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Resumo 

A produção de radicais livres é uma consequência normal do metabolismo celular. O equilíbrio 

entre a produção destas espécies e o sistema de defesa antioxidante é fundamental na manutenção 

das funções fisiológicas, uma vez que um excesso de oxidantes leva a uma situação de stress 

oxidativo. Devido a este fenómeno, a procura por antioxidantes exógenos tem-se intensificado. As 

tiossemicarbazonas têm sido estudadas em Química Medicinal devido às suas inúmeras propriedades 

biológicas, destacando-se as promissoras atividades antioxidante e anticancerígena. 

Neste trabalho construiu-se uma pequena biblioteca de quinze derivados de tiossemicarbazonas 

(4.a - 4.o), dez dos quais novos (4.a – 4.e, 4.h, 4.l, 4.m – 4.o). Os compostos foram caracterizados por 

RMN (1H, 13C-APT, COSY, HSQC, HMBC e, no caso de 4.b, 4.h, 4.m e 4.o por NOESY), IV e ESI-

HRMS. 

Avaliou-se a atividade antioxidante de todos os compostos segundo o método de sequestro do 

radical livre DPPH. Sete compostos (4.a, 4.d, 4.f, 4.g, 4.m - 4.o) revelaram uma capacidade 

antioxidante boa a moderada, com valores de EC50 compreendidos entre 51,34 ± 1,93 µM e 252,16 ± 

3,61 µM. O composto mais promissor foi a (E)-2-((3-metil-1H-indole-2-il)metileno)-N-fenil-

hidrazinacarbotioamida (4.o) com um EC50 de 51,34 ± 1,93 µM, comparável ao da rutina 11,36 ± 0,38 

µM e ácido ascórbico 23,66 ± 0,82 µM.  

A citotoxicidade in vitro dos compostos (4.b e 4.f – 4.o), foi avaliada em células de 

hepatocarcinoma humano Hep-G2, para uma indicação preliminar do potencial hepatotóxico e, células 

de cancro da mama hormono-dependente MCF-7, segundo o método colorimétrico do MTT. Os 

resultados demonstraram que, em ambas as linhas celulares, para uma concentração de 100 µM, não 

se obteve uma percentagem de morte celular significativa, portanto nenhum dos compostos testados 

é citotóxico.  

Em suma, com os resultados obtidos foi possível concluir que as tiossemicarbazonas 

sintetizadas não apresentam citotoxicidade, nem para as células Hep-G2 nem para as MCF-7. 

Contudo, sustentam que alguns dos compostos apresentam um promissor potencial antioxidante, com 

destaque para o 4.o, que poderá representar uma lead para o desenvolvimento de novos antioxidantes. 

 

Palavras-Chave: radicais livres, antioxidantes, tiossemicarbazonas, atividade antioxidante, 

citotoxicidade. 
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Abstract 

The production of free radicals is a common consequence of cellular metabolism. The balance 

between these species and the antioxidant defense system is essential in maintaining physiological 

functions since an excess of oxidants, leads to a situation of oxidative stress. Due to this phenomenon, 

the search for exogenous antioxidants has intensified. Thiosemicarbazones have been the subject of 

studies in medicinal chemistry due to their numerous biological properties, highlighting their promising 

antioxidant and anticancer activity.  

In this project, a small library of fifteen thiosemicarbazones derivatives (4.a - 4.o) was built, ten 

of which were new (4.a – 4.e, 4.h, 4.l, 4.m – 4.o). All compounds were characterized by NMR (1H, 13C-

APT, COSY, HSQC, HMBC, and in the case of 4.b, 4.h, 4.m and 4.o NOESY was used), IV and ESI-

HRMS.  

The antioxidant activity of all compounds was evaluated according to the DPPH free radical 

scavenging method. Seven compounds (4.a, 4.d, 4.f, 4.g, 4.m - 4.o) showed an antioxidant capacity 

from good to moderate, with EC50 values between 51,34 ± 1,93 µM and 252,16 ± 3,61 µM. Compound 

(E)-2-((3-methyl-1H-indole-2-yl)methylene)-N-phenyl-hydrazinecarbothioamide (4.o) was the most 

promising with an EC50 of 51,34 ± 1,93 µM, comparable to the rutin 11,36 ± 0,38 µM and ascorbic acid 

23,66 ± 0,82 µM. 

The in vitro cytotoxicity of the compounds (4.b and 4.f – 4.o) was evaluated in Hep-G2 human 

hepatocarcinoma cells, for a preliminary indication of hepatotoxic potential and, hormone-dependent 

breast cancer cells MCF-7, according to the MTT colorimetric assay. The results demonstrated that, in 

both cell lines, at a 100 µM concentration, a significant percentage of cell death wasn’t obtained, 

therefore none of the tested compounds is cytotoxic. 

In summary, with the results obtained it was possible to conclude that the synthesized 

thiosemicarbazones don’t show cytotoxicity, either for Hep-G2 cells or for MCF-7. Nonetheless, they 

support that some of the compounds have promising antioxidant potential, with emphasis on the 4.o, 

which may represent a lead for developing new antioxidants.  

 

Keywords: free radicals, antioxidants, thiosemicarbazones, antioxidant activity, cytotoxicity. 
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1.1. Radicais livres e stress oxidativo 

As reações químicas de oxidação-redução (redox), nas quais ocorre a mudança do estado de 

oxidação dos átomos, representam um principal constituinte da vida.1 Os organismos aeróbios 

consomem o oxigénio molecular para a produção de energia nas mitocôndrias.2,3 Porém, durante 

diversos processos bioquímicos, existe uma pequena parte na qual a sua redução é incompleta, 

formando-se diversas espécies intermediárias, que por vezes podem ter efeitos nocivos.4,5,6  

As células possuem a capacidade de gerar radicais livres, como resultado da produção de ATP 

(trifosfato de adenosina) pelas mitocôndrias7 que, a baixas concentrações, desempenham funções 

importantes em processos biológicos e bioquímicos, como a transdução de sinal, transcrição de gene, 

na regulação da atividade do enzima guanilato ciclase solúvel, na proliferação, diferenciação e deteção 

de oxigénio.8,9 Existem espécies, como por exemplo o óxido nítrico, que são essenciais na regulação 

da proliferação das células musculares, adesão de leucócitos, angiógenese, podendo também atuar 

como neurotransmissores.10 Do ponto de vista químico, são moléculas com um eletrão 

desemparelhado na camada de valência e portanto, são espécies altamente instáveis e reativas.11,12 

O radicais livres incluem as espécies reativas de oxigénio (ROS) e de azoto (RNS).13 

As espécies reativas de oxigénio (ROS) são geradas através de fontes endógenas 

(mitocôndrias, peroxissomas e citocromo P-450) e exógenas (poluentes, tabaco, radiação, drogas e 

metais).14 São pequenas moléculas derivadas de oxigénio que incluem os radicais superóxido (O2
•-), 

hidroxilo (•OH), peroxilo (RO2
•) e alcoxilo (RO•), e ainda espécies não-radicalares como ácido 

hipocloroso (HOCl), ozono (O3), oxigénio singuleto (1O2) e peróxido de hidrogénio (H2O2).15 A sub-

classe de espécies reativas que contêm um azoto na sua composição, RNS, provêm da reação entre 

o oxigénio molecular e óxido nítrico, e incluem o radical óxido nítrico (NO•) e o anião peroxinitrito 

(ONOO-) (Figura 1.1).14  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Naturalmente, em organismos aeróbios saudáveis, a produção de ROS é equilibrada pelo 

sistema de defesa antioxidante que controla os seus níveis e a regulação de processos celulares, por 

fosforilação e desfosforilação de enzimas.16 No entanto, quando ocorre um desequilíbrio entre a 

produção de espécies reativas, isto é, ROS/RNS e, a sua eliminação por parte dos mecanismos de 

Figura 1.1: Formação de espécies reativas de oxigénio (ROS) e azoto (RNS) no corpo humano. Adaptado de 14. 
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defesa antioxidantes endógenos, ocorre uma situação de stress oxidativo.17 Este fenómeno apresenta 

diversas consequências para as células, e os danos resultantes dependem do tipo de célula ou tecido, 

bem como da gravidade e do período de tempo de exposição a oxidantes. Podem também ocorrer 

danos em alguns alvos moleculares como lípidos, DNA, proteínas, carbo-hidratos, entre outros, que 

podem estar associados ao aparecimento de diversas patologias como doenças oncológicas, 

arteriosclerose, doença de Alzheimer, asma, doenças cardiovasculares, entre outras18. O stress 

oxidativo, de acordo com algumas linhas de investigação19,20,21, poderá também estar associado ao 

envelhecimento e ao fenómeno da senescência, isto é, morte celular, que pode ocorrer, entre outros 

mecanismos, por necrose e apoptose.22   

O excesso de ROS e RNS, como já foi referido anteriormente, leva ao desenvolvimento de 

lesões tecidulares através da libertação de citocinas e ativação de enzimas, como os lipoxigenases 

(LOXs), a partir de células inflamatórias. Estes enzimas desempenham um papel essencial na 

inflamação devido à sua envolvência na biossíntese de mediadores lipídicos inflamatórios (leucotrienos 

e prostaglandinas). A sua inibição é considerada como um dos alvos na prevenção de certas doenças, 

cujo aparecimento e desenvolvimento está associado ao stress oxidativo e inflamação.23 

Para combater estes danos tecidulares surgiu a necessidade de realizar estudos que 

conduzissem a uma melhor compreensão dos mecanismos envolvidos, e de produzir compostos que 

inibissem a oxidação de biomoléculas por parte dos radicais livres, os denominados antioxidantes.  

 

1.2. Antioxidantes  

Um antioxidante é uma substância que atua na prevenção, redução ou reparação do dano 

oxidativo induzido pelo excesso de espécies reativas num determinado alvo, como biomoléculas. As 

biomoléculas, segundo os ramos da biologia e medicina, incluem proteínas, lípidos, ácidos nucleicos, 

entre outros.24 Assim, os antioxidantes conseguem atrasar ou inibir danos celulares através das suas 

propriedades de eliminação dos radicais livres.25 Os antioxidantes podem ser classificados 

relativamente ao seu modo de ação, como primários e secundários, bem como pela sua forma de 

obtenção, podendo ser endógenos e exógenos. Na manutenção do equilíbrio entre a produção e 

inativação de ROS, os antioxidantes apresentam mecanismos de desativação de radicais livres, que 

podem envolver ou não atividade enzimática.  

Relativamente ao seu modo de ação, os antioxidantes primários atuam na quebra de reações 

em cadeia dos radicais livres, retardando a iniciação ou interrompendo a propagação, pela conversão 

de espécies radicalares em radicais mais estáveis ou espécies não-radicalares.26 Por outro lado, os 

antioxidantes secundários interrompem as reações em cadeia por mecanismos de decomposição dos 

peróxidos, complexação de metais, inibição de enzimas oxidativos ou através da absorção de radiação 

ultravioleta, originando espécies não-radicalares. Os antioxidantes secundários possuem a capacidade 

de regenerar os antioxidantes primários pela doação de um átomo de hidrogénio, quelação com iões 

metálicos e eliminação de oxigénio molecular.8,27   

Os antioxidantes endógenos são produzidos pelo organismo, estando subdivididos em duas 

classes: enzimáticos e não-enzimáticos. Os antioxidantes endógenos enzimáticos, que existem em 

todas as células eucarióticas, incluem os enzimas que atuam por mecanismos de prevenção, 
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impedindo e/ou controlando a formação de radicais livres e espécies não-radicalares, protegendo as 

células e tecidos do stress oxidativo. Nesta classe de antioxidantes destacam-se os enzimas 

endógenos superóxido dismutase (SOD), catálase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). Os SOD 

catalisam a dismutação do superóxido em peróxido de hidrogénio e oxigénio, a CAT catalisa a 

decomposição do peróxido de hidrogénio em água e oxigénio e o GPx tem como função proteger o 

organismo do dano oxidativo e reduzir os hidroperóxidos lipídicos aos respetivos álcoois, bem como 

na redução do peróxido de hidrogénio em água.28,29,30 Nos antioxidantes endógenos não-enzimáticos 

estão incluídas a glutationa (GSH), ácido úrico, ácido lipóico, NADPH, co-enzima Q, albumina e 

bilirrubina.31 

 

1.3. Antioxidantes exógenos e o seu impacto na saúde humana 

O sistema de defesa antioxidante endógeno por vezes não é suficiente para prevenir o dano 

oxidativo nas células, como tal surge a necessidade de obter antioxidantes, de uma forma exógena, 

para manter a concentração de radicais livres num nível baixo.31 Este grupo de compostos 

antioxidantes contribuem igualmente para a manutenção ou restabelecimento da homeostasia redox.32 

Os antioxidantes exógenos não-enzimáticos atuam na terminação de reações em cadeia dos 

radicais livres, com a formação de espécies não-radicalares e não-reativas. Este grupo de 

antioxidantes tem também o objetivo de transferir o radical para um local da célula onde a oxidação 

seja menos prejudicial, isto é, transferência de um oxidante de fases hidrofóbicas para fases 

hidrofílicas, por exemplo da membrana para o citosol, ou das lipoproteínas para a fase aquosa do 

plasma. Este grupo de compostos antioxidantes subdivide-se em antioxidantes naturais e sintéticos.28  

Os antioxidantes naturais provêm naturalmente de origem dietética, sendo o seu consumo feito 

a partir de frutas e vegetais. Destacam-se principalmente as vitaminas C e E, os carotenoides e 

compostos fenólicos (estilbenos, ácidos fenólicos, derivados do ácido cinâmico e hidroxicinâmico e 

flavonoides).33,34 As plantas são a principal fonte de vitamina C e E, bem como de compostos 

fenólicos.35 A vitamina C ou ácido ascórbico, é uma substância derivada do metabolismo dos açúcares, 

solúvel em água e atua na redução e neutralização das ROS.12,36 Este antioxidante exerce efeitos 

benéficos na inibição da peroxidação lipídica, sendo considerado um dos antioxidantes de maior 

relevância.37 A vitamina E, nome genérico que abrange, na realidade, um conjunto de compostos 

estruturalmente relacionados (, ,  e  tocoferóis e tocotrienóis)38, exerce a ação por inibição da 

peroxidação de lípidos poli-insaturados através da interrupção da cadeia de radicais livres, nas 

membranas e lipoproteínas.39 Apesar da vitamina E parecer ser eficaz contra doenças 

cardiovasculares e demência, pode também ser fatal se for tomada em doses excessivas.40  

Os antioxidantes sintéticos são produzidos através da síntese ou biossíntese, no ramo da 

indústria, sendo altamente testados a fim de proteger os seus consumidores e evitar possíveis riscos 

para a saúde humana.41  

Os compostos fenólicos apresentam na sua estrutura um anel benzénico, com pelo menos um 

grupo hidroxilo, que confere à molécula um potencial antioxidante promissor, devido à sua elevada 

capacidade em inibir ou eliminar radicais livres gerados in vivo, quebrando o ciclo de geração de novos 

radicais. Esta característica pode ser explicada, não só pela facilidade que estes compostos possuem 



6 

 

em doar um átomo de hidrogénio do grupo hidroxilo, mas também pela possibilidade em quelatar iões 

metálicos.42,43 Os antioxidantes sintéticos, como hidroxianisol butilado (BHA), hidroxitolueno butilado 

(BHT), galato de propilo (PG) e terc-butil-hidroquinona (TBHQ), cujas estruturas se encontram 

representadas na Figura 1.2, são exemplos de antioxidantes desta categoria. Pensa-se que os 

antioxidantes desta classe possuam a capacidade de evitar a deterioração dos alimentos bem como 

nos seus efeitos benéficos nos sistemas de enzimas humanos e no DNA.35,44,45,46 

 

 

 

 

 

 

 

1.4. Tiossemicarbazonas: características estruturais e atividade biológica 

As tiossemicarbazonas (R1R2N3-C1(=S)-N2(H)-N1=C2R3R4) têm sido alvo de pesquisa por parte 

da comunidade científica, pois apresentam um leque vasto de atividades biológicas e como tal, têm 

vindo a ser consideradas uma classe de compostos muito importante na área da Química Medicinal.47 

São compostos obtidos pela reação de condensação quimiosseletiva entre uma tiossemicarbazida e 

um aldeído ou cetona, podendo apresentar estruturas muito variadas, de acordo com os substituintes 

presentes na tiossemicarbazida ou no composto carbonílico de partida. A sua estrutura encontra-se 

representada na Figura 1.3. 

 

 

 

 

 

 

Geralmente esta família de compostos é obtida como uma mistura de isómeros E e Z, em torno 

da dupla ligação do grupo imina, tal como se mostra na Figura 1.4. Em solução pode ocorrer a 

isomerização de Z para E, termodinamicamente mais estável, devido à diminuição das repulsões 

eletrónicas. As tiossemicarbazonas derivadas de aldeídos existem maioritariamente na forma E, 

enquanto que as derivadas de cetonas assimétricas são obtidas como misturas de isómeros E e Z, 

cuja proporção, depende dos substituintes ligados ao grupo carbonilo inicial. A distinção entre os dois 

isómeros pode ser efetuada por espetroscopia de RMN 1H, visto que o sinal do protão imínico na 

configuração E aparece a um campo magnético mais baixo, em relação ao do isómero Z, em diversos 

solventes.48 

Figura 1.2: Estrutura fenólica dos principais antioxidantes sintéticos. 

 

 

Figura 1.3: Estrutura geral das tiossemicarbazonas. 
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Adicionalmente, as tiossemicarbazonas substituídas e não-substituídas na posição N3, em 

solução, apresentam duas conformações possíveis cis e trans (Figura 1.5, estruturas a e b), 

relativamente à posição entre o átomo de enxofre e o azoto da função imina. As tiossemicarbazonas 

não substituídas ou mono-substituídas em N3, apresentam uma estrutura aproximadamente planar e 

o seu arranjo estrutural é favorecido na conformação trans (Figura 1.5, estrutura b). Esta conformação 

permite a formação de uma ponte de hidrogénio intramolecular entre o hidrogénio da função tioamida 

e o azoto da imina, que a torna mais estável. Porém, a substituição completa em N3, torna impossível 

a formação de uma ponte de hidrogénio e portanto, a tiossemicarbazona adota a conformação cis 

(Figura 1.5, estrutura a).49 

À semelhança de outros compostos carbonílicos e tiocarbonílicos, nas tiossemicarbazonas 

existe ocorrência em solução de tautomeria tiona-tiol, cujo equilíbrio está apresentado na Figura 1.5, 

estruturas c e d. A forma tiona é predominante no estado sólido, enquanto que, em solução, pode 

existir um equilíbrio entre as formas tiona e tiol. Este equilíbrio é comprovado pelos comprimentos das 

ligações em N-C-N e C=S, visto que o primeiro fragmento possui um comprimento de ligação 

semelhante ao das duplas ligações e o grupo tiocarbonilo, apresenta um comprimento de ligação 

próximo ao de uma ligação simples.48 Este equilíbrio é especialmente favorecido no sentido da forma 

tiona. Diversos estudos reportaram que o equilíbrio tautomérico depende da natureza do solvente bem 

como da respetiva polaridade.50,51,52 A existência dos tautómeros pode também ser confirmada por 

espetroscopia de IV, visto que o aparecimento de uma banda de streching S-H na região de 2500 – 

2600 cm-1 confirma a presença da forma tiol e portanto, a ausência desta banda e aparecimento de 

um banda intensa de estiramento C=S indica a predominância da forma tiona.53 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.4: Isómeros Z e E das tiossemicarbazonas. O substituinte R3 tem maior prioridade que R4. 



8 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O interesse por esta família de compostos manifestou-se no início do século XX, sendo que em 

meados da década de 1950, surgiram as suas primeiras aplicações médicas contra a tuberculose e a 

doença de Hansen54.55 Nos anos 60, foram descobertas as suas propriedades antivirais.56 Nos últimos 

anos, o estudo das tiossemicarbazonas tem-se intensificado devido ao reconhecimento do seu largo 

espetro de ação biológica, que abrange propriedades antibacterianas, antifúngicas57,58,59, antivirais60, 

anticancerígenas e antioxidantes.55  

 

1.4.1. Tiossemicarbazonas com atividade antibacteriana 

As propriedades antibacterianas dos compostos da família das tiossemicarbazonas foram 

descobertas por Domagk et al.61, em 1946. Neste estudo os autores tinham como principal objetivo 

sintetizar um conjunto de sulfatiadiazóis e testar a sua atividade antitubercular. Durante a síntese 

ocorreu a formação de dois compostos, o produto final e um composto intermediário - uma 

tiossemicarbazona - que demonstrou ser ativa contra a Mycobacterium tuberculosis.62 Os autores 

demonstraram que algumas tiossemicarbazonas, derivadas de aldeídos ou cetonas aromáticos/as, 

exibiam atividade antitubercular in vitro e, nalguns casos, in vivo. Desde então, têm vindo a ser 

estudados os efeitos que as alterações estruturais têm na atividade antibacteriana das 

tiossemicarbazonas, principalmente nas que são derivadas de benzaldeídos com substituintes na 

posição para ou aldeídos heterocíclicos.63 

O único composto das tiossemicarbazonas a ser testado clinicamente foi a 4-

acetamidobenzaldeído tiossemicarbazona, comercialmente reconhecida como tiacetazona (Figura 

1.6). Foi sintetizada por Behnisch e Schmidt e clinicamente estudada por Domagk em meados de 1940, 

sendo ativa contra a Mycobacterium tuberculosis. É considerado um fármaco antitubercular de 

segunda-linha, exibindo um MIC (concentração inibitória mínima) compreendido entre 0,1 e 0,5 µg/mL, 

e de acordo com a Organização Mundial de Saúde está inserida no Grupo 5.64,65,66 No início da década 

de 90, o uso da tiacetazona foi restrito devido à sua toxicidade e ao aparecimento de reações cutâneas 

Figura 1.5: Estrutura geral das conformações das tiossemicarbazonas (a e b) e respetivas formas tautoméricas 
(c e d). O substituinte R3 tem maior prioridade que R4. 
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graves, que podem ser mortais em pessoas portadoras do vírus da imunodeficiência humana (HIV), 

bem como a ampla disponibilidade de alternativas mais seguras e acessíveis, como a isoniazida.67 Em 

países subdesenvolvidos, a tiacetazona é ainda utilizada no tratamento da tuberculose, combinada 

com a isoniazida, devido aos seus baixos custos e facilidade de produção.64  

 

 

 

 

 

 

Recentemente, Marvadi et al.68, em 2020, publicaram um estudo no qual reportaram a síntese 

de 22 derivados de tiossemicarbazona, como se pode observar na Figura 1.7, e a respetiva avaliação 

das atividades antibacterianas, in vitro e in vivo, na estirpe Mycobacterium tuberculosis (Mtb) H37Rv. 

Estes investigadores observaram que a substituição em R1 não contribuía favoravelmente para o 

aumento da atividade antibacteriana, e que  o valor de MIC variava consoante o substituinte em R: 

naftilo, clorotiofenilo (MIC = 0,39 µg/mL) < fenilo, 4-cloro-fenilo, bromotiofenilo (MIC = 0,78 µg/mL) < 4-

metil-fenilo, 4-metoxi-fenilo, 4-fluor-fenilo, 4-bromo-fenilo e tiofenilo (MIC = 3,13 µg/mL). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4.2. Tiossemicarbazonas com atividade antiviral 

Hamre et al.69, em 1950, foram os primeiros a avaliar a atividade antiviral de tiossemicarbazonas 

derivadas de benzaldeídos.  

O primeiro composto da classe das tiossemicarbazonas a ser formalmente considerado antiviral 

foi a metisazona, comercialmente reconhecida como Marboran® (Figura 1.8). Este fármaco foi utilizado 

no tratamento da varíola e infeções causadas pelo vírus herpes simplex (HSV), sendo o seu modo de 

ação a inibição da síntese de mRNA viral.55  

 

Composto R R1 Composto R R1 

4a Ph H 4l Ph CH3 

4b p-CH3-Ph H 4m p-CH3-Ph CH3 

4c p-OCH3-Ph H 4n p-CH3-Ph CH3 

4d p-Ph-Ph H 4o p-Ph-Ph CH3 

4e C10H7 H 4p C10H7 CH3 

4f p-F-Ph H 4q p-F-Ph CH3 

4g p-Cl-Ph H 4r p-Cl-Ph CH3 

4h p-Br-Ph H 4s p-Br-Ph CH3 

4i C4H3S H 4t C4H3S CH3 

4j 5-Cl-C4H2S H 4u 5-Cl-C4H2S CH3 

4k 5-Br-C4H2S H 4v 5-Br-C4H2S CH3 

Figura 1.6: Estrutura química da tiacetazona. 

Farmacóforo ativo 
da tiacetazona 

 

Template 
antitubercular 

 

Substituinte Substituinte 

4a – 4v  

Figura 1.7: Tiossemicarbazonas sintetizados pelo grupo de Marvadi et al., adaptado de 68. 
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Recentemente, em 2020, Sevinçli et al.70 publicaram um estudo sobre o potencial antiviral de 

derivados de 5-fluor-1-metil/ etil-1H-indole-2,3-diona-3-[4-(fenilo substituído) tiossemicarbazona], 

Figura 1.9, baseando-se na estrutura química do Marboran®, contra o vírus herpes simplex 1 e 2 (HSV-

1 e HSV-2), HSV-1 TK- KOS ACVr e VV em células de fibroblasto de pulmão embrionário humano HEL. 

De acordo com os resultados obtidos, verificou-se que os compostos com um grupo metilo no azoto 

indólico (R2 = CH3), revelaram-se inativos contra todos os vírus testados. Por outro lado, os autores 

concluíram que os compostos mais potentes apresentam na sua estrutura um substituinte eletroatrator 

como p-CF3, p-OCH3, m-Cl e p-Br no anel aromático ligado a N3, bem como a substituição do azoto 

endocíclico com um grupo etilo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4.3. Tiossemicarbazonas com atividade anticancerígena 

Entre os atuais tratamentos existentes para o cancro, a quimioterapia é o mais comum, contudo 

não é eficaz em certos cancros mais agressivos.  

As tiossemicarbazonas têm vindo a ser estudadas nesta área devido à sua capacidade em 

formar complexos metálicos, bem como na interação com alvos, que poderão ser responsáveis pelo 

aparecimento de doenças oncológicas, com destaque para o enzima ribonucleotido reductase (RR) e 

o complexo clivável topoisomerase II – DNA.71 O enzima ribonucleotido reductase (RR) está presente 

em todas as células vivas e comporta-se como um catalisador na redução dos ribonucleotídeos nos 

correspondentes desoxirribonucleotídeos, através da substituição do grupo hidroxilo na posição 2’ por 

um hidrogénio, sendo responsável por fornecer os percursores necessários para a replicação e 

tradução do DNA.72,73  As topoisomerases são enzimas responsáveis pela resolução de intermediários 

topológicos de DNA, formados durante as etapas de replicação, transcrição e tradução, como DNA 

superenrolado, relaxed, knotted e catenated.74 

Composto 

(R2 = C2H5) 
R1 

Composto 

(R2 = C2H5) 
R1 

7a H 7h p-SCH3 

7b m-CH3 7i p-OCF3 

7c p-CH3 7j m-F 

7d p-CF3 7k p-F 

7e p-C2H5 7l m-Cl 

7f m-OCH3 7m p-Cl 

7g p-OCH3 7n p-Br 

Figura 1.8:  Estrutura química do Marboran®. 

Figura 1.9: Compostos 7a-7n sintetizados e estudados por Sevinçli et al. Adaptado de 70. 
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Brockman et al. em 1956 75, foram os primeiros a avaliar a atividade anticancerígena de 

tiossemicarbazonas, derivadas de heterocíclicos aromáticos. Neste ensaio in vivo, os investigadores 

relataram que a (E)-2-(piridin-2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida foi a mais promissora no 

prolongamento de tempo de vida de ratinhos xenoenxertados com a linha celular L1210 (leucemia). 

Como consequência dos resultados obtidos nesta investigação, foi possível o desenvolvimento de 

diversos estudos SAR (Relação Estrutura-Atividade), nos quais se verificou que a atividade 

anticancerígena nesta família de compostos se manifesta essencialmente em tiossemicarbazonas que 

contenham na sua estrutura grupos fenólicos, bem como as que são derivadas de heterociclos 

aromáticos, ligados em posição α relativamente à função tiossemicarbazona.76,77 

Posteriormente, no estudo da otimização da solubilidade de tiossemicarbazonas derivadas de 

isoquinolina e piridina, os investigadores Sartorelli et al. descobriram, em 1992, a Triapina® ou 3-AP 

(Figura 1.10).78 Esta tiossemicarbazona foi inicialmente sintetizada como um fármaco potente na 

inibição do enzima ribonucleotido reductase 79 e apresentou a capacidade em inibir o crescimento de 

células leucémicas L1210, em ensaios in vivo e in vitro.80 Para além disso, em ensaios in vivo 

demonstrou um potencial antitumoral muito promissor em ratinhos xenoenxertados, com as linhas 

celulares L1210 (leucemia), M109 (carcinoma pulmonar) e A2780 (carcinoma do ovário). Devido ao 

sucesso nos ensaios preliminares, esta tiossemicarbazona já passou por ensaios clínicos de fase I e 

II 81. Nos ensaios clínicos foi avaliada a toxicidade associada a esta tiossemicarbazona, onde se 

registou diversos efeitos secundários. Atualmente a Triapina® encontra-se em ensaios clínicos de fase 

III 82, combinada com a cisplatina e radioterapia, em pacientes portadores de cancro no colo do útero 

ou vaginal. 

 

 

   

 

A Triapina® é considerada um eficiente agente quelante de ferro, por meio do átomo de enxofre 

e dos dois átomos doadores de azoto. Um estudo publicado em 2006, por Shao et al.83 reporta a 

eficácia que o complexo Triapina-Fe(II) possui na inibição do enzima RR ao contrário da Triapina®.84 

Assim, devida à fraca inibição do enzima RR pela Triapina®, observada por Shao et al., aliada aos 

efeitos secundários registados nos ensaios clínicos, foi necessário o desenvolvimento de uma série de 

compostos providos de maior eficácia e seletividade para quelarem com o ião ferro, derivados de di-2-

piridilcetona tiossemicarbazonas (Figura 1.11).  

 

 

 

 

 

 

 

Composto R’ R’’ 

DpT H H 

Dp4mT H CH3 

Dp44mT CH3 CH3 

Dp4eT H C2H5 

Dp4aT H C3H6 

Dp4pT H Ph 

Figura 1.11: Estrutura geral dos derivados de di-2-piridilcetona tiossemicarbazona. 

Figura 1.10: Estrutura química da tiossemicarbazona Triapina®. 
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Num estudo preliminar in vitro, realizado em 2006,85 dos análogos da série de compostos DpT, 

o Dp44mT quelatado ao ferro foi o que mais se destacou na medida em que revelou uma atividade 

anticancerígena muito promissora em 28 linhas celulares incluindo em células humanas K562 

(leucemia), SK-Mel-28 (melanoma) e T-47D (cancro da mama) com valores de IC50 de 0,01, 0,009 e 

0,009 µM, respetivamente. Num estudo publicado em 2009 86, verificou-se que a Dp44mT é citotóxica 

contra a linha celular do adenocarcinoma da mama humano não hormono-dependente MDA-MB-231 

devido ao seu caráter inibitório da atividade enzimática do topoisomerase IIα, com concentrações na 

ordem do nanomolar. Adicionalmente, verificou-se que esta tiossemicarbazona é também citotóxica  

em células leucémicas Nalm-6.87 Contudo, a administração do composto Dp44mT em doses elevadas 

e sobredosagem induziu fibrose cardíaca em ratinhos de testes, o que levou à síntese de uma segunda 

geração de derivados tiossemicarbazonas. O design desta família de compostos foi baseado em 

estudos SAR, nos quais se constatou que a substituição em N3 com um grupo alquilo melhorava a 

atividade anticancerígena. Desta nova família de compostos, o di-2-piridilcetona-4-ciclo-hexil-4-metil-

3-tiossemicarbazona (DpC) foi o candidato mais promissor.88,89,90 Em ensaios in vivo, em ratinhos 

xenoenxertados com células da linha celular do adenocarcinoma do pâncreas PANC-1, a DpC 

demonstrou um potencial anticancerígeno mais eficaz do que o fármaco Gemcitabina, utilizado no 

tratamento deste tumor.91 Adicionalmente, verificou-se que a sua administração por via oral e 

intravenosa não revelou ser tóxica, bem como não desenvolveu fibrose cardíaca em ensaios in vivo e 

in vitro.90 Em 2016 esta tiossemicarbazona entrou em ensaios clínicos de fase I para o tratamento de 

tumores resistentes e num estado avançado.92  

Simultaneamente, a Cotinga Pharmaceuticals desenvolveu uma nova tiossemicarbazona, de 

terceira geração, estruturalmente diferente das anteriores: a 4-(piridin-2-il)-N-([(8E)-5,6,7,8-

tetrahidroquinolin-8-ilideno]amino)piperazina-1-carbotioamida ou COTI-2 (Figura 1.12). Estudos in vitro 

e in vivo, realizados em 2016 93 e 2019 94, demonstraram a eficácia desta tiossemicarbazona em 

diversos tipos de tumores, com valores de IC50 na escala nanomolar. Descobriu-se ainda que o seu 

modo de ação se baseia no restauro das funções do gene supressor de tumor p53, e por conseguinte 

da proteína p53, que regula o ciclo celular e, portanto, funciona como um supressor tumoral.95 A COTI-

2 entrou em ensaios clínicos de fase Ib/IIa, como monoterapia ou combinado com a cisplatina, para o 

tratamento de diversos cancros vaginais, do pulmão, do pâncreas entre outros.96  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.12: Estrutura química de duas tiossemicarbazonas em ensaios clínicos: DpC e COTI-2. 
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O grupo de Ribeiro et al.97 em 2019, sintetizou 12 tiossemicarbazonas derivadas de 4-quinolina 

substituídas na posição N3, Figura 1.13, com o intuito de determinar a citotoxicidade in vitro dos 

compostos em duas linhas celulares do cancro da mama, MCF-7 e T-47D. Obtiveram-se valores de 

IC50 compreendidos entre 0,81 – 1,10 µM e 1,07 – 1,48 µM, para as linhas celulares MCF-7 e T-47D, 

respetivamente, o que pode ser indicativo que são compostos seletivos para o cancro da mama 

hormono-dependente, por demonstrar um intervalo de valores de IC50 inferior ao da linha celular T-

47D. Os compostos JF-89, JF-90 e JF-92 apresentaram-se como potenciais “leads” pois revelaram 

um grau de citotoxicidade muito promissor, com valores de IC50 de 0,88, 0,81 e 0,82 µM, 

respetivamente. Os autores verificaram também que a não substituição e a presença de pelo menos 

um átomo de halogénio no anel aromático, diminui o grau citotóxico dos compostos na linha celular 

MCF-7. Estudos de docking molecular realizados com o composto JF-92 indicaram que esta 

tiossemicarbazona inibe parcialmente a topoisomerase IIα podendo ser considerado como um inibidor 

anti tumoral interfacial. 

 

 

 

 

 

 

 

1.4.4. Tiossemicarbazonas com atividade antioxidante  

Vários estudos reportados na literatura comprovam que os derivados de tiossemicarbazonas 

apresentam uma atividade antioxidante in vitro e in vivo muito promissora. Bakherad et al.98, em 2019 

sintetizaram 16 tiossemicarbazonas (Figura 1.14) possuindo um núcleo de indole. A atividade 

antioxidante dos compostos 6a – 6p foi avaliada segundo o método colorimétrico do DPPH, tendo os 

autores constatado que os compostos 6a – 6l apresentam uma promissora capacidade em reduzir o 

radical de DPPH (semelhante à do ácido ascórbico usado como controle), sendo os compostos 6a e 

6h os mais promissores com valores de EC50 de 0,117 ± 0,01 µM e de 0,043 ± 0,001 µM. Os autores 

atribuíram à presença de um grupo fenilo na posição N3 ao acréscimo da atividade antioxidante. 

Adicionalmente, verificou-se que a presença de substituintes volumosos no anel aromático, ligado na 

posição 2 do grupo indolilo, provoca um decréscimo na atividade antioxidante, e que a presença de 

substituintes eletrodadores, como é o caso do grupo hidroxilo, em 6b, 6i e 6m, acrescem o potencial 

antioxidante.  

 

Composto R Composto R 

JF-85 p-F-Ph JF-91 p-CH3-Ph 

JF-86 C2H4-Ph JF-92 p-C2H5-Ph 

JF-87 C5H4N JF-93 p-Br-Ph 

JF-88 p-Cl-Ph JF-94 p-OCH3-Ph 

JF-89 C10H7 JF-95 C3H5 

JF-90 p-NO2-Ph JF-96 Ph JF-85 - JF-96 
 

Figura 1.13: Estruturas dos compostos estudados por Ribeiro et al. Adaptado de 97. 
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Por outro lado, a química dos derivados de tiossemicarbazonas com uma sub-unidade 

glicosídica tem vindo a ser considerada muito interessante. A glicosilação, por norma, melhora as 

propriedades farmacocinéticas e farmacodinâmicas de potenciais fármacos, uma vez que pode reduzir 

a toxicidade associada a fármacos não glicosilados.55  

Nguyen et al.29 publicaram em 2013 um estudo que demonstrou que os derivados de glicosil 

tiossemicarbazona também têm propriedades antioxidantes. Neste trabalho de investigação, os 

autores reportaram a síntese de 13 derivados de glicosil tiossemicarbazona, Figura 1.15, e avaliaram 

o efeito do tipo de substituinte no anel aromático e respetiva posição, na atividade antioxidante in vitro 

e in vivo. Os autores constataram que os compostos que possuem na sua estrutura substituintes 

eletrodadores no anel aromático, 4a, 4b, 4c e 4f, apresentam uma capacidade antioxidante muito 

promissora, com valores de EC50 de 56, 71, 75 e 108 µM, o que se deve à elevada estabilização do 

radical formado, valores inferiores ou próximos ao do Resveratrol, um conhecido antioxidante natural. 

 

 

 

 

 

Composto 

(R1 = p-N(CH3)2-Ph) 
R2 

Composto 

(R1 = p-CH3-Ph) 
R2 

Composto 

(R1 = CH3) 
R2 

6a H 6h H 6m p-OH 

6b p-OH 6i p-OH 6n p-OCH3 

6c o, m, p-OCH3 6j p-OCH3 6o p-Cl 

6d p-OCH3 6k p-Cl 6p p-Br 

6e p-Cl 6l p-Br   

6f p-Br     

6g p-CH3     

Composto R Composto R 

4a p-N(CH3)2 4h p-CH3 

4b m-OC2H5; p-OH 4i p-Br 

4c m-OCH3; p-OH 4j p-Cl 

4d m-OH; p-OCH3 4k p-F 

4e m-OCH3 4l m-NO2 

4f p-OH 4m p-NO2 

4g p-iC3H7   

Figura 1.14: Tiossemicarbazonas sintetizadas pelo grupo de Bakherad et al, adaptado de 98. 

Figura 1.15: Estruturas dos compostos sintetizados por Nguyen et al. Adaptado de 29. 
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Posteriormente, em 2016 Thanh et al.99 publicaram um estudo que demonstrou que as 

tiossemicarbazonas derivadas de isatina (Figura 1.16) com um fragmento glicosídico apresentaram 

eficácia no aumento da atividade de enzimas como o superóxido dismutase (SOD), catálase (CAT) e 

glutationa peroxidase (GSH-Px), em ensaios in vivo, realizados em ratos. Neste ensaio, o resveratrol 

foi utilizado como controle positivo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os autores constataram que a presença de halogénios, com exceção do flúor, contribui para o 

aumento do potencial antioxidante dos compostos, enquanto que a presença de grupos alquilo na 

posição 1’ da isatina, assim como a presença de grupo volumosos, em 4m – 4t, tinham um efeito 

negativo na atividade antioxidante, devido, possivelmente, a efeitos estereoquímicos. O composto mais 

ativo nos três enzimas foi a 5’, 7’-di-bromoisatina N-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-β-D-glucopiranosil) 

tiossemicarbazona, 4e, cuja concentração inibitória mínima foi de 10,76 ± 0,33 unit/mg proteína para o 

enzima SOD. Para os enzimas GSH-Px e CAT os compostos mais promissores foram o 4r e 4i com 

valores de concentração inibitória mínima de 0,27 ± 0,01 unit/mg proteína e de 399,75 ± 12,12 unit/mg 

proteína, respetivamente. 

 

 

  

Composto  

(R1 = H) 
R2 

Composto 

(R2 = H) 
R1 

4a H 4m CH3 

4b 5’-NO2 4n C2H5 

4c 5’-Cl-7’-NO2 4o n-C3H7 

4d 5’-Br-7’-NO2 4p n-C4H9 

4e 5’, 7’-Br 4q i-C4H9 

4f 5’-F 4r C3H5  

4g 5’-Cl 4s CH2-Ph 

4h 5’-Br 4t (CH2)2-Ph 

4i 5’-I   

4j 5’-CH3   

4k 7’-CH3   

4l 5’- iC3H7   

Figura 1.16: Estrutura dos derivados de glicosil tiossemicarbazonas sintetizadas por Thanh et al. Adaptado de 
99. 
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1.5. Enquadramento do presente trabalho 

Apesar da existência de diversos tipos de antioxidantes naturais, este grupo de compostos 

apresenta uma fraca biodisponibilidade e baixa eficácia100 derivado à sua instabilidade101, 

permeabilidade e solubilidade fraca e ainda degradação extracelular102. Assim, o principal objetivo na 

investigação na área dos radicais livres e stress oxidativo envolve a necessidade de explorar novos 

antioxidantes, mais eficientes e seletivos, de modo a ultrapassar as desvantagens associadas aos 

antioxidantes naturais, sendo uma área que continua em expansão.  

Decorrente dos resultados promissores publicados sobre a atividade antioxidante e 

anticancerígena dos derivados de tiossemicarbazonas, propôs-se para o presente trabalho a síntese 

de quinze derivados de tiossemicarbazonas, dez dos quais novos (4.a – 4.e, 4.h, 4.l – 4.o)1, Figura 

1.17, e avaliar o seu potencial antioxidante e anticancerígeno. Pretende-se sintetizar uma série de 

novas tiossemicarbazonas derivadas de aldeídos heteroaromáticos (indole, benzofurano, benzotiofeno 

e benzotiazol), variando a sua posição relativamente à função tiossemicarbazona, bem como o grupo 

substituinte ligado ao azoto N3 (grupo glicosídico per-acetilado, fenilo ou um hidrogénio). 

 

 

 

 

 

 

 

 

A atividade antioxidante de todos os compostos será determinada segundo o método in vitro de 

captura do radical livre de DPPH.  As atividades anticancerígenas serão avaliadas na linha celular do 

carcinoma hepatocelular humano Hep-G2, para uma indicação preliminar do seu potencial 

hepatotóxico, bem como na linha celular do cancro da mama hormono-dependente MCF-7, com 

recurso ao método colorimétrico do MTT. A síntese dos quinze compostos possibilita a criação de uma 

pequena biblioteca de derivados de tiossemicarbazonas, para a realização de um estudo preliminar de 

 
1 Os compostos 4.d e 4.e foram anteriormente sintetizados em projetos de licenciatura.  

Composto R1 R2 Composto R1 R2 

4.a 

 

a 4.i H c 

4.b b 4.j H e 

4.c c 4.k H f 

4.d d 4.l H g 

4.e e 4.m Ph b 

4.f H a 4.n Ph f 

4.g H d 4.o Ph g 

4.h H b    

Substituinte (R2) 

a b c d e f g 

 
  

 
   

 
Figura 1.17: Estrutura dos derivados de tiossemicarbazona sintetizados neste trabalho. 
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Relação Estrutura-Atividade (SAR), que permitirá antever quais as particularidades estruturais que 

poderão conferir melhor atividade contra os alvos estudados. 

O trabalho realizado no decorrer desta dissertação de mestrado está descrito nos capítulos 

seguintes. No capítulo 2 apresenta-se a síntese e a caracterização por técnicas espetroscópicas de 

RMN (1H, 13C-APT, COSY, HSQC, HMBC e NOESY) e IV dos compostos sintetizados, bem como os 

resultados obtidos dos estudos in vitro da atividade antioxidante e dos ensaios de citotoxicidade. A 

descrição experimental é incluída no capítulo 3, onde está inserida uma explicação pormenorizada de 

todos os reagentes utilizados, das sínteses efetuadas e o protocolo experimental dos métodos 

colorimétricos do DPPH e MTT. Finalmente, a conclusão e trabalho futuro são apresentados no 

capítulo 4 deste trabalho, seguido do capítulo 5 e 6 onde estão incluídos a bibliografia utilizada e os 

apêndices, respetivamente. 
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2.1. Síntese de derivados de glicosil tiossemicarbazona 

Como já foi referido, um dos principais objetivos do presente trabalho foi elaborar uma pequena 

biblioteca de novos derivados de glicosil tiossemicarbazona e avaliar a sua capacidade antioxidante, 

bem como a sua atividade citotóxica nas linhas celulares do cancro da mama hormono-dependente 

(MCF-7) e do carcinoma hepatocelular humano (Hep-G2). 

Primeiramente, foram sintetizadas cinco novas glicosil tiossemicarbazona que se diferenciam 

pelo anel heterocíclico ligado ao azoto N1. As glicosil tiossemicarbazonas 4.d e 4.e foram 

anteriormente sintetizadas no grupo de investigação onde este trabalho foi desenvolvido, contudo 

foram utilizados no presente trabalho para se poderem avaliar as respetivas atividades biológicas.103,104 

A síntese dos derivados de glicosil tiossemicarbazona (4.a - 4.e) foi realizada em três passos 

reacionais, Esquema 2.1. No primeiro passo reacional efetuou-se a síntese do isotiocianato de 2,3,4,6-

tetra-O-acetil-β-D-glucopiranosil (2), por meio de duas reações de substituição nucleofílica SN2 entre o 

brometo de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-β-D-glucopiranosil (1), brometo de tetrabutilamónio ((n-C4H9)4NBr) e, 

posteriormente com o tiocianato de potássio (KSCN). O segundo passo da via sintética consistiu na 

síntese da N-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-β-D-glucopiranosil) tiossemicarbazida (3.a), por reação de adição 

entre o composto (2) e hidrazina hidratada (NH2NH2.H2O). O terceiro, e último passo reacional é 

caracterizado pela síntese de derivados de glicosil tiossemicarbazona (4.a - 4.e), que consiste numa 

reação de substituição no grupo carbonilo com perda de oxigénio, entre a N-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-β-

D-glucopiranosil) tiossemicarbazida (3.a) e o aldeído correspondente. 

 

 

 

 

 

 

 

Do ponto de vista mecanístico, Esquema 2.2, o primeiro passo da via sintética consiste, 

primeiramente numa reação de substituição nucleofílica SN2, com a prévia ativação da posição 

anomérica através do brometo de tetrabutilamónio (PTC). Posteriormente, ocorre a formação de uma 

(4.a) Indole-3-carboxaldeído N-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-β-D-glucopiranosil) tiossemicarbazona   R=C8H6N 

(4.b) Indole-2-carboxaldeído N-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-β-D-glucopiranosil) tiossemicarbazona   R=C8H6N 

(4.c) 2-benzofurano carboxaldeído N-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-β-D-glucopiranosil) tiossemicarbazona   R=C8H5O 

(4.d) 1-metilindole-3-carboxaldeído N-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-β-D-glucopiranosil) tiossemicarbazona   R=C9H8N 

(4.e) 2-benzo[b]tiofeno carboxaldeído N-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-β-D-glucopiranosil) tiossemicarbazona R=C8H5S 

Esquema 2.1: Esquema reacional de síntese dos derivados de glicosil tiossemicarbazonas, 4.a-4.e. 
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ligação glicosídica 1,2-trans, presente no composto 2, com a participação do grupo vizinho, que neste 

caso é um grupo acetilo. Esta reação de glicosilação ocorre por meio da formação de um composto 

intermediário cíclico, o ião oxónio que, posteriormente é aberto pelo ataque nucleofílico SN2 anti do 

isotiocianato, com a correspondente inversão de configuração do carbono anomérico, passando de 

anómero α para anómero β e, portanto a formação estereosseletiva de um derivado de glicosilo 1,2-

trans.105 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Este passo reacional requer o uso de um catalisador de transferência de fase (PTC), como é 

considerado o brometo de tetrabutilamónio ((n-C4H9)4NBr), embora a reação se dê apenas numa 

fase.106 Pensa-se que o brometo de tetrabutilamónio seja utilizado com dois propósitos: atuar como 

um catalisador nucleofílico permitindo a conversão do α-Br inicial em β-Br, mais lábil; e, promover a 

conversão in situ do tiocianato em isotiocianato sob condições moderadas.107 Esta conversão revelou 

ser muito útil na medida em que veio solucionar um problema proveniente da reação entre o brometo 

de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-β-D-glucopiranosil com sais de tiocianato, visto que, sem o uso de 

catalisadores de transferência de fase, o produto resultante desta síntese seria o isómero de tiocianato 

cineticamente mais estável. Os sais de tiocianato de baixo custo vieram substituir o tiocianato de prata 

utilizado num estudo publicado por Emil Fisher em 1914.108,109  

Em trabalhos anteriores 103,104, tentou-se três abordagens para a obtenção do composto 2. Numa 

primeira abordagem, optou-se por realizar a síntese sob condições anidras e sem uma pré-secagem 

dos reagentes. Posteriormente, tentaram-se outras duas alternativas de síntese, a primeira em meio 

anidro, atmosfera inerte de azoto, bem como uma pré-secagem da acetobromo-α-D-glucose e o uso 

de acetonitrilo anidro, e a segunda síntese em meio não anidro. Constatou-se na primeira abordagem 

efetuada, a formação dos anómeros α e β, numa proporção de 1:1. Já na segunda e na terceira 

sínteses, através dos espetros de RMN 1H da misturas reacionais, pela integração dos protões 

homólogos, verificou-se que a reação não foi completa, visto que a proporção entre o composto 2 e a 

acetobromo-α-D-glucose foi de aproximadamente 2:1 e 1:1, indicando que a realização da reação em 

ambiente anidro é um fator importante. Na primeira abordagem o composto 2 foi obtido com 

rendimentos efetivos muito baixos de 3 – 5% e na segunda abordagem obtiveram-se rendimentos 

efetivos, igualmente fracos de 13% e 17% na 1ª e 2ª síntese, respetivamente. Estes baixos valores de 

Esquema 2.2: Mecanismo de síntese do isotiocianato de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-β-D-glucopiranosil, 2. 
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rendimentos poderão ser explicados pela decomposição do brometo de glicosilo, uma vez que, sendo 

o bromo um excelente grupo rejeitado é facilmente suscetível ao ataque da água em condições que 

não sejam rigorosamente anidras. Devido à atual situação de pandemia não foi possível o cálculo do 

rendimento efetivo na 3ª aproximação. 

Assim, no presente trabalho, tentou-se primeiramente melhorar o rendimento deste passo 

reacional, fazendo diversas aproximações. Numa primeira aproximação, a reação foi realizada 

igualmente em meio anidro e atmosfera inerte de azoto, bem como um pré-tratamento de todos os 

reagentes e do solvente reacional. Num segunda abordagem manteve-se as condições experimentais 

utilizadas anteriormente, mas utilizou-se um excesso de tiocianato de potássio (6 mmol). Em ambas 

as sínteses os espetros de RMN 1H das misturas reacionais eram igualmente complexos e a proporção 

dos dois anómeros manteve-se 1:1. Foi ainda efetuada uma 3ª síntese utilizando o método de solvent-

free, porém este protocolo experimental não foi eficaz na medida em que o composto se degradou. 

Por último, ensaiou-se a síntese assistida por micro-ondas,  que efetivamente demonstrou ser mais 

promissora. Nesta última abordagem todos o reagentes foram submetidos a uma pré-secagem, a 

mistura reacional foi preparada em atmosfera inerte de azoto e usou-se acetonitrilo recém-destilado. 

Este procedimento experimental, para além de ser considerado mais sustentável em relação aos 

anteriormente reportados, levou à obtenção de misturas reacionais menos complexas, bem como a 

formação maioritária do anómero β. Nesta abordagem o composto 2 foi obtido com rendimentos 

efetivos superiores aos das sínteses descritas anteriormente, de 28,2% e 38,4%. Estes valores de 

rendimento poderão ser explicados pela forma como estas reações ocorrem - a irradiação de micro-

ondas produz um aquecimento dielétrico direto dos reagentes e solventes da reação, que possuem a 

capacidade de transformar a radiação eletromagnética em calor, acelerando as reações químicas 

devido à absorção seletiva de energia micro-ondas por moléculas polares. A reação é realizada num 

vial adequado para que o aumento de temperatura seja uniforme por toda a amostra, levando 

consequentemente a menos produtos secundários ou à sua decomposição, resultando em 

rendimentos superiores quando comparados a métodos convencionais.110,111  

O isotiocianato de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-β-D-glucopiranosilo (2) foi utilizado na formação da N-

(2,3,4,6-tetra-O-acetil-β-D-glucopiranosil) tiossemicarbazida (3.a) por adição de hidrazina hidratada 

(NH2NH2.H2O). Do ponto de vista mecanístico, Esquema 2.3, este passo reacional consiste na adição 

nucleofílica da hidrazina ao carbono da função isotiocianato, seguida de uma transferência de protão 

mediada pelo meio reacional.  

Geralmente, procede-se à conversão do composto (2) em (3.a) usando um solvente aprótico, 

porém, o rendimento desta reação demonstrou ser superior num solvente prótico, como o etanol 

absoluto. Esta reação deve ser também realizada a temperaturas baixas (< 10 °C), de modo a evitar, 

a decomposição do isotiocianato em derivados do ácido tiocarbâmico. O uso de etanol absoluto nesta 

etapa reacional revelou ser uma vantagem, devido à baixa solubilidade do composto (3.a) neste 

solvente (a baixas temperaturas), levando à sua precipitação à medida que se vai formando. 99,112 
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O composto 3.a foi utilizado na síntese de derivados de glicosil tiossemicarbazonas (4.a - 4.e), 

numa reação de substituição nucleofílica no aldeído correspondente, com perda do oxigénio, Esquema 

2.4. Esta reação inicia-se com a protonação do oxigénio do grupo carbonilo, levando à formação de 

um ião oxónio intermediário. De seguida, o ataque nucleofílico do átomo de azoto N1 da N-(2,3,4,6-

tetra-O-acetil-β-D-glucopiranosil) tiossemicarbazida (3.a) leva à formação de um intermediário 

hemiaminal protonado que, após  eliminação de uma molécula de água e desprotonação dá origem 

aos derivados de glicosil tiossemicarbazona (4.a - 4.e). A formação deste tipo de compostos dá-se 

mais rapidamente se for efetuada em condições de catálise ácida com valores de pH entre 4 e 5, visto 

que a valores de pH inferiores a 4 pode ocorrer a protonação de N1 da tiossemicarbazida e a um pH 

superior a 5 a protonação do grupo carbonilo é menor. Estes dois efeitos levam, consequentemente, a 

uma diminuição da velocidade reacional.113 

 

 

 

 

 

Esquema 2.3: Mecanismo de síntese da N-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-β-D-glucopiranosil) tiossemicarbazida, 3.a a 
partir do respetivo isotiocianato. 

Esquema 2.4: Mecanismo de síntese dos derivados de glicosil tiossemicarbazona, 4.a-4.e a partir da 
correspondente hidrazida. 
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2.1.1. Caracterização do isotiocianato de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-β-D-glucopiranosil (2) 

O composto 2 foi obtido segundo o procedimento geral descrito em 3.3.1 e o seu rendimento é 

reportado à quantidade de produto bruto purificado. Na 1ª e 2ª síntese foram purificados, 

respetivamente, 0,387 g e 0,349 g de produto bruto obtendo-se o produto purificado com um 

rendimento efetivo de 28,2% e 38,4%. A Figura 2.1 ilustra a estrutura e numeração do composto 2, 

para efeitos de caracterização espetroscópica. A atribuição dos sinais de RMN 1H e 13C-APT, Tabela 

2.1 e Tabela 2.2, realizou-se recorrendo às experiências de RMN 1H, 13C-APT, COSY, HSQC e HMBC, 

estando os respetivos espetros reunidos no Apêndice 1 (Figura 6.1 – Figura 6.5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 2.1: Dados de RMN, 1H e COSY, do composto 2 em CDCl3. 

δ 1H (ppm) 
Integração [H], multiplicidade (m), constante de 

acoplamento J (Hz) 
COSY Atribuição 

2,02  6H, multipleto - 
OAc CH3-C-2 

OAc CH3-C-3 

OAc CH3-C-4 

OAc CH3-C-6 
2,11 6H, singuleto - 

3,74  1H, multipleto   - H-5 

4,14 1H, dupleto de dupletos, J = 12,5 
3,74 H-6a; H-6b 

4,24 1H, dupleto de dupletos, J = 12,5 

5,02 1H, dupleto, J = 9,0 5,11 H-1 

5,11 2H, tripleto, J = 9,2 3,74; 5,02  H-2; H-4 

5,20 1H, tripleto, J = 9,3 5,11 H-3 

Figura 2.1: Estrutura e numeração do composto 2. 
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A análise dos espetros de RMN permitiu a identificação de todos os sinais de protão e carbono 

pertencentes ao composto 2. Segundo o espetro de HMBC, o sinal de 13C-APT a  144,25 ppm 

correlaciona-se com sinal de protão a  5,02 ppm que, como se pode observar no espetro de RMN 1H 

é um dupleto, que integra para um protão e possui uma constante de acoplamento de 9,0 Hz. O sinal 

de carbono a  144,25 ppm está em conformidade com o valor descrito na literatura para o carbono 

N=C=S.114 Assim, o sinal a  5,02 ppm corresponde ao protão anomérico H-1 que, no espetro de 

HSQC, acopla com o carbono a  83,46 ppm.  

A constante de acoplamento JH-1,H-2 permite identificar a configuração do carbono anomérico, 

visto ser diretamente proporcional ao ângulo diedro. No anómero α, o protão anomérico encontra-se 

em posição equatorial, estando cis em relação a H-2 que está em posição axial, originando assim, um 

ângulo diedro de 60° e, consequentemente, um valor de J de aproximadamente 4 Hz. No anómero β 

os protões mencionados encontram-se em posição trans-diaxial, resultando num ângulo diedro de 

180°, implicando assim um valor de J superior: 7- 8 Hz.115,116,117 O valor de 9,0 Hz no sinal a  5,02 

ppm, atribuído ao protão anomérico, indica que o composto 2 se encontra na forma de anómero β e, 

portanto, ocorreu a esperada inversão de configuração no centro anomérico durante a reação. 

No espetro de HSQC, verifica-se que os dois sinais a  4,14 ppm e 4,24 ppm correlacionam-se 

com o mesmo carbono, a  61,46 ppm, que no espetro de 13C-APT se apresenta como um carbono 

secundário, correspondendo portanto a C-6. A partir dos sinais de H-6a/ H-6b e através do espetro de 

COSY foi possível estabelecer as correlações H-H direta, Figura 2.2. Os protões diasterotópicos H-6a/ 

H-6b correlacionam-se, no espetro de COSY, um com o outro, bem como, com o sinal a  3,74 ppm, 

correspondente a H-5. Este protão, no espetro de HSQC acopla com o carbono a  74,01 ppm que se 

atribui a C-5.  

 

 

Tabela 2.2: Dados de RMN, 13C-APT, HSQC e HMBC, do composto 2 em CDCl3. 

δ 13C (ppm) Tipo de carbono HSQC HMBC Atribuição 

170,51 C - 4,14; 4,24 OAc C-6 

170,25 C - 5,20 OAc C-3 

169,23 C - 
5,11 OAc C-2; OAc C-4 

169,06 C - 

144,15 C - 5,02 C=S 

83,46 CH 5,02 5,11 C-1 

74,01 CH 3,74 - C-5 

72,45 CH 5,20 5,02; 5,11 C-3 

71,81 CH 
5,11 

5,20 C-2 

67,58 CH 4,14; 5,20 C-4 

61,46 CH2 4,14; 4,24 5,11 C-6  

20,71 CH3 

2,02; 2,11 

- 
OAc CH3-C-2; 

OAc CH3-C-3; 

OAc CH3-C-4; 

OAc CH3-C-6 
20,53 CH3 - 
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O sinal de protão a  5,02 ppm, atribuído a H-1 e, o sinal a  3,74 ppm, atribuído a H-5, 

correlacionam ambos, em COSY, com o tripleto a  5,11 ppm que integra para 2 protões, pelo que, 

este sinal deverá ser atribuído aos protões H-2 e H-4. A correlação no espetro de COSY entre o sinal 

a  5,11 ppm e o tripleto a  5,20 ppm, permite atribuir este último sinal a H-3, que no espetro de HSQC, 

correlaciona-se com o sinal de carbono a  72,45 ppm. A distinção entre dois sinais de carbono a  

67,58 e 71,81 ppm, acoplados em HSQC com o tripleto a  5,11 ppm, foi feita com recurso ao espetro 

de HMBC onde é possível verificar uma correlação entre o sinal a  67,58 ppm com um dos protões H-

6 ( 4,14 ppm), que deverá portanto corresponder a C-4, enquanto que o sinal a  71,81 ppm 

correlaciona apenas com sinal a  5,20 ppm, e portanto deverá ser atribuído a C-2.  

Os sinais a  2,02 e 2,11 ppm integram cada um para 6 protões, correspondendo aos protões 

dos grupos acetilo. Por último, a atribuição dos carbonos quaternários dos grupos acetilo foi feita de 

acordo com as respetivas correlações de HMBC com os protões do carbono da glucose a que estão 

ligados, representadas na seguinte figura: 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 2.2: Correlações observadas no espetro de COSY do composto 2. 

 

 

Figura 2.3: Correlações observadas no espetro de HMBC do composto 2 para atribuição dos sinais de RMN 
13C dos carbonos quaternários. 
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2.1.2. Caracterização da N-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-β-D-glucopiranosil) tiossemicarbazida 

(3.a)  

Os composto 3.a foi obtido pela reação entre o correspondente derivado de isotiocianato e 

hidrazina hidratada segundo o procedimento geral descrito em 3.3.2. O composto foi obtido com um 

rendimento de 97,0%, 98,6% e 100% na 1ª, 2ª e 3ª sínteses, respetivamente. A Figura 2.4 representa 

a estrutura e numeração do composto 3.a, de acordo com as regras utilizadas para o composto 2. 

O composto 3.a foi caracterizado pelas mesmas técnicas espectroscópicas utilizadas para o 

composto 2, estando a atribuição do sinais de RMN 1H e 13C-APT nas Tabelas 2.3 e 2.4. Os espetros 

de RMN (1H, 13C-APT, COSY, HSQC e HMBC) podem ser observados no Apêndice 2 (Figura 6.6 – 

Figura 6.10).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 2.3: Dados de RMN, 1H e COSY, do composto 3.a em CDCl3. 

δ 1H (ppm) 
Integração [H], multiplicidade (m), constante de 

acoplamento J (Hz) 
COSY Atribuição 

2,04 9H, multipleto - 
OAc CH3-C-2 

OAc CH3-C-3 

OAc CH3-C-4 

OAc CH3-C-6 
2,09 3H, singuleto - 

3,79 2H, singuleto - N(1)-H 

3,89 1H, dupleto, J = 10,0 - H-5 

4,12 1H, dupleto, J = 12,1 - 
H-6a; H-6b 

4,33 1H, dupleto, J = 13,0 4,12; 3,88 

5,07 
2H, multipleto 

- H-2 

5,12 3,89 H-4 

5,38 1H, tripleto, J = 9,5 5,07; 5,12 H-3 

5,77 1H, tripleto, J = 9,2 5,07 H-1 

7,44 1H, singuleto - N(2)-H 

8,15 1H, dupleto, J = 7,6 5,77 N(3)-H 

Figura 2.4: Estrutura e numeração do composto 3.a. 
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A fração glicosídica no composto 3.a, não sofreu alterações significativas nos desvios químicos 

de RMN, com exceção do protão anomérico, pelo que as principais diferenças nos desvios químicos 

entre os compostos 2 e 3.a estão associadas à função tiossemicarbazida.  

Comparando os valores de desvios químicos do protão anomérico dos compostos 2 e 3.a,  5,02 

e  5,77 ppm, respetivamente, verifica-se que no composto 3.a o sinal está mais desblindado, o que 

pode ser explicado, em parte, por um efeito eletroatrator mais forte do grupo tiossemicarbazida. O sinal 

correspondente ao protão anomérico, apresenta um valor de constante de acoplamento de 9,2 Hz 

indicando assim a presença do anómero β, como previsto. 

A Figura 2.5 apresenta as principais correlações COSY e HMBC no composto 3.a.  

 

 

 

 

 

 

 

Os sinais de protão a  3,79, 7,44 e 8,15 ppm não acoplam com carbonos, pelo que deverão ser 

atribuídos aos protões diretamente ligados a átomos de azoto. O sinal do protão anomérico a  5,77 

ppm acopla em COSY com o sinal a  8,15 ppm, o qual deverá corresponder, portanto, a N(3)-H. No 

espetro de HMBC, o sinal do carbono quaternário a  184,29 ppm, atribuível ao carbono do grupo 

tiocarbonilo, apresenta uma correlação a duas ligações com o sinal a  7,44 ppm, que integra para um 

 
2 Desvio químico retirado do espetro de HMBC 

 Tabela 2.4: Dados de RMN, 13C-APT, HSQC e HMBC, do composto 3.a em CDCl3. 

δ 13C (ppm) Tipo de carbono HSQC HMBC Atribuição 

184,292 C - 7,44 C=S 

171,19 C - 2,04; 5,07; 5,12 OAc C-2; OAc C-4 

170,72 C - 2,09; 4,12; 4,33 OAc C-6 

170,042 C - 2,04; 5,38 OAc C-3 

169,91 C - 2,04; 5,07; 5,12 OAc C-2; OAc C-4 

82,16 CH 5,77 5,07 C-1 

73,53 CH 3,89 5,12 C-5 

72,74 CH 5,38 5,07; 5,12 C-3 

70,71 CH 5,07 5,38 C-2 

68,26 CH 5,12 5,38; 4,12 C-4 

61,64 CH2 4,12; 4,33 - C-6 

20,81 CH3 

2,04; 2,09 

- OAc CH3-C-2; 

OAc CH3-C-3; 

OAc CH3-C-4; 

OAc CH3-C-6 

20,79 CH3 - 

20,63 CH3 - 

Figura 2.5: Principais correlações observadas nos espetros de COSY e HMBC do composto 3.a. 
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protão, sendo este sinal atribuído a N(2)-H. Verifica-se que os sinais protão de N(1)-H e N(2)-H 

apresentam um elevado valor de desvio químico, que poderá ser explicado pela desblindagem causada 

pelo efeito indutivo do grupo tiocarbonilo.  Por último, o singuleto a  3,79 ppm, com integração de 2 

protões, deverá corresponder a N(1)-H . 
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2.1.3. Caracterização da indole-3-carboxaldeído N-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-β-D-

glucopiranosil) tiossemicarbazona (4.a) 

O terceiro passo reacional da síntese para a obtenção do composto 4.a foi conseguido com um 

rendimento de 51,1% e seguiu o procedimento geral descrito em 3.3.3. Os derivados de glicosil 

tiossemicarbazona foram caracterizados recorrendo às técnicas de IV, RMN 1H, 13C-APT, COSY, 

HSQC e HMBC e ESI-HRMS. A estrutura do composto 4.a apresenta-se na Figura 2.6, com a respetiva 

numeração, para fins de caracterização espetroscópica.  

 

 

 

 

 

 

 

 

A análise dos espetros de RMN em CDCl3 permitiu atribuir os sinais de RMN 1H e 13C-APT, 

Tabela 2.5 e Tabela 2.6, estando os espetros apresentados no Apêndice 3 (Figura 6.11 – Figura 6.15). 

 

 

δ 1H (ppm) 
Integração [H], multiplicidade (m), constante de 

acoplamento J (Hz) 
COSY Atribuição 

2,04  3H, singuleto 

- 

OAc CH3-C-2 

OAc CH3-C-3 

OAc CH3-C-4 

OAc CH3-C-6 

2,06 6H, singuleto 

2,09 3H, singuleto  

3,93 
1H, dupleto de dupletos de dupletos J = 10,2; 4,4; 

2,0 

5,17; 4,38; 

4,15 
H-5 

4,15 1H, dupleto de dupletos, J = 12,5; 2,0 
3,93; 4,15 H-6a; H-6b 

4,38 1H, dupleto de dupletos, J = 12,5; 4,4 

5,17 1H, tripleto, J = 9,8 3,93 H-4 

5,28 1H, tripleto, J = 9,5 - H-2 

5,43 1H, tripleto, J = 9,4 5,17; 5,28 H-3 

5,82 1H, tripleto, J = 9,3 5,28 H-1 

7,32 
2H, multipleto 

- H-6’ 

7,39 - H-5’ 

7,43 1H, dupleto, J = 7,5 7,32 H-7’ 

7,53 1H, dupleto, J = 2,7 - H-2’ 

7,95 1H, singuleto - N=CH 

8,06 1H, dupleto, J = 9,1 5,82 N(3)-H 

8,24 1H, dupleto, J = 7,4 7,39 H-4’ 

8,54 1H, singuleto 7,53 N-H (indole) 

9,06 1H, singuleto - N(2)-H 

Tabela 2.5: Dados de RMN, 1H e COSY, do composto 4.a em CDCl3. 

 Figura 2.6: Estrutura e numeração do composto 4.a. 
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Uma vez que as únicas diferenças entre o composto 4.a e 3.a são a presença do grupo 

heterocíclico e a função imina, as alterações mais notórias nos espetros de RMN foram atribuídas a 

essa fração da molécula.  

O sinal do carbono no grupo tiocarbonilo foi imediatamente identificado devido ao seu elevado 

valor de desvio químico a  178,37 ppm, confirmando que a tiossemicarbazona foi obtida na forma 

tiona não tendo, portanto, ocorrido tautomerização tiona-tiol. Os protões N(2)-H e N(3)-H foram 

identificados de forma análoga à do composto 3.a.  No espetro de HMBC, a correlação do protão N(2)-

H com o sinal a  140,57 ppm permite atribuir este sinal ao carbono imínico (N=CH), cujo protão 

aparece a  7,95 ppm, de acordo com o espetro de HSQC. Ambos os valores de desvio químico deste 

grupo funcional estão concordantes com o reportado na literatura.29 Como se observa na Figura 2.7, o 

singuleto a  7,95 ppm correlaciona-se em HMBC, com os sinais de carbono a  112,15 (C), 124,40 

(C) e 129,66 (CH) ppm, sendo este último sinal atribuído a C-2’, cujo protão aparece a  7,53 ppm.29 

Os sinais a  112,15 ppm e 124,40 ppm são referentes aos carbonos C-3’ e C-3’a, respetivamente, 

encontrando-se de acordo com os valores encontrados na literatura.118 O último sinal de carbono 

quaternário -  136,99 ppm - será consequentemente referente a C-7’a.  

 

δ 13C (ppm) Tipo de carbono HSQC HMBC Atribuição 

178,37 C - 9,06 C=S 

171,00 C - 2,09; 2,04 OAc C-2 

OAc C-3 

OAc C-4 

OAc C-6 

170,95 C - 2,09 

170,18 C - 2,06 

169,89 C - 2,06 

140,57 CH 7,95 9,06 N=CH 

136,99 C .- 7,32; 7,53; 8,24 C-7’a 

129,66 CH 7,53 7,95 C-2’ 

124,40 C - 7,53; 7,95 C-3’a 

124,30 CH 7,32 7,39; 7,43; 8,24 C-6’ 

122,54 CH 8,24 7,32 C-4’ 

122,34 CH 7,39 7,43 C-5’ 

112,15 C - 7,53; 7,95 C-3’ 

111,61 CH 7,43 7,39 C-7’ 

82,62 CH 5,82 5,28 C-1 

73,72 CH 3,93 - C-5 

73,16 CH 5,43 5,28 C-3 

70,47 CH 5,28 5,43 C-2 

68,61 CH 5,17 4,15; 5,43 C-4 

61,87 CH2 4,15; 4,38 - C-6 

21,03 CH3 

2,04; 2,06; 2,09 

- OAc CH3-C-2 

OAc CH3-C-3 

OAc CH3-C-4 

OAc CH3-C-6 

20,91 CH3 - 

20,86 CH3 - 

Tabela 2.6: Dados de RMN, 13C-APT, HSQC e HMBC, do composto 4.a em CDCl3. 



33 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os sinais de protão presentes no anel heteroaromático, foram atribuídos de acordo com as 

correlações COSY entre H-4’ e H-5’; H-6’ e H-7’, e HMBC entre o carbono quaternário C-7’a e o protão 

H-6’, como está apresentado na Figura 2.8. Pelas correlações em HSQC, identificam-se C-7’, C-5’, C-

4’ e C-6’ a  111,61, 122,34, 122,54 e 124,30 ppm, respetivamente. Por último, o sinal a  8,54 ppm 

atribui-se ao protão diretamente ligado ao átomo de azoto no grupo indolilo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 2.7: Algumas correlações observadas no espetro de HMBC do composto 4.a. 

 

Figura 2.8: Algumas correlações observadas nos espetros de COSY e HMBC do composto 4.a. 
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2.1.4. Caracterização da indole-2-carboxaldeído N-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-β-D-glucopiranosil) 

tiossemicarbazona (4.b) 

À semelhança do composto 4.a, a indole-2-carboxaldeído N-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-β-D-

glucopiranosil) tiossemicarbazona 4.b foi sintetizada de acordo com o procedimento geral descrito no 

ponto 3.3.3. O composto foi obtido com um rendimento de 70,4%. Na Figura 2.9 apresenta-se a 

estrutura numerada do composto 4.b, para posterior caracterização espetroscópica.  

O composto 4.b foi igualmente caracterizado pelas mesmas técnicas espetroscópicas utilizadas 

para o composto 4.a, de IV, RMN 1H, 13C-APT, COSY, HSQC e HMBC e ESI-HRMS. A análise dos 

espetros de RMN em CDCl3 permitiu atribuir os sinais de RMN 1H e 13C-APT, Tabela 2.7 e Tabela 2.8, 

estando os espetros apresentados no Apêndice 4 (Figura 6.18 – Figura 6.23). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
3 Deveria ser um dupleto de dupletos  

δ 1H (ppm) 
Integração [H], multiplicidade (m), constante de 

acoplamento J (Hz) 
COSY Atribuição 

2,07 9H, multipleto 

- 

OAc CH3-C-2 

OAc CH3-C-3 

OAc CH3-C-4 

OAc CH3-C-6 
2,10 3H, singuleto 

3,93 1H, dupleto de dupleto de dupletos, J = 10,1; 4,4; 2,0 - H-5 

4,16 1H, dupleto3, J = 12,1 
3,93 H-6a; H-6b 

4,39 1H, dupleto de dupletos, J = 12,4; 4,3 

5,15 1H, tripleto, J = 9,8 3,93 H-4 

5,21 1H, tripleto, J = 9,7 - H-2 

5,44 1H, tripleto, J = 9,5 5,15 H-3 

5,50 1H, tripleto 5,21 H-1 

6,80 1H, singuleto - H-3’ 

7,11 1H, tripleto, J = 7,5 - H-5’ 

7,28 1H, multipleto 7,11 H-6’ 

7,41 1H, dupleto, J = 8,2  7,28 H-7’ 

7,62 1H, dupleto, J = 7,9 7,11 H-4’ 

7,85 1H, singuleto alargado - N=CH 

8,64 1H, dupleto, J = 7,6 5,51 N(3)-H 

9,68 1H, singuleto - N-H (indole) 

10,18 1H, singuleto - N(2)-H 

Tabela 2.7: Dados de RMN, 1H e COSY, do composto 4.b em CDCl3. 

Figura 2.9: Estrutura e numeração do composto 4.b. 
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A única diferença entre os compostos 4.a e 4.b é a posição da ligação do grupo indolilo à função 

tiossemicarbazona, que no composto 4.b se encontra na posição 2, pelo que as principais diferenças  

nos desvios químicos dos espetros de RMN se encontram nos átomos do heterociclo.  

Como representado na Figura 2.10, os sinais a  7,85 ppm e  134,77 ppm, acoplam em HMBC, 

com  132,23 ppm e  6,80 ppm, respetivamente, sendo possível atribuir-se inequivocamente, o 

carbono quaternário C-2’ a  132,23 ppm e H-3’ a  6,80 ppm, que se correlaciona em HSQC com o 

sinal a  109,22 ppm. 

 

 

 

 

 

δ 13C (ppm) Tipo de carbono HSQC HMBC Atribuição 

179,00 C - 5,50; 10,18 C=S 

173,28 C - 2,07; 5,21 OAc C-2 

171,02 C - 2,10; 4,16; 4,39 OAc C-6 

170,12 C - 2,07; 5,44 OAc C-3 

169,91 C - 2,07; 5,15 OAc C-4 

137,92 C - 
6,80; 7,28; 

7,62; 9,68  
C-7’a 

134,77 CH 7,85 6,80; 10,18 N=CH 

132,23 C - 6,80; 7,85; 9,68 C-2’ 

128,32 C - 
6,80; 7,11; 

7,41; 9,68 
C-3’a 

125,10 CH 7,28 7,62 C-6’ 

121,84 CH 7,62 7,28 C-4’ 

120,62 CH 7,11 7,41 C-5’ 

111,57 CH 7,41 7,11 C-7’ 

109,22 CH 6,80 7,62; 9,68 C-3’ 

82,50 CH 5,50 5,21; 8,64 C-1 

73,58 CH 3,93 5,15; 4,16 C-5 

72,51 CH 5,44 5,21 C-3 

71,44 CH 5,21 5,44; 8,64 C-2 

68,71 CH 5,15 4,16; 5,44 C-4 

61,83 CH2 4,16; 4,39 5,15 C-6 

21,31 CH3 

2,07; 2,10 

- OAc CH3-C-2 

OAc CH3-C-3 

OAc CH3-C-4 

OAc CH3-C-6 

21,04 CH3 - 

20,88 CH3 - 

20,86 CH3 - 

Tabela 2.8: Dados de RMN, 13C-APT, HSQC e HMBC, do composto 4.b em CDCl3. 

Figura 2.10: Algumas correlações observadas no espetro de HMBC do composto 4.b. 
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 De acordo com a Figura 2.11, o sinal a  109,22 ppm (C-3’), corelaciona-se em HMBC, apenas 

com o protão H-4’, que deverá portanto corresponder ao sinal a  7,62 ppm. Os sinais a  7,62 e 7,41 

ppm (H-7’) correlacionam-se em COSY com os sinais a  7,11 e 7,28 ppm, respetivamente, que se 

identificam como H-5’ e H-6’. Os carbonos quaternários a  137,92 e 128,32 ppm correspondem a C-

7’a e C-3’a. Esta atribuição foi efetuada pela existência de duas correlações-chave em HMBC, entre o 

protão H-6’ e C-7’a, bem como H-5’ e C-3’a. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O sinal a  9,68 ppm atribui-se ao protão diretamente ligado ao átomo de azoto no grupo indolilo.  

No conjunto dos derivados de glicosil tiossemicarbazona selecionou-se o composto 4.b para a 

identificação da geometria da dupla ligação C=N, com recurso à experiência de NOESY, Apêndice 4 - 

Figura 6.23, utilizando CDCl3 como solvente. De acordo com as correlações apresentadas na Figura 

2.12, verifica-se que o isómero predominante é o E, devido à correlação entre o protão imínico (N=CH) 

e o protão em N(2)-H.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 2.11: Algumas correlações observadas nos espetros de COSY e HMBC do composto 4.b. 

Figura 2.12: Correlações NOESY observadas para o composto 4.b. 
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2.1.5. Caracterização da 2-benzofurano carboxaldeído N-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-β-D-

glucopiranosil) tiossemicarbazona (4.c) 

A síntese do composto 4.c, Figura 2.13, foi realizada segundo o mesmo procedimento dos 

compostos anteriores, tendo-se obtido o produto com um rendimento de 46,8%. 

 O composto 4.c foi igualmente caracterizado pelas mesmas técnicas espetroscópicas 

utilizadas para os compostos anteriores, de IV, RMN 1H, 13C-APT, COSY, HSQC e HMBC e ESI-HRMS, 

sendo a identificação dos sinais de protão e carbono efetuada de forma análoga ao composto 4.b. Na 

Tabela 2.9 e Tabela 2.10 estão apresentadas as atribuições dos sinais de RMN 1H e 13C-APT em 

CDCl3, respetivamente, estando os espetros reunidos no Apêndice 5 (Figura 6.26 – Figura 6.30). Foi 

também efetuada a caracterização em DMSO-d6, estando a atribuição dos sinais e os espetros 

correspondentes no ponto 3.3.3.3 e no Apêndice 5 (Figura 6.31 – Figura 6.35), respetivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 2.9: Dados de RMN, 1H e COSY, do composto 4.c em CDCl3. 

δ 1H (ppm) 
Integração [H], multiplicidade (m), constante de 

acoplamento J (Hz) 
COSY Atribuição 

2,04 6H, singuleto  

- 

OAc CH3-C-3 

OAc CH3-C-4 

OAc CH3-C-6 

OAc CH3-C-2 

2,05 3H, singuleto  

2,10 3H, singuleto  

3,92 1H, dupleto de dupleto de dupletos, J = 10,2, 4,4, 2,0 - H-5 

4,14 1H, dupleto de dupletos alargado, J = 12,4; 2,0 3,92 
H-6a; H-6b 

4,38 1H, dupleto de dupletos, J = 12,5; 4,4 3,92; 4,14 

5,16 1H, tripleto, J = 9,7 3,92 H-4 

5,21 1H, tripleto, J = 9,6 - H-2 

5,41 1H, tripleto, J = 9,5 5,16; 5,21 H-3 

5,81 1H, tripleto, J = 9,2 5,21 H-1 

7,19 1H, singuleto  - H-3’ 

7,28 1H, tripleto, J = 7,3 - H-5’ 

7,39 1H, tripleto de dupletos - H-6’ 

7,55 1H, dupleto, J = 8,3 7,39 H-7’ 

7,63  1H, dupleto, J = 7,6 7,28 H-4’ 

7,77 1H, singuleto - N=CH 

8,25 1H, dupleto, J = 9,0 5,81 N(3)-H 

9,54 1H, singuleto - N(2)-H 

 Figura 2.13: Estrutura numerada do composto 4.c. 
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A atribuição dos sinais de RMN 1H em CDCl3 foi feita com base num espetro adquirido 

imediatamente a seguir à preparação da amostra, Apêndice 5 (Figura 6.26). Constatou-se que, após o 

composto 4.c estar em solução durante cerca de vinte minutos, o espetro de RMN 1H  apresentava 

mais sinais de protão do que seria esperado, havendo uma duplicação de praticamente todos os sinais, 

bem como o aparecimento de um singuleto a  11,01 ppm (Apêndice 5 – Figura 6.31 e 6.32). Ao fim 

de 9 horas repetiu-se a experiência de RMN 1H da mesma amostra e observou-se um aumento de 

intensidade de todos os sinais duplicados do espetro, bem como do sinal a  11,01 ppm (Apêndice 5 

– Figura 6.32). Estas diferenças observadas nos três espetros de RMN 1H ao longo do tempo são 

indicativas de que o composto 4.c, em solução de CDCl3, sofre um processo de transformação 

tautomeria tiona-tiol. Este equilíbrio encontra-se apresentado na Figura 2.14, onde é também possível 

verificar a possibilidade de existência de confórmeros, mantendo a configuração E na dupla ligação 

C=N.50 O aparecimento de um sinal de protão a campo baixo,  11,01 ppm119, poderá corresponder ao 

grupo S-H no tiol ZE, cuja estabilização do arranjo estrutural poderá estar associada à formação de 

uma ponte de hidrogénio entre S-H e N1.120,121  

 

 

 

Tabela 2.10: Dados de RMN, 13C-APT, HSQC e HMBC, do composto 4.c em CDCl3. 

δ 13C (ppm) Tipo de carbono HSQC HMBC Atribuição 

179,15 C - 5,81; 9,54 C=S 

170,96 C - 2,05; 4,38 OAc C-6 

170,91 C - 2,10; 5,21 OAc C-2 

170,20 C - 2,04; 5,41 OAc C-3 

169,81 C - 2,04; 5,16 OAc C-4 

155,87 C - 7,19; 7,39; 7,63 C-7’a 

150,10 C - 7,19; 7,77 C-2’ 

133,19 CH 7,77 9,54 N=CH 

128,08 C - 7,19; 7,28; 7,55 C-3’a 

126,79 CH 7,39 7,63 C-6’ 

123,85 CH 7,28 7,55 C-5’ 

122,11 CH 7,63 7,39 C-4’ 

111,94 CH 7,55 7,28 C-7’ 

110,52 CH 7,19 7,63; 7,77 C-3’ 

82,57 CH 5,81 5,21 C-1 

73,90 CH 3,92 4,14; 5,16 C-5 

73,08 CH 5,41 5,16 C-3 

70,82 CH 5,21 5,41 C-2 

68,42 CH 5,16 4,14; 5,41 C-4 

61,84 CH2 4,14; 4,38 3,92; 5,16 C-6 

21,01 CH3 

2,04; 2,05; 2,10 

- OAc CH3-C-2 

OAc CH3-C-3 

OAc CH3-C-4 

OAc CH3-C-6 

20,89 CH3 - 

20,84 CH3 - 
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As frações glicosídica e aromática presentes no composto 3.c, não sofreram alterações 

significativas nos desvios químicos de RMN, em comparação com o composto 3.b, à exceção dos 

carbonos quaternários adjacentes ao heteroátomo endocíclico. 

Comparando os valores de desvio químico 13C relativamente aos carbonos quaternários C-2’ e 

C-7’a, presentes nos compostos 4.b e 4.c, verifica-se que a substituição de um átomo de azoto pelo 

oxigénio provoca o desvio do sinal para campo mais baixo, passando de  132,23 ppm para  150,10 

ppm e  137,92 ppm para  155,87 ppm, respetivamente. Esta diferença de desvio químico poderá ser 

explicada pelo facto dos carbonos C-2’ e C-7’a, em 4.c, possuírem uma densidade eletrónica inferior 

aos do 4.b, devido à maior eletronegatividade do oxigénio comparativamente à do azoto, o que provoca 

um desblindamento significativo do carbono.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 2.14: Possíveis estruturas, relativas aos compostos 4.c, com as diferentes conformações possíveis e o 
equilíbrio tiona-tiol. 
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2.2. Síntese e caracterização de derivados de tiossemicarbazona substituídos 

e não substituídos em N3  

Posteriormente, um dos principais objetivos do presente trabalho foi sintetizar um conjunto de 

derivados de tiossemicarbazona N3 não substituída e N3 substituída com um grupo fenilo e avaliar o 

seu potencial antioxidante e anticancerígeno, na linha celular do carcinoma hepatocelular humano 

Hep-G2, e no cancro da mama hormono-dependente MCF-7.  

Foram sintetizados dez derivados tiossemicarbazonas, cinco dos quais novos (4.h, 4.l, 4.m – 

4.o) que se diferenciam pelo anel heterocíclico e pelo substituinte ligados aos azotos N1 e N3, 

respetivamente.  

A síntese dos derivados de N3 H-tiossemicarbazona (4.f - 4.l) e N3-fenil-tiossemicarbazona (4.m 

- 4.o) foi realizada num único passo reacional, Esquema 2.5, por reação de condensação entre a 

tiossemicarbazida ou N4-fenil-tiossemicarbazida e o aldeído pretendido.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Do ponto de vista mecanístico, a síntese dos compostos 4.f – 4.o dá-se de forma análoga aos 

derivados de glicosil tiossemicarbazonas, como representado no Esquema 2.4.  

Os derivados de N3 H-tiossemicarbazona (4.f – 4.l) e N3-fenil-tiossemicarbazona (4.m – 4.o) 

foram conseguidos com rendimentos compreendidos entre 41,1 - 94,0% e 31,7 - 83,5%, 

respetivamente. Os compostos 4.f, 4.h, 4.l e 4.m foram obtidos com rendimentos mais baixos de 

48,6%, 60,9%, 41,1% e 31,7%, respetivamente. Estes baixos valores de rendimento poderão ser  

explicados pela ausência de ácido acético glacial na reação e, consequentemente o pH da reação 

possivelmente não ser o adequado.  

Todos os derivados de tiossemicarbazona (4.f – 4.o) foram caracterizados recorrendo às 

técnicas de IV, RMN 1H, 13C-APT, COSY, HSQC e HMBC e, no caso de 4.h, 4.m e 4.o por NOESY, e 

(4.f) (E)-2-((1H-indole-3-il)metileno)hidrazinacarbotioamida    R1=H, R2=C8H6N 

(4.g) (E)-2-((1-metil-1H-indole-3-il)metileno)hidrazinacarbotioamida R1=H, R2=C9H8N 

(4.h) (E)-2-((1H-indole-2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida R1=H, R2=C8H6N 

(4.i) (E)-2-((benzofuran-2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida  R1=H, R2=C8H5O 

(4.j) (E)-2-((benzo[b]tiofen-2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida R1=H, R2=C8H5S 

(4.k) (E)-2-((benzo[d]tiazol-2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida R1=H, R2=C7H4NS 

(4.l) (E)-2-((3-metil-1H-indole-2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida R1=H, R2=C9H8N 

(4.m) (E)-2-((1H-indole-2-il)metileno)-N-fenil-hidrazinacarbotioamida    R1=C6H5, R2=C8H6N 

(4.n) (E)-2-((benzo[d]tiazol-2-il)metileno)-N-fenil-hidrazinacarbotioamida    R1=C6H5, R2=C7H4NS 

(4.o) (E)-2-((3-metil-1H-indole-2-il)metileno)-N-fenil-hidrazinacarbotioamida   R1=C6H5, R2=C9H8N 

 Esquema 2.5: Esquema reacional da síntese dos derivados de N3 H-tiossemicarbazona e N3-fenil-
tiossemicarbazona, 4.f-4.o. 

(3.b) R1 = H 
(3.c) R1 = C6H5 

 

(4.f-4.o)  
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também por HRMS. A atribuição dos sinais de protão e carbono das tiossemicarbazonas 4.f, 4.g, 4.i e 

4.j foi confirmada de acordo com o que está descrito na literatura.122,123,124,125,126   

Tendo em conta as semelhanças estruturais entre os compostos sintetizados, a atribuição dos 

sinais iniciou-se pela identificação do protão imínico e dos protões diretamente ligados a átomos de 

azoto, estando os respetivos desvios químicos apresentados na Tabela 2.11.  

 

Nos espetros de RMN 1H é possível constatar que todos os compostos sintetizados, à exceção 

do 4.f, apresentam dois singuletos característicos dos grupos funcionais imina (N=CH) e hidrazona 

(N(2)-H), com desvios químicos compreendidos entre  8,01 – 8,48 ppm e  11,14 – 12,33 ppm, 

respetivamente, a integrar para 1H. O valor destes dois sinais está de acordo com os desvios 

reportados na literatura.47 No composto 4.f, o sinal do protão imínico apresenta-se como um dupleto 

devido, possivelmente, a um acoplamento 4J à distância do tipo alílico. Para os compostos 4.j e 4.l o 

sinal do protão imínico encontra-se sobreposto com um dos protões N(3)-H. Na Tabela 2.11, pode 

ainda verificar-se que, para os compostos 4.f, 4.h, 4.l, 4.m e 4.o, os espetros apresentam um singuleto, 

com desvios químicos entre  11,12 e 11,51 ppm, a integrar para 1H, correspondente ao protão 

diretamente ligado ao átomo de azoto endocíclico. Esta atribuição é confirmada pela correlação em 

HMBC com o carbono quaternário C-2, para 4.h, 4.l, 4.m e 4.o, como é exemplificado na Figura 2.15.  

Os protões (N3)-H da função tioamida em 4.f – 4.l foram atribuídos através da correlação em 

HMBC com o carbono quaternário do tiocarbonilo e, das correlações COSY (Figura 2.15). Estes dois 

protões aparecem como dois singuletos com desvios químicos compreendidos entre  7,41 e 8,62 

ppm, sendo, portanto, magneticamente não-equivalentes. Este facto deve-se à deslocalização 

eletrónica nas tioamidas, que confere à ligação C-N um caráter parcial de ligação dupla, fazendo com 

que a rotação da ligação seja restrita e, se for suficientemente lenta, provoque o surgimento de dois 

sinais distintos de protão no espetro de RMN.127,128,129 

Tabela 2.11: Comparação dos dados de RMN 1H, em DMSO-d6, dos N(3)-H, N(2)-H e protão imínico, nos 
compostos 4.f-4.o. 

  δ 1H (ppm) 

 
Composto N(3)-H N(2)-H 

N-H 

(endocíclico) 
N=CH 

R1 = H 

R2 = Grupo 

heteroaromático 

ligado na posição 3  

4.f   7,41; 8,03 11,60 11,18 8,30 

4.g 7,41; 8,00 11,14 - 8,27 

R1 = H 

R2 = Grupo 

heteroaromático 

ligado na posição 2 

4.h  8,19; 8,34 11,59 11,42 8,01 

4.i 7,80; 8,36 11,66 - 8,10 

4.j 7,62; 8,34 11,64 - 8,36 

4.k 8,00; 8,62 11,96 - 8,36 

4.l 8,18; 8,31 11,49 11,12 8,18 

R1 = C6H5 

R2 = Grupo 

heteroaromático 

ligado na posição 2 

4.m 10,19 11,98 11,51 8,14 

4.n 10,23 12,33 - 8,48 

4.o 10,20 11,91 11,25 8,32 
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Verifica-se ainda na Tabela 2.11, que o desvio químico do protão imínico nos compostos 4.j, 4.k 

e 4.n está ligeiramente menos blindado, sendo o sinal desviado para campo mais baixo, 

comparativamente com o sinal de N=CH nos restantes compostos. Este fenómeno pode ser explicado 

pelo facto destes protões possuírem baixas densidades eletrónicas, devido ao efeito eletronegativo 

induzido pelos átomos de azoto e enxofre, presentes no anel heteroaromático,  

Após a atribuição dos protões anteriores prosseguiu-se com a identificação dos protões do grupo 

heterocíclico (H-4; H-5; H-6 e H-7), cujos desvio químicos se encontram reunidos na Tabela 2.12.  

 

A identificação dos protões H-2 e H-3 foi possível através da correlação em HMBC com o 

carbono imínico (atribuído através da correlação em HQSC com o protão correspondente), como é 

exemplificado na Figura 2.16, para os compostos 4.f e 4.h. Os sinais correspondentes aos protões H-

2 e H-3 apresentam-se como um singuleto, com desvios químicos compreendidos entre  7,79 – 7,81 

ppm e  6,77 – 7,76 ppm, respetivamente, cada um a integrar para 1H. 

 

 

 

  δ 1H (ppm) 

 Composto H-2 H-3 H-4 H-5 H-6 H-7 N-CH3 H-8 

R1 = H 

R2 = Grupo  

heteroaromático 

ligado na 

posição 3 

4.f 7,81 - 8,22 7,12 7,19 7,42 - - 

4.g 7,79 

- 

8,23 7,17 7,26 7,48 3,80 

- 

R1 = H 

R2 = Grupo  

heteroaromático 

ligado na 

posição 2 

4.h - 6,77 7,54 7,00 7,17 7,35 - - 

4.i - 7,40 7,69 7,28 7,38 7,59 - - 

4.j - 7,76 7,83 7,38 7,39 7,93 - - 

4.k - - 8,01 7,54 7,48 8,11 - - 

4.l - - 7,52 6,99 7,17 7,30 - 2,31 

R1 = C6H5 

R2 = Grupo  

heteroaromático 

ligado na 

posição 2 

4.m - 6,86 7,58 7,03 7,20 7,40 - - 

4.n - - 8,03 7,54 7,49 8,13 - - 

4.o - 
- 

7,56 7,02 7,21 7,36 - 2,36 

Tabela 2.12: Comparação dos dados de RMN 1H, em DMSO-d6, do anel heterocíclico dos compostos 4.f-4.o. 

 Figura 2.15: Correlações de COSY e HMBC, do composto 4.h, relativas a N(3)-H e N-H (endocíclico). 
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Quando se insere um grupo metilo no anel heterocíclico, o aparecimento de um singuleto, com 

desvios químicos compreendidos entre  2,31 – 3,80 ppm, cada um a integrar para 3H, evidencia este 

tipo de substituição nos compostos 4.g, 4.l e 4.o. Para além disso, na Tabela 2.12, verifica-se que o 

sinal de protão do grupo metilo no composto 4.g, apresenta um ligeiro desvio para campo mais baixo, 

em comparação nos compostos 4.l e 4.o, o que poderá ser explicado pelo facto do grupo metilo, em 

4.g, estar diretamente ligado a um azoto. 

Os  restantes sinais de protão no grupo heterocíclico (H-4; H-5; H-6; H-7) variam entre  6,99 e 

8,23 ppm que, segundo a literatura, são característicos da zona heteroaromática.130 A identificação 

destes protões foi corroborada através das correlações em HMBC, entre o carbono C-3 e um dos 

dupletos no anel (H-4) e, em COSY nos quais se verificou a existência de correlações entre os protões 

H-4 e H-5, bem como, H-7 e H-6, como é apresentado Figura 2.17, para os compostos 4.f e 4.h, a 

título de exemplo.  

 

 

 

 

 

O sinal de carbono quaternário do tiocarbonilo foi imediatamente identificado em todos os 

compostos, devido ao seu elevado valor de desvio químico, o que era esperado desta função química. 

A presença deste sinal confirma assim, a existência dos compostos na forma de tiona e, portanto, não 

ocorreu a tautomerização para a forma tiol. 

Igualmente, a análise dos espetros de HMBC, permitiu proceder à atribuição dos sinais dos 

carbonos quaternários C-7a, C-3a, C-2 (4.h, 4.i, 4.j, 4.k, 4.l, 4.m, 4.n e 4.o) e C-3 (4.f, 4.g, 4.l e 4.o), 

cujos desvios químicos se encontram na Tabela 2.13. Os carbonos quaternários C-7a e C-3a, 

presentes em todos os compostos, podem ser identificados através das correlações em HMBC com 

H-6 e H-5, respetivamente (Figura 2.18); os sinais correspondentes aos carbonos C-2 e C-3 podem 

ser atribuídos, por apresentarem uma correlação em HMBC, com o protão do grupo imina (Figura 

2.18). 

 

Figura 2.16: Correlações de HMBC dos compostos 4.f e 4.h relativas aos protões H-2 e H-3, respetivamente. 

 

Figura 2.17: Correlações de COSY e HMBC dos compostos 4.f e 4.h relativas à zona heteroaromática. 
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De acordo com a tabela anterior, é possível verificar que a variação do heteroátomo no anel 

aromático faz com que os desvios químicos de 13C, associados aos carbonos quaternários também 

variem. Os carbonos C-7a (4.i), C-3a (4.k e 4.n) e C-2 (4.i, 4.k e 4.n), em comparação com os restantes 

compostos, sofreram um desblidamento significativo e, consequentemente um desvio do respetivo 

sinal de 13C para campo mais baixo, aparecendo a  154,67, 153,14, 151,27, 164,65 e 164,49 ppm, 

respetivamente. Este fenómeno poderá ser explicado pelo facto destes carbonos possuírem baixas 

densidades eletrónicas devido ao efeito de eletronegatividade induzido pelos heteroátomos, efeito esse 

que provoca um desvio para campo mais baixo dos sinais carbonos adjacentes. É de salientar que o 

desvio químico do carbono quaternário C-2, em 4.k e 4.n, é ligeiramente superior devido à presença 

de dois átomos eletronegativos, azoto e enxofre, no anel heteroaromático. 

Por último, a atribuição dos sinais correspondentes da zona aromática nos derivados de N3-

fenil-tiossemicarbazona (4.m – 4.o), foi conseguida através das correlações apresentadas na Figura 

2.19, tendo como exemplo o composto 4.o. 

 

 
4 A numeração da zona heteroaromática nos compostos 4.k e 4.n foi efetuada de forma distinta dos  

restantes compostos. 

Tabela 2.13: Comparação dos dados de RMN 13C, em DMSO-d6, dos carbonos quaternários presentes no anel 
heterocíclico dos compostos 4.f-4.o. 

  δ 13C (ppm) 

 Composto C=S C-7a C-3a C-2 C-3 

R1 = H 

R2 = Grupo heteroaromático ligado 

na posição 3 

4.f 176,46 137,03 123,95 - 111,12 

4.g 176,47 137,55 124,32 - 110,12 

R1 = H 

R2 = Grupo heteroaromático ligado 

na posição 2 

4.h 177,91 137,13 127,97 133,84 - 

4.i 178,05 154,67 127,92 151,27 - 

4.j 177,79 139,39; 139,33 139,17 - 

4.k4 178,36 134,24 153,14 164,65 - 

4.l 177,68 136,76 128,50 130,04 114,25 

R1 = C6H5 

R2 = Grupo heteroaromático ligado 

na posição 2 

4.m 175,63 137,22 128,05 133,55 - 

4.n4 176,41 134,40 153,14 164,49 - 

4.o 175,34 136,85 128,54 129,81 115,14 

Figura 2.18: Correlações de HMBC, dos compostos 4.f e 4.h, para a identificação dos carbonos quaternários, 
presentes no anel heterocíclico. 
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A identificação dos sinais de carbono C-2’ e C-1’ foi conseguida através da correlação em HMBC 

com o protão N(3)-H, como é exemplificado na Figura 2.19. Os restantes sinais de protão do anel 

aromático foram atribuídos pelas correlações COSY entre H-2’ e H-3’, e H-3’e H-4’, encontrando-se 

concordantes com os valores descritos na literatura130, para protões de anéis benzénicos sem 

substituições no anel, entre  7,24 – 7,64 ppm.  

Os compostos 4.h, 4.m e 4.o foram selecionados para a identificação da geometria da dupla 

ligação C=N, por NOESY, utilizando DMSO-d6 como solvente (Apêndice 8 – Figura 6.57 e Apêndice 

13 – Figura 6.91, Apêndice 15 – Figura 6.106, respetivamente). De acordo com as correlações 

apresentadas na Figura 2.20, verifica-se que o isómero predominante é o E, devido à presença das 

correlações entre o protão imínico (N=CH) e o protão em N(2)-H. Nas tiossemicarbazonas já 

sintetizadas anteriormente no grupo de investigação, verificou-se igualmente a predominância do 

isómero E.131 Foi ainda possível verificar que os compostos 4.m e 4.o apresentam uma conformação 

trans entre a posição do átomo de enxofre e o azoto da função imina, devido à presença de uma 

correlação entre o protão diretamente ligado ao átomo de azoto endocíclico e o protão N(3)-H. Esta 

conformação será igualmente expectável no composto 4.n. 

 

 

 

 

 

De seguida apresentam-se as tabelas referentes às atribuições dos sinais nos espetros de RMN 

compostos 4.f – 4.o.  

  

 

Figura 2.20: Correlações NOESY observadas para os compostos 4.h, 4.m e 4.o. 

 

Figura 2.19: Correlações de COSY e HMBC do composto 4.o relativas ao anel aromático. 
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Na Figura 2.21 apresenta-se a estrutura numerada do composto 4.f e nas Tabelas 2.14 e 2.15 

apresentam-se os dados obtidos nos espetros 1D e 2D de RMN. Os espetros estão apresentados no 

Apêndice 6 (Figura 6.40 – Figura 6.44). 

 

 

 

 

 

 

 

  

 
5 Não é possível retirar o valor de J. 

δ 1H (ppm) 
Integração [H], multiplicidade (m), constante de 

acoplamento J (Hz) 
COSY Atribuição 

7,12 1H, tripleto - H-5 

7,19 1H, tripleto de dupletos5  - H-6 

7,41 1H, singuleto - N(3)-H 

7,42 1H, dupleto, J = 7,9 7,19 H-7 

7,81 1H, singuleto - H-2 

8,03 1H, singuleto 7,41 N(3)-H 

8,22 1H, dupleto,  J = 7,7 7,12 H-4 

8,30 1H, dupleto,  J = 1,5 - N=CH 

11,18 1H, singuleto - N-H (indole) 

11,60 1H, singuleto - N(2)-H 

Tabela 2.14: Dados de RMN, 1H e COSY, da (E)-2-((1H-indole-3-il)metileno)hidrazinacarbotioamida (4.f), em 
DMSO-d6. 

δ 13C (ppm) Tipo de carbono HSQC HMBC Atribuição 

176,46 C - 7,41; 8,03 C=S 

140,81 CH 8,30 7,81 N=CH 

137,03 C - 7,19; 7,81; 8,22 C-7a 

131,00 CH 7,81 8,30 C-2 

123,95 C - 
7,12; 7,42; 7,81; 

8,22 
C-3a 

122,63 CH 7,19 8,22 C-6 

122,17 CH 8,22 7,19 C-4 

120,62 CH 7,12 7,42 C-5 

111,74 CH 7,42 7,12; 7,19 C-7 

111,12 C - 7,81; 8,22; 8,30 C-3 

Tabela 2.15: Dados de RMN, 13C-APT, HSQC e HMBC, da (E)-2-((1H-indole-3-il)metileno)hidrazinacarbotioamida 
(4.f), em DMSO-d6. 

Figura 2.21: Estrutura numerada da (E)-2-((1H-indole-3-il)metileno)hidrazinacarbotioamida (4.f). 
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Na Figura 2.22 apresenta-se a estrutura e respetiva numeração do composto 4.g. A análise dos 

espetros 1D e 2D de RMN permitiu atribuir os desvios químicos reunidos nas Tabelas 2.16 e 2.17. No 

Apêndice 7 (Figura 6.46 – Figura 6.50) estão apresentados os espetros de RMN deste composto.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Tabela 2.16: Dados de RMN, 1H e COSY, da (E)-2-((1-metil-1H-indole-3-il)metileno)hidrazinacarbotioamida (4.g), 
em DMSO-d6. 

δ 1H (ppm) 
Integração [H], multiplicidade (m), constante de 

acoplamento J (Hz) 
COSY Atribuição 

3,80 3H, singuleto  - N-CH3 

7,17 1H, tripleto de dupletos5  - H-5 

7,26 1H, tripleto de dupletos5 - H-6 

7,41 1H, singuleto - N(3)-H 

7,48 1H, dupleto, J = 8,1  7,26 H-7 

7,79 1H, singuleto - H-2 

8,00 1H, singuleto 7,41 N(3)-H 

8,23 1H, dupleto, J = 7,9 7,17 H-4 

8,27 1H, singuleto  - N=CH 

11,14 1H, singuleto - N(2)-H 

Tabela 2.17: Dados de RMN, 13C-APT, HSQC e HMBC, da (E)-2-((1-metil-1H-indole-3-
il)metileno)hidrazinacarbotioamida (4.g), em DMSO-d6. 

δ 13C (ppm) Tipo de carbono HSQC HMBC Atribuição 

176,47 C - 11,14 C=S 

140,33 CH 8,27 7,79 N=CH 

137,55 C - 3,80; 7,26; 7,79; 8,23 C-7a 

134,62 CH 7,79 3,80; 8,27 C-2 

124,32 C - 7,17; 7,48; 7,79; 8,27 C-3a 

122,70 CH 8,23 7,26 C-4 

122,32 CH 7,26 8,23 C-6 

120,86 CH 7,17 7,48 C-5 

110,12 C - 7,79; 8,27 C-3 

110,10 CH 7,48 7,17; 7,26 C-7 

32,80 CH3 3,80 7,79 N-CH3 

Figura 2.22: Estrutura numerada da (E)-2-((1-metil-1H-indole-3-il)metileno)hidrazinacarbotioamida (4.g). 
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A estrutura numerada do composto 4.h, encontra-se apresentada na Figura 2.23 e nas Tabela 

2.18 e 2.19, os dados obtidos dos espetros de 1D e 2D de RMN. Os espetros estão reunidos no 

Apêndice 8 (Figura 6.52 – Figura 6.57). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Tabela 2.18: Dados de RMN, 1H e COSY, da (E)-2-((1H-indole-2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida (4.h), em 
DMSO-d6. 

δ 1H (ppm) 
Integração [H], multiplicidade (m), constante de 

acoplamento J (Hz) 
COSY Atribuição 

6,77 1H, singuleto  - H-3 

7,00 1H, tripleto, J = 7,4 - H-5 

7,17 1H, tripleto5 7,00 H-6 

7,35 1H, dupleto, J = 8,2 7,17 H-7 

7,54 1H, dupleto, J = 8,0 7,00 H-4 

8,01 1H, singuleto  - N=CH 

8,19 1H, singuleto - N(3)-H 

8,34 1H, singuleto 8,19 N(3)-H 

11,42 1H, singuleto - 
N-H 

(indole) 

11,59 1H, singuleto  - N(2)-H 

Tabela 2.19: Dados de RMN, 13C-APT, HSQC e HMBC, da (E)-2-((1H-indole-2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida 
(4.h), em DMSO-d6. 

δ 13C (ppm) Tipo de carbono HSQC HMBC Atribuição 

177,91 C - 8,19; 8,34 C=S 

137,13 C - 6,77; 7,17; 7,54; 11,42 C-7a 

133,84 C - 6,77; 8,01; 11,42 C-2 

133,15 CH 8,01 6,77 N=CH 

127,97 C - 
6,77; 7,00; 7,35; 7,54; 

11,42 
C-3a 

123,50 CH 7,17 7,00; 7,54 C-6 

120,93 CH 7,54 7,17 C-4 

119,47 CH 7,00 7,35 C-5 

111,11 CH 7,35 7,00; 7,17; 7,54 C-7 

106,06 CH 6,77 7,00; 7,54; 11,42 C-3 

Figura 2.23: Estrutura e numeração da (E)-2-((1H-indole-2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida (4.h). 
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A Figura 2.24 representa a estrutura numerada do composto 4.i. O dados dos espetros de RMN 

1D e 2D estão inseridos nas Tabelas 2.20 e 2.21, que permitiu atribuir os sinais de cada espécie, 

estando os espetros apresentados no Apêndice 9 (Figura 6.60 – Figura 6.64).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Tabela 2.20: Dados de RMN, 1H e COSY, da (E)-2-((benzofuran-2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida (4.i), em 
DMSO-d6. 

δ 1H (ppm) 
Integração [H], multiplicidade (m), constante de 

acoplamento J (Hz) 
COSY Atribuição 

7,28 1H, tripleto5 - H-5 

7,38 1H, multipleto 7,28 H-6 

7,40 1H, singuleto - H-3 

7,59 1H, dupleto, J = 8,2 7,38 H-7 

7,69 1H, dupleto, J = 7,8 7,28 H-4 

7,80 1H, singuleto  - N(3)-H 

8,10 1H, singuleto  - N=CH 

8,36 1H, singuleto  7,80 N(3)-H 

11,66 1H, singuleto  - N(2)-H 

Tabela 2.21: Dados de RMN, 13C-APT, HSQC e HMBC, da (E)-2-((benzofuran-2-il)metileno) 
hidrazinacarbotioamida (4.i), em DMSO-d6. 

δ 13C (ppm) Tipo de carbono HSQC HMBC Atribuição 

178,05 C - - C=S 

154,67 C - 7,40; 7,38; 7,59; 7,69 C-7a 

151,27 C - 7,40; 8,10 C-2 

132,23 CH 8,10 7,40 N=CH 

127,92 C - 7,28; 7,40; 7,59 C-3a 

126,04 CH 7,38 7,69 C-6 

123,60 CH 7,28 7,59 C-5 

121,85 CH 7,69 7,38 C-4 

111,37 CH 7,59 7,28 C-7 

109,18 CH 7,40 7,69; 8,10 C-3 

Figura 2.24: Estrutura numerada da (E)-2-((benzofuran-2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida (4.i). 
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Na Figura 2.25 apresenta-se a estrutura numerada composto 4.j. A análise dos espetros de RMN 

1D e 2D, permitiu a atribuição dos respetivos desvios químicos, Tabela 2.22 e Tabela 2.23. Os espetros 

estão apresentados no Apêndice 10 (Figura 6.67 – Figura 6.71). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Tabela 2.22: Dados de RMN, 1H e COSY, da (E)-2-((benzo[b]tiofen-2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida (4.j), em 
DMSO-d6. 

δ 1H (ppm) 
Integração [H], multiplicidade (m), constante de 

acoplamento J (Hz) 
COSY Atribuição 

7,38 
2H, multipleto 

- H-5 

7,39 - H-6 

7,62 1H, singuleto  - N(3)-H 

7,76 1H, singuleto  - H-3 

7,83 1H, multipleto  7,38 H-4 

7,93 1H, multipleto 7,39 H-7 

8,34 1H, singleto aberto 7,62 N(3)-H  

8,36 1H, singuleto  - N=CH   

11,64 1H, singuleto  - N(2)-H 

δ 13C (ppm) Tipo de carbono HSQC HMBC Atribuição 

177,79 C - - C=S 

139,39 C - 7,83 
C-7a; C-3a 

139,33 C - 7,93 

139,17 C - 7,76 C-2 

137,82 CH 8,36 - N=CH 

127,78 CH 7,76 7,83; 8,36 C-3 

126,02 CH 7,39 7,83 C-6 

124,86 CH 7,38 7,93 C-5 

124,33 CH 7,83 7,38; 7,76 C-4 

122,61 CH 7,93 7,39 C-7 

Tabela 2.23: Dados de RMN, 13C-APT, HSQC e HMBC, da (E)-2-((benzo[b]tiofen-2-il)metileno) 
hidrazinacarbotioamida  (4.j), em DMSO-d6. 

Figura 2.25: Estrutura e numeração da (E)-2-((benzo[b]tiofen-2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida (4.j). 
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A Figura 2.26 apresenta o composto 4.k, devidamente numerado e nas Tabelas 2.24 e 2.25 os 

dados obtidos dos espetros de 1D e 2D de RMN. No Apêndice 11 (Figura 6.73 – Figura 6.77)  estão 

reunidos os espetros de RMN deste composto.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Tabela 2.24: Dados de RMN, 1H e COSY, da (E)-2-((benzo[d]tiazol-2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida  (4.k), em 
DMSO-d6. 

δ 1H (ppm) 
Integração [H], multiplicidade (m), constante de 

acoplamento J (Hz) 
COSY Atribuição 

7,48 1H, multipleto - H-6 

7,54 1H, multipleto - H-5 

8,00 1H, multipleto 8,60 N(3)-H 

8,01 1H, dupleto, J = 7,5 7,54 H-4 

8,11 1H, dupleto, J = 8,0 7,48 H-7 

8,36 1H, singuleto - N=CH 

8,62 1H, singuleto 8,01 N(3)-H 

11,96 1H, singuleto - N(2)-H 

δ 13C (ppm) Tipo de carbono HSQC HMBC Atribuição 

178,36 C - 8,00; 8,62; 11,96  C=S 

164,65 C - 8,36 C-2 

153,14 C - 7,54; 8,11 C-3a 

136,79 CH 8,36 11,96 N=CH 

134,24 C - 7,48; 8,01 C-7a 

126,66 CH 7,54 8,11 C-5 

126,47 CH 7,48 8,01 C-6 

123,15 CH 8,01 7,48 C-4 

122,41 CH 8,11 7,54 C-7 

Tabela 2.25: Dados de RMN, 13C-APT, HSQC e HMBC, da (E)-2-((benzo[d]tiazol-2-
il)metileno)hidrazinacarbotioamida (4.k), em DMSO-d6. 

Figura 2.26: Estrutura numerada da (E)-2-((benzo[d]tiazol-2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida (4.k). 
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Na Figura 2.27 apresenta-se a estrutura e respetiva numeração do composto 4.l. Nas Tabelas 

2.26 e 2.27 estão reunidos os dados obtidos nos espetros de 1D e 2D de RMN, cujos espetros se 

encontram apresentados no Apêndice 12 (Figura 6.79 – Figura 6.83). 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Tabela 2.26: Dados de RMN, 1H e COSY, da (E)-2-((3-metil-1H-indole-2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida (4.l), 
em DMSO-d6. 

δ 1H (ppm) 
Integração [H], multiplicidade (m), constante de 

acoplamento J (Hz) 
COSY Atribuição 

2,31 3H, singuleto  - H-8 

6,99 1H, tripleto, J = 7,5 - H-5 

7,17 1H, tripleto5 6,99 H-6 

7,30 1H, dupleto, J = 8,1 7,17 H-7 

7,52 1H, dupleto, J = 8,0 6,99 H-4 

8,18 2H, singuleto alargado - 
N(3)-H;  

N=CH 

8,31 1H, singuleto  8,18 N(3)-H 

11,12 1H, singuleto  - N-H (indole) 

11,49 1H, singuleto  - N(2)-H 

Tabela 2.27: Dados de RMN, 13C-APT, HSQC e HMBC, da (E)-2-((3-metil-1H-indole-2-il)metileno) 
hidrazinacarbotioamida  (4.l), em DMSO-d6. 

δ 13C (ppm) Tipo de carbono HSQC HMBC Atribuição 

177,68 C - 8,18; 8,31; 11,49 C=S 

136,76 C - 7,17; 7,52; 11,12 C-7a 

131,98 CH 8,18 11,49 N=CH 

130,04 C - 2,31; 8,18; 11,12 C-2 

128,50 C - 
2,31; 6,99; 7,30, 

7,52; 11,12 
C-3a 

123,87 CH 7,17 6,99; 7,52 C-6 

119,23 CH 7,52 7,17 C-4 

118,83 CH 6,99 7,30 C-5 

114,25 C - 2,31; 7,52; 11,12 C-3 

110,87 CH 7,30 6,99; 7,52 C-7 

8,27 CH3 2,31 - C-8 

Figura 2.27: Estrutura e numeração da (E)-2-((3-metil-1H-indole-2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida (4.l). 
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A Figura 2.28 representa o composto 4.m devidamente numerado. A análise dos espetros de 

RMN 1D e 2D, Tabela 2.28 e Tabela 2.29, em DMSO-d6, permitiu atribuir os sinais de cada espécie, 

estando os espetros apresentados no Apêndice 13 (Figura 6.86 – Figura 6.91). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

δ 1H (ppm) 
Integração [H], multiplicidade (m), constante de 

acoplamento J (Hz) 
COSY Atribuição 

6,86 1H, singuleto - H-3 

7,03 1H, tripleto, J = 7,4 7,58; 7,20 H-5 

7,20 1H, tripleto, J = 7,6 7,40; 7,03 H-6 

7,25 1H, tripleto, J = 7,4 7,44 H-4’ 

7,40 1H, dupleto, J = 7,5 7,20 H-7 

7,44 2H, tripleto, J = 7,6 7,61; 7,25 H-3’/ H-5’ 

7,58 1H, dupleto, J = 7,9 7,03 H-4 

7,61 2H, dupleto, J = 7,7 7,44 H-2’/ H-6’ 

8,14 1H, singuleto  - N=CH 

10,19 1H, singuleto  - N(3)-H 

11,51 1H, singuleto  - N-H (indole) 

11,98 1H, singuleto  - N(2)-H 

Tabela 2.28: Dados de RMN, 1H e COSY, da (E)-2-((1H-indole-2-il)metileno)-N-fenil-hidrazinacarbotioamida (4.m), 
em DMSO-d6. 

Tabela 2.29: Dados de RMN, 13C-APT, HSQC e HMBC, da (E)-2-((1H-indole-2-il)metileno)-N-fenil-
hidrazinacarbotioamida  (4.m), em DMSO-d6. 
 

δ 13C (ppm) Tipo de carbono HSQC HMBC Atribuição 

175,63 C - 11,98 C=S 

138,76 C - 7,44; 7,61; 10,19 C-1’ 

137,22 C - 6,86; 7,20; 7,58; 11,51 C-7a 

133,84 CH 8,14 - N=CH 

133,55 C - 6,86; 8,14; 11,51 C-2 

128,31 CH 7,44 7,25; 7,61 C-3’; C-5’ 

128,05 C - 6,86; 7,03; 7,40; 11,51 C-3a 

125,74 CH 7,61 7,25; 10,19 C-2’; C-6’ 

125,58 CH 7,25 7,61 C-4’ 

123,74 CH 7,20 7,58 C-6 

121,05 CH 7,58 7,20 C-4 

119,58 CH 7,03 7,40 C-5 

111,17 CH 7,40 7,03; 7,20 C-7 

106,89 CH 6,86 7,58; 11,51 C-3 

Figura 2.28: Estrutura numerada da (E)-2-((1H-indole-2-il)metileno)-N-fenil-hidrazinacarbotioamida (4.m). 
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Na Figura 2.29 apresenta-se a estrutura e respetiva numeração do composto 4.n. Nas Tabelas 

2.30 e 2.31 estão apresentados os dados obtidos dos espetros de RMN 1D e 2D, reunidos no Apêndice 

14 (Figura 6.94 – Figura 6.98). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Tabela 2.30: Dados de RMN, 1H e COSY, (E)-2-((benzo[d]tiazol-2-il)metileno)-N-fenil-hidrazinacarbotioamida 
(4.n), em DMSO-d6. 

δ 1H (ppm) 
Integração [H], multiplicidade (m), constante 

de acoplamento J (Hz) 
COSY Atribuição 

7,24 1H, tripleto, J = 7,3 - H-4’ 

7,40 2H, tripleto5 7,24 H-3’/ H-5’ 

7,49 1H, tripleto de dupletos5 8,13 H-6 

7,54 1H, tripleto de dupletos5  H-5 

7,58 2H, dupleto, J = 7,6 - H-2’/H-6’;  

8,03 1H, dupleto, J = 8,0 7,54 H-4 

8,13 1H, dupleto, J = 7,6 7,49  H-7 

8,48 1H, singuleto -   N=CH   

10,23 1H, singuleto  - N(3)-H 

12,33 1H, singuleto  - N(2)-H 

Tabela 2.31: Dados de RMN, 13C-APT, HSQC e HMBC, da (E)-2-((benzo[d]tiazol-2-il)metileno)-N-fenil-

hidrazinacarbotioamida  (4.n), em DMSO-d6. 

δ 13C (ppm) Tipo de carbono HSQC HMBC Atribuição 

176,41 C - - C=S 

164,49 C - 8,48 C-2 

153,14 C - 7,54; 8,13 C-3a 

138,86 C - 7,40; 7,58  C-1’ 

134,18 CH 8,48 - N=CH 

134,40 C - 7,49; 8,03 C-7a 

128,28 CH 7,40 7,24;7,58 C-3’/C-5’ 

126,69 CH 7,54 8,13 C-5 

126,52 CH 7,49 8,03 C-6 

125,82 CH 7,57 7,24; 10,23 C-2’/C-6’ 

125,74 CH 7,24 7,40; 7,58 C-4’ 

123,18 CH 8,03 7,49 C-4 

122,44 CH 8,13 7,54 C-7 

Figura 2.29: Estrutura e numeração da (E)-2-((benzo[d]tiazol-2-il)metileno)-N-fenil-hidrazinacarbotioamida (4.n). 
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A Figura 2.30 apresenta a estrutura numerada do composto 4.o. Os dados obtidos nos espetros 

de 1D e 2D de RMN, apresentados no Apêndice 15 (Figura 6.101 – Figura 6.106) , estão reunidos nas 

Tabelas 2.32 e 2.33.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 2.32: Dados de RMN, 1H e COSY, (E)-2-((3-metil-1H-indole-2-il)metileno)-N-fenil-hidrazinacarbotioamida 
(4.o), em DMSO-d6. 

δ 1H (ppm) 
Integração [H], multiplicidade (m), constante de 

acoplamento J (Hz) 
COSY Atribuição 

2,36 3H, singuleto - H-8 

7,02 1H, tripleto, J = 7,5 - H-5 

7,21 1H, tripleto, J = 7,4 7,02; 7,36 H-6 

7,25 1H, tripleto, J = 7,4 - H-4’ 

7,36 1H, dupleto, J = 8,2 7,21 H-7 

7,43 2H, tripleto, J = 7,9 7,25 H-3’/ H-5’ 

7,56 1H, dupleto, J = 7,9 7,02 H-4 

7,64 2H, dupleto, J = 7,9 7,43 H-2’/H-6’ 

8,32 1H, singuleto  -   N=CH   

10,20 1H, singuleto  - N(3)-H 

11,25 1H, singuleto  - N-H (indole) 

11,91 1H, singuleto  - N(2)-H 

Figura 2.30: Estrutura e numeração da (E)-2-((3-metil-1H-indole-2-il)metileno)-N-fenil-hidrazinacarbotioamida 

(4.o). 
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Tabela 2.33: Dados de RMN, 13C-APT, HSQC e HMBC, da (E)-2-((3-metil-1H-indole-2-il)metileno)-N-fenil-
hidrazinacarbotioamida  (4.o), em DMSO-d6. 

δ 13C (ppm) Tipo de carbono HSQC HMBC Atribuição 

175,34 C - 11,91 C=S 

138,84 C - 7,43; 7,64; 10,20 C-1’ 

136,85 C - 7,21; 7,56; 11,25 C-7a 

132,61 CH 8,32 11,91 N=CH 

129,81 C - 2,36; 8,32; 11,25 C-2 

128,54 C - 
2,36; 7,02; 7,36; 

11,25 
C-3a 

128,35 CH 7,43 - C-3’/ C-5’ 

125,68 CH 7,64 7,25; 7,43; 10,20 C-2’/ C-6’ 

125,55 CH 7,25 7,64 C-4’ 

124,14 CH 7,21 7,02; 7,36; 7,56 C-6 

119,37 CH 7,56 7,21 C-4 

118,96 CH 7,02 7,21 C-5 

115,14 C - 
2,36; 7,56; 8,32; 

11,25 
C-3 

110,95 CH 7,36 7,02; 7,56 C-7 

8,33 CH3 2,36 - C-8 
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2.3. Caracterização por espetroscopia de IV dos compostos 4.a - 4.c e 4.f - 4.o  

Os espetros de IV dos compostos 4.a - 4.c (Apêndices 3, 4, 5 – Figuras 6.16, 6.24, 6.38, 

respetivamente) e 4.f - 4.o (Apêndices 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 – Figuras 6.45, 6.51, 6.58, 6.65, 

6.72, 6.78, 6.84, 6.92, 6.99 e 6.107, respetivamente) permitiram a confirmação dos principais grupos 

funcionais presentes nas moléculas. Apresentam-se nas Tabelas 2.34 e 2.35 as frequências de 

vibração dos principais grupos funcionais presentes nos compostos sintetizados, que se encontram 

dentro dos correspondentes valores tabelados.132,133 

Como já foi referido anteriormente os compostos do tipo tiossemicarbazona, em solução podem 

existir como um equilíbrio tautomérico entre as formas tiona e tiol. Em todas as tiossemicarbazonas 

sintetizadas verifica-se a existência de um conjunto de bandas nas regiões 1225 – 1232 cm-1 (4.a – 

4.e), 1095 – 1254 cm-1 (4.f – 4.l) e 1186 – 1200 cm-1 (4.m – 4.o), atribuíveis  às vibrações da ligação 

C=S. Nos espetros de IV, pode-se observar a ausência de bandas entre 2550 a 2600 cm-1 

característica da vibração da ligação S-H e, portanto, pode-se confirmar que, no estado sólido, os 

compostos 4.a – 4.o encontram-se na forma de tiona. 

A presença dos grupos acetilo na fração glicosídica, nos compostos 4.a – 4.c foi também 

confirmada a partir das bandas a 1745 – 1751 cm-1, característica da vibração da ligação C=O (éster). 

 

 

 

 

 

 

  

Tabela 2.34: Principais bandas de absorção de IV para os compostos 4.a, 4.b e 4.c. 

Composto υC=S (cm-1) υC=N (cm-1) υC=O (cm-1) υN-H (cm-1) 

4.a 1228 1614 1749 3413 – 3350 

4.b 1232 1618 1751 3467 – 3261 

4.c 1225 1618 1745 3467 – 3294 

Tabela 2.35: Principais bandas de absorção de IV para os compostos 4.f - 4.o. 

Composto υC=S (cm-1) υC=N (cm-1) υN-H (cm-1) 

4.f 1252 1612 3452; 3330; 3311; 3234 

4.g 1254 1595 3367; 3248; 3221 

4.h 1232 1603 3491; 3280; 3244; 3111 

4.i 1254 1595 3454; 3330; 3307 

4.j 1232 1591 3402; 3276; 3163 

4.k 1120 1620 3400; 3261; 3130  

4.l 1095 1606 3492; 3332; 3275; 3161 

4.m 1200 1604 3346; 3313; 3267 

4.n 1186 1616 3317; 3124 

4.o 1198 1599 3388; 3286; 3151 
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2.4. Determinação da atividade antioxidante: capacidade de redução do radical 

DPPH 

Neste trabalho pretendeu-se estudar a capacidade antioxidante dos compostos sintetizados (4.a 

– 4.o), usando método de captura do radical livre DPPH. O ensaio in vitro do DPPH é um método 

colorimétrico, amplamente usado para avaliar a capacidade antioxidante de um composto, por ser 

considerado um método rápido, simples, reprodutivo e de custo relativamente baixo.29,134  

 O DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazilo) é um radical livre estável, devido à deslocalização do 

eletrão desemparelhado por toda a molécula. Esta deslocalização é responsável pela coloração 

púrpura da molécula, que apresenta um espetro de visível um máximo de absorção ao comprimento 

de onda de 517 nm. Quando o radical DPPH reage com um agente redutor ocorre a formação de uma 

nova ligação, com vista a tornar-se uma molécula diamagnética estável, ocorrendo simultaneamente 

a mudança da coloração púrpura para uma tonalidade amarela.  Esta descoloração é proporcional ao 

número de eletrões que são transferidos (Figura 2.31).135,136,137 Assim sendo, quanto menor for a 

absorvância ao comprimento de onda de 517 nm, maior será a capacidade antioxidante do composto 

em estudo. Esta metodologia, originalmente desenvolvida por Blois em 1958 138, foi posteriormente 

submetida a diversos desenvolvimentos e melhorias, por Brand-Williams, em 1995,139 de modo a 

tornar-se adaptável a cada caso cinético.136  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O ensaio in vitro do DPPH pode ocorrer de acordo com dois mecanismos: transferência de um 

átomo de hidrogénio (HAT) e/ou transferência de um eletrão (ET), Figura 2.32.140 Em ambos os 

mecanismos a cinética da reação e as reações colaterais são distintas. Para além disso, a reação entre 

o DPPH e um composto antioxidante pode dar-se segundo uma combinação entre os mecanismos 

HAT e ET, contudo o mecanismo reacional é determinado pela estrutura, solubilidade e coeficiente de 

partilha do antioxidante, bem como pelo sistema de solventes. A energia de dissociação da ligação e 

o potencial de ionização são dois parâmetros que determinam o mecanismo de reação e o potencial 

antioxidante dos compostos.141,142 A reação por meio de HAT é definida como um mecanismo 

concertado de um protão e de um eletrão numa única etapa cinética, na qual é avaliada a capacidade 

que o radical livre possui, em remover um átomo de hidrogénio do antioxidante, tornando-se num 

radical. A entalpia de dissociação da ligação (BDE) é um parâmetro importante neste mecanismo, visto 

que quanto menor for a BDE do grupo dador de hidrogénio, mais simples será a inativação dos radicais 

Figura 2.31: Esquema geral do ensaio da capacidade de redução do radical DPPH na presença de uma 
amostra com propriedades antioxidantes. Adaptado de 135. 
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livres. No caso da reação ser baseada em ET, o composto antioxidante transfere um eletrão para o 

radical livre, tornando-se num catião radicalar. Neste mecanismo o potencial de ionização (PI) 

associado ao antioxidante é o fator energético a ter em consideração, visto que quanto menor for o PI, 

mais fácil será a transferência do eletrão.143  

 

 

 

 

 

 

 

Os ensaios de redução do radical de DPPH desenvolvidos neste trabalho, permitiram obter uma 

informação preliminar sobre a potencialidade dos compostos sintetizados como antioxidantes, bem 

como tentar identificar as particularidades estruturais que podem influenciar a eficácia antioxidante. 

De acordo com a literatura 29,144, a presença de pelo menos um grupo N-H, pertencente à 

hidrazona ou à função tioamida, pode sofrer uma quebra homolítica e doar um átomo de hidrogénio, 

por meio de um mecanismo HAT, levando à neutralização dos radicais livres. Assim, os derivados de 

tiossemicarbazonas podem tornar-se espécies radicalares e a sua estabilização sucede devido à 

deslocalização do eletrão desemparelhado pelo(s) grupo(s) aromático(s), produzindo híbridos de 

ressonância estáveis. 

Para a determinação da atividade antioxidante de cada composto em estudo, recorreu-se ao 

procedimento descrito no ponto 3.5. Os resultados obtidos foram expressos graficamente, 

correlacionando-se as concentrações das soluções dos compostos com a correspondente 

percentagem de atividade antioxidante, de modo a obter por interpolação o valor de EC50. O valor de 

EC50 é definido como a concentração molar de composto necessária para produzir 50% na absorção, 

correspondendo a uma redução do radical de DPPH. Os valores obtidos de percentagem de atividade 

antioxidante e EC50 são apresentados no Apêndice 16 – Tabela 6.1, como uma média de quatro 

ensaios independentes e o desvio padrão associado às medições, que permitiu construir o gráfico 

apresentado na Figura 2.33. Foram usados como controlos positivos quercetina, rutina e ácido 

ascórbico, antioxidantes disponíveis no mercado, que serviram não só para validar o protocolo 

experimental, como também como termo de comparação para os valores de EC50 dos compostos 4.a 

– 4.o. 

Nos ensaios in vitro da atividade antioxidante, todos os compostos foram primeiramente testados 

numa gama de concentração de 12,5 – 300 µM, na qual se obteve uma relação de linearidade entre a 

percentagem de atividade antioxidante com a correspondente concentração, à exceção de 4.o. Nesta 

tiossemicarbazona verificou-se que, a partir de uma concentração superior a 90 µM, atingiu-se um 

nível de saturação de redução do radical de DPPH, com valores de percentagem de atividade 

antioxidante superiores a 80%.  Assim sendo, foi necessário testar esta tiossemicarbazona numa gama 

Figura 2.32: Mecanismos gerais HAT e ET que ocorrem entre os compostos antioxidantes e radicais livres. 
Adaptado de 143. 
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de concentração inferior, 12,5 – 85 µM. O mesmo sucedeu para a quercetina, rutina e ácido ascórbico 

que foram testados em gamas de concentração ainda mais baixas de 2 – 12,5 µM, 4 – 15 µM e 6 – 25 

µM, respetivamente. 

 

Determinados os valores de EC50 para todos os compostos, Figura 2.34 é possível verificar que 

as tiossemicarbazonas 4.a, 4.d, 4.f, 4.g, 4.m, 4.n e 4.o exibem uma atividade antioxidante boa a 

moderada, apresentando valores de EC50 compreendidos entre 51,34 ± 1,93 µM e 252,16 ± 3,61 µM, 

enquanto que os restantes compostos possuem valores de EC50 superiores a 300 µM.  
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Figura 2.34: Valores de EC50 (µM) para a atividade antioxidante, segundo o método de DPPH, dos compostos 
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Figura 2.33: Capacidade antioxidante (%) dos compostos 4.a - 4.o, testados em diferentes concentrações (µM). 
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Foi realizado um tratamento estatístico dos valores de EC50, pela análise de variância de um 

fator (ANOVA), disponível no programa Microsoft Excel, utilizando-se um nível de probabilidade de p 

≤ 0,05, como uma diferença significativa entre os derivados de tiossemicarbazonas. Em primeiro lugar, 

verificou-se que os compostos que possuem, na sua estrutura, os substituintes benzofurano (4.c e 4.i) 

e benzotiofeno (4.e e 4.j), ligados na posição 2 relativamente à tiossemicarbazona, apresentam um 

valor de EC50 superior a 300 µM e, por isso, não são considerados compostos ativos. Como se pode 

observar na Figura 2.35, para os compostos substituídos com o grupo indolilo (4.a e 4.f) e 1-

metilindolilo (4.d e 4.g) ligados na posição 3 à função tiossemicarbazona, contendo na posição N(3) 

um grupo glicosilo per-acetilado, ou um hidrogénio, obtiveram-se os seguintes valores de EC50: 139,21 

± 1,80 µM, 120,41 ± 0,59 µM, 207,11 ± 11,92 µM, e 211,62 ± 11,58 µM, respetivamente. Verifica-se 

que a existência de um grupo metilo no átomo de azoto endocíclico, em 4.d e 4.g provoca um 

acréscimo no valor de EC50, que poderá estar relacionado com o facto do radical, neste anel 

heteroaromático, não ser tão estabilizado por ressonância, como em 4.a e 4.f. Contudo, os valores de 

EC50 obtidos para os compostos 4.d e 4.g são estatisticamente semelhantes, pelo que não se pode 

correlacionar, para estes dois compostos, o papel do substituinte em N(3) e a atividade antioxidante. 

Adicionalmente, entre os compostos 4.a e 4.f, verifica-se que a presença em N(3) de um grupo 

glicosídico per-acetilado, em 4.a, provoca um acréscimo no valor de EC50. Portanto, neste subconjunto 

de derivados de tiossemicarbazonas, o composto 4.f foi o que se revelou ser mais promissor.  

  

 

 

 

 

 

 

 

Para avaliar o efeito da posição da ligação do anel de indole à função tiossemicarbazona, foram 

comparados os valores de EC50 dos compostos com este substituinte na posição 3 (4.a e 4.f) e na 

posição 2 (4.b e 4.h), contendo em N(3), um grupo glicosídico per-acetilado, ou um hidrogénio. Na 

Figura 2.36 pode verificar-se que os compostos 4.a e 4.f apresentam valores de EC50 inferiores aos 

dos compostos 4.b e 4.h, que possuem valores de EC50 superiores a 300 µM. A discrepância entre os 

valores de EC50 destes dois pares de compostos, poderá estar associada à estabilidade das estruturas 

de ressonância originadas pela deslocalização do eletrão desemparelhado: quando o grupo indolilo se 

encontra ligado na posição 2, relativamente à tiossemicarbazona, o efeito de ressonância do eletrão 
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Figura 2.35: Comparação dos valores de EC50, segundo o método de DPPH, para os compostos 4.a, 4.d, 4.f e 4.g. 
Para um nível de confiança de 95%, A, B e C são estatisticamente diferentes. 



62 

 

provoca a rutura da estrutura aromática do anel benzénico, e a estrutura radicalar perde a sua 

estabilidade; quando o anel indólico se encontra ligado na posição 3 à função tiossemicarbazona o 

eletrão desemparelhado fica apenas deslocalizado no anel de 5 membros, o que torna o radical mais 

estável. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Posteriormente, avaliou-se o efeito da substituição de um hidrogénio por um grupo fenilo em 

N(3) no valor de EC50. Apresenta-se na Figura 2.37 um gráfico com a comparação dos EC50 dos 

derivados de N3-fenil-tiossemicarbazona, 4.m, 4.n e 4.o e a respetiva N3 H-tiossemicarbazona, 4.h, 

4.k e 4.l. Ficou evidente neste caso, que a substituição em N(3) com um grupo fenilo, faz diminuir o 

valor de EC50 em relação aos compostos com um hidrogénio na mesma posição. Esta variação poderá 

estar associada à presença de dois substituintes aromáticos, em 4.m, 4.n e 4.o, com a capacidade de 

estabilizar por ressonância o radical formado, tornando-o mais estável. Verifica-se igualmente, que os 

compostos 4.h, 4.k e 4.l, apresentam um valor de EC50 superior a 300 µM, pelo que não são 

considerados ativos. De acordo com esta análise, para este subconjunto de compostos, é possível 

constatar que a presença de um grupo fenilo diminui significativamente os valores de EC50. 
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Figura 2.36: Comparação dos valores de EC50, obtidos segundo o método de DPPH, para os compostos 4.a, 
4.b, 4.f e 4.h. Para um nível de confiança de 95%, A, B e C são estatisticamente diferentes. Os valores de EC50 

dos compostos 4.a e 4.f foram retirados da figura anterior, para comparar com 4.b e 4.h.   
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Os compostos 4.b, 4.h e 4.m diferem entre si pelo substituinte em N(3), que varia entre um 

hidrogénio, grupo fenilo ou grupo glicosilo per-acetilado, respetivamente. A partir do gráfico 

apresentado na Figura 2.38, verifica-se que o composto 4.m é o que apresenta o menor valor de EC50, 

possivelmente devido à presença de dois substituintes aromáticos capazes de estabilizar o radical 

tornando-o mais estável. Por outro lado, os compostos 4.b e 4.h, ao possuírem apenas um substituinte 

heteroaromático, o efeito de ressonância do eletrão desemparelhado não deverá conferir a mesma 

estabilização ao radical, que em 4.m, refletindo-se no elevado valor de EC50. Contudo, as diferenças 

estruturais entre 4.b e 4.h parecem não interferir na diferença de valor de EC50, que são 

estatisticamente semelhantes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

De acordo com a Figura 2.39, verifica-se que para os compostos 4.m e 4.o, obtiveram-se, 

respetivamente, valores de EC50 de 252,16 ± 3,61 µM e 51,34 ± 1,93 µM. Os dois compostos contêm 

um grupo fenilo em N(3), no entanto, diferem entre si na presença de um grupo metilo na posição 3 do 

anel indolilo. Em ambos os casos, a estabilização do radical ocorre tanto no grupo fenilo como no anel 

heteroaromático, contudo, a presença de um grupo metilo na estrutura do composto 4.o poderá conferir 

uma maior estabilidade ao radical formado, refletindo-se no seu baixo valor de EC50.  
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Figura 2.39: Comparação dos valores de EC50, obtidos pelo método de DPPH, para os compostos 4.m e 4.o. 
Para um nível de confiança de 95%, A e B são estatisticamente diferentes. 
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Finalmente, pode constatar-se que o composto 4.o, para um valor de concentração mais baixo 

de 85 µM, é o que apresenta uma maior percentagem de atividade antioxidante, com cerca de 76% 

(Apêndice 16 – Tabela 6.1), bem como o valor de EC50 mais baixo, de 51,34 ± 1,93 µM. Este valor de 

EC50, sugere que o composto 4.o é o melhor dador de hidrogénio e que a deslocalização do eletrão 

desemparelhado confere ao radical uma maior estabilidade, pelos possíveis motivos mencionados 

anteriormente. Na Figura 2.40 está representado um gráfico com os valores de EC50 obtidos para 4.o 

e para os controles positivos utilizados nos ensaios da atividade antioxidante. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Segundo a Figura 2.40 verifica-se que o composto 4.o apresentou um valor de EC50 comparável 

a dois dos três padrões comerciais utilizados neste ensaio, a rutina e o ácido ascórbico, para os quais 

se registaram valores de EC50 de 11,36 ± 0,38 µM e 23,66 ± 0,82 µM, respetivamente, por se 

apresentarem na mesma ordem de grandeza. Para além disso, o valor de EC50 reportado na literatura 

para o antioxidante sintético, BHT, é de 15,7 ± 0,2 µg/mL145 (71,25 µM), sendo possível concluir que o 

composto 4.o demonstra um potencial antioxidante superior em relação ao BHT. Assim sendo, é válido 

considerar que o composto 4.o possui uma capacidade de reduzir o radical DPPH muito promissora. 
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2.5. Ensaios citotóxicos em células 

Os ensaios de avaliação de citotoxicidade in vitro em linhas celulares são muito usados para 

testar uma série de compostos e determinar, se possuem a capacidade de inibir a proliferação celular 

ou efeitos citotóxicos que poderão levar à morte celular.146 Neste trabalho, realizaram-se ensaios in 

vitro nas linhas celulares cancerígenas Hep-G2 e MCF-7, com o objetivo de determinar, segundo o 

método colorimétrico do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio), o potencial 

citotóxico de alguns dos derivados de tiossemicarbazonas (4.b, 4.f – 4.o).  

O MTT é um sal solúvel em água de coloração amarela, com a capacidade de penetrar as células 

viáveis que, graças ao seu metabolismo ativo, reduzem o MTT formando cristais roxos de formazan 

((E,Z)-5-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-1,3-difenilformazan), Figura 2.41. A quantidade de cristais de formazan 

formados é diretamente proporcional ao número de células viáveis e inversamente proporcional ao 

grau citotóxico. Em contrapartida, o desaparecimento de cor e a diminuição da quantidade de formazan 

formada, são parâmetros indicativos da ocorrência de morte celular, que sucede devido à perda de 

capacidade que as células têm em converter o MTT em formazan.147,148,149 O ensaio do MTT 150 foi 

introduzido por Tim Mosmann em 1983 151, tendo sido modificado e adaptado de modo a ser utilizado 

extensivamente em trabalho laboratorial.152  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os ensaios de citotoxicidade, na linha celular carcinoma hepatocelular humano (Hep-G2), 

permitiram obter uma informação preliminar sobre o potencial hepatotóxico dos compostos 4.f – 4.o, 

quando em contacto com as células alvo. Adicionalmente e, com base em diversos estudos reportados 

na literatura 71,97,126,153,  os compostos, 4b, 4.f – 4.o foram igualmente testados na linha celular do 

cancro da mama hormono-dependente MCF-7, devido a semelhanças estruturais com os compostos 

descritos na literatura. Importa realçar que os ensaios de citotoxicidade foram realizados de acordo 

com o método colorimétrico de redução MTT, descrito no ponto 3.6, tendo sido apenas testados onze 

dos quinze dos compostos sintetizados, por motivos de escassez dos restantes produtos. Neste ensaio 

foi apenas testada uma concentração de 100 µM, nas linhas celulares Hep-G2 e MCF-7, a 24h e 48h, 

estando os correspondentes valores de percentagem de morte celular reunidos na Tabela 2.36. Os 

resultados são apresentados como uma média de diversos ensaios e o respetivo desvio padrão. 

Figura 2.41: Reação de redução do MTT em formazan pelo enzima mitocondrial succinato desidrogenase. 
Adaptado de 150. 
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As diferenças estatísticas entre os valores de percentagem de morte celular, para cada 

composto às 24h e 48h, foram avaliadas pela análise de variância de um fator (ANOVA), disponível no 

programa Microsoft Excel. No tratamento estatístico, utilizou-se um nível de probabilidade de p ≤ 0,05, 

como uma diferença significativa entre os derivados de tiossemicarbazonas, às 24h e 48h em cada 

linha celular.  

Tendo em conta a Tabela 2.36, ainda que se verifique na maioria dos compostos, diferenças 

significativas entre a percentagem de morte celular às 24h e 48h, obtiveram-se valores de 

citotoxicidade inferiores a 50%, exceto para o composto 4.m, no qual se registou uma atividade 

citotóxica de 53,91 ± 4,29%, quando em contacto com as células Hep-G2 durante 48h. Analisando os 

resultados obtidos, conclui-se que nenhum dos derivados de tiossemicarbazonas se revelou citotóxico 

dado que, segundo as diretrizes reportadas pelo National Cancer Institute, foi estipulado um limite de 

concentração inferior a 4 µg/ mL154,155 (18,15 µM), que é considerada tóxica para as células, quando 

se utilizam compostos com um elevado grau de pureza.  

 

 

  

Composto 
Morte celular (%) – MCF-7 Morte celular (%) – Hep-G2 

24h 48h 24h 48h 

4.b - 4,55 ± 4,84 - - 

4.f 6,86 ± 3,60A 18,51 ± 7,60B 42,61 ± 4,93A’ 38,78 ± 3,78A’ 

4.g 3,28 ± 2,60C 16,44 ± 3,58D 21,31 ± 7,78B’ 6,51 ± 5,38B’ 

4.h 14,66 ± 4,71E 12,44 ± 8,57E 43,95 ± 3,82C’ 17,81 ± 5,31D’ 

4.i 10,51 ± 3,06F 16,83 ± 4,52G 16,46 ± 1,01E’ 6,98 ± 6,02E’ 

4.j 9,60 ± 3,09H 24,28 ± 7,32I 17,47 ± 6,67F’ 7,53 ± 4,37G’ 

4.k 11,71 ± 4,84J 24,29 ± 5,44K 6,84 ± 6,82H’ 39,35 ± 3,25I’ 

4.l 8,07 ± 4,36L 20,34 ± 3,88M 42,71 ± 4,60J’ 36,49 ± 3,02K’ 

4.m 18,64 ± 3,46N 18,18 ± 2,57N 49,16 ± 3,30L’ 53,91 ± 4,29L’ 

4.n 9,84 ± 7,37O 34,32 ± 3,79P 3,92 ± 1,73M’ 33,88 ± 5,37N’ 

4.o 44,42 ± 5,33Q 46,62 ± 3,01Q 44,92 ± 5,71O’ 34,27 ± 6,38P’ 

Tamoxifeno 99,02 ± 0,12 - - - 

 Tabela 2.36: Valores de morte celular (%) a 100 µM obtidos às 24h e 48h, para os compostos 4.b, 4.f - 4.o, nas 
linhas celulares MCF-7 e Hep-G2 e para o tamoxifeno a 24h na linha celular MCF-7. Para um nível de confiança 
de 95%, A – Q e A’ – P’ são estatisticamente diferentes. 
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3.1. Síntese 

3.1.1. Reagentes e Solventes 

Todos os reagentes e solventes usados nas sínteses foram adquiridos comercialmente e 

utilizados sem purificação prévia, com exceção do acetonitrilo, que foi previamente destilado segundo 

um método descrito na literatura156 e, mantido em peneiras moleculares. Os reagentes e solventes 

utilizados, bem como as suas características, encontram-se reunidos na Tabela 3.1. 

 

 

 

 

Tabela 3.1: Reagentes e solventes utilizados na síntese e análise dos compostos. 

Reagente/Solvente Característica Marca Referência 

Acetobromo-α-D-glucose ≥95% Sigma-Aldrich A1750 

Acetonitrilo ≥99,9% Honeywell Riedel-de Haën 34851 

Acetato de etilo ≥99,9% Carlo Erba 448254 

Ácido acético glacial 99,7% AnalaR analytical reagent 2369100 

Benzofurano-2-carboxaldeído 97,0% Sigma-Aldrich 493449 

Benzotiazol-2-carboxaldeído 97,0% Sigma-Aldrich 707643 

Benzo[b]tiofeno-2-
carboxaldeído 

97,0% Sigma-Aldrich 674540 

Brometo de tetrabutilamónio ≥98,0% Sigma-Aldrich 426288 

Celite - Serva Feinbiochemica - 

Clorofórmio deuterado (CDCl3) 
99,8% de 
deutério 

Sigma-Aldrich 151823 

Diclorometano ≥99,9% Honeywell Riedel-de Haën 32222 

Dimetilsulfóxido deuterado 
(DMSO-d6) 

99,9% de 
deutério 

Euroisotop - 

Etanol absoluto ≥99,8% Honeywell Riedel-de Haën 32221 

Éter dietílico ≥99,8% Honeywell Riedel-de Haën 32203 

4-Fenil-tiossemicarbazida 99,0% Sigma-Aldrich 131482 

n-Hexano >98,5% Carlo Erba 446903 

Hidrazina hidratada 50-60 % Sigma-Aldrich 225819 

Indole-2-caboxaldeído >97,0%% TCI I0852 

Indole-3-carboxaldeído >98,0% TCI I0027 

Metanol ≥99,9% Carlo Erba 524102 

1-Metil-indole-3-carboxaldeído 97,0% Fluorochem 040213 

3-Metil-indole-2-carboxaldeído 96,0% Sigma-Aldrich 774464 

Peneiras moleculares 4Å - Sigma-Aldrich 208590 

Sulfato de magnésio anidro 
technical grade 

96,0% 
PanRec AppliCham ITW 

Reagents 
212486.1211  

Isotiocianato de 2,3,4,6-tetra-
O-acetil-β-D-glucopiranosil  

>98,0% TCI A5514 

Tiocianato de potássio 98,5% Alfa Aesar 14318 

Tiossemicarbazida síntese Sigma-Aldrich 8.21119.0250 
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3.1.2. Materiais e equipamentos  

As experiências de RMN 1D (1H, 13C-APT) e 2D (COSY, HSQC, HMBC e NOESY) foram obtidas 

num aparelho da marca Bruker 400 Ultra ShieldTM, operando a uma frequência de 400,1 MHz para 1H 

e 100,6 MHz para 13C; os espetros adquiridos foram processados com recurso o programa TopSpin, 

versão 4.0.6. Os desvios químicos foram reportados em partes por milhão (ppm), sendo usado como 

referência os valores dos sinais residuais dos solventes utilizados: CDCl3 (clorofórmio deuterado) - δH 

= 7,26 ppm, δC = 77,23 ppm; DMSO-d6 (dimetilsulfóxido deuterado) - δH = 2,50 ppm, δC = 39,50 ppm; 

e as constantes de acoplamento (J) foram expressas em Hertz (Hz). 

Os espetros de ESI-HRMS foram realizados num espetrómetro de massa Bruker Impact II 

quadrupole time-of-flight, operando em modo negativo e, para a obtenção dos dados recorreu-se ao 

software Data Analysis na versão 4.4. Utilizaram-se os seguintes parâmetros otimizados: voltagem 

capilar: 3500 V; gás secante: 4,0 L/min; temperatura de secagem: 200 °C; nebulizador: 0,3 Bar; m/z: 

50 – 1500.  

A monitorização das reações e a escolha dos eluentes para a purificação dos compostos foram 

realizadas através de cromatografia em camada fina (CCF), nas quais foram utilizadas placas de sílica 

gel 60 F254 em alumínio (ref. Merck® 5554). A visualização das manchas foi feita através de irradiação 

com luz ultravioleta ao comprimento de onda de 254 nm e, em certas reações foi ainda necessário a 

revelação em câmara de iodo. 

A técnica de cromatografia em coluna para o composto 2 foi efetuada em sílica gel 60, como 

fase estacionária, com um poro de 0,040 – 0,063 nm, ref Carlo Erba 2050017. O eluente que mais se 

adequou a este composto foi previamente estudado e ajustado – n-hexano/acetato de etilo 7:3, de 

modo a alcançar um Rf de 0,35.  

O isotiocianato de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-β-D-glucopiranosil (2) foi sintetizado com recurso a um 

aparelho de microondas da marca CEM, e foi usado o software Synergy para definir as seguintes 

condições experimentais: temperatura: 80 ºC; tempo: 10 minutos; pressão: 250 psi; potência de 300 W 

e agitação vigorosa. 

As pesagens dos reagentes utilizados para as sínteses foram efetuadas numa balança da marca 

Metter Toledo PR1203 com uma precisão ± 0,001 g; para a preparação das soluções a serem utilizadas 

na análise por HPLC-DAD e ensaios biológicos, as pesagens foram realizadas numa balança da marca 

PIONEERTM com uma precisão de ± 0,0001 g. 

A evaporação de solvente sob vácuo foi realizada com recurso a um evaporador rotativo da 

marca Büchi R-200, equipado com uma bomba de pressão Büchi Vao® V - 500 e um banho térmico 

Büchi B-490. 

Os espetros de IV dos compostos sintetizados foram obtidos num espetrofotómetro Nicolet 6700 

(Thermo Electron Corporation) em pastilhas de KBr. 

 

3.2. Condições analíticas do HPLC-DAD 

A análise por HPLC dos compostos sintetizados foi efetuada num aparelho DionexTM UltiMate 

3000, equipado com um detetor de fotodíodos DAD-3000 e uma coluna ACE® C18, 150 x 4,6 mm, com 

uma dimensão de poro e partícula de 100 Å e 3 µm, respetivamente. O software utilizado na aquisição 
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de dados foi o Dionex Chromeleon na versão 6.80. Os solventes utilizados foram adquiridos 

comercialmente, sem necessidade de purificação, e encontram-se apresentados na Tabela 3.2, com 

exceção da água Milipore (resistividade 18,2 MΩ cm, a 25 ºC), que foi produzida num sistema de 

purificação de água Mili-Q Academic da Merck. 

 

 

Na análise do grau de pureza dos compostos por HPLC utilizou-se como fase móvel um 

sistema binário, que, dependendo da polaridade de cada composto, era constituído por ACN ou MeOH 

+ 0,05% de TFA (A) e por H2O ou H2O + 0,05% TFA (B), como é observado na Figura 3.1. Em cada 

corrida foi utilizado um fluxo de 0,75 mL/min e foram injetados 10 µL das soluções preparadas para 

cada composto [10-5 M]. A determinação do grau de pureza foi efetuada através da análise dos 

resultados de dois replicados de cada solução de composto, intercalados com brancos, calculando-se 

a média da área relativa do pico, ao comprimento de onda correspondente ao máximo de absorção no 

espetro de UV-Vis.  

 

 

 

 

 

Solvente Característica Marca Referência 

Acetonitrilo para HPLC 

≥99,9% Honeywell Riedel-de Haën 34851 

≥99,95% Carlo Erba  412342 

≥99,9% VWR 20060.320 

Ácido trifluoroacético  ≥99,9% VWR 84578.290 

Metanol para HPLC ≥99,9% Honeywell Riedel-de Haën 34885 

Tabela 3.2: Solventes utilizados na análise do grau de pureza dos compostos sintetizados, por HPLC-DAD. 
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3.3. Síntese de derivados de glicosil tiossemicarbazona 

3.3.1. Procedimento geral para a síntese do isotiocianato de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-β-

D-glucopiranosil, 2 

A síntese do composto 2 foi realizada tendo por base o trabalho de Thanh et al.112 no qual o 

isotiocianato de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-β-D-galactopiranosil foi preparado através de irradiação assistida 

por microondas.  

A uma mistura de acetobromo-α-D-glucose (1) (10 mmol) e tiocianato de potássio (25 mmol) 

(previamente secos sob vácuo) em acetonitrilo adicionou-se, sob agitação, brometo de tetrabutilamónio 

(10 mmol) (previamente seco sob vácuo), em atmosfera inerte de azoto e à temperatura ambiente. A 

mistura reacional foi irradiada a 300 W durante 2 horas e a evolução da reação foi controlada por CCF, 

a cada 30 minutos de reação, usando como eluente uma mistura de n-hexano/ acetato de etilo (7:3). 

Posteriormente, procedeu-se ao work-up da reação, filtrando-se a mistura reacional e evaporando-se 

o solvente sob vácuo. Obteve-se um resíduo gomoso que foi dissolvido em diclorometano (10 mL) e a 

solução assim obtida lavada com água (4×15 mL). A fase orgânica extraída foi seca com sulfato de 

magnésio de anidro, filtrada e o solvente evaporado à secura no evaporador rotativo, obtendo-se um 

óleo laranja/ amarelo.  

Seguidamente, procedeu-se à purificação do produto bruto 2 por cromatografia em coluna. 

Utilizou-se como eluente uma mistura de n-hexano/ acetato de etilo (7:3), uma coluna de 

aproximadamente 3,5 cm de diâmetro, uma altura de sílica de 15 cm e recolheram-se frações de 5 mL. 

A eluição da coluna foi acompanhada por CCF, dando-se por terminada a recolha de frações quando 

não se verificou a presença de produto. Agruparam-se as frações que continham o composto 2 

cromatograficamente puro, evaporou-se o solvente e obteve-se um sólido branco. Por fim, efetuou-se 

apenas uma experiência de RMN 1H e COSY em CDCl3, dado que a caracterização completa deste 

composto foi anteriormente realizada pelo grupo de trabalho. Na Tabela 3.3 encontram-se reunidas as 

quantidades de reagentes usados e massa de produto, bem como o rendimento efetivo correspondente 

de cada síntese.  
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Figura 3.1: Gradientes utilizados na análise do grau de pureza dos compostos sintetizados por HPLC-DAD. 
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Estado físico: sólido amorfo branco. 

1H RMN [400,1 MHz, CDCl3, δ/ ppm (multiplicidade, integração, J/ Hz, atribuição)]: 2,02 (m, 6H, OAc 

CH3-C2/ OAc CH3-C3/ OAc CH3-C4/ OAc CH3-C6); 2,11 (m, 6H, OAc CH3-C2/ OAc CH3-C3/ OAc CH3-

C4/ OAc CH3-C6); 3,74 (m, 1H, H-5); 4,14 (dd, 1H, 12,5, H-6a; H-6b); 4,24 (dd, 1H, 12,5, H-6a; H-6b); 

5,02 (d, 1H, 9,0, H-1); 5,11 (t, 2H, 9,2, H-2; H-4); 5,20 (t, 1H, 9,3, H-3). 

13C RMN [100,6 MHz, CDCl3, δ/ ppm (atribuição)]: 170,51 (OAc C-6); 170,25 (OAc C-3); 169,23 (OAc 

C-2/ OAc C-4); 169,06 (OAc C-2/ OAc C-4); 144,15 (C=S); 83,46 (C-1); 74,01 (C-5); 72,45 (C-3); 71,81 

(C-2); 67,58 (C-4); 61,46 (C-6); 20,71, 20,53 (OAc CH3-C-2; C-3; C-4; C-6). 

 

3.3.2. Procedimento geral para a síntese da N-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-β-D-

glucopiranosil) tiossemicarbazida, 3.a 

A síntese do composto 3 foi realizada tendo por base o trabalho de Thanh et al. 99 no qual a N-

(2,3,4,6-tetra-O-acetil-β-D-glucopiranosil) tiossemicarbazida foi preparada através da reação entre o 

derivado de isotiocianato correspondente e hidrazina hidratada. 

Dissolveu-se, num balão de 100 mL, o isotiocianato de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-β-D-glucopiranosil 

(2) (10 mmol) em etanol absoluto e arrefeceu-se a solução até atingir uma temperatura de 8 °C. De 

seguida, adicionou-se hidrazina hidratada (10 mmol) e manteve-se a mistura reacional sob agitação, 

por um tempo variável, a 8 °C, tendo-se verificado a formação de um precipitado branco. A evolução 

da reação foi avaliada por CCF usando como eluente uma mistura de acetato de etilo/ n-hexano (7:3). 

Dando-se a reação por terminada, a mistura reacional foi evaporada à secura no evaporador rotativo, 

dando origem a um sólido branco, com rendimentos entre 97 e 100%. Adicionalmente, realizou-se 

apenas um espetro de RMN 1H, em CDCl3, visto que a caracterização deste composto foi anteriormente 

realizada pelo grupo de trabalho. Na Tabela 3.4 encontram-se reunidas as condições experimentais, 

as quantidades de reagentes usados e de produto obtido em cada síntese, bem como rendimento 

respetivo de cada reação. 

 

 

 

 

Tabela 3.3: Resumo das quantidades de reagentes, produto e rendimento efetivo para a síntese do composto 2. 

Síntese 
Acetobromo-
α-D-glucose 

g (mmol) 

Tiocianato 
de 

potássio g 
(mmol) 

Brometo de 
tetrabutilamónio 

g (mmol) 

Massa de 
produto 
bruto (g) 

Massa 
de 

produto 
puro g 
(mmol) 

Rendimento 
efetivo (η) 

1ª 0,500 (1,22) 
0,299 
(3,08) 

0,395 (1,23) 0,387 
0,109 
(0,28)  

28,2% 

2ª 0,750 (1,82) 
0,443 
(4,56) 

0,588 (1,82) 0,349 
0,134 
(0,34) 

38,4% 
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Estado físico: sólido amorfo branco. 

1H RMN [400,1 MHz, CDCl3, δ/ ppm (multiplicidade, integração, J/ Hz, atribuição)]: 2,04 (m, 9H, OAc 

CH3-C2/ OAc CH3-C3/ OAc CH3-C4/ OAc CH3-C6); 2,09 (m, 3H, OAc CH3-C2/ OAc CH3-C3/ OAc CH3-

C4/ OAc CH3-C6); 3,79 (s, 2H, N(1)-H); 3,89 (d, 1H, 10,0, H-5); 4,12 (d, 1H, 12,1, H-6a/ H-6b); 4,33 (d, 

1H, 13,0, H-6a/ H-6b); 5,07 e 5,12 (m, 2H, H-2 e H-4, respetivamente); 5,38 (t, 1H, 9,5, H-3); 5,77 (t, 

1H, 9,2, H-1); 7,44 (s, 1H, N(2)-H); 8,15 (d, 1H, 7,6, N(3)-H). 

13C RMN [100,6 MHz, CDCl3, δ/ ppm (atribuição)]: 184,29 (C=S); 171,19 (OAc C-2/ OAc C-4); 170,72 

(OAc C-6); 170,04 (OAc C-3); 169,91 (OAc C-2/ OAc C-4); 82,16 (C-1); 73,53 (C-5); 72,74 (C-3); 70,71 

(C-2); 68,26 (C-4); 61,64 (C-6); 20,81, 20,79, 20,63 (OAc CH3-C-2; C-3; C-4; C-6). 

 

3.3.3. Procedimento geral para a síntese dos derivados de glicosil 

tiossemicarbazona, 4.a – 4.c 

A síntese dos derivados de glicosil tiossemicarbazona foi realizada tendo por base o trabalho de 

Tenchiu et al. 157, no qual foram preparados derivados de glicosil tiossemicarbazona recorrendo à 

condensação entre a N-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-β-D-glucopiranosil) tiossemicarbazida e o respetivo 

aldeído/cetona. 

A uma solução aquecida de N-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-β-D-glucopiranosil) tiossemicarbazida (3.a) 

em metanol, adicionou-se gota-a-gota e sob agitação, uma solução aquecida do respetivo aldeído em 

metanol. A mistura reacional foi aquecida a refluxo com proteção de humidade, por um tempo variável. 

Na síntese dos compostos 4.b e 4.c foi ainda adicionada uma quantidade catalítica de ácido acético 

glacial.  

A monitorização das reações foi avaliada por CCF. Dando-se as reações por terminadas, as 

misturas reacionais foram arrefecidas até à temperatura ambiente e deixadas no frigorífico/congelador 

durante a noite, tendo-se formado um precipitado, na síntese dos compostos 4.a e 4.c; para o 

composto 4.b concentrou-se a mistura reacional até metade do volume e adicionou-se água para 

formar um precipitado. O precipitado de cada síntese foi filtrado e, posteriormente, seco sob vácuo. 

A síntese dos derivados de glicosil tiossemicarbazona foi conseguida com rendimentos 

compreendidos entre 46,8% e 70,4%, tendo-se realizado espetros de RMN 1H, 13C-APT, HSQC, 

 
6 Na 3ª síntese do composto 3.a, o isotiocianato de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-β-D-glucopiranosil foi adquirido 

comercialmente, estando as suas características reunidas na Tabela 3.1. Não foi necessária uma purificação 
prévia deste reagente. 

Síntese 
Isotiocianato de 2,3,4,6-

tetra-O-acetil-β-D-
glucopiranosil g (mmol) 

Hidrazina 
hidratada µL 

(mmol) 

Tempo 
total de 
reação 
(horas) 

Massa de 
produto g 

(mmol) 

Rendimento 
(η) 

1ª 0,109 (0,28) 

16 + 2 
(excesso 3%) 

(0,31) 

4h30 0,114 (0,28) 97,0%  

2ª 0,134 (0,34) 20 (0,34) 4h20 0,143 (0,34) 98,6%  

3ª 0,125 (0,32)6 18,5 (0,32) 5h 0,135 (0,32) 100,0%  

Tabela 3.4: Condições reacionais de síntese do composto 3.a. 
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COSY, HMBC e NOESY, em CDCl3 e DMSO-d6. Na Tabela 3.5 encontram-se reunidas as condições 

experimentais, as quantidades de reagentes usados e de produto obtido em cada síntese, bem como 

o tempo de refluxo e rendimento, correspondente de cada reação.  

 

 

 

3.3.3.1. Caracterização da indole-3-carboxaldeído N-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-β-D-glucopiranosil) 

tiossemicarbazona, 4.a  

Estado físico: sólido amorfo branco. 

RMN 1H [400,1 MHz, CDCl3, δ/ ppm (multiplicidade, integração, J/ Hz, atribuição)]: 2,04 (s, 3H, OAc 

CH3-C2/ OAc CH3-C3/ OAc CH3-C4/ OAc CH3-C6); 2,06 (s, 6H, OAc CH3-C2/ OAc CH3-C3/ OAc CH3-

C4/ OAc CH3-C6); 2,09 (s, 3H, OAc CH3-C2/ OAc CH3-C3/ OAc CH3-C4/ OAc CH3-C6); 3,93 (ddd, 1H, 

10,2; 4,4; 2,0, H-5); 4,15 (dd, 1H, 12,5, 2,0, H-6a/ H-6b); 4,38 (dd, 1H, 12,5, 4,4, H-6a/ H-6b); 5,17 (t, 

1H, 9,8, H-4); 5,28 (t, 1H, 9,5, H-2); 5,43 (t, 1H, 9,4, H-3); 5,82 (t, 1H, 9,3, H-1); 7,32 e 7,39 (m, 2H, H-

6’; H-5’, respetivamente); 7,43 (d, 1H, 7,5, H-7’); 7,53 (d, 1H, 2,7, H-2’); 7,95 (s, 1H, N=CH); 8,06 (d, 

1H, 9,1, N(3)-H); 8,24 (d, 1H, 7,4, H-4’); 8,54 (s, 1H, N-H (indole)); 9,06 (s, 1H, N(2)-H). 

RMN 13C [100,6 MHz, CDCl3, δ/ ppm (atribuição)]: 178,37 (C=S); 171,00, 170,95, 170,18, 169,89 (OAc 

C-2; C-3; C-4; C-6); 140,57 (N=CH); 136,99 (C-7’a); 129,66 (C-2’); 124,40 (C-3’a); 124,30 (C-6’); 122,54 

(C-4’); 122,34 (C-5’); 112,15 (C-3’); 111,61 (C-7’); 82,62 (C-1); 73,72 (C-5); 73,16 (C-3); 70,47 (C-2); 

68,61 (C-4); 61,87 (C-6); 21,03, 20,91, 20,86 (OAc CH3-C-2; C-3; C-4; C-6). 

IV (KBr) υmáx/ cm-1: 3413 – 3350 (elongação N-H); 1749 (elongação C=O); 1614 (elongação C=N); 

1228 (elongação C=S). 

HRMS (ESI(-), m/z) [C24H28N4O9S-H]-: calculado: 547,1504; experimental: 547,1504. 

HPLC [método, tR (min), área relativa do pico (%)]: 1, 3,70, 99,58. 

 

Compost
o 

Glicosil 
tiossemicarbazi

da g (mmol) 

Aldeíd
o g 

(mmol
) 

Ácido 
acétic

o 
glacia
l (µL) 

Eluente 
(CCF) 

Temp
o de 

reflux
o 

(hora
s) 

Massa 
de 

produt
o g 

(mmol) 

Rendiment
o (η) 

4.a 0,143 (0,339) 
0,049 

(0,338) 
- 

acetato de 
etilo/ n- 
hexano 
5,5:4,5 

4h 
0,095 
(0,17) 

51,1% 

4.b 0,135 (0,320) 
0,053 

(0,364) 
10,0 

acetato de 
etilo/ n-

hexano 7:3 
23h 

0,124 
(0,23) 

70,4%  

4.c 0,100 (0,237) 
0,035 

(0,235) 
23,5 

n-
hexano/aceta

to de etilo/ 
diclorometan

o 6:4:4 

4h30 
0,061 
(0,11) 

46,8%  

Tabela 3.5: Condições reacionais para a síntese dos derivados de glicosil tiossemicarbazona, 4.a - 4.c. 
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3.3.3.2. Caracterização da indole-2-carboxaldeído N-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-β-D-glucopiranosil) 

tiossemicarbazona, 4.b  

Estado físico: sólido amorfo amarelo. 

RMN 1H [400,1 MHz, CDCl3, δ/ ppm (multiplicidade, integração, J/ Hz, atribuição)]: 2,07 (m, 9H, OAc 

CH3-C2/ OAc CH3-C3/ OAc CH3-C4/ OAc CH3-C6); 2,10 (s, 3H, OAc CH3-C2/ OAc CH3-C3/ OAc CH3-

C4/ OAc CH3-C6); 3,93 (ddd, 1H, 10,1, 4,4, 2,0, H-5); 4,16 (d, 1H, 12,1, H-6a/ H-6b); 4,39 (dd, 1H, 12,4; 

4,3; H-6a/ H-6b); 5,15 (t, 1H, 9,8, H-4); 5,21 (t, 1H, 9,7 H-2); 5,44 (t, 1H, 9,5, H-3); 5,50 (t, 1H, H-1); 

6,80 (s, 1H, H-3’); 7,11 (t, 1H, 7,5, H-5’); 7,28 (m, 1H, H-6’); 7,41 (d, 1H, 8,2, H-7’); 7,62 (d, 1H, 7,9, H-

4’); 7,85 (s alargado, 1H, N=CH); 8,64 (d, 1H, 7,6, N(3)-H); 9,68 (s, 1H, N-H (indole)); 10,18 (s, 1H, 

N(2)-H). 

RMN 13C [100,6 MHz, CDCl3, δ/ ppm (atribuição)]: 179,00 (C=S); 173,28 (OAc C-2); 171,02 (OAc C-6); 

170,12 (OAc C-3); 169,91 (OAc C-4); 137,92 (C-7’a); 134,77 (N=CH); 132,23 (C-2’); 128,32 (C-3’a); 

125,10 (C-6’); 121,84 (C-4’); 120,62 (C-5’); 111,57 (C-7’); 109,22 (C-3’); 82,50 (C-1); 73,58 (C-5); 72,51 

(C-3); 71,44 (C-2); 68,71 (C-4); 61,83 (C-6); 21,31, 21,04, 20,88, 20,86 (OAc CH3-C-2; C-3; C-4; C-6). 

IV (KBr) υmáx/ cm-1: 3467 – 3261 (elongação N-H); 1751 (elongação C=O); 1618 (elongação C=N); 

1232 (elongação C=S). 

HRMS (ESI(-), m/z) [C24H28N4O9S-H]-: calculado: 547,1504; experimental: 547,1501. 

HPLC [método, tR (min), área relativa do pico (%)]: 1, 5,78, 99,74. 

 

3.3.3.3. Caracterização da 2-benzofurano carboxaldeído N-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-β-D-glucopiranosil) 

tiossemicarbazona, 4.c  

Estado físico: sólido amorfo branco. 

RMN 1H [400,1 MHz, CDCl3, δ/ ppm (multiplicidade, integração, J/ Hz, atribuição)]: 2,04 (s, 6H, OAc 

CH3-C2/ OAc CH3-C3/ OAc CH3-C4/ OAc CH3-C6); 2,05 (s, 3H, OAc CH3-C2/ OAc CH3-C3/ OAc CH3-

C4/ OAc CH3-C6); 2,10 (s, 3H, OAc CH3-C2/ OAc CH3-C3/ OAc CH3-C4/ OAc CH3-C6); 3,92 (ddd, 1H, 

10,2, 4,4, 2,0, H-5); 4,14 (dd alargado, 1H, 12,4, 2,0, H-6a/ H-6b); 4,38 (dd, 1H, 12,5, 4,4, H-6a/ H-6b); 

5,16 (t, 1H, 9,7, H-4); 5,21 (t, 1H, 9,6, H-2); 5,41 (t, 1H, 9,5, H-3); 5,81 (t, 1H, 9,2, H-1); 7,19 (s, 1H, H-

3’); 7,28 (t, 1H, 7,3, H-5’); 7,39 (td, 1H, H-6’); 7,55 (d, 1H, 8,3, H-7’); 7,63 (d, 1H, 7,6, H-4’); 7,77 (s, 1H, 

N=CH); 8,25 (d, 1H, 9,0, N(3)-H); 9,54 (s, 1H, N(2)-H).     

RMN 13C [100,6 MHz, CDCl3, δ/ ppm (atribuição)]: 179,15 (C=S); 170,96 (OAc C-6); 170,91 (OAc C-2); 

170,20 (OAc C-3); 169,81 (OAc C-4); 155,87 (C-7’a); 150,10 (C-2’); 133,19 (N=CH); 128,08 (C-3’a); 

126,79 (C-6’); 123,85 (C-5’); 122,11 (C-4’); 111,94 (C-7’); 110,52 (C-3’); 82,57 (C-1); 73,90 (C-5); 73,08 

(C-3); 70,82 (C-2); 68,42 (C-4); 61,84 (C-6); 21,01, 20,89, 20,84 (OAc CH3-C-2; C-3; C-4; C-6). 

RMN 1H [400,1 MHz, DMSO-d6, δ/ ppm (multiplicidade, integração, J/ Hz, atribuição)]: 1,94, 1,97 (s, 

3H, OAc CH3-C3/ OAc CH3-C4); 2,01 (s, 6H, OAc CH3-C2/ OAc CH3-C6); 3,99 (d, 1H, 12,0, H-6a; H-

6b); 4,11 (m, 1H, H-5); 4,22 (dd, 1H, 12,4, H-6a; H-6b); 4,98 (t, 1H, 9,7, H-4); 5,34 (t, 1H, 9,1, H-2); 

5,43 (t, 1H, 9,5, H-3); 6,01 (d alargado, 1H, 8,6, H-1); 7,31 (t, 1H, 7,4, H-5’); 7,42 (td, 1H, H-6’); 7,49 (s, 

1H, H-3’); 7,63 (d, 1H, 8,3, H-7’); 7,72 (d, 1H, 7,8, H-4’); 8,14 (s, 1H, N=CH); 8,70 (s, 1H, N(3)-H); 12,07 

(s, 1H, N(2)-H).     
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RMN 13C [100,6 MHz, DMSO-d6, δ/ ppm (atribuição)]: 178,21 (C=S); 170,06 (OAc C-6); 169,60 (OAc 

C-3); 169,45 (OAc C-4); 169,38 (OAc C-2); 154,80 (C-7’a); 150,85 (C-2’); 133,65 (N=CH); 127,81 (C-

3’a); 126,33 (C-6’); 123,69 (C-5’); 121,96 (C-4’); 111,46 (C-7’); 110,25 (C-3’); 81,45 (C-1); 72,68 (C-3); 

72,27 (C-5); 71,00 (C-2); 67,80 (C-4); 61,82 (C-6); 20,61, 20,42, 20,37 (OAc CH3-C-2; C-3; C-4; C-6). 

IV (KBr) υmáx/ cm-1: 3467 – 3294 (elongação N-H); 1745 (elongação C=O); 1618 (elongação C=N);1225 

(elongação C=S). 

HRMS (ESI(-), m/z) [C24H27N3O10S-H]-: calculado: 548,1344; experimental: 548,1343. 

HPLC [método, tR (min), área relativa do pico (%)]: 1, 5,31, 97,32. 

 

3.4. Síntese de derivados de tiossemicarbazona não substituídos e 

substituídos em N3 

3.4.1. Procedimento geral para a síntese dos derivados de tiossemicarbazona não 

substituídos (4.f – 4.l) e substituídos (4.m – 4.o) em N3 

A síntese dos derivados de tiossemicarbazona substituídos e não substituídos em N3 foi 

realizada tendo por base o trabalho de Matsa et al.158, no qual se adicionou o composto carbonílico e 

uma quantidade catalítica de ácido acético glacial a uma solução de tiossemicarbazida.  

Repetiu-se o procedimento descrito na síntese dos derivados de glicosil tiossemicarbazona 

(3.3.3), contudo, utilizou-se tiossemicarbazida ou N4-fenil-tiossemicarbazida como reagente de partida 

e etanol absoluto como solvente da reação. Na síntese dos compostos 4.g, 4.i, 4.j, 4.k, 4.n e 4.o foi 

ainda adicionada 2 a 3 gotas de ácido acético glacial. 

A monitorização das reações foi avaliada por CCF. Dando-se as reações por terminadas, as 

misturas reacionais foram arrefecidas até à temperatura ambiente, tendo-se formado um precipitado 

que foi filtrado, lavado com etanol absoluto gelado e, posteriormente, seco sob vácuo. 

A síntese dos derivados de N3 H-tiossemicarbazona foi conseguida com rendimentos 

compreendidos entre 41,1% e 94,0%, tendo-se realizado espetros de RMN 1H, 13C-APT, HSQC, 

COSY, HMBC e NOESY em DMSO-d6. Na Tabela 3.6 encontram-se reunidas as condições 

experimentais, as quantidades de reagentes usados e de produto obtido em cada síntese, bem como 

o tempo de refluxo e rendimento, correspondente.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



78 

 

 

3.4.1.1. Caracterização da (E)-2-((1H-indole-3-il)metileno)hidrazinacarbotioamida, 4.f  

Seguiu-se o procedimento descrito no ponto 3.4.1. e o composto foi ainda purificado por 

recristalização com etanol absoluto. 

Estado físico: sólido cristalino branco. 

RMN 1H [400,1 MHz, DMSO-d6, δ/ ppm (multiplicidade, integração, J/ Hz, atribuição)]: 7,12 (t, 1H, H-

5); 7,19 (td, 1H, H-6); 7,41 (s, 1H, N(3)-H); 7,42 (d, 1H, 7,9, H-7); 7,81 (s, 1H, H-2); 8,03 (s, 1H, N(3)-

H); 8,22 (d, 1H, 7,7, H-4); 8,30 (d, 1H, 1,5, N=CH); 11,18 (s, 1H, N-H (indole)); 11,60 (s, 1H, N(2)-H). 

RMN 13C [100,6 MHz, DMSO-d6, δ/ ppm (atribuição)]: 176,76 (C=S); 140,81 (N=CH); 137,03 (C-7a); 

131,00 (C-2); 123,95 (C-3a); 122,63 (C-6); 122,17 (C-4); 120,62 (C-5); 111,74 (C-7); 111,12 (C-3).  

IV (KBr) υmáx/ cm-1: 3452, 3330, 3311, 3234 (elongação N-H); 1612 (elongação C=N); 1252 (elongação 

C=S). 

HRMS (ESI(+), m/z) [C10H11N4S+H]+: calculado: 219,0704; experimental: 219,0713.159 

HPLC [método, tR (min), área relativa do pico (%)]: 2, 4,83, 95,67. 

 

3.4.1.2. Caracterização da (E)-2-((1-metil-1H-indole-3-il)metileno)hidrazinacarbotioamida, 4.g 

Seguiu-se o procedimento descrito no ponto 3.4.1. 

Estado físico: sólido amorfo branco. 

Composto 
Tiossemicarbazida 

g (mmol) 
Aldeído 

g (mmol) 
Eluente 
(CCF) 

Tempo 
de 

refluxo 
(horas) 

Massa 
de 

produto 
g 

(mmol) 

Rendimento 
(η) 

4.f 0,285 (3,13) 
0,500 
(3,44) 

acetato de 
etilo/ n-
hexano 
5,5:4,5 

4h30 
0,332 
(1,52) 

48,6% 

4.g 0,261 (2,86) 
0,503 
(3,16) 

acetato de 
etilo/ n-

hexano 6:4 
6h30 

0,623 
(2,68) 

94,0%  

4.h 0,285 (3,13) 
0,500 
(3,44) 

n-hexano/ 
acetato de 

etilo 7:3 
3h30 

0,416 
(1,91) 

60,9%  

4.i 0,285 (3,13) 
0,500 
(3,42) 

n-hexano/ 
acetato de 

etilo 6:4 
3h 

0,429 
(1,96) 

63,0%  

4.j 0,255 (2,80) 
0,500 
(3,08) 

n-hexano/ 
acetato de 

etilo 7:3 
6h 

0,526 
(2,24) 

79,8%  

4.k 0,254 (2,79) 
0,500 
(3,06) 

acetato de 
etilo/ n- 

hexano 6:4 
4h30 

0,549 
(2,32) 

83,3%  

4.l 0,229 (2,51) 
0,400 
(2,75) 

n-hexano/ 
acetato de 

etilo 7:3 
4h 

0,239 
(1,03) 

41,1%  

Tabela 3.6: Condições reacionais para a síntese dos derivados de N3 H-tiossemicarbazona, 4.f - 4.l. 
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RMN 1H [400,1 MHz, DMSO-d6, δ/ ppm (multiplicidade, integração, J/ Hz, atribuição)]: 3,80 (s, 3H, N-

CH3); 7,17 (td, 1H, H-5); 7,26 (td, 1H, H-6); 7,41 (s, 1H, N(3)-H); 7,48 (d, 1H, 8,1, H-7); 7,79 (s, 1H, H-

2); 8,00 (s, 1H, N(3)-H); 8,23 (d, 1H, 7,9, H-4); 8,27 (s, 1H, N=CH); 11,14 (s, 1H, N(2)-H). 

RMN 13C [100,6 MHz, DMSO-d6, δ/ ppm (atribuição)]: 176,47 (C=S); 140,33 (N=CH); 137,55 (C-7a); 

134,62 (C-2); 124,32 (C-3a); 122,70 (C-4); 122,32 (C-6); 120,86 (C-5); 110,12 (C-3); 110,10 (C-7); 

32,80 (N-CH3).  

IV (KBr) υmáx/ cm-1: 3367, 3248, 3221 (elongação N-H); 1595 (elongação C=N); 1254 (elongação C=S). 

HRMS (EI(+), m/z) [C11H12N4S+H]+: calculado: 232,0783; experimental: 232,0786.160 

HPLC [método, tR (min), área relativa do pico (%)]: 3, 4,38, 99,94. 

 

3.4.1.3. Caracterização da (E)-2-((1H-indole-2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida, 4.h 

Seguiu-se o procedimento descrito no ponto 3.4.1. e o composto foi ainda purificado por 

recristalização com etanol absoluto. 

Estado físico: sólido cristalino bege. 

RMN 1H [400,1 MHz, DMSO-d6, δ/ ppm (multiplicidade, integração, J/ Hz, atribuição)]: 6,77 (s, 1H, H-

3); 7,00 (t, 1H, 7,4, H-5); 7,17 (t, 1H, H-6); 7,35 (d, 1H, 8,2, H-7); 7,54 (d, 1H, 8,0, H-4); 8,01 (s, 1H, 

N=CH); 8,19 (s, 1H, N(3)-H); 8,34 (s, 1H, N(3)-H); 11,42 (s, 1H, N-H (indol)); 11,59 (s, 1H, N(2)-H). 

RMN 13C [100,6 MHz, DMSO-d6, δ/ ppm (atribuição)]: 177,91 (C=S); 137,13 (C-7a); 133,84 (C-2); 

133,15 (N=CH); 127,97 (C-3a); 123,50 (C-6); 120,93 (C-4); 119,47 (C-5); 111,11 (C-7); 106,06 (C-3). 

IV (KBr) υmáx/ cm-1: 3491, 3280, 3244, 3111 (elongação N-H); 1603 (elongação C=N);1232 (elongação 

C=S). 

HRMS (ESI(-), m/z) [C10H10N4S-H]-: calculado: 217,0553; experimental: 217,0532. 

HPLC [método, tR (min), área relativa do pico (%)]: 3, 6,15, 100,00. 

  

3.4.1.4. Caracterização da (E)-2-((benzofuran-2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida, 4.i 

Seguiu-se o procedimento descrito no ponto 3.4.1. e o composto foi ainda purificado por 

recristalização com etanol absoluto. 

Estado físico: sólido cristalino branco.  

RMN 1H [400,1 MHz, DMSO-d6, δ/ ppm (multiplicidade, integração, J/ Hz, atribuição)]: 7,28 (t, 1H, H-

5); 7,38 (m, 1H, H-6); 7,40 (s, 1H, H-3); 7,59 (d, 1H, 8,2, H-7); 7,69 (d, 1H, 7,8, H-7); 7,80 (s, 1H, N(3)-

H); 8,10 (s, 1H, N=CH); 8,36 (s, 1H, N(3)-H); 11,66 (s, 1H, N(2)-H). 

RMN 13C [100,6 MHz, DMSO-d6, δ/ ppm (atribuição)]: 178,05 (C=S); 154,67 (C-7a); 151,27 (C-2); 

132,23 (N=CH); 127,92 (C-3a); 126,04 (C-6); 123,60 (C-5); 121,85 (C-4); 111,37 (C-7); 109,18 (C-3). 

IV (KBr) υmáx/ cm-1: 3454, 3330, 3307 (elongação N-H); 1595 (elongação C=N); 1254 (elongação C=S). 

HRMS (ESI(-), m/z) [C10H9N3OS-H]-: calculado: 218,0394; experimental: 218,0372. 

HPLC [método, tR (min), área relativa do pico (%)]: 3, 5,25, 100,00. 

 

3.4.1.5. Caracterização da (E)-2-((benzo[b]tiofen-2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida, 4.j 

Seguiu-se o procedimento descrito no ponto 3.4.1. e o composto foi ainda purificado por 

recristalização com etanol absoluto. 
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Estado físico: sólido cristalino amarelo. 

RMN 1H [400,1 MHz, DMSO-d6, δ/ ppm (multiplicidade, integração, J/ Hz, atribuição)]: 7,38 (m, 2H, H-

5); 7,39 (m, 2H, H-6); 7,62 (s, 1H, N(3)-H); 7,76 (s, 1H, H-3); 7,83 (m, 1H, H-4); 7,93 (m, 1H, H-7); 8,34 

(s aberto, 1H, N(3)-H); 8,36 (s, 1H, N=CH); 11,64 (s, 1H, N(2)-H). 

RMN 13C [100,6 MHz, DMSO-d6, δ/ ppm (atribuição)]: 177,79 (C=S); 139,39 (C-7a ou C-3a); 139,33 

(C-7a ou C-3a); 139,17 (C-2); 137,82 (N=CH); 127,78 (C-3); 126,02 (C-6); 124,86 (C-5); 124,33 (C-4); 

122,61 (C-7). 

IV (KBr) υmáx/ cm-1: 3402, 3276, 3163 (elongação N-H); 1591 (elongação C=N); 1232 (elongação C=S). 

HRMS (EI(+), m/z) [C10H9N3S2+H]+: calculado: 235,0238; experimental: 235,0234.126 

HPLC [método, tR (min), área relativa do pico (%)]: 3, 7,23, 100,00. 

 

3.4.1.6. Caracterização da (E)-2-((benzo[d]tiazol-2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida, 4.k 

Seguiu-se o procedimento descrito no ponto 3.4.1. 

Estado físico: sólido amorfo amarelo. 

RMN 1H [400,1 MHz, DMSO-d6, δ/ ppm (multiplicidade, integração, J/ Hz, atribuição)]: 7,48 (m, 1H, H-

6); 7,54 (m, 1H, H-5); 8,00 (m, 1H, N(3)-H); 8,01 (d, 1H, 7,5, H-4); 8,11 (d, 1H, 8,0, H-7); 8,36 (s, 1H, 

N=CH); 8,62 (s, 1H, N(3)-H); 11,69 (s, 1H, N(2)-H).  

RMN 13C [100,6 MHz, DMSO-d6, δ/ ppm (atribuição)]: 178,36 (C=S); 164,55 (C-2); 153,14 (C-3a); 

136,79 (N=CH); 134,24 (C-7a); 126,66 (C-5); 126,47 (C-6); 123,15 (C-4); 122,41 (C-7). 

IV (KBr) υmáx/ cm-1: 3400, 3261, 3130 (elongação N-H); 1620 (elongação C=N); 1120 (elongação C=S). 

HRMS (EI(+), m/z) [C9H8N4S2+H]+: calculado: 236,0190; experimental: 236,0190.126 

HPLC [método, tR (min), área relativa do pico (%)]: 4, 4,00, 95,07. 

 

3.4.1.7. Caracterização da (E)-2-((3-metil-1H-indole-2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida, 4.l 

Seguiu-se o procedimento descrito no ponto 3.4.1. 

Estado físico: sólido amorfo amarelo. 

RMN 1H [400,1 MHz, DMSO-d6, δ/ ppm (multiplicidade, integração, J/ Hz, atribuição)]: 2,31 (s, 3H, H-

8); 6,99 (t, 1H, 7,5, H-5); 7,17 (t, 1H, H-6); 7,30 (d, 1H, 8,1, H-7); 7,52 (d, 1H, 8,0, H-4); 8,18 (s alargado, 

2H, N(3)-H e N=CH); 8,31 (s, 1H, N(3)-H); 11,12 (s, 1H, N-H (indole)); 11,49 (s, 1H, N(2)-H). 

RMN 13C [100,6 MHz, DMSO-d6, δ/ ppm (atribuição)]: 177,68 (C=S); 136,76 (C-7a); 131,98 (N=CH); 

130,04 (C-2); 128,50 (C-3a); 123,87 (C-6); 119,23 (C-4); 118,83 (C-5); 114,25 (C-3); 110,87 (C-7); 8,27 

(C-8). 

IV (KBr) υmáx/ cm-1: 3492, 3332, 3275, 3161 (elongação N-H); 1606 (elongação C=N); 1095 (elongação 

C=S). 

HRMS (ESI(-), m/z) [C11H12N4S-H]-: calculado: 231,0710; experimental: 231,0684. 

HPLC [método, tR (min), área relativa do pico (%)]: 5, 5,08, 100,00. 

 

A síntese dos derivados de N3-fenil-tiossemicarbazona foi conseguida com rendimentos 

compreendidos entre 31,7% e 83,5%, tendo-se realizado espetros de RMN 1H, 13C-APT, HSQC, 

COSY, HMBC e NOESY, em DMSO-d6. Na Tabela 3.7 encontram-se reunidas as condições 
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experimentais, as quantidades de reagentes usados e de produto obtido em cada síntese, bem como 

o tempo de refluxo e rendimento, correspondente. 

 

 

 

3.4.1.8. Caracterização da (E)-2-((1H-indole-2-il)metileno)-N-fenil-hidrazinacarbotioamida, 4.m 

Seguiu-se o procedimento descrito no ponto 3.4.1. 

Estado físico: sólido amorfo amarelo. 

RMN 1H [400,1 MHz, DMSO-d6, δ/ ppm (multiplicidade, integração, J/ Hz, atribuição)]: 6,86 (s, 1H, H-

3); 7,03 (t, 1H, 7,4, H-5); 7,20 (t, 1H, 7,6, H-6); 7,25 (t, 1H, 7,4, H-4’); 7,40 (d, 1H, 7,5, H-7); 7,44 (t, 2H, 

7,6, H-3’/H-5’); 7,58 (d,1H, 7,9, H-4); 7,61 (d, 2H, 7,7, H-2’/H-6’); 8,14 (s, 1H, N=CH); 10,19 (s,1H, N(3)-

H); 11,51 (s, 1H, N-H (indole)); 11,98 (s, 1H, N(2)-H). 

RMN 13C [100,6 MHz, DMSO-d6, δ/ ppm (atribuição)]: 175,63 (C=S); 138,76 (C-1’); 137,22 (C-7a); 

133,84 (N=CH); 133,55 (C-2); 128,31 (C-3’/ C-5’); 128,05 (C-3a); 125,74 (C-2’/ C-6’); 125,58 (C-4’); 

123,74 (C-6); 121,05 (C-4); 119,58 (C-5); 111,17 (C-7); 106,89 (C-3). 

IV (KBr) υmáx/ cm-1: 3346, 3313, 3267 (elongação N-H);1604 (elongação C=N); 1200 (elongação C=S). 

ESI-HRMS (ESI(-), m/z) [C16H14N4S-H]-: calculado: 293,0866; experimental: 293,0822. 

HPLC [método, tR (min), área relativa do pico (%)]: 6, 4,57, 99,81. 

 

3.4.1.9. Caracterização da (E)-2-((benzo[d]tiazol-2-il)metileno)-N-fenil-hidrazina 

carbotioamida, 4.n 

Seguiu-se o procedimento descrito no ponto 3.4.1. 

Estado físico: sólido amorfo amarelo. 

RMN 1H [400,1 MHz, DMSO-d6, δ/ ppm (multiplicidade, integração, J/ Hz, atribuição)]: 7,24 (t, 1H, 7,3, 

H-4’); 7,40 (t, 2H, H-3’/ H-5’); 7,49 (td, 1H, H-6); 7,54 (td, 1H, H-5); 7,58 (d, 2H, 7,6, H-2’/ H-6’); 8,03 (d, 

1H, 8,0, H-4); 8,13 (d, 1H, 7,6, H-7); 8,48 (s, 1H, N=CH); 10,23 (s, 1H, N(3)-H); 12,33 (s, 1H, N(2)-H). 

RMN 13C [100,6 MHz, DMSO-d6, δ/ ppm (atribuição)]: 176,41 (C=S); 164,49 (C-2); 153,14 (C-3a); 

138,86 (C-1’); 134,18 (N=CH); 134,40 (C-7a); 128,28 (C-3’/ C-5’); 126,69 (C-5); 126,52 (C-6); 125,82 

(C-5’/ C-6’); 125,74 (C-4’); 123,18 (C-4); 122,44 (C-7). 

IV (KBr) υmáx/ cm-1: 3317, 3124 (elongação N-H); 1616 (elongação C=N); 1186 (elongação C=S). 

Composto 
N4-Fenil- 

tiossemicarbazida 
g (mmol) 

Aldeído 
g 

(mmol) 

Eluente 
(c.c.f) 

Tempo 
de 

refluxo 
(horas) 

Massa 
de 

produto 
g 

(mmol) 

Rendimento 
(η) 

4.m 0,274 (1,64) 
0,262 
(1,80) 

n-hexano/ 
acetato de 

etilo 8:2 
6h 

0,153 
(0,52) 

31,7%  

4.n 0,372 (2,22) 
0,400 
(2,45) 

n-hexano/ 
acetato de 

etilo 7:3 
3h50 

0,581 
(1,86) 

83,5%  

4.o 0,417 (2,49) 
0,400 
(2,75) 

n-hexano/ 
acetato de 

etilo 8:2 
3h40 

0,503 
(1,63) 

65,2%  

Tabela 3.7: Condições reacionais para a síntese dos derivados de N3-fenil-tiossemicarbazona, 4.m - 4.o. 
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ESI-HRMS (ESI(-), m/z) [C15H12N4S2-H]-: calculado: 311,0431; experimental: 311,0383. 

HPLC [método, tR (min), área relativa do pico (%)]: 6, 4,48, 100,00. 

 

3.4.1.10. Caracterização da (E)-2-((3-metil-1H-indole-2-il)metileno)-N-fenil-hidrazina 

carbotioamida, 4.o 

Seguiu-se o procedimento descrito no ponto 3.4.1. 

Estado físico: sólido amorfo amarelo. 

RMN 1H [400,1 MHz, DMSO-d6, δ/ ppm (multiplicidade, integração, J/ Hz, atribuição)]: 2,36 (s, 3H, H-

8); 7,02 (t, 1H, 7,5, H-5); 7,21 (t, 1H, 7,4, H-6); 7,25 (t, 1H, 7,4, H-4’); 7,36 (d, 1H, 8,2, H-7); 7,43 (t, 2H, 

7,9, H-3’/ H-5’); 7,56 (d, 1H, 7,9, H-4); 7,64 (d, 1H, 7,9, H-2’/ H-6’); 8,32 (s, 1H, N=CH); 10,20 (s, 1H, 

N(3)-H); 11,25 (s, 1H, N-H (indole)); 11,91 (s, 1H, N(2)-H). 

RMN 13C [100,6 MHz, DMSO-d6, δ/ ppm (atribuição)]: 175,34 (C=S); 138,84 (C-1’); 136,85 (C-7a); 

132,61 (N=CH); 129,81 (C-2); 128,54 (C-3a); 128,35 (C-3’/ C-5’); 125,68 (C-2’/ C-6’); 125,55 (C-4’); 

124,14 (C-6); 119,37 (C-4); 118,96 (C-5); 115,14 (C-3); 110,95 (C-7); 8,33 (C-8). 

IV (KBr) υmáx/ cm-1: 3388, 3286, 3151 (elongação N-H); 1599 (elongação C=N); 1198 (elongação C=S). 

ESI-HRMS (ESI(-), m/z) [C17H16N4S-H]-: calculado: 307,1023; experimental: 307,0973. 

HPLC [método, tR (min), área relativa do pico (%)]: 6, 5,48, 98,04. 

 

3.5. Determinação da atividade antioxidante 

A capacidade antioxidante dos compostos foi avaliada segundo o método de captura do radical 

livre DPPH utilizando a metodologia descrita por Falé et al.161, com algumas alterações.  

A 500 µL de uma solução de DPPH (0,004% em metanol) adicionou-se o volume adequado de 

solução de composto (proveniente de uma solução com uma concentração de 1 mg/mL) e perfez-se o 

volume de 1000 µL com metanol, de modo a serem obtidas as concentrações de 12,5, 25, 50, 100, 

200 e 300 µM. Para o composto 4.o foi ainda necessário preparar soluções com as concentrações de 

12,5, 25, 50, 65, 75 e 85 µM. De seguida, as soluções foram incubadas à temperatura ambiente durante 

30 minutos e mediu-se a absorvância num aparelho UV-Vis (Shimadzu UV-1603) a 517 nm, contra um 

branco de metanol. O ensaio de controlo continha 500 µL de metanol e 500 µL da solução de DPPH 

e, como controlo positivo utilizou-se a quercetina, rutina e ácido ascórbico. Para cada composto, o 

ensaio do DPPH foi realizado em quadriplicado.  

A percentagem de atividade antioxidante de cada composto foi calculada de acordo com a 

seguinte expressão: 

 

𝐴𝐴 (%) = 100 × ((𝐴𝐷𝑃𝑃𝐻 − 𝐴𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎)/𝐴𝐷𝑃𝑃𝐻) 

 

onde, AA (%) corresponde à percentagem de atividade antioxidante, 𝐴𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 e  𝐴𝐷𝑃𝑃𝐻 

representam a absorvância de cada composto e da solução controlo, respetivamete. 

A concentração de composto necessária para produzir 50% da atividade antioxidante (EC50) foi 

obtida através da representação gráfica da percentagem de atividade antioxidante em função das 
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diferentes concentrações, estando os resultados apresentados como a média e desvio padrão 

associado aos quatro replicados. 

Os reagentes e solvente utilizados neste ensaio, bem como as suas características, encontram-

se reunidos na seguinte tabela:  

 

Tabela 3.8: Reagentes e solvente utilizados no ensaio do DPPH. 

Reagente/Solvente Característica Marca Referência 

Ácido ascórbico ≥99,7% Merck - 

DPPH - Sigma-Aldrich D9132 

Quercetina ≥95,0% Sigma-Aldrich Q4951 

Rutina ≥95,0% Sigma-Aldrich R-5143 

Metanol ≥99,8% Honeywell Riedel-de Haën 32213 

 

3.6. Ensaios de citotoxicidade 

No estudo das atividades biológicas dos compostos sintetizados utilizou-se a linha celular do 

cancro da mama hormono-dependente MCF-7 (ATCC HTB-22) e a linha celular do carcinoma 

hepatocelular humano Hep-G2 (ATCC HB-8065). Os ensaios foram realizados numa câmara de fluxo 

laminar Esco ® Class II Biohazard Safety Cabinet de modo a garantir as condições de esterilidade 

necessárias. Todos os reagentes usados, bem como as suas características, encontram-se reunidos 

na Tabela 3.9. 

 

 

 

3.6.1. Cultura de células 

As células das linhas celulares, MCF-7 e Hep-G2 foram colocadas a crescer em meio de cultura 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (com 4,5 g/L de glucose) suplementado com 10% de FBS, 

1% de L-glutamina e 1% de antimicótico (com 10000 U/mL de penicilina, 10 mg/mL de estreptomicina 

e 25 µg/mL de anfotericina) em frascos de 25 cm3 (T25), tendo-se trocado o meio a cada 48/72h. 

Quando se atingia uma confluência de, aproximadamente, 90% as células eram tripsinizadas e 

divididas para um máximo de cinco frascos T25. As células foram incubadas numa estufa Shel Lab 

CO2 Series da Sheldon Mfg. Inc ® com uma atmosfera de 5% de CO2 a 37 ºC. 

 

Reagente Marca Referência 

Antimicótico (100x) Sigma-Aldrich A5955 

Azul de tripano Sigma-Aldrich T6146 

Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-
1-il)-2,5-difenil-tetrazólio 

VWR 0793 

Dimetilsulfóxido Merck 1.02952.1000 

L-glutamina (200 mM) BioWhittaker® Lonza BE17-605E 

Meio DMEM BioWhittaker® Lonza 12-614F 

Metanol Carlo Erba 524102 

Soro fetal bovino Biowest S1810-500 

Tampão fosfato salino Corning 21-040-CV 

Tripsina 10x BioWhittaker® Lonza BE02-007E 

Tabela 3.9: Reagentes utilizados nos ensaios com as linhas celulares. 
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3.6.2. Contagem de células 

Quando as células atingiram a confluência pretendida, foram tripsinizadas, lavando-se com uma 

solução de PBS e, incubadas nas condições descritas anteriormente, com 850 µL de tripsina 1x 

(células MCF-7) e 2x (células Hep-G2) durante 5 minutos. Este passo experimental tem como objetivo 

a quebra das ligações peptídicas que possibilitam a aderência das células ao frasco.  

Após a tripsinização, preparou-se uma suspensão das células com 2 mL de DMEM 

suplementado com 10% de FBS, 1% de L-glutamina e 1% de antimicótico, que foi visualizada num 

microscópio ótico MOTIC® AE21 e contada no hemacitómetro (Superior Marienfeld Germany Neubauer 

improved), usando uma solução de azul tripano. Por fim, preparou-se uma suspensão de células com 

uma concentração final de 50x104 células/mL, para ambas as linhas celulares, que foi cultivada em 

microplacas de 96 poços, tendo-se adicionado 100 µL da suspensão em cada poço, e incubada durante 

72h. 

 

3.6.3. Determinação da citotoxicidade celular 

Para os ensaios de citotoxicidade recorreu-se ao método colimétrico de redução do MTT, tendo 

por base o procedimento descrito por Riss et al. 146.  

Após o tempo de incubação das células, retirou-se o meio de cultura e, primeiramente, aplicou-

se em contacto com as células, 100 µL de solução de cada composto com uma concentração de 100 

µM, dissolvido em meio de cultura DMEM suplementado com 1% de L-glutamina contendo 0,5% de 

DMSO. Foram efetuados 8 replicados da concentração de 100 µM de cada composto. 

Os compostos foram colocados em contacto com as células das linhas células MCF-7 e Hep-

G2 durante 24h e 48h. Findado este tempo, adicionou-se 100 µL de uma solução de MTT (0,5 mg/mL) 

em DMEM suplementado com 1% de L-glutamina e incubou-se as microplacas, nas mesmas condições 

referidas anteriormente, durante 3h e 2h30 para as células das linhas celulares MCF-7 e Hep-G2, 

respetivamente. Foi também efetuado um ensaio de controlo negativo, correspondente a 100% de 

viabilidade celular, no qual as células foram submetidas a condições idênticas somente em meio de 

cultura DMEM suplementado com 1% de L-glutamina contendo 0,5% de DMSO. Posteriormente, 

retirou-se a solução de MTT, dissolveram-se os cristais de formazan com 100 µL de metanol e, leu-se 

a absorvância a 595 nm, com referência a 630 nm, num leitor de microplacas (TECAN Sunrise A-502), 

sendo que para a aquisição dos dados recorreu-se ao software RdrOle na versão 4.30.  

A percentagem de morte celular foi calculada através da seguinte expressão: 

 

𝑀𝐶 (%) = 100 − ((𝐴𝐶𝑜𝑚𝑝𝑜𝑠𝑡𝑜 × 100)/𝐴𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑜) 

 

na qual, MC (%) corresponde à percentagem de morte celular, 𝐴𝐶𝑜𝑚𝑝𝑜𝑠𝑡𝑜  é o valor de absorvância 

nas células que estiveram em contacto com os compostos e 𝐴𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑜  é a absorvância registada para 

as células controlo. 

O tamoxifeno, um fármaco de referência de mercado para o cancro da mama hormono-

dependente, foi utilizado como controle positivo e obtido a partir de comprimido comerciais. Três 

comprimidos foram macerados em metanol, tendo-se dividido o volume em diversos eppendorfs, que 
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foram centrifugados numa centrífuga Minispin® 5415D da Eppendorf ®, a uma velocidade de 12 g 

durante 5 minutos. Posteriormente, reuniu-se o sobrenadante dos eppendorfs e secou-se ao ar, de 

modo a se obter apenas o tamoxifeno puro em forma de precipitado. Nos ensaios com a linha celular 

MCF-7, preparou-se soluções do tamoxifeno puro, com diferentes concentrações, em meio DMEM 

suplementado com 1% de L-glutamina contendo 0,5% de DMSO e realizou-se o mesmo procedimento 

descrito anteriormente. Foram efetuados 8 replicados de cada concentração.  
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A finalidade do presente trabalho foi criar uma pequena biblioteca de tiossemicarbazonas, 

derivadas de aldeídos heteroaromáticos e avaliar as suas atividades antioxidantes e anticancerígena, 

na linha celular do carcinoma hepatocelular humano Hep-G2, para uma indicação do seu potencial 

hepatotóxico, bem como na linha celular do cancro da mama hormono-dependente MCF-7, obtendo 

assim informação preliminar para a realização de estudos de SAR. 

Assim, sintetizaram-se com sucesso quinze derivados de tiossemicarbazona, dez dos quais 

novos (4.a – 4.c, 4.h, 4.l, 4.m – 4.o). A via sintética seguida para obter os derivados de glicosil 

tiossemicarbazona (4.a – 4.c) consistiu em três passos reacionais consequenciais: formação do 

isotiocianato de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-β-D-glucopiranosil (2), síntese da N-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-β-D-

glucopiranosil) tiossemicarbazida (3.a) e formação dos derivados de glicosil tiossemicarbazona 

pretendidos (4.a – 4.c). Os compostos 4.a, 4.b e 4.c foram conseguidos com rendimentos de 51,1%, 

70,4% e 46,8%, respetivamente. O tempo de reação, em 4.a e 4.c, e a utilização de catálise ácida na 

síntese de 4.c, poderão ser as causas dos baixos rendimentos obtidos. Os restantes derivados de 

tiossemicarbazona (4.f – 4.o) foram obtidos num único passo reacional, por reação entre uma 

tiossemicarbazida ou N4-fenil-tiossemicarbazida e o aldeído pretendido. Os derivados de 

tiossemicarbazona N3 não substituídos (4.f – 4.l) e N3-fenil-tiossemicarbazona (4.m – 4.o) foram 

obtidos com rendimentos compreendidos entre 41,1 - 94,0% e 31,7 - 83,5%, respetivamente. Os 

compostos 4.f, 4.h, 4.l e 4.m foram conseguidos com rendimentos mais baixos de 48,6%, 60,9%, 

41,1% e 31,7%, respetivamente, que poderão ser explicados pela ausência de catálise ácida e, 

consequentemente, a reação ter ocorrido a um valor de pH não adequado.     

As tiossemicarbazonas foram extensivamente caracterizadas por técnicas espetroscópicas de 

RMN, IV e HRMS. Conclui-se que todas se apresentam na forma tiona. A partir das experiências de 

NOESY realizadas em 4.b, 4.h, 4.m e 4.o, foi possível inferir uma geometria E em torno da ligação 

C=N em todos os compostos sintetizados. Adicionalmente, verificou-se que os compostos 4.m e 4.o 

apresentam-se como na conformação trans relativamente à posição entre o átomo de enxofre e o 

átomo de azoto da imina, sendo expectável que o composto 4.n apresente igualmente esta 

conformação.  

Nos ensaios de atividade antioxidante, sete derivados de tiossemicarbazonas (4.a, 4.d, 4.f, 4.g, 

4.m - 4.o) demonstraram uma capacidade em reduzir o radical de DPPH boa a moderada com valores 

de EC50 inferiores a 300 µM. Nos derivados de N3 H-tiossemicarbazona (4.f – 4.l), os compostos que 

possuem o grupo indolilo ligado na posição 3 relativamente à tiossemicarbazona, 4.f e 4.g,  

apresentaram boas atividades antioxidantes, com destaque para o composto 4.f, cujo valor de EC50 

indicia que a não substituição no azoto endocíclico tem influência na atividade antioxidante. Por 

comparação do EC50 das tiossemicarbazonas substituídas no azoto N3 com um anel aromático (4.m, 

4.n e 4.o), com o EC50 das correspondentes tiossemicarbazonas substituídas com um grupo glicosídico 

per-acetilado (4.b) ou não substituídas (4.h, 4.k e 4.l) em N3, concluiu-se que a presença de um grupo 

fenilo exerce um efeito positivo no potencial antioxidante. O composto (E)-2-((3-metil-1H-indole-2-

il)metileno)-N-fenil-hidrazinacarbotioamida (4.o) foi o que apresentou uma atividade antioxidante mais 

promissora, possivelmente devido a uma maior estabilização por ressonância do radical formado. 

Obteve-se um valor de EC50 de 51,34 ± 1,93 µM, para 4.o, comparável ao da rutina 11,36 ± 0,38 µM e 
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ácido ascórbico 23,66 ± 0,82 µM. É de realçar que este composto apresentou um valor de EC50 inferior 

ao de um antioxidante sintético, formalmente conhecido como BHT. Conclui-se, então, que o composto 

4.o, poderá representar uma lead para o desenvolvimento de novos antioxidantes sintéticos.   

Relativamente aos ensaios de citotoxicidade nas linhas celulares Hep-G2 e MCF-7 verificou-se 

que os compostos 4b, 4.f – 4.o, quando em contacto com as células alvo, durante 24h ou 48h não 

demonstraram ser citotóxicos. Conclui-se, portanto, os compostos se forem usados como antioxidantes 

não são tóxicos.   

Os resultados obtidos ao longo do trabalho laboratorial revelaram-se bastante promissores, 

assim sendo para a continuação deste trabalho propõe-se: 

I. Sintetizar os seguintes derivados de N3-fenil-tiossemicarbazona: (E)-2-((1H-indole-3-

il)metileno)-N-fenil-hidrazinacarbotioamida, (E)-2-((1-metil-1H-indole-3-il)metileno)-N-fenil-

hidrazinacarbotioamida, (E)-2-((benzofuran-2-il)metileno)-N-fenil-hidrazinacarbotioamida e (E)-

2-((benzo[b]tiofen-2-il)metileno)-N-fenil-hidrazinacarbotioamida e avaliar a capacidade 

antioxidante, segundo o método de DPPH, de modo a completar o estudo preliminar SAR; 

II. Realizar estudos de SAR e eventualmente QSAR, de modo a poder determinar quais as 

propriedades relevantes para a atividade biológica destes compostos; 

III. Testar a atividade antioxidante dos compostos sintetizados por outros protocolos experimentais, 

como o método de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) e inibição da captura 

de radicais de óxido nítrico. 
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6.1. Apêndice 1 - isotiocianato de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-β-D-glucopiranosil (2) 

  

Figura 6.1: Espetro de RMN 1H do composto 2, em CDCl3. 

Figura 6.2: Espetro de RMN 13C-APT do composto 2, CDCl3. 
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Figura 6.3: Espetro COSY do composto 2, em CDCl3. 

Figura 6.4: Espetro HSQC do composto 2, em CDCl3. 
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Figura 6.5: Espetro HMBC do composto 2, em CDCl3. 
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6.2. Apêndice 2 - N-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-β-D-glucopiranosil) tiossemicarbazida 

(3.a)  

  

Figura 6.6: Espetro de RMN 1H do composto 3.a, em CDCl3. 

Figura 6.7: Espetro de RMN 13C-APT do composto 3.a, em CDCl3. 
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Figura 6.8: Espetro COSY do composto 3.a, em CDCl3. 

Figura 6.9: Espetro HSQC do composto 3.a, em CDCl3. 
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Figura 6.10: Espetro HMBC do composto 3.a, em CDCl3. 
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6.3. Apêndice 3 - indole-3-carboxaldeído N-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-β-D-glucopiranosil) 

tiossemicarbazona (4.a) 

  

Figura 6.11: Espetro de RMN 1H do composto 4.a, em CDCl3. 

Figura 6.12: Espetro de RMN 13C-APT do composto 4.a, em CDCl3. 
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Figura 6.13: Espetro COSY do composto 4.a, em CDCl3. 

Figura 6.14: Espetro HSQC do composto 4.a, em CDCl3. 
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Figura 6.15: Espetro HMBC do composto 4.a, em CDCl3. 
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Figura 6.16: Espetro de IV do composto 4.a. 
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Figura 6.17: Espetro de HRMS do composto 4.a (principais fragmentos). 
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6.4. Apêndice 4 - indole-2-carboxaldeído N-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-β-D-glucopiranosil) 

tiossemicarbazona (4.b) 

  

Figura 6.18: Espetro de RMN 1H do composto 4.b, em CDCl3. 

 

Figura 6.19: Espetro de RMN 13C-APT do composto 4.b, em CDCl3. 
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Figura 6.20: Espetro COSY do composto 4.b, em CDCl3. 

Figura 6.21: Espetro HSQC do composto 4.b, em CDCl3. 
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Figura 6.22: Espetro HMBC do composto 4.b, em CDCl3. 

Figura 6.23: Espetro NOESY do composto 4.b, em CDCl3 (principais correlações). 
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Figura 6.24: Espetro de IV do composto 4.b. 
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Figura 6.25: Espetro de HRMS do composto 4.b (principais fragmentos). 
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6.5. Apêndice 5 - 2-benzofurano carboxaldeído N-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-β-D-

glucopiranosil) tiossemicarbazona (4.c) 

  

Figura 6.26: Espetro de RMN 1H do composto 4.c, em CDCl3. 

Figura 6.27: Espetro de RMN 13C-APT do composto 4.c, em CDCl3. 
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Figura 6.28: Espetro COSY do composto 4.c, em CDCl3. 

Figura 6.29: Espetro HSQC do composto 4.c, em CDCl3. 
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Figura 6.30: Espetro HMBC do composto 4.c, em CDCl3. 

Figura 6.31: Sobreposição dos espetros de RMN 1H do composto 4.c, em CDCl3, efetuados aos t = 0 e 20 min e 
t = 9 h. 

t = 0 min 
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t = 0 min 

t = 9 h 

t = 20 min 

Figura 6.33: Espetro de RMN 1H do composto 4.c, em DMSO-d6. 

Figura 6.32: Sobreposição dos espetros de RMN 1H do composto 4.c, em CDCl3, efetuados aos t = 0 e 20 min e 

t = 9 h (com aproximação). 
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Figura 6.34: Espetro de RMN 13C-APT do composto 4.c, em DMSO-d6. 

Figura 6.35: Espetro COSY do composto 4.c, em DMSO-d6. 
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Figura 6.36: Espetro HSQC do composto 4.c, em DMSO-d6. 

Figura 6.37: Espetro HMBC do composto 4.c, em DMSO-d6. 
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Figura 6.38: Espetro de IV do composto 4.c. 
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Figura 6.39: Espetro de HRMS do composto 4.c (principais fragmentos). 



124 

 

6.6. Apêndice 6 - (E)-2-((1H-indole-3-il)metileno)hidrazinacarbotioamida (4.f) 

 

  

Figura 6.40: Espetro de RMN 1H do composto 4.f, em DMSO-d6. 

Figura 6.41: Espetro de RMN 13C-APT do composto 4.f, em DMSO-d6. 
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Figura 6.42: Espetro COSY do composto 4.f, em DMSO-d6. 

Figura 6.43: Espetro HSQC do composto 4.f, em DMSO-d6. 
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Figura 6.44: Espetro HMBC do composto 4.f, em DMSO-d6. 
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Figura 6.45: Espetro de IV do composto 4.f. 
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6.7. Apêndice 7 - (E)-2-((1-metil-1H-indole-3-il)metileno)hidrazinacarbotioamida 

(4.g) 

  

Figura 6.46: Espetro de RMN 1H do composto 4.g, em DMSO-d6. 

Figura 6.47: Espetro de RMN 13C-APT do composto 4.g, em DMSO-d6. 
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Figura 6.48: Espetro COSY do composto 4.g, em DMSO-d6. 

Figura 6.49: Espetro HSQC do composto 4.g, em DMSO-d6. 
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Figura 6.50: Espetro HMBC do composto 4.g, em DMSO-d6. 
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Figura 6.51: Espetro de IV do composto 4.g. 
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6.8. Apêndice 8 - (E)-2-((1H-indole-2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida (4.h) 

  

Figura 6.52: Espetro de RMN 1H do composto 4.h, em DMSO-d6. 

Figura 6.53: Espetro de RMN 13C-APT do composto 4.h, em DMSO-d6. 
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Figura 6.54: Espetro COSY do composto 4.h, em DMSO-d6. 

Figura 6.55: Espetro HSQC do composto 4.h, em DMSO-d6. 
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Figura 6.56: Espetro HMBC do composto 4.h, em DMSO-d6. 

Figura 6.57: Espetro NOESY do composto 4.h, em DMSO-d6 (principais correlações). 
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Figura 6.58: Espetro de IV do composto 4.h. 
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Figura 6.59: Espetro de HRMS do composto 4.h (principais fragmentos). 
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6.9. Apêndice 9 - (E)-2-((benzofuran-2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida (4.i) 

 

  

Figura 6.60: Espetro de RMN 1H do composto 4.i, em DMSO-d6. 

Figura 6.61: Espetro de RMN 13C-APT do composto 4.i, em DMSO-d6. 
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Figura 6.62: Espetro COSY do composto 4.i, em DMSO-d6. 

Figura 6.63: Espetro HSQC do composto 4.i, em DMSO-d6. 
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Figura 6.64: Espetro HMBC do composto 4.i, DMSO-d6. 

3
4
5
4

3
3
3
0 3
3
0
7 3
1
4
9 3
0
6
0

1
6
1
6

1
5
9
5

1
5
5
2

1
5
3
1

1
4
5
0

1
2
9
2 1

2
7
3

1
2
5
4

1
1
3
6

1
0
5
5

8
8
5

7
4
8 5
3
4

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

400900140019002400290034003900

T
ra

n
s
m

it
â
n
c
ia

 (
%

)

Número de onda (cm-1)

Figura 6.65: Espetro de IV do composto 4.i. 
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Figura 6.66: Espetro de HRMS do composto 4.i (principais fragmentos). 
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6.10. Apêndice 10 - (E)-2-((benzo[b]tiofen-2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida 

(4.j) 

  

Figura 6.67: Espetro de RMN 1H do composto 4.j, em DMSO-d6. 

Figura 6.68: Espetro de RMN 13C-APT do composto 4.j, em DMSO-d6. 
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Figura 6.69: Espetro COSY do composto 4.j, em DMSO-d6. 

Figura 6.70: Espetro HSQC do composto 4.j, em DMSO-d6. 
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Figura 6.71: Espetro HMBC do composto 4.j, em DMSO-d6. 

Figura 6.72: Espetro de IV do composto 4.j. 
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6.11. Apêndice 11 - (E)-2-((benzo[d]tiazol-2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida 

(4.k) 

  

Figura 6.73: Espetro de RMN 1H do composto 4.k, em DMSO-d6. 

Figura 6.74: Espetro de RMN 13C-APT do composto 4.k, em DMSO-d6. 
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Figura 6.75: Espetro COSY do composto 4.k, em DMSO-d6. 

Figura 6.76: Espetro HSQC do composto 4.k, em DMSO-d6. 
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Figura 6.77: Espetro HMBC do composto 4.k, em DMSO-d6. 
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Figura 6.78: Espetro de IV do composto 4.k. 
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6.12. Apêndice 12 - (E)-2-((3-metil-1H-indole-2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida 

(4.l) 

 

  

Figura 6.79: Espetro de RMN 1H do composto 4.l, em DMSO-d6. 

Figura 6.80: Espetro de RMN 13C-APT do composto 4.l, em DMSO-d6. 
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Figura 6.81: Espetro COSY do composto 4.l, em DMSO-d6. 

Figura 6.82: Espetro HSQC do composto 4.l, em DMSO-d6. 
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Figura 6.83: Espetro HMBC do composto 4.l, em DMSO-d6. 
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Figura 6.84: Espetro de IV do composto 4.l. 
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Figura 6.85: Espetro de HRMS do composto 4.l (principais fragmentos). 
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6.13. Apêndice 13 - (E)-2-((1H-indole-2-il)metileno)-N-fenil-hidrazinacarbotioamida 

(4.m) 

  

Figura 6.86: Espetro de RMN 1H do composto 4.m, em DMSO-d6. 

Figura 6.87: Espetro de RMN 13C-APT do composto 4.m, em DMSO-d6. 
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Figura 6.88: Espetro COSY do composto 4.m, em DMSO-d6. 

Figura 6.89: Espetro HSQC do composto 4.m, em DMSO-d6. 
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Figura 6.90: Espetro HMBC do composto 4.m, em DMSO-d6. 

Figura 6.91: Espetro NOESY do composto 4.m, em DMSO-d6 (principais correlações). 
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Figura 6.92: Espetro de IV do composto 4.m. 
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Figura 6.93: Espetro de HRMS do composto 4.m (principais fragmentos). 
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6.14. Apêndice 14 - (E)-2-((benzo[d]tiazol-2-il)metileno)-N-fenil-hidrazinacarbotioamida 

(4.n) 

  

Figura 6.94: Espetro de RMN 1H do composto 4.n, em DMSO-d6. 

Figura 6.95: Espetro de RMN 13C-APT do composto 4.n, em DMSO-d6. 
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Figura 6.96: Espetro COSY do composto 4.n, em DMSO-d6. 

Figura 6.97: Espetro HSQC do composto 4.n, em DMSO-d6. 
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Figura 6.98: Espetro HMBC do composto 4.n, em DMSO-d6. 
1
5
4
7

3
4
3
1

3
3
1
7

3
1
2
4

2
9
5
4 1

6
1
6

1
4
4
6

1
2
6
9

1
1
8
6

1
1
5
7

1
1
0
9

7
6
0

6
9
0

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

400900140019002400290034003900

T
ra

n
s
m

it
â
n
c
ia

 (
%

)

Número de onda (cm-1)

Figura 6.99: Espetro de IV do composto 4.n. 
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Figura 6.100: Espetro de HRMS do composto 4.n (principais fragmentos). 
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6.15. Apêndice 15 - (E)-2-((3-metil-1H-indole-2-il)metileno)-N-fenil-hidrazinacarbotioamida 

(4.o) 

  

Figura 6.101: Espetro de RMN 1H do composto 4.o, em DMSO-d6. 

Figura 6.102: Espetro de RMN 13C-APT do composto 4.o, em DMSO-d6. 
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Figura 6.103: Espetro COSY do composto 4.o, em DMSO-d6. 

Figura 6.104: Espetro HSQC do composto 4.o, em DMSO-d6. 
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Figura 6.106: Espetro NOESY do composto 4.o, em DMSO-d6 (principais correlações). 

Figura 6.105: Espetro HMBC do composto 4.o, em DMSO-d6. 
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Figura 6.107: Espetro de IV do composto 4.o. 
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Figura 6.108: Espetro de HRMS do composto 4.o (principais fragmentos). 
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6.16. Apêndice 16 – Atividade antioxidante 

 

 

% Atividade antioxidante 

EC50 (µM) Concentração (µM) 

12,5 25 50 100 200 300 

4.a 
11,92 ± 

2,63 
17,13 ± 

2,90 
30,52 ± 

0,37 
48,40 ± 

1,69 
68,10 ± 

0,45 
87,44 ± 

0,52 
139,21 ± 

1,80 

4.b 
0,45 ± 

0,12 

2,32 ± 

0,57 

7,01 ± 

0,57 

14,55 ± 

1,50 

22,57 ± 

0,59 

30,76 ± 

1,14 
>300 

4.c 
1,50 ± 

0,07 

1,87 ± 

0,13 

2,48 ± 

0,36 

4,50 ± 

0,24 
8,09 ± 0,66 

10,59 ± 

0,76 
>300 

4.d 
3,70 ± 

0,49 
8,33 ± 0,7 

15,98 ± 

0,66 

33,60 ± 

0,35 
48,61 ± 

1,66 

67,81 ± 

0,62 

207,11 ± 

11,92 

4.e 
0,23 ± 

0,01 

1,64 ± 

0,03 

2,63 ± 

0,25 

6,24 ± 

0,45 
9,66 ± 0,78 

12,66 ± 

0,21 
>300 

4.f 
15,70 ± 

0,18 

20,52 ± 

0,95 

31,11 ± 

0,83 

48,74 ± 

1,31 

80,30 ± 

0,33 

90,27 ± 

1,26 

120,41 ± 

0,59 

4.g 
14,63 ± 

0,64 

21,20 ± 

1,44 

28,67 ± 

0,23 

35,15 ± 

0,45 

50,28 ± 

1,55 

60,47 ± 

1,54 

211,62 ± 

11,58 

4.h 
4,18 ± 

0,23 

5,22 ± 

0,12 

9,24 ± 

0,53 

14,57 ± 

0,38 

22,25 ± 

1,14 

28,44 ± 

0,75 
>300 

4.i 
3,22 ± 

0,14 

5,88 ± 

0,40 

10,63 ± 

0,41 

12,83 ± 

0,03 

20,13 ± 

0,76 

29,19 ± 

1,30 
>300 

4.j 
1,61 ± 

0,08 

3,76 ± 

0,26 

7,78 ± 

0,37 

11,33 ± 

0,76 

17,68 ± 

0,85 

28,57 ± 

0,34 
>300 

4.k 
1,19 ± 

0,07 

2,24 ± 

0,11 

3,15 ± 

0,21 

4,47 ± 

0,52 

11,73 ± 

0,50 

14,10 ± 

0,59 
>300 

4.l 
2,57 ± 

0,11 

5,00 ± 

0,30 

12,12 ± 

0,33 

19,91 ± 

0,52 

28,42 ± 

0,86 

40,95 ± 

1,35 
>300 

4.m 
4,43 ± 

0,05 

10,32 ± 

0,28 

16,41 ± 

0,90 

25,37 ± 

0,82 

42,19 ± 

0,88 

56,62 ± 

0,75 

252,16 ± 

3,61 

4.n 
4,28 ± 

0,09 

8,03 ± 

0,43 

11,59 ± 

0,76 

23,17 ± 

0,79 

40,95 ± 

1,23 

69,43 ± 

1,83 

226,54 ± 

16,66 

4.o 
12,73 ± 

0,57 

27,18 ± 

0,19 

52,57 ± 

1,70 

79,05 ± 

0,89 

89,38 ± 

0,89 

96,21 ± 

1,42 
- 

 

% Atividade antioxidante 

EC50 (µM) Concentração (µM) 

12,5 25 50 65 75 85 

4.o 
16,82 ± 

0,53 

34,70 ± 

0,78 

53,04 ± 

1,45 

58,62 ± 

0,87 

65,93 ± 

0,57 

76,00 ± 

0,74 

51,34 ± 

1,93 

Tabela 6.1: Percentagem de atividade antioxidante dos compostos 4.a - 4.o, testados em diferentes 
concentrações (µM). 


