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RESUMO

Titulo: Sintese assistida por micro-ondas de tiossemicarbazonas derivadas da
isatina com potencial atividade bioldgica.

A isatina e seus derivados vém se apresentando na literatura com um amplo perfil
farmacoldgico. Suas bases de Schiff, por exemplo, apresentam atividades
anticancer, antimicrobiana e antiviral, por isso sao bastante exploradas na
literatura. Com base nisso, este trabalho foi realizado com o objetivo de sintetizar
e investigar a atividade biologica de algumas tiossemicarbazonas derivadas da
isatina. Foram obtidas 10 tiossemicarbazonas, sendo 6 inéditas, através da reacao
de condensacéo quimiosseletiva da tiossemicarbazida (9) com a por¢cao cetonica
dos intermediarios derivados da isatina. Estes intermediarios foram obtidos via
nitracdo, cloragdo e N-alquilagdo da isatina. Seis destes derivados sé&o
homodiméricos e foram obtidos em bons rendimentos (64-94%). O uso da
irradiacdo de micro-ondas (100 °C) diminuiu consideravelmente o tempo de reagéo
das tiossemicarbazonas em comparacdo com os métodos descritos na literatura
gue fazem o uso de refluxo e catalise. Os rendimentos obtidos também foram
bastante satisfatorios e variaram de 70 a 84%. Foi realizada a avaliag&o preliminar
da atividade antimicrobiana das tiossemicarbazonas obtidas e dos intermediarios
derivados da isatina contra cepas de bactérias e fungos leveduriformes. Foi
observado que as tiossemicarbazonas ndo apresentaram atividade bioldgica
antimicrobiana, no entanto a isatina e seus derivados nitrados e alilados
apresentaram acgdo antimicrobiana (CIM = 128 a 512 ug.mL™). A caracterizacéo
estrutural dos compostos foi realizada por espectroscopia de infravermelho (IV) e
RMN de 'H e 3C.

Palavras-chave: bases de Schiff; tiossemicarbazonas; micro-ondas; atividade

antimicrobiana.



ABSTRACT

Title: Microwave assisted synthesis of thiosemicarbazones derived from isatin with

potential biological activity.

Isatin and its derivatives have been presented in the literature with a broad
pharmacological profile. Their Schiff bases, for example, present anticancer,
antimicrobial and antiviral activities, so they are extensively explored in the literature.
Based on this, this work was carried out with the objective of synthesizing and
investigating the biological activity of some thiosemicarbazones derived from isatin. Of
the ten thiosemicarbazones synthesized, six are unpublished in the literature and were
obtained through the cheiosselective condensation reaction of thiosemicarbazide (9)
with the ketonic portion of intermediates derived from isatin. These intermediates were
obtained via nitration, chlorination and N-alkylation of the isatin. Six of these derivatives
are homodimeric and were obtained in good yields (64-94%). The use of microwave
irradiation (100 ° C) considerably reduced the reaction time of thiosemicarbazones
compared to the methods described in the literature that make use of reflux and
catalysis. The yields obtained were also quite satisfactory and ranged from 70 to 84%.
Preliminary evaluation of the activity of thiosemicarbazones obtained and
intermediates derived from isatin against strains of yeast bacteria and fungi was carried
out. It was observed that thiosemicarbazones did not present antimicrobial biological
activity, however, isatin and its nitrated and alil derivatives presented antimicrobial
action (MIC = 128 to 512 pug.mL™?). The structural characterization of the compounds

was performed by infrared (IR) spectroscopy and *H and **C NMR.

Keywords: Schiff bases; thiosemicarbazones; microwave; antimicrobial activity.
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1 INTRODUCAO

Através da sintese de novos candidatos a farmacos, a Quimica Organica tem
contribuido para o avanco na Medicina proporcionando a cura, o tratamento e a
prevencdo de diversos tipos de patologias. Apesar dos varios medicamentos ja
existentes para o tratamento de doencgas ja conhecidas, a busca por novos farmacos
se faz necessaria devido a varios fatores, dentre eles a resisténcia a medicamentos
gue € bastante comum quando o uso € indiscriminado.

Estudos mostram que os derivados heterociclicos sdo uma classe de
compostos que tém uma grande importancia na Quimica Orgéanica Medicinal devido a
sua versatilidade e seu amplo perfil biologico (RUMAR; PANWAR, 2015). A isatina é
um exemplo de heterociclo de ocorréncia natural, que foi sintetizado pela primeira vez
em 1840, quando os pesquisadores Erdmann e Laurent realizaram uma reagédo do
indigo com acidos nitrico e crémico. (SILVA, 2013).

A isatina € uma molécula versatil e bastante explorada na literatura devido ao
seu amplo perfil farmacoldgico. Seus derivados apresentam diversas propriedades
biolégicas como antibacteriana, anticancerigena, anti-HIV, antimalarica, anti-
inflamatdria, antioxidante, anticonvulsivante, anti-helmintica e atividades anti-
tuberculares. (CHAUDHARY et al., 2013; JIANG et al., 2018).

As bases de Schiff sdo outra classe de compostos que vem sendo explorada
na literatura por sua importdncia biolégica, especialmente antimicrobiana. As
tiossemicarbazonas sdo um exemplo de bases de Schiff de consideravel interesse
cientifico, devido as suas propriedades quimica e bioldgica, tais como antitumoral,
antibacteriana, antiviral, antiprotozoaria, citotoxica, dentre outras. Estes compostos
sdo geralmente obtidos pela reacdo de condensacdo de tiossemicarbazidas com
aldeidos e/ou cetonas, e recebem a denominacao da classe tiossemicarbazona apés
0 nome do respectivo aldeido ou cetona condensado. (TENORIO; GOES, 2005).

O método convencional descrito na literatura para a obtencdo de
tiossemicarbazonas utiliza como condi¢cdes reacionais o0 uso de aquecimento via
refluxo e catalise acida.

No contexto da Quimica Medicinal, varios trabalhos relatam o uso de irradiacéo

de micro-ondas na busca de novos candidatos a farmacos, devido as varias vantagens
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dessa técnica como: diminuicdo do tempo reacional, melhoria nos rendimentos,
diminuicao de formagé&o de sub-produtos, entre outras. (SAHOO, 2016).

Neste trabalho propomos investigar a sintese de algumas bases de Schiff
denominadas tiossemicarbazonas, sendo estas derivadas da isatina, utilizando como
condicdes reacionais a irradiacdo de micro-ondas sem o uso de catalise acida. Em
seguida, realizamos a investigacado preliminar da atividade antimicrobiana das

tiossemicarbazonas obtidas e de seus intermediarios sintéticos.

20



FUNDAMENTACAO
TEORICA




2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Aimportancia da Quimica Orgéanica Sintética para a Quimica Medicinal.

A Quimica Medicinal, segundo definicdo da International Union of Pure and
Applied Chemistry (IUPAC), é uma éarea da quimica que engloba aspectos das
ciéncias bioldgicas, médica e farmacéutica, visando o planejamento, a invencgéo, a
descoberta, a identificacdo e a preparacdo de compostos biologicamente ativos. A
Quimica Medicinal também se preocupa com o estudo, identificacdo e sintese dos
produtos metabdlicos de drogas e compostos relacionados.

Métodos modernos para a descoberta de novas drogas evoluiram
imensamente desde a década de 1960, em paralelo com os avangos fenomenais em
guimica organica, quimica analitica, fisico-quimica, bioquimica, farmacologia, biologia
molecular e medicina.

A Quimica Organica desempenha um papel importante no desenvolvimento
de novas drogas, principalmente através de processos organicos sintéticos usados
para preparar um novo composto para teste, primeiro em pequenas quantidades
(miligramas) e, em JUltima andlise, se bem sucedido, em escala industrial.
(SILVERMAN; HOLLADAY, 2014).

De maneira geral, os farmacos disponiveis na terapéutica moderna sdo, em
sua ampla maioria, de origem sintética (85%). Se considerarmos, ainda, aqueles
oriundos de processos de hemissintese, como muitos antibiéticos obtidos a partir de
intermediarios homoquirais, preparados em processos fermentativos, este percentual
pode superar os 85% mencionados, em um mercado que totalizou 895 bilhdes de
dolares em 2012, correspondendo ao montante de US$ 760,7 bilhdes em farmacos
de origem sintética. Pode-se concluir que a sintese de farmacos é uma atividade
bastante valiosa em termos de mercado. (BARREIRO; FRAGA, 2015).

Em Quimica Medicinal, derivados heterociclicos contribuem como a maior
classe de compostos organicos com ampla versatilidade biolégica, fornecendo facil e
eficiente metodologia para a sintese de diferentes porgoes privilegiadas. (RUMAR,;
PANWAR, 2015).

Com base no exposto, estudos de desenvolvimento metodoldgico para sintese

de compostos heterociclicos e derivados vém sendo realizados recentemente com
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objetivo de ter acesso rapido a uma biblioteca de compostos com satisfatério perfil
biolégico contribuindo assim para o avango na area de Quimica Medicinal.

2.2 Isatina e seus derivados com atividade bioldgica.

A isatina (1-H-indol-2,3-diona) € uma molécula relativamente pequena, de
origem natural e bastante verséatil. Foi sintetizada pela primeira vez em 1840, quando
0s pesquisadores Erdmann e Laurent realizaram uma reacdo do indigo com acidos
nitrico e crémico. (SILVA, 2013). Sua estrutura possui duas carbonilas de reatividades
distintas (uma amidica e uma cetdnica), um grupo N-H susceptivel a reacdes de
alquilacdo e um anel aromético que pode sofrer reacdes de substituicao eletrofilica
aromatica (SILVA et al., 2010).

Figura 2.1- Estrutura da isatina (1-H-indol-2,3-diona)

(@)
Ol
N
H
(1)

A carbonila cetdnica da isatina, a denominada posicédo [3, representa o sitio
eletrofilico mais reativo desta molécula, onde, sob determinadas condi¢cdes, podem
ocorrer reacdes de adicdo seguida de condensacgao quando na presenca de grupos
nucleofilicos. Quando o0s nucledfilos sdo moléculas do tipo hidrazinas,
tiossemicarbazidas, semicarbazidas e aminoguanidinas, estes derivados isatinicos
tornam-se compostos pertencentes a classe das bases de Schiff, conforme
demonstrado na Figura 2.2. Esta classe de compostos é caracterizada pela presenca
da ligagdo C=N e tém sido extensivamente investigada tanto na busca por novas
moléculas bioativas em funcéo da similaridade estrutural com moléculas bioldgicas
naturais (ZOUBI, W. A.; 2013).
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Figura 2.2 Associacao de isatinas a compostos hidrazinas, semicarbazidas,

tiossemicarbazidas e aminoguanidinas formando bases de Schiff (R= H, alquil, aril)
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Fonte: Adaptado de VELASQUES, 2017.

Estudos para a investigacdo da relacdo estrutura-atividade em derivados da
isatina, mostraram que a halogenacdo na quinta posicdo do anel aromatico se torna
eficaz para o aumento acentuado nas potencialidades contra varias bactérias, fungos
e virus (VELASQUES, 2017).

Do ponto de vista bioldgico, a isatina e seus derivados vem se apresentando
na literatura com amplo perfil farmacoldgico e diversas propriedades biolégicas como
antibacteriana, anticancerigena, anti-HIV, antimalarica, anti-inflamatéria, antioxidante,

anticonvulsivante, anti-helmintica e atividades anti-tuberculares. (CHAUDHARY et al.,

2013; JIANG et al., 2018).
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Figura 2.3: Alguns derivados da isatina com atividade bioldgica.
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Alguns trabalhos vém destacando a sintese e atividade anticaAncer de novos
derivados de isatina. Por exemplo, analogos da indirubina foram preparados e
bioavaliados contra algumas linhagens de células cancerigenas resistentes a
apoptose, onde a maioria dos compostos demonstrou boa a forte atividade.
(EVDOKIMOV et al., 2016).

Recentemente, nosso grupo de pesquisa LASOM (Laboratério de Sintese
Orgéanica Medicinal — UFPB) publicou a sintese de varios compostos, sendo 4
derivados da isatina, a partir da reacdo de Morita-Baylis-Hillman. Destes, dois
compostos apresentaram moderada atividade citotoxica frente a células de leucemia
(HL-60) e bons indices de seletividade (LIMA-JUNIOR et al., 2016). A Figura 2.4

apresenta 0os compostos mais ativos que foram relatados neste trabalho.

Figura 2.4- Compostos mais ativos contra linhagens de cancer (Leucemia) obtidos por RMBH
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CN CN
(0] @]
N N
H \
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Fonte: Adaptado de LIMA-JUNIOR et al., 2016

Alguns derivados de isatina foram sintetizados e rastreados como potenciais
agentes anti-tuberculares contra cepas sensiveis e resistentes aos medicamentos

utilizados para o tratamento da tuberculose. O trabalho publicado por Hu e
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colaboradores relatou a sintese de dimeros da isatina ligados por propileno onde
observaram atividades antimicobacterianas in vitro contra o MTB H37Rv e MDR-TB
(HU et al., 2018).

A sintese de algumas novas bases Schiff e Mannich 5-substituidas (Figura
2.5) de derivados de isatina foram relatadas por Prakash et al. (2011). Nesse trabalho,
uma série de novos derivados de isofluoreto de ciprofloxacina metileno foram
incorporados a diferentes aldeidos aromaticos e a maioria dos compostos mostraram

atividade contra varios dos microorganismos (CHAUDHARY et al., 2013).

Figura 2.5- Bases de Schiff e de Mannich 5-substituidas com atividade antimicrobiana
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Fonte: Adaptado de CHAUDHARY et al., 2013.
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2.3 Bases de Schiff de derivados de isatina: aspectos sintéticos e biolégicos

As bases de Schiff sédo iminas provenientes da condensac¢éo de substancias
carbonilicas com aminas, sendo importantes intermediarios envolvidos em diversas
transformacdes enzimaticas. Além disso, as bases de Schiff tém apresentado
significativa atividade bioldgica, dentre elas antifingica, especialmente contra o fungo
filamentoso Epidermophyton floacosum, antimicrobiana, citotoxica e antitumoral.
(ESTEVES-SOUSA et al., 2004).

As bases de Schiff também tém sido sintetizadas e estudadas devido a
possibilidade de sua utilizagdo como cristais liquidos, pois o grupamento CH=N-
estabelece uma ponte para a transmissdo dos efeitos eletrdnicos entre os anéis
aromaticos, favorecendo a coplanaridade do sistema e conferindo propriedades meso
génicas. (ESTEVES-SOUSA et al., 2004).
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As isatinas, quando associadas a grupos do tipo hidrazonas,
semicarbazonas, tiossemicarbazonas e aminoguanidinas formam compostos
pertencentes a classe de bases Schiff. Esta classe € caracterizada pela ligacdo C=N
e tém sido extensivamente estudada, por suas caracteristicas quimico estruturais que
lhe atribuem diversificadas acfes bioldgicas, principalmente atuando como ligantes
para metais como niquel e platina (VELASQUES, 2017). Entre as acdes biologicas
associadas a estes compostos, pode-se citar a atividade antimicrobiana, analgésica,
anticonvulsante, antifingica e antitumoral (ZOUBI, 2013).

Recentemente, varias bases de Schiff de derivados de isatina foram
sintetizadas e hibridizadas aos farmacos amoxilina e ampicilina para avaliar sua
atividade antibacteriana. Este estudo demonstrou claramente que a sintese de
hibridos com a bases de Schiff de isatina e 5-bromoisatina mostraram atividade
antibacteriana, particularmente contra o MRSA (codigo genético da tuberculose
bacteriana) em comparacdo com medicamentos similares. (AL- MUDHAFAR, 2016).

As tiossemicarbazonas sdo bases de Schiff que apresentam consideravel
interesse cientifico para os pesquisadores, devido as suas importantes propriedades
bioldgicas, tais como antitumoral, antibacteriana, antiviral, antiprotozodria, citotoxica,
dentre outras (BALACHANDRAN et al., 2018).

Figura 2.6- Estrutura genérica de uma tiossemicarbazona

R1, R2, R3, Rs= H, alquil ou aril.

O método convencional para a obtencdo de tiossemicarbazonas foi descrito na
literatura por Karah e colaboradores em 2002, em que se utiliza como condi¢bes
reacionais o uso de aquecimento via refluxo e catalise acida. Em 2003, Chianzu e
colaboradores demonstraram que as tiossemicarbazonas propostas por Karah et al.
também eram facilmente sintetizadas sem o auxilio de catalisadores (TENORIO;
GOES, 2005).
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O mecanismo de reacdo que envolve a formacao de uma tiossemicarbazona

(Figura 2.7) assemelha-se ao de formacdo de iminas. O mesmo inicia-se com a

protonacdo do oxigénio da carbonila para formacdo do intermediario ion oxonio,

seguido pelo ataque nucleofilico do nitrogénio N(1) da tiossemicarbazida para formar

o intermediario hemiaminal protonado. Este perde uma molécula de agua e, apés

neutralizacao, a tiossemicarbazona é entio formada (TENORIO; GOES, 2005).

Figura 2.7- Mecanismo de formagao de tiossemicarbazonas em catélise acida
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Fonte: Adaptado de TENORIO et al., 2005.

As tiossemicarbazonas sdo geralmente obtidas como misturas de isbmeros E
e Z no estado solido. Ja em solucéo, ha isomerizacéo da configuracdo Z para E devido
a sua maior estabilidade termodinamica. Como regra geral, tiossemicarbazonas
derivadas de aldeidos tendem a formar preferencialmente isbmeros E, enquanto que
nas tiossemicarbazonas derivadas de cetonas assimétricas, a proporgdo entre E e Z
ird depender dos substituintes ligados & carbonila (TENORIO; GOES, 2005).

Um atributo interessante das tiossemicarbazonas é que, no estado sélido, elas
predominantemente existem na forma de tiona, enquanto que no estado de solucao,
elas exibem um tautomerismo (Figura 2.8) (HARIBABU et al., 2016).

Figura 2.8- Equilibrio tiona-tiol de uma tiossemicarbazona substituida

Tiona Tiol

R1, Ry R3 R4 =H, alquil ou aril
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Além da facilidade de obtencdo e da versatilidade atribuida as
tiossemicarbazonas, estas atraem interesse de pesquisadores por apresentarem um
amplo perfil farmacolégico, cujas propriedades tém sido extensivamente estudadas
na Quimica Medicinal.

Na literatura tem-se encontrado aplicagcdo para compostos derivados de
tiossemicarbazonas no desenvolvimento de medicamentos para o tratamento de
distarbios do sistema nervoso central, de infeccdo bacteriana, bem como agentes
analgésicos e antialérgicos. As tiossemicarbazonas também séo intermediarios para
a sintese de produtos farmacéuticos e materiais bioativos, sendo assim,
extensivamente utilizados no campo da quimica medicinal. Ao longo dos anos, as
tiosemicarbazonas tém demonstrado uma vasta gama de atividade bioldgica, tais
como antimicrobiana, antitumoral, antituberculose e antiviral (BITTENCOURT, 2016;
BALACHANDRAN et al., 2018).

A N-metilisatina-3-tiossemicarbazona (Figura 2.9) foi um dos primeiros
compostos antivirais utilizados clinicamente (KARALI, 2002), apresentando eficacia
contra o virus da variola (PANDEYA et al., 2005).

Figura 2.9- Tiossemicarbazona derivada da isatina com comprovada atividade antimicrobiana
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Em 2014, foi realizada a sintese de tiossemicarbazonas derivadas da isatina
em que foi testada a atividade antiproliferativa in vitro dos compostos L1-L6 contra
linhagem de células de cancer de coélon humano (HCT 116). Os compostos
sintetizados L2, L3 e L6 apresentaram boa atividade anticancerigena, como pode ser
observado na Figura 2.10 (ALI et al., 2014).

30



Figura 2.10 Rota sintética e estruturas dos compostos L1-L6.
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2.4 O uso de irradiacdo de micro-ondas em sintese organica.

A tecnologia de irradiacdo de micro-ondas comecgou a ser desenvolvida na
década de 40, possuindo um campo de aplicacdo bastante restrito, sendo utilizada
principalmente na induUstria de alimentos e polimeros. A sua utlizacdo como
ferramenta pelos quimicos organicos s6 aconteceu em meados da década de 80,
tendo como ponto de partida os trabalhos de Gedyee e Guiguere (GEDYEE et al.,
1986; GUIGUERE et al., 1986). Nesses artigos os autores descrevem o0s resultados
obtidos através da utilizacdo de aparelhos de micro-ondas domésticos em reacdes de
esterificacdo e ciclo-adi¢ao, respectivamente (DE SOUZA; MIRANDA 2011).

No meio da década de 90, a entrada no mercado de aparelhos de micro-ondas
desenvolvidos especificamente para a sintese organica permitiu ao quimico organico
sintético controle de todos os parametros reacionais (temperatura, pressao, poténcia)
e, com isso, maior reprodutibilidade e seguranca nos experimentos realizados.

As micro-ondas sédo radiacdes eletromagnéticas nao ionizantes, que possuem
uma frequéncia que vai de 300 a 300.000 MHz e que corresponde a comprimentos de
ondade 1 mma 1l m. Aregido de micro-ondas situa-se entre a regiao de infravermelho
e ondas de radio no espectro eletromagnético como pode ser observado na Figura
2.11 (SANSEVERINO, 2002).
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Figura 2.11 Localizacdo da regido de micro-ondas no espectro eletromagnético.
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Fonte: Adaptado de SANSEVERINO, 2002

A irradiacdo de micro-ondas provoca 0 aquecimento por dois mecanismos

principais, como a polarizagao dipolar (Figura 2.12) e a condugéo idnica (Figura 2.13).

No primeiro mecanismo citado, moléculas possuidoras de momento de dipolo

permanente ou induzido, sdo alinhadas com o campo elétrico aplicado. Ao remover o

campo eletromagnético, as moléculas retornam a um estado desordenado, fazendo

com que a energia absorvida para a orientacdo seja dissipada na forma de calor

(LIDSTROM et al., 2001).

Figura 2.12- Mecanismo de polarizacéo dipolar
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No mecanismo de conducdo ibnica, as particulas carregadas dissolvidas na
amostra (normalmente ions) se movem devido ao campo elétrico oscilante, colidindo
com moléculas vizinhas, causando aumento de taxa de colisbes, covertendo energia
cinética em calor. A Figura 2.10 mostra uma particula carregada sob a influéncia de

um campo elétrico oscilante.

Figura 2.13 Particula carregada negativamente seguindo o campo elétrico aplicado.
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Fonte: LIDSTOM et al., 2001

A radiacdo de microondas é introduzida na reagdo sem contato fisico direto
com o0s materiais da reacao, isso pode levar a um aumento rapido da temperatura em
toda amostra que causa menos formacdo de subprodutos e decomposicdo de
produtos. Todos os solventes e reagentes também absorvem diferentes energias de
microondas. Assim, 0s solventes organicos sédo categorizados em trés tipos, tais
como: baixo, médio e alto absorvedor de radiacdo de microondas. Os absorvedores
de baixa radiacao séo geralmente hidrocarbonetos, enquanto os absorvedores de alta
radiacdo sdo compostos mais polares como os alcoois e como absorvedores medios
tém como exemplos, a agua, a dimetilformamida, a acetonitrila, a acetona, o acido
acético, entre outros (SAHOO, 2016).

A sintese de drogas assistida por micro-ondas oferece as seguintes
vantagens em relagcéo a sintese convencional:

* Maiores rendimentos de reagdo com menor uso de energia para gerar 0os produtos;
* Alta eficiéncia e aquecimento uniforme em todo o meio reacional;

* Seletividade da reagao quimica com melhor reprodutibilidade;

* Reducéo do tempo de reacédo com alto rendimento e pureza do produto;

* Reducgao da perda de calor ambiental,

* Redugédo da reacgao lateral indesejada;
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* Reducéao do desperdicio de vaso de reacdo de aquecimento;
* Baixo custo operacional.

Em 2012, nosso grupo de pesquisa (LASOM — UFPB) realizou um estudo da
reacdo de adutos de Morita-Baylis-Hillman em reator de micro-ondas, utilizando
aldeidos aromaticos e isatina como eletréfilos, onde se observou um rendimento de
99% para a maioria dos adutos sintetizados e em tempos reacionais bem curtos
quando comparado com as reacOes realizadas de modo convencional.
Posteriormente, foi analisada a atividade citotoxica dos adutos sintetizados frente a
linhagens de leucemia HL-60 e foi observado que os adutos mostraram expressiva
atividade citotoxica.

Em 2016, Kaushik e colaboradores realizaram a sintese asssistida por micro-
ondas de algumas bases de Schiff odoriferas derivadas de compostos carbonilicos
naturais e do acido antranilico. Neste trabalho, o uso de irradiagdo de micro-ondas foi
eficiente em termos de reducédo do tempo de reacao e do uso de solventes. Também
foi observado um maior rendimento desses compostos e suas propriedades olfativas
ndo foram afetadas.

Yorur-Goreci e colaboradores realizaram a sintese de novas bases de Schiff
derivadas de aminoacidos utilizando o método convencional de aquecimento por
refluxo e também a irradiagdo de micro-ondas. Com base nesse estudo comparativo
entre 0s métodos de aquecimento utilizados, observou-se um aumento de 37% para
96% com o0 uso da irradiacdo de micro-ondas. Os tempos de reacdo foram reduzidos,
os rendimentos dos produtos obtidos foram bons a altos e o desperdicio e a formacgéo
de subprodutos foram reduzidos (YORUR-GORECI et al., 2016).

Com base no exposto, observa-se que moléculas com interesse bioldgico
estdo sendo extensivamente preparadas usando a tecnologia de micro-ondas,
diminuindo n&o sé os tempos reacionais como também contribuindo para a reducao
no tempo de desenvolvimento de uma droga, sendo de grande beneficio na
construcdo de novas bibliotecas de compostos para posterior avaliacdo em alvos
biolégicos e estudos da relagdo estrutura atividade (REA). As tiossemicarbazonas
vem mostrando ser uma classe de compostos de amplo espectro de atividades
bioldgicas e a sua preparacdo usando reatores de micro-ondas torna-se de grande
relevancia na busca por métodos que apresentem simplicidade operacional,

reprodutibilidade, altos rendimentos e curto tempo de obtencéo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Sintetizar tiossemicarbazonas homodiméricas derivadas da isatina com o

intuito de investigar a atividade antimicrobiana e contribuir para o avanco da Quimica

Organica Medicinal na busca de novos candidatos a farmacos com potencial biolégico.

3.2 Objetivos especificos

e Sintetizar e caracterizar por métodos espectroscopicos 0s homodimeros
intermediarios (3-8) derivados da isatina (1);

e Sintetizar e caracterizar por métodos espectroscopicos 6 tiossemicarbazonas
homodiméricas inéditas (10-15);

e Sintetizar os intermediarios derivados da isatina (16-18);

e Sintetizar e caracterizar por métodos espectroscopicos as tiossemicarbazonas (19-
22);

e Investigar a atividade antimicrobiana de todas as tiossemicarbazonas sintetizadas

neste trabalho e de seus intermediarios sintéticos.
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4 ESTRATEGIA

Com base no exposto anteriormente, propomos a sintese de intermediarios
homodiméricos derivados da isatina (3 - 8) e de suas respectivas tiossemicarbazonas
(10 — 15) como obsevado no esquema 4.1.

De forma breve, inicialmente, a isatina (1) e a 5,7-dicloroisatina (2) foram
submetidas a reacdo de N-alquilacdo usando protocolo estabelecido na literatura
(RAHMATI, KHALESI, 2012). InvestigagOes adicionais serdo realizadas usando
aguecimento promovido por irradiacdo de micro-ondas. Apos a obtencdo dos
intermediarios homodiméricos 3-8, estes serdo submetidos a reacdo de condensacéao
com tiossemicarbazida (9) em solucdo etandlica, usando também a irradiacdo de

micro-ondas como fonte de aguecimento.
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Esquema 4.1- Rota sintética para a obtencdo de 3-8 e 10-15
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Apbs a obtencao de todas as tiossemicarbazonas homodiméricas inéditas (10-
15), propomos também a sintese assistida por micro-ondas das tiossemicarbazonas
nao homodiméricas a partir de intermediarios derivados de isatina ndo inéditos,
objetivando investigar preliminarmente a atividade antimicrobiana.

Resumidamente, a isatina e 5-nitroisatina foram alquiladas usando brometo de
alila, K2COs como base e DMF como solvente. A nitragdo da isatina foi realizada
usando NaNOs e H2SO4 na temperatura de 0 °C (SILVA et al., 2010) e a sua alquilacao

foi feita usando a mesma condi¢do anteriomente citada (Esquema 4.2).
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Esquema 4.2- Etapas sintéticas para a preparacao dos derivados de isatina 16 -18
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o) N N
N H
1 H 16 18 (
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As tiossemicarbozonas 19-22 propostas também foram obtidas via
condensacao da isatina e derivados 16 — 18 com tiossemicarbazida 9 sob condi¢des

de irradiacdo de micro-ondas, conforme esquema 4.3.

Esquema 4.3 Etapas sintéticas para a preparacao das tiossemicarbazonas 19 - 22.

H,N
i re
.NH
H,N N 2 HN\N
0 H . )
1

Ra Etanol, Micro-ondas, 100 °C o

N N

R, Rs R, Ra

(1)R;=R,=R3=H (199 R;=Ry;=Rg=H
(16) R; = NOy; R, = H; Ry = H (20) R; =NO2; R, =H; Rz = H
(17) Ry = R, = H; R; = alila (21) Ry =Ry =H; Rz =alila
(18) R; = NOy; R, = H; Ry = alila (22) R; = NOy; R, = H; Rz = allila

Posteriormente, as tiossemicarbazonas obtidas e seus intermediarios sintéticos
foram enviados para avaliagéo preliminar da atividade antimicrobiana em parceria com
a professora Edeltrudes de Oliveria Lima (Departamento de Ciéncias Farmacéuticas
da UFPB).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Parte Sintética
5.1.1 Sintese dos intermediarios homodiméricos derivados da isatina.

Para a sintese das tiossemicarbazonas homodiméricas propostas neste
trabalho, iniciou-se o procedimento experimental pela cloracdo da isatina (Esquema
5.1), seguindo a metodologia aplicada por Silva e colaboradores (2010). A 5,7-dicloro-
isatina (2) foi obtida através da reagéo da isatina com o acido tricloroisocianurico
(ATCI), em presenca acido sulfarico concentrado e o rendimento obtido foi de

aproximadamente 78%.

Esquema 5.1- Sintese da 5,7- dicloro-isatina (2)

o)
o cl
ATCI, H,SO, , 0 °C O
e N
N
N cl

1) (2)

Em seguida, a isatina (1) e a 5,7-dicloroisatina (2) foram submetidas a reacdes
de alquilagdo via reacdo SN2 com os agentes alquilantes 1,2-dibromoetano, 1,3-
dibromopropano e 1,4-dibromobutano para formar os homodimeros intermediarios (3-
8) (Esquema 5.2).

Esquema 5.2- Obtencao dos intermediarios homodiméricos 3-8

@]
R
@] (@]
Br
R N
/( )n \_)ﬁ R
O Br R n(
H K,CO; condicbes o N
R _—
R
R= Hou Cl o 3-8
n=1,2,3

Vérias reacdes de alquilacdo da isatina e seus derivados séo reportados na

literatura utilizando o etdoxido de s6dio como base e etanol como solvente ou na
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presenca de hidreto de sédio, utilizando DMF como solvente (SHEKOUHY, 2015).
Chen e colaboradores (2011) fizeram um estudo sobre o efeito da base e do solvente
no rendimento de reagfes de derivados da isatina N-substituidos e observaram que o
sistema K2CO3-DMF foi o mais favoravel.

Neste trabalho, os homodimeros (3-5) foram obtidos a partir da reacdo de
alquilacdo via substituicdo nucleofilica bimolecular (SNz), onde se utilizou 2 mmol da
isatina (1) e 1 mmol do agente alquilante, em presenca de K2COgs, utilizando
dimetilformamida (DMF) como solvente, seguindo o protocolo descrito por Rahmati e
Khalesi (2012) e utilizando o sistema de base e solvente proposto por Chen e
colaboradores (2011). Estas reacdes também foram realizadas em micro-ondas a
80°C.

As reacdes foram acompanhadas por cromatografia em camada delgada
(CCD) para observar o consumo total da isatina, utilizando na fase movel o eluente na
proporcéo 4:6 de acetato de etila/ hexano. Observou-se a formag¢ao de um produto
mais polar que o reagente de partida e um produto mais apolar formado
majoritariamente. O isolamento foi feito através de uma filtracdo a pressao reduzida
em funil de Buckner utilizando metanol e agua destilada gelada para a lavagem,
obtendo apenas o sélido alaranjado no papel de filtro. Os parametros reacionais, como
temperatura, tempo reacional e equivaléncia de base, bem como os rendimentos

obtidos, podem ser observados na Tabela 5.1.
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Tabela 5.1- Condi¢des reacionais e rendimentos para a obtencéo dos intermediarios

homodiméricos (3-5)

O

Br

o ol (T
N

(jf/gzo K,COj3 condigdes ?j

N > n

H

1

N
=< T
3 (n=1);

° 5 4 (n=2);
n=12 3 5 (n=3).
Entrada Produto K2COs  Temperatura Tempo Rendimento
Q) (h) (%)
1 3 1,2 eq. t.a. 24 64
2 3 1,2 eq. 80 (M.O.) 1° 25
3 3 1,3 eq. t.a. 24 69
4 3 1,3 eq. 80 (M.0O.) 1° 35
5 4 1,2 eq. t.a. 24 80
6 4 1,3 eq. t.a. 24 83
7 5 1,2 eq. t.a. 24 94

arendimento isolado; ? a cada 20 minutos foi realizada uma CCD para acompanhar a converséo do
material de partida; M.O.= micro-ondas; t.a.= temperatura ambiente.

De acordo com os dados acima, pode-se observar nas entradas 1, 3, 5,6 e 7
gue os rendimentos variaram entre 64 e 94% a temperatura ambiente no periodo de
24 horas para os produtos 3-5. Em relagéo a equivaléncia de base, foi utilizado um
pequeno excesso nas entradas 3 e 6, mas ndo houve mudancas muito significativas
nos rendimentos. Ja nas entradas 2 e 4, observou-se que em micro-ondas 0s
rendimentos obtidos foram menores do que em protocolo a temperatura ambiente.
Observou-se também que o aumento da equivaléncia da base conduziu a um leve
aumento do rendimento nas reag¢des sob aquecimento em micro-ondas (Entradas 2 e
4). Comparando os resultados obtidos para o intermediario 3 a 80 °C por irradiacédo

de micro-ondas com o trabalho de Periyaraja e colaboradores (2014) que utilizou o
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método de aquecimento convencional, observou-se que a utilizacdo da irradiacédo de
micro-ondas para este tipo de reac¢do nao foi satisfatéria, pois o rendimento caiu de
85% (refluxo) em 5 horas de reacéao para 35% (M.O.) em 1 hora de reacdo. Ja em
temperatura ambiente, apds 24 horas, o rendimento obtido foi de 80%, percentual
proximo do que foi obtido em refluxo.

Diante dos resultados obtidos, concluimos que as reacbes a temperatura
ambiente no periodo de 24 horas, utilizando 1,2 equivalentes de K2CO3s foram mais
satisfatorias do que as realizadas em micro-ondas, pois apesar do tempo de reacéo
ser maior, o produto desejado foi obtido com rendimentos bem satisfatérios. O melhor
resultado foi obtido para o intermediario 5 com rendimento de 94%. Os intermediarios
3-5 foram caracterizados por espectroscopias de RMN 'H e 3C e também de
infravermelho (1V).

Na caracterizagdo por espectroscopia na regido do infravermelho foi constatado
a presenca de carbonila de cetona em aproximadamente 1736 cm™ e a carbonila
amidica sobreposta em aproximadamente 1718 cm™ para o intermediario 3. Cetonas
ciclicas tendem a aumentar a absorcdo da ligacdo C=0 com a diminui¢cdo do anel,
pois requerem o uso de maior carater p para forcar as ligacbes C-C a formar os
angulos menores necessarios, aumentando assim a constante de forca k e
consequentemente a frequéncia de absorcao (PAVIA et al., 2012). Ja nas amidas
ciclicas o aumento da frequéncia de absorcdo da carbonila deve-se ao efeito de
tensdo do anel combinado com o efeito de conjugacdo com o anel aromatico. A
auséncia de estiramento da ligacdo N-H na faixa de 3475 a 3150 cm confirma a
presenca de uma amida terciaria.

As absorcdes de estiramento da ligagdo C=C do anel aromatico apresentam-
se aos pares em aproximadamente 1603 cm™ e 1466 cm?l. Na regido de
aproximadamente 1900 cm apresentaram bandas fracas que determinam o padréo
de substituicdo do anel aromatico que é orto substituido, podendo ser confirmado pela
presenca da vibracdo de dobramento da ligagdo C-H de intensidade forte em
aproximadamente 756 cm, que pode ser observado na Figura 5.1. (PAVIA et al.,
2012).
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Figura 5.1- Espectro de infravermelho (KBr) de 3

90— e Freme] P Fs S
_ 1 1 1 1 1
’ : : : : :
%T : : : : :
] ! ! ! ! !
= h 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
80—-p i 4 H --------- domenee O " —— e — L — deeeeon e e s Y
i 1 1 1 1 1 1 1 1 1 L T AR
] w]']ﬁﬁ\i'*, : : :! : : : . s A |”“ WY
] i : : : : : : . Wl :
] fi“‘n\ FRRTTON S | v = : Al | = ||
e I L e s L PRl N | : T L :
(1] NP A S . i o P oy S S S - - -~ - - - T T e
: : : : T T : T
B 1 1 1 1 [ If'l||| |||I | f { || ||I | 1 1 H 1 |
! ! ! ! b AR I A AT | ! |
i I Ay
b o x
e I e free peoomeee e Tlf |'||Jﬁ1§[4 B .
: : : : : ] 1/ L :
. : : : : : | |l il R T e :
i | | | | I I BT O F.
e I Fﬁu Bl
| | | | P ED T | | |
. : : : : - | VoTE ' : : :
. ! ! ! ! ! A ! ! ! !
| | | | | R | | | |
PP R I L I R R R - T A [ R I [
| | | | R | | | |
. ! ! ! ! ! ,|| ! ! ! ! !
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
] : : : : sl : ! ! ! !
PN I R S N T T N | A I |
i : ! ! ! T8 ! ! ! ! !
] ! i i ! i g i i i i i
T T T | T T T | LI | LI | L T T T | L | LI | L | T T T L | LI | L
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
Ble2 1lem

O espectro de RMN H de 3 apresenta um singleto em 3,98 ppm referente aos
hidrogénios do carbono préximo do nitrogénio da amida que sdo mais desblindados
do que os hidrogénios metilénicos dos alcanos devido ao efeito da eletronegatividade
do atomo de nitrogénio. Os hidrogénios da regido do anel aromatico se apresentam
na faixa de 7,10 a 7,63 ppm e sdo mais desblindados devido ao efeito de anisotropia

magnética gerado pelos elétrons do sistema 1 do anel.

Os hidrogénios b, b’ do anel aroméatico sdo os mais blindados e aparecem como
um tripleto, enquanto os hidrogénios c, ¢’ aparecem na regidao mais desblidada do anel

também na forma de um tripleto, como pode ser observado na Figura 5.2.
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Figura 5.2 Espectro de RMN H (DMSO-d6, 400 MHZ) de 3.
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O espectro de RMN de 3C apresentou deslocamentos quimicos de carbonila
cetbnica em 182,78 ppm e de carbonila amidica em 158,38 ppm. Os outros
deslocamentos quimicos de carbono podem ser observados em 150,14; 138,22;
124,58; 123,40; 117,33; 110,48 e 37,07 ppm (Figura 5.3).
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Figura 5.3 Espectro de RMN *C - APT (DMSO-d6, 100 MHZ) de 3.
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Os espectros de infravermelho e de RMN 'H e RMN 13C dos intermediarios 4 e
5 podem ser observados na secao de Espectros e os seus dados espectroscopicos
estdo no capitulo referente a Parte Experimental, apresentando padrées de
estiramento e deslocamentos quimicos semelhantes ao intermediario 3.

No intuito de obter homodimeros halogenados iniciamos os estudos com as
reacoes de alquilacdo da 5,7- dicloroisatina (2). Da mesma forma, foram utilizados
como agentes alquilantes o 1,2-dibromoetano, o 1,3-dibromopropano e o 1,4-
dibromobutano, carbonato de potassio como base e DMF como solvente. As reagdes
foram realizadas em temperatura ambiente e a 80 °C em micro-ondas. Essas reacoes
nao foram satisfatorias em temperatura ambiente, pois mesmo apos 24 horas, nao foi
observado a formacdo de produto. Em micro-ondas, com apenas 30 minutos de
reacdo a 80°C, foi observada a degradacdo dos materiais de partida. Buscou-se
entdo, outro método para a obtencdo dos homodimeros clorados (6-8), onde foram
realizadas reacfes de cloracao (Esquema 5.3), utilizando como material de partida os
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homodimeros derivados da isatina (3-5), o acido tricloroisocianarico em presenca de
acido sulfurico, seguindo o protocolo descrito por Silva e colaboradores (2010).

Esquema 5.3- Cloracdo dos intermediarios homodiméricos (3-5) para a obtencdo dos
intermediarios homodiméricos (6-8)

0
N ATCI, H,SO, , 0 °C
nH\\ HH\\

N N
(@] O
m 7/ : Cl 6 (n=1);

o] O 7 (n=2);
(3-5) (6-8) 8 (n=3).

n=1,2,3

Na obtencdo dos homodimeros clorados (6-8) as reacfes seguiram 0S mesmos
parametros de tempo (30 minutos) e temperatura (0°C). O progresso das reacdes foi
acompanhado via CCD a cada 15 minutos e o eluente utilizado foi o 7:3 acetato de
etila/ hexano. Ao completar 30 minutos de reacdo observou-se uma mudanca de cor
indicando a formacdo de produto. Foi adicionado gelo picado a reacdo para a
formacdao do precipitado de cor alaranjada. Em seguida, o precipitado obtido foi lavado
com &gua destilada gelada e filtrado a presséo reduzida em funil de Biickner. Através
da caracterizagéo realizada por RMN H e RMN 13C, que sera detalhada mais adiante,
observou-se que os intermediarios (6-8) ndo apresentaram os dois atomos de cloro
como substituintes no anel aromatico como se era esperado, mas sim, apenas um
atomo de cloro na posicao 5. Os rendimentos isolados calculados para estes produtos

foram de 98% para 6 e 99% para 7 e 8 respectivamente.

Vale ressaltar que os homodimeros clorados derivados da isatina sdo inéditos
na literatura e foram caracterizados por IV, RMN de 'H e 3C. Apenas o intermediario
8 (n=3) nao possui espectro de RMN de 'H e 2C, pois mesmo sendo sollivel em
DMSO, o produto solidificou dentro do tubo de RMN e o0s sinais ndo acumularam o
suficiente para que pudessem ser analisados. A andlise dos espectros de IV, RMN !H

e RMN %3C para o homodimero 6 pode ser observada a sequir.
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Na caracterizagao por espectroscopia de IV de 6 observa-se 0 mesmo padrao
de frequéncias obtidas para os grupos funcionais presentes em 3, como foi analisado
anteriormente, podendo-se destacar as absorcdes referentes as carbonilas ceténica
e amidica que se apresentam em aproximadamente 1743,65 e 1720,50 cm™

respectivamente.

Figura 5.4- Espectro de infravermelho (KBr) de 6
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Como podemos observar na Figura 5.5 o espectro de RMN H de 6 também
apresentou sinais semelhantes aos encontrados em 3, diferenciando apenas na
regido dos hidrogénios aromaticos que apresentaram apenas 3 sinais, indicando uma

substituicdo no anel aromatico pelo atomo de cloro.
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Figura 5.5- Espectro de RMN *H (DMSO-d6, 400 MHZ) de 6
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Da mesma forma, o espectro de RMN 13C de 6 apresentou sinais semelhantes
aos encontrados em 3, podendo destacar os carbonos do anel aromatico d, d’ e f, f’
gue se apresentam em 127,64 ppm e 148,66 ppm respectivamente. Estes sinais se

apresentaram mais desblindados quando comparado com o espectro de 3, devido ao

efeito eletronegativo do atomo de cloro.
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Figura 5.6- Espectro de RMN *C (DMSO-d6, 400 MHZ) de 6
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Com a obtencdo dos homodimeros derivados da isatina demos sequéncia as

reacOes para a obtencdo das tiossemicarbazonas homodiméricas.

5.1.2 Sintese das tiossemicarbazonas homodiméricas (10-15) derivadas da

isatina sob condi¢bes de irradiacdo de micro-ondas

Para a obtencg&o das tiossemicarbazonas homodiméricas (10-15) foram feitas
reagcbes de condensacdo da tiossemicarbazida (9) com os homodimeros
intermediarios (3-8) em solugédo etandlica utilizando irradiagdo de micro-ondas na
temperatura de 100 °C em ciclos de 15 minutos (Esquema 5.3). As reacdes foram
acompanhadas por CCD para observar o consumo total do reagente, onde foi utilizado
como eluente a proporcdo 7:3 acetato de etila /hexano. Apds o término das reacgoes,

a mistura reacional foi filtrada a vacuo e os produtos foram obtidos como sadlidos.
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Esquema 5.4- Obtencao das tiossemicarbazonas homodiméricas (10-15)

HZN\.(S

N~H

o} \ R
R (@]
o N
N etanol anidro, /

/ -)n
(-)n S MO, 100°C L

> N
_NH
Q?fo oy mo
H R
. \

N
@ ) H~N'

S)\NHZ

10-15

3-8

R=H,ClI

n=1,2,3 10 (n=1);
11 (n=2);
12 (n=3);
13 (n=1);
14 (n=2);
15 (n=3).

Os rendimentos obtidos e os parametros reacionais utilizados para a obtencao

de 10-15 podem ser observados na Tabela 5.2.

Tabela 5.2- Condi¢des reacionais e rendimentos para a sintese das tiossemicarbazonas

homodiméricas 10-15

Tempo Rendimento

Entrada Composto R N
(min.) (%)
1 10 H 1 15P 84
2 11 H 2 Q0P 80
3 12 H 3 Q0P 78
4 13 Cl 1 30P 75
5 14 Cl 2 30° 73
6 15 Cl 3 120° 80

arendimento isolado; P M.O.= micro-ondas.

De acordo com os dados da Tabela 5.3, podemos observar que todas as
reacoes para a obtencéo de 10-15 foram realizadas em rendimentos satisfatorios (73
a 84%) e em tempos de reacdo que variaram de 15 a 120 minutos dependendo do

substrato. Pode-se observar que na entrada 1 que para a obtenc&o de 10, o tempo
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reacional foi bem menor em relacdo aos outros intermediarios utilizados e em
rendimento de 84%. As tiossemicarbazonas homodimeéricas 11 e 12 foram obtidas em
rendimentos praticamente iguais e em mesmos tempos reacionais (Entradas 2 e 3).
Percebe-se um aumento decrescente no rendimento nas entradas 1, 2 e 3. A
tiossemicarbazona clorada 13 foi obtida com 30 minutos de reagéo, mas de acordo
com a andlise de RMN de 'H e 3C observou-se varias impurezas na amostra que
impossibilitaram o célculo de rendimento. Para a obtencao de 14, um tempo reacional
menor foi requerido. Somente a formacao de 15 necessitou de um tempo reacional de
120 minutos, onde a tiossemicarbazona foi obtida em rendimento de 80% (Entrada 6).

Todas as tiossemicarbazonas homodiméricas obtidas neste trabalho s&o
inéditas na literatura e foram caracterizadas por RMN de 'H e 13C. Os espectros de
10-15 podem ser observados na secdo de Espectros e seus dados espectroscopicos
estdo no capitulo referente a Parte Experimental. A andlise detalhada dos espectros
de RMN 'H e RMN 3C de 10 e de 14 podem ser observadas a seguir.

Figura 5.7. Espectro de RMN H (DMSO-d6, 400 MHZ) de 10.
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O espectro de RMN *H de 10 apresenta um singleto em aproximadamente &
4,0 ppm referente aos hidrogénios proximos ao &tomo de N do grupo amida. Os sinais
de hidrogénio do anel aromatico se apresentam na faixa de & 7,6 a 7,0 ppm e séo
desblindados devido ao efeito de anisotropia magnética. Os hidrogénios do grupo NH2
da tiossemicarbazona sé@o desblindados devido ao efeito de anisotropia magnética.
Por esse motivo, sdo observados dois sinais distintos para esses hidrogénios, um
singleto em aproximadamente & 9,1 ppm e outro singleto em aproximadamente & 8,8
ppm. O mesmo foi observado por Konstantinovic e colaboradores (2007) e Ferrari e
colaboradores (2002) para compostos semelhantes apresentados nesse trabalho
(PAVIA, 2012; BITTENCOURT, 2016). Ja o hidrogénio referente ao grupo amina —NH
da tiossemicarbazona aparece como um singleto em uma area mais desblindada do
espectro, na regido de aproximadamente 6 12,3 ppm (PAVIA, 2012).

O espectro de RMN *3C de 10 (Figura 5.8) apresenta um sinal em d 37,15 ppm
referente ao carbono metilénico ligado ao atomo de N do grupo amida da
tiossemicarbazona. Em seguida, pode-se observar 4 sinais voltados para baixo no
espectro que sdo relacionados aos carbonos do anel aromatico que se apresentam
na faixa de aproximadamente & 138,34 a 110,57 ppm, respeitando os valores de
deslocamento quimico para esses tipos de carbonos que podem aparecer na faixa de
0 175 e 110 ppm (PAVIA, 2012).

Figura 5.8- Espectro de RMN **C - APT (DMSO-d6, 100 MHZ) de 10

55



| | N I 1100
L0000

s | !
\},LMHE L2000
d THNH e

o N |
| =0 000,

O =N |
b e oo
. b

o N g 00
hf c ™, € 4000

Hn-No @ ~
HaM = o

2“7%

2000
qu i:li:l f,f‘ h1h' c ';1 a}a' L1 oot

I [ " i H |

el - | LFl — - - R
9.9y E;-e,e' b b L1000

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
20 100 190 180 170 160 IS0 40 130 120 110 . 0 % Ed O 60 50 40 3 X 10 0 .10
1 {ppm)

Os sinais dos outros dois carbonos ndo hidrogenados do anel aroméatico
aparecem em aproximadamente & 119,33 ppm e & 142,42 ppm respectivamente. O
sinal em aproximadamente & 130,65 ppm refere-se ao carbono iminico que esta
inserido na regido dos arométicos, cujos valores podem variar de acordo com o
ligante. Alguns pesquisadores também encontraram valores semelhantes de
deslocamentos quimicos para carbono iminico, bem como para carbonos aromaticos
(BITTENCOURT, 2016; FERRARI et al., 2002; LABISBAL et al., 2000; AKINCHAN et
al., 2002; ALl et al., 2014 e FONSECA, 2010).

O carbono tioamidico, por apresentar maior numero de ligacdes de distancia
com o0 ambiente quimico mais proximo e a alta eletronegatividade apresentada pelo
atomo de oxigénio da amida, faz com que os carbonos dos grupos C=S e C=0
apresentem sinais na regiao mais desblindada do espectro, em aproximadamente &
178,70 e & 161,05 ppm respectivamente (BITTENCOURT, 2016).

Nao foi possivel realizar a andlise espectroscopica de 13, pois 0 espectro
apresentou varios sinais de carbonos a mais, indicando uma possivel impureza que
nao foi identificada pela técnica de CCD, entédo resolvemos analisar os espectros de

RMN de 'H e 13C de 14 que apresentaram os sinais desejados.
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Como podemos observar na Figura 5.9, o espectro de RMN de 'H de 14
apresenta os deslocamentos quimicos na mesma faixa apresentada na andlise de 10.
Na regido de maior blindagem do espectro, em aproximadamente & 2,0 ppm aparece
um dos hidrogénios metilénicos que sao separados pelo eixo de simetria da molécula
e em aproximadamente d 3,8 ppm temos os hidrogénios metilénicos na forma de um
tripleto ligados ao atomo de N do grupo amida. Observou-se a presenca de trés
hidrogénios do anel aromatico, indicando a presenca de apenas um atomo de cloro
como substituinte na posicdo 5. O mesmo foi observado no espectro de RMN de 'H
do composto 15, concluindo que o anel aromatico da tiossemicarbazona apresenta
apenas um atomo de Cl como substituinte. Os sinais referentes aos hidrogénios do

anel aromatico se apresentam na faixa de & 7,7 a 7,2 ppm aproximadamente.

Figura 5.9 Espectro de RMN H (DMSO-d6, 400 MHZ) de 14.
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Em seguida, observaram-se o0s hidrogénios do grupo -NH2 da
tiossemicarbazona que se apresentam como dois singletos devido a conformacéao Z
dos ligantes, conforme foi mencionado anteriormente na analise espectroscopica de
10. O hidrogénio do grupo amina —NH aparece na regido mais desblindada do
espectro como um singleto em aproximadamente 6 12,2 ppm (PAVIA, 2012).
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A Figura 5.10 mostra os sinais referentes aos carbonos do composto 14, onde
podemos destacar os sinais em 160,52 ppm e 178,73 ppm que correspondem aos

grupos C=0 e C=S respectivamente.

Figura 5.10- Espectro de RMN de **C (DMSO-d6, 100 MHZ) de 14
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Com base no exposto, temos que 14 é uma tiossemicarbazona homodimérica
monoclorada no anel aroméatico (Figura 5.9). Na andlise feita em CCD néao é possivel
determinar se o produto de cloracdo € monoclorado ou diclorado. Para garantir que o
produto seja diclorado poderia ser adicionado um excesso do ATCI ou aumentar o

tempo de reacdo a temperatura ambiente.
5.1.3 Sintese dos intermediarios 16-18 derivados da isatina

Com o objetivo de investigar o potencial biolégico antimicrobiano de outras

tiossemicarbazonas derivadas da isatina, sintetizamos outros intermediarios ja
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conhecidos na literatura para utiliza-los nas reacdes posteriores, sdo eles: a 5-
nitroisatina (16), a alil isatina (17) e a 5-nitro alil isatina (18).

A isatina (1) foi obtida comercialmente com excelente grau de pureza e também
foi utilizada como intermediario para a sintese da tiossemicarbazona a ela
correspondente.

Para a obtencdo de (16) aplicou-se o protocolo descrito por Silva e
colaboradores (2010), em gque a isatina foi utilizada como substrato reagindo com
nitrato de sédio em acido sulfarico concentrado a 0°C. O produto foi obtido na forma

de um sdlido amarelo e o rendimento foi de aproximadamente 60% (Esquema 5.5)

Esquema 5.5- Reacgéao de nitracdo da isatina

@) @)
NaN03, H2804 02N
O > O
N 0°C N
H H
16

Para a sintese de (17) e (18) foram realizadas reacdes de N-alquilacdo, em que
a isatina e a 5-nitro-isatina reagiram com o brometo de alila em presenca de K2COs,
utilizando DMF como solvente (PERIYARAJA, SHANMUGAM E MANDAL, 2013). As
reacoes foram realizadas em temperatura ambiente e os rendimentos isolados foram

de aproximadamente 90 e 85% respectivamente.
Esquema 5.6- Reac¢les de alquilagcdo de 1 e 16

Bl’/v/ 0

2 R
R K,CO3, DMF, t.a. seco
0 > O
N N
H ;
lou 16 |

17 ou 18

R=H ou NO,
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Os derivados da isatina 16, 17 e 18 foram caracterizados por espectroscopia
de ressonancia magnética nuclear (RMN de 'H e 3C) e os dados espectroscopicos
estavam de acordo com o descrito na literatura (SILVA et al, 2010; PERIYARAJA,
SHANMUGAM E MANDAL, 2013).

5.1.4 Sintese das tiossemicarbazonas 19-22 derivadas da isatina sob

condicdes de irradiagdo de micro-ondas

Para a obtencao das tiossemicarbazonas (19-22) foram realizadas reacdes de
condensacdao utilizando 1 mmol da tiossemicarbazida (9) e 1 mmol dos intermediarios
(1), (16-18) como substratos em solucdo etandlica, utilizando irradiacdo de micro-
ondas na temperatura de 100°C em ciclos de 15 minutos (Esquema 5.7). As reacdes
foram acompanhadas por CCD, onde na fase movel foi utilizado o eluente na
propor¢cdo 7:3 acetato de etila/ hexano. ApGs o término das reacdes, a mistura
reacional foi filtrada a pressdo reduzida em funil de Biuckner com 10 mL de etanol
anidro. As condicdes reacionais e os rendimentos para a obtencdo de 19-22 podem

ser observados na Tabela 5.3.

Esquema 5.7 Obtencgé&o das tiossemicarbazonas 19-22.

\)48
s HN_
N
@)
.NH /
Rl HzNJJ\N 2 Rl
o] H o
N Etanol, Micro-ondas, 100 °C N
R, Rs R, Rs
(1)R;=R,=R3=H (199R; =R, =R3=H
(16) R, =NO,; R, = H; Ry = H (20) Ry = NO2; R = H; Ry = H
(17) Ry =R, = H; Ry = alila (21) Ry =Ry =H; Ry =alila
(18) R; = NO; R, = H; R, = alila (22) R;{ = NO,; R, = H; Ry = alila

Tabela 5.3- Condicdes reacionais e rendimentos para a sintese das tiossemicarbazonas
(19-22)

Entrada Composto  Tempo Rendimento
(min.) (%)
1 19 15P 70
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2 20 45b 70
21 45P 72
22 45P 75

arendimento isolado; P M.O.= micro-ondas.

De acordo com os dados da Tabela 5.3, observa-se que as reacfes seguiram o
mesmo parametro de temperatura, mas o tempo variou de acordo com o intermediario
utilizado. Os rendimentos variaram de 70 a 75% e as reac¢des foram acompanhadas
por CCD em que na fase movel utilizou-se como eluente a proporgao 7:3 acetato de
etila/ hexano. As tiossemicarbazonas 19-22 sdo moléculas conhecidas na literatura e
foram caracterizadas por espectroscopia de RMN de 'H e 3C para confirmacgdo da
estrutura. Seus dados espectroscopicos podem ser observados no capitulo referente
a Parte Experimental e seus espectros encontram-se na secéo de Espectros ao final

do trabalho.
5.2 INVESTIGACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Apbs a sintese e caracterizacao dos compostos propostos neste trabalho, todos
os intermediarios e suas respectivas tiossemicarbazonas foram enviadas para
avaliacao preliminar da atividade antimicrobiana.

Para os ensaios de atividade biol6gica dos produtos testes, foram utilizadas as
seguintes cepas:

- Bactérias: Staphylococcus aureus ATCC-25923, Staphylococcus aureus LM-117,
Pseudomonas aeruginosa ATCC-9027, Pseudomonas aeruginosa LM-297;

- Fungos Leveduriformes: Candida albicans ATCC-60193, Candida albicans LM-92,
Candida tropicalis ATCC-13803, Candida tropicalis LM-18;

A Concentracao Inibitéria Minima (CIM) para cada produto foi definida como a
menor concentracdo capaz de inibir visualmente o crescimento microbiano e/ou
verificado pela permanéncia da coloracdo do corante indicador.

A atividade antimicrobiana dos produtos foi interpretada e considerada como
ativa ou inativa, conforme os seguintes critérios: até 600 ug.mL 1= forte atividade; 600-
1500 pyg.mL*= moderada atividade; > acima de 1500 pug.mL'= fraca atividade ou
produto inativo (HOLETZ et al., 2002; SARTORATTO et al., 2004; HOUGHTON et al.,
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2007). Na Tabela 5.4, estdo registrados os resultados da avaliacdo da atividade

antibacteriana e antifungica das moléculas testadas.

Tabela 5.4- Resultados da avaliagdo da Concentracao Inibitéria Minima/CIM (ug.mL™?) das

amostras contra cepas bacterianas e flngicas

Bactérias Leveduras
© ©
Amostras § % % S é § é > % § % N % % ‘% ©
S8 | 57196 29 |2 2 2|2 9352
"0 | 3| 80| g3 |s §w® 3| 8| &3
HNE | & cb | o . 9 " s 0=
< a a O 40 O < |©
1 1024 1024 | 1024 1024 256 512 256 512
3 + + + + + + + +
4 + + + + + + + +
5 + + + + + + + +
6 + + + + + + + +
7 + + + + + + + +
8 + + + + + + + +
16 512 1024 | 1024 1024 1024 1024 1024 1024
17 1024 1024 | 1024 1024 128 256 256 256
18 1024 1024 | 1024 1024 128 256 128 256
10 + + + + + + + +
11 + + + + + + + +
12 + + + + + + + +
13 + + + + + + + +
14 + + + + + + + +
15 + + + + + + + +
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19 + + + + + + + +

20 + + + + + + + +
21 + + + + + + + +
22 + + + + + + + +

Controle: Meio de
cultura

Controle: Micro-

. + + + + + + + +

organismo
Controle: Anfotericina B X X X X - - - -
Controle: Gentamicina - - - - X X X X

(+): Crescimento do micro-organismo (-): Nao houve crescimento microbiano
(x): Controle ndo usado nos ensaios.

Dentre as 20 moléculas testadas, 16 delas ndo foram capazes de inibir o
crescimento microbiano das espécies bacterianas ou fungicas. Apenas as amostras
referentes a isatina (1) e seus intermediarios 16, 17 e 18 apresentaram atividade
antimicrobiana contra todos os micro-organismos selecionados, com maior eficacia de
inibicdo contra as cepas fungicas. Estas amostras inibiram o crescimento das cepas
bacterianas de forma semelhante, apresentando CIM de 1024 ug.mL* para a maioria
das bactérias utilizadas. Notavelmente, o intermediario 16 inibiu o crescimento da
cepa S. aureus ATCC-25923 na concentracdo de 512 uyg.mL™*. Contra os fungos
leveduriformes, a amostra referente ao intermediario 16 apresentou CIM de 1024
ug.mL? para todas as cepas. A isatina 1 apresentou maior atividade inibitéria contra
as cepas padréo em relacao as cepas clinicas, inibindo as cepas C. albicans ATCC-
60193 e C. tropicalis ATCC-13803 na concentracdo de 256 yg.mL* e as cepas C.
albicans LM-92 e C. tropicalis LM-18 na concentracéo de 512 ug.mL*. O intermediario
18 apresentou perfil semelhante, porém, em concentragbes menores, inibindo as
cepas C. albicans ATCC-60193 e C. tropicalis ATCC-13803 na concentracao de 128
hug.mL? e as cepas C. albicans LM-92 e C. tropicalis LM-18 na concentracédo de 256
pug.mL2. O intermediario 17 foi mais eficaz contra a cepa C. albicans ATCC-60193
com uma concentracgdo inibitéria de 128 ug.mL%, enquanto inibiu as demais cepas

flngicas na concentracéo de 256 ug.mL™.
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Pode-se concluir com este trabalho que a utilizacdo da irradiacdo de micro-
ondas como fonte de aquecimento ndo foi satisfatoria para as reacfes de formacéo
dos homodimeros da isatina e derivados de isatina. No entanto, para as reacdes de
formacdo das tiossemicarbazonas, o método demonstrou-se eficiente, formando
produtos em rendimentos satisfatorios, sendo de 73-84% para as tiossemicarbazonas
homodiméricas e de 70-75% para as outras tiossemicarbazonas obtidas, em tempos
de reacao que variaram de 15 a 120 minutos. Cabe ressaltar que o método nédo fez
uso de catalise acida, método amplamente empregado para a sintese de bases de
Schiff.

Todos os produtos inéditos foram caracterizados com sucesso utilizando
métodos fisicos, tais como IV, RMN H e 13C.

A avaliacao preliminar da atividade antimicrobiana dos compostos sintetizados
neste trabalho mostrou que somente a isatina (1) e seus derivados 16, 17 e 18
apresentaram atividade antimicrobiana contra todos 0s micro-organismos
selecionados, com maior eficacia de inibicdo contra as cepas fungicas. Nenhuma das
tiossemicarbazonas apresentaram atividade antimicrobiana.

Dado a vasta gama de atividades biol6gicas apresentadas pelas bases de
Schiff derivadas da isatina na literatura, investigagdes futuras devem ser realizadas
para uma melhor avaliacdo da atividade biolégica dos compostos sintetizados neste
trabalho.

Em outra perspectiva, o uso de tiossemicarbazonas de derivados de isatina
como ligantes para a formacdo de complexos metalicos abre uma janela de
oportunidades de investigagcdo para a sintese e avaliacdo biologicas de novos
complexos homodiméricos e heterodiméricos, principalmente como agentes
antineoplasicos e antimicrobianos.

Espera-se que este trabalho tenha contribuido para a prospeccédo de novos
compostos com potencial bioldgico usando a irradiacdo de micro-ondas como fonte
de aquecimento e que novas séries congéneres possam ser planejadas a partir de
novos blocos heterodiméricos e homodiméricos de derivados de isatina usando esta
metodologia.
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7 PARTE EXPERIMENTAL
7.1 Materiais e métodos

As matérias-primas utilizadas nesse trabalho como a isatina, a
tiossemicarbazida, os agentes alquilantes 1,2-dibromoetano,1,3-dibromopropano e
1,4-dibromobutano e os solventes organicos foram obtidos comercialmente, todos
com excelente grau de pureza. O acompanhamento das reagbes se deu via
cromatografia de camada delgada (CCD), onde foram usadas cromatofolhas de
aluminio suportadas em gel de silica 60 (fase estacionaria) e uma mistura de acetato
de etila/ hexano em propor¢des variaveis como fase movel. A deteccéo foi realizada
em camara de ultravioleta com comprimento de onda de 254 nm. As reacdes
executadas sob irradiagdo em micro-ondas foram realizadas em um reator de micro-
ondas CEM modelo Discover-System Benchmate com temperatura monitorada por
sensor de infravermelho.

A purificacdo das tiossemicarbazonas sintetizadas foi realizada através da
filtracdo sob pressédo reduzida em funil de Buckner. Os espectros de Ressonéancia
Magnética Nuclear (RMN *H e RMN 13C) foram obtidos utilizando um espectrometro
Varian Mercury 500, operando a 400 MHz para RMN de 'H e 100 MHz para RMN de
13C, disponivel na Central Analitica da Universidade Federal da Paraiba. Ainda foi
utilizado para os espectros de RMN de 'H e 3C um espectrometro Varian Mercury
400, operando a 400 MHz para RMN de 'H e 100 MHz para RMN de 3C, disponivel
na Central Analitica da Universidade Federal do Vale do S&o Francisco - UNIVASF,
campus Petrolina-PE.

As amostras foram solubilizadas em DMSO deuterado, usando como padrao
interno o tetrametilsilano (TMS). As faixas de fusdo foram obtidas em aparelho digital
Fisatom Modelo 431D.

7.2 Procedimento geral para a sintese dos intermediarios homodimeéricos 3-5

Em um baldo de 50 mL adicionou-se a isatina (2 mmol), o carbonato de potassio

(2,4 mmol) e o DMF (2 mL) que foram homogeneizados com o auxilio de uma haste
magnética e um agitador magnético, apos o processo de homogeneizacao foi
adicionado o haleto de alquila correspondente (1 mmol). A reacdo foi acompanhada
via CCD utilizando como eluente na fase movel a proporcdo 4:6 acetato de
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etila/hexano. Depois de 24 horas foram adicionados 5mL de 4gua destilada no meio
reacional, logo pode-se notar a formacdo de um precipitado. A mistura contida no
bal&o foi filtrada por meio de filtracdo a vacuo e o precipitado obtido foi lavado com 5

mL de Metanol. Os produtos obtidos foram caracterizados por RMN H, RMN *3C e IV.
7.2.1 Dados espectroscopicos e pontos de fusdo dos compostos 3-5

Intermediario 3:

Aspecto fisico: Solido Alaranjado
Rendimento: 64%
IV (KBr, cm): 1736, 1719, 1601, 1466, 1373, 1348.

RMN 1H (400 MHz, DMSO-d6): & 3,98 (s, 4H, CH2): 7,10 (td, 2H, Ar — H): 7,18 (dd,
2H, Ar — H); 7,51 (dd, 2H, Ar — H): 7,62 (td, 2H, Ar — H).

RMN 13C (100 MHz, DMSO-d®6): 6 37,55; 110,95; 117,81; 123,87; 125,06; 150,62;
158,86; 183,25.

Ponto de Fusdo: 287 — 290 °C.

Intermediario 4:

o)

N

2

N

0]
@)

Aspecto Fisico: Solido Alaranjado
Rendimento: 83%

IV (KBr, cm): 1742, 1606, 1470, 1352.
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RMN H (400 MHz, DMSO-d6): & 1,95 (m, 2H, CH2); 3,76 (t, 4H, CH2); 7,09 (td, 2H,
Ar — H); 7,21 (dd, 2H, Ar — H); 7,52 (dd, 2H, Ar — H); 7,60 (td, 2H, Ar — H).

RMN 3C (100 MHz, DMSO-d6):  25,11; 37,93; 111,12; 118,04; 123,57; 124,84,
138,45; 150,90; 158,67, 183,72.

Ponto de Fusao: 240 — 243°C.

Intermediario 5:

0]

o]
Aspecto Fisico: Sélido Alaranjado
Rendimento: 94%
IV (KBr, cm-1): 1720, 1602, 1465, 1361, 1342, 1309.

RMN H (400 MHz, DMSO-d6): & 1,68 (m, 4H, CHz); 3,69 (m, 4H, CH2); 7,09 (td, 2H,
Ar — H); 7,18 (dd, 2H, Ar — H); 7,51 (dd, 2H, Ar — H); 7,61 (td, 2H, Ar — H).

RMN 13C (100 MHz, DMSO-d6): & 24,46; 39,52; 111,12; 117,83; 123,52; 124,83;
138,53; 151,00; 158,57, 183,81.

Ponto de Fusao: 213 — 215°C.

7.3 Procedimento geral para a sintese dos intermediarios homodimeéricos 6-8

Em um baldo de 25 mL adicionou-se 1 mmol do intermediario homodimérico
(Tabela 5.1) e 2 mmol do ATCI. O ATCI foi previamente solubilizado em 4 mL de
H2SO4 concentrado e mantido sob agitacdo magnética a 0°C. ApoOs adicionar o
intermediario a solucdo de ATCI a reagdo foi mantida sob agitacdo magnética por mais
30 minutos em temperatura ambiente. A cada 15 minutos foi realizada uma CCD para
acompanhar a formacé&o do produto, utilizando como fase moével o eluente 7:3 acetato
de etila/hexano. Observou-se uma mudanca de coloracdo na reacdo, entdo foi

adicionado o gelo picado para formar o precipitado alaranjado que foi lavado com agua
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destilada e filtrado sob pressao reduzida em funil de Buickner. Os rendimentos foram

satisfatorios como pode ser observado na Tabela 5.

7.3.1 Dados espectroscopicos dos compostos 6 e 7

Intermediério 6:
o)
Cl
0
NH
0o cl

Aspecto Fisico: Soélido Vermelho Alaranjado
Rendimento: 98%

IV (KBr, cm): 1743, 1721, 1606, 1474, 1447.

RMN H (400 MHz, DMSO-d6): & 3,99 (s, 4H, CHz); 7,31 (d, 2H, Ar — H); 7,62 (s, 2H,

CH2); 7,72 (d, 2H, Ar — H).

RMN 3C (100 MHz, DMSO-d6): & 37,02; 112,55; 118,80; 124,11; 127,64; 137,12;

148,66; 158,23; 181,80; 196,64.

Intermediério 7:

O

e

o) 0
Aspecto Fisico: Solido Vermelho Alaranjado
Rendimento: 99%

IV (KBr, cm™): 1744, 1738, 1607, 1474, 1447, 1341.
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RMN H (400 MHz, DMSO-d6): & 1,92 (m, 2H, CH>); 3,76 (m, 4H, CH2); 7,26 (d, 2H,
Ar — H); 7,58 (s, 2H, Ar — H); 7,67 (d, 2H, Ar — H).

RMN 3C (100 MHz, DMSO-d6): d 24,60; 37,64; 112,47; 119,15; 123,96; 127,38;
136,86; 149,07, 158,15, 182,32.

7.4 Procedimento geral para a sintese das tiossemicarbazonas homodiméricas
10-15

Em um tubo adicionou-se 1 mmol do homodimero derivado da isatina (3-8) e 2
mmol da tiossemicarbazida. Em seguida, adicionou-se 4 mL de etanol anidro como
solvente e a reagéo foi levada ao reator de micro-ondas na temperatura de 100°C. A
cada 15 minutos foi realizada uma CCD para acompanhar a formagéo do produto,

onde utilizou-se como fase moével o eluente 7:3 acetato de etila/ hexano.

Apés o término da reacdo, observou-se a formacdo de dois produtos de
polaridades distintas. Realizou-se a purificacdo do produto através de uma filtracéao
sob pressao reduzida em funil de Blickner, utilizando 10 mL de etanol anidro para a
lavagem. Os produtos apolares foram obtidos majoritariamente com rendimentos
satisfatorios variando de 73 a 84% sem necessidade do uso de coluna flash para a

purificacao.
7.4.1 Dados espectroscépicos dos compostos 10-15

Composto 10:

Aspecto Fisico: Solido Alaranjado
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Rendimento: 84%

RMN 1H (400 MHz, DMSO-d6): & 4,06 (s, 4H, CH2); 7,05 (m, 4H, Ar — H); 7,33 (t, 2H,
Ar —H); 7,64 (d, 2H, Ar — H); 8,73 (s, 2H, — NH2); 9,11 (s, 2H, — NH2); 12,17 (s, 2H, —
NH).

RMN 3C (100 MHz, DMSO-d6): & 37,15; 110,57; 119,33; 123,52; 124,70; 130,65;
138,34, 142,42; 161,05; 178,70.

Composto 11:

8‘5,NH2

N-NH
/
o)
N
\\LN
o) N

HN’\)éS

H,N

Aspecto Fisico: Sélido Alaranjado
Rendimento: 80%

RMN !H (400 MHz, DMSO-d6): & 2,04 (m, 2H, CH2); 3,84 (t, 4H, CH2); 7,10 (m, 2H,
Ar —H); 7,16 (m,2 H, Ar — H); 7,36 (t, 2H, Ar — H); 7,65 (d, 2H, Ar — H); 8,70 (s, 2H, —
NH2); 9,09 (s, 2H, — NH2); 12,33 (s, 2H, — NH).

RMN 3C (100 MHz, DMSO-d6): d 24,72; 36,96; 109,84; 119,27; 120, 57; 122,67
130,89; 137,78; 142,41, 160,58; 178,45.
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Composto 12:

Aspecto Fisico: Sélido Alaranjado

Rendimento: 78%

RMN H (400 MHz, DMSO-d6): & 1,68 (m, 4H, CH2); 3,76 (m, 4H, CHz); 7,09 (m, 2H,
Ar — H); 7,37 (m, 2H, Ar — H): 7,39 (t, 2H, Ar — H); 7,64 (d, 2H, Ar — H); 8,67 (s, 2H, —
NH2); 9,05 (s, 2H, — NH2); 12,37 (s, 2H, — NH).

RMN 13C (100 MHz, DMSO-d6): & 24,20; 38,79; 110,04; 119,39; 120,80; 122,86;
131,05; 131,09; 142,71, 160,89; 178,71.

Composto 14:

"“’5\/NH2

N-NH
Cl /
(0]
N
\\LN
o) N

Hl\j%S

H,oN

Cc

Aspecto Fisico: Solido Alaranjado

Rendimento: 73%

73



RMN *H (400 MHz, DMSO-d6): & 1,99 (m, 2H, CH2); 3,81 (m, 4H, CH2); 7,19 (d, 2H,
Ar —H): 7,39 (d, 2H, Ar — H): 7,74 (s, 2H, Ar — H): 8,81 (s, 2H, —NH2): 12,15 (s, 2H,
—NH).

RMN 3C (100 MHz, DMSO-d6): & 24,83; 37,32; 111,60; 120,43; 121,35; 127,20;
129,73; 130,09; 141,19, 160,52; 178,73.

Composto 15:

SYNHZ

N-NH
Cl /
O
N
\\\\\ Cl

H,N
Aspecto Fisico: Solido Alaranjado
Rendimento: 80%

RMN 1H (400 MHz, DMSO-d6): & 1,66 (m, 4H, CH2); 3,76 (m, 4H, CHz); 7,20 (m, 2H,
Ar — H); 7,41 (m, 2H, Ar — H): 7,75 (d, 2H, Ar — H); 8,85 (s, 2H, —NH2); 9,19 (s, 2H, —
NH2); 12,22 (s, 2H, —NH).

RMN 13C (100 MHz, DMSO-d6): & 24,10; 56,09; 111,61; 121,31; 127,20; 129,78;
130,21; 141,33; 160,65; 178,72.

7.5 Procedimento para a sintese do intermediario 2

Em um baldo de 50 mL adicionou-se 10 mmol da isatina e 10 mmol do &cido
tricloroisocianurico (ATCI). O ATCI foi previamente solubilizado em 10 mL de H2SOa4
concentrado. Em seguida, a solucao foi mantida sob agitacdo magnética em banho
de gelo até atingir a temperatura de 0°C. A isatina foi adicionada a solugdo mantendo
a temperatura de 0°C por mais 5 minutos. Posteriormente a reacdo foi deixada a
temperatura ambiente por aproximadamente 30 minutos sob agitacdo magnética.
ApoOs esse tempo, observou-se uma mudanca de coloracdo na reacdo que passou de
vermelho para laranja, entéo realizou-se uma CCD com o eluente 1:1 para confirmar

74



a formacéo do produto. Adicionou-se o gelo picado a reagdo, onde foi obtido um
precipitado alaranjado que foi filtrado a pressao reduzida em funil de Blckner, com

rendimento de 76%.
7.6 Procedimento para a sintese do intermediario 16

Em um baldo de 50 mL adicionou-se 9,5 mmol de NaNOs e 10 mL de H2SO4
concentrado, deixando homogeneizar sob agitagdo magnética por 5 minutos em
banho de gelo a 0°C. Em seguida adicionou-se 10 mmol de isatina que foi previamente
solubilizada em 4 mL de H2SO4 concentrado. A reagao foi mantida sob agitacéo
magnética a 0°C por aproximadamente 1 hora. Posteriormente, a reacdo foi vertida
sob gelo picado e o precipitado amarelo formado foi filtrado sob pressao reduzida em
funil de Buckner, utilizando agua destilada gelada para lavar o sélido obtido. O
rendimento foi de 80%.

7.7 Procedimento geral para a sintese dos intermediarios 17 e 18

Em um baldo de 25 mL adicionou-se 5 mmol de isatina (1) ou nitro-isatina (16)
e 1,2 equivalentes de K2COs. Em seguida, adicionou-se 5 mL de DMF, deixando sob
agitacdo magnética por 5 minutos. Posteriormente, adicionou-se 1,2 equivalentes de
brometo de alila e a reacdo foi mantida sob agitacdo magnética em temperatura
ambiente por aproximadamente 2 horas. A reacao foi acompanhada por CCD onde o
melhor eluente utilizado na fase mével foi o 3:7 acetato de etila/ hexano. Apds o
término desta reacéo, foi realizada uma extracdo liquido-liquido usando acetato de
etila e 4gua destilada. A fase orgéanica foi tratada com Na2S0Oa4 anidro e depois filtrada.
Apos isolamento, foi obtido um solido vermelho puro com 99% de rendimento para o
intermediario 17. Para o intermediario 18, além da extracao liquido-liquido foi realizada
uma coluna flash para purificar o sélido obtido, come¢ando a coluna com a propor¢ao
de 20% de acetato de etila e 80% de hexano. Ao final, o produto purificado foi levado
ao rotaevaporador em um baldo previamente tarado, obtendo assim um rendimento

de 45% de um solido amarelo alaranjado.
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7.8 Procedimento geral para a sintese das tiossemicarbazonas 19-22

Em um tubo adicionou-se 1 mmol do intermediario derivado da isatina (Tabela

5.4) e 1 mmol da tiossemicarbazida. Em seguida, adicionou-se 4 mL de etanol anidro

como solvente e a reacao foi levada ao reator de micro-ondas na temperatura de

100°C. As reacdes foram acompanhadas por CCD a cada 15 minutos para observar

a formacdo do produto, utilizou-se como eluente na fase movel a proporgcédo 7:

3

acetato de etila/ hexano. Posteriormente foi realizada a purificagdo do produto obtido

através de filtracdo sob presséo reduzida em funil de Bilckner, utilizando 10 mL de

etanol anidro para a lavagem. Os rendimentos obtidos variaram de 64 a 75%.

7.8.1 Dados espectroscopicos dos compostos 19-22

Composto 19:

s
Y—NH;

N—NH

/
o]
N
H
Aspecto Fisico: Sélido Alaranjado

Rendimento: 70%

RMN 1H (400 MHz, DMSO-d6): & 6,91 (d, 1H, Ar — H); 7,06 (t, 1H, Ar — H); 7,33 (,
1H, Ar — H); 7,64 (d, 1H, Ar — H); 8,67 (s, 1H, —NH2): 9,03 (s, 1H, -NH2); 11,19 (s,
1H, —NH); 12,48 (s, 1H, —NH).

RMN 13C (100 MHz, DMSO-d6): 6 111,50; 120,43; 121,43; 122,84; 131,73; 132,52;
142,81, 163,10.

Composto 20:

s
Y—NH;

N—NH

O,N /
(0]
N

H

Aspecto Fisico: Solido Alaranjado
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Rendimento: 70%

RMN H (400 MHz, DMSO-d6): & 7,08 (m, 1H, Ar — H); 8,23 (m, 1H, Ar — H); 8,58 (d,
1H, Ar — H); 9,02 (s, 1H, =NH2); 9,18 (s, 1H, —NH2); 11,78 (s, 1H, —=NH); 12,21 (s, 1H,
—NH).

RMN 3C (100 MHz, DMSO-d6): 5 111,17; 116,45; 126,90; 130,01; 142,77; 147,39;
162,94; 178,84.

Composto 21:

s
Y—NH,

N—NH

ok
N

Aspecto Fisico: Solido Alaranjado
Rendimento: 72%

RMN H (400 MHz, DMSO-d6): & 4,45 (d, 2H, CH2); 5,50 (t, 2H, =CHz2); 5,57 (m, 1H,
=CH-); 7,02 (d, 1H, Ar—H); 7,18 (t, 1H, Ar — H); 7,48 (t, 1H, Ar — H); 7,75 (d,1H, Ar —
H); 8,60 (s, 1H, —NH2); 9,02 (s, 1H, —NH2); 12,32 (s, 1H, —NH).

RMN 13C (100 MHz, DMSO-d6): 5 41,32;110,27; 117,39; 119,36; 120,73; 122,89;
130,97; 131,04; 131,42; 142,64, 160,46; 178,72.

Composto 22:

S
NH,
N—NH

O,N .
(e
N
N

Aspecto Fisico: Solido Alaranjado
Rendimento: 75%

RMN 1H(400 MHz, DMSO-d6): & 4,45 (m, 2H, CH2): 5,19 (m, 2H, =CH2); 5,83 (m,
1H, =CH -); 7,25 (d, 1H, Ar — H); 8,29 (d, 1H, Ar — H); 8,62 (d, 1H, Ar — H); 9,07 (s,
1H, -NH2); 12,11 (s, 1H, —NH).

RMN 13C (100 MHz, DMSO-d6): 6 42,18; 110,93; 116,60; 118,15; 120,93; 127,12;
129, 38; 131,43; 143,64, 147,78; 161,33; 179,27.
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ESPECTRO 1. Infravermelho (KBr, cm™) de 3.
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ESPECTRO 2. RMN *H 400 MHz (DMSO-d6) de 3.
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ESPECTRO 3. RMN C-APT 100 MHz (DMSO-d6) de 3.
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ESPECTRO 4. Infravermelho (KBr, cm™) de 4.

B sHIMADZU

R S Y

———keao

!
2
o
?_:.____
H

[
1800

e

PSRV, S

A

g

RS SRR NV A

——————bla

| LAELALE Y LA B B B B B
3600 3200 2800 2400 2000

05—~

8

g

1§ mmmmem

8

4000

86



ESPECTRO 5. RMN *H 400 MHz (DMSO-d6) de 4.
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ESPECTRO 6. RMN 3C-APT 100 MHz (DMSO-d6) de 4.
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ESPECTRO 7. Infravermelho (KBr, cm™) de 5.
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ESPECTRO 8. RMN *H 400 MHz (DMSO-d6) de 5.
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ESPECTRO 9. RMN C-APT 100 MHz (DMSO-d6) de 5.
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ESPECTRO 10. Infravermelho (KBr, cm) de 6.
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ESPECTRO 11. RMN 'H 400 MHz (DMSO-d6) de 6.
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ESPECTRO 12. RMN 3C 100 MHz (DMSO-d6) de 6.
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ESPECTRO 13. Infravermelho (KBr, cm™) de 7.
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ESPECTRO 15. RMN 13C 10

o

MHz (DMSO-d6) de 7.
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ESPECTRO 16. RMN 'H 400 MHz (DMSO-d6) de 10.
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ESPECTRO 17. RMN 3C-APT 100 MHz (DMSO-d6) de 10.
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ESPECTRO 18. RMN 'H 400 MHz (DMSO-d6) de 11.
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ESPECTRO 19. RMN *3C 100 MHz (DMSO-d6) de 11.
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ESPECTRO 21. RMN 3C-APT 100 MHz (DMSO-d6) de 12.
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ESPECTRO 22. RMN H 400 MHz (DMSO-d6) de 14.
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ESPECTRO 23. RMN *3C 100 MHz (DMSO-d6) de 14.
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ESPECTRO 24. RMN 'H 400 MHz (DMSO-d6) de 15.

12,22

—6.19
—B.85
76
75
43
43
41
41
23
22
20
—376

S§#NH2

N-NH

i il

HN-N

HN -

3

- J

L

—1.66

1800

1700

1600

1500

1400

1300

1200

1100

1000

900

300

189 —

[ By
g
o

b}
&
—

1851

2.00=

o
2
el

=100

2011
1150¢ E

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
12.0 125 120 115 110 105 100 95 90 85 &0 25 70 i ‘E_'i i 60 55 50 45 40 35 30
pem

25

T
20

T
15

96



ESPECTRO 25. RMN 13C 100 MHz (DMSO-d6) de 15.
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ESPECTRO 26. RMN H 400 MHz (DMSO-d6) de 19.
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ESPECTRO 27. RMN 3C-APT 100 MHz (DMSO-d6) de 19.
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ESPECTRO 28. RMN H 400 MHz (DMSO-d6) de 20.
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ESPECTRO 29. RMN 3C-APT 100 MHz (DMSO-d6) de 20.
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ESPECTRO 30. RMN 'H 400 MHz (DMSO-d6) de 21.
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ESPECTRO 31. RMN 3C-APT 100 MHz (DMSO-d6) de 21.
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ESPECTRO 32. RMN !H 400 MHz (DMSO-d6) de 22
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ESPECTRO 33. RMN 3C-APT 100 MHz (DMSO-d6) de 22.
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