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EXTRATO

SOUZA, Leonardo Francisco de, M.S., Universidade Federal de Vigosa, marco
de 2000. Sintese e avaliacdo da atividade nematicida de derivados do
timol e da piperazina. Orientador: Antonio Jacinto Demuner. Conselheiros:
Maria Amelia dos Santos e Célia Regina Alvares Maltha.

Neste trabalho foram sintetizados a timoquinona [15] e os éteres
derivados do timol, 2-benziloxi-1-isopropil-4-metilbenzeno [8; 35,8%], 2-etoxi-
1-isopropil-4-metilbenzeno [9; 18,8%], 1-isopropil-4-metil-2-octiloxibenzeno
[10; 23,6%], 1-isopropil-4-metil-2-octadeciloxibenzeno [11; 33,0%], 2-
(2,3 ,4,5,6 -pentafluorobenzil oxi)-1-isopropil-4-metilbenzeno [12; 32,0%] e 1-
isopropil-4-metil-2-metoxibenzeno [13; 75,8%]. Foram também sintetizados os
sais derivados de piperazina: cloreto de piperazina [17], citrato de piperazina
[18], fosfato de piperazina [19], oxalato de piperazina[20] e sulfato de piperazina
[21]. Os éteres derivados do timol foram preparados através da sintese de
Williamson, entre o timol e os compostos hal ogenados arométicos e aifaticos. A
timoquinona [15] foi obtida como produto da nitragdo do timol, utilizando acido
sulfarico/nitrato de sodio. Os sais derivados da piperazina foram sintetizados
mediante reacdo entre a piperazina e um &cido, apresentando rendimento
quantitativo. Os ensaios biologicos dos produtos sintetizados e do timol foram

realizados in vitro, com os nematdides Meloidogyne incognita raca 3 e
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Heterodera glycines, utilizando-se doses de 5 e 50 ng mL™ dos compostos
sintetizados. Nestes bioensaios, os indices de mortalidade para o Meloidogyne
incognita variaram de 1,8 a 81,8% na concentragéo de 5 ny mLYede 53 a
86,7% na concentracdo de 50 ng mL™. Para Heterodera glycines estes indices
variaram de 0 a 83% na concentracgo de 5 mg mL™ e de 0 a 88% na concentragéo
de 50 ng mL™. Estes resultados permitiram observar a influéncia dos diferentes
grupos substituintes, dos anions e da concentragdo dos compostos sintetizados
sobre sua atividade nematicida. Observou-se também diferenca entre os
mecanismos de agdo destes compostos nas espécies Meloidogyne incognita e
Heterodera glycines, sugerindo que uma abordagem diferente deve ser feita para

a sintese de nematicidas que visam ao controle de Heterodera glycines.
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ABSTRACT

SOUZA, Leonardo Francisco de, M.S., Universidade Federal de Vigosa, March,
2000. Synthesis and evaluation of nematicidal activity of the derivatives
of thimol and piperazine. Adviser: Antonio Jacinto Demuner. Committee
members: Maria Amélia dos Santos and Célia Regina Alvares Maltha.

In this work were synthesized the thymoquinone [15] and the derivatives
ethers of the thymol, 2-benzyloxy-1-isopropyl-4-methylbenzene [8; 35.8%], 2-
ethoxy-1-isopropyl-4-methylbenzene [9; 18.8%], 1-isopropyl-4-methyl-2-
octyloxybenzene [10; 23.6%)], 1-isopropyl-4-methyl-2-octadecyloxybenzene [11;
33.0%], 2-(2',3,4',5,6'-pentafluorobenzyloxy)-1-isopropyl-4-methyl benzene [12;
32.0%] and 1-isopropyl-4-methyl-2-methoxybenzene [13; 75.8%]. they were also
synthesized the derived salts of piperazine: piperazine chloride [17], piperazine
citrate [18], piperazine phosphate [19], piperazine oxalate [20] and piperazine
sulphate [21]. The derived ethers of the thymol were prepared through the
Williamson synthesis, between the thymol and the halogenates compounds
aromatics and aliphatics. The thymoquinone [15] was obtained as product of the
nitration of the thymol, using sulfuric acid/sodium nitrate. The derived salts of
the piperazine were synthesized by means of reaction between the piperazine and
an acid, presenting quantitative yeld. The biological assays of the synthesized

products and of the thimol were carried in vitro, with the nematodes Meloidogyne
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incognita strain 3 and Heterodera glycines, using doses of 5 and 50 mg mL™ of
the synthesized compounds. In these bioassays, the mortaity rate for
Meloidogyne incognita varied from 1.8 to 81.8% at a5 mg mL™ concentration
and of 5.3 to 86.7% at a 50 mg mL™ concentration. For Heterodera glycines
these rates varied from 0 to 83% at a5 mg mL™ concentration and from O to 88%
at 250 mg mL™ concentration. These results allowed to observe the influence of
the different substituents groups, of the anions and of the concentration of the
synthesized compounds, on its nematicidal activity. It was aso observed
difference among the action mechanism of these compounds in Meloidogyne
incognita and Heterodera glycines, suggesting that a different approach should
be made for the synthesis of nematicides that seek the control of Heterodera

glycines.
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INTRODUCAO

As perdas de producdo causadas por nematGides fitoparasitas nas
principais culturas agrérias sd0 estimadas em cerca de 12% da produgdo ou em
torno de 78 bilhGes de dolares por ano, em todo o globo (SASANELLI, 1995).
Estas perdas podem ser muito maiores do que esta estimativa, uma vez que 0s
sintomas de atague destes fitoparasitas ndo sdo especificos, podendo confundir-se
com os de outras doencas, de tal maneira que o agricultor detecta anomalias e
irregularidades nas culturas apenas quando o nivel de infestacdo por nematoides
j& é bastante alto e de dificil controle (BAKER et al., 1994).

Para combater estes patdgenos, faz-se necessario pesquisar e desenvolver
novas formas de control e destes, bem como aperfeicoar aquel as ja existentes.

Uma das formas de controle de nematdides € o controle quimico, ou sgja,
0 Uso de produtos quimicos com atividade nematicida.

Com o intuito de obter compostos nematicidas mais eficazes e,
concomitantemente, reduzir o impacto ambiental provocado pela introducéo no
meio ambiente de produtos toxicos a fauna e a flora, este trabalho teve como
objetivo a sintese de compostos derivados do timol e da piperazina.

A escolha do timol como estrutura bésica para a sintese dos derivados
deve-se ao fato de que este composto possui, além de propriedades antissépticas,

antifingicas e bactericidas, conhecida atividade anti-helmintica em animais
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(BENJILALI et a., 1986; MERCK INDEX, 1996), possibilitando a obtencéo de
derivados com alta especificidade e eficacia no controle de fitonematdides.
Apesar de aliteratura reportar o uso do timol em diversas areas, inclusive
contra fitonematdides (SOLER et a., 1996), ndo ha registros do seu uso e de seus
derivados contra fitonematdides dos géneros Meloidogyne incognita e
Heterodera glycines. Este trabaho, portanto, teve como um de seus objetivos a

sintese de derivados do timol, conforme o seguinte esquema (Figura 1).

base
— =
OH O

NaNO3/HZSO4 RX
R= metil
etil

octil

octadecil

benzil
2,3,4,5,6-pentafluoroberil

Figura 1 - Propostas de sinteses para 0s derivados do timol.

A formagdo desses derivados buscava avaiar a influéncia da extenso e
do tipo de grupo inserido, obtendo, assim, parametros de comparagcdo para a
avaliacdo dainfluéncia do grupo hidroxila no timol.

A piperazina € um composto com amplo espectro de aplicaces quimicas
e farmacéuticas comumente utilizado como anti-helmintico em animais desde
1952 (ZANINI e OGA, 1989). E administrada sob aforma de sais, possuindo ata

atividade e toxicidade virtualmente ausente em dosagens terapéuticas. Além



disso, seu custo é relativamente baixo (BHATT et a., 1990), tornando-a também
potencialmente Util no controle de fitonematdides.

Assim, este trabalho também teve como objetivo a sintese de sais
derivados da piperazina pela reacéo entre a piperazina e os écidos, conforme o

esgquema aseguir (Figura2).

H H H
| )
N N X
DR
_— . _
N N
H H H
X = citrato, cloreto, fosfato, oxalato e sulfato.

Figura 2 - Propostas de sintese de sais de piperazina.

As sinteses buscavam avaliar a influéncia do anion ligado a piperazina
sobre sua atividade contra os fitonematoides, permitindo dessa forma a obtencéo
de dados sobre 0 modo de agdo desses compostos no organismo destes
fitonematdides.

Os compostos sintetizados derivados do timol e da piperazina foram
submetidos a testes bioldgicos para avaliacdo de sua atividade nematicida,
através de ensaios in vitro, contra o nematdide de gahas (Meloidogyne

incognita) e o de cisto (Heterodera glycines).



CAPITULO 1

SINTESE DE DERIVADOSDO TIMOL E DA PIPERAZINA

1. INTRODUCAO

Milhares de toneladas de alimentos sdo consumidas a cada dia pela
populacdo mundial, estimada atualmente em mais de 5 bilhdes de habitantes.
Considerando que a maioria desses alimentos sd0 vegetais cultivados pelo
homem, foi surgindo ao longo do tempo uma intensa necessidade de se melhorar
cada vez mais o rendimento das colheitas, visando atender ao consumo mundial.
Além disso, a producéo de alimentos é uma fonte de divisas para muitos paises
de economia essencialmente agricola, adém dagueles em que os produtos
agricolas sd0 a base de exportacdo, como € o caso do Brasil, cuja economia
ficaria seriamente abalada se n&o fosse atividade.

Dentre os fatores que provocam substanciais perdas de colheitas,
destacam-se 0 ataque de diversas pragas e a inducao de doencas por diferentes
patogenos, havendo a necessidade de controle imediato. Nesse sentido, o controle

utilizando produtos quimicos € ainda o método que produz resultados mais

4



imediatos e eficientes, sendo estes 0s maiores agentes de protecéo de plantas

contrainsetos, plantas daninhas e patdgenos de plantas (DUKE et al., 1992).

1.1. Nematoides: aspectos gerais e sua importancia econémica

Um dos principais patogenos de plantas responsaveis por grandes perdas
econbmicas S0 0s nematbides. Estes microrganismos, habitantes do solo e da
agua, que somam mais de 20.000 espécies conhecidas espalhadas por todo o
planeta, sGo de dimensdes reduzidas, mas podem deixar um rastro de prejuizo
certamente descomunal, se medidas de controle ndo forem empregadas a tempo
(MARTINS e CASTRO, 1997).

Medindo de 50 a 250 nm de largura por 500 a 4.000 mm de
comprimento, milhdes destes organismos podem viver em um metro quadrado de
solo, porém somente cerca de 3% deles tém sido estudados e descritos (BAKER
et al., 1994). Os fitonematoides dos géneros Meloidogyne e Heterodera atacam
quase todas as culturas, sendo considerados 0s grupos mais importantes devido a
sua ampla distribuicéo, polifagia, diferenciacdo biologica ligada ao parasitismo
entre populacdes de mesma espécie e ata capacidade de multiplicacdo durante a
estacdo de crescimento da planta. A maioria deles ataca as raizes das plantas
hospedeiras, interferindo na absor¢éo de agua e nutrientes do solo. Este atague
acentua-se a cada ano, até chegar a um ponto no qual as raizes ficam totalmente
comprometidas. Como consequiéncia, aparecem nas plantas infestadas sintomas
como amarelecimento de folha, reducéo de tamanho e murcha.

As perdas de producdo causadas por nematoides fitoparasitas sdo
estimadas em torno de 12% (SASANELLI, 1995), ou cerca de 78 bilhdes de
ddlares por ano (BAKER et al., 1994). Entretanto, as perdas séo provavel mente
muito maiores do que o estimado, uma vez que os sintomas na planta de danos
causados por fitonematoides ndo sdo especificos, podendo ser confundidos com
0s de outras doencas, resultando em perdas néo-notificadas.

Nas regibes tropicais e subtropicais, fatores ambientais como

temperatura, tipo de solo, vegetacdo e estagbes chuvosas favorecem o
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desenvolvimento, a reproducéo e a sobrevivéncia dos nematoides por varios anos
(LUC et a., 1990).

O Quadro 1 mostra os prejuizos provocados anualmente pelo ataque de
fitonematdides a diversos tipos de culturas em toda a extenséo do globo terrestre.

Um exemplo substancial dos prejuizos causados por estes parasitas séo
as perdas causadas pelo nematdide do cisto da soja (NCS), Heterodera glycines
Ichinohe, um dos mais importantes parasitas que atacam a soja. A infecgdo causa
necrose da raiz, reduz a nodulagdo e provoca a supressdo do crescimento de
brotos, acompanhadas por severa clorose. De 1989 a 1991, as perdas de colheita
devido ao NCS foram estimadas em aproximadamente 320 milhdes de dolares
por ano nos EUA (DOUONIK, 1993).

Na China estima-se que mais de 70% das plantacdes de soja estgam
infectadas por este patdgeno (LIU et al., 1996).

Este nematdide foi detectado pela primeira vez no Brasil na safra de
1991/92 e, atualmente, esta presente em 69 municipios de sete estados brasileiros
(Mato Grosso, Goias, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Sdo Paulo, Parana e
Rio Grande do Sul), onde tem-se observado rapida dispersdo. Em 91/92,
estimava-se gque a area infestada fosse de 10.000 hectares. Mais recentemente,
acredita-se que essa &rea estegja em torno de um milhdo e setecentos mil hectares
(SILVA et a., 1997). As perdas econbmicas causadas, no Brasil, por este
nematéide foram da ordem de 32,4 milhdes de dolares em 1995 (ANDRADE e
ASMUS, 1995).



Quadro 1 - Perda de producdo causada anualmente no mundo por nematoides
fitoparasitas em diferentes culturas de expressdo econOmica
(adaptado de SASSER e FREECKMAN, 1987)

CulturaAgréaria Perda de producéo (%)
Algodéo 10,7
Arroz 10,0
Banana 19,7
Batata 12,2
Cacau 10,5
Café 15,0
Cana-de-acUcar 15,3
Fumo 14,7
Melancia 16,9
Melédo 13,8
Milho 11,8
Soja 10,6
Sorgo 3,9
Tomate 20,6




1.2. O controle quimico dos fitonematéides

Muitas formas de controle de nematoides foram desenvolvidas, dentre
elas a rotagdo de culturas, o controle biolégico, 0 melhoramento genético das
plantas, visando a criac8o de espécies vegetais resistentes apos nematoides, e o
controle quimico (BAKER et a., 1994).

O controle quimico, ou sgja, 0 uso de nematicidas, € utilizado desde 1943
como um meio eficiente e econdmico no controle dos fitonematoides no campo.
Os agricultores utilizam nematicidas principamente porque através deles
conseguem reduzir de forma rgpida o preguizo econdémico causado pelos
fitonematbides. Logo, a primeira vantagem do controle gquimico sobre os outros
métodos € reduzir, a curto prazo, a densidade dos nematGides em niveis téo
baixos que ndo produzam danos econdmicos, a0 mesmo tempo que permite ao
agricultor plantar imediatamente ap0s a aplicacdo do nematicida (FRANCO,
1992).

Muitos pesticidas utilizados para o controle de insetos e nematéides séo
organofosforados ou carbamatos, que inibem a acetilcolinesterase (Corbett et a.,
1984, citados por NOEL e MAYASICH, 1991). A acetilcolinesterase e as
estearases nao-especificas, que atacam as ligacbes carboxilester, possuem sitios
ativos similares e sdo inibidas da mesma maneira por estes pesticidas (Kirsch,
1971, citado por NOEL e MAYASICH, 1991).

Atualmente, alguns nematicidas a base de carbamatos utilizam o
carbofuran (1) como ingrediente ativo, e outros utilizam o adicarb (2). Os
organofosforados mais comumente recomendados utilizam o fenamifés (3) como
ingrediente ativo (MARTINS e CASTRO, 1997).
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1.3. Outras for mas de controle de nematoéides

A pesguisa sobre métodos alternativos de controle de doencas e pragas
tem aumentado nos ultimos anos, em virtude da preocupagéo da sociedade
guanto aos efeitos dos pesticidas sobre a salde do homem e o ambiente. Existe
também a preocupacdo quanto ao surgimento de novas ragas, em consequéncia
da selecdo de organismos resistentes aos pesticidas (Jatala, 1986, citado por
CASTRO, 1998). Em decorréncia disso, diversas formas alternativas de controle
de fitonematdides tém surgido, como controle fisico, praticas culturais, controle
biol 6gico, desenvolvimento de cultivares resistentes e uso de produtos naturais.

Diversos fatores fisicos, como o calor, a inundacéo, a solarizacéo, entre
outros, podem exercer algum controle sobre fitonematoGides, apresentando a
vantagem de ndo deixar residuos toxicos no solo. No entanto, a aplicacdo desses
métodos € dispendiosa, sendo necessé&ria a avaliagdo do retorno econémico da
culturaa ser conduzidano local (MAAS, 1987).

A rotacdo de culturas, a dteracdo de épocas de plantio e a eliminacéo de

plantas infectadas, bem como medidas fitossanitarias na aguisi¢céo de mudas, tém



sido as principais préticas culturais para reduzir a infestacéo por fitonematoides
(STIRLING, 1991; WAQUIN, 1997).

Os fungos nematofagos tém merecido especial atencdo, pois 0 solo
contém milhares de espécies de parasitas, predadores, competidores e
antagonistas de nematdides, tornando a manipulacdo de inimigos naturais de
nematdides um método de controle biologico bastante promissor (BAKER et d.,
1994). CASTRO (1998) avaliou a predacdo de M. javanica, M. incognita, M.
arenaria, P. brachyurus e R. similis pelo fungo Arthrobotrys musiformis, espécie
bastante distribuida em solos brasileiros (SANTOS et al., 1991). A porcentagem
de juvenis de segundo estadio de M. javanica predados foi significativamente
maior que as das demais espécies avaliadas, e fatores como temperaturas de
crescimento e idades das culturas do fungo influenciaram a predacéo. Este estudo
mostrou que a compreensdo dos fatores que regulam a competicdo entre
organismos € essencial para aumentar a efetividade da introducdo desses
antagonistas no controle biol 6gico.

Os congtituintes de plantas também podem ter vérios efeitos sobre
nematdides, alterando seu comportamento, desenvolvimento e outros processos
controlados por enzimas (BAKER et al., 1994). BARCELOS (1997) demonstrou
ainibicéo da ecloséo de ovos de M. incognita raga 3 por extratos a quente e afrio
da raiz e das partes aéreas de mucuna preta (Mucuna aterrima) e por outros
compostos isolados desta planta. Entretanto, a pesquisa de produtos naturais com
atividades nematicidas e, ou, nematostéticas € um campo que ainda precisa ser

bem desenvolvido.
1.4. O timol
Também chamado de 4-isopropil-3-hidroxi-1-metilbenzeno, o timol

apresenta-se sob a forma de cristais brancos (T; = 51,5 °C; T, = 233 °C), de odor

caracteristico e sabor caustico.
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OH

[4]

Foi isolado pela primeira vez por Neumann em 1719. Em 1846, Arppe 0
obteve a partir dos 6leos essenciais de Thymus vulgaris L. e Monarda spicata L,
familia Labiatae (MERCK INDEX, 1996). Também ocorre em outros 6leos
essenciais de plantas como Thymus capitatus (KANDIL et al., 1994); Thymus
serpylloides subesp. serpylloides (familia Labiatag), conhecida como “timo da
serra’ (ARREBOLA et al., 1994); Origanum wvulgare subesp. hirtum (Link)
letswaart; Coridothymus capitatus (L.) Reichenb e Satureja thymbra, conhecidas
popularmente como “orégano” (MULLER-RIEBAU et al., 1997; KOKKINI et
a., 1997); Saturga hortensis L.; e Petroselinum sativum L. (familia
Umbelliferae) (REGNAULT-ROGER et al., 1993).

O timol € um monoterpendide biossintetizado em plantas atraves de uma
rota diferente do acido mevaldnico, ao contrario do que € esperado para a maioria
dos monoterpenos derivados de plantas. Estes ultimos sdo formados por
condensacdo do isopentenil pirofosfato (IPP) com o dimetilalilpirofosfato
(DMAPP), fornecendo o geranil pirofosfato, que, através da acdo de
monoterpeno ciclases, forma véarios esgqueletos tipo-C,, (Gershenzon e Croteau,
1991, citados por EINSENREICH et a., 1997).

EINSENREICH et al. (1997) mostraram, através da incorporacéo de
glicose [1- **C] em plantas jovens de Thymus vulgaris, Pelargonium graveolens e
Mentha pulegium, que o timol, o geraniol e a pulegona sdo biossintetizados

através de umarota alternativa do tipo triose fosfato/piruvato.
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A atividade biol6gica dos 6leos essenciais de plantas que contém timol
muitas vezes € atribuida exclusivamente a sua presenca ou ao sinergismo com
outros constituintes desses Oleos.

Os 0leos essenciais séo metabdlitos secundarios de plantas, constituidos
principalmente de compostos terpendides (KARPOUHTSIS et al., 1998), com
ampla gama de aplicagbes farmacologicas e industriais. Os 0leos essenciais do
timo (Thymus vulgaris L.) possuem propriedades antioxidantes especificamente
ligadas aos metabodlitos fendlicos timol e carvacrol (Aeshbach et al., 1994,
citados por SHETTY et a., 1996), sendo utilizados como flavorizantes e
conservantes em alimentos (FENAROLI, 1975). Esses 6leos também mostraram
possuir propriedades bactericidas e antifungicas (Deans et al., 1993, citados por
REDDY et al., 1998).

A andlise dos Oleos essenciais de T. vulgaris L. que cresciam no norte da
Italia apresentou 44 compostos, dentre os quais o timol foi 0 mais efetivo contra
amplo espectro de microbios (REDDY et al., 1998). KANDIL et a. (1994)
mostraram que O6leos essenciais do Thymus capitatus sdo efetivos agentes
antimicrobianos, podendo ser usados em baixas concentragbes com 0 minimo de
efeitos colaterais, no tratamento de infeccOes bacterianas nos sistemas
respiratério, urinario e gastrointestinal e na pele, aém de possuir atividade
anticandidiase associada a presenca do timol (BENJILALI et a., 1986)

Em estudos prévios, HITOKO et al. (1980) mostraram que o timol inibe
o crescimento de Aspergillus versicolor, Aspergillus ochraceus e Aspergillus
flavus. BUCHANAN e SHEPHERD (1981) constataram que concentragoes
maiores que 500 ng mL™ inibem completamente o crescimento de Aspergillus
parasiticus, que produz aflatoxina, substancia extremamente téxica ao homem.

YEGEN et al. (1992) e MULLER-RIEBAU et al. (1997) registraram que
0s principais constituintes fendlicos (timol e carvacrol) dos oleos essenciais de
Tymbira spicata e Satureja thymbira possuem notavel atividade antifungica na
inibicdo do crescimento micelial dos fungos fitopatogénicos de solo Fusarium

moniliforme, Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorium e Phytophthora
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capsici. Esses compostos tém grande efeito inibitorio em concentracéo acima de
100 g mL ™ sobre todos os fungos examinados em agar-batata-dextrose.

O efeito do sinergismo entre os componentes do 6leo essencial de
Thymus vulgaris na reducdo da porcentagem de contaminagdo em graos de milho
por Aspergillus flavus foi mostrado por MONTES-BELMONT e CARVAJAL
(1998): em gréos tratados com o0 Oleo essencial, a porcentagem de reducéo de
contaminacéo foi de 100%, ao passo que em graos tratados com o timol puro
(solugéo a 2% em hexano) este percentual caiu para 52,3%. Com dosagens
maiores, a protecéo pode ser melhorada.

A atividade inseticida do timol foi testada por ELLIS e BAXENDALE
(1997) em écaros parasitas Acarapis woodi (Rennie), que vivem na traquéia de
abelhas Apis mellifera, bem como em suas hospedeiras. O estudo mostrou que o
timol, quando fumigado sobre é&caros adultos, larvas e seus ovos, controla
significativamente a populacdo de adultos (85,4% de mortalidade) e larvas
(64,7% de mortalidade), mas também é téxico para abelhas, sendo necessario
controle da temperatura durante a fumigacéo do composto sobre estas.

KARPOUHTSIS et a. (1998) avaliaram as atividades inseticida e
genotoxica do timol e carvacrol em moscas Drosophila melanogaster através da
exposicéo de suas larvas a varias quantidades de timol e carvacrol. As larvas
expostas estavam em tubos de ensaio contendo meio de cultura levedo-glicose. A
porcentagem de moscas que emergia dos tubos apds a exposicdo foi calculada,
encontrando-se os valores de dose letal (DLsg) iguaisa 1,6 nl parao carvacrol e
2,6 nL para o timol. Este Ultimo mostrou ser um potente mutagénico, mas néo
um indutor recombinagénico.

SOLER et a. (1996) estudaram os efeitos do timol na microflora do solo
em condicdes de casa de vegetacdo, tratando amostras de 6 kg de solo
proveniente de um campo de algodao e contidas em potes com timol em doses de
0, 150 e 250 mg/kg de solo. As amostras foram deixadas 2, 4, 6, 10, 20 e 40 dias
apos o tratamento. Populacdes de fungos actinomicetos e nematéides, bem como

biomassa total, estimadas a cada tempo de amostragem, foram significativamente
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reduzidas. Em amostras deixadas por 20 e 40 dias depois do tratamento,
popul acbes de bactérias foram maiores.

Muito pouco € conhecido sobre o metabolismo do timol em animais. Os
primeiros estudos foram feitos por WILLIANS (1959), que notou que ele era
excretado na urina de coelhos, caes e do homem sob a forma de conjugados de
glucoronideos e sulfatos e que pequenas quantidades do composto oxidavam,
originando o timoquinol. ROBBINS (1934) notificou que cerca de um terco de
uma dose de 1 g € excretada sem qualquer alteracéo na urina de caes, utilizando
técnicas de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas.

AUSTGULEN et al. (1987) redizaram estudos do metabolismo em ratos
através da anadlise de amostras de urina em intervalos de 24 horas, propondo a
rota metabdlicailustrada na Figura 1.

Pode-se observar que a metabolizagdo do timol no organismo de ratos
forneceu diversos produtos de oxidacdo ocorrida tanto no anel aromético como
nos grupamentos alifaticos, havendo monoidroxilacbes, diidroxilagdes e

formacao de derivados monocarboxilados.

1.5. A piperazina

A piperazina [5], uma etilenoamina que se apresenta sob a forma de
solido branco, higroscopico, com odor caustico, foi primeiramente utilizada
como anti-helmintico por volta de 1952, ganhando aceitacdo rpida, sendo

comumente utilizada no tratamento de oxiuriase e ascaridiase em humanos e
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animais domésticos. Outras aplicagbes farmacéuticas envolvem 0 uso de seus
derivados, como analgésicos, anti-hipertensivos, sedativos, contra doencas
hemorrégicas, antiespasmodicos, anticonvulsivos, anestésicos, antiestaminicos,

antimalaricos e, ainda, contra doengas neoplasicas (BHATT et al., 1990).

o / iz \
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Figura 1 - Rota metabdlica do timol no organismo de ratos.

A piperazina é normalmente administrada sob a forma de varios sais,
sendo o citrato, fosfato, monoidrocloreto, diidrocloreto e sulfato de piperazina os
mais comumente utilizados em diferentes dosagens, devido a quantidade de

piperazina presente em cada tipo de sal.
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Embora o uso da piperazina e de seus derivados como anti-helmintico
em animais e no homem sgja amplamente conhecido, existem poucos estudos
sobre a atividade de alguns de seus derivados contra fitonematoides. LONGUE
(1998) reportou que a 1-metilpiperazina [6], quando testada in vitro sobre o
fitonematdide Meloidogyne incognita, provocou indice de 73% de mortalidade.
A 1,4-dibenzoilpiperazina[7] causou 58% de mortalidade quando testada sobre o
fitonematdide Heterodera glycines. Ambos os compostos foram testados a uma

concentracdo de 20 mg mL™* (LONGUE, 1998).

O
H
* -
9 N
S, 5
[6] [7]
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Generalidades metodol 6gicas

Todas as reacOes foram realizadas com reagentes de grau P.A. O éter
dietilico e o hexano foram purificados através de destilagdo. O THF foi seco sob
refluxo por adicdo de sddio metalico, tendo a benzofenona como indicador. Apos
a secagem, o THF foi destilado e armazenado em frasco &mbar contendo peneira
molecular e sob atmosferainerte.

As andlises em cromatografia em camada delgada foram realizadas com
placas preparadas com silicagel Kieselgel 60 Fy4, com indicador de
fluorescéncia. A espessura da camada de silica nas placas utilizadas foi de
0,25 mm. Todas as placas foram inicialmente visualizadas em luz ultravioleta
(I = 254 nm), sendo posteriormente reveladas com solucdo de acido
fosfomolibdico em etanol, preparada de acordo com CASEY et al. (1990).

Os espectros no infravermelho foram obtidos nos espectrometros
MATSON INSTRUMENTS FTIR, no Departamento de Quimica da
Universidade Federa de Minas Gerais, e PERKIN ELMER SPECTRUM 1000,
no Departamento de Quimica da Universidade Federa de Vigosa.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (200 MHz)
e carbono-13 (50 MHz) foram obtidos nos espectréometros BRUKER DPX 200,
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no Departamento de Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

Os solventes utilizados foram 0 CDCl; e 0 D,0, sendo o tetrametilsilano utilizado

como padréo de referéncia (d = 0).

22. Reacdo de formacdo do composto 2-benziloxi-1-isopropil-4-
metilbenzeno [8]

A uma solugéo de timol (600 mg; 4 mmol) em THF (15 mL), sob
agitacdo magnética e em baldo bitubulado (50 mL), foi adicionado hidreto de
sodio (210 mg; 7 mmol), juntamente com imidazol (19,5 mg; 0,26 mmal). A
mistura foi deixada sob refluxo a 70 °C, durante trés horas. Apos este tempo foi
adicionado brometo de benzila (1.368 mg; 8 mmol) dissolvido em THF (10 mL).

A reacdo foi deixada sob refluxo por mais uma hora e, apos este periodo,
0 aguecimento foi retirado, deixando-se a reagdo ocorrer por mais 12 horas. O
THF foi ent&o eliminado em evaporador rotatorio. Ao concentrado foi adicionada
agua (30 mL). A misturafoi submetida a extracéo com éter dietilico (4 x 30 mL).
A fase organica foi lavada com solugéo saturada de cloreto de sodio, seca com
sulfato de magnésio e concentrada em evaporador rotatorio, obtendo-se
aproximadamente 1,2 g de materia bruto.

O material bruto foi submetido a cromatografia em placas preparativas
eluidas com hexano/éter (10:1), obtendo-se 182,6 mg de um O6leo que foi

caracterizado como o éter [8] (0,76 mmol; 35,8 %).
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CCD: R = 0,25 (hexano), UV (+).

IV (filme em placas de NaCl, n/cm™): 3.032, 2.960, 2.924, 2.868, 1.613, 1.597,
1.505, 1.346, 1.288, 945, 842 e 810.

RMN de 'H (200 MHz, CDClg) d: 1,22 (d, 6H, Jp» » = 6,9 Hz, H,"); 2,31 (s, 3H,
CHg-); 3,41 (m, 1H, Jp » = 6,9 Hz, H,"); 5,06 (S, 2H, -CH-); 6,77 (d, 2H, J5¢=
7,6 Hz, Hs e Ha); 7,13 (d, 1H, Js = 7,6 Hz, He); 7,23-7,48 (M, 5H, Hs', Hy', Hg
He eH;').

RMN de C (50 MHz, CDCls) d: 21,3 (CH3); 22,8(-CH(CHs),); 26,6
(CH(CHy)); 69,9 (C;'); 112,7 (C3); 121,5 (Cs); 126,0 (Ce);127,1 (Cye Cr); 127,7
(Cs); 128,5 (Cy € Cq);134,4 (Cy); 136,3 (Cs); 137,7 (C,); 155,8 (Cy).

2.3. Reacado de formacgao do composto 2-etoxi-1-isopropil-4-metilbenzeno [9]

5 3
6 1
Do N .
1 2
1I
2 2

Em um baldo de fundo redondo bitubulado (50 mL), conectado a um
condensador de refluxo, foram adicionados hidreto de sodio (120 mg; 4 mmol;
80% em 6leo mineral) e imidazol (9,8 mg; 0,13 mmol). O sistema foi mantido
sob atmosfera de nitrogénio e agitacdo magnética. Em seguida, por meio de
seringa, foi acrescentada uma solugdo de timol (300 mg; 2 mmol) em THF anidro
(10 mL). Houve imediata efervescéncia da solugdo, que foi colocada em banho
de Oleo sob refluxo a 70 °C por 3,5 horas. Apés este tempo, 0 aguecimento foi
retirado e a mistura resfriada em banho de gelo até 0 °C. A esta temperatura,
através de seringa, adicionou-se brometo de etila (3 mL) diluido em THF (2 mL)
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a mistura reacional. A reagdo foi deixada a temperatura ambiente durante
12 horas. Decorrido esse tempo, a reacéo foi elaborada, eliminando-se 0 excesso
de THF em evaporador rotatorio, seguindo-se a adi¢éo lenta de &gua (20 mL) e
extracdo com éter dietilico (4 x 20 mL). A fase organica foi lavada com solucéo
saturada de NaCl, separada com funil de decantacéo, seca com MgSQO,, filtrada e
concentrada em evaporador rotatorio.

O material concentrado foi submetido ao fracionamento em coluna de
silica-gel, utilizando-se hexano como eluente, 0 que resultou na obtencdo do éter

[9], que é um liquido incolor (36 mg, 0,20 mmol; 18,8%).

CCD: Rf = 0,6 (hexano/éter dietilico, 300:1), UV (+).

IV (filme em placas de NaCl, n/em™): 3.030, 2.960, 2.900, 2.860, 1.650, 1.600,
1.555 1.505, 1.325 1.280, 1.090 e 880.

RMN de'H (200 MHz, CDCl5) d: 1,20 (d, 6H, J» 1+ = 6,9 Hz, H,"); 1,41 (t, 3H,
J 1 =7,0Hz, Hy); 2,31 (s, 3H, Hy ); 3,29 (M, 1H, J- » = 6,9 Hz, H,"); 4,05 (q,
2H,J=7,0, Hy); 6,65 (s, 1H, Hy); 6,72 (d, 1H , J 6= 7,8 Hz, Hs); 7,08 (d, 1H, Js5
=7,8 Hz, Hy).

RMN de *C (50 MHz, CDCIls) d: 15,0 (CHsCH,-O-); 21,3 (CHs-); 22,8
(-CH(CHy)2); 26,6 (-CH(CHa) ); 63,5 (CH3CHy-); 112,5 (C3); 121,0 (Cs); 125,9
(Co);134,2 (Cy); 136,2 (C,); 156,1 (C,).
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2.4. Reacao de formacao do composto 1-isopropil-4-metil-2-octiloxi-benzeno
[10]

[10]

A um bal&o bitubulado (50 mL) conectado a um condensador de refluxo
sob atmosfera de nitrogénio e agitacdo magnética foram adicionados hidreto de
sodio (120 mg; 4 mmol; 80% em 6leo mineral) e imidazol (9,8 mg; 0,13 mmol).
Com auxilio de seringa, foi adicionada a esta mistura uma solugéo de timol
(300 mg; 2 mmol) em THF (10 mL). Observou-se imediata efervescéncia da
mistura reacional, que foi mantida sob refluxo a 70 °C em banho de 6leo por 3,5
horas.

Apos este tempo foi adicionado 1-bromooctano (482,3 mg; 2,5 mmol)
diluido em THF (15 mL). Manteve-se a reagéo sob refluxo por mais 7,5 horas. A
seguir, adicionou-se lentamente agua (1 mL) a mistura reacional, tomando-se 0
cuidado de n&o provocar projecdo da mistura devido a reagcdo violenta entre o
excesso de hidreto de sddio e a agua. Eliminado o excesso de hidreto, a mistura
reacional foi concentrada em evaporador rotatorio, pararetiradado THF.

Ao material concentrado foram adicionados 20 mL de &gua, e a fase
organica foi extraida com éter dietilico (4 x 20 mL). A fase organica foi lavada
com solugdo saturada de NaCl, separada com funil de decantagdo, seca com
MgSO,, filtrada e concentrada em evaporador rotatorio.

O material concentrado foi submetido ao fracionamento em coluna de
silica-gel, utilizando-se hexano como €luente, o que resultou na obtencdo de
65 mg de um liquido incolor, caracterizado como o éer [10] (0,25 mmol;
23,6%).
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CCD: R = 0,61 (hexano), UV (+).

IV (filme em placas de NaCl, n/cm™): 3.010, 2.950, 2.890, 1.600, 1.560, 1.500,
1.460, 1.275, 1.250, 1.160 e 825.

RMN de 'H (200 MHz, CDCls) d: 0,89 (t, 3H, Hg);1,15 (d, 6H, J» 1» = 6,9 Hz,
H,"): 1,29 - 1,54 (m, 10H, Hy a H7);1,79 (M, 2H, J 1 = 6,6 Hz, Hy); 2,31 (s,
3H, H,"); 3,19 (m, 1H, - » = 6,9 Hz, H,"); 3,94 (t, 2H, . » = 6,6 Hz, H;)) 6,65
(s, 1H, Ha); 6,72 (d, 1H , 6= 7,7 Hz, Hs); 7,08 (d, 1H, Js5 = 7,7 Hz, Hy).

RMN de C (50 MHz, CDCl3) d: 150 (CHs Cg); 21,3 (CHs-); 22,7
(CH(CHy),); 26,2 (-CH(CHa), ); 26,6(C7, -CH>-); 29,3 - 31,8 (-CH>-, C3,Cy, Cs
e Cg,); 67,8 (-CH,-, Cp); 112,5 (Cs); 120,8 (Cs); 125,8 (Cg);134,2 (Cy); 136,2
(Cy); 156,1 (Cy).

2.5. Reacéo de formacéo do 1-isopr opil-4-metil-2-octadeciloxibenzeno [11]

1 2 17 18
2 OCHchz[CHz]]ACHzCHg

[11]

A um bal&o bitubulado (50 mL) conectado a um condensador de refluxo
sob atmosfera de nitrogénio e agitacdo magnética foram adicionados hidreto de
sodio (90 mg; 3 mmol) e imidazol (9,8 mg; 0,13 mmol). Com auxilio de seringa,
foi adicionada a mistura uma solucdo de timol (300 mg; 2 mmol) em THF
(10 mL). Esta mistura foi mantida sob refluxo a 70 °C em banho de 6leo por 3,5
horas. Apoés este tempo foi adicionado 1-bromooctadecano (833,5 mg; 2,5 mmol)
diluido em THF (15 mL). Manteve-se a reag&o sob refluxo por mais 7,5 horas. A
seguir, adicionou-se lentamente &gua (1 mL) a mistura reacional, para eliminar o

excesso de NaH.
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A mistura reacional foi concentrada em evaporador rotatorio, seguindo-
se adicdo de 20 mL de &gua. A fase organica foi extraida com éter dietilico (4 x
20 mL), lavada com solugéo saturada de NaCl, seca com MgSO;,, filtrada e
concentrada em evaporador rotatorio.

O material concentrado foi submetido ao fracionamento em coluna de
silica-gel, utilizando-se hexano como eluente, resultando na obtencdo de
142,6 mg de um 0leo incolor, caracterizado como o éter 1-isopropil-4-metil-2-
octadeciloxibenzeno [11] (0,36 mmol; 33,0%).

CCD: R; = 0,56 (hexano), UV (+).

IV (filme em placas de NaCl, ﬁ/cm'l): 3.030, 2.990, 2.910, 2.875, 1.650, 1.575,
1.530, 1.475, 1.275, 1.200, 875 e 830.

RMN de 'H (200 MHz, CDCl3) d: 0,88 (t, 3H, Jig 17 = 6,5 Hz, Hyg); 1,20 (d,
6H, J» 1+ = 6,9 Hz, H,"); 1,26 - 1,55 (m, 15H, CH,[CH,]15CH,CH3); 1,79 (m,
2H, Ji7 19 = 6,5 Hz, H17'); 2,31 (s, 3H, H,"); 3,28 (m, 1H, J;» »» = 6,9 Hz, H,");
3,93 (t, 2H, Hy'); 6,65 (s, 1H, H3); 6,71 (d, 1H , Js= 7,8 Hz, Hs); 7,08 (d, 1H,
J5 = 7,8 Hz, He).

RMN de *C (50 MHz, CDCly) d: 14,1 (CH; Cug); 21,3 (CHg); 22,7
(-CH(CHs),); 22,7 - 32,0 (-CH,[CH,]16CH3); 67,8 ( -CH,[CH,]15CH,CH3); 112,2
(C3); 120,8 (Cs); 125,8 (Ce);134,1 (Cy); 136,2 (C,); 156,1 (C)).
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2.6. Reacdao de formacdao do 2-(2',3,4,5,6 -pentafluorobenziloxi)-1-
isopropil-4-metilbenzeno [12]

. F
6 2 F
1 @]
1II
F F
2 2 E
[12]

A um bal&o bitubulado (50 mL) conectado a um condensador de refluxo
sob atmosfera de nitrogénio e agitacdo magnética foram adicionados hidreto de
sodio (120 mg; 4 mmol) e imidazol (9,8 mg; 0,13 mmol). Com auxilio de
seringa, foi adicionada a esta mistura uma solucéo de timol (300 mg; 2 mmol) em
THF (10 mL). Esta mistura foi mantida sob refluxo a 70 °C em banho de 6leo por
3,5 horas. ApOs este tempo, foi adicionado brometo de 2,34,5,6-
pentafluorobenzila (521,98 mg; 2 mmol) diluido em THF (15 mL). Manteve-se a
reacdo sob refluxo por mais duas horas. A seguir, adicionou-se lentamente agua
(1 mL) amisturareacional, para eliminar o excesso de NaH.

A mistura reacional foi entdo concentrada em evaporador rotatorio,
adicionando-se em seguida 20 mL de &gua e extraindo-se a fase organica com
éter dietilico (4 x 20 mL), que foi lavada com solugdo saturada de NaCl, seca
com MgSO;,, filtrada e concentrada em evaporador rotatorio.

O material concentrado foi submetido ao fracionamento em coluna de
silica-gel, utilizando-se hexano como eluente, 0 que resultou na obtencédo de
113,6 mg de um Oleo incolor, caracterizado como o éer 2-(2',3,4',5,6'-

pentafluorobenzil oxi)-1-isopropil-4-metilbenzeno [12] (0,34 mmol; 32,0%).

CCD: Rf = 0,62 (hexano), UV (+).
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IV (filme em placas de NaCl, ?llcm'l): 3.050, 2.990, 2.950, 2.890, 2.100-1.850,
1.660, 1.630, 1.580, 1.540, 1.530, 1.420, 1.380, 1.250, 1.175, 1.140, 1.060,
1.040, 990, 950, 825 e 800.

RMN de *H (200 MHz, CDCls) d: 1,14 (d, 6H, J» 1» = 6,9 Hz, H,"): 2,39 (s, 3H,
H."); 3,19 (m, 1H, Ji- » = 6,9 Hz, H,"); 5,10 (s, Hy'); 6,80 (s, 1H, Hg); 6,83 (d,
1H, J6= 7,7 Hz, Hs); 7,12 (d, 1H, Js5= 7,7 Hz, Hg).

RMN de C (50 MHz, CDCly) d: 21,3 (CHs-); 22,8 (-CH(CHs),-): 26,6
(-CH(CHs3)); 56,7 (-CH,-); 112,9 (Cs); 122,5 (Cs); 126,3 (C¢);134,8 (Cy); 136,5
(Ca); 156,1 (Cy).

2.7. Reacéo de formacéo do 1-isopr opil-4-metil-2-metoxibenzeno [13]

[13]

Em um baldo de fundo redondo bitubulado (100 mL), conectado a um
condensador de refluxo, foram adicionados hidreto de sodio (1,2 mg; 40 mmol) e
imidazol (97,5 mg; 1,3 mmol). O sistema foi mantido sob atmosfera de
nitrogénio e agitacdo magnética. Em seguida, por meio de seringa, foi
acrescentada uma solucéo de timol (3,0 g; 20 mmol) em THF anidro (30 mL).
Houve imediata efervescéncia da solucéo, que foi colocada em banho de 6leo sob
refluxo a 70 °C por 3,5 horas.

A seguir, 0 aguecimento foi retirado e a mistura resfriada em banho de
gelo até 0 °C. A esta temperatura, através de seringa, adicionou-se iodeto de
metila (2,5 mL; 40 mmol) diluido em THF (2 mL) a mistura reacional. A reagéo
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foi deixada a temperatura ambiente durante 12 horas. Apos este tempo, a reacéo
foi elaborada, eliminando-se 0 excesso de THF em evaporador rotatorio,
seguindo-se da adicdo lenta de &gua (20 mL) e extracdo com éter dietilico (4 x
30 mL). A fase organica foi lavada com solugéo saturada de NaCl, separada com
funil de decantacdo, seca com MgSQO,, filtrada e concentrada em evaporador
rotatorio.

O material concentrado foi submetido ao fracionamento em coluna de
silica-gel, utilizando-se hexano como eluente, 0 que resultou na obtencéo de
2,4883 g de um liquido incolor, caracterizado como o éter 1-isopropil-4-metil-2-
metoxibenzeno [13] (15,15 mmol; 75,8%).

CCD: Rf = 0,49 (hexano), UV (+).

IV (filme em placas de NaCl, E/cm'l): 2.970, 2.950, 2.910, 1.640, 1.605, 1.500,
1.460, 1.400, 1.300, 1.260, 1.150, 1.050, 950, 850 e 810.

RMN de 'H (200 MHz, CDCls) d: 1,19 (d, 6H, J» ;- = 6,8 Hz, H,"); 2,32 (s, 3H,
Hy"); 3,27 (m, 1H, J- »» = 6,8 Hz, H;"); 3,81 (s, 3H, CHs-); 6,67 (s, 1H, H3); 6,74
(d,1H, Je=7,8Hz ,Hs); 7,09 (d, 1H, Js5 = 7,8 Hz, Hg).

RMN de C (50 MHz, CDCls) d: 21,3 (CHj); 22,8(-CH(CHs),); 264
(-CH(CHs3); ); 55,3 (CH3-); 111,4 (Cy); 121,1 (Cs); 125,8 (Ce);134,0 (Cy); 136,3
(Ca); 156,7 (Cy).
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2.8. Tentativas de formacao do composto 2-isopropil-5-metil-4-nitrofenol
[14]

a) Primeratentativa

O,N

OH

[14]

Em um bal&o de fundo redondo (25 mL) foi diluido cuidadosamente, sob
agitacdo, H,SO, concentrado (500 mg; 5,1 mmol) em agua (1 mL). Adicionou-se
a esta solucéo NaNO; (301 mg; 3,54 mmol), resfriando-a até 0 °C em banho de
gelo e &gua. O timol solido (300 mg; 2 mmol) foi ent&o adicionado a mistura sob
agitacdo e areacdo foi mantidaa 0 °C por duas horas.

A reagdo foi acompanhada por CCD, ndo sendo verificada aformagéo de
produto no intervalo de tempo duas horas. O banho de gelo foi retirado e areacéo
deixada a temperatura ambiente por 12 horas. Apés este tempo, 0 meio reacional
assumiu coloracdo avermelhada. A mistura foi submetida a extragdo com éter
dietilico (3 x 30 mL). A fase organica foi neutralizada com solucéo saturada de
bicarbonato de sodio, separada com funil de decantagéo, seca com MgSO, e
concentrada em evaporador rotatorio.

O material obtido foi fracionado em coluna de silica-gel, utilizando-se
mistura de hexano/éter dietilico (20:1) como eluente. As fragbes obtidas néo

apresentaram quantidade significativa de material puro.
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b) Segunda tentativa de for magéo do 2-isopr opil-5-metil-4-nitr ofenol [14]

O timol (3 g; 20 mmol), dissolvido em quantidade de THF minima
possivel (1 mL), foi adicionado a uma solucéo contendo H,SO, (5 g) e NaNOs
diluidos em é&gua (10 mL), sob constante agitacdo e em banho de gelo. A reacdo
foi mantida a 0 °C durante duas horas; apés este tempo, o banho de gelo foi
retirado e a reacdo deixada sob agitacdo magnética por mais 12 horas a
temperatura ambiente.

A reacao foi entdio elaborada e extraida com éter dietilico (4 x 30 mL). A
fase organica foi adicionada lentamente solucdo saturada de NaHCOs, separada
da fase aquosa por meio de funil de decantagdo, seca com MgSO,, filtrada e
concentrada em evaporador rotatorio. O material concentrado foi fracionado em
coluna de silica-gel, utilizando-se uma mistura de hexano/éter (20:1) como
eluente.

Foram obtidas 74 fragdes de aproximadamente 9 mL cada, que foram
reunidas de acordo com a andlise cromatogréfica (CCD) e agrupadas na ordem: 1
a9, 10 a 25, 30 a66, 67 a 73 e restante da coluna. As fracdes de 30 a 66, que se
apresentaram como um Unico ponto na placa cromatografica, foram
concentradas, pesadas (1,2 g) e novamente fracionadas em coluna, utilizando-se
mistura de hexano/éter dietilico (60:1) como eluente.

Obtiveram-se 148 fragdes de aproximadamente 3 mL cada, e novamente
n&o se conseguiu obter o produto puro em nenhuma das fracbes. As fracbes
foram entdo agrupadas de 1 a 15, 16 a 80, 81 a90 e de 95 a 148. Asfracdes de 95
a 148 foram reunidas, e o material obtido foi concentrado em evaporador
rotatorio, pesado (aproximadamente 900 mg) e fracionado em placas preparativas
(quatro placas de 20 x 20 cm, silica-gel com indicador de fluorescéncia, 0,8 mm
de espessura cada). As placas foram eluidas utilizando-se mistura de hexano/éter
dietilico (5:1) como eluente.

As fragbes da placa de Ry igual a 0,43 foram separadas e o composto

puro extraido com diclorometano. ApGs concentracdo em evaporador rotatorio, o
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material apresentou coloragéo avermelhada. A andlise dos espectros de RMN de
'H e RMN de "*C revelou que o composto obtido era a timoquinona [15] (90 mg;
2,7%).

[15]

CCD: Rf = 0,43 (hexano/éter-etilico, 5:1).

RMN de 'H (200 MHz, CDCl3) d: 1,123 (d, 6H, J» ; = 6,9 Hz, H,"); 2,04 (s,
3H, Hs"); 3,02 (M, 1H, Ji» » = 6,8 Hz, H1"); 6,51 (s, 1H, H3); 6,55 (s, 1H, He).
RMN de *¥C (200 MHz, CDCl3) d: 15,3 (CHs); 21,4(-CH(CH3),); 26,6
(CH(CHs),); 130,4 (C,); 133,4 (Cs); 145,2 (C5);155,0 (Ce); 187,5 (C=0); 188,7
(C=0).

c) Terceiratentativa de formacgéo do 2-isopropil-5-metil-4-nitrofenol [14]

Em um bal&o de fundo redondo (50 mL) imerso em banho de gelo foi
adicionada uma solucéo de timol (300 mg; 2 mmol) em THF (10 mL). A esta
solucéo adicionou-se lentamente, e sob agitacdo, uma mistura dos &cidos acético
e nitrico (4:1 viv; 2 mL de AcOH; 0,5 mL de HNOs). O banho de gelo foi
retirado e o sistema foi mantido a 50 °C durante quatro horas. A reagéo foi
acompanhada por CCD, até se constatar o desaparecimento do timol. Decorridas
quatro horas, o excesso de THF foi eliminado em evaporador rotatorio, sendo a
mistura neutralizada com solucéo saturada de NaHCOs. A mistura resultante foi

extraida com éter dietilico (4 x 20 mL), seca com MgSO, e concentrada. Obteve-
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se um oOleo avermelhado que, ao ser submetido a CCD, revelou tratar-se do

mesmo composto obtido na tentativa anterior de nitracdo do timol.

2.9.. Tentativas de formacdo do 2-isopr opil-5-metil-1-metoxi-4-nitr obenzeno
[16]

a) Primeiratentativa

O,N

OCHs

[16]

Em um bal&o de fundo redondo (25 mL) foi diluido cuidadosamente, sob
agitacdo, H,SO, concentrado (0,5 mL) em agua (1 mL). Adicionou-se a esta
solugéo NaNOs (301 mg; 3,54 mmol), resfriando-a até 0 °C em banho de gelo. O
1-isopropil-4-metil-2-metoxibenzeno [13] (200 mg; 1,22 mmol) diluido em THF
(1 mL) foi entdo adicionado a esta mistura sob agitacéo e areacdo mantidaa0 °C
por duas horas. A reacdo foi acompanhada por CCD, ndo sendo observada a
formagado de produto nesse intervalo de tempo. O aquecimento foi ent&o retirado
e a reacdo deixada por mais 72 horas a temperatura ambiente. O monitoramento
da reacéo através de CCD mostrou que ainda havia o ponto correspondente ao

material de partida, ndo havendo formagéo de produto.

b) Segunda tentativa de formacdo do 2-isopropil-5-metil-1-metoxi-4-
nitrobenzeno [16]

Uma nova tentativa de nitragdo do composto [13] foi realizada nas
mesmas condi¢cbes anteriores, porém, apos a adicdo de todos o0s reagentes,
deixou-se a reacdo ocorrer a temperatura ambiente por duas horas, apds este

tempo, areacdo foi resfriada a0 °C, sendo adicionadas, com auxilio de pipeta de
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Pasteur, gotas de H,SO, concentrado. Observou-se reacdo violenta, com
liberacdo de vapores de cor marrom (NO,), e a mistura reacional assumiu
imediatamente coloracdo verde-esmeralda, que foi evoluindo para vermelho
intenso apos 24 horas. A reacdo foi entdo elaborada e extraida com éter dietilico
(4 x 30 mL). A fase organica foi adicionada lentamente solugio saturada de
bicarbonato de sodio, que foi separada da fase aguosa por meio de funil de
decantacdo, seca com MgSO,, filtrada e concentrada em evaporador rotatério. O
material concentrado foi fracionado em coluna de silica-gel, utilizando-se uma
mistura de hexano/éter (20:1) como eluente. Foram obtidas 200 fracdes de
aproximadamente 3 mL cada, porém nenhuma delas forneceu quantidade

significativa de produto puro para analises espectroscopicas.

c) Terceira tentativa de formacdo do 2-isopropil-5-metil-1-metoxi-4-
nitr obenzeno [16]

A um baldo de fundo redondo (50 mL) contendo o composto 1-isopropil-
4-metil-2-metoxibenzeno [13] (400 mg, 2,44 mmol) diluido em THF (10 mL) foi
adicionada, sob agitacdo a 0°C, uma mistura de (2:1v/v; 1 mL de HNO;s; conc.;
0,5 mL de CH3;COOH glacial). O banho de gelo foi retirado, sendo adaptado um
condensador de refluxo ao baldo, para evitar possiveis projecoes de material. A
reacdo foi entdo deixada a temperatura ambiente por uma hora. Decorrido este
tempo, com auxilio de pipeta de Pasteur, foram adicionadas, de maneira lenta e
cuidadosa, gotas da mistura HNO5/CH;COOH, até que se observasse a mudanca
de coloragdo da reacdo de incolor para verde-esmeralda. Ao se observar a
liberagdo de vapores marrons, adicionaram-se gotas de solucdo saturada de
NaHCO; para neutralizar os acidos presentes. A reacdo foi elaborada e extraida
com éter dietilico (4 x 30 mL). A fase organica foi adicionada solugio saturada
de NaCl, seguida de separacado em funil de decantacdo, secagem com MgSO,,
filtragdo e concentragcdo. O material concentrado foi fracionado em coluna de
silica-gel, utilizando-se mistura de hexano/éter dietilico (20:1) como eluente,
porém ndo se conseguiu isolar o composto desgado por fracionamento em

coluna
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2.10. Reacdo de formacao dos sais de piperazina: cloreto [17], citrato [18],
fosfato [19], oxalato [20] e sulfato [21]

Todos os sais derivados da piperazina foram obtidos por meio de reacéo
desta com um é&cido contendo o anion de interesse.

Os sais de piperazina contendo os anions cloreto, sulfato e fosfato foram
sintetizados por adicdo de solugdo 1:1 dos acidos cloridrico, sulfarico e fosforico,
respectivamente, a um béquer contendo piperazina (430 mg; 5 mmol) dissolvida
em THF (10 mL), até que a formagdo de precipitado terminasse. A mistura foi
entdo filtrada, e o precipitado obtido lavado com etanol, para eliminar o excesso
de acido. O cloreto, sulfato e fosfato de piperazina obtidos foram entéo
recristalizados em etanol e col ocados em dessecador.

O citrato e o oxalato de piperazina foram obtidos por meio de adicdo de
solucéo saturada dos acidos citrico e oxalico a um béquer contendo piperazina
(430 mg; 5 mmol) dissolvida em &gua destilada (10 mL), até que a formacéo de
precipitado terminasse. A mistura foi filtrada e o precipitado obtido lavado com
etanol. Os sais citrato e oxalato de piperazina obtidos foram entéo recristalizados
em etanol e transferidos para dessecador.

Apobs serem mantidos 24 horas no dessecador os sais foram pesados,

obtendo-se em todos os casos rendimentos de 100% (rendimentos quantitativos).
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3. RESULTADOSE DISCUSSAO

As sinteses desenvolvidas neste trabalho buscavam a producéo de éteres
derivados do timol contendo cadeias alquilicas e aromaticas, com o objetivo de
avadliar a influéncia da extensdo e do tipo de grupo inserido, obtendo-se, assim,
parametros de comparacdo para a avaliagéo da influéncia do grupo hidroxila no
timol.

No caso dos sais de piperazina, as sinteses realizadas buscavam a
obtencdo de dados sobre a influéncia do anion ligado a piperazina sobre sua

atividade contra os fitonematdides submetidos aos ensai os biol 6gicos.

3.1. Sintese de compostos derivados do timol

Os fendis podem ser convertidos em éteres atraves da sintese de
Willianson (SOLOMONS, 1996), que consiste em uma reacdo de substituicéo
nucleofilica do tipo AnyDy entre um fenoxido de sodio (nucleofilo) e um haleto de
alquila ou benzila (nucledfugo: X°).

As reaces de formagéo dos éteres derivados do timol podem ser divididas

em trés etapas, apresentadas na Figura 2.
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12 etapa: formagao do anion imidazol

N N
NaH — + [) — [@)]Na* . Ho
N N
H
22 etapa: desprotonacdo da hidroxila do timol pelo anion imidazol
O N—H
N: /
[ ) \H ﬁo/éé - Oo/é} N )
N e
3% etapa: formag&o do éter por substituicdo nucleofilica

O + R-X — + X

OR

Figura 2 - Etapas para a formacao dos éteres derivados do timol.
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Observa-se que na 2° etapa o imidazol é novamente formado, podendo
ser utilizado para formacéo do anion imidazol.

Foram feitas também diversas tentativas de nitragdo do timol,
objetivando a reducéo do grupo nitro para grupo amino e posterior formagéo de
aminas subdtituidas. As tentativas de nitragdo, no entanto, ndo levaram a
producédo dos derivados nitrados do timol.

Neste trabalho, foram produzidos seis éteres derivados do timol, além da

timoquinona, obtida como produto das tentativas de nitragdo do timol.
3.2. Sintese de sais derivados da piperazina

Foram produzidos cinco sais derivados da piperazina, por meio de uma
simples reagdo do tipo &cido-base entre o &cido que continha o &nion de interesse
e apiperazina.

A reacdo de formacdo dos sais de piperazina foi praticamente
instantanea, com formagdo imediata de precipitado. Todos o0s sais sintetizados

apresentaram cor branca, e o rendimento das reagdes foi quantitativo.

3.3. Preparo do 2-benziloxi-1-isopr opil-4-metilbenzeno [ 8]

i)NaH/I midazol/T HF
refluxo 3 horas

1
OH y @)
ii)PhCH,Br/THF
refluxo 1 hora/

12 horastemp.amb.
[8] 35,8%

Figura 3 - Sintese do 2-benziloxi-1-isopropil-4-metilbenzeno [8] a partir do
timol.
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O composto 2-benziloxi-1-isopropil-4-metilbenzeno [8] foi sintetizado,
reagindo-se o timol com hidreto de sbdio para retirada do hidrogénio do grupo
hidroxila catalisada por imidazol, formando o anion 2-isopropil-5-metilfenoxido,
gue posteriormente reagiu com o brometo de benzila, através de substituicéo
nucleofilica do anion brometo por este.

Apbs a mistura do timol com o hidreto de sodio/imidazol, observou-se
pronta efervescéncia da mistura, decorrente da liberacdo de hidrogénio gasoso,
formado quando da reac&o entre o anion hidreto com préton H* do imidazol e o
do grupo hidroxila do timol, conforme descrito anteriormente.

N&o se obteve éxito na recuperagéo do timol que nédo reagiu, talvez em
virtude de reacdes colaterais deste, provocadas pelas condicdes de reagéo, e este
fato contribuiu para areducéo do rendimento da reacao.

O espectro no infravermelho do composto obtido (Figura 4) mostra que
as bandas de absorcdo na regido de 3.650-3.584 cm™, caracteristicas da
deformacéo axial do grupo hidroxila de fendis (SILVERSTEIN et a., 1996),
estdo ausentes. Observa-se também uma intensa banda em 1.289 cm?, relativa a
deformagdo axial assimétrica C-O-C, com a deformagdo simétrica em 1.115-
1.094 cm*, caracteristica de éteres. A presenca de anel aromético é evidenciada
pela presenca de bandas na regigo préxima a 3.032 cm'™ de deformagso axial de
C-H em arométicos, e as harménicas, naregido de 2.000-1.660 cm'™.

Quando comparado ao espectro de RMN de *H do timol, o espectro do
composto [8] (Figura 5) mostra a auséncia do sinal do hidrogénio hidroxilico do
timol, que aparece em d 4,7. Observaram-se um dupleto integrado para 6H em d
1,22 ((CHs),CH-), um simpleto integrado para trés hidrogénios em d 2,31 (CHs-)
e um hepteto em d 3,41 (CHs3),CH-). Estes dados sdo coerentes com 0s
deslocamentos quimicos para seus hidrogénios (PREETSCH et al., 1996).

A presenca do grupo OCH, entre o0s anéis arométicos é evidenciada pelo
simpleto integrado para dois hidrogénios em d 5,06, dado coerente com o

deslocamento quimico calculado (d 5,31). Os trés hidrogénios aromaticos do anel

sd0 evidenciados pelos sinais em d 6,77 e 7,12, integrados para dois e um
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hidrogénios, respectivamente. Os hidrogénios aromaticos do grupo benzila
aparecem como um multipleto integrado para cinco hidrogénios em d 7,23-7,48.
A confirmagdo da presenca do grupo metileno € dada pela presenca do
sinad em d 69,96 no espectro de RMN de **C (Figura 6), confirmada pelo sinal
em d correspondente no espectro de RMN de **C DEPT 135 (Figura 7).
Encontram-se também um sinal em d 21,00, correspondente ao grupo
metila; dois sinais em d 22,82 e 26,60, correspondentes ao grupo isopropila; e 11

sinais correspondentes aos carbonos dos anéis aroméaticos.
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Figura 4 - Espectro no IV (NaCl) do composto 2-benziloxi-1-isopropil-4-metilbenzeno [8].
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Figura5 - Espectro de RMN de *H (200 MHz, CDCls;) do composto 2-benzil oxi-1-isopropil-4-metilbenzeno [8].
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Figura 6 - Espectro de RMN de *C (50 MHz, CDCl3) do composto 2-benziloxi
1-isopropil-4-metilbenzeno [8].
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Figura 7 - Espectro de RMN de **C (DEPT 135, 50 MHz, CDCl3) do composto
2-benzil oxi-1-isopropil-4-metilbenzeno [8].
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3.4. Preparo do 1-isopr opil-2-etoxi-4-metilbenzeno [9]

i)NaH/Imidazol/T HF
refluxo 3,5 horas

a02 C 1lhora/ 12 horastemp.amb,

OH ii) CH3CH,BHTHF

[9] 18,8%

Figura 8 - Sintese do 1-isopropil-2-etoxi-4-metilbenzeno [9] a partir do timol.

Inicialmente procedeu-se a reagéo de formagdo do anion 2-isopropil-5-
metilfendxido, por reacdo do timol com o NaH, catalisada por imidazol. A
seguir, o brometo de etila foi adicionado, ocorrendo entdo a substituicéo
nucleofilica do hidrogénio hidroxilico pelo grupo etila do brometo de etila
Obteve-se um liquido transparente, prontamente soltvel em CH,Cl, e hexano.

O espectro no 1V do composto [9] (Figura 9) apresentou uma banda
intensa em 1.280 cm™ de deformacdo axial assimétrica de C-O-C e outra de
deformacdo axial simétrica em 1.030 cm”, de intensidade bastante apreciavel,
caracteristica de alquil-aril-éteres, além das bandas caracteristicas de compostos
aromaticos.

O espectro de RMN de H (Figura 10) apresentou, além dos sinais
caracteristicos dos grupos metila (d 2,31) e isopropila (d 1,20 e 3,27), um tripleto
integrado para trés hidrogénios em d 1,41 (CH3;CH»-O) e um quarteto integrado
para dois hidrogénios em d 4,05 (CH;CH»-O). Observa-se ainda o acoplamento
spin-spin entre dois hidrogénios orto do anel aromatico (Figura 11), evidenciado
pela presenca de dois dupletos em d 6,72 e 7,08 (ks = J5 = 7,8 Hz) e um

simpleto em d 6,65 referente ao hidrogénio ndo-acoplado do anel aromatico (Hs).
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Figura9 - Espectro no IV (NaCl) do composto 1-isopropil-2-etoxi-4-metilbenzeno[9].
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Figura 10 - Espectro de RMN de *H (200 MHz, CDCl5) do 1-isopropil-2-etoxi-4-metilbenzeno [9].
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Figura 11 - Parte do espectro de RMN de *H (d de 6,6 a 7,2; 200 MHz, CDCl3) do composto 1-isopropil-2-etoxi-4-metilbenzeno
[9].



3.5. Preparo do 1-isopr opil-4-metil-2-octiloxibenzeno [10]

i)NaH/I midazol/T HF
refluxo 3,5 horas

|
OH ii) CH3[CH ] CH,Br/T HF O—CH,[CH,]gCH3

refluxo por 7,5 horas

[10] 23,6 %

Figura 12 - Sintese do 1-isopropil-4-metil-2-octiloxibenzeno [10] a partir do
timol.

A primeira etapa desta reagdo, a producdo do anion 2-isopropil-5-
metilfenoxido, foi realizada conforme descrito para reagdes anteriores. A Unica
alteracdo ocorrida foi durante a substituicdo nucleofilica do haeto, na qual o
tempo de refluxo necessario para que a reagéo ocorresse foi maior (7,5 horas),
evidenciando a necessidade de maior tempo de reagdo para haletos lineares de
maior cadeia.

O espectro no 1V do composto [10] apresentou as bandas caracteristicas
de alquil-aril-éteres, sendo as principais em 3.100 cm* (deformacao axial de CH
aromético), 2.970 e 2.880 cm™ (deformacdo axia de CH alifético) e em
1.250 cm™ (deformacao axial assimétrica de C-O-C).

O espectro de RMN de *H apresentou, além dos sinais correspondentes
a0 grupo aromatico e seus substituintes isopropila e metila, um tripleto integrado
para trés hidrogénios em d 0,89 (CH5[CH,]sCH»-O-), um multipleto integrado
para 10 hidrogénios em d 1,29-1,54 (CH3[CH,]sCH,CH,-O-), um quinteto
integrado para dois hidrogénios em d 1,79 (CH3[CH,]sCH,CH,-O-) e um tripleto
integrado para dois hidrogénios em d 3,94 (CH;3[CH,]sCH,CH,-O-).

O espectro de RMN de *C do composto [10] mostrou oOs sinais
referentes aos carbonos aromaticos e aos substituintes metil e isopropil, além dos

sinais correspondentes ao substituinte octil, em d 14,09 (CH3[CH,];0), e em d

45



22,65; 26,20; 29,25; 29,31; 29,44; 31,82, correspondentes aos grupos metileno
(-CH»-) mais bem visualizados na regido expandida de d 14,00 a 32,00 do
espectro de RMN de **C (DEPT 135) (Figura 13), confirmando a presenca do
grupo substituinte. O espectro apresenta ainda um sinad em d 67,82,

correspondente a um grupo metileno ligado ao &omo de oxigénio (-CH,-O-).
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Figura 13 - Parte do espectro de RMN de **C (d de 14 a 32; DEPT 135, 50 MHz, CDCl;) do composto 1-isopropil-4-metil-2-
octiloxibenzeno[ 10].
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3.6. Preparo dos compostos 1-isopropil-4-metil-2-octadeciloxibenzeno [11],
2-(2,3 4,5 ,6 -pentafluor oxibenzil)-1-isopr opil-4-metilbenzeno [12] e
1-isopropil-4-metil-2-metoxibenzeno [13]

F
F
O[CH2]17CH3 o) OCHs
F F
F

(19 3300% 121 320% (131 758%

A metodologia utilizada nas sinteses dos compostos [11] e [12] foi
realizada de acordo com o procedimento de obtencdo do composto [10]. O
composto [13] foi obtido utilizando metodologia semelhante a descrita para a
obtenc&o do composto [9].

O composto [11] foi obtido apos trés tentativas, Na primeira e segunda
tentativas, as reagbes foram mantidas sob refluxo durante trés e oito horas,
respectivamente, apos a adicdo do haleto. Na terceira tentativa, o tempo de
refluxo foi mantido em oito horas, obtendo-se o composto desgjado com
rendimento relativamente baixo. Na obtencdo do composto [12], o tempo de
refluxo apés a adicdo de haleto foi de duas horas, e para obtencdo do composto
[13] ndo foi necessario refluxo, uma vez que o iodeto de metila é bastante vol &til
(Te = 43 °C). O aumento da temperatura iria volatilizar o haleto, impedindo o
contato entre oS reagentes.

Nota-se que o rendimento da reacdo de formacdo do composto [13] é
consideravelmente maior que o das demais reacfes. As provaveis explicacoes
para este fato podem ser:

1% O haleto de alquila utilizado para obtencdo do composto [13] (CHsl)
possui 0 iodo como atomo de halogénio da molécula, que acomoda melhor a

carga negativa ap0s a substituicdo pelo anion 2-isopropil-5-metilfendxido, sendo
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melhor grupo abandonador do que o bromo, &omo de halogénio presente nos
demais haletos utilizados.

2%) A competicdo entre as reagbes de eliminacdo e substituicdo pode ter
contribuido bastante para a reducéo do rendimento das reagdes realizadas com
brometos de alquila (Figura 14).

dliminacéo / )
B ———m= C=C + BH +ZB|’_Z
\-7' | o /
—_ _(l:_ —_—
o B f
u e~ A~ . -.
sUbstitticao (|: ¢— B
Nu

Figura 14 - Competicao entre as reactes de eliminacado e substituicao.

Reagbes de eliminagdo provavelmente ocorreram em virtude do excesso
de hidreto de sodio (base forte, B") adicionado e que n&o reagiu com o timol,
apesar do fato de que, para haletos primarios, os rendimentos do produto de
eliminagdo normalmente s&o menores que os do produto de substituicéo
(BARBOSA, 1998).

Como néo € possivel que o iodeto de metila sofrareacéo de eliminagéo, é
formado exclusivamente o produto de substitui¢go, contribuindo, assim, para o
maior rendimento da reacdo de formag&o do composto [13]. O mesmo ocorre
com os brometos de benzila e 2',3,4' 5,6’ -pentafluorbenzila, porém, apesar de
ndo ter havido reacOes de eliminacdo com estes haletos, os rendimentos dos
produtos das reagdes de substituicéo (compostos [8] e [12]) foram menores que 0
dareacédo de obtenc&o do composto [13]

Os espectros no IV dos compostos [11] e [13] apresentaram poucas
diferencas entre s, possuindo as bandas correspondentes a aquil-aril-éteres. O

composto [12] mostra bandas de absorcéo intensa em ampla faixa de freqiéncia
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entre 1.250 e 1.100 cm™, devido aos diferentes modos de absorcdo axial C-F
(SOLOMONS, 1996; PREETSCH et al., 1996).

O espectro de RMN de *H do composto [11] apresentou, além dos sinais
referentes ao anel aromatico e aos grupos substituintes metila e isopropila, um
tripleto integrado para trés hidrogénios em d 0,88 (CH;3[CH5]170-), um multipleto
integrado para 30H em d 1,26-1,55 (CH3;CH, [CH,]15sCH,0-), um multipleto
integrado para dois hidrogénios em d 1,79 (CHsCH,[CH;]10-) € um tripleto
integrado para dois hidrogénios em d 3,93 (CH5[CH,],6CH,0-). O espectro do
composto [12] apresenta, além dos sinais citados, um simpleto integrado para
dois hidrogénios em d 5,11, correspondente ao grupo metileno entre os dois anéis
aromaticos. O espectro do composto [13] apresenta um simpleto integrado para
trés hidrogéniosem d 3,81 (CHs-O-).

A comparacdo dos espectros de RMN de **C dos compostos obtidos
permite a confirmagdo da formag&o dos éteres, uma vez que existe coeréncia
entre os dados obtidos e calculados para os principais deslocamentos gquimicos
(Quadro 2).
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Quadro 2 - Dados de RMN de **C dos éteres [11], [12] e [13]

composto [11] composto [12] composto [13]

dc d calculado
(d) (d) (d)

1 67,86 57,67 55,31 72,20 [11]; 54,10[13]

r 156,24 155,02 156,65 156,70

2 134,09 134,78 134,03 134,20

3 125,78 126,29 125,81 127,40

4 120,82 122,46 121,08 121,10

5 136,20 136,46 136,30 136,20

6’ 112,21 112,86 111,41 114,40

1" 26,26 26,36 26,41

2" 22,73 22,77 22,80 24,10

3 21,36 21,27 22,80 24,10

4 21,36 21,27 21,36 21,30

R = [CH2]16CH3[1]]
CeFs [12]

H [13]

ol



3.7. Tentativa de for magéo do composto 2-isopr opil-5-metil-4-nitr ofenol [14]

A nitrac8o de fendis usando técnicas-padrdo de nitracdo normalmente
gera produtos com rendimentos bastante baixos, principamente devido a
oxidacdo competitiva do anel, que leva a formacdo de grande quantidade de
produtos coloridos, com rendimentos muito baixos ou nenhum rendimento do
produto desegjado (DWY ER e HOLZAPFEL, 1998).

O mecanismo de nitragdo do timol envolve a formag&o do ion nitrénio
por agdo do acido sulfurico sobre o nitrato de sodio (VOGEL, 1971). Em
seguida, o ion nitrénio age como €eletrofilo sobre o anel aromético, e a adicdo
deste ion leva a formagéo de um ion arénio que posteriormente transfere um
proton para uma base, formando o nitroderivado (SOLOMONS, 1996;
BARBOSA, 1998).

Nas tentativas realizadas foi seguido o procedimento ilustrado na Figura
15.

O2N
I) NaN03/H2804

1
OH N\ OH

ii) 0 °C, timol, temp. amb.

Figura 15 - Procedimento utilizado nas tentativas de obtencdo do composto 2-
isopropil-5-metil-4-nitrofenol [14].

Em ambas as tentativas ndo foi obtido o produto desgjado, porém na
segunda tentativa conseguiu-se isolar por meio de cromatografia em placas
preparativas uma pequena quantidade de solido amarelo, para o qual foram
obtidos espectros de RMN de *H e de *°C.
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A andlise do espectro RMN de **C do composto obtido (Figura 16)
mostrou que a sintese ndo foi bem sucedida. O espectro apresentou sinais em d
15,36; 21,42; 26,00; e 56,00, correspondentes aos atomos de carbono dos grupos
metil e isopropil ligados ao anel aromético e seis sinais com deslocamento
quimico 130,40; 133,45; 145,22; 155,00; 187,47; e 188,5. Estes dois ultimos
sinais apresentam-se muito distantes do TMS e ndo correspondem a sinais de
atomos de carbono ligados ao grupo nitro (deslocamento quimico calculado para
C-NO, = 141,4), sendo mais evidente a formagdo de uma quinona cujo
deslocamento quimico tabelado para atomos de carbono ligados ao oxigénio é
aproximadamente 187 (PREETSCH et al., 1996). Pela analise do espectro, ndo
foi possivel a distingdo entre os deslocamentos quimicos para os atomos de
carbonos C; e C,, entretanto sabe-se que os sinais em d 187,5 e 188,7 séo
relativos aos carbonos carbonilicos (C=0).

Os demais sinais também n&o correspondem aos valores calculados para
0 composto nitrado.

O espectro de RMN de *H (Figura 17 e Quadro 3) mostrou, aém dos
sinais correspondentes aos grupos substituintes metil e isopropil, dois simpletos
integrados para um hidrogénio cada em d 6,52 e 6,55. Estes sinais reforgcam a
evidéncia de que o produto formado € uma quinona [15], uma vez que no
nitrofenol estes sinais encontrariam-se mais distantes do TMS (d calculado =
8,21e7,52).

Uma terceira tentativa foi realizada utilizando-se uma mistura de &cidos
nitrico e acético (2:1 v/v) com o objetivo de aumentar a miscibilidade entre os
reagentes e o timol dissolvido em THF. A reacdo, no entanto, ndo ocorreu,
observando-se na placa de CCD os pontos com mesmo Ry que aqueles originados

nas tentativas anteriores.
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[15]

Quadro 3 - Dados de RMN de 'H (200 MHz, CDCl3) do composto [15]

d mult. n°deH atrib. J(H2)
1,13 d 6 Hy 31 =69
2,04 S 3 Hy ---
3,02 m 1 Hy J»=6,9
6,52 S 1 H, ---
6,55 S 1 Hj ---




Figura 16 - Espectro de RMN de **C (50 MHz, CDCl5) datimoquinona[15].
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Figura 17 - Espectro de RMN de *H (200 MHz, CDCl5) datimoquinona[15].
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3.8. Tentativas de formacéo do 3-isopropil-6-metil-4-metoxi-1-nitr obenzeno
[16]

Uma alternativa, no caso de fendis, € a reducdo da densidade eletronica
do anel com a protecao do grupo hidroxila (Kametani e Ogasawara, 1966, citados
por DWYER e HOLZAPFEL, 1998). Nesse sentido, tentou-se nitragdo do
composto 1-isopropil-4-metil-2-metoxibenzeno [13], cujo grupo hidroxila do
timol esta protegido por um grupo metila. Pretendia-se, ap0s a nitracéo, retirar o
grupo protetor, obtendo-se derivado nitrado do timol.

Foram feitas trés tentativas de reacdo, e nas duas primeiras utilizou-se
&cido sulfurico e nitrato de sodio, ndo se obtendo sucesso na sintese. A terceira
tentativa foi feita adicionando-se uma mistura de écidos acético e nitrico (1.2
v/v) sobre o 1-isopropil-4-metil-2-metoxibenzeno [13] a 0 °C. O material obtido
foi submetido ao fracionamento em coluna. No entanto, ndo se conseguiu isolar

guantidades significativas dos produtos.

=Y



4. RESUMO E CONCLUSOES

Todas as reagcOes propostas para sinteses de éteres foram realizadas,
embora os rendimentos da maioria delas tenham sido relativamente baixos em
virtude da competicdo entre reacdes de eliminacéo e substituicdo nucleofilica. O
melhor rendimento foi obtido na reagdo de sintese do 1-isopropil-4-metil-2-
metoxibenzeno (13; 75,8%). Foram obtidos seis éteres derivados do timol: dois
com grupos substituintes aromaticos (compostos [8] e [12]) e quatro com grupos
lineares (compostos [9], [10], [11] e[13]).

As reacdes de nitragdo do timol e do composto [13] ndo foram bem
sucedidas, em virtude da oxidacd dos anéis aromaticos pelos acidos e,
possivelmente, da formacdo de compostos sollUveis na fase aguosa (como
sulfonacdo do anel pelo é&cido sulfurico). Destas tentativas, foi obtida a
timoquinona [15].

As reacoes de producéo de sais derivados da piperazina foram todas bem
sucedidas e apresentaram rendimentos quantitativos, sendo obtidos cinco sais
contendo os anions fosfato, sulfato, citrato, oxalato e cloreto.

Assm, foi de 12 o numero total de compostos sintetizados,
caracterizados e submetidos aos testes de avaliagdo da atividade nematicida sobre
Meloidogyne incognita e Heterodera glycines, que ser8o apresentados nos
capitulos 2 e 3.
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CAPITULO 2

AVALIACAO DA ATIVIDADE NEMATICIDA DOSDERIVADOS
DO TIMOL

1. INTRODUCAO

O conhecimento do modo de acdo dos nematicidas convencionais sobre
nematdides pode ser bastante Util no sentido de se plangar a sintese de novos
nematicidas. Os mecanismos de interacdo entre o nematdide e o nematicida so o
ponto fundamental para o direcionamento das sinteses. No entanto, o
conhecimento da atividade especifica dessas substancias dentro do nematéide é
ainda muito limitado, quando comparado com o que é conhecido a respeito de
outras pragas e organismos patogénicos (TSAI et a., 1991).

Sabe-se que os nematdides sG0 animais aguaticos e que necessitam de
uma pelicula de &gua ao redor dos seus corpos para permanecerem ativos. Dessa
forma, qualquer nematicida com toxidez no contato deve passar através desta
pelicula para ent&o encontrar a cuticula do nematoide, atravessar uma membrana
de lipideos e penetrar no seu organismo. Portanto, as barreiras fisicas que podem
impedir que substancias toxicas atinjam receptores-alvo ou sitios ativos dentro do

nematodide incluem cuticula, membranas dos ovos e membranas internas.
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Nem sempre a penetracdo é a rota de acdo dos nematicidas. VAN
GUNDY e McKENRY (1977) sugeriram que a relativa sensibilidade dos
nematdides a haletos de aquila e, provavelmente, a nematicidas ndo-fumigantes
se deve ao metabolismo do nematoide.

Com relacdo ao modo de agdo dos nematicidas, CASTRO e BELSER
(1978) sugeriram dois mecanismos de acéo para o dibrometo de etila (EDB) em
Aphelenchus avenae: oxidaggo dos centros de Fe** ou uma reacgo de alquilacdo
nos sitios ativos de estearases ou proteases. Os organocarbamatos e
organofosforados agem primariamente, inibindo a acetilcolinesterase na sinapse
colinérgica do sistema nervoso do nematoide, paralisando 0 seu sistema
sensorial, 0 que resulta na incapacidade deste em encontrar aimento (Evans,
1973, citado por TSAIl et a., 1991). Estes compostos possuem mais efeito
nematostatico do que nematotoxico (CASTRO e BELSER, 1978). Muitos dos
organofosforados e organocarbamatos que tém atividade sistémica na planta,
movimentando-se das raizes para a folhagem, parecem ser mais protetores e
nematostaticos do que nematotoxico (TSAI et al., 1991). Todavia, existem ainda
poucas referéncias na literatura sobre o0 modo de agéo dos nematicidas dentro do
organismo de fitonematoides.

Para ser comercializado como nematicida, um determinado composto
passa por diversos testes, na sua maioria direcionados para atividade de contato
imediato, devido a velocidade e facilidade com as quais estes testes podem ser
realizados (LONGUE, 1998; TSAI et al., 1991). A técnica basica para testar a
toxidez de qualquer nematicida envolve testes in vitro, através da imersdo dos
nematdides diretamente numa solucdo do composto a ser testado em placas de
Petri ou tubos de vidro, seguindo-se a avaliagdo do percentual de mortalidade
desses organismos.

Os testes dos compostos sintetizados foram realizados com os
fitonematdides Meloidogyne incognita e Heterodera glycines, bastante
conhecidos por se tratar de organismos de ampla distribuicdo geografica
(LONGUE, 1998), de facil cultivo em casas de vegetacdo e que atacam culturas

de grande expressao econdmica.
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A atividade anti-helmintica do timol foi verificada sobre a microbiota do
solo (SOLER et a., 1996), ndo sendo investigada especificamente sobre
fitonematdides no que se refere a influéncia de substituintes no grupo hidroxila e
a0 modo como estes afetam esta atividade. Portanto, os testes dos derivados do
timol sintetizados tiveram como objetivo a avaliacdo da influéncia destes
substituintes no grupo hidroxila e da maneira com que estes afetam a atividade

do timol.
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2. MATERIAL E METODOS

Neste trabalho, o teste para avaliagdo da atividade nematicida dos
compostos sintetizados descritos no capitulo 1 foi desenvolvido por KIMURA et
al. (1981) e consiste no uso de um tubo com uma suspensédo de nematdides vivos
e 0 composto a ser avaliado, selado com uma membrana. Este tubo é invertido
em solugdo de estreptomicina, de maneira a permitir que os nematdides
sobreviventes atravessem esta membrana e sgam contados. Este método foi
denominado “método do tubo invertido”.

Os fitonematdides submetidos a0 ensaio do tubo invertido foram
multiplicados em condi¢bes de casa de vegetacdo. Meloidogyne incognita foi
multiplicado em tomateiro; o sistema radicular foi separado da parte aérea e as
raizes foram lavadas, fragmentadas e trituradas em liquidificador, juntamente
com uma solucédo de hipoclorito de sodio a 0,5%, em quantidade suficiente para
cobrir as raizes.

A suspensdo obtida foi vertida em duas peneiras sobrepostas de 200 e
500 mesh. Os ovos dos fitonematéides que ficaram retidos na peneira de
500 mesh foram recol hidos em béquer.

A seguir, a suspensdo contendo ovos foi vertida em tela de nailon
forrada com papel-filtro Whatman, para a retencdo dos ovos, sendo ent&o

colocada em funil de pléstico com &gua, em cuja extremidade inferior estava

62



adaptada uma mangueira de latex e um tubo de vidro de anestesia acoplado a
esta. Os juvenis que eclodiam dos ovos atravessavam este papel e depositavam-
se no fundo do tubo de anestesia. Os juvenis de 2° estadio obtidos até 48 horas
foram descartados, e os obtidos nas proximas 24 horas foram utilizados para o
ensaio.

O fitonematoide Heterodera glycines foi multiplicado em plantas de soja
e as raizes coletadas foram lavadas com agua, para remocéo das fémeas, sobre
duas peneiras sobrepostas de 20 e 100 mesh. As fémeas retidas na peneira de
100 mesh foram amassadas para liberacdo dos ovos, os quais, com o auxilio de
jatos de agua, foram transferidos para uma peneira de 500 mesh colocada abaixo
da peneira de 100 mesh. Os ovos foram recolhidos e a suspensdo resultante foi
vertida em tela de nailon contendo papel-filtro do tipo Whatman, conforme
descrito para Meloidogyne incognita.

Para a readlizacdo dos ensaios bioldgicos, os compostos sintetizados
foram solubilizados em metanol, de maneira que as concentragdes das solugdes
de cada composto fossem de 5 e 50 ng mL™. Destas solucBes foram retiradas
aliquotas de 0,1 mL, transferidas para tubos de ensaio que continham 1,9 mL de
solucdo a 0,1% do detergente Tween 20, sendo em seguida adicionado a cada
tubo 0,5 mL de suspenséo aquosa contendo cerca de 400 nematéides.

Os tubos foram entéo selados com um lenco de papel facial e incubados
em auséncia de luz durante 48 horas a uma temperatura de 26 °C. Apos este
tempo, os tubos foram invertidos em placas de Petri contendo 5 mL de uma
solucdo antibidtica de sulfato de estreptomicina (1000 ng L™) e novamente
incubados por mais 48 horas a 26 °C em auséncia de luz.

Ao final deste periodo, foram contados os nematéides existentes em cada
placa, com o auxilio de microscopio estereoscopico, e a atividade nematicida de

cada composto foi avaliada pela seguinte equacao:

% de mortalidade = [(B-A)/B] x 100
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em que A € amédia do nimero de nematoides vivos apds o tratamento com cada
composto e B 0 nimero médio de nematdides vivos ha solugdo controle (branco),
que neste caso foi metanol puro.

Foram avaiadas as atividades nematicidas dos éteres 2-benziloxi-1-
isopropil-4-metilbenzeno  [8], 2-etoxi-1-isopropil-4-metilbenzeno [9], 1-
isopropil-4-metil-2-octiloxibenzeno  [10], 1-isopropil-4-metil-2-octadecil oxi-
benzeno [11], 2-(2', 3,45 ,6 -pentafluorbenziloxi)-1-isopropil-4-metilbenzeno
[12], 1-isopropil-4-metil-2-metoxibenzeno [13], da timoquinona [15] e do timol
[4].

As estruturas dos compostos avaliados encontram-se na Figura 1.
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Figura 1 - Estrutura dos compostos avaliados nesta etapa do trabal ho.
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3. RESULTADOSE DISCUSSAO

Os percentuais de mortalidade apresentados pelo timol e seus derivados
sintetizados, na concentracéo de 5 ny mL? variaram de 1,8 a 81,8%, guando
testados sobre M. incognita (Quadro 1 e Figura 2), e de 0 a 18%, quando testados
sobre H. glycines (Quadro 3 e Figura 4). Na concentracdo de 50 ng mL™ o
percentual de mortalidade variou de 5,3 a 87,1%, quando os compostos foram
testados sobre M. incognita (Quadro 2 e Figura 3), e de 0 a 26,9%, quando
testados sobre H. glycines (Quadro 4 e Figura ).

Primeiramente, para a concentracdo de 5 ng mL™ dos compostos
sintetizados, observou-se, através do teste de agrupamentos de médias de Scott-
Knott, que a substituicdo do hidrogénio do grupo hidroxila do timol pelo grupo
etila (composto [9]) aumentou significativamente a porcentagem de mortalidade

em aproximadamente 27% com relacdo a M. incognita (Quadro 1).

Notou-se que, para os éteres sintetizados, 0 aumento do nimero de
atomos de carbono na cadeia aquilica para mais de dois a&omos, como € 0 caso
dos compostos [10] (oito d&omos de carbono) e [11] (18 d&omos de carbono),
resultou em acentuada diminuicdo da porcentagem de mortalidade desse
nematéide. A diminuicdo do nimero de atomos de carbono para menos de dois
também resultou em diminuicdo da mortalidade, como é o caso do composto

[13], no qual o hidrogénio hidroxilico foi substituido pelo grupo metila.
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Para uma concentracdo dez vezes maior dos éteres sintetizados
(50 g mL™) a substituicso do hidrogénio do grupo hidroxila do timol pelo grupo
etila resultou em diminuic&o pouco significativa da porcentagem de mortalidade
(Quadro 2). A diminuicdo do percentual de mortalidade com diminuicdo ou
aumento da cadeia alquilica para mais ou menos de dois &omos de carbono
também é observada nesta concentracdo. Todos 0s éteres apresentaram maior
porcentagem de mortalidade quando testados a uma concentraggo de 50 ng mL ™.

Os compostos [8] e [12], que possuem substituintes arométicos, e a
timoquinona [15] apresentaram baixos percentuais de mortalidade nas
concentragbes de 5 e 50 my mL’' para M. incognita, ndo diferindo
significativamente da testemunha, qguando comparados pelo teste de agrupamento
de médias de Scott-Knott (Quadros 1 e 2).

Os resultados descritos mostraram que: 1) o composto [9] foi eficiente na
reducdo in vitro da populagdo de M. incognita na concentracdo de 5 ng mL™,
guando comparado ao timol; 2) o aumento da concentracdo dos demais éteres
ndo resultou em aumento substancial do percentual de mortalidade; 3) fatores
espaciais influenciaram o mecanismo de ag&o nematicida dos derivados do timol,
uma vez gue substituintes alquilicos com cadeias maiores e menores que dois
atomos de carbono apresentaram significativa reducdo na porcentagem de
mortalidade dos J,, quando comparados ao timol e ao composto [9], além do fato
de que os derivados com substituintes aromaticos ([8] e [12]) e a timoquinona
[15] também apresentaram esta reducéo; e 4) tornou-se possivel inferir que o
mecanismo de acdo do composto [9] sobre M. incognita pode envolver a sua
ligagdo a um receptor especifico ou a um sitio ativo dentro do nemat6ide, uma
vez que o tamanho da cadeia e o tipo de substituinte interferem bastante na
porcentagem de mortalidade.

Essas observacBes permitem melhor direcionamento das sinteses de
novos derivados do timol com atividade nematicida, uma vez que se chegou a
conclusdo de que o éter [19] € 0 mais promissor para se trabahar no sentido de se
realizar adicdo de novos grupos a este composto com o intuito de aumentar sua

atividade nematicida, sgja no substituinte alquila ou no anel aromatico.
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Para o nematoide Heterodera glycines nenhum dos éteres sintetizados
apresentou porcentagem de inibicdo maior que 30% nas concentragdes de 5 e
50 my mL™? (Quadros 3 e 4). A timoquinona [15] apresentou a maior
porcentagem em ambas as concentracfes, porém a diferenca néo foi significativa
guando comparada ao timol [4]. Os compostos [9], [13] e o timol [4], que
apresentaram os maiores indices de mortalidade contra M. incognita, ndo
produziram o mesmo efeito quando testados sobre H. glycines.

As observagOes feitas permitem concluir que os mecanismos de acdo dos
compostos testados ndo sd0 0S mesmos para as duas espécies de nematoides

submetidas aos ensaios biol gicos.
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Quadro 1 - Porcentagem de mortalidade de juvenis de segundo estadio de
Mel oidogyne incognita tratados com derivados do timol (5ngmL™)

Médiade Compgrggo& das
% de . Médias de
Tratamento ; Nematdides .
Mortalidade ) . Nematoides
Sobreviventes : o

Sobreviventes
Testemunha 0 375,50 A
[8] 1,8 368,67 A
[10] 8,7 342,67 A
[11] 18,1 307,33 A
[12] 7,6 346,83 A
[15] 2,1 367,33 A
[13] 40,6 223,00 B
Timol 56,1 164,67 C
[9] 81,8 68,33 D

* - Média de seis repeticoes.
** - As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre s pelo teste de
agrupamento de Scott-Knott a 5% de significancia.

Quadro 2 - Porcentagem de mortalidade de juvenis de segundo estadio de
Mel oidogyne incognita tratados com derivados do timol (S0ngmL™)

Médiade Compgrggo& das
% de . Médias de
Tratamento : Nematdides .
Mortalidade ) Nematoides
Sobreviventes * : s

Sobreviventes
Testemunha 0 377,33 A
[8] 53 357,33 A
[12] 9,4 342,00 A
[15] 14,2 323,67 A
[10] 27,1 275,00 B
[11] 28,9 268,33 B
[13] 58,8 155,33 C
Timol 87,1 48,67 D
[9] 86,7 50,33 D

* - Média de seis repeticoes.
** - As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
agrupamento de Scott-Knott a 5% de significancia.
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Quadro 3 - Porcentagem de mortalidade de juvenis de Heterodera glycines
tratados com derivados do timol (5 ng mL™)

Comparacoes
% de Média.de das Médifas de
Tratamento Mortalidade Nematoides Nematoides

Sobreviventes * Sobreviventes*
Testemunha 0 365,50 A
Timol 1,3 360,67 A
[8] 7,5 338,00 A
[9] 3,3 353,33 A
[10] 3,6 352,50 A
[11] 8,1 336,00 A
[12] 0 371,33 A
[13] 3,2 353,67 A
[15] 18,0 299,67 A

* - Média de seis repeticoes.
** - As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre s pelo teste de
agrupamento de Scott-Knott a5 % de significancia.

Quadro 4 - Porcentagem de mortalidade de juvenis de Heterodera glycines
tratados com derivados do timol (50 ng mL™)

- Comparacoes
% de Mediade das Médias de
Tratamento . Nematoides .
Mortalidade ) . Nematoides
Sobreviventes : o
Sobreviventes
Testemunha 0 335,33 A
Timol 11,0 298,33 A
[8] 1,6 329,83 A
[9] 0 336,00 A
[10] 0,3 334,33 A
[11] 0,2 334,67 A
[12] 3,5 323,67 A
[13] 15,0 285,00 A
[15] 26,9 245,17 A

* - Média de seis repeticoes.
** - As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
agrupamento de Scott-Knott a5 % de significancia
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Figura 2 - Porcentagem de mortalidade de juvenis de segundo esta&dio de
Meloidogyne incognita tratados com derivados do timol (5 e
50nymL?).
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Figura 3 - Porcentagem de mortalidade de juvenis de Heterodera glycines
tratados com derivados do timol (5 e 50 mg mL™).
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4. RESUMO E CONCLUSOES

Os testes da atividade dos éteres derivados do timol e da timoquinona
realizados permitiram observar a influéncia dos efeitos estéricos e da
concentragéo sobre a atividade nematicida destes compostos quando testados
sobre Meloidogyne incognita. Este fato permite melhor direcionamento das
sinteses de futuros derivados com relacdo ao tipo do grupo substituinte a ser
adicionado na molécula de timol.

Outra conclusdo deste trabalho refere-se a diferenca existente entre os
mecanismos de agdo destes compostos sobre as espécies Meloidogyne incognita
e Heterodera glycines, sugerindo que uma abordagem diferente deve ser feita
para a sintese de nematicidas que visam o controle de Heterodera glycines, uma
vez que os derivados do timol sintetizados foram pouco eficazes nos ensaios in
vitro sobre estes.

Dos compostos sintetizados, o éter [9] foi 0 que apresentou a maior taxa
de mortalidade de J, de Meloidogyne incognita (81,8% a5 ng mL™ e 86,7% a
50 ng mL™) pelo teste do tubo invertido. Para os ensaios realizados com
Heterodera glycines, a maior taxa foi apresentada pela timoquinona [15] (18,0%

a5ngmL™ e26,9% a50 mgmL™).

73



CAPITULO 3

AVALIACAO DA ATIVIDADE NEMATICIDA DOS SAIS
DE PIPERAZINA

1. INTRODUCAO

A atividade anti-helmintica clinica e experimental da piperazinatem sido
amplamente revista (BHATT et a., 1990). Varios de seus sais, como citrato e
fosfato, tém sido preparados e utilizados em terapia juntamente com hexabiidrato
(Goodwin e Standen, 1958, citados por BHATT et a., 1990). Estes sais sao
frequentemente utilizados em animais e no homem, apresentando-se na forma
solida, com excecdo do monoiidrocloreto de piperazina e do sulfato de
dipiperazina, que séo liquidos.

O mecanismo de acdo dos sais de piperazina sobre o0 parasita animal
Ascaris lumbricoides é bastante conhecido. Neste organismo os sais agem através
da paralisacdo da musculatura, facilitando sua expulsdo pelo organismo
hospedeiro. A paralisagdo induzida pela piperazina € atribuida a dois
mecanismos. 1) estabilizacdo da membrana do parasita, tornando-a inexcitavel,

através da hiperpolarizacdo da membrana, portanto, contraria a acdo da
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acetilcoling; e 2) inibicdo da reacdo redutiva do fumarato, que resulta na
formac&o do &cido succinico. Esta reacdo fornece energia de contracdo muscular
e ocorre provavel mente nas mitocondrias (ZANINI e OGA, 1989).

Apesar das informagdes acerca do modo de acdo dos sais de piperazina
sobre A. lumbricoides, 0 mecanismo de acdo sobre fitonematdides é ainda
desconhecido.

Com o objetivo de avaliar a acdo dos sais de piperazina sobre
fitonematdides, no que se refere ainfluéncia do tipo de anion ligado a esta, foram
realizados ensaios com os sais de piperazina que continham anions derivados de

acidos cloridrico, citrico, fosforico, oxalico e sulfurico.
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2. MATERIAL E METODOS

A mesma metodologia utilizada para a avaliagdo da atividade nematicida
dos derivados do timol, descrita no capitulo anterior, também foi utilizada para a
avaliacao da atividade dos sais derivados da piperazina.

O fitonematdide Meloidogyne incognita foi multiplicado em tomateiro,
em condi¢cOes de casa de vegetacdo; o sistema radicular foi separado da parte
aérea e as raizes foram fragmentadas e trituradas em liquidificador, com uma
solucdo de hipoclorito de sodio a 0,5% em quantidade suficiente para cobrir as
raizes.

A suspensdo obtida foi vertida em duas peneiras sobrepostas de 200 e
500 mesh. Os ovos dos fitonematdides ficaram retidos na peneira de 500 mesh e
foram recolhidos em béquer.

A seguir, a suspensdo contendo ovos foi vertida em tela de nailon com
papel-filtro Whatman, para a retencéo dos ovos, sendo entdo colocada em funil
de plastico com agua, em cuja extremidade inferior estava adaptada uma
mangueira de latex e um tubo de vidro de anestesia acoplado a esta. Os juvenis
gue eclodiam dos ovos atravessavam este papel e depositavam-se no fundo do
tubo de anestesia.

Os juvenis de 2° estadio obtidos até 48 horas foram descartados, e os

obtidos nas préximas 24 horas foram utilizados para 0 ensaio.
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O fitonematoide Heterodera glycines foi multiplicado em plantas de soja
e as raizes coletadas foram lavadas com &guas para a remocdo das fémeas, as
quais ficaram retidas na peneira de 100 mesh ap0s passarem pela de 20 mesh. As
fémeas retidas na peneira de 100 mesh foram esmagadas para a liberagéo dos
ovos, que, com auxilio de jatos de agua, foram transferidos para uma peneira de
500 mesh e colocados abaixo da peneira de 100 mesh. Os ovos foram recolhidos
e a suspensdo resultante foi vertida em tela de nailon contendo papel-filtro do
tipo Whatman, conforme descrito para Meloidogyne incognita.

Para a redlizacdo dos ensaios bioldgicos, os compostos sintetizados
foram solubilizados em metanol, de maneira que as concentracdes das solugdes
de cada composto fossem de 5 e 50 ng mL™ Destas solucBes foram retiradas
aliquotas de 0,1 mL, que foram transferidas para tubos de ensaio que continham
1,9 mL de solugdo do detergente Tween 20 a 0,1%. Em seguida, foi adicionado a
cada tubo 0,5 mL de suspensdo aquosa, contendo cerca de 400 nematoides.

Os tubos foram entéo selados com um lenco de papel facial e incubados
em auséncia de luz durante 48 horas a uma temperatura de 26 °C. Apos este
tempo, os tubos foram invertidos em placas de Petri contendo 5 mL de uma
solucdo antibiética de sulfato de estreptomicina (1000 ng L™) e, novamente,
incubados por mais 48 horas a 26 °C em auséncia de luz.

Ao final desse periodo foram contados os nematoides existentes em cada
placa com auxilio de microscopio estereoscopico, e a atividade nematicida dos
compostos cloreto de piperazina [17], citrato de piperazing[18], fosfato de
piperazina [19], oxalato de piperazina [20] e sulfato de piperazina [21], cujas

estruturas séo apresentadas na Figura 1, foi avaliada.
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Figura 1l - Estruturas dos compostos avaliados nesta etapa do trabal ho.
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3. RESULTADOSE DISCUSSAO

Com relagdo aos sais derivados da piperazina, as porcentagens de
inibicdo em M. incognita variaram de 3,6 a 75,6%, na concentracéo de 5 mg mL™
e de 11,7 a 81,8%, na concentracso de 50 ng mL™*. Em ambas as concentragdes
0S sais que apresentaram maior porcentagem de mortalidade foram o citrato de
piperazina e o oxalato de piperazina. O fosfato de piperazina apresentou menor
taxa de mortalidade em relacéo ao sais oxalato e citrato de piperazina (Quadros 1
e?2).

Nota-se que os sais derivados de acidos organicos (citrato [18] e oxaato
[20]) apresentaram maiores taxas de mortalidade para M. incognita em relagéo
agueles derivados de acidos inorganicos. Provavel mente a acéo destes compostos
estaria envolvendo a inibicdo da acetilcolinesterase na singpse colinérgica do
sistema nervoso do nematéide, impedindo a atividade neuromuscular deste
(TSAl et a., 1991), sendo, portanto semelhante a acdo dos nematicidas
organocarbamatos.

As colinesterases possuem dois sitios ativos. um sitio aniénico, ao qual o
grupo trimetilamoénio da acetilcolina liga-se através de forcas de Coulomb, e 0
sitio eterasico, que possui uma hidroxila pertencente a serina e que se liga ao
carbono carboxilico da acetilcolina (SCIVOLETTO, 1982).
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Os compostos organocarbamatos ligam-se de maneira semelhante a
acetilcolina nos sitios ativos da enzima, diferindo na velocidade de hidrdlise, que
€ bem mais lenta, o que resultaem inibicdo (ZANINI e OGA, 1989).

Assim, os compostos [18] e [20] possivelmente se liguem aos sitios
ativos da acetilcolinesterase de maneira semelhante aos organocarbamatos. o
grupo amino da piperazina liga-se ao sitio anidnico da enzima e os anions citrato
e oxaato contendo grupos carboxila ligam-se ao sitio esterasico desta enzima.

Como os demais sais de piperazina séo derivados de acidos inorganicos
gue ndo possuem o grupo carboxila, estes compostos ligam-se a enzima apenas
no sitio anidnico, o que ndo é suficiente para inativa-la

Para H. glycines, os sais citrato, oxalato, sulfato e fosfato de piperazina
néo apresentaram diferenca significativa de taxa de mortalidade quando
comparados a testemunha, em ambas as concentragdes (Quadros 3 e 4, Figura 2).
O cloreto de piperazina, no entanto, apresentou elevadas porcentagens de
mortalidade em ambas as concentragbes em que foi testado: 83 e 88% para as
concentracdes de 5 e 50 g mL ™, respectivamente.

Outra observacéo € a do efeito da concentragéo de cloreto de piperazina
sobre o indice de mortalidade. Notou-se que um aumento da concentracéo do sa
em dez vezes ndo alterou significativamente este indice, demonstrando que este
sal foi bastante ativo em baixa concentracgo (5 ng mL™).

O inverso do que foi observado para M. incognita ocorreu nos ensaios
realizados com H. glycines: o sal contendo um anion inorgéanico [17] apresentou
maior percentual de inibicdo sobre este Ultimo nematdide do gque os sais contendo
anions organicos. Nota-se, portanto, que a agdo dos sais de piperazina sobre H.
glycines é diferente da observada sobre M. incognita, envolvendo um receptor-
alvo ou sitio ativo diferente da acetilcolinesterase.

Os mecanismos de acdo deste sal sobre H. glycines podem ser
semelhantes a0 da acdo de sais de piperazina sobre A. lumbricoides citados
anteriormente.

LONGUE (1998) reportou que o sal de piperazina contendo o énion

trifluoroacetato [22] apresentou porcentagem de inibicdo sobre H. glycines de

80



57% a uma concentracdo de 20 mg mL™ ao passo que esta porcentagem foi de
apenas 29% para M. incognita. Para a piperazina, esta porcentagem foi de 59%

para M. incognita e de 53% para H. glycines na concentracgo de 20 mg mL ™.

\ + /
CF3CO0

[ j CF3CO0

H + H
[22]

Com base nessas observacdes, pode-se concluir que a adi¢cdo dos anions
citrato e oxalato aumentou a atividade nematicida da piperazina diante de M.
incognita raga 3. Em H. glycines, a adi¢cdo do anion cloreto também provocou
aumento nesta atividade. Deve-se lembrar ainda que este aumento ocorreu para

as duas concentracdes em que os compostos foram testados (5 e 50 mg mL™).
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Quadro 1 - Porcentagem de mortalidade de juvenis de segundo estadio de
Meloidogyne incognita tratados com sais de piperazina(5ngmL™)

Médiade Compgrggo& das
% de . Médias de
Tratamento . Nematoides .
Mortalidade ) . Nematoides
Sobreviventes : o

Sobreviventes
Testemunha 0,0 375,50 A
Piperazina 23,3 288,03 B
[17] 6,6 350,67 A
[21] 3,6 362,00 A
[19] 37,4 235,17 C
[18] 75,6 91,50 D
[20] 72,6 103,00 D

* - Média de seis repeticoes.
** - As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre s pelo teste de
agrupamento de Scott-Knott a5 % de significancia.

Quadro 2 - Porcentagem de mortalidade de juvenis de segundo estadio de
Meloidogyne incognita tratados com sais de piperazina(50ngmL ™)

Médiade Comp{arggoes das
% de . Médias de
Tratamento . Nematdides .
Mortalidade ) Nematoides
Sobreviventes * . s

Sobreviventes
Testemunha 0,0 377,33 A
Piperazina 58,8 155,43 D
[17] 16,5 315,17 B
[21] 11,7 333,33 B
[19] 433 214,00 C
[18] 81,8 68,83 E
[20] 80,5 73,67 E

* - Média de seis repeticoes.
** - As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre s pelo teste de
agrupamento de Scott-Knott a5 % de significancia.
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Quadro 3 - Porcentagem de mortalidade de juvenis de Heterodera glycines
tratados com sais de piperazina (5 mg mL™)

Médiade Compgarga(;oes das
% de . Médias de
Tratamento ; Nematoides .
Mortalidade ) . Nematoides
Sobreviventes . .

Sobreviventes
Testemunha 0,0 365,50 A
Piperazina 12,9 318,42 B
[18] 11,1 325,00 B
[19] 0,0 365,50 A
[20] 1,4 360,33 A
[21] 0,0 380,00 A
[17] 83,0 62,17 C

* - Média de seis repeticoes.
** - As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre s pelo teste de
agrupamento de Scott-Knott a5 % de significancia.

Quadro 4 - Porcentagem de mortalidade de juvenis de Heterodera glycines
tratados com sai's de piperazina (50 ng mL™)

Médiade Compgrggo& das
% de . Médias de
Tratamento . Nematoides .
Mortalidade ) Nematoides
Sobreviventes * )
Sobreviventes**

Testemunha 0 335,33 A
Piperazina 56,5 145,78 B
[18] 7,7 309,50 A
[19] 0 348,00 A
[20] 0 337,00 A
[21] 34 323,83 A
[17] 88,0 40,33 C

* - Média de seis repeticoes.
** - As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre s pelo teste de
agrupamento de Scott-Knott a5 % de significancia.
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Figura 2 - Porcentagem de mortalidade de juvenis de segundo estadio de
Meloidogyne incognita tratados com sais de piperazina (5 e
S0ngmL™).
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Figura 3 - Porcentagem de mortalidade de juvenis de Heterodera glycines
tratados com sai s de piperazina (5 e 50 mg mL™).
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4. RESUMO E CONCLUSOES

Nos ensaios com M. incognita os sais de piperazina que apresentaram 0s
melhores indices de mortalidade foram o citrato de piperazina [18] (75,6% a
5ng mL™" e 81,8% a 50 g mL™Y) e o oxaato de piperazina [20] (72,6 a
5my mL™ e80,5% a50 ng mL™).

Com H. glycines, o cloreto de piperazina [17] apresentou os melhores
indices de mortalidade (83% de mortalidade a5 ng mL™ e 88,0% a 50 mg mL ™).

Observou-se que este percentual € maior quando sais contendo os anions
organicos citrato [18] e oxalato [20] foram testados sobre M. incognita e que,
possivelmente, 0 mecanismo de acdo destes compostos seja semelhante ao dos
nematicidas organocarbamatos. Para H. glycines, o sal contendo o anion cloreto
[17] apresentou maior porcentagem de mortalidade, e 0 seu modo de agéo pode
ser semelhante a a¢do dos sais de piperazina sobre A. lumbricoides.

Essas diferencas observadas nas porcentagens de inibicdo de H. glycines
e M. incognita pelos sais sintetizados neste trabalho reforgcam a observacdo feita
anteriormente (capitulo 2), de que os mecanismos de agdo dos compostos sao

diferentes para as duas espécies de nematéides submetidas aos ensaios.
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RESUMO E CONCLUSOES

O timol € um monoterpendide constituinte dos 6leos essenciais de
diversos tipos de plantas e que possui, além de outras, propriedades bactericida e
antifungica. Jafoi testado contra fitonematdides, ndo havendo, porém, registro do
seu uso e de seus derivados contra fitonematdides dos géneros Meloidogyne e
Heterodera.

A piperazina € um membro da familia das etilenoaminas com ampla
gana de atividades farmacoldgicas, sendo mais comumente utilizada no
tratamento de oxiuriase e ascaridiase em humanos e animais domesti cos.

Embora ja tenha sido utilizada contra parasitas animais, pouco se sabe a
respeito do uso de seus sais contra fitonematoides e da influéncia dos diferentes
anions que constituem estes sais sobre a atividade nematicida da piperazina.

Neste trabalho foram sintetizados os éteres 2-benziloxi-1-isopropil-4-
metilbenzeno [8; 35,8%], 2-etoxi-1-isopropil-4-metilbenzeno [9; 18,8%], 1-
isopropil-4-metil-2-octiloxibenzeno [10; 23,6%)], 1-isopropil-4-metil-2-octadecil-
oxibenzeno [11; 33,0%], 2-(2',3,4',5,6 -pentafluoroxibenzil)-1-isopropil-4-
metilbenzeno [12; 32,0%] e 1-isopropil-4-metil-2-metoxibenzeno [13; 75,8%.
Todas as reagbes propostas para sinteses de éteres foram realizadas, apesar do
baixo rendimento da maioria delas, em virtude da competicéo entre as reacdes de

eliminagéo e substitui¢do nucleofilica.
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As tentativas de nitragéo do timol ndo foram bem sucedidas, por causa da
oxidacdo do anel aromético pelos acidos utilizados nas sinteses. Destas tentativas
foi obtida uma quinona, a timoquinona [15; 2,7%.

A avdiagdo da atividade nematicida desses compostos e dos sais de
piperazina que continham os anions cloreto [17], citrato [18], fosfato [19],
oxaato [20] e sulfato [21] foi feita utilizando o teste do tubo invertido com os
nematdides Meloidogyne incognita raca 3 e Heterodera glycines, nas doses de 5
e 50 ng mL™. Nestes bioensaios, os indices de mortalidade para M. incognita
variaram de 1,8 a 81,8%, com concentracso de 5mg.mL™, e de 5,3 a 86,7%, com
concentracdo de 50 ng mL™. Para H. glycines estes indices variaram de 0 a 83%,
com concentracgo de 5ng mL™, e de 0 a88%, com concentracdo de 50 mg mL™.

Observou-se a influéncia dos efeitos estéricos, dos tipos de anions e da
concentracéo sobre a atividade nematicida dos compostos quando testados sobre
M. incognita, além da existéncia de diferenca nos mecanismos de acdo destes
compostos entre as espécies M. incognita e Heterodera glycines, sugerindo que
uma abordagem individualizada deva ser feita para a sintese de nematicidas que

visam combater estes nematoides.
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