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RESUMO

A eficiéncia na producédo agricola depende do controle de pragas, doencas e de
plantas infestantes e daninhas. Dessa forma, prot6tipos de herbicidas provenientes
de produtos naturais sao ferramentas U(teis na busca de substincias com
possibilidade de emprego agroquimico, pois sao favorecidos pela ampla variedade
estrutural. Em trabalho anteriormente desenvolvido pelo grupo de pesquisa, foi
realizado o estudo fitoquimico da planta invasora Duguetia furfuracea, cujo extrato
bruto da fracdo éter de petréleo, proveniente do caule subterraneo foi submetido a
avaliagdo alelopatica. Entre as substancias isoladas, o metabdlito 2,4,5-
trimetoxibenzaldeido 10, apresentou bons resultados nos testes de atividade
alelopética, levando ao desenvolvimento do presente trabalho, com o objetivo de
realizar modificacbes estruturais que permitissem potencializar este efeito. Dessa
forma, foi sintetizado o produto 2,4,5-trimetoxifenol 11, via reacdo de Dakin, os
produtos acetato de 2-(2,4,5-trimetoxifenxi)-metila 12, acetato de 2-(2,4,5-
trimetoxifenoxi)-etila 13 e acetato de 2-(2,4,5-trimetoxifendxi)-propanoato de metila
14, via SN2, e os produtos acido 2-(2,4,5-trimetoxifenoxi)-acético 15 e acido 2-(2,4,5-
trimetoxifendxi)-propandico 16, via hidrélise acida. Os produtos sintetizados foram
submetidos a avaliacdo alelopatica juntamente com 3 anélogos estruturais, obtidos
comercialmente: acido 2,4,5-trimetoxicinamico 20, acido 2,4,5-trimetoxibenzéico, 21
e acido 3-(4-hidroxifenil)propandico, 22, a fim de se obter correlacées nos estudos
de estrutura-atividade. Os resultados obtidos mostraram que o produto 16
apresentou os melhores resultados, obtendo-se assim uma estrutura otimizada e
mais eficiente, cumprindo o objetivo de sintetizar um composto mais potente que 10.
De forma geral, os compostos sintetizados apresentaram distintos graus de
atividade, porém nao foram tao eficientes quanto os controles positivos, AlA e 2,4-D.

palavras-chave: herbicidas, atividade alelopatica, 2,4,5-trimetoxibenzaldeido.
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ABSTRACT

The efficiency in agriculture depends on the control of plagues, ilinesses, widespread
and harmful plants, in order to avoid the decrease in food production. So, herbicide
prototypes from natural products are useful tools in the search for substances with
possibility of use in agriculture, therefore they are favored by the widespread
structural variety. In a previously work, developed by our group of researchers, was
carried out the phytochemistry study of the weed Duguetia furfuracea, whose
petroleum ether extract from the underground stem bark had been submitted to
allelophatic evaluation. Among the isolated substances, the metabolite, 2,4,5-
trimethoxybenzaldehyde 10, expressed good results on the allelophatyc evaluation
tests, leading to the development of this work with the objective to develop structural
modifications that could improve this effect. The product 2,4,5-trimethoxyphenol 11,
were synthesized via Dakin reaction, the products methyl 2-(2,4,5-
trimethoxyphenoxy)acetate 12, 2-(2,4,5-trimethoxyphenoxy)ethyl acetate 13 and
methyl 2-(2,4,5-trimethoxyphenoxy)propanoate 14, by Sy2, and the products 2-
(2,4,5-trimethoxyphenoxy)acetic acid 15 and 2-(2,4,5-trimethoxyphenoxy)propanoic
acid 16 by acid hidrolysis. This products were submitted to allellophatic evaluation
with 3 comercial analogous: 2,4,5-trimethoxy cinnamic acid 20, 2,4,5-
trimethoxybenzoic acid 21 and 3-(4-hydroxyphenyl)propanoic acid 22, for structure-
activity correlations. The tests indicated that 16 expressed better results than 10,
obtainning a more efficient and optimized structure. The synthesized compounds
expressed distinct degrees of activity, but they were not so efficient as their positive
controls, AlA and 2,4-D.

key-words: herbicide, allellophatic activity, 2,4,5-trimethoxybenzaldehyde.
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1. INTRODUGCAO

A evolucéo e a pressao de selecao sao processos que as espécies vegetais
enfrentam constantemente. Dessa forma, muitas plantas, especialmente as
daninhas, apresentam uma ampla variabilidade genética, permitindo sua
sobrevivéncia nas mais variadas condicbées ambientais. Entretanto, nas ultimas
décadas tem-se observado um crescente aumento no uso de herbicidas para o
controle das plantas daninhas, sendo que em muitos casos, acaba sendo o Unico
método de controle adotado, ocasionando uma selecao de determinadas populacées
de daninhas a partir de biotipos resistentes a alguns dos herbicidas frequentemente
utilizados em determinada regido'?.

Plantas invasoras sdo uma séria ameaca as espécies locais, as comunidades
€ aos ecossistemas, pois podem competir e, até mesmo, eliminar plantas nativas,
animais e outros organismos que dependam das plantas da regido. Quando isso
ocorre, nota-se que o ecossistema ao redor e seus ciclos sofrem alteragbes, uma
vez que estas plantas nao-nativas podem também hibridizarem-se com plantas
nativas formando novas espécies de invasoras®.

A resisténcia de plantas daninhas a herbicidas pode ser definida como a
capacidade que uma planta possui de sobreviver e de se reproduzir, apos a
exposicao a uma quantidade de herbicida que normalmente seria letal para a sua
espécie. Esta resisténcia pode ser de origem natural ou induzida artificialmente pela
engenharia genética® *.

Para um melhor entendimento, € conveniente definirmos algumas expressoes
que sao mais comumente utilizadas ao nos referirmos as plantas, de acordo com as
préprias conceituacdes linguisticas destes termos. Dentre as principais expressdes
utilizadas para caracterizar um determinado tipo de planta, podem ser destacadas as
expressdes “plantas cultivadas”, “plantas silvestres”, “plantas invasoras”, “ervas
daninhas” e “plantas daninhas™*®.

As plantas cultivadas compreendem as espécies semeadas ou plantadas pelo
homem, enquanto que as silvestres correspondem as espécies vegetais que
germinam e se reproduzem sem auxilio humano®.

As plantas silvestres, apesar de estarem desvinculadas da interferéncia
humana, podem ser benéficas — do ponto de vista antrdpico, apresentando interesse

econbmico para a regidao ou maléficas, interferindo nas produgdes de culturas locais,
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prejudicando o bem-estar dos animais e do proprio homem, sendo indesejaveis ao
local. Ao serem vistas desta forma, sdo denominadas popularmente como plantas
daninhas, plantas invasoras ou ervas daninhas®.

Portanto, a melhor definicdo para estas plantas que se comportam de maneira
indesejavel ao homem — de maneira geral — seria um grupo de plantas silvestres que
crescem espontaneamente em solos agricolas e em outras areas de cultivo e que se
comportam como indesejaveis®.

Apesar dos termos “Plantas Invasoras” e “Plantas Daninhas” serem utilizados
como sinénimos, é conveniente salientar que a primeira expressao refere-se aquelas
plantas exéticas, i.e., plantas de outras regides e/ou paises que foram trazidas para
determinado local e que, em muitos casos, acabaram propagando-se de maneira
invasiva frente as plantas nativas daquela regido. Este fenbmeno esta intimamente
relacionado ao fato destas plantas, ditas invasoras, nao possuirem competidores
naturais neste ecossistema, propagando-se livremente. Ja o termo planta daninha,
como o proprio nome diz, refere-se a todo tipo de planta que, de alguma maneira,
confere dano a outras plantas. Portanto, a adocdo deste ultimo termo € mais
adequada, pois permite uma definicdo mais abrangente, englobando também as
espécies invasoras®.

O termo erva-daninha, muito usado na linguagem popular, deveria ser evitado
como termo geral, pois utiliza-lo implicaria em considerar estas plantas como
herbaceas, o que ndo é verdadeiro, haja visto que pelo menos 20% das espécies
daninhas séo arbustivas ou até mesmo arbdéreas, como a maioria das plantas

daninhas de pastagens®.

1.1. Origem das Plantas Daninhas

Sua existéncia remonta a antiguidade, quando as plantas cultivadas ainda
viviam no estado silvestre, enfrentando um periodo muito longo antes de sua
completa domesticacdo. Inicialmente a exploracdo de espécies vegetais era
extrativa, i.e., era uma atividade produtiva baseada na extiracdo ou coleta de
produtos naturais nao cultivados. Neste periodo, nem mesmo a eliminacdo das
plantas daninhas era realizada, pois as plantas cultivadas apresentavam

agressividade suficiente para sobreviverem nessas condi¢gdes, sem prejuizos
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significativos decorrentes da concorréncia®°®.

Apesar das plantas invasoras possuirem mecanismos evolutivos semelhantes
as plantas cultivadas, apresentam como vantagem o fato de nao terem perdido sua
agressividade natural, algo que para as plantas cultivadas é inexistente devido a
selecao artificial a que foram submetidas. Isso permite que uma planta invasora seja
naturalmente adaptada a todo tipo de diversidade®®.

Pela sua prépria definicdo, o termo “planta daninha” refere-se a toda e
qualquer espécie que ocorre onde nao é desejada. Dessa forma, as plantas
daninhas acabaram surgindo de fato, quando o homem iniciou suas atividades
agricolas, pois até entdo estas conviviam harmonicamente com as plantas utilizadas
para o consumo humano, sendo que ambas estavam sujeitas as intempéries da
natureza de maneira equivalente. Entretanto, no momento em que as cultivadas
perderam sua agressividade, juntamente com um ambiente rico em nutrientes e
desprovido das constantes adversidades a que estavam submetidas, criou-se na
verdade, um ambiente favoravel para as plantas daninhas, pois estas além de
manterem sua agressividade competitiva, decorrente de sua seleg¢do natural, agora
competiam apenas com plantas cultivadas, que perderam seus mecanismos
adaptativos a sobrevivéncia em prol de maior capacidade germinativa e maior
produtividade por hectare. Portanto, pode-se dizer que as plantas daninhas
existentes atualmente, sdo na verdade, produto da pressdo de selecdo exercida
artificialmente pelo homem, que na tentativa de erradica-las, seja por métodos
mecanicos ou quimicos, acabou forcando a selecdo dos individuos mais adaptados,
criando populacdes de plantas daninhas cada vez mais resistentes' .

O surgimento de plantas daninhas no ecossistema de pastagem é devido, em
grande parte, as técnicas incorretas de manejo de solo, como o pastoreio improprio,
ou pela rocada inadequada, fora da época de controle das plantas infestantes, ou
pelo empobrecimento do solo, tanto quimicamente (deficiéncias de N, P, K, Ca, Mg),
quanto fisicamente, com um solo compactado e deficiente em recursos hidricos’.

Como um exemplo desta adaptacdo, pode-se citar 0 uso continuo de um
determinado herbicida, levando uma populacao que antes era suscetivel a tornar-se
tolerante, fato este denominado de selegdo de ecétipo resistente®®.
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1.2. Proés e Contras das Plantas Daninhas

Apesar das plantas daninhas serem discriminadas, possuem um papel
importante na protecao dos solos contra erosdes. A cobertura do solo também é
necessaria em alguns sistemas de semeadura, como o plantio direto, onde é
utilizado o milheto (Pennisetum americanum) para a cobertura do solo.'® Outro
aspecto positivo a ser considerado € que ao ser realizado o controle de determinada
planta daninha, seja por métodos manuais, mecanicos ou quimicos, a cobertura
formada por estas plantas mortas reduz o aquecimento da superficie decorrente da
radiacdo solar, auxiliando na retencdo de umidade. Esta cobertura, quando em
decomposicdo, aumenta a concentragcdo de matéria organica e nutrientes do solo.
Pode, ainda, reduzir a germinagao de novas plantas daninhas, tanto pelo efeito fisico
de sombreamento do solo quanto pela liberacdo de substancias quimicas com efeito
alelopético.

Um ponto importante, abordado por PRIMAVESI", e citado por RASSINI'2, é
que pela predominancia de determinada planta daninha, podemos inferir quais
seriam as deficiéncias presentes no solo de determinada regido. Por exemplo, a
predominancia do capim-seda (Cynodon dactylon) pode ser indicativo de um solo
compactado; a acidez do solo poderia ser caracterizada pelo sapé (Imperata
brasiliensis), que indica um pH ao redor de 4,5; os altos teores de aluminio toxico no
solo podem ser indicados pela samambaia (Pteridium aquilinum). Dessa maneira,
cada planta daninha indica algum fator de degradacéo, bastando somente que estes

sinais sejam devidamente interpretados''.

1.3. Caracteristicas evolutivas das plantas daninhas

De maneira geral, as plantas daninhas levam desvantagem inicial na
competicao pela luz, principalmente devido as suas sementes pequenas e plantulas
de baixo porte, permitindo que as espécies cultivadas interceptem a luz com maior
facilidade. Entretanto, as espécies daninhas apresentam grande capacidade de
estiolamento' quando sombreadas, fazendo com que rapidamente passem de uma

i - Mecanismo adaptativo que permite que sementes enterradas profundamente alonguem-se em diregao a superficie; o
caule fica longo enquanto suas folhas ficam pequenas.
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situacdo de desvantagem para uma nova situacdo em que posicionam as suas
folnas no mesmo nivel ou acima das folhas da cultura, interceptando a radiacéo
solar®.

Apesar destas caracteristicas, as plantas invasoras nao sao eficientes na
competicdo por recursos (nutrientes, agua, luz e espaco) e por esta razdo nao
conseguem se propagar com eficiéncia em comunidades estabelecidas, dando
preferéncia a locais onde a vegetagao natural foi retirada, que é justamente o caso
tipico de uma plantacédo de monocultura, onde a vegetacao natural é ausente®.

Essas espécies invasoras desenvolveram ao longo do tempo, caracteristicas
gue proporcionaram a sobrevivéncia em ambientes sujeitos aos mais variados tipos
de adversidades. Os atributos desenvolvidos por estas plantas tornaram-se um
impedimento a obtengdo de um controle eficiente de plantas daninhas, sendo
chamadas de caracteristicas de agressividade. Dentre estas caracteristicas de
agressividade, podemos destacar: a desuniformidade no processo germinativo, a
dorméncia das sementes, a capacidade de germinar e emergir a grandes
profundidades, a viabilidade dos propagulos em condigcdes desfavoraveis e até
mesmo, mecanismos alternativos de reproducao.

Se as plantas daninhas concentrassem sua germinagdo num mesmo periodo,
o controle seria facilitado. A fim de evitar este evento, muitas destas plantas utilizam-
se de dois mecanismos adaptativos: a dorméncia dos propagulos e a distribuicdo
destes no solo, pois em funcdo dessa distribuicdo, ficam sujeitos a diferentes
intensidades de estimulos necessarios a quebra dos mecanismos de dorméncia.

A dorméncia é um mecanismo evolutivo que pode ser definido como um
processo pelo qual as sementes de determinadas espécies — mesmo sendo viaveis
e tendo todas as condicbes ambientais para germinar — deixam de fazé-lo. O tempo
em que os propagulos se manterdo viaveis no solo depende da coexisténcia de
inumeros mecanismos de dorméncia. Pois a longevidade destas sementes € um dos
principais fatores que dificultam o controle destas plantas, pois existem casos em
que sementes encontram-se viaveis apds varios anos; conseguindo dessa forma,
garantir sua sobrevivéncia®'

Assim, a dorméncia evoluiu como um mecanismo de sobrevivéncia das
espécies para determinadas condigdes climaticas. Em regides de clima temperado,
por exemplo, a maior ameacga a sobrevivéncia €& o inverno. As sementes

amadurecem na primavera, no verdo e no outono. E se elas germinassem
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imediatamente, o inverno as surpreenderia em um estagio vulneravel de plantula e a

espécie poderia ser extinta.

1.4. Resisténcia de Plantas Daninhas a Herbicidas

A resisténcia de plantas daninhas aos herbicidas €, por defini¢cdo, a ocorréncia
de biotipo com habilidade herdada de sobreviver aos herbicidas eficazes no controle
da espécie. Sua ocorréncia foi teorizada por HARPER (1956) e documentada pela
primeira vez no Canada e nos EUA em 1957 (HILTON, 1957; SWITZER, 1957). A
partir de 1996, os casos de resisténcia tem sido documentados no Brasil, sendo
registrados, em média, a cada ano uma nova espécie resistente'.

Os fatores que favorecem a selecdo de biotipos resistentes envolvem
caracteristicas relacionadas as plantas daninhas, aos herbicidas e as praticas
culturais. Uma das caracteristicas inerentes as plantas daninhas é a sua diversidade
genética, que possui suas particularidades porque se desenvolvem e evoluem num
ambiente hostil. A diversidade genética € maior entre as plantas daninhas anuais,
que sdo as espécies pioneiras na sucessao ecoldgica do ambiente agricola. Isto
explica, ao menos em parte, porque a nivel mundial, a maioria dos biotipos
resistentes aos herbicidas & proveniente de espécies anuais. Grande diversidade
genética favorece a selecdo de individuos resistentes aos herbicidas devido a maior
probabilidade de se encontrar um alelo inerentemente insensivel ao produto
utilizado. Assim como grandes infestacbes aumentam os riscos de selegdo para
resisténcia.'

Dessa forma, devido ao uso intensivo de herbicidas nas ultimas décadas,
algumas populagbes de plantas daninhas foram selecionadas em resposta ao
disturbio ambiental provocado pela pressdo de selegcdo dos herbicidas. Estes
biotipos resistentes ocorrem de maneira natural e em baixa frequéncia (cerca de 1
em um milhdo ou até mesmo 1 em um bilhdo). Esta pressdo de selecao exercida
pela aplicagdo repetitiva de um determinado tipo de herbicida ou de herbicidas
diferentes, mas que tenham o mesmo mecanismo de acdo, aumenta a frequéncia
dos individuos resistentes na populacdo. Ao aplicarmos um herbicida em uma
populacdo onde estes biotipos resistentes sejam imunes, a grande maioria das
espécies suscetiveis € morta. Isto proporciona as espécies resistentes — que séo
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menos competitivas do que as espécies suscetiveis — uma oportunidade Unica de
proliferarem de maneira significativa. Portanto, ao utilizarmos um mesmo herbicida
continuamente, o niumero de biotipos suscetiveis diminui drasticamente e o nimero

de biotipos resistentes aumenta radicalmente (Figura 1) (Tabela 1)"°.

Populagio
N inicial d
Suscetivel Resistente :.:::::::i ez:X’
(99,009%) (0,001%)
Morre Florescem
Populagao
& <l <l final da
espécie X’
Suscetivel Resistente
(0,001%) (99,009%)

Figura 1: Resisténcia ocasionada pela presséo de selegéo decorrente de aplicacao repetitiva de um
mesmo herbicida por varios. Adaptado de CHAUNDRY".

Tabela 1: Resisténcia Mundial dos Herbicidas mais utilizados

Herbicida Ano de Resisténcia Ano em que foi reportado
2,4-D 1945 1963
Dalapon 1953 1962
Atrazina 1958 1988
Picloran 1963 1973
Trifluralin 1963 1982
Diclofop 1977 1982
Trialato 1962 1987
Clorosulfuron 1982 1987
Glifosato 2003 2006

Adaptado de CHAUNDRY"".

O primeiro relato confirmado de plantas daninhas resistentes a herbicidas
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ocorreu em 1957, nos Estados Unidos, com biotipos de Commelina difusa, resistente
ao herbicida 2,4-D. Desde entdo, o numero de biotipos resistentes a varios

herbicidas vem aumentando gradativamente (Figura 2).

The Chronological Increase in Unique Cases

300 A of Herbicide-Eesistant Weeds Worldwide
E.: 250
g 200
.E 150
&
=
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E&‘ 100 A
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l] 4ok sk ki h A ad b Lkddd b i . . .
1950 19610 1970 1980 1990 2000 2010
Year

Figura 2: O rapido crescimento mundial da resisténcia a herbicidas tem seu inicio ao redor da década
de 70, e continua até os dias atuais. Extraido de WEEDSCIENCE

1.5. Tolerancia e Suscetibilidade

Apesar da expressao “planta daninha resistente” ser bem definida, existem
dois outros mecanismos importantes: a tolerancia e a suscetibilidade. A tolerancia é
uma caracteristica propria que uma determinada espécie apresenta, em sobreviver a
aplicacdo de um herbicida (cuja concentracdo é capaz de eliminar as plantas
indesejaveis) sem sofrer alteragbes significativas em seu crescimento e
desenvolvimento®'”; é a capacidade que a planta possui de compensar os efeitos
danosos do herbicida, sem utilizar-se de nenhum mecanismo fisiolégico. Isso s6 é
possivel porque a planta possui esta caracteristica antes mesmo de seu primeiro
contato com o herbicida em questdo. Ja a suscetibilidade, € a sensibilidade que uma
determinada populacdo apresenta as dosagens recomendadas de um herbicida,
ocorrendo morte ou paralisagdo do crescimento da grande maioria dos individuos'”.
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1.6. Prejuizos na Agricultura

Por anos, fazendeiros combatem as injurias de suas fazendas como:
roedores, insetos, micro-patégenos e plantas daninhas, acarretando grandes perdas.
De acordo com um recente estudo da Universidade de Cornell, os impactos globais
causados somente pelas plantas daninhas na agricultura norte-americana, na
qualidade da agua e na vida selvagem, tem seu custo estimado em $ 34,7 bilhdes
de dolares anuais. As plantas daninhas afetam, de maneira global, a agricultura, a
pecuaria, a eficiéncia agricola na producao de graos, e consequentemente, influem
diretamente na vida do homem. Entretanto, € na agricultura que estas plantas
causam 0s maiores impactos econémicos: sua interferéncia nas culturas dos paises
tropicais acarreta uma reducao global na produgao agricola em torno de 30 a 40 %,
além de aumentar os custos de producéo®.

Dentre as interferéncias causadas pelas plantas daninhas, um dos principais
mecanismos pelo qual elas atuam ¢é a alelopatia.

1.7. Alelopatia

Embora o termo Alelopatia tenha sido definido recentemente — se comparado
a sua existéncia - desde as primeiras civilizacbes, o homem vem observando os
efeitos causados pela interacdo entre determinadas plantas em seus cultivos. O
primeiro registro sobre a capacidade das plantas interferirem no desenvolvimento de
plantas vizinhas foi descrito por Theophrastus (300 a.C.), discipulo de Aristételes,
que observou um comportamento atipico nas plantas de gréao-de-bico (Cicer
arietinum L.), que pareciam impedir o crescimento de outras plantas ao seu redor.
Em 200 d.C., Shengnong Ben Tsao Jing, na China, relatou o estudo de plantas
utilizadas para o controle de pestes. Em 1988, Yang e Tang deram continuidade ao
tema, realizando uma extensa revisdo destas plantas, relatando 267 plantas com
atividade pesticida, sendo que muitas delas também expressaram potencial
alelopatico. Em 1500 d.C., Lee Shi-den, um famoso farmacologista chinés, escreveu
um livro sobre ervas medicinais, descrevendo a natureza téxica e benéfica de seus
constituintes quimicos sobre organismos diversos, dentre eles o humano. Ele

também fez uma importante observacdo ao ressaltar que estes constituintes
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quimicos poderiam ser afetados pelo habitat das plantas. No inicio do século XVII,
um boténico chamado De Candolle, sugeriu que a fraqueza do solo era devido a
exsudatos provenientes das colheitas de monoculturas que eram cultivadas durante
anos seguidos'®. Assim, diversos outros relatos foram surgindo até chegarmos a
definicdo proposta por Molisch, em 1937, que criou o termo alelopatia a partir de
duas palavras gregas, allélon (mutuo) e pathos (prejuizo), que em outras palavras,
pode ser interpretado como um processo fisioldgico de uma planta, que acabaria por
liberar substancias que seriam deletérias ao crescimento de outras que
compartilhassem o mesmo habitat.

Embora seja bem conhecido que o fisiologista vegetal Hans Molisch cunhou o
termo alelopatia em 1937, o real objetivo de seu trabalho foi deixado de lado. Na
verdade, sua intencao era explicar porque ao armazenar no mesmo local frutas com
amadurecimento tardio e outras com amadurecimento precoce (como macas e
peras), estas Ultimas acabavam por estimular o amadurecimento das demais. Ele
demonstrou que a substancia responsavel por este fendmeno era o etileno'.
Também demonstrou que havia inibicdo das raizes da poliacea Vicia sativa L.,
popularmente conhecida como ervilhaca e ocorria estimulo das partes aéreas da
ervilha (Pisum sativum L.) ao mergulha-lhas em vasilha contendo algumas magas'®.

Posteriormente, em 1984, ELROY RICE ampliou a definicAo proposta por
Molisch e definiu alelopatia como qualquer efeito direto ou indireto, seja ele danoso
ou benéfico, que uma planta e microrganismos exercem sobre outra espécie vegetal
através da producédo de compostos quimicos liberados no ambiente.

A expressao alelopatia ndo deve ser confundida com competicdo, pois
segundo MULLER, a competicao é caracterizada quando ocorre maior captacao de
recursos do seu habitat causando um efeito danoso no crescimento de outras
plantas que necessitem destes elementos. Ao longo de todo o desenvolvimento e
da construgao da histéria da agricultura, o homem foi pesquisando — muitas vezes
de maneira apenas empirica — fatos que aparentemente pareciam sem explicagao e
sem ligagao, como a experiéncia que MOLISCH enfrentou ao deparar-se com o
curioso episodio onde determinadas frutas estimulavam o crescimento de outras ao
serem colocadas juntas; o fato de algumas plantas coincidentemente aparecerem

em determinadas plantacbes e coincidentemente também esta plantagcdo ser

i - hormdnio vegetal responsavel pelo amadurecimento de frutos.
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prejudicada; o fato da troca de culturas em uma mesma area ser danosa a préoxima
cultura (devido ao exsudato proveniente da palha da plantacdo que existia naquele
local e que acabara por deixar substancias quimicas no solo). Todas estas situacoes,
além de tantas outras com o mesmo principio, depois de analisadas e estudadas,
fizeram com que o homem percebesse que poderia utilizar os fatores presentes na
natureza a seu favor. Dessa forma, comecou-se a pesquisar de que forma estes
compostos alelopaticos poderiam ser utilizados com o intuito de melhorar os cultivos,

aumentando a producao durante as colheitas.

1.8. Eficiéncia na Agricultura

Dessa forma, a eficiéncia na agricultura depende de um controle de pragas,
doencas e plantas infestantes e daninhas, para evitar a queda na producédo de
alimentos, decorrente das perdas nas colheitas causadas por destruicao,
contaminagdo patogénica, e contaminagdo por espécies indesejaveis®®. Portanto,
para que a agricultura fosse economicamente viavel, era necessario um método que

fosse eficiente, seletivo e de baixo custo ao produtor.

No inicio da década de 30, comecaram a surgir os primeiros herbicidas
sintéticos, quando foi descoberto um horménio responsavel pelo crescimento vegetal

denominado auxina'?%?",

1.9. A descoberta do hormoénio vegetal auxina

Durante o final do século XIX, Charles Darwin e seu filho estudaram o
crescimento dos vegetais envolvendo os movimentos (tropismos), especialmente
interessados em um fendbmeno especifico: a curvatura das plantas em direcao a luz
(fototropismo). Observaram que ao ser iluminado unilateralmente com um pulso
curto de luz, o apice do vegetal curvava-se em dire¢ao a fonte de luz, em periodo
inferior a 1 hora. A estrutura sensivel a luz € um 6rgao protetor responsavel por
revestir as folhas mais jovens do vegetal, denominado coledptilo (Figura 3). Dessa

forma, concluiram que algum tipo de sinal era produzido no &pice vegetal,
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deslocando-se até a zona de crescimento e ocasionando o crescimento mais rapido
do lado sombreado do que do lado iluminado. Porém esta linha de pesquisa
apresentou resultados apenas no inicio do século XX, com a demonstracdo em
1926, por WENT, da presenca de um composto promotor de crescimento no apice
dos coledptilos de aveia (Avena sativa). Posteriormente esta substancia foi
identificada como um horménio vegetal e denominada de auxina, do grego auxein,
cujo significado é “aumentar” ou “crescer”. No inicio da década de 1930, a estrutura
quimica do hormonio auxina foi elucidada como sendo o acido indol-3-acético (AlA)
1. Mais tarde, varias outras auxinas foram encontradas nos vegetais superiores
(Figura 4), porém o AIA é, sem duvida, a auxina mais abundante e de maior

relevancia fisiolégica®'.

4-day-old
oat seedling—!

Coleoptile—— 1
Seed

]
1¢ecm //

Figura 3: Coledptilo protegendo as primeiras folhas do vegetal. Retirado de Taiz?!

H
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H
N N /
OH OH OH
Cl
o
acido indolacético (AlA)  acido 4-indolacético (4-CI-AlA) acido indolbutirico (IBA)
1 2 3

Figura 4: Estrutura de 3 auxinas naturais. Acido indolacético 1, que ocorre em todas as plantas;
Acido 4-cloroindolacético 2, presente em ervilhas, e Acido indolbutirico 3, presente em milhos e
cereais e em sementes de mostarda.



13
INTRODUGAO

A descoberta destas auxinas naturais contribuiu diretamente para o
desenvolvimento de herbicidas sintéticos, pois foi constatado que um pequeno
aumento na concentracdo destes horménios causava uma série de disfungdes na
planta, levando-a & morte®®. Dessa forma, deu-se inicio a pesquisas sobre a
utilizagdo de auxinas sintéticas como herbicidas, levando ao desenvolvimento de
novos produtos sintéticos, como o acido 2,4-diclorofenoxiacético 4, acido 4-cloro-2-
metilfenoxiacético 5, acido 2,4,5-trimetoxifenoxiacético 6, acido 4-clorofenéxido-2-
metilpropandico 7, acido 2-metoxi-3,6-diclorobenzéico 8 e acido 2,3,6-
triclorobenzéico 9 (Figura 5), que foram os primeiros herbicidas efetivamente
seletivos, sendo muito mais ativos sobre plantas daninhas de folhas largas

)22,23

(dicotiledéneas) do que para gramineas (monocotiledéneas Na época, a

sintese destas moléculas foi possivel devido a sua baixa complexidade estrutural®'.
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Figura 5: Exemplos de auxinas sintéticas: acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) 4, acido 4-cloro-2-
metilfendxiacético 5, &acido 2,4,5-trimetoxyfenoxiacético (245T) 6, &acido 4-clorofenéxido-2-
metilpropandico 7, &cido 2-metoxi-3,6-diclorobenzéico (DICAMBA) 8 e acido 2,3,6-triclorobenzdico
(TBA) 9.

Dentre estes compostos, os mais utilizados foram o acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) 4 e o acido 2,4,5-trimetoxifenoxiacético (2,4,5-T) 6, pois
embora tivessem atividade semelhante aos demais, possuiam um baixo custo para
sua producao e apresentavam maior estabilidade. Dessa forma, os dois herbicidas
eram utilizados em conjunto, em solu¢des 1:1 no combate as plantas daninhas.
Entretanto, apés a Guerra do Vietnd, onde foram utilizadas toneladas destes

herbicidas com a finalidade de desfolhar as florestas vietcongues, percebeu-se 0s
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riscos da utilizacdo do 2,4,5-T, pois ele possuia como subproduto de sua sintese a
dioxina 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD), substancia altamente téxica e
suspeita de ser cancerigena e causar disturbios endécrinos(Figura 6). Dessa forma,

apenas o herbicida 2.4-D é utilizado atualmente® =%,

Cl 0. Cl

Cl O Cl

(TCDD)

Figura 6: Dioxina 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD), subproduto da sintese do herbicida
2,45T 6

1.10. A origem do herbicida 2,4 - D

O acido diclorofenoxiacético, mais conhecido como 2,4-D, é um dos
herbicidas mais comuns e antigos do mundo. No inicio de 1941, verificou-se que o
2,4-D tinha potencial para afetar os processos de crescimento em plantas de um
modo semelhante aos reguladores de crescimento vegetais, razao pela qual o
produto foi descrito posteriormente como “hormonal”. Apés o final da década de 40,
continuaram a pesquisar o produto e determinaram seu uso como herbicida. As
primeiras patentes para sua sintese foram obtidas pela Dow Chemical Co. e

American Chemical Paint Company (Union Carbide) em 1947%° (Esquema 1).

Atualmente, o 2,4-D e outros produtos da mesma familia quimica, conhecidos
como fenoxiacéticos, sado utilizados ao redor do mundo como ferramenta basica na
agricultura moderna no combate as plantas daninhas. A razdo para este sucesso
nao é sb devido a sua grande atividade como herbicida, mas também devido a um
dos melhores perfis toxicoldgicos disponiveis e um preco muito acessivel. O uso do
2,4-D vem crescendo desde a sua introdugcao no mercado; no inicio, devido as suas
vantagens como herbicida seletivo de baixo custo e ultimamente com a adog¢éo do
desenvolvimento da pratica do plantio direto (que iniciou o conceito de agricultura
sustentavel) como uma ferramenta insubstituivel para controle de plantas daninhas.

O trigo produzido nos Estados Unidos utiliza praticamente s6 o 2,4-D e h& previsdo
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de que o consumo global devera crescer na préxima década. Nos Estados Unidos,
onde o 2,4-D é o terceiro produto fitossanitario mais utilizado, mais de 31.000
toneladas sdo usadas anualmente. No reino Unido, € um dos seis herbicidas mais

utilizados?'*.

Esquema 1: esquema geral da sintese do 2,4-D, preparado pela condensacgéo de 2,4-diclorofenol
com &cido 2-cloroacético em meio fortemente alcalino a temperaturas moderadas.

OH OH ONa OCH,CO,Na
Cl Cl Cl
Cl,/Fe CICH,CO,H
2y -
NaOH, 69,85°C
por 7 horas
Cl Cl Cl
HCI,
pH5
OH OCchOZNa
Cl Cl
Cl Cl
OCH,CO,H HCI. pH 1

Cl

Cl

1.11. A aplicacao da Alelopatia nos cultivos agricolas.

O termo aleloquimico, proveniente de allelochemic, utilizado por WHITTAKER
e FEENY, em 1971, comecgou a ser adotado nas pesquisas agricolas em1983, por
CHOU e WALLER, tornando-se ao longo dos anos um termo muito difundido nas
ciéncias agricolas, tratando das interacées quimicas entre organismos vivos, tais

como as relagdes planta-planta, planta-inseto, inseto-inseto, planta-microrganismo e
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Segundo Macias e colaboradores, na maioria dos casos, o design destes
novos protétipos pode ser desenvolvido por duas estratégias distintas: o uso de
fragmentos da molécula que sdo responsaveis pela bioatividade observada do
produto natural, ou por funcionalizacdo do esqueleto molecular®’. Sendo assim,
protétipos de herbicidas a partir de produtos naturais sédo ferramentas uteis na busca
de produtos com possibilidade de emprego agroquimico, pois a ampla variedade
estrutural favorece esta busca e em termos de aplicabilidade, o estudo do efeito
alelopatico é um dos mais promissores alvos como fonte de informacdo e
desenvolvimento de modelos de herbicidas alternativos®'.

Em trabalhos desenvolvidos em nosso laboratério nos Gltimos 10 anos® = foi
realizado o estudo fitoquimico da planta invasora Duguetia furfuracea, espécie
caracteristica de Cerrado (Figura 7), com alta capacidade de crescimento vegetativo,
e responsavel por grandes infestacoes e agressividade sobre as plantas cultivadas

no Estado de Mato Grosso do Sul, como a soja (Glycine max), por exemplo.

Dentre as substancias isoladas das cascas do caule desta planta, o metabdlito
2,4,5-trimetoxibenzaldeido apresentou bons resultados nos testes de atividade
alelopatica, levando ao desenvolvimento do presente trabalho, com o objetivo de
realizar modificacoes estruturais que permitissem potencializar este efeito33.

Figura 7: Duguetia furfuracea (St. Hil.) Benth. & Hook™.
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2. OBJETIVOS

O objetivo do trabalho foi sintetizar e avaliar a atividade fitotoxica dos
derivados fendlicos obtidos a partir do composto 2,4,5-trimetoxibenzaldeido
(substancia produzida pela espécie Duguetia furfuracea), tornando-se uma

alternativa viavel aos herbicidas existentes.



18
MATERIAIS E METODOS

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Para a cromatografia em camada delgada (CCD) foram preparadas placas de
silica (silica-gel 60G - F254 com indicador de fluorescéncia) com 0,25mm de
espessura, por meio de uma mistura na proporcao de 1:2 de silica/agua. Apos a
eluicdo, as placas foram observadas sob lampada ultravioleta (A= 254 nm) e

reveladas com solugao de cloreto férrico ou iodo*

3.2 Purificacao por cromatografia em coluna

As purificagdes foram realizadas utilizando-se silica gel 60 (70-230 mesh) e
silica gel 60 (230-400 mesh), como fase estacionaria.

3.3 Técnicas Espectroscopicas

3.3.1 Ressonancia Magnética Nuclear

Os Espectros de ressonancia magnética nuclear foram obtidos em aparelho
BRUKER AVANCE DRX 300 MHz, do Departamento de Quimica da UFMS. Utilizou-
se cloroféormio deuterado como solvente e tetrametilsilano como padrao interno de
referéncia (& = 0). As constantes de acoplamento escalar (J) foram expressas em
Hertz (Hz).

3.4 Purificacao e preparo de reagentes e solventes

A purificagdo e preparo dos reagentes e solventes foi realizada segundo
metodologia de PERRIM e ARMAREGO™'.
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3.5 Descricao dos Procedimentos Sintéticos

3.5.1 Sintese de 2,4,5 — trimetoxifenol

OH

OCHj

HsCO

OCHs;

1

Em baldo de duas bocas (100 mL) foram adicionados 5 mmol de 2,4,5-
trimetoxibenzaldeido 10 e 1,026 mL de perdxido de hidrogénio 30 volumes. A mistura
foi resfriada e mantida sob atmosfera de nitrogénio, e apés 10 minutos, foi
acrescentado lentamente 0,1 mL de &cido sulfdrico. A reacdo foi mantida a
temperatura de 0 °C durante 6h e, em seguida, permitiu-se que a temperatura se
igualasse a temperatura ambiente. Deixou-se a mistura sob agitacdo durante 24
horas quando foi confirmado, por CCD, que o material de partida havia sido
totalmente consumido.

Foram entdo adicionados a mistura reacional 30 mL de agua destilada e a
fase aquosa foi submetida a extracdo com acetato de etila (2 x 30 mL). Os extratos
organicos foram combinados e a fase organica resultante foi secada com sulfato de
magnésio anidro, filtrada e concentrada em evaporador rotatério sob pressao
reduzida. O material resultante foi purificado em coluna de silica gel eluida com
hexano/acetato de etila 7:3, obtendo-se o composto 2,4,5- trimetoxifenol 11, que foi
recristalizado em hexano/acetato de etila (cristais brancos, 0,667 g; 3,4 mmol; 68%),

para se obter uma melhor correspondéncia nos testes de atividade alelopatica.
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3.5.2 Sintese de acetato de 2-(2,4,5-trimetoxifenoxi)-metila

o OCH;
o
OCH;
H,CO
OCHj
12

Em baldo de duas bocas (100 mL), contendo 50mL de etanol, sob atmosfera
de nitrogénio, foram adicionados 5 mmol de 11. Foi adicionado 1,03eq. de
Hidroxido de Potassio. A mistura reacional ficou sob agitacao por 1 hora quando foi
confirmado, por CCD, que o material de partida havia sido totalmente consumido. O
etanol foi rotaevaporado sob pressao reduzida tomando os devidos cuidados para
que ndo ocorresse absorcdo de umidade do meio. O sistema foi submetido
novamente a atmosfera de nitrogénio, adicionando-se DMF (50mL) como solvente
polar aprético para a nova etapa reacional. Apds total dissolucdo do produto
previamente rotaevaporado, foi adicionado ao baldo reacional 1,03eq. de 2-
bromoacetato de metila, com auxilio de seringa de 1mL. Deixou-se a mistura sob
agitacao durante 24 horas quando foi confirmado, por CCD que o material de partida
havia sido totalmente consumido.

Foram entdo adicionados a mistura reacional 50 mL de agua destilada e 50
mL de acetato de etila. Apds a separacao das fases, a fase aquosa foi submetida a
extracdo com acetato de etila (2 x 50 mL). Os extratos organicos foram reunidos e a
fase organica resultante foi lavada novamente com 50 mL de agua destilada. A
solucao obtida foi seca com sulfato de magnésio anidro, filtrada e concentrada em
evaporador rotatério sob pressao reduzida. O material resultante foi fracionado em
coluna de silica gel eluida com hexano/acetato de etila 8:2, obtendo-se o composto
12, que foi recristalizado em hexano/acetato de etila (cristais brancos, 0,644g; 3,5
mmol; 70%).
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3.5.3 Sintese de acetato de 2-(2,4,5-trimetoxifenoxi)-etila

OYCHs
J/o
o

OCH;

H3CO

OCH;
13

Em baldo de duas bocas (100 mL), sob atmosfera de nitrogénio, foram
adicionados 1 eq. (5mmol) de 11 em solucdo de etanol (50 mL). Foi adicionado
Hidroxido de Potassio com pequeno excesso (1,03 eq.). A mistura reacional ficou
sob agitacdo por 1 hora quando foi confirmado, por CCD, que o material de partida
havia sido totalmente consumido. O etanol foi rotaevaporado sob pressao reduzida
tomando os devidos cuidados para que nao ocorresse absorcdo de umidade do
meio. O sistema foi submetido novamente a atmosfera de nitrogénio, adicionando-
se DMF (50 mL). Apoés total dissolugdo do produto anteriormente rotaevaporado, foi
adicionado ao baldo reacional 1,03 eq. de 2-bromoacetato de etila. Deixou-se a
mistura sob agitacdo durante 24 horas quando foi confirmado, por CCD, que o
material de partida havia sido totalmente consumido.

Foram entdo adicionados a mistura reacional 50 mL de agua destilada e 50
mL de acetato de etila. Apds a separacao das fases, a fase aquosa foi submetida a
extracdo com acetato de etila (2 x 50 mL). Os extratos organicos foram reunidos e a
fase organica resultante foi lavada novamente com 50 mL de agua destilada. A
solucdo obtida foi seca com sulfato de magnésio anidro, filtrada e concentrada em
evaporador rotatério sob pressao reduzida. O material resultante foi fracionado em
coluna de silica gel eluida com hexano/acetato de etila 8:2, obtendo-se o composto
13, que foi recristalizado em hexano/acetato de etila (cristais brancos, 0,460g; 2,5
mmol; 50%).
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3.5.4 Sintese de acetato de 2-(2,4,5-trimetoxifen6xi) propanoato de

metila
o. OCH;
(o) CH;
OCH,
H,CO
OCH,
14

Em baldo de duas bocas (100 mL), sob atmosfera de nitrogénio, foram
adicionados 1 eqg. (5 mmol) de 11 em solugédo de etanol (50 mL). Foi adicionado
Hidroxido de Potassio com pequeno excesso (1,03 eq.). A mistura reacional ficou
sob agitacdo por 1 hora quando foi confirmado, por CCD, que o material de partida
havia sido totalmente consumido. O etanol foi rotaevaporado sob pressao reduzida
tomando os devidos cuidados para que ndo ocorresse absor¢cdo de umidade do
meio. O sistema foi submetido novamente a atmosfera de nitrogénio, adicionando-
se DMF (50 mL. Apés total dissolucao do produto anteriormente rotaevaporado, foi
adicionado ao baldo reacional 1,03 eq. de 2-bromopropanoato de metila. Deixou-se
a mistura sob agitacdo durante 24 horas quando foi confirmado, por CCD, que o
material de partida havia sido totalmente consumido.

Foram entdo adicionados a mistura reacional 50 mL de agua destilada e 50
mL de acetato de etila. Apds a separacao das fases, a fase aquosa foi submetida a
extracdo com acetato de etila (2 x 50 mL). Os extratos organicos foram reunidos e a
fase organica resultante foi lavada novamente com 50 mL de agua destilada. A
solucdo obtida foi seca com sulfato de magnésio anidro, filtrada e concentrada em
evaporador rotatorio sob pressao reduzida. O material resultante foi fracionado em
coluna de silica gel, eluida com hexano/acetato de etila na proporcao de 4 partes
para 1 de acetado de etila, obtendo-se o composto 14, o qual foi recristalizado em

hexano/acetato de etila (cristais brancos, 0,552¢g; 3,0 mmol; 60%).
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3.5.5 Sintese do acido 2-(2,4,5-trimetoxifendxi)-acético

o OH
o)
OCH,
H,CO
OCH;
15

Em baldo de duas bocas (50 mL), solucdo de acetato de 2-(2,4,5-
trimetoxifendxi)-metila 12 (0,66 mmol) em etanol (30 mL) foi tratada com hidroxido de
sédio 5N aquoso (3 mL) a temperatura ambiente, deixando sob agitacao durante 06
horas, quando foi confirmado, por CCD, que o material de partida havia sido
totalmente consumido. Foram entdo adicionados a mistura reacional 30 mL de agua
destilada, quantidade equivalente de acetato de etila e o pH foi ajustado para 3,0
com solucédo 6N de acido hidroclorico. Apds a separacao das fases, a fase aquosa
foi submetida a extracdo com acetato de etila (2 x 30 mL). Os extratos organicos
foram reunidos e a fase organica resultante foi lavada novamente com 30 mL de
agua destilada. A solugcéo obtida foi seca com sulfato de magnésio anidro, filtrada e
concentrada em evaporador rotatério sob pressado reduzida. O material resultante foi
fracionado em coluna de silica gel, eluida com hexano/acetato de etila (4:1),
obtendo-se o &acido 2-(2,4,5-trimetoxifendxi)-acético 15 (0,351g; 0,597mmol; 90,4%).
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3.5.6 Sintese do acido 2-(2,4,5-trimetoxifendxi)-propandico

o OH
o) CH,
OCH,3
H,CO
OCH,
16

Em baldo de duas bocas (50mL), foi adicionado solugcao de 14 (0,66 mmol)
em etanol (30mL), que foi tratada com hidréxido de s6dio 5N aquoso (3mL) a
temperatura ambiente, deixando-s sob agitacdo durante 06 horas, quando foi
confirmado, por cromatografia em camada delgada (CCD), que o material de partida
havia sido totalmente consumido. Foram entdo adicionados a mistura reacional 30
mL de agua destilada, quantidade equivalente de acetato de etila e o pH foi ajustado
para 3,0 com solucédo 6N de acido hidroclérico. Apds a separagao das fases, a fase
aquosa foi submetida a extracdo com acetato de etila (2 x 30 mL). Os extratos
organicos foram reunidos e a fase orgéanica resultante foi lavada novamente com 30
mL de agua destilada. A solucdo obtida foi seca com sulfato de magnésio anidro,
filtrada e concentrada em evaporador rotatério sob pressao reduzida. O material
resultante foi fracionado em coluna de silica gel, eluida com hexano/acetato de etila
(4:1), obtendo-se o composto 16 (0,409 g; 0,607 mmol; 92%).

3.6 Ensaios Bioldgicos
3.6.1 Avaliacao da Atividade Alelopatica
A avaliagédo alelopatica foi verificada através do ensaio biolégico de inibicao

de germinacdao em sementes de plantas mais sensiveis com germinacao rapida e

uniforme, como a Lactuca sativa (alface) e Allium cepa (cebola). O ensaio biolégico



25
MATERIAIS E METODOS

consiste no acompanhamento da germinacdo das sementes, bem como no

crescimento de radiculas e hipocétilos das plantulas das espécies acima citadas*.

3.6.2 Preparo das Solucoes Utilizadas

As solucbes preparadas foram tamponadas com 10 mM de acido 2-(N-
morfolino) etanosulfénico (MES) e seu pH foi ajustado para 6,0 utilizando solugao 1N
de NaOH*.

Os compostos foram solubilizados em DMSO e depois diluidos em tampéao (5
uL DMSO/mL de tamp&o) e testados nas seguintes concentracdes: 10, 10, 10 e
10° M, com o objetivo de avaliar os efeitos alelopaticos sobre o crescimento dos
hipocétilos e radiculas das espécies testadas.

Os experimentos foram realizados em triplicata, e as placas foram incubadas
a 25°C com alternancia de fotoperiodo. Sementes de alface foram mantidas por 6
dias em estufa com fotoperiodo de 24h e cebola por 7 dias, com fotoperiodo de 12h.
Apo6s a conclusdo do ensaio, as sementes foram retiradas e resfriadas a -10 °C
durante 24 h para interromper o processo de crescimento. O herbicida comercial
Aminol 806® foi utilizado como controle positivo. A leitura foi realizada com auxilio de
lupa e pinca, medindo-se os hipocétilos e radiculas*.

Os bioensaios foram realizados em placas de Petri (90 mm. didmetro) com
papel de filtro Whatman N 1. Em placas de Petri, previamente submetidas a
assepsia com alcool etilico 70° GL, foram adicionados papéis de filtro para
esterilizagdo em autoclave por 1 hora a 180°C e 1,5 atm., posteriormente deixadas
em estufa durante uma hora, a 100°C para esterilizacao a seco.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Analise do Material de Partida

O material de partida utilizado para a sintese foi o produto 2,4,5-
trimetoxibenzaldeido 10, obtido comercialmente e submetido a analise de
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono 13, conforme descrito
abaixo, a fim de observar o padrao de deslocamento desta estrutura:
®H 0]

10

O Espectro de RMN 'H de 10 (Espectro 1) apresentou dois singletes relativos
a hidrogénios aromaticos, nas regides de & 6,47(s) — atribuido ao hidrogénio H3 e &
7,31(s) — atribuido ao hidrogénio H6, em posicao orto a carbonila, que apresentou-se
mais desprotegido devido ao efeito de desblindagem adicional deste grupo. Em
seguida, trés metoxilas aromaticas em 6 3,85 6 3,9 e & 3,95 ppm e também um
singleto em & 10,29(s), relativo ao hidrogénio da funcdo aldeido, em decorréncia do
efeito anisotropico causado pelo fluxo de elétrons da ligagéo 1T da carbonila (Tabela
1).

A anélise dos dados espectrais de RMN '°C (Espectro 2) do composto 10
confrmou a presenga de uma carbonila de aldeido e anel aromatico
tetrassubstituido. Embora a absorc¢ao caracteristica de carbonila de aldeido fiqgue ao
redor de 199,3 ppm*, observa-se um deslocamento do sinal abaixo de 190 ppm,
que pode ser decorrente da deslocalizacdo de carga, ocasionada pelo anel
aromatico e pela dupla ligacao, tornando o carbono carbinélico menos deficiente em
elétrons, apresentando deslocamento quimico de 6187,87 ppm, caracterizando uma
carbonila conjugada com o anel aromatico sob efeito de ressonancia (protecao), cuja
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deslocalizacdo da carga resultaria em maior desprotecdo nos carbonos aromaticos
das posicoes orto e para. A desprotecado dos carbonos C1 e C4 (158,63 e 155.82),
se comparados a C6 (109,11), pode ser devido a desprotecdo dos atomos de
oxigénio adjacentes as metoxilas diretamente ligadas aos carbonos C2 e C4. Ja os
carbonos C6 (109.11 ppm) e C3 (96.04 ppm) apresentam-se mais blindados. Porém
por efeitos distintos: pois C3, apesar de ndo possuir contribuicdo significativa pela
deslocalizacdo dos elétrons provenientes da ressonéancia (posicado meta em relacao
a carbonila), possui atomos de oxigénio adjacentes dos carbonos metoxilados,
deixando-o desprotegido. C5 apresentou deslocamento quimico de &= 143.62 ppm,
uma vez que apresenta um carbono metoxilado e um carbono vizinho a carbonila,

além de possuir contribuicdo pela ressonancia (posicao orto) (Tabela 2).

oo}
37g 3¢
5 E g
—
r_
9.32
4.0 3.9 3.8
Chemical Shift (ppm)
S .
2 o ”:j
L— a 8
JL_ Jl JL A
0.82 1.00 1.03 9.32
— — — —|
11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

Chemical Shift (ppm)

Espectro 1: Espectro de RMN'H de 10 entre 2,0 — 11,0 ppm (300 MHz, CDCls)
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Tabela 2: Dados de RMN'H (3) de 10

H (3)

3 6,45 (s)
6 7,27 (s)
8 10,27 (s)
OCHs 3,85 (s)
OCHs 3,90 (s)
OCHs 3,95 (s)

56.21

56.29
—56.21

f55-29

187.92
109.11
96.04

570 565 560 55555.0

Chemical Shift (ppm)

158.63
—155.82
117.39

ol
©
)
Q
T

Chemical Shift (ppm)

Espectro 2: Espectro de RMN'’C de (10) entre 0 — 200 ppm (75 MHz, CDCls).
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Tabela 3: Dados de RMN'C (3) de 10

C ()

1 117,39
2 158,63
3 96,04
4 155,82
5 143,57
6 109,11
7 187,87
OCH,

OCH, 56,21 — 56,29
OCH,

4.2. Sintese do 2,4,5-trimetoxifenol

29

A oxidacao de benzaldeidos a fendis é uma das reacées mais importantes em

sintese organica, sendo conhecida como reacdo de Dakin. Esta reacdo é uma

variagdo da reacdo de Bayer-Villiger, sendo muito utilizada na sintese de derivados

fendlicos*+*.

Neste sentido, a primeira etapa sintética realizada consistiu na oxidacdo do

2,4,5-trimetoxibenzaldeido 10 ao 2,4,5-trimetoxifenol 11 utilizando esta metodologia

(Esquema 2)*.

Esquema 2: Esquema geral da sintese de 2,4,5-trimetoxifenol via Reagao de Dakin.

H (o}
OH
OCH;
H,0,/H*
_
MeOH
H3;CO H3;CO
OCH; OCH;
2,4,5-trimetéxibenzaldeido 2,4,5-trimetéxifenol
10 11

Estudos mecanisticos mostraram que a tendéncia

H,0

migracao

do
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grupamento arila ou hidrogénios aldeidicos € comandada em parte por fatores
eletrénicos. Por exemplo, quando grupos doadores de elétrons estao presentes no
anel aromatico na posicao orto ou para, como fenois ou grupos metoxila, o produto
de reacao normalmente é um fenol (aldeidos aromaticos se transformam em fendis),
porém quando grupamentos retiradores de elétrons estdo presentes, um &acido
carboxilico ou éster é formado como produto final dependendo do solvente
empregado™.

Nestas reacdes as condicdes mais comumentes empregadas sdo um agente
oxidante, por exemplo, peracidos na presenca de uma base como NaOH*,
entretanto uma série de pesquisas foram realizadas na tentativa de otimizar esta
reacao e obter maior seletividade frente ao produto desejado, sendo que a utilizagao
de peréxido de hidrogénio em meio acido e metanol mostrou os melhores
resultados, garantindo-se a seletividade para a formacédo do fenol. No esquema
abaixo mostramos um mecanismo geral para a formacao do fenol de interesse,

utilizando esta ultima condicao reacional (Esquema 3).

Esquema 3: Mecanismo geral para a formagao de 10 utilizando perdxido de hidrogénio, em meio
acido e metanol.

H

_ Pl
0

H 0o H(-\g H |w> OH

~
<9 e
OCH;8 ocH, O ocH3
H
H,0,/H" -
MeOH
HsCO ¢ HsCO HsCO
OCH OCH; OCH;,
" j]\
0o H OH
OCH; . OCHj
H:0 o
+ )k
H;CO H;CO H OH
OCH OCH

Na proposta mecanistica acima, se o hidrogénio aldeidico migrasse, outro
produto se formaria e assim o 2,4,5-trimetoxifenol néo seria formado (Esquema 4).
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Esquema 4: Migracao do hidrogénio aldeidico.

H(:(g\H /H_ /WHF\ ]

H o)
1Y H—o O—OH
~— N7
OCH, OCH; O OCH3
H
H,0,/H* _—
R ——
MeOH
H,CO © HsCO H,CO

OCH;3 OCH;,3 OCH,

10

OH

OCH;

H,CO

OCH;

4.3 Analise do 2,4,5-trimetoxifenol

OH

OCH;

H,CO
OCH;,
11
A partir da integracdo do Espectro de RMN'H de 11 (Espectro 3), observa-se
o desaparecimento do singlete referente ao hidrogénio aldeidico (& =10,29),
indicando que o produto 10 foi transformado em 11. Um outro indicativo foi a
auséncia de carbonila, evidenciada pelos deslocamentos quimicos dos hidrogénios
aromaticos, que ausentes do fenémeno de anisotropia diamagnética, agora
possuem deslocamentos quimicos muito semelhantes, em 6.57 e 6.54 ppm, pois no
composto 11 apresentaram atomos de oxigénio adjacentes (Tabela 4).
Analisando o Espectro de RMN '*C (Espectro 4), verifica-se também a
auséncia do deslocamento quimico referente a carbonila, aparecendo apenas

deslocamentos relativos aos carbonos do anel aromético, na regido de 140 ppm
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(143,89; 142,12 e 139,64); os carbonos C6 e C3 em &= 108,82 e 99,64, sendo este

primeiro mais desprotegido devido a sua posi¢ao orto em relacao ao grupo hidroxila.

Os carbonos das metoxilas ligadas ao anel aromatico aparecem com deslocamentos

quimicos semelhantes, nas regides de 6=57.23 — 56,44 ppm (Tabela 5).

6.575  6.525

Chemical Shif...

6.57
6.54

\

11 10 9 8

Chemical Shift (ppm)

3.80

\-3.77

—3.80

—3.81
—3.77

T
3.825 3.800 3.7753.750

Chemical Shift (ppm)

Espectro 3: Espectro de RMN'H de 11 entre 0 — 11,0 ppm (300 MHz, CDCls).

Tabela 4: Dados de RMN'H (5) de 11

H

(5)
H3 6,57 (s)
H6 6,54 (s)
OCHs 3,81 (s)
OCHjs 3,80 (s)
OCHs 3,77 (s)
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Espectro 4: Espectro de RMN'®C de 11 entre 0 — 200 ppm (75 MHz, CDCly).

Tabela 5: Dados de RMN'C (3) de 11

C (5)

C1 142,12
C2 143,89
C3 99,64
C4;C5 139,64
Cé 100,82

(OCHs) 56,44 — 57,23
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4.4 Sintese dos Derivados Fenodlicos e Hidrélise

Com o produto 11 purificado, foi iniciado estudos das reagdes que permitiriam

promover a elongacao da cadeia lateral conforme esquema 5:

Esquema 5: Esquema para as rea¢des de elongagao da cadeia lateral

oj/ocu3

(o)

OCHj
KOH

o
0/
DMF

HaCO

EtOH,ps

OCH; KOH

EtOHgps HeCO

HaCO

- -
DMF
HsCO
OCHj
14

OCH;z
13
50%

OIOCHg

CH3
OCH;3

OH

KOH
E——
EtOHaps
H3CO
H3CO

triton B
H3CO'

As reacdes de substituicdo nucleofilica, figuram entre as reacbes mais
estudadas na histéria da quimica organica, e deve-se em grande parte, ao trabalho

OCH;z
HyCO

OCH3
o)

j\:OH
CHy
OCH;3

o)

OCH3
16
92%

OH

OCHs

OCHj
19
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pioneiro desenvolvido por Ingold e colaboradores*’ 2.

Para o desenvolvimento desta segunda etapa sintética, foi empregada
reacdo de substituicdo nucleofilica de 22 ordem (Sn2), que é uma reagao
amplamente utilizada para a formacdo de éteres pela reacdo de alcodis com

51 -49(

derivados halogenados Esquema 6).

Esquema 6: Esquema geral das reacoes de substituicdo nucleofilica de 22 ordem (Sy2).

O

‘|’
H o /(,CH (Rn
OH
OCH; OCH3 OCH;
DAKIN Br-(CHyn-COOR _
H;CO H,CO H;CO
OCH; OCH; OCH; R=H, CH3, CH2CH3..

10 1 12,13, 14

Para as sinteses propostas, o mecanismo proposto por HUGHES e INGOLD
para uma Sy2 € um processo em uma unica etapa, no qual os reagentes estao
envolvidos no estado de transi¢do. A quebra da ligacao entre o carbono e o grupo de
saida é seguida da formacdo de uma ligagdo entre o carbono e o nucledfilo.
Segundo CAREY, o nucledfilo facilita a saida do halogénio ligado ao carbono, como

»49 (

se o estivesse “empurrando”™ (Esquema 7).

Esquema 7: Mecanismo geral das reacdes de substituicdo nucleofilica de 22 ordem (Sy2).

RO

o
" o
(CHan " ‘|3
H — —
/\ . . (R)
L | /(,CHQ) N
' r HsCO o
OCH;, (CHa)n OCH;
DMF H,CO PR - Br&- Br-(CH2)n-COOR
H H
H4CO H;CO
OCH,
OCH,4 L _ OCH3
1 12,13, 14

R= H, CHs, CH,CHj...
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Sendo assim, os compostos 12, 13 e 14, foram preparados pela reacao de 11,
utilizado como material de partida com pequeno excesso de hidréxido de potassio
em etanol absoluto. Apds 1 hora de reacdo, o excesso de etanol foi evaporado e o
ariloxido resultante foi redissolvido em DMF (50 ml/g de material de partida) e 1.3
eg. do derivado bromado correspondente (bromoacetato de metila (C3HsBrO.), para
12; 2-bromoacetato de etila (C4H;BrO,), para 13 e 2-bromopropanoato de metila
(C4H;BrO,), para 14%'. Estas etapas sintéticas exigiram condicdes perfeitamente
anidras, pois o fen6xido resultante pode reagir com agua regenerando o fenol o que
comprometeria a sintese dos compostos propostos.

Utilizando-se metodologia semelhante, foram realizados os procedimentos
para a sintese do acido 3-(2,4,5-trimetoxifenoxi)-propandico 17, (Esquema 8).
Entretanto, devido ao aumento da cadeia em um atomo de carbono esta reacao nao

ocorreu, mesmo apés exaustivas tentativas

Esquema 8: Esquema geral da sintese de 17.

OCH,

OH fo)

OCH;  1)KO OCH;
X

2) Br-(CHz)z-COOCHs
H;CO H,CO
DMF
OCH; OCH;,

1" 17

Na tentativa de se obter o produto proposto no esquema 8, encontramos uma
alternativa a esta sintese®, adotando metodologia com acrilonitrila, em solugdo com
Triton B, o que forneceria em uma primeira etapa, o intermediario 18 e apds
acidificacao, o acido 19, conforme esquema abaixo:
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Esquema 9: Esquema de nova metodologia para a formagdo do é&cido 3-(2,4,5-
trimetoxifenoxi)propandico.

CN

OH [o)
OCH, CN OCHj,4
—»
H3CO triton B H,CO
OCH, OCH,
11 18
(o]
OH
(o]
HCI
J—— OCHj3
refluxo
H,CO

OCHj3

19

Entretanto esta reacao nao ocorreu, devido as polimerizacdes ocorridas.

4.4.1 Analise dos dados espectrais dos compostos sintetizados

4.4.2 Sintese de acetato de 2-(2,4,5-trimetoxifenoxi)-metila

o) OCH;
9
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A anélise dos dados espectrais de RMN'H de 12 (Espectro 5) permitiu
identificar os hidrogénios do anel aromatico em 6= 6,65 e 6,55 ppm. Também foi
confirmado um singlete correspondente a 2 hidrogénios em &= 4,61, relativo aos 2
hidrogénios da cadeia lateral. Na regiao de 3,8 ppm foi evidenciado, pela integracao
dos sinais a presenca de 12 hidrogénios, pertencentes a 4 metoxilas (6= 3,82, 3,81,
3,78 e 3,76 ppm), sendo uma destas referente a cadeia lateral, (Tabela 6).

Pelo Espectro de RMN'®C (Espectro 6), verificaram-se absorcdes
correspondentes a um carbono carbinélico em 6= 169,86 ppm, a presenca de
carbono metilénico em 5=68,41 ppm, também confirmado pelo Espectro de RMN'*C
DEPT 135° e, por meio de comparacgéo com espectro de RMN'3C da estrutura 15, foi
possivel atribuir o deslocamento quimico correto para o carbono metoxilado da

cadeia lateral, em 6=51,96 ppm(Espectro 7) ( Tabela 7).

3.82 3.81

4.61

oj/ocn3

O

-3.78
3.82
—3.81

3.76
—3.78

—3.76

OCH,
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H,CO

OCH;

2.01 12.09

—4.61
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Espectro 5: Espectro de RMN'H de 12 entre 0 — 10,0 ppm (300 MHz, CDCl,).
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Tabela 6: Dados de RMN'H (3) de 12

H ()]
H3, H6 6,65 (s); 6,55 (s);
OCH; 3,81 (s)
OCHjs 3,80 (s)
OCHs, 3,77 (s)
2 ég
15
\
i
SNy
MWMHW
“is0 160 140 120 100 80 e0 4o 20 0

Chemical Shift (ppm)

Espectro 6: Espectro de RMN'’C de 12 entre 0 — 200 ppm (75 MHz, CDClj).
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Tabela 7: Dados de RMN'3C (3) de 12

C )
C1,C2, C4,C5 140,9 - 144,9
C3 100,38
C6 104,72
-CHz 68,4
=0 169,8
OCHjs
OCHjs 56,62 — 57,06
OCHjs
C9 51,96
a_oon 5|
oon, 5y
'
U e0 0 te0 140 I1é(3III””1(I)(3I”|”II8|0”III#I”G‘OII”I””JOIIHI””Z‘OII”””(I)

Chemical Shift (ppm)

Espectro 7: Espectro de RMN'*C DEPT 1352 de 12 entre 0 — 200 ppm (75 MHz, CDCls).
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4.4.3 Sintese do acido 2-(2,4,5-trimetoxifenoxi)-acético

OCH,

15

O produto 15, foi obtido a partir da hidrélise do produto 12, e foi caracterizado
por meio das Espectroscopias de RMN'H e RMN'3C. Analisando os dados obtidos a
partir da integracdo do Espectro de RMN'H (Espectro 8), foi constatado singletes na
regiao de 3,7 a 3,8 ppm relativos a 9 hidrogénios (Tabela 8), indicando auséncia de
absorcao relativa aos hidrogénios metoxilados da cadeia lateral nesta regido. Pelos
Espectros de RMN'™C e DEPT 135° (Espectro 10) e (Espectro 9), foi confirmada
presenca do carbono metilénico da cadeia lateral. A carbonila, apresentou absorcéo
em 0= 173,07 ppm (Tabela 9).

3.81

o
]

—6.64
—6.54

3761

e
6.65 6.60 6.55
Chemical Shift (pp...

3.825 3.775
Chemical Shift (p...

JUS S U

2.00 2.05 9.31
) e | e —]

10 9 8 7 6 4 3 2 1 0

4.60

—6.64
\-6.54

5
Chemical Shift (ppm)

Espectro 8: Espectro de RMN'H de 15 entre 0 — 10,0 ppm (300 MHz, CDCly).
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Tabela 8: Dados de RMN'H () de 15

H ()]
H3 6,54 (s)
H6 6,64 (s)
H7 4,60 (s)
OCHs 3,76 — 3,81 (s)
<
%
|
>(')(')”"m'18(')”"””16(')”"””14(')""'”'1'2(')'”'””156”"””8'0””?"'”6'0”'""”4'0””"”'2'0””"”'

Chemical Shift (ppm)

Espectro 9: Espectro de RMN'°C DEPT 135¢ de 15 entre 0 — 200 ppm (75 MHz, CDCls).
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T
100
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Espectro 10: Espectro de RMN'3C de 15 entre 0 — 200 ppm (75 MHz, CDCls).

Tabela 9: Dados de RMN'3C () de 15

C

(5)

C1,C2,C4,C5

C3, C6

-CHy

-C=0

OCHjs

140,62 — 145,34

99,95 - 105,02

69,02

173,07

56,5 -156,9
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4.4.4 Analise de acetato de 2-(2,4,5-trimetoxifenoxi)-etila

10

~

OCH,

13

A partir da integragdo do espectro de RMN 'H de 13 (Espectro 11), observou-
se além dos 2 singletes correspondentes aos hidrogénios aromaticos em 6=6,5 ppm
e dos 3 singletes relativos aos hidrogénios das 3 metoxilas ligadas ao anel aroméatico
em &= 3,8 ppm, a presenca de 2 tripletes de 2 hidrogénios cada (J;s=4,4Hz e
5,1Hz), H7 e H8 em 6= 4,35 e 4,15 ppm. Também foi identificado pela integracéo
dos sinais de RMN'H um singlete em &= 2,07 ppm correspondente aos 3
hidrogénios H10 da metila adjacente a carbonila (Tabela 10). Pelo Espectro de
RMN'3C (Espectro 13), foi confirmada a presenca de carbono metilénico em &=
20,87 ppm. Pelo Espectro de RMN'3C DEPT 135¢ (Espectro 12), foi confirmada a
presenga dos 2 carbonos metilénicos da cadeia lateral, em 8= 69,15 e 63,11 ppm
(Tabela 11).
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Espectro 11: Espectro de RMN'H de 13 entre 0 — 10,0 ppm (300 MHz, CDCly).

Tabela 10: Dados de RMN 1H (8) de 13

H (5)

H3 6,55

H6 6,61

-CH 4,15

-CH 4,35

-CHj 2,07
OCHs

OCHs 3,79 - 3,81

OCHjs
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Espectro 12: Espectro de RMN'3C DEPT 1352 de 15 entre 0 — 200 ppm (75 MHz, CDCls)
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Espectro 13: Espectro de RMN'C de 13 entre 0 — 200 ppm (75 MHz, CDCl).
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Tabela 11: Dados de RMN'C (5) de 13

C (5)

C1,C2, C4,C5 141,58 — 144,29
C3, C6 100,78 — 104,18
-CH; 63,13

-CH; 69,18

C=0 170,96

OCHjs

OCHjs 56,69 — 57,21
OCHjs

-CHs 20,87

4.4.5 Analise de acetato de 2-(2,4,5-trimetoxifenoxi) propanoato de metila

OCH;

14

Pela integracdo dos sinais do Espectro de RMN'H e de RMN'3C de 14 em
CDCls, verifica-se que existem absorcdes correspondentes a um quarteto com
deslocamento quimico de 4,6 ppm (1H, H7, J710= 6,84 Hz), um dublete em 6=1,5
ppm (3H, H10, Jio7= 6,84 Hz) correspondente a 3 hidrogénios da metila em C10, 4
singletes intensos (6= 3,72 — 3,82 ppm) cuja integracdo (13,56) indicou 12
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hidrogénios relativos as 4 metoxilas da estrutura, além dos dois singletes na regiao
de 6,53 — 6,64 ppm relativos aos 2 hidrogénios do anel aromatico (Espectro 14).
Pelo espectro de RMN '3C, foi confirmada a presenca da carbonila em &= 172,76
ppm, da metoxila da cadeia lateral (C9), em 6= 52,37 ppm e do carbono metinico da
cadeia lateral (C7) em 6= 75,64 ppm (Tabelas 12 e 13).

N ~
0 OCH; oo 8'\- o
@l Yo P T
";m o | “”
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/\j&j\/\ 1.550
Chem...
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4.700 4.650
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|

Chemical Shift (ppm)

Espectro 14: Espectro de RMN'H de 14 entre 0 — 10 ppm (300 MHz, CDCls).
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Tabela 12: Dados de RMN'H (3) de 14

c (d)
H3 6,53
H6 6,64
H8 4,6 (1H,q J=6,84)
H9 1,5 (3H,d; J=6,84)
OCH3 3,72
OCH3; 3,77
OCHS 3!8
OCH; 3,82
&
©
oiocn3 re}
0 CH,
OCHj3 g §
5 -
15
- P
© 3 |
© 2
S o
| <

T T T T L T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0
Chemical Shift (ppm)

Espectro 15: Espectro de RMN'*C DEPT 1352 de 14 entre 0 — 200 ppm (75 MHz, CDCls).
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Espectro 16: Espectro de RMN'3C de 14 entre 0 — 200 ppm (75 MHz, CDCly).

Tabela 13: Dados de RMN'*C (5) de 14

C ®)

C1,C2, C4,C5 140,04 — 144,70
C3,C6 100,03; 105,7
Cc7 75,64

-C=0 172,76

C9 (OCHg) 51,85

OCHs

OCHs 56,34 — 56,87
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4.4.6 Sintese do acido 2-(2,4,5-trimetoxifenéxi)-propandico

OCH;

16

O composto 16, apresentou padrao de substituicio semelhante a 14, porém
pela integracdo dos Espectros de RMN'H (Espectro 17) e de RMN '*C (Espectro
18), foi verificado pela integracao dos sinais que o multiplete intenso (6= 3,78 — 3,82
ppm) indicou a presenca de 9 hidrogénios relativos as 3 metoxilas ligadas ao anel
aromatico, indicando assim, a auséncia da metoxila da cadeia lateral (Tabela 14).
Também foi identificado pela integracdo dos sinais de RMN'H um singlete em d=
2,07 ppm correspondente aos 3 hidrogénios (H10) da metila adjacente a carbonila.
Pelo Espectro de RMN *C (Tabela 15), foi confirmada a presenca de carbono

metilénico em 0= 20,87 ppm e auséncia de metoxila da cadeia lateral, em &= 51

ppm.

3.82

N\3.78
—3.82

3.78

10 9 8 7 6 4 3 2 1 0

5
Chemical Shift (ppm)

Espectro 17: Espectro de RMN 1H de 16 entre 0 — 11,0 ppm (300 MHz, CDCl5).
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Tabela 14: Dados de RMN 1H (d) de 16

H (5)
H3, He 6,54 — 6,64 (s)
H7 4,57 (q,J=6,84Hz)
H10 1,60 (d,J=6,84Hz2)
OCH; 3,78 3,82 (s)
3
g 3
o8 8
S ¢
|
3 g
2 3782
3|7
T

Easan EEnS
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0
Chemical Shift (ppm)

Espectro 18: Espectro de RMN'*C de 16 entre 0 — 200 ppm (75 MHz, CDCls).
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Tabela 15: Dados de RMN °C (5) de 16

C (5)
C1,C2,C4,C5 139,9 — 145,69
C3, C6 99,62 — 106,27
OCHs

OCHjs 56,59 — 56,94
OCHjs

C10 18,55

4.5 Ensaio Bioldgico

Para a realizacdo dos testes de avaliacdo de atividade alelopatica, foram
utilizadas sementes comerciais, pois a avaliagdo apenas de sementes invasoras
implicaria na obtencado de dados que comprovassem somente a atividade herbicida.
Em contrapartida, ao utilizarmos sementes comercias, obtemos um modelo mais
abrangente, principalmente em relagdo aos efeitos estimulantes®’.

Desde o trabalho pioneiro, em meados das décadas de 40 e 50, varios
ensaios, de facil execucao e também de baixo custo — foram utilizados para verificar
a atividade de compostos alelopaticos. Dentre estes, o mais utilizado é a germinacao
de sementes, semeadas em placas de Petri contendo papéis de filtro como substrato
padrdo®. Dessa forma, este foi o teste adotado para a realizagéo dos bioensaios.

De forma geral, os bioensaios alelopaticos utilizados em estudos fitoquimicos
avaliam a bioatividade obtendo os resultados da germinacéo e crescimento. A partir
destes parametros pode-se, indiretamente, obter dados de outros processos
fisiolégicos afetados por interacbes quimicas. Desta forma, uma grande gama de
efeitos sdo abordados, e tais bioensaios servem para selecionar compostos que
possam ser posteriormente, avaliados em casa de vegetacdo e em campo

também*'.
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4.5.1 Procedimentos para realizacao do Ensaio

Tomando como base as consideracdes iniciais, 25 sementes de alface e
cebola foram distribuidas em placas de Petri, mantendo certa distancia entre as
sementes (Figura 8), com 5 mL de solucdo tampédo, pois a relacdo entre a
quantidade de sementes e o volume utilizado, resulta em um volume de
aproximadamente 0,2 mL por semente, ndo comprometendo o processo pela falta de

oxigénio**. Embora estudos confirmem que a variacdo no pH nao afeta este ensaio
s,

biolégico de maneira consideravel, foi adotado o pH= 6,0 como valor idea

Figura 8 : Exemplo de preparo de placa contendo sementes de alface espagadamente distribuidas
em placa de Petri, em 5mL de solugéo.

4.5.2 Germinador de Sementes

Embora exista uma grande diversidade entre os equipamentos utilizados para
0 controle de temperatura, luz, umidade relativa do ar interno e outros detalhes

relevantes para o ensaio, os germinadores mais utilizados pela maioria dos
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Laboratérios de Andlise de sementes sao divididos em dois tipos principais: 0s
germinadores de Camara e os de Sala. O germinador adotado para o ensaio foi o
Germinador de Camara (Figura 9), uma vez que a diferenca basica entre os dois
tipos consistia apenas em suas dimensdes, onde o0 germinador de Sala é
suficientemente grande para permitir a entrada de pessoas. De forma geral, estes
germinadores sao constituidos por uma camara de paredes duplas, isoladas por
uma camada de ar ou isolante térmico, a fim de reduzir as variagdes internas de
temperatura. Sao equipados também com um conjunto de bandejas ou suporte
adequado para acomodar devidamente as amostras para germinarem, seja no
escuro ou na presenca de luz. A parte inferior do germinador é construida de modo a
formar um depdésito para a adicdo de agua destilada, umidificando o interior da

camara®.

Figura 9: Incubadora para B.O.D com Fotoperiodo
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4.5.3 Procedimentos necessarios para a realizacao do teste

4.5.3.1 Umidade e Aeracao

O fornecimento de agua é condicdo essencial para que a semente inicie a
germinacao e se desenvolva normalmente. O substrato deve ser suficientemente
umido durante todo o teste a fim de dar as sementes quantidade de agua necessaria
para sua germinacao. Entretanto, o substrato de papel ndo deve ser tdo umedecido
a ponto de formar uma pelicula de agua em torno das sementes, pois este excesso
restringe a aeracgao prejudicando a germinacao. Para o processo foi utilizada agua
deionizada, pois esta ndo requer aeracao adicional e pode fornecer resultados mais
uniformes, se comparada a agua destilada*'.

A adicao subsequente de agua deve ser evitada sempre que possivel, pois
aumenta as variacdes entre as repeticdes e entre os testes*. Para evitar este tipo
de alteracdo, o substrato foi conservado em recipiente fechado para garantir que se

mantivesse suficientemente mido durante todo o teste*'.

4.5.3.2 Quantidade de agua para o substrato

Utilizando-se substrato de papel, é recomendado utilizar a relacao volume de
agua (mL) por peso do substrato (g), sendo adequada a relacao de 2,5 a 3,0 vezes 0
peso do substrato. Macias, no seu teste de padronizagdo®', determinou que a
quantidade ideal de agua a ser utilizada em placas de petri de 9 mm de diametro é
de 0,2 mL por semente. Portanto, este foi o percentual adotado para o ensaio

biolbgico.

4.5.3.3 Influéncia da Luz e Temperatura na germinacao

A temperatura influencia diretamente a velocidade e o percentual de
germinagéo, pois modifica a taxa de absor¢do de agua, alterando a velocidade das

reacdes quimicas que irdo mobilizar ou degradar as reservas armazenadas € a
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sintese de varias substancias para o crescimento das plantulas®, ou provocar
alteragdes na membrana plasmatica®°" 8,

Mesmo quando a luz ndo é indicada, a iluminacado durante o teste, seja de
fonte natural ou artificial, € recomendada para favorecer o desenvolvimento das
estruturas essenciais das plantulas, tornando mais facil a execugdo do teste e
reduzindo a possibilidade de ataque por microrganismos™.

Altas temperaturas durante a adsorcdo das sementes de alface podem
atrasar ou inibir completamente a germinagéo, pois 0 embrido estd completamente
enclausurado dentro de um endosperma através do qual a radicula deve penetrar
para crescer e completar a germinacdo™. A participacdo do etileno no processo de
germinacao é amplamente aceito, embora os detalhes de seu mecanismo sejam
pouco conhecidos. Um dos fatores estudados indica que temperaturas superiores a
252 C nao sao recomendadas para a germinacao de alface, pois reduzem os niveis
do horménio etileno, produzido pelas sementes®, acarretando o fenémeno de termo-
dorméncia, comprometendo o ensaio. Em altas temperaturas, as sementes de alface
sdo mais exigentes em luz para germinar adequadamente.

Portanto, foram adotadas as temperaturas de 25°C para sementes de alface e
21°C para cebola e fotoperiodo de 24h e 12h, respectivamente, seguindo
metodologia do Guia de Analises de Sementes, do Ministério da Agricultura®.

4.6 Estruturas analisadas

Com o objetivo de testar a influéncia da elongacao da cadeia lateral na
promocéao da atividade biologica, além dos compostos sintetizados, foram utilizados
3 anélogos estruturais, obtidos comercialmente, acido 2,4,5-trimetoxicinamico 20,
acido 2,4,5-trimetoxibenzdico, 21 e acido 3-(4-hidroxifenil)propandico, 22, com o
objetivo de se obter correlacées nos estudos de estrutura-atividade (Figura 10).
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Figura 10: Estruturas submetidas aos ensaios biolégicos.

A partir dos dados obtidos dos bioensaios com sementes de Lactuca sativa
(alface) e Allium cepa (cebola), respectivamente dicotiledébnea e monocotiledonea,
foram realizadas as seguintes correlacdes:

Pela andlise dos graficos (Figuras 13 a 17), observa-se que o acido 21
apresentou pouca ou nenhuma atividade inibitéria nas espécies testadas, chegando
a ocasionar estimulo em torno de 20 % no hipocétilo de Lactuca sativa (alface)
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(Figura 13). Indicando que a elongacgao da cadeia lateral, como nos casos de 20, 22,

13 e 15, favorece o0 encaixe no receptor. Essas observacdes reforcam a teoria de

THIMANN, que prop6s uma distdncia minima necessaria para que ocorresse

atividade® (Figura 11).

[ 6,530 A° 1
f 63970 |

[ 5,161 A° . H

H .
. 5,033 A° .l

AIA

HA.CO. HE 4,087 A° |,)I\

3 ' .
\/\‘? CHs

H;CO ¥~ 1 “OCH,3

13

-~ 0.5 nm "
\ CH; =g <0IE;
N ?
' H I
| :
; o
B
Q
o]
p
"
/0
O Y
Cl (o] cl)
(s :
' 2,4-D I
0.5 nm :

Figura 11: Requerimentos estruturais para a atividade auxinica. Comparagéo entre compostos
sintetizados no presente trabalho e varios compostos que possuem atividade auxinica®' (a direita).
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THIMANN e PORTER®"®2 sugeriram que o efeito de crescimento primario
exercido pelas auxinas depende da presenca de uma carga parcial positiva em um
ndcleo planar lipofilico, distante aproximadamente 5 A? de uma carga parcial
negativa. Apesar de ter sido uma teoria desafiadora para a época, ela nao foi levada
adiante, principalmente devido a falta de ferramentas adequadas para a realizacao
de célculos tedricos mais confiaveis. Entretanto, MUIR e colaboradores®,
concluiram, com base em seus resultados, que seria muito prematuro descartar esta
separacao de cargas, pois para eles, ainda € um dos componentes necessarios para
atividade auxinica.

O resultado obtido pelas estruturas 12, 13, 14 e 15 reforca a teoria de que
grupos retiradores de elétrons favorecem a atividade bioldgica, pois embora exista
elongacao da cadeia lateral, sua atividade parece ser prejudicada pela presencga das
metoxilas ligadas ao anel aroméatico. WEINTRAUB e colaboradores®, demonstrou
qgue a insercao de grupos doadores de elétrons diminuem a atividade biolégica, pois
em sua pesquisa, verificou que uma metila na posicao 6 reduzia a atividade do acido
2,4-diclorofenoxiacético. Em seu trabalho, também concluiu que um grande namero
de substituintes benzdicos e ariléxialcandicos, assim como seus derivados possuem
a capacidade de modificar profundamente o tamanho, forma e estrutura de 6rgaos
da planta em desenvolvimento®.

Observa-se um grande estimulo das radiculas de alface (Figura 14) que foram
submetidas a solucdes contendo as estruturas 14 e 15. Entretanto, apenas com esta
informacdo, sugere-se que ocorreu uma estimulagdo no crescimento e
desenvolvimento destas partes subterraneas. Porém, ao analisarmos as fotos dos
respectivos ensaios (Figura 12), observa-se que na verdade, este crescimento é
desproporcional e caracteristico de uma disfuncao metabdlica, onde embora a raiz
figue mais esticada, a planta teria poucas chances de sobreviver com este
crescimento andmalo. Segundo SANTOS e colaboradores®, de forma geral, os
herbicidas auxinicos causam intensa divisao celular, com consequente formacao de
tumores, aparecimento de raizes aéreas, multiplicacdo e alongamento de raizes e
caule. Também ocorre hipertrofia das raizes laterais e epinastia, sendo estes
sintomas mais evidentes nas espécies dicotiledéneas, como verificado na espécie

Lactuca sativa®"®°. (Figura 12)



61
RESULTADOS E DISCUSSAO

o= v - r'd
-y . -\ -
o ¥ ¢ MY X
S ( \ 3 e T
N > N

Figura 12: Ampliacdo de plantulas de Lactuca sativa ap6s 4 dias de germinagdo demonstrando o
crescimento andémalo das radiculas em 10°M.

Outra observacao relevante foi o crescimento exacerbado das raizes
secundarias, sugerindo que, apesar dos compostos nao terem apresentado
atividade fitotoxica significativa, comportaram-se de forma semelhante a horménios
vegetais, tal como a auxina. Segundo TAIZ e ZAIGER®, uma das caracteristicas
hormonais da auxina, quando presente em altas concentracbes, € o0 aumento
desordenado na capacidade metabdlica, promovendo uma série de disfuncdes, onde
ocorre um fenémeno muito conhecido, denominado epinastia, no qual a planta
apresenta um desenvolvimento anédmalo, ndo conseguindo sobreviver.

Ambos os controles, AlA e 2,4-D, inibiram ativamente a germinacdo de
Allium cepa e Lactuca sativa, sendo que esta ultima se manteve mais sensivel aos
efeitos. Os produtos 12 e 16 exerceram inibicdo de germinagéao, principalmente em
altas concentracbes (Figuras 13 a 17). 16 foi mais seletivo para o modelo de
dicotiledénea usado (Lactuca sativa) e 22 foi mais seletivo para inibicdo de
crescimento do modelo de monocotiledénea (Allium cepa).

Para auxiliar a compreensao dos resultados obtidos, foi avaliado o indice de
velocidade de germinacdo (IVG), de acordo com metodologia proposta por
BRASIL*, pois segundo FERREIRA e AQUILA*, o efeito alelopatico muitas vezes
pode alterar a velocidade de germinacéo, provocando alteragdes na sua curva de
distribuicao (Figuras 18 a 25).
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4.6.1 Analise dos resultados de atividade alelopatica em Lactuca

sativa

Estes dados permitiram concluir que dentre as estruturas analisadas, 16 foi o
mais ativo para Lactuca sativa, porque além de causar reducdo significativa na
velocidade de germinacéao (IVG), foi também mais ativo nos ensaios de inibicdo de
germinacdo das sementes, apresentando inibicdo tanto do hipocétilo quanto da
radicula.

Pela analise dos resultados obtidos nos ensaios alelopaticos (IVG e inibicao
de crescimento), fica evidente a importancia da ramificacdo da cadeia lateral, ao
comparamos 15 e 16, onde é possivel observar que neste primeiro, ndo houve
decréscimo significativo dos indices avaliados, causando até mesmo estimulo no
crescimento das radiculas (em torno de 60%) na maior concentracédo (103).

Outro fator avaliado foi a elongacéo da cadeia lateral, que por meio da analise
dos resultados de 12 e 13, foi observado que 13 possui potencial de inibicdo 20%
superior em hipocétilo de Lactuca sativa, chegando a inibir aproximadamente 55%
(Figura 14), indicando que o aumento da cadeia lateral esta favorecendo a atividade.
Entretanto, ndo foram observadas diferencas significativas nas radiculas.

Outro composto que também apresentou atividade significativa foi o 22. Este
composto possui menor grau de substituicdo no anel aromatico, exibindo uma unica
hidroxila em posicdo para. Quando confrontamos esta molécula com compostos
estruturalmente semelhantes do ponto de vista espacial, como 15, observamos um
aumento consideravel na atividade alelopatica e isso nos sugere que um grande
volume estérico pode estar comprometendo o encaixe no receptor auxinico, visto
que ao observarmos as auxinas, sua grande maioria apresenta anéis aromaticos

sem substituicao.
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Figura 13: Crescimento médio de hipocétilo de plantulas de Lactuca sativa galface) submetidas a
solugbes de 10 — 22, 2,4-D e AlA, em diluicbes geométricas de 10° M até 10° M. Dados expressos
em percentual em relagdo ao controle.
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Figura 14: Crescimento médio de radicula de plantulas de Lactuca sativa (alface) submetidas a
solugbes de 10 — 22, 2,4-D e AlA, em diluicbes geométricas de 10° M até 10° M. Dados expressos
em percentual em relagdo ao controle.
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4.6.2 Analise dos resultados de atividade alelopatica em Allium cepa

O composto 22 também apresentou atividade significativa na inibicdo de
crescimento de radicula e hipocétilo de Allium cepa e reduziu em torno de 50% o
IVG em relacdo ao branco, exibindo atividade significativa e semelhante aos
controles positivos AlA e 2,4-D (Figuras 22 a 25).

O composto 13, novamente causou reducdes no crescimento de radicula e
hipocétilo. Essas observacdes indicam que a elongacao da cadeia lateral influenciou
na atividade sobre as monocotiledéneas.

Tomando como base novamente a teoria do receptor auxinico, sugerida por
THIMANN®' e os dados observados sobre monocotiledéneas, encontramos
resultados contraditérios, pois o esperado aumento de inibicdo de germinagao
decorrente da exposicdo do grupo carboxila ndo aconteceu (Figuras 16 e 17). Foi
observado que grupos éster, cetona, aldeido e fenol apresentam melhor atividade
frente a esta classe de plantas, com inibicdes de crescimento em torno de 40%, se
comparado ao branco. Isto pode ser claramente evidenciado quando tomamos como
base o benzaldeido 10, o fenol 11 e o acido carboxilico 21. Esses indicios sugerem
que uma maior densidade negativa na cadeia lateral ndo estd favorecendo a
atividade alelopatica na monocotiledénea estudada (Figura 15). Raciocinio
semelhante pode ser adotado para os compostos 12 e 15.

Figura 15: Mapa de densidade total de carga de 10, 11 e 21, ilustrando a maior densidade eletronica
da cadeia lateral deste ultimo.
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Figura 16: Crescimento médio de hipocétilo de plantulas de Allium cepa (cebola) submetidas a
solucdes de 10 — 22, 2,4-D e AIA, em diluicdes geométricas de 10° M até 10°® M. Dados expressos
em percentual em relagao ao controle.
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Figura 17: Crescimento médio de radicula de plantulas de Allium cepa (cebola) submetidas a
solucbes de 10 — 22, 2,4-D e AIA, em diluicdes geométricas de 10° M até 10® M. Dados expressos
em percentual em relagao ao controle.
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Figura 18: Avaliagao do efeito de 2,4-D, AlA, 10 sobre o IVG de sementes de Lactuca sativa (alface)
em diluicbes geométricas de 10° M até 10° M. Valores expressos em porcentagem.
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Figura 19: Avaliacdo do efeito de 11, 12 e 13 sobre o IVG de sementes de Lactuca sativa (alface)
em diluicbes geométricas de 10° M até 10° M. Valores expressos em porcentagem.



RESULTADOS E DISCUSSAO

68

100
a0
80 !
7o
——(10-3)
60
——(10-4)
50 ——(10-5)
40 — (10-6)
30 —#— Branco
20
10
] T
24h 48h 72h
100
a0
80 ﬁ
—  —— -+
70 i
[i11]
50 —— (103}
== {104}
10 —ae—({10-5]
20 ——(10-6]
20 ——EBranco
10
0
21h 48h 7zh
100
90
20 ,-A ]
60 ——[10-3)
. . ——[10-4)
0 / ——[10-5)
40 ——[10-6)
30 / ——Branco
20 //
10
0
24h 18h 72h

Figura 20: Avaliagdo do efeito de 14, 15 e 16 sobre o IVG de sementes de Lactuca sativa (alface) em
diluigdes geométricas de 10 M até 10 M. Valores expressos em porcentagem.
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Figura 21: Avaliagdo do efeito de 20, 21 e 22 sobre o IVG de sementes de Lactuca sativa (alface) em
diluigdes geométricas de 10 M até 10 M. Valores expressos em porcentagem.
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Figura 22: Avaliacao do efeito de 2,4-D, AlA e 10 sobre o IVG de sementes de Allium cepa (cebola)
em diluicdes geométricas de 10° M até 10 M. Valores expressos em porcentagem.
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Figura 23: Avaliagédo do efeito de 11, 12 e 13 sobre o IVG de sementes de Allium cepa (cebola) em
diluicbes geométricas de 10° M até 10° M. Valores expressos em porcentagem.
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Figura 24: Avaliacéo do efeito de 14, 15 e 16 sobre o IVG de sementes de Allium cepa (cebola) em
diluicbes geométricas de 10° M até 10° M. Valores expressos em porcentagem.



RESULTADOS E DISCUSSAO

100

90

80

70

60 . ——(10-3)
w0 7 74 e
" Y E—
10 {
20
j: /w
60 // A ——(10-3)
- T
40 %/ —e—(10-6)
. =
° 72h 96h 120h
21
100
90
50 /fV/ ——{10-3)
10 W o ——(10-4)
2o //// / —be—(10-5)
20 7 e .
~ -

10 »///(
Tl

72h 96h

120h

22

73

Figura 25: Avaliacéo do efeito de 20, 21 e 22 sobre o IVG de sementes de Allium cepa (cebola) em
diluicbes geométricas de 10° M até 10° M. Valores expressos em porcentagem.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Devemos recordar que a industria de herbicidas teve seu império construido
no sucesso dos herbicidas 2,4-D e 2,4,5-T e consequentemente o controle de
plantas daninhas nos ultimos 50 anos teve sua produgdo concentrada quase que
exclusivamente em herbicidas sintéticos®. Entretanto, como esperado, o uso
disseminado de herbicidas levou ao surgimento dos primeiros casos de resisténcia a
herbicidas, que comegaram a crescer em escala exponencial, seguidos também de
varios relatos de danos ambientais, decorrentes do uso abusivo dos organoclorados
e semelhantes. Todas estas preocupacdes abriram novas linhas de pesquisa
direcionadas a busca de novas alternativas ao combate as plantas daninhas — que

além de eficientes, sejam menos prejudiciais ao meio ambiente.

Dessa forma, a alternativa mais viavel a solucao do problema remete aos
primérdios dos primeiros relatos de danos causados as plantas, resultantes de
outras espécies vegetais: a alelopatia.

Geralmente, os produtos naturais sao considerados benignos do ponto de

vista ambiental®®

. Esta é uma alternativa muito adotada, pois muitos aleloquimicos
exercem sua influéncia em mecanismos nao explorados pelos herbicidas comerciais,
tornando-os apropriados para a descoberta de novos herbicidas. Entretanto, existe
uma barreira a este tipo de alternativa, que é a complexidade estrutural que muitos
metabdlitos secundarios apresentam, contendo varios estereocentros, dificultando
sua elucidacao estrutural e consequentemente, tornando muito complicada a sintese

destes produtos em larga escala®’.

Como ressaltado por MACIAS®!, em suas pesquisas por novos aleloquimicos,
existe uma grande dificuldade nesta busca por novos herbicidas, devido a
necessidade de aliar diversos fatores, como um potente efeito alelopatico, baixo
custo de producdo e ndo causar danos ambientais. Todos esses requisitos
demandam também uma interdisciplinaridade, com a colaboragdo de profissionais
de varias areas tornando o processo ainda mais complicado, como verificado no
decorrer do presente trabalho. Dessa forma, a busca por aleloquimicos provenientes
de produtos naturais vem sendo uma alternativa muito adotada pelos pesquisadores,

principalmente por ser uma area com grande potencial a ser explorado.
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Portanto, ao verificarmos a atividade auxinica do composto 10, em estudos
fitoquimicos anteriores®®, acompanhados de sua baixa complexidade estrutural,
poderiamos ter potencialmente, um novo protétipo de herbicida cuja sintese fosse
economicamente viavel, adotando reacées amplamente estudadas na literatura®®,
aliadas a um baixo custo de producao, além deste composto ndo possuir &tomos de
cloro em sua estrutura, o que provavelmente resultaria em um composto menos
prejudicial ao meio ambiente. Porém, apds a conclusao do trabalho, fica evidente
que o resultado inicial favoravel de 10 pode ter sido decorrente de um falso positivo
ou da presenca de algum metabdlito junto ao extrato dessa planta, pois a avaliacdo
do produto puro demonstrou que sua atividade € pouco expressiva se comparada

aos controles positivos.

Embora as estruturas sintetizadas nao tenham apresentado resultados
coerentes com os padrées de atividade auxinica, isto é, de forma geral, inibir o
crescimento das partes subterraneas e estimular hipocétilo, podemos observar que
as modificacdes sintéticas desenvolvidas levaram a obtencdo de um produto
otimizado, 16, que apresentou-se mais ativo que 10 nos ensaios alelopaticos. Isto
sugere que a insercao da cadeia lateral ramificada contribuiu para o aumento da
atividade.

Com os dados obtidos do composto 13, observamos que a elongacédo da
cadeia lateral influenciou na inibigdo de crescimento em sementes de Allium cepa. E
pela baixa atividade inibitéria de 21 nas duas espécies avaliadas, podemos verificar
que a auséncia de elongacado aliada a maior densidade eletrdnica, decorrente do
grupamento carboxila, ocasionou baixa atividade em Allium cepa e em hipocétilo de
Lactuca sativa.

Dessa forma, o objetivo de sintetizar um composto mais potente que a
molécula precursora 10 foi alcancado. De forma geral, os compostos sintetizados
apresentaram distintos graus de atividade, porém nao foram tao eficientes quanto os
controles positivos, AlA e 2,4-D, sendo que este Ultimo ja é conhecido desde a
década de 30, e até hoje, poucas sdo as alternativas comerciais a este herbicida que

sejam mais viaveis economicamente.

Todavia, foi verificado no decorrer do trabalho que existem poucas

informacgdes na literatura sobre pré-requisitos estruturais, assim como o estudo dos
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receptores responsaveis pelos efeitos alelopaticos deve ser melhor explorado, pois
pelos resultados obtidos, podemos concluir que as estruturas avaliadas nao
seguiram um padrdo aparente de estrutura/atividade, mostrando efeitos
inibitérios/estimulantes para compostos com caracteristicas estruturais diferentes.
Assim, a proposta de THIMMAN, sobre o sitio receptor responsavel pela atividade
auxinica, parece realmente carecer de mais estudos, pois como ja observado na
literatura, nosso trabalho vem demonstrar que compostos diferentes conseguem
exercer efeito alelopatico semelhante. Porém a correspondéncia que podemos obter
em relacdo a esta proposta é que grupos retiradores de elétrons ligados ao anel
aromatico favorecem a atividade biol6gica, pois deixam o ndcleo interno do anel
aromatico deficiente em elétrons, a exemplo do que acontece com o herbicida 2,4-D
4, como indicado no mapa de potencial eletrostatico abaixo, onde o predominio da

cor vermelha indica a baixa densidade eletrbnica:
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Figura 26: Mapa de potencial eletrostatico do herbicida 2,4-D demonstrando a deficiéncia de elétrons
no anel aromético.

Todas essas complicacOes, aliadas a falta de informacdes mais precisas,
colocam os metabdlitos secundarios na vanguarda pela busca por novos herbicidas,
devido a grande variedade estrutural deste grupo, aliado aos mecanismos evolutivos
das plantas, que muitas vezes se utilizam desta classe como uma ferramenta de

sobrevivéncia e perpetuacao.
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6. CONCLUSOES

Pela avaliacao dos resultados podemos concluir que:

e Para a sintese de 11, a utilizacdo de perdxido de hidrogénio em meio acido e
metanol mostrou os melhores resultados, garantindo-se a seletividade para a

obtencéo do fenol desejado.

e Os compostos 12, 13, 14, foram obtidos com rendimentos satisfatérios,
sendo que a elongacao da cadeia lateral prejudicou o rendimento de 13.

e Estas etapas sintéticas exigiram condi¢cdes perfeitamente anidras, pois o
fen6xido resultante pode reagir com &agua regenerando o fenol o que

comprometeria a sintese dos compostos propostos.

e Com excecao de 11, todos 0os demais compostos sintetizados séo inéditos,
de acordo base de dados do programa Science Finder.

e Dentre os compostos sintetizados, o que apresentou maior atividade foi 16,
que apresentou maior atividade alelopatica nas duas espécies vegetais

avaliadas.

e Ao confrontarmos os dados obtidos de 12 e 13 com 22, embora exista
elongacdo da cadeia lateral, sua atividade parece ser prejudicada pela

presenca das metoxilas ligadas ao anel aromatico.

e Comparando os resultados de 15 e 22, observa-se que o menor grau de
substituicdo no anel aromatico neste ultimo contribui para melhor atividade

alelopatica.

e Ao compararmos 12 e 13, verifica-se que o aumento da cadeia lateral

favorece a atividade alelopatica.

e A importancia da ramificacdo da cadeia lateral fica clara ao comparamos 15
e 16.
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A analise dos resultados de 14 e 15 sugere atividade auxinica, devido ao
estimulo desproporcional das radiculas de Lactuca sativa (alface).

O padrao de atividade auxinica dos controles, AlA e 2,4,-D, foi condizente
com os dados encontrados na literatura, pois mostraram-se mais ativos em

dicotiledénea (Lactuca sativa) do que em monocotiledénea (Allium cepa).



79

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

CHRISTOFFOLETI, P. J. (1997). Resisténcia de plantas daninhas aos
herbicidas. Simposio Sobre Herbicidas e Plantas Daninhas. EMBRAPA.
Dourados/MS, EMBRAPA. 1: 75 - 94.

CHRISTOFFOLETI, P. J. (2008). Aspectos de resisténcia de plantas
daninhas a herbicidas. Piracicaba, Associacdo Brasileira de Acao a
Resisténcia de Plantas Daninhas - HRAC-BR.

TU, M., C. HURD, et al. (2001). Weed Control Methods Handbook. Tools and
Techniques for Use in Natural Areas. The Nature Conservancy's Wildland
Invasive Species Team: 219.

HEAP, |I. M. (1997). The Occurrence of Herbicide-Resistant Weeds
Worldwide. Pesticide Science 51(3): 235-243.

LORENZI, H. (2000). Plantas daninhas do Brasil: terrestres, aquaticas,
parasitas, toxicas e medicinais. Nova Odessa/SP, Instituto Plantarum.

OLIVEIRA, R. S., CONSTANTIN, J. (2001). Plantas Daninhas e Seu Manejo.
Guaiba, Livraria e Editora Agropecuaria Ltda.

FERREIRA, M. B. and J. P. LACA-BUENDIA (1979). Plantas Invasoras em
Pastagens no Estado de Minas Gerais e Recomendac6es Para Sua
Erradicacao. Belo Horizonte/MG, Empresa de Pesquisa Agropecuaria de
Minas Gerais - EPAMIG.

VARGAS, L.; ROMAN, E. S. (2006). Resisténcia de Plantas Daninhas a
Herbicidas: Conceitos, origem e evolucao. Passo Fundo/RS, Embrapa
Trigo. 58: 22. Disponivel em: <http://www.cnpt.embrapa.br/biblio/do/p58.htm>

Acesso em: 25 mar. 2009.



80

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

9 -

10 -

11 -

12 -

13 -

14 -

15 -

16 -

17 -

18 -

BARBOSA, C. S. S., D. Q. ; TERRONES, M. G. H. (2007). Potencial Herbicida
do Extrato Diclorometandlico de Caule da Lixeira (Curatella americana L.).
XXl Encontro Regional da Sociedade Brasileira de Quimica.
Uberlandia/MG, Encontro Regional SBQ-MG. 1: PN44.

RUEDELL, J. (1995). Plantio Direto na Regiao de Cruz Alta. Cruz Alta/RS,
Fundacdo Centro de Experimentacado e Pesquisa FECOTRIGO -
FUNDACEP: 1383.

PRIMAVESI, A. M. (1992). Agricultura Sustentavel. Sao Paulo/SP, Editora
Nobel. 1: 142.

RASSINI, J. B. (1993). Invasoras em Pastagens. Sao Carlos/SP, EMBRAPA
Pecuaria Sudeste - CPPSE. 4: 33.

FONTES, J. R. A. (2003). Manejo Integrado de Plantas Invasoras na
Agricultura Organica. Planaltina/DF, Embrapa Cerrados: 28.

VIDAL, R. A. W., L. M. (2004). "Euphorbia heterophylla L. Resistant to
herbicide inhibitors of acetolactate synthase: Il — Geographic distribution and
genetic characterization of biotypes from Rio Grande do Sul plains." Revista
Brasileira de Agrociéncia 10(4): 4.

CHRISTOFFOLETI, P. J. (2003). "Principais aspectos da resisténcia de
plantas daninhas ao herbicida glyphosate." Planta Daninha. 21: 507-515.

Imagem Disponivel em: <http://www.weedscience.org/Chronincrease.qif>.

Acesso em: 08 de maio de 2009.

CHAUNDHRY, O. (2008). Herbicide-Resistance and Weed-Resistance
Management. Toronto/CA, Biology Environmental Science Albert Campbell

Collegiate Institute. 2: 27.

RICE, E. L. (1987). "Allelopathy - An Overview." Acs Symposium Series.
330: 8-22.



81

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

19 -

20 -

21 -

22 -

23 -

24 -

25 -

26 -

27 -

28 -

ALIOTTA, G., G. CAFIERO, et al. (2006). Weed germination,seedling
growth and theirlesson for allelopathy in agriculture. 297.

KISSMANN, K. G. (2006). Resisténcia de Plantas Daninhas a Herbicidas.
(1),32. Disponivel em: <www.hrac-br.com.br>. Acesso em: 06 de maio de
20009.

TAIZ, L., ZEIGER, E. (2002). Plant Physiology. Sinauer Associates., 690.

SILVA, A. A, SILVA, J.F., FERREIRA, F.A., FERREIRA, L. R., SILVA, J.F;
(2001). Controle de plantas daninhas. Brasilia/DF. 201.

ARANTES, F. (2007). Sintese e avaliacao da fitotoxicidade de novas
lactonas sesquiterpénicas. Dissertacdo de Mestrado, Universidade Federal
de Vigosa — UFV.102.

NORRIS, L. A.,, MILLER, R. A. (1974). "The toxicity of 2,3,7,8-
tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) in Guppies (Poecilia reticulatus Peters)."
Bulletin of Environmental Contamination and Toxicology., 12(1): 76-80.

OKAMOTO, Y. (1999). "A new dioxin decomposition process based on a
hybrid density-functional calculation." Chemical Physics Letters., 310(3-4):
355-360.

MCKAY, G. (2002). "Dioxin characterisation, formation and minimisation
during municipal solid waste (MSW) incineration: review." Chemical
Engineering Journal. 86(3): 343-368.

JAMESON, C. W. "Report on carcinogens--History and process." Chemical
Health and Safety. 12(3): 9-14.

DAUM, A. W., GARDNER, L. C., MAUSBACH, W. (2003). America, the
Vietnan War, and the World. Comparative and international perspectives.
Cambridge/UK, Cambridge University Press. 1: 371.



82

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

29 -

30 -

31 -

32 -

33 -

34 -

35 -

36 -

SUTHERLAND, R. G., HEE S. S. (1981). Phenoxyalkanoic Herbicides.
Hardcover. 316

DECHEN, S. C. F., POMMER, C. V. (2006) “IAC, Gerando e Transferindo
Ciéncia e Tecnologia Para o Negécio Agricola”. O Agronémico. 58, 76.

MACIAS, F. A., SIQUEIRA, J. M., et al. (2006). "New herbicide models from
benzoxazinones: Aromatic ring functionalization effects." Journal of
Agricultural and Food Chemistry. 54(26): 9843-9851.

CAROLLO, C. A. (2004). Estudo fitoquimico das partes aéreas (folha e
caule) de Duguetia furfuracea - Annonaceae. Dissertacdo (Mestrado em
Quimica) - Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Orientador: Joao

Maximo de Siqueira.

BRENTAN, D. B. (2004). Estudo fitoquimico das cascas do caule
subterraneas de Duguetia furfuracea - Uma espécie invasora de
pastagem. Dissertacdo (Mestrado em Quimica - CCET - UFMS) -
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul . Orientador: Jodo Maximo de

Siqueira.

SIQUEIRA, J. M. de ; HELLMANN, A. R.; CAROLLO, C. A. (2005).
“Sesquiterpenoids from the essential oil from leaves of Duguetia furfuracea —
Annonaceae”. Biochemical Systematics and Ecology., Inglaterra/UK, v. 33,
647-649.

CAROLLO, C. A.; HELLMANN, A. R.; ALBURQUERQUE, S.; SIQUEIRA, J.M.
(2006). “Alkaloids And A Flavonoid From Aerial Parts (Leaves And Twigs) Of
Duguetia furfuracea — Annonaceae”. Journal of the Chilean Chemical
Society., v. 51, 837-841.

SILVA, D. B.; TULLI, E. C. O. ; GARCEZ, W. S.; NASCIMENTO, E. A. ;
SIQUEIRA, J. M. (2007). Chemical constituents of the underground stem bark
of Duguetia furfuracea (Annonaceae). Journal of the Brazilian Chemical
Society., Chile, v. 18, n. 2, 1560.



83

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

37 -

38 -

39 -

40 -

41 -

42 -

43 -

44 -

45 -

VALTER, J. L.; ALENCAR, K. M. C.; SARTORI, A. L. B.; NASCIMENTO, E. A;
CHANG, R.; MORAIS, S. A. L.; LAURA, V. A. ; YOSHIDA, N. C.; CAROLLO,
C. A;; SILVA, D. B.; GRASSI, R. F.; FABRI, J. R.; SIQUEIRA, J. M. (2008).
“Variagdo quimica no éleo essencial das folhas de seis individuos de Duguetia
furfuracea (Annonaceae)”. Revista Brasileira de Farmacognosia., v. 18,
373-378.

CAROLLO, C.A.; SIQUEIRA, J. M. (2009). “Isolation of a minor nitro-alkaloid
from the aerial parts of Duguetia furfuracea — Annonaceae”. Natural Product
Research., v. 23, p. 633-637.

Imagem disponivel em <http:/www.rededesementesdocerrado.com.br>

BERRY, D. (1998). "Advanced Practical Organic Chemistry by J. Leonard, B.
Lygo and G. Procter, and Advanced Practical Inorganic and Metalorganic
Chemistry, by R. J. Errington." The Chemical Educator. 3(6): 1-2.

ARMAREGO, W. L. F.; CHAI, C. L. L. (2003). Purification of Laboratory
Chemicals (Fifth Edition). Burlington, Butterworth-Heinemann. 52 ed., 609.

FERREIRA, A. G. A., M. E. A (2000). "Alelopatia: uma &area emergente da
ecofisiologia." Revista Brasileira de Fisiologia Vegetal. 12(1): 175 - 204.

SILVERSTEIN, R. M., WEBSTER, F.X (2000). Identificacao
Espectrométrica de Compostos Organicos. Rio de Janeiro/RJ, LTC. 62 ed.,
550.

SMITH, M. B., MARCH, J. (2001). March's Advanced Organic Chemistry:
Reactions, Mechanisms, and Structure. Wiley-Interscience; 52 ed. 2374.

MATSUMOTO, M., H. KOBAYASHI, et al. (1984). "Acid-Catalyzed Oxidation
of Benzaldehydes to Phenols by Hydrogen-Peroxide." Journal of Organic
Chemistry. 49(24): 4740-4741.



84

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

46 -

47 -

48 -

49 -

50 -

51 -

52 -

53 -

54 -

55 -

LIN, Y.-L.,, C.-S. WU, et al. (2002). "SAR Studies of 3-
Cyclopropanecarbonyloxy-2-cyclohexen-1-one as Inhibitors  of  4-
Hydroxyphenylpyruvate Dioxygenase." Bioorganic & Medicinal Chemistry.
10(3): 685-690.

SYKES, P. (1996). A Guidebook to Mechanism in Organic Chemistry.,
Prentice Hall. 62 ed., 416.

LOWRY, T. H., RICHARDSON, K. S. (1981). Mechanism and theory in
organic chemistry. New York/US, Harper & Row., 22 ed., 991.

CAREY, F. A., SUNDBERG, R. J.(1990). Advanced Organic Chemistry :
Structure and Mechanisms. Springer., 32 ed.,1816 .

IRIFUNE, S., KIBAYASHI T., ISHII Y., OGAWA M. (1988). "A Facile Synthesis
of Alkyl lodides and Deuterated Alkyl lodides by Hydroiodination and
Deuterioiodination of Olefins." Synthesis. 5: 366 - 369.

MACIAS, F. A.,, D. CASTELLANO, et al. (2000). "Search for a standard
phytotoxic bioassay for allelochemicals. Selection of standard target species."
Journal of Agricultural and Food Chemistry. 48(6): 2512-2521.

TUKEY, H. B. (1969). "Implications of Allelopathy in Agricultural Plant
Science." Botanical Review. 35(1): 1-&.

CASTELLANO, D. (2001). Optimizacion de Bioensayos Alelopaticos:
aplicacion en la busqueda de herbicidas naturales., Facultad De Ciencias.
Cadiz/ESP, Universidad De Cadiz. Tese: 201.

BRASIL (1992). Regras Para Analise De Sementes. Brasilia/DF, Ministério
da Agricultura e da Reforma Agraria: 365.

BEWLEY, J. D. B.,, M. (1994). Seeds. Physiology of development and
germination. New York/US, Plenum Publishing: 445.



85

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

56 -

57 -

58 -

59 -

60 -

61 -

62 -

63 -

64 -

THOMPSON, K. (1993) Germination at alternating temperatures. Methods in
comparative plant ecology. 176 — 205.

TAYLORSO.R., HENDRICK, S. (1972). "Interactions of Light and a
Temperature Shift on Seed-Germination." Plant Physiology. 49(2): 127-&.

THOMPSON, K., GRIME, J.P. (1983). A comparative study of germination
responses to diurnally-flutuating temperatures. Journal Applied Ecology.
20(1): 141-156.

NASCIMENTO, W. M., D. J. CANTLIFFE (2005). "Seed aging affects
ethylene production and endo-beta-mannanase activity during lettuce seed
germination at high temperature.” Seed Science & Technology. 33(1):11-17.

SUNG, Y., D. J. CANTLIFFE, et al. (2008). "Structural changes in lettuce seed
during germination at high temperature altered by genotype, seed maturation
temperature, and seed priming." Journal of the American Society for
Horticultural Science. 133(2): 300-311.

THIMANN, K. V., M. TOMASZEWSKI, et al. (1962). "Growth-Promoting
Activity of Caffeic Acid." Nature. 193(4821): 1203-&.

FARRIMOND, J. A., ELLIOTT, M. C., et al. (1978). "Charge Separation as a
Component of Structural Requirements for Hormone-Activity." Nature.
274(5669): 401-402.

MUIR, R. M., FUJITA, T., et al. (1967). "Structure-Activity Relationship in the
Auxin Activity of Mono-Substituted Phenylacetic Acids." Plant Physiology.
42(11): 1519-1526.

WEINTRAUB, R. L., BROWN, J. W., et al. (1954). "Herbicidal Activity -
Relation between Molecular Structure and Physiological Activity of Plant
Growth Regulators .2. Formative Activity of Phenoxyacetic Acids." Journal of
Agricultural and Food Chemistry. 2(19): 996-999.



86

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

65- SANTOS, M. V., FREITAS, C. L., et al. (2006). "Eficacia e persisténcia no solo
de herbicidas utilizados em pastagem." Planta Daninha. 24: 391-398.

66 - VYVYAN, J. R. (2002). "Allelochemicals as leads for new herbicides and
agrochemicals." Tetrahedron. 58(9): 1631-1646.

67 - DUKE, S., DAYAN, F., et al. (2000). "Natural Products as Sources of
Herbicides: current status and future trends." Weed Research. 40: 99-111.



