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RESUMO

ZAMPIROLLI, Leticia Silotti. Dialquilfosforilidrazonas derivadas de isatinas N-
substituidas com potencial atividade bioldgica. Dissertacio de mestrado, Mestre em
Ciéncias, Quimica Organica. Instituto de Ciéncias Exatas, Departamento de Quimica,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2009.

Uma série de 16 dialquilfosforilidrazonas (acido fosforoidrazidico, N’ -[1,2-diidro-2-oxo0-(R/)-
3H- indol-3-ilideno] -, éster de dialquila), sendo todas inéditas, foram sintetizadas e
caracterizadas pelas técnicas de espectrometria de [V, RMN de 'H, RMN de C, RMN de *'P
e massas. As novas dialquilfosforilidrazonas foram sintetizadas em trés etapas de reagdao. A
primeira etapa consistiu na sintese de diferentes fosfitos de dialquila que foram obtidos
através da reacdo do tricloreto de fésforo (PCl3;) com trés mols do édlcool correspondente.
Na segunda etapa, a reacdo dos fosfitos de dialquila com a hidrazina, em um sistema
bifasico, levou 4 formacdo das dialquilfosforilidrazinas. A dltima etapa foi a condensagao
destas dialquilfosforilidrazinas com diferentes isatinas substituidas. A analise dos espectros
de RMN de IH, RMN de 13C, RMN de *'P das dialquilfosforilidrazonas mostraram a
coexisténcia dos dois possiveis diastereoisomeros E e Z, para os compostos 1, 2, 6, 10 e
12, enquanto que para os compostos restantes observou-se apenas o diastereoisomero Z.
Dos compostos sintetizados, dez foram avaliados preliminarmente quanto ao potencial
inibitério de proliferacdo de dois protozodrios (Trypanosoma cruzi e Leishmania
amazonensis). Para Leishmania amazonensis todos os compostos testados apresentaram
inibicdo da proliferacdo celular de 98 % a 50 uM. Enquanto que para T.cruzi verificou-se
inibicdo da proliferacdo celular de epimastigotas superior a 75% para todos compostos
testados, a excecdo do composto (6) cuja inibicdo foi de 59 %. Esses dez compostos
também foram avaliados frente ao protozodrio Plasmodium falciparum apresentando
inibicao superior a 90 % para todos os compostos testados, a uma concentracao de ImM.
Essas dialquilfosforilidrazonas também tiveram a acao fungicida avaliada frente aos fungos
fitopatogénicos (Rhizoctonia solani e Fusarium oxysporum). Em Rhizoctonia solani 0s
compostos (9) e (11) apresentaram inibi¢cdo do crescimento miscelial de 58 %, ja o
composto (12) apresentou inibi¢do de 72%. Para o Fusarium oxysporum destacaram-se 0s
compostos (1, 2, 11 e 12) com inibi¢ao superior a 52 %. Esses compostos também foram
avaliados quanto ao potencial inibitdrio de germinacdo em sementes de alface e verificou-
se que oS mesmos compostos que apresentaram efeitos fungistiticos, nao inibiram a
germinagdo de sementes de alface.

Palavras chave: Dialquilfosforilidrazonas, 4cido fosforoidrazidico, atividade bioldgica, isatina.



ABSTRACT

ZAMPIROLLI, Leticia Silotti. Dialkylphosphorylhydrazones derived from N-
substituted isatins with potential biological activity. Dialquilfosforilidrazonas
derivadas de isatinas N-substituidas com potencial atividade biolégica. Dissertacao de
mestrado, Mestre em Ciéncias, Quimica Organica. Instituto de Ciéncias Exatas,
Departamento de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2009.

A series of new dialkylphosphorylhydrazones (phosphorohydrazidic acid, N’-[1,2-dihydro-2-
oxo-(R;)-3H-indole-3-iliden]- dialkyl esters was synthesized and characterized by IR, 'H, Bc
and *'P NMR and mass spectroscopy. These dialkylphosphorylhydrazones were synthesized in
three steps. The first step involved the synthesis of different dialkylphosphites which are obtained
by the reaction of PCl; with three mols of the corresponding alcohols. The second step
consisted of the reaction between the dialkylphosphites and hydrazine in a two phase
system, leading to the formation of the dialkylphosphorylhydrazines. Finally, the last step
was the condensation of these dialkylphosphorylhydrazines with different N-substituted
isatins. The analysis of the 'H, °C and *'P NMR spectra showed the existence of the two
possible diastereoisomers E and Z for compounds 1, 2, 6, 10 and 12, while for the
remaining compounds only the Z isomer is present. Ten of these compounds were
preliminarily tested for their inhibition potential against two protozoa (Trypanosoma cruzi
and Leishmania amazonensis). All compounds tested showed cell proliferation inhibition
of 98% at 50 uM for Leishmania amazonensis, whereas for T. cruzi, inhibition of
epimastigote cell proliferation was found to be higher than 75% for all compounds tested
except 6, which showed a 59% inhibition. These ten compounds were also evaluated
against Plasmodium falciparum, affording inhibitions higher than 90% for a 1mM
concentration. These compounds were also investigated for their fungicidal activity against
phytopatogenic Rhizoctonia solani and Fusarium oxysporum. Compounds 9 and 11
showed a miscelial growth inhibition of 58% for Rhizoctonia solani while compound 12
afforde a 72% inhibition. Compounds 1, 2, 11 and 12 gave Fusarium oxysporum inhibition
higher than 52%. Finally, the compounds synthesized were also evaluated for their
inhibitory potential against lettuce seed germination and it was observed that the same
compounds which showed fungicidal activity were not able to inhibit seed germination.

Keywords: dialkylphosphorylhydrazones, phosphorohydrazidic acid, biological activity,
isatin.
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1 INTRODUCAO

Os compostos organofosforados fazem parte de uma classe importante de
inseticidas comercias e sua descoberta foi um exemplo excelente de aplicacdo na quimica
para a investigagdo da dependéncia da atividade bioldgica sobre a estrutura (NATH &
KUMAR, 1999).

Estas substancias vém sendo amplamente utilizadas como inseticidas, fungicidas e
parasiticidas na agricultura, desde a II Guerra Mundial, (ECOBICHON, 1996, SOARES,
1998). Atualmente, os organofosforados sdo os inseticidas mais utilizados na agricultura e
nos ambientes domésticos (SINGH et al., 1995). Além do amplo emprego como pesticidas,
alguns organofosforados t€ém potencial medicamentoso, com agdes que os tornariam
passiveis de serem utilizados no tratamento do glaucoma e da miastenia gravis, embora
sejam subutilizados, por serem medicamentos de risco, tendo sua dose téxica proxima a
dose terapéutica. Estes compostos sdo ainda utilizados em satide publica no controle de
vetores, como o da maldria (NAMBA et al ., 1971, CARLTON et al., 1998) e de outras
doencas, como a dengue.

Em 1820, Lassaigne sintetizou o primeiro éster fosforado. Posteriormente, na
Alemanha, o quimico Michaelis evoluiu bastante a pesquisa destes compostos. Embora um
grande nimero de compostos organofosforados tenha sido descoberto no inicio do século,
o conhecimento de seus efeitos deletérios s6 foram relatados em 1932, quando Lang e
Kreuger observaram efeitos toxicos em ratos. A descoberta resultou em um grande nimero
de novos usos potenciais para os compostos organofosforados, incluindo o seu uso como
gases neurotoxicos, chamados de "gases dos nervos", os conhecidos gases de guerra sarin,
soman e tabun, que foram usados na II Guerra Mundial. Na Guerra do Golfo, houve
rumores sobre a ameaca da utilizagdo destas armas quimicas, o que motivou a distribui¢ao
de mdscaras contra gases e atropina, para a populacdo civil (ROSATI et al., 1995), e os
militares, por sua vez, portavam auto-injetores contendo atropina e Pralidoxima, para tratar
eventual exposi¢cdo aos gases neurotoxicos (CARLTON et al., 1998). Recentemente, estes
gases tornaram-se notdrios, pelo seu uso como agentes de ataques terroristas, como o que
ocorreu em 19 de margo de 1995, no metré6 de Tokio, no Japao, envolvendo o gis sarin

(ROSATI et al., 1995, CARLTON et al.,1998).



Os organoclorados eram até 1957 os compostos mais usados como pesticidas.
Entretanto, esses foram sendo substituidos pelos organofosforados em fun¢do do
reconhecido potencial inseticida e a menor persisténcia ambiental e posteriormente, em
parte pelos carbamatos (GALLO et al., 1991). Nos dultimos anos, mais de 200
organofosforados diferentes e mais de 25 carbamatos sdo produzidos (ROSATI et al, 1995,
ECOBICHON, 1996) e comercializados, sendo as principais classes de pesticidas
utilizadas nos Estados Unidos e em todo o mundo, movimentando bilhdes de ddlares
anualmente (SAADEH et al, 1996, CARLTON et al., 1998).

Virios compostos de fésforo organicos estdo se tornando bastante importantes.
Entre as diversas aplicacdes industriais pode ser citado o uso como reagente de flotacdo,
matéria-prima na sintese de plasticos ndo inflamaveis, antioxidantes, plastificantes, aditivo
para dleos lubrificantes e combustiveis hidrocarbdnicos, solventes aplicados em extracdes
seletivas e, principalmente, como inseticidas (TOY, 1976; COFFEY, 1965; FISHER, 1961)
e agentes antitumorais (TEICHER, 1994; MICHAELIS, 1998). As aplica¢cdes industriais,
junto com o aumento do uso de compostos de fésforo em sintese organica e na quimica de
compostos organometélicos, t€ém adquirido um rapido aumento na literatura da quimica de
organofosforados.

Na drea medicinal, tanto os compostos organofosforados quanto as hidrazonas, que
sdo uma por¢ao das moléculas sintetizadas neste trabalho, tém sido destaque nas ultimas
décadas, apresentando acdo contra as mais variadas patologias. Como exemplo pode-se
citar os bisfosfonatos, que tém sido utilizados com sucesso no tratamento de doencas
Osseas (NUGENT et al., 1994; LANCAS et al., 2005), e estudos recentes mostram que esta
classe de compostos, inibem o crescimento do protozodrio Trypanosoma cruzi in vitro € in
vivo, por meio da competicdo com o pirofosfato em sua via metabdlica sem causar
toxicidade nas células hospedeiras (SZAINMAN, et al., 2001). J4 as hidrazonas tém sido
relatadas como substancias com potencial capacidade analgésica, antimicrobiana,
antitumoral, dentre outras (BARREIRO ez al., 2000; BARREIRO et al.,2002).

Nos ultimos anos, uma grande variedade de compostos biologicamente ativos,
obtidos a partir de isatinas e de hidrazonas derivadas de isatinas, tem sido preparada. Estas
substancias apresentam grande diversidade de atividades, tais como, antiparasitirios
(CHIBALE et al., 2003; CHIBALE et al., 2005), anticonvulsivantes (SINGH et al., 2004),
citostaticos (GAETA et al., 2000), antiarritmicos (JENSEN et al., 2000); antiinflamatoérios
(BOECHAT et al., 2000), ativirais (JUANG et al., 2005; LAI et al., 2006), e
antirretrovirais (SELVAM et al., 2001).



Dando continuidade aos trabalhos que vém sendo realizados pelo grupo de sintese
da UFRRJ na drea de sintese de compostos organofosforados (DACOSTA., 1996;
DACOSTA et al., 2007; CAIXEIRO.,2007; NOGUEIRA., 2007; DOS SANTOS., 2003) e
em virtude da ampla versatilidade e aplicabilidade desses compostos, buscou-se a sintese
de dialquilfosforilidrazonicos derivados da isatina, com o objetivo de obter substancias
com atividades bioldgicas potencializadas. No ambito deste trabalho foram sintetizados 16
compostos dialquilfosforilidrazonicos, sendo que, todos sao inéditos. Os compostos

sintetizados estdo apresentados na Figura 1.

/OR
O
N—NH
R, /
—O0
N
\
RI
(1) R =isobutil, Ry;=H, R, =H (9) R =isobutil, Ry = CH3, R, =Cl
(2) R =isobutil, R; = CH3’ R,=H (10) R =butil, Ry = CH2C6H5’ R,=H
(3) R = isobutil, R1 = C4H9 , R2 =H (1 1) R = butil, R1 = H, Rz =H

(4) R =isobutil, R; = CH2C6H5’ R,=H (12) R =butil, Ri=CH;3, R, =H
(5) R= isobutil, R] = CH2C6H5 , R2: Cl (13) R= butil, R1 = H, R2: Cl

(6) R= isobutil, R1 = H, R2: Cl (14) R= etil, R1 = CH2C6H5, R2 =H
(7) R = isobutil, R1 :C3H5, Rz =H (15) R = etil, R1 = H, Rz =H
(8) R =isobutil, R; = C3;H¢Br, R,=H (16) R =etil, R; = C4Hy, R, = H.

Figura 1: Compostos dialquilfosforilidrazonicos sintetizados neste trabalho.

Além de terem sido caracterizados pelas técnicas usuais de espectroscopia, 0S
compostos sintetizados neste trabalho foram avaliados quanto a diferentes tipos de
atividades. Os compostos de 1 a 7, 10, 11 e 12 foram avaliados quanto a atividade
antiprotozooses frente a Leishmania amazonensis, Trypanosoma cruzi e Plasmodium
falciparum. Alguns compostos foram avaliados quanto a acdo inibidora sobre o
crescimento dos fungos Rhizoctonia solani e Fusarium oxysporum. Foi também realizado
um estudo da influéncia destes compostos sobre germinagdo de plantulas de alface

(Lactuca sativa).



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Compostos Organofosforados

Os compostos organicos de fosforo sdo os constituintes essenciais do protoplasma e
possuem um papel importante para a manuten¢do da vida, por exemplo, como &cidos
nucléicos, coenzimas nucleotideos, intermedidrios metabdlicos e fosfatideos. Muitos
compostos organofosforados sdo produzidos artificialmente para usos praticos como
lubrificantes, 6leo aditivos, plastificantes, e pesticidas (ETO, 1974). Os pesticidas
organofosforados nao incluem somente inseticidas, mas também fungicidas, herbicidas, e
outros. Isto é surpreendente, para conhecer de que tal grande variedade em propriedades
quimicas, fisicas e bioldgicas é governada pela selecdo de grupos ligados ao dtomo de
fosforo. As diferentes atividades dos compostos organofosforados estdo relacionadas,
evidentemente, com caracteristicas estruturais, tais como o tipo de heterodtomo ou grupo
funcional ligado ao 4tomo de fésforo e seu estado de oxidagcdo. Destacam-se os
substituintes oxigenados e os estados de oxida¢do mais comuns deste elemento, P’ que sdo
encontrados na natureza e P

O grande avanco da quimica do fosforo estd na variedade de compostos organicos e
inorganicos que este pode formar (RODRIGUES, 2002), o que € devido principalmente a
sua distribuicdo eletronica com orbitais d acessiveis e também por ser um datomo
polarizével e eletropositivo (DACOSTA, 1996)

A pesquisa no campo da quimica organica de fésforo foi primeiro iniciada por
Lassaigne em 1820, para preparar ésteres fosfatos (ETO, 1974). A quimica dos compostos
organofosforados foi desenvolvida por Michaelis na Germania, conhecido como o
fundador da quimica dos compostos organofosforados, que no final do século passado,
explorou a nucleofilicidade do fésforo (MICHAELIS & KAEHNE, 1998), que foi
estudada em detalhes por ARBUZOV (1906) e varios outros cientistas subsequentes
(HARVEY & DESOMBRE, 1964). Michaelis executou muitos trabalhos para a quimica
de compostos contendo a ligacio P-N (ETO, 1974). Sobrepondo os udltimos estagios de
Michaelis, um quimico Russo, A. E. Arbuzov,conduziu extensivamente a pesquisa,
especialmente na quimica de compostos trivalentes, incluindo a famosa reacdo Michaelis-
Arbuzov para formar a ligagdo P-C (ARBUZOV, 1910). Este trabalho foi continuado por

seu irmao B. A. Arbuzov.



O rearranjo de Michaelis-Arbuzov, também conhecido como rearranjo de Arbuzov,
¢ uns dos caminhos mais versateis para a formacao da ligacdo carbono-fésforo que envolve
a reagdo de um fosfito de trialquila com um halogeneto de alquila (FORD-MOORE &
PERRY, 1963; CADOGAN, 1979), Esquema 1.

(0]
\ JAN .
(RO3)P + R-X —2 > [(RO);P'- R] X—» R'/lll\\ORJr RX
R = Alquila, Arila, etc. OR
R= Alquila, acila, etc.
R=CL Brel

Esquema 1: Reacgdo do fosfito de trialquila com um halogeneto de alquila.

Esse rearranjo é um dos mais investigados dentre as reagdes de compostos
organofosforados e ¢ amplamente empregado para a sintese de fosfonatos, fosfinatos e
oxidos de fosfinas (BATTACHARYA et al., 1981).

Durante a transformacgdo, o fésforo trivalente (PHI) é convertido em fésforo
pentavalente (PV). Em geral, o grupo alquila do halogeneto liga-se ao fésforo e um grupo
alquila do fésforo é combinado com o halogénio para formar um novo halogeneto de

alquila, conforme € mostrado no Esquema 2.

o)
is !
ROR/O/ “OR + R;X A, RO/ \Rl + RX
RO
Fosfonato

O
Il

P
RO// \Rl + R,X A /P\
& = 5 RO R; + RX
RO Rz/ 1

Fosfinato

O
Il

RO//P\R —= > P

R 1+ R3X R3// \Rl . RX
Ry
Oxido de fosfina

R, Ry, Ry = alquila, arila, etc.

R, Ry, R3 (halogeneto) = alquila, acila, etc.

X=ClLBrel

Esquema 2: Obtenc¢do do fosfonato, fosfinato e 6xido de fosfina.



A literatura registra que a conversao de P-O-C para P(=0O)-C (PIIIl — PV) envolve
uma quantidade de energia em torno de 32-65 Kcal/mol na estabilizacdo total da ligacao e,
portanto, age como forg¢a diretora do rearranjo (MARK, 1969).

Uma outra variagdo, conhecida como rea¢ao de Michaelis-Becker (MICHAELIS &
BECKER, 1897), envolve a sintese de fosfonato de dialquilalquila, através do
deslocamento nucleofilico entre o anion formado pela reacdo de fosfito de dialquila em

presenca de base forte, com um halogeneto de alquila, conforme mostrado no Esquema 3 .

O
Il

P P.
Ro- PN <= ROR/O/ SOH + Na —> ROR/O/ SONS + CHiCH,I

0 C|H2CH3

P ops
RQ”/ CH,CH; <=—— RO”/ “ONg
RO RO

Esquema 3: Reacdo de Michaelis-Becker.

Dentre os compostos de fésforo, o tricloreto de fésforo (PCls) se apresenta como o
reagente fosforado mais utilizado na sintese de compostos organofosforados e demais
compostos, por ser extremamente reativo, possuindo diversas aplicagdes sintéticas

(COTTON, 1988), as quais sao mostradas no Esquema 4.

CLP=NPCLO RMgX
R;P=0

H,O N,Oy4 0,

/" ROH
HC], H3PO3, H,P,05 CLP=0 —— (RO);P=0
3RCO,H \ / 12 H,0
3 RCOCI + H3PO; 4—2\ /S—>c13ps 2> CLP(0)OP(O)Cly

P(NCO);, PINCS);  AENCO ASCN [, | Z0Fy, Asky, ete

PRs, PR,CL, PRCh W X (logérnio)
RPOCH, + HCl < N0+ 11202 -

3A2

c/base

P(OR);

NH
+ . RCI+ AICL 3 (RO),PHO
[RPCL]" [AICL] Ni(PCL),
H,0 P(NH);
(amondlise)

RPOCL + 2 HCl + AICk

Esquema 4: Aplicacdes sintéticas do PCl;.



O manuseio de PCl; deve ser extremamente cuidadoso, pois o mesmo € instdvel,
uma vez que € facilmente hidrolisado. Isto € devido ao poder eletrofilico do dtomo de
fosforo, que estd ligado a trés dtomos de cloro (COTTON, 1988).

A ligacdo P-N, que caracteriza as fosforamidas, é geralmente formada por reacdes
de cloretos de fosforo (PCls), cloreto de fosforila ou compostos trivalentes de fésforo com

diferentes aminas ou amodnia (TOY, 1976; FISHER et al., 1961), Esquema 5.

X X
RNH,.HCl | RNH,,.HCI [
PXCl;, ———— RNHPCl, ——— > (RNH), PCl
-2 HCl -2 HCl
X=0o0u$ Cloreto fosforamidico

Esquema 5: Reacdo de cloretos de fésforo com aminas.
A partir de cloretos fosforamidicos, uma variedade de pesticidas do tipo fosforo-

alcoxi e fosforo-amido-€steres podem ser produzidas, como por exemplo, a preparaciao do

crufomato (RAIJSKI et al., 1998), Esquema 6.

0 H;CHN._ 0 Nao—@*a%” HiCHN
I CH;0H 3 ’/ | C(CHs)s

CH3NI‘IPC 12 C
Ha H3CO crufomato

Esquema 6: Preparagao do inseticida crufomato.

Os métodos de sintese de fosforamidas foram descritos a partir de 1945 com uma
série de trabalhos realizados por Atherton (ATHERTON et al., 1945). Nos trabalhos
iniciais, fosforilcloridratos de dialquila formados como intermedidrio de reacdo eram

usados como agentes de fosforilagdo, em meio anidro, conforme mostrado no Esquema 7.



(Ill
0= N0
7. o 0

0
I / > I HNR.R I
(RO),P—H SO.Ch o (RO),P—C1 NRR/CCl (RO),P—NR|R,

>

Ch -10°C R;,R, =H, alquila, arila

R =isopropila; benzila

Esquema 7: Sintese de fosforamidas a partir de fosfonatos de dialquila.

Posteriormente, foi descoberto que fosfonatos de dialquila reagem diretamente com
aminas e tetracloreto de carbono em meio basico, de modo mais brando e com resultados
igualmente satisfatérios. Os fosfonatos de dialquila reagem suavemente com aminas
primdrias, secunddrias ou amonia em tetracloreto de carbono para fornecer fosforamidatos

de dialquila em excelentes rendimentos, Esquema 8 (ATHERTON et al., 1945).

0 0
I CCL/NEt I
(ROMP—H + HNRR, —NEB _ (RO)P—NRR,

t.a./4h S
R =isopropila; benzila RyRy =H, alquila, arila

Esquema 8: Reacdo de fosfonatos de dialquila com aminas.

Com pequenas modificacdes dos métodos de Atherton, Zhao (ZHAOQO et al., 1984 e
1988) desenvolveu uma nova reacio de fosforilacao de aminas, que utiliza meio aquoso em
reacdo bifasica com fosfito de diisopropila e tetracloreto de carbono, Esquema 9. Estas
modifica¢cdes melhoram, principalmente, os rendimentos das reacdes com aminodcidos e

com aminas insoliveis em tetracloreto de carbono.

ﬂ NaOH ou NEt; / H,O
(RO)P—H + HNRR, — CWEOH _ (RO),P—NRR,
. . . t.a./4-16h R|,R, = H, alquila, arila
R =isopropila; benzila

Esquema 9: Fosforilagdo de aminas em sistema bifasico com fosfonato de dialquila e
CCl,.



Os compostos de fosforo pentavalente que possuem em sua estrutura os
grupamentos funcionais P-O, P-S ou P-N funcionam como eficazes agentes de
coordena¢do (COTTON et al., 1963; HAUPT et al., 1986), pois possuem, ligados ao
atomo de fésforo, dtomos que sdo eletrodoadores, o que propicia a coordenagcdo com fons
metalicos.

Os compostos organofosforados também se destacam na bioquimica e medicina,
como o ciclofosfamida (Endoxan) mostrado na Figura 2, ativo como agente antitumoral

(ARNOLD et al., 1961).

Figura 2: Endoxan, utilizado como agente antitumoral.

Os fosfonatos possuem atividade antibacterial, antiviral e antitumoral e sdo também
usados como retardantes de chama. Eles contém uma ligagdo direta carbono-fésforo,
quimicamente e termicamente muito estdvel e confere a molécula muito mais resisténcia a
degradacao ndo-bioldgica no ambiente do que seus andlogos com ligacdo N-P, S-P ou O-P.

O fosfonato mais difundido é a N-fosfonometilglicina, mais conhecido como
glifosato, designado pelo nome comercial de Roundup (KERTZ et al., 1994), utilizado

como herbicida (Figura 3).

w0y
HO—P N\)k
/ \/ .o OH

HO

Figura 3: Glifosato (Roundup)®.

Os bisfosfonatos formam uma classe de substincias quimicas que apresenta um
grupo P-C-P em sua estrutura, como mostra a Figura 4, e agem como inibidores da
reabsor¢do Ossea, mediada pelos osteoclastos. Estes compostos sdo extensivamente

utilizados no tratamento de vérias doencas Osseas, destacando-se a doenca de Paget, a



hipercalcemia maligna, a osteoporose e a doenca metastatica e osteolitica (FERNANDES

et al., 2005).

0 0

I 1
HO—P P~on
HO OH

Figura 4: Estrutura quimica geral dos bisfosfonatos.

Estudos recentes mostram que os bisfosfonatos inibem o crescimento do
protozodrio T. cruzi in vitro € in vivo, por meio da competi¢do com o pirofosfato em sua
via metabolica, sem causar toxicidade nas células hospedeiras (SZAINMAN, et al., 2001).
Foi verificada a acdo dos bisfosfonatos que possuem nitrogénio na cadeia lateral, sobre o
crescimento dos parasitos Trypanosoma brucei, Trypanosoma cruzi, Leishmania donovani,
Toxoplasma gondii e Plasmodium falciparum. O mecanismo de a¢do dos BP’s consiste,
basicamente, na inibicdo da formacdo de proteinas de importancia vital para os parasitos
(MARTIN, et al., 2001). A Figura S (URBINA et al., 2003) mostra algumas estruturas de

bisfofonatos com atividade anti-T.cruzi.

(0]

HO\ //O HO\ //O H:C HO\ /y

P—OH P—OH 3 | P—OH
OH HzNﬁ OH NﬁOH

Ho” || ~OH Ho” il OH Ho” Il OH

\ 0 0 0
N ® (pamidronate) (ibandronate)

(Risedronate ™)

Figura 5: Bisfosfonatos com atividade anti-T.cruzi.
Devido a sua capacidade quelante, os bisfosfonatos também tém sido estudados

para elaborac¢do de novos medicamentos capazes de controlar a quantidade de ions ferro e

aluminio no organismo humano (KONTECKA et al., 2002).
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2.2 Asisatinas
Como a isatina foi a matéria-prima amplamente utilizada, como uma porcao das

fosforilidrazonas sintetizadas neste trabalho, serd mostrada uma pequena revisdo das

principais reagdes que envolvem esta substancia.

A isatina (1H-indol-2,3-diona) Figura 6 foi obtida pela primeira vez por Erdman e
Laurent em 1841 como um produto da oxidag¢dao do indigo pelos acidos nitrico e cromico
(SUMPTER, 1954). Pode ser encontrada na natureza em plantas do género Isatis (GUO et
al., 1998), nas espécies Calanthe discolor Lindl. (YOCHIKAWA et al., 1998) e
Couroupita guianensis Aubl. (BERGMAN et al., 1985), e ainda, na secrecdo da glandula
parétida de sapos Bufo (WElI et al., 1982).

Figura 6: Obtencdo da isatina pela oxidagdo do indigo.

2.2.1 Sintese de isatina

Sandmeyer foi o primeiro cientista a desenvolver uma metodologia sintética para a
obtencdo de isatinas. Este procedimento, apesar de ser o mais antigo, ¢ o mais empregado e
baseia-se na reacdo entre uma anilina (17), hidrato de cloral, cloridrato de hidroxilamina e
sulfato de sddio, formando a isonitrosoacetanilida (18). Esta, por cicliza¢do, em presenca
de 4cido sulfurico concentrado (H,SOy), fornece a isatina desejada com um rendimento

total superior a 75 % (SANDMEYER, 1919; ALAM et al., 1989) (Esquema 10).

NOH O
@\ COLCH(OR), z H,S0,
—_— >
NH, NH,OH. NH.OHHCI NH YO N ol
F ) Na SO, R (18) R H

Esquema 10: Obtencgdo da isatina pelo método de Sandmeyer.
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No método conhecido como Stolle a anilina reage com cloreto de oxalila formando
o intermedidrio, que é entdo ciclizado em presenca de dcido de Lewis. E uma das
metodologias mais empregadas, depois do método de Sandmeyer (STOLLE, 1914;

LOLOIU et al., 1997) (Esquema 11).

NHR 0
0O 0
Cl Cl__O
¢l AlCI,
> e O
. X“o
R

N
R R

Esquema 11: Obtencdo da isatina pelo método de Stolle.

Na sintese de Martinet o cloreto de oxalila é substituido por oxomalonato de etila,
gerando o dioxoindol (19), que apds descarboxilacdo oxidativa, fornece a respectiva

isatina. (TAYLOR, 1980) (Esquema 12).

0
I HO 0

CO,Et
Ei0,c” CO,Ex
NH2 > — Q) ——>» Ol

R N 9
H

T Z

Esquema 12: Obtencdo da isatina pelo método de Martinet.

Outros métodos sintéticos tém sido descritos para obtencdo do nucleo isatinico,

porém, apresentam menores rendimentos reacionais e aplicabilidade.

2.2.2 Reacoes de isatinas

As isatinas sdo versateis materiais de partida para a preparagdo de outras classes de
compostos, resultado da diferenca na reatividade de suas carbonilas. A carbonila C-2 é
tipicamente uma amida e a C-3 € essencialmente cetOnica, tornando-as quimiosseletivas
frente a nucledfilos (SILVA et al., 2001). Desta forma as isatinas podem reagir
principalmente de trés formas diferentes: substitui¢do eletrofilica aromatica em C-5, N-

alquilagdo em N-1 e adicdo nucleofilica as carbonilas C-2 e/ou C-3 (Figura 7)
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N
\

—

H
R-X

Figura 7: Diferentes centros de reatividades da isatina.

2.2.3 Ataque Nucleofilico nas posicoes C-2 e C-3

As isatinas podem sofrer ataques nucleofilicos em C-2 e C-3. A seletividade destas
reacOes dependerd da natureza do nucledfilo e dos substituintes presentes em N-1 e no
nucleo isatinico (BERGMAN et al., 1988). Os nucledfilos mais comuns sao:

+* Amonia, hidroxilamina e hidrazina;
¢ Alquilaminas;

+* Anilinas e aminas heterociclicas;

% Oxigénio, enxofre e fésforo.

Em reagdes do nucleo isatinico e seus derivados N-alquilados com amonia, na
forma de hidr6xido ou acetato, o ataque nucleofilico ocorrerd na carbonila C-3, fornecendo
uma mistura de produtos, sendo o dcido isamico (20) o principal produto (CORNFORTH,
1976) (WATIEN et al., 1991) (Esquema 13 ).

0
// HO N
—
N 66%
\ N
R (20) H

Esquema 13: Reacdo de isatina com amonia.
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As hidrazinas, alquilidrazinas e arilidrazinas reagem com isatina e N-alquilisatinas

formando as isatinas-3-hidrazonas correspondentes (Esquema 14).

o) /NNH2
// N2H4 /
— (00— 5 —O0
N N
H H

Esquema 14: Reacdo de isatina com hidrazina

As alquilaminas sdo também importantes nucledfilos que podem reagir com isatinas
e N-alquilisatinas levando a formagao de 3-iminas (21) correspondentes (ASHBY et al.,

1978) (Esquema 15).

' 7{

NH,

—0 " —0
N 73% N
en |\

Esquema 15: Reacdo de isatinas e N-alquilisatinas com alquilaminas.
Nas reacOes com N-acilisatinas também foram observados ataques nucleofilicos a

carbonila C-2, com subsequente abertura do anel heterociclico (Esquema 16) (POPP. &

PICCIRILLL, 1971).
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O NHR O NHR
7 N N
N — > — 37 =
R'=Me
/R’ NH RNH, NH
0 7“\ )\
g
0~ CHj 0~ “CH;
(40-100%)
(41-89%)

Esquema 16: Reagdo de N-acilisatina com alquilamina.

Um outro grupo de nucledfilos bastante utilizado nas reacOes com isatinas sao as
anilinas e heteroaminas. E descrito que as reacdes destes nucleéfilos com isatina e N-
alquilisatinas também levam a formacao das 3-iminas correspondentes (HAENSEL, 1976).

A literatura relata que o ataque nucleofilico do oxigénio nestes sistemas ird fornecer
produtos que sdo dependentes da natureza do nucledfilo e das condi¢Ges reacionais
(CASEY et al., 1993) (Esquema 17). As reacdes com enxofre e fosforo nucleofilico tém
mostrado que os produtos de substituicdo na carbonila C-3 podem ser obtidos em bons

rendimentos (WEBBER et al., 1996; SINGHH et al., 1991).

0 O
—Q0 NaOH CO,Nal
—_—
E 85% NH,

o
Etilenoglicol
— 0 —
N p-TsOH N
\

R 78%

i J
—O0
\
R

Esquema 17: Reacdo de isatinas e N-alquilisatinas com oxigénio nucleofilico
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2.2.4 Reacoes de N-alquilacao e N-acilacao

As reacdes de N-alquilagdo e N-acilagdo podem ser feitas seletivamente na posi¢ao
1 por diversas metodologias. A mais utilizada consiste na formagdo do sal sédico com
hidreto de sddio, o qual reage com haleto de alquila ou acila (ARSENIJEVIC et al., 1985).
Na década de 90, Garden e colaboradores descreveram o uso do hidreto de calcio (CaH,)
em dimetilformamida (DMF) para a obtencdo de mono e bis N-alquilisatinas em bons

rendimentos (Esquema 18) (GARDEN et al., 1998).

0 O
/ C, H CH R Hal
- T —O0
E N R SO 1\{
K CO3, R
DMF
BrCH,CH,CH,Br
< 2 (0]
%
N \o
k( O
/
N
~
(78-92 %)

Esquema 18: Reacdes de N-alquilagdo de isatina.



A acilagdo de isatinas pode ser obtida em diversas condi¢des:

- A partir de isatina e anidridos de acido carboxilicos (POPP, 1975) ou cloretos de 4cidos

com grupos eletroatratores na posicao o acarbonila (KHUSEINOV, 1976)

- A partir de isatina e anidridos ou cloretos de acidos em presenca de HC1O,4 /benzeno

(TOMCHIN et al., 1986).

- A partir do sal sédico de isatina (gerado com NaH/tolueno ou K2CO3/DMF) e cloretos

de dcido (POPP, 1975; RADUL et al., 1983).

O uso de cloretos de didcidos leva a formacao de bisisatinas. Pode-se observar no

Esquema 19 abaixo a formacao da oxalilbisisatina (BLACK & MOSS, 1987). Entretanto,

quando se utiliza o dicloreto de 2,2-dimetilmalonila obtém-se o produto (b), ao invés da

bisisatina, devido ao ataque de um equivalente do sal s6dico da isatina sobre a carbonila

lactamica do intermediario (a) (BLACK et al., 1987).

O O (oxalilbisisatina)

(@) (b)

N C%\f

&7 %)

O

Esquema 19: Reacdes de N-acilagdo de isatina.
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2.2.5 Reacoes de cloracao de isatinas

Virios reagentes utilizados para a cloracdo da isatina, principalmente na posicdo 5

sdo descritos na literatura. Entre eles pode-se encontrar N-cloroamidas e N-cloroimidas

(POPP,1975). Recentemente, relatou-se a preparacao regioespecifica de 5-cloroisatina com

48% de rendimento, utilizando N-clorosaccharin em meio heterogéneo (Si0,/CH,Cl,) (DE

SOUZA et al., 2003). Essa reagcao pode ser observada no Esquema 20.

}) 0
N-clorosaccharin cl //
- > —O0
N (Si0,/CH,Cl,) N
\
H (48%) \H

Esquema 20: Reacdes de cloracao regiosseletiva de isatina na posicao 5.

A cloragdo de compostos aromdticos € bastante documentada na literatura. No

entanto a cloracao direta de compostos arométicos desativados é pequena. O acido tricloro-

isociantrico (TICA) em H,SO, é um reagente eficiente para a cloracdo regioseletiva da

isatina na posi¢do 5 e compostos aromdticos desativados como o nitro benzeno (MATTOS

& ESTEVES, 2005) (Esquema 21).

O

/

—Q0 .
N

\
H

I
Cl )\ Cl
\N N/
O)\T/g 0
Cl

H,S0,
_—

72%

Cl

Esquema 21: Reacdes de cloragdo regiosseletiva de isatina na posi¢ao 5.
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2.3 Hidrazonas

Uma outra funcao que faz parte das moléculas obtidas neste trabalho € a hidrazona,
especialmente as fosforilidrazonas.

Na literatura quimica, as hidrazonas ndo sdo usualmente reconhecidas como
formadoras de uma classe diferenciada de compostos organicos, sendo frequentemente
consideradas como substancias derivadas de compostos carbonilicos. Sdo considerados
hidrazonas, todos os compostos cujas moléculas possuem em sua estrutura uma por¢ao
triatdbmica conforme a apresentada na Figura 8, considerando que esta ndo pertenca a um
heterociclo (KITAEV & BUZYKIN, 1972).

C=MN-N
e AN

Figura 8: Fragmento triatdbmico que caracteriza as hidrazonas.

As hidrazonas sdo substancias fiaceis de serem sintetizadas, sendo provenientes da
reacdo de hidrazinas com compostos carbonilicos, em especial aldeidos ou cetonas. Aliado
a este fato, soma-se a elevada reatividade, o que confere as hidrazonas uma ampla
aplicabilidade na quimica sintética, onde sdo utilizadas como intermedidrios na sintese de
compostos com estruturas diversas, tendo também aplica¢do na quimica analitica, onde sdo
empregadas na identificac@o e no isolamento de compostos carbonilicos, além da deteccao
de vérios cétions metélicos. Na industria, as hidrazonas tém sido relatadas como agentes de
plastificacdo, como estabilizantes de polimeros, como iniciadores de polimeriza¢ao, como
antioxidantes, dentre outros (KITAEV et al., 1970). No entanto, dentre todas as
propriedades inerentes as hidrazonas, a de maior valor é aquela correspondente a elevada
atividade fisiolégica. Neste sentido, as hidrazonas sdo relatadas como pesticidas, possuindo
acdo inseticida, herbicida, nematicida, dentre outras e, principalmente, sdo descritas como
detentoras de agdo farmacoldgica, tendo acdo hipotensiva, antiinflamatéria e atividade

contra neoplasmas malignos, como leucemia e sarcomas (KITAEV et al., 1970).
As hidrazonas também possuem propriedades quelantes, e seus complexos

formados com cdtions metdlicos tém demonstrado relevante atividade fisiologica

(AINSCOUGH etr al., 1998). O composto 22 ¢é relatado como tendo atividade
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antibacteriana, j4 o composto 23 apresenta atividade inibitdria sobre linhagens de virus do

tipo HSV 1 e 2 (herpes simples 1 e 2) (GOES et al., 2005) (Figura 9)

(22)

Atividade antibacteriana

v

HQN{ ,,-pcf %NHQ

(23)

Atividade antiviral

Figura 9: Complexos de hidrazona com atividade fisioldgica

A literatura recente relata uma variedade de estudos cientificos sobre a agdo

farmacoldgica diversificada das hidrazonas. Algumas hidrazonas com atividade analgésica

foram sintetizadas por BARREIRO e colaboradores (BARREIRO et al.,

1996). Este

mesmo grupo de pesquisa sintetizou também diferentes N-acilidrazonas com potencial

atividade analgésica, antiinflamatéria e antitrombdtica (BARREIRO et al., 2002). Dentre

estas hidrazonas estdo os compostos apresentados na figura 10.

H;C
3 NO, OH
74
Nm /N NN
N I\|T OCH;
H H

N H
H\ R
H,C N
=
N\/ |
N \N
OCH;

Atividade analgésica

Figura 10: Hidrazonas com atividade analgésica, antiinflamatoria e antitrombdtica.

Atividade antiinflamatdria

| N —
N
~ I\ﬂ _—
H

Atividade antitrombdtica
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Hidrazonas derivadas de isatinas apresentam atividade antibacteriana. Dentre os
derivados sintetizados, destacam-se os compostos 24, 25 e 26 (Figura 11). As hidrazonas
24 e 25 mostraram ter maior atividade do que o antibiético amoxicilina contra a bactéria
Escherichia coli. Ja a hidrazona 26 também apresenta maior atividade do que a amoxicilina
frente as bactérias P.aeruginosa, P.vulgaris e S. typhimurium (RAMESH et al., 2001). As
hidrazonas 24 e 25, assim como a hidrazona 27, também apresentam propriedades

anticonvulsivas (RAMESH et al., 2002).

N
R, / (24) Ry = H, R, = tiossemicarbazino, R3; = H
—0 (25) Ry = CH3, R, = tiossemicarbazino, R3 = H
N (26) R; = Cl, R, = tiossemicarbazino, R; = H
\R (27) Ry = CH3, R, = 2,4-dinitro fenilidrazina, R; = H

Figura 11: Hidrazonas com atividade antibacteriana e anticonvulsiva.

A atividade antiparasitiria de hidrazonas derivadas de isatina também tem sido
relatada frequentemente na literatura cientifica. Uma série de compostos foram sintetizados
e avaliados frente a inibicdo de proteases cisteina identificadas em trypanossomas
(cruzaina e rodesaina) e maldria (falcipaina). Dentre os derivados testados, as hidrazonas
28, 29 e 30 demonstraram atividade inibitéria mais significativa, frente aos trypanossomas
(cruzaina e rodesaina). Adicionalmente a hidrazona 30 também apresentou atividade

inibitoria frente a falcipaina (CHIBALE et al., 2003) (Figura 12).

X
R
! L (28) R; = H, R, = H, X = tiossemicarbazino
- 29)R; =1, R, = H, X = tiossemicarbazino
1\{ (30) R, =Cl, R, = CHjs, X = tiossemicarbazino
H

Figura 12: Hidrazonas derivadas de isatina com atividade antiparasitaria.

Uma série de bases de Schiff e Mannich de derivados de isatina e N-[4-(4-

clorofenil)tiazol] tiosemicarbazida foram sintetizados e avaliados quanto a atividade
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fungicida. O clotrimazol foi usado como referéncia para avaliacdo da atividade inibitdria
frente aos fungos patogénicos. As hidrazonas 31 a 34 mostraram ter maior atividade do que
o clotrimazol contra os fungos Microsporum gypsum e Microsporum audouinii. Ja as
hidrazonas 31 e 32 também apresentaram maior atividade que o clotrimazol frente o fungo

Epidermophyton floccosum (PANDEYA et al., 1999) (Figura 13).

NH
—N
N—NH (31)R=CIl,R;=H
R / S\ (32)R=Br, R, =H
cl (33) R = Cl, R; = CH,N(CH3),
—0 (34) R = Br, R; = CH,N(CHjs),

Figura 13: Hidrazonas com atividade fungicida.

2.4 Estudos Biologicos

2.4.1 Doencas Tropicais
Diversas doencgas infecciosas graves tém como agente etioldgico protozodrios.

Muitas destas enfermidades estdo associadas aos baixos niveis de sanitarismo e a condi¢ao
de vida precdria de populacdes que vivem em bolsdes de probreza em diversas partes do
mundo e mesmo no Brasil. Na Tabela 1 abaixo descrevemos as protozooses de maior
impacto, associando-as aos seus respectivos agentes etioldgicos, bem como relatando as

areas em que as mesmas sao endémicas.
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Tabela 1: Protozooses de maior impacto mundial.

Agente Principal forma ¢ o
Doenca Lsent pat Tori Area geografica afetada
etiologico de transmissao
Oral, via
Giardiase Giardia lamblia  alimentos e dgua Distribui¢do mundial
contaminados
. . Tri C .
Tricomoniase ricomona Contato sexual Distribui¢ao mundial
vaginalis
Entamoeba Oral, via e . ..
p i . p Distribui¢do mundial, principalmente
Amebiase hystolitica alimentos e dgua p
. em dreas pobres.
contaminados
Plasmodium Vetorial
. vax, le, mosquitos do e . » <o
Malaria vzva.x ovate ( 9u1 América Latina, Asia e Africa
falciparum e género
malariae Anopheles)
inseto-vetor
Doenca de Trypanosoma , . .
: hematéfago Cone sul do continente americano
Chagas cruzi .
(barbeiro)
T Vetorial (mosca o
Doenca do sono rypanosoma ( Africa
gambiense Tse-Tse)
Distribui¢ao mundial, com énfase nas
Leishmanioses  Leishmania s Vetorial Américas Central e do Sul, Africa
P- (fleb6tomo) Central, partes do sul e do centro da

Asia, Europa Mediterranea.

As doengas tropicais afetam milhdes de individuos em todo o mundo, entre
homens, mulheres e criancas. Para a maioria destas doencas, que causam altos indices de
morbidade e mortalidade, os tratamentos disponiveis sdo limitados e ineficazes, e o quadro
¢ constantemente agravado pela emergéncia de cepas resistentes (TROUILLER et al.,
2002; NWAKA, 2006). O aumento consideravel nos custos de desenvolvimento de novos
farmacos, combinado com as perspectivas de retorno financeiro inadequado, tem como
resultado a quase inexisténcia de investimentos em Pesquisa e Desenvolvimento (P&D) na
area de doengas tropicais por parte das companhias farmacéuticas (NWAKA, 2003).

Estima-se que do total investido em P&D de farmacos, somente 10 % sao
destinados a doencas que representam cerca de 90 % dos problemas globais de saude
humana (WIDDUS, 2001). Visando reverter esse panorama, vém sendo estabelecidas
iniciativas envolvendo parcerias efetivas na triade governo-universidade-empresa.
(NWAKA, 2003). Na Figura 14 vemos as estruturas de alguns firmacos com atividade

antiparasitaria.
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Figura 14: Estrutura quimica de alguns fairmacos de acao antiprotozodria.
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A seguir serdo mostrados alguns derivados de isatina com a¢do antimalarial
(CHIBALE et al., 2003; CHIBALE et al., 2005).

S
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Figura 15: Estrutura quimica de alguns derivados de isatina com atividade antiparasitaria.

O Programa Especial para Pesquisa e Treinamento em Doencgas Tropicais (do
inglés, Special Programme for Research and Training in Tropical Diseases) (WHO, 2008)
da Organizacdo Mundial da Sadde (OMS), o Programa de Medicamentos para Maldria
(MMV, do inglés, Medicines for Malaria Venture) (MMYV, 2008), e a Iniciativa de
Medicamentos para Doencas Negligenciadas (DNDi, do inglés, Drugs for Neglected
Diseases initiative) (DNDi, 2008), sdo exemplos de parcerias publico-privadas que tem
como objetivo criar, estimular e investir em P&D de farmacos contra uma variedade de
doencas tropicais. Alguns exemplos de farmacos introduzidos no mercado através de

esforcos de parcerias publico-privadas estao apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2: Farmacos para doengas tropicais introduzidos no mercado através de parcerias
publico-privadas (WHO, 2008; MMV, 2008; DNDi, 2008).

Farmaco Ano de Registro Indicacao Clinica Parceiro
Praziquantel 1980 Esquistossomose Bayer
. L. Hoffman La Roche,
Mefloquina 1984 Malaria WRAIR
Ivermectina 1987 Oncocercose Merck
. .. Smith Kline Beecham,
Halofantrina 1988 Maléaria WRAIR
Eflornitina 1991 Doenca do Sono ~ Marion Merrel Dow
Anf?ter1c1na B 1994 Leishmaniose NeXstar
Liposomal
Artemisinina 1997 Maldria Rhone Poulenc Rorer,
Kunming
Artemisinina- 1999 Maldria Novartis
lumefantrina
Artemotila 2000 Malaria Artecef, WRAIR
Miltefosina 2002 Leishmaniose Zentaris, Indian CMR
Clorproguanil-dapsona 2003 Maléria GSK, DFID
2.4.2 Doencas de Chagas

A doenga de Chagas, também conhecida como tripanossomiase americana, afeta 17
milhdes de individuos em 18 paises da América Latina, sendo que mais de sem milhdes
encontram-se em areas sob o risco de contrair a doenga (Figura 16). Anualmente, 200.000
individuos sdo infectados e 13.000 vao a 6bito por complicagdes decorrentes da parasitose
(MONCAYO, 2003). A doenca de chagas é causada pela infeccdo com o protozoario
Trypanosoma cruzi, o qual € principalmente transmitido pelo inseto-vetor hematéfago
conhecido vulgarmente como ‘“barbeiro” ou “chupdo”- da ordem Hemiptera; familia
Ruduviidae — que habita as frestas das paredes de barro ou de madeira das chamadas
cafuas. Outras formas de transmissdo desta parasitose ocorrem por transfusdao de sangue e

transmissao congénita (WHO/TDR, 2008).
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Doenga de Chagas

Incidéncia [] Area infestada

@Interrup;in da transmissdo
vetorial

Figura 16: (A) Incidéncia de doenca de Chagas na América Latina.
(B) Distribuicao geografica do inseto vetor causador da doenga.

(http://www.paho.org/english/ad/dpc/cd/chagas.htm)

O ciclo de vida do parasita (Figura 17) envolve obrigatoriamente a passagem por
hospedeiros vertebrados (mamifero, incluindo o homem) e muitos invertebados (insetos da
familia Rudiviidae), em uma série de estagios. A forma tripomastigota, presente no sangue
do hospedeiro infectado, € ingerida pelo inseto e diferencia-se em epimastigota, forma nao
infectiva e replicativa, que no trato digestivo do inseto diferencia-se em tripomastigotas
metaciclicos. As formas metaciclicas sdo liberados junto com as fezes e a urina do inseto
durante seu repasto sanguineo e ao penetrar no hospedeiro vertebrado diferenciam-se na
forma amastigota intracelular. Ap6s varios ciclos de replicagdo os parasitas diferenciam-se
nas formas tripomastigotas, havendo liberacio dos mesmos na corrente sanguinea do

hospedeiro, reiniciando o ciclo.
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Figura 17: Ciclo de vida do T.cruzi. As diferentes formas do 7.cruzi ao longo de seu ciclo
evolutivo no hospedeiro vertebrado e invertebrado. Figura adaptada de WHO, 2000.

2.4.2.1 Tratamento

Em sua grande maioria, as drogas usadas no tratamento de pacientes portadores de
infec¢des parasitarias provocam efeitos colaterais devido a sua toxidez (COURA E DE
CASTRO, 2002).

As drogas utilizadas no tratamento de doencas de Chagas sao (Figura 18):

a) O derivado nitro-heterociclico Benzonidazol ( 2-nitro-N-fenilmetil-1H-imidazol-

1-acetamida);

b) Nifurtimox (3-metil-N-[(5-nitro-2-furfuril)-metileno]-4- tiomorfolinoamina-

1,1-diéxido).
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Figura 18: Farmacos de utilidade clinica reconhecida.

Atualmente, apenas o benzonidazol € utilizado para o tratamento da doenca de
Chagas. O Nifurtimox, ap6s ser usado em varios paises da América do Sul, inclusive no
Brasil, deixou de ser comercializado, devido ao seu alto grau de toxicidade (COURA E DE
CASTRO, 2002).

Ap6s 100 anos da descoberta da doenga realizada pelo brilhante cientista brasileiro
Carlos Chagas, ndo existe um unico farmaco seguro e eficaz para o tratamento
quimioterdpico da doenga de Chagas. Fica claro a dimensdo do desafio colocado aos
pesquisadores envolvidos no desenvolvimento de farmacos aplicdveis na quimioterapia da
doenca de Chagas, qual seja, a busca constante por novas substincias com elevada
atividade tripanocida, reduzidos efeitos colaterais, aliados a compreensdo do mecanismo da
acdo antiparasitario dessas substancias, o que facilita o desenvolvimento racional de novos

compostos protétipo (RIBEIRO, 2004).
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2.4.3 Leishmaniose
A leishmaniose € uma doenca que afeta aproximadamente 12 milhdes de pessoas no

mundo. A cada ano dois milhdes de novos casos sdo diagnosticados (WHO, 2002). A
leishmaniose tegumentar americana (LTA) estd entre uma das endemias de maior
importancia em sadde publica no Brasil, devido a sua ampla distribuicdo pelo territério
nacional, a ocorréncia de formas clinicas graves e pelas dificuldades referentes tanto ao
diagndstico como ao tratamento das mesmas. Na Figura 19 abaixo observa-se a densidade

de casos de leishmaniose tegumentar americana, por municipio no Brasil.

2003 2004

oAk Densidade de
Densidade de casos 1 =y sitlade de casos Ny
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Figura 19: Densidade de casos de leishmaniose tegumentar americana por municipio,
Brasil — 2003 e 2004.

(Manual de Vigilancia da Leishmaniose Tegumentar Americana, 2007)

A Leishmania é um protozodrio pertencente a familia Trypanosomatidae, parasito
intracelular obrigatério das células do sistema fagocitico mononuclear, com duas formas
principais: uma flagelada ou promastigota, encontrada no tubo digestivo do inseto vetor, e

outra aflagelada ou amastigota, observada nos tecidos dos hospedeiros vertebrados

(Figura 20)
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Figura 20: (A) Leishmania — Forma flagelada ou promastigota; (B) Leishmania — Forma
aflagelada ou amastigota. (Manual de Vigilancia da Leishmaniose Tegumentar Americana, 2007).
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Os vetores da LTA sdo insetos denominados flebotomineos, pertencentes a Ordem
Diptera, Familia Psychodidae, Subfamilia Phlebotominae, Género Lutzomyia , conhecidos
popularmente, dependendo da localizacdo geografica, como mosquito palha, tatuquira,
birigui, entre outros.

A leishmaniose pode ser classificada em quatro formas principais (MURRAY et
al., 2005; ALVAR, 1997): (i) leishmaniose cutanea (LC) causada por L. major, que é a
forma mais comum da doenca e caracteriza-se por lesdes ulcerativas da derme com feridas
comumente na face, bracos e pernas; (ii) leishmaniose cutanea difusa (LCD) causada por
L. mexicana e L. amazonensis, que ¢ muito semelhante a LC, exceto pelo fato de que as
lesdes sdo espalhadas por todo o corpo; (iii) leishmaniose muco-cutinea causada por L.
braziliensis, que € caracterizada pela disseminacdo dos parasitas via corrente sanguinea ou
linfatica causando ulceragdes nos tecidos cartilaginosos, principalmente na boca e nariz,
produzindo lesdes mutilantes. Essas trés manifestagcdes sdo agrupadas no continente
americano em uma unica doenca denominada leishmaniose tegumentar americana (LTA),
conhecida também como ulcera de Bauru, ferida brava, entre outras denominagdes
regionais (HERWALDT, 1999; DAVIES, 2003); (iv) leishmaniose visceral (LV), também
conhecida como calazar, é a forma mais letal da doenca, sendo causada por L. donovani.
Esta forma acomete o sistema reticulo-endotelial, causando perda de peso, anemia e
inchaco do bago e do figado podendo levar a morte num periodo de dois a trés anos
(HERWALDT, 1999; DAVIES, 2003).

A LTA em animais domésticos pode apresentar-se como uma doenga cronica com
manifestacdes semelhantes as da doenca humana, ou seja, o parasitismo ocorre

preferencialmente em mucosas das vias aerodigestivas superiores.

Figura 21: LTA- Lesao cutanea multipla; LTA — Gato com lesdo no focinho.

(Manual de Vigilancia da Leishmaniose Tegumentar Americana, 2007).
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O tratamento da leishmaniose, desde a década de 40, baseia-se no uso de
antimoniais pentavalentes (CROFT, 2003). Duas formula¢des de antimoniais pentavalentes
sdo disponiveis atualmente, o estibogluconato de sédio (Pentostam®, GlaxoSmithKline) e o
antimoniato-N-metil glucamina (Glucantime®, Aventis) (Figura 22), sendo este dltimo
distribuido gratuitamente no Brasil pelo Ministério as Saude. Em virtude do tempo de
meia-vida pequeno dos antimoniais na corrente sanguinea (cerca de 2 horas), doses didrias
altas sdo requeridas por longos periodos de tempo (20 a 40 dias) (CROFT, 2001). Além
disso, doses maiores dos antimoniais acabam sendo empregadas devido ao aparecimento
de resisténcia. Embora o mecanismo de ag¢do ndo seja completamente elucidado,
evidéncias demonstraram que estes firmacos atuam nas formas amastigotas do parasito,
inibindo sua atividade glicolitica e a via oxidativa de 4cidos graxos. Efeitos colaterais
severos como trombose, toxidez hepdtica, hipersensibilidade e choque anafildtico sao

associados ao tratamento quimioterdpico (GEARY et al., 1989).
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Figura 22: Farmacos utilizados no tratamento da leishmaniose.
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A pentamidina (Pentacarinat®, Rhodia Farma) (Figura 23), tem sido utilizada desde
a década de 50 como farmaco de segunda escolha contra a leishmaniose devido ao longo
periodo de tratamento e aos graves efeitos colaterais, tais como: hipoglicemia, diabetes,

taquicardia, entre outros (CROFT & COOMBS, 2003).

NP

Pentamidina

Figura 23: Farmacos utilizados no tratamento da leishmaniose.

A anfotericina B (Fungisone®, Bristol Meyers Squibb) (Figura 24) é o agente
antileishmaniose mais eficaz, atuando na formas promastigotas e amastigotas do parasita
através da ligacdo aos ésteres (ergosterol ou episterol) presentes na membrana plasmatica
do parasita. A administracdo do medicamnto € feita por via intravenosa por periodos de até
4 horas. Diversos efeitos colaterais sdo causados pela anfotericina B, todos relacionados
com a dose terapéutica administrada (CROFT, 2005). Novas formulacdes da anfotericina B
associadas a lipossomas, (AmBisome®, NeXstar Pharmaceuticals) e a dispersdao coloidal
(Amphocil, AstraZeneca), apresentam uma menor toxidez relativa e maior tempo de meia-
vida no plasma. Entretando, o custo elevado limita o uso sistemético destes farmacos no

servigo de satude publica (CROFT, 2005).
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Figura 24: Farmacos utilizados no tratamento da leishmaniose.
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A miltefosina (Impavido, Zentaris), recentemente introduzida no mercado
farmaceéutico, foi o primeiro fairmaco administrado por via oral para o tratamento da LV e
LC. A miltefosina foi originalmente desenvolvido para o tratamento de cancer de pele.
Devido a sua indicag@o para o tratamento tépico de doencas ulcerativas, a miltefosina foi
testada contra a LC. Testes clinicos com administragdo por via oral demonstraram a alta
eficdcia para o tratamento da LV e LC (SINDERMANN et al., 2004). O mecanismo de
acdo da miltefosina ainda é desconhecido, contudo, acredita-se que o farmaco possa estar
envolvido em um ou mais dos seguintes mecanismos: (i) inibicio do metabolismo de
fosfolipidos; interferéncia na transducao de sinais através da membrana do parasita; e (iii)

interferéncia na biossintese de glicosilfosfatidilinositol (SINDERMANN et al., 2004).
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Figura 25: Farmacos utilizados no tratamento da leishmaniose.

Em relacio a prevencdo da leishmaniose, os métodos mais comuns sio
desinsetizacdo das dreas de risco para a erradicacdo dos insetos vetores, uso de
mosquiteiros impregnados de inseticidas e a aplicacdo de repelentes sobre a pele. O
sacrificio de animais domésticos infectados também faz parte do controle da doenca, uma
vez que esses animais representam reservatorios da doenga. Além disso, surge como
esperanca o desenvolvimento de vacinas. Atualmente, a vacina Leishvacin® (Biobras),
constituida de uma mistura de antigenos provenientes da L. amazonensis, que encontra-se
em fase clinica de desenvolvimento. Apesar da Leishvacin® ter demonstrado potencial
imunogénico em voluntérios saudéveis, sua eficicia ainda ndo estd totalmente comprovada

(ARMIJOS et al., 2004; VELEZ et al., 2005).

U



2.4.4 Malaria

A maléria, mundialmente um dos mais sérios problemas de saide publica, uma
doenca infecciosa causada por protozodrios do género Plasmodium e transmitida ao
homem por fémeas de mosquitos do género Anopheles, produzindo febre, além de outros
sintomas. Quatro espécies de plasmdédio podem causar a doenca: P. falciparum, P. vivax,
P. malariae e P. ovale (essa, de transmissao natural apenas na Africa).

Dados da Organiza¢do mundial da Saide (OMS) mostram que seu impacto sobre as
populagdes humanas continua aumentando: ocorre em mais de 90 paises, pondo em risco
cerca de 40% da populagdo mundial — estima-se que ocorram de 300 a 500 milhdes de
novos casos, com média de um milhdo de mortes por ano. Representa, ainda, risco elevado
para viajantes e migrantes, com casos importados em dreas nao endémicas.

No Brasil, o maior nimero de casos € registrado na regido Amazdnica, cujas
condi¢des ambientais e socioculturais favorecem a expansao de sua transmissao.

Em 2006, segundo dados do Ministério da Sadde, foram registrados 540.000 casos
de maldria (99 % na regido Norte), um pouco menos que os 580.000 casos registrados em
2005 (Figura 26). Esses valores provavelmente sdo subestimados, devido a grande area da
regido Norte e a dificuldade de locomog¢ao das pessoas que vivem nas dreas endémicas.
Atualmente, a drea endémica estd localizada na chamada Amazonia Legal, compreendendo
os estados do Acre, Amapd, Amazonas, Maranhdo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul,
Pard, Rondonia, Roraima, e Tocantins (Figura ).

Quanto as espécies de plasmodios circulantes no Brasil, os dados de 2006 revelam

que P. vivax responde por aproximadamente 73% dos casos e P. falciparum, por 24%.
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Figura 26. Casos e 6bitos de maldria no Brasil de 1980 a 2005.
Fonte: casos: MS/SVS; SES e Sinan a partir de 1998 — Obitos: Sinan
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2.5 Fitopatégenos

Os fungicidas sdo substancias quimicas ou bioldgicas que atacam os fungos sem
atacar as culturas. Protegem as plantas contra a evasdo de patdgenos ou sdo usados para
erradicar infecgdes ja estabelecidas. O inicio da aplicacdo de fungicidas em grande escala
para o controle de doengas se deu com a descoberta da calda bordalesa (mistura de sulfato
de cobre e cal hidratada) em 1882. Por mais de 50 anos foi um dos fungicidas mais
utilizados (AZEVEDO, 2001). A partir de entdo, diversos grupos de substancias com acao
fungicida foram sendo descobertos, desenvolvidos e utilizados comercialmente pelos
agricultores. Os mercuriais por volta de 1914, os ditiocarbamatos na década de 30,
heterociclicos nitrogenados em 1949, ftalonitrilas e os primeiros fungicidas sistémicos
(carboxin e benomyl) nos anos 60, os triazéis na década de 70 (DEKKER &
GEORGOPOULOS 1982; KIMATI, 1995) e as estrobilurinas no final dos anos 90
(AZEVEDO 2003).

De acordo com a Food and Agricultural Organization (FAO) os fungicidas sdo
insumos importantes para a producao mundial de alimentos. Os fungicidas além de terem
na manuten¢ao do potencial produtivo das culturas, contribuem também para a manutencao
da germinacdo e vigor das sementes, € no prolongamento da vida qtil dos frutos na pds-
colheita (Azevedo, 2001).

Dentre os fungos fitopatogénicos que causam grandes prejuizos a producao agricola
mundial, os de solo merecem destaque por afetarem praticamente todas as plantas
cultivaveis, causando perdas de até 100% quando as condi¢des encontram-se favordveis
para o seu desenvolvimento.

Dentre eles, ressaltam-se os fungos dos géneros Pythium, Rhizoctonia, Fusarium,
Phytophthra, Verticillium, Sclerotium e Sclerotinia que sio muito importantes por serem
encontrados em vdrios tipos de solo e afetarem diversas culturas de importancia
econdmica, incluindo hortalicas, fruteiras, gramineas e leguminosas, entre outras.

Os sintomas visiveis causados por esses fungos, na parte aérea das plantas, sdo
tombamento, murcha, seca dos ponteiros, escurecimento ou podridao de tecidos, que
refletem os danos causados as plantas, embora, na maioria dos casos, ndo seja possivel
identificar qual(is) o(s) patégeno(s) responsavel(is) pela doencga (Figura 27).

Os sintomas de tombamento de plantulas e podriddao de raiz, por exemplo, sdo
observados em vdrias culturas, podendo ser causados por Pythium, Phytophthora,

Rhizoctonia ou Fusarium, de forma individual ou pela combinacdo de um ou mais
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patégenos. Portanto, devido a similaridade dos sintomas causados por esses organismos,
torna-se necessdria a identifica¢do correta do(s) agentes causal(is) para que sejam tomadas
as medidas apropriadas para o controle eficiente da doencga.

O fungo Rhizoctonia solani merece destaque por ser um parasita necrotréfico
(coloniza tecidos vivos e também consegue retirar nutrientes de células mortas, para o seu
desenvolvimento). Aliado a isso, esse fungo € habitante do solo e tem a capacidade de
desenvolver estruturas de resisténcia denominadas microesclerédios que permitem a sua
sobrevivéncia em condicdes desfavoraveis por um longo periodo. COOK (1977), relata
que os restos de cultivo deixados na superficie ou parcialmente enterrados podem permitir
a sobrevivéncia dos patégenos durante periodos adversos até a implantacdo de um novo
cultivo.

Segundo GOULART (2001), Rhizoctonia solani é o principal causador do
tombamento do algodoeiro no Brasil, pela frequéncia com que ocorre (mais de 95% dos
casos sdo causados por este fungo) e pelos danos que causa na fase inicial de
estabelecimento da lavoura.

Medidas de controle para R. solani limitam-se apenas ao uso de praticas culturais
que desfavorecam o seu desenvolvimento como por exemplo, uso de um espagamento
adequado, semeadura rasa visando permitir uma rdpida germinagdo e principalmente
rotacdo de cultura, pois esse género pode sobreviver facilmente em restos de cultura. O
deslintamento quimico associado ao tratameto de sementes € uma pratica recomendavel
principalmente para os patdégenos causadores de tombamento que sdo veiculados externa
ou internamente as sementes € os fungicidas mais recomendados sdo benomyl, captan,
thiabendazol e a mistura de benomyl + thiram (CIA & SALGADO, 1997).

No género Fusarium, encontram-se agentes causais de podriddes e doencas
vasculares, como a murcha, e o seu controle € bastante dificil, pois se desenvolve no solo é
capaz de sobreviver por longos periodos, o que dificulta a sua erradicacdo e aumenta os
custos de produ¢cdao (BEDENDO, 1995).

Devido ao exposto, torna-se essencial o desenvolvimento de estratégias alternativas

capazes de controlar doengas causadas por fitopatégenos de solo.
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Figura 27: Imagens de culturas atacadas pelo fungo Rhizoctonia solani.

2.6 Efeito dos compostos organofosforados na germinagdo e no desenvolvimento de
plantulas de alface (Lactuca sativa).

Uma vez que os compostos sintetizados se apresentam como potencias fungicidas,
resolveu-se estudar o efeito téxico na germinagdo e no desenvolvimento de plantulas de
alface, pois é desejdvel, a principio, que esses compostos nao apresente qualquer tipo de
atividade que seja prejudicial ao desenvolvimento da planta.

Diversos ensaios sdo citados na literatura visando a avaliacio de substancias
quimicas na germinacdo de sementes, na elongacdo de raizes e no crescimento de plantulas
e avaliag@o da biomassa da parte aérea (KELSEY et al., 1982).

Sementes de alface (Lactuca sativa), disponiveis comercialmente, vém sendo
utilizadas para avaliacdo de germinacdo frente a substincia ativas. O teste é simples e nao

necessita de muitos aparatos especiais para realizacdo.
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3 OBJETIVOS

» Sintetizar e caracterizar novas dialquilfosforilidrazonas derivadas de isatina, visando a
descoberta de potencias fungicidas utilizando-se, como teste preliminar, o bioensaio
contra o fungo Rhizoctonia solani e Fusarium oxysporum.

» Avaliar a atividade antiprotozoose frente a Leishmania amazonensis, Tryipanosoma
cruzi e Plasmodium falciparum.

» Avaliar o efeito toxico dos compostos sintetizados na germinacdo de sementes de

alface.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Consideracoes Gerais

Todos os solventes utilizados nas reacdes e nos métodos de purificacdo foram
previamente destilados e, quando necessdrio, tratados e secos de acordo com os métodos
usuais descritos na literatura (VOGEL, 1981).

Os pontos de fusdo, ndo corrigidos, foram determinados em aparelho Buchi 510.

A técnica de cromatografia em camada fina foi realizada utilizando-se placas de
aluminio Kiessel Gel 60 F 254, com 0,2 mm de espessura, sendo reveladas em lampada
ultravioleta com comprimento de onda em 254 nm.

Na técnica de cromatografia em coluna aberta utilizou-se como adsorvente gel
silica 60, Merck, com particulas de 35-70 mesh.

A remocgao dos solventes foi feita em evaporador rotatério Fisatom modelo 820.

Os aparelhos utilizados para a caracterizacio dos compostos foram: o
espectrometro de infravermelho Perkin-Elmer modelo 1600 FT, e os espectros foram
obtidos utilizando-se um filme sobre células de NaCl, nas amostras liquidas e pastilhas de
KBr nas amostras sélidas. As absorcdes foram medidas em centimetros reciprocos (cm™).

O cromatdgrafo de fase gasosa acoplado a espectrometro de massas, modelo Saturn
2000-Varian. As condi¢des de andlise foram: coluna VF-5ms (30 x 0,25 x 0,25mm);
temperatura 150-180°C/1°-10°C/min — 290°C/10’; injetor 270°C; EM trap 220°C, manifold
60°C trxline 250°C ionizagdo EI (70eV).

O espectrometro de ressondncia magnética nuclear de 'H (200 e 400 MHz), ">C (50
e 100 MHz) e *'P (162 MHz) Bruker modelo AC-200 e Avance, e 0s espectros foram
obtidos utilizando-se tetrametilsilano (TMS), ou o préprio solvente como referéncia para
os nicleos de 'H e "°C. Para o niicleo de 31P, foi utilizado o acido fosférico 85% como
referéncia externa. Os solventes deuterados sdo especificados em cada caso, sendo os

deslocamentos quimicos medidos em ppm e as constantes de acoplamento em Hertz (Hz).
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4.2 Sintese dos fosfonatos de dialquila .

O

1)0°C, 10 rnlIL RO—P\I_I + RCl + 2HC]
2) 50°C, 2h

PCl, + 3ROH
RO

R = etil, butil e isobutil.

Esquema 22: Sintese dos fosfonatos de dialquila.

= Procedimento geral

Em um baldo bitubulado de 200 mL de capacidade, equipado com um funil de
adi¢do continua, condensador de refluxo e munido de um borbulhador (capaz de impedir a
entrada de umidade e a0 mesmo tempo permitir a saida do 4cido cloridrico, liberado na
reacdo), adicionou-se o dlcool correspondente. Em seguida, através de funil de adigdo,
gotejou-se cuidadosamente o tricloreto de fésforo recém destilado, sob agitagdo magnética,
mantendo-se a mistura reacional a uma temperatura em torno de 0°C. Quando cerca da
metade do tricloreto de dcido foi adicionada, observou-se forte desprendimento de édcido
cloridrico.

Ao término da adic@o, submeteu-se o conteido do baldo a um ligeiro aquecimento
(50°C) por aproximadamente 2 horas. Passado este tempo, colocou-se a mistura reacional
sob vécuo, a fim de que fosse retirado todo o dcido cloridrico residual. A seguir, o cloreto

de alquila gerado como subproduto da reacao foi removido em evaporador rotatdrio.
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4.2.1 Sintese do fosfonato de dietila (35)
Utilizou-se 27,0 mL (21,5 g — 0,47 mol) de alcool etilico e 13,5 mL (21,3 g - 0,16

mol) de tricloreto de fésforo. Apds a retirada dos subprodutos, 15,0 g do produto puro

foram obtidos, correspondendo a um rendimento de 65%.

Caracterizacao:

® Aspecto: liquido incolor.

e IV (NaCl): 3459 (vOH); 2987, 2937, 2913 (vCH,CHj3); 2431 (vP-H); 1480 (vC-O);
1395 (dasCHj3) 1252 (vP=0); 1046 (VP-0O), 982 (dasP-H).

e RMN 'H (CDCL): 6,7 [d(P-H, Jup = 694 Hz, 1H)]; 4,1 [m(CH;CH,O0-, 4H)]; 1,3
[t(CH3;CH,O-, Jun = 7,0 Hz, 6H)].

4.2.2 Sintese do fosfonato de dibutila (36).
Utilizou-se 25,43 g (0,334 mol) de élcool butilico e 15,75 g (0,114 mol) de

tricloreto de fésforo. Obteve-se, apds evaporacdo a pressdo reduzida, 17,5 g do produto

com pureza satisfatéria para as sinteses subseqiientes. O rendimento do fosfonato de

dibutila foi de 78%.

Caracterizacao:

® Aspecto: liquido incolor.

e IV (NaCl): 3410 (vOH); 2963, 2876 (vCH;, e CHs); 2434 (vP-H); 1468 (das.CH, e
CHs); 1381 (8sim.CHz); 1216 (vP=0); 1006 (VP-O-C); 970 (das.P-H).

e RMN 'H (CDCl): 0,91 [t (CH;CH,CH,CH,0-), 6H]; 1,38 [m (CH;CH,CH,CH,0-),
4H]; 1,65 [m (CH3CH,CH,CH,0-), 4H]; 4,03 [m (-CH3CH,CH,CH,0-), 4H]; 6,72 [d
(P-H), Jup = 699 Hz, 1H].

e m/z (%): 195(50), 167(1), 157(1), 147(1), 139(12), 123(5), 109(10), 97(5), 83(100),
65(12), 57(7.5), 47(5).

4.2.3 Sintese do fosfonato de diisobutila (37).
Utilizou-se 12,7 g (0,176 mol) de dlcool isobutilico e 7,87 g (0,057 mol) de

tricloreto de fésforo. Obteve-se, apds evaporagao a pressao reduzida, 10 g do produto puro.

O rendimento do fosfonato de diisobutila foi de 90%.
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Caracterizacao:

® Aspecto: liquido incolor.

e [V (NaCl): 3445 (vOH); 2964, 2881 (VCH, e CH3); 2426 (VP-H); 1469 (das.CH, CH, e
CHs); 1395 e 1372 (8sim. CH, CH; e CHj3); 1255 (vP=0); 1039 (VP-O); 983 (das.P-H).

e RMN 'H (CDCl): 0,95 [d ((CH3),CHCH,0-), 12H]; 1,93 [m ((CH3),CHCH,0-), 2H];
3,84 [m ((CH3)CHCH,0-), 4H]; 6,81 [d(P-H), Jup = 692,3Hz, 1H].

o m/z (%): 195(51), 139(12), 123(5), 109(11), 97(5), 83(100), 65(12), 57(8), 47(5).

4.3 Sintese das dialquilfosforilidrazinas.

O O
I
RO — '1:'. + NHMHp  NeOH,BIOHHO,CCli RO — P N’NHE + NaCl + CHCl + H0O
ol H 1jnc1nmzjﬂ:|03h Rc. |
H
E= etil, isobutil e butil

Esquema 23: Sintese das dialquilfosforilidrazina.

= Procedimento geral

Em um balao bitubulado de 125 mL, equipado com um funil de adi¢do continua,
condensador de refluxo munido de um borbulhador, adicionou-se a hidrazina
monohidratada e uma solu¢do de hidréxido de sédio dissolvido em uma mistura
etanol:dgua destilada na proporcao 1:1 em volume. Em seguida, estando a solugao do balao
sob agitacdo magnética, gotejou-se, através do funil de adicdao, uma solucao formada pelo
fosfonato de dialquila e o tetracloteto de carbono, estando o tetracloreto em excesso de 40
%. A mistura reacional foi mantida durante a adi¢cdo do conteido do funil a uma
temperatura em torno de 0 °C. Apds a adi¢do se completar, a mistura reacional foi mantida
sob refluxo por 3 h 30 min.

Ao término da reacdo, a solugdo resultante foi filtrada, e a fase liquida foi extraida
com (5x15) mL de diclorometano, sendo seca com sulfato de magnésio anidro. Apds a

secagem, o solvente foi evaporado em evaporador rotatério, obtendo-se um 6leo viscoso.
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4.3.1 Sintese da dietilfosforilidrazina (38).
Utilizou-se 8 g (0,058 mol) do fosfonato de dietila, 3,9 mL (0,029 mol) de

tetracloreto de carbono, 1,2 g (0,024 mol) de hidrazina, 2,32 g (0,058 mol) de hidréxido de
sédio, 10 mL de dgua destilada e 10 mL de etanol. Obteve-se, apds evaporagdo a pressao
reduzida, 4,78 g do produto com pureza adequada a sua utilizacao posterior. O rendimento

da detilfosforilidrazina foi de 48 %.

Caracterizacao:

e Aspecto: Liquido viscoso incolor.

e RMN 'H (CDCl): 4,12 [q (CH,OP), Juu = 6 Hz, 4H]; 1,34 [t (-CH;CH,OP), Juu= 6
Hz, 6H].

e RMN "*C (CDCl): 13,17 [d (CH3CH,0-), 2C]; 61,63 [m (CH,0-), 2C].

4.3.2 Sintese da dibutilfosforilidrazina (39).
Utilizou-se 10 g (0,0515 mol) do fosfonato de dibutila, 11,10 g (0,0721 mol) de

tetra cloreto de carbono, 2,60 g (0,052 mol) de hidrazina, 2,06 g (0,0515 mol) de hidréxido
de sédio, 10 mL de 4gua destilada e 10 mL de etanol. Obteve-se, apds evaporagdo a

pressdo reduzida, 8,65 g do produto puro. O rendimento da dibutilfosforilidrazina foi de

49%.

Caracterizacao:

e Aspecto: Liquido viscoso incolor.

e IV (NaCl): 3351 (VNH); 2960 e 2878 (VCH, e CHas); 1225 (vP=0); 1027 (vP-O-C);
1067 (vP-N); 1460 (das.CH, e CH3); 1381(8sim.CH3).

e RMN 'H (CDCL): 081 [t (CH;CH,CH,CH,O-), Juyy = 6,0 Hz, 6H]; 1,28 [m
(CH;CH,CH,CH,0O-), 4H]; 1,52 [m (CH3;CH,CH,CH,O-), 4H]; 3,90 [m (-
CH;CH,CH,CH,0-), 4H]; 5,23 [s (NHNH,), 3H].

e RMN C (CDClL): 13,17 [d (CH;CH,CH,CH,0-), 2C]; 18,36 [m
(CH3;CH,CH,CH,0-), 2CJ]; 32,05 [m (CHs;CH,CH,CH,O-), 2C]; 65,55 [m (-
CH;CH,CH,CH,0-), 2C].

e m/z (%): 225(100), 211(2), 195(1), 183(1), 169(7,5), 155(2), 139(2,5), 125(2),
112(60), 99(12), 82(5), 65(4), 57(2), 47(1).
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4.3.3 Sintese da diisobutilfosforilidrazina (40).

Utilizou-se 10 g (0,0515 mol) do fosfonato de diisobutila, 11,10 g (0,0721 mol) de

tetracloreto de carbono, 2,60 g (0,052 mol) de hidrazina, 2,06 (0,0515 mol) de hidréxido de

sédio, 10 mL de dgua destilada e 10 mL de etanol. Obteve-se, apds evaporagdo a pressao

reduzida, 10,22 g do produto com pureza adequada a sua utilizagdo posterior. O

rendimento da diisobutilfosforilidrazina foi de 51%.

Caracterizacao:

Aspecto: Liquido viscoso incolor.

IV (NaCl): 3351 (vNH); 2961, 2878 e (vCH,, CHs e CH); 1230 (vP=0); 1023 (vP-O-
C); 1166 (vP-N); 1468 (das.CH;, e CHz); 1395 (8sim.CHz).

RMN 'H (CDCLy): 090 [d ((CH3),CHCH,0-), Juy = 6,0 Hz, 12H]; 1,89 [m
((CH3),CHCH,0-), 2H]; 3,75 [m ((CH3),CHCH,0O-), 4H]; 4,82 [(NHNH,), 1H]; 3,98
[(NHNH),), 2H].

RMN C (CDCLy): 13,81 [s(CH3(CH,);0-), 2C]; 18,64 [s (CH;CH,(CH,),0-), 2C];
32,18 [d(CH3CH,CH,CH,0-), Jcp = 6,23 Hz, 2C]; 66,54 [d (-CH3(CH,),CH,0-), Jcp =
5,87 Hz, 2C].

m/z (%) : 225(60), 1931), 169(17), 153(3), 139(2,5), 125(2,5), 112(100), 98(2,5),
82(5), 73(2,5), 65(5), 57(5), 47(2,5).

4.4 Reagoes de N-alquilagdo de isatina

(0] O
4 3 / /
RBr, DMF, CaH, 5 2
— () — > —Q
N HCI 6 N,
\ 7 \
H R

Esquema 24: N-alquilagdo de isatinas.

= Procedimento geral

Em um baldo bitubulado de 50 mL de capacidade, equipado com um condensador

de refluxo e sob atmosfera de nitrogénio contendo a isatina (1 mol) e o hidreto de calcio (1

mol), adicionou-se o DMF, previamente destilado e seco. A mistura reacional foi,

inicialmente, mantida sob agitacdo magnética a temperatura de 100°C por 1 hora. Apds
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este periodo, a mistura reacional foi resfriada a temperatura de 30°C seguida da adi¢do do
haleto de alquila (1,5 mols) correspondente. O meio foi mantido sob agitacdo magnética a
temperatura de 100°C de 2 a 4h até verificar o término da reacdo por cromatografia em
camada fina.

A mistura reacional foi vertida em uma solucio aquosa acidificada com HC1 0,5 M
e extraido com acetato de etila. Em seguida a solucdo foi seca com Na,SO,, filtrado e

evaporado.

4.4.1 Sintese da 1-benzilisatina (41).
Utilizou-se 0.60 g (4,07 mmol) de isatina, 0,73 mL (1,04 g - 6,11 mmol) de

brometo de benzila e 0.17 g (4,07 mmol) de hidreto de cdlcio. O I-benzilisatina foi
purificado por cromatografia em coluna aberta utilizando como adsorvente a silica gel e
eluente (hexano/ acetato de etila 15 %). Em seguida a fracdo foi evaporado a pressdo
reduzida e posteriormente caracterizada. Obteve-se 0,54 g do produto sdlido,

correspondendo a um rendimento de 61%.

Caracterizacao:

® Aspecto: s6lido laranja.

o p.f.=128-129° (Lit. 131° C).

e [V (Pastilha de KBr): 1731 ( v C=0 amidica), 1612 ( v C=0), 2850 (v CH»), 3029 (v
=C-H aromatico).

e RMN 'H (CDCly): 4,94 [s, (CH,C¢Hs), 2H]; 7,55 [d, (H4), Juu = 7,95 Hz, 1H]; 6,96
[m, (HS), 1H]; 7,50 [m, (H6), 1H]; 6,79 [d, (H7), Jun = 7,57 Hz, 1H]; 7,24 — 7,51]
(CH,C¢Hs), SH].

e m/z (%) : 237 (100), 180 (12), 146 (25), 132 (3), 91 (12).

4.4.2 Sintese de 1-metilisatina (42).
Utilizou-se 0,70 g (4,75 mmol) de isatina, 0,44 mL (1,01 g - 7,13 mmol) de iodeto

de metila e 0,19 g (4,75 mmol) de hidreto de célcio. O produto foi recristalizado em etanol
e obteve-se 0,59 g da 1-metilisatina, um sélido de coloracdo laranja, correspondendo a um

rendimento de 78 %.
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Caracterizacao:

® Aspecto: s6lido laranja.

e pf.= 129-130° (Lit. 134° C).

e [V (Pastilha de KBr): 1745 ( v C=0 amidica), 1606 ( v C=0), 2948 (v CH3), 3058 (v
=C-H aromitico).

e RMN 'H (CDCL): 3,25 [s, (CH3), 3H]; 7,61 [m, (H4) , 1H]; 7,12 [t, (H5), Juu = 7,51
Hz, 1H]; 7,58 [m, (H6), 1H]; 6,91 [d, (H7), Jun = 8,58 Hz, 1H].

e m/z (%): 161(100), 146(5), 133(30), 104(25), 78(12).

4.4.3 Sintese do 1-(3-bromopropil) isatina (43).
Utilizou-se 0.80 g (5,43 mmol) de isatina, 0,81 mL (1,62 g - 8,14 mmol) do 1,3

dibromo propano e 0.22 g (5,43 mmol) de hidreto de cdlcio. Observou-se por
cromatografia em camada fina a presenca de trés substancias. O produto foi purificado por
cromatografia em coluna aberta utilizando como adsorvente a silica gel e eluente (hexano
/acetato de etila 15 %). Obteve-se 0,09 g do produto sélido, correspondendo a um

rendimento de 6%.

Caracterizacao:

® Aspecto: sélido laranja.

e p.f.= 89°C.

e [V (Pastilha de KBr): 1739 ( v C=0 amidica), 1614 ( v C=0), 2852 e 2915 (v CH),
3023 e 3058 (v =C-H aromatico).

e RMN 'H (CDCls): 3,90 [t ( CH,CH,CH,Br), Juy - 7,19 Hz, 2H]; 2,20 [qui
(CH,CH,CH,Br), Juu - 6,56 Hz, 2H]; 3,48 [t (CH,CH,CH,Br), Juu - 6,18 Hz, 2H]; 7,8
e 7,01 [d (H4 e H7), Jun-7,43 Hz ,2H]; 7,03 ¢ 7,8 [t (HS e H6), Jun - 7,63 Hz, 2H].

e m/z (%) : 268 (26), 252 (0,5), 241 (12), 188 (50), 160 (20), 146 (10), 132 ( 100), 77
(28).
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4.4.4 Sintese do 1-butilisatina (44).
Utilizou-se 0.80 g (5,43 mmol) de isatina, 0,87 mL (1,11 g - 8,15 mmol) de brometo

de butila e 0,22 g (5,43 mmol) de hidreto de célcio. O produto foi purificado por
cromatografia em coluna aberta utilizando como adsorvente a silica gel e eluente
(hexano/acetato de etila 20 %). Obteve-se 0,50 g do 1-butilisatina, um liquido de coloragdo

laranja, correspondendo a um rendimento de 45 %.

Caracterizacao:

® Aspecto: liquido laranja.

e [V (Pastilha de KBr): 1737 ( v C=0 amidica), 1614 ( v C=0), 2873 ¢ 2933 (v CH, ¢
CHs), 3062 (v =C-H aromatico).

e RMN'H (CDCL): 3,72 [t (-NCH,CH,CH,CH3), Juy - 7,32 Hz, 2H]; 1,68 [m, (-
NCH,CH,CH,CHs) 4H]; 1,43 [m, (-NCH,CH,CH,CHs), 2H]; 096 [t, (-
NCH,CH,CH,CHj3), Jyu - 7,19 Hz, 3H]; 7,59 [d, H-4, Juuy - 7,44 Hz, 1H]; 6,88 [t (H-
5), Juu = 7,44 Hz, 1H]; 7,55 [d, H-6, Juu = 7,44 Hz, 1H]; 7,08 [d, (H-7), Juu = 7,44 Hz,
1H].

* m/z (%) : 203 (25), 175(87), 161(37), 146(25), 132(100), 119(38), 104(30), 90(23),
77(42,5), 63(12,5), 51(22).

4.4.5 Sintese do 1-alilisatina (45).
Utilizou-se 0,70 g (4,75 mmol) de isatina, 0,62 mL (0,86 g — 7,13 mmol) de

brometo de alila e 0,19 g (4,75 mmol) de hidreto de cdlcio. Obteve-se 0,20 g do produto

como um 6leo de coloragdo laranja, correspondendo a um rendimento de 22%.

Caracterizacao:

® Aspecto: 6leo laranja.

e RMN 'H (CDCls): 4,38 [dt ( NCH,CH=CH,), 2H]; 5,85 [m ( NCH,CH=CH,), 2H];
1H]; 5,30[m ( NCH,CH=CH,), 2H]; 7,63 [d ,H-4, Jyu-8 Hz, 1H]; 7,13[t ,H-5, Jyu-
8 Hz, 1H]; 7,55 [t ,H-6, Jun-= 8 Hz, 1H]; 6,90 [d ,H-7, J un = 8 Hz, 1H].

4.4.6 Sintese do 5-cloro-1-metilisatina (46).
Utilizou-se 0,60 g (3,30 mmol) de 5-cloro-1-metilisatina, 0,30 mL (0,70 g — 4,96

mmol) de iodeto de metila e 0,13 g (3,30 mmol) de hidreto de cdlcio. Obteve-se 0,20 g do

produto, correspondendo a um rendimento de 31%.
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Caracterizacao:

® Aspecto: s6lido laranja.

® Ponto de fusdo: 167-168 °C.

e [V (Pastilha de KBr): 1751 ( v C=0 amidica), 1608 ( v C=0), 2919 (v CHj3), 3048 (v
=C-H aromitico).

e RMN 'H (CDCL): 3,27 [s (NCH3), 3H]; 7,60 [d ,H-4, Jyy-8 Hz, 1H]; 7,58 [t ,H-6,
Jun = 8 Hz, 1H]; 6,88 [d ,H-7, J un = 8 Hz, 1H].

e m/z (%): 195 (100), 180 (2), 167 (22), 139 (10), 126 (5), 104 (3), 77 (5), 63 (7).

4.4.7 Sintese do 5-cloro-1-benzilisatina (47).
Utilizou-se 1,0 g (5,50 mmol) de 5-cloroisatina, 0,98 mL (1,41 g — 8,25 mmol) de

brometo de benzila e 0,23 g (5,50 mmol) de hidreto de cdlcio. Obteve-se 0,59 g do produto

como um sélido de coloragdo laranja, correspondendo a um rendimento de 39%.

Caracterizacao:

® Aspecto: s6lido laranja.

¢ Ponto de fusdo: 95-96 °C

e [V (Pastilha de KBr): 1754 ( v C=0 amidica), 1602 ( v C=0), 2948 (v CH,), 3058 (v
=C-H aromitico).

e RMN 'H (CDCl): 4,94 ¢ 4,72 [s (NCH,), 2H]; 7,59 [d ,H-4, Juu-8 Hz, 1H]; 7,46 [t
,H-6, Jun-= 8 Hz, 1H]; 6,73 [d ,H-7, J un = 8 Hz, 1H].

e m/z(%): 271 (100), 214 (8), 180 (27), 91 (25), 65 (2).

4.5 Reagado de cloracdo de isatina.

O ()|
// cl )\ Cl 2
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H

Esquema 25: Reacdes de cloracao regiosseletiva de isatina na posicao 5.
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4.5.1 Sintese do 5-cloroisatina (48).
Em um balao monotubulado de 50 mL, uma suspensdao de isatina 0.30 g (2,03

mmol) e o 4cido tricloroisociantrico 0,15 g (0,679 mmol), em H,SO, (5 mL), foi agitado a
temperatura ambiente por 10 minutos. Apds a adicdo de dgua gelada, a mistura reacional
foi tratada com solucdo 10 % de bicarbonato de sédio, extraida com acetato de etila (4x15
mL), filtrada, e seca com sulfato de sédio. O solvente organico foi evaporado e o produto

obtido como um sélido laranja com 67 % de rendimento.

Caracterizacao:

® Aspecto: s6lido laranja.

¢ Ponto de fusdo: 248-249 °C

e RMN 'H (CDCL): 7,61 [d ,H-4, Jmeta = 2,26 Hz, 1H]; 7,55 [dd ,H-6, Toronn - 8,44
Hz, Jimeta nn = 2,26 Hz, 1H]; 6,90 [d ,H-7, J un = 8,29 Hz, 1H].

e m/z (%): 181 (100), 164 (5), 153 (75), 126 (32), 110 (2), 98 (7), 90 (12), 75 (7), 63
(42), 52 (7).
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4.6 Sintese das dialquilfosforilidrazonas.

TPT NH [
2 HCL, 50°C
RO/ N * 0 —— =
RO N CH,CH,OH
Ry

Esquema 26: Sintese das dialquilfosforilidrazonas.

= Procedimento geral

Em um baldo monotubulado de 50 mL de capacidade adicionou-se

a

dialquilfosforilidrazina solubilizada em etanol, os derivados de isatina correspondente,

seguido de duas 2 gotas de HCI concentrado ( 37 %). A mistura reacional foi mantida sob

agitacdo, a temperatura ambiente pelo tempo determinado em cada caso. Apos a reacao se

completar foram adicionados 10 gotas de solucdo de bicarbonato de sédio a 10 %. A

solucdo resultante foi extraida com diclorometano (4x15 mL). Em seguida adicionou-se a

solucdo Na,SO, anidro, 0 produto foi filtrado

evaporado.
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4.6.1 Sintese do Acido fosforoidrazidico N ’-[1,2-diidro-2-oxo0-3H-indol-3-ilideno]-
éster (2-metil propilico). (1)
Utilizou-se 0,30 g (2,04 mmol) de isatina e 045 g (2,04 mmol) de

diisobutilfosforilidrazina. Obteve-se 0,60 g do produto, correspondendo a um rendimento

de 84 %. O produto foi purificado através de uma filtracdo em coluna, utilizando a silica

gel como adsorvente e (hexano /acetato de etila 15%) como eluente.

5 4 O\\ /O\)\
i \O/>/

Caracterizacao:

Aspecto: s6lido amarelo.

Ponto de fusdo: 78-81 °C.

IV (Pastilha de KBr): 3149,2 (vNH); 16199 (vC=N); 1695,1 (vC=0); 1238,1
(vP=0); 1020,1 (VP-O-C).

RMN 'H (CDCly): 11,42 e 8,47 [d, N-H, Jup = 33,67 Hz e Jup = 28,37 Hz, 1H]; 9,75 [s,
N-H_ 1H]; 7,87 [d, H-4, Juy = 7,82 Hz, 1H]; 6,95 [m, H-5, 1H]; 7,07 [m, H-6, 1H];
6,99 [d, H-7, Jug = 8,0 Hz, 1H]; 096 [d ((CH3),CHCH,O-), 12H]; 2,01 [m
((CH3),CHCH,0-), 2H]; 3,95 [m ((CH3),CHCH,O-), 4H].

RMN "C (CDCl): 18,66 [s ((CH3),CHCH,0-), 4C]; 29,06 [d ((CH3),CHCH,0-), Jcp
= 6,97 Hz, 2C]; 73,92 [d ((CH3),CHCH,0-), Jcp = 6,61Hz, 2C];

144,66 [s (-N=C), 1C]; 163,17 [s (C=0), 1C]; 111,07-135,68 [s (C, arom.), 6C].

RMN de *'P (CDCl3): -0,55 e -0,92. Espectro desacoplado.

m/z (%) : 353 (14), 297 (20), 281(5), 267 (5), 241 (85), 224 (10), 160 (100), 132 (45).
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4.6.2 Sintese do Acido fosforoidrazidico N ’-[1,2-diidro-1-metil-2-ox0-3H-indol-3-
ilideno] éster (2-metil propilico) (2)
Utilizou-se 0,51 g (3,20 mmol) de 1-metilisatina e 0,72 g (3,20 mmol) de

diisobutilfosforilidrazina. Obteve-se 0,80 g do produto, como um 6leo de coloracdo

laranja, correspondendo a um rendimento de 68%.

Caracterizacao:

® Aspecto: 6leo laranja.

e IV (Pastilha de KBr): 3199,3 (vNH); 1616,0 (vC=N); 1691,2 (vC=0); 1255,4 (vP=0);
1018,2 (vP-O-C).

e RMN 'H (CDCL): 11,41 [d, N-H, Jyp = 33,79 Hz e Jyp = 28,37 Hz, 1H]; 3,23 [s, N-
CH;, 3H]; 7,56 [d, H-4, J yy= 7,62 Hz, 1H]; 7,08 [t, H-5, Juy = 7,62 Hz, 1H]; 7,33 [t,
H-6, Juu = 7,85 Hz, 1H]; 6,84 [d, H-7, Juu = 7,85 Hz, 1H]; 0,93 [d ((CH3),CHCH,0-),
Jun = 6,69 Hz, 12H]; 1,98 [m ((CH3),CHCH,0-), 2H]; 3,89 [m ((CH3),CHCH,O-),
4H].

e RMN "C (CDCl): 18,63 [s ((CH3),CHCH,O-), 4C]; 29,01 [d ((CH3),CHCH,O-), Jcp
= 7,34 Hz, 2C]; 73,72 e 74,24 [d ((CH3),CHCH,0-), Jcp = 6,60 Hz, 2C]; 142,48 ¢
144,39 [s(-N=C), 1C]; 161,16 e 163,79 [s (C=0), 1C] 108,71-134,74 [s (C, arom.),
6CJ; 139,14 [s (CH3), 1C].

e m/z (%) : 368 (70), 311 (53), 255(60), 172 (100), 146 (54), 117 (28), 91 (25).

e RMN de *'P (CDCl3): -0,43. Espectro desacoplado.
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4.6.3 Sintese do Acido fosforoidrazidico N’- [1-butil-1,2-diidro-2-0x0-3H-indol-3-
ilideno]-éster bis (2-metil propilico) (3)
Utilizou-se 0,20 g (0,98 mmol) de 1-butilisatina e 0,22 g (0,98 mmol) de

diisobutilfosforilidrazina. Obteve-se 0,30 g do produto laranja, correspondendo a 75% de

rendimento.

Caracterizacao:

® Aspecto: liquido viscoso laranja.

e [V (Pastilha de KBr): 3212,8 (VNH); 1614,15 (vC=N); 1685,5 (vC=0); 1276,6
(vP=0); 1022,1 (VP-O-C).

e RMN 'H (CDCls): 11,44 [d, -N-H, Jup = 33,67 Hz, 1H]; 3,71 [t, N-CH,CH,CH,CHj3
Juu = 7,32 Hz, 2H]; 1,66 [ m, N-CH,CH,CH,CHj3 2H]; 1,36[m, N-CH,CH,CH,CHj,
2H]; 0,93 [t, N-CH,CH,CH,CHj3, Juyy = 7,19 Hz, 3H]; 7,58 [d, H-4, Juy = 7,0 Hz, 1H];
7,06 [t, H-5, Jyy = 7,0 Hz, 1H]; 7,31 [t, H-6, Jyy = 7,0 Hz, 1H]; 6,85 [d, H-7, Juy = 7,0
Hz, 1H]; 0,93 [d ((CH3),CHCH,0-), Juu = 6,69 Hz, 12H]; 1,99 [m ((CH3),CHCH,0-),
2H]; 3,92 [m ((CH3),CHCH,0-), 4H].

e RMN "C (CDCl5): 18,66 [s ((CH3),CHCH,O-), 4C]; 29,05 [d ((CH3),CHCH,0-), Jcp
= 6,61 Hz, 2C]; 73,76 [d ((CH3),CHCH,0-), Jcp = 6,60 Hz, 2C]; 141,99 [s(-N=C),
IC]; 161,15 [(C=0), 1C] 108,97-13497 [s (C, arom.), 6C]; 39,40 [s
(NCH,CH,CH,CH3), 1C]; 29,63 [s (NCH,CH,CH,CH3), 1CJ; 20,16 [s
(NCH,CH,CH,CHs), 1C]; 13,68 [s (NCH,CH,CH,CHj3), 1C].

e RMN de *'P (CDCL): - 0,50 dq. Espectro acoplado.

o m/z (%): 409 (32), 388 (2), 353 (50), 297 (40), 269 (12), 216 (100), 170 (5), 146 (32),
117 (10), 77 (5), 57 (5).
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4.6.4 Sintese do Acido fosforoidrazidico N’-[1,2-diidro-2-oxo-1-(fenilmetil)-3H-
indol-3-ilideno]- éster (2 —metil propilico) (4)
Utilizou-se 0,03 g (0,12 mmol) de I-benzilisatina e 0,028 g (0,12 mmol) de

diisobutilfosforilidrazina. Ao término da reacdo foi observado, por cromatografia em
camada fina duas substancias. Estas foram separadas por cromatografia em coluna aberta,
utilizando como adsorvente silica e (hexano / acetato de etila 30%) como eluente. Em
seguida, a fracdo contendo o produto foi evaporado a pressdo reduzida e posteriormente
caracterizado. Apds cromatografia em coluna, obteve-se 0,02 g do produto, como um 6leo

de coloracdo amarela, correspondendo a 38 % de rendimento.

Caracterizacao:

® Aspecto: 6leo amarelo.

e IV (Pastilha de KBr): 3209,0 (vNH); 1616,0 (vC=N); 1687,4 (vC=0); 1261,2 (vP=0);
1022,1 (VP-O-C).

e RMN 'H (CDCls): 11,40 [d, -N-H, Jyp = 34,29 Hz, 1H]; 4,88 [s, N-CH,, 2H]; 7,61-7,22
[m, H-9 a H-13, 5H]; 7,62 [d, H-4, Juu = 7,0 Hz, 1H]; 7,08 [t, H-5, Jyy = 7,0 Hz, 1H];
7,22 [m, H-6, 1H]; 6,78 [d, H-7, Juy = 7,0 Hz, 1H]; 0,98 [d ((CH3),CHCH,0-), Juy =
6,68 Hz, 12H]; 2,04 [m ((CH3),CHCH,0-), 2H]; 3,95 [m ((CH3),CHCH,0-), 4H].

e RMN “C (CDCly): 18,66 [s ((CH3),CHCH,O-), 4C]; 29,06 [d ((CH3);CHCH,O-), Jcp
= 7,33 Hz, 2C]; 73,81[d ((CH3),CHCH,O-), Jcp = 6,60 Hz, 2C]; 141,70 [s(-N=C),
1CJ; 161,17 [(C=0), 1C] 109,68-135,17 [s (C, arom.), 6C]; 43,24 [s (CH,C¢Hs), 1CJ;
127,90-134,71 [s (CH,C¢Hs), 6C].

e RMN de *'P (CDCL): - 0,55 dq. Espectro acoplado.

o m/z(%): 444 (70), 388 (60), 332 ( 30), 251(100), 222 (15), 91(73).
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4.6.5 Sintese do acido fosforoidrazidico, N’- [5-cloro-1,2-diidro-2-oxo-1-(benzil)-3H-
indol-3-ilideno]-, éster bis (2-metil propilico). (5)
Utilizou-se 0,20 g (0,75 mmol) de 5-cloro-1-benzilisatina e 0,16 g (0,75 mmol) de

diisobutilfosforilidrazina. Obteve-se 0,33 g do produto laranja, correspondendo a 91 % de

rendimento.

3 N\NH O

@ﬂ

Caracterizacao:

Aspecto: 6leo laranja.

IV (Pastilha de KBr): 3210,0 (vNH); 1614,1 (vC=N); 1691,2 (vC=0); 1247,3 (vP=0);
1020,1 (vP-O-C).

RMN 'H (CDCls): 11,44 [d, -N-H, Jup = 33,63 Hz, 1H]; 4,92 [s, N-CH,CsHs, 2H];
7,60-7,29 [m, H-9 a H-13, 5H]; 7,38 [d, H-4, Jun = 8,0 Hz, 1H]; 7,30 [d, H-6, Jun =
8,0 Hz, 1H]; 6,69 [d, H-7, Juu = 8,0 Hz, 1H]; 0,96 [d ((CH3),CHCH,0-), Juu = 6,78
Hz, 12H]; 2,01 [m ((CH3),CHCH,0-), 2H]; 3,96 [m ((CH3),CHCH,O-), 4H].

RMN "C (CDCls): 18,68 [s ((CH3),CHCH,0-), 4CJ; 29,09 [d ((CH;),CHCH,0-), Jcp
= 6,60 Hz, 2C]; 73,98[d ((CH3),CHCH,0-), Jcp = 5,87 Hz, 2C]; 141,14 [s(-N=C),
1CJ; 160,93 [(C=0), 1C]; 110,78-135,55 [s (C, arom.), 6C]; 43,38 [s (CH,C¢Hs), 1CJ;
127,44-139,99 [s (CH,CeHs), 6C].

RMN de *'P (CDCls): - 0,97 dq. Espectro acoplado.

m/z (%): 477(47), 421 (100), 365 (62), 348 (7), 285 (87), 256 (27), 193 (7), 150 (5),
118 (7), 65 (20).
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4.6.6 Sintese do acido fosforoidrazidico, N’- [5-cloro-1,2-diidro-2-oxo-3H-indol-3-
ilideno]-, éster (2-metil propilico). (6)
Utilizou-se 0,05 g (2,83 mmol) de 5-cloroisatina e 0,07 g (2,83 mmol) de

diisobutilfosforilidrazina. Obteve-se 0,11 g do produto, como um sdélido de coloracao

amarelo, correspondendo a 90% de rendimento.

Caracterizacao

® Aspecto: sélido amarelo

e [V (Pastilha de KBr): 3122,2 (vNH); 1621,8 (vC=N); 1691,2 (vC=0); 1241,9 (vP=0);
1012,4 (vP-O-C).

e RMN 'H (CDCls): 11,36 [d, -N-H, Jup = 33,42 Hz, 1H]; 8,86 [s, N-H, 1H]; 7,51 [d, H-
4, 1H]; 7,25 [d, H-6, Jun = 8,0 Hz, 1H]; 6,87 [d, H-7, Jun = 8,0 Hz, 1H]; 0,96 [d
((CH3),CHCH,0-), Jun = 6,68 Hz, 12H]; 2,01 [m ((CH3),CHCH,0-), 2H]; 3,95 [m
((CH3),CHCH,0-), 4H].

e RMN “C (CDCly): 18,66 [s ((CH3),CHCH,O-), 4C]; 29,00 [d ((CH3),CHCH,0-), Jcp
= 6,61 Hz, 2CJ; 74,22 e 73,97 [d ((CH3);CHCH,O-), Jcp = 6,60 Hz, 2C]; 140,88 e
139,24 [s(-N=C), ICJ; 166,15 e 163,04 [s (C=0), 1C]; 116,90-136,25 [s (C, arom.),
6CI.

e RMN de *'P (CDCL): - 0,93 dq. Espectro acoplado.

e m/z (%): 387 (12), 331 (20), 275 (100), 258 (12), 194 (82), 166 (24), 138 (15), 102
(12), 98 (13), 75 (7), 57 (7).
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4.6.7 Sintese do acido fosforoidrazidico, N’- [1,2-diidro-2-0x0-1-(2-propenil)-3H-

indol-3-ilideno]-, éster bis (2-metil propilico). (7)
Utilizou-se 0,20 g (1,08 mmol) de 1-alilisatina e 0,24 g (1,08 mmol) de

diisobutilfosforilidrazina. Obteve-se 0,37 g do produto laranja, correspondendo a 88% de

rendimento.
5 4 \ /O\)\
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Caracterizacao:

Aspecto: 6leo laranja.

IV (Pastilha de KBr): 3214,8 (VNH); 1614,1 (vC=N); 1689,3 (vC=0); 1272,8 (VP=0);
1020,1 (VP-O-C).

RMN 'H (CDCls): 11,40 [d, -N-H, Jup = 33,63 Hz, 1H]; 4,36 [dt, N-CH,CH=CH, 2H];
5,83 [m, N-CH,CH=CH, 2H]; 5,24 [m, N-CH,CH=CH, 2H]; 7,60 [d, H-4, Juu = 7,0
Hz, 1H]; 7,09 [t, H-5, Juu = 7,0 Hz, 1H]; 7,30 [t, H-6, J yu = 8,0 Hz, 1H]; 6,85 [d, H-7,
Jun = 8,0 Hz, 1H]; 0,95 [d ((CH3),CHCH,O-), Juu = 6,78 Hz, 12H]; 2,00 [m
((CH3),CHCH,0-), 2H]; 3,92 [m ((CH3),CHCH,0-), 4H].

RMN “C (CDCl): 18,66 [s ((CH3),CHCH,0-), 4C]; 29,06 [d ((CH3),CHCH,0-), Jcp
= 7,34 Hz, 2CJ; 73,79 [d ((CH3),CHCH,0-), Jcp = 5,87 Hz, 2C]; 141,75 [s(-N=C),
1CJ; 160,88 [(C=0), 1C]; 109,57-134,72 [s (C, arom.), 6C]; 41,17 [s (CH,-CH=CHy,),
1CJ; 130,23 [s (CH,-CH=CHy,), 1C]; 118,09 [s (CH,-CH=CH,), 1C].

RMN de *'P (CDCls): - 0,50 dq. Espectro acoplado.

m/z (%): 394 (87), 356 (5), 337 (52), 311(10), 281 (42), 253 (30), 200 (100), 172 (35),
143(27),117 (15), 91 (5), 57 (10).
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4.6.8 Sintese do acido fosforoidrazidico, N’- [1-(3-bromo propil)-1,2-diidro-2-oxo-
3H-indol-3-ilideno]-, éster (2-metil propilico). (8)
Utilizou-se 0,14 g (0,52 mmol) de 1-(3-bromo propil) isatina e 0,11g (0,52 mmol)

de diisobutilfosforilidrazina. Obteve-se 0,18g do produto laranja, correspondendo a 75%

de rendimento.

Caracterizacao

Aspecto: 6leo laranja.

IV (Pastilha de KBr): 3212,8 (VNH); 1614,1 (vC=N); 1687,4 (vC=0); 1267,0 (vP=0);
1024,0 (vP-O-C).

RMN 'H (CDCl3): 11,37 [d, -N-H, J yp = 33,42 Hz, 1H]; 3,96 [m, N-CH,CH,CH,Br.
2H]; 2,26 [m, N-CH,CH,CH,Br, 2H]; 3,44 [t, N-CH,CH,CH,Br, Juy = 6,30 Hz, 2H];
7,60 [d, H-4, Juy = 7,0 Hz, 1H]; 7,10 [t, H-5, Jun = 7,0 Hz, 1H]; 7,35 [t, H-6, Jun = 7,0
Hz, 1H]; 6,96 [d, H-7, Juyu = 7,0 Hz, 1H]; 0,94 [d ((CH3),CHCH,0-), Jun = 6,68 Hz,
12H]; 2,00 [m ((CH3),CHCH,0-), 2H]; 3,90 [m ((CH3),CHCH,0O-), 4H].

RMN "°C (CDCls): 18,67 [s ((CH3),CHCH,0-), 4C]; 29,07 [d ((CH3),CHCH,0-), Jcp
= 6,60 Hz, 2CJ; 73,83 [d ((CH3),CHCH;O-), Jcp = 5,87 Hz, 2C]; 141,66 [s(-N=C),
IC]; 161,29 [s (C=0), 1C]; 108,84-134,59 [s (C, arom.), 6C]; 38,11 [s (CHa-
CH,CH;Br), 1CJ; 30,71 [s (CH,-CH,CH,Br), 1CJ; 30,17[s (CH,-CH,CH,Br), 1C].
RMN de *'P (CDCl3): 0,56 . Espectro desacoplado.

m/z (%): 475 (10), 419 (27), 395 (10), 363(45), 340 (15), 282 (100), 226 (10), 201 (27),
174 (25), 144 (25),90 (12), 51 (7).
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4.6.9 Sintese do acido fosforoidrazidico, N’- [5-cloro-1,2-diidro-1-metil-20x0-3H-
indol-3-ilideno]-, éster (2-metil propilico). (9)
Utilizou-se 0,10 g (0,54 mmol) de 5-cloro-1-metilisatina e 0,12 g (0,54 mmol) de

diisobutilfosforilidrazina. Obteve-se 0,16 g do produto laranja, correspondendo a 73% de

rendimento.

Caracterizacao:

® Aspecto: sélido laranja.

e [V (Pastilha de KBr): 3214,8 (VNH); 1614,1 (vC=N); 1691,2 (vC=0); 1268,9 (vP=0);
1014,3 (vP-O-C).

e m/z (%): 401(100), 373 (5), 346 (57), 290 (57), 272 (10), 250 (5), 235 (1), 208(60), 180
(30), 151 (10), 117 (20), 89 (10), 75 (5), 57 (7).

e RMN 'H (CDCL): 11,41 [d, -N-H, Jyp = 33,63 Hz, 1H]; 3,25 [s, N-CH3_3H]; 7,59 [d,
H-4, 1H]; 7,32 [d, H-6, Jux = 8,0 Hz, 1H]; 6,81 [d, H-7, Jux = 8,0 Hz 1H]; 0,96 [d
((CH3),CHCH,O-), Juu = 6,78 Hz, 12H]; 2,00 [m ((CH3),CHCH,O-), 2H]; 3,94 [m
((CH3),CHCH,0-), 4H].

e RMN “C (CDCly): 18,66 [s ((CH3),CHCH,O-), 4C]; 29,07 [d ((CH3),CHCH,0-), Jcp
= 7,34 Hz, 2CJ; 73,88 [d ((CH3),CHCH,O-), Jcp = 5,87 Hz, 2C]; 148,73 [s(-N=C),
1CJ; 160,96 [(C=0), 1C]; 109,70-133,66 [s (C, arom.), 6C]; 25,68 [s (CH3), 1C].

e RMN de *'P (CDCL): - 0,25 dq. Espectro acoplado.
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4.6.10 Sintese do Acido fosforoidrazidico N ’-[1,2-diidro-2-ox0-1-(fenilmetil)-3H -
indol-3-ilideno]- éster dibutilico. (10)
Utilizou-se 0,36 g (1,54 mmol) de 1-benzilisatina e 0,34 g (1,54 mmol) de

dibutilfosforilidrazina. Obteve-se 0,35 g do produto, como um 6leo de coloracdo amarelo,

correspondendo a 52 % de rendimento.

Caracterizacao:

® Aspecto: 6leo amarelo.

e [V (Pastilha de KBr): 3216,7 (VNH); 1612,2 (vC=N); 1712,5 (vC=0); 1253,5 (vP=0);
1027,8 (vP-O-C).

o m/z(%): 444 (78), 387 ( 10), 357 (5), 292 (26), 251(48), 222(45), 144(10), 91 (100).

e RMN 'H (CDCL): 11,47 [d, N-H-, Jup = 33,16 Hz e Jup = 28,12 Hz, 1H]; 4,90 [s, N-
CH,-2H]; 7,23-7,93 [m, H-9 a H-13, 5H]; 7,95 [d, H-4, Jun = 7,44 Hz, 1H]; 7,05 [t,
H-5, Jun = 7,44, 1H]; 7,19 [m, H-6, 1H]; 6,72 [d, H-7, Jun = 7,82 Hz, 1H]; 0,86 [t
(CH3;CH,CH,CH,0-), 6H]; 1,37 [m, (CH;CH,CH,CH,O-) 4H]; 1,63 [m
(CH3CH,CH,CH,0-), 4H]; 4,18 [m (CH3CH,CH,CH,0-), 4H].

e RMN de’'P (CDCl3): - 0,27 e -1,30. Espectro desacoplado.
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4.6.11 Sintese do Acido fosforoidrazidico N ’-[1,2-diidro-1-metil-2-ox0-3H-indol-3-

ilideno] éster dibutilico. (11)
Utilizou-se 0,37 g (2,51 mmol) de isatina e 0,6 g (2,67 mmol) de

dibutilfosforilidrazina. Obteve-se 0,34 g do produto, como um 6leo de coloracdo amarelo,

correspondendo a 62 % de rendimento.

Caracterizacao:

Aspecto: 6leo amarelo.

IV (Pastilha de KBr): 3185,8 (vNH); 1621,8 (vC=N); 1700,9 (vC=0); 1249,6 (vP=0);
1022,1 (vP-O-C).

RMN 'H (CDCls): 11,44 [d, N-H, Jup = 33,63 Hz, 1H]; 9,79 [s, N-H_ 1H]; 7,52 [d, H-
4, Jun = 7,53 Hz, 1H]; 7,05 [t, H-5, Jun = 7,53 Hz, 1H]; 7,25 [t, H-6, Juy = 7,78 Hz,
1H]; 6,94 [d, H-7, Jun = 7,78 Hz, 1H]; 0,91 [t (CH3CH,CH,CH,O-), Jun = 7,28 Hz,
6H]; 1,4 [m, (CH;CH,CH,CH,0-) 4H]; 1,68 [m (CH3;CH,CH,CH,0-), 4H]; 4,15 [m
(CH3CH,CH,CH,0-), 4H].

RMN "C (CDCls): 13,50 [s (CH3(CH,);0-), 2C]; 18,60 [s (CH3;CH,(CH,),0-), 2C];
32,16 [d (CH3CH,CH,CH,0-), Jcp = 6,60 Hz, 2C]; 67,80 [d (-CH3(CH,),CH,0-), Jcp
= 5,87 Hz, 2C]J; 140,99 [s (-N=C), 1C]; 163,17 [(C=0), 1C]; 111,15-135,92 [s (C,
arom.), 6C].

RMN de *'P (CDCls): - 0,12 dq. Espectro acoplado.

m/z (%): 354 (100), 339 (5), 323 (7), 298 (10), 280 (7), 267 (5), 241 (12), 213 (25), 187
(5), 160 (77), 131 (65), 104 (32), 77 (21), 51 (10).
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4.6.12 Sintese do Acido fosforoidrazidico N’-[1,2-diidro-2-ox0-3H-indol-3-ilideno]
éster dibutilico. (12)
Utilizou-se 0,60 g (3,74 mmol) de 1-metilisatina e 0,83 g (3,74 mmol) de

dibutilfosforilidrazina. Obteve-se 0,80 g do produto, como um d&leo laranja,

correspondendo a 58 % de rendimento.

Caracterizacao:

® Aspecto: 6leo laranja.

e [V (Pastilha de KBr): 3210,9 (vNH); 1614,1 (vC=N); 1689,3 (vC=0); 1272,8 (vP=0);
1029,8 (vP-O-C).

e RMN 'H (CDCls): 11,35 [d, N-H, Jup = 33,55 Hz e Jup = 28,62 Hz, 1H]; 3,15 [s, N-
CH; 3H]; 7,49 [d, H-4, Jug = 6,93 Hz, 1H]; 6,99 [t, H-5, Jun = 6,80 Hz, 1H]; 7,26 [t,
H-6, Juyg = 7,69 Hz, 1H]; 6,77 [d, H-7, Jyu = 7,95 Hz, 1H]; 0,82 [t
(CH3;CH,CH,CH,0-), Jug = 7,31 Hz, 6H]; 1,33 [m, (CH;CH,CH,CH,O-) 4H]; 1,57
[m (CH;CH,CH,CH,0-), 4H]; 4,06 [m (CH3CH,CH,CH,0-), 4H].

e RMN "C (CDCL): 13,46 [s (CH3(CH,);0-), 2C]; 18,54 [s (CH3CH,(CH,),0-), 2C];
32,12 [d (CH3;CH,CH,CH,O-), Jep = 6,61 Hz, 2C]; 67,52 e 67,99 [d (-
CH3(CH3),CH,0-), Jep = 6,60 Hz, 2C]; 142,43 e 14,29 [s (-N=C), 1C]; 161,06 e
163,74 [(C=0), 1C]; 108,70-134,97 [s (C, arom.), 6C]; 25,42 e 25,96 [s (CH3), 1C].

e RMN de*'P (CDClL): - 0,25 dq. Espectro acoplado.

e m/z (%): 368 (100), 353(10), 337 (5), 312 (10), 208 (23), 174 (78), 146 (76), 117 (48),
91 (30).
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4.6.13 Sintese do Acido fosforoidrazidico, N’- [5-cloro-1,2-diidro-2oxo-3H-indol-3-

ilideno]-, éster de dibutila. (13)
Utilizou-se 0,50 g (2,75 mmol) de 1-cloroisatina e 0,61 g (2,75 mmol) de

dibutilfosforilidrazina. Obteve-se 0,8 g do produto, como um sélido amarelo,

correspondendo a 35 % de rendimento.

Caracterizacao:

Aspecto: sélido amarelo.

Ponto de Fusao: 144 — 147 °C.

IV (Pastilha de KBr): 3129,9 (vNH); 1623,8 (vC=N); 1704,7 (vC=0); 1247,7 (vP=0);
1016,8 (vP-O-C).

RMN 'H (CDCls): 11,41 [d, N-H, Jyp = 33,63 Hz, 1H]; 9,63 [s, N-H_ 1H]; 7,49 [d, H-
4, Juu = 2,01, 1H]; 7,24 [t, H-6, Juy = 8,38 Hz, 1H]; 6,89 [d, H-7, Juu = 8,28 Hz, 1H];
0,91 [t (CH;CH,CH,CH,0-), Juy = 7,28 Hz, 6H]; 1,42 [sex, (CH;CH,CH,CH,0-),
Jun = 7,53 Hz 4H]; 1,70 [qui (CH;CH,CH,CH,0-), Jun = 8,03 Hz, 4H]; 4,15 [m
(CH3CH,CH,CH,0-), 4H].

RMN "°C (CDCls): 13,52 [s (CH3(CH,);0-), 2C]; 18,63 [s (CH3CH,(CH,),0-), 2C];
32,18 [d (CH3CH,CH,CH,0-), Jep = 7,33 Hz, 2CJ; 68,04 [d (-CH3(CH,),CH,0-), Jcp
= 5,87 Hz, 2C]; 139,08 [s (-N=C), 1C]; 162,86 [(C=0), 1C]; 120,60-134,92 [s (C,
arom.), 6C].

RMN de *'P (CDCls): - 0,75. Espectro desacoplado.

m/z (%): 388 (100), 357 (10), 332 (13), 301 (7), 275 (25), 236 (20), 194 (60), 165 (40),
138 (28), 102 (12), 83 (15), 57 (7).
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4.6.14 Sintese do acido fosforoidrazidico, N’- [1,2-diidro-2-oxo-1-(fenil metil)-3H-
indol-3-ilideno]-, éster dietilico. (14)
Utilizou-se 0,11 g (0,46 mmol) de 1-benzilisatina e 0,074 g (0,46 mmol) de

dietilfosforilidrazina. Obteve-se 1,05 g do produto laranja, correspondendo a 86% de

rendimento.
CH;4
5 4 O\\ O~
6 3 /N\Nfl 0\
5 CH;
7 N
9 Nl \O
10
O
11 .
12
Caracterizacao:

® Aspecto: 6leo laranja.

e IV (Pastilha de KBr): 3214,8 (vNH); 1614,1 (vC=N); 1685,5 (vC=0); 1267,0 (vP=0);
1025,9 (vP-O-C).

e RMN 'H (CDCl): 11,47 [d, -N-H, Jyp = 33,38 Hz, 1H]; 4,93 [s, N-CH,C¢Hs); 7,22-
7,38 [m, H-9 a H-13, 5H]; 7,65[d, H-4, Juy = 7,0 Hz, 1H]; 7,08 [t, H-5, Juy = 7,0 Hz,
1H]; 7,25 [t, H-6, Juy = 7,0 Hz, 1H]; 6,78 [d, H-7, Juy = 7,0 Hz, 1H]; 1,38 [t
(CH3CH,0-), Juu = 7,03 Hz, 6H]; 4,25[m (CH;CH,O-), 4H].

e RMN "C (CDCl): 16,18 [d (CH3;CH,0-), Jcp = 6,60 Hz, 2C]; 64,06 [d (CH,0-), Jep =
5,87 Hz , 2C]; 141,73 [s (-N=C), 1C]; 161,23 [(C=0), 1C]; 109,70-135,16 [s (C,
arom.), 6C]; 43,20 [s (CH,C¢Hs), 1C]; 127,37-134,99 [s (CH,C¢Hs), 6C].

e RMN de *'P (CDCL): - 0,35 dq. Espectro acoplado.

* m/z (%): 388 (100), 360 (1), 250 (20), 222 (8), 194 (6), 144 (3), 109 (5), 91 (32).
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4.6.15 Sintese do acido fosforoidrazidico, N’- [1,2-diidro-2-oxo-3H-indol-3-ilideno]-,

éster dietilico. (15)
Utilizou-se 0,6 g (4,07 mmol) de isatina e 0,65 g (4,07 mmol) de

dietilfosforilidrazina. Obteve-se 1,05 g do produto laranja, correspondendo a 86% de

rendimento.
s 4 O\\P/O\/
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Caracterizacao:

Aspecto: 6leo laranja.

IV (Pastilha de KBr): 3137,6 (vNH); 1621,8 (vC=N); 1697,0 (vC=0); 1240,0 (vP=0);
1018,2 (vP-O-C).

RMN 'H (CDCls): 11,43 [d, -N-H, Jup = 33,63 Hz, 1H]; 9,63[s, N-H]; 7,55[d, H-4, Juy
= 8,0 Hz, 1H]; 7,02 [t, H-5, Juy = 8,0 Hz, 1H]; 7,25 [t, H-6, Juy = 8,0 Hz, 1H]; 6,92 [d,
H-7, ynJ = 8,0 Hz, 1H]; 1,36 [t (CH3CH,0-), Juy = 7,03 Hz, 6H]; 4,22 [m (CH3CH,0-
), 4H].

RMN "C (CDCl3): 16,13 [d (CH3;CH,0-), Jep = 6,61 Hz, 2C]; 64,20 [d (CH,0-), Jcp =
5,13 Hz , 2C]; 140,74 [s (-N=C), 1C]; 163,19 [(C=0), 1C]; 111,15-136,06 [s (C,
arom.), 6C].

RMN de *'P (CDCl): - 0,29 dq. Espectro acoplado.

m/z (%): 297 (100), 276 (8), 252 (5), 241 (8), 224 (7), 213 (18), 195 (5), 173 (10), 159
(55), 131 (85), 104 (35), 77 (27), 65 (5), 51 (12).
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4.6.16 Sintese do acido fosforoidrazidico, N’- [1-butil-1,2-diidro-2-oxo-3H-indol-3-

ilideno]-, éster dietilico. (16)
Utilizou-se 0,07 g (0,34 mmol) da 1-butilisatina e 0,057 g (0,34 mmol) de

dietilfosforilidrazina. Obteve-se 0,11 g do produto laranja, correspondendo a 65% de

rendimento.
5 4 O\\P/O\/
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Caracterizacio

Aspecto: 6leo laranja.

IV (Pastilha de KBr): 3209,0 (VNH); 1614,1 (vC=N); 1685,5 (vC=0); 1267,0 (vP=0);
1025,9 (vP-O-C).

RMN 'H (CDCl3): 11,48 [d, -N-H, Jep = 33,38 Hz, 1H]; 3,72 [t, N-CH,CH,CH,CHj,
Jun = 7,28 Hz, 2H]; 1,66 [m, N-CH,CH,CH,CHj3, 2H]; 1,32 [m, N-CH,CH,CH,CHj,
2H]; 0,95 [t, N-CH,CH,CH,CHj, Juy = 7,28 Hz, 2H]; 7,62 [d, H-4, Juy = 7,0 Hz, 1H];
7,08 [t, H-5, Juy = 7,0 Hz, 1H]; 7,32 [t, H-6, Juy = 7,0 Hz, 1H]; 6,86 [d, H-7, Juy =
7,0 Hz, 1H]; 1,37 [t (CH3CH,0-), Jun = 7,03 Hz, 6H]; 4,23[m (CH;CH,O-), 4H].
RMN "°C (CDCls): 16,16 [d (CH;CH,0-), Jcp = 6,60 Hz, 2C]; 64,00 [d (CH,0-), Jcp =
5,13 Hz , 2C]; 142,03 [s (-N=C), 1C]; 161,20 [(C=0), 1C]; 108,97-135,25 [s (C,
arom.), 6C]; 39,33 [s (NCH,CH,CH,CHj3), 1C]; 29,64 [s (NCH,CH,CH,CH3), 1C];
20,18 [s (NCH,CH,CH,CHj3), 1C]; 13,70 [s (NCH,CH,CH,CHj3), 1C].

RMN de *'P (CDCls): - 0,20 dq. Espectro acoplado.

m/z (%): 353 (100), 339 (2), 297 (2), 280 (3), 216 (52), 201 (10), 187 (18), 170 (12),
146 (30), 117 (15), 104 (7), 91 (12).
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4.7 Ensaios de letalidade sobre Leishmania (L.) amazonensis e Trypanosoma cruzi.

4.7.1 Medidas de proliferacao celular
Promastigotas da cepa Josefa (MHOM/Br/75/Josefa) de Leishmania (L.)

amazonensis foram mantidos em meio Warren e as formas epimastigotas da cepa Y de 7.
cruzi foram cultivadas em meio LIT “Liver Infusion Tryptose”, ambos o0s meios
suplementados com 10% soro fetal bovino e mantidos a 26°C.

Foram utilizados inéculos de 5 x 10° parasitos/mL. Os parasitos foram
centrifugados e lavados duas vezes em salina tamponada com fosfato (PBS) estéril. Apds a
ultima lavagem, o sobrenadante foi desprezado, as células foram ressuspensas em 1 mL do
mesmo tampdo e contadas em camara de Neubauer. Os parasitos foram incubados, a 27°C,
em presenga ou auséncia dos fiarmacos e o crescimento verificado apdés 72 horas
(Leishmanis) e 120 horas (7. cruzi). Os dados apresentados sdo representativos de

experimentos independentes realizados em triplicata.

4.8 Atividade sobre o desenvolvimento sobre o fungo Rhizoctonia solani
Os ensaios com o fungo rhizoctonia solani foram preparados em meio nutritivo

batata-dextrose-dgar (BDA). As culturas puras do fungo foram obtidas junto as micotecas
dos setores de Fitopatologia das Universidades Federal Rural do Rio de Janeiro e Federal
de Vigosa. As substancias puras foram misturadas ao meio de cultura BDA (preparado em
pH 7), na relacdo de 0,025 g do composto puro em 50 mL de BDA e vertidos em placas de
Petri, mantendo-se uma concentracio de 0,5g.L".

Para que as substancias fossem diluidas no meio BDA utilizou-se como veiculo o
dimetilsulfé6xido (DMSO). Desse modo, os controles foram preparados de modo que os
meios de cultura submetidos apenas ao tratamento com DMSO formassem o controle
negativo e os meios de cultura sem nenhum tratamento formassem o controle positivo.

Aos meios de cultura foram adicionados o antibidtico de largo espectro
gentamicina. Apos a solidificacdo do meio, foram repicados no centro das placas discos de
6 mm de diametro, retirados de placas que continham a cultura pura do fungo. O material
foi colocado entdo, em camara termostdtica, a temperatura constante de 24°C (x 1°C).

As propriedades flingicas das solucdes teste foram monitoradas através da avaliacio
do desenvolvimento ou ndo do miscélio fingico. O crescimento miscelial dos fungos
(média do diametro das colonias nos dois sentidos ortogonais) nos varios tratamentos foi

avaliado antes que o halo de crescimento alcancasse o didmetro total das placas.
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4.9 Atividade sobre germinagdo de sementes
O experimento foi conduzido no Laboratério de Bioquimica de Plantas do

Departamento de Quimica-UFRuralRJ. Os ensaios com germinacdo de sementes foram
feitos em alface comercial (Lactuca sativa L.). O experimento foi realizado com duas
concentracoes (200 e 400 ppm) e cinco repeticdes de 50 sementes.

Os ensaios constituiram-se nos tratamentos com os compostos sintetizados e os
controles positivos e negativos. Para o preparo dos tratamentos, as sementes foram imersas
nas solucdes preparadas, contendo os compostos, em seguida aguardou-se a evaporagdo do
solvente, depois, sobre as placas de Petri contendo papel de filtro adicionou-se 3,0 mL de
agua destilada, por fim, as placas foram lacradas com filme pléstico e acondicionadas no
germinador com foto periodo de 12 horas sob luz do dia e com temperatura de 23°C (x
1°C). Os controles foram preparados de forma que as sementes submetidas apenas ao
tratamento com diclorometano, formariam o controle negativo e as sementes sem nenhum
tratamento formariam o controle positivo. No dltimo dia do experimento foram feitas as
contagens, os dados foram submtidos a andlise de variancia e as medias verificadas por

teste de médias.

Figura 28: Sala climatizada com foto periodo de 12 horas sob luz artificial do dia e com
temperatura de 23°C (£ 1°C) e imagens de placas de Petri contendo sementes de alface.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sintese dos fosfonatos de dialquila

A matéria prima principal para esta sintese é o tricloreto de fésforo, que reage com
tré€s mols do dlcool correspondente, para formar o fosfonato com a liberacao de dois mols
de d4cido cloridrico e um mol do cloreto de alquila, o qual € eliminado através de
evaporacdo a pressdo reduzida em evaporador rotatério. O Esquema 27 mostra a reacdo de

obtenc¢ao dos fosfonatos de dialquila.

O

1) 0°C, 10 min. RO—P—_ .+ RCl + 2HC]
2) 50°C, 2h

PCl; + 3ROH
RO

R = etil, butil e isobutil.

Esquema 27: Esquema de reacdo dos fosfonatos de dialquila.

A formagdo dos fosfonatos de dialquila envolve um sistema de rea¢des do tipo SN,
(KOSALOPOFF & MAIER, 1973), conforme ¢ mostrado no Esquema 28.

Nesta reacdo, o ataque do dlcool ao tricloreto de fosforo gera o fosfito de trialquila;
estando dcido o meio reacional, ocorre a protonagdo do fosfito de trialquila, através dos
pares de elétrons do oxigénio, formando um cétion trivalente, que € entdo atacado pelo
cloreto no carbono do grupo alquila, formando o fosfonato de dialquila e o cloreto de

alquila correspondente.

70



.-/'\" .15 R o
Cl AN Cl O..
Cl |
H
H
_P_e® R+ /cl _P_.. + HC
SN NG
. c -
H
P ; ) N
_— .o
Cly \Gg + 2ROH —> RO™7 NGR
cr 2 —— >, RO
Fosfito de trialquila
P P R O
RO// No_R * HQCI o RO// \89/ + Cl
RO - RO |
H
Ro-N@ R 4 P s oA+ Ra
/0D / “OH
RO | RO
H Fosfito de dialquila
0
P
RO// SOH  <— __P_ Fosfonato de dialquila
RO RO™/ Sy
RO
(1 %) (99 %)

Esquema 28: Mecanismo de obtencdo dos fosfonatos de dialquila.

Conforme também € mostrado no Esquema 28, os fosfonatos de dialquila
apresentam-se em duas formas em equilibrio, sendo que a forma na qual o atomo de
fosforo estd no estado tetracoordenado € a preferencial (CARBRIDGE, 1974).

A Tabela 3 apresenta os rendimentos obtidos na sintese dos fosfonatos de dialquila.
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Tabela 3: Rendimentos dos fosfonatos de dialquila.

(RO),P(O)H
R Rendimento (%)
etil (35) 65
butil (36) 78
isobutil (37) 90

Normalmente, os fosfonatos de dialquila s@o purificados através de destilacdo a
pressdo reduzida, com o objetivo de se remover todo o cloreto de alquila e o &4cido
cloridrico remanescente. Durante este processo, deve-se ter o cuidado de ndo superaquecer
0 meio reacional, pois o superaquecimento leva a provédvel formacao de polifosfatos, a qual
¢ verificada pelo aumento continuo da viscosidade do conteido do baldo, ocasionando a

reducao do rendimento da reagdo.

5.1.1 Determinacao estrutural dos fosfonatos de dialquila

Os espectros de IV e RMN de 'H dos fosfonatos de dialquila estdo no anexo A.

5.1.1.1 Anadlise por espectrometria de infravermelho

A principal banda de absorcao que caracteriza os fosfonatos de dialquila € referente
ao estiramento da ligacdo P-H. Esta banda ocorre na faixa de frequéncia de 2222 a 2505
cm’”, que é uma regido onde geralmente ndo hd bandas de absorcdo de outros grupos
funcionais, o que permite a facil identificacio dos fosfonatos de dialquila por
infravermelho (THOMAS, p. 73, 1974). Outras bandas de absor¢do caracteristicas dos
fosfonatos de dialquila sdo referentes ao estiramento das ligacdes P=O e P-O-C (alifético),
que ocorrem, respectivamente, na faixa de 1210 a 1261 cm” €950 a 1018 cm’™ (THOMAS,
1974).

Nos espectros dos fosfonatos de dialquila é também possivel observar uma banda
de absor¢do fraca em torno de 3400 cm'l, a qual € atribuida a uma hidroxila, evidenciando
o equilibrio entre as duas formas de equilibrio dos fosfonatos, ja mostrados no Esquema 3.

A Tabela 4 apresenta os estiramentos das principais bandas de absorcdo dos

fosfonatos de dialquila sintetizados.
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Tabela 4: Dados de infravermelho das principais bandas de absor¢ao dos fosfonatos de
dialquila sintetizados.*

(RO)2P(O)H
R OH P-H P=0 P-O-C
etil (35) 3459 2431 1252 1046
butil (36) 3410 2434 1216 1006
isobutil (37) 3445 2426 1255 1039

T p = T
As absorgdes estdo expressas em cm' .

5.1.1.2 Analise por espectrometria de RMN de 'H

Nos espectros de RMN de 'H dos fosfonatos de dialquila sintetizados, o sinal
caracteristico, que comprova a obtencdo destes compostos, ¢ um dupleto referente ao
hidrogénio ligado diretamente ao dtomo de fésforo, centrado em aproximadamente 6,77
ppm, com constante de acoplamento P-H elevada, em torno de 697 Hz. Em geral, nos
fosfonatos de dialquila, a constante de acoplamento entre o dtomo de fosforo e o d&tomo de
hidrogénio na ligacdo P-H varia de 660 a 750 Hz (THOMAS, p. 79, 1974). Pode-se
também encontrar acoplamento de fosforo-hidrogénio a uma distancia de até 4 ligacdes.
(THOMAS, 1974).

A Tabela 5 mostra os valores dos deslocamentos quimicos (6) e as multiplicidades
para todos os hidrogénios presentes nos fosfonatos de dialquila, assim como os valores

para as constantes do acoplamento P-H e dos acoplamentos H-H.
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Tabela 5: Deslocamentos quimicos de RMN de "H dos fosfonatos de dialquila sintetizados.

Comp. P-H CH, 0P CH,CH,OP CH,(CH,),;OP CH;(CH,);0P (CH3), CHCH,OP
35 6,70(d)/IH n=2 n=3 - - -
Jup = 694 4,10 m)/4H 1,30 (t)/6H
Juu = 7,0
36 6,72(d)/IH n=2 n=2 nl=2,n=2 091 (t)/ 6H -
Jup = 699 4,03 (m)/4H 1,65 (quin)/4H 1,38 (sex)/4H Jug = 6,0
Jun = 6,0 Jun = 6,0
37 6,81 (d)/IH n=2 n=1 - - 095(d)/12H
Jup= 692 3,84(m)/4H 1,93 (m)/2H Juu =70

* Os valores das constantes de acoplamento estdo em Hz.
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5.1.2 Sintese das dialquilfosforilidrazinas

A sintese das dialquilfosforilidrazinas, também denominadas 4acido
fosforoidrazidico éster de dialquila, ocorreu segundo a reacdo de Todd-Atherton
modificada (TODD & ATHERTON, 1945; TODD & ATHERTON, 1947; TODD &
ATHERTON, 1948; ZHAO et al., 1984; ZHAO et al., 1988), a qual envolve um sistema
bifasico composto por tetracloreto de carbono, solucdo aquosa de hidréxido de sédio e

ainda etanol, que atua como solvente na reagcdo, conforme apresenta o Esquema 29.

0
I
RO//P\H + NH,NH, + CCl; + NaOH

RO o
1)0 "C, 10 min
ETOH/H,0 o
2)60 °C,2h
i
NH, + NaCl + HCCL + H,O
RO//P\N/ 2 a 3 2

RO |

Esquema 29: Reacdo de obtenc¢do das dialquilfosforilidrazinas.

O mecanismo desta reacdo, apresentado no Esquema 30, tem inicio a partir de um
ataque nucleofilico sobre o tetracloreto de carbono, que, neste sistema, ¢ um reagente que
age como eletréfilo. Este ataque nucleofilico € realizado pelo par de elétrons presente na
forma trivalente do fosfonato de dialquila, gerando um cétion tetravalente de f6sforo, que
por sua vez, através da abstracio de um &4tomo de hidrogénio, € convertido num
fosforocloridato de dialquila, o qual é atacado pela hidrazina formando, apds a ag¢do bdsica
do hidréxido de sédio, a dialquilfosforilidrazina. Esta reacdo €, atualmente, a forma usual

de sintese de fosforamidatos a partir de fosfonatos de dialquila.
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2
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Esquema 30: Mecanismo de sintese das dialquilfosforilidrazinas.

A dietilfosforilidrazina (38), dibutililfosforilidrazina 39) e
diisobutilfosforilidrazina (40) foram sintetizadas, respectivamente, com os rendimentos de

48%, 49% e 51%.

5.1.3 Determinacio estrutural das dialquilfosforilidrazinas

Os espectros de IV, RMN de 1H, RMN de *C e massas da dietilfosforilidrazina

(38), dibutililfosforilidrazina (39) e diisobutilfosforilidrazina (40) estdo no anexo A.
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5.1.3.1 Analise por espectrometria de infravermelho

A formacgao da ligacao P-N ¢ a evidéncia da reagdo entre os fosfonatos de dialquila
e a hidrazina. Em geral, a vibragdo P-N é caracterizada por uma banda de intensidade de

média a forte na regido entre 1067 a 1166 cm’! (THOMAS, p. 65, 1974).

A Tabela 6 apresenta as principais bandas de absorcao das dialquifosforilidrazinas

sintetizadas.

Tabela 6: Principais bandas de absor¢ao das dialquifosforilidrazinas.*

(RO)2P(O)N(H)NH,
Composto P=0 P-O-C P-N N-H
38 1230 971 1031 3347
39 1225 1027 1067 3356
40 1230 1023 1166 3351

I

E3 ~ ~ -
As absorc¢des estdo expressas em cm

Nos espectros de IV dos compostos (38), (39) e (40) ndo foi verificada a presenca
de bandas de absorcdo na regido de 2425 cm™, o que evidencia a auséncia de ligagio P-H,

caracteristica dos fosfonatos de dialquila.
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5.1.3.2 Analise por espectrometria de RMN de 'H

No espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio da
dibutilfosforilidrazina podemos observar a presenga de um simpleto largo referente aos trés
hidrogénios hidrazinicos e no espectro da diisobutilfosforilidrazina dois simpletos largos
referentes também aos hidrogénios hidrazinicos e nos dois espectros os hidrogénios
metilénicos e metilicos da cadeia alcoxidica.

Compostos contendo hidrogénio ligado a nitrogénio as vezes, devido a troca dos
hidrogénios com o solvente, sdo totalmente ou parcialmente desacoplados, logo, ndo se
observa o acoplamento desses com hidrogénios adjacentes, assim o sinal é um simpleto. O
simpleto estreito e alto indica que a velocidade da troca é ripida, o largo que a troca é
moderada e o bem relaxado indica troca lenta, no caso das dialquilfosforilidrazonas temos
os dois ultimos casos.

A evidéncia de que todo o fosfonato de dialquila reagiu, é o desaparecimento do
dupleto centrado em aproximadamente 6,70 ppm.

A Tabela 7 apresenta os deslocamentos quimicos (6) e as multiplicidades de todos

os hidrogénios presentes nas dialquifosforilidrazinas (38), (39) e (40).

Tabela 7: Dados de RMN de 'H das dialquilfosforilidrazinas.

6 em ppm (multiplicidade)*

COIHpOStO CE3 Cﬂz(CHz)zO CﬂzCHzO Cﬂzo CﬂCHzO N-ﬂ

38 1,34(0)/6H 4,12(m)/4H 3,98(s)/3H
Tyt = 6,0 ) ] )

39 0,81()/6H 128 (m)y4H 1,52 (m)/4H 3,90 5,23(s)/3H
Juan = 6,0 (m)/4H )

40  090(d)/12H 3,75(m)/4H  1,89(m)/2H  3,98(s)/2H
Jin = 6,0 ) _ 4,82(s)/1H

* Os valores das constantes de acoplamento estdo em Hz. O solvente utilizado foi CDCls.
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5.1.3.3 Analise por espectrometria de RMN de B¢

A Tabela 8 apresenta as constantes de acoplamento, os deslocamentos quimicos

(6) e as multiplicidades dos carbonos presentes nos compostos 38, 39 e 40.

Tabela 8: Dados de RMN de °C das dialquilfosforilidrazinas.

0 em ppm (CDCls)
Composto CH; CH,(CH,),0 CH,CH;O CH,0O CHCH,0
38 15,06 e 17,05 - - 61,63 e 56,06
39 13,17 18,36 32,05 65,55 -
40 18,13 - - 73,21 26,52

5.1.3.4 Analise por espectrometria de massas

Na andlise por espectrometria de massas da dibutilfosforilidrazina temos como pico
base o M + 1 = 225 e o segundo pico de maior abundincia é o m/z 112 e no massas da
diisobutilfosforilidrazina temos como pico base o pico m/z 112 e o segundo de maior

abundancia o M + 1. As propostas de fragmentacdo que originam estes fragmentos sdo

apresentadas no Esquema 31.

O H

M+ 1=225
D_|+. )k
[l

o ..
NHs (56) T e
HD’P“ HD?’F‘I}I,
7 H N
H':' HO H
mfZ = g2 Mz =112

Esquema 31: Propostas de fragmentacao dos principais picos da
diisobutilfosforilidrazina.
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5.1.4 Sintese das dialquilfosforilidrazonas

Uma vez que as dialquilfosforilidrazinas foram obtidas, partiu-se para a ultima
etapa da sintese das dialquilfosforilidrazonas, que consiste na reagdo de condensacao,
catalisada por meio acido, entre a dialquilfosforilidrazina e a respectiva isatina substituida,
formando os compostos dcido fosforoidrazidico, N’-[1,2-diidro-2-oxo-(R;)-3H- indol-3-
ilideno] -, éster de dialquila, ou seja, as dialquilfosforilidrazonas, conforme apresenta a
tabela 7.

Na Tabela 9 estdo os rendimentos, as massas moleculares, os aspectos fisicos e os

tempos das reagdes para a sintese das dialquilfosforilidrazonas.
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Tabela 9: Dados dos compostos sintetizados.

/NH P\

I
// \ / Cflg: HCl 25°C
RO H nd CH;CH,OH Ré "o
R1
(1) R = isobutil, R, = H; (6) R = isobutil, R, = H, Ry= CI; (11) R=butil, R, =H
(2) R = isobutil, R, = CH; (7) R = isobutil, R, = C3Hs; (12) R = butil, R, = CH;
(3) R =1isobutil, R; = C4;Ho; (8) R =isobutil, R; = C;H¢Br; (I3) R=butil, R; =H, R, =CI;
(4) R = isobutil, R; = CH,C¢Hs; (9) R = isobutil, R, = CH;, R,=Cl;  (14) R=cetil, R, = CH2C6H5
(5) R = isobutil, R; = CH,C¢Hs , R,=Cl;  (10) R = butil, R, = CH,C¢Hs; (15)R=ectil, R, =
(16) R =etil, R, = C4H9
Composto massa Rend. (%) Tempo de Aspecto fisico
reacao
1 353 84 3h Sélido amarelo
2 367 85 4 h Sélido amarelo
3 409 75 4h Oleo laranja
4 443 80 3h Oleo laranja
5 4775 9] 3h Oleo laranja
6 387,5 90 3h Solido amarelo
7 393 88 4h Oleo laranja
8 474 75 5h Oleo laranja
9 401,5 73 3h Oleo laranja
10 443 88 3h Oleo amarelo
11 353 83 3h Oleo amarelo
12 367 81 4h Oleo laranja
13 387 35 4 h Sélido amarelo
14 380 86 4h Oleo laranja
15 297 86 3h Sélido marrom
16 353 65 4h Oleo laranja
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Dentre as 16 dialquilfosforilidrazonas sintetizadas foi observada a formagdo do
diastereoisomero Z para 11 compostos, indicando que a reacdo foi 100% diastereoseletiva.
Enquanto que para os outros compostos observou-se mistura de diastereoisomeros.

Em todos os compostos observa-se uma ligacao de hidrogénio intramolecular entre
0 hidrogénio amidico e a carbonila da isatina formando um anel de seis membros
favorecendo a configura¢io Z, como podemos observar na Figura 29. Esta configuragio €
confirmada no espectro de RMN-'H, onde aparece um dupleto referente ao deslocamento
quimico do hidrogénio amidico na faixa de 11,36-11,47 ppm com uma constante de

aproximadamente 33 Hz, que € caracteristico de hidrogénio em ponte.

Figura 29: Provavel estrutura do composto 1 (configuragio 7).

No entanto a andlise dos espectros de RMN de 1H, RMN de °C e RMN de *'P
mostram a coexisténcia de dois possiveis diastereoisdmeros o E e o Z, para os compostos
1, 2,6, 10 ¢ 12, ja que podemos observar no espectro de RMN de 1H, um outro dupleto em
8,45 ppm com uma constante de acoplamento de aproximadamente 28 Hz.

Em alguns espectros de RMN-"’C também observa-se sinais duplicados referente
aos dois possiveis diastereoisdmeros. Assim como em alguns espectros de RMN de °'P
desacoplado desses compostos, observa-se a presencga de dois sinais referente a mistura.

No Esquema 32 (pagina 86) € apresentado o mecanismo de reacdo envolvido na
sintese destas dialquilfosforilidrazonas.

Neste mecanismo, inicialmente ocorre a protonacao da isatina, levando a formacgao
do fon oxdnio correspondente. A segunda etapa consiste no ataque nucleofilico da
dialquilfosforilidrazina a carbonila adjacente ao anel da isatina, gerando o intermedidrio
hemiaminal N-protonado. Esta etapa € um processo bimolecular, entropicamente
desfavoravel (AS°<0), e que entalpicamente, também, nio favorece a formacdo espontianea
dos produtos.

Consequentemente, a reacdo inversa (retroadicdo nucleofilica) ocorre em

velocidade competitiva com a adi¢do nucleofilica, pois nesta etapa uma molécula neutra,
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no caso a propria dialquilfosforilidrazina, funciona como grupo abandonador. Contudo, a
transferéncia rdpida de um préton do nitrogénio para o oxigénio, chamada de
prototropismo, embora termodinamicamente desfavordvel, pois o nitrogénio € mais basico,
permite a eliminag¢do subsequente de uma molécula de dgua, deslocando o equilibrio na
direcdo da formacdo das dialquilfosforilidrazonas (COSTA et al., 2003).

Outras evidéncias deste mecanismo foram realizadas através de calculos de
modelagem molecular. Para o qual, foi utilizado o programa MOPAC2009 (STEWART,
2008), onde foi calculado o AH de formagdo para a avaliagdo do produto mais estdvel (Figura
30).

Diastereoisdomero (E) Diastereoisdmero (Z)

Figura 30: Configuracio dos possiveis estereoisomeros

Foi encontrado para a dialquilfosforilhidrozona de geometria E, o valor de AH; = -211,5
Kcal/mol e para o diastereoisdbmero de geometria Z AH¢ = -214,3 Kcal/mol, indicando desta forma
que o produto mais estdvel termodinamicamente € o de geometria Z. Ao avaliar as estruturas obtidas
depois dos célculos, observou-se uma ligacdo hidrogénio para o diastereoisdbmero de geometria Z,
com distancia entre o hidrogénio amidico e o oxigénio da carbonila de 2,30 A e nenhuma
evidéncia de que o mesmo ocorre com o de geometria E, conforme Figura 29. Este fato isolado
ndo caracteriza a formagdo em propor¢do majoritaria do diastereoisomero Z, na maior parte
das moléculas sintetizadas, mas serve de indicio para verificar se os intermedidrios é que

orientam a formacdo deste que esta em maior propor¢do. Dessa forma, através de novos
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célculos com os intemedidrios, novas suposi¢des foram realizadas para determinar a

orientacdo da geometria final (Figura 31).

C

Intermediario E Intermedidario Z

Figura 31: Possiveis ligacdes de hidrogénio realizadas pelos intermediarios.

Dois possiveis intermedidrios podem ser formados, que orientam a formacdo dos
diastereoisOmeros, mas somente o intermedidrio Z, forma uma ligacdo de hidrogénio mais
efetiva de 1,95A num anel de 6 membros, enquanto que o intermedidrio E, forma uma
ligacdo de hidrogénio de 2,56 A em um anel de 5 membros. Os calores de formacdo destes
intermedidrios mostram que intermedidrio Z (AH; = -81,4 Kcal/mol) € mais estdvel que o
intermedidrio E (AH;=-74,3 Kcal/mol) e, portanto, termodinamicamente o mais provavel de
ser formado.

Ainda avaliando os intermedidrios, observa-se que para a formagdo do
diastereoisOmero E, seria necessdria uma eliminagdo anti-periplanar, que é o mecanismo
normalmente apresentado para reacdo de adicdo de derivados nitrogenados a cetonas e
aldeidos em meio 4acido e aquele representado pelo intermedidrio E (Figura 31), mas que é
formado minoritariamente, observado na fase experimental. Em relacdo ao intermediario Z
(Figura 31), para que ocorresse uma eliminagdo anti-periplanar, o nitrogénio vizinho ao
que faz a ligacdo de hidrogénio com a carbonila de cetona, deveria girar 180° de forma
inviabilizada, por ser termodinamicamente desfavordvel, de acordo com os dados de calor
de formacgao gerados por modelagem molecular.

Diante deste revés, propds-se que um mecanismo alternativo (Esquema 32).
Assumindo-se que os intermedidrios estdo protonados, uma molécula de dgua deve ser
eliminada primeiramente, gerando um carbocétion planar e estabilizado por ressonédncia
com o anel aromatico e orientado pelo proprio nitrogénio amidico, que tem um par de

elétrons nao ligante. Posteriormente, a evidente ligacdo de hidrogénio ja presente no
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intermedidrio Z, orienta a geometria favordvel para subsequente abstracdo de um préton do
nitrogénio amidico, levando a formacdo da hidrazona majoritiria de geometria Z em
detrimento ao E, que é formado minoritariamente.

Tentou-se separar apenas a dialquilfosforilidrazona 10 que corresponde a uma
mistura de diastereoisomeros (E/Z), através de uma cromatografia em coluna aberta
(comprimento 60 cm/diametro 2,0 cm, usando silica gel, e eluente hexano/acetato de etila
25%). No entanto conseguiu-se isolar e identificar apenas o diastereoisomero Z. No
espectro de RMN-'H da mistura 10 (E/Z) aparece os dois dupletos (11,47 e 8,74 ppm),
enquanto que no espectro do composto 10a (composto isolado) aparece apenas o dupleto
em 11,46 ppm ratificando a presenca do diastereoisomero (Z).

Como o diastereisdmero (E) saiu junto com o (Z) fazendo, praticamente, parte da

mesma fracdo, e este em menor quantidade, nao foi possivel isolar o diastereoisomero (E).

Q5



O ®OH

0O — 0 —_—
N N
H H

ion oxo6nio

Esquema 32: Proposta mecanistica da sintese das dialquilfosforilidrazonas.
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5.1.5 Determinacao estrutural das dialquilfosforilidrazonas

Os espectros de IV, RMN de IH, RMN de 13C, RMN de *'P e massas das

dialquilfosforilidrazonas, compostos 1 a 16, estdo no anexo A.

5.1.5.1 Analise por espectrometria de infravermelho

As absorcoes referentes as fungdes das dialquilfosforilidrazonas sintetizadas sao
bem definidas e podem ser observadas nos espectros analisados, como mostrado
resumidamente na Tabela 10. As principais bandas de absor¢do sdo correspondentes as
freqiiéncias de estiramento das ligagdes P=0O, P-O-C e C=N. A presenca da ligacio C=N
confirma a reacdo entre as dialquilfosforilidrazinas e as isatinas substituidas, formando as

dialquilfosforilidrazonas.

Tabela 10: Principais bandas de absor¢ao das dialquilfosforilidrazonas sintetizadas.*
Comp. P=O P-O-C C=N N-H C=0
1 1238,1 1020,1 1619,9 3149,2 1695,1

2 12554 1018,2 1616,0 3199,3 1691,2
3 1276,6 1022,1 1614,1 3212,8 1685,5
4 1261,2 1022,1 1616,0 3209,0 16874

5 1247,3 1020,1 1614,1 3210,0 1691,2

6 1241,9 10124 1621,8 3122,2 1691,2
7 1272,8 1020,1 1614,1 3214,8 1689,3

8 1267,0 1024,0 1614,1 3212,8 16874
9 1268,9 1014,3 1614,1 3214,8 1691,2
10 1253,5 1027,8 1612,2 3216,7 17125

11 1249,6 1022,1 1621,8 3185,8 1700,9
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Tabela 10: Continuacao

12

13
14
15
16

1272,8

12477
1267,0
1240,0
1267,0

1029,8

1016,3
1025,9
1018,2
1025,9

1614,1

1623,8
1614,1
1621,8
1614,1

3210,9

3129,9
3214,8
3137,6
3209,0

1689,3

1704,7
1685,5
1697,0
1685,5

5.1.5.2 Analise por espectrometria de RMN de 'H

Na andlise por RMN de 'H hd um sinal caracteristico que confirma a obtencdo das
dialquilfosforilidrazonas. Este sinal corresponde ao hidrogénio fosforamidico, que € aquele
ligado ao atomo de nitrogénio em posi¢do o ao dtomo de fésforo, que apresenta
deslocamento quimico na faixa de 11,36 a 11,47 ppm. Este hidrogénio apresenta a
multiplicidade de dupleto, pois acopla com o 4dtomo de fésforo a duas ligagdes com

constante de acoplamento (J) que varia de 33 a 34 Hz. A literatura registra que este

* ~ = -1
As absorgoes estao expressas emcm .

acoplamento ocorre na faixa de 23 a 53 Hz (THOMAS, 1974).

Nas Tabelas 11, 12 e 13 estdo apresentados os dados referentes aos deslocamentos

quimicos, as multiplicidades e as constantes de acoplamento das dialquilfosforilidrazonas

sintetizadas.
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Tabela 11: Dados de RMN de 'H das diisobutilfosforilidrazonas.

O
s N-NHP(OCH,CH(CHj),),
1 R [
RMN de H —0
6 N
7 \
l{l
0 em ppm (multiplicidade)
Comp. CH; CHCH,O CH,O NH H4 HS H6 H7 R,
1 0,94 (d)/12H 1,99 (m)/2H 3,93 11,40 7,87 (d) 6,95 (1) 7,07 (t) 6,99 (d) H
Jun =170 (m)/4H (d)/TH Jun=80 Juyg=8,0 Jgu=8,0 Juu=8.,0 9,69 (s)/1H
Jup = 33,67 9,75 (s)/1H
8,47 (d)/1H
JHP = 28,37
2 093 (dy/12H 1,98 (m)/2H 3,91 11,41 756 () 7,08 7321 6,84 (d) H
Jun =7,0 (m)/4H (d)/1TH Jun=80 Jygu=80 Jyg=8,0 Jgu=38,0 9,69 (s)/1H
Jup = 33,79 9,75 (s)/1H
8,3 (d)/1H
JHP = 28,37
3 0,93 (d)/12H 1,99 (m)/12H 3,92 11,44 7,58 (d) 7,06 (t) 7,31 (t) 6,85 (d) CH,CH,CH,CHj;
JHH = 7,0 (m)/4H (d)/lH JHH = 7,0 JHH = 7,0 JHH = 8,0 JHH= 8,0 1 2 3 4
Jup = 33,67 1=3,71 (t)/2H Jyy =7,32;
2 =1,66 (m)/2H;
3=1,35 (m)/2H;
4=0,93 (t)/3H Jyg =7,19.
4 0,94 (d)/12H 2,01 (m)/2H 3,91 11,45 7,61 (d) 7,05 (t) 7,30 (1) 6,75 (d) CH,C¢H;
JHH = 7,0 (m)/4H (d)/lH JHH= 7,0 JHH = 7,0 JHH = 7,0 JHH = 7,0 4,93 (S)/zH
Jup= 34,29 7,21-7,64/6H
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Tabela 11: Continuagao

5

0,96 (d)/12H 2,01 (m)/2H

JHH= 7,0

0,96 (d)/12H
JHH = 7,0

0,95 (d)/12H 2,00 (m)/2H

JHH = 7,0

0,94 (d)/12H 2,00 (m)/2H

JHH = 8,0

0,96 (d)/12H 2,00 (m)/2H

JHHZ 7,0

2,01 (m)

JHH = 8,0

3,96 (m)/4H

3,95 (m)/4H

3,92 (m)/4H

3,90 (m)/4H

3,94 (m)/4H

11,44 (d)/1H
JHP = 33,63

11,36 (d)/1H
JHP = 33,42

11,40 (d)/1H

JHP = 33,63

11,37 (d)/1H
JHP = 33,42

11,41 (d)/1H
JHP = 33,63

7,38 (d)
JHHZ 8,0

7,51 (d)
JHHZ 8,0

7,60 (d) 7,09 (t)

JHH= 8,0 JHH= 8,0

7,6 (d) 7,10 (1)
JHH = 7,0 JHH = 7,0

7,59 (d)
JHH = 8,0

7,30 (t)
JHH = 8,0

7,25 (1)
JHH= 8,0

7,30 (t)

JHH = 8,0

7,35 (t)
JHH = 7,0

7,32 (t)
JHH = 8,0

6,69 (d)
JHHZ 8,0

6,87 (d)
JHH = 8,0

6,85 (d)

JHH= 8,0

6,96 (d)
JHH = 7,0

6,81 (d)
JHH = 8,0

CH,C¢Hs
4,92 (s)/2H
7,29-7,60/6H

H
8,86 (s)

CH2CH:CH2

1 2 3
1= 4,36 (dt)/2H;
2 =15,83 (m)/1H;
3 =524 (m)/2H

CH,CH,CH,Br
1 2 3
1= 3,96 (m)/2H;
2 =12,26 (m)/2H;
3=3,44 (t)/2H
Jyu = 6,30

CH;
3,25 (s)

* Os valores das constantes de acoplamento estdo em Hz.
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Tabela 12: Dados de RMN de 'H das dibutilfosforilidrazonas.

(0]
4+ N-NHP-(OCH,CH,CH,CH,),
RMN de 'H Rad {
—0
6 N
7 \
Rl
6 em ppm (multiplicidade)
Comp. CH3 CHz(CHz)zo CE2CH20 CHzO NH H4 ﬁ & m R1
10 0,90 (t) 1,41 (m) 1,67 (m) 4,16 11,47/1H 7,98 (d) 7,05 (t) 7,23 (t) 6,75 (d) CH,CsH;
JHH = 7,0 (m)/4H JHP = 33,16 JHH = 7,0 JHH = 7,0 JHH = 7,0 JHH = 7,0 4,93 (S)
8,74/1H CH,C¢H;
Jup = 28,12 7,21-7,33
10a 0,92 (t) 1,43 (sex) 1,71 (qui) 4,18 11,46 (d)/1H 7,60 (d) 7,06 (t) 7,23 (1) 6,76 (d) CH,CsH;
JHH = 7,0 JHH = 750 JHH = 7,0 (m)/4H JHp = 33,38 JHH = 7,0 JHH = 7,0 JHH = 7,0 JHH = 7,0 4,93 (S)
CH,C<H;
7,21-7,33
11 0,91 1,43 (sex)/4H 1,70(qui)/4H 4,18 11,46 (d)/1H 7,53 (d) 7,04 (1) 7,26 (t) 6,96 (d) H
(t)/6H -]HH = 7,0 JHH = 7,0 (m)/4H JHP = 33,63 -]HH = 7,0 -]HH = 7,0 -]HH = 7,0 -]HH = 7,0 9,79 (S)
JHH = 7,0
12 0,87 1,38 (m)/4H 1,66 (m)/4H 4,12 11,40 (d)/1H 7,54 (d) 7,04 (t) 7,30 (t) 6,82 (d) CH;
(t)/6H (m)/4H Jup=33,55 Jgu=70 Juyu=70 Jugu=70 Juu=7,0 3,20 (s)
Jun =70 8,33 (d)/1H
JHP = 28,62
13 0,91 1,42 (sex)/4H 1,70 (quin)/4H 4,17 (m)/ 11,41 (d)/1H 7,49 (d) _ 7,22 (d) 6,89 (d) H
(t)/6H -]HH = 7,0 JHH = 7,0 4H JHP = 33,63 -]HH = 8,0 JHH = 8,0 JHH = 8,0 9,63 (S)
JHH = 7,0
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Tabela 13: Dados de RMN de 'H das dietilfosforilidrazonas.

RMN de "H Q
N-NHP-(OCH,CH,),
R, 5 |
—0
6 N
\
R,
6 em ppm (multiplicidade)
Comp. CH; CH,O NH H4 HS Ho6 H7 R,
14 1,38 (t)/6H 4,25 (m)/4H 11,47 (d)/1H 7,65 (d) 7,08 (t) 7,25 (t) 6,78 (d) CH,C¢Hjs
JHH = 7,0 JHP= 33,38 JHH = 7,0 JHH = 7,0 JHH = 7,0 JHH = 7,0 4,93 (S)/2H
7,22-7,38/6H
15 1,36 (t)/6H 4,22 (m)/4H 11,43(d)/1H 7,55 (d) 7,02 (t) 7,25 (t) 6,92 (d) H
JHH = 7,0 JHP = 33,63 JHH = 8,0 JHH = 8,0 JHH = 8,0 JHH = 8,0 9,63 (S)
16 1,37 ()/6H 4,23 (m)/4H 11,48 (d)/1H 7,62 (d) 7,08 (t) 7,32 (1) 6,86 (d) CH,CH,CH,CHj;
Jun =70 Jup=33,38 Juu=17,0 Jun =70 Jw =70 Jun =70 12 3 4

1=3,71 ()/2H Jyy =7,32;
2 =1,66 (m)/2H;
3 =1,35 (m)/2H;
4=0,93 (t)/3H Jyy=7.28.

* Os valores das constantes de acoplamento estdao em Hz.
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5.1.5.3 Anadlise por espectrometria de RMN-"C.

No espectro de RMN de B¢ das dialquilfosforilidrazonas, o sinal caracteristico da
obtencdo destes compostos € referente ao carbono 3, que possui deslocamento quimico na
faixa de 139 a 144 ppm e se apresenta na forma de simpleto.

A Tabela 14 apresenta os deslocamentos quimicos (6), as multiplicidades e as
constantes de acoplamento referentes as diisobutilfosforilidrazonas, enquanto que as
Tabelas 15 e 16 apresentam as mesmas informacdes para as dibutilfosforilidrazonas e
dietilfosforilidrazonas, respectivamente. Nestas tabelas também sdo descritos os
acoplamentos, a duas e trés ligagcGes, entre os carbonos da cadeia alquilica do alcéxido e o

atomo de fésforo.
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Tabela 14: Dados de RMN-'3C das diisobutilfosforilidrazonas.

2 171-NHIPI—(OCH2CH(CH3)2)2

R, 3
13 =0
RMN de °C 4 N
5 6\
R1
0 em ppm (multiplicidade)*
Comp. CH; CHCH,0 CH;0O C=N (=0 C1 Cc2 a3 C4 (O] Co R,
1 18,66 29,06 (d); Jcp=7,34 73,92 (d); Jcp = 6,61 140,63 163,17 120,51 122,83 120,73 130,48 111,07 135,68 H
2 18,63 29,01 (d); Jcp=7,34 73,72 (d); Jcp= 6,61 142,48 161,16 122,54 1244 120,25 134,74 108,71 130,32 CH;
74,24 (d); Jep = 6,60 144,39 163,79 123,06 120,04 134,90 108,76 131,75 25.49
26,03
3 18,66 29,05 (d); Jcp=6,61 73,76 (d); Jcp = 6,60 141,99 161,15 120,47 122,87 120,29 130,22 108,97 134,97 CH,CH,CH,CH;,
39,40 ;29,63 ; 20,16;
13,68
4 18,66 29,06 (d); Jcp=7,33 73,81 (d); Jcp = 6,60 141,7 161,17 120,42 123,13 120,28 130,25 109,68 135,17 CH,C¢Hs
43,24
CH,CHs
127,90-134,71
5 18,68 29,09 (d); Jcp=6,60 73,98 (d); Jcp= 5,87 141,14 160,93 120,58 121,7 127,33 133,71 110,78 133,55
QHZCGHS
43,38
CH,C4Hs
127,44 - 139,99
6 18,66 29,00 (d); Jcp=6,61 74,22 (d); Jcp = 6,60 140,88 166,15 112,10 125,02 127,83 131,17 116,90 136,25 H
73,97 (d); Jcp = 6,60 139,24 163,04 112,34 122,08 128,20 130,00 120,39 134,81
7 18,66 29,06 (d); Jcp=7,34 73,79 (d); Jcp =5,87 141,75 160,88 120,21 123,08 120,44 130,86 109,57 134,72 CH,-CH=CH,
41,77 ;
CHz_gH:CHz
130,23 ; 118,09
8 18,67 29,07 (d); Jc.p = 6,60 73,83 (d); Jcp =5,87 141,66 161,29 120,28 123,21 120,61 130,39 108,84 134,59 CH,CH,CH,Br
38,11;30,71; 30,17
9 18,66 29,07 (d); Jcp=7,34 73,88 (d); Jcp=15,87 148,73 160,96 121,55 120,52 128,78 129,84 109,7 133,66 CH; o4
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Tabela 15: Dados de RMN-'>C das dibutilfosforilidrazonas.
0
N-NHP(OCH,CH,CH,CHj),

R, 3 1
—0
RMN de “°C 4 s N
5 \
R
0 em ppm (multiplicidade)*
COII’IpOStO QH3 gHz(CHz)zo QH2CH20 gH2O g=N g=0 g Q Q Q g % R,
10 (a) 13,58 18,66 32,25 (d); 67,69 (); 141,71 161,2 120,52 123,13 120,28 130,27 109,67 135,18 CH,C¢Hs
Jcp=6,60 Jcp=5,86 43,26
CH,C4Hs
127,37-134,64
11 13,5 18,6 32,16 (d); 67,80(d); 140,99 163,17 120,43 125,54 122,12 133,08 111,15 135,92 H
Jc_p = 6,60 Jc,p = 5,87
12 13,46 18,54 32,12 (d); 67,52 (d); 142,43 161,06 120,16 12297 119,88 134,81 108,7 134,97 CH;
Jep=6,61 Jcp=06,60 25,42; 25,96
67,99 (d);
-]C-P = 6,60
13 13,52 18,63 32,18 (d); 68,04 (d); 139,08 162,86 112,14 122,01 128,37 130,11 120,6 134,92 H
J C-P= 7,33 J C-P= 5,87

* Os valores das constantes de acoplamento estdo em Hz.
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Tabela 16: Dados de RMN-'3C das dietilfosforilidrazonas.

0
cs 2 N-NHP-(OCH,CH,),
RMN de C : ( .
4 s N
R,
0 em ppm (multiplicidade)*
Composto  CH; CH,O C=N C=0 Cl C2 C3 C4 C5 Co6 Ry
14 16,18 (d); 64,06 (d); 141,73 161,23 120,58 123,14 120,2 130,35 109,7 135,16  CH,C¢Hs 43.2;
J C-P— 6,60 J C-P— 5,87 CH226H5
127,37-134,99
15 16,13 (d); 64,20 (d); 140,74 163,19 120,58 130,58 122,78 135,9 111,15 136,06 H
Jc,p: 6,61 Jc,p:5,13
16 16,16 (d); 64,00 (d); 142,03 161,2 120,66 122,22 120,23 130,3 108,97 135,25 CH,CH,CH,CHj;
Jep=6,60 Jcp=5,13 39,33 ;29,64 ;

20,18; 13,70

* Os valores das constantes de acoplamento estdo em Hz.
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5.1.5.4 Anadlise por espectrometria de RMN-*'P.

Tabela 17: Dados de RMN-*'P das dalquilfosforilidrazonas.

RMN-'P
Composto P=0 (6 ppm)
1 -0,55¢-0,92
2 -0,43
3 -0,39 dq
4 -0,53 dq
5 -0,97 dq
6 -0,93 dq
7 -0,50 dq
8 -0,56
9 -0,25 dq
10 -0,27 ¢ -1,30
10a -0,26 dq
11 -0,22 dq
12 -0,25 dq
13 -0,75 dq
14 -0,32 dq
15 -0,29 dq

16 -0,20 dq




5.1.5.5 Analise por espectrometria de massas.

Os fragmentos m/z 297 e m/z 241 vém do rearranjo 1,4 dos hidrogénios da cadeia
alcoxida das dialquilfosforilidrazonas, esse tipo de rearranjo é comum para todos os
compostos desse sistema.

Podemos observar que o pico m/z 160 ocorre em todos os espectros de massa dessa
séria de moléculas e na maioria dos casos se trata do pico base.

O Esquema 33 apresenta a proposta das principais fragmentacdes para

diisobutilfosforilidrazona derivada de isatina (1).

CH3 +eo
O S
%\)’-\Q ‘\\\\\\H
4\ H
N/NH OH
/
(@)
N
\
H C
miz207 | G
T
NH C R0l
® NH Il E\.Ilef'I\OH
N o ON * POsH, /|
(I -~ (o - o
\ N
H R
H H
nmz 132 . m/z 160 . m/'z 241

Esquema 33: Proposta de fragmentacgdo para alguns picos da diisobutilfosforilidrazona
derivada de isatina (1).
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5.2 Ensaios Biologicos

5.2.1 Ensaios com protozoarios.
O nosso grupo teve a oportunidadade, através de uma colaboracdo com a Fundagio

Oswaldo Cruz de Salvador (BA), de ter alguns dos compostos sintetizados neste trabalho
testados em alguns protozodrios a fim de se avaliar o potencial antiparasitario dos mesmos.

Os resultados que serdo descritos dizem respeito a um grupo de dez compostos,
porém os demais compostos também serdo testados. Os resultados sao preliminaries, pois

0s ensaios estao em andamento.

5.2.1.1 Ensaios em Leishmania L. amazonensis.
O ensaio foi realizado na concentragdo de 50 uM (Figura 22), por 72 horas cada

ensaio, periodo que as células chegam a sua fase estaciondria.

Leishmania L. amazonensis
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Figura 32: Promastigotas de Leishmania tratados com derivados de isatina a S0uM.
Protozodrios avaliados apds 72 horas de incubacdo a 26 °C (= 1 °C) em meio warren
suplementado com 10% de soro fetal bovino.

Tabela 18: Porcentagem de inibi¢ao dos compostos testados.

Composto 1 2 3 4 S5 6 7 10 11 12
% de inibicao 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98

Podemos observar que todas as novas dialquilfosforilidrazonas testadas
apresentaram inibi¢do da proliferacdo celular em 98 % na concentracdao de 50 uM, assim,

estdo sendo feitos novos ensaios em diferentes concentracdes, a fim de se calcular o ICsg

Q0



para estas substancias. Para todos os compostos estdo sendo realizados ensaios de

toxicidade sobre macréfagos.

5.2.1.2 Ensaios em Trypanosoma cruzi.

Os ensaios foram realizados a uma concentracdo de 50 uM (Figura 33) por 96
horas cada ensaio. Verificou-se inibicdo da proliferacdo celular de epimastigotas de T.
cruzi superior a 75% a excecdo do composto (6) cuja inibicdo foi de 59 %. Desta forma
para este ensaio, também estdo sendo feitos novos ensaios em concentracdes mais baixas

para se estabelecer a relacio entre a estrutura e a atividade dos derivados.

3.0x10%
3 controle
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0
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0. 0= 022 - e 3
= 4
B 6
— 7
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Figura 33: Epimastigotas de Trypanosoma cruzi tratados com derivados de isatina.
Protozodrios avaliados apds 96 horas de incubagdo a 26 °C (= 1 °C) em meio LIT
suplementado com 10% de soro fetal bovino.

Tabela 19: Porcentagem de inibi¢do dos compostos testados.

Composto 1 2 12 10 11 3 4 6 7 5
% de inibicao 79 80 89 99 99 99 99 59 99 99
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5.2.1.3 Ensaios em P. falciparum screening.
Os ensaios foram realizados a uma concentracdo de 1mM (Figura 34 ) por 24 horas

cada ensaio. Podemos observar a inibi¢cdo do protozodrio superior a 90 %, exceto para o
composto 2 que apresentou 89 % de inibi¢do. Assim estdo sendo feitos novos ensaios em

diferentes concentragdes, a fim de se calcular o ICsy destas substancias.

F. falciparum scraening
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Figura 34: P. falciparum tratados com derivados de isatina. Protozodrios avaliados apds
24 horas de incubagdo a 37 °C em meio RPMI 1640 (GibcoBRL) suplementados com 10%
de plasma humano (inativado) e um hematdécrito de 5% em uma atmosfera de 90% N,; 5%
0,; 5% C.
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5.2.2 Ensaios com fungos fitopatogénicos

Na Tabela 20 podemos observar que o fungo Rhizoctonia solani teve seu
crescimento inibido pela presenca das dialquilfosforilidrazonas testadas. Destacando-se os
compostos (9) e (11) com 58 % de inibicdo e o composto (12) com 72 % de inibicao

(Figura 35).

Tabela 20: Crescimento miscelial do fungo Rhizoctonia solani em meio batata-dextrose-
agar (BDA) contendo as dialquilfosforilidrazonas derivadas de isatina em solu¢do com
dimetilsulféxido (DMSO — 0,5 mL.50 mL™") na concentracdo de 0,5 g.L"".

Compostos BDA 'DMSO “Concentracio Didmetro % Inibiciio

(mL) (mL) (g.L'l) da colonia
(cm)
Controle (+) 50 0 0 6,05 a -
Controle (-) 50 0,5 0 430 b 0
5 50 0,5 0,5 298 d 30
6 50 0,5 0,5 3,83 ¢ 11
9 50 0,5 0,5 1,80 f 58
11 50 0,5 0,5 1,78 f 58
12 50 0,5 0,5 1,20 g 72
16 50 0,5 0,5 2,18 ¢ 49

'Dimetilsulféxido. 2Concentrag:ﬁo em grama do composto quimico por litro de meio
de cultura BDA. ’Letras iguais resultado ndo significativo.
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Figura 35: Imagens do fungo Rhizoctonia solani em meio batata-dextrose-agar (BDA)
contendo os derivados de isatina em solucdo com dimetilsulféxido (DMSO - 0,5
mL.50mL™") na concentragdo de 0,5 g.L'l. Imagem capturada no final do ensaio das placas
contendo o controle positivo e negativo e os compostos 5, 6,9, 11, 12 e 16.

(11)
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Os mecanismos de atuagcdo desses compostos quimicos ndo foram estudados,
entretanto, segundo STANGARLIN et al. (1999) estas substancias agem nos mecanismos
internos o fungo que se reflete na ma formacao de estruturas importantes para a penetracao
e o desenvolvimento do microrganismo no ambiente ou no interior da planta. O modo de
acdo dessas substancias sobre fungos inclui granulagdo citoplasmética, desorganizacao dos
conteddos celulares, ruptura da membrana plasmdtica e inibicdo de enzimas fungicas.

Esses efeitos refletem-se na redugdo ou inibicao do crescimento micelial.

Na Tabela 21 observamos a inibi¢do superior a 50 % do crescimento do fungo
Fusarium oxysporum. Destacando-se os compostos (1), (11) e (12) com inibi¢do de 58, 59
e 52 % respectivamente (Figura 36). Todas as substancias testadas promoveram efeito

fungistético ao crescimento do fungo.

Tabela 21: Crescimento miscelial do fungo Fusarium oxysporum em meio batata-
dextrose-agar (BDA) contendo as dialquilfosforilidrazonas derivadas de isatina em solucdo
com dimetilsulféxido (DMSO — 0,5 mL.50 mL'l) na concentragdo de 0,5 g.L'l.

Compostos BDA 'DMSO “*Concentracio ~Didmetro %
(mL) (mL) (g.L'l) da colonia  Inibicao
(cm)
Controle (+) 50 0 0 5,85 _
Controle (-) 50 0,5 0 5,05 0
1 50 0,5 0,5 2,05 58
2 50 0,5 0,5 3,65 55
3 50 0,5 0,5 2,86 27
4 50 0,5 0,5 2,42 24
5 50 0,5 0,5 3,30 14
6 50 0,5 0,5 2,95 27
7 50 0,5 0,5 3,82 34
9 50 0,5 0,5 2,27 43
11 50 0,5 0,5 3,67 59
12 50 0,5 0,5 4,33 52
15 50 0,5 0,5 2,12 41

! Dimetilsulféxido. * Concentragio em grama do composto quimico por litro de
meio de cultura BDA. *Letras iguais resultado nio significativo.
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CONTROLE (+) CONTROLE (-) (11)

(12)
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9) (15)

Figura 36: Imagens do fungo Fusarium oxysporum em meio batata-dextrose-agar (BDA)
contendo os derivados de isatina em solucdo com dimetilsulféxido (DMSO - 0,5
mL.50mL™") na concentragdo de 0,5 g.L'l. Imagem capturada no final do ensaio das placas
contendo o controle positivo e negativo e os compostos 1,2, 9, 11,12 e 15.
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5.2.3 Ensaio com germinaciao de sementes.

Os compostos que inibiram o crescimento miscelial dos fungos foram testados para
se avaliar o efeito toxico destes compostos, frente a germinacdo de sementes de alface, ja
que os fungicidas sdo substancias que atacam os fungos sem atacar as culturas.

Os ensaios com germinagdo de sementes foram feitos em alface comercial (Lactuca
sativa L.) com dois controles, um positivo e outro negativo com diclorometano. A
concentragdo da solucdo em diclorometano das dialquilfosforilidrazonas derivadas de
isatina foi de 400 mg.L"'. As sementes foram tratadas com 2 mL de cada soluco feitas em
quatriplicata com 50 sementes cada teste. As placas de Petri foram lacradas com filme
plastico e acondicionadas em camara com fotoperiodo de 12 horas (luz do dia) e
temperatura de 23 °C + 1°C. A germinagao foi avaliada no 7° dia apds o inicio dos ensaios
e somente as sementes que apresentaram a radicula e as primeiras duas folhas visiveis e

soltas foram aceitas como germinadas (Tabela 22).

Tabela 22: Percentual de germinacdo de sementes de alface comercial em placas de Petri
submetidas a tratamento com derivados de isatina diluidos em diclorometano na
concentracio de 0,4 gL .

Composto Agua ! CH,Cl, 2 Concentracio 3 Germinacao
(mL) (mL) gL™h de alface (%)

Controle positivo 3 - _ 100

Controle negativo 3 2 _ 97

1 3 2 0,4 94

2 3 2 0,4 93

5 3 2 0,4 85

6 3 2 0,4 96

9 3 2 0,4 87

11 3 2 0.4 92

12 3 2 0,4 90

15 3 2 0,4 90

16 3 2 0,4 97

'Diclorometano. 2Concentraqﬁo grama do composto quimico por litro de
diclorometano.

Na Figura 37 estdo as imagens capturadas apés 7 dias na cdmara de

germinacao.

106



CONTROLE (+) CONTROLE (-)

.

(11) (12)

.

(15) (16)

(6)

Figura 37: Imagem das placas de Petri contendo as sementes de alface submetidas a
tratamento com os produtos em diclorometano na concentragdo de 0,4 g.L. 1
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Verificou-se que os mesmos compostos que apresentaram efeitos fungistaticos
sobre o crescimento dos fungos, nas tabelas 19 e 20, ndo inibiram a germinacgdo de
sementes de alface.

Neste trabalho observou-se que a utilizacdo das sementes de alface, como
parametro para avaliar o efeito dos compostos quimicos na germinagdo, tem mostrado ser
um bom método (SOUZA et al, 2002), principalmente, em relagdo a alguns fatores.
Primeiro, quanto ao tempo, pois as sementes germinam em poucos dias em condigdes
ideais (entre 4 e 6 dias para alface e 5 e 10 dias para o tomate), proporcionando rapidos
resultados. Segundo, quanto ao espaco, pois os testes podem ser realizados em placas de
Petri e facilmente manipulados em camara de germinagdo. Por dltimo, quanto ao baixo
custo de execugdo. Contudo, torna-se importante a realizagdo destes testes com outras
sementes, tanto de plantas cultivadas quanto de plantas invasoras, uma vez que OS

resultados obtidos ndo podem ser estrapolados para todos os tipos de sementes.
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

As dialquilfosforilidrazonas derivadas de isatina foram obtidas com G&timos
rendimentos. As moléculas sdo bastante interessantes e podem ser sintetizados por
metodologias relativamente simples e reprodutiveis.

Todos os compostos sintetizados sdo inéditos.

A metodologia de separa¢do de diastereoisdmeros por cromatografia em coluna
aberta usando silica gel foi satisfatéria para o composto 10. O isdmero Z obtido foi
caracterizado pelas técnicas de identificacdo estrutural usuais (RMN 'H, RMN “C, LV. e
CG/ EM)

Os  resultados  obtidos demonstram a  potencial  atividade  das
dialquilfosforilidrazonas derivadas de isatinas, no desenvolvimento de uma nova familia de
moléculas candidatas a fdrmacos, tteis no tratamento da doenca de Chagas e
Leishmaniose. Em [leishmania amazonensis todos os compostos testados apresentaram
inibi¢do da proliferacdo celular de 98 % a 50 uM. Enquanto que para T.cruzi verificou-se
inibicdo da proliferacdo celular de epimastigotas superior a 75% para todos compostos
testados, a excecao do composto (6) cuja inibicao foi de 59 %.

Dez compostos também foram avaliados frente ao protozodrio Plasmodium
falciparum apresentando inibi¢do superior a 90 % para todos os compostos testados, a uma
concentracdo de 1mM.

Os resultados da avaliacdo da atividade fungicida sobre os fungo Rhizoctonia solani
e Fusarium oxysporum apresentaram excelente atividade inibitéria para os compostos (1),
(9), (11) e (12), destacando-se o composto (12) que apresentou 72 % de inibicao sobre o
crescimento miscelial do fungo Rhizoctonia solani, sendo assim compostos promissores
para o desenvolvimento de novas moléculas com potencial fungicida. Verificou-se que os
mesmos compostos que apresentaram efeitos fungistaticos sobre o crescimento dos fungos,
ndo inibiram a germinagdo de sementes de alface.

Estudos in vivo sobre a toxicidade dos produtos finais encontram-se em andamento

no laboratério da Fundac¢ao Oswaldo Cruz (Salvador-Bahia).
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Anexo A

Espectros de Infravermelho, RMN-IH, RMN-13C, RMN-'P e
espectrometria de massas.
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Figura 38: Espectro de RMN-'H do fosfonato de dietila (35).
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Figura 43: Espectro de infravermelho do fosfito de dibutila (36).
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Figura 46: Espectro de Infravermelho da dibutilfosforilidrazina (39).
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Figura 90: Espectro de RMN - 3p acoplado do 4cido fosforoidrazidico N’- [1-butil-1,2-diidro-2-oxo-3H-indol-3-ilideno]-, éster de diisobutila
3).
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Figura 93: Espectro de RMN-"C do 4cido fosforoidrazidico N’-[1,2-diidro-2-ox0-1-(benzil)-3H-indol-3-ilideno]- éster de diisobutila (4).
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Figura 97: Espectro de RMN-'H (CDCI13-400MHz) do acido fosforoidrazidico N’- [5-cloro-1,2-diidro-2-oxo-1-benzil)-3H-indol-3-ilideno]-,
éster de diisobutila (5).
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Figura 103: Espectro de massas do 4cido fosforoidrazidico N’- [5-cloro-1,2-diidro-2-oxo-3H-indol-3-ilideno]-, éster de diisobutila (6).
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Figura 107: Espectro de RMN - 31p acoplado do 4cido fosforoidrazidico N’- [1,2-diidro-2-oxo-1-(2-propenil)-3H-indol-3-ilideno]-, éster de
diisobutila (7).
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Figura 108: Espectro de massa do 4cido fosforoidrazidico N’- [1,2-diidro-2-oxo-1-(2-propenil)-3 H-indol-3-ilideno]-, éster de diisobutila (7).
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Figura 109: Espectro de infravermelho de dcido fosforoidrazidico N’- [1-(3-bromo propil)-1,2-diidro-2-oxo-3H-indol-3-ilideno]-, éster de
diisobutila (8).
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Figura 110: Espectro de RMN — 'H (CDC13-200MHz) do 4cido fosforoidrazidico N’- [1-(3-bromo propil)-1,2-diidro-2-oxo-3H-indol-3-ilideno]-
, €ster de diisobutila (8).
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Figura 111: Espectro de RMN — B¢ do 4cido fosforoidrazidico N’- [1-(3-bromo propil)-1,2-diidro-2-ox0-3H-indol-3-ilideno]-, éster de
diisobutila (8).
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Figura 112: Espectro de RMN — *'P desacoplado do 4cido fosforoidrazidico, N’- [1-(3-bromo propil)-1,2-diidro-2-oxo-3H-indol-3-ilideno]-, éster
de diisobutila (8).
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Spect 1
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Figura 113: Espectro de massas do dcido fosforoidrazidico, N’- [1-(3-bromo propil)-1,2-diidro-2-oxo-3H-indol-3-ilideno]-, éster de diisobutila

(8).
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Figura 114: Espectro de infravermelho do 4cido fosforoidrazidico, N’- [5-cloro-1,2-diidro-1-metil-20x0-3H-indol-3-ilideno]-, éster de
diisobutila (9).
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Figura 115: Espectro de RMN — 'H (CDClI3-400MHz) do acido fosforoidrazidico, N’- [5-cloro-1,2-diidro-1-metil-20x0-3H-indol-3-ilideno]-,
éster de diisobutila (9).
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Figura 117: Espectro de RMN - 3p acoplado do 4cido fosforoidrazidico, N’- [5-cloro-1,2-diidro-1-metil-20x0-3H-indol-3-ilideno]-, éster de
diisobutila (9).
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Spect 2
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Figura 118: Espectro de massas do acido fosforoidrazidico, N’- [5-cloro-1,2-diidro-1-metil-20x0-3H-indol-3-ilideno]-, éster de diisobutila (9).
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Figura 119: Espectro de infravermelho do 4cido fosforoidrazidico N’-[1,2-diidro-2-oxo-1-(fenilmetil)-3H-indol-3-ilideno] éster de dibutila (10).
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Figura 120: Espectro de RMN-'H (CDCI5-200MHz) do acido fosforoidrazidico N’-[1,2-diidro-2-0xo0-1-(benzil)-3H-indol-3-ilideno] éster de

dibutila (10).

201



<
< ™
~ T
N~ I~
\,O ~ E o
b - — o B
NN | ¢ o
7 O/\/\ ? \
AN
N” 0
@J :
@
Al
[e0]
A
N
w0
A
N~
N~
[(e]
[(e]
o
@5 . 5
g g8 ¢ 5 g
S -= 3 0 %
o 2 I QR ? <
- ==l s 3 | 3|
5 A IR g 3
= o D T 7 N N o
© OT g |7 | S
v ™ — o <t
| hi | = ¥
) | N
et
\\‘\H\‘\H\‘\\\\‘\\\\‘\H\‘\\\\‘H\\‘H\\‘\\H‘H\\‘HH‘\\H‘H\\‘\\H‘\\H‘\\\\‘\\\\‘\H\‘\\\\‘\H\‘\H\‘\\\\‘\H\‘H\\‘H\\‘H\\‘HH‘H\\‘HH‘HH‘\\H‘\\\\‘\\H‘\H\‘\H\‘\H\‘\H\‘\H\‘\H\‘\H\‘\H\‘H\\‘
168 160 152 144 136 128 120 112 104 96 88 80 72 64 56 48 40 32 24 16 8 0

Chemical Shift (ppm)

Figura 121: Espectro de RMN-C (CDCl3-200MHz) do acido fosforoidrazidico N’-[1,2-diidro-2-oxo-1-(benzil)-3H-indol-3-ilideno] éster de
dibutila (10).

202



-0.27

X

0. 0

\ 7/

N i
N

o

-1.30

[T T T T T T T[T T T T [ T T T[T T T T [T T T T [T T T T [ T T T [T T T T [T T T T [T T 1T [T T T T [T T T T[T T T T[T T T T[T T T T[T T T T [ T T T T [ T T T T [T T T T[T T T [ T T T T [T T T T[T T T[T TT7
30 25 20 15 10 5 0 -5 -10 -15 -20 -25 -30

Chemical Shift (ppm)

Figura 122: Espectro de RMN-*'P desacoplado do acido fosforoidrazidico N’-[1,2-diidro-2-0xo-1-(benzil)-3H-indol-3-ilideno] éster de dibutila
(10).
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Figura 123: Espectro de massas do 4cido fosforoidrazidico N’-[1,2-diidro-2-oxo-1-(fenilmetil)-3H-indol-3-ilideno] éster de dibutila (10).
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Figura 124: Espectro de RMN-'H (CDClI5-400MHz) do acido fosforoidrazidico N’-[(3Z)-1,2-diidro-2-oxo-1-(benzil)-3H-indol-3-ilideno] éster
de dibutila (10a).
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Figura 125: Espectro de RMN-"3C do 4cido fosforoidrazidico N’-[(37)-1,2-diidro-2-ox0-1-(benzil)-3H-indol-3-ilideno] éster de dibutila (10a).
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Figura 126: Espectro de RMN-*'P desacoplado do dcido fosforoidrazidico N’-[(3Z)-1,2-diidro-2-o0x0-1-(benzil)-3H-indol-3-ilideno] éster de
dibutila (10a).

207



9% -
88 -
80 -
= (o]
| (o]
o] o
72 - ®
E © 9
64 7 o N
© E ~ R r
g g
5 56 - 5 |
= - N
5 E @ @ L
S 48 7 N 3 >
= 3 & L »| S
® E ™ P > o
40 - Q © =
= Y ]
E ~ ()
32 | R Ik A
B . N -
__3 % 3 S NI
24 - @ s 83
g T °F
6 >
E 3 >
3 8 ‘ [{e)
P b — 00
8 3 8 R ©
E @ S
:\\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\
3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600

Wavenumber (cm-1)

Figura 127: Espectro de infravermelho do 4cido fosforoidrazidico N’-[1,2-diidro-2-oxo0-3H-indol-3-ilideno] éster de dibutila (11).
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Figura 128: Espectro de RMN- 'H (CDCl13-400MHz) do 4cido fosforoidrazidico N’-[1,2-diidro-2-o0x0-3H-indol-3-ilideno] éster de dibutila (11).
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Figura 129: Espectro de RMN- 13C do 4cido fosforoidrazidico N’-[1,2-diidro-2-ox0-3H-indol-3-ilideno] éster de dibutila (11).
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Figura 130: Espectro de RMN - ilp acoplado do 4cido fosforoidrazidico N’-[1,2-diidro-2-oxo-3H-indol-3-ilideno] éster de dibutila (11).
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Figura 131: Espectro de massa do dcido fosforoidrazidico N’-[1,2-diidro-2-oxo0-3H-indol-3-ilideno] éster de dibutila (11).
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Figura 132: Espectro de infravermelho do 4cido fosforoidrazidico N’-[1,2-diidro-2-oxo0-3H-indol-3-ilideno] éster de dibutila (12).
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Figura 133: Espectro de RMN — 'H (CDCI3-200MHz) do acido fosforoidrazidico N’-[1,2-diidro-2-0x0-3H-indol-3-ilideno] éster de dibutila
(12).
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Figura 134: Espectro de RMN — Be (CDCl3-100MHz) do 4cido fosforoidrazidico N’-[1,2-diidro-2-oxo0-3H-indol-3-ilideno] éster de dibutila
(12).
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Figura 135: Espectro de RMN - lp acoplado do 4cido fosforoidrazidico N’-[1,2-diidro-2-oxo-3H-indol-3-ilideno] éster de dibutila (12).
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Figura 136: Espectro de massa do dcido fosforoidrazidico N’-[1,2-diidro-2-oxo0-3H-indol-3-ilideno] éster de dibutila (12).
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Figura 137: Espectro de infravermelhodo 4cido fosforoidrazidico, N’- [5-cloro-1,2-diidro-20x0-3H-indol-3-ilideno]-, éster de dibutila (13).
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Figura 138: Espectro de RMN-'H (CDCl3-400MHz) do acido fosforoidrazidico, N’- [5-cloro-1,2-diidro-20x0-3H-indol-3-ilideno]-, éster de
dibutila (13).
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Figura 139: Espectro de RMN-'3C do 4cido fosforoidrazidico, N’- [5-cloro-1,2-diidro-20x0-3H-indol-3-ilideno]-, éster de dibutila (13).
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Figura 140: Espectro de RMN->'p desacoplado do acido fosforoidrazidico, N’- [S-cloro-1,2-diidro-20x0-3H-indol-3-ilideno]-, éster de
dibutila (13).
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Figura 141: Espectro de massas do 4cido fosforoidrazidico, N’- [5-cloro-1,2-diidro-20x0-3H-indol-3-ilideno]-, éster de dibutila (13).
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Figura 142: Espectro de infravermelho do 4cido fosforoidrazidico, NV’- [1,2-diidro-2-o0x0-1-(benzil)-3H-indol-3-ilideno]-, éster de dietila (14).
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Figura 143: Espectro de RMN — "H do 4cido fosforoidrazidico, N’- [1,2-diidro-2-0x0-1-(benzil)-3H-indol-3-ilideno]-, éster de dietila (14).
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Figura 144: Espectro de RMN — "~ C do 4cido fosforoidrazidico, N’- [1,2-diidro-2-o0x0-1-(benzil)-3H-indol-3-ilideno]-, éster de dietila (14).
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Chemical Shift (ppm)

Figura 145: Espectro de RMN - 3p acoplado do 4cido fosforoidrazidico, N’- [1,2-diidro-2-oxo-1-(benzil)-3H-indol-3-ilideno]-, éster de dietila
(14).
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Figura 146: Espectro de massas do 4cido fosforoidrazidico, N’- [1,2-diidro-2-oxo-1-(benzil)-3H-indol-3-ilideno]-, éster de dietila (14).
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Figura 147: Espectro de RMN-'H (CDCl13-400MHz) do 4acido fosforoidrazidico, N’ — [1,2- diidro-2-oxo-3H-indol-3-ilideno-, éster de dietila
(15).
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Figura 148: Espectro de RMN-'3C do 4cido fosforoidrazidico, N’ — [1,2- diidro-2-ox0-3H-indol-3-ilideno-, éster de dietila (15).
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Figura 149: Espectro de RMN-'p acoplado do 4cido fosforoidrazidico, N’ — [1,2- diidro-2-ox0-3H-indol-3-ilideno-, éster de dietila (15).
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Figura 150: Espectro de massa do dcido fosforoidrazidico, N’ — [1,2- diidro-2-oxo-3H-indol-3-ilideno-, éster dietilico (15).
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Figura 151: Espectro de infravermelho do 4cido fosforoidrazidico, N’- [1-butil-1,2-diidro-2-ox0-3H-indol-3-ilideno]-, éster de dietila (16).
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Figura 152: Espectro de RMN — 'H (CDCl13-400MHz) do 4cido fosforoidrazidico, N’- [1-butil-1,2-diidro-2-0x0-3H-indol-3-ilideno]-, éster de
dietila (16).

233



Cloroférmio-d

B~
~2
o
o, 0/
NI
/ \ — /P\ I
—
N~ o
=}
L]
-+ o
> = ° [
@« — o & o
Q ~ x © | w -
™ ™~ fee] - o
S Ve = S o
18z : '
o8 = a <
= 3. |
™ Ne
o Y
] T o ’ =
© | - S
T | i
I / | [\ | )
168 160 152 144 136 128 120 112 104 96 a8 a0 72 64 56 48 40 32 24 16 8 0

Chemical Shift (ppm)

Figura 153: Espectro de RMN — 13C do 4cido fosforoidrazidico, N’- [1-butil-1,2-diidro-2-ox0-3H-indol-3-ilideno]-, éster de dietila (16).
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Figura 154: Espectro de RMN - 3p acoplado do 4cido fosforoidrazidico, N’- [1-butil-1,2-diidro-2-oxo0-3H-indol-3-ilideno]-, éster de dietila (16).
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Figura 155: Espectro de massa do 4cido fosforoidrazidico, N’- [1-butil-1,2-diidro-2-oxo-3H-indol-3-ilideno]-, éster de dietila (16).
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