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Resumo

Este trabalho teve como objetivo a sintese de amidas derivadas do acido 3,4-
metilenodioxicinamico e avaliacdo das suas atividades biologicas frente a lagarta
do cartucho-do-milho, Spodoptera frugiperda, e a formiga cortadeira, Atta sexdens
rubropilosa, ¢ seu fungo simbionte, Leucoagaricus gongylophorus. A amida mais
ativa frente a S. frugiperda foi a N,N-(piperidina)-3-(3°,4’-metilenodioxifenil)-2-
(E)-propenamida (65), com DLs=1.07 pg/mg larva. J& em relagdo ao fungo
simbionte, os compostos mais ativos foram as amidas 65 ¢ N,N-(dietil)-3-(3’,4’-
metilenodioxifenil)-2-(E)-propenamida (66). Quanto as formigas, os compostos
mais ativos foram N,N-(pirrolidina)-3-(3’,4’-metilenodioxifenil)-2-(E)-
propenamida (67) e N,N-(benzil)-3-(3’,4’-metilenodioxifenil)-2-(E)-propenamida
(72). Em virtude da atividade promissora observada para esses compostos, propos-
se a continuacdo do estudo a fim de se obter informagdes a respeito da relagao
estrutura-atividade para esses compostos frente a S. frugiperda.

A estratégia utilizada para dinamizar o processo sintético foi a quimica
combinatoéria. Realizou-se a sintese em solu¢gdo de uma cole¢do combinatdria
indexada de piperamidas, a qual foi caracterizada por Cromatografia Gasosa
Acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM) e avaliada frente a S. frugiperda.
Dentre 0s compostos sintetizados em mistura, a 1-[(4-
(trifluormetoxi)benzoilJpiperidina, A®B', foi a que apresentou maior atividade,
porém com um DLs,de 8,15 pg/mg de larva, ou seja, menos ativa que a amida 65

frente a S. frugiperda.
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Abstract

The present study describes the preparation of amides containing the
methylenedioxyphenyl group and also their activity against the leaf-cutting ant,
Atta sexdens rubropilosa, its symbiotic fungus Leucoagaricus gongylophorus and
the fall armyworm, Spodoptera frugiperda, larvae.

From the Dbioassays it was observed that N-piperidine-3-(3’,4’-
methylenedioxyphenyl)-2-(E)-propenamide (65) was the most promising as
insecticide agent among the compounds studied against S. frugiperda with an
LDsy=1.07 ug/mg  larvae.  Amide 65 and  N,N-diethyl-3-(3’,4’-
methylenedioxyphenyl)-2-(E)-propenamide (66) were the most active against the
symbiotic  fungus; and N-pirrolidine-3-(3’,4’-methylenedioxyphenyl)-2-(E)-
propenamide (67) and N-benzyl-3-(3°,4’-methylenedioxyphenyl)-2-(E)-
propenamide (72) against the leaf-cutting ant.

Additional studies were necessary to establish the structure — activity relationship
for piperamides. Thus, Combinatorial Chemistry technologies were employed and a
solution-phase synthesis of indexed collection of amides was carried out, identified
by Gas Chromatography coupled with Mass Spectroscopy (GC/MS), and screened
against S. frugiperda.

From this library, the most active compound identified was 1-[4-
(trifluoromethoxy)benzoyl]piperidine, A®B', which was then individually
synthesized and evaluated. It has shown a LDsy = 8,15 pg/mg larvae, thus less

active than amide 65 against S. frugiperda.
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1 - Introducio

1.1 - Insetos-pragas

Na agricultura brasileira existem inimeros insetos-pragas que causam enorme
prejuizo para as plantacdes. Sendo assim, estudos buscando novos inseticidas que
apresentem caracteristicas desejaveis, como por exemplo, especificidade e baixa
toxicidade sao muito importantes.

Atualmente, o interesse estd no controle da praga e nao no exterminio do inseto no
campo, evitando, assim o desequilibrio biologico. A nova tendéncia ¢ o da
harmonia entre o niimero de pragas presentes no campo versus a produtividade da
cultura.

Duas importantes pragas da agricultura brasileira sdo as formigas cortadeiras, Atta

sexdens, € a lagarta-do-cartucho-do-milho, Spodoptera frugiperda.

1.1.2 - Formigas Cortadeiras Atta sexdens

O género Atta, que engloba todas as espécies de sauvas, ocorre somente nas
Américas, desde o sul dos EUA até o centro da Argentina, causando sérios
problemas para uma variedade de plantas e ¢ uma séria praga para as plantagdes
dessas localidades.'

Uma colonia de formigas ¢ formada de individuos adultos e em desenvolvimento
ou cria, constituida de ovos, larvas e pupas. Os adultos, com raras excegdes, sao
fémeas que estdo divididas em pelo menos duas castas: as fémeas férteis ou
rainhas, cuja fun¢do primordial é a postura de ovos e as fémeas estéreis ou

operarias que realizam todas as demais atividades da coldnia, tais como: coleta de



agua e alimento, alimentacdo da cria e da rainha, construcao e defesa do ninho. As
operarias, por sua vez, podem apresentar formas diferentes, que se denomina de
polimorfismo, o qual est4 relacionado com a realizacdo de diferentes tarefas, por
partes das operdrias.

Todas as operarias ndo apresentam asas e as formas aladas correspondem as rainhas
e aos machos. Estes, geralmente, surgem apenas uma vez por ano na €época de
acasalamento, que se da através da realizacao do voo nupcial. Conseqiientemente,
uma colonia de formigas € constituida exclusivamente de fémeas apteras.

E importante salientar que no maximo 30% da populagdo adulta de uma colonia
pode exercer atividades externas ao ninho ao mesmo tempo. Geralmente, este valor
ndo ultrapassa 5 a 10%.

As colonias, nas varias espécies, podem ter uma Tunica rainha, fendémeno
denominado de monoginia, ou varias rainhas funcionais, denominado poliginia. Em
geral, as rainhas de uma espécie poliginica vivem menos do que aquelas das
espécies monoginicas. Em compensagdo, a capacidade da coldonia em produzir
novas rainhas é maior, e ocorre varias vezes por ano.’

As formigas cortadeiras sdo insetos de grande importincia para a agricultura
brasileira, pois os danos causados por essas pragas sdao de grande impacto. Segundo
Troppmair e col., somente no estado de S3ao Paulo existem 100 milhdes de
sauveiros, 0os quais sdo responsaveis pelo corte anual de 180 milhdes de toneladas
de matéria-vegetal e pela movimentagdo de 200 milhdes de metros cubicos de
terra.’

As formigas cortadeiras, 4. sexdens rubropilosa, vivem em simbiose com o fungo
Leucoagaricus gongylophorus, existindo uma total dependéncia entre os dois
(Figura 1). As formigas “cortam” e carregam para o ninho vegetais frescos para o

desenvolvimento do fungo e para a propria alimentagdo.*’ Ja o fungo ¢ utilizado



como Unica fonte de alimentagdo para as larvas além de fornecer cerca de 9% da
. L . : . 678

energia necessaria para as operarias de formiga cortadeira.

Os métodos de controle para essas formigas sdo diversos. Entre os mais usuais esta

P 9,10,11 s ~

a termonebulizacdo e iscas granuladas.” ™~ No entanto, devido a preocupagao com

o meio ambiente, muitos inseticidas maléficos, que ndo sdo especificos e sdo

toxicos, foram proibidos, dentre eles as iscas a base de dodecacloro.

Sendo assim, a busca por compostos derivados de produtos naturais ou andlogos

sintéticos, sempre na intencdo de encontrar novos compostos com maior

especificidade (dirigidos ao inseto-alvo), seja por agao fungicida ou formicida, tém

sido bastante desejada.

Figura 1: Formiga cortadeira Atta sexdens e seu fungo simbionte

1.1.3 - Lagarta-do-cartucho-do-milho, Spodoptera frugiperda

A lagarta-do-cartucho-do-milho, Spodoptera frugiperda (Smith) (Lepidoptera:
Noctuidae), estd presente por todo o continente Americano com ocorréncias do
México a América do Sul.'”" Ela ¢ considerada uma das principais pragas do

milho, podendo ocorrer durante todo o ciclo de crescimento da cultura, causando



reducdes na produtividade superiores a 34%, sendo o periodo critico 40 dias apos a
plantaq50}4

O inseto adulto ¢ uma mariposa com cerca de 35 mm de envergadura, de coloragao
pardo-escura nas asas anteriores e branco-acinzentada nas posteriores (Figura 2c).
As posturas sdo feitas em massa, com uma média de 150 ovos por postura (Figura
2e). O periodo de incubagdo dos ovos ¢ de aproximadamente trés dias. As lagartas
recém-eclodidas (Figura 2f) alimentam-se da propria casca do ovo. Apds essa
primeira alimentacdo, permanecem em repouso por um periodo variavel de duas a
dez horas. Quando encontram hospedeiro adequado, comegam a alimentar-se dos
tecidos verdes, geralmente comecando pelas areas mais suculentas, deixando
apenas a epiderme membranosa, provocando o sintoma conhecido como "folhas
raspadas”. A medida que as lagartas crescem, comecam a fazer orificios nas folhas,
podendo causar severos danos as plantas (Figura 2a). E comum também o ataque
na base da espiga ou mesmo diretamente, nos grios leitosos (Figura 2b)."> A lagarta
completamente desenvolvida (Figura 2d) mede cerca de 40 mm, com coloracdo
variavel de pardo-escura, verde ou até preta e com um Y invertido na parte frontal
da cabega. O periodo larval depende das condi¢des de temperatura, sendo que, nas
condi¢cdes brasileiras, dura em torno de 15 dias. Terminado esse periodo, a lagarta
geralmente vai para o solo, onde se empupa. O periodo pupal varia de 10 a 12 dias
nas épocas mais quentes do ano.

Lagartas de primeiro instar geralmente consomem o tecido verde de um lado da
folha, deixando intacta a epiderme membranosa do outro lado. A presenca da
lagarta no interior do cartucho pode ser indicada pela quantidade de excrementos
ainda frescos existentes na planta, ou constatada abrindo-se as folhas e observando-
se lagartas com cabega escura e com o caracteristico Y invertido na parte frontal da

cabeca.
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Figura 2: Lagarta-do-cartucho-do-milho, Spodoptera frugiperda. a) Cultura
atacada (folhas). b) Milho atacado. ¢) Mariposas. d) Lagarta adulta. ) Postura de

ovos. f) Lagartas recém eclodidas.

A planta do milho € mais sensivel ao seu ataque quando a infestagcdo inicia-se entre
40 e 45 dias de idade. Nessa ocasido ¢ que geralmente deve ser feito o controle
curativo. Para tetos de produtividade em torno de 3.000 Kg/ha, a praga deve ser
controlada quando aproximadamente 20% das plantas apresentarem o sintoma de
"folhas raspadas". Em 4reas onde ¢ comum a ocorréncia de inimigos naturais, €
aconselhavel a utilizacdo de produtos quimicos somente quando a larva estiver com
cerca de 10 a 12 mm. Quanto maior for a produtividade esperada, considerando que
o custo do tratamento ndo ird variar muito com o nivel de tecnologia usado, mais

. e . . 1
rapidamente devem ser iniciadas as medidas de controle.”



O ataque a plantagcdo pode ocorrer de varias maneiras: as lagartas pequenas raspam
o limbo foliar das folhas jovens, danificando, em seguida, as folhas centrais da
regiao do cartucho. Em ataques tardios, as lagartas podem ser encontradas
destruindo palha e graos.

O controle da praga vem sendo realizado basicamente por meio da utilizagdo de
inseticidas ou com a obtenc¢do de plantas que sejam resistentes a praga. No entanto
o custo socio-economico dos inseticidas e pela dificuldade de se obter plantas que
sejam resistentes, seguras e produtivas, ha a necessidade de se encontrar

alternativas eficientes, economicamente viaveis e ecologicamente corretas.

1.2 - Produtos naturais como fonte de substancias inseticidas

Desde os tempos da antiga Roma até a metade do século XX, algumas plantas eram
usadas como repelentes de insetos. O DDT (diclorodifeniltricloroetano) foi o
primeiro pesticida moderno desenvolvido apds a segunda guerra mundial para o
combate dos mosquitos causadores da malaria e da tifo. O DDT ¢ insolivel em
agua, mas solivel em compostos organicos como a gordura e o 6leo e tem um odor
suave. O quimico suigo Paul Hermann Miiller, da Geigy Pharmaceutical recebeu o
prémio Nobel de medicina, em 1948 por descobrir a eficiéncia do DDT para a
erradicagdo de varios tipos de artropodes. Apesar de sua eficiéncia, a bidloga norte-
americana Rachel Carson denunciou em seu livro "Primavera Silenciosa" que o
DDT era agente causador de cancer e interferia na vida animal causando, por
exemplo, o aumento da mortalidade dos péssaros. Sendo assim, o DDT foi proibido
na década de 1970 em varios paises. Isso causou uma busca desenfreada por outros
compostos sintéticos considerados “seguros”, o que culminou na descoberta de

novos inseticidas organoclorados, tais como, Aldrin, Dieldrin, Clordano,



Heptacloro, entre outros. Esses compostos acabaram, também, por serem
desastrosos para o meio ambiente, pois sao altamente toxicos, causaram resisténcia
nos insetos devido ao uso indiscriminado e acabaram por ser restringidos ou
banidos pela Environmental Protection Agency (EPA) dos EUA.'

Na busca por alternativas mais seguras para o controle dos insetos, voltou-se
novamente a atencao para os produtos naturais. Dentre algumas familias de plantas
mais promissoras como fonte de compostos inseticidas, estdo a Meliaceae,

. 1
Rutaceae, Piperaceae, entre outras. !

1.2.1 - Familia das Piperaceae

Algumas plantas do género Piper (Piperaceae) agregam valores comerciais,
econdmicos e tém importancia medicinal. Por exemplo, na Jamaica, P. anduncum e
P. hispidum s3ao conhecidos como remédios para o estdmago e também como
repelentes de insetos. A planta P. amalago, encontrada na regido do México até o
Brasil, ¢ utilizada como agente antiinflamatorio. Outros exemplos sdo as raizes e
frutos de P. chaba, que possuem diversas utilidades, como por exemplo, no
tratamento da asma, bronquite, febre, e ainda, como estimulante ¢ anti-
hemorroidal."®

O extrato benzénico das folhas de P. futokadsura apresentou atividade
antialimentar frente a larva da Spodoptera litura.Os frutos da pimenta-preta sul-
africana (P. guineense) sdao usados como tempero, ja o extrato das flores, raizes e
sementes, ¢ usado no tratamento de doencas venéreas, reumatismo e doengas
gastro-intestinais.

Nas plantas do género Piper sdao encontradas diversas classes de compostos tais

como: alcaldides, amidas, propilfenol, lignanas, neolignanas, terpenos, esteroides,



kavapironas, piperolidas, chalconas e diidrochalconas, flavonas, flavononas e
outros compostos que possuem diversos grupos funcionais em sua estrutura. Os
alcaldides e amidas sdo as classes de compostos mais abundantes existentes nas

plantas deste género.'®

1.2.2 - Piperamidas

Dentre os varios compostos advindos das plantas do género Piper, a primeira amida
identificada foi a piperina (1) (Figura 3).'® Essa amida ¢ a responsavel pelo sabor

picante da pimenta-do-reino.

Figura 3: Piperina

Em 1984, Lee e col.”” estudaram a farmacologia da piperina e constataram um
amplo espectro de atividades bioldgicas, tais como: diminuicdo da pressdao do
sistema nervoso central, antipirética, analgésica e antiinflamatoria.

A importincia das piperamidas se estende at€ os dias de hoje, e a cada ano esses
compostos tem sido mais estudados. Sendo assim, novas atividades foram
descobertas e novos andlogos, mais potentes, estdo sendo sintetizados.

O grupo de Kiuchi e col. relataram a acdo de 79 piperamidas sintéticas em larvas de
segundo instar de Toxocara canis. A atividade foi relacionada com o tamanho da

cadeia carbonica e natureza da por¢ao amina da molécula. No entanto, a atividade



foi extremamente afetada pela auséncia ou ndo de dupla ligacdo na estrutura dos
compostos. As piperamidas que apresentaram maior atividade foram as que
continham 11 carbonos na cadeia alquilica para amidas derivadas da pirrolidina e
13 carbonos na cadeia alquilica para amidas derivadas da metilpiperazina. Os
compostos contendo o grupo metilenodioxifenil ligado ao anel benzénico
apresentaram excelentes atividades.*

Ewete e col. estudaram a atividade da piperina, isolada de uma Piperaceae, ¢ de um
limonoide, gedunina, isolado de uma Melicaceae, bem como extratos brutos
contendo esses compostos frente a larva de Ostrinia nubilalis Hubner. A piperina
nao causou redugdo do peso das larvas, porém causou a mortalidade das mesmas.
Os extratos brutos de P. guineense Schum e Thonn reduziram o peso das larvas e
causaram o prolongamento da fase larval e do periodo no qual os adultos emergem,
desestruturando, assim, o ciclo do inseto.?'

O grupo de Scott estudou o efeito de piperamidas frente a larvas e adultos do
besouro da batata do Colorado, Leptinotarsa decemlineata. As espécies estudadas
foram P. nigrum e P. tuberculatum. Os resultados obtidos sugeriram que os
extratos testados podem ser utilizados efetivamente no controle botinico de insetos
por efeito de contato, na concentragdao abaixo de 0,1 %, mostrando ser mais uma
alternativa para se obter resultados via o manejo integrado de controle de pragas.*
Miranda e col. estudaram a agdo da pellitorina, uma amida isolada da planta P.
tuberculatum, frente a larvas e adultos recém-emergidos da abelha Apis mellifera.
A concentracdo da amida variou de 40-25000 ng de ativo/inseto e as larvas se
apresentaram altamente suscetiveis a amida peliitorine, sendo que o DL,y para a
concentracio de 40 ng/inseto foi de 39,14 ng/inseto.”

Scott e col. estudaram a eficiéncia de extratos das plantas P. nigrum, P. guineense e
P. tuberculatum no controle de insetos-pragas domésticos e espécies presentes em

jardins caseiros. Os extratos foram testados nos seguintes insetos: Malacosoma
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antericanum, Neodiprion sertifer, Yponomeuta cagnagella, Pyrrhalta viburni,
Acalymma vittatum, Leptinotarsa decemlineata, Popillia japonica, Blissus
leucopterus hirtis, sendo que a espécie mais suscetivel foi a Malacosoma
antericanum. Descobriu-se que as espécies de Piper testadas tém um poder
repelente, evitando assim, a presenga de herbivoros nas folhas, bem como a
oviposi¢io de insetos.”*

Gagnon e col. estudaram a atividade de extratos da planta P. nigrum no inseto
Rhizotrogus majalis. O DLs, obtido para larvas de terceiro instar foi de 2,5 %.
Comparou-se também o tempo de meia-vida das piperamidas no solo com o do
Diazinon, conhecido inseticida. Para as piperamidas, obteve-se um tempo de meia-
vida de apenas 1,26 dias, confirmando a expectativa de que as piperamidas
deixariam menos residuos no solo, diminuindo a contaminag¢ao, diminuindo o risco
associado ao uso de pesticidas.”

Recentemente, varios trabalhos foram publicados envolvendo piperamidas. Por
exemplo, o grupo de Chaithong e col. estudou o efeito de extratos etandlicos
derivados de trés plantas do género Piper: P. longum, P. ribesoides e P.
sarmentosum. A eficacia dos extratos foi avaliada frente a larvas de quarto instar de
Aedes aegypti e os respectivos DLs, obtidos foram 2,23, 4,06 e 8,13 ppm.26

Oleos essenciais das plantas P. anducum e P. hispidinervum foram testados frente
ao inseto Sitophilus zeamais. O inseto foi mais suscetivel ao ensaio de toxicidade
por contato frente ao 6leo P. hispidinervum do que em relagdo ao oleo de P.
anducum, com valores de DLs, de 0,51 e 2,87 mL cm™, respectivamente. Neste
estudo observou-se que o efeito dos 6leos essenciais dessas plantas varia de acordo
com a concentracdo e com o método de exposicdo do inseto ao 6leo.”’

Dentro do levantamento bibliografico realizado alguns exemplos foram
selecionados devido a proximidade com o presente trabalho e serdo discutidos

detalhadamente.
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Siddiqui e col. isolaram da planta P. nigrum 14 compostos, sendo que 13 eram
amidas, incluindo duas amidas isoméricas, a pipsaeedina (2) e a pipbinina (3)

(Figura 4).”°

Figura 4: Pipsaeedina (2) e pipbinina (3)

Este foi o primeiro relato de diamidas do tipo dimeros encontradas em plantas do
género Piper. O anel A consiste em uma molécula de piperina e o anel B, em uma
molécula de piperanina. Ambos os compostos tiveram sua atividade bioldgica
avaliada frente a larvas de quarto instar de Aedes aegypti. Os resultados foram
promissores, sendo que o composto 2 apresentou toxicidade de 45,0 ppm e o
composto 3 de 40,0 ppm. No entanto, o grupo de Park e col.”’ mostrou que a
piperina (anel A), na sua forma simples, ndo dimérica, apresenta atividade
biologica frente a larvas de Aedes aegypti mais promissora, na ordem de 5,10 ppm.
Isso evidencia que a piperina ¢ uma boa estrutura de partida para estudo de relagao
estrutura atividade para essas amidas.

Estrela e col.®°

sintetizaram amidas analogas a piperina (Esquema 1) e estudaram a
toxicidade das mesmas em larvas de 3° instar de Ascia monuste orseis ¢ S.

frugiperda.
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Esquema 1: Rota sintética utilizada na sintese das amidas 7-12

A partir do aldeido 4, fez-se a oxidacao utilizando-se nitrato de prata e hidroxido de
sodio, obtendo-se o acido 5. O nitrato de prata ¢ um oxidante fraco, e faz-se
necessario nesse caso para evitar a hidrolise do grupo metilenodioxifenil. O &cido §
foi tratado com cloreto de oxalila, obtendo-se o respectivo cloreto de acido 6, o
qual reagiu com cada amina de interesse (Tabela 1) para se obter as respectivas

amidas 7-12.

Tabela 1: Aminas utilizadas na sintese das amidas 7-12

Amida Amina (R)
7 Isopropil
8 Isopentil
9 Hexilamina
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10 Butilamina

11 Etilamina

12 Pentilamina

Através do ensaio topico com lagartas de 0,4 cm, tanto de A. monuste quanto de S.
frugiperda, a fim de se obter a relacdo de dose-resposta para as amidas sintetizadas,
selecionou-se as seguintes amidas para se realizar o bioensaio e se estimar o DLs:
N-isopentil-(3,4-metilenodioxifenil)-amida (8), N-isopropil-(3,4-
metilenodioxifenil)-amida (7) e N-hexil-(3,4-metilenodioxifenil)-amida (9). O
butoxido de piperonila (Figura 5), conhecido sinergista, foi utilizado como controle

positivo (Tabela 2).

‘
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Figura 5: Butoxido de Piperonila

Tabela 2: Resultados de DL5,

DLsopng i.a./mg de lagarta

Composto
A. monusti S. frugiperda
7 0,004 0,61
8 0,68 1,24
9 0,278 1,35
Butoéxido de Piperonila 0,28 2,63
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Como se pode observar, o composto que mostrou atividade inseticida mais
promissora foi a amida 7, pois foi mais toxica para as duas espécies de insetos
estudadas.

Em relacdo a estrutura da piperina (1), o composto 7 ndo apresenta a cadeia
carbonica insaturada ligando o anel benzénico ao carbono carbonilico. Isso
evidencia que provavelmente a olefina pode ndo influenciar na atividade inseticida
para esses dois insetos.

Em 1989, Miyakado e col.’ estudaram inseticidas derivados das isobutilamidas. O
extrato da planta P. nigrum apresentou atividades inseticidas frente a varios insetos.
Desse extrato foi isolado a pipercida [N-isobutil-11-(3,4-metilenodioxifenil)-
(2E,4E,10E)-2,4,10-undecatrienamida] (13) e outros dois compostos correlatos,
diidropipercida (14) e guineensina (15). A atividade inseticida dos compostos 13,
14 ¢ 15 foi testada frente a praga do “feijao frade” (Callosobruchus chinensis). A
mais toxica das trés amidas foi a diidropipercida (14), seguida, respectivamente,

pela guineensina (15) e pipercida (13) (Figura 6).

<o X NN A(

Figura 6: Estrutura da pipercida (13)

Ir—=

A amida 13 e os dois compostos analogos 14 e¢ 15 mostraram interessantes
atividades inseticidas e caracteristicas fisioldgicas, como por exemplo: rapida
paralisacdo e morte do inseto; alta toxicidade frente a insetos ja resistentes a

piretroides; sinergismo entre os trés compostos e aumento da estabilidade
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molecular em relacdo a pellitorina, isobutilamida que nao apresenta em sua
estrutura o anel benzénico substituido pelo grupo metilenodioxifenil (16) (Figura

7).

Figura 7: Pellitorina (16)

Sendo assim, o grupo de Miyakado e col. realizou um trabalho de estrutura-
atividade dessas moléculas, tendo a diidropipercida (14), o composto mais ativo
frente a praga do “feijao frade”, como estrutura-base.

Comparando-se o composto 14 com a molécula da pellitorina (16), observa-se que
existem dois sitios nas moléculas que sdo comuns (parte A e B: a por¢do amina e a

porcao olefinica da molécula, como mostra a Figura 8).

| N H ; NA( 15
| |
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Parte C Parte B ‘ Parte A

Figura 8: Comparagao entre a estrutura dos compostos 14 e 15

A primeira etapa do estudo foi conduzida focando-se na por¢cdo amina da molécula
(parte A). As partes B e C da diidropipercida (14) foram mantidas e a por¢ao amina

da molécula foi modificada, utilizando-se as aminas listadas na Tabela 3.
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Os andlogos sintéticos 17-23 foram ensaiados em relacdo a C. chinensis, em
comparacdo com a atividade ja conhecida do composto 14 (Tabela 3). As
modificagdes na por¢do A da molécula ndo se apresentaram efetivas, pois as
atividades bioldgicas observadas para esses compostos foram de 3 a 4 vezes
menores do que a observada para o composto 14. Apenas o composto 17, derivado
da 1,2-dimetilpropilamina apresentou atividade similar a diidropipercida (14), o
que evidencia que pode haver uma limitacao estérica em relagdo ao tamanho da

amina, influenciando na atividade biologica.

Tabela 3: Aminas utilizadas na sintese das amidas modificadas na por¢ao A

Composto Amina (R) DLs) (ng/inseto)
14 Isobutilamina 0,23
17 1,2-Dimetilpropilamina 0,32
18 1-Metilpropilamina 1,05
19 Propil-3-dimetilamina 0,81
20 Ciclohexilamina 1,0
21 Dimetoxietilamina >10,0
22 Anilina > 10,0
23 Benzilamina > 10,0

O préximo passo foi o estudo envolvendo a por¢ao B da molécula. As mudangas
foram feitas em relacdo a posicdo das duplas ligagdes na cadeia carbdnica, bem
como no tamanho da mesma. A introdu¢do de um grupamento metil no carbono C-
3 também foi realizada e o grupo 3,4-metilenodioxifenil foi modificado, utilizando-
se um grupamento fenoxi ao invés do fenil. Em nenhuma das modificacdes
estruturais realizadas obteve-se compostos com promissora atividade bioldgica

frente ao inseto C. chinensis.
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A ultima modificacdo realizada foi na parte C da molécula. A modificagcdo foi
efetuada nos andlogos do tipo fenoxi, devido a maior facilidade sintética em relagao
ao grupo metilenodioxifenil (Figura 9).

Na tabela 4 estdo listados os grupos substituintes utilizados, bem como o DLs
obtido para cada composto em ensaio biologico topico realizado com o inseto C.

chinensis.

XJ@LOW//(NHY

)

Figura 9: Amidas sintetizadas com alteragdes na por¢ao C da molécula

Tabela 4: Resultados de DLs, para as amidas sintetizadas 24-35

Composto X DLso
(ng/inseto)

24 3,4-metilenodioxifenil 2,0
25 4-CH; > 10,0
26 4-NO, 8,0
27 4-OCHj; > 10,0
28 4-Cl 0,150
29 4-Br 0,250
30 3.,4-(Cl), 0,070
31 3-Cl 0,068
32 3-Br 0,038
33 3-CF; 0,043
34 Piretrina 0,100
35 Fenitrotion 0,045
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Como podemos observar o grupo metilenodioxifenil, um substituinte comum
encontrado nas Piperamidas ndo foi essencial para a atividade biologica. Os
compostos com halogénios substituintes na posicdo 4 apresentaram excelentes
resultados, sendo os grupos mais proeminentes: 3-Br, 3-Cl e 3-CFs.

As piperamidas também sao conhecidas devido a atividade fungicida. O grupo de
da Silva’ estudou amidas isoladas da planta P. arboreum e da planta P.
tuberculatum. Foram isoladas da planta P. arboreum duas novas amidas, a N-[10-
(13,14-metilenodioxifenil)-7(E),9(Z)-pentadienoil]-pirrolidina (36) e a arboreumina
(37) e também as amidas ja reportadas em literatura 38, seu respectivo andlogo 39 e
a amida 40. Da planta P. tuberculatum isolou-se 6 amidas (41-46) ¢ 2 compostos
derivados do cinnamoil (47 e 48) (Figura 10).

O ensaio realizado para testar a atividade antifungica das amidas isoladas foi a
técnica de TLC baseando-se no método de Homans e Funchs.™

Em relagdo ao fungo Cladosporium sphaerospermun, os compostos 38 ¢ 39 (0,1
pg) apresentaram a atividade antifingica mais proeminente, maior at€¢ que o
miconazol (0,5 pug) e a nistatina (0,5 pg), utilizados como controle positivo. Os
resultados estdo sumarizados na Tabela 5.

Esses compostos também apresentaram a maior inibi¢do frente ao fungo C.
cladosporioides, sendo que a amida 39 apresentou atividade 50 vezes maior se

comparada com os compostos de referéncia (Tabela 6).
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Figura 10: Compostos isolados de P. arboreum e P. tuberculatum

Tabela 5: Resultados obtidos para o fungo C. sphaerospermun

Quantidade minima para se observar a

Compostos
maior atividade (ng)
38-39 0,1
37 e 40 5,0
36 10,0
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Tabela 6: Resultados obtidos para o fungo C. cladosporioides

Quantidade minima para se observar

Compostos
a maior atividade (ug)
41-45 5,0
48 5,0
46 ¢ 47 10,0

Os resultados obtidos sugerem que as amidas derivadas da pirrolidina, isoladas de
P. arboreum apresentam atividade antiflingica substancialmente maiores do que as
amidas derivadas da piperidina, diidropiridona e isobutilamida, isoladas da planta
P. tuberculatum.

Vale ressaltar ainda, que essas amidas podem apresentar efeito sinergistico quando
estdo em mistura, potencializando o efeito observado para as mesmas. Deyer e
col.’® estudaram esse efeito para trés amidas isoladas da planta P. cenocladum:
piplartina, 4’-desmetilpiplartina e cenocladamida. Essa planta possui mecanismos
de defesa naturais, como por exemplo, formigas que vivem em sistema de
mutualismo com a planta e que a defendem contra certos herbivoros. No entanto,
descobriu-se que a planta possui trés amidas que apresentam varias fungdes
defensivas, principalmente contra insetos. O grupo de Deyer testou o efeito dessas
amidas isoladamente ¢ em mistura em cinco espécies de insetos, dentre eles a S.
frugiperda. Isoladamente, as amidas ndo apresentaram efeito algum em nenhum
dos insetos estudados, no entanto, os compostos em mistura apresentaram efeito
bastante promissor. Em S. frugiperda, por exemplo, houve redu¢do do peso pupal,
menor sobrevivéncia dos insetos e ainda o tempo de desenvolvimento das pupas
foi prolongado. As trés amidas apresentaram efeito fortemente deterrente e toxico

em todos os insetos testados.
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O grupo de Paula sintetizou amidas derivadas da piperina e avaliaram a atividade
biologica das mesmas frente a alguns importantes insetos economicamente

importantes no Brasil.”> A rota sintética utilizada esta descrita no Esquema 2.

0 A N 0 N X
< N i) LiOH, EtOH, H,0O < OH
o 1 ii) HCI 49
(COCl)z, THF
259C,6h
e} SN | /R’ SN
ITI RR NH, THF
< R “15060°C
0 S51a-p

Esquema 2: Rota sintética utilizada para sintese de amidas derivadas da piperina

A partir da hidrélise da piperina (1), obteve-se o acido 49, o qual foi transformado
em seu cloreto, via reacdo com cloreto de oxalila. As amidas foram sintetizadas
reagindo-se o cloreto de 4cido 50 com as aminas adequadas para se obter as amidas
de interesse. As amidas Sla-p foram testadas frente a uma larva, Ascia monuste
orseis, € a quatro insetos adultos, Acanthoscelides obtectus, Brevicoryne brassicae,
Protopolybia exigua e Cornitermes cumulans. A metodologia utilizada no
bioensaio foi o teste de contato, no qual uma solugdo da amida a ser testada foi
aplicada no dorso do inseto ou larva em estudo. Na tabela 7 tem-se as aminas
utilizadas na sintese de cada amida. O rendimento das amidas variou 28-89 %.

Dentre as 16 amidas sintetizadas, apenas 6 foram ativas contra 4. monuste orseis
(dose de 40 pg/mg larva), sendo as mais ativas a 51b (97,5 %) e 51d (95,0 %),

sendo comparaveis a piperina, que apresentou mortalidade de 95,0 %.
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Tabela 7: Aminas utilizadas na sintese das amidas 51 a-p

Compostos RR’'NH
S1a etil
S1b dietil
S1c 1sopropil
51d diisopropil
Sle butil
S51f isobutil
S1g pentil
51h isopentil
S1i hexil
51j decil
51K ciclohexil
511 adamantil
> %O

S51n

)
1o VQ“@
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No estudo com o inseto 4. obectus (dose de 2,6 ug/mg inseto), apenas 5 compostos
(1, 51d, 511, 51m e 510) foram ativos, sendo que a mortalidade apresentada foi de
25,0-30,0 %.

Em relacdo ao B. brassicae, 13 amidas foram ativas na faixa de 52,5-92,5 % (dose
31,25 ug/mg inseto), sendo as amidas Sla, 51g, 51i e 510 os compostos que
apresentaram atividade mais promissora (75,0-92,5 %).

Para o inseto C. cumulans (dose 1,19 pg/mg inseto) as amidas 51d, S1b e 5S1m
foram as mais ativas, causando uma mortalidade variando de 22,5 a 42,5 %, e para
P. exigua (dose 2,63 pg/mg inseto) a amida mais ativa foi a 51d, com 45,0 % de
mortalidade. E importante ressaltar que a mortalidade das amidas variou conforme
a dose do composto aplicada em cada ensaio.

O grupo de Paula concluiu que as isobutilamidas, amidas que comumente
apresentam atividades promissoras frente a insetos ndo foram as mais ativas para
esse estudo. Concluiu-se também que o estudo nao reuniu dados suficientes para se
estabelecer a relacdo estrutura-atividade entre as amidas/insetos, no entanto, para A.

. . . oy . .. 35
monuste orseis as amidas dissubstituidas apresentaram maior atividade.

1.3 - Quimica Combinatoria: Ferramenta para a diversidade estrutural

A Quimica Combinatdria consiste na preparagao de um conjunto de substancias de
forma simultanea, ao invés do modo cldssico de se preparar compostos um a um
(Figura 11). Esta técnica visa a sintese de um maior nimero de candidatos a
composto protdtipo, buscando sempre a maior diversidade estrutural possivel entre

os compostos sintetizados.
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A vantagem da quimica combinatéria em relagdo a sintese classica na preparacao

de candidatos a composto-prototipo esta relacionada ao menor tempo de preparagao

36
e aos menores custos (Tabela 8).

A

1-3

Sintese “Classica”

(1 + A ——

B

Sintese Combinatodria

T+ T g

1-3

@
C

1-9

Figura 11: Sintese classica em compara¢do com a sintese combinatdria

Tabela 8: Comparagao de tempo e custo entre sintese classica e combinatoria

Metodologia Sintética  Classica Combinatoria

Compostos quimicos

sintetizados por dia 4 3.300
Custo Total
30.000 40.000
(US9)
Custo por Composto
7.500 12

(USS$)
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Existem dois métodos principais de sintese dentro da Quimica Combinatoria: em

fase solida e em solucao.

1.3.1 - Sintese em Fase Solida

Na sintese em fase solida, o substrato da reacdo ¢ imobilizado em um suporte
solido. A principal vantagem da sintese em fase solida ¢ a facilidade de purificagao
do produto formado na reacdo, através de uma filtragdo, simplificando o complexo
processo de tratamento da reacdo (work up), purificacdes cromatograficas e outros
tratamentos realizados com a finalidade de isolar o produto desejado da mistura
reacional.

As principais desvantagens da sintese em fase solida sdo:

- necessidade de se utilizar grandes excessos dos reagentes a fim de se assegurar a
completa conversao do substrato.

- escassez de métodos analiticos para o acompanhamento das reagdes em fase
solida. Nem todas as tecnicas espectroscOpicas comuns se adaptam para a
utilizacao em reacdes em fase solida.

Um exemplo ¢ o trabalho realizado pelo grupo de Graebin’’ visando a sintese de

carboxamido-N-acetiltriptaminados (Esquema 3).
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COOH

53 /O
N
Qony M1 Q)
a
52 I
54 NH2
b lMeSSi:j
O
Yz O
N Vi
Q" NHAc (N NHAG
H
H
| < |
NI ¢ :
\ "\l SIMeg
H H
57 56
a) N,N,N’,N’-tetrametil-o-(benzotiazol-1-il)-urénio tetrafluoroborato (TBTU),

hidrozibenzotriazol (HOBT), trietilamina, 4-diaminopiridina (DMAP), dioxano, microondas por
3 min. b) Pd(OAc),, PPhs, LiCl, NaOAc, N-N-dimetilamina (DMA), microondas por 13 min. c)

N-iodo-succinimida (NIS), diclorometano, microondas por 14 min.

Esquema 3: Exemplo de sintese em fase s6lida

1.3.3 - Sintese em Solucao

A sintese em solucdo tem como a principal vantagem a possibilidade de se utilizar
as mesmas metodologias sintéticas da sintese classica, sem a necessidade de
grandes excessos dos reagentes, como no caso da sintese em fase solida. A
principal desvantagem, no entanto, da sintese em solucdo, ¢ a garantia da pureza
dos compostos sintetizados, visto que a purificagdo dos compostos obtidos ¢ feita

pelos métodos convencionais.
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Um exemplo é o trabalho de Kang e col.”, que sintetizaram uma colegdo de 20
isoxazois e 20 isoxazolinas utilizando-se a metodologia da sintese em solugdo
através da reagdo de cicloadi¢ao 1,3-dipolar de nitrilas 6xidos com olefinas e
alcinos, seguindo-se com a precipitacdo do produto obtido em forma de cloridrato

(Esquema 4).

CH=N—OH

R4
R
_4%NaOCl \ HCI etéreo A
CH2C12 ta. N N
N\ i
< . N /\ N

A\
N / N Ly
| 59 o (6]
‘ ; 60 HCI

58 61

Esquema 4: Exemplo de sintese em solucao

1.3.4 - Sintese Paralela ou Sintese em Mistura

As coleg¢des combinatorias podem ser preparadas por meio da sintese paralela ou
em mistura. Na sintese paralela, as etapas sintéticas sdo realizadas
simultaneamente, mas cada composto € preparado em um compartimento reacional
separado. Essa técnica ¢ utilizada na sintese de cole¢des combinatdrias com um
numero limitado de compostos (até algumas centenas). E necessario realizar um
teste biologico para cada composto sintetizado, pois os compostos sdo testados
puros, o que torna o bioensaio trabalhoso, apesar da vantagem de se testar os
compostos puros.

Conforme mostrado no esquema 5, apos a imobilizagcdo, que ocorre em um Unico

compartimento reacional, para cada reagente, ocorre a divisdo. Cada reagente
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imobilizado ¢ dividido em trés partes equimolares, formando-se assim, 9 misturas,
cada uma em um compartimento reacional, sendo que as trés primeiras sao
derivadas do reagente Al, as trés intermedidrias, do reagente B1 e as trés ultimas
misturas sdo derivadas do reagente Cl. Cada bloco de trés misturas recebe o
tratamento com os reagentes A2, B2, C2. Assim as nove misturas sdo tratadas com
esses reagentes, trés a trés. Apos a reacao, as trés misturas derivadas dos reagentes
A1l sdo divididas novamente. Cada mistura desse grupo gera mais trés misturas, a
partir da divisdo em trés compartimentos reacionais distintos ¢ sdo tratadas com
novos reagentes, A3, B3 e C3. Esse procedimento acarreta em um total de mais 9
misturas, todas derivadas do reagente Al. O mesmo padrao segue para os outros

dois blocos, derivados dos reagentes B1 e C1, gerando um total de 27 compostos.

Divide
A B, C,
IAw B1 q:w

Divide Divide Divide
A 2 A, B, C,
Divide
Aj 3

CiA2 CiB2 CiC2
B C;

A1A2A3 A1A2B3 A1A2C3

s e

Q Q Q 27 amostras contendo um Unico componente

A1BzAs A1B2B3s A1B2Cs Ne total de componentes : n, xn,xn, =3 x3 x 3 =27

Esquema 5: Estratégia da sintese paralela
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Na sintese em mistura, um substrato ¢ adicionado, em um Unico compartimento
reacional, a uma mistura de reagentes, conhecidos como blocos construtores, os
quais sdao os responsaveis pela diversidade da cole¢do. Nesse caso, obtém-se uma
mistura de produtos. Devido a facilidade de gerar diversidade, a colecdo sintetizada
via mistura sdo formadas, geralmente, por milhdes de compostos. Pode-se também
usar a estratégia mistura-divide, como mostra o Esquema 6.

Primeiramente imobiliza-se os reagentes Al, Bl e Cl em resinas comumente
utilizadas na sintese em fase solida. Depois de completa a reagao de imobilizagao,
mistura-se os reagentes imobilizados e posteriormente, divide-se os mesmos em
misturas equimolares, cada um em um ‘“compartimento” reacional. A cada mistura
formada, adiciona-se uma segunda demanda de reagentes, por exemplo, A2, B2,
C2. Apd6s completa a reacdo, novamente mistura-se os produtos formados e
procede-se uma segunda divisdo equimolar dos mesmos. Serao formados 3 grupos
com 3 compostos em mistura cada, conforme mostra o esquema abaixo. As
misturas redivididas sdo tratadas com novos reagentes, A3, B3 e C3. Dessa forma,
obtem-se 3 misturas equimolares com 9 componentes cada.

Cada uma das trés misturas obtidas, com seus nove compostos, ¢ testada quanto sua
atividade bioldgica. Considerando-se que a variavel entre os compostos sao os
reagentes A3, B3 e C3, é possivel distinguir qual a mistura ¢ mais ativa no
bioensaio, ou seja, se a mistura mais ativa ¢ referente ao composto A3, B3 ou C3.
Dessa forma, apds distinguir qual mistura ¢ a mais ativa, procede-se a sintese
individual dos compostos da mistura via sintese organica cléassica e efetua-se o
bioensaio com os compostos puros para avaliar a resposta dos mesmos. Assim, 0s
18 componentes das misturas menos ativas sdo descartados, pois ndo tiveram

respostas promissoras nos bioensaios.
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Divide

CA? ? Q Divide

1 C

A3A2A1_O BsAzAw_o CaAA 1_0

Mistura AsAZB BB D B
AoC—Q  Bac—Q  CoAC

1
—Q
Divide A352A1_o B3BZA1_Q C3BA 1_0
A,

B c AngB1_O 8382 Bq_o CSBZB 1
2 2 AsB.C—QD B3B.C—QD CaB.C—QD
A B Q cCATQD
:\22/;3 Ez/;g 222;3 rCBQ B Q ccB QD
ACH 3 B.C 3 o, —O A30201_o BaC2Cw_O C3C2C1_O
Mistura 3 misturas equimolares com 9 componentes cada

N° total de componentes =n; xn,x n; =3 x 3 x3 =27

Esquema 6: Estratégia mistura-divide
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Objetivos
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2 - Objetivos

Os objetivos deste trabalho foram:

- Sintese de amidas derivadas do acido 3,4-metilenodioxi-cinamico e avaliacdo das
suas atividades biologicas frente a lagarta do cartucho-do-milho, Spodoptera
frugiperda, e a formiga cortadeira, Atta sexdens rubropilosa e seu fungo simbionte,
Leucoagaricus gongylophorus.
- Sintese em solugdo de uma colecdo combinatoria indexada de piperamidas,
caracterizacdo por Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas
(CG/EM), avaliagdo da atividade bioldgica da colecdo sintetizada frente a S.
frugiperda e selecao da(s) amida(s) mais ativa(s).
- Sintese via método classico da(s) amida(s) mais ativa(s) em mistura e avaliagdo

de sua(s) atividade(s) bioldgica(s) frente a S. frugiperda.
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Resultados e Discussoes
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3 - Resultados e Discussoes

3.1 - Sintese de amidas derivadas do acido 3,4-metilenodioxicinamico

Primeiramente preparou-se um conjunto de amidas derivadas do 4cido 3.,4-

metilenodioxicindmico utilizando-se a metodologia da sintese organica classica. O

Esquema 7 descreve a rota sintética utilizada para a preparagao das amidas. A

sintese foi realizada em duas etapas, iniciando-se pela utilizagao do acido 3.,4-

metilenodioxicinamico, o qual foi convertido para o respectivo cloreto de acido,

via reagdo com cloreto de tionila. Em seguida, prosseguiu-se com a adicao da

amina de interesse e obteve-se as amidas descritas Tabela 9.

< H + cryCOo,H),

62

1)SOCI, 60°C
64 - 5
2) HNR R, ta.

Piridina, tragos de

Y

piperidina 100°C
82 %

0] NS

<

O

0
O N"NoH
<o 63
0
HNR|R,
65-75

Esquema 7: Rota sintética via sintese classica para obtencao das amidas
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Tabela 9: Amidas sintetizadas via sintese classica

Amida HNR.R, Rendimento
(%)
65 Piperidina 44
66 Dietilamina 42
67 Pirrolidina 68
68 2-metilbutilamina 38
69 Morfolina 40
70 Anilina 39
71 Diisopropilamina 36
72 Benzilamina 36
73 Diciclohexilamina 86
74 Ciclohexilamina 32
75 Di-n-butilamina 83

Pode-se observar que os rendimentos obtidos para as amidas variaram entre 30-
80%, aproximadamente. Essa variacdo pode estar relacionada com a classe da
amina utilizada na reagdo de formag¢do de amidas. Aminas alifaticas de cadeia
carbonica pequena como, por exemplo, a diisopropilamina, forneceram baixos
rendimentos devido a sua facil volatilizagdo. Aminas alifaticas de cadeia carbonica
longa como, por exemplo, a di-n-butilamina, favorecem a formac¢ao da amida, pois
sao mais reativas que aminas ciclicas e ndo sdo volateis. Esta reatividade esta
relacionada com o fato da mesma ser uma amina primaria. A benzilamina ¢ a
menos basica devido a conjugagdo do par de elétrons ndo ligante do nitrogénio com

o anel aromatico, o que ndo favorece a formagao da amida.
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3.2 - Avaliacdo das atividades biolégicas das amidas 65-75

As amidas obtidas foram ensaiadas frente a S. frugiperda, a lagarta do cartucho-do-

milho, e as formigas cortadeiras A. sexdens e seu fungo simbionte.

3.2.1 - Atividade frente a S. frugiperda

Em relacdo a praga do milho, as amidas foram ensaiadas topicamente frente as
lagartas de S. frugiperda e a piperina foi utilizada como controle positivo,
baseando-se na metodologia descrita por Paula e col.”

A toxicidade por contato das amidas foi avaliada em lagartas recém eclodidas e de
segundo instar, em duas concentragdes (70 e 40 pg/mg larva, respectivamente).
Nos ensaios, as amidas 65, 70, 72, 74, 75 e a piperina causaram mortalidade
significante em relagdo ao controle, j4 as amidas 66, 67, 68, 69 e 73 ndo
apresentaram diferengas estatisticas em relagao a mortalidade do controle (Tabela
10).

O DLs, para as amidas 65, 67, 68, e 75 ¢ a piperina foi obtido pela curva de dose-
resposta; as outras amidas (66, 69, 70, 72, 73 e 74) também foram testadas, mas a
mortalidade ndo diferiu da encontrada para o controle (Tabela 11). As amidas 65 e

75 apresentaram o menor (1,07 pg/mg) e o maior (504,07 pg/mg) valores de DLy,

respectivamente.
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Tabela 10: Teste de toxicidade por contato das amidas (70 pg/mg larva) frente a

larvas recém eclodidas de S. frugiperda

Mortalidade*
Amida +DP
65 86.0+89 a
66 220+ 13.0d
67 38083 ¢
68 50.0+15.8b
69 120+89 d
70 220+21.6d
72 300+ 18.1¢
73 40+55 e
74 140+55 d
75 56.0+20.7b
controle 4055 e

*Valores seguidos pela mesma letra, na coluna, indicam que ndao houve diferencas

significativas no teste de Tukey (P < 0.05).

A amida 65, que causou maior mortalidade de larvas no ensaio topico, foi testada,
em um segundo experimento, no qual a mesma foi incorporada a dieta alimentar
artificial (composta basicamente por feijao e germe de trigo) oferecida ao inseto, a

. - . . 3
fim de se estudar o efeito desse composto em relagio ao ciclo de vida.”
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Tabela 11: Valores de DLs, frente a S. frugiperda (larvas de segundo instar)

obtidos para as amidas no ensaio topico

Amida* Inclinacdo + EP DLsy (IC 90%)
65 0.68 + 0.063 1.07 (0.12 - 5.2)
67 0.24 £0.085 14.14 (2.93 - 580.65)
68 0.18 £ 0.06 388.8 (47.37 - 836.9)
75 0.23 + 0.087 504.07 (42.9 - 851.1)

Piperine 0.58 £0.073 41.79 (22.6 - 86.9)

EP erro padrao; DL dose letal; IC intervalo de confianga; N = 300 insetos.

* Amidas 66, 69, 70, 72, 73 e 74 foram testadas ¢ o resultado ndo diferiu do controle (1%).

Avaliando-se os resultados obtidos para o ensaio de ingestdo realizado com a amida
65, observou-se que houve diferenga estatistica entre o tratamento e controle, tanto
na fase larval, bem como na fase pupal, e consequentemente, em todo o ciclo do
inseto (Figuras 12-14). Em relagdo a fase larval, observou-se um ciclo de 20,8 + 3,2
dias. Para a amida testada, nas concentragdes de 100 e 50 mg/kg, observou-se,
respectivamente um ciclo de 23,1 +£2,9 € 22,9 £+ 2,9 dias.

J& na fase pupal, o ciclo teve duragdo de 12,1 £ 2,9 para o controle e para a amida
na concentragdo de 100 mg/kg, de 14,1 £ 1,0 dias. Pode-se observar um aumento
na duragdo de ambas as fases, provocando um aumento no total do ciclo do inseto
de 4,3 dias.

Em relacdo ao peso da pupa, a amida nas concentragdes de 100 e 50 mg/kg,
acarretou uma significativa reducdo de peso nas pupas. Ja na concentracdo de 10
mg/kg, a redu¢ao foi moderada, e na concentracao de 1,0 mg/kg, ndo se observou

diferencas estatisticas em comparacao com o controle.
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Quanto a mortalidade, na fase larval, o controle apresentou um percentual de 16 %
e nas concentracoes de 10, 50, e 100 mg/kg, de 42%. J& na fase pupal, o controle
apresentou mortalidade de 10 % e a amida testada, nas concentragdes de 10, 50 e
100 mg/kg causou 35 % de mortalidade.

Em resumo, a amida 65 causou mortalidade nas concentragdes de 10,0 a 1,0 mg/kg
na fase larval e pupal, respectivamente, sendo o méximo de mortalidade para
ambos de 100 mg/kg. Essas variacoes interferiram significantemente na
mortalidade total observada durante o ciclo total, sendo que o controle apresentou

mortalidade de 26 % e a amida, na concentracdo de 100,0 mg/kg causou 72 % de

mortalidade.

L 1

[J Fase Larval [ Fase Pupal Ciclo Total

e
L
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Concentracio [mg kg']

Figura 12: Duracdo Média (dias) da fase larval, pupal e do ciclo total de S.
frugiperda ap0s ingestdo da amida 65 via dieta artificial. *Valores seguidos pela

mesma letra, na coluna, indicam que nao houve diferenga significativa no teste de

Tukey (P <0.05).
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Concentracio [mg kg]

Figura 13: Peso médio das pupas apos ingestdo da amida 65 via dieta

artificial. *Valores seguidos pela mesma letra, na coluna, indicam que nao houve

diferengas significativas no teste de Tukey (P < 0.05).
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Figura 14: Mortalidade (%) na fase larval, pupal e no ciclo completo. Resultados

seguidos de mesma letra indicam diferenca ndo significativa no teste de Tukey (P <

0,05)
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Verificou-se que a amida 65 foi ativa por ingestdo, corroborando com os resultados
obtidos por Scott e McKibben® e Gbewonyo e col.*' para extratos da planta Piper
sp. frente a insetos que atacam graos armazenados.

Quando se analisa o efeito da amida 65 durante todo o ciclo de vida do inseto,
verfica-se que o aumento da amida na dieta artificial causa um prolongamento da
fase larval e pupal e ainda uma diminuicao no peso da pupa, € consequentemente,
um aumento no tempo de desenvolvimento do inseto, aumentando o tempo de
empupacao e emergéncia dos adultos. Resultados similares foram obtidos por Dyer
e col.’® que testaram trés amidas isoladas da planta P. cenocladum.

O prolongamento da fase larval e pupal associados a diminui¢do de peso da pupa
indicam a inibi¢do tanto do crescimento como do consumo de comida pelo inseto
nas respectivas fases de acordo com Tanzubil e McCaffery.”” Esta redugdo no
crescimento pode indicar dois modos de agdo da amida 65: deterréncia alimentar
causando uma diminui¢cdo no consumo de comida e/ou efeito de toxicidade cronica
apés-ingestéo.43 Como conseqiiéncia desses resultados, o inseto pode se tornar mais
vulneréavel a acao de patogenos e a variagdes do ambiente.*>**

Adultos que emergem de pupas com peso abaixo da média se tornam mais
debilitados. O prolongamento do ciclo do inseto € interessante para a estratégia do
MIP (Manejo Integrado de Pragas), diminuindo o nimero de insetos no campo.*
Os resultados dos bioensaios de contato e ingestao realizados com a amida 65
sugerem que o modo de acdo da amida pode ser por toxicidade de contato,
deterréncia alimentar e¢/ou toxicidade cronica pds-ingestao.

Relagdes de estrutura-atividade indicam que os substituintes na por¢ao amina da
molécula e do anel aromatico sdo essenciais para a atividade bioldgica. No entanto,
observou-se atividades de moderadas a baixa para as amidas 66 - 70 ¢ 72 - 75. O

grupo de Neal® descreveu que a fagaramida, um isdmero natural da amida 68
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apresentou efeito de sinergismo junto a algumas toxinas, por exemplo, a
xantotoxina, frente ao inseto Heliothis zea.

Os resultados obtidos para as piperamidas incentivaram um aprofundamento do
estudo da atividade biologica frente a S. frugiperda, na tentativa se obter melhores

interpretagdes das relagdes de estrutura-atividade.

3.2.2 - Atividade frente a A. sexdens e seu fungo simbionte

Em relacao as formigas cortadeiras, os bioensaios foram realizados com operarias e
também com o fungo simbionte, L. gongyloforus, no Centro de Estudos de Insetos
Sociais (CEIS) na UNESP de Rio Claro.

O crescimento do fungo foi avaliado utilizando-se como base o tamanho do
miscélio e a densidade apds 30 dias de incubagdo (Figura 15), utilizando-se o
procedimento descrito por Pagnocca col.”” Na Tabela 12 encontram-se os
resultados obtidos para bioensaio realizado com o fungo simbionte da formiga

cortadeira.

Figura 15: Experimento para avaliar a atividade inibitoria

das amidas no fungo L. gongylophorus
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Tabela 12: Resultado de bioensaio com fungo simbionte

Compostos Concentracao Inibicao (%)
(ng/mL)
65 100 100
50 100
25 40
66 100 100
50 100
25 40
67 100 100
50 40
25 40
68 100 80
50 80
25 40
69 100 40
50 20
70 100 20
71 100 0
72 100 0
73 100 0

Controle com ou sem solvente = 0 % de inibi¢do do fungo

Em relagdo ao bioensaio realizado com as operarias de formigas cortadeiras, foram
selecionadas formigas com massa corpodrea entre 20 a 25 mg, randomicamente, de

ninhos mantidos no CEIS. O total de 50 formigas foi colocado em placas de petri,
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distribuidas de dez em dez, para cada tratamento, ¢ o ensaio foi realizado em

duplicata. Na Tabela 13 tem-se os resultados de sobrevivéncia apresentados pelas

formigas.

Tabela 13: Resultado do bioensaio frente as formigas cortadeiras

Concentracao Dia
Composto S 5
(ug/mL) 1 2 3 6 8 10 14 17 21 25

Solvente
- 2 8 10 24 30 38 50 62 74 84 14a

(controle)
25 2 4 4 18 32 38 56 66 80 86 13a
65 50 4 4 8 22 30 46 62 74 92 96 12a
100 2 4 4 18 32 44 66 78 90 100 12a
25 2 2 4 18 30 40 56 68 84 90 13a
66 50 4 10 12 30 38 46 56 72 86 92 12a
100 2 4 8 24 34 44 62 72 84 92 12a
25 0 0 4 26 36 38 54 70 84 88 14a
67 50 0 2 6 18 28 40 58 70 80 92 13a
100 2 6 12 26 40 48 78 88 98 100 11b
25 0 12 14 30 40 42 50 56 68 82 14a
68 50 4 14 16 26 36 42 54 66 80 90 13a
100 0 4 8 22 32 42 58 68 84 96 12a
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25 0 6 6 16 34 44 58 72 90 96 13a
69 50 0 2 4 20 30 38 56 66 84 90 13a
100 0 2 4 14 26 44 66 84 98 100 12a
25 0 4 10 24 34 44 58 68 78 86 12a
70 50 0 4 10 20 32 44 62 74 86 94 12a
100 0 2 4 16 24 36 62 78 96 98 13a
25 4 8 12 32 44 44 52 64 78 88 l4a
71 50 4 4 4 22 30 42 54 66 82 94 l4a
100 2 6 8 22 38 46 60 72 84 94 13a
25 0 2 2 24 28 40 54 64 76 90 13a
72 50 2 4 10 32 46 54 70 80 88 94 9a
100 0 2 8 38 60 66 80 8 96 100 7,5b
25 0 4 4 20 32 40 48 66 80 90 15a
73 50 2 2 6 16 28 40 58 70 8 92  13a
100 2 6 6 24 32 48 68 82 98 98 1la

* Letras diferentes ap6s o valor de Sso indicam diferencas significativas no valor de log rank test

Muitas piperamidas que estio sendo estudadas tém mostrado atividade inseticida*"

31,48,49

ou deterrente para as formigas cortadeiras.

34,50

Os dados mostraram que a sobrevivéncia das operarias de formigas alimentadas

com dieta artificial contendo as amidas testadas foi reduzida (P<0,05) para o

composto 67 e 72 na concentracao de 100 pg/mL. No entanto, os compostos 65, 62,
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68 - 71 e 73 nao afetaram o valor de S5y (taxa de sobrevivéncia) para as

concentracoes testadas (25, 50 e 100 pug/mL) (Tabela 13).

A 1nibigdo total do crescimento do fungo simbionte na concentragao de 100 pug/mL
foi observada em relagdo aos compostos 65 - 67. A inibigdo parcial foi observada
em relacao aos compostos 68 (80 %), 69 (40 %), e 70 (20 %), ja os compostos 71 -
73 nao causaram inibi¢do na concentragdo de 100 pg/mL. No entanto, os
compostos 65 ¢ 66 podem ser considerados os mais ativos, pois inibiram totalmente

o crescimento do fungo na concentracdo de 50 pg/mL (Tabela 12).

As nove piperamidas testadas possuem estrutura similar, pois possuem o grupo
metilenodioxifenil (MDF), efetivo inibidor do citocromo P450, ligado a estrutura
da amida. Fabricantes de inseticidas geralmente combinam em formulacdes
compostos nao téxicos que possuem o grupo MDF na estrutura, como o butoxido

de piperonila, por exemplo, a fim de aumentar o poder inseticida da formulagio.”!

Victor e col.”? estudaram a atividade de um grupo de éteres sintéticos contendo o
grupo piperonil frente a formiga A. sexdens rubropilosa e seu fungo simbionte na
concentracdo de 50 pg/mL. Foi possivel realizar correlagdes de estrutura-atividade
para os éteres estudados, variando-se o nimero de carbonos na cadeia lateral de 2 a
12 carbonos. A inibi¢do do fungo foi observada para compostos com cadeia lateral
contendo de 2 a 8 carbonos e em relacdo as operarias de formiga cortadeira,
observou-se atividade para compostos com 10 ¢ 12 carbonos na cadeia lateral.

Em relacdo as amidas estudadas neste trabalho, nao foi possivel estabelecer uma
relacdo entre a estrutura e a atividade apresentada, sendo necessarios estudos
complementares para se obter essas informagdes a respeito da atividade desses

compostos quando o inseto adquire um “status” de praga.
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3.3 - Preparaciao de uma colecdo indexada de piperamidas

Considerando a atividade biologica proeminente encontrada para as amidas em
estudo, propos-se a preparagdo de uma cole¢cdo combinatéria de amidas andlogas ao
composto 65. A metodologia utilizada foi & desenvolvida por Smith e col.” para a
preparagdo de uma colecdo combinatoria indexada, a qual permite, dentre as
misturas de compostos, identificar qual(is) o(s) composto(s) responsavel(is) pela
atividade biologica. Optou-se por se utilizar 10 aminas diferentes (aromadticas,
ciclicas e alifaticas) e também por se utilizar 10 diferentes cloretos de acido,
variando-se dois sitios na molécula, a substituigdo no anel benzénico e a presenga

ou nado da dupla ligagdo entre o anel e a carbonila (Figura 16).

sitio 1 O
(" O& c

Ri ? .
sitio 2

Figura 16: Diversidade dos cloretos de acidos utilizados.

Nas Tabelas 14 e 15 estao listados os cloretos de acidos e as aminas utilizadas na

sintese da cole¢ao combinatoria.
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Tabela 14: Cloretos de acidos utilizados na sintese da colecdo combinatéria

Cloreto Cloreto
B Estrutura i Estrutura
de Acido de Acido
O O
Al OI@/\)‘\CI A6 cl
$ - _
0) 0)
A2 /@\)‘\m A7 OI@)‘\CI
o o~ <o
0 O
A3 dCI A8 g T /@AA\CI
Ao
0 O
Ad ©/\)J\c1 A9 | gt /©/\)‘\c1
Ao
O O
A5 /@AA\G A10 N
o o
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Tabela 15: Aminas utilizadas na sintese da colecao combinatéria

Amina Estrutura Amina Estrutura

B1 O B6

H

B2 B7

2
SN
B3 }ll B8

B4 | B9 j
H

N\)\/
: NH,
NH,
0
[N
O
NH,
BS HzNA( B10 ©/

Na tabela 16 esta representada a forma de analise de uma cole¢do combinatoria
indexada para a identificacdo de um composto ativo. Se uma das 100 substancias
preparadas fosse ativa, por exemplo, a amida A’B’, ela seria detectada em dois
bioensaios: no ensaio das 10 amidas preparadas utilizando-se o cloreto de acido A’

. . O . 7
e no ensaio das 10 amidas preparadas utilizando-se a amida B'.
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Tabela 16: Estratégia de analise de uma colecdo combinatoria indexada em

bioensaio

AIBI-IO AZBI-IO A3B1'10 A4B1-10 ASBI-IO .. A7B1-10

B1A1-10

B2A1-10

B3A1-10

B4A1-10

BSAI-IO

B7A1-10 A5B7

As primeiras 10 misturas sintetizadas foram preparadas a partir da adi¢cao de 0,11
equivalente de cada amina (B''%) a 1 equivalente do cloreto de acido (A"). Esse
procedimento foi realizado com os dez cloretos de acidos escolhidos para a sintese
da colecdo combinatoria, resultando-se em 100 diferentes amidas em mistura,
agrupadas de dez em dez.

Concomitantemente, a 1,0 equivalente de uma determinada amina (B"), uma
mistura de 0,11 equivalente de cada cloreto de acido (A'"?) foi adicionado. Sendo
assim, as mesmas 100 amidas obtidas anteriormente foram preparadas, no entanto,
estdo dispostas em meio a mistura de maneira diferente, formando uma cole¢ao
indexada. O Esquema 8 exemplifica o esquema de preparacdo da colegao

combinatoria.

51




o) (0]
N N @A\/MM
R R
CH,Cl,
0 EEEE— (0]
HNR,R, +
R R

0
Cl w NR|R;
CH,Cl,
_—> O
HNRIRZ +
B 10 j@)k cl @ NR|R,
R R

Esquema 8: Estratégia utilizada para preparagao da cole¢do de amidas em solugao.

=
o/%

3.4 - Analise da colecao de piperamidas por CG/EM

Ap6s a preparagio, as 20 cole¢des combinatorias obtidas (A''°BN ¢ B''°A™) foram
analisadas por CG/EM. Por meio da analise do espectro de massas de cada sinal
analitico obtido por cromatografia gasosa, foi possivel identificar a maioria das
amidas em meio as misturas.

No Esquema 9 estdo representadas as fragmentacdes para gerar o pico base para as

amidas sintetizadas.
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Esquema 9: Fragmentagdo tipica para as amidas sintetizadas

As colecdes A'B'? ¢ A’B'"'? nio tiveram a sintese bem sucedida. Na colegdo
A'B"" apenas 2 amidas foram identificadas, A'B’ (9,5 min) ¢ A'B® (7,9 min)
(Figura 17). A amida A'B® derivada da benzilamina, foi o sinal analitico

majoritario presente no cromatograma da mistura (Figura 18).

< NR;R,
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Abundance
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2800000 H
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2400000 -
2200000 H
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1200000 -
1000000 -
800000 A
600000 A

400000 4
4 S 38 14.04 37 ¢
200000 95660 o L . 105.62 ‘lBrE?O
o

400 500 600 700 800 QOO‘IO oot 1. 0012 001 3. 0014 0015 0016 0017 OO

Time--=

Figura 17: Cromatograma referente a mistura A'B'™"°

SO0

AlB®

Abundance

Scan 298 (7.936 min): TE122505E)()

240000 + 75

220000 A
200000
180000 + 192
160000 +
140000 + 282
120000 + 89 s
100000 +

80000 H

60000 ] 63 7

40000 +

20000 - ‘ ‘
7 205 247
oL \\ W7 M sos ) ads flase | [ 29210 217 265

20 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280

m/z-->

Figura 18: Espectro de massas da amida A'B®, tempo de retengio aproximado de

7,9 min.
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Na colegdo A’B"'? (Figura 20), apenas a amida A’B® (Figura 19), derivada da

benzilamina foi detectada (tempo de retengao aproximado: 16,01 min).

Abundance

Scan 851 (16.012 min): TE122105.D (-)
191

149

164

25000 4 177

208

221 e
Al 239 l.. =281
il b =22 b 28T

f— T
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300

m/z--=>

Figura 19: Espectro de massas da amida A’B®
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Abundance

TIC: TE122105.D
16.01
700000 -

650000 -+

600000 -

550000 -

500000 -

450000 -+

400000

350000

300000 +

250000

200000 -

14.53

150000 +

100000 +

8.1 11.09
so000 f\/\wﬁ/v\ti
o T T T T T T
4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00

Time--=

Figura 20: Cromatograma da colegdo A’B'"°

O cloreto de 4cido A' ndo tem boa reatividade frente a aminas, assim como o
cloreto de acido A%, pois ambos possuem substituintes no anel benzénico doadores
de elétrons, o que deixa a carbonila menos suscetivel a um ataque nucleofilico.

No entanto, no caso do cloreto de acido A', a ndo formacdo das amidas utilizando-
se o método da quimica combinatéria nao prejudica o resultado do bioensaio da
cole¢do indexada, pois as amidas correspondentes a colecio A'B''" foram
sintetizadas via sintese classica, como descrito no item 3.1, e testadas frente a S.
frugiperda. A atividade biologica dessas amidas frente a lagarta do-cartucho-do-
milho ja havia sido estabelecida, sendo a amida A'B' a mais ativa (DLso 1,07

ug/mg larva).
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Os rendimentos obtidos na sintese das amidas via sintese classica, tiveram grande
variacdo, sendo alguns baixos (Tabela 9), corroborando o mau desempenho da

sintese desses mesmos compostos via sintese combinatoéria.

Ja para a mistura A’B'"°, foi possivel detectar todas as amidas, mostrando que o
cloreto de acido A’ é um bom substrato para a formagio de amidas. Na figura 21

vé-se o cromatograma obtido por CG/EM.

Abundance

TIC: TE1=22405_ D
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16800000
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14400000 - 11 .es
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1z00000
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zo0o0000 ] R 1T=-s7
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o
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Time——=—

Figura 21: Cromatograma da mistura A’B'"°
- - . 3l-10 4
O pico base do espectro de massas das amidas referentes a mistura A’'B " € o ion

m/z 105. Na Tabela 14, estdo listadas as amidas identificadas nessa cole¢do ¢ os

respectivos tempos de retencao.
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NR|R,

A3B1-10

Tabela 17: Amidas identificadas na colecdo A’B'"°

Tempo de Retencao

Aproximado (min.) NRiR;
7.8 Isobutilamina
9,2 Dietilamina
10,9 Morfolina
11,2 Pirrolidina
11,3 2-Metilbutilamina
11,6 Piperidina
12,8 Di-n-butilamina
13,8 Ciclohexilamina
15,1 Anilina
16,0 Benzilamina

No espectro de massas mostrado na Figura 22, vé-se a fragmentagdo referente a
amida A’B’ (Figura 22). O pico referente a0 M* m/z 233 caracteriza a molécula. No

Esquema 10 est4 apresentada a proposta de fragmentacio para a amida A’B’.
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Figura 22: Espectro de massas da amida A’B’



m/z 218
-CO
l- CH,CH,
+
@ 1
+
N/
m/z 77
m/z 190

Esquema 10: Proposta de fragmentagdo para a amida A’B’.
Dentre todas as amidas previstas na cole¢do, alguns compostos possuem a mesma

. . . 4 5 .
massa molar. Por exemplo, as amidas derivadas das aminas B* e B”, e as aminas

derivadas das aminas B’ ¢ B’ (Figura 23).

A’B® A’B®
Figura 23: Amidas A’B’ ¢ A’B°
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As amidas derivadas da amina B* e B’ sdo isdmeros, e por meio apenas da
espectrometria de massas nao se pode afirmar a identidade dos compostos, sendo
necessario a sintese das substancias puras, a fim de serem utilizadas como padrao.
No entanto, para os compostos derivados das amidas B® e B, pode-se sugerir a
identidade dos mesmos via espectrometria de massas, pois a amina B’ possui um
oxigénio em sua estrutura, e dessa maneira as aminas ndo possuem a mesma
composicdo atomica. Outra possibilidade seria realizar uma identificagdo via
espectrometria de massas de alta resolugdo, no entanto, vale ressaltar a necessidade
de existir o acoplamento da cromatografia gasosa com a espectrometria de massas,
pois se trata de uma mistura de compostos.

No entanto, esse grau de caracterizagao dos compostos nao se faz necessario, pois
se no bioensaio algum composto derivado dessas aminas apresentasse atividade
biologica interessante, os mesmos seriam sintetizados via sintese classica,
purificados e caracterizados por meio dos procedimentos padrdes e a atividade
bioldgica seria comprovada.

Na cole¢io A'B'" todas as amidas foram identificadas. Na Figura 24 estd

apresentado o cromatograma da mistura.

61



Abundance

TIC: TE116605.D
1233

sS000000

as00000 4

4000000

11 . 6a

3500000 aa.=3F
3000000

=2soo0o0o0o0

10.57 11z

2000000

1500000

1000000

S . 08 1a._ a5 15 .24
500000 - 13 .32
N ]L
ol N

T T T T T T T
s.00 .00 10.00 11.00 1=.00 13.00 1a.00 15.00

Time——=

Figura 24: Cromatograma referente & mistura A*B'"°.

Na Tabela 6 estao listadas as amidas identificadas nessa cole¢dao e os respectivos

tempos de retencao.

NR|R,

A4B1-10

Tabela 18: Amidas identificadas A*B''°

Tempo de Retencio
NRR,
Aproximado (min.)
8,0 Isobutilamina
9.0 Dietilamina
10,5 Morfolina
11,3 Pirrolidina
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11,4 2-Metilbutilamina
11,6 Piperidina
12,3 Di-n-butilamina
13,3 Ciclohexilamina
14,4 Anilina

15,3 Benzilamina

1-10

Na mistura A*B""° o pico base é o m/z 131. Na Figura 25 esta apresentado o

espectro de massas referente a amida A*B'. O pico referente ao M* é o m/z 215.

A‘B!

Abundance
Scan 551 (1 ‘I’ 626 Mmin): TE116605.D (-)
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Figura 25: Espectro de massas da amida A*B'.
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Na mistura A’B'"' oito amidas foram identificadas. As amidas A’B” derivada da

pirrolidina e A°B’, derivada da ciclohexilamina, ndo foram detectadas. Na Figura

26 esta apresentado o cromatograma da mistura A’B'°. O pico base para as amidas

dessa mistura € o m/z 135.
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Figura 26:

Cromatograma da mistura A’B'"°

T B e e e e e e e e e e S U B S
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O

)LNRIRQ

o ASBIH10
Tabela 19: Amidas identificadas A’B'"°
Tempo de Retencio
NR,R,
Aproximado (min.)
13,5 Isobutilamina
15,0 Diisopropilamina
16,6 Morfolina
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16,9

2-Metilbutilamina

17,2

Piperidina

17,9

Di-n-butilamina

20,6

Anilina

21,4

Benzilamina

Na figura 27 tem-se o espectro da amida A’B'’. O pico referente ao fon molecular

M" é o m/z227.
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Figura 27: Espectro de massas da amida A°B'°
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Na colecio A°B'' todas as amidas foram identificadas. Na Figura 28 estd

apresentado o cromatograma da mistura. O pico base caracteristico ¢ o m/z 165.

Um exemplo é o espectro de massas da amida A°B® (Figura 29). O pico referente

ao M" é o m/z 271, caracterizando a molécula.
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Figura 28: Cromatograma caracteristico da mistura A°B'"

Tabela 20: Amidas identificadas A°B''°

Tempo de Retencao
NRR,
Aproximado (min.)
12,6 Isobutilamina
14,8 Dietilamina
15,6 Pirrolidina
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Abundance
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Figura 29: Espectro de Massas referente a amida A°B®
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Na mistura A’B'", nove amidas foram identificadas. Somente a amida A'B* ndo
foi detectada. Na Figura 30 esta apresentado o cromatograma da mistura A'B"'°. O

pico base para as amidas dessas misturas ¢ m/z 149.
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Figura 30: Cromatograma da mistura A’'B""°
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Tabela 21: Amidas identificadas na colecdo A’B'"°

Tempo de Retencao
NRR,
Aproximado (min.)
10,6 Isobutilamina
12,1 Dietilamina
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13,6 Morfolina
13,9 2-Metilbutilamina
14,2 Piperidina
14,9 Di-n-butilamina
16,4 Ciclohexilamina
17,6 Anilina

18,3 Benzilamina

Na Figura 31 tem-se o espectro de massas da amida A’B’. O pico do ion molecular

M"é o m/z 247.

4 "

A’B’

Abundance

Scan 876 (16.377 min): TE126205.D (-)
1

160000 49
150000
140000
130000
120000
110000
100000 A
90000 4
80000 A
70000 4
60000 A
50000 +
40000 -

247

30000 + 121

20000 4

65
10000 41 ‘ o1
22 L 2% H‘m 2 Loz
40 [S]e] 80

2‘
T
20

L 136 “ L 178190204218230 | 281
[T T R e L e AR RS R
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280

(o]

m/z—-=>

Figura 31: Espectro de massas da amida A’B’
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Na Figura 32 vé-se o cromatograma referente a mistura A*B'"'’. Pode-se observar
10 picos referentes as dez amidas sintetizadas, listadas na Tabela 9, tendo o cloreto

4 . 8 4
de 4cido A” como estrutura base para todas as moléculas.

Abundance

TIC: MEASB.D

5000000 6l61
o. 98
4500000 -
4000000 -
1
3500000
3000000
10.87
7.67
2500000 -
e
2000000 - >
8
1500000
1000000 - 12.44
11.79
500000 k\i k o 1

O J—

—_T T [
6.50 7.00 7.50 8.00 8.50 9.00 9.50 10.0010.5011.0011.5012.0012.50
Time-—->

Figura 32: Cromatograma referente a mistura A*B!Y

NR;R,

F;CO
}88131-10

Tabela 22: Amidas identificadas na colecdo A*B'"°

Tempo de Retencao
NRR,
Aproximado (min.)
6,6 Dietilamina
7,6 Isobutilamina
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8.8 Morfolina

9,0 Pirrolidina

9,1 2-Metilbutilamina
9,3 Piperidina

9,9 Di-n-butilamina
10,8 Ciclohexilamina
11,8 Anilina

12,4 Benzilamina

. . N 813
Na Figura 33 vé-se o espectro de massas referente a amida A"B”, observando-se os

ions referentes a0 M m/z 317 e ao pico base m/z 189, caracterizando a molécula.

F5CO

A8B?

Abundance

2200000
2000000 -
1800000 A
1600000 A
1400000 A
1200000 A

1000000 +

Scan 438 (9.976 min): MEASB.D (-)
189

800000 -

600000

400000 A os

200000 4 161 ‘ 51232 =ra 517
ot 221 87,75 | 1om=21 1ae | 175 | 20517 | 245260 | 2s&s0z’)

T
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320

m/z--=

Figura 33: Espectro de Massas da amida A"B’
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: A s o 8110 ;
Na Figura 34 vé-se o espectro de massas referente a amida A"B"", sendo o ion m/z

281 referente ao M', e o pico base o m/z 189.

0]

F;CO
ASB!0

Abundance

Scan 562 (11.788 min): MEASB.D (-)
260000 4 1ee
240000 4
220000 4
200000 4
180000 A
160000 A
140000 A
120000 A
100000 A

80000 H 281

60000 -

40000 -

161
20000 A

65
o 273281 177 || 121133 ‘ “206 252 \
22 e LR b demss L he2oe 0 252 L
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280

m/z--=>

Figura 34: Espectro de Massas da amida A*B"

Na Figura 36 esta apresentado o cromatograma referente a mistura A’B''°, no qual
10 amidas sao facilmente identificadas através do espectro de massas e 5 impurezas
foram detectadas. As impurezas sdo provavelmente provenientes de reacgoes
paralelas com impurezas dos reagentes presentes no meio reacional. Na Tabela 20

estdo listadas as amidas detectadas e seus respectivos tempos de retengao.
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NR,R,
F;CO
A9B1-10
Abundance
TIC: TEO75406.D
2200000 4 16[.24 19.06
2000000 A
14PE sk
1800000 A hs 34 18.40
1600000 A
13.07
1400000 -
1508 17.23
1200000 -
3.74

1000000 A

800000 A

600000 -

11.97]
400000 4
200000 - LKJ
A A 14 A
o

L e e L e e L e e A S B S B o e e A LA B e e
4.00 6.00 8.00 10.0012.0014.0016.0018.0020.0022.0024.0026.0028.00
Time-->

Figura 35: Cromatograma referente a colecio A’B'"°

Tabela 23: Amidas identificadas na colecdo A’B""°

Tempo de Retencao

Aproximado (min.) NRiR;
11,8 Dietilamina/Isobutilamina
13,0 Dietilamina/Isobutilamina
14,5 Morfolina
15,1 Pirrolidina
15,3 2-metilbutilamina
15,4 Piperidina
16,1 Di-n-butilamina




17,2 Ciclohexilamina
18,4 Anilina
19,0 Benzilamina
N\)\/
F5CO

Na Figura 36 esta mostrado o espectro de massas da amida A’B°®. O pico base m/z

215 ¢ proveniente da quebra da ligagdo nitrogénio-carbono carbonilico. Todas as

amidas seguem o mesmo padrao de fragmentagao para gerar o ion referente ao pico

base do espectro. O M" de 301 confirma a identidade da amida A’B°.

Abundance

450000
400000 -
350000
300000 -
250000
200000
150000 -

100000 - 101

86

56

O vyl b,

50000

187

167, || 292

Scan 805 (15.336 min): TEO75406.D (-)
245

301

‘ 22824??6271286 I

20 40 60 80 100 120 140 160 18

m/z--=>

Figura 36: Espectro de massas referente a amida A’B°

i [ Tt i ™
O 200 220 240 260 280 300
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Na colegio A''B''° foi possivel detectar 9 amidas em meio a mistura. Na Figura 37
vé-se o cromatograma obtido no CG/EM. Observam-se doze sinais analiticos
majoritarios, sendo trés deles correspondentes a impurezas. Analisando-se o
cromatograma obtido da mistura das aminas verifica-se a presenca de algumas

impurezas nos tempos de retencao de 16.5, 16.8 e 18.0 min.

MeO Alogl-10
Abundance
TIC: TE122205.D
12.90

4500000 -

n3.16
4000000
3500000
3000000
2500000 -+

16.41
2000000 -
13.59
1500000 12.02
1000000 10.63
500000 5 so
14.82
T T T T T T T T — T
10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00 17.00 18.00

Time-——-—=

Figura 37: Cromatograma da mistura A'°B'""°

75



Tabela 24: Amidas identificadas na colecdo A'°B'"°

Tempo de Retencao
Aproximado (min.) NRiRs
9,6 Dietilamina/Isobutilamina
10,6 Dietilamina/Isobutilamina
12,0 Morfolina
12,8 Pirrolidina
13,1 Piperidina
13,5 Di-n-butilamina
14,8 Ciclohexilamina
16,4 Anilina
17,6 Benzilamina

Na Figura 38 tem-se o espectro de massas da amida A'’B’. O pico base é o m/z

10B1—10

161, caracterizando essa colecdo A e o M é o pico com m/z 259,

caracterizando a amida derivada da ciclohexilamina.

S
N

A10B7

MeO
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Abundance

Scan 769 (14.810 min): TE122205.D (-)
16

40000 - 1re

35000 +
30000 +
25000 4
20000 4
15000 4 259
10000 - 133

5000 o8 11
77

s
41 55

27 \‘H\ \‘ I

o - il L) A ‘ e i i T

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320

A2 L .2Zp=16 =232 | 280 300 333

m/z--=

Figura 38: Espectro de massas da amida A'’B’

Apos a obtencdo das 10 colegdes, nas quais a diversidade estrutural foi devida a
por¢do amina da molécula, fez-se a sintese das outras 10 cole¢des na qual a
diversidade foi devida ao cloreto de acido, denominadas BNA!°,

Analisando-se o cromatograma obtido para a colecao B'AM (Figura 39), verificou-
se a presenga de 12 sinais analiticos, sendo 2 relativos a impurezas. Na Tabela 21
abaixo estdo descritos os cloretos de acido utilizados para a sintese das respectivas

amidas encontradas nessa colecdo e seus respectivos tempos de retencao.
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TIC: TE145606.
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A
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Figura 39: Cromatograma referente a colecio B'A'"°

Tabela 25: Amidas formadas na colecio B'A'"?

Tempo de Retencio '
Aproximado (min.) Cloreto de Acido
8,1 R
8,5 Al
11,5 e
12,1 A
12,4 A
12,5 A
12,7 AD
14,2 Al
15,3 AT0
16,7 Al

. . L, . 2~ .
A amida derivada do cloreto de acido A” ndo foi encontrada, o que corrobora os
1-10

b

. . . e gy \ . N
resultados obtidos na primeira etapa sintética, correspondente as amidas A™'B

78



1-10 _ ~ . .
% hio foi obtida

. . . ~ . . ~ 2
pois na maioria das colegdes da primeira etapa, a colecio A“B
com sucesso, pois ndo houve a formag¢do da maioria dos compostos. Na Figura 40

A - 158
vé-se o espectro de massas da amida B'A

o

B'A8

Abundance

Scan 312 (8.138 min): TE145606.D (-)
189
220000
200000
180000
160000
140000
272
120000
100000 1
95
80000
60000

40000 A 161
84

20000 1 a2 69
28 55 ‘ ‘

ol bl sl L b ) L) 107121133146 | 176 || 206218230244258

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260

m/z-->

Figura 40: Espectro de massas da amida B'A®

Na Tabela 22 estdo relacionadas as amidas formadas na sintese da colecio B°A'™"°
(Figura 41). Apenas a amida derivada do cloreto de 4cido A* ndo foi encontrada na
mistura, sendo que a amida majoritaria, ou seja, a que apresentou o sinal analitico
de maior intensidade no cromatograma foi a derivada do cloreto de acido A’, que
nao possui nenhum grupo substituinte no anel benzénico, sendo um cloreto bastante

reativo.
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TIc: TE1as7os.
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A4 00 5.00 6.00 7.00 =2.00 9.0010. 001 1. 0012 001 = 0014 .001 5. 0016 . 001 7 .00l 5= .00

Figura 41: Cromatograma referente a mistura B*A'"°

Tabela 26: Amidas formadas na colecdo B> A

1-10

Tempo de Retengio ’
Aproximado (min) Cloreto de Acido
7.9 n
8.2 -

112 —

11.8 5
12.1 N
12,2 A
12,3 AD
15,0 N
16,4 n
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Na Figura 42 tem-se o espectro de massas referente a amida B*A°. O pico base ¢ o
m/z 135, caracteristico do cloreto de acido A’. O pico do fon molecular M 205

caracteriza a molécula.

O

B2AS

Abundance

Scan 524 (11.230 min): TE145706.D (-)
850000 1 =
800000 A
750000
700000 H
650000 S
S00000 -
550000
500000 4
450000
400000 -
350000 1 05
300000
250000 -
200000 S
150000 1
100000 ] 77 o
107
599901 28 a1 so 6\““ L 20 ‘4662 Tease |l

i T T T T B
20 30 40 50 60 70 80 90 100110120130140150160170180190200210

m/z--=

Figura 42: Espectro de Massas referente a amida B*A°.

Na Tabela 23 estio descritas as amidas obtidas na sintese da colecdo B’A'"°

(Figura 43).
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Abundance

a4z00000 4 sljme TE1ASE8E-P

a4000000 P
3800000
3600000
3400000
3200000 -
3000000
2800000
2600000
Za00000
2200000
2000000 - 8.89
1800000 ]
16800000 ]
1400000 ]
1200000
1000000 - =248

800000 3.85

600000

a4 .35

253338 k I L [§

T T T T T T T T T T T T T T T
<4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00710.001 1.0012.001 3.0014.001 5.001 6.001 7.001 8.00

15.66 q7.0a

Time-—-—=

Figura 43: Cromatograma referente a mistura B°A'™"°
Nesta colegao foi possivel detectar 9 sinais analiticos, sendo que a tnica amida nao
detectada é derivada do cloreto de acido A®.Os cloretos de acidos que tiveram que

. . ~ 3 5
foram mais reativos nessa cole¢do foram A’, A’e A’.

Tabela 27: Amidas formadas na colecdo B’°A'"°

Tempo de Retencao ’
Aproximado (min.) Cloreto de Acido
8,8 AP
9,3 e
11,9 A
12,4 A
12,7 A7
12,9 Ad
12,97 AS
14,6 Al
15,6 AT0
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Na Figura 44 tem-se o espectro de massas referente a amida B’A’. O pico base ¢ o
m/z 105, caracteristico do cloreto de acido A’. O pico do fon molecular M* 233

caracteriza a molécula.

N/\/\

B3A3

Scan 395 (9.348 min): TE145806.D (-)
1400000 10s

1300000
1200000
1100000
1000000
00000
800000
7 OO0O000
SO0O0000
500000
400000
ravrd
300000

200000 - 190

100000
51
z2o 41 =
ol o e W97 : : : s : : :
=20 40 [Se] 80 100 120 140 160 180 200 2220 2440

m/=——=

Figura 44: Espectro de Massas referente a mistura B°A’

Na Tabela 28 estdo descritas as amidas formadas na colecio B*A'°.
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Tabela 28: Amidas formadas na colecio B*'A'"°
Tempo de Retencio ,
Aproximado (min.) Cloreto de Acido

6,6 A
6,8 e
10,8 A
11,9 3
12,1 A
12,2 N
12,9 AS
13,9 AT0
15,2 A
17,4 Al

Analisando-se os espectros de massas referentes aos sinais analiticos observados no
cromatograma da mistura em questdo (Figura 45), ¢ possivel observar a repeticao
de alguns picos base em diferentes tempos de retencdo, indicando que o mesmo
cloreto de 4cido reagiu tanto com a amina B* quanto com algum composto que
poderia estar presente no meio reacional, na forma de uma impureza.

Em relagdo a reatividade dos cloretos de acidos frente a essa amina, € possivel

. L . : : : 3 A4 A5 A6
verificar que os cloretos de dcidos mais reativos foram os seguintes: A”, A", A°, A”.
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Abundance

TIC: TE149206.D
12.90
2600000 A

2400000 - 10-87
2200000 -
2000000
1800000 -
1600000 -
1400000 -
1200000 -

1000000 11 o1

800000 - 17.40

600000 -+

400000 1 H3&P 16112

S B

e e e A e e A e T B e e T B e B ML B e
4.00 6.00 8.00 10.0012.0014.0016.0018.0020.0022.0024.0026.0028.00

18.97

Time-—->=

Figura 45: Cromatograma referente a amida B*A'"°

Na Figura 46 observa-se o espectro de massas referente a amida derivada do cloreto

de acido A’, cujo pico base é m/z 105. O pico do fon molecular é o m/z 176.

0
N7~

{

BA3

Abundance
Scan 223 (6.836 min): TE149206.D (-)
700000 PS

650000 1
600000
550000 1
500000
450000 4
400000 ] 1T
350000 1
300000 1
250000 - >
200000 -
150000 -

100000 A

50000 - 51 1as
29 13 162
o > Ll ea 4 91 120 | ; | 189 215232 260 286301317
T

T T T T T T T T T T T T T T T
20 40 [S1e) 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320

m/z--=

Figura 46: Espectro de massas da amida B*A’
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A Tabela 29 apresenta as amidas encontradas na colecio B’°A''°. A mesma
tendéncia observada para as cole¢des anteriormente descritas se observa na colecao
B°A'""’. Ndo foi observada reacio com o cloreto de acido A’ assim como
observou-se a reagdo de alguns cloretos de 4cido (A”, por exemplo) com impurezas

provavelmente presentes no meio reacional.

Tabela 29: Amidas formadas na colecio B°A'"°

Tempo de Retencio ’
Aproximado (min.) Cloreto de Acido
7,9 AP
8,0 e
12,3 %

13,1 A
13,1 A
13,5 A7
13,7 I
13,8 A
15,0 AD
17,4 AT
18,4 Al

Os cloretos de acidos mais reativos foram os seguintes: A’ A A AT, AR A
Observa-se que os cloretos mais reativos sao provenientes de acidos substituidos
com grupos retiradores de elétrons e/ou ndo possuem a dupla ligacdo entre o anel
benzénico e a carbonila. Na Figura 47 observa-se o cromatograma referente a

amida B A1,
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Abundance

2200000 ]
2000000 ] s 06
1800000 - 7.1
1600000 ]
1400000 ]
1200000 ]
1000000 ]
800000 -
600000 -
400000 ]

200000 4

TIC: TE149306.D

12.285 57
13778

n3

Time--=>

b, U

e e = ——
4.00 6.00 8.00 10.0012.0014.0016.0018.0020.0022.0024.0026.0028.00

Figura 47: Cromatograma referente a amida B°A'"°

0

BA°

Na Figura 48 ¢ possivel observar o espectro de massas da amida B°A”, cujo pico

base é o m/z 135.

Abundance

900000 -
800000 4
700000 -
600000 -
500000 -
400000 -
300000 -

200000 -

Scan 596

100000 77 o2

o

‘ 107

(T120 | | 10476192

(12.285 min): TE149306.D (-)
135

151

207

194 l 227 282 301

27 41 64 |
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m/z-->
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Figura 48: Espectro de massas referente a amida B°A’
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Na Tabela 30 estdo relacionadas as amidas obtidas na sintese da colecdo B°A'"°
(Figura 49). Foram observados 9 sinais analiticos correspondentes as amidas. Nao
foi observado sinal analitico com pico base m/z 191, correspondente ao cloreto de
acido A,

Tabela 30: Amidas formadas na colecdo B°A'"°

Tempo de Retencio ’
Aproximado (min.) Cloreto de Acido
9,4 AF
9,7 X
13,8 -

14,5 A7
14,7 Al
15,1 N
16,5 6
18,4 A0
19,7 Al

Abundance

TIC: TE149406.D

3500000 13.865.12

3000000 - 9.71
2500000
2000000
1500000 14.%0

] 4596
1000000 19.73
16.47 18.46

500000 -

RIS 1B6.85

o

T e S e e e e e e e e e e e e T e e B e e S
4.00 6.00 8.00 10.0012.00 14.00 16.00 18.0020.0022.0024.0026.00
Time-->

Figura 49: Cromatograma referente a mistura BOA
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Na Figura 50 tem-se o espectro de massas da amida B°A°, cujo pico base é o fon

m/z 135 e o pico do ion molecular ¢ M" 121.

Nﬁ/\

BOAS

Abundance

Scan 703 (13.847 min): TE149406.D (-)
1400000 1ee
1300000
1200000
1100000 1
1000000
900000
800000
700000
600000
500000
400000 -
151
300000

200000 1 o o
o2 164
107
27 ﬁ1 ‘ | 120 | “178”?506 | o3so5=67 301 327

T T f T T T T f T T T T T
20 40 [S]e) 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320

100000 4

6\4‘
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Figura 50: Espectro de massas referente a amida B°A’

Na Tabela 31 estdo descritas as amidas obtidas na cole¢do B'A'°.
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Tabela 31: Amidas formadas na colecdo B’A'"°

Tempo de Retencio ,
Aproximado (min.) Cloreto de Acido
12.2 "

12,5 X
16.6 N
172 I~
17.4 I~
17,8 Ad
18,9 Al
19,1 N
213 N

Nesta cole¢do ndo se observou reacdo com o cloreto de acido A* e A’, e foi
observada duplica¢do de pico base m/z 131, referente ao cloreto de acido A* (Figura

51). Um exemplo de amida formada é a B’A” (Figura 52).

Abundance

TIC: TE149506.D
3400000 A 16.65

3200000 -
3000000 17.87
2800000 4
2600000 4
2400000
2200000 -
2000000 4
1800000 ]

1600000 -

1=2.58

1400000

1200000

1000000 -

800000

S00000

400000 4

200000 A

T T T T T T T T T T T T T
4.00 6.00 8.00 10.0012.0014.0016.0018.0020.0022.0024.0026.0028.00
Time-—-—=

Figura 51: Cromatograma referente a colegio B’A'"°
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Abundance

1300000 - Scan 895 (15,649 min): TE149506.D (-)
1200000 -
1100000
1000000 -
900000 4
800000 4
700000 4
600000 4
151
500000 4
400000 1 >33
300000 4

200000 4

100000 - ‘ ‘ 107
|

o 9 ) ] 120 | L1641 761902016 || 267 283 301
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T
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Figura 52: Espectro de massas referente 4 amida B'A”

Na Tabela 32 estdo descritas as amidas obtidas na colecio B*'A''°. Como se pode
observar na sintese da cole¢do B®A'"” apenas sete sinais analiticos referentes as
amidas foram detectados (Figura 53). Sinais referentes aos cloretos de acidos A*,
A’ e A’ ndo foram encontrados. A auséncia de amidas derivadas desses cloretos de
acidos nao indicam que os mesmos ndo sao reativos frente a aminas.
Provavelmente ocorreram problemas no meio reacional, como presenga de

umidade, por exemplo.
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Tabela 32: Amidas formadas na colecdo B*'A'"°

Tempo de Retengio ,
Aproximado (min.) Cloreto de Acido
14,3 A
14,7 e
18,5 A
19,3 A
19,7 N
20,7 A
23,9 AT

Abundance

TIC: TE149606.D
18.55
2800000

2600000 ] 19.75
2400000
2200000 A 14.69
2000000
1800000

14.29
1600000 H

no.gs
1400000 - 1o bl
1200000 -
1000000 4
800000

600000
5.05 26.64

400000 4
20.75 23.97

E - Sré
R DT T

T T T T T T T T T T T T T
4.00 6.00 8.00 10.0012.0014.0016.0018.0020.0022.0024.0026.0028.00

o

Time--=

Figura 53: Cromatograma referente a mistura B°A'"°
Na Figura 54 tem-se espectro de massas referente a amida B®A’. Observa-se o pico

base m/z 149, caracteristico do cloreto de 4cido A’, e o pico do ion molecular M"

255.
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Abundance

550000 - Scan 1 1081(‘18.758 min): TE149606.D (-)

500000 A 255
450000 -
400000 -
350000 4
300000 A

250000 4

200000 A
150000 -
100000 A 121

50000 ] 65 91106

28 51 ‘\“ M ‘ ‘ 135 || 176 19&21R2%39 || 281 302 327341
L TR e R R R
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340

m/z-->

Figura 54: Espectro de massas referente a mistura B°A’

Na Tabela 33 estdo descritas as amidas obtidas na colecdo B’A''’. Observou-se 8
sinais analiticos, sendo que os cloretos de dcido A* e A® ndo reagiram com a amina
B’ (Figura 55). Os cloretos de acidos mais reativos, que apresentaram, em

~ . . L. .. . 4
proporgio, os sinais analiticos mais intensos foram os seguintes: A>, A*, A7 e A®.

Tabela 33: Amidas formadas na colecio B’A'"°

Tempo de Retencao ,
Cloreto de Acido
Aproximado (min.)
9,8 A’
10,1 A
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14,1

15,3

15,4

15,5

17,9

19,3

Abundance

3200000

3000000

2800000 -

2600000 A

2400000 -

2200000 A

2000000 A

1800000

1600000

1400000

1200000 4

1000000 A

800000

S00000 -

400000

200000 -

TIC: TE149706.D

15.aa
14.15
15.51
154130
z20.65
19.30
17.99
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4.00 6.00 8.00 10.0012.001T4.0016.0018.0020.0022.0024.0026.0028.00

Time-——=

Figura 55: Cromatograma referente a colecao B°A!0

O

O

T

B°A3
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Na Figura 56 observa-se o espectro de massas referente a amida B’A°, cujo pico
’ ’ ;g , . 5 . ,
base ¢ o ion m/z 135, caracteristico do cloreto de acido A°, e o pico do ion

molecular é o M" 220.

Abundance

Scan 724 (14.150 min): TE149706.D (-)
1300000 - 135

1200000
1100000
1000000
900000
800000
700000
600000
500000 -
400000 -
300000 4 220
200000 -

77 o2
100000 ‘ ‘ 107
L

s4

o 28 50, | - ‘ 122 ‘ 15016476 1‘?3206 | 301
T T T T T f T T T T T T T T T

20 40 [S1e) 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300

m/z——=

Figura 56: Espectro de massas referente a amida B°A’

. . . ) ~ 10 4 1-10

Na Tabela 34 estdo descritas as amidas obtidas na cole¢cdo B A~ ". Foram

observados 8 sinais analiticos nessa cole¢do, sendo que os sinais referentes aos
- 2 6 .x :

cloretos de acido A® e A” nao estavam presentes (Figura 57). Os cloretos que

. i .. . 3 a4 A5 AT 8
resultaram nos sinais analiticos de maior intensidade foram: A°, A", A°, A'e A".

Tabela 34: Amidas formadas na colecdo B'°A'"°

Tempo de Retencio ,
Cloreto de Acido
Aproximado (min.)
13,5 AP
13,8 A’
17,7 A’
18,4 A’
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18,7 A4
18,9 A’
22.8 A"
25,2 Al

Abundance

TIC: TE149806.D
13.81

2800000 -
17.78

2600000 -
19.01
2400000
2200000
2000000 18.69
1800000 - 13.52
1600000 -
1400000
1200000 -
1000000 -
10.85 22.87 25.22
800000
600000

400000

200000 - 58Pz 10.4n L 2027 zaae

1 AN A

T T T T T T T T T T T T T
4.00 6.00 8.00 10.0012.0014.0016.0018.0020.0022.0024.0026.0028.00

Time-—-—-=

Figura 57: Cromatograma referente a colecio B'°A'"°

. . . 1 . .
Na Figura 58 observa-se o espectro de massas referente a amida B'’A’, cujo pico
base & o ion m/z 215, caracteristico do cloreto de acido A’, e o pico do fon

molecular é o M" 307.
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Abundance

Scan 1017 (18.429 min): TE149806.D (-)
300000 1 1=
280000
260000
240000
220000
200000 1
180000
160000
140000
120000
100000 1 -
80000 1 307
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T —
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
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Figura 58: Espectro de massas referente a amida B'°A°

3.5 - Avalia¢ao da atividade bioldgica da colecdo de piperamidas

Para cada cole¢io obtida, ANB''® ¢ BNA''?, realizou-se o bioensaio frente a
lagarta-do-cartucho-do-milho, S. frugiperda. Cada mistura foi testada como se
fosse um composto puro. Dessa forma o bioensaio realizado tem como objetivo
identificar os possiveis compostos com maior atividade biologica em meio a
mistura. Utilizou-se a metodologia da colecdo combinatoéria indexada (item 3.3)
para realizar o bioensaio, seguindo as mesmas condi¢des descritas no item 3.2.1, e
detectar quais sdo os compostos mais ativos frente a S. frugiperda.

Foram realizados 20 bioensaios ¢ as misturas foram testadas na concentracao de
2000 mg/L. Considerando-se a presenca de dez amidas por mistura, na mesma
concentracao, tem-se 200 mg/L por mistura.

Analisando-se os resultados obtidos nos 20 bioensaios, as cole¢des que resultaram
na maior atividade foram as derivadas do cloreto A®e da amina B'. Cruzando-se os
resultados obtidos, conforme mostra a Tabela 35, provavelmente o composto

r D) r 81 . ~
responsavel pela atividade observada € o A"B . Isto ocorre, pois a colecdo em que o
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cloreto de acido A® era a estrutura base dos compostos, foi observada a maior

atividade para os compostos do tipo A"B

1-10

. O mesmo ocorre em relagdo aos

NALIO . ~ : : 1
compostos B"A ", pois a cole¢do cuja amina B' era a estrutura base, apresentou

maior atividade.

Tabela 35: Andlise esquematica dos resultados de bioensaio para as colegdes

A1B1-10

A2B1-10

A3B1-10

A4B1-10

ASBI-IO

A6B1-10

A7B1-10

A8B1-10

A9B1-10

A10B1-10

ASB!

B8A1-10

B9Al-10

B]OAI-IO

Na tabela 36 estdao apresentados os resultados dos bioensaios obtidos para as 20

cole¢des ensaiadas frente a S. frugiperda.
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Tabela 36: Resultado obtido no bioensaio realizado com a cole¢do de amidas

frente a larvas de segundo instar de S. frugiperda

Coleciao Mortalidade Média*
A'B"" 8,0 + 4,0 be
A‘B™" 14,0 + 17,0 ab
A’B" 8,0 + 8,0 be
At B 6,0 £ 9,0 cd
A'BMY 12,0+ 13,0b
A*B™" 20,0 £20,0 a
A’ B 12,0+ 13,0b
A"B"" 12,0+ 16,0 b
B'A™" 68,0+ 15,0 a
B’A"" 28,0+ 18,0 ¢
B’A™" 46,0 £29,0 b
B'A™Y 20,0 £ 12,0 cd
B°A" 2,0 £4,0 fg
B°A™ 2,0+ 4,0 fg
B’A"" 10,0 £ 7,0 ef
BA™ 16,0 + 13,0 de
B’A"" 17,0 + 5,0 de
B'A" 4,0+9,0 f

*Médias seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Concentragdo da amostra contendo a mistura de amidas: 2000 mg/L.

. 1 . . . . .
A amida A®B', detectada como a mais ativa dentre os compostos sintetizados via

quimica combinatoria, foi sintetizada via sintese organica cldssica, como mostra o

Esquema 11.
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OH SOClz
é\ reﬂuxo CHCI %\
2Lk

88 % em 2 etapas ASgB!

Esquema 11: Obtencdo da amida A*B'

Reagiu-se o cloreto do acido A% com a amina B', piperidina, e diclorometano, sob
atmosfera de N,. O rendimento obtido foi de 88 %. O cloreto de acido A® tem como
substituinte no anel benzénico um grupo retirador de elétrons e ainda, ndo possui
dupla ligacao entre a carbonila e o anel benzénico, favorecendo assim a formagao
da amida.

Na analise por RMN 'H observou-se dois dubletos, um na regido de 7,4 ppm,
referente aos hidrogénios em C1 e C4 , e outro na regido de 7,2 ppm, referentes aos
hidrogénios em C2 e C3. Em 3,7 e 3,3 ppm, observou-se a presenca de dois
singletos, correspondentes a 4 hidrogénios, no total, que se situam nos carbonos
vizinhos ao nitrogénio, C5 e C9 respectivamente. Em 1,68 ppm, observou-se um
multipleto, integrando para 6 hidrogénios, correspondente aos hidrogénios restantes
da por¢ao amina da molécula (C6, C7 e C8).

Apos a obtengdo da amida A®B' pura, realizou-se o bioensaio frente a S. firugiperda
a fim de se observar a atividade biologica. Os resultados obtidos testadas estdo
descritos nas Tabelas 37 e 38.

A amida 65, na dose de 70 ug/mg de larva causou 86 % de mortalidade. Ja amida
A®B', na dose de 17,86 png/mg de larva ocasionou a morte de 76 % de lagartas.

O valor do DLs, frente a S. fiugiperda foi calculado para a amida A®B'. O valor
obtido foi de 8,15 pg/mg larva, o qual € maior que o obtido para a amida 65 (1,07
pg/mg larva).
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Tabela 37: Valor do DLs, obtido para a amida A®B' frente a S. frugiperda

DLs) (IC 90%) , G
Amida GL Inclinacio + EPM X
(mg/mg larva) (0.95)

AB' 3 1,26 £0,254 8,15 (7,041-34,19) 2,41 0,16

GL= graus de liberdade; EPM= erro padrao da média; IC= intervalo de confianca;

X* = qui-quadrado; G = indice de significancia; N=300 insetos

Tabela 38: Mortalidade causada pela amida A*B' em diversas concentraces,
frente a lagartas de segundo instar de S. frugiperda

Concentracao Mortalidade Média (%)

(ng/mg larva) + DP
178,6 96,0t55a
17,86 76,0 £16,7b
1,78 36,0t 134 ¢

1,78 x 10° 28,0+13,0 d
1,78 x 107 26,0 £ 15,0 de
Controle 20,0+ 2,0e

Me¢édias seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey

(P <0,05).

Esse resultado evidencia que a toxicidade observada para a amida 65 ¢ mais
homogénea que a observada para a amida A®B', a qual foi toxica, efetivamente,
apenas quando aplicada em altas dosagens.

Vale ressaltar que em relacdo ao bioensaio realizado com as amidas em mistura,

pode ter ocorrido um efeito de sinergismo entre as amidas derivadas do 4cido A%, o
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que provocaria um resultado falso-positivo, em relagdo a atividade da amida A*B'.
O fato das amidas testadas ndo estarem puras, também pode ocasionar resultados

falseados, devido a presencga de impurezas.
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Conclusoes e Perspectivas
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4 - Conclusoes e Perspectivas

Os compostos sintetizados via sintese organica classica apresentaram rendimentos
de moderados a bons, variando-se de 30-80 %. A amida 65 foi a mais ativa frente
ao inseto S. frugiperda, dentre os compostos testados puros. Quanto as formigas
cortadeiras, os mais ativos foram 67 e 72. J4 em relacdo ao fungo simbionte, os
compostos mais ativos foram as amidas 65 e 66.

Em relacdo a metodologia da quimica combinatoria, pode-se concluir que os
resultados obtidos, foram eficientes, pois mais de 80 % dos compostos propostos
foram obtidos.

A técnica CG/EM permitiu caracterizar os compostos com sucesso, ¢ ainda, de
maneira geral, verificar a reatividade dos compostos, bem como a propor¢do entre
eles em meio a mistura reacional.

A molécula A®B', que apresentou maior atividade bioldgica no ensaio com S.
frugiperda ndo possul insaturacdo, evidenciando que a porc¢ao olefinica existente
entre o anel benzénico e a carbonila pode nao ser essencial para a atividade frente a
este inseto.

E importante evidenciar a vantagem da sintese combinatoria em relagdo a sintese
organica classica. Com a metodologia da sintese orgéanica classica, 12 compostos
foram sintetizados individualmente. Utilizando-se a metodologia da quimica
combinatoria, em torno de 180 compostos foram obtidos, em apenas dois blocos
reacionais: as colecdes AMB''® ¢ BNA''. Como se pode observar, a quimica
combinatoria, além da economia de tempo, permite a sintese de um nimero maior
de compostos e facilita a busca por novos compostos prototipos.

Em relagio a por¢do amina da molécula A®B', a amina correspondente é a

Piperidina. E importante ressaltar que a amida 65 ¢ a amida A®B' apresentam essa
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amina em sua estrutura evidenciando que a mesma pode contribuir
significativamente para a atividade biologica em S. frugiperda.

Avaliando-se os resultados do bioensaio da amida A®B' em relacio a S. fiugiperda,
o DLsy observado para a amida A®B! é maior que o observado para a amida 55,
evidenciando que a amida obtida via sintese organica classica (55) ¢ mais ativa
frente a S. frugiperda do que o composto obtido via quimica combinatoria (A*B").
No entanto, a amida A®B' pode ser considerada um composto de partida no
desenvolvimento de uma nova molécula eficiente no controle da praga-do-milho,
sendo um indicativo de que piperamidas fluoradas podem apresentar atividades
bioldgicas significativas frente a S. frugiperda. E possivel, ainda, inferir, que um
efeito de sinergismo pode ter ocorrido no resultado do bioensaio das amidas em
mistura.

Como perspectiva, deve-se realizar o ensaio de toxicidade por ingestdo para a
amida A®B', inoculando-se a mesma na dieta artificial de S. frugiperda e avaliando-
se 0 impacto desse composto no ciclo de vida do inseto. Também seria de grande
importancia estudar o possivel efeito sinergista dessas amidas.

O composto A*B' pode ser testado frente a outros insetos a fim de se avaliar sua
atividade bioldgica em relagdo a diferentes artropodes. No entanto é preciso
destacar que essa amida possui um halogénio em sua estrutura, o fluor. Sendo
assim, faz-se necessario estudar o quanto o composto pode ser toxico para o meio
ambiente e realizar uma ponderacdo entre a atividade bioldgica apresentada e o

possivel impacto ao meio ambiente.
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5 - Procedimento Experimental

5.1 - Aspectos Gerais

Os espectros de absor¢ao no infravermelho foram registrados em um espectrometro
Bomem modelo M 102. As amostras foram utilizadas em forma de filme em
pastilha de KBr e as absor¢des estio expressas em nimero de onda (cm ).

Os espectros de RMN 'H e °C foram registrados no espectrometro Bruker ARX-
200 e 400 MHz. Os deslocamentos quimicos (0) estdo expressos em ppm € as
constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz). Para indicar a multiplicidade dos
sinais foram realizadas as seguintes abreviagdes: s (singleto), d (dubleto), t
(tripleto), q (quadrupleto), m (multipleto).

Nas separagoes feitas por cromatografia em coluna utilizou-se silica gel 60, 230-
400 mesh ASTM Merck e silica gel 60 A, 70-230 mesh Aldrich Co. Na placas de
vidro de 2 cm x 5 cm para CCD, utilizou-se silica gel 60 G Merck Darmstadt e
revelou-se sobre luz ultravioleta, 10do molecular ou utilizando-se um borrifador
contendo uma solugdo de 1g de vanilina, ImL de 4cido sulfurico concentrado e 100
mL de 4cido acético.

Nas andlises feitas por cromatografia gasosa (CQG), utilizou-se um cromatografo a
gas Shimadzu GC-17 A, equipado com coluna DB-5, utilizando-se detector
ionizacdo de chama e H, como gas de arraste. Nas identificagcdes realizadas por
espectrometria de massas, utilizou-se CG/EM HP 5890/6973, equipado com coluna
capilar MDN-5S, 5 % fenil, polidimetilsiloxana. O hélio foi utilizado como gas de
arraste.

Os solventes utilizados foram destilados previamente e possuem grau de pureza

P.A.
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As andlises de ponto de fusdo foram realizadas em um aparelho Microquimica,

modelo MQAPF-301.

5.2 - Procedimento Experimental referente a sintese das amidas via a

metodologia da Sintese Organica Classica

5.2.1 - Obtencao do acido 3,4-metilenodioxicinamico (63)

Em um balao de fundo redondo foram dissolvidos (6.0 g, 40 mmol) de piperonal e
(9.16 g, 127 mmol) de acido malonico em uma mistura de piridina/piperidina
(19mL/0.32mL). Em seguida aqueceu-se o sistema até atingir o refluxo que foi
mantido por aproximadamente uma hora e trinta minutos. Uma vez resfriado o
sistema, foi adicionado ao mesmo HCI 38% (20 mL) e agua destilada (50 mL). O
produto desejado se apresentou na forma de um precipitado de cor branca que foi
filtrado do meio reacional num funil de Buchner. Apos ser lavado com agua
destilada (3 x 50 mL), o precipitado foi transferido para uma placa de petri e
colocado na estufa por 6 horas a 60°C.

Obteve-se o0 acido 63 em 82% de rendimento.

RMN 'H (200 MHz-CDCls) 8: 7.64 (d, J = 15.4 Hz, 1H); 7.03-6.99 (m, 2H); 6.80
(d, J = 8.0 Hz, 1H); 6.65 (d, ] = 15.4 Hz, 1H); 5.9 (s, 2H).
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5.2.2 - Obtencéo das amidas (55-65) derivadas do acido 63 e da amida A®B',

derivada do acido A®

Em um baldo de fundo redondo, sob atmosfera de nitrogénio, provido de agitacao

magnética e condensador de refluxo, o 4cido apropriado foi colocado em SOCI, e

em seguida aqueceu-se o sistema até aproximadamente 50°C (Tabela 39). Apds 4

horas de reagdo adicionou-se hexano anidro (10,0 mL) e trocou-se o condensador

de refluxo por um sistema de destilacao, a fim de se retirar o excesso de SOCl,. O

residuo obtido foi diluido em diclorometano (10 mL) e sob atmosfera de nitrogénio

e banho de gelo a amina adequada foi adicionada. Apo6s 12 horas, adicionou-se uma

solucdo de NaHCO; saturado (30 mL) e a extragao foi feita com diclorometano (3 x

20 mL). A fase organica foi lavada com agua destilada (3 x 20 mL) e solugdo

saturada de NaCl (3 x 20 mL) e em seguida seca com Na,SO,.

Tabela 39: Quantidade dos reagentes utilizada na sintese das amidas 65-75

Cloreto
Amida HNR,R, Amina , de Equivalentes* Kend.
(mmol) | Acido (%)
(mmol)
65 Piperidina 9,16 8,33 1,1 44
66 Dietilamina 25,30 23,00 1,1 42
67 Pirrolidina 15,00 14,00 1,1 68
68 2-Metilbutilamina 25,28 23,00 1,1 38
69 Morfolina 25,00 12,50 2,0 40
70 Anilina 25,00 12,50 2,0 39
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71 Diisopropilamina 25,7 23,4 1,1 36
72 Benzilamina 30,58 27,80 1,1 36
73 Diciclohexilamina 33,00 11,00 3,0 86
74 Ciclohexilamina 6,80 13,11 0,5 32
65 Di-n-butilamina 12,21 11,11 1,1 83
B' Piperidina 2,5 2,3 1,1 88

*mmol amina/mmol cloreto de acido

5.2.3 - Dados Espectroscopicos das Amidas 65-75

N, N-(piperidina) -3-(3’,4’-metilenodioxifenil)-2-(E)-propenamida (65)

RMN 'H (200 MHz-CDCly) &: 7.57 (d, J = 16.0 Hz, 1H); 7.04 (m, 2H); 6.76 (m,
2H); 5.9 (s, 2H); 3.62 (m, 4H); 1,65 (m, 6H).

RMN "C (50 MHz-CDCl;) 8: 24.59; 26.14; 45.35; 101.34; 106.27; 108.42; 115.50;
123.59; 129.83; 142.03; 148.12; 148.78; 165.39.

E.M. (intensidade relativa %): m/z = 260 (8); 259 (M", 50); 176 (45); 175 (100);
145 (83); 117 (45); 84 (94).

LV. (Vimax, filme): 3071; 2969; 1641; 1491; 1361 cm’ .

p.f. ° C): 88-89
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N, N-(dietil) -3-(3’, 4’-metilenodioxifenil)-2-(E)-propenamida (66)

RMN 'H (200 MHz-CDCl;) &: 7.62 (d, J = 14.0 Hz, 1H); 7.01 (d, J = 8.0 Hz, 2H);
6.80 (d, J = 8.0 Hz, 1H); 6.65 (d, J = 14.0 Hz, 1H); 5.99 (s, 2H); 3.47 (m, 4H); 1.21
(m, 6H).

RMN PC (50 MHz-CDCls) &: 14.21; 41.74; 101.45; 106.36; 108.54; 115.25;
123.93; 129.77; 142.59; 148.18; 148.97; 165.97.

E.M. (intensidade relativa %): m/z = 247 (M", 30); 218 (5); 176 (28); 175 (100);
145 (81); 117 (41); 89 (75).

LV. (Vi filme): 2963; 1643; 1492; 1445 cm’™.

p.f. (° C): 67-68

N, N-(pirrolidina) -3-(3’,4’-metilenodioxifenil)-2-(E)-propenamida (67)

RMN 'H (200 MHz-CDCl;) &: 7.60 (d, J = 15.4 Hz, 1H); 7.01 (d, J = 8,6 Hz, 1H);
6,79 (d, J = 7,8, 1H); 6.56 (d, ] = 15,4 Hz, 1H); 6.99 (s, 2H); 3.61 (q, J = 6.1 Hz,
4H); 1.90 (m, 4H).

RMN "C (50 MHz-CDCls) &: 24.85; 46.45; 101.40; 106.34; 108.47; 116.23;
124.07; 129.54; 142.01; 148.14; 149.01; 164.93.

E.M. (intensidade relativa %): m/z = 246 (5); 245 (M", 29); 176 (38); 175 (100);
145 (82); 117 (45); 89 (83).

LV. (Vimax, filme): 2979, 1650, 1454, 1424 cm™ .

p.f. ° C): 146-147
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N, N-(2-metil-butil) -3-(3’,4’-metilenodioxifenil)-2-(E)-propenamida (68)

RMN 'H (200 MHz-CDCls) &: 7.53 (d, J = 15.5 Hz, 1H); 6.9 (d, J = 7,8 Hz, 1H);
6.78 (dd, J = 8,1 Hz, 1H); 6.25 (d, J = 15,5 Hz, 1H); 5.98 (s, 2H); 3.25 (m, 2H),
1,60 (m, 1H), 1,44 (m, 1H), 1,18 (m, 1H).

RMN "C (50 MHz-CDCl3) &: 11.28; 17.17; 26.98; 34.98; 45.42; 101.40; 106.27;
108.48; 118.44; 123.90; 129.14; 140.89; 148.15; 149.01; 166.29.

E.M. (intensidade relativa %): m/z =261 (M", 18); 242 (0,9); 204 (3); 190 (63); 175
(100); 145 (63); 117 (34); 89 (68).

LV. (Vi filme): 3303; 2963; 1643; 1492; 1445 cm’.

p.f. (° C): 96-97

N, N-(morfolina) -3-(3’,4’-metilenodioxifenil)-2-(E)-propenamida (69)

RMN 'H (200 MHz-CDCl;) &: 7.62 (d, J = 15.3 Hz, 1H); 7.00 (d, J = 7,9 Hz, 2H);
6.80 (d,J = 8,1 Hz, 1H); 6.67 (d, J = 15.3 Hz, 1H); 5.99 (s, 2H); 3.71 (m, 8H).

RMN "C (50 MHz-CDCls) &: 49.99; 66.83; 101.45; 106.24; 108.51; 114.26;
123.94; 129.44; 143.03; 148.20; 149.03; 165.64.

E.M. (intensidade relativa %): m/z = 261 (M", 27); 231 (0,4); 203 (0,9); 176 (25);
175 (100); 148 (5); 145 (60); 117 (30); 89 (55).

LV. (Vinax, filme): 2974; 1643; 1492; 1449 cm’™'

p.f. (° C): 156-157
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N, N-(anilina) -3-(3’,4’-metilenodioxifenil)-2-(E)-propenamida (70)

RMN 'H (200 MHz-CDCl;) 8: 7.66 (d, J = 15.4 Hz, 1H); 7.59-7.09 (m, 5H); 7.02-
6.98 (m, 2H); 6.80 (d, J = 8.4 Hz, 1H); 6.38 (d, J = 15.4 Hz, 1H); 6.00 (s, 2H).

RMN "C (50 MHz-CDCl;) &: 101.50; 106.35; 108.56; 118.70; 119.83; 124.28;
129.06; 142.14; 148.25; 163.

E.M. (intensidade relativa %): m/z = 267 (M", 16); 208 (0,9); 176 (11); 175 (100);
145 (59); 117 (32); 89 (63).

LV. (Vs filme): 3443, 2979, 1646, 1493, 1433 cm™.
p.f. (° C): 149-150

N, N-(diisopropil) -3-(3’,4’-metilenodioxifenil)-2-(E)-propenamida (71)

RMN 'H (200MHz-CDCl;) 6 : 7.52 (d, J=15,3 Hz; 1H); 6,98 (d, J=8,0 Hz; 2H);
6.79 (d, J=7,9 Hz; 1H); 6.66 (d, J=15,3 Hz; 1H); 5.99 (s; 2H); 3,98 (m, 2H); 1,35
(m, 12H).

RMN "C (50 MHz-CDCl;) §: 20.66; 21.60; 46.18; 101.40; 106.28; 108.52;
117.73; 123.71; 129.88; 141.59; 148.15; 148.83; 166.54.

E.M. (intensidade relativa %) m/z : 275 (M", 9); 232 (0,7); 176 (18); 175 (100);145
(39); 117 (22); 89 (49).

IV (vmax, filme): 2965; 1643; 1492; 1449 cm™.
p.f. (° C): 136-137
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N, N-(benzil) -3-(3’,4’-metilenodioxifenil)-2-(E)-propenamida (72)

RMN 'H (200 MHz-CDCly) §: 7.59 (d, J = 15.4 Hz, 1H); 7.36-7.28 (m, 5H); 7.00-
6.96 (m, 2H); 6.79 (d, J = 8.4 Hz, 1H); 6.23 (d, ] = 15.6 Hz, 1H); 5.99 (s, 2H); 4.57
(d, J = 5.6 Hz, 2H).

RMN "C (50 MHz-CDCl;) &: 43.93; 101.47; 106.31; 188.56; 118.05; 124.06;
127.63; 127.96; 128.78; 129.05; 138.08; 141.48; 166.04.

E.M. (intensidade relativa %): m/z = 281 (M", 40); 175 (100); 145 (69); 106 (64);
89 (77).

LV. (Vi filme): 3295; 3089; 2903; 2787; 1658; 1494; 1441 cm’.

p.f. (°C): 157-158

N, N-(diciclohexil) -3-(3’,4’-metilenodioxifenil)-2-(E)-propenamida (73)

RMN 'H (400 MHz-CDCl;) &: 7.54 (d, J = 15.3 Hz, 1H); 7.02 (d, J = 1.6 Hz, 1H);
6.98 (dd, J = 1.6; 8.1 Hz, 1H); 6.80 (d, J = 8.0 Hz, 1H); 6.66 (d, J = 15.3 Hz, 1H);
6.00 (s, 2H); 3.58 (m, 2H); 1.82-1.18 (m, 20H).

RMN "C (100 MHz-CDCl;) 8: 25.34; 26.36; 30.26; 31.85; 56.05; 57.65; 101.36;
106.23; 108.48; 118.13; 123.62; 129.95; 141.30; 148.08; 148.73; 166.63.

E.M. (intensidade relativa %): m/z = 355 (M", 12); 272 (10); 190 (9); 176 (20); 175
(100); 148 (19); 145 (54); 117 (27); 89 (43).

LV. (Vimax, filme): 2930; 1645; 1491; 1449 cm’.

p.f (°C): 142-143
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N, N-(ciclohexil) -3-(3’,4’-metilenodioxifenil)-2-(E)-propenamida (74)

RMN 'H (200 MHz-CDCl;) § : 7.55 (d, J = 15.6 Hz, 1H); 6.99 (d, ] = 7.4 Hz, 1H);
6.95 (d, J = 1.7 Hz,1H); 6.80 (d, J = 1.0 Hz, 1H); 6.24 (d, J = 15.5 Hz, 1H); 5.96 (s,
2H); 3.90-3.81 (m, 2H); 2.04-1.22 (m, 10H).

RMN "C (50 MHz-CDCls) & : 24.8; 25.5; 33.1; 48.3; 101.3; 106.2; 108.4; 119.4;
123.6; 129.4; 140.1; 148.1; 148.8; 165.1.

E.M. (intensidade relativa %): m/z = 190 (3); 176 (22); 175 (100); 145 (53); 117
(34); 89 (89).

LV. (V max filme): 3422; 3077; 2933; 1650; 1500; 1444 cm’,

p.f. (°C): 181-182

N, N-(di-n-butil) -3-(3’,4’-metilenodioxifenil)-2-(E)-propenamida (75)

RMN 'H (200 MHz-CDCl;) & : 7.61 (d, J = 15.3 Hz, 1H); 6.99 (d, J= 7.8 Hz, 2H);
6.85 (d, J = 7,8 Hz, 1H); 6.65 (d, J = 15.3 Hz, 1H); 5.9 (s, 2H); 3.4 (q, ] = 8.5 Hz,
4H); 1.57 (m, 4H); 1.36 (m, 4H); 0.98 (q, J = 6.9 Hz, 6H).

RMN C (50 MHz-CDCl;) &: 13.90; 20.90; 30,17; 47.86; 101.46; 106.31; 108.44;
115.92; 123.58; 129.96; 141.85; 148.25; 148.91; 166.04.

E.M. (intensidade relativa %): m/z = 303 (M", 15); 175 (100); 145 (63); 117 (40);
89 (72).

LV. (Viax, filme): 2959; 2930; 2872; 1648; 1490; 1424 cm™ .

p.f. (° C): dleo viscoso
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5.3 - Procedimento experimental referente a sintese das amidas via a

metodologia da Sintese Organica Combinatéria

5.3.1 - Preparacao do acido 3,4 — metilenodioxicinaAmico

Em um baldo de fundo redondo foram dissolvidos os aldeidos adequados para cada
acido a ser obtido e o 4acido malénico em uma mistura de piridina/piperidina
(Tabela 40). Em seguida aqueceu-se o sistema até atingir o refluxo que foi mantido
por aproximadamente uma hora e trinta minutos. Uma vez resfriado o sistema, foi
adicionado ao mesmo HCI 38% (10 mL) e agua destilada (25 mL). O produto
desejado se apresentou na forma de um precipitado de cor branca que foi filtrado
do meio reacional num funil de Buchner. Apds ser lavado com agua destilada (3 x
50 mL) , o precipitado foi transferido para uma placa de petri e colocado na estufa

por 6 horas a 60°C.
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Tabela 40: Quantidades dos reagentes utilizados na preparagao dos acidos

Acido
, Aldeido Piperidina | Piridina Rend.
Aldeido Acido Malonico
(g/mmol) (mL/mmol) | (mL/mmol) | (%)
(g/mmol)
Piperonal A" {3,00/20,00 | 4,57/40,00 | 0,16/1,60 9,70/120 82
p-Anisaldeido A" [1,50/11,00 | 2,52/24,20 | 0,08/0,88 | 5,25/64,90 93
3,4-Dimetoxi- 5
A 1,00/6,00 | 1,37/13,20 | 0,048/0,48 | 2,86/35,4 87
benzaldeido
4-
. : 9 Quanti-
Trifluorometoxi- | A 0,50/2,63 | 0,60/5,78 | 0,02/0,21 | 1,26/15,52 .
tativo
benzaldeido

5.3.2 - Preparacao dos cloretos dos acidos

Em um baldo de fundo redondo, sob atmosfera de nitrogénio, provido de agitagdo

magnética e condensador de refluxo, o acido correspondente ao cloreto de interesse

foi colocado em SOCI, e em seguida aqueceu-se o sistema até aproximadamente

50°C (Tabela 41). Apds 4 horas de reagdo adicionou-se hexano anidro e trocou-se o

condensador de refluxo por um sistema de destilacdo a fim de retirar o excesso de

SOCl,. O residuo proveniente no baldo ao final da destilagdo do solvente ¢ o

cloreto do acido de interesse.

Tabela 41: Quantidades utilizadas nas reagoes de formacao de cloreto de acido
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Cloreto de Acido Cloreto de tionila
Acido (g/mmol) (g/mmol)
Al 1,00/5,20 6,18/52,00
A" 0,50/2,80 3,33/28,00
A’ 1,00/4,80 5,71/48,00
A’ 0,50/2,54 3,02/25,4

5.3.3 - Preparacio das colecdoes combinatorias derivadas dos acidos Al

Em tubo de ensaio grande (20 mL), sob atmosfera de nitrogénio, o cloreto de acido

correspondente foi diluido em diclorometano (3 mL). Adicionou-se as dez aminas

a um baldo de fundo redondo sob atmosfera de nitrogénio, e diluiu-se com

diclorometano (3 mL) (Tabela 42). Transferiu-se a solu¢cdo com as aminas, gota a

gota, ao tubo de ensaio contendo a solu¢do do cloreto de 4cido. Deixou-se agitando

por 12 horas a temperatura ambiente mantendo a atmosfera de nitrogénio. A

finalizacdao da reagdo foi feita adicionando-se uma solugao de NaHCOj; saturado (3

mL) e a extracdo feita com diclorometano (10 mL). A fase organica foi lavada com

agua destilada (5 mL) e solugdo saturada de NaCl (3 mL) e em seguida seca com

Nast4.
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Tabela 42: Volume de aminas utilizadas na preparacao das cole¢des combinatorias

. L 1-10
derivadas dos acidos A

Cloreto de Acido
(mmol) Amina Volume de Amina (uL)
Piperidina 30
Pirrolidina 25
Ciclohexilamina 35
Di-n-butilamina 51
A" Dietilamina 31
(2,8) Benzilamina 33
Isobutilamina 30
2-Metilbutilamina 36
Morfolina 26
Anilina 28
Amina Volume de Amina (uL)
Piperidina 47
Pirrolidina 40
Ciclohexilamina 55
A2 Di-n-butilamina 80
48) Dietilamina 50
Benzilamina 52
Isobutilamina 48
2-Metilbutilamina 56
Morfolina 42
Anilina 44
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Amina Volume de Amina (pL)
Piperidina 27
Pirrolidina 22
Ciclohexilamina 31
Di-n-butilamina 45
A?
Dietilamina 28
(2,5)
Benzilamina 29
Isobutilamina 27
2-Metilbutilamina 32
Morfolina 23
Anilina 25
Amina Volume de Amina (uL)
Piperidina 56
Pirrolidina 48
Ciclohexilamina 64
Di-n-butilamina 96
Al
Dietilamina 59
(5,2)
Benzilamina 62
Isobutilamina 57
2-Metilbutilamina 67
Morfolina 50
Anilina 52
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Amina Volume de Amina (pL)
Piperidina 10
Pirrolidina 8
Ciclohexilamina 11
. Di-n-butilamina 16
(29) Dietilamina 10
Benzilamina 11
Isobutilamina 10
2-Metilbutilamina 11
Morfolina 9
Anilina 9
Amina Volume de Amina (uL)
Piperidina 22
Pirrolidina 18
Ciclohexilamina 25
A%, A% AS e A® Di-n-butilamina 37
2.0) Dietilamina 23
Benzilamina 24
Isobutilamina 21
2-Metilbutilamina 26
Morfolina 19
Anilina 20
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Amina Volume de Amina (pL)
Piperidina 14
Pirrolidina 12
Ciclohexilamina 16
Di-n-butilamina 24
A8
Dietilamina 15
(1,3)
Benzilamina 15
Isobutilamina 14
2-Metilbutilamina 16
Morfolina 12
Anilina 13

5.3.4 - Preparacao das colecdoes combinatorias derivadas das aminas B 1-10

Em tubo de ensaio grande (20 mL), sob atmosfera de nitrogénio, os dez cloretos de
acido foram dissolvidos em 3 mL de diclorometano. A amina correspondente foi
anteriormente diluida em 3 mL de diclorometano em baldo de fundo redondo sob
atomosfera de nitrogénio. Transferiu-se a solu¢do da amina, gota a gota ao tubo de
ensaio contendo a misturas dos cloretos de 4cido. Deixou-se agitando por 12 horas
a temperatura ambiente mantendo a atmosfera de nitrogénio. A finalizacdo da
reagao foi feita adicionando-se uma solugdo de NaHCO; saturado (3 mL) e a
extracao feita com diclorometano (10 mL). A fase organica foi lavada com agua
destilada (5 mL) e solu¢do saturada de NaCl (3 mL) e em seguida seca com

Na,SO,4. As quantidades para cada cloreto de acido estdo relacionadas na Tabela

43.
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Tabela 43: Massa dos cloretos de acido utilizados na preparagdo das colecdes

. , . . . 1-10
combinatorias derivadas das aminas B

Quantidade , Quantidade
Amina Cloreto de Acido
(g;mmol) (mg;mmol)
B! 12,5: 0,59 Al 12,5; 0,058
B’ 13,0: 0,57 A’ 13,0; 0,059
B’ 8,0: 0,57 A3 8,0: 0,058
B* 9,0; 0,54 A’ 9,5: 0,058
B’ 10,0; 0,59 A’ 10,0 0,058
B¢ 11,0; 0,55 AS 11,0; 0,058
B’ 10,0; 0,54 A’ 10,0; 0,058
B? 12,0: 0,57 AS 12,0: 0,058
B’ 13,0; 0,55 A’ 13,0: 0,058
B! 11,0; 0,56 A" 11,0; 0,058

5.3.5 - Obtencio da 1-[(4-(trifluormetoxi)benzoil|piperidina (A*B")

Em um baldo de fundo redondo, sob atmosfera de nitrogénio, provido de agitagdo
magnética e condensador de refluxo, o acido 4-trifluorometoxibenzdico (485,0 mg;
2,3 mmol) foi colocado em SOCI, (4 mL) e em seguida aqueceu-se o sistema até
aproximadamente 50°C.

ApoOs 4 horas de reacdo adicionou-se hexano anidro (10,0 mL) e trocou-se o
condensador de refluxo por um sistema de destilacao, a fim de se retirar o excesso
de SOCI,. O residuo obtido foi diluido em diclorometano (10 mL) e sob atmosfera

de nitrogénio e banho de gelo a amina piperidina (213,0 mg; 2,5 mmol) foi
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adicionada. Apds 12 horas, adicionou-se uma solugdo de NaHCO; saturado (30
mL) e a extragdo foi feita com diclorometano (3 x 20 mL). A fase orgénica foi

lavada com agua destilada (3 x 20 mL) e solugao saturada de NaCl (3 x 20 mL) e

em seguida seca com Na,SO,.

RMN 'H (200 MHz-CDCl;) &: 7.44 (d, J = 8 Hz, 2H); 7.24 (d, J = 8.0 Hz, 2H);
3.70 (s, 2H), 3.35 (s, 2H), 1,68 (m, 6H).

5.4 - Procedimento experimental para os bioensaios das amidas 55-65 e A*B!

5.4.1 - Bioensaio topico (contato dorsal) frente a S. frugiperda

Um grupo de 10 larvas de segundo instar (5 dias de vida) foram transferidas para
placas de Petri e o grupo de lagartas teve seu peso averiguado para assegurar a
homogeneidade dos insetos no ensaio. A amida a ser testada foi dissolvida em
acetona nas seguintes concentragdes: 107, 10, 1 ¢ 10 mg/mL. A quantidade de 1,0
uL da solucao foi gotejada no dorso de cada lagarta, individualmente. Para garantir
que o inseto ndo morresse por inani¢do, foi adicionado na placa de petri por volta
de 300 mg de dieta artificial. As lagartas do controle foram tratadas apenas com 1,0
pL de acetona. A mortalidade foi averiguada apo6s 48 horas. Todos os experimentos
foram realizados em cinco replicatas. O DLsy foi determinado utilizando-se o
programa Polo Software, o qual utiliza a transformagao de Abott para o controle da
mortalidade e as faixas de dose-resposta foram calculadas de acordo com o

processo descrito por Finey.
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5.4.2 — Bioensaio da amida 65 por ingestdo frente a S. frugiperda

A amida 65 foi dissolvida em acetona, misturada ao acido ascorbico, que faz parte
da composicao da dieta. Apds o solvente ter sido evaporado sob vacuo, a mistura
foi misturada aos outros componentes da dieta artificial. As concentragdes testadas
foram: 1, 10, 50 e 100 mg/kg. O controle foi preparado utilizando-se a dieta
artificial sem o acréscimo de amida, apenas o solvente foi misturado com o 4&cido
ascorbico. A dieta foi distribuida entre tubos de vidro esterelizados, e cada tubo
recebeu uma Unica larva de S. frugiperda. Os tubos foram observados a cada dia e

os seguintes pardmetros foram observados:

a) duracdo da fase larval e fase pupal
b) duracao do ciclo de vida (da fase larval até a fase adulta)
c) peso das pupas

d) percentual de insetos mortos ao final de cada ciclo

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias foram
comparadas aplicando-se o teste de Tukey (P < 0,05).

Cada tubo contendo um inseto, independente da fase de desenvolvimento, foi
considerado uma replicata. No entanto, o numero de replicatas foi diferente para
cada tratamento. Para avaliagdo da mortalidade na fase larval, pupal e no ciclo
total, a unidade experimental foi considerada 5 tubos, cada um contendo apenas 1

larva, com 10 replicatas por tratamento.
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5.4.3 - Bioensaio realizado com o fungo simbionte das formigas cortadeiras

O fungo fo1 coletado de ninho de formiga cortadeira mantido em laboratorio. O
meio de cultura utilizado era composto de peptona (5,0 g/L), cloreto de sédio (5,0
g/L), extrato de malte (10,0 g/L), glucose (10,0 g/L) e agar-agar (15,0 g/L). Apos
um més, o fungo foi assepticamente transferido para um frasco contento peptona
estéril (1,0 g/L; 30 mL) e foi fragmentado. Posteriormente foi diluido com de
solucdo salina estéril (120 mL) para se obter uma suspensdao de micélio para ser
inoculado. Para o ensaio, o composto teste foi diluido em diclorometano (1,0 mL) e
adicionado em 9,0 mL de meio de cultura em tubos de ensaios tampados. A
concentracao final das amidas nos tubos testes foi de 25, 50 e 100 pg/mL. O
material foi esterilizado a 121 ° C por 10 minutos. A suspensdo miscelial foi
espalhada em uma superficie de agar e incubada a 25 = 1 ° C por 30 dias. O
bioensaio foi realizado em duplicata e cada amida foi testada em quintuplicata. O
controle foi realizado utilizando-se a mesma metodologia sem a presenca do

composto a ser testado.

5.4.4 - Bioensaio realizado frente as formigas cortadeiras

As formigas foram coletadas randomicamente de formigueiros mantidos na UNESP
de Rio Claro no CEIS — Centro de Estudos de Insetos Sociais.

Durante o ensaio, as formigas foram mantidas em dieta artificial, preparada com
glucose (50 g/L), bacto-peptona (10 g/L), extrato de fermento (1,0 g/L) e agar (15
g/L) em agua destilada (100 mL) As formigas foram tratadas com dieta artificial
contaminada com a amida a ser testada, sendo que o controle foi realizado com

dieta sem contaminagao.
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A concentragdo final das amidas testadas foi de 25, 50 e 100 pg/mL. Durante o
ensaio, as formigas foram mantidas em incubadora a 25 + 1 ° C e com umidade de
70-80 %. O ntimero de formigas mortas foi registrado diariamente. Observou-se a
sobrevivéncia média igual a 50 % utilizando-se o log-rank test por meio do

programa GRAPHPAD.
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