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RESUMO

Avaliou-se a atividade alomonal herbicida dos principais compostos presentes no
feromonio de trilha utilizados por grande parte das espécies de formigas cortadeiras.
Estes sdo o 4-metilpirrol-2-carboxilato de metila (1) e a 3-etil-2,5-dimetilpirazina (2).
Além destes, o &cido pirazino-2-carboxilico também foi avaliado, por poder
apresentar alguma semelhanca com um derivado menos volatil originario de uma
biotransformacdo do composto (2) na glandula de veneno das formigas cortadeiras.
O estudo desta atividade herbicida foi feito em comparacdo com os herbicidas

comerciais alaclor, atrazina e acido 2,4-diclorofenoxiacético.

Somente o pirrol (1) foi sintetizado. Os outros compostos utilizados nos ensaios
biol6gicos foram adquiridos comercialmente. O pirrol (1) foi conseguido a partir da
abordagem sintética descrita por Barton (1990), associando esta metodologia ao

estudo desenvolvido por Bhattacharya e colaboradores (2006).

Os resultados apresentados apontam uma atividade herbicida dos compostos
testados nos ensaios biolégicos inibindo o crescimento de pepino e grama. Este fato
suporta a possibilidade de que algum composto presente no feromonio de trilha
possua uma dupla funcdo. Além de agir como feromoénio na orientacdo das formigas,
apresenta um carater herbicida impedindo o crescimento de plantas na area de
atuacao do feromonio. Esta dupla fungdo dos compostos implicaria em economia de
tempo e energia para a colonia, reforgando o grande sucesso evolutivo das formigas

dos géneros Atta e Acromyrmex.
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1 — INTRODUCAO
1.1 — Comunicacao Quimica

O empenho na busca pela compreensao dos aspectos que determinam a forma de
comunicagao entre os varios tipos de organismo e a identificagdo das substancias
que estdo envolvidas neste processo, desde a estrutura dos compostos até o
caminho biossintético para a producédo destes, sdo o foco de estudo da Ecologia
Quimica. Este € um ramo da ciéncia que vem se desenvolvendo consideravelmente
desde os anos 70. A palavra ecologia foi definida por Ernst Haeckel como a ciéncia
que estuda interagdes entre 0os organismos e entre organismos e o ambiente em que
estes estdo presentes (EICHLER, 2005). Assim, a ecologia quimica estuda as
substancias mediadoras das interagdes de carater intra e interespecificas entre os
organismos (STILING e SIMBERLOFF, 1998). Apesar das pesquisas nesta area
estarem constantemente em evolugao, ainda ha muito para ser descoberto nestas

interacoes.

Além do conhecimento de como os insetos interagem com o meio em que vivem, a
importancia do estudo dos compostos quimicos envolvidos neste tipo de
comunicagdo também contribui no controle populacional de insetos praga,
causadores de grande prejuizo a agricultura. As pesquisas em ecologia quimica
disponibilizam inovagdes tecnologicas que trazem vantagens sobre os meios
tradicionais, tais como: o aumento de produtividade, a redugdo nos custos de
producado, assim como a diminuigdo de poluentes agroquimicos langados ao meio
ambiente. Desta forma, as aplicagdes das descobertas nesta area vém se
destacando como um componente potencial no manejo integrado para um grande
numero de espécies-praga de importdncia econbmica, trazendo grandes

contribuigbes para a sociedade.

Os animais utilizam varios meios de interacdo e comunicagdo, como sinais
visuais, acusticos, tateis ou quimicos que podem estar atuando isoladamente ou
ndo. A forma com que cada um destes sinais € utilizado difere entre as espécies
e esta relacionada com a interacdo desta com seu meio ambiente (PAYNE e
BIRCH,1986 apud FERREIRA; CORREA; VIEIRA, 2001). Mesmo que todos
estes sinais apresentem alguma contribuicdo na comunicagédo de certas

espécies, os insetos sdo os que mais dependem da comunicagao olfativa, ou seja,
12



dos sinais quimicos, para desempenhar suas atividades comportamentais e

consequentemente a sobrevivéncia da espécie (BIRCH e HAYNES, 1982).

Os insetos desenvolveram uma comunicacdo quimica caracteristica utilizada para a
transferéncia de informagdes através de odores entre individuos da mesma espécie
ou de espécies diferentes. De um modo geral, esta comunicagado ocorre a partir da
emissado de substancias quimicas produzidas por um individuo e detectadas por
outro individuo por meio dos 6Orgaos receptores localizados principalmente nas
antenas. Estas informacbes desencadeiam comportamentos necessarios para a
sobrevivéncia dos insetos, tais como: agressividade, defesa, acasalamento, escolha
de locais de oviposi¢ao, localizagdo de presas, organizagao das atividades sociais e
outros tipos de comportamento (VILELA e DELLA LUCIA, 1987).

As substancias quimicas envolvidas na comunicagdo entre 0s organismos, s&o
denominadas semioquimicos, que significa "sinais quimicos". A palavra € derivada
do grego semeion que diz respeito a marca ou sinal, (NORDLUND e LEWIS, 1976).
Em 1971 LAW e REGNIER utilizaram este termo para definir as substancias
quimicas que mediam interagdes entre organismos. Alguns autores utilizam o termo
infoquimico para fazer mencédo a esta classe de substancias (DICKE e SABELIS
1988). Segundo estes autores os semioquimicos abrangem, além das substancias
quimicas envolvidas no fornecimento de informagéo, as toxinas e nutrientes. Esta
nomenclatura ainda ndo esta bem consolidada e nesta monografia o termo escolhido

para abordar esta classe de compostos foi semioquimicos.

Os semioquimicos sao divididos em aleloquimicos (do grego allelon, de um para
outro, relacdo reciproca) quando estas interagbes sdo interespecificas, e em
feroménios (do grego phereum, carregar; e hormon, estimulado ou excitado) quando
sdo intraespecificas (HARBORNE, 1989). Os feroménios e aleloquimicos sé&o
classificados, Fig. 1, de acordo com o tipo de mudanga comportamental ou
fisiologica que provocam (NORDLUND e LEWIS, 1981).

13



SEMIOQUIMICOS
Feromonios |€—— intraespecifica ——

interespecifica ———pp Aleloguimicos

Preparador
(atuam de forma de acordo com o Desencadeador Cairomin) conforme o T
prolongada na fisiologia |4———— tipo de comportamento ——J»| (provocam mudanca imediata a :".';?1':“ o 4— beneficio (+) e custo (-) —p AI?T‘("}““
i 4 (-

e desenvolvimento provocado de comportamenta) na interacdo

dos insetos)
IE— A 3,
gregagao Sinomdnios
(+) (+)
— Territorio

T

Figura 1 - Classificagdo dos semioquimicos de acordo com o comportamento indicado. Os
sinais (+) e (-) significam beneficio e custo na interagao, respectivamente. O primeiro sinal
refere-se ao organismo emissor enquanto o segundo ao receptor.

Os aleloquimicos desempenham um papel essencial em todas as comunidades na
interagdo entre organismos pertencentes a diferentes niveis troficos. Sendo que as
relagdes aleloquimicas dentro destes niveis serdo estabelecidas de acordo com o
beneficio ou custo que os individuos terdo nesta interacdo (VILELA e DELLA LUCIA,
2003). Assim, a classe de semioquimicos que intercede as interagdes

interespecificas é dividida em cairoménios, alomodnios e sinoménios.

As substancias denominadas cairoménios sao semioquimicos relacionados a
biologia do organismo emissor que, quando em contato com um individuo de outra
espécie, o organismo receptor, desencadeara uma resposta adaptativamente
favoravel ao receptor, e que ndo beneficia o organismo emissor (VILELA e DELLA
LUCIA, 2003). Os cairoménios, muitas vezes, aparecem mediando as relagdes ente
parasitoides e hospedeiros. Um exemplo comum s&o os hidrocarbonetos produzidos
pelas glandulas mandibulares da praga do algodao Heliothis virescens (lagarta-da-
macé), que acabam atraindo seu inimigo natural, o parasitéide Cardiochiles nigriceps
(BATISTA-PEREIRA apud CORREA e VIEIRA, 2007).

J& os aloménios sao semioquimicos que desencadeardao uma mudanga

comportamental ou resposta fisiolégica que nao é favoravel ao organismo receptor,
14



mas beneficia o emissor (VILELA e DELLA LUCIA, 2003). Os aloménios sdo usados
pelos artropodes como substancias de defesa. Alguns exemplos de organismos que
usam estes compostos sdo: as operarias das formigas da espécie Formica que
produzem substancias repelentes a animais intrusos (FERREIRA e ZARBIN, 1998).
As flores de Dracula chestertonii emitem aroma semelhante ao de cogumelos e
desta forma atraem moscas-fémeas (moscas de fungos), as quais normalmente
ovipositam nos recipientes nutritivos desses fungos que sao fonte de alimento para
as futuras larvas. Ao visitar as flores de D. chestertonii, as moscas agem como
polinizadoras, porém as larvas ao eclodirem, morrem por escassez de alimento
(BATISTA-PEREIRA apud CORREA e VIEIRA, 2007).

Os sinoménios sdo semioquimicos que desencadeiam uma mudanga
comportamental ou fisioldgica favoravel tanto para o organismo receptor quanto para
o organismo emissor do sinal (VILELA e DELLA LUCIA, 2003). O exemplo mais
comum sao os odores florais associados aos seus polinizadores. Os volateis florais
favorecem as plantas atraindo os polinizadores e estes também sao beneficiados,

pois além da fonte de alimento encontram parceiros para o acasalamento.
1.1.1 — Acado dos Feroménios e a Percepc¢édo Quimica

No final da década de 1950 as pesquisas arroladas a comunicagdo quimica
alcangaram um maior desenvolvimento. O primeiro feromdnio sexual isolado foi o
Bombicol, um alcool de cadeia longa produzido pela fémea do bicho-da-seda,
Bombyx mori, usado para atrair os machos para o acasalamento. Este composto foi
isolado na Alemanha por Butenandt e colaboradores (KARLSON e BUTENANDT,
1959).

O termo ferombnio foi proposto pela primeira vez por Karlson e Luscher para
designar um grupo de substancias biologicamente ativas que quando sé&o
secretadas por um organismo emissor e recebidas por um organismo receptor, da
mesma espécie, provocam uma mudanga comportamental ou fisiologica bem
definida (KARLSON e LUSCHER, 1959). Assim, cada espécie possui 0 seu proprio
‘codigo” de comunicagdo baseado nas diferengas estruturais dos compostos
quimicos que aparecem mediando as interagdes por meio dos feromdnios. Para os
insetos este € o tipo de comunicagao intra-especifico mais importante do que a viséo
e a audigdo (DELLA LUCIA et al., 1993).
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Os feromébnios, assim como os aleloquimicos, sao liberados em baixissimas
quantidades. Por este motivo os insetos desenvolveram um mecanismo muito
eficiente na percepgdo e decodificagdo das informagdes provenientes destes
compostos. Como existem muitos odores presentes no meio ambiente, este
mecanismo é caracteristico de substancias bioativas (FERREIRA; CORREA;
VIEIRA, 2001). Segundo Vilela e Della Lucia (1987, pag. 19):
Os feromdnios sdo constituidos por substancias multicompostas, que
formam um rastro de odor e que contém um gradiente de concentracéo das
diferentes substancias que o integram; estas substéncias apresentam
distintas volatilidades.
Em virtude da natureza multicomponente dos feroménios (VILELA e DELLA LUCIA,
2003) e da concentracao especifica de cada substancia quimica que os formam, é
possivel que mensagens complexas levando diferentes informag¢des sejam emitidas
ao mesmo tempo. Quando estas sao recebidas, por determinado individuo,
acarretam um comportamento bem especifico, que pode beneficiar o emissor, o

receptor ou aos dois organismos envolvidos na interacao.

Quando os feroménios agem na fisiologia e no desenvolvimento dos individuos
apresentando efeito prolongado, provavelmente envolvendo horménios (WILSON,
1965), sdo chamados de preparadores, Fig. 1. Ja os que atuam diretamente sobre o
sistema nervoso central e liberam uma acdo imediata no comportamento dos
individuos s&o considerados de efeito desencadeador (NORDLUND e LEWIS,
1976). Estes ferombnios podem agir como atraentes sexuais, serem marcadores de
trilhas, propiciarem comportamentos de agregacgao, alarme, dispersao, entre outros,
como é mostrado na Tabela 1(VILELA e DELLA LUCIA, 1987).
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Tabela 1 - Principais ferombnios de acdo desencadeadora e o tipo de modificacido
comportamental que estes influenciam.

Tipo de Feroménio Mudanca comportamental ocasionada

Agregacéao Atraem um elevado numero de individuos.

Produzem um estado de alerta pela aproximagao de algum
Alarme predador natural, desencadeando o comportamento de
defesa na colénia.

Agem dispersando os individuos na presenca de um

Dispersao hospedeiro hostil & colénia.

Sa0 usados para a marcagao e reconhecimento do proprio
Marcacdao de territério  territério de exploragao, garantindo a colénia o alimento e a
defesa.

Demarcam o local onde os ovos foram depositados e
também sao utilizados pelas fémeas para impedir a postura
de outras fémeas, diminuindo a competicao entre larvas por
um recurso limitado.

Oviposicéao

Sao emitidos com a finalidade de reprodugado, uma vez que
Sexuais estes aumentam a probabilidade de sucesso no
acasalamento dos insetos.

Orientam os individuos até a fonte de alimentos e também

Trilha ~ ~ )
sao usados na exploracédo de novas areas.

Quando um semioquimico, apos ser emitido, entra em contato com o organismo
receptor a resposta comportamental ou mudanca fisiolégica que ocorrera esta
fortemente relacionada com a percepcao do inseto a este estimulo. Para um inseto o
processo compreendido entre a percepcdo e a resposta motora envolve varios
processos neurofisiolégicos, que o capacitardo a responder a um odor caracteristico.
Diversos fatores fisiologicos podem agir simultaneamente, determinando a
ocorréncia, a intensidade da producgao e a liberacdo de um dado semioquimico, bem
como a resposta do individuo a estes compostos quimicos. Além disto, a resposta
também é dependente de fatores abidticos, tais como temperatura, umidade, vento e
intensidade da luz entre outros (VILELA e DELLA LUCIA, 2003).

A percepcdo do estimulo quimico nos insetos ocorre nas células receptoras
localizadas dentro de sensilas ou pélos olfativos que se encontram principalmente
nas antenas (VILELA e DELLA LUCIA, 2003). Esta percepgao ocorre inicialmente

com a entrada das moléculas do composto quimico na antena por difusao,
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através dos poros presentes nas sensilas quimiorreceptoras. Posteriormente
ocorre o transporte destas substancias na linfa receptora por meio da interagao
com proteinas odoriferas de ligagdo (POLs), estas as conduzirdo até as
membranas receptoras dos dendritos, que sdo os prolongamentos mais curtos
do neurénio (VOGT e RIDDIFORD apud PAYNE e BIRCH, 1986 apud
FERREIRA; CORREA; VIEIRA, 2001). A membrana receptora dos dendritos
sofre uma despolarizagdo apos entrarem em contato com as moléculas do
composto semioquimico. Assim o estimulo quimico é transformado em estimulo
elétrico. A soma das respostas elétricas provocadas pela ativacdo de varias
células receptoras ao mesmo tempo, gera um potencial elétrico. Este sera
conduzido até a porgcao mediana do cérebro que recebe os nervos das antenas,
chamado de deutocérebro, ocasionando uma resposta comportamental ao
estimulo quimico (MANDAVA, 1982).

1.2 - Aspectos Gerais e Biologicos das Formigas Cortadeiras

As formigas séo insetos eussociais. Os fatores que ocorrem na colénia de formigas

cortadeiras que atribuem esta classificagao sao:

¢ O cuidado e cooperagao entre companheiras de ninho, sendo seus individuos

considerados altruistas;

e Divisdo de tarefas, em que cada casta realiza sua fungcdo e apenas um

numero restrito de individuos é responsavel pela reproducéo;

e A sobreposigcdo de duas ou mais geragdes de adultos dentro de um mesmo
grupo.

Esses insetos estdo presentes em todos os ecossistemas terrestres. Elas se
destacam dentre os mais abundantes e freqluentes organismos nesses locais. A
elevada capacidade adaptativa das formigas, aliada ao alto grau de organizacao
social que estas possuem, as tornam parte dos insetos considerados mais derivados
do planeta (VILELA e DELLA LUCIA, 2003). Segundo Shultz (2000), é provavel que
15 a 20% da biomassa terrestre animal seja de formigas. Sendo que este valor &
ainda maior, em torno de 25%, nas regides tropicais em que estas sdo mais

abundantes.
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Estima-se que existam em torno de 15.000 espécies de formigas no mundo, das
quais aproximadamente 10.000 ja foram descritas e pertencem a familia Formicidae.
Dentro desta, a subfamilia Myrmicinae representa o maior agrupamento, e nela esta
incluida a tribo Attini. Nesta tribo estdo presentes doze géneros de formigas, onde
nos géneros mais derivados, também chamados de attini superiores, estdo inclusas
as formigas cortadeiras. Destas, cerca de cinqlenta espécies sdo dos géneros Atta
conhecidas vulgarmente como sauvas e Acromyrmex conhecidas como quenquéns,
Fig. 2., (GRIMALDI e AGOSTI, 2000). Estas formigas sao encontradas
exclusivamente no continente americano, estando distribuidas do sul dos Estados
Unidos até o sul da Argentina (MIKHEYEV; MUELLER; ABBOT, 2006). As formigas
dos géneros Atta e Acromyrmex em fungdo da importancia econémica no Brasil, tém
merecido grande atencdo dos pesquisadores e nelas concentram-se as principais

pesquisas e publicagdes.

As formigas cortadeiras estdo situadas dentro do Reino Animal, Filo Arthropoda,
Classe Insecta. Segundo Thomas (1990), este grupo de insetos, € composto de

cinco géneros, dentro da seguinte posi¢ao sistematica:

e Ordem: Hymenoptera

e Subordem : Apocrita

e Superfamilia : Formicoidea
e Familia: Formicidae

e Sub-familia: Myrmicinae

e Tribo : Attini

e Género: Atta, Acromyrmex, Sericomyrmex, Trachymyrmex e Micoceporus.

FONTE: (a) <http://www.uni-bielefeld.de/biologie/Oekosystembiologie/doc/oeko27 .html>
(b) <http://kudlanky.com/soubory/jiny_hmyz_an.htm>

Figura 2 - (a) Género Atta sp. (sauva) e (b) género Acromyrmex sp. (quenquém).
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As sauvas e quenquéns sao os insetos que causam grandes danos a atividade
agro-pastoril-florestal, sendo que o0s maiores prejuizos ocorrem nas culturas de
eucalipto, pinos e citros. Algumas espécies desfolham, indistintamente, mono e
dicotiledéneas e por este motivo constituem a pior praga das florestas implantadas
(FORTI; CROCOMO; GUASSU, 1987). Estima-se que somente as espécies de Atta
sao responsaveis pelo corte de aproximadamente 15% das folhas produzida nas
florestas tropicais da América (CHERRET, 1986 apud HOLLDOBLER e WILSON,
1990). O desfolhamento de monoculturas gera uma diminuigdo significativa na
produtividade. Uma colénia adulta pode desfolhar uma arvore em menos de 24

horas e consumir até uma tonelada de folhas por ano (WILSON, 1965).

Os ninhos onde vivem as formigas sado conhecidos popularmente por formigueiros.
Eles podem ser formados por uma ou mais camaras, dependendo do género. Estas
camaras sao vulgarmente chamadas de panelas. A formagdo das colbnias de
formigas cortadeiras tem inicio no periodo das chuvas entre os meses de outubro e
novembro. A fémea virgem alada preparada dentro da colbnia, sai do ninho onde
nasceu dando inicio ao voo nupcial para se acasalar (LIMA; DELLA LUCIA; SILVA,
2001). Uma fémea pode se acasalar com até oito machos. A longevidade do macho

€ bastante curta, pois logo apés a cépula, com apenas uma fémea, ele morre.

A fémea, uma vez inseminada, encontra um local propicio para dar inicio a um novo
formigueiro. A nova rainha comega a abrir um tunel perpendicular no solo até uma
profundidade de 8 a 25 cm, onde constréi uma pequena camara. Ao fixar-se, da
inicio ao jardim de fungo por meio de um micélio, que é trazido do seu ninho de
origem, na cavidade infrabucal. A partir de suas reservas energéticas ocorrera a
deposigao dos primeiros ovos. Logo apds, a fémea obstrui o canal de entrada e fica
confinada até o surgimento das primeiras operarias (WILSON, 1985). Chegando a
maturidade estas operarias passam a ter fungées de manutencéo e crescimento da
colénia, cuidado com a prole e forrageamento. A rainha dedicar-se-a exclusivamente
a postura de ovos. Em um periodo de semanas ha um apreciavel aumento no
numero de operarias na colénia (HOLLDOBLER e WILSON, 1990). Este constitui o

primeiro estagio de formagao da col6nia conhecido como estagio de fundacgao.

Posteriormente, inicia-se o estagio ergonémico (HOLLDOBLER e WILSON, 1990).
Neste ocorre o crescimento e desenvolvimento da coldnia, e todo trabalho é
realizado com esta finalidade. Em certo momento a colbnia estabiliza-se
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energeticamente havendo uma relagdo favoravel entre o numero de individuos
adultos e larvas. Com esta estabilizacdo o ultimo estagio € alcancado, o estagio de
reproducdo, onde da-se inicio a reprodugao dos individuos sexuados. Estes sao
preparados recebendo tratamento e alimentagao diferenciada dentro da col6nia. Na
época da revoada estes individuos sairdo para copular e em seguida fundaréo novas

coldnias, encerrando o ciclo de vida daquele formigueiro.

A populagcdo das formigas cortadeiras € dividida em castas permanentes e
temporarias, sendo que nas operarias ha um elevado grau de polimorfismo, as
castas tém tamanhos e atividades diferenciados dentro da colénia. No género
Acromyrmex o polimorfismo € menos acentuado se comparado com o género Atta
(FOWLER et al, 1986).

Rainha (sexuada)

Individuos permanentes Jardineiras (pequenas)

(apteros) iy - . : -
Operarias (estéreis)< Cortadeiras e carregadeiras (médias)

Soldados (grandes)

Fémeas (icas e tanajuras)

Individuos temporarios
(alados) Machos (bitus)

As icas e bitus surgem em formigueiros adultos alguns meses antes da revoada.
Estes individuos sdo maiores que os soldados e as operarias. Os menores
individuos da colbénia sao as operarias jardineiras. Além de dar assisténcia a rainha,
elas limpam os pedacos de folhas e os cortam em fragmentos menores, para
posteriormente serem incorporados e inoculados com o fungo. As operarias
carregadeiras sdo maiores que as jardineiras, e tem como fungédo a localizagao,
corte e transporte de material vegetal para o interior do formigueiro. Na Fig. 3
(HOLLDOBLER e WILSON, 1990) fica evidente a relagdo entre o tamanho da
cabeca e a fungao das operarias na manutencao do jardim de fungo. Os soldados
sao responsaveis pela protecdo, eles sdo os maiores individuos estéries dentro da

colbnia.
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p Cuidam do crescimento do jardim de fungo
Acomodam o fungo no substrato

Preparam o material vegetal para receber o fungo

2* estagio de degradagao dos fragmentos de folhas

1° estagio de degradagéo dos fragmentos de folhas

// Cortam e carregam os fragmentos vegetais

o
3
1

Freqtiéncia

A%
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Largura da cabeca (mm)

Figura 3 - Especializacdo de fungdes relacionadas ao tamanho da cabega das operarias de
Atta sexdens.

Os ninhos de Acromyrmex sao pouco profundos e comumente formados por
milhares de individuos em uma ou duas camaras subterraneas. Algumas espécies
fazem o ninho superficialmente coberto de palha, fragmentos e outros residuos
vegetais, enquanto outras o constroem no subterrédneo. Ja os ninhos de Atta, ou
sauveiros sao construidos no solo e podem ter de dezenas a centenas de camaras
subterraneas, como é representado na Fig. 4. Estas sdo ligadas entre si e com a
superficie do solo por meio de galerias, podendo ocupar muitos metros quadrados e
conter milhdes de individuos (LIMA; DELLA LUCIA; SILVA, 2001).
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FONTE:http://revistagalileu.globo.com/EditoraGlobo/componentes/article/edg_article_print/.html>

Figura 4 - Esquema de um ninho ou formigueiro de Atta sp.: 1) cAmara com larvas e pupas;
2) camaras ou panelas; 3) camara com soldados; 4) cAmara com lixo 5) cAmara com rainha.

Dentro das panelas as formigas cultivam o fungo, “panela de fungo”, que é a
principal fonte de alimentagcao da colbnia, abrigando também ovos, larva e pupas.
Existem outras panelas onde as formigas depositam todos os residuos do cultivo do

fungo e os individuos mortos, sendo denominas de “panela de lixo” (WILSON,1985).

Uma caracteristica para a identificacdo de um sauveiro € um monte de terra solta
aparente, também conhecido como murundu, localizado na superficie do solo, que é
formado pelo acumulo de terra que as formigas retiram das camaras do subsolo
(LIMA; DELLA LUCIA; SILVA, 2001). Sobre e fora do monte de terra solta, sdo
encontrados orificios denominados olheiros, onde podem ou nao ser observadas as
sauvas em atividade. O numero e o formato dos montes de terra solta, o formato dos
olheiros, que podem abrir-se diretamente na superficie do solo ou aparentar um
funil, facilitam a identificagdo de algumas espécies de sauvas. No Brasil s&o
conhecidas e catalogadas 13 espécies de sauvas e 28 espécies de quenquéns. Na

Figura 5, se pode observar a vista externa dos formigueiros de Atta e Acromyrmex.
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Fonte: <http://www.todafruta.com.br/todafruta/mostra_conteudo.asp?conteudo=12511>.

Figura 5 - Vista externa do formigueiro: a) Atta sp. b). Acromyrmex sp.

Outras diferengas entre os géneros Atta e Acromyrmex sdo o tamanho médio das
formigas, o numero de pares de espinhos dorsais no térax que elas apresentam e o
numero de rainhas dentro da colénia. As operarias do género Acromyrmex possuem
de quatro ou cinco pares de espinhos (Fig. 6.a), sdo geralmente menores medindo
de 8 a 10 mm e suas colbnias podem ser poliginicas. Ja as operarias género Atta
possuem trés pares de espinhos dorsais no térax (Fig. 6.b), medem de 12 a 15 mm
e suas colénias s&o monoginicas (LIMA; DELLA LUCIA; SILVA, 2001).

Fonte: Longino (2004).
Figura 6 - Vista lateral do corpo de (a) Acromyrmex e (b) Atta.

Normalmente as formigas cortadeiras sao ativas a noite, porém em areas
sombreadas, como as florestas, as atividades de corte e carregamento de folhas,
Fig. 7, podem ocorrer durante o dia (ANJOS; MOREIRA; DELLA LUCIA apud DELLA
LUCIA,1993).
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Fonte: <http://www.uni-bielefeld.de/biologie/Oekosystembiologie/doc/oeko27.html>.

Figura 7 - Forrageamento (atividade de corte e carregamento de folhas) de formigas
cortadeiras.

A maioria das espécies de formigas cortadeiras faz trilhas externas que s&o
marcadas com substancias quimicas, feroménio de trilha, produzidas pelas préprias
formigas servindo para orientar as demais operarias até a fonte de alimento e no

retorno ao ninho.

Durante muito tempo pensou-se que o material vegetal cortado e carregado para o
interior das coldnias subterraneas fosse consumido diretamente como alimento
pelas formigas cortadeiras, o que nao acontece. Escavando-se um formigueiro,
encontra-se em suas camaras subterraneas uma massa esponjosa de cor branco-
acinzentada, constituida pelo material vegetal que as formigas carregam para o
interior de seus ninhos cortado em minusculos pedagos e por um fungo, da espécie
Leucocoprinus gongylophorus, que se desenvolve nutrido pelos vegetais picados
caracterizando uma relagdo simbidntica. No interior do ninho, as operarias
jardineiras cortam os pedacgos de folhas em pedagos menores e depois “lambem”
estes pedacgos visando eliminar microrganismos indesejaveis. Os fragmentos de
folha, apds a limpeza, sdo inoculados com o fungo e incorporados ao jardim ou
“esponja” de fungo (LIMA; DELLA LUCIA; SILVA, 2001).

Porém o fungo ndo € a unica fonte de alimento das formigas, as operarias adultas
alimentam-se principalmente da seiva liberada durante o forrageamento. A dieta
destes individuos é apenas suplementada pelo fungo (ROCKWOOD e HUBBEL,

1987). A alimentagao das larvas é baseada somente no fungo cultivado. A dieta da
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rainha é constituida de ovos especificos postos por operarias em certos intervalos
de tempo (QUINLAN e CHERRETT, 1979 apud HOLLDOBLER e WILSON, 1990).

O fungo cultivado pelos individuos da tribo attini & proveniente de diferentes
substratos, como: folhas verdes ou secas, flores, frutos, fezes e insetos mortos.
Entretanto somente nos géneros Atta e Acromyrmex € que este cultivo ocorre
unicamente a partir de folhas frescas (HOLLDOBLER e WILSON, 1990). Alguns
estudos minuciosos sobre os fungos cultivados pelas formigas cortadeiras,
especialmente as do género Acromyrmex, relatam que tal fungo necessita de
substrato de origem vegetal para o seu desenvolvimento, sendo a celulose a

principal fonte de carbono para o meio.
1.3 - Feromodnios de Trilha de Formigas Cortadeiras

As formigas se comunicam através de sinais tateis e quimicos, e todas as espécies
sao capazes de usar a comunicacdo quimica, com a finalidade de fornecer
informacdes adicionais através do olfato. A comunicacido quimica através dos
feromoénios € a principal forma de integracdo da colonia de insetos sociais
(YAMAGATA et al, 2005). Eles sao utilizados para uma diversidade de fungdes, tais
como: identificagdo dos membros da coldnia e sua casta, orientagdo e recrutamento
para exploragcao de fontes de alimento, regularizagdo da reprodugdo, alarme dos
membros sobre alguma situacdo de perigo e identificacdo do estagio de vida da
prole (VILELA e DELLA LUCIA, 2001).

O feroménio de trilha € uma mistura de substancias depositada sobre uma superficie
por um primeiro individuo e detectada por outros individuos da mesma espécie
(VILELA e DELLA LUCIA, 2001). Estas substancias sao utilizadas pelos insetos
sociais para orientar outros insetos pertencentes a mesma colénia na dire¢ao da
fonte de alimento, de novos sitios de moradia, no retorno ao ninho ou para
exploracéo de novas areas (ATTYGALLE e MORGAN, 1985).

A primeira proposta de que a trilha das formigas era marcada por meio de
substancia de odor foi indicada em 1770 por Chales Bonnet, que passando o dedo
varias vezes sobre o0 mesmo ponto de uma trilha, fez com que as formigas se
desorientassem por alguns instantes (VILELA e DELLA LUCIA, 2001).
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A eficiéncia na busca e exploragdo de novas fontes de substrato decorre da
utilizacao do feromédnio de trilha pelas formigas. As formigas cortadeiras recrutam os
membros da colénia para fonte de material vegetal depositando o feroménio de trilha
no caminho de volta para o ninho. O depdsito de pequenas quantidades, na faixa de
picogramas, leva ao recrutamento de um grupo massivo de formigas e desencadeia
o comportamento de seguir a trilha e coletar o substrato vegetal (MOSER apud
KLEINEIDAM et al, 2005).

As formigas exibem o comportamento de seguir trilha marcada quimicamente,
movendo-se através do vapor criado pela difusdo do feroménio no ar. As trilhas sao
duraveis, estaveis e facilmente detectadas pelas formigas, uma vez que quando as
operarias retornam ao longo da trilha adicionam uma nova quantidade de feromdnio
a ela para que este persista até que o alimento acabe. As trilhas de formigas do
género Atta podem perdurar por meses, sendo a deposig¢do do feromdnio constante
(VILELA e DELLA LUCIA, 2003). A qualidade e quantidade do alimento encontrado
s&o informadas através das trilhas formadas pelas forrageiras (SCHWEITZER et al,
1997). As formigas detectam a trilha movimentando suas antenas de um lado para
outro (caminho em ziguezague), testando as moléculas do odor. O beneficio deste
movimento € evitar a exposicdo constante a mesma concentragcdo de substancias
quimicas. Desta forma a habituagcdo ao feroménio € evitada. Essa capacidade de
orientagdo através de um gradiente de concentragdo € chamada de quimiotropotaxia
(WILSON apud VILELA e DELLA LUCIA, 2001).

Os feroménios de trilha de formigas geralmente sdo constituidos de multiplos
compostos. Provavelmente, cada espécie produz alguma substancia quimica, em
proporcdes bem definidas, em adicdo ao odor basico da substancia de trilha que
atraira somente os membros da sua propria espécie (MOSER, apud KLEINEIDAM
et al, 2005). No final da década de 60, os cientistas Moser e Silverstein descobriram
que o feroménio de trilha de Atta texana era composto por, no minimo, duas fragoes,
uma muito volatii e outra menos volatil. Estudos posteriores identificaram dois
compostos volateis presentes nos feromdnios de trilhas de formigas cortadeiras das
espécies Atta e Acromyrmex , que sao: 4-metilpirrol-2-carboxilato de metila (1) e a
3-etil-2,5-dimetilpirazina (2) produzidos na glandula de veneno (TUMLINSON et al,

1971), Fig. 8. A grande maioria da formigas cortadeiras tém estes dois compostos
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presentes no feromdnio de trilha. A proporcdo de cada composto varia de acordo

com as espécies, assim uma pode evitar a trilha de outra (CROSS et al, 1979).

Ho0 HsCo _N
’
HaC
)/ ’ SN CH,

(1) (2)

HaC

Figura 8 - 4-Metilpirrol-2-carboxilato de metila (1) e 3-etil-2,5-dimetilpirazina (2).

Apenas uma operaria pode ser responsavel pelo recrutamento de um grande
numero de operarias para o forrageamento. Jaffé e Howse (1979) relacionaram as
principais caracteristicas para o recrutamento em massa das cortadeiras nas

espécies de Atta e Acromyrmex:

e O recrutamento é induzido e regulado unicamente por sinais quimicos,

que é o feromébnio de trilha;

e A quantidade de substéncia quimica depositada na trilha regulara o

numero de operarias que deixam o ninho para o forrageamento;

e O feroménio de trilha orienta as operarias até a fonte do substrato para o

cultivo do fungo, bem como o retorno ao ninho;

e O feromobnio de trilha é constituido de uma mistura de compostos volateis
e, por isto, é preciso que este seja permanentemente reforgado sobre a
trilha.

Contudo as operarias ndo se orientam unicamente pelas marcas quimicas, mas
também baseiam-se em outras informacées como estimulos visuais, marcas fisicas,
posicao do sol e outros fatores espaciais quando se deparam com deterioragao ou
destruicdo da trilha quimica, quando se perdem ou mesmo durante a formagao da
trilha (LIMA; DELLA LUCIA; SILVA, 2001). Estas evidéncias indicam que as trilhas
quimicas nao possuem polaridade. Assim no constante processo de orientagao as
formigas-cortadeiras também se baseiam em outras informacdes. Porém
primeiramente elas se valem da presenga da trilha quimica (VILELA e DELLA
LUCIA, 2003).
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1.4 - Atividade Alomonal Herbicida do Feromonio de Trilha

As trilhas de formigas cortadeiras dos géneros Atta e Acromyrmex tém como
peculiaridade o fato de serem livres de vegetacdo, e permanecerem assim por
meses ou anos (HOWARD, 2001), Fig. 9. As trilhas s&o limpas para facilitar a
locomogéao das formigas, uma vez que qualquer empecilho que esteja presente nela
reduz a eficiéncia no forrageamento. As trilhas sdo construidas e expandidas de

acordo com o tamanho e o nivel de atividade da col6nia.

Figura 9 - Trilhas de formiga cortadeira no campo.

Esta observagéo sugere o questionamento de algumas hipéteses. Uma delas € que
algum componente pode estar atuando como herbicida. Este pode ser um produto
nao volatil e ainda nao identificado, presente no feromonio de trilha. Também pode-
se sugerir a existéncia de metabodlitos que possam ser produzidos dentro da
glandula de veneno proveniente do metabolismo das formigas. A oxidagdo dos
compostos feromonais pode ser citada como exemplo. Tais substancias excretadas
poderiam apresentar atividade herbicida e estariam sendo depositados juntamente
com o feroménio de trilha. A dificuldade encontrada na identificacdo destas
substancias até o momento, é justificada pelo fato destas ndo serem volateis nas

condi¢gdes usadas normalmente para analise. Uma vez que os métodos tradicionais
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de analise de metabdlitos utilizam a cromatografia gasosa acoplada a espectrémetro
de massa (CG-EM), a volatiidade dos componentes do feroménio e demais
compostos analisados é primordial para que se tenha sucesso na caracterizagao

através desta técnica analitica.

Uma outra possibilidade seria o fato das formigas estarem constantemente
realizando a limpeza mecanica da trilha. Assim o crescimento de qualquer tipo de
vegetacdo nesta area é impedido. Em 2001 Howard desenvolveu um detalhado
trabalho sobre o custo de manutencéao e limpeza de trilhas ativas em colénia de Atta
columbica. Neste estudo fica evidente que a confecgao das trilhas representa um
grande investimento de tempo e energia para a colénia. O autor relata a existéncia
de um grupo de formigas dentro da col6nia cuja fungcéo é especificamente a limpeza
e manutencdo das trilhas. Estes individuos teriam um tamanho intermediario entre

as carregadeiras e os soldados, constituindo cerca e de 4 a 5 % da populagao.

Por ultimo, pode haver a possibilidade de algum dos componentes do feroménio de
trilha possuir dupla fungcdo. Além de sua atividade feromonal comprovada, pode agir
também como alomoénio, demonstrando atividade herbicida. Desta forma a
germinagao e rebrota de vegetagao presente na area de acéo do feroménio seria
impedida. E em uma averiguacdo minuciosa desta hipétese que este trabalho foi

baseado.

A busca pela descoberta de novos herbicida, menos téxicos ao meio ambiente, vem
crescendo consideravelmente. Neste contexto o aminoacido histidina, por ser de
suma importancia para o desenvolvimento de plantas, chama a atencdo de muitos
pesquisadores. Ele esta presente em animais, que o obtém através da alimentagéo.
Entretanto apenas vegetais o biossintetizam. Schweitzer e colaboradores (2002)
apontaram alguns compostos heterociclicos pirrélicos como inibidores da enzima
imidazol glicerol fosfato desidratase (IGPD), que é essencial no caminho biosintético
da histidina. Como pode ser observado na Fig. 10, os inibidores da enzima IGPD
apresentam grande semelhanga estrutural com o 4-metilpirrol-2-carboxilato de

metila, composto presente no feroménio de trilha de formigas cortadeiras.
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Figura 10 - Compostos pirrélicos inibidores da enzima IGPD.

Na literatura também se encontram relatos de alguns compostos derivados do acido
Em 1999 Dolezal e

colaboradores testaram a inibigdo fotossintética em espinafre usando pirazinas ftri

pirazinocarboxilico que possuem atividades herbicidas.

substituidas nas posi¢des 2, 3 e 5. os efeitos foram comparados com a atividade
biolégica da atrazina (20), um conhecido herbicida comercial muito eficaz. Os
resultados mostraram que o composto N-(2-hidroxi-5-cloro)fenil-6-cloropirazino-2-
carboxiamida (21), Fig. 11, que € um derivado do acido 6-cloro-2-pirazinocarboxilico,
na concentracédo de 8 umol/L é tao ativo quanto a atrazina (20) em concentragao oito

vezes menor.

Cl
CaoHs CH(CH3),
HIL N ILH i
N e
| | ’
N\(N N
Cl
(20) (21)
Figura 11 - Estruturas do herbicida comercial atrazina (20) e do

N-(2-hidroxi-5-cloro)fenil-6-cloropirazino-2-carboxiamida (21), inibidor fotossintético derivado

de pirazina.
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Estas ocorréncias deram base ao estudo mais detalhado da possibilidade do
feromonio de trilha possuir uma dupla fungdo. O fato deste ter alguma atividade
herbicida implicaria em economia de tempo e energia na limpeza da trilha. O que
reforga as afirmagdes sobre o grande sucesso evolutivo das formigas cortadeiras da
tribo Attini.

Além disto, o conhecimento dos compostos presentes no feroménio de trilha, assim
como nos demais tipos de feromdnio de formigas e de outros insetos, € de grande
importancia para o desenvolvimento de uma alternativa no controle de insetos-
praga. A aplicagao de feroménios na agricultura, como forma de monitoramento
populacional ou em armadilhas de captura de insetos, € hoje uma realidade cada
vez maior, tanto em outros paises como no Brasil. Neste aspecto o emprego de
ferombnios vem ao encontro das duas principais vertentes que preocupam o setor
agricola nacional, que sao a producédo de alimentos com a menor concentragéao

possivel de residuos toxicos e a redugao no custo da produgéo.
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2 - OBJETIVO

Este trabalho teve como objetivo sintetizar um dos constituintes do ferombnio de
trilha de formigas cortadeiras, o 4-metilpirrol-2-carboxilato de metila (1), e investigar
sua a atividade alomonal, assim como da 3-etil-2,5-dimetilpirazina (2) que também

esta presente neste feromoénio.
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3 - METODOLOGIA

3.1 — Abordagem sintética

A rota sintética para a preparagao do 4-metilpirrol-2-carboxilato de metila (1),
composto presente no feromonio de trilha de formigas cortadeiras, foi fundamentada
nos trabalhos de Barton, Kervagoret e Zard (1990) e Apurba Bhattacharya e
colaboradores (2005). Para formar o pirrol (1), o acetato de 2-nitropropila (6) e o
isocianoacetato de metila (10) reagiram na presenga de uma base forte, a
N,N,N’,N’-tetrametil-guanidina (11). O isocianoacetato de metila (10) foi sintetizado
em trés etapas a partir da glicina (7), j4 o compostos (6) foi obtido a partir do
nitroetano (3) e do formaldeido (4) que reagiram em meio basico originando o
2-nitropropan-1-ol (5). Este ultimo sofreu uma acetilagdo formando o composto (6). O

esquema 3.1. mostra a rota sintética completa de obtencao do pirrol (1).
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Esquema 3.1- Rota sintética do 4-metilpirrol-2-carboxilato de metila.



3.2 — Ensaios Bioldgicos

Os ensaios biologicos de verificagdo da atividade herbicida dos compostos
presentes no feroménio de trilha de formigas cortadeiras foram realizados em
conjunto com o Setor de Semioquimicos e o Setor de Plantas Daninhas e Medicinais

do Centro de Ciéncia e Tecnologia Agraria - CCTA.

Os ensaios foram feitos com milho, pepino e grama de jardim. Todos os testes foram
realizados em casa de vegetacdo. No milho e pepino, os testes visaram avaliar a
inibicdo do desenvolvimento da parte aérea e radicular das plantas. Esta avaliacédo
foi feita em dois estagios, periodos de pré e pés-emergéncia. Em pré-emergéncia as
sementes foram plantadas em vasos e a apos o plantio estes foram borrifados com
2,0 mL da solugao veiculo contendo 100 ppm de cada tratamento testado, sendo
efetuadas quatro replicatas para cada tratamento. A aplicacdo dos tratamentos foi
feita somente uma vez, logo apdés o plantio das sementes, no ensaio em pré-
emergéncia, que foi finalizado trinta dias apos o plantio. Em pds-emergéncia os
tratamentos foram aplicados vinte dias apds o plantio e ainda foram feitas trés
reaplicagcdes a cada cinco dias. Cinco dias apds a ultima reaplicacdo o ensaio foi

encerrado, totalizando 40 dias apds o plantio.

Na grama o intuito foi analisar a inibigdo da rebrota em trilhas artificiais. Nos dois
testes realizados as placas de grama foram cortadas medindo 18X15 cm, e
plantadas em bandejas de aluminio que continham solo (Fig. 12. a). Foram
realizadas cinco repeti¢cdes para cada tratamento. Apés um periodo de estabilizagao,
confeccionou-se em cada placa uma trilha artificial medindo 15x4cm (Fig. 12. b).
Imediatamente apds a confecg¢ao das trilhas, foram aplicados 20,0 mL da solucao
veiculo contendo 100 ppm de cada tratamento testado. A cada quatro dias eram
feitas reaplicagdes dos tratamentos, dois dias apds a décima aplicagdo o ensaio foi

encerrado (Fig. 12. ¢), totalizando 42 dias.
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Figura 12 — Fotos do processo experimental no teste de inibicado contra grama. (a) Placas
de grama plantadas em bandejas de aluminio; (b) confecgdo da trilha ap6s o periodo de
estabilizagao; (c) trilha correspondente ao tratamento solugdo veiculo apés dez aplicagoes;
(d) trilha correspondente ao tratamento pirazina apos dez aplicagoes.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 — Abordagem Sintética

Dos compostos presentes no feromdnio de trilha de formigas cortadeiras, que foram
usados nos ensaios bioldgicos da atividade alomonal herbicida, apenas o pirrol (1)
foi sintetizado. A pirazina (2) foi adquirida comercialmente (Acros Organics, 99%) e

empregada sem maiores purificacoes.

O pirrol (1) foi sintetizado atravées do meétodo de Barton-Zard (BARTON,
KERVAGORE e ZARD, 1990). Neste ocorre uma reagdo entre o acetato
2-nitropropila (6) e o isocianoacetato de metila (10) em presenga de uma base. A
reagao ocorre em uma etapa, onde ha a formacao in situ do nitroalqueno que sofrera

a adig¢ao nucleofilica, dando inicio ao processo de ciclizagdo do anel pirrélico.

O composto (6) é obtido em duas etapas. Na primeira delas adotou-se o método
descrito por Feuer e Miller (1961), onde ha a formagao do 2-nitropropan-1-ol (5) a
partir do nitroetano (3) e formaldeido (4) em presenca de NaOH. No mecanismo
proposto para esta reacédo, esquema 4.1, ocorre uma desprotonagcdo na posi¢ao do
nitroetano pelo ion hidréxido, formando um carbanion sal nitroato. Posteriormente a
solucao que contem o sal é adicionada a do paraformaldeido. Assim, ocorre o
ataque nucleofilico do carbanion a carbonila do aldeido (4) (SYKES, 1985). Por
ultimo ocorre o ataque da agua do meio reacional, formando o composto (5) com a

restituicao a base.
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Esquema 4.1 — Reacéao de formagao do 2-nitropropan-1-ol (5) e mecanismo proposto para a
adig&o alddlica entre nitroetano (3) e formaldeido (4).

Na segunda etapa, o 2-nitropropan-1-ol (5) é acetilado com anidrido acético com
catalise nucleofilica por 4-(N,N-dimetilamino)piridina (DMAP). Uma proposta
mecanistica € sugerida no esquema 4.2. Neste a reagao tem inicio com o ataque do
nucledfilo a carbonila do anidrido. Posteriormente ocorre um ataque nucleofilico a
carbonila do intermediario formado carregado positivamente, como este € um bom
grupo abandonador, facilita a reacdo de acetilagdo produzindo o acetato de

2-nitropropila (6).
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Esquema 4.2 - Reacgdo e mecanismo proposto para a reacdo de acetilagcdo do 2-
nitropropan-1-ol (5).

Os dados de infravermelho (APENDICE A) para o acetato de 2-nitropropila (6)
mostram em 856 cm™ o sinal de deformagao axial da ligagdo C-NO,. Em 1229 cm’
aparece o sinal caracteristico de deformacdo axial da ligagdo C-O. O espectro
também apresenta o sinal de deformagéo da ligagéo axial simétrica do O=N"-O" em
1361 cm™ e a deformacdo assimétrica em 1560 cm™. Em 1751 cm™ aparece um
forte sinal tipico de deformagao axial da ligacdo C=0. O indicio de a acetilagao ter
sido completa € a auséncia do sinal largo caracteristico da fungao alcool, na regido
de 3400-3500 cm™.

No espectro de massas (APENDICE B) apresenta somente um sinal em 4,6 min. No
fragmentograma observa-se o ion base com m/z igual a 43. Uma atribuicdo possivel

para este ion seria uma clivagem « a carbonila.
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Esquema 4.3 - Provavel fragmentacdo no espectrobmetro de massas acetato de 2-
nitropropila (6).

Os deslocamentos quimicos obtidos a partir do espectro de RMN de 'H
(APENDICE C), para o composto (6) mostram um dupleto em 1,54 ppm que
corresponde ao acoplamento dos hidrogénios da metila f ao grupo nitro com os
hidrogénios do metino. Em 2,05 ppm aparece um simpleto que é caracteristico de
metila, relativamente desblindada por estar ligada ao grupo acetato. Em 4,38 ppm
observa-se um dupleto oriundo do acoplamento do hidrogénio « ao grupo nitro com
os hidrogénios do carbindlicos. O metino « ao grupo nitro é caracterizado pelo

multipleto em 4,77 ppm.

Para a sintese do segundo precursor para a formagao do pirrol (1), o isocianoacetato
de metila (10), foram necessarias trés etapas. Na primeira delas adotou-se o
protocolo experimental descrito por Furniss (1989). Neste ocorre a reagao entre a
glicina (7) e metanol acidificado por acido cloridrico. Uma proposta mecanistica
encontra-se no esquema 4.4, onde o sal da glicina aceita um préton do catalisador
acido forte. Apés isto, o alcool, que € o solvente da reagao, ataca o grupo carbonila
protonado fornecendo um intermediario carregado positivamente. Apds trocas
intermoleculares de protons a hidroxila € protonada, gerando um bom grupo de
saida: a agua. Com a perda de agua o éster protonado é gerado e, em seguida é

desprotonado regenerando o préton.

Assim que o meio reacional é resfriado, em banho de gelo e sal, ocorre a formagéao

de um precipitado identificado como sendo o sal do éster glicina (8).
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Esquema 4.4 - Sintese do cloridrato do éster metilico da glicina (8) e mecanismo proposto

para a reacao de esterificagao.

Na segunda e terceira etapas seguiu-se o protocolo descrito por Hartman e
Weinstock (1988). Primeiramente ocorre a N-formilagdo do composto (8) com

formiato de metila em meio basificado com trietilamina, esquema 4.5.
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Esquema 4.5 - Sintese do éster metilico da N-formilglicina (9) e mecanismo proposto para a
reacao.

Na terceira etapa o POCI3, que é um 6timo agente secante, tem como fungao retirar
a agua gerada no meio reacional basificado por trietilamina sob atmosfera inerte de
N. Assim, o isocianoacetato de metila (10) é formado (HARTMAN e WEINSTOCK,
1988), esquema 4.6. Durante este processo, observa-se que a coloragdo do o meio

reacional se torna vermelha com o passar do tempo.
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Esquema 4.6 - Sintese do isocianoacetato de metila (10) e mecanismo proposto para a

reagao.

A extragdo do produto foi feita com CH,Cl,,e posteriormente este foi destilado sob

pressdo reduzida (75-76°C a 10 mmHg), resultando em um liquido claro, que foi

armazenado sob atmosfera inerte e sob temperatura abaixo de 4°C.

O cromatograma em fase gasosa do isocianoacetato de metila (APENDICE D)

mostra somente um sinal em 6,42 minutos. No fragmentograma aparecem os ions

de m/z igual a 59 e m/z 68. Os fragmentos ibnicos provaveis para estas espécies

sdo mostrados na Tabela 2.
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Tabela 2 - Provaveis fragmentagcdes no espectrbmetro de massas acetato para o
isocianoacetato de metila (10).

fons (m/z) % do pico base Clivagem Fragmento idnico

a a carbonila

59 100
C\ @
| O=——O0CHj
\/\OCHg,
a a carbonila
68 33 %_ %
on 5 o
\/\
ook

Como esperado, o espectro de RMN de 'H do composto (10) apresenta dois
simpletos (APENDICE E). O primeiro deles aparece em 3,84 ppm, caracterizando a
metila ligada ao oxigénio, que corresponde a metoxila da fungédo éster. O segundo
sinal caracteriza o metileno a-carbonilico, observado por um simpleto em 4,27 ppm

no espectro de 'H.

No espectro de RMN de *C (APENDICE F) obtido para o isocianoacetato de metila
(10), o carbono referente a metoxila da fungao éster € caracterizado pela presenga
de um sinal negativo em 53,4 ppm. Outros trés sinais positivos sdo observados. Os
sinais em 1614 e 164,5 correspondem respectivamente ao carbono com

hibridizagao sp ligado ao nitrogénio e a carboxila da fungao éster.

O 4-metilpirrol-2-carboxilato de metila foi obtido com 60% de rendimento. Este foi
igual ao relatado por Barton (BARTON; KERVAGORETe ZARD, 1990). Sendo que
na reacao descrita por Barton e colaboradores, esquema 4.7, o pirrol (1) foi obtido
utilizando uma guanidina com grande impedimento estéreo, por ter um grupo t-butil
ligado ao nitrogénio. Esta base é a N-terc-butil-N’,N’,N”,N”-tetrametilguanidina (22),
conhecida como base de Barton (BARTON; ELLIOTT e GERO, 1981).
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Esquema 4.7 - Sintese do 4-metilpirrol-2-carboxilato de metila (1) realizada por Barton-Zard.

Neste trabalho, foi usada a N’,N’,N”,N”-tetrametilguanidina (11), na sintese o pirrol
(1). Esta base tem um pKgy' igual a 23,3 (SIGMA-ALDRICH, 2003) e é bem mais
barata que a base de Barton. Utilizando terc-butanol (BuOH) e tetraidrofurano (THF)
como solventes, conforme é descrito no protocolo de Baton. Os melhores

rendimentos obtidos na reagao variam entre 17-24%.

Em 2006 foi publicado um trabalho sobre os efeitos dos solventes em sintese
organica de pirrdis pelo método de Barton-Zard por pesquisadores do departamento
de quimica da Universidade de Kingsville (BHATTACHARYA, et al, 2006 ).

Estes pesquisadores realizaram um estudo visando desenvolver um método que
aumentasse os rendimentos na sintese e pirrdis segundo o protocolo experimental
descrito por Barton, uma vez que, este normalmente leva a rendimentos
consideravelmente baixos. Os autores conseguiram um aumento significativo no
rendimento na sintese do 3,4-dietil-2-pirrol carboxilato de etila (98—-100%), apenas
com a substituicdo do solvente terc-butanol por metil-terc-butil éter (MTBE). Os
rendimentos encontrados para a obtencdo do mesmo produto usando o BuOH
variavam entre 45-50%. Ainda nao foram realizadas pesquisas detalhadas dos

mecanismos que levam a uma melhor compreensao neste processo.

Este estudo induziu a troca do solvente. Seguindo o protocolo experimental de
Barton, porém usando o MTBE, o rendimento alcancado foi o mesmo do relatado por
Barton. Este foi um 6timo resultado considerando que a base empregada na sintese
tem um impedimento estéreo inferior a de Barton, o que levaria ao aparecimento de

reacdes colaterais indesejadas.
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A formagao do pirrol (1) tem inicio com o ataque da base (11) ao acetato de
2-nitropropila (6), que com a eliminagdo de acetato, forma o 2-nitropropeno in situ.
Simultaneamente ocorre o ataque da base ao isocianoacetato de metila (10),

originando um nucledfilo.

. y —:B
5 I (RN
NO, NO,
(6)
0 :0:
CN ] CN H
pp GeHs — o« TR oo,
HK—"‘:B
(10)

Esquema 4.8 — Formacgao dos intermediarios da reacao de sintese do pirrol (1).

Com os dois intermediarios formados ocorrera uma adicdo de Michael do nucledfilo
ao 2-nitropropeno. Apods esta adigdo, acontece a migragado de um par de elétrons do
carbono a-NO,, fechando o anel. Apdés o fechamento ocorre a eliminagao de nitrito
e, em seguida, um duplo rearranjo [1,5] sigmatropico, restaurando a aromaticidade

do anel pirrélico, esquema 4.9.
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Esquema 4.9 - Mecanismo da reacao de sintese do pirrol (1).

Os mecanismos envolvidos nos rearranjos sigmatrépicos levam em consideragao a

simetria dos orbitais de fronteira (HOMO e LUMO). E esta simetria que justifica a

ocorréncia do rearranjo [1,5] sigmatrépico na formacéo do pirrol. Este rearranjo tem

inicio com a quebra da ligagao sigma (qg), entre carbono e hidrogénio, e migragcéo do

préton. Posteriormente a ligagado © se move ocorrendo o rearranjo dos elétrons, e ao

término do rearranjo uma nova ligagao (o) € formada. Como a aromaticidade do anel

ainda nao foi restituida, ocorre um novo rearranjo. O rearranjo [1,5] sigmatropico é

suprafacial, uma vez que a migragao do hidrogénio da espécie intermediaria esta na

mesma face do sistema n. O esquema este rearranjo € mostrado a seguir.
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(1)

Esquema 4.10 — Duplo rearranjo [1,5] sigma-trépico que ocorre para a formagao do pirrol (1).

A caracterizagao do 4-metilpirrol-2-carboxilato de metila foi realizada por medida de
ponto de fusdo, IV, CG-EM e RMN de 'H e *C. O ponto de fusdo medido foi de
71,5-72,5 °C. Este valor esta muito proximo do descrito por Sonnet (1972), que varia
na faixa de 72,5-73,5 °C.

O espectro de infravermelho (APENDICE G) apresenta um sinal em 1213 cm™
referente a deformacéo axial assimétrica acoplada das ligagdes C(=0)-O. Também
estdo presentes os sinais em 1448, 1489 e 1578 cm™! atribuidas aos estiramentos
das ligagées C=C do anel aromatico, confirmando a ciclizagdo. Ha em 1674 cm” o
sinal caracteristico da deformagéao axial da ligagdo C=0. Outro sinal relevante é o da

deformacao axial da ligagdo N-H em 3285 cm™.

No espectro de massas do composto (1) observa-se o sinal em m/z 139 que
corresponde ao ion molecular, além de um sinal, cuja atribuigdo seria devido a uma

clivagem « & carbonila resultando em uma espécie de m/z 108 (APENDICE H).

@" H :(@‘ H
H O e H N H N 58
\ / OCH, \ / OCH, > \Q/ 1+ +OCHjs
H HsC H

HsC H H3C
Clivagem a & carbonila m/z =108

m/z =139
(1

Esquema 4.11 - Provavel fragmentacao no espectrdbmetro de massas acetato para o pirrol (1).

No espectro de RMN de 'H para o pirrol (1) (APENDICE 1), observa-se um simpleto
em 2,098 ppm correspondente aos hidrogénios da metila ligada ao anel na posigéo

4. Os hidrogénios da metila ligada ao grupo acetato sdo mais desblindados e
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aparecem em um simpleto em 3,832 ppm. Dois simpletos muito préximos sao
observados em 6,724 e 6,717 ppm, estes correspondem aos hidrogénios ligados ao
anel nas posigdes 5 e 3 respectivamente. Também ha um sinal largo em 9,075 ppm

caracteristico de hidrogénio ligado a nitrogénio de anel pirrdlico.

O espectro de RMN de *C (APENDICE H) obtido para o pirrol (1), mostra trés sinais
negativos. Em 162,030 ppm aparece um sinal que correspondem a carbonila da
funcao éster. Em 122,195 e 120,888 ppm estdo os sinais dos carbonos 2 € 4 do anel
pirrélico, Fig. 13. Na parte positiva do espectro aprecem outros quatro sinais. Os
carbonos ligados nas posi¢cbes 5 e 3 do anel tém os respectivos deslocamentos
121,335 e 116,037 ppm. Em 51,386 ppm ha um sinal referente ao carbono da
metoxila a funcéo éster e em 11,924 ppm esta o sinal do carbono da metila ligada na

posicao 4 do anel pirrdlico.

HC,

I8 oo

H O\ /\‘/
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4.2 — Ensaios bioldgicos

Em todos os ensaios biologicos foi realizado um tratamento utilizando o acido
pirazino-2-carboxilico (12). O feroménio de trilha é armazenado na gléandula de
veneno das formigas cortadeiras. Ali pode ocorrer alguma reagao que transforme os
compostos do feromonio de trilha em um derivado menos volatil, como um acido, por
exemplo. E claro que a confirmacdo desta hipétese necessita de pesquisa mais
aprofundada como a microderivatizacdo de compostos presentes no extrato desta

glandula.

Nos ensaios também foram usados herbicidas comerciais como forma de controle
experimental. No primeiro teste de inibicdo contra grama o herbicida alaclor (13) foi
empregado como controle. Nos testes realizados em milho, pepino e no segundo
teste de inibicdo contra grama, o herbicida usado foi o acido 2,4-diclorofenoxiacético,
conhecido popularmente como 2,4 — D (14). As estruturas destes compostos, assim

como a do acido pirazino-2-carboxilico (12), sdo mostradas na Fig. 13.

[ jk g)% . o/\;ow

Acido 2-pirazinocarboxilico (12) Alaclor (13) Acido 2,4-diclorofenoxiacético (14)

Figura 13 - Estruturas do acido 2-pirazinocarboxilico (12), alaclor (13) e 2,4-D (13).
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4.2.1 - Bioensaios em milho e pepino

Os ensaios realizados em milho e pepino visaram avaliar o efeito dos compostos
testados em dois estagios: pré e pds-emergéncia. No primeiro o objetivo foi analisar
se de alguma forma os composto afetavam a germinagéo das plantas. No segundo
estagio, o objetivo foi avaliar se haveriam efeitos no desenvolvimento das plantas

formadas.

Os testes realizados em pré-emergéncia no milho, assim como os realizados no
pepino, ndo apresentaram diferencas estatisticas da solugdo veiculo. Ambos foram
diferentes somente do controle com o herbicida comercial. No milho, o fato das
sementes usadas serem selecionadas e a alta resisténcia que esta graminea
apresenta, justificam os resultados negativos no ensaio. O milho mostrou-se téo
resistente, que nem no tratamento realizado utilizando o 2,4-D houve uma inibicdo

expressiva. Estes resultados podem ser vistos na Tabela 3 e na Fig. 14.

Tabela 3 - Médias de massa seca da plantula de milho tratada com diferentes compostos
em pré-emergéncia.

Tratamentos Média da massa seca (g)* p;ﬁ?g?g)
Solugao veiculo 0,9384 a + 0,1405
4-Metilpirrol-2-carboxilato de metila (1) 1,1885 a +0,1654
e et et () roase
3-Etil-2,5-dimetilpirazina (2) 1,0198 a +0,1252
Acido pirazino-2-carboxilico (12) 1,0317 a + 0,2333
2,4-D (14) 0,5784 b +0,1259

* As média seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Teste de inibicdo contra milho em pré-emergéncia

Média da massa seca (g)

Solugéo (1) (1) +(2) () (12) (14)
Tratamentos

Figura 14 - Médias de massa seca da plantula de milho tratada com diferentes compostos

em pré-emergéncia.

No pepino, devido a alta sensibilidade que este apresenta, observou-se que o

controle realizado com o herbicida 2,4-D (14) inibiu fortemente o crescimento das

plantas, Tabela 4 e Fig. 15. Enquanto os outros tratamentos n&o apresentaram

inibicdo.

Tabela 4 - Médias de massa seca da plantula de pepino tratada com diferentes compostos

em pré-emergéncia.

Tratamentos Média da massa seca (g)* pgﬁg\(l)i(()g)
Solugao veiculo 0,6217 a + 0,0766
4-Metilpirrol-2-carboxilato de metila (1) 0,5178 a +0,1229
- -2- +
ooty M (0 F osoesa
3-Etil-2,5-dimetilpirazina (2) 0,6283 a +0,1452
Acido pirazino-2-carboxilico (12) 0,4062 a + 0,0526
2,4-D (14) 0,0965 b +0,1118

* As média seguidas da mesma letra no diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Teste de inibigcdo contra pepino em pré-emergéncia

Média da massa seca (g)

Solugao 1) M+ (2) (2) (12) (14)

Tratamentos

Figura 15 - Médias de massa seca da plantula de pepino tratada com diferentes compostos
em pré-emergéncia.

Em pos-emergéncia, os resultados encontrados para o milho mostram que n&o ha
diferenciagdo estatistica entre os tratamentos do ensaio, pelos motivos ja

mencionados. Estes resultados sdo mostrados na Tabela 5.

Tabela 5 - Médias de massa seca da plantula de milho tratada com diferentes compostos
em pds-emergéncia.

Tratamentos Média da massa seca (9)* paDderZ\c/)ic()g)
Solugéo veiculo 1,3069 a +0,1029
4-Metilpirrol-2-carboxilato de metila (1) 1,7657 a +0,3473
- -2- +
oot e "R D s
3-Etil-2,5-dimetilpirazina (2) 1,7940 a +0,1892
Acido pirazino-2-carboxilico (12) 1,6534 a + 0,2627
2,4-D (14) 1,3346 a +0,2573

* As média seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Para o milho em pés-emergéncia nem o herbicida comercial 2,4-D inibiu o crescimento das
plantas. O teste de Tukey mostrou que a média para este tratamento é estatisticamente

semelhante a solu¢éo e aos demais tratamentos, Fig. 16.
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Teste de inibigdo contra milho em p6s-emergéncia

2,2—- a a

Média da massa seca (g)

Solugéo (1) M+ 2) (12) (14)

Tratamentos

Figura 16 - Médias de massa seca da plantula de milho tratada com diferentes compostos
em pos-emergéncia.

Como pode ser visto na Tabela 6 e na Fig. 17, os tratamentos aplicados no periodo
de pos-emergéncia no pepino, mostraram resultados expressivos para pirrol (1) +
pirazina (2) e acido 2-pirazinocarboxilico (12), que afetaram significativamente o
desenvolvimento das plantas. Ja foi mencionado que o pepino € muito sensivel, e
por este motivo a aplicagdo continua de 2,4-D (14) causou a morte das plantas no
inicio do teste, apds serem feitas as primeiras aplicagdes. Isto fez com que a média
de massa seca fosse muito baixa para este herbicida. Esta média ficou muito
distante da encontrada para os outros tratamentos aplicados que somente afetaram

o desenvolvimento das plantas.
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Tabela 6 - Médias de massa seca da plantula de pepino tratada com diferentes compostos
em pds-emergéncia.

Tratamentos Média da massa seca (g)* paDdersa\(/)i(Zg)
Solugao veiculo 0,9061 a + 0,1297
4-Metilpirrol-2-carboxilato de metila (1) 0,8869 ab + 0,0649
- -2- +
oty Mee 0+ o
3-Etil-2,5-dimetilpirazina (2) 0,9939 a +0,0912
Acido pirazino-2-carboxilico (12) 0,7315 bc +0,0243
2,4-D (14) 0,0982 d +0,0158

* As média seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Teste de inibig&o contra pepino em pds-emergéncia

a

a

Média da massa seca (g)

Solugdo (1 (M +(2) (2) (12) (14)
Tratamentos

Figura 17 - Médias de massa seca da plantula de pepino tratada com diferentes compostos
em pos-emergéncia.
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4.2.2 - Bioensaios em grama

Tendo em vista que nosso alvo de estudo era a atividade dos compostos, ja citados,
nas trilhas de forrageamento, definimos um teste exclusivo para a abordagem deste
objetivo, que foi realizado em grama de jardim. Este teste foi projetado
especificamente para essa investigacado, objetivando aproximar-se ao maximo das

condicdes reais de uma trilha de forrageamento.

Os resultados obtidos com os compostos testados na trilha artificial em grama
apresentaram valores relevantes. Todos os tratamentos foram estatisticamente
diferentes da solugdo veiculo. Com excecao do pirrol (1), os outros tratamentos,
inclusive o acido pirazino-2-carboxilico  (12), proporcionaram inibigao
estatisticamente comparavel ao herbicida comercial alaclor (13). Estes sé&o

mostrados na Tabela 7.

Tabela 7 - Médias da razdo da massa seca aérea (g) por area (cm?), no primeiro teste em
grama tratada com diferentes compostos

Massa da parte aérea Desvio
Tratamentos

por area (mg/cm?)* padrao (g)
Solugéo veiculo 9,0733 a + 0,6956
4-Metilpirrol-2-carboxilato de metila (1) 4,8723 b +1,4972

- -2- +

Cueprnotaege nUa (DT arszh o
3-Etil-2,5-dimetilpirazina (2) 3,0987 c +0,3248
Acido pirazino-2-carboxilico (12) 2,7862 c +0,5177
Alaclor (13) 4,1028 bc +1,3412

* As média seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste T a 5% de probabilidade.

A grande inibicdo da rebrota na trilha artificial promovida pelos compostos aplicados
se apresenta como o primeiro indicio de propriedade alomonal herbicida, associadas

aos componentes do feromdnio de trilha.

Na Fig. 18, pode-se observar de forma mais clara, como a inibicdo dos compostos

testados foi expressiva.
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Primeiro teste de inibicdo contra grama

-

o
|

Q

g

Média da massa da parte aérea / area (mg/cm?)

Solugao (1) (1)+(2) (2) (12) I (1|3)

Tratamentos

Figura 18 - Médias da razdo da massa seca aérea (g) por area (cm?), da rebrota em trilha
artificial, no primeiro teste em grama tratada com diferentes compostos.

Para confirmar esta propriedade herbicida dos compostos testados, o bioensaio em
grama foi realizado novamente, nas mesmas condi¢gdes experimentais do primeiro

teste. As unicas diferencas foram:
¢ O tratamento com pirrol (1) e pirazina juntos (2) n&o foi realizado;

e Como controle foi usado o herbicida comercial 2,4-D, no lugar do alaclor
(13).

Como esperado, a inibicao promovida pelos constituintes do feromdnio de trilha, com
destaque para o pirrol (1) e para o acido pirazino-2-carboxilico (12), foram
significativas sendo comparadas estatisticamente ao herbicida comercial 2,4-D,

como é mostrado na Tabela 8.
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Tabela 8 - Médias da razdo da massa seca aérea (g) por area (cm?), da rebrota em trilha
artificial, no segundo teste em grama tratada com diferentes compostos.

Tratamentos Massg da parte aézrea De§vio
por &rea (mg/cm?)* padréo (g)
Solugao veiculo 1,2838 a +0,3104
4-Metilpirrol-2-carboxilato de metila (1) 0,6512 bc +0,0488
3-Etil-2,5-dimetilpirazina (2) 0,8656 ab + 0,3951
Acido pirazino-2-carboxilico (12) 0,6492 bc +0,1567
2,4-D (14) 0,3244 c +0,1472

* As média seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste T a 5% de probabilidade.

Na Fig. 19, observa-se que estes resultados s&o condizentes com os encontrados
no primeiro bioensaio realizado em grama, suportando o indicio da atividade
alomonal herbicida dos compostos presentes no feroménio de trilha de formigas
cortadeiras. Assim como a possivel existéncia de um derivado acido, que pode estar

sendo produzido na glandula de veneno.

Segundo teste de inibicdo contra grama
1,44 a
ab

Média da massa da parte aérea/ area (mg/cm?)

Solugéo (1) (2)

Tratamentos

Figura 19 - Médias da razdo da massa seca aérea (g) por area (cm?), da rebrota em trilha
artificial, no segundo teste em grama tratada com diferentes compostos.
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5 - CONCLUSAO

Nos testes realizados em milho assim como em pepino, observa-se que o0s
compostos ndao apresentam inibicdo em pré-emergéncia. Em pds-emergéncia os
ensaios com pirrol (1) + pirazina (2) e acido pirazino-2-carboxilico (12) mostraram
significativa inibigdo no crescimento do pepino. No milho, devido a alta resisténcia e
0 uso de sementes selecionadas, ndo houve efeito em nenhum dos tratamentos

aplicados.

Ja os resultados obtidos nos dois testes realizados em grama de jardim constataram
que os compostos presentes no feromdnio de trilha, assim como o &acido
pirazino-2-carboxilico (12), analogo estrutural da pirazina (2), apresentam atividade
herbicida. Este fato corrobora a possibilidade de um dos componentes do feroménio
de trilha possuir uma dupla funcdo. Além de sua atividade feromonal comprovada,
também possui uma atividade alomonal atuando como herbicida na area de agao do
feromdnio. Este primeiro teste serviu para constatar a hipétese de capina quimica
nas trilhas de forrageamento por parte das formigas cortadeiras. Tal fato suporta o
grande sucesso evolutivo das formigas dos géneros Atta e Acromyrmex por suprir
duas necessidades fundamentais na atividade de forrageamento: a orientagcédo e a
limpeza da trilha. Assim, a dupla fungdo dos compostos implicaria em economia de

tempo e energia para uma coldnia.
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6 - PARTE EXPERIMENTAL

6.1 — Materiais e métodos aplicados na sintese

Durante a realizacdo das etapas desse trabalho, todas as reacdes quimicas foram

acompanhadas por cromatografia em camada delgada (ccd), sendo utilizadas

cromatofolhas de aluminio MERCK com silica gel 60 GF2s4 como fase estacionaria.

Todos os solventes utilizados nas reagdes e separagbes foram de grau técnico,

tendo sido previamente tratados de acordo como € indicado por Perrin e Armarego

(1988). Os solventes foram evaporados em um evaporador rotatério FISATOM,

operando a pressao reduzida.

As anadlises de CG-EM dos compostos foram feitas em um cromatoégrafo gasoso
acoplado a um espectrometro de massas SHIMADZU modelo QP5050A (LCQUI-

UENF) utilizando-se um método com as seguintes especificagdes:

Coluna: DB-5, 30 metros, DI 0,25 mm.
Gas de arraste: Hélio.
Temperatura do injetor: 200 C.
Programa de temperatura para a coluna:
- Temperatura inicial: 50 ‘C (1 min).
- Temperatura final: 230 "C (7 min).
- Gradiente de temperatura: 15 ‘C/min (12 min).
Temperatura do detector: 230 C.

Programa de presséo:

Presséo inicial: 87,5 kPa (1 min).

Pressao final: 171 kPa (7 min).

Gradiente de Pressao: 7,0 kPa/min (12 min).

lonizagao por impacto de elétrons (IE) 70 eV.

Obtencao do fragmentograma de ions totais (TIC)
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As analises de cromatografia gasosa com detector de ionizagcdo por chama
(CG-DIC) dos compostos foram feitas em um cromatdégrafo gasoso acoplado a
detector de ionizagao por chama SHIMADZU modelo 17A (LCQUI-UENF) utilizando-

se um método com as seguintes especificagdes:
- Coluna: DB-1, 30 metros, DI 0,25 mm .
- Gas de arraste: Hidrogénio.
- Temperatura do injetor: 200 C.
- Programa de temperatura para a coluna:
- Temperatura inicial: 50 C.
- Temperatura final: 200 "C (5 min).
- Gradiente de temperatura: 15 ‘C/min (10 min).
- Temperatura do detector: 230 C.
- Programa de presséo:
- Pressao inicial: 50 kPa.
- Pressao final: 65 kPa (5 min).
- Gradiente de Pressao: 1,0 kPa/min (10 min).

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H e "*C foram obtidos
nas frequéncias de 400 MHz e 100 MHz respectivamente em um espectrdmetro
JEOL Eclipse+ 400 (LCQUI-UENF), utilizando como solvente cloroformio deuterado
(CDCls).

As analises espectroscopicas na regido do infravermelho por transformada de
Fourier (IV) foram realizadas em um espectrémetro SHIMADZU, modelo FTIR 8300
(LCQUI-UENF). As amostras solidas foram analisadas em pastilha de KBr, ja as
amostra liquidas foram analisadas na forma de filme entre pastilhas de NaCl. As
medidas de ponto de fusdo foram realizadas em um aparelho Fisher-Jonhs, sem
corregao.
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6.1.2 - Procedimentos experimentais

6.1.2.1 - Preparagéo 2-nitropropan-1-ol (5)

Em um baldo de 500 mL, resfriado a 0°C e equipado com agitagdo magnética, foram
dissolvidos 26,80 g (670 mmol) de hidroxido de sédio e 57,859 (771 mmol) de
nitroetano (3) em 150 mL agua destilada. A solucéo foi mantida nesta temperatura
até a completa dissolugdo dos reagentes. Apds isto, deixou-se 0 meio reacional
atingir a temperatura ambiente fora do banho de gelo. O meio reacional foi mantido a

esta temperatura por 20 min.

Paralelamente, em um Erlenmeyer de 250 mL, equipado com agitacdo magnética e
aquecimento, foram dissolvidos 19,43 g (648 mmol) de paraformaldeido em 20 mL
de agua destilada, aquecida a 50°C. Ao final da dissolugdo houve a formagéo de
uma suspensao no meio reacional. Posteriormente, adicionaram-se 10,0 mL
(10 mmol) de uma solugdo de hidroxido de sédio 1 mol/L, dissolvendo todo o

precipitado.

A seguir, em banho de gelo, a solugéo de nitroetano foi resfriada. A esta solugao,
sob agitacao, foi adicionado lentamente (~ 30 min) a solugdo de formaldeio. Ao
término da adigdo a solugao resultante foi mantida a temperatura ambiente, sob
agitacao, por trés horas. Terminado este periodo, a solugao foi posta novamente em
banho de gelo, e ao meio reacional foi adicionado lentamente (~ 30 min) 50 mL de
acido aceético glacial. Apos isto, o meio reacional resultante foi mantido a
temperatura ambiente por trés horas. Ao final deste periodo, o meio reacional foi
saturado com cloreto de sodio. Apds agitacao, as fases foram separadas, e extraiu-
se a fase aquosa com trés porgdes de 70 mL de éter etilico (3 x 70 mL). O produto
desejado foi isolado da fase organica apds a lavagem com agua destilada (3 x
70mL), secagem com sulfato de sédio anidro e remogdo dos volateis em um
evaporador rotatério (1 mmHg, 73°C). Depois da destilacdo obtiveram-se 40,7 g
(58 % de rendimento) de um liquido incolor caracterizado como o

2-nitropropan-1-ol (5).
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6.1.2.2 - Preparacao acetato de 2-nitropropila (6)

Em um baldo de fundo redondo de 100 mL, equipado com agitacdo magnética,
foram colocados 5,00 g (48 mmol) de 2-nitropropan-1-ol (5), 8,00 g (78 mmol) de
anidrido acético e 200 mg (1,6 mol) de 4-(N,N-dimetilamino)piridina (DMAP). Estes
foram dissolvidos em 25 mL de diclorometano. O meio reacional foi mantido sob
agitacdo durante 15 h, a temperatura ambiente. Ao final deste periodo, foram
adicionados 5,0 mL de metanol ao meio reacional, e este foi agitado por mais 2 h. A
seguir, o meio resultante foi vertido em um funil de separagdo, onde recebeu a
adicao de 60,0 mL de uma solugdo de bicarbonato de sddio aquoso (2,0 mol/L).
Apos intensa agitacao, as fases foram separadas, e a fase aquosa foi extraida com
diclorometano (3 x 30 mL). A fase organica foi reunida e purificada por cromatografia
em silica gel. Do filtrado recolhido, o produto foi isolado apdés a remog¢do dos
volateis em evaporador rotatério (1 mmHg, 60°C). O liquido incolor obtido foi
destilado fornecendo 5,08 g (72% de rendimento). Este foi caracterizado como o

acetato de 2-nitropropila (6).

6.1.2. 3 - Preparacdao do cloridrato do éster metilico da glicina (8)

Em um baldo de fundo redondo de 250 mL, equipado com aquecimento e agitagao
magnética, foram dissolvidos 10,00 g (133,20 mmol) de glicina (7) em 100 mL de
metanol acidificado com HCI gasoso (10%, m/m). O meio reacional foi mantido sob
agitacao e refluxo durante 10 min. A seguir, o meio resultante foi resfriado em banho
de gelo e sal. Este foi deixado em repouso por aproximadamente 1 h. Apds este
periodo, foi observado a formacdo de um precipitado branco. Em um funil de
Buchner, o precipitado foi filtrado, e posteriormente lavado com 10 mL de metanol
gelado e seco ao ar. Apos isto, obtiveram-se 10,25 g (61% de rendimento) de um

soélido branco, que foi caracterizado como o cloridrato do éster metilico da glicina (8).

6.1.2. 4 - Preparacao do éster metilico da N-formilglicina (9)

Em um baldo de duas bocas de 100 mL, equipado com agitagdo magnética, placa
de aquecimento, funil de adicdo com pressao equalizada e condensador de refluxo,

colocaram-se 45 mL de formiato de metila. Em seguida, foram adicionados 9,17 g
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(73 mmol) do cloridrato do éster metilico da glicina (9). O sistema foi aquecido a
temperatura de refluxo. Nesta temperatura, foram adicionado lentamente 15 mL de
trietilamina. A temperatura do banho foi mantida em cerca de 50°C por 20 h. Ao final
deste periodo, o meio reacional foi filtrado em um funil de Buchner. O precipitado
resultante foi lavado com 10 mL de diclorometano. Os volateis da fragcédo liquida
foram evaporados em um evaporador rotatério. O produto foi obtido a partir da
destilacdo sob pressao reduzida (1mmHg-95°C) do oleo resultante, fornecendo
6,47 g (75% de rendimento) de um dleo incolor caracterizado como o éster metilico

da N-formilglicina (9).

6.1.2.5 - Preparacao do isocianoacetato de metila (10)

Em um baldo de duas bocas de 100 mL equipado com agitagdo magnética, banho
de gelo e sal, atmosfera de nitrogénio e funil de adigdo com pressdo equalizada,
foram colocados 6,00 g (51,30 mmol) do éster metilico da N-formilglicina (9) e
18,00 mL (130 mmol) de trietilamina. Estes foram dissolvidos em 50 mL de
diclorometano. A seguir, foram adicionados lentamente (~ 30 min) 5,00 mL de
oxicloreto de fésforo. Esta adigdo foi feita sem que a temperatura do meio
ultrapassasse0°C. Durante a adi¢ao foi observado um progressivo avermelhamento
do meio reacional. Terminada a adigdo, o banho de gelo e sal foi substituido por um
banho de gelo e agua e o meio foi mantido sob agitagdo por mais uma hora. Ao
término deste periodo, foi adicionada lentamente uma solugéo de 10 g de carbonato
de sédio em 40 mL de agua destilada de modo que a temperatura do meio reacional
nao ultrapassasse 30°C. Apds a adicao as fases se separaram, e estas foram
mantidas sob agitagcao por mais 30 min. Posteriormente foram adicionados 50 mL de
agua destilada e a fase aquosa foi separada da fase organica. A solugao resultante
foi vertida em um funil de separagao e extraida com diclorometano (2 x 25 mL). O
produto foi isolado das fases organicas reunidas apos a lavagem desta com 50 mL
de uma solugao saturada de cloreto de sédio, secagem com carbonato de potassio
anidro e remogao dos volateis em um evaporador rotatério. O liquido resultante foi
destilado sob pressao reduzida (55°C, 1 mmHg), fornecendo 2,37 g (70% de
rendimento) de um 6leo marrom que foi caracterizado como o isocianoacetato de
metila (10).
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6.1.2.6 - Preparacao 4-metilpirrol-2-carboxilato de metila (1)

Em um baldo de fundo redondo de 25 mL equipado com agitagdo magnética e
atmosfera de nitrogénio, foram colocados 3 mL de TMBE, 445,9 mg (4,5 mmol) de
isocianoacetato de metila (10) e 662,1 mg (4,5 mmol) de acetato de 2-nitropropila. A
solucdo, agitada vigorosamente, foi adicionada lentamente (~ 90 min) 1036,6 mg (9
mmol) de N,N,N’,N’-tetrametil-guanidina (11) dissolvidas em 4 mL de TMBE. Durante
a adicao manteve-se a temperatura do meio reacional entre 10-20°C. Apds a adicao,
o meio foi mantido sob agitagdo por mais 2 horas. Ao término deste periodo, os
volateis foram evaporados em um evaporador rotatério e o liquido obtido purificado
por cromatografia em coluna de silica gel, com pentano 50% em dicloroetano. Apds
a evaporagao dos eluentes, o produto foi recristalizado em hexano resultando em
375 mg (60 % de rendimento) de um sdélido branco, caracterizado como o

4-metilpirrol-2-carboxilato de metila (1).
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6.2 - Materiais e métodos aplicados nos ensaios bhioldgicos

O estudo da atividade herbicida de dois dos compostos presentes no feroménio de
formigas cortadeiras, o 4-metilpirrol-2-carboxilato de metila (1) e a
3-etil-2,5-dimetilpirazina (2), seguiu as metodologias tradicionais para testes de
herbicidas descritas por Brasil (1992) e Barbosa (2003). Somente o teste de inibigao
contra grama n&o acompanhou estes padrdes. Isto porque este teste foi projetado
pelo grupo com o intuito de aproximar-se ao maximo das condi¢des reais de uma

trilha de forrageamento.

Todos os compostos testados foram dissolvidos em solugdes-veiculo. Esta também
foi aplicada como tratamento testemunha (branco) em todos os ensaios biologicos. A
composi¢céo da solugao veiculo era: butanona (200 L), xileno (200 L) e tween 80

(200 L) diluidos em 1 L agua destilada.

Todos os testes foram realizados em casa de vegetagdo e foram efetuadas cinco
repeticoes para cada tratamento. Os resultados decorrentes dos ensaios foram
submetidos a calculos estatisticos de analise de variancia e comparacao das médias
pelo teste de Tukey. Estes foram realizados utilizando o programa Origin®, versao

7.5 (OriginLab Corporation).

Os reagentes e padroes empregados, assim como sua origem e pureza, foram os

seguintes:

- 4-metil-2-pirrolcarboxilato de metila (1), sintetizado por nés, = 99%, por CG-DIC.
- 3-Etil-2,5(6)-dimetilpirazina (2), Acros Organics, 99%.

- Acido 2-pirazinocarboxilico (12), Acros Organics, 99%.

- Alachlor (13), Agan Chemical Manufacturers LTD, 99%, no primeiro teste realizado

em grama.

- 2,4-D (14), Fluka, > 90%, nos testes realizados com milho, pepino e no segundo

teste de inibicdo em grama.
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6.2.1 - Bioensaios para testes de atividade alomonal herbicida em milho e

pepino em pos e pré-emergéncia

Na verificagdo do potencial alomonal herbicida contra milho e pepino, usaram-se
sementes de milho da variedade hibrida UENF 506-6 e sementes de pepino da

variedade Aodai (Feltrin), ambas com germinagcéo minima de 95%.

Para a realizagao dos testes foram usados vasos plasticos de 10 cm de diadmetro e
12 cm de altura, contendo areia. Em cada vaso foram plantadas 5 sementes, estes
foram irrigados diariamente com 30 mL da solugdo nutritiva de Clark (1975). Dez
dias apés o plantio as quatro plantas mais raquiticas de cada vaso foram eliminadas,

restando a mais saudavel.

Iniciado o teste, os vasos eram borrifado com 2,0 mL de uma solugdo veiculo
contendo 100 ppm (1,0 g/L) do composto a ser testado. Nos tratamentos em pré-
emergéncia, os vasos eram borrifados uma unica vez, imediatamente apés o plantio,
este foi finalizado apés trinta dias. Ja nos tratamentos em pds-emergéncia, os vasos
receberam os tratamentos vinte dias apds o plantio e posteriormente trés
reaplicagcdes, uma a cada cinco dias. Cinco dias apds a ultima aplicacéo o teste foi

concluido, resultando em um total de quarenta dias.

6.2.2 - Bioensaios para testes de atividade alomonal herbicida em grama

Para os testes de verificagdo do potencial alomonal herbicida em grama, usaram-se

placas de grama do tipo Esmeralda, espécie Zoysia japonica (ITOGRASS).

As placas de grama eram cortadas nas medidas de 18 cm de comprimento por 15
cm de largura e plantadas em bandejas de aluminio nas mesmas dimensdes

contendo solo natural, coletado no campus da UENF.

Apds um periodo de estabilizacdo de quinze dias, foram confeccionadas trilhas
artificiais medindo 15 cm de comprimento por 4 cm de largura utilizando tesoura e

um gabarito, apenas a parte aérea foi cortada, Fig. 20.
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Figura 20 - Trilhas de forrageamento artificial.

As aplicagdes dos tratamentos testados foram realizadas imediatamente apdés a
confecgao das trilhas e repetidas a cada quatro dias, totalizando dez aplicagées. Em
cada trilha era aplicado 20 mL de uma solucao veiculo contendo 100 ppm (1,0 g/L)

do composto a ser testado.

No primeiro teste, apds quarenta e dois dias, foram amostrados do centro de cada
trilha, uma parte medindo aproximadamente 16 cm?, Fig. 21. Coletou-se as partes
aéreas de cada uma dessas porcdes e estas foram levadas a estufa, a 70°C durante
quatro dias. As massas das folhas de cada por¢cao foram medidas separadamente
em balanga analitica. As massas secas de cada porg¢ao, juntamente com a medida

de sua respectiva area de amostragem foram analisadas estatisticamente.

¢ 9 2006

Figura 21 - Amostras da trilha retirada onde foi observada a rebrota apés quarenta e dois
dias de tratamento com solugao veiculo (a) e com o acido 2-pirazinocarboxilico (b).
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O segundo teste de verificagdo alomonal herbicida contra rebrota na trilha artificial
em grama, foi realizado nas mesmas condigdes experimentais do primeiro. A
diferenca foi que apds quarenta e dois dias, ndo foi amostrada uma parte da trilha. A
trilha inteira foi retirada, Fig. 22, e a parte aérea de toda trilha foi levada a estufa, a
70°C durante quatro dias. Posteriormente, as massas secas da trilha e suas

respectivas areas foram submetidas ao tratamento estatistico.

Figura 22 — Trilhas artificiais retiradas, no segundo teste, onde foi observada a rebrota apés
quarenta e dois dias de tratamento com solugao veiculo.
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8 — APENDICE

APENDICE A — Espectro de infravermelho do acetato de 2-nitropropila (6).
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APENDICE B — Andlise cromatografica com

2-nitropropila (6).

espectro de massas do acetato de
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APENDICE C — Espectro de RMN de 'H (CDCls, 400 MHz) do acetato de
2-nitropropila (6).
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APENDICE D — Andlise cromatogréafica com espectro de massas do isocianoacetato
de metila (10).
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APENDICE E — Espectro de RMN 'H (CDCls, 400 MHz) do isocianoacetato de metila

(10).
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APENDICE F — Espectro de RMN *C (CDCls;, 100 MHz) do isocianoacetato de

metila (10).
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APENDICE G - Espectro de IV do 4-metilpirrol-2-carboxilato de metila (1) (pastilha

de KBr).
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APENDICE H - Andlise cromatografica com espectro de massas do

4-metilpirrol-2-carboxilato de metila (1).
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APENDICE | — Espectro de RMN "H (CDCls, 400 MHz) do 4-metilpirrol-2-carboxilato

de metila (1).
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APENDICE H - Espectro de RMN ™C (CDCl;; 100 MHz) do
4-metilpirrol-2-carboxilato de metila (1).
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