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RESUMO

O presente trabalho descreve a preparagao de cinco amidas a partir da
reacao entre o acido indol-3-carboxilico (1) com uma monoamina e 4 diaminas
simétricas, a fim de serem testadas quanto a sua atividade alelopatica e
antimicrobiana, além de terem seus coeficiente de particao n-butanol-agua (P)
calculados.

Inicialmente, numa Introdugdo Geral, Capitulo 1, é feita uma reviséo
bibliografica sobre alcaldides inddlicos e alelopatia.

No Capitulo 2 (Resultados e Discussdo) é descrita a analise
espectrométrica (por IV, RMN de 'H e de "*C e EM) das amidas sintetizadas. A
amida obtida a partir da monoamina foi: N-morfolina-1H-indol-3-carboxamida
(2). As moamidas obtidas a partir das diaminas simétricas foram: N-piperazino-
1H-indol-3-carboxamida (3), N-(etil-2-amino)-1H-indol-3-carboxamida (4), N-
(propil-3-amino)-1H-indol-3-carboxamida (5) e N-(butil-4-amino)-1H-indol-3-
carboxamida (6).

Todas essas monoamidas obtidas s&o inéditas, com excecdo da
carboxamida derivada da morfolina (2).

O Capitulo 3 (Parte Experimental) descreve a metodologia de preparagao
dessas amidas descritas acima.

No Capitulo 4 sdo apresentados os resultados dos Testes Bioldgicos
realizados: teste de atividade antimicrobiana, teste de atividade alelopatica
sobre o crescimento e germinagao da Lactuca sativa (alface) e Allium cepa

(cebola) e célculo do log P.



ABSTRACT

This work describes the preparation of five amides from indole-3-carboxilic
acid (1) with one monoamide and 4 symmetric diamines, to evaluate their
activities as allelopathic and antimicrobial agents and to calculate their n-
butanol-water partition coefficient (P).

Initially, in a General Introduction, Chapter 1, a bibliographic review on
indole alkaloids and allelopathy is done.

Chapter 2 (Results and Discussion) describes the spectrometric analysis
of synthesized amides by IR, 'H and *C NMR and MS. The obtained amide
from monoamine was: N-(morpholin)-1H-indole-3-carboxamide (2). The
obtained amides from symmetric diamines were: N-(piperazin)-1H-indole-3-
carboxamide (3), N-(2-aminoethyl)-1H-indole-3-carboxamide (4), N-(3-
aminopropyl)-1H-indole-3-carboxamide (5) and N-(4-aminobutyl)-1H-indole-3-
carboxamide (6).

All monoamides are described here for the first time, except the one
derived from morpholin (2).

Chapter 3 (Experimental Part) describes the methodology to obtain the
above amides.

In Chapter 4, the results obtained from biological evaluation, antimicrobial

and allelopathic tests, and the calculated log P are presented.



Capitulo 1

Introducao:
Alcalodides indolicos

Alelopatia
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1.1 — Alcalodides

Alcaldides sdo bases organicas nitrogenadas amplamente encontradas na
natureza. Um ou mais atomos de nitrogénio podem estar presentes em sua
estrutura, geralmente na forma de aminas primarias, secundarias ou terciarias. Estes
atomos sao originarios de aminoacidos, que tém grande parte de seu esqueleto de
carbono retido no alcaldide. Assim, os alcaldides sao classificados de acordo com o
aminoacido precursor, sendo eles: ornitina, lisina, acido nicotinico, tirosina, histidina,

acido antranilico, e triptofano.

1.1.1 — Alcaldides inddlicos

Sao os alcaléides derivados do L-triptofano (I), que é originado a partir da rota
do chiquimato via acido antranilico (Esquema 1.1, pagina 2). Os derivados mais
simples sdo amplamente distribuidos tanto no reino vegetal quanto no animal. A
triptamina (ll) e a serotonina (5-hidroxi-triptamina, Ill), com atividade cerebral, séo

exemplos de alcaldides inddlicos simples, com ampla distribuigdo na natureza.

R
NH>

N
\
H

R

L-triptofano (1) H  Triptamina (Il)
HO Serotonina (Il
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CO,H coH
g Ly
| {iH, /@/CHZOP — @/CWOP
Acido antranilico PPOD O + }_{

Fosforibosil difosfato Acido fosforibosil antranilico

CO,H HO
oP : OoP
HO....
l NJ OH
Tautomerismo | Tautomerismo
ceto-endlico H imina - enamina
NH,
HO
COzH NH2
L-serina
CO,H
- \ L_,
\
}4 H
Indol L-triptofano

Fosfato indol-3-glicerol

Esquema 1.1 - Biossintese do L-triptofano (Dewick, 2002).

Os alcalbdides inddlicos apresentam um amplo espectro de atividades
farmacoldgicas, tais como analgésica, antiinflamatéria, bactericida, estrogénica,

estimulante e depressora do sistema nervoso central, dentre outras (Fumagali et al.,
2008).
A psilocina (IV) e a psilocibina (V), compostos alucinégenos utilizados por

nativos mexicanos como intoxicantes e presentes principalmente em cogumelos do

género Psilocybe, sdo outros exemplos de alcaldides inddlicos (Agurell e Nilsson,

1968).
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R
I
CHs;
N
\
H
R
OH Psilocina (IV)

OPO3H, Psilocibina (V)

Alguns destes compostos isolados da folha da arvore Voacanga africana
demonstraram terem, além das atividades citadas, alta toxicidade contra células
carcinogénicas (Macabeo et al., 2009) como o indol-3-carbinol (VI), utilizado no
tratamento contra o cancer de mama, e encontrado no repolho e no brécolis e (Riby
et al., 2000).

CH,0OH

N
\

H
Indol-3-carbinol (VI)

A coronaridina (VII) € um dos exemplos desta classe de compostos que
apresenta grande diversidade de agao bioldgica: atividade anticolinesterasica,
hipotensora, contraceptiva, citotoxica, contra o cancer de ovario, leishmanicida,

antiinflamatéria, analgésica e hipotérmica (Assis et al., 2009).

Coronaridina(VII)
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A olivacina (VIII) é um alcaléide natural extraido de espécies da familia
Apocynaceae. Devido a sua atividade antineoplasica, varias modificagcbes foram
feitas em sua estrutura visando um aumento da sua atividade (Hyrac et al., 2002). O
derivado denominado S16020-2 (IX), por exemplo, demonstrou maior citotoxicidade
in vivo contra células cancerosas que os padrdes utilizados como referéncia (Mée et
al., 1998).

Olivacina (VIII) S16020-2 (IX)

Outro representante desta classe que apresenta varias atividades bioldgicas e
é utilizado como potencial droga anticarcinogénica é a violaceina (X). Além das
atividades tripanossomicida e antibiética, testes in vitro demonstraram baixos valores
de ICso : 0,62 x 10® mol/L; 0,58 x 10 mol/L e 0,27 x 10° mol/L para células de

céancer de ovario, de pulm&o e de cdlon, respectivamente (Azevedo et al., 2000).

Violaceina (X)

Derivados indodlicos naturais produzidos por Xenorhabdus nematophilus, um

nematoide, tais como o derivado (XI) demonstraram atividade antibiética sobre
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bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, pela inibigdo da sintese de RNA
(Sundar e Chang, 1993).

OH

N
\

H
(X1)

Heda et al. (2009) sintetizaram derivados inddlicos halogenados (XII-XIX) e
avaliaram sua atividade antimicrobiana sobre o crescimento de bactérias,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, e fungos, Aspergillus niger e Fusarium
oxysporum, pelo método de difusdo em disco. Os melhores resultados de
concentragao inibitéria minima calculados foram: 50 ug/mL para os derivados XlI-XV
para as culturas bacterianas e o mesmo valor para os derivados XVI-XVII para as

culturas de fungos (Figura 1.1).

®)
H 0
H3CCH,0 N~ )
H3CCH2O N
X
N~ O
I N s
H R I
H
r\{ N
: \
H
R R
= (XVI) = H
&::u)) =HBr (XVIl) = Br
(XIV) = CI XVl = Cl
(XV) = | (XIX) = |

Figura 1.1 - Substancias sintetizadas por Heda et al. (2009) que apresentaram os

melhores resultados de atividade antimicrobiana.

O triptofano também pode ter seu nucleo inddlico convertido a um nucleo

quinolinico, via rearranjos, aumentando ainda mais o numero de alcaldides a que da
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origem. Um exemplo desse rearranjo € observado na conversdo do corinanteal (XX)

a cinconinona (XXI) (Esquema 1.2).

Clivagem da ligagéo C-N via iminio _ L
e formacgao de uma nova ligagdo C-N C|IValge|T|.da ligagao
também via iminio C-N inddlica

Corinanteal (XX )

Cinconinona (XXI )
Esquema 1.2 — Conversao do corinanteal a cinconinona (Dewick, 2002).

Um alcaldide quinolinico muito comum ¢é a quinina (XXII) que foi utilizada na
medicina como antimalarico natural, mas devido aos efeitos colaterais e ao aumento
da resiténcia do parasita teve seu uso drasticamente reduzido. Contudo, com o
aumento do problema de resisténcia do parasita as drogas sintéticas tem-se tentado

obter derivados da quinina com maior atividade antimalarica (Kumura et al., 2005).

Quinina (XXII)
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O nucleo inddlico pode aparecer associado a terpenos, sendo que ja foi
descrito o isolamento de mais de 3000 representantes deste tipo de alcaldides a
partir de plantas, fazendo deste um dos maiores grupos dentro da classe dos
alcaldides. Dois exemplos sao a vinblastina (XXIIl) e a vincristina (XXIV), duas das
substancias a que se atribui o sucesso da quimioterapia desde sua introdugao
clinica como drogas antitumorais (Gigant et al., 2005). Elas agem inibindo o fuso
mitético, ligando-se as proteinas microtubulares e, consequentemente,

interrompendo a divisdo celular na metafase (Donnici et al., 2005).

R
CH; Vinblastina (XXIII)
CHO Vincristina (XXIV)

Os derivados B-carbolinicos sdo obtidos pela reagdo de um derivado da
triptamina (ll) com o acetaldeido. Este nucleo estd presente na harmina (XXV),
harmalina (XXVI) e harmano (XXVII). Estes alcaldides, devido aos seus efeitos
neurofarmacoldgicos, sdo substancias de grande interesse; dentre outras atividades
descritas, eles demonstraram inibir a monoamino oxidase, alterar o
reaproveitamento de aminas biogénicas e interferir no receptor benzodiazepinico.
Parecem também ter participacdo na patogénese do alcoolismo e em desordens
psiquicas. As fontes exdégenas mais comuns desse tipo de substancia séo plantas
comestiveis, queijos, molho de soja, produtos defumados e bebidas alcodlicas
(Gutsche e Herderich, 1997). Em adicao a esses efeitos neurofarmacoldgicos, outras
duas potentes atividades recentemente relatadas para as tetrahidro-B-carbolinas
(por exemplo o tetrahidroharmano, XXVIII) séo a inibicado da agregacao plaquetaria e

a acao anti-oxidante, pela captacao de radicais livres (Stanley, 1999).
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N N
/
N
HsCO N H3CO \
H
H
Harmina (XXV) Harmalina (XXVI)
N NH
N N
\ \
H H
Harmano (XXVII) Tetrahidroharmano (XXVIII)

1.2 - Alelopatia

1.2.1- Histoérico, definicoes e consideragoes

Theophrastus, bidlogo grego, discipulo de Aristdteles, foi quem primeiro
observou e relatou a influéncia de plantas de grao-de-bico (Cicer arietinum L.), em
300 A.C., na exaustdo do solo e destruicao de ervas daninhas. Plinio o Velho,
naturalista romano, observou em 1 D.C. que arvores de nogueira (Juglans regia L.)
eram toéxicas para outras plantas e que a cevada (Hordeum vulgare L.) e o grao-de-

bico destruiam o solo preparado para o cultivo de milho (Weir et al., 2004).

Foi sé em 1937, entretanto, que o termo alelopatia foi proposto pelo fisiologista
Hans Molisch. Ele sugeriu o termo enquanto observava o efeito do gas etileno no
amadurecimento de frutos. A palavra alelopatia, derivada do latim allelon = de um
para o outro, pathos = prejuizo, foi utilizada para se referir as interagées bioquimicas
entre todos os tipos de plantas e inclusive entre microorganismos. Anos depois, o

mesmo autor redefiniu o termo alelopatia como sendo “qualquer efeito direto ou
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indireto danoso ou benéfico que uma planta exerce sobre outra pela producido de

compostos quimicos liberados no ambiente” (Rizvi e Rizvi, 1992).

A Sociedade Internacional de Alelopatia (IAS) definiu, em 1996, o termo de
uma maneira mais abrangente como: “a ciéncia que estuda qualquer processo
envolvendo, essencialmente, metabdlitos secundarios produzidos por plantas, algas,
bactérias e fungos que influenciam o crescimento e desenvolvimento de sistemas

agricolas e bioldgicos, incluindo efeitos positivos e negativos” (Macias et al., 2006a).

Resumindo, a alelopatia € um ramo da ciéncia que se dedica ao estudo de varios
processos primarios envolvendo metabdlitos secundarios produzidos por plantas, algas,
bactérias e fungos que tém influéncia sobre o crescimento e desenvolvimento de
sistemas biolégicos e agrondmicos incluindo tanto a inibicdo quanto a estimulagao.
Contudo, apesar do conceito proposto por Molisch envolver tanto os efeitos
benéficos como os deletérios, estes tém sido mais comumente documentados do

que aqueles (Souza, 2002a).

Um dos aspectos mais estudados em alelopatia atualmente é a resposta de um
organismo em relagao aos aleloquimicos, isto é, estimulagdo (vegetal) ou atragao
(animal) a baixas concentragdes dos aleloquimicos e inibigao (vegetal) ou repeléncia
(animal) aos aumentos de concentracdo (Marize et al., 1998). Herbicidas e
agroquimicos baseados em produtos naturais biologicamente ativos sao
interessantes por varios motivos sendo os mais importantes o fato de serem
considerados mais benignos ao meio ambiente, pois suas meias-vidas sdo mais
curtas, e o fato de serem substancias naturais, pois fornece certo conforto as
agéncias governamentais reguladoras das atividades agricolas (Duke et al., 2000).
Também, os mecanismos de acao dessas substancias € diferenciado daqueles dos
herbicidas comerciais. Tudo isso faz com que os produtos naturais sejam mais
recomendaveis na elaboracdo de novos defensivos agricolas ou sejam materiais de
partida ideais para a obtencao de derivados visando a mesma utilizacao. No entanto,
a complexidade estrutural da maioria dos metabdlicos secundarios, normalmente
contendo varios estereocentros, dificulta seu isolamento, caracterizacdo e sintese,

tornado questionavel sua producao em escala industrial. Simplificacbes estruturais
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sao utilizadas para contornar esse obstaculo, podendo, contudo levar a produtos

com menor atividade bioldgica (Vyvyan, 2002).

Foi observado que o aparecimento e o desaparecimento de algumas espécies
de plantas, assim como a flutuagao da densidade populacional de uma determinada
espécie em alguns ecossistemas, principalmente os monocultivados, como as
pastagens, tém sido atribuidos a diferentes fatores como a competicdo por
componentes ambientais essenciais & sobrevivéncia das espécies (Souza, 2002a). E
neste contexto que a utilizacdo de substancias biologicamente ativas, naturais ou
analogas destas, no controle de ervas daninhas (algumas resistentes a grande maioria
dos herbicidas usualmente empregados) de insetos e de microorganismos patogénicos,
pode vir a reduzir ou eliminar a contaminagdo do meio ambiente, oferecendo
alternativas a producdo de cultivares isentos de agentes contaminantes e

preservando os recursos naturais (Souza, 2002b; Andrade et al., 2003).

Os agroquimicos sao largamente empregados em agricultura industrial visando
o aumento do rendimento das lavouras e diminuigdo dos custos de produgédo. No
entanto, o uso continuo de herbicidas em areas de monocultivo tem levado ao
crescente aparecimento, a nivel mundial, de biotipos de plantas daninhas tolerantes
e resistentes a esses herbicidas o que tem ocasionado um aumento significativo dos
custos de produgéo e problemas graves de contaminagdo do ambiente (Macias et
al., 2000).

A preparacdo de derivados como potenciais aleloquimicos tem seguido uma
tendéncia atualmente. Na maioria dos casos a sintese destes compostos € realizada
utilizando-se duas estratégias diferentes: a) alguns reagentes ndo séo as moléculas
bioativas propriamente ditas, mas sim fragmentos moleculares responsaveis pela
atividade biologica observada nos produtos naturais ou b) realiza-se a
funcionalizacdo de um esqueleto molecular. A preparacao destes derivados em uma
escala maior, necessaria para os testes em casas de vegetagcdo e em campo,

contudo, é dificil e cara (Macias et al., 2006b).
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1.2.2 — Modos de liberagao dos aleloquimicos

Os aleloquimicos sao sintetizados nas plantas como metabdlicos secundarios e
localizados em certos 6rgaos especializados. A quantidade armazenada, no entanto,
varia de acordo com o 6rgdo, assim como com a variedade da planta, o estagio de
crescimento em que ela se encontra e a época do ano. A espécie Anthoxanthum
odoratum, por exemplo, apresenta cumarina (XXIX) em todas as suas partes sendo
a concentragao maior nas folhas, porém esta concentragao varia com a estagao do
ano (Kobayashi et al., 2004). A cumarina inibe a divisdo celular do Allium cepa

(cebola), através do bloqueio da mitose.

A quantidade de aleloquimicos liberada pela planta doadora e a sensibilidade
da planta receptora sao dependentes do estagio de crescimento de ambas. O solo e
as plantas sao influenciados pelas condicbes ambientais, portanto a atividade
fitotoxica dos aleloquimicos no solo é fungdo de uma complexa interacdo entre o
comportamento dos aleloquimicos e as propriedades fisiolégicas e ecoldgicas de
ambas as espécies, doadora e receptora (Kobayashi et al., 2004) (Lovett et al.,
1989). As formas de liberagdo mais comum dos aleloquimicos se dao por lixiviagao,
volatilizagado, exsudagao pelas raizes e pela queda de partes da planta seja por um

fator bidtico, seja por um fator abiético (Xuan et al., 2005).

a) Lixiviagao: este processo ocorre via agua da chuva, como é o caso da
liberagdo de juglona (5-hidroxi-1,4-naftoquinona) (XXX) pelas folhas da
nogueria. Esta substancia tem efeito seletivo uma vez que inibe o crescimento
de arbustos e estimula o desenvolvimento de outras espécies formando uma
cobertura vegetal sob a copa das arvores. Gotas de orvalho também podem
transportar aleloquimicos para o solo, como € o caso da lixiviagdo de

substancias toxicas das folhas de Eucalyptus globulus.
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Cumarina (XXIX) Juglona (XXX)

b) Volatilizagdo: dentre os principais aleloquimicos volateis encontram-se os
terpenos. As espécies Salvia leucophylla e Artemisia californical, arbustos que
ocorrem no sul da Califérnia no bioma Chaparral, um tipo de cerrado, liberam
alguns terpenos volateis, como a canfora (XXXI), além de deixarem o ar
perfumado, sdo absorvidos pelo solo e inibem a germinagcdo de ervas

daninhas.

Cénfora  (XXXI )

c) Excrecdo ou exsudacdo pelas raizes: a raiz da espécie Parthenium
argentatum libera o acido cinamico (XXXII), que é autotoxico. Esta substancia
atua na orientagdo do crescimento das raizes evitando que outro individuo

ocupe aquele lugar no solo.

Ao,
O

Acido cinamico  (XXXII )

d) Decomposi¢ao das partes aéreas ou subterréneas: as plantas podem liberar

aleloquimicos por alguma parte especifica, fato observado para a espécie
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Agropyron repens que libera acidos fendlicos pelas suas raizes apodrecidas,
assim como por todo o espécime, como € o0 caso da Erica cinerea a qual
compete com certas gramineas pela liberagdo de substancias de carater
fendlico e cumarico (Silva, 1978).

Outra forma de liberacao de aleloquimicos pouco relatada, até pouco tempo, se
da diretamente nos meios aquosos. Atualmente, um crescente numero de artigos
evidencia os efeitos toxicos de uma variedade de substancias liberadas pelo
fitoplancton para inibir seus competidores naturais. O fendmeno da alelopatia tem
sido, nestes casos, uma justificativa para a dominancia de algumas espécies de
algas no fitoplancotn (Rengefors e Legrand, 2007). A producdo de substancias
alelopaticas que inibem o crescimento de outras espécies do fitoplancton tem sido
observada para dinoflagelados, diatomaceas, algas verdes e cianobactérias
(Oberhaus et al., 2008). Uma atencao especial € dada a atividade alelopatica das
cianobactérias por duas razdes principais: a primeira delas é pela possibilidade da
descoberta de herbicidas e agentes que promovam o biocontrole de algumas
populagcbes nos meios aquosos, de maneira analoga ao desenvolvimento de
agroquimicos, sendo a possibilidade de obtencao de novas substancias que n&o sao
prejudiciais para o meio ambiente a principal motivagdo para estas pesquisas. O
segundo fator é que a compreensao do mecanismo pelo qual os aleloquimicos agem
pode fornecer informagdes importantes sobre o processo de selecao natural em
algumas comunidades de algas (Gantar et al., 2008). As substancias produzidas por
microorganismos sao aquelas que fornecem o maior numero de aleloquimicos com

novos sitios de agéo, apesar da maior dificuldade para isola-los (Duke et al., 1999).

1.2.3 — Principais classes de aleloquimicos

Os aleloquimicos apresentam uma grande diversidade quimica, podendo ser
encontrados na maior parte das classes de substancias e sua estrutura pode ser
muito simples como, por exemplo, o eteno, utilizado no amadurecimento de frutos,
até muito complexa como, por exemplo o brassinolideo (XXXIII), isolado do nabo
(Mallik, 2005).
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Brasinolideo (XXXIII )

1.2.3.1 - Compostos fendlicos

Este grupo de aleloquimicos é muito amplo compreendendo estruturas com
diferentes graus de complexidade, de derivados simples dos acido benzdico e

cindminco a complexos fendis e polifendis.

Os derivados dos acidos benzoico (XXXIV-XXXVII, Figura 1.2) e cinamico
(XXXVII-XLI, Figura 1.3, pagina 15) sao os agentes aleloquimicos mais comuns. A
eles tém sido atribuida a atividade alelopatica observada em ecossistemas de

florestas, sendo responsaveis pela dificuldade de reflorestamento (Macias et al.,

2007).

R O R4 Ry R3 R4 ’
R H H H H Acido benzobico
2 OH OXXXIV )H H OH H Acido p-hidroxibenzéico
XXXV )OH H H H Acido salicilico
Rs XXXVI )H OH OH OH Acido galico
R, XXXV H OMe OH H Acido vanilico

Figura 1.2 — Derivados do acido benzdico que apresentam atividade alelopatica.
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R1 R1 R2 R3
R2 X COOH (XXXVIII OH  H H Acido 0-CUMArico
XXXIX )H H OH Acido p-cumarico
R XL ) H OH OH Acido caféico
3 (XLI') H OMe OH Acido feldrico

Figura 1.3 — Derivados do acido cinamico que apresentam atividade
alelopatica.

A alguns fendis como o acido elagico (XLII), clorogénico (XLIII) e
isoclorogénico (XLIV) juntamente com o flavondide (+)-catequina (XLV), isolados de
Myriophyllum spicatum L., tem sido atribuida a atividade de inibicdo de crescimento

da alga azul Microcystis aeruginosa (Macias et al., 2007).

Acido elagico (XLl )

OH R Re
XL ) H OH Acido clorogénico
(XLIV ) OH H Acido isoclorogénico

(+ ) -Catequina (XLV )
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Os flavondides sao responsaveis pela coloracao apresentada pelas flores, pela
polinizacao e por resisténcia a doencas. Como aleloquimicos, os mais citados séo a
quercetina (XLVI), a narigenina (XLVII) e o kampferol (XLVIII), este ultimo isolado de

Quercus mongodlica (Macias et al., 2007).

OH OH
oo 1O @
@ OH HO O lllllll |

OH
OH O OH O
Quercetina  (XLVI ) Narigenina  (XLVII )

OH
HO o O
Q)
OH

OH O
Kampferol (XLVIII )

1.2.3.2 — Quinonas

Algumas quinonas apresentam atividade aleloquimica, sendo a juglona (XXX),
citada anteriormente, uma das primeiras substancias com atividade alelopatica a ser
relatada. A sorgoleona (XLIX) e compostos relacionados sdo os aleloquimicos
responsaveis pela atividade alelopatica do sorgo. Ela seria, em teoria, considerada
um herbicida eficiente devido a sua efetiva inibicdo no transporte de elétrons no ciclo
fotossintético, contudo sua curta meia-vida no solo, de 10 dias a 7 semanas
dependendo das condi¢cdes do ambiente, fazem dela um fraco herbicia (Macias et
al., 2007; Vyvyan, 2002).
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OH

Sorgoleona (XLIX )

Algumas espécies de Hypericum sp. produzem hipericina (L) que é um
pigmento fotodinAmico com varias aplicagdes farmacéuticas, incluindo atividade
antiviral, anticarcinogénica, sendo também utilizada em tratamentos para prevenir a
degeneragdo macular. Hipericina é ainda um efetivo inseticida fotoativo e fitotoxina,
e estudos indicam que ela é utilizada como um composto de defesa pela planta
(Bidlack et al., 2000).

OH O OH

Hipericina (L )

1.2.3.3 — Terpenos

Os terpenos apresentam grande variedade estrutural assim como diversidade e
atividade bioldgicas. Varios monoterpenos apresentam atividade alelopatica como,
por exemplo, o 1,4-cineol (LI) e o 1,8-cineol (LIlI), e a cimetilia (LIIlI), sendo esta
ultima substancia um proherbicida que, ao sofrer uma quebra metabdlica fornece o

2-hidroxi-1,4-cineol, o verdadeiro herbicida (Macias et al., 2007).
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1,4 - cineol (LI ) 1,8 - cineol (LIl ) Cimetilina (LI )

A artemisinina (LIV), uma lactona sesquiterpénica, € um outro exemplo de
aleloquimico terpendide altamente fitotdxico. Os pesquisadores confirmaram que
devido a necessidade de se evitar a autotoxicidade os organismos vegetais
possuem estruturas especializadas, glandulas, para sequestrar a artemisinina
(Bidlack et al., 2000).

Artemisinina (LIV )

O brassinolideo (XXXIII), pagina 14, um diterpeno tetraciclico, quando aplicado
na concentragdo de 1ng/planta, provoca um aumento de 15% no crescimento de
rabanetes, de 30% em alfaces, e de 25% em tomates (Mallik, 2005). Brassinolideos

sintéticos sao disponiveis comercialmente.

Outros diterpenos tetraciclicos, as giberelinas, sdo hormonios de crescimento
de plantas, também com aplicagdo comercial. A giberelina GA3z;, também chamada
de acido giberélico (LV) é a mais importante da classe. A correta estrutura do acido
giberélico, exceto por um erro de estereoquimica, foi proposta em 1959 (Mander,
1992).
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HO
Acido giberélico (GA3, LV)

Cascas de laranja tém tendéncia a amolecer quando o fruto amadurece, sendo
expostas, assim, a efeitos danosos desencadeados por ataque de fungos e fatores
ambientais, os quais tornam o fruto indesejavel comercialmente. Aplicagbes de
giberelinas mantém as cascas em melhores condigcdes. Em macas, a aplicacdo de
uma mistura de giberelinas também minimiza os estragos nas cascas provocados
por varios fatores, o que diminui da qualidade do produto. O processo de producéao
de malte durante a fabricagdo de cervejas € uma fase cara e demorada, requerendo
de 8 a 10 dias. Dois ou trés dias podem ser diminuidos no processo se forem

adicionados 25-500 ug de GA; para cada quilo de cevada.

A classe dos diterpenos tetraciclicos de esqueleto caurinico apresenta
substancias com reconhecida atividade alelopatica, alguns ja tendo sido estudados
pelo nosso grupo de pesquisa. Os acidos caurendico (LVI) e grandiflorénico (LVII)
apresentaram atividades sobre o crescimento de raizes e caule da alface, L. sativa,
enquanto o ent-caur-16-en-19-ol (LVIIl) inibiu este crescimento. O éster LIX
apresentou alto estimulo sobre a germinagao das sementes de L. sativa (Vieira et
al., 2005).

Acido caurendico (LVI) Acido grandiflorénico (LVII)
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Ent-caur-16-en-19-ol  (LVIII ) (LIX )

1.2.3.4 — Acidos hidroxamicos

Os acidos hidroxamicos LX-LXIIl (Figura 1.4) sdo um dos mais recentes
exemplos de aleloquimicos isolados de plantas com potencial utilizacdo na
agricultura, no controle de ervas daninhas. Sao encontrados nas familias das
gramineas (Gramineae) em grandes quantidades e agem como antifungicos,
antimicrobios, inseticida e fitotdxicos. Sado estocados nas plantas como glicosideos
inofensivos para evitar a autotoxicidade. Quando excretados pelas raizes ou por
lesdes causadas nos tecidos por insetos esses glicosideos sdo degradados por
microorganismos presentes no solo liberando a aglicona. Estes compostos séo
instaveis e passam por hidrélise seguida por contracdo de anel formando produtos

ainda mais téxicos (Macias et al., 2007).

R O_ _OH OMe
\@ I MeO o) OH
¥ o T
OH NS
OH

(LX) R=H DIBOA

(LX) R=0OMe DIMBOA
(LX) R=0OH  TRIBOA (LXIII) DIMZBOA

Figura 1.4 — Acidos hidroxamicos naturais apresentando atividade alelopatica.
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1.2.3.5 — Citocininas

Citocininas sao uma classe de fitohorménios que desempenham um importante
papel em todas as fases de desenvolvimento da planta, da germinagdo da semente
a senescéncia. Elas agem a nivel celular promovendo mitoses e o desenvolvimento
do cloroplasto, assim como liberando brotos apicais e inibindo o crescimento da raiz.
O exemplo mais conhecido desta classe € a cinetina (LXIV), que ja foi identificada
tanto em DNA celular animal quanto em extratos de tecidos de plantas (Bajguz e
Piotrowska, 2009).

—_—

HN
N N\
Ly

Cinetina (LXIV )

Outros exemplos de citocininas isoladas de plantas sdao a 6-(4-hidroxi-3-
metilbut-trans-2-enil)aminopurina (zeatina, LXV) obtida a partir do endosperma do
milho (Zea mays) e a alantoina (LXVI), principal aleloquimico encontrado em

Agrostemma githago, flor silvestre da Europa (Mallik, 2005).
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1.2.3.6 — Alcaldides

O extrato metandlico da erva daninha Chenopodium album demonstrou
atividade inibitéria sobre o crecimento e germinagdo das seguintes espécies de
plantas: Beta vulgaris, Brassica oleraceae, Triticum aestivum e Zea mays. Do extrato
da raiz desta erva daninha foi isolada uma amida do acido cindmico ligada a um
alcaldéide (LXVII) que apresentou atividades inibitorias sobre o crescimento da raiz
da alface (Lactuta sativa) a 10* e 10 mol/L e sobre o crescimento da raiz e do

caule, nas concentragdes 10, 10° e 10 mol/L (Cutillo et al., 2004).

J N
HO Y OCHj
HsCO
LXVII )

As calisteginas sdo uma nova classe de aleloquimicos caracterizadas pela
auséncia de N-metilacdo no anel nortropanico, alto grau de hidroxilagdo e uma
funcionalizacdo aminocetal pouco usual na posicao da cabeca de ponte, como a
calistegina B, (LXVIII), por exemplo. Sdo encontradas principalmente nas familias
Convolvulaceae, Moraceae e Solanaceae e apresentaram uma potente atividade
inibitéria das glicosidases, sendo que essa atividade sugere que elas poderiam ser
também utilizadas como aleloquimicos. Goldmann e colaboradores (1996) provaram
tal atividade sobre a espécie teste Medicago sativa ao observarem a inibicado da
germinagao e do crescimento da raiz pela calistegina B,.
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Castaligenina B,  (LXVIII )

Alguns alcaldides isolados da espécie Prosopis juliflora, leguminosa muito
comum nos Estados Unidos, Arabia Saudita e india, demonstraram acentuada
atividade inibitoria sobre o crescimento de algumas plantas. Nakano e colaboradores
(2004) realizaram um estudo de estrutura-atividade de cinco alcaldides isolados
dessa espécie avaliando suas atividades sobre a germinagdo e o crescimento de
alguns modelos de monocotiledéneas e dicotiledéneas. O alcaldide juliprosina (LXIX)
apresentou os melhores resultados com ICsq de 27 umol/L e 17 ymol/L, para a alface

€ 0 arroz, respectivamente.

HO
HsC |
HO H
HsC N | _N
| +
H

Juliprosina  (LXIX )

1.2.3.7 — Auxinas

As auxinas constituem uma classe de horménios de crescimento de plantas,
tendo como principal representante de ocorréncia natural, o acido indol-3-acético
(AIA) (LXX), isolado e identificado em 1934 (Sarr et al., 2003), pertencendo a classe
dos alcaldides indolicos sendo, portanto, o triptofano seu precursor metabdlico (Shu-
Ming Li, 2010). Elas sao os reguladores vegetais com maior efetividade no
alongamento e divisdo celulares, atuando na promocido do enraizamento, cujo
principal efeito esta relacionado a agado sobre a iniciagdo dos primoérdios radicais
(Lima et al., 2008), além de proporcionar uma maior uniformidade e qualidade das

raizes (Ono et al., 1992). Esses fito-hormbnios também apresentam envolvimento
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em outras etapas no processo de crescimento das plantas, além da inducdo do
crescimento de raizes, tais como desenvolvimento da flor, do fruto e maturagao
deste ultimo. O &cido indol-3-butirico (AIB) (LXXI), com agédo analoga aquela do AlA,
€ muito utilizado comercialmente como uma auxina sintética para a inducdo de
formacao de raizes e apenas na ultima década foi identificado como um constituinte
natural de plantas (Muller et al., 1995). Recentemente foi preparado um novo
regulador de crescimento vegetal, o acido-5,6-metileno-dioxindol-3-acético (LXXII)
que demonstrou atividade auxinica (Marchi et al., 2007).

COOH
COOH
Il\I N
i b
Acido indol-3-acético  (LXX ) Acido indol-3-butirico  (LXXI )
COOH
<O
0] N

|
H

Acido 5,6-metilenodioxindol-3-acético  (LXXII )

O mecanismo de acdo do acido indol-3-acético ainda ndo foi totalmente
definido, existindo duas propostas que tentam explicar como ele atua no crescimento
vegetal. A primeira sugere que o horménio diminui a resisténcia da parede celular a
presséo de turgor permitindo assim que as células aumentem de tamanho. A outra
teoria propoe que o aumento do tamanho das células é o resultado do aumento da
intensidade da pressado osmatica. Embora elas sejam consideradas teorias opostas
deve-se observar que ambas corroboram que a forga diretora que age no
alargamento das células é osmotica por natureza, a pressdo de turgor é

consequéncia de forgas osmaticas (Chu e Ho, 1975).
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Dentre as auxinas sintéticas pode-se citar o acido 2,4-diclorofendxiacético (2,4-
D) (LXXIIl) e o picloram (acido 4-amino-3,5,6-tricloro-2-piridinocarboxilico) (LXXIV)

que apresentam atividade herbicida e sao utilizados comercialmente.

CHy G O, OH
""" Mon T
Cl NQ Cl
Cl NH,
& Cl
24-D (LXXI ) Picloram (LXXIV )

O 2,4-D, assim como outros herbicidas fendxidos, € um herbicida seletivo,
induzindo a morte de dicotiledéneas, porém nao de gramineas (USUI, 2001). Este
herbicida age de maneira semelhante aquela do acido indol-3-acético e, quando
administrado em doses efetivas promove o crescimento descontrolado e
desorganizado da planta e leva-la a morte de trés a cinco semanas a partir da
aplicagdo. Apesar de seu mecanismo de acao nao estar totalmente elucidado
acredita-se que ele acidifica a parede celular promovendo um alongamento
descontrolado. Em baixas concentracdes, também estimula a sintese de RNA, de
DNA e de proteinas que promovem uma divisdo celular descontrolada e destruicdo
do tecido vascular. O picloram atua de modo analogo ao 2,4-D, sendo a principal
diferenca entre os dois sua meia vida: enquanto este ultimo ndo é considerado
persistente e seu tempo de meia-vida em condi¢cdes naturais ideais € em torno de 10

dias, o picloram pode permanecer no solo de um més a varios anos (Tu et al., 2001).

Quando as plantas sdo expostas a altas concentragcées de auxina, seja a AlA
ou o0 2,4-D, a acao destas é fitotoxica. A estratégia utilizada para a desintoxicagéo é
a conjugagao com outras moléculas, glicose, por exemplo, sendo que o mesmo
mecanismo é utilizado para a estocagem do fito-horménio na planta. A formagao e a
hidrélise das auxinas conjugadas sao bem reguladas em organismos vegetais e
varia de acordo com o tipo de tecido. Contudo, diferentes espécies de plantas

apresentam distintos perfis de conjugagéo. Em geral, monocotiledéneas acumulam
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auxina na forma de ésteres conjugados, enquanto que a maioria das dicotiledéneas
forma amidas conjugadas. Estas formas modificadas da auxina além de serem
hidrolisadas podem posteriormente ser oxidadas inativando permanentemente o

fitohormdnio (Bajguz e Piotrowska, 2009).

1.2.3.8 — Poliaminas

A diamina putrecina (1,4-diaminobutano) e as poliaminas espermina (LXXV) e
espermidina (LXXVI) sdo essenciais para o desenvolvimento de todos os
organismos, agindo como estimuladores da divisdo celular. Sdo encontradas em
todas as células vivas na forma protonada, interagindo com macromoléculas
anibnicas como o DNA, o RNA, fosfolipidios e algumas proteinas. Elas estao
envolvidas em uma grande variedade de processos biolégicos, nas plantas, por
exemplo, regulam o crescimento, o desenvolvimento e a resposta ao stress. Outras
poliaminas menos comuns como 1,3-diaminopropano e a homoespermidina (LXXVII)
tém sido detectadas em alguns sistemas biolégicos como plantas, algas, bactérias e
animais (Pandey et al., 2000). Algumas células vegetais podem ainda sintetizar
longas cadeias de poliaminas, primeiramente observadas em bactérias, como as
células do caule do arroz sob influéncia de calor intenso. Outra amina incomum
encontrada nos nodulos da raiz do feijao € a 4-aminobutilcadaverina (LXXVIII)
(Couée et al., 2004).
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Baixos niveis de putrecina, espermina e espermidina sdo observados em
células em processo de expansao (Walden et al., 1997), enquanto altas
concentragdes relativas sdo observadas em células e tecidos com elevada taxa de
divisdo, como tumores, por exemplo. Assim, drogas que interferem na biossintese
dessas poliaminas ou na sua fungcdo biolégica tém potencial como agentes
terapéuticos (Kalac e Krausova, 2005). Elas também sao encontradas conjugadas
ao acido humico, que é originado da degradagdo quimica e biolégica de plantas,
animais e de atividade metabdlica de microorganismos e que tem efeito estimulatério

semelhante as auxinas, giberelinas e citocininas (Young e Chen, 1997).
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2.1 — Introducgao

O acido indol-3-carboxilico (1) ja foi detectado em extratos de plantas, tais
como de raizes do arroz (Rimando et al., 2001) e paredes celulares de folhas e
raizes da Arabidopsis thaliana (Tan et al., 2004).

O\\C/ OH
4
5 3a 3
2
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Foi observado que sua concentragao nas folhas € aumentada pela infeccao
destas com Pseudomonas syringae (Hagemeirer et al., 2001) e, nas raizes, pela
contaminagao do fungo Pythium silvaticum (Tan et al., 2004). Este acido também ja
foi isolado a partir de cultura fermentada de um fungo endofitico, EM-22, derivado da
alga vermelha marinha Polysiphonia urceolata (Zhao et al., 2009). Dentre as
atividades bioldgicas descritas para o acido 1, as mais importantes sao a anti-
inflamatdria e anti-pirética, sendo utilizado no tratamento da artrite e desordens
dermatolégicas (Shen, 1967). Além disso, este alcaldide € matéria prima para a
preparacdo de inumeros derivados apresentando atividade bioldgica, tais como
ésteres ativos contra virus da hepatite e influenza A (Vasil’evich et al., 2009),
alcaléides marinhos inibidores da topoisomerase Il (Pouilhes et al., 2003) e
derivados piridinio-ilamidas, que apresentaram alta afinidade e seletividade para o
receptor 5-HT,c (receptores serotoninicos) e D,-D4 (receptores dopaminicos) (Park
et al., 2008).

O acido 3-indol-3-carboxilico (1) também apresentou atividade aleloquimica
similar aquela apresentada pelo acido indol-3-acético (LVIII) sobre o crescimento de

coledptilos obtidos a partir de 5 cultivares de trigo (Popov, 1979).
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2.2 — Proposta de trabalho

O trabalho de Dissertacdo de Pereira (2007) constituiu na sintese de
monoamidas a partir de diterpenos cauranicos (acido caurendico e grandiflorénico) e
a morfolina e diaminas simétricas, que foram testadas quanto a sua atividade
alelopatica sobre o crescimento e germinacao de L. sativa, tendo sido obtidos muito
bons resultados.

Assim, este trabalho visou a obtencdo de novas amidas a partir da reagao do
acido indol-3-carboxilico (1), com as mesmas aminas citadas acima, para serem
avaliadas quanto a sua atividade alelopatica sobre a germinagao e o crescimento de
raiz e caule de L. sativa (alface) e A. cepa (cebola).

Estes derivados também foram submetidos a teste de atividade sobre bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas e sobre uma espécie de levedura.

Além destes testes, a lipofilia dos produtos foi estimada pelo calculo do
coeficiente de partigdo n-octanol-agua (P) utilizando-se o programa ACDLABS
(Macias et al., 2005a).

2.3 — Resultados e discussao
2.3.1 — Preparagao das amidas 2-6 a partir da morfolina e das diaminas, e do

acido indol-3-carboxilico (1)
COCH COCI

_ COR
©\_/”/ SOCl, ©\j|/ morfolina ©\_/”/
N ou diaminas
| \ (RNH,) N
H H H
(1) R=
@ g NH
__/
(3) HN NH
__/

(4) H,NCH,CHoNH,
(5) HaN(CHa)3NH,
(6) HoN(CHo)4NH,

Esquema 2.1 - Obtengao das amidas 2-6.
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A sintese das amidas 2-6 foi realizada em duas etapas: a primeira foi a
preparacao do cloreto de acido seguindo a metodologia descrita por Sears et al.
(2005). A segunda etapa foi a reacao entre a morfolina e as diaminas com o cloreto
do &cido indol-3-carboxilico, pela metodologia descrita por Pereira (2007),
modificada (Esquema 2.1, pagina 29). Este autor isolou diamidas simétricas a partir
de reagdes independentes envolvendo 2 mol de cada &cido (caurendico e
grandiflorénico) e 1 mol da diamina e, para minimizar a formagéo deste subproduto,
um grande excesso da diamina, um controle rigoroso da temperatura e um tempo
minimo de reacdo foram utilizados, sendo 0° C a temperatura ideal para que a
diamida nao fosse obtida. No caso do nosso trabalho, para minimizar a formagao
das diamidas, utilizou-se 0 mesmo excesso da diamina, um tempo de reacido de
apenas 10 minutos e temperatura em torno de —-30° C. Nestas condigbes as
diamidas nao foram detectadas e parte do material de partida foi recuperado. A
piperazina, sendo sélida, teve de ser solubilizada em solvente anidro (THF) antes de
ser adicionada ao cloreto de acido. Devido ao fato de ser pouco soluvel neste
solvente, foi necessaria a utilizacdo de menor excesso de piperazina em relagao as
outras diaminas e de um ligeiro aumento da temperatura. Entretanto, nestas
condigbes, a monoamida pode ser obtida com rendimento razoavel (46%). A reagao
de 1 com a morfolina, uma monoamina, pode ser realizada a temperatura ambiente,
tendo sido obtida com o maior rendimento (73%).

As monoamidas foram purificadas por cromatografia em coluna de silica gel e
cromatografia por exclusao, utilizando-se Sephadex LH-20.

Nao foi encontrada na literatura nenhuma referéncia sobre os produtos
obtidos, podendo, assim, serem eles considerados substancias inéditas, com
excegao da monoamida 2 (derivada da morfolina) que ja tinha sido obtida como um
produto indesejavel na sintese de brassininas, substancias antimicrobianas (Kutschy
et al, 1999).



Capitulo 2 — Resultados e discussdo 31

2.3.2 - Identificagado da N-morfolina-1H-indol-3-carboxamida (2), da N-
piperazino-1H-indol-3-carboxamida (3), da N-(etil-2-amino)-1H-indol-3-
carboxamida (4), da N-(propil-3-amino)-1H-indol-3-carboxamida (5) e da N-

(butil-4-amino)-1H-indol-3-carboxamida (6)

Os espectros no IV das amidas 4-6 (Figura 2.17, pagina 49; Figura 2.24, pagina
52; Figura 2.31, pagina 56) apresentaram alguma semelhanca entre eles, sendo as
atribuicdes mais significativas a banda de deformacgéo axial da ligagdo N-H da amina
na regido de 3180-3366 cm™', a banda de deformagao axial da ligagdo C-H alifatica
na regido de 2858-2926 cm™ e a banda da carbonila (amida |) na regido de 1587-
1622 cm™ e de amida Il em 1574-1614 cm™. Os espectros de 2 e 3 (Figura 2.3,
pagina 42; Figura 2.10, pagina 45) também apresentaram certa semelhanca entre
eles, a regiao mais significativa observada foi entre 3033-3142 cm” em que
aparecem bandas referentes ao estiramento N-H e as bandas 2853-2922 cm’’
referentes ao estiramento simétrico e assimétrico da ligacdo C-H alifatica,
respectivamente. As bandas da carbonila (amida |) e de amida Il foram observadas
em 1588 cm™ e em 1567 cm™, respectivamente.

O espectro de RMN de 'H e de *C do acido indol-3-carboxilico (1) (Figuras
21 e 2.2, pagina 41) apresentou sinais compativeis com a estrutura, sendo estes
sinais analogos aqueles obtidos da literatura (Hagelmeier et al., 2001). Os sinais dos
hidrogénios aromaticos do anel benzénico apareceram entre 64 8,05 e 7,18 e aquele
relativo ao H-2 apareceu em &y 7,98 como um multipleto sobreposto aos sinais de
H-4 (Tabela 2.1, pagina 34). O sinal do hidrogénio ligado ao nitrogénio nao pode ser
visto devido a troca rapida com o solvente utilizado, o metanol deuterado. Os sinais
dos carbonos aromaticos do anel benzénico foram observados entre ¢ 107,0 e
138,2; o sinal de C-3, ligado a carbonila foi detectado em 64 109,0, aquele da propria
carbonila em d¢ 167,6 e aquele de C-2 em 5¢ 131,7 (Tabela 2.2, pagina 35).

A atribuicdo dos sinais dos hidrogénios e carbonos das amidas foi realizada
com o auxilio dos dados obtidos nos espectros de RMN de 'H, de *C, subespectros
DEPT 135, e mapas de contornos COSY e HMQC. Os sinais relativos ao esqueleto
inddlico foram determinados por comparagdo com aqueles observados para o
material de partida 1. Todos os sinais observados nos espectros de RMN de 'H e de

13C relativos as amidas 2-6 estdo apresentados nas Tabelas 2.1 e 2.2.
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Normalmente, observa-se que o sinal atribuido aos hidrogénios em carbonos
vizinhos ao nitrogénio de amidas é mais desblindado em relacdo aqueles de aminas
(Silverstein e Webster, 2006). Isto fica bem evidenciado no caso das amidas 2 e 3,
obtidas pela reagcdo do &cido indol-3-carboxilico (1) com a morfolina e pela
monoacilagdo da piperazina, respectivamente: no espectro de RMN de 'H da amida
2 (Figura 2.4, pagina 42) o sinal dos hidrogénios metilénicos vizinhos a amida e ao
oxigénio sao observados sobrepostos em &y 3,70; ja no espectro da monoamida 3
(Figura 2.11, pagina 46) além deste sinal (&4 4,0; sl, 4H) pode ser observado
também o sinal dos hidrogénios metilénicos vizinhos ao nitrogénio da amina (&4 3,3;
sl, 4H). Isto também é observado no espectro de RMN de 'H de 4 (Figura 2.18,
pagina 49), o sinal correspondente aos hidrogénios metilénicos vizinhos ao
nitrogénio da amida aparece em &y 3,60 (t, J = 5,8 Hz); ja o deslocamento quimico
dos hidrogénios metilénicos vizinhos ao grupo amina aparece em &y 3,10 (t, J = 5,8
Hz).

Os sinais dos hidrogénios metilénicos da amida 2 (Figura 2.4, pagina 42) foram
observados, no espectro de RMN de 1H, entre &y 3,68-3,76, devido a desblindagem
provocada pela vizinhanga com os atomos de nitrogénio e de oxigénio. Esta
atribuicao foi confirmada pela andlise do mapa de contornos heteronuclear, HMQC
(Figura 2.7, pagina 44) em que o sinal largo a &4 3,68-3,76 esta correlacionado ao
sinal a 8y 67,09, no espectro de RMN de '*C; este sinal foi atribuido ao C-2’, vizinho
ao oxigénio da morfolina, confirmando sua atribuicdo aos hidrogénios H-2’. Nesta
mesma regido, no mapa de contornos heteronuclear, HMQC, observa-se a
correlagéo entre H-1" e o C-1’ (dy 3,68-3,76 e Oc 46,04). Observa-se ainda, que o
sinal referente ao carbono ligado ao nitrogénio da amida, C-1’, em &¢c 46,04,
apresenta-se alargado, isso se deve a interferéncia do momento de quadrupolo do
nitrogénio (Silverstein e Webster, 2006).

Os sinais dos hidrogénios metilénicos em carbonos nao diretamente ligados
aos atomos de nitrogénio foram localizados com o auxilio de mapas de contornos
heteronuclear, HMQC, e homonuclear, COSY. O sinal relativo aos hidrogénios H-2’
(64 1,84) da monoamida 5 (Figura 2.25, pagina 53) apresenta multiplicidade de
quinteto e esta correlacionado aos sinais dos hidrogénios H-1' (&4 3,38) e H-3’ (dn
2,89), no mapa de contornos COSY (Figura 2.28, pagina 54). No mapa de contornos
HMQC (Figura 2.29, pagina 55) o sinal relativo a H-2’, &4 1,84, correlaciona-se ao
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sinal relativo a C-2’, ¢ 27,89, este carbono é o que possui menor deslocamento
quimico dos provenientes da diamina 1,3-diaminopropano pois ndo esta ligado
diretamente a nenhum atomo de nitrogénio.

O sinal relativo aos hidrogénios H-2' e H-3' da monoamida 6 (Figura 2.32,
pagina 56) aparece sobreposto na regido o4 1,32-1,58. Este sinal foi localizado
considerando-se o valor da integral, relativo a quatro hidrogénios. Esta atribuicao
também foi confirmada pelos mapas de contornos COSY e HMQC. No COSY
(Figura 2.35, pagina 58) observa-se a correlagdo com os sinais de H-1’ (o4 3,15) e
H-4’ (dy 2,68) e no HMQC (Figura 2.36, pagina 58) com os sinais de C-2’ (¢ 26,60)
e C-3'(5¢c 24,76).

A partir da analise do espectro de RMN de BC das amidas 2-6 e por
comparagao com o acido 1 foi possivel identificar sinais referentes aos 8 carbonos
do esqueleto inddlico e aquele da carbonila. A multiplicidade destes sinais foi
atribuida pela analise do subespectro DEPT-135 que confirmou a presenca de 4
carbonos quaternarios e 5 carbonos metinicos. Os sinais relativos aos carbonos
quaternarios 3a (6¢c 125,9-126,8) e 7a (6¢c 136,6-136,8) foram aqueles que
apresentaram maior deslocamento quimico, devido a proximidade com o atomo de
nitrogénio.

Dentre os carbonos metinicos, aquele que apresentou o sinal de maior
deslocamento quimico, foi o C-2, uma vez que esta ligado diretamente ao atomo de
nitrogénio do nucleo indodlico. Esta atribuicao foi confirmada, além da comparacgao
com os dados da literatura (Hagelmeier et al., 2001), pela correlagdo no mapa de
contornos HMQC entre C-2 e H-2, sendo o sinal relativo a este hidrogénio o unico
simpleto observado nos mapas de contornos (exceto nos das amidas 2 e 3 onde o
sinal relativo a H-2 apresenta-se sobreposto ao sinal correspondente ao hidrogénio
H-4). O carbono 7, por comparagao com dados da literatura (Hagelmeier et al., 2001)
€ aquele que apresenta o menor deslocamento quimico entre os carbonos metinicos
(o atomo de nitrogénio do anel indol doa densidade eletrbnica para ele por
ressonancia, blindando-0). Os carbonos C-4, C-5 e C-6 apresentaram
deslocamentos quimicos muito proximos, ndo sendo possivel sua localizagdo
inequivoca. Poder-se-ia tentar correlacionar o sinal relativo aos hidrogénios ligados a
estes carbonos, utilizando-se o mapa de contornos HMQC; no entanto estas

correlagbes nao forneceriam informagao adicional, uma vez que dois destes sinais
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encontram-se sobrepostos (H-5 e H-6) Dessa forma, os deslocamentos dos
carbonos C-4, C-5 e C-6 foram atribuidos unicamente por comparacdo com o0s

dados obtidos na literatura.

Tabela 2.1 — Valores de deslocamentos quimicos () nos espectros de RMN de H (200
MHz, CD3;0D, 8), do acido indol-3-carboxilico (1) e das monoamidas 2, 3, 4, 5 e 6.

R R
. (1) —OH (4) \N)'\Z/NHZ
COR v Ill
PN @ —N\/:\/o
1 3
6 TN o () \'T'/\Z/\NHz
H I\ H
3) —N  NH
/ (6) \MNH2
| b1 ¥
H
H | Acido indol-3-car 1 2 3 4 5 6
boxilico*
H-4 8,1(dd, J=7,7; 8,05 7,60-7,70 762-7,72 8,04 7,99 7,85
1,3) (m, 1H) (m*, 1H) (sl*, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
H-2 7,9 (s) 8,03 7,60-7,70 7,62-7,72 7,91 7,82 7,73
(s, 1H) (m*, 1H) (sl*, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (sl, 1H)
H-7 7,4 (dd,J=7,7; 7,38 7,43 7,42 7,38 7,30 7,19
1,3) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
H-6 7,2 (ddd, J=7,7; 7,07-7,15 711 -7,23 708-722 | 7,07-7,15 | 7,01 -7,09 | 6,89 -6,92
7.7:1,3) (m*, 1H) (m*, 1H) (m*, 1H) (m* 1H) | (m*1H) | (m* 1H)
H-5 7,2 (ddd, J=7,7; 7,07-7,15 711 -7,23 708-722 | 7,07-7,15 | 7,01 -7,09 | 6,89 —6,92
7.7:1,3) (m*, 1H) (m*, 1H) (m*1H) | (M~ 1H) | (m*1H) | (m* 1H)
H-1’ # # 3,68 -3,76 4,02 360(t J= | 3,38 (t,J= 3,15
(sl*, 4H) (sl, 4H) 58,2H) | 6,0, 2H) (sl, 2H)
H-2’ # # 3,68 — 3,76 3,29 310 (¢, J= | 1,84(q,J=| 1,32-1,58
(sl*, 4H) (sl, 4H) 5,8, 2H) 6,0, 2H) (sl*, 2H)
H-3’ # # # # # 289 (t, J= | 1,32-1,58
6,0, 2H) (s*, 2H)
H-4’ # # # # # # 2,68
(sl, 2H)

*(Hagemeier et al., 2001); ** sinal sobreposto; 6 (multiplicidade, constante de acoplamento, J, em Hz,
integral); # sinal inexistente.
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Tabela 2.2 — Comparacao dos principais sinais nos espectros de RMN de 3¢ (50 MHz,

CD3;0D, 6), das monoamidas 2, 3, 4, 5 e 6, derivadas do acido 3-indolcarboxilico (1).

R R
— 4 1
. (1) —OH (4) ~N /\{NH2
COR I Ill
4 / N\
Y N
2 7' 3
6 7 - o (5)\171/\2./\NH2
/ N\ H
(3) —N NH
(6) N2
| 2 b
H
C Acido indol-3- 1 2 3 4 5 6
carboxilico*
133,4 131,7 128,2 128,8 128,3 128,3 128,0
108,7 107,0 109,7 108,9 110,8 110,0 110,5
3a 127,6 125,8 125,9 125,9 126,8 125,9 125,9
122,0 120,7 120,9 1211 120,7 121,0 120,8
122,4 121,9 122,6 122,8 122,6 122,4 122,3
123,6 120,3 119,9 119,9 121,2 120,5 120,5
112,9 111,2 112,0 1121 111,9 111,8 111,8
7a 138,2 136,5 136,6 136,6 136,6 136,8 136,8
8 * 167,6 168,4 168,4 168,5 167,8 167,8
1 # # 46,0 42,3 37,4 35,6 38,3
2 # # 67,1 43,6 40,5 27,9 24.8
3 # # # # # 37,2 26,6
4 # # # # # # 39,3

* (Hagemeier et al., 2001); ** sinal ndo detectado; # sinal inexistente .

O método empregado para se obter os espectros de Massas foi aquele que

utiliza a ionizagéo por electrospray (spray eletrostatico, ESI/MS), e o pico [M+H]" foi

observado para todas as amidas. Uma vez que o aparelho utilizado foi um

espectrdbmetro de Massas sequencial,

todos os fragmentos obtidos foram

selecionados e fragmentados no segundo espectrbmetro e pelo aumento da

intensidade dos sinais tiveram sua origem confirmada inequivocamente.
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O pico [M-NHs+H]*, relativo a perda de 17u, devido & protonacdo do
nitrogénio do grupo amina e saida de uma molécula de aménia foi sinal comum aos
espectros das monoamidas 4, 5 e 6. Para as amidas 2 e 3 esta fragmentagéo nao foi
observada.

O pico a m/z = 144,00 apareceu em todos os espectros e foi atribuido ao cation
arénio na posicdo 3 do nucleo inddlico. Este sinal corresponde a perda de iminas
para as amidas 4, 5 € 6 e a perda de uma molécula de morfolina e piperazina e para
as aminas 2 e 3, respectivamente. Para a amida 3 ainda foi observado um pico a m/z
= 87, atribuido a molécula de piperazina protonada. As fragmentagdes que podem

originar estes picos estao representadas nos Esquemas 2.2 a 2.6.

Q VA !
\ . J
‘o o o o 9 VARY
\_/ (N N
N +Hg0” N o
) Fn ;
H
miz 231,08 [M+H]
-H o:
O+
1
@E§
|
H
m/z 144,00

Esquema 2.2 — Proposta de fragmentagdo que origina os ions relativos aos picos
observados no espectro de Massas da monoamida 2 (Figura 2.9, pagina 45).
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QN O\'\) '-{ /T
C—N :NH C—N +NH
__/ WAL/
. +H30" .
'Tl N
- ﬂu
miz 229,98 [M+H]
i ..
‘c—R
. HN+  NH
|li .O-
\/I_?N C/)/ m/z 87,05
m/z 229,98 [M+H] ] >

O+
1
C
-HN NH
S |
H
m/z 143,98
+H30"
HoN+  NH
/'
m/z 87,05

Esquema 2.3 — Proposta de fragmentagdo que origina os ions relativos aos picos

observados no espectro de Massas da monoamida 3 (Figura 2.16, pagina 48).
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:0 T H .. H
\\C/N\/\ O\\ l :O\ l &
- N, O Tonmg oI A
A he,
H
R|ll +H3O+ N -NHg f\]
H | |
H H

m/z 203,98 [M+H]*

O+
117

o

m/z 144,00

_ Hf\]:/

H

:@ |
C-:
:
H

m/z 187,02 [M-NH3+1]*

CHs

Esquema 2.4 — Proposta de fragmentacao que origina os ions relativos aos picos

observados no espectro de Massas da monoamida 4 (Figura 2.23, pagina 52).
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+« H <« H
:0 | 0| .O\ |
cN KH \C/\/\Q\IH \C/N\m
\/\/ 2 " 3 CH2
+
N +H30" ‘_NT:S N
| | |
H H H
m/z 218,04 [M+H]" m/z 201,31 [M-NH3+17*
O+ :0) T o) 'ﬁ
g/ \\C/N\/\ Nt
Y Nens Wcm
P— 4£>_ H
| = I I
H H H
m/z 144,16

Esquema 2.5 — Proposta de fragmentacao que origina os ions relativos aos picos

observados no espectro de Massas da monoamida 5 (Figura 2.30, pagina 55).
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= H :0 T
:0 | NN
\\C/N C—u
NN \/\/CNH3
\ NH; \ +
l}l +H;0" N
H H

I—2=2:
T
I—2=2:
+
Pz i
/
I

H
lo m/z 214,17 [M-NH3+H]*
53 0 5+
\\C ,11 1//
..\*./\/CH3 NJ_/
\ - A= \
) )
H H
m/z 144,00

Esquema 2.6 — Proposta de fragmentacao que origina os ions relativos aos picos

observados no espectro de Massas da monoamida 6 (Figura 2.37, pagina 59).
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2.4 — Espectros
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Figura 2.1 - Espectro de RMN de H (200 MHz, CD;0D) de 1.
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Figura 2.2 - Espectro de RMN de "*C (50 MHz, CD;0D) de 1.
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Figura 2.4 - Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDsOD) de 2.
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Figura 2.5 - Espectro de RMN de **C (50 MHz, CD;0D) de 2.
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Figura 2.6 - Subespectro de RMN de *C DEPT 135 (50 MHz, CD50D) de 2.
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Figura 2.8 - Mapa de contornos HMQC (200MHz, CD;0D) de 2.
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Figura 2.12 - Espectro de RMN de **C (50 MHz, CDs;0OD) de 3.
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Figura 2.14 - Mapa de contornos COSY (200MHz, CD;0D) de 3.



Capitulo 2 — Resultados e discussdo 48

st - L
R —a 40
=. P — —
& =
50
60
70
=20
a0
100
e = =110
‘__f."ah L
gt = 120
o (@ C
/%‘3' - 12n
Ppm (t”
| T T T | T T T T ‘ T T T T | T T T | T T T T | T
7.0 6.0 5.0 40 3.0
ppm (t2)
Figura 2.15 - Mapa de contornos HMQC (200MHz, CD;0D) de 3.
1004 14398
9567
90 87.05
857
807
759
707
65]
o 607
2 7
S 559
2 >
2 |
2 50
2 1
F 459
CEEE 22998
40
359
30;
25;
207
15;
10
57
162, 85.06 8812 9845 11297 124.13 131.71 15340 16843 176.89 198.04 21381 238.31 25894 27169 28365 29163
0 m‘1””“\““”\”‘”\“‘”1 \M‘Hm}mm‘mm‘\MH‘H‘\‘HH‘HHH‘MHH‘\MH‘HMH‘\H \‘HH‘H\M‘HHH‘MM‘\HMiu\H;H\H“MH‘HHH“\HH;HH‘MMM‘HH\‘\MM‘MMMHH“HH \\\\‘M\H‘\HM‘MH\‘\HH\‘m\H‘HM‘HHM‘\MM‘HH\‘H\M;MH‘\MH‘\MH‘
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300

m/z

Figura 2.16 - Espectro de Massas de 3.



Capitulo 2 — Resultados e discussdo 49

93,6
90 |
85 ]
80 ]
933
75
0 882
70 | 05
1008
65 094
847
117
60 |
o, 176 1048
7T 822
55
1141
50 | 1150
NH, 77
.
45 | 1 !
1587
157
40 |
1214
35
1548
30
\
26’0 T T T T T T T T T T T 750 1
4000,0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 650,0
cm-1
Figura 2.17 - Espectro no infravermelho 4.
CdP- M MO @ = @@= D — O O~ 3@ P e o B L )
e T e e S B e e I L i o I e v ) o o O R s e T
2aesaeag @ mmamm e e e 800 | e =
EEEEEE L e e e e
. = —_
= = l G
— T T T T T T T L e
8.00 7.50 7.00 3.50 3.00
ppm (t1) [ ppm (t1)

L

iINAiEs

{
951
ol L
w61 L

L R B B B B B B ™
8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 30 20 1.0 0.0

Figura 2.18 - Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDsOD) de 4.

10
ppm (t1)



Capitulo 2 — Resultados e discussdo 50

-+ — O oD mE oo
— @ Qo um — o )
n =] Q@ —r @ @
o ~ W - O — O =
@ o Gl ed o e e g

——— 128.747
\_
T 37.430

L A o R LA B B e e
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 0 60 30 40 30 20 10 0
ppm(tD)
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Figura 2.20 - Subespectro de RMN de "*C DEPT 135(50 MHz, CD3;0D) de 4.
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3.1 — Materiais utilizados e métodos

3.1.1 - Cromatografia em camada delgada de silica (CCDS)

Para cromatografia em camada delgada foi utilizada silica gel 60 G, Merck, na
espessura de 0,25 mm, para as analiticas, e 0,50 mm, para as preparativas. As
placas foram ativadas por 40 minutos a 100 °C. Como revelador foi utilizado vapor

de iodo.

3.1.2 - Cromatografia em coluna

Para cromatografia em coluna foi utilizada Silica gel Merck 70-230 MESH,
sendo a proporcao da fase estaciondria para a quantidade de amostra de 30:1. A
fase movel empregada para as colunas filtrantes seguiu a ordem eluotrépica usual,
na ordem crescente de polaridade: n-hexano, diclorometano, acetato de etila e
metanol. Ja para as colunas isocraticas a fase movel utilizada foi uma mistura de
acetato de etila e metanol na propor¢ao de 9:1.

Na cromatografia por exclusdo foi utilizada como fase estacionaria Sephadex
LH-20, da Sigma Aldrich, em colunas de 1 cm de didmetro interno e 40 cm de altura.

A fase moével utilizada foi uma mistura de cloroférmio e metanol na proporgéo de 1:1.

3.1.3 - Evaporacao de fragoes

Foi realizada sob pressdo reduzida utilizando- se evaporadores rotatérios
Blchi.

3.1.4 — Faixa de fusao

As faixas de fusao foram determinadas no aparelho Mettler FT80, com razao

de aquecimento de 4 °C/min.
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3.1.5 - Espectroscopia na regiao do infravermelho

Os espectros foram obtidos em espectrometro FT-IR, Spectrum One, Perkin-
Elmer com sistema ATR no laboratério de Quimica Farmacéutica da Faculdade de
Farmacia da UFMG.

3.1.6 - Espectrometria de Massas

Os espectros foram obtidos em equipamento Thermo Finnigan LCQ, equipado
com fonte de ionizagdo por electrospray, do Centro de Pesquisas René Rachou.
Solugbes metandlicas dos compostos foram preparadas e analisadas no modo

positivo na faixa de m/z entre 50 e 1000 daltons.
3.1.7 - Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN de 'H, '*C, DEPT 135 e os mapas de contornos COSY e
HSQC foram obtidos no equipamento Brucker Advance DPX 200 com transformada
de Fourier do Laboratério de Analises em Ressonancia Magnética Nuclear de Alta
Eficiéncia do Departamento de Quimica da UFMG. O solvente deuterado empregado
na solubilizagdo das amostras foi CD3;OD. Como referéncia interna foram utilizados
os picos relativos a metoxila (6 3,31 ppm) e a agua residual (& 4,87 ppm) (Gottlieb et
al., 1997).

3.1.8 — Espectroscopia UV-VIS

A marca e modelo do espectrofotdbmetro utilizado €& Biospectro SP-22, do

laboratério de microbiologia do Departamento de Quimica, ICEx, UFMG.
3.1.9 - Critério de pureza

Os critérios de pureza adotados foram mancha unica em CCD, variando-se a

fase movel, e analises dos espectros de RMN de 'H e de °C.
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3.1.10 - Tratamento de solventes e reagentes

Alguns dos solventes e reagentes utilizados foram tratados a fim de se eliminar
agua e outros eventuais residuos:
1. Cloreto de tionila: foi destilado, utilizando-se uma micro montagem para
destilacao simples, volume maximo de 50 mL.
2. Tetrahidrofurano: foi refluxado em fios de sédio sendo o indicador utilizado a
benzofenona, que conferia a solucdo coloragdo azul quando esta se
encontrava isenta de agua.

3. Piperazina: foi recristalizada utilizando-se o tetrahidrofurano como solvente.

3.2 - Preparagao de amidas 2 - 6 — Metodologia geral

Em um baldo de fundo redondo de 25 mL equipado com uma rolha de saia,
contendo 200,0 mg (1,2 mmol) do acido indol-3-carboxilico foi adicionado 2,2 ml
(30,2 mmol) de SOCI,. A mistura foi resfriada a 0°C e, apds 1,5 hora, o excesso
deste reagente foi retirado sob pressdo reduzida. Em seguida, o baldo foi
mergulhado em um banho de acetato de etila resfriado, com gelo seco, a -30° C,
sendo entdo adicionados, sob agitacdo, 33,2 mmol da diamina dissolvida em
aproximadamente 4,0 mL de THF. A agitacdo e a temperatura foram mantidas
durante 10 minutos, sendo ent&do adicionados 15,0 mL de agua para interromper a
reacdo. Os solventes foram, entdo, removidos sob pressao reduzida a temperatura
ambiente, utilizando-se uma bomba de ultravacuo.

O residuo obtido apds a remogéao dos solventes foi purificado por cromatografia
em coluna de silica gel (~20 g, ~ 18 cm de comprimento e 2 cm de diametro),
utilizando-se n-hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol, com gradiente
crescente de polaridade. Para as amidas 3, 5 e 6 uma purificacdo adicional foi
realizada utilizando-se Sephadex LH-20 (cloroféormio:metanol 6:4).

Os produtos puros apresentaram tempo de retencao intermediario entre os dois
reagentes, observado por analise por CCDS (solvente: metanol) e revelagcdo com
vapores de iodo, as aminas apresentaram menor fator de retencdo enquanto que o

acido indol-3-carboxilico apresentou o maior.
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3.2.1 - Preparagao da N-morfolina-1H-indol-3-carboxamida (2)

Iz

Utilizaram-se, neste caso, 3,7 mmol (322,0 mg) de morfolina. Durante a adicao
da amina a temperatura ficou em torno de 0° C. A agitagéo se prolongou por 2 horas.
O residuo obtido (600,0 mg) foi submetido a cromatografia em coluna de silica gel,
sendo recolhidas 15 fragdes. O produto foi detectado no grupo de fragdes 10-14,
juntamente com a amina de partida, a partir da eluicdo com mistura de acetato de
etila e metanol. As fracbes foram reunidas e o material (~400,0 mg) foi
recromatografado em coluna de silica gel (1,5cm de diametro e 20cm de
comprimento), eluida com acetato de etila e metanol, com aumento gradativo de
polaridade (de acetato de etila puro a metanol puro). Das 17 fragbes recolhidas,
obteve-se um sdlido cristalino branco no grupo de fracbes de 6-8 (214,0 mg)
identificado como N-morfolina-1H-indol-3-carboxamida (2), com rendimento de 73,0
% (faixa de fusdo = 220-223 °C).

3.2.1.1 - N-morfolina-1H-indol-3-carboxamida (2)

FM/MM: C43H4N20O, / 230 g/mol.

Faixa de fusdo: 220-223 °C.

IV (Vmax., cm™):

1434 (estiramento C-N); 1567 (deformacgao N-H, amida Il); 1588 (estiramento C=0,

amida I); 2853 (estiramento simétrico C-H alifatico); 2922 (estiramento assimétrico
C-H); 3142 (estiramento simétrico N-H).
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RMN de 'H (CD;0D, 200 MHz, 3):

3,68-3,76 (sl*, 4H, H-1'); 3,68-3,76 (sI*, 4H, H-2)); 7,11-7,23 (m*, 1H, H-6); 7,11—
7,23 (m*, 1H, H-5); 7,60-7,70 (m*, 1H, H-4); 7,43 (m, 1H, H-7); 7,60~7,70 (m*, 1H,
H-2).

RMN de *C (CD;0D, 50 MHz, &):
128,2 (C-2); 109,6 (C-3); 125,9 (C-3a); 120,9 (C-4); 122,6 (C-5); 119,9 (C-6); 112,0
(C-7); 136,6 (C-7a); 168,4 (C-8); 46,0 (C-1'); 67,1 (C-2").

IES — m/z (%):
231,08 (100%) [M+H]", 144,00 (17%) [M-C4HgNOJ"

* sinal sobreposto

3.2.2 - Preparagao da N-piperazino-1H-indol-3-carboxamida (3)

Utilizaram-se 8,85 mmol (761,0 mg) de piperazina. Na tentativa de solubilizar
um pouco mais a diamina, foram utilizados 6,6 mL de THF. Na temperatura descrita
na metodologia geral (-30° C), nenhum produto foi isolado, apenas sendo
recuperados os materiais de partida. A 0° C, apesar de pouca piperazina solubilizar,
a monoamida (tempo de retencéo entre os 2 reagentes) foi detectada, por CCDS do
material reacional. Depois de 10 min. nesta temperatura foi adicionada a agua,
sendo obtidos 1,1924 g de residuo apds a remocao dos solventes. Este residuo foi
cromatografado em coluna de silica gel, sendo obtidas 14 fragcdes. O grupo de
fragbes 5-7 (250,2 mg) foi purificado em coluna de Sephadex LH-20
(cloroféormio/metanol, 6:4), sendo obtidas 18 fragbes. A N-piperazino-1H-indol-3-

carboxamida (3) foi obtida a partir do grupo de fragbes 4-7 (105,4 mg, 46 % de
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rendimento), apresentando-se como um sdlido cristalino amarelo (faixa de fusédo =
223-229 °C).

3.2.2.1 - N-piperazino-1H-indol-3-carboxamida (3)
FM/MM: C3H5N30 / 229 g/mol.
Faixa de fusdo: 223-229 °C.

IV (Vmax., cm™):
1436 (estiramento C-N); 1566 (deformacgao N-H, amida Il); 1588 (estiramento C=0,
amida I); 2854 (estiramento simétrico C-H alifatico); 2922 (estiramento assimétrico

C-H); 3033 (estiramento simétrico N-H); 3123 (estiramento assimétrico N-H).

RMN de 'H (CD;OD, 200 MHz, 5):
3,29 (sl, 4H, H-1); 4,02 (s, 4H, H-2'); 7,08-7,22 (m*, 1H, H-5); 7,08-7,22 (m*, 1H, H-
6); 7,42 (m, 1H, H-7); 7,62—7,72 (sI*, 1H, H-2); 7,62—7,72 (sI*, 1H, H-4);

RMN de *C (CD;0D, 50 MHz, &):
128,8 (C-2); 108,9 (C-3); 125,9 (C-3a); 121,1 (C-4); 122,8 (C-5); 119,9 (C-6); 112,1
(C-7); 136,6 (C-7a); 168,4 (C-8); 43,6 (C-1'); 42,3 (C-2)).

IES — m/z (%):
229,98 (42%) [M+H]", 143,98 (100%) [M-C4H1oN2]*, 87,05 (92%) [M-CgHsON]

* sinal sobreposto

3.2.3 - Preparacgao da N-(etil-2-amino)-1H-indol-3-carboxamida (4)
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Foram utilizados 2,3 mL (33,3 mmol) de etilenodiamina. O residuo obtido, apés
a remocao dos solventes (1,7523 g) foi purificado por cromatografia em coluna de
silica gel, sendo obtidas 15 fragdes. O grupo de fracdes 9-10 (450,0 mg) foi
recromatografado em coluna de silica gel (16,0 cm de comprimento e 2,0 cm de
didmetro), eluida com uma mistura de acetato de etila e metanol (9:1). Das 15
fragdes recolhidas, somente as fragdes 9 e 10 continham o produto puro. A N-(etil-2-
amino)-1H-indol-3-carboxamida (4) (103,5 mg, 41 % de rendimento) foi obtida como

um solido cristalino amarelo (faixa de fusdo = 235-238 °C).
3.2.3.1 - N-(etil-2-amino)-1H-indol-3-carboxamida (4)
FM/MM: C41H43N30 / 203 g/mol.

Faixa de fusdo: 235-238 °C.

IV (Viax., cm™):
1439 (estiramento C-N); 1548 (deformagédo N-H, amina); 1574 (deformagédo N-H,
amida Il); 1587 (estiramento C=0O, amida I); 1621 (estiramento C=0); 2858

(estiramento simétrico C-H alifatico); 3181 (estiramento assimétrico C-H).

RMN de 'H (CD;0D, 200 MHz, 3):
3,10 (t, J = 5,8Hz, 2H, H-2"); 3,60 (t, J= 5,8Hz, 2H, H-1"); 7,07-7,15 (m*, 1H, H-6);
7,07-7,15 (m*, 1H, H-5); 7,38 (m, 1H, H-7); 7,91 (s, 1H, H-2); 8,04 (m, 1H, H-4).

RMN de *C (CD;0D, 50 MHz, &):
128,3 (C-2); 110,8 (C-3); 126,8 (C-3a); 120,7 (C-4); 122,6 (C-5); 121,2 (C-6); 111,9

(C-7); 136,6 (C-7a); 168,5 (C-8); 40,5 (C-1'); 37,4 (C-2)).

IES — miz (%):
203,98 (100%) [M+H]*, 187,02 (45%) [M-NH3+1]", 144,00 (52%) [M-C,HgN.]*

* sinal sobreposto
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3.2.4 - Preparagao da N-(propil-3-amino)-1H-indol-3-carboxamida (5)

Para a preparagdo da N-(propil-3-amino)-1H-indol-3-carboxamida foram
utilizados 2,8 mL (33,3 mmol) de 1,3-diaminopropano. O residuo obtido apds a
remogao dos solventes (1,6789 g) foi submetido a primeira purificagéo por coluna de
silica gel, obtendo-se 13 fragdes. O grupo de fragées 4-5 (150,0 mq) foi purificado
utilizando-se uma coluna de Sephadex LH-20, eluida com uma mistura de
cloroférmio e metanol (6:4), sendo obtidas 17 fragdes. A N-(propil-3-amino)-1H-indol-
3-carboxamida (5) foi obtida a partir do grupo de fragdes 12-16 (111,7 mg, 42,0 % de
rendimento), apresentando-se como um solido amarelo gelatinoso (faixa de fusédo =
240-244 °C).

3.2.4.1 - N-(propil-3-amino)-1H-indol-3-carboxamida (5)

FM/MM: C12H5N30 / 217 g/mol.

Faixa de fusdo: 240-244 °C.

IV (Vmax., cm™):

1540 (deformagédo N-H, amina); 1614 (deformagao N-H, amida Il); 1622 (estiramento

C=0, amida l); 2885 (estiramento simétrico C-H alifatico); 3181 (estiramento

simétrico N-H); 3336 (estiramento assimétrico N-H).
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RMN de 'H (CD;OD, 200 MHz, 5):

1,84 (q, J= 6Hz, 2H, H-2'); 2,89 (t, J= 6Hz, 2H, H-3'); 3,38 (t, J= 6Hz, 2H, H-1"); 7,01-
7,09 (m*, 1H, H-5); 7,01-7,09 (m*, 1H, H-6); 7,30 (m, 1H, H-7); 7,82 (s, 1H, H-2);
7,99 (m, 1H, H-4).

RMN de *C (CD;0D, 50 MHz, &):
128,3 (C-2); 110,0 (C-3); 125,9 (C-3a); 121,0 (C-4); 122,4 (C-5); 120,5 (C-6); 111,8
(C-7); 136,8 (C-7a); 167,8 (C-8); 37,2 (C-1'); 27,9 (C-2'); 35,6 (C-3)).

IES — miz (%):
218,04 (100%) [M+HJ*, 201,31 (45%) [M-NH3+1]", 144,16 (52%) [M-C3H1oN2]*

* sinal sobreposto

3.2.5 Preparagao da N-(butil-4-amino)-1H-indol-3-carboxamida (6)
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A amida foi preparada utilizando-se 3,3 mL (33,3 mmol) de 1,4-diaminobutano,
obtendo-se, apés a remocgdo dos solventes, 1,5489 g de residuo que foi
cromatografado em coluna de silica gel, sendo obtidas 9 fragdes. O grupo de fragbes
4-5 (360,1 mg) foi purificado em coluna de Sephadex LH-20 (cloroférmio/metanol,
6:4), sendo obtidas 36 fragdes. O produto foi isolado puro a partir do grupo de
fragbes 30-32 (112,5 mg, 39 % de rendimento), apresentando-se como um sdélido

amarelo gelatinoso (faixa de fusdo = 242-246 °C).

3.2.5.1 - N-(butil-4-amino)-1H-indol-3-carboxamida (6)

FM/MM: C13H17N30 / 231 g/mol.
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Faixa de fusdo: 242-246 °C.

IV (Vmax., cm™):
1541 (deformacao N-H, amina); 1599 (sobreposicdo das bandas de estiramento
C=0, amida |, e deformagdo N-H, amida Il); 2926 (estiramento simétrico C-H

alifatico); 3229 (estiramento simétrico N-H).

RMN de 'H (CD;OD, 200 MHz, 5):

1,32-1,58 (sI*, 2H, H-2’); 1,32—1,58 (sI*, 2H, H-3'); 2,68 (sl, 2H, H-4'); 3,15 (sl, 2H, H-
1'); 6,89-6,92 (m*, 1H, H-5); 6,89-6,92 (m*, 1H, H-6); 7,19 (m, 1H, H-7); 7,73 (s, 1H,
H-2); 7,85 (m, 1H, H-4).

RMN de *C (CD;0D, 50 MHz, &):
128,0 (C-2); 110,5 (C-3); 125,9 (C-3a); 120,8 (C-4); 122,3 (C-5); 120,5 (C-6); 111,8
(C-7); 136,8 (C-7a); 167,8 (C-8); 39,3 (C-1'); 26,6 (C-2’); 24,8 (C-3'); 38,25 (C-4").

IES — m/z (%):
232,17 (100%) [M+H]", 214,17 (15%) [M-NHg+1]", 144,00 (8%) [M-C4H2N,]*

* sinal sobreposto
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4.1 — Avaliacao das atividades antimicrobianas das amidas 2—-6

Os testes foram realizados sob coordenagao da Profa. Jacqueline Aparecida

Takahashi, do Departamento de Quimica do Instituto de Ciéncias Exatas, UFMG.

4.1.1 — Introdugao

Os antibidticos sao considerados como substincias produzidas por
microorganismos (fungos ou bactérias) que suprimem o crescimento de outros. A
utilizacao intensa e incorreta destes farmacos leva continuamente ao surgimento de
novos antibiéticos no mercado. O ritmo de desenvolvimento de compostos bioativos
deveria ser entdo intenso, mas, infelizmente, caiu drasticamente nas Ultimas
décadas (Gilman, 2003). Dai a importancia de se testar tanto produtos naturais,

como aqueles obtidos de sintese como possiveis fontes de agentes anti-infecciosos.

Para a avaliagdo da atividade antimicrobiana das amidas 2 — 6 foi utilizado o método
de difusdo em disco (método de Kirby-Bauer), utilizando os seguintes
microorganismos: Staphylococcus aureus (Gram +) (ATCC 29212), Bacillus cereus
(Gram +) (ATCC 11778), Escherichia coli (Gram -) (ATCC 25922), Salmonella
thyphimurium (Gram -) ATCC 14028 e Candida albicans (levedura) (9ATCC 18804).

4.1.2 — Metodologia

A avaliagdo da atividade antimicrobiana das amidas 2 — 6 foi feita de acordo
com a metodologia descrita por Lana et al. (2006) e realizada no laboratério de
microbiologia do DQ, UFMG.

4.1.2.1 — Preparo dos meios de cultura

Todos os meios foram preparados de acordo com as instrugdes do fabricante,

sendo autoclavados a 121 °C, por 15 minutos.
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Agar semi-sélido
e Agar antibidtico
e Agua destilada: gqsp
e 7,5 mL/tubo.

Meio BHI

e BHI: 37,0 g/L
e Agua destilada: gsp
e 2,0 mL/tubo.

Solucao Salina

e NaCl: 9,0 g/L

e MgSO0,4.7H20: 0,5 g/L
e Agua destilada: gsp
e 4.5 mL/tubo.

4.1.2.2 — Metodologia de ensaio

A discos de papel estéreis, com didmetro de 6,0 mm, foram adicionadas
solugdes de 2,0 g/L das amidas a serem testadas, de tal maneira que 100,0 pg de
cada uma das amidas foram adicionados aos discos. Foram utilizados, como
controle positivo, discos impregnados com clorafenicol (30,0 mg/disco), ativo para as
espécies de bactéria utilizadas e nistatina (30 mg/disco), ativo para a espécie de
levedura. Como controle negativo, foram empregados discos impregnados com o
solvente utilizado na solubilizagcdo das amostras. Cada disco, depois de seco o
solvente em estufa a 37 °C, foi colocado sobre placas de petri contendo 7,5 mL do
meio solidificado, inoculado com as bactérias (0,3 mL da suspensao salina do
microorganismo. Esta solucdo foi preparada da seguinte forma: inicialmente
inocularam-se as culturas de microorganismos em tubos contendo 2,0 mL do meio
BHI. Estes tubos, contendo os microorganismos no meio de manutengéo, foram

entao incubados em estufa a 37° C, durante 18 horas. Foram retiradas aliquotas
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destes meios e transferidas para uma cubeta contendo solucio salina na quantidade
necessaria para que a transmitancia da solugéo ficasse entre 74-75 % (600 nm) para
os inoculos bacterianos e 75-76% (530 nm) para o in6culo do fungo). As placas
contendo as amostras e os controles foram incubadas a 37 ° C por 48 horas. A
sensibilidade dos microorganismos frente aos produtos foi avaliada pela medida do
didmetro do halo de inibicdo (em mm), quando formado, apdés o periodo de
incubacao. Foram consideradas ativas as amostras que causaram halos de inibicdo
iguais ou superiores a 7 mm, ja que os discos de papel apresentam diametro de 6

mm.

4.1.3 — Discussao dos resultados

Todas as amidas testadas nao apresentaram atividade antimicrobiana sobre as
espécies de microorganismos utilizadas uma vez que o halo de inibicdo observado

nao foi superior a 6 mm de didmetro.

4.2 - Avaliagao da atividade das amidas 2-6 sobre a germinagao das sementes
e o crescimento das raizes e do caule de planticulas de Lactuca sativa (alface)

e Allium cepa (cebola)

4.2.1 - Introdugéao

As estratégias para a descoberta de aleloquimicos (metabdlitos responsaveis
pelo fendbmeno alelopatico) sdo analogas aquelas utilizadas para a descoberta de
substancias bioativas na industria farmacéutica e envolvem a avaliagcdo da atividade
de extratos brutos e substancias puras sobre um determinado sistema biolégico
(bioensaio) e desde os trabalhos pioneiros da década de 40, numerosos ensaios tém

sido desenvolvidos e utilizados.

Os bioensaios preliminares em laboratdério precisam ser rapidos, econémicos e
relevantes para o sistema em questao, sendo uteis para se estabelecer o potencial

alelopatico de uma substancia pura ou um extrato, mas devendo ser seguidos de
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estudos em estufas e em campo a fim de se constatar se as observacgdes iniciais sao

reprodutiveis no meio natural (Duke et al. 2000; Vyvyan, 2002).

O ensaio para aleloquimicos mais amplamente utilizado é aquele que monitora
a germinagao e crescimento de planticulas (raiz e caule) de uma dada espécie. As
sementes da espécie vegetal selecionada sao geralmente colocadas sobre papel de
fitro ou Agar em placa de Petri e tratadas com a solugdo do aleloquimico a ser
testado em concentragdes variadas (entre 10° e 10° mol/L). A germinacdo e o
crescimento da raiz e do caule da planticula sdo monitorados em relagcédo a um

controle (solugdo sem o aleloquimico).

A consideracdo mais importante no desenvolvimento de um bioensaio para o
estudo alelopatico € a selecdo da espécie vegetal a ser testada. Espécies vegetais,
denominadas "plantas indicadoras", sao o fator crucial para a determinacao acurada
do impacto alelopatico, nessa avaliagao preliminar da atividade. Lactuca sativa L.
(alface), Raphanus sativus L. (rabanate), Lepidium sativum (agridao) e Allium cepa
(cebola), dentre outras espécies, tém sido as mais utilizadas nessa etapa da
avaliagao, principalmente devido a sua grande sensibilidade e sua alta taxa de
germinacdo. As ervas daninhas, que seriam as candidatas de escolha nessa
avaliacao inicial, visando a deteccao de potenciais herbicidas, sé sao testadas apés
a atividade ser constatada sobre essas espécies citadas acima, devido ao fato de

apresentarem geralmente uma baixa taxa de germinagao (Macias et al., 2000).
4.2.2 - Metodologia

A avaliacédo da atividade alelopatica das amidas 2-6 foi feita de acordo com a
metodologia descrita por Macias et al. (2000) para um modelo de monocotiledénea,
cebola, e um de dicotileddnea, alface.

Sementes de Lactuca sativa L. (alface) variedade Grand Rapids foram obtidas
da marca Isla. Todas as sementes menores ou danificadas foram desprezadas.
Foram adicionadas 25 sementes de alface sobre cada placa de petri de 100 mm,
contendo papel Whatman n° 1, de 90 mm, e 10 mL das solugdes teste (10*, 10° e

10 mol/L das substancias a serem testadas) e da solucdo controle (branco). As
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solugbes teste foram preparadas por dissolugéo das substancias em agua destilada
tamponada com 10 mmol/L do acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico e seu pH
ajustado para 6,0-6,5 com solugdo de NaOH. As substancias 2-6, soluveis em agua,
foram dissolvidas na prépria solugdo tampao. Os brancos foram a agua destilada
tamponada. As concentracdes mais baixas que 10 mol/L, nas solucdes teste, foram
obtidas por diluicdo desta. O teste foi realizado em triplicata para cada concentragao
e para o controle. As placas de Petri foram fechadas e incubadas, no escuro, a 25 °C
por 5 dias. Depois deste tempo, as placas foram abertas e o comprimento de cada
raiz e caule medidos.

Para a espécie Allium cepa (cebola) sementes da variedade Crioula foram
adquiridas da marca TOPSEED Garden. O procedimento do bioensaio foi idéntico ao
descrito anteriormente para a alface exceto pelo tempo de incubacéo, que para a
cebola foi de 7 dias (Macias et al., 2000).

4.2.3 — Tratamento Estatistico
O calculo da porcentagem de crescimento em relagcdo ao branco foi feito

utilizando-se a seguinte equacéo:

% crescimento = A”"B_B x100% (1)

onde Am é o valor médio da germinacao ou do crescimento da amostra e B o
valor médio do crescimento do branco. Considerando-se esta equacao fica claro que
valores relacionados a efeitos estimulatorios estdo representados acima da linha de
base e que os relacionados a efeitos inibitérios abaixo dela.

O erro foi estimado para a porcentagem de crescimento, em relagao ao branco,
para a alface e cebola utilizando-se o método das derivadas. A equacao do erro é,

portanto:
0, . — 1 Am .
A (% crescimento) = | (3 4am — 22 45 )x 100%|  (2)

onde os parametros Am e B sdo os mesmos da equacao anterior e 44Am e AB
sdo os erros estatisticos calculados para a amostra e para o branco,

respectivamente, considerando-se um intervalo de confianga de 95%.
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4.2.4 - Discussao dos Resultados

4.2.4.1 — Efeito das amidas 2-6 sobre Lactuca sativa

Os efeitos das amidas 2-6 sobre a germinagao e o crescimento da raiz e do
caule de L. sativa (alface) estdo apresentados nas Figuras 4.1 e 4.2.

As amidas 3-6, bem como o acido indol-3-carboxilico, apresentaram uma
atividade estimulatéria sobre a germinacao da alface em torno de 10-15%, em todas
as concentragdes. A amida 2, derivada da morfolina, inibiu fortemente a germinagao
da alface: 73% de inibi¢cdo, para a concentragéo 10 mol/L e também estimulou de
maneira consideravel (27% e 42%, para as concentragdes 10® mol/L e 107 mollL,
respectivamente). De acordo com Macias et al. (2000), substancias testadas em
bioensaios alelopaticos padrao tendem a apresentar efeitos inibitérios (sendo, assim,
potenciais herbicidas) apenas a concentragcbes mais altas; a concentragdes mais
baixas, o efeito inibitério geralmente diminui, podendo as vezes chegar até a um
efeito estimulatério. Pode-se observar que foi este o efeito apresentado pela amida
2, cuja atividade inibitéria sobre a germinagdo diminuiu proporcionalmente a
concentragao.

As amidas 2-6 apresentaram efeito inibitério sobre o crescimento do caule de L.
sativa, preponderantemente, sendo que apenas a amida 5 (derivada da 1,3-
diaminopropano) apresentou um ligeiro estimulo. Os maiores valores de inibicao
foram observados com a N-(etil-2-amino)-1H-indol-3-carboxamida (4) que
apresentou 17%, 28% e 38% de inibicdo para as concentracdes de 10, 10° e 108
mol/L, respectivamente. Curiosamente, o efeito desta amida foi oposto aquele
comumente observado por Macias et al. (2000), citado no paragrafo anterior: aqui a
inibicdo cresceu de maneira inversamente proporcional a concentracido, um
resultado bastante interessante, pois no caso de uma potencial utilizacido desta
molécula como herbicida, ela poderia ser utilizada em muito baixas concentragdes.
Outros resultados expressivos foram 24% de atividade inibitéria do derivado da 1,4-
diaminobutano (6) para a concentragao de 10 mol/L e também da amida 2 para a
concentracéo de 10™* mollL.

E interessante observar que, diferentemente dos produtos, o material de

partida (1) apresentou atividade estimulatéria sobre o crescimento do caule da alface
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para todas as concentragbes utilizadas, sendo o valor maximo igual a 12% de
estimulagdo para a concentragao de 10 mollL.

O acido indol-3-carboxilico (1) também estimulou o crescimento das raizes das
planticulas da alface, mas apenas nas menores concentracdes. A 10 mol/L o efeito
foi inibitorio. As diluigdes contendo as amidas 2-6 apresentaram maior numero de
resultados estimulatérios sobre o crescimento da raiz da alface que sobre o caule,
apesar destes terem sido menos intensos que os resultados de inibicdo. O derivado
da morfolina (2) foi novamente o mais fortemente inibidor, também 73%, para a
concentracéo de 10 mol/L, ndo tendo apresentado nenhum efeito nas outras duas
concentragdes. O derivado da putrecina (6) também inibiu consideravelmente o
cescimento da raiz da alface, 46%, a 10* mol/L. A monoamida derivada da 1,3-
diaminopropano (5) apresentou ligeira atividade estimulatéria sobre o crescimento da
raiz, em todas as trés concentracbes, e de maneira diretamente proporcional a

concentracao.
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Figura 4.1 - Efeito do acido indol-3-carboxilico (1) e das amidas 2-6 sobre a

germinagao de L. sativa (alface).
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Figura 4.2 - Efeito do acido indol-3-carboxilico (1) e das amidas 2-6 sobre o

crescimento da raiz e do caule de planticulas de L. sativa (alface).
4.2.4.2 — Efeito das amidas 2-6 sobre Allium cepa

Os efeitos das amidas 2-6 sobre a germinagao e o crescimento da raiz e do
caule de Allium cepa (cebola) estdo apresentados nas Figuras 4.3 e 4.4.

O efeito das amidas 2-6 sobre a germinacdo da cebola foi totalmente
estimulatério para todas as concentragdes testadas, mesmo a amida 2. Os valores
de estimulacao variaram entre 25-30% para as amidas 2, 4 e 5 e entre ~5-20% para
as amidas 3 e 6. Ja o acido indol-3-carboxilico (1) apresentou 10% de atividade
inibitéria para as concentracdes 10 mol/L e 10° mollL e 16% de atividade
estimulatéria para a concentragcéo de 10 mollL.

Em relacdo ao crescimento das planticulas de Allium cepa observou-se um
padrdo de atividade analogo tanto sobre o caule quanto sobre a raiz para quase
todas as amidas. A amida 2, por exemplo, mostrou uma inibicdo de 68% para o
caule e de 48% para a raiz na concentragao de 10 mol/L, sendo que para as outras
duas concentragdes os valores foram bastante semelhantes, em torno de 20%. As
amidas 4 e 5 mostraram menor atividade inibitéria para ambos, caule e raiz, em

relacéo a 2, mas o padrao pra ambos foi absolutamente semelhante. No caso destas
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duas ultimas amidas também foram observadas atividades atipicas para a
concentracédo intermediaria, 10 mol/L, menos inibitdria que a concentracio 108
mol/L no caso da amida 4 e mesmo ligeiramente estimulatéria, no caso da amida 5.

Outra correlacao interessante para a atividade das monoamidas 4, 5 e 6 sobre
A. cepa € que a atividade inibitéria diminuiu a medida que a massa molecular
aumentou. Para a alface esta tendéncia nao foi observada.

Contudo, o resultado mais interessante observado foi a grande diferenca de
atividade entre as amidas 2 e 3 sobre as espécies vegetais testadas. A substituicao
do oxigénio do anel morfolinico em 2 por um nitrogénio em 3 diminuiu drasticamente

a atividade inibitéria do composto.
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Figura 4.3 - Efeito do acido indol-3-carboxilico (1) e das amidas 2-6 sobre a

germinagao de A. cepa (cebola).
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crescimento da raiz e do caule de planticulas de A. cepa (cebola).

Concluindo, pode-se observar que:

e a atividade da amida 2, derivada da morfolina, foi fortemente inibitéria sobre o
crescimento da raiz e do caule das duas espécies testadas, chegando a 73%
de inibicdo em relagdo ao branco, na concentragao de 10 moll/L;

¢ quando se compara as atividades das monoamidas 2-6 com aquelas do acido
indol-3-carboxilico(1) observa-se que a presengca da fungcdo amida
intensificou a atividade inibitéria sobre caule e raiz para as duas espécies
estudadas, em todas as concentragdes, principalmente para L. sativa;

e o0 efeito dessas amidas sobre a germinacdo foi predominantemente
estimulatéria, exceto a amida 2 que inibiu fortemente a germinacédo de L.
sativa a 10™ mol/L;

e todas as amidas apresentaram uma maior atividade estimulatéria sobre o
crescimento das planticulas da cebola em comparagdo com o acido 1;

e 0 comportamento observado para a maioria das amidas esta de acordo com a
conclusao descrita por Macias et al. (2000): a atividade inibitoria tende a

diminuir com a diluicéo;
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e mas uma maior atividade inibitéria em diluicbes maiores (Macias et al., 2000)
foi observada para algumas amidas: este efeito foi mais pronunciado na
amida 4 sobre o caule de A. sativa;

e a substituicdo do atomo de nitrogénio da amina no anel piperazinico do
produto 3 por um atomo de oxigénio no anel morfolinico do produto 2

potencializou a atividade alelopatica.

4.3 — Calculo do logaritmo do coeficiente de particdo n-octanol-agua para o

acido indol-3-carboxilico e para as amidas 2—6.

4.3.1 — Introdugao

A lipofilia, parametro relacionado com a capacidade da molécula de transpor as
membranas biolégicas € um parametro de extrema importadncia que determina a
biodisponibilidade de um composto no organismo. Em seu caminho até o sitio de
agao, a molécula tem que se distribuir entre as membranas de natureza lipidica e os
fluidos biologicos, de carater aquoso. Um parametro utilizado para se avaliar a
lipofilia € a constante de particdo n-octanol-agua (P). Estudos de relagcéo estrutura-
atividade de agroquimicos e farmacos utilizam este valor como fator crucial para o
desenvolvimento de novas moléculas, além disso, este parametro é muito importante
do ponto de vista ambiental, pois indica a extensao que um composto quimico pode

se acumular em organismos aquaticos (Danielsson e Zhang, 1996).

Com respeito ao desenvolvimento dos pesticidas em geral, e dos herbicidas em
particular, a importancia do log P se manifesta no comportamento dos mesmos na
planta. Um exemplo disso € a absorgao dos agroquimicos pelas folhas: devido a
natureza lipidica da cera epicuticular que cobre esta parte da planta o aumento da
absorgédo do agroquimico se da com o aumento do log P; no entanto este valor ndo
aumenta indefinidamente, tendendo a um maximo, uma vez que a penetracdo na
folha ndo depende unicamente do log P (Liu e Wang, 2007). Geralmente os agentes
xenobidticos sdo absorvidos pela planta a medida que o log P se aproxima de 2 e
acima de 4 praticamente nenhum agente xenobidtico entra pelo xilema (Edgington,

1981). Por outro lado, para um transporte eficiente de agentes xenobidticos pelo
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floema a solubilidade em agua da substancia bioativa deve ser elevada, valores de
log P préximos a zero. Assim, substancias altamente lipofilicas (log P > 4)
praticamente ndo sdo transportadas sistemicamente enquanto que as pouco
lipofilicas (log P < 0) ndo conseguem cruzar a membrana citoplasmatica (Macias et
al., 2005a). A maioria dos herbicidas possui log P entre 1 e 3 e os inseticidas, mais

lipofilicos, possuem log P entre 4 e 6 (Edgington, 1981).

Com respeito aos requisitos fisico-quimicos que regulam o comportamento de
um herbicida, ou de uma molécula bioativa, eles ndo dependem exclusivamente da
estrutura quimica deste ultimo. Estas propriedades sao amplamente estudadas no
campo da quimica farmacéutica com a intengao de correlaciona-las com a atividade
biolégica que apresentam e podem ser resumidas na chamada Regra de Lipinski,
em que uma molécula é mal absorvida ou permeada se: a) apresentar cinco atomos
doadores de ligagdo de hidrogénio; b) 10 atomos aceptores de ligagdo de
hidrogénio; c) massa molecular maior que 500 Da e d) log P calculado maior que 5.
(Macias et al., 2005a). Tice (2001) mostrou que a regra dos cinco de Lipinski

também pode ser utilizada no desenvolvimento de novos herbicidas e inseticidas.

4.3.2 — Metodologia

Os valores de log P para as amidas 2-6 e para o acido indol-3-carboxilico (1)

foram calculados utilizando-se o programa ACDLabs 6.0 (versao de 2002).

4.3.3 — Resultados e Discussao

Os valores calculados para o acido 1 e para as amidas 2-6 estdo apresentados

na tabela 4.1, pagina 82.
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Tabela 4.1 — Valores de log P calculados utilizando-se o programa ACDLabs 6.0

para o acido 1 e para as amidas 2-6

log P
1,99 £ 0,30
-0,18 £ 0,79 *
-0,22+0,85*
0,37 + 0,56
0,81 + 0,36
0,89 + 0,56

o g Al WO N =

* os altos valores de incerteza sao devido a interagdes aromaticas que o programa

nao foi capaz de calcular.

Uma vez que o programa utilizado nao foi capaz de calcular o log P das amidas
2 e 3 de maneira confiavel, nada se pode dizer sobre os valores obtidos, o programa
nao possuia na sua base de dados parametros suficientes para o calculo das
interacbes do sistema aromatico com os anéis da morfolina, em 2, e da piperazina,
em 3. Para as amidas 4-6 € interessante observar que a fungdo amida nos produtos
aumentou a hidrofilicidade em mais de 12 vezes em relacdo ao acido 1. Assim,
segundo Macias e colaboradores (2005a), as amidas 4-6 possuem um valor de

constante de particdo n-octanol-agua aceitavel para um herbicida.
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Conclusoes

Neste trabalho foram obtidas 5 monoamidas, sendo 4 inéditas (3-6):
1. N-morfolina-1H-indol-3-carboxamida (2)
N-piperazino-1H-indol-3-carboxamida (3)
N-(etil-2-amino)-1H-indol-3-carboxamida (4)
N-(propil-3-amino)-1H-indol-3-carboxamida (5)
N-(butil-4-amino)-1H-indol-3-carboxamida (6)

via reacdo de monoacilagido do cloreto do acido indol-3-carboxilico com aminas. As

o & b

aminas empregadas foram a morfolina e as diaminas simétricas: 1,2-diaminoetano,
1,3-diaminopropano e 1,4-diaminobutano (putrecina). As condigdes utilizadas nesta
reacdo levou a obtencdo apenas das monoamidas, ndo tendo sido isolado nenhum
produto de di-acilagao, produtos comumente obtidos nas reacdes de acilagdes de

diaminas.

Estas monoamidas foram submetidas a teste de atividade antimicrobiana, pelo
método de disco. Foram utilizadas as bactérias Staphylococcus aureus (Gram +)
(ATCC 29212), Bacillus cereus (Gram +) (ATCC 11778), Escherichia coli (Gram -)
(ATCC 25922), Salmonella thyphimurium (Gram -) (ATCC 14028) e a levedura
Candida albicans (9ATCC 18804). Como controle positivo foi utilizado o cloranfenicol
e nistadina. Nenhuma das amidas apresentou halo de inibicdo superior a 6 mm de

didmetro, ndo apresentando, portanto nenhuma atividade.

Os cinco produtos de monoacilagdo também foram submetidos a testes de
atividade fitotoxica (alelopatica) sobre duas espécies indicadoras: Lactuca sativa
(alface) e Allium cepa (cebola). Observou-se, quando as atividades das monoamidas
2-6 e aquela do acido indol-3-carboxilico (1) foram comparadas, que a presenca da
funcdo amida intensificou a atividade inibitéria sobre o crescimento do caule e da
raiz, principalmente para L. sativa. Os estimulos sobre o crescimento da raiz e do
caule em comparacao com o acido 1 foram predominantes para A. cepa. Quanto a

germinagao, houve estimulo em relagdo a 1, com exce¢ido da amida 2.

A amida 2, derivada da morfolina, apresentou grandes percentagens de

inibicdo, tanto sobre L. sativa quanto sobre a A. cepa, a 10 mol/L: 73% sobre a
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germinagao das sementes e sobre o crescimento do caule de L. sativa; ~70% e
~50% sobre o crescimento do caule e da raiz de A. cepa, respectivamente.

O valor de log P calculado para as amidas 4-6 utilizando-se o programa
ACDLabs 6.0 esta dentro da faixa aceitavel para um herbicida, para as amidas 2 e 3

este parametro nao foi calculado de maneira confiavel.
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