UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS FISICAS E MATEMATICAS
CURSO DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

SINTESE E AVALIACAO DA ATIVIDADE REGULADORA DE
CRESCIMENTO VEGETAL DE NOVOS COMPOSTOS
INDOLICOS DERIVADOS DO SAFROL E RELACIONADOS
AO ACIDO INDOL-3-ACETICO

FLAVIA APARECIDA FERNANDES DA ROSA

Profé. Dr2. Maria da Graca Nascimento
Orientadora
Prof. Dr. Ricardo Andrade Rebelo

Co-Orientador

Floriandpolis
Santa Catarina — Brasil
2002



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS FISICAS E MATEMATICAS
CURSO DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

SINTESE E AVALIACAO DA ATIVIDADE REGULADORA DE
CRESCIMENTO VEGETAL DE NOVOS COMPOSTOS
INDOLICOS DERIVADOS DO SAFROL E RELACIONADOS
AO ACIDO INDOL-3-ACETICO

FLAVIA APARECIDA FERNANDES DA ROSA

Tese submetida ao Curso de Po6s—Graduagdo em Quimica, Area de
Concentracdo Quimica Organica, da Universidade Federal de Santa Catarina

como Parte dos Requisitos para a Obtencdo do Grau de Doutor em Quimica

Profé. Dré. Maria da Graca Nascimento
Orientadora
Prof. Dr. Ricardo Andrade Rebelo

Co-Orientador

Floriandpolis
Santa Catarina — Brasil
2002



SINTESE E AVALIACAO DA ATIVIDADE REGULADORA DE CRESCIMENTO
VEGETAL DE NOVOS COMPOSTOS INDOLICOS DERIVADOS DO SAFROL E
RELACIONADOS AO ACIDO INDOL-3-ACETICO

FLAVIA APARECIDA FERNANDES DA ROSA

Esta tese foi julgada e aprovada na sua forma final pelo orientador, pelo

co-orientador e pelos membros da banca examinadora

Prof. Dr. Faruk José Nome Aguilera
Coordenador

Banca Examinadora:

Prof Dr* Maria da Graca Nascimento
Orientadora - UFSC

Prof. Dr. Ricardo Andrade Rebelo
Co-orientador - FURB

Prof Dr® Aurea Echevarria Aznar
Depto. de Quimica - UFRRJ

Prof. Dr. Aloir Antonio Merlo
Instituto de Quimica - UFRGS

Prof Drf Aurea Maria Randi
Depto. de Botéanica - UFSC

Prof. Dr. Marcus César Mandolesi Sa

Depto. de Quimica - UFSC

Prof.. DI Tereza Cristina Rozone de Souza
Depto. de Quimica - UFSC



“E melhor tentar e falhar, que preocupar-se e
ver a vida passar. E melhor tentar, ainda que em
vdo, que sentar-se fazendo nada até o final. Eu
prefiro na chuva caminhar, que em dias tristes em
casa me esconder. Prefiro ser feliz, embora louco,

gue em conformidade viver”.

(Martin Luther King)



“E com muito amor que dedico este trabalho
ao meu esposo Décio, pelo sincero apoio, incentivo
e companheirismo e aos meus queridos pais,
Salete e José, pelo exemplo de vida e
ensinamentos recebidos ao longo da minha

existéncia”



A Prof2. Dr2. Maria da Graga e ao Prof. Dr.
Ricardo Rebelo os meus sinceros agradecimentos
pelos preciosos  ensinamentos, dedicacao,
incentivo, apoio, e principalmente pela paciéncia e

amizade ao longo de nossa convivéncia.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus pelo dom da vida.

Aos meus familiares, especialmente minha irma Andréia e aos meus avos
pelo carinho e incentivo recebidos.

Aos meus amigos do laboratério 301 (UFSC) e laboratorio de Pesquisa
(FURB), especialmente a Neide, Elisa, Sandra, Mércia Christen Brehmer e
José Roberto Thiesen pelo companheirismo, apoio e colaboracéao.

Ao Departamento de Quimica da FURB pelo espaco fisico disponibilizado.

As professoras Rosete Pescador (FURB) e Aurea Maria Randi (UFSC) pela
colaboragcéo no desenvolvimento deste trabalho.

Ao professor Geraldo Moretto da FURB pela colaboracdo na parte estatistica
do trabalho.

Ao professor Edésio L. Simionatto da FURB pela disponibilizacdo do safrol e
do ozonizador (IPT).

Aos colegas do Departamento de Quimica da FURB, em especial Ivani,
Antdnio, Mauro, Nelson e Jurgen pelo companheirismo.

Aos amigos Rosete, Angela Malheiros, 1€da, Ivonete, Arleide, Morgana,
Raquel, Ursula, Adriana, Deise, Paulo, Angela e Joni Menegazzi e a todos
aqueles que compartilharam os momentos bons e me incentivaram nos
dificeis, o meu muito obrigado.

Aos funcionarios do Departamento de quimica da UFSC, Central de Analises
e Biblioteca Setorial, pelos servicos prestados, em especial Graca e Jadir.

A todos os professores que colaboraram para minha formacdo em especial a
professora Ursula Axt Martinelli da FURB.

A Capes e CNPq pelo apoio financeiro.



INDICE GERAL

1. INTRODUCAO
1.1 Importancia dos hormaonios vegetais em biotecnologia..................cc.evvee..
1.2 AUXINAS...cceeeeeeeeee ettt et e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e a e
1.2.1 Biossintese do 4cido iNdOI-3-aCEtICO..........ccoeeeveiiiiiie e
1.2.2 MetaboliSmO das AUXINAS...........ccuiiiiiiiiiiieeeeee e
1.2.3 Mecanismo de aG80 das AQUXINAS.........uuiiirreeerieiieiiiiiiiaae e e e eeeeesneennns
1.2.4 Acdes fisioldgicas das auxinas — ReSpOoStas..........ccccvvvveeeeeeeeeeeiiiiiineennn.
1.2.4.1 Estimulo no alongamento celular e o crescimento do caule................
1.2.4.2 Estimulo do enraizamento em estacas, caule e do desenvol-
vimento lateral de raiZeS..........uuvvviieiiiiiiiei e
1.2.4.3 Promog&o do crescimento de frutoS.........coooeieeiiiiiiii
1.2.4.4 Retardamento do amadurecimento de frutoS...............eeevvieeieieeeeeeennnn.
1.2.4.5 Abscis@o de folnas € frutOS.........coovviiiiiiiiiii e
1.2.4.6 DOMINANCIA @PICAL.......ceeerieiiiiiiee e
1.2.4.7 Atuagao como herbicidas no controle de plantas invasoras de solos
AQIICUIAVEIS. .. e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e rerereennannne
1.3 Reguladores de crescimento vegetal.............cooeuviiiieiiiiiiiiic e
1.4 Relacgéao estrutura quimica-atividade atividade biol6gica das auxinas.....
1.5 Metodologias para a obtencao de iNdOIS..........cccoooevvviiiiiiiiiiie e
1.5.1 Rearranjo SIgMatrOPICO. .......cuuureiieeeeeiitieeee e e e et e e e e e ee e e e s eeeeeeens
1.5.1.1 SiNteSe de FiSCREI.......ciiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee ettt
1.5.2 CiclizaGa0 NUCIEOFIlICA. .........eeeeeiiiiiiiiiii e
1.5.2.1 Sintese de Madelung.........cccoeeiiiiiiiiiiii e
1.5.2.2 Sintese de NENItZESCU.........cceeeeiiiiieiii bbb eeeeeees
1.5.3 Ciclizagao eletrofiliCa..........couvveeiiiiiii e
1.5.3.1 SintesSe de BiSCHIEI..........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee ettt
1.5.4 CicliZaGao Via NITIENO0.........uuuuiiiiiiiiiiiieii i
1.5.4.1 Sintese de Cadogan-Sundberg..........cccceeeeeeeeeeiiieeiiiiiie e
1.5.4.2 SinteSe de SUNUDEIT.....ccciiiiiiiiiiiiee e

01
01
03
05
07
09
12
12

12
13
15
15
15

17
18
21
24
25
25
26
26
27
28
28
29
30
31



1.5.4.3 Sintese de HEMELSDEIger.......ccoovviiiiiiiiiie e
1.5.5 CicliZAGA0 rEAULIVA. ..ottt
1.5.5.1 SiNteSe d€ REISSEI......ccciiii ittt
1.5.5.2 Ciclizacgéo redutiva 0,b-dinitroeStireN0.........ccccoeeeeieeeeeeeeiieeeeeeeeeeiiiiens
2. OBJETIVOS
2.1 ODJELIVOS GEIAIS. ...ttt ettt e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaaaaas
2.2 ODbjetivos €SPECITICOS. ....uiii i e
3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Sintese do nucleo metilenodioxiinddlico a partir do safrol.........................
3.2 Sintese do nucleo metilenodioxiinddlico a partir de um derivado do safrol
[(adT 0 Z=T 0] T ) PR SSEPP PP
3.2.1 MOdIfICAGOES ESIIULUIAIS. ... .uvuiriiiiiiiiriieeeeieee et ettt ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e
3.2.1.1 Reac0es de redUGAD...........ccvveeeereiiiiiiiiieee s e e e e e e e e e e e e e e e eee e eeas
3.3 Sintese do nudcleo metilenodioxiinddlico ndo substituido na porcdo
NELEIOCICHCA. ... it
3.3.1 Descarboxilagéo do acido 5,6-metilenodioxi-indol-2-il-metandico..........
3.3.2 CiClIZAGAOD rEAULIVAL .....eeeiieeeeeeeee ettt
3.4 Sintese do nucleo metilenodioxiinddlico substituido na posicédo 3 do anel
LT (=T o o3 o o o TP
3.4.1 Sintese do acido 5,6-metilenodioxi-indol-3-il-acético................cccceeeeennn.
3.4.2 Proposta de sintese do &cido 5,6-metilenodioxi-indol-3-il-metandico.....
3.4.3 Proposta de sintese do acido 5,6-metilenodioxi-indol-3-il-propibnico.....
3.5 Avaliacéo de atividade reguladora de crescimento vegetal.....................
3.5.1 Promocéo de crescimento de radiculas de Lactuca sativa e Sorgum
DICOION. .
3.5.2 Inducéo de enraizamento CaUliNA..............oooeeiieiiiiiiiiie
3.5.3 Bioteste de peciolos em Phaseolus vulgaris (feijdo de vagem)..............
3.5.4 Dominéancia apical em Phaseolus VUlgarisS..........cccccceeeeiiiiiiiiiiiiiiiieeeee,
4. CONCLUSOES
5. PARTE EXPERIMENTAL
5.1 TECNIiCas € CaraCteriZaCa0.........uuueiiiieeeeieieieiiiiiie s e e e e e e e e eeeeears e e e e e e e eeeeanes
5.2 SOIVENLIES € FEAGENTES. ... it i it a e

5.3 Sintese do nucleo metilenodioxiinddlico a partir do safrol.........................

31
32
32
33
35
35
35
37
38

42
47
47

48
48
50

56
56
67
70
73

74
79

85
89
91
91
92
93



5.4 Sintese do nucleo metilenodioxiindOliCo............ccccciiiiiiiiiiiiiiee e
5,5 Sintese do nucleo metilenodioxiinddlico substituido na porcao
0[S (=T do o] Tod o TP
5.5.1 Sintese dos compostos substituidos na posicdo 2 do anel
NELEIOCICHICO. ...t

5.5.1.1 Tentativas de redugao do 5,6-metilenodioxi-indol-2-il-carboxilato de

5.5.1.2 Tentativas de obtenc¢éo do 5,6-metilenodioxi-indol-2-il-formaldeido....

5.6 Sintese dos compostos substituidos na posicdo 3 do anel
011 (=T o Tod Tod o o TR

5.6.1 Tentativas de preparacao direta do acido 5,6-metilenodioxi-indol-3-il-

=01 = 1[0 J PRSP

5.6.2 Tentativas de oxidacao do 5,6-metilenodioxi-indol-3-il-formaldeido

5.7 Avaliacdo da atividade reguladora de crescimento vegetal.....................

5.7.1 Promocao de crescimento de radiCulas................uuvvvereverivveniniinnnnennnnnnn.

5.7.2 Inducéo do enraizamento Caulinar................uuuviiiiiiiieeeeeeeeeeeee s

5.7.3 Bioteste de peciolos em Phaseolus vulgaris...........cccooouviieiiiesiiiieeennnn.

5.7.4 Dominéancia apical em Phaseolus vulgariS........cccccooeeeiieieeiiiiiieceeeeeiis

6. PERSPECTIVAS

7. ANEXO |

8. ANEXO Il

9. ANEXOS Il

10. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

96

102

102

105
107

107

112
116
118
118
119
120
122
123
124
127
128
130



Figural

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura5

Figura 6

Figura7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

Figura 12

INDICE DE FIGURAS

Rotas de respostas hormonais..........ccccceeeeeeevveeeeviiiiiceennn.

Formacé&o de raizes nos peciolos das folhas de violeta
AFTICANA. ...
Influéncia de auxinas no crescimento do morango............
Influéncia na dominancia apical............cccevvviviiiiiiiieeeeeeeen,
Efeito do 5,6-metilenodioxi-indol-2-il-carboxilato de metila
(47a) no crescimento radicular de L. sativa.......................
Efeito do &cido 5,6-metilenodioxi-indol-2-il-metandico
(48) no crescimento radicular de L. sativa............ccc..uueen..
Efeito do &cido 5,6-metilenodioxi-indol-2-il-metandico
(48) no crescimento radicular de S. bicolor......................
Efeito do &cido 5,6-metilenodioxi-indol-2-il-metandico
(48) nas concentracbes de 10° e 10° M e ensaio
controle, respectivamente, no crescimento radicular de
S.DICOION. ..
Efeito do acido 5,6-metilenodioxi-indol-3-il-acético (55)
no crescimento radicular de S. bicolor...................oooeine
Acado herbicida do 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) em
plantas de P. vulgaris (feijao)..........cccccuvrrmiviriiiiiiiiiiiiiennnee.
Efeito do &cido 5,6-metilenodioxi-indol-2-il-metandico
(48) na inducao de enraizamento caulinar em estacas de
M. ArDOFEUS.....ciiiiiiei e
Efeito do acido 5,6-metilenodioxi-indol-3-il-acético (55)
na inducdo de enraizamento caulinar em estacas de M.

ATDOTEUS. ..

11

13

14

16

75

76

77

77

78

79

80

81



Figura 13

Figura 14

Figura 15

Figura 16

Figura 17

Figura 18

Figura 19

Figura 20

Figura 21

Figura 22

Efeito dos &cidos 5,6-metilenodioxi-indol-2-il-metandico
(48) e 5,6-metilenodioxi-indol-3-il-acético (55) na inducéo
de enraizamento caulinar em estacas de M. arboreus......
Producédo de raizes em estacas de limoeiro tratadas com
acido iNdol-3-aCELICO ......ccovvvieeeeeiiiiiee
Efeito do &cido 5,6-metilenodioxi-indol-2-il-metandico
(48) no bioteste de peciolos de P. vulgaris............ccc.........
Efeito do acido 5,6-metilenodioxi-indol-3-il-acético (55)
no bioteste de peciolos de P. vulgaris..........cccccceeveeeeeeennn.
Efeito do &cido 5,6-metilenodioxi-indol-2-il-metandico
(48) na manutencéo da dominancia apical de P. vulgaris.
Efeito do acido 5,6-metilenodioxi-indol-3-il-acético (55)
na producéo de gema lateral em P. vulgaris.....................
Efeito do acido indolbutirico (AIB) na manutencdo da
dominéncia apical em P.vulgariS...........ccccooeiiiiiiiinnnnnnn.
Efeito do acido 5,6-metilenodioxi-indol-3-il-acético (55)
na manutengdo da dominéncia apical em P. vulgaris........
Planta utilizada nos ensaios de inducdo de enraizamento
caulinar €M eStaCaAS. ......cooeveeeeiieeeiiiere e
Peca em forma de y utilizada no bioteste de peciolos em

P VUIQANIS. ..o

81

82

84

85

86

87

87

88

119



Tabela 1l

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabel 6

Tabela 7

Tabela 8

Tabela 9

INDICE DE TABELAS

Resumo das condi¢cfes experimentais testadas na reacéo de

0Z0NO0IliSe dO SATOL........uviiiiiiiiiiiiiiiiee e
Dados estatisticos do teste de desenvolvimento radicular de
plantulas de L. sativa na presenca do 5,6-metilenodioxi-indol-
2-il-carboxilato de metila (478).......ccuuvuueemiiiiieeeeee s
Dados estatisticos do teste de desenvolvimento radicular de
plantulas de L. sativa na presenc¢a do &cido 5,6-metilenodioxi-
iNAOI-2-il-MetanGiCo (48)........uueeiieeiiiiiiiieee e
Dados estatisticos do teste de desenvolvimento radicular de
plantulas de S. bicolor na presenca do acido 5,6-
metilenodioxi-indol-2-il-metandico. (48)........ccccvvveiiiiiiiiiiieeeeeennn.
Dados estatisticos do teste de desenvolvimento radicular de
plantulas de S. bicolor na presenca do &cido 5,6-
metilenodioxi-indol-3-il-aCético (55)........ccouvuvviiiiiiiiiiiiiiiiiieeee,
Dados etatisticos do teste de inducdo do enraizamento
caulinar em M. arboreus na presenca do acido 5,6-
metilenodioxi-indol-2-il-metanico (48)..........cccvveeeeiiiiiiiieneennns
Dados estatisticos do teste de inducdo do enraizamento
caulinar em M. arboreus na presenca do acido 5,6-
metilenodioxi-indol-3-ilacético (55).........ccovvvriiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee,
Dados estatisticos do bioteste do peciolos em P. vulgaris na
presenca  do acido 5,6-metilenodioxi-indol-2-il-meta-
NOICO (48).. it e
Dados estatisticos do bioteste do peciolos em P. vulgaris na
presenca do acido 5,6-metilenodioxi-indol-3-il-acético (55).......

124

124

125

125

125

126

126



BulLi
NaOEt
Ph

Me

Et
EtOK
AcOH
Et,O
EtOH
(EtO2C),
EtOAC
t.a.

RMN *H
RMN 3C

Q_U)C_.Q_Z

CDCls
DMSO-ds
T™MS

p.f.

p.e.
c.c.d

THF

ABREVIATURAS E SIMBOLOS

Butil Litio

Etoxido de sodio

Fenila

Metila

Etila

Etoxido de potassio

Acido acético

Eter etilico

Etanol

Dietiloxalato

Acetato de etila

Temperatura ambiente
Infravermelho

Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio
Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono
fon Molecular

Deslocamento quimico

Constante de acoplamento

Singleto

Dubleto

Duplo dubleto

Cloroférmio deuterado
Dimetilsulfoxido deuterado
Tetrametilsilano

Ponto de fuséo

Ponto de ebulicdo

Cromatografia em camada delgada

Tetraidrofurano



RESUMO

No presente trabalho explorou-se a reatividade do safrol 86) e de seu
derivado piperonal (35) como materiais de partida para a sintese de novos
compostos indolicos 5,6-metilenodioxissubstituidos, estruturalmente relacionados
ao acido indol-3-il-acético (AIA, 1).

Na preparacdo do nucleo indélico (50) foi explorada a quimica das azidas,
preparando-se inicialmente o éster 5,6-metilenodioxi-indol-2-il-carboxilato de
metila (47a) via reacdo de insercao de nitreno, sendo esta altamente
regioespecifica. Hidrdlise alcalina seguida de acidificacdo forneceu o acido 5,6-
metilenodioxi-indol-2-il-metandico (48), analogo ao AIA. Finalmente, o nucleo
inddlico (50) foi obtido analiticamente puro mediante descarboxilacdo do
composto (48) na presenca hidroxido de bario sob vacuo. A ciclizagdo redutiva do
0,b-dinitroestireno (53) também demonstrou ser uma metodologia eficiente na
construcdo do nudcleo indélico (50).

A molécula alvo, o &cido 5,6-metilenodioxi-indol-3-il-acético (55) foi
preparada utilizando-se reacdes classicas descritas na literatura, destacando-se a
eficiente reacdo de Mannich para a introdugéo da cadeira lateral alquilica. A rota
sintética empregada englobou 8 etapas e conduziu a formacdo de (55) com
rendimento total de 26%.

Os compostos (47a), (48) e (55) foram testados quanto as suas
propriedades reguladoras de crescimento vegetal, utilizando-se ensaios
especificos para determinacéo de atividade auxinica.

Os testes empregados na avaliacdo da atividade reguladora de
crescimento vegetal foram realizados através de ensaios biol6gicos ‘in vitro”, em
camara de germinacao, e “in vivo”, em casa de vegetacao.

Empregaram-se sementes de Lactuca sativa (alface crespa) e Sorgum
bicolor nos ensaios de promocdo de crescimento de radiculas, estacas de
Malvaviscus arboreus na inducdo de enraizamento caulinar e plantas de

Phaseolus vulgaris (feijdo de vagem) no bioteste de peciolos e dominancia apical.



O composto (47a) foi empregado somente no teste de promocao de

crescimento de radiculas.

Os resultados observados nos ensaios de atividade biologica foram
bastante promissores e demonstraram que os &cidos inddlicos 5,6-metileno-
dioxissubstituidos, especialmente a molécula alvo (65), podem ser considerados

candidatos em potencial a reguladores de crescimento vegetal.



ABSTRACT

The present work describes the use of safrole (36) and its derivative
piperonal (35) as starting materials for the synthesis of new 5,6-
methylenedioxysubstituted indole carboxylic acids structurally related to the indol-
3-yl acetic acid (I1AA, 1).

In the preparation of the indole nucleus (50) it was exploited the azide
chemistry, where the ester 5,6-methylenedioxy-indol-2-yl-carboxylate @7a) was
prepared via nitrene insertion reaction which shown to be highly regiospecific.
Alkaline hydrolysis followed by acidic work up gave the 5,6-methylenedioxy-indol-
2-yl-methanoic acid (48), an analogous of IAA. Finally, the indole nucleus (50) was
obtained as an analytically pure compound by means of decarboxylation of (48) in
the presence of barium hydroxide under vacuum. The reductive cyclization of the
o-b-dinitrostyrene (63) can also be regarded as an efficient methodology in the
construction of the indole (50).

The target molecule 5,6-methylenedioxy-indol-3-yl-acetic acid (55) was
prepared employing classical literature reactions, where should be emphasis the
efficient Mannich reaction to the introduction of the alkyl side chain. The route
comprised eight steps giving (55) in 26% overall yield.

Compounds @7a), @8) and (65) were tested towards their plant growth
regulator properties in bioassays specific for auxine activity.

The ‘in vitro” assays were performed in germination chamber whereas the
“in vivo” were conducted in green house.

The experiments employed seeds of Lactuca sativa and Sorgum bicolor to
promote the roots grow, stakes of Malvaviscus arboreus for the induction of
rooting stem and Phaseolus vulgaris in the petiole and apical dominance tests.
Compound (47a) was submitted only to the root growth test.

The observed results from the biological assays were very promising and

showed that the 5,6-methylenedioxysubstitutedindole acids, specially the molecule
(55), can be regarded as a potential plant growth regulators.



1. INTRODUCAO

No desenvolvimento das plantas, o comum torna-se extraordinario e o
mundano torna-se miraculoso. Percebe-se que as sementes germinam, 0S ramos
crescem, os frutos amadurecem e as folhas amarelam e caem. No entanto,
quando tenta-se entender 0s mecanismos envolvidos nesses eventos de
desenvolvimento, depara-se com processos tao intrinsecos, complexos e subitos
gue néo se consegue compreender seus detalhes. No epicentro do crescimento e
do desenvolvimento vegetal estdo os hormoénios — pequenas moléculas organicas
que funcionam como sinais quimicos altamente especificos entre as células. S&o
capazes de regular o crescimento e o desenvolvimento, em parte, devido ao fato

de produzirem efeitos amplificados. *

1.1 Importancia dos Hormonios Vegetais em Biotecnologia

Uma planta para crescer necessita de luz, a partir do sol, didxido de
carbono a partir do ar, agua e sais minerais, incluindo nitrogénio, a partir do solo.
A planta faz muito mais do que simplesmente aumentar sua massa e 0 volume
para crescer, ela diferencia-se, desenvolve-se e adquire formas, criando uma
variedade de células, tecidos e 6rgdos. Muitos dos detalhes de como estes
processos sado regulados ndo sao conhecidos, mas tornou-se claro que o
desenvolvimento normal depende da interacdo de varios fatores internos e
externos. Os principais fatores internos que regulam o crescimento da planta séo
de natureza quimica, nos quais atuam os horménios vegetais. Fatores externos

como luz, temperatura, ou comprimento do dia, afetam o crescimento da planta. *

A maioria dos especialistas em fisiologia vegetal aceita uma definicdo para
horménios vegetais similar a elaborada para horménios animais. Os hormonios
vegetais, também conhecidos como fitohormoénios, sdo compostos organicos
produzidos naturalmente em alguma parte da planta e transportados para outra,
causando respostas fisiol6gicas especificas, e outros agem no proprio local onde

sdo produzidos. Em ambos os casos, 0os hormoénios atuam influenciando nos



processos fisiologicos de crescimento, diferenciacdo e de desenvolvimento das
plantas. Devido a essas propriedades, estes compostos representam funcéo
essencial no controle do crescimento e desenvolvimento vegetal, apresentando
atividade em concentragbes muito baixas. Estima-se que a massa do hormoénio
em relacdo ao caule de uma planta é comparavel a de uma agulha em 20
toneladas. °

A palavra hormonio originou-se do grego horman, que significa estimulo.
Porém, sabe-se que alguns possuem efeitos inibitérios. Devido a este fato, € mais
adequado considerar os horménios como reguladores quimicos, e ndo apenas
estimulantes. No entanto, as respostas a um determinado regulador né&o
dependem somente da estrutura quimica do composto, mas também da forma
como ele é reconhecido pelo tecido alvo. Um mesmo horménio pode agir de modo
diferente em tecidos ou em diferentes fases do desenvolvimento num mesmo
tecido, e estes podem requerer diferentes concentracdes de hormoénios. Essas
variagdes séo referidas como diferencas na sensibilidade. Dessa forma, os
sistemas vegetais podem variar a intensidade do sinal hormonal pela alteracéo
nas concentracbes dos hormoénios, ou pela mudanca na sensibilidade aos
horménios que ja se encontram presentes.

Os hormonios vegetais mais conhecidos sao as auxinas derivadas do acido
indolacético-AlA, (1), giberelinas (2), citocininas (3), &cido abscisico (4) e o etileno
(5), e estas cinco classes de compostos pertencem aos hormdnios vegetais
considerados classicos. Os efeitos destes hormdnios tém sido descritos e

caracterizados nos ultimos cingiienta anos. °
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No entanto, mais recentemente foram isoladas novas substancias de
diversificada estrutura molecular que também apresentam atividade reguladora de
crescimento vegetal, e vém sendo estudadas intensivamente nos ultimos anos.
Entre elas encontram-se os jasmonatos (derivados do &cido jasmonico) (6), que
sdo compostos volateis amplamente reconhecidos como componentes das
fragrancias florais, os brassinosteréides (7) (moléculas orgéanicas complexas
relacionadas aos esterdides animais), o acido salicilico que tem sido relacionado
como um sinal de defesa contra patdgenos vegetais, oligossacarideos
(carboidratos complexos) e poliaminas, estes considerados horménios vegetais
n&o classicos. °

Dentre os hormonios vegetais, as giberelinas e o acido indolacético sdo os

mais empregados comercialmente. 1°

1.2 Auxinas

O termo auxina € originario da palavra grega “auxein”, que significa
crescer. Dentre os reguladores de crescimento vegetal, as auxinas constituem o
mais estudado e de ac¢do fisioldgica mais variada na planta.

As auxinas foram os primeiros hormonios vegetais a serem descobertos,
aproximadamente em 1880 por Charles Darwin e seu filho Francis, somente nove
anos depois do descobrimento da testosterona, o primeiro hormoénio animal
conhecido. O acido indolacético @AIA) foi a primeira auxina identificada, mas
somente isolada em 1928 pelo fisiologista vegetal Frits W. Went, e até hoje é o
principal representante natural desta classe de compostos. Como pode ser
observado, o AlA é estruturalmente relacionado ao aminoacido triptofano @), e



tanto (1) como @) possuem suas estruturas baseadas no heterociclo indol Q).
Acredita-se que os vegetais sado capazes de produzir esse regulador essencial de
crescimento por diversas vias. A auxina € produzida nos apices de cotilédones,

em apices caulinares, em folhas jovens e também é encontrada em flores, frutos

e sementes. !

Estudos posteriores, mostraram que o AIA ndo é o Unico composto com
atividade auxinica presente nas plantas. Além deste, também foram descobertos
outros compostos com esta atividade, como por exemplo o acido 4-cloro-
indolacético (4-Cl-AlA, 10) encontrado em plantas leguminosas e que em alguns
testes apresentou atividade dez vezes maior que o AIA. Outros compostos
endégenos sdo o acido indolbutirico (AIB, 11) muito usado no enraizamento de
estacas, e o acido fenilacético (12) dentre outros.***3

Cl coon (CHZ)COOH CH,COOH
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1.2.1 Biossintese do Acido Indol-3-Acético

As vias de biossintese do AIA tém sido estudadas ha muito tempo. Porém
ainda existem algumas duvidas quanto a contribuicdo de cada uma delas. O AlA
€ quimicamente semelhante ao triptofano (8), sendo este muito provavelmente o
seu precursor. 1°

A biossintese do AIA a partir do triptofano tem sido o objeto de intensa
pesquisa nas ultimas décadas. Embora varios caminhos tenham sido propostos, o
que envolve o acido indol-3-piravico (AIP) é o mais provavel. Desta forma,
dependendo da sequéncia destes caminhos, o produto desaminado, o acido indol-
3-piravico ou o produto descarboxilado, a triptamina TAM), sdo 0s primeiros
intermediarios formados. A conversdo subsequente do &cido indol-3-piravico em
indol-3-acetaldeido ocorre por meio de uma reacao de descarboxilagdo. O aldeido
€ entdo oxidado para &cido indol-3-acético pela enzima indolacetaldeido
desidrogenase ou pela indolacetaldeido oxidase, dependendo da espécie da
planta envolvida. O caminho no qual a triptamina € o primeiro intermediario, €
similar ao caminho do AIP. No entanto, a ordem das rea¢cdes de desaminacao e
descarboxilacdo s&o inversas, e diferentes enzimas estdo envolvidas. **

Em um terceiro caminho, o triptofano € primeiramente convertido em indol-
3-acetaldoxima, e posteriormente em indol-3-acetonitrila, seguido pela perda do
nitrogénio amino do triptofano através da hidrolise da nitrila para acido, que

acontece pela acdo de uma nitrilase (Esquema 1).
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Finalmente, o triptofano pode ser convertido em AIA, pela acdo de

bactérias patogénicas como por exemplo as fitopatbgenas Pseudomonas

savastanoi e Agrobacterium tumefaciens. Inicialmente a triptofano monoxigenase

converte o triptofano em indol-3-acetamida (IAM) e posteriormente este composto

é hidrolisado pela enzima hidrolase, formando o AIA (Esquema 2). 14
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1.2.2 Metabolismo das Auxinas

A concentracdo de AIA em um determinado tecido ou célula vegetal pode ser
afetada tanto pela taxa de inativacdo, quanto pela de biossintese. A inativacédo é
reversivel quando ocorre uma reag¢do de conjugacdo da auxina com compostos
de baixo ou alto pesos moleculares. Os compostos de baixo peso molecular
incluem os acglcares, aminoacidos e o inositol. Os de alto peso molecular sdo o
glucano (7 a 50 unidades de glicose por AIA) e as glicoproteinas-AlA,
encontradas em sementes de cereais.

Os produtos da conjugacdo do AIA com outras moléculas formam um
"pool" ou reserva de auxina, onde somente o AIA livre € ativo nos processos
fisiol6égicos. A grande maioria das auxinas nas plantas € encontrada no estado
conjugado, mas podem ser rapidamente disponibilizadas pela acdo de enzimas
que desdobram esta forma. Altas concentracbes de auxinas livres em plantas
vivas sao encontradas no meristema apical de raizes, apices caulinares e folhas
jovens, sendo estes o0s sitios primarios da sintese de auxinas. Entretanto, as
auxinas sdo amplamente distribuidas nas plantas. O metabolismo das auxinas
conjugadas pode ser o fator de maior contribuicdo na regulacdo dos niveis de
auxina livres. Por exemplo, durante a germinacdo de sementes de Zea mays, 0
myo-inositol-AlA é transportado do endosperma para o coledptilo. Acredita-se que
pelo menos uma parte do AlA livre produzido no apice do coledptilo de Zea mays
deve ter sido formado a partir da hidrélise do myo-inositol-AlA. A formacdo dos
conjugados de auxina pode ser vista como uma maneira de protecdo e
armazenagem de auxina livre, ja que sua forma conjugada nao sofre degradacéo
oxidativa.*®

Como na biossintese do AIA a quebra enzimética pode envolver mais de
uma rota, acreditou-se por muito tempo que as enzimas peroxidativas eram as
principais responsaveis pela oxidacdo do AlA, principalmente porque elas estao
presentes nas plantas e sdo capazes de degradar o AlA. A rota via peroxidade
conduz ao produto oxidado, o 3-metilenoxindol no qual a cadeia lateral (acido
acético) é reduzida em um carbono. Entretanto, esta rota € fisiologicamente

bastante confusa.



Com base na marcacao isotopica e identificagdo de metabdlitos, duas
outras rotas oxidativas tém sido propostas. Estas, provavelmente estédo
envolvidas no controle da degradacdo do AIA, com o acido oxindol-3-acético
(OxAIA), como produto final. **

Na rota A, o AlA é oxidado sem descarboxilagdo conduzindo ao OxAIA. Na
B, o AlA-aspartato conjugado é inicialmente oxidado no intermediério dioxindol-3-
acetilaspartato, e posteriormente forma o OXxAIA. Estas rotas diferem da
peroxidase, devido ao fato de que a oxidacdo ocorre sem descarboxilagcao

mantendo a cadeia lateral (4cido acético) intacta (Esquema 3). *°
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Os mecanismos de biossintese e degradacdo das moléculas de auxina sao
importantes para o futuro da agricultura. Informacfes sobre o metabolismo
possibilitardo manipulagbes genéticas e quimicas dos niveis de hormdnio
enddgeno, resultando em crescimento e diferenciacdo desejaveis de importantes
colheitas. Atualmente, existe a possibilidade de regular o crescimento de plantas

sem o uso de fertilizantes e herbicidas toxicos. 1°



1.2.3 Mecanismos de Acao das Auxinas

Qualquer tentativa para esclarecer o mecanismo de acdo do AIlA deveria
explicar como este hormonio modifica a plasticidade da parede celular permitindo
sua extensdo. O aumento na plasticidade, que permite a expanséao celular, talvez
seja um fenbmeno comum que serve de base a muitos, sendo para todos 0s
efeitos do AIA.*

Para que os hormdnios operem como sinais quimicos entre as células, as
moléculas alvo devem possuir mecanismos para: identificar o hormoénio
especifico, medir a quantidade que esta presente, transferir essa informacao via
rotas metabdlicas e converter a informacdo em um conjunto complexo de
mudancas no desenvolvimento. As células reconhecem os horménios vegetais
utilizando proteinas denominadas receptores. Cada proteina receptora contém um
sitio de ligacao que é especifico para um hormonio. Os sinais séo freqientemente
amplificados e traduzidos em rotas bioquimicas por compostos intermediarios
chamados mensageiros secundarios.

A ligagdo do hormb6nio com o receptor ativa uma rota especifica de
resposta na célula. A ligacdo de um hormonio em seu receptor, resulta em uma
mudanca na conformacdo da proteina receptora. Esta mudancga conformacional
altera a proteina receptora, levando-a a interagir com outros componentes na
célula. Por exemplo, o receptor ativado pode interagir diretamente com
sequéncias regulatérias do DNA para estimular a transcricdo de genes
especificos, ativados por hormdénios. Os hormoénios esteroidais dos animais
operam dessa forma.

Outros tipos de receptores hormonais estdo localizados na membrana
plasmatica. Mediante sua interagdo com outras proteinas da membrana, alguns
desses receptores podem ativar bombas de ions, como as de protons; e outros
podem conduzir & abertura de canais de fons na membrana.’

O ion célcio, é de particular interesse na acao hormonal. Geralmente, os
niveis de Ca®" no citoplasma sdo muito baixos. O estimulo hormonal de canais de
fons calcio resulta em uma elevacdo temporaria nos niveis de Ca?*. A ligacéo do
Ca®" em sitios especificos para célcio de certas proteinas promove uma alteracdo

da atividade protéica, similar ao modo como os hormdnios alteram as proteinas
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receptoras. As quinases sao uma classe de enzimas que podem ser ativadas por
Ca?" ou outros “mensageiros secundarios”. As quinases podem modificar as
proteinas “alvo” transferindo grupos fosfato para certos aminoacidos da proteina

alvo, alterando sua atividade (Figura 1). 4
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Figura 1 - Rotas de respostas hormonais: os hormoénios agem ligando-se a

proteinas denominadas receptores. *



1.2.4 AcOes Fisioldgicas das Auxinas — Respostas

As auxinas apresentam variadas respostas fisiol6gicas nas plantas, e as

mais importantes serdo discutidas.

1.2.4.1 Estimulo no Alongamento Celular e no Crescimento do Caule

Em muitos casos, as auxinas tém um efeito marcante no alongamento
celular. Por exemplo, pedacos de caules de ervilha e feijoeiro tém seu
crescimento estimulado e multiplicado quando mergulhados em solugcdo aquosa
de auxina. No entanto, isto ndo € observado quando o mesmo procedimento €
realizado somente em agua. A forma pela qual o elongamento é estimulado,
ainda nédo esté esclarecida. Como o crescimento celular € provocado pela entrada
de agua na célula, qualquer teoria proposta deve apoiar-se ou em um aumento
das forcas que favorecem a entrada da 4gua (absorcéo ativa de agua, aumento
na permeabilidade da parede celular a agua), ou na diminuicdo das causas que

impedem a entrada (reduc&o na pressdo da parede).*

1.2.4.2 Estimulo do Enraizamento em Estacas, Caule e do Desenvolvimento
Lateral de Raizes.

A primeira aplicacdo pratica da auxina envolveu seu efeito promotor na
inducdo de raizes em estacas, que € altamente estimulada por estes compostos
(Figura 2). *

Nas espécies cujos teores enddgenos de auxina sdo suficientes e as
outras caracteristicas favorecem 0 processo, 0 enraizamento ocorre sem
aplicagdo de auxina exdégena. Em outras espécies, 0 enraizamento sG ocorre com
a aplicacdo de uma auxina como o AIB, misturado com talco ou dissolvido em
solucdo aquosa ou alcodlica. A préatica de tratar estacas com auxinas tem

importancia comercial, especialmente para a propagacado vegetativa de plantas



lenhosas. * Na Figura 2 estd demonstrada a formacdo de raizes em violeta

africana na presenca e auséncia da auxina sintética o acido naftalenoacético -
ANA (13).1

(A) ®)

Figura 2 - Formacéo de raizes nos peciolos das folhas de violeta africana. *A) O
peciolo da folha foi colocado em uma solugéo contendo (ANA) por 10
dias. B) O peciolo da folha foi colocado em agua pura também por 10

dias.
1.2.4.3 Promoc¢éao do Crescimento de Frutos

As auxinas também estdo envolvidas na formagdo dos frutos. O
desenvolvimento do ovario para formar o fruto é um processo intimamente
relacionado com as auxinas. Na natureza, o inicio do desenvolvimento do fruto
esta relacionado com a fertilizagdo. Neste processo, ndo s6 o0 ovario recebera
uma pequena quantidade de auxina fornecida pelo grdo de polén como também a
fertilizacdo ir4 liberar auxinas existentes como precursores nas partes femininas
da flor. Nessa liberacéo, parece que o grdo de polén age ativando a sintese do
acido indol-3-acético, a partir do triptofano existente no gineceu. Esta auxina
libertada pela fertilizacdo é responsavel pelo inicio do desenvolvimento do ovario,

sendo a seguir suplementada com grandes quantidades produzidas pela
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semente. Normalmente, se a flor n&do for polinizada e a fertilizacdo ndo ocorrer, 0
fruto ndo ir4 desenvolver-se. Em algumas plantas a fertilizacdo de uma osfera é
suficiente para o desenvolvimento normal do fruto, mas em outras como as macas
ou meldes, 0s quais possuem muitas sementes, varias devem ser fertilizadas para
a parede do ovario amadurecer e tornar-se carnosa. Tratando as estruturas
femininas (carpelos) de certas espécies, € possivel produzir frutos
partenocarpicos, que sao produzidos sem fertilizacdo, por exemplo, tomates,
pepino e berinjela sem sementes. *

Contudo, em muitos ou na maioria desses frutos sem sementes, existem
ovulos imaturos. O tratamento da parte feminina da flor ndo polinizada de
algumas espécies com auxinas, possibilita a producédo de frutos como o tomate.
Existe uma intima correlacdo entre o numero de sementes e o tamanho do fruto.
Sementes em desenvolvimento séo fontes de auxina. No caso do morango, a
retirada de todas as sementes (aquénios) provoca a paralizagdo do crescimento
(B). Se um estreito anel de sementes for retirado, o fruto forma uma cinta na area
das sementes (C). Se auxina for aplicada ao receptaculo sem sementes, 0
crescimento prossegue normalmente (A). Cada “semente” de morango é um fruto
nao carnoso do tipo aquénio. A auxina produzida pelos embrifes contidos em
cada aquénio promove o desenvolvimento do receptdculo da inflorescéncia do
morangueiro formando o pseudofruto carnoso que é denominado de morango. No
caso de frutos sem sementes, o crescimento provavelmente € controlado pela
auxinas, que estdo invaridvelmente em altas concentracées nos botdes florais
(Figura 3). 1

©)

Figura 3 — Influéncia de auxinas no crescimento do morango.



1.2.4.4 Retardamento do Amadurecimento de Frutos.

A concentracdo de auxina diminui durante o amadurecimento dos frutos,
formando camadas de abscisdo no caule que permitem a queda do fruto. Os
fruticultores frequientemente pulverizam suas plantacdes com auxina sintética, a

fim de manter os frutos maduros nas arvores até que possam ser colhidos. °

1.2.4.5 Abscisao de Folhas e Frutos.

A queda de folhas é um processo periédico e comum em muitas arvores e
arbustos. Esta, chamada de abscisao pode ser induzida por diferentes fatores do
meio; falta de 4gua, baixas temperaturas, intensidade solar reduzida e variacdes
no comprimento do fotoperiodo, mas € em JUltima analise controlada pelo
gradiente de auxinas. A auxina produzida na folha inibe a abscisdo da mesma,
bem como a produzida no fruto inibe a sua abscisdo. Quando o teor de auxina no
orgdo diminui, forma-se a conhecida camada de abscisdo na base do peciolo da
folha, ou na base do peddnculo do fruto, e com o balancar do vento ocorre a

absciséo do 6rgdo.!

1.2.4.6 Dominéancia Apical.

Muito antes da descoberta da regulacdo através dos horménios no
crescimento das plantas, a dominancia apical, isto € a habilidade que a gema
apical (apice) tem de inibir o desenvolvimento das gemas laterais (gemas
axilares), ja era bem conhecida pelos fisiologistas. Entre os vegetais, ha desde
gemas apicais com dominancia muito acentuada, com a consequente formacao
de plantas eretas e ndo ramificadas como as palmeiras, até plantas como os
arbustos em que a dominancia apical € minima ou nula. O papel da auxina na
dominancia apical pode ser demonstrado experimentalmente. Por exemplo,

quando a gema apical de uma planta de feijdo é removida, as gemas laterais
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comegam a crescer. Contudo, quando auxina € aplicada no lugar da gema apical
removida, a inibicdo do crescimento das gemas laterais permanece inalterada.’

A Figura 4 mostra que, (A) a auxina produzida no apice caulinar move-se
de modo descendente no caule, inibindo o crescimento de ramos laterais a partir
de gemas axilares. A medida que a distancia entre o apice caulinar e as gemas
axilares aumenta — e a concentragcdo de auxina diminui — as gemas sao
gradualmente liberadas da inibicdo. (B) Se o &apice caulinar for removido,
eliminando a producdo posterior de auxina, as gemas axilares ndo sdo mais

inibidas e comecam a crescer vigorosamente

Apsce caulinar
(fonie de auxina)

Apice caulinar
removido

PR

Gamas axilares

: Gemas axlaes
Inibidas peor Buxina

n&o mais inibidas

- o B

Gemas “1 |

axilares em - i
fal  desaméohvimanto ¥ i)

Figura 4 — Influéncia na dominancia Apical: A) apice caulinar (fonte de auxina)
— gemas axilares inibidas por auxina, B) apice caulinar removido —

gemas axilares em desenvolvimento. *
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1.2.4.7 Atuacdo como Herbicidas no Controle de Plantas Invasoras de

Solos Agricultaveis.

As auxinas sintéticas como o acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D, 14),
acido 2,4,5-triclorofenoxiacético (2,4,5-T, 15), e derivados do &cido picolinico (16)
como o picloramo (17) - que é vendido com o nome comercial de Tordon, tém
sido usadas extensivamente como herbicidas na agricultura. Como esses
herbicidas matam as ervas daninhas ainda ndo é completamente elucidado. O

2,4-D é degradado nas plantas como as auxinas naturais.

OCH,COOH
CH,COOH cl
(13) cl
(14)
OCH,COOH OCH,COOH
Cl CH,
cl
Cl al
(15) (18)
Cl N COOH
N =
_ COOH
X
N Cl Cl
NH
(16) ?
17)

Os mecanismos pelos quais os herbicidas matam apenas certas ervas
daninhas sdo também pouco conhecidos. A seletividade desses compostos contra
ervas de folhas largas é devida em parte as maiores taxas de absorcdo dessas
folhas quando comparadas as estreitas folhas das gramineas. °

O estimulo do alongamento celular é a principal acéo fisiolégica das

auxinas. Uma observacdo importante, é que as auxinas causam respostas
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fisiologicas, somente quando presentes em baixas concentracdes. No entanto, se
a auxina estiver presente em altas concentra¢des agira como herbicida inibindo o

crescimento. *

1.3 Reguladores de Crescimento Vegetal

Além dos cinco grupos de horménios vegetais classicos e dos nao
classicos, sdo também conhecidos os chamados reguladores de crescimento
vegetal, 0os quais sao produtos sintéticos ndo endégenos, porém, sédo tdo ou mais
ativos que os hormdnios, causando respostas fisiologicas, e influenciando no
crescimento e desenvolvimento das plantas. °

Os reguladores de crescimento vegetal formam um grupo com mais de
guarenta compostos de uso comercial, cujas estruturas variam amplamente
resultando numa série de classes quimicas. Dada a importancia desta classe de
compostos com ampla aplicacdo na agricultura e na biotecnologia vegetal,

inmeros reguladores de crescimento vegetal foram desenvolvidos.
Estes compostos imitam os efeitos do AIA em diferentes testes fisioldgicos,

e dentre eles destacam-se o0s acidos naftalenoacético (ANA, 13), 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D, 14), 2,4,5-triclorofenoxiacético 2,4,5-T, 15) 2-metil-4-
clorofenoxiacético (AMCP, 18), AIB (11), mencionados anteriormente. A maioria
deles séo utilizados amplamente na agricultura como herbicidas e pesticidas. Em
termos econdémicos, esse pode ser o principal uso pratico para os reguladores de

crescimento vegetal.
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O Agente Laranja recebeu atengdo consideravel, pois foi o herbicida mais
comumente utilizado como desfolhante durante a Guerra do Vietnd. Este
composto € uma mistura de ésteres n-butilicos de 2,4-D e 2,4,5-T, ou outra auxina
sintética. Ele também contém a dioxina 2,3,7,8-TCDD, um contaminate do
2,4,5-T, que é toxico para animais e seres humanos. Em seres humanos, este
contaminante causa uma grave lesdo de pele que ocorre sobre a cabeca e na
superficie do corpo. Evidéncias positivas baseadas em estudos animais, mostram
que este composto provavelmente é carcinogénico em seres humanos. A
fabricacéo e o uso do 2,4,5-T foram proibidos nos Estados Unidos.

Uma série de reguladores de crescimento vegetal disponiveis
comercialmente permitem avaliar a influéncia no desenvolvimento e crescimento
da planta em todos os estagios; desde o enraizamento até o amadurecimento.
Um modo de acdo importante é o alongamento celular, formando plantas mais
compactas e vistosas. Os trabalhos sobre estes compostos concentram-se
basicamente na descoberta, eficicia e atividade bioldgica. O destino de aplicagéo,
bem como a toxicidade, geralmente ndo s&o divulgados. *°

Marumo e Katayama sintetizaram os acidos 4-cloro-6-metoxi-indol-3-
acético e o 4,7-dicloro-indol-3-isobutirico (19, 20) e realizaram ensaios bioldgicos,
verificando que estes compostos sdo potentes reguladores de crescimento

vegetal. 1718

¢! CH,COOH

A\

CH30 ’\||
H

(CH2)3COOH

\
I

I

(19) Cl
(20)
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Torii e colaboradores sintetizaram o acido 5,6-dicloroindol-3-acético (21) e
derivados com alto rendimento e pureza, e estes compostos também

apresentaram atividade reguladora de crescimento vegetal. *°

CH,COOH
cl
N
c \
(21) H

Visando obter um regulador de crescimento vegetal efetivo na promocéo
de brotos e germinacéo de sementes pelo uso de um ou mais tipos de derivados
inddlicos como componente ativo, Somei e colaboradores sintetizaram novos
derivados inddlicos. Dentre eles, o 2-cloroindol-3-carboxialdeido e o 2-bromo-1-(3-
metil-2-butenil)indol-3-carboxialdeido (22, 23), foram eficazes quando aplicados

em arroz, trigo, pepino e tomate. 2°

CHO CHO

\\_—Cl \\_—Br

N N

(22) ,L (23) CH,CHC(CHs),
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1.4 Relacao Estrutura Quimica-Atividade Bioldgica das Auxinas

Uma vez conhecida a estrutura do AIA, buscou-se compostos
estruturalmente relacionados, que pudessem ser sintetizados de forma mais
efetiva e econdmica, com a finalidade de comercializacéo. %

Estes estudos permitiram detectar a atividade herbicida do 2,4-D (14) e de
varios derivados do acido indol-3-acético.

Os estudos da relacdo estrutura-atividade sado de grande importancia para
a sintese de novos reguladores de crescimento vegetal com atividade auxinica e
herbicida, pois o objetivo € compreender o mecanismo dos efeitos fisiologicos a
nivel molecular, bem como conhecer a forma e as propriedades do receptor das
auxinas. %

A atividade hormonal é um mecanismo complexo influenciado por véarios
fatores, como a afinidade do receptor em relacdo as auxinas, estabilidade
metabolica, lipofilicidade, distribuicdo do horménio nos tecidos, densidade
eletrbnica no nacleo inddlico, distribuicao eletrénica e da carga no sistema do anel
aromatico, estereoquimica e outros parametros fisico-quimicos. > %

Nenhuma correlacdo simples de ambas propriedades fisico-quimicas ou
parametros estruturais para derivados do &cido indol-3-acético com bioatividade
tem sido estabelecida. A fim de compreender as propriedades moleculares
essenciais de um substrato ou inibidor para a interagdo com a ligagdo auxina-
proteina ABP ("auxin binding protein"), o receptor putativo, e a estrutura
tridimensional dessas proteinas devem ser conhecidos. Estas pesquisas estao
progredindo, e quando a topologia do sitio interagdo-hormdnio da ligacdo auxina-
proteina for conhecida, dados estruturais completos para uma variedade de
substratos ou inibidores serdo necessarios. Uma classificacdo sistemética de um
conjunto de aproximadamente 50 compostos foi necessaria para distinguir
auxinas de compostos inativos, através da interagdo dos indices de propriedades
similares.

A cristalografia de raios-X e métodos espectroscopicos de RMN sao
extremamente importantes nos estudos da relacdo estrutura-atividade. Esta

abordagem baseada nas propriedades moleculares, pode ser utilizada para



predizer a atividade de novos reguladores de crescimento vegetal e dos
herbicidas. 2% 23

Inimeros compostos analogos ao AIA ou com atividade auxinica foram
sintetizados e analisados com o objetivo de obter maiores informacdes sobre a
relacdo estrutura-atividade.

Thomas e colaboradores, prepararam e analisaram a atividade biolégica de
trés derivados 5-substituidos da auxina sintética ANA (13). Os derivados foram os
acidos 5-nitro, 5-azido e 5-amino naftalenoacético. Os derivados foram testados
em bioensaios de alongamento de caule, utilizando ervilha e milho. Enquanto o 5-
amino-ANA foi completamente inativo em uma faixa de concentracao de 1-300niM,
0 5-azido-ANA foi ativo em ambas as espécies, demonstrando estimulo favoravel
a 30nM para ervilha e 100nM para milho. O derivado 5-nitro-ANA também foi ativo
na promocdo da elongacdo do caule de ervilha, mas foi inativo ou inibidor em
altas concentragdes sobre o milho.

A falta de atividade para o milho pode estar relacionada a bases
metabolicas, porém esse fato nédo foi explorado. No entanto, o fracasso do 5-nitro-
ANA em promover o alongamento do caule do milho ndo parece resultar da
incapacidade de ligacdo da auxina ao receptor. 24

Magnus e colaboradores estudaram o efeito de derivados halogenados do
acido indol acético. O AIA e o acido 4-cloro-3-indolacético (4-CIl-AlA) ocorrem
naturalmente em frutos de ervilha. Entretanto, suas atividades bioldgicas sao
diferentes, e somente a aplicacdo de 4-CI-AlA estimula o crescimento do
pericarpo de ervilha. A falta de atividade do AIA sobre o tecido do pericarpo de
ervilha reflete sua instabilidade quimica ou bioquimica.

Na andlise dos derivados halogenados do AIA sobre pericarpo de ervilha,
observou-se que o 4-CI-AlA, e em uma menor amplitude o 5-CI-AlA, promoveram
o crescimento. O AlA, 4-, 5-, 6- e 7-CI-AlA e 5-F-AlA foram todos ativos. N&o
exitem dados preliminares disponiveis sobre a atividade auxinica de 4-, 5-, 6- e 7-

F-AlIA. A mudanca de flGor para cloro na posicdo 4 em auxinas resultou em uma
diminuicéo acentuada no crescimento. %

Uma série de derivados do acido-3-indol-acético fluorados foi examinados
por Biserka e colaboradores. A substituicdo no anel benzénico nas posicdes 4, 5,

6 e 7 resultou em 4 compostos, 0s quais foram analisados em biotestes baseados
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no alongamento do caule de aveia e ervilha. A atividade dos compostos fluorados
foi equivalente ou mais efetiva do que as auxinas nao substituidas originais. Os
resultados para a aveia mostraram que o 5-F-AIA e o 7-F-AlA apresentaram a
mesma atividade. No entanto, o 4-F-AlA e o 6-F-AlA foram mais ativos, sendo a
atividade do primeiro mais expressiva. Ja para a ervilha o 5-F-AIA demonstrou

maior atividade. 2% 2’
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1.5 METODOLOGIAS PARA A OBTENCAO DE INDOIS

A investigacdo quimica dos inddis tem sido, e continua sendo, uma das
area da quimica dos heterociclos mais estudadas. A palavra indol é derivada da
palavra india, um importante corante azul da india conhecido como indigo.

Os inddGis sdo provavelmente dos compostos heterociclicos, 0os mais
amplamente distribuidos na natureza, sendo conhecidos mais de mil alcaléides
inddlicos, muitos deles apresentando atividade biolégica importante.

Alguns inddis naturais sao derivados simples monossubstituidos, como o
triptofano 8), que é um aminoacido essencial e constituinte de muitas proteinas.

Ele também é precursor biossintético da triptamina (24), serotonina (25) e

metabdlitos secundarios contendo o nucleo inddlico, como por exemplo o acido-3-
indolacético (1), o principal representante natural dos hormonios vegetais.

NH, NH,
HO
A\ N
N N
(24) kli (25) r||

Devido a importancia dos indbis nos produtos naturais e na sintese de
farmacos, um grande nimero de novas rotas sintéticas para a sua obtencéo e
melhoramento de antigas reacdes tém sido desenvolvidas.

Os indbis sdo usualmente preparados a partir de precursores nao
heterociclicos, por reacfes de ciclizacdo com benzenos devidamente
substituidos. Outros métodos gerais para a sintese do nucleo inddlico sdo os
baseados na ciclizac&o de isonitrilas e via nitreno. 2% ?°
Aqui, serdo discutidos os métodos gerais mais importantes para a obtencao

de indois.



1.5.1 REARRANJO SIGMATROPICO
1.5.1.1 SINTESE DE FISCHER

A sintese de Fischer foi estabelecida em 1883, sendo até hoje a rota mais
amplamente utilizada na preparacao de inddis. A rea¢do consiste no aquecimento
de uma fenilhidrazona, com acido cloridrico ou acido de Lewis em um solvente
inerte, com liberacdo de amobnia durante a formag&do do nudcleo inddlico. No
Esquema 4 estd representada a preparacdo do 2-fenilindol. Este método é
acessivel e pode ser utilizado na obtencdo de indois com varios substituintes e

com cadeias laterais nas posicdes 2 e 3. 3% 3!

\rPh
| ZnCl»/1700C Ph
N — > N +  NH3
/
N

N
| |
H H

Esquema4

Uma variacdo desta metodologia consiste em preparar indois a partir de
hidrocloreto de fenilhidrazonas e cetonas em acido acético com irradiagcdo de
microondas. Esta metodologia apresenta melhorias em muitos casos (altos
rendimentos e reagfes com tempo menor que um minuto) sobre condigbes
termais convencionais. Baixos rendimentos foram obtidos devido a decomposicéo
do substrato exposto a altas temperaturas durante aproximadamente trés horas.
O uso de montmorilonita K10 e cloreto de zinco na presenca de microondas, a
temperaturas mais baixas e com solvente livre de acido forma o 2-(2-piridil)indol
em bom rendimento, um composto cuja unidade basica estrutural faz parte de

muitos produtos naturais (Esquema 5). 3% 33

NT X
| P N
| ZnCl 2/K10 N\ | _
N/N mlcroondas
| 1430C, 67% i
H

Esquema 5

Ir—
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A sintese de Fischer é amplamente utilizada na preparacdo de indois e

derivados. Exemplos incluem a sintese de alcaldides e alcaléides marinhos,
derivados da triptamina (22) e novas estruturas inddlicas com anéis fusionados.

Também tem sido utilizada em escala industrial, na obtencao de intermediarios

farmacéuticos. 3

N
N
{
N—? Me;
A\
N
(22) ||_|

1.5.2 CICLIZACAO NUCLEOFILICA

1.5.2.1 SINTESE DE MADELUNG

Em 1912, Madelung mostrou que o 2-metilindol podia ser preparado com
60% de rendimento, aquecendo-se a o-aceto-toluidina com etéxido de sddio a
360-380°C em atmosfera inerte. O emprego desta metodologia exige condi¢cdes

severas para realizar catalise basica intramolecular na condensacéo entre um
grupo metila aromatico nao ativado e um substituinte o-acilamino (Esquema 6). 3*

35
CHj
NaOEt A\ CHy
e
360-3800C
NHCOCH, 'Tl

H
Esquema 6



Embora a sintese classica de Madelung seja raramente empregada, uma
modificacdo excelente na qual € utilizado n-butilitio (n-BulLi) como base sob
condi¢cdes mais brandas do que a sintese original, foi estudada por Houlihan. A
variacdo Madelung-Houlihan, a qual foi demonstrada primeiramente por Clark e

colaboradores, tem sido utilizada na sintese de novos agentes dopaminérgicos.
36

1.5.2.2 SINTESE DE NENITZESCU

A reacao de Nenitzescu € um método importante utilizado na obtencéo de
indois 5-substituidos. A reagdo ocorre via condensagdo de 1,4-benzoquinonas

com aminoacrilato de etila, sob refluxo, utilizando acetona como solvente

(Esquema 7). ®
CO,CH
Lo
H COLCHs HO
+ acetona \ CH,
refluxo
H NH N
o} ® 2 |

5-hidroxi-2-metil-indol-carboxilato de etila
Esquema 7

Os ésteres indol-3-carboxilato resultantes sao facilmente descarboxilados,
embora o rendimento global seja geralmente baixo. *°

Este método foi utilizado no preparacédo do 5-hidroxi-2-etil-3-carboxilato de
metila, um intermediario chave na sintese de uma indolquinona com atividade

antitumoral (Esquema 8). 3

CO,CH3

CO,CH3 HO
_temp.am _ N\
CH 3N02 N

ot |
Bn Bn
5-hidréxi-2-€til-indol-carboxilato de metila

Esquema 8
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1.5.3 CICLIZACAO ELETROFILICA
1.5.3.1 SINTESE DE BISCHLER

A reacdo de Bischler € um método geral para a preparacdo de indois
substituidos. A reacdo compreende essencialmente a ciclizacdo catalisada por
acido de a-halo, a-aril e a-hidroxicetonas. No Esquema 9 esta representado um
exemplo desta metodologia, no qual a 2-fenilaminoacetofenona é aquecida na
presenca de anilina e acido bromidrico, formando preferencilamente o 2-fenilindol

ao 3-fenilindol. %

H H
R OH R1I|\l |
0 0 ~ R N
WA R2 l\ll Rz 0" "R,
H H

1 2

R1=Ph
\ R2 R2= H \ Rl
N N
I I
H H

Esquema 9

Moody e Swann descreveram uma modificacdo da sintese de Bischler, na
qual o intermediario a-(N-arilamino)cetona € gerado a partir de um composto

diazocarbonila, através da reacdo de inser¢cdo N-H catalisada por rdodio (Rh)

(Esquema 10). *’
O\ R1
; o R1
N CO,R
QL e X
NHCHg Rh2(OAC)s Ry T CO4R,
CH3
R1=Me, Et, Ph 31'87%l o
Ro=Me, Et
R3*=H, 7-Br, 7-OMe, 5-Cl N\__cor

5NO ,50Me 57-diOMe 18" 272

N
|
Me

Esquema 10
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1.5.4 CICLIZACAO VIA NITRENO

Além das rotas sintéticas classicas, o nucleo inddlico pode também ser
obtido através de metodologias alternativas baseadas no emprego da espécie
nitreno como intermediario.

No Esquema 11, esta representada uma reacdo prototipo para a obtencao
de indois na qual a espécie nitreno € empregada na forma de nitrogénio

eletrofilico. 3!

Esquema 11

1.5.4.1 SINTESE DE CADOGAN-SUNDBERG

Um método bastante vantajoso na formac&o do ndcleo indélico, envolve a
deoxigenagé&o de o-nitroestirenos ou o-nitroestilbenos na presenca de trietilfosfito,
e posterior ciclizacdo do nitreno resultante para a formacao do nucleo inddlico.
Cadogan, Sundberg e colaboradores estudaram amplamente estas reacdes
durante a década de 60. 3%*

Mais recentemente, Holzapfel e Dwyer tém utilizado esta metodologia para
sintetizar carbazois a partir de 2-nitrobifenilas apropriados e também varios indois
carbonilados, a partir do o-nitrocinamatos de metila (Esquema 12). ** Outros
grupos tém empregado esta metodologia na sintese de varios 2,2’-bisindais,
intermediarios potenciais de compostos com atividade fungicida, antimicrobial,
antibiética e antitumoral como por exemplo, o Staurosporin (26). 43



—
62-83%

| NO, 0) ‘

X _-COMe
i
@\/\/ 0, D COMe
NO, 67-80% N

(i) e (ii) P(OEt)3, refluxo.

Esquema 12

1.5.4.2 SINTESE DE SUNDBERG

Esta metodologia envolve a termdlise de o-azidoestirenos e ciclizagdo do
nitreno resultante para formacéo do nucleo inddlico.
Molina e colaboradores empregaram a sintese de Sundberg para preparar

2-(2-azidoetil)indol a apartir da bis (azida) (Esquema 13). %

AN N3
0
160 C
N3 tubo selado

61%

IrI—2 /

Esquema 13
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1.5.4.3 SINTESE DE HEMETSBERGER

O método mais seguro para gerar nitreno é pela eliminacdo térmica ou

fotoquimica de nitrogénio das aril ou vinil azidas.

A aplicacdo mais geral desta metodologia tem sido na sintese de anéis
inddlicos 2-substituidos, que séo preparados a partir da azida acetato de metila
qgue sofre imediata condensacdo com aldeidos aromaticos, na presenca de base
forte seguida da ciclizagdo em xileno, formando o indol correspondente com bons

rendimentos (Esquema 14).

CHO
CO,CH
R N4CH,CO,CHs = AN 2es
> R |
NaO CHy/CHsOH N Ns
-80¢C l

Esquema 14 H

Esta metodologia tem sido extensivamente estudada por Moody e Rees, e
amplamente utilizada na obtencdo do ndcleo inddlico presente em varios
compostos biologicamente ativos, como exemplo o Discorhabdin @7), Prianosin

(28) e Makaluvamina (29) que apresentam significante atividade anticancerigena.
46-52

OH
N
|
\ |
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1.5.5 CICLIZACAO REDUTIVA

Como na sintese de Fischer, a ciclizacdo de Madelung e suas
modificacdes, a ciclizacdo redutiva de nitro compostos arométicos € um método
eficiente para a preparacdo de inddis, e progressos na metodologia foram

descritos recentemente. 3

1.5.5.1 SINTESE DE REISSERT

A sintese classica de Reissert foi descoberta em 1897. Esta metodologia
envolve a condensagao de o-nitrotolueno com dietiloxalato, na presenca de base
forte, formando o o-nitrofenilpiruvato de etila. Apds a hidrélise do éster, o acido
o-nitrofenilpirdvico é reduzido ao intermediario acido aminofenilpiravico, que sofre
ciclizagdo com eliminacdo de &agua, sob condicdes de reducdo. O produto
formado é o acido indol-2-carboxilico, que pode sofrer descarboxilacéo, formando

o indol (Esquema 15).3*

CHs CO,Et CO,Et
(E10,C),/EIOK Ha/Pt C
EO/EtOH OK ; o w
ACOH
NO: NO NH2 +
H

2

i- H20

@j\y@a
!

Esquema 15



Kraus e Selvakumar tém empregado a ciclizagéo redutiva de nitro aldeido
para sintetizar um indol triciclico relacionado ao pirroloiminoquinona, um produto

natural marinho. °3

1.5.5.2 CICLIZACAO REDUTIVA DE 0,b-DINITROESTIRENO

Esta metodologia envolve a reducéo parcial de o,b-dinitroestirenos que
podem ser preparados por meio da condensagdo em meio basico de o-

nitrobenzaldeidos e nitrometano (Esquema 16). 3*

CHO CH=CHNO2
NO2

NGO

V

Ir—=

Esquema 16

Corey e colaboradores ** utilizaram a metodologia de ciclizacdo redutiva de
0,b-dinitroestirenos, modificada por Borchardt (Fe-HOACc-silica gel-tolueno-refluxo)

> para preparar 6,7-dimetoxiindol para a sintese total da aspidofitina. Esta mesma
metodologia foi empregada na preparacdo do 7-acetoxi-6-metoxiindol e do 4-

acetoxi-5-metoxiindol, os quais foram utilizados na sintese de indolquinonas (28)

que apresentam atividade moderada antimicrobial para Staphylococcus aureus,

Bacillus subtilis e Escherichia coli. °°

N
N
|

O

T

(28)

R= 5-Me, 5-OMe e 6-OMe



Fukuyama e Chen utilizaram a ciclizagdo redutiva de o,b-dinitroestirenos
para preparar um potencial precursor indélico para a sintese de hapalindol G. °’

Esta metodologia foi utilizada com sucesso na sintese do 5,6-
metilenodioxiindol, que foi obtido com 94% de rendimento a partir do

0,b-dinitroestireno correspondente (Esquema 17). >8>

o AN o)
< Pd/C 10%, ACOH _ < )
o NO, EtOH, EtOAC
NO, o] N

Esquema 17




2.1

2.2

OBJETIVOS

Objetivos Gerais

Sintetizar novos compostos indolicos analogos ao acido indol-3-acético,
utilizando-se como material de partida o safrol e derivados.

Avaliar a atividade biologica desses analogos quanto as suas propriedades
reguladoras de crescimento vegetal

Intensificar as atividades cientificas conjuntas entre os Departamentos de
Quimica da UFSC e FURB.

Contribuir para a consolidacdo da linha de pesquisa “Sintese de
Compostos Organicos e o Estudo de suas Propriedades” do Departamento
de Quimica da FURB, mediante a obtencdo de substancias com

propriedades bioldgicas potenciais no ambito da fisiologia vegetal.

Objetivos Especificos

Sintetizar estruturas inddlicas 5,6-metilenodioxissubstituidas empregando-
se alternativamente, na construcdo do anel heterociclico reagdes via
insercao de nitreno e ciclizagao redutiva.

Utilizar reacdes classicas de substituicAo aromatica eletrofilica para a
funcionalizacéo das posicdes 2 e 3.

Caracterizar 0s compostos sintetizados através de métodos
espectroscopicos no 1V, espectrométricos de RMN de 'H, *C, massas e
andlise elementar.

Avaliar a atividade reguladora de crescimento vegetal dos acidos 5,6-
metilenodioxi-inddlicos por intermédio de experimentos “in vitro” e “in vivo”.
Empregar ensaios fin vitro” de promocao de crescimento de radiculas,
sementes de Lactuca sativa (alface) e Sorgum bicolor (sorgo), e nos
biotestes de peciolos, plantas de Phaseolus vulgaris (feijao de vagem).



Avaliar a atividade reguladora de crescimento vegetal em experimentos “in
vivo” utilizando-se ensaios de inducdo de enraizamento caulinar em
estacas de Malvaviscus arboreus (espécie de cerca viva), € 0 ensaio de

dominancia apical em plantas de Phaseolus vulgaris.



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com o objetivo de sintetizar analogos do acido 3-indolacético (1), principal
representante natural dos reguladores de crescimento vegetal, utilizaram-se
metodologias classicas e alternativas de sintese, bem como o uso de compostos

naturais e de baixo custo como material de partida.
Na sintese de compostos com a estrutura geral (32), duas desconexdes (D1

e D») alternativas foram consideradas, conduzindo aos intermediarios pivotais (33)
e (34). Esses intermediarios sdo espécies nitreno gerados por termolise de aril ou
vinil azidas, ou mediante a deoxigenacdo de aril o-nitroestirenos e b-
nitroestirenos. Os mesmos foram preparados mediante reacgfes classicas de
substituicao eletrofilica aromatica e condensacado, respectivamente (Esquema
18).




3.1 Sintese do Nucleo Metilenodioxiindélico a partir do Safrol

O safrol (36) € um alilbenzeno presente em espécies das familias
Aristolochiaceae, Lauraceae e Piperaceae em quantidades apreciaveis. Ocorre
como principal componente do 6leo essencial de Sassafraz albidum (Nuttal) Nees,
uma Lauraceae encontrada na regido oriental dos Estados Unidos. Uma outra
espécie de Lauraceae, a Ocotea pretiosa, era bastante abundante no vale do rio
Itajai-AcU, no estado de Santa Catarina, sendo que de seu tronco e lenho, por
arraste de vapor, obtinha-se o 6leo de Sassafras cujo teor em (36) € superior a
90%. *°

A familia Piperaceae apresenta-se hoje como a mais promissora fonte
deste metabdlito secundario, notadamente as espécies Piper hispidinervium e
mikanianum.

Para a preparacdo do nucleo inddlico, inicialmente foi escolhida a rota
sintética representada no Esquema 19. Nesta rota, além de utilizar o safrol 36)
como material de partida, um composto natural de distribuicdo ampla no reino
vegetal e de baixo custo, ainda foi prevista a obtencdo do nucleo inddlico nao

substituido no anel heterociclo.

@) .
() CHO . (0]
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<Om 80% <:©A —sor <

b)28% O NO
(36) (37) @8
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<O AN (iv) <O CHO
o N o NH,
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(i) 1. AcOH glacial, O3, - 20C, 2. Zn, AcOEt, NaHCO 5 20%;
(ii) @) AcOH glacial, HNO 3, banho de gelo, NaHCO 3 20% b) CHCI 3, HNO 3, banho de gelo, NaHCO 3 20%;
(iii) Fe, AcOH glacial, EtOH, Ar; (iv) Ciclizac&o.

Esquema 19
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O ndcleo inddlico (40) que seria obtido por meio desta rota sintética € um
analogo de (41) e (42) sintetizados por Barreiro e colaboradores, que em funcéo
de suas semelhangas estruturais com a indometacina (43) podem ser

considerados como antiinflamatérios ndo esteroidais em potencial. ®*

COLEt CO,Et
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CH0
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>
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Salienta-se que o composto (37) somente foi obtido com a otimizacdo das
condi¢cdes reacionais, as quais foram alcancadas apds um longo periodo de
trabalho, onde muitos problemas foram enfrentados, principalmente no que se
refere a reacdo de ozondlise, pois 0 equipamento gerador de 0zonio apresentou
diversos problemas. Na Tabela 1 estdo demonstradas as condi¢des

experimentais testadas.



Tabela 1: Resumo das condicées experimentais testadas na reacéo de ozondlise de (36).

Estequiometria | Temperatur Tempo Zinco Neutralizagdo Isolamento
(Safrol:acido | a de empé (NaHCO3; 20%) (solvente)
acético mol) (°C) Reacao (9) pH

(h)
1:4 0 7 1,4 8 C4H100
1:2 0 13 1,3 8 CH,Cl,
1:4 -2 11 4,0 7 CHCl3
1:4 -30 10 4,0 7 CHCl3

Finalmente, através de uma reacdo de ozondlise do safrol 36) em acido
acético glacial, foi obtido o intermediario quimico ozonideo ‘“in situ”, que
posteriormente foi reduzido na presenca de zinco em p6 a temperatura de — 2 °C.
O produto foi isolado por extracdo com acetato de etila e purificado por
cromatografia em coluna, utilizando como eluente diclorometano, obtendo-se
assim, o 3,4-metilenodioxifenil acetaldeido (37) em 80% de rendimento.

O composto (37) foi caracterizado por analises no 1V, RMN de*H e *C.

O espectro no IV (KBr) demonstrou bandas caracteristicas em 2898 (CH),
1722 (CO), 1248 (COC) e 1040 cm™ (COC).

O espectro de RMN de *H em CDCl; apresentou na regido de 3,59 ppm um
dubleto (J 2,2 Hz) de integracdo dois prétons referente aos hidrogénios do grupo
metileno (-CH-), em 5,94 ppm um singleto de integracdo dois prétons atribuido
aos hidrogénios do grupo metilenodioxi (-OCH»0-), em 6,67 ppm, um dubleto
(J 7,7 Hz) de integracdo um proéton atribuido ao H-6 do anel benzénico, em 6,67
ppm um singleto de integracdo um proton atribuido ao H-2 do anel benzénico, em
6,81 ppm um dubleto (J 7,7 Hz) de integracdo um proton atribuido ao H-5 do anel
benzénico e em 9,69 ppm um singleto de integracdo um préton, atribuido ao
hidrogénio do grupo funcional aldeido (CHO).

O espectro de RMN de *C em CDCI; apresentou nove sinais nas regides
de 49,98 a 199,27 ppm, que correspondem a nove atomos de carbono né&o
equivalentes presentes na molécula. Em 49,98 ppm aparece um sinal referente ao
carbono do grupo metileno (-CH;-), em 101,03 ppm um sinal relativo ao carbono

do grupo metilenodioxi (-OCH,0-), na regido de 108,58 a 148,02 ppm seis sinais
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relativos aos carbonos do anel benzénico, C-5, C-2, C-6, C-1, C-4 e C-3,
respectivamente, e em 199,27 ppm um sinal relativo ao carbono do grupo
funcional aldeido CHO). Os dados espectroscopicos de IV, RMN de 'H e 3C
foram condizentes com a estrutura proposta.

A nitracdo de (37) foi mais eficiente na presenca de &acido nitrico
concentrado e cloroférmio, fornecendo nestas condi¢des o 3,4-metilenodioxi-fenil-
2-nitro acetaldeido (38) de forma mais cristalina e pura do que, quando preparado
em acido nitrico concentrado e acido acético glacial, embora em menor
rendimento (28%, p.f 78,2-80,2 °C).

O composto @8) foi caracterizado por andlises no IV, RMN 'H e C e
também por analise elementar de C, H e N.

O espectro no IV (KBr) apresentou bandas caracteristicas em 2914 (CH),
1769 (CO), 1510 (NO), 1332 (NO,) e 1248 cm™ (COC).

O espectro de RMN de *H em CDCl; apresentou na regido de 4,04 ppm um
singleto de integracdo dois protons referente aos hidrogénios do grupo metileno
(-CHz-), 6,14 ppm um singleto de integracdo dois prétons atribuido aos
hidrogénios do grupo metilenodioxi (-OCH,0-), 6,7 ppm um singleto de integracao
um proton atribuido ao H-2 do anel benzénico, 7,67 ppm um singleto de
integragdo um proéton atribuido ao H-5 do anel benzénico e em 9,81 ppm um
singleto de integracdo um préton referente ao hidrogénio do grupo funcional
aldeido (CHO).

O espectro de RMN *C em CDCl; apresentou nove sinais na regido de
48,76 a 196,77 ppm, que correspondem a nove atomos de carbono diferentes
presentes na molécula. Em 48,76 ppm aparece um sinal referente ao carbono do
grupo metileno (-CHz-), em 103,13 ppm um sinal relativo ao carbono do grupo
metilenodioxi (-OCH20-), na regido de 106,09 um sinal relativo ao C-5 do anel
benzénico, 111,84 ppm um sinal relativo ao C-2 do anel benzénico, 125,40 ppm
um sinal relativo ao carbono quaternario C-1 do anel benzénico, 142,68 ppm um
sinal relativo ao carbono quaternario C-6 do anel bezénico, 147,65 ppm um sinal
relativo ao carbono quaternario C-4 do anel benzénico, 152,19 um sinal relativo
ao carbono quaternario C-3 do anel benzénico e em 196,77 ppm um sinal relativo
ao carbono do grupo funcional aldeido (CHO). Os dados das analises de IV, RMN

de 'H e 3C sdo condizentes com a estrutura proposta.
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A andlise elementar apresentou o seguinte resultado, para (C9H7NOs) a
andlise calculada foi C, 51,59 %; H, 3,35%; N, 6,68%; e a encontrada: C, 52,22%;
H, 3,16% e N, 6,38%. Estes valores estdo muito préximos quando comparados
entre si.

A estratégia sintética proposta no Esquema 19 nao pode ser concluida,
pois ja na terceira etapa da rota escolhida ndo foi possivel obter o produto de
reducdo (39) do grupo nitro (NOy) ao amino (NH;). Todas as tentativas de
reducdo na presenca de ferro em pd, etanol e acido acético e/ou em ferro em po,
cloreto de amdénio e agua nédo resultaram na obtencdo do composto desejado
(39) 62-64

Sem o0 grupo amino presente na estrutura proposta (39) a ciclizagao
posterior se torna totalmente inviavel, devido a auséncia de um centro nucleofilico
capaz de atacar o carbono eletrofilico da carbonila para a obtencdo do nucleo
inddlico desejado @0). Portanto, esta rota sintética foi abandonada, e novas

metodologias para a preparac¢ao do nucleo indélico foram exploradas.

3.2 Sintese do Nucleo Metilenodioxiinddlico a partir de um Derivado do

Safrol (Piperonal)

O Esquema 20 apresenta a estratégia sintética estudada para a
preparacao do nucleo metilenodioxiinddlico substituido na posicdo 2 do anel
heterociclico, utilizando-se  como material de partida o  3,4-
metilenodioxibenzaldeido (35), que é um derivado do safrol 36), conhecido pelo
nome de piperonal. O piperonal € um composto de distribuicdo mais restrita e
menos abundante no reino vegetal. ® Entretanto, é facilmente preparado por
isomerizacdo da dupla ligacdo em (36), seguida pela oxidacéao e é também, desta
forma um produto relativamente barato, de facil acesso e disponivel
comercialmente, muito utilizado na industria de cosméticos.® ®°

Tanto (35) como o (36) sao intermediarios importantes em sintese
organica. Quando as moléculas alvo possuem em suas estruturas anéis
aromaticos contendo a por¢cdo metilenodioxibenzeno, o uso destas substéancias
como matérias-primas € estrategicamente vantajoso. Desta forma, (35) e (36) tém



sido amplamente empregados na preparacao de diversos grupos de produtos

naturais biologicamente ativos, como lignanas, ' 8

neo-lignanas e diversos tipos
de alcaléides, ®® bem como substancias sintéticas originarias de projetos de
desenvolvimento planejado de farmacos, como por exemplo o anti-trombotico, 6-
metil-3,4-metilenodioxi-fenilsulfonil-N-feniltiosemicarbazida (44). "

Barreiro, Costa e colaboradores foi o grupo de pesquisadores brasileiros
gue mais estudou a reatividade de @6) e derivados, possibilitando o uso destas
matérias-primas naturais abundantes na sintese de diversos produtos naturais e

compostos biologicamente ativos.”*"®
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Na rota sintética apresentada no Esquema 20, foi explorada a quimica das

azidas empregada com sucesso por Moody e colaboradores, que permitiu a
construcdo do nucleo inddlico de uma maneira simples e eficiente, através da

reacdo de Hemetsberger. 4647 7@
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(i) N3CH2CO2Me (45), NaOMe, MeOH, (-8 OC); (ii) xileno, refluxo, 1h;
(iii) 1) NaOH 2M, refluxo, 1h, 2) HCI 6M.

Esquema 20



Inicialmente, preparou-se o azido acetato de metila (45). Este foi facilmente
preparado utilizando como material de partida o bromoacetato de metila
recentemente destilado, e azida de sddio que foram refluxados durante quatro
horas na presenca de metanol e agua. O produto final foi purificado por destilacdo
sob pressao reduzida, fornecendo o azido acetato de metila na forma de um
liquido claro em 99% de rendimento. O composto (45) foi caracterizado por
espectroscopia no IV (KBr), sendo observadas as bandas caracteristicas em
2110 (N3) e 1748 cm™ (CO). O espectro de RMN *H em CDCl; apresentou um
singleto em 3,8 ppm com integragdo trés protons referente aos hidrogénios do
grupo metila (-CHs) e em 3,9 ppm um singleto de integragéo dois prétons atribuido
aos hidrogénios do grupo metileno (-CHy-).

Apoés a preparacdo e a caracterizagcdo de @5), realizou-se a reacdo de
condensagéao de (35) com o azidoacetato de metila. Esta foi inicialmente efetuada
a temperatura ambiente e a 0 °C, verificando-se a decomposicdo de @5), pois
todas as vezes que a reacdo foi executada nestas condicdes houve o
escurecimento do meio reacional, num processo fortemente exotérmico.

Posteriormente, a reacao foi realizada a temperatura mais baixa, na qual,
uma solucao de 35) e (45) em metanol foi gotejada em metdéxido de sodio a
— 8 °C. O produto final 2-azido-3-(3,4-metilenodioxifenil)-propenoato de metila
(46) foi obtido na forma de cristais amarelos em 97% de rendimento, e utilizado
sem prévia purificacdo na proxima etapa de sintese.

O composto (46) foi caracterizado por analises no IV e RMN de *H.

No espectro no IV (KBr) foram observadas as bandas caracteristicas em
2124 cm™ (N3), 1710 cm™ (CO) e 1256 cm™ (COC).

O espectro de RMN *H em CDCl; apresentou em 3,90 ppm um singleto de
integracdo trés protons referentes ao grupo metoxila (OCHz), em 6,01 ppm um
singleto de integracdo dois prétons atribuido aos hidrogénios do grupo
metilenodioxi (-OCH,0-), 6,80 ppm um dubleto (J 8,4 Hz) de integracdo um préton
atribuido ao H-2 do anel benzénico, 6,84 ppm um singleto de integracdo um
préton atribuido ao H-6 do anel benzénico, 7,16 ppm um dubleto § 8,0 Hz) de
integracdo um proton atribuido ao H-3 do anel benzénico e em 7,58 ppm um

singleto de integracdo um préton atribuido ao H-8 da cadeia lateral.



Na etapa que visa a obtenc¢do do nucleo inddlico foi investigada a termdlise
da vinil azida (46). Esta induziu a eliminacdo de nitrogénio (N2) com formacéo da
espécie nitreno altamente reativa, fornecendo desta maneira condicdo favoravel
para a ciclizacdo. A principio os dois isbmeros 47a e 47b poderiam ter sido
formados, conforme mostrado no Esquema 20.

O nucleo inddlico substituido na posicao 2 do anel heterociclico, foi obtido
através de uma reacdo via insercdo de nitreno, na qual o 2-azido-3-(3,4-
metilenodioxifenil)-propenoato de metila na presenca de xileno foi refluxado
durante uma hora. A evolucdo de N para a formacdo da espécie nitreno, foi
observada por meio de um medidor de vazéo de gas acoplado ao condensador de
refluxo. O xileno foi removido do meio reacional por destilacdo sob pressao
reduzida, e o solido formado foi purificado por cromatografia em coluna,
fornecendo o 5,6-metilenodioxi-indol-2-il-carboxilato de metila (47a) como produto
anico da reacéo na forma de cristais amarelos puros em 94% de rendimento e p.f:
173,2-174,6 °C.

O composto (47a) foi caracterizado por anélises no IV, RMN de 'H e *3C,
massas e analise elementar.

O espectro no IV (KBr) apresentou as bandas caracteristicas em 3324
(NH), 3072 (CH), 1696 (CO), e 1248 cm™* (COC).

O espectro de RMN de 'H em CDCl; forneceu sinais em 3,88 ppm um
singleto de integracao trés protons referente aos hidrogénios do grupo metoxila
(OCHs), 5,93 ppm um singleto de integracdo dois protons referente aos
hidrogénios do grupo metilenodioxi (-OCH»0-), 6,91 ppm um dubleto (J 0,4 Hz) de
integracdo um proton atribuido ao H-7 do anel benzénico, 6,94 ppm um dubleto
(J 0,4 Hz) de integracdo um proton atribuido ao H-4 do anel benzénico, 7,02 ppm
um duplo dubleto @ 0,9 e 0,8 Hz) de integracdo um préton atribuido ao H-3 do
anel heterociclico e 11,03 ppm um singleto de integracdo um proéton atribuido ao
hidrogénio do grupo amino (NH).

O espectro de RMN de *C em CDCl; apresentou onze sinais na regiéo de
51,4 a 162,1 ppm, que correspondem aos onze atomos de carbono diferentes
presentes na molécula. Em 51,4 ppm aparece um sinal referente ao carbono do
grupo metila (-CHgz), em 92,4 ppm um sinal relativo ao C-7 do anel benzénico,

99,2 ppm um sinal relativo ao carbono do grupo metilenodioxi (-OCH.0-), 108,5



um sinal relativo ao C-3 do anel heterociclico, 121,2 ppm um sinal relativo ao
carbono quaternario C-4a, 125,1 ppm um sinal relativo ao carbono quaternario C-
2 do anel heterociclico, 133,5 ppm um sinal relativo ao carbono quaternario do C-
7a, 143,8 ppm um sinal relativo ao carbono quaternario do C-6, 147,4 ppm um
sinal relativo ao carbono quaternario do C-5 e 162,1 ppm um sinal relativo ao
carbono do grupo funcional éster (CO.Me).

O espectro de massas forneceu como principais fragmentacfes 0s picos
em 219 (M+, 76%), 187 (100%), 159 (67%), 133 (25%), 101 (34%), 93 (22%), 75
(25%), 50 (27%).

A andlise elementar forneceu o seguinte resultado, para (C11HoNO,4) a
andlise calculada foi C, 60,27%; H, 4,13%; N, 6,39%; e a encontrada C, 59,98%;
H, 4,28% e N, 6,26%; sendo estes valores muito proximos entre si.

Com o objetivo de obter compostos anélogos ao AIA, o acido 5,6-
metilenodioxi-indol-2-il-metandico (48) foi preparado através da reacdo de
hidrolise basica, na qual, @7a) foi refluxado em uma solugdo de hidroxido de
sédio 2M (NaOH) e o produto precipitado em &acido cloridrico 6M (HCI). O
composto @8) foi purificado por recristalizagdo em metanol sob refluxo suave,
obtendo-se o acido 5,6-metilenodioxi-indol-2-il-metandico na forma de cristais
marrons em 92% de rendimento e p.f: 250,9 °C com decomposic¢ao.

O composto (48) foi caracterizado por andlises no IV, RMN de *H e 3C,
massas e analise elementar.

O espectro no IV (KBr) apresentou bandas caracteristicas em 3344 (NH),
2914 (OH), 1706 (CO) e 1288 cm™* (COC).

O espectro de RMN de *H em DMSO-dg mostrou sinais em 5,93 ppm um
singleto de integracdo dois protons referente aos hidrogénios do grupo
metilenodioxi (-OCH,0-), 6,91 ppm um singleto de integracdo um préton atribuido
ao H-7 do anel benzénico, 6,94 ppm um singleto de integracdo um proton
atribuido ao H-4 do anel benzénico, 7,02 ppm um duplo dubleto J 0,8 e 0,5 Hz)
de integracdo um proton atribuido ao H-3 do anel heterociclico, e 11,6 ppm um
singleto de integragdo um préton atribuido ao hidrogénio do grupo amino (NH).

O espectro de RMN de 3C em DMSO-dg apresentou dez sinais na regido
de 92,4 a 163,2 ppm, que correspondem a dez atomos de carbono diferentes

presentes na molécula. Em 92,4 ppm um sinal relativo ao C-7 do anel benzénico,



98,2 ppm um sinal relativo ao C-4 do anel benzénico, em 100,8 ppm um sinal
relativo ao carbono do grupo metilenodioxi (-OCH,0O-), 108,3 um sinal relativo ao
C-3 do anel heterociclico, 121,2 ppm um sinal relativo ao carbono quaternario C-
4a, 125,0 ppm um sinal relativo ao carbono quaternario C-2 do anel heterociclico,
133,2 ppm um sinal relativo ao carbono quaternario do C-7a, 143,6 ppm um sinal
relativo ao carbono quaternario do C-6, 147,2 ppm um sinal relativo ao carbono
quaternario do C-5 e 163,2 ppm um sinal relativo ao carbono do grupo funcional
acido carboxilico (CO2H).

O espectro de massas forneceu como principais fragmentacfes 0s picos
em 205 (M, 80%), 187 (100%), 159 (90%), 129 (20%), 101 (50%), 93 (27%), 75
(33%), 50 (45%).

A andlise elementar forneceu o seguinte resultado: para (C1oH/NO,4) a
andlise calculada foi C, 58,54%; H, 3,44%; N, 6,83 %; e a encontrada C, 58,53%;
H, 3,42% e N, 6,83%.

3.2.1 Modifica¢Oes Estruturais
3.2.1.1 Reag¢des de Reducéao

Com o intuito de obter outros derivados inddlicos, buscou-se realizar
modificacdes estruturais empregando-se reacdes de reducdo dos grupos
funcionais éster (CO,Me) e acido carboxilico (CO;H) presentes nos compostos
(47a) e (48), visando a obtencao do 5,6-metilenodioxi-indol-2-il-metanol (49).

No Esquema 21 estdo representadas algumas das tentativas de reacdes
utilizadas para a obtencdo de (49). ""® Todas as reacdes executadas foram
realizadas com tetra hidrofurano (THF) seco, conforme procedimento descrito na
literatura. & Todas as vidrarias foram devidamente secas em estufa e purgadas
com N» medicinal antes do inicio das reacoes.

Entretanto, todos os esforgos foram em vao, pois nenhuma das reagdes
testadas nao foram eficientes na obtencdo de (49). Em todos os experimentos 0s

materiais de partida (47a) e (48), foram recuperados em 80-98%.



Novas metodologias devem ser estudadas para explorar a reatividade

destes compostos frente areagcdes de reducéo.
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(i) a) NaBHg4, THF, 0 OC, AICl3, refluxo; b) NaBHg, THF, 0 OC/AICI3, refluxo, Np;
c) LiAlHg, THF, 0 OC, N2, t. a.; d) LiAlH4, THF, t. amb.

(ii) LiAlHg, THF, O OC, pentano, NH(C 2Hs)2, N2, t. amb.

Esquema 21

3.3 Sintese do Nucleo Metilenodioxiindélico ndo Substituido na Porcéo

Heterociclica
3.3.1 Descarboxilacdo do Acido 5,6-metilenodioxi-indol-2-il-metanéico

O emprego do nucleo inddlico ndo substituido na porcédo heterociclica é
fundamental para a preparagdo dos derivados 3-substituidos. Desta maneira, a

bY

hidrélise de @7a) e a posterior descarboxilagdo de @8) conduziram a estrutura

precursora desses derivados.
Diferentes métodos de descarboxilacdo sdo descritos na literatura. °*°*
Nesta etapa de sintese, o0 método escolhido para a obtencdo do nucleo
indélico 5,6-metilenodioxi-indol 60) foi descrito por Allen *° e colaboradores, no
qual o acido (48) foi refluxado durante 3 horas em quinolina recentemente

destilada, na presenca de cobre em po, sob atmosfera de argbnio, conforme
mostrado no Esquema 22.
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(48) : (50) H

(i) quinolina, Cu, refluxo, Ar.
Esquema 22
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Embora esta reacdo tenha sido utilizada com sucesso na preparagéo de
um analogo, o ntcleo inddlico (51) em grande escala 40 g, 98% de rendimento, !

para o composto (48) descrito no Esquema 22, o método utilizado néo foi

eficiente, pois o material de partida foi recuperado em 95% de rendimento.

IgN,
CH;0 N

I

(51)

Outro método utilizado na obtencdo de nucleos inddlicos ndo substituidos
na porcdo heterociclica, descrito na literatura por Sadanandan, Lown e
colaboradores, °* ®! trata-se da descarboxilacdo através da termélise do &cido
carboxilico na presenca de hidroxido de bario (Ba(OH),) sob pressao reduzida,
fornecendo o nudcleo inddlico por sublimacdo em bons rendimentos (73-95%).

Este método ainda é pouco conhecido e explorado. °% %2

50,51

O método descrito acima foi empregado com sucesso na

descarboxilacdo de @8), na qual uma mistura deste &cido e Ba(OH), finamente
pulverizados foi termolisada sob presséo reduzida em aparelho do tipo “dedo frio”,

usando como fonte de aquecimento o bico de Bunsen. O 5,6-metilenodioxiindol
(50) foi obtido por sublimacdo na forma de um sodlido amarelo claro,

analiticamente puro em 84% de rendimento, apresentando p.f 109,4-110,0 °C,
estando concordante com dados da literatura; ®* sendo de 108-110 °C (Esquema
23).

o 0)

AN o
< CoH — —> < \
o N
j S
(48) (50) H

(i) Ba(OH) 2, aquecimento em bico de Bunsen

Esquema 23



O 5,6-metilenodioxiindol 60) foi totalmente caracterizado por analises no
IV, RMN *H e 3C, e massas.

O espectro no IV (KBr) apresentou bandas caracteristicas em 3410 (NH),
3072 (CH) e 1206 cm™ (COC).

O espectro de RMN 'H em CDCl; apresentou sinais em 5,92 ppm um
singleto de integracdo dois protons referente aos hidrogénios do grupo
metilenodioxi (-OCH,0O-), 6,42 ppm um singleto de integracdo um préton atribuido
ao H-2 do anel heterociclico, 6,84 ppm um singleto de integragcdo um proton
atribuido ao H-7 do anel benzénico, 7,00 ppm um singleto de integracdo um
proton atribuido ao H-4 do anel benzénico, 7,06 ppm um singleto de integracao
um proton atribuido ao H-3 do anel heterociclico e 8,0 ppm um singleto de
integracdo um proton atribuido ao hidrogénio do grupo amino (NH).

O espectro de RMN *3C em CDCl; forneceu sinais em 91,8 a 144,9 ppm
referentes aos nove carbono diferentes presentes na estrutura de (50). Em 91,8
ppm aparece um sinal relativo ao C-7 do anel benzénico, 99,1 ppm sinal relativo
ao C-4 do anel benzénico, 100,5 ppm sinal relativo ao carbono do grupo
metilenodioxi (-OCH,0O-), 102,8 sinal relativo ao C-3 do anel heterociclico, 121,6
ppm sinal relativo ao carbono quaternario C-4a do anel benzénico, 122,7 ppm
sinal relativo ao carbono quaternario C-2 do anel heterociclico, 130,6 ppm sinal
relativo ao carbono quaternario C-7a do anel benzénico, 143,0 ppm sinal relativo
ao carbono quaternario C-6 do anel benzénico, 144,9 ppm sinal relativo ao
carbono quaternario do C-5 do anel benzénico.

O espectro de massas apresentou como principais fragmentacdes os sinais
em 161 (M" 100%), 103 (38%), 76 (33%) e 50 (23%).

3.3.2 Ciclizacdo Redutiva

A obtencdo do composto b-nitroestireno (52) é de grande importancia, pois
analogos a ele, segundo a literatura sdo precursores na construcdo de nudcleos

indélicos n&o substituidos na porcéo heterociclica. &
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A preparacédo do 3,4-metilenodioxi-b-nitroestireno 62) foi conduzida por
meio de uma reacéo de condensacao, refluxando-se o piperonal com nitrometano
na presenca de &cido acético e acetato de amoénio durante quatro horas,
(Esquema 24). 8 O composto (52) foi obtido em 70% de rendimento
apresentando p.f 158-159,2 °C, estando de acordo com dados descritos na
literatura, 159-161 °C. **

O 3,4-metilenodioxi-b-nitroestireno foi caracterizado por andlises no 1V,
RMN de 'H e 3C, massas e analise elementar, e utilizado na préxima etapa de

sintese sem purificacao prévia.

o) CHO
< + CH3NO> o, <
S 70%

(35) (52)

(i) AcOH, NH40Ac, refluxo
Esquema 24

O espectro no IV (KBr) apresentou as bandas caracteristicas em 1492
(CNO), 1334 (CNO), 1268 cm™ (COC).

O espectro de RMN *H em acetona-dg apresentou sinais em 6,13 ppm um
singleto de integracdo dois prétons atribuido aos hidrogénios do grupo
metilenodioxi (-OCH,0-), 6,99 ppm um dubleto (J 8,0 Hz) de integracdo um préton
referente ao H-3 do anel benzénico, 7,37 ppm um dubleto (J 8,0 Hz) de integracao
um préton atribuido ao H-2 do anel benzénico, 7,38 ppm um singleto de
integracdo um proéton atribuido ao H-6 do anel benzénico, 7,9 ppm um dubleto
(J 13,5 Hz) de integracdo um préton atribuido ao H-7, 8,05 ppm um dubleto
(J 13,5 Hz) de integracao um proton atribuido ao H-8.

O espectro de RMN de '3C em acetona-ds apresentou nove sinais na
regido de 102,5 a 151,3 ppm, que correspondem a nove atomos de carbono
diferentes presentes na molécula. Em 102,5 ppm observou-se um sinal relativo ao
carbono do grupo metilenodioxi (-OCH,0-), 106,9 ppm um sinal relativo ao C-3 do

anel benzénico, em 109,0 ppm um sinal relativo ao C-6 do anel benzénico, 124,1
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ppm um sinal relativo ao carbono quaternario C-1 do anel benzénico, 126,6 ppm
um sinal relativo ao C-2, 135,2 ppm um sinal relativo ao C-7, 139,0 ppm um sinal
relativo ao C-8, 148,7 ppm um sinal relativo ao carbono quaternério do C-4 e
151,3 ppm um sinal relativo ao carbono quaternario do C-5.

O espectro de massas forneceu como principais fragmentacfes 0s picos
em 193 (M", 100%), 146 (100%), 117 (20%), 89 (100%), 65 (26%), 63 (90%).

A analise elementar forneceu o seguinte resultado, para (CgH;NO,) analise
calculada foi C, 55,96%; H, 3,65%; N, 7,26 %; e a encontrada: C, 55,74%; H,
3,67% e N, 7,26%; sendo estes valores muito proximos quando comparados entre
Si.

O o-nitro-3,4-metilenodioxi-b-nitroestireno (53) foi preparado a partir de (52)
através de uma reacgao de nitracdo conforme demonstrado no Esquema 25. Uma
mistura de &cido nitrico e acido acético glacial resfriada a 5 °C foi gotejada sobre
0 composto (562). O produto formado foi purificado por recristalizagcdo em etanol,
fornecendo (63) em 70% de rendimento e p.f 119-120 °C, estando concordante

com dados descritos na literatura (121-122 °C).

o N0z 0 N0z
< @i < j@E\/
o 70%
o) NO,

(52) (53)

(i) HNO 3, AcOH, 0 OC
Esquema 25

O composto 63) foi caracterizado por andlises no IV, RMN H e C,
massas e analise elementar.

O espectro no IV (KBr) apresentou bandas caracteristicas em 1506 (CNO),
1324 (CNO) 1270 cm™ (COC).

O espectro de RMN 'H em acetona-ds apresentou sinais em 6,35 ppm um
singleto de integracdo dois prétons atribuido aos hidrogénios do grupo
metilenodioxi (-OCH,0-), 7,43 ppm um singleto de integracdo um proton referente

ao H-6 do anel benzénico, 7,69 ppm um singleto de integragdo um préton



atribuido ao H-3 do anel benzénico, 7,91 ppm um dubleto (J 13,4Hz) de
integracdo um préton atribuido ao H-7, 8,49 ppm um dubleto (J 13,4 Hz) de
integracdo um préton atribuido ao H-8.

O espectro de RMN de *C em acetona-dg apresentou sete sinais na regiéo
de 105,6 a 153,7 ppm, e 0s outros dois carbonos ndo foram detectados na
andlise. Em 105,6 ppm observou-se um sinal relativo ao carbono do grupo
metilenodioxi (-OCH»0-), 106,9 ppm um sinal relativo ao C-3 do anel benzénico,
em 108,9 ppm um sinal relativo ao C-6 do anel benzénico, 123,2 ppm um sinal
relativo ao carbono quaternario C-1 do anel benzénico, 136,3 ppm um sinal
relativo ao C-7, 141,0 ppm um sinal relativo ao C-8, e 153,7 ppm um sinal relativo
ao carbono quaternario do C-5. Os sinais referentes aos C-2 e C-4 nao foram
detectados nesta andlise.

O espectro de massas forneceu como principais fragmentacdes 0s picos
em 238 (M, 15%), 162 (20%), 161 (25%), 136 (55%), 106 (45%), 78 (47%), 76
(70%) e 62 (100%).

A andlise elementar forneceu o seguinte resultado, para (CoHsgN2Og) a
andlise calculada foi C, 45,39%; H, 2,53%; N, 11,76%; e a encontrada: C, 45,78%;
H, 2,67% e N, 11,65%.

A metodologia alternativa que pode ser empregada para a obtencdo do
ndcleo inddlico ndo substituido é a ciclizacdo redutiva, que envolve a reducao
parcial de um composto do tipo o,b-dinitroestireno. 31 °6-59.64.83

Segundo a literatura, esta rota sintética depende de uma reducédo parcial
do nitroetileno e a aromatizagdo ocorre pela eliminagdo de amonia ou
hidroxilamina. A reducédo parcial do nitroetileno pode ser realizada conforme
diversos procedimentos descritos na literatura, como ja mencionado
anteriormente, 3% %659

A metodologia da ciclizacédo redutiva somente foi empregada com sucesso
na preparacdo do 5,6-metilenodioxiindol 60) ap6s a otimizacdo das condi¢Bes
experimentais. No Esquema 26 estdo representadas as condicbfes empregadas
na otimizacao da reacéo de ciclizagao redutiva.

Inicialmente, a ciclizacdo redutiva foi realizada em acido acético glacial e
ferro em po6, conforme procedimento descrito na literatura por Dallacker e

colaboradores. ® O nucleo inddlico foi obtido na forma de um sélido escuro, que



depois de isolado, foi purificado por cromatografia em coluna, fornecendo o
composto (50) puro em baixo rendimento de 28%, apresentando p.f 109,2-109,9
°C, estando de acordo com o citado na literatura (p.f 108-110 °C). 483

Outra tentativa de ciclizagdo redutiva empregando o o0-nitro-3,4-
metilenodioxi-b-nitroestireno foi refluxando-se uma mistura deste composto, com
Pd/C como catalisador, etanol absoluto e ciclohexeno durante trés horas.
O solido escuro depois de isolado, foi purificado por cromatografia em coluna,
fornecendo o indol (50) puro em baixo rendimento de 37%, apresentando p.f de
108,6-109,8 °C, estando de acordo com o citado na literatura (p.f 108-110 °C). ®*
83

O nucleo indolico 60) também foi preparado a partir de uma mistura de
(53), silica gel 60 para cromatografia em coluna, ferro em po, acido acético glacial
e tolueno. Esta mistura foi refluxada sob atmosfera de argbnio durante duas
horas. Depois de isolado, o sélido escuro obtido foi purificado através de varias
lavagens com hexano a quente, formando o indol (50) puro em baixo rendimento
de 21%, apresentando p.f 108,2-109,4 °C conforme o citado na literatura (p.f 108-
110 °C). 64, 83

De acordo com o procedimento descrito por Sinhababu e colaboradores, 83
o composto (50) finalmente foi obtido com sucesso e em bom rendimento (72%).

Nesta metodologia, o o,b-dinitroestireno 63) foi refluxado na presenca de
silica gel 60 para cromatografia em coluna, ferro em pd, acido acético glacial,
benzeno e ciclo hexano durante duas horas sob atmosfera de nitrogénio. Depois
de devidamente isolado, o soélido escuro formado foi purificado por diversas
lavagens com hexano a quente, fornecendo o indol (50) puro em 72% de
rendimento e p.f 108,7-109,2 °C, estando de acordo com o citado na literatura (p.f
108-110 °C). %483

Comparando-se as quatro condi¢des reacionais diferentes empregadas na
preparacdo do nucleo indélico (50), é possivel afirmar que a descrita por
Sinhababu e colaboradores foi a mais eficiente, pois ao utilizar esta metodologia,
o indol foi obtido com rendimento de 72%, enquanto que as demais forneceram o
produto esperado em 28, 37 e 21% de rendimento, respectivamente. Pode-se

verificar que embora estas metodologias estejam descritas na literatura, o



composto (50) foi obtido em bom rendimento utilizando-se a rota iv do Esquema
26. %8

0,
<o NN | ) <o \
iii
o NO, _ o N
(53) ), 50 W

(i) AcOH, Fe, refluxo, (28%);
(ii) Pd/C 10%, EtOH absoluto, ciclo hexeno, refluxo, (37%)

(i) silica gel 60, Fe, AcOH, tolueno, refluxo, Ar (21%);
(iv) silica gel 60, Fe, AcOH, benzeno, ciclo hexano, refluxo, N2 (72%)

Esquema 26

Na tentativa de obter o indol 60) com rendimentos acima de 72%, um
método alternativo foi explorado. Esta metodologia, bastante vantajosa para gerar
a espécie nitreno, é a deoxigenacao de nitro compostos aromaticos na presenca
de um composto trivalente de fésforo. Em geral, emprega-se o trietilfosfito (54).3%
41

Inicialmente o trietilfosfito (54) foi preparado de acordo com o procedimento
descrito na literatura, & no qual & uma solucéo (resfriada em banho de gelo) de
etanol absoluto, N,N-dietilanilina recentemente destilada e éter de petroleo, foi
gotejada uma solucéo de tricloreto de fésforo em éter de petréleo. Esta mistura foi
refluxada suavemente durante uma hora. O produto foi isolado e purificado sob
pressdo reduzida, apresentando p.e de 115 °C a 85 mmHg (lit.2® 156 °C 760
mmHg), cheiro adocicado, irritante e impregnante, conforme descrito na litera-

tura. % Este ndo foi caracterizado por técnicas espectroscopicas (Esquema 27).

PCI3 + 3C2H50H + 3CgH5N(C2H5)2 —» (C2H50)3P + 3CgH5N(C2H5)2.HCI
(54)

Esquema 27



A ciclizacao foi realizada refluxando-se o composto 63) na presenca de
(54) durante seis horas sob atmosfera de nitrogénio. Embora o indol §0) nao
tenha sido detectado por cromatografia em camada delgada, depois de isolado, o
solido formado foi submetido a cromatografia em coluna na tentativa de separa-lo
e purifica-lo. O material de partida foi recuperado em 90% de rendimento. Outras
reacoes foram executadas alterando-se o tempo e a concentracdo dos reagentes.
Portanto, apds todas as tentativas, constatou-se que esta metodologia nao foi
eficiente para a obtencao do produto desejado.

Como nao foi possivel obter o indol empregando-se o trietilfosfito, a
metodologia descrita por Sinhababu e colaboradores foi eleita como sendo a mais
eficiente na preparacdo do nucleo inddlico (50), obtendo-se o composto em
somente 3 etapas em 72% de rendimento. No método descrito por Sadanandan,

Lown e colaboradores, 5% 51

o indol (50) foi obtido em maior rendimento (84%),
mas apos cinco etapas, duas a mais que no citado acima, e portanto sendo uma

desvantagem deste quando comparado com o anterior.

3.4 Sintese do Nucleo Metilenodioxiindélico Substituido na Posicdo 3 do

Anel Heterociclico

3.4.1 Sintese do Acido 5,6-metilenodioxi-indol-3-il-acético

Com o intuito de sintetizar o acido 5,6-metilenodioxi-indol-3-il-acético (65),
analogo mais proximo do acido 3-indolacético (1), empregaram-se metodologias
classicas de substituicdo do nucleo metilenodioxiindol (50).

A metodologia escolhida inicialmente para a sintese de (55), baseou-se na
utilizacdo do diazoacetato de etila (56). Sabe-se que pirrdis e indéis reagem com
ésteres diazoacéticos fornecendo compostos com uma cadeia lateral &cido acético
(depois de hidrolisado) ligada as posicdes 2 (a-) ou 3 (b-).

Os pirréis normalmente sofrem substituicdo fornecendo derivados 2- ou a-
substituidos, quando esta posicdo esta disponivel, enquanto que os indois

fornecem produtos 3- ou b-substituidos (Esquema 28). 8688
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Esquema 28

Jackson e Manske investigaram a reatividade dos indois na presenca de
diazoacetato de etila e cobre como catalisador, com o intuito de averiguar se 0s
produtos dessas reacfes eram mesmo 0s derivados 3-substituidos inicialmente
descobertos por Piccinini, ou se havia a possibilidade de derivados 2-substituidos
serem também produtos destas reacdes. Eles verificaram que os derivados 2-
substituidos realmente ndo eram formados, e que esta reacdo € um método
excelente para preparar derivados indélicos substituidos na posicéo 3. 8’

Mais tarde, Badger e colaboradores também estudaram esta reacdo. No
entanto, ndo utilizaram catalise, e verificaram os mesmos resultados encontrados
por Jackson e Manske. Segundo Badger e colaboradores, o produto esperado
desta reacdo seria o de adicdo, um ciclo propano e ndo um derivado 3-
substituido. Eles deixaram claro, também, que a presenca de cobre ndo afeta a
reacdo. Estes estudos demonstraram que o ciclopropano pode ser um
intermediario neste tipo de reacéo. & 8

Embora o diazoacetato de etila (56) esteja disponivel comercialmente, este
foi sintetizado em trés etapas de reacdo de acordo com o procedimento descrito
na literatura. °*°* Inicialmente, foi preparado o metilenoamino acetonitrila (57) a
partir de uma mistura de formaldeido, cloreto de aménio, cianeto de sddio e
acido aceético glacial. O solido formado foi devidamente isolado, o produto final foi
obtido em 30% de rendimento e apresentou p.f de 127,4 °C, estando de acordo
com o citado na literatura (128-129 °C). *° Este composto foi utilizado na préxima

etapa de reacdo sem purificacdo prévia (Esquema 29).



2HCHO + NaCN + NH4Cl— CHp=NCHpcN T NaCl + 2H20

(7)
Esquema 29

Na segunda etapa da reacdo foi preparado o éster hidrocloreto de etil
glicina (58), refluxando-se o composto (57) na presenca de etanol absoluto
saturado com acido cloridrico durante trés horas. Depois de isolado, o sélido
formado forneceu o produto final bruto em 55% de rendimento, que foi utilizado na
proxima etapa reacional sem purificacao prévia (Esquema 30). O composto (58)
apresentou p.f de 141,3-142,6 °C, estando de acordo com o descrito na literatura

(142-143 °C). *

CH_=NCH_CN + C5H50H + HCl—s HCI.NH,CH,CO,C,H5 + CHy0 + NH,Cl

(°8)
Esquema 30

Finalmente o diazoacetato de etila 66) foi preparado partindo-se de uma
mistura de (58), &gua, diclorometano resfriada a — 5 °C e gotejada a uma solucao
de nitrito de so6dio em agua e acido sulfurico. O produto formado foi devidamente
isolado, fornecendo o composto (56) em 28% de rendimento. Este foi utilizado nas
reacdes de alquilacdo do composto 60) sem purificacdo prévia, devido ao alto
risco de explosdo que apresenta quando aquecido. Por este motivo, ndo teve seu

p.e determinado (Esquema 31). %

(56)
Esquema 31



A rota sintética utilizada na preparacdo de (55)

azidoacetato de etila esta representada no Esquema 32.
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(i)N,CHCO,Et 66), Cu, CH,Cl, (55) H
(i) 1) NaOH, refluxo; 2) HCI

CO.Et

Esquema 32

v

empregando-se

A uma mistura do composto (50) e cobre em p6 seco foi adicionada, muito

lentamente, uma solucdo de (56) em diclorometano. A mistura depois de

aquecida sob atmosfera inerte a 100 °C, foi cromatografada em coluna na

tentativa de separar os compostos detectados previamente na cromatografia em

camada delgada. No entanto, a tentativa foi realizada sem sucesso pois néo foi

possivel separar 0s compostos presentes na mistura reacional. Acredita-se que

parte do material sofreu decomposicao na coluna cromatogréfica.

Outras reacdes foram realizadas na tentativa de obter (55), e estas estéo

representadas no Esquema 33.
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(iy N,CHCO,Et (56), CH,Cl,, T. a.; (ii) N,CHCO,Et, CH,Cl,, -5 OC;

COOH

(iii) 1. N,CHCO,Et, Cu, banho d'agua, 2. refluxo 60 OC; (iv) N,CHCO,Et, Cu, refluxo

Esquema 33



Na tentativa (i), ao gotejar o diazoacetato de etila em (50) houve
escurecimento do meio reacional, provavelmente devido a decomposic¢éo de (56).
No entanto, foi possivel verificar que houve reacdo, embora o material de partida
nao tivesse sido totalmente consumido.

A adicao de (56) na tentativa (ii), foi realizada a — 5 ° C para evitar a sua
decomposicdo. Da mesma forma que em (i), houve reacdo com a formacéo de
um solido escuro, mas no entanto o material de partida ndo foi completamente
consumido. Este sélido foi previamente cromatografado em coluna, e a fracdo que
poderia ser o produto desejado foi caracterizada por andlises no IV e RMN de *H.
Infelizmente, 0s espectros apresentavam Varios sinais sobrepostos, estes
impossiveis de serem analisados.

Ja na tentativa (ii) a reacdo foi realizada na presenca de cobre em pé
como catalisador, e apés a adicdo de (56) o banho de agua foi removido e 0 meio
reacional refluxado suavemente a 60 °C durante duas horas. Nesta reacéo foi
observado que o indol (60) também nao foi completamente consumido, embora
tenha sido detectado o aparecimento de varias manchas por cromatografia em
camada delgada. Foram realizadas pelo menos quatro cromatografias em coluna,
no intuito de separar os compostos presentes na mistura obtida. No entanto néo
foi possivel fazer esta separacdo, pois sempre haviam fracdes com mais de um
composto presente. Estas fracbes foram cromatografadas mais de uma vez, e
todas sem sucesso.

A adicdo de (56) na tentativa (iv) foi realizada novamente sem resfriamento
da solucéo. Foi observado o mesmo resultado obtido na reagéo anterior, ou seja
por ccd foram detectadas varias manchas. O material de partida 60) ndo foi
totalmente consumido, e a cromatografia em coluna n&o foi eficiente na
separacao dos compostos presentes na mistura final.

Apesar de todas as alteracdes executadas nas condigbes experimentais,
utilizacdo ou ndo de cobre em pé como catalisador e de todas as tentativas
realizadas com o objetivo de separar os compostos presentes na mistura obtida,
nao foi possivel preparar o analogo (55) do AIA empregando-se esta metodologia.

Inicialmente, postulou-se que poderia ter havido a polialquilagdo nas
posicdes 2 e 3 do heterociclo, bem como no heteroatomo deste mesmo anel

devido as varias manchas detectadas por ccd. Como ja foi citado anteriormente,
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existem relatados na literatura varios exemplos de indois alquilados na posicéo 3,
preparados empregando-se o diazoacetato de etila sem a polialquilacdo do
material de partida. 88

No entanto, o problema desta reacdo parece ser mesmo a utilizagdo do
reagente na forma bruta, sem purificacdo devido ao alto risco de explosdo quando
aguecido.

Como o &cido 5,6-metilenodioxi-indol-3-il-acético ndo foi obtido com
sucesso através da alquilacdo direta de (50) na presenca de (G6), empregou-se,
por analogia estrutural, a mesma rota sintética utilizada na preparacdo do AlA,
que consiste na utilizacdo de reacdes classicas descritas na literatura. % %4

A primeira etapa da rota sintética representada no Esquema 34 baseia-se
na preparacdo do 5,6-metilenodioxi-3-(N,N-dimetilaminometileno)indol (60)
utilizando condigbes da reagdo de Mannich, na qual ocorre inicialmente a
formac&o do ion eletrofilico iminio (H,C=N"(Me),), através de uma reacao entre o
aldeido (formaldeido) e a amina (dimetilamina), que posteriormente reage com o
indol através de uma substituicdo eletrofilica.

A reacdo de Mannich foi realizada a partir de uma mistura de dimetilamina,
acido acético e formaldeido vertida no indol (50) a 5 °C, formando um solido
escuro, quando uma solucdo de hidréxido de sédio foi adicionada a mistura
reacional. O intermediario (60) foi obtido em 71% de rendimento apresentando p.f
128,7-130,0 °C com decomposic¢do, e utilizado na proxima etapa de reacdo sem
purificacdo prévia (Esquema 34).

A gramina 63), importante constituinte da cevada, analoga ao composto

(60) foi preparada empregando-se a mesma metodologia. % %

N(Me)2

(63) H
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(iv) NaCN, MeOH, DMF, H,0, Mel; (V) 1. NaOH 20%, 2. HCI 2M; (Vi) NaCN, MeOH, DMF, H,0

O intermediario (60) foi caracterizado por andlises no IV, RMN H e 3C,
massas e analise elementar.

O espectro no IV (KBr) apresentou as bandas caracteristicas em 1380
(NCHs), 1194 (COC) e 1098 cm™*(CNC).

O espectro de RMN de *H em acetona-ds forneceu sinais em 2,17 ppm um
singleto de integracdo seis protons referentes aos hidrogénios dos dois grupos
metila (-CH3) ligados ao nitrogénio da cadeia lateral, 3,48 ppm um singleto de
integracdo dois protons atribuido aos hidrogénios do grupo metileno (-CH,) da
cadeia lateral, 5,88 ppm um singleto de integracdo dois protons atribuido aos
hidrogénios do grupo metilenodioxi (-OCH,O-), 6,85 ppm um singleto de
integracdo um proton atribuido ao H-7 do anel benzénico, 7,04 ppm um singleto
de integragdo um proton atribuido ao H-4 do anel benzénico, 7,07 um singleto de
integracdo um proton atribuido ao H-2 do anel heterociclico e aproximadamente
em 9,9-10,0 ppm um singleto de integracdo um proton atribuido ao hidrogénio do

grupo amino (NH).



O espectro de RMN de '3C em acetona-dg apresentou nove sinais na
regido de 45,8 a 145,8 ppm e os outros dois carbonos néo foram detectados na
analise. Em 45,8 ppm um sinal relativo ao carbono dos dois grupos metilas (-CHs)
da cadeia lateral, 69,7 ppm um sinal relativo ao grupo metileno (-CH,) da cadeia
lateral, 93,1 ppm um sinal relativo ao C-7 do anel benzénico, 99,2 ppm um sinal
relativo ao C-4 do anel benzénico, 101,8 ppm um sinal relativo ao carbono do
grupo metilenodioxi (-OCH,O-), 101,6 ppm um sinal relativo ao carbono
guaternario C-3 do anel benzénico, 123,8 ppm um sinal relativo ao C-2 do anel
benzénico, 128,0 ppm um sinal relativo ao carbono quaternario C-7a do anel
benzénico, 145,8 ppm um sinal relativo ao carbono quaternario C-6 do anel
benzénico, os sinais referentes aos carbonos quaternarios C-4a e C-5 nao foram
detectados nesta andlise.

O espectro de massas forneceu como principais fragmentacdes 0s picos
em 218 (M*, 10%), 173 (100%), 88 (12%), 62 (25%).

A andlise elementar forneceu o seguinte resultado, para (Ci12H14N202) a
analise calculada foi C, 66,03%; H, 6,46%; N, 12,83%; e a encontrada: C, 64,90%;
H, 6,58% e N, 12,61%; sendo estes valores semelhantes quando comparados
entre si. Embora a porcentagem de carbono encontrada seja menor do que a
calculada, esta diferenca pode estar relacionada com impurezas presentes no
composto, ja que este nao foi purificado.

Duas rotas sintéticas foram exploradas para a preparagdo da molécula alvo
(55), sendo o nucleo inddlico (50) empregado como material de partida nos dois
caminhos diferentes.

Inicialmente o composto (60) foi convertido no sal de aménio quaternério, o
iodeto de 5,6-metilenodioxi-3-trimetilamdniometilenoindol (61), que € mais reativo
do que o seu precursor. Este sal foi facilmente preparado através da adicdo de
iodeto de metila & uma suspensao de (60) em etanol absoluto, sendo obtido em
84% de rendimento, e usado na proxima etapa da reagdo sem purificacdo prévia.

Nesta rota sintética, a molécula alvo (65) foi preparada de maneira direta
na presenca de uma solugcdo aquosa de cianeto de prata e potassio, na qual o
intermediario nitrila foi hidrolisado em hidroxido de potassio 20%, ndao sendo
isolado previamente no estado puro e formando 65) por acidificio com acido

cloridrico 2M. Obteve-se o produto em 92% de rendimento. No entanto, as



tentativas de purificagdo por recristalizacdo e em cromatografia em coluna néao
foram realizadas com sucesso provavelmente devido ao ndo isolamento da nitrila,
acumulando dessa forma muitas impurezas. A molécula alvo na forma bruta,
apresentou p.f 173,3-174,5°C (Esquema 34) .

Com o intuito de facilitar a purificacdo de (55), em um segundo caminho da
rota sintética, a nitrila (62) foi preparada através da reacdo de substituicao
nucleofilica a partir de uma suspensao do sal de amonio quaternario (61), cianeto
de sddio em metanol, dimetilformamida e agua. O sélido formado por precipitacédo
em agua gelada foi devidamente isolado, seco, e purificado por cromatografia em
coluna formando o 5,6-metilenodioxi-indol-3-il-acetonitrila 62) na forma de um
sé6lido marrom em 58% de rendimento e apresentando p.f 145,2-146,5 °C
(Esquema 34).

A nitrila (62) foi acessada também, a partir do gotejamento lento de iodeto
de metila a uma suspensao do intermediéario (60), cianeto de sédio em metanal,
dimetilformamida e agua. O produto foi obtido por precipitacdo quando a mistura
reacional foi vertida em agua gelada, isolado e purificado por cromatografia em
coluna, fornecendo a nitrila na forma de um solido acinzentado em 70% de
rendimento e apresentando p.f 145,4-146,3 °C. Esta segunda metodologia
empregada na preparacao da nitrila, na qual o sal de amdnio quaternario (61) nao
é isolado, foi mais eficiente, pois obteve-se o produto em maior rendimento, de
maneira mais pura e economizando uma etapa de reacéo.

A nitrila (62) foi caracterizada por andlises no IV, RMN 'H e ¥C, massas e
analise elementar.

O espectro no IV (KBr) apresentou bandas caracteristicas em 3416 (NH),
2240 (CN) e 1314 (COC) cm

O espectro de RMN de 'H em acetona-ds apresentou sinais em 3,76 ppm
um singleto de integracdo dois protons referentes aos hidrogénios do grupo
metileno (-CH;) da cadeia lateral, 5,96 ppm um singleto de integracdo dois
prétons atribuido aos hidrogénios do grupo metilenodioxi (-OCH,0O-), 6,84 ppm um
singleto de integracdo um proton atribuido ao H-7 do anel benzénico, 6,94 ppm
um singleto de integracdo um proton atribuido ao H-4 do anel benzénico, 7,10 um

singleto de integracdo um proton atribuido ao H-2 do anel heterociclico e



aproximadamente em 8,02 ppm um singleto de integragdo um préton atribuido ao
hidrogénio do grupo amino (NH) do anel heterociclico.

O espectro de RMN de 3C em acetona-ds apresentou dez sinais na regido
de 14,5 a 146,3 ppm, sendo que o sinal responsavel pelo C-7a nao foi detectado
na analise. Em 14,5 ppm um sinal relativo ao grupo metileno (-CH,) da cadeia
lateral, 93,5 ppm um sinal relativo ao C-7 do anel benzénico, 97,8 ppm um sinal
relativo ao C-4 do anel benzénico, 101,8 ppm um sinal relativo ao carbono do
grupo metilenodioxi (-OCH,O-), 106,0 ppm um sinal relativo ao carbono
quaternario C-3 do anel benzénico, 123,2 ppm um sinal relativo ao carbono
quaternario C-4a do anel benzénico, 123,3 ppm um sinal relativo ao C-2 do anel
benzénico, 144,2 ppm um sinal relativo ao carbono quaternario C-6 do anel
benzénico, 146,3 ppm um sinal relativo ao carbono quaternario C- 5 do anel
benzénico.

O espectro de massas forneceu como principais fragmentacfes 0s picos
em 200 (M*, 100%), 174 (%).

A anadlise elementar forneceu o seguinte resultado, para (C11HgN2O2) a
andlise calculada foi C, 65,99%; H, 4,02%; N, 13,99%; e a encontrada: C, 65,50%;
H, 4,11% e N, 13,65%.

Na segunda rota sintética escolhida para a preparacdo da molécula alvo
(55), empregou-se a nitrila 62) purificada como precursor. Nesta etapa, a nitrila
foi hidrolisada sob refluxo com hidroxido de sodio 20%, sendo o acido obtido por
meio de acidificacdo em &cido cloridrico 2M. O solido escuro formado foi
purificado por recristalizacdo em agua, fornecendo o produto na forma cristalina
em 73% de rendimento e apresentando p.f 176,0-176,6 °C (Esquema 34).

Embora nesta rota sintética, a molécula alvo (55) tenha sido obtida em
menor rendimento (73%) quando comparada com o da primeira (93%), esta ultima
ainda foi mais eficiente pois o produto da hidrélise pode ser purificado sem
problemas por recristalizagéo.

O acido 5,6-metilenodioxi-indol-3-il-acético (55) foi caracterizado por

analises no IV, RMN de 'H e *3C, massas e andlise elementar.

O espectro no IV (KBr) apresentou bandas caracterisiticas em 3400 (NH),
2908 (OH), 1698 (CO) e 1320 cm* (COC).



O espectro de RMN de 'H em acetona-ds (Espectro 1 - anexos)
apresentou sinais em 3,66 ppm um singleto de integracéo dois proétons referente
aos hidrogénios do grupo metileno (-CH,) da cadeia lateral, 5,89 ppm um singleto
de integracdo dois prétons atribuido aos hidrogénios do grupo metilenodioxi
(-OCH,0-) , 6,86 ppm um singleto de integracdo um proton atribuido ao H-7 do
anel benzénico, 7,01 ppm um singleto de integracdo um préton atribuido ao H-4
do anel benzénico, 7,12 um singleto de integracdo um préton atribuido ao H-2 do
anel heterociclico e 9,92 ppm um singleto de integracdo um proton atribuido ao
hidrogénio do grupo amino (NH) do anel heterociclico.

O espectro de RMN de 3C em acetona-ds (Espectro 2 - anexos)
apresentou onze sinais na regido de 31,59 a 173,3 ppm. Em 31,59 ppm um sinal
relativo ao grupo metileno (-CH;) da cadeia lateral, 92,8 ppm um sinal relativo ao
C-7 do anel benzénico, 98,2 ppm um sinal relativo ao C-4 do anel benzénico,
101,1 ppm um sinal relativo ao carbono do grupo metilenodioxi (-OCH,0-),
109,2 ppm um sinal relativo ao carbono quaternério C-3 do anel benzénico, 122,4
ppm um sinal relativo ao carbono quaternario C-4a do anel benzénico, 123,0 ppm
um sinal relativo ao C-2 do anel benzénico, 132,3 ppm um sinal relativo ao
carbono quaternario C-7a do anel benzénico, 143,4 ppm um sinal relativo ao
carbono quaternario C- 6 do anel benzénico, 145,5 ppm um sinal relativo ao ao
carbono quaternario C- 5 do anel benzénico e 173,3 ppm um sinal relativo ao
carbono da carbonila do grupo funcional (CO2H).

O espectro de massas forneceu como principais fragmentacdes 0s picos
em 219 (M*, 60%), 174 (100%).

A andlise elementar apresentou o seguinte resultado, para (C11HgNO,) a
analise calculada foi C, 60,27%; H, 4,13%; N, 6,39%; e a encontrada: C, 60,58%;
H, 4,67% e N, 6,36%; sendo que estes valores sdo bastante préximos quando
comparados entre si.

Todos os dados obtidos nas analises espectrométricas e espectroscopicas

foram condizentes com a estrutura proposta.



3.4.2 Proposta de sintese do acido 5,6-metilenodioxi-indol-3-il-metandico

A sintese do acido 5,6-metilenodioxi-indol-3-il-metandico (64) € de grande
importancia, j& que seu analogo o &cido indol-3-metandico apresenta atividade
reguladora de crescimento vegetal. 4

A reacao de Vilsmeier-Haack é um método bastante utilizado na formilacéo
de anéis aromaticos, e baseia-se no emprego de tricloreto de fosforila e N,N-
dimetilformamida como agente de formilacdo. ¥

Na preparacdo do aldeido (65) esta metodologia foi explorada com
sucesso, sendo este aldeido um precursor importante na obtencdo de ©4) por
meio de sua oxidacao.

O aldeido (65) foi preparado a partir de uma solucdo do nucleo inddlico
(50) em N,N-dimetilformamida, adicionada a uma mistura resfriada de N,N-
dimetilformamida, tricloreto de fosforila a 10-20 °C. O sdlido formado apdés a
mistura reacional ser vertida em gelo picado e tratada com hidréxido de sodio, foi
filtrado, lavado com agua gelada e purificado por cromatografia em coluna,

obtendo-se o 5,6-metilenodioxi-indol-3-il-formaldeido (65) em 74% de rendimento,

apresentando p.f 222,2 °C com decomposi¢cédo da amostra (Esquema 35).
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Esquema 35



O aldeido foi caracterizado por andlises no IV, RMN de H e *C, massas e
andlise elementar.

O espectro no IV (KBr) apresentou bandas caracterisiticas em 3194 (NH),
2886 (CH) 1632 (CO) e 1294 cm™ (COC).

O espectro de RMN de *H em CDCl; apresentou sinais em 5,99 ppm um
singleto de integracdo dois prétons atribuido aos hidrogénios do grupo
metilenodioxi (-OCH,0-), 7,01 ppm um singleto de integracdo um préton atribuido
ao H-7 do anel benzénico, 7,6 ppm um singleto de integracdo um préton atribuido
ao H-4 do anel benzénico, 8,01 ppm um singleto de integracdo um proton
atribuido ao H-2 do anel heterociclico e 9,93 ppm um singleto de integracdo um
préton atribuido ao hidrogénio do grupo amino (NH) do anel heterociclico e
aproximadamente em 11,0 ppm um singleto de integragdo um proéton atribuido ao
hidrogénio do grupo aldeido (CHO).

O espectro de RMN de 3C em CDCl; apresentou dez sinais na regido de
93,66 a 185,24 ppm. Em 93,6 ppm um sinal relativo ao C-7 do anel benzénico,
100,6 ppm um sinal relativo ao C-4 do anel benzénico, 101,8 ppm um sinal
relativo ao carbono do grupo metilenodioxi (-OCH,0-), 119,5 ppm um sinal relativo
ao carbono quaternario C-3 do anel benzénico, 120,3 ppm um sinal relativo ao
carbono quaternério C-4a do anel benzénico, 136,3 ppm um sinal relativo ao C-2
do anel benzénico, 133,1 ppm um sinal relativo ao carbono quaternario C-7a do
anel benzénico, 145,7 ppm um sinal relativo ao carbono quaternario C-6 do anel
benzénico, 146,8 ppm um sinal relativo ao carbono quaternario C-5 do anel
benzénico e 185,2 ppm um sinal relativo ao carbono da carbonila do grupo
funcional aldeido (CHO).

O espectro de massas forneceu como principais fragmentacfes 0s picos
em 189 (M", 100%), 76 (13%), 76 (33%) 50 (30%).

A andlise elementar forneceu o seguinte resultado, para (C1oH/NO3) a
andlise calculada foi C, 63,49%; H, 3,72%; N, 7,40%; e a encontrada: C, 65,10%;
H, 3,82% e N, 7,54%, sendo que estes valores sdo bastante proximos quando
comparados entre si.

Com o objetivo de sintetizar o 4cido 5,6-metilenodioxi-indol-3-il-metandico

(64), foram realizadas varias tentativas de oxidacéo do aldeido (65) Esquema 36.
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Esquema 36

Inicialmente preparou-se o0 permanganato de tetrabutilamoénio, utilizado
como agente oxidante na tentativa (ii). Este reagente foi obtido facilmente em
90% de rendimento, conforme procedimento descrito na literatura apresentando
p.f de 125 °C com decomposicéo, condizente com o da literatura (127-129 °C -
decomposicéo). %

Surpreendentemente, todas as tentativas de oxidacdo representadas no
Esquema 36 com suas devidas modificagdes, foram realizadas sem sucesso. Em
todas as reacbes o aldeido (65) empregado como material de partida foi
recuperado aproximadamente em 90%.

Os resultados destas rea¢cfes realmente chamam a atencéo, ja que estes
procedimentos sao geralmente empregados para oxidar grupos aldeidicos
presentes em compostos aromaticos a acidos carboxilicos em bons rendimentos.
99, 100

Até o presente momento, ndo foi possivel detectar as causas dos
problemas apresentados nas reacdes de oxidacao. Desta forma torna-se evidente
a importancia de ampliar estes estudos, priorizando a otimizacdo das

metodologias ja utilizadas e/ou buscando novas alternativas de reacéo.



3.4.3 Proposta de sintese do acido 5,6-metilenodioxi-indol-3-il-propiénico

A sintese do &cido 5,6-metilenodioxi-indol-3-il-propiénico (66) € de grande
importancia, jA que seu analogo o acido indol-3-il-propibnico (67) apresenta

atividade reguladora de crescimento vegetal. *

COOH

N\

N
|
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Duas estratégias sintéticas diferentes foram empregadas no intuito de
preparar o0 composto (66), conforme representado no Esquema 37.

A primeira estratégia (i) baseia-se na reacao do nucleo indélico (50) e acido
acrilico, um método bastante utilizado na preparacéo de (67) e seus derivados. %
Nesta metodologia, uma solucéo de 5,6-metilenodioxi-indol (60) em acido acético,
contendo anidrido acético e acido acrilico foi aquecida a 90 °C durante trés
horas, formando um liquido viscoso e escuro. Ao liquido formado foi adicionado a
uma solucéo de hidréxido de sédio, formando-se assim, um solido insolavel que
foi removido por filtracdo, sendo o filtrado acidificado com &cido cloridrico
concentrado, fornecendo um sélido escuro em 93% de rendimento bruto apos
isolamento (Esquema 37).

Com base na técnica de c.c.d. que foi utilizada no acompanhamento da
reacdo, foi possivel afirmar que houve reacgdo, pois o material de partida (50) foi
completamente consumido. Entretanto, as duas tentativas de purificacdo do
produto obtido (recristalizacdo e cromatografia em coluna) foram realizadas sem

sucesso, ficando dessa forma, inviavel a caracterizacdo do mesmo.
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(i) CH,=CHCO,H, (CH;C0),0, AcOH, 90 °C, NaOH 3,6M, HCI 37%.
(i) 1) HCHO, &cido de Meldrum 68), CH;CN, t a., 2) EtOH, piridina, Cu, refluxo.

Esquema 37

A segunda estratégia sintética (ii) consistiu em uma condensac¢ao tipo
Mannich, na qual trés diferentes compostos, o acido de Meldrum (68), formaldeido
e indol sdo condensados simultaneamente, e posteriormente descarboxilado. Esta
estratégia sintética € bastante utilizada na preparacdo de ésteres inddlicos com

atividade biolégica e seus respectivos acidos, bem como na obtencéo de (7). 1°%

107

Inicialmente o &acido de Meldrum (68), foi preparado adicionando-se
acetona a uma suspensao de acido malénico em anidrido acético acidificada com
acido sulfurico concentrado. Depois de vinte e quatro horas de repouso em
refrigerador, os cristais formados foram filtrados, lavados com agua e purificados
por recristalizacdo, fornecendo o produto puro em 48% de rendimento,

apresentando p.f 90-92 °C, condizente com o citado na literatura 94-95 °C
108

(Esquema 38).
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O composto (68) foi caracterizado pelas técnicas de IV e RNM H.

O espectro no IV (KBr) apresentou bandas caracteristicas nas regiées de
1731,4 (CO) e 1286,4 cm™ (COC).

O espectro de RMN de 'H em CDCl; forneceu sinais em 1,77 ppm um
singleto de integracdo seis protons atribuido aos hidrogénios das duas metilas,
3,61 ppm um singleto de integracdo dois prétons atribuidos ao grupo metileno
(-CHz-).

Na metodologia (ii)) uma mistura de (68), nucleo inddlico (50), formaldeido
e prolina (catalisador) em acetonitrila foi agitada por vinte e quatro horas a
temperatura ambiente. Houve formagdo de um solido escuro, que em uma
tentativa de purifica-lo foi solubilizado em metanol e sua precipitacdo induzida
pela adicdo de agua. No acompanhamento da reacédo foi utilizada a técnica de
ccd, sendo observado que houve reacédo, embora o material de partida 60) nao
tenha sido totalmente consumido. A tentativa de purificacdo do solido formado foi
realizada sem sucesso, pois as manchas observadas por ccd foram idénticas para
o solido bruto e “purificado”. Nesta rota, o problema parece estar no isolamento e
purificacdo do produto formado, embora ndo tenha sido possivel afirmar que o
sélido obtido foi 0 composto esperado 66). Esta rota deve ter suas condi¢des
experimentais revisadas, pois para o intermediario ©9) a literatura cita dois p.f

diferentes (106-108 °C e 119-122 °C), %% 19 sendo ainda que, este mesmo

composto apresentou um terceiro p.f (159-159,2 °C) quando obtido neste estudo,
para a avaliacao do procedimento.

Devido a estas observacbes, é evidente a importancia da busca de
solucdes para o problema apresentado, priorizando desta forma a otimizacao das
condicbes experimentais empregadas, bem como a exploragdo de novas

alternativas para a preparacéao de (66).



3.5 Avaliacao de Atividade Reguladora de Crescimento Vegetal

Os eventos fisiologicos de crescimento e desenvolvimento que ocorrem
nos vegetais representam um processo integrado, complexo e pouco conhecido,
havendo entretanto, uma estreita relagdo desses eventos com a acédo de
substancias conhecidas como horménios vegetais. 4

Conforme citado anteriormente, inUmeros compostos sintéticos reproduzem

os efeitos dos horménios vegetais, dentre eles destacam-se os acidos indol-3-il-
butirico (AIB, 11) e o 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D, 14), pertencentes a classe

das auxinas, sendo o acido indol-3-il-acético (AIA, 1) o seu representante natural
mais importante. 2

Na agricultura a utilizacdo de compostos anélogos ao AIA constitui uma
pratica rentavel e bastante difundida, encontrando também grande aplica¢cdo no
ambito da biotecnologia vegetal. > Devido a ampla aplicacdo dos horménios
vegetais, bem como a reconhecida vocacao agricola brasileira, tornou-se evidente
a importancia do estudo da atividade biolégica dos compostos inddlicos
sintetizados, visando a avaliacdo da propriedade reguladora de crescimento
vegetal.

Todos os testes realizados na determinacdo da atividade reguladora de
crescimento vegetal foram especificos para auxinas, com o objetivo de avaliar se

0S compostos testados pertencem ou nao a essa classe.



3.5.1 Promocao de Crescimento de radiculas de Lactuca sativa e Sorgum

bicolor

A avaliacdo da promocéo de crescimento de radicula foi realizada através
de ensaios bioldgicos fin vitro”, e baseia-se na medida do comprimento das
radiculas.

Os ensaios foram conduzidos com sementes de Lactuca sativa variedade
Grand Rapids (alface crespa) e Sorgum bicolor (sorgo) com os compostos 47a, 48
e 55.

<o:©i\>/ CO,CH; <O:©i\>/ CoH
o N o N

(47a) H (48) H
o COzH
< N\
O N
(55) ||—|

No ensaio conduzido com o composto @7a) nao foi observado nenhum
efeito de estimulac&o de crescimento radicular, pois as medidas de comprimento
radicular foram menores estatisticamente em todas as concentra¢cées quando
comparadas com o ensaio controle (Figura 5), (dados estatisticos apresentados
na Tabela 2 em anexo).

Pelo fato deste composto nao ter apresentado atividade em sementes
L. sativa variedade Grand Rapids (alface crespa) no ensaio que é utilizado para
uma avaliacdo inicial da atividade, este nao foi empregado nos ensaios
especificos.
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Figura 5: Efeito do 5,6-metilenodioxi-indol-2-il-carboxilato de metila (47a) no crescimento
radicular de L. sativa. Letras minuUsculas diferentes indicam diferencas
estatisticamente significativas entre os tratamentos pelo teste de Tuckey a 5% de

probabilidade.

A Figura 6 (dados estatisticos apresentados na Tabela 3 em anexo),
mostra que nos ensaios de crescimento de radicula de L. sativa, o acido 5,6-
metilenodioxi-indol-2-il-metandico (48) nas concentracdes de 10° a 10% M
apresentou atividade, estimulando o crescimento radicular, atingindo um valor
maximo a 10 M.

Entretanto, as concentracbes de 102 e 10* M foram inibidoras do
crescimento radicular, sendo que na concentracdo de 10° M as sementes

germinaram € necrosaram.
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Figura 6: Efeito do acido 5,6-metilenodioxi-indol-2-il-metanoico 48) no crescimento radicular de

L. sativa. Letras minusculas diferentes indicam diferengas estatisticamente

significativas entre os tratamentos pelo teste de Tuckey a 5% de probabilidade.

Como o composto (48) apresentou atividade de estimulacdo no
crescimento de radicula em sementes de alface, este ensaio foi realizado também

em sementes de sorgo.

Na Figura 7 (dados estatisticos apresentados na Tabela 4 em anexo),
observa-se que as concentracdes de 10> e 10 M demonstraram forte inibicéo no
crescimento radicular, sendo que & 10 M o comprimento da radicula foi o menor
observado. A concentracéo de 10 M promoveu o crescimento radicular maximo

do sorgo.
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Figura 7: Efeito do acido 5,6-metilenodioxi-indol-2-il-metandico 48) no crescimento radicular de

S. bicolor. Letras mindsculas diferentes indicam diferengas estatisticamente

significativas entre os tratamentos pelo teste de Tuckey a 5% de probabilidade.

A Figura 8 ilustra os resultados apresentados na Figura 7, onde é possivel

observar a diferengca expressiva nos comprimentos das radiculas nas
concentracdes de 10, 10° M e no ensaio controle, respectivamente.

Figura 8: Efeito do acido 5,6-metilenodioxi-indol-2-il-metandico @8) nas concentracdes de 10°,

-3 . . . . .
10” M e ensaio controle, respectivamente, no crescimento radicular de S. bicolor .



A Figura 9 (dados estatisticos apresentados na Tabela 5 em anexo),
mostra que os ensaios de crescimento radicular com o composto (55) em semente
de S. bicolor demonstraram que nas concentraces de 10° e 10°® M houve
estimulag&o no crescimento radicular. Entretanto, as concentracdes de 103 e 10™
M inibiram o desenvolvimento da radicula, sendo que a 103 M a atividade

inibidora foi bastante expressiva.
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Figura 9: Efeito do acido 5,6-metilenodioxi-indol-3-il-acético (55) no crescimento radicular de S.
bibolor. Letras minlGsculas diferentes indicam diferencas estatisticamente

significativas entre os tratamentos pelo teste de Tuckey a 5% de probabilidade.

O estudo do efeito do composto (55) no crescimento de radiculas de
L. sativa ficou prejudicado, pois as sementes de 5 lotes diferentes néo

apresentaram desenvolvimento radicular, embora o hipocétilo tenha crescido.
Com base nos resultados apresentados empregando-se 0s compostos (48)

e (55) observou-se que estes apresentaram forte estimulagdo no crescimento

radicular em sementes de L. sativa e S. bicolor nas concentracdes de 10 e



10°® M. Entretanto, as concentracdes de 10 e 10* M inibiram o crescimento
radicular.

Estes dados estdo de acordo com os da literatura, onde é relatado que as
auxinas em altas concentra¢cdes causam inibicdo do crescimento radicular.

InvestigacOes realizadas no Instituto Boyce Thompsom de Nova York por
volta de 1940 estabeleceram que 0 2,4-D (14) em altas concentracdes e algumas
outras auxinas sintéticas sao eficazes como herbicidas (Figura 10). A
popularidade destes compostos se baseia na elevada fitotoxidade, baixo custo e

seletividade, ja que afetam somente ervas daninhas dicotileddneas. > 19 110

Figura 10: Ac&o herbicida do 2,4-D (14) em plantas de Phaseulos vulgaris (feijdo). Esquerda:

planta normal; direita: planta tratada.

3.5.2 Inducéo de Enraizamento Caulinar

A avaliacdo da inducao de enraizamento caulinar foi realizada através de
ensaios biolégicos ‘in vivo”, e baseia-se na determinacdo da massa seca das
raizes produzidas.

Neste ensaio foram utilizadas estacas caulinares de Malvaviscus arboreus,
na presenca dos compostos (48) e (55) na concentracao de 10mg/g de talco, AIB
(11) na mesma concentracdo como padrao e talco puro de uso medicinal como

controle.



O composto @8) foi testado no inverno, durante os meses de julho a

setembro.

Neste ensaio morreram seis estacas na presenca de (48), uma na
presenca do AIB e duas no controle. O enraizamento caulinar com (48) foi inferior
ao padrdo AIB e ao controle fFigura 11, dados estatisticos apresentados na

Tabela 6 em anexo).

o
w
1

o

N

gl
1

o
N
1

0,15 1

o
[EEN
I

o

o

[§)]
1

Média da Massa seca das raizes (g)

48 (10mg) AIB (10mg) Talco

Figura 11: Efeito do écido 5,6-metilenodioxi-indol-2-il-metandico (48) na indugdo de
enraizamento caulinar em estacas de M. arboreus. Letras minUsculas diferentes
indicam diferencas estatisticamente significativas de acordo com os intervalos de

confianca das médias.

O composto (55) foi testado na primavera, durante os meses de outubro a
dezembro. O efeito induzido por este composto foi mais pronunciado
demonstrando atividade semelhante ao padrdo AIB e superior ao controle na
promocdo de raizes, conforme ilustrado na Figura 12, (dados estatisticos
apresentados na Tabela 7 em anexo).

Embora os resultados ndo tenham apresentado diferenca estatistica em

relacdo ao AIB houve uma forte tendéncia na promocao de enraizamento com o

composto (55).
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Figura 12: Efeito do acido 5,6-metilenodioxi-indol-3-il-acético (65) na indugéo de enraizamento
caulinar em estacas de M. arboreus. Letras minuUsculas diferentes indicam
diferencas estatisticamente significativas de acordo com os intervalos de confianga

das médias.

A Figura 13 ilustra a comparacédo feita entre os resultados obtidos nos

ensaios conduzidos com os composto (48) e (55).
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Figura 13: Efeito dos acidos (48) e (55) na inducdo de enraizamento caulinar em estacas de

M. arboreus. Letras minudsculas diferentes indicam diferencas estatisticamente

significativas de acordo com os intervalos de confianca das médias.
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Aparentemente, a primavera foi mais favoravel na realizacdo deste
ensaio, pois nao foi observada a morte de nenhuma estaca, enquanto que
no inverno nove morreram, considerando todos os tratamentos.

Até o presente momento ndo se pode afirmar qual dos dois compostos foi 0
mais ativo na inducdo do enraizamento caulinar, pois para 0 ensaio com 0
composto (48) muitas estacas ndo sobreviveram, ficando dificil uma comparagéo
precisa. Assim, fica evidente a importancia da realizacdo de novos ensaios, em
todas as estacOes do ano, para verificar se de fato existe a dependéncia sazonal
ou se 0 composto (55) é realmente o mais ativo.

Este ensaio sugere a possibilidade do uso desse composto como indutor
de enraizamento caulinar. No entanto, torna-se necessério 0 seu teste com outras
espécies vegetais. 110 111

As auxinas comumente usadas para induzir o enraizamento sao AIB (11) e
ANA (13), ambas sintéticas e com a vantagem de serem mais estaveis na planta
(Figura 14).

Figura 14: Produco de raizes em estacas de limoeiro tratadas com acido indol-3-il-acético.

Como foi observado nos ensaios descritos acima, 0 sucesso do
enraizamento ndo depende apenas da auxina. Devem ser levados em
consideracao outros fatores, como idade da estaca (juvenil, madura), presenca de

folhas, época do ano, composi¢cdo do meio de enraizamento e grau de umidade,



bem como a concentragdo de auxina para a estaca em estudo. O uso de altas
concentracdes de auxinas pode induzir a uma formacdo abundante de raizes,
mas pode também inibir o crescimento posterior tanto das raizes como do préprio

caule.

3.5.3 Bioteste de Peciolos em Phaseolus vulgaris (feijdo de vagem)

A avaliacdo do bioteste de peciolos foi realizada através de ensaios
biologicos ‘in vitro”, e baseia-se na determinacdo da porcentagem de variacao
entre os angulos dos peciolos.

Neste ensaio foram utilizados caules de Phaseolus vulgaris (feijjao de
vagem) na presenca de solugcdes dos compostos @8) e (55) nas concentracdes
de 50 e 100 ppm, 2,4-D (14) nas mesmas concentracbes como padrdo e
adgua/acetona como controle, sendo as solu¢des preparadas de acordo com o
procedimento descrito na parte experimental.

A Figura 15 (dados estatisticos apresentados na Tabela 8 em anexo),
ilustra que o composto 48) na concentracdo de 100 ppm foi tdo ativo quanto o

2,4-D nas concentragdes de 50 e 100 ppm.
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Figura 15: Efeito do acido 5,6-metilenodioxi-indol-2-il-metandico (48) no bioteste de peciolos de
P. wvulgaris . Letras minuUsculas diferentes indicam diferencas estatisticamente

significativas de acordo com os intervalos de confiangca das médias.

Na Figura 16 (dados estatisticos apresentados na Tabela 9 em anexo),
observou-se que nos ensaios conduzido com o composto (55) houve uma
variacdo na porcentagem dos angulos inicial e final bastante expressiva, quando
comparada com o padrdo 2,4-D e o controle agua/acetona. Estes resultados
indicam que o composto (55) apresenta forte atividade reguladora de crescimento

vegetal como auxina.
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Figura 16: Efeito do acido 5,6-metilenodioxi-indol-3-il-acético 65) no bioteste de peciolos de

P. vulgaris. Letras minusculas diferentes indicam diferencas estatisticamente

significativas de acordo com os intervalos de confian¢ga das médias.

3.5.4 Dominancia Apical em Phaseolus vulgaris

O fenbmeno em que, na grande maioria das espécies vegetais, a gema
apical inibe o desenvolvimento das gemas laterais, € denominado dominancia
apical. A remocéo da gema apical provoca o desenvolvimento das gemas laterais.
Adicionando-se auxina a superficie decapitada de uma planta, cuja gema apical
foi removida, a dominancia € mantida, o que leva a conclusdo de que as auxinas
estdo envolvidas no controle do fendmeno. Parece que as folhas novas da gema
apical produzem grande quantidade de auxinas, que seriam o sinal correlativo da
dominancia apical. ***

A avaliacdo da dominancia apical foi realizada através de ensaios

biolégicos “in vivo”, e baseia-se na produc¢éo e crescimento de gemas laterais.



Neste ensaio foram utilizadas plantas de Phaseolus vulgaris (feijjdo de
vagem) na presencga dos compostos @8) e (55) nas concentragdes de 10, 50 e
100 mg/g de lanolina, AIB (11) na concentragdo de 10 mg/g de lanolina como
padrao e lanolina pura como controle.

O composto (48) nao foi efetivo em manter a dominancia apical de
P. vulgaris, induzindo a produgédo e o crescimento de gemas laterais. O padrao
AIB produziu somente uma gema lateral em cada planta apresentando
comprimento maximo de 1 cm, mantendo-se parcialmente a dominancia apical
(Figura 17).

Em todos os tratamentos houve producdo e o crescimento de gemas
laterais, embora, na presenca do padrao AIB o numero observado foi menor, e no

controle maior.
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Figura 17: Efeito do éacido 5,6-metilenodioxi-indol-2-il-metandico (48) na manutencdo da

dominancia apical de P. vulgaris.

O composto 65) em todas as concentragdes induziu a produgcdo e o
crescimento de apenas uma gema lateral em cada planta, sendo os

comprimentos determinados posteriormente (Figura 18 e 20).
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Figura 18: Efeito do acido 5,6-metilenodioxi-indol-3-il-acético (55) na producdo de gema lateral

em P. vulgaris .

Neste mesmo ensaio, o padrdo AIB manteve a dominancia apical, néo
havendo a producdo de gemas laterais Figura 19). Entretanto, no controle de
pasta de lanolina observou-se a producdo de véarias gemas em cada planta,

sendo apenas considerado o valor da gema de maior comprimento (Figura 20).

Figura 19: Efeito do AIB na manutencdo da dominancia apical em P. vulgaris.
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Figura 20: Efeito do éacido 5,6-metilenodioxi-3-il-acético 65) na manutengdo da dominancia

apical em P. vulgaris.

Estes resultados indicam que o composto (55) nao foi eficiente em manter
a dominancia apical completa de P. vulgaris. No entanto, induziu a produgao e o
crescimento de apenas uma das gemas laterais enquanto que as plantas controle
apresentaram crescimento de varias gemas laterais, mostrando quebra completa

de dominancia apical.
Sugere-se que o composto (55) demonstrou certa atividade auxinica, tendo

ativado a producéo e o crescimento de apenas uma das gemas laterais, que

passou a atuar como a gema apical.
J4, o composto (48) ndo demonstrou nenhuma atividade, o que poderia ser

atribuido a sua baixa solubilidade, dificultando sua absorcdo e transporte pela

planta.
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4. CONCLUSOES

A metodologia na qual foi explorada a quimica das azidas via insercédo de
nitreno, demonstrou ser simples, eficiente e regiosseletiva na construcdo do
nucleo inddlico substituido.

A descarboxilacéo de (48) realizada na presenca de hidroxido de bario sob
vacuo e aquecimento em aparelho do tipo “dedo frio” foi um método eficiente, pois
permitiu a obtengao do nucleo inddlico (50) analiticamente puro por sublimacao.

A obtencdo do nudcleo inddlico (50) via ciclizagdo redutiva do o,b-
dinitroestireno (53) foi bastante vantajosa quando comparada com o citado
anteriormente, j& que economizou-se uma etapa de sintese.

A estratégia sintética utilizada na sintese dos precursores, bem como da
molécula alvo (55) foi empregada com sucesso.

Os acidos 5,6-metilenodioxi-indol-2-il-metandico @8), o 5,6-metilenodioxi-
indol-3-il-acético 65) e o 5,6-metilenodioxi-indol-2-il-carboxilato de metila @7a),
bem como alguns de seus precursores sao compostos inéditos.

Todos os a&cido 5,6-metilenodioxi-indolicos e intermediarios foram
caracterizados por andlises no IV, RMN 'H e '3C, massas, anélise elementar e
ponto de fuséo, apresentando dados compativeis com as estruturas propostas.

Quanto a atividade bioldgica, os ensaios de promocédo de crescimento de
radiculas conduzidos com o 5,6-metilenodioxi-indol-2-il-carboxilato de metila (47a)
demonstraram que este nao apresenta atividade de estimulacdo. No entanto, os
acidos 5,6-metilenodioxi-indol-2-il-metandico @8) e o 5,6-metilenodioxi-indol-3-il-
acético (55) nas concentraces de 102 e 10“ M inibiram o crescimento da
radicula e as concentracdes de 10° e 10°® M apresentaram forte estimulacéo,
guando comparadas com o ensaio controle.

Os ensaios de inducdo de enraizamento caulinar demonstraram atividade
reguladora associada aos acido 5,6-metilenodioxi-indolicos testados, sendo mais
pronunciada na presenca do acido 5,6-metilenodioxi-indol-3-il-acético, que foi tdo
eficiente quanto o AIB, que é um regulador de crescimento vegetal disponivel

comercialmente para este fim.
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Nos ensaios dos peciolos de feijao, o acido 5,6-metilenodioxi-indol-2-il-
metandico (48) somente na concentracdo de 100 ppm foi tdo ativo quanto o 2,4-D
nas concentracdes de 50 e 100 ppm. Entretanto, os ensaios conduzidos com o
acido 5,6-metilenodioxi-indol-3-il-acético (55) demonstraram uma variagdo na
porcentagem dos angulos inicial e final bastante expressiva, indicando atividade
reguladora de crescimento vegetal.

Os resultados observados nos ensaios de dominancia apical indicaram que
0 acido 5,6-metilenodioxi-indol-2-il-metandico @8) quebra a dominancia apical,
promovendo a producéo e o crescimento de gemas laterais. Por sua vez, pode-se
considerar que o acido 5,6-metilenodioxi-indol-3-il-acético (55) manteve
parcialmente a dominancia apical, pois promoveu 0 surgimento e 0 crescimento
de uma Unica gema lateral, que passou a atuar como gema apical.

Estes resultados demonstraram que os dois novos acidos inddlicos podem
ser considerados potenciais candidatos quanto a utilizagcdo como reguladores de

crescimento vegetal.
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Técnicas de Caracterizacao

Os compostos foram todos analisados no Infravermelho (1V), ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H) e carbono (RMN *3C), anélise
elementar e massas, além do ponto de fusdo e cromatografia em camada
delgada.

Os espectros de IV foram obtidos em um espectrofotbmetro Perkin-Elmer
modelo FT-IR 16PC, empregando-se pastilhas de KBr para solidos ou filme em
cela de NaCl para liquido.

As andlises espectroscopicas de RMN 'H e !3C foram realizadas em
espectrometros BRUCKER AC-200F (*H 200 MHz; *C 50 MHz) na Universidade
Federal de Santa Catarina, ou VARIAM GEMINI 300 (*H 300 MHz; 3¢ 75 MHz) da
Universidade Catodlica de Sacro Cuore/Roma. Os deslocamentos quimicos sao
dados em partes por milhdo (ppm), utilizando-se tetrametilsilano (TMS) como
referéncia interna.

As analises elementares foram realizadas em um analisador de C, H, N
Perkin-Elmer 2400.

As analises de massas foram realizadas em espectrometro CGMS-QP-
2000-A Shimadzu com impacto de elétrons de 70ev.

As medidas de ponto de fusdo foram efetuadas em aparelho de chapa
quente tipo Koffler (MicroQuimica APF-301) e ndo foram corrigidas.

No acompanhamento de reacdes foi empregada a técnica de ccd
utilizando-se como suporte silica gel 60GF 254 com 0s compostos visualizados por
irradiacdo UV (254nm) e vapor de iodo, quando necessario. Esta técnica também
foi empregada para avaliar o grau de pureza dos reagentes e produtos .

Alguns compostos foram purificados pela técnica de cromatografia em
coluna utilizando-se como suporte silica gel 70-230 mesh, e diferentes eluentes,

indicados nos procedimentos.
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5.2 Solventes e Reagentes

Os reagentes e solventes empregados foram de pureza analitica e de
procedéncia Aldrich, Merck, Carlo Erba, Sigma, Riedel-de-Haén, Vetec, Reagen,
Grupo Quimica e Nuclear.

Os solventes orgéanicos foram secos e/ou purificados quando necessario de
acordo com os métodos tradicionais descritos na literatura. 8 12
Os reagentes de partida utilizados foram: 4-alil-1,2-metilenodioxi-benzeno (safrol),
3,4-metilenodioxibenzaldeido (piperonal), nitrometano, bromoacetato de metila,
dietilamina, N,N-dietilanilina, formaldeido, iodeto de metila, N,N-dimetilformamida,
acido acrilico, acido maldnico, dentre outros. Os reagentes: azido acetato de
metila, trietilfosfito, acido de Meldrum e diazoacetato de etila foram preparados
em laboratorio.

Os reagentes inorganicos utilizados foram: bicarbonato de sodio, hidréxidos
de sodio e bério, acetato de amdnio, tricloreto de fésforo, cloretos de sédio e
amonio, azida de sédio, borohidreto de sodio, hidreto de litio e aluminio, cianetos
de sobdio, prata e potassio, permanganato de potassio, sodio metélico, ferro,
cobre, e zinco em poO, acidos inorganicos tradicionais (acido cloridrico, nitrico,
bromidrico, sulflrico), e os agentes dessecantes cloreto de calcio e sulfato de
magnésio de procedéncias variadas.

Os reagentes utilizados como padrées nos ensaios de avaliagdo da
propriedade reguladora de crescimento vegetal foram os &cidos 2,4-
diclorofendxiacétcico, naftalenoacético e indol-3-il-butirico todos de procedéncia
Aldrich.
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5.3 sintese do Nucleo Metilenodioxiinddélico a partir do Safrol

3,4-metilenodioxifenil-acetaldeido (37) (Ozondlise)

Uma solugdo de 4-alil-1,2-metilenodioxibenzeno (10,43 g, 64,3 mmol) em
acido aceético glacial (15 mL) foi adicionada em um tubo de vidro. Este foi mantido
em uma jaqueta termostatizada a temperatura de —2 °C. A dispersdo de G na
solucéo foi realizada através de um tubo de vidro, e o préprio borbulhamento de
O3 promoveu a agitacao da mistura. Inicialmente a solucdo apresentava coloracéo
amarelo clara, que posteriormente mudou para amarelo escuro tornando-se uma
solucdo bastante viscosa. A reagdo foi mantida sob borbulhamento de O; até o
desaparecimento do safrol (24 horas).

ApOs ozonizagdo foi adicionado no meio reacional mais &cido acético
glacial (25 mL), e a solucdo foi mantida em banho de gelo e 4gua em atmosfera
de argbnio sob agitagdo magnética durante a adicdo lenta do zinco em po6 (4 g,
61,17 mmol). A mistura foi mantida sob refrigeragcdo por 2 horas adicionais,
removendo-se posteriormente 0 banho e mantendo-se a agitacdo por mais 2
horas adicionais, quando foi adicionado acetato de etila (40 mL) na mistura, sendo
esta filtrada e lavada com o mesmo solvente. O filtrado foi lavado com agua
destilada (4x 40 mL), bicarbonato de sédio (20%, 2x40 mL) e novamente com
agua até neutralidade. A fase orgéanica foi seca com cloreto de calcio, filtrada e o
solvente removido por evaporagdo sob presséo reduzida. O produto obtido foi
purificado por cromatografia em coluna usando como eluente diclorometano. Apés
a evaporagdo do solvente, obteve-se o produto semi sélido puro em 80% de

rendimento.




IV (KBr) nma/cm’™: 2898 (CH), 1722 (CO), 1248 (COC) e 1040 (COC).

RMN 'H (200 MHz, CDCl;) d 3,59 (d, J 2,2 Hz, 2H, H-7), 5,94 (s, 2H, H-9), 6,67 (d,
J 7,7 Hz, 1H, H-6), 6,67 (s, 1H, H-2), 6,81 (d, J 7,7 Hz, 1H, H-5), 9,69 (s, 1H, CHO).
RMN 3C (50 MHz), CDCls) d 49,98 (CH,,C-7); 101,03 (CH,, C-9); 108,58 (CH, C-5);
109,77 (CH, C-2); 122,66 (CH,, C-6); 125,16 (Co, C-1); 146,85 (Co, C-4); 148,02 (Co,
C-3); 199,27 (CH, CHO).

Para a obtencédo do 3,4-metilenodioxifenil-acetaldeido véarias reacdes
foram realizadas, alterando-se as condi¢des experimentais como: tempo,
temperatura, concentracdo dos reagentes e solventes, etc. No entanto,

todas fracassaram com excec¢dao da citada anteriormente.

3,4-metilenodioxifenil-2-nitro-acetaldeido (38)

Procedimento 1

A uma solucédo de 3,4-metilenodioxifenil-acetaldeido (0,59 g, 3,6 mmol) e
acido aceético glacial (5 mL), mantida em banho de gelo, foi gotejado acido nitrico
concentrado (0,2 mL). Ao término da adicdo, o banho de gelo foi removido e a
solucdo mantida sob agitacdo por 3 horas adicionais. Foi adicionado cloroférmio a
solucdo (20 mL) e esta foi lavada com agua destilada (3x15 mL), bicarbonato de
sodio (20%, 3x20 mL) e novamente com agua até neutralidade. A fase organica
foi seca com cloreto de célcio, filtrada e o solvente removido por evaporacao sob
pressao reduzida. O produto foi purificado por solubilizacdo em acetato de etila e
posterior precipitacdo em éter etilico, obtendo-se um sdlido amorfo com 50% de
rendimento.

p.f 78,8-80,3 °C.
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Procedimento 2

A uma solucéo de 3,4-metilenodioxifenil-acetaldeido (0,85 g, 5,17 mmol) e
cloroférmio (10 mL) mantida em banho de gelo, foi gotejado acido nitrico
concentrado (0,35 mL). Ao término da adi¢cdo, o banho de gelo foi removido e a
solucao foi mantida sob agitacdo por 6 horas adicionais. A solugao foi lavada com
agua destilada (3x15 mL), bicarbonato de sodio (20%, 3x20 mL) e novamente
com agua até neutralidade. A fase organica foi seca com sulfato de magnésio,
filtrada e o solvente removido por evaporacéo sob pressao reduzida. O produto foi
purificado por cromatografia em coluna flash usando como eluente cloroférmio.

Apés evaporacao do solvente o produto foi obtido puro com 28% de rendimento.

7

o CHO
¢
o NO»>

(38)

p.f 78,2 - 80,2 °C.

IV (KBr) Nmax/cm™: 2914 (CH), 1726 (CO), 1510 (NO,), 1332 (NO,) e 1248 (COC).

RMN *H (200 MHz, CDClL) d 4,04 (s, 2H, H-7), 6,14 (s, 2H, H-9), 6,7 (s, 1H, H-2), 7,67
(s, 1H, H-5), 9,81 (s, 1H, CHO).

RMN *3C (50 MHz), CDCL) d 48,76 (CH,, C-7); 103,13 (CH,, C-9); 106,09 (CH, C-5);
111,84 (CH, C-2); 125,40 (Co, C-1); 142,68 (Co, C-6); 147;65 (Co, C-4); 152,19 (Co, C-
3); 196,77 (C, CHO).

Anal. Calcd. para CgH;NOs: C, 51,59%; H, 3,35%; N, 6,68%. Encontrado: C,
52,22%; H, 3,16%; N, 6,38%.
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5.4 Sintese do Nucleo Metilenodioxiindélico

Para a sintese do 5,6-metilenodioxi-indol foram utilizados os trés

procedimentos descritos a seguir.
A) 5,6-metilenodioxi-indol (50)

Uma mistura de 3,4-metilenodioxifenil-2-nitro-acetaldeido (0,16 g, 0,77
mmol), ferro em pé (0,16 g, 2,9 mmol), acido aceético glacial (0,5 mL) e etanol
absoluto (3 mL) foi refluxada sob agitacdo vigorosa durante 3 horas sob atmosfera
de argonio. A mistura foi adicionada agua (8 mL) e o produto extraido com
diclorometano (6x10 mL). As fases organicas foram combinadas, sendo a solugéo
resultante lavada com uma solucao de cloreto de sédio (20%, 4x10 mL) e agua
destilada (4x10 mL), seca com sulfato de magnésio e o solvente removido por
evaporacao sob presséo reduzida. O produto foi obtido em 56% de rendimento
bruto. Todas as tentativas de purificacdo (recristalizacdo e cromatografia em

coluna) do produto fracassaram. ®*

B) 5,6-Metilenodioxi-indol (50)

Uma mistura de acido 5,6-metilenodioxi-indol-2-il-metandico (0,3 g,
1,46mmol), cobre em p6 (0,077 g, 1,21 mmol) e quinolina (5 mL) recentemente
destilada, foi refluxada sob atmosfera de argonio durante 3 horas. Posteriormente
a mistura foi resfriada a temperatura ambiente e o cobre em p6 removido por
filtracdo. O filtrado foi vertido em gelo picado, e a suspensdo assim obtida,
acidificada a pH 4 com &cido cloridrico concentrado. Extraido com acetato de etila
(4x25 mL). A fase orgéanica foi lavada com acido cloridrico (1M, 3x20 mL),
bicarbonato de sodio (20%, 2x20 mL) e cloreto de sodio (20%, 2x20 mL). Em
seguida, seca com carbonato de sddio, filtrada e o solvente removido por
evaporacado sob pressao reduzida. O reagente de partida foi recuperado em

aproximadamente 95%. *°



C) 5,6-Metilenodioxi-indol (50)

O &cido 5,6-metilenodioxi-indol-2-il-metandico (0,716 g, 3,5 mmol) e
hidroxido de bario (0,174 g, 0,55 mmol) foram misturados e finamente
pulverizados. Em aparelho do tipo "dedo frio" a mistura foi aquecida usando bico
de Bunsen sob pressao reduzida. O 5,6-metilenodioxiindol sublimou na forma de

um sélido amarelo claro analiticamente puro em 84% de rendimento. >

p.f 109,4-110,0 °C (Lit.%>* 108-110 °C).

IV (KBr) nmax/cm™: 3410 (NH), 3072 (CH), 1206 (COC).

RMN 'H (200 MHz, CDCl) d, 5,92 (s, 2H, H-8), 6,42 (s, 1H, H-2), 6,84 (s, 1H,
H-7), 7,00 (s, 1H, H-4), 7,06 (s, 1H, H-3), 8,0 (s, 1H, NH).

RMN %3 C (50 MHz, CDCls) d 91,8 (CH, C-7), 99,1 (CH, C-4), 100,5 (CH,, C-8),
102,8 (CH, C-3), 121,6 (Co, C-4a), 122,7 (CH, C-2), 130,6 (Co, C-7a), 143 (Co, C-
6), 144,9 (Co, C-5).

MS: m/z (intensidade relativa) 161 (M*,100%), 103 (38%), 76 (33%) e 50 (23%).

3,4-Metilenodioxi-b-nitroestireno (52)

Uma mistura de 3,4-metilenodioxibenzaldeido - piperonal (1,78 g, 11,87
mmol), nitrometano (2,25 g, 36,9 mmol), acetato de amoénio (2,48 g, 31,76 mmol)
e acido acético (35 mL) foi refluxada durante 4 horas. A suspenséao foi resfriada a
temperatura ambiente e vertida em agua gelada. O solido amarelo formado foi

filtrado, lavado com agua gelada e secado em estufa a vacuo a 70 °C. O produto



foi obtido em 70% de rendimento e utilizado na proxima etapa sem purificacéo

prévia.
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(52)

p.f 158,6-159,2 °C (Lit.%* 159-161 °C).

IV (KBr) Nmax/cm™: 3420 (NH), 1492 (NO), 1334 (NO) e 1268 (COC).

RMN H (200 MHz, Acetona-ds) d 6,13(s, 2H, H-9), 6,99 (d, J 8,0 Hz, 1H, H-3),
7,37 (d, J 8,0 Hz, 1H, H-2), 7,38 (s, 1H, H-6), 7,9 (d, J 13,5 Hz, 1H, H-7), 8,05 (d,
J 13,5 Hz, 1H, H-8).

RMN *3C (50 MHz, acetona-ds) d102,5 (CH,, C-9), 106,9 (CH, C-3), 109,0 (CH, C-
2), 124,1 (Co-C-1), 126,6 (CH, C-2), 135,3 (CH, C-7), 139,0 (CH, C-8), 148,7 (Co,
C-4), 151,3 (Co, C-5).

MS: m/z (intensidade relativa) 193 (M*,100%), 146 (100%), 117 (20%), 89 (100%),
65 (26%), 63 (90%).

Anal. Calcd. para CgH/NO4: C, 55,96%; H, 3,65%; N, 7,26%. Encontrado: C,
55,74%:; H, 3,67%; N, 7,26%.

0- Nitro-3,4-metilenodioxi-b-nitroestireno (53)

Uma mistura de acido nitrico (12 mL) e acido acético glacial (9 mL) foi
resfriada a 5 °C e adicionada gota a gota a 3,4-metilenodioxi-b-nitroestireno
(3,4 g, 15,53 mmol) em banho de gelo. Ao término da adicdo o banho de gelo foi
removido, a mistura agitada por 3 horas adicionais e vertida em gelo e agua. O
sélido formado foi filtrado, lavado com agua gelada até neutralizacéo e secado em
estufa a vacuo. A recristalizacdo com etanol forneceu o produto puro em 70% de

rendimento.
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p.f 119-120 °C (Lit.%* 121-122 °C).

IV (KBF) Nma/cm™: 3450 (NH), 1506 (NO), 1324 (NO), e 1270 (COC).

RMN H (200 MHz, Acetona-de) d 6,35 (s, 2H, H-9), 7,43 (s, 1H, H-6), 7,69 (s,1H,
H-3), 7,91 (d, J 13,4 Hz, 1H, H-7), 8,49 (d, J 13,4 Hz, 1H, H-8).

RMN *3C (50 MHz, acetona-dg) d 105,6 (CH,, C-9), 106,9 (CH, C-3), 108,9 (CH,
C-6), 123,2 (Co, C-1), 136,3 (CH, C-7), 141 (Co, C-8), 153,7 (Co, C-5).

MS: m/z (intensidade relativa) 238 (M*, 15%), 206 (2%), 162 (25%), 161 (20%),
136 (55%), 106 (45%), 78 (47%), 76 (70%), 62 (100%).

Anal. Calcd. para CoHgN2Og: C, 45,39%; H, 2,53%; N, 11,76%. Encontrado: C,
45,78%; H, 2,67%; N, 11,65%.

Preparacéo do Trietilfosfito (54)

A uma solucido de etanol absoluto (9,2 g, 200 mmol), N,N-dietilanilina
recentemente destilada (29,6 g, 200 mmol) e éter de petréleo (66,7 mL, 30-60 °C),
resfriada em banho de gelo e agua foi gotejada uma solucédo de tricloreto de
fésforo (9,2 g, 66 mmol) em éter de petrdleo (27 mL, 30-60 °C). Ao término da
adicdo, a mistura foi aguecida sobre refluxo brando durante 1 hora. A mistura
reacional contendo um precipitado branco de hidrocloreto de N,N-dietilanilina foi
resfriada e filtrada em funil de Bichner. A massa de sal de amina foi comprimida e
lavada com éter de petroleo gelado (4x20 mL). O filtrado e as lavagens foram
combinados e concentrados por destilagcdo fracionada. O trietilfosfito foi purificado
por destilacdo sob pressdo reduzida (p.e 115 °C a 85 mmHg, Lit. & 156 °C a 760
mmHg).
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5,6-Metilenodioxi-indol (50)

(Via ciclizacéo redutiva)

Procedimento 1

Uma suspenséo de o-nitro-3,4-metilenodioxi-b-nitroestireno (0,3 g, 1,55 mmol) e
trietilfosfito (1,5 g, 9 mmol) foi refluxada durante 6 horas sob atmosfera de N.
Posteriormente a suspensédo foi filtrada. O sélido resultante foi cromatografado em
coluna usando como eluente diclorometano. Nas condi¢cdes testadas ndao houve a

separacao do produto.

Procedimento 2 %

Uma mistura de o0-nitro-3,4-metilenodioxi-b-nitroestireno (0,219 g, 0,92 mmol),
acido acético glacial (1,7 mL) e ferro em po6 (0,86 g, 15,3 mmol) foi agitada e mantida
em banho de agua até o término da reacdo exotérmica. Apos este periodo a mistura foi
refluxada suavemente durante 1 hora e resfriada a temperatura ambiente. O produto
foi extraido com éter etilico (4x10 mL), a fase organica combinada e secada com
sulfato de magnésio, filtrada e o solvente removido em evaporador rotatério. O sélido
escuro obtido foi purificado por cromatografia em coluna utilizando como eluente

diclorometano, obtendo-se o indol em 28% de rendimento e p.f 109,2-109,9 °C.

Procedimento 3 8

Uma mistura de o-nitro-3,4-metilenodioxi-b-nitroestireno (0,1 g, 0,42 mmol),
catalisador Pd/C 10% (0,54 g), etanol absoluto (12 mL) e ciclo hexeno (0,5 mL) foi
refluxada durante 3 horas. A mistura foi resfriada e filtrada e o solido lavado com
diclorometano. A fase orgéanica foi seca com sulfato de magnésio, filtrada, e o solvente

removido em evaporador rotatério. O sdlido escuro foi purificado por cromatografia em
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coluna utilizando como eluente diclorometano, obtendo-se o indol em 37% de
rendimento e p.f 108,6-109,8 °C. 8

Procedimento 4 %°

Uma mistura de o-nitro-3,4-metilenodioxi-b-nitroestireno (0,23 g, 1,05
mmol), silica gel 60 para cromatografia em coluna (2,6 g, 70-230 mesh), ferro em
po (1.01 g, 18,14 mmol), acido acético glacial (5,8 mL) e tolueno (11,6 mL) foi
refluxada sob atmosfera de argénio durante 2 horas. A mistura foi resfriada a
temperatura ambiente, filtrada e o sélido lavado com acetato de etila (5 mL) e
posteriormente com diclorometano. A fase organica foi lavada com uma solucdo
saturada de cloreto de sddio (5 mL), secada com sulfato de magnésio, filtrada e o
solvente removido por evaporacdo sob pressdo reduzida. O sdlido escuro
resultante foi purificado com hexano a quente, fornecendo o indol em 21% de
rendimento e p.f 108,2-109,4°C  (Lit ®* 108,0-110,0 °C).

Procedimento 5°

Uma mistura de o-nitro-3,4-metilenodioxi-b-nitroestireno (0,47 g, 2 mmaol),
silica gel 60 para cromatografia em coluna (2,0 g, 70-230 mesh), ferro em po (1,7
g, 30,44 mmol), acido acético glacial (12 mL), benzeno (5 mL) e ciclo hexano (15
mL) foi refluxada sob atmosfera de N, durante 2 horas. A mistura foi resfriada a 25
°C, diluida com diclorometano e filtrada. O soélido foi lavado com uma solugédo 10%
de éter etilico em diclorometano, as fases organicas combinadas foram lavadas
com metabissulfito de sodio (10%), bicarbonato de sddio (20%), cloreto de sédio
(20%) e secadas com sulfato de magnésio. A fase organica seca foi filtrada e o
solvente foi removido por evaporagdo sob pressdo reduzida. O sélido escuro foi
purificado com hexano a quente fornecendo o indol em 72% de rendimento e p.f
108,7-109,2 °C (Lit ®*108,0-110,0 °C).
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5.5 Sintese do Nucleo Metilenodioxiindélico Substituido na Porcéao

Heterociclica

5.5.1 Sintese dos Compostos Substituidos na Posicdo 2 do Anel
Heterociclico

Azidoacetato de metila (45)

Uma mistura de azida de sédio (26,1 g, 400 mmol) em agua (24 mL) foi
adicionada com agitacdo a uma solucdo de bromoacetato de metila (50 g,
330 mmol) em metanol (50,2 mL). A mistura resultante foi refluxada durante 4
horas, resfriada a 25 °C, e o metanol removido em evaporador rotatorio. O
produto final foi purificado por destilagdo sob presséo reduzida (p.e 72-76 °C, 30
mmHg), fornecendo o azidoacetato de metila na forma de um liquido claro em

99% de rendimento.

Obs. O bromoacetato de metila foi purificado por destilagcdo sob pressao
reduzida, na qual foi observada uma faixa de ebulicdo entre 83-86 °C,
100mmHg (Lit. **3130-133 °C, 750 mmHg).

IV Nmax/cm™ 2110 (N3), 1748 (CO).

RMN 'H (200 MHz, CDCls) d 3,80 (s, 3H), 3,90 (s, 2H).

2-Azido- 3-(3,4-metilenodioxifenil)-propenoato de metila (46)

Uma solucgéo de 3,4-metilenodioxibenzaldeido (5,0 g, 33 mmol) em metanol
(20 mL) e azido acetato de metila (15,3 g, 133 mmol) foi gotejada em uma solucéo
de metodxido de sodio (preparado a partir de sédio metalico (3,41 g, 133 mmol) em
metanol (40 mL) a -8 °C sob agitacdo magnética. Apds o término do gotejamento,
a mistura foi agitada por mais 2 horas, mantendo-se a temperatura abaixo de

5 °C. A mistura heterogénea foi vertida em gelo picado (400 mL) e agitada
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manualmente. O precipitado amarelo foi filtrado, lavado com &gua gelada até
neutralidade e seco em estufa a vacuo durante 12 horas a 70 °C. O solido
amarelo foi obtido em 97% de rendimento e usado sem purificacdo prévia na

préxima etapa.

o Ao COMe
<
N3

(46)

IV Nmax/cm™ 2124 (N3), 1710 (CO), 1256 (COC).
RMN *H (200 MHz, CDCl3) d 3,90 (s, 3H), 6,01 (s, 2H, H-7), 6,80 (d, J 8,4 Hz, 1H,

H-2), 6,84 (s,1H, H-6), 7,16 (d, J 8,0 Hz, 1H, H-3), 7,58 (s, 1H, H-8).

5,6-Metilenodioxi-indol-2-il-carboxilato de metila (47a)

Uma mistura de (Z)-2-azido-3-(-3,4-metilenodioxifenil)-propenoato de metila
(2 g, 8,1 mmol) e xileno (75 mL) foi refluxada durante 1 hora. A evolucéao de N, foi
observada através de um medidor de vazao de gas acoplado ao condensador. O
refluxo foi mantido por 2 horas adicionais depois de ter cessado a evolucao de Na.
O xileno foi removido por destilagdo sob pressdo reduzida e o sélido formado
cromatografado em coluna, utilizando como eluente uma mistura de

diclorometano e acetato de etila (4:1), obtendo-se cristais amarelos puros em 94%

0
3
é COZMe
1
0 N

(47a) ||_|

de rendimento.
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p.f 173,2-174,6 °C.

IV (KBr) Nmax/cm™: 3446 (NH), 3072 (CH), 1696 (CO), e 1248 (COC).

RMN *H (300 MHz, CDCh) d 3,88 (s, 3H, CHs), 5,93 (s, 2H, H-8), 6,91 (d, J 0,4
Hz, 1H, H-7), 6,94 (d, J 0,4 Hz, 1H, H-4), 7,02 (dd, J 0,9 Hz, J 0,9 Hz, 1H, H-3)
11,03 (s, 1H, NH).

RMN 3C (75 MHz, CDCl) d 51,4 (CHs, CO2CHs), 92,4 (CH, C-7), 99,2 (CH, C-4),
100,7 CHy, C-8), 108,5 (CH, C-3), 121,2 (Cy, C-4a), 125,1 (C,, C-2), 133,5 (Cy, C-
7a), 143,8 (Co, C-6), 147,4 (Cy, C-5), 162,1 (CO,, CO,CH3) .

MS: m/z (intensidade relativa) 219 (M*, 76%), 187 (100%), 159 (67%), 133 (25%),
101 (34%), 93 (22%), 75 (25%), 50 (27%).

Anal. Calcd. para Ci;1H9gNO,4: C, 60,27%; H, 4,13%; N, 6,39%. Encontrado: C,
59,98%; H, 4,28%; N, 6,26%.

Acido 5,6-metilenodioxi-indol-2-il-metandico (48)

Uma mistura de 5,6-metilenodioxi-indol-2-il-carboxilato de metila (2,32 g, 10
mmol) e hidréxido de sdédio 2M (50 mL,) foi refluxada durante 1 hora, resfriada a
temperatura ambiente e acidificada com uma solucdo de HCI (60 mL, 6M). O
precipitado formado foi filtrado, lavado com agua gelada e seco em estufa sob
vacuo a 70 °C. O sodlido resultante foi recristalizado em metanol sob refluxo,
fornecendo o acido 3,4-metilenodioxiindol-2-carboxilico puro na forma de cristais

marrons em 92% de rendimento.
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p.f 250,9 °C com decomposic¢ao.

IV (KBr) nmax/cm™: 3456 (NH), 3140 (OH, larga), 1706 (CO), e 1288 (COC).

RMN H (300 MHz, DMSO-dg) d 5,93 (s, 2H, H-8), 6,91 (s, 1H, H-7), 6,94 (s, 1H,
H-4), 7,02 (dd, J 0,8 Hz, J 0,5 Hz, 1H, H-3), 11,6 (s, 1H, NH).

RMN 3C (75 MHz, DMSO-dg) d 92,4 (CH, C-7), 98,2 (CH, C-4), 100,8 (CH., C-8),
108,3 (CH, C-3), 121,2 (Cy, C-4a), 125,0 (Cop, C-2), 133,2 (Cy, C-7a), 143,6 (Co, C-
6), 147,2 (Co, C-5), 163,2 (CO,, COzH).

MS: m/z (intensidade relativa) 205 (M%), 187 (100%), 159 (90%), 129 (20%), 101
(50%), 93 (27%), 75 (33%), 50 (45%).

Anal. Calcd. para CioH/NO,4: C, 58,54%; H, 3,44%; N, 6,83%. Encontrado: C,
58,53%; H, 3,42%; N, 6,83%.

5.5.1.1 Tentativas de Reducéo do 5,6-metilenodioxi-indol-2-il-carboxilato de
metila

Foram realizadas diversas tentativas para reduzir o acido 5,6-metilenodioxi-

indol-2-il-metandico no correspondente alcool. Trés delas sdo descritas a seguir:
5,6-metilenodioxi-indol-2-il-metanol (49)

Procedimento 1: Reduc&o com borohidreto de sédio @

A uma mistura de borohidreto de sédio (0,04 g, 1 mmol) e tetra hidrofurano
seco (2 mL) foi adicionado 5,6-metilenodioxi-indol-2-il-carboxilato de metila (0,2 g,
0,91 mmol). A mistura foi agitada vigorosamente e resfriada em banho de gelo e
agua durante a adicdo de uma solugdo de tricloreto de aluminio (0,044 g, 0,33
mmol) em tetra hidrofurano seco (1 mL). A mistura foi refluxada por 4 horas, e
apos resfriada a temperatura ambiente, foi adicionado gelo picado (20 mL) e
acido cloridrico concentrado (0,11 mL). O produto foi extraido com acetato de etila

(3x10 mL). O solvente foi evaporado sob pressdo reduzida e o solido formado
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purificado por cromatografia em coluna utilizando como eluente diclorometano. O

material de partida foi recuperado em 98%.
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Procedimento 2: Reduc&o com Borohidreto de sédio, em atmosfera de N>

A uma suspensdo de borohidreto de sodio (0,04 g, 1 mmol) e tetra
hidrofurano seco (1 mL) foi adicionado 5,6-metilenodioxi-indol-2-il-carboxilato de
metila (0,2 g, 0,91 mmol). A mistura foi agitada vigorosamente e resfriada em
banho de gelo e 4gua durante a adicdo de tricloreto de aluminio (0,044 g, 0,33
mmol). A seguir foi refluxada por 4 horas sob atmosfera de N, resfriada a
temperatura ambiente, adicionado gelo picado (20 g) e &cido cloridrico
concentrado (0,11 mL). A mistura foi extraida com acetato de etila (3x10 mL) e a
fase organica combinada evaporada sob presséo reduzida. O sélido formado foi
cromatogrado em coluna utilizando como eluente diclorometano, fornecendo um
sélido amarelo palido com p.f 176,6-178,0 °C, identificado como material de

partida, sendo recuperado em 95%.

Procedimento 3: Reducdo com Hidreto de Litio e Aluminio

A uma suspensao de hidreto de litio e aluminio (0,021 g, 0,05 mmol) em
tetra hidrofurano seco (1 mL) foi adicionada uma solugéo de 5,6-metilenodioxi-
indol-2-il-carboxilato de metila (0,22 g, 1 mmol) em tetra hidrofurano seco (2 mL).
A mistura foi agitada sob atmosfera de N, a temperatura ambiente durante 1 hora.
Como ndo houve formacédo de produto, a mistura foi a seguir refluxada sob
atmosfera de N, durante 24 horas, sendo resfriada, filtrada e lavada com

diclorometano. O material de partida foi recuperado em 80%.
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Outras reacdes foram realizadas na tentativa de reduzir o &cido
carboxilico para &lcool, fazendo-se algumas alteracdes nas condicdes
experimentais tais como; temperatura, tempo, atmosfera inerte, agente
redutor, concentracdo de reagentes, e solventes. Porém todas foram sem

sSucesso.

5.5.1.2 Tentativa de obtenc&o do 5,6-metilenodioxi-indol-2-il-formaldeido ”*

A uma suspenséo de hidreto de litio e aluminio (0,04 g, 1 mmol) e tetra
hidrofurano seco (1 mL) foi adicionado pentano (1 mL), dietilamina (0,145 g, 2
mmol) e sob vigorosa agitacdo magnética o acido 5,6-metilenodioxi-indol-2-il-
metandico (0,22 g, 1 mmol). A mistura foi mantida sob agitacdo e sob atmosfera
de N, durante 7 horas. A mistura foi filtrada e lavada com tetra hidrofurano seco.

O material de partida foi recuperado em 81% por extracao em diclorometano.

5.6 Sintese dos Compostos Substituidos na Posicdo 3 do Anel Heterociclico

5,6-Metilenodioxi-3-(N,N-dimetilaminometileno)indol (60)

A uma mistura de dimetilamina 35% (0,87 g, 19,3 mmol) e &cido acético
glacial (1,69 g, 28 mmol) a 5 °C foi adicionado formaldeido 37% (0,64 g, 21,4

mmol). A mistura foi agitada e vertida em um frasco contendo 5,6-metilenodioxi-
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indol (1,0 g, 6,2 mmol), e mantida sob agitacdo magnética por 5 horas, sendo
posteriormente adicionada vagarosamente ao meio reacional uma solucdo de
hidréxido de sodio 3,4M (9 mL;). A suspensdo formada foi filtrada, lavada com
agua gelada e secada em estufa a vacuo a 70 °C. O composto foi usado na

préxima etapa sem purificacdo prévia, sendo obtido em 71% de rendimento.

p.f 128,7-130,0 °C com decomposic¢ao.
IV (KBr) Nmax/cm™: 1380 (NCHs), 1468 (), 1194 (COC) e 1098 (CNC).
RMN H (200 MHz, acetona-ds,) d 2,17 (s, 6H, 2CHs), 3,48 (s, 2H, H-9), 5,88 (s,
2H, H-8), 6,85 (s, 1H, H-7), 7,04 (s, 1H, H-4), 7,07 (s, 1H, H-2), ~9,9-10,0 (s, 1H,
NH).
RMN 3C (50 MHz, acetona-dg) d 43, 45,7 (CHs, NCHs), 45,8 (CH3, NCHs), 56,2,
(CHy, C-9), 93,1 (CH, C-7), 99,2 (CH, C-4), 101,4 (CH;, C-8), 113,5 (Co, C-3),
123,8 (Cop, C-4a), 128,0 (Co, C-7a), 145,8 (Cp, C-5), os demais (carbonos) nao
foram detectados pela analise.
MS: m/z (intensidade relativa) 218 (M*, 10%) 173 (100%), 88 (12%), 62 (25%).
Anal. Calcd. para C12H14N20;: C, 66,03%; H, 6,46%; N, 12,83%. Encontrado: C,
64,90%:; H, 6,58%; N, 12,61%.
lodeto de 5,6-metilenodioxi-3-trimetilamdniometilenoindol (61) %

A uma suspensdo de 5,6-metilenodioxi-3-dimetilaminometilenoindol (0,504 g,
2,3 mmol) e etanol absoluto (2,5 mL) foi adicionado lentamente iodeto de metila (0,9 g,
6,4 mmol). A suspensédo foi agitada suavemente durante 2 horas e armazenada em

geladeira por 24 horas. O so6lido formado foi filtrado, lavado com etanol absoluto e éter
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etilico e secado em estufa a vacuo. O produto foi obtido em 84% de rendimento e

utilizado na proxima etapa sem purificagéo prévia.

+
N(CHg)s |
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5,6-Metilenodioxi-indol-3-il-acetonitrila (62)

A uma suspenséo de iodeto de 5,6-metilenodioxi-3-trimetilamdniometilenoindol
(0,45 g, 1,23 mmol) e cianeto de sédio (0,39 g, 7,95 mmol) em metanol (6,2 mL), foram
adicionadas dimetilformamida (0,3 mL) e agua (0,3mL). A suspenséao foi mantida sob
agitacdo por 2 horas adicionais e depois vertida em &gua gelada. O precipitado
formado foi filtrado, lavado com agua gelada e secado em estufa a vacuo a 70 °C. O
produto obtido foi purificado por cromatografia em coluna usando como eluente

diclorometano, fornecendo um sélido marrom em 58% de rendimento.

5,6-Metilenodioxi-indol-3-il-acetonitrila (62)

A uma suspensdo de 5,6-metilenodioxi-3-dimetilaminometilindol (0,93 g, 4,26
mmol) e cianeto de sddio (0,9 g, 18,36 mmol) em metanol (13 mL), dimetilformamida
(0,6 mL) e agua (0,6 mL), sob agitacdo magnética foi gotejado lentamente iodeto de
metila (14 mL, 22 mmol). A suspenséo foi mantida sob agitagéo por 2 horas adicionais
e depois vertida em agua gelada. O precipitado formado foi filtrado, lavado com agua
gelada e secado em estufa sob vacuo a 70 °C. O produto obtido foi purificado por
cromatografia em coluna usando como eluente acetato de etila e diclorometano (4:1),

fornecendo um sélido marrom em 70% de rendimento.



Lav

CN

p.f 145,4-146,3 °C.

IV (KBr) nmad/cm™: 3416 (NH), 2240 (CN) e 1296 (COC).

RMN *H (200 MHz, CDCl;) d 3,76 (s, 2H, H-9), 5,96 (s, 2H, H-8), 6,84 (s, 1H, H-7),
6,94 (s, 1H, H-4), 7,10 (s, 1H, H-2), 8,02 (s, 1H, NH).

RMN *3C (50 MHz, CDCl) d 14,5 (CH,, C-9), 93,5 (CH, C-7), 97,8 (CH, C-4),
101,8 (CHy, C-8), 106 (Co, C-3), 119,8 (CN), 123,2 (Co, C-4a), 123,3 (Co, C-7a),
144,2 (Co, C-6).

MS: m/z (intensidade relativa) 200 (M*, 100%), 174 (25%).

Anal. Calcd. para C11HgN2O;: C, 65,99%; H, 4,02%; N, 13,99%. Encontrado: C,
65,50%; H, 4,11%; N, 13,65%.

Acido 5,6-metilenodioxi-indol-3-il-acético (55) %

A uma solucio de cianeto de prata e potassio, preparada a partir de nitrato de
prata (0,05 g, 0,3 mmol) e cianeto de potassio (0,04 g, 0,6 mmol) em agua destilada
(0,4 mL) foi adicionado iodeto de 5,6-metilenodioxi-3-trimetilamoéniometilenoindol (0,12
g, 0,3 mmol). Esta mistura foi refluxada durante 3 horas, resfriada e durante uma
lavagem com éter etilico houve formacdo de um sdélido que foi refluxado com hidréoxido
de potassio 20% (10 mL) durante 10 horas. A mistura foi resfriada e acidificada com
acido cloridrico (2M) até precipitacdo completa do produto. O produto bruto foi obtido
em 93% de rendimento. Todas as tentativas de purificacdo foram fracassadas
(recristalizacdo e cromatografia em coluna).
p.f173,3-174,5 °C.
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Acido 5,6-metilenodioxi-indol-3-il acético (55)

A uma solucdo de hidroxido de sédio (10 mL, 20%) foi adicionado 5,6-
metilenodioxi-indol-3-il-acetonitrila (0,93 g, 4,8 mmol). A mistura foi refluxada
durante 5 horas, resfriada e acidificada com acido cloridrico (2M). O precipitado
formado foi filtrado, lavado com agua gelada até neutralidade e secado em estufa
sob vacuoa 70 °C. O sdélido foi recristalizado com agua, fornecendo o acido

puro na forma cristalina em 73% de rendimento.

O
3
BYS
1
7 |
H

(55)

CO,H

p.f 176-176,6 °C.

IV (KBr) Nmax/cm™: 3400 (NH), 2908 (OH), 1698 (CO) e 1320 (COC).

RMN *H (200 MHz, acetona-dg) d 3,66 (s, 2H, H-9), 5,89 (s, 2H, H-8), 6,86 (s, 1H,
H-7), 7,01 (s, 1H, H-4), 7,12 (s, 1H, H-2), 9,92 (s, 1H, NH).

RMN 3C (50 MHz, acetona-ds) d 31,59 (CH,, C-9), 92,8 (CH, C-7), 98,2 (CH, C-
4), 101,1 (CHg, C-8), 109,2 (Cy, C-3), 122,4 (Cy, C-4a), 123 (CH, C-2), 132,3 (Cy,
C-7a), 143,4 (Cy, C-6), 145,5 (Cy, C-5), 173,3 (COz, COzH).

MS: m/z (intensidade relativa) 219 (M*, 60%), 174 (100%).

Anal. Calcd. para Ci11H9gNO,4: C, 60,27%; H, 4,13%; N, 6,39%. Encontrado: C,
60,58%; H, 4,67%; N, 6,36%.
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5.6.1 Tentativas de Preparacdo Direta do Acido 5,6-metilenodixi-indol-3-il-

acético

Estas reacOes foram baseadas na alquilacdo do 5,6-metilenodioxi-indol
empregando-se reagente diazoacetato de etila.

Preparacédo do Diazoacetato de etila (56)
Metilenoamino Acetonitrila (57) (cianeto de a-hidroformamina)

A uma mistura de formaldeido (162 g, 5,4 mol) e cloreto de aménio (54 g, 1 mol)
resfriada a 0 °C, foi gotejada uma solucao de cianeto de sédio (49 g, 1 mol) em agua
(85 mL). Quando metade da solucdo havia sido gotejada, foi adicionado lentamente
acido acético glacial (38 mL). Apds a adicdo dos reagentes a mistura foi agitada por 2
horas adicionais. Ao término da reacéo o precipitado formado foi filtrado. O soélido foi
transferido para um béquer e agitado com agua (200 mL). O sdlido foi novamente
filtrado, lavado com agua gelada e secado em estufa sob vacuo. O produto foi obtido
em 30% de rendimento e utilizado na proxima etapa sem purificacao prévia.

p.f 127,4 °C (Lit. *° 129 °C).

CH2=NCHCN
(57)

Cloridrato de a-amino acetato de etila (58)

Ao etanol absoluto (50 mL) saturado com &acido cloridrico foram
adicionados etanol (95%, 87 mL) e metilenoamino acetonitrila (7 g, 103 mmol). A
mistura foi refluxada durante 3 horas e filtrada a quente para separar um solido
branco insolavel no meio reacional. O excesso de solvente foi evaporado sob
pressdo reduzida. O solido formado foi filtrado, lavado com etanol gelado e

secado em estufa sob vacuo. O produto bruto foi obtido em 55% de rendimento, e
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utilizado na proxima etapa sem purificacdo prévia, apresentando p.f 141,3-142,6
°C (Lit. ®* 142-143 °C).

HCL.NH ,CH,CO,C,Hs
(58)

Diazoacetato de Etila (56)

Uma mistura de cloridrato de a-amino acetato de etila (4,8 g, 34 mmol)
agua (8,4 mL) e diclorometano (20 mL) foi resfriada em gelo seco e acetona a
—10 °C. A esta mistura foi gotejada uma solucéo de nitrito de sédio (2,8 g, 40
mmol) em agua (8,4 mL), a temperatura foi reduzida para aproximadamente -30°C
e acido sulfurico (5%, 3,2 mL) foi adicionado lentamente. A mistura foi vertida em
gelo picado. A fase organica foi separada e lavada com bicarbonato de sédio (5%,
3x10 mL) até neutralidade, secada com sulfato de sodio, filtrada e o excesso de
solvente removido por evaporagao sob pressao reduzida. O produto foi obtido em
28% de rendimento e utilizado nas reacbes sem prévia purificacdo, pois € um

reagente altamente explosivo. %2

N,CHCO,C,Hs
(56)

A) Acido 5,6-metilenodioxi-indol-3-il-acético (55) 8" 8

A uma mistura de 5,6-metilenodioxi-indol (0,16 g, 984 mmol) e tracos de cobre
em po seco, foi adicionada muito lentamente uma solucdo de diazoacetato de etila
(0,11 g, 112,6 mmol) em diclorometano (1 mL). A mistura foi a 100 °C durante 10
minutos em atmosfera inerte, posteriormente adicionado diclorometano (5 mL), sendo
entdo submetida a cromatografia em coluna na tentativa de isolar o produto formado.

Porém o procedimento nao foi eficiente.

Varias outras reacfes foram realizadas alterando-se as condi¢des de
reagdo como: tempo, temperatura, concentracdo de reagentes, solvente, etc, e
portanto, todas as tentativas foram fracassadas, ndo conduzindo a formacao do

produto desejado.
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Acido 5,6-metilenodioxi-indol-3-il-propidnico (66) 1**

Uma solucéo de 5,6-metilenodioxi-indol (0,1 g, 0,62 mmol) em acido acético (0,3
mL), contendo anidrido acético (0,12 mL) e acido acrilico (0,2 mL) foi aquecida a 90 °C
durante 3 horas. A mistura foi deixada em repouso durante a noite a temperatura
ambiente. Ao residuo escuro e viscoso formado foi adicionado hidroxido de sodio
(0,01q, 2,25 mmol) em agua (0,6 mL). A mistura foi resfriada e o material insoltvel foi
removido por filtragdo. O filtrado foi acidificado com &acido cloridrico concentrado e o
produto precipitou na forma de um sélido escuro, que foi filtrado e lavado com agua,
fornecendo um sélido em 93% de rendimento bruto, pois todas as tentativas de

purificacao fracassaram.

COOH

(66)

PN
I—2_ ~

Preparacgdo do Acido de Meldrum (68)

A uma suspenséao de acido malénico (52 g, 500 mmol) em anidrido acético
(60 mL, 600 mmol), foi adicionado &acido sulfdarico concentrado (1,5 mL). A mistura
reacional foi adicionada, sob agitacdo, acetona (40 mL), mantendo-se a
temperatura entre 20-25 °C. A mistura foi mantida em repouso por 24 horas em
refrigerador. Os cristais formados foram filtrados e lavados com agua gelada. A
purificagéo foi realizada por recristalizagao, dissolvendo-se o produto em acetona
e precipitando-o em agua, em uma relacdo de 1:2, respectivamente. O produto
puro foi obtido em 48% de rendimento.
p.f 90-92 °C (Lit.1%® 94-95 °C).

>

(68)
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Acido 5,6-metilenodioxi-indol-3-il-propidnico (66) 192104

Uma solucao de acido de Meldrum (0,133 g, 0,95 mmol), 5,6-metilenodioxi-indol
(0,2 g, 0,91 mmol), formaldeido (37%, 0,08 g, 2,7 mmol) e tracos de prolina em
acetonitrila (5,0 mL) foi agitada durante 24 horas a temperatura ambiente. O solvente
foi removido por evaporacdo sob pressao reduzida. O sélido escuro formado foi obtido
em 54% de rendimento bruto. Todas as tentativas de purificagao fracassaram.

Outras reagOes foram realizadas variando-se as condi¢cdes como: tempo,
temperatura, concentracdo de reagentes, solvente, catalisador, adicdo de
reagentes, etc. No entanto, todas as tentativas ndo a levaram a formacdo do

produto desejado.

5,6-metilenodioxi-indol-3-il-formaldeido (65)

N,N-dimetilformamida (2,0 mL) foi resfriada a temperatura entre 10-20 °C e
tratada gota a gota com tricloreto de fosforila (0,6 mL). Apés 15 minutos uma solucéo
de 5,6-metilenodioxi-indol (0,97 g, 6 mmol) em dimetilformamida (0,3 mL) foi
adicionada lentamente, mantendo-se a temperatura entre 20-30 °C. A mistura reacional
foi entdo agitada durante 2 horas e vertida em gelo picado. A solucdo resultante foi
tratada lentamente com a metade do volume de uma solucdo de hidréxido de sédio
(1,12 g, 28 mmol) em agua (5,4 mL), e o restante desta solucéo foi adicionado de uma
s6 vez. O sdlido formado foi filtrado, lavado com agua gelada e secado em estufa sob
vacuo. O solido foi purificado por cromatografia em coluna utilizando como eluente

diclorometano, formando o produto puro em 74% de rendimento.
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p.f 222,2 °C com decomposic¢ao.

IV (KBr) Nmax/cm™: 3194 (NH), 2886 (CH), 1632 (CO), 1294 (COC).

RMN H (200 MHz, CDClz) d 5,99 (s, 2H, H-8), 7,01 (s, 1H, H-7), 7,60 (s,1H, H-4), 8,01
(s, 1H, H-2), 9,93 (s, 1H, CHO), ~11,0 (s, 1H, NH).

RMN *3C (50 MHz), CDCls) d 93,66 (CH, C-7), 100,67 (CH, C-4), 101,88 (CH,, C-8),
119,50 (Cy, C-4a), 120,32 (Cop, C-3), 133,12 (Cy, C-7a), 136,14 (CH, C-2), 145,75 (Co,
C-6), 146,87 (Co, C-5), 185,24 (CH, CHO).

MS: m/z (intensidade relativa) 289 (M*, 100%), 160 (13%), 76 (33%), 50 (30%).

Anal. Calcd. para CioH;NO3: C, 63,49%; H, 3,72%; N, 7,40%. Encontrado: C,
65,10%; H, 3,82%; N, 7,54%.

5.6.2 Tentativas de Oxidacao do 5,6-metilenodioxi-indol-3-il-formaldeido

Procedimento 1: Oxidagdo com Permanganato de Potassio *°

Uma solugéo de permanganato de potassio (0,16 g, 1,0 mmol) em &gua (0,4 mL)
e acetona (2,3 mL) foi gotejada lentamente ao 5,6-metilenodioxi-indol-3-il-formaldeido
(0,14 g, 0,71 mmol) dissolvido em acetona (1,8 mL). A mistura resultante foi agitada

durante 3 horas a 40 °C, recuperando-se 90% do aldeido de partida.

CO,H
o]
< A\
)
64) H
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Procedimento 2: Oxidacdo com Nitrato de Prata '®

A uma solucéo de nitrato de prata (0,27 g, 1,6 mmol) em agua (0,53 mL) foi
adicionado 5,6-metilenodioxi-indol-3-il-formaldeido (0,1 g, 0,53 mmol) em etanol (0,2
mL). A mistura resultante foi gotejada uma solucéo aquosa de hidroxido de sodio (0,15
g, 3,17 mmol, 0,50 mL), e mantida sob agitacdo por 4 horas. A mistura reacional foi
filtrada e lavada com uma solucéo de hidroxido de sodio (0,1M). O filtrado foi extraido
com acetato de etila (extracdes de 10 mL cada), a fase orgéanica foi secada com sulfato
de magnésio, filtrada e o excesso de solvente removido por evaporacdo sob pressao

reduzida, recuperando-se 90% do 5,6-metilenodioxi-indol-3-il-formaldeido.

Varios outros experimentos foram realizados variando-se as condi¢cdes de
reagdo como: tempo, temperatura, concentracdo de reagentes, solvente etc e
empregando-se diversos agentes oxidantes. Portanto, todas as tentativas

fracassaram ndo conduzindo ao produto desejado.
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5.7 Avaliacao da Atividade Reguladora de Crescimento Vegetal

Todos os testes realizados sdo especificos para determinacdo da atividade
reguladora de crescimento vegetal de auxinas.
Os testes empregados na avaliacdo da atividade reguladora de crescimento
vegetal dos acidos 5,6-metilenodioxi-indol-2-il-metandico (48) e 5,6-metilenodioxi-
indol-3-il-acético 65) foram realizados através de ensaios biolégicos “in vitro”
utilizando-se camara de germinacéo e “in vivo” utilizando-se casa de vegetacao.
Os testes biologicos foram realizados em colaboracdo com a Prof Rosete
Pescador do Departamento de Ciéncias Naturais da FURB e Prof Aurea Maria

Randi do Departamento de Botanica da UFSC.

5.7.1 Promocéao de Crescimento de Radiculas

Procedimento Geral

Os ensaios para a avaliagdo do desenvolvimento de radicula foram
conduzidos com sementes de Lactuca sativa variedade Grand Rapids (alface
crespa) e Sorgum bicolor. As solu¢cdes dos compostos @7a), (48) e (55) foram
preparadas nas concentracées de 102 a 10°M utilizando acetona como solvente.
Os ensaios foram realizados em placas de Petri esterelizadas, sendo que para
cada concentracao utilizou-se 1 placa contendo 4 discos de papel filtro. Em cada
disco de papel foi adicionado 1mL de solucdo nas diferentes concentracdes,
sendo o solvente (acetona) evaporado antes da adicédo de 1,5mL de Tween 80
(0,01%) , seguida da inoculacdo de 50 (alface) ou 20 (sorgo) sementes em cada
disco, num total de 200 sementes em cada placa. As sementes antes de serem
inoculadas foram submetidas ao processo de assepsia em hipoclorito de sédio
40%, etanol 70% e agua destilada. As placas foram incubadas em camara de
germinacao, com temperatura controlada a 25 + 2 °C e foto periodo de 16h/luz
durante 5 dias sendo distribuidas ao acaso. Diariamente foram observados o

namero de sementes germinadas e no quinto dia apos a inoculacdo das sementes
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foi realizada a coleta de dados, onde foram determinados os comprimentos em
milimetros das radiculas. Como controle foi utilizado ensaio similar, empregando-
se somente acetona. Os dados foram tratados estatisticamente utilizando-se o

teste de Tuckey a 5% de probabilidade (statgraf).

5.7.2 Inducéo de Enraizamento Caulinar

Procedimento Geral

Na execucao deste teste foram utilizadas estacas caulinares jovens de

Malvaviscus arboreus (flor vermelha tipo cerca viva).

Figura 21: Planta utilizada nos ensaios de indugdo de enraizamento caulinar em estacas.

Os compostos sintetizados utilizados para os testes de inducdo de
enraizamento foram os acidos 5,6-metilenodioxi-indol-2-il-metandico (48) e o 5,6-

metilenodioxi-indol-3-il-acético (55). Foram utilizados também talco puro de uso
medicinal e o acido indol-3-butirico (AIB, 11) como controles.
Para cada teste foram utilizadas 60 estacas, sendo estas divididas em trés

lotes com vinte exemplares cada. Um teste € constituido de trés tratamentos,
onde cada lote de estacas recebeu respectivamente: talco puro, AlB/talco e os

compostos (48 e 55)/talco.
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As estacas foram coletadas pela manha, desfolhadas quase totalmente e
cortadas para que apresentassem tamanhos aproximados. A base de cada estaca
foi umedecida com agua, submersa na substancia presente em cada tratamento e
transplantada para vasos de polietileno utilizando como substrato terra organica
misturada com casca de arroz. As estacas foram armazenadas em casa de
vegetacdo com umidade e ventilagdo controladas, durante dois meses. Apos este
periodo foram cortadas as raizes presentes nas estacas com o auxilio de uma
lamina. As raizes foram lavadas e secadas em papel toalha. As raizes foram
colocadas separadamente em placas de Petri pré pesadas e mantidas em estufa
na temperatura de 60 = 5 °C durante 78 horas. Posteriormente foram
determinadas as massas secas das raizes.

Os dois compostos foram testados na concentragdao de 10 mg/g de talco e
o AIB foi utilizado na mesma concentragao.

O &cido 5,6-metilenodioxi-indol-2-il-metandico foi testado durante os meses
de julho a setembro (inverno).

O &cido 5,6-metilenodioxi-indol-3-il-acético foi testado durante os meses de
outubro a dezembro (primavera). Os dados do ensaio foram tratados
estatisticamente de acordo com o intervalo de confianca obtido da média das

massas secas pelo Excel.

5.7.3 Bioteste de Peciolos em Phaseolus vulgaris (feijdo de vagem)

Os compostos sintetizados utilizados para o bioteste de peciolos foram o
acido 5,6-metilenodioxi-indol-2-il-metandico (48) e o &cido 5,6-metilenodioxi-indol-
3-il-acético (55). Foram utilizados também &agua/acetona e o acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) como controle. Os compostos sintetizados e o0 2,4-D
foram testados nas concentracdes de 50 e 100 ppm. No preparo de cada solugéo
foram utilizados 5mL de acetona devido a baixa solubilidade destes compostos
em agua. As solucbes de 2,4-D foram preparadas da mesma maneira, mesmo
sendo este completamente solGvel em agua, ja que foi utilizado como controle.

As sementes de Phaseolus vulgaris foram inoculadas em placas de Petri

sobre discos de papel filtro umedecidos com agua destilada. As placas de Petri
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foram incubadas em camara de germinagdo com temperatura controlada a 25 + 2
°C e foto periodo de 16h/luz durante 4 dias, sendo distribuidas ao acaso . As
sementes germinadas foram transplantadas para vasos de polietileno utilizando
como substrato terra organica misturada com cascas de arroz. As plantas foram
mantidas em casa de vegetacdo com umidade e ventilagdo controladas durante
10 a 15 dias.

Os caules das plantas foram cortados proximos ao ponto de insercdo dos

peciolos das folhas primarias. As laminas foliares foram retiradas. Foram obtidas
assim, pecas em forma de y com mais ou menos 1 cm de cada lado (Figura 22).

O contorno de cada peca foi desenhado em uma folha de papel e os angulos

entre os peciolos foram medidos.

Figura 22: Peca em forma de y utilizada no bioteste de peciolos em P. vulgaris.

As pecas foram colocadas em placas de Petri (1 peca cada placa), com
5mL de solucdo conforme os tratamentos: agua/acetona, acido 2,4-dicloro-
fenoxiacético, e os compostos a serem avaliados. As plantas foram separadas por
tratamento, sendo que cada um é constituido de 15 a 20 exemplares. As placas
foram mantidas em camara de germinacdo com temperatura controlada a 25 + 2
°C e foto periodo de 16h/luz durante 24 horas, sendo distribuidas ao acaso. Apos
este periodo foi desenhado o contorno de cada peca, medidos os angulos entre
0s peciolos e calculada a porcentagem de variagdo em relagdo a meédia dos
angulos iniciais para cada tratamento. Os dados do ensaio foram tratados
estatisticamente de acordo com intervalo de confianca obtido da média das

variacOes angulares pelo programa computacional Excel for Windows.
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5.7.4 Dominancia Apical em Phaseolus vulgaris (feijdo de vagem)

Procedimento Geral

As sementes de Phaseolus vulgaris foram inoculadas em placas de Petri
sobre discos de papel filtro umedecidos com agua destilada. As placas de Petri
foram incubadas em camara de germinagcdo com temperatura controlada a 25 +
2 °C e foto periodo de 16h/luz durante 4 dias, sendo distribuidas ao acaso. As
sementes germinadas foram transplantadas para vasos de polietileno utilizando
como substrato terra organica misturada com cascas de arroz. As plantas foram
mantidas em casa de vegetacdo com umidade e ventilacdo controladas durante
10 a 15 dias. As plantas foram separadas em lotes, sendo que cada um recebeu
15 exemplares. Os apices das plantas foram removidos com o auxilio de uma
lamina.

Para cada teste realizado foram utilizados 3 lotes de plantas, sendo que um
lote corresponde a um tratamento. Cada planta recebeu na regidao do corte os
respectivos tratamentos: lanolina pura, acido indol-3-butirico @IB)/lanolina e o
composto/lanolina a ser avaliado, estes trés tratamentos equivalem a um teste. As
plantas foram observadas uma vez por semana durante 21 dias, e no ultimo dia
foram medidos o comprimento dos ramos a partir do corte do apice.

Os compostos sintetizados utilizados para os testes de dominancia apical
foram o acido 5,6-metilenodioxi-indol-2-il-metandico (48) e o acido 5,6-
mtilenodioxi-indol-3-il-acético (55). O acido indol-3-butirico (AIB) e a lanolina pura
de uso medicinal, foram utilizados como controle.

Os dois compostos foram testados nas concentragbes de 10, 50 e 100
mg/g de lanolina e o AIB foi utilizado somente na concentracdo de 10 mg/g de

lanolina.
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6. PERSPECTIVAS

» Avaliar o 5,6-metilenodioxi-indol-3-il-formaldeido (65) e o 5,6-metilenodioxi-
indol-3-il-acetonitrila (62) quanto as suas propriedades reguladoras de

crescimento vegetal.

» Otimizar as condi¢cbes experimentais e/ou identificar reacOes alternativas
de oxidacao e reducédo dos intermediarios (47a), (48) e (65).

» Otimizar as condicOes experimentais e/ou identificar reacdes alternativas

para a preparacao do acido 3-(5,6-metilenodioxi-indol-3-il)-propiénico (66).

» Preparar o acido 4-(5,6-metilenodioxi-indol-3-il)-butandico.

» Estabelecer a relacdo estrutura quimica-atividade biolégica dos acidos

indolil alifaticos em ensaios de inducéo de enraizamento caulinar.

» Ampliar os testes para avaliacdo da atividade reguladora de crescimento
vegetal empregando diferentes espécies.
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Tabela 2: Dados estatisticos do teste de promocéo de crescimento radicular de plantulas de

L. sativa na presenca do 5,6-metilenodioxi-indol-2-il-carboxilato de metila (47a).

NUmero de Tratamentos Média do Desvio
Tratamentos (M) comprimento (mm) Padréo
das raizes

1 Controle 27,58 0,92

2 103 15,81 1,05

3 10 17,19 1,28

4 10° 27,21 1,47

5 10°® 22,46 1,27

6 10’ 25,11 1,11

7 10°® 23,64 1,08

8 10° 21,30 1,34

L. sativa na presenca do acido 5,6-metilenodioxi-indol-2-il-metandico @48).

Tabela 3: Dados estatisticos do teste de promocéo de crescimento radicular de plantulas de

NUmero de Tratamentos Média do Desvio
Tratamentos (M) comprimento (mm) Padrao
das raizes

1 Controle 27,95 0,85

2 103 0,00 0,00

3 104 12,35 0,69

4 10° 40,30 1,15

5 10° 35,05 0,95

6 10”7 32,65 0,73

7 10°® 31,35 1,28

8 107 28,85 1,73
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Tabela 4: Dados estatisticos do teste de promocéo de crescimento radicular de plantulas de

S. bicolor na presenca do &cido 5,6-metilenodioxi-indol-2-il-metandico (48).

NUmero de Tratamentos Média do Desvio
Tratamentos (M) comprimento (mm) Padrao
das raizes

1 Controle 45,00 2,04

2 102 11,86 1,54

3 10 27,32 1,63

4 10° 48,15 2.56

5 10°® 52,97 1,61

6 107’ 48,65 2,62

7 108 50,70 1,74

8 10°° 47,85 2,29

Tabela 5: Dados estatisticos do teste de promogéo de crescimento radicular de plantulas de

S. bicolor na presenga do acido 5,6-metilenodioxi-indol-3-il-acético (55).

NUmero de Tratamentos Média do Desvio
Tratamentos (M) comprimento (mm) Padrao
das raizes

1 Controle 59,17 2,10

2 1073 20,75 0,85

3 10 29,82 1,85

4 107° 60,40 2,70

5 10° 65,00 2,86

6 10”7 57,97 2,61

7 10 55,30 3,03

8 107° 56,45 2,62

Tabela 6: Dados estatisticos do teste de indugédo de enraizamento caulinar em Malvaviscus

arboreus na presenca do acido 5,6-metilenodioxi-indol-2-il-metandico (48).

NUumero de | Tratamentos | Média da massa | Intervalo | Desvio
Tratamento | (10mg/g talco)| seca (g) das de Padrao
S raizes confianca
1 2-IDM 0,17 0,0106 0,058
2 IBA 0,33 0,0172 0,111
3 Talco 0,27 0,0154 0,097




Tabela 7. Dados estatisticos do teste de indugédo de enraizamento caulinar em Malvaviscus

arboreus na presencga do &cido 5,6-metilenodioxi-indol-3-il-acético (55).

NUmero de Tratamentos | Média da massa | Intervalo Desvio
Tratamentos | (10mg/g talco)| seca(g) das de Padrao
raizes confianca
1 3-IDA 0,55 0,026 0,176
2 IBA 0,49 0,046 0,305
3 Talco 0,37 0,070 0,467

Tabela 8. Dados estatisticos do bioteste do peciolos em P. vulgaris na presenca do &cido

5,6-metilenodioxi-indol-2-il-metandico (48).

Nuamero de Tratamentos Média da Intervalo Desvio
Tratamentos (ppm) variacdo de de Padrao
angulo (%) confianca
1 2-IDM (50) 45,92 3,52 23,40
2 2-IDM (100) 49,00 1,53 10,21
3 2,4-D (50) 51,24 5,46 36,26
4 2,4-D (100) 56,27 4,34 28,82
5 Controle 40,92 3,43 22,77

Tabela 9: Dados estatisticos do bioteste do peciolos em P. vulgaris na presenca do &cido

5,6-metilenodioxi-indol-3-il-acético (55).

NUumero de Tratamentos Média da Intervalo Desvio
Tratamentos (ppm) variacdo de de Padrao
angulo (%) confianca

1 3-1DA (50) 70,75 4,40 29,16

2 3-IDA (100) 80,85 3,65 24,20

3 2,4-D (50) 61,3 5,40 35,83

4 2,4-D (100) 54,67 4,65 30,88

5 Controle 40,92 3,43 22,77
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8. ANEXO I
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Espectrol — Espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio do &cido 5,6-
metilenodioxi-indol-3-il-acético (55). (200 MHz, acetoda-dg).
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Espectro 2 — Espectro de ressonancia magnética nuclear de carbonos do &cido 5,6-
metilenodioxi-indol-3-il-acético (55). (200 MHz, acetona-dg)
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9. ANEXO 1lI

9.1 Publicagédo em Periddico

= ROSA, F. A. F.; NASCIMENTO, M. G.; REBELO, R. A.; 'Synthesis of New

Indolecarboxylic Acids Related to the Plant Hormone Indoleacetic Acid
AlIA”, Journal Brazilian Chemical Society, 14, 1, 11-15, (2003).

9.2 Comunicagcdes em Congressos

= ROSA, F. A. F.; NASCIMENTO, M. G.; REBELO, R. A; Sintese de Novos
Reguladores de Crescimento Vegetal Relacionados ao Acido Indol Acético,

232 Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica, Pocos de Caldas,
MG, 23 a 26/05, QO-156, 2000.

= ROSA, F. A. F.; NASCIMENTO, M. G.; REBELO, R. A; PESCADOR, R;;
Avaliacdo da Atividade Regulatéria de Crescimento de Compostos Analogos
ao Acido Indolacético em Sementes de Alface, 232 Reunido Anual da
Sociedade Brasileira de Quimica, Pocos de Caldas, MG, 23 a 26/05, QB-10,
2000.

= ROSA, F. A. F.; NASCIMENTO, M. G.; REBELO, R. A; PESCADOR, R,
Avaliacdo da Atividade Regulatéria de Crescimento Utilizando Composto
Analogo ao Acido Indolacético em Sementes de Sorgo, 512 Congresso
Nacional de Boténica, Brasilia, DF, 2000.

= ROSA, F. A. F,; NASCIMENTO, M. G.; REBELO, R. A; PESCADOR, R
Synthesis of Potential Plant Growth Regulators Related to Indolacetic Acid,
9™ Brazilian Meeting on Organic Synthesis, Curitiba, PR, 20 a 24/08, PS-122,
2001.
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= ROSA, F. A. F.; NASCIMENTO, M. G.; REBELO, R. A; RANDI, A. M.; Inducédo
do Enraizamento em Estacas de Hibiscus sinencis por Acidos Indodlicos
Derivados do Safrol, 252 Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica,
Pocos de Caldas, MG, 20 a 23/ 05, QB-15, 2002.
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