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RESUMO

Neste trabalho descreve-se a reatividade do piperonal (31), derivado do
metabdlito secundario safrol (32), para a sintese de novos compostos inddlicos
5,6-metilenodioxissubstituidos estruturalmente relacionados ao acido indol-3-il-
acetico (AIA, 1). O heterociclo 5,6-metilenodioxindol (35) foi preparado via
ciclizacdo redutiva, sendo obtido analiticamente puro em 3 etapas.
Posteriormente, procedeu-se a carboxilagdo seletiva na posi¢cao 3 de 35 mediante
a formilagdo com DMF/POCI3, conversdo do composto formilado 36 a oxima com
hidroxilamina, seguida de desidratagéo in situ para formar a nitrila 37 precursora
do grupo carboxilico. Hidrolise alcalina de 37 e acidificagdo conduziu a molécula
alvo, o acido 5,6-metilenodioxindol-3-il-metandico (38). Este foi obtido a partir de
31 em 6 etapas, com rendimento global de aproximadamente 19%.

O composto 38 foi testado quanto as suas propriedades reguladoras de
crescimento vegetal, utilizando-se ensaios especificos para determinacado de
atividade auxinica. Os testes empregados na avaliacdo da atividade reguladora
de crescimento vegetal envolveram ensaios bioldgicos in vitro em camara de
germinacdo. Foram empregadas sementes de Lactuca sativa (alface crespa),
Cucumbis sativus (pepino) e Raphanus sativus (rabanete) nos ensaios de
promogéao de crescimento de radiculas e plantas de Phaseolus vulgaris (feijao de
vagem) no bioteste de peciolos.

Os resultados observados nos ensaios de crescimento de radiculas de
sementes germinadas foram satisfatorios para a espécie Cucumbis sativus na
concentragdo de 10° M. O bioteste de peciolos para 38 demonstrou que sua
atividade a concentragdo de 50 ppm assemelha-se ao regulador de crescimento
comercial 2,4-D utilizado como controle.

Ensaios complementares in vitro, embriogénese somatica, e in vivo,
enraizamento caulinar, se fazem necessarios para o estabelecimento adequado
das propriedades reguladoras de crescimento vegetal de 38 e de seus

precursores 36 e 37.



ABSTRACT

The present work describes the use of piperonal (31), a derivative of the
secondary metabolite safrole (32), for the synthesis of new 5,6-
methylenedioxysubstituted indole carboxylic acids structurally related to the indol-
3-yl-acetic acid (AlA, 1). The heterocycle 5,6-methylenedioxyindole (35) was
prepared as a pure compound via reductive cyclisation reaction in 3 steps. In the
sequence, selective carboxylation of 35 at the 3-position was carried out by
formilation with DMF/POCIs;, followed by the conversation of the formyilated
compound 36 in the oxime with hydroxylamine and “in situ” dehydration to give the
corresponding nitrile 37, precursor of the carboxylic group. Alkaline hydrolysis of
37 and acidification gave the target molecule 38. The route comprised six steps
from piperonal with an overall yield of about 19%.

Compound 38 was tested towards its plant growth regulator properties in
bioassays specific for auxine activity. The in vitro assays were performed in
germination chamber and were of two types: rooting growth in germinated seeds
of Lactuca sativa, Cucumbis sativus and Raphanus sativus and peciole biotest
using Phaseolus vulgaris.

The observed results in the rooting growth bioassays were satisfactory only
for Cucumbis sativus at the concentration of 10° M. The peciole biotest for 38
showed activity at the concentration of 50 ppm similar to the commercial plant
growth regulator 2,4-D used as control.

Complementary bioassays in vitro, somatic embryogenesis, and in vivo,
caulinar rooting, are required to properly establish the plant growth regulator
properties of compound 38 and its precursors 36 and 37.



1.  INTRODUCAO

1.1 Hormonios Vegetais e Reguladores de Crescimento

Em plantas, assim como nos animais, muitos processos bioquimicos e
fisioldégicos sédo controlados por horménios. Os hormdnios sdo produzidos em um
sitio da planta e translocados para outros sitios para alterar o crescimento e o
desenvolvimento. O horménio natural e outros materiais sdo essencialmente
"mensageiros quimicos", influenciando em muitas partes no desenvolvimento

da planta.’

Uma distingao pode ser feita entre os termos hormaonio vegetal e reguladores
de crescimento. O horménio vegetal é uma substancia natural produzida pela
propria planta, enquanto que os reguladores de crescimento ou reguladores
vegetais sdo compostos sintetizados quimicamente, podendo incluir a forma
natural, e que quando aplicados em plantas influenciam no seu crescimento e

desenvolvimento.

Os cinco grupos de hormbnios naturais de plantas sdo: auxinas,
representada pelo acido indol acético (AlA 1), giberelinas (2), citocinina (3), acido

abscisico (ABA, 4) e o etileno (5).%°
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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 acido jasmanico (6), que
sdo compostos volateis amplamente conhecidos como componentes das
fragrancias florais; os brassinosteroides (7), moléculas organicas complexas
relacionadas aos esterdides animais; o acido salicilico que tem sido relacionado
como um sinal de defesa contra patdgenos vegetais, oligossacarideos e
poliaminas, estes considerados horménios vegetais ndo classicos.*® Dentre os
horménios, as giberiinas e o &cido indol acético estdo disponiveis

comercialmente.” OH

: < /COOH

1.2 Auxinas

O termo é originario da palavra grega “auxein” que significa crescer. Dentre
0s reguladores de crescimento vegetal, as auxinas constituem um grupo de
reguladores de crescimento mais estudado e de acgéo fisioldgica mais variada na
planta.

As auxinas sdo hormdnios vegetais produzidos principalmente nas regides
apicais que, transportados para outros locais da planta, participam do seu
crescimento e diferenciacgao.

Charles Darwin e seu filho Francis, em 1880, foram os precursores da
descoberta das auxinas, quando estudaram o fototropismo em coledptilos de
alpiste, Phalaris canariensis (ANEXO 01). Somente em 1926 a auxina
responsavel pelo fototropismo foi isolada por Frits W. Went dos apices de
coledptilos de aveia colocados sobre pequenos cubos de agar. Apds algumas
horas esses cubos adquiriram a propriedade de estimular a curvatura de

coledptilos decapitados quando colocados unilateralmente no escuro. Went



também observou que a curvatura desses coledptilos era proporcional a
quantidade de auxina presente nos cubos de agar, estabelecendo um teste
biolégico de ampla utilizagao.

A primeira auxina isolada foi 0 acido indolilacético AlA, sendo também a
mais importante e estudada das auxinas, responsavel por numerosos processos
biologicos em vegetais.

Como pode ser observado, o AIA €& estruturalmente relacionado ao
aminoacido Triptofano (8), e tanto 1 quanto 8 possuem nas suas estruturas o
heterociclo indol 9. Acredita-se que os vegetais sdo capazes de produzir esse
regulador essencial de crescimento por diversas vias. A auxina é produzida nos
apices de cotilédones, em &pices caulinares, em folhas jovens e também é

encontrada em flores, frutos e sementes.®

COOH
H
N Y
b H
8 9

Estudos posteriores mostraram que o AlIA ndo € o Unico composto com
atividade auxinica presente nas plantas. Além deste também foram descobertos
outros compostos com esta atividade, como por exemplo, o &cido 4-cloro-
indolacético (4-CI-AlA, 10) encontrado em plantas leguminosas e que em alguns
testes apresentou atividade 10 vezes maior que o AlA. Outro composto enddégeno
€ 0 &cido indolbutirico (AIB, 11) muito usado no enraizamento de estacas, € 0

4cido fenilacético (12).5"
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1.2.1 Biossintese do Acido Indol-3-il-acético

As vias de biossintese do AlA 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 precursor2 (Esquema 1).

A biossintese do AIA a partir do triptofano tém sido objeto de intensa
pesquisa nas Ultimas décadas. Embora varios caminhos tenham sido propostos, o
que envolve o &cido indol-3-pirivico AIP é o mais provavel. A conversao
subsequente do acido indol-3-pirdvico em indol-3-acetaldeido ocorre por meio de
uma reacdo de descarboxilagdo. O aldeido € entdo oxidado a &cido indol-3-
acético pela enzima indolacetaldeido desidrogenase ou pela indolacetaldeido
oxidase, dependendo da espécie da planta envolvida. O caminho pelo qual a
triptamina € o primeiro intermediario, € similar ao caminho do AIP, no entanto, a
ordem das reacdes de desaminagao e dascarboxilagdo sao inversas, e diferentes

enzimas estao 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 acao de uma nitrilase.

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 €
hidrolisado pela enzima hidrolase, formando o AIA (Esquema 2).""
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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 inativagdo, quanto pela biossintese. A inativacao é
reversivel quando ocorre uma reacao de conjugacdo da auxina com compostos
de baixo ou alto pesos moleculares. Os compostos de baixo peso molecular
incluem os acucares, aminoacidos e o inositol. Os de alto peso molecualr sédo o
glucanos (7 a 50 unidades de glicose por AlA) e as glicoproteinas-AlA,

encontradas em sementes de cereais.

Os produtos da conjugacao do AIA com outras moléculas formam um “pool”
ou reserva de auxina, onde somente o AlA livre é ativo nos processos fisioldgicos.
A grande maioria das auxinas nas plantas sdo encontradas no estado conjugado,
mas podem ser rapidamente disponibilizadas pela acdo de enzimas que
desdobram esta forma. Altas concentragdes de auxinas livres em plantas vivas
sdo encontradas em meristema apical de raizes, 4pices caulinares e folhas
jovens, sendo estes os 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 contribuicao na regulacao dos niveis de
auxina livre. Por exemplo, durante a germinacdo de sementes de Zea mays
(milho), o mio-inositol-AlIA é transportado do endosperma para o coledptilo.
Acredita-se que pelo menos uma parte do AlA livre produzido na apice do
coleédptilo de Zea mays deve ter sido formado a partir da hidrélise do mio-inositol-
AlA. A formagéo dos conjugados de auxina pode ser vista como uma maneira de
protecdo e armazenagem de auxina livre, ja que sua forma conjugada néo sofre
degradacao oxidativa.'?

Como na biossintese do AIA a quebra enzimatica pode envolver mais de
uma rota, acreditou-se que as enzimas peroxidativas eram as principais
responsaveis pela oxidacdo do AIlA, 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.



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

; -\COOH ©E§\COOH /CHz
_ | \ Peroxidase _
0O «——— E— o
N 1}1 N
H

H H
Acido oxindol-3-acético Acido indol-3-acético 3-metilenoxindo 1
OxAIA AIA
lu 0
aspartato
N
H

oxindol-3-acetilaspartato indol-3-acetilaspartato

Esquema 3

Na rota “I” o AlIA é oxidado sem descarboxilagdo conduzindo ao OxAIA. Na
rota “II” o AlA-aspartato conjugado € inicialmente oxidado ao intermediario
oxindol-3-acetilaspartato, e posteriormente forma o OxAIA. Estas rotas diferem da
peroxidase, devido ao fato de que a oxidagdo ocorre sem descarboxilacao
mantendo a cadeia lateral intacta.

Os mecanismos de biossintese e degradacao das moléculas de auxina sao
importantes para o futuro da agricultura. Informagbes sobre o metabolismo
possibilitardo manipulagbes genéticas e quimicas dos niveis de horménios
enddgenos, resultando em crescimento e diferenciacao desejaveis de importantes
colheitas. Atualmente, existe a possibilidade de regular o crescimento de plantas

sem o uso de fertilizantes e herbicidas toxicos. '

1.2.3 Mecanismo de Acao das Auxinas

O alongamento da parede celular é a resposta inicial dos tecidos vegetais

as auxinas. Esta primeira fase da resposta € extremamente rapida e exclui a



sintese de novas proteinas. A segunda fase do alongamento da parede celular
exige a sintese de proteinas (enzimas). A parede celular é constituida por
microfibrilas de celulose unidas por polissacarideos complexos. Apesar de todos
0S processos responsaveis pela alongacao celular por acdo auxinica nao terem
sido ainda esclarecidos, alguns deles podem ser apontados a partir de evidéncias

experimentais.?

A rapida resposta em alongamento da parede celular parece estar
relacionada com a acidificacdo. A auxina poderia estimular uma bomba de
protons que promoveria a secreg¢éo de ions hidrogénio em um compartimento da
parede celular causando acidificacdo. A producdo de prétons poderia ser
compensada por um movimento de cations para o protoplasma. A acidificacao
promoveria a ativagdo de enzimas preexistentes causadoras do afrouxamento da
parede celular. Isso possibilitaria uma expansao celular por efeito do potencial de
pressdo do interior da célula. A sintese de &cidos nucléicos e de proteinas, sob
efeito de auxinas, mostra-se importante para o mecanismo de expansao da
parede celular. Uma reserva de glicose e xilose, além de outros carboidratos,
deve estar presente no sistema que dara origem ao material necessario para o

processo de alongamento.’?

1.2.4 Propriedades Auxinicas

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

A primeira aplicagéo pratica da auxina envolveu seu efeito indutor de raizes

em estacas, que é altamente estimulada por estes compostos (Fig 1).2

Nas espécies cujos teores enddgenos de auxina sao suficientes e estando
presentes os demais fatores imprescindiveis ao processo, 0 enraizamento ocorre
sem aplicagdo de auxina exégena. Entretanto, em algumas espécies o

enraizamento s6 ocorre com a aplicagdo de uma auxina como o AlIB, misturado



com talco ou dissolvido em solugdo aquosa ou alcodlica. A pratica de tratar
estacas em auxinas tem importancia comercial, especialmente para a propagacao
vegetativa de plantas lenhosas.? Na Figura 1 est4 demonstrada a formagéo de
raizes em violeta africana na presenca da auxina sintética acido naftaleno acético
(ANA 13).2

(1) )

Figura1— Formacao de raizes nos peciolos de violeta africana. (I) O peciolo da
folha foi colocado em uma solucdo contendo ANA por 10 dias. (lI) O peciolo da
folha foi colocado em &gua pura também por 10 dias.

1.2.4.2 Promocao de Crescimento de Frutos

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

sendo a seguir suplementada com grandes quantidades produzidas pela
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semente. Normalmente, se a flor ndo for polinizada e a fertilizacdo nao ocorre, o
fruto ndo ird desenvolver-se. Em algumas plantas a fertilizacdo de uma osfera é
suficiente para o desenvolvimento normal do fruto, mas em outras como as magas
ou meldes, as quais possuem muitas sementes, varias devem ser fertilizadas para
as paredes do ovario amadurecerem e tornarem-se carnosas. Tratando as
estruturas femininas (carpelos) de certas espécies, € possivel produzir frutos
pertenocarpicos, que sao produzidos sem fertilizacdo, por exemplo: tomates,

pepinos 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 producao de frutos como o tomate.
Existe uma intima correlagcdo entre 0 numero de sementes e o tamanho do fruto.
Sementes em desenvolvimento sdo fontes de auxina. No caso do morango, a
retirada de todas as sementes (aquénios) provoca a paralizacao do crescimento.
Se um estreito anel de sementes for retirado, o fruto forma uma cinta na area das
sementes. Se auxina for aplicada ao receptaculo sem sementes, o crescimento
prossegue normalmente. Cada “semente” de morango é um fruto ndo carnoso do
tipo aquénio. A auxina produzida pelos embrides contidos em cada aquénio
promove o desenvolvimento do receptaculo da inflorescéncia do morangueiro,
formando o pseudofruto carnoso que é denominado de morango. No caso de
frutos sem sementes, o crescimento provavelmente é controlado pelas auxinas,

que estdo invariavelmente em altas concentracdes nos botdes florais (Fig. 2).?
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()

Figura 2 — Influéncia de auxinas no crescimento de morango. (I) Desenvolvimento
normal na presenca de auxina. (ll) Retirada completa das sementes, ndo ha
desenvolvimento do fruto. (lll) Retirada de um estreito anel de sementes, o fruto

forma uma cinta na area das sementes retiradas.

1.2.4.3 Abscisao de Folhas e Frutos

A concentragdo de auxina diminui durante o amadurecimento dos frutos,
formando camadas de abscisdo no caule que permitem a queda do fruto. Os
fruticultores freqlentemente pulverizam suas plantagdes com auxina sintética, a
fim de manté-los nas arvores até que possam ser colhidos.?

A queda de folhas de uma planta é um processo periddico e comum em
muitas arvores e arbustos. Esta € chamada de abscisdo e pode ser induzida por
diferentes fatores do meio, tais como, falta de agua, baixas temperaturas,
intensidade solar reduzida e variagdes do comprimento do fotoperiodo, mas é em
Ultima andlise controlada pelo gradiente de auxinas. A folha jovem tem a
capacidade de sintetizar niveis de auxinas relativamente altos: durante a
senescéncia, a sintese de auxinas no limbo foliar diminui consideralvelmente, o
que promove o rompimento do peciolo na camada de abscisdo. 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 érgao diminui, forma-se a
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conhecida camada de abscisdo na base do peciolo da folha, ou na base do

pedunculo do fruto, e com o balancar do vento ocorre a abscisdo do 6rgdo.?

1.2.4.4 Dominancia Apical

Antes da descoberta da participacdo dos horménios no crescimento das
plantas, a dominancia apical, isto €, a habilidade que a gema apical tem de inibir o
desenvolvimento das gemas laterais (gemas auxiliares), jA era bem conhecida
pelos fisiologistas. Entre os vegetais, ha desde gemas apicais com dominancia
muito acentuada, com a consequente formacdo de plantas eretas e nao
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 demonstrada experimentalmente. Por exemplo, quando a gema apical
de uma planta de feijdo é removida, as gemas laterais comegam a crescer.

Contudo, quando a auxina € aplicada no lugar da gema apical removida, a
inibicdo do crescimento das gemas laterais permanece inalterada (Figura 3).?

Apice caulinar
(fonte de auxina £
{ Gl Apice caulinar

removido

Gemas axilares
inibidas por auxina

T

B

Gemas axilares
ndo mais inibidas

1 ®)

Figura 3 — Influéncia de auxinas na dominancia Apical. (a) Apice caulinar —
gemas axilares inibidas por auxina. (b) Apice caulinar removido — gemas axilares

em desenvolvimento.
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A Figura 3 mostra que em (a) a auxina produzida no apice caulinar move-se
de modo descendente no caule, inibindo o crescimento dos ramos laterais. A
medida que a distancia entre o apice caulinar e as gemas axilares aumenta — e a
concentracdo da auxina diminui — as gemas sdo gradualmente liberadas da
inibicdo. Em (b), quando o apice caulinar é removido, eliminando a produgéo
posterior de auxina, as gemas axilares ndo sdo mais inibidas e comecam a
crescer vigorosamente.

1.2.4.5 Atuacao como herbicidas no Controle de Plantas Invasoras de Solos
Agricultaveis

As auxinas sintéticas como o acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D, 14), &cido
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
usados extensivamente como herbicidas na agricultura. Como esses herbicidas
matam as ervas daninhas ainda nao é completamente elucidado. O 2,4-D é

degradado nas plantas como as auxinas naturais.

CH,COOH OCH,COOH OCH,COOH
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Os mecanismos pelos quais os herbicidas matam apenas certas ervas
daninhas sao também pouco conhecidos. A seletividade desses compostos contra
ervas de folhas largas € devido em parte as maiores taxas de absorgcédo dessas
folhas quando comparadas as estreitas das gramineas.?

Uma observacdo importante, € que as auxinas causam respostas
fisioldgicas somente quando presentes em baixas concentragées. No entanto, se
a auxina estiver em altas concentragées agird como herbicida inibindo o

crescimento.’

1.3 Reguladores de Crescimento Vegetal

Apos ter-se demonstrado que o acido indolilacético era a auxina de mais
comum ocorréncia nas plantas superiores, iniciou-se uma procura por compostos
sintéticos de constituicdo quimica semelhante e capazes de promover o
crescimento vegetal." Em 1936, Zimmerman e colaboradores investigaram
numerosos novos compostos, incluindo o acido indolbutirico AIB e o acido
naftalenacético ANA, dentre outros.

O &cido indolbutirico, devido a sua capacidade de promover a formacao de
primérdios radiculares, tem sido utilizado para provocar e acelerar o enraizamento
de estacas na propagacao vegetativa de numerosas espécies vegetais. O acido
naftalenacético tem sido bastante utilizado para o desbaste de frutos. O &cido 2,4-
diclorofenoxiacético é usado principalmente como herbicida seletivo, sendo capaz
de matar as ervas daninhas do grupo das dicotiledéneas sem afetar as
monocotiledéneas.

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

Estes compostos imitam os efeitos do AIA em diferentes testes fisiologicos,
e dentre eles destacam-se os acidos naftalenoacético (ANA, 13), 2,4-

diclorofenoxiacético (2,4-D, 14), 2,4,5-triclorofenoxiacético (2,4,5-T, 15), 2-metil-4-
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clorofenoxiacético (AMCP, 18), AIB (11), mencionados anteriomente, e dentre
aqueles contendo selénio o &cido 2,4-diclorofenilselenoacético (2,4-D-Se, 19),"

analogo do 2,4-D.
SeCH,COOH
cl

Cl
19

A maioria deles é utilizada amplamente na agricultura como herbicida e
pesticida. Em termos econdmicos, esse pode ser o principal uso pratico para os
reguladores de crescimento vegetal.'

O agente laranja, recebeu atencao consideravel, pois foi o herbicida
comumente utilizado como desfolhante durante a Guerra do Vietna. Este
composto é uma mistura de ésteres n-butilicos de (2,4-D, 14) e (2,4,5-T, 15) ou
outra auxina sintética. Ele também contém a dioxina 2,3,7,8-TCDD, um
contaminante do 2,4,5-T, que é téxico para animais e seres humanos.'®

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 € o alongamento celular, formando plantas mais
compactas e vistosas. Os trabalhos sobre estes compostos concentram-se
basicamente na descoberta, eficacia e atividade bioldgica. O destino de aplicacéo,
bem como a toxidade, geralmente nao s&o divulgados.’

Marumo e Katayama sintetizaram os acidos 4-cloro-6-metoxi-indol-3-acético
e 0 4,7-dicloro-indol-3-isobutirico (20 e 21) e realizaram ensaios biolégicos,
verificando que estes compostos sdo potentes reguladores de crescimento

vegetal.'"'® al
CH,COOH CH,CH(CH,)COOH

N\ N\

N N

| \
H

CHg0

T

Cl
20 21



16

Torii e colaboradores sintetizaram o acido 5,6-dicloroindol-3-acético (22) e

derivados com alto rendimento e pureza, e estes compostos também

apresentaram atividade reguladora de crescimento vegetal.'®

CH,COOH
Cl
A\
Cl ll\l
H

22

Visando obter um regulador de crescimento vegetal efetivo na promogéo de
brotos e germinacdo 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 (23 e 24), foram eficazes quando aplicados

em arroz, trigo, pepino e tomate.?

CHO CHO
\ Cl \ Br
! !
H CH,CHC(CHg),
23 24

Aliando a utilizagdo de metabdlitos secundérios abundantes a sintese de
reguladores de crescimento vegetal inddlicos, Ricardo A. Rebelo & Flavia A. F.
Rosa prepararam os acidos 5,6-metilenodioxindol-2-il-metandico (25) e 5,6-
metilenodioxindol-3-il-acético (26) que demonstraram ter atividade auxinica,®’
notadamente.
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1.4 Relacao Estrutura Quimica — Atividade Biolégica das Auxinas

Os estudos da relagédo estrutura-atividade séo 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 € um mecanismo complexo influenciado por varios
fatores, como a afinidade do receptor em relagdo as auxinas, estabilidade
metabdlica, lipofilicidade, distribuicdo do horménio nos tecidos, densidade
eletrénica no nucleo inddlico, distribuicdo eletronica 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 acido 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 o receptor protéico
das auxinas - ABP (Auxin Binding Protein), o receptor e a estrutura tridimensional
dessas proteinas devem ser conhecidos. Estas pesquisas estdo progredindo, e
quando a topologia do sitio de interagdo horménio-ABP for conhecida, dados
estruturais completos para uma variedade de substratos ou inibidores serdo
conhecidos.

A técnica de cristalografia de raios-x e os métodos espectroscépicos 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*

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 naftalenoacéticos. 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 concentragdo de 1-
300uM, o 5-azido-ANA foi ativo em ambas espécies, demonstrando estimulo

favoravel a 30uM para ervilha e 100uM para milho. O derivado 5-nitro-ANA
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também foi ativo na promocao do alongamento do caule de ervilha, mas foi inativo
ou inibidor em altas concentracdes sobre o milho.

A falta de atividade para o milho pode estar relacionada a bases
metabdlicas, porém esse fato ndo foi explorado. No entanto, a impossibilidade do
5-nitro-ANA em promover o alongamento do caule do milho n&o parece resultar
da incapacidade de ligagdo da auxina ao receptor.

Magnus e colaboradores estudaram o efeito de derivados halogenados do
acido indol acético. O AlA e o é&cido 4-cloro-3-indolacético (4-CI-AlA) ocorrem
naturalmente em frutos de ervilha. Entretanto, suas atividades bioldgicas séo
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 analise 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 4-, 5-, 6- e 7-CI-AlA e 5-F-AlA foram todos ativos, e mudanca
de fluor para cloro na posigdo 4, resultou em uma diminuigdo acentuada no
crescimento.*>%

Uma série de derivados do acido indol-3-acético fluorados foram examinados
por Biserka e colaboradores. A substituicdo no anel benzénico nas posicoes 4, 5,
6 e 7 resultou em 4 compostos, os quais foram analisados em biotestes baseados
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-AlA 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-AlA demonstrou

maior atividade.?’

1.5 Metodologias para Preparacao de Indois

A investigacdo quimica dos indéis tem sido, e continua sendo, uma das

areas da quimica dos heterociclos mais estudadas. A palavra indol é derivada da
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palavra de origem indigina, um importante corante azul da india conhecido como

indigo.

Os indois sao provavelmente dos compostos heterociclicos, mais distribuidos
na natureza, sendo conhecidos mais de mil alcaléides inddlicos, muitos deles

apresentando atividade bioldgica importante.

Alguns inddis naturais sdo derivados simples monossubstituidos, como o
triptofano (8), que € um aminoacido essencial e constituinte de muitas proteinas.
E, também é precurssor biossintético da triptamina (27) serotonina (28) e
metabdlitos secundéarios contendo o nucleo inddlico, como por exemplo o acido

indol-3-acético (1), o principal representante dos horménios vegetais.

NH, NH,
HO
A\ A\
) )
H H
27 28

Devido a importancia dos inddis nos produtos naturais e na sintese de
farmacos, um grande numero de novas rotas sintéticas para a sua obtencao e

melhoramento de antigas reagdes, tém sido desenvolvidas.

Os ind6is sado usualmente preparados a partir de precursores nao
heterociclicos, por reagbes de ciclizagdo com benzenos devidamente
substituidos. Outros métodos gerais para a sintese do nudcleo indélico sdo os

fundamentados na ciclizacdo de isonitrilas e via nitreno.?*2°

Serdao apresentados alguns dos principais métodos para a obtencdo de

indais.

1.5.1 Sintese de Fischer
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A sintese de Fischer foi estabelecida em 1883, sendo até hoje a rota mais
amplamente utilizada na preparacao de indéis. A reagcao consiste no aquecimento
de uma fenilidrazona, com &cido cloridrico ou acido de Lewis em um solvente
inerte, com liberacdo de amoénia durante a formacdo do nucleo inddlico. No
Esquema 4 esta representada a preparacao do 2-fenilindol. Este método é
acessivel e pode ser utilizado na obten¢do de inddéis com vérios substituintes e

com cadeias carboénicas nas posigées 2 e 3.3

CHg__Ph
\|( zncl, /10 °C N
> * NH
N 3
N~ N
| H
H Esquema 4

Uma variacdo desta metodologia consiste em preparar ind6is a partir de
hidrocloreto de fenilidrazonas e cetonas em &cido acético com irradiagcdo de
microondas. Esta metodologia apresenta melhorias em muitos casos, altos
rendimentos e reagbes com tempo menor que um minuto, sob condigcbes
convencionais. O uso de montmorilorita (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

esta presente em muitos produtos naturais (Esquema 5).%

N7
CH3 \
| ZnCl, / K 10
/N mlcroondas
||\l 143°C 67%
H
Esquema 5

s

A sintese de Fischer é amplamente utilizada na preparagédo de inddis e
derivados. Exemplos incluem a sintese de alcaldides e alcaldéides marinhos,
derivados da triptamina (29) e novas estruturas inddlicas com anéis fusionados.
Também tem sido utilizada em escala industrial na obtencao de intermediarios

farmacéuticos.*
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1.5.2 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 etdxido de sédio a
360-380°C em atmosfera inerte. O emprego desta metodologia exige condicées
severas para realizar catdlise basica intramolecular na condensacdao entre um

grupo metila aromatico néo ativado e um substituinte o-acilamino (Esquema 6).%*

©iCH3 NaOFEt _ m oH
- 3
0,
NHCOCH, 360-380°C N

|
H

Esquema 6

Embora a sintese classica de Madelung seja atualmente pouco empregada,
uma modificagdo do método introduzida por Houlihan, na qual é utilizado Butil
Litio (BuLi) como base sob condigbes mais brandas do que a sintese original,
método de Mandelung-Houlihan, permitiu a sintese de novos agentes

dopaminérgicos por Clark e colaboradores.®

No Esquema 7 temos representada uma inovagao na sintese de Madelung,
onde formamidinas sdo ciclizadas na presenca de N-metilanilina de sédio sob

refluxo.
CH 4

@i:s CH Ce,Hg-J-Na+ Oj:zv
:CH_N< ° o <CH3 :CH_N<CH3

Cé% H A l cH

”Dase
]
\ (s
O g — 8

Esquema 7
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1.5.3 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 8, esta representada uma reacao protétipo para a obtencéao de
inddis na qual a espécie nitreno &€ empregada na forma de nitrogénio

eletrofilico.3¢%"

O O
Sy N: :\1} N H SN
\ .- \
H H
Esquema 8

1.5.4 Ciclizacao Redutiva

A ciclizagédo redutiva de nitrocompostos aromaticos € um método eficiente
para a preparacdo de inddis, e progressos na metodologia foram descritos

recentemente. 3839

Esta metodologia envolve a reducdo parcial de o,p-dinitroestirenos que
podem ser preparados por meio de condensacdo em meio basico de o-

nitrobenzaldeidos e nitrometano (Esquema 9).*%*’

CHO CH=CHNO
— base — 2 \
+ CHNO, — > .,
NO, NO, N
|
H

Esquema 9

Corey e colaboradores*? utilizaram a metodologia de ciclizagdo redutiva de

a,B-nitroestirenos, modificada por Borchardt (Fe-AcOH-silica gel-tolueno-refluxo)*®

para preparar 6,7-dimetoxindol para a sintese total da aspidofilina. Esta mesma
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metodologia foi empregada na preparacao do 7-acetoxi-6-metoxindol (30a) e do
4-acetoxi-5-metoxindol (30b), os quais foram utilizados na sintese de
indolquinonas que apresentam atividade antimicrobiana moderada para
Staphylococus aureus, Bacilus subtilis e Escherichia coli.**

OCOCH;

\ MeO
MeO H \

N
OCOCHS, N

30a 30b

Fukuyama e Chen utilizaram a ciclizagao redutiva de o,B-nitroestirenos para
preparar um potente precursor inddlico para a sintese de hapalindol G.** Esta
metodologia foi empregada com sucesso para a sintese do 5,6-metilenodioxindol
(35).
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OBJETIVOS

Objetivos Gerais

Sintetizar novos compostos indédlicos 5,6-metilenodioxissubstituidos;
Avaliar a propriedade reguladora de crescimento vegetal dos compostos

sintetizados empregando ensaios in vitro e in vivo.

2.2 Objetivos Especificos

Sintetizar o &cido 5,6-metilenodioxindol-3-il-metandico a partir do piperonal
empregando na construcao do anel heterociclico o método de ciclizagdo
redutiva;

Utilizar reacbes classicas de substituicao aromatica eletrofilica para a
funcionalizacao da posicao 3 do anel inddlico;

Caracterizar o0os compostos sintetizados através de  métodos
espectroscopicos no IV e RMN de 'H/'*C, espectrometria de massa e
andlise elementar;

Empregar ensaios in vitro de promocao de crescimento de radiculas em
sementes de Lactuca sativa (alface), Cucumbis sativus (pepino) e de
Raphanus sativus (rabanete);

Avaliar a atividade reguladora de crescimento vegetal empregando bioteste
de peciolos em plantas de Phaseolus vulgaris (feijao de vagem).
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Dando continuidade aos trabalhos desenvolvidos no Laboratério de Pesquisa
de investigacdo de novos reguladores inddlicos de crescimento vegetal contendo
o substituinte metilenodioxi, foi realizada a sintese total do &cido 5,6-
metilenodioxindol-3-il-metandico (38) empregando como precursor o produto
comercial piperonal (31).

O aldeido aromatico 31, bem como o seu precursor natural safrol (32), tém
sido amplamente empregados por pesquisadores brasileiros como matérias-
primas na preparacao de diversos produtos naturais e compostos biologicamente
ativos, devendo-se destacar os trabalhos conduzidos por Barreiro, Costa e

colaboradores.*¢®'

Embora disponivel comercialmente, o piperonal pode ser
preparado em escala laboratorial de forma eficiente a partir do safrol pela

isomerizacao da ligacao olefinica, seguida da sua oxidagao parcial.

0 % 0
=1
O O

31 32

A metodolgia geral de sintese adotada para o nucleo 5,6-metilenodioxindol é
a mesma que foi empregada com sucesso na preparacdo do &cido 5,6-
metilenodioxindol-3-il-acético (26).?' Dentre as rotas disponiveis no trabalho,
ciclizagdo redutiva e insergdo por nitreno, optou-se pela primeira por permitir
reac6es em maior escala e exigir uma etapa a menos que a constru¢cao do anel
inddlico através da insergao via nitreno.

O Esquema 10 apresenta a rota sintética empregada na obtengdo da
molécula alvo 38. A metodologia global é constituida de 6 etapas, podendo ser
agrupadas em ciclizacao redutiva, para a construcdo do anel inddlico, e
carboxilacao seletiva, para a funcionalizagéo da posi¢ao-3.
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(i) CH3NO2, AcOH, NH4OAc, refluxo (ii) HNO3, AcOH, 0°C (iii)Silica gel 60, Fe,

AcOH, benzeno, cicloexano, refluxo ou Pd/C 10%, EtOH absoluto, cicloexano,

refluxo (iv) POCI;, DMF, NaOH (v) DMF, NH.OH.HCI, (vi) NaOH 35%, HCI 20%.
Esquema 10

3.1 Ciclizacao Redutiva

Esta inicia-se com a reacdo de condensagcdo do piperonal (31) com
nitrometano em meio de acido acético e acetato de amdnio durante quatro horas
sob refluxo. A reacdo é favorecida pela presenca de uma base de Lewis que atua
desprotonando o nitrometano, tornando-o mais nucleofilico. A reacao se processa
por um ataque nucleofilico a carbonila, seguido de desidratagdo. O produto 33 foi
obtido com rendimento satisfatério de 74%, sendo o seu ponto de fusao
compativel com o da literatura. O produto também apresentou elevado grau de
pureza, sendo utilizado sem purificagao prévia.

o-Nitro-3,4-metilenodioxi- #nitroestireno (34) foi preparado a partir de 33
através de uma reagdo classica de nitragdo. Esta pbde ser realizada em
condicbes brandas dada a reatividade do composto frente a substituicdo
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eletrofilica aromatica. A reacdo apresentou-se altamente regiosseletiva,
fornecendo o produto puro desejado em rendimento superior a 90% apos
cristalizagdo em etanol. Fatores eletrénicos e estéreos podem ser invocados para
justificar o resultado obtido. Os éteres sdo ativadores de elétrons, portanto,
orientadores para as posicdes o e p, preferencialmenta, para a posicao p,
considerando o oxigénio superior do grupamento metilenodioxi justifica a
evidéncia e tendo em vista que para o oxigénio inferior do mesmo grupo encontra
a posicao p impedida.

A etapa critica, qual seja, a reducéo parcial dos grupos nitro, ciclizagéo e
aromatizacdo foi conduzida de duas formas distintas de acordo com
procedimentos da literatura.

A condugdo da reacdo de acordo com o procedimento descrito por
Sinhababu e colaboradores permitiu a obtengdo do composto 35 em rendimento
de 68%. Nesta metodologia o o,4-dinitroestireno 34 foi refluxado na presencga de
silica gel 60 para cromatografia em coluna, ferro em po, acido acético glacial,
benzeno e cicloexano como fonte de hidrogénio. Produto analiticamente puro foi
purificado pela cristalizagdo em benzina de petréleo.

Alternativamente, investigou-se a reagéo de ciclizagao redutiva empregando
o0 método de Fukuyama que substitui ferro por Pd/C e ndo utiliza acido acético. O
sélido escuro isolado foi purificado por cromatografia em coluna, fornecendo o
indol 35 puro em baixo rendimento, apenas 17%.

Mediante andlise espectroscopica de RMN de hidrogénio foi possivel
detectar 2H metilénicos, 4H aromaticos e o grupo N-H (sinal largo). A andlise de
'3C apresentou 9 carbonos na regido caracteristica de aromaticos e de carbonos

ligados a atomos eletronegativos.
3.2 Carboxilacao Seletiva

A carboxilagdo direta na posi¢cdo-3 do anel inddlico pode ser realizada de
forma eficiente e seletiva adotando-se a estratégia sintética que emprega
organometélicos e troca metal-halogénio. Entretanto, optou-se por metodologia
que explora a substituicdo aromatica eletrofilica de sistemas m-excessivos por

permitir a sintese de precursores com atividade potencial no campo dos
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reguladores de crescimento vegetal. Conforme apresentado no Esquema 10,
grupos formil e ciano sdo considerados nas rotas biossintéticas da auxina AlA.

A reacédo de Vilsmeier-Haack é bastante utilizada na formilagdo de anéis
aromaticos, e baseia-se no emprego de tricloreto de fosforila e N,N-
dimetilformamida como agente de formilagao.

Nesta reacao a espécie altamente eletrofilica, cloro-iminio, é gerada in situ. A
cloroamina formada na reacao de substituicdo € hidrolizada ao aldeido 36 em
meio alcalino. A reagéo é altamente regiosseletiva, por apresentar o anel pirrélico
uma densidade eletronica muito superior ao anel benzénico, e a posi¢do-2 formar
um estado de transicdo mais energético que o correspondente na posigao-3.
Portanto, o 5,6-metilenodioxindol-3-il-formaldeido (36) foi isolado em rendimento
satisfatério de 74%.

Este composto foi caracterizado espectroscopicamente, apresentando no
infravermelho uma absorcdo em 1632 cm™ prépria de carbonila de aldeido
aromatico. Este mesmo grupo foi detectado por RMN de 'H, juntamente com 5
outros sinais, todos singletos. Na analise por *C o carbono formila ocorre
caracteristicamente em 185,24 ppm, sendo acompanhado de mais 9 sinais,
compativeis com a estrutura proposta.

A conversao do grupo formila a ciano foi conduzida via oxima. A adicao
nucleofilica seguida de eliminacao e a desidratacdo como etapa final requereram
temperatura superior a 120 °C. O produto 37 foi conseguido com um rendimento
de 84% apds otimizagdo das condi¢des reacionais.

O espectro no IV apresentou a banda caracteristica de deformacao axial do
grupo ciano em 2218 cm™ (ANEXO 02). A analise de RMN de 'H apresentou um
sinal largo em aproximadamente 11 ppm referente ao grupo N-H e 3 outros
singletos correspondendo a 5H. O espectro de '*C apresentou todos os 10
carbonos, dos quais, 6 quaternarios (ANEXOS 03 e 04, respectivamente).

Finalmente, a molécula alvo, o &cido 5,6-metilenodioxindol-3-il-metandico
(38) foi obtido mediante hidrdlise alcalina de 37 com rendimento satisfatorio.

O grupamento carboxilico foi caracterizado por |V, apresentando as
absorgoes referentes as deformacdes axiais O-H e C=0 (ANEXO 05).

A andlise de RMN de 'H apresentou dois sinais largos, 11,67 ppm e 3,65

ppm, referentes aos dois prétons acidos (um do &cido e outro do grupo amino)
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presentes na molécula proposta. Adicionalmente, os proétons metilénicos em 5,98
ppm e 3 prétons aromaticos (singletos) entre 6,98 e 7,79 ppm. O espectro de °C
apresentou de forma previsivel todos os 10 carbonos, dos quais, 6 quaternarios
(ANEXOS 06 e 07, rspectivamente).

3.3. Tentativa de Conversao do 3-Ciano-5,6-metilenodioxindol (35) em 5,6-
metileno-dioxi-3-il-tetrazol (3-MIT)

O anel tetrazol, mais especificamente o tautbmero-1H, apresenta
semelhancgas fisico-quimicas (pKa), eletrénica e topogréafica em relagdo ao grupo
carboxilico, sendo considerado em quimica medicinal um isdstero do referido
grupo, podendo mimetizar o seu efeito.*?

Estendendo este conceito para a obtencdo de novos reguladores de
crescimento vegetal tetrazélicos andlogos aos acidos indol carboxilicos, tendo-se
em conta a disponibilidade do indol 35 que apresenta em sua estrutura o grupo
ciano, classico precursor do anel tetrazol e devido a auséncia na literatura de
estudos relacionados a esta subunidade tetrazélica no ambito dos reguladores de
crescimento vegetal, decidiu-se pela investigacao da reacdo de conversao de 35
no 5,6-metilenodioxindol-3-il-tetrazol.

A adicao do anion azida (N3) a nitrilas constitui-se a rota mais extensamente
utilizada para a preparacao de tetrazo6is 5 substituidos. Altamente sensivel a
natureza do cation (M*), a reacdo desenvolve-se mais satisfatoriamente em
solventes polares aproéticos (N,N-Dimetilformamida) e com grupos (-R )elétron-
retiradores. Esta reacao esta representada no Esquema 11.

. (i) solvente /b/ﬁ
RC=N + M N3 Gyvdido N
Esquema 11

O mecanismo proposto por Finnegan e colaboradores,” fundamenta-se no
ataque nucledfilo do ion azida sobre o carbono do grupamento nitrila, seguido da
ciclizacdo da iminoazida para a formacédo do anel tetrazdlico (ciclizacdo 1,3-

dipolar). Aparentemente o estabelecimento de uma carga residual 8, sobre o
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atomo de carbono faz-se necessaria, tendo em vista a observagdo de que o
incremento de tal carga resulta em sensivel aumento na velocidade reacional.

A utilizacdo deste procedimento, entretanto, ndo conduziu ao composto
desejado. Tentativas foram feitas em diferentes temperaturas e empregando
alternativamente DMSO como solvente. Acredita-se que a baixa eletrofilicidade do
grupo ciano possa ser responsavel por este resultado.

Outros métodos descritos na literatura deverdo ser investigados para a
sintese de derivados tetrazdlicos, com énfase na utilizagdo de amidas N-
substituidas como precursores em associagdo com ftrifenilfosfino e azida de

trimetilestanho.®*

3.4 Avaliacao de Atividade Reguladora de Crescimento Vegetal

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

Conforme citado anteriormente, inUmeros compostos sintéticos reproduzem
os efeitos dos hormdnios 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 (AlA, 1) o seu representante natural
mais importante.

Na agricultura a utilizacdo de compostos analogos ao AIA constitui uma
pratica rentavel e bastante difundida, encontrando também grande aplicagdo no
ambito da biotecnologia vegetal. Devido a ampla aplicagdo dos horménios
vegetais, bem como a reconhecida vocacao agricola brasileira, tornou-se evidente
a importdncia do estudo da atividade biolégica dos compostos indélicos
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

os compostos testados pertencem ou ndo a essa classe.
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3.4.1 Promocao de Crescimento de Radiculas

A avaliagdo da promocao de crescimento de radicula foi realizada através de
ensaios bioldgicos in vitro, e baseia-se na medida do comprimento das radiculas.

Objetivando avaliar a atividade reguladora de crescimento vegetal do
composto 38, foram conduzidos ensaios utilizando-se como material vegetal
sementes de Lactuca sativa variedade Grand Rapids (alface crespa), Cucumbis
sativus (pepino) e de Raphanus sativus (rabanete).

Nos experimentos conduzidos com Lactuca sativa, sementes submetidas a
concentragdo 10® M apresentaram a maior média de comprimento de radicula,
16,55 mm, seguida das concentragdes 10° e 10° M com 15,20 e 13,00 mm,
respectivamente. Sementes submetidas a suplementagdo 10”7 M apresentaram a
menor média, 7,15 mm, conforme mostra a Figura 4. Foram observadas leves
variagées nos comprimentos médios de radicula, ndo sendo possivel, entretanto,

observar diferenca estatistica significativa entre as médias.

Comprimento médio da
radicula (mm)
N
o

v v 7 v v
Concentracoes

Figura 4 — Efeito do composto 3-AMIM (38) no comprimento médio de radicula de
sementes germinadas de Lactuca sativa (alface crespa).

Sementes de pepino submetidas a suplementagdo de 10° M apresentaram
a maior média de comprimento de radicula, 44,75 mm, seguida das
concentragbes de 10* e 10° M, com médias de 39,25 e 38,40 mm,
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respectivamente, com o ensaio controle (branco) apresentando média de
38,40mm (Figura 5).

radicula (mm)

Comprimento médio da

Concentracoes

Figura 5 — Efeito do composto 3-AMIM (38) no comprimento médio de radicula de
sementes germinadas de Cucumbis sativus (pepino). As letras mindsculas
representam o teste de medias - Tukey, 5%.

Na Figura 5 é possivel observar variagdes nos comprimentos medios de
radicula, podendo ser notado diferenca estatistica significativa entra as médias,
quando sementes de Cucumbis sativus (pepino) foram tratadas com diferentes
concentragdes de 3-AMIM.

O comprimento médio de radicula de sementes germinadas de Raphanus
sativus (rabanete) ndao mostrou-se significativo. Sementes submetidas as
concentracdes de 10, 10® e 10° M apresentaram as médias mais altas, 32,10,
31,05 e 30,00 mm, respectivamente, sendo a média do controle de 30,00 mm.
Sementes suplementadas com 38 na concentragdo de 10* M apresentaram a

menor média de comprimento de radicula, 24,05mm, como mostrado na Figura 6.
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Figura 6 — Efeito do composto 3-AMIM (38) no comprimento médio de radiculas

de sementes germinadas de Raphanus sativus (rabanete).

3.4.2 Ensaios do Bioteste de Peciolos

A segunda fase do trabalho corresponde a realizagdo do experimento para
avaliacao do bioteste dos peciolos empregando-se plantas de Phaseolus vulgaris
(feijao de vagem). Os resultados com o composto 3-AMIM foram promissores
quando comparados ao composto 2,4-D (utilizado como padréo), conforme é
apresentado nas Figuras 7 e 8.

Nos testes conduzidos com o composto 3-AMIM foi possivel observar que
0s peciolos tratados nas concentragbes de 25 ppm apresentou uma pequena
variagao para mais, de 100 ppm apresentou média inferior ao 2,4-D (Figura 8), no
entanto, quando tratados a 50 ppm tiveram 44,1868% de fechamento do angulo
interno das pecas em “Y” (Figura 7) e o composto 2,4-D na mesma concentragéao

apresentou média mais baixa, 42,70%.
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42,2501 39,9626

44,1868

E 25ppm E 50 pm O 100ppm

Figura 7 — Efeito do composto 3-AMIM (38) em porcentagem no fechamento do

angulo interno de pegas em “Y” com plantas Phaseolus vulgaris (feijao de vagem).

46,9638 38,9568

42,6972

O 25 ppm B 50 ppm O& 100 ppm

Figura 8 — Efeito do composto 2,4-D em porcentagem no fechamento do angulo

interno de pecgas em “Y” com plantas de Phaseolus vulgaris (feijao de vagem).
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Técnicas de Caracterizacao

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

As andlises espectroscopicas de RMN 'H e '*C foram realizadas em
aparelho (BRUCKER) de 200 e 50 MHz, respectivamente. Os deslocamentos
quimicos sdao dados em partes por milhdo (ppm), utilizando-se tetrametilsilano
(TMS) como referéncia interna.

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

As analises de massas foram realizadas em espectrémetro CGMS-QP-2000-
A Shimadzu com impacto de elétrons em 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 reacbes foi empregada a técnica de CCD
utilizando-se como suporte silica gel 60GF2s54 com 0s compostos visualizados por
irradiagdo 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.
4.2 Solventes e Reagentes

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

Os solventes organicos foram secos e/ou purificados quando necessario de
acordo com os métodos tradicionais descritos na literatura.>>>°
Cloreto de fosforila foi submetido a destilacdo simples e a pressao normal

previamente ao seu uso.
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4.3 Sintese do Nucleo Metilenodioxiinddélico Nao-substituido na Sub-
unidade Heterociclica

4.3.1 Sintese do 3,4-Metilenodioxi-B-nitroestireno (33)

Uma mistura de 3,4-metilenodioxibenzaldeido (10 g, 66,7 mmol), nitrometano
(11 mL), acetato de aménio (13,94 g) e &cido acético glacial (200 mL), foi
refluxada durante 4 horas a uma temperatura de 120 °C (inicialmente a mistura
era incolor e apés 30 min tornou-se alaranjada). A mistura foi resfriada a
temperatura ambiente e vertida em agua gelada com gelo picado. O sélido
amarelo formado foi filtrado em funil de Bichner, lavado com agua gelada e
secado em estufa a vacuo a 70 °C. O produto foi obtido suficientemente puro com

rendimento de 73%.

pf 159,2-160,9°C (Lit?' 159-161°C).

IV (KBr, vicm™): 3420 (NH), 1492 (NO), 1334 (NO), 1268 (COC).

RMN 'H (acetona-ds, 5): 6,13 (s, 2H, H-9); 6,99 (d, J 7,96Hz, 1H, H-3); 7,37 (d, J
7,99Hz, 1H, H-2); 7,38 (s, 1H, H-6); 7,9 (d, J 13,55 Hz, 1H, H-7); 8,05(d, J 13,54
Hz, 1H, H-8).

RMN '3C (acetona-ds,): & 102,5 (CHz, C-9); 106,9 (CH, C-3); 109,0 (CH, C-2);
124,1 (Co, C-1); 126,6 (Co, C-6); 135,3 (CH, C-7); 139,0 (CH, C-8); 148,7 (Co, C-
4); 151,3 (Co, C-5).

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

Anal Calcd para CoH7NO4 (%): C55,96; H3,65; N7,26; encontrado C55,74; H3,67;
N7,26.
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4.3.2 Sintese do o-Nitro-3,4-metilenodioxi-S-nitroestireno (34)

Uma mistura de acido nitrico concentrado (17,52 mL) e acido acético glacial
(13,25 mL) foi resfriada a 5 °C e adicionada gota & gota a um frasco mantido em
banho de gelo contendo 3,4-metilenodioxi-B-nitroestireno (5,0 g) sob agitacao
magnética. Ao término da adicdo, o banho de gelo foi removido e a mistura
mantida sob agitagdo por 3 (trés) horas adicionais, quando entao foi vertida em
gelo e agua. O sélido formado foi filtrado em funil de Blchner, lavado com agua
gelada até neutralizacdo e secado em estufa a vacuo. A recristalizacdo com

etanol forneceu o produto puro em 94% de rendimento.

7
O X NO,
é g
O NO,

pf 121-122°C (Lit?" 121-122°C)

IV (KBr) Vinax/cm 3450 (NH), 1506 (CNO), 1324 (CNO) 1270 cm™ (COC).

RMN "H (200MHz, Acetona-ds) 5 6,35 (s, 2H, H-9), 7,43 (s, 1H, H-6), 7,69 (s, 1H,
H-3), 7,91 (d, J 13,42 Hz, 1H, H-7), 8,49(d, J 13,42 Hz, 1H, H-8).

RMN "*C (50MHz), Acetona-dg) & 105,6 (CH2, C-9), 106,9 (CH, C-3), 108,9 (CH,
C-2), 123,2 (Co, C-1), 136,3 (CH, C-7), 141 (CH, 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 CgHgN2Og; C45,39%, H2,53%, N11,76%, encontrado C45,78%,
H2,67%, N11,65%.°"

4.3.3 Sintese do 5,6-Metilenodioxindol (35) Via Ciclizacao Redutiva

Procedimento 1

Uma mistura de o-nitro—3,4-metilenodioxi-B-nitroestireno (1,0 g; 4,2 mmol),
silica gel 60 para coluna cromatogréfica (5,6 g, 70-230 mesh), ferro em pé (3,4 g),
acido acético glacial (29,2 mL), benzeno (10,6 mL) e cicloexano (32,0 mL) foram
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refluxados durante quatro horas sob atmosfera de nitrogénio. A mistura foi
resfriada a 25 °C, diluida em diclorometano e filtrada. O sélido foi lavado com uma
solugdo 10% de éter etilico em diclorometano, as fases organicas combinadas
foram lavadas com metabissulfito de sodio (10%), bicarbonato de so6dio (20%),
cloreto de sddio (20%) e secado com sulfato de magnésio. A fase organica seca
foi filtrada e o solvente foi removido por evaporagao sob pressao reduzida. Depois
foi adicionado benzina de petrdleo, esfriado e devidamente isolado, o sélido
escuro formado foi purificado por diversas lavagens com diclorometano e
posterior adicdo de benzina de petrdleo fornecendo o indol 35 puro em 68% de
rendimento e pf 108,7-109,2 °C, estando de acordo com o citado na literatura (p.f
108-110 °C).*

Procedimento 2

Uma mistura de o-nitro-3,4-metilenodioxi-A-nitroestireno (0,2 g, 0,84 mmol),
catalisador Pd/C 10% (1,08 g), etanol absoluto (24,0 mL) e cicloexano (1,0 mL) foi
refluxada durante trés horas. A mistura foi esfriada e filtrada e o sélido lavado com
uma solucdo 10% de éter etilico em diclorometano, as fases organicas
combinadas foram lavadas com metabissulfito de sédio (10%), bicarbonato de
sédio (20%), cloreto de sédio (20%) e secadas com sulfato de magnésio. A fase
orgéanica seca foi filtrada e o solvente foi removido por evaporagdo sob pressao
reduzida. Depois foi adicionado benzina de petréleo, esfriado e devidamente
isolado, o sélido escuro formado foi purificado por diversas lavagens com dicloro
metano e posterior adicao de benzina de petréleo fornecendo o indol 35 puro em

17% de rendimento.

pf 109,4-110,0°C (Lit. 2' 108-110°C).

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

RMN 'H (200MHz, CDCls) & 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).
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RMN '3C (50MHz), CDCls) § 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 (C, C-6),
144.,9 (C,, C-5).

MS: m/z (intensidade relativa) 161 (M*, 100%), 103 (38%), 76 (33%), 50 (23%).
Anal Calcd, para CgH;NO, C67,48%, H4,34%, N8,69%, encontrado C65,10%,
H4,23%, N8,56%.

4.3.4 Sintese do 5,6-Metilenodioxindol-3-il-formaldeido (3-MIF) (36)

N,N-Dimetilformamida (2,0 mL) foi resfriada & temperatura de 10-20 °C e
tratada gota a gota com tricloreto de fosforila (0,6 mL). Apdés 15 minutos, uma
solucao de 5,6-Metilenodioxindol (0,97 g; 6 mmol) em N,N-dimetilformamida (0,3
mL) foi adicionada lentamente a mistura previamente preparada, mantendo-se a
temperatura entre 20-30 °C. A mistura reacional foi agitada durante 2 horas e
vertida em gelo picado. A solugdo resultante foi adicionada lentamente uma
solucdo de hidréxido de sédio (1,12 g; 28 mmol) em agua (5,4 mL). O sélido
formado foi filtrado em funil de Bichner, lavado com &gua gelada e secado em
estufa a vacuo. O sdlido foi purificado por cromatografia em coluna utilizando

como eluente diclorometano, fornecendo o produto puro em 74% de rendimento.

CHO
9

O 3\
CTI

[
H

p.f = 222,2°C com decomposicdo

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

RMN "H (200MHz, CDCls) 5 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 *C (50MHz), CDCls) 5 93,6 (CH, C-7), 100,6 (CH, C-4), 101,8 (CHa, C-8),
119,5 (Co C-4a), 120,3 (Co, C-3), 133,1 (Co, C-7a), 136,1 (CH, C-2), 145,7 (Co, C-
6), 146,8 (Co, C-5), 185,2 (CH, CHO).

MS: m/z (intensidade relativa) 289 (M*, 100%), 160 (13%), 76 (33%), 50 (30%).
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Anal Calcd, para CioH;NO3; C63,48%, H3,72%, N7,40%, encontrado C,65,10%;
H, 3,82%; N, 7,54%.

4.3.5 Sintese do 3-Ciano-5,6-Metilenodioxindol (3-MIC) (37)

5,6-Metilenodioxindol-3-il-formaldeido (200 mg; 67 mmol) em DMF (1,0 mL)
foi aquecido a refluxo quando entédo foi adicionado gota a gota uma solugéo de
hidrocloreto de hidroxilamina (120 mg, 1mmol) em DMF (1,0 mL). A solugéo
resultante foi refluxada por 7 horas, sendo posteriormente resfriada em banho de
gelo. Foi adicionado &gua lentamente que promoveu a precipitacdo do sélido.
Este foi isolado por filtragdo em funil de Blichner, lavado com agua e secado em
estufa a vacuo. O produto nitrila foi obtido em rendimento de 74%.

0]
3
I
O N
pf = 219,4-224,1°C.

IV (KBr) vmax/cm™, 3269 (NH), 2218 (CN) e 1223 (COC).

RMN 'H (200MHz, Acetona-ds) § 2,87 (s, 2H, H-8), 5,96 (s, H, H-2), 6,99(s, 1H, H-
7), 7,84(s, 1H, H-4), 11,00 (s,1H, NH).

RMN '3C (50MHz), Acetona-ds) & 87,3 (Co, C-9), 94,3 (CH,, C-8), 98,2 (CH, C-7),
102,1 (CH, C-4), 116,3 (Co, C-7a), 122,5 (Co, C-4a),131,5 (Co, C-3), 132,5 (CH, C-
2), 146,1 (Co, C-6), 147,5 (Co, C-5).

Anal Calcd para C1oHsN202; C64,51%, H3,24%, N15,05%, encontrado C62,87%,
H3,21%, N14,46%.

4.3.6 Sintese do Acido 5,6-Metilenodioxindol-3-il-metanéico (3-AMIM) (38)
5,6-Metilenodioxindol-3-il-ciano (1,0g; 5,3mmol) em solucdo aquosa de

hidroxido de sédio (30-40%, 5 mL) foi refluxado durante 3 horas. Apos

resfriamento, a mistura foi diluida com agua destilada (5 mL) e acidificada a pH
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5,0 com acido cloridrico (15%). O produto foi isolado por filtracdo a vacuo e
lavado com agua e secado em estufa a vacuo, fornecendo o produto desejado
em 75% de rendimento. Produto analiticamente puro foi obtido mediante

cristalizagdo em solugéo alcalina e posterior acidificagéo.

COOH

O S\
Y
H

pf = 237,1-239,0°C

IV (KBr) vimax/cm™, 3437 (NH), 2908 (OH),1678 (CO) da carbonila e 1307 (COC),
RMN "H (200MHz, Acetona-dg) & 3,65 (s, 1H, OH) 5,98 (s, 2H, H-8), 6,98(s, 1H, H-
7), 7,37(s, 1H, H-4),7,99 (s, 1H, H-2), 11,67 (s,1H, NH).

RMN '3C (50MHz), Acetona-de) & 98,0 (CHz, C-8), 104,2 (CH, C-7), 105,7 (CH, C-
4), 113,0 (Co, C-7a), 125,4 (Co, C-4a), 135,1 (CH, C-2), 136,3 (C, C-6), 148,7 (Co
C-5), 149,6 (CH, C-3), 171,2 (CO,, COH).

Anal Calcd para CioH;NO3; C63,48%, H3,72%, N7,40%, encontrado C65,10%,
H3,39%, N6,41%

4.3.7 Tentativa de Preparacao do 5,6-metilenodioxindol-3-il-tetrazol (3-MIT)

Em um frasco adaptado com condensador de refluxo foram colocados 3-
ciano-5,6-metilenodioxindol (0,1 g; 0,53 mmol) dissolvido em 3,0 mL de DMSO,
cloreto de aménio (0,14 g; 2,7 mmol) e azida sédica (0,17 g; 2,6 mmol). A mistura
reacional foi refluxada em banho de 6leo por 9 horas. Ap6s este periodo, a
mistura reacional foi vertida em agua e gelo. O precipitado formado foi filtrado em
funil de Blichner, secado e caracterizado como sendo o material de partida.

A reacao também foi conduzida a temperatura de 140 °C substituindo-se o
DMSO por DMF mudando a temperatura, porém, sem sucesso.
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4.4 Avaliacao da Atividade Reguladora de Crescimento Vegetal

Todos os testes realizados sé&o especificos para determinagdo da atividade
reguladora de crescimento vegetal de auxinas.

Os testes empregados na avaliagdo da atividade reguladora de crescimento
vegetal do composto 38 foram realizados através de ensaios bioldgicos in vitro

utilizando-se camara de germinagéo.
4.4.1 Promocao de Crescimento de Radiculas

Procedimento Geral

Os ensaios para a avaliagcdo do desenvolvimento de radicula foram
conduzidos com sementes de Lactuca sativa variedade Grand Rapids (alface
crespa), Cucumbis sativus (pepino) e Raphanus sativus (rabanete). Solugdes de
38 foram preparadas nas concentracdes de 10 a 10 M utilizando acetona como
solvente. Os ensaios foram realizados em placas de Petri esterilizadas, sendo que
para cada concentragao utilizou-se 1 placa contendo 4 discos de papel filtro. Em
cada disco de papel foi adicionado 1mL de solucao nas diferentes concentracoes,
sendo o solvente (acetona) evaporado antes da adicao de 1,5 mL de Tween 80
(0,01%). Em seguida procedeu-se a inoculagao das sementes: 50 de alface ou 20
de rabanete ou de pepino em cada disco, num total de 200 ou 80 sementes em
cada placa, respectivamente. As sementes antes de serem inoculadas foram
submetidas ao processo de assepsia em hipoclorito de sodio 40%, etanol 70% e
agua destilada. As placas foram incubadas em camera de germinagdo, com
temperatura controlada a 25 + 2 °C e foto periodo de 16 h.luz, durante 5 dias.
Diariamente foram observados o numero de sementes que germinaram € no
quinto dia apo6s a inoculagdo das sementes foi realizada a coleta de dados, onde
foram determinados os comprimentos em milimetros das radiculas. Como
controle foi utilizado ensaio similar, colocando-se as mesmas sementes em
discos de papel umedecidos com acetona. Os dados foram tabulados

estatisticamente utilizando-se o teste de Tuckey (statgraf).
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4.4.2 Bioteste de Peciolos em Phaseolus vulgaris (feijao de vagem)

O acido 5,6-metilenodioxindol-3-il-metandico (38) foi submetido ao bioteste
de peciolos. Foram empregados também &agua/acetona e o &cido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) como controle. O composto 38 e o 2,4-D foram
testados nas concentrag¢des de 25, 50 e 100 ppm. No preparo de cada solugéo foi
empregado acetona como co-solvente.

As sementes de Phaseolus vulgaris foram inoculadas em placas de Petri
sobre discos de papel filtro molhados com agua destilada. As placas de Petri
foram incubadas em camara de germinacdo com temperatura controlada de 25 +
2 °C e foto periodo de 16 h.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 controlada durante 10
a 15 dias.

As pecas em “Y” foram colocadas em placas de Petri (1 peca cada placa),
com 5 mL de solugdo conforme os tratamentos: dgua/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 germinagdo com temperatura controlada a 25 + 2
°C e foto periodo de 16 h/luz durante 24 horas, sendo distribuidas ao acaso. Apos
este periodo foi desenhado o contorno de cada peca, medidos os angulos entre
os peciolos e calculada a porcentagem de variagdo em relacdo a média dos
angulos iniciais para cada tratamento. Os dados do ensaio foram tratados
estatisticamente pelo Excel de acordo com o intervalo de confianga obtido da

média das variagdes angulares.
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5 CONCLUSOES

V. A obtencéo do nicleo 5,6-metilenodioxindol (35) via ciclizagdo redutiva do
o,A-dinitroestireno 34 foi conduzida conforme procedimento da literatura. Este
empregou piperonal como material de partida, fornecendo o produto desejado em
3 etapas com rendimento global de 46%.

V. A sintese do acido 5,6-metilenodioxindol-3-il-metansico (38) foi conduzida
a partir de 35 em 3 etapas, nominalmente: formilacdo, formagéo de nitrila via
oxima e hidrdlise alcalina. O rendimento global do procedimento de carboxilagcao
seletiva foi de 40%.

V. Os compostos &cido 5,6-metilenodioxindol-3-il-metanéico e precursores
sao compostos inéditos.

V. As substancias sintetizadas foram caracterizadas por anélises no IV, RMN
'H e '3C, espectrometria de massas, andlise elementar e ponto de fusdo,
apresentando dados compativeis com as estruturas propostas.

. Os ensaios conduzidos com o &cido 5,6-metilenodioxindol-3-il-metanéico
(38) para avaliacdo da promocdo de crescimento de radiculas em sementes
germinadas de 3 espécies vegetais apresentaram os seguintes resultados: com a
espécie Lactuca sativa variedade (alface crespa) ndo houve diferenca estatistica
significativa, com as concentracdes de 10° e 108 M apresentando as médias de
comprimento de radicula mais elevadas; sementes de Cucumbis sativus (pepino)
submetidas a suplementacdo de 10° M apresentaram a maior média de
comprimento de radicula, 44,75 mm, sendo o comprimento medio do ensaio
controle de 38,40 mm, notando-se diferenca estatistica neste experimento; e
finalmente, o Raphanus sativus (rabanete), semelhantemente a espécie Lactuca
sativa, nao apresentou diferencga estatistica significativa.

V. No bioteste de peciolos empregando Phaseolus vulgaris o &cido 5,6-
metilenodioxindol-3-il-metandico (38) apresentou atividade superior ao controle
2,4-D (14) na concentracao de 50 ppm, na concentracao de 25 ppm apresentou
uma pequena variagdo para mais e na concentragdo de 100 ppm apresentou

média inferior.
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V. Ensaios complementares de enraizamento caulinar e de embriogénese
somatica se fazem necessarios para melhor avaliar o potencial das substancias

sintetizadas como reguladores de crescimento vegetal.
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ANEXO 01 — MORFOLOGIA VEGETAL — COLEOPTILO

Desenvolvimento Inicial do Corpo da Planta 545

Lo ya

al do fruta moduro, ou grdo, de milho (Zea mays). Os embrites dos grios comumente contém duas ou mais raizes adventicias seminais (ou
Umu raiz adventicio seminal pode ser vista nesta segdo (sera). Embara de inicio orientadas para cima, essas raizes inclinam-se para
o pasterior.



52

ANEXO 02 — ESPECTRO IV DO 3-CIANO-5,6-METILENODIOXINDOL
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ANEXO 03 — ESPECTRO RMN 'H DO 3-CIANO-5,6-METILENODIOXINDOL
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ANEXO 04 — ESPECTRO RMN "*C DO 3-CIANO-5,6-METILENODIOXINDOL
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ANEXO 05 - ESPECTRO IV DO ACIDO 5,6-METILENODIOXINDOL-3-IL-
METANOICO
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ANEXO 06 - ESPECTRO RMN 'H DO ACIDO 5,6-METILENODIOXINDOL-
3-IL- METANOICO

AT LR [ LR WrEE L L
@ 4 prars = 1 yuf -
FR | e el =
many A ex b 5
S sk 3 g 3

L1l Ll I. ik |
I 4 e il I, l

— PP —_ = e
5 ! (I } |. 'I Y s ] I I i
0 CRy | |
[ A | rd o o b= |
T £33 A = B
s 3 i
. s L et
[ [ B 2 1 3.t i 1
hil |



57

ANEXO 07 - ESPECTRO RMN "*C DO ACIDO 5,6-METILENODIOXINDOL-3-IL-
METANOICO
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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