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RESUMO
A presente dissertacdo, intitulada “A quimica das indirubinas: sintese e caracterizacio
de novos derivados hidrossoluveis”, trata da preparacdo e caracterizagdo de compostos
derivados de indirubina com solubilidade melhorada em &agua e etanol, e determinagéao
experimental do LogP.
Neste trabalho foram obtidos 8 compostos inéditos. Todos foram caracterizados por
suas faixas de fusdo, espectroscopia na regido do UV-Vis e IV e RMN de 'H e de °C,
além das técnicas em duas dimensdes e espectrometria de massas (HRMS-LDI-TOF).
Dados experimentais obtidos para 0s compostos anteriormente descritos sdo condizentes
com os dados da literatura.
Diferentes rotas sintéticas foram examinadas para a obtencdo dos compostos-alvo
propostos: indirubina-3'-hidrazonas 5-substituidas (10), indirubina-3'-azino-fenil-
hidrazonas 5-substituidas (14) e N-1-hidroximetil-indirubina 5-substituidas (16 e 17).
Vérias reacdes previstas no projeto inicial ndo conduziram aos compostos almejados
mas resultaram na obtencdo de oito novos compostos (10c, 17a-f e 19) cujas estruturas
ndo possuem precedentes na literatura. A partir da analise minuciosa dos dados
espectrais foi possivel propor suas estruturas.
A indirubina-3’-hidrazonas (10), previamente reportada na literatura, foi preparada com
dificuldades, conduzindo a varias misturas complexas, com indicios de competicdo
nucleofilica entre a hidrazina e o ion hidréxido formado no meio reacional.
As Bases de Mannich de indirubinas (16) propostas ndo foram obtidas, sendo formado
compostos N-1-hidroximetil-indirubinas (17a-f e 19), que se mostraram promissores
diante do objetivo deste trabalho.
Os compostos obtidos tiveram sua solubilidade e LogP determinados por calculos e
experimentalmente. Todos tiveram solubilidade em &agua e etanol aumentadas em
relacdo aos seus analogos de indirubinas 5-substituidas, porém os derivados 3’-
hidrazonas se mostraram muito hidrosolaveis, fornecendo valores de LogP fora ou
proximo do limite da regra de Lipinski.
Estratégias para trabalho futuro sdo tracadas para testar biologicamente 0s novos
compostos, superar as dificuldades encontradas e sugerir caminhos alternativos para a
sintese de indirubinas com possiveis atividades bioldgicas.

Palavras chaves: indirubina, indol, isatina, hidrossolubilidade, logP.



ABSTRACT
The present dissertation, entitled "The chemistry of indirubins: synthesis and
characterization of new water-soluble derivatives”, deals with the preparation and
characterization of compounds derived from indirubin with improved solubility in water
and ethanol, and the experimental determination of LogP values.
Eight previously undescribed compounds were prepared. All were characterized by their
melting ranges, UV-Vis, IR, 'H, **C and two-dimensional NMR spectroscopies and
mass spectrometry (HRMS-LDI-TOF). Experimental data obtained for the previously
described compounds are consistent with the literature data.
Four synthetic routes were examined for the proposed target compounds: 5-substituted
indirubin-3'-hydrazones (10), 5-substituted indirubin-3'-azino-phenylhydrazones (14),
N-1-hydroxymethyl-5-substituted indirubins (16 and 17).
A number of unexpected results were encountered during the course of this project,
which resulted in the syntheses of eight novel compounds (10c, 17a-f and 19) whose
structures are unprecedented in the literature. From the detailed analysis of the spectral
data, it was possible to propose its structures.
The preparation of indirubin-3'-hydrazones (10), previously reported in the literature,
was executed with difficulty, forming several complex mixtures, with evidence of
nucleophilic competition between hydrazine and hydroxide ion formed in the reaction
medium.
The Mannich Bases of indirubins (16) were not obtained and N-1-hydroxymethyl-
indirubins (17a-f and 19) were formed, which were promising for the purpose of this
work.
The solubility and LogP values were determined experimentally for the compounds
obtained and compared with calculated values. All compounds showed increased
solubility in water and ethanol when compared to their 5-substituted indirubin
analogues, while the 3'-hydrazone derivatives proved to be very water soluble,
providing LogP values beyond or near the limit (1-5) proposed by Lipinski.
Strategies for future work are proposed to biologically test the new compounds,
overcome the difficulties encountered and suggest alternative routes for the synthesis of
indirubins with possible biological activities.

Key words: indirubin, indole, isatin, water solubility, logP.



LISTA DE ESQUEMAS

Esquema 1: Esquema retrossintético de indirubina e indirubinas 5-substituidas ......... 26
Esquema 2: Esquema retrossintético de derivados 3’-azinicos de indirubina............... 27
Esquema 3: Esquema retrossintético de indirubinas N-1-substituidas...............cc........ 28
Esquema 4: Preparagao dos COMPOSLIOS 2 € 3.....ueiiiiieiieeiiieiiiesiee et 29
Esquema 5: Preparagao do COMPOSIO 5 ......eevviiiiiiiieiiie i 29
Esquema 6: PreparaGdo do COMPOSIO B .....cuvvveiiereiiiieeiiieeiiee e siee e sieeesneeeeeeee e 30
Esquema 7: Preparacdo doS COMPOSLOS 7 € 8.....vvveiieveeiiieeiiiieesiieeesiee e sneeesneeaeseee e 30
Esquema 8: Método 1 de preparacdo de indirubinas...........cccevvviviveiiieiie e 31
Esquema 9: : Preparacdo dos compostos 9d € 9€.........ccccvveviveiiiieeiiie e 31
Esquema 10: Método 2 de preparagdo de indirubinas...........cccocevvviiiiiieiiiinie i 32
Esquema 11: Preparacdo de derivados de indirubinas-3’-hidrazonas (10)................... 33
Esquema 12: Preparacao de indirubina-3’-0Xima (12).......cccceeviuveevieeeiiiee e 33
Esquema 13: Preparacao de derivados fenil-hidrazonas.............cccccccveeviveeniieeiiinnenn, 34
Esquema 14: Preparacao de derivados azinicos pela Rota A...........cccccevveeviieeciinnenne, 34
Esquema 15: Preparacao de derivados azinicos pela RotaB............cccccccvveviiieiinnnnn, 35
Esquema 16: Preparacao de Base de Mannich de isatinas 15...........cccccoevveeviiveeninnennn, 35
Esquema 17: Preparacao de Base de Mannich 16 pelarota C..........cccccccvveviveeiinnnnn, 36
Esquema 18: Preparacao de Base de Mannich 16 pelarotaD..........cc.cccccveeviiieinnnnnnn, 36
Esquema 19: Preparacao doS COMPOSIOS 2 € 3....vieiivireiiiieeeiiieeeitie e e see e sree e iee e 39
Esquema 20: Preparacao do COMPOSLO 5 ......eviiivieiiiiie e 42
Esquema 21: Rota 3 para preparaGdo de 9a..........cocvveiiieeiiiee e 43
Esquema 22: Preparacao dos derivados 10a, 100 € 10C.........cccccveeviiveeiiiieciiiee e, 46
Esquema 23: Preparacao dos derivados 10a, 100 € 10C.........cccccveevivieiiieciiiee e, 49
Esquema 24: Experimento de hidrolise de 9a.........ccccoovveiiiiiiiiee i 52
Esquema 25: Experimento de hidrolise de 9., 55
Esquema 26: PreparaGao A8 L12.........cooiiiiiiiiiiiiiie ettt 57



Esquema 27:
Esquema 28:
Esquema 29:
Esquema 30:
Esquema 31:

Esquema 32:

Preparacdo dos compostos 13a € 13D ......cccveviiieiiiiiiiiieee e 60

Tentativa de formacéo de derivados azinicos pela rota A...................... 60
Tentativa de formacéao de derivados azinicos pela rota B..................... 61
Preparagdo de base de Mannich 15...........cccooiiiiiiiiiiiiiic e 63
Formagdo de base de Mannich 16 pela rota C ..........ccoocvevviiiiiiiiennn, 65
Tentativa de formagéo de base de Mannich 16 pelarotaD ................... 66



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Estrutura da indirubina e estrutura de seus ismeros indigo isoindigo ......... 20
Figura 2: Estrutura de compostos sintetizados por Ginzinger e colaboradores ............ 21
Figura 3: Composto 6ha, sintetizado por Cheng e colaboradores ............c.cccccevvveninnnn 22
Figura 4: 5-nitro-5’-hidroxi-indirubina-3’-oxima - AGM 130..........cccccvviiniiniiiennen, 22
Figura 5: 6-bromo-indirubina-3’-0xima — 6BlO.............cccoiiiiiiiec 23
Figura 6: Estrutura das moléculas alvo............cccooeiiiiiiiiiii e, 25
Figura 7: Diluigdes em série para curva de calibragdo ...........cccooevevviiiiciiiiien, 37
Figura 8: Metodologia para a determinacgdo da concentragdo em EtOH ...................... 37
Figura 9: Metodologia para determinagéo da concentragdo em HzO........cccooveivieinen, 37

Figura 10: Metodologia para determinacéo das concentragdes em fase organica e

210 |01 WP PR PPPRRPPPUPRI 38
Figura 11: Comparacdo de espectros de infravermelho (ATR) 2 e 3......ccccevvveiiiennns 40
Figura 12: Comparacio de espectros de RMN de *H (500 MHz, DMSO-d6) de 2 e 3

com expansao da regido arOMALICA .........ccrvvreirireeeiieeesieeeseeesee e s e e s e e see e e saeeeanees 41
Figura 13: Comparacéo de RMN de *C (125 MHz, DMSO-d6) de 2 e 3................... 42
Figura 14: Espectros de UV-Vis (em EtOH) de 9a...........cccccveeviveiiiii e, 44
Figura 15: Espectros de infravermelho (em ATR) de 9a...........ccceevveeiie i, 44
Figura 16: Espectro de RMN de *H (500 MHz, DMSO-d6) com expansio da regi&o

AFOMALICA G G8.... ettt 45
Figura 17: Espectro de RMN de **C (125 MHz, DMSO-d6) de 9a...........cccocevvveunn... 46
Figura 18: Espectros de UV-Vis (em EtOH) 10a..........ccccceviveiiiie e 49
Figura 19: Espectros de infravermelho (em ATR) 10@........cccccceveeiiiiieiiie e, 50
Figura 20: Espectro de RMN de *H (500 MHz, DMSO-d6) com expansio da regi&o

AFOMALICA A8 LOA....c.eiiuiiieiiitieie ettt ettt 51
Figura 21: Espectro de RMN de **C (125 MHz, DMSO-d6) de 10a............c.ccccoe...... 52
Figura 22: Comparacdo de espectros de IV e UV-Vis (em EtOH) 9ae 11.................. 53

Figura 23: Comparacdo de espectros de IV (ATR) 9a e 11.....ccccceiviiiiiiieiiiieeciieee 53



Figura 24: Espectro de RMN de *H (500 MHz, DMSO-d6) com expanséo da regiao

AFOMALICA A8 1L ittt ettt sre b 54
Figura 25: Mapa de correlagdo COSY de 11 .....cooiiiiiiiiiiieiiieiie e 54
Figura 26: Espectro de RMN de *H (500 MHz, DMSO-d6), da hidrélise com 9b....... 55
Figura 27: Mapa de correlagdo HSQC de 11D ......covieiiiiiiiiiiieiicce e 56
Figura 28: Mapa de correlagio HMBC H' x C*¥ de 11b.......cccovvvvvceeseccceee, 56
Figura 29: Mapa de correlagio HMBC H' x N™ de 11D.......cccovvveveceereieeceeeee, 57
Figura 30: Espectros de UV-Vis (em EtOH) de 12........cccceiiiiiiiiiiiiiic e 58
Figura 31: Espectros de infravermelho (em ATR) de 12.........cccoceviiiiiiciicniicieee, 58

Figura 32: Espectro de RMN de 'H (500 MHz, DMSO-d6) com expansdo da regido

Y (0] 00 LA (or= o (0 PSSR 59
Figura 33: Espectro de RMN de **C (125 MHz, DMSO-d6) de 12..........c.ccccovvveeenne. 59
Figura 34: Espectro UV-Vis (em EtOH) de 16.......ccccccovveiiiieiiiie e 64
Figura 35: Espectro de infravermelno (ATR) de 1........ccccooviveeviie i 64
Figura 36: Espectro de RMN de *H (500 MHz, DMSO-d6) do produto da rota C,

MISTUFA 08 16 € 98...cuviiiiiieiie ettt et 65

Figura 37: Espectro de RMN de **C (125 MHz, DMSO-d6) e DEPT 135 do produto da

rota C, MIStUra de 98 € 16 .......c.ooviiieiiieieiece e 66
Figura 38: Espectro UV-Vis (em EtOH) de 17a.........ccccoveevivieviie e 68
Figura 39: ESPectro IV (ATR) de 17a......ccciiiiiiee e 69
Figura 40: Espectro de RMN de *H (500 MHz; DMSO-d6) de 17a..........cccecevveuenn.. 69

Figura 41: Mapas de correlacdo HSQC (500 MHz; DMSO-d6) e NOESY (500 MHz;
DY @ R [ I L= - RSP RPR PP UPPI 70

Figura 42: Espectro de RMN de **C (125 MHz; em DMSO-d6) e DEPT 135 de 17a. 70
Figura 43: Espectro UV-Vis (em EtOH) de 19.......ccceoiiiiiiii e 71
Figura 44: Espectro de IV (ATR) de 19 .....ooooiiiiiiie e 72

Figura 45: Espectro de RMN de *H (500 MHz; DMSO-d6) de 19........cccovvuevevieennn.. 72



Figura 46: Espectro de RMN de **C (125 MHz; em DMSO-d6) e DEPT 135 de 19... 73
Figura 47: Espectro de massas LDI-TOF de 19.........cooiiiiiiieiiiiie e 73

Figura 48: Compostos cuja solubilidade e logP foram avaliados .............c.ccccevveeninens 74



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Experimentos utilizando hidrazina hidratada 65%.............cccccceeviieniieennnnn. 37
Tabela 2: Experimentos utilizando dicloridrato de hidrazina ...........ccccccceevvveviieennnnn. 38
Tabela 3: Experimentos utilizando sulfato de hidrazinas ............cccccceevieeeniieeiiinennnnn. 38

Tabela 4: Comparacao dos experimentos para preparacao de derivados azinicos pela

Tabela 5: Testes para reagdo de Mannich com indirubinas ...........ccccevevveviieeniinennnnn. 67

Tabela 6: Comparacéo de resultados de solubilidades e 10gP...........cccccveviiiiiiinennnen. 76



ACN
AcOAg
AcOH
CCD
CDKs
Clso

d

dd

ddd
DMF
DMSO-d6
EtOH

F. M.
GSK-3
Hex
HSQC
HMBC
. V.
KNO;
KOH
LDI-TOF
Lit.

logP

m
MeOH
MHz
NaBH,4
NaHCO;
NaHSO;
NaOH
Na,SO4
NH;OH
P.F.

LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS
acetonitrila
acetato de prata
acido acetico
cromatografia em camada delgada
cyclin-dependent kinases
concentragé@o que inibe 50% do crescimento de uma populacéo
dupleto
dupleto de dupleto
dupleto de dupleto de dupleto
N,N-dimetilformamida
dimetilsulfoxido deuterado
etanol
formula molecular
glycogen synthase kinase-3
hexano
Heteronuclear Single Quantum Coherence
Heteronuclear Multiple Bond Coherence
Infravermelho
nitrato de potéassio
hidroxido de potéassio
Laser Desorption/lonization-Time of Flight

literatura

coeficiente de parti¢do ou lipofilicidade

multipleto

metanol

mega-hertz

boro hidreto de sodio
bicarbonato de sodio
bissulfito de sodio
hidréxido de sédio
sulfato de sodio
hidréxido de aménio

ponto de fuséo


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1110062116300800

PMA
ppm

Rf

RMN de *C
RMN de *H
S

ta.

t

td

THF
U.V-Vis

°C

MM

acido fosfomolibdico

partes por milhdo

fator de retengéo

Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono 13
Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio
simpleto

temperatura ambiente

tripleto

tripleto de dupleto

tetrahidrofurano

ultravioleta-visivel

graus Celsius

deslocamento quimico

micromolar

constante de acoplamento

ndamero de onda



LISTA DOS COMPOSTOS SINTETIZADOS NESTE TRABALHO

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

*Compostos inéditos.
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1 INTRODUCAO

A indirubina é o isdmero de cor vermelha do famoso corante indigo Blue (Figura
1) e esté presente em plantas como Indigofera tinctoria e Isatis tinctoria e em animais
como em moluscos da familia Muricidae. E um componente ativo do Danggui Longhui
Wan, mistura de onze ervas utilizada pelos chineses no tratamento da leucemia mieléide
cronica (JUNG et al, 2016). Seus derivados constituem uma classe de compostos
amplamente estudados por sua capacidade de inibicdo das enzimas CDKSs (quinases
dependentes de ciclina) e GSK (quinases glicogénio sintase), processos inflamatorios,
paralisacdo do ciclo celular e apoptose, doencgas neurodegenerativas, leishmaniose, entre
outras acdes farmacolégicas (WANG et al, 2017) (JAHNE et al, 2016).

Figura 1: Estrutura da indirubina e de seus isomeros indigo e isoindigo.

)
a) Indirubina b) Indigo ¢)Isoindigo

Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

Sele e colaboradores descreveram a obtencdo de varios heterociclos com
atividades biologicas promissoras empregando reacGes em cascata a partir da
indirubina. (SELE, M. A. et al, 2015).

Entretanto, as indirubinas possuem solubilidade extremamente baixa em fluidos
biologicos e escassa biodisponibilidade. Tentativas para superar este problema sao
adicOes de grupos polares aos anéis aromaticos ¢ alteragdes na carbonila C3’ com
diferentes nucledfilos (GINZINGER et al, 2012). Embora disponiveis na literatura
diversos estudos sobre as propriedades bioldgicas de indirubinas, os derivados descritos
sdo em sua maioria substituidos nas posi¢fes 5 e/ou 6 por halogénios ou grupo nitro, e
na posicdo 3’ por oxima. O numero de derivados substituidos em 3’ por grupos
volumosos € restrito e sabe-se que esta modificacdo distorce a coplanaridade da
molécula, podendo aumentar a hidrossolubilidade (EFSTATHIOU et al, 2014).

Moléculas bioativas devem mesclar caracteristicas lipossolUveis para conseguirem

a permeacdo através de barreiras lipidicas do organismo, e caracteristicas hidrossoluveis
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para serem absorvidas e distribuidas nos compartimentos bioldgicos até seu alvo de
acdo. O coeficiente de particdo ou lipofilicidade (logP) € o logaritmo decimal da razéo
entre a concentracdo da molécula bioativa na fase organica pela concentracdo na fase
aquosa, onde o valor de logP tem correspondéncia com a atividade bioldgica, sendo que
valores entre 1 a 5 sdo valores aceitaveis para moléculas bioativas, valores entre 1 a 3
correspondem a faixa 6tima entre distribuicdo e absorcao e valores acima de 5 tem baixa
biodisponibilidade devido a hidrossolubilidade reduzida (BARREIRO e FRAGA,
2015).

Ginzinger e colaboradores propuseram sintetizar derivados catidnicos (Figura 2)
através da introducdo de um grupo aménio quaternarios em éteres de colina em
indirubinas-3’-oxima substituidas, porém estes compostos se mostraram instaveis, com
taxa de hidrolise alta. Como alternativa esses pesquisadores prepararam ésteres de
indirubina-3’-oxima com acetillcarnitina projetados de acordo com o conceito de pro-
farmaco, liberando no meio bioldégico a indirubina-3’-oxima, cujas propriedades
bioativas importantes, citadas anteriormente para indirubinas, estdo bem estabelecidas
na literatura (GINZINGER et al, 2012).

Figura 2: Estrutura de compostos sintetizados por Ginzinger e colaboradores.

A
0]
W\ H /
N ¢l N
o= AN cl_ 'Tl ~"0H
(0]
Acetilcarnitina Colina

Fonte: Adaptada de (GINZINGER et al, 2012).

Cheng e colaboradores realizaram a conversdo de derivados de indirubina 3' em
sais cloridratos estaveis e soliveis em agua. O composto chamado pelos autores de 6ha
(Figura 3), produziu uma inibicdo potente do IGF-1R (fator de crescimento semelhante
a insulina tipo 1) surpreendentemente eficaz, sem inibir CDKs e GSK num painel de 22
proteinas quinases. Analises posteriores identificaram que este composto induziu

apoptose e parada na divisdo celular em células tumorais (CHENG et al, 2017).
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Figura 3: Composto 6ha, sintetizado por Cheng e colaboradores.

Fonte: Adaptada de (CHENG et al, 2017).

Ahn e colaboradores sintetizaram uma nova serie de derivados de indirubina-3'-
oxima com substituicdes combinadas nas posi¢cdes 5 e 5' para aumentar a solubilidade e
a biodisponibilidade desta classe de compostos na terapia do cancer. Estudo anterior
demonstrou que a 5-nitro-5'-hidroxi-indirrubina-3'-oxima, denominada pelos autores de
AGM130 (Figura 4), induziu apoptose em células de leucemia mieldide cronica
resistentes a farmacos. No entanto, pouco se sabe sobre o mecanismo molecular da acéo
da AGM130 em células tumorais (ANH et al, 2015).

Figura 4: 5-nitro-5’-hidroxi-indirubina-3’-oxima — AGM130.

O,N

Fonte: Adaptada de (AHN et al, 2015).

Através de uma analise racional das principais interagdes das indirubinas no sitio
de ligacdo ao ATP da quinase glicogénio sintase (GSK-3) e a sintese e avaliacdo
biolégica de varios de seus derivados, Vougogiannopoulou e colaboradores
estabeleceram novas interacdes locais, oferecendo estabilizacdo adicional aos
complexos inibidores de GSK-3. Os novos analogos de indirubina preparados por esses
autores foram menos citotoxicos do que o composto 6BIO parental e demonstraram
uma inibicdo potente da GSK-3 em dois modelos celulares. Esses resultados abrem
novas diretrizes para o desenho de indirubinas farmacologicamente bioativas, com
potencial de desenvolvimento de novos farmacos contra diferentes doengas como a de
Alzheimer, diabetes ou hipertrofia cardiaca (VOUGOGIANNOPOULOU et al, 2008).
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Figura 5: 6-bromo-indirubina-3’-oxima — 6BI10O.

Fonte: Adaptada de (VOUGOGIANNOPOULOU et al, 2008).

A absorcdo de indirubina € relatada como ocorrendo por difusdo passiva. O
transporte de indirubina através da membrana do intestino de rato ndo foi influenciado
pela glicoproteina-P ou pela proteina associada a resisténcia a multiplas drogas. Do
ponto de vista da concentragdo da droga, independentemente de outras questdes, como o
tamanho da molécula da droga e a area de superficie de absorcdo, quanto maior a
concentracdo de farmaco no local de absorgcdo, maior a fracdo de droga absorvida
transportada por difusdo passiva. A solubilidade melhorada e uma taxa de dissolugédo
mais alta para farmacos fracamente soliveis em agua sdo fatores-chave para aumentar a
absorcédo do farmaco (CHEN et al, 2012).
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2 JUSTIFICATIVA

A formacdo de hidrazonas e oximas € uma reacdo versatil para quimica e
bioquimica, permitindo a ligacdo de porcdes funcionais a biomoléculas. Para reacGes
envolvendo biomoléculas que apresentam uma abordagem tridimensional, grupos
hidrazona e oxima possuem versatil conjugacdo quimica, com resultados melhores que
fungdes aldeido e cetona (KOOL, 2013). A presenca de doadores e aceptores de
ligagdes de hidrogénio e a lipofilicidade relativa (logP) séo caracteristicas relevantes no
design de farmacos (LIPINSKI et al., 1997).

Este trabalho tem como objetivo novas propostas para atenuar o problema de
hidrossolubilidade de derivados indirubinicos, pela sintese e caracterizacdo de derivados
que sejam quimicamente estaveis, determinando suas propriedades fisico-quimicas,
pouco descritas na literatura. Estes novos derivados de indirubinas devem possuir
melhores solubilidades em &gua e particionamento Oleo/agua que as indirubinas
correspondentes. Espera-se que tais derivados apresentem atividades biologicas

promissoras.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais:

O presente trabalho tem por objetivo a sintese, isolamento e caracterizacdo de
derivados indirubinicos hidrossoliveis substituidos nas posi¢des 5, 3’ ¢ N-1 (Figura 6),

além da determinagdo de suas solubilidades e lipofilicidade (logP).

Figura 6: Estrutura das moléculas alvo.

Fonte: Elaborada pelo préprio autor.

3.2 Objetivos especificos:

a) Preparacdo e caracterizacdo de derivados de indirubinas na posicdo 5 com R = H,
NO;, Cl, NHAC e NH,, e 5" com R*=H e Cl.

b) Preparagdo e caracterizacdo de derivados hidrazonas na posi¢ao 3’ com X = O; N-
NH,; N-OH; e p-fenil-hidrazonas com R® = OH e N(CHs)..

c) Preparacdo e caracterizacdo de derivados de indirubinas na posicdo N-1 com Z =
morfolinilmetila e hidroxi-metila;

d) Determinacdo de suas solubilidades em &gua e de seus valores de coeficiente de

particdo ou lipofilicidade (logP).
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4 ANALISE RETROSSINTETICA

O estudo retrossintético deste trabalho, para um melhor entendimento, foi
subdivido em 3 partes apresentados nos Esquemas 1, 2 e 3 a seguir. O Esquema 1
mostra o planejamento para obtencdo de indirubina e indirubinas 5-substituidas. O
Esquema 2 apresenta a preparagdo de compostos 3’-azinicos de indirubinas e 0 esquema
3 indirubinas substituidas na posicdo N-1.

4.1 Preparacao de indirubina e indirubinas 5-substituidas

A indirubina e indirubinas 5-substituidas podem ser obtidas através da reacdo em
meio metanolico basico entre o 3-aetoxi-indol com isatina ou isatinas 5-substittidas. O
3-acetoxi-indol seria obtido pela reacdo de substituicdo nucleofilica aromatica do 3-
iodo-indol com acetato de prata e o 3-iodo-indol pela reacdo substituicédo eletrofilica do
indol com iodo. A isatina pode ser obtida comercialmente, a 5-nitro-isatina e a 5-cloro-
isatina sdo preparadas por substituicdo eletrofilica aromatica, a 5-acetamida-isatina
preparada pela reducdo do grupo nitro em amino com zinco metélico em &cido acético
seguido pela acetilagdo com anidrido acético e a 5-amino-isatina, na forma de seu sal
sulfato, pela hidrolise da 5-acetamido-isatina em solucdo de 4&cido sulfdrico

(Esquemal).

Esquema 1: Esquema retrossintético de indirubina e indirubinas 5-substituidas.

R'] O
0 Q R! 7 OJ{ !
L Oy — (= O
i L N N N
H NH H H H H
O
1 / N 0
R
Cr -
N
H

R' = H; NO,; Cl; NHAC; NH,.
R?=H; Cl.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
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4.2 Preparacao de derivados azinicos de indirubinas (Esquema 2)

Rota A:

O primeiro grupo de compostos-alvo poderia ser preparado pelo tratamento das
indirubinas com hidrazina hidratada, com subsequente adi¢do nucleofilica e eliminacdo
de agua aos benzaldeidos.

Rota B:

A segunda possibilidade envolveria a formacéo de fenil hidrazonas substituidas

pelo tratamento dos benzaldeidos, citados anteriormente, com hidrazina hidratada,

seguida de adi¢do nucleofilica das hidrazonas formadas a carbonila C3’ da indirubina.

Esquema 2: Esquema retrossintético para preparagao de derivados 3’-azinicos de
indirubina.

R =a) H ; b) NO,; ) Cl; d) NH,; &) NHAC.
_ a) 2 b o
o :
HO \’Tl

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
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4.3 Preparacdo de indirubinas N-1-substituidas (Esquema 3)
Rota C:

O segundo grupo de compostos-alvo foi planejado pela reacdo do 3-acetoxi-
indol com os derivados N-1-metil-morfolinil-isatina substituida, os quais poderiam ser
obtidos por reacdo de Mannich entre isatina e morfolina em presenca de solugdo de
formaldeido 37%

Rota D:
Uma alternativa para o segundo grupo de compostos é a reacdo de Mannich
entre indirubina e morfolina na presenca de solucdo de formaldeido, ou tratamento de

indirubinas com formaldeido em meio basico, descritos no esquema 4.

Esquema 3: Esquema retrossintético de indirubinas N-1-substituidas.

O
R1

R1
34
N
+ [ j ou Base + CH,O
O

NH

R' = a) H; b) NO,; ¢) Cl d) NH,; e) NHAC.

Z= : CH,-OH.

—N O
/

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
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5 METODOLOGIA

5.1 Sintese dos analogos de indol 3-substituido

Neste trabalho o 3-iodo-indol, composto 2, foi preparado a partir da reacdo de
substituicdo eletrofilica aromatica em quantidades equimolares entre indol e 1, em meio
basico em DMF sob agitacdo e temperatura ambiente. O composto 2 foi isolado por
precipitacdo no meio reacional seguido de filtracdo a vacuo (FATTALLA et al, 2010).
O 3-acetoxi-indol, composto 3, foi preparado a partir da reacdo de substituicdo
nucleofilica aromatica em propor¢do estequiométrica de 1 para 2 entre 0 composto 2 e
AcOAg em AcOH, sob agitacdo e aquecimento. O meio reacional foi filtrado e
evaporado, com o composto 3 foi isolado por cromatografia em coluna (DUNN et al,
2007), como descrito no esquema 5.

Esquema 4: Preparacdo dos compostos 2 e 3.

! o
@ 1,/ KOH ©\/\§ AcOAg A\
N DMF; t.a; 45 min. N AcOH; 90 °C; N
H

1 H ) 20 min. 3 H

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

5.2 Sintese de isatinas 5-substituidas

5.2.1 Sintese de 5-nitro-isatina:
A preparacdo de 5-nitro-isatina, composto 5, foi executada seguindo

procedimento descrito por Souza (SOUZA, 2017). O composto 5 foi preparado pelo
tratamento de isatina, composto 4, com KNO3z; em H,SO,4 concentrado, por substituicdo
eltrofilica aromatica, sob agitacdo em baixa temperatura. O isolamento foi realizado por
precipitacdo do meio reacional em agua e gelo, seguida de filtracdo a vacuo, como

descrito no esquema 6.

Esquema 5: Preparacdo do composto 5.

O O
O,N
@ﬁg:o KNO3/H,S80, \wo
N 0-4 °C: 2h. N
4 5

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
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5.2.2 Sintese da 5-cloro-isatina:

A preparagdo de 5-cloro-isatina, composto 6, foi executada pelo tratamento do
composto 4 com &cido tricloro-isocianurico (C3CIsN3O3) em 4&cido sulfurico
concentrado, por substituicdo eletrofilica aromatica, sob agitacdo em baixa, conforme
procedimento descrito por Mendonca e colaboradores (MENDONCA et al, 2005)

descrito no esquema 7.

Esquema 6: Preparacéo de 6.

C5C1;N;05/H,80, Cl

0-4 °C; 2h.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

5.2.3 Sintese da 5-acetamido-isatina e 5-amino-isatina:
Para a preparacdo de 5-acetamido-isatina, composto 7, foi realizada a reducao do

grupo nitro presente no composto 5 em presenca de Zn° em AcOH, seguida pela
acetilagdo com anidrido acético. O meio reacional foi filtrado e evaporado, seguido de
extracdo. O composto 7 foi obtido apds evaporacdo da fase orgéanica. Para obtencdo da
5-amino-isatina, 0 composto 8, foi obtido pela hidrolise de 7 em acido sulfurico 30%,
conforme metodologia descrita por Beauchard e colaboradores (BEAUCHARD et al,

2006), descritos no esquema 8.

Esquema 7: Preparacdo dos compostos 7 e 8.
O
O 1- Zn°/AcOH H o} HoN
OoN 2- Ac,O N H,S0,(aq.) 30% o]
0 \ff o) N
N 90 °C; 1h. O N 50 °C; 1h.. g H
5 H 7 H

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

5.3 Sintese da indirubina e seus derivados 5-substuidos

Para a preparacdo de indirubina e indirubinas 5-substituidas foram utilizados 2

métodos de sintese, que sdo apresentados nos topicos a seguir.
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5.3.1 - Metodo 1
A indirubina composto 9a, 5-nitro-indirubina composto 9b e 5-cloro-indirubina

composto 9c foram preparadas empregando metodologia descrita por Souza (SOUZA,
2017), na reacdo do composto 3 com a respectiva isatina, compostos 4, 5 e 6 em
metanol em meio basico. Os compostos 9a, 9b e 9c foram isolados por precipitacdo em

agua seguida por filtracdo, descritos no esquema 9.

Esquema 8: Método 1 para preparacdo de indirubinas.

©j\g MeOH, Na,CO3
N t.a.; 3h
H

4a-
a) R=H; b) R=NO,; ¢) R=CL

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

5.3.2 — Preparacao de 5-acetamido-indirubina e 5-amino-indirubina
Alternativamente, os derivados 5-acetmido-indirubina, composto 9d e 5-amino-

indirubina 9e foram obtidos pela reducéo de do composto 9b, utilizando a metodologia
de reducéo do grupo nitro da 5-nitro-isatina pelo tratamento com Zn° em AcOH seguido
de adicdo de anidrido acético como descrito por Bremner e colaboradores (BREMNER
et al, 2007). Os compostos 9d e 9e foram obtidos apds evaporacdo da fase organica,
descritos no esquema 10.

Esquema 9: Preparacdo dos compostos 9d e 9e.

Zn°/AcOH
—_—
90 °C, 1h

9¢

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
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5.3.3 — Método 2

Na metodologia descrita por Wang e colaboradores para obtencdo de indirubinas
(WANG et al, 2017) ndo se utiliza 3-acetoxi-indol, composto 3, ocorrendo a
dimerizacdo de isatinas em presenca de varios agentes redutores, fornecendo derivados
indirubinicos 5,5’-substituidos. A preparacdo de indirubina 9a e 5,5-dicloro-indirubina
of foram realizadas pelo tratamento da isatina correspondente com NaBH, em EtOH,
sob agitacdo e refluxo. Apds a mudanca de coloracdo e comparagdo por cromatografia
em camada delgada, CCD, o meio reacional foi oxidado com O, do ar. Os compostos 9a
e 9f foram isolados por precipitacdo em &gua seguida de filtracdo a vacuo, descritos no
Esquema 11.

Esquema 10: Método 2 de preparacdo dos compostos 9a e 9f.

e 1) NaBH, EtOH,
R refluxo, 1h

O

2) O,; ta.,
30 min.

Iz

4
a)R=H;f) R=CI.
Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

9a e 9f

5.4 Sintese de indirubinas-3’-hidrazonas

Os derivados indirubinas-3’-hidrazona foram preparados por adaptacdo da
metodologia de Moon e colaboradores, utilizando etanol como co-solvente da reacéo,
ndo utilizando por Moon, pelo tratamento das indirubinas correspondentes com
hidrazina hidratada em etanol sob refluxo e agitacdo (Esquema 12). Os derivados 10a-f
foram isolados por resfriamento do meio reacional e filtracdo sob vacuo (MOON et al,
2006).
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Esquema 11: Preparacdo de derivados de indirubinas-3’-hidrazonas (10a-f).
R1

NH,NH,-H,0/EtOH
Refluxo

10a-f

a)R'=H,R*=H; b)R' =NO, R*=H, ¢)R' = Cl, R?=H;
d) R' =NHAc, R?=H; ) R' =NH, R?=H; f)R' =C|,R?=CL
Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

5.5 Sintese de indirubina-3’-oxima

A indirubina-3’-oxima, composto 12, foi preparado seguindo a metodologia de
Ichimaru e colaboradores, reagindo a indirubina com cloridrato de hidroxilamina em
piridina. Para isolamento de 12 o meio reacional foi neutralizado com soluc¢éo de HCI,
seguido de extracdo com AcOEt e solugdo de NaHCO3. O composto 12 foi obtido apos
evaporacdo da fase organica, descritos no Esquema 13 (ICHIMARU et al, 2017).

Esquema 12: Preparacao de indirubina-3’-oxima (12).
HO_

NH,OH.HCI

Piridina, 4h, \
90 °C. H O

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

5.6 Sintese de derivados de fenil-hidrazonas

As fenil-hidrazonas 13a e 13b foram preparadas como descritos por Micheli e
colaboradores, pelo tratamento dos benzaldeidos p-substituidos com hidrazina hidratada
(65%) em etanol, sob agitacdo a temperatura ambiente. Os compostos 13a e 13b foram

isolados pela precipitacao e filtragdo a vacuo, descritos no Esquema 14 (MICHELI et al,

2016).
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Esquema 13: Preparagdo de derivados fenil-hidrazonas 13a e 13b
HoN
0

!
/@AH N,H4 H,O /EtOH /@)\H
_—
ta.; 1,5 h.
R R
13

R: a) OH; b) N(CH;),.
Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

5.7 Preparagéo de azinas de indirubina

Na preparacdo dos derivados azinicos de indirubinas foi utilizado o método de
Micheli e colaboradores, e foram testadas duas rotas sintéticas. A rota A envolve a
reacdo dos compostos 10a-f com os aldeidos aromaticos, catalisadas por acido. A rota B
emprega a reagdo dos compostos 9a-f com as fenil-hidrazonas 13 catalisada por &cido
(MICHELI et al, 2016).

5.7.1 Preparagéo de azinas de indirubina pela rota A (Esquema 14)
Os compostos azinicos 14, na posicdo 5 com R* = H, NO,, Cl, NHAc e NH3; na

posicdo 5° com R? = H ou CI; e na posicdo para do anel aroméatico referente ao aldeido,
R® = OH ou N(CHs),.

Esquema 14: Preparacao de derivados azinicos pela rota A.

@)

2
O)‘\H AcOH(catyEtOH R O
, .

Refluxo

R': a) H; b) NO,; ¢) Cl; d) NH,; €) NHAc. R% a) H; b) Cl. R3: a) OH; N(CHj),.
Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

5.7.2 Preparacao de azinas de indirubina pela rota B (Esquema 15)
Na rota B dara origem aos mesmos compostos azinicos 14, na posicéo 5 com R* =

H, NO;, Cl, NHAc e NHj; na posico 5° com R? = H ou Cl; e na posicdo para do anel

aromatico referente ao aldeido, R®* = OH ou N(CHj)-.

Esquema 15: Preparacgdo de derivados azinicos pela rota B.
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HZN\N
R2 O O |
O .\ H AcOH(cat.)/EtOH
H NH R3 Refluxo
(0]
9 13

R': a) H; b) NO,; c) Cl; d) NH,; ) NHAc; R% a) H; b) CI; R3: a) OH; b) N(CHj),.
Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

5.8 Sintese de indirubinas N-1-substituidas:

5.8.1 Sintese de base de Mannich de isatina

A base de Mannich de isatina 15 foi preparada segundo metodologia descrita
por Kurkin e colaboradores, pela reacdo de 4 com morfolina em presenca de
formaldeido aquoso 37% em THF, sob agitacdo em temperatura ambiente. Para o
isolamento de 15 o meio reacional foi aquecido até o refluxo por curto periodo de
tempo, seguido repouso para precipitacao, e posteriormente filtrado a vacuo, descrito no
Esquema 17 (KURKIN et al, 2009).

Esquema 16: Preparacdo do comosto 15.

o)
0 H
N CH,0(aq.) 37% o
38 ' N
N o THF,
H t.a, 3h. N )
15
4 OJ

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

5.8.2 Sintese de bases de Mannich de indirubinas:
Rota C:

Nessa rota empregou-se metodologia descrita por Souza (SOUZA, 2017), na
reacdo do composto 3 com o composto 15, em metanol e meio béasico, sob agitacédo e
temperatura ambiente. A morfolinil-metil-indirubina, composto 16, foi isolada por

precipitacdo em agua seguida de filtracdo a vacuo (Esquema 18).

Esquema 17: Preparacdo do composto 16 pela rota C.
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(o) MeOH, N32003
N4 -
N
N

. N /N
N \\N/\\ t.a.; 3h. ” N o

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Rota D:

A rota D é uma adaptacdo da metodologia de Kurkin e colaboradores para
indirubinas, pela reacdo de do composto 9a com morfolina em presenca de formaldeido
aquoso 37% em THF, sob agitacdo a temperatura ambiente. Para o isolamento do
produto formado, o meio reacional foi aquecido até o refluxo por 15 min e deixou-se em
repouso para precipitacdo, sendo o sdlido formado filtrado a vacuo, descrito no
Esquema 19 (KURKIN et al, 2009).

Esquema 18: Preparacdo do composto 16 pela rota D.

H

Nj CH,0\uq) 37%

[ —"

©  emh N o
’ __/

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

5.9 Estudos de solubilidade:

Para a determinacdo das concentraces dos compostos 9a-f, 10a-c, 12, 17a-f e
19 da solubilidade em etanol e 4gua dos compostos sintetizados, foram elaboradas
curvas de calibracdo de concentracdo versus absorbancia em etanol, com 5 pontos nos
valoresde 25 mg L™, 12,5mg L™, 6,25 mg L™, 3,125 mg L™, 1,5625mg L e 0 mg L™,
utilizando diluicdes sucessivas dividas pela metade da concentracdo da solucéo anterior,
a partir da solucdo estoque de 25 mg L*, com R? de valor o mais préximo de 1,
seguindo a lei de Beer. A equacdo da linha de tendéncia do grafico obtido (y = ax + b)
pode ser igualada a equacdo da lei de Beer onde: y igual absorbancia, a igual a
concentragdo, x igual € (absortividade molar) e b € o valor da intersec¢do com o eixo y

(CHENG et al. 2010).

Figura 7: Dilui¢bes em série para curva de calibrag&o.
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TNy, N TN TN

Solucio estoque

25 mg L1 125mgL! 625mgL! 3,125mgL"' 1,562 mg L!

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

5.9.1Estudo de solubilidade em etanol:
A solubilidade em etanol foi realizada pela determinacdo da concentracdo de

uma solugéo saturada dos compostos em etanol seguido de filtracdo, diluicdo e leitura
de absorbancia, com a determinacdo da concentracdo a partir da curva de calibracéo
adquirida, a metodologia esté representada na figura 8.

Figura 8: Metodologia para a determinacédo da concentracdo em EtOH.

Solucéo

Aliquota de 1 Diluicdo 20x Leitura da
Satlért%jﬁ' =i mL filtrada da aliquota absorbancia

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

5.9.2 Estudo de solubilidade em agua:
Para determinar a concentragdo em agua, 2 mg dos compostos foram deixados

em 10 mL de 4gua em agitacdo por ultrassom e 36 °C, onde uma aliquota de 1 mL foi

coletada, filtrada e diluida para 5 mL em etanol, como demonstrada na figura 9.

Figura 9: Metodologia para determinacdo da concentracdo em HO.

Solucéo Aliquota de

Diluicéo 5x Leitura da
saturada em 1mL E S
H,O =0 da aliquota absorbancia

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
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5.10 Determinacéo do logP:

O logP foi determinado pela particdo em um sistema contendo 2 mL de tampéo
TRIS (tris(hidroximetil)aminoetano)-HCI em agua (pH 7,4), 2 mL de n-octanol e 1 mg
do derivado de indirubina, a temperatura controlada de 36 °C. As concentra¢fes foram
determinadas pela absorbancia de uma diluicdo de 0,5 mL da amostra em 10 vezes o
volume em etanol no comprimento de onda maximo na regido do visivel de cada
amostra, utilizando as equacOes das curvas de calibracdo em etanol do item 5.10,
demonstrados na figura 10 (HESHMATI et al, 2013).

Célculos  de logP  tedricos,  foram realizados  nos  sites:

http://www.molsoft.com/mprop/, http://www.vcclab.org/lab/alogps/ e

https://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties.

logP = [n-octanol]
Onde o logP ¢ definido como: [tampao]

Figura 10: Metodologia para determinacdo das concentracdes em fase organica e

aquosa.

. Filtracéo de S .
Solugéo 0,5 mL de Diluicéo 10x Leitura da

n-octanol aliquota

da aliquota absorbancia

Solugéo Filtracdo de
tampéo pH 0,5mL de
7,4 aliquota

Diluicao 10x Leitura da
da aliquota absorbancia

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1- Sintese e caracterizagao de 3-iodo-indol e 3-acetoxi-indol

Para o inicio da preparacdo de indirubinas e seus derivados, houve a
necessidade de se obter o 3-acetoxi-indol, composto 3, intermediario chave na sintese e
de alto valor agregado.

Esquema 19: Preparacdo dos compostos 2 e 3.

! ¢!
@ IL/KOH ©\/\§ AcOAg A\
N DMF; t.a; 45 min. N AcOH; 90 °C; N

1 H 2 H 20 min. 3 H

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Esta sintese foi aprimorada, com a preparacdo do 3-iodo-indol, composto 2,
empregando metodologia adaptada de Fatthalla e colaboradores, realizada em menor
tempo, aproximadamente 45 minutos, e sem a necessidade de utilizar KI
(FARTTHALLA et al, 2010).-O composto 2 foi preparado a partir da reacdo de
substituicdo eletrofilica aromatica em quantidades equimolares entre indol e Iy em
meio basico de KOHq) em DMF sob agitacdo e temperatura ambiente. O composto 2
foi isolado por precipitagdo apds adigdo de solugdo de NaHSOj3(q) 0,1% e NH4OH g,
0,5% no meio reacional seguido de filtracdo a vacuo (FATTALLA et al, 2010). Faixa
de fusdo de 77-78 °C (decomposicdo) segundo a literatura (OAKDALE e BUGER,
2010), com dados espectroscopicos apresentados a seguir e no item 8.1 da parte

experimental, demonstram a identidade do composto 2 e sua pureza.

Para o composto 3 foi utilizada a metodologia de Dunn e colaboradores
adaptada, onde o AcOH foi de gaseificado com N e a reacdo permaneceu sob atmosfera
inerte do mesmo gas, completando-se em apenas 20 minutos (DUNN et al, 2007). O
composto 3 foi preparado a partir da reacdo de substituicdo nucleofilica aromatica em
proporgdo estequiométrica de 1 para 2 entre o composto 2 e ACOAg(s) em AcOH, sob
agitacdo a 90 °C. O meio reacional foi filtrado e o &cido acético evaporado e o
composto 3 foi isolado por cromatografia em coluna, apresentando faixa de fusdo de
128-130 °C, de acordo com a literatura (LIUet al, 2010), dados espectroscopicos
apresentados a seguir e no item 8.2 da parte experimental, demonstram a identidade do

composto 3 e sua pureza.
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As metodologias empregadas foram satisfatorias em relacdo ao tempo,
solvente, temperatura e isolamento, obtendo-se melhores rendimentos que os descritos
na literatura. A principal alterag&o foi a purificagdo através de cromatografia liquida sob
vacuo, utilizando silica gel como fase estacionaria e fase movel Hex 7:3 AcOEt, que se
mostrou um método rapido de purificacdo fornecendo os produtos com alto teor de

pureza.

Na Figura 11 temos a comparagdo dos espetros de infravermelho (ATR) dos
compostos 2 e 3 na qual se observa uma diferenca nas bandas referentes a deformacao
axial da ligacdo N-H, com valor de 3380 cm™ em 2 e 3339 cm™ em 3, Entretanto, o que
melhor caracteriza a obtencdo de 3 sdo as bandas em 1743 cm™ associada a deformagéo
axial de uma ligacdo C=0 de éster e 1209 cm™ associada a deformacéo angular C-O de

éster.

Figura 11: Comparacdo de espectros de infravermelho (ATR) 2 e 3.
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Na comparacdo de espectros de RMN de 'H entre 2 e 3 (Figura 12), as
diferencas marcantes € o simpleto com integracdo para 3 H, referentes aos hidrogénios
metilicos do grupo acetoxi em 2,32 ppm e algumas alteracdes nas posicGes dos sinais

dos hidrogénios aromaticos devido a troca na posicdo 3 pelo grupo acetoxila.
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Figura 12: Comparagéo de espectros de RMN de *H (500 MHz, DMSO-d6) de
2 e 3 com expansao da regido aromatica.
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Na comparacdo de espectros de RMN de C entre os compostos 2 e 3,
mostrados na Figura 13, as diferencas marcantes no espectro de 3 sdo os sinais em 20,58
ppm, referente ao carbono metilico C10 e em 168,78 ppm referente a carbonila C9 do
grupo acetoxila, e a mudanca consideravel de deslocamento quimico do sinal do

carbono C3 em 133,2 ppm, que era 55,9 ppm no espectro de 2.
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Figura 13: Comparagéo de espectros de RMN de **C (125 MHz, DMSO-d6) de 2 e 3.
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6.2- Sintese e caracterizacao de isatinas 5-substituidas

A preparacdo do composto 5 foi executada seguindo procedimento descrito por
Souza (SOUZA, 2017). O composto 5 foi preparado pelo tratamento de 4 com KNOss)
em H,S04q) concentrado, reagindo por substituicéo eltrofilica aromatica, sob agitacéo
a temperatura de 0-4 °C (utilizacdo de banho de gelo). O isolamento foi realizado por
precipitacdo do meio reacional em agua e gelo, seguida de filtracdo a vacuo, com
rendimento de 75%, faixa de fusdo de 253-255, proximo ao descrito na literatura de
254-255°C (VINE et al., 2007), seus dados espectroscopicos apresentados no item 2.3

da parte experimental confirmam sua identidade e pureza (Esquema 25).

Esquema 20: Preparacdo do composto 5.

O (@)
O,N
o KNOy/H,S0, o
N 0-4 °C; 2h. H
4 M 5

Fonte: Elaborado pelo proprio autor

O composto 6, foi preparado segundo metodologia descrita por Mendonca e
colaboradores (MENDONCA et al, 2005). Em um frasco Erlenmeyer foi solubilizado 4
isatina em H,SO, concentrado, e deixado sob agitacdo, reagindo por substituicdo

eltrofilica aromética, sob agitacdo a temperatura de 0-4 °C (utilizagdo de banho de
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gelo). Em seguida foi adicionado acido tricloro-isociandrico lentamente. O meio
reacional foi deixado sob-agitacio magnética e banho de gelo e sal por
aproximadamente 2 horas. O isolamento foi realizado por precipitagio do meio
reacional em agua e gelo, seguida de filtracdo a vacuo, com rendimento de 70%, faixa
de fuséo de 244-246 °C, sendo descrito na literatura 245-249 °C (SINGH et al, 2007).
Dados espectroscépicos apresentados no item 2.4 da parte experimental confirmam a
identidade e pureza do composto 6 (MENDONCA et al, 2005).

A 5-amino-indirubina, composto 8, foi obtido por redugdo da 5-nitro-indirubina
5, obtendo a 5-acetamida-isatina, composto 7, seguida por hidrélise em meio acido de
acido sulfdrico 30%, como os rendimentos foram abaixo de 30%, e estes compostos sdo
apenas intermediarios para se obter indirubinas 5-substituidas, 5-acetamido-indirubina,
composto 9d, e a 5-amino-indirubina, composto 9e, esta foi descontinuada, obtendo-se
0s compostos 9d e 9e, como descrito no item 5.2.3 da metodologia e itens 2.9 e 2.10 da
parte experimental respectivamente, onde se encontra a metodologia detalha, dados
fisico-quimicos e dados espectroscopicos que demonstram a identidade dos compostos
9d e 9e.

6.3 Sintese e caracterizacédo de indirubinas (9a)

Foram utilizados para preparar 9a os métodos 1 (BREMNER et al, 2007) e 2
(WANG et al, 2017), obtendo o mesmo resultado e rendimentos proximos. Optou-se
por utilizar o método 2 por ser mais econdmico, por ndo utilizar o 3-acetoxi-indol (2),
gue aumentaria custos na pesquisa (Esquema 26).

Esquema 21: Rota 3 para preparacédo de 9a.

1) NaBH,4
Refluxo, 1h

B
2) 02; ta.,
30 min.

H
Iz 'e)
@)

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

No espectro de ultravioleta-visivel em etanol (Figura 14) do composto 9a, temos
o valor do Auvax. de 536 nm na regido do visivel, valor caracteristico e descrito na

literatura para a indirubina, ocorrendo transices n-n” no croméforo em destaque.
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Figura 14: Espectros de UV-Vis (em EtOH) de 9a.
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No espectro de infravermelho em ATR de 9a (Figura 15), observa-se a banda
dos estiramentos das ligagdes N-H da indirubina em 3376 cm™ e 3173 cm™, valor
alterado devido a ligacdo de hidrogénio intramolecular entre 0 H e O, as bandas dos
estiramentos das carbonilas, cetdnica em 1663 cm™ e da lactamica em 1611 cm™.

Figura 15: Espectros de infravermelho (em ATR) de 9a.
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Na Figura 16, observa-se no espectro de RMN de *H do composto 9a sinais
referentes a oito hidrogénios, sendo seis hidrogénios aromaticos, com destaque para o
sinal de H4, um dupleto com J de 8 Hz em 8,76 ppm mais desblindado em relacdo aos
outros hidrogénios aromaticos por estar proximo espacialmente do oxigénio da
carbonila cetonica, sendo bem caracteristico em todas as indirubinas e analogos. Os
outros dois hidrogénios sdo ligados aos nitrogénios, estando como sinais em regides
mais desblindadas em relacdo ao TMS, sendo H1 o hidrogénio da lactama um simpleto

em 11,01 ppm e H1’ um simpleto em 10,89 ppm. Esses valores estdo de acordo com 0s
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descritos por Cuong e colaboradores para derivados indirubinicos (CUONG et al,

2010).

Figura 16: Espectro de RMN de *H (500 MHz, DMSO-d6) com expansdo da

regido aromatica de 9a.
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Na Figura 17, observa-se no espectro de RMN de **C do composto 9a, 15 sinais

referentes aos 16 carbonos, C5 ¢ C5° possuem sinais muito proximos. Vale destacar o

sinal da carbonila C3” em 188,67 ppm. Esses valores de deslocamento estdo de acordo

com os descritos por Cuong e colaboradores para derivados indirubinicos (CUONG et

al, 2010).
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Figura 17: Espectro de RMN de *3C (125 MHz, DMSO-d6) de 9a.
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6.4 Sintese e caracterizacdo de indirubinas 3’-hidrazona (10)
6.4.1 Metodologias testadas

A reacdo dos derivados indirubinicos com hidrazina para formacdo das
correspondentes hidrazonas 10a-c, como descrito por Moon e colaboradores (MOON et
al, 2006), utilizando indirubina em hidrazina hidratada (64%) a 80 °C por 24h, foi de
dificil reproducdo, apresentando subprodutos de dificil purificacdo e degradacdo do
motarial de partida, fornecendo os produtos em rendimentos inferiores a 10% apds

purificacdo em coluna cromatografica. Metodologia descrita no esquema 27.

Esquema 22: Preparacao dos derivados 10a, 10b e 10c.

R a) H, 40% de rendimento;
b) NO, 30% de rendimento;

NH,NH,-H,0/EtOH
—_— .
¢) Cl, 32% de rendimento.

Refluxo

Fonte: Elaborado pelo proprio autor

Dessa forma, optou-se por testar outras condigdes reacionais como mudanca na
temperatura: temperatura ambiente, 50 °C e refluxo; utilizacdo de solventes como:

etanol, metanol, ACN, piridina; catalise com acido acético catalitico; e diferentes fontes
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de hidrazina: hidrazina hidratada, sulfato de hidrazina e dicloridrato de hidrazina,
destacadas nas Tabelas 1 a 3 a seguir, sendo 10a o produto desejado:

Tabela 1: Experimentos utilizando hidrazina hidratada 65%.

Solvente | Temperatura | AcOH 30 min. 2 horas 4 horas 24 horas 48 horas
EtOH ta. Sim N&o reativo | Nao reativo | Na&o reativo Mistura Degradacéo

m

Piridina Refluxo Ndo | N&o reativo Mistura Mistura Mistura Degradacéo

Os resultados da tabela 1 apresentam que o excesso de tempo reacional, acima
de 2 horas, leva a degradacdo do material de partida e do produto 10a desejado. Em
solventes aproticos ndo foi reativo, sendo a melhor condicédo a utilizacdo de etanol como
co-solvente, catalise utilizando acido acético e refluxo por 30 minutos, obtendo uma
mistura onde foir possivel o isolamento do produto desejado por cromatografia em

coluna.
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Tabela 2: Experimentos utilizando dicloridrato de hidrazina.

Solvente | Temperatura | AcOH 30 min. 2 horas 4 horas 24 horas 48 horas

EtOH ta. Sim | Naoreativo | Né&oreativo | Nao reativo Mistura Degradacao

EtOH Degradaio
EtOH Degradaio

Degracigio

Piridina Refluxo N&o | Nao reativo | N&o reativo Mistura Mistura Degradacéo

Para os experimentos relatados na tabela 2, foram utilizados apenas etanol,
melhor solvente nos experimentos da tabela 1, e piridina, utilizada na reagdo de
preparacdo de indirubina-3’-oxima com cloridrato de hidroxilamina, como solventes. Os
resultados da tabela dos demonstram que ndo ocorre a reagdo com o dicloridrato de

hidrazina.
Tabela 3: Experimentos utilizando sulfato de hidrazina.
Solvente | Temperatura | AcOH 30 min. 2 horas 4 horas 24 horas 48 horas
EtOH t.a. Sim | Ndoreativo | Ndoreativo | N&o reativo | Nao reativo N4o reativo

Para os experimentos relatados na tabela 3, também foram utilizados apenas

etanol, melhor solvente nos experimentos da tabela 1, e piridina, utilizada na reacéo de
preparacdo de indirubina-3’-oxima com cloridrato de hidroxilamina, como solventes. Os
resultados da tabela dos demonstram que ndo ocorre a reagdo com o sulfato de

hidrazina.
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O emprego de hidrazina hidratada em etanol sob refluxo (Esquema 25) forneceu
as hidrazonas 10a, 10b e 10c em rendimentos de 15-18%, em menor tempo,
aproximadamente 30 min, e os produtos foram purificados por cromatografia. A mesma
metodologia aplicada para preparacdo da 5-amino-indirubina-3’-hidrazona e 5-
acetamido-indirubina-3’-hidrazona conduziu a formagdo de uma mistura complexa de
produtos.

Esquema 23: Preparacdo dos derivados 10a, 10b e 10c.

R a) H, 40% de rendimento;
b) NO, 30% de rendimento;

NH,NH,-H,O/EtOH
—_—T .
c) Cl, 32% de rendimento.

Refluxo

H10 0
Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

6.4.2 Caracterizagdo de indirubinas-3’-hidrazona
No espectro de ultravioleta-visivel em etanol do composto 10a (Figura 18)
destaca-se o Avax Na regido do visivel em 495 nm, mudanca de valor em relacdo a

indirubina, pela alteracdo em seu cromoforo pela mudanca de funcdo cetona para

hidrazona, ocorrendo um deslocamento batocrémico n-x .

Figura 18: Espectros de UV-Vis (em EtOH) 10a.
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No espectro de infravermelho (ATR) de 10a (Figura 19) observa-se as bandas
referentes aos estiramentos das ligagdes N-H do grupo NH, da hidrazona em 3304 cm™
e 3207 cm™ e a banda do estiramento da ligagdo C=N em 1633 cm™ que diferem da

indirubina, evidenciando a formacéo da hidrazona desejada.
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Figura 19: Espectros de infravermelho (em ATR) 10a.
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No espectro de RMN de 'H do composto 10a (Figura 20) observa-se a
modificacdo do ambiente eletronico devido a troca da carbonila ceténica por um grupo
hidrazona, gerando varias alteracbes de deslocamentos de sinais de hidrogénios no
espectro. O hidrogénio NH1 passa a ficar mais desblindado com deslocamento em
12,16 ppm ¢ NH1’ passa a ficar mais blindado com deslocamento em 10,49 ppm.
Destaque para o simpleto largo em 9,19 ppm com integracdo para 2 hidrogénios,
caracteristico de NH, das hidrazonas. O hidrogénio H4 passa a um campo mais baixo
em 8,65 ppm e H4’ passa a ser mais blindado em 8,134 ppm, possivelmente pela
presenca do grupo NH; da hidrazona nas proximidades. Os demais hidrogénios tambem
presentes no material de partida ndo sofrem alteracbes significativas em seus

deslocamentos quimicos.
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Figura 20: Espectro de RMN de *H (500 MHz, DMSO-d6) com expansio da
regido aromatica de 10a.
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No espectro de RMN de *C do composto 10a (Figura 21) verifica-se o
desaparecimento do sinal da carbonila C3’, anteriormente em 188,67 ppm, e 0
aparecimento de um sinal em 150,00 ppm referente ao carbono C3’ ligado ao nitrogénio
da hidrazona. Vale ressaltar que todos os sinais dos demais carbonos aparecem com

valores menores em ppm, com destaque para C2’ em 93,89 ppm.
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Figura 21: Espectro de RMN de **C (125 MHz, DMSO-d6) de 10a.
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6.5 Hidrolise de indirubinas em meio basico

Mesmo com a diminuicdo na formacdo de subprodutos, os rendimentos se
mantiveram baixos. Observou-se que quanto maior o tempo de reacdo maior era a
formacdo de subprodutos, sugerindo a degradacdo da hidrazona e ou a competicdo dos
nucleofilos presentes na solucdo de hidrazina hidratada 64%. Para verificar essa
hipdtese, foi realizado um experimento pelo tratamento de 9a com hidroxido de sddio
sob-refluxo de metanol. Apds 18 horas foi observado a degradacéo total da indirubina
por CCD (CH,CI, 98:2 CH30H), isolando em maior quantidade um produto, de cor
amarela, chamado de 11, que possui caracteristicas espectroscopicas diferentes da

indirubina.

Esquema 24: Experimento de hidrolise de 9a.

NaOH
> 11

MeOH; refluxo;
18 horas

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
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No espectro UV-Vis comparativo entre 9a e 11 (Figura 22) observa-se a nitida
mudanca do valor do Amax. de 536 nm da indirubina para 377 nm em 11, indicando a
alteracdo do cromoforo.

Figura 22: Comparacao de espectros de IV e UV-Vis (em EtOH) 9a e 11.
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No espectro comparativo de IV entre a 9a e o produto 11 (Figura 23) observa-se
uma banda em 3470 cm™ carateristica de estiramento O-H, a manutencdo da banda em
3343 cm™ referente ao estiramento da ligacdo N-H e o desaparecimento da banda em
3173 cm™ do estiramento da outra ligacdo N-H onde ha uma ligacdo de hidrogénio
intramolecular. Outras diferencas sdo o desaparecimento da banda em 1663 cm™
referente ao estiramento da ligacdo C=0 cetdnica, porém com a manutencdo da banda

em 1611 cm™ do estiramento da ligagdo C=0 da lactamica.

Figura 23: Comparacao de espectros de 1V (ATR) 9a e 11.
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No espectro de RMN de *H do produto 11, com expansdo aromética (Figura 24),

foram observados dois grupos de hidrogénios aromaticos, marcados com setas e
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circulos, cada grupo apresenta integracdes distintas e multiplicidades que mostram a

correlagéo distinta em cada grupo.

Figura 24: Espectro de RMN de *H (500 MHz, DMSO-d6) com expansdo da

regido aromatica de 11.
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Na figura 25, o mapa de correlagdo COSY do produto 11, as correlagcdes entre 0s

dois grupos de hidrogénios fica evidente, concluindo que se trata de uma mistura de

compostos, e que cada grupo de hidrogénios aromaticos € derivado do ndcleo indolico e

0 outro do nucleo isatinico.

Figura 25: Mapa de correlacdo COSY de 11.
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Foi realizado o mesmo experimento com o composto 9b, 5-nitro-indirubina, por
apresentar uma variacao de deslocamento quimico em H4, e a auséncia de H5. Na figura
26 observamos o mesmo padrdo de deslocamento quimico e integragdo, porém podemos
identificar que os hidrogénios referentes ao nucleo isatinico é o que apresenta a maior
integracéo, pela identificagdo do H4 do composto 9b, destacado com uma seta.

Esquema 25: Experimento de hidrélise de 9b.

NaOH
> 11b

MeOH,; refluxo;
18 horas

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Figura 26: Espectro de RMN de *H (500 MHz, DMSO-d6), da hidrélise com
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Para demonstrar que os produtos dos experimentos 11 e 11b sdo uma mistura de
compostos, com origem na ruptura da ligacdo dupla que une os nucleos inddlico e o
isatinico das indirubinas, originando dois compostos referentes a cada ndcleo, foi
realizado experimentos de RMN de C** e mapas de correlagdo entre H' x C*, HSQC
(figura 27) e HMBC (figura 28) e mapa de correlacéo entre H* x N HMBC (figura 29).
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Figura 27: Mapa de correlagdo HSQC de 11b.
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No mapa de correlagdo HSQC H* x C** (figura 27) do produto 11b, analisamos
correlacBes a curta distancia. No mapa de correlagdo HMBC H' x C** (figura 28)
identificamos o ambiente quimico de cada hidrogénio através de correlagcdes a longa
distancia, e no HMB H! x N observamos as correlacdes a longa distancia entre

hidrogénios e nitrogénio.

Figura 28: Mapa de correlagdo HMBC H* x C** de 11b.

FI'. M - DN W )

- .‘ 115
i -
. » . 120

® 135

®
Ft (ppm)

¢ -170

T T R T T S T
88 87 86 85 84 83 82 81 80 79 78 77 és( 7_)5 74 73 72 71 70 65 68 67 66 65 64 63
ppm)

56



Figura 29: Mapa de correlacdo HMBC H* x N*° de 11b.
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De acordo com dados espectroscépicos disponiveis na literatura (REGULSKA et
al. 2009) os produtos 11 trata-se de uma mistura do acido 2-amino-benzoico e seu sal
sodico e 11b se trata do acido 5-nitro-2-amino benzoico. Concluiu-se que este produto
de hidrolise € um dos subprodutos da reacdo da indirubina com hidrazina hidratada,

havendo a competicao de nucleofilos, no caso o ion hidréxido presente na solugéo.

6.6 Sintese e caracterizacdo de indirubina-3’-oxima (12)

A indirubina-3’-oxima, composto 12, e seus derivados, sdo as indirubinas mais
relatadas na literatura em relacdo a mudanca estrutural e melhoria na solubilidade.
Decidiu-se preparar este analogo como modelo de comparacdo em relacdo as
indirubinas-3’-hidrazonas. O composto 12 foi preparado reagindo a indirubina com
cloridrato de hidroxilamina (Esquema 28), segundo a metodologia descrita por Ichimaru
e colaboradores (ICHIMARU et al, 2017).

Esquema 26: Preparacao de 12.

(NH;0H)CI

Piridina, 4h
100 °C, 90% de rend. H o

No espectro de ultravioleta-visivel em etanol de 12 (Figura 30) temos o valor do
Mviax. de 503 nm na regido do visivel, pela alteracdo do croméforo da indirubina pela

adicdo do grupo oxima, ocorrendo um deslocamento batocrémico n-z".
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Figura 30: Espectros de UV-Vis (em EtOH) de 12.
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No espectro de infravermelho em ATR de 12 (Figura 31) observa-se uma banda
em 3403 cm™ referente ao estiramento da ligagdo O-H do grupo oxima, as bandas
referentes aos estiramentos das ligagdes N-H da indirubina em 3376 cm™ e 3264 cm™ e
a banda do estiramento da ligacdo C=N em 1652 cm™ que difere da indirubina,
evidenciando a formacdo da hidrazona desejada.

Figura 31: Espectros de infravermelho (em ATR) de 12.
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No espectro de RMN de 'H do composto 12 (Figura 32) observa-se a
modificacdo do ambiente eletrénico devido a troca da carbonila cetdnica pelo grupo
oxima, gerando varias alteracdes de deslocamentos de sinais de hidrogénios no espectro.
Com deslocamento quimico del3,48 ppm e integracdo de 1 observa-se o sinal do
hidrogénio da hidroxila referente ao grupo oxima. O hidrogénio NH1 passa a ficar mais
desblindado com deslocamento em 11,73 ppm e NH1’ passa a ficar mais blindado com
deslocamento em 10,72 ppm. O hidrogénio H4 passa a um campo mais baixo em 8,65

ppm ¢ H4’ passa a ser mais blindado em 8,33 ppm, possivelmente pela presenca do
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grupo OH da oxima nas proximidades. Os demais hidrogénios também presentes no

material de partida ndo sofrem alteracGes significativas em seus deslocamentos

quimicos.

Figura 32: Espectro de RMN de *H (500 MHz, DMSO-d6) com expansdo da

regido aromatica de 12.
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No espectro de RMN™C do composto 12 (Figura

desaparecimento do sinal da carbonila C3’ anteriormente em

33) verifica-se ©

189,1 ppm, € o

aparecimento de um sinal em 151,33 ppm referente ao carbono C3’ ligado ao nitrogénio

da oxima. Vale ressaltar que todos os sinais dos demais carbonos aparecem com valores

menores em ppm, com destaque para C2° em 98,91 ppm.

Figura 33: Espectro de RMN de **C (125 MHz, DMSO-d6) de 12.
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6.7 Sintese de derivados de fenil-hidrazonas (13)

Para obter os derivados azinicos pela rota B, foi necessario preparar
previamente os compostos 4-hidroxi-fenil-hidrazona, composto 13a e 4-dimetilamino-
fenil-hidrazona, composto 13b, obtidos como descritos por Micheli (MICHELI, 2016),
em excelentes rendimentos (86 e 80%, respectivamente) (Esquema 31). Os valores de
pontos de fusdo e os dados espectroscopicos estdo em acordo com o disposto na
literatura, apresentados na parte experimental nos itens 2.16 e 2.17.

Esquema 27: Preparacao dos compostos 13a e 13b.

HoN
fe} 2 N R: a) OH, 86% de rendimento;
| b) N(CH3),, 80% de rendimento.
H N2H4 H,0 /EtOH H
—_—
ta;1,5h.
R R
13

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

6.8 Preparacéo de azinas de indirubina:

A preparagdo dos derivados azinicos de indirubinas foi realizada por duas
rotas. A rota A envolve a reacdo de 10 com benzaldeidos 4-substituidos e catalise acida
(Esquema 32). A rota B emprega a reacdo do composto 9 com as fenil-hidrazonas 13a e

13b catalisada por acido (Esquema 33).

6.8.1 Preparacao de azinas de indirubina pela rota A (Esquema 32)
Esquema 28: Tentativa de formacéo de derivados azinicos pela rota A.

R']
SR
/©/U\ H  AcOH(cat.yEtOH
+ .
NH R3

Refluxo

R':a)H; b) NO,; ¢) CI; d) NH,; e) NHACc.
RZ: a) H; b) CL.
R3: a) OH; N(CHjs),.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

N&o se obteve sucesso empregando a rota A devido a necessidade de se obter
derivados indirubicos-3’-hidrazona em quantidade e pureza satisfatdrias. Alguns testes

com o composto 10c com 13a foram realizados com a indicacdo em CCD e RMN de
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C", da formacdo do derivado azinico 14c (5-cloro-indirubina-3’-hidrazona) desejado,
em uma mistura complexa de dificil separacdo. E necessaria a realizacdo de mais
experimentos partindo de indirubinas-3’-hidrazonas puras para comprovar a eficacia

dessa metodologia.

6.8.2 Preparacéo de azinas de indirubina pela rota B (Esquema 33)
Esquema 29: Tentativa de formacédo de derivados azinicos de indirubinas pela rota

0 O h N,
R2
O . O)\ H AcOH(cat)EtOH R2
NH RS Refluxo O

R': a) H; b) NO,; ¢) Cl; d) NH,; e) NHAC;
R2: a) H; b) CI;
R3: a) OH; b) N(CHj),.
Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
Diversas tentativas foram realizadas para a formacdo de derivados azinicos, pela

reacédo entre 9 e 13.

A primeira tentativa foi a reacdo de 9b com a hidrazona 13b em refluxo de
etanol, catalisada por acido acético. O meio reacional permaneceu sob essas condicdes
durante 7 dias, sem observacdo de formacao de novos produtos. Verificou-se por CCD

apenas a presenca dos materiais de partida.

A mesma reacao foi repetida em temperatura ambiente ou refluxo, empregando
9b ou 9e, com 13a ou 13b, usando outros &cidos como catalisadores, a saber: acido
cloridrico, 4cido canforssulfonico (CSA), e resina Amberlite®CG-50 4cida. N&o foi
observada a formacéo do produto esperado, nem o consumo dos materiais de partida. Os

experimentos estdo resumidos na Tabela 4 a seguir.

61



Tabela 4: Comparacao dos experimentos para preparacao de derivados azinicos pela

rota B.
5-nitro-indirubina 5-cloro-indirubina

Benzaldeido | Catalisador |Temp. |Resultado |Benzaldeido |Catalisador |Temp. |Resultado

4-OH AcOH ta. Né&o reativo | 4-OH AcOH t.a. N&o reativo
4-N(CHjy), AcOH t.a. N&o reativo | 4-N(CHs), AcOH ta. Ndo reativo
4-OH AcOH Refluxo | N&o reativo |4-OH AcOH Refluxo | N&o reativo
4-N(CHs), AcOH Refluxo | Ndo reativo | 4-N(CHa), AcOH Refluxo | N&o reativo
4-OH HCI ta. N&o reativo | 4-OH HCI t.a. N&o reativo
4-N(CHjy), HCI ta. N&o reativo | 4-N(CH;), HCI ta. N&o reativo
4-OH HCI Refluxo | N&o reativo |4-OH HCI Refluxo | N&o reativo
4-N(CHy), HCI Refluxo | NAo reativo | 4-N(CHa), HCI Refluxo | N&o reativo
4-OH Amberlite ta. N&o reativo | 4-OH Amberlite t.a. N&o reativo
4-N(CHjy), Amberlite ta. N&o reativo | 4-N(CH;), Amberlite ta. N&o reativo
4-OH Amberlite Refluxo | N&o reativo |4-OH Amberlite Refluxo | N&o reativo
4-N(CHs), Amberlite Refluxo | Ndo reativo | 4-N(CHj), Amberlite Refluxo | Néo reativo
4-OH CSA ta. N&o reativo | 4-OH CSA ta. N&o reativo
4-N(CHjy), CSA t.a. N&o reativo | 4-N(CHs), CSA ta. Néo reativo
4-OH CSA Refluxo | N&o reativo |4-OH CSA Refluxo | N&o reativo
4-N(CHa), CSA Refluxo | N&o reativo |4-N(CHs), CSA Refluxo | Nao reativo

Os resultados da tabela 4 demonstram que as varia¢des na indirubina substituida,

no p-benzaldeido, no catalisador acido e na temperatura reacional, ndo foi obtido

SUCesSso na reagéo.

Para criar novas expectativas de indirubinas mais hidrossoliveis, decidiu-se

realizar modificacbes no nitrogénio na posicdo N-1, através de formacdo de bases de

Mannich com indirubinas, demonstrados nos itens a seguir.

6.9 Bases de Mannich de isatinas

A Base de Mannich 15 foi obtida segundo metodologia de Kurkin e

colaboradores, com ponto de fuséo e dados espectroscopicos, apresentados no item 2.17

na parte experimental, em acordo com os dispostos na literatura (Esquema 30).
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Esquema 30: Preparacdo de base de Mannich 15.

O

O H
N CH,O(aq.) 37%

N © [j THF, t.a, 3h. N
0

76% de rend. p )

O
H
N
15
4 O\)
Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

6.10 Bases de Mannich de indirubinas

Com os problemas na obtengdo de derivados 10, como baixos rendimentos e
formacdo de subprodutos, optou-se por produzir bases de Mannich derivadas de
indirubinas, reacdes realizadas com sucesso com derivados de isatinas (intermediario na
producdo de indirubinas e com reatividade quimica parecida) em nosso grupo de
pesquisa. As bases de Mannich possuem um grupo amino terciario basico, que poderia
conduzir a um aumento da hidrossolubilidade. N&o foi encontrada na literatura nenhuma

base de Mannich de indirubina.

Planejou-se a obtencdo de bases de Mannich de derivados de indirubinas por
duas rotas. A rota C (Esquema 35) envolve a reacdo de 3 com a base de Mannich da
isatina correspondente 15, enquanto a rota D (Esquema 36) envolve a reacdo de

Mannich com os derivados 9.

6.10.1 Rota C:
Esquema 31: Formacao de base de Mannich 16 pela rota C.

N

N Qj&o MeOH, Na,CO;
+ N
N

. /\\ t.a.; 3h.
N\\/O

3 H 15 50% de rend.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

No espectro de UV-Vis de 16 (Figura 34) observa-se que com a inser¢do do

grupo morfolinilmetila na posi¢do N-1 ndo temos alteragdo no cromoforo da molécula.

Figura 34: Espectro UV-Vis (em EtOH) de 16.
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No espectro de infravermelho de 16 (Figura 35) observa-se bandas referentes a
estiramentos axiais das ligacdes carbono-hidrogénio alifaticas da unidade de
morfolinilmetila entre 2924, 2854 e 2812 cm™, além das bandas em 1175 cm™ referente

a ligacdo C-N e 1085 cm™ referente a ligacdo C-O, evidenciando a presenca do grupo
morfolinilmetila.

Figura 35: Espectro de infravermelho (ATR) de 1
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Empregando esta rota, apos a analise dos espectros de RMN, observa-se algo
inesperado, uma mistura do produto desejado 16 com 9a.

No espectro de RMN de 'H dessa mistura de 9a e 16 (Figura 36), com
destaque para os sinais do composto 16, observa-se a presenca de dois tripletos em 2,56
ppm e 3,56 ppm, e um simpleto em 4,57 ppm que sdo referentes a unidade
morfolinilmetila da base de Mannich. Todos os sinais na regido aromatica estdo
dobrados com pequenos deslocamentos e mesma multiplicidade. Na regido mais

distante do TMS observa-se 3 sinais referentes a hidrogénios ligados aos nitrogénios.
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Comparando as integracdes dos sinais, evidencia-se uma mistura de, aproximadamente,
60% de 9a e 40% da base de Mannich desejada 16.

Figura 36: Espectro de RMN de *H (500 MHz, DMSO-d6) do produto da rota C,
mistura de 16 e 9a.
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No espectro de RMN de **C (Figura 37) dessa mistura observa-se trés sinais em
50,8 ppm, 61,1 ppm e 66,0 ppm, caracteristicos do fragmento morfolinilmetila

evidenciados como carbonos metilénicos por DEPT 135.
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Figura 37: Espectro de RMN de **C (125 MHz, DMSO-d6) e DEPT 135 do produto da
rota C, mistura de 9a e 16.
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Tentativas com a N-1-metilmorfolinil-isatina e N-1-metilmorfolinil-5-cloro-
isatina, empregando condi¢gdes mais brandas e solventes apraéticos, como THF, conduziu
aos mesmos resultados. Acreditava-se que as condigcdes reacionais, usando metanol
como solvente em meio levemente basico a temperatura ambiente, poderia estar levando

a quebra da base de Mannich regenerando a indirubina correspondente.

6.10.2 Rota D:
Esta rota também levou a resultados inesperados. Mesmo utilizando excesso

da amina, ndo ocorreu a formacéo da base de Mannich almejada 16, e sim o derivado N-

1-hidroximetila 17a (Esquema 36).

Esquema 32: Tentativa de formacéo de base de Mannich 16 pela rota D.

Paraformaldeido
>

THF
t.a.; 1h.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.



Esté rota também levou a resultados inesperados, mesmo utilizando excesso
da amina ndo ocorreu a formacdo da base de Mannich 16, e sim o derivado N-1-
hidroximetila 17a, cuja formacdo foi bem-sucedida pela repeticdo do processo
empregando apenas paraformaldeido como reagente (Tabela 5). Observou-se que 17a é
mais soltvel que a indirubina em etanol, o que levou a ser considerado para esse projeto

a preparacdo de outros analogos de 17a, visando obter indirubinas mais hidrossoluveis.

Os resultados da tabela 5 a seguir em que foram realizado diversos
experimentos com condic¢des reacionais diferentes, variando: o solvente entre THF,
EtOH e ACN; temperatura entre temperatura ambiente e refluxo; tipo de catalise entre
acida, basica ou sem catalise; fonte de formaldeido entre paraformaldeido ou solugdo
aquosa 37% de formaldeido; e o tempo de reacdo entre 30 minutos, 1 hora, 2 horas e 4
horas. As melhores condicdes observadas foram solventes EtOH e THF, temperatura de
refluxo, catalise basica, ambas as fontes de formaldeido e tempo de lhora.

Tabela 5: Testes para reagdo de Mannich com indirubinas.

Solvente | Temp. | Catélise | Fonte de CH,O | 30 min. 1 hora 2 horas 4 horas
THF t.a. sem CH20(aq) 37% | mistura mistura mistura 17a
THF | Refluxo | sem CH20¢@q) 37% | mistura mistura 17a 17a
THF t.a. sem | Paraformaldeido| mistura mistura mistura 17a
THF | Refluxo | sem |Paraformaldeido| mistura mistura 17a 17a
THF t.a. basica | CHyO@q)37% | mistura mistura 17a 17a
THF | Refluxo | basica | CH20(aqg.) 37% | mistura 17a 17a 17a
THF t.a. basica |Paraformaldeido| mistura mistura 17a 17a
THF | Refluxo | basica |Paraformaldeido| mistura 17a 17a 17a
THF t.a. acida | CHyO@q) 37% | mistura mistura mistura 17a
THF | Refluxo | acida | CHyO@q)37% | mistura mistura 17a 17a
THF t.a. acida |Paraformaldeido| mistura mistura mistura 17
THF | Refluxo | éacida |Paraformaldeido| mistura mistura 17a 17a
EtOH t.a. sem CH20(q) 37% | mistura mistura mistura 17
EtOH | Refluxo| sem CH20(q) 37% | mistura mistura 17a 17a
EtOH t.a. sem | Paraformaldeido| mistura mistura mistura 17
EtOH | Refluxo| sem |Paraformaldeido| mistura mistura 17a 17a
EtOH t.a. basica | CHyOq) 37% | mistura mistura 17a 17a
EtOH | Refluxo | basica | CH;O@q) 37% | mistura 17a 17a 17a
EtOH t.a. basica |Paraformaldeido| mistura mistura 17a 17a
EtOH | Refluxo | basica |Paraformaldeido| mistura 17a 17a 17a
EtOH t.a. acida | CHyO@q) 37% | mistura mistura mistura 17a
EtOH | Refluxo | acida | CH;Opq) 37% | mistura mistura 17a 17a
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Solvente| Temp. | Catélise | Fonte de CH,O | 30 min. 1 hora 2 horas 4 horas
EtOH t.a. acida |Paraformaldeido| mistura mistura mistura 17
EtOH | Refluxo | acida |Paraformaldeido| mistura mistura 17a 17a
ACN t.a. sem CH20(q) 37% | mistura mistura mistura 17
ACN | Refluxo| sem CH20(aq) 37% | mistura mistura 17a 17a
ACN t.a. sem |Paraformaldeido| mistura mistura mistura 17a
ACN | Refluxo| sem |Paraformaldeido| mistura mistura 17a 17a
ACN t.a. basica | CH;O(q) 37% | mistura mistura 17a 17a
ACN | Refluxo | basica | CH;O(pq) 37% | mistura 17a 17a 17a
ACN t.a. basica |Paraformaldeido| mistura mistura 17a 17a
ACN | Refluxo | basica |Paraformaldeido| mistura 17a 17a 17a
ACN t.a. acida | CHyO@q) 37% | mistura mistura mistura 17a
ACN | Refluxo | é&cida | CHyOq)37% | mistura mistura 17a 17a
ACN t.a. acida |Paraformaldeido| mistura mistura mistura 17a
ACN | Refluxo | é&cida |Paraformaldeido| mistura mistura 17a 17a

6.11 Caracterizacao de N-1-hidroximetil-indirubinas 17a

No espectro de UV-Vis de 17a (Figura 38) observa-se que com a insercdo do

grupo hidroximetila na posicdo N-1 ndo temos alteragdo no croméforo da molécula.

Figura 38: Espectro UV-Vis (em EtOH) de 17a.

k=3
S

Absorbancia (U.A.)

I L
600 650 700 750

0,00 1 1
300 350 400 450 500 550 0l
Comprimento de onda (nm)

No espectro de 1V de 17a (Figura 39) temos duas bandas acima de 3300 cm™,
3346 cm™ referente ao estiramento da ligagdo O-H e 3319 cm™ referente ao estiramento
da ligacdo N-H, uma banda em 2953 referente as ligacbes C-H e uma banda referente a

ligacdo C-O de &lcool priméario em 1080 cm™.
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Figura 39: Espectro IV (ATR) de 17a.
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No espectro de *H de 17a (Figura 40) observa-se o desaparecimento do sinal
proximo a 10,9 ppm referente a um dos hidrogénios ligados a nitrogénio, e o
aparecimento de dois sinais, um tripleto em 6,32 ppm com integracdo para 1 hidrogénio
e um dupleto em 5,21 ppm com integragéo para dois hidrogénios, ambos com constante

de acoplamento de 6,5 Hz.

Figura 40: Espectro de RMN de *H (500 MHz; DMSO-d6) de 17a.
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No lado esquerdo da Figura 41, o RMN de correlagdo 2D HSQC e no lado
direito o espectro de correlagio de RMN 2D NOESY estdo de acordo com as

atribuicbes de hidrogénios e carbonos descritos por Cuong e colaboradores para

69



derivados indirubinicos N-1-substituidos (CUONG et al, 2010). Observa-se no
composto 17a o acoplamento do hidrogénio H-7 com os 2 hidrogénios metilénicos e
com o hidrogénio da hidroxila do grupo hidroximetila, evidenciando a inser¢do do
grupo hidroximetila na posi¢éo N-1.

Figura 41: Mapas de correlagdo HSQC (500 MHz; DMSO-d6) e NOESY (500 MHz;
DMSO-d6) de 17a.

| H7
I b1 |1
J = | S 14 W

H
|
| O-H A

i
1 A AA

50

60

8
1 (ppm)
L]

I IM

65

88 84 80 78 64 60 56 52 L i L2 o SL s s 5%

No espectro de RMN de *C do composto 17a (Figura 42) observa-se um sinal
em 62,2 ppm referente a um carbono metilénico, evidenciando a formacdo de uma

molécula inédita, ndo descrita na literatura.

Figura 42: Espectro de RMN de **C (125 MHz; em DMSO-d6) e DEPT 135 de 17a.
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Seguindo a mesma metodologia que forneceu 17a, foram obtidos os derivados
N-1-hidroximetil-5-nitro-indirubina (17b), N-1-hidroximetil-5-cloro-indirubina (17c),
N-1-hidroximetil-5-acetamido-indirubina (17d), N-1-hidroximetil-5-amino-indirubina
(17e) e N-1-hidroximetil-5,5’-dicloro-indirubina (17f) com rendimentos de valores
proximos. O produto 18 N-1-hidroximetil-indirubina-3’-hidrazona ndo foi obtido,
alternativamente foi preparado o derivado 3’-oxima 19, cuja caracterizacdo esta descrita
a seguir.

6.12 Caracterizagao de N-1-hidroximetil-indirubina-3’-oxima (19)

Observa-se no espectro UV-Vis (em EtOH) de 19 (Figura 43) o valor do Amsax.
de 502 nm na regido do visivel, muito proximo do valor encontrado para 0 composto 12
que possui 0 Awax de 503 nm, pois ndo ocorreu alteragdo significativa do grupo
cromoforo.

Figura 43: Espectro UV-Vis (em EtOH) de 19.
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No espectro de IV de 19 (Figura 44) temos duas bandas acima de 3300 cm™
3346 cm™ referente ao estiramento da ligagdo O-H e 3319 cm™ referente ao estiramento
da ligacdo N-H, uma banda em 2953 referente as ligacdes C-H e uma banda referente a

ligagdo C-O de &lcool primario em 1080 cm™.
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Figura 44: Espectro de IV (ATR) de 19.
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Os espectros de RMN de 'H (Figura 45) apresenta a evidencia da formacéo
produto desejado com os sinais dos hidrogénios do fragmento hidroximetila com o
dupleto em 5.26 ppm com integracdo de 2 hidrogénios e o tripleto em 6,22 ppm com
integracdo de 1 hidrogénio, e o simpleto largo em 13,56 ppm referente ao hidrogénio do

grupo oxima.

Figura 45: Espectro de RMN de *H (500 MHz; DMSO-d6) de 19.

0

w ~ N~ O M AN« P~
© - i B I (0 o . 1 3 S B
~ = WO M~MMNMNMOO O WLW
| | [ G S Q> A

DO QW I[NNT B3I BR 3998

o~ o O N—O JIRE B8IIY

~r~ NN TITILTITO NNN~~ O o

@ @ @ L e e e o ol ot S ol ol o
) X . o\ )

—_—————————————————————————————  — ——————————————y

) . |

g
|

1.00-=
1.00—=
1.00—=

T '

[fef=gal) o o

NO O — [=] (=}

N~ — o ~ o
T

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
13.5 12.5 11.5 10.5 95 9.0 85 80 75 . 7.(0 JG.S 6.0 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 05 0.0
1 (ppm

72



No RMN de “3C (Figura 46) de 19 observamos o sinal do carbono metilénico
do fragmento hidroximetila em 62,1 ppm e C3’ que passa a ter deslocamento quimico

em 168,74 ppm, referente ao carbono ligado ao grupo oxima.

Figura 46: Espectro de RMN de **C (125 MHz; em DMSO-d6) e DEPT 135 de 19.
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No espectro de massas de 19 (Figura 47) observa os ions M/z em unidade de
massa: [M]* 307,1191; [M+H]" 308,1555 e [M+Na]® 330,0557. Comprovando a
identidade do composto 19.

Figura 47: Espectro de massas LDI-TOF de 19.
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6.13 Estudos de solubilidade e logP

Para estudar a solubilidade e logP dos novos derivados de indirubina
sintetizados, foi necessario também fazer os mesmos experimentos para as respectivas
indirubinas das quais deu origem a esses. A Figura 41 mostra a estrutura dos compostos

analisados.

Figura 48: Compostos cuja solubilidade e logP foram avaliados.

17e*

Fonte: Elaborado pelo proprio autor (* = compostos inéditos).

A determinagdo da solubilidade em etanol e agua e as concentracdes em n-
octanol e no tampdo TRIS-HCI foram realizadas empregando a curva de calibracdo

utilizando a regido de maior absorbancia na regido da luz visivel em etanol para cada
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composto. As medigdes foram realizadas em triplicata para validar o método. Os valores
encontrado foram um pouco acima dos calculados pelas plataformas disponiveis, nos

sites :1 http://www.molsoft.com/mprop/ , 2 http://www.vcclab.org/lab/alogps/ e 3

https://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties/ levando em consideracdo que 0s

softwares dos sites também ndo concordam entre si.

As indirubinas-3’-hidrazona 10a, 10b e 10c se mostraram mais solUveis que as
respectivas indirubinas, 9a, 9b e 9c, na ordem de 20 vezes em etanol e 50 vezes maior
em agua, pela a insercdo de um grupo NH, (da hidrazona) capaz de realizar ligacGes de
hidrogénio com os solventes, etanol e d&gua. Porém o logP ficou muito proximo de 1,
sendo préximo da faixa aceitavel para moléculas bioativas descritas na literatura. A
dificuldade para obté-las em bons rendimentos e a formacdo de misturas de dificil

separacao as tornam inviaveis até o presente momento.

Os derivados N-1-hidroximetil-indirubina 17a-f e a N-1-hidroximetil-indirubina-
3’-oxima 19, forneceram aumento na solubilidade sendo 8 vezes maior em etanol e 7
vezes maior em agua, devido a inser¢do de um grupo hidroxila capaz de fazer ligacGes

de hidrogénio com os solventes, sendo que o logP ficou dentro da faixa esperada de 1-3.

Foi observado que a presenca de substituintes na posicdo 5 seguem uma
tendéncia, onde o grupo nitro, retirador de densidade eletrénica, diminui a solubilidade,
grupo cloro aumenta pouco a solubilidade, e os grupos NHAc e NH;, doadores de
densidade eletrnica, fornecem um aumento na solubilidade. A adicdo de um grupo ClI
na posi¢dao 5’ diminui a solubilidade. Os dados obtidos estdo resumidos na Tabela 6 a

sequir.
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Tabela 6: Comparacéo de resultados de solubilidades e logP.

Solubilidade | Solubilidade logP logP | logP | logP
Molécula | em etanol em agua exp. |calc.1|calc.2| calc.3
9a 3476 mgL*| 673mgL" | 421 | 287 | 3,05 | 290
9b 18,44mg L™ | 2,98 mg L™ 403 | 260 | 302 | 2,83
9 37,82mgL* | 738mgL? | 445 | 358 | 3,61 | 355
9d 5021mgL* | 1046mgL™ | 373 | 241 | 262 | 2.09
%e 4963mgL? | 891mglL™ | 391 | 243 | 237 | 195
of 3655mgL™" | 697mgLt | 452 | 430 | 441 | 421
10a | 6838mgL™ [32977mgL?| 114 | 3,29 | 222 | 3.00
10b | 520,25mg L™ |14204mgL™*| 0,97 | 302 | 2,37 | 293
10c | 701,19mg L* | 330,23 mgL™ | 1,26 | 401 | 293 | 3.65
12 1173mgL" | 1514mgLt | 21 346 | 2,70 | 3.29
17a 2866 mgL™" | 49,6 mgL™ 1,74 | 260 | 1,80 | 232
17b 152,76 mgL™" | 17,43mgL* | 1,66 | 233 | 156 | 2.26
17c |30504mgL™| 4317mgL™" | 21 332 | 239 | 298
17d  |411,72mgL" | 5534mgL” | 11 2,14 | 150 | 152
17e | 406,97 mgL™| 5201 mgL™ | 12 216 | 1,43 | 1.37
17f | 299,71mg L™ | 40,77 mgL? | 24 4,03 | 301 | 3.63
19 961,86 mgL?| 924mgL? | 118 | 3,19 | 1,28 | 272
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7 CONCLUSOES

Este trabalho teve como objetivo sintetizar, caracterizar novos derivados de

indirubinas hidrossoluveis, e realizar com estes testes de solubilidade e logP.

No seguimento deste trabalho foram preparados 3-iodo-indol e 3-acetoxi-indol,
compostos 2 e 3, como intermediarios para a sintese de indirubinas, com resultados de
rendimento e pureza melhores que os descritos na literatura. Também foram preparados
5-nitro-isatina e 5-cloro-isatina, 0s compostos 5 e 6, como intermediarios na sintese de
indirubinas.

| o o 0
O O2N Cl
N A\ O e)
N N N N
H H H
3 5 6

H
2

A indirubina e seus derivados 5-substituidos foram obtidos atraves da reacao
entre 0 composto 3 e as isatinas 5-substituidas, obtendo 9a, 9b e 9¢c com bons
rendimentos por (BREMNER et al, 2007). Para obter as indirubinas 9d e 9e foi
realizada a reducdo do grupo nitro de 9b utilizando Zn em AcOH, seguido de acetilacdo
com Ac,0 no caso de 9d. Alternativamente a indirubina 9a e a 9f foram obtidas por
dimerizacao da isatina ou da isatina 6 (WANG et al, 2017).

Os compostos 10a-c, 12, 17a-f e 19 sdo mais sollveis que a indirubina em
etanol e agua, como esperado pela insercdo de grupos funcionais com a capacidade de
realizar ligagdes de hidrogénio intermolecular. A solubilidade dos compostos de 10a-c

em etanol em média foi 19 vezes maior e em dgua em média foi 50 vezes maior. Para o
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derivado 17a-f e 19 em média foram 8 vezes mais sollveis em EtOH e 7 vezes maior
em H,0.

17f

Os resultados obtidos de LogP experimental mostra que o grupo hidrazona néo é
uma boa opcdo por ficar muito proximo de 1, sendo muito hidrossoluvel. Ja& os
compostos N-1-hidroximetil substituidos ficaram na faixa 6tima de LogP com ganho

consideravel na solubilidade.

As hidrazonas de indirubinas se mostraram muito instaveis no meio reacional e
de dificil obtencdo e isolamento, dificultando a formacdo de compostos azinicos com

benzaldeidos. Ja a indirubinas se mostraram ndo reativas com fenil hidrazonas.

Bases de Mannich foram hidrolisadas as suas respectivas indirubinas, ndo sendo
um caminho viavel, porém tornou possivel a obtencdo dos derivados hidroximetil. Os

quais se mostram inovadores de acordo com o objetivo do trabalho.

Trabalho foi concluido com 8 compostos inéditos e testes de solubilidade e LogP

gue nao estavam descritos na literatura ou haviam poucas informacées.
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ANEXOS

PARTE EXPERIMENTAL
1 MATERIAIS

As medidas de faixa de fuséo apresentadas nesta qualificacdo 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 *C foram obtidos em
espectrometro BRUKER-AVANCE DRX500 (500HMz) no Departamento de Quimica,
UFJF, a calibracéo foi realizada pelo sinal do TMS em 0 ppm.

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 cromatofolhas com silica gel suportada em placa de aluminio contendo
indicador de fluorescéncia Fs4, SilicyleTLA-R10011B-323. Nos procedimentos de
purificacdo, por extracdo ou coluna cromatografica, foram utilizados solventes P.A.
VETEC, SYNTH E CROMOLINE.

Para as analises de solubilidade e curva de calibracdo no espectrometro UV-Vis
SHIMADZU 03237, etanol 99,8% P.A. NEON e agua destilado do departamento de
quimica da UFJF.
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2 PREPARACAO E CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS
2.1- Preparacéo e caracterizagdo do composto 2: 3-iodo-indol

Em um frasco Erlenmeyer, dissolveu-se 4,0 g de indol (34,2 mmol) e 5,64 g de pastilhas
trituradas de hidréxido de potassio (85,6 mmol) em 70 mL de DMF, agitacdo a
temperatura ambiente. Uma segunda solugéo contendo 8,820 g de I, (34,72 mmol) em
70 mL de DMF foi adicionado gota a gota a primeira. A mistura reacional foi agitada
durante 45 minutos a temperatura ambiente. A reacdo foi monitorada por CCD (Hex 8:2
AcOEt) até a observacdo do consumo total de indol e formacdo de 3-iodo-indol. Ao
final da reacdo foi adicionado ao meio reacional, em pequenas quantidades até
completar 150 mL, uma solugcdo aquosa gelada com NH,OH 0,5% (v/v) e NaHS; 0,1%
(m/v), formando uma mistura turva com um precipitado amarelo. O precipitado amarelo
foi isolado por filtracdo sob pressdo reduzida em funil de porcelana e papel de filtro,
lavado agua fria. Obteve-se 7,895 g de 3-iodo-indol (95% de rendimento) sem
purificacdo adicional como um solido amarelo. Armazenado sob refrigeracdo e

atmosfera de N, ficou preto na exposi¢éo a luz e ar.
[

)

H
2

F. M.: CgHgIN; M.M.: 243 g mol™; Caracteristicas fisicas: cristais amarelos; Rs: 0,45
(Hex/AcOEt 8:2); Revelador: lampada de UV, iodo; Faixa de Fuséo: exp.: 75-77 °C
(decomposicdo), lit.: 77-78 °C (decomposicdo) (OAKDALE e BUGER, 2010);
Rendimento: 95%.

IV (ATR), v (cm™): 3380, 3106, 3047, 1615, 1451, 1318, 1081, 736.

RMN de *H (500 MHz, DMSO-d6), & (ppm): 7,10 (1H, t J= 8,0 Hz); 7,16 (1 H, t, J =
8,0 Hz); 7,28 (L H, d, J = 8,0 Hz); 7,41 (1 H, d, J = 8,0 Hz): 7,54 (1 H, d, J = 8,0 Hz);
11,53 (1 H, s).

RMN de *C (125 MHz, DMSO-d6), & (ppm):55,9; 111,8; 119,7; 119,9; 122,1; 129,3;
129,6; 135,9.
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2.2 - Preparagao e caracterizagdo do composto 3: 3-acetoxi-indol

Em um frasco Erlenmeyer 120 mL de acido acético (AcOH) foi aquecido sob agitacdo
até 90 °C e borbulhado com N; por 10 minutos. Em seguida foi adicionado 10,31 g de
acetato de prata (61,72 mmol), formando uma suspensdo cinza. Ap6s a homogeneizagao
da suspencdo foi adicionado 7,5 g de 3-iodo-indol (30,86 mmol) (2). Reacdo foi
monitorada por CCD (Hex 8:2 AcoEt) até o consumo total de 3-iodo-indol. Ap6s o fim
da reacdo o solvente foi evaporado em pressao reduzida em um rotaevaporador, o sélido
resultante foi purificado por cromatografia & vacuo em silica gel (Hex 8:2 AcOEt). O
volume das fracBes contendo 3-acetoxi-indol foi reduzido até o inicio de precipitacao,
sendo deixado a temperatura ambiente. O precipitado transparente foi isolado por
filtracdo sob pressdo reduzida em funil de porcelana e papel de filtro, lavado com
hexano frio. Obteve-se 0 4,86g de 3-acetoxi-indol (90% de rendimento) apds a
purificacdo na forma de cristais transparentes em formato de agulhas. Armazenado sob-

refrigeracdo e atmosfera de N, ficou vermelho na exposicao a luz e ar.

o,

(0]
©j\§
N
H
3

F. M.: CyHgNO2; M.M.: 175 g mol™?; Caracteristicas fisicas: cristal incolor em
agulhas; Ry: 0,35 (Hex/AcOEt 8:2); Revelador: lampada de UV, iodo; Faixa de Fuséo:
exp.: 128-130 °C.lit.:128-130 °C (LIUet al, 2010); Rendimento: 90%.

IV (ATR), v (cm™): 3339, 3117, 3063, 1743, 1211, 736.

RMN de 'H (500 MHz, DMSO-d6), & (ppm):2,32 (3 H, s); 7,01 (1 H, t, J= 8,0 H2);
7,12 (1 H, t, 3= 8,0 Hz): 7,34 (1 H, d, J= 2,5 Hz);7,37 (1H, d, J= 8,0Hz); 7,39 (1H, d, J=
8,0 Hz); 10,95 (L H, s).

RMN de *C (125 MHz, DMSO-d6), 8 (ppm): 20,6; 111,8; 116,9; 118,9; 121,7;
129,1;133,2; 168,8.
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2.3 — Preparacéo e caracterizacdo do composto 5: 5-nitro-isatina

A preparagcdo de 5 foi executada seguindo procedimento descrito por Souza
(SOUZA, 2017). O composto 5 foi preparado pelo tratamento de 4 com KNOss) em
H,SO4q,) concentrado, por substituigdo eltrofilica aromatica, sob agitacdo a temperatura
de 0-4 °C (utilizacdo de banho de gelo). O isolamento foi realizado por precipitacdo do
meio reacional em &gua e gelo, seguida de filtracdo a vacuo, como descrito no esquema
5 (SOUZA, 2017).

Esquema 5: Preparacéo do composto 5.

(@) (@)
O,N
o KNOy/H,S0, o
N 0-4 °C; 2h. H
4 M 5

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
F. M.: CgHsN,04 M.M.: 192 g mol™; Caracteristicas fisicas: s6lido amarelo. Ry: 0,43;
(CH.ClL/MeOH 95:5); Revelador: lampada de UV e iodo; Faixa de Fuséo: exp.:
254°C. lit.: 254-255°C (VINE et al., 2007); Rendimento: 75%.

IV (ATR), v (cm™): 3329; 3086; 1748; 1605; 1331; 746.

Transmitancia (ATR)

1605
746

0,80

1748

1331

0,75 -

1 1 1 1 1 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Ntimero de onda (cm™)

RMN de 'H (500 MHz, DMSO-d6), & (ppm): 7,08 (1H, d, J= 8,5 Hz); 8,21 (1H, d, J=
2,0 Hz); 8,44 (1H, dd, J= 8,5 Hz/ 2,0 Hz); 11,654 (1H, s, NH).
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2.4 - Preparacéo e caracterizacdo do composto 6: 5-cloro-isatina

Em um frasco Erlenmeyer foi solubilizado 3g de isatina (20 mmol) em 12 mL de H,SO4
concentrado, e deixado sob agitacdo magnética e banho de gelo e sal (aproximadamente
0°C). Em seguida foi adicionado a solucdo 2,099 de acido tricloro-isociandrico (9
mmol), lentamente. O meio reacional foi deixado sob agitacdo magnética e banho de
gelo e sal por aproximadamente 2 horas. O final da reac&o é evidenciado por CCD entre
0 meio reacional e o padrdo de isatina (eluente: hexano/acetato de etila 1:1 v/v). Ao
final da reacdo o meio reacional é vertido em gelo picado, formando um precipitado
laranja que foi filtrado a vdcuo com auxilio de um Kitasato, funil de Buchner e filtro de
papel (MENDONCA et al, 2005).

o 0
%o C5C1;N;04/H,S0, Cl
N 0-4 °C; 2h. ©
N
4 H 6 H

F. M.: CgHsN,04; M.M.: 181 g mol™; Caracteristicas fisicas: cristais laranja; Rs: 0,58
(Hex/AcOEt 95:5); Revelador: lampada de UV; Faixa de Fuséo: exp.: 244-246 °C,
Lit. 245-249 °C (SINGH et al, 2007); Rendimento: 70%.

IV (ATR), v (cm™): 3166; 3077; 1748; 1703, 1613, 844; 648.

3166
3077

0,85 -

Transmitancia (ATR)

1748

1703
1613

0,80 -

| 844
648

R 1 R 1 R 1 R 1 R 1 R 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Ntimero de onda (cm™)

RMN de 'H (500 MHz, DMSO-d6), § (ppm): 6,92 (1H, d, J= 8,0 Hz); 7,54 (1H, d, J=
2,0 Hz); 7,60 (1H, dd, J=8,0 Hz/ 2,0 Hz); 11,12 (s, NH).
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2.5 - Caracterizacao do composto 9a: indirubina

F. M.: C1sH10N202 ; M.M.: 262 g mol™; Caracteristicas fisicas: sélido roxo; Ry: 0,63
(CH2Cl,/MeOH 98:2); Revelador: lampada de UV; Faixa de Fusdo: 205-207 °C;
Rendimento: 85% rota 1 e 90% rota 3.

UV-Vis (EtOH), A max.(nm): 536.
IV (ATR), v (cm™): 3344; 3180; 1663; 1611; 1595; 1479; 1461; 1381; 1302; 746.

RMN de 'H (500 MHz, DMSO-d6), 8 (ppm): 6,91 (1H, d, J = 7,5 Hz); 6,90 (2H, t, J =
7,5 Hz); 7,26 (1H, t, J = 7,5 Hz); 7,42 (1H, d, J = 8,0 Hz); 7,58 (1H, t, J = 7,5 Hz); 7,66
(1H, d, J=7,0 Hz); 8,77 (1H, d, J = 7,5 Hz); 10,89 (1H, s, NH); 11,02 (1H, s, NH);

RMN de *C (125 MHz, DMSO-d6), 8 (ppm): 107,0; 110,1; 113,9; 119,5; 121,8 (2 C);
121,9; 124,8; 125,2; 129,8; 137,6; 138,8; 141,4; 153,0; 171,4; 189,1.

MALDI-TOF: M/z[M]": calculado: 262,2633; experimental: 262,0324; [M+H]":
263,0584.
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2.6 - Caracterizagdo do composto 9b: 5-nitro-indirubina
O,N

F. M.: C1HgN3O4; M.M.: 307 g mol™; Caracteristicas fisicas: sélido roxo; R¢:0,45
(CH.Cl/MeOH 98:2); Revelador: lampada de UV; Faixa de Fusdo: >250 °C
(decomposic¢édo); Rendimento: 85%.

UV-Vis (EtOH), ). max.(nm): 552.

Abrosrbancia (U.A.)

0,0 1 1 1
300 400 500 600 700

Commprimento de onda (nm)

IV (ATR), v (cm™): 3371; 3314; 1685; 1608; 745.

1,00

0,98 -

0,96 -

0,94 -

0,92 -

0,90 |-

0,88 -

Transmitancia (ATR)

745

0,86 -

0,84 -

1608
1295

1685

82 1 1 1 1 1 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

N(mero de onda (cm™)

RMN de *H (500 MHz, DMSO-d6), 8 (ppm): 7,02 (1H, d, J = 8,0 Hz); 7,05 (1H, t, J =
7.0 Hz); 7,40 (1H, d, J = 8,0 Hz); 7,58 (1H, t, = 7,0 Hz); 7,65 (1H, d, J = 7,0 Hz); 8,13
(1H, d, J = 7,0 Hz); 9,61 (1H, s); 11,16 (1H, s, NH); 11,50 (1H, s, NH).
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2.7 - Caracterizacdo do composto 9c: 5-cloro-indirubina

F. M.: C1sHgN20,Cl; M.M.: 296 g mol™; Caracteristicas fisicas: sélido roxo; Ry: 0,55
(DCM/MeOH 98:2); Revelador: lampada de UV. Faixa de Fusdo: >250 °C
(decomposic¢édo); Rendimento: 85%.

UV-Vis (EtOH), A max.(nm): 545.

0,6

Absorbancia (U.A.)

0,0 L L L L
300 400 500 600 700

Comprimento de onda (nm)

IV (ATR), v (cm™): 3312; 3134; 3003; 1673; 1613; 1589; 1004; 746.

1,00

0,98

0,96

3134
3003

T T T
3312

0,94

0,92 -

0,90

Transmitancia (ATR)

1673

0,88 -

1613
746

0,86 -

1589
1004

0,84 -

1 1 1 1 1 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Ntimero de onda (cm™)

RMN de 'H (500 MHz, DMSO-d6), 5 (ppm): 6,88 (1H, d, J = 8,5 Hz; 7,03 (1H, t, J =
7.5 Hz); 7,25 (1H, dd, J = 7,0 Hz e 2 Hz); 7,41 (1H, d, J = 8,0 Hz); 7,57 (1H, t, J = 8,0
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Hz); 7,64 (1H, d, J = 8,0 Hz); 8,77 (1H, d, 2 Hz); 10,981 (1H, s, NH); 11,077 (1H, s,

NH).

~11.077
~-10.981

111 Jj

g Pt G R et

T T T T T T T
125 120 11.5 110 105 100 9.5

RMN de **C (125 MHz,
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f1 (ppm)

DMSO-d6), & (ppm): 105,1; 110,1; 113,6; 118,9; 121,7;
128,3; 137,3; 139,2; 139,4; 152,5; 170,6; 188,8.

LAV AL RN T i, o e D, o raga e o]

T T T T T
200 190 180 170 160

T
150

140 130 120 110 100 920 80 70 60 50 40 30 20 10 0
f1 (ppm)

95



2.8 - Caracterizacao do composto 9d: 5-acetamida-indirubina

F. M.: C1gH13N3O3; M.M.: 319 g mol™; Caracteristicas fisicas: s6lido roxo; Rs: 0,1
(CH.Cl/MeOH 98:2); Revelador: lampada de UV. Faixa de Fusdo: >250 °C
(decomposigédo); Rendimento: 85%.

UV-Vis (EtOH), L max.(nm): 542.

Absorbancia (U.A.)

0,0 L L 1
300 400 500 600 700

Comprimento de onda (nm)

IV (ATR), v (cm™): 3340; 3252; 3152 1660; 1652; 1616; 1589; 1001; 749.

1,00

0,98 |-

0,96 |-

0,94 -

092 5
n
©
—
090 | \\\

0,88 -

Transmitancia (ATR)

749

1616

| 1001

0,86 1 1 1 1
4000 3500 3000 2500 2000

00 1000
Ntmero de onda (cm™)

RMN de *H (500 MHz, DMSO-d6), & (ppm): 2,04 (3H, s, CH3);6,82 (1H, d, J = 8,5
Hz): 7,02 (1H, t, J = 8,0 Hz); 7,41 (1H, d, J = 8,0 Hz); 7,56 (1H, d, J = 8,0 Hz); 7,59
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(1H,t, J = 8,5 Hz); 7,64 (1H, d, J = 8,0 Hz): 8,85 (1H, s); 9,90 (1H, s, NH): 10,81 (1H,
s, NH): 11,01 (1H, s, NH).
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88 8 8  &88:8s8 8
28 = g  ZREIEE =
e — e
125 12.0 115 11.0 105 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 1:5: 1.0 0.5 0.0

f1 (ppm)

RMN de *C (125 MHz, DMSO-d6), & (ppm): 23,7; 106,8; 109,1; 113,4; 117,2; 119,0;
121,3; 121,4; 124,3; 124,3; 133,2; 136,9; 137,1; 138,4; 152,5; 167,8; 171,0; 188,5.
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2.9 - Caracterizacdo do composto 9e: 5-aamino-indirubina

F. M.: C16H11N3O,; M.M.: 277 g mol™; Caracteristicas fisicas: sélido roxo; Ry: 0,16
(CH.Cl/MeOH 98:2;. Revelador: lampada de UV; Faixa de Fusdo: >250 °C
(decomposigédo); Rendimento: 80%.

UV (EtOH), 1. max.(nm): 532.

Transmitancia (U.A.)

00 L L L 1
300 400 500 600 700
Comprimento de onda (hm)

IV (ATR), v (cm™): 3319; 3250; 1658; 1621; 1002; 751.

1,00
0,98 -
0,96 |-

0,94 -

0,92 -
0,90 -

0,88 |-

Transmitancia (ATR)

1658

0,86 -

0,84 -

1002
751

o
082 |- &
—

.80 1 1 1 1 1 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

NUmero de onda (cm'l)

RMN de *H (500 MHz, DMSO-d6), & (ppm): 1,216 (2H, s, NH2):7,05 (2H, m); 7,42
(1H, d, J = 7,5 Hz); 7,59 (1H, t, J = 7,0 Hz); 7,68 (1H, d, J = 7,5 Hz); 8,16 (1H, d, J =
8,0 Hz); 9,645 (1H, s); 11,192 (1H, s, NH); 11,545 (1H, s, NH).
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—11.545
—11.192
—9.645
167
151
702
687
672
608
595
581
426
414
063
049
—1.216

L
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1 (ppm;
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o
o

00

cooo

-
0.92< L—
e

0

0l

0l

0

0
R.00—=

RMN de “*C (125 MHz, DMSO-d6), 8 (ppm): 108,2; 109,7; 111,4; 113,3; 115,6;
119,1; 120,9; 122,0; 124,2;: 132,0; 136,9; 137,8; 143,3; 152,4; 170,9; 188,4.
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2.10 - Caracterizagdo do composto 9f: 5,5’-dicloro-indirubina

F. M.: C16HsN202Cl; M.M.: 330 g mol™; Caracteristicas fisicas: sélido roxo; Rs: 0,5
(CH.Cl/MeOH 98:2); Revelador: lampada de UV; Faixa de Fusdo: >250 °C
(decomposi¢édo); Rendimento: 85% (rota 3).

UV-Vis (EtOH), A max.(nm): 545

Abssorbéncia (A.U.)

0,00 L L L L
300 400 500 600 700

Comprimento de onda (nm)

IV (ATR), v (cm™): 3283; 3170; 1660; 1613; 1591; 1015; 814.

0,96 -
0,94 -

0,92 -

3283
3170

Transmitancia (ATR)

0,90 -

1613

0,88 -

1660
1015

0, 6 1 1 1 1 1 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Ntimero de onda (cm™)

RMN de *H (500 MHz, DMSO-d6), & (ppm): 6,89 (1H, d, J = 8,0 Hz); 7,28 (1H, dd, J
= 8,0 Hz e 2,0 Hz); 7,44 (1H, d, J = 8,5 Hz); 7,61 (LH, dd, J = 8,5 Hz e 2,5 Hz): 7,65
(1H, d, J = 2,0 Hz); 8,75 (1H, d, J2 Hz); 11,023 (1H, s, NH); 11,169 (1H, s, NH).
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~11.169
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RMN de “*C (125 MHz, DMSO-d6), 8 (ppm): 105,9; 110,9; 115,3; 120,2; 122,8;
123,7; 123,9; 125,2; 125,7; 128,7; 136,6; 138,9; 139,7; 151,1; 170,5; 187,7.
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Metodologia geral escolhida para indirubinas-3’-hidrazonas:

R1: a) H, rendimento 15%;
b) NO,, rendimento de 10%;

NH,NH,-H,0/EtOH
TReflien e) Cl, rendimento de 18%.

Refluxo

Em um baldo de fundo redondo contendo 0,2 mmol de indirubina adicionaram-
se 10 mmol de hidrazina mono hidratada 64% em 12 mL de etanol. A mistura reacional
permaneceu sob refluxo por 30 min. O final da reacdo foi marcado pela mudanca de
coloracgdo, de roxo para vermelho e o consumo total do material de partida em CCD
(CH2CI;:MeOH 99:1). Meio reacional é evaporado em evaporador rotativo e adicionado
10 mL de agua gelada. O solido foi filtrado a vacuo, lavado com éter e &gua.
Rendimento variando 10-18%.

2.11 - Caracterizagio do composto 10a: indirubina-3’-hidrazona

F. M.: CisH12N,O; M.M.: 276 g mol™; Caracteristicas fisicas: solido vermelho; Rs:
0,55 (CH.CIl/MeOH 99:1); Revelador: lampada de UV; Faixa de Fusdo: >250 °C

(decomposicédo); Rendimento: 15%.
UV-Vis (EtOH), A max.(nm): 495;

IV (ATR), v (cm™): 3344; 3304 e 3207; 3136; 1633; 1605; 1585; 1505; 1471; 1332;
1285; 1209; 747.

RMN de *H (500 MHz, DMSO-d6), 8 (ppm): 6,87 (1H, d, J = 7,5 Hz); 6,90 (1H, t, J =
7,5 Hz); 7,02 (1H, 2 3 = 7,5 Hz); 7,06 (1H, t, J = 7,5 Hz); 7,32 (1H, t, J = 7,5 Hz); 7,40
(1H, d, J = 7,5 Hz); 8,14 (1H, d, J = 7,5 Hz); 8,63 (1H, d, J = 7,5 Hz); 9,190 (2H, s,
NH,); 10,490 (1H, s, NH); 12,156 (1H, s, NH);
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RMN de *C (125 MHz, DMSO-d6), & (ppm): 93,9; 108,4; 111,3; 117,0; 120,0; 121,3;
122,3); 123,5; 123,8; 123,9; 129,2; 134,9; 136,9; 143,0; 150,0; 171,1.

LDI-TOF: M/z[M]": Calculado: 276,2932; experimental: 276,1241; [M+H]":
277,1370.

%olnt 174 mV[sum= 34847 mV] Profiles 1-200 Smooth Gauss 5
2771370

50 299.1110

2864107

- i 2921409

279.1625
20 276.1241 293.1511

287 4004 2011702 5 3001154
10 2176171 2801319 295 1554

274 276 278 280 282 284 286 288 290 292 294 296 298 300 302 304
miz
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2.12 - Caracterizagdo do composto 10b: 5-nitro-indirubina -3’-hidrazona

10b
F. M.: C1sH11Ns03; M.M.: 321,0 g mol™; Caracteristicas fisicas: sélido rosa; Ry: 0,38

(CH.Cl/MeOH 98:2); Revelador: lampada de UV; Faixa de Fuséo: exp.: >250 °C
(decomposi¢édo); Rendimento: 10%.

UV (EtOH), A max.(nm): 497.

Absorbancia (A.U.)

0 L L .
300 400 500 600 700
Comprimento de onda (nm)

IV (ATR), v (cm™): 3590; 3389; 3200; 1640; 1072; 741; 699.

Transmitancia (ATR)

741

699

o
)

N
o S

88 L L L L g 1 L
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Namero de onda (cm™)

RMN de *H (500 MHz, DMSO-d6), & (ppm), multiplicidade, J(Hz): 7,01 (1H, d, J=
8,5 Hz); 7,12 (1H, t, J= 7,5 Hz); 7,35 (1H, t, J= 7,5 Hz); 7,51 (1H, d, J= 7,5 Hz); 7,97
(1H, dd, J= 8,5 Hz e 2,0 HZ); 8,22 (1H, d, J= 8,0 Hz); 9,407 (1H, s); 9,595 (2H, s, NH,);
11,196 (1H, s, N-H); 12,238 (1H, s, N-H).
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Calculado: 321,0861;

20 3211342

317.3753
3194277

320.1648

3221225

326.2568

3281671
3272418

$823.1535

923.9892 3319163

3356510

experimental:

3441328

3412801

3397038

338 5458
3424757
339.2025

343 5515

321,3279;

3450536

347.3794
349§

318 320

322 324 326 328 330 332 334
miz
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[M+H]":
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2.13 - Caracterizagdo do composto 10c: 5-cloro-indirubina -3’-hidrazona

F. M.: C16H1:CIN,O; M.M.: 310 g mol™; Caracteristicas fisicas: solido rosa; Rs: 0,45
(CH.Cl/MeOH 98:2); Revelador: lampada de UV; Faixa de Fuséo: exp.: >250 °C
(decomposigédo); Rendimento: 18%.

UV (EtOH), % méx.(nm): 495,

Absorbancia (A.U.)

L L L
300 400 500 600 700
Comprimento de onda (nm)

IV (ATR), v (cm™): 3297; 3162; 2917; 2843; 1659; 1613; 809; 746.

0,92 -

Transmitancia (ATR)
1613

809

746

0,90

0,88 -

1586

1659
1002

0,86 ! ! ! ! ! !
4000 3500 3000 2500 2000 1500 000

Ntmero de onda (cm™)

RMN de 'H (500 MHz, DMSO-d6), & (ppm), multiplicidade, J(Hz): 6,83 (1H, d, J=
8,0 Hz); 7,02 (1H, t, J= 7,5 Hz): 7,09 (1H, t, J= 7,5 Hz); 7,34 (1H, t, J= 8,0 Hz); 7,45
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(1H, d, J= 7,0 H2): 8,18 (1H, d, J= 7,5 Hz); 8,59 (1H, s, J= 2,0 Hz); 9,414 (2H, s, NH,);
10,631 (1H, s, N-H): 12,263 (1H, s, N-H).

«
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....................................................

RMN de *C (125 MHz, DMSO-d6), & (ppm): 92,78 101,83; 109,36; 111,61; 116,94;
121,9; 121,72; 122,92; 123,42; 124,26; 125,48; 129,22; 135,33; 142,67; 150,90; 170,89.

Pt B0 s o 1S S8 bl ==

—170.89
—150.90
42.67

Ll g S

190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
f1 (ppm)

LDI-TOF: M/z[M]": calculado: 310,7382; experimental:310,3408 (312,3744); [M+H]":
311,3850 - **Cl (313,5236 - *'ClI).

107



2.14 - Caracterizagdo do composto 12: indirubina -3’-oxima

F. M.: CigH12N,O; M.M.: 276 g mol™; Caracteristicas fisicas: sélido vermelho; Rs:
0,55 (CH.Cl/MeOH 99:1); Revelador: lampada de UV; Faixa de Fusdo: >250 °C
(decomposigédo); Rendimento: 80%.

RMN de *H (500 MHz, DMSO-d6), & (ppm): 6,87 (1H, d, J = 7,5 Hz); 6,90 (1H, t, J =
7,5 Hz); 7,02 (1H, 2 3 = 7,5 Hz); 7,06 (1H, t, J = 7,5 Hz); 7,32 (1H, t, J = 7,5 Hz); 7,40
(1H, d, J = 7,5 Hz); 8,14 (1H, d, J = 7,5 Hz); 8,63 (1H, d, J = 7,5 Hz); 9,20 (2H, s,
NH,): 10,50 (1H, s, NH); 12,17 (1H, s, NH);

RMN de *C (125 MHz, DMSO-d6), & (ppm): 93,9; 108,4; 111,3; 117,0; 120,0; 121,3;
122,3); 123,5; 123,8; 123,9; 129,2; 134,9; 136,9; 143,0; 150,0; 171,1.

IV (ATR), v (cm™): 3344 (N-H livre); 3304 e 3207; 3136; 1633; 1605; 1585 (NH);
1505; 1471; 1332; 1285; 1209; 747.

UV (EtOH), A max.(nm): 495;

LDI-TOF: M/z[M]": Calculado: 276,2932; experimental: 276,3516; [M+H]":
277,3600.

108



2.15 - Caracterizagdo do composto 13a: 4-hidroxi-fenil-hidrazona

N_NH2
13a

F. M.: C;HgN20; M.M.:136 g mol™; Caracteristicas fisicas: Sélido amarelo; Ry:0,53
(CH.Cl/MeOH 95:5); Revelador: lampada de UV, Faixa de Fusdo: 246-248 °C;
Lit.:248-250 °C (MICHELI et al, 2006); Rendimento: 86%.

IV (ATR), v (cm™): 3324; 2922; 1588.

Transmitancia (ATR)

0,85 -

0,80 -

1588

1 1 1 1 1 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Ntimero de onda (cm™)

RMN de *H (500 MHz, Acetona-d6), & (ppm), multiplicidade, J(Hz): 3,295 (2H, s,
NH,); 5,620 (1H, s, OH); 7,09 (2H, d, J= 8,0 Hz); 7,79 (2H, d, J= 8,0 Hz); 9,849 (1H, s,
H-C=N).

9.849
7.802
7.786

-7.096

7.080
—5.620
3.295

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,
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RMN de *C (125 MHz, Acetona-d6), & (ppm): 114,968; 120,802; 129,168; 131,985;

160,253.

—160.253
131.985

\129.168
~120.802
114.968

...........................................
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2.16 - Caracterizacdo do composto 13b: 4-dimetilamino-fenil-hidrazona
/ N"‘NH2
13b

F. M.: CoHi13N3s; M.M.:163,0 g mol™; Caracteristicas fisicas: Sélido amarelo; Ry: 0,2
(CH.Clo/MeOH 95:5); Revelador: lampada de UV e lodo; Faixa de Fusdo: 184-185
°C; Lit.:187-191 °C (Micheliet al, 2006); Rendimento:80%.

IV (ATR), v (cm™): 2910; 2847; 1595.

1,00

0,98 -

0,96

0,94

2910
2847

0,92 -

Transmitancia (ATR)

0,90

0,88 -

1595

0,86 -

1 1 1 1 1 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Ntimero de onda (cm™)

RMN de 'H (500 MHz, Acetona-d6), & (ppm), multiplicidade, J(Hz): 1,29 (2H, s,
NH,); 3,04 (6H, s, N(CH3); 6,79 (2H, d, J= 9,0 Hz); 7,69 (2H, d, J= 9,0 Hz); 8,49 (1H,
s, H-C=N).

8.492
/7.703
7.685
6.795
8.777
3.040
1.289
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RMN de *C (125 MHz, Acetona-d6), & (ppm): 40,22; 112,59; 123,37 130,45; 160,81.

—160.81
—130.45
—123.37
—112.59
—40.22

——— T T T T T T T T T T T T T T T -
B B0 W G M B B M0 W0 R e M W B om0 W A A W b
1 (ppm

112



Metodologia descrita por Kurkin (KURKIN et al, 2009).

O

R
()
[ j CHz0(aq.) 37% mo R: a) H, 76% de rendimento;
N e) Cl, 70% de rendimento.
THF, t.a, 3h. )
N 15
o/

2.17 - Caracterizagdo do composto 15a: N-1-metilmorfolinil-isatina

F. M.:C13H14N;03; M.M.: 246 g mol™; Caracteristicas fisicas: cristais laranja; R:
0,43 (Hex/AcOEt 1:1); Revelador: lampada de UV; Faixa de Fusdo: exp.: FF 208-
210°C, Lit. 203°C (SOLOMON et al, 2009); Rendimento: 76%.

IV (ATR), v (cm™): 2952; 2856 e 2822; 1729; 1606.

0,90

o
&
T T
2952
2856 e 2822

0,85 -

Transmitancia (ATR)

1606

0,80 -

0,75 1 1 1 1 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

< 1729

Numero de onda (cm

RMN de 'H (500 MHz, CDCls), 6 (ppm): 2,65 (4H, t, J =4,5Hz); 3,71 (4H,t,J =45
Hz); 4,469 (2H, s); 7,12 (1H, d, J = 8,0 Hz); 7,176 (1H,t,J =75 Hz); 7,63 (2H, m, J =
7,5 Hz);
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2.18 - Caracterizagdo do composto 15b: N-1-morfolinilmetil-5-cloro-isatina

O

Cl
o
N

N
15b "N
b
F. M.:Ci3H13CIN,O3; M.M.: 280 g mol™; Caracteristicas fisicas: cristais laranja;
R:0,43 (Hex/AcOEt 1:1); Revelador: ldampada de UV; Faixa de Fuséo: exp.: 244-
245°C°C, Lit. 245°C (SOLOMONEet al, 2009); Rendimento: 70%.

IV (ATR), v (cm™): 3080; 2884-2993; 1733; 1600;1258; 1112; e 721.

RMN de *H (500 MHz, CDCls), & (ppm): 2,62 (4H, t, J = 4,5 Hz); 3,70 (4H,t, J = 4,5
Hz); 4,45 (2H, s); 7,09 (1H, d, J=8,0 Hz); 7,58 (1H, t,J = 7,5 Hz); 7,60 (2H, m,J=7,5
Hz).

2.629
2.621

—4.453
3.713
3.705

G
<

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

f1 (ppm)

RMN de C (125 MHz, CDCls), & (ppm): 51,05; 62,83; 66,70; 113,29; 118,50;
125,26; 130,02; 137,90; 149,67; 158,30; 182,20.
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2.19 - Caracterizagdo do composto 16: N-1-morfolinilmetil-indirubina

Metodologia descrita por Kurkin (KURKIN et al, 2009).

OJ\ 0
+ N ) N
N \\N/\\ t.a.; 3h. N N—N e}
3 15 P 16 O —

F. M.: Co1H19N303, M.M.: 361 g mol™; Caracteristicas fisicas: s6lido roxo; Rs: 0,57
(CH.Cl/MeOH 95:5); Revelador: lampada de UV; Faixa de Fusdo: >250 °C

(decomposicédo); Rendimento: 40 %.

UV (EtOH), A max.(nm): 536.

IV (ATR), v (cm™): 3306; 2944 e 2852; 1658; 1605; 1479, 1462, 1355 e 1314; 1196 e

1175.

RMN de 'H (500 MHz, DMSO-d6), & (ppm), multiplicidade, J(Hz): 2,56 (4H, d, J=
4,5 Hz); 3,55 (4H, d, J= 4,5 Hz); 4,57 (2H, s); 6,91 (1H, d, J = 7,5 Hz); 7,1 (2H, t, J =
7,5 Hz7,32 (2H, t, J = 7,5 Hz); 7,61 (1H, d, J = 8,0 Hz); 7,65 (1H, t, J = 7,5 Hz); 8,82

(1H, d, J = 8,0 Hz); 11,13 (1H, 5, NH);

RMN de **C (125 MHz, DMSO-d6), 6 (ppm): 50,8; 61,1; 66.0;106,6; 109,6; 110,1;
113,5; 119,0; 120,6; 121,3; 121,9; 124,4; 124,7; 129,0; 135,5; 137,2; 140,9; 153,0;

170,0; 188,7.
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Preparacdo dos compostos 17a-f: N-1-morfolinilmetil-indirubina

Paraformaldeido
MeOH, t.a. 1h

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 53 mg de indirubina (0,2
mmol) em 5 mL de THF, deixando a suspensdo formada por alguns minutos sob
agitacdo magnética, para a solubilizacdo. Em seguida foi adicionado 30 mg de para-
formaldeido (0,5 mmol). A mistura foi deixada por 1 hora sob agitacdo magnética em
temperatura ambiente (t.a.), apds este periodo, o0 meio reacional foi aquecido por 15
minutos, utilizado um condensador, para favorecer o refluxo. O final da reacdo é
evidenciado por CCD (CH.Cl,/MeOH98:2) entre o meio reacional e padrdo de
indirubina. O meio reacional foi resfriado a t.a., sendo formado um precipitado roxo,
que foi filtrado a vacuo com auxilio de Kitasato, funil de Biichner e filtro de papel,
lavado exaustivamente com agua gelada. Foi obtido 56 mg (3,8 mmol, 95%) de sélido

roXo.

2.20- Caracterizacdo do composto 17a: N-1-hidroximetil-indirubina

F. M.: Ci7H12N,03; M.M.: 292 g mol™; Caracteristicas fisicas: sélido roxo; Rs: 0,35
(CH.CI/MeOH 98:2); Revelador: lampada de UV; Faixa de Fusdo: >250 °C

(decomposicdo); Rendimento: 95%.
UV (EtOH), A max.(nm): 536.
IV (ATR), v (cm™): 3346; 3319; 1660; 1611; 1480, 1462; 1020.

RMN de *H (500 MHz, DMSO-d6), & (ppm), multiplicidade, J(Hz): 5,21 (2H, d, J=
6,5 Hz); 6,32 (1H, t, J= 6,5 Hz); 7,00 (1H, t, J= 7,5 Hz); 7,09 (1H, t, J= 7,5 Hz); 7,17
(1H, d, J=8,0 Hz); 7,33 (1H, t, J= 7,50 Hz); 7,42 (1H, d, J= 7,5 Hz); 7,58 (1H, t,J=7,5
Hz); 7,65 (1H, d, J= 7,5 Hz); 8,81 (1H, d); 11,07 (1H, s, N-H).

118



RMN de *C (125 MHz, DMSO-d6), & (ppm): 62,2; 105,5; 109,4; 113,5; 119,0; 120,7;
121,5; 122,0; 124,4; 129,0; 137,2; 138,8; 140,6; 152,4; 168,8; 188,5.

LDI-TOF: M/z[M]": calculado: 292,084793; experimental:292,0869; [M+H]":
293,1175; [M+Na]" 315,0555.
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2.21 - Caracterizagdo do composto 17b: N-1-hidroximetil-5-nitro-indirubina

O,N

F. M.: Ci7H1:N3O0s; M.M.: 337 g mol™; Caracteristicas fisicas: sélido roxo; Rs: 0,30
(CH.Cl/MeOH 98:2); Revelador: lampada de UV; Faixa de Fusao: >250 °C
(decomposi¢édo); Rendimento: 95%.

UV (EtOH), . max.(nm): 552.

Abrosrbancia (U.A.)

0,0 L L L
300 400 500 600 700

Commprimento de onda (nm)

IV (ATR), v (cm™): 3457; 3296; 3114 e 3087; 1668; 1608,

1,00

0,95

3457
143458

31

0,90

3296

0,85

Transmitancia (ATR)

0,80

1668

75 ! ! ! ! !
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Niimero de onda (cm™)

RMN de *H (500 MHz, DMSO-d6), & (ppm), multiplicidade, J (Hz): 5,26 (2H, d, J =
7.0 Hz); 6,528 (1H, t, J = 7,0 Hz); 7,04 (1H, d, J = 8,5 Hz); 7,07 (1H, d, J = 7,5 H2);
7,35 (1H, d, J = 9,0 Hz); 7,428 (2H, t, J = 7,0 H2); 7,6 (1H, d, J = 7,5 Hz): 8,24 (1H, dd,
J=85Hze20Hz); 9,60 (1H, d, J = 2,0 Hz); 11,276 (1H, s, N-H).
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LDI-TOF: M/z[M]": calculado: 337,069872;

338,1045; [M+Na]" 360,0412.

%lnt.

100

90

80

70

60

50

40

30

20

2.2 mV[sum= 436 mV] Profiles 1-200 Smooth Gauss 5

experimental: 337,0919; [M+H]":

342.4091
338.1045
|
360.0412
356.3887
339.1223
337.0919 3434283
3531124 357.4110 3622077
336 338 340 342 344 346 348 350 352 354 356 358 360 362 364

miz
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2.22 - Caracterizagdo do composto 17c: N-1-hidroximetil-5-cloro-indirubina

17c¢
F. M.: Ci7H11CIN,O3; M.M.: 326 g mol™; Caracteristicas fisicas: sélido roxo; Rs:

0,33 (CH.Cl/MeOH 98:2); Revelador: lampada de UV; Faixa de Fusdo: >250 °C
(decomposi¢édo); Rendimento: 95%.

UV (EtOH), . max.(nm): 545,

Absorbancia (U.A.)

0,0 L L L L
300 400 500 600 700

Comprimento de onda (nm)

IV (ATR), v (cm™): 3413; 3293; 1665; 1606; 816.

3293

Transmitancia (ATR)
o
8
816

1665

1606

0,82 L L L L L L
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Ntimero de onda (cm™)

RMN de *H (500 MHz, DMSO-d6), & (ppm), multiplicidade, J (Hz): 5,19 (2H, d, J =
6,0 Hz,); 6,361 (1H, t, J = 6,0 Hz): 7,047 (1H, d, J = 7,5 Hz): 7,16 (1H, t, J = 8,5 Hz);
7,35 (1H, d, J = 8,5 Hz); 7,42 (1H, t, J = 8,0 Hz); 7,591 (1H, t, J = 7,5 Hz); 7,65 (1H, t,
J=7,5H2); 8,83 (1H, d, J = 2,0 Hz); 11,157 (1H, s, N-H).
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LDI-TOF: M/z[M]": calculado: 326.045821;
337,0521; [M+Na]* 349,0411.

%lnt

100

90

80

70

60

50

40

30

20

10

52 mV[sum= 10320 mV] Profiles 1-200 Smooth Gauss 5

experimental: 326,0288; [M+H]":

3490411
3270521
329.0680 3510306
326.0288 650.0656
330.0795
324 326 328 330 332 334 3% 338 340 342 344 346 348 350 352 354

m/iz

2.23 - Caracterizacdo do composto 17d: N-1-hidroximetil-5-acetamido-indirubina
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F. M.: C1gH1sN304; M.M.: 349 g mol™; Caracteristicas fisicas: sélido roxo; Rs: 0,15
(CH.CI/MeOH 9:1); Revelador: lampada de UV; Faixa de Fusdo: >250 °C
(decomposic¢édo); Rendimento: 80%.

UV (EtOH), A max.(nm): 542.

Absorbancia (U.A.)

0,0 1 1 1
300 400 500 600 700

Comprimento de onda (nm)

IV (ATR), v (cm™): 3380; 3277; 3144; 2922; 1662; 1648; 1612; 1192.

1,00

0,98

0,96

0,94

0,92 -

Transmitancia (ATR)

0,90 -

0,88 -

1662 1648

1612
1192

0,86 1 1 1 1 1 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Ntimero de on da (cm™)

RMN de *H (500 MHz, DMSO-d6), & (ppm), multiplicidade, J (Hz): 2,057 (3H, s,
CHj3); 5,18 (2H, d, J = 6,0 Hz,); 6,351 (1H, t, J = 6,5 Hz); 6,83 (1H, d, J = 8,5 Hz); 7,02
(1H,t, J=8,0 Hz); 7,41 (1H, d, J = 8,0 Hz); 7,57 (1H, d, J = 8,0 Hz); 7,61 (1H, t, J =
8,5 Hz); 7,65 (1H, d, J = 8,0 Hz); 8,868 (1H, s); 9,917 (1H, s, NH); 11,028 (1H, s, NH);
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LDI-TOF: M/z[M]+: calculado: 349.106257; experimental: 349,1489; [M+H]":
350,1505; [M+Na]* 371,8018.

olnt 84 mV[sum= 16806 mV] Profiles 1-200 Smooth Gauss 5
349.1489

a0f 3718018

304 350.1505

10] 3656304 0728516

344 346 348 350 352 354 356 358 360 362 364 366 368 370 372 374

128



2.24 - Caracterizacdo do composto 17e: N-1-hidroximetil-5-amino-indirubina
H,N

F. M.: C17H13N303; M.M.: 307 g mol™; Caracteristicas fisicas: sélido roxo; Rs: 0,33
(CH.Cl/MeOH 98:2); Revelador: lampada de UV; Faixa de Fusao: >250 °C
(decomposigédo); Rendimento: 80%.

UV (EtOH), 1. max.(nm): 532.

A =532
méx.

Transmitancia (U.A.)

0 L L L !
300 400 500 600 700
Comprimento de onda (nm)

IV (ATR), v (cm™): 3417; 3337, 3187; 3894; 1655; 1612; 1192.

1,00
0,98
3'._? 0,96
<
T 094t
o
=4
< 092
£
2
S 090
[
= &
0,88 Q -
n N
oG N
0,86 =9 %
L

1 1 1 1 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Numero de onda (cm'l)
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RMN de *H (500 MHz, DMSO-d6), & (ppm), multiplicidade, J (Hz): 5,26 (2H, d, J =
7,0 Hz,)); 6,528 (1H, t, J = 7,0 Hz); 6,939 (1H, t, J = 7,5 Hz); 7,32 (1H, d, J = 8,0 Hz);
7,502 (1H, t, J = 7,5 Hz); 7,674 (2H, t, J = 4,0 Hz); 8,15 (1H, dd, J = 8,0 Hz e 2,5 Hz);
9,64 (1H, d, J = 2,5 Hz); 11,189 (1H, s, N-H).
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RMN de **C (125 MHz, DMSO-d6), & (ppm): 62,12; 101,89; 108,83; 112,78; 113,38;
118,47; 118,82; 119,08; 120,51; 121,58; 121,78; 124,32; 137,04; 141,24; 151,87;
168,53; 188,23.

—188.23
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LDI-TOF: M/z[M]+: calculado: 307.095692; experimental: 307,0859; [M+H]":

308,1221.

100
90

80

60

50

40

30

20

301 mV[sum= 60107 mV] Profiles 1-200 Smooth Gauss 5
307.0859

308.1221

304 306 308 310 312 314 316 318 320
m/iz

322

324

326

328

330

332

334
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2.25 - Caracterizagdo do composto 17f: N-1-hidroximetil-5,5’-diccloro-indirubina
cl

F. M.: Ci7H10CLbN2Os; M.M.: 360 g mol™; Caracteristicas fisicas: slido roxo; Rs:
0,33 (CH.Cly/MeOH 98:2); Revelador: lampada de UV; Faixa de Fusdo: >250 °C
(decomposi¢édo); Rendimento: 95%.

UV (EtOH), . max.(nm): 545,

Abssorbancia (A.U.)

0,00 1 1 1 1
300 400 500 600 700

Comprimento de onda (nm)

IV (ATR), v (cm™): 3463; 3289; 3177; 2986 1673; 1612; 812.

0,85 -

0,80 -

Transmitancia (ATR)

1612

812

0,70 -

1673

0,65 -

1 1 1 1 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Ndmero de onda (cm'l)
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RMN de *H (500 MHz, DMSO-d6), & (ppm), multiplicidade, J (Hz): 5,18 (2H, d, J =
6,0 Hz,); 6,371 (1H, t, J = 6,0 Hz); 7,16 (1H, d, J = 8,0 Hz); 7,37 (1H, d, J = 8,5 H2z);
7,44 (1H, d, J = 8,5 Hz); 7,62 (1H, d, J = 9,0 Hz); 7,644 (1H, s); 8,791 (1H, s); 11,228
(1H, s, N-H).
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RMN de **C (125 MHz, DMSO-d6), & (ppm): 62,35; 104,76; 110,74; 115,40; 120,23;
122,03; 123,81; 125,87; 126,03; 128,40; 136,62; 139,32; 139,40; 151,00; 168,26;
187,53.

LA D, 8 e B S

—187.53
—168.26
—151.00
04.76
—62.35
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LDI-TOF: M/z[M]": calculado: 360,006849; experimental:

361,5768; [M+Na]" 383,0257.

%lnt.

100

90

80

70

60
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40
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20

66 mV[sum= 13263 mV] Profiles 1-200 Smooth Gauss 5

360,4114; [M+H]":

3604114
3830257
3615768
369.4325 316.2117 384.1996
358 360 362 364 366 368 370 372 374 376 378 380 382 384

m/z
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2.26 - Caracterizacdo do composto 19: N-1-hidroximetil-indirubina-3’-oxima

F. M.: C17H13N303; M.M.: 308 g mol™; Caracteristicas fisicas: sélido vermelho; Ry:
0,23 (CH,Cl,/MeOH 98:2); Revelador: lampada de UV; Faixa de Fusdo: >250 °C
(decomposigédo); Rendimento: 90%.

UV (EtOH), A max.(nm): 502.

RMN de 'H (500 MHz, DMSO-d6), & (ppm), multiplicidade, J(Hz): 5,21 (2H, d, J=
6,5 Hz); 6,32 (1H, t, J= 6,5 Hz); 7,00 (1H, t, J= 7,5 Hz); 7,09 (1H, t, J= 7,5 Hz); 7,17
(1H, d, J=8,0 Hz); 7,33 (1H, t, J= 7,50 HZz); 7,42 (1H, d, J= 7,5 Hz); 7,58 (1H,t, J=7,5
Hz); 7,65 (1H, d, J=7,5 Hz); 8,81 (1H, d); 11,07 (1H, s, N-H).

RMN de *C (125 MHz, DMSO-d6), & (ppm): 62,2; 105,5; 109,4; 113,5; 119,0; 120,7;
121,5; 122,0; 124,4; 129,0; 137,2; 138,8; 140,6; 152,4; 168,8; 188,5.

IV (ATR), v (cm™): 3346; 3319; 1660; 1611; 1480, 1462; 1020.

LDI-TOF: M/z[M]": calculado: 292,084793; experimental:292,1398; [M+H]":
293,1521; [M+Na]" 315,1169.
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