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RESUMO

A presente dissertacdo, intitulada “Sintese de Hidrazonas, Semicarbazonas ¢
Tiossemicarbazonas de Indirubinas 5-substituidas™, descreve a preparacao e caracterizacao de
indirubinas associadas a unidades semicarbazonas e tiossemicarbazonas. Duas rotas sintéticas
foram examinadas para a obtencdo dos compostos-alvo propostos: 1) via reacdo de adicdo
nucleofilica de indirubinas-3’-hidrazonas a fenilisocianatos e fenilisotiocianatos e 2) pela
condensacdo entre indirubinas-5-substituidas e semicarbazidas e tiossemicarbazidas N-4
substituidas. Os compostos obtidos foram caracterizados pela faixa de fuséo, espectroscopia na

regido do ultravioleta visivel, infravermelho, ressonancia magnética nuclear de 'H e 13C.

Palavras-chave: Indirubina, indigo, Semicarbazonas, Tiossemicarbazonas, Antineoplasicos.



ABSTRACT

The present dissertation, entitled "Synthesis of Hydrazones, Semicarbazones and
Thiosemicarbazones of 5-substituted Indirubines,” describes the preparation and
characterization of indirubins 3’ hydrazones, semicarbazones and thiosemicarbazones. Two
synthetic routes were examined to obtain the proposed target compounds: 1) via the
nucleophilic addition reaction of indirubins-3'-hydrazones to phenylisocyanates and
phenylisothiocyanates and 2) by the condensation between 5-substituted indirubins and N4-
semicarbazides and thiosemicarbazides. The compounds obtained were characterized by their
melting, ultraviolet-visible and infrared spectroscopies, and *H and 3C nuclear magnetic

resonance.

Keywords: Indirubin, indigo, Semicarbazones, Thiosemicarbazones, Antineoplastic.
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1 INTRODUCAO
1.1 INDIRUBINAS

As indirubinas sdo compostos bis-inddlicos de ocorréncia natural encontrados em
diferentes espécies de plantas, como a Isatis spp, Indigofera tinctoria e Baphicacanthus cusia,
organismos marinhos e urina humana (ADACHI et al., 2001; JAUTELAT et al., 2005;
EFSTATHIOU et al., 2014). Isdmero vermelho do famoso corante Indigo Blue (Figura 1), sua
primeira aplicacdo, datada do século 13 a.C, foi no tingimento de fibras na regido do
Mediterraneo (MEIJER, et al., 2006).

Figura 1: Estrutura quimica de 1) Indirubina e I1) Indigo

Fonte: Elaborado pela prépria autora

O isolamento da indirubina, a partir da planta Isatis tinctoria, e caracterizacdo ocorreram
apenas em 1855, pelo quimico Henry Edward Schunck, responsavel também por demonstrar,
em 1856, que este composto é isomérico ao indigo, dando-lhe o nome de indirubina. Os
primeiros derivados naturais identificados foram a 6-bromoindirubina, 6’-bromoindirubia e a
6,6’-dibromoindirubina (Figura 2), isolados em 1992 como componentes minoritarios do
pigmento parpura excretado por moluscos das familias Muricidae e Thaisidae. Este pigmento,
conhecido como Royal Purple, foi utilizado como corante desde a idade do Ferro (MEIJER, et
al., 2006).

Figura 2: Estrutura dos primeiros derivados naturais isolados.

6-bromoindirubina 6'-bromoindirubina 6,6'-dibromoindirubina
Fonte: Elaborado pela prépria autora
Sinteticamente, a indirubina foi obtida em 1870 pelo quimico alemdo Adolf von Bayer
(JAUTELAT, et al. 2005; MEIWJER, et al., 2006). Tal composto é produzido pela condensacdo

do indoxil - gerado pela hidrélise em meio béasico do 3-acetoxiindol - com isatina, como mostra
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0 Esquema 1. O indoxil sofre oxidag&do em contato com o ar e dimeriza-se, por isso, a formacgéo
daindirubina e seus derivados vem sempre acompanhada de uma pequena quantidade de indigo.
Esquema 1: Formac&o da indirubina e indigo a partir do indoxil.
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Fonte: Elaborado pela prépria autora

As propriedades medicinais da indirubina foram relatadas primeiramente em 1966, no
Instituto de Ciéncias Médicas da China, quando este composto foi isolado da mistura de ervas
conhecida como Danggui Longhui Wan, utilizada ha milénios no tratamento da leucemia
mieloide cronica (HOESSEL et al., 1999; POLYCHRONOPOULOS et al., 2004,
BEAUCHARD et al., 2006).

Os primeiros relatos sobre a forma como as indirubinas atuam no organismo surgiram em
1999, em trabalho publicado por Hoessel e colaboradores (HOESSEL, et al., 1999). Durante as
investigacOes sobre agentes antineoplasicos presentes em plantas empregadas na Medicina
Chinesa, este grupo demonstrou que as indirubinas e seus anadlogos inibem as proteinas
quinases, especificamente as CDKSs (cyclin-dependent kinases) e GSK-3 (glycogen synthase
kinase-3), pela competicédo pelo sitio catalitico da ATP (JAUTELAT, et al. 2005).

1.2 CDKs e GSKs

As proteinas quinases sdo a maior familia de proteinas em eucariotos, totalizando
aproximadamente 500 tipos diferentes. A fosforilagdo € um dos principais mecanismos de
regulacdo do ciclo celular e aquelas proteinas catalisam este processo utilizando moléculas de
ATP e, em alguns casos, GTP como doadores de fosfato. Elas estdo relacionadas ao
desenvolvimento de inUmeras doencas, como cancer, diabetes e Alzheimer
(POLYCRONOPOULOS, et al, 2004; MOON, et al., 2006). Desta forma, a inibi¢cdo de uma

quinase pode desencadear uma mudanca na resposta celular e, consequentemente, uma
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modificagdo na evolucdo de tais doencas (GARCIA-ECHEVERRIA; TRAXLER; EVANS,
2000).
1.3 REVISAO DA LITERATURA

1.3.1 Quinases como alvo de inibicéo

Durante os ultimos 20 anos, muitos pesquisadores estiveram interessados nas indirubinas
e seus analogos como potenciais inibidores das proteinas quinases. Os diversos estudos de
relacdo estrutura-atividade publicados ao longo deste periodo, demonstram que a introducao de
determinados substituintes nas posig¢des 5, 3°, 4’ e 5’ do esqueleto indirubinico (Figura 1-1)
contribui positivamente para o poder de inibicdo, enquanto nas demais posicOes leva a uma
reducdo se comparado a indirubina.

Beauchard e colaboradores (BEUCHARD, et al., 2006) sintetizaram derivados 5-nitro,
5-amino, 5-acetilamino e 5-halogeno 3’-substituidos. A propriedade inibitoria foi testada para
as quinases CDK1, CDK5 e GSK-3. Os derivados 5-halogenados, especialmente aqueles
substituidos por bromo, e também os 5-nitro substituidos, apresentaram poder de inibicdo
significativo para todas as quinases, com valores de ICso da ordem de 10 uM, enquanto a
indirubina apresenta valor de ICso de 10° uM para as mesmas quinases. Os derivados 5-amino
e 5-acetilamino apresentaram, em geral, valores de ICso até 10 vezes menores que os derivados
citados acima (valores préximos a 0,1 uM), entretanto, inibem mais efetivamente a GSK-3 que
CDK1 e CDKSJ5, sendo, portanto, seletivos para GSK-3.

O estudou apontou, ainda, assim como trabalho prévio de Polychronopoulos
(POLYCHRONOPOULOS, et al., 2004), que a substituigdo em 3’ por um grupo oxima (Figura
3-1V, V e VI) acarreta um aumento da atividade inibitoria até 20 vezes maior quando comparado
aos analogos oxigenados. Na Figura 3, encontra-se alguns dos compostos que apresentaram
atividade relevante.
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Figura 3: Estrutura dos compostos com atividade relevante no trabalho de (BEUCHAR, et al.,
2006).
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Fonte: Elaborado pela prépria autora

O grupo de Moon (MOON et al., 2006) também investigou as propriedades bioldgicas de
derivados 5 e 3’ substituidos. Os compostos sintetizados foram testados em diferentes linhagens
de células cancerigenas, como de estbmago (SNU638), leucemia (HL-60), mama (HT1080),
colon (Col2) e pulméo (A549), além da proteina quinase CDK2. Na Figura 4, pode-se observar
os compostos | e Il que se mostraram potentes inibidores da CDK2. Os valores de 1Csp sdo
comparaveis a Ellipticina, um agente antineoplasico muito conhecido. Os compostos Il e 1V,
apesar de demonstrarem boa atividade antiproliferativa para todas as linhagens, ndo mostraram
efeito de inibicdo substancial para CDK2. Este fato sugere que os derivados indirubinicos

possuem mais de um mecanismo de ac¢do, embora ainda nao elucidados.

Figura 4: Estrutura dos compostos com atividade relevante no trabalho de (MOON, et al.,

2006).
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Fonte: Elaborado pela prépria autora
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1.3.2. Solubilidade

Um desafio no desenvolvimento de novos derivados indirubinicos com atividade
antineoplasica pronunciada € a baixa solubilidade em &gua e baixa biodisponibilidade em
fluidos bioldgicos, isto devido a planaridade e rigidez do ndcleo indirubinico (EFSTATHIOU,
et al.,, 2014; HESHMATI, et al., 2014; JAUTELAT, et al. 2005). Devido a isso, muitos
pesquisadores tém buscado introduzir grupos polares e volumosos, principalmente nas posicoes
5¢3’, como uma tentativa de otimizar esta propriedade. Entretanto, a escolha dos substituintes
deve ser cuidadosa, ja que grupos hidrofilicos aumentam a solubilidade, mas, sdo grupos
lipofilicos os responsaveis pela biodisponibilidade e, consequentemente, pela maior atividade
biolégica (GINZINGER, et al., 2014).

Neste sentido, Cheng (CHENG, et al., 2010), por exemplo, estudou a solubilidade de
indirubina-5-carboxamidas, bem como o efeito antiproliferativo sobre uma linhagem de células
de cancer pulmonar (LXFL529L). A indirubina-5-carboxamida, derivada da (p-(4-metil-
piperazinil)-anilina (Figura 5 - 1) mostrou excelente resultado, com valor de ICso de 0,54 uM e
solubilidade de 520 mg.L™, considerando-se uma boa solubilidade em agua valores superiores
a40 mg.Lt (JAUTELAT, et al. 2005). A transformac&o deste composto na correspondente 3’-
oxima levou a um aumento da solubilidade em mais de 50%, sem prejuizo na atividade (Figura
5 —I1). Um aumento na solubilidade ainda maior foi observado para o cloridrato de I (Figura 5
— 1), também com preservacao da atividade.

Figura 5: Estrutura dos compostos com consideravel solubilidade e atividade antiproliferativa
(CHENG, et al., 2010)

| I n
ICso = 0,54 uM IC50 = 4.2 uM ICs50 = 6,0 UM
S =520 mg/L S = 1600 mg/L S > 2000 mg/L

Fonte: Elaborado pela prépria autora
Ginzinger avaliou indirubinas incorporando sais de amoénio quaternarios ligados a por¢édo
oxima, na posi¢do 3°. Para o primeiro derivado preparado, foi empregado a acetilcarnitina
(Figura 6 — 1), um farmaco utilizado como ativador neural. Embora tenha apresentado boa

solubilidade, este composto mostrou-se sensivel a temperaturas superiores a 40°C, além de taxa
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de hidrolise que excede o valor requerido para aplicacdo intravenosa (GINZINGER, et al.,
2012).
Figura 6: Estrutura dos compostos sintetizados por (GINZINGER, et al., 2012).
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Fonte: Elaborado pela prépria autora

Como alternativa para um éter oxima mais estavel, foi utilizado a colina, um cation
organico integrante do complexo B de vitaminas (Figura 6 — Il a e b). Neste caso, 0 composto
apresentou boa solubilidade e estabilidade. Quanto a atividade bioldgica, demonstrou impacto
sobre a proliferacdo celular, no entanto, ndo foi observado efeito de inibicdo para proteinas
quinases. (GINZINGER, et al., 2012).

O grupo de JAUTELAT explorou trés diferentes vertentes na tentativa de obter derivados
mais sollveis e ativos. A primeira série de compostos foi preparada pela introducdo de grupos
sulfonamidas na posi¢do 5. Compostos como | e Il (Figura 7) ndo levaram a um aumento
substancial de solubilidade. O composto 111, além de ndo contribuir para hidrofilicidade, levou
a uma reducdo na poténcia de inibicdo para CDK2. De um total de oito compostos, apenas 0
composto 1V apresentou poder de inibicdo significativo para CDK2 (ICso = 0,01 uM), boa
solubilidade e excelente atividade antiproliferativa.

A segunda estratégia utilizada foi a tentativa de distor¢do da planaridade pela introducédo
de um centro quiral em 3’. A carbonila C3’ da 5-bromoindirubina foi transformada em um
alcool terciario pela reacdo de Grignard (Esquema 2), fornecendo um produto amarelo, como
consequéncia direta da modificag¢do do sistema m do nucleo indirubinico. Este produto, apesar
de possuir valores de log P (coeficiente de particdo no sistema de solvente octanol/H20)
similares, mostrou-se mais hidrossolivel que o material de partida. Quanto a atividade
inibitdria, ndo sofreu grande prejuizo, obtendo-se um valor de I1Cso de 3 UM para 0 novo

composto, contra 1 uM do material de partida.
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Figura 7: Indirubinas 5-sulfonamidas sintetizadas por (JAUTELAT, et al., 2005)
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Fonte: Elaborado pela prépria autora

Esquema 2: Reacdo de Gringnard para obtencdo de um alcool terciario em C3'
Br

MeMgBr/Eter O
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Fonte: Elaborado pela prépria autora

De posse deste resultado, foram combinadas as duas estratégias, que levou a introducao
de um centro quiral no carbono 3’ e a introducdo de uma sulfonamida na posicdo 5. Estes
compostos, apresentados na figura abaixo (Figura 8), apresentaram solubilidade acima do valor
minimo estabelecido (40 mg.L™?), além de pronunciada atividade inibitéria para CDK2 e
antiproliferativa para uma linhagem de células de cancer cerebral (MCF7). Em todos 0s casos,

0 enantidbmero positivo se mostrou mais ativo por um fator de 10 a 50.

Outra opgdo para superar este desafio é o emprego de meios emulsificantes (SEDDS —
Self Emulsifying Drug Delivery Systems). Os veiculos lipidicos associados a surfactantes, por
exemplo, sdo muito usados em formulagdes farmacéuticas para aumentar a biodisponibilidade
de drogas lipofilicas com baixa solubilidade em agua. Heshmati e grupo investigaram a
solubilidade da indirubina-3’-oxima-2,3-diidroxipropileter em quatro diferentes sistemas de
auto-emulsificacdo. Cada formulagdo possuia uma quantidade especifica de mono e
diglicerideos de cadeia longa e curta, um tipo de surfactante hidrofilico, polietilenoglicol como
co-surfactante e etanol como co-solvente. Tanto para testes in vitro quanto in vivo (realizado
em camundongos), as quatro formulagfes aumentaram a particdo na fase aquosa cerca de 30
vezes. (HESHMATI, et.al., 2014).
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Figura 8: Estrutura dos compostos sintetizados por (JAUTELAT, et al., 2005)
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Fonte: Elaborado pela prépria autora
1.3.3 Outros alvos de inibicdo

Muitos derivados indirubinicos possuem atividade antitumoral pela inibicao de diferentes
quinases, como CDK1, CDK2, CDK5 e GSK-3. Entretanto, podem-se encontrar também
pesquisas sobre a interacdo destes com outros receptores ou alvos de inibicéo.

Recentemente, Tanaka e colaboradores estudaram a capacidade de trés novas séries
indirubinicas para inibicdo do gene MDR1. Este gene estd envolvido no aparecimento de
resisténcia a multiplas drogas, configurando um obstaculo para agentes antitumorais e outros
farmacos. Trés indirubinas demonstraram resultado interessante (Figura 9). Estes compostos
mostraram-se capazes de aumentar a sensibilidade da Doxorrubicina — um antitumoral ja
comercializado no mercado — possibilitando a administracdo de doses menores, que pode
diminuir os efeitos colaterais causados nos pacientes e proporcionar uma melhor qualidade de
vida. O estudo sugere, ainda, que estes compostos atuam principalmente mudando a
conformacdo do sitio catalitico de NF-Y, um complexo proteico importante no processo de
transcricdo do DNA (TANAKA, et al., 2014).
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Figura 9: Compostos com boa atividade celular sintetizados por (TANAKA, et al., 2006)
HsCO
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Fonte: Elaborado pela prépria autora

Utilizando técnicas de Screening, Jung ¢ demais autores, identificaram indirubinas 3’-
monooximas como uma nova classe de inibidores da DRAK2. Esta enzima € uma quinase
serina-treonina que induz apoptose (morte celular programada) em varios tipos de células, além
de estar relacionada ao desenvolvimento de processos autoimune. Tem sido relatado, ainda, que
a DRAK?2 desempenha importante papel como imunossupressor (JUNG et al., 2016).

Dos varios compostos preparados, o composto apresentado na figura abaixo (Figura 10)
apresentou o melhor desempenho, com valor de ICso = 0,003 UM apenas. Estudos de docking
molecular sugerem uma boa afinidade de ligagdo com ATP, podendo, também, ser um potencial
inibidor da CDKs e GSKs (JUNG, et al., 2016).

Figura 10: Composto com melhor atividade inibitoria para DRAK 2 (JUNG, et al., 2016)
0
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Fonte: Elaborado pela prépria autora
Xingi e grupo testou a atividade inibitdria de indirubinas 6-substituidas, especialmente
derivados 6-bromo-substituidos, para LGSK-3 e LCRQ3, quinases essenciais a sobrevivéncia
do protozoédrio leishmania, causador da leishmaniose, doenca tropical negligenciada que
acomete mamiferos (XINGI, et al., 2009; EFSTATHIOU, et al., 2014). Estes derivados

apresentaram inibicdo consideravel e, em geral, mostraram-se mais seletivos para a LCRKS.
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Entretanto, relatos na literatura apontam que o fato de um composto ser um inibidor seletivo
para LCRK3 ndo garante uma boa atividade antiparasitaria, indicando que a LGSK-3
desempenha papel crucial no desenvolvimento do protozoario.

Desta forma, em artigo recente, este mesmo grupo testou novos derivados 3’-substituidos
por grupos amino volumosos. Foram identificados dois compostos (Figura 11), com anéis
piperazina () e pirrolidina (I1) seletivos para LGSK-3 e com excelente atividade antiparasitaria,
com valores de 1Cso < 0,70 uM. Assim sendo, estes compostos sdo considerados blocos iniciais
no desenvolvimento de potentes agentes antileishmaniais (EFSTATHIOU, et al., 2014).

Figura 11: Prototipos a potencias agentes antileishmaniais.
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Fonte: Elaborado pela prépria autora

1.4 HIDRAZONAS, SEMICARBAZONAS E TIOSSEMICARBAZONAS

Hidrazonas, semicarbazonas e tiossemicarbazonas sdo classes de compostos
caracterizadas pelo grupo funcional RRC=NNRR (Figura 12) e apresentam um vasto perfil
farmacoldgico, ja muito explorado na literatura. Dentre as principais propriedades bioldgicas,
destacam-se a antiviral, anticonvulsivante, antiparasitaria, antibacterial, antimalarica e
antineoplasica (BERALDO, 2004; HALL et al., 2009; KARKI et al., 2009; SOUZA et al.,
2013).

Figura 12: Estrutura geral das hidrazonas, semicarbazonas e tiossemicarbazonas
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Fonte: Elaborado pela prépria autora
Sdo preparadas pela adicdo nucleofilica de uma hidrazina, semicarbazida e
tiossemicarbazida a um aldeido ou cetona (Esquema 3-b). As semicarbazidas e

tiossemicarbazidas podem ser preparadas pela reacéo de hidrazinas e derivados com ureias (i),
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isocianatos e isotiocianatos (ii e iii) ou carbamatos (iv) como mostra 0 Esquema 3-a (BEUKERS
et al., 2003; CAPPOEN et al., 2014; GAN et al., 2014).

Esquema 3: Rota de preparagdo para semicarbazonas e tiossemicarbazonas
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Fonte: Elaborado pela prépria autora
Pesquisas recentes sobre as propriedades antineoplasicas com estes grupos envolvem o
trabalho de Gan e colaboradores, que demonstraram, por exemplo, que estes compostos
acoplados a diferentes esteroides apresentam potencial atividade contra cancer gastrico e de
figado, com valores de 1Cso melhores até mesmo que dé cisplatina, um agente quimioterapico
altamente eficaz e ja estabelecido no mercado (GAN, et al., 2014).
Ja Abdelazem e demais autores, otimizaram as propriedades antineoplasicas de derivados
de hidroquinonas pela introducdo de diferentes séries de hidrazonas, semicarbazonas e
tiossemicarbazonas. Os novos compostos foram testados em trés linhagens de células
cancerosas, sendo, pulmao (A549), cérebro (MCF-7) e adenocarcinoma (HT29). Em geral, os
derivados apresentaram maior atividade antineoplasica que as hidroquinonas de origem, com
valores de ICso da ordem de 10 uM, exceto para adenocarcinoma, cujos valores de 1Cso foram
superiores a 20 UM (ABDELAZEEM et al., 2016).
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O grupo de Junjie (MA JUNJIE, 2015) produziu novos derivados benzotiazois-o-
carbamoilhidrazonas (Figura 13-1) pela substituicdo do grupo terminal o-hidroxi por um grupo
fenil ou benzil-1H-indol, a fim de melhorar a poténcia antineoplasica. Os compostos
sintetizados foram testados para quatro linhagens de células cancerosas, sendo dois tipos de
adenocarcinoma (HT29 e H460), um de pulméo (A549) e um de cérebro (MDA-MB-231).

Todos os quinze compostos produzidos mostraram atividade antineoplasica de moderada
a excelente para todas as linhagens celulares, com destaque para 0 composto mostrado abaixo
(Figura 13-11) que apresentou valores de 1Cso de 0,015 pM, 0,28 puM, 1,53 uM e 0,68 pM para
cada linhagem, respectivamente (JUNJIE, et al., 2015). Os valores encontrados sdo de 2 a 168
vezes melhores que os do padréo de referéncia Oncrasin-1, para as quatro linhagens.

Figura 13: Potenciais agentes antineoplasicos sintetizados por (JUNJIE, et al., 2015).
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Fonte: Elaborado pela prépria autora.
1.5 QUIMICA MEDICINAL

Quimica medicinal € um ramo da quimica baseado principalmente na quimica organica e
que tem por objetivo o planejamento racional, preparacdo e identificacdo de novos compostos
bioativos, denominados prot6tipos (BARREIRO; FRAGA, 2008). Outras atribui¢des incluem:
avaliacdo da farmacocinética (absor¢do, distribuicdo, metabolismo, eliminacéo e toxicologia),
elucidacdo do mecanismo de acdo e estudos de relacdo estrutura-atividade
(AMARAL; MONTANARI, 2002; LIMA, 2007).

Dentre as diversas técnicas empregadas no planejamento de novos prototipos, pode-se
citar o bioisosterismo e a simplificagdo molecular, que tém por objetivo otimizar as
propriedades farmacoldgicas e reduzir a toxicidade de um farmacéforo ja existente
(SHERIDAN, 2002; LIMA, 2007). Destaca-se, ainda, a hibridacdo molecular baseada na
conjugacao de estruturas bioativas distintas em uma unica molécula, podendo o0 novo composto-
hibrido apresentar as caracteristicas bioldgicas de ambas substancias de origem ou somente de

uma. Esta estratégia é especialmente Gtil quando se deseja, por exemplo, inibir duas enzimas
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diferentes envolvidas em uma Unica patologia (AMARAL; MONTANARI, 2002; MEUNIER,
2008; SOLOMON; HU; LEE, 2010).
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2 JUSTIFICATIVA

A indirubina vem sendo usada na medicina chinesa ha pelo menos quatro milénios. Desde
0 primeiro relato sobre suas atividades farmacoldgicas, diversos autores tém investigado seu
mecanismo de acdo e modificacdes estruturais que possam levar a compostos mais potentes,
sendo a baixa solubilidade uma limitacdo neste processo (HOESSEL et al., 1999).

A reviséo da literatura aponta que a introducgéo de diferentes grupos nas posicdes 5 e/ou
3’ do nucleo indirubinico ¢ estratégia chave na otimizagdo da solubilidade e bioatividade desta
classe de compostos. Estudos de modelagem molecular em combinacdo com difracdo de Raio-
X tém mostrado que a substitui¢do na posi¢do 3’ das indirubinas aumenta a solubilidade sem
prejuizo das propriedades farmacoldgicas (CHENG, et al., 2010; JAUTELAT, et al., 2005).
Além disso, os diversos compostos bioativos que possuem em suas estruturas unidades
semicarbazonas e tiossemicarbazonas, estes ja descritos na literatura, justificam a pretensdo de

preparar novos derivados indirubinicos substituidos em 3’ pelas referidas unidades.
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3 OBJETIVOS

O presente trabalho tem por objetivo a sintese, empregando a técnica de hibridacéo
molecular, e a caracterizacdo de hidrazonas, semicarbazonas e tiossemicarbazonas de
indirubinas 5-susbtituidas. A Figura 14 mostra a estrutura geral dos compostos propostos.

Figura 14: Estrutura geral dos compostos propostos neste trabalho.
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(92) Ry =NO3, R;=Cl, X=0 (12a) Ry = NH,, R, = Cl, X = O
(9b) R1=NO,, R, =CI, X=S (12b) R;=NH,, R, =Cl, X= S
(10a) R;=NOy, R; = OCHs, X =0 (13a) R; = NH,, R, = OCH3, X = O
(10b) Ry= NO,, Ry = OCHg, X =S (13b) Ry= NH,, R, = OCH3 X = S

Fonte: Elaborado pela prépria autora
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4 ANALISE RETROSSINTETICA

Foram identificadas pelo estudo retrossintético duas rotas distintas para a preparacdo dos

compostos-alvo propostos neste trabalho, como mostrado no Esquema 4.

Esquema 4: Analise retrossintética para os compostos-alvo
Y

© ®

Fonte: Elaborado pela prépria autora
Rota a:

Acredita-se que os compostos-alvo propostos neste trabalho (A) podem ser preparados
através da reacdo de adigdo nucleofilica das hidrazonas indirubinicas (B) aos isocianatos ou
isotiocianatos disponiveis comercialmente. As hidrazonas indirubinicas podem ser preparadas
pelo tratamento das indirubinas (C) com hidrazina hidratada. As indirubinas, por sua vez, sao
sintetizadas pela reagdo entre isatinas (D) e 3-acetoxindol (E).

Rota b:

Outra possibilidade é a reacdo de adicdo nucleofilica das indirubinas (C) com as

tiossemicarbazidas e semicarbazidas N-4-substituidas (F). Estas sdo obtidas também por reacédo

de adicdo nucleofilica da hidrazina hidratada aos isocianatos e isotiocianatos.
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5 METODOLOGIA

5.1 — SINTESE DA 5-NITROISATINA (1)
A 5-nitroisatina (1) pode ser obtida pela nitracdo da isatina (1a) com &acido sulfurico e

nitrato de potassio em banho de gelo, como ja descrito na literatura (VINE, et al., 2007) e
apresentado no Esquema 5.

Esquema 5: Sintese 5-nitroisatina (1)

o 0
H,S0O4, KNO 02N
O 2 4 3 O
N 0°C, 1h N
H H

(1a) (1)
Fonte: Elaborado pela prépria autora.

5.2 - SINTESE DA 5-AMINOISATINA (2)
O principal procedimento descrito na literatura para obtencdo da 5-aminoisatina

(BEAUCHARD et al., 2006; VINE et al., 2007) é a partir da reducdo da 5-nitroisatina
empregando Fe® em meio &cido. Entretanto, sabe-se que para reducdo de grupo nitro a amino,
utiliza-se também hidrogenacdo catalitica (MARCH, 2007). O Esquema 6 mostra uma equacao
geral para esta reacgao.

Esquema 6: Sintese 5-aminoisatina (2)

o 0
O2N H,N
O [Hl o)
i N
) &)

Fonte: Elaborado pela prépria autora
5.3 — SINTESE DAS INDIRUBINAS 5-SUBSTITUIDAS (3a) e (3b)
As indirubinas 5-substituidas sdo sintetizadas pelo acoplamento das isatinas (1 e 2) com
3-acetoxy-indol em metanol, na presenca de carbonato de sddio, como descrito por Beauchard
(BEAUCHARD et al., 2006) e exposto no Esquema 7.
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Esquema 7: Sintese das indirubinas 5-substituidas (3a) e (3b)
Ry

O
Ry
\ Na2C03
N N MeOH, t.a, 6h
H H

(1) Ry =NO, . (3a) R, = NO,
(2) Ry =NH, 3-acetoxindol (3b) Ry = NH,

Fonte: Elaborado pela prépria autora
5.4 SINTESE DAS INDIRUBINAS-3’-HIDRAZONA 5-SUBSTITUIDAS (4a) e (4b)

A sintese das indirubinas-3’-hidrazona 5-substituidas (Esquema 8) pode ser realizada

seguindo metodologia descrita por Moon (MOON, et al., 2006) para a preparac¢do da indirubina-

3’-hidrazona, através da reacdo direta das indirubinas 5-substituidas com hidrazina
monohidratada a 70-80°C por 24h.

Esquema 8: Sintese das indirubinas-3'-hidrazona 5-substituidas (4a) e (4b)
R;

NH,NH,
70-80 °C
24h
(3a) Ry = NO, (4a) R; = NO,
(3b) R; = NH, (4b) R; = NH,

Fonte: Elaborado pela prépria autora.
5.5 - SI'NTE’SE DAS FENILSEMICARBAZIDAS E FENILTIOSSEMICARBAZIDAS N-4
SUBSTITUIDAS (5a-b), (6a-b) e (7a-b)

As semicarbazidas e tiossemicarbazidas N-4 substituidas sdo obtidas pela reacdo dos
isocianatos e isotiocianatos com hidrazina monohidratada em diclorometano sob banho de gelo,
como mostrado no Esquema 9, e vém sendo preparadas pelo nosso grupo de pesquisa
rotineiramente (BEUKERS, et al., 2003).
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Esquema 9: Sintese das semicarbazidas e tiossemicarbazidas N-4 substituidas (5a-b), (6a-b) e

(7a-b)
NCX
H H
o HZ'\'/N\”/N\©\
0°C X
i R

(5a) R=H, X=0;
(6a) R=CIl, X=0;
(7a) R = OCHg, X = O;

(5b)R=H,X=5S
(6byR=Cl, X=S
(7Tb)R=OCHg, X =S

(21a) R=H, X = O;
(22a) R=Cl, X = O;
(23a) R=0CHgz, X=0

(21b)R=H,X=S
(22b)R=Cl, X=S
(23b) R=0OCHg, X =S

Fonte: Elaborado pela prépria autora.
56 SINTESE DAS SEMICARBAZONAS E TIOSSEMICARBAZONAS DAS
INDIRUBINAS 5-SUBSTITUIDAS (8a-b), (9a-b), (10a-b), (11a-b), (12a-b) e (13a-b)
Para a sintese dos compostos-alvo planejados neste trabalho, foram investigadas duas

rotas distintas, assim como exposto no Esquema 4, na Secéo 4.

Figura 15: Compostos-alvo propostos
Ry

>§

1
(8a) R;=NO,, Ry=H, X=0
(8b) R;=NO,, R, =H, X =S
(9a) R; =NO,, R,=Cl, X=0

(gb) Ri= NOz, Ry = Cl,X=S

(10a) Ry = NO,, Ry = OCH3, X = O
(10b) Ry= NO,, Ry = OCHg, X = S

(11a) Ry = NHp, Rp=H, X =0
(11b) Ri=NHp, R, =H, X = S
(12a) Ry = NH,, R, = CI, X = O
(12b) Ri= NHp, R, = Cl, X =S
(13a) Ry = NHp, Ry = OCHg, X = O
(13b) Ry= NHp, R, = OCHz X = S

Fonte: Elaborado pela prépria autora.

Tais rotas foram propostas com base na quimica de isatinas, amplamente descrita na
literatura. Kang e grupo (KANG et al.,, 2011), por exemplo, descreve a sintese de
tiossemicarbazonas de isatinas (I11) pela reacdo de adi¢do nucleofilica de isatinas (1) e
tiossemicarbazidas (1) (Esquema 10a). J& Silva e demais autores abordam a reacdo entre
isatina-3-hidrazona (IV) e diferentes eletrofilos, como mostra o exemplo do Esquema 10b
(SILVA; GARDEN; PINTO, 2001).



Esquema 10: Rota sintética utilizada como referéncia para sintese dos compostos-alvo

R3
N-Ra
HN
>§S
HN_
? R . o N
H 4 Diferentes condigdes /
R.AL A 0+ N,N\H/N\R reacionais N
a) 1y _ 2 3 —_— Rl : O
R2 \
| 1l m 2
Ry, Ra, Rs, Ry = aril, fenil
HzN\ /N N %/N\

~
/N \[ HN,
N
N
H N o
H

Fonte: Elaborado pela prépria autora
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 - SINTESE DA 5-NITROISATINA (1)

A 5-nitroisatina (1) foi obtida pela rea¢do da isatina em H2SO4com uma solucdo de KNO3
em H2SO4 (Esquema 11). Ap6s 1h de reacdo, o bruto foi vertido em gelo picado, resultando em
uma suspensdo de um solido amarelo que foi isolado por filtracdo, lavado com &gua e
recristalizado em metanol/agua 1:1. O rendimento foi de 90%. A caracterizacdo foi realizada
por P.F, RMN de 'H e 1C, cujos resultados concordam com os dados da literatura.

Esquema 11: Sintese da 5-nitroisatina (1)

O (@]
H,SO,4, KNO 02N
O 2 4y 3 O
N 0°C, 1h N
H H

(1a) 1)
Fonte: Elaborado pela prépria autora
6.2 SINTESE DA 5-AMINOISATINA (2)

A primeira metodologia empregada para reducdo da 5-nitroisatina foi a hidrogenacéo
catalisada por Pd/C em metanol, conforme Esquema 12. Ap6s uma hora no aparelho de Parr
com pressdo 20 atm, observou-se a formagdo de um unico produto, com Rf inferior ao do
material de partida. Ao isolar-se, obteve-se um produto puro, com rendimento de 58%.

Esquema 12: Tentativa de reducdo da 5-nitroisatina (1) e formacdo do composto (14)

OH

H, Pd/C H2N
MeOH 0

O 1h, my« N
14
N (14)
H O
1) H

Fonte: Elaborado pela prépria autora
As andlises de RMN de 'H e 13C sugerem que houve a redugdo do grupo nitro e da
carbonila C3, formando, assim, um alcool (14) como apresentado no Esquema 12.
Sonderegger e colaboradores investigaram a reducdo enantiosseletiva de derivados de
isatina pela hidrogenacdo catalisada por Pt/alumina modificada por cinchonidina, obtendo
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como produto justamente derivados 3-alcool (SONDEREGGER et al., 2004). Tanto
Jnaneshwar e Deshpande, para a sintese da convolutamidina A, quanto Magiatis e grupo, para
sintese de derivados de isatina aminoalogenados, protegeram a carbonila da posicdo C3
introduzindo um grupo cetal antes da reducéo por hidrogenacao, indicando, pois, a sensibilidade
deste grupo a este tipo de reacdo (K. INANESHWAR; H. DESHPANDE, 1999; MAGIATIS
etal., 2010).

Esquema 13: Roto sintética de (K. INANESHWAR; H. DESHPANDE, 1999) para sintese da
convolutamidina A

0 2,2-dimetilpropano-1,3-diol <O< H (Oﬁ
O,N p-TSA 2 HoN 1)
2 cicloexano O:N © MeOH 2
o o — o

H H

Br,
EtOH

Br o Br (& tBUONO 5
< cido oxAlico 600 0 DMF o
acido oxalico 60 o 650 H,N
" o S — o ——
Br H Br N Br H

H

o
o

acetona
solugéo etandlica 15% KOH

B Ho
o
(0]
N
Br H

Convolutamidina A
Fonte: Elaborado pela prépria autora
Observa-se no espectro de RMN de *H (Figura 16) um dupleto centrado em 4,68 ppm
atribuido ao hidrogénio da hidroxila. A base alargada sugere a presenca do pico correspondente
aos hidrogénios do grupo amino com deslocamento de acordo com o previsto na literatura
(BEUCHARD et al., 2006). O dupleto em 6,00 ppm é referente ao hidrogénio do carbono C3,
gue, neste caso, encontra-se acoplado ao hidrogénio da hidroxila com constante de acoplamento
de 7,0 Hz. No espectro de RMN *C (Figura 18), pode-se observar o sinal em 69,8 ppm

correspondente ao carbono C3.
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Figura 16: Espectro de RMN de H para o composto (14) (500 MHz, DMSO-d6)

2 =2 a2 e 283
| I N\
OH
H,N.5 5 3 ,
o
& N
7 H1
14
Har 4
NH
OH + NH:
H3
4 AN J( |
IV L
s 53)38) g
- P 0= I =1
T T T T T T T T T T T T T
12 1 10 9 8 7 6 5 a 3 2 1 ppm

Fonte: Elaborado pela prépria autora

Figura 17: Expanséo do espectro de RMN de *H para o composto (14) (500 MHz, DMSO-d6)

N1 INULOM L n 3 G AL AU

|
|
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| |
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n
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| I \

_ D/, ) £\ YA\ L S

8| g 8 g

o o - o
I T T T T T T T T T T T T T T T 1
6.75 6.70 6.65 6.60 6.55 6.50 6.45 6.40 6.35 6.30 6.25 6.20 6.15 6.10 6.05 6.00 ppm

Fonte: Elaborado pela prépria autora
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Figura 18: Espectro de RMN de *3C para o composto (14) (125 MHz, DMSO-d6)

OH

HoN_5 * g )
O
g N
7 H1

(14)

C3

C=0

] |

T T T T T T T T T T T

T T T T T T T T T T T T
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 O ppm

Fonte: Elaborado pela prépria autora

Atraveés dos dados da literatura e da analise dos espectros adquiridos, pode-se concluir
que a estrutura proposta é correta e as condi¢cbes empregadas para esta reacdo resultam na
reducdo da carbonila da posi¢édo 3, além do grupo nitro.

A reacdo foi repetida em condicGes mais brandas, utilizando-se H. a pressao atmosférica.
A reacdo progrediu lentamente e, ap6s cinco dias, houve formacao de dois produtos, verificados
por CCD: 1) a 5-aminoisatina (2) e 2) o produto (14) supracitado. Devido a presenca de produto
lateral e as dificuldades de purificacdo em rendimentos satisfatorios métodos alternativos foram
investigados.

Optou-se, entdo, pela reducdo com Fe metalico em etanol, na presenca de HCI
concentrado e atmosfera inerte. Embora a reacdo seja rapida, requerendo apenas lh para
obtencdo do produto desejado, nas tentativas de isolamento por extracdo com acetato de etila,
houve a formacdo de emulses intrataveis, devido a presenca do hidréxido de ferro produzido
apos o ajuste de pH para converséo a base livre.

O mesmo fendémeno foi observado para redugdo com Zn metalico em acido acético. Neste
caso, a corre¢do de pH, realizada com solucéo saturada de bicarbonato de sédio, leva a formagéo
de acetato de sodio e carbonato de zinco, insoltvel em agua e pouco solivel em solventes

organicos.
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Alternativamente foi testada uma quarta metodologia baseada no procedimento descrito
por Magiatis e colaboradores (MAGIATIS, et al., 2010) para sintese de 5-amino-6-
bromoisatina.

A rota adaptada apara este trabalho possui um total de quatro etapas, a saber: 1) protecéo
da carbonila C3 de (1) pela transformacéo desta em um grupo cetal, empregando etilenoglicol
(15); 2) reducdo do grupo nitro por hidrogenagéo catalitica (16); 3) clivagem do grupo protetor
com H2S04 30% e simultanea transformagao do grupo amino em sal sulfato; 4) precipitacéo da
5-aminoisatina (2) com solucéo aquosa quente de NasBOsz, conforme ilustrado no Esquema 14.

As etapas 1 e 2 foram reproduzidas sem dificuldades. As reagOes mostraram-se limpas,
de féacil isolamento e com excelentes rendimentos (84% e 100% respectivamente). Na terceira
etapa, o sulfato de 5-aminoisatina foi produzido reagindo-se a 5-aminoisatina cetal (16) com
acido sulfarico 30% sob refluxo por 1,5h. O resultado foi um sélido fino, de cor laranja e
brilhante, isolado por filtragdo a vacuo e lavado com acetona. Logo em seguida dissolveu-se
este s6lido em agua quente e adicionou-se, lentamente, sob constante agitacdo, solu¢do aquosa
quente de NazBOs até pH 6,0. Com a adicdo, a solugdo passa de laranja transllcida para
avermelhada e, em seguida, roxa, quando o pH desejado é atingido. Apds alguns minutos em
repouso, surge um precipitado azul-escuro e brilhante. O sélido foi isolado por filtragdo, com
57% de rendimento. A caracterizagdo foi realizada por P.F, RMN de 'H e 13C, estando os dados
espectroscdpicos em concordancia com a literatura e disponiveis na Secédo 9.2.

Esquema 14: Rota sintética para 5-aminoisatina (2) baseada em (MAGIATIS, et al., 2010)

2 0/\| Hy/Pd  H,N O/\lo
O,N HO/\/OH O,N (@] 2 2
0 MeOH fe)
Cicloexano o N
N N H
H H
) )

APTS T.A., 3h
(15

Refluxo, 18h 100% (16)

84%
H,S0, 30 %
Refluxo, 1,5h
(0] .
Solucéo o] +
HN NasBO; NHal| _ O _
(0] O O'§'O
N 57% N o]
H H 5

@ 7
Fonte: Elaborado pela prépria autora

Embora, a primeira vista, 0 procedimento descrito acima parega simples, foram
encontradas algumas dificuldades na execucdo. Anteriormente a obtencdo da 5-aminoisatina

(2), aadicéo da solugdo de NasBOs forneceu um solido vermelho cujo padréo na CCD e aspecto
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fisico ndo correspondem a (2). A primeira hipdtese para explicar o ocorrido partiu de estudos
sobre as formas termodinamicamente estaveis da isatina (1a) (ver Esquema 15) em diferentes
pH.

A revisdo da literatura aponta que a isatina (1a) sofre hidrolise em meio basico com
quebra da ligagdo CO-NH, formando, assim, o composto (29), como mostra o Esquema 15
(CASEY, GALT, PAGE, 1993). A forma (1a) é termodinamicamente estavel apenas em pH
menores que 3. Para pH que varia de 4-6, ha uma mistura equimolar das formas (1a) e (29),
enguanto para pH superiores a 6, nota-se predominancia da forma (29).

Esquema 15: Hidrolise da isatina (1a) em meio basico.

0 o)
O + HZO _— + H
” NH,
(1a) (29)

Fonte: Elaborado pela prépria autora.

Assim, uma vez que a solucdo de NasBOs foi adicionada em quantidade descrita na
metodologia de Magiatis (MAGIATIS et al., 2010) e sem qualquer controle de pH, inferiu-se
qgue o composto vermelho formado poderia ser a 5-aminoisatina hidrolisada, ou seja, com
quebra da ligagdo CO-NH.

A 5-aminoisatina (2) pode ser obtida, entdo, em um segundo experimento, onde a adi¢éo
de NasBOs foi realizada até pH 6,0, como ja mencionado anteriormente. Entretanto,
experimentos posteriores ndo foram reprodutiveis, obtendo-se ora o produto vermelho, ora uma
mistura de 5-aminoisatina (2) e produto vermelho, mesmo com controle minucioso de pH. Em
alguns casos, o sélido vermelho precipitou ainda em pH &cido, o que discorda da hipbtese de
hidrolise.

Este sélido vermelho foi isolado e caracterizado por espectroscopia na regido do
infravermelho e RMN de 'H e 3C. A analise dos dados espectrais sugere a formagio do
composto (18) representado pela estrutura mostrada na Figura 19. Com a adicao gradativa de

solucdo de NazBOs, o sal sulfato de isatina (17) é convertido a base livre 5-aminoisatina (2)



43

que, ainda em pH ligeiramente &cido, adiciona-se nucleofilicamente ao carbono carbonilico da
cetona com subsequente desidratacédo para formacéo da imina.

Figura 19: Estrutura proposta para o composto (18)

Fonte: Elaborado pela prépria autora
Observa-se, no espectro de RMN de 'H (Figura 20), a presenca de trés hidrogénios
aromaticos, como um dupleto (J = 2,0 Hz) em 5,76 ppm, um dupleto de dupleto (J = 8,25 Hz/2,0
Hz) em 6,9 ppm e dupleto (J = 8,5 Hz) em 6,95 ppm, e um simpleto em 10,94 ppm,caracteristico

do NH. Entretanto, a principal evidéncia de formacao da imina é a auséncia de qualquer sinal
caracteristico do grupo NHa.

a

Figura 20: Espectro de RMN de *H para o composto vermelho (500 MHz, DMSO-d6)

o0 m

Fonte: Elaborado pela prépria autora
No espectro de RMN de C (Figura 21), observa-se o desaparecimento do carbono

carbonilico da cetona proximo a 188 ppm, além do surgimento de um novo sinal em 156,5 ppm
atribuido ao carbono iminico.



44

Figura 21: Espectro de RMN de *3C para o composto vermelho (500 MHz, DMSO-d6)
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Fonte: Elaborado pela prépria autora

Com intuito de contornar as dificuldades da preparacdo da 5-aminoisatina (2), necessaria
a sintese da 5-aminoindirubina (3a) (ver Esquema 7), a sintese de (3a) foi testada a partir do sal
sulfato de isatina (17), onde, no meio alcalino, devida a presenca de carbonato de sddio, a 5-
aminoisatina (2) poderia ser produzida e reagir com 3-acetoxindol. Entretanto, foi formada uma
mistura marrom complexa, ndo contendo o produto desejado (verificado por CCD), e por isso
esta metodologia foi abandonada.

Ap0s as exaustivas tentativas de sintese da 5-aminoisatina (2), decidiu-se substitui-la pela
5-acetamidaisatina (20), uma vez que esta pode ser obtida sem problemas semelhantes aos
apresentados até aqui. Assim, o grupo acetamido pode ser hidrolisado a amino apés a
preparacdao da 5-acetamidaindirubina (3c) ou apds obtencdo dos derivados semicarbazonas e
tiossemicarbazonas. Além disso, uma vez que indirubinas com grupo acetamida como
substituintes na posicdo 5 sdo relatas na literatura com atividade antiproliferativa e com inibicéo
das proteinas quinases comparaveis aos grupos nitro e amino, seria vantajoso sintetizar,

também, a serie de compostos-alvo 5-acetamido substituidos.

6.2.1 Sintese da 5-acetamida isatina (20)

A sintese da 5-acetamida isatina foi realizada seguindo rota semelhante a empregada para
a 5-aminoisatina (Esquema 15). Apos a hidrogenacdo, a 5-aminoisatina cetal (16) foi reagida
com anidrido acético em piridina sob banho de gelo por 6 horas. Neste estagio o controle de

temperatura deve ser rigoroso. Do contrario, observa-se a formacdo do produto diacetilado.
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Superado este obstaculo o produto (19) foi obtido como um solido, de cor palha, com alto grau
de pureza e rendimento de 82%. O grupo cetal foi removido agitando-se (19) em soluc¢éo diluida
de acido oxalico a 60°C por uma noite. Houve precipitacdo de um sélido vermelho que apds
filtracdo e lavagem com agua, mostrou-se puro e com rendimento de 67%.

Esquema 16: Rota sintética para 5-acetamidaisatina (20)

H o/\l 0
N o) H
\[r Sol. acido oxalico N
P ooc O ——————
DMyAP 6h © N 60°C o o
82% H 67% N

(16) 19) 20)

Fonte: Elaborado pela prépria autora

A caracterizacdo também foi realizada pela faixa de fusdo e RMN de *H e 3C. Os
resultados concordam com o esperado e, por se tratar de um composto ja descrito na literatura,
a discussdo dos espectros foi omitida. Os dados espectroscopicos podem ser consultados na
Secdo 9.2.1.

6.3 - SINTESE DAS INDIRUBINAS 5-SUBSTITUIDAS (3a), (3b) e (3c)

As indirubinas 5-substituidas foram sintetizadas empregando metodologia descrita por
Beauchard e colaboradores com excelentes rendimentos, como apresentado no Esquema 17 e
Tabela 1 (BEAUCHARD et al., 2006). Ap6s 6h de agitacdo a temperatura ambiente, o sélido
formado foi filtrado, lavado com metanol gelado, exaustivamente com agua e seco em estufa,

n&o havendo necessidade de purificagéo.

Esquema 17: Sintese das indirubinas 5-substituidas (3a), (3b) e (3c)
Ry

N MeOH, t.a, 6h
H

(1) Ry =NO, , (32) Ry = NO;
(2) Ry =NH, 3-acetoxindol (3b) Ry = NH,
19) R, = NHCOCH =
1
( 1 3 (3¢c) Ry = NHCOCH;4

Fonte: Elaborado pela prépria autora
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Tabela 1: Ponto de fusdo e rendimento para as indirubinas 5-substituidas

Composto R1 P.F (°C) Rendimento Aspecto
(%)
3a NO- >260 90 Sélido roxo
3b NH; >260 86 Sélido azul intenso
3c NHCOCH:3 >260 85 Solido azul intenso

Fonte: Elaborado pela prépria autora
A formacéo das indirubinas ocorre pela reagéo entre as isatinas e o indoxil, gerado in situ
pela hidrolise do grupo acetoxi. O processo € iniciado pelo ataque nucleofilico do ion carbonato
a carbonila do 3-acetoxiindol, como exposto no Esquema 18.

Esquema 18: Mecanismo de formacéo do indoxil
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N N ” N + ONa + co,

H H H
Fonte: Elaborado pela prépria autora
Formado o indoxil, este adiciona-se nucleofilicamente a carbonila C3 da isatina. O &nion
indirubinico recebe entdo um préton do metanol, seguido de desidratacdo para formacédo da
indirubina (Esquema 19).

Esquema 19: Mecanismo de formacao das indirubinas em meio alcalino

CH30H R R
— +
(% o) o} o)
X R 3 HQ . -
+ o - CH30
N 6 2 H N NH
1 H o

N
H 7 H

Fonte: Elaborado pela prépria autora

Embora ja descrita na literatura, a caracterizacdo foi realizada pela faixa de fuséo,
espectroscopia na regido do UV-Vis e IV e RMN de *H e 3C, com o intuito de facilitar a
descricdo dos compostos das etapas subsequentes. A Tabela 2 apresenta os dados
espectroscopicos obtidos. Por serem similares em estrutura, a discussao detalhada dos espectros
sera realizada apenas para a 5-nitroindirubina (3a).

No espectro de UV-Vis em solugdo metanolica neutra (Figura 22) podem-se observar
duas absor¢Bes importantes: em 293 nm, referente a transi¢io n—n da carbonila, deslocada

para comprimento de onda maior que o esperado devido a alta conjugacdo da molécula, e em
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552 nm, referente & transi¢do m—m aromatica. O ombro ao lado da banda em 293 nm é
caracteristico das transi¢des n—n de menor intensidade.

Figura 22: Espectro na regido do UV-Vis da 5-nitroindirubina (3a)
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Fonte: Elaborado pela prépria autora

No espectro na regido do infravermelho (Figura 23) observa-se, em 3380 e 3315 cm?,
duas bandas finas correspondentes ao estiramento da ligacdo N-H da amina e da lactama. A
banda fina e intensa em 1685 cm™ corresponde a vibragéo de estiramento da ligagdo C=0 em
C3’, enquanto a vibracdo de estiramento da carbonila da lactama pode ser observada em 1611
cmt. As frequéncias de absor¢do das carbonilas em C2 e C3’ apresentaram valores menores
gue os previstos na literatura devido a conjugacdo com a ligacdo dupla C2=C3, onde a
ressonancia aumenta o carater de ligagdo simples. As bandas finas em 1462 cm™ e 1341 cm?,
de média intensidade, sdo caracteristicas da deformacédo axial assimétrica e simétrica de nitro
compostos aromaticos.

Tabela 2: Dados espectroscopicos obtidos para as indirubinas (3a), (3b) e (3c)

Composto R NH NH’ H4 H6 Qutros hidrogénios Carbonos

3a NO, 11,49 11,16 9,62 8,14 7,66 (d, H7”); 7,58 (t, H6”); 7,41 (d, 103,6; 109,4; 113,8; 118,9; 119,6; 121,7; 122,1; 124,7;
(sl) (s) (s) (ddd) H4’); 7,05-7,02 (m, H5” ¢ H7) 124,8; 137,5; 140,1; 141,7; 145,8; 152,5; 171,1; 188,9.

3b NH; 10,44 10,94 8,15 6,52 7,63 (d, H7*); 7,55 (td, H5’); 7,39 (d,  108,2; 109,8; 111,5; 113,3; 115,6; 119,1; 121,0; 122,0;
(sh) (s) (d) (dd)  H4,7,00 (td, H6%); 6,59 (d, H7), 472  124,2; 132,1; 137,0; 137,8; 143,3; 152,4; 170,9; 188,4.

(sl, NHy)

3c NHCOCH; 10,77 10,94 8,84 7,50 9,89 (s, NHact) 7,63 (d, H7"); 7,55 (t, 23,9; 107,0; 109,6; 113, 7; 117,8; 119,3; 121,6; 122,02;

(sl (sl) (d) (dd)  H5%); 7,35 (d, H4%); 7,01 (t, H6%); 6,83  124,6; 133,3; 137,2; 137,6; 138,8; 152,7; 168,6; 171,4;
(d, H7), 2,03 (s, CHs) 188,9.

Fonte: Elaborado pela prépria autora



48

Figura 23: Espectro na regido do infravermelho da 5-nitroindirubina (3a)
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Fonte: Elaborado pela prépria autora

No espectro de RMN de *H, na Figura 24, é possivel observar, em 11,49 e 11,16 ppm,
dois simpletos largos referente aos hidrogénios das ligagdes N-H e N-H’, respectivamente. Para
as indirubinas (3b) e (3c) (ver Tabela 2), estes hidrogénios aparecem invertidos. Isso pode ser
explicado pelo fato de o substituinte NO2 ser um grupo retirador de elétrons, enquanto o NHz e
0 NHCOCHS:3 serem doadores de elétrons, fazendo com que NH para (3b) e (3c) fique mais
blindado em relagdo a NH’.

Prosseguindo, nota-se, em 9,63 ppm, um simpleto atribuido ao hidrogénio H4 e, em 8,14
ppm, um dupleto de dupleto duplo atribuido ao hidrogénio H6, desblindados em relacdo aos
demais hidrogénios aromaticos devido ao efeito mesomérico negativo causado pelo grupo nitro.
Novamente, para (3b) e (3c) (ver Tabela 2), tanto H6 quanto H4 aparecem mais blindados
devido aos grupos doadores de elétrons -NH> e -NHCOCHj. Este efeito de blindagem é menos
intenso em H4 devido a sua proximidade com a ligacdo dupla C2=C3 conjugada a carbonila,
que retira densidade eletronica.

Os sinais referentes aos hidrogénios H7’ e H4’ podem ser observados em 7,66 e 7,41
ppm, cada um como um dupleto. Em 7,58 ppm, nota-se um tripleto correspondente a H6’ e, por

fim, um multipleto entre 7,06-7,01 ppm, onde os sinais de H-5" e H-7 aparecem sobrepostos.
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Figura 24: Espectro de RMN de H da 5-nitroindirubina (3a) (500 MHz, DMSO-d6).
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Fonte: Elaborado pela prépria autora

Os deslocamentos quimicos apresentados no espectro de RMN de *C (Figura 25) estdo
de acordo com o esperado, dando destaque para os sinais em & 188,9 ¢ 6 171,0 ppm
correspondentes aos carbonos C3’ (C=0) e C2 (RNHC=0) respectivamente.

A atribuicdo completa dos hidrogénios e carbonos de (3a) foi possivel com auxilio das
técnicas de HSQC, que correlaciona YJcy e HMBC que correlaciona 2Jcu € 2Jcn. Os carbonos
hidrogenados C4, C6, C7,C4’,C5’,C6’ e C7’ foram atribuidos com base no mapa de contornos
HSQC (Figuras 26 e 27). Ja os carbonos ndo hidrogenados C2, C3, C4a, C5, C7a, C2’, C3’,
C4a’ e C7a’ foram distinguidos utilizando-se 0 mapa de contornos HMBC (Figuras 28 e 29).
Com esta mesma ferramenta, foi possivel distinguir os hidrogénios NH e NH’, pelo

acoplamento 2Jch com C2 e 3Jcn com C3°.



Figura 25: Espectro de RMN de 3C da 5-nitroindirubina (3a) (125 MHz, DMSO-d6).
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Fonte: Elaborado pela prépria autora
Figura 26: Mapa de contorno HSQC para (3a) (500 MHz, DMSO-d6)
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Fonte: Elaborado pela prépria autora



Figura 27: Expansdo do mapa de contornos HSQC para (3a) (500 MHz, DMSO-d6)
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Figura 28: Mapa de contorno HMBC para (3a) (500 MHz, DMSO-d6)
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Figura 29: Expansdo mapa de contornos HMBC para (3a) (500 MHz, DMSO-d6)
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Fonte: Elaborado pela prépria autora
A analise minuciosa baseada nos espectros de HSQC e HMBC, nas figuras 26-29, leva a
conclusédo de que as atribuicGes propostas por Beuchard para alguns hidrogénios, como NH,
NH’, H5’ ¢ H6’ sdo errbneas, como mostra a Tabela 3.

Tabela 3: Hidrogénios das indirubinas (3a), (3b) e (3c) atribuidos neste trabalho?e por
Beuchard® (BEAUCHARD et al., 2006

Compostos NH’ NH H4 H6 H7 H4’ H5’ H6’ H7’
411,16 | 11,49 9,62 8,14 7,03 7,41 7,03 7,58 7,66

(3a) 11,48 | 11,18 9,68 8,18 7,44 7,70 7,05 7,61 7,05
410,94 | 10,44 8,15 6,52 6,59 7,39 7,55 7,00 7,63

(3b) 10,96 | 10,48 8,17 6,61 6,70 7,68 7,06 7,60 7,34
410,94 | 10,77 8,84 7,50 6,83 7,35 7,55 7,01 7,63

(3c) ®10,91 9,85 8,88 7,41 6,68 7,68 7,07 7,60 7,60

Fonte: Elaborado pela prépria autora
6.4 SI’NTE’SE E CARACTERIZACAO DAS INDIRUBINAS-3’-HIDRAZONA 5-
SUBSTITUIDAS (4a), (4b) e (4c).
Para a sintese das indirubinas-3’-hidrazona-5-substituidas, propés-se, inicialmente,
metodologia descrita por Moon e colaboradores (MOON, et al, 2006) para a sintese da
indirubina-3’-hidrazona, na qual reage-se indirubina diretamente com hidrazina hidratada entre

70 e 80° por 24h, como mostra Esquema 20.
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Esquema 20: Sintese das indirubinas-3’-hidrazona 5-substituidas (4a), (4b) e (4c)
Ry

NH,NH,
70-80 °C
24h
(3a) R; = NO, (4a) Ry = NO,
(3b) Rl = NH2 (4b) Rl = NH2
(3c) R, = NHCOCH; (4¢) R, = NHCOCH;

Fonte: Elaborado pela prépria autora
6.4.1 5-nitroindirubina-3’-hidrazona (4a)

Seguindo metodologia descrita por Moon (MOON, et al., 2006), obteve-se como produto
um sélido vermelho, que foi filtrado, lavado com &gua, seco e isolado com rendimento de 43%
apo6s purificacdo em coluna cromatografica, utilizando-se, como eluente, acetato de
etila/hexano 1:1.

O composto obtido foi caracterizado pela sua faixa de fusdo, espectroscopia na regido do
UV-Vis, IV e RMN de 1H e 13C.

No espectro na regido do UV-Vis em solucdo metandlica neutra (Figura 30), destaca-se a
banda em 493 nm referente a transi¢do n—mn* aromatica. Para a 5-nitroindirubina (3a), a banda
correspondente a esta transicdo aparece em 552 nm, uma diferenca de Amax consistente com a
mudanca de coloracao de roxo, em (3a), para vermelho, em (4a).

Em 361 nm, observa-se a banda correspondente a transicdo n—n* na ligacdo C=N da
hidrazona, que, em meio acido, sofre um deslocamento batocromico de 18 nm, passando de 361
para 343 nm e evidenciando a presenca do grupo NH2, como mostra Figura 31.

Figura 30: Espectro na regido do UV-Vis para (-----) 5-nitroindirubina-3’-hidrazona (4a) e
(__) 5-nitroindirubina (3a)
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Fonte: Elaborado pela prépria autora
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Figura 31: Espectro na regido do UV-Vis para 5-nitroindirubina-3’-hidrazona (4a) em (__ )
solucdo metandlica neutra e (----) solucdo acida
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Fonte: Elaborado pela prépria autora

No espectro na regido do infravermelho (Figura 32), podem-se destacar duas bandas, em
3570 e 3392 cm referentes ao estiramento da ligacdo N-H da hidrazona, o que corrobora
novamente com a presenca do grupo NHz. Em 3148 cm™, nota-se o estiramento das ligaces
N-H inddlicas. O desaparecimento da banda intensa em 1685 cm, atribuido ao estiramento da
ligagdo C=0 da carbonila 3°, em relacdo ao espectro da 5-nitroindirubina (3a), também indica
a formacao do produto esperado. Observa-se, em 1657 cm™, a banda de estiramento da ligac&o
C=N da hidrazona e, em 1542 cm™, a banda intensa da deformacio angular da ligagdo N-H
deste mesmo grupo.

Figura 32: Espectro na regido do infravermelho para 5-nitroindirubina-3’-hidrazona (4a)
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Fonte: Elaborado pela prépria autora
No espectro de RMN de 'H, na Figura 33, destaca-se um simpleto largo em 9,58 ppm,
caracteristico do grupo NH> de hidrazona. Observa-se que o hidrogénio N-H’ se encontra mais
desblindado em relacdo ao N-H da 5-nitroindirubina (3a) devido a influéncia do grupo
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hidrazona, passando de 11,16 ppm para 12,23 ppm. Nota-se também que H5’ apresenta-se mais
desblindado, em relagdo ao material de partida.

Por fim, pela analise do espectro de RMN de 13C, pode-se observar o desaparecimento do
sinal em 188,9 ppm correspondente a carbonila C3’ na 5-nitroindirubina (3a) e o surgimento
do sinal em 142,4 ppm, que evidencia mais uma vez a ocorréncia de reagao na posi¢ao C3’
(Figura 34).

Figura 33: Espectro de RMN de *H da 5-nitroindirubina-3’-hidrazona (4a) (500 MHz,
DMSO-d6).

11.199

4 , 7
7 6 i 61 q ]
N\ Al N I
. SRRy || S ' U . I k| S L SO
: 3 -
83 82 8.1 8.0 79 78 p A 716 715 74 73 72 (A 7!0 ppm
L |
NH N 6 <y |
6
NH2 | L
|
|
N S G u&_‘J JJL S S
) \ L )
8 " 8(s 2)e) 2|:f=s;
o - -lo ~lel I=lal<le
I T T T T T T T T T T T ¥ T
12 11 10 9 8 - § 6 5 4 3 2 1 ppm

Fonte: Elaborado pela prépria autora
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Figura 34: Espectro de RMN de 3C da 5-nitroindirubina-3’-hidrazona (4a) (125 MHz,
DMSO-d6).
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Fonte: Elaborado pela prépria autora

Durante uma das sinteses da 5-nitroindirubina-3’-hidrazona, observou-se um fato
inusitado. Ao final da reacéo (Esquema 20), houve formacao majoritaria de um solido amarelo-
esverdeado e, no fundo do baldo, uma pequena quantidade de um soélido vermelho,
caracteristico do produto esperado (4a). Este sélido foi purificado em coluna cromatogréfica,
empregando-se como eluente acetato de atila/hexano 1:1, com 41% de rendimento e
caracterizado por faixa de fusdo, espectroscopia na regido do UV-Vis, IV, RMN de 'H e 1*C e
espectrometria de massas (MALDI-TOF).

A Figura 35 mostra uma comparagdo do espectro na regido do UV-Vis para a 5-
nitroindirubina-3’-hidrazona (4a) e o produto amarelo-esverdeado formado. Nota-se a auséncia
da banda em 552 nm, caracteristica das transi¢des m—m aromatica altamente conjugada,

sugerindo uma possivel modificagdo do nucleo indirubinico.
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Figura 35: Espectro na regido do UV-Vis para ( ) composto amarelo-esverdeado e (------ )
5-nitroindirubina-3’-hidrazona (4a)
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Fonte: Elaborado pela prépria autora
Ja no espectro na regido do 1V, na Figura 36, observa-se também a auséncia da banda
intensa em 1542 cm referente a deformacéo da ligagdo N-H da hidrazona, além da auséncia
da banda em 1611 cm™ correspondente a vibragdo de estiramento da ligagdo C=0 do niicleo
inddlico, o que corrobora com a hipotese de modificacdo do nucleo indirubinico.

Figura 36: Espectro na regido do infravermelho para o composto amarelo-esverdeado
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Fonte: Elaborado pela prépria autora

No espectro de RMN de *H (Figura 37), a primeira evidéncia deste fato é a auséncia de
um sinal entre 11 e 12 ppm correspondente a um hidrogénio do NH’ da porg¢ao inddlica ou do
NH da lactama, ao contrario do que se observa para indirubinas em geral. Alem disso, o singleto
em 6,05 ppm com integragdo igual a 2H indica a presenca de um grupo NH.. A diminuigéo

destes dois sinais no espectro de RMN de 'H na presenca de D,O (Figura 38) confirma que se
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tratam de hidrogénios ligados a um atomo de N e que estes sdo 0s Unicos deste tipo presente na
molécula, visto que ndo houve reducdo ou desaparecimento de mais nenhum pico neste
espectro. Isso acontece porque, em contato com D»O, os hidrogénios &cidos presentes na
molécula, neste caso apenas hidrogénios NH, trocam com o deutério e ndo ha registro de sinal
no espectro de RMN de *H.

lo-esverdeado (500 MHz, DMSO-d6).
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Fonte: Elaborado pela prépria autora
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Figura 38: Espectro de RMN de *H do composto amarelo-esverdeado com D0 (500 MHz,
DMSO-d6).
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Fonte: Elaborado pela prépria autora

Outro fato que despertou atencdo foi o surgimento de um terceiro tripleto centrado em
7,55 ppm, como mostra a Figura 39. Tanto para a 5-nitroindirubina (3a) (material de partida)
guanto para 5-nitroindirubina-3’-hidrazona (4a) (produto esperado) somente dois hidrogénios
podem apresentar essa multiplicidade, sendo H5” ¢ H6’. Um terceiro tripleto s seria possivel
com a auséncia do grupo nitro, onde o novo hidrogénio H5 (ver estrutura na Figura 33)
apareceria como um tripleto de dupleto ou um tripleto aparente. Neste caso, H6 apresentaria a
mesma multiplicidade, totalizando quatro tripletos. Uma inspecdo na Figura 39 leva a crer que
0 multipleto centrado em 7,87 ppm contenha um tripleto sobreposto a um simpleto,
completando, assim, quatro tripletos neste espectro.

No espectro de RMN de *3C (Figura 40), ndo se observam sinais entre 170 e 190 ppm,

caracteristicos dos carbonos C3’=0 e C2=0 para as indirubinas.
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Figura 39: Expanséo do espectro de RMN de *H do composto amarelo-esverdeado (500 MHz,
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Fonte: Elaborado pela prépria autora

Figura 40: Espectro de RMN de *3C do composto amarelo-esverdeado (125 MHz, DMSO-d6).
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Pesquisas intensas na literatura levaram ao trabalho de Bergman
(BERGMAN; EKLUND, 1982) que descreve rea¢des de indigo (Figura 1b) com hidrazina sob
diferentes condicdes. Segundo os autores, a reacdo de indigo com hidrazina anidra em
temperaturas proximas a 100°C fornece um composto, cuja estrutura € apresentada na Figura
41, confirmada por difracdo de Raio-X pelos autores e que é condizente com os dados de ponto
de fusdo, RMN de *H e 3C e massas obtidos neste trabalho.

Figura 41: Estruturas do composto descrito por (BERGMAN; EKLUND, 1982)

(21a)
Fonte: Elaborado pela prépria autora

Este composto poderia ser formado caso houvesse uma quantidade de indigo no lote de
5-nitroindirubina (3a) utilizado, maior que a observada comumente, uma vez que 0 composto
amarelo-esverdeado foi o produto majoritario da reacdo. Como mencionado anteriormente, a
sintese das indirubinas sempre vem acompanhada de indigo, devido a dimerizacdo do 3-
acetoxindol em contato com oxigénio (ver Esquema 1). Entretanto, este mesmo produto
amarelo-esverdeado foi observado em outras reacdes, com diferentes lotes da 5-nitroindirubina.
Uma vez que o referido produto ndo possui o substituinte NO2, verificado no RMN de H,
impele-se que pode ocorrer uma conversdo da 5-nitroindirubina ao indigo.

Meijer (MEIJER, et al., 2006) relata que na antiguidade as indirubinas ndo possuiam uma
boa aplicabilidade como corantes devido a tendéncia em convertessem-se ao indigo, contudo,
ndo explicita em que condi¢bes de temperatura e/ou pH isso ocorre. Para verificar este fato, foi
realizado um teste qualitativo, onde a indirubina foi dissolvida em THF e agitada a uma
temperatura de 70°C na presenca de uma gota de NaOH 1,0 mol.L™ e uma pequena quantidade
de hidrossulfito de sddio como agente redutor. Foi verificado por CCD que a 5-nitroindirubina
é gradativamente convertida ao indigo.

Uma vez que a hidrazina também é uma base, fornecendo um meio alcalino, e um forte
agente redutor, a indirubina pode ser convertida ao indigo que gera o produto (21a) apresentado
na Figura 41.
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Passando a atribuicdo detalhada dos espectros, esta foi possivel com auxilio dos mapas
de contorno de COSY, que relaciona 1Jun, NOESY, que correlaciona hidrogénios acoplados
espacialmente, HSQC e HMBC.

A atribuicdo dos hidrogénios foi iniciada por H4, que mostra um acoplamento 3J com o
carbono carbonilico, e por H8, que mostra um acoplamento 3J com o carbono C7, como
observado no mapa de contornos HMBC (Figura 44). Esta estratégia foi adotada pela facilidade

de identificar os referidos carbonos, que sdo o de maior e menor deslocamento,

respectivamente. A partir disso, os demais hidrogénios foram atribuidos com ajuda do mapa de
contornos COSY (Figura 45).

Figura 42: AtribuicOes para o espectro de RMN de *H do composto (21a) (500 MHz, DMSO-
d6).
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Fonte: Elaborado pela prépria autora
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Figura 43: Atribuicdes para o espectro de RMN de *C do composto (21a) (125 MHz, DMSO-
d6)
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Fonte: Elaborado pela prépria autora
Figura 44: Mapa de contornos HMBC do composto (21a) (500 MHz, DMSO-d6)
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Figura 45: Mapa de contornos COSY do composto (21a) (500 MHz, DMSO-d6)
H7 e H2
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Fonte: Elaborado pela prépria autora
Definidos os hidrogénios, os carbonos C1, C2, C3, C4, C7, C8, C9, C10 e C11 foram
atribuidos utilizando-se o mapa de contornos HSQC (Figura 46), enquanto os demais, 0 HBMC
(Figura 44).
Figura 46: Mapa de contornos HSQC do composto (21a) (500 MHz, DMSO-d6)
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6.4.2 5-aminoindirubina-3’-hidrazona (4b) e 5-acetamidaindirubina-3’-hidrazona (4c)

Para a reacdo de sintese das hidrazonas (4b) e (4c), observou-se consumo completo das
indirubinas de partida com 4h de reacdo. As primeiras mudangas ocorreram com cerca de 30
minutos, quando o bruto reacional passa de azul-escuro para azul-esverdeado em ambas.

Esquema 21: Tentativa de sintese das hidrazonas (4b) e (4c)

)
)

NH,NH, NH, NH

(3b) R; = NH,

3c) R; = NHCOCH
@c) Ry 5 20.80 9 Ney O Nepy O
N NH

N NH
H O H O
(21b) (21c)

Fonte: Elaborado pela prépria autora

Ao final da reagdo, acompanhada por CCD, o bruto reacional foi resfriado, filtrado e
lavado com agua para remocdo do excesso de hidrazina. Ndo foi necessaria qualquer
purificacdo. A Tabela 4 resume os dados obtidos.

Tabela 4. Dados obtidos para reacao de sintese dos compostos (21b) e (21c)

COMPOSTO RENDIMENTO P.F ASPECTO
(21b) 61% 212°C Sélido azul-palido
(21c) 58% 208°C Sélido azul-pélido

Fonte: Elaborado pela prépria autora
A caracterizacdo foi realizada por espectroscopia na regido do infravermelho, UV-Vis,
RMN de 'H e 3C e espectroscopia de massas (MALD-TOF). Para surpresa, tanto para reagio
com 5-aminoindirubina (3b) quanto para 5-acetamidaindirubina (3c), o produto isolado foi o
intermediario diazeno (21b) e (21c) (Esquema 21). Na verdade, o primeiro indicio da nédo
formacéo das correspondentes hidrazonas foi a fluorescéncia azul observada na CCD e pela
solugédo de cada produto. Por serem similares em estrutura, serd apresentado aqui apenas a

caracterizagédo para o composto (21c).
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No espectro na regido do infravermelho (Figura 47), pode ser destacado a banda em 1702
cm?, atribuida ao estiramento da ligagcdo C=0 da lactama, visto que amidas ciclicas absorvem
em frequéncias maiores que amidas aciclicas devido a tensdo no anel. Observa-se que, tanto
para as indirubinas quanto para 5-nitroindirubina-3’-hidrazona (4a), estes valores sdo menores
(por volta de 1610 cm™) devido a conjugacio com a ligagdo dupla C2°=C3, caracteristica que
foi perdida para estes compostos diazeno. Em 1384 cm™, nota-se a banda, possivelmente, do
estiramento assimétrico da ligacdo N=N. Neste caso, esta banda é pouco intensa devido a
natureza nao polar da ligacéo.

Figura 47: Espectro na regido do infravermelho para (21c)
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Fonte: Elaborado pela prépria autora

Aspectos importante no espectro de RMN de H (Figura 48) que sugerem a formagao do
intermediario diazeno sdo a auséncia do sinal proximo a 9,0 ppm, onde se esperaria observar o
grupo NH> da hidrazona, e a auséncia do sinal préximo a 6,0 ppm, onde se observa o substituinte
NH. do composto (21a). Além disso, 0 sinal para NH’ se mostra mais largo e menos intenso se
comparado ao espectro de (4a), sugerindo uma maior proximidade com o atomo de oxigénio
da lactama, fato que concorda com a ligeira mudanga de conformacéo para (21c). Os demais
hidrogénios apresentam deslocamentos e multiplicidades que concordam com o esperado para

molécula proposta.
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Figura 48: Espectro de RMN de *H para o composto (21c) (500 MHz, DMSO-d6).
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Fonte: Elaborado pela prépria autora

No espectro de RMN de °C, destaca-se a auséncia do sinal proximo a 189 ppm,
caracteristico da ligacdo C=0 da 5-acemidindirubina (3c), o que evidencia a reacdo ocorrida
neste ponto, além da diferencga de deslocamento da carbonila da lactama, que sai de 171,1 ppm
em (3c) para 149,2 ppm em (21c). Este carbono se encontra um pouco mais blindado devido a
auséncia da ligacao dupla C2°=C3 que retira densidade eletronica, como pode ser observado na
Figura 49.

Figura 49: Espectro de RMN Qe _13C}par.a 0 composto (21c) (125 MHz, DMSO-d6).
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A fim de investigar a possivel conversdo de (21c) ao andlogo do composto (21a), este
procedimento foi realizado novamente para 24h e 48h. Ao longo da reagdo, o bruto reacional
passou de azul-palido para amarelado, indicando alguma reacdo. Apds estes periodos, foram
isoladas aliquotas por filtracdo e lavagem com agua somente, e estas foram analisadas por RMN
de 'H e 13C.

Como se pode observar no espectro de RMN de H, apresentado na Figura 50, apds 24 h
de reacdo o composto diazeno (21c) permanece em grande parte intacto. Destaca-se 0
surgimento de um sinal em 6,01 ppm, provavelmente devido a formacéo do produto mesoidnico
ainda em pequena quantidade, cerca de 20%. Na Figura 51, € mostrado o espectro de RMN de
'H para o periodo de 48h. Neste caso, pode-se observar que a conversdo de (21c) ao analogo
mesoibnico agora é de aproximadamente 40%. Este fato demonstra que o grupo acetamida
proporciona uma maior estabilidade para o produto diazeno que o grupo nitro, visto que mesmo
para um tempo de reacdo até duas vezes maior, a conversdo ainda ndo é completa.

Este procedimento ndo foi realizado para a 5-aminoindirubina (3b) em razdo a falta deste
produto, como ja discutido na Secdo 6.2.

Figura 50: Espectro de RMN de H para o composto (21c) - 24h de reacéo (500 MHz,
DMSO-d6).
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Figura 51: Comparativo espectro de RMN de *H para (21a), (21c) e (21c) - 48 horas de reagéo
(500 MHz, DMSO-d6)
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Fonte: Elaborado pela prépria autora

Uma segunda metodologia foi testada na tentativa de obtencéo das hidrazonas (4a) e (4c).
Foi utilizado THF como solvente e 2 equivalentes molar de NH2NH2.H20. A reacdo foi
monitorada por CCD por um intervalo de 24h e foi observado o mesmo comportamento para
as reacOes diretamente em NH>NH2.H20. Para (3a), forma-se a hidrazona (4a) com quatro horas
de reacdo e, acima de 12h ocorre a conversao a (21a). Para (3c), observa-se a formacédo do
composto diazeno também com quatros horas, ndo sendo possivel isolar a hidrazona (4c).

6.5 SINTESE DAS FENILSEMICARBAZIDAS E FENILTIOSSEMICARBAZIDAS N-4
SUBSTITUIDAS (5a-b), (6a-b) e (7a-b)

As semicarbazidas e tiossemicarbazidas foram preparadas facilmente como descrito por
Beukers (BEUKERS, et al., 2003) a partir de fenilisocianatos e fenilisotiocianatos disponiveis
comercialmente e hidrazina monohidratada 80%. As reacdes foram conduzidas em
diclorometano proximas a 0°C, visto a possibilidade de formacéo de produtos dissubstituidos

em temperaturas superiores (Esquema 22).



Esquema 22: Sintese das semicarbazidas e tiossemicarbazidas N4-substituidas
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NCX
H H
_NH,  CH,Cl, NN
+ HyN — \ﬂ/
0°C X R
R
(21a) R=H, X=0; (21b)R=H, X = 5aR=H,X=0; 5bR=H,X=S
(22a)R=Cl, X = O; (22b)R=Cl, X = 6aR=Cl, X=0; BbR=Cl,X=S
(23a) R=0CH3, X=0 (23b) R=0CHgz, X=S 7aR=0CH3, X=0; 7bR=0CH3 X=8S

Fonte: Elaborado pela prépria autora

Todos os produtos precipitaram no meio reacional apos intervalo de 1h, fornecendo

solidos que variaram de branco a palha, com alto grau de pureza, ndo sendo necessario,

portanto, qualquer tipo de purificagdo. A caracterizacdo foi realizada por faixa de fusdo,

espectroscopia na regido do UV-Vis e RMN de 'H e 3C. Embora algumas faixas de fuséo

tenham sido superiores as relatadas na literatura, os dados espectrais sdo condizentes com 0s

valores esperados, como mostram as Tabelas 5 e 6.

Tabela 5: Caracteristicas fisicas da semicarbazidas e tiossemicarbazidas sintetizadas

H H
| AN N \”/ N NH»
R = X
Composto R X Aspecto Rendimento Faixa de fusdo Faixa de
(%) exp. (°C) Fusao lit.
5a H 0] Soélido palha 77 181-182 122-123°C?
5b H S Sélido branco 72 178 150-151°CP
6a Cl 0] Solido branco 82 199-200 190°C (dec.)?
6b Cl S Solido branco 81 182-183 178-180°C?
Ta OCHs | O Solido branco 87 158-160 132-133°C#?
7b OCHs | S Solido branco 75 159-160 156°CP
brilhante

Fonte: Elaborado pela prépria autora
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Tabela 6: Dados espectroscdpicos obtidos para semicarbazidas e tiossemicarbazidas
sintetizadas

H H
N.__N.
o™
X
R

Composto R X H 13C

5a H O | 4,74 (2H, sl, NHp); 7,09 (1H, t, J = 7,5 Hz, HA); 7,29
(2H, t, J = 7,5 Hz, 2x HAr); 7,61 (2H, sl, 2x HA);
9,03 (1H, sl, N-H), 9,64 (1H, sl, N-H).

123,9; 124,5; 128,0; 139,1; 179,5.

5b H S | 4,73 (2H, sl, NHp); 7,10 (1H, t, J = 7,25 Hz, HAI);
7,30 (2H, t, J = 7,9 Hz, 2x HAr); 7,63 (2H, sl, 2x
HAT); 9,05 (1H, s, N-H), 9,67 (1H, sl, N-H).

123,9; 124,6; 128,4; 139,4; 179,6.

6a Cl O | 4,32 (2H, sl, NHy); 7,26 (2H, d, J = 9,0 Hz, 2x HAr);
7,42 (1H, sl, N-H); 7,52 (2H, d, J = 8,0 Hz, 2x HAr);
8,76 (1H, sl, N-H).
6b Cl S | 4,76 (2H, sl, NHy); 7,33(2H, d, J = 9,0 Hz, 2x HAr);
7,65 (2H, d, J = 8,0 Hz, 2x HAr); 9,11 (1H, sl, N-H).
9,65 (1H, sl, N-H).

120,1; 125,3; 128,7; 139,1; 157,6.

125,7;128,2; 128,4; 138,5; 179,6.

7a OCHz O @ 3,67 (3H,s, CHs); 4,28 (2H, sl, NH,); 6,81 (2H, d, J
= 8,5 Hz, 2x HAr); 7,22 (1H, sl, N-H); 7,37 (2H, d, J
= 8,5 Hz, 2x HAr); 8,44 (1H, sl, N-H).
7b OCHs3 S 3,74 (3H, s, CHg); 4,69 (2H, sl, NHy); 6,89 (2H, d, J
=9,0 Hz, 2x HAr); 7,43 (2H, d, J = 9,5 Hz, 2x HAr);
8,91 (1H, sl, N-H); 9,51 (1H, sl, N-H).

Fonte: Elaborado pela prépria autora

55,4; 114,1; 120,3; 133,1; 154,5; 158,0.

55,4; 113,5; 126,1; 132,3; 156,5; 180,1.

6.6 SINTESE DAS SEMICARBAZONAS E TIOSSEMICARBAZONAS DAS
INDIRUBINAS 5-SUBSTITUIDAS (8a-b), (9a-b), (10a-b), (24a-b), (25a-b) e (26a-b)
PELA ROTA A.

Como mencionado no item 4 deste trabalho, existem duas rotas possiveis para a sintese

dos compostos de interesse. Pretendia-se, inicialmente, reagir as indirubinas-3’hidrazonas 5-
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substituidas com diferentes aril isocianatos e isotiocianatos, como mostra 0 Esquema 23. As

condicdes testadas estdo resumidas na Tabela 7.

Esquema 23: Sintese dos compostos-alvo pela rota a.
R2

NCX
Diferentes condigbes
+ reacionais
R
(4a) R; = NO, (21a)Ry=H, X =0 (gg) El_:,\']‘gz'?f:j';(fg
(4b) R; =NHCO  (21b)R,=H,X=S (8b) Ru= NO, Rz = H, X =
(28 R = Gl X = O (92) Ry = NO,, R,=Cl, X = O
(22b) Ry =Cl, X = S (90) Ry=NOp, Ry = Cl, X =S
(238 Rz OCH,, X = O (108) Ry = NO,, Ry = OCHg, X = O
(23b) Ry = OCHy, X = S (100) Ry= NOa, Ry = OCHg, X =S
2=OCHj, X = (243) R = NHCO, Ry = H, X = O

(24b) Ri=NHCO, R, =H, X =S
(25a) R; = NHCO, R,=Cl, X=0
(25b) Ri= NHCO, R, =Cl, X = S
(26a) Ry = NHCO, R, = OCHg, X = O
(26b) Ry= NHCO, R, = OCH3 X =S

Fonte: Elaborado pela prépria autora

Todas as metodologias empregaram a 3’-hidrazona-5-nitroindirubina. A primeira
condigdo testada empregou diclorometano com fenilisocianato a temperatura ambiente. Apos
48h sob agitacdo, nenhuma reacao foi observada, sendo isolado o material de partida. Em uma
segunda tentativa, o solvente foi substituido por cloroférmio e empregou-se ligeiro
aquecimento. Apds o mesmo intervalo, novamente nenhuma reacao foi observada. A escolha
por tais solventes deveu-se a alta reatividade dos isocianatos e isotiocianatos com nucledfilo,
que impossibilita o uso de solventes proticos. Entretanto, ndo foi realizada uma secagem previa
dos solventes utilizados, de forma que, a presenca de agua pode ter deixado o fenilisocianato
indisponivel para o ataque nucleofilico da hidrazona.

Na terceira metodologia, utilizou-se THF como solvente a temperatura ambiente. ApGs
48h de agitacdo, foi verificado por CCD tracos de algum produto. A mistura foi colocada sob
refluxo por mais 24h, ndo havendo consumo total dos materiais de partida. Para esta reagao, 0s
valores de Rf da 5-nitroindirubina-3’-hidrazona (4a) e do produto (8a) sdo muito préximos,
dificultando a separacdo por cromatografia em coluna. Na tentativa de obter um produto com
Rf diferente, na quarta metodologia, o fenilisocianato foi substituido pelo p-
metoxifenilisotiocianato, também em THF e refluxo por 72h. Mesmo empregando um ligeiro
excesso de p-metoxifenilisotiocianato, apds este intervalo ndo houve consumo total da 5-

nitroindirubina-3’-hidrazona (4a). Mais uma vez os valores de Rf permaneceram muito
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proximos, independentemente do sistema de eluente utilizado (Tabela 8). Houve uma tentativa
de purificagdo por placa preparativa, entretanto, sem éxito, devido a baixa solubilidade destes
compostos na fase movel.

Tabela 7: Resumo das condi¢es testadas para sintese dos compostos-alvo pela rota a.

REACAO REAGENTES CONDICOES OBSERVACOES

1 @NCO CHCly, t.a, 48h N&o houve reacdo

NCO CHCls, A, 48h N&o houve reacdo

3 ©/NCO THF, t.a, 48h/refluxo Tracos de

24h produto/Mistura

4 /©/NCS THF, refluxo, 72h Mistura produto e
HyCO material de partida

Fonte: Elaborado pela prépria autora

Tabela 8: Sistemas de solventes empregados

ELUENTE PROPORCAO Rs material de partida (4a) R do produto (10b)
AcOEt/Hexano 11 0,5 0,48
AcOEt/Hexano 2:1 0,45 0,47
CHClz/MeOH 95:5 0,81 0,80

CH:Cl: 100 0,63 0,65
Hexano/Acetona 1:1 0,39 0,39
Hexano/Dioxano 11 0,40 0,49
Hexano/Dioxano 2:1 0,13 0,16

Fonte: Elaborado pela prépria autora

A figura abaixo mostra os espectros da 5-nitroindirubina-3’-hidrazona (4a) e do bruto da
reacio 4 (Figura 52) sobrepostos. E possivel observar a diminuigdo na intensidade dos sinais
correspondentes a NH e NH” do material de partida e o aparecimento dos sinais correspondentes
a estes mesmos hidrogénios no produto. O mesmo ocorre para o sinal correspondente a NHa,
embora ndo se observam os sinais referentes aos NH da porcéo tiossemicarbazona do produto.

Além disso, H4, que no material de partida aparece com deslocamento de 9,41 ppm, aparece
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em 9,63 ppm no novo composto. Nesta mistura, material de partida e o que parece ser o produto
desejado aparecem em uma proporcao de aproximadamente 1:2.

Figura 52: Comparacéo dos espectros de RMN de *H da 5-nitroindirubina-3’-hidrazona (4a) e
do bruto reacional (500 MHz, DMSO-d6)
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= T

M Bruto da reagdo (1D 1H)

Fonte: Elaborado pela prépria autora
6.7 SINTESE DAS SEMICARBAZONAS E TIOSSEMICARBAZONAS DAS
INDIRUBINAS 5-SUBSTITUIDAS (8a-b), (9a-b), (10a-b), (24a-b), (25a-b) e (26a-b)
PELA ROTAB

Além da dificuldade de isolamento do produto desejado (10b) pela rota a, a partir da 5-
nitroindirubina-3’-hidrazona, em um determinado ponto descobriu-se que ndo é possivel o
isolamento da 5-acetamidaindirubina-3’-hidrazona (4c) (ver Secdo 6.4.2), por isso optou-se por
investigar a sintese dos compostos-alvo pela rota b, reacdo direta das indirubinas com as

semicarbazidas e tiossemicarbazidas N-4 substituidas, como mostra Esquema 24.
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Esquema 24: Sintese dos compostos-alvo pela rota b

H

O —
R

P

x

_ (5a) Ry =H, X =0O; (8a) Ry = NO,, Ry= H, X =0
3a) R, = NO —HX= 1= NOp, Rp = H,
Egbg R = NH2O Eggg RezH XS (8) Ri=NO,, R, = H, X= S
1 o RIgkcs (9a) R, =NO,, R,= Cl, X= 0
(7a) Ry = OCHy, X = O; (3) Ri=NOg Ry =Cl X =S
2=0CHg, X=0; (10a) Ry = NO,, R, = OCHz, X = O
(7b) Rp = OCHg, X =S (10b) Ry= NO,, R, = OCHg, X = S
(248) R, = NHCO, R,=H, X = O
(24b) Ri= NHCO, Ry = H, X= S

(25a) Ry = NHCO, Ry = Cl, X= O
(25b) R;= NHCO, R, =Cl, X =S
(26a) Ry = NHCO, R, = OCHg, X = O
(26b) Ry= NHCO, R, = OCH3 X = S

Fonte: Elaborado pela prépria autora

Testou-se, inicialmente, a 5-nitroindirubina (3a) com p-clorofeniltiossemicarbazida (6b)
em THF sob agitacdo & temperatura ambiente. A primeira vista, ndo foi observada nenhuma
reacdo, isto porque, mesmo apos longas horas, ndo foi observado mudanga no aspecto da
mistura, além de ndo haver consumo de (6b). O emprego de refluxo ndo favoreceu qualquer
reacao.

Utilizando-se catalise acida (HCI 0,1 mol.L* até pH = 5) sob aquecimento, observou-se
por CCD a formacdo de uma nova mancha apds dois dias de reagdo, indicando a formacéo de
um novo produto. Como a reagdo ndo progrediu com o passar de quatro dias, a mistura foi
retirada do aquecimento e armazenada em geladeira por uma noite. No fundo do baldo, havia
decantado um precipitado com mesmo aspecto fisico do material de partida, o qual foi separado
do sobrenadante por filtracdo a vacuo. O sobrenadante teve o solvente evaporado e o bruto foi
purificado em coluna cromatografica, empregando como eluente acetato de etila’hexano 1:1.
Entretanto, a analise de RMN de 'H e '3C das fragbes, que se imaginava ser o produto de
interesse (9b), mostraram um espectro que indica a formacdo de um derivado da p-
clorofeniltiossemicarbazida (6b) empregada, ndo investigado naquele momento.

Decidiu-se, entdo, realizar uma analise de RMN de H e ¥C do sélido decantado,
identificado inicialmente como o material de partida (3a), para verificar a possibilidade de uso
em reacdes posteriores. Entretanto, ao inves de 5-nitroindirubina, a anélise do espectro sugere
a formacéo do produto de interesse (9b), visto o surgimento de alguns sinais caracteristicos da

porc¢éo p-clorofeniltiossemicarbazida, como mostram as Figuras 53 e 54.
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Figura 53: Espectros de RMN de *H do composto (9b) (500 MHz, DMSO-d6).
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Fonte: Elaborado pela prépria autora

Nota-se no espectro de RMN de *H (Figura 53) que os deslocamentos e multiplicidade
dos hidrogénios do ndcleo principal foram pouco alterados em relagdo ao espectro da 5-
nitroindirubina (3a). Destaca-se o surgimento de dois simpletos alargados em 9,98 ppm e 9,76
ppm, caracteristicos de hidrogénios N-H correspondentes a H11 e H12. Os hidrogénios
equivalentes da por¢do tiossemicarbazona aparecem como dupletos centrados em 7,56 ppm
(H9) e 7,38 ppm (H8). Os hidrogénios H9 aparecem mais desblindados devido ao efeito
indutivo causado pelo a&tomo de cloro.

No espectro de carbono, na Figura 54, nota-se o surgimento do carbono em 127,9 ppm,
atribuido a C8 e C8’, e em 138,2 ppm, atribuido a C9 e C9’.

Outras técnicas de caraterizacdo empregadas foram a espectroscopia na regido do IV e

espectroscopia de massas por eletro spray, além da faixa de fusdo (P.Fexp < 300°C).



Figura 54: Espectros de RMN de *3C do composto (9b) (125 MHz, DMSO-d6).
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Figura 55: Espectro na regido do infravermelho para o composto (9b)
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Fonte: Elaborado pela prépria autora

No espectro na regido do IV (Figura 55) pode-se observar em 3244 cm™ uma banda com

se em 1071 cm™* como uma banda fina e relativamente intensa.
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Fonte: Elaborado pela prépria autora
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padrdo caracteristico do estiramento N-H de semicarbazonas e tiossemicarbazonas. A banda de
estiramento da ligagdo C=N aparece em 1626 cm™, muito préxima a banda intensa referente ao
estiramento da ligacdo C=0 da lactama em 1615 cm™. Em 1462 cm'%, pode-se observar a banda

correspondente a deformacdo angular da ligacdo N-H. O estiramento da tiocarbonila encontra-
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No espectro de massas (Figura 56) do composto (9b), ndo se observa o pico
correspondente ao ion molecular [M+H]* (calculado m/z = 491,0687), entretanto, nota-se um
pico correspondente a fragmentacéo apresentada no Esquema 26. Neste padrdo, a maioria das
moléculas de (9b) sofre quebra da ligagdo C2°=C3, gerando um ion fragmento que forma um
aduto com um atomo de sodio [Frag.+Na]*, com m/z = 337,0085 (calculado m/z = 337,0285).
Este aduto com um &tomo de sodio € o pico base por ser um ion estavel devido a eliminacao de
um fragmento neutro.

Esquema 25: Representagédo do padréo de fragmentagéo para o composto (9b)
— Cl _ —_— _t

+ H Fragmentagéo HN +
N + Na NH

Fonte: Elaborado pela prépria autora
Figura 56: Espectro de massas ES/TOF para o composto (9b)
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Figura 57: Expansdo do espectro de massas ES/TOF para o composto (9b)
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Fonte: Elaborado pela prépria autora

A partir disso, estabeleceu-se como metodologia para sintese das semicarbazonas e
tiossemicarbazonas das indirubinas-5-substituidas as seguintes condi¢des: THF como solvente,
HCI 0,1 mol.L™ (pH 5,0) como catalisador e agitagéo sob refluxo por quatro dias.

Para nenhum dos outros sete derivados testados, (8a), 8(b), (9a), (10a), (10b), (25a) e
(25b), foi observada mudanca de Rf. O progresso da reacdo fica ainda mais dificil de ser
acompanhado, uma vez que ndo ha consumo total das semi e tiossemicarbazidas.

Passados quatro dias e apds resfriamento, (9a) precipitou no meio reacional, sendo
filtrado e recristalizado em MeOH/H-0 1:1. Os demais, (8a), 8(b), (10a), (10b), (25a) e (25b)
tiveram o solvente evaporado e também foram recristalizados empregando 0 mesmo sistema de
solvente, obtendo-se, assim, sélidos roxos similares as indirubinas. As analises de RMN de 'H
e 13C e também de infravermelho sugerem a formacéo dos produtos esperados (8a), (9a) e
(25b), além de (9b) ja descrito acima, como pode ser observado na Tabela 9, que mostra
deslocamentos importantes na caracterizacdo, como H10, H11, H8 e H9. Todos 0s espectros

podem ser consultados no Anexo.
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Tabela 9: Resumo dos dados espectroscopicos para 0s compostos-alvo sintetizados

Composto R R X H11 H12 H8 H9 H10
8a NO; H 0 11,50 11,15 9,60 (sl) 7,97 7,24 7,03 7,33
(sl) (sl) (sl) (1) (m)  (m)
9a NO; Cl O 11,55 11,22 8,98 (sl) 8,08 7,29 7,53 -
(sl) (sh) (sl) (d) (d)
9b NO; Cl S 11,53 11,21 9,97 (sl) 9,75 7,38 7,58 -
(sl) (sl) (sl) (d) (d)
25b NHCO Cl S 10,95 10,77 10,05 pee 7,56 7,33 -
visualizado
(sl) (sh) (s) (d) (d)

Fonte: Elaborado pela prépria autora

Estes compostos também foram analisados por espectrometria de massas. No espectro de
massas (Figura 58) para (25b), é possivel identificar o pico correspondente ao mesmo ion
fragmento para (9b) no Esquema 19. Neste caso também ndo é possivel visualizar o pico do ion
molecular, o que indica que, provavelmente, o ion [Frag+Na]™ é mais estavel que o ion
molecular. Outro pico intenso que merece atengdo é m/z = 661,1791, que também aparece no
espectro do material de partida (5-acetamidaindirubina (3c)) atribuido a [2M+Na]*, cujo valor
calculado é de m/z = 661,1806. Isso leva a crer que a reacdo ndo foi completa, havendo ainda

uma pequena quantidade do material de partida (3c).
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Figura 58: Espectro de massas ES/TOF para (25b)
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Fonte: Elaborado pela prépria autora

Para o espectro de massas de (9a), mostrado na Figura 59, o pico base aparece
acompanhado de outro pico com proporcao de 1/3 e diferenca de duas unidades de massa, 0
que indica que este fragmento contém o anel substituido por um atomo de ClI, baseado na
abundancia isotdpica. Entretanto, ndo foi identificado picos atribuidos a perda de massa
correspondentes as moléculas neutras ou fragmentos comumente encontrados. O ion molecular
parece instavel, uma vez que ndo é possivel observa-lo no espectro de nenhum dos produtos
obtidos. ObservacGes semelhantes podem ser feitas no espectro de massas de (8a) que esta

disponivel em anexo.
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Figura 59: Espectro de massas ES/TOF para (9a)
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Fonte: Elaborado pela prépria autora

Prosseguindo, para a reacdo de sintese de (10a), o sélido isolado apresentou RMN de *H

e 13C e IV idéntico ao de material de partida (5-nitroindirubina (3a)), enquanto o sobrenadante

continha um derivado da semicarbazida (7a). J& para (8b), (10b) e (25a), apesar de 0s espectros

de RMN de 'H e 3C mostrarem os sinais da porcdo semi e tiossemicarbazona, as integracoes

sugerem uma mistura de produtos. Contudo, somente com estas analises ndo é possivel afirmar

se nestas misturas estdo presentes as respectivas indirubinas ndo consumidas ou 0s compostos

esperados, por isso espectros de massas foram empregados como auxilio na caracterizacao.

Para exemplificar, na Figura 60, é mostrado o espectro de RMN de ‘H para (25a). Aqui,

existem duas possibilidades: 1) mistura da 5-acetamidaindirubina (3c) e um derivado da p-

clorofenilsemicarbazida (6a), fato observado em outras reagc6es; ou 2) produto de substituicéo

tanto da carbonila 3’ quanto da carbonila da por¢do acetamida na posigéo 5.
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Figura 60: Espectro de RMN de *H do composto (25a) (500 MHz, DMSO-d6).
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Fonte: Elaborado pela prépria autora

O fato de o espectro de massas (Figura 61) para esta mistura mostrar um padrdo quase
idéntico ao da 5-acetamidaindirubina (3c) indica que ndo houve consumo deste material de
partida, tratando-se, portanto, de uma mistura com um derivado de (6a) até entdo ndo
identificado.

Observa-se, em m/z = 320,1035, o pico correspondente ao ion molecular [M+H]" para 5-
acemidaindirubina (3c) (calculado m/z = 320,1029). O pico em m/z = 342,0854 € devido a
formacédo do aduto [M+Na]* (calculado m/z = 342,0849), enquanto m/z = 661,1809 é atribuido
a formacédo de [2M+Na]" (calculado m/z = 661,1806).

De todas as reac0es testadas, apenas para (9b) e (25b), ambas partindo de (6b), os dados
espectroscopicos fornecem evidéncias da formacdo dos produtos desejados. Para as demais, ou
foi isolado a indirubina de partida pura ou uma mistura com um derivado, provavelmente de
degradacéo, das semicarbazidas e tiossemicarbazidas utilizadas, que poderia dificultar a reagédo

desejada.



Figura 61: Espectro de massas ES/TOF para o composto (25a)
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Fonte: Elaborado pela prépria autora

Buscas na literatura sobre a estabilidade de p-fenilsemicarbazidas e p-
feniltiossemicarbazidas levaram a publicacdes de Stanovnik e Tisler (B. STANOVNIK; M.
TISLER, 1961) e Ranga R&o e Srinivasan (V. RANGA RAO; V. R. SRINIVASAN, 1963).
Estes autores reportam compostos 2,5-dianilino-2,3,4-tiadiazenol (28b) como produtos diretos
da reacdo de p-feniltiossemicarbazidas e éacido acético, HCI concentrado, acido sulfirico
concentrado ou a partir da ciclizacdo do intermediario 1,6-difenilbitiouéria (27b) em
aquecimento brando, solugédo etandlica morna ou solucdo diluida de acido acético (Figura 62).

Figura 62: Produtos laterais das reacbes com semicarbazida e tiossemicarbazidas
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Fonte: Elaborado pela prépria autora
O intermediério (27b) acima citado pode ser formado pela condensagéo do isotiocianato

correspondente com p-feniltiossemicarbazida ndo decomposta. Apesar de a ciclizagéo ocorrer
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facilmente, é possivel isola-lo da mistura reacional em alguns casos (B. STANOVNIK; M.
TISLER, 1961; SINGH, et al., 2003).

Em qualquer hipotese, tanto a formacdo dos intermediarios (27a-b) quanto de 2,5-
dianilino-1,3,4-oxadiazenol (28a) ou 2,5-dianilino-1,3,4-tiadiazenol (28b) levam a perda do
grupo nucleofilico (NH2) que se adicionaria a carbonila 3’ das indirubinas para formacdo dos
compostos de interesse neste trabalho.

Para investigar a possivel formacgéo destes produtos, a p-feniltiossemicarbazida (5b) foi
sujeita as mesmas condicdes reacionais (THF, catalise acida e refluxo), porém na auséncia de
qualquer indirubina. Foi escolhido o composto (5b) para este estudo devido a disponibilidade
de dados espectrais na literatura (YELLA et al., 2011). Ap6s o intervalo de reacdo e
resfriamento, o sobrenadante foi separado do solido, evaporado e recristalizado em MeOH/H20
1:1. Foi obtido um sélido acinzentado caracterizado por RMN de 'H e 3C, IV, Espectrometria
de Massas e P.F. Experimentalmente, foi encontrado um ponto de decomposicéo de 248°C,
muito proximo ao encontrado na literatura para (28b), P.F = 247°C (JANNIAH, S. L; YELLA,
etal., 2011).

Comparando os espectros de RMN de *H (Figura 63) para este solido e para (5b), nota-
se 0 desaparecimento do simpleto largo em 4,73 ppm equivalente ao grupo NHz e de outro
simpleto correspondente a um dos NH presentes na estrutura de (5b). Ja os hidrogénios
aromaticos sofreram um pequeno deslocamento, sendo possivel observar dois tripletos
centrados em 6,93 ppm e 7,29 ppm atribuidos aos hidrogénios aromaticos H1 e H2, um dupleto
de dupleto na faixa de 7,51-7,53 ppm correspondente a H3 e um simpleto em 9,86 ppm

caracteristico do NH, assim como os dados fornecidos por (YELLA, et al., 2011) para (28b).
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Figura 63: Comparacio dos espectros de RMN de 'H da feniltiossemicarbazida (5b) e do

composto (28b) (500 MHz, DMSO-d6).
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Fonte: Elaborado pela prépria autora

Para o espectro de RMN de *3C, na Figura 64, destaca-se o desaparecimento do sinal em

179,6 ppm em relacdo ao espectro de (5b), atribuido ao carbono da carbonila, e 0 surgimento

do sinal em 156,1 ppm, atribuido ao carbono da ligacdo C=N. Estes dados também concordam

com os relatados por (YELLA, etal., 2011).

Figura 64: Comparacio dos espectros de RMN de *3C da feniltiossemicarbazida (5b) e do

composto (28b) (125 MHz, DMSO-d6).

17,1

g =

141,

M p-feniltiosemicarbazida (Sh) (10 13C)
M 2,5~ dianilino-2,3,4-thiadiazol (1D 13C)

‘ Qo

T e e e e

) e U UL U
140 120 100 80 60

Fonte: Elaborado pela prépria autora

No espectro na regido do infravermelho, destaca-se a banda alargada em 3017 cm™ do

estiramento da ligacdo N-H e a banda fina e intensa em 1480 cm™, correspondente ao

estiramento da ligagcdo C=N (Figura 65).
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Figura 65: Espectro na regido do infravermelho para o composto (28b)
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Fonte: Elaborado pela prépria autora

A analise dos dados espectrais apoia a hipotese de que as p-fenilsemicarbazidas e p-
feniltiossemicarbazidas sofrem uma transformacéo no curso da reacéo, onde ha perda do grupo
nucleofilico NHa, dificultando ou mesmo impossibilitando que a reacdo de adi¢do nucleofilica
para formacdo dos produtos de interesse ocorra.

Como mencionado anteriormente, esta transformacdo pode ocorrer diretamente das p-
fenilsemicarbazidas e p-feniltiossemicarbazidas em meio &cido concentrado ou pela ciclizacdo
do intermediario (27) em condicdes brandas (B. STANOVNIK; M. TISLER, 1961; V. RANGA
RAO; V. R. SRINIVASAN,1963). Este intermediario pode ser formado pela condensagéo dos
p-isocianatos e p-isotiocianatos com as correspondentes p-fenilsemicarbazidas e p-
feniltiossemicarbazidas ndo decompostas (B. STANOVNIK; M. TISLER, 1961; SINGH, et al.,
2003).

Outros autores relatam, ainda, a sintese de aldeidos pela oxidacdo de semicarbazidas,
passando por intermediarios do tipo (27), sendo possivel isola-los a depender das condigdes e
oxidantes usados. Ferguson (FERGUSON, 1946) obteve dibenzoilhidrazina com bom
rendimento usando iodo ou Oxido de mercurio. Para as reagOGes descritas neste trabalho, o
préprio solvente (THF) pode ter fornecido os oxidantes, na forma de perdxidos, necessarios
para a transformacao.

A velocidade de transformacéo de (5a-b)-(7a-b) em compostos do tipo (28a-b) parece
variar de acordo com o substituinte (H, Cl e OCHs). Por exemplo, para (9b) e (25b), ambos
partindo de (6b), ha evidéncias de formagdo dos produtos de interesse, indicando que neste

caso, a transformacdo da p-clorofeniltiossemicarbazida (6b) em compostos do tipo (27) ou (28)
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foi mais lenta que a reacdo principal ou ocorreu em uma proporcao que ndo prejudicou a adigéo
nucleofilica.

Ja para (8a) e (9a), uma vez que nédo foi encontrado um padrdo de fragmentacao pelo
espectro de massas, ndo é possivel confirmar se houve formacéo do produto esperado ou se 0
que se observa nos espectros de RMN de 'H e 3C e IV sdo misturas das indirubinas com
compostos do tipo (28) ou até mesmo do tipo (27).

O acompanhamento das reacGes descritas acima €, entdo, dificultado por dois motivos: 1)
ndo ha diferenca de Rf entre as indirubinas e os produtos de interesse — como foi o0 caso de (9b)
e (25b) — ndo sendo possivel, portanto, acompanhar o curso da reacdo por CCD. Por esta
técnica, pdde-se acompanhar apenas as modificagdes nas p-fenilsemicarbazidas e p-
feniltiossemicarbazidas; 2) os espectros de RMN de H e 3C e IV n3o fornecem resposta
concreta do curso da reacdo, uma vez que nao ha diferenca significativa de deslocamentos para
misturas e o produto de interesse, sendo necessario recorrer aos espectros de massas.

Além disso, para reacdes testadas empregando-se EtOH como solvente, apesar de p-
fenilsemicarbazidas e p-feniltiossemicarbazidas ndo serem convertidas aos derivados similares
a (27) ou (28), foi isolado como solido a prépria indirubina de partida, confirmado por IV e
RMN de *H e 13C. Por estes motivos, as reacdes de sinteses para os compostos (24a-b) e (26a-
b) ndo foram executadas.
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7 CONCLUSOES

O trabalho aqui descrito teve por objetivo a sintese de 14 compostos inéditos, quais sejam:
as hidrazonas (4a) e (4b) e as semicarbazonas e tiossemicarbazonas de indirubinas (8a-b), (9a-
b), (10a-b), (11la-b), (12a-b) e (13a-b). Estes compostos foram escolhidos em razdo do
importante papel desenvolvido pela indirubina e seus derivados, desde seu isolamento da
mistura de ervas Danggui Longhui Wan até os estudos de desenvolvimento como agentes
farmacoldgicos.

Figura 66: Estrutura dos compostos-alvo propostos inicialmente.

N
7 1'H

N
(0]

) (82) R, =NO, R;=H,X=0  (11a) Ry=NHy, Ry=H, X= O

Ejzg ';1 - Naz (80) R;=NOz, R, =H,X=S  (11b) R;=NH, Ry =H, X= S

(92) R;=NO, R,=CI, X=0 (12a) R;=NH,, R,=Cl, X=0
(9b) R1=NO,, R, =Cl, X=8 (12b) Ry;=NH,, R, =CI, X =S
(102) Ry = NOg, Ry = OCHjg, X = O (133) Ry = NH,, R, = OCHg, X = O
(10b) Ry= NO2, Rz = OCHg, X =S (13p) R;= NH,, R, = OCH3 X = S

Fonte: Elaborado pela prépria autora

Devido as dificuldades de obtencdo da 5-aminoisatina (2) em quantidade apreciavel para
as demais etapas de sintese, optou-se pela preparacdo da 5-acetamidaisatina (20), de mais facil
execucdo. Desta forma, os compostos-alvo (1la-b) a (13a-b) poderiam ser obtidos pela
hidrolise do grupo acetamido a amino, apés a sintese da 5-acetamidaindirubina (4c) ou apos a
preparacdo dos compostos (24a-b) a (26a-b) (Figura 67). Todavia, todos os esforgos foram
concentrados na investigacdo da sintese dos compostos-alvo pela rota b e, por isso, a etapa de
hidrdlise ndo foi executada.
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Figura 67: Estrutura dos compostos 5-acetamida substituidos.

(24a) R, = NHCOCH3, R, = H, X = O
(24b) Ry= NHCOCH3, R, = H, X =S
(25a) R; = NHCOCHj3, R,=Cl, X = O
(25b) Ry= NHCOCHg, R, = Cl, X =S
(26a) R; = NHCOCH3, R, = OCHg, X = O
(26b) R1= NHCOCH3, R2 = OCH3 X=S

Fonte: Elaborado pela prépria autora

A metodologia empregada por Moon (MOON, et al., 2006), para a sintese das 5-
nitroindirubinas-3’-hidrazona, apenas permitiu o isolamento de (4a). Contudo, para rea¢do com
tempo superior a 12h, a indirubina é convertida a indigo, cuja reagdo com hidrazina leva a
formagdo do composto (21a). Para as hidrazonas (4b) e (4c), ficou constatado que sé&o
rapidamente convertidas nos compostos diazeno (21b) e (21c).

Para a preparacdo dos compostos-alvo, propds-se investigar duas rotas sintéticas distintas:
rota a), pela reacdo de adi¢do nucleofilica das hidrazonas indirubinicas (4a), (4b) e (4c), aos
isocianatos e isotiocianatos; e rota b), pela condensacgéo entre as indirubinas (3a), (3b) e (3c) e
as semicarbazidas e tiossemicarbazidas N4-substituidas (5a-b) a (7a-b).

As metodologias testadas para rota a, empregando-se a 5-nitroindirubina-3’-hidrazona
(4a), forneceram reagdes incompletas, cuja separacdo do produto e material de partida foi
impossibilitada em razéo da similaridade de Rf, mesmo para diferentes sistemas de solvente.
Ademais, uma vez que nao foi possivel isolar as hidrazonas (4b) e (4c), a rota b tornou-se alvo
principal das investigaces.

Para a rota b, a metodologia utilizada empregou THF como solvente, sob refluxo e
catalise acida por 4 dias. Apenas para as reacOes de (9b) e (25b), as caracterizagdes permitem
afirmar a obtencéo de tais produtos. Para (8a) e (9a), apesar de os espectros de IV e RMN de
'H e *3C concordarem com as estruturas propostas, nio foi possivel identificar, no espectro de
massas, ions fragmentos que apoiem este fato. Para os compostos (8b), (10b) e (25a), os
espectros de RMN de *H e ¥C mostram misturas e ¢ dificil afirmar se houve formagio dos

produtos de interesse.
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Em geral, nota-se, para todas as reagdes acima, a formacdo de um derivado das semi e
tiossemicarbazidas, verificado em um ponto muito avancado deste trabalho. Nas condic¢des aqui
descritas, a revisdo da literatura aponta que as semi e tiossemicarbazidas sdo convertidas a
compostos dos tipos apresentados na Figura 62. Estes compostos perdem o grupo nucleofilico
NH., 0 que impede que a rea¢do aconteca.

O fato de que para algumas reacdes observa-se o produto esperado, enquanto para outras
observa-se misturas ou nenhuma reatividade, indica que a velocidade de conversdo das
semicarbazidas e tiossemicarbazidas (5a-b) a (7a-b) em (27) ou (28) varia de acordo com o
substituinte.

Para as reacOes testadas em etanol sob catalise acida, embora as semicarbazidas e
tiossemicarbazidas (5a-b) a (7a-b) permanecam intactas, nao foi observada reatividade. Devido
a estas dificuldades, as reacfes para 0os compostos (24a-b) e (26a-b) ndo foram testadas.

Em resumo, foram sintetizados e devidamente caracterizados cinco dos quatorze
compostos propostos, sendo eles (4a), (8a), (9a), (9b) e (25b), além de trés compostos ndo

esperados, mas também inéditos, (201a-c).

Figura 68: Compostos inéditos sintetizados neste trabalho.

Fonte: Elaborado pela prépria autora
Cabe destacar que os dados espectroscdpicos para 5-nitroindirubina (3a) descritos na
literatura estdo em conflito com os adquiridos no presente trabalho, requerendo que as
atribuicdes propostas pelo autor sejam revisadas. As atribui¢des para os carbonos de (3a) foram

determinadas inequivocadamente e séo reportadas pela primeira vez.
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Como perspectivas futuras, propdem-se a otimizagdo das metodologias testadas para
sintese da 5-aminoisatina (2). Ou, ainda, investigacdo de metodologia para preparacdo da 5-
aminoindirubina (3b) pela hidrélise da 5-acetamidaindirubina (4c) a amino ou pela reducédo do
grupo nitro da 5-nitroindirubina (3a).

Quanto aos compostos (21a-c), completamente inéditos e inesperados, sugere-se realizar
andlises de difracdo de Raio-X para confirmar suas estruturas. Cabe, ainda, investigar as
atividades biologicas dos compostos diazeno, uma vez que sdo relatados na literatura como
antituberculares, antineoplasicos, antimicrobianos, antinflamatorios, entre outros (BHOSALE,
et al.,, 2012; CHANDRASEKHAR, R; NANJAN, M.J., 2012), e também a aplicabilidade
quanto a fluorescéncia apresentada por estes.

Por fim, propde-se investigar a influéncia dos substituintes 5-nitro, 5-amino e 5-

acetamido na estabilidade do intermediario diazeno.
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PARTE EXPERIMENTAL

1 MATERIAIS E METODOS GERAIS
As medidas de faixa de fusdo apresentadas nesta dissertacdo foram obtidas em aparelho

digital Microquimica-MQAPF no Departamento de Quimica, UFJF.

Os espectros vibracionais na regido infravermelho foram adquiridos em espectrometro
BRUKER-VERTEX no Departamento de Fisica e BRUKER ALPHA FT IR no Departamento
de Quimica, UFJF.

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e '3C foram obtidos em
espectrometro BRUKER-AVANCE DRX500 (500 MHz) no Departamento de Quimica, UFJF.

Os espectros de massas foram adquiridos SHIMADZU BIOTECH-AXIMA
PERFORMANCE MATRIX ASSISTED LASER DESORPTION IONIZATION TIME OF
FLIGHT (MALDI — TOF) no Departamento de Fisica.

Para cromatografia em coluna de silica utilizou-se silica-gel 60G 0,063-0,200mm (70-
230 mesh ASTM) MERK.

Para cromatografia em camada delgada utilizou-se placas comerciais de TLC.

Nos procedimentos de purificacdo, por extracdo ou coluna cromatografica, foram
utilizados solventes P.A. VETEC, SYNTH E CROMOLINE.

2 PREPARACAO E CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS
2.1 Sintese da 5-nitroisatina (1)

Em um erlenmeyer, dissolveu-se 1,0g de isatina comercial (6,8 mmol) em 6,0 mL de
H2SO4 concentrado. Adicionou-se lentamente uma solugdo previamente preparada e resfriada
de KNO3z (687 mg, 6,8 mmol) em H2SO4 concentrado (8,0 mL). A mistura foi mantida em
banho de gelo (0-4°C) sob agitacdo magnética constante por 1h. O final da reacdo foi
acompanhado por CCD. O meio reacional foi vertido em gelo picado, filtrado a vacuo e lavado
exaustivamente com agua. O produto foi recristalizado com uma mistura de MeOH/H20 na

proporcao de 1:1, fornecendo 1,04 g de um p6 amarelo.

o)
O,N
o)
N
H

F. M.: CgHsN204 M.M.: 192,0 g.mol'l
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Caracteristicas fisicas: solido amarelo.

Rf: 0,43 (Eluente CH2Cl2/MeOH 95:5). Revelador: ldmpada de UV, iodo, PMA.
Faixa de Fuséo: exp.: 254°C. lit.: 254-255°C (VINE et al., 2007).

Rendimento: 90%.

2.2 Sintese da 5-aminoisatina (2)

Primeira tentativa: reducdo por hidrogenacéo (14)

OH

HoN
0]
N

H

Em um baldo apropriado para o aparelho de Parr, dissolveu-se 1 mmol (176 mg) de 5-
nitroisatina em 15 mL de acetato de etila. Adicionou-se 0,5 mmol (46 mg) de Pd/C e a mistura
foi agitada por 1 hora sob pressdo de 20 atm. Ao final da reacdo, acompanhada por CCD, a
mistura foi filtrada em funil de placa sinterizada com camada de celite para remocdo do Pd/C.

O solvente foi evaporado em rotavapor, fornecendo 48 mg de um sélido marrom puro.

F. M.: CgH7N202 M.M.: 163 g.mol™*

Caracteristicas fisicas: solido marrom.

Rf: 0,35 (Eluente CH2Cl2/MeOH 95:5). Revelador: lampada de UV, iodo, PMA.
Faixa de Fuséo: exp.: 196°C.

Rendimento: 30%.

RMN de 'H (500 MHz, DMSO-d6), 8 (ppm), multiplicidade, J (Hz): 4,68 (3H, d, J = 7,0
Hz, OH, NH2); 6,00 (1H, d, J = 7,0 Hz, HCu); 6,40 (1H, dd, J = 8,0 Hz/ J = 2,0 Hz, HAr); 6,47
(1H, d, J = 8,0 Hz, HAr); 6,60 (1H, d, J = 2,0 Hz HAr); 9,79 (1H, sl, N-H).

RMN de 13C (125 MHz, DMSO-d6), 8 (ppm): 69,8; 109,8; 112,1; 113,6; 130,2; 131,8; 143,8;
177,6.

IV (KBr), v (cm): 3408, 3173, 1701, 1673, 1483

UV (MeOH), L max.(nm): 292, 353, 418
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Segunda e terceira tentativas: reducdo com Fe° e redugdo com Zn°

Em um baldo de fundo redondo, dissolveu-se 1 mmol de 5-nitroisatina (176 mg) em
etanol. Adicionaram-se 3 mmol (167mg) de Fe metalico a solugdo. Sob atmosfera inerte de N>,
foram adicionados 700 pL de HCI concentrado. A mistura foi mantida sob agitagao e refluxo
por 1h. O final da reacdo foi acompanhado por CCD. O bruto foi filtrado em funil de placa
sinterizada com camada de celite para remocao de Fe residual. O solvente foi evaporado e o pH
corrigido para 8,0 com solucdo saturada de NaHCOs3. Extraiu-se com acetato de etila. A fase
organica foi seca com MgSOs4 e o solvente evaporado, fornecendo 28 mg (19% de rendimento)
de um soélido impuro.

A reducdo com Zn° foi executada de forma analoga, substituindo o etanol por &cido

acético. Também forneceu uma mistura de produtos.
Quarta tentativa: reducdo empregando grupos protetores
Etapa 1: protecdo da carbonila C3 (15).

Em um baldo de fundo redondo, foram solubilizados 2 mmol (352mg) de 5-nitroisatina
em cicloexano. Em seguida, foram adicionados 1,12 mL de etilenoglicol e 1,6 mmol de acido
p-toluenossulfonico. A mistura foi deixada sob agitacdo e refluxo - com um Dean-Stark
acoplado para remocao de agua - por 18 horas. O precipitado formado foi filtrado, lavado com

solucdo de NaHCOs e &gua, e seco em estufa. N&do houve necessidade de purificagéo.

o ]

O,N ©)
O
N
H
F. M.: C10HgN205 M.M.: 236 g.mol'l

Caracteristicas fisicas: solido palha.

Rf: 0,50 (Eluente AcOEt/Hex 1:1). Revelador: lampada de UV, iodo.
Faixa de Fuséo: exp.: 216-217°C. lit.: 218°C (MAGIATIS, et al., 2010)
Rendimento: 84%.

RMN de 'H (500 MHz, DMSO-d6), & (ppm), multiplicidade, J (Hz): 4,33 (4H, s, 2x CHy);
7,03 (1H, d, J = 6,5 Hz, HAr); 8,14 (1H, d, J = 1,0 Hz, HAr); 8,27 (1H, dd, J = 7,0 Hz, HAr).
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RMN de 1C (125 MHz, DMSO-d6), 8 (ppm): 66,2; 100,8; 11,3; 120,8; 125,8; 129,8; 142,9;
149,1; 174.,9.

Etapa 2: reducdo do grupo nitro (16).

A 5-nitroisatina cetal (2 mmol, 472 mg) foi dissolvida em metanol em um balédo
apropriado para o aparelho de Parr. Adicionou-se 1 mmol de Pd/C. A reagdo permaneceu sob
agitacdo com pressdo de 20 atm por 3 horas. O Pd/C foi filtrado e o solvente evaporado,

fornecendo a 5-aminoisatina cetal em rendimento qualitativo e pureza satisfatoria.

o ]

H,N 0
o
N
H
F. M.: C10H10N203 M.M.: 206 g.mol'l

Caracteristicas fisicas: solido bege-escuro.

Rf: 0,28 (Eluente AcOEt/Hex 1:1). Revelador: lampada de UV, iodo.
Faixa de Fuséo: exp.: 197°C. lit.: 195°C (MAGIATIS, et al., 2009)
Rendimento: 100%.

RMN de 'H (500 MHz, DMSO-d6), 8 (ppm), multiplicidade, J (Hz): 4,18 (2H, s, CH); 4,32
(2H, s, CH2); 4,87 (sl, NH2); 6,52 (2H, d, J = 2,5 Hz, 2x HAr); 6,59 (1H, d, J = 2,0 Hz,1x HAr);
9,98 (sl, NH>).

RMN de 13C (125 MHz, DMSO-d6), 8 (ppm): 65,2; 102,2; 110,8, 111.5; 115,9; 125,2; 132,0;
144,4, 174,2.

Etapa 3: Protecdo do grupo amino (19)

Em um erlenmeyer dissolveu-se 1 mmol (206 mg) da 5-aminoisatina cetal em 3,0 mL de
piridina. Sob agitacdo em banho de gelo, foram adicionados 95 pL de anidrido acético e dois
cristais de DMAP. A mistura permaneceu sob agitacdo por 10 horas. Apos este periodo, a
solucdo foi vertida em gelo picado e &gua. O precipitado formado foi filtrado, lavado

exaustivamente com agua gelada e seco em estufa. Nao foi necessaria a purificagao.
H O/\|
\[(N
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F. M.: C12H12N204 M.M.: 248 g.mol?

Caracteristicas fisicas: solido bege ultrafino.

Rf: 0,30 (CH2Cl2:MeOH 95:5). Revelador: lampada de UV, iodo.
Faixa de Fuséo: exp.: 228 °C

Rendimento: 82%.

RMN de *H (500 MHz, DMSO-d6),  (ppm), multiplicidade, J (Hz): 2,0 (3H, s, CHs); 4,24
(2H, m, CHy): 4,35 (2H, m, CHy): 6,67 (1H, d, J = 8,5 Hz, 1x HAr): 7,38 (1H, dd, J = 8,5 Hz/
2,0 Hz,1x HAT); 7,66 (1H, d, J = 2,0 Hz, 1x HAr): 9,88 (s, NH): 10,35 (I, NH).

RMN de 3C (125 MHz, DMSO-d6), & (ppm): 23,9; 65,5; 101,9; 110,6, 116.7; 122,3; 124,6;
134,5; 138,1; 168,2; 174,6.

Etapa 4: Clivagem dos grupos protetores — precipitacdo da 5-aminosatina (2).

Em um baldo de fundo redondo, foram dissolvidos 1 mmol (248 mg) do cetal da 5-
acetamidaisatina em 30 mL de solucdo de acido sulfarico 30%. A mistura foi agitada sob
refluxo por 1,5 h. O precipitado formado foi filtrado e lavado com acetona, obtendo-se 200 mg
(0,76 mmol) de um so6lido laranja fino. Em seguida, este sélido foi dissolvido em agua quente

e entdo adicionou-se 0,025 g (0,02 mmol) de NasBOs, também em solucdo aquosa quente, e

obteve-se 0,074 g de um precipitado azul escuro e brilhante.

@)
HoN
O
N
H

F. M.: CsHsN202 M.M.: 162 g.mol*

Caracteristicas fisicas: solido azul-escuro brilhante.

Rf: 0,20 (AcOEt/Hex 1:1). Revelador: lampada de UV.

Faixa de Fusdo: exp.: >260°C lit.: >260°C (BEAUCHARD, et al, 2006).
Rendimento: 57%.

RMN de 'H (500 MHz, DMSO-d6), 4 (ppm), multiplicidade, J (Hz): 5,06 (2H, s, NH); 6,63
(1H, d, J = 8,5 Hz, Ha); 6,70 (1H, d, J = 2,5 Hz, Ha); 6,83-6,81 (1H, dd, J = 8,5/2,5 Hz, Ha);
10,58 (1H, s, NH).



98

RMN de 3C (125 MHz, DMSO-d6),  (ppm): 109,1; 112,7; 118,1; 123,6; 140,9; 144,9; 159,4;
185,4.

Clivagem do grupo cetal — precipitacdo da 5-acetamida isatina (20).

Em um bal&o de fundo redondo, foram solubilizados 500 mg da cetal 5-acetamidaisatina
(18) em 20 mL de solucéo saturada de acido oxalico. A mistura permaneceu sob agitacao e
aquecimento a 60 ° C por uma noite. Ao final desse periodo, a mistura foi resfriada e deixada

sob repouso. Precipitou um sélido vermelho, que foi filtrado a vacuo, lavado com &gua e seco

em estufa.

H 0
WN\@%:
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H

F. M.: C10HgN203 M.M.: 204 g.mol'l
Caracteristicas fisicas: solido vermelho-escuro.
Rf: 0,57 (CH2Cl,/MeOH 95:5). Revelador: lampada de UV.
Faixa de Fusdo: exp.: > 260°C lit.: > 260°C (BEUCHARD, et al., 2006)

Rendimento: 54%

Imina (18)

F. M.: C16HsN4O2 M.M.: 288 g.mol*

Caracteristicas fisicas: solido vermelho.

Rf: 0,10 (AcOEt/Hex 1:1). Revelador: lampada de UV.
Faixa de Fuséo: exp.: 248 °C

Rendimento: 65%.

RMN de 'H (500 MHz, DMSO-d6), 6 (ppm), multiplicidade, J (Hz): 5,75 (1H, d, J=2,0 Hz,
Har); 6,92 (2H, dd, J = 8,25 Hz/2,0Hz, Ha); 6,95 (1H, d, J = 8,5 Hz, Ha); 10,94 (1H, s, NH).
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RMN de 3C (125 MHz, DMSO-d6), & (ppm): 113,2; 113,7; 116,4; 123,7; 144,6; 145,4; 156,5;
163,7.

2.3 Sintese das indirubinas 5-substituidas (3a), (3b) e (3c)

Em um bal&o de fundo, redondo foram agitados 15 mL de MeOH sob fluxo de N2 por 20
min. Foram solubilizados 2 mmol da isatina correspondente e 578 mg (3,3 mmol) de 3-
acetoxindol seguida da adi¢do de 530 mg (5,0 mmol) de Na2COs3 anidro. Observou-se mudanca
de coloracdo, de incolor para roxo. A mistura permaneceu sob agitacdo magnetica a temperatura
ambiente por 6h. O produto foi isolado por filtragdo a vacuo, lavado exaustivamente com
MeOH e &gua gelada e seco em dessecador a vacuo, sem necessidade de purificagéo.

5-nitroindirunina (3a)

F. M.: C16HoN3O4 M.M.: 307 g.mol*

Caracteristicas fisicas: solido roxo.

Rf: 0,67 — CH2Cl2:MeOH (95:5). Revelador: Lampada de UV.
Rendimento: 90%.

Faixa de Fuséo: > 260°C; lit.: > 260°C (BEUCHARD, et al., 2006).

RMN de H (500 MHz, DMSO-d6), & (ppm), multiplicidade, J (Hz): 7,05 (2H, m, H5" e
H7); 7,40 (1H, d, J=8,0 Hz, Ix H7’); 7,58 (1H, t, J= 7,25 Hz, 1x H6"); 7,66 (1H, d, H4"); 8,14
(1H, ddd, J = 8,5/2,0/0,5 Hz, H6); 9,62 (1H, s, H4): 11,18 (1H, sI, N-H*); 11,51 (1H, sl, N-H).

RMN de 13C (125 MHz, DMSO-d6), & (ppm): 103,6; 109,4; 113,8; 118,96; 119,6; 121,7;
122,1; 124,7; 124,8; 137,5; 140,1; 141,8; 145,8; 152,5; 171,1; 188,9.

IV (KBr), v (cml): 3380; 3315; 1685; 1611; 1492; 1341; 1294; 1183; 1071, 746.
UV (MeOH), ). max.(nm): 311, 342,495,

5-aminoindirubina (3b)
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F. M.: C16H11N302 M.M.: 277,08 g.mol*

Caracteristicas fisicas: solido azul-escuro.

Rf: 0,62 — CH2Cl2:MeOH (95:5). Revelador: Lampada de UV.
Rendimento: 87%.

Faixa de Fuséo: > 260°C; lit.: > 260°C (BEUCHARD et al., 2006).

RMN de H (500 MHz, DMSO-d6), & (ppm), multiplicidade, J (Hz): 4,72 (2H, sl, NH>);
6,52 (1H, dd, J = 8,0/2,0 Hz, H6); 7,59 (2H, d, J = 8,0 Hz, H7); 7,00 (1H, td, J = 7,5/1,0 Hz,
H6%); 7,39 (1H, d, J = 8,0 Hz, H4"); 7,55 (1H, td, J = 7,5/1,5 Hz, H5"); 7,63 (1H, d, J = 8,0 Hz,
H7%); 8,15 (1H, d, J = 2,0 Hz, H4); 10,44 (1H, sl, N-H); 10,94 (1H, sl, N-H’).

RMN de 13C (125 MHz, DMSO-d6), 8 (ppm): 108,2; 109,8; 111,5; 113,3; 115,6; 119,1; 121,0;
122,0; 124,2; 132,1; 137,0; 137,8; 143,3; 152,4: 170,9; 188 4.

IV (KBr), v (cm™): 3231, 1667, 1611, 1453, 1294, 1192, 736
UV (MeOH), A max.(nm): 283, 530

5-acetamidaindirubina (3c)

F. M.: C1sH13N303 M.M.: 319,09 g.mol*

Caracteristicas fisicas: solido azul-escuro.

Rf: 0,60 (CH.Cl>:MeOH 95:5). Revelador: Lampada de UV.
Rendimento: 85%.

Faixa de Fuséo: > 260°C,; lit.: > 260°C (BEUCHARD et al., 2006).
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RMN de H (500 MHz, DMSO-d6), 8 (ppm), multiplicidade, J (Hz): 2,03 (3H, s, CHs); 6,83
(2H, d, J = 8,5 Hz, H7); 7,01 (1H, t, J = 7,25 Hz, H6"); 7,35 (1H, d, J = 8,5 Hz, H4"); 7,50 (1H,
dd, J = 8,5/2,0 Hz, H6); 7,55 (1H, t, J = 8,0 Hz, 1x H5”); 7,63 (1H, d, J = 8,0 Hz, H7); 8,84
(1H, d, J = 2,0 Hz, H4); 10,77 (1H, sl, N-H); 10,94 (1H, sl, N-H").

RMN de 13C (125 MHz, DMSO-d6), & (ppm): 23,9; 107,0; 109,6; 113, 7; 117,8; 119,3; 121,6;
122,02; 124,6; 133,3; 137,2; 137,6; 138,8; 152,7; 168,6; 171,4; 188,9.

IV (KBr), v (cm): 3259, 3082, 1723, 1602, 1481
UV (MeOH), A max.(nm): 289, 540
2.4 Sintese das indirubinas-3’-hidrazona (4a), (4b) e (4c)

Em um baldo de fundo redondo contendo 100 mg da respectiva indirubina, adicionaram-
se 3,0 mL de hidrazina monohidratada 80%. A mistura reacional permaneceu sob agitacao a
70°C por 24h. O final da reacédo foi marcado pela mudanca de colora¢éo, de roxo para vermelho.
O solido foi filtrado a véacuo, lavado com éter e 4gua e purificado por cromatografia em coluna
utilizando silica gel 60G e acetato de etila/hexano 1:1 como eluente.

5-nitroindirubina-3-hidrazona (4a)

F. M.: C16HoNgO3 M.M.: 321,0 g.mol*

Caracteristicas fisicas: solido vermelho.

Rf: 0,57 (Eluente CH2Cl./MeOH 95:5). Revelador: lampada de UV
Faixa de Fuséo: exp.: >280 °C (decomposicao);

Rendimento: 43%.

RMN de 'H (500 MHz, DMSO-d6), & (ppm), multiplicidade, J (Hz): 7,01 (1H, d, J = 8,5
Hz, H7); 7,11 (1H, t, J = 7,5 Hz, H6); 7,35 (1H, t, J = 7,5 Hz, H5"); 7,49 (1H, d, J = 8,0 Hz,
H4); 7,97 (1H, dd, J = 8,5 Hz e 2,0 Hz, H6); 8,22 (1H, d, J = 7,5 Hz, H7"); 9,41 (1H,d, J = 2,0
Hz, H4); 9,59 (1H, sI, NH2); 11,20 (1H, sl, N-H); 12,24 (1H, sI, N-H").
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RMN de 13C (125 MHz, DMSO-d6), 8 (ppm): 91,8; 107,9; 111,9; 116,6; 116,9; 119,9; 122,2;
123,3; 124,2; 129,2; 134,2; 141,2; 141,8; 142,4; 151,8; 171,1.

IV (KBr), v (cm-1): 3148; 1725; 1611; 1542; 1455; 1328; 1220;
UV (MeOH), A max.(nm): 311, 342,495.

UV (MeOH/HCI), A max.(nm): 308, 346, 359, 495.

Composto (21a)

N
O
N N

HuN o

F. M.: C16H12N4O M.M.: 276,0 g.mol*

Caracteristicas fisicas: solido amarelo-esverdeado.

Rf: 0,49 (Eluente CH2Cl,/MeOH 95:5/NH4OH). Revelador: l[ampada de UV.
Faixa de Fusé&o: exp.: 227-228°C.

Rendimento: 43%.

RMN de 'H (500 MHz, DMSO-d6), & (ppm), multiplicidade, J (Hz): 6,05 (1H, sl, NH2);
7,06 (1H, t, J = 7,5 Hz, H10); 7,24 (1H, t, J = 7,0 Hz, H9); 7,53 (1H, t, J = 7,0 Hz, H3); 7,58
(1H, d, J = 8,0 Hz, H8); 7,68 (1H, d, J = 7,5 Hz, H11); 7,77 (1H, d, J = 8,0 Hz, H1); 7,86 (1H,
t,J=8,0 Hz, H2): 7,88 (1H, d, J = 0,5 Hz, H7); 8,17 (1H, d, J = 8,0 Hz, H4): 11,70 (1H, sl, N-
H).

RMN de 13C (500 MHz, DMSO-d6), & (ppm): 110,4; 112,3; 119,2; 119,8; 121,7; 124,1; 126,2;
126,3; 127,0; 127,6; 129,5;: 134,5; 136,8; 146,8; 147,4; 161,0.

IV (KBr), v (cm™): 3405, 2956, 2918, 2863, 1665, 1551, 1472, 1335.

UV (MeOH), ). max.(nm): 286, 346, 359.
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Composto (21b)

F. M.: C16H13NsO M.M.: 291,1 g.mol™*

Caracteristicas fisicas: solido azul palido.

Rf: 0,47 (Eluente CH2Cl,/MeOH 95:5/NH4OH). Revelador: lampada de UV.
Faixa de Fuséo: exp.: 212°C

Rendimento: 61%.

RMN de H (500 MHz, DMSO-d6), & (ppm), multiplicidade, J (Hz): 5,09 (2H, sl, NH);
6,80-6,78 (1H, dd, J = 8,5/2,0 Hz); 7,13 (1H, d, J = 8,5 Hz); 7,18 (1H, td, J = 7,5/1,0 Hz); 7,24
(1H, d, J = 2,5 Hz); 7,47 (1H, td, J = 7,25/1,0 Hz); 7,51 (1H, d, J = 8,0 Hz); 8,03 (1H, d, J =
7,5 Hz); 11,23 (1H, sl, NH); 11,43 (1H, sl, N-H).

RMN de *C (500 MHz, DMSO-d6), é (ppm): 106,4; 112,8; 113,8; 115,3; 116,6; 116,7; 119,7;
119,8; 121,7; 124,2; 124,8; 128,1; 144,9; 145,6,; 148,5; 148,6.

IV (KBr), v (cm™): 3173, 1692, 1610, 729
UV (MeOH), L max.(nm): 232, 286, 381

Composto (21c)

F. M.: C1sH13Ns02 M.M.: 331,12 g.mol*

Caracteristicas fisicas: solido azul-palido.

Rf: 0,45 (Eluente CH2Cl,/MeOH 95:5/NH4OH). Revelador: lampada de UV.
Faixa de Fuséo: exp.: 208°C

Rendimento: 58%.
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RMN de H (500 MHz, DMSO-d6), 8 (ppm), multiplicidade, J (Hz): 2,10 (1H, s, CHs); 6,01
(1H,t,J =8,0 Hz); 7,33 (1H, d, J = 9,0 Hz); 7,44-7,42 (1H, dd, J = 6,5/2,0 Hz); 7,49 (1H, t, J
=7,0 Hz, H8); 7,52 (1H, d, J = 8,0 Hz); 8,05 (1H, d, J = 8,0 Hz); 8,26 (1H, s); 10,18 (1H, sl,
NH); 11,27 (1H, sl, NH); 11,77 (1H, sl, N-H).

RMN de 3C (500 MHz, DMSO-d6),  (ppm): 24,1; 113,2; 113,4; 114,8; 115,4; 116,2; 119,5;
120,0; 121,8; 121,9; 125,2; 128,5; 129,6; 134,7; 145,9; 148,9; 149,1; 169,3.

IV (KBr), v (cm): 3183, 3055, 1693, 1366, 740

2.5 Sintese das N-4-fenilsemicarbazidas e N-4-feniltiossemicarbazidas (5a-b), (6a-b) e (7a-b)

Em um erlenmeyer, adicionaram-se 2,0 mmol de hidrazina monohidratada em 20 mL de
CH.CI>. A mistura permaneceu sob agitacdo magnética em banho de gelo por alguns minutos.
O resfriamento é crucial para evitar a formacéo de subprodutos. Em seguida, gotejou-se 1 mmol
dos fenilisocianatos ou fenilisotiocianatos, observando a formacdo quase imediata de um
precipitado branco. Ap6s 1h de agitacédo, o solido foi filtrado, lavado com CH2Cl> e 4gua. N&o

foi necessaria purificacao.

2.6 Sintese dos derivados indirubinicos propostos

Em um bal&o de fundo redondo, foi solubilizado 0,16 mmol da devida indirubina em 15
mL de THF. Adicionou-se 0,48 mmol da semicarbazida ou tiossemicarbazida correspondentes
e 0 pH corrigido para 5 (aproximadamente 10 gotas de HCI 1,0 mol.L1). A mistura permaneceu
sob agitacdo e refluxo por 96h. Para as reacdes com a formacdo de precipitado, o solido foi
filtrado, lavado com &gua e seco. Os demais tiveram o solvente evaporado em rotavapor. Todos

0s produtos foram recristalizados em MeOH/H-20 1:1.

5-nitroindirubina-3’-(N4-fenil)semicarbazona (8a)

&

HN
O oN
HN

F. M.: Ca3H1sNgO4 M.M.: 440 g.mol'l



105

Caracteristicas fisicas: solido roxo.

Rf: 0,53 (Eluente CH2Cl,/MeOH 95:5). Revelador: ldmpada de UV.
Faixa de Fuséo: exp.: > 300°C

Rendimento: 72%.

RMN de 'H (500 MHz, DMSO-d6), & (ppm), multiplicidade, J (Hz): 6,94 (1H, t, J = 7,0 Hz,
H5); 7,04 (2H, m, H9); 7,25 (2H, t, J = 8,5 Hz, H6’ ¢ H7’); 7,40 (1H, d, J = 7,5 Hz, H7); 7,48
(2H, d, J = 8,0 Hz, H8); 7,58 (1H, t, = 7,5 Hz, H10); 7,65 (1H, d, J = 7,5 Hz, H4"); 7,97 (1H,
d, J=2,0 Hz, H4); 8,12 (1H, dd, J = 8,5 Hz/ 2,0 Hz, H6); 8,79 (1H, sl, NH); 9,60 (1H, sl, NH);
11,15 (1H, sl, N-H): 11,40 (1H, sl, N-H).

RMN de 13C (125 MHz, DMSO-d6), 8 (ppm): 103,6; 105,2; 109,3; 113,7; 118,4; 118,6; 119,6;
121,6; 121,7; 122,0; 124,7; 124,8; 128,6; 137,4; 139,6; 140,0; 141,7; 145,8; 152,4; 156,0;
170,7; 171,0; 188,8.

IV (KBr), v (cm™): 3317; 1673; 1545; 1337; 1194; 749.

UV (MeOH), 1. méx.(nm): 240, 292, 542.

5-nitroindirubina-3’-[N-4-(4-cloro-)fenil]-semicarbazona (9a)

F. M.: C23H15NsO4Cl M.M.: 474,45 g.mol*

Caracteristicas fisicas: solido roxo.

Rf: 0,53 (Eluente CH2Cl,/MeOH 95:5). Revelador: lampada de UV.
Faixa de Fusao: exp.: > 300°C

Rendimento: 40%.
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RMN de H (500 MHz, DMSO-d6), 8 (ppm), multiplicidade, J (Hz): 7,07 (2H, d, J = 8,0
Hz, H7 e H5’); 7,29 (2H, d, J = 8,5 Hz, H8); 7,43 (1H, d, J =8,0 Hz, H7’); 7,53 (2H,d, J =75
Hz, H9); 7,61 (1H, t, J = 6,5 Hz, H6"); 7,70 (1H, d, J = 7,5 Hz, H4’); 8,08 (1H, s, H4) ; 8,18
(1H, d, J = 6,5 Hz, H6); 8,93 (1H, sl, NH); 9,67 (1H, sl, NH); 11,22 (1H, sl, N-H); 11,55 (1H,
sl, N-H).

RMN de 13C (125 MHz, DMSO-d6), 8 (ppm): 104,1; 109,9; 114,3; 119,5; 120,1; 120,5; 122,2;
122,6; 125,3; 125,4; 125,9; 128,9; 138,0; 139,2; 140,6; 142,3; 146,3; 153,0; 156,4; 171,6;
189,5.

IV (KBr), v (cm™): 3297; 3218; 1671; 1597; 1541; 828.

UV (MeOH), & méx.(nm): 240, 291, 492.

5-nitroindirubina-3’-[N-4-(4-cloro)fenil]-tiossemicarbazona (9b)

F. M.: C23H15NsO3SCI M.M.: 490,45 g.mol*

Caracteristicas fisicas: solido azul-intenso.

Rf: 0,53 (Eluente CH2Cl,/MeOH 95:5). Revelador: lampada de UV.
Faixa de Fuséo: exp.: > 300°C

Rendimento: 52%.

RMN de H (500 MHz, DMSO-d6), 8 (ppm), multiplicidade, J (Hz): 7,07 (2H, t, J = 7,5 Hz,
H7 e H5’); 7,38 (2H, d, J = 8,5 Hz, H8); 7,43 (1H, d, J = 8,0 Hz, H7’); 7,56 (2H, d, J = 7,5 Hz,
H9): 7,60 (1H, t, J = 7,5 Hz, H6’); 7,68 (1H, d, J = 7,5 Hz, H4*); 8,17 (1H, dd, J = 9,0 Hz/2,5
Hz, H6); 9,66 (1H, s, H4); 9,76 (1H, sl, NH); 9,98 (1H, sl, NH); 11,21 (1H, sl, N-H); 11,54 (1H,
sl, N-H).
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RMN de °C (125 MHz, DMSO-d6), 5 (ppm): 103,7, 109,5, 113, 8; 118,9; 119,6; 121,8;
122,14; 124,8: 124,9: 127,9; 137,6; 138,2; 140,2; 141,8: 145,9; 152,5; 171,1; 188,9.

IV (KBr), v (cm™): 3244, 1626, 1484, 1462, 1076.
UV (MeOH), A max.(nm): 233, 291, 546.

MS (ES/TOF) m/z: [M+Na] 337,0082 (exp). Calculado: 337,0285

5-acetamidaindirubina-3’-[N-4-(4-cloro)fenil]-tiossemicarbazona (25b)

F. M.: C25H18NsO3SCI M.M.: 502,10 g.mol*

Caracteristicas fisicas: solido azul-intenso.

Rf: 0,53 (Eluente CH2Cl,/MeOH 95:5). Revelador: ldmpada de UV.
Faixa de Fuséo: exp.: > 300°C

Rendimento: 64%.

RMN de 'H (500 MHz, DMSO-d6), 5 (ppm), multiplicidade, J (Hz): 2,02 (3H, s, CHs); 6,63
(1H, d, J = 8,5 Hz, H7); 7,02 (1H, t, = 7,5, H5’); 7,34-7,31 (2H, m, H9); 7,35 (1H, d, J = 8,0
Hz, H7); 7,49-7,51 (2H, dd, J = 8,5 Hz/2,0 Hz, H6, H4); 7,54-7,58 (3H, m, 2H8 e H6’); 7,63
(1H, d, J = 7,5 Hz, H7°); 8,44 (1H, d, J = 2,0 Hz, H4); 9,90 (LH, sl, NH); 10,05 (1H, sl, NH);
10,77 (1H, sl, NH); 10,95 (1H, sl, N-H).

RMN de *C (125 MHz, DMSO-d6), & (ppm): 23, 9; 107,3; 109,6, 111, 7; 117, 7; 118,7;
119,3; 121,7; 121,8; 122,0; 124,6; 124,8; 129,1; 133,3; 137,2; 137,6; 138,7; 140,2; 152,0;
156,0; 168,6; 171,4; 188,9.

IV (KBr), v (cm): 3166, 1648, 1593, 1313, 1192

MS (ES/TOF) m/z: [M+Na] 337,0082 (exp). Calculado: 337,0285
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Composto (28a)

SELRS

N N
H S H

F. M.: C14H12N4S M.M.: 268,07 g.mol*
Caracteristicas fisicas: sélido branco-acinzentado
Rf: 0,42 (Eluente CH.Cl,/MeOH 95:5). Revelador: lampada de UV, PMA

Faixa de Fusdo: exp.: 248°C (decomposicdo) Lit.: 247°C (decomposicdo) (YELLA, et al.,
2011)

Rendimento: 45%.

RMN de 'H (500 MHz, DMSO-d6), 6 (ppm), multiplicidade, J (Hz): 6,93 (1H, t, J = 7,5);
7,27-7,30 (2H, td, J = 8,5 Hz/1,0 HZz); 7,51-7,53 (2H, dd, J = 8,5 Hz/1,0 Hz); 9,85 (1H, sl, NH).

RMN de BC (125 MHz, DMSO-d6), é (ppm): 117,1; 121,5; 129,3; 141,4; 156,1
IV (KBr), v (cm™): 3017, 1480
UV (MeOH), A max.(nm):

MS (MALD/TOF) m/z: 269,03 (exp). Calculado: 269,08.
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