85 123,97 (s) Cyp9
6b  pNO» (d) (d) (d) (s) Cs 126,94 (s) Ce/10 147,81
6,97 5,87 19,81 () Cs
160,30 (s) Cg
p-OMe 18,56 2885 73,03(d) 144,27 129,95 (s) 113,82 55,10 (s) OCH;
(d) (d) 6,11 (d) Cs (8) Capo
7,63 19,83 127,83
55 C
139,14 (s) Cs ) eno
170,27 (s)
COH
134,92 (s) Cg
122,59
(s) Cs
39,84
(d)
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N(CH

32
126,83
2952 73,74 143,52 (s) 1(;230
18,70 (d) (d) (d) (d) 1(?)981 ¢ 82
697 624 1981 132,39 (S)SgN
(s) Capo
ocl, g Tl 14 105,20 ,108,02 122,40 (138(’308
6h 2 (d) () () 20,108, 40 (s) 67/68
6,10 6,10 1831 59,10 14(22,)

61



Solvente: CDCls, exceto *(DMSO); p.gJ em Hz.
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4.6.1.4. Analise por espectrometria de RMN-'P.

Tabela 14: Dados de RMN-"'P das dalquilfosforilidrazonas.

RMN-"'P
Composto P=0 (6 ppm)
4a 2,33dq
4b 2,12 dq
4c

4e 1,85 dq

6a

1,55 dq

6d 1,88 dq
6e 1,97 dq
6f 2,61 dq

6h

4.6.1.5. Anadlise por espectrometria de massas.



Os fragmentos m/Z 302 e m/Z 246 vém do rearranjo 1,4 dos hidrogénios da cadeia
alcoxida das dialquilfosforilidrazonas, esse tipo de rearranjo € comum para todos os
compostos desse sistema.

Podemos observar que o pico m/Z 98 ocorre em todos os espectros de massa dessa
séria de moléculas e em metade dos casos se trata do pico base quando este nio é o M + 1.

O Esquema 34 apresenta a proposta de fragmentacdo para diisobutilfosforil-p-

nitrofenilidrazona

Esquema 34: Proposta de fragmentacio para alguns picos da diisobutilfosforil-p-
nitrofenilidrazona

4.7. Ensaios biolégicos
4.7.1. Ensaios com protozoarios.

O nosso grupo teve a oportunidade, através de uma colaboracdio com a Fundacao
Oswaldo Cruz de Salvador (BA), de ter alguns dos compostos sintetizados neste trabalho
testados em alguns protozodrios a fim de se avaliar o potencial antiparasitario dos mesmos.

Os resultados que serdo descritos dizem respeito a um grupo de seis compostos sendo
duas diisobutilfosforilidrazonas (6b e 6d) e quatro dietoxifosfonil-N-acilarilidrazonas (2b, 2c,
2d e 2e), porém os demais compostos também serdo testados. Os resultados sdo preliminares,
pois os ensaios estdo em andamento.

4.7.1.1. Ensaios em Leishmania L. amazonensis.

Os ensaios foram realizados em duas concentragdes (50 uM e 100 uM) (Figuras 26 e
27), por 72 horas cada ensaio, periodo que as células chegam a sua fase estaciondria. Podemos
observar que a diisobutilfosforil-p-nitrofenilidrazona (6b) foi o composto que mostrou maior
atividade nas duas concentragdes testadas, assim, estdo sendo feitos novos ensaios em
diferentes concentracdes, a fim de se calcular o ICs, para esta substancia (Figura 28).

Compostos 6b 6d 2b 2c 2d 2e
% de inibi¢do 99,4 20,3 12,4 0 9,6 15,4




Figura 26: Ensaios sobre Leishmania L. amazonensis e porcentagem de inibicao

dos compostos testados em comparacao ao controle (SOuM).

Leishmania L. amazonensis

Células/mL (10°)

E

Compostos (100uM)

Q/C)

Compostos

6b

6d

2b

2c

2d

2e

% de inibicdo

100

0

32,9

79,0

17,2

Figura 27: Ensaios sobre Leishmania L. amazonensis e porcentagem de inibicao
dos compostos testados em comparaciao ao controle (100 uM).

Leishmania L. amazonensis em 6b

Células/mL (10°)

L

=
i
44 =
0 - - FaiE ==
Controle DMSO 10 20 30 40 50
Concentragbes de 6b (uM)
Concentragdo (UM) 10 20 30 40 50
% de inibicdo 62,3 88,7 93,7 98,9 99,6

Figura 28: Ensaios da diisobutil-p-nitrofenilidrazona (6b) e porcentagem de inibicio em

comparacao ao controle sobre Leishmania L. amazonensis.




Observando os resultados dos ensaios das diferentes concentragcdes da
diisobutilfosforil-p-nitrofenilidrazona (6b), podemos concluir que o ICsy desta substincia
devera ser menor que 10 uM (Figura 28).

4.7.1.2. Ensaios em Gidrdia lamblia.

Os ensaios foram realizados a uma concentra¢do de 50 pM (Figura 29) por 24 horas
cada ensaio. Podemos observar que a diisobutilfosforil-p-nitrofenilidrazona (6b) foi a que
mostrou maior grau de inibi¢do proliferativa, assim estdo sendo feitos novos ensaios em
diferentes concentragdes, a fim de se calcular o ICsy desta substancia (Figura 30). Também
mostraram resultado inibitério satisfatério as dietoxifosfonil-N-acil-p-nitrofenilidrazona (2b)
e dietoxifosfonil-N-acil-m-nitrofenilidrazona (2d).

Giardia Lamblia

Células/mL (10°)

Compostos (50uM)

Compostos 6b 6e 2b 2c 2d 2e
% de inibi¢ao | 51,7 22,0 40,7 33,9 40,7 30,5
Figura 29: Ensaios sobre Giardia lamblia e porcentagem de inibicao dos compostos
testados em comparacio ao controle (SOuM).




Curva de proliferacao celular de Giardia Lamblia em 6b

Células/mL (10°)

5 10 25 50
Concentragbes 6b (uM)

Concentragdo (UM) 5 10 25 50 100
% de inibi¢do 6,7 17,6 | 41,9 | 45,5 53,8

Figura 30: Ensaios da diisobutil-p-nitrofenilidrazona (6b) e porcentagem de inibicio em
comparacao ao controle sobre Giardia lamblia.

4.7.2. Ensaios sobre larvas de Artemia salina Leach.

O bioensaio com larvas de Artemia salina Leach, tem sido empregado com sucesso na
descoberta de novos agentes pesticidas, o que motivou a andlise da toxidez das novas
dietoxifosfonil-N-acilarilidrazonas e dialquilfosforilidrazonas sintetizados neste trabalho.

Foram testadas em Artemia salina oito dialquilfosforilidrazonas (4a, 4b, 6a, 6b, 6d,
6e, 6f ¢ 6h). O composto que mostrou maior atividade foi o 6d (DLsy 332,12 ppm) e o que
apresentou menor atividade foi o 6a (DLsy 1337,96 ppm), os demais compostos tiveram a
DLsp nesse intervalo, sendo a DLsy da 4a proxima a da 6a e os outros compostos com grupos
retiradores de elétrons no anel aromatico tiveram DLsy préxima a da 6d, mostrando a
influéncia dos substituintes do anel aromético na atividade do composto.

Os valores de DLsy obtidos foram pouco expressivos comparados ao do inseticida
comercial “crufomato” (DLsy 18,4 ppm), usado como controle. Esses resultados sdo
interessantes. Visto que alguns compostos foram bastante ativos contra os dois protozodrios
sobre os quais trabalhamos podemos vislumbrar a possibilidade de obtermos toxicidade
seletiva.

4.7.3. Ensaios sobre sementes de tomate.

Os ensaios foram realizados em quadruplicatas, utilizando dois controles, um apenas
com agua e outro contendo diclorometano, solvente utilizado para solubilizar os compostos
testados, e cinco ensaios com as dialquilfosforilidrazonas sintetizadas neste trabalho (4e, 6b,
6d, 6e e 6g). Em cada ensaio foram utilizadas 50 sementes previamente tratadas com 2 mL de
cada solugdo (100 mg.L™") contendo as dialquilfosforilidrazonas. A germinagdo foi avaliada



no 7° dia apés o inicio dos ensaios e somente as sementes que apresentaram a radicula e as
primeiras duas folhas visiveis e soltas foram aceitas como germinadas.
Na Figura 31 estdo as imagens capturadas apds 7 dias na camara de germinagdo.

Controle 2 (CH,Cl,)




Figura 31: Imagem capturada apés 7 dias na cAmara de germinacao.

Podemos observar que houve uma alta inibicdo da germinagdo das sementes quando
se utilizou o composto 4e. Para as demais substancias testadas a germinacao foi bem proxima
a dos controles, como podemos observar na Figura 32.

O glifosato, um herbicida organofosforado sist€émico nao seletivo (Figura pg.7), atua
inibindo a sintese de aminodcidos, levando a planta a morte, mas ndo podemos afirmar que o
composto 4e age pelo mesmo mecanismo, porém, podemos supor que um grupo importante
na estrutura € a carboxila, jd que tanto o glifosato quanto o composto 4e apresentam este
grupo. Por outro lado, o composto 6b também apresenta a carboxila, mas ndo mostrou
nemhum tipo de inibi¢do. Desta forma pode-se concluir, num primeiro momento, que a cadeia
lateral também participa na interacdo com o sitio ativo. Provavelmente, em fun¢do do maior
impedimento estérico, j& que se trata de isobutila, que apresenta maior volume, ndo
permitindo que o composto penetre no sitio para interagir apropriadamente. Deve-se ressaltar
que esses resultados sdo preliminares e os testes ainda estdo em andamento, sendo prematura
qualquer suposi¢ao a respeito do modo de acdo deste composto.

Germinacao de Sementes de Tomate
50,0

40,0 -
30,0 -
20,0 -
10,0
0,0 T

Controle 1 controle 2

Numero de sementes

Com postos

Compostos 4e 6b 6d
% de germinagdo 8,7 96,5 94,2




Germinacao de Sementes de Tomate
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8
g

(2]

§3 30
0 c
8 E 2
o o
c O
E 104
<

O T T

controle 1 controle 2
com postos

Compostos 6e 6g
% de germinagdo 101,1 100,5

Figura 31: Ensaios sobre sementes de tomate, niimero de sementes germinadas e
porcentagem de germinacao.

5. Conclusao

A obtencdo das novas dietoxifosfonil-N-acilarilidrazonas € relativamente simples,
porém leva a formagdo dos dois possiveis diastereoisomeros (E/Z). Apesar de varias
tentativas, ndo se obteve sucesso na separagdo desses diastereoisomeros. Novas tentativas
serdo feitas com esse intuito, pois a mistura de diastereoisdmeros do composto 2b e 2d,
mostrou um resultado interessante no ensaio biolégico sobre Leishmania amazonensis e
Giardia lamblia, a fim de encontrar qual dos dois compostos apresenta atividade ou se é
efeito de sinergismo.

Na série das novas dialquilfosforilidrazonas a sintese € seletiva resultando apenas em
um produto com provavel conformacdo E. O composto 6b teve uma excelente atividade
inibitéria nos ensaios sobre Leishmania amazonensis e Giardia lamblia, e o composto 2e teve
atividade inibitdria acentuada sobre sementes de tomate. Nos ensaios sobre Artemia salina
Leach as dialquilfosforilidrazonas mostraram-se pouco tdxicas indicando a possibilidade de
toxicidade seletiva.

Todos os compostos sintetizados sdo inéditos.

Estdo ainda sendo concluidos os ensaios biologicos a fim de se calcular o ICsy das
substancias mais ativas sobre esses dois protozodrios € em outros protozodrios tais como
Trypanosoma cruzi, Trichomonas vaginalis, Trichomonas foecus, Entamoeba Histolytica os
ensaios estdo na fase inicial.
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Apéndice A

Espectros de Infravermelho, RMN-'H, "*C e *'P e massas.



Figura 32 : Infravermelho do fosfonoacetato de trietila (1).

Spect 1
BP 225 (48687=100%) 018.sms
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75%- o 0

3.119 min. Scan: 259 Chan: 1 lon: 1289 us RIC: 329877 BC

151

Figura 33 : Espectro de massas do fosfonoacetato de trietila (1).
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Figura 34: Espectro de RMN- 'H do Fosfonoacetato de trietila (1).
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Figura 35: Espectro de RMN- °C do Fosfonoacetato de trietila (1).
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Figura 36: Espectro de IV do Fosfonoacetato de dimetil etila (1a).
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Figura 37: Espectro de massas do Fosfonoacetato de dimetil etila (1a).
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Figura 38: Espectro de RMN- 'H do Fosfonoacetato de dimetil etila (1a).
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Figura 39: Infravermelho da dietoxifosfonilidrazina acético (2).

TSpect 2 - !
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Il
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Figura 40: Espectro de massas da dietoxifosfonilidrazina acético (2).
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Figura 41: Espectro de RMN- 'H da dietoxifosfonilidrazina acético (2).
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Figura 42: Espectro de RMN- °C da dietoxifosfonilidrazina acético (2).
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Figura 43: Espectro de massas do dietoxifosfonil-N-acilfenilidrazona (2a).
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Figura 44: Infraqvermelho da dietoxifosfonil-N-acilfenilidrazona (2a).
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Figura 46: Espectro de RMN-"C da dietoxifosfonil-N-acilfenilidrazona (2a).
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Figura 47: Espectro de RMN-"" P da dietoxifosfonil-N-acilfenilidrazona (2a).
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Figura 48: Espectro de massas do dietoxifosfonil-N-acil-p-nitrofenilidrazona (2b).
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Figura 49: Infravermelho da dietoxifosfonil-N-acil-p-nitrofenilidrazona (2b).
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Figura 51: Espectro de RMN-"C da dietoxifosfonil-N-acil-p-nitrofenilidrazona (2b)
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Figura 52: Espectro de RMN-*' P da dietoxifosfonil-N-acil-p-nitrofenilidrazona (2b)
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Figura 53: Espectro de massas da dietoxifosfonil-N-acil-o-nitrofenilidrazona (2c).
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Figura 54: Infravermelho da dietoxifosfonil-N-acil-o-nitrofenilidrazona (2c).
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Figura 57: Infravermelho da dietoxifosfonil-N-acil-m-nitrofenilidrazona (2d).
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Figura 58: Espectro de massas da dietoxifosfonil-N-acil-m-nitrofenilidrazona (2d).



Cloroformio-o

FO'E~—
SLE—

orE
mm.mﬁ
£V
S
LVF
21
I
ZT
5T F
9
8T F

STl
[
FANS
154
S5 e
CE L
mm.h#.
SE A=
Sore-z
20
=
she
L
SE's
(58S

=
a8 k=

Espectro de RMN-"H da dietoxifosfonil-N-acil-m-nitrofenilidrazona (2d).

Figura 58

96



mm.m;
ara ru_l

96 0E-
07 5~
Zace”
02T

=
Wz
SEFTLT
IS'BEL
FEETL
SLTEL
FOCE vur
ZL5EL
G458 rH_T

Z5Ekl—
S0°AF -
gkl

35 3r vuT

rr.rm_v
[ A= _..n__l

m_‘.mm:.
FZ2g _MT

T T
120 110 100

Espectro de RMN-"C da dietoxifosfonil-N-acil-m-nitrofenilidrazona (2d).

T
130

Figura 59

97



2413
23.91
23.59

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
15 10 2

——
20

Figura 60: Espectro de RMN-"P da dietoxifosfonil-N-acil-m-nitrofenilidrazona (2d)
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Figura 61: Infravermelho da dietoxifosfonil-N-acil-p-carboxifenilidrazona (2e).
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Figura 62: Espectro de RMN-"H da dietoxifosfonil-N-acil-p-carboxifenilidrazona (2e).
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Figura 65: Espectro de RMN-*'P da dietoxifosfonil-N-acil-p-carboxifenilidrazona (2a).
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benzo[h]cromem-6(5H)-ilideno)hidrazina (2f).
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Figura 67: Espectro de RMN-'H da dietoxifosfonil-N-acil-(2,2-dimetil-5-0x0-3,4-diidro-2H-benzo[h]cromem-6(5H)-ilideno)hidrazina (2f).
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Figura 68: Espectro de RMN-"C da dietoxifosfonil-N-acil-(2,2-dimetil-5-0x0-3,4-diidro-2H-benzo[h]cromem-6(5H)-ilideno)hidrazina (2f).
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Figura 69 : Espectro de RMN 3P da dietoxifosfonil-N-acil-(2,2-dimetil-5-0x0-3,4-diidro-2H-benzo[h]cromem-6(5H)-ilideno)hidrazina (2f).
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Figura 71: Espectro de massas do fosfito de dibutila.
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Figura 72: Infravermelho da dibutilfosforilidrazina.
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Figura 73: Espectro de massas da dibutilfosforilidrazina.
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Figura 76: Infravermelho da dibutilfosforilfenilidrazona (4a).
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Figura 77: Espectro de massas da dibutilfosforilfenilidrazona (4a).
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Figura 97: Espectro de RMN-"" P da dibutilfosforil-p-carboxifenilidrazona (4e)
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Figura 98: Infravermelho do fosfito de isobutila (5).
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Figura 101: Infravermelho da diisobutilfosforilidrazina (6).
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Figura 102: Espectro de massas da diisobutilfosforilidrazina (6).
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Figura 105: Espectro de massas da diisobutilfosforilfenilidrazona (6a).
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Figura 106: Infravermelho da diisobutilfosforilfenilidrazona (6a).
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Figura 110: Infravermelho da diisobutilfosforil-p-nitrofenilidrazona (6b)
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Figura 111: Espectro de massas da diisobutilfosforil-p-nitrofenilidrazona (6b)
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Figura 112: Espectro de RMN- 'H da diisobutilfosforil-p-nitrofenilidrazona (6b)
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Figura 113: Espectro de RMN- “C diisobutilfosforil-p-nitrofenilidrazona (6b)
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Figura 114: Espectro de RMN- *'P diisobutilfosforil-p-nitrofenilidrazona (6b)
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Figura 115: Espectro infravermelho da diisobutilfosforil-p-metoxifenilidrazona (6c)
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Figura 116: Espectro de massas da diisobutilfosforil-p-metoxifenilidrazona (6¢)
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Figura 117: Espectro de RMN- 'H da diisobutilfosforil-p-metoxifenilidrazona (6¢)
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Figura 118: Espectro de RMN-"C da diisobutilfosforil-p-metoxifenilidrazona (6c)
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Figura 119: Infravermelho da diisobutilfosforil-p-carboxifenilidrazona (6d)
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Figura 120: Espectro de massas da diisobutilfosforil-p-carboxifenilidrazona (6d)
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Figura 121: Espectro de RMN-'H diisobutilfosforil-p-carboxifenilidrazona (6d)
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Figura 122: Espectro de RMN-""C diisobutilfosforil-p-carboxifenilidrazona (6d)
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Figura 123: Espectro de RMN-""P diisobutilfosforil-p-carboxifenilidrazona (6d)
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Figura 124: Infravermelho da diisobutilfosforil-p-clorofenilidrazona (6e)
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Figura 125: Espectro de massas da diisobutilfosforil-p-clorofenilidrazona (6e)
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Figura 126: Espectro de RMN-"H diisobutilfosforil-p-clorofenilidrazona (6e)
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Figura 127: Espectro de RMN-"C diisobutilfosforil-p-clorofenilidrazona (6e)
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Figura 128: Espectro de RMN-""P diisobutilfosforil-p-clorofenilidrazona (2e)
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Figura 129: Espectro de massas da diisobutilfosforil-p-dimetilaminafenilidrazona (6f)
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Figura 132 : Espectro de RMN-"C diisobutilfosforil-p-dimetilaminafenilidrazona (6f)
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Figura 132: Espectro de RMN-""P diisobutilfosforil-p-dimetilaminafenilidrazona (6f)
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Figura 133: Infravermelho da diisobutilfosforil-p-cianofenilidrazona (6g)
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Figura 137: Espectro de RMN-"C diisobutilfosforil-p-cianofenilidrazona (6g)
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Figura 138: Espectro de RMN-"'P diisobutilfosforil-p-cianofenilidrazona (6g)
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Figura 139: Infravermelho da diisobutilfosforilmetilenodioxifenilidrazona (6h)
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Figura 140: Espectro de massas da diisobutilfosforilmetilenodioxifenilidrazona (6h)
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica
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Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica
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Baixar livros de Servico Social
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