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RESUMO

MONT’MOR, Bruna Nunes, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Julho de 2017.
Sintese e avaliacdo das atividades nematicida e fitotoxica de derivadosl-dmpa

isolada de Mucuna spp. Orientador: Antdnio Jacinto Demuner. Coorientadores:
Marcelo Henrique dos Santos e Eduardo Vinicius Vieira Varejao.

Em funcdo de suas diferentes propriedades biologicds,dapa tem sido muito
utilizada na Quimica Medicinal, particularmente para o tratamento de doencas
neurologicas. No presente trabalho objetivou-se, o isolamento e a quantificdgéo de
dopa presente em extratos obtidos de sementes das espébleswia pruriense
Mucuna cinerea avaligdodo efeito nematicida e fitotéxico dos derivadod._etdopa

A partir daL-dopa, isolada, foram obtidos 8 derivados semissintéticos com rendimentos
que variaram de 19 a 95%, e um produto secundario formado durante a rehedo da
dopa com o élcool 3,4-dimetoxibenzilico. Os produtos obtidos foram caracterizados
pelas técnicas de IV, CG-MS e RMN ¢ e °C. Os derivados e os extratos obtidos
foram avaliados quanto a atividade nematicida cohtedoidogyne incognitee os
resultados foram expressos em porcentagem de mortalidade dos nemaAtdhidiEgpa
produziu maior porcentagem de mortalidade tanto no ensaio preliminar (45,57%),
guando comparada aos extratos, quanto nos ensaios posteriores (51,18%), nos quais
foram também avaliadas as atividades de seus deriva@ogxtrato etandlico das
sementes deM. pruriers (AM4) apresentou taxa de mortalidade de 28,53% e o
potencial de mortalidade dos derivados variou entre 18,68 a 50,61%. Avaliou-se
também a atividade alelopéatica dos compostos sintetizados com sementes de pepino
(Cucumis sativys corda de violalpomoea grandifoliae sorgo $orghum bicolox. Os
resultados foram expressos em porcentagem de inibicdo do crescimento da raiz e da
parte aérea das plantas, em relacdo ao controle. Todos 0os compostos, na concentracao de
200 ppm, inibiram acima de 60% o crescimento de raizes e partes aéreas do sorgo. Nos
ensaios realizado com as sementes de pepino, os comp8s@sniino-3-(3,4-
diidroxifenil)propanoato de metilR2], (§-2-amino-3-(3,4-diidroxifenil)propanoato de
propila[4] e (§-2-amino-3-(3,4-diidroxifenil)propanoato de butji apresentaram os
melhores resultados, provocando inibicdo do crescimento de raizes igual ou superior a
60%. A maior porcentagem de inibicdo do crescimento de caule das plantas (82,41%)
foi produzida pelo compost&®)2-amino-3-(3,4diidroXenil)propanoato de isopropila

[7]. No ensaio com as sementes de corda de viola, apérdgpa apresentou resultado

consideravel (42,22%) de inibicdo do crescimento da raiz na concentracdo de 200 ppm.

Xii



Com os resultados obtidos espera-se que possa contribuir em diferentes areas, com
relevancia na agropecudria, visto que as atividades obtidas com os ensaios realizados
com o0s ésteres viabiliza a utilizacdo desses produtos em programas de manejo

integrados de nematoides e plantas daninhas.
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ABSTRACT

MONT’MOR, Bruna Nunes, M.Sc.,Universidade Federal de Vigosa, July, 2017.
Synthesis and evaluation of the nematicide and phytoxotic activities dfdopa
derivatives isolated Mucuna sp. Adviser: Antonio Jacinto DemuneCo-advisers
Marcelo Henrique dos Santos and Eduardo Vinicius Vieira Varejao.

Due to its different biological propertiek;dopa has been widely used in Medicinal
Chemistry, particularly for the treatment of neurological dised3es.objective of this

work was the isolation and quantification lofdopa present in extracts obtained from
seeds of the specigducuna pruriensand Mucuna cinereaand evaluation of the
nematicidal and phytotoxic effects bfdopa derivativesiF-rom the isolated.-dopa, 8
semi-synthetic derivatives were obtained in yields ranging from 19 to 95%, and a by-
product formed during the reaction bfdopa with the 3,4-dimethoxybenzyl alcohol.
The products obtained were characterized by the techniques of IR, GC-MS and 1H and
13C NMR. Derivatives and extracts obtained were evaluated for nematicidal activity
against Meloidogyne incognitaand the results were expressed as percentage of
nematode mortalityL-dopa produced a higher percentage of mortality in both the
preliminary test (45.57%), compared to the extracts, and in the later tests (51.18%), in
which the activities of its derivatives were also evaluated. The ethanolic extract of the
seeds ofM. pruriens (AM4) presented a mortality rate of 28.53% and the mortality
potential of the derivatives ranged from 18.68 to 50.61%. The allelopathic activity of
the compounds synthesized with cucumber sedétiscymis sativys viola cord
(Ipomoea grandifolipand sorghumSorghum bicolorwere also evaluated. The results
were expressed as percentage of inhibition of root and shoot growth in relation to the
control. All compounds, at the concentration of 200 ppm, inhibited above 60% growth
of roots and aerial parts of sorghum. In the tests carried out with cucumber seeds, the
methyl (§-2-amino-3-(3,4-dihydroxyphenyl) propanoatf?], (9-2-amino-3-(3,4-
dihydroxyphenyl) propanoatd4] and butyl §-2-amino-3-(3,4-dihydroxyphenyl)
propanoate compoundS] showed the best results, causing inhibition of root growth
equal to or greater than 60%. The highest percentage of stem-growth inhibition
(82.41%) was produced by the isopropyd-2-amino-3-(3,4-dihydroxyphenyl)
propanoate compourid]. In the test with the viola string seeds, obldopa showed a
significant (42.22%) root growth inhibition at the concentration of 200 ppith the

results obtained it is expected that it can contribute in different areas, with relevance in
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agriculture, since the activities obtained with the tests carried out with the esters make
possible the use of these products in integrated management programs of nematodes and

weeds.
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1. INTRODUCAO

A levodopa [-3,4-diidroxifenilalanina) I(-dopa) [L] € um aminoéacido que
desempenha um papel importante em bioquimica e em quimica medicinal, atuando
como um importante neurotransmissor e precursor biolégico das catecolaminas.
Medicamentos com essas caracteristicas foram muito utilizados no tratamento de asma,
hipertensdo, doenga de Parkinson e infarto do miocéardio (KAVEDEL, 1995;
NAGAJARA et al, 1998).

O

HO
OH

HO NH,
1]

A L-dopa esta presente em varias espécies de plantas da familia Leguminosae
entre as quais se destacam as do gévlecunaspp., nas quais é encontrada em altos
niveis. A L-dopa € eficazmente absorvida pelas raizes e é oxidada em diferentes
quinonas (por exemplo, dopaquinona, dopaminoquinona, entre outros) pela polifenol
oxidase ou por auto oxidacdo. As quinonas sao altamente reativas e podem formar
ligacbes covalentes com as proteinas auxiliando no desenvolvimento das plantas
(MUSHTAQ et al, 2013).

Os minerais desempenham importante funcdo no metabolismo das plantas, tendo
influéncia tanto no crescimento das plantas, quanto no aumento ou redugcdo da
resisténcia sobre determinados patdégeddsitrogénio esta presente em diferentes
funcdes, tais como, aminodcidos, proteinas, aminas, amidas, amino-agucares, purinas, e
pirimidinas, alcaloides, coenzimas, vitaminas e pigmentos. Nas plantas, esta relacionado
com a, fotossintese, respiracéo, desenvolvimento e atividade das raizes, absorcéo iénica
de outros nutrientes, crescimento e diferenciacdo celular, alterando o desenvolvimento
da mesma (MARSCHNER, 1995; MLAVOLTAet al, 1997; PURQUERIO &
CECILIO FILHO, 2005).

A L-dopa € um substrato de relevancia para a formacdo de dopamina, que,
devido a sua facilidade de oxidagdorma a melanina. Melaninas sdo um grupo de
pigmentos naturais encontrados na maioria dos organismos e tem sido amplamente
utilizados na industria alimenticia, fabricacdo de cosmeéticos e medicamentos. Neste
processo, d.-tirosina € primeiro convertida em-dopa, depois em dopaquinona e,

finalmente, no pigmento melanina (S@Nal, 2016).



No organismo,a L-dopa é facilmente convertida em dopamina pela dopa-
descarboxilase, aumentando o nivel de dopamina no cérebro. A dopamina € uma
catecolamina, um neurotransmissor sintetizado por células nervosas que age em regides
do cérebro, promovendo, entre outros efeitos, a sensacdo de prazer e de motivacao
(RODRIGUES & CAMPOS, 2006).

A dopamina nao pode ser administrada oralmente porque n&o atinge a corrente
sanguinea. A solucdo encontrada foi utilizardopa, precursor da dopamina capaz de
penetrar, facilmente a barreira da corrente sanguinea. Desta forma, tornou-se uma das
drogas mais utilizadas para o tratamento da doenca de Parkinson, que é ocasionada pela
degeneracdo progressiva de neurbnios dopaminérgicos, intimamente relacionados ao
sistema motor que controla a atividade muscular. Alguns dos principais sintomas sao
tremor em repouso, lentiddo e escassez de movimentos. Alguns efeitos adversos
ocasionados pelo seu uso sé&o os gastrintestinais e os cardiovasculares €Call_Z|
1998; ANDREUet al, 1999; BERGAMINEet al, 2005).

Em mamiferos, a dopamina € sintetizada em terminais nervogos
intermediarios em algumas etapas. E sintetizada a partir da fenilalanina, que da origem a
L-tirosina apés sofrer acdo da enzima fenilalanina hidroxilase (FH)-tifosina é
hidroxilada pela tirosina hidroxilase (TH) e, posteriormeanté;dopa é rapidamente
descarboxilada pela enzinhadopa descarboxilase (LD), formando assirdopamina
(Esquema ) (HALBIG & KOLLER, 2007).

o o} ¢}
©/\H&0H /@/\‘)J\OH HOD/\A)J\OH /@/\/NHZ
NH, HEp o NH, L NH, LD 5

Fenilalanina Tirosina L-dopa Dopamina

Esquema 1:Proposta de formagao da dopamina.

Outro aspecto interessante € a producdo de melanina a pattidaza. A
melanina é produzida pela oxidacaolddopa, formando assim, diidroxiindolicos que
sdo entdo polimerizados. No passo inicial da melanogésgagma 2 p. 3), aL-dopa
€ oxidada pela enzima dopa oxidase, formando askiiopaquinona, que reage com o
grupo amino sofrendo uma ciclio intramolecular espontéanea, sendo convertida em
L-leucodopacromo por um ataque nucleofilico do seu grupo amino. Seguind@easa
L-leucodopacromo sofre uma reacdo redox produzindo-dapacrona que, apos

descarboxilacdo, da origem ao diidroxiindol. Reacfes subsequentes do diidroxiindol
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prosseguem com a descarboxilacdo e polimerizagéo, gerando o pigmento melanina de
coloracéo escura (GALVAN & SOLANO, 2016).

(0]
(0] HO
D/\HJ\ D/\‘)J\OH OH
OX|dac;.ao NH
Rz o) 2 —> HO N O

L-dopa dopaquinona leucodopacrona

i Oxidagéao

< Oxidagdo m m
melanina O=<=— 0

polimerizacao
diihidroxiindol dopacrona

Esquema 2:Proposta de formacéo da melanina a partir-dapa.

Apesar dos avancos nas técnicas estruturais de ponta como a ressonancia
magnética nuclear e Raio X, até os dias atuais nenhum polimero de melanina teve sua
organizagdo estrutural completamente determinada, devido ao tamanho do polimero,
insolubilidade, natureza amorfa e organizacdo nao cristalina continuando como sendo
um pigmento indescritivel (ALMEIDA-PAESt al, 2017). E importante enfatizar que
as melaninas ndo sao verdadeiros polimeros ou macromoléculas, utilizando-se o termo
“poli” apenas para denotar propriedades semelhantes aos polimeros. As estruturas e
propriedades fisico-quimicas das melaninas implicam varios niveis de desordem
quimica. As propriedades estruturais gerais das melaninas estao ilustr&tpsad
(D’ISCHIA et al, 2014).

Figura 1: Estrutura representativa da melanina

Devido a grande importancia dadopa, sua procura esta constantemente em
aumento, sendo de suma importancia pesquisar diversas fontes eficientes desta droga.



Mais de 1000 espécies de 135 familias de plantas foram estudadas como uma fonte
alternativa para o isolamento dalopa, dentre as quais pode-se destabéu@inassp.
(DALIBOR et al, 2018.

A Mucunaé uma planta que apresenta atividade nematicida conhecida, que vem
sendo, utilizadas h& algum tempo, em programas de adubacdo verde ou na reducao de
nematoides (SANTOS & RUANO, 1987). Em um ensaio realizado com a parte aérea e
raizes daMucuna preta contraM. icognita cinco substancias que foram isoladas
apresentaram atividade nematicida (NOGUEI&/4al, 1996). Na busca de compostos
que apresentem atividades bioldgicas eficientes, neste trabalkdppa isolada d#.
pruriense M. cinere foi utilizada como substrato inicial na producéo ésteres.

Os aminoacidos, contribui para o aumento da produtividade, das mais diversas
culturas e da qualidade dos produtos agricolas. Ao analisar o efeito de doses de
aminoacidos sobre as caracteristicas agrondmicas e desenvolvimento de raizes
tuberosas, de duas variedades de mandioca observou-se que 0S aminoacidos
proporcionaram diferencas para altura de plantas, massa fresca de colmo, volume de
raizes adventicias, massa seca de colmo e de raizes adventicias. O uso de aminoacidos
também diminuiu o didmetro do colmo e aumentou o0 numero de ramificacdes para a
Baianinha, e a aplicacdo de aminoacidos ndo aumentou a producéo de raizes tuberosas
(GAZOLA etal., 2016).

Alguns compostos que possuem a funcdo organica éster em sua estrutura,
apresentam atividade biolégica, como por exemplo, o éster 2-metil benzo-(1,2,3)-
tiadiazole-7-carbotidico (acybenzolamethyl), que propicia as plantas resisténcia
contra, pragas e doencas (KESSMABNL, 1994).

Ao avaliar a atividade deste composto solbehis gossypii(Glover) e
Ramularia areola(Atkinson) em algodoeiro, os resultados mastraque a aplicacao
de acybenzolar-s-methyl, isolada ou em conjunto com fungicidas, na dose de 20 g i.a.
ha', reduziu a populacdo d&. gossypii O acybenzolar-s-methyl (20 g i.a. Ha
proporcionou menor incidéncia & aréola(MARTINS et al, 2015).

Alguns ésteres derivados dadopa ja foram isolados, porem a avaliagdo das
atividades nematicida e herbicida, ainda ndo foram testadas. O controle de pragas e

doencas em plantas é uma estratégia que vem sendo cada vez mais estudada.

2. REVISAO DE LITERATURA



2.1.Mucuna spp.

As espécies do génermdlucuna sdo leguminosas, que apresentam em sua
constituicdo alcaloides, triterpenos e esteroides presentes na raizes e sementes. As
sementes também contém proteinas e aminoacidos, tais lcatapa, metionina,
tirosina, lisina, glicina, acido aspéartico, acido glutamico, leucina e serina. Diferentes
espécies deMucuna (M. andreana M. birdwoodiana M. pruriens M. urens. M.
cinereg apresentam niveis altos dalopa (SURESHt al,, 2013).

As espécied. holtoniie e M. pruriensapresentaram 6,5% e 5,2% (m/m) em
peso seco, respectivamente, de conteldd-depa em suas sementéd. pruriens
exsuda d.-dopa na rizosfera em concentragao suficiente para inibir o crescimento de
outras espécies de plantas. Porém, o0 modo de acéao fitotoxicdapm ndo estd bem
esclarecido (PHOLSHETTIWAR & VARMA, 2008; JANARTHANAM & SUMATHI,

2015).

A Mucura € uma plantaitilizada na medicina tradicional indiana, para melhorar
a fertilidade e transtornos relacionados. No entanto, nenhuma validacéo cientifica foi
realizada até o momento. As sementes dessa espécie apresentam propriedades anti-
inflamatérias e témido empregada no tratamento de doencas de Parkinson, em que o0s
efeitos podem ser atribuidos a presenca Idalopa em suas sementes.
(PULIKKALPURA et al, 2015; ABUSHOUKAet al,, 2017).

Antioxidantes e flavonoides em alimentos tém recebido muita atencédo devido a
sua relevancia para a salde humaviacuna sempervireng usada na medicina
tradicional chinesa e suas atividades incluem anti-reumatica e reguladora da
menstruagaoMuitos estudos sobre 0os componentes ativos dessa planta foi reaizado.
extrato etandlico das folhas dd. sempervirensmostrouse ricos em compostos
antioxidantes. No entanto, os compostos ativos e sua contribuicdo para a atividade
antioxidante precisam ser mais estudados (DU e LI, 2012).

A espécieM. pruriens apresenta componentes toxicos ou que podem interferir
na absorcdo de minerais ou nutrientes quando consumidos diariamente. Essas
substéancias, que incluem oxalatos, tiocianatos e acido fitico, sdo conhecidas como anti-
nutricionais (FILIPIAK-SZOK; KURZAWA,; SZYK, 2016).

As Mucunassao muito utilizadas como adubo verde e no controle natural de
nematoides pelo fato de ter propriedades que beneficiam o solo, pode auxiliar no

manejo sendo resistentes a esse parasita de solo. O uso da matéria organica no controle



de fitonematoides € uma alternativa que favorece a sustentabilidade do agroecosistema
(RITZINGER & FANCELLI, 2006).

Os compostos que conferem atividade nematicida as plantas do NRroena
ainda nao foram caracterizados, apesar da reconhecida atividade e de sua vasta
utilizacdo como planta antagonista a nematoides e helminticos, sendo bastante utilizadas
no controle de nematoides dos génevtedoidogynee Heterodera(HUISDEN et al,

2010; CASTANEDA, 2015).

Demuner et al (2003) isolaram isoflavonoides, prunetina, genisteina
medicarpinae asperglaucideo, da parte aérea e raizdd.dgnerea.Estes compostos
apresentaram atividades nematicida coMraincognitae H. glycines,sendo quea
prunetina foi a mais eficiente causando 70% de mortalidad®.decognita na
concentragdo de 50 pg mL™.

Estudos sobre a atividade alelopéaticdvileeuna,também tem sido realizados, e
demonstram que além de diminuir a populagcédo de plantas daninhas, controla também a
erosado e auxilia na fixacdo de nitrogénio, aumentando a produtividade das culturas. Isto
se deve ao conteudo de metabdlitos secundarios cardopa, acido fitico, taninos e
saponinas, entre outros (INAMDA® al,, 2014).

O potencial alelopético do extrato aquoso e detritos (incorporados ao solo) de
folhas e sementes d&. bracteatasobre o crescimento dg8eusine indicaoi analisado
(HALIMSHAH et al, 2015). No experimento, foram utilizadas trés concentracbes de
extrato aquoso de folhas e sementes (16,7, 33,3 e 66'y gydetritos (2,5, 5,0 e 10,0
g/500 g de solo) dkl. bracteata Os resultados demonstraram que os extratos de folhas
e de sementes dé. bracteataapresentaram maior efeito de supressao no crescimento e

germinacao d&. indicaa medida que a concentracdo aumentou.

2.2. Reacg0es de esterificagdo

Os ésteres sdo importantes intermediarios na industria quimica e farmacéutica.
De modo geral, 0 método mais comum para a obtencao de ésteres é a reacao reversivel
entre um acido carboxilico e um alco@suema 3p. 7). Essa reacdo € conhecida
como esterificacdo de Fisher, em homenagem ao quimico Emil Fisher que a descobriu
em 1985. Essas reacdes geram agua e sao facilitadas através do aumento da temperatur:
e na presenca de um catalisador para ativacado do grupo carboxila, que pode ser obtido

por conversdo em grupos funcionais mais reativos, tais como haletos de acila, anidrido
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ou por ativacaaon situ por reagentes de acoplamento. Sem catalisador, em condi¢des
normais de temperatura e pressdo, essas reacdes ocorrem lentamente, devido a sua
reversibilidade (BALALAIEet al, 2008; OLIVEIRAet al, 2014).

0 Hoo O
)J\ + HO-R =—> )k + HO
R” “OH R” “OR

Esquema 3 Reacéo de esterificacdo de Fisher.

Alguns ésteres derivados dadopa ja foram sintetizados, transformando o seu
grupo &cido em um haleto de acila utilizando cloreto de tionila e posteriormente
submetidos a reacdo com alcoois fornecendo os ésteres desejados. Esses compostos
foram substratos utilizados na formacdo de outros compostos, que foram avaliados no
controle da doenca de Parkinson (ZHét&l, 2013).

A literatura apresenta uma variedade de testes realizados com ésteres que
aprestam resultados positivos para diferentes pragas da agricOlsuresultados do
ensaio alelopético realizado com ésteres metilicos, de acidos graxos, obtidos a partir de
Oleos vegetais pela reacdo de transesterificacdo, demostrou que, o 6leo de milho e seu
respectivo éster, na concentracdo de 1000 microg/mL apresentou inibicdo maior que
80% para radicula d&llium cepa(cebola) (PINTCet al., 2013).

Tanto ésteres naturais, como sintéticos apresentam efeito toxico, ocasionando
morte rapida de artropodes com o exoesqueleto delicado como o &caro, agindo na
suspensao da alimentacéo e oviposicao de minadores de folhas (HAWTHSRINE
1992; MICHAUD & MCKENZIE, 2004).Trurston& Webster (1962), sugerem que 0
modo de acdo dos ésteres, ocorre sobre a cuticula dos organismos, causando a morte pot

dessecacao.

2.3. Atividade nematicida

Os nematoides das galh&geloidogynespp., podem alterar a funcdo da raiz e
atuam como dissipadores de nutrientes, reduzindo assim o rendimento da cultura. O
controle de fitonematoides em sistemas de producao de culturas atualmente conta com
poucos nematicidas quimicos disponiveis no mercado. Os temores sobre 0s riscos

ambientais a saude além da alta toxidade aos homens e animais tém levado a retirada de



varios nematicidas do mercado (BARROS, 2006). Com isso torna-se crucial o
desenvolvimento de meios alternativos para o controle de fitonematoides no campo
(SHARMA et al, 2014).

As espécies mais importantes em termos de danos agrondmicos pertencem ao
géneroMeloidogynespp., comumente chamado de nematoides de gaftleasrddera
spp., Globodera spp. e Pratylenchusspp.). Nematoides endoparasitas sedentarios
induzem estruturas de alimentagdwivo dentro da planta, as quais fornecem alimentos
para que estes nematoides completem seu ciclo de vida. Ja, aqueles nematoides
endoparasitas migratorios se movimentam intracelular nos tecidos da planta, e absorvem
o conteudo celular levando & morte da célula e do tecido (HUMPHREYS-PEREIRA &
ELLING, 2014).

Os nematoides atacam a maioria das espécies vegetais -cultivadas,
comprometendo sua capacidade de absorver agua e nutrientes. Os principais sintomas
apresentados pelas plantas infectadas sdo o subdesenvolvimento, amarelecimento,
murcha e manchas nas folhas, conhecida popularmente como folha-carij6 (ASMUS,
2001). Estima-se que os nematoides do gélkioidogyne podem causar perdas de
até 10%, para os sojicultores brasileiros (ASMUS, 2001).

Aproximadamente, ja foram descritos mais de 100 espécideldalogynedas
quais merecem destagle incognitg M. javanica M. arenariae M. haplaque sdo as
espécies mais frequentemente encontradas nas regides agricolas no mundo (KAYANI
al., 2013.

O uso de cultivares resistente a nematoides é uma das alternativas, porque séo
meios para controlar nematoides ambientalmente benignos, seguros e economicamente
viaveis. Culturas resistentes também podem ser usadas como um componente de
manejo integrado de nemoales associado a outras estratégias de controle, como
aditivos organicos no solo, controle bioldgico, solarizagéo do solo, tratamento térmico e
rotacao de culturas (MUKHTARL al,, 2014).

Portanto a utilizacdo de compostos derivadosLdbpa, como sistemas de
reducdo de nematoides pode evitar 0 uso excessivo de pesticidas. A atividatigda
contra nematoides foi testada parkl.oincognitg apresentando resultados positivos na
concentracéo de 20 mg MBARBOSAet al, 1999).

2.4. Plantas daninhas



As plantas daninhas representam um dos maiores problemas da agricultura
mundial. Competem com as planta¢bes por luz, agua e nutrientes, causando grandes
perdas na producéo agricola (GREEN, 2014).

As plantas daninhas séao definidas como espécies que prejudicam determinada
atividade humana, reduzindo a qualidade do produto. Uma pratica comum na
agricultura o controle de plantas daninhas é o uso de herbicida. Porém, o uso néo-
racional propiciou a algumas espécies de plantas adquirir resisténcias a tais compostos
(SILVA & SILVA, 2007).

De acordo com a variabilidade genética natural de cada espécie, a planta pode
apresentar sensibilidade ou tolerédncia ao herbicida. A planta é sensivel ao herbicida
guando seu crescimento e desenvolvimento séo alterados pela acdo do produto, podendo
levar a morte. J& a tolerancia € a capacidade de algumas espécies em sobreviver e se
reproduzir apdés o tratamento com herbicida, mesmo sofrendo injurias. Entre uma
populacdo de plantas existem aquelas que sdo mais ou menos tolerantes ao herbicida.
Quando uma espécie de planta torna-se mais tolerante a determinada dose do produto,
pode dizer que ela possui maior resisténcia que as demais (VARGAS & ROMAN,
2006).

O manejo de plantas daninhas quando néo realizado ou realizado de forma
inadequada pode onerar o custo de producao, levando a perdas tanto qualitativas quanto
guantitativas no rendimento da cultura (CIUBERKI&Sl, 2007). Uma das maneiras
de controlar as perdas e danos causados por essas plantas é o uso de controlebiolégico
natural. Entre os métodos de controle estdo o preventivo, cultural, mecéanico, quimico e
biolégico. O controle quimico consiste no uso de produtos com acdo therbici
registrados pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). E o
método de controle mais utilizado (SILVA & COSTA, 2012; SIL¥#al, 2014)

Os herbicidas sé&o definidos como que tem a finalidade de eliminar ou impedir o
crescimento de plantas daninhas (SILVA & COSTA, 2012). O manejo de plantas
daninhas é um fator importante, no entanto tem sido dificultado pela falta de herbicida
seletivo por isso torna-se importante a busca por novas fontes de compostos que
desempenhem essa funcéo. O uso de herbicidas no Brasil foi estimulado pelo aumento
populacional urbano, ocasionando a falta de mao de obra no campo (GIANESSI, 2013).

Aproximadamente, mais de duzentos herbicidas encontram-se dispogiveis,
apresentando-se com modos de acdo diferenciados. Os herbicidas sintéticos foram

descobertos em 1945, e revolucionaram o tratamento de ervas daninhas, sendo a
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maneira mais eficaz e econOmica. Assim com 0 aumento das plantas daninhas
resistentes aos herbicidas conhecidos, surge a necessidade da busca por novos
compostos com atividade herbicid@MARANTE et al, 2002).

O uso potencial da-dopa como herbicida ainda é desconhecido, desta forma,

um dos objetivos desse trabalho foi avaliar sua atividade.

3. Objetivos

» O objetivo do presente trabalho foi realizar o isolamento e quantificacao
dalL-dopa a partir de sementesMacuna prurienge Mucuna cinerea.

> Sintetizar ésteres derivados Hadopa tentando melhorar a atividade
descrita para h-dopa.

» Testar a atividade nematicida dos extratos e ésteres produzidos sobre
Meloidogyne incognita.

> Avaliar a atividade alelopatica dos compostos em plantas de pepino
(Cucumis sativys corda de viola Ipomoea grandifolia e sorgo

(Sorghum bicolox.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Obtencéo dos extratos

4.1.1. Extratos de sementes

As sementes dklucuna cinerea Mucuna pruriensvar. utilis utilizadasforam
adquiridas da empresa BRseeds. 1 kg de cada espécie das sementes forara moidas
submetidos a extracdo por acetona por um periodo de 4 dias. Apds esse tempo, o
material foi filtrado e a solucao foi concentrada sob presséo reduzida para obtencéo do
extratoemacetona d#&l. cinerea(AM1) e M. pruriens(AM2).

O material solido obtido na etapa anterior foi submetido a extracao tode 2
mistura etanol/agua na propor¢cdo de 1:1 (v/v) contendo 5 g de acido ascorbico. A
mistura permaneceu em repouso por 4 dias. Apds esse periodo, o material foi filtrado e
a solucao em etanol/agua foi liofilizada para obtencéo do extraio cleerea(AM3) e
M. pruriens(AM4) que, posteriormente, foi recristalizado em agua quente. Em seguida,

a parte solida (residuo) foi acrescentado 2 L de agua destilada a parte sélida @esiduo)
a solugcdo permaneceu em repouso por 1 dia para a obtencdo do extrato adioso de
cinerea(AM5) e M. pruriens(AM6). Posteriormente a solugéo foi filtrada e o residuo
sélido descartado, obtendo-se o0s extratos desejados conforme representado no
Esquema 4(p.12) (MISRA & WAGNER, 2007).
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Samentes moidas (1kg)

Extrac&o por maceracao durante
dias em acetona

Filtracéo
Concentracgéo (fragdo liquida)

Parte sélida (Residuo) Extrato em acetona
| M. cinerea(10 g AM1) eM. pruriens(11 g AM2)

Extracdo por maceracao por 4 dias em
etanol/agua (1:1), 5 g de acido ascorbicg

Filtrac&o
Concentracéo (fragdo liquida)

Parte sélida (Residuo) Extrato etanol/RHO
| M. cinerea(66 g AM3) eM. pruriens(37 g AM4)

Extracdo por maceracao por 1 dia com agu

Filtracédo
Concentragéo (fragédo liquida)
' |
Parte sélida (Residuo) Extrato HO
M. cinerea(53 g AM5) eM. pruriens(20 g AM6)

Esquema 4:Extratos obtidos por maceracdo das sementbk dmereae M. pruriens

4.1.2. Extratos de exsudados radiculares

Pesouse 1 kg das sementes de cada espddiepfuriense M. cinereg que
foram colocadas para germinar em camara de germinacdo (B.O.D.) a 25 °C por um
periodo de 14 dias, sendo molhadas quando necessario. ApogmEIBeds raizes
foram retiradas e submergidas em metanol por 1 minuto para obtenc&o dos extratos de
exsudados radiculares Nk cinerea(AM7) e M. pruriens(AM8) (Esquema 5p.13). O
extrato em metanol obtido foi concentrado sob pressédo reduzida. As raizes foram

armazenadas e posteriormente foram utilizadas junto com as sementes.
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Sementes germinadas 14 dias

Extragdo por maceracéo dos exsudados radiculares com metg

Filtragao
Concentracéo (fracdo liquida)

Extrato em metanol 5 g (AM7) Extrato em metanol 6 g (AM8)

Esquema 5 Extratos obtidos por maceragao das raized.dgnereae M. pruriens.

4.1.3. Extratos das sementes germinadas

As sementes germinadas apos extracao dos exsudados radicuMresudens
e M. cinereaforam transferidas para liquidificador. Adicionsa-1 L de solucéo
etanol/agua destilada 1:1 (v/v). Em seguida as sementes, foram trituradas e a mistura foi
transferida para um erlenmeyer de 4 L. A essa mistura foram adicionados 5 g de &cido
ascorbico e a mesma permaneceu sob repouso por 24 horas. Apos esse periodo, a
solucéo foi filtrada e repetiseo procedimento acima usando a parte sélida. O material
foi filtrado por mais duas vezes e a solucao foi liofilizada para obtencéo dos extratos de
M. cinerea(AM9) e M. pruriens (AM10) que, posteriormente, foi recristalizado em
agua quente. Por ultimo, foram adicionados 2 L de agua destilada a parte sélida e a
mistura permaneceu em repouso por mais um dia, obsmwextratos dévl. cinerea
(AM11) e M. pruriens(AM12) desejadosHsquema 6 p. 14.
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Sementes germinadas

Extragdo por maceracéo por 24h e etan@/H

Filtragao
Concentracéo (fragdo liquida)

Parte sélida (Residuo) Extrato em etanol/sD
| M. cinerea(65 g AM9) eM. pruriens(51 g AM10)

Extracdo por maceracao por 1 dia com agu

Filtragao
Concentragéo (fracéo liquida)

Parte sélida (Residuo) Extrato em HO
descartado M. cinerea(26 g AM11) eM. pruriens(24 g AM12)

Esquema 6 Extratos obtidos por maceracdo das sementes germinabtlasciereae
M. pruriens.

4.2. Preparo das solugdes para quantificacdo dadopa nos extratos das sementes

Para a realizacéo da quantificacad_eidopa presente nos extratos, inicialmente
foi determinado a melhor fase movel para separacdo dos compostos presentes nos
mesmos. Para isso, a amostra AM4 foi injetada no equipamento HPLC e foram
realizadas diferentes corridas cromatogréficas, empregando diferentes misturas de
eluentes. Por meio desse método verifiseque a melhor separacdo dos constituintes
da amostra foi obtida quando empregada uma mistura de agua destilada e 1 % (v/v) de
acido acético como fase movel.

Para a realizacdo da curva padrédo, utilizou-¢edapa com 98 % de pureza
adquirido da empresa Sigma AldrfchAs solugdes padrdes utilizadas foram preparadas
a partir de uma solucéo estoque de 118,7 ppm, nas concentra¢des de 90,8, 77,1, 61,8,
33,7,18,3,15,7,10,2 e5,1 ppm.

4.3. Técnica de derivatizagao (sililacao)

Para analise cromatografica a amostra AM4 foi submetida a técnica de
derivatizacdo (sililagdo). Para tal, 3,0 mg da amostra foram pesadas em frasco
internamente conico proprio para a reacao de sililacdo. Adicem@uuL de piridina
anidra, 100 puL de N,O-bis-(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) com 1% de
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trimetilclorosilano (TCL), agitandse até completa solubilizacdo. Posteriormente, o
frasco contendo a mistura reacional foi colocado em banho de glicerina a 70 °C por 30

minutos e o produto foi injetado no cromatégrafo (CG-MS).

4.4. Caracterizacdo da substancia

4.4.1. Técnicas Experimentais e espectroscopicas

As separacdes dos compostos presentes nas amostras dos extratos foram
quantificadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia empregando equipamento
da SHIMADZU modelo LC10AD (25 cm x 4,6 mm) com detector UV-VIS, utilizando
como fase estacionaria coluna C18 e como fase movel solucédo a@tiasalo acético
(v/v) . O equipamento foi operado em fluxo de 0,7 mL por minuto, com pressao de 97
kgf, comprimento de onda de 284 nm e temperatura de aproximadamente 23 °C. Para o
isolamento do composto utilizou-se Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
Preparativa empregando equipamento SUPERCOSIL, coluna semi-preparativa modelo
LC18 (25 cm x 10 mm) com detector UV-VIS, tendo como fase mével agua destilad
em 1% (v/v) de acido acético. As condicdes utilizadas foram de fluxo de 0,5 mL por
minuto, uma pressao de 56 kgf, comprimento de onda de 284 nm e temperatura de 23
°C.

As separacdes cromatograficas em coluna foram realizadas utilizando como fase
estacionaria silica-gel (70-230 ou 230-400, SIGMA-ALDRICH) e eluentes apropriados
como fases moéveis. As amostras foram inicialmente incorporadas a silica com o eluente
a ser usado em cada separacao. As fracdes coletadas foram analisadas por cromatografia
em camada delgada CCD, utilizando-se placas WHATMAN AL/SIL G/UV254. Apés a
eluicdo, as placasforam observadas sob lampada ultravioleta (A= 254 nm)
(ALVARENGA et al, 2005) e reveladas utilizando solugdo de &cido fosfomolibdico
(12 g de HPO:.2M00s.48H,0 em 250 mL de etanol)PERRIN & ARMAREGO,

1994).

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio (RN de
300 MHz) e de carbono (RMN dé&C, 75 MHz) foram obtidos em aparelho VARIAN
MERCURY 300 MHz (Departamento de Quimica-UFV). Foram utilizados como
solventes cloroformio (CD@), metanol (CROD) e agua (RO) com sédio metalico. As
constantes de acoplamento escalpfqram expressas em Hertz (Hz).
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Os espectros de massas foram obtidos em um equipamento SHIMIDAZU
GC/MS-QP2010. As temperaturas de fusédo foram determinadas em aparelho MQAPF-
302. As andlises de espectroscopia no infravermelho foram realizadas em
espectrofotdmetro FT-IR VARIAN 660 equipado com GladiATR (Departamento de
Quimica-UFV).

4.5. Tratamento do tetraidrofurano (THF)

A um bal&o volumétrico (500 mL) foram adicionados 300 mL de THF e 12 g de
hidreto de célcio. Deixou-se o sistema em refluxo durante 20 horas. Em seguida,
destilou-se o THF, transferindo-o para outro baldo de 500 mL contendo sédio metalico.
Deixou-se a mistura sob refluxo durante uma hora. A seguir, adicionou-se benzofenona
ao baldo contendo THF deixando o sistema sob refluxo até que a mistura reacional
adquirisse coloracdo azul. Ap6s a mudanca na coloracéo, destilou-se o THF anidro que
foi armazenado sob peneira molecular de 4 A em um frasco de vidro ambar sob
atmosfera de nitrogénio (PERRIN e AMAREGO, 1994).

4.6. Procedimento geral para a obtencéo de ésteres derivadoslddopa

Os ésteres[2-10] foram sintetizados conforme representado no esquema
reacional abaixoHsquema 7)

o) O
HO
HO oy 1-SOCl, THF OR

HO NH, 2. 4lcool, 25°C  HO NH

1] [2]

[2]: R = metil

[3]: R = benzil

[4]: R = propil

[5]: R = butil

[6]: R = octil

[7]: R = isopropil

[8]: R = 2-nitrofenol

[9]: R =etil

[10]: R = 3,4-dimetoxibenzil

Esquema 7 Esquema reacional da sintese dos ésteres.
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Em um baldo de fundo redondo (25 mL) foram adicionadoslopa[l] (197,0
mg, 1 mmol), 20 mL de THF anidro sob atmosfera de nitrogénio. Adicionou-se cloreto
de tionila (0,363 mL, 5 mmol) e dimol do alcool correspondentEgquema 7,p.16).

O sistema foi mantido em banho de gelo por 2 horas e, em seguida, sob agitacédo
magnética a temperatura ambiente por 24 horas. O término da reacao foi evidenciado
por CCD. Apoés o término da reacdo, a mistura foi concentrada sob presséo reduzida
elaborada utilizando acetato de etila e solucdo aquosa de HCI I'maA fase aquosa

obtida na separacéo tevel @justado para 9 com MaO;. Em seguida, a solucdo
aquosa foi extraida novamente com acetato de etila (3x15 mL), ocorrendo a separagao
entre as fases. A fase orgéanica foi concentrada em evaporador rotatério sob pressao
reduzida. Posteriormente, os produtos foram purificados por cromatografia em coluna
de silica gel para a obtencédo dos ésti@€§ desejados (YOSHIDAt al, 2015).

O mesmo procedimento foi utilizado para a sintese dos demais compostos
utilizando os alcoois e fendis correspondentes: alcool metilico, alcool benzilico, alcool
propilico, alcool butilico, alcool octilico, alcool isopropilico, 2-nitrofenol, alcool etilico
e o alcool 3,4-dimetoxibenzilico. Com o &lcool 3,4-dimetoxibenzilico ndo houve

formacao do éster desejado e sim o composto cidl@o [

Os ésteres sintetizados por meio desse procedimento foram:
(9-2-amino-3-(3,4-diidroxifenil)propanoato de mefij,
(9-2-amino-3-(3,4-diidroxifenil)propanoato de ben@la
(9-2-amino-3-(3,4-diidroxifenil)propanoato de progH4,
(9-2-amino-3-(3,4-diidroxifenil)propanoato de bufiy
(9-2-amino-3-(3,4-diidroxifenil)propanoato de ocféh
(9-2-amino-3-(3,4diidroxXenil)propanoato de isopropl[ld,
(9-2-amino-3-(3,4-diidroxifenil)propanoato de 2-nitroferi,
(9-2-amino-3-(3,4-diidroxifenil)propanoato de eti¥,
2,3,7,8,12,13-hexametoxi-10,15-diidréHdribenzo[a,d,g][9]annulenf.O].

Outros alcoois e fenois foram utilizados para a obtencédo de seus respectivos

ésteres utilizando a mesma metodologia descrita acima, porém, ndo sendo possivel o

seu isolamentoEsquema § p. 18).
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e} O

HO
HO oy 1-SOCl, THF OR
— ¢ =
NH NH,
HO 2 2. alcool, 25°c ~ HO
[1] [11-18]

[11]: R = 4-nitrofenol

[12]: R = 2,4- diclorobenzil

[13]: R = 2-aminobenzil

[14]: R = 2,2, 2-trifluoroetanol
[15]: R = 5-(4-nitrofenil)furfuril
[16]: R = 1,3,5-benzenotriol
[17]: R = dodecanol

[18]: R = propargil

Esquema 8 Esquema reacional da sintese dos ésteres que néo foram isolados.

A estrutura dos ésteres sintetizados pode ser visualizalebeta 1(p. 19).
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Tabela 1: Dados dos rendimentos reacionais obtidos para a sintese dos colf@ostos

10].

Compostos

Rendimento%

0]

NH
HO [2] 2
(@]
HO:[::rA\r)ko
NH /\©
HO 3] -
(0]

HO 0"
NH
HO [4] 2
0
NH
HO [5] 2
0
HO o
NH
HO 6] 2
0
HO )\
o}
HO (7] NH2

94

65

95

21

29,5

19

25

27

18
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4.7. Dados referentes aos compostos [2-10]

(S)-2-amino-3-(3,4-diidroxifenil)propanoato de metila [2]
7 7
O

2 H H
HOWO 10
HO™4>7 ° NH,
[2]
Férmula molecular: CioH13NO; (MM = 211 g mot).
Aspecto: Sdlido verde.
Temperatura de fus&o:126,8-129,0°C.

Rendimento: 94% (198,0 mg, 0,94 mmol).
CCD: Rf = 0,3 [Acetato de etila/ metanol, 4:1 (v/v)].

IV (ATR, v /em™): 2954, 1736, 1603, 1517,1441, 1236, 1200, 1154.

RMN de *H (300 MHz, CD3OD, écpsop = 4,87 e 3,31 ppm)d 3,20-3,07 (m, 2H,
H7/H7’); 3,89 (s, 3H, H10); 4,28 §l, 1H, H8); 6,62 (d, 1H) = 7,5 Hz, H6); 6,73 (s, 1H,
H2); 6,81 (d, 1H,) = 7,5 Hz, H5).

RMN de **C (75 MHz, CD30D, écpsop= 49,0 ppm): 8 35,4 (C7); 52,2 (C10); 54,0
(C8); 14,8 (C5); 145,5 (C2); 120,2 (C1); 124,7 (C6); 115,4 (C4); 115,8 (C3); 169,1
(C9).

EM (IE, 70 eV), m/z (%): 211 (M), 152 (18), 123 (100), 77 (25), 88 (50), 57 (17).

(S)-2-amino-3-(3,4-diidroxifenil)propanoato de benzla [3]
7 7

H H @
2 4 10,,12
MO O/\1©13
6 NH, 16l _J14
HO™ 4 5 15

[3]
Férmula molecular: CigH17/NO4 (MM = 287,0 g mo).
Aspecto:liquido viscoso verde musgo.
Temperatura de fus&o0:126,5-127,8°C.
Rendimento: 65% (22,64 mg, 0,078 mmol).
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CCD: Rf = 0,3 [Acetato de etila/ metanol, 9,5:0,5 (y/v)

IV (ATR, v /em™): 3517, 3064, 3030, 1742, 1453, 1206, 1009, 695.

RMN de 'H (300 MHz, CD30D, dcpsop = 4,87 e 3,31 ppm)3s 3,01-3,03 (m, 2H,
H7/H7); 4,08-4,14 (m, 1H, H8): 4,59 (s, 2H, NH 5,19 (s, 2H, H10); 6,5(dd, 1H,Js 5

=9 Hz,Js .= 9 Hz, H6); 6,67-6,76 (m, 2H, H2/H5); 7,33 (m, H12/ H13/H14/H15/H16).
RMN de *3C (75 MHz, CD:;OD, &cpsop = 49,0 ppm): & 36,2 (C7); 54,2 (C8); 67,5
(C10); 115,2 (C5); 115,9 (C2); 120,3 (C6); 125,3 (16,6 (C12); 126,9 (C16);
127,9 (C1); 128,2 (C15); 128,3 (C13); 134,9 (C11); 144,4 (C4); 145,6 (C3); 169,6 (C9).

EM (IE, 70 eV), m/z (%): 287 (M), 152 (16), 123 (46), 91 (100), 74 (20), 65)(16

(S)-2-amino-3-(3,4-diidroxifenil)propanoato de propila [4]

7 7'
(0]
9 O/\)/
6 NH
HO 4~ 2
[4]

Formula molecular: CioH:7NO4(MM = 239 g mol).
Aspecto: Solido verde.

Temperatura de fusd0:99,7-102,2C.

Rendimento: 95% (227,0 mg, 0,95 mmol).

CCD: Rf = 0,5 [Acetato de etila/metanol, 9,5:0,5 (v/V)].

IV (ATR, v /em™): 2968, 1732, 1517, 1227, 1115.

RMN de *H (300 MHz, CD3OD, cpsop = 4,87 € 3,31 ppm 8 0,9 (t, 3H,J = 7,5 Hz,
H12); 1,58-1,68 (m, 2H, H11); 3,01-3,03 (m, 2H, H-7/8 4,08-4,14 (m, 3H,
H8/H10); 6,57 (d, 1HJ = 9 Hz, H6); 6,68 (s, 1H2); 6,74 (d, 1H, = 9 Hz, H5).

RMN de °C (75 MHz, CD;OD, cpsop = 49,0 ppm):5 9,0 (C12), 21,4 (C11) 36,3
(C7); 54,2 (8); 67,2 (C10); 115,3 (C5); 115,6 (C2); 120,1 (C6); 125,4 (C1); 144,4 (C4);
145,4 (C3); 169,8 (C9).
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EM (IE, 70 eV), m/z (%): 239 (M"), 152 (53), 123 (90),117 (68), 74 (100).

(S)-2-amino-3-(3,4-diidroxifenil)propanoato de butila [5]

7 7
0
Ho. 3.2 1H S 104412
9 O/\J/\13
6 NH,
HO 4™

Férmula molecular: CyaH1gNO; (MM = 253 g mat).
Aspecto: Solido marrom.

Temperatura de fus&o:102,7-104,2C.

Rendimento: 21% (53,13 mg, 0,21 mmol).

CCD: Rf = 0,3 [Acetato de etila/metanol, 9,5:0,5 (v/v)].

IV (ATR, v /em™): 3516, 3159, 2957, 2901, 1741, 1641, 1478, 1204, 1043, 701.

RMN de 'H (300 MHz, CD30OD, dcpsop = 4,87 € 3,31 ppin § 0,90 (t, 3H,J = 7,5 Hz,
H13): 1,27-1,35 (m, 2H, H12); 1,48-1,58 (m, 2H, H11) 2,84-2,85 (m, 2H, H}/H
3,69-3,71 (m, 2H, H8); 4,078 (t, 1d= 6,0 Hz, H10); 6,49 (d, 1H,= 9 Hz, H6); 6,62
(s, 1H, H2); 6,69 (d, 1H] = 9 Hz, H5).

RMN de **C (75 MHz, CDsOD, cpsop = 49,0 ppm):8 12,6 (C13); 18,6 (C12); 30,1
(C11); 35,6 (C7); 54,0 (C8); 65,7 (C10); 115,3 (C5); 115,9 (C2); 120,4 (C6); 124,9
(C1); 144,8 (C4); 145,4 (C3); 168,8 (C9).

EM (IE, 70eV), m/z (%): 253 (M), 152 (20), 123 (54), 91 (100), 74 (25).

(S)-2-amino-3-(3,4-diidroxifenil)propanoato de octila [6]
7 7

H H O
2 H
HO_3 1‘89010 12 14 18
6 b 11 13 15 17
HO 4™ 2
[6]

Férmula molecular: Ci;7H,7NO4; (MM = 309 g mot).

Aspecto: Solido marrom.
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Temperatura de fusdo:115,8-117,8°C.
Rendimento: 29,5% (91,15 mg, 0,295 mmol).
CCD: Rf = 0,4 [Acetato de etila/metanol, 9,5:0,1 (v/V)].

IV (ATR, v /em™): 3400, 2957, 2926, 1730, 1641, 1202, 1107, 796.

RMN de H (300 MHz, CDsOD, dcpsop = 4,87 € 3,31 pph & 0,88-0,91 (m, 5H
H16/H17); 1,27-1,33 (m, H12/H13/H14/H15); 1,95 (s, 2H, H11); 2,96-2,98 (m, 2H,
H7/H7); 4,04-4,10 (m, 3H, H8/H10); 6,52 (d, 1H,= 7,5 Hz, H6); 6,65 (s, 1H, H2);
6,72 (d, 1HJ = 7,5 Hz, H5).

RMN de 2C (75 MHz, CDsOD, dcpsop = 49,0 ppm):& 13,0 (C17); 20,8 (C16); 22,5
(C12); 23,2 (C11); 28,6 (C14); 29,9 (C13); 37TL5); 38,3 (CJ. 54,4 (C8); 67,7
(C10); 115,2 (C5); 115,8 (C2); 120,2 (C6); 125,8 (C1); 144,6 (C4); 145,3 (C3); 170,8
(C9).

EM (IE, 70 eV), m/z (%): 309 (M), 187 (23), 152 (43), 123 (52), 75 (100), 57 (44).

(S)-2-amino-3-(3,4diidroxiphenil)propanoato de isopropila [7]
11

7 7‘0
HO 3 % 1H 5 @\
970 12
6 NH,
5
[7]
Formula molecular: CioH17NO4 (MM = 239 g mot).

Aspecto: Sélido marrom.
Temperatura de fus&o:104-105°C.

Rendimento: 19% (45,41 mg, 0,19 mmol).
CCD: Rf = 0,45 [Acetato de etila/metanol, 9,5:0,5 (v/v)].

HO 4

IV (ATR, v /em™): 3150, 2903, 2704, 1728, 1601, 1198, 1111, 790.

RMN de *H (300 MHz, CD3OD, dcpsop = 4,87 € 3,31 ppm 1,21 (d, 3H,J = 6 Hz,
H12): 1,26 (d, 3H,) = 6 Hz, H11); 3,04-3,06m, 2H, H7/H7’); 4,13 (sl, 1H, H8); 5,00-
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5,11 (m, 1H, H10); 6,59 (t, 1H,= 7,5 Hz, H6); 6,7 (s, 1H, H2) 6,75 (d, 1Hs 7,5 Hz,
H5).

RMN de 3C (75 MHz, CDsOD, dcpsop = 49,0 ppm): & 20,6 (C11/C12); 35,7 (C7);
53,9 (C8); 70,5 (C10): 115,3 (C5); 115,9 (C2); 120,4 (C6): 124,9 (C1): 144,7 (CA);

145,2 (C3); 168,3 (C9).

EM (IE, 70 eV), miz (%): 239 (M*), 152 (59), 123 (87), 117 (43), 74 (100).

(S)-2-amino-3-(3,4-diidroxifenil)propanoato de 2-nitrofenila [8]

; 12
- 1
, Ho 11 3
HO. 3 1 14
M" 10745
NH

HO 4~ © 2 NO,

N
Férmula molecular: CysH14N20s (MM = 318 g mot).
Aspecto: S6lido marrom.
Temperatura de fus&o:97,0-98,8°C.
Rendimento: 25% (79,5 mg, 0,25 mmol).
CCD: Rf = 0,4 [Acetato de etila/metanol, 4:1 (v/v)].

IV (ATR, v /em™): 2947, 1731, 1595, 1290, 1111, 767.

RMN de *H (300 MHz, CD3OD, dcpsop = 4,87 e 3,31 ppm 5 4,354,48 (m, 2H,
H7/H7"); 4,89 (d, 2H, J = 6 Hz, NH); 5,13 (m, 2H, OH); 5,56 (sl, 1H, H8); 7,9 (d, 1H,
J =75 Hz, H6); 8,05 (s, 1H, H2); 8,13 (d, 18,= 7,5 Hz, H5); 10,02 (s, 3H,
H11/H12/H13), 10,45 (d, 1H,= 9Hz, H14).

RMN de °C (75 MHz, CD;OD, dcpsop = 49,0 ppm): & 18,6 (C7); 35,9(C8); 53,0

(C5): 53,9 (C2); 56,5 (C6); 116,2 (C14); 117,1 (C13); 120,6 (C1); 125,3 (C11/C12);
145,0 (C15); 145,7 (C3/C10/C4); 169,8 (C9).
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EM (IE, 70 eV), m/z (%): 318 (M", 224 (39), 137 (100), 123 (33), 109 (29), 91 (24),
71 (28), 55 (53).

(S)-2-amino-3-(3,4-diidroxifenil)propanoato de etila [9]

7 7
o H ‘\\HSO 10
6 NH,
HO 4
5 9]

Férmula molecular: CyH1sNO4 (MM = 225 g mot).
Aspecto: Sélido marron.

Temperatura de fus&o:92,0-93,8°C.

Rendimento: 276 (60,75mg, 0,27 mmol).

CCD: Rf = 0,33 [Acetato de etila/metanol, 4:1 (v/v)].

IV (ATR, v /em™): 2881, 1730, 1605, 1518, 1200, 1114, 778.

RMN de 'H (300 MHz, CD30OD, dcpsop = 4,87 € 3,31 ppin § 1,25 (t, 3H,J = 7,5 Hz,
H11), 2,933,05(m, 2H, H7/H7"), 4,05 (t, 2H,J = 6 Hz, H8), 4,22 (g, 2H,J = 7,5Hz,
H10), 6,57 (dd, 1HJs5= 9 Hz,Js 2= 9 Hz, H6), 6,66 (s, 1H42), 6,73 (d, 1H,) = 9Hz,
H5).

RMN de 3C (75 MHz, CDsOD, dcpsop = 49,0 ppn): 5 12,9 (C11), 36,4 (C7), 54,3
(C8), 61,8 (C10), 115,3 (C5), 116,0 (C20,4 (C6), 125,6 (Q1144,6 (C4), 145,3 (C3),

170,0 (C9).

EM (IE, 70 eV), miz (%): 225 (M*), 152 (42), 123 (64), 103 (64), 74 |82

2,3,7,8,12,13-hexametoxi-10,15-diidro-5H-tribenzo[a,d,g][9]annuleno [10].
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Férmula molecular: Co7H300s (MM = 450 g mot).
Aspecto: Sdlido branco.

Temperatura de fusdo:223,2-224°C.

Rendimento: 18% (55 mg, 0,122 mmaol).

CCD: Rf = 0,8 [Acetato de etila/ metanol, 4:1 (v/V)].

IV (ATR, v /em™): 2988, 2930, 2825, 1606, 1509, 1258.

RMN de *H (300 MHz, CDCl, dccis = 7,27 ppm):d 3,54 (d, 3H,J = 15 Hz, H1?),
3,84 (s, 18H, H5), 4,75 (d, 3H= 15 Hz,H1), 6,83 (S, 6H, H3).

RMN de *C (75 MHz, CDCls, dchcis = 77,0 ppn): & 36,2 (C1), 46,0 (C5), 113,0
(C3), 131,5 (C2), 147,7 (C4).

EM (IE, 70 eV), m/z (%): 450 ( M",16), 435 (29), 419 (100), 314 (19), 299 (92), 268
(48), 151 (50).

4.8. Ensaios Bioldgicos

4.8.1. Avaliagéo da atividade nematicida

Para a realizacdo do ensaio, os inoculos obtidos a partir de populac¢des puras de
M. incognitg multiplicadas isoladamente em plantas de tomateiros e mantidos em casa
de vegetacdo. Para a extracdo dos ovos de nematoides, retiraram-se as raizes do
tomateiro através de corte perineal das galhas. As raizes foram lavadas e picadas em
pedacos e, em seguida, transferidas para o liquidificador com solucdo de hipoclorito de

sédio 0,5%, sendo trituradas por 20 segundos em baixa rotacdo (BONETTI &
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FERRAZ, 1981). Seguiu-se o peneiramento da suspenséo triturada utilizando uma
peneira com abertura de 0,074 mm acoplada a outra peneira de abertura de 0,025 mm.
ApoOs a lavagem e retirada dos residuos, os ovos foram recuperados em um béquer com
auxilio de uma pisseta com agua.

A suspenséo de ovos foi entdo utilizada para obtengcédo dos juvenis de segundo
estagio (J2) pela montagem de camara de eclosdo (MACH&DED, 2010). Os J2
obtidos apés 24 h foram descartados e coletados aqueles produzidos apos 48 h. A
suspensao de J2 foi calibrada em camara de Peters para 1000 J2/mL. O teste foi
realizado em dois experimentos nas concentracdes de 20 e 200 ppm (20% dg DMSO
sendo os ensaios realizados em delineamento inteiramente casualizado em 5 repetic¢oes.

Os extratos d&l. pruriense M. cinerea(AM1, AM2, AM3, AM4, AM5, AM6,

AM7, AMS8) e a L-dopa foram avaliados quanto a mortalidade dos nematoides J2 de
Meloidogyne incognitacolocando-se ) pL de cada solugdo preparada nas
concentracbes de 20 e 200 ppm em célula de placa de Elisa (capacidade de 300
uL/célula) e 100 puL da suspensdo de J2 (concentracdo de 63 nematoidesipprApos

48 h adicionou-se a cada célula da pldeslisa duas gotas de NaOH 1 mot e
imediatamente foi realizada a contagem dos nematoides. Foram caraterizados como
mortos aqueles que apresentavam 0 corpo reto e inerte, e agueles com o corpo retorcido
como vivos (SECet al, 2013. O mesmo procedimento foi realizado para os ésteres
sintetizados d§2] a[7].

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando
SOFTWARE ASSISTAT.

4.8.2. Ensaio Herbicida

Os ésteres sintetizados foram avaliados quanto a sua atividade fitotoxica sobre a
germinagcdo de sementes de pepi@ucmis sativys corda de viola (jpomoea
grandifolia) e sorgo Sorghum bicolox.

O estudo do potencial fitotoxico dos compostos foi realizado em experimentos
separados para cada espécie em estudo. O delineamento adotado em cada experimentc
foi inteiramente casualizado, com trés repeticoes, arranjados em esquema fatorial 2 x
12, sendo o primeiro fator composto por duas solu¢des com diferentes concentracdes

(100 e 200 ppm de cada composto) e o segundo fator pelo seguintes tratamentos:
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Controle (HO), controle (HO + HCI), Dual Gold, Glifosato, B-dopa e 0s compostos
sintetizados 2, 3, 4, 5, 6, 7, 10.

Como controle positivo, utilizou-se o herbicida comercial Dual Ggid
metoacloro) comercializado pela empresa Syngenta®, e Glifosato comercializado pela
empresa Roundup® empregando solugbes aquosas com as mesmas concentracdes
citadas anteriormente.

Utilizou-se placa de Petri de 90 mm de diametro na qual foram adicionados,
papel de germinacdo e 20 sementes de pepino e em seguida adicionado 5,0 mL da
solucdo preparada. As mesmas foram identificadas, lacradas com plastico filme e
levadas a camara de germinacgéo (B.O.D.) a 25 °C, na auséncia de luz por 120 horas (5
dias). O mesmo procedimento foi realizado com semente de sorgo e corda de viola.

As solucdes foram preparadas de maneira a se obter concentracfes de 100 e 200
ppm contendo 0,3% de DMSO.

Apés o periodo 5 dias, as placas foram congeladas a 0 °C por 24 h para facilitar
0 manuseio das plantulas na proxima etapa. Em seguida, as mesmas foram colocadas
em placa escura e fotografadas. O comprimento da parte aérea e radicular das plantulas
foi medido utilizando programa PHOTOMED 1.0. As sementes das plantas empregadas
foram obtidas comercialmente.

Os resultados obtidos foram transformados em percentagem, considerando-se
como 100% de crescimento observado no tratamento com agua. A partir desses valores,
calculou-se a percentagem de inibicdo da germinacdo das sementes para cada composto
testado. Em seguida, os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando
SOFTWARE ASSISTAT.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Isolamento e quantificacao da-dopa

Inicialmente as sementes moidas foram submetidas a extracdo em acetona com o
intuito de retirar a parte graxa. Apés este procedimento as sementes foram submetidas a
extracdo com solucdo de etanol/agua (1:1) por um periodo de 4 dias. O solido foi
eliminado e a solugdo concentrada sob pressdo reduzida, obeemndo- solido
amarelado que foi recristalizado em agua quente obwsah-dopa pura a partir dos
extratos AM1, AM2, AM7 e AM8. O rendimento dedopa extraida foi de 0,36 %,
totalizando 14,5 gA L-dopa pura foi utilizada nas reacdes para a obtencéo dos ésteres.

Para a quantificacdo dadopa, as solucdes padrpreparadas foram injetagla
no HPLC e as é&reas correspondentes a cada pico, em cada concentracdo, foram

utilizadas para obtencédo de uma curva padrabdla 2 e Figura 3p. 29 e 3

Tabela 2: Dados das concentracfes e areas dos picos obtidos para os pabfdes de
dopa.

Padrbes Concentragdes Area
(ppm)

PO 0 0
P1 51 97725
P2 10,2 199371
P3 15,7 312880
P4 18,3 364414
P5 33,7 647221
P6 61,8 1255351
P7 77,1 1580861
P8 90,8 1921627
P9 118,7 2465813
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Figura 2: Curva padrao da-dopa

A linearizacdo dos dados da curva forneceu a equagéao linear Y =x20998
23729 e R? = 0,99927. Dessa forma, foi possivel obter a concentracao-dimpa
presente nos extratos radiculares, parte aérea, sementes e folhaprddense M.
cinerea

Foram preparadas solu¢cdes com as amostras dos extratos e injetadas nas mesmas
condicBes que o padrdo, obtendo-se assim os valores de area referente aos picos que
apresenta@m tempo de retencdo igual ao padrdo. Posteriormente, os valores das areas
obtidas foram substituidos na equacéo linear da curva padrdo para a obtencdo da
concentracdo de-dopa. Os dados séo apresentadog abdla 3,p. 31).
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Tabela 3: Dados de concentracdo e massa totdldepa nos extratos dducuna
analisados.

Amostras Massa das Massa das Area Concentracac
amostras  amostras mais (Ppm)
pesadas (g) fase movel ()

AM4 0,0023 2,0297 1406045 68,09
AM3 0,0026 2,4635 1215617 51,74
AM12 0,0017 2,0623 968832 41,31
AM11 0,0016 2,0466 1047860 44,65
AM7 0,0009 2,0074 1346749 57,28
AMS8 0,0009 2,0204 1930485 81,96
AM10 0,0015 2,0009 1311116 55,78
AM9 0,0017 2,0556 1967426 83,52

"AM4 (M. prurieng e AM3 (M. cinereg= Extrato agua/etanol, AM12M prurieng e AM11 M.

cinered= Extrato aquoso, AM7M. prurieng e AM8 (M. cinereg= Exsudatos radiculares, AM10

(M. prurieng e AM9 (M. cinereg= Extrato agua/etanol

Considerand@ massa das amostras pesadas de extrato como 100%, foi possivel

determinar a porcentagem dalopa nas amostras. Por fim, considerando a massa total
do extrato como 100% e sabers-a porcentagem dé-dopa nas amostras,
determinou-se a quantidade da mesma em cada extrato. Os dados estdo apresentados ni
Tabela 4

Tabela 4: Dados da porcentagem e massa-depa presente nos extratos.

Amostra  Massa dé.- Teor de L- Massa total do Massa de.-dopa
dopa nas dopa nas extrato (g) nos extrato (g)
amostra (g) amostrag%)
AM4 0,138 6,0 37,586 2,258
AM3 0,127 4,1 66,166 3,244
AM12 0,085 5,0 24,165 1,211
AM11 0,091 57 26,131 1,492
AM7 0,115 12,8 4,739 0,605
AM8 0,166 18,4 5,704 1,049
AM10 0,112 7.4 50,624 3,767
AM9 0,172 10,1 64,798 6,544

“AMA4 (M. prurieng e AM3 (M. cinereg= Extrato agua/etanol, AM12M; prurien§ e AM11(M.
cinereg= Extrato aquoso, AM7M. prurieng e AM8 (M. cinered= Exsudatos radiculares, AM1M(
prurieng e AM9 (M. cinereg= Extrato agua/etanol

Verifica-se na tabela 4 que o extrato que apresentou maior porcentagem de
dopa foi obtido dogxsudados radiculares dé& cinerea(AMS8) (18,4%)e M. pruriens
(AM7) (12,8%). Os extratos obtidos utilizando a mistura de solvente dgua e etanol 1:1
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(viv), (AM4, AM3, AM10 e AM9) apresentaram variacdo na porcentagerh-depa
entre 4,1 e 10%. J4 os extratos aquosos AM12 e AM11 obtidos das duas espEcies
pruriense M. cinereaapresentaram 5,0 e 5,7%ldeopa, respectivamente.

Também foi realizada uma injecdo da amostra AM4 nas mesmas condi¢cdes da
solugéao padréo de-dopaP1, no qual foi verificado o mesmo tempo de retencao (6,9
minutos).

A fim de confirmar a obtencdo dadopa a partir da amostra (AM4), a mesma
foi isolada por HPLC semi-preparativa para confirmacédo da molécula. Foram realizados
espectros no infravermelho da mesma e do padrao para fins de compaiggas G e
4, p. 33). Assim, foi possivel verificar a presenca de uma banda larga e intensa na regiao
de 3600-2500 cih referente aos estiramentos de ligacdo do O-H e N-H-diepa.
Ambos os espectros obtidos apresentaram bandas semelhantes. Entretanto, no espectro
da amostraAM4 foi possivel verificar maior intensidade da banda O-H, devido a
possivel presenca de moléculas de agua no extrato que realizam ligagdo de hidrogénio
com a molécula de-dopa. As bandas N-H e O-H apresentam-se sobrepostas, pois, 0s
aminoacidos sdo substancias que possuem em suas estruturas um grupo carboxila
(COOH) e um grupo amino (N Além dessas bandas, foi possivel verificar a
presenca de uma banda em 1613 e 150 para as duas amostras analisadas, sendo
caracteristica de estiramento da ligacdo C=0 de &cido carboxilico. As bandas em 1525
(padrdo) e 1528 ci(AM4) corresponde acs estiramentos das ligacées C=C do anel

aromatico.
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Figura 4: Espectro no IV (ATR) da-dopa

Outra técnica experimental utilizada para confirmacéo da estrutlraajea foi
a espectrometria de massas. A obtencdo do espectro de massas foi possivel a partir da
técnica de derivatizacdo (sillacdo) da amostra, uma vez dudopa, sendo muito

polar, apresenta dificuldade de volatilizacdo, ocasionado pelas ligacdes de hidrogénio
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intramolecular o que aumenta a temperatura de ebulicAo da mesma. Na primeira etapa
da reacdo de sililacao, ladopa foi desprotonada pela molécula de piridina e, em
seguida, foi realizada a reacdo com o BSTFA para a formacao do derivado.<llila
cromatograma obtido dh-dopa sililada apresenta porcentagem relativa de 84% no
tempo de retencdo de 38,153gura 5). O espectro de massas desse produto esti
representado neigura 6.
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Figura 5: Cromatograma da amostra AM4.
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Figura 6: Espectro de massas (IE, 70 eV) da amostra (AM4) sililada.
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As principais fragmentacdes do produto sililado estdo representadas
Esquema 9e confirma a estrutura dadopa quantificada.

si—

i | i o | H .
I O O,SI\ | OWo,SI\ \i |

- - ~sil o c=0
s HN. Si’ HN__

~0 il o siZ > i
/ I m/z-118 m/z=45
m/z = 485 NaZ

no

Esquema 9:Principais fragmentacgdes sofridas pelo composto sililado da amostra AM4

(IE, 70 eV).

No espectro de RMN diH da amostra AM4Rigura 7, p. 36) observa-se um
multipleto entred 2,74 e 2,95, integrado para um hidrogénio atribuido adt/dupleto

em 6 2,95 e J = 15Hz atribuido ao H7. O fato desses hidrogénios serem diasterotopicos
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faz com que apresentem deslocamentos quimicos diferentes. Os sinais dos hidrogénios
ligados ao nitrogénio ndo aparecem no espectro, devido ao efeito de troca quimica do
atomo de deutério do solvente com os hidrogénios do B&Hna regido de hidrogénios
aromaticos, o simpto em 6 6,57 foi atribuido a H2 e os dupletos em 6 6,47 (J=9 Hz) e

6,65 ¢ = 9 Hz), integrados para um hidrogénio cada foram atribuidos a H6 e H5,
respectivamente (PAVIA, 2012).
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Figura 7: Espectro de RMN di#4 (300 MHz, O + Nadpzo = 4,79) da AM4.

Realizou-se o espectro de RMN ¢ do padrdo dé-dopa Figura 8, p. 37 a
fim de comparar com o da amostra. Na regido de menor deslocamento quimico, foi
observado o multipleto integrado para um hidrogénio entre 6 2,41-2,48 e 0 multipleto
em o 2,64-2,70 que foram atribuidos a7He H7. J& omultipleto em 6 3,33-3,27 foi
atribuido a H8. O dupto em 6 6,26 foi atribuido a H6 .= 9 Hz) que representa um dos

hidrogénios do anel aromatico, e o atipkm 6 6,49 foi atribuido a H5 (J =9 Hz) e por
fim, o simpleto em & 6,41 foi atribuido ao H2.
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Figura 8: Espectro de RMN dtH (300 MHz, DO + Na 8py0 = 4,79) da_-dopa.

No espectro de RMN d&C da L-dopa Figura 9, p. 39 s observados 9
sinais. O sinal end 182,9 foi atribuido ao carbono carbonilic€9), uma vez que o
atomo de carbono possui hibridizacdd esesta ligado ao oxigénio. O siral & 117,34
e 117,2%oi atribuido a C5 e C2, respectivamefiteos sinais em & 152,6 e 150,8 foram

atribuidos a C3 e C4, respectivamente, pois esses atomos de carbono estdo ligados

diretamente ao atomo de oxigénio sendo, portanto, encontrados em maiores

deslocamentos quimicos. O diem & 126,7 foi atribuido a C6, o sinal em 6 115,6 a C1

eossinasem 6 57,4 e 40,4 foram atribuidos a C8 e C7, respectivamente.
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Figura 9: Espectro de RMN d¥C (75 MHz, DO + Na) da_-dopa.

5.2. Sintese dos compostos [2-9]

Na reacédo de sintese dos compoRe3], primeiramente o grupo carboxilico da
L-dopa reagiu com o cloreto de tionila por meio do ataque nucleofilico. Apos restituicdo
da carbonila e liberac&o do ion cloreto, o atomo de cloro o carbono da carbonila e apos,
rearranjo interno e ruptura de ligacao, esta foi conentidrespectivo cloreto de acila
(cloreto de &cido) conforme proposta mecanistica apresentdeisgnema 10(p. 39).

Na segunda etapa, o cloreto & Z-amino-3-(3,4-diidroxifenil)proparita formado foi
submetido a reacdo com alcoois para a obtencdo dos ésteres def@fidoem

rendimentos que variaram de 19 &95
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Esquema 10 Mecanismo da reacgéo de formacédo do cloreto de acila.

A sintese dos ésteres ocorre por meio de ataque nucleofilico do par de elétrons
do oxigénio do alcool ao carbono eletrofilico (carbono da carbonila) do cloregp2ie (
amino-3-(3,4-dihidroxifenil)propanta, levando a formacdo do intermediario
tetraédrico, que apos restituicdo da carbonila e liberagdo do cloreto, tem-se a formacéo
do respectivo éster protonado. Em seguida, hidroxila do &lcool, presente na reacéo,
remove o préton levando assim a formacdo dos ésteres em sua forma neutra. O

mecanismo dessa reacao esta representaisquema 11

o}
HO + A~ HO A~
D/\Hj\u W W@ R g WO
NH NEig ﬁ NH, H HO NH,
R

Esquema 11 Mecanismo geral de formacéo dos ésteres a partir do cloreto de acila.

As reagfes de obtengdo dos éstg¢Pe8] duraram em média 24 horas e o0s
produtos foram purificados e isolados por coluna cromatogmddisdica gel. Apenas o
(S)2-amino-3-(3,4-diidroxifenil)propanoato de metila foi obtido sem purificacéo.

A sintese dos ésteres foi confirmada por meio da analise dos espectros de 1V,
RMN de'H e*C e espectros de massa.

Devido a alta similaridade dos compostos sintetizados optou-se por discutir
apenas os dados espectroscopicos (IV, RMNHle **C) e espectrométricos (massas)
referentes & moléculg]. Os espectros do IV, RMN dél e °C e de massas obtidos
para as demais substancjasa 3 e 5 a 10pncontram-se no apéndice p. 66. Os dados
espectrométricos dos mesmos encontram-se descritos nos procedimentos diRtéticos
18 a 24).
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5.3 Sintese do §)-2-amino-3-(3,4-diidroxifenil)propanoato de butila [5]

A sintese do §)2-amino-3-(3,4-diidroxifenil)propanoato de butila ocorreu por
meio de reacdo de substituicdo nucleofilica entre o cloreto Se2gmino-3-(3,4-
diidroxifenil)propanoila formaddn situ e o alcool butilico, ocorrendo a substituicdo do

atomo de cloro pela hidroxila do alco&sguema 12.

(0] (@)

HO HO
cl . HO/\/\ N2,0 °C O/\/\
NH; > NH,

HO HO

Esquema 12: Esquema da reacdo de obtencdo d§)-2{amino-3-(3,4-
diidroxifenil)propanoato de butila [5].

Analisando o espectro no infravermelho do compdsio(Figura 10, p. 4)
observa-se a presenca de bandaregido de 3516m™ referente ao estiramento N-H, e
em 2901cm’ referente aos estiramentos de ligacdo do O-H. Desta forma a principal
diferenca observada entre os espectros do composto 5 corh-doga Figura 4, p.

33) é a presenca de uma banda forte em 1742 caracteristica do estiramento da
ligacdo C=0 comprovando a formacéao do éster (BARBOSA, 2013).

A presenca de algumas bandas é caracteristica phadm@a assim como para
0s compostos obtidos, como por exemplo: as bandas em 111 8ccespectro da-
dopa eem 1204cm™ do (§-2-amino-3-(3,4-diidroxifenil)propanoato de butila, referente
ao estiramento da ligacdo@-também foi observado os estiramentos em 1650 e 1611
cm® atribuidos ao estiramentos Netbs estiramentos em 1525 e 1478, referentes
aligacdo de C=C de compostos aromaticos, respectivamente (BARBOSA, 2013).
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Figura 10: Espectro no infravermelho (ATR) do compofgp

Ao analisarmos o espectro de mas$agufa 11, p. 42), foi possivel observar o
pico correspondente ao ion moleculslr) comm/z= 253 e também o pico base com
m/z= 91. Alguns dos principais picos observados no espectro de massas do composto
[5] sdo originados a partir da clivagem da ligacdo C-C do capeadionilico dando
origem ao pico comm/z = 123, que posteriormente sofre rearranjo formado o ion
tropilico. Outra fragmentacédo observada ocorre da clivagem da ligacdonilico,
formando um pico den/z= 152, que apods alguns rearranjos faiamao pico dem/z=
74. As fragmentacOes para formacéo desses picos podem ser obsen/fasiqsemaa
13 (p. 43).
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Esquema 13 Proposta de fragmentacdo para o compi@$tno espectro de massas (IE,
70eV).

No espectro de RMN dtH do compostoq] (Figura 12, p. 49, os sinais mais
desblindados séo referentes aos hidrogénios aromaticos. Esses sinais correspondem a
um dupleto end 6,70 (H5), simpleto emd 6,62 atribuido a H2 dupleto emé 6,50
(H6). O tripletoem s 4,08, que esta proximo ao grupamento éster é referente a H10. O
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sinal entred 3,69-3,72, observado como multipleto, foi atribuido a & dultipleto

em & 2,84-2,86foi atribuido aos hidrogées diasterotopicos H7 ¢ H7’. Os dois

multipletos em 6 1,48-1,58 ed 1,27-1,35 correspondem aos sinais dos hidrogénios

metilénicos H11 e H12, respectivamente. Por fim, tem-se um tripleto referente ao

hidrogénios danetila em & 0,90 correspondente a H13.
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Figura 12: Espectro de RMN déH (300 MHz, CROD, décpsop = 4,87 e 3,31) do

compostd5].

Pelo espectro de RMN d€C (Figura 13, p. 49, foi observado o sinalne §

168,8 que foi atribuido ao carbono carbonilico C9 que esta dentro da faixa descrita na

literatura (165-175 ppm), confirmando a presenca da funcdo organica éster. A maior

desblindagem de C3 (45,4) e C4 6 144,8) é ocasionada pela presenca das hidroxilas

(grupo retirador de elétrons) nas posicietae para do anel benzénic® sinal em 3

65,7 foi atribuido ao carbono ligado ao oxigéfa0) ¢ o sinal em 6 54,0 foi atribuido

ao carbono C8 ligado ao grupo amino. Os demais sinai® 35,6, 30,1, 18,6 e 12,5

foram atribuidos aos carbonos C7, C11, C12 e @4Bectivamente.
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Os dados referentes aos espectros de RMNHde dos demais compostos
sintetizados estéo listados habela 5(p. 44).

) o<
0 <o N o ©o = © ©
(o} N N n < n o 0 N
— - - O N m ™M - -
\ [ \ \ [ (I
N Q
+ 3 o M
i — [Ts) n
\ \ 0
\ \
g 9
n
| | 8 O
o -
E— JoJ
14?15( 14;5.0 — o~ 0
ppm © T T T o ~ ™ = M
o 0O 1155 0 8 oY © 0
o | f1 (ppm) | | |
| | L
l I L [ | J 1

L e e e
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
f1 (ppm)

Figura 13: Espectro de RMN dé3C (75 MHz, CROD, 8cpso= 49,0 ppm)do
compostd5].

Alguns sinais das moléculas sintetizadas foram comuns para todos os ésteres
sintetizados. A diferenca entre eles estad relacionada com a estrutura dos alcoois
utilizados na sintese. Os alcoois lineares deram origem a ésteres [AEdEs[7] e
[9] que apreseatam sinais nas regides de 6 0,88-0,21 referentes aos hidrogénios dos
grupos metila (Ch) que esta de acordo com o descrito na literatufa70-1,30 ppm),
bem como o multipleto erd 1,2-1,4 ppm referente aos hidrogénios metilénicosJCH
gue se encontram dentro dessa faixa segunda a literatara7¢1,68). Ja os ésteres
aromaticos obtidof3] e [8], apresentaram sinais en&r&,43-10,45. Estes hidrogénios
encontram-se em maiores deslocamentos quimicos devido ao efeito anisotrépico do

anel, gerdo pelos eclétrons do sistema m (PAVIA et al, 2012). Os valores de
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deslocamento quimicos e multiplicidades dos compostos encontram-se descritos na
tabela 5

Tabela 5: Tabela de atribuicdo dos hidrogénios, deslocamento quirgico
multiplicidades dos compost§®] a[4], [6] a[9] do RMN de'H.

Compostos
6 (ppm), multiplicidade

H [2] (3] [4] (6] (7] (8l [9]

H2 6,73,s  6,67-6,76m 6,68, s 6,65, S 6.7,s 8,05, s 6,66, S
3,40H - - - - - 5.13 s -

H5 681,d 667-676,m 6,74, d 6,72, d 6,75, d 8,13, d 6,73, d

H6 6,62, d 6,51 dd 6,57, d 6,52, d 6,59, t 7,9,d 6,57,dd

H7/H7 3,20-7, m 3,01-3,03, m 3,01-3,03, m 2,96-2,98, m  3,04-3,06, m 4,35-448m  2,93-3,05, m

H8 428,sl  4,08-4,14,m 4,08-414,m 4,04-410,m 4,135l 5,56, 4,05, t
H10 3,89, s 5,19, s 4,08-4,14,m 4,04-410,m 5,00-5,11, m - 4,22, q
H11 - - 1,58-1,68, m 1,95, s 1,26, d 10,02, s 1,25, t
H12 - 7,33,s 0,90 t 1,27-1,33,m  1.21,d 10,02, s -
H13 - 7,33,s - 1,27-1,33,m - 10,02, s -
H14 - 7.33,s - 1,27-1,33, m - 1045, d -
H15 - 7,33,s - 1,27-1,33,m - - -
H16 - 7,33,s - 0,88-0,91, m - - -
H17 - - - 0,88-0,91, m - - -
NH, - 4,59, s - - - 4,89, d -

Os dados referentes aos espectros de RMK@lelos compostos sintetizados
também foram listados rEabela 6 (p. 47). Os espectros de RMN H€ dos ésteres
também apresentaram alguns sinais em comum, os carbonos dos compostos diferem
entre si de acordo com o alcool utilizado, os ésteres lin¢drefbd], [6], [7] e [9]
apresentam sinais de carbonos cdmM-13 referentes a carbono metila @LHesses
valores de deslocamento quimico estdo dentro da faixa espeBe@ly bem como 03
20,8-37,0 referentes as absorcdes de metileng) (@i também estdo dentro da faixa
descrita na literaturad (15-55). Carbonos ligados diretamente ao atomo de oxigénio do

grupamento éster apresamat deslocamentos quimicos maiote52,2-70,5 devido a
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eletronegatividade do oxigénio, esses valores de deslocamento quimico estdo de acordo
com a literaturad 40-80). Ja os ésteres aromatiffjse [8] obtidos, apresentaram de
116,2-145,7, pois, os carbonos benzilicos apreseditd®175, os valores maiores de
deslocamento quimico sdo devido ao campo anisotrépico do anel gerado pelos elétrons
do sistema © (PAVIA, 2012).

Tabela 6 Tabela de atribui¢cdo dos carbonos e deslocamento quimico dos compostos de
[2] a[4], [6] a[9] do RMN de®*C.

Compostos
S(ppm)
[2] [3] [4] [6] [7] [8] [9]
C1 120,2 127,9 125,4 125,8 1249 120,6 125,6
Cc2 145,5 115,9 115,6 115,8 115,9 53,9 116,0
C3 115,8 145,6 145,5 145,3 145,2 145,7 145,3
C4 1154 144 4 144.,4 144.6 1447 145,7 144.,6
C5 144.,8 115,2 115,3 115,2 1154 53,0 115,3
C6 124,7 120,3 120,1 120,2 120,4 56,5 120,4

C7 35,4 36,2 36,3 38,3 35,7 18,6 36,4
C8 54,0 54,2 54,2 54,4 53,9 35,9 54,3
C9 169,1 169,6 169,8 170,8 168,3 169,9 170,0
C10 52,2 67,5 67,2 67,7 70,5 145,7 61,8
C1l1 - 134,9 21,4 23,2 20,6 125,3 12,9
C12 - 126,6 9,0 22,5 20,6 125,3 -
C13 - 128,3 - 29,9 - 117,1 -
Cl4 - 125,3 - 28,6 - 116,2 -
C15 - 128,2 - 37,0 - 145,0 -
C16 - 126,9 - 20,8 - - -
C17 - - - 13,0 - - -

A reacdo daL-dopa com o alcool 3,4-dimetoxibenzilico ndo formou o éster
esperado, porém deu origem a um produto secund@jioEsse composto foi formado
através de uma reacdo de substituicdo nucleofilica do alcool com cloreto de tionila,
formado assim o cloreto de alquilasguema 14 p. 48). O par de elétrons do alcool

ataca o enxofre polarizado e apGs rearranjo interno, um atomo de cloro € liberado. O ion
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cloreto ataca o oxigénio eletrofilico promovendo a ruptura da ligacdo, formando o

respectivo cloreto.
| 0 o~ | (EI\,

cl

e} & o o PN
H a-Sa_  ~ H o0
A 6. H

(@) \S/ ? l

|
| o)
9 © cl
ci-Son
o]

Esquema 14 Mecanismo da reacéo de formacao do cloreto de alquila.

Na segunda etapa, duas moléculas do cloreto de 3,4-dimetoxibenzilico formado
reagiram entre si levando a formacdo da molécula 2,3,7,8,12,13-hexametoxi-10,15-
diidro-5H-tribenzo[a,d,g][9]annulend.0] (Esquemal5 p. 49).

A sintese do compostfilO] ocorreu por meio de substituicdo eletrofilica
aromatica. O anel aromatico age como nucledfilo atacando o carbono eletrofilico da
molécula. O mecanismo ocorreu em duas etapas: na primeira etapa ocorre o ataque
nucledfilico (adicdo do eletréfilo) originado um intermediario catiénico. Essa etapa €
lenta, pois, ocorre interrupcdo da aromaticidade. Na segunda etapa, ocorre
desprotonacae restauracao da eletrofilicidade. O intermediario catidnico apesar de ser
menos estavel que o material de partida, é consideravelmente estavel para ser formado
devido a deslocalizacdo eletrbnica que ocorre através do anel aromatico. A carga
positiva formada pode ser deslocalizada com o oxigénio do grupo faetaxposicao

para, que “ativa” o anel aromatico, tornando-0 mais reativo
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Esquema 15 Proposta do mecanismo de formacéo do compdeto

A fim de confirmar a estrutura do composto foram feitas analiseB/paL G-
MS, RMN de'H e *C. Analisando o espectro de infravermelho do compfkid
(Figura 14), observa-se a presenca de bandas em 2988, 2930 erfi82Bferente ao
estiramento R-GGH; de éter, bem como a banda 1606'cde C=C de aromatico.
Outra banda caracteristica dessa estrutura é a em 150&farente a ligacdo C-O de
éter, e também a banda em 1258' de estiramento assimétrico =C-O-C de alquil aril
éter (BARBOSA, 2013).
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Figura 14: Espectro no IV (ATR) do compostdO].
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Ao analisarmos o espectro de mas$agura 15), foi possivel observar o pico
correspondente ao ion molecular'(Momm/z= 450 e também o pico base canz=
419 formado da clivagem da ligacdo C-O, ocasionado pela perda do radical. metoxi
Outro pico comum em éter € a perda do radical metil ootn = 435. Outras
fragmentacdes também foram observadas como a formagdo = 314, que
posteriormente sofre rearranjo formado outras fragmentacdes observaués €299,
m/z =268 em/z =151. As fragmentac¢des para 0s picos descritos podem ser observadas

no Esquema 16(p. 51).
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Figura 15: Espectro de massas (IE, 70 eV) do comp[d€ib
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O
m/z=268 | m/z=151

Esquema 16 Proposta de fragmentacao para o compf€pno espectro de massas
(IE, 70eV).

No espectro de RMN d¥H do composto 0] (Figura 16, p. 59, observa-se
apenas 5 sinais, pois, a molécula é simétrica. O simpleto com maior intensiddde em
3,84 é referente ao hidrogénio H5. Ja o simplet® &83 € atribuido ao H3, visto que
0 mesmo esta ligado a carbono aromatico, e por fim, observa-se dupleéi@=te 6
4,75 referentes aos H1’(axial) e H1l(equatorial) respectivamente. Esses hidrogénios
apresentam deslocamentos quimicos diferentes, o que estd relacionado com a

conformacdo da molécula, pois em sistemas rigidos os hidrogénios equatoriais
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absorvem em frequéncias maiores do que os hidrogénios axiais (CONSTANTINO
al., 2006)
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Figura 16: Espectro de RMN dtH (300 MHz, CDC}, 8cpeiz = 7,27 ppm) do composto
[10].

Pelo espectro de RMN d€C (Figura 17, p. 53, foi observado o sinalne §
147,7 que foi atribuido ao carbono C4. Esse sinal enceatas niumero maior de
deslocamento quimico do que os demais, pois, esta ligada diretamente ao oxigénio, que
€ um atomo eletronegativo. Também foi observado os sinais dos carbofds3&2,
C36 113,0. O sinatm 6 56,0 foi atribuido ao carbono ligado ao oxigé, por isso,

encontra-se em um deslocamento quimico maior que o C13doA.
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Figura 17: Espectro de RMN dé°C (75 MHz, CDC}, 8cpeis = 77,00 ppm)do
compostd10].

O isolamento dos ésterfkl] a[18] ndo foi possivel, o que pode ser atribuido a
formacdo de mui® subprodutos durante a reacgédo, devido a grande facilidade de
oxidagdo dal-dopa, outro aspecto que pode ter interferido, na formacédo de muitos
subprodutos, é o fato dos grupos substituintes apresentarem anel aromatico, visto que

guase todos os ésteres obtidos nesse trabalho apresentam estrutura linear.

5.3. Ensaio de atividade nematicida

Os resultados obtidos no ensaio realizado com os extratos das duas espécies de
Mucuna nas concentracdes 20 e 200 ppm, sobre a mortalidade dos juvedis de
incognitado segundo estagio estao representadtabeda 7 (p.54.

Todos os tratamentos analisados deferiram do controle (Agua e DMSO 20%) em
ambas concentracdes. Na concentracdo de 200 ppdopa apresentou maior inibigéo
45,57% de mortalidade da espécie de nematoide. Com relacdo aos extratos, os melhores
resultados obtidos foram para o extrato AM4 inibindo 9,27% e 28,52% de mortalidade

de M. incognitanas concentragdes de 20 e 200 ppm, respectivamente. Este fato pode
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estar relacionado a presenca de compostos mais polares visto que o exivhto de

pruriensfoi extraido com agua e etanol.

Tabela 7: Porcentagem de mortalidade M. incognita,induzida por extratos del.

pruriense M. cinerea

% mortalidade*

Extratos

20 ppm 200 ppm
Controle 0,71d+ 0,30 0,71h+ 0,30
AM4 9,27at 1,56 28,52b+ 1,02
AM3 5,42b+ 1,21 14,82d+ 0,98
AM12 4,81bct 0,84 8,02fg+ 1,24
AM11 4,41bc+ 0,80 14,01d+ 1,37
AM7 4,52bc+t 0,90 20,92c+ 1,31
AM8 4,47bct 1,23 10,47eft 1,35
AM10 5,94b+ 1,15 13,14det 1,30
AM9 2,38cd+ 0,83 6,789+ 1,02
L-dopa 5,17b+ 1,01 45,57at 1,27

*As meédias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si pelo testeegeadu
nivel de 5% de probabilidade. AMM( prurieng e AM3 (M. cinereg= Extrato
adgualetanol, AM12 MI. prurieng e AM11 M. cinereg= Extrato aquoso, AM7M.
prurieng e AM8 (M. cinereg= Exsudatos radiculares, AM18( prurieng e AM9 (M.
cinereg= Extrato agua/etanol

Analisando os demais extratos perceb&ue houve um aumento de inibicao
com o aumento da concentracdo. Na maior concentracdo testada, observa-se que
nenhuma amostra foi estatisticamente igual, pode-se dizer que o extrato AM
apresentou inibicdo intermediada 20,92% na maior concentracdo testada. A variagao
da inibicdo entre os extratos pode ser atribuida aos compostos presentes no mesmo,
pois, quanto mais polares forem o0s compostos mais facilmente atraveasarao
membrana do nematoide.

Em ensaios realizados pelo nosso grupo de pesquisa para avaliar o potencial
nematicida de compostos isolados Me cinereacontra M. incognita observaram-se
percentagem de mortalidade de 7,5 a 70% quando foram empssgadbiavonoides
prunetina e genisteina nas concentragdes de 5 e 50 pg mL™* (DEMUNERet al, 2003).

Os resultados do teste nematicida realizado eoin-dopa e seus ésteres

derivados também foram realizados.
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Analisando os dados ddabela 8 verifica-se que o0s ésteres testados
apresentaram mortalidade sobre os nematoides da e$pénieognita Verificou-se
gue a concentracdo de 200 ppm apresentou-se mais efetiva, com maior porcentagem de
mortalidade dos ,J Observa-se que o controle negativo (agua e DMSO 20%) nao

apresentou influéncia sobre parasitas analisadas.

Tabela 8: Porcentagem de mortalidadke M. incognitg induzida por compostos
sintetizados.

% mortalidade*

Substancias

20 ppm 200 ppm
Controle (-) 0,00f 0,00e
2 4,83et 0,81 46,38bt 2,86
3 31,99at 2,95 50,61at 1,86
4 13.76b+ 1,61 46,58b+ 0,96
5 7,68det 0,68 18,68c+ 1,23
6 9,13cd+ 1,23 14,67d+ 1,24
7 12,2bct 1,26 47,34abt 2,39
L-dopa 7,43det 0,70 51,18at+ 1,75

*As médias seguidas das mesmas letras nao diferem entre si pelo testeydadrmivel de
5% de probabilidade.

Com base ndabela 8 percebe-se que existaimco (5) grupos estatisticamente
diferentes, sendo que o composto em destague é a molécula 3, o éster derivado da
dopa com grupamento benzilico. O mesmo apresentou mortalidade de 31,99% na
concentracdo de 20 ppm e 50,61% na maior concentracdo testada, isso pode ser
atribuido ao foto de ser uma molécula bastante polar comparada com as demais. O
aumento da polaridade facilita a permeabilidade através da membrana do nematoide. Na
literatura consultada n&o foi encontrada nenhum estudo avaliando o efeito de ésteres
derivados d&.-dopa sobre nematoides.

O composto 6 (éster derivado ldalopa com um grupamento oajilapresentou
a menor atividade no teste bioldgico sendo de 14,67% na concentracdo de 260 ppm.
diminuicdo da atividade biologica encontrada pode ser atribuida a menor polaridade da
molécula e possivel dificuldade de atravessar a membrana do nematoide.

Na concentracdo de 200 ppm os éstered Zapresentaram mortalidade dgs J
estatisticamente iguais, 46,38 e 46,58%spectivamente. Provavelmente, isso se deve

a similaridade quimica das moléculas, pois, as mesmas possuem 0S grupos metila,
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propila e isopropila ligadas ladopa apresentando assim uma atividade intermediaria
comparada com as demais.

Como visto, tanto no teste realizado com extratos quanto no teste nematicida
realizado com o0s compostos sintetizadaslL-dopa apresentou porcentagem de
mortalidade significativa (45,57% e 51,18%) sobteincognita A atividade dessa
molécula pode estar relacionada com a sua estrutura quimica, a presenca de grupos
acidos, amino e hidroxilas fendlicas que podem ter contribuido para essa ati@dade.
teste nematicida realizado em um ensaio utilizaselo- acido 3,4-diidroxibenzoico
contra nematoides da espékleincognitaapresentou mortalidade dosdég 33,3, 47,5,

72,5, 94,2% nas concentracbes de 0,125, 0,25, 0,5 e 1 mgrespectivamente apds
12 horas de incubacéo (SE®al, 2013).

5.4. Ensaio de atividade alelopatica

Nesta etapa do trabalho, objetivou-se avaliar o potencial herbicida ou fitotoxico
dos ésteres sintetizados [@¢ a[7] e do compostfil0] nas concentracdes de 100 e 200
ppm sobre as sementes de pepi@ucUmis sativys corda de viola Ipomoea
grandifolia) e sorgo $orghum bicolox.

Analisando os efeitos dos ésteres sobre a germinacao das sementes de pepino
(Tabela 9 p. 57e Figuras 18e 19, p. 58), verifica-se que em praticamente todos 0s
tratamentos houve aumento da porcentagem de inibicdo com aumento da concentracgao.
Na concentracdo de 200 ppm observa-se que 0os compostos que apresentaram maior
porcentagem de inibicdo em relacdo ao crescimento da raiz forg®j, ¢4] e [5]
inibindo 72,15%, 69,62% e 81,32%, respectivamente, com inibicdo estatisticamente
igual ao herbicida Dual (82,91%) utilizado.LAdopa teve porcentagem de inibicdo de
73,10% e 75,31% nas concentra¢gbes de 100 e 200 ppm respectivamente, apresentando
inibicdo estatisticamente igual ao Dual. Os compodR]s [6] e [7] também
apresentaram porcentagem de inibicdo de 46,20%, 38,29% e 60,12% respectivamente
na concentracao de 200 ppm, tendo inibicdo estatisticamente igual ao glifosato que foi
de 48,73% e 39,55% nas concentra¢des de 200 e 100 ppm sendo também igual ao Dual
com 65,18% na concentracao de 100 ppm.

Em relacdo ao crescimento do caule observa-se que quase todos os resultados

nao apresentaram variagcdo significativa nas diferentes concentracdes testadas, tendo
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porcentagem de inibicdo estatisticamente igual aos herbicidas Dual e Glifosato
utilizados.

Tabela 9: Efeito dos ésteres sobre o crescimento das raizes e caules das sementes de
pepino.

Tratamentos Conc. Crespimento . % Crescimento . %
(ppm) Raiz (cm) inibicado* Caule (cm) inibicao*
H.O - 3,16a+ 0,35 0 3,08a+£0,04 0
Controle ’ 3,06a = 0,28 0 3,64a+ 0,27 0
Dual 100 1,1d%0,21 65,18 0,68c + 0,38 81,31
200 0,54d £ 0,01 82,91 0,54c¢ + 0,04 85,16
Glifosato 100 1,62bc +£0,10 39,55 1,36b + 0,22 62,63
200 1,91b + 0,24 48,73 1,37b £ 0,09 62,36
2 100 1,57b £ 0,27 50,31 1,53b + 0,28 57,96
200 0,88d £ 0,21 72,15 1,14bc + 0,23 68,68
3 100 2,89a+0,31 8,54 1,90b + 0,20 47,80
200 1,70b £ 0,30 46,20 1,81b + 0,27 50,27
4 100 1,81b + 0,26 42,72 2,0:ab+ 0,18 43,68
200 0,96d + 0,08 69,62 1,40bc + 0,04 61,53
5 100 2,85a+0,24 9,81 1,65b + 0,22 54,94
200 0,59d + 0,30 81,32 1,13bct 0,23 68,95
6 100 2,48a + 0,05 21,51 1,57b + 0,21 56,86
200 1,95bc +0,33 38,29 1,46b £ 0,16 57,80
7 100 3,17a+£0,26 -0,31 1,76b + 0,22 51,64
200 1,26b £ 0,14 60,12 0,64c £ 0,40 82,41
10 100 2,76a £ 0,29 12,65 1,32b + 0,26 63,73
200 2,62a £ 0,01 17,08 1,50b £ 0,23 58,79
L-dopa 100 0,85d £ 0,23 73,10 0,91bc + 0,29 75,00

200 0,78d £0,11 75,31 1,43b + 0,41 60,71

* médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si, ao nivel de S%bdbilpade pelo teste de
Tukey, em relagéo ao controle [solugdo aquosa de DMSO 0,3%, HCI I'ri8l gotas) (v/v)].
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*A=4gua, C=controle [solucdo aquosa de DMSO 0,3%, HCl 1 mbl( I3 gotas) (v/v)], D=Dual,
G=¢lifosato, 2,3,4,5,6,7,10=compostos, UDdopa.

Figura 18: Efeito dos ésteres sobre o crescimento das raizes das sementes de pepino.

4.0

Crescimento do Caule (cm)

100 ppm I 200 ppm

*A=4gua, C=controle [solucdo aquosa de DMSO 0,3%, HCI 1 mbl( 13 gotas) (v/v)], D=Dual,
G=glifosato, 2,3,4,5,6,7,10=compostos, LIDdopa.

Figura 19: Efeito dos ésteres sobre o crescimento dos caules das sementes de pepino.

Na Tabela 10(p. 59)e Figuras 20e 21 (p.60), estdo listados os resultados do
teste herbicida utilizando a semente de sorgo. Observa-se que n&o houve variagao entre
as concentragdes de 100 e 200 ppm testadas em relagdo ao crescimento da raiz. Todos

0s tratamentos apresentaram resultados positivos, sendo estatisticamente iguais aos
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controles negativos Dual e Glifosato, porém, diferentes dos controles positivos

utilizados. J& em relacdo ao crescimento do caule pode-se dizer com exce¢do do
compostd?2] que todos os tratamentos apresentaram porcentagem de inibicdo em ambas
concentracdes sendo estatisticamente iguais aos herbicidas Dual e glifosato, diferindo-se

do controle positivo.

Tabela 10: Efeito dos ésteres sobre o crescimento das raizes e caules das sementes de
sorgo.

Tratamentos Conc. Crespimento N % Crescimento . %
~ (ppm) Raiz (cm) inibicao* Caule (cm) inibicao*

H,0O - 1,0a+0,07 0 1,08a + 0,15 0
Controle | 1,11a + 0,14 0 1,06a + 0,07 1,85
Dual 100 0,28b + 0,05 74,77 0,30c + 0,05 71,69
200 0,26b + 0,08 76,57 0,34c+ 0,08 67,92
Glifosato 100 0,30b £ 0,05 72,97 0,48bc + 0,05 54,71
200 0,34b +0,02 69,36 0,40c £ 0,02 62.26
2 100 0,33b £ 0,10 70,27 0,82ab+ 0,19 22.64
200 0,41b + 0,09 63,06 0,83ab+ 0,16 21,69
3 100 0,31b +0,10 72,07 0,51bc + 0,08 51,88
200 0,53b +0,11 52,25 0,66b + 0,03 37,73
4 100 0,33b+ 0,02 70,27 0,42bc + 0,06 60,37
200 0,25b+ 0,03 77,47 0,35c + 0,03 66,98
5 100 0,28b+ 0,04 74,77 0,36¢ + 0,02 66,03
200 0,24b+ 0,02 78,37 0,31c+ 0,06 70,75
6 100 0,26b+ 0,05 76,57 0,42c £ 0,10 60,37
200 0,23b+ 0,06 79,27 0,33c £ 0,02 68,86
- 100 0,30b+ 0,05 72,97 0,40c+ 0,07 62,26
200 0,23b+ 0,04 79,27 0,34c + 0,07 67,92
10 100 0,25b+ 0,04 77,47 0,38c + 0,10 64,15
200 0,24b+ 0,04 78,37 0,47bc +0,12 55,66
L-dopa 100 0,22b+ 0,06 80,18 0,32c +0,04 69,81

200 0,26b+ 0,02 76,57 0,31c + 0,07 70,75

* médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si, ao nivel de S5%bdbildade pelo teste de
Tukey, em relacéo ao controle [solucdo aquosa de DMSO 0,3%, HCI I'ra8! gotas) (v/V)].
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Crescimento da Raiz (cm)

100 ppm [ 200 ppm

*A=4gua, C=controle [solucdo aquosa de DMSO 0,3%, HCl 1 mbl( I3 gotas) (v/v)], D=Dual,
G=¢lifosato, 2,3,4,5,6,7,10=compostos, UDdopa.

Figura 20: Efeito dos ésteres sobre o crescimento das raizes das sementes de sorgo.

Crescimento do Caule (cm)

100 ppm I 200 ppm

*A=4gua, C=controle [solucdo aquosa de DMSO 0,3%, HCI 1 mbl( 13 gotas) (v/v)], D=Dual,
G=glifosato, 2,3,4,5,6,7,10=compostos, LIDdopa.

Figura 21: Efeito dos ésteres sobre o crescimento dos caules das sementes de sorgo.

Os resultados obtidos com o0s bioensaios de corda de viola estdo listados na
Tabela 11(p. 61)e Figuras 22e 23(p.62). Foi observado que houve uma diferenca

estatistica entre a agua e o controle (agua, DMSO e HCI) utilizados. Neste caso, a
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porcentagem de inibigao foi calculada em relagcdo ao controle. O melhor resultado para
esta planta em relagdo ao crescimento da raiz foi atribuiddopa que apresentou

inibicdo de 24,44% e 42,22% nas concentracdes de 100 e 200 ppm, respectivamente.
Em relacdo aos demais compostos nenhum apresentou inibicdo satisfatoria, pois, nao
diferiram estatisticamente do controle. Os resultados em relacdo desenvolvimento do
caule também n&o foram promissores, pois, todos o0s tratamentos analisados nédo

deferiram estatisticamente dos controles.

Tabela 11: Efeito dos ésteres sobre o crescimento das raizes e caules das sementes de
corda de viola.

Tratamentos Conct. Crespimento . % Crescimento . %
~ (ppm) Raiz (cm) inibicao* Caule (cm) inibicao*
H.O - 1,93a+0,14 0 7,22a+ 0,09 0

Controle ) 1,35b £ 0,08 30,05 6,9&b+ 0,26 3,32
Duol 100 1,01cd + 0,05 25,18 4,01c+£0,15 42,55
200 0,88d+ 0,03 34,81 3,83c+0,25 45,12

Glifosato 100 1,34b + 0,03 0,74 6,8&b+ 0,21 1,43
200 1,11bcd £ 0,03 17,77 3,75c+0,36 46,27

5 100 1,39b + 0,06 -2,96 6,56ab+ 0,30 6,02
200 1,33bc £ 0,01 1,48 6,37b £ 0,15 8,73

3 100 1,81a + 0,02 -34,07 6,72ab+ 0,25 3,72
200 1,37b £ 0,09 -1,48 6,64a + 0,24 4,87

4 100 1,54b + 0,06 -14,07 595b+0,19 14,75
200 1,39b+ 0,09 -2,96 6,090 £0,35 12,75

5 100 1,74ab+ 0,07 -28,88 6,25b +0,18 10,45
200 1,71ab+ 0,05 -26,66 6,20b £0,28 11,17

6 100 1,63b + 0,04 -20,74 585b+0,19 16,18
200 1,70ab+ 0,05 -25,92 578b+0,21 17,20

7 100 1,60b + 0,06 -18,51 6,64ab+ 0,02 4,87
200 1,95a+0,17 -44,44 5990 +£0,77 14,18

10 100 1,51bc + 0,11 -11,85 6,64ab+ 0,17 0,59
200 1,72ab+ 0,07 -26,66 5990 +0,74 14,18

L-dopa 100 1,02bct 0,20 24,44 568b+0,25 18,62
200 0,78c+ 0,23 42,22 542b+0,27 22,34

* médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si, ao nivel de 5%bdbildade pelo teste de
Tukey, em relagéo ao controle [solucdo aquosa de DMSO 0,3%, HCI I'ri8 giotas) (v/v)].
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*A=4gua, C=controle [solucdo aquosa de DMSO 0,3%, HCl 1 mbl( I3 gotas) (v/v)], D=Dual,
G=¢lifosato, 2,3,4,5,6,7,10=compostos, UDbdopa.

Figura 22: Efeito dos ésteres sobre o crescimento das raizes das sementes de corda de
viola.

Crescimento do Caule (cm)

G 2 3 4 5 6 7 10 L

100 ppm I 200 ppm

*A=4gua, C=controle [solucdo aquosa de DMSO 0,3%, HCI 1 mbl( I3 gotas) (v/v)], D=Dual,
G=glifosato, 2,3,4,5,6,7,10=compostos, LIDdopa.

Figura 23: Efeito dos ésteres sobre o crescimento dos caules das sementes de corda de
viola.

Comparando os resultados obtidos com as trés espécies de sementes testadas
pode-se dizer qua L-dopa teve os melhores resultados de porcentagem de inibicéo ou

inibicdo igual aos seus derivados, isso pode estar relacionado a presenca de seu grupo
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acido. Logo, os resultados apresentados indicam que tantio@a quanto seus ésteres
derivados obtiveram atividade herbicida para as sementes de sorgo e de pepino.
Utilizou-se como controle negativo os herbicidas dual e glifosato, sendo estes

disponiveis comercialmente e possuindo atividade conhecida.
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6. CONCLUSOES

Pelo presente trabalho foi possivel isolar a presente nas sementes das espécies de
M. pruriense M. cinerea,e quantificar utilizando HPLC. Os teores obtidos de nos
extratos através da quantificacdo encontram-se dentro da faixa de 4,55 a 33,8%.

Das 18 reacfes de esterificacdo, apenas oito (8) ésteres foram sintetizados, 0s
rendimentos entre 0s compostos apresentou grande variacdo (19 a 95%), onde apenas o
éster §)-2-amino-3-(3,4-diidroxifenil)propanoato de 2-nitrofen[B] é inédito. Ja as
reacdes dd.-dopa com os compostos, 4-nitrofenol, 2,4-diclorobenzil, 2-aminobenzil,
2,2,2-trifluoroetanol, F4-nitrofenil)furfuril, 1,3,5-benzenotriol, dodecanol e propargil
nao formaam os produtos esperados. A reacdo lddopa com o alcool 3,4-
dimetoxibenzilico deu origem a um produto secundario, 2,3,7,8,12,13-hexametoxi-
10,15-diidro-5h-tribenzo[a,d,g][9]annulef0].

O melhor resultado obtido com o ensaio nematicida, realizado com os extratos
com porcentagem de mortalidade dos J2 de 28,52%, é referente a akhb4trza
concentracdo de 200 ppm. O ensaio nematicida, realizado com os ésteres sintetizados de
[2] a[7] e a L-dopa, demostram que os compostd®], [3], [4] e [7] apresentaram
atividade nematicida significativa na concentracdo de 200 ppm. Nos dois ensaios
realizados nota-se uma atividade de mortalidade relevante para a, superior a 46%.

Com os ensaios fitotoxicos, realizados utilizando as sementes de pepino, sorgo
e corda de viola indicaram que tantd_-@lopa, quanto seus derivados, apresentaram
atividade herbicida, para as sementes de sorgo e pepino. No ensaio com as sementes de
pepino os melhores resultados de inibicdo da raiz das plantas foram dos cof2postos
[5] e [7] com inibicdo igual ou superior a 60% bem como para o compjseal-
dopa, que teve inibicdo igual ao Dual. Em relacdo a parte aérea das plantas, o composto
gue melhor apresentou inibicédo fo[&], tendoatividade igual ao herbicida Dual. Ja os
compostog?2], [4], [5], [7], [8] e L-dopa apresentaram inibi¢&o igual ou superior a 60%.

Para os bioensaios com as sementes de sorgo todos 0s compostos apresentaram
inibicdo do crescimento da raiz e caule comparado aos herbicidas Dual e glifosato,
exceto o compostfl]. No ensaio com as sementes de corda de viola o Unico que
apresentou resultado consideravel de inibicdo do crescimento da raizdopa.

Os resultados obtidos neste trabalho incentivam o desenvolvimento da pesquisa
com produtos naturais e semissintese na obtencdo de compostos mais ativos

contribuindo assim em diferentes areas, pois nos dois ensaios realizados, nematicida e
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herbicida os resultados obtidos foram satisfatérios para alguns compostatpa e
seus ésteres podem ser empregados no manejo de nematoides e plantas daninhas.
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